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In diesem Projekt wurden wichtige phanotypische Kriterien und genetische Grundlagen zu dem
komplexen Merkmal der Lockerbeerigkeit erarbeitet. Durch umfangreiche phanotypische
Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass die Faktoren Rachislange, Beerenstielchenldange und
BeerengroRe die Traubenarchitektur bestimmen. Genetische Determinanten dafiir konnten in der
Karte aus einer segregierenden Population in QTL Analysen lokalisiert werden. Bei den
Spatburgunderklonen und den extrem lockeren Genotypen aus der fiir Traubenarchitektur
spaltenden Kreuzungspopulation fiihrt ein differentielles Wachstum der Infloreszenzen in einer
definierten, frilhen Entwicklungsphase  zur Ausprdgung des gewiinschten Merkmals der
Lockerbeerigkeit. Speziell bei den Spatburgunderklonen konnten Hinweise auf molekulare
Mechanismen gefunden werden, die zur Lockerbeerigkeit signifikant beitragen. Mehrere weitere
Kandidatengene zur Steuerung der Traubenarchitektur wurden identifiziert.

Summary

Molecular analysis of grapevine cluster architecture

This project elaborated important phenotypic criteria and genetic basic knowledge for the complex
trait of grapevine cluster architecture. Extensive phenotypic characterization highlighted the length
of the rachis, the length of the pedicels and the berry size as important determinants of cluster
architecture. Genetic factors for these determinants could be localized as quantitative trait loci (QTL)
in a trait-segregating cross population. In clones of ‘Pinot Noir’ and loosely clustered genotypes of
the segregating population there is an early developmental phase with differential growth rates that
leads to the desired trait of loose cluster structure due to enhanced growth. In case of the ‘Pinot
noir’ clones a molecular difference was identified that significantly affects this process. Several
additional candidate genes were identified that play a role in the development of loose/compact
bunches.
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1. Einfiihrung

1.1 Gegenstand des Vorhabens

Botrytis, der Erreger des Grauschimmels, ist ein wichtiger Schaderreger im Weinbau insbesondere in
nordlichen (,,cool climate”) Weinbauregionen mit gemaRigtem Klima und haufigen Niederschlagen.
Wirksame zelluldare Resistenzmechanismen gegen diesen allgegenwartigen pilzlichen Schaderreger
sind nicht bekannt. Dariliber hinaus entwickelt Botrytis auf Grund seiner hohen genetischen
Variabilitat sehr rasch Fungizidresistenzen, was den Einsatz von Pflanzenschutzmitteln erschwert. Er
kann jedoch durch physikalische Barrieren der Pflanze an der Infektion gehindert werden. Zu diesen
physikalischen Faktoren gehort maRgeblich die Lockerbeerigkeit des Fruchtstands. Ziel dieses
Projekts war daher die Erarbeitung der molekularen Grundlage und der Ableitung von genetischen
Markern fiir die Lockerbeerigkeit der Rebe. Mit den Merkmals-gekoppelten molekularen Markern
kénnen effizienter neue Rebsorten geschaffen werden, die fiir einen nachhaltigen Weinbau der
Zukunft mit reduziertem Fungizidaufwand dringend erforderlich sind.

1.2 Zielsetzung

Botrytis cinerea (Teleomorph: Botryotinia fuckeliana) ist ein Pathogen mit nekrotropher
Lebensweise, mit einem Wirtsspektrum von tiber 200 Kulturpflanzen (Williamson et al. 2007). Fir B.
cinerea sind gegenwartig keine Resistenzen bekannt. In der Rebenziichtung sind daher keine
Resistenzdonoren verfiigbar. Durch schnelleres Abtrocknen der Oberflache erhéht eine lockere
Traubenachitektur jedoch die physikalische Barriere fiir pilzliche Schaderreger, auch gegen B. cinerea.
Durch die Phanotypisierung der Nachkommen einer beziiglich des Merkmals Traubenarchitektur
spaltenden Kreuzungspopulation aus dem Zuchtstamm GF.GA-47-42 (‘Bacchus’ x ‘Seyval’) und der
weilRen Keltertraubensorte ‘Villard blanc’ sollten Genombereiche identifiziert werden, die fir die
Vererbung von lockerer Traubenarchitektur verantwortlich sind. Die extrem lockerbeerigen
Tafeltrauben der ‘Cardinal’-Familie, Referenzsorten fiir Lockerbeerigkeit und ausgewadhlte extrem
lockere sowie kompakte Genotypen der segregierenden Population wurden fiir differentielle
Genexpressionsanalysen verwendet. Insbesondere wurden lockere und kompakte Klone der
mutationsfreudigen ‘Pinot Noir’ (Spatburgunder) Klon-Familie untersucht, um Gene zu identifizieren,
die fiir den lockeren Phanotyp mit verantwortlich sind. Basierend darauf sollten genetische Marker
entwickelt werden, die mit Lockerbeerigkeit korrelieren. Diese sollen kiinftig zur Friihselektion von
Samlingen Anwendung finden (MAS — Marker-gestiitzte Selektion). Neue Rebsorten mit natirlichen
Resistenzfaktoren gegen pilzartige Schadlinge erlauben eine deutliche Reduktion des
Pflanzenschutzmittelaufwands und damit einen umweltfreundlicheren, nachhaltigen Weinbau.

1.3 Planung und Ablauf des Projektes

Nach Voruntersuchungen in den Jahren 2013 und 2014, wurde in Siebeldingen am JKI Geilweilerhof
in den Jahren 2015 und 2016 eine detaillierte phanotypische Charakterisierung vorgenommen.
Vielfdltige Untermerkmale der Traubenarchitektur wurden vermessen. Dies diente zur Identifizierung
und Bestatigung von Genotypen mit lockerem Fruchtstand. In den Jahren 2015 und 2016 wurde
zusatzlich die Zuwachsrate des Fruchtstandes bei lockeren und kompakten Trauben vermessen, um
die Wachstumsdynamik der Genotypen zu ermitteln. Durch das JKI wurden 2015, 2016 und 2017 an
insgesamt drei Standorten in unterschiedlichen Weinbauregionen zu acht Zeitpunkten je zwei Proben
von sich entwickelnden Fruchtstanden der ‘Pinot Noir’ Genotypen entnommen. Daraus wurde RNA

extrahiert und cDNA synthetisiert. Zur ldentifikation von funktionellen Kandidatengenen fiir
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Lockerbeerigkeit wurde am MPI Koln die differentielle Genexpression in lockeren und kompakten
‘Pinot Noir’-Klonen mit RNA-Seq Methodik bestimmt. Gene mit einem Expressionsunterschied von
mehr als dem 1,5-fachen wurden auf ihre in der Literatur beschriebene Funktion gepriift und als
funktionelle Kandidatengene eingeordnet, wenn sie mit Transkriptionsregulation, Zellteilung,
Zellstreckung bzw. Zellwandsynthese in Verbindung gebracht werden konnten. Am MPI K6Iln wurden
auch Orthologe zu mdoglichen Kandidatengenen der Traubenarchitektur in Modellorganismen
gesucht. Da solche Orthologe in der Weinrebe nicht aufzufinden waren wurden Kandidatengene aus
vergleichenden RNA-Seq Studien und aus der Sequenzierung genomischer DNA ermittelt. QTLs mit
positionellen Kandidatengenen fiir Lockerbeerigkeit konnten am JKI Geilweilerhof in der beziiglich
der Traubenarchitektur aufspaltenden Population Gf.GA-47-42 x ‘Villard blanc’ mit der verfiigbaren
Kopplungskarte (Zyprian et al. 2016) und den in 2013 bis 2017 erhobenen phédnotypischen Daten
berechnet werden. Kandidatengene, die sowohl in funktionellen Experimenten, als auch bei der
positionellen Bestimmung mit Lockerbeerigkeit assoziiert waren, wurden beziglich ihrer
Genexpression zur Validierung an weiteren lockeren und kompakten Genotypen getestet. Durch
Sequenzanalysen ausgewadhlter Kandidatengene wurden am MPI Kdln Sequenzpolymorphismen
untersucht, die mit der Regulation von Mitose assoziiert sind. Ein Gen, welches sich in diesen
Untersuchungen als vielversprechend erwies, wurde {iber die urspriingliche Planung hinausgehend
durch Transformation in Arabidopsis thaliana funktionell gepriift. Zur weiteren Validierung der
Ergebnisse wurden Epidermiszellen von phanotypisch unterschiedlichen ‘Pinot Noir’-Klonen mit Hilfe
der Rasterelektronenmikroskopie charakterisiert.

2. Wissenschaftlicher Stand zu Projektbeginn

Es ist bekannt, dass Botrytis in einer Vielzahl von Stammen, u.a. durch den Besitz von Transposons im
Genom, genetisch duBerst variabel ist und mit unterschiedlicher Aggressivitat auftritt (Derckel et al.
1999). Der Ascomycet kann leicht Fungizidresistenz entwickeln, z.T. mit ,Multidrug”-
Resistenzmechanismen gegen unterschiedliche Fungizide zugleich (z.B. Topolovec-Pintaric, 2009;
Kretschmer und Hahn, 2008). Die saprophytische Lebensweise von B. cinerea kann zu einer
parasitischen {ibergehen, wenn bei Vorhandensein von Wasser die Konidien (vegetativ gebildete
Sporen) auf Gescheinen (den Bliitenstanden der Reben) und spater auf reifenden Friichten
auskeimen. Die Keimschlauche formen ein Myzel auf der Cuticula des Wirts, bilden Appressorien
(Haftorgane) und versuchen, die Cuticula zu durchdringen. Das Eindringen wird vermutlich durch
Lipasen erleichtert, die der Pilz im frithen parasitischen Stadium bildet (Commenil et al. 1999). Dies
gelingt am besten bei Mikrorissen oder mechanischen Verletzungen der Beerenhdute. Die Konidien
benotigen zur Keimung Wasser in fliissiger Form (Kretschmer et al. 2007). Die Infektionshaufigkeit
und Infektionsintensitat von B. cinerea bei Reben korreliert mit der Temperatur und Dauer der
Oberflaichenfeuchte der Trauben (Broome et al. 1995; Ciliberti et al. 2015). Lockere
Traubenarchitektur fiihrt zu reduzierter Infektionshaufigkeit und -Intensitat (Vail and Marois, 1991)
durch schnelleres Abtrocknen und die Verhinderung von abquetschungsbedingten Mikrorissen. Die
internationale Organisation fiir Rebe und Wein (OIV) Kklassifiziert mit dem Deskriptor 204
(http://www.oiv.int/en/technical-standards-and-documents/description-of-grape-varieties/oiv-

descriptor-list-for-grape-varieties-and-vitis-species-2nd-edition) die Kompaktheit von Trauben und

benennt Referenzsorten fiir die fiinf Stufen der Lockerbeerigkeit. Das Merkmal Lockerbeerigkeit kann
durch Mutation einzelner Gene entstehen. In der spanischen Keltertraubensorte ‘Carignan’ ist eine
spontane somatische Transposon-induzierte aktivierende Mutation des WTFLIA Gens bekannt,
welche sich auf die Erzeugung der reproduktiven Meristeme und die Verzweigung der Infloreszenzen
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in der Form auswirkt, dass zwar die Bliitenentwicklung verzogert ist, die Infloreszenzen aber groRer,
starker verzweigt und weniger kompakt erscheinen (Fernandez et al. 2010). Eine exemplarische
Untersuchung der kompakt-beerigen Rebsorten ‘Riesling’ und ‘Chardonnay’ im Vergleich zu den
locker-beerigen Sorten ‘Sultana’ und ‘Exotic’ (Shavrukov et al. 2003) ergab, dass der wichtigste
Unterschied zwischen kompakten und lockeren Fruchtstinden in der Internodienlange der
Fruchtstandsachse (Rachis) liegt und durch verstarkte Zellexpansion entsteht. Diese Unterschiede
bildeten sich in der friihen Phase der Infloreszenzentwicklung bereits vor der Bliite und duBerten sich
durch unterschiedliche Elongationsraten der sich entwickelnden Infloreszenzen. Eine neuere
genetische Studie zur Heritabilitat und QTL Analyse von Merkmalen aus der Traubenarchitektur an
den Tafeltraubensorten ‘Ruby Seedless’ und ‘Sultanina’ bestdtigte die Bedeutung der Rachisldange
und der Anzahl der Nodien entlang ihrer Hauptachse als wichtiges Kriterium der Lockerbeerigkeit
(Correa et al. 2014). In der Studie wurde eine genetische Karte zur Analyse von QTL-Regionen fir
Merkmale der Lockerbeerigkeit genutzt und dabei konnten signifikante Faktoren auf den
Chromosomen 5, 8, 9, 14, 17 und 18 identifiziert werden.

Fir die Kreuzungspopulation von Gf.GA-47-42 x ‘Villard blanc’, die beziiglich der Merkmale der
Traubenarchitektur aufspaltet und Gegenstand unserer Untersuchungen war, stand zu Beginn des
Forschungsvorhabens eine Kopplungskarte zur Verfligung (Zyprian et al. 2016).



3. Material und Methoden

3.1 Material
A) Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard blanc’
Die 151 F1-Individuen der Kreuzungspopulation segregieren sowohl beziiglich der OIV
Kompaktheitsklassen (1 = sehr locker bis 9 = sehr kompakt) als auch in Bezug auf mehrere Sub-
Merkmale der Lockerbeerigkeit. Am Standort Siebeldingen standen jeweils acht Pflanzen pro
Genotyp zur Verfiigung.

B) ‘Pinot Noir’-Klone mit lockerbeeriger und kompakter Traubenarchitektur
Die Variation der Kompaktheit reicht von Klasse drei bis neun (OIV 204). Die untersuchten ‘Pinot
Noir’ Klone sind in drei Gruppen eingeteilt:
e Klone mit lockerem Stielgerist:
WE-171, WE-242, WE-M1, Gm-1-86, FR-12-L, FR-13-L
e Klone mit kleinen Beeren:
Gm-20-13, FR-1801
® Klone mit kompakten Trauben:
Frank Charisma, Frank Classic, ENTAV 777, Gm-18

Die untersuchten ‘Pinot Noir’ Klone stehen an drei Standorten in langjdhrig etablierten Anlagen:
e Heppenheim (Hessen) Weinbaugebiet Bergstrasse (Weinbauzone A)
e Siebeldingen (Rheinland-Pfalz) Weinbaugebiet Pfalz (Weinbauzone A)
e Jechtingen (Baden-Wiirttemberg) Weinbaugebiet Baden (Weinbauzone B)

Die im Ertragsweinbau Ubliche Veredelung auf reblausresistente Unterlagssorten ist an allen drei
Standorten mit der Unterlage ‘125AA’ realisiert. Die Pflanzdichte ist mit 1,8 bis 2,2m? in den drei
Pflanzungen vergleichbar. Es standen jeweils liber hundert Rebstdcke pro Klon in den
Versuchsanlagen zur Verfiigung. Die Pflanzungen sind ,en bloc”, somit kénnen Klima und
Bodenverhaltnisse jeweils als homogen angesehen werden.

C) Die Sorte ‘Cardinal’, eine Tafeltraubensorte, ist eine Kreuzung aus ‘Alphonse Lavallée’ x
‘Konigin der Weingdrten’. Sie zeigt einen extrem lockerbeerigen Phanotyp, wie der Parentaltyp
‘Konigin der Weingarten’. Alle drei Rebsorten stehen im Sortiment des JKI Geilweilerhofs.

D) Von der OIV benannte Referenzsorten fiir die Klassen der Lockerbeerigkeit:

1 = sehr locker, ‘Uva Rara’ 7 = dicht, ‘Sauvignon blanc’
3 = |locker, ‘Prosecco Vermentino’ 9 = sehr dicht, ‘Pinot Meunier’
5 = mittel, ‘Schiava Grossa’

Diese Vergleichssorten stehen ebenfalls in der Pflanzung genetischer Ressourcen am JKI
Geilweilerhof.



3.2 Methoden

3.2.1 Phanotypisierung

In den Jahren 2013 bis 2017 wurden die in Tabelle 1 aufgefiihrten ampelometrischen Messungen

vorgenommen. Dabei fand die Phanotypisierung des Pflanzenmaterials (A), (B), (C) und (D) wie folgt

statt:

Am Standort Siebeldingen in den Jahren 2015 und 2016 durch wdéchentliche Messung des
Langenzuwachses des Fruchtstandes bei (A), (B) und (C). In 2016 wurden zusatzlich die OIV
Referenztrauben (D) gemessen. Es wurde bei acht Individuen pro Genotyp/Klon an je zwei
basal inserierten Infloreszenzen bzw. Trauben die Gesamtlange gemessen (n=16). Bei (A)
wurde an jeweils 10 Individuen aus der Population mit der groRten bzw. kleinsten
Rachislange (bezogen auf Untersuchungen des Vorjahres) die Messung vorgenommen; bei
(B) und (C) wurden zufdllig acht Pflanzen pro Jahr ausgewahlt. Die Messungen erfolgten in
den Jahren 2015 und 2016 jeweils vom Entwicklungsstadium BBCH53 (Gescheine deutlich
sichtbar) bis BBCH79 (Ende des Traubenschlusses) statt

Durch Bonitur der Lockerbeerigkeit anhand des OIV Deskriptors 204 zum
Entwicklungsstadium BBCH89 (Lesereife der Beeren)

Durch Bonitur und Bild-basierte Datenerhebung von Teilaspekten der Lockerbeerigkeit

Unter Verwendung von Imagel (Schneider et al. 2012) zur Vermessung der Rachis-,
Internodien-, Lateral- und Pedicellangen

Durch automatische Bildauswertung mit BAT (Kicherer et al. 2013) zur Bestimmung der
Anzahl der Beeren und dem Volumen der Beeren

Durch Messung des Erntegewichts der Trauben, der Beeren und der Rachis (ohne Beeren)
Durch Volumenbestimmung der Traube durch Verdrangung



Tabelle 1: Ubersicht und Probenumfang der Daten pro Genotyp zu Untermerkmalen der
Traubenarchitektur
2013 2014 2015 2016 2017 Abkilirzung Merkmal
n=6 n=3 n=12 n=6 n=6

X X X X BN Beerenanzahl
X BW Beerengewicht [g]
X cv Traubenvolumen getaucht [ml]
X X X cw Traubengewicht
X L1l Lange des 1. Internodiums der Rachis
[mm]
X L1L Lange der 1.Lateral- Verzweigung
X X X L21 Lange des 2. Internodiums der Rachis
X L2L Lange der 2.Lateral- Verzweigung
X X L3I Lange des 3. Internodiums der Rachis
X L3L Lange der 3.Lateral- Verzweigung
X L4L Lange der 4.Lateral- Verzweigung
X L5L Lange der 5. Lateral- Verzweigung
X X X MBV Einzel-Beerenvolumen
X X OE Mostgewicht °Oechsle
X X X 0OIiv204 OlV 204 Boniturnote
X X PED Pedicellange
X X X X PL Stiel- (Pedunkel) Linge
X X RD Rachisdurchmesser
X X X X RL Rachisldnge
X X RW Rachisgewicht
X X SL Schultertraubenlange
X X X X TBVCB Gesamt-Beerenvolumen visuell gepriift
X TBVD Gesamt-Beerenvolumen getaucht
X X TLL Gesamtlange Lateral -Verzweigung

3.2.2 Molekulare und genetische Analysen

3.2.2.1 QTL-Analysen

Mit dem Material (A) wurden QTL (Quantitative Trait Locus) Analysen auf Basis der bestehenden
genetischen Karte der Population GF.GA-47-42 x ‘Villard blanc’ (Zyprian et al. 2016) durchgefiihrt.

Mit dem Program MAP QTL 6.0 wurde ein Intervallmapping in 1cM Schritten durchgefiihrt. Der
Kopplungsgruppenbezogene Permutationstest fiir den LOD Schwellenwert, ab dem die Existenz
eines QTLs als signifikant angenommen wird, ist ebenfalls mit MAP QTL6 ermittelt worden
(Signifikanzlevel von 0,05 mit 1000 Permutationen) (van Ooijen 2009).

3.2.2.2 Genexpressionsstudien

Mit (A), (B), (C) und (D) erfolgten Genexpressionsstudien von Kandidatengen-Amplicons nach RNA
Extraktion und cDNA Synthese in Proben, welche zu Zeitpunkten mit differentiellem
Streckungswachstum entnommen worden waren. Hierfiir wurden auf Basis des Referenzgenoms fiir
Reben (PN40024, Jaillon et al., 2007) Oligos mit einer Liange von 18-27 Nukleotiden und einer
Schmelztemperatur von 58-62°C berechnet. Die Amplifikate sollten eine GroBe von 50-150

Basenpaaren erreichen. Mit  der  Software CLC  Genomics  Workbench 79.1
A



(www.giagenbioinformatics.com/), wurden die Primerpaare entwickelt und die Bindestellen im
Referenzgenom auf Einzigartigkeit und Lage geprift. Zur Bestimmung der relativen
Transkriptabundanz wurde nach einer selektiven Voramplifikation von zehn Zyklen auf einem fir
Nanoliter-Volumen ausgelegten Thermalcycler (BioMark HD) die Genexpression der Kandidatengene
und der internen Kontrollgene in weiteren 30 Zyklen ermittelt (Thermal Protokoll: GE 96*96 FAST
v2). Die verwendeten BioMark 96.96 Dynamic Array Chips erméglichen ein Experiment mit 96 cDNA
Proben und 96 Primerpaaren die iiber eine Matrix von Kandlen 9216 abgetrennte Kammern als
Reaktionsrdume beschickten. Zur Auswertung der relativen Genexpression wurde die in das BioMark
HD System integrierte Software und Serieneinstellung verwendet. (Fluidigm Real-Time PCR Analysis
Software 4.1.3)

3.2.2.3 RNA- und gDNA Sequenzierung (Next generation sequencing (NGS))

Fiir die RNA-Sequenzierung wurden Proben von WE-171, Gm-1-86, Frank Charisma und Frank Classic
(Standort Siebeldingen) zu drei verschiedenen Entwicklungsstadien mit je zwei bis drei
Wiederholungen genommen:

Stadium 1: Infloreszenzen aus ruhenden Knospen (September 2014 und 2015)

Stadium 2: Infloreszenzen aus BBCH7 Knospen (kurz vor Knospenbruch 2015)

Stadium 3: Rachisgewebe von Infloreszenzen des Stadiums BBCH57 (kurz vor Bliihbeginn 2015).

Die RNA wurde mit dem Spectrum™ Plant Total RNA Kit (Sigma Aldrich) extrahiert. Fiir die DNA-
Sequenzierung wurde Blattmaterial verwendet, die Extraktion erfolgte mit dem peqGOLD Plant DNA
Mini Kit (Peqlab). Alle NGS-Sequenzierungen wurden am Max-Planck-Genomzentrum in Koln
durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten erfolgte hauptsachlich mit der Software CLC Genomics
Workbench.

3.2.2.4 Klonierung und Transformation von Arabidopsis thaliana

Fur die Genkonstrukte wurde der UBIQUITIN10 Promoter verwendet, basierend auf dem GreenGate
Klonierungssystem (Lampropoulos et al., 2013). Arabidopsis Col-0 Pflanzen wurden mittels der
“Floral-Dip“ Methode transformiert (Clough & Bent, 1998).

3.2.3 Rasterelektronenmikroskopaufnahmen

Rasterelektronenmikroskopie wurde mit kritischpunktgetrocknetem Material durchgefiihrt. Die
Lange von Pedicelepidermiszellen wurden mittels der ImagelJ Software vermessen (Schneider et al.,
2012).



4. Ausfiihrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

4.1 Untersuchungen zum Langenzuwachs des Fruchtstandes

Am Institut fir Rebenziichtung Geilweilerhof wurde an lockeren bzw. kompakten *Pinot Noir’ Klonen
(locker: We-M-171, Gm-1-86, Gm-20-13; kompakt: Frank Charisma, Frank Classic) das
Langenwachstum der Infloreszenzen und -nach der Bliite- die Lange der Trauben bestimmt. An 16
basal inserierten Trauben pro ‘Pinot Noir’-Klon wurde beginnend mit dem Entwicklungsstand
BBCH13-14 (Mitte Mai) wochentlich bis BBCH77 (Anfang August) gemessen. Die Messungen von
2015 und 2016 ergaben einen signifikant schnelleren Langenzuwachs in den lockerbeerigen Klonen
um den Zeitpunkt der Bliite (BBCH65). Dies ist ein wichtiger Befund: Das Zeitfenster mit
differentieller Zuwachsdynamik zwischen lockeren und kompakten ‘Pinot Noir' Klonen konnte im
Anschluss gezielt fiir Genexpressions-Studien ausgewahlt werden. Am Standort Siebeldingen wurden
diese Messungen mit acht biologischen Wiederholungen auch an der Kreuzungspopulation aus
GF.GA-47-42 und ‘Villard blanc’ vorgenommen. Der Langenzuwachs wurde an den zehn groSten bzw.
kleinsten Individuen der Population, bezogen auf die Rachislange des jeweiligen Vorjahres
(2014/2015), ermittelt. Hier zeigte sich 2016 wie schon 2015, dass die zehn Individuen mit den
grofBten Rachislangen im Vergleich zu den zehn kleinsten kontinuierlich mehr Langenzuwachs pro
Woche erreichen. Somit bestéatigte sich der zuvor beschriebene Befund differentiellen Wachstums
an unabhangigem Pflanzenmaterial.

4.2 Untersuchungen von Teilaspekten der Lockerbeerigkeit

Zum Zeitpunkt der Lesereife (BBCH89) wurden am JKI von 12 ‘Pinot Noir’-Klonen von den drei
Standorten je 10 Trauben geerntet und auf Unterschiede in der Traubenarchitektur hin vermessen.
Die Evaluierung von Untermerkmalen der Traubenarchitektur (vergl. Tabelle 1) ergab fiir acht
MessgroRRen einen signifikanten Unterschied zwischen den 12 ‘Pinot Noir’-Klonen. ,,Post hoc” Tests
bestatigen fiir die Merkmale Rachislange, Pedicellinge und Einzelbeerenvolumen signifikante
Unterschiede zwischen lockeren und kompakten ‘Pinot Noir’-Klonen. Dies gilt liber drei Standorte
und zwei Versuchsjahre hinweg.

Die 151 F1-Nachkommen aus der Kreuzung GF.GA-47-42 und ‘Villard blanc’ wurden verwendet, um
die Untermerkmale der Traubenarchitektur in der segregierenden Population zu vermessen. Der OIV
Deskriptor 204 fiir Fruchtstands-Dichte basiert auf optischer und haptischer Beurteilung der
Beerenabstande bzw. deren Bewegungsfreiheit innerhalb der Traube und wurde ebenfalls bonitiert.
Die Ergebnisse der vermessenen Untermerkmale der Traubenarchitektur und die Boniturwerte des
OIV Deskriptors wurden anschlieBend zur Berechnung von QTLs genutzt.

4.3 Untersuchungen von Stielchenepidermiszellen

Wie in Punkt 4.2 gezeigt, besitzen lockerbeerige Spatburgunderklone signifikant langere Stielchen im
Vergleich zu kompaktbeerigen Klonen. Um die Frage zu kldren, ob dieser Langenzuwachs auf einer
hoheren Anzahl von Zellteilungen und/oder auf erhGhtem Zellstreckungswachsum beruht, wurde die
Lange von Pedicelepidermiszellen anhand von Rasterelektronenmikroskopaufnahmen am MPI Kdln
gemessen. Die Zelllange war bei allen untersuchten Klonen (WE-171, Gm-1-86, Frank Charisma und
Frank Classic) gleich, jedoch hatten die Stielchen der lockerbeerigen Klone signifikant mehr Zellen im
Vergleich zu kompakten Klonen, was auf eine vermehrte Zellteilungsaktivtit hindeutet.



4.4 Phylogenetische Untersuchungen der Spatburgunderklone

Da wenig liber die genetische Diversitdt der Spatburgunderklone bekannt ist, wurde zunachst eine
phylogenetische Analyse durchgefiihrt. Diese beruht auf 87 SNPs, die durch die Sequenzierung
genomischer DNA aller vier Klone (WE-171, Gm-1-86, Frank Charisma und Frank Classic) am MPI
gewonnen wurden. Diese zeigte, dass die kompakten Klone genetisch unterschiedlich zu den
lockerbeerigen Klonen sind, aber auch die lockerbeerigen Klone untereinander verschieden
zueinander sind. Dies bestatigt, dass die Klone aus unterschiedlichen klonalen Selektionsprozessen
hervorgegangen sind.

4.5 ldentifizierung von Kandidatengenen mittels RNA-Seq und gDNA-Seq

Um genetische Unterschiede herauszufinden, die fiir den phanotypischen Unterschied zwischen
kompakten und lockerbeerigen Spdtburgunderklonen verantwortlich sind, wurden vergleichende
RNA-Seq Analysen zu insgesamt drei Entwicklungsstadien am MPI durchgefiihrt (Abb. 1). Insgesamt
waren 383 Gene signifikant unterschiedlich exprimiert zwischen den locker- und kompaktbeerigen
Klonen (21,5 facher Unterschied, p-Wert < 0,05). Allerdings war unter diesen Kandidatengenen
keines der bereits bekannten Verzweigungsregulatoren, welche zuvor als orthologe Gene im
Weinrebengenom identifiziert worden waren.

Abbildung 1: Drei Entwicklungsstadien von
Spatburgunderinfloreszenzen, die fiir die RNA-Seq Analyse
verwendet wurden. A) Ruhende Knospe im September. B)
Rasterelektronenmikroskopaufnahme (REM) einer Stadium 1
Infloreszenz aus ruhenden Knospen (rot umrandet). C) Eine BBCH7
Knospe kurz vor Knospenbruch. D) REM Aufnahme einer Stadium 2
Infloreszenz aus einer BBCH7 Knospe (rot umrandet). E) Teil einer
BBCH57 Infloreszenz kurz vor Blihbeginn. Der Pfeil deutet auf die
Rachis, welche als Stadium 3 verwendet wurde. F) REM Aufnahme
von zwei noch geschlossenen Bliten mit Stielchen zum
Entwicklungstadium BBCH57.

Daraufhin wurde genomische DNA aller vier Spatburgunderklone sequenziert, um Mutationen,
spezifisch fir lockerbeerige Klone, zu detektieren. Durch den Vergleich der Kandidatengenlisten aus
RNA-Seq und gDNA-Seq, wurde ein einziges Gen identifiziert, das in beiden lockerbeerigen Klonen
jeweils einen heterozygoten SNP enthélt und im Vergleich zu den kompakten Klonen differentiell
exprimiert ist (Abb. 2). Dieses Gen, welches fiir einen Wachstumsregulator kodiert, gehort zu einer
Genfamilie, in der die meisten Gene einen wichtigen regulatorischen Bereich besitzen, der bendtigt
wird, um die Genexpression durch eine MikroRNA (miRNA) herunter zu regulieren. Es wurde gezeigt,
dass zum Zeitpunkt der differentiellen Expression des Wachstumsregulators ebenfalls reife miRNA
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sowohl in lockerbeerigen, als auch in kompakten Klonen vorhanden ist und dass das Transkript des
Wachstumsregulatorgens potentiell durch die miRNA geschnitten werden kann. Die lockerbeerigen
Klone zeigen mutierte Allele, bei welchen jeweils ein SNP in der miRNA-Bindestelle liegt. lhre
Transkripte kénnen daher nicht mehr durch die miRNA herab-reguliert werden. Es wird daher
vermutet, dass die erhohte Genexpression in den lockerbeerigen Klonen durch die Stérung dieses
Regulationsmechanismus verursacht wird.
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Abbildung 2: Mappingprofile (rosa) der vier Spéatburgunderklone gegen die Kodierungssequenz eines
Kandidatengenes (gelb). Mit Hilfe der Software CLC Genomics Workbench wurden die RNA-Seq reads gegen
das annotierte Weinrebengenom (Vitis_vinifera.lGGP_12x.v23) kartiert, um differentielle Genexpression zu
ermitteln. Vertikale, farbliche Linien innerhalb der Profile kennzeichnen heterozygote SNPs, die teils identisch,
teils unterschiedlich zwischen den Klonen sind.

Um zu testen, ob eine erhohte Expression des Wachstumsregulatorgens tatsachlich zu langeren
Stielchen fihrt, wurde das Rebengen am MPI in Arabidopsis thaliana Gberexprimiert. In mehreren
unabhangigen Linien konnte gezeigt werden, dass in transgenen Pflanzen, die das
Wachstumsregulatorgen trugen, die Stielchen signifikant langer waren im Vergleich zu den
Kontrollpflanzen. Der Effekt wurde noch verstarkt, indem eine mutierte Variante des Gens in
Arabidopsis thaliana transformiert wurde. Damit kann davon ausgegangen werden, dass die erhohte
Genexpression des Wachstumsregulatorgens, bedingt durch eine mutierte Mikro-RNA-Bindestelle,
fiir den Phanotyp der beiden lockerbeerigen Spatburgunderklone verantwortlich ist. Desweiteren
wurde die miRNA Bindestelle des Wachstumregulators in 13 weiteren, lockerbeerigen Rebsorten
(Tafeltrauben und Referenzsorten) sequenziert, wobei jedoch keine SNPs gefunden wurden.

4.6 Weiterfihrende Genexpressionsanalysen:

Aus den durch RNA-Sequenzierung ermittelten 383 differentiell exprimierten Genen (MPI, Kéln),
wurden 31 Kandidatengene (KG) anhand ihrer Funktion sowie der Hohe des
Expressionsunterschiedes ausgewdhlt. Weitere 15 KG sind mit Traubenarchitektur assoziiert (aus
Kooperation mit J.lbanez, ICVV Logrono, Spanien, unveroffentlicht). Diese 46 KG wurden mittels
Hochdurchsatz RT-gPCR am JKI in neun lockeren und kompakten ‘Pinot Noir’ Klonen bezlglich ihrer
Genexpression geprift. Hierflir wurden Rachisproben der Klone von drei Standorten zu acht Stadien
der Traubenentwicklung aus dem Jahr 2015 verwendet. Die Auswertung der Genexpression zeigt
einen ,fold change” von >5 fiir 20 der 46 Kandidatengene wenn man einzelne lockere und kompakte
‘Pinot Noir’-Klone an einzelnen Standorten zu bestimmten Entwicklungsstadien vergleicht. Sechs der
Kandidatengene zeigen auch im Gruppenvergleich (locker gegen kompakt) einen fiinffachen
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Expressionsunterschied an jeweils einem Standort. Zwei Gene auf den Chromosomen 2 und 16
zeigen einen ,fold change” von >5 im Gruppenvergleich eines Zeitpunktes und dariber hinaus an
allen Standorten fiir Proben aus dem Jahr 2015.

Die Datenbankabfrage zeigte fiir eines dieser beiden Gene einen Hinweis auf ein Peptid, welches den
polaren Kurzstrecktentransport von Auxin durch Interaktion mit Auxin-Efflux-Carriern steuert. Das
andere kodiert einen Wachstumsfaktor der in Zellstreckung und Zellteilung involviert ist.

In einem Tastversuch wurden ‘Pinot Noir'’ Proben aus 2016 fiir die Wiederholung des
Genexpressionsversuchs mit diesen beiden Genen verwendet. Es wurde wiederum der Zeitraum mit
differentieller Wachstumsdynamik zwischen lockeren und kompakten ‘Pinot Noir’-Klonen fir RT-
gPCR Studien analysiert. Das Expressionsmuster beider Gene konnte reproduziert werden. Jedoch
zeigte lediglich der Wachstumsfaktor differentielle Transkriptredundanz in allen lockeren Klonen im
Vergleich mit kompakten ‘Pinot Noir’ Klonen Uber alle Standorte hinweg.

4.7 Ergebnisse der QTL Analyse in der Population GF.GA-47-42 x ‘Villard blanc’
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Abbildung 3 Position der QTLs fur Untermerkmale der Traubenarchitektur auf den 19 Kopplungsgruppen der
genetischen Karte aus der Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard blanc’. Untermerkmale der Rachis sind
in blau dargestellt, Beerenmerkmale in grau und Lockerbeerigkeit nach dem OIV Deskriptor 204 in creme.

Die Kopplungskarte aus der Population GF.GA-47-42 x ‘Villard blanc’ wurde am JKI genutzt, um QTL
Berechnungen mit den ampelometrischen Bonituren (vergl. Tabelle 1) aus den Jahren 2015 bis 2016
durchzufiihren. Auch Messwerte der Traubenarchitektur aus den Voruntersuchungen von 2013 und
2014 wurden zur QTL Berechnung eingesetzt. Insgesamt zeigten sich 36 QTLs, die liber mindestens
zwei Jahre signifikant waren. Uber drei bzw. vier Jahre konnten QTLs fiir die Parameter Rachisldnge,
Pedicelldnge, Stiellange und fir die Lockerbeerigkeit nach dem OIV Deskriptor 204 reproduziert
werden. Diese liegen auf den Chromosomen 1, 2, 7, 8, 11, 14, 17 und 18. Fiir Unterparameter, die die
Eigenschaften von Beeren beschreiben, waren QTLs auf den Chromosomen 5, 10, 12, 17 und 18 Uber
mindestens zwei Jahre aufzufinden. Weiterhin wurden Uber zwei Jahre QTLs fiir Untermerkmale des
Stielgeriists auf den Chromosomen 3, 4, 6, 9, 10, 11, 12, 18 und 19 identifiziert. Haufig trat eine
,Clusterung” der QTL-Bereiche auf, d.h. mehrere QTLs fir Untermerkmale der Traubenarchitektur
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liegen nah beieinander in dhnlichen chromosomalen Positionen (Abb. 3). Die Verrechnung der
Boniturdaten des Deskriptors OIV 204 aus dem Jahr 2015 ergab einen QTL auf Chromosom 2 welcher
29% der phanotypischen Varianz erklart.

Die molekularen Marker, welche die Konfidenzintervalle der QTLs flankieren, wurden aus der
genetischen Karte ermittelt. Der DNA-Sequenzabgleich dieser Marker mit dem Referenzgenom fir
die Rebe (PN40024, Jaillon et al., 2007) projiziert die Lage der QTLs fiir Lockerbeerigkeit auf ihre
physikalische Position im Referenzgenom. Innerhalb der so markierten Bereiche liegen 7206 Gene.

4.8 Integrierte differentielle Genexpression

Weiterhin wurden 7206 Gene, die durch Projektion der 36 QTL- Konfidenzintervalle auf das
Referenzgenom ermittelt wurden, mit den 383 differentiell exprimierten Genen aus dem RNA-Seq
Versuch abgeglichen. 90 Gene erscheinen damit sowohl im positionellen als auch im funktionellen
Versuchsansatz mit Lockerbeerigkeit assoziiert und wurden als neue Kandidatengen eingestuft. Die
,heat Map” Darstellung der Amplifikation der Kandidatengene in lockeren und kompakten ‘Pinot
Noir’ Klonen zeigt, dass sechs der neuen Kandidatengene induziert sind und finf reprimiert werden.
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Abbildung 4 ,Heat map“ der relativen Expression (als AACt Werte) von Kandidatengenen aus lockeren und
kompakten ‘Pinot Noir’ Klonen zum BBCH Stadium 71 (SchrotkorngrofRe der Beeren). Vertikal aufgetragen sind
90 Kandidatengene, die in RNA-Seq differentiell exprimiert sind, und zugleich in den Konfidenzintervallen der
QTL -Berechnung liegen. Horizontal als Gruppe aufgetragen sind mischbeerige (unten), lockerbeerige (mittig)
und kompakte Klone (oben) die in den Jahren 2015, 2016 und 2017 beprobt wurden. Ein Farbgradient
zwischen den Gruppen dient als Indikator fiir stabile differentielle Expression (rechter Bereich)
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5. Diskussion der Ergebnisse

Die Messung der wdchentlichen Langenzuwidchse des Fruchtstandes bei lockeren und kompakten
‘Pinot Noir’-Klonen, sowie bei ausgesuchten F1-Genotypen der fiir Traubenarchitektur aufspaltenden
Population, als auch der laut Deskriptor OIV204 beschriebenen Referenzsorten fiir lockere und
kompakte Traubenarchitektur zeigt, dass die groRte Wachstumsdynamik in den ersten Wochen nach
sichtbar werden der Infloreszenzen auftritt und bis nach der Blite anhélt. Der Vergleich zeigte, dass
die Pedicelstreckung die zum Abspreizen der Einzelbliiten fiihrt, ebenfalls in dieses Zeitfenster fallt.
Diese Beobachtung wurde dhnlich auch von Coombe (1995) und Shavrukov et al. (2003) beschrieben.
Der Zeitpunkt um die Bllte erwies sich damit als geeignete Entwicklungsphase zur Probenentnahme,
um Uber die Transkriptomanalyse und differentielle Genexpressionsuntersuchungen genetische
Determinanten fiir Faktoren der Traubenarchitektur zu untersuchen.

Die differentielle Wachstumsdynamik in den zehn Infloreszenz-langsten bzw. -kiirzesten F1-
Genotypen der segregierenden Population fiihrte durch die groBere Zunahme in den lockeren
Genotypen zu einem kontinuierlichen Auseinanderdriften der durchschnittlichen Rachisldnge bei
lockeren und kompakten Pflanzen. Auch Shavrukov et al. (2003) berichtete, dass in kompakten
‘Riesling’- und ‘Chardonnay’ — Trauben im Vergleich mit den lockerbeerigen Tafeltrauben ‘Sultana’
und ‘Exotic” bereits vor der Bliite Langenunterschiede ausgebildet wurden.

Das differentielle Wachstumsmuster wurde bei ‘Pinot Noir’-Klonen in zwei aufeinander folgenden
Jahren beobachtet. Die Transkriptomanalyse und Genexpressionsstudien bestdtigten in den Jahren
2015 und 2016 einen differentiell regulierten Wachstumsregulator in lockeren und kompakten ‘Pinot
Noir’-Klonen liber drei unterschiedliche Standorte (Weinbaugebiete) hinweg. In lockeren Klonen ist
die Expression des Gens fiinffach héher als in den kompakten. In Arabidopsis werden Gene aus dieser
Genfamilie durch das Expressionsniveau einer miRNA gesteuert (Fouracre und Poethig 2016). Es
konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt der differentiellen Expression des
Wachstumsregulatorgens die reife miRNA in der Weinrebe ebenfalls vorhanden ist und dass das
Weinrebengen durch die miRNA reguliert werden kann. Die erhdhte Expression in den
lockerbeerigen Klonen konnte durch zwei SNPs erklart werden, die beide in dem regulatorischen
Bereich liegen, an den normalerweise eine miRNA bindet, um das Gen herunter zu regulieren. Die
Repression des Wachstumsregulators durch Interaktion mit der miRNA resultiert in einem Stopp der
Mitose bzw. dem Verharren der Zelle in der Interphase der Mitose (Fouracre and Poethig 2016). Eine
unterbleibende Interaktion von miRNA und dem Wachstumsregulatorgen kdénnte zu erhdhter
Zellteilung in lockerbeerigen ‘Pinot Noir'-Klonen fiihren. Tatsdchlich konnte mittels
Rasterelektronenmikroskopie gezeigt werden, dass in lockerbeerigen Klonen eine signifikant hohere
Anzahl Epidermiszellen vorhanden ist. Auf phdnotypischer Ebene fiihrt dies zu einem ldangeren
Pedicelwachstum, einem der Faktoren, der fiir die Entwicklung einer lockeren Traubenarchitektur
mitverantwortlich ist. Dass eine erhdohte Aktivitdt des Wachstumsregulatorgens tatsachlich fir den
Phanotyp verantwortlich ist, konnte in der Modellpflanze Arabidopsis thaliana gezeigt werden, in der
eine Uberexpression des Wachstumsregulatorgens zu lingeren Stielchen gefiihrt hat.

Traubenarchitektur ist ein sehr komplexes Merkmal, welches durch die Interaktion verschiedener
Parameter entsteht. Diese Parameter betreffen sowohl die Architektur des Stielgerists als auch die
Beerenmorphologie und kdnnen von Sorte zu Sorte sehr unterschiedlich sein. Interessanterweise
waren jeweils die gleichen Faktoren, namlich Rachislange, Pedicelldinge und BeerengroRe, fiir den
lockerbeerigen Phanotyp beider molekular untersuchten Spatburgunderklone verantwortlich. Dies ist
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umso erstaunlicher, da beide lockerbeerigen Klone aus unterschiedlichen klonalen
Selektionsereignissen hervorgegangen sind und genetisch unterschiedlich sind, wie die
phylogenetische Analyse gezeigt hat. Diese genetische Diversitdat erklart, warum zwei
unterschiedliche SNPs identifiziert wurden. Interessanterweise liegen jedoch beide Mutationen in
einem wichtigen regulatorischen Bereich, der fiir die Bindung einer miRNA bengtigt wird. Dadurch
wird der Regulationsmechanismus gestdrt, was am Ende in beiden Fallen zu langeren Stielchen fiihrt.
Eine Missregulation des Wachstumsregulators kdnnte daher einen generellen Mechanismus
darstellen, der auch in anderen Rebsorten zu Lockerbeerigkeit fiihrt. Die Sequenzierung des
regulatorischen Bereichs von 13 weiteren lockerbeerigen Rebsorten hat allerdings keine weiteren
Mutationen aufgezeigt. Jedoch ist fiir diese Sorten auch nicht bekannt, welche Parameter fiir den
lockerbeerigen Phanotyp verantwortlich sind. Weiterhin kdénnten homologe Gene des
Wachstumsregulators oder andere Gene innerhalb desselben Regulationswegs verandert sein und
letztendlich fiir die lockere Traubenarchitektur verantwortlich sein.

Durch die mehrjahrige Vermessung der Traubenarchitekturparameter bei ‘Pinot Noir' konnte
eindeutig gezeigt werden, dass die Merkmale Rachislange, Pedicellange und Einzelbeerenvolumen
die mafgeblichen phadnotypischen Unterschiede zwischen lockeren und kompakten ‘Pinot Noir’
Klonen darstellen. In einer anderen Studie, die Keltertraubensorten mit Tafeltrauben verglich,
beruhte der phanotypische Unterschied zwischen den kompaktbeerigen Keltertraubensorten und
den lockerbeerigen Tafeltrauben wesentlich auf der Lange der Rachisinternodien (Shavrukov et al.
2003). Interessanterweise wurde in diesem Fall nachgewiesen, dass die starkere Elongation der
Rachiszellen verantwortlich ist und nicht die héhere Anzahl gleich groRer Zellen wie bei den ‘Pinot
Noir’-Pedicelzellen, wie hier im Projekt gezeigt. Dies deutet darauf hin, dass in Abhadngigkeit des
Genotyps und des Organs verschiedene zelluldare Mechanismen fiir die phdanotypischen Unterschiede
verantwortlich sein konnen. Dies bedeutet, dass u. U. additiv wirkende Mechanismen
zusammengebracht zu besonders lockeren Traubenformen fiihren kdnnten.

Die hier fiir die QTL Analyse verwendete Kreuzungspopulation mit 151 Fl1-Individuen wurde bereits
erfolgreich fiir die Berechnung von positionellen Kandidatengenen fiir Pathogenresistenz (Zyprian et
al. 2016) und den Termin des Bliihzeitpunktes (Fechter et al. 2014) verwendet. Die Phanotypisierung
der Population zeigte auch hohe Variation fiir die Merkmale der Traubenarchitektur. Die Tatsache,
dass 36 QTLs fiir Traubenarchitekturuntermerkmale auf 17 Kopplungsgruppen ermittelt werden
kénnen, deutet auf eine hohe Komplexitdt des Merkmals hin. Die LOD-Werte liegen in einem Bereich
zwischen 2,64 (berechnet fiir die Lange der Nebentraube) und 11,07 (fir die Lockerbeerigkeit nach
0IV204). Der Durchschnittliche LOD-Wert liegt bei 4,65. QTL Berechnungen fiir Untermerkmale der
Traubenarchitektur in einer Tafeltraubenkreuzung (Correa et al. 2014) zeigten vergleichbare LOD-
Werte mit einem durchschnittlichen LOD-Wert von 5,2. Auch die Anzahl der dort gefundenen 19
QTLs fiir 23 untersuchte Faktoren ist vergleichbar und deutet ebenfalls eine komplexe genetische
Determination der Lockerbeerigkeit an.
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6. Angaben zum voraussichtlichen Nutzen und zur Verwertbarkeit der
Ergebnisse

Die Untersuchungen in diesem Projekt haben gezeigt, dass viele genetische Faktoren, welche verteilt
auf den Chromosomen der Weinrebe liegen, die Lockerbeerigkeit beeinflussen. Es handelt sich damit
um ein komplexes Merkmal. Eine direkte Nutzung in der Marker-gestiitzten Ziichtung scheint derzeit
schwierig, da zugleich genetische Elemente aus vielen Chromosomen in ihrer Einkreuzung verfolgt
werden miissten, was zu einem erheblichen Aufwand fiihrt. Zudem ist die Ubertragbarkeit der
Korrelationen auf genetische Ressourcen auRerhalb der untersuchten segregierenden Population
noch nicht gepriift. Bei der QTL Analyse der Untermerkmale der Traubenarchitektur zeigte sich
jedoch auch eine deutliche ,Clusterung” einiger Sub-Merkmale in verschiedenen chromosomalen
Regionen (vergl. Abb. 3). Die dort jeweils flankierenden molekularen Marker sind durch die
verwendete genetische Karte bereits definiert. Bevor diese neue Information zur ziichterischen
Anwendung kommen kann, sollte versucht werden, aus der Vielzahl die wichtigsten genetischen
Faktoren herauszuarbeiten. Dieser Ansatz wird momentan mit Hilfe statistischer multivariater
Verfahren verfolgt. Es ist geplant, die Resultate zeitnah in einer wissenschaftlichen Publikation den
Fachkollegen zugadnglich zu machen. Die neu gewonnenen molekularen Marker sind alsdann auf die
Ubertragbarkeit ihrer genetischen Kopplung mit der Lockerbeerigkeit auRerhalb der experimentell
genutzten segregierenden Population zu priifen. Durch die Arbeiten in diesem Projekt steht dazu gut
charakterisiertes Pflanzenmaterial zur Verfiigung. Dariiber hinaus kann die  umfangreiche
Rebsortensammlung am JKI Geilweilerhof fiir solche weiterfiihrenden Untersuchungen genutzt
werden.

Die Genexpressionsanalyse der Spatburgunderklone und der beziiglich der Lockerbeerigkeit
extremen Genotypen der segregierenden Kreuzungspopulation hat nur wenige entscheidende
Kandidatengene gezeigt, die zum Zeitpunkt der unterschiedlichen Entwicklung des Fruchtstands
reproduzierbar differentiell aktiv sind. Diese Gene sind im Folgenden an umfangreicherem
Pflanzenmaterial mit lockerem/kompakten Phanotyp der Traubenarchitektur auf ihre Aktivitdt und
Diversitat zu priifen. Der Befund eines Polymorphismus in der Bindestelle einer regulativen miRNA in
einem der beiden Wachstumsregulatorgene bei den Spatburgunder-Klonen ermoglicht die
Uberpriifung dieses Polymorphismus und seiner Korrelation mit dem Merkmal der Lockerbeerigkeit
in anderen lockeren Rebsorten. Allerdings wurde er in bisher 13 re-sequenzierten Varianten aus
lockerbeerigen Genotypen nicht wiedergefunden. Eventuell homologe Gene in der Rebe und ihr
physiologisches Wirkungsfeld sind in kiinftigen Studien zu untersuchen.

In diesem Projekt wurden wichtige phanotypische Kriterien und genetische Grundlagen zu dem
komplexen Merkmal der Lockerbeerigkeit erarbeitet. Durch umfangreiche phanotypische
Charakterisierung an neuem Pflanzenmaterial konnte gezeigt werden, dass die Faktoren Rachislange,
Pedicellange und Beerengrofle die Traubenarchitektur bestimmen. Genetische Determinanten dafir
konnten in der Karte aus einer segregierenden Population in QTL Analysen lokalisiert werden. Bei
den Spatburgunderklonen und den extrem lockeren Genotypen aus der Traubenarchitektur-
spaltenden Kreuzungspopulation fiihrt ein differentielles Wachstum der Infloreszenzen in einer
definierten Entwicklungsphase zur Auspragung des gewiinschten Merkmals der Lockerbeerigkeit.
Speziell bei den Spatburgunderklonen konnten molekulare Mechanismen aufgeklart werden, die zur
Lockerbeerigkeit signifikant beitragen.
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7. Gegenuberstellung der urspriinglich geplanten zu den tatsachlich
erreichten Zielen, Hinweise auf weiterfiilhrende Fragestellungen

Zu AP1 Phédnotypische Charakterisierung:

Die Traubenarchitektur wurde durch Vermessung vieler Untermerkmale (vergl. Tabelle 1) in den
Spdtburgunderklonen, den Referenzsorten nach OIV , den extremen Phdnotypen in der ‘Cardinal’-
Familie und in der segregierenden Population detailliert beschrieben.

Zu AP2 Identifizierung und Charakterisierung von orthologen Genen zu bekannten
Verzweigungsregulatoren aus Modellorganismen in der Rebe:

Orthologe Gene zu den bekannten Verzweigungsregulatoren aus Modellorganismen konnten in der
Rebe identifiziert werden. Diese zeigten allerdings spdter in der RNA-Seq Analyse keine differentielle
Expression. Daher wurden durch Untersuchungen zur Diversitdt der genomischen DNA von
lockeren/kompakten Spatburgunderklonen sowie durch umfangreiche Transkriptomanalysen weitere
Kandidatengene der Lockerbeerigkeit in der Weinrebe identifiziert.

Zu AP3  Differentielle Genexpressionsanalyse zur Identifikation von Kandidatengenen der
Lockerbeerigkeit:

Differentielle = Genexpressionsstudien wurden durch die RNA-Seq Analyse an den
Spatburgunderklonen sowie durch gezielte Untersuchungen zur differentiellen Expression einzelner
Kandidatengene Standort-iibergreifend an Spatburgunderklonen tiber mehrere Jahre, sowie an den
extremen Genotypen aus der segregierenden Kreuzungspopulation, umfangreich durchgefiihrt.

Aus den verschiedenen Ansdtzen sind im Wesentlichen zwei wichtige Kandidatengene
hervorgegangen, wobei es sich in beiden Fallen um Transkriptionsfaktorgene handelt, die Prozesse
des Wachstums steuern.

Zu AP4 QTL Analyse von Merkmalen der Lockerbeerigkeit in der Population Gf.GA-47-42 x “Villard
blanc”:

Die QTL Analyse von Untermerkmalen der Lockerbeerigkeit hat 36 liber mindestens zwei Jahre
identifizierte QTL ergeben, die in Clustern auf den Chromosomen der Weinrebe verteilt sind (vergl.
Abb. 1). Derzeit versuchen wir, mit Hilfe weiterer statistischer Verfahren aus der Vielzahl von QTL-
tragenden Regionen die wichtigsten herauszufiltern, um die Information lber flankierende Marker
fiir die Rebenziichtung nutzbar zu machen.

Zu APS5 Validierung von Kandidatengenen der Lockerbeerigkeit beziiglich ihrer Genexpression:

Aus der integrierten Genexpressionsanalyse unter Beachtung der sowohl bei den RNA-Seq Daten, als
auch bei der positionellen Lokalisierung durch QTL-Studien indizierten betroffenen Gene wurden
noch einmal neun Kandidatengene identifiziert, welche die Lockerbeerigkeit zu beeinflussen
scheinen.

Zu AP6 Gendiversitatsstudien von Kandidatengenen und Markerentwicklung:

Gendiversitatsstudien wurden, wie oben erwdhnt, beziiglich der Spatburgunderklone durch
genomische Sequenzierungen durchgefiihrt. Die Untersuchungen zeigten bei den lockerbeerigen
Genotypen Mutationen im regulatorischen Bereich eines Transkriptionsfaktorgens, welcher nach der
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RNA-Seq Analyse wesentlich an der Ausbildung der Lockerbeerigkeit beteiligt ist. Es handelt sich
hierbei um die Bindestelle fiir eine regulatorische miRNA, deren Funktion durch die veranderte
Sequenz im Bindungsort gestort ist. Somit wird das Gen des Transkriptionsfaktors miss-reguliert und
ist vermutlich langer aktiv, was zu einem vermehrten Wachstum in der entscheidenden frilhen Phase
der Fruchtstandsentwicklung fiihrt. Dadurch entstehen ldangere Rachisachsen und Beerenstielchen,
die das Traubengeriist auflockern. Das Auftreten dieser Mutationen an weiterem lockerbeerigen
Material anderer genetischer Herkunft bleibt zu priifen.

8. Zusammenfassung

In diesem Projekt wurden wichtige phanotypische Kriterien und genetische Grundlagen zu dem
komplexen Merkmal der Lockerbeerigkeit erarbeitet. Durch umfangreiche phanotypische
Charakterisierung konnte gezeigt werden, dass die Faktoren Rachislinge, Pedicellainge und
BeerengroRe die Traubenarchitektur bestimmen. Genetische Determinanten dafiir konnten in der
Karte aus einer segregierenden Population in QTL Analysen lokalisiert werden. Bei den
Spatburgunderklonen und den extrem lockeren Genotypen aus der Traubenarchitektur- spaltenden
Kreuzungspopulation fiihrt ein differentielles Wachstum der Infloreszenzen in einer definierten
Entwicklungsphase zur Auspragung des gewiinschten Merkmals der Lockerbeerigkeit. Speziell bei
den Spatburgunderklonen konnten Hinweise auf molekulare Mechanismen gefunden werden, die zur
Lockerbeerigkeit signifikant beitragen. Mehrere weitere Kandidatengene zur Steuerung der
Traubenarchitektur wurden identifiziert.
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