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1. Ziele und Aufgabenstellung des Projekts 

Die Gesamtziele sind:  

- Erhaltung der genetischen Vielfalt von Wild- und Kulturpflanzen gemäß der Forderung der 

Agenda 21 der Vereinten Nationen (UN),  

- Schutz, Erforschung und Erhaltung der genetischen Variation der Weinrebe (V. vinifera L.), 

insbesondere der unabhängig voneinander vermehrten klonalen Formen alter Rebsorten. 

- Erforschung der molekularen Hintergründe von Rebklonen und zugrunde liegender 

genetischer Mutationen mit Auswirkungen auf den Phänotyp.   

- Entwicklung von Methoden zur Identifikation wertvollen genetischen Materials auf Basis 

molekulargenetischer Systeme, die mit ampelographischen Deskriptoren verknüpft sind.  

 

Die Ziele des Teilprojekts 2 sind:  

1. Erforschung der genetischen Variation der Weinrebe am Beispiel der Rebsorten Pinot noir 

mittels neutraler genetischer Marker und Evaluierung dieser Marker auf ihre Eignung für 

„klonale Fingerprints“. 

2. Erforschung von genetischen Mutationen mit Auswirkungen auf den Phänotyp am Beispiel 

der Lockerbeerigkeit  

3. Erforschung von molekularen Mechanismen (Transposition und Retrotransposition), die zur 

genetischen Variation von Rebklonen führen. 

4. Entwicklung von Markern, die zur Identifikation genetischen Materials bei Reben führen.  

 

Die Aufgabenstellung des Teilprojektes 2 umfasst die:  

- Etablierung von genetischen Methoden,  

- Entwicklung relevanter genetischer Marker für die Analyse von genetischer Variabiliät bei 

Reben,  

- Entwicklung relevanter Selektionsmarker für gewünschte Merkmale (z.B. Lockerbeerigkeit) 

 

1. 1. Planung und Ablauf des Projekts –Teilbereich 2  

Das Projekt wurde in enger Zusammenarbeit der Universität Hohenheim (Prof. Blaich) mit der AG 

„Clonal Genomics“ (Prof. Forneck) an der Universität für Bodenkultur, Wien, AUT. Mit 

Fortschreiten des Projektes wurde die Interaktion mit Spezialisten wichtig um den Fortgang des 

Projektes zu beschleunigen. Diese waren die AG „Diversité génétique intra-variétale chez la vigne“ 

(Dr. Pelsy, INRA, Colmar, F) und die AG „Genètica Molecular“ (Prof. Casacuberta) am IBMB-

CSIC, Barcelona, ES. Die Abstimmung der nationalen Projektpartner erfolgte in regelmäßigen 

Treffen zur Besprechung und Diskussion und Austausch der Ergebnisse. Die in dem Projekt 
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involvierten ForscherInnen sind:  

Prof. Rolf Blaich (Projektleitung) 
Prof. Astrid Forneck (Teil Klonale Fingerprints, Subprojektleitung) 
Petra Hoffmann (Teil Lockerbeerigkeit – bis 4/2007, dann Mutterschutz) 
Dr. Andrej Benjak (Teil Transposon – ab 1/2007 bis Projektende) 

Die Planung und der Ablauf der Teilexperimente ist chronologisch geordnet und dem jeweiligen 

Projektziel zugewiesen. Es erfolgt eine Übersicht in tabellarischer Form.  

 
Tabelle 1: Chronologische Darstellung der Teilexperimente mit Bezug zu Projektziel und Hinweis 
zum Ablauf  
 
 Planung- Teilexperiment Ziel Ablauf 
1 Erforschung der genetischen Variation in Pinot noir Klonen mittels 

neutraler Marker und Erstellung „klonaler Fingerprints“ zur 
Grundlage für die weiteren molekulargenetischen Analysen 
(Forneck) 
 

1 2006 
abgeschlossen  

2 Erforschung molekularer Marker assoziiert mit der 
Lockerbeerigkeit bei Pinot noir Klonen (Hoffmann, Forneck) 
 

2, 4 2006 - 2007 
abgeschlossen 

3 Erforschung des Anteils retrotranspositioneller Variation an der 
genetischen Variation bei Pinot noir, blanc und gris Klonen 
(Hoffmann, Forneck) 
 

3 2006 – 2007 
abgebrochen 
 

4 Erforschung des Anteils transpositioneller Variation an der 
genetischen Variation bei Pinot noir Klonen (Benjak, Forneck) 
 

3, 4 2007-2008 
abgeschlossen 

5 Erforschung von genetischen Markern für die Identifikation von 
genetischen Ressourcen bei der Weinrebe (Benjak, Hoffmann, 
Forneck) 
 

4 2008-2009 
abgeschlossen 

 
 

Versuchsjahr 1-2006 

Im Versuchsjahr 2006 wurden Untersuchungen zur Optimierung der AFLP-Methode durchgeführt 

und eine stringente Auswertungsmethode der AFLP-Bandenmuster etabliert. Erste Versuche zur 

Analyse eines Markers für die Lockerbeerigkeit bei Pinot noir Klonen wurden durchgeführt. Weiter 

wurden erste Versuche zur Analyse der klonalen Variation auf Basis retrotranspositioneller 

Variation durchgeführt.  

In Zusammenarbeit mit P1 wurden Untersuchungen im Freiland zur Untersuchung des Einflusses 

von Gibberellin auf die Lockerbeerigkeit an Pinotklonen durchgeführt. Diese Untersuchungen 

wurden in weiterer Folge nicht fortgeführt, da sie für die Zielerreichung (aufgrund der inzwischen 

erzielten molekulargenetischer Resultate) nicht mehr essentiell waren. Im Anschluss wurde mit 

Partner 3 eine Methode zur Extraktion hochwertiger RNA aus Gescheinen und Stielgerüsten von 

Pinotklonen erarbeitet.  
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Versuchsjahr 2- 2007 

Die Schwerpunkte der Arbeiten lagen auf der Entwicklung des Markers für die Lockerbeerigkeit bei 

V. vinifera `Pinot` und anderen Rebsorten und der Ermittlung von Sequenzunterschieden auf 

Grundlage von Transposon- basierten DNS Sequenzen. Im Versuchsjahr 2007 wurden in 

Zusammenarbeit mit Partner 3 Analysen im Labor zur Modifikation und Adaptation einer Methode 

zur Gewinnung von hochqualitativer Gesamt RNA durchgeführt. Weiter wurden Methoden und 

Protokolle ausgetauscht, die als Basis für die Gewinnung von cDNA dienen. Mit Partner 1 wurden 

morphologische und ampelographische Untersuchungen der zentralen Experimente von 2006 

wiederholt um die klonalen Phänotypen exakt zu beschreiben und eine Kopplung klonaler 

Merkmale mit Markern zu ermöglichen. 

 

Versuchsjahr 3-2008/2009 

Weitere Untersuchungen zur Existenz und um Ausmaß genetischer Variation mittels neutraler 

molekularer Marker (S-SAP) wurden durchgeführt. Mittels eines modifizierten S-SAP Protokolls 

konnten vier von fünf Pinot noir Klonen unterschieden werden. Diese PCR-gestützte Methode 

zeigte sich als effizient und reproduzierbar für die Detektion polymorpher Sequenzen (Wegscheider 

et al. 2009). Eine in silico Analyse des in 2007 publizierten Rebengenoms zeigte, dass der Anteil 

von  Transposons (potentiell aktive und defekte Kopien) darin bei ca. 2 % liegt. Der größte Teil der 

Elemente sind domestiziert, d.h. nicht mehr aktiv; dennoch konnten mehrere Kandidatenelemente 

bestimmt werden, deren Aktivität (funktionelle Transposase, Existenz komplementärer ESTs) zur 

Induktion genomischer Variation beitragen kann. Es handelt sich um Elemente der hat-Familien 

(hatvine-1, hatvine-2, hatvine-7, hatvine-10) sowie der PIF-Familien (Pifvine-3, Pifvine-4). Die 

Entwicklung von molekularen Markern auf Basis aktiver Elemente wurde anhand der Subfamilien 

mPifvine-3.1 begonnen.  

1. 2 Wissenschaftlicher und technischer Stand an den angeknüpft wurde  

Die fortgesetzte vegetative (=klonale) Vermehrung der Rebsorten hat in Verbindung mit natürlicher 

Mutation und anthropogener Selektion zu zahlreichen Spielarten und Varianten, geführt. Einige 

dieser Formen sind so auffällig, dass aus ihnen eigenständige neue Rebsorten entstanden sind, 

andere werden dagegen als Klone einer Rebsorte aufgefasst. So sind aus ursprünglich blauen 

Rebsorten rote und weiße hervorgegangen, wie der Ruländer und Weißburgunder aus dem Blauer 

Spätburgunder oder es sind innerhalb von Rebsorten Varianten entstanden wie kompakte oder 

lockerbeerige Spätburgunder. Genetisch betrachtet sind Burgundersorten als geklonte Mutanten 

hinsichtlich der Farbe aufzufassen, die auf Grund der lange zurückliegenden Trennung sicherlich 

zahlreiche weitere, oft stille, Mutationen tragen. Diese lassen sich gelegentlich durch molekulare 

Marker erfassen (Forneck et al. 2003).  
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Die Unterschiede zwischen den Burgundersorten lassen trotz dieser genetischen Betrachtung keine 

Zweifel an ihrer Eigenständigkeit als Rebsorte aufkommen. Vom Standpunkt des Sortenrechtes 

begründet sich diese Position mit Unterschieden in den so genannten Registermerkmalen. Aus 

bestehenden Rebsorten durch Knospenmutation hervorgegangene Varianten mit neuen 

Eigenschaften sind die Basis der Entwicklung 'verbesserter' Rebklone. Akkumulierte Mutationen 

bilden die genetische Streubreite innerhalb einer Rebsorte, die auch heute die entscheidende 

Voraussetzung für die Selektion neuer, praxisrelevanter Klone und die Erzeugung von Weinen 

unterschiedlichen Charakters darstellt. Diese Tatsache ist umso bedeutender, als die 

Klonenselektion – im Gegensatz zur Kreuzungszüchtung – mit der innerhalb der Rebsorte 

vorhandenen genetischen Variationsbreite auskommen muss. Was nicht bereits vorhanden ist, kann 

nicht selektioniert werden.  

Der berechtigten Forderung einer möglichst vollständigen Erhaltung der genetischen Vielfalt 

innerhalb alter Rebsorten, stehen praktische und finanzielle Zwänge entgegen. Es stellt sich folglich 

die Frage, was ist erhaltenswert und was verzichtbar. Die Frage lässt sich in zwei Teilfragen 

zerlegen: Wieweit unterscheiden sich Klone genetisch, hinsichtlich ihrer Gensequenzen? Und  

wieweit unterscheiden sich Klone in ihren physiologischen Kennzahlen? 

Beide Fragen sind sowohl für die grundsätzliche Entscheidung über die generelle Notwendigkeit 

einer Klonenerhaltung als auch für die Wertermittlung einzelner Klone erforderlich. Ziel des 

Projektes ist es daher, exemplarisch die Variation von Klonen der Rebsorten Riesling und 

Spätburgunder hinsichtlich ihrer  physiologische Kennzahl und ihrer Genome zu untersuchen. 

Neuere Untersuchungen haben bestätigt, dass sich Klone sowohl in ihren weinbaulichen 

Eigenschaften (Rühl et al. 2000, 2002) als auch hinsichtlich ihrer Genome unterscheiden (Forneck 

et al. 2003, Konradi et al., 2003).  

Durch die Veröffentlichung der Genomsequenz der Rebe im Jahr 2007 ("Whole shot gun 

Sequence") durch die beiden Gruppen Jaillon et al. (2007) und Velasco et al. (2007) hat sich für die 

Erforschung des Themenbereichs der klonalen Variation der Rebe die Perspektive erheblich 

verändert. Erstmalig waren belastbare in silico Analysen möglich, die das Genom auf mögliche, 

mutationsintensive Bereiche oder Loci untersuchen konnten. Weiterhin hat die Sequenzinformation 

zu einer immensen Erhöhung der Qualität auch der Wetbench Analysen geführt, da nun im 

Vorhinein überprüfende Analysen bzw. Simulationen der geplanten Versuche durchgeführt werden 

können. Für die beteiligten AGs dieses Teilbereichs hat die Neuerkenntnis zu einer drastischen 

Beschleunigung des Arbeitsfortschritte und auch des Arbeitspensums geführt. Nicht nur konnten 

Experimente frühzeitig gestoppt werden, deren Erfolg nicht abzusehen war – es konnte das Ziel, 

insbesondere im Bereich der "Transposon/Retrotransposon"-gestützen Variationsforschung bei der 

Rebe erreicht werden.   
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2. Material und Methoden  

Der Projektteil wurde in Teilexperimente aufgeteilt (Tabelle 1). Die Gliederung wird für das Kapitel 

2 und 3 beibehalten.  

 

Teilexperiment 1:  

Mittels etablierter Protokolle wurde ein AFLP- Screening an 32 Spätburgunder Klonen (Pinot noir, 

Pinot gris und Pinot blanc) (Anhang) mit 375 AFLP-PCR Markern durchgeführt und repliziert. Die 

DNA Extraktion wurde optimiert und die AFLP-Analyse wurde nach dem modifizierten Protokoll 

von Benjak et al. 2006 durchgeführt. Die klonale Variabilität betrug bei den Pinot Klonen zwischen 

1-5 %. Mittels statistischer Verfahren wurde die genetische Variabilität von Pinot noir Klonen 

untersucht. Dabei konnten genetisch „stabile“ und genetisch variable Klone unterschieden werden. 

Weiterhin konnte bestätigt werden, dass die genetische Variabilität von Pinot noir Klonen am 

höchsten und von Pinot blanc Klonen am niedrigsten ist.  

 

Teilexperiment 2:  

Ein selektiertes Probenset von 19 Rebklonen wurde für die Analysen verwendet: Sieben Pinot noir 

Klone: zwei kompakt (ENTAV 777, 105 S Frank), vier lockerbeerig (1-84 Gm, We M242, We M1, 

1-44 Gm), einer kleinbeerig (20-13 Gm), drei Pinot blanc Klone (INRA Colmar -3022, -3189, -

3009), ein Pinot Meunier (INRA Colmar -3079) und zwei Pinot gris Klone (INRA Colmar -3014, -

3079). Zusätzlich wurden weitere Rebsorten untersucht: Riesling (64-177 Gm), Roter Traminer (11 

Gm), Weißer Gutedel (Fr 36-37), Chardonnay (1Gm), Cardinal (UCDavis VII 1:13-14) and Chenin 

blanc (UCDavis I 4:5-6). DNS wurde nach etablierten Protokollen extrahiert und teilweise von 

Kollegen zur Verfügung  gestellt.   

Die Entwicklung der mit dem Phänotyp der Lockerbeerigkeit assoziierten Marker erfolgte über ein 

weites, randomisiertes Screening mit EST-basierten Sequenzen (Vaclavicek 2004), von denen ein 

Kandidatenlocus identifiziert werden konnte. Basierend auf dem Locus CF207762 (Goes da Silva et 

al. 2003) kodierend für ein Expansin-Gen, wurden spezifische Primerpaare entwickelt, die in 

weiterer Folge zu SCAR und CAPS Marker entwickelt wurden. Der SCAR Marker 

(Del1/5`GGCCTCAAGAATGGTCTCTGAARA`3 - 

Del2/5`ATATACTGTTGTCCTTGGGGGTCAGTC`3) amplifiziert ein PCR Produkt von 162/166 

bp. Der kompakte Phänotyp der untersuchten Pinot Klone  ist assoziiert mit dem 166 bp PCR 

Produkt. Der SCAR Marker kommt als Doppelbande mit 4 bp Unterschied vor. Beide 

Amplifikationsprodukte wurden in 4-facher Wiederholung direkt sequenziert und konnten 

reproduziert werden. CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)  Marker wurden auf Basis 

der Primerpaare ExpFl2 (5`GGCCTCAAGAATGGTCTCTGAATA´3 -

5`CCACCAGTAATGGCCACA`3) und anschließend mit SMI (Fermentas, St Leon Rot, Germany), 
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nach Standardprotokollen verdaut. Restriktionsprodukte wurden nach etablierten Laborprotokollen 

kloniert und sequenziert. Die detaillierten Methoden der einzelnen Arbeitsschritte sind im Anhang 

angegeben (Anhang).  
 

Teilexperiment 3:  

Anhand einer vergleichenden Analyse chimärer Rebklone der Rebsorten Pinot ssp. mittels  

RTransposon Display sollten spezifische Marker für die genetische Variabilität und korreliert mit 

der Beerenfarbe differenziert werden. Untersucht wurden 19  Vitis vinifera L. Pinot Klone, davon 9 

Pinot noir  (Fr 52-86, INRA 777, 20 Gm, 1-1 Gm, Fr 13 L M1, 20-13 Gm, Fr 10, 20-19 Gm), fünf 

Pinot gris  (2-15 Gm, 2-15-31 Gm, H 1-1-9, Fr 49-207, D 43) und fünf Pinot blanc  (Fr 70, Fr 74, D 

55, Wd 212, Wd 209). Für diesen Versuch wurden fünf Retrotransposon-spezifische Primer LTR1b 

(basierend auf Vine1, Verriès et al. 2000), LTR3 (basierend auf  Tvv1, Pelsy & Merdinoglu 2002), 

LTR5 (basierend auf  Tvv1, Pelsy & Merdinoglu), LTR 6 (basierend auf  Gret1, upstream, 

Kobayashi et al. 2004) und LTR7 (basierend auf  Gret1 downstream, Kobayashi et al. 2004)  

eingesetzt. Der Versuch wurde mit der RTransposon-Display Methode durchgeführt, die auf der 

AFLP-Technik basiert. Bei der Preamplifikation wurden MseI und LTR1a eingesetzt. Bei der 

selektiven  Amplifikation wurden LTR oder Mse markierte 5´Cy5 Primern und ein nicht markierter 

LTR oder Mse Primer verwendet. Ein modifiziertes Protokoll wurde entwickelt, dass bei der 

Preamplifikation Mse und Eco Primer eingesetzt und in der selektive Amplifikation markierte LTR- 

und nicht markierte Mse Primern kombiniert. Die PCR-Produkte wurden mit einen DNA-Fragment 

Analyser (ALF, Amersham Pharmacia, Freiburg) detektiert.  

 

Teilexperiment 4: 

(Detaillierte Informationen dieses Teilexperimentes in Wegscheider et al. 2009 (Anhang)).  

In dieser Untersuchung wurde eine modifizierte S-SAP Methode eingesetzt um deren Effizienz zur 

Detektion von Markern basierend auf Transposon Sequenzen zu testen. Weiterhin wurde die 

Sensitivität der Methode evaluiert um klonale Variation bei Pinot Klonen zu testen.  

Untersucht wurden sechs Vitis vinifera Proben: fünf Klone (20Gm, 1-44Gm, 18Gm, 20-13Gm, 1-

84Gm) von cv. Pinot noir (Forschungsanstalt Geisenheim, Germany) sowie ein Klon der Sorte 

Domina ST49 (Pinot noir x Portugieser) (Steinmann, Sommerhausen/Main, Germany) als „out 

group“. Die Reproduzierbarkeit der Methode wurde bestätigt indem alle Klone in doppelter 

Wiederholung analysiert wurden. Genomische DNS wurde von jungen Blättern mittels des 

E.Z.N.A. SP Plant DNA Miniprep Kits, nach handelsüblichen Protokollen extrahiert (Omega Bio-

tek, Doraville, USA). 
Ein modifiziertes Protokoll für ein S-SAP Assay wurde entwickelt, in dem genomische DNS (13.5 

µl) mit MseI (Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Germany) verdaut wurde. Die Restriktion wurde 2 h 

bei 65°C durchgeführt und weiter aufgereinigt mittels des Perfectprep® Gel Cleanup Kit 
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(Eppendorf, Hamburg, Germany). Anschließend wurde Template DNS (25 µl) hergestellt, indem 5 

µl eines Ligationsmixes (50 pmol MseI Adapter, 100 mM ATP, 10x T4 Ligase Buffer and 1 U T4 

Ligase (Fermentas GmbH) hinzugefügt und über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die 

Pre-amplifikation wurde mit einer Kombination aus Primer M (0) (tab.1), und sechs markierten 

(IRD700 and IRD800) „universal retrotransposon Primern“: F0100, F0103, F0104, F0105, F0113, 

F0117 (Kalendar, personal communication) durchgeführt. Der PCR Reaktionsmix enthielt 2.25 µl 

template DNS, 1.5 µM M(0), 1.5 µM retrotransposon primer, 1x PCR Buffer, 3 mM MgCl2, 0.2 

mM dNTPs and 1 U Taq DNA polymerase recombinant (Invitrogen Ltd., Paisley, UK). Die 

nichtselektive PCR wurde unter den folgenden Bedingungen durchgeführt: 94°C · 60 s -1 + 26 x 

(94°C· 30 s -1, 56°C · 60 s-1, 72°C · 60 s-1 ) + 72°C · 6 min-1. Die selektive PCR wurde in 10 µl 

Volumina durchgeführt und enthielt 1 µl of pre-amplifizierte DNS, 0.5 µM selektive MseI primer 

(M22, M23, M24, M25, M27) (tab.1), 0.5 µM retrotransposon primer, 1x PCR Buffer, 2.5 mM 

MgCl2, 0.2 mM dNTPs und 0.75 U Taq DNA polymerase recombinant (Invitrogen) unter 

Verwendung der folgenden PCR Bedingungen: 94°C · 60 s -1 + 12 x (94°C· 30 s -1 , 65°C · 30 s-1 , 

72°C · 60 s-1 ) + 26 x (94°C· 30 s -1 , 56°C · 30 s-1 , 72°C · 60 s-1 ) + 72°C · 6 min-1. Die 

Amplifikationsprodukte wurden auf 8 % Polyacrylamidgelen aufgetrennt und mittels LI-COR NEN 

4300 DNA analyzer (Licor Biosciences GmbH, Bad Homburg, Germany) visualisiert. Zur weiteren 

Analyse der RT-basierten Amplifikationsprodukte wurden vier polymorphe „Banden“ kloniert und 

sequenziert (Methodische Details in Wegscheider 2007). Die Sequenzen wurden via BioEdit  

aligned und gegen Nukleotid- und Protein Databases (NCBI) mittels BLAST und gegen Repbase 

Update Databases mithilfe des Repeat Masking Tools  analysiert.  

 

Tabelle 2: Verwendete M-Primer für die S-SAP Analysen 
Primer Code DNA sequence  
M(0) 5’- GAT GAG TCC TGA GTA A -3’ 
M22 5’- GAT GAG TCC TGA GTA ACA A -3’ 
M23 5’- GAT GAG TCC TGA GTA ACT T -3’ 
M24 5’- GAT GAG TCC TGA GTA ACA C -3’ 
M25 5’- GAT GAG TCC TGA GTA ACA T -3’ 
M27 5’- GAT GAG TCC TGA GTA ACT G -3’ 
 
 

Nur reproduzierbare Banden wurden gezählt und analysiert. Similaritätsmatrizen wurden auf Basis 

von SM Koeffizienten mittels NT-SYS PC Software, Version 2.01 berechnet und mittels SAHN/ 

UPGMA ein Dendrogram entwickelt.  

 
Teilexperiment 5: 

(Detaillierte Informationen dieses Teilexperimentes in Benjak et al. 2009 (Anhang)).  

Transposon Mining wurde an der publizierten Sequenz von Pinot noir (Jaillon et al. 2007, Velsaco 

et al. 2007) durchgeführt. Beschriebenen Transposons (Benjak et al. 2008) wurden als Sonden in 
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einer BLAST Analyse verwendet um potentielle MITE-Elemente zu finden. Zur Untersuchung der 

Transkription ("Aktivität") dieser Element wurde als Basis die "Grapevine EST collection" der 

NCBI Datenbank verwendet. Die daraus hervorgegangenen Sequenzen wurden wiederum als 

Sonden zum Mining eingesetzt um MITE-Gruppen zu eruieren. Jede MITE Gruppe wurde durch 

multiple Alignements/Similaritätsmatrizen (bioEdit) abgesichert. Alle neuen consensus Sequencen 

wurden in Rebbase deponiert. Das verwendete Pflanzenmaterial umfasst 38 Genotypen (Anhang 5), 

die mit Ausnahme der Proben aus den USA, mittels des E.Z.N.A. Sp Plant DNA Mini Kits (Omega 

Bio-tek) nach Benjak et al. 2006 extrahiert wurden. Die für die PCR Analysen benötigten Primer 

wurden mittels Primer3 (Rozen and Skaletsky 2000) und Fast PCR (Kalender 2006) entwickelt. 

Jeder Primer wurde in silico auf Spezifität getestet (Tabelle 3). Die PCR Bedingungen sind in 

Benjak et al. 2009 beschrieben (Anhang). Die Positionen aller möglicher Gene (inkl. Intron, Exon 

und UTR Koordinaten wurden den physikalischen Ort (Chromosomen) zugeordnet, wenn dies 

möglich war. Das eigentliche Transposon Mining wurde mittels der TRANSPO 1.0 Software 

durchgeführt.  

 

Tabelle3: Entwickelte und getestete Primer zur Detektion von MITE Elemente im Genom der Rebe 
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3. Ergebnisse „Milestones“ 
 

1. Genetische Variation bei Pinot noir Klonen und Farbmutanten (Pinot blanc und Pinot gris) 

ist mittels der AFLP-Methode detektierbar. Entscheidend für die Reproduzierbarkeit und 

Qualität der Ergebnisse sind stringente Versuchsbedingungen und eine überprüfbare 

Auswertungsmethode. Diese wurden optimiert und ein detailliertes Protokoll erstellt.  

2. Die Identifikation von Pinot noir Klonen ist mittels AFLPs nicht seriös durchführbar. Die 

detektierte Variation ist vorhanden und klonspezifischer AFLP-Banden konnten zu SCAR 

Markern umgewandelt werden. Allerdings sind für die Fülle von Genotypen der Pinot 

Klonen mehrere dieser SCAR Marker notwendig. Eine kommerzielle Verwendung ist daher 

nicht möglich.  

3. Es konnte eine Mutation detektiert werden, der bei lockerbeerigen Pinotklonen auftritt und 

bei kompakten Pinotklonen nicht. Es handelt um einen Sequenzunterschied: eine 4bp 

Deletion und ein SNP (C/T). Dieser Marker basiert auf dem Locus CF207762 (Goes da 

Silva et al. 2003) und ist kodierend für ein alpha-Expansin-Gen.  

4. Ein mit der Lockerbeerigkeit assoziierter SCAR und ein CAPS Marker wurde entwickelt. 

Weitere Untersuchungen zeigen, dass der Locus heterozygot vorkommt und auf dem 

Chromosom 17 der genetische Karte kartiert werden konnte. Dieser Marker ist für die 

Marker-gestützte Selektion geeignet.  

5. Weitere Untersuchungen mit anderen Vitis Genotypen zeigen, dass die Mutation Pinot-

spezifisch ist und in veränderter Form bei anderen Rebsorten bzw. – arten auftritt.  

6. Eine S-SAP-Methode zur Analyse genetischer Variabilität auf Basis universeller 

Transposon Primer wurde entwickelt und für Reben adaptiert. Die Methode hat eine höhere 

Auflösung für die Detektion von Sequenzunterschiedenen und erste Versuche zeigten eine 

genetische Variation von ca. 5% im Vergleich von fünf Pinotklonen. Klonale Variation 

konnte mittels dieses Versuches auf Mutationen im Bereich transpositioneller Sequenzen 

nachgewiesen werden.  

7. Das Vorkommen und die Verteilung von Transposons wurden via in silico Analyse im 

Rebengenom untersucht (Benjak et al. 2009) und dienten als Grundlage für die Erforschung 

von spezifischen springenden Elementen den MITES. Diese eignen sich für die Entwicklung 

von molekularen Markern. Die in silico Analyse zeigte, dass im Rebengenom acht 

verschiedenen MITE Familien vorkommen aus denen eine Gruppe (mPifvine-3.1) sich 

aufgrund ihrer Struktur als potentielle Marker Kandidaten eigenen 

8. Die mPifvine-3.1 Gruppe wurde in wetbench Analysen untersucht und es konnten 5 

verschiedenen funktionelle Mutationen identifiziert werden, die für die Entwicklung von 

Markern geeignet waren, die Transpositionen (Mutationen) phylogenetisch identifizieren 
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können.  

9. Erstmalig sind Daten über die Mutationsgeschichte der Rebe bekannt. Transpositionen im 

genetisch aktiven Bereich des Genoms haben bei der Entwicklung genetischer Ressourcen 

UND der Domestikation eine Rolle gespielt.  

 

3.1. Ausführliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse  
 
Teilexperiment 1:  

Die 32 Klone zeigen mit 99 % hohe genetische Similarität. Eine geringe Anzahl von Pinot noir 

Klonen (We M847, We M848, We M242, We M819, Ch9/18, Fr 1602) und ein Pinot gris Klon (Fr 

49-207) weisen eine höhere Variation von bis zu 5 % auf. Die höchste genetische Variabilität besitzt 

die Pinot noir Gruppe (0,036205 +/- 0,019217) gefolgt von der Pinot gris Gruppe (0,023038 +/- 

0,14484); die niedrigste hat die Pinot blanc Gruppe (0,003834 +/- 0,003069), Anhang Tabelle 2). Es 

wurden 72 (19,20 %) polymorphe Marker selektiert. Von den 32 Pinot Klonen konnten 5 Klon-

spezifische Marker (1,13 %) detektiert werden.  In der Pinot noir Gruppe (19 Klone) wurden 8 

Klone identifiziert (2,13 %), in der Pinot gris Gruppe (8 Klone) elf (2,93 %) und in der Pinot blanc 

Gruppe (6 Klone) zwei (0,53 %).  

Das Experiment mit bekannten, neutralen AFLP Markern diente der Evaluierung und Eruierung der 

detektierten klonalen Variation. Zur Qualitätsüberprüfung der produzierten Daten wurde ein 

stringentes Auswertesystem zur Bonitur der Haplotypen (Banden im Gel) entwickelt. Die 

Optimierung involviert die Optimierung der Gelmatrizen, (Reinheitsgrad verwendeter Chemikalien, 

zeitlicher Ablauf und äußere Bedingungen des Prozesses der Polymerisierung) Optimierung der 

PCR-Bedingungen der zweiten Amplifikation (Reduktion Primer-Dimer Bildung, Reduktion der 

Überlagerung der markierter Primer), Optimierung der Laufbedingungen im Sequenzierer, 

zusammengefasst im Protokoll (Anhang). Mittels Software (SAGA4 - LICOR Biosystems) wurden 

Detektionsschwellen für die Bonitur festgelegt.  Wichtigster Faktor ist die systematische und 

qualitative Erfassung der Haplotypen. Hierbei wurde unterschieden in Deletionen, Insertionen, 

"solitäre Banden" (die immer reproduziert wurden, da sie Indikator für Kontaminationen sein 

könnten). Diese Kriterien wurden für alle folgenden Experimente zugrunde gelegt.  

Das Ziel der Identifikation von Rebklonen durch neutrale AFLP-Marker wurde nicht erreicht. Der 

Grund liegt in der zu hohen Variabilität einzelner Klone und in der Gleichartigkeit anderer (Tabelle 

3). Inzwischen sind adäquate Markersysteme einfach zugänglich, die sich besser für diese 

Versuchsfragen eignen.  
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Tabelle 3: Frequenzen der analysierten Pinot Klone.   
   

Common  
Genotype 

Genotype 
Frequency 

“P. noir” 
(19) 

“P. blanc” 
(8) 
 

“P. gris (6)” 

“9” 7 20 Gm 
Fr 10 

3-31 Gm  
Fr 74 
D57  

2-26 Gm 
2-15-34 Gm 

“7” 3 FR 12L,  
20-13 Gm,  
2-6 Gm 

  

 1 We M847   
 1 We M898   
 1 We M842   
 1 We M819   
 1 1-86 Gm    
 1 1-36-4 Gm   
 1 FR 52/86   
 1 FR 54/102   
 1 FR 11   
 1 FR 1602   
 1 F 105S   
 1 INRA 777   
 1 CH 9/18   
 1 P.noir Précoce   
 1  3-31 Gm  
 1  FR 70  
“25/26” 2  FR 72 

D55 
 

 1   FR 49-207 
 1   D42 
 1   D43 
 1   H1 
 

 

Teilexperiment 2: 

Es konnte ein Marker detektiert werden, der bei lockerbeerigen Pinotklonen auftritt und bei 

kompakten Pinotklonen nicht. Es handelt um einen Sequenzunterschied: Eine 4bp Deletion und ein 

SNP (C/T). Zur Verifizierung des Ergebnisses wurde der Versuch mehrfach wiederholt.  

Es konnte ein Marker detektiert werden, der bei lockerbeerigen Pinotklonen auftritt und bei 

kompakten Pinotklonen nicht. Um diesen zur Anwendung weiter zu entwickeln wurde eine SNP-

Genotyping-Methode für den Locus auf Basis der SCAR Marker entwickelt. Der SCAR Marker 

(ExpFl2) zeigt eine C/T Transition (231 bp) und eine 4bp Deletion (219-222 bp), die lockerbeerigen 

Klonen auftritt und bei kompakten Klonen fehlt. SNP-Genotyping mittels CodeREdTM SNP 

Genotyping Kit (Fermentas, St Leon Rot, Germany) zeigt einen 22 bp - Peak (T “Allel”) für den 

lockerbeerigen (SNP2 Marker) und ein 25 bp - Peak (C “Allel“) bei den kompakten Klonen (SNP1 

Marker) (Abbildung 1). Die Methode hat den Nachteil, dass die 4bp Deletion vor dem Genotyping 

bekannt sein muss. Dies verringert die Praxistauglichkeit des Kits  da die Sequenzinformation 

bekannt sein muss. Zudem erfordert SNP-Genotyping technisch anspruchsvolle Ressourcen, sodass 

ein CAPS Marker entwickelt wurde. 

Um den Anwendungsbereich des Markers zu eruieren wurden zusätzlich zu den 14 Pinot noir 

Klonen (Daten nicht gezeigt) weitere Pinot Mutanten untersucht, die ebenso wie Pinot Meunier die 

identische Mutation wie die kompakten Pinot Phänotypen zeigen. Der kleinbeerige Pinot noir Klon 
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20-13Gm zeigt den Marker für Lockerbeerigkeit. Die Sequenz für kompakte Trauben wurde in den 

Rebsorten Riesling, Roter Traminer und Chenin blanc identifiziert. Chardonnay zeigte den Marker 

für Lockerbeerigkeit. Das Screening von weiteren Rebsorten, zeigte dass die Mutation polymorph 

vorkommt. Cardinal (lockerbeerige Tafeltraube) zeigt eine 1 bp Deletion am locus 213 bp aber 

keine Deletion, und Weißer Gutedel hatte eine zusätzliche C/T Transition an 217 bp.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abbildung 1: Die lockerbeerigen Klone (We M848; We M242, 1-1 Gm; Fr 13 L) zeigen den peak 
bei 22 bp und die kompakten (80 18 Gm; 81. 20Gm; 110. 2-53; 270. WVWL 33) bei 25 bp 
(Hoffmann et al. in prep). 
 
 
Der auf Basis des SCAR Markers (ExpFl2) entwickelte CAPS Marker (3.1.2) produziert zwei 

Amplifikationsprodukte, die der berechneten Größe entsprechen: 283 bp für lockerbeerige Klone; 

287 bp für kompakte Klone. Alle getesteten Pinot Klone amplifizierten beide PCR-Produkte. Die 

Klonierung und Sequenzierung ausgewählter, reproduzierter PCR-Produkte zeigten die erwarteten 

Sequenzen für lockerbeerige respektive kompakte Pinotklone und zeigen damit auch, dass die Loci 

heterozgygot im Pinot Genom vertreten sind (Abbildung 2). 

 

 
 
Abbildung 2:  Die Banden des SCAR-Markers und die Restriktionsenzym-Verdauung wurden 
gelextrahiert und direkt sequenziert. Die lockerbeerigen und die kompakten Klone zeigen eine 
Doppelbande. Beide Banden wurden bei beiden Klonen analysiert: Das kurze Fragement zeigt eine 
„lockerbeerig“- Sequenz (4 bp indel, C/T transition), das längere hingegen die „kompakt“-Sequenz. 
(Hoffmann et al. in prep). 
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Um diese Annahme zu überprüfen wurde der Marker einer Segregationsanalyse bei einer 

ingezüchteten Pinotkreuzung und Population durch Pelsy et al. an der INRA in Colmar, Frankreich, 

unterzogen. Die Analyse zeigt, dass der “cluster compacity locus” auf Kopplungsgruppe 17  

(Consensus Genetik Map,  (Doligez et al. 2006)) kartiert werden konnte und dass er heterozygot ist. 

Die Sequenzanalyse der analysierten Consensussequenzen des mutierten Locus, der mit der 

Lockerbeerigkeit in Pinot noir Klonen gekoppelt ist, zeigte eine Übereinstimmung mit dem 

Expansin Gene Vlexp-1. Dieses gehört zur Gruppe der alpha-Expansine. Diese Gruppe enstammt 

Genfamilien (GO:0005554, GO:0009505, GO:0009826, GO:0009831, GO:000828), die für die 

Zellwandveränderungen und Zellwachstum verantwortlich sind. Die Wahrscheinlichkeit, dass 

dieses Gen ursächlich  mit der Lockerbeerigkeit zu tun hat ist groß. Weitere Untersuchungen zur 

Komplementierung unserer Hypothese durch ein Screening weiterer Vitis-Sorten und -Arten sowie 

über Metabolomic Profiling sind bereits gestartet. (Detailinformationen zum Ergebnisteil im 

Anhang). 

 
Teilexperiment 3: 

Anhand einer vergleichenden Analyse chimärer Rebklone der Rebsorten Pinot ssp. mittels  

RTransposon Display sollten spezifische Marker für die genetische Variabilität und korreliert mit 

der Beerenfarbe differenziert werden.  

Die Auswertungen zeigen, dass es RT-basierte polymorphe Marker gibt, die klonale Variabilität 

detektieren. Diese detektierbare Variation ist RT-abhängig. Die Analysen zeigen, dass - im 

Unterschied zu allen Untersuchungen mit neutralen Markern -  die  Pinot gris Klone eine höhere 

Variabilität aufweisen als die Klone von  Pinot blanc and Pinot noir. Ein genetischer Marker für die 

Beerenfarbe konnte bei den RT-Display Analysen bislang nicht analysiert werden. RT-spezifische 

intraklonale Mutationen konnten mittels des RT-Displays nachgewiesen werden.  

Die Methode zeigte sich als nicht so robust wie erwartet. Die Reproduzierbarkeit war eingeschränkt 

und weitere Arbeiten zur Adaptation und Modifikation der Methoden wären vonnöten um dieses 

Experiment zu Ende zu führen. Aufgrund des Mutterschutzes von Petra Hoffmann wurde dieser 

experimentelle Teil nicht weiter verfolgt.  

 
Teilexperiment 4: 

(Detaillierte Informationen dieses Teilexperimentes in Wegscheider et al. 2009 (Anhang)).  

Fünf Pinot Klone  (kompakt-lockerbeerig-kleinbeerig) wurden im Vergleich mit V. vinifera cv. 

Domina mittels S-SAP untersucht. Sechs universelle RT Primer (F0100, F0103, F0104, F0105, 

F0113, F0117) kombiniert mit fünf selektiven MseI Primern (M22, M23, M24, M25, M27) 

produzierten 670 reproduzierbare Amplifikationsprodukte (50 bp - 350 bp) aus 30 Primer 

Kombinationen, davon waren 59 Marker polymorph (8,8 %). Die Eliminierung der outgroup 
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konnten 4,8 % polymorphe Marker analysiert werden. Das Dendrogram (Abbildung 3) zeigt wie 

erwartet Domina als outgroup. Mittels dieser Analyse konnten die Klone 20Gm und 20-13Gm nicht 

unterschieden werden. Die genetische Similarität zwischen den Pinot Klonen lag bei 97,5 % . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: UPGMA basiertes Dendrogram 
(nach SM index), das die genetische 
Verwandtschaft zwischen fünf Pinot noir-
Klonen und einem Domina-Klon beschreibt; 
gewonnen mit einer retrotransposon display 
Methode (Wegscheider et al. 2009). 

 

Abbildung 5: Gel mit 3 Primer-
Kombinationen (F0100-M27, 
F0103-M27, und F0104-M27). 
Number 1-6 ist die Reihenfolge der 
Klone (mit Wiederholungen): 
1=20Gm, 2=1-44Gm, 3=18Gm, 
4=20-13Gm, 5=1-84Gm, 6=Domina 
(ST49) (Wegscheider et al. 2009)

 

Um die Methode zu überprüfen wurden vier polymorphe Banden zufällig ausgewählt und in 3-

facher Wiederholung sequenziert. Die Sequenzen der Wiederholungen waren identisch. Die 

Sequenzlängen variierten von 160 and 245 bp und bestätigten die Spezifität der Banden zu outward-

facing Retrotransposon-Primersequenzen. Aufgrund des Primer Designs (outward facing in 

Richtung der RT-PBS Region) sollten die Banden theoretisch teilweise zu LTR-Regionen gehören. 

Es konnten erwartungsgemäß keine Übereinstimmungen mit RT-Sequenzen bei Reben gefunden 

werden, da LTRs zwischen RT Familien oder Pflanzenarten und –sorten nicht konserviert sind. 
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Tabelle 4: Detaillierte Beschreibung der Polymorphismen, die mittels des Primer Set der sechs 
universellen Primer identifiziert wurden, Gesamtanzahl der analysierten Marker/polymorpher 
Marker für die Pinot bzw. Domina Klone (Wegscheider 2007).  

 
Primer Numbers of 

Markers 
Total polymorphic  
Markers 

Polymorphic markers 
for Pinot clones (%) 

Polymorphic markers 
for Domina (outgroup) 

F0100 174 20 13 (7,5 %) 7 
F0103 132 10 5 (3,8 %) 5 
F0104 171 15 6 (3,5 %) 9 
F0105 69 4 2 (2,8 %) 2 
F0113 54 4 2 (3,7 %) 2 
F0117 70 6 4 (5,7 %) 2 
Total 670 59 32 (4,8 %) 27 

  

 

Teilexperiment 5: 

(Detaillierte Informationen dieses Teilexperimentes in Benjak et al. Subm. (Anhang)).  

MITES (miniature inverted-repeat transposable elements) sind eine spezielle Klasse von 

Transposons, die in homogenen Populationen in Genomen zahlreicher Pflanzen. Aufgrund ihrer 

Präsenz im Pflanzengenom (zahlreiche Kopien und Assoziationen mit Genen) eigenen sie sich als 

funktionelle Marker und auch als Marker für phylogenetische Fragestellungen, die auch die 

evolutionäre Komponente der Domestikation angehen. In diesem Teilexperiment wurde untersucht 

ob sich Klone der Rebsorten Riesling und Pinot noir (und weitere Tabelle) im Bereich der MITEs 

unterscheiden, bzw. ob MITES zur genetischen Differenzierung von Klonen beigetragen haben. 

Zunächst wurde das Rebengenom in silico auf die Präsenz von MITEs untersucht und diese in 

Klassen und Familien gruppiert (Tabelle 5).  

 
Tabelle 5: Identifizierte Familien (und Subfamilien) von MITES im Rebengenom durch in silico 
Analyse und deren  Charakterisierungen.  

 
Im Zuge der Datenanalyse und deren Interpretation zeigte sich, dass einige der identifizerten MITEs 

nicht charakterische Merkmale aufweisen (mCactavine-4.1; mHatvine-10.1, mPifvine-2.n, und 

Pifvine-4.1). Alle anderen Familien zeigten, neben den eigenen typischen "internal" Sequenzen 
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auch Sequenzen des Rebengenoms und legen daher nahe, dass es auch Reben sogenannte Pack-

MITES gibt, die Reben-DNA besetzen, mobilisieren und duplizieren können.  

Potentielle Transduplikationen von Genen durch diese Pack MITES wurden in silico untersucht und 

führten zu einer Gruppierung dieser Elemente in 13 Sub-Familien (Tabelle 6).  Transduplikationen 

sind ein wichtiger Mutationsmechanismus der zu positiver Selektion führen kann, da aktive 

Genbereiche dupliziert werden können und es zu einer verstärkten Genfunktion kommen kann.  

 
Tabelle 6: Charakterisierung der transduplizierten Sequenzen durch PackMITES und Gruppierung 
dieser Element in 13 Subfamilien. 
 

 
 

Obgleich Elemente aus acht Familien und zahlreichen Subfamilien identifiziert wurden, zeigt nur 

eine Sub-Familie mPifvine-3 Potential für weitere Untersuchungen zur genetischen Variabilität 

bzw. klonalen Variabilität bei der Rebe auf. Dieses Element hat die übliche MITE Größe und 

kommt in sehr hoher Kopienzahl, über das Genom verteilt, vor.  Alle der 1200 mPifvine-3.1 Kopien 

haben einen sehr ähnliche Größe und die Tatsache, dass die Sequenzsimilarität 86% der 90% 

ähnlichster Kopien beträgt, weist auf eine relative kürzliche Amplifikation in der Vitis-Evolution 

hin (Abbildung 6) 
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Abbildung 6: Variation der Sequenzlängen bei MPifvine-3.1. 

 

Die Verteilung der mPifvine3.1. Elemente wurde in silico am Genom von Pinot noir sowie in einem 

wetbench Ansatz untersucht. Die Untersuchungen zeigten, dass der Großteil der identifizierten 

Elemente sich im EXON Bereich befinden und damit via EST Datenbanken überprüft werden 

können.  Über 50 verschiedenen ESTs konnten identifziert werden, die sich innerhalb der 3ÚTR 

Region verschiedener Gene befinden. In wenigen Fällen zeigte sich, dass verschiedenen ESTs, die 

das gleiche Gen kodieren, polymorphe Bereiche (MITE-induced) aufweisen. Das könnte das 

Ergebnis der Transposition von Insertionen zwischen verschiedenen Rebsorten oder Klonen sein; 

bzw. könnte auf die Existenz zweier Allele des gleichen Gens (Heterozygotie) in der gleichen Sorte 

hinweisen. Beide Hypothesen konnten durch einen wetbench Ansatz bestätigt werden (Abb. 7).  

 

 
 

Abbildung 7: Analyse des mPifvine-3.1 Insertions -  Polymorphismus. PCR Reaktionen wurden 
durchgeführt mit flankierenden Primern für mPifvine-3.1 Insertionen an 2 gewählten Loci. Die 
Abbildung zeigt verschiedene Gele, die zusammengesetzt sind, sodass die Reihenfolge der 
Genotypen in der Tabelle (Anhang) gewahrt ist. Pfeile zeigen die erwarteten Banden für Insertionen 
und "leere" Loci. Im Locus 1284 sind nur Banden mit der Insertion dargestellt sowie 
ungewöhnliche (nicht erwartete) kleinere Banden, die mit einer Deletion des Allels einhergehen.   
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Um die Evolution des Locus näher zu untersuchen wurde das Screening mit 25 Genotypen und an 5 

selektierten Loci durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen, dass einige der Loci bereits in der Wildrebe 

(V. vinfera ssp. silvestris) sowie in den nativen amerikanischen Vitis-Arten vorhanden waren und 

somit möglicherweise bei der Domestikation der Kulturrebe beteiligt waren. Alle Insertionen, die 

gefunden wurden zeigten neue "transcription termination sites" für die Gene, in die sie inseriert 

wurden. Die Insertion "e" ist wahrscheinlich eine sehr alte Mutation, die vor der Trennung zwischen 

europäischen und amerikanischen Vitis-Arten entstand, und die wahrscheinlich innerhalb 

untersuchten Vitis-Arten fixiert ist. Die Insertion "d" ist dagegen fixiert in den europäischen Art(en)  

und kommt in den amerikanischen Arten nicht vor. Die übrigen Insertionen sind hoch polymorph 

und kommen scheinbar randomisiert verteilt in den analysierten Kulturreben vor. Zwei von diesen 

("b" und "c") kommen auch in europäischen Wildreben vor und geben Hinweise darauf, dass sie 

bereits vor der Domestikation existent waren. "a" dagegen ist erst nach der Domestikation 

aufgetreten und kommt nur in den Kulturreben, die hier getestet wurden vor (Abbildung 8). Klonale 

Variation wurde bislang nicht untersucht.  
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Abbildung 8: Zusammenfassung der Analyse der mPifvine-3.1 Insertions Polymorphismen. 
Darstellung der PCR-Amplifikationen verschiedener Loci von 25 Genotypen (Proben entsprechen 
der Nummerierung in Tabelle, Anhang). Nummern und Buchstaben der linken Spalte entsprechen 
den Namen der Loci; die Buchstaben (a-e) entsprechen den Insertionen der mPifvine-3.1 Elemente.  
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3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse 
 

1. Klonale Fingerprints auf Basis neutraler AFLP-Marker sind zur Differenzierung von 

Rebklonen geeignet und können zur Evaluierung und Management von genetischen 

Resourcen eingesetzt werden. Die Identifikation auf Basis AFLP-gestützter Fingerprints ist 

nicht zufriedenstellend möglich.  

2. Der CAPS Marker für die Lockerbeerigkeit kann zur Marker gestützten Selektion bei 

Pinotklonen eingesetzt werden. Zur Zeit wird (außerhalb des Rahmens dieses Projektes) an 

einer Datenbank für die Mutation am gleichen Locus gearbeitet um ein Screening auch bei 

anderen Rebsorten- und klonen zu ermöglichen.  

3. Die genetische Variation bei Klonen durch Transposition ist niedriger als erwartet. Eine 

Gefährdung von Klonenmaterial durch Stresseinwirkung mit Folge der natürlichen 

Aktivierung von Retrotransposons (z.B. bei der Behandlung in der Rebschule) ist daher als 

eher gering einzustufen aber nicht auszuschliessen.   

4. Die in silico Analyse von transpositionellen Elementen bei der Rebe zeigte, dass aus der 

Familie der MITES Marker entwickelt werden konnten, die phylogenetische Analysen in 

zeitlich definierten Clustern erlauben. Diese Marker sind von großer Bedeutung für das 

Verständnis der Evolution der genetischen Ressourcen bei der Weinrebe.  

 

4. Zusammenfassung 

 

Das Teilprojekt „Untersuchung zur Existenz und zum Ausmaß genetischer Variation traditioneller 

Rebsorten im Hinblick auf die Erhaltung genetischer Ressourcen“ hatte die Erforschung der 

genetischen Variation der Weinrebe mittels neutraler genetischer Marker und Evaluierung dieser 

Marker auf ihre Eignung für „klonale Fingerprints“ zum Ziel. Weiter sollten genetische Mutationen 

mit Auswirkungen auf den Phänotyp am Beispiel der Lockerbeerigkeit untersucht und ein Marker 

zur Anwendung etabliert werden. Zudem sollten molekulare Mechanismen für die klonale Variation 

(z.B. Chimaerismus, Transposition, Retrotransposition) erforscht werden.  

Das Projekt wurde schrittweise in fünf Teilexperimenten geplant und ausgeführt. Diese waren:  

(1) Erforschung der genetischen Variation in Pinot noir Klonen mittels neutraler Marker und 

Erstellung „klonaler Fingerprints“ zur Grundlage für die weiteren molekulargenetischen Analysen, 

(2) Erforschung molekularer Marker assoziiert mit der Lockerbeerigkeit bei Pinot noir Klonen,  

(3) Erforschung des Anteils Retrotranspositioneller Variation bei der genetischen Variation bei 

Pinot noir, blanc und gris Klonen, 

(4) die Erforschung des Anteils Transpositioneller Variation bei der genetischen Variation bei Pinot 

noir Klonen und  
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(5) die Erforschung von genetischen Markern für die Identifikation von genetischen Ressourcen bei 

der Weinrebe.  

Es zeigte sich, dass genetische Variation bei Pinot noir Klonen und Farbmutanten (Pinot blanc und 

Pinot gris) mittels der AFLP-Methode detektierbar ist. Entscheidend für die Reproduzierbarkeit und 

Qualität der Ergebnisse sind stringente Versuchsbedingungen und eine überprüfbare 

Auswertungsmethode. Diese wurden optimiert und ein detailliertes Protokoll erstellt. Allerdings ist 

nach heutigem Kenntnisstand die Identifikation von Pinot noir Klonen mittels AFLPs seriös nicht 

durchführbar. Zwar konnten klonspezifische AFLP-Banden zu SCAR Markern umgewandelt 

werden, allerdings sind für die Fülle von Genotypen der Pinot Klonen zahlreiche dieser SCAR 

Marker im Set notwendig. Eine kommerzielle Verwendung ist nicht möglich.  

 

Wir konnten einen Locus identifizieren, der mit dem phänotypischen Merkmal Lockerbeerigkeit bei 

Pinot noir assoziiert ist. Die mutierte Sequenz zeigt eine 4 bp Deletion in Kombination mit einem 

C/T SNP. Die mutierte Region befindet sich innerhalb eines Exons (7877 – 8186 bp von 

AM48259). Ein SCAR Marker (Del1) und ein CAPS Marker (ExpFl2) wurden entwickelt, 

reproduziert und bestätigt. Beide Marker bestätigen dass der Locus heterozygot in Pinot-Klonen 

vorkommt. Der SCAR Marker konnte auf Chromosom 17 der genetischen Karte (Consensus, 

Doligez et al.) kartiert werden. Ein Screening von weiteren Rebsorten zeigt, das der Locus auch bei 

anderen Rebsorten existiert und Variabilität zeigt.  

 

Neben den stabilen Markern, die essentiell für die Züchtung und Selektion von Sämlingen durch 

markergestützte Selektion sind; spielen im Weinbau „schnelle Mutationen“ durch aktive springende 

Gene (Transposons, Retrotransposons) eine große Rolle. Eine S-SAP-Methode zur Analyse 

genetischer Variabilität auf Basis universeller Transposon-gestützter Primer wurde entwickelt und 

für Reben adaptiert. Die Methode hat eine höhere Auflösung für die Detektion von 

Sequenzunterschiedenen und erste Versuche zeigten eine genetische Variation von ca. 5% im 

Vergleich von fünf Pinotklonen. Klonale Variation konnte mittels dieses Versuches auf Mutationen 

im Bereich transpositioneller Sequenzen nachgewiesen werden. Das Vorkommen und die 

Verteilung von Transposons wurden via in silico Analyse im Rebengenom untersucht (Benjak et al. 

2009) und dienten als Grundlage für die Erforschung von spezifischen springenden Elementen den 

MITES. Diese eignen sich für die Entwicklung von molekularen Markern. Die in silico Analyse 

zeigte, dass im Rebengenom acht verschiedenen MITE Familien vorkommen aus denen eine 

Gruppe (mPifvine-3.1) sich aufgrund ihrer Struktur als potentielle Marker Kandidaten eigenen.  

 

Die mPifvine-3.1 Gruppe wurde in wetbench Analysen untersucht und es konnten 5 verschiedenen 

funktionelle Mutationen identifiziert werden, die für die Entwicklung von Markern geeignet waren, 
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die Transpositionen (Mutationen) phylogenetisch identifizieren können. Erstmalig sind Daten über 

die Mutationsgeschichte der Rebe bekannt. Transpositionen im genetisch aktiven Bereich des 

Genoms haben bei der Entwicklung genetischer Ressourcen und der Domestikation eine Rolle 

gespielt.  

 

 

5. Gegenüberstellung der ursprünglich geplanten zu den tatsächlich erreichten Zielen, ggf. 
mit Hinweisen auf weiterführende Fragestellungen 

 

Die gegenübergestellten Zielen entsprechen den Hauptzielen des Projektes. Zwischenziele wurden 

in den Zwischenberichten in gleicher Weise eruiert und analysiert. Änderungen des „großen“ 

experimentellen Designs sind nicht erfolgt. Aufgrund der personellen Änderung und parallel 

publizierter Ergebnisse wurden die experimentellen Schwerpunkte verlagert.  

 

Zielplanung 1:  
Erforschung der genetischen Variation der Rebsorte Pinot noir mittels neutraler genetischer Marker 

und Evaluierung dieser Eignung für „klonale Fingerprints“. 

Status Quo:  

1. Klonale Variation mittels AFLP-System detektierbar.  

2. Methode optimiert.  

3. „Klonale Fingerprints“ zur Unterscheidung möglich 

4. Identifikation von Klonen nicht möglich. 

 

Zielplanung 2:  
Erforschung von genetischen Mutationen mit Auswirkungen auf den Phänotyps  

Status Quo: 

1. Molekulare Hintergründe an einem Locus für Lockerbeerigkeit analysiert 

2. Selektionsmarker für den Phänotyp Lockerbeerigkeit entwickelt, getestet und kartiert.  

3. Das Merkmal der Beerenfarbe wurde nicht behandelt, da zwischenzeitlich von anderen 

Gruppen erforscht.  

 

Zielplanung 3:  
Erforschung von molekularen Mechanismen (Retrotransposition), die zur genetischen Variation von 

Rebklonen führen 

Status Quo: 

1. Untersuchungen mit LTR-Sequenzen in Kombination mit AFLP durchgeführt, 
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2. Methoden zeigten nicht die erforderliche Reproduzierbarkeit, die für die Etablierung von 

Systemem für die klonale Variation erforderlich sind. Dieser experimentelle Ansatz wurde 

nicht weiter verfolgt. 

3. In einem zweiten Ansatz wurde mit universellen Transposon-Primern gearbeitet mit denen 

reproduzierbare Ergebnisse erzielt wurden. 

4. Klonale Variation ist bei Pinot noir Klonen vorhanden.  

 

Zielplanung 4:  
Erforschung des Anteils transpositioneller Variation an der genetischen Variation bei Pinot noir 

Klonen 

1. Auf Basis einer extensiven in silico Analyse  wurde die Verteilung von Transposons im 

Genom der Reben (V. vinifera cv. Pinot noir ) und die Verbeitung und Distribution von 

MITES untersucht.  

 
Zielplanung 5:  
Entwicklung von Markern, die zur Identifikation genetischen Materials bei Reben führen.  

Status Quo: 

1. Ein Selektionsmarker wurde entwickelgt (siehe auch Zielplanung 2) 

2. MITES eigenen sich als potentielle Marker für die Evaluierung genetischer Ressourcen bei 

Reben.  

3. Erstmalig wurden spezfische Marker für transpositionelle Mutationen in aktiven Genen 

entwickelt und zur Anwendungsreife gebracht.  

4. Ihre Anwendung für Rebklone muss noch weiter adaptiert werden. 

 

Gesamtzielplanung: 
Status Quo: Beitrag des Teilprojektes 2 

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass genetische Variation auf klonaler Ebene auf Basis von 

neutralen Mutationen, Retrotranspositionen und Transpositionen vorhanden ist. Die 

Implementierung von MITE-Markern erbrachte den Nachweis, dass Transpositionen auch bei der 

Entwicklung der Kulturrebe eine Rolle gespielt haben. Genetische Variation bei Rebklonen konnte 

mit allen eingesetzten Methoden sowohl im kodierenden wie auch in nichtkodierenden Bereichen 

des Rebengenoms nachgewiesen werden. 

Die Detektion klonaler Mutationen kann die Basis für erfolgreiche Entwicklung von 

Selektionsmarkern sein, wie bei der Entwicklung eines Markers für die Lockerbeerigkeit, der als 

wichtigster praktischer Beitrag für die Rebenzüchtung und Konservierung gilt. Fingerprinting 

Methoden für die Evaluierung und Eruierung der genetischen Diversität müssen gezielt eingesetzt 

werden. Optimierte Protokolle wurden erstellt und dienen dem standardisierten Einsatz.   
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Kurzfassung (max. 1927 Zeichen) 
 
Das Teilprojekt  hatte die Erforschung der genetischen Variation der Weinrebe mittels neutraler 

genetischer Marker und Evaluierung dieser Marker auf ihre Eignung für „klonale Fingerprints“ zum 

Ziel. Weiter sollten genetische Mutationen mit Auswirkungen auf den Phänotyp am Beispiel der 

Lockerbeerigkeit untersucht und Marker für die Detektion genetischer Diverstität zur Anwendung 

etabliert werden. Zudem sollten molekulare Mechanismen für die klonale Variation erforscht 

werden.  

Das Projekt wurde fünf Teilexperimenten geplant und ausgeführt. Es zeigte sich, dass genetische 

Variation bei Pinot noir, P. blanc und P. gris Klonen mittels der AFLP-Methode detektierbar ist. 

Entscheidend für die Reproduzierbarkeit und Qualität der Ergebnisse sind stringente 

Versuchsbedingungen und eine überprüfbare Auswertungsmethode. Diese wurden optimiert und ein 

detailliertes Protokoll erstellt.  

Wir konnten einen Locus identifizieren, der mit dem phänotypischen Merkmal Lockerbeerigkeit bei 

Pinot noir assoziiert ist. Die mutierte Sequenz zeigt eine 4 bp Deletion in Kombination mit einem 

C/T SNP. Die mutierte Region befindet sich innerhalb eines Exons (7877– 8186 bp AM48259). Ein  

CAPS Marker wurden entwickelt und als Selektionsmarker etabliert.  

Eine S-SAP-Methode zur Analyse genetischer Variabilität auf Basis universeller Transposon-

gestützter Primer wurde entwickelt und für Reben adaptiert. Klonale Variation wurde mittels einer 

neu entwickelten Methode (Wegscheider et al. 2009) bei Pinot noir Klonen nachgewiesen. Das 

Vorkommen und die Verteilung von Transposons wurden via in silico Analyse untersucht (Benjak 

et al. 2009) und diente als Grundlage für die Erforschung von spezifischen Elementen den MITES, 

die für die Entwicklung von molekularer Marker geeignet sind. Aus acht MITE Familien eignete 

sich eine Gruppe (mPifvine-3.1) für die Entwicklung genetischer Marker. Diese Gruppe wurde in 

wetbench Analysen untersucht und es konnten funktionelle Mutationen = aussagekräftige Marker 

identifiziert werden. Erstmalig sind Daten über die Mutationsgeschichte der Rebe bekannt. 

Transpositionen im genetisch aktiven Bereich des Genoms haben bei der Entwicklung genetischer 

Ressourcen und der Domestikation eine Rolle gespielt.  
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Conservation of genetic resources of grapevine cultivars through structural genomic analyses 
and fingerprinting techniques 

 
Forneck, A1, 2., Benjak, A1., Hoffmann, P1, 2., Blaich, R1. 
 
1University of Natural Resources and Applied Life Sciences, Vienna, A-1190 Vienna, Austria. 
2University of Hohenheim, D-70593 Stuttgart, Germany. 
 
 
Introduction  
The grapevine (Vitis vinifera L.) is a widely cultivated crop that has accompanied the development 

of human culture since its domestication in the Neolithic period (8500-4000 BC). Cultivated 

grapevine is supposed to have been domesticated from wild grapevine populations (V. vin. spp. 

sylvestris). Although sexual crossing has been a major driver of grapevine evolution, its vegetative 

propagation enhanced the impact of somatic mutations and has been important for grapevine 

diversity.  

The aims of our study was to use, evaluate and create fingerprinting techniques for the detection of 

genetic variation within grapevine cultivars; to search for markers associated with desired 

phenotypes basing on mutations and develop applicable selection markers; to search for clonal 

variation based on retrotransposition and transposition and to create markers for the evaluation of 

genetic resources in Vitis.  

 
 
Methods 
An extensive set of grapevine samples mainly V. vinifera cv. Pinot noir and Riesling and their 

clones have been employed for the study. A range of genetic fingerprinting assays have been used 

which have been adapted or newly developed in the framework of this study and are given by 

reference for further investigation. AFLP (Forneck et al. 2009, Konradi et al. 2007); S-SAP 

implementing Vitis LTR-sequences (Hoffmann et al. 2006), S-SAP implementing universial 

retrotransposon-based pimer (Wegscheider et al. 2009), Transposon display (Wegscheider et al. 

2009), Transposon mining and in silico analysis (Benjak et al. 2009)  

 
Results 
The degree of clonal variation in Vitis depends on the applied marker system and on the scope and 

type of plant samples. A model study was employed for the aim of evaluating and modifying the 

AFLP techniques for the use to clonal fingerprint grapevine clones. A stringent protocol has been 
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developed including and extension on visual band counting (Forneck et al. 2009). A CAPS marker 

associated with the loose-clustered phenotype in Pinot was developed basing on a 4 bp deletion 

combined with a C/T transition and can act as selection marker as well (Hoffmann et al in prep.).  

A S-SAP method using universal primers for retrotransposons was developed. Clonal Variation was 

detected and confirmed to result from transposition events. (Wegscheider et al. 2009). A genome-

wide screening was performed and showedthat MITEs are abundant in grapevine and are frequently 

inserted within the UTRs of genes. MITE insertions are highly polymorphic among grapevine 

cultivars, which frequently generate transcript variability. MITEs have greatly contributed to the 

grapevine genetic diversity which has been used for grapevine domestication and breeding.  
 
 
Conclusion 
Genetic variation among grapevine cultivars (clonal variation) is common and assessable through 

most genetic fingerprinting techniques. These techniques need to meet stringent conditions and care 

in the evaluation process. We have developed a marked associated with the loose-clustered 

phentype for Pinot cultivars which has been transformed to a CAPS marker and can be employed 

for MAS. Transposition seem to be one of the major drivers for genetic diversity in grapevine, that 

has been also involved in the domestication process of the grape. We also showed that transposition 

events create new marker classes basing on MITE elements that allow to study mutation activity.  
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Anhang 
 
Anhang  1:  
Weiterführende Ergebnisse für das Teilexperiment 1:  
 
 
Table 2. Molecular diversity indices (Tajima 1983)  von Pinot Klongruppen (Beerenfarbe)  
 
“Pinot” cultivar (N) Average gene diversity over loci 

“Pinot noir” (19) 0.036 +/- 0.019 aa 

“Pinot gris” (8) 0.023 +/- 0.014 a 

“Pinot blanc” (6) 0.004 +/- 0.003 a 

“Pinot” clones total 

(33) 

0,026 +/- 0,0145 

Note: aindices followed by the same letter are not significantly different (α =  0.05). 
 
Optimiertes Protokoll für die Durchführung von AFLP-Analysen unter stringenten 
Bedingungen 
 

Extraktion der DNA 

Die Extraktion wurde mit dem E.Z.N.A.® SP Plant DNA Miniprep Kit (Omega Bio-tek, Doraville, 

USA) durchgeführt: Etwa 0,1g Blattmaterial werden in ein Eppendorftube abgewogen und in 

flüssigen Stickstoff gefriergetrocknet. Das Blattmaterial wird mit einem Stößel zu feinem Pulver 

zermahlen. 400 µl des SP1 Puffer und 5 µl RNAse A Stammlösung werden zugegeben und die 

Mischung gevortext, so dass keine Gewebeklumpen zurückbleiben. Man inkubiert das 

Eppendorfgefäßes bei 65°C für 30 Minuten im Thermoblock. Ab und zu invertiert man es. 

140 µl des Puffers SP2 werden hinzugegeben, invertiert und für fünf Minuten auf Eis inkubiert. 

Die Lösung wird bei 10000x g für zehn Minuten zentrifugiert. Der Überstand wird auf die „Omega 

Homogenizer“ Säule gegeben und für zwei Minuten bei 10000x g zentrifugiert. Der Durchfluß wird 

mit der Pipette aufgenommen und in ein neues 2 ml Tube gegeben. 1.5 x Volumen des SP3/Ethanol 

Puffer werden schnell zu dem Lysat hinzufügt und invertiert. 650 µl des Lysats wird in eine 

„HiBind® DNA“ Säule gegeben und eine Minute bei 10000x g zentrifugiert. Der Durchfluß wird 

verworfen und der Vorgang wird mit dem restlichen Lysat wiederholt. Das Säulchen wird auf ein 

neues Tube gesetzt und 650 µl Puffer SPW hinzugegeben. Für eine Minute bei 10000x g 

zentrifugiert und den Durchfluß verworfen. Der letzte Schritt wird noch einmal wiederholt. 

Das Säulchen wird auf ein 1.5 ml Tube gesteckt und 50-100 µl erwärmter (65 °C) Elution Puffer 

hinzupipettiert, fünf Minuten bei Raumtemperatur inkubieren und danach für eine Minute bei 

10000x g zentrifugieren. Erneut wird 50 µl erwärmter Elution Puffer hinzugegeben und fünf 

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Daraufhin wird bei 10000x g zentrifugieren. Die Proben 
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werden bei -20 °C gelagert. 

 

Verdau, Ligation und PCRs mit Hilfe der AFLP-Methode ( modifiziert nach Vos et al. (1995))  

Nach der Extraktion der DNA spaltet man die DNA mit Hilfe eines Restriktionsenzyms (EcoRI) 

und eines zweiten Restriktionsenzyms (MseI). Adapter, die komplementär zu den 

Restriktionsfragmenten sind, werden ligiert, dies garantiert die Spezifikation der Fragmente. 

Während der Preamplifikation werden spezielle Primer an die Fragmente angelagert. Danach wird 

eine selektive Amplification mit bestimmten Fluoreszenz-markierten Primerpaaren durchgeführt. 

Das Protokoll ist wie folgt: 

 

Verdau (25µl Ansatz): EcoRI (1,8 U/µl) 
 MseI (18 U/µl)  
 Restriktionspuffer (1x)  
 DNA  
 H2O 
 
 Inkubation:               1,5 h  bei 37°C 
 2 h  bei 65°C 
 15 min  bei 85 °C 
 
Ligationsmix (5 µl Ansatz): EcoRI-Adapter (0,167 pmol) 
 MseI-Adapter (1,67 pmol) 
 ATP (0,33 mM) 
 Ligasepuffer (1x)  
 Ligase (0,48 U)  
 H2O 
 
Verdau und Ligationsmix (5:1 gemixt) über Nacht bei Raumtemperatur inkubieren. 
 
Preamplifikation: EcoRI(0)-Primer (1,5 pmol) 
(15µl Ansatz) MseI(0)-Primer (1,5 pmol) 
 dNTPs (0,2 mM) 
 MgCl2 (3 mM) 
 PCR-Puffer (1x)  
 Taq DNA Polymerase (0,067 U)  
 DNA (von der über Nacht Inkubation, 1:5 verdünnt) 
 H2O 
 
PCR Konditionen: 1 x  1 min   bei 94 °C 
   (30 sec bei 94 °C 
  26 x  1 min  bei 56 °C 
    1 min  bei 72 °C) 
  1 x  6 min   bei 72 °C 
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PCR II (Ansatz 20 µl): EcoRI-Primer (0,5 pmol) 
MseI-Primer (0,5 pmol) 

 dNTPs (0,2mM) 
 MgCl2 (2,5mM) 
 PCR-Puffer (1x)  
 Taq DNA Polymerase (0,075 U)  
 DNA (1:10 verdünnt) 
 H2O 
 
PCR II Konditionen: 1x  1 min  bei 94 °C 
   (30 sec  bei 94 °C 
  12 x  30 sec  bei 65 °C (touchdown: -1°C pro Zyklus) 
    1 min bei 72 °C) 
   (30 sec  bei 94 °C 
  26 x  30 sec  bei 56 °C 
    1 min   bei 72 °C)  
  1x  6 min   bei 72 °C 
 
 

Kontrollen 

Jeder experimentelle Ansatz inkludiert biologische (Replikation von Genotypen und DNA) und 

technische/methodische Kontrollen (Mastermix-Kontrollen). Zusätzlich werden „Ankerproben“ mit 

definiertem Bandenspektrum analysiert und dienen der Verknüpfung bekannter Datensätzen und 

erlauben den direkten Vergleich verschiedener Gele, experimenteller Ansätze und AFLP-

basierender Methoden.  

 

Bandendetektion und -auswertung 

Zur Herstellung des Acrylamidgels werden zwei Glasplatten zuerst gereinigt und danach zweimal 

mit 70% Ethanol sorgfältig abgerieben. Die Platten werden mit Spacern versehen und in die 

Gelvorrichtung eingespannt. Nun kann das 20% LI-COR-Gel zwischen die beiden Platten gegossen 

und der Kamm eingesetzt werden. Nach ungefähr einer Stunde ist das Gel fest und kann in den LI-

COR (Bioscience, Lincoln, Nebraska, USA) eingespannt werden. Der TBE-Puffer wird in die LI-

COR (Bioscience, Lincoln, Nebraska, USA) Pufferkammern eingefüllt und die Elektroden 

angeschlossen. Das Gerät wird gestartet. Nun läuft es 20 Minuten ohne Proben vor. Inzwischen 

werden die mit dem Farbpuffer versetzten Proben ca. drei Minuten bei 95 °C denaturiert. Sie 

müssen danach sofort auf Eis verwahrt werden, damit sich die DNA-Fragmente nicht wieder 

renaturieren. Nachdem das Gel vorgelaufen ist, können die Proben und die Leiter pipettiert werden. 

Danach muß das Gel mindestens sechs Stunden laufen.  

Die Banden werden simultan via Software detektiert und ausgewertet. Man verwendet hierfür das 

Programm SagaTM Automated AFLP® Analysis Software (LI-COR Bioscience, Lincoln, Nebraska, 

USA). Die Banden werden als vorhanden/nicht vorhanden (1/0) ausgewertet. Zusätzlich erfolgt eine 

visuelle Kontrolle. Dabei wird bei der Bontiur unterschieden zwischen: Deletionen, Insertionen und 

„solitären“ Banden.  
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Anhang: 2:  
Weiterführendes Material für das Teilexperiment 2: (gekürztes Manuskript aus Dissertation 

Hoffmann 2008). Note der Verfasser: Bitte nicht zur Publikation verwenden, da die Dissertation 

noch nicht eingereicht bzw. approbiert. 

 

Detailinformation der verwendeten Methoden im Teilexperiment 2 
 

Spezifische Primer Entwicklung 

Die Grundlage der Forschungsarbeiten war die Diplomarbeit von Vaclavicek (2004), die an einer 

Auswahl von Klonen ein Sequenzunterschied zwischen lockeren und kompakten Klonen mit dem 

Primer ExpFl1 entdeckte. Der Primer basiert auf dem “EST Flower Bloom” (CF 207762, Da Silva 

et al. 2003). In ca. 50% aller Anwendungen funktionierte dieser Primer nicht. Deswegen konnte der 

Primer ExpFL1 nicht für weiterführende Versuche eingesetzt werden, so dass das Ziel entstand 

einen Primer zu entwickeln, der hundertprozentig Funktionstüchtig ist. Für weiter führende 

Versuche diente dieselbe Auswahl an Klonen (We M 848, We M 242, 1-1 Gm, Fr 13 L, 18 Gm, 20 

Gm, 2-53, WVWL33), wie bei Vaclavicek (2004), als Kontrolle des Experiments. In diesem 

Zusammenhang wurde der spezifischen Primers ExpFl2 mit Primer3 Software (Rozen & Skaletsky 

2000) entwickelt und die PCR Bedingungen optimiert. Der Primer ExpFl2 weißt eine höhere 

Spezifität zudem EST Sequenz (CF 207762, Da Silva et al. 2003) als der Primer ExpFl1 auf.  

 

Optimierte PCR Bedingungen  

Die PCR war auf ein Volumen von 10 µl ausgelegt und enthält 10 pM von jeden Primer, 0,2 

dNTPs, 0,25 U Taq polymerase, 1 µl 10 x PCR Puffer, 1,5 mM MgCl2 (High Fidelity PCR Enzyme 

Mix, Fermentas, St Leon Rot, Deutschland) und 1 µl template DNA. Das Programm des 

Mastercyclers (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) besteht aus einer anfänglichen einmenütigen 

Denaturation bei 94°C. Anschließend folgen 29 Zyklen bei 94°C für 30 sec. Die Annealing 

Temperatur der Primer dauert 45 sec. bei 72 °C. Die Extensionszeit ist 10 min. bei 72 °C.  

 

Aufreinigung von Amplifikationsprodukten und Sequenzierung 

Auf zwei verschiedene Vorgehensweisen wurden die interessanten Fragmente für die 

Sequenzierung vorbereitet. Einerseits wurden die Fragmente aus einem TAE-Agarosegel 

ausgeschnittenen und aufgereinigt mit einem Perfectprep®Gel Cleanup Kit (Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland). Die ausgeschnittenen Produkte wurden gewogen und in einem 2 ml Röhrchen 

(Maximum vom 400 mg) gegeben. Das Dreifache des Volumens des ausgeschnittenen Fragment 

wurde an Binding Puffers dazugeben (1 mg des Gewichtes entspricht 1 µl vom Volumen, 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die Suspension wurde für 10 min. bei 50°C in einem 
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Eppendort Heizblock inkubiert, alle 2-3 min. gemischt und bei 1000 g (Galaxy 14D VWR, 

Österreich) zentrifugiert. Es wurde das einfache Volumen des Fragmentes an Isopropanol zu dem 

aufgelöstem Fragment gegeben. Die Lösung wurde gemischt und inkubiert. Das Spin Säulchen 

(Eppendorf, Hamburg, Deutschland) wurde auf ein 2 ml tube (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

gesetzt, in das 800 µl der Lösung gegeben wurden und bei 10000 g (Galaxy 14D VWR, Österreich) 

zentrifugiert wurde. Der Durchfluss wurde verworfen und dieser Schritt mit der restlichen Lösung 

wiederholt. Weiterhin wurde Wasch Puffer (750 µl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) auf das 

Spin Säulchen gegeben und 1 min. bei 10000 g (Galaxy 14D VWR, Österreich) zentrifugiert. 

Erneut wurde der Durchfluss verworfen, das Spin Säulchen wieder auf das tube gesetzt und bei 

10000 g für eine min (Galaxy 14D VWR, Österreich) zentrifugiert. Das Spin Säulchen wurde auf 

ein neues 2 ml Röhrchen gesetzt, 30 µl Elution Buffer (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 

hinzugeben und bei 1000 g für eine Minute (Galaxy 14D VWR, Österreich) zentrifugiert. Die 

aufgereinigte DNA wurde bei -20°C gelagert. In der zweite Variante wurden „interessanten“ PCR 

Produkte mit ExoSapIT ® (USB Amersham, München, Deutschland) zur Sequenzierung aufbereitet. 

 

Die Entwicklung eines SCAR und CAPS Markers  

Zur Unterscheidung der lockeren und kompakten Rebklone wurde ein sequence characterized 

amplified region (SCAR) Marker (Del1) entwickelt. Das PCR Produkt des Markers sollte bei 162 

Basenpaaren für lockerbeerige und bei 166 Basenpaaren für kompakte Klone ein Fragment 

aufweisen. Der SCAR Primer wurde an Hand der identifizierten Sequenz mit der Software Primer 3 

v. 0.4.0 (Rozen & Skaletsky 2000, Abb. 13) entwickelt.   

Das Volumen der PCR ist auf 20 µl ausgelegt, die aus 10 pM des markierten und unmarkierten 

Primers, 0,2 mM dNTPs, 0,5 U Taq polymerase , 2 µl 10 x PCR Puffer, 1,5 mM MgCl2 (High 

Fidelity PCR Enzyme Mix, Fermentas, St Leon Rot, Deutschland) und 2 µl template DNA 

bestehen. Das Mastercycler Programm hat eine Denaturation von einer min. bei 94°C. Dieser folgen 

29 Zyklen von 30 sek. bei 94°C, 45 sek. Annealing Temperatur (TabelleX), 45 sek. bei 72°C und 

am Ende ist eine Extensionszeit von 10 min. bei 72°C (Eppendorf, Hamburg, Deutschland). Die 

Proben wurden mit dem Licor-Ladepuffer 1:50 verdünnt und ein µl dieser Lösung wurde auf einem 

acht prozentigen PAGE Gel (19:1 acrylamide/bisacrylamide, 6.2 M urea, 1 x TBE) an einem Li-Cor 

4300 DNA Analyzer (Li-Cor, Nebraska, USA) aufgetragen. Das Amplifikationsprodukt zeigte eine 

Doppelbande, die einen 4 bp Unterschied aufweist. Zur Bestätigung des Ergebnisses wurde dieser 

Versuch in vierfacher Wiederholung durchgeführt. Das PCR Produkt wurde auf einem 12 % PAGE 

19:1 (acrylamide/bisacrylamide, 6.2 M urea and 1 x TBE) an Li-Cor 4300 DNA Analyzer 

aufgetrennt und mit der SAGAMX Generation 2 AFLP version 3.3 Software (Li-Cor Biosciences, 

Nebraska, USA) visualisiert. Mit dem Odyssey scanners (Li-Cor, Nebraska, USA) wurden die 

„interessanten“ Amplifikationsprodukte in zweifacher Wiederholung aus dem Gel geschnitten und 
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mit dem E.Z.N.A. ® Poly-Gel DNA Extraktions Kit (Omega Bio-Tek, Doraville, USA) 

aufgereinigt. Für die darauf folgende PCR wurden 4 µl der aufgereinigten Probe und ein 

unmarkiertes Primerpaar, Del1, eingesetzt (Tabele X). Auf einem TBE-Agarosegel wurde die PCR 

aufgetrennt, mit ExoSapIT (USB Amersham, Uppsala, Schweden) aufgereinigt und in 5´ und 

3´Richtung sequenziert (University of Chicago Cancer Centre, USA). Die Sequnzierungen wurden 

mit der Software BioEdit (Hall 1999) ausgewertet. Die Entwicklung des cleaved amplified 

polymorphic sequence (CAPS) Marker erfolgte, indem das PCR Produkt des spezifischen Markers 

ExpFl2 mit der Restriktionsendonulease, SMI, (Fermentas, St Leon Rot, Germany) verdaut wurde. 

Das Restiktionsenzym schneidet die detektierte Sequenz, die die Mutation der lockerbeerrigen 

Genotypen aufweist einmal.   

 
5´attcagccagagccgattacaatgaccttacaagcaaaattttcaaaataaagcaaattacaactcagatactag base pairs 
3´taagtcggtctcggctaatgttactggaatgttcgttttaaaagttttatttcgtttaatgttgagtctatgatc 1 to 75 
 
tggcgggtggtaaaagaccacctctgccatgaaaaagggcctcaagaataagggtctctgaatagggtaccccta base pairs 
accgcccaccattttctggtggagacggtactttttcccggagttcttattcccagagacttatcccatggggat 76 to 150 
                                 SmiI                                       
cccctacaaggccacattgacaaatgcaaatttaaatgatcagggctatttcaaaaaaagcccttcctccctttt base pairs 
ggggatgttccggtgtaactgtttacgtttaaatttactagtcccgataaagtttttttcgggaaggagggaaaa 151 to 225 
                                 SwaI                                       
cttttctttacccaagaaaagggcaagactgacccccaaggacaacagtatatcctctaacaagctaaattggcc base pairs 
gaaaagaaatgggttcttttcccgttctgactgggggttcctgttgtcatataggagattgttcgatttaaccgg 226 to 300 
                                                                            
atactaattcctaaacttagtatatatatatgatttatcacctagcaaactataggtattataggagtaggagct base pairs 
tatgattaaggatttgaatcatatatatatactaaatagtggatcgtttgatatccataatatcctcatcctcga 301 to 375 
                                                                            
ccaaagcgtttagcgaaactgtgctccactgaaggtctggccaaaggaccagtgagcgggacacaattgtaggag base pairs 
ggtttcgcaaatcgctttgacacgaggtgacttccagaccggtttcctggtcactcgccctgtgttaacatcctc 376 to 450 
                                                                            
acaatagtgtggccattactggtggtgaccttgaatgagaggctctgtccattaagataggtgttgctctgccag base pairs 
tgttatcacaccggtaatgaccaccactggaacttactctccgagacaggtaattctatccacaacgagacggtc 451 to 525 
                                                  
ttttggccccagttcctggacatagactgccagccagtccttgaccc´3  base pairs 
aaaaccggggtcaaggacctgtatctgacggtcggtcaggaactggg´5  526 to 572 

Abbildung: Identifizierte Sequenz in Webcutter 2.0. Die rot markierten Basenpaare sind die 
Enzymschnittstelle, grün die Mutation und blau der Primer ExpFl2. 
 
Das PCR Produkt des Primer ExpFl2 wurde mit der Restriktionsendonuclease, anstelle der 

genomischen DNA, verdaut um ausschließen zu können, das das Enzym noch an einer anderen 

Stelle im Rebengenom schneidet und diese Amlifikationsprodukte auf dem Gel amplifiziert werden. 

Der Verdau war auf ein Volumen von 19 µ ausgelegt, indem 10 µl jeder Probe, 50 mM Tris-HCL 

(pH 7.5), 10 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 mg/ml BSA und 10 U SMI enthalten sind. Diese 

Lösung wurde 2 Stunden bei 30°C und 20 min. bei 65°C inkubiert. Anschließend wurde die Probe 

mit dem Licor-Ladepuffer 1:10 verdünnt und ein µl der Verdünnung auf das Gel aufgetragen. Die 

verdaute PCR wurde auf einem 12 % PAGE Gel an einem Li-Cor 4300 DNA Analyzer (Li-Cor, 

Nebraska, USA) amplifiziert, mit der SAGAMX Generation 2 AFLP version 3.3 Software (Li-Cor, 

Nebraska, USA) visulisiert, ausgeschnitten, aufgereinigt und sequenziert wie bei der Entwicklung 

des SCAR Marker beschrieben. 
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Sequenzierung und Analyse des Expansin-Gen gekoppelten Locus  

Die Ergebnisse des PCR Produkt des Primers ExpFL1, der kloniert und sequenziert wurde, zeigten 

einen Sequenzunterschied zwischen locker und kompakten Pinot noir Klone (Vaclavicek 2004). 

Diese Sequenz diente als Vorlage für weitere Versuche und als Kontrolle für die Untersuchung 

weiterer Klone. Weitere Versuche wurden mit dem Primer ExpFl2 und modifizierten PCR 

Bedingungen durchgeführt und direkt sequenziert um Kosten zu sparen. Die 

Amplifikationsprodukte wurden in zweifacher Wiederholung durchgeführt, aufgereinigt mit 

ExoSapIT (USB Amersham, Uppsala, Schweden), wie vorher beschrieben und in beide Richtungen 

sequenziert. Die Sequenzierungen wurden mit dem Programm BioEdit  analysiert. Mit der Sequenz 

wurde ein nbalsted in der NCBI durchgeführt um ähnliche oder identische Sequenzen und Gene zu 

finden. Die identifizierte Sequenz ist ein Teil der Sequenz AB482589 (Velasco et al. 2007, NCBI 1-

2008) und des Expansin Gens Vlexp-1 (Ishirmaru et al. 2003, 2007, NCBI 1-2008). Mit der Sequenz 

wurde ein tbasted in der NCBI gemacht um eine Übereinstimmung zu einem Protein zu finden. Die 

Position unserer Sequenz und die Identifizierung anderer Gene in der Nähe der detektierten 

Sequenz wurden mit der Datenbank softberry herausgefunden, indem die Sequenz AB482589 

analysiert wurde. Der EST (Da Silva, CF207762), auf dem unsere Sequenz basiert wurde in Spider 

(NCBI) auf Exon oder Introns untersucht. Das Ende des identifizierten Exons konnte mit der 

Sequenz AB10442.1. bestimmt werden, sowie andere Exons und Introns des Gens. Spider 

vergleicht die Sequenz AB10442.1. mit der Sequenz AB482589 von Vitis Vinifera. Die Datenbank 

Softberry hingegen vergleicht die Sequenz AB482589 mit einer Sequenz von Arabidopsis. 

Zusätzlich bietet diese Datenbank die Möglichkeit Gene zu identifizieren. 

 

Entwicklung eines SNP-Markers (SNP1 und SNP2)  

Zur Detektion der C/T Mutation wurden die Primer SNP1 und SNP2 (Fermentas, St. Leon Rot, 

Deutschland) entwickelt. Die PCR wurde mit dem CodeREdTM SNP Genotyping Kit (Fermentas, St. 

Leon Rot, Deutschland) durchgeführt. Der Primer SNP1 ist spezifisch für die Sequenz der 

kompakten Trauben, die keine 4bp Deletion besitzen und der Primer SNP2 basierend auf Sequenz 

für lockerbeerige Trauben, die eine 4 bp Deletion zeigen, entwickelt. Die Reaktion der PCR ist auf 

ein Volumen von 20 µl ausgelegt. Diese beinhaltet 10 pM jedes Primers, 0,2 mM GAUC Mischung 

(CodeREdTM SNP Genotyping Kit), 0,5 U Taq polymerase (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland), 20 

mM Tris-HCL (pH 8,4), 50 mM KCl, 3 mM MgCl2  und 1µl template DNA. Die Thermocycler 

Bedingungen sind: 94°C für 3 min, Denaturation bei 94°C für 20 sec., Annealing Temperatur für 20 

sec. bei 53°C, Extension bei 72°C für 40 sec. für 36 Zyklen und die endgültige Extension bei 72°C 

für 5 min. Auf einem einprozentigen Agarosegel wurde das PCR Produkte an einer 

Gelelektrophorese aufgetrennt um die Funktionstätigkeit der PCR zu kontrollieren. Deren 

Laufbedingungen waren 120 V für 45 min. Zur Herstellung der SNP Reaktion wurden 3,5 µl des 
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PCR Produktes, 1 µl Exol (CodeREdTM SNP Genotyping Kit) invertiert und inkubiert bei 37°C für 

30 min. und 15 min bei 80°C. Ein µl Uracil-DNA Glycosylase Enzym (CodeREdTM SNP 

Genotyping Kit) wurde zu 10 µl der Reaktion hinzugegeben, gemischt und für 30 min. bei 37 °C 

inkubiert. Anschließend wurden zwei µl Cleavage Agent (CodeREdTM SNP Genotyping Kit) 

dazugegeben und 15 min. bei 95°C inkubiert. Die Proben wurden 1:5 verdünnt, indem zwei µl 

Reaktion und 8 µl Rox Ladepuffer gemischt wurden. Die Verdünnung wurden auf einem Abi Prism 

3100 Genetic Analyzer aufgetrennt und mit der Software Genotyper 3.7® (Applied Biosystems, 

Forster City, USA) analysiert. 

 
 
Detailinformation zum Teil Ergebnisse des Teilexperimentes 2 
 
Heterozygotes Merkmal 

Der SCAR Marker Del1 wurde zur Unterscheidung der lockeren und kompakten Klone auf ein 

Licor Gel aufgetragen. Die ersten drei Klone sind lockerbeerig (M1, 1-84 Gm, 1-44 Gm, M242) 

und die folgenden kompakt (18 Gm, 20 Gm, INRA 777, WVWL 33). Das Gel zeigt eine Bande bei 

162 bp für Lockerbeerigkeit und eine Bande bei 166 bp für den Kompakten Phänotypen. 

Zur weiteren Überprüfungen des Merkmales auf Heterozygotie wurde der CAPS (ExpFl2) Marker 

entwickelt. Das Enzym (SMI) schneidet die identifizierte Sequenz (601 bp) bei 187 bp. Das 

verdaute Produkt sollte eine Bande bei 283 bp für die lockerbeerigen Klone und eine Bande bei 287 

bp für die kompakten Klone amplifizieren. In allen analysierten Pinot noir Klonen wurden zwei 

Banden amplifiziert (283 bp, 287 bp). Die detektierten Fragmente stimmen mit der lockerbeerigen 

Sequenz bei 283 bp und mit der kompakten Sequenz bei 287 bp überein. Zusätzlich würde der 

SCAR Marker (Del1) an einer geselbsteten Pinot noir Population getestet und kartiert. Der Locus 

für Lockerbeerigkeit liegt 10 cM entfernt von dem Marker VVIb09 (pers. Mitteilung. Pelsy 2007), 

der auf der Koppelungsgruppe 17 liegt (Doligez et al. 2006).  

 

 

Expansin-Gen gekoppelter Polymorphismus 
Mit der detektierten Sequenz, die die Mutation für Lockerbeerigkeit besitzt, wurde ein nblast in der 

NCBI durchgeführt. Diese zeigte eine 100 % ige Übereinstimmung mit der Sequenz Vitis vinifera 

ssp Pinot noir whole genome shotgun sequence, contig VV78X272246.11, Klon ENTAV 115 

(AM482589, Velasco et al. 2006, NCBI 1-2008). Die Seqeunz AB104442.1 (Ishimaru et al. 2003, 

2007 E value 0.0, NCBI 1-2008) stimmt zu 98 % mit der identifizierten Sequenz überein. Diese ist 

als Expansin Gene Vlexp-1 detektiert, das zu der Gruppe der α-expansin gehört (Ishimaru et al. 

2003, 2007). Das Expasnin gehört zu der Genontology (GO:0005554, GO:0009505, GO:0009826, 

GO:0009831 and GO:000828), die für die Zellwandveränderungen und Zellwachstum 

verantwortlich sind und der Gruppe TC62965 (6-2007 Tiger) angehören. In weiteren Analysen mit 
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dem EST (CF 207762 Da Silva et al. 2003), der identisch zu unserer Sequenz ist, wurde ein Exon 

von 30 bp bis 753 bp gefunden (an dieser Stelle endet die ursprüngliche Da Silva Sequenz). Die 

Sequenz, die über den EST CF 207762 (Da Silva et al. 2003) hinausgeht sind die Sequenzen 

CTG1027347, CTG1013433 und CTG1010185 (Cook, 2007, pers. Mitteilung). Die Sequenz 

AB104442.1 (Ishimaru et al. 2003, 2007) ist 1245 Basenpaare und wird für weitere insilico 

Analysen verwendet. Das Ende des Exons, sowie drei weitere Exons konnten detektiert werden, 

indem die Seqeunz AM482589 (Velasco et al. 2006) mit der Sequenz AB10442.1 (Ishimaru et al. 

2003, 2007) in Spider (NCBI) anaylsiert wurden (Abb). Das Exon, indem unsere Mutation liegt ist 

in der Seqeunz AM482589 bei 6725 - 7449 Basenpaaren (Spider, NCBI, Tabelle 5). Ein 

wiedersprüchliches Eregbniss zu der identifizierung von 4 Exons in der Seqeunz AB10442.1 

(Ishimaru et al. 2003, 2007 Abb. 19) mit Spider, ergibt sich bei der Verwendung der Datenbank 

softberry, die nur drei Exons analysiert. Doch in dieser Datenbank wird die Seqeunz AM482589 

mit einer Arabidoipsis Seqeunz verglichen und nicht wie in Spider, NCBI zwei Vitis vinifera 

Sequenzen miteinander. Darauf könnte die unterschiede Anzahl an Exon beruhen.  

 
 
Tabelle: Exon Position im Genom, Länge, auf mRNA Eben, Spider NCBI 01-2008 

Exon Genregion bp mRNA bp Länge bp Identität 
Exon 1 6724-7513 1-789 789 99,2 % 
Exon 2 7877-8186 790-1099 310 99,7 % 
Exon 3 8298-8423 1100-1225 126 100 % 
Exon 4 8541-8598 1226-1283 58 100 % 
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Anhang 4 
 
Wegscheider, E., Benjak, A., Forneck, A.  (2009): Clonal Variation in Pinot noir Revealed by 
S-SAP involving Universal Retrotransposon-Based Sequences. AM J ENOL VITICULT, 60:1, 
104-109; ISSN 0002-9254 
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Anhang 5 
 
Detailinformation der verwendeten Methoden im Teilexperiment 5 
 
Tabelle: Pflanzenmaterial, verwendet in Teilexperiment 5.  
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