Franco Rockel
Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof

Farberreben (Teinturiers) sowie
rote Farbmutanten weil3er
Qualitatsrebsorten entstanden
durch WmybA-bedingte
Mutationen am Beerenfarblokus

Julius KGhn-Institut
Bundesforschungsinstitut flir Kulturpflanzen




Kontakt/Contact:

Franco Rockel

Julius Kiihn-Institut (JKI)
Bundesforschungsinstitut fiir Kulturpflanzen
Institut flir Rebenzlichtung Geilweilerhof
76833 Siebeldingen

Die Schriftenreihe ,,Dissertationen aus dem Julius Kiihn-Institut" verdffentlicht Doktorarbeiten, die in enger
Zusammenarbeit mit Universitaten an Instituten des Julius Kiihn-Instituts entstanden sind.

The publication series ,Dissertationen aus dem Julius Kiihn-Institut" publishes doctoral dissertations originating
from research doctorates and completed at the Julius Kiihn-Institut (JKI) either in close collaboration with
universities or as an outstanding independent work in the JKI research fields.

Der Vertrieb dieser Monographien erfolgt Giber den Buchhandel (Nachweis im Verzeichnis lieferbarer Blicher -
VLB) und OPEN ACCESS im Internetangebot www.julius-kuehn.de Bereich Veroffentlichungen.

The monographs are distributed through the book trade (listed in German Books in Print - VLB) and OPEN
ACCESS through the JKI website www.julius-kuehn.de (see Publications).

Wir unterstiitzen den offenen Zugang zu wissenschaftlichem Wissen.
Die Dissertationen aus dem Julius Kiihn-Institut erscheinen daher OPEN ACCESS.
Alle Ausgaben stehen kostenfrei im Internet zur Verfligung:
http://www.julius-kuehn.de Bereich Veroffentlichungen.

We advocate open access to scientific knowledge. Dissertations from the Julius Kithn-Institut
are therefore published open access. All issues are available free of charge under
http://www.julius-kuehn.de (see Publications).

Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation

In der Deutschen Nationalbibliografie: detaillierte bibliografische
Daten sind im Internet tber http://dnb.d-nb.de abrufbar.

Bibliographic information published by the Deutsche Nationalbibliothek (German National Library)
The Deutsche Nationalbibliothek lists this publication in the Deutsche Nationalbibliografie; detailed
bibliographic data are available in the Internet at http://dnb.dnb.de.

ISBN 978-3-95547-051-7
DOI 10.5073/dissjki.2017.007

Herausgeber / Editor
Julius Kiihn-Institut, Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen, Quedlinburg, Deutschland
Julius Kiihn-Institut, Federal Research Centre for Cultivated Plants, Quedlinburg, Germany

@ @ Dieses Werk ist lizenziert unter einer Creative Commons — Namensnennung —
Weitergabe unter gleichen Bedingungen - 4.0 Lizenz.
This work is licensed under a Creative Commons — Attribution — ShareAlike — 4.0 license.




Farberreben (Teinturiers) sowie rote Farbmutanten
weiller Qualitatsrebsorten entstanden durch

VvmybA-bedingte Mutationen am Beerenfarblokus

Zur Erlangung des akademischen Grades eines
DOKTORS DER NATURWISSENSCHAFTEN
(Dr. rer. nat.)
von der KIT-Fakultat fur Chemie und Biowissenschaften
des Karlsruher Instituts fur Technologie (KIT)
genehmigte
DISSERTATION
von
M. Sc. Franco Rockel
aus

Zweibrucken

KIT-Dekan: Prof. Dr. Willem Klopper
Referent: apl. Prof. Dr. Eva Zyprian
Korreferent: Prof. Dr. Holger Puchta

Tag der mindlichen Prafung: 28.04.2017



2 ) Ki

g Julius Kiihn-Institut
Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen

Die Durchfihrung dieser Arbeit erfolgte am Julius Kuihn-Institut (JKI) -
Bundesforschungsinstitut fur Kulturpflanzen, Institut fir Rebenziichtung Geilweilerhof

in Siebeldingen.

Teile dieser Arbeit wurden bereits im Deutschen Weinbau Jahrbuch 2017 (Deutsches
Weinbau Jahrbuch 68, 165-170) unter dem Titel ,Roter Riesling — Eine Farbmutante

des Weillen Rieslings” veroffentlicht.

Publikation in Vorbereitung:
Rockel, F., Hausmann, L., Cousins, P., Schwander, F. und Topfer, R. (2017).
The red-fleshed phenotype in Vitis vinifera L. teinturier grapes is related to a multiple

duplication of a 408 bp fragment in the promoter region of VvmybALl.



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
INNAITSVErZEICNNIS oo 1]
ADDIldUNGSVEIZEICHNIS .ooiiiiiiiiiiii e Vi
TabellenVerzeiChniS. ... IX
ADKUIrzUNGSVErZEICHNIS .oiiiiiiiiiiiiiiii e X
I 1] = o PPt 1
1.1. Ursprunge und Domestikation unserer heutigen Kulturreben........................... 1
1.2. "Heunisch Weil3" und seine bedeutenden Nachkommen .............cccccccvviinnnnne. 2
1.2.1. "'Riesling'Weil3" und 'Riesling ROt ...........coiiiiiiiic e 3
1.2.2. "Elbling Weily" und "EIbling ROt .......ooiiiiiieee e 5
1.2.3. "Rauschling Weil3" und "Rauschling Rot™ ...........ccccoiiiiiii e 6
1.2.4. "Silvaner Griun’, "Silvaner Blau” und "Silvaner Rot™ ..........c.ccooivviviiiiinneennn. 7
1.2.5. "Kerner  und "Kernling ...........uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 8
1.2.6. "Muller-Thurgau Weil3" und "Muller-Thurgau Rot” ............ccccciiiiiiiiiinnnnes 9
1.3. Die FArberreben ... 10
1.4. Pflanzenpigmente. ... 12
1.5. Anthocyan-BioSyNthesSe...........coooiiiiiiiiiiiieeeee 14
1.6. MYB Transkriptionsfaktoren ..o, 16
1.7. Der Beerenfarblokus der Weinrebe ..., 17
1.8. Zielsetzung der Arbeit ... 20
2. Material und Methoden ...........uuiiiiii e 21
2. MALEIIAL ... 21
2.0 GEIALE .. 21
2.1.2. Software / DatenbanKen ... 21
2.1.3. Chemikalien / Kits und Enzyme / Verbrauchsmaterial ...........ccccccceeveee.... 22
P B g = o =T o 4 F= 1 (=] 4 = P 23
2.2 MethOEN ... 24



Inhaltsverzeichnis

2.2.1. DNA-EXIraKUON ....cooiiiiiiiite et 24
2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR) .........cooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeee 24
2.2.3. Verwendete Primer zur Analyse der VvmybA-Gene..............ccoevevvvnnnnnnnn. 25
2.2.4. SSR-MarkeranalySe ...........coouiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 27
2.2.5. Sequenzierung von Klonen aus der BAC-Bank von "Riesling Rot".......... 29
2.2.6. RNA-EXIraKtion .........cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
2.2.7. cDNA-Synthese und quantitative real-time PCR (qRT-PCR) .................. 32
2.2.8. HPLC-DAD-Analyse der Anthocyane ............ccoevvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee 33
2.2.9. Statistische AUSWEItUNGEN ..........ooiiiiiiiice e 34

3. ErQEDNISSE . e ———— 35
3.1. Die Farbmutanten weiRbeeriger Qualitatsrebsorten...................cccceeee. 35
3.1.1. SortenechtheitsUberprifung .............cooooiiiiiiiii e, 35
3.1.2. Erstellung von homozygoten Selbstungslinien am Farblokus.................. 36
3.1.3. Die spezifischen Mutationen am Farblokus .............ccccccceeeiiiiiiniiiiiiininnn. 38
3.1.3.1. "Muller-Thurgau Rot” und "Silvaner Rot .............cccccoiiiiiiiiiiiiies 38
3.1.3.2. TEIBING RO ... 39
3.1.3.3. 'Kernling” und "Rauschling ROt ... 40
3.1.3.4. "'Riesling Rot” und "Silvaner Blau " .............cccccoiiiiiie 41
3.1.3.5. Vergleichende SequenzanalySen............ccccuuuuuuiiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiineee 45
3.1.3.6. Haplophasenzusammensetzung........ccoooeevvvveeiiiiciiee e 46
3.1.4. AbstammungsriChtuNGeN ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 47
3.1.5. Genexpressionanalyse des Anthocyan-Biosynthesewegs ...................... 49
3.1.6. Anthocyankonzentrationen und -profile ..............cccoeiiiiiiii i, 52
3.1.7. Herbstlaubfarbung durch das MybA1b-Allel ............coovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiennne. 53
3.2. Farberreben (TeiNtUMIErs) .......oooiiiiiiiiie e 55
3.2.1. Mutation und AbStammMUNG.........coiii i 55
3.2.2. Die Korrelation der Repeat-Anzahl mit der Anthocyanfarbung................ 60
3.2.2.1. T Teinturier -KIONE ..........uuiiii e 60



Inhaltsverzeichnis

3.2.2.2. F1-Nachkommen ... 62

4. DISKUSSION ..o 67
4.1. Die Farbmutanten weil3beeriger Qualitatsrebsorten...........ccccccvvviiiiiiiiinnnnnnn. 68
4.1.1. Mdgliche Ursachen der VvmybA-bedingten Mutationen......................... 68
4.1.2. Unterscheidungsmerkmale der Farbmutationen.................cccccciiiinnnns 73

4.2. Farberreben (TeiNtUIErS) ......coooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 75
4.2.1. Die Entstehung der Mutation ... 75
4.2.2. Auswirkungen auf den PhanOtyp .............euuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiia 78

5. ZUSAMMENTASSUNG .o e e e e e e e e 81
LTS YU 1 010 4= YT 83
LiteratUrVerZEICNIS. .. ..o e Xl
N 1] o = U Lo T XXV
D= T g ] €Y= Vo LU o 1= o [ SRR XL



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Reife "Heunisch Weil3'-Traube kurz vor der Lese.........cccccccceeiiiiiinnnnenn. 2

Abbildung 2: Stammbaum der in diesem Projekt untersuchten “Heunisch'-

Nachkommen mit ihren Farbmutanten. ..o 3
Abbildung 3: "Riesling Weil3" und "Riesling ROt ..., 4

Abbildung 4: Reife Trauben von "Elbling Weil3" (links) und "Elbling Rot" (rechts) im
VergleiCh. ... 6

Abbildung 5: Reife Trauben von ‘Rauschling Weil3" (links) und "Rauschling Rot’
(rechts) IM VErgleiCh. ........cooo oo 7

Abbildung 6: Reife Trauben von "Silvaner Grun” (links), "Silvaner Blau™ (Mitte) und

“Silvaner Rot™ (rechts) im VergleiCh. ......... ... 8
Abbildung 7: Reife Trauben von “Kerner’ (links) und "Kernling” (rechts) im Vergleich.9

Abbildung 8: Reife Trauben von "Muller-Thurgau Weil3" (links) und "Mduller-Thurgau
Rot” (rechts; Quelle: Karlheinz Thoma) im Vergleich. ..., 10

Abbildung 9: Der Phanotyp der Farberreben. ...........ccooooiiiiiiiiii e 11

Abbildung 10: Struktur der sechs Haupt-Anthocyanidine (Aglykone) des

PHlANZENIEICNS. ... .. 13
Abbildung 11: Der Anthocyan-Biosyntheseweg der Weinrebe. ............ccccceeeene 15
Abbildung 12: Die Evolution des Beerenfarblokus nach Pelsy (2010). ..........cccccc.... 18
Abbildung 13: Vorhergesagte VVMYBA-Proteinsequenzen der Weinrebe. .............. 18

Abbildung 14: Schema zum Screening der BAC-Bank, das am Genomics Institute der

Clemson University durchgefUhrt wurde. ... 30

Abbildung 15: Schematisches Vorgehen zur Selektion von homozygoten

Selbstungslinien am FarblOKUS. ............oooomiiiiiii e 36
Abbildung 16: Die Mutation von "Muller-Thurgau Rot” und “Silvaner Rot"................. 38
Abbildung 17: Die Mutation von "EIbling RoOt". ... 39
Abbildung 18: Die Mutation von "Kernling” und "Rauschling Rot"...........ccccccvvvveneee. 40
Abbildung 19: Die Mutation von "Riesling Rot” und "Silvaner Blau'..............cccc......... 42

\


file:///C:/Users/franco.roeckel/Desktop/Dissertation/Diss_Röckel11.docx%23_Toc476565268
file:///C:/Users/franco.roeckel/Desktop/Dissertation/Diss_Röckel11.docx%23_Toc476565280

Abbildungsverzeichnis

Abbildung 20: Schematische Darstellung der beiden Haplophasen am Farblokus von

"Riesling Rot” anhand einer BAC-Sequenzierung. ..............ccccuuuueemmemiimmmmeneiininninnnnne 44
Abbildung 21: Aminosauresequenz-Alignments der mutierten mybA-Genvarianten. 45

Abbildung 22: Ubersicht der kompletten Haplophasen in den untersuchten

Farbmutanten anhand Amplikon-Sequenzierungen. ............cccooooeeiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeans 47

Abbildung 23: Bestimmung der Abstammungsrichtungen der untersuchten

FarDmMUEANIEN. ..o e e e, 48

Abbildung 24: Genexpressionsanalyse der mutierten Allelvarianten durch qRT-PCR

in der Beerenhaut vier Wochen nach VEraiSoN. ..o, 50

Abbildung 25: Genexpressionsanalyse des Anthocyan-Biosynthesewegs durch qRT-

PCR in der Beerenhaut vier Wochen nach VEraisSoN. ......c..oeveeeeieiieeieeeie e, 51

Abbildung 26: Anthocyandaten der Beerenfarbmutanten lesereifer Beeren

(MINAESIENS 70 POC)...eeeiiee ettt e e e e e e e e et e e e e e aaeeneenes 52
Abbildung 27: Rote Herbstlaubfarbung der Rebsorten mit MybAlb-Allel. ................ 54
Abbildung 28: Die Mutation der Farberreben. ..........ccccceviviiiiiiiiiiiieee 56

Abbildung 29: Putativer Stammbaum der Farberreben-Ursorte "Teinturier” sowie der

in diesem Projektteil untersuchten Farberreben aus Deutschland............................ 59

Abbildung 30: Gesamtanthocyane in Blattern sowie VvmybAl- und VVUFGT-

Expression drei verschiedener "Teinturier’-Klone mit ansteigender Repeat-Anzahl. 61

Abbildung 31: Anthocyanprofil in Blattern in Relation zur Expression von VvF3‘H und

VWF3‘5°H drei verschiedener "Teinturier’-Klone mit ansteigender Repeat-Anzahl.... 62

Abbildung 32: Gesamtanthocyane von Beerenhaut, Fruchtfleisch sowie Farbstarke
im Most lesereifer Beeren (mindestens 70 °Oe) von "Teinturier'-Nachkommen mit

ansteigender Repeat-Anzahl. ... 63

Abbildung 33: Relative Expression von VvmybAl und VVUFGT vier Wochen vor und
nach Véraison in der Beerenhaut von ‘Teinturier'-Nachkommen mit ansteigender
RePeat-ANZANL. ... e 65

Abbildung 34: Relative Expression von VvmybAl und VVUFGT vier Wochen vor und
nach Véraison im Fruchtfleisch von ‘Teinturier'-Nachkommen mit ansteigender
RePEat-ANZANL. ... .. e e anaees 66

Vi



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 35: Synthesis-dependent strand annealing (SDSA) und Single-strand
annealing (SSA) Pfad der homologen Rekombination als wahrscheinliche Ursachen

der gefundenen mutierten VVMybA-Allele. ...........oooormiiiiiiiiiic e 70

Abbildung 36: Modell zum Wirkmechanismus des 408 bp GCE-Elementes. ........ 79

VI



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Liste der in diesem Projekt geselbsteten Rebsorten. ......................... 23

Tabelle 2: Liste der in diesem Projekt verwendeten Primer zur Amplifikation und

Sequenzierung der VVMYDA-AIIEIE. ... 26

Tabelle 3: Liste der in diesem Projekt verwendeten SSR-Marker zur Genotypisierung

und Analyse des FarbIOKUS. .............uuuiiiiiiiiiiiii e 28

Tabelle 4: Ubersicht der ungefahren GréRe und Position der zwei sequenzierten
BAC-Klone und den zum Screening verwendeten SSR-Markern mit der Position auf
Chromosom 2 der Referenzsequenz PN40024 (12X). ....cuvvuuieiiieeeieieeiiiceeeeeeeeeeeennns 31

Tabelle 5: Liste der nach der BAC-Sequenzierung entwickelten Primer zum

Lickenschluss der einzelnen Contigs. ........ccuvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31
Tabelle 6: Liste der in diesem Projekt zur gqRT-PCR verwendeten Primer. .............. 33

Tabelle 7: Genetisches Profil der untersuchten Qualitatssorten sowie deren

[BF= 14 o] 0 0 [U1 2=1 01 (=] o FRUT TR 35

Tabelle 8: SSR-Markerprofii entlang Chromosom 2 der untersuchten

LYW o =T g EsT0 FT=To 1 (= o 1RSSR 37

Tabelle 9: Uberpriifung des in ‘Riesling Rot” und ‘Silvaner Blau” nicht mehr

vorhandenen Bereichs (= Deletion) des roten Allels mittels SSR-Markern............... 43

Tabelle 10: Haplophasenverteilung am Farblokus und Repeat-Anzahl aller
untersuchten "Teinturier’-Klone sowie der im Zuge dieses Projektes untersuchten

[BF= 11 o 1T A (=] o 1= o VTP 57



Abkulrzungsverzeichnis

Abklrzungsverzeichnis

ABA
ABRE
AMV
BAC
bHLH
bzZIP
CFU
CHI
Chr
CHS
CRISPR/Cas
DAD
DEPC
DFR
DGR
DSB
DSBR
DW
EDTA
EMSA
F3'5’H
F3'H
F3H
FTIR
GAPDH
GCE
HD-Zip
HPLC
LDOX
LTR
MADS-box
MT / OMT
MYB
NHEJ
olv
ORF
SDSA
SNP
SSA
SSR
TF
UFGT
VIVC
WD40

Abscisinsaure

ABA-Responsive Element

Avian Myeloblastosis Virus

kinstliches baktrierielles Chromosom (Bacterial Artificial Chromosome)
basische Helix-Loop-Helix Proteine

basische Region/Leucin Reildverschluss (Basic Leucine Zipper)
koloniebildende Einheiten (Colony Forming Units)

Chalkonisomerase

Chromosom

Chalkonsynthase

Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR-associated
Diode-Array Detektor

Diethylpyrocarbonat

Dihydroflavonol-4-Reduktase

Deutsche Genbank Reben

Doppelstrangbruch (Double-strand break)

Doppelstrangbruchreparatur (Double-strand break repair)

Trockengewicht (Dry Weight)

Ethylendiamintetraacetat

Electrophoretic Mobility Shift Assay

Flavonoid-3‘, 5-Hydroxylase

Flavonoid-3‘-Hydroxylase

Flavanon-3-Hydroxylase

Fourier-Transformations-Infrarotspektrometer
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

Grapevine color enhancer

Leucin Reilverschluss mit Homéodoméane (Homeodomain-Leucine Zipper)
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (High Performance Liquid Chromatography)
Leucoanthocyanidindioxygenase

Long Terminal Repeat

Anfangsbuchstaben der Gene, in denen das Sequenzelement zuerst gefunden wurde
(O)-Methyltransferase(n)

Myeloblastosis

Non-homologous end joining

International Organisation of Vine and Wine

offenes Leseraster (Open Reading Frame)

Synthesis-dependent strand annealing

Single Nucleotide Polymorphism

Single-strand annealing

Simple Sequence Repeat; Mikrosatelitten

Transkriptionsfaktor

UDP-Glucose:Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase

Vitis International Variety Catalogue

Proteine mit 40 Trypthophan (W) und Asparaginsaure (D) Wiederholungen



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Urspringe und Domestikation unserer heutigen Kulturreben

Das primare Domestikationszentrum unserer heutigen Kulturreben (Vitis vinifera L.
subsp. vinifera) durfte nach bisherigen Erkenntnissen im Gebiet von Transkaukasien
(Georgien, Armenien, Aserbaidschan) gewesen sein, das ein Gen- bzw.
Mannigfaltigkeitszentrum der Weinrebe darstellt (Alleweldt, 1965). Dies belegen
zahlreiche archaologische sowie paleobotanische Funde, wie beispielsweise eine
7000 bis 7400 Jahre alte Amphore aus dem Nordiran (Haji Firuz Tepe) (McGovern,
2003) oder eine aufgegebene Kelteranlage aus Armenien, die auf 4000 v. Chr.
datiert wird (Barnard et al., 2011). Vermutlich eroberte die Weinkultur auch von dort
aus sukzessive Mesopotamien (3500 v. Chr.), Vorderasien (Israel, Syrien, Libanon
3000 v. Chr.), Nordafrika (Agypten 3000 v. Chr., Tunesien 800 v. Chr.) sowie letztlich
Europa (Griechenland 4000 v. Chr., Italien 1500, bzw. 1000 v. Chr., Frankreich 600
v. Chr.) (Labra et al., 2002; Valamoti, 2015). Wie jedoch der Ubergang von der
einzigen in Eurasien heimischen Wildrebe (Vitis vinifera L. subsp. sylvestris)
(Levadoux, 1956) zur Kulturrebe erfolgte, ist unklar. Wohingegen alle heute noch
bekannten Wildarten (ca. 30 amerikanische, ca. 40 asiatische und die eurasische
Vitis sylvestris) getrenntgeschlechtlich sind (Topfer et al., 2011), wird als ein
bedeutender Schritt in der Domestikation der Ubergang zur Monézie (Einhdusigkeit,
Zwittrigkeit) angesehen (Olmo, 1995). Die Auslese begann dabei wahrscheinlich
anhand besonders reichtragender weiblicher Pflanzen, die zusammen mit
mannlichen Bestaubern in Kultur genommen wurden. Entstand dann zufallig durch
eine Mutation ein einhausiger Blutenstand (vermutlich an einer mannlichen Rebe),
wurde diese Pflanze dann naturlich bevorzugt vermehrt und entsprechende
Nachkommen ausgelesen (Olmo, 1995). Der ausschliel3lich transkaukasische
Ursprung unserer autochthonen Rebsorten wird jedoch jeher bezweifelt, denn schon
Bronner (1857) beschrieb, anhand der ampelographischen Begutachtung der wilden
Reben des Rheintals, dass die dort vorkommende Population von Vitis sylvestris
vermutlich die Urform unserer einheimischen Rebsorten darstellten. Deshalb wird
heute allgemein angenommen, dass europaweit durch Kreuzungen mit den
einheimischen, an klimatische und terrestrische Verhaltnisse angepasste, Reben
(Vorgang wird als Sekundardomestikation bezeichnet) unsere heutige Sortenvielfalt
entstand (Grassi et al., 2003; Maul et al., 2011; Myles et al., 2011).
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1.2. 'Heunisch Wei3” und seine bedeutenden Nachkommen

Als zentrale Sorte, die den grofRten Beitrag zur Entstehung unserer autochthonen
Rebenvielfalt leistete, kann "Heunisch Weil" (siehe Abbildung 1) angesehen werden
(Maul et al., 2015). Vermutlich wurde er nach seiner Ankunft im ersten Jahrtausend
n. Chr. in Deutschland oder generell in Westeuropa als Massentrager mit grof3en
Beeren zu einer grolien Konkurrenz zu
den einheimischen Sorten mit kleinen
Trauben und Beeren (Maul et al., 2011,
This et al., 2006). Durch den verstarkten
Anbau stellte "Heunisch Weily’
wahrscheinlich eine zusatzliche, gern
gesehene Nahrungsquelle dar und bekam
im deutschsprachigen Raum einzigartige
Synonyme wie ‘Bettschisser” (Metzger,
1827), "Laxiertraube” (Babo, 1844) oder
‘Scheildtraube” (Bock, 1595), die direkt auf
eine starke abfihrende Wirkung

hinweisen. Der Wein wurde dabei aber

generell als wassrig und sauerlich
bezeichnet. Auf dem Weg seiner Abbildung 1: Reife "Heunisch WeiR -Traube
Wanderung von Osten nach Westen kurz vor der Lese.

zeugte ‘Heunisch Weil}" vor allem mit 'Pinot” oder in Kombination mit den
ansassigen Wildreben Uber 120 Kinder (Lacombe et al., 2013), von denen einige
heute weltweit stark angebaut werden wie z.B. "Chardonnay Blanc™ (198.793 ha),
‘Riesling Weil3" (50.060 ha) oder "Gamay Noir" (32.671 ha) (Anderson & Aryal,
2013). Ein kleiner Ausschnitt des umfangreichen "Heunisch’-Stammbaums mit den in
dieser Arbeit untersuchten Sorten des deutschsprachigen Raums ist in Abbildung 2
dargestellt. Schritt fur Schritt jedoch verschwand "Heunisch Weil}" aus dem Anbau
und wurde durch seine Nachkommen, die eine deutlich bessere Weinqualitat zeigten,
ersetzt (Maul et al., 2015). So verschwand er zu Beginn des 20. Jahrhunderts
nahezu komplett aus dem Weinbau und wurde nur noch in kleiner Menge wie z.B. im
Wallis (Schweiz) angebaut (Aeberhard, 2005) oder uberlebte vereinzelt in
Rebsortimenten. Seit ein paar Jahren jedoch konnten ein paar Flachen im Rheingau

sowie in der Pfalz mit "Heunisch Weil}" etabliert werden (Maul et al., 2015).
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Heunisch Weil}
X

- Riesling Weil? X Madeleine Royale Elbling Weil3 Osterreichisch Weil Ré&uschling Wei3
X | : X

X Kreuzung  ---- Mutation = —— Eltern-Kind-Beziehung weile Beerenfarbe . rote Beerenfarbe

. rot-blaue Beerenfarbe . blaue Beerenfarbe

Abbildung 2: Stammbaum der in diesem Projekt untersuchten "Heunisch’-Nachkommen mit
ihren Farbmutanten.

1.2.1. 'Riesling"Weil3" und "Riesling Rot’

Die erste urkundliche Erwahnung von "Riesling” geht auf eine Kellereirechnung der
Grafen von Katzenelnbogen in Russelsheim aus dem Jahr 1435 zurick (Staab,
1991). Im Verlauf des 15. Jahrhunderts wurde ‘Riesling” unter anderem mit den
Namen ,Rueldelinge®, ,Ruesseling“, ,RiUszlinge“ oder ,Ruszling“ erwahnt, jedoch ist
die Herkunft des Namens bis heute unter Fachleuten sehr umstritten. Nach den
jungsten Deutungen des Namensforschers Prof. Dr. Jurgen Udolph lasst sich der
Name "Riesling” auf die mit zunehmendem Reifeverlauf starker sichtbar werdenden
~-Rul¥flecken“ (Lentizellen, siehe Abbildung 3B) zurlckflihren (Udolph, 2016).

Als direkter Nachkomme von "Heunisch Weil}" und vermutlich einem Samling von
“Traminer Weil}" und Vitis sylvestris (Regner et al., 1998) wird allgemein
angenommen, dass der Ursprung des "Riesling” im Rheintal zwischen Karlsruhe und
Worms liegt (Babo, 1844). Mit 23.596 ha bestockter Rebflache (23 % Anteil an der
Gesamtrebflache, Stand 31.7.2015, Deutsches Weinbaujahrbuch 2017) stellt
‘Riesling Weil3" die meistangebaute Rebsorte Deutschlands dar, die auch
grenziibergreifend weltweit Bekanntheit erlangte. Uber die Herkunft hingegen von
"Riesling Rot” (siehe Abbildung 3A) ist nichts bekannt, jedoch ist davon auszugehen,
dass auch er schon im spaten Mittelalter im Mischsatz zusammen mit anderen
Rebsorten stand. Generell war der Anbau vor der Reblauskrise gering, so dass nach

der Umstellung auf reinsortige Weinberge aus unbekannten Grinden "Riesling Rot’
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komplett aus dem Anbau verschwand. Das Potenzial dieses Farbklons wurde jedoch
schon frih erkannt, denn so schrieben schon Babo & Metzger (1851) ,Es ware
wunschenswert, dass man dieser Spielart mehr Aufmerksamkeit schenkte, indem zu

erwarten steht, dass dieselbe wichtig flr die Weinkultur werden koénnte*.

Abbildung 3: ‘Riesling Weil3” und "Riesling Rot". (A) Reife Trauben von ‘Riesling Weif3" und
"Riesling Rot” im Vergleich. (Quelle: Ludger Hausmann). (B) Reife ‘'Riesling Weil3"-Beere mit
deutlich sichtbaren Lentizellen. (C) "Riesling Rot” mit zwei mutierten weilen Trauben an einer
Fruchtrute.

Wie viele andere Sorten ohne praxisrelevante Anbauflache Uberlebte "Riesling Rot’

in den deutschen Rebsortimenten, wo man im Fachgebiet Rebenzichtung in
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Geisenheim 1991 mit der erhaltungszichterischen Bearbeitung begann, so dass
unter anderem, durch viele zwischenzeitliche Funde einzelner Stocke in alten
Weinbergen, die Klonvielfalt erhdht werden konnte. Seit 2002 erfolgt der verstarkte
Anbau wieder in der Praxis und fuhrte zur Klassifizierung in den Anbaugebieten
Sachsen und Saale-Unstrut sowie in den hessischen Anbaugebieten Rheingau und
Hessische Bergstrale. Aufgrund der gro3en Nachfrage seitens der Winzer, "Riesling
Rot” als Qualitatswein anbauen =zu konnen, wurde auf eine schnelle
Anbaueignungsprifung gedrangt, so dass bis 2018 mit der deutschlandweiten
Klassifizierung zu rechnen ist.

Ampelographisch ist 'Riesling Rot" nur durch die rote Beerenfarbe von "Riesling
Weil}" zu unterscheiden (siehe Abbildung 3A). Im Gegensatz zu den meisten
Farbmutanten anderer Rebsorten ist die Farbe jedoch nicht komplett stabil, sodass
immer wieder weille Trauben an einem roten Stock zu finden sind (siehe Abbildung
3C). Da dieses Phanomen von den entsprechenden Winzern immer wieder
beobachten werden konnte, jedoch nie umgekehrt (d.h. Mutation von weil3 nach rot),
flhrte dies zu der Vermutung, dass 'Riesling Rot” die Urform darstellt und "Riesling
Weil}" aus ihm entstand. So wurde aufgrund dieser Hypothese eine Skulptur mit dem
Namen ,Die Genesis von Konig Riesling” am Erlebnispfad Wein und Stein an der
Hessischen Bergstralle errichtet, welche die Entstehung von "Riesling Weil3" an einer

"Riesling Rot’-Traube darstellt.

1.2.2. 'Elbling Weil}” und "Elbling Rot”

"Elbling Weil" zahlt zu den altesten Rebsorten Deutschlands und ist, vergleichbar zu
‘Riesling Weil3’, vermutlich im Rheintal als Kind von ‘Heunisch Weil}" und
einem Abkdmmling von Vitis sylvestris mit “Traminer Weil3'-Erbgut entstanden (Maul,
2005). Die erste Erwahnung, unter dem Namen ,Elseser”, geht dabei vermutlich
auf das Hofrecht des Schweizer Klosters Engelberg aus dem 13.
Jahrhundert zurtick (Aeberhard, 2005). Eine definitive Nennung hingegen gibt es
im ,Kreutterbuch® von Bock (1595) unter dem Synonym ,Albich“ (von lateinisch
»=albus” = weil}). Der Anbau erfolgte wahrscheinlich in fast allen heutigen deutschen
Weinbaugebieten, so dass 'Elbling Wei” um 1800 ca. drei Viertel und um
1850 noch ca. zwei Drittel der rheinischen Rebflachen ausmachte (Stoltz, 1852).
Seit den 1930er Jahren ist der Anbau von "Elbling Weil3" ricklaufig und betragt in
Deutschland heute noch 521 ha
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(0,5 % Anteil an der Gesamtrebflache, Stand 31.7.2015, Deutsches
Weinbaujahrbuch 2017). Die morphologisch identische rote Spielart "Elbling Rot’
(siehe Abbildung 4) wurde schon von Trummer (1841) und Babo (1844) erwahnt und
wird heute noch als Nischensorte mit 13 ha (Stand 31.7.2015, Deutsches
Weinbaujahrbuch 2017) in Deutschland angebaut.

Abbildung 4: Reife Trauben von “Elbling Weif3" (links) und “Elbling Rot” (rechts) im Vergleich.

1.2.3. 'Réauschling Weil3" und "Rauschling Rot’

Die erste Erwahnung von 'Rauschling Weil}" unter dem Synonym ,Drutsch® fur das
Gebiet um Landau geht auf das ,Kreutterbuch® von Bock (1595) zuruck. Vergleichbar
zu "Riesling Weil3" und "Elbling Weil3" wird als Ursprung das Rheintal angesehen
(Maul, 2005). So besteht eindeutig eine Elternteil-Kind-Beziehung mit "Heunisch
Weil}" und das zweite Elternteil war auch hier vermutlich ein Abkdmmling von Vitis
sylvestris mit “Traminer Weil3"-Erbgut. Stark verbreitet war ‘Rauschling Weily’
ursprunglich in der Schweiz und wird dort heute noch auf ca. 23 ha angebaut. In
Deutschland hingegen gibt es bis auf kleinere Reste in Baden und am Oberrhein
keine nennenswerten Flachen mehr. Die Herkunft der bis auf die Beerenfarbe
identischen Farbvariante "Rauschling Rot" (siehe Abbildung 5) ist unbekannt. Sie
wird in keiner der umfangreichen Ampelographien der letzten Jahrhunderte erwahnt,
so dass vermutlich von einer neueren Entstehung ausgegangen werden kann. Im

Anbau befindet sich "Rauschling Rot" jedoch nicht. Es erfolgt lediglich der Anbau zur
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Erhaltung am Institut fir Rebenzichtung Geilweilerhof und dem schweizerischen

Rebsortiment in Rheinhof.

Abbildung 5: Reife Trauben von “Rauschling WeiRR" (links) und "Rauschling Rot” (rechts) im
Vergleich.

1.2.4. "Silvaner Griun’, "Silvaner Blau” und "Silvaner Rot”

Nach neuesten Recherchen geht die Ersterwahnung von ‘Silvaner Grun” auf den
Prior der Zisterzienserabtei Ebrach Alberich Degen zuruck, der schon zwischen 1654
und 1658 in der Weinbergslage ,Stein“ “Silvaner Grin" anpflanzte (Seeliger, 2014).
Als Elternsorten konnten anhand einer SSR-Markeranalyse Osterreichisch Weil’,
ein direkter Nachkomme von ‘Heunisch Weil3", und "Traminer Weil3" identifiziert
werden (Sefc et al., 1998). Als Ursprungsland wird auch folglich Osterreich
angenommen (Schmitt & Hdllerl, 1999). Aufgrund der grof3en Beliebtheit von
“Silvaner Grun’, vor allem in Franken, stellt diese Sorte heute mit 4977 ha (4,9 %
Anteil an der Gesamtrebflache, Stand 31.7.2015, Deutsches Weinbaujahrbuch 2017)
die sechst meistangebaute Sorte in Deutschland dar.

Die Herkunft der beiden bekannten Farbvarianten "Silvaner Blau” und "Silvaner Rot’
ist weitgehend unbekannt. So beschreibt zwar schon Trummer (1841) die
Farbvariante "Silvaner Rot’, die sich nur durch die Beerenfarbe und eine rétliche
Herbstlaubfarbung von “Silvaner Grin” unterscheidet, jedoch ist in den alteren
Ampelographien des 19. Jahrhunderts "Silvaner Blau™ nicht als Farbklon, sondern

immer als eine eigenstandige Sorte aufgefuhrt. Erst 1964 wurde ein Farbklon, der als
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‘Silvaner Blau” benannt wurde, aus ‘Silvaner Grin’-Bestanden selektioniert

(Hillebrand et al., 2003). Wann aber ‘Silvaner Blau” genau entstand und ob er

parallel zu "Silvaner Rot” in den friheren Mischsatzen vorkam, ist unbekannt.

Abbildung 6: Reife Trauben von “Silvaner Grin” (links), “Silvaner Blau” (Mitte) und “Silvaner
Rot” (rechts) im Vergleich.

1.2.5. 'Kerner” und "Kernling”

Die weil3beerige Neuzlchtung ‘Kerner® (siehe Abbildung 7) entstand durch die
Kreuzung von “Trollinger” und "Riesling’, die 1929 an der LVWO Weinsberg durch
den Rebzlchter August Herold durchgefuhrt wurde (Hillebrand et al., 2003). Anfangs
hie® die Sorte noch ,weiller Herold, so dass erst spater, in Anlehnung an den
Weinsberger Dichter Justinius Kerner, der bis heute gultige Leitname “Kerner’
vergeben wurde. Der Sortenschutz und die Eintragung in die Sortenliste erfolgten
1969. Die groRte Anbauflache befindet sich mit 2792 ha (2,7 % Anteil an der
Gesamtrebflache, Stand 31.7.2015, Deutsches Weinbaujahrbuch 2017) in
Deutschland, jedoch wird "Kerner” auch in anderen Landern wie z.B. Japan (357 ha)
oder der Schweiz (19 ha) angebaut (Anderson & Aryal, 2015).

Der Farbklon "Kernling” wurde laut eigenen Angaben 1974 von Ludwig Hochdorffer
in NuRdorf bei Landau als Farbmutation in einer "Kerner’-Reblache entdeckt und
entsprechend vermehrt. Die Endsilbe ,ling“ soll dabei auf die Ahnlichkeit des

Weintyps zu ‘Riesling” hindeuten. Der Sortenschutz erfolgte 1991 und die
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ausschlieBlich in Deutschland gelegene Anbauflache betragt 18 ha (Stand
31.7.2015, Deutsches Weinbaujahrbuch 2017).

Abbildung 7: Reife Trauben von “Kerner” (links) und “Kernling” (rechts) im Vergleich.

1.2.6. ‘Muller-Thurgau Weil3" und "Muller-Thurgau Rot”

Die weitere Neuzichtung "Muller-Thurgau Weil3" stellt hinter 'Riesling Wei}" mit
12736 ha Anbauflache in Deutschland (12,7 % Anteil an der Gesamtrebflache, Stand
31.7.2015, Deutsches Weinbaujahrbuch 2017) die zweit meistangebaute Sorte dar.
Der Ursprung geht auf eine um das Jahr 1882 durchgeflhrte Kreuzungsztchtung
des Zlchters Prof. Dr. Hermann Mduller, ein Schweizer aus dem Thurgau, zurtck. Die
ursprunglich angegebene Abstammung von "Riesling” x “Silvaner’, die zu dem heute
noch verwendeten Synonym "Rivaner” fuhrte, wurde schon fruh bezweifelt (Buscher
et al., 1994; Eichelsbacher, 1957). Durch den genetischen Fingerabdruck konnte die
tatsachliche Abstammung ‘Riesling” x ‘Madeleine Royale” ermittelt werden
(Dettweiler & Jung, 2001).

"Muller-Thurgau Rot” (siehe Abbildung 8) wurde 1978 von Christoph SuRle aus
Merdingen selektioniert (Thoma, 2015). Nach eigenen Angaben entdeckte er in einer
"Miller-Thurgau WeilR"-Anlage an einer Fruchtrute zwei rote Trauben. Anschlieend
erfolgte eine Vermehrung des mutierten Triebes. Die Beerenfarbe war stabil und

zeigte keine Ruckmutationen. Ab 2005 begann der Aufbau von Versuchsanlagen fur
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die Sortenprufung und Erfassung von Leistungsdaten, so dass 2014 ein Antrag auf
Erteilung des Sortenschutzes und der Sortenzulassung beim Bundessortenamt

gestellt wurde. Ein groRRer Vorteil dieses Farbklons soll eine geringere

Botrytisanfalligkeit sein, die eine spatere Lese ermdglicht.

Abbildung 8: Reife Trauben von "Muller-Thurgau Wei3" (links) und "Muller-Thurgau Rot’
(rechts; Quelle: Karlheinz Thoma) im Vergleich.

1.3. Die Farberreben

Die als Farberreben (franzosisch Teinturiers) bezeichneten Rebsorten zeichnen sich
durch eine mehr oder weniger intensive Rotfarbung des kompletten Habitus aus
(Hillebrand et al. (2003), siehe Abbildung 9). Im Gegensatz zu klassischen
Rotweinsorten, die zur Reife ausschliellich eine gefarbte Beerenhaut besitzen,
befinden sich bei den Farberreben Anthocyane auch im Fruchtfleisch. Es konnten
zwar mittlerweile auch Klone von klassischen Rotweinsorten wie "Pinot Noir" und
"Gamay Noir” selektioniert werden, die ein gefarbtes Fruchtfleisch besitzen
(entsprechend "Pinot Teinturier’ und "Gamay Teinturier de Bouze’), jedoch weisen
diese Sorten einen deutlich schwacher gefarbten Phanotyp auf und sind mit den
ursprunglichen Farberreben nicht naher verwandt.

Die Ursprunge dieser Reben liegen vermutlich an der mittleren Loire, wo sie schon
im 17. Jahrhundert in der Gegend von Orléans zum Farben von schwachen
Rotweinen angebaut wurden (Galet, 2000). Aufgrund der geringeren Weinqualitat der

Ursprungsrebe "Teinturier” begann schon Louis Bouschet 1824 mit der Zichtung

10
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neuer Farberreben mit verbesserter Weinqualitat. So entstand durch seine Arbeit die
heute noch weltweit angebaute Sorte ‘Alicante Henri Bouschet™ (19.398 ha)
(Anderson & Aryal, 2015). In Deutschland begann man im 20. Jahrhundert mit der
Zluchtung neuer Farberreben, die, wie die Geisenheimer Zlichtung ‘Dakapo’, zum
Teil sortenrein als Wein ausgebaut werden. Die drei meistangebauten Farbersorten
in Deutschland sind “Cabernet Mitos” (311 ha), ‘Dunkelfelder” (272 ha) und "Dakapo’
(54 ha) (Stand 31.7.2015, Deutsches Weinbaujahrbuch 2017).

A

Abbildung 9: Der Phéanotyp der Farberreben. (A) Zeichnung der Urfarberrebe "Teinturier
(Synonym “Teinturier femelle”) mit rotem Blatt sowie Holz. (Quelle: Viala & Vermorel (1905)). (B)
Gelb / rotlich gefarbtes Herbstlaub der klassischen Rotweinsorte "Pinot Noir". (C) Rot / violett
geféarbtes Herbstlaub der Farberrebe "Cabernet Mitos’. (D) Verlauf der Beerenfarbintensitaten
der Weinrebe. Links beginnend: weil3beerige Sorte (‘Riesling WeilR"), rotbeerige Sorte (‘Riesling
Rot’), klassische Rotweinsorte ohne gefarbtes Fruchtfleisch (‘Pinot Noir"), Farberrebe mit
gefarbtem Fruchtfleisch ("Teinturier”).

In der Medizin wird das grune Laub der Weinreben schon seit der Antike zur
Behandlung diverser Krankheiten wie z.B. Entziindungen oder Blutfluss aus Wunden

11
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eingesetzt (Schneider, 2007). Zu dieser Zeit waren die Farberreben mit rotgefarbten
Laub (siehe Abbildung 9C) jedoch noch nicht bekannt. so dass sie erst seit 1943
(z.B. als Venenmittel) in der Medizin Verwendung fanden. Obwohl man friher davon
ausgegangen war, dass die Anthocyane die gesundheitsférderliche Wirkung besitzen
wurden, fihrt man die Wirksamkeit heute auf die Flavonoide Quercetin-3-O-B-D-
glucuronid, Isoquercitrin  (Quercetin-3-O-B-D-glucosid) und Kaempferol-3-O-f-D-
glucosid zurlck (Schneider, 2007).

1.4. Pflanzenpigmente

Pflanzen produzieren generell mehr als 200.000 verschiedene Arten von
Verbindungen, von denen eine Vielzahl pigmentiert ist (Fiehn, 2002). Menschen
kénnen das reflektierte oder transmittierte Licht der einzelnen Verbindungen in einem
Wellenlangenbereich von 380 bis 730 nm wahrnehmen, wohingegen z.B. Insekten
kirzere Wellenlangen detektieren konnen (Davies, 2009). Eine der Hauptfunktionen
der Pflanzenpigmente, die gerade in der Evolution der Pflanzen eine zentrale Rolle
einnimmt, ist die Farbung von Fruchten und Bluten zur Interaktion mit Bestaubern
und Samenverbreitern (Kevan & Baker, 1983). Abgesehen von den Chlorophyllen
gibt es drei groRe Gruppen von Pflanzenpigmenten: Carotinoide, Betalaine und
Anthocyane (gehdren zu den Flavonoiden), die eine Farbung von gelb / orange bis
blau / violett aufweisen kénnen.

Carotinoide sind weitverbreitete fettlosliche Isoprenoide (Grundgerist ist ein
Tetraterpen), die in den Chloroplasten synthetisiert werden und essentielle
Funktionen, wie z.B. die Fotoprotektion wahrend der Fotosynthese, besitzen (Green
& Durnford, 1996; Niyogi, 2000). So zahlt auch die Bereitstellung von Substraten zur
Biosynthese von Abscisinsaure (ABA) zu den wichtigen Funktionen (Nambara &
Marion-Poll, 2005). Der Biosyntheseweg wurde intensiv untersucht (Cunningham Jr
& Gantt, 1998; Howitt & Pogson, 2006), jedoch ist die Regulation auf
transkriptioneller Ebene noch nicht vollig verstanden (Sandmann et al., 2006).
Betalaine sind wasserlosliche, stickstoffhaltige Verbindungen, die ausgehend von der
Aminosaure Tyrosin durch Kondensation der Betalaminsaure entstehen (Grotewold,
2006). lhr Vorkommen ist im Pflanzenreich restriktiert auf die Ordnung der
Caryophyllales (Nelkenartige), zu denen unter anderem die Rote Bete (Beta vulgaris)

gehort. Neben den Pflanzen konnte so auch ein Vorhandensein flir bestimmte

12
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Lamellenpilze wie z.B. Amanita muscaria (Fliegenpilz) nachgewiesen werden (Hinz
et al., 1997). Aufgrund einer geringeren pH-Sensitivitat sind die Betalaine allgemein
stabiler als Anthocyane und weisen dabei ein Farbspektrum von gelb bis rot auf. Die
Biosynthese und Lagerung erfolgt in der Vakuole. Da das Vorkommen nur auf eine
verhaltnismalRig kleine Gruppe von Organismen beschrankt ist und ein
wechselseitiger Ausschluss zu den Anthocyanen besteht (Grotewold, 2006), sind die
Betalaine, im Gegensatz zu den Carotinoiden und den Flavonoiden, wenig
untersucht (Stafford, 1994).

Die Gruppe der Anthocyane (von griechisch ,anthos® = Blume und ,kyanos® = blau)
stellt eine in der Natur ubiquitar vorkommende Stoffklasse dar (Kuhnau, 1976). Sie
zahlen zu der sehr groRen Gruppe von sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen, den
Flavonoiden, von denen Uber 4000 bekannte Verbindungen aus Pflanzen isoliert
werden konnten (Macheix & Fleuriet, 1990). Anthocyane sind sowohl in Alkohol als
auch in Wasser loslich und weisen ein Farbspektrum von orange / rot bis blau / violett
(stark pH-Wert abhangig) auf. Sie konnten schon in allen Pflanzenorganen
nachgewiesen werden, jedoch sind sie zumeist in der Zellvakuole in
membrangebundenen Anthocyanoplasten lokalisiert (Markakis & Jurd, 1974;
Pfannhauser & Riedl, 1983) und erst nach der Einlagerung stabil (Winkel-Shirley,
2001). lhre Struktur leitet sich chemisch von den Pyriliumsalzen ab (Balaban et al.,
1969). Dabei entstehen die eigentlichen Anthocyane durch die Substitution der
Anthocyanidine (direkte Vorstufen, siehe Abbildung 10) an der R3 Position
(Grotewold, 2006).

R3=R5=R7=0H,

Pelargonidin R3'=H, R5=H
Cyanidin R3'=0OH, R5=H
Peonidin R3'=0CH3, R5=H
Delphinidin  R3'=0OH, R5=0H
Petunidin R3'=0CH3, R5'=0OH
Malvidin R3'=0CH3, R5'= OCH3

Abbildung 10: Struktur der sechs Haupt-Anthocyanidine (Aglykone) des Pflanzenreichs.
Grundgerist ist das 2-Benzyl-1-benzopyrilium Kation (Flavylium lon), dessen R3, R5, R7 und
R4' Positionen hydroxyliert sind. Die Substitutionen an der R3‘ und R5‘ Position des B-Rings
bestimmen die einzelnen Anthocyanidine. (Quelle: Tanaka et al. (2008), modifiziert).

Die mdglichen Substituenten sind dabei meistens Zuckermoleklle wie Glucose,

Galaktose, Rhamnose oder Arabinose, jedoch kann das entsprechende
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Zuckermolekul auch mit einer pflanzeneigenen Saure wie Essigsaure (-acetyl), p-
Cumarsaure (-cumaroyl) oder Kaffeesaure (-kaffeeyl) verestert sein (Gerés et al.,
2012). So belauft sich die theoretisch mdgliche Anzahl an Anthocyanen der
Weinrebe auf ca. 100 verschiedene Verbindungen. Pelargonidin-Derivate konnten
innerhalb der Gattung Vitis ausschlieBlich fur Abkommlinge der Vitis amurensis oder
Vitis labrusca nachgewiesen werden, so dass die Anthocyane unserer Kulturreben
(Vitis vinifera) aus den finf Anthocyanidinen Cyanidin, Peonidin, Delphinidin,
Petunidin und Malvidin aufgebaut sind (Wang et al., 2003; Zhao et al., 2010).

Als eine der Hauptfunktionen der Anthocyane im Pflanzenreich wird die Anlockung
von Vogeln (Samenverbreitern) und Insekten (Bestaubern) durch Farbung von
Frichten und Blaten angesehen (Harborne, 1976). Weitere Funktionen sind z.B. der
Schutz gegen UV-Strahlung (Barber, 1965) oder der Schutz von
sauerstoffempfindlichen Verbindungen vor oxidativen Schaden durch entsprechende
Redoxeigenschaften (Brouillard & Markakis, 1982). Anthcoyane sind fur den
Menschen aus medizinischer und ernahrungsphysiologischer Sicht als unbedenklich
eingestuft, da sie weder toxische noch mutagene Eigenschaften besitzen und des
Weiteren schon Uber einen sehr langen Zeitraum von Menschen und Tieren ohne
Beschwerden verzehrt werden (Lee & Hong, 1992). So scheinen sie im Gegenteil
sogar einen positiven Einfluss auf die Gesundheit des Menschen zu haben. Aufgrund
der phenolischen Struktur und der daraus resultierenden Fahigkeit Radikale zu
~fangen®, werden den Anthocyanen antioxidative Wirkungen zugesprochen (Chun et
al., 2003; Kong et al, 2003). Zusatzlich stehen sie in Verbindung mit
antiinflammatorischen Effekten (Mazza et al., 2002; Wang et al., 1997), dem Schutz
vor koronaren Herzerkrankungen (Goldberg et al., 1995; Paganga & Rice-Evans,
1997) sowie einer anticancerogenen Wirkung (Kamei et al., 1995; Katsube et al.,
2003).

1.5. Anthocyan-Biosynthese

Der Flavonoid-Biosyntheseweg des Pflanzenreichs spaltet sich in drei Zweige auf,
die zur Bildung der drei Gruppen, den Flavonolen, den Proanthocyanidinen und den
Anthocyanen fuhren (Czemmel et al., 2012). Die Ausgangsprodukte aller Flavonoide
und folglich auch der Anthocyane sind Malonyl-CoA (Malonyl-Coenzym A) und das

aktivierte Zimtsaurederivat p-Cumaroyl-CoA (p-Cumaroyl-Coenzym A) (Dixon &
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Steele, 1999). In einem einleitenden Schritt bildet die Chalkonsynthase (CHS) aus
p-Cumaroyl-CoA und drei Malonyl-CoA ein Chalkon-Molekul, das als erstes das
strukturgebende C4s-Rickgrat besitzt (Boss et al. (1996a), siehe Abbildung 11).

p-Coumaroyl-CoA

3 x Malonyl-CoA \‘ CHS

Chalcones

F3H * CHI F3'5'H
- —
‘ Flavonones }
F3'H F3'5'H
F3H F3H F3H
vy Rkl

‘ Dihydroflavonols ]

DFR * + DFR
—I-—| Proanthocyanidins }<—| Leucodelphinidin ‘

LDox + + + LDOX

(DEHYDRATA SEJ ( DEHYDRATASE)

. ° UFGT* * UFGT

ome MT o ‘t\ mr ome

IAEe “L Lo UL -
. | SN ~F \E o 0Gluc Ho 7‘: P

B IC\\L Delphinidin-3- ‘ .
| Cyamdln-3- . \\’ 0Glve

\Ot s glucoside glucoside oH

Peonidin-3- Petunld\.n-3v Malvidin-3-
glucoside glucoside glucoside

Abbildung 11: Der Anthocyan-Biosyntheseweg der Weinrebe. CHS = Chalkonsynthase; CHI =
Chalkonisomerase; F3’H = Flavonoid-3‘-Hydroxylase; F3‘6’H = Flavonoid-3‘, 5-Hydroxylase;
F3H = Flavanon-3-Hydroxylase; DFR = Dihydroflavonol-4-Reduktase; LDOX =
Leucoanthocyanidindioxygenase; UFGT = UDP-Glucose:Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase;
MT = Methyltransferase. (Quelle: Boss et al. (1996a), modifiziert).

Die Chalkonisomerase (CHI) katalysiert die Isomerierung zu einem Flavanon (z.B.
Naringenin) und anschlielend erfolgt die Hydroxylierung zu einem Dihydroflavonol,
die jeweils bedingt durch eine Flavonoid-3‘-Hydroxylase (F3’H) oder eine Flavonoid-
3‘, 5-Hydroxylase entsprechend an der 3'-Position oder an den 3, 5-Positionen
hydroxyliert sein kdnnen. Diese Intermediate der Klasse der Dihydroflavonole sind
die letzten Zwischenprodukte, die sowohl zur Synthese der Flavonole als auch zur
Synthese der Anthocyane sowie Proanthocyanidine fuhren kénnen (Britsch et al.,
1981). Anhand der nachfolgenden Reduktion mittels DFR (Dihydroflavonol-4-
Reduktase) und der  Dioxygenierung durch das Enzym LDOX
(Leucoanthocyanidindioxygenase) entstehen die direkten Vorstufen der Anthocyane,
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die, bis einschliellich zu diesem Zwischenschritt, farblos sind. Erst durch die
Glykosylierung mittels UFGT (UDP-Glucose:Flavonoid-3-O-Glucosyltransferase)
entstehen die fertigen farbintensiven Anthocyane, die anhand maoglicher
Methylierungen durch entsprechende Methyltransferasen (MTs) noch weiter
aufgespalten werden kénnen (Cyanidin-3-O-glucosid zu Peonidin-3-O-glucosid sowie
Delphinidin-3-O-glucosid zu Petunidin-3-O-glucosid und Malvidin-3-O-glucosid). Die
heutigen Kulturreben produzieren ausschlieRlich Anthocyan-3-O-Monoglucoside, da
durch multiple Verlustmutationen in den 5GTs (5-Glucosyltransferasen) die Bildung
von Anthocyan-3, 5-O-Diglucosiden nicht mehr moglich ist (Yang et al., 2014). So
wird das Vorhandensein von Anthocyan-3, 5-O-Diglucosiden im spateren Wein schon
lange als diagnostisches Werkzeug zur Erkennung von sogenannten ,Hybridweinen®
verwendet, da andere Vitis-Arten zur Produktion fahig sind (Wurdig & Woller, 1989).
Einer der wichtigsten externen Faktoren zur Bildung von Anthocyanen in der
Weinrebe ist das Licht, jedoch wirken sich zu hohe Temperaturen und zu viel Licht
negativ auf die Bildung der Anthocyane aus (Mori et al., 2007). So nimmt auch die
Menge an Anthocyanen in der letzten Phase der Reifung leicht ab, so dass eine
Verlangerung der Reifezeit bei farbschwacheren Rebsorten keine zusatzliche Farbe

mehr bringt.

1.6. MYB Transkriptionsfaktoren

Generell steuert eine Kombination aus den verschiedensten Klassen von
Transkriptionsfaktoren (TFs) die Effizienz, Spezifitdt und Sensitivitat der Transkription
eines Organismus (Graw, 2015b). So gibt es eine Vielzahl an Vertretern der TF-
Klassen MYB, bHLH, WD40, WRKY, HD-Zip, bZIP und MADS-box, die an der
Regulation des Flavonoid-Biosynthesewegs beteiligt sind (Davies & Schwinn, 2003;
Kubo et al., 1999; Ramsay & Glover, 2005). MYB Transkriptionsfaktoren allgemein
findet man bei allen Eukaryoten, aber besonders zahlreich in Pflanzen, wo sie zu den
wichtigsten Genfamilien mit regulatorischer Funktion gehdren (Jia et al., 2004). Da
weiterhin MYB TFs im Vergleich von Pflanzen zu Saugetieren eine Homologie von
ca. 40 % aufweisen, wird allgemein davon ausgegangen, dass MYB TFs in der
evolutionaren Entwicklung des Lebens vor der Trennung von Tieren und Pflanzen
entstanden sind (Paz-Ares et al., 1987). Die Abkirzung MYB (von Myeloblastosis;

Myeloblasten = Vorlauferzellen einer bestimmten Population weil3er Blutkérperchen)
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geht dabei auf den AM-Retrovirus aus Vogeln (AMV = Avian Myeloblastosis Virus)
zurtck, der ein krebserregendes Gen v-myb tragt (Leprince et al., 1983).
Charakterisiert sind alle MYB TFs durch eine stark konservierte N-terminale DNA-
Bindedomane, die aus einzelnen oder mehreren imperfekten Wiederholungen
(TRMYB, R2R3MYB oder 3R MYB; R = Repeat) besteht (Stracke et al., 2001). Diese
wiederholenden Einheiten bilden jeweils drei Helices (Helix-Turn-Helix Struktur;
jeweils 51 - 53 Aminosauren), von denen die dritte direkt mit der DNA interagieren
kann (Wiliams & Grotewold, 1997). Dabei bilden drei Tryptophan-Reste in
regelmafigen Abstanden von 18 - 19 Aminosauren einen hydrophoben Kern, der
charakteristisch fur eine Sequenzwiederholung in der MYB-Domane ist.

In Pflanzen sind MYB TFs an der Regulation verschiedenster Synthesewege und
Prozesse beteiligt (Jin & Martin, 1999). So spielen sie z.B. bei der Zelldifferenzierung
wahrend der Entwicklung (Oppenheimer et al., 1991) sowie der Hormonantwort und
Signaltransduktion (Abe et al., 2003) eine wichtige Rolle. Die am besten untersuchte
Funktion jedoch ist die Kontrolle des Phenylpropanoid-Metabolismus, zu dem auch
die Biosynthese der Anthocyane (oder generell Flavonoide) gehort (Paz-Ares et al.,
1987). Die MYB TFs, die an der Regulation des Anthocyan-Biosynthesewegs
beteiligt sind, gehdren dazu Uberwiegend zu der Unterklasse des R2R3-Typs
(Stracke et al.,, 2001) und interagieren mit basischen Helix-Loop-Helix (bHLH)
Transkriptionsfaktoren (Mol et al.,, 1996; Winkel-Shirley, 2001). Zusatzlich zur
Interaktion von MYB und bHLH TFs konnte die Beteiligung einer separaten Klasse
von Proteinen mit einer WD40-Domane (40 Trypthophan (W) und Asparaginsaure
(D) Wiederholungen) gezeigt werden (Baudry et al., 2004). Die WD40 Proteine
erleichtern dabei eher die Protein-Protein-Interaktion von MYB und bHLH, anstatt
selbst eine intrinsische enzymatische Funktion zu haben (Ramsay & Glover, 2005),
jedoch ist nicht fur alle funktionellen MYB-bHLH-Interaktionen zwingend ein WD40-
Protein nétig (Carey et al., 2004).

1.7. Der Beerenfarblokus der Weinrebe

Die Vorfahren unserer heutigen Kulturreben sowie auch alle wilden Reben besitzen
zur Reife blau / schwarz gefarbte Beeren. Den Ursprung der Weilbeerigkeit vermutet
man im Nahen Osten, da schon Analysen der Grabbeigaben des agyptischen

Pharaohs Tutanchamun (1332 - 1322 v. Chr.) belegen, dass die Agypter schon vor
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uber 3000 Jahren WeilRwein kelterten (Guasch-Jané et al., 2006). WeilRbeerige
Rebsorten bilden wahrend der Reife keine Anthocyane in der Beerenhaut, da sie, im
Gegensatz zu den gefarbten Rebsorten, nicht in der Lage sind, die Expression von
VVUFGT (Chr 16, bei ca. 2,3 Mb bezogen auf das Referenzgenom ) (siehe Kapitel
1.5) zu induzieren (Boss et al., 1996b). Verantwortlich fur die Farbung mit Beginn der
Reife ist ein einziger Lokus auf Chromosom 2 (bei ca. 14,2 Mb bezogen auf das
Referenzgenom), der mehrere VvmybA-Gene des R2R3-Typs enthalt, die in
gefarbten Beeren die VVUFGT-Expression kontrollieren (Walker et al. (2007), siehe
Abbildung 12).

,Schwarzes Allel”
blaue/schwarze Beeren

VvmybA3 VvmybA1 VvmybA2
(nicht funktionell)
: : Insertion eines Retrotransposons zwei Aminosauresequenz-dndernde
‘ einzigartiges Ereignis ' in den Promotorbereich \ Mutationen
,weilles Allel”
gelbe/griine Beeren
VvmybA3 VvmybA1 VvmybA2
(nicht funktionell) Gret1 (keine Expression) (nicht funktionell)
‘ vielfach
verschiedene Typen Rekombinationen / Rearrangements
_mutiertes weiles Allel IR IR 7 ............................. :

rosa/rote Beeren

mindestens eine funktionelle mybA Genvariante

Abbildung 12: Die Evolution des Beerenfarblokus nach Pelsy (2010).

VvmybAl und VvmybA2 sind in blauen / schwarzen Rebsorten funktionell und

unterscheiden sich nur durch eine in VvmybA2 duplizierte C-terminale Domane (CR)

(siehe Abbildung 13). Zusatzlich befindet sich  vwwmyBA2r
L : : [R2 R [ cr1 | cr2 |
in diesem Lokus ein weiteres VvmybA-Gen TR a— ” 24
(VvmybA3) mit kompletter Sequenz, das aber,
VVMYBA2w
bedingt durch ein friihes Stopcodon im ORF, in |  *| | cri | A
8
gefarbten Rebsorten nicht funktionell ist. In VVMYBAT “
weilbeerigen  Rebsorten  sind  beide | [ I« T
34
ursprunglich  funktionellen  VvmybA-Gene vwMmYBA3
mutiert. Im Falle von VvmybAl wird die 927

Expression durch das Retrotransposon Gretl

verhindert, das in den Promotorbereich

insertierte. Nach Schatzungen von Mitani et al.
(2009) konnte die Insertion von Gretl dabei

Abbildung 13: Vorhergesagte VVMYBA-
Proteinsequenzen der Weinrebe.
VMYBA2r = funktionelle Variante;
VWMYBA2w = nicht funktionelle
Variante. (Quelle: Walker et al. (2007),
modifiziert).

schon vor rund 110.000 bis 290.000 Jahren passiert sein. Im Falle von VvmybA2

hingegen fuhrten zwei Aminosauresequenz-andernde Mutationen im ORF zu einer
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Strukturanderung des Proteins und folglich zur Nichtfunktionalitat. Die vordere
Mutation im N-terminalen Bereich liegt dabei in der zur DNA-Bindung wichtigen
R2R3-Domane, wohingegen die zweite Mutation im C-terminalen Bereich (2 bp
Deletion) zu einem friheren Stopcodon wund somit zu einer verkirzten
Proteinsequenz fuhrt. In Kombination fuhrten beide mutierten VvmybA-Varianten zur
Bildung des weil3en Allels, das in fast allen weil3beerigen Rebsorten homozygot
vorliegt (Fournier-Level et al., 2010).

Da die meisten Beerenfarbmutationen mit dem bloRen Auge zu erkennen sind, wurde
seit den Anfangen des Weinbaus eine Vielzahl unterschiedlicher Klone mit
verschiedenen Farben selektioniert. Die meisten Mutationen treten dabei von weil}
nach rot auf, wobei dieser Mutationstyp bisher nie zu einer blauen / schwarzen
Beerenfarbe flhrte. Eine mogliche Ursache ist, dass durch die Rickmutation von
weill nach rot durch Rekombinationen und Rearrangements innerhalb der VvmybA-
Gene des Farblokus immer nur ein funktionelles Gen zur Farbbildung entstand, so
dass ein zweites im Vergleich zu den klassischen Rotweinsorten fehlte (Pelsy, 2010).
Weitere Farbmutationen kénnen z.B. von schwarz tber grau zu weil} fihren (Vezzulli
et al., 2012). Die Weinrebe besteht allgemein aus zwei Zellschichten L1 und L2,
wobei die L1-Zellschicht ausschliel3lich aus der auf’eren Epidermis besteht. Kommt
es nun zu einer Mutation innerhalb einer Zellschicht, bildet sich eine periklinale
Chimare, die, bedingt durch die vegetative Vermehrung der Weinrebe, stabil sein
kann. FUhrt diese Mutation z.B. zum Verlust des funktionellen Beerenfarblokus in der
L2-Zellschicht einer klassischen Rotweinsorte wie z.B. "Cabernet Sauvignon’, bilden
sich zur Reife ausschlieBlich in der verhaltnismallig dunnen L1-Zellschicht
Anthocyane und der entsprechende Farbklon erscheint als grau (Walker et al., 2006).
Graue Rebsorten wurden dabei schon von dem griechischen Philosoph und
Naturforscher Theophrastos von Eresos (372 / 370 bis 288 / 286 v. Chr.) in seinem
Werk ,Historia Plantarum® beschrieben (Hort, 1916). Bedingt durch zellulare
Neuordnungen der beiden Zellschichten kann es anschlieBend zu einer
Homogenisierung des Phanotyps kommen, so dass ausgehend von grauen
Rebsorten entsprechend Farbvarianten mit weilen Beeren (Verlustmutation in
beiden Zellschichten) oder wieder mit blauen / schwarzen Beeren (funktionelle

Variante in beiden Zellschichten) entstehen kénnen (Hocquigny et al., 2004).
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1.8. Zielsetzung der Arbeit

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollten zunachst Selbstungslinien von
Beerenfarbmutanten weilRbeeriger Qualitatssorten erstellt und auf Homozygotie am
Farblokus mittels SSR-Markeranalyse selektiert werden. Diese = homozygoten
Selbstungslinien sollten zur Identifizierung und Charakterisierung der spezifischen
VvMybA-bedingten Mutationen am Beerenfarblokus genutzt werden und einen
Ruckschluss auf die Abstammungsrichtungen der einzelnen Farbvarianten einer
Sorte  erlauben. Anhand eines ampelographischen Vergleichs, einer
Genexpressionanalyse des Anthocyan-Biosynthesewegs in reifen Beeren sowie
einer Anthocyananalyse (Konzentration und Komposition) bei Vollreife sollten
anschlieBend Alleinstellungsmerkmale bestimmter Mutationstypen identifiziert
werden, die zum Screening weiterer Farbmutanten in der Zuchtung und Forschung
genutzt werden konnen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte die spezifische Mutation der Farberreben am
Beerenfarblokus identifiziert und charakterisiert werden. DarUber hinaus wurden
mehrere Klone der Farberursorte Teinturier” sowie verschiedene direkte
Nachkommen bzgl. der Genexpression des Anthocyan-Biosynthesewegs und
Anthocyankonzentration sowie -komposition analysiert, um Unterschiede innerhalb

der Farberreben zu identifizieren, die auf die Mutation zurlckzufiihren sind.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

Gerate

Hersteller

7500 Fast Real-Time PCR System
ABI 3130xI Genetic Analyzer

ABI 9700 Thermocycler

Agagel Mini

Agilent 1100/1200 Series HPLC System
EC 330 Primo Midicell Gel Electrophoresis System
Gefriertrocknung Beta 1102
Gerhardt RO30 Schittelmaschine
Liquidator96

Mastercycler gradient
Mikroplatten-Reader CLARIOstar
pH-Messgerat: C860
Pipettierroboter FasTrans

Power Supply EC-105
Geldokumentation Quantum ST4
Schwingmihle Tissue-Lyser
Vortex-Genie2

Waage Precision Advanced
WineScan

Zentrifuge 2K15

Zentrifuge 4K15

Zentrifuge 6K15

Zentrifuge Z160M

2.1.2. Software / Datenbanken

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Biometra GmbH, Géttingen

Agilent Technologies, Palo Alto, Kalifornien, USA
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Christ, Osterode

C. Gerhardt Gmbh + Co. KG, Kénigswinter
Steinbrenner Laborsysteme, Wiesenbach
Eppendorf AG, Hamburg

BMG Labtech GmbH, Ortenberg

Consort bvba, Turnhout, Belgien
AnalytikJena, Jena

E-C Apparatus Corporation, Milford, USA
Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell
Qiagen GmbH, Hilden

Scientific Industries, Bohamia, USA

Ohaus, Florham, USA

Foss, Hamburg

Sigma, Osterode

Sigma, Osterode

Sigma, Osterode

Hermle, Wehingen

Software

Hersteller / Referenz

7500 Fast System Sequence Detection Software
(Version 1.4.0.27)

BioEdit Sequence Alignment Editor

CLARIOstar MARS Data Analysis Software
(Version 3.00 R2)

CLC Genomics Workbench (Version 6.5.1)
CLC Main Workbench (Version 7.7.3)
Corel Photo-Paint X3 (Version 13.0.0.576)
CorelDRAW X3 (Version 13.0.0.576)
EndNote (Version X8 Build 10063)

Applied Biosystems, Darmstadt
Hall (1999)
BMG Labtech GmbH, Ortenberg

CLC bio, Aarhus, Danemark

CLC bio, Aarhus, Danemark

Corel Corporation, Ottawa Kanada
Corel Corporation, Ottawa Kanada
Thomson Reuters, Toronto, Kanada
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Gene Mapper 5.0

MapChart 2.2

Primer3Plus
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi

Quantum ST4 (Version 16.07)
R (Statistik Software)
WebSat

http://wsmartins.net/websat/

Applied Biosystems, Darmstadt
Voorrips (2002)

Untergasser et al. (2007)

Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell
Venables & Smith (2005)

Martins et al. (2009)

Datenbanken

Ersteller / Referenz

DGR - Deutsche Genbank Reben
http://www.deutsche-genbank-reben.jki.bund.de/
EU-Vitis The European Vitis Database
http://www.eu-vitis.de/index.php/

Genoscope
http://www.genoscope.cns.fr/externe/GenomeBrowser/Vitis/
Gramene
http://ensembl.gramene.org/Vitis_vinifera/Info/Index
PLACE

http://www.dna.affrc.go.jp/PLACE/

PlantCare
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/plantcare/html/
VIVC - Vitis International Variety Catalogue
http://www.vivc.de/

Julius Kihn-Institut, Geilweilerhof
Julius Kihn-Institut, Geilweilerhof
Jaillon et al. (2007)

Monaco et al. (2014)

Higo et al. (1999)

Lescot et al. (2002); Rombauts et al. (1999)
Julius Kihn-Institut, Geilweilerhof

2.1.3. Chemikalien / Kits und Enzyme / Verbrauchsmaterial

Chemikalien

Hersteller

2-Mercaptoethanol (= 99 %)
2-Propanol (= 99,8 %)
Acetonitril (fiir HPLC)
Ameisensaure (98-100 %, p.a.)
Bromphenolblau

Chloroform
Diethylpyrocarbonat (DEPC)
DNA Stain Clear G

Essigsaure

Ethanol (absolut, p.a.)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Glycerin

Isoamylalkohol

Salzsaure (37 %, reinst)

LE Agarose

Lithiumchlorid
Malvidin-3-O-glucosid
Natriumchlorid

O’GeneRuler DNA Ladder Mix
Orange G
Polyvinylpolypyrrolidon (PVPP)
Primersynthese inkl. 5’-Label
Spermidin
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Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen

AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Sigma-Aldrich, Minchen

Extrasynthese, Lyon, Frankreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Metabion, Planegg-Martinsried

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
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Tris
Xylenxyanol FF

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen

Kits und Enzyme

Hersteller

Fast Digest EcoRl
GeneJET PCR Purification Kit
High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

KAPA HiFi Hot Start PCR Kit

KAPA2G Fast Multiplex ReadyMix

peqGOLD Plant DNA Mini Kit
RNase-Free DNase Set
RNeasy MinElute Cleanup
SYBR Green PCR Master Mix

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Applied Biosystems, Darmstadt

Kapa Biosystems Inc., Wilmington,
Massachusetts, USA
Kapa Biosystems Inc., Wilmington,
Massachusetts, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Qiagen GmbH, Hilden

Qiagen GmbH, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

96er Deepwell-Platten

96er PCR-Platten

Reaktionsgefalle (0,2 und 0,5 ml)
Reaktionsgefafie (1,5 und 2 ml)
Zentrifugenréhrchen (15 und 50 ml)

2.1.4. Pflanzenmaterial

Die analysierten Pflanzen

Rebsortensammlung,

gehorenden Sortimenten sowie aus dem Rebsortiment in Vassal

Frankreich). Gewachshauspflanzen

stammten

den weiteren zur

wurden

ABgene, Epson, UK

Kisker Biotech GmbH + Co. KG, Steinfurt
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA
Eppendorf AG, Hamburg

VWR International GmbH, Darmstadt

aus der Institut

DGR

am

aus Schnittholz  (Stupfer

angesiedelten
(Deutsche Genbank Reben)
(FRA139;

Holzstecklinge) nach dem Laubfall 2015 angezogen. Diverse Blattproben von
‘Riesling Rot’-Klonen wurden freundlicherweise von den jeweiligen Winzern aus
Deutschland zur Verfugung gestellt (siehe Anhang 5). Im Zuge dieses Projektes

aufgezogene Selbstungslinien sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Liste der in diesem Projekt geselbsteten Rebsorten.

Leitname vive- Akzessionsname  Akzessionsnummer Zuchtstamm-
Kennnummer nummer
Elbling Rot 3863 Stolle 505 DEU098-1997-064 2014-267
R&uschling Rot 24627 Ré&uschling Rot DEU098-2007-019 2014-268
Riesling Weily 10077 Ortlieber Gelb DEU098-1993-305 2013-321
Riesling Rot 10076 Riesling Rot DEU098-1998-129 2013-322
Riesling Rot Riickmutante - Roter Riesling Mut. DEU363-059 2014-271
Silvaner Rot 11807 Silvaner Rot DEU098-2007-061 2014-270
Silvaner Blau 11804 Silvaner Blau DEU098-1992-066 2014-269
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2.2. Methoden
2.2.1. DNA-Extraktion

Die Extraktion der DNA aus frischem Blatt- sowie Wurzelmaterial erfolgte mit dem
peqGOLD Plant DNA Mini Kit nach Angaben des Herstellers. Dazu wurden ca. 1 cm?
grolRe Blattstucke vom dritten Blatt eines Triebes oder eine aquivalente Menge junger
Wurzeln gesammelt, direkt in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei Bedarf
anschlieRend in einer Schwingmuhle homogenisiert. Zum Screening der
Selbstungslinien wurden etwa 1 cm? Blattmaterial des dritten Blattes eines Triebes in
96er Deepwell-Platten gesammelt und lyophilisiert. Nach Homogenisierung des
Pflanzenmaterials in einer Schwingmuhle erfolgte die anschlieliende DNA-Extraktion
mit dem DNeasy 96 Plant Kit nach Anleitung des Herstellers.

Die Konzentration und Reinheit aller Proben wurde spektralphotometrisch mit dem
Mikroplatten-Reader CLARIOstar nach Handbuch bestimmt.

2.2.2. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle PCRs zur Amplifikation spezifischer VvmybA-Allele wurden mit dem KAPA HiFi
Hot Start PCR Kit in einem Mastercycler gradient nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt.  Zuvor wurden mittels Gradienten-PCR  die  optimalen
Annealingtemperaturen der jeweiligen Primerkombinationen bestimmt. Trotz der
Ermittlung der optimalen Annealingtemperaturen, vermutlich aufgrund der grof3en
Homologien der Vvmyb-Gene, wurden oft unspezifische Produkte amplifiziert, so
dass auf eine Touch-Down-Variante zur spezifischeren Amplifikation zurtickgegriffen
wurde. Jede Reaktion (25 ul) beinhaltete 20-25 ng gDNA, 0,3 mM dNTPs, 1 x Hifi-
Puffer, 0,3 nM von jedem Primer und 0,5 U Polymerase. Die Reaktion begann mit
einer initialen Denaturierungsphase von 3 min bei 95 °C. Anschliel3end folgten 10
Zyklen mit einer Denaturierungsphase fur 20 s bei 98 °C, Annealingphase der Primer
fir 15 s, die bei 5 °C Uber der optimalen Temperatur begann und bei jedem Zyklus
um 0,5 °C verringert wurde (Touch-Down-Phase) sowie einer Elongationsphase bei
72 °C entsprechend der Produktlange (ca. 30 s/kb). Danach erfolgten nochmals 20
Zyklen bei gleichbleibender optimaler Annealingtemperatur und eine finale
Elongation bei 72 °C fur 5 min. Die GrofRe der Amplikons wurde auf einem 1 %igen
Agarosegel im Vergleich zum Grélkenmarker O’GeneRuler DNA Ladder Mix ermittelt.

24



Material und Methoden

2.2.3. Verwendete Primer zur Analyse der VvmybA-Gene

Selbst erstelle Primer fur die Amplifikation sowie Sequenzierung der VvmybA-Allele
wurden von der Referenzgenomsequenz PN40024 (12x) (Jaillon et al., 2007)
abgeleitet. Die Entwicklung erfolgte mit der Software CLC Main Workbench sowie
Primer3Plus (Untergasser et al., 2007). Dabei wurde darauf geachtet, dass alle
Primer eine Annealingtemperatur von 51 — 64 °C, eine Lange von 18 — 27 bp und ca.
einen GC-Gehalt von 50 % aufwiesen. Um Mehrfachbindungen und folglich
unspezifische Produkte bei der Amplifikation zu vermeiden, wurden die
Primersequenzen gegen die Referenzsequenz der Rebe (Jaillon et al., 2007)
abgeglichen. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in Tabelle 2 aufgelistet.
Zur direkten Sequenzierung wurde eine kleine Menge des entsprechenden PCR-
Produktes (3 — 5 ul; Touch-Down-Variante) zur Kontrolle auf ein 1 %iges Agarosegel
aufgetragen, anschlieRend mit dem GeneJET PCR Purification Kit aufgereinigt und
mit einer Konzentration von 30 — 50 ng/ul mit den entsprechenden Primern an einen

Sequenzier-Service (GATC Biotech AG, Koln) gesendet.
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Tabelle 2: Liste der in diesem Projekt verwendeten Primer zur Amplifikation und Sequenzierung der VvmybA-Allele. x = Primer wurden zur
Amplifikation und Sequenzierung verwendet; (x) = Primer wurden ausschlie3lich zur Sequenzierung verwendet.

o . o MybA1c / MybA2w /

rimername Primersequenzen 5'-3 MybAt MybAla MybAlb MybA31 MybA3 MybA313 MybA232a/ Referenz

MybA232b

a AAAAAGGGGGGCAATGTAGGGACCC X Kobayashi et al. (2004)
b GGACGTTAAAAAATGGTTGCACGTG X Kobayashi et al. (2004)
c GAACCTCCTTTTTGAAGTGGTGACT  (x) X X (x) (x) Kobayashi et al. (2004)
3'MybA1_f TTCCAGGGAGGACTGCTAATGATG (x) (x) (x) (x) (x) Fournier-Level et al. (2009)
3'MybA1_rev TTGGCACCATAATTTTCCATTTTC (x) (x) (x) X Fournier-Level et al. (2009)
3'MybA2_f TTCCAGGGAGGACTGCTAATGATG (x) Fournier-Level et al. (2009)
3'MybA3_f CCTTGATTGCGGGTAGGCTTC (x) Fournier-Level et al. (2009)
3'MybA3_rev GGGCCCTCAAAATGGAGAAGT X X Fournier-Level et al. (2009)
Prom_MybA3_f AACCCGGTCATTGAATTGACAATAG X X X Fournier-Level et al. (2009)
Prom_MybA3_rev GAACCTTCTTTTTCAGGTGGTGACC (x) Fournier-Level et al. (2009)
PromMybA2_rev GAACCTTCTTTTTCAGGTGGTGACC (x) Fournier-Level et al. (2009)
3'MybA2_2_rev GGTGAATATAGATGGATGTAGG X diese Arbeit
BAC_h2A1a_rev CAAGCTAGAAAGAGAGATGTGT X diese Arbeit
nLTR_1_rev AATGCGCTGGAGTTCATGG (x) diese Arbeit
PA3_SeqRR_1_fw TGTCCCATTCATCCTACCAA (x) diese Arbeit
PromMybA2_2 f TGATTGTACCTTTCTTCG X diese Arbeit
Seq_Exon1_Myb_fw ATATGGAGAAGGAAAGTGG (x) diese Arbeit
VLTR_1_fw TCAGTGAGGGTAACAAAGTC X diese Arbeit
VLTR_wa5_fw TAAAGCCTATAATATTCCCAC (x) diese Arbeit
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2.2.4. SSR-Markeranalyse

Zur SSR-Markeranalyse (Simple Sequence Repeat; Mikrosatelitten) wurde eine PCR
im Multiplexverfahren mittels KAPA2G Fast Multiplex ReadyMix eingesetzt. Dazu
wurde eine 10 pl Reaktion mit jeweils 1 ng gDNA, 10 uyM je Primer und 1 x KAPA
Multiplex-Mix (enthalt dNTPs und DNA-Polymerase) eingesetzt. Ein Primer jedes
SSR-Markers wurde am 5’-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff (6-FAM, HEX,
TAMRA oder ROX) markiert. Die Amplifikation erfolgte in ABI 9700 Thermocyclern
unter folgenden Bedingungen: 1) Initiale Denaturierungsphase bei 95 °C fur 3 min, 2)
30 Zyklen mit jeweils 95 °C fur 15 s (Denaturierung), 60 °C fur 30 s (Annealing)
sowie 72 °C fur 30 s (Elongation) und 3) finale Elongation fir 7 min bei 72 °C.
AnschlieRend wurde das PCR-Produkt 1:3 verdunnt und jeweils 1 pl mit 12 pl H20
und 0,5 pl GroRRenstandard gemischt. Der GroRenstandard wurde am Institut far
Rebenziichtung Geilweilerhof hergestellt, besitzt eine BODIPY 639/650-Markierung
und deckt einen Bereich von 35 bis 500 bp ab. Die Fragmentlangenanalyse erfolgte
auf einem 16-Kapillar-Sequenzer (ABI 3130xlI Genetic Analyzer) und wurde mit der
Software GeneMapper 5.0 ausgewertet. Die in dieser Arbeit verwendeten SSR-
Marker sind in Tabelle 3 aufgeflihrt. Die neu entwickelten Marker zur Untersuchung
des Farblokus wurden mit Hilfe der Software WebSat (Martins et al., 2009) von der
Referenzgenomsequenz PN40024 (12x) (Jaillon et al., 2007) abgeleitet.
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Tabelle 3: Liste der in diesem Projekt verwendeten SSR-Marker zur Genotypisierung und Analyse des Farblokus. Chr = Chromosom.

Physikalische

Position . . Abgeleitete . SSR-
Markername Chr PN40024 forward Primer reverse Primer FragmentgroRRe Motiv Referenz

(12%) [bp] am SSR-Lokus
VMC6B11 2 8128449 TGATTATGGCAATAATCACACC TTGCTTACCCATCAAAAAGAAA 106 GA Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VMC5G7 2 8222941 CATTTCGCTGGTGACTTTC ACTACCCTCTCTTTCTCGC 210 TC Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
GF02-55 2 13998165 AAAATTGAAGGACAGGAGGAGG GCAAGGCTGGTCTACTCAGAAA 212 AT diese Arbeit
VVNTM1 2 14149178 CCACGCCACTATTGCTAAAC TGCACCGTATCAAGATCATGTC 168 AT Fournier-Level et al. (2009)
GF02-61 2 14187240 GCAAACCTCCAGAACCTGATTT TATTGGTCGAGAAGGAATGTGG 280 AAT diese Arbeit
GF02-62 2 14192053 GGGATTTGTTAAGGAGATTTGC GATGACAGTTCAGAGGTTGGC 381 ATA diese Arbeit
GF02-68 2 14253531 CCCCTGCCATCTCCATGC GGTCGTTGCATCATTTTCTCCA 390 TC diese Arbeit
GF02-69 2 14287643 TTCCACTGTCAACTCATTTTCC ATTTTCCATTCTCGGATACACC 445 AT;AT diese Arbeit
VVNTM3 2 14287923 TGCTGACCTGAATCATTTTCTACT GATGTTCTGGAGAGATGCTTATC 276 AT Fournier-Level et al. (2009)
GF02-70 2 14292921 CCATTTACCTCTGGGAATTTGA TTGGGGAATAGGAAAGAGTGAG 416 TTA diese Arbeit
GF02-72 2 14304409 TTTTGGCTCACTCACCATTT GGGTAGTTGGGGAATAGGAA 244 TAT diese Arbeit
VVNTM5 2 14325217 AGGAGGAATCCACATCAAAAGA TGATTCAAAGGAATAAATAACCATCA 294 AT Fournier-Level et al. (2009)
VVNTM6 2 14330197 CCTTCTTGGACACCCATACAAA TTCCCTATCAACAAACTTGAGG 147 AT Fournier-Level et al. (2009)
GF02-50 2 16086719 TTAGTGCCAAGAATGATAGGGC GTCCACTTGAGCTGTTGTTTTG 165 AT Schwander (intern; 2013)
VMC8C2 2 17514962 AAGGAATTTGGATACTGAAGGT TGAAGACATCTACGTAGGTGAA 149 TC Doligez et al. (2006)
VMC7G3 2 18270887 TTACTAGTGCTGTCCTGCTCCA TGCTTCCTCTCTTTCAACTTTCA 129 GA Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVMD28 3 11617504 AACAATTCAATGAAAAGAGAGAGAGAGA TCATCAATTTCGTATCTCTATTTGCTG 227 CT Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVMD32 4 18035578 TATGATTTTTTAGGGGGGTGAGG GGAAAGATGGGATGACTCGC 256 CT Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVMD27 5 4472022 GTACCAGATCTGAATACATCCGTAAGT ACGGGTATAGAGCAAACGGTGT 188 CT Doligez et al. (2006)
VrZAGT79 5 5692460 AGATTGTGGAGGAGGGAACAAACCG TGCCCCCATTTTCAAACTCCCTTCC 254 GA Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVMD7 7 1178552 AGAGTTGCGGAGAACAGGAT CGAACCTTCACACGCTTGAT 241 CT Doligez et al. (2006)
VrZAG62 7 1767002 GGTGAAATGGGCACCGAACACACGC CCATGTCTCTCCTCAGCTTCTCAGC 200 TC Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVMD25 11 2971693 TTCCGTTAAAGCAAAAGAAAAAGG TTGGATTTGAAATTTATTGAGGGG 244 CT Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVS2 11 3909894 CAGCCCGTAAATGTATCCATC AAATTCAAAATTCTAATTCAACTGG 151 TC Doligez et al. (2006); Riaz et al. (2004)
VVMD5 16 20442394 CTAGAGCTACGCCAATCCAA TATACCAAAAATCATATTCCTAAA 227 TC Doligez et al. (2006)
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2.2.5. Sequenzierung von Klonen aus der BAC-Bank von "Riesling Rot”

Um den kompletten mutierten Farblokus von "Riesling Rot" darstellen zu kdnnen,
wurde mithilfe von BACs (Bacterial Artificial Chromosome) der entsprechende
Bereich sequenziert. In dem Kontext sind nachfolgend die erzielten Ergebnisse
ausfuhrlich beschrieben und aufgrund der geringeren Relevanz in Kapitel 3.1.3.4 des
Ergebnisteils nur zusammengefasst.

BACs sind kunstliche Chromosomen (urspringlich aus Escherichia coli), die als
Vektoren Inserts bis 300 kb aufnehmen kénnen und anschliel3end beispielsweise zur
Sequenzierung von grofleren Abschnitten des Genoms verwendet werden (O'Connor
et al., 1989; Shizuya et al., 1992). Zur Erstellung der BAC-Bank wurden ca. 70 g
junge Blattmasse (Gewachshauspflanzen; 24 h vor der Ernte im Dunkeln gehalten)
des "Riesling Rot’-Klons Gm4 (siehe Anhang 5) gesammelt und direkt in flussigem
Stickstoff schockgefroren. Anschliefend wurden die gesammelten Blattproben auf
Trockeneis an einen externen Dienstleister (Genomics Institute der Clemson
University, Clemson, South Carolina, USA) gesendet, der im Auftrag die BAC-Bank
erstellte. Nach Extraktion von hochmolekularer DNA und Fragmentierung durch ein
Restriktionsenzym erfolgte eine Ligation der ca. 90 — 140 kb grof3en Fragmente in
den linearisierten und dephosphorylierten BAC-Vektor pCUGIBAC1 (Luo et al.,
2001). Anschliel3end erfolgte die Transformation in den Escherichia coli-Stamm K12
DH10B (F- endA1 recA1 galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAM15 araD139
A(ara, leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A-). Es wurden 22 ,Pools” mit jeweils
ca. 2000 CFU (Colony Forming Units; ca. 44.000 BAC-Klone) bei einer theoretischen
Coverage des Genoms von bis zu sechsfach erstellt. Zum Screening der Pools
wurde das in Abbildung 14 dargestellte Schema verwendet. Die Primerkombination
fur Sonde 1 (Probe 1) sollte dabei als Nachweis flr den Farblokus dienen und die
Primerkombination fir Sonde 2 (Probe 2) sollte dabei die weille Haplophase
spezifisch Uber Gretl binden. Die rote Haplophase hatte demnach aus einem
positiven Signal fur Probe 1 und einem negativen Signal fur Probe 2 selektiert
werden konnen. Dazu wurden mittels PCR zuerst positive Pools flr beide
Kombinationen selektiert, anschlielend auf einem Selektivmedium ausplattiert und
jeweils in 384-Well-Mikrotiterplatten zur DNA-Hybridisierung (Einzel-Klon-Selektion)
Uberfuhrt. Sonden wurden anhand der Primersequenzen entsprechend fur Probe 1
und Probe 2 auf Basis der gDNA von "Riesling Rot™ hergestellt. Es konnte jeweils ein

Pool selektiert werden, der eindeutig ein Fragment der weillen (neun positiv
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getestete Einzel-Klone) sowie der roten (sechs positiv getestete Einzel-Klone)
Haplophase trug. Nach Beendigung des Screenings wurden die BAC-Bank (verteilt
auf 48 384-Well-Mikrotiterplatten) sowie die identifizierten positiven Einzel-Klone

zurtck an das Institut fir Rebenziichtung Geilweilerhof gesendet.

Haplophase A

Haplophase B

Probe 1: site-specific Probe 2: haplophase-specific
JKI_BAC_probe_1_for GTTGTTTCATATTTCTATCG JKI_BAC_probe_2_for TATTCCTCTCTCTAACCATGGC
JKI_BAC_probe_1_rev AGTCTACGTTATTTTCTCCA JKI_BAC_probe_2_rev GAACATCCTCTTCTTGGA
Step Temp. | Time Haplophase Haplophase Step Temp. | Time
1 95°C | 5min A A B B A A B B 1 95°C | 5min
2 98°C 20s 98°C 20s
3 57°C 155 66°C 155
temp. increment | -0,5°C - -0,5°C -
4 72°C 30s 72°C 30s
5 GOTO 2 |REP 10 5 GOTO 2 |REP 10
6 98°C 20s 6 98°C 20s
7 52°C 15s 7 61°C 155
8 72°C 30s 8 72°C 30s
9 GOTO 6| REP 20 600 bp 400 bp 9 GOTO 6 | REP 20
10 72°C_| 5min PCR product PCR product 10 72°C_| 5 min
11 4-10°C | HOLD 11 4-10°C | HOLD

Abbildung 14: Schema zum Screening der BAC-Bank, das am Genomics Institute der Clemson
University durchgefihrt wurde. Probe 1 sollte dabei BACs mit einem Farblokus-Insert
selektieren, wahrend Probe 2 spezifisch zur Unterscheidung der weil3en Haplophase (A) und
roten Haplophase (B) diente. Die durchgefiihrte PCR wurde mittels KAPA HiFi Hot Start PCR
Kit in der Touch-Down-Variante auf Basis genomischer DNA homozygoter Selbstungen von
"Riesling Rot” zur Differenzierung der Haplophasen durchgefiihrt. gene M1-M3 = VvmybA1-3;
Gene G = Gretl.

Da das Screening durch die Sonden 1 und 2 nur jeweils zum Nachweis des
VvmybA1-Bereiches diente, wurde vor der Sequenzierung eine finale Uberpriifung
zur ungefahren Grolke und Position des enthaltenen Fragmentes mit SSR-Markern
durchgefuhrt (siehe Tabelle 4). Dabei konnten, aufgrund des Vorhandenseins von
VvmybAla (weille Haplophase) oder VvmybA31 (rote Haplophase), die Ergebnisse
des Genomics Institute der Clemson University bestatigt werden. Das Fragment in
BAC 05118 (rot) erstreckte sich Uber den VvmybA2-Bereich, wohingegen der BAC
07A05 zusatzlich VvmybA3 abdeckte.

Zur Sequenzierung (Seqg-It GmbH + Co. KG, Kaiserslautern) wurde die DNA der zwei
Klone prapariert, eine Shotgun library (Nextera XT) pro Klon erstellt und mittels
MiSeq (2x250 bp paired-end reads, ca. 100x Coverage) sequenziert.
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Tabelle 4: Ubersicht der ungefahren GréRe und Position der zwei sequenzierten BAC-Klone
und den zum Screening verwendeten SSR-Markern mit der Position auf Chromosom 2 der
Referenzsequenz PN40024 (12x). Das Vorhandensein der mybA-Genvarianten wurde mittels
PCR Uberprift.

Position ~14,15 ~14,18 ~1419 ~1419 ~1424 ~1424 ~1425 ~1429 ~14,31 ~14,33 ~14,33 ~14,35
- ‘:(‘ H o o 3 0 ™ ‘2 7o) © o
: 3 ¢ § £ 1 % E 3 2 £ B

BAC  Allel > >
: £ 8 F o P 0§ : £ s £ &
> S 2 2 > bS > >

05118 rot 169 X 285 385 X

07A05 weilR X 390 276 X

Die Verrechnung der Rohdaten erfolgte mit der CLC Genomics Workbench am
Institut fur Rebenzichtung Geilweilerhof. Dazu wurden die Daten zuerst nach
Qualitatsparametern getrimmt (Quality score: 0,05; Ambiguous nucleotides: 2) und
anschlieRend eine De Novo-Assemblierung aller Reads zu grofReren Contigs
durchgefuhrt. Nach Abschluss der Assemblierung wurden noch vorhandene Reste
des verwendeten BAC-Vektors pCUGIBAC1 entfernt. Da die Sequenz im Bereich
des Farblokus viele repetitive Elemente sowie diverse kleinere VvmybA-Fragmente
enthalt, fuhrte die De Novo-Assemblierung zu mehreren Contigs, die mit der
Referenzsequenz PN40024 (12x) im Bereich des Farblokus verglichen wurden, um
die genaue Abfolge der kompletten Sequenz zu bestimmen. Anhand der
Referenzsequenz wurden flr entstandene Lucken Primer entwickelt, die
entsprechenden Bereiche Uber die prapariete BAC-DNA amplifiziert und
anschlielRend mittels Sanger-Sequenzierung (GATC Biotech AG, Koln) sequenziert,
um den Lokus komplett darstellen zu konnen (siehe Anhang 1 und Anhang 2). Die

speziell zum Luckenschluss entwickelten Primer sind in Tabelle 5 aufgelistet.

Tabelle 5: Liste der nach der BAC-Sequenzierung entwickelten Primer zum Lickenschluss der
einzelnen Contigs.

Licke BAC Primername Primersequenzen 5'-3'
1 05118 (rot) CS1_2 fw TGAGAATCAAACCCTACCTCG
CS1_1_rev ATGGACCCACTCTCAAAAC
5 05118 (rot) CS2_2 fw GATTGGAAGCTTGGTTGAAG
CS2_1_rev CATGACATACGTGGACAATAC
3 beide CS3_1_fw GGGAAAGTTGTGTTTATAGGCT
|
CS3_1_rev ATATAGACATTCACACACGG
. CS4 2 fw AATCGGTGTGTATTTGTAGAC
4 07A05 (weild)
CS4_2_rev TTCCCATCTCCAGCACTC
. CS5 1 fw GGAGGCTCTTCTAATTTGGA
5 07A05 (weild)

CS5_2 _rev CGTGTTGATCTCAATTTATGG
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2.2.6. RNA-Extraktion

Fiur die Genexpressionsanalysen von Beerenproben wurden vier Wochen vor (nur
Farberreben) und vier Wochen nach Véraison (Farbmutanten und Farberreben)
jeweils drei Beeren aus dem mittleren Bereich von drei sonnenexponierten Trauben
gesammelt, umgehend die Beerenhaut vom Fruchtfleisch getrennt und separat (bei
Farbmutanten nur Beerenhaut) in flissigem Stickstoff schockgefroren. Fur
Blattproben wurden jeweils ca. 200 mg Blattmaterial von ca. acht Monaten alten
Gewachshauspflanzen (‘Teinturier’-Klone) oder von Herbstblattern kurz vor dem
Laubfall ("Silvaner Gran’, “Silvaner Blau’, "Silvaner Rot") gesammelt und in flissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung bis zur Verwendung aller gesammelten
Proben erfolgte bei -80 °C.

Die Extraktion der Gesamt-RNA erfolgte nach dem Protokoll von landolino et al.
(2004) mit zwei Anderungen: 1) bei allen Proben wurde ein Lysepuffer mit 300 mM
Tris-HCI zur besseren Stabilisierung des pH-Wertes verwendet und 2) das Protokoll
wurde zur Verwendung von 1,5 mL Reaktionsgefalen skaliert, so dass der
beschriebene Filterschritt nach der Lyse nicht durchgefihrt werden musste. Die
extrahierte RNA wurde zur Entfernung genomischer DNA anschliefend mit RNase-
Free DNase behandelt und mit dem RNeasy MinElute Cleanup Kit aufgereinigt. Die
Konzentration und Reinheit wurde spektralphotometrisch mit dem Mikroplatten-

Reader CLARIOstar nach Angaben des Herstellers bestimmt.

2.2.7. cDNA-Synthese und quantitative real-time PCR (QRT-PCR)

Zur Synthese von cDNA wurden 100-1000 ng Gesamt-RNA mit dem High Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit nach Anleitung des Herstellers in cDNA
umgeschrieben. Quantitative real-time PCR zur Genexpressionsanalyse wurde mit
dem ABI 7500 Fast PCR System mittels SYBR-Green Real Time PCR Master Mix
(Applied Biosystems, Darmstadt) nach Angaben des Herstellers mit jeweils 10 ng
cDNA und 250 nM Primern pro Reaktion durchgefuhrt. Die relative Quantifizierung
der Expression erfolgte nach der 2*2°' Methode (Livak & Schmittgen, 2001) durch
Verwendung der 7500 Fast System Sequence Detection Software des Herstellers.
Eine Normalisierung der Expressionsdaten erfolgte dabei in allen Analysen auf das
~,Housekeeping“ Gen VVGAPDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase), das
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zuvor in Reid et al. (2006) fur Genexpressionsstudien getestet wurde. Die
untersuchten Gene des Anthocyan-Biosynthesewegs mit den verwendeten

Primersequenzen sind in Tabelle 6 aufgeflthrt.

Tabelle 6: Liste der in diesem Projekt zur gRT-PCR verwendeten Primer.

Gen Chr Primersequenzen 5'-3' Annotation / Referenz
Bemerkung

TTCTCGTTGAGGGCTATTCCA
VVGAPDH 17 VIT_17s0000g10430 Reid et al. (2006)
CCACAGACTTCATCGGTGACA

GAGTTTGCATTAGACGAGGTT

VvVMybAl 2 VIT_02s0033g00410 diese Arbeit
CTTTTTGAAGTGGTGACT
GAGTTTGCATTAGACGAGGTT

VVMybA2 2 VIT_02s0033g00390 diese Arbeit
GTGTTTGGGGTTTTTTTCTC
GAGTTTGCATTAGACGAGGTT

VVMybA3 2 VIT_02s0033g00450 diese Arbeit
GTCCAGAGGCTTGCGAGA
GATGCCGAAAAAGCTGCAGG

VvMybA232 2 - diese Arbeit
GTGTTTGGGGTTTTTTTCTC
TAACACATTGTGGATGGAACTCAT

VVUFGT 16 VIT_16s0039g02230 Ali et al. (2011)

ACCTTCAATTCTCACTCCAATCTC

CCAAGTTTTCGGGAAGTAAATG
VVF3'H 17 bindet VWF3'H Cluster  Mu et al. (2014)
TACCCCTTGAGAATCATCGTTT

GCATGGATGCAGTTAAGTAGAAAA
VVF3'5'H 6 bindet WWF3'5'H Cluster Mu et al. (2014)
ATATGGCTTGGTGGTAGAATGAAACGA

GAGAGCAGGCAGAGTCCATC
VVOMT 1 bindet WWOMT Cluster  Mu et al. (2014)
CACCATAAGCAAACCCTAAACC

2.2.8. HPLC-DAD-Analyse der Anthocyane

Zur Bestimmung der Anthocyankonzentration sowie —komposition in Blattern von
Gewachshauspflanzen (‘Teinturier’-Klone) und reifen Beeren (Farbmutanten und
Farberreben) wurden Anthocyanextrakte nach Failla et al. (2014) hergestellt. Jeweils
zehn reife Beeren (mindestens 70 °Oe) aus dem mittleren Bereich von drei
sonnenexponierten Trauben wurden fur alle untersuchten Sorten gesammelt und
gewogen. Die Beerenhaute wurden vom Fruchtfleisch getrennt, erneut gewogen und
gefriergetrocknet (fur die Analyse der Farberreben wurde das Fruchtfleisch zusatzlich
bearbeitet). Im Falle der Blattproben wurden jeweils vier bis sechs Blatter eines
Stupfers entfernt, gewogen und gefriergetrocknet.

Alle getrockneten Proben wurden fein gemodrsert und jeweils 0,02 - 0,12 ¢
Beerenmaterial (0,08 — 0,15 g Blattmaterial) in 10 ml einer EtOH:H,0:HCI-Lésung
(70:29:1) uber Nacht schuttelnd bei 100 rpm zur Extraktion eingesetzt. Die Extrakte
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wurden am nachsten Tag 10 min bei 11.000 rpm zentrifugiert und 50 pl des
Uberstandes in der HPLC verwendet.

Die Analyse der Anthocyane wurde mit einem Agilent 1100/1200 Series HPLC
System einschlieBlich eines Diode-Array Detektors (DAD) nach der OIV-MA-AQ315-
11 Methode (OIV, 2007) durchgefuhrt. Verwendet wurde eine LiChrospher 100 RP
18 (5 ym) Saule in LiChroCart 250-4 und eine LiChroCart 4 mm RP 18 Vorsaule. Ein
Gradient bestehend aus Solvent A (H20 / Ameisensaure / Acetonitril, 87:10:3, v/v/v)
und Solvent B (H20 / Ameisensaure / Acetonitril, 40:10:50, v/v/v) wurde bei einer
Flussrate von 0,4 mL/min und einer konstanten Saulentemperatur von 20 °C wie folgt
eingesetzt: 94-70% A von 0 bis 15 min, 70-50% A von 15 bis 30 min, 50-40% A von
30 bis 35 min, 40-94% A von 35 bis 41 min und ein letzter Schritt von 94% A zur
Equilibrierung der Saule von 41 bis 50 min (entsprechend Solvent B bis 100 %). Die
Detektion der Anthocyane erfolgte bei 520 nm. Eine Quantifizierung wurde anhand
der Flachensumme (,peak area“) durchgefuhrt. Die Anthocyankonzentration wurde
dabei anhand eines Malvidin-3-O-glucosid Standards und einer Kalibrierungskurve
(R? = 0,99) berechnet (Chandra et al., 2001). Die Identifizierung der einzelnen
Anthocyan-Peaks erfolgte nach Kammerer et al. (2005) und De Rosso et al. (2012).

2.2.9. Statistische Auswertungen

Zur Berechnung der statistischen Signifikanzen der Anthocyan- sowie
Expressionsdaten wurde die Software R (Venables & Smith, 2005) verwendet. Dazu
wurde entweder der Student’'s T-Test sowie TukeyHSD (Tukey’s Honest Significant
Difference method) oder ein nichtparametrischer Permutationstest angewendet. Die
Berechnung des nichtparametrischen Permutationstests, der speziell fur Daten ohne
Normalverteilung und Varianzhomogenitat geeignet ist, erfolgte mit dem Package
~,npmv“ (Burchett et al., 2017).
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3. Ergebnisse

3.1. Die Farbmutanten weil3beeriger Qualitatsrebsorten
3.1.1. Sortenechtheitstberprufung

Die Sortenechtheit (engl. trueness-to-type) ist Voraussetzung fur die Sicherung der
genetischen Diversitat zur Vermeidung von Generosion. Daruber hinaus ist die
korrekte Identifikation von Rebsorten und Klonen flr die Zichtung und insbesondere
fur die Forschung von grundlegender Bedeutung. So befinden sich neben
Synonymen und Homonymen ca. 10 % Bezeichnungsirrtimer in den weltweiten
Rebsortimenten (Dettweiler, 1991). Um die Sortenechtheit der in diesem Projekt
untersuchten Farbmutanten sicherzustellen, wurde deshalb der genetische
Fingerabdruck der neun SSR-Marker des VIVC (Vitis International Variety Catalogue;
http://www.vivc.de/) erhoben (siehe Tabelle 7) und zusatzlich ein ampelographischer
Abgleich durchgefuhrt. Alle getesteten Farbmutanten zeigten im Vergleich zu den
weillbeerigen Ursprungssorten ein identisches genetisches Profil und konnten
folglich als sortenecht bestatigt werden. Dies stellte die Grundlage aller

weiterfihrenden Arbeiten dar.

Tabelle 7: Genetisches Profil der untersuchten Qualitatssorten sowie deren Farbmutanten.

N 2 = & N & & e 2

Leitname ‘é’ = = % % % % g §’

> > S S S S > >
Elbling Weil} 143:151 240:242 249:257 249:255 180:190 228:234 240:272 194:204 237:245
Elbling Rot 143:151 240:242 249:257 249:255 180:190 228:234 240:272 194:204 237:245
Kerner 151:155 228:238 247:257 241:249 186:190 228:236 272:272 194:194 239:245
Kernling 151:155 228:238 247:257 241:249 186:190 228:236 272:272 194:194 239:245
Muller-Thurgau Weil} 143:151 228:230 247:257 249:255 182:182 234:244 252:252 194:194 243:245
Muller-Thurgau Rot 143:151 228:230 247:257 249:255 182:182 234:244 252:252 194:194 243:245
Rauschling Weil 143:151 236:240 243:249 249:255 182:190 218:246 272:272 188:204 243:245
Rauschling Rot 143:151 236:240 243:249 249:255 182:190 218:246 272:272 188:204 243:245
Riesling Weil} 143:151 228:236 249:257 249:255 182:190 228:234 252:272 194:204 243:245
Riesling Rot 143:151 228:236 249:257 249:255 182:190 228:234 252:272 194:204 243:245
Riesling Rot Riickmutante 143:151 228:236 249:257 249:255 182:190 228:234 252:272 194:204 243:245
Silvaner Grin 151:153 228:234 243:247 241:249 190:195 228:236 272:272 188:204 249:251
Silvaner Rot 151:153 228:234 243:247 241:249 190:195 228:236 272:272 188:204 249:251
Silvaner Blau 151:153 228:234 243:247 241:249 190:195 228:236 272:272 188:204 249:251
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3.1.2. Erstellung von homozygoten Selbstungslinien am Farblokus

In vorangegangenen Studien Uber Farbmutanten weilRbeeriger Rebsorten konnten
die zur Farbe fihrenden Mutationen identifiziert und beschrieben werden (Azuma et
al., 2009; Giannetto et al., 2008; This et al., 2007). Jedoch wurden viele Farbklone
entweder nicht untersucht oder die Mutation konnte nicht gefunden werden. Ein
mdglicher Grund dafir ist, dass die untersuchten Farbmutanten am Farblokus
heterozygot sind und die nicht mutierte, weille Haplophase vor allem bei PCR-
Analysen zu Interferenzen fuhren kann. Deshalb wurden zu Beginn des Projektes die
untersuchten Farbmutanten mittels freier Abbllite geselbstet und anschlieRend auf
Homozygotie am Farblokus selektiert. Folglich konnte erst ruckwirkend nach den
Analysen festgestellt werden, auf welchen Haplophasen die entsprechenden
Mutationen lagen. Als weiterer Vorteil kann, aufgrund der Homozygotie am
Farblokus, auf eine Klonierung zur Trennung der Haplophasen verzichtet und
aufgereinigte PCR-Produkte kdénnen direkt zur Sequenzierung verwendet werden.
Das Vorgehen zur Selektion dieser homozygoten Selbstungslinien mittels SSR-

Markern ist in Abbildung 15 dargestellt.

A Farbmutante B chromosom >
(bp]
weilkes Allg| =—  — 0 stan
rotes Alel — I —
Selbstung
/ ‘ \ 8128449 -] |- vMCaB11
8222941 -7 [~ VMC5GT
13998165 | |- GF02-55
_—_ _—_ 14240000 — |~ Beerenfarblokus
16086719 ——— GF02-50
homozygot heterozygot homozygot S | I
weild rot 18270888 —|-— VMC7G3

18779844 ——— Ende

Abbildung 15: Schematisches Vorgehen zur Selektion von homozygoten Selbstungslinien am
Farblokus. (A) Schema der Haplotypen-Aufspaltung am Farblokus einer Selbstungslinie. (B)
Schematische Darstellung von Chromosom 2 mit den zum Screening der Selbstungslinien
verwendeten SSR-Markern. Die Positionen der SSR-Marker sowie des Beerenfarblokus sind
relativ zum Referenzgenom PN40024 (12x) angegeben (vgl. Tabelle 8).

Der eigentliche Farblokus liegt zwischen den Markern GF02-55 und GF02-50. Die

Sorten "Elbling” sowie ‘Silvaner” zeigten dabei jeweils, bezogen auf das
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Referenzgenom PN40024 (12x), unterhalb (3'-Ende) des Farblokus homozygote
Allele, so dass ein Screening der Nachkommen nur oberhalb (5-Ende) des
Farblokus stattfinden konnte (siehe Tabelle 8). Der Marker GF02-55 liegt ca. 180 kb
vor Beginn des Farblokus. Eine eventuelle Rekombination innerhalb dieser
verhaltnismaRig kleinen Region sollte daher selten auftreten. Zur Absicherung
wurden deshalb mehrere Genotypen selektiert, um alle Eventualitaten einer
maoglichen Rekombination bei spateren Analysen ausschliel3en zu kdnnen. Die Sorte
"Kerner” mit dem Farbklon "Kernling” zeigte jedoch bei allen untersuchten SSR-
Markern homozygote Allele, so dass in der Selbstungslinie kein optimales Screening
hatte durchgefuhrt werden konnen und folglich auf eine Selbstung verzichtet wurde.
Des Weiteren konnte auch "Muller-Thurgau Rot" nicht geselbstet werden, da diese
Farbmutante erst seit 2015 am Institut war und die jungen Pflanzen noch nicht
blihten. Da bei der Weinrebe eine starke Inzuchtdepression vorliegt (Mullins et al.,
1992), wurde bei der Selektion der Samlinge besonders auf ein gesundes Wachstum
geachtet.

Tabelle 8: SSR-Markerprofil entlang Chromosom 2 der untersuchten Ausgansgssorten.

Homozygote Bereiche einzelner Sorten, die sich nicht zum Screening von homozygoten
Selbstungslinien geeignet haben, sind rot hinterlegt.

5 5 8 8 ¥ 3
Leitname 8 § % § g g Zuﬁztrﬁ:‘;nrm' Bemerkung
S s o o s s
Elbling WeiRt 89:104 198:216 215:217 | 160:160 147:147 114:114
Elbling Rot 89:104 198:216 215:217 | 160:160 147:147 114:114  2014-267
Kerner 89:89 216:216 215:215 160:160 147:147 114:114 kein Screening
Kernling 89:890 216:216 215:215 160:160 147:147 114:114 maglich
Miiller-Thurgau WeiRy 78:104 192:198 215217 160:182 143:147 114:136 erst seit 2015
Miiller-Thurgau Rot 78:104 192:198 215:217 160:182 143:147 114:136 am Institut
Rauschling Weilt 89:104 198:216 215:217 160:182 143:147 114:136
Réauschling Rot 89:104 198:216 215:217 160:182 143:147 114:136  2014-268
Riesling Weil3 89:104 198:216 215:217 160:182 143:147 114:136  2013-321
Riesling Rot 89:104 198:216 215:217 160:182 143:147 114:136  2013-322
Riesling Rot Riickmutante ~ 89:104  198:216 215:217 160:182 143:147 114:136  2014-271
Silvaner Griin 89:104 198:216 215:217 | 160:160 147:147 114:114
Silvaner Rot 89:104 198:216 215:217 | 160:160 147:147 114:114  2014-270
Silvaner Blau 89:104 198:216 215:217 | 160:160 147:147 114:114  2014-269
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3.1.3. Die spezifischen Mutationen am Farblokus
3.1.3.1. ‘Muller-Thurgau Rot” und "Silvaner Rot’

Zu Beginn wurden alle untersuchten Farbmutanten auf bereits aus der Literatur
bekannte Mutationen Uberpruft (Lijavetzky et al., 2006; Pelsy, 2010). Dabei konnte
fur die Sorten "Muller-Thurgau Rot™ und "Silvaner Rot" die bisher meist gefundene
Mutation identifiziert werden (siehe Abbildung 16). Beide Sorten besitzen das schon
von Kobayashi et al. (2004) beschriebene MybAlb-Allel.

A

b
MybA1a ')»
VvmybA1
Gret1 (nicht exprimiert)
_2_ [
MybA1b

VvmybA1

(exprimiert)

Gret1-LTR

MR MTWMTR SG SR SB

I

2500bp
2000bp

1500bp |8
1200bp |8

1675bp

Abbildung 16: Die Mutation von “Miller-Thurgau Rot” und ‘Silvaner Rot". (A) Schematische
Darstellung des nicht funktionellen Allels MybAla und des funktionellen Allels MybA1lb mit den
zum Nachweis verwendeten Primern nach Kobayashi et al. (2004). (B) Positives MybA1b-PCR-
Ergebnis fir "Miller-Thurgau Rot” und “Silvaner Rot". Als Positivkontrolle fiir das MybAlb-Allel
wurde "Muskateller Rot” (Giannetto et al., 2008) verwendet. MR = "Muskateller Rot; MTW =
"Muller-Thurgau WeilR"; MTR = "Muller-Thurgau Rot"; SG = “Silvaner Griin“; SR = "Silvaner Rot’;
SB = ‘Silvaner Blau”; K = Kontrolle ohne DNA; Balken geben jeweils die Haplotypen am
Farblokus wieder (gelb = weil3es Allel, rot = rotes Allel).

Der Primer b bindet dabei vor (5°) dem Retrotransposon Gretl und der Primer c
ungefahr in der Mitte von VvmybAl. Auf dem weillen Allel wirde diese

Primerkombination zu einem Produkt von Gber 11 kb fihren und ist folglich in einer
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normalen PCR nicht darstellbar. Auf dem mutierten MybAlb-Allel (Gretl wurde
herausgeschnitten) befindet sich jedoch nur noch das 824 bp grole LTR (Long
Terminal Repeat) und ermdglicht den Nachweis in einer PCR (Bandengrofie: 1675
bp). Da sich somit der getrennte VvmybA1-Promotor wieder in raumlicher Nahe zum
Strukturgen befindet, ermdglicht diese Konstitution die Expression von VvmybA1l und
folglich die Farbbildung. "Silvaner Blau™ und die anderen Farbmutanten hingegen
besitzen diese Mutation sowie die anderen in der Literatur beschriebenen Mutationen

nicht.

3.1.3.2. 'Elbling Rot’

Nachdem bisherige Arbeiten sich hauptsachlich auf die Analyse von VvmybAl
bezogen, wurde zur Charakterisierung der Mutation auch VvmybA3 untersucht, da
schon fur die Sorte 'Benitaka” (Farbmutante von ‘ltalia’) eine Farbmutation mit
Beteiligung von VvmybA3 (Rekombination mit VvmybAl) nachgewiesen werden
konnte (Azuma et al., 2009). Die Amplifikation von VvmybA3 mittels PCR flhrte im
Falle von "Elbling Rot” zu einer Doppelbande (siehe Abbildung 17). Die obere neue

Bande lag dabei etwa 250 bp Uber der erwarteten Bande fur VvmybA3.

A Prom_MybA3_f 3'MybA3_rev
VvmybA3 VvmybA 1 VvmybA2
(nicht funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (nicht funktionell)
EW ER ERXER
| Il K
"Elbling Rot”

~ 330bp  72bp
Uberlappung Uberlappung

VvmybA313

(funktionell)

Abbildung 17: Die Mutation von CElbling Rot”. (A) Schematische Darstellung des
urspringlichen weilen Farblokus mit den zum Screening von VvmybA3 verwendeten Primern.
(B) PCR-Ergebnis fir "Elbling Rot” sowie der homozygoten Selbstungslinie. EW = “Elbling
Weil3’; ER = 'Elbling Rot”; ERXER = homozygote Selbstungslinie von ‘Elbling Rot’; K =
Kontrolle ohne DNA; Balken geben jeweils die Haplotypen am Farblokus wieder (gelb = weil3es
Allel, rot = rotes Allel). (C) Schematische Darstellung der in "Elbling Rot” gefundenen mybA-
Genvariante VvmybA313 anhand Amplikon-Sequenzierung.

39



Ergebnisse

Anhand der Amplifikation in den homozygoten Selbstungen wurde das Fragment
sequenziert (2187 bp), und konnte als eine neue mybA-Genvariante identifiziert
werden (siehe Abbildung 17C). Durch Rekombination groRer Teile des funktionellen
ORF von VvmybAl mit dem nicht funktionellen Bereich von VvmybA3 wurde ein
grolerer Bereich ersetzt. Hierbei kdnnen zwei Uberlappende Bereiche (jeweils 330
bp und 72 bp) aufgrund der identischen Sequenz von VvmybAl und VvmybA3 in
dem Bereich nicht eindeutig einem Genursprung zugewiesen werden. Das in
VvmybA3 auftretende frihe Stopcodon ist in dieser Variante nicht mehr vorhanden,
so dass hier ein funktionelles Protein entstehen kann, um anschlieRend die

Anthocyanbildung Uber die Induktion von VVUFGT einzuleiten.

3.1.3.3. 'Kernling” und "Réauschling Rot’

In den Sorten ‘Kernling” und ‘Rauschling Rot” konnten rein anhand von
Grolenunterschieden mittels PCR keine Unterschiede am Farblokus identifiziert
werden, jedoch flhrte die Sequenzierung des VvmybA2-Amplikons zur Identifikation
zweier neuer VvmybA2-Allelvarianten (siehe Abbildung 18). Die Sequenzierung des

Allels von "Rauschling Rot" erfolgte auch hier Gber die homozygote Selbstungslinie.

A PromMybA2_2_f 3'MybA2_2_rev
VvmybA3 VvmybA1 VvmybA2
(nicht funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (nicht funktionell)

C "Réuschling Rot”’
_157bp _ 266bp
Uberlappung Uberlappung
VvmybA232a
(funktionell)
‘Kernling”
78Dy _ 266bp
Uberlappung Uberlappung
§§§§§E 3369bp
2500b;
20006p VvmybA232b

(funktionell)

Abbildung 18: Die Mutation von “Kernling” und "Rauschling Rot". (A) Schematische Darstellung
des ursprunglichen weien Farblokus mit den zum Screening von VvmybA2 verwendeten
Primern. (B) PCR-Ergebnis fur "Kernling” und "Rauschling Rot". K = 'Kerner’; KL = “Kernling’;
Raw = "Rauschling Weil}"; R4R = "Réauschling Rot’; K = Kontrolle ohne DNA; Balken geben
jeweils die Haplotypen am Farblokus wieder (gelb = weiles Allel, rot = rotes Allel). (C)
Schematische Darstellung der in “Kernling” und ‘Rauschling Rot” gefundenen mybA-
Genvarianten VvmybA323a und VvmybA232b anhand Amplikon-Sequenzierung.
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Da fur "Kernling” keine Selbstungslinie erstellt wurde, erfolgte die Identifikation der
Sequenz des Allels Uber Secondary peak calling anhand des sequenzierten
Amplikons beider Haplophasen. Da sich beide Sequenzen kaum unterscheiden
(siehe Anhang 4) und die urspringliche Sequenz bekannt war, konnte ohne
Schwierigkeiten die genaue Sequenz bestimmt werden. Beide Allelvarianten
(MybA232a und MybA232b) entstanden vermutlich durch einen vergleichbaren
Mechanismus des fur "Elbling Rot™ gefundenen Allels. Ein 5-Fragment des
VvmybA3-ORFs mit einem Teil des Promotors ersetzte durch Rekombination einen
Bereich der nicht funktionellen VvmybA2-Variante. Wie schon in Walker et al. (2007)
beschrieben, fihren im Falle der nicht funktionellen Variante von VvmybA2 beide
Mutationen wahrscheinlich in Kombination zu einem nicht funktionellen Protein.
Durch die Mutation in "Kernling” und "Rauschling Rot” wird nur die Mutation im 5°-
Bereich komplementiert, so dass hier wahrscheinlich ein teilfunktionelles Protein
entstehen kann. Generell unterscheiden sich beide Allele dabei nur durch die Lange
des ersetzten Bereiches des Promotors. In der "Kernling’-Sequenz befindet sich
dabei eindeutig ein VvmybA3-Fragment. In 'R&uschling Rot" hingegen ist aufgrund
der grof3en Sequenzhomologie von VvmybA2 und VvmybA3 im Promotorbereich ein
VvmybA3-Fragment nicht zwingend vorhanden. Die komplette Sequenz des ORFs

beider Allele ist dabei identisch.

3.1.3.4. 'Riesling Rot” und "Silvaner Blau”

Zu Beginn konnte fur 'Riesling Rot” und "Silvaner Blau™ trotz der Analyse von
VvmybAl, VvmybA2 und VvmybA3 keine Mutation am Farblokus gefunden werden.
Jedoch konnten durch die gleiche Analyse der homozygoten Selbstungslinien
Bereiche am Farblokus identifiziert werden, die in einer Haplophase nicht mehr
nachgewiesen werden konnten (siehe Abbildung 19B Primerkombination 1+2 sowie
3+4). Es fehlte jeweils der hintere 3'-Bereich von VvmybA3 sowie der vordere Gretl-
bezogene 5'-Bereich von VvmybAl. Da gerade bei einem Gen der vordere und bei
einem anderen Gen der hintere Bereich nicht nachweisbar waren, wurde mit der
Primerkombination 5+6 auf eine komplette Rekombination beider Varianten innerhalb
des Lokus getestet (siehe Abbildung 19B Primerkombination 5+6). Diese
Primerkombination liegt auf der Referenzsequenz PN40024 (12x) ca. 70 kb

auseinander und fuhrte aber in ‘Riesling Rot’, ‘Silvaner Blau” sowie den
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homozygoten Selbstungen jeweils in einer Haplophase zu einem PCR-Produkt.
Aufgrund der grof3en Homologie der VvmybA-Gene innerhalb des Farblokus, wurde
durch diese Primerkombination auch das MybAlb-Allel von Silvaner Rot’
amplifiziert, was jedoch durch die GréRenunterschiede differenziert werden kann
(siehe Abbildung 19B Primerkombination 5+6).

A Distanz 5-6 auf Referenzsequenz: 70579bp

5 3 4 6

Prom_MybA3_f 3'MybA3_f 3'MybA3_rev a c 3'MybA1_rev
1 -
VvmybA3 VvmybA1 VvmybA2
(nicht funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (nicht funktionell)

B 142 3+4

RWRR RRxRR SG SR SB SBxSB RWRR RRxRR SG SR SB SBxSB

1 11 1| 11l K 111l 1| [

e
5+6

RWRR RRxRR SG SR SB SBxSB

1111 | 11l K

‘Riesling Rot" / “Silvaner Blau’
109bp

Uberlappung

VvmybA31

(funktionell + exprimiert)

Abbildung 19: Die Mutation von ‘Riesling Rot” und ‘Silvaner Blau’. (A) Schematische
Darstellung des ursprunglichen weilen Farblokus mit den zum Screening verwendeten
Primern 1-6. (B) PCR-Ergebnisse fur "Riesling Rot” und "Silvaner Blau” sowie den homozygoten
Selbstungslinien fir die PCR-Kombinationen 1+2, 3+4 sowie 5+6. RW = "Riesling Weil}"; RR =
"Riesling Rot”; RRXRR = homozygote Selbstungslinie von "Riesling Rot”; SG = "Silvaner Griin’;
SR = "Silvaner Rot"; SB = "Silvaner Blau’; SBxSB = homozygote Selbstungslinie von “Silvaner
Blau’; K = Kontrolle ohne DNA; Balken geben jeweils die Haplotypen am Farblokus wieder
(gelb = weilBes Allel, rot = rotes Allel). (C) Schematische Darstellung der in "Riesling Rot” und
“Silvaner Blau” gefundenen mybA-Genvariante VvmybA31 anhand der Sequenzierung des
Amplikons der Primerkombination 5+6.

Die Sequenzierung der Amplikons (2097 bp) aus "Riesling Rot” und "Silvaner Blau”
fuhrte jeweils zur gleichen neuen mybA-Genvariante, die aufgrund ihrer Struktur
VvmybA31 genannt wurde. Durch komplette Rekombination von VvmybAl und
VvmybA3 entstand hier eine Allelvariante bei der sich der ORF nur durch eine

42



Ergebnisse

Punktmutation vom ursprianglichen VvmybA1-ORF unterscheidet (siehe Anhang 3).
Der komplette Promotorbereich stammt jedoch von VvmybA3. Da nachweislich
bestimmte Bereiche der mutierten Haplophase in beiden Farbmutanten fehlten,
wurden SSR-Marker entwickelt, die speziell den Bereich zwischen VvmybAl und
VvmybA3 abdeckten. Die Analyse ergab, dass in beiden Sorten der komplette
Bereich zwischen VvmybAl und VvmybA3 zu fehlen schien (siehe Tabelle 9). Alle
vier Marker (GF2-68, GF2-69, GF2-70, GF2-72) die zwischen VvmybAl und
VvmybA3 amplifiziert werden, konnten jeweils in den homozygoten Selbstungen mit
Mutation nicht nachgewiesen werden. Da "Riesling Rot” sowie "Silvaner Blau” jeweils
noch heterozygot die nicht funktionelle Variante besitzen, konnte dies folglich dort
nicht nachgewiesen werden. Zusatzlich konnte festgestellt werden, dass in der
Selbstungslinie der ‘Riesling Rot’-Rickmutante der fehlende Bereich wieder
nachweisbar ist. Deshalb ist davon auszugehen, dass durch die Ruckmutation zu
weil} die ursprungliche Konstitution am Farblokus wieder hergestellt wurde.

Tabelle 9: Uberpriifung des in "Riesling Rot” und “Silvaner Blau” nicht mehr vorhandenen

Bereichs (= Deletion) des roten Allels mittels SSR-Markern. SSR-Marker von links nach rechts
geben die relative Position entlang des Farblokus wieder.

- (]
Homozygote 3 S p < 3 3 4 N % 2 g
Selbstungs- Genotyp § % 'g 'g, § § § § > % %
linie von 0} T} S 2 0} © o O 2 S >
Riesling Weily 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
Riesling Rot 286 385 X X 390 451 424 248 X 294 148
2013-322-05 286 385 x - - 204 148
2013-322-06 286 385 X - . . . . 204 148
B 2013-322-07 286 385 X - - - - - . 204 148
jou 2013-322-08 286 385 X - - - - - - 294 148
@ 2013-322-09 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
4 2013-322-10 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2013-322-11 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2013-322-12 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2014-271-1 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2014-271-2 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
5 % 2014-271-3 286 385 - X 390 451 424 248  x 294 148
23 2014-271-4 286 385 - x 390 451 424 248 x 204 148
§ ¥ 2014-271-5 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
¥y 2014-271-6 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2014-271-7 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2014-271-8 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
Silvaner Griin 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
Silvaner Blau 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
Silvaner Rot 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
2014-269-1 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
g 2014-269-2 286 385 - X 390 451 424 248 X 294 148
5 2014-269-3 286 385 X - - - - - - 294 148
S 2014-269-4 286 385 X - - - - - 294 148
= 2014-269-5 286 385  x ; ] ) ) ] . 204 148
2014-269-6 286 385 x - - - - - - 204 148
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Um das komplette mutierte Allel auf Sequenzebene darzustellen, wurde eine BAC-
Bank fur "Riesling Rot” erstellt, BAC-Klone mit den entsprechenden Haplophasen (rot
und weil) wurden am Farblokus selektiert und mit MiSeq (2x250 bp paired-end
reads, ca. 100x Coverage) sequenziert. Die Sequenzierung des ,roten“ BACs
bestatigte die vorangegangenen Ergebnisse. Der komplette Bereich zwischen
VvmybAl und VvmybA3 fehlt in der mutierten Haplophase in "Riesling Rot™ (siehe
Abbildung 20).

VvmybA3 §§§

(nicht funktionell) 55

VVNTME

Gret1 VvmybA1 2 vumybA2
(nicht exprimiert) %% (nicht funktionell)

VVNTMS
GF-02-68

o ’ Rekombination

rotes Allel
VvmybA31 o8e  VvmybA2

o

= o~

g (funktionell + exprimiert) %Eﬁ (nicht funktionell)
[o10]

VVNTMS5
SNP 2
SNP 1

Abbildung 20: Schematische Darstellung der beiden Haplophasen am Farblokus von "Riesling
Rot” anhand einer BAC-Sequenzierung. Die zum Screening verwendeten SSR-Marker sowie
SNPs im Vergleich zur Referenzsequenz PN40024 (12x) sind angegeben. Die gestrichelten
Linien zeigen die eventuelle Rekombinationsstelle an.

Die genaue Lage sowie die Positionen der gefunden SNPs im Vergleich zur
Referenzsequenz PN40024 (12x) ist in Anhang 2 aufgefuhrt. Fur "Silvaner Blau” liegt
hierzu keine Sequenzinformation vor, jedoch zeigte "Silvaner Blau® die gleiche
Mutation sowie die gleichen, durch SSR-Marker zwischen VvmybAl und VvmybAS3,
nachgewiesenen Licken, so dass auch hier von einer identischen Struktur des Lokus
ausgegangen werden kann. Die Sequenzierung des ,wei3en“ BACs zeigte keine
Unterschiede im Vergleich zur Referenzsequenz PN40024 (12x) (siehe Anhang 1).
Die zwei gefundenen Mutationen befinden sich beide in repetitiven Elementen, die
durch die Verrechnung der MiSeq-Rohdaten zustande gekommen sein kénnten, und
wurden deshalb nicht weiter beachtet. Zusammenfassend ist zu sagen, dass im
Gegensatz zu den bisher gefundenen Mutationen es im Falle von "Riesling Rot” und
“Silvaner Blau” zu einer kompletten Neustrukturierung des Farblokus kam, der nun
ca. 69 kb kurzer ist im Vergleich zur ursprunglichen Haplophase, was madglicherweise

in Zusammenhang mit den beobachteten Rickmutationen steht.
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3.1.3.5. Vergleichende Sequenzanalysen

Die gefundenen Allele der Farbmutanten konnten anhand des Hauptanteils des
ORFs in VvmybA1l- sowie VvmybA2-bedingte Mutationen gruppiert werden. So ist die
putative Aminosauresequenz des MybA313-Allels aus "Elbling Rot” identisch zu dem
in 'Riesling Rot” und "Silvaner Blau” gefundenen MybA31-Allel (siehe Abbildung
21A), obwohl der Mutationsursprung verschieden ist und die komplette Gensequenz

deutlich mehr Mutationen aufweist (siehe Anhang 3).
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Abbildung 21: Aminosauresequenz-Alignments der mutierten mybA-Genvarianten. Intron-
Exon-Strukturbestimmung anhand Kobayashi et al. (2004) und Wong et al. (2016). Unterschiede
sowie Stopcodons sind rot hinterlegt. (A) Alignment der mybA1l-Genvarianten aus Silvaner
Rot” (SR), 'Elbling Rot” (ER), 'Riesling Rot” (RR) und “Silvaner Blau” (SB). (B) Alignment der
mybA2-Genvarianten aus ‘Rauschling Rot” (R4R) und “Kernling” (KL) im Vergleich zur nicht
funktionellen Variante MYBA2w und zur funktionellen Variante MYBAZ2r (Walker et al., 2006).
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Beide Sequenzen weisen im Verhaltnis zur MYBA1b-Sequenz aus "Silvaner Rot” nur
eine Mutation auf. An Position 12 der Aminosauresequenz befindet sich bedingt
durch eine Punktmutation ein T (Threonin) anstatt eines | (Isoleucin). Da diese
Mutation in der R2-Doméane auch in der funktionellen MYBAZ2r-Variante von
"Cabernet Sauvignon” zu finden ist (siehe Abbildung 21B), sollte diese Mutation
keinen Einfluss auf die Funktionalitat des Proteins haben. Die gefundenen VvmybA2-
bezogenen Mutationen aus ‘Rauschling Rot” (VvmybA232a) und ‘Kernling’
(VvmybA232b) weisen in ihrer Aminosauresequenz  zueinander keine
Veranderungen auf, jedoch unterscheiden sie sich an zwei Stellen zur Sequenz von
der ursprunglichen Variante MYBA2w. An Position 2 E (Glutaminsaure) zu K (Lysin)
sowie an Position 44 L (Leucin) zu R (Arginin). Letztere Mutation steht in
Zusammenhang mit der nicht-Funktionalitat von MYBA2w (Walker et al., 2007).
Beide Veranderungen sind auch in der funktionellen MYBAZ2r-Variante von “Cabernet
Sauvignon” zu finden und stehen folglich in direktem Zusammenhang mit der
Wiederherstellung der Funktionalitat von MYBA232a und MYBA232b. Zur MYBAZ2r-
Variante gibt es, bis auf den Verlust der C-terminalen Domane (CR2), nur einen
Unterschied in der Aminosauresequenz an der Position 193 E (Glutaminsaure) zu D

(Asparaginsaure).

3.1.3.6. Haplophasenzusammensetzung

In den vorangegangenen Analysen wurde jeweils direkt nach Mutationen am
Farblokus gesucht, die in Zusammenhang mit der Farbbildung standen. Jedoch
konnte nicht ausgeschlossen werden, dass mogliche unentdeckte SNPs oder
kleinere Indels, besonders im Falle von VvmybA2 und VvmybA3, die zur
Funktionalitat hatten fihren konnen, zusatzlich auftreten. Deshalb wurden mit Hilfe
der homozygoten Selbstungslinien die drei mybA-Gene beider Haplophasen
sequenziert, um so die kompletten Haplotypen darstellen zu konnen (Abbildung 22).
Dabei konnte bestatigt werden, dass alle untersuchten Farbmutanten keine
zusatzlichen Mutationen in den mybA-Genen des Farblokus besitzen. Lediglich far
"Kernling” und "Mdller-Thurgau Rot” kann, da keine homozygoten Selbstungslinien
erstellt wurden, nicht ausgeschlossen werden, dass auf einer Haplophase gewisse

Bereiche (analog zu "Riesling Rot” und "Silvaner Blau”) fehlen. Jedoch ist nicht davon
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auszugehen, da die jeweils vergleichbaren Mutationen in "Rauschling Rot” und

“Silvaner Rot™ auch zu keiner strukturellen Veranderung des Lokus gefuhrt haben.

urspriingliche

Haplophase
VvmybA3 VvmybA1 VvmybA2
(nicht funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (nicht funktionell)
“Silvaner Rot”" /
"Miller-T. Rot”
VvmybA3 Gret1-LTR VvmybA1b VvmybA2
(nicht funktionell) (exprimiert) (nicht funktionell)
330bp 72bp
Uberlappung Uberlappung
“Elbling Rot”
VvmybA313 VvmybA1 VvmybA2
(funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (nicht funktionell)
108bp
P A . Uberlappung
Riesling Rot" /
*Silvaner Blau®
VvmybA31 VvmybA2
(funktionell + exprimiert) (nicht funktionell)
_ 157bp _ 266bp
Uberlappung Uberlappung
"Ré&uschling Rot”
VvmybA3 VvmybA1 VvmybA232a
(nicht funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (funktionell)
78bp 266bp
Uberlappung  Uberlappung
"Kernling’
VvmybA3 VvmybA1 VvmybA232b
(nicht funktionell) Gret1 (nicht exprimiert) (funktionell)

Abbildung 22: Ubersicht der kompletten Haplophasen in den untersuchten Farbmutanten
anhand Amplikon-Sequenzierungen. (A) Urspringliche Haplophase die in allen Farbmutanten
noch heterozygot vorhanden ist. (B) Schematische Darstellung der mutierten Haplophasen.

3.1.4. Abstammungsrichtungen

Eine zentrale Frage, die es in diesem Projekt zu beantworten galt, war die Klarung
der Abstammungsrichtungen, im Besonderen, aufgrund der Relevanz im deutschen
Weinbau, die der beiden "Riesling’-Varianten. Wohingegen bei den Neuzuchtungen
"Kerner” und “Mdller-Thurgau Weil3" eindeutig klar ist, dass die weilRen Formen
zuerst da waren, da die roten Formen erst Ende des letzten Jahrhunderts selektiert
wurden, war vor allem bei "Riesling Rot’, bedingt durch die haufig vorkommenden
Ruckmutationen zu weil3, die Abstammungsrichtung unklar. Durch die eindeutige
Zuweisung der jeweiligen Mutationen zu einer Haplophase war es moglich in den
untersuchten Sorten zu bestimmen, von welchem Elternteil diese Haplophasen
ursprunglich abstammen. Dazu wurden die SSR-Markerergebnisse, die fur das
Screening bzgl. der Uberprifung der Homozygotie am Farblokus erhoben wurden,

auch in den Eltern Gberprift, um eindeutig zu bestimmen, welche Haplophase jeweils
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von welchem Elternteil vererbt wurde. AulRer fur 'Rauschling Rot” konnte eindeutig
nachgewiesen werden, dass die Mutations-tragenden Haplophasen ursprunglich von
den bekannten weillbeerigen Vorfahren abstammen. Folglich mussten die weil3en
Varianten zuerst da gewesen sein, da fur die Elternsorten keine Farbmutanten mit
vergleichbaren Mutationen beschrieben sind, die durch Kreuzung die Mutationen

hatten vererben kdnnen (siehe Abbildung 23).
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Abbildung 23: Bestimmung der Abstammungsrichtungen der untersuchten Farbmutanten. (A)
Haplophasenzuordnung anhand der homozygoten Selbstungslinien mittels SSR-Markerdaten
entlang Chromosom 2. (B) Schematische Darstellung des "Riesling”-Stammbaums anhand der
bisherigen Ergebnisse.
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Hatte z.B. in 'Riesling Rot” die mutierte Haplophase vom zweiten unbekannten
Elternteil abgestammt, hatte nicht ausgeschlossen werden kdnnen, dass die Mutation
vererbt worden ware und folglich "Riesling Rot” zuerst dagewesen ware. Obwohl die
Abstammungsrichtung fur "Rauschling Rot" nicht eindeutig geklart werden konnte, da
die mutierte Haplophase vom unbekannten zweiten Elternteil abstammt, ist jedoch im
Verlauf der letzten Jahrhunderte ausschlieBlich von der weilRbeerigen Form die Rede
(Babo, 1844; Bock, 1595; Viala & Vermorel, 1905), so dass auch hier davon
auszugehen ist, dass die rote Form, analog zu "Kernling’, erst deutlich spater

entstand.

3.1.5. Genexpressionanalyse des Anthocyan-Biosynthesewegs

Zur Charakterisierung der jeweiligen Farbmutanten wurde Uberprift, ob die
gefundenen mutierten mybA-Genvarianten eine Reife-bedingte Expression zeigen
und wie sich die Expression auf weitere im Anthocyan-Biosyntheseweg befindliche
Gene auswirkt. Dazu wurden vier Wochen nach Véraison (erwartete maximale
Expression der mybA-Gene abgeleitet von Czemmel et al. (2012)) Beerenhautproben
der Farbmutanten und ihren weil3en Ursprungssorten genommen, RNA extrahiert
und mittels gRT-PCR die relative Expression bestimmt. Fur die VvmybAl-bezogenen
Allele MybAlb, MybA31 und MybA313 wurde ein Primerpaar entwickelt, das
spezifisch an alle drei VvmybAl-Varianten bindet. So konnte in einem Ansatz
bestatigt werden, dass vier Wochen nach Véraison in den Farbmutanten "Riesling
Rot’, "Elbling Rot’, 'Silvaner Blau” und ‘Silvaner Rot" die mutierten Allele im
Vergleich zu den weilden Ursprungssorten exprimiert werden (siehe Abbildung 24A).
Zur Analyse der VvmybA2-bezogenen Allele aus ‘Kernling” und "Rauschling Rot’
wurde ein Primerpaar entwickelt, das im 5-Bereich an VvmybA3 und im 3'-Bereich
an VvmybA2 bindet und folglich spezifisch fir den Expressionsnachweis dieser
Allelvarianten genutzt werden kann (siehe Abbildung 24B). In allen Fallen zeigten die
Farbmutanten eine signifikant erhdohte Expression der jeweiligen mutierten mybA-
Allele im Vergleich zu ihren weil3en Ursprungssorten. Dies spiegelte sich auch in der
relativen Expression von VVUFGT wieder, die auch in allen Farbmutanten signifikant
erhdoht war (siehe Abbildung 25) und mit der Expression der jeweiligen mutierten
Allele korrelierte (R? = 0,6739). Die Expression von VvmybA2 und VvmybA3 war

dabei stark sortenabhangig. Jedoch konnte im Falle von VvmybA3 in den
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Farbmutanten "Riesling Rot” und "Elbling Rot™ eine signifikant geringere Expression
festgestellt werden. Da beide Farbmutanten bedingt durch ihre Mutation bzgl. der
ursprunglichen VvmybA3-Variante heterozygot sind, ist dieses Ergebnis koharent.
Fur "Silvaner Blau” hingegen konnte diese Korrelation nicht nachgewiesen werden.
Dies ist wahrscheinlich auf die niedrige Expression von “Silvaner Grin” im Verhaltnis
zu “Silvaner Rot” zuruckzuflhren. Fur "Kernling” und "Rauschling Rot” ware auch, im
Verhaltnis zu den weilten Ursprungssorten, eine verringerte VvmybA2-Expression zu
erwarten gewesen, jedoch amplifiziert die verwendete Primerkombination als ,off-

target” auch die VvmybA232-Varianten beider Sorten.
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Abbildung 24: Genexpressionsanalyse der mutierten Allelvarianten durch gRT-PCR in der
Beerenhaut vier Wochen nach Véraison. Angegeben ist der Mittelwert von drei biologischen
Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen) mit dem Standardfehler. Eine
Normierung erfolgte auf das Referenzgen VVGAPDH sowie die relative Expression von
"Riesling Rot” (oben) und "Rauschling Rot” (unten). Ein Stern gibt die Signifikanz zwischen
Farbmutante und weil3beeriger Ursprungssorte an. Die Bestimmung erfolgte anhand eines
nichtparametrischen Permutationstests mit einem Signifikanzniveau von a = 0,05. RR =
"Riesling Rot”; RW = "Riesling Weil3"; ER = "Elbling Rot"; EW = "Elbling WeilR"; KL = 'Kernling’;
K = "Kerner’; RaR = "Réauschling Rot"; R&W = "Rauschling Weil}"; SB = "Silvaner Blau’; SR =
“Silvaner Rot’; SG = "Silvaner Griin’.

Betrachtet man die Expression von WF3'H, so konnte, wie in Bogs et al. (2006)
beschrieben, bestatigt werden, dass dieser Teil des Anthocyan-Biosynthesewegs,
der zu den helleren 3'-OH-Anthocyanen Cyanidin-3-O-glucosid und Peonidin-3-O-
glucosid fuhrt, auch in weilten Sorten aktiv war und die Expression sortenabhangig
deutlich variierte. Im Gegensatz dazu war die Expression von VWF3'5°'H, die zu den
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drei dunkleren 3‘5'-OH-Anthocyanen flhrt, nicht in den wei3en Sorten sowie "Elbling
Rot’, "Kernling” und 'Rauschling Rot” nachzuweisen. So war nur bei "Riesling Rot’,
“Silvaner Blau” und "Silvaner Rot” eine Expression feststellbar. Die Expression der O-
Methyltransferasen (VVOMT) hingegen, die den Umbau von Cyanidin-3-O-glucosid
zu Peonidin-3-O-glucosid sowie Delphinidin-3-O-glucosid zu Petunidin-3-O-glucosid
und Malvidin-3-O-glucosid bewerkstelligen, war nur in "Riesling Rot’, "Silvaner Blau’
und schwach in "Elbling Rot™ und ‘Silvaner Rot" nachweisbar jedoch nicht in

"Kernling” und "Rauschling Rot".
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3 3
g 5
@ 251 @ 251
i 8
& 27 5 24
> > *
W 15 w 154 *
g * g
£ 11 £ 11 X
& 051 $ o054
0 0
RR RW ER EW KL K R&RRaW SB SR SG RR RW ER EW KL K RaRRaW SB SR SG
61 mwF3H 61 mwWr3sH N
c 54 c 5
g k] x
B 44 @ 4.
o (&
I_% 31 5 3 -
2 24 2 24,
T * T
¢ ] |
0 - 0 4
RR RW ER EW KL K RaRRaW SB SR SG RR RW ER EW KL K R&aRRaW SB SR SG
21 m WUFGT 21 mwomT
1,8 1 1,8 4
c 16 - x c 16 4
2 144 % 2 144
(7] w
0 12 o 124
o o
g 1 * g 1
o 0384 % * > 081
£ 064 * £ 06 4 N
o 041 © 04
x 02+ X 02 - ¥ i X
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Abbildung 25: Genexpressionsanalyse des Anthocyan-Biosynthesewegs durch gRT-PCR in der
Beerenhaut vier Wochen nach Véraison. Angegeben ist der Mittelwert von drei biologischen
Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen) mit dem Standardfehler. Eine
Normierung erfolgte auf das Referenzgen VvVGAPDH sowie die relative Expression von
"Riesling Rot’. Ein Stern gibt die Signifikanz zwischen Farbmutante und weil3beeriger
Ursprungssorte an. Die Bestimmung erfolgte anhand eines nichtparametrischen
Permutationstests mit einem Signifikanzniveau von a = 0,05. RR = "Riesling Rot’; RW =
"Riesling Weil3"; ER = "Elbling Rot"; EW = "Elbling Weil3"; KL = 'Kernling”; K = Kerner’; R&R =
"Rauschling Rot”; RA&W = "Rauschling Weil3"; SB = “Silvaner Blau’; SR = "Silvaner Rot"; SG =
“Silvaner Grin’.
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3.1.6. Anthocyankonzentrationen und -profile

Schon vorangegangene Arbeiten zeigten, dass sich Rebsorten stark in den
Anthocyankonzentrationen sowie -kompositionen unterscheiden kénnen (Balik et al.,
2013; Liang et al., 2008; Mattivi et al., 2006). Gerade die roten Sorten wiesen dabei
eine grofRe Diversitat auf, jedoch konnten keine Korrelationen bzgl. der jeweiligen
Mutationen gezogen werden. In dieser Arbeit lieRen sich die gefundenen Mutationen,
aufgrund ihrer Struktur, grob in VvmybAl- oder VvmybA2-bezogene Mutationen
unterteilen. Anhand der Anthocyankonzentrationen sowie -kompositionen lieRen sich

beide Mutationstypen eindeutig unterscheiden (siehe Abbildung 26).
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Abbildung 26: Anthocyandaten der Beerenfarbmutanten lesereifer Beeren (mindestens 70 °Oe).
(A) Anthocyankonzentration mit "Pinot Noir” als Rotweinsorte zum Vergleich. Angegeben ist
der Mittelwert von drei biologischen Wiederholungen mit der Standardabweichung.
Signifikanzbestimmung anhand Student’s T-Test und TukeyHSD (Tukey’s Honest Significant
Difference method) mit * p < 0,05, * p < 0,01 und *** p < 0,001. DW = Dry Weight
(Trockengewicht). (B) Prozentuale Verteilung der Gesamtanthocyane in 3‘-OH-Anthocyane und
3‘56-OH-Anthocyane. (C) Anthocyanprofil. Cyan-3-Gly = Cyanidin-3-O-glucosid; Peo-3-Gly =
Peonidin-3-O-glucosid; Delph-3-Gly = Delphinidin-3-O-glucosid; Petu-3-Gly = Petunidin-3-O-
glucosid; Malv-3-Gly = Malvidin-3-O-glucosid; acyl = acylierte Anthocyane (acetyliert oder
coumaryliert).

Generell lagen die Anthocyankonzentrationen der Farbmutanten ca. um den Faktor
funf bis zehn niedriger im Vergleich zur Rotweinsorte "Pinot Noir’. Jedoch zeigten
alle Farbmutanten mit VvmybA1-bezogenen Mutationen ("Elbling Rot’, 'Riesling Rot’,
“Silvaner Blau’, "Silvaner Rot") eine signifikant erhdhte Anthocyankonzentration im
Vergleich zu den VvmybA2-bezogenen Typen ‘Kernling” und "Rauschling Rot” (siehe
Abbildung 26A). Dies spiegelte sich auch deutlich im Anthocyanprofil wieder. Die
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Beerenhautproben von "Kernling” sowie 'Rauschling Rot™ zeigten beide einen Anteil
von ca. 95% Cyanidin-3-O-glucosid und konnten folglich deutlich von den anderen
Farbmutanten unterschieden werden (siehe Abbildung 26C). Dies scheint fur diesen
Mutationstyp ein Alleinstellungsmerkmal zu sein und kdnnte zur ldentifizierung dieses
Mutationstyps gezielt eingesetzt werden.

Wie in Mu et al. (2014) beschrieben, korreliert die Expression von VvF3’5’H mit dem
Verhaltnis von 3-OH-Anthocyanen zu 3'6-OH-Anthocyanen. So steigt mit
zunehmender Expression von VvF3’5’H der Anteil an 3‘5-OH-Anthocyanen. Diese
Korrelation (R? = 0,8599) konnte auch fiir die Farbmutanten nachgewiesen werden
(siehe Abbildung 25: Relative Expression von VvF3’5°H sowie Abbildung 26B).

3.1.7. Herbstlaubfarbung durch das MybA1lb-Allel

Schon Trummer (1841) berichtete von der Herbstlaubfarbung von "Silvaner Rot” und
fUhrte es als zusatzliches Unterscheidungsmerkmal neben der Beerenfarbe auf, um
den Farbklon eindeutig von "Silvaner Grun" unterscheiden zu kdnnen. Anhand der
Herbstlaubbonitur verschiedener Farbmutanten stellte sich heraus, dass alle
Farbmutanten, die das MybAl1b-Allel tragen, rotgefarbtes Herbstlaub besalen (siehe
Abbildung 27). Dies scheint fur diesen Mutationstyp ein Alleinstellungsmerkmal zu
sein, so dass neben den VvmybA2-bedingten Mutationen aus ‘Kernling” und
"Rauschling Rot’, die sich anhand des Anthocyanprofils eindeutig unterscheiden
lieRen, auch diese Mutation relativ einfach erkannt werden kann. Sorten, die zwar
VvmybAl-bezogene Mutationen aufweisen, jedoch nicht das MybAlb-Allel, farbten
das Laub nicht. So lasst sich ‘Silvaner Blau” eindeutig von ‘Silvaner Rot’
unterscheiden. Da dieses Merkmal zuvor nicht bekannt war, kam es zu zwei
Falschbenennungen der gefarbten ‘Silvaner’-Klone innerhalb der deutschen
Sortimente. Im Zuge dieses Projektes konnten jedoch alle gefarbten "Silvaner” richtig
zugeordnet werden (siehe Anhang 6). Zurlckzufuhren ist die rote Herbstlaubfarbung
auf die MybAlb-bedingte VvmybAl-Expression, die z.B. in 'Silvaner Blau" nicht
nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 27C). Da das MybAlb-Allel aus
“Silvaner Rot” im Gegensatz zur MybA31-Variante aus "Silvaner Blau™ den VvmybA1-
Promotor aufweist, lasst sich daraus schlieRen, dass der VvmybA3-Promotor der
MybA31-Variante im Herbstlaub die Expression nicht induzieren kann.
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Abbildung 27: Rote Herbstlaubfarbung der Rebsorten mit MybA1b-Allel. (A) Herbstlaubfarbung
bekannter Sorten, die das MybA1lb-Allel besitzen. (B) Herbstlaubfarbung von “Silvaner Rot” im
Vergleich zu “Silvaner Blau” und “Silvaner Grin’. (C) VvmybA1l-Expression im Herbstlaub von
“Silvaner Rot” im Vergleich zu “Silvaner Blau” und “Silvaner Griin". Angegeben ist der Mittelwert
von drei biologischen Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen) mit dem
Standardfehler. Eine Normierung erfolgte auf das Referenzgen VVGAPDH sowie die relative
Expression von “Silvaner Rot” rotes Laub. Signifikanzbestimmung anhand Student’s T-Test
und TukeyHSD (Tukey’s Honest Significant Difference method) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und ***

p < 0,001.
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3.2. Farberreben (Teinturiers)
3.2.1. Mutation und Abstammung

Die als Farberreben bezeichneten Rebsorten zeichnen sich durch eine Rotfarbung
sowohl der Blatter als auch des Fruchtfleisches aus. Im Unterschied zu ublichen
Rotweinsorten, die ein ungefarbtes Fruchtfleisch aufweisen, fuhren diese Sorten zu
einem verhaltnismaRig stark gefarbten Most, der spater als sogenannter ,Deckwein®
zur Farbvertiefung bei farbschwachen Rotweinen eingesetzt werden kann. Die
Urspringe der Farberreben gehen auf die franzésische Sorte "Teinturier (du Cher)’
zuruck, die im 17. Jahrhundert im Gebiet um Orléans erstmals erwahnt wurde. Schon
Jeong et al. (2006) beschrieb, das der Ursprung der Mutation wahrscheinlich mit dem
Verlust der Gewebe-spezifischen Expression von VvmybA1l einher geht, jedoch ohne
eine konkrete Mutation gefunden zu haben. Da auch schon Galet (2000) erwahnte,
dass es mindestens zwei verschieden stark gefarbte "Teinturier’-Klone gibt, wurden
zur genetischen Untersuchung Blattproben von 15 Akzessionen aus den deutschen
sowie franzosischen Sortimenten bzgl. ihrer VvmybAl-Allele am Farblokus
analysiert. Dazu wurde eine Primerkombination verwendet, die neben dem
kompletten ORF auch ein grolReres Fragment des Promotors amplifiziert (siehe
Abbildung 28A). Alle 15 getesteten "Teinturier’-Klone zeigten in Blatt-DNA-Proben
drei verschiedene VvmybAl-Allele (siehe Abbildung 28B). Fur alle Klone konnte
jeweils das nicht funktionelle MybAla-Allel sowie das funktionelle MybAlc-Allel und
ein drittes unbekanntes Allel, das zudem innerhalb der Klone drei verschiedene
Grollen im Agarose-Gel zeigte, nachgewiesen werden. Das Auftreten von drei
anstatt von zwei Allelen am Farblokus wies dabei direkt auf eine periklinale Chimare
hin, wie schon fur "Pinot Gris” (Hocquigny et al., 2004) oder "Malian” beschrieben
(Walker et al., 2006). Deshalb wurden zur Uberpriifung von drei verschiedenen
"Teinturier’-Klonen Stecklinge hergestellt und der Test mit Wurzel-DNA wiederholt,
da Blatter aus beiden Zellschichten (L1 und L2) bestehen und Wurzeln nur aus L2-
Material. In allen getesteten Wurzelproben konnte jeweils nicht das MybAlc-Allel
nachgewiesen werden, so dass hier nur das MybAla-Allel sowie jeweils eine der
unbekannten Varianten zu finden waren (siehe Abbildung 28B). Die urspriungliche
Vermutung konnte folglich bestatigt werden, so dass alle getesteten "Teinturier’-
Klone als periklinale L2-Chimaren mit zwei genetisch verschiedenen Zellschichten

identifiziert werden konnten.
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A WLTR_1_fw BAC_h2A1a_rev

r EcoRlI
MybA1c

VvmybA1
a c
VvmybA1
Gret1 (nicht exprimiert)

B Pinot Noir  Teinturier 2x Teinturier 3x Teinturier 5x C

Blatt-DNA  Blatt-DNA Wurze-DNA Blatt-DNA Wurzel-DNA  Blatt-DNA Wurzel-DNA
L1+L2 L1+L2 L2 L1+L2 L2 L1+L2 L2

Kontrolle

Allel Gesamtlange [bp] | Fragment 1 [bp]|Fragment 2 [bp] | Repeat-Anzahl
MybA1c 2261 1768 493 1 (Wildtyp)
MybA1t2 2669 1768 901 2
MybA1t3 3077 1768 1309 3
MybA1t5 3893 1768 2125 S
MybA1c MybA1t2 MybA1t2 MybA1t3 MybA1t3 MybA1ts MybA1ts
(@)  MybAlc (b) MybAlc (c) MybAlc  (d)
D 408bp
MybA1t2
(408bp 2x)
VvmybA1
.. MybA1t3
VvmybA1
MybA1t5
(408bp 5x)
VvmybA1

Abbildung 28: Die Mutation der Farberreben. (A) Schematische Darstellung des funktionellen
Allels MybAlc sowie des nicht funktionellen Allels MybAla mit den zum Nachweis
verwendeten Primern sowie der Restriktionsschnittstelle EcoRI. (B) PCR-Ergebnis fur MybAla
(oben) und MybA1lc (unten) drei genetisch verschiedener “Teinturier’-Klone (siehe Tabelle 10).
Im Vergleich jeweils Blatt-DNA (besteht aus L1 und L2) und Wurzel-DNA (besteht nur aus L2).
“Pinot Noir” als Referenz. (C) Restriktionsanalyse mittels EcoRI der in (B) gezeigten Amplikons.
Exakte FragmentgrofRenbestimmung anhand Amplikon-Sequenzierung. (D) Schematische
Darstellung der drei gefundenen Féarber-Allele benannt nach ihrer Repeat-Anzahl (MybA1t2,
MybA1t3 und MybA1t5).

Die drei unbekannten Allelvarianten der "Teinturier’-Klone, die in Zusammenhang mit
dem Farberreben-Phanotyp standen, wurden anhand der Wurzel-DNA-Proben
sequenziert. Dabei konnte fur alle drei Allele ein zum Teil mehrfach wiederholendes
408 bp Tandem-Repeat (Position im Vergleich zum ATG-Startcodon: -338 bis -745
bp) im Promotor von VvmybALl identifiziert werden (siehe Abbildung 28D). Die drei

gefundenen Allelvarianten wurden anhand der Anzahl des Repeats (2-fach, 3-fach
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und 5-fach) MybAlt2, MybA1t3 und MybAlt5 (t = Teinturier) und das Element
generell als GCE (Grapevine color enhancer) benannt. Da mit der Sanger-
Sequenzierung nur ca. eine Lesereichweite von 1100 bp erreicht werden konnte,
wurde zur genauen Bestimmung der Repeat-Anzahl von MybA1t3 und MybAlt5
zusatzlich eine Restriktionsanalyse mittels EcoRI durchgefuhrt (siehe Abbildung
28C), um anhand der besseren Auflosung die Bandengrofe im Agarose-Gel
abschatzen zu konnen. Zehn der untersuchten “Teinturier’-Klone zeigten das
MybA1t2-Allel, drei das MybA1lt3-Allel und zwei das MybA1t5-Allel (siehe Tabelle
10). Jeweils eine MybAlt-Variante konnte in allen "Teinturier'-Nachkommen mit
Farberreben-Phanotyp gefunden werden, so dass direkt ein Zusammenhang zum
Phanotyp bestatigt werden konnte, da auch nicht naher verwandte Klone (z.B.
‘Gamay Teinturier de Bouze’) mit gefarbtem Fruchtfleisch sowie klassische
Rotweinsorten keine dieser Allelvarianten aufwiesen. Die detaillierten genetischen
Profile zur Sortenechtheitstiberprifung der jeweiligen Klone und Nachkommen sind
in Anhang 7 aufgelistet. Zusatzlich konnte in den Nachkommen nur jeweils eine
weitere Allelvariante MybAla oder MybAlc nachgewiesen werden, so dass, wie zu
erwarten war, der Chimaren-Status Uber die sexuelle Reproduktion verloren ging.

Tabelle 10: Haplophasenverteilung am Farblokus und Repeat-Anzahl aller untersuchten

“Teinturier’-Klone sowie der im Zuge dieses Projektes untersuchten Farberreben. "Pinot Noir’
und "Pinot Gris” als Referenz.

Leitname Akzessionsname ﬁléfkeji?t)nsnummerl V'\\/IIZFGAla rl\il));bAlc ,\R/Igl?:altt-Anzahl Bezeichnung
Pinot Noir Spatburgunder M242 DEU098-1980-006 X X 1 (Wildtyp)

Pinot Gris E'::;j;rz UC" DEU098-1980-058  x X 1 (Wildtyp)

Pinot Teinturier Pinot Teinturier DEU454-1.-28-4-2 X X 1 (Wildtyp)

Samay Teinturier  Bamay Teinturierde  pEyogs-1980-196  x X 1 (Wildtyp)

Teinturier Teinturier DEU098-1993-213 X X 2 Teinturier 2x
Teinturier Farbtraube DEU098-2002-003 X X 2

Teinturier Farbtraube DEU098-2011-063 X X 2

Teinturier Farbtraube DEU363-282 X X 2

Teinturier Farbertraube DEU454-L-9-4-2 X X 2

Teinturier Teinturier male DEU456-1068 X X 2

Teinturier Farbertraube Bundessortenamt X X 2

Teinturier Farbtraube (Frohlich) Bundessortenamt X X 2

Teinturier Plant rouge femelle FRA139-303Mtp2 X X 2

Teinturier Serzial FRA139-303Mtp6 X X 2

Teinturier Teinturier Bundessortenamt X X 3 Teinturier 3x
Teinturier Plant rouge male FRA139-303Mtp1 X X 3

Teinturier Teinturier du Cher PVM  FRA139-0Mtp1749 X X 3
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Leitname Akzessionsname ﬁl;flfjﬁif(t)nsnummer / vl\\//lgibBAla rl\g):bAlc '\R/Ig[t))eAaltt-Anzahl Bezeichnung
Teinturier Rubintraube DEU456-880 X X 5 Teinturier 5x
Teinturier Teinturier du Cher FRA139-303Mtp7 X X 5
Dunkelfelder Dunkelfelder DEU098-1980-014 X - 2
Rubired Rubired DEU098-1991-123 X - 2
Titan Titan DEU098-1980-459 X - 2
Teinturier Luebeck  Teinturier male DEU098-1995-052 X - 2
Seibel 5437 Seibel 5437 DEU098-2003-093 X - 2
Golubok Golubok DEU098-1988-077 X - 2
Farbfraenkisch Farbfraenkisch DEU454-L-27-5-2 X - 2
Ehcante Henr Alicante Henri Bouschet DEU098-1990-007 - X 2
Bouschet Petit Bouschet Petit DEU098-2001-016 - X 2
Karmin Karmin DEU098-1991-143 - X 2
Biborkadarka Biborkadarka DEU098-1991-136 - X 2
Kurucver Kurucver DEU098-1991-149 - X 2
Bailey Alicante A Bailey Alicane A DEU098-1980-536 - X 2
Royalty Royalty DEU098-1991-119 - X 2
Flot Rouge Flot Rouge DEU098-1980-642 - X 2
Grand Noir Grand Noir DEU098-1980-125 - X 2
Karmrahyut Karmrahyut DEU098-1988-079 - X 2
Morrastel Bouschet Morrastel Bouschet DEU098-1980-268 - X 2
Kolor Kolor DEU098-1980-033 X - 3
Deckrot Deckrot DEU098-1980-010 X - 3
(Tne;?]ti[‘;iee;t;?ggg"e Teinturier femelle DEU456-1127 X - 3
Accent Accent DEU098-2013-031 X - 3
Dakapo Dakapo DEU098-2011-046 - X 3
Cabernet Mitos Cabernet Mitos DEU098-2010-046 X - 5
Palas Palas DEU098-2010-049 X - 5

Vergleicht man die Sequenz der MybA1t-Allele mit der Sequenz des eigenen
MybA1c-Allels aus der Blatt-DNA sowie der Referenzsequenz des MybA1c-Allels aus
"Pinot Noir’, so fallt auf, dass alle Sequenzen bis auf das GCE-Element identisch
sind (ein Alignment des MybA1t2-Allels und des MybA1c-Allels aus "Pinot Noir” ist in
Anhang 9 aufgeflhrt). Das legte die Vermutung nahe, dass sehr wahrscheinlich die
MybA1t-Allele durch eine Mutation des eigenen MybA1c-Allels innerhalb von L2
entstanden und folglich die Sorte ‘Teinturier” urspringlich eine klassische
Rotweinsorte war. Da die MybA1t-Sequenzen zu "Pinot Noir" identisch waren und
auch zusatzlich die SSR-Marker entlang der zweiten Halfte von Chromosom 2 um
den Farblokus keine Unterschiede aufwiesen (siehe Anhang 8), wurde eine enge

Verwandtschaft von "Teinturier’ und ‘Pinot Noir" vermutet. Beiden Sorten konnte
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auch eine Eltern-Kind-Beziehung mit "Traminer Weil3" nachgewiesen werden
(Lacombe et al., 2013). Zur Uberpriifung der Verwandtschaft wurde dazu ein
Likelihood Ratio Test fur zwei a priori festgelegte Beziehungen (Vollgeschwister
gegen Halbgeschwister) mit der Software ML-Relate (Kalinowski et al., 2006)
durchgefuhrt. Dazu wurden 22 Uber das Genom verteilte SSR-Marker von ca. 300
Akzessionen der Instituts-internen Markerdatenbank verwendet, um die
entsprechenden Allelfrequenzen fur den statistischen Test innerhalb einer Vitis
vinifera-Population zu berechnen. Mit einem p-Wert von 0,0054 bestatigte der Test,
dass ‘Teinturier’ und ‘Pinot Noir" sehr wahrscheinlich Vollgeschwister mit dem
gemeinsamen Elternteil "Traminer Weil3" sind. Da “Traminer Weil}" keinen
funktionellen Farblokus besitzt, wirde folglich der funktionelle Farblokus beider

Sorten von dem zweiten unbekannten Elternteil abstammen.

Traminer WeilR

X

?

Vollgeschwister
I I (p-Wert=0,0054) I I

Teinturier Pinot Noir

X X

Madeleine Angevine Pinot Noir Pinot Gris Blaufrénkisch

Il Il 1l I
T (TN (EESE (I
—- —I I I

— T+

. Farberrebe D blaue/schwarze Beerenfarbe D graue Beerenfarbe D weille Beerenfarbe

. Repeat-Anzahl X Kreuzung || Nachkomme

Abbildung 29: Putativer Stammbaum der Farberreben-Ursorte “Teinturier” sowie der in diesem
Projektteil untersuchten Farberreben aus Deutschland.

Da speziell fur "Cabernet Mitos” und "Palas” (beide MybAlt5, siehe Tabelle 10)
Uberliefert ist, dass beide direkt von der "Teinturier’-Akzession "Rubintraube” (auch
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MybA1t5) abstammen (Dr. Jurgen Sturm, LVWO Weinsberg, personliche Mitteilung)
und auch sonst alle drei MybAlt-Varianten in den Nachkommen zu finden waren,
konnte daraus geschlossen werden, dass alle gefundenen MybALlt-Varianten
vermutlich in der Ursprungssorte entstanden sind und je nach Klon, der flr die
Zuchtung verwendet wurde, die entsprechende Repeat-Anzahl an die nachste
Generation weitergegeben wurde. Der putative Stammbaum der Ursorte "Teinturier”
sowie ein Modell zur Mutation der Zellschichten, basierend auf den bisherigen
Ergebnissen, ist in Abbildung 29 dargestellt. Die vertiefend in dem Projekt

untersuchten Farberreben-Nachkommen wurden exemplarisch mit aufgefihrt.

3.2.2. Die Korrelation der Repeat-Anzahl mit der Anthocyanfarbung
3.2.2.1. Teinturier’-Klone

Galet (2000) beschrieb zwei verschiedene "Teinturier’-Klone in den franzdsischen
Sortimenten, die sich nur durch die Intensitat der Rotfarbung unterscheiden lassen.
Den schwacher gefarbten Klon nannten sie "Teinturier femelle” (auch "Plant rouge
femelle” oder "Teinturier cinq fois coloré’; finffach gefarbt; FRA139-303Mtp2) und
den starker gefarbten Klon "Teinturier male” (auch "Plant rouge male” oder "Teinturier
dix fois coloré”; zehnfach gefarbt; FRA139-303Mtp1). Beide sollten laut
Namensgebung jeweils das schwache weibliche sowie das starke mannliche
Geschlecht reprasentieren. Da sich in der Analyse der Repeat-Anzahl zeigte, dass
der schwacher gefarbte Klon zwei und der starker gefarbte Klon drei Repeats besitzt
(siehe Tabelle 10), konnte daraus geschlossen werden, dass sehr wahrscheinlich ein
Zusammenhang von der Repeat-Anzahl zur Intensitat der Anthocyanfarbung besteht,
denn schon fiir Apfel mit gefarbtem Fruchtfleisch, die eine vergleichbare Mutation
aufweisen, konnte diese Korrelation gezeigt werden (Espley et al., 2009). Deshalb
wurden “Teinturier’-Klone mit aufsteigender Repeat-Anzahl bzgl. ihres
Anthocyangehaltes und VvmybAl-bedingter Genexpression untersucht. Da sich nur
‘Teinturier’-Klone mit zwei Repeats im Sortiment des Geilweilerhofs befanden,
konnte nicht auf reifes Beerenmaterial zuriickgegriffen werden. Deshalb wurde das
Blattmaterial der zuvor erstellten Stecklinge analysiert. Aber auch schon am
Blattmaterial der verhaltnismallig kleinen Gewachshauspflanzen konnte ein
deutlicher Unterschied in der Intensitat der Farbung festgestellt werden (siehe

Abbildung 30A). Dies spiegelte sich auch in der Anthocyankonzentration sowie der
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Expression von VvmybAl und VVWUFGT wieder. Mit steigender Repeat-Anzahl stieg
der Anthocyangehalt sowie die Expression von VvmybAl und VVUFGT von 2x nach
3x und sogar weiter von 3x nach 5x an. Folglich konnte die in Galet (2000)
beschriebene Beobachtung bestatigt werden. Daraus konnte geschlossen werden,
dass es bedingt durch das GCE-Element im Promotor von VvmybAl zu einer
ektopischen Expression von VvmybAl in den Blattern, unabhangig von der Reife,
kam. In der Kontrollsorte "Pinot Gris’, die auch eine Chimare ist, konnte keine
Expression festgestellt werden. Zusatzlich stieg mit steigender Repeat-Anzahl die
relative Expression von VvmybAl und folglich, im Anthocyan-Biosyntheseweg
nachfolgend, das Expressionsniveau von VWUFGT (R? = 0,9048) und letztlich die
Anthocyankonzentration (R? = 0,6231) an.
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Abbildung 30: Gesamtanthocyane in Blattern sowie VvmybA1l- und VVUFGT-Expression drei
verschiedener "Teinturier’-Klone mit ansteigender Repeat-Anzahl. (A) Gewachshauspflanzen
der drei "Teinturier’-Klone im Vergleich zu "Pinot Gris’. (B) Gesamtanthocyane in Blattern.
Angegeben ist der Mittelwert von sechs biologischen Wiederholungen mit der
Standardabweichung. DW = Dry Weight (Trockengewicht). (C) + (D) Relative Expression von
jeweils VvmybAl und VVUFGT. Angegeben ist der Mittelwert von sechs biologischen
Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen) mit dem Standardfehler. Eine
Normierung erfolgte auf das Referenzgen VVGAPDH sowie die relative Expression von
Teinturier 2x. Signifikanzbestimmung in (B) — (D) anhand Student’s T-Test und TukeyHSD
(Tukey’s Honest Significant Difference method) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001.

Zusatzlich zum ansteigenden Expressionslevel von VvmybAl und VVUFGT in den
jeweiligen "Teinturier’-Klonen konnte auch eine deutliche Steigerung der relativen
Expression von VWF3‘H und VvF3‘5°’H festgestellt werden (siehe Abbildung 31A+B).
Die Expression von VF3’H schien noch relativ linear anzusteigen, wohingegen die
relative Expression von VF3‘6°’H ca. 30x hoher in Teinturier 3x sowie Teinturier 5x
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im Vergleich zu Teinturier 2x war. Dies spiegelte sich auch im Verhaltnis von 3'-OH-
Anthocyanen zu 3'5°-OH-Anthocyanen wieder (siehe Abbildung 31D). Mit steigender
Repeat-Anzahl stieg der Anteil an 3'5'-OH-Anthocyanen von ca. 30% (Teinturier 2x)
Uber ca. 40% (Teinturier 3x) auf ca. 50% (Teinturier 5x). Zurtckzufuhren ist dies auf
den in gleichem Male sinkenden Anteil an Cyanidin-basierenden Anthocyanen wie
dem steigenden Anteil an Malvidin-basierenden Anthocyanen von Teinturier 2x zu
Teinturier 5x (siehe Abbildung 31C).
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Abbildung 31: Anthocyanprofil in Blattern in Relation zur Expression von WF3‘H und WF3‘5°’H
drei verschiedener “Teinturier’-Klone mit ansteigender Repeat-Anzahl. (A) + (B) Relative
Expression von jeweils VVF3‘H und VvF3‘6°’H. Angegeben ist der Mittelwert von sechs
biologischen Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen) mit dem
Standardfehler. Eine Normierung erfolgte auf das Referenzgen VVGAPDH sowie die relative
Expression von Teinturier 2x. Signifikanzbestimmung anhand Student’s T-Test und TukeyHSD
(Tukey’s Honest Significant Difference method) mit * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001. (C)
Anthocyanprofil. Cy-gl = Cyanidin-3-O-glucosid; Pe-gl = Peonidin-3-O-glucosid; Dp-gl =
Delphinidin-3-O-glucosid; Pt-gl = Petunidin-3-O-glucosid; Mv-gl = Malvidin-3-O-glucosid; ac =
acylierte Anthocyane (acetyliert oder coumaryliert). Angegeben ist der Mittelwert von sechs
biologischen Wiederholungen mit der Standardabweichung. (D) Prozentuale Verteilung der
Gesamtanthocyane in 3‘-OH-Anthocyane und 3‘5‘-OH-Anthocyane.

3.2.2.2. F;-Nachkommen

Die meisten Farbertrauben wurden speziell daflir gezlchtet, tiefdunkle Rotweine zu
liefern, die zum Farben von farbschwachen Rotweinen eingesetzt werden kdnnen.
Deshalb ist es im Besonderen fur die Rebenzichtung von groRer Bedeutung, dunkle

Farberrebentypen zu selektionieren. Um zu Uberprifen, ob die Korrelation von
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Repeat-Anzahl und Anthocyankonzentration neben den "Teinturier’-Klonen auch in
der genetisch diversen Nachkommenschaft zu finden ist, wurden die
Anthocyankonzentrationen reifer Beeren sowie des Fruchtfleisches von funf
Nachkommen erhoben. Dabei wurde darauf geachtet, Sorten auszuwahlen, die sich
zum einen in ihrer Repeat-Anzahl unterscheiden (‘Dunkelfelder” 2x; "Kolor” und
‘Deckrot” 3x; "'Cabernet Mitos” und "Palas’5x) und zum anderen keinen weiteren
funktionellen Farblokus besitzen, um eventuelle Nebeneffekte auszuschlie3en (siehe
Tabelle 10). Zusatzlich wurden jeweils ganze Trauben gepresst, um Reifeparameter
zu erheben und die Farbstarke im Most mittels Fourier-Transformations-
Infrarotspektrometer (FTIR, WineScan, Foss) zu bestimmen. In allen drei getrennten

Ansatzen konnte das gleiche Phanomen bestatigt werden (siehe Abbildung 32).
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Wellenldangen 420 nm, 520 nm und 620 nm.
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Mit zunehmender Repeat-Anzahl stiegen der Anthocyangehalt sowie die Farbstarke
reifer Beeren signifikant an. Sorten mit gleicher Repeat-Anzahl wiesen dabei keine
signifikanten Unterschiede zueinander auf, so dass in allen drei Ansatzen die
MybAL1t5-besitzenden Sorten "Cabernet Mitos™ und "Palas’ die intensivste Farbung
aufwiesen, gefolgt von "Kolor” und Deckrot” (beide MybA1t3) sowie Teinturier 2x und
‘Dunkelfelder” (beide MybAlt2). Die Referenzsorte 'Pinot Noir" wies dabei, wie
erwartet, nur in der Beerenhaut Anthocyane auf und erwies sich als deutlich
schwacher in der Rotfarbung verglichen mit den Farberreben.

Zusatzlich  zur  Anthocyananalyse reifer Beeren wurde auch eine
Genexpressionsanalyse durchgefuhrt. Dazu wurden jeweils vier Wochen vor und
nach der Véraison Beerenhaut- sowie Fruchtfleischproben getrennt prapariert, da
schon aus vorangegangenen Arbeiten bekannt war, dass die Expression in beiden
Gewebetypen stark variieren kann (He et al., 2010). Die Zeitpunkte wurden dabei so
gewahlt, dass, trotz sortenspezifischer Reifeverldufe, eine gemeinsame
Probennahme aller getesteten Sorten mdglich war, da in diesen Stadien kaum Reife-
bedingte Unterschiede in der Expression von VvmybA1l zu finden sein sollten. Dabei
stellte die Probennahme vier Wochen vor Véraison eine Nullreferenz dar und vier
Wochen nach Véraison sollte die Expression von VvmybAl annahernd am Maximum
liegen. Der theoretische Verlauf der VvmybAl-Expression wurde anhand des in
Czemmel et al. (2012) beschriebenen Anthocyan-Verlaufs fur Rotweinsorten
abgeleitet. Aber dennoch zeigten schon im sogenannten Erbsenstadium vier Wochen
vor Véraison die Farberreben eine deutliche Rotfarbung (siehe Abbildung 33A). Die
Korrelation von Repeat-Anzahl und VvmybA1l-Expression und folglich der Expression
von VVUFGT konnte auch schon in diesem frihen Entwicklungsstadium fur die
Beerenhaut nachgewiesen werden (siehe Abbildung 33B). Die Sorten mit dem
MybAlt2- sowie MybA1lt3-Allel zeigten zwar eine Tendenz, jedoch war nur die
Expression der MybA1lt5-besitzenden Sorten “Cabernet Mitos” und "Palas” signifikant
erhoht. In den Fruchtfleisch-Proben zeigte diese Korrelation nur die Sorte "Palas’,
denn das Fruchtfleisch von “Cabernet Mitos” war zu diesem Zeitpunkt, im Gegensatz
zur Beerenhaut, noch deutlich weniger intensiv gefarbt (siehe Abbildung 34). Vier
Wochen nach Véraison jedoch zeigten die Farberreben diese Korrelation nicht mehr.
Die Expression von VvmybAl und VVUFGT in der Beerenhaut war fur alle
untersuchten Farberreben ungefahr auf einem Niveau, so dass nur noch eine

statistische Unterscheidung zur Referenz ‘Pinot Noir” erfolgen konnte (siehe
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Abbildung 33B). In den Fruchtfleischproben konnte zusatzlich ein signifikanter
Unterschied zu Teinturier 2x und ‘Dunkelfelder” (beide MybA1t2) nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 34B).
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Abbildung 33: Relative Expression von VvmybAl und VVUFGT vier Wochen vor und nach
Véraison in der Beerenhaut von “Teinturier'-Nachkommen mit ansteigender Repeat-Anzahl.
"Pinot Noir” und Teinturier 2x als Referenz. (A) Exemplarische Beerenbilder von "Pinot Noir’
(MybA1c), 'Deckrot” (MybA1t3) und "Palas” (MybA1t5). (B) Relative Expression von VvmybAl
und VVUFGT vier Wochen vor und nach Véraison. Angegeben ist der Mittelwert von drei
biologischen Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen) mit dem
Standardfehler. Eine Normierung erfolgte auf das Referenzgen VVGAPDH sowie die relative
Expression von Teinturier 2x vier Wochen nach Véraison. Signifikanzbestimmung anhand
Student’s T-Test und TukeyHSD (Tukey’s Honest Significant Difference method) mit * p < 0,05,
**p < 0,01 und *** p < 0,001.
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Abbildung 34: Relative Expression von VvmybAl und VVUFGT vier Wochen vor und nach
Véraison im Fruchtfleisch von “Teinturier'-Nachkommen mit ansteigender Repeat-Anzahl.
"Pinot Noir” und Teinturier 2x als Referenz. (A) Praparierte Fruchtfleischproben von “Pinot Noir”
(MybA1c), ‘Deckrot” (MybA1t3), ‘Cabernet Mitos” (MybA1t5) und “Palas” (MybA1t5). (B) Relative
Expression von VvmybA1 und VVUFGT vier Wochen vor und nach Véraison. Angegeben ist der
Mittelwert von drei biologischen Wiederholungen (jeweils zwei technische Wiederholungen)
mit dem Standardfehler. Eine Normierung erfolgte auf das Referenzgen VVGAPDH sowie die
relative Expression von Teinturier 2x vier Wochen nach Véraison. Signifikanzbestimmung
anhand Student’s T-Test und TukeyHSD (Tukey’s Honest Significant Difference method) mit * p
< 0,05, *p < 0,01 und *** p < 0,001.
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4. Diskussion

Anthocyane stellen die grolte Gruppe an wasserloslichen Farbpigmenten im
Pflanzenreich dar und fuhren zur Farbung von Frichten, Bluten, Blattern,
Triebspitzen und Speicherorganen (Harborne & Grayer, 1980). Das Farbspektrum
reicht dabei von rot-orange bis blau-schwarz. Mutationen in Genen des Anthocyan-
Biosynthesewegs konnen dabei zu einer Vielzahl von phanotypischen
Veranderungen fuhren, die vor allem bei der Farbung von Bliten und Frichten,
aufgrund madoglicher sich andernder Selektionskriterien fur Bestauber und
Samenverbreiter, eine wichtige Rolle spielen. So fihren zum Beispiel zwei
unabhangige Mutationen in LsMYB12 und LsDFR jeweils zu weil3en Bluten in Lilium
speciosum (Suzuki et al., 2015) oder die konstitutive Aktivierung von PcMYB10.6 zu
Pflaumen mit violett gefarbten Blattern (Gu et al., 2015). Gerade anhand der vielen
naturlich vorkommenden Farbmutanten bestand fur viele Forscher Uber die
genetische Variation der Zugang zur Entschlisselung des Anthocyan-
Biosynthesewegs. Viele Blutenfarbmutationen stehen dabei direkt in Zusammenhang
mit der Insertion von transposablen Elementen in Gene wie DFR (Inagaki et al.,
1994), LDOX (Hisatomi et al., 1997) oder CHS (Habu et al., 1998), deren Entdeckung
in Mais durch Barbara McClintock (McClintock, 1950) 1983 zur Verleihung des
Nobelpreises fuhrte. Aufgrund der Vielzahl von mdglichen Genen entlang des
Anthocyan-Biosynthesewegs, die durch Mutationen das Farbspektrum verandern
kénnen, wurden speziell in den USA transgene Pflanzen mit besonderem Anthocyan-
Phanotyp (z.B. zur Nahrungsmittelproduktion) entwickelt und zum Patent angemeldet
(Kayesh et al., 2013). Dagegen ist trotz mehrerer Feldversuche von gentechnisch
veranderten Weinreben (Pazzi, 2008) die Akzeptanz in Deutschland momentan
gering, so dass zur Entwicklung neuer Rebsorten derzeit besonders auf klassische
Zuchtungsmethoden zurickgegriffen wird (Topfer et al., 2011). Deshalb kdénnten die
in dieser Arbeit nachgewiesenen mutierten VvmybA-Allele in der nahen Zukunft wohl
ausschlieBlich in der Kreuzungszichtung oder zum funktionellen Nachweis
eingesetzt werden. Anbieten wirde sich hierzu ein Luciferase-Assay (Bogs et al.,
2007; Horstmann et al., 2004), das CRISPR/Cas-System (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats / CRISPR-associated) (Ren et al., 2016) oder
die stabile Transformation in eine weille Rebsorte Uber Agrobakterien-vermittelten
Gentransfer entsprechend Harst et al. (2000).

67



Diskussion

4.1. Die Farbmutanten weil3beeriger Qualitatsrebsorten
4.1.1. Mogliche Ursachen der VvmybA-bedingten Mutationen

Schon erste Untersuchungen des Anthocyan-Biosynthesewegs in Weinreben
zeigten, dass der Unterschied von weil3en zu gefarbten Rebsorten wahrscheinlich
auf den Verlust der VVUFGT-Expression zurlckzuflhren ist (Boss et al., 1996b).
Auch eine weitere Studie von Kobayashi et al. (2001), die eine ausfuhrliche
Sequenzanalyse von VVUFGT in verschiedenen Sorten beinhaltete (keine
nennenswerte Mutationen im Vergleich von weillen zu gefarbten Rebsorten), fuhrte
zu der Vermutung, dass wahrscheinlich mutierte MYB Transkriptionsfaktoren fur die
Unterschiede in der Beerenhautfarbung verantwortlich sind. Die gleiche
Arbeitsgruppe  konnte anschlieBend zeigen, dass die Insertion eines
Retrotransposons (Gretl) in den Promotorbereich von VvmybAl durch Inhibierung
der Expression in Zusammenhang mit dem Verlust der Farbbildung in weil3en
Rebsorten steht (Kobayashi et al., 2004).

In der gleichen Arbeit konnte auch schon flir 'Ruby Okuyama” (Farbmutante von
‘Italia blanc”) und ‘Flame Muscat” (Farbmutante von "Muscat of Alexandria’) das
MybA1b-Allel beschrieben werden, das in dieser Arbeit flr “Silvaner Rot” und "Miller-
Thurgau Rot” nachgewiesen werden konnte und zur roten Beerenfarbe fuhrt (siehe
Kapitel 3.1.3.1). Dabei ging die Sequenz von Gretl verloren und nur ein LTR (Long
Terminal Repeat), umschlossen von einer 5 bp duplizierten ,Target-site®, blieb
erhalten. So wurden urspringlich die vermutlich zur Transkription von VvmybAl
bendtigten ABRE-ahnlichen Sequenzen (ABA-Responsive Element) durch Gretl
getrennt, die sich aber durch den Verlust (Excision von Gretl) wieder in rdumlicher
Nahe zueinander befinden und eine Transkription ermdglichen (Azuma et al., 2009).
Ein Modell, das ein Auftreten von einzelnen LTRs im Genom erklaren kann, wurde
dabei durch Puchta (2005) beschrieben. So kdnnte es, bedingt durch weitere aktive
Transposons (Xiao et al., 2000) oder irrtumliche Integrationsversuche anderer
Retrotransposons (SanMiguel et al., 1996), zu einem Doppelstrangbruch (DSB)
gekommen sein, der dann durch Rekombination (Single-strand annealing-
Mechanismus (SSA), nachfolgend anhand der Entstehung des VvmybA31-Allels
erlautert) den Verlust der Sequenz des Transposons sowie eines LTRs zur Folge
hatte. Generell scheint diese Mutation die haufigste zu sein, denn sie konnte schon
fir eine Vielzahl von Farbmutanten beschrieben werden (De Lorenzis et al., 2015;
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Giannetto et al., 2008; This et al.,, 2007). Da sich aber vorangegangene Studien
hauptsachlich auf die Analyse von VvmybAl und Gretl bezogen (Giannetto et al.,
2008; Pelsy, 2010; This et al., 2007), lasst sich folglich vermuten, dass einige
Mutationen mit Sicherheit unentdeckt geblieben sind. So wurde in Kerekes et al.
(2015) zwar anhand eines SNP-Assays VvmybA2 in Farbmutanten untersucht,
jedoch ohne die entsprechenden Sequenzen zu analysieren, so dass keine
Ruckschlisse auf rekombinante VvmybA-Varianten gezogen werden konnten.

Die Mutationen von "Elbling Rot’, "Kernling” und "Rauschling Rot" sind vermutlich
durch einen vergleichbaren Mechanismus entstanden. "Elbling Rot™ besitzt das
VvmybA313-Allel, das durch partielle Integration des funktionellen Bereiches von
VvmybALl in den nicht funktionellen Bereich von VvmybA3 entstand. "Rauschling Rot”
(VvmybA232a) sowie ‘Kernling” (VvmybA232b) besitzen hingegen jeweils eine
VvmybA2-Variante, die durch die partielle Integration des funktionellen Bereiches von
VvmybA3 in den nicht funktionellen 5'-Bereich von VvmybA2 wahrscheinlich zu einer
Teilfunktionalitdt fuhrte. Der Ursprung aller drei Mutationen lasst sich dabei
vermutlich auf homologe Rekombination durch den Synthesis-dependant strand
annealing-Mechanismus (SDSA) zurtickfuhren (siehe Abbildung 35A), der z.B. flir die
Modellorganismen Arabidopsis thaliana (Puchta, 1998; Roth et al., 2012) und
Drosophila melanogaster (McVey et al., 2004; Sekelsky, 2017) ausflhrlich
beschrieben wurde. Nach einem Doppelstrangbruch, der z.B. durch ionisierende
Strahlung oder anhand Oxidation durch freie Radikale entstehen kann (Chu, 1997),
kommt es dabei zuerst zur Resektion der 5‘-Enden durch eine Exonuklease
zusammen mit einer Helikase (Lyndaker & Alani, 2009; Mimitou & Symington, 2009).
Falls nachfolgend ein homologer Sequenzabschnitt vorliegt, kann ein freier
Einzelstrang in diesen Sequenzbereich invadieren und den vorliegenden
Doppelstrang partiell auflésen. Diese neu entstandene Struktur wird als
Displacement loop (D-loop) bezeichnet und ist Voraussetzung fiur die Neusynthese
des invadierten Stranges. Der aufgeldste, homologe Doppelstrang dient dabei als
Matrize, der nach Beendigung wieder freigesetzt wird. AnschlieRend kann dann der
synthetisierte Einzelstrang auf der anderen Seite des DSB wieder hybridisieren,
wobei durch Ligation von Licken und Auffullen der einzelstrangigen Bereiche die
Stelle letztendlich repariert wird. Ist der zur Reparatur herangezogene Bereich dabei,
wie im Falle von “Elbling Rot’, "Kernling” und 'Rauschling Rot’, nicht zu 100%

identisch sondern homoolog, andert sich entsprechend die Sequenz und kann
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folglich zum Verlust oder Gewinn von Funktionalitat fiuhren. Allgemein wird dieser
Vorgang als Genkonversion bezeichnet und fuhrte in allen drei Fallen zu einer

funktionellen VvmybA-Variante.
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Abbildung 35: Synthesis-dependent strand annealing (SDSA) und Single-strand annealing
(SSA) Pfad der homologen Rekombination als wahrscheinliche Ursachen der gefundenen
mutierten VvmybA-Allele. (A) Schematische Darstellung des SDSA-Mechanismus. (B)
Schematische Darstellung des SSA-Mechanismus. (Quelle: Steinert et al. (2016)).

Fir somatisches Pflanzengewebe sind mehrere Mechanismen der homologen
Rekombination beschrieben, von denen zwei als besonders wichtig erachtet werden.
Neben dem SDSA, der 2zu den konservativen Mechanismen (keine
Sequenzinformation geht verloren) gehoért, spielt der nicht konservative
(Sequenzinformation geht verloren) Single-strand annealing-Mechanismus (SSA)
eine wichtige Rolle (Lin et al., 1984; Pfeiffer et al., 2000) (siehe Abbildung 35B). Auch
hier werden nach einem DSB zunachst die 5-Enden resektiert. Befinden sich nun
langere, sich wiederholende Sequenzabschnitte innerhalb der freien 3‘-Enden,
konnen diese hybridisieren. Eventuelle Licken im DNA-RuUckgrat werden
geschlossen und Uberhdngende 3'-Enden abgebaut. Dabei geht der komplette
Bereich zwischen den homologen Bereichen sowie eine der beiden
Sequenzwiederholungen verloren. SSA spielt vor allem in genomischen Bereichen
mit naher beieinander liegenden Sequenzwiederholungen eine Rolle (Siebert &

Puchta, 2002), jedoch konnte auch gezeigt werden, dass trotz grdlierer Abstande
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zwischen den Wiederholungen eine Deletion durch SSA stattfinden kann (Vaze et al.,
2002). Ein Beispiel hierzu ist vermutlich die gefundene Mutation von "Riesling Rot”
und "Silvaner Blau” (VvmybA31, siehe Kapitel 3.1.3.4), denn die SSR-Analyse beider
Sorten und die BAC-Sequenzierung von "Riesling Rot” zeigte, dass der komplette
Bereich zwischen VvmybAl und VvmybA3 fehlt. So kam es wahrscheinlich im
Bereich dazwischen zu einem DSB, eventuell auch in Gretl, der in diesem Fall aber
durch SSA zu einer homologen Rekombination von VvmybAl und VvmybA3 fuhrte
und den Verlust von ca. 70 kb Sequenzinformation zur Folge hatte. Zusatzlich ist fur
"Riesling Rot” (Rockel et al., 2017) bekannt, dass, im Gegensatz zu den anderen
untersuchten Farbmutanten, gehauft eine Rickmutation zu weil3 beobachtet werden
kann. Da durch die homozygote Linie einer 'Riesling Rot’-Ruckmutante anhand
SSR-Markern nachgewiesen werden konnte, dass der fehlende Bereich wieder
komplett vorhanden zu sein scheint (siehe Tabelle 9), muss davon ausgegangen
werden, dass dieser Bereich komplett vom homologen Chromosom (nicht mutiert)
abstammt. Als mdgliche Ursachen kommen hier der SDSA-Mechanismus sowie das
Double-strand break repair-Modell (DSBR) in Frage (Puchta, 1998; Sung & Klein,
2006; Szostak et al., 1983). Das Phanomen einer interchromosomalen homologen
Rekombination wurde dabei schon z.B. flir Nicotinia tabacum (Carlson, 1974), Zea
mays (Hu et al., 1998) oder Arabidopsis thaliana (Jelesko et al., 1999) beschrieben
und spielt bei der DNA-Reparatur in somatischen Zellen eine wichtige Rolle. Da auch
meistens nur ein paar endstandige Trauben oder nur gewisse Teile einer Traube
mutiert sind, lasst sich vermuten, dass die Ruckmutationen im apikalen Meristem
wahrend der Knospenentwicklung entstehen. Weitere Ruckmutationen von rot nach
weild sind auch von den zwei Farbmutanten der Sorte “ltalia blanc” ('Ruby Okuyama’
und 'Benitaka“) (Collet et al., 2005) und "Gewdurztraminer” (Erika Maul, personliche
Mitteilung) bekannt, die alle drei unterschiedliche Mutationen besitzen. 'Ruby
Okuyama’ besitzt dabei das MybA1lb-Allel, das auch fir "Silvaner Rot” und "Muller-
Thurgau Rot” nachgewiesen wurde, jedoch sind flr beide Farbklone keine
Rickmutationen bekannt. Da zusatzlich fir "Riesling Rot” bekannt ist, dass es Klone
mit unterschiedlicher Ruckmutationsrate gibt (Hubert Konrad, Hochschule
Geisenheim, personliche Mitteilung) und fur “Silvaner Blau” trotz gleicher Mutation
keine Ruckmutationen bekannt sind (Petra Steinmann, Erhaltungszuchterin,
personliche Mitteilung), muss davon ausgegangen werden, dass die Riickmutationen
Sorten-spezifisch und nicht Mutations-spezifisch sind. So wurde zwar schon in Collet
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et al. (2005) vermutet, dass wahrscheinlich das Retrotransposon Gretl vor VvmybAl
in Zusammenhang mit der Ruckmutation steht, da im Allgemeinen Retrotransposons
.Hotspots® fur Rekombinationen darstellen kdonnen (Kumar & Bennetzen, 1999;
Wessler et al., 1995), jedoch ist speziell in "Riesling Rot™ Gretl, vermutlich bedingt
durch den nicht konservativen SSA-Mechanismus, nicht mehr vorhanden. Lediglich
mehrere repetitive Elemente befinden sich in der naheren Umgebung, die schon bei
der De Novo-Assemblierung der BAC-Sequenzen zu Contig-Abbriichen gefuhrt
haben und als moégliche Ursachen flr eventuelle Rekombinationen in Frage kommen.
Zusatzlich kénnten, bedingt durch den Verlust der ca. 70 kb Sequenzinformation und
der damit einhergehenden Neustrukturierung des Lokus, Veranderungen der DNA-
Topologie oder epigenetische Modifikationen eine Rolle spielen. Warum jedoch
“Silvaner Blau® trotz der gleichen Mutation keine Rickmutationen aufweist, bleibt

unklar.

Anhand der homozygoten Selbstungslinien konnten die gefundenen Mutationen
jeweils einer Haplophase zugeordnet werden. Durch Bestimmung des SSR-
Markerprofils der Elternsorten (sofern bekannt) entlang Chromosom 2, konnte
anschlieRend ermittelt werden, durch welche Elternteile die urspringlichen
Haplophasen vererbt wurden. So konnte, falls die Haplophase eindeutig von einem
weillbeerigen Elternteil abstammt, daraus geschlossen werden, dass die weilke
Variante die ursprungliche gewesen sein muss, da der jeweilige Elter die Mutation
nicht hatte vererben kdnnen. Jedoch lasst sich nicht vollkommen ausschlie3en,
obwohl davon nicht auszugehen ist, dass in der Vergangenheit Farbomutanten in den
weillbeerigen Elternsorten entstanden, die das entsprechende mutierte Allel an die
nachste Generation vererbten und anschlielend wieder verloren gingen. Deshalb
musste man nachweisen kdnnen, dass die entstehenden Ruckmutanten sich von
den weilRbeerigen Ursprungsvarianten genetisch unterscheiden. Im Falle von
‘Riesling Rot” wurde erst der komplette Bereich zwischen VvmybAl und VvmybA3
deletiert, aber anschlieffend, vermutlich durch Rekombination mit dem homologen
Chromosom, wieder hergestellt. Dadurch sollte aber der Bereich zwischen VvmybA1l
und VvmybA3 nun homozygot vorliegen und zumindest SNPs im Vergleich zur
ursprunglichen Haplophase aus ‘Riesling Weil3" aufweisen. Durch eine
Sequenzierung der entsprechenden Bereiche und Ildentifizierung von Mutationen in

‘Riesling Weil}" und einer Riuckmutante kdnnte so der eindeutige Beweis geliefert
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werden, dass die entstehenden Ruickmutanten sich genetisch von der

Ursprungssorte unterscheiden.
4.1.2. Unterscheidungsmerkmale der Farbmutationen

Schon durch die Analyse der beiden Farbmutanten "Ruby Okuyama” und "Benitaka’,
die beide von der weillen Rebsorte ‘ltalia blanc® abstammen, aber dennoch
unterschiedliche Mutationen aufweisen, konnte gezeigt werden, dass sich beide
Farbklone deutlich in der Expression der Gene des Anthocyan-Biosynthesewegs, der
Anthocyankonzentration und im Anthocyanprofil unterscheiden (Azuma et al., 2009).
Deshalb wurde im Zuge dieses Projektes versucht, Unterscheidungsmerkmale zu
finden, die sich eindeutig auf einen Mutationstyp unabhangig vom Genotyp
zurlUckfuhren lassen.

Als ein Alleinstellungsmerkmal der VvmybA2-bezogenen Mutationen aus "Rauschling
Rot” (MybA232a) und ‘Kernling” (MybA232b) konnte ein Cyanidin-3-O-glucosid-Anteil
von ca. 95% identifiziert werden (siehe Kapitel 3.1.6). Wie durch die
Expressionsanalyse der Gene des Anthocyan-Biosynthesewegs (beschrieben in
Boss et al. (1996b)) nachgewiesen werden konnte, war eine Expression der O-
Methyltransferasen (VVOMT, Umbau von Cyanidin-3-O-glucosid zu Peonidin-3-O-
glucosid sowie Delphinidin-3-O-glucosid zu Petunidin-3-O-glucosid und Malvidin-3-O-
glucosid) sowie der Flavonoid-3‘,5-Hydroxylasen (VvF3'6°H, fuhrt zu den dunkleren
3'5-OH-Anthocyanen Delphinidin-3-O-glucosid, Petunidin-3-O-glucosid und Malvidin-
3-O-glucosid) in beiden Sorten nicht feststellbar. Diese Tatsache steht somit in
direktem Zusammenhang mit dem hohen Cyanidin-3-O-glucosid-Anteil. Da, wie
schon in Kapitel 3.1.3.3 beschrieben, durch die spezifische Rekombination mit
VvmybA3 nur die Mutation im 5'-Bereich (L44R) komplementiert wurde, entsteht ein
teilfunktionelles Protein, das in in vitro Versuchen kaum mehr in der Lage war, die
Anthocyanbildung einzuleiten (Walker et al., 2007). Die Teilfunktionalitat beruht dabei
vermutlich auf einer verringerten Interaktionsfahigkeit zu einem bHLH-Protein wie
z.B. MYC1 (Hichri et al., 2010), so dass die Entstehung des MYB-bHLH-WD40-
Komplexes, der zur Funktionalitat nétig ist (Grotewold et al., 2000; Jaakola, 2013),
nicht optimal funktioniert. Deshalb l|asst sich vermuten, dass MYBA232a sowie
MYBA232b die Expression von VvF3‘5’H und VVOMT nicht (oder zu schwach fur
einen Nachweis) induzieren kdnnen. Beide Sorten besitzen auch im Verhaltnis zu

den anderen Farbmutanten einen signifikant geringeren Anthocyangehalt, so dass
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auch hier die Beerenfarbe im Allgemeinen als rosa und nicht als rot beschrieben
wird. Ein vergleichbar hoher Anteil an Cyanidin-3-O-glucosid konnte auch fur die
Sorten "Gewdurztraminer” und "Muscat Rouge de Madére’ nachgewiesen werden
(Mattivi et al., 2006). Fur "Muscat Rouge de Madere” ist keine Mutation beschrieben,
jedoch wurde fur "Gewdurztraminer® eine einzigartige VvmybAl-bedingte Mutation
gefunden (This et al., 2007). Da dies ein Widerspruch zu dem Alleinstellungsmerkmal
der VvmybA2-bezogenen Mutationen aus ‘Rauschling Rot” (MybA232a) und
‘Kernling” (MybA232b) darstellt, wurde versucht, das beschriebene Allel aus
"Gewdrztraminer” nachzuweisen, jedoch konnte das Ergebnis nicht reproduziert
werden (Daten nicht gezeigt). Betrachtet man aber den in This et al. (2007)
angegebenen Promotorbereich fur das Allel im Detail, fallt auf, dass dieser Bereich
wahrscheinlich VvmybA3-bedingt ist und folglich die Angabe vermutlich auf einer
Fehlinterpretation der Sequenzdaten beruht, da auch nur der vordere Bereich des
Allels sequenziert wurde und folglich die Mutation im 3'-Bereich, die zu einem
verkurzten Protein fuhrt, nicht betrachtet wurde. Deshalb kann davon ausgegangen
werden, dass auch "Gewdlrztraminer” eine vergleichbare Mutation besitzt, die jedoch
noch nachgewiesen werden muss.

Als zweites Alleinstellungsmerkmal innerhalb der untersuchten Farbmutanten konnte
die Herbstlaubfarbung, bedingt durch das MybAlb-Allel, identifiziert werden (siehe
Kapitel 3.1.7). So kann dieses Merkmal direkt zur Unterscheidung von "Silvaner Rot’
(MybAlb) wund ‘Silvaner Blau® (MybA31) genutzt werden, ohne eine
molekularbiologische Untersuchung durchfuhren zu mussen, da alle anderen
untersuchten Farbmutanten keine Herbstlaubfarbung aufwiesen. Durch bekannte
MybA1lb-Trager wie z.B. "Gutedel Rot", "Muskateller Rot” und "Canadice’, die alle
gefarbtes Herbstlaub besitzen, konnte dies verifiziert werden. Warum jedoch der
VvmybA1b-Promotor, auch trotz LTR-Uberrest, in der Lage ist, die Expression im
Herbst zu induzieren und die VvmybA3 / VvmybA2-Promotoren der anderen

VvmybA-Varianten nicht, muss weiter untersucht werden.
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4.2. Farberreben (Teinturiers)
4.2.1. Die Entstehung der Mutation

Alle beerentragenden Rebsorten konnen prinzipiell anhand des Vorhandenseins oder
Fehlens von Anthocyanen in der Beerenhaut in zwei Gruppen unterteilt werden. Da
Weinreben aus praktischen Grunden zur Erhaltung der Weinqualitat vegetativ
vermehrt werden, kann eine Vielzahl von somatischen Mutationen auftreten, von
denen nur wenige den Phanotyp und im Besonderen die Beerenfarbe beeinflussen.
Demnach konnten die unterschiedlichsten Farbmutationen, die mit bloRem Auge
leicht zu erkennen sind, seit Beginn des Weinbaus selektiert werden. Die
molekularen Ursachen konnten dabei fur eine Vielzahl von Mutanten am
Beerenfarblokus gefunden werden, so dass kaum ein Merkmal so gut untersucht und
verstanden ist (Pelsy, 2010). So beschaftigen sich auch schon vorangegangene
Arbeiten mit den Eigenschaften und Besonderheiten der Farberreben, jedoch wurde
die spezifische Mutation bisher noch nicht beschrieben (Falginella et al., 2012; Jeong
et al., 2006). Weitere Arbeiten fokussierten sich dabei auf Anthocyananalysen und
untersuchten nicht die genetischen Ursachen (He et al., 2010) oder verwendeten
eine Primerkombination, die ein zu kurzes Fragment des VvmybAl-Promotors
amplifizierte, so dass die Mutation unentdeckt blieb (Fournier-Level et al., 2010).
Jedoch konnte im Zuge dieser Arbeit eine sich wiederholende 408 bp Einheit (GCE)
im Promotor-Bereich von VvmybAl identifiziert werden, die jeweils 2-fach, 3-fach
oder 5-fach (entsprechende Allelnamen MybA1t2, MybA1t3 und MybAlt5) in der
Urfarberrebe "Teinturier” sowie den entsprechenden Nachkommen nachgewiesen
werden konnte und folglich als Ursache des Phanotyps angesehen werden muss.
Ein Abgleich mit der BLAST-Datenbank (Daten nicht gezeigt) bestatigte dabei, dass
die 408 bp Sequenz exklusiv vor VvmybAl und mit wenigen Mutation vor VvmybA2
sowie VvmybA3 vorkommt, so dass als Herkunft die Gattung Vitis angesehen werden
kann. Zusatzlich konnte das GCE-Element dabei weder in nicht direkt verwandten
Farberklonen mit deutlich schwacherer Farbauspragung wie “Gamay Teinturier de
Bouze™ oder 'Pinot Teinturier’ noch in klassischen Rotweinsorten (408 bp jeweils
1-fach) nachgewiesen werden. Demnach konnte daraus geschlossen werden, dass
diese einzigartige Mutation in der Ursorte "Teinturier” entstand und durch Kreuzung

an die nachste Generation weitergegeben wurde.
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Generell kann repetitive DNA in ,zufallig“ eingestreute Repeats wie Retrotransposons
und lokale Tandem-Repeats wie SSRs eingeteilt werden (Graw, 2015a).
Wohingegen SSRs (auch Mikrosatelliten) wiederholende Einheiten von 1 bis 13 bp
beschreiben, kann die Lange von sogenannten Minisatelliten bis zu 500 bp betragen
(Vergnaud & Denoeud, 2000). Basierend auf dieser Definition kann das gefundene
GCE-Element der Farberreben als Minisatellit bezeichnet werden. Seit der
Erstbeschreibung fur Menschen (Wyman & White, 1980) und Pflanzen (Dallas,
1988), konnten Minisatelliten als nutzvolle Werkzeuge flir DNA fingerprinting
(Jeffreys et al., 1985), Gene mapping (Nakamura et al., 1987) oder Evolutionsstudien
(Sykorova et al., 2006) eingesetzt werden. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass
Minisatelliten die transkriptionelle Aktivitat sowie das Splicing beeinflussen kdnnen.
So fuhrt in Caenorhabditis elegans ein Minisatellit, der in einem spezifischen Intron
lokalisiert ist, zu einem veranderten alternativen Splicing (Glauser, 2014) und ein
Minisatellit im Promotorbereich des menschlichen Insulingens zu einer veranderten
Genexpression in Abhangigkeit von der Grole (Kennedy et al., 1995). Als Ursprung
von Duplikationen in eukaryotischen Genomen konnten allgemein transposable
Elemente (Ma & Bennetzen, 2004; Woodhouse et al., 2010), der ungleiche
Schwesterchromatidaustausch wahrend einer Meisoe oder intrachromosomale,
allelische oder ektopische Rekombination nach einem DSB (Puchta, 2005)
angesehen werden. Dahingegen kann im Speziellen die Entstehung eines Tandem-
Repeats, anhand der fehlerhaften NHEJ-bedingten (Non-homologous end joining)
Reparatur von DSBs (Messer & Arndt, 2007), der Reparatur von benachbarten
Einzelstrangbriichen (Schiml et al.,, 2016) oder Replication slippage (Chen et al.,
2005; Levinson & Gutman, 1987) erklart werden. Auch die dafir notwendigen
Mikrohomologien (jeweils TCA vor und nach dem Repeat; siehe Anhang 9) waren
dafur vorhanden. Wohingegen angenommen wird, dass SSRs sich durch Replication
slippage, Rekombination und Reparatur erweitern oder verkurzen, wird fur
Minisatelliten, bedingt durch die Gréle, ausschlielllich die Rekombination als
Ursache flur eine eventuelle Erweiterung oder Verklirzung angenommen (Thomas,
2005). Da es auch weltweit viele weitere "Teinturier’-Klone oder generell
Farberrebsorten gibt, lasst sich auch nicht ausschlieRen, dass es, zusatzlich zu den
drei gefundenen Allelen (MybAl1t2, MybA1t3 und MybA1lt5), weitere Typen gibt oder
entstehen kénnen. So ist folglich denkbar, dass Sorten / Klone mit mehr als flnf

Repeats entstehen konnten, die dann sogar eine noch starkere Anthocyanfarbung
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aufweisen wuirden, jedoch ist anzunehmen, dass es ein metabolisches Limit geben
dirfte, da u.a. auch transgene MybA-Uberexpressionslinien starke Fitnessdefizite

aufweisen (Margit Harst, Julius Kihn-Institut, persdnliche Mitteilung).

Aufgrund der zum Teil Jahrhunderte langen vegetativen Vermehrung von Reben im
Weinbau, ist das Level an klonalen Variationen innerhalb einer Sorte, die
ursprunglich von einem einzigen Samling abstammten, relativ hoch (Pelsy, 2010).
Somatische Mutationen kdnnen dabei entweder die komplette Pflanze betreffen oder
eben nur eine Zellschicht. Befinden sich die Mutationen entsprechend nur in der
L1- oder L2-Zellschicht, entstehen periklinale Chimaren, die sich in der Weinqualitat
im Verhaltnis zur Ursprungssorte unterscheiden kénnen. So zeigt zum Beispiel "Pinot
Meunier’, eine periklinale Chimare von "Pinot Noir’, eine deutlich starkere Behaarung
der Triebe (Franks et al., 2002), wohingegen "Pinot Gris’, eine weitere periklinale
Chimare von 'Pinot Noir’, in L2 keine Anthocyane mehr produzieren kann und
folglich aufgrund der grauen Beerenfarbe fir die Rotweinproduktion ungeeignet ist
(Vezzulli et al., 2012). Zusatzlich konnte fur die "Pinot’-Familie auch gezeigt werden,
dass periklinale Chimaren wie "Pinot Gris” sowie homogenisierte Klone wie "Pinot
blanc” nicht einmalig entstanden sind, sondern sich genetisch zum Teil deutlich
unterscheiden konnen (Pelsy et al., 2015).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte die Urfarbersorte “Teinturier’ als eine
periklinale Chimare aus zwei genetisch unterschiedlichen Zelllinien identifiziert
werden. Die auliere L1-Schicht wies dabei die nicht funktionelle MybAla-Variante
sowie das funktionelle MybAlc-Allel auf und sollte die urspringliche Konstitution am
Farblokus bzgl. der Beerenfarbe wiederspiegeln. L2 hingegen zeigte das nicht
funktionelle MybAla-Allel sowie jeweils eine der drei gefundenen MybA1lt-Varianten.
Da Gameten bei Dikotyledonen aus der L2-Zelllinie entstehen (Marcotrigiano &
Bernatzky, 1995), konnte so "Teinturier’ den Farberreben-Phanotyp an die nachste
Generation vererben, war aber im Gegensatz dazu nicht in der Lage das funktionelle
MybAlc-Allel weiterzugeben. Jedoch kann es, bedingt durch zellulare
Rearrangements  (Neuordnungen) der beiden Zellschichten, zu einer
Homogenisierung der entsprechenden periklinalen Chimare kommen. Aufgrund des
geringeren Grades an Organisation der Zellteilung in L2 sollte eine Verdrangung
(Displacement) von L1 deutlich haufiger auftreten (Hocquigny et al., 2004). Bei dem
gegensatzlichen Phanomen hingegen, das deutlich seltener auftreten sollte, spricht

man von Ersetzen (Replacement). Das Homogenisieren des Phanotyps durch L1

77



Diskussion

sollte im Falle von "Teinturier” zu einem Klon ohne gefarbtes Fruchtfleisch flhren,
jedoch befindet sich die Ursorte kaum im Anbau, so dass, aufgrund der geringen
Mutationsfrequenz, eine Selektion schwierig werden durfte. Dennoch ist ein
‘Teinturier’-Klon ohne gefarbtes Fruchtfleisch, durch die nahe Verwandtschaft zu
"Pinot Noir’, aus zichterischen sowie wissenschaftlichen Aspekten von besonders

grolRem Interesse.

4.2.2. Auswirkungen auf den Phanotyp

Wie in Espley et al. (2009) beschrieben, entsteht der Farber-Phanotyp bei Apfeln, der
vergleichbar zur Weinrebe ist, durch die Autoregulation des Mdmybl0 Gens. In
einem vorgeschlagenen Modell bindet das eigene MYB10-Protein an eine 23 bp
wiederholende Einheit im Promotor und verstarkt dadurch die transkriptionelle
Aktivitat, die zu einer ektopischen Anthocyanakkumulation fihrt. Zusatzlich konnte
auch gezeigt werden, dass die Anzahl der wiederholten Einheiten des 23 bp Repeats
mit dem Level an Transaktivierung von Mdmybl0 Kkorreliert. Deswegen kann
angenommen werden, dass das GCE-Element der Farberreben durch einen
vergleichbaren Mechanismus wirkt, obwohl die wiederholende Einheit ca. 20-fach
groler ist. Dazu fuhrte ein Screening des 408 bp Fragments nach putativen MYB-
Bindedomanen mit den Datenbanken PlantCARE (Lescot et al., 2002; Rombauts et
al., 1999) und PLACE (Higo et al., 1999) zu vier moglichen Bindestellen (siehe
Abbildung 36A). Die jeweiligen Motive wurden beschrieben flr Zea mays (MYBPZM:
Grotewold et al. (1994); MBS: Bodeau & Walbot (1996)), Petunia (MYBCORE:
Solano et al. (1995)) und Solanum tuberosum (MYBST1: Baranowskij et al. (1994))
und mussten fur Vitis vinifera erst noch experimentell bestatigt werden, jedoch
befinden sich alle Motive (aufgrund variabler Basen im Motiv) auch im VVUFGT-
Promotor (Daten nicht gezeigt), der ein natives MYBA1 ,Target® darstellt (Tipa-
Umphon et al., 2007; Walker et al., 2006). Dazu wirde sich ein EMSA
(Electrophoretic Mobility Shift Assay) analog zu den Arbeiten von Espley et al. (2009)
anbieten.

So ist es denkbar, dass eine dieser Bindedomanen (theoretisch auch weitere nicht
beschriebene) alleine oder eine Kombination aus allen anhand der zusatzlichen
MYB-Bindestellen in den MybA1lt-Promotoren zu einer starkeren Autoaktivierung von
VvmybA1l fuhren. Ein moégliches Modell anhand Espley et al. (2009) im Vergleich
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zum Wildtyp MybAlc ist in Abbildung 36B dargestellt. Demnach steigt mit jedem
zusatzlichen Repeat die Autoaktivierung des VvmybAl-Promotors durch zusatzliche
Bindestellen fur das MYBA1-Protein und wurde den deutlich dunkleren Phanotyp der
MybA1t3- bzw. MybA1lt5-Trager erklaren. Der Effekt, dass mit steigender Repeat-
Anzahl auch die Anthocyankonzentration nachfolgend steigt, konnte anhand von
Blattmaterial von "Teinturier’-Klonen sowie anhand von Beerenmaterial von direkten

Nachkommen nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.2.2).
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Abbildung 36: Modell zum Wirkmechanismus des 408 bp GCE-Elementes. (A) Putative MYB-
Bindedomanen innerhalb des 408 bp Repeat anhand der Datenbanken PlantCARE (Lescot et
al., 2002; Rombauts et al., 1999) und PLACE (Higo et al., 1999) exemplarisch fir den MybA1t2-
Promotor. (B) Modell zur Autoaktivierung des VvmybA1l-Promotors in Farberreben nach Espley
et al. (2009).

Wohingegen bzgl. der Expression von VvmybAl und VVUFGT in den Beerenproben
vier Wochen vor Véraison diese Korrelation noch festgestellt werden konnte, war vier

Wochen nach Véraison nur noch ein genereller Unterschied der Farberreben zur
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"Pinot Noir’-Referenz festzustellen. Deshalb kann angenommen werden, dass trotz
der zusatzlichen Repeats ein Limit der VvmybA1l sowie VVUFGT Expression erreicht
wird, so dass keine Unterscheidung zu diesem Zeitpunkt mehr erfolgen kann. Da
jedoch vier Wochen vor Véraison dieser Unterschied noch nachzuweisen war, kann
davon ausgegangen werden, dass das Limit von den MybAlt5-Tragern
(entsprechend MybA1t3) vermutlich friher erreicht wird und dadurch die starkere
Farbung entsteht. Durch eine Genexpressionsanalyse von VvmybA1l und VVUFGT im
Verlauf beginnend mit dem Ansetzen der Beeren bis zur Lese mit relativ kurzen

Probennahme-Intervallen sollte diese Frage geklart werden konnen.
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5. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit konnten die Farbmutationen anhand der Analyse der sich
am Beerenfarblokus der Weinrebe (Chr 2, ~14,2 Mb) befindenden
Transkriptionsfaktorgene VvmybA1l, VvmybA2 und VvmybA3 von sieben rotbeerigen
Klonen weilRer Qualitdtssorten des deutschsprachigen Raums weitgehend geklart
werden. "Silvaner Rot” und "Mduller-Thurgau Rot” zeigten dabei das in der Literatur
meist beschriecbene MybAlb-Allel, wohingegen die Mutationen der anderen
untersuchten Farbmutanten bisher unbekannt waren. Die zur Farbe fuhrenden
VvmybA-Varianten von "Elbling Rot” (VvmybA313, homologe Rekombination von
VvmybA3 mit VvmybAl) sowie 'Rauschling Rot” und ‘Kernling” (VvmybA232a /
VvmybA232b, in beiden Fallen homologe Rekombination von VvmybA2 mit
VvmybA3) sind vermutlich durch den konservativen Synthesis-dependant strand
annealing-Mechanismus (SDSA) entstanden, bei dem jeweils nach einem
Doppelstrangbruch (DSB) zur Reparatur ein homologer Abschnitt eines anderen
VvmybA-Gens als Matrize verwendet wurde. Im Gegensatz dazu wiesen "Riesling
Rot” und "Silvaner Blau™ die gleiche funktionelle Genvariante (VvmybA31) auf, die
wahrscheinlich, analog zur Entstehung des MybAlb-Allels, durch den nicht
konservativen Single-strand annealing-Mechanismus (SSA) entstanden ist.
Wohingegen es im Falle des MybAlb-Allels den Verlust des Retrotransposons Gretl
sowie eines LTRs zur Folge hatte, kam es in "Riesling Rot” und "Silvaner Blau” zu
dem kompletten Verlust des Sequenzbereiches (ca. 70 kb) zwischen VvmybAl und
VvmybAS3.

Anhand der Zuweisung der Mutation zu einer spezifischen Haplophase mittels SSR-
Markeranalyse der homozygoten Selbstungslinien konnte anschlieRend der
entsprechende Elternteil bestimmt werden, der, unabhangig von der Mutation, die
Haplophase vererbte. So konnte bei allen geselbsteten Farbmutanten auller
"Rauschling Rot” bestatigt werden, dass die Mutations-tragenden Haplophasen
ursprunglich von weil3beerigen Elternteilen abstammen und folglich die Mutationen
erst in den weil3en Varianten entstanden sein missen. Zusatzlich konnten durch eine
umfangreiche Anthocyananalyse reifer Beeren und durch eine Herbstlaubbonitur
phanotypische Alleinstellungsmerkmale einzelner Mutationen identifizieren werden.
So farbte sich bei allen Sorten, die das MybAlb-Allel tragen, im Herbst das Laub rot
und far Sorten die eine VvmybA2-bezogene Mutation besitzen ('Rauschling Rot” und

"Kernling”), konnte ein Cyanidin-3-O-glucosid-Anteil von ca. 95% in reifen Beeren als
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Zusammenfassung

Charakteristikum nachgewiesen werden. Beide gefundenen Merkmale kdnnen in
zukunftigen Arbeiten sowie in der Zuchtung zur ldentifikation von Farbmutationen
eingesetzt werden.

Des Weiteren konnte der molekulare Ursprung der Farberreben identifiziert und ein
Bezug zu den Auswirkungen auf den Phanotyp hergestellt werden. Bedingt durch ein
408 bp Repeat (2-fach, 3-fach sowie 5-fach moglich) im Promotorbereich von
VvmybAl kommt es vermutlich zur Autoregulation des Lokus und folglich zur
ektopischen Anthocyanakkumulation unabhangig von der Reife. Der Ursprung der
Mutation geht dabei auf die Sorte "Teinturier” (eine periklinale Chimare) zurick und
wurde entsprechend an die nachste Generation weitergeben. In einem putativen
Modell kann MYBA1, bedingt durch zusatzliche Bindedomanen innerhalb des 408 bp
Repeats, an den eigenen Promotor verstarkt binden und somit die Expression durch
Autoregulation steigern. So konnte in den Blattern von “Teinturier’-Klonen sowie den
reifen Beeren von direkten Nachkommen gezeigt werden, dass die Repeat-Anzahl

direkt mit der Anthocyankonzentration korreliert.

Vermutlich bedingt durch das Retrotransposon Gretl und weitere repetitive DNA-
Elemente ist der Bereich des Beerenfarblokus von Vitis vinifera ein Hotspot fur
homologe Rekombinationen, die zu den unterschiedlichsten funktionellen VvmybA-
Varianten flhren koénnen und folglich die Evolution des Beerenfarblokus

kontinuierlich vorantreiben.
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6. Summary

In this work, the color mutations of seven red clones of famous grapevine varieties
from the German-speaking area were identified by analyzing the transcription factor
genes located at the berry color locus (Chr 2, ~14,2 Mb) VvmybAl, VvmybA2 and
VvmybA3. Both, "Silvaner Rot” and "Muller-Thurgau Rot” showed the most commonly
found allele MybAlb, whereas the other color mutations were not described in
literature so far. The color-related mutations in "Elbling Rot” (VvmybA313,
homologous recombination of VvmybA3 and VvmybAl) as "Rauschling Rot” and
‘Kernling” (VvmybA232a / VvmybA232b, both homologous recombination of
VvmybA2 and VvmybA3) most likely arose via the conservative synthesis-dependant
strand annealing mechanism (SDSA) that uses a homologous region as template for
the repair of a double strand break (DSB). In contrast, "'Riesling Rot" and "Silvaner
Blau” showed the same functional gene variant (VvmybA31) that putatively arose by
means of the non-conservative single-strand annealing mechanism (SSA) analogous
to the MybAlb allele. Whereas in the case of the MybAlb allele the retrotransposon
Gretl and one LTR are just missing, 'Riesling Rot™ and "Silvaner Blau” both show a
deletion of the complete area (~ 70 kb) between VvmybAl and VvmybAS3.

Based on the SSR-marker analysis of the homozygous selfed lines, the specific
mutations could be linked to the haplophases inherited by their respective parents.
Hence, it was possible to show that for all analyzed color mutants, expect
"Rauschling Rot’, a white ancestor inherited the mutation-bearing haplophase and
therefore the mutation had to have arisen in the white clones. Additionally, by
analyzing the anthocyanin composition in ripe berries and by evaluating the
coloration of autumn leaves, two unique characteristics linked to specific mutations
could be identified. All cultivars bearing the MybA1lb allele exclusively showed red
coloration of the autumn leaves whereas the color mutants with the VvmybA2-related
mutations (‘Rauschling Rot” and "Kernling’) possessed a 95% proportion of cyanidin-
3-0O-glucoside in ripe berry skins.

Furthermore, the molecular origin of the teinturier grapes could be identified and the
effects of the mutation on the phenotype were evaluated. A 408 bp repeat (2x, 3x
and 5x possible) in the promoter region of VvmybAl is putatively leading to the
autoregulation of the locus and therefore to ectopic formation of anthocyanins
independently of ripening. The origin of the mutation goes back to the variety

"Teinturier” (a periclinal chimera) and was then passed on to the next generation. In a
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putative model, the MYBA1 protein can bind on its own promoter due to additional
MYB binding sites in the repeat and is therefore leading to an enhanced VvmybAl
expression. Additionally, by analyzing the leaf samples of "Teinturier’ clones and
berry samples of the direct progeny, it was possible to show that the repeat number

is strongly correlating with an increase of the anthocyanin concentration.

Presumably due to the retrotransposon Gretl and further repetitive DNA elements,
the berry color locus of Vitis vinifera displays a hotspot for homologous
recombinations which can lead to plenty functional VvmybA variants and drive

therefore the evolution of the berry color continuously forward.
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Anhang

Anhang

Anhang 1. Schematische Darstellung der wei3en Haplophase von "Riesling Rot” anhand einer
BAC-Sequenzierung. Alle Positionen sind relativ zu Chromosom 2 der Referenzsequenz
PN40024 (12x) angegeben.
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Anhang

Anhang 2: Schematische Darstellung der roten Haplophase von "Riesling Rot” anhand einer
BAC-Sequenzierung. Alle Positionen sind relativ zu Chromosom 2 der Referenzsequenz
PN40024 (12x) angegeben.
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Anhang

Anhang 3: Alignment der mybA1-Allelvarianten MybA1b, MybA31 und MybA313 im Vergleich zu
MybAla aus der Referenzsequenz PN40024 (12x). Unterschiede sind dunkelrot hinterlegt. SR =

“Silvaner Rot”; RR = "Riesling Rot"; SB = "Silvaner Blau”; ER = "Elbling Rot".
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|
CATTHMGGAAG

CCACHTAATG

|
CACCATAAGA

AACGIGICGA ATHAA 74

Promotor

[ACACACACCC

TTTGTCCATG

ABCTCCAGCG

CATTHGGAAG

CCAGHTAATG

CACCATAAGA

AACGTGTCGA

ATHAA 74

Promotor

[ACACACACCC

TTTGTCCATG

ABICTCCAGCG

CATTEGGAAG

CCACETAATG

CACCATAAGA

AACGTGTCGA

ATEAA 75

Promotor

ACACACACCC

TTTGTCCATG

ANICTCCAGCG

CATTBGGAAG

CCACETAATG

CACCATAAGA

AACGIGICGA ATEAA 75

80
Promotor

100

120

140

CCAATTAGGG

GTCTGGTGTC

|
CGAGTCATGA

GATAGAACAG

|
GTTCGAGGTT

GTTATATATC

I
AATCAATAAT TAGAG 149

Promotor

CCAATTAGGG

GTCTGGTGTC

CGAGTCATGA

GATAGAACAG

GTTCGAGGTT

GTTATATATC

AATCAATAAT TAGAG 149

Promotor

CCAATTAGGG

GTCTGGTGTC

CGAGTCATGA

GATAGAACAG

GTTCGAGGTT

GTTATATATC

AATCAATAAT TAGAG 150

Promotor

CCAATTAGGG

GTCTGGTGTC

CGAGTCATGA

GATAGAACAG

GTTCGAGGTT

GTTATATATC

AATCAATAAT TAGAG 150

180
Promotor I

180

| Exon1
AAGGAGCCGG TCTCTTGTGT TGAGTTGACT CG{ATGGAGAG

200

I
CTTAGGAGTT

AGAAAGGGTG

220

|
CATGGANCCA AGAAG 224

Promotor

AAGGAGCCGG TCTCTTGTGT TGAGTTGACT

CTTAGGAGTT

AGAAAGGGTG

AGAAG 224

Promotor

Exont
CGATGGAGAG
Exont

AAGGAGCCGG TCTCTTGTIGT TGAGTTGACT C;}{ATGGAGAG

CTTAGGAGTT

AGAAAGGGTG

CATGGAICCA

CATGGABCCA AGAAG 225

xon1

Promotor E
AAGGAGCCGG TCTCTTGTGT TGAGTTGACT CG{ATGGAGAG

CTTAGGAGTT

AGAAAGGGTG

CATGGABCCA AGAAG 225

Exon1

240

260

280

300
Infronf

AGGATGTTCT
Exon1

|
CCTGAGGAAA

TGCATTGAGA

I
AATATGGAGA

AGGAAAGTGG

|
CATCTGGTTC

CCCTCCGAGC TA 299

Intron 1

A

AGGATGTTCT

CCTGAGGAAA

TGCATTGAGA

AATATGGAGA

AGGAAAGTGG

CATCTGGTTC

CCCTCCGAGC A

TA 299
Infron1

Exon1
AGGATGTTCT

CCTGAGGAAA

TGCATTGAGA

AATATGGAGA

AGGAAAGTGG

CATCTGGTTC

GGTA 300

Infron1

CCCTCCGAGC

Exon1
AGGATGTTCT

Infron1

CCTGAGGAAA
320

TGCATTGAGA

AATATGGAGA
340

AGGAAAGTGG

CATCTGGTTC
360

CCCTCCGAGC AGGTA 300

ACATGAAAGA

|
GAAAGGGATC

AGTATTTATT

|
TGTGTTTTTT

TACTTCTGTT

|
TTGCTTAAAG

AGTTTCATTT TCTTG 374

Intron

1
ACATGAAAGA

GAAAGGGATC

AGTATTTATT

TGTGTTTTTT

TACTTCTGTT

TTGCTTAAAG

AGTTTCATTT TCTTG 374

Intron1

ACATGAAAGA

GAAAGGGATC

AGTATTTATT

TGTGTTTTTT

TACTTCTGTT

TTGCTTAAAG

AGTTTCATTT TCTTG 375

Infron1

ACATGAAAGA

GAAAGGGATC

AGTATTHEBTT

TGTGTTTTTT

TACTTCTGTT

TTGCTTAAAG

AGTTTCETTT TCTTG 375

380
Infron1 | Ex
AGTTTGCA

on2
GTTGAATAGA

400
|

TGCCGAAAAA

GCTGCAGGTT

420
|

GAGATGGCTC

AATTATTTGA

440
I

AGCCGGATAT CAAGA 449

14
Infron1 Ex

AGTTTGCA;}B

on2
GTTGAATAGA

TGCCGAAAAA

GCTGCAGGTT

GAGATGGCTC

AATTATTTGA

AGCCGGATAT CAAGA 449

Intron1 Ex

on2
GTTGAATAGA

TGCCGAAAAA

GCTGCAGGTT

GAGATGGCTC

AATTATTTGA

AGCCGGATAT CAAGA 450

AGTTTGCA;})G

Infron1 Ex
AGTT TGCAV

on2
GTTGAATAGA

TGCCGAAAAA

GCTGCAGGTT

GAGATGGCTC

AATTATTTGA

AGCCGGATAT CAAGA 450

460

480

500

Exon2 I
GAGGAGAGTT
Exon2

TGCATTAGAC

I
GAGGTTGATC

TCATGATTAG

I
GCTTCACAAT

TTGTTGGGGA

520
nfron2 |

CAAGT CTATA 524
Infron2

ACA

GAGGAGAGT T
Exon2

TGCATTAGAC

GAGGTTGATC

TCATGATTAG

GCTTCACAAT

TTGTTGGGGA

CAAGT CTATA 524
Infron2

ACA

GAGGAGAGTT
Exon2

TGCATTAGAC

GAGGTTGATC

TCATGATTAG

GCTTCACAAT

TTGTTGGGGA

ACAGGCAAGT CTATA 525

Intron2

GAGGAGAGTT

Infron2

TGCATTAGAC
540

GAGGTTGATC

TCATGATTAG
560

|
TATATTAGTT

GCTTCACAAT

TTGTTGGGGA
580

|
TCAGAACTTA

CAAGT CTATA 525
600

ACA

|
GTTCA 599

|
TACTAGCTTG

ATAACTCAAG

ATAATGATAT

CTGAAGCTGT

CAAAAGAGCT

Infron2

ATAACTCAAG

TACTAGCTTG

ATAATGATAT

TATATTAGTT

CTGAAGCTGT

TCAGAACTTA

CAAAAGAGCT GTTCA 599

Infron2

ATAACTCAAG

TACTAGCTTG

ATAATGATAT

TATATTAGTT

CTGAAGCTGT

TCAGAACTTA

CAAAAGAGCT GTTCA 600

Infron2

ATAACTCAAG

TACTAGCTTG

ATAATGATAT

TATATTAGTT

CTGAAGCTGT

TCAGAACTTA

CAAAAGAGCT GTTCA 600

Infron2

GTTGATACTT TGTCTGATGT TGTGCGTGTA TAV

620

640
Exon3 |
TGGTCC

TTGATTGCGG

660
I

GTAGGCTTCC

AGGGAGGACT GCTAA 674

Intron2 Exon3
GTTGATACTT TGTCTGATGT TGTGCGTGTA TA;}LATGGTCC

Infron2

TTGATTGCGG

GTAGGCTTCC

AGGGAGGACT GCTAA 674

xon3

GTTGATACTT TGTCTGATGT TGTGCGTGTA T

. E
BATGGTCC

TTGATTGCGG

GTAGGCTTCC

AGGGAGGACT GCTAA 675

Infron2

GTTGATACTT TGTCTGATGT TGTGCGTGTA TAV

4 Exon3
TGGTCC

TTGATTGCGG

GTAGGCTTCC

AGGGAGGACT GCTAA 675

680
Exon3 |

700
|

720
|

740
|

TGATGTCAAG
Exon3

AACTATTGGC

ATAGTCACCA

CTTCAAAAAG

GAGGTTCAGT

TCCAGGAAGA

AGGGAGAGAT AAACC 749

TGATGTCAAG
Exon3

AACTATTGGC

ATAGTCACCA

CTTCAAAAAG

GAGGTTCAGT

TCCAGGAAGA

AGGGAGAGAT AAACC 749

TGATGTCAAG
Exon3

AACTATTGGC

ATAGTCACCA

CTTCAAAAAG

GAGGTTCAGT

TCCAGGAAGA

AGGGAGAGAT AAACC 750

TGATGTCAAG

AACTATTGGC

ATAGTCACCA

CTTCAAAAAG

GAGGTTCAGT

TCCAGGAAGA

AGGGAGAGAT AAACC 750

XXVII



Anhang

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybAta PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RRISB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/ISB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

MybA1a PN12x
MybA1b SR
MybA31 RR/SB

MybA313 ER

XXVIHI

760
Exon3 |

780

|
AAGCTATAAA

800

|
CACAAGTTCT

820

|
GCCAAGGTTT

CCAAACACAT

TCTAAAACCA

GCCTCACCCT

CCAAAGCCTT

GAACT 824

Exon3
CCAAACACAT

TCTAAAACCA

AAGCTATAAA

GCCTCACCCT

CACAAGTTCT

CCAAAGCCTT

GCCAAGGTTT

GAACT 824

Exon3
CCAAACACAT
Exon3

TCTAAAACCA

AAGCTATAAA

GCCTCACCCT

CACAAGTTCT

CCAAAGCCTT

GCCAAGGTTT

GAACT 825

CCAAACACAT

Exon3
AAAAACTACA

TCTAAAACCA
840

|
GCTGTGGATA

AAGCTATAAA

CTTTTGACAC

GCCTCACCCT
860

1
ACAAGTCAGT

CACAAGTTCT

ACTTCCAGGA

CCAAAGCCTT
880

I
AGCCATCATC

GCCAAGGTTT

CACTTCACCA

GAACT 825
900

|
CAACC 899

Exon3
AAAAACTACA

GCTGTGGATA

CTTTTGACAC

ACAAGTCAGT

ACTTCCAGGA

AGCCATCATC

CACTTCACCA

CAACC 899

Exon3
AAAAACTACA

GCTGTGGATA

CTTTTGACAC

ACAAGTCAGT

ACTTCCAGGA

AGCCATCATC

CACTTCACCA

CAACC 900

Exon3
AAAAACTACA

GCTGTGGATA

CTTTTGACAC

ACAAGTCAGT

ACTTCCAGGA

AGCCATCATC

CACTTCACCA

CAACC 900

Exon3
GAATGATGAC
Exon3
GAATGATGAC
Exon3
GAATGATGAC
Exon3
GAATGATGAC
980
Exon3 |

920

I
ATCATATGGT
ATCATATGGT
ATCATATGGT

ATCATATGGT

GGGAAAGCCT
GGGAAAGCCT
GGGAAAGCCT

GGGAAAGCCT
1.000
|

940

|
GTTAGCTGAG
GTTAGCTGAG
GTTAGCTGAG

GTTAGCTGAG

CATGCTCAAA

CATGCTCAAA

CATGCTCAAA

CATGCTCAAA

1.020
|

960

I
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA
TGGATCAAGA

TGGATCAAGA

AACTGACTTT
AACTGACTTT
AACTGACTTT

AACTGACTTT
1.040
|

TCGGC 974

TCGGC 974

TCGGC 975

TCGGC 975

TTCTGGAGAG

ATGCTTATCG

CAAGCCTCAG

GACAGAAGAA

ACTGCAACAC

AGAAAAAGGG

ACCCATGGAT

GGTAT 1049

Exon3
TTCTGGAGAG

ATGCTTATCG

CAAGCCTCAG

GACAGAAGAA

ACTGCAACAC

AGAAAAAGGG

ACCCATGGAT

GGTAT 1048

Exon3
TTCTGGAGAG

ATGCTTATCG

CAAGCCTCAG

GACAGAAGAA

ACTGCAACAC

AGAAAAAGGEG

ACCCATGGAT

GGTAT 1050

Exon3
TTCTGGAGAG

1.060

Exon3 |
GATTGAACAA

ATGCTTATCG

ATCCAGGGAG

CAAGCCTCAG
1.080
|

GTGAGGGTGA

GACAGAAGAA

TTTTCCATTT

ACTGCAACAC
1.100
|

GATGTGGGCT

AGAAAAAGGG

TCTGGGATAC

ACCCATGGAT
1120
|
ACCCAACACA

GGTAT 1050

CAAGT 1124

Exon3
GATTGAACAA

ATCCAGGGAG

GTGAGGGTGA

TTTTCCATTT

GATGTGGGCT

TCTGGGATAC

ACCCAACACA

CAAGT 1124

Exon3
GATTGAACAA

ATCCAGGGAG

GTGAGGGTGA

TTTTCCATTT

GATGTGGGCT

TCTGGGATAC

ACCCAACACA

CAAGT 1125

Exon3
GATTGAACAA

ATCCAGGGAG

GTGAGGGTGA

TTTTCCATTT

GATGTGGGCT

TCTGGGATAC

ACCCAACACA

CAAGT 1125

Exon3
AAATCACTTG

Exon3
AAATCACTTG

Exon3
AAATCACTITG

Exon3
AAATCACTTG

Terminator

1.140

Terminator

|
ATCTG> TTA GACCATTTCA ATCTT

1.160
|

1180

1.200

| |
AATGT TTAAGTTCAA AAGTTGTITCT TGCATTCATG CTCTA 1199

Terminator

ATCTG> TTA GACCATTTCA ATCTTAATGT TTAAGTTCAA AAGTTGTTCT TGCATTCATG CTCTA 1198

Terminator

ATCTG:}ITTTA GACCATTITCA ATCTTAATGT TTAAGTTICAA AAGTTIGTITCT TGCATTCATG CTCTA 1200
Terminator

ATCTG> TTA GACCATTITICA ATCITAATGT TTAAGITCAA AAGITGITCTI TGCATTCABE CTCTA 1200

1.220
|

1.240
|

1.260
|

1273

Terminator

CTCCCTAATC A ATG CCAAAGTIG AATCTTAGA AATAAAAACA AAAAT -AATA AATATATCAA TATGT 1273

Terminator

CTCCCTAATC A ATG CCAAAGTIG AATCTTAGA AATAAAAACA AAAAT -AATA AATATATCAA TATGT 1274

Terminator

1.280

Terminator |

ATAATGGTGG ATAGGGATGT GAGCAGTGGA TG- - - - - - - - - - - - - - oo oeee === CAAA CICAA 1314

Terminator

ATAATGGTGG ATAGGGATGT GAGCAGIGGA 1G- - - - - - - - - - - CAAA CTICAA 1314

Terminator

ATAATGGTGG ATAGGGATGT GAGCAGTGGA TG- - - - - --- - - -------- ---------- ------ CAAA CTCAA 1315

Terminator

ABAATGGTGG ATANGGABGT HABCAGTGGA TGHHAEAEAAE AENNACHAAN | ANENE EBAEANECAAA CTCAA 1350
1.360 1380 1.400 1.420

Terminator | 1 | |

GCATTGAATG AATGGTTAAG ATTAATGAAC CCAATCATTT GAAGTGACAA AAGAAAGACA TTTTAAAAGA TTCTT 1389

Terminator

GCATTGAATG AATGGTTAAG ATTAATGAAC CCAATCATIT GAAGTGACAA AAGAAAGACA TTTTAAAAGA TTCTT 1389

Terminator

GCATTGAATG AATGGTTAAG ATTAATGAAC CCAATCATTT GAAGTGACAA AAGAAAGACA TTTTAAAAGA TTCTT 1390

Terminator

GCATTGAATG AATGGITAAGC ATTAATGAAC CCAATCATIT GAAGCTIGACAA AAGAAMGACA TTTTAAAANA TTBIT 1424

Terminator

1440

1460
|

1480
|

1.500
|

1442

Terminator
AACAAT

ATTT CTATCGGTTT CCAACCATTA ATTAG 1442

Terminator

1443

Terminator

AACAATATIN EHANCECENA BENAAAANET HTEACATENN WAEENNATTT CTATCGGTIT CCAACCHTIA ATHEN 1496

Terminator

1.520
|

1.540
|

1.560
|

ACGGATGGAC CATTGAAATA TCTCATGCAT ATTGAATTAA TAAAACAAGA AATTTCCACA TAG:]S 1506

Terminator

ACGGATGGAC CATTGAAATA TCTCATGCAT ATTGAATTAA TAAAACAAGA AATTTCCACA TAGV 1506

Terminator

ACGGATGGAC CATTGAAATA TCTCATGCAT ATTGAATTAA TAAAACAAGA AATTTCCACA TAG:'D 1507

Terminat

or
EEEENENEN BEEEEAANEN "CTHATCENT ANTGAZATHEN NENNEENEEN BENEEEEEEN EEE> 1520



Anhang

Anhang 4: Alignment der mybA2-Allelvarianten MybA232a und MybA232b im Vergleich zu
MybAlw aus der Referenzsequenz PN40024 (12x) und dem MybA2r-ORF (Promotor nicht
verfliigbar) aus “Cabernet Sauvignon” (Walker et al., 2006). Unterschiede sind dunkelrot
hinterlegt. R4R = "Rauschling Rot"; KL = Kernling’.

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybAZ232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybAZ232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybAZw PMN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybAZw PMN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybAZw PMN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

Promotor

40

60

TAGAAAAAGT

TCTAAAATGT ATTTTTATCG

ACGTTACTGG TCAGAAACAA

AGTCCTCCGC

GAGCCAGAGG

CATAT

Promator

TAGAAAAAGT

TCTAAAATGT ATTTTTATCG

ACGTTACTGG TCAGAAACAA

AGTCCTCCGC

GAGCCAGAGG

CATAT

Promotor

TAGAAAAAGT

TCTAAAATGT ATTTTTATCG

ACGTTACTGG TCAGAAACAA

AGTCCTCCGC

GAGCCAGAGG

CATAT

Promotar

100

120

140

CCTAATGATT

GTACCTTTCT TCGCTGACAA

TTCCCATGAA TTAGCTGCTG

CCACTGCATA

GCGGCCATAA

TATAA

Promotar

CCTAATGATT

GTACCTTTCT TCGCTGACAA

TTCCCATGAA TTAGCTGCTG

CCACTGCATA

GCGGCCATAA

TATAA

Promotar

CCTAATGATT

GTACCTTTICT TCHCBGACAA

TTICCCATHWAA TTAGLCIGCIG

CCACTGCATA

GCGGCHETAA

TATAA

1860

Promotar

180

200

220

TGGTAGAGGA

CCCATGGAGC TTCCCTTTTC

AGTGAACATG GGTTAGTCGA

CAAAAGAAAA

TGTTAAAGTT

GAAAG

Promotar

TGGTAGAGGA

CCCATGGAGC TTCCCTTTTC

AGTGAACATG GGTTAGTCGA

CAAAAGAAAA

TGTTAAAGTT

GAAAG

Promator

TGGTAGAGGA

CCCATGGAGC TECCCTITTTIC

AGTGAACATG GGTTAGTCGA

CAAAAGAAAA

TGTTAAAGTT

GAAAG

Promotar

240

280

280

AGGAGCGGTG

GCCCTCAAAG GTTCCCATCA

CTTGGTTGCT TTTTGTCAAG

GAAACAGT GG

TATCAGAATC

CAAAT

Promotar

AGGAGCGGTG

GCCCTCAAAG GTTCCCATCA

CTTGGTTGCT TTTTGTCAAG

GAAACAGTGG

TATCAGAATC

CAAAT

Promotor

AGGAGCGGTG

GCCCTCAAAG GTTCCCATCA

CTTGGTTGCT TTTTGTCAAG

GAAACAGT GG

TATCAGAATC

CAAAT

Promotor

320

340

360

CTTCTACGTA

ATGTCCCATT CATCCTACCA

ATGTCCAAAT GAATTCCTCT

GGACATTAAA

ATATGGTAGC

ACGTG

Promotar

CTTCTACGTA

ATGTCCCATT CATCCTACCA

ATGTCCAAAT GAATTCCTCT

GGACATTAAA

ATATGGTAGC

ACGTG

Promotor

CTTCTACGTA

ATGTCCCATT CATCCTACCA

ATGTCCAWAT GAATTCCTICT

GGACATTAAA

AEETGGTAGC

ACGTG

380

Promotor

400

420

440

GTTGTCTTCG

GGATCACACC AGTTTATACA

TTTGCACCAC AAAATAGAGA

TTGTTCATAA

AGGATACTAG

TCAGC

Promotor

GTTGTCTTCG

GGATCACACC AGTTTATACA

TTTGCACCAC AAAATAGAGA

TTGTTCATAA

AGGATACTAG

TCAGC

Promotor

GTTGTICTTCH

GGATCACACC AGTTTATACA

TTTHEBACCAC AAAATAGAGA

TTGTTCATAA

AGGATACTAN

TCAGC

460

Promotor

480

500

520

AATTAATTCC

TAAATTT--C GCTGTACATT

TATAGTAAGT TGATACATAA

TGGGTAAATA

TCTCTTATGA

CACAC

Promotor

AATTAATTCC

TAAATTT - -C GCTGTACATT

TATAGTAAGT TGATACATAA

TGGGTAAATA

TCTCTTATGA

CACAC

Promotor

AATTAATTCC

TAAATTTHEC GCTGTACATT

TATAGTAAGT TGATACATAA

TGGGTAAATA

TCTCTTATGA

CACAC

Promotor

540

580

580

600

ACCCTTTGTC

CATGATGTCC ATCGCATTCG

GAAGCCAGGT AATGCACCAT

AAGAAACGTG

TCGAATCAAC

CAATT

Promotor

ACCCTTTGTC

CATGATGTCC ATCGCATTCG

GAAGCCAGGT AATGCACCAT

AAGAAACGTG

TCGAATCAAC

CAATT

Promotor

ACCCTTTGTC

CATGATETICC ABCGCATICG

GAAGCCAGGT AATGCACCAT

AAGAAACGTG

TCGAATCAAC

CAATT

| |
Promotor

620
|

B840
|

660
|

AGGGGTCTGG

TGTCCGAGTC ATGAGATAGA

ACAGGTTCGA GGTTGTTATA

TATCAATCAA

TAATTAGAGA

AGGAG

Promotar

AGGGGTCTGG

TGTCCGAGTC ATGAGATAGA

ACAGGTTCGA GGTTGTTATA

TATCAATCAA

TAATTAGAGA

AGGAG

Promotor

AGGGGTCTGG

TGTCCGAGTC ATGAGATAGA

ACAGGTTCGA GGTTGTTATA

TATCAATCAA

TAATTAGAGA

AGGAG

680

Promotor

700
|

720

740

Exon1
INENENEEEE EEEEERATGG

I
AGAGCTTAGG AGTTAGAAAG

GGTGCATGGA

I
CCCAAGAAGA

GGATG

CCGGTCTCTT

GTGTTGAGTT

Promotar

Exon 1
GACTCHATGH

AGAGCTTAGG AGTTAGAAAG

GGTGCATGGA

CCCAAGAAGA

GGATG

CCGGTCTCTT

Exoni
GTGTTGAGTT GACTC;}ATGG

Promotor

Exon1

AGAGCTTAGG AGTTAGAAAG

GGTGCATGGA

CCCAAGAAGA

GGATG

CCGGTCTCTT

GTGTTGAGTT GACTCbATGG

AGAGCTTAGG AGTTAGAAAG

GGTGCATGGA

CCCAAGAAGA

GGATG

XXIX



Anhang

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PMN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PMN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybA2w PMN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybAZ2w PMN12x%
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybAZ2w PMN12x%
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybAZ2w PMN12x%
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZ2r ORF Cab. Sauv.
MybAZ2w PMN12x%
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZ2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZ2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZ2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZ2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

XXX

760

Exon1 ]
TTCTCCTGAG GAAATGCATT

780

I
GAGAAATATG

300

I
GTGGCATCTG

GAGAAGGAAA

GTTCCCCTCC

Exon 1
TTCTCCTGAG GAAATGCATT

GAGAAATATG GAGAAGGAAA

GTGGCATCTG

GTTCCCCTCC

Exon1
TTCTCCTGAG GAAATGCATT

GAGAAATATG GAGAAGGAAA

GTGGCATCTG

GTTCCCCTCC

Exon1
TTCTCCTGAG GAAATGCATT

840
Intron1 I

GAGAAATATG GAGAAGGAAA

880

GTGGCATCTG

GTTCCCCTCC
880

200

AAGAGAAAGG GEBTICAGTIATT

I
AGTTTGTGTT TTTTT-ACTT

CTGTTTTGCT

I
TAAAGAGTTT CGTTTTICTTG

I
AGTTT

Intron 1

AAGAGAAAGG GATCAGTATT

ABTTTIGTGTT TITTIWMACTT

CTGTTTTGCT

TAAAGAGTTT CGTTTTCTTG

AGTTT

Intron1

AAGAGAAAGG GATCAGTATT

AGTTTGTGTT TTTTT-ACTT

CTGTTTTGCT

TAAAGAGTTT CGTITTICTTG

AGTTT

Intron1

AAGAGAAAGG GATCAGTATT

AGTTTGTGTT TTTTT-ACTT

CTGTTTTGCT

TAAAGAGTTT CGTTTTCTTG

AGTTT

320
Intron] Exon2 1

540

980

¢

GCAGGGTTGA ATAGATGCCG
Intran, 1 Exon 2

I
AAAAAGCTGC AGGTTGAGAT

GGCTCAATTA

I
TTTGAAGCCG GATATCAAGA

GAGGA

GCABGGTTGA ATAGATGCCH
Intron] Exon2

¢

AAABAGCTGC AGHTTGAGAT

GGCTCAATTA

TTTGAAGCCH GATATCAAGA

GAGGA

¢

GCAGGGTTGA ATAGATGCCG
Intran] Exon2

AAAAAGCTGC AGGTTGAGAT

GGCTCAATTA

TTTGAAGCCG GATATCAAGA

GAGGA

¢

GCAGGGTTGA ATAGATGCCG

Exon2 |

AAAAAGCTGC
1.000
I

AGGTTGAGAT

GGCTCAATTA
1.020

TTTGAAGCCG GATATCAAGA

1.040
Intron2 I

GAGGA

GAGTTTGCAT TAGACGAGGT

TGATCTCATG ATTAGGCTTC

I
ACAATTTGTT

GGGGAACA;QKS CAAGTCTATA

ATAAC

Exon 2
GAGTTTGCAT TAGACGAGGT

TGATCTCATG ATTAGGCTTC

ACAATTTGTT

.. Intran 2
GGGGAACA_GB CAAGTCTATA

ATAAC

Exon2
GAGTTTGCAT TAGACGAGGT

TGATCTCATG ATTAGGCTTC

Exon2
GAGTTTGCAT TAGACGAGGT

ACAATTTGTT

. Intron2
GGGGAACAGIE CAAGTCTATA

ATAAC

on2
CAAGTCTATA ATAACT

TGATCTCATG
1.080 1.080

Intron2 I

ATTAGGCTTC

ACAATTTGTT
1.100

. Intri
GGGGAACA_GB

1120

I
TCAAGTACTA GCTTGATAAT GATATTATAT

TAGTTCTGAA

I
GCTGTTCAGA

ACTTACAAAA

I
GAGCTGTTCA GTTGA

Intran 2

TCAAGTACTA GCTTGATAAT GATATTATAT

TAGTTCTGAA

GCTGTTCAGA

ACTTACAAAA

GAGCTGTTCA GTTGA

Intron2

TCAAGTACTA GCTTGATAAT GATATTATAT

TAGTTCTGAA

GCTGTTCAGA

ACTTACAAAA

GAGCTGTTCA GTTGA

Intron2

TCAAGTACTA GCTTGATAAT GATATTATAT

TAGTTCTGAA

GCTGTTCAGA

ACTTACAAAA

GAGCTGTTCA GTTGA

1.140
Intron2 ]

1.180

1.180
|

1.200

TACTTTGTCT GATGTTGTGC
Intran 2

. Exon,
GTGTA TA'S}_AT

3 I
GGTCCTTGAT

TGCGGGTAGG

CTTCCAGGGA

I
GGACTGCTAA TGATG

TACTTTGTCT GATGTTIGTGC
Intron2

.. Exon
GTGTA TA_S}AT

3
GGTCCTTGAT

TGCGGGTAGG

CTTCCAGGGA

GGACTGCTAA TGATG

TACTTTGTCT GATGTTGTGC
Intron2

. Exon,
GTGTA TA'S}AT

3
GGTCCTTGAT

TGCGGGTAGG

CTTCCAGGGA

GGACTGCTAA TGATG

TACTTTGTCT GATGTTGTGC GTGTATA(
1.220

Exond 1

Exon
AT

3
GGTCCTTGAT

1.240
]

TGCGGGTAGG

CTTCCAGGGA
1260
I

GGACTGCTAA TGATG

TCAAGAACTA TTGGCATGGT CACCACHTGA

AAAAGAAGGT

TCAGTTCCAG

GAAGAAGGGA

GAAAAAAACC CCAAA

Exon 3
TCAAGAACTA TTGGCATGGT CACCACCTGA

AAAAGAAGGT

TCAGTTCCAG

GAAGAAGGGA

GAAAAAAACC CCAAA

Exond
TCAAGAACTA TTGGCATGGT CACCACCTGA

AAAAGAAGGT

TCAGTTCCAG

GAAGAAGGGA

GAAAAAAACC CCAAA

Exon3
TCAAGAACTA TTGGCATGGT CACCACCTGA

1.280 1.300
Exon3d | 1

AAAAGAAGGT

TCAGTTCCAG
1.320

GAAGAAGGGA

GAAAAAAACC CCAAA
1340
I

CACATTCTAA AACCAAAGCT ATAAAGCCTC

ACCCTCACAA

I
GTTCTCCAAA

GCCTTGCCAA

GGTTTGAACT AAAAA

Exon 3
CACATTCTAA AACCAAAGCT ATAAAGCCTC

ACCCTCACAA

GTTCTCCAAA

GCCTTGCCAA

GGTTTGAACT AAAAA

Exond
CACATTCTAA AACCAAAGCT ATAAAGCCTC
Exon3

ACCCTCACAA

GTTCTCCAAA

GCCTTGCCAA

GGTTTGAACT AAAAA

CACATTCTAA AACCAAAGCT ATAAAGCCTC
1.380 1380
I

ACCCTCACAA

GTTCTCCAAA
1.400
I

GCCTTGCCAA

GGTTTGAACT AAAAA
1.420

Exond I
CTACAGCTGT GGATACTTTT GACACACAAG
Exon 3

TAAGTACTTC

CAGTAAGCCA

TCATCCACGT

I
CACCACAACC GAATG

CTACAGCTGT GGATACTTTT GACACACAAG
Exon3

TAAGTACTTC

CAGTAAGCCA

TCATCCACGT

CACCACAACC GAATG

CTACAGCTGT GGATACTTTT GACACACAAG

TAAGTACTTC

CAGTAAGCCA

TCATCCACGT

CACCACAACC GAATG

Exon3
CTACAGCTGT GGATACTTTT GACACACAAG

1.440
Exond I

TAAGTACTTC
1.460
I

CAGTAAGCCA

TCATCCACGT
1.480
I

CACCACAACC GAATG
1.500

ATGACATCAT ATGGTGGGAA AGCCTGTTAG

CTGAGCATGC

TCAAATGGAT

CAAGAAACTG

I
ABTTTTCGGC TTCTG

Exon 3
ATGACATCAT ATGGTGGGAA AGCCTGTTAG

CTGAGCATGC

TCAAATGGAT

CAAGAAACTG

ACTTTTCGGC TTCTG

Exon3
ATGACATCAT ATGGTGGGAA AGCCTGTTAG

CTGAGCATGC

TCAAATGGAT

CAAGAAACTG

ACTTTTCGGC TTCTG

Exon3
ATGACATCAT ATGGTGGGAA AGCCTGTTAG

1.520

CTGAGCATGC

1.540
[}

TCAAATGGAT

CAAGAAACTG

1.560
|

ACTTTTCGGC TTCTG

Exond
GAGAGATGCT TATCGCAAGC CTCTGGACAG

AAGAAACTGC

AACACAGAAA

AAGGGAACAC

ATTCTAAAAC CAAAG

Exon 3
GAGAGATGCT TATCGCAAGC CTCTGGACAG

AAGAAACTGC

AACACAGAAA

AAGGGAACAC

ATTCTAAAAC CAAAG

Exon3
GAGAGATGCT TATCGCAAGC CTCTGGACAG

Exon3
GAGAGATGCT TATCGCAAGC CTCTGGACAG

AAGAAACTGC

AACACAGAAA

AAGGGAACAC

ATTCTAAAAC CAAAG

AAGAAACTGC

AACACAGAAA

AAGGGAACAC

ATTCTAAAAC CAAAG

520
. Intron
GAGCAGIGTAA CATGA 124

.. Intron 1
GAGCA A CATGA 823

.. Intran1
GAGCAGIETAA CATGA 823

.. Intran1
GAGCACIGTAA CATGA 825

1048

1047

1049

123

122

1124

1198

a7

1199

1273

1272

1274

648

1348

1347

1349

1423

1422

1424

1493

1497

1499

1673

1572

1674



Anhang

MybAZ2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybAZ232b KL

MybAZr ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybAZ232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybA2w PN12x
MybA232a RaR

MybAZ232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybAZ232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

MybA2r ORF Cab. Sauv.
MybaAZw PN12x
MybA232a RaR

MybA232b KL

1.580
Exond |

1.600
|

1.620

1.840
[}

CTATAAAEBCC
Exon 3

TCACCCTCAC

AAGTTCTCCA AAGCCTTGCC

[}
AAGGTTTGAA CTAAAAACTA

CAGCTGTGGA TACTT

CTATAAAACC
Exon3

TCACCCTCAC

AAGTTCTCCA AAGCCTTGCC

AAGGTTTGAA CTAAAAACTA

CAGCTGTGGA TACTT

CTATAAAACC

TCACCCTCAC

AAGTTCTCCA AAGCCTTGCC

AAGGTTTGAA CTAAAAACTA

CAGCTGTGGA TACTT

Exon3

CTATAAAACC
1.660

Exon3 I

TCACCCTCAC

AAGTTCTCCA

1.880
|

AAGCCTTGCC

AAGGTTTGAA

1.700
|

CTAAAAACTA

CAGCTGTGGA TACTT

1.720

TTGACACACA

AGTAAGTACT

TCCAGTAAGC BHEEEBATCCAC

GTCACCACAA CCGAATGATG

I
ACATCATATG GTGGG

Exon 3
TTGACACACA

AGTAAGTACT

TCCAGTAAGC TG--ATCCAC

GTCACCACAA CCGAATGATG

ACATCATATG GTGGG

Exon3
TTGACACACA

AGTAAGTACT

TCCAGTAAGC TG--ATCCAC

GTCACCACAA CCGAATGATG

ACATCATATG GTGGG

Exon3
TTGACACACA

AGTAAGTACT

1.740
1

TCCAGTAAGC TG--ATCCAC

1.760
I

GTCACCACAA CCGAATGATG

1.780
|

ACATCATATG GTGGG

1.800
I

Exon3
AAAGCCTGTT

AGCTGAGCAT

GCTCAAATGG ATCAAGAAAC

TGACTTTTCG GCTTCTGGAG

AGATGCTTAT CGCAA

Exon 3
AAAGCCTGTT

AGCTGAGCAT

GCTCAAATGG ATCAAGAAAC

TGACTTTTCG GCTTCTGGAG

AGATGCTTAT CGCAA

Exon3
AAAGCCTGTT

AGCTGAGCAT

GCTCAAATGG ATCAAGAAAC

TGACTTTTCG GCTTCTGGAG

AGATGCTTAT CGCAA

Exon3
AAAGCCTGTT

AGCTGAGCAT

1.820
|

GCTCAAATGG ATCAAGAAAC

1.840
I

TGACTTTTCG GCTTCTGGAG

1.260
|

AGATGCTTAT CGCAA

Exon3
GCCTCAGGAC

AGAAGAAACT

GCAGCACAGA AAAAGGGACC

CATGGATGGT ATGATTGAAC

AAATCCAGGG AGGTG

Exon 3
GCCTCAGGACT
Exon3

AGAAGAAACT

GCAGCACAGA AAAAGGGACC

CATGGATGGT ATGATTGAAC

AAATCCAGGG AGGTG

GCCTCAGGAC
Exon3

AGAAGAAACT

GCAGCACAGA AAAAGGGACC

CATGGATGGT ATGATTGAAC

AAATCCAGGG AGGTG

GCCTCAGGAC

1.880
Exon3 |

AGAAGAAACT

GCAGCACAGA
19]-93

AAAAGGGACC

CATGGATGGT
1.920

ATGATTGAAC

AAATCCAGGG AGGTG
1340

AGGGTGATTT

Exon 3
AGGGTGATTT

TCCATTTGAT

GTGGGCTTCT GGGATACACC

I
CAACACACAA GTAAATCATT

I i
TGATCTGAEE EEEER

erminator

TCCATTTGAT

GTGGGCTTCT GGGATACACC

CAACACACAA GTAAATCATT

. T
TGATCTGATT _TAGACT

Exon3
AGGGTGATTT

TCCATTTGAT

GTGGGCTTCT GGGATACACC

CAACACACAA GTAAATCATT

Terminator
T TAGACT

erminator

TGATCTG)

Exon3
AGGGTGATTT
1.980

Terminator

TCCATTTGAT

GTGGGCTTCT
1580

GGGATACACC

CAACACACAA
2.000

GTAAATCATT

T
T TAGA

2.020

TGATCTG) (c

CATTGTTATC

TTAATGTTTA

AGTTCAAAAG TTGTTCTTGC

ATTCATACTC TACTCCCTAA

TCATTTTATG TTCCA

Terminatar

CATTGTTATC

TTAATGTTTA

AGTTCAAAAG TTGTTCTTGC

ATTCATACTC TACTCCCTAA

TCATTTTATG TTCCA

Terminator

CATTGTTATC

TTAATGTTTA

AGTTCAAAAG TTGTTCTTGC

ATTCATACTC TACTCCCTAA

TCATTTTATG TTCCA

Terminator

2.040

2.080

2.080

2.100

AAGTTGTTAA

TCTTAGAAAT

AAAAACAAAA ATAAATAAAT

ATATCAATAT GTACAATGGT

GGATATGGAT GTGAG

Terminator

AAGTTGTTAA

TCTTAGAAAT

AAAAACAAAA ATAAATAAAT

ATATCAATAT GTACAATGGT

GGATATGGAT GTGAG

Terminator

AAGTTGTTAA

TCTTAGAAAT

AAAAACAAAA ATAAATAAAT

ATATCAATAT GTACAATGGT

GGATATGGAT GTGAG

Terminator

2120

2.140

2.1860

CAGTGGATGC

AAACACAAGC

ATTGAATGAA TAGTTAAGAT

TAATGAACCC AATCATTTGA

AGTGACAAAA GAAGA

Terminator

CAGTGGATGC

AAACACAAGC

ATTGAATGAA TAGTTAAGAT

TAATGAACCC AATCATTTGA

AGTGACAAAA GAAGA

Terminator

CAGTGGATGC

AAACACAAGC

ATTGAATGAA TAGTTAAGAT

TAATGAACCC AATCATTTGA

AGTGACAAAA GAAGA

2.180

Terminator

2.200

2.220

2.240

CATTTTAAAA

TATTCTTAAA

ATAACAGTTG TGAAAAAACA

GTTTAAAAAA ATAATTTTAT

AATGTTTTAT

Terminator

CATTTTAAAA

TATTCTTAAA

ATAACAGTTG TGAAAAAACA

GTTTAAAAAA ATAATTTTAT

AATGTTTTAT

Terminator

CATTTTAAAA

TATTCTTAAA

ATAACAGTTG TGAAAAAACA

GTTTAAAAAA ATAATTTTAT

AATGTTTTAT

2.2680

Terminatar

2.280

ENEEEEEEE 241

AAAMATTTTAT

TTAGGACCTG

AATTGTATTT AACCTATTTT

Terminator

TAARATEAP 2295

AAAATTTTAT

TTAGGACCTG

AATTGTATTT AACCTATTTT

TRERETERD 223

Terminatar

AAAATTTTAT

TTAGGACCTG

AATTGTATTT AACCTATTTT

TARRETEARD 229

948
1648
1647

1649

1023
1721
1720

1722

1098
1796
1795

1797

173
1871
1870

1872

1241
1946
1945

1947

1241
201
2020

2022

1241
2096
2095

2097

1241
217
2170

2172

1241
2248
2245

2247

XXXI



Anhang

Anhang 5: Liste der im Projekt untersuchten “Riesling Rot -Klone.

Akzessionsname Akzessionsnummer Herkunft Bemerkung
Riesling, Roter (jung) DEU616 Bundessortenamt

Riesling, Roter (alt) DEU616 Bundessortenamt

Riesling Rot DEU098-1980-082 Geisenheim

Riesling Rot Gm 4 - Geisenheim

Stiftsgut Meyer RR 1

Stiftsgut Meyer RR 2

Roter Riesling (Mut, Weisbrodt) 55/11
Roter Riesling (Mut, Weisbrodt)
Roter Riesling (Rote Halfte) 54/11
Roter Riesling (Rote Halfte)
Roter Riesling

RR 41.1

RR 41.3

Riesling Rot

Riesling, Roter

Riesling, Roter

Roter Riesling Klon 1

Westhofen RR 1

Westhofen RR 2

Westhofen RR 3

Westhofen RR 4

DEU098-2016-003
DEU363-107
DEU098-2016-004
DEU363-083
DEU363-131

DEU098-1998-129
DEU456-1233
DEU456-1234
DEU098-2016-052

Klingenminster
Klingenminster
Neustadt
Neustadt
Neustadt
Neustadt
Neustadt

Saale-Unstrut / Sachsen

Saale-Unstrut / Sachsen

Weinsberg
Weinsberg
Weinsberg
Westhofen
Westhofen
Westhofen
Westhofen
Westhofen

id zu DEU363-107

id zu DEU363-083

id zu DEU456-1233 oder 1234

id zu Westhofen RR 1

Anhang 6: Zuordnung der gefarbten “Silvaner” innerhalb der deutschen Sortimente anhand
ihrer Mutation. Getestet wurde auf das MybA1lb- sowie MybA31-Allel mittels Endpoint-PCR.

Akzessionsname Akzessionsnummer Leitname

Silvaner Rot DEU098-2007-061 Silvaner Rot
Silvaner, Roter DEU456-861 Silvaner Rot
Roter Silvaner DEU363-036 Silvaner Rot

Silvaner Blau
Silvaner Blau
Silvaner Rot
Silvaner, Blauer
Silvaner, Blauer
Blauer Silvaner
Roter Silvaner
Silvaner Blauer
Blauer Silvaner

Schwarzer Silvaner

XXXII

DEU098-1992-066
DEU098-1980-063
DEU098-1991-125

DEU456-862
DEU456-863
DEU454-L-4-6-2

DEU454-L-30-14-2

DEU455-259
DEU363-060
DEU363-276

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau

Silvaner Blau
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Anhang

Anhang 9: Alignment des MybA1t2-Allels der Sorte
Referenz aus "Pinot Noir". Unterschiede sind dunkelrot

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

“Teinturier” im Vergleich zur MybAlc-
hinterlegt.

Promoter

20
|

40
I

&0
|

ATCTTATIGC

TGCCTCTATA

TTAAGCTTTT

TTTTCCCTTC

ATTAACGTCA

AAAGGTCTTT

GGAGAAAATG ATGCA 75

Promoter

ATCTTATTGC

TGCCTCTATA

TTAAGCTTTT

TTTTCCCTTC

ATTAACGTCA

AAAGGTCTTT

GGAGAAAATG ATGCA 75

20
Promoter

100

120

140

ACGACCTGCA

GAATTAAGAA

I
GTTAATGATG

TGCAAAATCA

I
TAACTTTCTT

CTATTTTTAT

|
TAACAATAAA TTTTT

Promoter

ACGACCTGCA

GAATTAAGAA

GTTAATGATG

TGCAAAATCA

TAACTTTCTT

CTATTTTTAT

TAACAATAAA TTTTT

160
Promoter |

180

200

220

TTTCTTAACA

CTACTAATCC

|
AAATATTCAC

TTCAAAACTA

I
ATATTTGTTA

TTTTATTAAT

1
TTTTAAAAAT ATAAT

Promoter

TTTCTTAACA

CTACTAATCC

AAATATTCAC

TTCAAAACTA

ATATTTGTTA

TTTTATTAAT

TTTTAAAAAT ATAAT

Promoter
AATTTAATAT

240
|

CTACACATTA

CTTATTTTAT

260

|
CAAAATTTTC

AAAGGTTCAT

280

|
GTGAAAATTT

300
|

TATACTTTTA TCAAT

Promoter

AATTTAATAT

CTACACATTA

CTTATTTTAT

CAAAATTTTC

AAAGGTTCAT

GTGAAAATTT

TATAGCTTTTA TCAAT

Promoter

320
I

340
I

360
I

TTCCATCATT

TTTCAAATTT

TAAAACAATT

TTAATTTATA

TGCAAATTTC

TACTGATATT

TCCATAAAAC TCGAA

Promoter

TTCCATCATT

TTTCAAATTT

TAAAACAATT

TTAATTTATA

TGCAAATTTC

TACTGATATT

TCCATAAAAC TCGAA

380
Promoter

400
|

420
|

440
| 408bp Sequenz

AATCAGTGAG

GGTAACAAAG

TCAATTTTTT

TAACATTGGG

TATATGTATA

TATTTGAGGG

AATTV TCAGT GAGAA

Promoter

408bp Sequenz

AATCAGTGAG

GGTAACAAAG

TCAATTTTTT

TAACATTGGG

TATATGTATA

TATTTGAGGG

AATTOITCAGT GAGAA

450
408bp Sequenz |

430

500

520

GAATACATGG

TAGGAAATGA

|
CACACGTCCC

AAGCAACAGA

1
TGGATGGTTG

AGAATGAACC

1
CGGTCATTGA ATTGA

408bp Sequenz

GAATACATGG

TAGGAAATGA

CACACGTCCC

AAGCAACAGA

TGGATGGTTG

AGAATGAACC

CGGTCATTGA ATTGA

408bp Sequenz

540

560
|

580
|

600
|

CATTAGAAAA

I
TGTTCTAAAA

TATATTTTTA

TCGACGTTAC

TGATCAGAAA

CAAAGTCCTC

CGCCAGCCAG AGGCA

408bp Sequenz

CATTAGAAAA

TGTTCTAAAA

TATATTTTTA

TCGACGTTAC

TGATCAGAAA

CAAAGTCCTC

CGCCAGCCAG AGGCA

408bp Sequenz

620
I

840
I

660
I

TATCCTAATG

ATTGTACCTT

TCCTCACTGA

CAATTCCCAT

TAATTAGCTG

CTGCCACTGC

ATAGCGGCTA TAATA

408bp Sequenz

TATCCTAATG

ATTGTACCTT

TCCTCACTGA

CAATTCCCAT

TAATTAGCTG

CTGCCACTGC

ATAGCGGCTA TAATA

680
408bp Sequenz

700
|

720
|

740
|

TAATGGTAGA GGGCCCATGG AGCTTTCCTT TTCAGTGAAC ATGGGTTAGT CGACAAAAGA AAATGTTCAA GTTGA

408bp Sequenz

L —
TAATGGTAGA GGGCCCATGG AGCTTTCCTT TTCAGTGAAC ATGGGTTAGT CGACAAAAGA AAATGTTCAA GTTGA

760
408bp Sequenz |

730

300

820

AAGAGGAGCG

GTGGCCCTCA

| I |
AAGGTTGCCGCG TCACTTGGTT GCTTTTTGTC TAAGGAAACA GTGGTATGAG AATCC

408bp Sequenz

AAGAGGAGCG

GTGGCCCTCA

AAGGTTCCGCG TCACTTGGTT GCTTTTTGTC TAAGGAAACA GTGGTATCAG AATCC

408bp Sequenz

840
|

AAATCTTCTA

CGTAATGTCC

408bp Sequenz

AAATCTTCTA

CGTAATGTCC

920

860

880

940 960

900

N | |
cAENNEEEE NENENEEEEE EEEEEEEEEE EENEEENEEE EENEEEEEEE NEEEN s

. 408bp Repeat
CATHENENEN CHAENNENEEN NEENASENNN TENCHCNCEN SFEANCENNE MEANE coo

[} I |
SEEEEEEEEE EENENEENEE EEENEEEEEE EENEENEEEE EENEEEEEEN EEENEENEEE DENNEEEEEE BEEEN 48

408bp Repeat
ANEENNEAE AANCNACEEE ENCANNCAAN TEAEANNAEN ANANENNENA NNATANANYN WFENCEAEEN WEENE o

930
|

1.000

1.020

1.040

B 848

408bp Repeat
FEAEAAAER AAEFEENEEE FENEEEACHAE EEATATEENR AFEANNETEE ENFFEENEAE WEREAANNEEE EANENE

1.060 1.080 1.100 1.120

| | | |
EENEEEENEE EEENNEENES NEEEEEEEEN NEENSSSEEE EEEENENEEE DENNNENEEE DNDNEEEEEN NEEEN s

408bp Repeat
IRAECENEEN EECAENEEAN NECEEENANE ANANNANEEN REAEEECCEN TEENCENNNE ENINNCAENE NAEAW (120

1140 1.160 1180 1200

|
| | [ | [ | [ | [ | HEEEN 4

408bp Repeat

CENTACHEE ACAAAACARA ANCTTCARCE FTCARRGRCER CGCEETEECCE TCAAACETTE ECCNCAENTE EBENE!

1.220 1240 1.260
romdter

| | P
EENEEEEEEE EENENEENEE EEENENEEEE NENENNEEEE NENEEENEEE EEENEETCAT CCTACCAATG TCCAT 867

408bp Repeat Promoter
NENNENENE HEEHNECHEN EENANCNEHN NECNANEENN CENNEENANNE WEEEHETCAT CCTACCAATG TGCAT 1275

b 1;80 1 3IUU 1 slzu 1.3|40
romotdr
ATGAATTCCT CTGGACGTTA AAAAATGGTT GCACGTGGTT GTCTTCAGGA TCACACCAGT TTATACATTT GGACC 942

Promoter
ATGAATTCCT CTGGACGTTA AAAAATGGTT GCACGTGGTT

1050

1200

GTCTTCAGGA TCACACCAGT
1.4IUU

TTATACATTT GGACC 1350
14IZU

1.360 1380
Promoter | |
ACAAAATAGA GATTGTTCAT CAAGGATACT AGTCAGCAAT

Promoter
ACAAAATAGA GATTGTTCAT CAAGGATACT AGTCAGCAAT

TAATTCCTAA ATATCTCTTA TGACACACAC CCTTT 1017

TAATTCCTAA ATATCTCTTA TGACACACAC CCTTT 1425
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Anhang

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

I
Pinot Noir MybAlc TTGTGTTGAG TTGACTCE)AT GGAGAGCTTA

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

1440
I

1.480
|

1.480
|

1500
|

Promoter
GTCCATGAAC TCCAGCGCAT TTGGAAGCCA GTAATGCACC ATAAGAAACG TGTCGAATAA ACCAATTAGG GGTCT
Promoter
GTCCATGAAC TCCAGCGCAT TTGGAAGCCA GTAATGCACC ATAAGAAACG TGTCGAATAA ACCAATTAGG GGTCT
1.520 1540 1.560
Promoter | | |
GGTGTCCGAG TCATGAGATA GAACAGGTTC GAGGTTGTTA TATATCAATC AATAATTAGA GAAGGAGCCG GTCTC
Promoter
GGTGTCCGAG TCATGAGATA GAACAGGTTC GAGGTTGTTA TATATCAATC AATAATTAGA GAAGGAGCCG GTCTC
1580 1.600 1620 1640
Promotdr Exon1 I |
GGAGTTAGAA AGGGTGCATG GATCCAAGAA GAGGATGTTC TCCTG

Promoter

Exont
TTGTGTTGAG TTGACTC}AT GGAGAGCTTA GGAGTTAGAA AGGGTGCATG GATCCAAGAA GAGGATGTTC TCCTG

1660
Exont |

1.680
|

1.700

Intron

1720
1

AGGAAATGCA TTGAGAAATA TGGAGAAGGA AAGTGGCATC TGGTTCCCCT CCGAGCA

Exont

Intron1

T AACATGAAAG AGAAA

AGGAAATGCA TTGAGAAATA TGGAGAAGGA AAGTGGCATC TGGTTCCCCT CCGAGCA@BT AACATGAAAG AGAAA

1.740

1.760

1.780

Intron1 | | |
Pinot Noir MybAlc GGGATCAGTA TTTATTTGTG TTTTTTTACT TCTGTTTTGC TTAAAGAGTT TCATTTTCTT GAGITIGCAG
Intron1
GGGATCAGTA TTTATTTGTG TTTTTTTACT TCTGTTTTGC TTAAAGAGTT TCATTTTCTT GAGTTTGCAV

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 112

1.800
Exon2 |
GGTTG
Exon2

GGTTG

1.820
I

1.840
I

1.860
I

Exon2
AATAGATGCC GAAAAAGCTG

CAGGTTGAGA TGGCTCAATT

ATTTGAAGCC GGATATCAAG

AGAGGAGAGT

TTGCA

Exon2

AATAGATGCC GAAAAAGCTG
1880

Exon2 |

TTAGACGAGG TTGATCTCAT

Exon2

CAGGTTGAGA TGGCTCAATT
19[00

GATTAGGCTT CACAATTIGT

ATTTGAAGCC GGATATCAAG

1.920
Intron2

AGAGGAGAGT

1.940
|

TTGCA

AATAACTCAA

GTACT

TGGGGAA CA§ [GCAAGTCTAT
Intron2

TTAGACGAGG TTGATCTCAT

GATTAGGCTT CACAATTIGT

AATAACTCAA

GTACT

1.960
Intron2 |

1.980
|

TGGGGAA CA; [GCAAGTCTAT

2.000
I

2020
1

AGCTTGATAA TGATATTATA
Intron2

TTAGTTCTGA AGCTGTTCAG

AACTTACAAA AGAGCTGTTC

AGTTGATACT

TTGTC

AGCTTGATAA TGATATTATA

2.040
Intron2 |

Exon3

TTAGTTCTGA AGCTGTTCAG
2nlsn

Pinot Noir MybAlc TGATGTTGTG CGTGTATAbA TGGTCCTTGA TTGCGGGTAG

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

Pinot Noir MybA1c

Teinturier2x MybA 1t2

XXXVII

Intron2

Exon3
TGATGTTGTG CGTGTATAE}A

TGGTCCTTGA TTGCGGGTAG

AACTTACAAA AGAGCTGTTC
2nlan

GCTTCCAGGG AGGACTGCTA

GCTTCCAGGG AGGAGCTGCTA

AGTTGATACT

ATGATGTCAA

ATGATGTCAA

TTGTC
21n|n

GAACT

GAACT

2120
Exon3 I

2140
I

2180
|

ATTGGCATAG TCACCACTTC

AAAAAGGAGG TTCAGTTCCA

GGAAGAAGGG AGAGATAAAC

CCCAAACAGA

TTCTA

Exon3

ATTGGCATAG TCACCACTTC
2180

Exon3 |

AAACCAAAGC TATAAAGCCT

Exon3

AAACCAAAGC TATAAAGCCT

2.260
Exon3 |
TGGATACTTT TGACACACAA

AAAAAGGAGG TTCAGTTCCA
2200
I

CACCCTCACA AGTTCTCCAA

CACCCTCACA AGTTCTCCAA

2.280
|

GTCAGTACTT CCAGTAAGCC

GGAAGAAGGG AGAGATAAAC
2220
I

AGCCTTGCCA AGGTTTGAAC

AGCCTTGCCA AGGTTTGAAC
2200
1

ATCATCCAGCG TCACGCACAAC

CCCAAACACGA

2240
|
TAAAAACTAC

TAAAAACTAC
2320
I

GGAATGATGA

TTCTA

AGCTG

AGCTG

CATCA

Exon3

TGGATACTTT TGACACACAA

GTCAGTACTT CCAGTAAGCC

ATCATCCACG TCACCACAAC

GGAATGATGA

CATCA

2340
Exon3 1

2360
|

2380
|

2.400
|

TATGGTGGGA

Exon3
TATGGTGGGA

AAGCCTGTTA

AAGCCTGTTA
2420
Exon3 |

TTATCGCAAG CCTCAGGACA

GCTGAGCATG CTCCAATGGA

GCTGAGCATG CTCCAATGGA
2.440
|

GAAGAAACTG CAACACAGAA

TCAAGAAACT GACTTTTCGG

TCAAGAAACT GACTTTTCGG
2.460
I

AAAGGGACCC ATGGATGGTA

CTTCTGGAGA

CTTCTGGAGA

TGATTGAACA

GATGC

GATGC

AATCC

Exon3

TTATCGCAAG CCTCAGGACA

GAAGAAACTG CAACACAGAA

AAAGGGACCC ATGGATGGTA

TGATTGAACA

AATCC

2480
Exon3 |

2.500
I

2520
I

2540
|

AGGGAGGTGA

Exon3
AGGGAGGTGA

GGGTGATTTT

GGGTGATTTT
2560

CCATTTGATG TGGGCTTCTG

CCATTTGATG TGGGCTTCTG
2.580

GGATACACCC AACACACAAG

GGATACACGCC AACACACAAG
2600

TAAATCACTT

TAAATCACGCTT
2620

GATCT

GATCT

Exofi@rminator | | | |
G\%‘{' TTAGACC ATTTCAATCT TAATGTTTAA GTTCAAAAGT TGTTCTTGCA TTCACGCTCT ACTCCCTAAT CATTT

Exofi@rminator
G}I TTAGACC ATTTCAATCT TAATGTTTAA GTTCAAAAGT TGTTCTTGCA TTCACGCTCT ACTCCCTAAT CATTT

2840
Terminator I

2.660
|

2680
|

2700
|

TATGTTCCAA
Terminator

AGTTGTTAAT CTTAGAAATA AAAACAAAAA TAATAAATAT ATCAATATGT ATAATGGTGT

ATAGG

TATGTTCCAA AGTTGTTAAT

2720
Terminator |

GATGTGAGCA GTGGATGCAA

CTTAGAAATA
27|4n

ACTCAAGCAT

2780
|

AAAACAAAAA TAATAAATAT ATCAATATGT ATAATGGTGT

TGAATGAATG GTTAAGATTA ATGAACCCAA TCATTTGAAG

ATAGG

TGACA

Terminator

GATGTGAGCA GTGGATGCAA

ACTCAAGCAT

TGAATGAATG GTTAAGATTA ATGAACCCAA TCATTTGAAG

TGACA

2780
Terminator

AAAGAAAGAGC ATTTTAAAAG

2.800
I

ATTCTTAACA

2820
I

2.840
|

ATATGAAAAA GTTGTTTCAT ATTTCTATCG GTTTCCAACC

ATTAA

Terminator

AAAGAAAGAC ATTTTAAAAG ATTCTTAACA ATATGCAAAAA GTTGTTTCAT ATTTCTATCG GTTTCCAACC ATTAA

2.860
Terminator |

2.880
|

2900
|

2920
|

TTAGATGGAT GGACCATTGA AATATCTCAT GCATATTGAA TTAATAAAAC AAGAAATTTC CACATAGTTA CACCA

Terminator

TTAGATGGAT GGACCATTGA AATATCTCAT GCATATTGAA TTAATAAAAC AAGAAATTTIC CACATAGTTA CACCA

23840
Terminator 1

GTAAAAGGAA AATAAGTTGA

Terminator

AAA TGGAA;@ 2546

GTAAAAGGAA AATAAGTTGA AAATGGAAL 2954

1002

1500

1167

1575

1242

1650

1317

1725

1392

1800

1467

1875

1042

1950

1617

2025

1692

2100

1767

2175

1842

2250

1917

2325

1992

2400

2067

2475

2142

2550

2217

2625

2292

2700

2367

2775

2442

2850

2517

2925



Anhang

Anhang 10: Anthocyanprofile in der Beerenhaut und im Fruchtfleisch sowie
Verteilung in 3‘-OH-Anthocyane und 3‘5‘-OH-Anthocyane lesereifer Beeren von
Nachkommen. "Pinot Noir” und Teinturier 2x als Referenz.

A 100

PinotNoir
9 Dunkelfelder
80 1 m Deckrot
709 Palas
60
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10
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