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Zusammenfassung

Das Paprika Resistenzgen Bs4C aus Capsicum pubescens vermittelt Resistenz
gegeniiber Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)-Stimmen, die den
(transcription activator-like) TAL-Effektor AvrBs4 exprimieren. Vorangegangene
Arbeiten lieBen vermuten, dass AvrBs4 die Expression von Bs4C transkriptionell
induziert. In einem “proof of principle”-Experiment, wurde Bs4C unter Verwendung
eines RNA-Seq-basierten Ansatzes isoliert. Unter 68 differentiell AvrBs4-induzierten
Paprikagenen war jedoch nur eines, das ausschlieBlich in der resistenten und nicht in
der suszeptiblen Akzession induziert war und fiir das kein Transkript in Abwesenheit
von AvrBs4 in der resistenten Akzession nachgewiesen wurde. Kopplungs- und
Komplementationsanalysen bestétigten dieses Kandidatengen als das gesuchte
Resistenzgen Bs4C.

Im Bs4C-Promoter konnte ein Effektorbindeelement (EBE) fiir AvrBs4

identifiziert werden, das notwendig und ausreichend fiir die AvrBs4-Bindung an und
transkriptionelle Aktivierung von Bs4C ist. Bindungsstudien lieBen erkennen, dass
zwei Nukleotidpolymorphismen in der korrespondierenden Region der suszeptiblen
Akzession eine stark reduzierte Affinitdt (10fach) gegeniiber AvrBs4 bedingen.
AuBlerdem zeigten GUS-Studien, dass der Promoter des suszeptiblen Allels nicht
durch AvrBs4 induzierbar ist. Folglich bestimmt ein Substitutionspolymorphismus
von zwei Basenpaaren in den Promotoren des resistenten und suszeptiblen Bs4C-
Allels iiber Resistenz oder Suszeptibilitit gegeniiber AvrBs4-exprimierenden
Xanthomonaden.
Bs4C kodiert fiir ein 164-AS grof3es Protein, das keine Homologie zu Proteinen mit
bekannter Funktion aufweist. In silico Proteinstrukturanalysen sagen vier
Transmembranhelices in Bs4C vorher und demzufolge stellt es einen neuen Typ von
Exekutorproteinen dar, welcher Resistenz gegen TALE-exprimierende Xanthomonas-
Stimme vermittelt.

Zudem konnten Sequenzanalysen mindestens ein Homolog in C. pubescens
und mindestens sieben Homologe in C. annuum identifizieren. Interessanterweise
kodieren die meisten von ihnen aufgrund von Nukleotidaustauschen,
Leserahmenverschiebungen und Insertions/Deletionspolymorphismen nicht fiir
Vollldngen Bs4C-dhnliche Proteine. Folglich konnten diese homologen Sequenzen

duplizierte Gene représentieren, die nicht mehr funktional sind.



Summary

The Capsicum pubescens gene Bs4C confers resistance to Xanthomonas campestris
pv. vesicatoria (Xcv) strains expressing the transcription activator-like (TAL)-effector
AvrBs4. Preliminary studies indicated that AvrBs4 transcriptionally activate the
expression of Bs4C. In a poof-of-principle experiment we isolated Bs4C using a
RNA-Seq-based approach. Among 68 pepper genes that were transcriptionally
activated by AvrBs4 only one candidate gene was exclusively induced in the resistant
and not in the susceptible as well as no transcript level was detectable in the absence
of AvrBs4 in the resistant pepper accession. Linkage mapping and complementation
assays confirmed that this candidate gene was the searched-for resistance gene Bs4C.

Within the Bs4C promoter an effector binding element (EBE) for AvrBs4 was

identified, that is required and sufficient for AvrBs4-binding to and transcriptional
activation of Bs4C. Analysis to the corresponding region in a susceptible pepper
accession revealed a two nucleotide polymorphism resulting in a lower affinity (10
fold) of AvrBs4 to the promoter region of the susceptible allele. Furthermore,
transient GUS assays showed that the promoter of the susceptible allele is not
AvrBs4-inducible. Thus, a 2-bp substitution-polymorphism in the promoters of the
resistant and susceptible allele of Bs4C determines resistance or susceptibility to
xanthomonads containing AvrBs4.
Bs4C encodes for a 164-amino acid protein showing no homology to proteins with
known function. In silico protein predictions revealed four potential transmembrane
helices in Bs4C representing a novel type of executor protein that mediates resistance
to a TALE-expressing Xanthomonas strain.

Sequence analyses uncovered at least one homolog in C. pubescens as well as
at least seven homologs in C. annuum. Interestingly, most of them do not encode for
full-length Bs4C-like proteins due to nucleotide exchanges, frame shift or insertion-
/deletion-polymorphisms. Thus, these homologous sequences could represent

duplicated genes that lost their function.
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1 Einleitung

1.1 Pflanzliche Abwehrmechanismen

Pflanzen sind stdndig einer Vielzahl duerer Einfliissen ausgesetzt. Um sich gegen
biotische Stressoren, wie Frallfeinden und Pathogene zu schiitzen, haben sie
verschiedene Mechanismen entwickelt. Die passive Abwehr erfolgt dabei durch
strukturelle oder chemische Barrieren, die das Eindringen in die Pflanze verhindern.
Beispiele hierfiir sind die Kutikula, Zellwinde und Haare auf der Blattoberfldche
sowie antimikrobiell wirkende Sekundirmetabolite, die sich in der Zellwand
(hydrolytische Enzyme) oder in anderen Bereichen (Phytoanticipine) befinden
(Schaller, 2002). Gelingt es dem Pathogen diese ersten Barrieren zu liberwinden und
in die Pflanze einzudringen, werden weitere Abwehrmechanismen aktiviert. Die erste
Abwehrlinie wird vermittelt durch die Erkennung von sogenannten PAMPs (pathogen
associated molecular patterns) wie beispielsweise flg22 (Flagellin), EF-Tu
(Elongationsfaktor), LPS (Lipopolysaccharide) und Peptidoglykan von Bakterien,
Xylanase und Chitin von Pilzen sowie Heptaglucoside von Oomyceten durch
oberflachenstindige Rezeptoren (PRR, plant recognition receptor). Diese Form der
Abwehr wird auch als PTI (PAMP-triggered immunity) bezeichnet (Dodds and
Rathjen, 2010; Jones and Dangl, 2006). PRRs bestechen aus einer
Transmembrandomine und einer extrazellulliren LRR-Doméne (leucine rich repeat).
Die Erkennung der PAMPs durch die PRRs kann verschiedene Reaktionen
hervorrufen, die einzeln oder in Kombination die Vermehrung und Ausbreitung des
Pathogens eingrenzen/verhindern soll (Jones and Dangl, 2006). Die PTI kann mit der
Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies einhergehen oder auch der Akkumulation
von Kallose. Weitere typische Reaktionen nach der Erkennung von PAMPs sind die
Aktivierung von MAP (mitogen-associated protein)-Kinasen, die Expression von
defense related genes oder die SchlieBung der Stomata (Dodds and Rathjen, 2010;
Jones and Dangl, 2006). Einigen Pathogenen ist es moglich, sich der Erkennung zu
entzichen oder die PTI zu unterdriicken (He et al., 2007; Zhou and Chai, 2008).
Pflanzenpathogene Bakterien schleusen mittels Typ-III-Sekretionssystem sogenannte
Effektoren in die Pflanzenzelle, von denen einige in der Lage sind die PTI zu
unterbinden (Dodds and Rathjen, 2010; He et al., 2007; Jones and Dangl, 2006). Ein

Beispiel dafiir ist der Pseudomonas-Effektor AvrPto, welcher in suszeptiblen
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Pflanzen (Tomaten) mit dem PRR FLS2 interagiert und somit die Erkennung von
Flagellin und die PTI unterdriickt (Xiang et al., 2008). In Anpassung an bakterielle
Effektoren haben Pflanzen im Laufe ihrer Entwicklung eine zweite Abwehrlinie mit
spezifischen Immunrezeptoren fiir diese Effektoren ausgebildet, die als ETI (effector
triggered immunity) bezeichnet wird. Die Erkennung der Effektoren erfolgt durch
Resistenzgenprodukte (R-Genprodukte) und resultiert meist in einer lokalen
Zelltodreaktion an der Infektionsstelle, in der sogenannten hypersensitiven Reaktion
(HR). Die Zelltodreaktion verhindert durch Nahrungsentzug das Wachstum und die
weitere Verbreitung des Pathogens (Dodds and Rathjen, 2010; Jones and Dangl,
2006).

1.2 Resistenzproteine gegen bakterielle Effektoren

R-Gene vermitteln Resistenz gegeniiber einer Vielzahl bakterieller Effektoren. Die
groBBte Klasse der R-Gene stellen die NBS-LRR Gene dar, welche fiir
zytoplasmatische Proteine kodieren. Sie enthalten eine Nukleotid-Bindestelle
(nucleotide binding site, NBS) im zentralen Bereich des Polypeptides und einer C-
terminalen LRR-Doméne (leucine rich repeat) (Dodds and Rathjen, 2010). Basierend
auf der Struktur der N-terminalen Doméne konnen pflanzliche NBS-LRRs entweder
in TIR-NBS-LRR- oder CC-NBS-LRR-Proteine differenziert werden (Dodds and
Rathjen, 2010). Die TIR-Domine zeigt Homologie zu der intrazelluliren TIR
(Toll/Interleukin-1 receptor)-Doméne aus Sdugern und zu bekannten Vertreter der
TIR-NBS-LRRs zdhlen RPS4 aus Arabidopsis und Bs4S aus Tomate (Gassmann et
al., 1999; Schornack et al., 2004). Die CC-NBS-LRRs besitzen eine putative CC
(coiled coil)-Doméne im N-Terminus und RPS2 und RPM1 aus Arabidopsis, welches
Resistenz gegeniiber Pseudomonas syringae vermittelt, konnen in diese Klasse
eingeordnet werden (McHale et al., 2006). Die Erkennung der Effektoren durch NBS-
LRR-Proteine kann entweder durch direkte oder indirekte Interaktion erfolgen und
16st eine komplexe Abwehrreaktion aus, die meistens mit einer HR einhergeht und
somit die Ausbreitung des Pathogens einschrankt (Dodds and Rathjen, 2010). Von der
Gruppe der NBS-LRR-Proteine unterscheiden sich deutlich die R-Proteine, die
Resistenz gegen TAL (Transcription Activator-Like)-Effektoren, einer spezifischen
Klasse an Typ-IlI-Effektorproteinen aus Bakterien der Gattung Xanthomonas,
vermitteln (Boch and Bonas, 2010).
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1.3 Xanthomonaden — 6konomisch bedeutende Bakterien

Xanthomonaden gehoren zu den Gram-negativen Bakterien und kdnnen eine Vielzahl
von Pflanzenarten befallen, zu denen auch viele wichtige Kulturpflanzen z&hlen. Sie
sekretieren Exopolysaccharide (Xanthan) und sind durch gelbe Pigmente
gekennzeichnet. Die Bakterien werden {iber Regenwasser und Tautropfen in der Natur
verbreitet und gelangen durch natiirliche Offnungen (bspw. Stomata) oder
Verwundungen in die Pflanze (Agrios, 1997; Boch and Bonas, 2010). Dabei
bevorzugen verschiedene Pathovare unterschiedliche pflanzliche Gewebe zur
Vermehrung. Wéahrend sich einige Pathovare wie Xanthomonas campestris pv.
vesicatoria (Xcv), Xanthomonas oryzae pv. oryzicola (Xoc) und Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac) ortlich begrenzt im Interzellularraum (Apoplasten)
vermehren, dringen andere, wie Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) und
Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo) in das Xylem vor und verbreiten sich durch
dieses systematisch in der Pflanze. An den Infektionsstellen bilden sich im
Krankheitsverlauf wissrige Lisionen (water-soaked lesions) und/oder Chlorosen aus,
die dann nekrotisch werden. Auch kann es zu einem schnellen Welkprozess kommen,
ausgelost durch ein Xanthan-,,verstopftes* vaskulidres Gewebe (Boch and Bonas,
2010). Xanthomonaden verursachen in Anbaugebieten, in denen sie optimale
Bedingungen vorfinden, wie bspw. warm-feuchte Regionen, erhebliche Schiden. Ein
eindrucksvolles Beispiel dafiir ist Xanthomonas axonopodis pv. citri, der in Florida
(USA) Zitruskrebs (citrus canker) hervorruft und aufgrund geschédigter Friichte und
daraus resultierender Umsatzeinbulen einen groen Okonomischen Schaden
verursacht. AuBBerdem erfordert er den Einsatz von Pestiziden und die Abholzung von
befallenen Pflanzen (Schornack et al.,, 2013). Ebenso bedingt Xanthomonas
campestris pv. vesicatoria, der Erreger der bakteriellen Fleckenkrankheit (bacterial
spot disease) auf Paprika (Capsicum spp.) und Tomate (Lycopersicon spp.) in Florida
groBe Erneteverluste (Jones et al, 1998). Auch Reispflanzen, welche die
Nahrungsgrundlage fiir einen groBen Teil der Weltbevolkerung ist, wird von
Xanthomonas-Stammen  befallen. Xanthomonas oryzae pv. oryzicola und
Xanthomonas oryzae pv. oryzae bewirken erhebliche Verluste durch die Krankheiten
bakterielle WeiBblattrigkeit (bacterial blight, Abb. 1A) und bakterielle
Streifenkrankheit (bacterial leaf streak, Abb. 1B) (Nino-Liu et al., 2006).
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Abb. 1 Krankheitssymptome verursacht durch verschiedene Xanthomonas-Stimme

A) Bakterielle WeiBblattrigkeit (bacterial blight) auf Reis - Xanthomonas oryzae pv. oryzae (Xoo)
B) Bakterielle Streifenkrankheit (bacterial leaf streak) auf Reis - Xanthomonas oryzae pv. oryzicola
(Xoc)

Quelle: http://www .knowledgebank.irri.org (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/)

Es wurden keine Anderungen vorgenommen.

1.4 Xanthomonas TAL-Effektoren — Struktur und TALE-Code

Xanthomonas-Bakterien translozieren liber ihr Typ-III-Sekretionssystem etwa 30-40
Effektoren in die Pflanzenzelle, die gemeinsam zur Virulenz der Pathogene beitragen
(Boch and Bonas, 2010). Eine Gruppe dieser Effektorproteine stellt die Familie der
TAL-Effektoren dar, welche nach Translokation in die Wirtszelle in den Zellkern
importiert werden und dort Wirtsgene transkriptionell induzieren konnen (Abb. 3)
(Schornack et al., 2013). TAL-Effektoren sind modular aufgebaut und weisen im
amino-terminalen (N-Terminus) Bereich ein Typ III-Sekretionssignal auf, das fiir die
Sekretion und Translokation in die Pflanzenzelle notwendig ist (Abb. 2A). Im
carboxy-terminalen (C-Terminus) Bereich befinden sich Kernlokalisierungssignale
(NLS, nuclear localization signal), welche den Transport in den Zellkern vermitteln
sowie eine fiir Transkriptionsfaktoren charakteristische Aktivierungsdoméne (AD,
acidic activation domain) (Abb. 2A). Im zentralen Bereich befindet sich die
sogenannte repeat-Region, die aus einer variablen Anzahl von bis zu 33,5
Wiederholungen eines 33 bis 35 Aminosduremotivs (repeat) besteht (Abb. 2A),
(Boch and Bonas, 2010). Ein Vergleich der repeats eines TAL-Effektors miteinander,
ist in Abb. 2A am Beispiel des Xcv TAL-Effektors AvrBs4 dargestellt, zeigte, dass sie
sich vorwiegend an den Positionen 12 und 13, den sogenannten repeat variable
diresidues (RVDs) unterscheiden (Boch et al., 2009; Moscou and Bogdanove, 2009).
Die RVD-Komposition verschiedener TAL-Effektoren kann sehr unterschiedlich sein
wie am Beispiel von AvrBs3 und AvrBs4 in Abb. 2B zu erkennen ist. Die Analyse
der RVDs verschiedener Xanthomonas-Staimme ergab, dass die RVDs HD, NG, NI,
NS und NN am hiufigsten vorkommen (Schornack et al., 2013).
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Zahlreiche Analysen von TAL-Effektoren und deren induzierten Wirtsgenen haben
gezeigt, dass die repeat-Region als DNA-Bindedomine fungiert und die RVDs die
Spezifitit der DNA-Bindung determinieren (Boch and Bonas, 2010). Es konnte eine
Korrelation zwischen den TAL-Effektor RVDs und den Nukleotiden in den
Promotoren der Wirtsgene festgestellt werden, die im sogenannten TALE-Code
beschrieben ist (Abb. 2C+D) (Boch et al., 2009; Moscou and Bogdanove, 2009). Die
am héufigsten vorkommenden RVD-Nukleotid-Kombinationen sind demnach HD:C,
NG:T, NI: A und NN:G (RVD:Nukleotid) (Schornack et al., 2013). Die Bindesequenz
eines TAL-Effektors im Promotor eines Zielgens wird als Effektorbindeelement
(EBE, effector binding element) bezeichnet (Abb. 2C) (Boch et al., 2014; Schornack
et al., 2013). Ko-Kristallisationsstudien von TAL-Effektoren und ihren
korrespondierenden EBE zeigten, dass sie zusammen eine rechtsgingige
superhelikale Struktur ausbilden, welche sich um die groe Furche der DNA-
Doppelhelix windet (Deng et al., 2012; Mak et al., 2012). Dabei besteht jeder repeat
aus zwei a-Helices, die iiber eine kurze Loop-Region, welche die RVDs aufweist,
miteinander verbunden sind. Interessanterweise stellte sich auch heraus, dass
ausschlieBlich die Aminosdure an Position 13, der sogenannte base specifying residue
(BSR), fiir die Ausbildung der spezifischen Bindung an die DNA verantwortlich ist
(de Lange et al., 2014a; Deng et al., 2012; Mak et al., 2012). Analysen zeigten
auBerdem, dass RVDs, welche an Position 13 identische AS besitzen, gleiche
Nukleotide binden. Beispielsweise binden HD und ND beide spezifisch Cytosin- und
die RVDs NI und HI beide Adenin-Nukleotide (Cong et al., 2012). Alle anderen
Aminosduren, die sogenannten non-BSR, stabilisieren zum einen die Struktur
innerhalb eines repeats sowie zwischen verschiedenen repeats und gehen
unspezifische Bindungen mit dem Zucker-Phopshat-Riickgrad der DNA ein (Mak et
al., 2012). Non-BSRs haben zwar keinen Einfluss auf die Spezifitdt der TAL-DNA-
Bindung jedoch konnte ihnen eine Bedeutung auf deren Affinitdt nachgewiesen

werden (Meckler et al., 2013).
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Abb. 2 Struktur von TAL-Effektoren, RVDs und TALE-Code

A) Struktur eines TAL-Effektors am Beispiel von AvrBs4. Im N-Terminus befindet sich das Typ-III-
Sekretionssignal (T3SS) fiir die Translokation, im C-Terminus Kernlokalisierungssignale (NLS) fiir
den Kernimport und die saure Aktivierungsdomine (AD) fiir die transkriptionelle Aktivierung. Die
zentrale repeat-Region besteht aus 17,5 Wiederholungen eines 34 AS-Motivs und vermittelt die
Bindung an die DNA. Die AS-Sequenz (1-34) der repeats ist vergleichend zueinander dargestellt.
Dabei sind identische AS durch Striche gekennzeichnet und abweichende AS durch ihren Ein-
Buchstaben-Codes. Die repeats unterscheiden sich vorwiegend an Position 12 und 13, den sogenannten
repeat variable diresidues (RVDs). B) Aufgrund der unterschiedlichen RVDs-Komposition von
AvrBs4 und AvrBs3, insgesamt 12 voneinander abweichende RVDs, weisen sie unterschiedliche
Bindespezifititen auf. Vergleichende Darstellung der RVDs von den Xcv TALEs AvrBs4 und AvrBs3.
Identische RVDs sind grau hinterlegt, wahrend abweichende RVDs in der Farbe des jeweiligen TALEs
dargestellt sind. C) Darstellung der RVD-Komposition von AvrBs3 mit der Zielsequenz im Bs3-
Promoter (EBEayps3Bs3). D) Der TALE-Code beschreibt die Spezifitit der RVDs in Bezug auf die
Nukleotide in den EBE von TAL-Zielgenen. Die RVDs HG und NG binden bspw. bevorzugt an ein T-
Nukleotid, widhrend HD C-Nukleotide priferiert.

C)

TALE-
CODE

Boch (2009)
Moscou (2009)




EINLEITUNG 7

Mit Hilfe des TALE-Codes ist die Vorhersage von EBE (Boch et al., 2014; Romer et
al., 2010b; Schornack et al., 2013) und somit die Identifizierung potentieller Zielgene
von TAL-Effektoren mdglich. Dafiir sind bereits verschiedene Programme
(Storyteller, Talgetter, Target Finder und Talvez) verfiigbar, die eine EBE-Vorhersage
in silico in kompletten Genom- oder Promoter-Sequenzen zulassen (Doyle et al.,
2012; Grau et al., 2013; Perez-Quintero et al., 2013). Des Weiteren konnen anhand
des TALE-Codes auch EBEs generiert werden, welche von korrespondierenden TAL-
Effektoren induziert werden (Boch et al., 2009; Hummel et al., 2012; Romer et al.,
2009a). AuBerdem erlaubt der TALE-Code, TAL-Effektoren mit benutzerdefinierter
Erkennungsspezifitit, sogenannte designer TALEs (dTALEs) zu erstellen, die
korrespondierende Zielgene induzieren konnen (Boch et al., 2009; Morbitzer et al.,
2010). Fusionen von TAL-DNA-Bindeelementen mit Nukleasen, Aktivierungs- oder
Repressordomédnen wurden bereits erfolgreich zur gezielten Genommodifizierung in
verschiedensten Organismen verwendet und stellen eine grof3es Potential fiir weitere
Applikationen dar (Beispiele finden sich in Bogdanove, 2014; Jankele and Svoboda,
2014; Schornack et al., 2013).

Kiirzlich konnten neben RipTALs (Ralstonia injected protein) aus Ralstonia
solanacearum auch Bats (Burkholderia TAL-like) aus Burkholderia rhizoxinica
identifiziert werden, die Ahnlichkeiten zu TAL-Effektoren aus Xanthomonas zeigen
(de Lange et al., 2013; de Lange et al., 2014b). Wahrend RipTALs ebenso wie TALEs
als Transkriptionsaktivatoren agieren, vermittelt die repeat-Doméne der Bats
ausschlieBlich Bindespezifitdit. Obwohl RipTALs und Bats einen groferen
Polymorphiegrad verglichen zu TALEs aufweisen, bestimmen weiterhin die BSRs die

Bindespezifitit.

1.5 Xanthomonas TAL-Effektoren - Virulenzfunktion

Wie bereits erwdhnt induziert Xanthomonas Wirtsgene, wobei fiir einige bereits
gezeigt werden konnte, dass ihre TAL-abhingige Induktion das Wachstum der
Bakterien begiinstigt bzw. flir die Ausbildung von Krankheitssymptomen
entscheidend sind; weshalb diese Wirtsgene auch als Suszeptibilititsgene (S-Gene)
bezeichnet werden (Abb. 3). OsSWEETI 1 und OsSWEETI14 aus Reis (Oryzae sativa),
welche fiir Membranproteine kodieren, sind unter anderem in den Zuckertransport aus

dem Phloem in den Apoplasten involviert und begilinstigen vermutlich somit die
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,Nahrstoffversorgung™ des Bakteriums (Chen et al., 2010; Chen, 2014).
Erstaunlicherweise kann OsSWEETI4 von verschiedenen Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xoo) TAL-Effektoren (PthXo3, Tal5, TalC, AvrXa7) induziert werden
(Antony et al., 2010; Streubel et al., 2013; Yu et al., 2011). Die Induktion des S-Gens
CsLOBI in Zitrus erfolgt ebenfalls durch verschiedene TAL-Effektoren (PthA, PthB,
PthC, PthA4 und PthAw) aus Xanthomonas citri spp. (Hu et al., 2014; Li et al., 2014).
Die Expression von CsLOBI, welches fiir einen Transkriptionsfaktor mit LOB
(lateral organ boundaries)-Domine kodiert, aktiviert in der Folge die Expression von
Genen, wie bspw. a-Expansin oder Pectatlyase, die eine Funktion in der
Zellwandmorphologie besitzen (Hu et al., 2014). Die TAL-induzierte Expression von
CsLOBI begiinstigt sowohl die Ausbildung von Krankheitssymptomen (Hyperplasie)
als auch das Wachstum der Bakterien in der Pflanze (Hu et al., 2014; Li et al., 2014).
Ein weiteres potentielles Suszeptibilititsgen ist UPA20 (upregulated by AvrBs3) in
C. annuum ECW, das ebenfalls fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert und durch den
Xcv TAL-Effektor AvrBs3 induziert wird. Die Exression von UPA20 resultiert in der
Aktivierung weiterer Gene, wie UPA7, das fiir ein a-Expansin kodiert sowie in der
Ausbildung einer Hypertrophie von Mesophyllzellen (Kay et al., 2007; Marois et al.,
2002). Es wird angenommen, dass die Hyperplasie in Zitrus und die Hypertrophie in
Paprika die Freisetzung der Bakterien erleichtert und somit ihre Verbreitung

begiinstigt (Hu et al., 2014; Kay et al., 2007; Li et al., 2014).
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Abb. 3 Virulenz- und Resistenzinduktion durch TAL-Effektoren in der Pflanze

TAL-Effektoren werden durch Xcv in die Pflanzenzelle transloziert und in den Nukleus importiert. Im
Kern induzieren sie Wirtsgene, die zur Virulenz des Pathogens beitragen. Die Induktion erfolgt durch
Bindung an EBE im Promoter der Wirtsgene und deren transkriptionelle Aktivierung. In resistenten
Pflanzen wird der TALE in eine Falle "gelockt" (promoter trap), indem er an ein EBE eines R-
Genpromoter bindet und diesen aktiviert. Die Expression des R-Gens fiihrt zur Ausbildung einer
Zelltodreaktion (HR) oder Resistenz, die das Pathogen in seiner Vermehrung und Verbreitung
einschrinkt bzw. daran hindert. Bei nicht-funktionalen Allelen kann ein mutiertes EBE die Bindung
durch den TALE unterbinden und somit die Aktivierung des R-Gens. AuBlerdem konnen mutierte R-
Gene (R-G") zwar induziert werden, jedoch resultiert ihre Expression aufgrund von Polymorphismen in
der kodierenden Sequenz nicht in einer HR/Resistenzreaktion.

1.6 TAL-Effektor R-Proteine - Induktion pflanzlicher Abwehrreaktionen

Die primére Funktion von TAL-Effektoren ist die Induktion von Wirtsgenen, deren
Expression die Pathogenese und Virulenz des Bakteriums begiinstigt (siche 1.5, Abb.
3). Interessanterweise wurden aber viele TAL-Effektoren urspriinglich als
Avirulenzdeterminanten identifiziert. So wurde beispielsweise AvrBs3 aus Xcv
basierend auf seiner Erkennung in resistenten Paprikapflanzen (C. annuum ECW-
30R), die das R-Gen Bs3 besitzen, isoliert (Bonas et al., 1989; Romer et al., 2007). Es
konnte nachgewiesen werden, dass AvrBs3 an ein EBE im Bs3-Promoter bindet und
diesen transkriptionell aktiviert (Romer et al., 2007). Die suszeptible Akzession
(C. annuum ECW) weist hingegen eine 13-bp Insertion im EBE des Promoters auf
und daher wird das Bs3-Allel (Bs3-E) dieser Linie durch AvrBs3 nicht induziert.
Allerdings ist ein AvrBs3-Deletionsderivat (AvrBs3Arepl16), dem die repeats 11-14
fehlen, in der Lage, an das EBE von Bs3-E zu binden und die Expression von Bs3-E

zu aktivieren (Romer et al.,, 2007). Erstaunlicherweise ,passen die RVD-
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Komposition des Deletionsderivat AvrBs3Arepl6 und die korrespondierende
Nukleotidsequenz im Bs3-E-Promoter (EBEyss3arepi6Bs3-E) zusammen, sodass eine
Induktion von Bs3-E erfolgt. Polymorphismen wurden ebenfalls in den Promotoren
von Xa27-resistenten und xa27-suszeptiblen Reispflanzen nachgewiesen, die
bedingen, dass der TAL-Effektor AvrXa27 aus Xoo nur den Xa27-Promoter, nicht
aber den xa27-Promoter induzieren kann (Romer et al., 2009a). An den Beispielen
Xa27 und Bs3 wird deutlich, dass diese Pflanzengenotypen eine sogenannte
,promotor-trap“ (Promoterfalle) zur Erkennung von Xanthomonas TAL-Effektoren
evolviert haben (Abb. 3). Eine Bindung an den Promoter und eine transkriptionelle
Induktion der downstream R-Gene durch die TALEs resultiert in der Auslosung
pflanzlicher Abwehrreaktionen und damit in Resistenz (Abb. 3). Dies stellt einen
vollig anderen Erkennungsmechanismus dar, verglichen zu dem der ,,klassischen* R-
Proteine, bei denen eine direkte oder indirekte Interaktion zur Erkennung des
Effektorproteins flihrt (siehe 1.2.).

TAL-induzierte R-Proteine fungieren als Exekutoren, da sie eine Resistenzreaktion
induzieren, die mit der Ausbildung einer HR einhergehen kann und somit das
Wachstum und/oder die Verbreitung der Bakterien im Gewebe verhindert wird (Abb.
3). Exekutorgene sollten einer strengen Regulation unterliegen und deshalb war es
nicht verwunderlich als nachgewiesen wurde, dass sie nur in Anwesenheit des TALEs
transkriptionell induziert werden, in deren Abwesenheit aber transkriptionell ,,still
sind (Romer et al., 2007; Schornack et al., 2013). Obwohl Bs3 und Xa27, beide TAL-
induziert sind, weisen ihre R-Genprodukte keine Homologien zueinander auf. Bs3
kodiert fiir eine atypische Flavin-abhingige Monooxygenase (FMO, flavin
monooxygenase), die im Kern und Zytoplasma lokalisiert ist, wihrend Xa27 im
Apoplasten nachgewiesen wurde und keine Homologie zu Proteinen bekannter
Funktion aufweist (Abb. 4)(Gu et al., 2005; Romer et al., 2007; Wu et al., 2008).
Kiirzlich konnte das TAL-induzierte R-Gen Xal0 aus Reis isoliert werden, welches
einen weiteren Exekutor reprisentiert (Tian et al., 2014). Strukturvorhersagen und
Lokalisationsstudien zeigten, dass Xal0 ein Transmembran(TM)-Protein ist, das in
der ER-Membran lokalisiert ist (Abb. 4). Eine mogliche Funktion als Calcium-Kanal
wird diskutiert (Tian et al., 2014). Diese Arbeiten zeigen, dass TAL-induzierte R-
Gene fiir sehr diverse R-Genprodukte kodieren und strukturell verschieden von

,.klassischen* NBS-LRR-Proteinen sind.
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Die einzige bislang bekannte Ausnahme ist das R-Protein Bs4S aus Tomate (Solanum
lycopersicum), das die Erkennung des TAL-Effektors AvrBs4 aus Xcv vermittelt
(Ballvora et al., 2001; Bonas et al., 1993). Bs4S wird konstitutiv exprimiert und
kodiert fiir ein NBS-LRR-Protein (Schornack et al., 2004). Lokalisationsstudien
zeigten, dass Bs4S im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 4). Interessanterweise vermittelt
Bs4S nicht nur Resistenz gegeniiber Stimmen mit AvrBs4-Volllingen-Proteinen
sondern auch Derivaten, denen NLS- und AD-Doménen fehlen (Abb. 4) (Schornack
et al., 2004). Demnach erfolgt die Bs4-Erkennung durch einen anderen Mechanismus
im Vergleich zu allen weiteren TALE-R-Genen, fiir die gezeigt wurde, dass NLS- und
AD-Doménen essentiell fiir die ,,Erkennung® sind. Es ist anzunehmen, dass die
Perzeption im Zytoplasma durch direkte oder indirekte Interaktion von R-Protein und

TAL-Effektor erfolgt (Abb. 4). Damit stellt Bs4S ein atypisches TAL-R-Gen dar.

Nukleus

Apoplast

(]
IS
(2]
[}
a
ke]
>
N
£

Abb. 4 Ubersicht iiber TAL-R-Gen-Interaktionen

Xanthomonas TAL-Effektoren binden an EBE und induzieren die Expression von R-Genen, die fiir
sehr diverse R-Proteine kodieren und keine Homologie zueinander aufweisen. AvrBs3 induziert Bs3,
welches fiir eine Flavin-abhingige Monooxygenase kodiert und im Zytoplasma sowie im Zellkern
lokalisiert, wobei letzteres essentiell fiir die HR-Induktion ist. Xa27 wird durch AvrXa27 induziert und
sein Genprodukt konnte im Apoplasten nachgewiesen werden. Der TALE AvrXalO induziert die
Expression von Xal0, das wahrscheinlich fiir einen Calcium-Kanal in der Membran des
endoplasmatischen Retikulum kodiert. Vermutlich bindet AvrBs4 an das EBE im Promoter des zu
isolierenden R-Gens Bs4C und induziert seine Expression, was zu einer HR fiithrt. AvrBs4 kann
auBBerdem durch das NBS-LRR Bs4S im Zytoplasma erkannt werden. Dies erfolgt durch direkte oder
indirekte Interaktion und nicht durch transkriptionelle Aktivierung.



EINLEITUNG 12

1.7 Isolierung von R-Genen mittels map-based cloning approach
(kartengestiitzten Ansatz)

Alle bislang bekannten TALE-induzierten R-Gene (Xa/0, Bs3 und Xa27) sowie Bs4S
wurden in sogenannten kartengestiitzten Ansitzen (map-based cloning approaches)
isoliert, die sehr zeitintensiv und technisch aufwendig sind (Peters et al., 2003). So
dauerte beispielsweise die Isolierung von Bs3 von der Initiierung bis zur finalen
Publikation mehr als ein Jahrzehnt (Pierre et al., 2000; Romer et al., 2007; Van den
Ackerveken et al., 1996). Der kartengestiitzte Ansatz verwendet neben Methoden der
klassischen Genetik auch die der Molekularbiologie. Zuerst erfolgt die genetische
Kartierung des Gens, was die Identifizierung gekoppelter molekularer Marker sowie
Kopplungsanalysen auf eine Kartierungspopulation erfordert. AnschlieBend wird eine
Markerverdichtung am Ziellocus durchgefiihrt. Wéhrend der nachfolgenden
physikalischen Kartierung werden genomische Klone aus Genombibliotheken, wie
bspw. YAC (yeast artificial chromosome)- oder BAC (bacterial artificial
chromosome)-Bibliotheken, isoliert. Im letzten Schritt werden
Komplementationsanalysen durchgefiihrt, die Subklonierungen und Infektionsassays
in planta beinhalten (Burke et al., 1987; Shizuya et al., 1992). Sowohl das
Vorhandensein von genomischen Bibliotheken als auch die Verfligbarkeit einer
Kartierungspopulation sind Voraussetzung fiir den Ansatz.

Die Isolierung der TAL-induzierten R-Gene erfolgte mittels map-based cloning
approach, bevor bekannt war, dass diese in Abwesenheit des TALEs nicht exprimiert
sind (Romer et al., 2007, Schornack et al., 2013) und erst durch diese transkriptionell
induziert werden. Fiir die Isolierung weiterer TAL-R-Gene wiirde sich aber nun ein
alternativer Ansatz, ndmlich eine Identifizierung liber Transkriptomanalysen anbieten.
Der Vergleich der Transkriptomdaten einer resistenten und einer suszeptiblen
Akzession nach Infektion mit Xanthomonas-Stimmen, welche die entsprechenden

TALEs exprimieren, sollte das R-Gen identifizieren.

1.8 Arbeitshypothese: Isolierung eines TAL-induzierten R-Gens mittels RNA-
Seq-basierter Transkriptomanalysen

Wie bereits angefiihrt, gehort AvrBs4 ebenfalls zu den TAL-Effektoren aus Xcv
(siche 1.4). Es war bekannt, dass AvrBs4 nicht nur in Tomate (siche 1.6) sondern
auch in Paprika Capsicum pubescens (C. pubescens, PI1 235047) erkannt wird und

eine Resistenzreaktionen auslost (Ballvora et al., 2001; Minsavage et al., 1999; Stall
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et al., 2009). Ziel dieser Arbeit war die Isolierung des R-Gens Bs4C aus C. pubescens
mittels RNA-Seq-basierter Transkriptomanalyse. Um zu priifen, ob der Ansatz fiir
Bs4C geeignet ist, wurden AvrBs4-Deletionsderivate in C. pubescens getestet. Ein
AvrBs4-Derivat ohne AD-Doméne induzierte keine HR mehr in der Akzession
P1235047 (Abb. 5) (Giirlebeck, 2001; StrauB} et al., 2012), was vermuten liel3, dass
AvrBs4 als Transkriptionsaktivator in C. pubescens fungiert und die Expression
seines korrespondierenden Resistenzgen Bs4C induziert. In der C. pubescens-
Akzession PI 585270 induzierten weder AvrBs4-Vollldngen-Proteine noch AvrBs4-
Derivate eine HR (Abb. 5) (Giirlebeck, 2001; Minsavage et al., 1999; Straul} et al.,
2012). Vermutlich ist aufgrund von Promoterpolymorphismen diese Linie nicht mehr
durch AvrBs4 induzierbar und somit AvrBs4-suszeptibel. Beide Akzessionen sind
somit, angesichts ihrer unterschiedlichen AvrBs4-Reaktion, fiir einen ,proof-of
principle” Ansatz zur Isolierung der R-Gens Bs4C mittels RNA-Seq-Analysen
geeignet. Durch Vergleiche der Tranksripte der suszeptiblen und resistenten
Akzession, welche mittels next generation sequencing (NGS)-Technologien
sequenziert werden, sollte es moglich sein, Bs4C zu isolieren.

Fiir den unwahrscheinlichen Fall, dass das R-Gen in beiden Akzessionen induziert
wird aber aufgrund eines Polymorphismus in der suszeptiblen Akzession nicht
funktional ist, konnte dies auch identifiziert werden (Abb. 3). Die Transkriptzahlen
fiir das Kandidatengen sollten dann in beiden Akzessionen entsprechend dhnlich sein
und in beiden Akzessionen ein funktionales EBE fiir den TAL-Effektor identifiziert
werden konnen. Die funktionale Analyse der Exekutor-Allele wiirde mittels
Uberexpressionsanalyse (in N. benthamiana) erfolgen und nur fiir das Allel aus der
resistenten Akzession zur HR-Induktion fiihren. Jedoch ist solch ein Fall nicht
bekannt und alle bislang isolierten TAL-R-Gen-Allele aus suszeptiblen und
resistenten Akzessionen zeigten funktional-relevante Polymorphismen im EBE (Abb.

3, Schornack et al., 2013).
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Abb. 5 Die Erkennung von AvrBs4 in C. pubescens PI 235047 durch Bs4C ist abhéingig von der
Aktivierungsdoméne.

Der WT Xanthomonas-Stamm 85-10 (Xcv) und Xanthomonaden, die AvrBs4 (Xev™™*) und
AviBs3repl6 (Xev™™BS35P1%) exprimieren sowie Derivate, bei denen die Aktivierungsdomine (AD)
(Xev™ AR yund Xy BSIePIOADY deletiert ist, wurden mittels kaniilenloser Spritze in die Blitter der
C. pubescens Akzessionen PI 235047 und PI 585270 inokuliert. Alle Xanthomonas-Stimme wurden
auf eine Bakteriendichte von 5x10% cfu/ml eingestellt. Die infiltrierten Blattbereiche wurden durch
gestrichelte Linien markiert. Die Blétter wurden nach drei Tagen geerntet und zum Hervorheben der
HR in Ethanol entfirbt. AvrBs3repl6 (Xev™'™@™'%)_exprimierende Xanthomonaden dienten als
Kontrolle da gezeigt werden konnte, dass er das C. pubescens Bs3-Allel in AD-abhédngiger Weise
aktiviert (Straufl 2012, Promotion Patrick Romer).

Abbildung modifiziert nach StrauB3 et al., 2012 Fig.S4.

1.9 Zielstellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, dass R-Gen Bs4C mittels RNA-Seq-Analysen zu isolieren.
Transkriptanalysen zwischen der AvrBs4-resistenten (PI235047) und der AvrBs4-
suszeptiblen (PI585270) C. pubescens-Akzession sollten Kandidatengene ermittelt,

die nachfolgend analysiert werden.



MATERIAL UND METHODEN 15

2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien, Geriite und Verbrauchsmaterialien

Wenn nicht anders beschrieben, wurden Chemikalien, Gerdte und
Verbrauchsmaterialien von folgenden Firmen bezogen: Agilent, Analytik Jena (Jena);
Applichem (Darmstadt); Bio-Rad Laboratories GmbH (Miinchen); Biozym (Hessisch
Oldendorf); Carl Roth GmbH & Co. (Karlsruhe); Clontech (Takara Bio Company)
(Saint-Germain-en-Laye, Frankreich); Eppendorf (Hamburg); Eurofins (Ebersberg);
GE Healthcare (Miinchen); Greiner Labortechnik GmbH (Solingen); Life
Technologies (Groningen, Niederlande); Merck (Darmstadt); Metabion GmbH
(Martinsried);  Nanotemper (Miinchen): New England Biolabs GmbH
(Frankfurt/Main); peqlab Biotechnologie GmbH (Erlangen); Qiagen GmbH (Hilden);
Roche Diagnostics GmbH (Mannheim); Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(Taufkirchen); Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA); VWR (Darmstadt).

2.2 Verwendete Kits

SMARTer RACE cDNA kit + GenomeWalker — Clontech

GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Plasmidisolierung) — Thermoscientific

RNeasy Plant Miniprep/Midiprep kit (RNA-Isolierung) (Qiagen)

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (cDNA Synthese Kit) — Thermoscientific

2.3 Verwendete Nihrmedien und deren Zusammensetzung

Bezeichnung | Zusammensetzung Verwendung
LB Medium |1 % (w/v) Bakto-Trypton; 1 % (w/v) NaCl; Anzucht von

0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt pH 7,5 Escherichia coli (E.
YEB 0,5 % (w/v) Bakto-beef-Extrakt; 0,1 % (w/v)|Anzucht von
Medium Bakto-Hefe-Extrakt; 0,5 % (w/v) Sucrose; 0,5 | Agrobacterium

% (w/v) Bakto-Pepton; tumefaciens

0,2 % 1 M MgSO,4 pH 7,2 (A. tumefaciens)
NYG 0,5 % (w/v) Bakto-Pepton; Anzucht von
Medium 0,3 % (w/v) Hefe-Extrakt; 0,2 % Glycerin, | Xanthomonas

pH 7,2 campestris pv.
SOC- 2 % (w/v) Bakto-Trypton; Anzucht von E. coli
Medium 0,5 % (w/v) Bakto-Hefe-Extrakt;

0,05 % (w/v) NaCl; 20 mM Glukose

MgSO,, Magnesiumsulfat; NaCl, Natriumchlorid
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Fiir die Herstellung von LB-, NYG- und YEB-Agarplatten wurde dem Fliissigmedium

je 1,5 % (w/v) Bakto-Agar vor dem Autoklavieren zugegeben. Die Sterilisation der

Nihrmedien erfolgte durch Autoklavieren fiir 20 min bei 121°C und 1,1 x 10° Pa. Die

Lagerung der Agarplatten erfolgte bei 4°C. Nach dem Autoklavieren erfolgte die

Zugabe von Antibiotika gemall der Verwendung fiir die selektive Kultivierung.

2.4 Verwendete Losungen und Puffer

Bezeichnung

Zusammensetzung

10 x PCR-Puffer

0,1 M Tris-HCI pH 8,5; 0,5 M KCl; 20 mM MgCly;
1 % (v/v) TritonX 100; 0,1 % (w/v) Gelatine

Ladepuffer 15 % Ficoll 400, Farbstoft:Orange G in TE Puffer pH
7,5
dNTPs 2 mM

4 x Laemmli-Puffer

250 mM Tris-HCI; 40 % Glycerol; 8 % SDS;
20 % B-Mercaptoethanol; Bromphenolblau

TAE 40 mM Tris-Acetat pH 8,0; 1 mM EDTA

10 x TBE 90 mM Borsiure; 2 mM EDTA; 90 mM Tris-HCl
DEPC-Wasser 2 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) in H,O

1xTE 10 mM Tris-HCI pH 8,0; 0,1 M EDTA
Agrobakterium-Infiltrations- | 10 mM MgCly; 5 mM MES pH 5,3;

medium (AIM) 150 uM Acetosyringon

Xcv-Infiltrationsmedium

10 mM MgCl,

X-Gal-Losung

20 mg X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid) in 1 ml Dimethylformamid,
Lagerung lichtgeschiitzt; Arbeitsverdiinnung 1:400

GUS-Férbelosung

10 mM Na-Phosphat pH7, 10 mM EDTA pH8, 1 mM
Kalium-Ferricyanat, 1 mM Kalium-Ferrocyanat
0,1% Triton-X 100

dH,O

frisch dazu 0,1% X-Gluc (in DMSO)

2.5 Verwendete Grofienstandards

GrofBenstandards Groflen Hersteller
GeneRuler 1kb DNA 0,25;0,5;0,75; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; | Thermoscientific
Ladder (in kb) 3,5;4,0; 5,0; 6,0; 8,0; 10,0

GeneRuler 50bp DNA 50, 100, 150, 200, 250, 300, 400, | Thermoscientific
Ladder plus (in bp) 500, 600, 700, 800, 900, 1000
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2.6 Verwendete Antibiotika (Stammkonzentration und Verdiinnungen)
Stamm- Verdiinnung
Antibiotika Abkiirzung konzen- gelost in
tration Platten fliissig
Ampicillin Amp 100 mg/ml H,O 1:1000 1:2000
Chloramphenicol Cm 15 mg/ml Ethanol 1:1000 1:1000
Gentamycin Gent 15 mg/ml H,O } ;882 1:1000
Hygromycin Hyg 150¢g/1 DMF 1:500 1:500
Kanamycin Kan 25 mg/ml H,O 15(5)82 1:1000
Rifampici Rif 100mg/ml | DME | 1900 000
ifampicin i mg/m 1:2000* :
Spectinomycin Spec 100 mg/ml H,0O 1:1000 1:1000
. Ethanol
Tetracycline Tet 10 mg/ml 70% 1:1000 1:1000
o

* kennzeichnet Antibiotikaverdiinnung fiir Xanthomonas und Agrobacterium

2.7 Verwendete Vektoren

Tab. Verwendete Vektoren
Vektoren Resistenz Beschreibung Referenz
pDONR222™ Kan Bibliotheksausgangsvektor; mit atfP- Invitrogen
Kassette (attP1-ccdB-Cm- attP2) fiir
Erstellung der C. pubescens cDNA-
Bibliothek
pJET1.2 Amp Klonierung von PCR-Produkten der Thermoscientific
RACE und GenomeWalker-Analysen
pUCS57 Amp Klonierung Genscript
pUCS57ABsal Amp Klonierung (Morbitzer et al.,
2011)
pUCS57 Gent Gent Klonierung Robert Morbitzer
pUCS7 Spec Spec Klonierung Robert Morbitzer
pENTR-Bsal Kan Klonierung Tom Schreiber

Der Vektor pPENTR/D Topo wurde so modifiziert, dass die GW-Kassette von Bsal-

sites flankiert ist und fiir cut-ligations verwendet werden kann. Dabei produziert Bsal

einen CACC-Uberhang und kann fiir gerichtete Klonierung verwendet und effizient

selektiert werden, da nach Transformation nur Klone angezogen werden kdnnen, die

das Insert anstatt des ccdB Gen aufweisen.

2.8 Zusammenstellung verwendeter Bakterienstimme

Stamm

‘ Resistenz ‘ Beschreibung (Referenz)

Escherichia coli (E. coli)

ccdB survival
(One shot ccdB

F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)D80/acZAM15
AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697 galU
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Survival T1 Phage- galK rpsL (StrR) endA 1 nupG fhuA.:1S2
resistant cells) (Invitrogen)
DB3.1 F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15

AlacX74 recAl araA139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endA1 nupG fhuA::1S2
(Invitrogen)

OneShot (TOP10) F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15
AlacX74 recAlaraD139 A(ara-leu)7697 galU
galK rpsL. endA1 nupG (Invitrogen)

Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens)

GV3101 Rif Ti-Plasmid: pMP90 (pTiC58 A T-DNA), Gene fiir
Nopalinsynthese (Van Larebeke et al., 1974)

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria (Xcv)

Xcv 85-10 Rif (avrBsI”, avrBs2" ,avrBs3)

Xcv 85-10 (avrBs3) Rif Spec | (avrBsI”, avrBs2" ,avrBs3")

Xcv 85-10 (avrBs3Arep16) | Rif Spec | (avrBs1™, avrBs2 " ,avrBs3 Arepl6")
Xcv 85-10 (avrBs4) Rif Spec | (avrBsI”, avrBs2 " ,avrBs3", avrBs4")

2.9 Zusammenstellung verwendeter Oligonukleotide

Eine Zusammenstellung der verwendeten Oligonukleotide und ihre Sequenz befindet

sich im Anhang unter A34.

2.10 Pflanzenmaterial

Transiente ~ Expression von  A. tumefaciens in  Nicotiana  benthamiana
(N. benthamiana) Pflanzen fiir phénotypische und GUS-Analysen. Alle Pflanzen
wurden unter Gewéchshausbedingungen angezogen (22-18 °C, 60-70% relative

Luftfeuchte, Lichtperiode 16 Stunden).

Phinotypische Analysen der Resistenzreaktion von Bs4C-R (oder Bs4C-R-Allelen)
mit AvrBs4 wurden in C. pubescens-Akzessionen PI 235047, PI 585270, sowie F1-
und F2-Nachkommen (PI 235047xPI 585270), weitere Capsicum-Akzessionen sowie
verschiedenen  Nachtschattengewédchsen  (Solanaceae-Spezies) und  Solanum
lycopersicum  (S. lycopersicum)  durchgefiihrt. Alle Pflanzen wurden unter
Gewichshausbedingungen angezogen (22-18 °C, 60-70% relative Luftfeuchte,
Lichtperiode 16 Stunden).
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2.11 Methoden
2.11.1 Bakterien

2.11.1.1 Kultivierung von Bakterien
Escherichia coli

Die Anzucht von E. coli Zellen erfolgte entweder in fliissigem LB-Medium mit den
entsprechenden Antibiotikazusdtzen unter Schiitteln in einem Kulturréhrchen oder auf
antibiotikahaltigen LB-Platten {iber Nacht bei 37 °C.

Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

Die Anzucht von Xcv erfolgte auf NYG-Platten mit den entsprechenden
Antibiotikazusétzen {liber zwei Nachte bei 30 °C. Dann wiirde etwas Bakterienkultur
abgenommen und in fliissigem NYG-Medium gegeben und mit den entsprechenden
Antibiotikazusétzen unter Schiitteln in einem Erlenmeyerkolben iiber Nacht bei 30 °C
angezogen. Alternativ wurden Bakterien NYG-Platten mit den entsprechenden
Antibiotikazusétzen iiber zwei Néchte bei 30 °C angezogen und in 1 oder 10 mM
MgCl; resuspendiert.

Agrobacterium tumefaciens

Die Anzucht von 4. tumefaciens erfolgte entweder in fliissigem YEB-Medium mit
den entsprechenden Antibiotikazusédtzen unter Schiitteln in einem Kulturréhrchen

oder auf antibiotikahaltigen YEB-Platten {iber zwei Néchte bei 30 °C.

2.11.1.2 Transformation chemisch-kompetenter Bakterien
Von der Plasmidlosung oder dem Ligationsansatz wurden maximal 5 ul zu 50 pl

chemisch kompetenten Zellen, die vorher langsam auf Eis aufgetaut worden, gegeben.
Der Ansatz wurde vorsichtig durch Riithren gemischt und fiir 20 Min auf Eis
inkubiert. Danach wurde der Ansatz fiir 45 sec einer Temperatur von 42 °C
(Wasserbad) ausgesetzt. Durch den erfolgten Hitzeschock 6ffnen sich die Zellporen
und die Zellen konnen DNA aufnehmen. Anschlieend wurde der Ansatz 2 Minuten
auf Eis inkubiert und mit 250 pl SOC-Medium (Invitrogen) oder LB-Medium
versetzt. Nach einer Inkubation von 60 min bei 37 °C (optional unter Schiitteln)
wurde der Ansatz auf LB-Platten mit entsprechenden Antibiotika ausplattiert und tiber

Nacht bei 37 °C angezogen.
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2.11.1.3 Transfer von Plasmid-DNA in elektrokompetente Zellen
Es wurden elektrokompetente Bakterien (vorher auf Eis aufgetaut) und

A. tumefaciens-Stamm GV3101 (vorher auf Eis aufgetaut) fiir die Transformation
verwendet. Nach Zugabe von 50-300 ng DNA wurde der Ansatz gemischt und in eine
2 mm Elektroporationskiivette gegeben. Die Transformation erfolgte bei U=2500 V
und R=200 Q. Nach Zugabe von 250 pl fliissigem LB-Medium (YEB-Medium bei
A. tumefaciens) und 60 min Inkubation bei 37 °C (30 °C bei 4. tumefaciens) wurde
der Ansatz auf antibiotikahaltigen selektiven Agarplatten ausplattiert und bei 37 °C
iiber Nacht (30 °C fiir 48 Stunden bei 4. tumefaciens) angezogen.

2.11.1.4 Dauerhafte Lagerung von Bakterien
Fiir die dauerhafte Aufbewahrung der Bakterien wurden DMSO-Stammproben

erstellt. Dazu erfolgte die selektive Anzucht der Bakterien entweder in einer
Fliissigkultur bzw. auf einer Agarplatte. Von der Ubernachtkultur wurden 930 ul mit
70 ul DMSO gemischt. Erfolgte die Anzucht auf Agarplatten, wurden Bakterien mit
einem Holzstibchen abgenommen und in Fliissigmedium mit 7 % (v/v) DMSO
resuspendiert. Nach dem Schockgefrieren der Bakterien in fliissigem Stickstoff

wurden sie bei —80 °C gelagert.

2.11.1.5 Isolation von Plasmid-DNA aus Bakterien
Die Isolierung von Plasmid-DNA aus E. coli erfolgte nach dem Prinzip der

alkalischen Lyse (Sambrook et al.,, 1989). Die Plasmid-DNA wurde unter
Verwendung des Genelet Plasmid MiniPrep Kit (Fermentas) nach Herstellerprotokoll

aus 4 ml einer Ubernachtkultur isoliert und mit 50-70 pl aqua dest. eluiert.

2.11.1.6 Transiente Expression in N. benthamiana durch A. tumefaciens

Um die Funktionalitit der erstellten Vektorkonstrukten zu testen, kann man sie
transient im Blattgewebe exprimieren. Dazu werden 4. fumefaciens-Stimme, die das
gewiinschte ~ Plasmid  enthalten in N benthamiana  infiltriert.  Die
Agrobakterienstimme werden dazu in Flissigkulturen mit entsprechenden Antibiotika
(4 ml) angezogen, abzentrifugiert und das Pellet in Agroinfiltrationsmedium (AIM)

resuspendiert. Die Bakterienlosung wurde auf eine optische Dichte (ODg()() von 0,8

(etwa 8 x 10° Zellen/ml) eingestellt und entsprechend gemischt. Die Infiltration der
Bakterienlosung erfolgte 1-2 Stunden nach Resuspension in AIM mit einer

kaniilenlosen Spritze in die Interzellularriume des Blattgewebes der Blattunterseite.
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Die phénotypische Auswertung erfolgte 3 — 5 Tage nach Infiltration. Bei HR-
Ausbildungen wurden die Blitter geerntet und in Ethanol entférbt um die HR besser

zu visualisieren.

2.11.1.7 GUS-Analysen nach transienter Expression in N. benthamiana
Nach Infiltration der Promoter-uid4-GUS-Konstrukte mit den jeweiligen TAL-

Effektor-Konstrukten wurde zwischen 26-48 Stunden nach Infiltration Blattscheiben
ausgestanzt und in einem 2 ml Reaktionsgefdl (Eppendorf Safelock) gesammelt.
Nach Zugabe der GUS-Farbelosung wurden mit Hilfe einer Spritze die Luft aus den
Blattscheiben durch Anlegen von Vakuum entfernt. Damit waren die Blattscheiben
komplett mit der GUS-Fiarbelosung infiltriert und verblieben dort fiir 1-2 Tage
(optional bei 37°C). AnschlieBend wurde die GUS-Férbelosung gegen Ethanol
getauscht um das Chlorophyll aus den Blattscheiben herauszulosen und somit die
Féarbung besser sichtbar zu machen. Die Blattscheiben wurden nach dem Entfarben

dokumentiert.

2.11.1.8 Inokulationsexperimente mit Xcv
Die Analyse der C. pubescens Pflanzen der Akzessionen PI 235047 und PI 585270

sowie der F,-Generation, die aus der Kreuzung beider Akzessionen hervorging, und
verschiedener Capsicum und Solanaceae-Spezies erfolgte mit verschiedenen Xcv-
Stammen. Die Bakterien wurden dafiir auf selektiven NYG-Platten fiir zwei Tage bei
30 °C angezogen. Fiir die Infiltration wurden Bakterien von der Platte in einer 10 mM
MgCl,-Losung suspendiert. Anschlieend erfolgte die Einstellung der optischen
Dichte der Bakteriensuspension auf 0,4 bei einer Wellenldinge von 600 nm. Das
entspricht einer ungefihren Bakterienzahl von 4x10® Zellen pro ml. Mit einer
kaniilenlosen  Spritze wurde die Bakteriensuspension vorsichtig in die
Interzellularraume der Blattunterseite junger Blétter injiziert. Die Auswertung der
Phénotypen erfolgte 3-5 Tage nach der Infiltration.

Fiir die RNA-Isolierung (Transkriptanalysen) wurde das Blattmaterial nach 6, 12, 18
und 24 Stunden nach Infiltration geerntet und in fliissigem Stickstoff schockgefrostet.
Desweiteren wurde nicht-inokuliertes Material geerntet, welches als Kontrolle diente.

Fiir die RNA-Isolierung (sq RT-PCR, Zeitkurve) wurde das Blattmaterial 3, 6, 9, 12,
15, 18, 21 und 24 Stunden nach Infiltration geerntet und in fliissigem Stickstoff

schockgefrostet. Auch hier diente nicht-inokuliertes Material als Kontrolle
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2.12 DNA-Methoden

2.12.1 Agarose-Gelelektrophorese

Um PCR-amplifizierte Fragmente oder durch Restriktionsendonukleasen gespaltene
DNA-Fragmente ihrer GroBe nach aufzutrennen oder DNA und RNA auf ihre
Qualitdt zu untersuchen oder ihre Menge abzuschédtzen, verwendet man die Agarose-
Gelelektrophorese. Nach dem Prinzip der Elektrophorese ,,wandern“ die negativ
geladenen DNA-Fragmente entsprechend ihrer GroBe unterschiedlich schnell im
Agarosegel in Richtung Pluspol. Die Agarose kann unterschiedlich stark konzentriert
sein. Niederprozentige Gele (1 %ig) eignen sich gut zur Auftrennung von groflen
Fragmente, hoherprozentige Gele (3 %ig) werden eher fiir kurze Fragmente
bevorzugt. Fiir die Herstellung der Agarose wird die Menge eingewogen und in dem
entsprechenden Volumen 1 x TAE / 1 x TBE (bei RNA) gelost und in der Mikrowelle
kurz aufgekocht. Nach dem Abkiihlen der Losung wird diese mit Ethidiumbromid
versetzt (3 ul pro 100 ml Agaroselosung) und kann in Horizontalgelapparaturen
gegossen. Die aufzutragenden Proben werden mit DNA-Ladepuffer versetzt und
konnen nach Aushidrten des Gels aufgetragen werden. Die Auftrennung de Fragmente
erfolgt bei 90 — 150 Volt in 1 x TAE als Laufpuffer. Das zugegebene Ethidiumbromid
dient zur Visualisierung der DNA, da es in sie interkaliert und durch UV-Licht
sichtbar wird. Zur Abschitzung der GroBen der DNA-Fragmente wurde ein

GroBenstandard (siehe 2.5) mit aufgetragen werden.

2.12.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)
Um DNA-Sequenzen selektiv zu vervielfiltigen bedient man sich dem Verfahren der

PCR (Saiki et al., 1988). Dabei werden mehrere Zyklen eines bestimmten Programms
durchlaufen, die es der DNA-Polymerase (0,2 pl) im entsprechenden Polymerase-
Puffer ermdglichen, mehrere neue DNA-Doppelstringe ausgehend von einer Matrize
zu  synthetisieren. Die = DNA-Polymerase  bendtigt  neben  Desoxy-
nukleosidtriphosphaten (200 uM dNTP), kurze Oligonukleotide (Primer, 300 mM),
die als Startmolekiil dienen und sich komplementir an den zu amplifizierenden
Nukleinsdurebereich anlagern. Ein PCR-Zyklus besteht aus 3 Phasen. Die
Denaturierung der doppelstringigen DNA wird gefolgt von der Anlagerung der
Oligonukleotide und der Synthese des komplementédren Stranges durch Ankniipfen
von dNTPs an die vorher gebundenen Oligonukleotide durch die DNA- Polymerase.

Die mehrfache Wiederholung der drei Phasen (Denaturierung, Primerbindung,
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Elongation) fiihrt zur exponentiellen Vervielfdltigung des Fragments. Die verwendete
DNA-Polymerase ist in der Regel, die hitzestabile 7ag-DNA-Polymerase, die aus
dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus isoliert wurde, und welche eine
hohe Optimierungstemperatur (>70°C) aufweist und auch bei sehr hohen
Temperaturen (95°C) nicht denaturiert wird. Die Tag-Polymerase besitzt eine sehr
hohe Prozessivitét aber keine Korrekturlesefunktion (proof reading). Dadurch kann es
sein, dass auch nicht zum Matrizenstrang komplementére Nukleotide eingebaut
werden konnen. Es gibt aber auch DNA-Polymerasen mit Korrekturlesefunktion. Ein
Beispiel hierfiir ist die Phusion-Polymerase, meist dann verwendet, wenn fehlerfreie
PCR-Produkte bendtigt werden. Die PCR-Reaktionen wurde in Temperaturzyklus-
Steuergerdten (Thermocycler) mit beheizbarem Deckel verschiedener Hersteller
durchgefiihrt.

PCR-Programm: 96°C/2min — [ 96°C/10sec — 50-70°C/20sec — 72°C/30sec-4min | x
30-35 — 72°C/2min - 4°C

2.12.2.1 Kolonie-PCR
Die Kolonie-PCR ermdglicht die Untersuchung einer grofen Anzahl von

Bakterienklonen auf die An-/Abwesenheit eines DNA-Fragmentes. Dabei kann auf
eine vorherige DNA-Extraktion der Klone verzichtet werden. Nachdem die
Reaktionsansitze pipettiert worden sind, nimmt man mit einer Spitze etwas von der
Bakterienkolonie auf, streicht es auf einen neue Platte iiber und suspendiert den Rest
im Reaktionsansatz. Der Aufschluss des Zellmaterials erfolgt durch einen
verlangerten, ersten Denaturierungsschritt (5 min bei 95 °C). Daran schlie3t sich ein

Standard-PCR-Programm an.

2.12.3 Restriktionsanalysen
Fiir die sequenzspezifische Spaltung von PCR-Produkten bzw. Plasmid- und

genomischer DNA wurden Restriktionsendonukleasen der Firmen Thermoscientific
(Fermentas) oder New England Biolabs (NEB) verwendet. Es wurden die fiir die
einzelnen Restriktionsendonukleasen, laut Firma, angegebenen Puffer und
Inkubationstemperaturen verwendet. Die Inaktivierung der Enzyme erfolgte mittels

Hitzeinaktivierung nach Angaben der Hersteller.
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2.12.4 GATEWAY -basierte Klonierung von DNA-Fragmenten
Das GATEWAY-System basiert auf dem Rekombinationssystem des Bakteriophagen

L. Dem Phagen ist es mdglich seine DNA in die Bakterienzelle zu injizieren und in
das Genom des Wirtes zu integrieren. Dies erfolgt durch die sequenzspezifische (site-
specific) Rekombination homologer DNA-Sequenzen (attachment sites, att-Stellen)
zwischen dem Phagen (attP-Stellen) und dem Bakterium (attB-Stellen). Dabei
entstehen attL- und attR-Stellen, die sogenannten Hybridsequenzen von attB und attP
darstellen. Das Ausschneiden des Phagengenoms erfolgt iiber die Rekombination
zwischen attL- und attR-Stellen. Die GATEWAY-Technologie basiert auf den LR-
und den BP-Rekombinationsreaktionen. Bei der LR-Rekombination erfolgt die
Rekombination zwischen dem Entry-Klon, dessen DNA-Fragment von attL-Stellen
flankiert ist und einem Destinationsvektor, welcher einen negativen Selektionsmarker
enthdlt, der von attR-Stellen flankiert ist. Der entstandene Expressionsvektor tragt
das von attB-Stellen flankierte DNA-Fragment. Der Rekombinationsansatz wird in
E. coli Zellen transformiert und auf selektiven Medien ausplattiert.

Die LR-Klonierungen wurden mit dem LR Clonasell Mix (Invitrogen) durchgefiihrt,

von welchem 0,5 pl in die LR-Reaktion eingesetzt wurde

2.12.5 EMSA- und MST-Analysen
Die EMSA und MST-Analysen wurden von Silvia Singh (EMSA) und Christina Wolf

(MST-Analysen) durchgefiihrt und sind beschrieben in Strau} et al., 2012.

2.12.6 Isolierung von Gesamt-RNA
Fiir die RNA Isolierung wurde Blattmaterial geerntet, in fliissigem Stickstoff

schockgefrostet und bei —80 °C aufbewahrt, sofern es nicht weiterverarbeitet wurde.
Das gefrorene Blattmaterial wurde mechanisch mittels Mdrser und Pistill zu einem
feinen Pulver aufgeschlossen, wobei stets darauf geachtet, dass das zerkleinerte
Blattmaterial nicht auftaut. Mdrser und Pistill, sowie alle weiteren dafiir bendtigten
Materialien (Loffel, Greiner-Rohrchen) waren in fliissigem Stickstoff vorgekiihlt

worden.

2.12.6.1 Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (fiir RT-PCR)
Fiir die Isolierung von RNA aus 50 mg Blattmaterial von Capsicum pubescens wurde

das Qiagen RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) verwendet. Dabei erfolgte die
Durchfiihrung nach dem Handbuch mit folgenden Ergdnzungen: Die Inkubationszeit

des Pflanzenextraktes wurde, aufgrund des hoheren Stérkegehalts von Paprikabléttern
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im Gegensatz zu Tomate, vor dem Beladen der Séiule minimiert. Um DNA-
Kontaminationen zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau auf der zweiten Sdule als
optionaler Schritt eingefiigt. Dazu wurde das Qiagen RNase-Free DNase-Set (Qiagen)

nach Herstellerangaben verwendet, das speziell auf die RNeasy Kits abgestimmt ist.

2.12.6.2 Trizol-Extraktion
Das durch mechanischen Aufschluss entstandene Pulver (Blattmaterial) wurde mit der

entsprechenden Menge an Trizol Losung versetzt. Dabei wurde je 100 mg
Blattmaterial 1 ml Trizol zugegeben. Es wurde pro Ansatz meist 1 g Blattmaterial
eingesetzt, sodass ein Volumen von 10 ml Trizol hinzufiigt wurde. Anschliefend
wurde der Ansatz 1 Minute kriftig gemischt und der entstandene Zellbrei fiir 5 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach der Zugabe von Chloroform (20 % des
Trizol-Volumens), wurde erneut gemischt und 5 min bei RT inkubiert. Zur Trennung
der Phasen wurden die Proben 15 min bei einer Geschwindigkeit von 5000 rpm bei 15
°C zentrifugiert (Sorvall Super T21, Rotor SLC- 250T). Die obere Phase wurde
abgenommen, in ein neues Greiner Rohrchen {iberfiihrt und zur Féllung der
Nukleinsduren mit dem gleichen Volumen an Isopropanol versetzt. Der Ansatz wurde
invertiert und 10 min bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine 20 miniitige
Zentrifugation bei einer Geschwindigkeit von 7000 rpm (Sorvall Super T21, Rotor
SL-50T) und einer Temperatur von 4 °C. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet getrocknet. Zur Entfernung der DNA wurde ein DNase Verdau durchgefiihrt.
Das Pellet wurde in einem Gemisch von 420 pul DEPC-Wasser, 50 pul DNase Puffer
(Fermentas), 25 pl DNase (Fermentas) und 5 pul RNase-Inhibitor (Fermentas)
aufgenomen und 30 min bei 37 °C inkubiert. Zum Abstoppen des Reaktion erfolgte
die Zugabe von 500 pl Chloroform. Der nach Zentrifugation erhaltene Uberstand
wurde in ein neues Gefal iiberfiihrt und bei — 80 °C gelagert.

Trizol-Losung:

0,8 M Guanidinthiocyanat; 0,4 M Ammoniumthiocyanat; 0,1 M Natriumacetat (pH
5); 5 % Glycerin; 38 % Phenol (in Wasser gesittigt); H2 O

2.12.7 Isolierung genomischer Pflanzen-DNA
Fiir die Isolierung genomischer DNA wurde Blattmaterial in einem Reaktionsgefdl3

(Eppendorf Safelock tube) schockgefrostet und anschlieBend mechanisch mittels
Pistill, welcher vorgekiihlt war, zu einem feinen Pulver aufgeschlossen. Dabei wurde

darauf geachtet, dass das Reaktionsgefd3 nicht beschddigt wird. Danach erfolgte die
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Zugabe von 1 ml des vorgewédrmten Extraktionspuffer (in Mikrowelle erhitzt) zu dem
Pulver und eine extensive Vermischung mittels Vortexer. Das Reaktionsgemisch
wurde im Thermomixer bei 65 °C bei 1000 rpm fiir mindestens 30 Minuten inkubiert
und auf Eis gekiihlt. Anschlieend erfolgte die Zugabe von 500 pl Chloroform und
eine  Durchmischung durch Invertieren. Zur Phasentrennung wurde das
Reaktionsgefdl 5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die obere,
wassrige Phase wurde in ein neues Reaktionsgefdl, in welches 1 ml Isopropanol
vorgelegt wurde, liberfiihrt und invertiert. Die DNA sollte als weille “Faden” sichtbar
werden. Es erfolgt erneut eine Zentrifugation fir 10 Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit um die DNA zu prizipitieren. Der Uberstand wird verworfen und
das Pellet mit 500 pl 70 %igem Ethanol gewaschen. Optional kann der Waschschritt
wiederholt werden. Nach Zentrifugation (5 Minuten bei maximaler Geschwindigkeit)
und Entfernen des Uberstandes wird das Pellet im Thermomixer bei 65 °C getrocknet.
Das Pellet (DNA) wird in 100 pul Wasser aufgenommen, im Thermomixer bei 50 °C
unter leichtem Schiitteln geldst und erneut zentrifugiert. Die DNA-Losung wird in ein
neues Reaktionsgefdl {berfilhrt und wird fiir eine ldngerfristige Lagerung
tiefgefroren. Die Reinheit und Menge der mit dieser Methode isolierten DNA kann
anschlielend mittels Agarose-Gelelektrophorese abgeschétzt werden.
Extraktionspuffer

0.2 M Tris/HC1 pH7.5; 0.25 M NaCl; 25 mM EDTA; 0.5 % SDS (vorgewarmt auf
90 °C, Mikrowelle)

2.12.8 Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren
Die Konzentration und Reinheitsbestimmung von RNA und DNA erfolgte durch

Absorptionsmessung bei 260 und 280 nm mittels NanoDrop ND-1000
Spektrophotometer (Thermoscientific) gegen Wasser oder DEPC-Wasser (RNA).

2.12.9 cDNA Synthese fiir RT-PCR-Analysen
Fiir die cDNA-Synthese wurde der RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis

Kit (Fermentas) verwendet. Dabei wurde nach der Syntheseanleitung fiir PCR-
Amplifikation verfahren. Die eingesetzte Menge an RNA betrug 500 ng und es
wurden oligo dT-Oligonukleotide verwendet. Fiir semiquantitative RT-PCR-Analysen
wurden 0,5 upl synthetisierte cDNA-Matrize (oder Verdiinnungen) in eine PCR-

Reaktion eingesetzt und die entsprechenden Oligonukleotide verwendet.
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2.12.10 RACE (rapid amplification of cDNA ends)
Fiir die Isolierung des 5’-cDNA-Endes von Bs4C-R wurde das SMARTer RACE

cDNA Kit von Clontech (Takara Biotech Company) nach Herstellerprotokoll
verwendet. Es wurde 1 ug Gesamt-RNA und ein genspezifischer Oligonukleotid in
die cDNA-Synthese eingesetzt. Die Amplifikation der cDNA-Enden wurde mit
genspezifischen  Oligonukleotiden in Kombination mit adaptorspezifischen
Oligonukleotiden durchgefiihrt (Tabelle Oligonukleotide). Die PCR-Produkte wurden
in den Vektor pJET1.2 nach Herstellerprotokoll kloniert wund mittels

Restriktionsanalyse und Sequenzierung analysiert.

2.12.11 Sequenzierung
Fiir die Sequenzierreaktion wurden alle Komponenten auf Eis pipettiert. Es wurden

entweder 300 ng vom zu sequenzierenden Plasmid eingesetzt oder unterschiedliche
Volumina von PCR-Produkten. Zu dieser Reaktion wurden 200 mM Oligonukleotid
sowie Sequencing Mix (Big Dye 3.1) nach Herstellerangaben und 1,75 pul
Sequencing-Puffer hinzugefiigt. Das Reaktionsvolumen wurde mit Wasser auf 10 ul
aufgefiillt. Die anschlieBende Sequenzierreaktion erfolgte in einem Thermocycler
(AnalytikJena). Die Auftrennung der Fragmente, sowie die Bestimmung der Sequenz
wurde vom hauseigenen Sequenzierungsservice (Sequenzierservice Ludwig-
Maximilians-Universitét, Biozentrum, Dr. A. Brachmann, http://genetik.biologie.uni-
muenchen.de/service/genomicsserviceunit/sequencing_service/index.html)
durchgefiihrt.

PCR-Programm: 96°C/1min — [ 96°C/10sec — 50°C/15sec — 60°C/4min ] x 35 — 4°C

2.12.12 Restriktionsanalysen und Ligation
Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen und T4 DNA-Ligase wurden von

Thermoscientific (Fermentas) und New England Biolabs (nur Bsal) bezogen und nach
Herstellerprotokoll im entsprechenden Puffer verwendet. Die Restriktionsanalysen

wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese tiberpriift.

2.12.13 Cut-Ligation
Alle fiir die cut-ligation verwendeten Plasmide wurden auf 40 fmol eingestellt und

entsprechend in die Reaktion gegeben. Dem Ansatz wurde das Typ-IIs-
Restriktionsenzym, T4 DNA Ligase (30 Weiss Units, Fermentas) sowie Ligase-Puffer

zugegeben. AnschlieBend wurde das Reaktionsvolumen auf 20 ul mit Wasser
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aufgefiillt. Die Reaktion erfolgte in einem Thermocycler (AnalytikJena) mit
folgenden Parametern.

PCR-Programm: [ 37°C/5 Min, 20°C/5 Min ] x 50, 50°C/5 Min, 80°C/15 Min

2.12.14 Erstellung der designer TALEs (dTALE:)
Die Erstellung der dTALEs erfolgte wie in (Morbitzer et al., 2011) beschrieben. Die

verwendeten RVDs fiir den dTALE AvrBs4 waren identisch mit denen des Xcv TALE
AvrBs4. Die RVDs des dTALE Bs4C-S waren folgende:
NI-HD-HD-NI-NG-NG-NI-NS-NG-NI-NS-NG-HD-HD-NS-HD-NG-NG

Die assemblierten RVDs wurden anschlieBend mittels cut-ligation in einen Vektor
(pENTR-D-TALE-Arep-Bpil-AC) integriert, der den N- und C-Terminus von AvrBs3
aber keine Repeatregion enthielt. Die Erstellung der dTALEs (dTALE AvrBs4 und
dTALE Bs4C-S, pENTR-D-Konstrukte) erfolgte durch Janett Elsaesser.
AnschlieBend wurde der dTALE in den T-DNA Vektor pPGWB2 mittels LR-Reaktion
rekombiniert und in 4. tumefaciens transformiert und in GUS-Analysen mit Promoter-

uidA-Konstrukten getestet.

2.13 C. annuum cv. CM334-Genomprojekt

Das Sequenzierung des Genom des Capsicum annuum cv. CM334 (Criollo de
Morelos 334) wurde durch die Arbeitsgruppe von Prof. Doil Choi von der Seoul
Universitdt in Siidkorea initiiert und 2014 publiziert (Kim et al., 2014). Insgesamt
wurden 650,2 Gb Sequenzdaten generiert (whole-genome shotgun), die durch
Sequenzierung von genomischen Bibliotheken mit einer durchschnittlichen
Insertgrofe 180 bp bis 20 kb erhalten wurde. Dies stellt eine 186-fache Abdeckung
des Genoms dar. Nahere Angaben zur Erstellung der Bibliotheken und der
Auswertung der Sequenzdaten sind in Kim et al. 2014 zu finden.

Die von der Firma Keygene durchgefiihrten RNA-Seq-Analysen mittels Illumina-
Sequenzierung lieferten Sequenzdaten von potentiell AvrBs4-induzierten Gene in
C. pubescens, die aus etwa 60 nt bestanden (siche Anhang Read 12600). Zuvor
durchgefiihrte RNA-Seq-Analysen, bei der 454-Sequenzierung verwendet wurde,
ermOglichten groBere Sequenzcontigs zu erhalten. Somit konnte einigen Illumina-
Kandidatengene zuséitzliche Sequenzinformationen (zu den 60 nt Reads) aus den 454-
Analysen zugeordnet werden. Fiir die Kandidatengene der Illumina-

Transkriptanalysen, fiir welche keine weiteren Sequenzinformationen aus den 454-
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Transkriptanalysen oder der cDNA-Bibliothek erhalten werden konnte, sollte durch
die Gruppe von Prof. Doil Choi homologe Sequenzen fiir einzelne Reads ermittelt
werden. Dabei wurden mogliche Sequenzunterschiede zwischen den nah verwandten
Kultivaren C. pubescens und C. annuum beriicksichtigt werden. Dadurch konnte unter
anderem flir den Read 12600 ein homologer Bereich im Sequenzcontig 184552
identifiziert werde, der es ermdglichte Oligonukleotide abzuleiten, Amplifikationen
auf genomischen Material durchzufithren und die korrespondierenden Sequenz in
C. pubescens zu bestimmen. Zu einem spdteren Zeitpunkt wurden aullerdem
Sequenzcontigs und deren Lage im C. annuum-Genom ermittelt, die weitere

homologe Sequenzen zu Bs4C-R aufweisen (siche 3.11).

2.14 Erstellung einer C. pubescens cDNA-Bibliothek (Invitrogen)

Fir die Erstellung einer cDNA-Bibliothek wurden Blitter der C. pubescens-
Akzession PI235047 mit dem avrBs4-exprimierenden Stamm X% (5x10°
cfu/ml) inokuliert, Blattmaterial nach 12 Stunden geerntet und RNA isoliert. Die
cDNA-Synthese erfolgte mit Biotin-attB2-oligo dT und der reversen Transkriptase
(SuperScript III) durch die Firma Invitrogen. Die entstandenen cDNAs wurden
direktional in den Vektor pDONR222.1 (Kanamycin Resistenz) kloniert. Die
Bibliothek beinhaltet 1224 x 10® cfu, wobei 91,6 % der Klone ein Insert aufwiesen.
Die durchschnittliche Insertgrof3e der Klone betrdgt 1,676 kb. Zur Analyse der cDNA-
Klone kann eine BsrGI-Restriktion oder die Sequenzierung mit M13fwd+M13rev

durchgefiihrt werden.

2.14.1 Organisation der cDNA-Bibliothek
Insgesamt wurden 124416 Einzelklone der AvrBs4-induzierten C. pubescens cDNA-

Bibliothek organisiert. Das heif3t, sie wurden in 324 Mikrotiterplatten mit jeweils 384
wells im Dauermedium 2YT+HMFM (Hogness Modified Freezing Medium)
angeordnet und bei -80°C gelagert. Die Organisation und das Spotten der cDNA-
Bibliothek erfolgte in Kooperation mit Ines Walde und Patrick Schweitzer am IPK
Gatersleben. Um die Isolierung von cDNA-Einzelkonen mittels PCR zu vereinfachen
wurden cDNA-Klone zu verschiedenen Pools zusammengefasst. Die Superpool-
Platten (4 Stiick, insgesamt 324 wells) enthalten pro well die cDNA-Klone (384
Klone) von einer 384-well Plate pool-Platte. Die Masterpool-Platte enthdlt pro well
cDNA-Klone von jeweils 8 Plate pools (3072 Klone), welche sich in einer
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senkrechten Reihe befinden. Das heifit, in well 1 in der Masterpool Platte befinden
sich die Plate Pools 1 bis 8. Fiir die Sichtung der cDNA-Bibliothek mit
Oligonukleotiden fiir einen Kandidaten wurden zuerst 41 PCRs auf die Masterpool-
Platte durchgefiihrt. Das positive analysierte well der Masterpool-Platte war
Grundlage fiir die 8 PCRs auf die entsprechenden Plate-Pools der Superpool-Platte
vor. Ergab die PCR ein positives Ergebnis wurde die entsprechende Plate Pool-Platte
zweimal ausgestempelt und die Reihen der ersten Platte gepoolt. Mit diesen 24 Pools
wurden PCR-Analysen durchgefiihrt. Bei Erhalten einer positiven Reihe wurden mit
Hilfe der zweiten 384-Platte die Einzelklone dieser Reihe gescreent und somit konnte

ein Einzelklon isoliert werden (Abb. 6).

1.te PCR auf Masterpool Platte 2.te PCR der 8 Plate-Pools 3.te PCR der gepoolten 24 Reihen 4.te PCR der
16 Einzelkolonien
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Abb. 6 Schema der Organisation der cDNA-Bibliothek zur Analyse mittels PCR
Beschreibung siehe Text. Adaptiert nach Tina Jordan 2005

2.15 Illumina-basierte Transkriptanalysen

Fiir die Transkriptanalysen wurden Blétter der C. pubescens-Akzessionen PI 235047
und PI 585270 mit dem WT-Xanthomonaden Stamm Xcv 85-10 und dem avrBs4-
exprimierenden Stamm Xev™** (5x10° cfu/mL) inokuliert und Blattmaterial nach 6,
12, 18 und 24 Stunden geerntet. Nicht-inokuliertes Blattmaterial diente als Kontrolle.
Aus allen Proben wurde Gesamt-RNA mit Hilfe des RNeasy Plant Miniprep Kit
(Qiagen) isoliert und daraus Transkriptbibliotheken, basierend auf der Methode
beschrieben in (t Hoen et al., 2008), unter Verwendung von Msel erstellt. Fiir die
cDNA-Synthese wurden oligo dT-Oligonukleotide eingesetzt. Die
Sequenzierreaktionen wurden auf zwei Illumina GAII lanes durchgefiihrt wobei
Proben derselben Illumina GAII lane mit spezifischen Identifikationskennzeichen
versehen wurden. Die erhaltenen Sequenzen (27,6 Millionen Sequenzen/reads mit
einer durchschnittlichen Lange von 76 nt aus insgesamt 18 Proben) wurden analysiert

und Sequenzen mit mehr als 46 A-Nukleotiden (bspw. polyA), mit nicht auswertbaren
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Nukleotidsignalen, oder mit Nukleotiden mit einem phred-Wert > 20 ausgeschlossen.
Alle Sequenzen wurden auf 36 nt gekiirzt und nach Entfernen des Sequenz-
Identifikationskennzeichen (5 nt) in Sequenzcontigs basierend auf einer 100 %
Sequenzidentitit assembliert. Nur contigs mit mehr als 10 Sequenzen wurden in einer
weiteren  Assemblierungs-Analyse einbezogen, in denen bis zu drei
Nukleotidabweichungen gebilligt werden. Dadurch sollten Sequenzierfehler und/oder
Polymorphismen zwischen beiden C. pubescens-Akzessionen beriicksichtigt werden.
Nach der Assemblierungs-Analyse wurden nur contigs mit mehr als 100 Sequenzen
weiterbearbeitet und Einzelproben normalisiert. Als Kandidatengene wurden nur
contigs beriicksichtigt, die einen 10fach hoheren Transkriptlevel in der AvrBs4-
induzierten C. pubescens-Akzession PI1235047 verglichen zur Xcv-WT-induzierten
Akzession oder zur nicht-induzierten Kontrolle aufwiesen. Die Grundlagen und
Berechnungen fiir die Transkriptlevel sind in Straufl et al. 2012 zu finden und die

daraus erhaltenen Kandidaten im Anhang Al.

2.16 Verwendete Softwareprogramme

Softberry http://linux1.softberry.com/berry.phtml

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/)

Boxshade 3.21 (http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html)

SOL Genomics Network (http://www.sgn.cornell.edu/tools/blast/)

National Center for Biotechnology Information (NCBI) (www.ncbi.nlm.
nih.gov/BLAST/)

Expasy Translate Tool (http://web.expasy.org/translate/)

Sequencher und CLC workbench

Sequence Massager (http://www.attotron.com/cybertory/analysis/seqMassager.htm)
t-coffee (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/index.html)
Transmembran-Helices-Vorhersageprogramm nach dem Hidden-Markov-Model

http://www.cbs.dtu.dk/servicess/ TMHMM-2.0/
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Vorhersageprogramme fiir EBE fiir TAL-Effektoren:

Talgetter, http://galaxy.informatik.uni-halle.de (Grau et al., 2013)

Storyteller, http://bioinfo-prod.mpl.ird.fr/xantho/tales, (Perez-Quintero et al., 2013)
Target Finder TALE-NT 2.0 suite, https://tale-nt.cac.cornell.edu/, (Doyle et al., 2012)
Talvez, http://bioinfo.mpl.ird.fr/cgi-bin/talvez/talvez.cgi, (Perez-Quintero et al., 2013)
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3 Ergebnisse

Teile der vorliegenden Arbeit wurden bereits publiziert in:

Strau8 T, Van Poecke R, StrauB A, Romer P, Minsavage GV, Singh S, Wolf C,
Straull A, Kim S, Lee H-A, Yeom S-I, Parniske M, Stall RE, Jones JB, Choi D, Prins
M, Lahaye T.

RNA-seq pinpoints a Xanthomonas TAL-effector activated resistance gene in a large

crop genome. Proc Natl Acad Sci. 2012 Oct; 109: 19480 - 19485

Die Durchfiihrung und Auswertung der Experimente wurden, mit Ausnahme der
Transkriptanalysen, der TALE-DNA-Bindestudien (EMSA- und MST-Analysen) und
der Erstellung des dTALE EBE Bs4C-S zur Induktion des EBE Bs4C-S, von mir
durchgefiihrt. Die Transkriptanalysen und deren Auswertung wurden durch die Firma
Keygene von Remco van Poecke und Marcel Prins durchgefiihrt. Das dafiir benétigte
Material (RNA) wurde von mir bereitgestellt. Die EMSA-Analysen wurden von
Sylvia Singh aus der Arbeitsgruppe von Prof. Martin Parniske und Christina Wolf aus
der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Lahaye durchgefiihrt (siche 3.7, Abb. 15, sieche
3.13.1). Die MST-Analysen (siehe 3.7, Abb. 15) wurden von Christina Wolf aus der
Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Lahaye durchgefiihrt. Die Erstellung des dTALE
EBE Bs4C-S zur Induktion des EBE Bs4C-S (siche 3.9) erfolgte durch Janett Elsaesser
aus der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Lahaye.

Ubersicht der modifizierten Tabellen und Abbildungen in der Dissertation, welche
bereits in StrauB3 et al., 2012 publiziert wurden.

Tabelle/Abbildung/Anhang Tabelle/Abbildung/Anhang (supplement)
in der Dissertation von Tina in der Publikation Strauf} et al., 2012
Strauf}

Tab. 1 Tab. S2 modifiziert

Abb. 5 Fig. S4 modifiziert

Abb. 7 Fig. 1 modifiziert

Abb. 9 Fig. S7 modifiziert

Abb. 12 Fig. S8 modifiziert

Abb. 13 Fig. 3 modifiziert

Abb. 14 Fig. S9 modifiziert

Abb. 15 Fig. S10 modifiziert

Anhang A1l Tab. S2 modifiziert

Anhang A3 Tab. S1 modifiziert
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Anhang A4 SI Text 1 modifiziert
Anhang A5 SI Text 3 modifiziert
Anhang A6 SI Text 3 und SI Text 5 modifiziert
Anhang A34 Tab. S3 modifiziert

Modifiziert bedeutet, dass entweder die Sprache, die Anordnung, die Abbildung
oder die Tabelle selbst, wenn auch nur minimal, auf Basis der publizierten
Abbildungen/Tabellen verdndert wurden.
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3.1 Isolierung AvrBs4-induzierter Genen mittels Transkriptomprofiling

Der Xcv TAL-Effektor AvrBs4 induziert in der C. pubescens-Akzession PI 235047
eine HR (Minsavage et al, 1999; Stall et al, 2009). Dabei konnte gezeigt werden, dass
diese HR abhéngig von funktionalen NLS und AD ist (siche 1.8), was nahe legt, dass
AvrBs4 die Expression seines korrespondierenden R-Gens, bezeichnet als Bs4C-R,
induziert (Giirlebeck, 2001). Eine transkriptionelle Induktion wurde schon fiir die R-
Gene Bs3 aus C. annuum und Xa27 aus O. sativa gezeigt. Dabei waren die R-Gen
Transkripte ausschlieBlich in  Anwesenheit des jeweiligen TAL-Effektors
nachweisbar, wéhrend Transkripte von TAL-induzierten S-Genen auch in
Abwesenheit des TAL-Effektors detektierbar waren (Gu et al., 2005; Kay et al., 2007;
Romer et al., 2007). Dies weist darauf hin, dass die Transkription dieser R-Gene
"streng" reguliert ist, was in Anbetracht der Tatsache, dass die korrespondierenden R-
Proteine Bs3 und Xa27 Zelltod induzieren, notwendig ist. Basierend auf der
Annahme, dass Bs4C-R ebenfalls in seiner Expression einer strengen Regulation
unterliegt, d.h. nur in Anwesenheit von AvrBs4 induziert wird, wurden Illumina
basierte Transkriptomanalysen initiiert, mit dem Ziel Bs4C-R als AvrBs4-induziertes
Gen zu isolieren.

Fiir die Transkriptomanalysen wurden die C. pubescens-Akzessionen PI 235047
(AvrBs4-resistent) und PI 585270 (AvrBs4-suszeptibel) mit Xcv 85-10 Wildtyp (WT)
und avrBs4-exprimierenden Xanthomonaden inokuliert und Blattmaterial nach 6, 12,
18 und 24 Stunden geerntet. Nicht inokuliertes Blattmaterial diente als Kontrolle. Fiir
alle 18 RNA-Proben wurden  Transkriptbibliotheken = durch  unseren
Kooperationspartner Keygene von Remco van Poecke und Marcel Prins erstellt (siche
2.15) (StrauB3 et al., 2012; t Hoen et al., 2008). Die cDNA-Synthese erfolgte dabei
ausgehend von oligo dT-Oligonukleotiden. Die Sequenzierungen aller 18 Proben
ergab insgesamt 27,6 Millionen Sequenzen/reads mit einer durchschnittlichen Linge
von 76 Nukleotiden (nt) (siehe 2.15). Sequenzen geringer Qualitit wurden nicht in die
weiteren Auswertungen mit einbezogen. Die verbliebenen Sequenzen wurden nach
Entfernen des Sequenz-Identifikationskennzeichen anhand der Ubereinstimmung der
ersten 31 nt in contigs assembliert. Dabei wurden bis zu drei Nukleotidabweichungen

zwischen den Sequenzen toleriert, die aufgrund moglicher Sequenzierfehler und/oder
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Unterschiede zwischen beiden C. pubescens-Akzessionen auftreten konnen (Straul3 et
al., 2012). Da die Transkription von Bs4C durch AvrBs4 induziert wird und demnach
der Transkriptlevel stark ansteigen sollte, wurden im Folgenden nur Contigs
analysiert, die mehr als 100 Sequenzen aufwiesen — das waren 16220. Von diesen
zeigten 32 Contigs eine zehnfache Transkriptinduktion in der resistenten Akzession
gegeniiber der suszeptiblen Akzession bzw. der Expressionskontrolle (sieche Al,
StrauB3 et al., 2012). Jedoch erfiillte nur einer dieser 32 potentiellen Bs4C-R-
Kandidaten unsere Kriterien fiir ein AvrBs4-induziertes R-Gen (Tab. 1). Kandidat
12600 war nur nach Translokation von AvrBs4 exprimiert und ausschlieBlich in der
resistenten Akzession PI 235047. Transkripte konnten erstmals 18 Stunden nach

Inokulation der Xanthomonas-Bakterien nachgewiesen werden (Tab. 1).

Tnokdatonmt | © 1 ke L e Gy L e e SR
- hpi | 0 : 6 12 18 24 6 12 18 24 0. 6 1218 24 6 12 18 24 | C
Cluster i ' : : ! Max Xcv

1. 12600 |00 : 00 00 08 00 :00 00 336 870 [00:00 00 00 00:00 00 00 00 |08: 109

Tab. 1 Das Expressionsmuster des Bs4C-Kandidatengen 12600

Die Transkriptanzahl fiir den Bs4C-Kandidaten 12600 ist in Abhédngigkeit vom Genotyp der Pflanze
(C. pubescens PI 235047 oder PI 585270), von der Behandlung (Xev oder Xev™™*) und von den
verschiedenen Erntezeitpunkten (6,12,18 und 24 hpi) dargestellt. hpi - Stunden nach Inokulation (hours
post inoculation); C — Kontrolle (nicht inokuliert), Xcv — Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Abbildung modifiziert nach Strauf3 et al., 2012 Tab.S2.

3.2 RT-PCR-Analysen zur Bestitigung des Kandidatengens 12600 als AvrBs4-
induziertes Gen

Das Cluster 12600 umfasste nur 62 Nukleotide (siche A4). In Zusammenarbeit mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Doil Choi, die an der Sequenzierung und Assemblierung
des Capsicum annuum cv. CM334 Genoms arbeitet, konnte jedoch ein groBerer
Sequenzcontig (contig 184552, siche A4) identifiziert werden, der einen homologen
Bereich zu dem C. pubescens cluster 12600 aufwies. Basierend auf dieser Sequenz
wurden Oligonukleotide (siche A4, A34) fiir den Bs4C-Kandidaten 12600 abgeleitet
und semiquantitative Reverse Transkriptase-PCR (sq RT-PCR)-Analysen mit nicht-
induziertem und AvrBs4-induziertem Material der resistenten und suszeptiblen
C. pubescens-Akzessionen durchgefiihrt werden. Zur Vereinfachung wird der Bs4C-
Kandidat 12600 der AvrBs4-resistenten Akzession (PI 235047) als Bs4C-R und der
aus der AvrBs4-suszeptiblen Akzession (PI 585270) als Bs4C-S bezeichnet. Die RT-
PCR-Analysen zeigten, dass der Bs4C-R-Kandidat 12600 in der Tat in der resistenten
Akzession und nur durch AvrBs4 induziert wird (Abb. 7). In der suszeptiblen
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Akzession konnte weder in Abwesenheit noch in Anwesenheit von AvrBs4-
Transkript nachgewiesen werden (Abb. 7). Die Abwehrreaktion der Pflanze geht mit
einer Umprogrammierung der gesamten Transkriptmaschinerie einher. Um zu zeigen,
dass die Induktion des Bs4C-R-Kandidaten 12600 spezifisch fiir AvrBs4 ist und nicht
durch die pflanzliche Abwehrreaktion hervorgerufen wird, wurde AvrBs3Arepl6-
induziertes Material auf Prasenz des Bs4C-R-Kandidatentranskript mittels sq RT-PCR
getestet. Fiir AvrBs3Arep16 konnte gezeigt werden, dass es in beiden C. pubescens-
Akzessionen eine HR durch Bindung und Aktivierung des Bs3-E-Promoter induziert
(Romer, 2010; StrauB3 et al., 2012). Wie in Abb. 7 erkennbar, ist die Induktion des
Bs4C-R-Kandidatengen 12600 spezifisch nur durch AvrBs4 induziert und nicht durch
die AvrBs3Arepl6-induzierte Resistenzreaktion (Strauf3 et al., 2012).

Die sq RT-PCR-Analysen zeigten, dass Bs4C-R-Transkript des Kandidatengens
12600 in der resistenten Akzession durch AvrBs4 induziert wird. Eine Induktion von
Bs4C-R konnte sowohl direkt, durch Bindung und Aktivierung von AvrBs4 an den
Bs4C-R-Promoters, als auch indirekt, durch Proteine, die von priméren AvrBs4-
Zielgenen kodiert werden, erfolgen (siehe 4.2.3, Abb. 26). Um dies zu priifen, wurden
sq RT-PCR-Analysen nach Koinfiltration von Cycloheximid (CHX), welches die
Protein-Neusynthese und somit die Induktion von sekunddren Zielgenen inhibiert,
durchgefiihrt. Dies ermdoglicht die Unterscheidung zwischen direkten und indirekten
Zielgenen (siehe 4.2.3, Abb. 26). Die sq RT-PCR-Studien (Abb. 7) zeigen, dass
Transkript des Bs4C-R-Kandidatengens 12600 in der resistenten Akzession auch bei
CHX-Infiltration nachgewiesen werden konnte. Dies deutet darauf hin, dass das
Bs4C-R-Kandidatengen 12600 ein direktes Zielgen von AvrBs4 ist und ein EBE fiir

AvrBs4 im Promoter aufweisen sollte.
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Abb. 7 Bestitigung des Bs4C-R-Kandidaten 12600 als direktes AvrBs4-Zielgen mittels sq RT-
PCR-Analysen

C. pubescens Blitter wurden mit Xcv-Stammen, die verschiedene TALE-Gene exprimieren (AvrBs4
und AvrBs3Arep16), mit und ohne Cycloheximid (+/- CHX), infiziert und 18 Stunden nach Inokulation
geerntet. Aus diesem Material wurde cDNA synthetisiert, welches die Grundlage fiir die sq RT-PCR
Analysen war. Fiir die Durchfilhrung der sq RT-PCR Analysen wurden Oligonukleotide zur
Amplifikation eines Fragments des Illumina clusters 12600 (Bs4C) verwendet (siche A4, A34). Als
Kontrolle fiir den Einsatz vergleichbarer cDNA-Mengen wurden Oligonukleotide fiir den
Elongationsfaktor 1o (EFIa) verwendet (A34). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden auf einem 1 %
igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angefarbt. Abbildung modifiziert nach Straul} et
al., 2012 Fig.1.

Mittels sq RT-PCR Studien wurde aulerdem untersucht, wann Transkript des Bs4C-R
Kandidaten 12600 erstmals detektierbar ist. Dafiir erfolgte die Ernte von induziertem
Blattmaterial der resistenten C. pubescens-Akzession alle drei Stunden bis 24 Stunden
nach Infiltration mit avrBs4-exprimierenden Xanthomonaden. Die Daten des
Transkriptprofiling lieBen vermuten, dass der Zeitpunkt zwischen 12 und 18 Stunden
liegen sollte (Tab. 1). Wie Abb. 8 zeigt, konnte Transkript des Bs4C-R-Kandidaten
12600 15 Stunden nach AvrBs4-Induktion nachgewiesen werden.

0 3 6 9 12 15 18 21 24 H:O hpi

Pl 235047
| = ———————— P

Abb. 8 Transkriptnachweis des Bs4C-Kandidatengens 15 Stunden nach AvrBs4 Induktion

C. pubescens Blitter der resistenten Akzession (P1235047) wurden mit avrBs4-exprimierenden
Xanthomonaden infiziert und 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21 und 24 Stunden nach Inokulation (hpi) geerntet.
Fiir die Durchfithrung der sq RT-PCR Analysen wurden Oligonukleotide zur Amplifikation des Bs4C
Kandidatengens 12600 verwendet (sieche A4, A34). Als Kontrolle fiir den Einsatz vergleichbarer cDNA
Mengen wurden Oligonukleotide fiir den Elongationsfaktor lo (EFI/a) verwendet (A34). Die
erhaltenen PCR-Produkte wurden auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit Ethidiumbromid
angefarbt.
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3.3 Die genetische Kartierung des Kandidaten 12600 bestiitigt die Kopplung
mit der AvrBs4-induzierten Resistenzreaktion

Im Folgenden wurden mit den RT-PCR-Oligonukleotiden genomische Fragmente fiir
beide C. pubescens-Akzessionen amplifiziert und vergleichend sequenziert (siche AS,
A6). Ziel war es, mogliche Polymorphismen zwischen beiden Akzessionen zu
identifizieren und fiir die genetische Kartierung des Bs4C-R-Kandidaten 12600 zu
verwenden. Das amplifizierte Fragment umfasste etwa 450 Nukleotide und wies
sieben Nukleotidpolymorphismen und acht Insertions/Deletionspolymorphismen
(InDel) auf (siche A6). Einer der Nukleotidpolymorphismen resultiert in einem Bg/II-
Restriktionsfragmentldngenpolymorphismus (RFLP) zwischen der suszeptiblen und
der resistenten Akzession (siche AS5). Dieser wurde zur Etablierung eines CAPS-
Markers genutzt. Der CAPS-Marker wurde fiir die Analyse von 24 Pflanzen einer F,-
Population, die aus einer Kreuzung von suszeptiblem und resistentem Elter
hervorgegangen ist, verwendet (Abb. 9, siche A3) (Giirlebeck, 2001). Wie in Abb. 9
erkennbar, zeigte der CAPS-Marker bei allen phinotypisch-suszeptiblen getesteten
F»-Segreganten (S) das Restriktionsmuster des suszeptiblen Elters (S, geschnitten,
2 Fragmente). Bei allen resistenten F»-Pflanzen (R) hingegen wurde entweder die
Allelkonfiguration des resistenten Elters (R, homozygote Nachkommen, nicht
geschnitten, 1 Fragment) oder beider Eltern (heterozygote Nachkommen, 3
Fragmente) erhalten. Diese Daten lassen vermuten, dass der Bs4C-R-Kandidat
genetisch gekoppelt ist mit der AvrBs4-induzierten HR und es nahe liegt, dass der
Kandidat 12600 das Resistenzgen Bs4C-R darstellt.

R § R 8 R § R 8 R 8§ R 8 R 8 R S R R R

F,-Segreganten

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 M

-— — — -_— - i —_ e — -* 500
- 400
p— p— et - - W e 300
— - - 200
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Abb. 9 Der Bs4C-R-Kandidat ist genetisch gekoppelt mit der AvrBs4-induzierten Immunantwort
Im 3 Bereich des Bs4C-Kandidatengen konnte ein CAPS (cleaved amplified polymorphic sequence)-
Marker (Restriktionspolymorphismus-Bg/II) identifiziert werden. Mit diesem CAPS-Marker wurden
die C. pubescens-Eltern und 24 F,-Pflanzen einer Kreuzungspopulation von den C. pubescens-
Akzession PI 235047 (R) und PI 585270 (S), getestet. Auf genomische DNA der Eltern-Pflanzen und
der 24 F,-Segreganten erfolgte die Amplifikation eines Fragmentes mit spezifischen Oligonukleotiden
(siche AS5). Das resultierende Fragment schloss den Bg/lI-Polymorphismus mit ein, sodass
anschlieBend eine Bgl/ll-Restriktionsanalyse durchgefithrt werden konnte. Die erhaltenen
Restriktionsfragmente wurden auf einem 3 %igen Agarosegel aufgetrennt und zur Visualisierung mit
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Ethidiumbromid gefarbt. Fiir 17 Segreganten wurde das Restriktionsmuster hier exemplarisch
dargestellt. Die vollstdndige Analyse ist im Anhang A3 zu finden.

M = GroBenmarker (GeneRuler 50 bp DNA Grofenstandard-Fermentas)

Abbildung modifiziert nach StrauB3 et al., 2012 Fig.S7.

3.4 Das Bs4C-Kandidatengen 12600 vermittelt die Erkennung von AvrBs4

3.4.1 Isolierung und vergleichende Sequenzierung des Bs4(C-Kandidatengen aus der
suszeptiblen und resistenten C. pubescens-Akzession

Zur funktionellen Charakterisierung des Bs4C-Kandidaten war es notwendig seine
Genstruktur zu bestimmen. Mit Hilfe des vorliegenden C. annuum-Sequenzcontig
184552 (siche A4) konnte die kodierende Sequenz (KDS) des Bs4C-R-Homologs
CaBs4C.1 vorhergesagt werden (Softberry Programm,
http://linux1.softberry.com/berry.phtml), die unter anderem Grundlage fiir die
Bestimmung der C. pubescens Bs4C-R-Sequenz war. Parallel wurden RACE-
Analysen (rapid amplification of c¢DNA ends) zur Bestimmung des
Transkriptionsstarts und Genome Walker-Experimente zur Ermittlung der
Promotersequenz durchgefiihrt (siche A5). Unter Verwendung dieser Ansitze konnten
etwa 1500 nt-Sequenz fiir Bs4C-R erhalten werden, die 600 nt Promoter, 39 nt
5’UTR, eine KDS von 495 nt und eine 3’Sequenz von 420 nt umfasst. Ein Vergleich
der gDNA mit cDNA machte deutlich, dass Bs4C-R lediglich aus einem Exon besteht

und keine Introns aufweist (siche A5+A6).

Promoterbereich 5UTR  kodierende Sequenz 3'Sequenz
| 600 nt @ 495 nt 420 nt | Bs4C-R
iminminm i i [T ssc-s
495 nt

Abb. 10 Genstruktur von Bs4C-R vergleichend zu Bs4C-S

Aufgrund vergleichender Sequenzierungen, RACE-Analysen und Genome Walker-Experimenten
konnte die Sequenz, der Transkriptionsstart und die Genstruktur von Bs4C-R bestimmt werden. Die
dargestellten Boxen stellen unterschiedliche Elemente dar, den Promoterbereich, die 5’UTR
(untranslated region), die KDS und die 3’Sequenz. Senkrechte schwarze Striche markieren Nukleotid-,
rote Striche Insertions- und blaue Striche Deletionspolymorphismen, die Bs4C-S verglichen zu Bs4C-R
aufweist. Fiir Bs4C-S kann keine genaue Angabe iiber die GroBe der S’UTR gemacht werden.

Der Vergleich der Nukleotidsequenzen der Bs4C-Allele aus der resistenten (Bs4C-R)
und der suszeptiblen (Bs4C-S) C. pubescens-Akzession zeigt, dass Polymorphismen
sowohl in den Promoter-, den kodierenden als auch den UTR-Sequenzen auftreten

(Abb. 10, sieche A6).
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3.4.2 Komplementationanalysen bestitigen den Kandidaten 12600 als Resistenzgen
Bs4C-R

Fir die Komplementationsanalysen wurden Promoter-KDS-Fragmente beider
Akzessionen (280 nt Promoter + 495 nt KDS mit Stopp) von gDNA amplifiziert, in
den T-DNA Vektor pGWB3 transferiert und anschlieBend in den A. tumefaciens
Stamm GV3101 transformiert. Beide Bs4C-Allele wurden anschlieend allein oder
zusammen mit 35S:avrBs4, 35S:avrBs3 und 35S:avrBs3Arepl6 Agrobacterium-
vermittelt transient in N. benthamiana exprimiert. Wie Abb. 11 zeigt, resultiert
ausschlieBlich die Ko-Transformation von Bs4C-R mit 35S:avrBs4 in einer HR.
Weder die Expression von Bs4C-R allein, noch die Ko-Transformation von anderen
TALE-Genen mit Bs4C-R, fiihrt zu einer HR. Das Bs4C-S-Allel aus der suszeptiblen
Akzession induziert keine HR - weder alleine noch in Ko-Expression mit avrBs4
(Abb. 11). Zusammenfassend zeigen die Komplementationsanalysen, dass nur Bs4C-
R und nicht Bs4C-S in Kombination mit avrBs4 eine HR auslosen kann, was bedeutet,

dass Bs4C-R tatsdchlich das Resistenzgen aus der C. pubescens-Akzession PI1 235047

darstellt.
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Abb. 11 Das Bs4C-R-Kandidatengen vermittelt die Erkennung von AvrBs4.

Phinotypen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana. Die in einen T-
DNA Vektor klonierten Bs4C-Kandidatengene (Promoter und KDS) aus der resistenten (Bs4C-R) und
der suszeptiblen (Bs4C-S) C. pubescens-Akzession wurden entweder allein oder in Kombination mit
verschiedenen TALE-Genen (avrBs3, avrBs3Arepl6 und avrBs4) transfiziert. Die TALE-Gene standen
unter Kontrolle des konstitutiven Cauliflower Mosaic Virus (CMV) 35S-Promoters. Inokulierte
Blattbereiche wurden mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet. Die Blétter wurden vier Tage nach
Inokulation geerntet und zum besseren Sichtbarmachen der HR (dunkle Blattbereiche) in Ethanol
gebleicht.

3.5 Die Uberexpression der Bs4C-Allele resultiert in einer HR

Um zu priifen, ob Polymorphismen zwischen Bs4C-R und Bs4C-S in den Promotoren

oder der KDS oder in beiden fiir die differentielle AvrBs4-Erkennung verantwortlich
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ist (Abb. 10, Abb. 11), wurden die zwei KDS unter transkriptioneller Kontrolle des
konstitutiven Cauliflower Mosaic Virus (CMV) 35S-Promoters Agrobacterium-
vermittelt transient in N. benthamiana exprimiert (siche A6). Als Kontrollen diente
Bs3-E (358:Bs3-E), welches bei Uberexpression eine HR induziert (Abb. 12) und ein
35S:GFP-Konstrukt (green fluorescent protein) als Negativkontrolle (Romer et al.,
2007). Sowohl Bs4C-R als auch Bs4C-S losen bei konstitutiver Expression eine HR
aus, was darauf hinweist, dass Polymorphismen im Promoterbereich und nicht in der
KDS fiir die differentielle AvrBs4-Erkennung verantwortlich sind (Abb. 12).

o S
—
358:Bs4C-S

@

35S:Bs4C-R

A > o’
P * tmm
V)/»

35S:GFP

Abb. 12 Die konstitutive Expression der Bs4C-Allele resultiert in der Ausbildung einer HR

Die KDS des resistenten (Bs4C-R) und des suszeptiblen (Bs4C-S) C. pubescens-Allels wurden in einen
T-DNA Vektor unter Kontrolle des 355-Promoters kloniert. Als Negativkontrolle wurde ein konstitutiv
exprimiertes GFP verwendet. Die konstitutive Expression eines Resistenzgens aus dem C. annuum-
Kultivar ECW (Bs3-E) diente als Positivkontrolle (Rémer et al., 2007). Inokulierte Blattbereiche
wurden mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet. Die Blitter wurden drei Tage nach Inokulation
geerntet und zum besseren Sichtbarmachen der HR (dunkle Blattbereiche) in Ethanol gebleicht.
Abbildung modifiziert nach StrauB3 et al., 2012 Fig.S8.

Im Folgenden wurden 280 bp Promoter-Fragmente (5'vom ATG; siche AS) beider
Allele amplifiziert und wupstream des Reportergens uid4 in den T-DNA-Vektor
pGWB3 kloniert. uidA kodiert fiir eine -Glucuronidase und seine Expression kann
mittels X-Gluc-Substratumsatz detektiert werden. Bindet und aktiviert AvrBs4 einen
oder beide Promotoren, wird dies durch eine Blaufirbung der infiltrierten
Blattbereiche sichtbar. Die Bs4C-R- und Bs4C-S-Promoter-uidA-Konstrukte wurden
transient in N. benthamiana durch Agrobacterium-vermittelte Transformation allein
oder in Kombination mit den TALE-Genen avrBs3 und avrBs4 exprimiert. Wie in
Abb. 13 an den blau gefarbten Blattscheiben zu erkennen ist, wird nur der Bs4C-R-
Promoter durch AvrBs4 aktiviert, jedoch nicht der Bs4C-S-Promoter. Die Aktivierung
von Bs4C-R ist AvrBs4-spezifisch, da eine Ko-Expression mit dem TALE-Gen
avrBs3 nicht in einer Blaufiarbung resultiert (Abb. 13).
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Die GUS-Analysen bestétigen damit, dass die funktional relevanten Polymorphismen
zwischen beiden Bs4C-Allelen im Promoter und nicht in der KDS liegen. Auerdem
zeigt die AvrBs4-abhéngige transkriptionelle Aktivierung des Bs4C-R-, jedoch nicht
des Bs4C-S-Promoters, dass allein der Bs4C-R-Promoter die “Erkennung” von

AvrBs4 vermittelt.

Vektor-
Bezeichnung Promoter uidA kontrolle avrBs4 avrBs3
|

8540 e OOO O@@ QOQ
Bs4C-S mee-mm OO0 OO0 OOO
Bs4C-RAEBE, ., I D e OOO QQQ

Bs3,_EBE, . Bs4Cc-r (NI I OOO Q@@ OQQ
Bs3, EBE, . Bs4c-s [IID I OOO OOO Q@@
Bs3,_EBE,, ... AEBE, . . I DI QQO @Q@ QOQ

Abb. 13 Bs4C-R enthiilt ein Effektorbindeelement (EBE), welches notwendig und ausreichend fiir
die transkriptionelle Aktivierung durch AvrBs4 ist.

GUS-Analysen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana von EBE-
Promoter:uidA-Reporter-Konstrukten und TALE-Genen. Die graphische Darstellung der analysierten
EBE-Promoter:uidA-Reporter-Konstrukte ist auf der linken Seite zu finden. Rot und orange markiert
sind die Promotoren von Bs4C-R und Bs4C-S. Pfeile innerhalb der Promotoren stellen das EBE von
AvrBs4 bzw. die korrespondierende Sequenz im Bs4C-S-Promoter dar. Das EBE s+ bezeichnet das
fiir AvrBs4 anhand des TALE-Codes vorhergesagte Bindeelement (lila Pfeil). Der Bs3-Promoter ist
griin markiert und der Pfeil innerhalb zeigt das EBE fiir AvrBs3. In den Konstrukten Bs4C-
RAEBEyBsq4 und Bs3p EBEaypsa+AEBE ayB3 Wurden die EBE deletiert, wihrenddessen sie in den
Konstrukten Bs3p EBEaypsa*AEBE AyBs3, BS3p EBEaypsaBs4C-R und Bs3p EBEa,puBs4C-R inseriert
wurden. Die EBE-Promoter-uidA T-DNA-Konstrukte wurden in Kombination mit leerem Vektor, den
TALE-Genen avrBs4 oder avrBs3 unter Kontrolle des 35S-Promoter in der Pflanze exprimiert.
Blattscheiben =~ wurden 38  Stunden nach Infiltration geerntet wund mit X-Gluc
(Cyclohexylammoniumsalz der 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-glucuronsdure) gefdrbt und in Ethanol
gebleicht um die Blauférbung hervorzuheben.

Abbildung modifiziert nach Strauf3 et al., 2012 Fig.3.

3.6 Das EBEBs4Bs4C-R vermittelt die AvrBs4-Erkennung

Der Vergleich der Promotoren beider Allele (Bs4C-R und Bs4C-S) zeigte eine grofie
Anzahl von Nukleotid- sowie InDelpolymorphismen (Abb. 10, siche A6). Mit Hilfe
des TALE-Codes wurde der Bs4C-R-Promoter genauer analysiert und es konnte in der
Promotersequenz ein potentielles EBE fiir AvrBs4 (EBEasaBs4C-R) 123 Nukleotide
5’ vom Transkriptionsstart identifiziert werden (Abb. 14, sieche AS5). Das 19
Nukleotide-umfassende EBEasaBs4C-R weist im Vergleich mit einem anhand des
TALE-Code vorhergesagtem AvrBs4-EBE (EBE aypsax) flinf Polymorphismen auf, die
in der Abb. 14 grau unterlegt sind.
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RepeatAnzahl 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 1213 141516 17 18
AvrBs4 RVDs NI NG NI NI NG NG NI NS NG NI NS NG HD HD NS HD NG NG

- TAIAALIAeTARICCACTT

AvrBs4BS4CR T A U o
EBE, Bs4C-S T A C C A

AvrBs4

T C
T C C T C T C

>

T
T

Abb. 14 Die Nukleotidsequenz des EBE \,,ps4Bs4C-R weist fiinf Polymorphismen zu dem anhand
des TALE-Codes vorhergesagten EBE ,,,ps4- auf

Die Abbildung zeigt die RVDs von AvrBs4 (oben) und das anhand des TALE-Codes (siehe 1.4, Abb.
2) abgeleitete ,,perfekte” EBE fiir AvrBs4 (EBE ay:psa+). Darunter sind die Nukleotidsequenzen des im
Bs4C-R-Allel identifizierten EBEapss und die korrespondierende Sequenz im Bs4C-S-Allel
dargestellt. Grau hinterlegt sind Nukleotide, die von dem ,perfekten EBEa,ps+ abweichen. Die
Unterschiede zwischen dem EBEaypuBs4C-R und EBEpuBs4C-S an Position 2 und 3 sind gelb
unterlegt.

Abbildung modifiziert nach StrauB3 et al., 2012 Fig.S9.

Um zu hinterfragen, ob das identifizierte potentielle EBEassaBs4C-R das funktionale
Element im Bs4C-R-Promoter ist, wurde ein Bs4C-R-Promoter:uidA-Konstrukt
erstellt, in dem das EBEaymp4Bs4C-R deletiert wurde. GUS-Analysen belegten, dass
das Deletionskonstrukt (Bs4C-RAEBEaymss4) nicht mehr durch AvrBs4 aktivierbar
wird (Abb. 13).

Um weiterhin zu demonstrieren, dass das EBEaympsaBs4C-R nicht nur notwendig
sondern auch ausreichend fiir die AvrBs4-vermittelte Promoteraktivierung ist, wurde
es in einen anderen Promoterkontext - in den Promoter des Resistenzgens Bs3 aus
Paprika integriert (Romer et al., 2009a). Fiir den Bs3-Promoter konnte in fritheren
Experimenten gezeigt werden, dass dieser transkriptionell durch AvrBs3, einem Xcv-
TALE mit einer Identitdt von 97 % zu AvrBs4, nicht aber durch AvrBs4, aktiviert
wird (Romer et al., 2007).

Das erstellte Bs3-Promoterinsertionskonstrukt (Bs3p EBEaympsaBs4C-R) wurde in
transienten GUS-Analysen allein oder mit AvrBs3 bzw. mit AvrBs4 getestet (Abb.
13). Im Vergleich zum WT-Bs3-Promoter (Romer et al., 2007) erfolgt die
transkriptionelle Aktivierung von Bs3p EBEaupu4Bs4C-R nicht nur durch AvrBs3
sondern auch durch AvrBs4, wie anhand der GUS-Farbungen in Abb. 13 zu erkennen
ist. Diese Analysen belegen, dass allein das EBEaypsaBs4C-R notwendig und
ausreichend fiir die Vermittlung der AvrBs4-Erkennung ist.

Im Vergleich der Promotoren von Bs4C-R und Bs4C-S wird deutlich, dass die zum
EBEAvBsaBs4C-R  korrespondierende Sequenz in Bs4C-S, als EBEaupuBs4C-S
bezeichnet, an Position zwei und drei Nukleotidpolymorphismen aufweist (Abb. 14,

siche A6). Das EBFEaympuaBs4C-S wurde ebenfalls in den Bs3-Promoter inseriert
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(Bs3p_EBEauBuBs4C-S) und mittels GUS-Analyse auf seine Funktionalitét
hinterfragt. Die GUS-Analyse macht deutlich, dass Bs3p EBEaypuaBs4C-S zwar
durch AvrBs3, jedoch nicht durch AvrBs4 induziert wird (Abb. 13). Das lisst darauf
schlieBen, dass die zwei zusitzlichen Nukleotidpolymorphismen im EBEaypsaBs4C-S

die AvrBs4-Erkennung verhindern .

3.7 AvrBs4 bindet mit hoherer Affinitit an das EBEsg4Bs4C-R im Vergleich
zum EBE pygsaBs4C-S

Die beiden Polymorphismen zwischen dem funktionalen EBEaps4Bs4C-R und dem
nicht-funktionalen EBEay,ps4Bs4C-S sind an Position zwei und drei zu finden (Abb.
14, siche A6). Wiéhrend das EBEaypuBs4C-R die Nukleotide T und A aufweist,
enthdlt das EBEav:psaBs4C-S zwei C-Nukleotide. Vergleicht man nun, die anhand des
TALE-Codes vorhergesagten Nukleotide filir die korrespondierenden AvrBs4-RVDs
mit den entsprechenden Nukleotiden in den jeweiligen Effektorbindeelementen, wird
deutlich, dass das EBEaymsaBs4C-R die bevorzugten Nukleotide an dieser Position
aufweist, verglichen zum EBEaypsaBs4C-S (Abb. 14). Dies konnte in einer héheren
Affinitit von AvrBs4 gegenliber dem EBEaupuBs4C-R  verglichen zum
EBE AvBsaBs4C-S resultieren. Um dies zu hinterfragen, wurden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Martin Parniske von Sylvia Singh Electrophoretic Mobility Shift
Assay (EMSA)-Studien mit beiden Effektorbindeelementen durchgefiihrt (Abb.
15A+B) (StrauB} et al., 2012, Fig. S10). Dafiir wurde AvrBs4 aus E. coli aufgereinigt
und mit fluoreszenzmarkierten Bs4C-R- bzw. Bs4C-S-Promoterfragmenten
(Oligonukleotide) inkubiert und iiber eine native Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(PAGE) aufgetrennt. Die Bindung von AvrBs4 an das Oligonukleotid fiihrt zu einer
Anderung des Laufverhaltens (Verlangsamen) des Protein-DNA-Komplexes im Gel
im Vergleich zum freien Protein — dem sogenannten ,,shift“. Um die Spezifitit der
Protein-DNA-Bindung zu bestdtigen, erfolgt die Kompetition mit nicht-markierten
Oligonukleotiden. FEine spezifische Protein-DNA-Bindung resultiert in einer
Abnahme des Signals bei zunehmender Menge an nicht-markierten Oligonukleotiden,
da die markierten Oligonukleotide durch die nicht-markierten verdréingt werden. Ist
die Bindung nicht spezifisch, findet keine Verdrdngung statt und somit kann keine
Abnahme des Signals beobachtet werden. Wie in Abb. 15A Spur 1 an dem ,shift”
zwischen freier und gebundener DNA zu erkennen ist, bindet AvrBs4 in vitro an das

EBEyBs4aBs4C-R. Die Kompetition mit zunehmender Menge an nicht-markierten
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EBE avsaBs4C-R-Oligonukleotiden fiihrt zur Abnahme der Bandenintensitét in Spur
2 bis 4 in Abb. 15A. Sie resultiert aus der Verdringung der gebundenen markierten
EBE pvBsaBs4C-R-DNA durch die nicht-markierte EBEauBs4C-R-DNA. Wird
nicht-markierte EBE aypsaBs4C-S-DNA als Kompetitor verwendet (Abb. 15A Spur 6-
8), nimmt die Bandenintensitdt kaum ab. Die Kompetitionsexperimente bestitigen
somit die spezifische Bindung zwischen AvrBs4 und dem EBEayaBs4C-R. AvrBs4
kann ebenfalls, wenn auch nur schwach, an markierte EBFE a;psaBs4C-S-DNA binden
(Abb. 15B Spur 1+5). Die Verdringung der gebundenen EBEaypsaBs4C-S-DNA
durch Zugabe nicht-markierter EBE;psaBs4C-R-DNA (Abb. 15B Spur 2-4) fiihrt zu
einer starken Abnahme der Bandenintensitdt bis hin zum Verlust. Eine Kompetition
mit nicht-markierter EBEyps4Bs4C-S-DNA (Abb. 15B Spur 6-8) hingegen, fiihrt nur
zu einer geringen Anderung der Bandenintensitit. Dies deutet auf eine geringere
Affinitdt zwischen AvrBs4 und dem EBEaypuBs4C-S hin. Die Ergebnisse der
EMSA-Studien zeigen deutlich, dass AvrBs4 eine hohere Affinitdt fiir das
EBEAyBsaBs4C-R im Vergleich zum EBEpsaBs4C-S aufweist. Unterstiitzt wird
dieses Resultat von den Ergebnissen der microscale thermophoresis (MST), eine
Methode, die zur Affinititsbestimmung zwischen AvrBs4 und dem EBEayps4Bs4C-R
bzw. dem EBEapsaBs4C-S genutzt wurde. Die MST-Analysen wurden von Christina
Wolf aus der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Lahaye durchgefiihrt (Abb. 15C)
(StrauB3 et al., 2012, Fig. S10). Hierfiir wurde AvrBs4-Protein mit den fiir die EMSA-
Analysen verwendeten fluoreszenzmarkierten EBE \5suBs4C-R- bzw.
EBE AvBsaBs4C-S-Promoterfragmenten (Oligonukleotide) inkubiert und anschlieend
die Affinitditen mittels Thermophorese gemessen. Fiir die Bestimmung der
Dissoziationskonstanten wurde die Menge an nicht-markierter EBFEaypsaBs4C-R-
bzw. EBEypsaBs4C-S-DNA variiert. Die errechneten Dissoziationskonstanten lagen
bei 18,1 nM fiir die Interaktion AvrBs4 und EBE ayvigsaBs4C-R-DNA sowie 181,5 nM
fiir AvrBs4 und EBEayBsaBs4C-S-DNA und zeigen deutlich, dass das EBEaypsaBs4C-
R eine zehnfach hohere Affinitit gegeniliber AvrBs4 aufweist als das EBEaypsaBs4C-S
(Abb. 15C) (StrauBl et al., 2012, Fig. S10).
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Abb. 15 EMSA und EMSA-Kompetitionsstudien sowie MST-Analysen zeigen, dass AvrBs4 eine
hohere Affinitit zum EBE ,,p4Bs4C-R im Vergleich zum EBE ,,,p4Bs4C-S aufweist

A+B) Es wurden EMSA und EMSA-Kompetitionsstudien fiir die Analyse der DNA-Bindung zwischen
AvrBs4 und dem EBEagsuBs4C-R (A) bzw. dem EBEap4Bs4C-S (B) von Sylvia Singh durchgefiihrt.
Dafiir erfolgte die Inkubation von 5'DY682- (EBEayps4Bs4C-R) oder 5’ DY782- (EBE aypsaBs4C-S)
markierter DNA, die die jeweiligen EBE {iiberspannen, mit 5 pmol His-AvrBs4-Fusionsprotein. Fiir die
Kompetition und den Nachweis der spezifischen Bindung wurde ein molarer Uberschuss von 25x, 50x
und 100x nicht-markierter EBE apsaBs4C-R- und EBE aps4Bs4C-S-DNA eingesetzt. Die Position der
freien DNA und der gebundenen DNA ist mit einem Pfeil markiert.

C) Fiir die MST-Analysen, welche von Christina Wolf durchgefiihrt wurden, wurde nicht-markierte
DNA gegen eine feste Konzentration markierter DNA (25 nM) und AvrBs4 (400 nM) titriert. Dabei
reprasentieren Dreiecke EBEaypuBs4C-R-DNA und Rechtecke EBEa,puBs4C-S-DNA. Aus den
erhaltenen Kurven konnte fiir die Interaktion von AvrBs4 und EBEj,puBs4C-R eine
Dissoziationskonstante von 18,1 nM und fiir AvrBs4 und EBE s,4Bs4C-S eine Dissoziationskonstante
181,5 nM ermittelt werden.

Abbildung modifiziert nach Strauf et al., 2012 Fig. S10. Die EMSA-Analysen wurden von Sylvia
Singh (Abb. 15A+B) aus der Arbeitsgruppe von Prof. Martin Parniske und die MST-Analysen (Abb.
15C) von Christina Wolf aus der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Lahaye durchgefiihrt.

3.8 Analyse weiterer AvrBs4-induzierter Kandidaten

Wie bereits erwéihnt (siehe 3.1, Straul3 et al., 2012), wurden die Transkriptomanalysen
zur Identifizierung von Bs4C-R in Kooperation mit der Firma Keygene von Remco

van Poecke und Marcel Prins durchgefiihrt. Dabei wurden insgesamt 68 differentiell
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AvrBs4-induzierte Gene identifiziert (siche A1+A2, StrauB3 et al., 2012). Fiir 26 dieser
Kandidaten lagen zusétzliche Sequenzinformationen vor. Diese stammen aus 454-
Transkriptanalysen, die zu einem fritheren Zeitpunkt initiiert wurden und bei denen
AvrBs4-induziertes C. pubescens-Material 12 Stunden nach Infektion geerntet wurde
(A2). Der Vorteil der 454-Sequenzierung liegt in den ldngeren Transkriptsequenzen
(400-500 nt), die es ermoglichen Oligonukleotide zur Analyse der AvrBs4-
induzierten Kandidaten mittels sq RT-PCR zu erstellen. Die Analyse der AvrBs4-
induzierten Kandidaten erfolgte vor dem Hintergrund, dass die durchgefiihrten
Transkriptanalysen neben dem Resistenzgen Bs4C-R auch potentielle Virulenztargets
von AvrBs4 identifizieren sollten. Als Virulenztarget von AvrBs4, werden Gene
bezeichnet, deren Expression die Vermehrung und Ausbreitung von avrBs4-
exprimierenden Xanthomonaden begiinstigen bzw. fiir die Ausbildung von
Krankheitssymptomen entscheidend sind. Dies heiflt, die AvrBs4-induzierten
Kandidaten aus den Transkriptomanalysen konnen potentielle Virulenzzielgene
darstellen. Allerdings sind bislang nur wenige TAL-induzierte Suszeptibilititsgene
bekannt (sieche 1.5). Der Grofiteil der AvrBs4-induzierten Gene werden
hochstwahrscheinlich sogenannte off-targets repriasentieren, die zwar EBE in ihren
Promotoren aufweisen aber nicht von Relevanz fiir die bakterielle Virulenz sind.

Mit den 25 Kandidaten, fiir welche zusitzliche Sequenzinformationen vorhanden
waren, wurden sq RT-PCR-Analysen in An- und Abwesenheit von CHX
durchgefiihrt. Dies ermdglicht die Differenzierung zwischen direkten und indirekten
AvrBs4-induzierten Genen. Die sq RT-PCR-Analysen zeigten, dass fiinf Kandidaten
durch Xanthomonas allein induziert waren. Desweiteren konnten 16 Kandidaten
identifiziert werden, deren Expression in der resistenten C. pubescens-Akzession
induziert war. Die Analysen mit CHX-behandeltem Material lassen jedoch vermuten,
dass nicht alle direkte Zielgene von AvrBs4 sind (Abb. 16). Fiir vier Kandidaten
konnte bestitigt werden, dass sie direkt durch AvrBs4 induziert werden, da eine
Transkriptanreicherung auch in den CHX-behandelten Proben nachgewiesen werden
konnte. Von diesen vier Kandidaten werden drei (Kandidaten 639, 8248 und 15502,
Abb. 16) in beiden C. pubescens-Akzessionen und einer ausschlieBlich in der
suszeptiblen Akzession durch AvrBs4 induziert (Kandidat 9054, Abb. 16). Die in
beiden Akzessionen durch AvrBs4 direkt-induzierten Kandidaten stellen die
vielversprechendsten potentiellen Virulenzgene dar und deshalb wurden diese drei

Kandidaten intensiver untersucht.
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Abb. 16 Auswahl einiger sq RT-PCR-Analysen in An- und Abwesenheit von CHX zur
Bestimmung von AvrBs4-direkt induzierten Genen

C. pubescens Blitter wurden mit Xcv-Stdimmen, die entweder keine oder TALE-Gene exprimieren
(AvrBs4 und AvrBs3Arepl6), mit und ohne (+/-) Cycloheximid, infiziert und 18 Stunden nach
Inokulation geerntet. Sq RT-PCR-Analysen wurden mit Oligonukleotiden zur Amplifikation der
verschiedenen Kandidatengene durchgefiihrt (sieche A34). Als Kontrolle fiir die Verwendung
vergleichbarer ¢cDNA-Mengen wurden Oligonukleotide fiir den Elongationsfaktor la (EF-I1q)
verwendet. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden auf einem 1,5 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt.

3.8.1 Kandidat 630

vorlag, wurde eine C. pubescens-cDNA-Bibliothek (AvrBs4-induziert, 12 hpi, siche
2.14) mit spezifischen Oligonukleotiden fiir den Kandidaten 630 durchsucht. Es
konnte ein Einzelklon isoliert, sequenziert und die KDS fiir den Kandidaten 630
bestimmt werden (siche A7). Jedoch gab es keine Informationen iiber den
Promoterbereich. Durch die Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe, die das
C. annuum cv. CM334-Genom sequenziert (Prof. Doil Choi) (Kim et al., 2014),
konnte ein groferer Genomabschnitt identifiziert werden, der neben der KDS auch
Promotersequenzen fiir den Kandidaten 630 aufwies. Aufgrund dieser
Sequenzinformationen konnten Oligonukleotide abgeleitet werden und die Sequenz in
den C. pubescens-Akzessionen PI 235047 und PI 585270 bestimmt werden (siche
A7). Beide C. pubescens 630-Sequenzen, sowohl Promoter- als auch KDS, sind
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identisch und zeigen drei AS-Polymorphismen verglichen zur C. annuum-Sequenz fiir
den Kandidaten 630 (siche A8).

Das C. pubescens-Gen des Kandidaten 630 besteht aus zwei Exons und einem Intron
und kodiert fiir ein 173 AS grofles Protein, welches Homologien zu Vertretern der
Familie der Methyl-CpG-bindenden Proteinen (MBP) aufweist (siche A7). Wihrend
ein Methyl-CpG-bindendes Protein aus Soja (Glycine max) auf Aminosdureebene zu
56 % identisch ist, zeigt eines aus Kartoffel (Solanum tuberosum) eine Identitit von
84 % auf Nukleotidebene (siche A9+A10).

Da der Kandidat 630 als direktes Zielgen von AvrBs4 bestétigt wurde (siche 3.8, Abb.
16), konnte im Promoterbereich ein potentielles EBE identifiziert werden, welches 62
Nukleotide 3° vom Startkodon liegt. Der Vergleich mit dem TALE-Code
vorhergesagten EBE ist in Abb. 17A dargestellt. Das EBEayps4Cand630 weist vier
Polymorphismen verglichen zu dem EBEaps4+ auf, wobei sich drei im 3’-Bereich an
Position 15, 16 und 17 befinden. Der vierte konnte an Position fiinf identifiziert
werden und entspricht dem, der auch in dem EBFEay:psaBs4C-R vorhanden ist (Abb.
17A). Um den Promoter des Kandidaten 630 funktional zu testen, wurde ein 250 nt
umfassendes Promoterfragment vor ein wuid4-Gen kloniert und transient in
N. benthamiana mit AvrBs4 koexprimiert. Wie in Abb.17B anhand der blau gefarbten
Blattscheiben zu erkennen ist, induziert AvrBs4 den Promoter des Kandidaten 630.
Dies zeigt, dass der Kandidat 630 fiir ein Gen kodiert, welches ein potentielles
Virulenzgen darstellen konnte, da es direkt und in beiden Akzessionen durch AvrBs4

induziert wird.

A) Nukleotidposition im EBE
EBEAvrBS4*

EBFEyyresaCan dl5502

EBExyrpsaCandé630 TATAAATAATAATCCERYAT
EBFEnyrpsaCand8248 TATAAATAETTCC
EBEnyrps4Bs4C-R TATAARAMAATAETCCICTS
B) Vektor-

Bezeichnung Promoter uidA kontrolle  avrBs4 avrBs3

I L Al 1

Bs3, e OO0 OO0 00

Cand630, CCC>omm OO0 00 OO

Bss, EBE, Bs<«cR D> EHE OO QO OO
Bs3, EBE,.Cands2¢s I HE OO OO 0O

Abb. 17 Vergleich und funktionaler Test der EBE AvrBs4-induzierter Gene

A) Sequenzvergleich der EBE weiterer AvrBs4-induzierter Gene (Cand15502, Cand630, Cand8248)
mit dem anhand des TALE-Code vorhergesagten EBEypsy+ und dem EBEa,puBs4C-R. Weille
Buchstaben auf schwarzem Hintergrund markieren identische Nukleotide.
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B) GUS-Analysen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana mit
Promoter-uidA4-T-DNA-Konstrukten in Kombination mit leerem Vektor, den TALE-Genen avrBs4 und
avrBs3. Das Promoterfragment des Kandidaten 630 ist grau und das, als Kontrolle dienende Bs3-
Promoterfragment, in Griin dargestellt. Pfeile innerhalb der Promotoren markieren die EBE.
Blattscheiben wurden 38 Stunden nach Infiltration geerntet, mit X-Gluc gefarbt und in Ethanol
gebleicht um die Blauférbung hervorzuheben.

3.8.2 Kandidat 15502

Die KDS des Kandidaten /5502 aus C. annuum cv. CM334 belduft sich auf etwa 9
kb. Mit Hilfe des Vorhersageprogramms (Softberry) konnte ein offener Leserahmen
von etwa 3 kb bestimmt werden (sieche A11+A12), der aus 15 Exons und 14 Introns
besteht. Kandidat /5502 kodiert fiir ein Protein, welches Homologien zu einer
Phosphorylase aufweist (siche A13). Dabei zeigt eine alpha-Glucan-Phosphorylase
aus Kartoffel (Solanum tuberosum) eine Sequenzidentitit von 90,56 % (siche A14).
Alpha-Glucan-Phosphorylasen spielen eine wichtige Rolle im Kohlenhydrat-
Stoffwechsel. AuBlerdem sind Zucker nicht nur in metabolischen Prozessen in der
Pflanze involviert sondern auch in Signalprozessen (Ruan, 2014).

Im Promoterbereich wurde eine potentielles EBE fiir AvrBs4 identifiziert, deren
Vergleich mit dem vorhergesagten EBEauua+ in Abb. 17A zeigt, dass das
EBEavBsaCand15502 nur drei Polymorphismen zu diesem aufweist. Anstatt eines fiir
das RVD NI vorhergesagte A- befindet sich an Position drei ein G-Nukleotid.
Position sechs und 17 weisen ein C- und ein A-Nukleotid auf. Jedoch bevorzugen die
dort priasenten RVDs NG ein T-Nukleotid (Abb. 17A). Das EBEawpsaCand15502
wurde noch nicht in transienten GUS-Studien getestet. Die vergleichende
Sequenzierung stellte sich aufgrund der Grofle des Kandidaten 75502 als sehr
schwierig heraus. Bislang konnte die KDS aus beiden Akzessionen nur teilweise
bestimmt werden, diese wies keine Unterschiede zwischen suszeptibler und
resistenter C. pubescens-Akzession auf. Die cDNA beider Akzessionen konnte
derweil komplett sequenziert werden und zeigte ebenfalls keine Abweichungen

voneinander (siche A12).

3.8.3 Kandidat 8248
Fir den Kandidaten 8248 konnte ebenfalls ein potentielles EBE fiir AvrBs4

identifiziert werden, dessen Sequenzvergleich mit dem TALE-Code vorhergesagten
EBEAyBsax und dem EBEaypsaBs4C-R in Abb. 17A dargestellt ist (sieche A15). Der
Sequenzvergleich macht deutlich, dass das EBEaypuaCand8248 die grofite Zahl an

Abweichungen (sieben) zu dem vorhergesagten EBEamsa+ aufweist, jedoch dem
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funktionalen FEBEavpuBs4C-R am dhnlichsten ist. Der funktionale Test des
EBEavsaCand8248 erfolgte anhand von GUS-Analysen und zeigte, dass auch dieses
EBE AvrBs4-Erkennung vermittelt (Abb. 17B).

Zu Bearbeitungsbeginn lagen fiir den Kandidaten 8248 Sequenzinformationen von
etwa 500 nt vor. Uber das C. annuum cv. CM334-Genomprojekt (siche A15) konnten
zusitzliche Sequenzinformationen erhalten werden, die anschlieBend mit Hilfe von
Genvorhersage-Programmen (Softberry) bearbeitet wurden. Aber es war nicht
moglich, eine KDS zu identifizieren bzw. vorherzusagen. Die Suche in cDNA- und
genomischen Datenbanken lieferte keine homologen Sequenzen weder auf Nukleotid-
noch auf Proteinebene. Fiir das identifizierte EBE konnte aber gezeigt werden, dass es
durch AvrBs4 induziert wird. Moglicherweise liegt die KDS des Kandidaten 8248
weiter downstream von seinem EBE. Jedoch sind die meisten TALE-induzierten-
EBEs in einem Abstand von 40-130 nt upstream zum Transkriptionsstart zu finden
(Antony et al., 2010; Hummel et al., 2012; Kay et al., 2007; Kay et al., 2009; Romer
et al., 2007; Romer et al., 2009a; Romer et al., 2009b; Straul} et al., 2012). In diesem
Bereich konnte jedoch kein Startkodon bzw. eine offener Leserahmen identifiziert
werden. Wenn die Nukleotidsequenz des EBE des Kandidaten 8248 zufillig ein
passendes EBE fiir AvrBs4 darstellt, kann eine Transkription initiiert werden, muss
jedoch nicht in der Translation der transkribierten RNA resultieren. Somit kann
Kandidat 8248 in den Transkriptanalysen zwar detektiert werden, ohne jedoch in ein

Protein translatiert zu werden.

3.9 Assemblierung eines designer TALE zur Induktion von Bs4C-S

Bislang konnte gezeigt werden, dass Bs4C-R und Bs4C-S im Bereich des EBE zwei
Nukleotidpolymorphismen aufweisen, die bedingen, dass nur Bs4C-R, nicht jedoch
Bs4C-S durch AvrBs4 induziert wird (siehe 3.6, Abb. 13). Allerdings resultiert die
Uberexpression von Bs4C-S in einer HR, was zeigt, dass das Protein funktional ist
(siehe 3.5, Abb. 12). Es stellte sich daher die Frage, ob eine AvrBs4-Mutante, welche
in Repeat zwei und drei, die zur Sequenz im Bs4C-S-Promoter (nachfolgend als EBE
Bs4C-§S bezeichnet) korrespondierenden RVDs aufweist (Abb. 18) spezifisch den
Bs4C-S- und nicht den Bs4C-R-Promoter induzieren kann.

In unserem Labor wurde ein ,,Baukasten® (tool kit) etabliert, der es uns ermdoglicht,

schnell und einfach TAL-Effektorgene, kodierend fiir TAL-Proteine mit gewiinschter
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RVD-Komposition, sogenannte designer TALEs (dTALEs) zu erstellen (siche 1.4)
(Morbitzer et al., 2011). Zur Induktion des EBE Bs4C-S wurde der dTALE EBE
Bs4C-S von Janett Elsaesser aus der Arbeitsgruppe von Prof. Thomas Lahaye
generiert (Abb. 18, Janett Elsaesser, unverdffentlichte Daten). Dieser wurde
anschlieend in Promoter-uidA(GUS)-Studien in N. benthamiana getestet (Abb. 18).
Dafiir wurde der dTALE transient via Agrobacterium zusammen mit Bs4C-R- bzw.
Bs4C-S-Promoter-uidA-Fusionen in planta koexprimiert. Wie in der Abb. 18 zu
erkennen, induzierte der d-TALE EBE Bs4C-S den Bs4(C-S-Promoter, aber nicht den
Bs4C-R-Promoter. Als Kontrolle wurden parallel avrBs4 und ein dTALE mit AvrBs4
RVD-Komposition ({TALE AvrBs4) zusammen mit Bs4C-R- und Bs4C-S-Promoter-
uidA-Fusionen kotransformiert. Beide TAL-Effektoren induzierten den Bs4C-R-,
nicht aber den Bs4C-S-Promoter. Zusammengefasst konnte gezeigt werden, dass zwei
Nukleotide bzw. zwei RVDs entscheidend fiir die spezifische, transkriptionelle
Induktion der Bs4C-R- bzw. Bs4C-S-Promotoren sind.

A) RVD-Komposition der analysierten TAL-Effektoren

dTALE AvrBs4 NI NG NI NI NG NG NI NS NG NI NS NG HD HD NS HD NG NG I [[[J][[[I[][][]/[=tteh>
AvrBs4 NI NG NI NI NG NG NI NS NG NI NS NG HD HD Ns HD NG NG {[[[[[[[[[]I][[[[-0:)>
EBE, . Bs4CR T A T A A A AAATAGTT CGCTTCTSC

AvrBs4
Repeatanzahl 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 1 12 13 14 15 16 17 18

EBEBs4C-S T A CCAAAAATAGTT CTCTTCTC

dTALE EBE Bs4C-S NI -NI NG NG NI NS NG NI NS NG HD HD Ns HD NG NG e[ [[]][[][[]]]][=08:)>

RVD-Komposition der analysierten TAL-Effektoren

B) SIS 4 === (M =ae>
IBez-:-;ichnung N Promo‘(er"uidAI Vektorkontrolle avrBs4 dTALE AvrBs4 dTALE EBE Bs4C-S
Bs4C-R meemm OO0 o0 000 OO0
Bs4C-S meeomm OO0 OO0 000 ®0®

Abb. 18 Der dTALE EBE Bs4C-S aktiviert spezifisch den Bs4C-S-Promoter aber nicht den Bs4C-
R-Promoter

A) Dargestellt ist die RVD-Abfolge von avrBs4 sowie der assemblierten dTALEs, dTALE avrBs4 und
dTALE EBE Bs4C-S und die korrespondierenden Nukleotide des EBE ayps4Bs4C-R und des EBE Bs4C-
S. Identische RVDs sind grau hinterlegt und RVD-Unterschiede des dTALE EBE Bs4C-S sind rot
markiert. Blaue Buchstaben kennzeichnen Nukleotide, die nicht dem TALE-Code entsprechen.

B) GUS-Analysen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana mit
Promoter-uid4-T-DNA-Konstrukten in Kombination mit leerem Vektor, avrBs4 und den erstellten
dTALEs (dTALE avrBs4 und dTALE EBE Bs4C-S). AvrBs4 und der dTALE avrBs4 besitzen zwar die
gleiche RVD-Abfolge, unterscheiden sich aber in der Komposition des N- und C-Terminus (gelb und
orange dargestellt) aufgrund der Konstruktion der dTALEs (siche 2.12.14). Blattscheiben wurden 40
Stunden nach Infiltration geerntet, mit X-Gluc gefarbt und abschlieend in Ethanol gebleicht.
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3.10 Analyse von Bs4C-Homologen in Capsicum annuum

3.10.1 Identifizierung von Bs4C-Homologen im assemblierten Genom von
C. annuum cv. CM334

Wihrend der Arbeiten an Bs4C-R (C. pubescens) erfolgte in der Arbeitsgruppe von
Professor Doil Choi (Seoul National University, Siidkorea) die Sequenzierung und
Assemblierung des Genoms von C. annuum cv. CM334 (Kim et al., 2014). In
Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von Professor Doil Choi konnten, in der bis
dahin assemblierten Genomsequenz von CM334, sieben Bs4C-Orthologe identifiziert
werden, die auf Nukleotidebene 32-89 % identisch zu Bs4C-R (korrespondierende
Sequenzen von Start- bis Stoppkodon) sind (Tab. 2, siche A16). Die Nummerierung
der Bs4C-Orthologen erfolgte dabei nach dem Zeitpunkt ihrer Identifikation.

Die Orthologen konnten auf Chromosom 1 lokalisiert werden und sind nachfolgend
als CaBs4C.1 bis CaBs4C.7 bezeichnet (Tab. 2). Die Abb. 19 zeigt die Position und
die relative Anordnung der Bs4C-Orthologen zueinander auf Chromosom 1 von

C. annuum cv. CM334.

Chromosom 1

10085124 —r— CaBs4C.5 68 %
10091376 —— CaBs4C.2* 74 %
10097751 —— 80 %
10185874 —— 32%
10238125 —— 38 %
10380189 —f— 75 %
10391498 q— CaBs4C.1 89 % 50000 nt

Abb. 19 Anordnung der Bs4C-R-Homologen auf Chromosom 1 des C. annuum cv. CM334-
Genoms

Auf dem Chromosom 1 des C. annuum cv. CM334-Genoms wurden die sieben Bs4C-R-Homologen
und ihre Positionen dargestellt. Dabei sind die Sequenzidentititen verglichen zur Bs4C-R-
Nukleotidsequenz in Prozent angegeben. Hellblau unterlegt sind Homologe, welche aufgrund von
Insertions- und Deletionspolymorphismen keinen mit Bs4C-R vergleichbaren durchgehenden
Leserahmen aufweisen.
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3.11 Analyse der Bs4C-Homologen CaBs4C.1 bis CaBs4C.7

3.11.1 ORF und ORF-korrespondierende Sequenzen

Die Tab. 2 fasst die wichtigsten Informationen zu den Orthologen CaBs4C.1-7 aus
C. annuum cv. CM334 zusammen. Der Sequenzvergleich der sieben Orthologen mit
Bs4C-R machte deutlich, dass CaBs4C.1 die hochste Homologie (89 %) zu Bs4C-R
aufweist. Aullerdem besitzt es einen durchgéngigen Leserahmen (Tab. 2, siche A16).
Der CaBs4C.1- und Bs4C-R-Sequenzvergleich zeigte insgesamt 21 AS- und 8 InDel-
Polymorphismen auf, die bedingen, dass beide Proteine iiber eine Homologie von §1
% verfiigen (Abb. 21A, Tab. 2). Neben CaBs4C.I besitzen auch CaBs4C.2 und
CaBs4C.5 einen durchgingigen Leserahmen, wihrend CaBs4C.3, CaBs4C.4,
CaBs4C.6 und CaBs4C.7 aufgrund von Insertions- und Deletionspolymorphismen
keinen mit Bs4C-R vergleichbaren Leserahmen zeigen (Tab. 2, siche A16). Das
C. annuum Ortholog CaBs4C.2 besitzt 23 AS mehr verglichen zu CaBs4C.1. Eine
Sequenzanalyse konnte eine Duplikation eines 26 AS-Motivs an Position 52 in
CaBs4C.2 identifizieren (Tab. 2, siche A17). Zusétzlich konnten zwischen CaBs4C.2
und Bs4C-R insgesamt 35 Polymorphismen (AS- und InDel-Polymorphismen)
ermittelt werden, welche in einer Homologie von 69,3 % resultieren (Tab. 2, siche
A16+A17). Das Homolog CaBs4C.5 hingegen ist 10 AS kiirzer als Bs4C-R und weist
mit insgesamt 75 die hochste Zahl an Polymorphismen (AS- und InDel-
Polymorphismen) auf (siche A16+A18). Die Homologie zu Bs4C-R betrigt 54,2 %
(Tab. 2, siche A16).

Indes zeigt CaBs4C.3 in den ersten 50 Nukleotiden einen Deletionspolymorphismus
von 14 nt und einen Insertionspolymorphismus von 4 nt auf, was zu einem
vorzeitigen Stoppkodon und einer KDS von nur 24 nt fiihrt (Tab. 2, siche A16). Bei
CaBs4C.4 resultiert die Insertion eines T-Nukleotids an Position acht in der
Verschiebung des Leserahmens, was ein vorzeitiges Stoppkodon nach 12 nt zur Folge
hat (Tab. 2, siche A16). Erstaunlicherweise weisen sowohl CaBs4C.3 als auch
CaBs4C.4 ab ihrem zweiten ATG in der Nukleotidsequenz durchgehende Leserahmen
und kodieren somit flir verkiirzte Bs4C-R-homologe Sequenzen von 127 bzw. 147 AS

auf (siche A19).
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Tab. 2 Identifikation von Bs4C-R-Homologen in C. annuum cv. CM334 und deren Vergleich mit
Bs4C-R und Bs4C-S

Name zu KDS? Homologie® zu Sequenz- | 35S-Uber-
Bs4C-R in nt vergleich expression
korresp. Bs4C-RY | Bs4C-R” | Bs4C-SV | Bs4C-S” zu C. a.
Sequenz” ECW/30R®
Bs4C-R 495 nt 495 100 % 100 % 95,6 % 93,3 % HR
Bs4C-S 495 nt 495 95,6 % 93,3 % 100 % 100 % HR
CaBs4C.1 495 nt 495 88,8 % 80,9 % 86,9 % 79,3 % identisch HR
CaBs4C.2 564 nt 564 | 737% | 693% | 747% | 70,9 % identisch | keine HR”
CaBs4C.3 491 nt 24 80,3 % - 80,9 % - n.g. n.g.
CaBs4C.4 503 nt 9 75 % - 73,7 % - n.g. n.g.
CaBs4C.5 465 nt 465 67,6 % 54,2 % 68,2 % 54,8 % n.g. n.g.
CaBs4C.6 351 nt 39 32,2% - 31,8 % - n.g. n.g.
CaBs4C.7 492 nt 120 38,5 % - 38,9 % - n.g. n.g.

Grau hinterlegt sind die Homologen, die auf Chromosom 1 des C. annuum cv.CM334-Genom liegen (Seon-In Yeom, Seoul).
Sequenzen und Vergleiche sind im Anhang A16

YBezieht sich auf die Bs4C-R-Sequenz von Start- bis Stoppkodon.

?Die potentielle KDS wurde mittels Vorhersageprogramm Softberry oder anhand von Sequenzvergleichen bestimmt.
YSequenzhomologie von Bs4C-R-KDS/Bs4C-R im Vergleich zu den Bs4C-R/Bs4C-R-korrespondierenden Sequenzen.

YDer Vergleich bezieht sich auf die zur Bs4C-R/Bs4C-S-Sequenz korrespondierenden Sequenzen von potentiellen Start- bis
Stoppkodon.

»Es wurden nur Vergleiche mit Homologen durchgefiihrt, die einen durchgéingigen Leserahmen aufweisen.

9Der Vergleich bezieht sich auf die zur Bs4C-R-Sequenz korrespondierenden KDS.

Stephanie Solle, Forschungsgruppenpraktikum

KDS-kodierende Sequenz, HR-hypersensitive Reaktion, n.g.-nicht getestet, C.a.-Capsicum annuum

3.11.2 EBE in den Promotersequenzen von CaBs4C.1- CaBs4C.5
Neben den KDS der C. annuum cv. CM334-Homologen wurden auch die Sequenzen

vor dem potentiellen Startkodon (etwa 300-400 Nukleotide) miteinander verglichen
und es zeigte sich, dass diese recht divers sind (siche A22). In den Promoterbereichen
konnten durch Sequenzvergleiche mit dem anhand des TALE-Code vorhergesagten
EBE (EBEav:Bs4+) und Sequenzalignments (ClustalW) potentielle EBE fiir AvrBs4 in
den Orthologen identifiziert werden (Tab. 3). Diese liegen in einem Bereich von 151

nt bis 243 nt upstream des potentiellen Startkodons (Tab.3).

Tab. 3 Identifikation" und Vergleich potentieller EBE der Bs4C-R-Homologen aus C. annuum
cv. CM334

Name des Abstand zum | Anzahlder | Sequenz der EBE und Vergleich funktionaler
potentiellen EBE potentiellen PM zum Test?
ATG EBE nup AvrBsd-
Induzierbarkeit

EBE s ot T AR A A T ARINC CEC Thil ja
EBE sy paBs4C-R 162 nt 5 TAWAAAAAATAGHCCTC T/ ja
EBE zpuBs4C-S 155 nt 7 TACCAAAAATAGHWCCTC /o nein
EBEpupuCaBs4C.1 232 nt 9 TACCAAAAATAGCCCT /o nein

EBE ypsCaBs4C.2 214 nt 10 TlccaananTaccCcCTCERR n.g.
EBEpypuCaBs4C.3 176 nt 12 Tl8ccanarfTaGCCCTINGAR n.g.
EBEpypuCaBs4C.4 151 nt 11 Tl8ccararBTaceccCcTCEAR n.g.
EBE yypsCaBs4C.5 243 nt 12 TACCHE~lA TENACINGCT AR n.g.

"Die Identifikation der potentiellen EBE erfolgte durch Sequenzvergleiche, ClustalW- und T-Coffee-Analysen.

? Insertion des potentiellen EBE in ein Bs3-Promoter-GUS-Konstrukt oder Klonierung eines Promoterfragments vor ein
uidA-Gen und transiente Ko-Expression in N. benthamiana mit AvrBs4.

n.g. — nicht getestet, PM - Polymorphismen, EBEpu+ - anhand des TALE-Codes fiir AvrBs4-RVDs vorhergesagtes
Effektorbindelement
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Ein Vergleich der potentiellen EBE der C. annuum cv. CM334-Orthologen (Tab. 3)
legte offen, dass keines ein EBE aufweist, das dem von Bs4C-R entspricht und
deshalb wahrscheinlich nicht durch AvrBs4 induziert werden kann. Auflerdem zeigten
alle putativen EBE-Sequenzen aus C. annuum cv. CM334 an Position zwei und drei
C-Nukleotide, wie das potentielle EBE von Bs4C-S, welches nachweislich nicht
AvrBs4-induzierbar ist (siche 3.6). AuBlerdem weisen die potentiellen EBE noch
zwischen zwei und zehn zusétzlichen Polymorphismen verglichen zu dem
EBEAvBsaBs4C-R auf, was vermuten ldsst, dass keines dieser vorhergesagten EBE
durch AvrBs4 induziert werden kann. Dies stimmt mit den phénotypischen Analysen
iiberein, die zeigten, dass AvrBs4 keine HR auf C. annuum cv. CM334 bzw. auf
C. annuum ECW-30R auslosen kann (unverdffentlichte Daten T. Straul3, Schornack et

al., 2005).

3.11.3 Funktionale Analyse der Bs4C-Homologen aus C. annuum
Fiir funktionale Analysen der Bs4C-Orthologen CaBs4C.I und CaBs4C.2 wurden

Promoter- und kodierende Fragmente aus den CM334 verwandten und uns zur
Verfiigung stehenden C. annuum-Kultivar ECW und ECW-30R amplifiziert und
sequenziert. Vergleiche der KDS zeigten, dass CaBs4C.I aus C. annuum ECW bzw.
ECW-30R und cv. CM334 zueinander identisch sind, wiahrend im Promoter eine
Insertion zwischen EBE und Startkodon in C. annuum ECW bzw. ECW-30R
identifiziert werden konnte (siche A23).

Im Folgenden wurde das putative EBE von CaBs4C.I in den Bs3-Promoter kloniert
und in GUS-Studien in N. benthamiana auf AvrBs4-Induzierbarkeit gepriift (Romer et
al., 2009a). Das EBEaympsaBs4C-R, welches ebenfalls in den Bs3-Promoter integriert
wurde, diente als Kontrolle (siehe 3.6). Wie in Abb. 20 anhand der blau gefarbten
Blattscheiben zu erkennen ist, kann AvrBs4 nur das Bs3-Promoter-GUS-Konstrukt
induzieren, welches das EBEaypsaBs4C-R (Bs3p EBEauwpsaBs4C-R) jedoch nicht das
EBEavBsaCaBs4C.1 (Bs3p EBEaywsaCaBs4C. 1) aufweist. Als Positivkontrolle diente

AvrBs3, welches das in beiden Konstrukten vorhandene EBE avps3Bs3 induzierte.

|Bezeichnung Promoter uidA  Vektorkontrolle — avrBs4 avrBs3

1 ] 1
Bs3,_EBE, . Bs4C-R > Il QO OO OO
Bs3,_EBE, . .CaBs4C.1 (DI > I QQ OO OQ

Abb. 20 Das EBE ,,gssCaBs4C.1 wird nicht durch AvrBs4 induziert
GUS-Analysen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana mit Promoter-
uidA-T-DNA-Konstrukte in Kombination mit leerem Vektor, 35S:avrBs4 und 35S:avrBs3.
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Blattscheiben wurden 36 Stunden nach Infiltration geerntet, mit X-Gluc gefarbt und anschlieBend in
Ethanol gebleicht.

Das putative EBE von CaBs4C.1 ist, wie das von Bs4C-S, nicht durch AvrBs4
induzierbar (siche 3.6). Allerdings zeigten Uberexpressionsanalysen, dass Bs4C-S,
trotz zahlreicher Polymorphismen im Vergleich zu Bs4C-R, funktional ist und in der
Lage, eine HR zu induzieren (siche 3.5). Um dies fiir CaBs4C.1 zu hinterfragen,
welches 29 Polymorphismen (Abb. 21A) verglichen zu Bs4C-R aufweist, wurde die
KDS in einen Expressionsvektor unter Kontrolle eines 35S-Promoters kloniert und
transient in N. benthamiana exprimiert (Abb. 21B). Da die Uberexpression von
CaBs4C.1 in der Ausbildung einer HR resultierte, wie anhand der Abb. 21B zu
erkennen ist, haben die Polymorphismen in der KDS von CaBs4C.1 keine
detektierbare funktionale Relevanz (Abb. 21A). Die Analysen von CaBs4C.1 ergaben,
dass es bei Uberexpression zwar eine HR ausldsen kann, jedoch kein funktionales

AvrBs4-induzierbares EBE im Promoter aufweist.

A)
35S Bs4C-R Bs4C-S

Bs4C-R 1 M S ISNWDPF'H I |aistkgst IV EININLFFLEIFSFIFSITR y>
CaBs4C.1 1 M TWDPFHI N ENUINIRILFFLEFIFSFIFSITR] ’
Bs4C-R [JOA T .HHPN TR IR VUK NILCLASLLLPOMLFWYFFYI I TIRLS = &35S8:GFP
CaBs4C.1 [SERVITT.HHPII TR T RVEENT St NIL SLLLPOQMLFWYFFI T IPNLS & A

1

7

Bs4C-R IR SEFROQRILHIFSTIIF IFINVEFDRNNV[gS

[OEYSER G RN "\ SFRORTILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNN

3QQHETQTNISL L 358:Bs3-E
QHETQTN[EILLE ’53 CaBs4C.1

Abb. 21 Die konstitutive Expression des C. annuum Bs4C-Ortholog CaBs4C.1 resultiert in einer
HR.

A) Der Vergleich der Proteinsequenzen von Bs4C-R und CaBs4C.1 zeigt 21 AS-Polymorphismen
sowie 8 InDel-Polymorphismen, welche weil hinterlegt sind. Identische AS sind wei} auf schwarzem
Hintergrund dargestellt.

B) Phanotypen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana. Die KDS des
C. annuum-Orthologs CaBs4C.1 wurden unter Kontrolle des CaMV-35S-Promoters in einen T-DNA-
Vektor kloniert und Agrobacterium-vermittelt in N. benthamiana exprimiert. Als Negativkontrolle
diente ein 35S:GFP-, als Positivkontrolle ein 35S:Bs3-E-Konstrukt (Romer et al., 2007) . Die Blitter
wurden drei Tage nach Inokulation geerntet und zum besseren Sichtbarmachen der HR (dunkle
Blattbereiche) in Ethanol entfarbt.

Sequenzanalysen zwischen den Kultivaren CM334 und ECW bzw. ECW-30R
ergaben flir CaBs4C.2, dass sie sowohl im Promoter als auch in der KDS identisch
sind (siche A24). Neben CaBs4C.1 erfolgte auch die Analyse des C. annuum-
Homologs CaBs4C.2 in Uberexpressionsstudien. Dabei konnte gezeigt werden, dass
CaBs4C.2 nicht in der Lage ist, eine HR bei Uberexpression zu induzieren (Stephanie
Solle, Forschungsgruppenpraktikum). Durch die Sequenzanalysen der verschiedenen

C. annuum-Kultivare konnte gezeigt werden, dass CaBs4C.2 eine Duplikation von 26
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AS im Vergleich zu Bs4C-R aufweist (siehe 3.11.1, siche A16). Der Einschub dieser
Aminosduresequenz kann einen Einfluss auf die Ausbildung der Proteinstruktur von
CaBs4C.2 haben. Dass heifit, CaBs4C.2 ist moglicherweise nicht mehr in der Lage
seine funktionale Struktur auszubilden. Dies miisste in weiteren Analysen durch

Deletion der Duplikation untersucht werden.

3.12 Analyse von Bs4C-Paralogen in Capsicum pubescens

3.12.1 Identifikation von Bs4C-Paralogen in C. pubescens

Die Bestimmung der Vollldngen- und Promotersequenz von Bs4C-R aus C. pubescens
P1235047 erfolgte mittels Amplifikation unter Verwendung mehrerer, verschiedener
Oligonukleotidkombinationen (sieche A25). Die erhaltenen PCR-Produkte wurden
sequenziert und die Sequenzen miteinander verglichen. Diese Sequenzanalyse liel
vermuten, dass auch in C. pubescens (wie in C. annuum) mindestens ein weiteres
Bs4C-R-Paralog vorhanden ist (sieche A25). Mit Hilfe von spezifischen
Oligonukleotiden konnte die vollstindige Sequenz des Bs4(C-Paralogs ermittelt
werden (siche A25+A26), welches nachfolgend als CpBs4C.2-R (Paralog aus der
C. pubescens Akzession PI 235047) bezeichnet wird. Das entsprechende Allel aus der
Akzession PI 585270 wurde ebenfalls isoliert und nachfolgend als CpBs4C.2-S
(Paralog aus der C. pubescens Akzession PI 585270) benannt (siche A26).

3.12.2 Sequenzanalyse von Bs4C-Paralogen in C. pubescens

Ein Sequenzvergleich zwischen CpBs4C.2-R und Bs4C-R zeigte, dass beide
C. pubescens-Paraloge eine Identitdt von 76 % zueinander aufweisen (Abb. 22, siche
A27). Vergleicht man CpBs4C.2-R mit den homologen Sequenzen aus C. annuum
(CaBs4C.1 und 2), wird ersichtlich, dass CaBs4C.1 und CaBs4C.2 eine
Sequenzidentitdt von 84 % bzw. 79 % zu CpBs4C.2-R zeigen (siche A28+A29).
Entfernt man jedoch die Duplikation von 26 AS aus der Sequenz von CaBs4C.2
(CaBs4C.2Del), steigt die Homologie zu CpBs4C.2-R auf 91 % (Abb. 22, siche A30).
Diese Vergleiche machen deutlich, dass CpBs4C.2-R die hochste Identitit zu
CaBs4C.2Del wiahrend Bs4C-R die hochste Identitdt zu CaBs4C.1 aufweist (siche
A30). Der Sequenzvergleich zwischen CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-S ergab, dass sie

sich nur in drei AS unterscheiden (siche A26).
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1 2 3 4 5 6 7

CaBs4C.2 1 86.10( 79.14( 78.61| 74.21 68.91

CaBs4C.2Del 2 26 91.93| 91.30( 85.98| 77.38| 79.64

CpBs4C.2-S 3 39 13 98.14 83.54| 75.60| 75.45

CpBs4C.2-R 4 40 14 3 83.54| 75.60( 75.45

CaBs4C.1 5 49 23 27 27 82.25 79.88

Bs4C-R 6 64 38 41 41 30 93.33
Bs4C-S 7 60 34 41 41 34 11

Abb. 22 Sequenzidentititen verschiedener Bs4C-R-Homologen zueinander

Das Alignment (sieche A30) und der Vergleich der Proteinsequenzen wurde mit dem Programm CLC
erstellt. Dabei sind im oberen rechten Dreieck die Sequenzidentititen und im unteren linken Dreieck
die Anzahl von Polymorphismen angegeben.

3.12.3 Funktionale Analyse von CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-S

Die Uberexpressionsanalysen von CaBs4C.2 zeigten, dass es keine HR in
N. benthamiana induzieren kann (Stephanie Solle, FGP). Dabei liegt die Vermutung
nahe, dass eine Duplikation von 26 AS die Struktur von CaBs4C.2 und somit seine
Funktionalitit beeinflussen kann. CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-S weisen diese AS-
Duplikation nicht auf und konnten aus diesem Grund mdglicherweise funktional sein.
Diese Vermutung wurde mittels 355-Konstrukten in N. benthamiana getestet. Sowohl
CpBs4C.2-R als auch CpBs4C.2-S sind in der Lage, eine HR bei Uberexpression zu
induzieren (Abb. 23).

35S:Bs4C-R

\_ 355:CpBs4C.2-R

35S:CpBs4C.2-S

4
-"35S:GFP

Abb. 23 Die konstitutive Expression der C. pubescens Bs4C-Paraloge CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-
S resultiert in einer HR

Phénotypen nach Agrobacterium-vermittelter Transformation von N. benthamiana. Die KDS der
C. pubescens Paraloge CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-S wurden unter Kontrolle des 35S-Promoters in
einen T-DNA Vektor kloniert und Agrobacterium vermittelt in N. benthamiana exprimiert. Als
Negativkontrolle diente ein 35S:GFP-Konstrukt, als Positivkontrolle 35S:Bs4C-R und 35S:Bs4C-S-
Konstrukte (Strauf3 et al., 2012). Die Blitter wurden drei Tage nach Inokulation geerntet und zum
besseren Sichtbarmachen der HR (dunkle Blattbereiche) in Ethanol entfarbt.

3.12.4 RT-PCR-Analysen fiir CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-S

Die Ergebnisse der Uberexpressionsanalyse zeigten, dass CpBs4C.2-R und auch
CpBs4C.2-S funktional sind. Daraufhin stellte sich die Frage, ob auch CpBs4C.2-R
AvrBs4-induzierbar ist. Die Analyse der CpBs4C.2-R-Promotersequenz konnte ein
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mogliches EBE 226 nt vor dem potentiellen Startkodon identifizieren (siche A26),
welches mit dem aus CaBs4C.2 tibereinstimmt (Abb. 24). Das EBE aus CpBs4C.2-R
sowie alle in C. annuum identifizierten EBE-Sequenzen zeigen an Position zwei und
drei C-Nukleotide (sieche 3.11.2, Abb. 24), wie das EBE von Bs4C-S, was vermuten
lasst, dass auch CpBs4C.2-R nicht AvrBs4-induzierbar ist.

Nukleotidposition im EBE

1l23)4 56 7 89 1011121314151617 18
CaBs4C.2Z2 T@eCCAAAAATAGCCCTCCHY
CpBs4C.2-R T[€eCCAAAAATAGCCCTCChY
CaBs4C.1 TACCAAAAATAGCCCTCCC
Bs4C-S

Abb. 24 Vergleich der EBE von CpBs4C.2-R mit denen von Bs4C-S und den C.annuum-
Homologen CaBs4C.1 und CaBs4C.2.

Die EBE von CpBs4C.2-R und CaBs4C.2 sind identisch und weisen einen Polymorphismus zum EBE
von CaBs4C.1 auf. Alle abgebildeten EBE zeigen an Position zwei und drei (rote Umrandung) C-
Nukleotide, wie sie bereits bei Bs4C-S (nicht AvrBs4-responsiv) identifiziert wurden. Identische
Nukleotide sind weill markiert und haben einen schwarzen Hintergrund. Unterschiedliche Nukleotide
sind schwarz auf weilem Hintergrund dargestellt.

Zur Analyse der Induzierbarkeit der CpBs4C.2-Promotoren wurden sq RT-PCR-
Analysen mit paralogspezifischen Oligonukleotiden durchgefiihrt. Wie in Abb. 25 zu
erkennen ist, konnte eine transkriptionelle Induktion von CpBs4C.2-R und auch
CpBs4C.2-S durch AvrBs4 nicht nachgewiesen werden. Das verwendete cDNA-
Material war identisch mit dem, welches fiir die sq RT-PCR-Analysen von Bs4C-R
verwendet wurde (siehe 3.2) und auch die Zyklenzahl ist gleich (29 Zyklen). Als
PCR-Kontrolle diente genomische DNA, auf der eine fir CpBs4C.2-R spezifische
Oligonukleotidkombination ein Amplifikationsprodukt lieferte (Abb. 25). Die sq RT-
PCR-Analysen zeigen, dass die CpBs4C.2-Paraloge nicht durch AvrBs4 induziert
sind, was in Ubereinstimmung mit den EBE-Sequenzanalysen steht. In diesen konnte
auch fiir CpBs4C.2-R die zwei C-Nukleotide nachgewiesen werden, die auch im nicht
AvrBs4-responsivem EBE von Bs4C-S vorkommen (Abb. 24). Der Vergleich mit
dem putativen EBE von CaBs4C.2 zeigte, dass beide identisch sind (Abb. 24) und
unterstiitzt die Vermutung, dass CpBs4C.2-R aus C. pubescens das ,,direkte Ortholog*

zu CaBs4C.2 aus C. annuum darstellt.
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- Cycloheximid + Cycloheximid

Abb. 25 Die Bs4C-Paraloge CpBs4C.2-R und CpBs4C.2-S sind nicht durch AvrBs4 induziert

C. pubescens-Blitter wurden mit Xcv-Stimmen, die TALE-Gene exprimieren (avrBs4 und
avrBs3Arepl6), in An- und Abwesenheit von Cycloheximid (+/-), infiziert und 18 Stunden nach
Inokulation geerntet. Fiir die Durchfiihrung der sq RT-PCR-Analysen wurden paralogspezifische
Oligonukleotide, verwendet. Als PCR-Kontrolle diente genomische DNA von C. pubescens (PI
235047), die Grundlage fiir eine Amplifikation mit CpBs4C.2-spezifischen Oligonukleotiden (390 nt)
war. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden auf einem 1 %igen Agarosegel aufgetrennt und mit
Ethidiumbromid angefarbt. M = GeneRuler 1kb DNA GroéBenstandard

3.13 Identifikation von Bs4C-R-Homologen in Solanaceae-Spezies

3.13.1 Phinotypische Analyse

Um zu untersuchen, ob auch in anderen Gattungen der Familie der Solanaceen Bs4C-
Homologe vorhanden sind, wurden 36 verschiedene Capsicum-Spezies sowie sieben
weitere Spezies aus der Familie der Solanaceen analysiert. Eine detaillierte Auflistung
aller getesteten Pflanzen befindet sich im Anhang (siche A32). Die Pflanzen wurden
zundchst mit dem WT Xanthomonas Stamm (Xcv 85-10) sowie AvrBs4-
exprimierenden Xanthomonaden inokuliert. Drei bis fiinf Tage nach Inokulation
wurden die Pflanzen hinsichtlich ihrer phanotypischen Reaktionen untersucht. Es
wurden wenigstens vier Pflanzen pro Spezies infiltriert, die bis auf zwei Ausnahmen
(siche Anhang, C. pubescens CAP1480 und C. eximium CGN21502), die gleichen
AvrBs4-Reaktionen auf allen Pflanzen zeigten. Von den sieben Solanaceaen-Arten,
die keine Capsicum-Spezies sind, wies keine eine HR nach Inokulation mit AvrBs4-
exprimierenden Xanthomonaden auf. Dies ldsst darauf schliefen, dass diese Spezien
kein oder ein nicht-funktionales Bs4C-R-Homolog besitzen. Alle Infiltrationsbereiche
der zwei C. chacoense-Arten zeigten Zelltodreaktionen, die durch Xanthomonas
(allein) hervorgerufen wurden. Bei 17 der 36 Capsicum-Arten konnte eine AvrBs4-
induzierte HR beobachtet werden, so auf 13 C. pubescens-Arten, einer C. cardenasii,
einer C. eximium und zwei C. chacoense Spezie. Die Spezies C. chinense misste

nochmal nachgetestet werden, da die AvrBs4-Reaktionen nicht eindeutig waren.

3.13.2 Sequenzanalyse und Vergleich der EBE
Um potentiell vorhandene Bs4C-R-Homologe zu identifizieren, wurde von allen

getesteten Spezies Blattmaterial geerntet und genomische DNA isoliert. Mit
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verschiedenen Bs4C-R-spezifischen Oligonukleotidkombinationen (Promoter- und

KDS) wurde versucht die Bs4C-Orthologen zu amplifizieren und zu sequenzieren. Ein

Uberblick iiber alle Sequenzinformationen ist im Anhang (A31+A32) dargestellt.

Leider war kein vollstindiger Datensatz verfiigbar und somit konnten nachfolgend

nur begrenzt Auswertungen vorgenommen werden.

Es konnten die KDS von Bs4C-R-Homologen in 28 und potentielle EBEs in den

Promotersequenzen von 17 Capsicum-Spezies ermittelt werden (A31+A32). Die

identifizierten EBE konnten in fiinf verschiedene Klassen eingeteilt werden (Tab. 4).

Zur Klasse 1 gehoren Promotoren, welche das EBEay:psaBs4C-R aufweisen
und durch AvrBs4 induzierbar sind (siehe 3.6). In Ubereinstimmung damit
zeigten alle sieben Spezies bei der phdnotypischen Analyse mit AvrBs4-
exprimierenden Xanthomonaden eine HR (Tab. 4, siche A32).

Die Klasse 2 (EBEaympsaBs4C-R/S) stellt eine Mischung aus den
EBE AvsaBs4C-R und EBE ,zuBs4C-S dar. Sie besitzt ein T-Nukleotid an
Position zwei, wie das EBEavpsaBs4C-R, und ein C-Nukleotid an Position
drei, wie das EBEaypsaBs4C-S (Tab. 4). Die phanotypischen Analysen dieser
Pflanzen nach Infektion mit AvrBs4-exprimierenden Xanthomonaden ergaben
keine einheitlichen Ergebnisse. Zwei C. pubescens-Spezies zeigten eine HR,
zwei andere nicht. EMSA-Analysen, welche von Christina Wolf durchgefiihrt
wurden, von AvrBs4 mit dem EBE avigsaBs4C-R bzw. dem EBE AypsaBs4C-R/S
zeigten, dass die Affinitit der Misch-Box geringer ist als die des
EBE AvsaBs4C-R (Christina Wolf, unverdffentlichte Daten).

Die Klasse 3 beinhaltet das putative EBEaypsaBs4C-S, welches in drei
Spezies gefunden wurde, zu denen zwei C. pubescens- und eine C. tovarii-
Spezie gehorten. Die Expression der Bs4C-Allele dieser 3 Spezies konnen
nicht durch AvrBs4 induziert werden (siche 3.6, Tab. 4, siche A32).

Die Klasse 4-zugehorige Spezies wiesen das putative EBEaypsaCaBs4C.1
auf, welches in C. annuum ECW und cv. CM334 identifiziert wurde. Dies ist
nicht durch AvrBs4 induzierbar wie bereits gezeigt wurde (Tab. 4, Abb. 20).
Bei den Spezies, die der Klasse 4 und 5 zugeordnet wurden, konnte ebenfalls
keine HR nach Infektion mit AvrBs4-exprimierenden Xanthomonaden

beobachtet werden (siche A32).
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e Die Klasse 5 (EBEaypsaCbBs4C.1, Cb - C. baccatum) konnte in zwei
C. baccatum-Spezies identifiziert werden. Sie leitet sich vom putativen
EBEypsaCaBs4C.1 ab und weist einen zusitzlichen Polymorphismus an
letzter Stelle auf und ist mit hoher Wahrscheinlichkeit ebenfalls nicht durch
AvrBs4 induzierbar (Tab. 4).

Tab. 4 Ubersicht der EBEs in den analysierten Capsicum-Spezies

EBE- Bezeichnung des EBE Sequenz des EBE AvrBs4- Spezies

Klasse Reaktion ¥

1 EBEnupuBs4C-R TATAAAAAATAGTCCTCTC HR C. pubescens"

2 EBE nypuBs4C-R/Bs4C-S | iNCINNNNNigNelfelehyeiye HR/keine HR C. pubescens”

3 EBEa5uBs4C-S TAMEAAAAATAGTCCTCTC keine HR C. pubescens, C. tovarii’
4 EBEau5:4CaBs4C.1 TAEAAAAATAGECCTC/ES keine HR C. eximium®

5 EBEa5:4CbBs4C.1 TAEAAAAATAGECCTCIEN keine HR C. baccatum®

be. pubescens CAP217, CAP1694, CAP867, CAP907, CAP1481, CAP1482; CAP1483
) C. pubescens CAP468, CAP273, CAP870, CGN19243

) C. pubescens CAP1486, CAP1492; C. tovarii Eshba CGN22876

Y C. eximium CAP1035/94

3 C. baccatum CAP874, CAP1475

* Infiltration mit AvrBs4-exprimierenden Xanthomonaden, HR - hypersensitive Reaktion

3.13.3 Sequenzanalyse und Vergleich der Bs4C-R-homologen Sequenzen
Von den 36 untersuchten Spezies wurde in 17 durch AvrBs4 eine HR induziert (siche

A32). Fiir 15 dieser 17 Spezies konnte die KDS des Bs4C-R-Allel bestimmt werden
(siche A31). Die Sequenz von 11 Allelen war identisch mit der von Bs4C-R. Vier
Spezies wiesen zwischen einem und bis zu 18 AS-Polymorphismen in der Bs4C-R-
homologen Sequenz auf und zeigten somit eine Sequenzidentitit von (minimal) 89 %
zu Bs4C-R (A31).

In den 19 Spezies, die keine AvrBs4-abhingige HR zeigten (siche A32), konnte die
Sequenz von 13 Allelen bestimmt werden. Dreimal konnte das Bs4C-S-Allel
identifiziert werden, wéhrend zehn Allele Polymorphismen in unterschiedlicher
Anzahl gegeniiber dem Bs4C-R-Allel aufwiesen. Die geringste Sequenzidentitét (85
%) zeigte ein Allel, bei welchem 24 Polymorphismen verglichen mit Bs4C-R
festgestellt wurden (siche A31).

In keiner der Proteinsequenzen der insgesamt 28 analysierten Spezies, fiir die das
Bs4C-Allel bestimmt wurde, konnte ein vorzeitiges Stoppkodon identifiziert werden
(sieche A31). Alle Sequenzen bzw. eine Darstellung der identifizierten

Polymorphismen in den einzelnen Allelen ist im Anhang (A31+A32) zu finden.
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4 Diskussion

4.1 RNA-Seq kann zur Isolierung von TALE-induzierten Resistenzgenen
verwendet werden

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit Hilfe von NGS und Transkriptomanalysen das
Resistenzgen Bs4C-R aus Paprika isoliert werden. Im Vergleich zum klassischen
kartengestiitzten (map-based cloning)-Ansatz (Peters et al., 2003), der bislang fiir die
Isolierung zahlreicher R-Gene genutzt wurde (Gu et al., 2008; Iyer and McCouch,
2004; Romer et al., 2007; Schornack et al., 2004; Tian et al., 2014), ist der NGS-
basierte Ansatz schnell und einfach. So dauerte beispielsweise die kartengestiitzte
Isolierung des R-Gens Bs3 aus Paprika 13 Jahre, wihrend Bs4C-R in vier Jahren
isoliert werden konnte (Jordan et al., 2006; Pierre et al., 2000; Romer et al., 2007;
Straul et al., 2012). Fiir die Isolierung von Bs3 war die Etablierung einer
Kartierungspopulation (>4000 Pflanzen), die Identifizierung und Verdichtung von
Bs3-gekoppelten molekularen Markern (47 Marker) sowie die Erstellung einer BAC-
Bibliothek und in planta Komplementationsanalysen notwendig (Jordan et al., 2006;
Romer et al., 2007). Im Vergleich dazu gestaltete sich die Isolierung von Bs4C-R
weniger zeit- und arbeitsintensiv. Es wurde lediglich Xanthomonas- (+/- AvrBs4)
infiziertes Paprikamaterial benotigt, mit welchem RNA-Seq-Analysen durchgefiihrt
wurden. Da weder eine Kartierungspopulation noch eine BAC- oder YAC-Bibliothek
vorhanden sein muss und auch die aufwendige Identifizierung von molekularen
Markern entfdllt, ist dieser Ansatz zur Isolierung von Resistenzgenen aus allen
wichtigen Kulturpflanzen geeignet. Jedoch kann der Ansatz nur fiir R-Gene
verwendet werden, die durch TAL-Effektoren aus Xanthomonas transkriptionell
induziert werden. Das heil3t, er eignet sich nicht fiir R-Gene, bei denen die Erkennung
von TAL-Effektoren durch direkte oder indirekte Interaktion zwischen R-Protein und
TAL-Effektor vermittelt wird. Ein Beispiel dafiir ist Bs4S aus Tomate (Solanum
lycopersicum), welches fiir ein R-Protein der NBS-LRR-Klasse kodiert (Schornack,
2006; Schornack et al., 2004).

Um zu testen, ob die Erkennung auf transkriptioneller Induktion oder Interaktion
beruht, konnen kurzerhand Analysen mit TAL-Effektormutanten, welche Deletionen

in AD und NLS aufweisen, durchgefiihrt werden. Allerdings stellt Bs4S eine
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Ausnahme dar, da es bislang das einzige TAL-erkennende R-Gen ist, das auch
AvrBs4-Deletionsderivate erkennt, die nur noch aus 3,5 repeats bestehen und
vermutlich direkt oder indirekt mit AvrBs4 bzw. mit TAL-Effektoren interagiert,
wihrend Bs4C-R nur das AvrBs4-Vollldngenprotein ,,erkennt* (siehe 1.6) (Schornack
et al., 2004; Schornack et al., 2005; Straull et al., 2012). Die anderen, bislang
isolierten R-Gene, wie Bs3 aus Paprika oder Xa7, Xal0 und Xa27 aus Reis, die
,Erkennung* von TAL-Effektoren vermitteln, werden durch die jeweiligen TALEs
auch transkriptionell induziert (Abb. 4) (Chen et al., 2008; Gu et al., 2008; Gu et al.,
2005; Romer et al., 2007; Tian et al., 2014). Demnach sollte der RNA-Seq-Ansatz fiir
die meisten TAL-R-Gene anwendbar sein und aufgrund des deutlich geringeren
Arbeitsaufwandes und Materialverbrauchs unkompliziert umsetzbar sein.

Interessanterweise besitzen zahlreiche Stimme des Phytopathogens Ralstonia
solanacearum TAL-&hnliche Effektoren, sogenannte RipTALs (Ralstonia injected
proteins), fiir die kiirzlich gezeigt wurde, dass sie ebenso wie Xanthomonas-TALEs,
als eukaryotische Transkriptionsfaktoren fungieren und die Expression von Zielgenen
induzieren (de Lange et al., 2013). Eine Sichtung wichtiger Kulturpflanzen bzw.
Wildspezies mit RipTALs und deren AD-und NLS-Derivaten konnte es ermoglichen
TAL-induzierte R-Gene zu identifizieren, welche mittels NGS- und transcriptional
profiling-Ansatz isoliert werden konnen. Ein weiterer Vorteil dieses Ansatzes besteht
darin, dass Sichtungen nur mit dem TAL-Protein vorgenommen werden konnen,
welche bspw. mittels Pseudomonas fluorescens transloziert werden anstatt mit dem
zur  S2-Sicherheitsklasse-gehdrigem  Pathogen  selbst und dadurch der
sicherheitstechnische Aufwand wesentlich geringer ist (Upadhyaya et al., 2014).
Ralstonia rangiert auf Platz 2 der Liste der 10 bedeutendsten bakteriellen Pathogene
(Mansfield et al.,, 2012) und zeichnet sich durch seine weite geographische
Verbreitung sowie sein enorm breites Wirtsspektrum aus. Bislang konnten jedoch bis
auf das A. thaliana R-Protein RRS1-R, das den Ralstonia GMI1000 Effektor PopP2
erkennt, kaum monogenische Resistenzen gegen Ralstonia isoliert werden (Deslandes

etal., 2002).
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4.2 Kritische Parameter fiir RNA-Seq-basierte Isolierung von TAL-
induzierten R-Genen

4.2.1 Auswahl des Zeitpunktes der Probennahme

Die Methode des transcriptional profiling zur Isolierung von Bs4C-R hat sich als
effizient erwiesen. Jedoch hat sich herausgestellt, dass es einige Punkte gibt, die es zu
beachten gilt fiir die Isolierung von TAL-R-Genen mittels NGS-basierten
Transkriptomanalysen.

Fiir die Isolierung des R-Gens Bs4C-R aus C. pubescens wurden zwei RNA-Seq-
Ansitze, eine 454- und eine Illumina-basierte Transkriptanalyse, initiiert (siche 3.1,
3.8). Jedoch konnte Bs4C-R erst im zweiten Ansatz isoliert werden (sieche 3.1). Der
Grund hierfiir lag in den unterschiedlichen Erntezeitpunkten des Xanthomonas- (+/-
AvrBs4) infizierten Paprikamaterials. Fiir den ersten Ansatz wurde nur zu einem
Zeitpunkt und zwar 12 Stunden nach Inokulation geerntet, wéhrend die Ernte fiir den
zweiten Ansatz alle 6 Stunden in einem Zeitfenster von 0 bis 24 Stunden erfolgte
(sieche 3.1, 3.2). Die Uberlegungen waren, dass mit der Wahl des frithen
Erntezeitpunktes im ersten Ansatz die Zahl der identifizierten Transkripte von
Sekundirgenen, welche Zelltod-assoziierte Gene, indirekt-induzierte Gene, und PR-
Gene (pathogenesis-related) mit einschliefen, so gering wie moglich gehalten werden
sollte.

Unsere Illumina-basierten Transkriptanalysen machten aber deutlich, dass Bs4C-R-
Transkript erst in der 18 Stunden-Probe auftrat (Tab. 1). Weitere RT-PCR-Analysen
zeigten auBlerdem, dass die Bs4C-R Transkriptinduktion nicht vor 15 Stunden
nachweisbar ist (siehe 3.2). Fiir das kiirzlich isolierte TAL-induzierte R-Gen Xal0
und fiir Bs3 waren erste Transkripte bereits nach 6 bzw. 9 Stunden nachweisbar, was
zeigt, dass diese drei R-Gene sich hinsichtlich ihres Expressionszeitpunktes
unterscheiden (Romer et al., 2007; Tian et al., 2014). Daraus kann geschlussfolgert
werden, dass es nicht moglich ist, eine generelle Aussage iiber die Induktion von
TAL-induzierten R-Gene zu treffen. Somit sollten fiir die Isolierung weiterer R-Gene

stets mehrere Erntezeitpunkte gewéhlt werden.

4.2.2  Erstellung der cDNA-Bibliothek

Fiir die Erstellung von cDNA-Bibliotheken kdnnen entweder random oder oligo dT-
Oligonukleotide genutzt werden. Da zu Beginn der Arbeiten keine Genomsequenz

von C. pubescens vorlag, ermdglichte die Verwendung von oligo dT-
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Oligonukleotiden die eindeutige Zuordnung der Sequenzreads zueinander, die in
contigs zusammengefasst wurden (siehe 2.14). Folglich liel die Anzahl, der zu einem
contig gehorigen Sequenzreads, Riickschliisse liber dessen Expressionslevel zu. Da
fiir die TAL-induzierten R-Gene Bs3, Xal(0 und Xa27 gezeigt wurde, dass ihre
Expression streng reguliert ist und Transkript fiir Bs3 in Abwesenheit des TAL-
Effektors AvrBs3 nicht nachgewiesen konnte, wurde angenommen, dass dies auch fiir
Bs4C und AvrBs4 zutrifft. Das heif3it, die Expression von Bs4C in Abwesenheit von
AvrBs4 ist so gering, dass sie unterhalb der Detektionsgrenze fiir Real-Time und
Reverse Transkriptions-PCR Analysen liegt. In Anwesenheit von AvrBs4 ist die
Bs4C-Expression jedoch stark induziert ist (Gu et al., 2005; Romer et al., 2007;
Schornack et al., 2013; Tian et al., 2014).

Kiirzlich wurde eine weitere Methode (NanoCAGE kombiniert mit CAGEscan)
entwickelt, die es erlaubt 5’-Enden von cDNAs anzureichern (Plessy et al., 2010;
Salimullah et al., 2011). Der Vorteil gegeniiber der fiir Bs4C-verwendeten Methode
besteht darin, dass Informationen iiber die Transkriptionsstartpunkte der induzierten
Gene erhalten werden. Damit ist eine schnellere und zuverldssigere Bestimmung der
EBE moglich, da diese in einem Bereich von 40 bis 100 Nukleotiden upstream zum
Transkriptionsstart liegen sollten (Kay et al., 2009; Romer et al., 2009a). Aullerdem
sollte es eine effizientere Identifizierung von direkten Zielgenen und des R-Gens
erlauben, da nur diese ein EBE aufweisen sollten. Da im Falle der Bs4C-Isolierung
kein CHX (siche 4.2.3) bei der Erstellung der Transkriptbibliotheken verwendet
wurde, umfassten sequenzierte reads sowohl direkte als auch indirekte Zielgene von
AvrBs4, was in der grolen Anzahl an potentiellen Bs4C-Kandidaten und deren
erneuter Analyse mit CHX-behandeltem Material resultierte (siche 3.8).

Des Weiteren sind 5’-Bibliotheken vor allem auch dann von Vorteil, wenn die
Genomsequenz nicht verfiigbar ist. Vermutlich wird der Aufwand, mittels PCR-
Walking (Leoni et al., 2011) Promotoren zu identifizieren und in diesen nach EBE zu
,suchen, geringer sein, da weniger PCR-Schritte notwendig sind und weniger
Probleme mit Artefakten aus Genfamilien auftreten werden. Die Isolierung von Bs4C-
R unter Verwendung des oligo dT-Ansatzes verlief sehr gut und war erfolgreich. Aber
hier stand, wenn auch nur partiell, die Genomsequenz einer verwandten Spezies
(C. annuum cv. CM334) (Kim et al., 2014) zur Verfligung, was eine relative

zuverldssige Vorhersage von ORF und Promotoren der analysierten Gene zulie3.
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Jedoch wurden fiir Bs4C-R auch PCR-Walking-Analysen (Leoni et al.,, 2011)
durchgefiihrt um das EBE im Promoter zu identifizieren und seine Sequenz eindeutig
zu bestimmen. Fiir die Isolierung weiterer TAL-induzierter R-Gene kann sowohl
unser Ansatz als auch die Methode des NanoCAGE kombiniert mit CAGEscan
verwendet werden, da fiir viele Spezies bereits Genomsequenzen bzw. Sequenzen
verwandter Spezies zur Verfiigung stehen. AuBlerdem wiirde die Verwendung von
CHX direkte Zielgene identifizieren, in denen mit Hilfe der verfiigbaren

Genomsequenzen EBE bestimmt werden und somit das R-Gen isoliert werden kann.

4.2.3 Nutzung von Cycloheximid zur Identifizierung des R-Gens als direktes
Zielgen unter der Gesamtheit der TAL-induzierten Gene

Fiir das TAL-induzierte R-Gen Bs4C-R konnte gezeigt werden, dass es ein direktes
Zielgen von AvrBs4 ist und ein EBE im Promoter aufweist. Eine Differenzierung
zwischen direkten und indirekten Zielgenen war aber allein durch die RNA-Seg-
basierten Transkriptanalysen nicht mdglich. Daher wurden anschliefend sq RT-PCR-
Analysen in An- und Abwesenheit von CHX durchgefiihrt, um einmal die Daten der
Transkriptanalysen zu bestatigen und um vor allem zwischen direkten (mit EBE A sp44)
und indirekten (ohne EBEayBs4) AvrBs4-Zielgenen unterscheiden zu kénnen (siehe
3.8, Abb. 16, Abb. 26).

A) B) Cycloheximid

AvrBs4 AvrBs4 §L
[ — &

direktes direI(tes ‘1’ p—
Zielgen Zielgen ]

indirektes
Zielgen

Abb. 26 Unterscheidung zwischen direkten (A) und indirekten (B) AvrBs4-Zielgenen durch
Cycloheximid.

A) Bei direkten AvrBs4-Zielgenen (X) erfolgt die Bindung von AvrBs4 an ein EBE im Promoter und
anschlieBend die Induktion der Expression. B) Die Transkription von indirekten Zielgenen (Y) wird
durch Proteine direkter/primérer AvrBs4-Zielgenen (X) induziert. Indirekte Zielgene weisen kein EBE
im Promoter auf. CHX inhibiert die Proteinneusynthese und somit die Bildung von direkten AvrBs4-
Zielgenprodukten (X). Dadurch kdnnen indirekten Zielgene (Y) nicht induziert werden.

Direkte Zielgene weisen ein EBE im Promoter auf, das der TAL-Effektor nach
Bindung induziert. Indirekte Zielgene konnen durch Proteine direkter AvrBs4-
Zielgene induziert werden, weisen aber kein EBE im Promoter auf. Cycloheximid ist
ein Antibiotikum, welches die Proteinneusynthese inhibiert und somit die Bildung
von direkten AvrBs4-Zielgenprodukten verhindert. Dadurch wird die Transkription

von indirekten Genen unterbunden und eine Unterscheidung zwischen direkten und
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indirekten Zielgenen ermdglicht (Abb. 26). Fiir andere TAL-Effektoren konnte mit
Hilfe von CHX bereits erfolgreich zwischen direkten und indirekten Zielgenen
differenziert werden (Hu et al., 2014; Kay et al., 2007; Romer et al., 2007).

Fir 26 Kandidaten unserer Transkript-Analysen fiir AvrBs4 wurden sq RT-PCR-
Analysen mit CHX durchgefiihrt und fiir 10 Kandidaten lieferten sie eindeutige
Ergebnisse. Dies lief eine Einteilung in direkte (5) und indirekte (5) AvrBs4-Zielgene
zu (siehe 3.8, Tab. 5) und zeigte, dass CHX zur Differenzierung sehr gut geeignet ist.
Daher sollte generell fiir die RNA-Seq-basierte Isolierung von TAL-R-Genen CHX-
behandeltes Material verwendet werden. In Abhdngigkeit von der Gesamtanzahl der
Proben, die durch die Wahl mehrerer Zeitpunkte (siehe 4.2.1), Infektionen in
resistenter und suszeptibler Akzession sowie biologischer Replikate bestimmt wird,
konnen sich RNA-Seq-Analysen kostenintensiv gestalten, wenn zusétzlich CHX-
behandeltes Material in die Analysen einbezogen wird. Die Beschrinkung auf
ausschlieBlich CHX-behandeltes Material wiirde die Kosten erheblich senken und
sollte nur direkte Zielgene (darunter auch das R-Gen) identifizieren, womit
aufwendige RT-PCR-Analysen im Nachhinein zur Differenzierung von direkten und
indirekten Zielgenen entfallen wiirden. Allerdings war fiir 11 Gene nach den RT-
PCR-Analysen in Anwesenheit von CHX die Differenzierung nicht moglich, da
sowohl in der resistenten als auch/oder in der suszeptiblen Akzession, ungeachtet der
Infektion (Xcv +/- TALE), Transkript des jeweiligen Gens nachweisbar war.
Demgegeniiber konnte in den Proben ohne CHX-Behandlung nur die spezifische
Induktion des Kandidatengens durch AvrBs4 und nur in der resistenten Akzession
detektiert werden (siehe 3.8, Tab. 5). Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass CHX
nicht nur die Proteinbiosynthese inhibiert sondern auch in der Lage ist, Gene zu
induzieren sowohl in Siugetieren als auch in Pflanzen (Almendral et al., 1988;
Horvath et al., 1998; Zipfel et al., 1989). Dies konnte anhand der sogenannten SAUR-
Gene (small auxin up RNAs) aus Soja und der Hitzeschockproteine aus Reis gezeigt
werden (Agarwal et al., 2011; Franco et al., 1990). Thre Induktion ist bei Verwendung
von CHX um ein Vielfaches stirker. Diese Beispiele und die Ergebnisse der RT-PCR-
Analysen in Anwesenheit von CHX zeigen, dass die Gefahr besteht, Falschpositive zu
isolieren, wenn man CHX verwendet. Allerdings wiirden diese Kandidaten auch nicht
in RNA-Seq-Analysen mit ausschlieBlich CHX-behandelten Proben identifiziert
werden konnen, da Transkript dieser Gene in allen Proben detektiert werden wiirde

und diese Gene somit nicht mehr differentiell induziert wéren.



DISKUSSION 71

Jingst wurde gezeigt, dass CHX die Expression eines TAL-S-Gens reprimiert
(Cernadas et al., 2014) und somit die Gefahr besteht, dass potentielle Kandidatengene
ausgeschlossen werden konnten. Demzufolge wire es am sinnvollsten RNA-Seq-
Analysen mit CHX-behandeltem und -unbehandeltem Material durchzufiihren. Der
Vergleich der Transkriptzahlen durch bioinformatische Analysen sollte schnell
ermoglichen, R-Kandidaten aus den Daten zu extrahieren und zwischen direkten und
indirekten Kandidaten zu verifizieren. Fiir diese wird erwartet, dass sie nur in der
resistenten Akzession ausschlieBlich durch den TALE induziert und zusétzlich CHX-
insensitiv sind.

Somit sollten, trotz der Vielzahl an Proben und der damit verbundenen Kosten,
sowohl mehrere Erntezeitpunkte des induzierten und nicht-induzierten Materials der
suszeptiblen und resistenten Akzession als auch CHX-behandelte Proben in die RNA-
Seq-Analysen eingeschlossen werden. Damit werden material- und zeitaufwendige

Analysen im Nachhinein vermieden.

4.2.4 Vorhersageprogramme allein geniigen nicht zur Isolierung von TALE-
induzierten Resistenzgenen

Nach der Entdeckung des TALE-Codes wurden Vorhersageprogramme entwickelt,
die es ermoglichen, in silico EBE fiir TAL-Effektoren in Promoter-Sequenzen
vorauszusagen. Derzeit sind verschiedene Programme verfligbar, deren Vorhersage
auf der Analyse von experimentell validierten TALE-EBE-Interaktionen basiert und
die neben der RVD-Sperzifitit (Storyteller, Target Finder und Talvez) auch die
Affinitét der einzelnen RVDs (Talgetter) beriicksichtigen (Doyle et al., 2012; Grau et
al., 2013; Perez-Quintero et al., 2013). Diese Programme wurden auch schon
erfolgreich genutzt, um in Genomen potentielle Zielgene fiir TAL-Effektoren
vorherzusagen (Booher and Bogdanove, 2014; Cernadas et al., 2014; Noel et al.,
2013).

Demnach konnte es auch moglich sein, in silico R-Gene anhand ihrer EBE zu
identifizieren. Voraussetzung dafiir ist die Verfiigbarkeit der Genomsequenz des
resistenten Genotyps und idealerweise auch die des suszeptiblen Genotyps, in denen
man mit Hilfe der Programme TALE-Zielgene vorhersagen lassen kann. Innerhalb
dieser potentiellen TALE-Zielgene wiirde man dann A) nach Genen suchen, die
sowohl im resistenten als auch im suszeptiblen Genotyp prisent sind und

Polymorphismen in ihren EBE aufweisen.
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Tab. 5 Vergleich der Daten der RNA-Seq- und sq RT-PCR-Analysen

Transkriptanzahl RNA-Seqg-Analysen” Ergebnisse der sq RT-PCR-Analysen
S S- S+ R R- R+ (-CHX) induziert +CHX
24 24 24 24 in durch Zielgen
hpi hpi hpi hpi

Kandidaten
Candidate2 0 0 0 0 1 157 R Xcv(avrBs4) c*
Candidate3 0 0 0 0 1 128 R Xcv(avrBs4) Cc*
Cluster1923 0 0 0 0 23 456 R Xcv(avrBs4) c*
Cluster12600 0 0 0 0 0 87 R Xcv(avrBs4) direkt
Candidate4 2 4 15 3 3 397 R Xcv(avrBs4) c*
Candidate5 0 10 27 0 0 301 R Xcv(avrBs4) indirekt
Candidate6 0 17 28 1 0 322 R Xcv(avrBs4) indirekt
Candidate7 0 6 11 0 0 110 R Xcv(avrBs4) c*
Candidate9 3 10 7 8 1 125 R Xcv(avrBs4) c*
Candidate10 0 19 17 0 2 211 R Xcv(avrBs4) c*
Candidate11 0 15 24 0 1 156 R Xcv(avrBs4) c*
Cluster13224 0 4 7 0 0 77 R Xcv(avrBs4) Cc*
Contig1919 3 9 17 3 6 131 R Xcv(avrBs4) c*
Cluster8984 0 7 6 0 2 86 R Xcv(avrBs4) indirekt
Cluster11620 2 6 4 0 1 60 R Xcv(avrBs4) indirekt
Cluster699 0 60 49 0 30 1006 R Xcv(avrBs4) c*
Candidate1 0 0 0 0 4 611 R+S Xcv n.g.
Contig1545 0 0 0 0 8 437 R+S Xcev n.g.
Cluster15502 0 0 18 1 1 11 R+S Xcv(avrBs4) direkt
Cluster8248 0 0 53 0 0 27 R+S Xcv(avrBs4) direkt
Contig630 4 7 244 6 7 132 R Xcv(avrBs4) direkt
Candidate15 0 109 91 0 1 198 R+S Xcv(avrBs4) indirekt
Cluster14681 1 1 6 1 1 15 R+S Xcev n.g.
Candidate14 0 53 51 0 1 113 R+S Xcv n.g.
Candidate16 0 123 158 0 0 141 R+S Xcv n.g.
Cluster9054 0 4 59 0 0 1 S Xcv(avrBs4) direkt
S — suszeptible C. pubescens-Akzession P1585270
R - resistente C. pubescens-Akzession P1235047
- Pflanzenmaterial mit Xcv (WT) infiziert
+ Pflanzenmaterial mit avrBs4-exprimierenden Xcv infiziert
Xcv — Xanthomonas campestris pv. vesicatoria
Xcv(avrBs4) — avrBs4-exprimierender Xanthomonas campestris pv. vesicatoria-Stamm
n.g. — nicht getestet
C* - einige Cycloheximid-behandelten Proben zeigten héhere Transkriptmengen verglichen zu unbehandelten
Proben
" Die Zahlen geben die Anzahl der detektierten Transkripte fiir den jeweiligen Kandidaten wieder.

Es wire aber auch mdglich B) Gene zu identifizieren, die im resistenten aber nicht im
suszeptiblen Genotyp ,auftauchen”. Jedoch wurde fiir alle bekannten TAL-
induzierten R-Gene gezeigt, dass suszeptible Allele (Bs3-E, xa27 und Bs4C-S)
relevante Polymorphismen in ihren EBE aufweisen und somit die Maoglichkeit
besteht, dass die EBE nicht mehr vorhergesagt werden sowie es fiir das EBE im
Bs4C-S-Promoter der Fall war (Romer et al., 2007; Romer et al., 2010b; Romer et al.,
2009b; Straull et al., 2012).

Mittels Targetfinder wurden im Reispromoterom pro TALE bis zu 600 potentielle
Zielgene vorhergesagt, was eine zu grofle Zahl darstellt um sie mittels Reportersystem
(RT-PCR-Analysen) zu analysieren (Cernadas et al., 2014). Und auch wenn die Zahl

der Kandidaten  durch  stringentere = Vorhersagen  (Verdnderung  der
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Vorhersageparameter) verringert werden kann, so sind es vermutlich trotzdem zu
viele, um sie alle transient mittels GUS-Analysen (EBE) oder Uberexpressions-
Analysen (KDS) zu testen. Zudem konnte gezeigt werden, dass nicht alle
identifizierte EBEs durch TALEs aktiviert werden konnen, was durch mdgliche
epigenetische Modifikationen bedingt sein kann (Bultmann et al., 2012; Cernadas et
al., 2014; Deng et al., 2012). Das heil}t, man erhilt durch die Vorhersageprogramme
eine grofle Zahl an ,falsch positiven” Gene, die man mit analysieren wiirde. Der
Vergleich der vorhersagten Gene mit ,,realen” Transkriptdaten machte aber deutlich,
dass der Uberlapp sehr gering ist, und die Zahl der induzierten Gene fiir die TALEs
zwischen 0 und 7 lag (Cernadas et al., 2014). Am Beispiel von Bs4C-R zeigte sich
ebenfalls die Limitation der Vorhersageprogramme, da dass EBE im Bs4C-R-
Promoter nicht vorhergesagt werden konnte, obwohl unsere Analysen zeigten, dass es
eindeutig durch AvrBs4 induziert ist (siche 3.6) (StrauBl et al., 2012). Das
EBEAyBsaBs4C-R weist insgesamt 5 Unterschiede zu einem ,,perfekten” (anhand des
TAL-Code vorhergesagten) EBE von AvrBs4 auf und wurde durch ein Alignment
(ClustalW) eines ,,perfekten* EBE auf die Bs4C-R-Promotersequenz identifiziert und
experimentell mittels GUS-Analysen validiert (siehe 3.6). In der Tat findet man
allgemein ,,nicht-perfekte EBE in TAL-induzierten Genen (Romer et al., 2007;
Romer et al., 2010a; Tian et al., 2014), die unter Umstdnden von den Programmen
nicht mehr als EBE ,erkannt werden. Daher ist es am sinnvollsten TALE-Code-
basierte Vorhersageprogramme stets mit Transkriptanalysen (z.B. RNA-Seq) zu
kombinieren, da dies die Identifizierung TALE-induzierter R-Gene vereinfacht und

effizient gestaltet.

4.3 Bs4C-R gehort zur Gruppe der TALE-induzierten Resistenzgene und
kodiert fiir ein putatives Transmembranprotein

Fiir resistente Pflanzen wurde gezeigt, dass TALEs an EBE in R-Gen-Promotoren
binden (siehe 1.6, Abb. 4). Die ,,Erkennung® der TAL-Effektoren vermittelt hier der
Promoter, die R-Proteine fungieren indes als Exekutoren und I6sen eine
Resistenzreaktion aus, die hdufig mit einer Zelltodreaktion (HR) des infizierten
Gewebes, einhergeht (siehe 1.6). Interessanterweise zeigen die bislang identifizierten
TAL-R-Proteine auf AS-Ebene keine Homologien zueinander auf. So weist Bs3
bspw. Homologie zu Flavin-abhdngigen Monooxygenasen (FMOs) auf, wéhrend

Xal0 vermutlich ein Transmembran-Protein im ER und Xa27 ein kleines Protein
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ohne Homologie zu bekannten Resistenzproteine ist (Abb. 4, Romer et al., 2007; Tian
et al., 2014; Wu et al., 2008). Letzteres gilt auch fiir Bs4C-R. Erstaunlicherweise
zeigen in silico Strukturanalysen, dass Bs4C-R moglicherweise ein TM-Protein ist
(Abb. 27) und demnach XalO in seiner Funktion &hnlich sein konnte. Auf
Sequenzebene besitzen Xal0 und Bs4C-R zwar nur eine Identitdt von 15 %, jedoch
wurden fiir beide Proteine vier TM-Doménen vorhergesagt (TMHMM-
Vorhersageprogramm, Abb. 27) (Tian et al., 2014). Tatsachlich konnten auch YFP-
Fusionsproteine von Bs4C-R im ER detektiert werden (Janett Elsaesser,
unverdffentlichte Daten).

Fiir Xal0 wird diskutiert, dass es als Hexamer in der endoplasmatischen Retikulum
(ER)-Membran vorliegt und als Calcium-Kanal (Ca**-Kanal) fungiert (Tian et al.,
2014). Demnach wire es auch mdglich, dass Bs4C-R einen Ca’’-Kanal im ER
ausbildet.

TMHMM Wahrscheinlichkeit fir Bs4C-R TMHMM Wahrscheinlichkeit fir Xa10
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Abb. 27 Proteinvorhersagen fiir Bs4C-R und Xal0 mit dem Programm TMHMM
Transmembran-Helices-Vorhersage nach dem Hidden-Markov-Model zeigen, dass Xal0 und Bs4C-R
als Multipass-TM-Proteine vorhergesagt sind, wobei die TM-Helices (rote senkrechte Striche), und die
Polypeptidkette als Linie in Abhéngigkeit von ihrer Position, die entweder innerhalb (blau) oder
auBlerhalb (lila) der Membran liegt, dargestellt.

Xal0 und Bs4C-R induzieren beide Zelltodreaktionen, XalO nicht nur in
Pflanzenzellen, sondern auch in menschlichen HeLa-Zellen, was vermuten lisst, dass
der Mechanismus der Zelltodinduktion konserviert ist (Straul} et al., 2012; Tian et al.,
2014). Da Calcium als sekundérer Botenstoff in vielen verschiedenen Zellprozessen
wie intrazelluldren Signalweiterleitungs-, Genexpression-, und
Entwicklungsprozessen eine wichtige Rolle spielt, kann nur spekuliert werden, auf
welchem Wege die Zelltodreaktion induziert wird. So fiihrt beispielsweise der
Ausstrom von Calciumionen aus dem ER zur Storung der Calcium-Homdostase im
Zytoplasma. Dies kann in der Aktivierung von MAPK-Signalkaskaden resultieren, in
deren Folge Gene induziert werden, die in Abwehrreaktionen inklusive der

Ausbildung der hypersensitiven Reaktion involviert sind (Ma and Berkowitz, 2007).
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Es konnen aber auch wichtige zelluldre Prozesse im ER selbst gestdrt werden, wenn
Calcium-Ionen austreten, wie bspw. die Proteinsekretion, die Lipid-Biosynthese und
die Faltung von Proteinen. Ist die Storung der Proteinfaltung dauerhaft, welche auch
als unfolded protein response (UPR) bezeichnet wird, kann dies ebenfalls eine
Zelltodreaktion (Apoptose) verursachen (Shore et al., 2011; Tabas and Ron, 2011).
Da fiir Xal0 lediglich eine Anderung der Calcium-Konzentration untersucht wurde,
bleibt offen ob es Kanalaktivitit aufweist und als Calciumkanal fungieren kann. Dies
miisste durch weitere Analysen, wie bspw. elektrophysiologische Untersuchungen an
rekonstituierten Membranen oder Vesikeln, welche Xal0-Oligomere als potentiellen
Calciumkanal enthalten, gekliart werden. Jedoch wire es auch moglich, dass das
Membranprotein Xal0O eine andere Funktion aufweist. Fiir Bs4C-R miisste zuerst
mittels Gelfiltration, Ultrazentrifugation oder auch ITC (Isothermal Titration
Calorimetry) analysiert werden, ob es wie Xal0 Oligomere ausbildet. Die Messung
der Ca*"-Konzentration im Zytoplasma und ER unter Verwendung von Calcium-
Indikatoren kann Hinweise auf eine potentielle Funktion von Bs4C-R als Ca*"-Kanal
geben, welche durch elektrophysiologische Untersuchungen bestitigt werden
miussten.

Interessanterweise kodiert das Allel aus der suszeptible C. pubescens-Akzession
ebenfalls fiir ein funktionales Protein. So fiihrte die Uberexpression von Bs4C-S,
welches 9 AS- und 2 Indel-Polymorphismen aufweist, verglichen zu Bs4C-R,
ebenfalls zu einer HR im transienten Assay (sieche 3.5). Und auch die Vorhersage zur
Struktur ergab vier putative TM-Doménen und war somit identisch zu der von Bs4C-
R (siehe A33). Ahnliches ist auch fiir die S-Allele von Bs3 und Xa27 bekannt, da Bs3-
E bei Uberexpression eine HR induziert und die KDS von xa27 identisch zu der von
Xa27 ist (Gu et al., 2005; Romer et al., 2007). Das Vorhandensein der funktionalen
Allele in den suszeptiblen Akzessionen konnte auf eine mdgliche Funktion auB3erhalb
der Resistenz hinweisen. Interessanterweise spielt Zelltod nicht nur in der
Resistenzausbildung sondern auch in Entwicklungsprozessen eine wichtige Rolle
(Lam, 2004). Aber fiir Bs3 konnte gezeigt werden, dass es nicht in anderen Geweben,
wie Wurzel, Bliiten und Friichten exprimiert wird und in Blittern nur nach Induktion
durch AvrBs3 (Romer et al., 2009b). Auch Bs4C-R- und Xal0-Transkript konnte nur
nach Induktion durch den entsprechenden TALE detektiert werden. Jedoch ergaben
initiale Untersuchungen fiir Bs4C-R, dass es auch in der Wurzel exprimiert wird

(StrauB und Lahaye, unverdffentlichte Daten). Da Expressionsstudien iiber einen
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langeren Entwicklungszeitraum der Pflanze noch nicht durchgefiihrt wurden, bleibt
eine mogliche weitere Funktion offen, konnte aber mit Hilfe von transgenen

Reporterlinien (bspw. A. thaliana) und RT-PCR-Analysen hinterfragt werden.

4.4 Potentielle AvrBs4-Suszeptibilititsgene in C. pubescens

Mit Hilfe der Transkriptomanalysen konnte nicht nur das R-Gen Bs4C-R sondern
auch weitere direkte AvrBs4-induzierte Gene identifiziert werden — darunter Gene,
die fiir ein Methyl-bindendes Protein (MBP) und eine Phosphorylase kodieren (siche
3.8.1 und 3.8.2). Im Gegensatz zu Bs4C-R sind beide Gene sowohl in der resistenten
als auch in der suszeptiblen Akzession induziert (siche 3.8). Ihre vorhergesagten
EBEs und kodierende Regionen sind in beiden Akzessionen sequenzidentisch (siehe
3.8). Diese Gene sind im Zusammenhang mit der Virulenz des Bakteriums
interessant, da sie potentielle Suszeptibilititsgene (S-Gene) (sieche 1.5) darstellen. Wie
erwdhnt, sind S-Gene Wirtsgene, deren Expression durch TALEs die bakterielle
Virulenz beglinstigen, indem sie zu einem erhohten Wachstum oder auch zur
Ausbildung von Krankheitssymptomen beitragen (siche 1.5). Vertreter der S-Gene
kodieren bspw. fiir Zucker- oder Sulfattransporter, fiir eine RNA-Methyltransferase
sowie fiir Transkriptionsfaktoren (Antony et al., 2010; Cernadas et al., 2014; Chen et
al., 2010; Hu et al., 2014; Kay et al., 2007; Li et al., 2014; Liu et al., 2011; Moscou
and Bogdanove, 2009; Streubel et al., 2013; Sugio et al., 2007; Yang et al., 2006; Yu
et al, 2011). Die hier isolierten Kandidaten sind Mitglieder zweier weiterer
Proteinfamilien. So kodiert das Gen ,,630° fiir ein Methyl-CpG-bindendes Protein
(MBP) fiir deren Homologe aus A. thaliana, welche eine Identitdt von etwa 50 % zu
den C. pubescens-MBP besitzen (siche A9), die Bindung an methylierte (CpG)-
Nukleotide in vitro nachgewiesen werden (Grafi et al., 2007; Zemach and Grafi,
2003). Es wird angenommen, dass sie als strukturelle Proteine agieren, die Histon-
Deacetylasen und Chromatin-Remodeling-Faktoren rekrutieren und somit zur
transkriptionellen Repression von Genen beitragen (Ballestar and Wolffe, 2001;
Wade, 2001). Im Kontext mit AvrBs4 konnten MBPs Gene reprimieren, die in die
Abwehrreaktionen der Pflanze involviert sind und somit dem Bakterium einen Vorteil

wihrend der Besiedlung verschaffen.
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Der Kandidat 15502 zeigt iiber 90 % Homologie zu einer alpha-Glucan-
Phosphorylase aus Kartoffel, welche in den Kohlenhydrat-Stoffwechsel involviert ist
(http://solgenomics.net/locus/1806/view) (Brisson et al., 1989).
Alpha-Glucan-Phosphorylasen katalysieren beim Stirkeabbau in Pflanzen die
reversible  Abspaltung endstindiger Glukosemolekiile, indem sie diese
phosphorylieren. Das entstandene Glucose-1-phosphat kann in verschiedenen
metabolischen Prozessen verarbeitet werden, wobei es teilweise in andere
Zellkompartimente transportiert werden muss. Das SWEET-Gen OsSWEET]1 kodiert
fiir einen Zuckertransporter, welcher durch den TAL-Effektor PthXol aus Xoo
induziert wird und die Bakterien im Xylem und/oder Apopolasten mit Zucker
versorgt. Kann OsSWEETII aufgrund von Polymorphismen im EBE nicht mehr
induziert werden, flihrt dies zu einem langsameren Wachstums, welches
wahrscheinlich durch die limitierte Zuckerversorgung bedingt ist (Chen et al., 2010).
Denkbar wire, dass die von Kandidat /5502 kodierte Phosphorylase, durch die
Bereitstellung von Zuckermolekiilen in die Néahrstoffversorgung des Bakteriums
involviert sein konnte.

Bisherige Analysen zu TAL-induzierten S-Genen weisen daraufhin, dass nur ein
TAL-Zielgen das eigentliche S-Gen ist (Cernadas et al., 2014; Cohn et al., 2014; Hu et
al., 2014). Induziert werden aber meist mehr als 90 Zielgene, wie in diversen
Transkriptomanalysen nachgewiesen werden konnte (Pereira et al., 2014; Perez-
Quintero et al., 2013). Das heif}it, es gibt eine groe Anzahl an sogenannten off-
targets, die fiir das bakterielle Wachstum keine Rolle spielen. Die Identifikation des
S-Gens unter der Gesamtheit der TAL-Zielgene erfolgt letzendlich {iber
Virulenzanalysen. Fiir AvrBs4 ist ein positiver Effekt bzgl. der Ausbildung der
Krankheitssymptome in Feldexperimenten gezeigt worden (Wichmann und Bergelson
2004). Diese sind im Labor schwer nachzustellen und somit konnte unter
Laborbedingungen bislang kein Effekt fiir AvrBs4 nachgewiesen werden. Der einzige
beschriebene Phénotyp fiir AvrBs4 ist die vermehrte Bildung von Katalasekristalle in
Peroxisomen nach transienter Expression in N. benthamiana (Giirlebeck et al., 2009).
Hauptfunktion der Katalase ist der Abbau des Zellgifts Wasserstoffperoxid, welches
unter anderem bei Pathogenbefall vermehrt gebildet wird und somit konnte AvrBs4-
induzierte Katalasebildung zur Unterdriickung der Pathogenerkennung beitragen. Ein
moglicher Zusammenhang der AvrBs4-induzierten Expression von ,,630“ und

,»15502 bzw. der Funktion beider Genprodukte mit der Bildung dieser
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Katalasekristalle ist nicht offensichtlich. Um zu kldren, ob eines der beiden
Kandidatengene das S-Gen darstellt, konnte man dTALEs generieren, welche
spezifisch die jeweiligen Kandidaten induzieren und diese in Feldexperimente
hinsichtlich der Ausbildung von Krankheitssymptomen analysieren bzw. parallel
versuchen, einen Laborassay zu etablieren. Dafiir kdnnten bspw. Xanthomonas Typ-
[TI-Effektormutanten wie bspw. XcvAavrBs1AavrBs2AavrBs3AavrBs4 oder auch Xcv
85-10 AxopBAxopS verwendet werden, bei denen eine Reduktion in der Ausbildung
der Krankheitssymptome sowie im bakteriellen Wachstum nachgewiesen wurde
(Schulze et al., 2012; Wichmann and Bergelson, 2004). Nur der effektordefiziente
Stamm mit dem dTALE, der das S-Gen induziert, wird einen positiven Effekt auf das

bakterielle Wachstum bzw. die Ausbildung von Krankheitssymptomen haben.

4.5 Bs4C-Homologe in Capsicum-Funktion auflerhalb der Resistenz?

In C. annuum cv. CM334 konnten bislang sieben Bs4C-R-Homologe CaBs4C.1-7
identifiziert werden (sieche 3.11.1, Al6). Wahrend CaBs4C.6 und CaBs4C.7
Homologien von unter 39 % verglichen mit Bs4C-R zeigen, weisen CaBs4C.1-5 eine
Identitdt von mehr als 67 % auf Nukleotidebene gegeniiber Bs4C-R auf (Tab. 2).
Unter diesen fiinf Homologen befinden sich jedoch nur drei (CaBs4C.1, CaBs4C.2,
CaBs4C.5), die einen durchgédngigen Leserahmen besitzen, wiahrend in CaBs4C.3 und
CaBs4C.4 vorzeitige Stoppkodons identifiziert wurden (siehe 3.11.1).

CaBs4C.1 aus C. annuum ist dabei das Ortholog von Bs4C-R (89 % Identitit) aus
C. pubescens (siche 3.11.1). Im funktionalen Test konnte nachgewiesen werden, dass
CaBs4C.1 bei 35S:Uberexpression eine HR induziert (siche 3.11.3). Das Homolog
CaBs4C.2 besitzt eine Insertion von 26 AS (in frame) und zusitzliche
Polymorphismen verglichen zu Bs4C-R (sieche 3.11.1). Ein Vergleich der
Strukturvorhersagen fiir CaBs4C.2 und Bs4C-R zeigt, dass CaBs4C.2 zwischen der
zweiten und dritten TM-Domine einen groBeren Loop aufweist (siche A34).
CaBs4C.2 induziert bei 35S:Uberexpression keine HR, was nahe legt, dass die durch
die Duplikation bedingte strukturelle Verdnderung, seine Funktionalitdt beeinflusst
(siche 3.11.3). Interessanterweise konnte in C. pubescens CpBs4C.2-R identifiziert
werden, welches das zu CaBs4C.2 korrespondierende Ortholog darstellt. Dies ist zu
91 % identisch zu CaBs4C.2 ohne Duplikation und induziert eine HR bei

Uberexpression. Fiir CpBs4C.2-R und CaBs4C.2Del wird eine dhnliche Struktur mit
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drei putativen TM-Domidnen vorhergesagt, die vermuten ldsst, dass auch
CaBs4C.2Del funktional sein konnte (siche A34).

Bs4C-R und CpBs4C.2-R, welche zu 85 % identisch sind (A27), kénnen durch
Genduplikation in C. pubescens entstanden sein, wobei (aufgrund fehlender
Evolutions-Untersuchungen) nur spekuliert werden kann, welches Gen das
urspriingliche ist und ob es moglicherweise eine andere Funktion hatte. Nach
Genduplikation, ist es mdglich, dass 1) beide Gene ihre Funktion behalten und/oder 2)
eines in einem anderen Gewebe exprimiert wird, 3) ein funktionsloses Pseudogen
entsteht oder 4) das Gen eine andere ,,Funktion iibernimmt. Da CpBs4C.2-R zwar bei
Uberexpression eine HR induziert, jedoch nicht durch AvrBs4 induziert wird, konnte
es somit ein Pseudogen darstellen. Andererseits, konnte sich Bs4C-R von CpBs4C.2-R
ableiten und durch Polymorphismen in seinem EBE eine neue Funktion in der
Erkennung von AvrBs4 und somit in der Resistenz erworben haben. Die
unterschiedliche Anzahl von TM-Doménen in Strukturvorhersagen kann auch eine
unterschiedliche Lokalisation (Neolokalisation) bzw. Funktion
(Neofunktionalisierung) bedingen. So konnte fiir duplizierte Genpaare aus A. thaliana
gezeigt werden, dass diese eine unterschiedliche Lokalisationen und einige noch
verschiedene Expressionsmuster aufweisen (Liu et al., 2014).

Desweiteren stellt sich die Frage nach der Funktion der Homologen in der Pflanze.
Allel-Analysen fiir Bs3 zeigten, dass Akzessionen, welche Allele mit vorzeitigen
Stoppkodons aufwiesen, in ihren Phénotypen nicht verdndert waren. Dies l4sst darauf
schlieBen, dass Bs3 nur eine Funktion im Sinne der Resistenz besitzt. C. pubescens
und C. annuum besitzen mehr als ein Bs4C-Allel und viele davon kodieren aufgrund
von vorzeitigen Stoppkodons fiir nicht-funktionale Proteine. Fiir Bs4C konnte jedoch
eine Expression in der Wurzel nachgewiesen werden (Tina Straul und Thomas
Lahaye, unveroffentlichte Daten). Somit lieBe sich auch fiir die drei Allele aus
C. annuum (CaBs4C.1, CaBs4C.2 und CaBs4C.5) und das Bs4C-Paralog aus
C. pubescens (CpBs4C.2-R), die fir Volllingenproteine kodieren, eine Funktion
aullerhalb der Resistenz vermuten. Fiir die Bs4C-R-Homologen sollten sowohl
Expressionanalysen in verschiedenen Geweben (transgene A. thaliana) als auch

Lokalisationsstudien durchgefiihrt werden um dies zu hinterfragen.



DISKUSSION 80

Nukleotidposition im EBE
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Abb 28.: Vergleich der EBE der Bs4C-Allele aus C. pubescens und C. annuum

Alle abgebildeten EBE aus C. annuum (CaBs4C.1-5, griin unterlegt) sowie Bs4C-S und CpBs4C.2-R
aus C. pubescens (sowie Bs4C-R sind rot unterlegt) zeigen an Position zwei und drei C-Nukleotide
(gelb umrandet). Die EBE von CpBs4C.2-R und CaBs4C.2 sind identisch. Identische Nukleotide sind
weill markiert und haben einen schwarzen Hintergrund. Unterschiedliche Nukleotide sind schwarz auf
weillem Hintergrund dargestellt.

Die Vergleich der putativen EBE aus Capsicum annuum und Capsicum pubescens
zeigt, dass nur das EBE von Bs4C-R, die an Position zwei und drei dem TAL-Code
entsprechenden Nukleotide T und A aufweist (Abb. 28). Alle anderen zeigen C-
Nukleotide an dieser Position und sind vermutlich nicht durch AvrBs4 induzierbar.
Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass die in C. annuum identifizierten Bs4C-
Allele, aufgrund der wahrscheinlich nicht-induzierbaren EBE  und/oder
Polymorphismen in der KDS, nicht-funktionale Allele darstellen. Dies stimmt mit der
Beobachtung iiberein, dass AvrBs4-exprimierende Xanthomonaden keine HR auf
C. annuum cv. CM334 bzw. ECW/ECW-30R induzieren. Interessanterweise konnte
auch in anderen C. annuum-Akzessionen keine Erkennung von AvrBs4 beobachtet
werden (Patrick Romer und Thomas Lahaye, unverdffentlichte Daten) obwohl
Xanthomonaden-Infektionen in C. annuum Felder erhebliche Ernteschiden
verursachen (Pernezny et al., 1996). Dabei stellt sich natiirlich die Frage nach den
jeweiligen Xcv-Stamme und deren TAL-Effektor Repertoire. Besitzen diese das TAL-
Effektorgen avrBs4 oder vornehmlich avrBs3? Diese Frage erfordert weitere
Analysen iiber Xcv-Stimme, welche im Feld isoliert wurden. Diese konnten mittels
Southern Blot Analysen erfolgen und wiirde einen Hinweis auf die Anzahl der

Effektoren der einzelnen Xcv-Stdmme geben.

Im Rahmen der Doktorarbeit von Janett Elsaesser werden die Orthologen und

Paralogen in unserer Arbeitsgruppe intensiver untersucht.
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6 Anhang

Al

Abbildung modifiziert nach Strauf3 et al., 2012 Tab.S2.

ANHANG

Buipyosd-Bey euiwny|| yoeu Jeysniy uslepipueN-0#Sg | ‘deL



91

uolel}|iyu| yoseu uspunig-(uoienooul 3sod sinoy ) 1dy
uoISSazyy uabijlomal Jap [els)e|\ SSUSUY UL JYDIU ‘S)|0uoy - Y
9g0Id pun Jajsn|) oid uszusnbag Jap |Yezuy usla

Sl|ew.ou Jap usyoaidsjus usjyez

N
—

G8l

€l

0£90b1uU0Y

$G06491SN|D

DO~

029l L48Isnin

ol
—

669J9)SN

o)

}/GE|I8ISn

0)

1368191SN

o)

(o] Lo ] (q] (an] (an]

616103U0D

(=]
—

€¢61491sN|H

91/1bnuod

000€4331SNID

olololo|wlolo
ololololoNjo|m [N
olololo|mlololo|n|ofs

o[« |2 o[+ |R— o~
—|o
o[22 [r|ofololofa

GyG10Iuo)

€191

G¢

}//01431SNID

98vy|481SN|D

9plGlisisn

189y |I9SN

8f¢g8191sn

8g8g¢gialsn

y2cglIaisn

yZ¢Ell18isn

O]O0|0I01010

Clo~lo|Blol~ 2] Ielolelof=|elo[R~ B
—[ololololx|mlolo]|  lolololo|m|m|ol—|m]m
olox ool wlw| [ololololo~|eBlol~ I~
ololololwls|vlofw| [olololo i~ olRfwl-|R

Q] (=] (] (@] o (To] To] ] () OOOOL{)NOOQ‘(")K

N < o]
Nlelele ] ~|elef&

< <
ISR To) (o] ] Al ol oY '}

aa 00d (=1 il (=] Al Al (=] Aol

Nl (= (=] (=] (o] L Ll (@] (o) (=] (o] o) o] ] el (-] (-] -] -] o]

(=4 (=] hd (&n] A5 o A5 o (@] (@] O|O|N

¢0GG1I31snIy

4118

9l 9jepipuey

olo| o[~ ol o|RIR[B e[

3jepipue)

puED

(o] ol Ll (@] OO O [ || < | N O[O N[O OO

pued

ostfolno| [olnfols|of—lof|  ofe[NEl[wl-[Svel~

puED

Al (@] (@] Lol (a0 (a0} (=] (@] (o] (@] (@] (op] S (en] (en] (] e] (@] (] To] (en] (@] S o (q] \S 4 e

e} Lo
Al 92] 3] (V] D i

(o] (o] (en] (en] Lol (o] (@)

O|— N[O

pUED

(=]
—

puED

e
e
e
e
e
e
e

D
P
D
pIpue)
p
D
D

pued

/91EpIpUE)

99jeplpuen

AN|—[O|Oo|™

gojeplpuen

N
—

¥olepIpuen

Bl Al (=] (=] (] (an] (o] (Vo] (ap] (an] Lo (an] o (e (@] (e (en] (an] (an] (ap] o (en] Lo

£3]eplpuen

of— [T —|o]of—|ools [m]—[m|~

NN
—
—

COIEpPIPUED

olololo—[olololm|of—|—|m|ofwls| |nfolololo|<|vlof—
ololo|m |~ [Nolofolm = BIR28IN

(=] (@] (] (@] (9] (ap] (an] (an] (o]
ololol~lolo|lo~

Ge

(ce] (Vo] Yol (o] \S o (an] o (an] (ap] Ll (9] (V] 5,
il hal Al (32 (=] (eo] (@n] (@] Lo (@] ol Lo (@] ol | ol (@]

—
(ap]

| 9jepipued

[HICIR

© (=] =] (-] -] o] o] e (@] (o] @] o o] )] o] o o

© (=] =] (o] o] o] (o] o] o)

0O
N
~—
O
~—
N
~—

8l

N

—

© (9ed Sel Anal il Al il (=] (e] (Te)
<t

N

0O (=]

—

N
—

o| [m]o|n|nlolololoLf—|n|n[o)— [+

Idy

X O (=] =] (@] ] o] -] -] (@] 4] -] (-] o] -] -] -] -] (=] o] (@] (o] o] o Lo ] o

vwm_;\,ox

X O (=] =] (@] ] o] o el (@]t -] (-] -] -] -] -] -]
0O
5]

[ ywuonenu

0/2686 |d Sussaqnd "

L¥0GET |d Sussaqnd "

dAjouas) uazuelld

ANHANG

A2

(-1 us|ieqel) Buiyoid-Bey eulwny|| yoeu Jsysn|d usiepipuey J4sg z "del




ANHANG

92

A3

Abbildung modifiziert nach Strauf3 et al., 2012 Tab.S1.

Tab. 3 Analyse der C. pubescens F,-Segreganten, die fiir die genetische Kartierung
des Bs4C-Kandidatengens 12600 verwendet wurden.

Pflanze Xcv*?% Bs4C-CAPS Bezeichnung
Phéanotyp Marker in Abbildung Ergebnisteil
Pl 235047 HR R R
P1 585270 keine HR S S

171-1 HR R 1
171-2 keine HR S 2
171-3 HR R 3
171-4 HR R 5
171-5 keine HR S 4
171-6 keine HR S 6
171-7 HR R*

171-8 keine HR S 8
171-9 HR R 7
171-10 keine HR S 10
171-11 HR R 9
171-12 HR R* 17
173-1 keine HR S 12
173-2 HR R 11
173-3 HR R* 15
173-4 HR R* 16
173-5 HR R 13
173-6 HR R

173-7 HR R

173-8 keine HR S 14
173-9 HR R

173-10 HR R*

173-11 keine HR S

173-12 HR R

HR - hypersensitive Reaktion
S - suszeptibler Genotyp

R - resistenter Genotyp (homozygot)

R* - resistenter Genotyp (heterozygot)

Pl 235047 — AvrBs4-resistenter C. pubescens-Elter
P1 585270 — AvrBs4-suszeptibler C. pubescens-Elter
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A4

Der Sequenzcontig 184552 aus dem C. annuum cv. CM334 Genomsequenzier-Projekt weist
einen homologen Bereich zu dem lllumina Cluster 12600, welches in RNA-Seg-Analysen der
C. pubescens-Akzession Pl 235047 als Bs4C-Kandidat identifiziert werden konnte.

Abbildung modifiziert nach Straul} et al., 2012 S| Text 1.

lllumina Cluster 12600 (Herkunft: C. pubescens Akzession Pl 235047)
TAATTAGTCACTTGTATGTTTGAGTAARAGCTTTTCTATAATATTCTTGTTGTTATTACAAGT

Der homologe Bereich im Sequenzcontig 184552 ist mit fett gedruckten Buchstaben markiert.
Punkte “...” am 5’ und 3’ Ende des Contigs deuten an, dass hier nicht die komplette Sequenz
dargestellt ist sondern nur der relevante Teil. Analysen mit dem Genstruktur-
Vorhersageprogramm Softberry lieferten ein Start- und Stoppkodon fiir den Bs4C-Kandidat
12600, welche mit dick-gedruckten grinen und roten Buchstaben markiert sind. Grau-
hinterlegte Buchstaben zeigen die putative kodierende Sequenz des Bs4C-Kandidat 12600.
Unterstrichen sind

TGTTGATGACATCTTCACCATGATAACCTTTTTCTATTCTCAGTTTAGAACCATACCAAATGGTAAGTACATAAGTAGATAAAAG
AATGAGTGAGAATGTGCCAAGTCCAACTCCTGAAACAAAGCCTTGTTGGACAGTAAAAGCATAGGTGATTTTTAATGTGTTCTCAT
GCTTATTTATCGCCAGCTTCTCTCCATTGAATGGTGCAACCTAAAGTTAATTATGATATGGATTACAGTTAAAAAGTCTAATACAA
AATTATCTAAAAGATTTGGCTGTGCTAATTAAGGCTTTACTATTCTGATTGCTCCTACAATTTGCTTAACTATATTTTCAACTTGT
GCATAGGCAATTTGTGGGCGACTTGACCATTTGCACATGATCAATCCCATGGCTCCCCTTGAAATGAGAAGAACTGTCCGGTATGC
AAGAAATCAAGACTAGTGAGAGAAGCCATCCTTTTGTGAAGGCGACTATGAAGCCTCCGACAAATGTTGTGAAAAGCTGAACGAAC
TTCACTATCTGCAATCATTCAGTATAAGATTATTTTCTGTTGGGTTCCTTTAAAAAAATAGACAAAGTTAAAAACATTAAAGATTA
GGTTATCCAAACAATCTAGGTATAAGAAATATCCAAACATTGTAAGTTAGGATTTTTAAATTATTCTAATTAGAAAAATGCAGACC
AATGAAAATATGCCACTTCATTCATGAAATGTTTTTTTATTTATTTAATATTGGAAATGTTAAATAAAGGGTATTTTAGAGGTCAA
AGGTAGATGTGAAGGACATTTTGGAGTCCGAAGGTGGATGTGAAGGGCATTATAGAGCCAAAAGATGAATGAGGGATATTTTTGCA
CTATTTTCAATAGATGAAGAACATTTTAGGACCTTTTCCAAAAAATAAATGAAAAATAAATTTAATGGGTATATCTCAAATTAAAT
TTTCAAAAGGGGCTGTCATTGCAAATATTCTTGATTAAGTTACCCACAGTCCACACCGACTATAGGAGAGTCAAGTCCGAAATTGT
TTTATCAAATGGGGCCTACGAAAAACATTATTCCTAATTACACTAACGTCCCAGTGGAAAAGTACCTTCATGCAGTAGTATGGTAC
AATATTATTAAAGCGATGAAACTTTTTAATACCAAAAATAGCCCTCCCAGCCTTCACCAATTAGGAATATAAAATTATTCTAAATC
AACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACCTAATATATTTAACTATATTTATACTCTTTCCTCACTAAGCTTCGAGGAAAGATC
GCGTACGTGATCTTAAAATGACTGTCTATAAATAAAATTAAAATGACACAACCAGCATACTATACCCAACCATATAATTTTAGGAA
AAGATTCAACAGAATATAATATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATT
TCTAATAACTGGGATCCTTTCCATATAATTGGTAACCCCATTCCAAGTTTCATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTTTCAT
ATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGT
TTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTTATGT
TCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTTAGCAT
TTTCATCAATGTGGAGTTTGATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAAATCACCTGCTCTCTCTCGTCTAGA
ATCTAGATGAATTCATCGATCAAGTATTTTATGTTCATCCAACGTCTTACATTTCATATATGTGTTTGTTTCCCTATGAAAATCTT
GAAAATAAGGTACGTTTACGAACTATAACTGGTAAAAGATGTCATGATAGTGTGAAATTTATGGGTGTCTATTACTACTGTTTTAT
ACTAATATATAGCTGTTTAGCGATGTGTATGCATAAATGGATACATCAGCTTTGTCACGTTGATAGATATTCATCATCTGCAGAAG
CATTTTCCAAGTTAACTATTGTGCTGAATGCTGCTGATGCTGTTTAATTAGTCGGCACTTGTATGTCGAGTAAAGTTTTTCAATAA
TATTCTTGTTGTTATATAGTATTCTAAGTTTGAACTAATTTCATTTCTCTTTTCTTCTTCTTCCTTGTTTATTTTTAAAAGGATAT
GTGAATTCAGTCAGTACTTGTTACCGTTCAACAGTAAAAGGTTAAGTTGTTAGGACTCTACAAATATGTCACTGGGTATGTGACCC
CCCT...

Sequenzvergleich des lllumina Clusters 12600 (Herkunft: C. pubescens Akzession
P1235047) und des korrespondierenden Bereich aus dem Contig 184552 (Herkunft:
C. annuum cv. CM334). Der Sequenzvergleich wurde mit ClustalW erstellt. Identische
Nukleotide (weille Buchstaben mit schwarzen Hintergrund) wurden gekennzeichnet mit dem
Programm Boxshade. Ein Strich “-” zeigt eine Liicke im Alignment an.

G@TTTTCHATAATATTCTTGTTGTTAT) TE®AAGT]
GUTTTTCIRATAATATTCTTGTTGTTATATAGTAT TSMRAAGT]

Cluster 12600 [NVNRPNEINE - — - INSURNERPUNEN T i}
Contig 184552 pyvNgyNeielelelorNeupeyy:uelC — e

AS

Nukleotidsequenzen des Capsicum pubescens Bs4C-R (Pl 235047; AvrBs4-induzierbar) und
Bs4C-S (P1 585270; nicht AvrBs4-induzierbar)

Abbildung modifiziert nach Straul} et al., 2012 S| Text 3.

Putative Start- und Stoppkodon sind mit dick-gedruckten griinen und roten Buchstaben
markiert. Grau-hinterlegte Buchstaben zeigen die putative kodierende Sequenz der Gene.
Der mittels RACE-Analysen ermittelte Transkriptionsstart fir Bs4C-R ist durch einen fett
gedruckten blauen Buchstaben dargestellt. Das funktionale Effektorbindeelement
EBEass4Bs4C-R des Bs4C-R Promoter ist gelb hinterlegt, die korrespondierende Sequenz
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EBEpgs4Bs4C-S des Bs4C-S Promoters ebenso. Polymorphismen in  beiden
Effektorbindeelemente sind durch kleine fett-gedruckte Buchstaben darstellt. Die Bglll-
Restriktionsschnittstelle (AGATCT) in Bs4C-S, welche zur Kartierung auf den F,-Segreganten
genutzt wurde, ist blau hinterlegt. Die korrespondierende Sequenz in Bs4C-R ebenso, wobei
ein Polymorphismus in der Sequenz, der mit einem kleinen Buchstaben markiert ist, die
Restriktion verhindert. Die kursiv dargestellte Sequenz kennzeichnet die Region, die fur das
genetische Mapping amplifiziert wurde. Die Bindestellen der fiur die Amplifikation
verwendeten Oligonukleotide sind unterstrichen.

>Bs4C-R (Capsicum pubescens; PI 235047; AvrBs4-induzierbar)
TAAATTAAACTAGTTAATTAAAAAAGAAGCAACTCTATCCACTGCCGCCGCAGTATCTTTTAGGGATTGTTTAGTGTGAGGTATAA
GTAATTCTGGGATAAAATATAAAGATCAATTTATCCCATGTTTGATCAGAGGGATTAATCAGTGGTGAGATAACTTATCCCCCTAT
TACACCATAGTGATGGAATAACTTATCCCATATTCACAGTGAGATAAGTTATCCCAAAAAATCCCAATATTAATTATCCAAAAATA
ATAATTTCCCAACCAAACGAACCCTTTTAAGTTAAGAGACTATAGGAAACGCAAAGATTGACTTATGGAGAGT TCTAAGTCCGAAA
TTGTTTTGTCAAATGGGGCCTACGAAAAACATTATTTCTTCGCABGAACACAACTAGCTTGACTACACTAACGTCCCAGTGGARRA
GTACCTTCATGCAGCAGTATGGTACAATATTATTAAAGCGCTGGAACATTTTAATAtaAAAAATAGTCCTCTCAGCCCTTAGACAA
GCAGGAATAAAATTATTCTAAATCAACTTTCGGATTTGGATACTTCGAGGAAAGAGCACCATCTTAAAATGACAGTGTCTATAAAT
AAATACACAACCAGCATACTACACCCAACCATAGAATTTTAGGAAARAGATTCAAAAGAATAGAATGGAGTTTGATCTCAGATACTT
GATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTTCCATATATT TCATGACCATCCCA
GTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCA
AATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCC
ACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTC
GACAACGGATTCTGCATATTTT CTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTG
AGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAGTTGAATTCATCGATCAAGGATATATTTCATGTTCATCCAACGTC
TTGTATTTCATATATGTGTGTTTTTTTCTGTATTGAATTATGAAAATAAGGTACGTTTGCGTACTATAACAGGTAAAAGATGTCAT
GACAGTGTGAAATTTATGGGTGTCTATTACATGGACTACTCTTTTATACCAATATAGATATAGTTGTTTAGCGATGTGTATACATA
AATGGATACATGAGCTTTGTCACCTTGATGGATATTCATCATCTGCCGAAGCATTTTCCATGTTAACTATTGTGTTGAATGCTGCT
GATACTGTTTAATTAGTCACTTGTATGTTTGAGTAAAGCTTTTCTATAATATTCTTGTTGTTATTACAAGTATTCTAAGTTTGTAC
TAATTTCATTTCTCTTCTCTTCCTCCTTG

>Bs4C-S (Capsicum pubescens; PI 585270; nicht AvrBs4-induzierbar)
TAAATTAAACTAGTTAATTAAAAAAGAAGCAACTCTATCCACTGCCACCGCAGTATCTTTTAGGGATTGTTTAGTGTGAGGTATAA
GTAATTCTGGGATAAAATATAAAGATCAATTTATCCCATGTTTGATTGAAGGGATTAATCAATGGTGAGATAACTTATCCCCTATT
TACACCATAGTGATAGAATAACTTATTCCATATTCATAGTGAGATAAGTTATCCCAAAAAATCTCAATATTTATTATCCAAAAATA
ATAATTTCCCAACCAAACGAACCTATGTTAAGATTTCCACAGATTGACT TATGGAGAGTCCTAAGTCCGACATTGTTTCGTCAAAT
GGGGCCTACGAAAARACATTATTTCTTCGCAGGACACAACTAGTTTGACTACACTAACTTCCCAGTGGAAAAGTACCTTCATATAGC
ATTATGGTACAATATTATTAAAGCGCAGGAACATTTTAATACCAAAAATAGTCCTCTCAGCCCTCAGACAAGTAGGATTAAAAATT
ATTCTAAATCAACTTTTGGATTTGGATACTTCGAGGAAAGAGCACCATCTTAAAATGTAAATAAATACACAACCAGCATACTACAC
CCAACCATAGAATTTTAGGAAAAGATTCAACAGAATATAATATGGAGT TTGATCTCAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATG
ATCAAATCAATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAA
TAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATAC
GTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACARATGTTGTTCTGGTAC
TTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATGCATGGGCTAGT TTTCGAGGAAGGACTCTGCATAT
TTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAA
CAAATCGCCTGCTCGTCTAGTTGAAATGAATTCATCGATCAAGGATATATTTCATGTTCATCCAACGTCTTGTATTTCATATATGT
GTGTTTGTTTCTGTATTGAATTATGAAAATAAGGTACGTTTACGTACTATAACAGGTAAAAGATGTCATGACAGTGTGAAATTTAT
GGGTGTCTATTACATGGACTACTCTTTTATACCAATATAGATCTATCTGTTTAGCGATGTGTATACATAAATGGATACATGAGCTT
TGTCACCTTGATGGATATTCATCATCTGCCGAAGCATTTTCCATGTTAACTATTGTGTTGAATGCTGCTGATACTGTTTAATTAGT
CACTTGTATGTTTGAGTAAAGTTTTTCTATAATATTCTTGTTGTTATTATAAGTATTCTAAGTTTGTACTAATTTCATTTCTCTTC
TCTTCCTCCTTG

A6

Vergleich der Nukleotidsequenzen der C. pubescens Gene Bs4C-R (Pl 235047; AvrBs4-
induzierbar) und Bs4C-S (Pl 585270; nicht AvrBs4-induzierbar).

Abbildung modifiziert nach Straul} et al., 2012 Sl Text 3 und Sl Text 5.

Das Alignment wurde mit den Programmen ClustalW und Boxshade erstellt. Identische
Nukleotide sind als weille Buchstaben auf schwarzem Hintergrund dargestellt. Ein Strich (-)
markiert eine Liicke im Alignment. Putative Start- und Stoppkodon sind mit dick-gedruckten
grinen und roten Buchstaben markiert. Grau-hinterlegte Buchstaben zeigen die putative
kodierende Sequenz der Gene. Der mittels RACE-Analysen ermittelte Transkriptionsstart fur
Bs4C-R ist durch einen fett gedruckten blauen Buchstaben dargestellt. Das funktionale
Effektorbindeelement EBEags4Bs4C-R des Bs4C-R Promoter ist gelb hinterlegt, die
korrespondierende  Sequenz  EBEap4Bs4C-S des Bs4C-S Promoters ebenso.
Polymorphismen in beiden Effektorbindeelemente sind durch kleine fett-gedruckte
Buchstaben darstellt. Die Bglll-Restriktionsschnittstelle (AGATCT) in Bs4C-S, welche zur
Kartierung auf den F,-Segreganten genutzt wurde, ist blau hinterlegt. Die korrespondierende
Sequenz in Bs4C-R ebenso, wobei ein Polymorphismus in der Sequenz, der mit einem
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kleinen Buchstaben markiert ist, die Restriktion verhindert. Die kursiv dargestellte Sequenz
kennzeichnet die Region, die fir das genetische Mapping amplifiziert wurde.

Bs4C-R I TAAATTAAACTAGTTAATTAAAAAAGAAGCAACTCTATCCAC “ClgCCGC
Bs4C-S IR TAAATTAAACTAGTTAATTAAAAAAGAAGCAACTCTATCCAC “CIICCGC

Bs4C-R (PN T AGGGATTGTTTAGTGTGAGGTATAAGTAATTCTGGGATAAAATATARAGATCAATTTAT]
Bs4C-S (PN T AGGGATTGTTTAGTGTGAGGTATAAGTAATTCTGGGATAAAATATAAAGATCAATTTAT]
oA OE SR VR C CCATGTTTGAT[@NEAGGGATTAATCATGGTGAGATAACTTATCC
YRR RN VRN C CCATGTTTGATINNAGGGATTAATCAINTGGTGAGATAACTTATC
ooty - RN/ G T GATE@GAATAACTTAT@CCATATTCAMAGTGAGATAAGTTATCCCAAAAAATCOCAAT]
e IR G T GATINGAATAACTTATWRCCATATTCAMAGTGAGATAAGTTATCCCAAARAAATCRCAAT]

Bs4C-R 241 ATT‘ATTATCCAAAAATAATAATTTCCCAACCAAACGAACCCTTTT"GTTAAG‘GACTE
oY IS T T A T TATCCAAAAATAATAATTTCCCAACCAAACGAACCHSE T AINGT TAAGAINNNGE

ooty SRS I ORI T\ CGGAAACGCAMAGATTGACTTATGGAGAGTIC TAAGTCCGAMATTGTTTIGTCAAATGG
Bs4C-S 296 —-—-—--—----- CAMAGATTGACTTATGGAGAGT@CTAAGTCCGAMATTGTTT@®GTCAAATGG
GAACACAACTAGETTGACTACACTAACETCC]

CACAACTAGHTTGACTACACTAACHTCC]

GTATCTTT]

A
AGTATCTTT]

PN T TACACCAT
IR T TACACCAT

oY OEy SRS YNl G GCCTACGAAAAACATTATTTCTTCGCAG
AR INCY /Wl - GCCTACGAAAAACATTATTTCTTCGCAG

oot SRS C \ GTGGAARAAGTACCTTCAT®MAGCAGTATGGTACAATATTATTAAAGCGCISGGAACATT]
e AV C A\ GTGGAARAAGTACCTTCATENRAGCANTATGGTACAATATTATTAAAGCGCINGGAACATT]
Bs4C-R 481 jW¥NATAtaAAAAATAGTCCTCTCAGCEHeHETINEINSVE ChNelerN  ipV.V:VA - IRV N RNCH V.YV
Bs4C-S 466 JWENATAccAAAAATAGTCCTCTCAGCEHLCLNEINVNE TINelerN T iRV VNNV N RNV V:NN

o OEy SR Y AU C \ 7\ CT T T@GGATTTGGATACTTCGAGGAAAGAGCACCATCTTAAARATGACAGTGTCTATA

oA RV C A\ A\ CTT TIGGATTTGGATACTTCGAGGAAAGAGCACCATCTTAAAAT Gl

ooty SR O\ TAAATACACAACCAGCATACTACACCCAACCATAGAATTTTAGGARAAGATTCAA
AR I\ TAAATACACAACCAGCATACTACACCCAACCATAGAATTTTAGGARAAGATTCA.

Bs4C-R 660 RVNINGI-— GAGTTTGATCTCAGATACTT®ATCTTEGATTTTGGCTAACATGETCAAAT)
Bs4C-S 636 LUNEATEVNE GAGTTTGATCTCAGATACTTEATCTTINATTTTGGCTAACATGINTCAAAT)
ooty - RS C \ \ TATTAT ClCATTTCTGATAACTGGGATCCTTTCCATATATTTCATGACCATCCCA
RGeS AN I C A ATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTTCCATATATTTCATGACCATCCCA

R Aony NS C T T TCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
oA ATl G T T TCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA

oRYAeE BRIl T C ACTCGTATAACACTTCATCATCCARAATATACGAATACGTTACGTACTACTACTTCAG
RGeS AR NNl T CACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTINTACGTACTACTACTTCAG

oA OE S AR Sl C A\ GATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGIMCTAGCTTCTCTTCTAC
RGeS W C A\ GATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTG@CTAGCTTC >
oGRSl T GT TCTGGTACTTTTTC@TCATIRAUCAT T
AR IS ICIOM T G T TCTGGTACTTTTTCITCATOAMCATT
ERYAeEy - ENONIGI . TINCATGGGCTAGTTTTCGAMNAGMGGAWTCTGCATATTTT CTCR
Bs4C-S 996 nNGeNelelelouyNelyBNelerC G AMTCTGCATATTTTCTC

ERYAeEy U OIS C A G T[eAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAG
PSR RENNIN C A G THAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAG

Bs4C-R 1135 [SHKeVV:VNer.V:V.u¥e:
Bs4C-S 1113 [elferVv.VNer.v.V.u¥e;

AR AR IV G T TCATCCAACGTCTTGTATTTCATATATGTGTGTTIMTTTCTGTATTGAATTATGAAZ
AR ARSI G T TCATCCAACGTCTTGTATTTCATATATGTGTGTTII€TTTCTGTATTGAATTATGAAZ

oA SR WVCIU /. TAAGGTACGTTTIECGTACTATAACAGGTAAAAGATGTCATGACAGTGTGAAATTTATG(
EEYAGE R ENWVICKCN / AAGGTACGTTTCGTACTATAACAGGTAAAAGATGTCATGACAGTGTGAAATTTATG(

Bs4C-R 1310
Bs4C-S 1293

GTGTCTATTACATGGACTACTCTTTTATACCAATATECZLNEMAIGM TGTTTAGCGATGTG
GTGTCTATTACATGGACTACTCTTTTATACCAATATE NI AUN@ TG T TTAGCGATGTG

YAy RN NC WAV /T ACATAAATGGATACATGAGCTTTGTCACCTTGATGGATATTCATCAT
AR RIS/ 'ACATAAATGGATACATGAGCTTTGTCACCTTGATGGATATTCATCAT

oKy SR RACIV ' ' T TCCATGTTAACTATTGTGTTGAATGCTGCTGATACTGTTTAATTAGTCACTTGTAT!
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AR AR/ ' T TCCATGTTAACTATTGTGTTGAATGCTGCTGATACTGTTTAATTAGTCACTTGTAT!

Loty ARSIV ' T GAGTAAAGI®TTTTCTATAATATTCTTGTTGTTATTAMAAGTATTCTAAGTTTGTACT]
AR AR WICH T ' T GAGTAAAGMTTTTCTATAATATTCTTGTTGTTATTAMAAGTATTCTAAGTTTGTACT]

ERYAeEy S ENRCIU . . T TTCATTTCTCTTCTCTTCC
AR RN \ T TTCATTTCTCTTCTCTTCC

Proteinsequenzen

>Bs4C-R
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITALSSCSSWIGNTWASFRQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>Bs4C-S
MEFDLRYFILILANMIKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENT
LCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQOHETQTNRLLV

Sequenzvergleich von Bs4C-R und Bs4C-S (93,9 % ldentitat)

Bs4C-R IV EFDLRYMILILANMEKSILSGT SODNWDPFHIFHDHPSFIVEFINKLFFLEIFSFIFSITR
Bs4C-S IV EFDLRYRILILANMEKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVEFINKLEFFLEIFSFIFSITR

Bs4C-R (U T TLHHPNIRIRVMRTTTSADLSKSFNILCLASLLLPOMLFWYFFYIMIIMLSSCSSWIGNENW
Bs4C-S (P T TLHHPNIRIRERTTTSADLSKSFNILCLASLLLPOMLFWYFFIRTINIINLSSCS SWIGNIW

ISR SOOI . S F'RORIL.HIFSTIIFPAVSIFINVEFDRNNVSQOHETQTNRLLY]
IS IO NN /. S F'RIERIN.H I F SN T FPAVSTFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLY]

A7
Nukleotidsequenz des Kandidatengens 630 aus der C. pubescens Akzession Pl 235047 und
Pl 585270

Vorhergesagte Start- und Stoppcodons sind dickgedruckt griin bzw. rot markiert. Der graue
Hintergrund zeigt die kodierende Sequenz, wobei kleine Buchstaben Introns darstellen, die
durch den Vergleich mit der cDNA des Kandidat 630 identifiziert wurden. Das
EBEass4Cand630 ist gelb hinterlegt.

>Kandidat 630 (PI 585270)
ACAGCTATATTTAAGTGCAATAATAATAGTACTGATTTGGTAACCTATATTTTAAGCATTGAACTAGGCTAGGAAACTATGGGATT
AAATTTGATAATCCTAAATTATTAAGGACTCTACTCTGTAATTTCCCTACACGTCGGCCTGTCCCTTTAGAGCGACACACCCTATA
AATAATAATCCCAATAAAAAAGCAGCTCTCCATTTTGGGAATTAACACAGTTGCTTGTCGATTTGTTTGCACAAAARAATGGCGAAA
GATTCTCCAAAACCTCCCAAGgtaagtttgaataaaattaacatttggaaccgagatctgggacttcatgtagtctttatgaatca
atttttggttattttttacctttacaatggctattttgtgttagecttttgattagagtatACGACACCAAGGGCGCCAACGAATCC
AACAGTGAGCATTTGGGCAGCACAATGTGGGAAATGCTTCAAATGGAGGACACTGTCAACACAGGAAGAGTTTGAGGAAATCAGGA
GTAGGTTTGCTGAACAACCCTTTAACTGTGACAACAAACCTAATGGTTCTTGTGATGACCCACCTGATATCGAGTACGATTCTTCT
CGAACTTGGGCAATTGACAAACCTAATCTCCCTAAAACCCCATCTGGGTTTAAGAGGGAGTTGTATCTCAGGAGAGATTACTCTAA
AATGGATGCTTATTATGTCACTCCTACTGGCAAGAGACTAAGATCCCTTATTGAAGTGGGTAATTTTCTTCAAAATAATCCTGAGT
TCAGGGACTTATCAGTCTCTGATTTCAGTTTTGTCAGCCCCAAAATTATGGATGATACTATACCCGCTACTGCTGTTGTTGCCAAC
TCTAACAAGAAGGGTGCACCTAGTACTGCTAAATGAGTGCGTGGATGGAGCTCGAATTGTTTGTTTTGATCTGTAGATGCAGTATT
TAGAGTCCTGGTATGCTTGAAGGTTAAACTTATTCCCGATGTATGTTATTTTCAATGTCTTTGGTATGCAAATCTCTTATGTATGT
GGAAAACATCTCAACTGCTTGGTTCACCTTTTGTCGGGAAGGATTTGATATCAAAGATTCGAACTCTATTTCTAGGGGTCGCTTAC
GACTTTAGTGTTTCAGATTCTGTACATAAAGTTGTGGTTGTGGTGCTGAATTTCCCCTAGTTTTTGTCGGTGTTTCTATGAATGAT
CCTTTCCTGGTTCA

>Kandidat 630 (PI 235047)
ACAGCTATATTTAAGTGCAATAATAATAGTACTGATTTGGTAACCTATATTTTAAGCATTGAACTAGGCTAGGAAACTATGGGATT
AAATTTGATAATCCTAAATTATTAAGGACTCTACTCTGTAATTTCCCTACACGTCGGCCTGTCCCTTTAGAGCGACACACCCTATA
AATAATAATCCCAATAAAAAAGCAGCTCTCCATTTTGGGAATTAACACAGTTGCTTGTCGATTTGTTTGCACAAAARAATGGCGAAA
GATTCTCCAAAACCTCCCAAGgtaagtttgaataaaattaacatttggaaccgagatctgggacttcatgtagtctttatgaatca
atttttggttattttttacctttacaatggctattttgtgttagcttttgattagagtatACGACACCAAGGGCGCCAACGAATCC
AACAGTGAGCATTTGGGCAGCACAATGTGGGAAATGCTTCAAATGGAGGACACTGTCAACACAGGAAGAGTTTGAGGAAATCAGGA
GTAGGTTTGCTGAACAACCCTTTAACTGTGACAACAAACCTAATGGTTCTTGTGATGACCCACCTGATATCGAGTACGATTCTTCT
CGAACTTGGGCAATTGACAAACCTAATCTCCCTAAAACCCCATCTGGGTTTAAGAGGGAGTTGTATCTCAGGAGAGATTACTCTAA
AATGGATGCTTATTATGTCACTCCTACTGGCAAGAGACTAAGATCCCTTATTGAAGTGGGTAATTTTCTTCAAAATAATCCTGAGT
TCAGGGACTTATCAGTCTCTGATTTCAGTTTTGTCAGCCCCAAAATTATGGATGATACTATACCCGCTACTGCTGTTGTTGCCAAC
TCTAACAAGAAGGGTGCACCTAGTACTGCTAAATGAGTGCGTGGATGGAGCTCGAATTGTTTGTTTTGATCTGTAGATGCAGTATT
TAGAGTCCTGGTATGCTTGAAGGTTAAACTTATTCCCGATGTATGTTATTTTCAATGTCTTTGGTATGCAAATCTCTTATGTATGT
GGAAAACATCTCAACTGCTTGGTTCACCTTTTGTCGGGAAGGATTTGATATCAAAGATTCGAACTCTATTTCTAGGGGTCGCTTAC
GACTTTAGTGTTTCAGATTCTGTACATAAAGTTGTGGTTGTGGTGCTGAATTTCCCCTAGTTTTTGTCGGTGTTTCTATGAATGAT
CCTTTCCTGGTTCA
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A8

Sequenzalignment der Nukleotidsequenzen des Kandidat 630 aus den C. pubescens-
Akzessionen Pl 235047 und Pl 585270.

Identische Nukleotide zwischen beiden Akzessionen sind als weifle Buchstaben auf
schwarzem Hintergrund dargestellt. Vorhergesagte Start- und Stoppkodons sind fett grin
bzw. rot markiert. Kleine Buchstaben geben Introns an, die durch den Vergleich mit der cDNA
des Kandidat 630 identifiziert wurden. Das EBEaugs4sCand630 ist gelb hinterlegt. Das
Alignment wurde mit ClustalW und Boxshade erstellt.

PI585270 IR\ CAGCTATATTTAAGTGCAATAATAATAGTACTGATTTGGTAACCTATATTTTAAGCATT
PI235047 IR\ CAGCTATATTTAAGTGCAATAATAATAGTACTGATTTGGTAACCTATATTTTAAGCATT

PI585270 (FWGAACTAGGCTAGGAAACTATGGGATTAAATTTGATAATCCTAAATTATTAAGGACTCTAC]
PI235047 (FWGAACTAGGCTAGGAAACTATGGGATTAAATTTGATAATCCTAAATTATTAAGGACTCTAC]

RSV AN VR T C TGTAATTTCCCTACACGTCGGCCTGTCCCTTTAGAGCGACACACCCINNNV:V:NIN:V:NV:V:N
IS R T C TGTAATTTCCCTACACGTCGGCCTGTCCCTTTAGAGCGACACACCCINNNV:V:NIN:V:NV:VN

BRSSO RN N ele(eyvaN \ N AAAAGCAGCTCTCCATTTTGGGAATTAACACAGTTGCTTGTCGATTTGTTT
IZRRZCIN X A A R R N eleleyvaN \ N AAAAGCAGCTCTCCATTTTGGGAATTAACACAGTTGCTTGTCGATTTGTTT

PI585270 241 [ElenNenvv.v.v\y GCGAAAGATTCTCCAAAACCTCCCAAGgtaagtttgaataaaattaac
PI235047 241 [ElenNenvv.v.v\y GCGAAAGATTCTCCAAAACCTCCCAAGgtaagtttgaataaaattaac

PI585270 301
PI235047 301

G RVANCINN t o cctttacaatggctattttgtgttagettttgattagagtat ACGACACCAAGGGCGC
IR WECINN t o cctttacaatggctattttgtgttagettttgattagagtat ACGACACCAAGGGCGC

BRSSO VR C A\ ACGAATCCAACAGTGAGCATTTGGGCAGCACAATGTGGGAAATGCTTCAAATGGAGGA
IERRZCISN X/ R R C \ ACGAATCCAACAGTGAGCATTTGGGCAGCACAATGTGGGAAATGCTTCAAATGGAGGA

PI585270 481 eyNeuieiNorven\eyNeler:vNeINeinmierNelerv:vuNorNelerNeuy:Nelepunivelouyer.v:Nen:v.Neloleuniny:
PI235047 481 eyNeuieiyorven\eyNeleyvNeIXeinierNeler:v:vuNorNelerNeuy:Nelepynivelouyer.v:Nen:v.Neloleunigy:

PI585270 541
PI235047 541

BRIV AN OO C TCGAACTTGGGCAATTGACAAACCTAATCTCCCTAAAACCCCATCTGGGTTTAAGAGGG
RGN/ IO C TCGAACTTGGGCAATTGACAAACCTAATCTCCCTAAAACCCCATCTGGGTTTAAGAGGG

PI585270 661
PI235047 661

PI585270 721
PI235047 721

PI585270 781
PI235047 781

> > > > [V
QQ Q Q Q Q@ Q Q ot ot
H = > = = H A ot ot
H QQ H Q Q ot ot
b= ™o Q@ | Q Q
= QQ = QQ Q Q
QQ = 4 h=ah ™o S
> = ] QO [
Q Q > QQ > Q Q
= = Q0 H = S Q Q
QQ > QQ QQ Q Q
= H 4 > > S
QQ QQ Q@ B Q Q
H 4 QQ Q@ > [OR]
Q@ QQ ™ Q Q ot ot
> A @ Q QQ QQ
H = 34 ™ =3 4 ot ot
H = > Q@ > Q Q
EREl =B=l  BERS > Q Q
QQ H 3 =RE H 3 Q Q
™o Q@ H = Q Q S
Q@ > > @ Q QQ
H = > QQ H A ot ot
H Q Q H 33 o ot
H = 34 QQ QQ Q Q
H = Q Q H H 4 S
Q@ Q Q b 33 ot ot
= 3 @ @ > @ @ Q Q
QQ | > | o ot
> > b Q Q SR
QQ b s b= Q Q
QQ == Q Q H 3 o ot
QQ H A3 Q@ QQ Q Q
QQ H 3 > > t
QQ 33 s QQ ot ot
> QQ Q Q QQ o
> H 3 QQ QQ S
> = 3 = 3 > +
b QQ H = Q Q Q Q
= > > QQ S
H = > H 3 H A (S
> > = 4 QQ o
= 4 > > > Q Q
QQ =] ER= s S
0 Q ] Q Q > [V
> > = 3 = 3 ot
s s QQ QQ ot ot
Q@ QQ > D ® o
b QQ QQ ™o ot ot
=R= H H = Q Q o ot
™o QQ QQ H 3 Q Q
Q Q > Q Q > Q Q
H = QQ H = QQ o ot
> = 4 > Q Q o
ERE] =l aa ™o o @
> QQ H 4 H A o
QQ hlb ] Q Q 33 ot ot
QQ @Q @ @Q @ QQ o
QQ QQ QQ H A ot ot
[DN0) [DHO) > = 3 ot

RN VAN 'S C TACTGCTGTTGTTGCCAACTCTAACAAGAAGGGTGCACCTAGTACTGCTAAA GTGC]
RGN/ R Y/ S C TACTGCTGTTGTTGCCAACTCTAACAAGAAGGGTGCACCTAGTACTGCTAAA GTGC]

NSRSV ORI ORI C T GGATGGAGCTCGAATTGTTTGTTTTGATCTGTAGATGCAGTATTTAGAGTCCTGGTAT,
RGN A R IO C T GGATGGAGCTCGAATTGTTTGTTTTGATCTGTAGATGCAGTATTTAGAGTCCTGGTAT,

BRSSO C C T TGAAGGTTAAACTTATTCCCGATGTATGTTATTTTCAATGTCTTTGGTATGCAAATC|
RGN/ A LN A C C T T GAAGGTTAAACTTATTCCCGATGTATGTTATTTTCAATGTCTTTGGTATGCAAATC]

BRSO NOE R T C T TATGTATGTGGAAAACATCTCAACTGCTTGGTTCACCTTTTGTCGGGAAGGATTTGA
RGN NOR R T CTTATGTATGTGGAAAACATCTCAACTGCTTGGTTCACCTTTTGTCGGGAAGGATTTGA

BRSSO OISR T\ TCAAAGATTCGAACTCTATTTCTAGGGGTCGCTTACGACTTTAGTGTTTCAGATTCTG
RGN/ OISR T\ TCAAAGATTCGAACTCTATTTCTAGGGGTCGCTTACGACTTTAGTGTTTCAGATTCTG
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IR VA O RS T\ CATAAAGTTGTGGTTGTGGTGCTGAATTTCCCCTAGTTTTTGTCGGTGTTTCTATGAA
IR RN S T\ CATAAAGTTGTGGTTGTGGTGCTGAATTTCCCCTAGTTTTTGTCGGTGTTTCTATGAA
PI585270 1201 pervsleingoielyelespier:
PI235047 1201 pervysleigigyeienyelespier

Proteinsequenz des Kandidat 630 aus den C. pubescens-Akzessionen Pl 235047 und

P1585270.

> Kandidat 630 (PI 235047 und PI 585270)
MAKDSPKPPKTTPRAPTNPTVSIWAAQCGKCFKWRTLSTQEEFEEIRSRFAEQPEFNCDNKPNGSCDDPPDIEYDSSRTWAIDKPNL
PKTPSGFKRELYLRRDYSKMDAYYVTPTGKRLRSLIEVGNFLONNPEFRDLSVSDFSFVSPKIMDDTIPATAVVANSNKKGAPSTA
K_

A9

Protein-Sequenzvergleich des C. pubescens Kandidat 630 mit einem Methyl-CpG-bindenden
Protein aus Soja (Glycine max)

Proteinsequenz des vorhergesagten methyl-CpG-bindendende Domane-beinhaltendes
Protein 4-like Isoform X1 [Glycine max]

NCBI Reference Sequence: XP_003536387.1

>G.max
MVKYGREKREVTYVNNMKGGQEISKTPSSSKRTLSQGSVDIYAAQCKNCLKWREIDTQEEFEEIRSKVAEEPFLCSRKANSSCDEP
GDIKYDSSRTWVIDKPNLPKTPQGFKRSLVLRKDYSKLDAYYITPAGKKLRTRNEIAAFLKDNPEFKGVSASDFDFSSPKIMQDTI
PEVVEQKDSANKKVKIAKDEV

Vergleich der Aminosauresequenzen des Kandidat 630 (C. pubescens) mit einem Methyl-
CpG-bindenden Protein aus Soja (Glycine max, G.max). Identische Nukleotide sind als weil3e
Buchstaben auf schwarzem Hintergrund dargestellt. Das Alignment wurde mit ClustalW und

Boxshade erstellt. Die Identitat beider Proteine betragt 56%.
DT ¥AAQCINCIKWRINTEINT OEE
BT WAAQCENCIIKWRINERIT OEE
(8 S-S N 1 - T R S KW~ EIP FIlCIAKIANES C DEP@D T Y DS SRTWYI DK PNL PKT P@IG FKRELILRKD
(OB TP Sl - - T R SRIZA 0P FINCINYK|ZNES C DD PJED Iy DS SRTWIAT DKPNL PKT PG FKRIFLMLRRD
G.max. 121 MSAIYNE] e~ EGI IRV I8N PE FREV SIS DFIRFRIS PK TMEDT T PlaiAVA{e)e)
(OB TP oIl v S KMDA Y Y\ T PINGKR LR SIMIE VN F 10N PE FRIBE SIS DEEIFIYS PK TMIBDT T PEANAN

G.max. 181 BaNEKVKIAKDE
C.pub. 163 ENKEGAPSTAK--

G.max. 1
C.pub. 1

Vergleich der Sequenzen des Kandidat 630 (C. pubescens) mit einem Methyl-CpG-
bindenden Protein aus Arabidopsis thaliana (AtMBD4, AT3G63030). Identische Nukleotide
sind als weifl’e Buchstaben auf schwarzem Hintergrund dargestellt. Das Alignment wurde mit
ClustalW und Boxshade erstellt. Die Identitat beider Proteine betragt 50%

630 1 KBS - - PESEPIAT T PEA PTNE- - TS I (NS C K@ IENSITOEEREER IR SRIFAFOPE'N
AtMBD4 1 KEEEE!GKPAKPKA KDV LEDTYAAQCDNCH IBSOEEYEDIRSKVINERP FN|
630 SN CIBNKidNe S CDDPIEDIEYDS SRTWIAI DKPINLPKTPRGFKRIBLMLRRDY SKMDIAY YT PTGK|
AtMBD4 (PR Ce)NKieleNiS CEEPI\DIBYDS SRTWWYIDKPELPKT PINGFKRYLIYLREDY SKMDRY YJAT PTGK
630 117 RIMSSIL T N QNNPEFRDLSTSDFSFVSPKIMDDTIP ————— SMNAVVANEINKKGAPSEE
AtMBD4 121 M#ERN E‘NPEFRNAPEGDFNFT PKMMEDTMPPDPKLGS|ZNISUNTINNNING S S
630 172 Alt----

AtMBD4 181 V|

A10

Nukleotid-Sequenzalignment und Vergleich des C. pubescens Kandidat 630 mit einem
Methyl-CpG-bindenden Protein aus Kartoffel (Solanum tuberosum, SGN-U284104).
Identische Nukleotide zwischen beiden Akzessionen sind als weile Buchstaben auf
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schwarzem Hintergrund dargestellt. Das Alignment wurde mit ClustalW und Boxshade
erstellt. http://solgenomics.net/search/unigene.pl?unigene_id=284104

>S. tub. (Solanum tuberosum, SGN-U284104)
ATGGCGAAAGATTCTCCAAAAACTCCCAAGACGTCGTCGTCGAGGTCCGCAACGAATCCATCAGTGAGCGTGTGGGCAGCACAATG
TGAAAAATGCTTGAAATGGAGGAGGATTGCGACACAGGAAGAATTTGAGGAAATCAGAAGTAGGTTTACTGAAGAACCCTTTAACT
GCCACAACCAACCCAATAGTTCTTGTGATGACCCTACAGATATTGAGTACGATTCTTCTCGAACTTGGGCTATTGACAAGCCCAAT
CTGCCTAAAACCCCATCTGGGTTTAAGAGAGAATTGTACCTGAGGAGAGATTACTCTAAGATGGATGCTTATTATTTCACTCCTTC
AGGGAAGAAACTCAGATCCTTTACTGAAGTAACTACTTTTCTTCAACAAAATCCCCAGTTCAGTGACGTTAAACCCTCAGATTTCA
GCTTTACCAGCCCCAAAGTTATGATTGATACCATACCCTCTACCGCTCTTCTTGCCAACTCTCACAAGAAGGGTGCAGCTAATAGC
ACTAAATGA

Sequences (1:2) Aligned. Score: 84.10

Guide tree file created: [clustalw2-I20140818-123138-0250-73397727-pg.dnd]
S.tub. IR~ TGGCGAAAGATTCTCCAAA.

C.pub. IR~ TGGCGAAAGATTCTCCAAA.

S.tub. 61 TCAGTGAGCGTGTGGGCAGCACAATGTGAAAAATGCTTGAAATGGAGGAGE INeCGAC
C.pub. B MPACAGTGAGCATITGGGCAGCACAATGTGEEAAATGCT TMAAAT GGAGGAGAGTIENCAAC
S.tub. 121

CAGGAAGAATTTGAGGAAATCAGAAGTAGGTTTACTGAACGAACCCTTTAACTGE®OACAAC
C.pub. BRI C A GGAAGABGTTTGAGGAAATCAGEAGTAGGTTTECTGAAMAACCCTTTAACTGINEACAAC]

S.tub. IRSERNG " " CCOMAATAGTTCTTGTGATGACCCHS T¢
C.pub. IRVRSEAN/\ A CCINAATEGTTCTTGTGATGACCCENSCH Cle
S.tub. PXSRCCINATTGACAAGCC®AATCT®@CCTAAAACCC

C.pub. ST G CINA T TGACAAACCIAATCT@®CCTAAAACC TTAAGAGEGAGTTGTAMC
S.tub. CJONAN " GGAGAGATTACTCTAABATGGATGCTTATTATIWTCACTCCTHN EAAGAAACT®
C.pub. AN GGAGAGATTACTCTAAAATGGATGCTTATTATETCACTCCTIRCIGGE®AAGAGACT)
S.tub. SN T CCINT TAMTGAAGTAAGMTAGTTTTCTTCAAGA CCIXCHNINOYNE TEINS G T AAIACCl®
C.pub. BN T CCOTTANTGAAGTGEETANTTTTCT TCARRA INEAGCTTCAGEGACHTENNGAEHNC
S.tub. YA T CINGATTTCAGOTTTAMCAGCCCCARAAGTTATGAMTGATACE®ATACCCHNC ®GCT®TT,
C.pub. ISR T CISGATTTCAGIT T TGISCAGCCCCAAAATTATGEIATGATACIATAC > IGCTE®TT)
S.tub. [3NRN® T TGCCAACTCT®MACAAGAAGGGTGCAGCTAATACMACTAAATGA

C.pub. LYRNE T TGCCAACTCTINACAAGAAGGGTGCAGCTAGTAGINGC TAAATGA

T
T

TTAAGAGAGARTTGT? CG
T

C

All

Nukleotidsequenz des Kandidatengens 15502 aus der C. annuum cv. CM334

Vorhergesagte Start- und Stoppcodons sind fett grin bzw. rot markiert. Der graue
Hintergrund zeigt die kodierende Sequenz, wobei kleine Buchstaben Introns darstellen, die
mit Hilfe des Vorhersageprogramms Softberry identifiziert wurden. Das EBEaygsa15502 ist
gelb hinterlegt.

>Kandidat 15502 (C. annuum CM334)

AGTTAAAATAAAGTATTATTAAATATTTTTTTTTTTTTTTTTATTCTTATCAAAGATTTTTTAAAATAAAAAAAATATTTAACAAT
CAAAAGCATTCAATAATAAGCAAATTCAAACACCCACGTCATTAATATATTTACACTTTGCAGTAAGAGACAAGATAATAGTCCAT
GATTTTATTATCTTTGTGAAGAGCACATGGACGGTCATTCTCCTGCCTCGGCCCACAAAGCAATTGACGATCAGAATTTTTCGTCC
GTCCGCACGCATCTCCCCAAAAAAAATCACATCAAGTGGTATCGATTCGATACATCCACCATCAGTAACTCTTTTTTTCCTCAGAA
ATCTCGGGATGAGTGAAATGTGGTATGATCAATAATCCACATCTCCACATTCTCTTCACCTTCATAAATCTCCAATTTTCACTCTC
ACACTCCACTCACATTCAATTGTTGAAAAACTAGATCTGTGCATGAGCATAATGGCGACATCGTCCTACTGTGCCGCTACAAATGG
AGTAGAGTTATTCAACCATTACGGGTCCAACTCCAGATTGATCCGTTTCAGTTCTATAAACACAAGTTCCAAATTGTTTCTTACTA
GAACCTCCAATTTTCGCAGAGCCAAACGTTGTTTCTATGTGAAGAGTACCTTAAGTGAGCCCAAGCAGAAAGTTCAGGATCCTATT
ACTGACCTAGgtatttccttaatttaatattctgcaatttattggaatcaaaattgggtaacatttcgtgggtcaatcatttagga
aaggcataacacataaatgtgcccttcaacttggccttaactggctctcgaactttggatttgcacacacacgectectatgtage
aaactcgtgatttaacatgtaggaagcgtgcacctcataggattttccaaattaagtttcttgatagtttggacctgeccaatctgg
ttattgatcaaatcttatgttgttaaggcattattgcagtatctaatcgttcttattcattttgtatacaatagtgaagcattaga
aacttggtatccggaccataggaattacagaaacttttgatataatacataagccctttaacttgggcatctatgcecctccaattt
tggatgtgcacaagtagacaaagttgaacatgtaaacacatatgttctacgtggaaaatctcatgattacatgtaggacgcatgca
tctaacacattttgccatataggatgtgtgtacttgttctacttgaatctatctcttgaatgagataagctcttttactttatata
atgaacatcaggattagcttgtgttttctaatccaaataagcagagtcatggttaggtttttggtaaattgaaaaacttatagaga
gatttacctgtttgcaccgaatttatcctcctgtgttgtcaaccaaaattttcaaaatattttgeccttttgaatttacaacattaa
cataatatgactagaccatcattttacaataatatgcaagaaattgatgggttatttcaaagataaatgatggaacttcgaaggat
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aactcaaaaggaaaaaaaaaattccaacggacttgatatacacagttgttatttccatcagttccttctaatttattacttacaag
atttatgtttattcccttgcatgacatatataacagGGGCTGAGAGTGATCTGAGTTCTTTTGCTCCTGATGCTGCATCTATTGCC
TCAAGTATCAAATACCATGCAGAATTCACACCTTTATATTCTCCTGAAAGGTTTGAGCTCCCGAAGGCATTCTTTGCAACAGCCCA
AAGTGTCCGTGATTCCCTCCTTATTAATTGGAATGCTACGTATGATACTTACGAAAAGAAGAACATGAAGCAAGCATACTATCTCT
CCATGGAATTTCTTCAGgtatctcattaatcttactttctctttgctctttgataagacataaaattatatctagtaagaaattaa
tccatttgatatttgctaacaaatatactgtatatttattgttacaaatgaaagttcctgataactatgcttaaacaactttatgg
cagttgagtttaattatgtcctatttactatttagGGTAGAGCATTGTTGAACGCAATTGGTAATCTGGAGCTTACTGGTGCATAT
GCAGAAGCTTTAAAAAAGCTTGGCCACAATCTAGAAAATGTGGCTTCTCAAgtaagtgatttttttttcatgecgtcagagaactgt
ctagttttccaagttctctttgttttactcgagaacagttggactatgtgtattcatttgtgaattggtgcattaactgttttgta
atgttcagaagccatacatgccatactttttcatatttttattggagttgactacttgttaattttggaataattactgacagGAG
CCAGATGCTGCTCTTGGAAATGGAGGTTTGGGAAGGCTTGCTTCCTGTTTTCTGGACTCTTTGGCGACACTAAACTACCCAGCATG
GGGCTATGGACTTAGGTACAAGTATGGTTTGTTTAAGCAACGGATTACAAAAGATGGTCAGGAGGAGATCGCTGAAGATTGGCTTG
AAgtatgcttattacttcatcagttcttgatttcatatatgttcacatccttagatagtttatgtccttgtctcttactattctce
ttttgtctttagagcttttgatattcctttgttctctttctttttgacttatttacttttatttcgttcatgcaatgtgcatgttce
attattgtttgttttccatgcagATTGGCAGTCCATGGGAAGTTGTGAGGAATGATGTTTCATATCCTATCAAATTCTATGGAAAA
GTCACTACAGGATCAGATGGAAAGAGATATTGGATTGGTGGAGAGGATATAAAGGCAGTTGCATATGATGTTCCCATACCAGGGTA
TAAGACCAACACGACAATCAACCTTCGACTGTGGTCTACACAGGTTCCATCAGCAGACTTTTATTTATCTGCTTTCAATGCTGGAG
AGCACACCAAAGCATGTGAAGCCGAAGCAAACGCCAAGAAGgtaggcttaatctattaatttgtatgcagttttatattctatttg
ccttttcttagtgaggattggagcttcagtatgagcttttcggttttgectgtctcaacactecgectgecatcttcagaccaaacaact
gttgtaggacatgatttcgggttccatcataaccagtggattttatagggatgcatttatctgtttctttaaaattgacctgaagt
agtaagtacactgatctaatcagaatcatgaggccgattatctacattcctatttgtcctaggcaccatttaacctaceccttettt
tcttttctctttttttcgttttgacaatactectttcttttecttettgectgttttttttttectggtggtgggggtgggtgggttge
agggagtgcaagaacaagagactgatgaccaagtttttgtagaaaatgtcaggagacctgatatccatattcatacaggcacatct
taaccagctctttttgttttatgtttcttttttctaaatcactctegttttttttttccttgeeccttttgttettttgtttggggt
gggnnnnngggtggggtggggtggggtgggggtggggggttgcaggaggcttctecttecgtatacattagggacataataacatacg
tagcagaacattaatatagatgacctttttgagtttgtagtgagagagaagatgattcccactataatgatcatataagagatttt
gacagtctttaagaacaataggatgttgatccatttatattttggattttattttgcttgtcctatgaaggacttttggcaatcta
ccttgtagttttttaattgaaagattttatatatgcatttttgttgagtctttttcatttagttattttacttatctgtacgaggt
ttatttggtacttctttcaaaactatgcttcacttcaatgaagcaagtattttgcttctecgetttaagtgaagtgggeeccttecteg
cttttttgcgcttcttgtaggcagtaacactggtctaagctagecattttctctaacatcagATATGTTACGTACTCTACCCTGGGG
ATGAATCAGATGATGGGAAAATCCTTAGGTTGAAGCAACAATATACCTTGTGCTCGGCTTCTCTCCAGGATATTATTGCACGATTT
GAGAGGAGATCATGTGATCGTATTAAGTGGGAAGAGTTTCCTGAAAAAGTTGCTGTGCAGATGAATGACACTCACCCTACCCTTTG
TATCCCTGAGCTGATGAGAATATTCATAGATCTGAAGGGCTTGAATTGGAATGAAGCTTGGAATATAACTAAAAGgtacttaaaat
tacacgctttacatgtggaaaattgaggtttcagttggctttttatttttgtgctgaataaactgcatggaagtatcatctgaatt
tgttttaaatccatgatgcaagtgatactgtagtatgctatcttatttatgaacttcaagttccgtatcatctgaattggtcatcg
aacatcaaaatgacaggagataaacacacttttaaacataaagcattatcttctattttttaaatagTCTAACGCTGACATCCTTA
ATGGTGGAAACTGCCAGAACTGTTGCATACACAAACCATACTGTTTTGCCTGAGGCACTGGAGAAATGGAGTTATGAATTGATGCA
GAAGCTGCTTCCCAGACATGTTGAAATCATTGAGGCGATTGACGAGGAGgtgatggaactaccaatttagcagatctattaggtta
tgcaagttaatcatttttgactaatttctgcactgtgctatttttacagCTGGTACAAGAAATTGTATCTAAATTTGGCTCACTGG
ATCTGGAAAAATTGGAGGAAAAGTTGACTACGATGAGAATTTTAGAAAATTTTGATCTTCCCAGTTCTGTTGCTGATTTATTTACT
AAGCCTGAAATCCCAGTTGATAATAATACTGAAACAGTAGAAGTCCATGACAAAGTTAAAGCTTCTGGTGAAGTTGTAACTAATGA
TGAAGATGACACTGGTAAGAAAACTAGTGCAAAGACAGAAGCAGCTGCAGAAAAAGACATTGAAACGAAAACTATTGTGAGATTGG
AACCAGCTGTCATACCACCTAAGAAGGTCCGCATGGCCAACTTGTGTGTTGTGGGCGGTCATGCTGTTAATGGAGTCGCTGAGATC
CATAGTGAAATTGTGAAGGAGGAGGTTTTCAGAGACTTCTATGAGgtaagcatcattagtatgaatctttcgatatgtatcagatce
agtgattttggtaacactgagtttttgttcatgcattattttactgttaacatttacagCTCTGGCCTGAAAAATTCCAAAACAAA
ACAAATGGAGTTACACCAAGAAGATGGATTCATTTCTGCAATCCTGCTCTTAGTAGCATCATAACTAAGTGGACCGGTACAGAGGA
CTGGGTCCTGAAAACTGAAAAGTTAGCAGAATTACAGAAGgtatttcatttgccttttctggecttggcatgtttaagaagatgage
tggaagattttgctgtttgctgtgagatagttgaaaatgcatcctctgttacaccctccaaagattcacaaagtttttgaggtcta
ctttttttgattttttggagaacatgtgaaggctgtgttcacaaagattacaatccaaaggagtatgaaaatatggagtcaccgec
taaggaaacagattgtattggccaagtgtgcaggtcacttgacccatcccttgaaattcttttcaaaattggttttgaaagaaaac
cttttgaatttattttgactccaaatggttgtggataacaatgattggacaaggaaattcctttggttaaggagcaggtgttagge
atcctacccgtgcataaatttctgtttaccctecctttttcaactgatttcaagattctggttaaageccgtcgaccacagatattaa
gatttacattagcaataattgaagtttaactaaattataatgggcttcttagAATTACATAATTTTGGGAGAATCAACTGAAAAAT
ATAAGCTAAATCAAACCTTGAACCTGCACTTTCGTCTAGTTGATAATGAAGTTAAAAATAATAACTCACTATTTACAAAGCAGTTC
CATTTCAAACTGAGTgtatgtgctctaaaatgttcaccttatgttgtgactgaactgtgggtaccatgcacagTTTGCTGATAATG
AAGTTCTTCAAACTGAGTGGAGGGAAGCAAAAAGGAGCAACAAGGTTAAAGTTGCCTCCTTTCTCAAAGAAAAGACAGGGTATTCT
GTTGTCCCAGATGCAATGTTTGATATTCAGgtgtgttattctccatttttcagttttggccatgatgattagtttgectecgtectta
gttatatgaatcatctcttgtttttggtcaaagtatcatgcacttgtcaattaagaaaccaattctcagGTAAAACGCATTCACGA
GTACAAGCGACAACTTCTAAATATCTTTGGGATTGTTTATCGGTATAAGAAGATGAAAGAAATGACAGCTGCAGAAAGAAAGTCTA
ATTTCGTTCCTCGAGTATGCATATTTGGCGGAAAAGCTTTTGCCACATATGTGCAAGCCAAGAGGATTGTAAAATTTATCACAGAT
GTTGGGGCTACTATAAATCATGATCCAGAAATAGGTGATCTGTTGAAGgtatgaacttgattatttgtctttatttatttattttt
gctttgattttgatacaagctattcttttctagcaagttgaaggtcactctatttttagectcacttcttggtgatttttgtctgtg
atatttctgcatctgtttcatcacgtgattactttttgcacctttacttgaagagtctctecgtttatatcttgtagGTAGTATTTG
TGCCAGATTATAATGTTAGTGTTGCTGAATTGCTAATTCCTGCTAGCGATCTATCACAACATATCAGgtaattaactgactccatce
tttctcctcaattgcgttgtctatagatttggctagtctgtttcattggaaagaaagatgectgcaagtaggaaactttggtagttg
ccaactaatagttcatgaaaattgaagattttatgtacctttttttttttttaaaaatgatgatcttatgttgttacttaatgata
cttaaatggggcaactactagtggaaaatgtttatccatgccgattcatttctcagtaatgtgataactgcacataaatatctaat
atttccattaatcttgtagGTTTATGTTTTTAGCTTTATGTAGAGATATACTTGACTCTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTTCCTATGC
CCCAGTACGGCTGGAATGGAGGCCAGTGGAACCAGTAATATGAAGTTTGCAATGAATGGTTGTATCCAAATTGGTACATTGGATGG
TGCTAACGTTGAAATAAGACAAGAGGTTGGAGAAGAGAACTTCTTTCTCTTCGGTGCTCAAGCTCATGAAATTGCAGGGCTTAGAA
AAGAAAGAGCTGACGGAAAGgtaaagctcaccecctecttttgtgtgacatgttgatcaattttecttttttecttggttaatattttte
tattcttcaaatttcgtcttttttttctttactaataaccacataaagtttcttctcagatgcattgaaatggtcaccttgeccggt
tgttgaacgaaaattttatttcttctecgtttgcagTTTGTGCCTGATGAACGTTTTGAAGAGGTCAAGGAATTTGTTAGAAGCAGT
GCTTTTGGCTCTTATAACTATGATGAGCTAATTGGATCCTTGGAAGGAAATGAAGGTTTTGGTCGTGCTGACTATTTCCTTGTGGG
CATGGACTTCCCCAGTTACATAGAATGCCAAGAGAAAGTTGATGAGGCATATCGTGACCAAAAAgtaagtccagttgecttgcattt
cctgcaggatattttgtttgctttctcatgttcgtgcatcctatttaggtaatttacacttgcggaaacaccaaatcttgctagtt
gtgatttatgtatgtctaatatatgtgaatgttcttccgcagAGGTGGACAAAGATGTCAATCTTGAATACAGCAGGATCCTACAA
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GTTTAGCAGTGACAGAACAATCCACGAATATGCCAAAGACATTTGGAACGTTGAACCTGTGGAGTTACCATAAGAGAGGGAAGGGA
ATAAAAACAACAAAGCCTCAGTGAGTAGCATTGACTAGTTCCACTTGAGTCGTTTCTTTTTTTAGTGTGAAGGTATATAATCTGTA
AGAGGAATGATGTTACCACATAATAAGAGATCAAAGAGCCTCATTTGCTGCTCACTTTGATTCTTCTTAATTTATGTTTTGGTCAC
ATACTCAAACCCGGCAGATCCTCTGGGTGGTGATGTCATTAATGTTTATGCTGCCTAATCCATCAAAATAGATGATTTTAAAATCA
AGTTCATGCTTTTATTCCTAAAATAAAATTGGAGGTGAGAGATTAGGGACAAAGAAAGTAGTGGAAAGATTTGTGCAACCGCCAAG
GGTGTCATGATGGATGTAGTGCTGACAGAATAGATAAATTTGTCAGAGTATTCGTCCAATAAAAATGGATTGGATAATTAATTTAC
TCAAGTCTCAACAAATGTGGATCGCTCCATTCTATTCGCTGTAAAAATGTATTACACTAGCTATCGGAATCGTACTTCCATTCTAT
CTTTTTTTTTTAAGATTGTTTTTGCCTTGAGCTGAGGGTTCATTGAGAACAACCTTCTTACCTCATTTTTGAGATAGAGGTAAAGT
TTCCTTCTACACTTCCTAAACTCCATTTTGTGGGACTATAATGTTATTTTCGGATACAGAATCTGTATATAACAATTTGAACTTCA
ACACTAAGTTCAAGAACAACTTTAAAAACTACAATAAAGTTCAACAATTTCAAACATAAGTTCAAATGAGTGATCAAATGAACTAC
TAAAATGAAGTTTCTCAAGTGAATGATCAAATGAACTATCAAAATAAAGTTTCTACTATTTTTAGAAAAATAGTAAAACCAACTTA
AGAAATGAAGATGAAACAGAAAAAAGGATAGAATTAAGTCCATCGAATTCACGGCGTGTGCTTAAGGAATTTATTCTTCTCAAA

A 12

Promoter- und cDNA-Sequenz des Kandidatengens 15502 aus der C. pubescens Akzession
P1 235047 und Pl 585270

Vorhergesagte Start- und Stoppcodons sind fett grin bzw. rot markiert. Das
EBEass4Cand15502 ist gelb hinterlegt.

>Kandidat 15502 (PI 235047 und PI 585270)
CACTTTGTAGTAAGAGACAAGATAATAGTCCATGATTTTATTATCTTTGTGAAGAGCACGTGGACGGTCATTCTCCTGCCTCGGCC
CACAAAGCAATTAACGATCACCATTTTTTCGTCCGTCCGCTTCTCCCCAAAAAAATCACATCAAGTGGTATCGATTCGATACATCC
ACCATCAGTAACTGTTTTTTTCCTCAGAAATCTCGGGATGAATGAAATGTGATATGATCAATAATCCACATCTCCACATTCTCTTC
ACCTTCATAAATCTCCAATTTTCACTCTCACACTCCACTCACATTCAATTGTTTAAAAACTAGATCTGCGCCTGAGCATAATGGCG
ACATCGTCCTACTGTGCCACTACAAATGGAGTAGAGTTATTCAACCATTACGGGTCCAACTCCAGATTGATCCGTTTCAGTTCTAT
AAACACAAGTTCCAAATCGTTTCTTACTAGAACCTCCAATTTTCGCAGAGCCAAACGTTGTTTCTATGTGAAGAGTACCTTAAGTG
AGCCCAAGCAGAAAGTTCAGGATCCTATTACTGACCTAGGCGCTGAGAGTGATCTGAGTTCTTTTGCTCCTGATGCTGCATCTATT
GCCTCAAGTATCAAATACCATGCAGAATTCACACCTTTATATTCTCCTGAAAGGTTTGAGCTCCCGAAGGCATTCTTTGCAACAGC
CCAAAGTGTCCGTGATTCCCTCCTTATTAATTGGAATGCTACGTATGATACTTACGAAAAGAAGAACATGAAGCAAGCATACTATC
TCTCCATGGAATTTCTTCAGGGTAGAGCATTGTTGAACGCAATTGGTAATCTGGAGCTTACTGGTGCTTATGCGGAAGCTTTAAAA
AAGCTTGGCCACAATCTAGAAAATGTGGCTTCTCAAGAGCCAGATGCTGCTCTTGGAAATGGAGGTTTGGGAAGGCTTGCTTCCTG
TTTTCTGGACTCTTTGGCGACACTAAACTACCCAGCATGGGGCTATGGACTTAGGTACAAGTATGGTTTGTTTAAGCAACGGATTA
CAAAAGATGGTCAGGAAGAGATCGCTGAAGATTGGCTTGAAATTGGCAGTCCATGGGAAGTTGTGAGGAATGATGTTTCATATCCT
ATCAAATTCTATGGAAAAGTCACTACAGGATCAGATGGAAAGAGATATTGGATTGGTGGAGAGGATATAAAGGCAGTTGCGTATGA
TGTTCCCATTCCAGGGTATAAAACCAACACGACAATCAACCTTCGACTGTGGTCTACACAGGTTCCATCAGCGGACTTTTATTTAT
CTGCTTTCAATGCTGGAGAGCACACCAAAGCATGTGAAGTCGAAGCAAACGCCAAGAAGATATGTTACGTACTCTACCCTGGGGAT
GAATCAGATGATGGGAAAATCCTTAGGTTGAAGCAACAATATACCTTGTGCTCGGCTTCTCTCCAGGATATTATTGCACGATTTGA
GAGGAGATCATGTGATCGTATTAAGTGGGAAGAGTTTCCTGAAAAAGTTGCTGTGCAGATGAATGACACTCACCCTACCCTTTGTA
TCCCTGAGCTGATGAGAATATTCATAGATCTGAAGGGCTTGAATTGGAATGAAGCTTGGAATATAACTAAAAGAACTGTGGCATAC
ACAAACCATACTGTTTTGCCTGAGGCATTGGAGAAATGGAGTTATGAATTGATGCAGAAGCTGCTTCCCAGACATGTTGAAATCAT
TGAGGCGATTGACGAGGAGCTGGTACAAGAAATTGTATCGAAATTTGGCTCACTGGATCTGGAAAAATTGGAGGAAAAGTTGACTA
CGATGAGAATTTTAGAAAATTTTGATCTTCCCAGTTCTGTTGCTGATTTATTTACTAAGCCTGAAATCCCAGTTGATAATAATACT
GAAACAGTAGAAGTCCATGACAAAGTTAAAGCTTCTGGTGAAGTTGTAACTAATGATGAAGATGACACTGGTAAGAAAACTAGTGC
AAAGACAGAAGCAGCTGCAGAAAAAGACATTGAAACGAAAACTATTGTGAGATTGGAACCAGCTGTCATACTTCCTAAGAAGGTTC
GCATGGCCAACTTGTGTGTTGTTGGTGGTCATGCTGTTAATGGCGTCGCTGAGATCCATAGTGAAATTGTGAAGGAGGAGGTTTTC
AGAGACTTCTATGAGCTCTGGCCTGAAAAGTTCCAAAACAAAACAAATGGAGTTACACCAAGAAGATGGATTCATTTCTGCAATCC
TGCTCTTAGTAGCATCATAACTAAATGGACCGGTACAGAGGACTGGGTCCTGAAAACTGAAAAGTTAGCAGAATTACAGAAGTTTG
CTGATAATGAAGTTCTTCAAACTGAGTGGAGGGAAGCAAAAAGGAGCAACAAGATTAAAGTTGCCTCCTTTCTCAAAGAAAAGACA
GGGTATTCTGTTGTCCCAGATGCAATGTTTGATATTCAGGTAAAACGCATTCACGAGTACAAGCGACAACTTCTAAATATCTTCGG
GATTGTTTATCGGTATAAGAAGATGAAAGAAATGACAGCTGCAGAAAGAAAGTCTAATTTCGTTCCTCGAGTATGCATATTTGGCG
GAAAAGCTTTTGCCACATATGTGCAAGCCAAGAGGATTGTAAAATTTATCACAGATGTTGGGGCTACTATAAATCATGATCCAGAA
ATAGGTGATCTGTTGAAGGTAGTATTTGTGCCAGATTATAATGTTAGTGTTGCTGAATTGCTAATTCCTGCTAGTGATCTATCACA
ACATATCAGTACGGCTGGAATGGAGGCCAGTGGAACCAGTAATATGAAGTTTGCAATGAATGGTTGTATCCAAATTGGTACATTGG
ATGGTGCTAACGTGGAAATAAGACAAGAGGTTGGAGAAGAGAACTTCTTTCTCTTCGGTGCTCAAGCTCATGAAATTGCAGGGCTT
AGAAAAGAAAGAGCTGACGGAAAGTTTGTGCCTGATGAACGTTTTGAAGAGGTCAAGGAATTTGTTAGAAGCAGTGTTTTTGGCTC
TTATAACTATGATGAGCTAATTGGATCCTTGGAAGGAAATGAAGGTTTTGGTCGTGCTGACTATTTCCTTGTGGGCATGGACTTCC
CCAGTTACATAGAATGCCAAGAGAAAGTTGATGAGGCATATCGCGACCAAAAAAGGTGGACAAAGATGTCAATCTTGAATACAGCA
GGATCCTACAAATTTAGCAGTGACAGAACAATCCACGAATATGCCAAAGACATTTGGAACATTGAACCTGTGAAGTTACCATAA

A13
Proteinsequenz des Kandidatengens 15502 aus der C. pubescens Akzession Pl 235047 und
Pl 585270

>Kandidat 15502 (PI 235047 und PI 585270)

MATSSYCATTNGVELFNHYGSNSRLIRFSSINTSSKSFLTRTSNFRRAKRCEFYVKSTLSEPKQKVODPITDLGAESDLSSFAPDAA
SIASSIKYHAEFTPLYSPERFELPKAFFATAQSVRDSLLINWNATYDTYEKKNMKQAYYLSMEFLQGRALLNAIGNLELTGAYAEA
LKKLGHNLENVASQEPDAALGNGGLGRLASCFLDSLATLNYPAWGYGLRYKYGLFKQRITKDGQEEIAEDWLEIGSPWEVVRNDVS
YPIKFYGKVTTGSDGKRYWIGGEDIKAVAYDVPIPGYKTNTTINLRLWSTQVPSADFYLSAFNAGEHTKACEVEANAKKICYVLYP
GDESDDGKILRLKQQYTLCSASLODITARFERRSCDRIKWEEFPEKVAVOMNDTHPTLCIPELMRIFIDLKGLNWNEAWNITKRTV
AYTNHTVLPEALEKWSYELMQKLLPRHVEIIEAIDEELVQEIVSKFGSLDLEKLEEKLTTMRILENFDLPSSVADLFTKPEIPVDN
NTETVEVHDKVKASGEVVTNDEDDTGKKTSAKTEAAAEKDIETKTIVRLEPAVILPKKVRMANLCVVGGHAVNGVAEIHSEIVKEE
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VEFRDEFYELWPEKFQONKTNGVTPRRWIHFCNPALSSIITKWTGTEDWVLKTEKLAELQKFADNEVLOQTEWREAKRSNKIKVASFLKE
KTGYSVVPDAMFDIQVKRIHEYKRQLLNIFGIVYRYKKMKEMTAAERKSNEFVPRVCIFGGKAFATYVQAKRIVKFITDVGATINHD
PEIGDLLKVVFVPDYNVSVAELLIPASDLSQHISTAGMEASGTSNMKFAMNGCIQIGTLDGANVEIRQEVGEENFFLFGAQAHETA
GLRKERADGKFVPDERFEEVKEFVRSSVEFGSYNYDELIGSLEGNEGFGRADYFLVGMDFPSYIECQEKVDEAYRDQKRWTKMSILN
TAGSYKFSSDRTIHEYAKDIWNIEPVKLP

A 14

Proteinsequenz der alpha-glucan Phosphorylase aus Solanum tuberosum

alpha-1,4 glucan phosphorylase L-1 isozyme, chloroplastic/amyloplastic-like [Solanum
tuberosum] (Sequence ID: ref[NP_001275215.1)

> alpha-glucan Phosphorylase (S. tuberosum)
MATANGAHLFNHYSSNSRETIHFTSRNTSSKLFLTKTSHFRRPKRCFHVNNTLSEKTIHHPITEQGGESDLSSFAPDAASITSSIKYH
AEFTPVEFSPERFELPKAFFATAQSVRDSLLINWNATYDIYEKLNMKQAYYLSMEFLOGRALLNAIGNLELTGAFAEALKNLGHNLE
NVASQEPDAALGNGGLGRLASCFLDSLATLNYPAWGYGLRYKYGLFKQRITKDGQEEVAEDWLEIGSPWEVVRNDVSYPIKEYGKV
STGSDGKRYWIGGEDIKAVAYDVPIPGYKTRTTISLRLWSTQVPSADFDLSAFNAGEHTKACEAQANAEKICYILYPGDESEEGKI
LRLKQQYTLCSASLODIISRFERRSGDRIKWEEFPEKVAVOMNDTHPTLCIPELMRILIDLKGLNWNEAWNITQRTVAYTNHTVLP
EALEKWSYELMQKLLPRHVEITEAIDEELVHEIVLKYGSMDLNKLEEKLTTMRILENFDLPSSVAELFIKPEISVDDDTETVEVHD
KVEASDKVVTNDEDDTGKKTSVKIEAAAEKDIDKKTPVSPEPAVIPPKKVRMANLCVVGGHAVNGVAETIHSEIVKEEVENDEFYELW
PEKFONKTNGVTPRRWIRFCNPPLSATIITKWTGTEDWVLKTEKLAELOQKFADNEDLONEWREAKRSNKIKVVSFLKEKTGYSVVPD
AMFDIQVKRIHEYKRQLLNIFGIVYRYKKMKEMTAAERKTNFVPRVCIFGGKAFATYVQAKRIVKEFITDVGATINHDPEIGDLLKV
VEVPDYNVSVAELLIPASDLSEHISTAGMEASGTSNMKFAMNGCIQIGTLDGANVEIREEVGEENFFLFGAQAHEIAGLRKERADG
KEVPDERFEEVKEFVRSGAFGSYNYDDLIGSLEGNEGFGRADYFLVGKDEFPSYIECQEKVDEAYRDOQKRWTTMSILNTAGSYKFESS
DRTIHEYAKDIWNIEAVEIA

Protein-Sequenzalignment des C. pubescens Kandidat 15502 mit einer alpha-Glucan
Phosphorylase aus Kartoffel (Solanum tuberosum)

WeilRe Buchstaben auf schwarzen Untergrund in beiden Zeilen weisen auf identische
Nukleotide hin. Alle anderen Farbkombinationen stellen unterschiedliche Nukleotide dar. Das
Alignment wurde mit ClustalW und Boxshade erzeugt. Die Sequenzidentitat liegt bei 91,3 %
(ClustalWw).

C.pubescens15502 IRV ATSSYGATINNGIILENHY@SNSRIBTRES SH BIFLTRTSNFRR MV T L.SE|
S.tuberosum 1 -——-- RV ENHYSISNSRIFTHEES WELTKTSlEFRRIZ HYN NS —

.pubescens15502 61 EKQK O P I TDIGAESDLSSFAPDAASIIASSIKYHAEFTPEYSPERFELPKAFFATAQS?
S.tuberosum LR K T8I P T TE@GEESDLSSFAPDAAS IS SIKYHAEFTPMESPERFELPKAFFATAQS?

RDSLLINWNATYDINY EKINNMKOAYYLSMEFLOGRALLNAIGNLELTGA¥YAEALKINLGHNI
RDSLLINWNATYDMYEKIMNMKOAYYLSMEFLOQGRALLNAIGNLELTGAEAEALKINLGHNI,

Q

Q

.pubescens15502 121
S.tuberosum 112

(O3 o181 oIS -TelSY o FSNRG IS OB RN NV A SOE PDAALGNGGLGRLASCFLDSLATLNY PAWGYGLRYKYGLFKQRITKDGQEEEA
S.tuberosum IV NVASQEPDAALGNGGLGRLASCFLDSLATLNYPAWGYGLRYKYGLFKQRITKDGQEENMA

(O3 o181 oISF-TelISY s SN IS B S D1/ .EE I GSPWEVVRNDVSYPIKFYGKVATGSDGKRYWIGGEDIKAVAYDVPIPGYKTIY
S.tuberosum PRV D/ LEIGSPWEVVRNDVSYPIKEFYGKVSTGSDGKRYWIGGEDIKAVAYDVPIPGYKT

(O3 o181 oISF-TelSt oSN IS )ZBNCTONAN [N [ RLIWSTQVPSADFMLSAFNAGEHTKACE\J#ANAIMK ICYMLY PGDESPBGKILRLKQQY]
S.tuberosum AV B RLWSTQVPSADFIRLSAFNAGEHTKACEINOANAMKICYELYPGDESEEGKILRLKQQY
(O3 o181 oISFTelISt SN IS ZBNCTNAN ' 1. C SASLODI INRFERRS@DRIKWEEFPEKVAVQMNDTHPTLCIPELMR T DLKGLNWN|
S.tuberosum ERVANT . CSASLODIIPRFERRSE@DRIKWEEFPEKVAVOMNDTHPTLCIPELMRIMIDLKGLNWN|
[OF T VEIKIEGSTD]
I=lE T VIRKMG SMD]
C.pubescens15502 481 WERSBHANENERVISSENANIIOINSISAVIN >IN TII0NE D \AB N N INRRVASAVAEDIALY (< W] G £ VAV RNIDIHBID)
S.tuberosum VAT NKLEEKLTTMRILENFDLPSSVAELFIMKPEINVDIBINTE TVEVHDKVI#A SIBISVVTNDEDD
IEAAAEKD T EUNK THIVINEE PAV IIPKKVRMANLCVVGGHAVNGVAEIHSEIVK]
MEAAAEKDI DISK TIEVRISE PAVTIEPKKVRMANLCVVGGHAVNGVAETHSE I VK]

BIIITKWTGTEDWVLKTEKLAELQK]
IHLSII ITKWTGTEDWVLKTEKLAELQK]

(O3 o181 oIS -Tel St s FS NG IS O M B YN ' 2\ DN EWY L.OWEWREAKRSNK IKVINSFLKEKTGY SVVPDAMEFDIQVKRIHEYKRQLLNIFGI
FADNEWLOQ REAKRS

C.pubescens15502 421 [WNUNIREKEUAVNSRNERVARSNDHUIRNHNYO)NNNNN-AA NN NN NN
S.tuberosum (VAN A\ WNITORTVAYTNHTVLPEALEKWSYELMOKLLPRHVEITIEAIDEEL!

C.pubescens15502 541
S.tuberosum 532

C.pubescens15502 601 |BAMIRDIENGAANIZHSIINSINENVANINNIE - IHSNI
S.tuberosum BEVAEFVENDFYELWPEKFQNKTNGVTPRRWIRECNP

S.tuberosum 652 NEPBLONEWR NKIKVSFLKEKTGYSVVPDAMFDIQVKRIHEYKRQLLNIFGI

(O3 1SN eISET ISt SN IS B A/ ¥ R Y KKMKEMTAAERKSNEVPRVCIFGGKAFATYVQAKRIVKEFITDVGAT INHDPE IGDI
S.tuberosum RV Y RY KKMKEMTAAERKENEVPRVCIFGGKAFATYVQAKRIVKFITDVGAT INHDPEIGDL

(O3 e1b1 o ISFTelSt o FS NG O ) B AN [ <V E'VPDYNVSVAELLIPASDLS@HI STAGMEASGTSNMKFAMNGCIQIGTLDGANVE I
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S.tuberosum 772

LKVVEFVPDYNVSVAELLIPASDLSIBHISTAGMEASGTSNMKEFAMNGCIQIGTLDGANVET

C.pubescens15502 841
S.tuberosum 832

C.pubescens15502 901
S.tuberosum 892

.pubescens15502 961 AENESERVINNNND\YKIHP
S.tuberosum ERYANT Y AKDTWN I ERVINTEN

LEGNEGFGRADYFLVGEDFPSYIECQEKVDEAYRDOKRWTINMSILNTAGSYKFSSDRTIH
LEGNEGFGRADYFLVGI{DFPSYIECQEKVDEAYRDOKRWTEMS ILNTAGSYKFSSDRTIH

Q

A 15

Potentielle Nukleotidsequenz des Kandidatengens 8248 aus der C. pubescens-Akzession
Pl 235047

>Kandidat 8248
ATCTGAACTATTATCGTGCTTCATTCTTATAATTACAACAATATATTTTTGCGTAATTTTTCGCAAGTGGAATTTTGAGAAAGGTG
GTGTATATATAGTCTTATCTCTATCTTGTGACGACATAGACTTGATTCAATTTCAAGAAAATTAAAAATTTCATAGTTGTGACACT
CATTTGCTAGCTAGATCAAATGGCCAAGTTTATGAATGGTGACCAAATGTGTTGGATGGAAGTTGCTGTTCCAGCAATTCTCATGA
CACCAAATAAGATTTCTGTTTCTCCTCAGCTTGAAACTATATTTGAAGAAGAGGATTTTGAGGACTCTGATTTTCAACAAGAAGGG
AATTCTATTTTTTCCCTATAGATTTTAGTTGAATTAATTAGATGTGAATTTTTTCTTTTTCATCATTTGAGATTTGTTAAGAATTA
AGATCTCTATGGTTCTGTTTTTTGTTGTTATGTAACATTTTTTCGATTCCAAAGAATTCATTTGATTAGTTG

Ein Sequenzcontig des C. annuum cv. CM334 Genoms, der einen homologen Bereich zu
dem Kandidaten 8248 aufweist.

Der homologe Bereich im C. annuum cv. CM334 Genom ist grau hinterlegt. Punkte “...” am 5’
und 3’ Ende des Contigs deuten an, dass hier nicht die komplette Sequenz dargestellt ist
sondern nur Teil. Gelb markiert ist das identifizierte Effektorbindeelement des Kandidaten
EBEAWBS4C3nd8248.

.GTGCCATTTTACGTGTCGTTATTTTCTTTTTAGTCCGTCCTAAAAAGAATGTCATCTTTCCTTATTTGATAACTATTTAATAACA
ACATCCTCATTTTATTTTTACTGGATCCCACTTAATAAGAAAAGACAACTAAAAAATAAACTTTAAGAAGAACAATTTTATAAACT
TTACAAAATCATTACTCATTTTTTAAACTCCGTATTCGATCAAAAGGTGATACATAAAATAAAATAGAACGGAGGAAGTATAATAT
ATGAAAAAATCTCTTTGTGATTTGTCAGATTCATTATTGTATGTTAAATTTGTGGTCTTAAAGTTTTTTGAGTGATTTTAAAGCGT
GTGCAGATTTCCCACATGTTACATGTCTTTACTTTAAAATTTGGCAATATTGAAAATGACAATATTCAAGTGATGTTTCCACTGTC
TTTTTACCCCCACCCCACCCTCACCCGGTGGCGAAGCTATCTTTGCTTCAAAAATTTATTTGAACTTCCTTCGATAAAAAATTATA
TTATTTTATATGATTAAAAATACTTTTTACGTATATATAGTAAATGCAAAACCACGTTCGACTAGTTTGTATATTACTTCTAAACT
CAATGAAAATTCTGACTCCGCCACTACCCAACCCCAACCCCTTCAATTCTTCATTCTTCCTCACTGCTCCCACCTATAAATATTAG
TCCCTCCCTCCCTTCCCAAACACCACAAAAAATACACTCAAAATATTAGTTCCCATGATTGATTATCTGAACTTTTATCTTGTCGG
TGAAAGTTGATTCTTGCAATTACAACAACATTCTTCCTCACCTCCCTCCCACCTTCAAATATTATCCCCTCCCTTTCATCTCTCAT
ACATTTCAAGAAATATACTCAAAATAAAGTAGTAGTAAAGACTCTTTGGCTAAAAAAAATCTTAATAGTTCGGTTGGTTGGCTTTC
TACTATCTGAACTTTTAACTTGTTGGTGAAAGGTTCATTCTCCTTAAGCTAAGTTTCATTCTTGCAATTACAATAACAATCTCAAA
CACCACAAGAAACACACTCAAAAGTAGTACCAAAGACACTCAGAAAATCTTAGTAGTTCATCTGGTTGGTTATCTGAACTATTATC
GTGTTTCATTCTTATAATTACAACAATATATTCTGCGTAATTTTCGCAAGTGGAACTTTGAGAAAGGTGGTGTGTATACCGTCTTA
TCTCTATCTTGTGACGACATAGACTTGATTTAATTTTGTGACGACATAGACTTGATTTAATTTCAAAAAAATTAAAAATTTCATAG
TTGTGACACTCGTTTGCTAGCTAGATCAAATGGCCAAGTTTATGAATGGTGACCAAATGTGTTGGATGGAAGTTGCTGTTCCAGCA
ATTCTCATGACACCAAATAAGATTTCTGTTTCTCCCCAGCTTGAAACTATATTTGAAGAAGAGGATTTTGAGGACTCTGATTTTCA
AGAAGAAGGGAATTCTATTTTTTCTCTATAGATTTTAGTTGAATTAATTAGATGTGTATTTTTTCTTTTTCATCATTTGAGTTTTG
TTAAGAATTAAGATCTCTATGGTTCTGGTTTTTGTTGTTATGTAACATTTTTCGATTCCCAAGAATTAATTTGATTAATTGATGAA
AGTGTTGCATTTATGTAAGGCAAAATGATTTTCTAGACCCCTGTACTATGTCGGTTGGTTTTGTAAGTTGGACATTTCTACTTACA
TGTTTGTCATCTGAACACTTTAACCCATTAAAATGCGATATTTTGCATCCTTTGACCATTGACCGAGCCTATGTGGCATTCAAATG
CTGACTAGGATAAAGAGAGTGTAGTCACACGCCTGAGGGTGCAAATAGGGGTCAATTTTTGATCAATTTTATATTAAAATATTTTT
TAAAAAAAAAAGTGGCACTCAATTTTTTTCAGTTTTTAAATTTTAAAATATTTTAATAAATTAAAAAATAATAAA., . .

A 16

Sequenzen der Bs4C-Homologe im Scaffold 946 auf Chromosom 1 im assemblierten Genom
von C. annuum cv. CM334

Dabei sind das Startkodon griin, das Stoppkodon rot markiert und die potentiellen EBE gelb
hinterlegt. Dick schwarz markiert sind vorzeitige Stoppkodons und in blau das zweite ATG in
den Sequenzen von CaBs4C.3 und CaBs4C.4.

>CaBs4C.1 (Contig 011445 - Teil des contig 184452, Scaffold946)

CCGACTATAGGAGAGTCAAGTCCGAAATTGTTTTATCAAATGGGGCCTACGAAAAACATTATTCCTAATTACACTAACGTCCCAGT
GGAAAAGTACCTTCATGCAGTAGTATGGTACAATATTATTAAAGCGATGAAACTTTTTAATACCAAAAATAGCCCTCCCAGCCTTC
ACCAATTAGGAATATAAAATTATTCTAAATCAACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACCTAATATATTTAACTATATTTATA
CTCTTTCCTCACTAAGCTTCGAGGAAAGATCGCGTACGTGATCTTAAAATGACTGTCTATAAATAAAATTAAAATGACACAACCAG
CATACTATACCCAACCATATAATTTTAGGAAAAGATTCAACAGAATATAATATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTT
GGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTAATAACTGGGATCCTTTCCATATAATTGGTAACCCCATTCCAAGTTTCATGA
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CATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACGA
ATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTT
TTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTTATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTT
TCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACT
CAAACAAATCACCTGCTCTCTCTCGTCTAGAATCTAGATGAATTCATCGATCAAGTATTTTATGTTCATCCAACGTCTTACATTTC
ATATATGTGTTTGTTTCCCTATGAAAATCTTGAAAATAAGGTACGTTTACGAACTATAACTGGTAAAAGATGTCATGATAGTGTGA
AATTTATGGGTGTCTATTACTACTGTTTTATACTAATATATAGCTGTTTAGCGATGTGTATGCATAAATGGATACATCAGCTTTGT
CACGTTGATAGATATTCATCATCTGCAGAAGCATTTTCCAAGTTAACTATTGTGCTGAATGCTGCTGATGCTGTTTAATTAGTCGG
CACTTGTATGTCGAGTAAAGTTTTTCAATAATATTCTTGTTGTTATATAGTATTCTAAGTTTGAACTAATTTCATTTCTCTTTTCT
TCTTCTTCCTTGTTTATTTTTAAAAGGATATGTGAATTCAGTCAGTACTTGTTACCGTTCAACAGTAAAAGGTTAAGTTGTTAGGA
CTCTACAAATATGTCACTGGGTATGTGACCCCCC

>CaBs4C.2 (Contig 082548 revcomp, Scaffold946)
AACTTCGATCCTTCCATCTTCAGTGATCGTGATGTCTCCCAAGCTTTGATACCAGTTGTTAGGATCGATTAGCAGTTCACGCACAC
TAAATCTGTGGAGAGGATGAAGAAAAT TGGAGAGAGAGT TCTTTAGGAGAGAGAGAGAGAGAATTAATTTCGTGGTAACACCCGTG
GGTAACCTCCACGGGAGACAGGCTATTTATATTAATGACTGATAACACCAGTACACCAGATATTAATCAGACTCCACAACCTAACA
AGATTGAACGGTTAAGACTTAATAACTAAACTAAGATTTATTAGTCAAATCTATACCATTTATTTTGACTCAGGTCATGTATGTCT
CCTCCAAGAAGGAAATTGAAAAAAATGGAGAGGAGCTCAATCCCTTTCGGTATATACCGCTGGGTCTGAGTGTGACACTTTTATTT
TGACCACCTCACCAAACCAAACGTGATATTATGTATGTAATTGTGGACGATCTTTCCGATGCATGCAGTTGTCTTTTAGTGGACAA
ACTTTCCAATGGCATAAAAATACATATATAGTTTTCTATGTAGTGGGCTAACTTTGCGATGGCACAAACTTTCCAATGGCATAAAA
ATACATATATAGTTTTCTATGTAGTGGGCTAACTTTGCGATGGCATAGAACTTAGAAGTAGTAACTACATTACATACATGGGCTGG
TGTTTTTGGTTCAGCAATGAAAAAGTACCTTCATGCAGCAATAGGGTACAATATTATTAAAGCGATGAAACAATTAAAATGCCAAA
AATAGCCCTCCATGCTAGTAGACCAGCCATGACAACTATTGTAAAGCCGTTCAATCTCGAGAAAAATTGGGCCCAACCTATTTATA
CACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGAATGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATGAAAAACACAACCAGCAGGAA
GCATTATACATTGCTATATAATCCACTCAAAATTTTCAAAAAAGCTCAAGAAGAATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAAT
TATAGTTAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTGGGATCCTTTCCATATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCA
CATTTATGAATAGGCTCGCCTTTCTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTACAACACTTCATCATCCAATTATACGA
ATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTACAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTAT
AAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAARATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCA
TCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATGCATGGGCTAGT TTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACA
ATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCT
GCTCTCTCTCGTCTAGACGAATTCATCGATCAAGGATATATTTCTTGTTCATCAACGTCTTGTATTTCATATATGTGTGTTTGTTT
CTGTATTGAAATCTTGAAAAAAAGGTACGTTTACGTACTATAACAGGTAAAAGATGTCATGACAGTGTGAAATTTATGGGTGTCTG
TTACATGGACTACTCTTTTATACCAATATATATATAGCTGTTTAGCCATGTGTATACATAAATGGATACATGAGCTTTGTCACCTT
GATGGATATTCATCATCTGCAGAAGCATTTTCCATGTTAACTATTGTGCTGAATGCTGCTGATACTGTTTTATTAGTCACTTGTAT
GTTTGAGTAAAGCTTTTCTATAATATTCTTCTTGTTATTGCAAGTATTCTAAGTTTATTTATTTTTTTGAAAAAGATATGTAAATT
TGGTCAGTACTTGTTGCTGATCAACAGTAAAAGGCTAAGTTGTTCGCACTTGTAAAAATGTTTTTGAGTGTGTGTCGAATTCTTCA
AAAATAATGTATTTTTGAAGAACCCAACACGGGTGCGGCAATATTTGTGAAGAGTCTGAGCAACTTAG

>CaBs4C.3 (Contig 214709, Scaffold946)
TTACACAACTTGTCTGGTGTTTTATTGGTTCAGCAACGAAAAAGTACCTTCATGCAGCAATATGGTACAACATTAAAGCGATGAAA
CAATTAAAATGCCAAAATAGCCCTACATGATAGTAAACCAACCATAACAAATATTGTAAAGAAATTCAATCTAGAGAAAAATTGGA
GCCAATCATTTTATACACGCTCAACTTCGCGAGGAAAGAGCATAATGTTGAAATATAAGT TTAGGCGTATGTATAAATAATGAARA
ACACATTGCTATATTCTACTCAAACATACATAATGGAGTTTGATCCTGATTATAGTTAACATACATTCTCAAATCCATATCACCTT
CTGATCAAAATTGTGATCCTTTCCATATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTCTC
TTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACATATAAGTACCACTACTTCAGCAGA
TTTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTATTTTGGTACATTTTCTTCATCACCATTA
CATTGACCTCATGTTCTTCTTGGGTTGGCAATACATGGGTTAGTTTTGGACAACGGACTTTGCGTATTTTTTCTACAATATTTCCA
GCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGATAGAAATAACGTAAGCCAGCAGTCTGAAACTCAAACTACTCATTTACTCTCTCT
CGTCTAGTTGAAGCATCGATCAAGGATATATTTCATGTTCATATCCAACGTCTTACATCTCATATATATATGTGTTTGTTTCTGTA
TGAAAATCTTGAAAATAAGGTATGGTTACCTACTATAACAGGTAAAAGATGACATGATAGTGTGAAATTTATGAGTGTCTATTATA
TGGAGTACTACTCTTTTAGTAATATATAGCTGTTTAGCAATGTATATACAGAAATGGATACATGAGCTTCGTCACGTTGATAGATA
TTCATCATTTGGAGAAGCACTTTCCATGTTAACTAGTGCTTTGCATGCTGATGCTGTT

>CaBs4C.4 (Contigl97639, Scaffold946)
TATTTTTTGGGTCAAAAATTATTTTTCTAAAATGTATTTTTGCGCTTTACCTAAACACTAAAATGTATTTGTTGAAAAAATATTTT
TCTCTTTCACCAATCAAATACTAGAAAATATTTTTCAAAAAATATTTTCTATCCACTAACCAAATATAAGAAAACAAGTAAAARAT
CAATTTGTTTTTCAAGGAAATACTTTCCTTCGTACCAAACACACCCTTAGATTAAAACAAGAAAATCTTTAAAACTTTTCCGCAAC
TTGAGAAGTACATATTGAGCCAGGAACCCCCACCCGCTACCATAAAGCTTATAATTATATTAGAAAAATTTACCACAAATTTARAT
ATTAACAGGTGAAAATTCATAACAAAATAGTAAAATTGCTTTGAGATAGGAGAGATGCTACAGGTTGTCAGTTTAAACCCTTGTAG
AAATTTTTTTTTTTCTCCGTTTAATTTTTTTGAGCTTTATTTATTTCACTGGAATCCACATGAAATTGGATCCGCCTTTGTATTGA
ACTCCTGGAAAGCTAGAAATAACATGGTTCAAACTCCAAGAAGATGCTAGTATGTTAACGTTCAGTGGACAATCTTTCCGATGGCA
TACAAGTAATTATATACTTGTATGGTTAGTGGACAAACTTGGTGTTGTTGGTTCAGCAATGAAAGAGTACCTTCATGCAGCAATAG
GGTACAATATTGTTCAAGCGCTGAAACAATTAAAATGCCAAAATAGCCCTCCATGCTATCAGATCACCAGGCATGAAGCAATTCAA
TCTAGAGTAATTGAATTCAATCTAAAGAATACAAGTTTAAGCGCATGTATAAATAATAATGAAAAAGCTCAAATTTTTCAAATATA
TATATATAGCATTTTCAAAAAAGCTCAAGAAGAATGGAGTTTTGATCTTACATACTTTATCTTGATTATAGT TAACATACATTCTC
AAATCCATGTCATCTTCAGAAAATTGGGATCCTTTCCATATATTTGGCAGTCCCATTTCAAGTATCATGACATTTATGAACAGGCT
CGTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACAAATACGTATAAGTATTA
CTTTCTCCAACTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACATTTTCTTCATTATCATT
ACATTTTCCCCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAATGGACTTTGCGTATTTTCTCTACAATAATATT
TCCAGCATTTTGCATTTTCAGCAATTGTCACGTTGATAGATATTCATCATCTGCAGAAACATTTTCCATGTTAACTATTATGCTGA
AGGCTACTGATGCTTTTTAATGAGTCACTTGTACGTTTGACTAAAGCTTTTCTACAATGTTTTTGTTGTTGTTAGTTTCTTCTGCG
GGTACTAAAATCTGTATTAATACAACAACAATTTCATAACAAGTTCATGTATGAACAAGAACAGCTTTGAAGTTCTTTTAACACCT
TCAACACAAGATTATTACTAATTTATCCTAGAAGTGTGTTAGATATCAGAAAATAGATGAAACAGAAATTTTAGATCAAATCTCCC
GAGTTCATGGAGTGTCCTTAAGGAATAATTCCCCTCACAGTACTCGAGGTTATGGAATTTTTCTCCCAGGATAAAATGGCCTTCAA
TCCAAATATAGGGGTATCTCAAATAATTGGATTCCACGAACGCACTCAACAATTTGAATGATCACACAGAATATTT
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>CaBs4C.5 (Scaffold946)
TATCGAATCGATCGATACCCGATATGTACACCTATTTTAAGGTGAGCTTTTTCCCAACCAACAAAAAATATTCTTGGTTGTCCCTA
TTATGTTGGGTCTTTGTTGGCATGCAAACAACGT GGATGAGCAAAGCAATTTTACAAAACAT TATAGTAAAATGATAATTTTGCCT
TTACTTGGTTGACTATCTTGTCTTTTGATTTTGTCTATCTATATATAT TCATTTAGAAACAAAACAAAATATACTCAAACATAAAG
ATACAAAAGTTTACCAAGAATGGAGTTTGATCTAAGGTACACAATATTAATTATAGTTAACATTCTCAAATCAATATTTATTTCAA
ATGAATGGGATCCTTTTCATATATTTGTCCAACTCACTTTCATGGCATTTATGAATAGGCTTTTTCTTCTTCTATTGTTTTCTTTC
ATTTTCTCCATCACTAGTATAACAATTCATTATCCAATGAGAGTACATATAAGTTCAACATATTTCTCAAAGTCCTTTAATATATT
ATTTTTAACTTCATTTCTACTTCCACAAGTGTTATTTTGGTACATTTTCTTCATTACTATTATGACATTTCCTTCTAATTGGATTT
CCAATTTTAAGGAATGGTCTTTATATATTATTTCAATAATTCCAGGATTTAGTATTTTCATCAATGCTGAGCTTGATAGAAATAAT
GTGAATAACCAGCAGCCCCAAGCTCAAACAATTCACCTACTCCTTCCTGTCTAAT TAAGCTATGTTTAAAGATAAGACAGAGGCGG
ATTCAAAATTTTAAAGATGCAGTTTATTGGATTATGAAGAAGTTATTGTACCTAT

>CaBs4C.6 (Scaffold946)
TATGTTTCAAATATGTGTTGTTTGTTTGTTTTCTTTATACAGTACATTTTCTGTTGATTCTAGTGATAAAATATGCCTGCGGAATT
TTCAGTCAGATCTTAAAATCCAGCTTAATCATGAAGCATTGAATAAAAGAGTTAAAGTTAGGAAAAAAGAGCATATGAGAAAATAG
ATAGAGTGCTGAGATATTTGGTGATCAAGTTAAAGCCTTCTTTGAAAATTAAGGCAAT TATTTTGAGAATCGTGAGAATAACTTGG
TCAGCATTTGAAAGACATGTCTCAATTAGGTCAAATAGTGGATGTGTGATCCTACATCAAAAGGAATAGAAAAATTAGCTCCACGA
AAGCATGAGGAATGTAAAACAAAGATGGAGTTTTTAGAGGAAGTAGTGACGCACAGTCTCAGTTAAAATTAGT GCTGTAAAAATAT
CACAAGTGATTTTCATCTCTCACTTTTATATTGCAGATATGTACTTGCATTTTCAAGGATTGATATGACGAAGGCATTTCATTCTA
CTATCCAAATATTGTGTCATCCTTTGTTTACCCCATTTGAGCTTTAGTCCTATTTTATTTCATACCCCTTTATTGGAATCAAGATA
GAGTCGGTAAAGCTCAAAAGAAAAGTGTCGAGCAAAACAATAGAGTCAGAAAGTTTCAAAAAGAAACGAGACAAAAAAGTGTCTAA
AAGAGAAAAAGAAAAGCGTCGAGAAAAATAAAGTCAAAAAGGTCCCAAAGATAAAAAGAGTCAACAAAAGAAAAAAAATCAGAATC
AAGCAAAAGAACAAGCTGCCAAAACTATGCGTGACCTGGTTCTCCTCTTTTGGGGGTGAGATACGTAGGCTGCCCTACCCGGGGCT
CAGTCCAATCAAATAAAAGTTTAGAATTTCCCAGTCAAAAGAAACTGGGGCATGAGTTAATCCTCATTGTTCGAGT CGATTCCAAA
AGTTGTAAGTCCTA

>CaBs4C.7 (Scaffold946)
GGTTAGGTGCAGGGTTGGTCTCTGGTCCTCATTGGATTTGAGATAACCATCATGGACAGGCCTTGGTTTGGGTCATGACAAAGTTT
GTATCAAATCCAGGTTTGGTGTCATTGAATGTCCACAAAGCTATTTCAAGTAGAGTCTCTTTTATGGGTATGTAGCGTTCCACACT
TATAATGGAGAGGCTATAAGGAATTTAGAARATATTTTCCTTTCTTGTTGTTCTATTTTTTGGCTATAGAGTCTAAGATTGTAAAAT
CTCCTCTAATCCTCATATGTTTGCTTTTCAGATCATGCCACCTAGAAGATCTGATATTCGTAGAAACTCTTTTGTCCTGTCTGAGT
ACAATGTGGATGGAGCACGTCCTACTCATGGAGT TTAGAACTGGCCTAGGGTCGCTGCTTCTGATTGCCCTTGTGGAGTTCCACTG
GTTTCCTCTAGCCCTCTTCAGGCACCTTAAGTTGGCTTATGTAATACTGAGTTTTGACAGTTGATCCATTTGCTTACCCAGTTGGT
GACTTCTCAAGCCGAGCATGCTAATTTTGTTGCTCCATCTTCTATGGT TAATAAGGTTGGCCAATTTATAAGGTTGAGTTCTCCAA
CTTTCACTGGTTCTAAAGTCGAGGAATATCCTCAAAATTTCATTGATGAGATAGAAAAAAAAATTTCGTATAATGCATGCTATTGA
TTTGTAGGGTGTGGAGTTTGTTGCCTATCAGTTGAATTATGTGACGTATCAGTGGTATTATAGGGACGATGATGACAAGTCCACTC
TATGGGATGACTTCTCTAGTGGTTTTCTTGAATATTTTTTCTTCAGGAGT TGAGGGGTGAAGGCTAAGGAATTTGAGAATTTAAAG
TAAAGCAGGATGACAGTAAAAGAGTACGCCTTGAAGTTTCATCAGTTGTCGTGTTATGCTATAGAGTTAATGTCTATCATGAGGAC
TAAACTAAGAAAATTTTCTATAGGGTTGTCCCGTGAGTTGATTTTGGAGAGCAAGGCTGCCTTGTTGAACAAGGATATGGACATCT
CTATACTTATGGTGTATATCCAACAAGTGGAAGAGAAAAAGATAAAGAAAGCAGAGATGAGTAAAAGGCAGAATAAGAAGTTTCAA
TA

Proteinsequenzen der C. annuum-Homologen mit durchgehendem Leserahmen.
Die Duplikation in CaBs4C.2 wurde mit dicken blauen Buchstaben hervorgehoben und in der
Sequenz CaBs4C.2* wurde sie deletiert.

>CaBs4C.1
MEFDLRYFILILANMLKSILSISNNWDPFHIIGNPIPSFMTFMNRLFFLFIFSFIFSITRMTLHHPIIRIRVSITFSKSFNILCLA
SLLLPOMLFWYFFFITITLSLCSSWIGNTWASFRQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVISQQHETQTNHLLSLV

>CaBs4C.2
MEFDLRYLILITIVNILKSISPSENWDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFLFLFSFIFSITRTTLHHPITIRIRISITFSKSFIFSITRT
TLHHPIIRIRISITFSKSFNILCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNTV
SQQHETQT TRLLSLV

>CaBs4C.2*
MEFDLRYLILIIVNILKSISPSENWDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFLFLFSFIFSITRTTLHHPITIRIRISITFSKSFNILCLAS
LLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNTVSQQHETQTTRLLSLV

>CaBs4C.5
MEFDLRYTILIIVNILKSIFISNEWDPFHIFVQLTFMAFMNRLFLLLLFSFIFSITSITIHYPMRVHISSTYFSKSFNILFLTSFL
LPQVLFWYIFFITIMTFPSNWISNFKEWSLYIISITIPGFSIFINAELDRNNVNNQQPQAQTIHLLLPV

>Bs4C-R
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>Bs4C-S
MEFDLRYFILILANMIKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENTI
LCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQOHETQTNRLLV
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Alignment und der Vergleich Sequenzen CaBs4C.1-CaBs4C.7 (Start-Stopp) mit Bs4C-R und
Bs4C-S

ATTTTC CTTCATTTTC TCCATCACTC GTATAACACT TCATCATCCA ATTATACG-- - - -- - --AATA CGTATAAGTA CTACTA

AT TN A T T : T Tl e

Vergleich Sequenzen CaBs4C.1-CaBs4C.7 (Start-Stopp) mit Bs4C-R und Bs4C-S

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Bs4C-R 1 95.58| 88.76| 73.71| 80.28| 75.05| 67.59| 38.48| 3223

Bs4C-S 2 22 86.86| 74.74| 80.87| 73.66| 68.18| 38.86| 31.84
CaBs4C.1 3 57 67 78.88| 82.35( 81.34( 71.00( 37.36( 32.16
CaBs4C.2 4 153 147 121 73.92| 71.06( 61.15| 31.91
CaBs4C.3 5 100 97 90 151 75.77| 68.50| 38.42| 30.52
CaBs4C.4 6 130 138 95 169 126 64.98| 35.51| 31.25
CaBs4C.5 7 164 161 145 223 160 180 35.80| 30.74
CaBs4C.7 8 323 321 332 414 327 345 339
CaBs4C.6 9 347 351 346 428 362 352 347 369H
A17

CaBs4C.2 und Bs4C-R-Vergleich

Bs4C-R iV EFDLRYLILTEENMLKS TISHSPNWDPFH T FlgiekssP S F I FENKLAFLFEFSFIFSITR
CaBs4C.2 SV EFDLRYLILIEUNELKS IgSESENWDPFHI F@N PP S F INFMNRLIAFLFHFSFIFSITR
Bs4C-R 60 TINMEEEENERERRYY R TRT -~ ———————————————————— SkSMSKSFNILCLASLLLPQML
(oF V=YY Yol N OB\ T 1.1 H Pl TR T RISMTISKSFIFSITRTTLHHPT IRTRI SEMRASKSFNILCLASLLLPOMI,
Bs4C-R 98 i TI1,SSCSSWIGNIWWASFROZMIHIFSTI IFPAVSIFINVEFDRNYVSQQHET
CaBs4C.2 120 A TINTIT.SSCSSWIGNEWASFROINL.HI FSTRTFPAVSTFINVEFDRNNVSQQHET
Bs4C-R 158 [SENEYEE- -

CaBs4C.2 179 SWTiNMES

A18
CaBs4C.5 und Bs4C-R-Vergleich

Bs4C-R IRV EFDLRYMT LI EIANMLKS T)# INWDPEFHIFsisIPSEFEYFINKLEFLITFSETIFSTTINT
CaBs4C.5 IV EFDLRYIT LI IWNELKS TIAET SINFWDPFH I F\ORgT FMIAFMNR L FIRLMHE SEFIFSITHT
Bs4C-R (PR T L HI3I PNERIRV INSADMSKSENILGLIASIMLLPOMLEWYRE\Y TN TENRSISIC SKjW I (€ A
CaBs4C.5 ST L HMPREMRVETES THEEEdS K S EN T LIATANSIAT.LPOVLEW Y E )N TN TIVUNIEE SIN I T 5N s
Bs4C-R 121 ORTIMHERE IPAYS I FINYERDRNNVEOOINNO TN -

CaBs4C.5 111 —-@SEWSIHYMTR]-—INT)E¢ ESEBauuNAINT BISNNAN PO I
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A19

Sequenzen von den verkirzten CaBs4C.3 (CaBs4C.3*) und CaBs4C.4 (CaBs4C.4*) ab ihrem jeweiligen
2.ATG und die daraus entstehenden Proteine CaBs4C.3 und CaBs4C.4. Griin ist dabei das potentielle
Startkodon und rot das potentielle Stoppkodon markiert.

>CaBs4C.3* (Contig 214709, Scaffold946)
ATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTCTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATTAT
ACGAATACATATAAGTACCACTACTTCAGCAGATTTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAA
TGTTATTTTGGTACATTTTCTTCATCACCATTACATTGACCTCATGTTCTTCTTGGGTTGGCAATACATGGGTTAGTTTTGGACAA
CGGACTTTGCGTATTTTTTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGATAGAAATAACGTAAGCCAGCA
GTCTGAAACTCAAACTACTCATTTACTCTCTCTCGTCTAG

>CaBs4C.3*
MTFMNRLFFLLLFSFIFSITRITLHHPIIRIHISTTTSADFSKSFNILCLASLLLPQMLFWYIFFITITLTSCSSWVGNTWVSFGQ
RTLRIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQSETQTTHLLSLV

>CaBs4C.4* (Contigl97639, Scarffold946)
ATGACATTTATGAACAGGCTCGTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTAT
ACAAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAACTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGT
ACATTTTCTTCATTATCATTACATTTTCCCCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAATGGACTTTGCGT
ATTTTCTCTACAATAATATTTCCAGCATTTTGCATTTTCAGCAATTGTCACGTTGATAGATATTCATCATCTGCAGAAACATTTTC
CATGTTAACTATTATGCTGAAGGCTACTGATGCTTTTTAA

>CaBs4C.4*
MTFMNRLVFLFIFSFIFSITRMTLHHPIIQIRISITEFSNSEFNILCLASLLLPOQMLFWYIFFIIITESPC
SSWIGNTWASFROWTLRIFSTIIFPAFCIFSNCHVDRYSSSAETFSMLTIMLKATDAF-
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A 20

Alignment (A) und Vergleich (B) der Nukleotidsequenzen CaBs4C.1., CaBs4C.3-CaBs4C.7
mit Bs4C-R und Bs4C-S sowie einem Deletionskonstrukt von CaBs4C.2, bei dem die
Duplikation deletiert wurde (CaBs4C.2%)

A)

CpBs4C.2-R
CpBs4C.2-S
CaBs4C.2*
CaBs4C.1
Bs4C-R
Bs4C-S
CaBs4C.3
CaBs4C.4
CaBs4C.5
CaBs4C.7
CaBs4C.6
Consensus ATGGAGTTTTGANNNGGTCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTTAACATTNGTTCTCAAATCNATATCATCACCCATTTCTGANAATTGGGATCCTTTCC

Conservation
o
120 140 160 180 200
| | I I I

CpBs4C.2-R
CpBs4C.2-S
CaBs4C.2*
CaBs4C.1
Bs4C-R
Bs4C-S
CaBs4C.3
CaBs4C.4
CaBs4C.5
CaBs4C.7
CaBs4C.6
Consensus ATATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTACTTCTTTCTTTTCNTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTT
100%

Conservation
o)

220 240 260 280 300
[ 1 1 1 1

HOOOOOOOOD

Consensus CATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTACTACTACTTCAGCAGATTTCTCCAAGTCNTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATG
1005

Conservation
0%

320 340 360 380 400

Consensus TTGTGTCTGGTACTTTTTCTTCATTANCATTACACTGAGTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGNGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGACTCTGCATA
100

Conservation
0%

CpBs4C.2-R
CpBs4C.2-S
CaBs4C.2*
CaBs4C.1

G
CaBs4C.6 GAGTEAG
Consensus TTTTCTCTACANNATAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGATCAGCCNAAGCAGCATGAAACTCAAACAAAT
100

Conservation
ol

CpBs4C.2-R BGE- - -
CpBs4C.2-

CaBs4C.2* @GE
CaBs4C.1

Consensus CGCTGAAGGCTGCTCTCTCTCGTCTAG
100

:
2
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B)
1 2 3 2 5 6 7 8 9 10 11

CpBsaC.2-R | 1 98.97| 96.30| 90.10| 84.33| 8393 8423 80.12| 69.76] 36.48] 33.60
CpBsaC.2-s | 2 96.50| 90.30| 84.92| 8452 8423 8051| 69.76] 36.67| 34.19
CaBs4C.2* Z‘ 9131| 85.12| 8631 8563 8130 70.56| 3592 34.00
CaBsaC.1 | 4 49 48 23 88.76| 86.86| 82.64| 80.23| 71.14| 37.62| 34.77

Bs4C-R | 5 79 76 75 57 95.58| 80.56| 74.00] 67.72| 38.93] 3386

Bsac-s | 6 81 78 69 67- 80.95| 73.61| 6832| 3874] 33.92
CaBs4C3 | 7 79 79 72 88 98 9% 74.57| 68.85

CaBsaC.4 | 8 101 99 os| 101| 136] 138 133 64.65

CaBs4C5 | 9 150/ 150 146| 144| 163] 160] 157 181

CaBsaC.7 | 10 336 335] 339] 330 320 321 338 352] 343

CaBs4C.6 | 11 334 331| 332| 332| 336] 337 349| 344 337
A2l

Alignment (A) und Vergleich (B) der Proteinsequenzen der C. annuum (cv. CM334)
Homologe CaBs4C.1, CaBs4C.2, CaBs4C.5 mit Bs4C-R und Bs4C-S mit dem CLC
Programm. Alignment zuerst dargestellt, dann Tabelle mit Sequenzidentitaten (oberes
rechtes Dreieck/Halfte) und Anzahl der Abweichungen (unteres linkes Dreieck).

A)

Bs4C-R

Bs4C-S

CaBs4C.1

CaBs4C.2

CaBs4C.5

Consensus
100%

Conservation
0%

Bs4C-R

Bs4C-S

CaBs4C.1

CaBs4C.2

CaBs4C.5

Consensus
100%

Conservation
0%

Bs4C-R
Bs4C-S
CaBs4C.1
CaBs4C.2
CaBs4C.5
Consensus
100%

Conservation
0%

Bs4C-R
Bs4C-S
CaBs4C.1
CaBs4C.2
CaBs4C.5
Consensus
100%
Conservation

B)

MEFDLRYXILILANMLKSILSSISXNWDPFHIFXXXIPSFIXFMNRLFFLFIFSFIFSITR

40
H-2SH
BE -

GNEE. . EMTHM.
GNP .l'rlu

120

ITLHHPXIRIRISITFSKSFIFSITRTTLHHPIIRXXXSXTYFSKSFNILCLASLLLPQML

ﬂilil.ml

EFEEEVEEE~Esscs S==GN TIASIIQIIIIIIS TIIIPAISII

140

B.-HE-=TH
.- - - -HEERSHE

160

I
INIIIIINNI- 50 Ql=T

- |||||||'||'||'|| ]

180

TH-
lNN

157
157
155
178
145

PQA

FWYFFFITITLSSCSSWIGNXWASFRQRXLHIFSTIIFPAVSIFINVEFDRNNVXSQQHET

IIHHHHTH'IHII'IH'I'I'IMI'II'II'IH'II'I'II||||'||'|||ﬂl'||

QTNRLLXLV

IIEII._.n

164
164
164
187
154

Bs4C-R

93.33

80.95

69.31

Bs4C-S

11

79.29

70.90

CaBs4C.1

32

35

CaBs4C.2

58

55

49

CaBs4C.5

| h|W|IN| K=

77

76

67

91

74.21 m
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A22

Der Vergleich der 5’UTR-Bereiche der C. annuum-Homologen CaBs4C.1-CaBs4C.5 zeigt,
dass diese sehr divers sind und nur kurze homologe Bereiche aufweisen. Griin markiert ist
das Startkodon und das potentielle EBE gelb hinterlegt.

>CaBs4C.1

CCGACTATAGGAGAGTCAAGTCCGAAATTGTTTTATCAAAT GGGGCCTACGAAAAACATTATTCCTAAT TACACTAACGTCCCAGT
GGAAAAGTACCTTCATGCAGTAGTATGGTACAATATTATTAAAGCGATGAAACTTTTTAATACCAAAAATAGCCCTCCCAGCCTTC
ACCAATTAGGAATATAAAATTATTCTAAATCAACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACCTAATATATTTAACTATATTTATA
CTCTTTCCTCACTAAGCTTCGAGGAAAGATCGCGTACGTGATCTTAAAATGACTGTCTATAAATAAAAT TAAAATGACACAACCAG
CATACTATACCCAACCATATAATTTTAGGAAAAGATTCAACAGAATATAATATGGAGTTT

>CaBs4C.2
CTAACTTTGCGATGGCATAGAACTTAGAAGTAGTAACTACATTACATACATGGGCTGGTGTTTTTGGTTCAGCAATGAAAAAGTAC
CTTCATGCAGCAATAGGGTACAATATTATTAAAGCGATGAAACAATTAAAATGCCAAAAATAGCCCTCCATGCTAGTAGACCAGCC
ATGACAACTATTGTAAAGCCGTTCAATCTCGAGAAAAATTGGGCCCAACCTATTTATACACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGAA
TGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATGAAAAACACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCCACTC
AAAATTTTCAAAAAAGCTCAAGAAGAATGGAGTTT

>CaBs4C.3
TTACACAACTTGTCTGGTGTTTTATTGGTTCAGCAACGAAAAAGTACCTTCATGCAGCAATATGGTACAACATTAAAGCGATGAAA
CAATTAAAATGCCAAAATAGCCCTACATGATAGTAAACCAACCATAACAAATATTGTAAAGAAATTCAATCTAGAGAAAAATTGGA
GCCAATCATTTTATACACGCTCAACTTCGCGAGGAAAGAGCATAATGTTGAAATATAAGTTTAGGCGTATGTATAAATAATGAAAA
ACACATTGCTATATTCTACTCAAACATACATAATGGAGTTT

>CaBs4C. 4
AAGCTAGAAATAACATGGTTCAAACTCCAAGAAGATGCTAGTATGTTAACGTTCAGTGGACAATCTTTCCGATGGCATACAAGTAA
TTATATACTTGTATGGTTAGTGGACAAACTTGGTGTTGTTGGTTCAGCAATGAAAGAGTACCTTCATGCAGCAATAGGGTACAATA
TTGTTCAAGCGCTGAAACAATTAAAATGCCAAAATAGCCCTCCATGCTATCAGATCACCAGGCATGAAGCAATTCAATCTAGAGTA
ATTGAATTCAATCTAAAGAATACAAGTTTAAGCGCATGTATAAATAATAATGAAAAAGCTCAAATTTTTCAAATATATATATATAG
CATTTTCAAAAAAGCTCAAGAAGAATGGAGTTT

>CaBs4C.5
TATCGAATCGATCGATACCCGATATGTACACCTATTTTAAGGTGAGCTTTTTCCCAACCAACAAAAAATATTCTTGGTTGTCCCTA
TTATGTTGGGTCTTTGTTGGCATGCAAACAACGTGGATGAGCAAAGCAATTTTACAAAACATTATAGTAAAATGATAATTTTGCCT
TTACTTGGTTGACTATCTTGTCTTTTGATTTTGTCTATCTATATATATTCATTTAGAAACAAAACAAAATATACTCAAACATAAAG
ATACAAAAGTTTACCAAGAATGGAGTTT

CaBs4C. 4 1 ARGETNEA ANV CIREE TSV C T8N AR TGCTAGTATGTTARCGTTCAGTGGA
CaBs4C.5 1 ———————- I C (TN ClE R i@ I T 2, COCETIN (€ - TACACCTATTTTAA-—— -~ GGTGAG
CaBs4C.2 1 —--BriVciTiEcenyEe TR A - -
CaBs4C. 3 1

CaBs4C.1 1

CaBs4C.4 61 CAAJC TCCG@TGGCHTAEAMGT

CaBs4C.5 47 C-—-TINNTCE®

CaBs4C.2 31 AAGIALGTR

CaBs4C. 3 1

CaBs4C.1 31

CaBs4C.4 121

CaBs4C.5 96

CaBs4C.2 60

CaBs4C. 3 19

CaBs4C.1 68

CaBs4C.4 179

CaBs4C.5 143

CaBs4C.2 118

CaBs4C. 3 76

CaBs4C.1 128

CaBs4C.4 236

CaBs4C.5 182 TG R CA TG TC T

CaBs4C.2 176 -ICINACIUNENCINNXEe  cidTNNiehi [FXIINNY GEECCAAgCTATTT
CaBs4C.3 133 GAECCAATCIRTTT
CaBs4C.1 187
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CaBs4C.4 277
CaBs4C.5 213
CaBs4C.2 228
CaBs4C.3 185
CaBs4C.1 246
CaBs4C.4 317
CaBs4C.5 244
CaBs4C.2 269
CaBs4C.3 227
CaBs4C.1 301
CaBs4C.4 340
CaBs4C.5 260
CaBs4C.2 327
CaBs4C.3 264
CaBs4C.1 356
A23

Alignment der CaBs4C.1-Sequenzen aus C. annuum cv. CM334 (CaBs4C.1 CM334) und aus
C. annuum ECW+ECW-30R (CaBs4C.1 ECW+30R). Grun hinterlegt ist das Startkodon, rot
das Stoppkodon und das EBEcasc.1 in gelb. Beide Sequenzen sind identisch bis auf eine
Insertion in C. annuum ECW+ECW-30R, die zwischen dem EBEcagsac.1 Und dem Startkodon
liegt.

>CaBs4C.1 (ECW+30R)

ATGCAGTAGTATGGTACAATATTATTAAAGCGATGAAACTTTTTAATACCAAAAATAGCCCTCCCAGCCTTCACCAATTAGGAATA
TAAAATTATTCTAAATCAACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACCTAATATACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACC
TAATATACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACCTAATATATTTAACTATATTTATACTCTTTCCTCACTAAGCTTCGAGGAA
AGATCGCGTACGTGATCTTAAAATGACTGTCTATAAATAAAATTAAAATGACACAACCAGCATACTATACCCAACCATATAATTTT
AGGAAAAGATTCAACAGAATATAATATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTAT
CCATTTCTAATAACTGGGATCCTTTCCATATAATTGGTAACCCCATTCCAAGTTTCATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTT
TTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAA
GTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCT
TATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTT
AGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAAATCACCTGCTCTCTCTCGT
CTAGAATCTAGATGAATTCATCGATCAAGTATTTTATGTTCATCCAACGTCTTACATTTCATATATGTGTTTGTTTCCCTATGAAA
ATCTTGAAAATAAGGTAC

CaBs4C.1 ECW+30R 1 mm o m ATGCAGTAGT
CaBs4C.1 CM334 AGAAAAACATTATTCCTAATTACACTAACGTCCCAGTGGAAAAGTACCTTCATGCAGTAGT
CaBs4C.1 ECW+30R ATGGTACAATATTATTAAAGCG AGCCT]
CaBs4C.1 CM334 ATGGTACAATATTATTAAAGCG AGCCT|

CaBs4C.1 ECW+30R AT CACCAATTAGGAATATAAAATTATTCTAAATCAACACTACTGGATAAAATTGGATATAT
CaBs4C.1 CM334 INBN T CACCAATTAGGAATATAAAATTATTCTARATCAACACTACTGGATAAAATTGGATATAT]

CaBs4C.1 ECW+30R 131
CaBs4C.1 CM334 181

TGACCTAATATACACTACTGGATAAAATTGGATATATTGACCTAATATA
TGACCTAATATA

6V Y el AN O ECTOA SRR/ \ \ AT TGGATATATTGACCTAATATATTTAACTATATTTATACTCTTTCCTCACTAAGCT]
CaBs4C.1 CM334 193 — == TTTAACTATATTTATACTCTTTCCTCACTAAGCT]

CaBs4C.1 ECW+30R 251 |ele)Neler.v:vXerNuyeleleleiy-Nelehs
CaBs4C.1 CM334 YN CGAGGAAAGATCGCGTACGT

ATCTTAAAATGACTGTCTATAAATAAAATTAAAATGAC

G
GATCTTAAAATGACTGTCTATAAATAAAATTAAAATGAC

CaBs4C.1 ECW+30R 311
CaBs4C.1 CM334 287

I ACAACCAGCATACTATACCCAACCATATAATTTTAGGAAAAGATTCAACAGAATATAAT,
IACAACCAGCATACTATACCCAACCATATAATTTTAGGAAAAGATTCAACAGAATATAATA

CaBs4C.1 ECW+30R 371
CaBs4C.1 CM334 347

GAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTAT
TGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTAT

CaBs4C.1 ECW+30R 431 [GerNENNCRP:VNP-VXCHN
CaBs4C.1 CM334 WA CCATTTCTAATAACT
6V ol AN T OA EECT VA SO/ SN C A T T TATGAATAGGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTA
CaBs4C.1 CM334 AWM CATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTA

eV ol A O ECT V) S ECI NN T GACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTA
CaBs4C.1 CM334 SPAYMNT GACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTA
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o= V=R-Y Yol N O ERCTO) " NN T ATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCA
CaBs4C.1 CM334 SENA TATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACRAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCA

(oYY ol A e ECTV) S W T T A TCATTACACTTTCCTTATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGAC]
CaBs4C.1 CM334 (YW T TATCATTACACTTTCCTTATGTTCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGAC

[eEY Y el AN O ECTV S SNVICHIN /. /\ C GGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
CaBs4C.1 CM334 FASWAR. . CGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG

eV Y ol A OA ECT VA SO T GCAGT TTGATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAAATCACCTGC]
CaBs4C.1 CM334 VAWM T GGAGTTTGATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACARAATCACCTGC]

[eEYE Y el A O ECTV SN NIl T C T CTCTCGTCTAGAATCTAGATGAATTCATCGATCAAGTATTTTATGTTCATCCAACGT]
CaBs4C.1 CM334 SN T CTCTCTCGTCTAGAATCTAGATGAATTCATCGATCAAGTATTTTATGTTCATCCAACGT]

CaBs4C.1 ECW+30R 911
CaBs4C.1 CM334 887

CTTACATTTCATATATGTGTTTGTTTCCCTATGAAAATCTTGAAAATAAGGTAC
CTTACATTTCATATATGTGTTTGTTTCCCTATGAAAATCTTGAAAATAAGGTACGTTTAC

A 24

Alignment der CaBs4C.2-Sequenzen aus C. annuum cv. CM334 (CaBs4C.2 CM334) und aus
C. annuum ECW+ECW-30R (CaBs4C.2 ECW+30R). Grun markiert ist das Startkodon, rot
das Stoppkodon und das EBEcggs4c.2 ist gelb hinterlegt.

Beide Sequenzen sind identisch. Grau markiert ist die Duplikation von 78 nt, die sowohl in
CM334 als auch in ECW+ECW-30R identifiziert werden konnten.

>CaBs4C.2 (ECW+30R)
ATTATTAAAGCGATAGAAACAATTAAAATGCCAAAAATAGCCCTCCATGCTAGTAGACCAGCCATGACAACTATTGTAAAGCCGTT
CAATCTCGAGAAAAATTGGGCCCAACCTATTTATACACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGAATGTTAGAAATATAATTTTACGCG
TAGATATAAATAATGAAAAACACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCCACTCAAAATTTTCAAAAAAGCTCAAGA
AGAATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTTAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTGGGATCCTTT
CCATATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTCGCCTTTCTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCA
TCACTCGTACAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGT
ACAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCT
ACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATGCATGGGCTA
GTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGT TTGACAGAAATACT
GTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAGACGAATTCATCGATCAAGGATATATTTCTTGTTCA
TCAACGTC

CaBs4C.2 ECW+30R IR~ TTATTAAAGCGATAGAAACAATTAAAA
CaBs4C.2 CM334 1 ——————————————] GAAACAATTAAAA

CaBs4C.2 ECW+30R GCCATGACAACTATTGTAAAGCCGTTCAATC
CaBs4C.2 CM334 GCCATGACAACTATTGTAAAGCCGTTCAATC

CGAGAAAAATTGGGCCCAACCTATTTAT]

T
TCGAGAAAAATTGGGCCCAACCTATTTAT

CaBs4C.2 ECW+30R INZBRN/ CACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGAATGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATA
CaBs4C.2 CM334 OIS CACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGAATGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATA

CaBs4C.2 ECW+30R IRCERN/ 7\ TAATGAAAAACACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCCACTCAAAAT]
CaBs4C.2 CM334 IR A TAATGARAAACACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCCACTCAAAAT]

CaBs4C.2 ECW+30R PESRNT T TCAAAAAAGCTCAAGAAGA GAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTT

CaBs4C.2 CM334 VAT T TCAAAAAAGCTCAAGAAGA GAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTT
CaBs4C.2 ECW+30R CJONRN/ 7\ CATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTGGGATCCTTTCCATATATTTGGCAAT]
CaBs4C.2 CM334 AT .CATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAARATTGGGATCCTTTCCATATATTTGGCAAT
CaBs4C.2 ECW+30R I PMCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTC TTCTTTTCTTATTTTCCTTC]
CaBs4C.2 CM334 EYYWCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTC TTCTTTTCTTATTTTCCTTC]
CaBs4C.2 ECW+30R sl TTTTCTCCATCAC > “ATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATT
CaBs4C.2 CM334 Ao, TTTTCTCCATCAC > “ATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATT

CaBs4C.2 ECW+30R ASENN/ CTTTCTCCAAGTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTACAACACTTCATCATCCAATTATA
CaBs4C.2 CM334 AW CTTTCTCCAAGTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTACAACACTTCATCATCCAATTATA

CaBs4C.2 ECW+30R PEMMNCGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTT]
CaBs4C.2 CM334 BPAMCGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTT

CaBs4C.2 ECW+30R (O C TACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGT]
CaBs4C.2 CM334 BEIMC TACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGT
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CaBs4C.2 ECW+30R 661
CaBs4C.2 CM334 646

AGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCT
AGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCT

T
T

CaBs4C.2 ECW+30R VAN, CAATATTTCCAG
CaBs4C.2 CM334 POl CAATATTTCCAG

TTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATACTGTGAGC]
TTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATACTGTGAGC

A
A

CaBs4C.2 ECW+30R PSRN C A GCAGCATGAAACTCAAACAAC
CaBs4C.2 CM334 M CAGCAGCATGARACTCAAACAAC

GCTCTCTCTCGTC ACGAATTCATCGATC

T
TGCTCTCTCTCGTC ACGAATTCATCGATC

CaBs4C.2 ECW+30R 841
CaBs4C.2 CM334 826

AAGGATAT AT T TCT TG T TCAT CAACG T Cll e
AAGGATATATTTCTTGTTCATCAACGTCTTGTATTTCATATATGTGTGTTTGTTTCTGTA

A 25

Zur Bestimmung von zusatzlichen 5'Sequenzen wurde auf genomischem C. pubescens-
Material mit folgenden Oligonukleotiden: RACE prod fwd2 und 12600rev1 sowie 12600 fwd
12 und 12600fwd2rc amplifiziert und sequenziert (A). Das Alignment der erhaltenen
Sequenzen mit der durch RACE-Analysen flir Bs4C-R Sequenz zeigte Unterschiede im
Uberlappungsbereich und lieR vermuten, dass zwei Bs4C-Paraloge in C. pubescens
(CpBs4C.2-R) vorhanden sind (B).

Das Alignment (C) wurde mit dem Programm T-coffee
(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/index.html) und Boxshade erstellt.

A)
12600fwd12 12600 fwd2 rc
—> D B— lllumina
etwa 770 nt
etwa 900 nt
4’ ‘;
RACE prod fwd2 12600 rev1
B) Uberlappender Bereich
etwa 390 nt
Sequenz von 12600fwd12+12600fwd2rc
. — — — —

Sequenz von RACE prod fwd2+12600rev1
RACE-Sequenz

RACE l —
CpBs4C.2-R 1 aaAchgcCcGRTEGCATACAACT TINCINNE TRGIAL A cAGTACATRACATCEESIEE TGl
Bs4C-R 1 TTGTHMMYGTC ‘TGGCCTZ—\CG‘ AGAINT AJRIN CTTCGCAEG ONGAACTAGOHNT
RACE 4 —mm
CpBs4C.2-R 61 TTTHEGTTCENC(®-———— AATGAAAAAGTACCTTCATGCAGCAATACGGGTACAATAGTATT
Bs4C-R (FRNeNe T AGrNeuN . ACleaielele ) GTGEGAAAAGTACCTTCATGCAGCAGTAIWGGTACAATANTATT,
RACE 4 —m

CpBs4C.2-R 116 hvNNeloe e/ \AACAATT ANGCCAIRARATINECCCTC| GCTINGTAGACCEE®CIAT Gl
Bs4C-R 121 pvvNeloleCpyeic————— AACRTTIRTAATIRTIENAAINAATAGT®CINCT CI\§CCCTT GCI

RACE g m e
CpBs4C.2-R 176 CNACHATTE@ARAGERATTCARTEECG AATTEGCCAHCCTF“TTTF“TAC CT
Bs4C-R 176 G n 2T T T T ATCRAA G T TC TTTGG,AITTTCAGGEAAGAGCAC ATC
RACE g e

CpBs4C.2-R 236 CABCTTCeIGE: ARMGAGCA TGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATG
Bs4C-R 236 TT AATC‘TTCTAT‘

RACE e ACCATAGAATTTTAGH
CpBs4C.2-R 296 NNANNININNIINGHNGCALGCATIATIEA TTGCTATATAATETEN® ARENAC T
Bs4C-R PN 7. MR CACAACCAGCAREEEES TECIACINY - - —- - —-—-—- @CI\ACCATAGAATTTTAGG
RACE YOl A A AGAT TCAAAAGAA TR AGAATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTT

CpBs4C.2-R 356
Bs4C-R 302

AGAAETT CAAANAACOINOVRSINN GAATGGAGTTTGAT CTEAGATAC TTGATCTTAATTH
AAAAGATTCAAAAGAAT latabalaty AGAATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTT
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RACE ETGGCTARCATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTTCCATATAT
(=T oL S Sl T FI T2 2 CATIC TCAAATCEATA TS SRR T TCTGARNA AR TIGAT CCTTTCCATATAT
Bs4C-R EI{ T GGCTAACATGCTCARATCAATATTATCCATTTCTGATARCTGGGATCCTTTCCATATAT
RACE 134

CpBs4C.2-R 473

Bs4C-R 416

RACE SN T T TCCTTTATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCARATATACGAATACGTG
o =L L o B M T T T CC T TA T TTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATATACGAATACGTH
Bs4C-R VKW T TCCTTTATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCARATATACGAATACGTG
RACE PISHM T .C GTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTC
(6 =T o BT T 7 [ G T A T2 C e TI T C T CCAAGT C[§TTTAATAC TTGTGTCTAGCTTCTC
Bs4C-R SEEMT 2 CGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTC
RACE BT TCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCAT
(6 =T o S VSl T T C T2.CTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCITCATTATCATTECACTTTCCTCAT
Bs4C-R LEMT TCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCAT
RACE EWANG T TCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACARCGGATTCTGCATATTTTCT
(=T oS S ANl ;T T C TTC TTGGAT THGC@ATACATGGGCTAGTETTCGACAACHGARTCTRCATATTTTCT
Bs4C-R JEW T TCTTCTTGGATTGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCT
RACE VSN C A ACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATGTGGAGT TTGACAGARATAATG
=T el S IW fi~. C1. 2 TR TTCCAGCAGTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATG
Bs4C-R AW C2 A CARTAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCARTGTGGAGTTTGACAGARATAATG
RACE VAN T GA.GCCAGCAACATGARACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAGTTGAATTCATCGATCA
o] VR ToMV -y S SRl T G2, GCCAGCAECATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCRAG

Bs4C-R ERENT G~ GCCAGCAACATGARACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAGTTGAATTCATCGATCA
RACE 3", GGATATATTTCATGTTCATCCAACGTCTTGTATTTCATATATGTGTGTTTTTTTCTGTA
CpBs4C.2-R 860

Bs4C-R CEKM? GGATATATTTCATGTTCATCCAACGTCTTGTATTTCATATATGTGTGTTTTTTTCTGTA

A 26

Sequenzen von CpBs4C.2-R (Pl 235047) und CpBs4C.2-S (P1 585270)

Grun markiert ist das Startkodon, rot das Startkodon und die potentiellen EBE sind gelb
hinterlegt.

>CpBs4C.2-R
AAACTTTCCGATGGCATAGAACTTAGAAGTAGTAACTACAGTACATACATGGGCTGGTGTTTTTGGTTCAGCAATGAAAAAGTACC
TTCATGCAGCAATAGGGTACAATACTATTAAAGCGATGAAACAATTAAAATGCCAAAAATAGCCCTCCATGCTAGTAGACCAGCCA
TGACAACTATTGTAAAGCAATTCAATCTCGAGAAAAATTGGACCCAACCTATTTATACACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGAAT
GTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATGAAAAACACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCTACTCA
AAACATTTACTAGAATTTTCAAAAAAGCTCAAGAAGAATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATATTTAACATTCTCA
AATCCATATCACCTTCTGAAAATTTTGATCCTTTCCATATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTC
GCCTTTGTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTAC
TTTCTCCAAGTCGTTTAATAGCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTA
CACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTAGCCATACATGGGCTAGTGTTCGACAACCGACTCTACATATTTTCTCTACAATATTGCCA
GCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCCAACAAATCGCCTGCTCTCTCT
CGTCTAGATGAATCGATCGATCAAGGATTTCATATTTATCCAACGTCTTACATTTCATATATGTGTGTTTGTTTCTGTATGAAAAT
CTTGAAAATAAGGTATGTTTACCTACTATAACAAGTAAAAGATGACACGATAGCGT

>CpBs4C.2-S
GGACAAACTTTCCGATGGCATAGAACTTAGAAGTAGTAACTACAGTACATACATGGGCTGGTGTTTTTGGTTCAGCAATGAAAAAG
TACCTTCATGCAGCAATAGGGTACAATACTATTAAAGCGCTGAAACAATTAAAATGCCAAAAATAGCCCTCCATGCTAGTAGACCA
GCCATGACAACTATTGTAAAGCAATTCAATCTCGAGAAAAATTGGACCCAACCTATTTATACGCTCAACTTCGAGGAAAGAGCAGA
ATGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATGAAAAACACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCTACT
CAAAACATTTACTAGAATTCTCAAAAAAGCTCAAGAAGAATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTTAACATTCT
CAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTTTGATCCTTTCCATATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGC
TCGCCTTTGTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATT
ACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCAT
TACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTAGCCATACATGGGCTACTGTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTGC
CAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCCAACAAATCGCCTGCTCTCT
CTCGTCTAGATGAATCGATCGATCAAGGATTTCATATTTATCCAACGTCTTACATTTCATATATGTGTGTTTGTTTCTGTATGAAA
ATCTTGAAAATAAGGTATGTTTACCTACTATAACAAGTAAAAGATGACACGATAGC
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Alignment der CpBs4C.2-R (Pl 235047) und CpBs4C.2-S (P1 585270) Sequenzen (oben) und
der Proteinsequenzen (unten). Griin markiert ist das Startkodon und die potentiellen EBE
sind gelb hinterlegt. Identische Nukleotide zwischen beiden Akzessionen sind als weille
Buchstaben auf schwarzem Hintergrund dargestellt. Das Alignment wurde mit ClustalW und
Boxshade erstellt.

CpBs4C.2-R I AACTTTCCGATGGCATAGAACTTAGAAGTAGTAACTACAGTACATACATGGGCTG
CpBs4C.2-S INGCGACAAACTTTCCGATGGCATAGAACTTAGAAGTAGTAACTACAGTACATACATGGGCTG
CpBs4C.2-R SYAGCTGTTTTTGGTTCAGCAATGAAAAAGTACCTTCATGCAGCAATAGGGTACAATACTATTA
CpBs4C.2-S (PG TGTTTTTGGTTCAGCAATGAAAAAGTACCTTCATGCAGCAATAGGGTACAATACTATTA
CpBs4C.2-R 117 nVNejole/ ier VNG VNRV: VAT GCCAAAAATAGCCCTCCLuNelouy:Neay:XeINso):Xeloier:uer:Ne
CpBs4C.2-S 121 nVNe[oleCiNe VNSV VVVAT GCCAAAAATAGCCCTCCLuNelsiv:Ney:XeINsor:Xeloier:uNer:Ne
[0l R oM e (" "\ CTATTGTAAAGCAATTCAATCTCGAGAAAAATTGGACCCAACCTATTTATACACGCTC
[0} I= P AOMZE I IR N . /\ CTATTGTAAAGCAATTCAATCTCGAGAAAAATTGGACCCAACCTATTTATACERGCTC
[0 R AN (VSN \ C T TCGAGGAAAGAGCAGAATGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATGA
[0 FAOMEISIVACICIN .\ C T TCGAGGAAAGAGCAGAATGTTAGAAATATAATTTTACGCGTAGATATAAATAATGA
[T AN (VAN /\ [\ \CACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCTACTCAAAACATTTACTA
(6P AOMEISIVACICIN " \ \ \CACAACCAGCAGGAAGCATTATACATTGCTATATAATCTACTCAAAACATTTACTA
CpBs4C.2-R 357 (CrNMNTINOLV:V:VV:VXE[GUNOIV:NEI:V:\E):N GAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTAT)
CpBs4C.2-S 359 [cHUNNCINeR:V:V:V.V-VXE[OHer:V:NE):V.Xe):N GAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTAT)

CpBs4C.2-R 417 ﬁTTTAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTTTGATCCTTTCCATATATTTGG
S A

CpBs4cC.
(/)R ONV Ey R WV C "\ A TCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTCGCCTTTGTTTTCTTATTTTC
(62RO RN R WAl C 7\ ATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTCGCCTTTGTTTTCTTATTTTC
[0/ ROV ES (SNl C T TCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAG
[0/ RO R IS C T TCATTTTCTCCATCACTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAG

NNy €T TAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTTTGATCCTTTCCATATATTTGG]

(62RO Ey (N T\ TTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATAGCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAAT
(62RO R IS T A\ T TACTTTCTCCAAGTCGTTTAATAWCTTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAAT
CpBs4cC

D NN CTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTAG]
(6} )= P Ao eI I G T TGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTAG
RN C CATACATGGGCTAGMTGTTCGACAACCGACTCTACATATTTTCTCTACAATATTGCCAGC
SRR C CATACATGGGCTAMTGTTCGACAACCGACTCTEGCATATTTTCTCTACAATATTGCCAGC

CpBs4cC.
CpBs4cC.

(IR oM e (BN G T TAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAGCATGAAAC
(6P XM EI SIS G T TAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCARACATGAAAC

CpBs4C.2-R 837 |iNeenvNenv.vuielelslohicisuioiNouicuielciye) ATGAATCGATCGATCAAGGATTTCATATT
CpBs4C.2-S 839 |iNeenvenv.vuielelslohicisuyoNouicuieiciye) ATGAATCGATCGATCAAGGATTTCATATT
CpBs4C.2-

I S N T\ TCCAACGTCTTACATTTCATATATGTGTGTTTGTTTCTGTATGAAAATCTTGAAAATA
[0l R IO eI I T 7\ T CCAACGTCTTACATTTCATATATGTGTGTTTGTTTCTGTATGAAAATCTTGAAAATA
[6)I= T XM e (Wl " CGTATGTTTACCTACTATAACAAGTAAAAGATGACACGATAGCGT
[0} T AoV E IR " CGTATGTTTACCTACTATAACAAGTAAAAGATGACACGATAGC

>CpBs4C.2-R
MEFDLRYLILIIFNILKSISPSENFDPFHIFGNPIPSFITEFMNRLAEFVELESEFIFSITRITLHHPIIRIRISITES
KSENSLCLASLLLPOMLEWYFFFIIITLSSCSSWISHTWASVROPTLHIFSTILPAVSIFINVEFDRNNVSQQHET
PTNRLLSLV

>CpBs4C.2-S
MEFDLRYLILIIVNILKSISPSENFDPFHIFGNPIPSFITEFMNRLAEFVELESFIFSITRITLHHPIIRIRISITES
KSEFNILCLASLLLPOMLEWYFFFIIITLSSCSSWISHTWATVROPTLHIFSTILPAVSIFINVEFDRNNVSQQHET
PTNRLLSLV
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Vergleich der CpBs4C.2-R (Pl 235047) und CpBs4C.2-S (Pl 585270) Sequenzen
CpBs4C.2-R iV EFDLRYLILI I@NILKSISPSENFDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFVFLFSFIFSITRI
CpBs4C.2-S iV EFDLRYLILI IYNTILKSISPSENFDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFVFLFSFIFSITRI
(7o) 1-T Yo R - S Sl T . HHP T TRIRI S I TFSKSFNYLCLASLLLPQMLFWYFFFIIITLSSCSSWISHTWASVRQ
(0)e)- 1T YoM RN Sl T 1. H HP T TRTRI ST TFSKSFNWLCLASLLLPOMLFWYFFFITIITLSSCSSWISHTWARVRQ
(0)e): T 1ol R S Al > T 1.5 T ST I LPAVS I FINVEFDRNNVSQQHETPTNRLLS LY

(o)) T Il R B Al > T 1.5 T ST I LPAVS I FINVEFDRNNVSQQHETPTNRLLS LY

A 27
Alignment und Vergleich der CpBs4C.2-R (Pl 235047) und Bs4C-R Sequenzen

80

| | | |
Bs4C-R ATGGAGTETG ETETEAGATA BTTCATETTc ATTTTGGETA EEATCETEEA ATEAATATTA TEEATTTETG ETAAETGGGA TEBTTTEEAT
CpBs4C.2-R HAWGGAGTTTG BTETTAGATA ETTGATETTA ATTATATTTA EEATTETEEA ATEEATATEA BE- - - TTATG MAMATTTTGA TEATTTEEAT

Consensus AGTTTG ATCTNAGATA NNNTA ACATNCTCAA ATCNATATNA N G ANAANTNNGA TCCTTTCCAT
10

S ATGG CTTGATCTTN ATTNT CCATTTCT
conseracon | [[ T[T LTI CT iy T el C T CT T o e EE TR T T CLITETTAL

120 140 160 180

| | | |
Bs4C-R HBEA---TEE BACTITEATE cTETTEATEA ATAECETETT ETTTETTTTE ATATTTTEET TTATTTTETE EATEABTEGT ATAABEETTE
CpBs4C.2-R ATEBEATTEE BEcTTTEATE AEATTTATGA ATAccETECE ETTTGTTTTE TTATTTTEET TEATTTTETE EATEABTEGT ATAAREETTE

Consensus ANCNCATTCC NAGTTTCATC NNNTTNATNA ATANGCTCNN CTTTNTTTTC NTATTTTCCT TNATTTTCTC CATCACTCGT ATAACACTTC
10

<orserason, ([T Py [T T oo T T T T AT T T T T

220 240 260 280

| | | |
Bs4C-R TATEECHATA BcTGTABGTA BTABTABTTE AcGEECATETE TEEAACTEET TTAATATETT cTGTETACET TETETTETAE TEREABEEAT
CpBs4C.2-R THATABGAATA BcTATAACTA TTAET----- ------- TrE TEEAAGTEGT TTABTAGETT crcTETAGET TETETTETAE TEEEAEAAAT

Consensus TATACGAATA CGTNTANGTA NTACTACTTC AGCAGATNTC TCCAAGTCNT TTAATANCTT GTGTCTAGCT TCTCTTCTAC TCCCACAAAT
101

corsenon [ [T T THTIT o Mmnon coneond 11 AT THT TR T TEET I T T T

320 340 360 380

| | | |
Bs4C-R TEBTTTTTEG TEATTATEAT TGBEBTTTEE TEATGTTETT BrrccATTcc BARTABATGG GETAGTTTTE GABABBGGAT TETGBATATT
CpBs4C.2-R TABTTITTITET TEATTATEAT TABABTTTEE TEATCTTETT BTTccATTAC BEATABATGG GETAGTGTTE CAEAABEGAE TETABATATE
Consensus TACTTTTTCN TCATTATCAT TNCACTTTCC TCATGTTCTT CTTGGATTNG CNATACATGG GCTAGTNTTC GACAACNGAN TCTNCATATT
L00%
comersvon | [[[[[[1 [TTTEEIIAL (9 COOEET ORI (ORI T TR T T s TR
onservatior, [ [ AR M ALn Il

420 440 460 480

| | | |
Bs4C-R TARTATTTEE AcEAcTERCE ATTTTEATEA AfciccAcii TcHEACEEAT EATcTcHCEE AcEAREATCHE ARBTEAAAER AATECEBTCE
CpBs4C.2-R TH- - - TTcEE AcBAGTTAGE ATTTTEATEA ArcrccHcTT TGAEACARAT AATGTGHACEE AcEACEATGE AAETEEAAEA AETEcEETCE
Consensus TAATATTNCC AGCAGTNAGC ATTTTCATCA ATGTGGAGTT TGACAGAAAT AATGTGAGCC AGCANCATGA AACTCNAACA AATCGCCTGC
1005
el LRl PR T P PO P PO PO TR

Conservation
0%

Bs4C-R ETHG 495
CpBs4C.2-R @THG 486
Consensus CTAG

100%
Conservation DDDD
0%
1 2
Bs4C-R 1
CpBs4C.2-R 2 79

Alignment und Vergleich er CpBs4C.2-R (Pl 235047) und Bs4C-R Sequenzen

60

[} [} I
Bs4C-R MEEDEENENE NEANvERSHE SHSBNWBPER WEHBH- PSEN VENNKEEEEE NESENESETRE MTERAPNEEN 69
CpBs4C.2-R MEEDERNENE WHWENHERSH- spsENEBFPEH MEGNPHPSEN TEvVNEEAEVE EESENESHTE NTEHHAPHNEN 69

Consensus MEFDLRYLIL [IXXNXLKSIL SXSXNXDPFH IFXXXIPSFI XFXNXLXFXF XFSFIFSITR ITLHHPXIRI

o, (T T T T T T e T T ST T
80

Conservation
0%
100 120 140

| | | |
Bs4C-R RMBTTTSABE SKSENNECEA SEEEPGVEEW NEEVNNNAES ScsSSWHGNTW ASERCRHERN ESTHNEPANMS 139
CpBs4C.2-R BHSHT- - - - B SKSENSECEA SEEEFoVEEW NMEEENNNTES ScSsWlsHTW ASUBQPTEHN ESTHE- PANMS 134
Consensus RXXXTTSADX SKSFNXLCLA SLLLPQMLFW YFFXI1IXLS SCSSWIXXTW ASXRQXXLHI FSTIXFPAVS

on (e lopwen (TR T T T T e T T T T T T

Conservation
0%
160

|
Bs4C-R HMENNVMEEBBN NUSGoHETQT NEREE- - ¥ 164
CpBs4C.2-R MENNVMEEBEN NVSQQHETPT NEEESEM 161

Consensus | FINVEFDRN NVSQQHETXT NRLLSLV

o (T T T T

Conservation
0%
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1 2
Bs4C-R 1
CpBs4C.2-R 2 39
A28

Alignment und Vergleich der CpBs4C.2-R (Pl 235047) und CaBs4C.1-Sequenzen

20 40 60

I | |
CpBs4C.2-R MEEDEENENE NEENNERSH- 'SPSENEBPEM MEGNPHPSEN TEVNEEAEVE EESENESHTE NTEARPHNEN 690
CaBs4C.1 MEEBEENENE NEANvVEKSHE slsnnwBrPEH HilcNplipsEv TEVNEEEEEE NESENESHTE vTEHHPENEN 7o

Consensus MEFDLRYXIL IXXNXLKSIL SXSXNXDPFH IXGNPIPSFX TFMNRLXFXF XFSFIFSITR XTLHHPIIRI

or, ITTTTHT Tod HTT o R T TR T H T ST
80

Conservation
0%
100 120 140
|

| |
CpBs4C.2-R RHSHTESKSE NSECEASEEE PovEEMYEEE MENTESScSS WHSHTWASUR aPTEANESTE E- PANSH
EsTH NEPAMSHENN 140

CaBs4C.1 EMSHTESKSE NHECEAS POVMEEWNEEE NMENTESECSS WHGNTWASER QR
Consensus RXSITFSKSF NXLCLASLLL PQMLFWYFFF 1 11TLSXCSS WIXXTWASXR QXXLHIFSTI XFPAVSIFIN
100%
consersaon | |l [T [l A0 FPER TR P T M DO | Pl TN e EEECEY
IGI()
CpBs4C.2-R Wi ENNM- S QOHETPTNEE ESEM 161

CaBs4C.1 MEEBRNNMNS QQ..TQTN.. ESEN 164

Consensus VEFDRNNV IS QHETXTNXL LSLV

S I TR

Conservatlon
1 2
CpBs4C.2-R 1
CaBs4C.1 2 27

A29
Alignment und Vergleich von CpBs4C.2-R (Pl 235047) und CaBs4C.2-Sequenzen sowie
Vergleich

20 40

| |
CaBs4C.2 M | W | Kslis PSENWBPERN EcNPHPSENT EvNEEAE THEAAPH
CpBs4C.2-R MEEDERNENE NNENNERsHSs PSENEBPERN EcNrPHPSENT EVNREAEVEE ESENESETREN TEHHPHNBNE 70

Consensus MEFDLRYLIL I IXNILKSIS PSENXDPFHI FGNPIPSFIT FMNRLAFXFL FSFIFSITRX TLHHPIIRIR

| e T TR T TV T TR T

Conservatlon
100 120 140

CaBs4C.2 ISITISISII EsHTRTTERA PIIIIIISIT sscssneNA 140
CpBs4C.2-R lslTlSlsl' ----------------- SSCSS..S.T 114
Consensus | SITFSKSFI FSITRTTLHH PIIRIRISIT FSKSFNXLCL ASLLLPQMLF WYFFFIXITL SSCSSWIXXX

or, T orermneon oonermneon: eoond T T T TR IO T

Conservatlon
160 180

CaBs4C.2 WASERQPTEH llSTllPAlS NENNVEEBEN TM/SQQHETQT THEEESEM 187
CpBs4C.2-R WASHMRQPTEH NESTHEPANS NENNVEEBEN NWSQQHETPT NEEESEM 161

Consensus WASXRQPTLH IFSTIXPAVS IFINVEFDRN XVSQQHETXT XRLLSLV

or, (T T T T T o T T

Conse rvatlon

CaBs4C.2 1
CpBs4C.2-R 2 40
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A 30

Alignment und Vergleich von CpBs4C.2-R (Pl 235047) mit dem Deletionsderivat von

CaBs4C.2. (CaBs4C.2*, Duplikation deletiert)
20

40 60

[} [} [}
CaBs4C.2* MER | W | Kslis PSENWBPEHN EcNPHPSENT EvVNEEAE ESENESHTRT
CpBs4C.2-R MEEDERNENE NNENNERsSHs PSENEBPERN EcnPHPSENT EvVNREAEVEE ESENESHTEN

Consensus MEFDLRYLIL I IXNILKSIS PSENXDPFHI FGNPIPSFIT FMNRLAFXFL FSFIFSITRX

TEAHPH B 70
TEHHPHNRNRE 70

TLHHP I IR IR

er (LTI TR AT T T T T T

Conservatlon
100 120
|

|
CaBs4C.2* lSlTlSlSlN HECEASEEEF QVEEMN i THTESScCSSW MGNAWASERG PTEANESTHE
CpBs4C.2-R MISHTESKSEN SECEASEEEF ovEEMYEEEN NETESscssw MsHTWASUEQ PTEHNESTHE

Consensus ISITFSKSFN XLCLASLLLP QMLFWYFFFI XITLSSCSSW IXXXWASXRQ PTLHIFSTIX

14|0
PANSHENNYE 140
PANSHENNNE 140

PAVSIFINVE

o, (T AT T o T T T T T T

Conservation
0%
160
|

CaBs4C.2* EBRNTMSQOH ETQTTREESE M 161
CpBs4C.2-R lllNNlSQQH ETPTNEEESE ¥ 161
Consensus FDRNXVSQ ETXTXRLLSL V

100%

conseraton ||/ [ H [T} H T
[ [N

CaBs4C.2* 1

CpBs4C.2-R 2 14
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A 31
Sequenzen ATG-STOPP der verschiedenen Capsicum-Spezies

>Bs4C-R
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>Bs4C-S
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGATCAAATCAATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATC
TTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGAGGAAGGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>CpBs4C.2-R
ATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATATTTAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTTTGATCCTTTCCA
TATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTCGCCTTTGTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATAGCTTGTGTCTAGCTTCT
CTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTAGCCATACATG
GGCTAGTGTTCGACAACCGACTCTACATATTTTCTCTACAATATTGCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAA
ATAATGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCCAACAAATCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>CpBs4C.2-S
ATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTTAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTTTGATCCTTTCCA
TATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTCGCCTTTGTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGTCTAGCTTCT
CTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTAGCCATACATG
GGCTACTGTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTGCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAA
ATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCCAACAAATCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>CaBs4C.1
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTAATAACTGGGATCCTTT
CCATATAATTGGTAACCCCATTCCAAGTTTCATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCA
TCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCT
TCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTTATGTTCTTCTTGGATTGGCAATAC
ATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTG
ATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAAATCACCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>CaBs4C.2
ATGGAGTTTGATCTTAGATACTTGATCTTAATTATAGTTAACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGAAAATTGGGATCCTTTCCA
TATATTTGGCAATCCCATTCCAAGTTTCATCACATTTATGAATAGGCTCGCCTTTCTTTTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCA
CTCGTACAACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTACA
ACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCTTCTCTTCTACT
CCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGGCAATGCATGGGCTAGTT
TTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGACAGAAATACTGTG
AGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>CaBs4C.3
ATGGAGTTTGATCCTGATTATAGTTAACATACATTCTCAAATCCATATCACCTTCTGATCAAAATTGTGATCCTTTCCATATATTT
GGCAATCCCATTCCAAGTTTCATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTCTCTTATTTTCCTTCATTTTCTCCATCACTCGTAT
AACACTTCATCATCCAATTATACGAATACATATAAGTACCACTACTTCAGCAGATTTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGTCTAG
CTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTATTTTGGTACATTTTCTTCATCACCATTACATTGACCTCATGTTCTTCTTGGGTTGGCAAT
ACATGGGTTAGTTTTGGACAACGGACTTTGCGTATTTTTTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTGA
TAGAAATAACGTAAGCCAGCAGTCTGAAACTCAAACTACTCATTTACTCTCTCTCGTCTAG

>CaBs4C. 4
ATGGAGTTTTGATCTTACATACTTTATCTTGATTATAGTTAACATACATTCTCAAATCCATGTCATCTTCAGAAAATTGGGATCCT
TTCCATATATTTGGCAGTCCCATTTCAAGTATCATGACATTTATGAACAGGCTCGTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTC
CATCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACAAATACGTATAAGTATTACTTTCTCCAACTCCTTTAATATCTTGTGTCTAG
CTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACATTTTCTTCATTATCATTACATTTTCCCCATGTTCTTCTTGGATTGGCAAT
ACATGGGCTAGTTTTCGACAATGGACTTTGCGTATTTTCTCTACAATAATATTTCCAGCATTTTGCATTTTCAGCAATTGTCACGT
TGATAGATATTCATCATCTGCAGAAACATTTTCCATGTTAACTATTATGCTGAAGGCTACTGATGCTTTTTAA

>CaBs4C.5
ATGGAGTTTGATCTAAGGTACACAATATTAATTATAGTTAACATTCTCAAATCAATATTTATTTCAAATGAATGGGATCCTTTTCA
TATATTTGTCCAACTCACTTTCATGGCATTTATGAATAGGCTTTTTCTTCTTCTATTGTTTTCTTTCATTTTCTCCATCACTAGTA
TAACAATTCATTATCCAATGAGAGTACATATAAGTTCAACATATTTCTCAAAGTCCTTTAATATATTATTTTTAACTTCATTTCTA
CTTCCACAAGTGTTATTTTGGTACATTTTCTTCATTACTATTATGACATTTCCTTCTAATTGGATTTCCAATTTTAAGGAATGGTC
TTTATATATTATTTCAATAATTCCAGGATTTAGTATTTTCATCAATGCTGAGCTTGATAGAAATAATGTGAATAACCAGCAGCCCC
AAGCTCAAACAATTCACCTACTCCTTCCTGTCTAA
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>CaBs4C. 6
ATGGAGTTTTTAGAGGAAGTAGTGACGCACAGTCTCAGTTAAAATTAGTGCTGTAAAAATATCACAAGTGATTTTCATCTCTCACT
TTTATATTGCAGATATGTACTTGCATTTTCAAGGATTGATATGACGAAGGCATTTCATTCTACTATCCAAATATTGTGTCATCCTT
TGTTTACCCCATTTGAGCTTTAGTCCTATTTTATTTCATACCCCTTTATTGGAATCAAGATAGAGTCGGTAAAGCTCAAAAGAAAA
GTGTCGAGCAAAACAATAGAGTCAGAAAGTTTCAAAAAGAAACGAGACAAAAAAGTGTCTAAAAGAGAAAAAGAAAAGCGTCGAGA
AAAATAA

>CaBs4C.7
ATGGAGTTTAGAACTGGCCTAGGGTCGCTGCTTCTGATTGCCCTTGTGGAGTTCCACTGGTTTCCTCTAGCCCTCTTCAGGCACCT
TAAGTTGGCTTATGTAATACTGAGTTTTGACAGTTGATCCATTTGCTTACCCAGTTGGTGACTTCTCAAGCCGAGCATGCTAATTT
TGTTGCTCCATCTTCTATGGTTAATAAGGTTGGCCAATTTATAAGGTTGAGTTCTCCAACTTTCACTGGTTCTAAAGTCGAGGAAT
ATCCTCAAAATTTCATTGATGAGATAGAAAAAAAAATTTCGTATAATGCATGCTATTGATTTGTAGGGTGTGGAGTTTGTTGCCTA
TCAGTTGAATTATGTGACGTATCAGTGGTATTATAGGGACGATGATGACAAGTCCACTCTATGGGATGACTTCTCTAGTGGTTTTC
TTGAATATTTTTTCTTCAGGAGTTGAGGGGTGAAGGCTAAGGAATTTGAGAATTTAAAGTAA

>CAP468P2 (C. pubescens CAP468 Pflanze 2)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>C.tovari (C. tovari Eshba CGN22876)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTGATCTTAATTTTGGCTAACATGGTCAAATCAATATCATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGGATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCAAAGTCCTTTAATATC
TTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCTTTATCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACACTCTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>C. frutescens
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTGCTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACGGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGG
AGTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>C.galapo (C. galapogense CGN22208)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTAATAACTGGGATCCTTT
CCATATAATTGGTAACCCCATTCCAAGTTTCATGACATTTATGAATAGGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTCATTTTCTCCA
TCACTCGTATGACACTTCATCATCCAATTATACGAATACGTGTAAGTATTACTTTCTCCAAGTCGTTTAATATCTTGTGCCTAGCT
TCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATTATCATTACACTTTCCTTATGTTCTTCTTGGATTGGCAATAC
ATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGGAGTTTG
ATAGAAATAATGTCATCAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCAA

>C.chaco (C. chacoense PI560944)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAACTCCTTTAATATC
TTGTGTCTAGCTTCTTTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACATTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
CGGAGTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>C.praeterX (C. praetermissum CGN19198 Pflanze X)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGATCAAATCAATATCATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAACAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTGCTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTCATTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>19243 (C. pubescens CGN19243)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1481-1 (C. pubescens CAP1481 Pflanze 1)

ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
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TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1482-4 (C. pubescens CAP1482 Pflanze 4)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1483-2 (C. pubescens CAP1483 Pflanze 2)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1492-1 (C. pubescens CAP1492 Pflanze 1)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGATCAAATCAATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATC
TTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGAGGAAGGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1486-1 (C. pubescens CAP1486 Pflanze 1)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGATCAAATCAATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATC
TTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGAGGAAGGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>870-1 (C. pubescens CAP879 Pflanze 1)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>273-1 (C. pubescens CAP271 Pflanze 1)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>C.bac306-4 (C. baccatum 306 Pflanze 4)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTAATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTTATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATAAGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAACTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGG
AGTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>C.bac874-6 (C. baccatum 874 Pflanze 6)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATTCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATGACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTTTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGCGG
AGTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>1475-1 (C. pubescens CAP1475 Pflanze 1)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATTCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATGACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTTTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGCGG
AGTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGCATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG
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>217-5 (C. pubescens CAP217 Pflanze 5)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>867-11 (C. pubescens CAP867 Pflanze 11)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>907-5 (C. pubescens CAP907 Pflanze 5)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1694-2 (C. pubescens CAP1694 Pflanze 2)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>C.ex16-1 (C. eximium CAP 1035/94 2.1)
ATGGAGTTTGATCTAAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATTCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGACAACCGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATGTGG
ACTTTGACAGAAATACTGTGAGCCAGCAGAATGAAACTCAAACAACTCGCCTGCTCTCTCTCGTCTAG

>C.ex121502-2 (C. eximium CGN21502 Pflanze 2)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGAATACGTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTGTGT
CTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGATTGG
CAATGCATGGGCTAGTTTTCGAGGAAGGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTCCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATGTGGAGT
TTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1693-1 (C. pubescens CAP1693 Pflanze 1)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1695-5 (C. pubescens CAP1695 Pflanze 5)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1696-6 (C. pubescens CAP1696 Pflanze 6)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1480-4 (C. pubescens CAP1480 Pflanze 4)

ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTGATCTTGATTTTGGCTAACATGCTCAAATCAATATTATCCATTTCTGATAACTGGGATCCTTT
CCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCATCA
CTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTGTACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATCTTG
TGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCGTCATTATCATTGCACTTTCCTCATGTTCTTCTTGGAT
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TGGCAATACATGGGCTAGTTTTCGACAACGGATTCTGCATATTTTCTCAACAATAATATTTCCAGCAGTCAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

>1480-2 (C. pubescens CAP1480 Pflanze 2)
ATGGAGTTTGATCTCAGATACTTCATCTTAATTTTGGCTAACATGATCAAATCAATATTATCATCCATTTCTGATAACTGGGATCC
TTTCCATATATTTCATGACCATCCCAGTTTCATCGTCTTCATCAATAAGCTCTTCTTTCTTTTCATATTTTCCTTTATTTTCTCCA
TCACTCGTATAACACTTCATCATCCAAATATACGAATACGTATACGTACTACTACTTCAGCAGATCTCTCCAAGTCCTTTAATATC
TTGTGTCTAGCTTCTCTTCTACTCCCACAAATGTTGTTCTGGTACTTTTTCTTCATCACCATTACACTTTCCTCATGTTCTTCTTG
GATTGGCAATGCATGGGCTAGTTTTCGAGGAAGGACTCTGCATATTTTCTCTACAATATTTCCAGCAGTTAGCATTTTCATCAATG
TGGAGTTTGACAGAAATAATGTGAGCCAGCAACATGAAACTCAAACAAATCGCCTGCTCGTCTAG

Auflistung der korrespondierenden Proteinsequenzen zu den KDS-Sequenzen der
verschiedenen Capsicum-Spezies.

>C.exi6-1
MEFDLRYFILILANMLKSILFISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINVDFDRNTVSQONETQTTRLLSLV

>C.exi21502
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTSADLSKSEFNILC
LASLLLPOQMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1694-2
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>867-11
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>907-5
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>C.bac306-4
MEFDLRYFILILANMLKSILSISNNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRISTTTSADLSNSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNTVSQQHETQTTRLLSLV

>C.bac874-6
MEFDLRYFILILANMLKSILFISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRMTLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASFLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINAEFDRNTVSQQHETQTTRLLSLV

>1475-1
MEFDLRYFILILANMLKSILFISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRMTLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASFLLPOMLEFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFROQPTLHIFSTIFPAVSIFINAEFDRNTVSQQHETQTTRLLSLV

>217-5
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSFNIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1483-2
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1492-1
MEFDLRYFILILANMIKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENI
LCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1486-1
MEFDLRYFILILANMIKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENI
LCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>870-1
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPQMLFWYFFVIIIALSSCSSWIGNTWASFRQRILHIFSTIIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLYV

>273-1
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>C.praeterX
MEFDLRYFILILANMIKSISSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTASADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSHSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV
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>19243
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1481-1
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1482-4
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>C.chaco
MEFDLRYFILILANMLKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSNSFENI
LCLASFLLPOMLFWYIFFITITLSSCSSWIGNAWASFROQPTLHIFSTIFPAVSIFINAEFDRNTVSQQHETQTTRLLSLV

>C.galapo
MEFDLRYFILILANMLKSILSISNNWDPFHIIGNPIPSFMTFMNRLFFLFIFSFIFSITRMTLHHPITIRIRVSITEFSKSENILCLA
SLLLPOMLFWYFFFITIITLSLCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVISQOHETQTNRLLV

>C.frut
MEFDLRYFILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRATTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFROQRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNTVSQQHETQTTRLLSLV

>C.tovari
MEFDLRYLILILANMVKSISSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSFENI
LCLASLLLPOMLFWYFFFFIITLSSCSSWIGNAWASFRQHSLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLSLV

>468-2
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPQMLFWYFFVIIIALSSCSSWIGNTWASFRQRILHIFSTIIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLYV

>CaBs4C.1
MEFDLRYFILILANMLKSILSISNNWDPFHIIGNPIPSFMTFMNRLFFLFIFSFIFSITRMTLHHPITIRIRVSITFSKSFNILCLA
SLLLPOMLFWYFFFITITLSLCSSWIGNTWASFRQRILHIFSTIIFPAVSIFINVEFDRNNVISQQHETQTNHLLSLV

>CaBs4C.2
MEFDLRYLILIIVNILKSISPSENWDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFLFLFSFIFSITRTTLHHPITIRIRISITFSKSFIFSITRT
TLHHPIIRIRISITFSKSFNILCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRQPTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNTV
SQQHETQTTRLLSLV

>CaBs4C.5
MEFDLRYTILIIVNILKSIFISNEWDPFHIFVQLTFMAFMNRLFLLLLFSFIFSITSITIHYPMRVHISSTYFSKSFNILFLTSFL
LPQVLFWYIFFITIMTFPSNWISNFKEWSLYIISITIPGFSIFINAELDRNNVNNQQPQAQTIHLLLPV

>CpBs4C.2-R
MEFDLRYLILITIFNILKSISPSENFDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFVFLFSFIFSITRITLHHPIIRIRISITEFSKSENSLCLAS
LLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWISHTWASVRQPTLHIFSTILPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETPTNRLLSLV

>CpBs4C.2-S
MEFDLRYLILITIVNILKSISPSENFDPFHIFGNPIPSFITFMNRLAFVFLFSFIFSITRITLHHPITIRIRISITFSKSENILCLAS
LLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWISHTWATVRQPTLHIFSTILPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETPTNRLLSLV

>Bs4C-R
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>Bs4C-S
MEFDLRYFILILANMIKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENI
LCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQOHETQTNRLLV

>1480-4
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVEFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSFNIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1480-2
MEFDLRYFILILANMIKSILSSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRIRTTTSADLSKSENI
LCLASLLLPOMLFWYFFFITITLSSCSSWIGNAWASFRGRTLHIFSTIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1693-1
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSFNIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

>1695-5
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSFNIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV
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>1696-6
MEFDLRYLILILANMLKSILSISDNWDPFHIFHDHPSFIVFINKLFFLFIFSFIFSITRITLHHPNIRIRVRTTTSADLSKSENIL
CLASLLLPOMLFWYFFVIITIALSSCSSWIGNTWASFROQRILHIFSTITIFPAVSIFINVEFDRNNVSQQHETQTNRLLV

Alignment (A) und Vergleich (B) der Proteinsequenzen der verschiedenen Allele

1480-4 .
1696-6
C.tovarii
1480-2
1486-1 .
Bs4C-S .
1492-1 .
Cexi6-1 .
Cfrut. .
Cbac874-6 .
1475-1 .
Cchaco. .
Cexi21502-2 .
C.praeterX .
Cbac306-4 .
CpBs4C.2-R .
CpBs4C.2-S .
CaBs4C.2* .
Cgalapo .
CaBs4C.1 . -
CaBs4C.5 MAIMI
Consensus MEFDLRVLI L | LANMLKS | L S-1SDNWDPF HIFHDH-PSF IVFINKLFFL FIFSFIFSIT RITLHHPNIR IRIRTTTSAD LSKSFNILCL ASLLLP QMLF WYFFFI1ITL

oo
coseeay, [T OO 0O O O Cn/ ISV ERTATRT POl e \HHHH O T T A
]40 ]GB

1481-1 IlG -8 v 165
1483-2 - 165
273-1 165
217-5 165
CAP468P2 165
1693-1 165
1482-4 165
1695-5 165
1694-2 165
19243 165
870-1 165
867-11 165
Bs4C-R 165
907-5 165
1480-4 165
1696-6 165
C.tovarii 167
1480-2 165
1486-1 165
Bs4C-S || 165
1492-1 | 165
Cexi6-1 166
Cfrut. 166
Cbac874-6 166
1475-1 166
Cchaco. 167
Cexi21502-2 163
C.praeterX 165
Cbac306-4 166
CpBs4C2-R .| 162
CpBs4C.2- .. 162
CaBs4C.2* 161
Cgalapo .| N 162
CaBs4C.1 165
CaBs4C5 - 155

Consensus SSCS-SWIGN TWASFRQRIL HIFSTIIFPA VSIFINVEFD RNNV SQQHE TQTNRLL--V X

cosesar [T TTTTT ol T T T T TR
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>CpBs4C.2-R >Bs4C-S

TMHMM posterior probabilities TMHMM posterior probakbilities
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Transmembran-Helices-Vorhersage nach dem Hidden-Markov-Model fiir CpBs4C.2-R, CaBs4C.2 und
CaBs4C.2Del (Deletionskonstrukt bei welchem die Duplikation entfernt wurde). Die TM-Helices sind
als rote senkrechte Striche, und die Polypeptidkette als Linie in Abhéngigkeit von ihrer Position, die
entweder innerhalb (blau) oder auBerhalb (lila) der Membran liegt, dargestellt.
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