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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Phanologische Merkmale wie Austriebs- und Blihzeitpunkt sind durch die Aktivitat einer
Vielzahl an Genen innerhalb eines komplexen Kontrollnetzwerks bedingt. Die Auspragung
des Phanotyps wird zusatzlich stark durch Umweltbedingungen beeinflusst, was die
genetische Untersuchung dieser Merkmale erschwert. In der vorliegenden Arbeit konnten
Quantitative Trait Loci (QTL) fur den Austriebszeitpunkt auf den Chromosomen 3, 4, 7 und
fur den Blihzeitpunkt auf den Chromosomen 1, 4, 7, 8, 14, 17, 18 und 19 in einer
biparentalen Kreuzungspopulation der Weinrebe identifiziert werden. Additive Effekte
zwischen den einzelnen Loci flr den Blihzeitpunkt waren erkennbar. Der QTL auf
Chromosom 14 zeigt den groften Einfluss auf die Merkmalsauspragung, er wird als
Haupt-QTL fir den BlUhzeitpunkt in der untersuchten Population angesehen. Durch eine
VergroRerung der biparentalen Kreuzungspopulation, Erstellen einer verbesserten
genetischen Karte und QTL-Analyse konnten die Blih-QTLs im Rebengenom exakter
positioniert werden. Bisher sind keine genetischen Marker fir die Marker-gestutzte
Selektion des Bluhzeitpunktes in der Rebenziichtung etabliert. Die Verfugbarkeit solcher
Marker wirde die zielgerichtete Zichtung spater blihender Sorten im Angesicht des
Klimawandels, der zu einer Verfrihung der Phanologie fuhrt, ermdglichen. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob SSR-Marker aus den QTL-Bereichen
Ubertragbar sind auf Rebsorten mit verschiedenen genetischen Hintergriinden. Als
Ergebnis kénnen Marker vorgeschlagen werden, die das Potential zeigen, eine
Gegenselektion von friher blihenden Genotypen in Zuchtprogrammen zu erméglichen.
Kandidatengene aus den QTL-Bereichen auf den Chromosomen 7 und 14 wurden
genauer untersucht. Sie spielen mdglicherweise bei (i) der Regulierung der BlUhinduktion
und Infloreszenzverzweigung in den Winterknospen, (ii) der Initiierung des Austriebs und
der damit verbundenen Differenzierung und korrekten morphologischen Entwicklung von
Blattern sowie (iii) der Hemmung des Austriebs durch Aufrechterhaltung der Dormanz im

Winter und bei (iv) der Einzelblitenentwicklung nach dem Austrieb eine Rolle.



Abstract

Abstract

Phenological traits such as the timing of bud break and flowering are regulated by the
activity of various genes within an intricate control network. Besides this polygenic nature,
the strong impact of environmental cues complicates the study of these traits additionally.
In the present work, quantitative trait loci (QTL) for time of bud break on the linkage
groups 3, 4, 7 and for time of full bloom on the linkage groups 1, 4, 7, 8, 14, 17, 18 and 19
of a biparental grapevine cross population were identified. Additive effects of the flowering
time QTLs could be demonstrated. The QTL on linkage group 14 has the greatest
influence on flowering time and is regarded as the main QTL for this trait in the
investigated cross population. By increasing the number of Fs-individuals and creating an
improved genetic map, the positions of the QTLs in the grapevine genome could be
refined. So far, no genetic markers for marker assisted selection (MAS) of flowering time
are available. The availability of such markers would allow the targeted breeding of later
flowering varieties in the face of climate change leading to accelerated phenology. The
transferability of SSR markers from the identified QTL regions to a set of genetically
diverse grapevine varieties was examined. As a result, several SSR markers can be
proposed, which show the potential to enable a counter selection of earlier flowering
genotypes in breeding programs. The seasonal expression profiles of candidate genes
within the QTL regions on linkage groups 7 and 14 were examined. They play potential
roles (i) in the regulation of floral induction and inflorescence branching within the winter
buds, (ii) in the initiation of bud break and the associated differentiation and correct
morphological development of leaves, (iii) in inhibition of bud break by maintaining

dormancy in winter and (iv) in single flower development after bud burst.
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1. Einleitung

1.1 Die Physiologie der Bliite

Die Blite stellt einen wichtigen Teil des Entwicklungszyklus von Blitenpflanzen dar. Sie
erlaubt die Rekombination von genetischen Faktoren und damit Erhaltung und Evolution
der Arten. Um den grolitmoéglichen reproduktiven Erfolg zu erzielen, unterliegen der
Blihprozess und sein Timing einer strikten Regulation, auf welche verschiedene externe
und interne Faktoren einwirken. Umweltfaktoren, die hierbei eine Rolle spielen sind z.B.
Photoperiode, Temperatur, Vernalisation, CO,-Konzentration in der Umgebung, Nahrstoff-
und Wasserverfiugbarkeit, sowie Bodenbeschaffenheit (Kim et al., 2009; Blackman, 2017).
Als die drei wichtigsten Faktoren fir die Auslésung der saisonalen Blite gelten jedoch die
drei zuerst genannten. Photoperiodismus ist die Abhangigkeit der pflanzlichen
Entwicklung von der jahreszeitlichen Veranderung der Tageslange (Photoperiode). Diese
wird in den Blattern Uber das Phyto- und Cryptochromsystem detektiert, je nach
Anforderung des jeweiligen Organismus (z.B. Lang- oder Kurztagpflanze) findet eine
Signalweiterleitung zum Sprossapikalmeristem (SAM) und dort schliellich die
BlGhinduktion statt (Weiler & Nover, 2008; Johansson & Staiger, 2015). Temperatur spielt
nicht nur bei der Blihinduktion eine groBe Rolle, sondern auch in weiteren
Entwicklungsprozessen wie z.B. der Samenbildung und -keimung, aber auch beim Eintritt
in die Dormanz oder ihrer Aufhebung (Craufurd & Wheeler, 2009; Horvath, 2009).
Steigende Temperaturen kénnen zu einer Beschleunigung der Entwicklung und im
Kontext des Klimawandels bis hin zur Verschiebung der phanologischen Stadien zu
friheren Zeitpunkten innerhalb des Entwicklungszyklus fihren (Craufurd & Wheeler,
2009; Wolkovich et al., 2017). Vernalisation ist eine Uber einen gewissen Zeitraum
erforderliche Kaéltebehandlung der Pflanze, natlrlicherweise im Winter, die bei vielen
Arten die Blutenbildung positiv beeinflusst (Horvath, 2009; Schopfer & Brennicke, 2010).

Interne Faktoren, die eine Rolle im Kontrolinetzwerk der Blite spielen, sind z.B. die
Assimilation der verfligbaren Nahrstoffe, Phytohormone und die Regulation der
Genexpression (Li-Mallet et al., 2015). Phytohormone sind extrazellulare Botenstoffe, die
zusammen mit dem zellularen Rezeptor- und Signaltransduktionssystem eine grof3e Rolle
in der Kontrolle der pflanzlichen Entwicklung spielen (Weiler & Nover, 2008). In
Arabidopsis induziert Gibberellinsdure die Bluhinduktion vor allem unter
Kurztagbedingungen (Langridge, 1957; Porri et al., 2012), wohingegen in Obstbdumen ein
negativer Effekt von Gibberellinsdure auf die Blite beobachtet werden kann (Wilkie et al.,
2008; Vasconcelos et al., 2009). Letztendlich unterliegen Blihinduktion und Blltenbildung
einer strengen Regulation durch die Aktivitat von Genen verschiedener Funktion. Externe

und endogene Einflisse auf die Bluhinduktion laufen auf der Ebene der sogenannten
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.Integratorgene” zusammen. Diese beeinflussen entsprechend die Aktivitat der floralen
Meristemidentitatsgene, die die Umwandlung des vegetativen Sprossapikalmeristems in
ein reproduktives Blutenmeristem bewirken. Die Organisation des Blitenmeristems in die
verschiedenen Blitenorgan-Primordien ist bestimmt durch die Aktivitdt von
Bllitenorganidentitadtsgenen (Krizek & Fletcher, 2005). Die meisten dieser Gene kodieren
fur MADS-Box Transkriptionsfaktoren, die eine Rolle bei der Entwicklung und
Signaltransduktion der Eukaryoten spielen. Ihr Name beruht auf ihrer konservierten
N-terminalen Domane, der MADS-Box, die an der DNA-Bindung und Dimerisierung mit
anderen MADS-Box Proteinen beteiligt ist. Sie werden eingeteilt in Typ | und Typ I
MADS-Box Gene, wobei letzterer Typ die MEF2-like Gene der Tiere und Hefen, sowie die
pflanzenspezifischen MIKC-Gene umfasst. Die MIKC-Gene werden ihrer Rolle bei der
Ontogenese der Blite nach in die finf Klassen des ABCDE-Modells der Blitenbildung
eingeteilt. Sie wirken in unterschiedlichen Kombinationen zusammen um die Entwicklung
der Sepalen (Typ-A und -E), Petalen (Typ-A, -B, -E), Stamina (Typ-B, -C, -E), Karpelle
(Typ-C und -E) und Samenanlagen (Typ-D und -E) zu gewahrleisten (Diaz-Riquelme et
al., 2009). Die Organidentitatsgene aktivieren wiederum nachgeschaltete Effektoren, die
fur die Spezifizierung der verschiedenen Gewebe- und Zelltypen der unterschiedlichen

Blltenorgane zustandig sind (Krizek & Fletcher, 2005).

1.2 Die Blite der Weinrebe

Die Blute als Vorrausetzung flir die sexuelle Rekombination ist flr die Rebenziichtung
unerlasslich. Fir die Vermehrung der Weinrebe zum wirtschaftlichen Zweck spielen die
Blite und die Entstehung von Saatgut jedoch keine Rolle. Die Erhaltung und
Vervielfaltigung von etablierten Kultursorten, die alle zu der Art Vitis vinifera
(Unterart: Vitis vinifera subsp. vinifera) zahlen, findet Uber die Herstellung von Ablegern
auf vegetativem Weg statt. Nichtsdestotrotz ist die Blite wichtig, stellt sie doch die
Weichen fir die Entstehung der Weinbeeren aus den Fruchtknoten der Einzelbliten (Boss
et al., 2003).

Die Weinrebe ist ein sommergriner, mehrjahriger (perennierender), verholzender, mit
Ranken kletternder Strauch. lhre Bluten sind finfzahlig und besitzen an ihrer oberen
Spitze miteinander verwachsene, griine Kronblatter die im Zuge der Blite, im Mai-Juni
(nérdliche Hemisphare), als Blutenkdppchen abgeworfen werden (Abb. 1). Die
Einzelbliten sind zu einem Blltenstand, botanisch einer Rispe, zusammengefasst, der im
Weinbau auch ,,Geschein“ genannt wird (Abb. 1). An den Trieben bilden sich im basalen
Bereich zwischen einem und drei Blitenstande, in seltenen Fallen mehr. Ihnen ist an den

Nodien stets ein Blatt gegenubergestellt. Fast alle Vitis Wildarten sind zweihdusig, bei
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ihren eingeschlechtlichen Bluten sind entweder die Staubblatter oder der Fruchtknoten
verkimmert. Dahingegen tragt die Mehrzahl der Kultursorten hermaphrodite Bluten, die
Staubbeutel 6ffnen sich noch vor dem Abwerfen der Blitenkdppchen, daher kommt es
haufig zur Selbstbestaubung (Vogt & Goétz, 1987).

Bei annuellen Pflanzen, wie dem Modellorganismus Arabidopsis thaliana, wird das
vegetative Sprossapikalmeristem im Zuge der Bluhinduktion in ein reproduktives
Blitenmeristem umgewandelt (Coupland, 1995; Mouradov et al., 2002). Bei der Weinrebe
hingegen werden vegetative sowie reproduktive Meristeme vom Apikalmeristem der
Sprossanlage ausgebildet. Sogenannte ,Anlagen®, die innerhalb der Winterknospe nach
der Entstehung der ersten drei bis acht Blattprimordien vom SAM ausgebildet werden,
kénnen sich zu Infloreszenzprimordien entwickeln. Dies trifft fir die meist zwei bis drei
zuerst gebildeten Anlagen zu, weitere, vor allem wenn sie zu einem spateren Zeitpunkt
am schnell wachsenden Trieb gebildet werden, entwickeln sich zu Ranken (Abb. 1). Die
Blutenstande und Ranken der Weinrebe stellen homologe Organe dar, letztere sind somit
keine umgewandelten Blatter wie z.B. bei der Erbse (Alleweldt & Balkema, 1965; Boss et
al., 2003; Carmona et al., 2008).

Abb. 1: (a) Der Blitenstand der Weinrebe wahrend der Blite im Mai/Juni; (b) Die griinen
Kronblatter der Bliten sind an der oberen Spitze miteinander verwachsen und werden zur Zeit der
Blite als Kappchen abgeworfen; (c) Ranken an der Triebspitze, sie sind aus Anlagen entstanden,
die vom Apikalmeristem des schnell wachsenden Triebs gebildet wurden.
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Bei der Blihinduktion der Weinrebe spielen Photoperiode und Vernalisation im Gegensatz
zu krautigen Pflanzen nur eine untergeordnete Rolle. Nichtsdestotrotz kann die Weinrebe
als fakultative Langtagpflanze angesehen werden, da manche Sorten unter
Langtagbedingungen eine groRere Anzahl an Infloreszenzprimordien ausbilden als unter
Kurztagbedingungen (Buttrose, 1970; Sreekantan et al., 2010). Bei der Weinrebe sind
kurzzeitig erhohte Temperatur und Lichtintensitdt die hauptsachlichen Faktoren, die
fordernd auf die Blihinduktion einwirken (Buttrose, 1974; Mullins et al., 1992; Carmona et
al., 2008). Samlinge brauchen zwei bis funf Jahre, bis sie das reproduktive Stadium
erreichen und die ersten Blitenstande initiiert werden (Carmona et al., 2008). Wilde
Reben (Vitis vinifera subsp. sylvestris, heimisch in Eurasien) wachsen auf Lichtungen und
an Waldrandern. Sie klettern als Lianen mit Hilfe von Ranken an wachsenden Strauchern
und Baumen empor. Bei ihnen flhren letztendlich der Licht- und Temperaturreiz beim
Durchbrechen der Baumkrone zur Blihinduktion (Mullins et al., 1992; Carmona et al.,
2007a). Temperatur gilt als der dominante Faktor der Blihinduktion in den Knospen der
Weinrebe. Es werden keine kontinuierlich erhéhten Temperaturen bendtigt, sondern eine
Phase von vier bis funf Stunden taglich mit Gber 20°C zum richtigen Zeitpunkt im
Spatfrihling. Diese reichen aus, um die maximale Anzahl an Infloreszenzprimordien zu
initieren, mit leichten Abweichungen zwischen den Sorten (Carmona et al, 2007a;
Vasconcelos et al., 2009). Die Entstehung der Infloreszenzen findet bei der Weinrebe in
zwei Stufen statt: die Bildung der Anlagen und ihre Differenzierung in
Infloreszenzprimordien. Je nach Stadium der Winterknospen wirkt Gibberellinsdure (GA)
fordernd oder hemmend auf die Blute. Fur die Bildung der Anlagen und ihre initiale
Verzweigung ist GA notwendig, spater fordert sie das vegetative Wachstum und damit die
Bildung von Ranken aus den Anlagen, hemmt also die Entstehung von
Infloreszenzprimordien (Vasconcelos et al., 2009; Li-Mallet et al., 2015). Eine
zwergwichsige VvGAI-Mutante, die aus der L1-Zellschicht von ‘Pinot Meunier’ entstanden
ist, tragt Infloreszenzen entlang des gesamten Triebes, also auch an den Nodien, an
denen eigentlich Ranken entstanden waren. Das mutierte Gen, das mit dem Phanotyp
assoziiert ist, ist ein Ortholog des GA INSENSITIVE (GAl) Gens aus Arabidopsis (Boss &
Thomas, 2002). Bei der Weinrebe ist Cytokinin das Phytohormon, das die Blihinduktion,
also die Umwandlung der Anlagen in Infloreszenzprimordien, fordert (Vasconcelos et al.,
2009; Li-Mallet et al., 2015).
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1.3 Entwicklung der Bliitenstinde bei der Weinrebe

In gemaRigten Zonen erstreckt sich die Entwicklung der Blutenstande von der Anlage bis
hin zur Fruchtreife Uber zwei Wachstumsperioden, verteilt auf zwei aufeinanderfolgende
Jahre (Abb. 2). Im Winter, der die beiden Jahre voneinander trennt, wird die Entwicklung

durch eine Dormanzphase unterbrochen (Boss et al., 2003; Carmona et al., 2008).

erstes Jahr

Austrieb

zweites Jahr

Winterknospen- und Anlagenbildung, Bliihinduktion, Infloreszenzprimordienentwicklung Dormanzphase

| | Friihling } Sommer | Herbst | Winter |

Abb. 2: Bei der Weinrebe erstreckt sich die Entwicklung der Blitenstdnde Uber zwei
Wachstumsperioden, unterbrochen durch eine Winterdormanzphase, daher verteilt auf zwei Jahre
(nach Carmona et al. (2008); rasterelektronenmikroskopische Bilder aus Noyce et al. (2015)).

Die ersten makroskopisch sichtbaren Knospen, die sich an den jungen Trieben in den
Blattachseln zum Beginn der ersten Wachstumsperiode im Frihjahr bilden, sind die
sogenannten Sommerknospen. Aus ihnen treiben innerhalb weniger Wochen die
Sommer- oder Geiztriebe aus. Sie zeigen beschranktes Wachstum und Fertilitdt und
sterben im Herbst oder Winter ab. Das erste Blatt des Geiztriebes bildet ein reduziertes
Vorblatt, in dessen Achsel sich ca. im Mai die Winterknospe bildet (Vogt & Gétz, 1987;
Mullins et al., 1992; Boss et al., 2003). Die Winterknospen tragen ihren Namen, da sie im
Gegensatz zur Sommerknospe nicht im selben Jahr austreiben, sondern erst nach der
Dormanzphase im Winter. Sie bestehen meist aus drei Sprossanlagen, kleinen
komprimierten Trieben (Abb. 3). Die mittlere Sprossanlage, das Hauptauge, ist am besten
ausgebildet und zeigt eine deutliche Gliederung in die verschiedenen Organe. Die beiden
Nebenaugen sind meist weniger entwickelt und fruchtbar, sie dienen der Kompensierung

von mdglichen Schaden am Hauptauge (Vogt & Goétz, 1987). Das Hauptauge produziert,



Einleitung

auch abhangig von der Sorte, sechs bis zehn Blattprimordien und meist ca. drei

Infloreszenzprimordien (Mullins et al., 1992; Boss et al., 2003).

2. Nebenauge

Hauptauge

Abb. 3: Aufbau einer Winterknospe der Weinrebe (,compound bud“) mit einem Hauptauge und
zwei Nebenaugen (Abbildung verandert nach Williams (2000)).

Die Bluhinduktion fur das darauffolgende Jahr innerhalb der Winterknospen findet im
Spatfrihling, nur wenige Wochen nach ihrer Bildung, statt. Die vom SAM gebildeten
Anlagen werden zu Infloreszenzprimordien umgewandelt. Zunachst findet eine Teilung in
zwei ungleiche Meristeme statt, die spater die beiden Arme des Blutenstandes bilden,
diese verzweigen sich bis zum Ende des Sommers fortwahrend, bis die Winterknospen
schlielllich in die Dormanzphase eintreten (Carmona et al., 2007a). Kurzzeitig erhdhte
Temperatur und Lichtintensitat, ca. drei Wochen vor der Bildung der Anlagen sind die
hauptsachlichen Faktoren, die férdernd auf die Blihinduktion wirken (Buttrose, 1974;
Mullins et al., 1992; Carmona et al., 2008). Die zweite Wachstumsphase wird im Frihjahr
durch das umweltbedingte Aufheben der Dormanz eingeleitet. Nun findet in den
anschwellenden Knospen, sowie wahrend und nach dem Austrieb ca. im April, die Bildung
der Einzelblitenmeristeme an den verzweigten Infloreszenzprimordien, die Entwicklung
der Blitenorgane und das Langenwachstum der Internodien statt (Boss et al., 2003;
Carmona et al., 2007a; Vasconcelos et al., 2009). Das SAM bildet in dieser Phase
weiterhin Blatt- und Rankenprimordien aus (Carmona et al., 2008). Nachdem die
Entwicklung der Blutenorgane abgeschlossen ist bildet sich, einige Tage vor der Blute
(Anthese), ca. im Juni, an der Basis der zur Blutenkappe verwachsenen Petalen die
Abzissionszone. Durch die im Friihsommer herrschenden hoheren Lufttemperaturen
beginnen die Blitenkappen zu trocknen. Der sich aufbauende Turgordruck zwischen der
auleren und inneren Zellschicht der Petalen und die rasche Verlangerung der Stamina
fihren nacheinander zur Ablésung der flinf Kronblatter bis zum Abfallen der gesamten

Blitenkappe. Die Selbstbestaubung bei hermaphroditen Bliten findet oft bereits vor dem
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Offnen der Bliten statt. Die Befruchtung ist ca. zwei bis drei Tage nach Landen des
Pollenkorns auf der Narbe abgeschlossen und es kommt zum Fruchtansatz (Vasconcelos
et al., 2009). Die unreifen Beeren sind zunachst grin und hart und nehmen rasch an
Grole und Sauregehalt zu. Mit dem Stadium der Véraison, dem Reifebeginn, setzen die
Verfarbung der Beeren und das Weichwerden ein. Zucker, Aroma- und (gegebenenfalls)
Farbstoffe werden im Zuge der fortschreitenden Reife angereichert und der Sauregehalt
verringert. Die Vollreife wird je nach Sorte und Klimabedingungen zwischen August und
Oktober erreicht (Vogt & Goétz, 1987; Coombe & McCarthy, 2000).

1.4 Einfluss des Klimawandels auf die Phanologie der Weinrebe

Im Weinbau flhrt das Zusammenspiel zwischen Standort, Klima und Rebsorte zum fir
eine Region typischen Wein (Schultz et al., 2005; Wolkovich et al., 2017). Bereits
zwischen einzelnen Jahrgangen koénnen aufgrund der schwankenden klimatischen
Bedingungen Unterschiede in Ertrag und Qualitdt von Beeren und Wein beobachtet
werden (Vasconcelos et al., 2009; de Ordufia, 2010). Nicht nur die durchschnittlichen
saisonalen Klimabedingungen spielen hierbei eine Rolle, sondern auch extreme
Wettererscheinungen wie Spatfrost, Hagel, Hitze, Trockenheit und Regenperioden
wahrend der Schlisselphasen der Entwicklung (Jones et al., 2005). Neben der
Herausforderung, die jahrliche Klimaschwankungen fir den Weinbau darstellen, bringen
der Klimawandel und die damit verbundene globale Erwarmung weitere Aspekte mit sich,
die ein zukunftsorientiertes Handeln erforderlich machen. Es entsteht die allgemeine
Tendenz zu hoheren Temperaturen zu friheren Zeitpunkten innerhalb der
Vegetationsperiode. Die Temperatur gilt als der Klimafaktor, der den gréfiten Einfluss auf
die Phanologie der Weinrebe hat (Buttrose & Hale, 1973; Schultz et al., 2005). Steigende
Temperatur fihrt, bis hin zu einem spezifischen Temperaturoptimum, zu einer
Beschleunigung der Entwicklung. Dieser Effekt konnte bereits Uber die letzten Jahrzehnte
weltweit in den Weinbauregionen beobachtet werden (Duchéne, 2016). Austrieb-, Blite-,
Véraison- und Reifezeitpunkt haben sich im Jahr um mehrere Wochen nach vorne
verschoben (Duchéne & Schneider, 2005; Ramos et al., 2008; Wolkovich et al., 2017).
Abbildung 4 zeigt am Beispiel des Standorts des Instituts fir Rebenzichtung
Geilweilerhof in der Sudpfalz (49°13'05.0"N 8°02'45.0"E), dass Blute und Véraison der
Sorte ‘Riesling’ und des Zuchtstammes GF.GA-47-42 (als ‘Calardis Musqué’ zum

Sortenschutz angemeldet) heute ca. drei Wochen friiher stattfinden als vor 30 Jahren.
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Abb. 4: Verfriihung des Bllte- und Véraisonzeitpunktes der Sorte ‘Riesling’ und des Zuchtstammes
GF.GA-47-42 Uber die letzten drei Jahrzehnte am Institut fiir Rebenziichtung Geilweilerhof in der
Sudpfalz (veréndert nach Schwandner et al. (2019) und Zyprian et al. (2018)).

Eine frihere Beerenreife unter gleichzeitig warmeren Bedingungen und in einem
verklrzten Zeitraum wirkt sich signifikant auf die resultierende Weinqualitat aus, da sie die
Inhaltstoffbildung und -anreicherung beeinflusst. Die Folge kénnen Weine mit erhéhtem
Alkoholgehalt, zu niedriger Saure und unharmonischem Geschmack sein (Schultz et al.,
2005; de Ordufa, 2010; Houel et al., 2015). Der Reifezeitpunkt einer Sorte beruht auch
auf dem Zeitpunkt des Austriebs, dem Beginn der Vegetationsperiode und der Blite.
Diese Schlusselstadien der Entwicklung bestimmen also den Zeitraum unter dessen
klimatischen Bedingungen der Reifeprozess ablaufen wird mit (Duchéne et al., 2012).
Neben den Auswirkungen eines friher im Jahr stattfindenden Austriebs auf die weitere
Phanologie, kann dies in Verbindung mit Spatfrostereignissen zu enormen Ernteverlusten
fuhren, wie zuletzt 2017 in weiten Regionen von Deutschland, Frankreich, der Schweiz
und Osterreich (Abb. 5).
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Abb. 5: Ein abgestorbener Trieb als Folge des Spatfrosts Ende April 2017, nach frihem Austrieb
am Standort des Instituts fir Rebenziichtung Geilweilerhof in der Stdpfalz.

Es ist jedoch schwer, eine allgemein gultige Aussage Uber die Auswirkungen des
Klimawandels auf den Weinbau zu treffen, da sie sehr variabel sind bezlglich des
individuellen geografischen Standorts und der Rebsorte. Ein Temperaturanstieg kann bei
der Produktion von Weillweinen, flir die ein bestimmter Sauregehalt charakteristisch ist,
eine erhebliche Qualitatseinbulle zur Folge haben. Bei vielen Rotweinsorten kann er
jedoch zu einer Steigerung der Weinqualitat fihren (Ramos et al., 2008; Soar et al., 2008;
de Ordufa, 2010). In Regionen, in denen bereits am oberen klimatischen Limit
Qualitatsweinbau mit regional typischen Sorten betrieben wird, wird sich der Klimawandel
zeitiger negativ auswirken. Wohingegen die sich wandelnden klimatischen Bedingungen
in anderen Gebieten zunachst den bereits herrschenden Weinbau begtlinstigen kénnen,
bzw. es kdnnen dadurch neue Weinbaugebiete erschlossen werden (Schultz, 2000; Jones
et al., 2005; Duchéne et al., 2010). Jedoch koénnte durch die in der EU existierende
Kontingentierung der Weinbauflache und der touristischen Nutzung der Regionen eine
Veranderung bisher bestehender Weinbaugebiete zu Verwerfungen flhren.

Mdglichkeiten, um individuell auf die Folgen des Klimawandels zu reagieren, sind
Veranderungen der weinbaulichen (z.B. Bewasserung, Laubarbeiten, Erziehungsform und
Rebschnitt, Ausrichtung der Reben, Anbau in héheren Lagen) und kellerwirtschaftlichen
Methoden, Verschieben der Weinbauregionen in héhere Breitengerade oder Veranderung
des lokalen Sortenspiegels (Schultz, 2000; Duchéne et al., 2010; Houel et al., 2015;
Wolkovich et al., 2017). Das Klima ist jedoch nur ein Faktor, der den zeitlichen Verlauf der
Entwicklung von Weinreben beeinflusst, der Genotyp spielt ebenfalls eine wichtige Rolle.
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Rebstdcke verschiedener Sorten, die unter denselben klimatischen Bedingungen
wachsen, zeigen eine zeitliche Variation beim Erreichen der einzelnen phanologischen
Stadien bis zu drei bis sechs Wochen (Wolkovich et al., 2017). Abbildung 4 zeigt, dass
z.B. die Sorte ‘Riesling’ am Institut fir Rebenziichtung Geilweilerhof in jedem Jahr die
Stadien der Blite und der Véraison mehrere Tage bis Wochen spater erreicht als der
Zuchtstamm GF.GA-47-42. Als langfristige MalRnahme wird das Zichten neuer, an den
Klimawandel angepasster Sorten angestrebt, die gleichzeitig weitere positive
Eigenschaften aufweisen, wie verschiedene Resistenzen und eine sehr gute Weinqualitat.
Um neue Rebsorten zu zlichten, die eine Adaption an kiinftiges Klima aufweisen, ist das
Verstandnis Uber die Interaktion zwischen Umwelt und genetischen Faktoren, die zu
einem bestimmten Phanotyp flihrt, unerlasslich (Houel et al., 2015; Duchéne, 2016;
Wolkovich et al., 2017).

1.5 Bliihgene der Weinrebe

In Arabidopsis wurden bisher mehr als 180 Gene identifiziert, die eine Rolle bei der
Regulation des Bluhzeitpunktes spielen (Peng et al., 2015). Auch aus Kulturpflanzen wie
Reis, Gerste, Mais, Tomate, Sonnenblume und Zuckerriibe konnten bereits Gene isoliert
werden, die die Blite regulieren. Einige dieser Blihgene sind Orthologe von bekannten
Genen aus A. thaliana mit konservierter Funktion. Andere sind homolog zu Blihgenen
aus Arabidopsis mit anderer Funktion und manche kénnen nicht in der Modellpflanze
gefunden werden. Dies zeigt, wie rasch sich molekulare Signalwege im Kontrollnetzwerk
der Blite entwickeln, nicht zuletzt auch in nah verwandten Arten (Andrés & Coupland,
2012). Die meisten Untersuchungen der genetischen Blihregulation der Weinrebe
basieren auf der Identifizierung von Genen, die Homologe oder Orthologe von Bliihgenen
aus A. thaliana oder Getreidearten darstellen (Carmona et al., 2008; Vasconcelos et al.,
2009; Li-Mallet et al., 2015). Mehrere Gene konnten auch anhand von Expressionsstudien
gefunden und mit spezifischen Prozessen oder Entwicklungsstadien in Verbindung
gebracht werden, jedoch sind Informationen Uber ihre genauen Funktionen in der

Weinrebe noch rar (Carmona et al., 2008).

Wichtige Bluhsignal-Integratorgene aus Arabidopsis sind z.B. SUPRESSOR OF
CONSTANS1 (SOC1) und FLOWERING LOCUS T (FT). In Arabidopsis wird die
Transkription von FT unter Langtagbedingungen, bedingt durch die Aktivitat des Gens
CONSTANS (CO), in den Blattern aktiviert. Das FT-Protein wird durch das Phloem zur
Sprossspitze transportiert, wo es mit FLOWERING LOCUS D (FD) einen Komplex bildet
und durch die Aktivierung weiterer Gene, wie z.B. APETALA1 (AP1), die Blihinduktion
auslost (Andrés & Coupland, 2012; Jaeger et al., 2013). In Arabidopsis gehért FT zu der
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FT/TFL1 Genfamilie, deren Mitglieder fiir Proteine kodieren, die Ahnlichkeit zu
Phosphatidylethanolamin-binde Proteinen (PEBPs) aus Saugetieren aufweisen. Sie
haben entweder positive oder negative Effekte auf die Blihinduktion (Bradley et al.,
1996). Im Rebengenom wurden sechs potentielle Gene der FT/TFL1 Genfamilie
gefunden, von ihnen wurden funf (VWFT, VWMFT, WTFL1A, WTFL1B und WTFL1C)
naher charakterisiert (Carmona et al., 2007b). Wie bereits in anderen Arten kénnen sie in
drei Unterfamilien eingruppiert werden: FT-like, MFT-like (MOTHER OF FT AND TFL1)
und TFL1-like (TERMINAL FLOWER 1). WTFL1A, WTFL1B und VvTFL1C konnten mit
vegetativer Entwicklung und der Aufrechterhaltung des undifferenzierten Meristems
assoziiert werden, VWFT und VWMFT hingegen mit einer die Blite férdernden Rolle.
Genauer ist VWFT, das potentielle FT-Ortholog, mit der Blihinduktion in der Knospe und
der Entwicklung von Blitenstanden, Einzelbliten und den Beeren assoziiert (Carmona et
al., 2007b).

Prominente Meristemidentitatsgene fiir die Homologe in der Weinrebe gefunden wurden
sind z.B. LEAFY (LFY), FRUITFULL (FUL) und AP1 (Carmona et al., 2008; Vasconcelos
et al., 2009). VFL (FLORICAULA/LEAFY) ist bereits friih in den noch undifferenzierten
Anlagen exprimiert. In Rankenprimordien ist die Expression von VFL spater stark
reprimiert, in Infloreszenzprimordien stark hochreguliert. Die hochste Expression wird im
Frihjahr in den Einzelblitenmeristemen erreicht. VFL-Expression ist auch in Primordien
von Petalen und Stamina nachzuweisen und sinkt mit fortlaufender Entwicklung der
Blutenorgane ab. VFL ist aulierdem in vegetativen Blattprimordien und den Blattrandern
exprimiert (Vasconcelos et al., 2009). VAP1- und VFUL-L-Expression kann ebenfalls frih
in den Anlagen und spater in Infloreszenzprimordien und Einzelblitenmeristemen
nachgewiesen werden, jedoch nicht in vegetativen Organen wie Blattern oder Wurzeln.
Anhand seines raumlichen und zeitlichen Expressionsmusters wird eine Rolle von VFUL-L
bei der Bluhinduktion, Bildung der Karpelle und Beerenentwicklung angenommen. Es wird
ebenfalls von einem Einfluss von VAP1 auf die Blihinduktion und Blitenentwicklung
ausgegangen. Jedoch kann keine VAP7-Expression in Primordien der Sepalen
nachgewiesen werden, was gegen die Annahme einer Typ-A-Genfunktion spricht, wie sie
AtAP1 zusétzlich als Organidentitatsgen erflllt. Sowohl VFUL-L als auch VAPT sind in
sich entwickelnden Ranken exprimiert, was wiederrum den gemeinsamen Ursprung von

Infloreszenzen und Ranken verdeutlicht (Calonje et al., 2004).

Es konnten V. vinifera Homologe der B-Typ Organidentitadtsgene PISTILATA (PI),
APETALA3 (AP3) und MADS-Box Gen 6 (TM6) der Tomate identifiziert werden.
WMADS9/VvPI, VVAP3 und VvTM6 sind sowohl in Petalen als auch in Stamina

exprimiert, was dem Muster der B-Typ-Gene entspricht. VVAP3-Expression ist auf die
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Infloreszenzen begrenzt, fur VvPl ist dies mit Ausnahme einer leichten Hochregulierung in
Blattern und Wurzeln auch der Fall. Die VvPI-Expression nimmt wahrend der
Pollenreifung zu und nach der Bestdubung wieder ab. VwTM6-Expression kann in der
gesamten Pflanze nachgewiesen werden, jedoch ist sie am hoéchsten in Bliten und
Beeren. Fir VWTM6 wurde ein Expressionsmaximum wahrend des letzten Stadiums der
Antheren-Entwicklung nachgewiesen, neben den Petalen und Stamina ist es auch in den
Karpellen exprimiert (Poupin et al., 2007). VWMADS1 und VvMADS5 sind homolog zu
Mitgliedern der aus C- und D-Typ-Genen bestehenden AGAMOUS (AG) Unterfamilie aus
Arabidopsis. VWMADS1-Expression kann in Stamina und Karpellen, sowie wahrend der
Beerenentwicklung nachgewiesen werden. Uberexpression von VWMADS1 in der Rebe
fuhrt jedoch zu einer veranderten Morphologie der Sepalen. WMADS5 wird im
fortgeschrittenen Stadium in den Karpellen, sowie sich entwickelnden Samen und Beeren
vor und nach der Véraison exprimiert (Boss et al., 2001; 2002; 2003). In Arabidopsis
spielen die E-Typ SEPALLATA (SEP) Gene, zusammen mit Organidentitatsgenen
anderer Typen, eine redundante Rolle bei der Spezifizierung von Petalen, Stamina und
Karpellen (Krizek & Fletcher, 2005). In der Weinrebe konnten orthologe Gene zu SEP1-4
identifiziert werden. VWMADS2 und WWMADS4 weisen eine hohe Sequenzahnlichkeit zu
SEP1 und SEPZ2 auf. Die Expression beider Gene kann in den Petalen, Stamina und
Karpellen von frihen Stadien der Infloreszenzentwicklung bis zur Vollblite nachgewiesen
werden. VWMADS4 wird auch wahrend der Beerenentwicklung exprimiert (Boss et al.,
2002).

Eine weitere Methode um Gene zu identifizieren, die einen Einfluss auf die Auspragung
eines Merkmals haben, ist die Suche nach positionellen Kandidatengenen in Bereichen
von Quantitative Trait Loci (QTL, siehe 1.7). Fir phanologische Merkmale wie Zeitpunkt
des Austriebs, Blite, Véraison und Reife, die Zeitintervalle zwischen den verschiedenen
Entwicklungsstadien sowie das Merkmal Fruchtbarkeit der Knospen (Anzahl der
Infloreszenzen pro  Trieb) wurden anhand verschiedener  segregierender
Kreuzungspopulationen QTL-Analysen durchgefihrt und mit Hilfe des Referenzgenoms
der Weinrebe (Jaillon et al., 2007) weitere interessante Gene in den detektierten
QTL-Regionen identifiziert (Costantini et al., 2008; Doligez et al., 2010; Duchéne et al.,
2012; Grzeskowiak et al., 2013; Fechter et al., 2014) .

1.6 Genetische Kartierung
Das Genom der Weinrebe ist diploid mit 2n = 38, haploid ist es in etwa 475 Mb grof3 und
umfasst ca. 32.000 Gene (Jaillon et al., 2007; Velasco et al., 2007; Vitulo et al., 2014).

Seit 2007 steht ein Referenzgenom der Weinrebe zur Verfligung, hierzu wurde der
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‘Pinot Noir’ Selbstungsnachkomme PN40024 sequenziert (Jaillon et al., 2007). Jedoch
fuhrt in den meisten Fallen eine wiederholte Selbstung der hochgradig heterozygoten
V. vinifera Sorten zu einer starken Inzuchtdepression, was sich in einer geringen Fitness
der Nachkommen aufiert (Mullins et al., 1992; Topfer et al., 2011a). Dies ist auch der
Grund daflr, dass genetische Kopplungsanalysen bei der Weinrebe nicht anhand von
Selbstungs- oder Ruckkreuzungslinien (RIL, NIL, F,, BC,, usw.), sondern
F1-Kreuzungspopulationen durchgefiihrt werden. Es wird die ,Double Pseudo-Testcross"-
Kartierungsstrategie angewandt (Grattapaglia & Sederoff, 1994), flr die Weinrebe wurde
dies zuerst von Lodhi et al. (1995) durchgefiihrt. Dabei wird je eine Kopplungskarte pro
Elternteil erstellt, die Nutzung von co-dominanten Markern, mit segregierenden Allelen
aus beiden Eltern, macht die Zusammenflhrung der parentalen Karten méglich. Dies flihrt
zu einer héheren Markerdichte und besseren Abschatzung des Abstands zwischen den
Markern und ihrer Reihenfolge in der resultierenden integrierten Karte. Zur genetischen
Kartierung bei der Weinrebe werden heute meistens SSR- (Simple Sequence Repeats)
oder SNP-Marker (Single Nucleotide Polymorphism) verwendet (Vezzulli et al., 2008).
Grundlage fur die Kartenberechnung ist die Haufigkeit von Rekombinationsereignissen
zwischen den Marker-Loci und ihr Vererbungsmuster innerhalb der betrachteten
Kreuzungspopulation. Zwei Genomorte sind miteinander gekoppelt, wenn sie auf einem
Chromosom (auch ,linkage group“ genannt) so nah beieinanderliegen, dass sie bei der
Meiose, zur Bildung der Keimzellen, nur mit einer sehr geringen Wahrscheinlichkeit
voneinander getrennt (,entkoppelt“) werden (Grattapaglia & Sederoff, 1994; Jones et al.,
1997).

In der vorliegenden Arbeit wurden SSR-Marker als Grundlage zur Berechnung von
genetischen Karten verwendet. Diese stellen Wiederholungen kurzer Sequenzmuster,
auch ,Mikrosatelliten” genannt, von zwei bis sechs Basen dar. Bedingt durch die
Sequenzhomogenitat innerhalb dieser Genomabschnitte entsteht eine erhdhte
Wahrscheinlichkeit, dass es zu Variabilitdt in der Anzahl der Wiederholungen kommt, Gber
verschiedene Genotypen und innerhalb der beiden Haplophasen eines Individuums
hinweg. Ursachlich hierfur sind das sogenannte ,replication slippage” und/oder ungleiches
Crossing-over wahrend der Meiose (Kalia et al., 2011). Durch ihre Hypervariabilitat eignen
sich SSRs gut als PCR-basierte, co-dominante Marker (Tautz, 1989). Zum Erstellen einer
genetischen Karte werden Markerdaten fiir jedes Individuum innerhalb der betrachteten
Kreuzungspopulation erhoben. Die Rekombinationsfrequenzen zwischen ihnen dienen als
Ausgangspunkt fir die Berechnung der genetischen Distanzen. Diese wird in centi
Morgan (cM) angegeben, hierbei bedeutet ein cM eine Rekombinationsrate von 1%
(Janning & Knust, 2004).
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1.7 QTL-Analyse

Ein Quantitative Trait Locus ist ein Ort im Genom, der an der Auspragung eines
quantitativen Merkmals beteiligt ist. Diese Genomorte lassen sich mit Hilfe einer
QTL-Analyse statistisch berechnen. Hierbei wird eine genetische Karte, die die
Markerdaten umfasst, mit phanotypischen Daten Uber das untersuchte Merkmal
verrechnet.  Ermittelt werden dabei  Assoziationen  zwischen  spezifischen
Merkmalsauspragungen und bestimmten Allelen der genetischen Marker (Doerge, 2002).
In dieser Arbeit wurden ein Kruskal-Wallis (KW) Test und die beiden additiven Methoden
des Intervall-Mapping (IM) und des Multiple QTL-Mapping (MQM) durchgefthrt. IM und
MQM eignen sich fur die Berechnung von QTLs in anndhernd normalverteilten

Datenséatzen.

Beim IM wird die Wahrscheinlichkeit, dass ein QTL vorliegt, fir jede Position im Genom
ermittelt und als LOD-Wert (logarithm of the odds) wiedergegeben (Lander & Botstein,
1989). Der LOD-Wert ist der dekadische Logarithmus des Quotienten aus der
Wahrscheinlichkeit, dass sich an einem Genort ein QTL befindet und der
Wahrscheinlichkeit der Gegenhypothese. Bei Positionen, auf die kein genetischer Marker
fallt, werden die beiden benachbarten Marker bei der Berechnung mit einbezogen.
Uberschreitet der jeweilige LOD-Wert eine spezifische Signifikanzgrenze wird eine
Korrelation des betrachteten Locus mit der Merkmalsauspragung angenommen. Die
Signifikanzgrenze wird im Allgemeinen durch einen Permutationstest mit einer
zugelassenen Fehlerwahrscheinlichkeit von 5% ermittelt (Doerge & Churchill, 1996; Van
Ooijen, 2009). Die QTL-Region wird durch Konfidenzintervalle genauer festgelegt. Im
Konfidenzintervall von LOD,.-1, also dem Intervall zwischen den Loci an denen der
maximale LOD-Wert (LOD,.x) minus 1 erreicht wird, liegt mit einer Wahrscheinlichkeit von
80% ein genetischer Faktor, der die Merkmalsauspragung beeinflusst. Bei einem
Konfidenzintervall LOD«-2 trifft dies zu 95% zu (Van Ooijen, 1992). Der Algorithmus des
Intervall-Mappings geht jedoch nur von dem Vorhandensein eines einzelnen QTL im
Genom aus. Dies kann dazu fihren, dass weitere QTLs nicht erkannt werden koénnen.
Daher wird ein Multiple QTL-Mapping angeschlossen, um solche unterdriickten QTLs zu
detektieren (Doerge, 2002; Costantini et al., 2009).

Bei der MQM Methode werden Marker, die durch IM als in einem QTL liegend oder
QTL-nah ermittelt wurden, als Cofaktoren gesetzt. Diese werden nun bei der
Wahrscheinlichkeitsberechnung mit einbezogen, der QTL als ,wahr‘ angenommen und
sein Effekt von dem Cofaktor ,absorbiert’. So kénnen vorher von starkeren QTLs
maskierte, schwachere QTLs, identifiziert werden. Ein weiterer Effekt des Multiple

QTL-Mapping ist, dass die Lokalisierung der bereits im IM erkannter QTLs spezifiziert
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werden kann, was sich in engeren Konfidenzintervallen ausdrickt (Jansen, 1992;
Martinez & Curnow, 1992).

Fir eine Absicherung der durch IM und MQM detektierten QTLs kann zusatzlich ein
nicht-parametrischer Kruskal-Wallis-Test, durchgefuhrt werden. Hiermit wird getestet, ob
sich die zentrale Tendenz mehrerer unabhangiger Stichproben unterscheidet. So kann
ermittelt werden, ob die Merkmalsauspragung mit einem Marker signifikant korreliert. Fur
diesen Test muss keine genetische Karte vorliegen, die unverrechneten Markerdaten
reichen aus. Dieses, auch H-Test genannte, Verfahren stellt geringere Anforderungen an
die Verteilung der Datenpunkte, setzt also keine Normalverteilung voraus, lediglich eine
Ordinalskalierung der Daten (Kruskal & Wallis, 1952).

1.8 Marker-gestiitzte Selektion

Neben ihrer Nutzbarkeit in der genetischen Kartierung, eignen sich genetische Marker flr
die Marker-gestlitzte Selektion (marker assisted selection, MAS) von bevorzugten
Eigenschaften innerhalb der geziichteten Nachkommen oder bei der Auswahl von
Kreuzungseltern aus einem Sortiment (Topfer et al.,, 2011a). SSR-Marker zeichnen sich
durch eine multiallelische Natur, co-dominante Vererbung, Abundanz im Genom, gute
Reproduzierbarkeit und Ubertragbarkeit zwischen verschiedenen Laboratorien sowie
einfache PCR-basierte Anwendung aus (Adam-Blondon et al., 2004; Varshney et al.,

2005). Dies macht die Mikrosatelliten zu einem guten System fur MAS bei der Weinrebe.

Da die Nutzung genetischer Marker kein bestimmtes Entwicklungsstadium oder einen
guten Gesundheitszustand der Pflanze erfordert, sondern auf Ebene der DNA stattfindet,
I&sst sich die Vererbung einer bestimmten Eigenschaft, die mit einem spezifischen Marker
gekoppelt ist, jederzeit nachweisen. Bereits im Samlings-Stadium kénnen die Individuen
einer kontrollierten Kreuzung durch MAS auf ein gewlnschtes Merkmal hin selektiert
werden (Sefc et al., 2009). Dies findet vermehrt Anwendung in der Resistenzziichtung
aber auch qualitative und physiologische Merkmale der Traube kénnen so friihzeitig
selektiert werden. Sdmlinge der Weinrebe bilden im Alter von zwei bis funf Jahren erste
Fruchtansatze aus. Erst dann kénnten Merkmale wie Traubenarchitektur, Beerenfarbe,
Samenlosigkeit bei Tafeltrauben und Weinqualitat erkannt und untersucht werden. Das
Durchfiihren einer Marker-gestlitzten Selektion setzt natirlich voraus, dass genetische
Marker fur das gewtinschte Merkmal zur Verfligung stehen. Eine friihzeitige Selektion des
Zuchtmaterials kann einen Zeitgewinn von mehreren Jahren bringen. In der

Resistenzzlichtung wird die MAS dazu eingesetzt, eine zielgerichtete Kombination

15



Einleitung

verschiedener Resistenzloci (Pyramidisierung) in neuen Sorten zu erreichen (Eibach et
al., 2007; Topfer et al., 2011a).

Fur phanologische Merkmale wie Austriebs-, Bllite-, Véraison- und Reifezeitpunkt ware
die Moglichkeit zur Marker-gestitzten Selektion ebenfalls winschenswert, da diese
Eigenschaften der Rebe erst im Alter von einigen Jahren stabil zu beobachten sind.
Gegenwartig stehen fur die genannten phanologischen Merkmale kaum genetische
Marker zur Verfigung. Zuletzt schlugen Zyprian et al. (2018) einen mit dem
Véraison-Zeitpunkt gekoppelten SSR-Marker auf Chromosom 16 zur Nutzung fur die MAS

in der Rebenzilichtung vor.

1.9 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von QTLs fur den BlUh- und Austriebszeitpunkt
der Weinrebe in einer spaltenden Kreuzungspopulation sowie die weitere
Charakterisierung ausgewahlter Loci. Es sollten Kandidatengene flir Austrieb, Blite bzw.
die Entwicklung der Weinrebe im Allgemeinen in den QTL-Regionen identifiziert und ihr
zeitliches Expressionsmuster untersucht werden. Die Aufnahme von Boniturdaten eines
phanologischen Merkmals, wie dem Zeitpunkt des Austriebs und der Vollblite anhand von
Freilandpflanzen, ist in unseren Breitengraden nur zu einem Zeitpunkt im Jahr méglich.
Bei Merkmalen, die stark von Umwelteinfliissen beeinflusst werden, ist eine QTL-Analyse
mit mdglichst vielen Datensatzen unerlasslich, um abgesicherte Ergebnisse zu erhalten.
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit standen im Institut fir Rebenzichtung Geilweilerhof
bereits phanotypische Daten Uber den Blihzeitpunkt der 150 Fq-Individuen der
segregierenden Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ aus den Jahren 1999,
2009 und 2011-2014 zur Verfugung. Ziel war es zusatzlich zu diesen sechs Datensatzen
weitere zu generieren sowie neben dem Blihzeitpunkt auch den Austriebszeitpunkt
aufzunehmen. Durch anschliefende QTL-Analysen sollten bekannte QTL-Regionen
validiert und gegebenenfalls neue QTLs detektiert werden. Auf der Basis einer erweiterten
Population mit 1050 F-Individuen, entstanden durch erneute Kreuzung der gleichen
Parentalgenotypen, sollte eine genetische Karte berechnet und erste Blihdaten
aufgenommen werden. Durch eine QTL-Analyse sollte eine weitere Validierung und
Eingrenzung der BIUh-QTLs erreicht werden. SchlieBlich war es das Ziel, die
Einsatzfahigkeit von in den Kreuzungspopulationen identifizierten merkmalsgekoppelten
molekularen Markern fir die Marker-gestitzte Selektion der untersuchten phanologischen

Merkmale fir die Rebenziichtung zu tberprifen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate
Anwendung
PCR

Gerat

ABI 9700 Thermocycler

Hersteller/Lieferant

Applied Biosystems, Darmstadt

Mastercycler ® personal

Eppendorf AG, Hamburg

Mastercycler ® gradient

Eppendorf AG, Hamburg

7500 Fast DX Real Time PCR

Applied Biosystems, Darmstadt

PCR-Fragment Analyse

ABI 3130xI Genetic Analyser

Applied Biosystems, Darmstadt

Agagel Mini Biometra® GmbH, Géttingen
EC360 Midi Cell

E C Apperatus Corporation
Electrophoretic Gel System
Power Supply EC105 E C Apperatus Corporation

Agarosegeldokumentation

QUANTUM ST5 mit UV
Leuchttisch

Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell

Waagen

Waage PB3015

Sartorius, Goéttingen

Zentrifugen

Tischzentrifuge Heraeus

Biofuge Pico

Kendro Laboratory Products GmbH,

Langenselbold

Tischzentrifuge 6 16KS

Sigma, Osterode am Harz

Tischzentrifuge 2K15

Sigma, Osterode am Harz

MikroliterZentrifuge Z160M

Hermle, Wehingen

96-Kanal Pipettierer

LIQUIDATOR96®

Steinbrenner Laborsysteme GmbH,

Wiesenbach

Inkubation

Thermomixer compact

Eppendorf AG, Hamburg

Probenmischer

Vortex Genie 2'"

Scientific Industries, Bohamia, NY USA

Magnetrihrer IKA RCT B

IKA Labortechnik, Staufen

Aufschluss Blattmaterial

Tissuelyser RETSCH

Quiagen GmbH, Hilden

,Paint Shaker”; SK450

Fast & Fluid Management B.V.,

umgebaut Sassenheim, NL

Kuhlschrank +4°C
Probenaufbewahrung Siemens, Minchen

KS36VAW41

Gefrierschrank -20°C GNP

Liebherr, Bulle, CH

4166

Gefriertruhe -70°C MDF-794 Sanyo Denki K.K., Osaka, J
Photometer CLARIOstar® BMG Labtech GmbH, Ortenberg

. . o Bauknecht Hausgerate GmbH,

Sonstiges Mikrowelle Privileg 7020

Stuttgart
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2.1.2 Software und Datenbanken

Anwendung

Photometer

Software

CLARIOstar Reader Control

Hersteller/Lieferant

BMG Labtech GmbH, Ortenberg

MARS Data analysis

BMG Labtech GmbH, Ortenberg

PCR-Fragment Analyse

QUANTUM ST5

Vilber Lourmat GmbH, Eberhardzell

GeneMapper 5 Applied Biosystems, Darmstadt
Genetische Kartierung JoinMap 4.1 Kyazma, Wageningen, Niederlande

JoinMap 5 Kyazma, Wageningen, Niederlande
QTL-Analyse MapQTL 6 Kyazma, Wageningen, Niederlande
QTL Darstellung MapChart 2.3 (Voorrips, 2002)
SSR-Marker-Design WebSat (Martins et al., 2009)

http://wsmartins.net/websat

RT-qPCR

7500 Fast System Sequence
Detection Software
(Version 2.0.6)

Applied Biosystems, Darmstadt

Bioinformatik

CLC Main Workbench 7.7.3

Qiagen Aarhus A/S

blastn, blastx, blastp,

conserved domain search

NCBI — National Center for
Biotechnology Information

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

Gramene
blastn

www.gramene.org

CRIBI — Genomics and Bioinformatics
blastn genomes.cribi.unipd.it/grape/blast/blast

.php

Grape Genome Browser (Genoscope)
blastn www.genoscope.cns.fr/externe/Genom

eBrowser/Vitis/

Softberry (Solovyev et al., 2006)
FGENESH

www.softberry.com

Primer3Plus 2.4.0

(Untergasser et al., 2007)

Tm Calculator

Thermo Fisher Scientific

Datenbanken

NCBI — National Center for

Biotechnology Information

www.ncbi.nlm.nih.gov

Gramene

www.gramene.org

CRIBI

http://genomes.cribi.unipd.it/grape/inde
x.php
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www.genoscope.cns.fr/externe/Gen
Genoscope
omeBrowser/Vitis/
JKI/DV S. Kecke, G. Marx,
GBVitis
A. Ganesch v6.4
VIVC www.vivc.de
R Foundation for statistical
Statistik R 3.2.4 und R Studio 0.99.892
computing und R Studio, Inc.
2.1.3 Kits
Kits/Polymerase Anwendung Hersteller/Lieferant
Spectrum™ Plant total Extraktion von gesamt-RNA aus Sigma-Aldrich, St. Louis,
RNA Kit Knospen und Blitenstanden Missouri, USA

DNeasy® Plant Mini Kit

Aufreinigung von gesamt-DNA aus

Blattern

Qiagen, Venlo, NL

NucleoSpin® 96 Plant Il

Aufreinigung von gesamt-DNA aus

Blattern

Macherey Nagel, Diren

High Capacity cDNA

Reverse Transcription Kit

Thermo Fisher Scientific,

cDNA Synthese aus gesamt-RNA

Waltham, Massachusetts, USA

KAPA2G Fast Multiplex
Mix

Phusion® High Fidelity
DNA Polymerase

Multiplex PCR zur SSR-Marker- KAPA Biosystems, Wilmington,
Analyse Massachusetts, USA

PCR zur Uberpriifung der Biozym Scientific GmbH,
Primerbindung fir RT-gPCR Hessisch Oldendorf

Power SYBR® Green PCR
Master Mix

RT-gPCR

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

2.1.4 Puffer, Medien, Chemikalien und Losungen

50x TAE Puffer pH 8,3
242 g/ITRIS=2M

Hersteller/Lieferant

Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe

57,1 ml/l 100% Essigsaure =1 M

Merck KGaA, Darmstadt

18,61 g/ EDTA-Nay; = 50 mM

Merck KGaA, Darmstadt

50x TE Puffer (pH 8,0)
60,57 g/l TRIS = 0,5 M

Hersteller/Lieferant

Carl Roth GmbH+Co.KG, Karlsruhe

18,6 g/l EDTA-Na, = 50 mM

Merck KGaA, Darmstadt
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6x DNA-Ladepuffer
30% Glycerin in ddH,O

Hersteller/Lieferant

AppliChem GmbH, Darmstadt

0,35% Orange G

Merck KGaA, Darmstadt

0,25% Bromphenolblau

Merck KGaA, Darmstadt

0,25% Xylene Cyanol

Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Bezeichnung

GeneRuler DNA Ladder Mix

Hersteller/Lieferant

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

GeneRuler Low Range DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

Universal-Agarose ,,Seakem® LE*“

Axon Labortechnik GmbH, Kaiserslautern

POP-7™ Polymer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA

DNA Stain Clear G

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Ethanol (absolut)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,

Nuclease-Free Water Ambion™
USA

2-Mercaptoethanol (299%) Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe

Polyvinylpolypyrrolidon (PVP) Carl Roth GmbH+Co0.KG, Karlsruhe

Puffer RDD Qiagen, Venlo, NL

DNase | Qiagen, Venlo, NL

2.1.5 Pflanzenmaterial

Samtliches in dieser Arbeit genutztes Pflanzenmaterial stammt aus dem Freiland des
Julius-Kihn Instituts Geilweilerhof in Siebeldingen (N49°21.675, E8°04.433). Alle Reben
befinden sich in der Halbbogenerziechung im  Spalier-Drahtrahmen, in
Nord-Sid-Orientierung, mit einem Pflanzabstand von einem Meter zwischen den

Rebstocken und zwei Metern zwischen den Zeilen.

2.1.5.1 Proben fir Genexpressionsanalysen

Es wurden Uber mehrere Entwicklungszyklen der Weinrebe hinweg, Knospen- und
Infloreszenzproben genommen (Abb. 6), die zur Extraktion der gesamt-RNA und
Genexpressionstudien genutzt wurden. Die Abstande der Probennahme variierten Uber
das Jahr hinweg, je nach Phase der Vegetation. Nach Bildung der neuen Knospen im

Mai/Juni wurden wochentlich Proben genommen, Gber die Phase der Winterdormanz drei-
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oder vierwochentlich. Die Proben wurden mit einer Rasierklinge von den Reben
abgetrennt, unverziglich in ein Probenbehaltnis gegeben und in flissigem Stickstoff
schockgefroren.  AnschlieBend erfolgte die Lagerung bei -70°C, bis zur
Weiterverarbeitung.

Zur Probennahme dienten drei verschiedene Genotypen, an vier Standorten (Tab.1). Die
Knospen wurden vom dritten bis zum achten Nodium von den mittleren einjahrigen

Trieben der Reben genommen (Abb. 7).

Abb. 6: Eine ruhende Knospe (Pfeil) von GF.GA-47-42 im Jahresverlauf, kurz nach der Entstehung
(oben links) bis in die Winterdormanz (unten rechts).

Tab. 1: Genotypen, von denen Uber den gesamten Entwicklungszyklus Knospen- und
Infloreszenzproben genommen wurden

Genotyp Standort Verbleib der Proben
GF.GA-47-42 30-26-29-32 Uni Bielefeld

‘Villard Blanc’ 30-26-33-36 Uni Bielefeld
GF.GA-47-42 65-001-001-010-094 | JKI Siebeldingen
‘Riesling Weil¥’ (Klon N90) | 51-33 JKI Siebeldingen
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Abb. 7: Ein Rebstock des Genotyps GF.GA-47-42 im Herbst. Die Knospenproben wurden vom
dritten bis zum achten Nodium der mittleren einjahrigen Triebe entnommen; der weille Kasten
markiert die Probennahmezone.

Von GF.GA-47-42 und ‘Villard Blanc’ aus Parzelle 30 des Geilweilerhofes wurden pro
Probenahmetermin zwei Knospen/Infloreszenzen genommen, diese stammten jeweils von
unterschiedlichen Rebstécken. Die Proben wurden unverarbeitet an die Projektpartner an
der Universitat Bielefeld (Centrum flr Biotechnologie-CeBiTec/Universitat Bielefeld
Lehrstuhl flir Genetik & Genomik der Pflanzen) geschickt, dort wurden sie fir ein
RNA-Seqg-Experiment genutzt. Von GF.GA-47-42 aus Parzelle 65 des Geilweilerhofes
sowie von ‘Riesling Weill’ aus dem internationalen Sortiment des Geilweilerhofes
(Parzelle 51) wurden pro Probenahmetermin drei Knospen/Infloreszenzen genommen,
diese stammten ebenfalls jeweils von unterschiedlichen Rebstdcken. Die Proben wurden
fur in dieser Arbeit durchgefiihrte RT-qPCR-Experimente genutzt.

2.1.5.2 Kreuzungspopulationen

2.1.5.2.1 Die Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ - Kernpopulation

Die Fi-Individuen aus dieser Kreuzungspopulation werden mit der Zuchtnummer
89-030-XXXX bezeichnet. 89 steht fur das Kreuzungsjahr 1989, 030 ist die Nummer der in
diesem Jahr durchgefiuihrten Kreuzung und XXXX steht fur eine fortlaufende Nummer, mit
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der die Samlinge bei Anzucht der Population benannt wurden. Die Populationsgréie
betragt 150 Individuen, diese sind im Freiland mit je 2x4 Rebstocken pro Genotyp
gepflanzt, gepfropft auf die Unterlagssorte SO4. Die Individuen der Population

segregieren bezuglich des Austriebs- und Blihzeitpunkts.

GF.GA-47-42 stellt einen als frih eingestuften Genotypen dar und ‘Villard Blanc’ einen
eher spaten. Je nach Witterung in den jeweiligen Phasen kann der Austrieb der beiden
Genotypen drei bis 14 Tage und der Blihzeitpunkt ein bis drei Wochen
auseinanderliegen. Innerhalb der F;-Individuen betragt die Dauer der Austriebsphase vier
bis 16 Tage und die der Blihphase acht bis 17 Tage (Unterschied zwischen dem frihsten
und spatesten Fq-Individuum). Etwa 150 m norddstlich des Standortes der Kernpopulation
befindet sich eine Wetterstation des Dienstleistungszentrums Landlicher Raum

(www.am.rlp.de).

2.1.5.2.2 Die Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ - Erweiterte
Population

In 2013 wurden die beiden Elterntypen der Kernpopulation erneut miteinander gekreuzt
(Abb. 8). Die F-Individuen dieser erweiterten Population werden mit der Zuchtnummer
2013-004-XXXX bezeichnet. Die Population besteht aus 1050 weiteren F;-Individuen und

steht im Freiland des Geilweilerhofes mit je einem wurzelechten Rebstock pro Genotyp.

V. vinifera
V. rupestris |,
— S,
Subereux
V. vinifera

V. rupestris
V. aestivalis
V. herlandieri

Villard Blanc

"1 Seibel 6468

V. cinerea
N
V. vinifera 1050 F1

V. rupestris
V. aestivalis
V. lincecumir

e
V. vinifera
N——————

GF.GA-47-42
".

Abb. 8: Die Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’. Die Kernpopulation besteht aus
150 F1 Individuen, die erweiterte Population aus 1050.
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2.1.5.3 Sorten/Genetische Ressourcen

Das Rebsortiment des Geilweilerhofes umfasst Gber 3000 Rebsorten, Wildartakzessionen
und Zuchtstdmme. Zur Untersuchung ob sich SSR-Marker, aus QTL-Bereichen der
Kreuzungspopulationen, zur Marker-gestutzten Selektion der betrachteten Merkmale
eignen, wurden 69 Genotypen aus dem nationalen und internationalen Sortiment
analysiert (Tab. A15 und A16). Fur diese Sorten liegen phanotypische Informationen tber

den Austriebs- und Blihzeitpunkt der letzten neun Jahre vor.

2.2 Methoden

2.2.1 Phéanotypisierung des Austriebs- und Bliihzeitpunktes

Die phanotypische Bewertung (Bonitur) des Austriebs- und Blihzeitpunktes erfolgte
anhand der Kreuzungspopulationen im Freiland. Da Austrieb und Blite (in unseren
Breitengraden) nur einmal im Jahr erfolgen, konnte pro Jahr jeweils ein Datensatz pro
Merkmal aufgenommen werden. Die Bonitur erfolgte an jedem oder jedem zweiten Tag
innerhalb der Austriebs- und Blihphase und das BBCH-Stadium jedes Genotyps wurde

aufgenommen.

2.2.1.1 Bonitur des Austriebszeitpunktes
Bei der Phanotypisierung des Austriebs wurde eine Boniturnote fir einen Rebstock
vergeben, wenn sich 260% der Knospen des Stockes in dem jeweiligen Stadium
befanden. Der Tag an dem BBCH 9 (Lorenz et al., 1995) erreicht wurde, wurde als
Austriebsdatum festgelegt (Abb. 9, Tab. 2).
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Abb. 9: (a) Eine Knospe von GF.GA-47-42 im BBCH-Stadium 9 (Austrieb) Ende April 2016, die
Triebspitzen sind bei diesem Genotypen zunachst rosa und nicht griin; (b) Ein Trieb von
GF.GA-47-42 mit austreibenden Knospen.

Tab. 2: Makrostadium 0 (Austrieb) der BBCH-Skala fiir Reben (Lorenz et al., 1995).

BBCH | Stadium Erscheinungsbild
0 Vegetationsruhe Knospenschuppen geschlossen
) Augen beginnen sich innerhalb der
1 Beginn des Knospenschwellens .
Knospenschuppen zu vergréfern
3 Ende des Knospenschwellens Knospen geschwollen, aber noch nicht griin
) Wolle-artiger brauner Haarbesatz deutlich
5 Wolle-Stadium )
sichtbar
Beginn des Knospenaufbruchs Grline Triebspitzen werden sichtbar
9 Knospenaufbruch/Austrieb Griine Triebspitzen deutlich sichtbar

2.2.1.2 Bonitur des Bliihzeitpunktes

Bei der Phanotypisierung des Blihzeitpunktes wurde die Gesamtheit aller Einzelbliten
eines Rebstockes als 100% bewertet. Es erfolgte eine Schatzung der Zahl der
Einzelbliten, welche die Blitenkappchen bereits abgeworfen hatten. Die Vergabe einer
Boniturnote erfolgte anhand des Makrostadiums 6 der BBCH-Skala (Lorenz et al., 1995).
Der Tag an dem ein Genotyp die Vollblite (BBCH 65) erreicht hatte, wenn 50% aller
Blutenkappchen abgefallen waren, wurde als Blihdatum festgelegt (Abb. 10, Tab. 3).
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Abb. 10: Einzelne Infloreszenz des Genotyps' GF.GA-47-42 im BBCH-Stadium 65, 50% der
Blutenkappchen dieses Blutenstandes wurden abgeworfen.

Tab. 3: Makrostadium 6 (Blute) der BBCH-Skala fur Reben (Lorenz et al., 1995).

BBCH | Stadium Erscheinungsbild

60 Erste Blutenkappchen l6sen sich

61 Blihbeginn Ca. 10% der Blitenkappchen sind abgeworfen
63 Vorblite Ca. 30% der Blitenkappchen sind abgeworfen
65 Volibliite Ca. 50% der Blutenkappchen sind abgeworfen
68 Abgehende Blite Ca. 80% der Blitenkappchen sind abgeworfen
69 Ende der Blite

2.2.2 DNA-Extraktion

Die Extraktion von genomischer DNA erfolgte immer aus in flissigem Stickstoff
schockgefrorenem, oder gefriergetrocknetem Blattmaterial von Freilandpflanzen. Als
Ausgangsmaterial diente je ein ca. 1 cm? groRes Stiick eines neu gebildeten, bereits
entfalteten Blattes von der Triebspitze. Bei Einzelreaktionen erfolgte die Homogenisierung
des Materials mit einer Kugelmuhle (QIAGEN GmbH) und die DNA-Extraktion mit dem
DNeasy® Plant Mini Kit von QIAGEN nach Herstellerangaben. Im Falle einer
96-Well-Extraktion wurde das gefriergetrocknete Material mit Hilfe von zu den Proben
zugegebenen Metallkugeln, unter Schwingbewegungen in Form einer horizontalen acht,
in einem umfunktionierten ,Paint Shaker‘ homogenisiert. Zur DNA-Extraktion wurde das
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Nucleospin 96 1l DNA Kit von Macherey Nagel nach dem zugehorigen Protokoll

verwendet.

2.2.3 SSR-Marker

Fir die Feinkartierung von QTL-Bereichen wurden bereits im Institut vorhandene
SSR-Marker verwendet oder es wurden neue SSR-Marker generiert. Hierzu wurden die
betrachteten Chromosomenbereiche des Referenzgenoms PN40024 12x (Jaillon et al.,
2007) mit Hilfe des online verfligbaren Programmes WebSat (Martins et al., 2009) nach
mindestens sechs Mal wiederholten di-, tri-, tetra-, penta- oder hexa-nt Repeats
durchsucht. AnschlieRend wurden fur die einen ausgewahlten Repeat umgebenden
Bereiche, ebenfalls auf Ebene des Referenzgenoms, flankierende
Oligonukleotid-Primerpaare entworfen. Zur Anwendung in einer Multiplex-PCR und
anschlielenden Fragmentlangenpolymophismus-Analyse wurde der jeweilige ,forward*
Primer der Marker fluoreszenzmarkiert (5-Ende) bestellt. Dabei wurden die
Fluoreszenzfarbstoffe 6-FAM (blau), HEX (gruin), TAMRA (gelb) und ROX (rot) verwendet.

2.2.4 Primerdesign

Beim Primerdesign wurde darauf geachtet, dass die Oligonukleotide zwischen 18 und
25 bp lang waren, einen GC-Gehalt von ca. 50% sowie eine Schmelztemperatur von ca.
60°C aufwiesen. Bei der Primerentwicklung fir SSR-Marker wurde beachtet, dass die
amplifizierten Fragmente zwischen 80 und 480 bp grof3 sind. Dies stellt den durch den
zugegebenen GroRenmarker in den anschlieRenden Fragmentlangenanalysen
abgedeckten Bereich, sowie die Auflosungskapazitat der verwendeten Kapillare, dar. Bei
Primern fir die RT-gPCR wurde ebenfalls auf einen GC-Gehalt von 50% sowie eine
Schmelztemperatur von ca. 60°C geachtet. Die amplifizierten Produkte sollten, wenn die
Primer auf cDNA angewandt werden, bei einer GroRRe zwischen 50 und 150 bp liegen.
AulRerdem sollten die Primerbindestellen so gewahlt werden, dass sie in Exonbereichen
liegen und Intron-tUberspannend sind. Fir die Darstellung der Sequenzbereiche und das

Primerdesign wurde die CLC Main Workbench (Qiagen Aarhus A/S) verwendet.

Zur Uberpriifung der erforderlichen Werte der Oligonukleotide wurde die Homepage
Primer3Plus oder der T,-Calculator von Thermo Fisher Scientific verwendet. Mit den
Sequenzen aller entwickelten Primerpaare wurde ein Abgleich mit dem Referenzgenom
PN40024 durchgefiuhrt, um die Anzahl ihrer Bindestellen und damit ihre Spezifitat zu

ermitteln.
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Neu entwickelte Primerpaare fur SSR-Marker wurden nach der im Institut gangigen
Nomenklatur benannt. Vorangestellt wird ,GF* fir Geilweilerhof, darauf folgt die Nummer
des Chromosoms auf dem sich der Marker befindet und mit einem Bindestrich angehangt

eine fortlaufende Nummerierung.

2.2.5 Polymerasekettenreaktion

2.2.5.1 PCR mit der Phusion Polymerase

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wird verwendet, um spezifische Genomabschnitte
zu amplifizieren und nachzuweisen. In der vorliegenden Arbeit wurde die PCR genutzt,
um die Primerpaare, die fir die Anwendung in der RT-qPCR neu entwickelt wurden, auf
ihre Bindung im Genom der verschiedenen Genotypen zu testen. Es wurde die Phusion®
High-Fidelity DNA Polymerase (Finnzymes) in einem 20 ul Ansatz verwendet
(Tab. 4 und 5). Die fur den Einsatz mit der Phusion Polymerase spezifische T, des
jeweiligen Primerpaars wurde mit dem T.-Calculator von Thermo Fisher Scientific

bestimmt.

Tab. 4: PCR-Ansatz mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

5x Phusion HF Puffer 4 ul

10 mM dNTPs 0,4 pl

10 yM Primer forward 1ul

10 uM Primer reverse 1ul

Polymerase (2U/ul) 0,2 pl
DNA-Template (ca. 10 ng/ul) 1ul

ddH,O aufflllen auf 20pl

Tab. 5: PCR-Programm mit der Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase

Schritt Programm
Initiale Denaturierung 98°C, 30s
Denaturierung 98°C, 10s
Annealing x35 X°C, 20s
Elongation 72°C, 15-30 s/kb
Finale Elongation 72°C, 7 min
Lagerung 12°C,
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2.2.5.2 Multiplex-PCR

In einer Multiplex-PCR werden in einer Reaktion bis zu acht verschiedene SSR-Marker
miteinander kombiniert. Dies ist moglich, da sich die Marker in der Farbe ihrer
Fluoreszenzmarkierung und der erwarteten Fragmentlange unterscheiden. Zu einer
Multiplexreaktion zusammengestellte Marker wurden zunachst immer an einem kleinen
Probensatz, bestehend aus F;-Individuen, Kreuzungseltern und Negativkontrolle, auf ihre
Multiplex-Tauglichkeit und Segregation innerhalb der Population getestet. Bewahrte
Marker bzw. Multiplexe wurden fir Kartierungsarbeiten anschlieRend auf die komplette

Population und/oder auf Genotypen des Sortiments angewendet.

Bei den Multiplex-PCRs wurde das Kapa2G Multiplex-Mix Kit (KapaBiosystems)
verwendet. Der darin beinhaltete Master-Mix wurde zusammen mit der Template-DNA
und den verwendeten Primerpaaren der betrachteten SSR-Marker in einem 10 yl Ansatz
verwendet (Tab. 6 und 7).

Tab. 6: Multiplex-PCR-Ansatz (10 pl), Kapa2G Multiplex-Mix Kit.

Kapa2G Multiplex-Mix Kit 5l

Primer (zwei pro Marker) 0,03 pl
DNA-Template (1ng/ul) 1ul

ddH,O aufflllen auf 10pl

Tab. 7: Programm fiir die Multiplex-PCR mit dem Kapa2G Multiplex-Mix Kit.

Schritt Programm
Initiale Denaturierung 95°C, 5 min
Denaturierung 94°C, 30s
Annealing x30 60°C, 1 ¥2min
Elongation 72°C, 1 min
Finale Elongation 60°C, 2 min
Lagerung 12°C,

2.2.6 Fragmentlangenanalyse

2.2.6.1 Agarose-Gelelektrophorese

Mit der Phusion Polymerase amplifizierte Fragmente wurden mithilfe einer
Agarose-Gelelektrophorese ihrer Lange nach aufgetrennt. Fur kleinere Fragmente (<1kb)
wurde ein 2% Agarosegel verwendet. Fragmente zwischen 1 und 5kb wurden in 1%
Agarosegelen und groRere Fragmente in 0,8% Agarosegelen aufgetrennt. Je nach

GroRenbereich der erwarteten Banden wurden als Standard 3pl des ,GeneRuler DNA
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Ladder Mix“ oder der ,GeneRuler Low Range DNA Ladder“ (Thermo Fisher Scientific)

verwendet.

2.2.6.2 Kapillarelektrophorese

Die Analyse der SSR-Marker im Multiplexverfahren erfolgte durch eine automatisierte,
hochauflédsende Kapillarelektrophorese. Der genutzte Kapillarsequenzierer (ABI-3130xI,
Applied Biosystems) ist mit 36 cm langen 16-Kanal-Kapillaren ausgestattet, gefullt mit
dem Polymer POP-7™ (Thermo Fisher Scientific). Es wurde je 1 pl des
Multiplex-PCR-Produktes mit einem Groéfienstandard versetzt (Tab. 8). Die Fragmente
des Grolenstandards liegen zwischen 35 und 500 bp und sind mit dem
Fluoreszenzfarbstoff LIZ® markiert, er entspricht dem Gene Scan™ 500 LIZ™ (Thermo
Fisher Scientific). Die anschliefende Auswertung der Fragmentlangen erfolgte mit der

GeneMapper® 5.0 Software (Applied Biosystems).

Tab. 8: Ansatz fir den Kapillarsequenzierer

Multiplex-PCR-Produkt (evtl. verdiinnt) 1ul
GroRenstandard ,LIZ* 1ul
ddH,0O 12 ul

2.2.7 Erstellen von genetischen Karten

Das Erstellen von genetischen Karten der Kreuzungspopulation wurde mit dem Programm
JoinMap 4.1 (Van Ooijen, 2006) durchgeflihrt. Es wurden jeweils eine miutterliche, eine
vaterliche und eine integrierte genetische Karte berechnet. Die durch die Analyse mit
GeneMapper® 5.0 erhaltenen Allelkombinationen der jeweiligen F;-Individuen wurden
nach den funf moéglichen Segregationsmustern kodiert (Tab. 9) und in dieser Form in

JoinMap 4.1 hochgeladen.

Tab. 9: Mogliche Segregationsmuster und F;-Genotypen in den Kreuzungspopulationen;
Kodierung wie von dem Programm JoinMap vorgegeben.

Segregationsmuster | Beschreibung Méogliche F4-Genotypen
<abxcd> Locus heterozygot in beiden Eltern mit vier Allelen ac, ad, bc, bd

<efxeg> Locus heterozygot in beiden Eltern mit drei Allelen ee, ef, eqg, fg

<hkxhk> Locus heterozygot in beiden Eltern mit zwei Allelen | hh, hk, kk

<ImxlIl> Locus maternal heterozygot, paternal homozygot Im, Il

<nnxnp> Locus maternal homozygot, paternal heterozygot nn, np
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Die Zusammenfassung der Marker zu Kopplungsgruppen wurde anhand des ,Groupings
Tree® vorgenommen. Als Kartierungsalgorithmus wurde der ,Maximum Likelihood
Mapping“ (ML-mapping) Algorithmus mit den Standardeinstellungen des Programmes
verwendet. Die Segregation der Marker in den Fy-Individuen wurde mit dem
Chi-Quadrat-Test Uberprift. Marker mit einer Segregation, die zu weit von der Erwartung
abweichen, oder solche die mehr als 40% Fehlstellen aufwiesen, wurden nicht in die
Berechnung der genetischen Karte integriert. Die Gruppierung der Marker in die
Kopplungsgruppen erfolgte mit dem ,independence LOD score®. Der LOD-Wert betrug

hierbei mindestens 8.

2.2.8 QTL-Analyse

Die Verrechnung der phanotypischen Daten (Austriebs- und Blihzeitpunkt) mit der
jeweiligen genetischen Karte zur Detektion von Quantitative Trait Loci wurde mit dem
Programm MapQTL 6.0 (Van Ooijen, 2009) durchgefihrt. Fir die QTL-Analyse wurde
jeweils die integrierte Karte der betrachteten Population, sowie die maternale und
paternale Karte verwendet. Die QTL-Analyse umfasste einen Kruskal-Wallis-Test, ein
Intervall-Mapping und ein Multiple QTL-Mapping. Im Vorfeld des MQM-Mappings wurde
eine automatische Co-Faktor Selektion (ACS) mit einem p-Wert < 0,005 durchgefihrt. Mit
einem Permutationstest (1000 Wiederholungen) wurde die Chromosomen-spezifische
Signifikanzschwelle (p <0,05) des LOD-Wertes bestimmt. Flr die graphische Darstellung
der QTLs wurde das Programm MapChart 2.3 (Voorrips, 2002) verwendet.

2.2.9 RNA-Extraktion

Gesamt RNA (gRNA) wurde aus Knospen und Infloreszenzen von Freilandpflanzen
extrahiert. Die Probennahme erfolgte wie beschrieben (2.1.5.1). Anschlielend wurden die
gefrorenen Knospen in Gegenwart von flissigem Stickstoff gemorsert. Von den
gefrorenen Blitenstdnden wurde vom unteren Ende ein Teil genommen, der Rachis,
Blitenstiele und Bliten/Beerenansatze umfasst. Dieser wurde ebenfalls in gefrorenem
Zustand gemorsert. Zu allen gemdrserten Proben wurde eine Spatelspitze
Polyvinylpyrrolidon (PVP) zum Binden von Polyphenolen zugegeben. Die Lagerung bis
zur gRNA-Extraktion erfolgte bei -70°C.

Zur gRNA-Extraktion wurde das Spectrum™ Total RNA kit (Sigma-Aldrich®) verwendet.
Die Extraktion erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers mit kleinen Abweichungen. Es
wurde das maximal mdégliche Volumen Binde-Puffer (750ul) zu dem Homogenat gegeben.

Aufderdem wurde ein ,On Column® DNasel Abbau der vorhandenen DNA eingeschoben.
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Nach dem ersten Waschschritt mit Waschpuffer1 wurden 100ul DNasel Mix (2,5ul
DNasel, 10ul RDD Puffer, 87,5ul H,O Nuklease frei) auf die Saulenmembran gegeben
und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Fir die anschlieRenden Schritte wurde das
Protokoll wieder aufgenommen. Die Elution erfolgte in zwei Schritten mit je 35l
Elutionspuffer. Die Konzentration und Reinheit der extrahierten RNA wurde photometrisch

bestimmt.

2.2.10 cDNA-Synthese
Die extrahierte gRNA wurde weiter verwendet zur cDNA-Synthese. Genutzt wurde das
High Capacity cDNA Reverse Transription Kit (Applied Biosystems) nach

Herstellerangaben. Insgesamt wurden pro Probe 50 ng gRNA in cDNA umgeschrieben.

2.2.11 RT-gPCR

Fir die Genexpressionsanalysen wurden der Power SYBR® Green PCR Master Mix
(Thermo Fisher Scientific) und das Real Time PCR System 7500 Fast (Applied
Biosystems) genutzt. Die Zusammensetzung der Reaktionen sowie das Programm sind in

Tabelle 10 und 11 aufgefiihrt, die verwendeten Primerpaare in Tabelle A18.

Tab. 10: Ansatz fir RT-gPCRs mit Power SYBR® Green (20 pl)

cDNA 1,5 ul
2x Power SYBR® Mastermix 10 pl
10 uM Primer forward 0,5 ul
10 uM Primer reverse 0,5 ul
H,O Nuklease frei 7,5 pl

Tab. 11: RT-qPCR Programm auf dem 7500 Fast Applied Biosystem® System mit Power SYBR®
Green

Temperatur | Dauer Zyklen
95°C 10 min
95°C 15s

40
60°C 60s

Durch eine an die RT-qPCR anschlielliende Schmelzkurven-Analyse konnte Uberpruft
werden, dass nur ein spezifisches Fragment amplifiziert wurde. Der Ct-Wert der

untersuchten Gene wurde fir jede Probe automatisch von der verwendeten Software
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(Applied Biosystems) bestimmt. Die Berechnung der relativen Expression (,Fold change®)
erfolgte mit der 2**“-Methode (Livak & Schmittgen, 2001) nach der untenstehenden
Formel. Als Referenzgen diente SAND.

FC = 2—((Ct GOI-Ct RF))—(Ct GOI (T1)—Ct RF(T1)))

FC = Foldchange, GOl = Gene of Interest, RF = Referenzgen,
T1 = 1. Probennahmetag des Entwicklungszyklus

Die Berechnung des Standardfehlers der drei biologischen Wiederholungen mit je zwei

technischen Wiederholungen (on) erfolgte nach dieser Formel:

3 BitW1+Bitw2

Lim 5,
3

V3

on =

B = biologische Wiederholungen (3x; B1,B2 und B3),

tW = technische Wiederholungen (2x; tW1 und tW?2)

2.2.12 RNA-Seq

In der vorliegenden Arbeit wurden Daten aus einem RNA-Seq-Experiment, durchgefihrt
von einem Projektpartner in Bielefeld (B. Pucker, Dr. D. Holtgrawe, Prof. Dr. B.
Weisshaar; Centrum flr Biotechnologie-CeBiTec/Universitat Bielefeld Lehrstuhl fir
Genetik & Genomik der Pflanzen), betrachtet. Als Ausgangsmaterial hierfir dienten die
wie in 2.1.5.1 beschrieben genommenen Knospenproben. Die Durchfihrung der
RNA-Seq erfolgte weitgehend wie in Haak et al. (2018) anhand von Croton tiglium
beschrieben. Das read mapping erfolgte gegen das PN40024 Referenzgenom (Jaillon et
al., 2007) mittels der Software STAR v.2.5.1b (Dobin et al, 2013). Als Wert der
Expression wurde tags per million assigned tags (bzw. transcripts per million, TPMs)
gewahlt. TPM ist ahnlich zu RPKM (reads per kilobase million) und FPKM (fragments per
kilobase million). Der Unterschied liegt lediglich in der Reihenfolge der vorgenommenen
Berechnungsschritte. Ein TPM bedeutet: von 1.000.000 RNA-Molekulen in der Probe

stammt eines von diesem Gen.
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2.2.13 Berechnungen und statistische Tests
Im Zuge der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene statistische Tests durchgefihrt,
dies erfolgte mit der Statistik-Software R 3.2.4 und R Studio 0.99.892.

2.2.13.1 Bilden eines Median-Datensatzes aus mehrjahrigen Boniturdaten

Das Bilden eines Median-Datensatzes (MED) aus mehrjahrigen Boniturdaten wird hier
anhand des Blihzeitpunktes dargestellt, wurde aber nach dem gleichen Vorgehen fir die
Daten des Austriebzeitpunktes und fir das Intervall zwischen den beiden Terminen
durchgeflhrt.

Die zur QTL-Berechnung verwendeten Datenséatze setzen sich aus den Tagen des Jahres
(TdJ) zusammen, in denen die einzelnen Individuen die Vollblite, also BBCH65, in den
jeweiligen Jahren erreicht haben. Zusatzlich wurde ein Median-Datensatz aus allen zehn
Boniturjahren der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ erstellt. Da die
Blihphasen der zehn Jahre nicht immer in einem sich deckenden zeitlichen Rahmen
liegen und sich in ihrer Lange unterscheiden, mussten die Daten in eine Form gebracht
werden, in der man sie miteinander in Beziehung setzen kann. Hierzu wurden die Tage
der Blihphase jeden Jahres durchnummeriert. Der erste Blihtag, fur das Jahr 1999 z.B.
Tag 165 des Jahres, wurde mit ,1“ betitelt, der zweite Tag mit ,2“ usw. bis zum letzten
Tag der Bluhphase. Anschliefend wurden diese Werte durch die Lange der jeweiligen
Blihphase dividiert, somit ergaben sich Werte zwischen ca. 0,1 und 1. Diese wurden
dann fur die Ermittlung des Medianwertes eines jeden Individuums Uber die zehn
Boniturjahre verwendet. Die Werte aller 150 Individuen ergeben den fur die
QTL-Berechnung verwendeten Median-Datensatz. Anstatt des Mittelwertes wurde der
Median verwendet, um einen mdglichst robusten, zentralen Blihphanotyp zu simulieren,

da beim Median Ausreif3er weniger Gewicht haben.

2.2.13.2 Tests auf Normalverteilung innerhalb der Boniturdatensatze

Um eine Aussage Uber die Verteilungseigenschaften der Boniturdaten aus den einzelnen
Jahren machen zu koénnen, wurden zwei Ansdtze gewahlt. Zum einen wurde eine
graphische Bewertung der Verteilung durchgefuhrt, dies ermdglicht eine Einschatzung
des Grades der Normalverteilung und trifft im Gegensatz zum Hypothesentest keine
absolute Aussage. Die einzelnen Datensatze wurden jeweils in einem Histogramm mit
eingezeichneter Approximationskurve der Normalverteilungsdichte dargestellt. Je
nachdem wie gut die Annaherung der Daten an diese Normalverteilungsdichte ist, desto

eher spricht es fiir oder gegen eine Normalverteilung. Als weitere Uberpriifung der
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Normalverteilung wurde ein Shapiro-Wilk-Test durchgefliihrt (a=0,05), der sich bereits gut
fur vergleichsweise kleine Stichproben eignet (Shapiro & Wilk, 1965; Royston, 1982).

2.2.13.3 Rangkorrelationsanalyse nach Spearman

Um die Ahnlichkeit der phanotypischen Datenséatze der verschiedenen Jahre zueinander
zu untersuchen, wurde eine Rangkorrelationsanalyse nach Spearman durchgefihrt. Im
Gegensatz zu der Analyse nach Pearson wird die Korrelation nicht zwischen den
tatsachlichen Werten der Datenpunkte berechnet, sondern zwischen ihren Rangen. In
paarweisen Vergleichen zwischen den Datensatzen wurde jeweils der Spearmans
Rangkorrelationskoeffizient (P/rho) und der p-Wert (a=0,05) der Korrelation berechnet.
P nimmt Werte zwischen -1 (perfekte negative Korrelation) und 1 (perfekte positive

Korrelation) an, wobei P=0 bedeutet, dass keine Korrelation vorliegt (Spearman, 1904).

2.2.13.4 Levene-Test zur Uberpriifung der Varianzhomogenitit
Zur Uberpriufung der Varianzhomogenitat verschiedener Gruppen wurde ein Levene-Test
(a=0,05) angewandt (Levene, 1960). Fir die Durchfihrung eines Tukey-Tests, sowie

einer ANOVA ist die Gleichheit der Gruppenvarianzen eine Voraussetzung.

2.2.13.5 Varianzanalyse (ANOVA)

Es wurde eine einfaktorielle ANOVA durchgefiihrt (Chambers et al, 1992), mit dem
Bluhphanotyp verschiedener Rebsorten bzw. F;-Individuen einer Kreuzungspopulation als
abhangige Variable und dem Vorhandensein eines bestimmten SSR-Marker-Allels bzw.
Allelkombinationen als Einflussvariable. Die Annahmen der ANOVA sind eine gegebene
Varianzhomogenitat und eine annahernde Normalverteilung der Residuen. Bei einer
vorliegenden Verletzung der Varianzhomogenitat wurde eine Welch-ANOVA durchgeflhrt,

da diese hiergegen robust ist (Welch, 1951).

2.2.13.6 Post-hoc-Test/Tukey-Test zum paarweisen Vergleich von Gruppen

Der Tukey-Test ist ein post-hoc-Test, der dazu dient, alle moglichen Kombinationen an
Daten-Gruppen miteinander zu vergleichen und zu ermitteln welche sich signifikant
voneinander unterscheiden (Miller, 1981; Yandell, 1997). Man schliet ihn an eine
ANOVA an, da diese lediglich die Information gibt, ob es einen signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen gibt, aber nicht an welcher Stelle/zwischen welchen Faktorstufen.
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3. Ergebnisse

3.1 QTLs fur den Bluhzeitpunkt in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ’Villard Blanc’
Im Institut standen bereits phanotypische Daten Uber den Bluhzeitpunkt der 150
Fi-Individuen der Kernpopulation GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ aus den Jahren 1999,
2009 und 2011-2014 zur Verfugung. Weitere Datensatze wurden in den Jahren
2015-2018 durch Bonitur des Zeitpunkts des Erreichens des BBCH-Stadiums 65
gewonnen. Es wurde ein Median-Datensatz aus den Daten der zehn Jahre erstellt. Die
Blihphasen der verschiedenen Jahre unterschieden sich hinsichtlich des zeitlichen
Rahmens in dem sie stattfanden: zwischen dem 148. und 183. Tag des Jahres und ihrer
Lange: acht bis 17 Tage (Tab.12).

Tab. 12: Lange der Blihphasen in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ in den zehn
Boniturjahren. Die Bluhphase ist das Zeitintervall zwischen den Tagen, an denen das erste und
das letzte F4-Individuum die Vollblite (BBCHG65) erreichte.

Erstes Fi-Individuum Letztes Fq-Individuum Lange Blihphase
in BBCH65 [TdJ] in BBCH65 [TdJ]
1999 165 178 14
2009 156 170 15
2011 148 157 10
2012 153 169 17
2013 168 183 16
2014 152 161 10
2015 157 166 10
2016 172 179 8
2017 153 166 14
2018 148 157 10

Durch einen Shapiro-Wilk-Test konnte keine exakte Normalverteilung der Boniturdaten
nachgewiesen werden. Die graphische Bewertung (Abb.11) zeigt jedoch, dass sie sich
einer Normalverteilung annahern. Die Verteilung in den einzelnen Datensatzen, mit
Ausnahme von MED, ist entweder rechts- (1999, 2009, 2011, 2012, 2013, 2016, 2018)
oder linksschief (2014, 2015, 2017).
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Abb. 11: Bluhphasen und Verteilung der phanotypischen Daten der F;-Individuen der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ in den Jahren 1999, 2009 und 2011-2018 sowie
dem Median-Datensatz. Es sind die Approximationskurven der Normalverteilungsdichte
eingezeichnet. Die Pfeile (2012-2018) markieren den Tag an dem GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard
Blanc’ (blau) BBCHG65 erreicht haben.
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Tabelle 13 zeigt die Spearman Rangkorrelationskoeffizienten aller Datensatzpaarungen
zur Untersuchung ihrer Ahnlichkeit zueinander. Diese bewegen sich zwischen 0,46 und

0,74 zwischen den Boniturjahren bzw. 0,87 mit dem MED-Datensatz.

Tab. 13: Spearman Rangkorrelationskoeffizient (P/rho) und p-Werte (a=0,05) der Korrelation
zwischen den Blihdaten in den elf Datensatzen.

|_P(rho) { 1999 | 2009 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 [ 2016 | 2017 | 2018 | MED |
BEEIEE = p<001 p<001  p<001  p<001 <001  p<001 p<001 p<001 p<001 p<001

[ 2009 JOE] p<.001 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001

Bl o071 | 059 p<.001 p<.001 p<.001 p<001 p<.001 p<.001 p<.001

2013 -——————————

Bl 060 047 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001 p<.001

B 053 0,60 p<.001 p<.001 p<.001
-——————————

BN 064 0,62 p<.001
=N -——————————

Fir die QTL-Berechnung wurde eine bestehende integrierte genetische Karte der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ verwendet (unverdéffentlicht, zur Verfigung
gestellt von Dr. F. Schwander, JKI Geilweilerhof). Sie stellt eine verbesserte Version der
Karte von Zyprian et al. (2016) dar. Die integrierte Karte umfasst 394 SSR-Marker (Abb.
A1), die 1622 cM auf 19 Kopplungsgruppen (linkage groups, LG) abdecken. LG 14 weist
mit 41 Markern die hochste Markerdichte auf, LG 2 mit elf Markern die geringste.
Zusatzlich wurden die beiden parentalen Karten zur QTL-Analyse verwendet. Die
maternale GF.GA-47-42 Karte umfasst 256 Marker auf 1316 cM, mit acht bis 28 Markern
pro LG. Dabei tragen die LGs 2, 3 und 17 acht und LG 14 28 Marker. Die paternale
‘Villard Blanc’ Karte umfasst 270 Marker auf 1335 cM. Die LGs 6 und 7 haben mit funf
Markern die geringste Markerdichte und LG 14 mit 31 die héchste.

3.1.1 QTLs fiir den Bliihzeitpunkt auf den Chromosomen 1, 4,7, 8, 17, 18, 19

Die Ergebnisse des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests mit den elf phanotypischen
Datensatzen zeigen eine Vielzahl an Markern, die signifikant mit dem Merkmal
Blihzeitpunkt korreliert sind (Abb. A1). Ebenso fluhrt die QTL-Analyse (IM und MQM) mit
der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ und
den elf phanotypischen Datensatzen zu mehreren QTLs (Tab. 14; Tab. A1). Alle im
Folgenden angegebenen physikalischen Marker-Positionen in Megabasen (Mb) beziehen
sich auf das Referenzgenom PN40024 12x.

38



Ergebnisse

WA WA WUNSL WOWNSL WA ZEl 6ISONA___ 6L IUD
OW - o WO/ AT NOWMY  8'vbg 28 hm.w_ﬂm 81D
M \__\\,_,__w,“,,_x \__\\,_,__w,“,,_x WOW/NI vrery  E8ONCD Lo

WOW oy WOW Wow DN NOWMM  WOWMM  WOWAMM  WOWMM  WOWMY  WOWMY 86969  Zrbldd
v s s o B wost o TR, wowmst i eveesy Jeromp U0

\_\_A_,__w,w,,_v_ WOWINA - IO/ \_\_A_,__w,_\\,,_x \_\_A_,__w,_\\,,_x WON/M \_\_A_,__w,_\\,,_x WOW \_\_A_,__w,_\\,,_x \_\_\,”__w,w,,_z \_\_\,”__w,w,,_z LEVEOE  TLIOVZHA

UM WIND) UM UADL ML I e e M Ve Mm_.a_um_v.__%» 810
I I I Y A A 6'9 Bt Lo
M _w,w,,_v_ WOW \__\\,_,__w,“,,_v_ \__\\,_,__w,“,,_v_ A \__\\,_,__w,“,,_v_ M _m,w,,_x M _m,w,,_x veezes .ﬂmﬂ%@ v

1524049

61049
\_\_A_,_ _w,_>>_x \_\_A_,_ _w,_>>_x \_\_A_,_ _w,_>>_x \_\_\,N__w,_\\,,_x \_\_\,N__w,_\\,,_x WOWMN  €Zb-9'9€ \\wmﬁwm_m 143

[wo] FENTEIN

a)syoeN

€102 z10z ewgo
uomisod

"LV 'qqy pun Ly "ge] sysis s|ig}aq N4
‘uslysylepaim |BWIBIA sueisepulw uszjesusieq usyosidAjoueyd (QIN ‘81L0Z-L10Z ‘6002 ‘666L) UBUSPUBUIOA Jj@ USp Jlw 8sAleuy Jep 18q
alp ‘Hynjebyne s7LD BIp puIs ST "STLD J8p dHOM-UQ0T Syd1aId (AISINY) INDIN pun NI wi (q) "ouelg pIeliiA, X Zy-Ly-YD 49 uoie|ndoduisy Jop
a)iey| uspaLBaul 8 Ul (G9HOEE UOA suaydlelld sep pundyez) Pundyszynig usp Jnj STLD dMaIZyuUap!l NOIN/INI “MZg MM y2ing (e) ¥ ‘el

39



Ergebnisse

(lewaed)
X b X X
() () aueig RIEIIA,
(lewayew)
X 'S ¥ s ¥ X s X X 2 LS 4O
X X Y ¥ X ¥ X X X X yaubaiu)

o8-
63SONA YELYHOA ¢60-AaN &rvLdD £co-Aan CLLOVZHA YBO0MHOA 0LDSONA 920-AQN

ISWEDNA Pt 8 1UD 1§2-704D A

4 P 4 4
6L 44D 8L44d 4L 44D ¥L44d ¥ UD ¥uo

"€V pun gy "qel ayais usley| usjejualed usp Jiw asAleuy-110
Jap usjeq In4 1s! Jegsiemyoreu I SAISNUI 8IYEr J|o Jop IaJp s|e Jabluam ul 71D Jep ssep ‘1einapaq (X) ‘usuey| usyosnausb usyollis)e usp
Nw ouelg plellIA, X Zv-Lp-vVO 49 uonendoduiey Jop auey usydsiauab ususubalul Jop Ul STLD usuaiziuspl Jop Bunwwnsuieiaqn Gl ‘qel

L'e L'y €L'C 29’c 90°'c zel 635ONA 6l 4Ud
. ‘ ; . . . P 128149
L€ 96°¢ 86¢ EEY €8¢ 80¢ L WA /YELNHOA 8L 14yd
. . P Y ¢60-AdN
18€ €0t o€ L L6 vy /Lb-2149 L1 14D
1G'8 GL9 G/ LEE GG'P +0°E 866 £8°€ 62°€ LY £8% 8'69-6'€9 crvid9
; . . . . . . . p . p G omat €€0-AdN
L6 €82 c0/ Ges 9G¥ €8¢ €6/ 19 4 yo¢e 6.6 L1'S £¥5-€ 6y /SVZOWA ¥L 44D
68'8 269 26 ¥G'S zT'h 6v'€ 89'8 8t ¥8'¢ 20'9 52’9 L'ev-£'9¢ CLIOVZYA
p . . . . . . P V804HOA
vev Le€e 6L¥ 1404 6v € gc¢ 6Cv L -l GE [ZHZOWA 844D
1-+049
L9'e 8L'c 8L'e zs'e 9l'v £8'c 19'¢ ¥'€6-2'68 /0LDO9ONA ¥ 4D
152-¥049
G6-1049
7' ze'e ve'e 68°¢ 62'c 8r'e £'zv9'9e /9€0-AdN 14D
/85-1049

a3an ut gLoc u Loz ut 9L0c ul SLoc ut vioc ut €ioc ul cloz ul Liog ul 600¢ u! 6661 u! Jaxley

meQ 1 KNEQ 1 meQ 1 meQOI_ meQ 1 meOOI_ meDOI_ meQOI_ meQOI_ xm—:ﬁ_OI_ meQOI_ 9)SyoeN

40



Ergebnisse

Auf Chromosom 4 konnte in sechs Jahren, sowie im Median-Datensatz durch IM und KW
ein QTL identifiziert werden (Abb. 12). LOD.-Marker bzw. dem LOD,,,x am nachsten
gelegen sind die Marker GF04-25 (89,2 cM; 22,3 Mb) und VMC6G10 (92,7 cM; 23,1 Mb).
Der QTL erreicht LOD-Werte zwischen 3,18 und 4,76 und erklart 9,3 bis 14,7% der
Varianz der Merkmalsauspragung. Beim IM mit den elf verschiedenen phanotypischen
Datensatzen schwanken die Konfidenzintervalle leicht zwischen den Berechnungen.
Daher wird fur alle QTLs jeweils das kleinste und das grofite detektierte Konfidenzintervall
LODx-1 angegeben. Durch die Nahe des QTLs zum Rand der genetischen Karte von
Chromosom 4 konnte jedoch nur in dem Datensatz des Jahres 2011 im IM das
Konfidenzintervall LOD,,.«-1 dargestellt werden (84,7-94,4 cM). Durch MQM mit dem
Cofaktor GF04-25 verkleinert sich das Konfidenzintervall LOD,,.-1 auf den Bereich von
87,4-92,7 cM.

Der QTL konnte auf der maternalen GF.GA-47-42 Karte detektiert werden. Die Marker
VMC6G10 und GF04-25, die in der integrierten Karte signifikant mit dem QTL korrelieren,
konnten in der maternalen Karte nicht eingerechnet werden. Hier stellt der benachbarte
Marker GF04-14 (23,0 Mb) in sechs Jahren und MED den LOD,-Marker im IM dar (Tab.
A2). In allen elf Datensatzen korreliert der Marker nach Kruskal-Wallis signifikant mit dem
Merkmal Blihzeitpunkt. Auf der paternalen *Villard Blanc’ Karte ist der QTL nicht

nachweisbar.
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Abb. 12: QTL fur den Bluhzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH65) auf Chromosom 4 der
integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ (exemplarisch
dargestellt anhand des MED-Datensatzes). Markerabstande links neben dem Chromosom in centi
Morgan (cM). Intervall Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die
Konfidenzintervalle LODyx-1 (Box) und LOD,,x-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt.
Die fur die Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle von LOD 2,8 ist durch die gepunktete
Linie eingezeichnet.

Auf Chromosom 7 korreliert der Marker UDV-011_155 (6,9 cM; 3,1 Mb) in finf Jahren und
MED im Kruskal-Wallis-Test signifikant mit dem Merkmal Blihzeitpunkt. Im maternalen
Marker-Datensatz ist dies auch der Fall. Im paternalen Marker-Datensatz ist der QTL nicht
nachweisbar, jedoch ist zu beachten, dass bei der Erstellung der paternalen Karte
UDV-011_155 und alle in der Nahe lokalisierten Marker nicht verrechnet werden konnten,

da sie nur vom maternalen Kreuzungspartner aus informativ segregieren.

Auf Chromosom 8 konnte in sechs Jahren, sowie im Median-Datensatz durch IM und KW,
und in zwei weiteren Jahren durch KW, ein QTL identifiziert werden (Abb.13). Der LOD 4«
wird von den Markern VMC7H2 (25,1 cM; 10,1 Mb) und VCHRO8A (53,8 cM; 15,2 Mb)
flankiert. Der QTL erreicht LOD-Werte zwischen 3,28 und 4,34 und erklart 9,7 bis 13,4%
der Varianz der Merkmalsauspragung. Das kleinste Konfidenzintervall LOD -1 im IM
liegt im Bereich 30,1-65,4 cM im Jahr 2012, das grofite bei 22,1-64,4 cM im Jahr 2014.
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Durch MQM mit dem Cofaktor VCHROB8A verkleinert sich das Konfidenzintervall LOD a1
auf den Bereich 29,1-54,8 cM.

Auf der maternalen Karte konnte der QTL durch IM, gestiitzt durch KW, in neun Jahren
und MED identifiziert werden. Mit Ausnahme von 2015 ist im IM nicht VCHRO8A
(15,2 Mb) der LOD,.x-Marker, sondern GF08-15 (17,9 Mb). Dieser ist auch im Marker-
Datensatz der integrierten Karte nach KW signifikant mit dem Blihzeitpunkt korreliert.
VCHRO8A Kkorreliert jedoch auch im maternalen Datensatz mit Ausnahme von zwei
Jahren nach KW signifikant mit dem Merkmal. Auf der paternalen Karte ist VCHRO8A in
2012 und 2017 im IM der LOD,,x-Marker und nach KW signifikant mit dem Merkmal
korreliert. Dies ist in keinem anderen Jahr der Fall. In den Jahren 2009, 2012, 2014-2016,
2018 und im MED-Datensatz korreliert nach KW jedoch der Marker GF08-08 (19,0 Mb)
signifikant mit dem Merkmal im paternalen Datensatz. Dieser Marker stellt in der
paternalen Karte den randstandigen Marker der LG dar und ist 15 cM sowie ca. 4 Mb von
VCHROS8A entfernt.
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Abb. 13: QTL fur den Bluhzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH65) auf Chromosom 8 der
integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ’Villard Blanc’ (exemplarisch
dargestellt anhand des MED-Datensatzes). Markerabstande links neben dem Chromosom in centi
Morgan (cM). Intervall Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die
LODpax-1 (Box) und LOD-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt. Die fur die
Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle von LOD 2,8 ist durch die gepunktete Linie
eingezeichnet.
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Auf den Chromosomen 1, 17, 18 und 19 konnte jeweils ein weiterer QTL fur den
Blihzeitpunkt detektiert werden (Tab. 16; Abb. 14; Tab. A1).

Tab. 16: Daten der QTLs fur den Bluhzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH65) auf den
Chromosomen 1, 17, 18 und 19 der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’. Es sind der kleinste (min) und groRte (max) LOD,.Wert, die
erklarte Varianz der Merkmalsauspragung und das Konfidenzintervall LOD, .1 Uber die
verschiedenen Jahre und die Verkleinerung des LOD.-1 durch MQM, soweit moglich,
angegeben.

Erklarte Varianz LODax-1 MQM
min max i LODax-1 Cofaktor
Chr1
3,1 3,89 9,6% 12,3% | 30,2-46,9cM | 19,5-59,6 cM | 19,5-59,6 cM UDV-036
UDV-036
Chr 17
3,01 4,03 9,7% 11,6% | 42,9-52,1cM | 33,2-52,1 cM - -
UDV-092
Chr 18
3,7 4,33 | 10,7% | 13,6% | 34,4-44,3cM | 38,3-52,1cM | 38,3-44,8 cM VCHR18A
VCHR18A
Chr19
2,73 4,11 8,8% 12,0% | 10,3-18,6 cM | 1,7-18,6 cM - -
VMCS5E9

Im maternalen GF.GA-47-42 Marker-Datensatz durch KW, bzw. auf der maternalen Karte
durch IM, kénnen die QTLs auf Chromosom 1 (KW), 17 (KW, IM) und 18 (KW, IM)

nachgewiesen werden. Der QTL auf Chromosom 19 ist in keinem Jahr nachweisbar.

Im paternalen ‘Villard Blanc’ Marker-Datensatz, bzw. auf der paternalen Karte, kénnen die
QTLs auf Chromosom 1 (KW, IM) und 19 (KW, IM) detektiert werden. Fur die QTLs auf

den Chromosomen 17 und 18 ist dies in keinem Jahr der Fall.
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Abb. 14: QTLs fur den Bluhzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCHG65) auf den

Chromosomen 1, 17,

18 und 19 der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation

GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ (exemplarisch dargestellt anhand des MED-Datensatzes bzw. 2016
fur Chr. 17). Markerabsténde links neben dem Chromosom in centi Morgan (cM). Intervall Mapping
(IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die Konfidenzintervalle LOD a1
(Box) und LOD,,2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt. Die fir die jeweilige
Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle ist durch die gepunktete Linie eingezeichnet. Fir
den QTL auf Chromosom 19 konnte kein Marker als Cofaktor festgelegt und somit kein MQM

durchgefiihrt werden.
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3.1.2 Haupt-QTL auf Chromosom 14

Alle elf verwendeten phanotypischen Datensatze fliihren zu einer signifikanten Korrelation
mit dem Merkmal Blihzeitpunkt auf Chromosom 14. In der Kruskal-Wallis-Analyse betrifft
dies fast alle auf der Kopplungsgruppe lokalisierten Marker (Abb. A1). Im Intervall
Mapping zeigt sich, dass der groRte Anteil der LOD-Kurve Uber der Signifikanzgrenze
verlauft, innerhalb derer sich jedoch drei Peaks erkennen lassen. Durch verschiedene
MQM-Ansatze mit jeweils einem Marker aus den drei Bereichen als Cofaktor lassen sich

die drei Peaks getrennt voneinander darstellen (Abb.15).

Der erste Peak konnte in den Jahren 1999, 2009, 2011, 2013, 2015, 2016 sowie MED
durch IM und KW, in den Jahren 2014, 2017 und 2018 durch KW und MQM sowie in 2012
durch MQM identifiziert werden. Der QTL erreicht LOD-Werte zwischen 3,84 und 8,89 und
erklart 12 bis 25,5% der Varianz der Merkmalsauspragung. LOD.-Marker beim IM und
MQM ist in fast allen Falen VRZAG112 (36,3 cM; 22,0 Mb). Auch in der
Kruskal-Wallis-Analyse korreliert dieser Marker in allen Jahren aufder 2012 signifikant mit
dem Bluhzeitpunkt. Das kleinste Konfidenzintervall LOD,,,-1 liegt im IM im Bereich
32,8-38,3 cM im Jahr 1999, das grofte bei 31,8-74,9 cM im Jahr 2015. Durch MQM mit
dem Cofaktor GF14-09 (38,7 cM; 22,2 Mb) konnte das Konfidenzintervall LOD,,,-1 auf
den Bereich 35,8-38,3 cM eingeengt und von den anderen beiden Peaks abgegrenzt
werden. Im maternalen Datensatz korreliert VRZAG112 in allen elf Jahren nach KW
signifikant mit dem Merkmal Blihzeitpunkt. In 2011 und 2013-2016 ist er im IM der
LOD.x-Marker des identifizierten QTLs. Im paternalen Datensatz korreliert der Marker nur
im Jahr 1999 nach KW mit dem Merkmal, hier ist er auch der LOD,,-Marker im IM. In

keinem anderen Datensatz ist der QTL auf der Karte von ‘Villard Blanc’ nachweisbar.

In den Jahren 1999, 2011, 2012, 2014, 2015, 2017, 2018 sowie MED konnte durch IM
und KW und in den Jahren 2009, 2013 und 2016 durch KW und MQM ein weiterer Peak
detektiert werden. Der QTL erreicht LOD-Werte zwischen 3,64 und 9,12 und erklart 11,4
bis 24,4% der Varianz der Merkmalsauspragung. LOD,..-Marker beim MQM (Cofaktor
GF14-03 (49,9 cM; 23,3 Mb)) und in mehreren Jahren beim IM ist VMC2A5 (52,0 cM;
24,1 Mb). Am zweithaufigsten tritt beim IM der Marker UDV-033 (52,7 cM; 23,9 Mb) als
LODox-Marker auf. Auch in der Kruskal-Wallis-Analyse korrelieren beide Marker in allen
Jahren signifikant mit dem QTL. Das kleinste Konfidenzintervall LOD,,ox-1 im IM liegt im
Bereich 44,7-52,0 cM im Jahr 2018, das grote bei 32,8-73,9 cM im Jahr 2015. Durch
MQM mit dem Cofaktor GF14-03 konnte der LOD,,.1 auf den Bereich 49,9-52,0 cM
eingeengt und von den anderen beiden Peaks abgegrenzt werden. Auf der maternalen
Karte kann der QTL in den Jahren 1999, 2011-2016, 2018 und MED durch IM, gestutzt

durch KW, detektiert werden. Auf der paternalen Karte ist der QTL nicht nachweisbar.
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In 2015, 2017 und MED konnte durch IM und KW zusatzlich ein dritter Peak detektiert
werden. Dieser ist in 1999, 2009, 2011, 2012, 2013, 2014, 2016 und 2018 auch durch
MQM nachweisbar und mit Ausnahme von 2016, korrelierte der LOD.-Marker auch
nach KW immer signifikant mit dem Merkmal. Der QTL erreicht LOD-Werte zwischen 4,55
und 8,51 und erklart 13 bis 23% der Varianz der Merkmalsauspragung. Fast immer ist
GF14-42 (65,7 cM; 26,4 Mb) der LOD,..-Marker. In den abweichenden Fallen ist dies ein
nah benachbarter Marker. Das kleinste Konfidenzintervall LOD,,,-1 im IM liegt im Bereich
49,9-69,8 cM im Jahr 2017, das gréfte bei 32,8-73,9 cM im Jahr 2015. Durch MQM mit
dem Cofaktor UDV-025 (67,8 cM; 27,3 Mb) konnte das Konfidenzintervall LOD,,-1 auf
den Bereich 65,4-68,8 cM eingeengt und von den anderen beiden Peaks abgegrenzt
werden. Bei der Berechnung auf der Basis der maternalen Karte kann der QTL in den
Jahren 2009, 2012-2017 und MED sowohl durch IM als auch KW nachgewiesen werden.

In der paternalen ‘Villard Blanc’ Karte ist er in keinem Datensatz nachweisbar.

In der Kruskal-Wallis-Analyse mit der paternalen Karte korreliert der Marker GF 14-31
(18,7 cM; 8,3 Mb), der deutlich weiter oben auf dem Chromosom lokalisiert ist als die drei
beschriebenen Peaks, in den Datensatzen 2011, 2015, 2016, 2018 und MED signifikant

mit dem Bluhzeitpunkt.
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Abb. 15: QTL fir den Blihzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH65) auf Chromosom 14
der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ (exemplarisch
dargestellt anhand des MED-Datensatzes). Markerabstande links neben dem Chromosom in centi
Morgan (cM). Intervall Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, Rotténe; Cofaktoren
fett). Die LODy,ax-1 (Box) und LOD,.-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt. Die fir die
Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle von LOD 3,1 ist durch die gepunktete Linie
eingezeichnet.

3.2 QTLs fur den Austriebszeitpunkt in der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’

In den Jahren 2015-2018 wurde der Austriebszeitpunkt der 150 Fq-Individuen der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ nach BBCH-Stadium 9 bonitiert (Tab. 17).
Die Daten wurden in der QTL-Analyse als Tage des Jahres, an denen die einzelnen
Individuen das bonitierte Stadium erreichten, verwendet. Wie auch bei dem Merkmal

Blihzeitpunkt wurde aus den vier Datensatzen zusatzlich ein Median-Datensatz erstellt.
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Tab. 17: Lange der Austriebsphase in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ in den vier
Boniturjahren. Die Austriebsphase ist das Zeitintervall zwischen den Tagen, an denen das erste
und das letzte F4-Individuum BBCH9 erreicht haben.

Erstes Fi-Individuum in Letztes Fi-Individuum Liange Austriebsphase

BBCH9 [TdJ] in BBCHO [TdJ] [Tage]
2015 106 117 12
2016 109 124 16
2017 93 108 16
2018 107 110 4

Die Verteilungseigenschaften der Austriebsdaten der vier Jahre wurden mit den beiden
beschriebenen Methoden Uberprift. Durch einen Shapiro-Wilk-Test konnte keine exakte
Normalverteilung der Boniturdaten nachgewiesen werden. Die graphische Bewertung

(Abb.16) zeigt dies ebenfalls, jedoch nahern sie sich einer Normalverteilung an.
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Abb. 16: Austriebsphasen und Verteilung der phanotypischen Daten der Fi-Individuen der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ in den Jahren 2015-2018 und dem
Median-Datensatz. Es sind die Approximationskurven der Normalverteilungsdichte eingezeichnet,
um einen optischen Eindruck der Verteilungseigenschaften der Austriebsdaten aus den einzelnen
Jahren zu gewinnen. Die Pfeile markieren den Tag, an dem GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’
(blau) BBCH9 erreicht haben.
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Die  Ahnlichkeit der fiinf Datensdtze untereinander wurde mit einer
Rangkorrelationsanalyse nach Spearman untersucht. Die in Tabelle 18 gezeigten
Rangkorrelationskoeffizienten reichen von 0,24 bis 0,52 zwischen den Boniturjahren bzw.
0,81 mit dem MED-Datensatz.

Tab. 18: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (P/rho) und p-Werte (a=0,05) der Korrelation
zwischen den Austriebsdaten in den funf Datensatzen.

| P(rho) | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | MED |

BEIIEE  p<001 p<001 p=008 p<001
| 2016 KK p<.001 p<.001 p<.001
-----

p<.001

Die QTL-Analyse wurde mit der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ und den beiden elterlichen Karten durchgefuhrt. Es konnten
drei wiederkehrende QTLs detektiert werden (Tab. 19).

Tab. 19: (a) QTLs fir den Austriebszeitpunkt (BBCH9) in der integrierten Karte der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc'. (b) Im IM und MQM (kursiv) erreichte LOD,,,-Werte der QTLs. Es
sind die QTLs aufgefuhrt, die bei der Analyse mit den finf vorhandenen (2015-2018, MED)
Datensatzen mindestens dreimal wiederkehren. Fur Details siehe Tab. A4 und Tab. A5.

Nichste Position
VAChSIE ) 0D e 2017
[cM]

Chr  UDV-061_

; b 154 KW KW KW
GF0441_

C:’ 251/ 4(?2'49' IM/MQM/KW IM/MQM/KW IM/MQM/KW
VMC8B11 '

cnr UDV-OTT_

i 155/ 6.9 KW IMMQMKW  KW/MQM KW KW/MQM
GF07-05

Position

Nachste ' o LODimax LODimax LODimax LODmax  LODmax
Marker e in 2015 in 2016 in 2017 in2018  in MED
GF04-41
C:r 251/ 4(?2'49' 3,1 4,06 3,35
VMC8B11 '
cpy UDV-OTT_
T F1 65%5/05 6,9 3,64 4,27 6,4
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Tab. 20: Ubereinstimmung der identifizierten QTLs fir den Austriebszeitpunkt (BBCH9) in der
integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’, mit den
elterlichen genetischen Karten (siehe auch Tab. A6 und A7).

Chr3 Chr4 Chr7
UDV-061_200 GF04-41_251/vMC8B11 UDV-011_155/GF07-05
Integriert X X X
GF.GA-47-42
(maternal) X X
‘Villard Blanc’
(paternal) X

Auf Chromosom 3 korreliert der Marker UDV-061_200 (2,0 Mb) in den Jahren 2016, 2017
und MED nach Kruskal-Wallis signifikant mit dem Merkmal Austriebszeitpunkt. In keinem
Jahr konnte der QTL durch IM mit der integrierten Karte identifiziert werden. Auf der
maternalen Karte ist der QTL in keinem Jahr nachweisbar. Im paternalen Datensatz ist
der Marker UDV-061_200 in 2016, 2017 und MED nach KW signifikant mit einem QTL
korreliert. AuRerdem ist er im IM in 2016 und MED der LOD,..-Marker des detektierten
QTL.

Auf Chromosom 4 konnte in den Jahren 2015 und 2017 sowie im MED durch IM und KW
ein QTL identifiziert werden (Abb.17). Der QTL erreicht LOD-Werte zwischen 3,1 und 4,06
und erklart 9,8 bis 11,8 % der Varianz der Merkmalsauspragung. Im IM liegt der LOD,.x
zwischen den Markern GF04-41_251 (46,4 cM; 14,7 Mb) und VMC8B11 (62,9 cM;
17,3 Mb). Nach KW korreliert der Marker VMC8B11 signifikant mit dem Merkmal
Austriebszeitpunkt. Das kleinste Konfidenzintervall LOD.-1 liegt im Bereich
40,3-70,6 cM im MED und das grofte bei 25,3-78,1 cM in 2015. Durch MQM mit den
Cofaktoren GF04-41_251 und VMCB8B11 verkleinert sich das Konfidenzintervall LODax-1
auf den Bereich 46,3-62,9 cM. Durch IM mit der maternalen Karte konnte der QTL
ebenfalls detektiert werden sowie durch KW. In 2015 und MED ist der Marker VMC8B11
der nachste zum LOD,., in 2015, 2017 und MED korreliert er nach KW signifikant mit

dem Austriebszeitpunkt. In der paternalen Karte ist der QTL nicht nachweisbar.
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Abb. 17: QTL fir den Austriebszeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH9) auf Chromosom 4
der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ (exemplarisch
dargestellt anhand des Jahres 2017). Markerabstande links neben dem Chromosom in centi
Morgan (cM). Intervall Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die
Konfidenzintervalle LOD,,,-1 (Box) und LOD,,,5,-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt.
Die fir die Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle von LOD 2,9 ist durch die gepunktete
Linie eingezeichnet.

Auf Chromosom 7 konnte in allen flinf Datenséatzen ein QTL identifiziert werden (Abb. 18).
Die beiden Marker GF07-05 (1,5 Mb) und UDV-011_155 (3,1 Mb) liegen in der
integrierten genetischen Karte beide bei 6,9 cM. Im Jahr 2016 stellen sie im IM die
LODax-Marker dar. Beim MQM mit dem Cofaktor UDV-011_155 in 2016, 2017 und MED
ist dieser ebenfalls der LOD,.,-Marker. Nach KW korreliert GF07-05 in 2016-2018 und
MED und UDV-011_155 in 2015-2017 und MED signifikant mit dem Austriebszeitpunkt.
Der QTL erreicht einen LOD-Wert von 3,64 im IM in 2016 und erklart 10,6 % der Varianz
der Merkmalsauspragung. Im MQM mit dem MED-Datensatz und dem Cofaktor
UDV-011_155 erreicht er einen LOD von 6,4 und 17,8 % erklarte Varianz. Das
Konfidenzintervall LODa-1 im IM in 2016 liegt im Bereich 0-33,6 cM durch MQM kann
dieser auf 4,5-6,9 cM eingeengt werden. Auf der maternalen Karte kann der QTL durch IM
in den Datensatzen 2015-2017 und MED nachgewiesen werden sowie durch KW. In der

paternalen Karte kann der QTL in keinem Jahr detektiert werden, jedoch ist wie in 3.1.1
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bereits beschrieben zu beachten, dass bei der Erstellung der Karte UDV-011_155 und

alle in der Nahe lokalisierten Marker nicht verrechnet werden konnten.

Der Marker UDV-011_155 korreliert nach KW ebenfalls signifikant mit dem Merkmal
Blihzeitpunkt (siehe 3.1.1).

LG 07

| WD)

GF07-07
%VCHRUTC

GFO7-06_111
-~ VMC16F3_178

VVMDT
UDV-011_155 GF07-05
VRZAGE2

VMCOH_172

GFO07-16_431

63,5 —1— GF07-15_251

714~
72,7
77.9—
83,1

|~ VMC1A2 108
— VVIV3B_153
I~ uDv-082_179
[~ VMCEF5

113.9

1418

VVFT1_404

1231 ~
1548 -

VMCBD11

- VMC1A12
[~ GFO7-04_234

(|

160,6 =
166,6 =

~ GF07-09 GFO7-12_246
— GF07-08

~—

W

Abb. 18: QTL fir den Austriebszeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH9) auf Chromosom 7
der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ (exemplarisch
dargestellt anhand des Jahres 2016). Markerabstédnde links neben dem Chromosom in centi
Morgan (cM). Intervall Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die
Konfidenzintervalle LODyx-1 (Box) und LOD,,x-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt.
Die fir die Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle von LOD 2,9 ist durch die gepunktete
Linie eingezeichnet.

3.3 QTLs fur das Zeitintervall zwischen Austrieb und Vollblite
Kernpopulation GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’

Far die Jahre 2015-2018 wurde das Zeitintervall zwischen dem Austriebs- (Erreichen von
BBCH9) und dem Bluhdatum (Erreichen von BBCHG65) jedes Fq-Individuums der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ berechnet, so dass sich vier Datensatze

bilden (Tab. 21). Zusatzlich wurde ein Median-Datensatz gebildet.

in der
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Tab. 21: Kleinster und grofdter Abstand (in Tagen) zwischen dem Austriebs- (BBCH9) und
Blihdatum (BBCH®65) innerhalb der F1-Individuen der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ in den Jahren 2015-2018.

Kleinster Abstand zwischen BBCH9  GroRter Abstand zwischen BBCH9

Jahr und BBCH65 [Tage] und BBCH65 [Tage]
2015 47 62
2016 51 69
2017 51 67
2018 38 49

Um die Verteilungseigenschaften der phanotypischen Daten zu untersuchen, wurde
zunachst eine graphische Bewertung, anhand von Histogrammen mit eingezeichneter
Approximationskurve der Normalverteilungsdichte, durchgefihrt (Abb.19). Hierbei machen
die Datensatze 2016-2018 und MED den Eindruck einer Normalverteilung zu folgen. Der
Shapiro-Wilk-Test bestatigt eine exakte Normalverteilung fur die Datensatze 2017 und
MED.
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Abb. 19: Zeitintervall in Tagen zwischen dem Austriebs- (Erreichen von BBCH9) und dem
Blihdatum (Erreichen von BBCH®65) der F-Individuen der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ in den Jahren 2015-2018 und dem Median-Datensatz. Es sind die
Approximationskurven der Normalverteilungsdichte eingezeichnet um einen optischen Eindruck der
Verteilungseigenschaften der Daten aus den einzelnen Jahren zu gewinnen.
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Die  Ahnlichkeit der funf Datensdtze untereinander wurde mit einer
Rangkorrelationsanalyse nach Spearman untersucht. Die in Tabelle 22 gezeigten
Rangkorrelationskoeffizienten reichen von 0,28 bis 0,43 zwischen den Boniturjahren bzw.
0,81 mit dem MED-Datensatz.

Tab. 22: Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (P/rho) und p-Werte (a=0,05) der Korrelation
zwischen den Zeitintervallen zwischen dem Austriebs- und Bliihdatum in den finf Datensatzen.

| P(rho) | 2015 | 2016 | 2017 | 2018 | MED |
| 2015 | -----

p<.001 p=0,07 p<.001

-----

p<.001

Die QTL-Analyse wurde mit der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’ und den beiden elterlichen Karten durchgefihrt. Es konnten
drei wiederkehrende QTLs detektiert werden (Tab. 23).

Tab. 23: (a) QTLs fiur das Zeitintervall zwischen dem Austriebs- und Blihdatum (BBCH9-BBCHGE5)
in der integrierten Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’. (b) Im IM und MQM
(kursiv) erreichte LOD,,,-Werte der QTLs. Es sind die QTLs aufgefuhrt, die bei der Analyse mit
den funf vorhandenen (2015-2018, MED) Datensatzen mindestens dreimal wiederkehren.
Fir Details siehe Tab. A8 und Tab. A9.

Nichste Position
Marker LODimax
[cM]
UDV-036/ 37,3-
Chr1 GF01-55 46.9 KW KW/IM KW/IM/MQM KW/IM/MQM
Chr 8 GF08-15 60,4 KW/MQM KW/IM/MQM KW/IM/MQM
VMC2C3/ 32,8-
VRZAG112 36.3 KwW/IM/MQM KW KW
Chr 14 UDV-033/ 52,7-
GF14-34 550 KW KW KW/IM/MQM KW
GF14-42 65,7 KW KW/IM/MQM KW KW

Nichste Position
Marker LODimax
[cM]
UDV-036/ 37,3-
Chr1 GF01-55 46.9 4,0 3,25 3,86
Chr 8 GF08-15 60,4 3,21 3,66 4,49
VMC2C3/ 32,8- 3.96
VRZAG112 36,3 ’
Chr14 ~— UDV-033/ 52,7- 86
GF14-34 55,0 ’
GF14-42 65,7 4,47
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Tab. 24: Ubereinstimmung der identifizierten QTLs fir das Zeitintervall zwischen dem Austriebs-
und Blihdatum (BBCH9-BBCH65) in der integrierten genetischen Karte der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ mit den elterlichen genetischen Karten; (x) bedeutet, dass der QTL
nur in einem der funf Jahre inklusive MED zu detektieren war (siehe auch Tab. A8, A10, A11).

Chr1 Chr 8 Chr 14 Chri4
UDV-036/ GF08-15 VMC2C3/ uUDV-033/
GF01-55 VRZAG112 GF14-34
Integriert X X X X X
GF.GA-47-42
(maternal) X X X X X
‘Villard
Blanc’ X (x) (x)
(paternal)

Auf Chromosom 1 konnte in den Jahren 2017 und 2018 durch IM ein QTL identifiziert
werden. Hier liegt der LOD .« zwischen den benachbarten Markern UDV-036 (37,3 cM,;
5,3 Mb) und GF01-55 (46,9 cM; 5,7 Mb). UDV-036 (2015, 2017, MED) und GF01-55
(2017, 2018, MED) korrelieren auch nach Kruskal-Wallis signifikant mit dem Zeitintervall
zwischen Austriebs- und Blihdatum. Der QTL erreicht einen LOD-Wert von 3,25 bis 4 und
erklart 9,6 bis 11,8 % der Varianz der Merkmalsauspragung. Das Kkleinste
Konfidenzintervall LOD,.-1 liegt im Bereich 37,3-54,9 cM im Jahr 2017 und das grofite
bei 33,5-57,6 cM in 2018. Durch MQM mit den beiden genannten Markern als Cofaktoren
kann das Konfidenzintervall LOD.-1 auf den Bereich 36,6-46,9 cM eingeengt werden.
Im maternalen Datensatz korreliert UDV-036 in 2015-2018 und MED nach KW signifikant
mit dem Merkmal, in 2015 und MED kann er durch IM als LOD,,.-Marker des QTL
identifiziert werden. Auf der paternalen Karte korreliert UDV-036 in 2015, 2017, 2018 und
MED nach KW signifikant mit dem Merkmal.

In 2017 und dem MED-Datensatz konnte auf Chromosom 8 durch IM und in 2016
zusatzlich durch MQM ein QTL mit dem LOD.,-Marker GF08-15 (60,4 cM; 17,9 Mb)
detektiert werden (Abb. 20). In 2016, 2017 und MED korreliert dieser Marker auch nach
Kruskal-Wallis signifikant mit dem Zeitintervall zwischen Austriebs- und Blihdatum. Der
QTL erreicht einen LOD-Wert von 3,66-4,49 und 10,8-12,9 % der erklarten Varianz. Das
kleinste Konfidenzintervall LOD,-1 liegt im Bereich 56,8-81,4 cM im Jahr 2017 und das
grolte bei 43,1-84,4 cM im MED. Durch MQM mit dem Cofaktor GF08-15 kann das
Konfidenzintervall LOD,-1 auf den Bereich 59,0-65,4 cM eingegrenzt werden. Im
maternalen Datensatz korreliert der Marker GF08-15 nach KW ebenfalls signifikant mit
dem Merkmal (2015-2018, MED) in 2015, 2017, 2018 und MED kann der QTL im IM mit
GF08-15 als LOD,,,~-Marker identifiziert werden. Auf der paternalen Karte ist der QTL

nicht nachweisbar.
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Abb. 20: QTL fur das Zeitintervall zwischen Austriebs- und Bluhdatum auf Chromosom 8 der
integrierten genetischen Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ’Villard Blanc’ (exemplarisch
dargestellt anhand des MED-Datensatzes). Markerabstande links neben dem Chromosom in centi
Morgan (cM). Intervall Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die
Konfidenzintervalle LOD,,,-1 (Box) und LOD,,,,,-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt.
Die fur die Kopplungsgruppe (LG) spezifische Signifikanzschwelle von LOD 2,8 ist durch die
gepunktete Linie eingezeichnet.

Auf Chromosom 8 wurde fir das Merkmal Bluhzeitpunkt ein QTL im Bereich des Markers
VCHRO8A (53,8 cM; 15,2 Mb) identifiziert. VCHRO8A, GF08-15 sowie alle zwischen
diesen beiden gelegenen Marker korrelieren nach KW in mehreren Jahren signifikant mit

dem Merkmal Blihzeitpunkt.

Fir das Merkmal Blihzeitpunkt konnten drei LOD-Peaks auf Chromosom 14 identifiziert
werden (siehe 3.1.2). Diese kdnnen auch in der QTL-Berechnung fur das Zeitintervall
zwischen Austriebs- und Blihdatum detektiert werden. Der Marker VRZAG112 (36,3 cM;
22,0 Mb) korreliert in 2015, 2017, 2018 und MED nach Kruskal-Wallis signifikant mit dem
Merkmal. Zusatzlich ist in 2015 der benachbarte Marker VMC2C3 (32,8 cM; 20,2 Mb) der
LODox-Marker des im IM detektierten QTLs. Der LOD.x betragt hier 3,96 und die
erklarte Merkmalsvarianz 13,10%. Das Konfidenzintervall LOD,,-1 ist 30,8-52,7 ¢cM und
kann mit MQM (Cofaktor VMC2C3) auf 30,8-36,3 cM eingeengt werden. Im maternalen
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Datensatz korreliert VRZAG112 in 2015, 2017, 2018 und MED in der KW-Analyse
ebenfalls signifikant mit dem Merkmal. Auf der paternalen Karte ist der QTL in keinem

Jahr nachweisbar.

In 2015, 2017, 2018 und MED korreliert der Marker UDV-033 (52,7 cM; 23,9 Mb) nach
KW signifikant mit dem Merkmal. In 2018 ist er der LOD,.-Marker des im IM detektierten
QTLs mit einem LOD-Wert von 8,6 und 235% erklarter Varianz der
Merkmalsauspragung. Das Konfidenzintervall LOD,-1 betragt 50,9-57,3 cM und kann
durch MQM mit dem Cofaktor UDV-033 auf 51,9-53,7 cM eingeengt werden. Im
maternalen Datensatz korreliert der Marker UDV-033 in den Jahren 2015, 2017, 2018,
MED nach KW signifikant mit dem Merkmal, dagegen im paternalen Datensatz nur in
2016.

Auch der dritte LOD-Peak bei GF14-42 (65,7 cM; 26,4 Mb) kann wieder nachgewiesen
werden. In 2015, 2017, 2018 und MED ist er signifikant mit dem Merkmal korreliert (KW)
und tritt in 2017 als LOD,,ox-Marker des QTLs auf (IM). Der QTL erreicht einen LOD-Wert
von 4,47 und 13,10 % erklarter Merkmalsvarianz. Das Konfidenzintervall LOD,,.x-1 betragt
50,9-67,7 cM, im MQM mit dem Cofaktor GF14-42 kann er auf 64,7-67,7 cM eingegrenzt
werden. In allen Jahren, mit Ausnahme von 2016, korreliert er auch im maternalen

Datensatz nach KW signifikant mit dem Merkmal, im paternalen Datensatz nur in 2016.

3.4 Erstellen der genetischen Karte der erweiterten Population
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’

Um eine Validierung bzw. Eingrenzung der in der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ detektierten QTL-Bereiche zu erreichen, sollte eine
QTL-Analyse mit den Individuen der erweiterten Population durchgefiuihrt werden. Als
Grundlage hierfir wurde zunachst eine genetische Karte der Population erstellt. Es sollte
eine gleichmaRige Abdeckung der 19 Chromosomen mit SSR-Markern erreicht werden,
jedoch wurde besonders bei den Chromosomen 4 und 14 in den QTL-Bereichen eine
hoéhere Anzahl an Markern eingearbeitet. Die errechnete integrierte Karte umfasst Daten
von 210 SSR-Markern (Abb. A2) fir 995 der 1050 Individuen der erweiterten Population
(208.950 Datenpunkte). Die Marker decken 1396 cM auf den 19 Chromosomen des
Rebengenoms ab. Die Kopplungsgruppen wurden mit einem LOD-Wert von mindestens 8
voneinander abgegrenzt. Die LGs 4 und 14 weisen mit 29 bzw. 22 Markern die hdchste
Markerdichte auf, die LGs 2 und 3 mit je sechs Markern die niedrigste. Unter den 55 bei
der Berechnung ausgeschlossenen Individuen sind solche, die mehr als 25% Fehlstellen

in ihren Markerdaten aufwiesen, sowie zwei Selbstungen von GF.GA-47-42
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(2013-004-0759 und 2013-004-0887). Die maternale Karte von GF.GA-47-42 umfasst 188
SSR-Marker auf 1135 cM. Die LGs 2 und 3 haben mit je sechs Markern die geringste
Markerdichte, die LG 4 mit 23 Markern die hochste. Die paternale Karte von ‘Villard Blanc’
umfasst 172 SSR-Marker auf 1355 cM. Die sechs Marker der LG 7 bilden zwei getrennte
Gruppen mit zwei und vier Markern. Davon abgesehen hat die LG 3 mit drei Markern die
geringste Markerdichte, die LG 14 mit 22 die hdchste.

3.5 QTLs fiir den Bliihzeitpunkt in der erweiterten Population
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’

In den Jahren 2015-2018 wurde der Blihzeitpunkt, der Zeitpunkt des Erreichens des
BBCH-Stadiums 65, der Fi-Individuen der erweiterten Population GF.GA-47-42 x 'Villard
Blanc’ bonitiert. Die Kreuzung der beiden parentalen Linien fand im Jahr 2013 statt, somit
handelt es sich um junge Rebstécke in verschiedenen Stadien der allgemeinen
Entwicklung. Der Entwicklungsstand der Reben wurde in jedem Jahr dokumentiert und in
vier Klassen gegliedert (Tab. 25). Individuen mit einem stark gehemmten Wuchs sind nur
wenige Zentimeter gro3 und wachsen bodennah. Manche Rebstocke weisen eine
normale Wichsigkeit auf, tragen aber noch keine Infloreszenzen, sondern nur Ranken.
Andere besitzen intermediare Strukturen zwischen Ranken und Infloreszenzen
(Abb. 21a). Die Individuen, die im jeweiligen Jahr bereits Infloreszenzen trugen, wurden

hinsichtlich des Bliihzeitpunktes bonitiert.

Tab. 25: Zustand der Fq-Individuen der erweiterten Population GF.GA-47-42 x Villard Blanc’ in den
vier Boniturjahren; die Zahl in Klammern zeig die Individuen, die bedingt durch Frostschaden keine
primaren Triebe besalien und folglich nur Infloreszenzen an den sekundaren Trieben trugen.

Zustand der Fi-Individuen 2015 2016 2017 2018

Stark gehemmter Wuchs 181 123 94 71
Normaler Wuchs/keine Infloreszenzen 557 183 108 168

Intermediare Strukturen zwischen Ranken
139 161 239 90
und Infloreszenzen

Infloreszenzen 122 545 394 (+186) 672

In QTL-Berechnung 107 491 379 631

In 2017 kam es nach einem frihen Austrieb zu spatfrostbedingten Schaden an den
jungen Trieben. Diese wurden durch Austreiben der sekundaren Augen der
Winterknospen kompensiert, jedoch wurden diese Individuen aus der QTL-Berechnung
ausgeschlossen, da sie nur wenige kleinere Infloreszenzen trugen und somit nicht

vergleichbar mit den restlichen Individuen waren. In 2018 zeigten einige Rebstécke der
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Population ein verkiimmertes Triebwachstum und damit verbunden ein Ausbleiben der
Infloreszenzen (Abb. 21b), die Ursache hierfur ist unbekannt.
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Abb. 21: (a) Eine intermediare Struktur zwischen Ranke und Infloreszenz; (b) eines der
F1-Individuen aus der erweiterten Population GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ im Jahr 2018, das
verkimmertes Triebwachstum zeigt.

Tab. 26: Lange der Bliihphasen in der erweiterten Population GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ in den
vier Boniturjahren. Die Bliihphase ist das Zeitintervall zwischen den Tagen, an denen das erste
und das letzte F4-Individuum die Vollbliite (BBCH65) erreichte.

Erstes Fi-Individuum Letztes Fi-Individuum Liange Bliihphase
in BBCH65 [TdJ] in BBCH65 [TdJ] [Tage]
2015 158 167 10
2016 166 177 12
2017 152 167 16
2018 147 156 10

Die graphische Bewertung der Verteilungseigenschaften der phanotypischen Daten aus
den vier Jahren (Abb. 22) ergibt, dass die Datensatze 2015-2018 annahernd einer
Normalverteilung folgen, wobei die Daten aus 2015 rechtsschief und die aus 2016 und
2017 linksschief erscheinen. Durch einen Shapiro-Wilk-Test konnte keine exakte

Normalverteilung der Boniturdaten nachgewiesen werden.
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Abb. 22: BliUhphasen und Verteilung der phanotypischen Daten der F;-Individuen der erweiterten
Population GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ in den Jahren 2015-2018. Es sind die
Approximationskurven der Normalverteilungsdichte eingezeichnet. Die Pfeile markieren den Tag
an dem GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) BBCHG65 erreicht haben.

Die  Ahnlichkeit der vier Datensdtze untereinander wurde mit einer
Rangkorrelationsanalyse nach Spearman untersucht. Die in Tabelle 27 gezeigten

Rangkorrelationskoeffizienten reichen von 0,44 bis 0,62 zwischen den Bonitur-dahren.

Tab. 27: Spearman Rangkorrelationskoeffizient (P/rho) und p-Werte (0=0,05) der Korrelation
zwischen den Blihdaten in den vier Datensatzen der erweiterten Population
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’.

| P(rho) | 2015 | 2016 | 2017 | 2018
MEXKEH (S [5=001H =100 =001

p<.001 p<.001

2016 [T
G o5 0% p<0ot
2015 062

0,47 0,60 5
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Die QTL-Analyse wurde mit der zuvor berechneten integrierten genetischen Karte der
erweiterten Population GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ und den beiden elterlichen Karten
durchgefiihrt. Die Ergebnisse des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-Tests mit den
phanotypischen Daten der vier Datensatze zeigen eine Vielzahl an genetischen Markern,
die signifikant mit dem Merkmal Blihzeitpunkt korreliert sind (Abb. A2). Ebenso flihrt die
QTL-Analyse (IM und MQM) mit der integrierten genetischen Karte und den vier
phanotypischen Datensatzen zu mehreren QTLs (Tab. 28; Tab. A12). Alle im Folgenden
angegebenen physikalischen Marker-Positionen in Megabasen (Mb) beziehen sich auf
das Referenzgenom PN40024 12x.

Tab. 28: (a) QTLs fur den Blihzeitpunkt (BBCHG65) in der integrierten Karte der erweiterten
Population GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’. (b) Im IM und MQM (kursiv) erreichte LOD,.-Werte der
QTLs. Es sind die QTLs aufgeflhrt, die bei der Analyse mit den vier vorhandenen (2015-2018)
Datensatzen mindestens zweimal wiederkehren. Fir Details siehe Tab. A12 und Abb. A2.

Position

a) Nachste Marker ~ LODpmax 2016
[cM]

Chr1  GF01-24 375 0 KW KW/ MQM  KW/IM/MQM
Chr4 _ GF04-11 342 86,1 KW/IMIMQM __KW/IM/MQM __KW/IM/MQM
VRZAGT9Y/ 22,71
Chr5 ot ol KW/IM/MQM KW/IM/MQM
Chr6 ___ VMCNG4B9 61,6 KW/IMIMQM KW/IMIMQM
VMC2H10_118/ 88,0/
e 50 KW/IM/MQM IM
Chr 14 VMC2A5 55,6 KW KW KW/IM/IMQM __KW/IM/MQM
Chr 14 VMCGE 1 66,2 KW/IM __KW/IM/MQM KW KW
SCU06/ 5.4/

Chr 17 Vel by KW/MMQM  KW/IMIMQM  KW/IM/MQM

Chr 18 GF18-08 103,0 KW KW/ MQM KW

Chr 19 VCHR19B 39,7 KW/IM/IMQM __KW/IM/MQM

] Position  LODmax  LODmax LODmax
b)  Néchste Marker | on  'eM] in2015  in 2016 in 2018
Chr1  GF01-24 375 0 3,8 4,41
Chr4 _ GF04-11 342 86,1 6,47 4,41 7,76
VRZAGT9/ 22,71
Chr5 et o 5,65 7,64
Chr6 __ VMCNGA4B9 61,6 4.2 3,37
VMC2H10_118/ 88,0/

Chr8 GFos-06 193 92,0 6,34 3.13
Chr 14 VMC2A5 55,6 10,74 23,05
Chr 14 VMCGE 1 66,2 5,70 11,35

SCU06/ 5,41
chr17  SOLOS o 471 411 8,51
Chr 18 GF18-08 103,0 3,15

Chr 19 VCHR19B 39,7 4,6 4,0
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Tab. 29: Ubereinstimmung der identifizierten QTLs in der integrierten genetischen Karte der
erweiterten Population GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’, mit den elterlichen genetischen Karten; (x)
bedeutet, dass der QTL in nur einem Jahr nachweisbar ist (siehe auch Tab. A13 und A14).

Chr Chr Chr Chr Chr Chr 14 Chr 14 Chr Chr Chr

1 4 6 VMC2A5 VMCG6E1 17 18 19
Integriert X X X X (x) X X X X X
GF.GA-47-42 X ) x X X X
(maternal)
‘Villard Blanc’
(paternal) X X X (x) (x) (x) X X

Auf den Chromosomen 5 und 6 konnte in 2016 und 2018 jeweils ein QTL identifiziert
werden, der in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ in keinem der elf

Datensatze nachgewiesen werden konnte.

Auf Chromosom 4 der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘'Villard Blanc’ sind die Marker
VMC6G10 (23,1 Mb) und GF04-25 (22,3 Mb) die LOD-Marker bzw. dem LOD,x des
QTLs am nachsten. VMC6G10 fehlt in der Karte der erweiterten Population, aber die
benachbarten Marker GF04-14 (23,0 Mb) und GF04-17 (23,2 Mb) korrelieren nach KW in
2016 und 2017 signifikant mit dem Merkmal Blihzeitpunkt. In 2016-2018 ist dies flr
GF04-25 sowie die benachbarten Marker der Fall. Durch Intervall Mapping konnte in 2016
und 2017 der Marker GF04-11_342 (20,3 Mb) als LOD.x-Marker identifiziert werden
(Abb. 23). Er korreliert nach KW in 2016-2018 signifikant mit dem Merkmal. Im maternalen
Marker-Datensatz ist der Marker GFO04-11_342 in 2016-2018 nach KW signifikant
korreliert, in 2016 und 2017 ist er im IM der LOD,.,-Marker. Auf der paternalen Karte ist

der QTL in keinem Jahr nachweisbar.

Auf Chromosom 17 der Kernpopulation GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ ist der Marker
UDV-092 (9,5 Mb) der LOD,,.x-Marker des QTLs flir den Blihzeitpunkt. Dies ist in keinem
der vier Jahre auf der Karte der erweiterten Population der Fall. Hier liegt der
LODax-Wert des QTLs in 2016-2018 zwischen den Markern SCU06 (3,2 Mb) und
VRZAG15 (6,5 Mb) (Abb. 23). Die beiden Marker korrelieren in den drei Jahren auch nach
KW signifikant mit dem Merkmal. Auf der maternalen Karte konnte der QTL in 2016-2018
durch IM sowie durch KW nachgewiesen werden, auf der paternalen Karte ist dies nie der
Fall.
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Abb. 23: QTL fur den Blihzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCHG65) auf den
Chromosomen 4 und 17 der integrierten genetischen Karte der erweiterten Population
GF.GA-47-42 x *Villard Blanc’. Markerabsténde links neben dem Chromosom in centi Morgan (cM).
Intervall Mapping (IM, grin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die
Konfidenzintervalle LODyx-1 (Box) und LOD,,x-2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt.
Die fur die jeweilige Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle ist durch die gepunktete
Linie eingezeichnet.

Auf den Chromosomen 1, 7, 8, 18 und 19 konnten, anders als in der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’, in der erweiterten Population entweder keine QTLs oder
QTLs an einer veranderten Position nachgewiesen werden. Auf den Chromosomen 1
(GF01-24_375; 0,3 Mb), 18 (GF18-08; 26,9 Mb) und 19 (VCHR19B; 8,7 Mb) wurde, wie
oben auch fir Chromosom 17 beschrieben, an einer anderen Stelle auf dem jeweiligen
Chromosom ein QTL fur den BlUhzeitpunkt detektiert (Tab. 28; Tab. A12). Auf
Chromosom 8 wurde durch IM in zwei Jahren ein QTL am unteren Ende der LG
identifiziert (VMC2H10_118 20,8 Mb/GF08-06_193 20,9 Mb). Dieser wird nur in einem
Jahr durch KW bestétigt. Die Marker VMC3F8 (17,3 Mb) und GF08-15 (17,9 Mb)
korrelieren nach KW in zwei Jahren signifikant mit dem Blihzeitpunkt, sie liegen

wiederrum im QTL-Bereich, der in der Kernpopulation detektiert wurde.

Auf Chromosom 14 ist in der erweiterten Population, wie schon in der Kernpopulation, in
jedem der Boniturjahre ein QTL nachweisbar. Ebenfalls sind erneut fast alle auf der
Kopplungsgruppe lokalisierten Marker in der Kruskal-Wallis-Analyse signifikant mit dem

Merkmal Blihzeitpunkt korreliert. AuRerdem verlauft im Intervall Mapping erneut der
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groflte Anteil der LOD-Kurve Uber der Signifikanzgrenze. In der QTL-Analyse in der
Kernpopulation tritt im Grofteil der Jahre im Intervall Mapping nicht ein deutlicher
LODox-Marker hervor, da drei Peaks der LOD-Kurve nicht eindeutig voneinander
differenziert werden kénnen. Bei der QTL-Analyse in der erweiterten Population ist in
2015 und 2016 der Marker VMCG6E1 (27,6 Mb) als LOD,.x-Marker identifizierbar
(Abb. 24). In 2015 erreicht der QTL einen LOD-Wert von 5,7 und erklart 21,8% der
Varianz der Merkmalsauspragung. Das Konfidenzintervall LOD,,,-1 (IM) liegt im Bereich
53,4-70,2 cM. In 2016 betragt der LOD,ox 11,35 und der QTL erklart 10,1% der Varianz
der Merkmalsauspragung, das Konfidenzintervall LOD .1 (IM) ist 60,2-71,3 cM. Durch
MQM mit dem Cofaktor VMCG6E1 kann das Konfidenzintervall LOD,,.-1 auf den Bereich
64,1-70,2 cM eingeengt werden. VMCG6E1 ist nahe des LOD-Markers des dritten
LOD-Peaks auf Chromosom 14 der Kernpopulation, GF14-42 (26,4 Mb), lokalisiert.

In 2017 und 2018 kann der Marker VMC2A5 (24,1 Mb) als LOD,-Marker des QTLs auf
LG 14 identifiziert werden (Abb. 24). In 2017 erreicht der QTL einen LOD-Wert von 10,74
und erklart 12,2% der Varianz der Merkmalsauspragung. Das Konfidenzintervall LODa5-1
(IM) liegt im Bereich 54,3-64,9 cM. In 2018 ist der LODpax 23,05 und der QTL erklart
15,5% der Varianz der Merkmalsauspragung. Das Konfidenzintervall LODp-1 (IM) ist
53,4-59,5 cM und kann im MQM mit dem Cofaktor VMC2A5 auf den Bereich 54,3-57,6 cM
eingeengt werden. VMC2AS5 ist in der Kernpopulation zusammen mit UDV-033 (23,9 Mb)

der LOD,.x-Marker des zweiten LOD-Peaks auf Chromosom 14.

Auf der maternalen Karte ist der jeweilige QTL in allen Jahren nachweisbar. Auf der

paternalen Karte nur in den Jahren 2016 und 2018 mit dem jeweiligen LOD,.x-Marker.
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Abb. 24: QTL fir den Blihzeitpunkt (Zeitpunkt des Erreichens von BBCH65) auf dem Chromosom
14 der integrierten genetischen Karte der erweiterten Population GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ in
2016 und 2018. Markerabstande links neben dem Chromosom in centi Morgan (cM). Intervall
Mapping (IM, griin) und Multiple QTL Mapping (MQM, rot; Cofaktor fett). Die Konfidenzintervalle
LODpax-1 (Box) und LOD -2 (Linien) sind rechts vom Chromosom aufgezeigt. Die fir die
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Kopplungsgruppe spezifische Signifikanzschwelle ist durch die gepunktete Linie eingezeichnet.

Abbildung 25 und Tabelle 30 fassen die identifizierten QTLs flr den Blihzeitpunkt,

Austriebszeitpunkt und das Zeitintervall zwischen diesen beiden Terminen in den

Kreuzungspopulationen noch einmal zusammen.
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B QTL fir den Bliihzeitpunkt in der Kernpopulation GRGA-47-42 x “Villard Blanc’
O QTL fiir den Austriebszeitpunkt in der Kernpopulation GEGA-47-42 x Villard Blanc”
B QTL fir das Zeitintervall zw. Austriebs- und Bliihzeitpunkt in der Kernpopulation GEGA-47-42 x ‘Villard Blanc’

B QTL fiir den Blilhzeitpunkt in der erweiterten Population GRGA-47-42 x ‘Villard Blanc’

Abb. 25: Schematische Positionen der detektierten QTLs flr die Merkmale Blihzeitpunkt,
Austriebszeitpunkt und Zeitintervall zwischen Blih- und Austriebzeitpunkt in der Kernpopulation
und der erweiterten Population GF.GA-47-42 x ‘'Villard Blanc’. Balken stellen in etwa die
physikalische Position (PN40024 12x) des Konfidenzintervalls LOD,,.,-1 des IMs dar; Kreise
symbolisieren eine signifikante Korrelation mit dem Merkmal nach KW, wenn kein QTL durch IM
nachgewiesen wurde.
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3.6 Additive Effekte der QTLs fiir den Bluhzeitpunkt

Es soll untersucht werden, welchen Einfluss auf den Blihzeitpunkt das Vorhandensein
oder Fehlen des mit spater Blite assoziierten Allels der LOD.-Marker, der
verschiedenen detektierten QTLs im Zusammenspiel hat. Diese Untersuchung wurde
anhand der 150 F-Individuen der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’
durchgefiihrt. Die Allele oder Allelkombinationen der verschiedenen LOD,,.«-Marker, die
mit einer spateren Bllte assoziiert sind, wurden anhand eines paarweisen Vergleichs aller

Allelkombinationen durch einen Tukey-Test ermittelt und sind in Tabelle 31 aufgeflihrt.

Tab. 31: LOD,,.x-Marker der acht QTLs fiir den Blihzeitpunkt mit dem jeweiligen Allel, das mit einer
spateren Blite assoziiert ist, sowie dessen Herkunft innerhalb der Population
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’; (M)=von maternaler Seite (GF.GA-47-42), (P)=von paternaler Seite
(‘Villard Blanc’).

_ Segregationsmuster | ,,spates“ Allel | Herkunft(M) Herkunft(P)

Chr 4 VMC6G10 abxcd b/123 bp Seyval
_____

Chr 8 VCHRO8A efxeg e(M)/201 bp Seyval

Goet¢ ¢ ! | ] |

Chr 17 UDV-092 efxeg /321 bp Bacchus

[VeRRAGA T[T shea | [N Bp T [T Baeehus T[T
VMC5E9 efxeg g/213 bp Seibel6468

Fir Chromosom 1 ist hier nicht UDV-036 (5,31 Mb) aufgefiihrt, sondern GF01-58
(5,28 Mb). Beide Marker sind nach KW signifikant mit dem Merkmal Bllhzeitpunkt
korreliert und kommen in den verschiedenen Jahren als LOD,.-Marker im IM vor.
UDV-036 ist hier ofter vertreten, jedoch zeigt er in der Population
GF.GA-47-42 x 'Villard Blanc’ das Segregationsmuster hkxhk. Die Eltern sind also
heterozygot mit den gleichen Allelen. Der nah benachbarte Marker GF01-58 zeigt das
Segregationsmuster efxeg und ist folglich vollinformativ, da bestimmt werden kann, von
welchem GrolRelternteil die jeweiligen Allele vererbt wurden. Unter den 150 F;-Individuen
der Kernpopulation findet sich aulRerdem keine Rekombinante zwischen diesen beiden

Loci.

Der QTL auf Chromosom 7 wurde bei der Betrachtung der additiven Effekte auflten vor
gelassen, da er nie im Intervall Mapping auftrat, sondern alleine durch den
Kruskal-Wallis-Test identifiziert wurde und unklar ist, ob auch von paternaler Seite ein

Einfluss an diesem Locus besteht oder nur von maternaler.
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Als phanotypische Daten wurde der Median-Datensatz des Bliihzeitpunktes Uber die zehn
Boniturjahre in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ verwendet.
Verschiedene Kombinationen von jeweils drei QTLs/LOD,,.x-Markern wurden miteinander
betrachtet und die 150 Fs-Individuen in genotypische Gruppen eingeteilt. Diese Gruppen
stellen alle vorkommenden Kombinationen des Vorhandenseins der ,spaten® Allele der
betrachteten LOD,,.«-Marker dar. Es wurde erneut ein Tukey-Test zum Vergleich aller
mdglichen Gruppenkombinationen durchgefiihrt. Bei mehr als drei QTLs pro Test wurde
die Anzahl der Individuen in den verschiedenen Gruppen sehr klein, bzw. es waren oft

keine Individuen vorhanden, die alle mdglichen Allelkombinationen aufweisen.

Zunachst wurde der QTL auf Chromosom 14 mit seinen drei LOD-Peaks untersucht.
Abbildung 26 zeigt, dass die Abwesenheit der ,spaten” Allele in allen drei LOD,,.x-Markern
zu einem signifikant friiheren Blihphanotypen flhrt, im Vergleich zu dem Fall, dass alle
drei ,spaten® Allele vorhanden sind. Die Gruppen, in denen ein oder zwei ,spate Allele
fehlen, unterscheiden sich weder signifikant von dem einen noch von dem anderen
Extremfall. Gruppen mit weniger als drei Individuen wurden nicht mit einbezogen. Anhand
der GruppengrofRen ist festzustellen, dass allgemein wenig Rekombination zwischen den
drei Loci stattfindet. Daher wurde fir die weitere Untersuchung der additiven Effekte flr
Chromosom 14 nur noch der LODa.cMarker des mittleren Peaks, UDV-033, mit

einbezogen.
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Abb. 26: Verteilung der phanotypischen Daten des MED-Datensatzes (y-Achse) und Vergleich der
Bluhdaten der verschiedenen Gruppen basierend auf den Genotypen der Kernpopulation innerhalb
des QTLs auf Chromosom 14. VRZAG112, UDV-033 und GF14-42 sind die drei LOD,,,,-Marker

auf Chromosom 14; ,+“ zeigt die Anwesenheit des jeweiligen ,spaten“ Allels an, ,-“ seine
Abwesenheit. Gruppen mit dem gleichen Buchstaben (a, b) unterscheiden sich nicht signifikant
voneinander (a=0,05).

Anhand der Betrachtung verschiedener Kombinationen der QTLs konnte eine ungefahre
Rangfolge ihres Einflusses auf das Merkmal Blihzeitpunkt erstellt werden. Die QTLs auf
den Chromosomen 8 und 14 scheinen hierbei starker zu sein, als die QTLs auf
Chromosom 17, 18 und 19. Der Einfluss der QTLs auf den Chromosomen 1 und 4 scheint

am schwachsten zu sein.

Exemplarisch zeigt die Abbildung 27 jeweils drei mogliche Kombinationen der sieben
QTLs. Es wurden die beiden starksten QTLs auf Chromosom 8 und 14 zusammen mit
dem auf Chromosom 18 und die beiden schwachsten auf Chromosom 1 und 4 zusammen
mit dem QTL auf Chromosom 19 dargestellt. Auf’erdem wurden die QTLs auf
Chromosom 17, 18 und 19 kombiniert.
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In allen drei Fallen unterscheiden sich die beiden Extreme: alle drei ,spaten® Allele
vorhanden (+|+|+) sowie alle drei ,spaten“ Allele nicht vorhanden (-|-|-), signifikant
voneinander. Ist nur ein einziges der betrachteten ,spaten” Allele vorhanden (+|-|-, -|+|-
oder -|-|+) so unterscheidet sich der Phanotyp der Gruppe nicht signifikant von dem Fall,

wenn alle ,spaten” Allele abwesend sind (-|-|-).

Betrachtet man die Kombination Chromosom 8, 14 und 18 (Abb. 27a), sieht man, dass
sich im Falle von 8-|14+|18+ und 8+|14+|18- der Phanotyp der Gruppen nicht signifikant
vom spaten Extrem +|+|+ unterscheidet. Wenn jedoch das ,spate” Allel auf Chromosom
14 fehlt (8+|14-|18+) unterscheidet sich der Phanotyp signifikant vom spaten Extrem +|+|+

aber nicht mehr vom friihen Extrem -|-|-.

Wird die Kombination Chromosom 17, 18 und 19 betrachtet (Abb.27b), ergibt sich mit
dem Fehlen des ,spaten“ Allels auf Chromosom 19 (17+|18+|19-) ein signifikanter
Unterschied zum spaten Extrem +|+|+, aber nicht zum frihen Extrem -|-|-. Fehlt jedoch
das ,spate“ Allel auf Chromosom 17 oder 18 (17-|18+|19+ oder 17+|18-|19+), so ist der

Phanotyp signifikant unterschiedlich zu beiden Extremfallen.

Bei der Betrachtung von Chromosom 1 und 4 zusammen mit Chromosom 19 (Abb.27c)
zeigt sich, dass das Fehlen des ,spaten“ Allels auf Chromosom 1 (1-|4+|19+) zu keinem
signifikant anderem Phanotyp flihrt im Vergleich zum spaten Extrem +|+|+. Fehlen jedoch
die ,spaten® Allele auf Chromosom 4 oder 19 (1+[4-|19+ oder 1+|4+|19-), ist im
paarweisen Vergleich weder ein signifikanter Unterschied zum einen (+|+|+) noch zum

anderen Extrem (-|-|-) zu finden.

72



Ergebnisse

abc abc hed cd
n=17

ab

ab

n=22

13

n=24

n=24

22

n

1
Ie]
=
=

=

1
]
i
[ ]

ain|g alejeds | einig alayndy>

ab ab ab
n=16 n=16 n=14 n=20 n=29 n=18

ab
n=23

n=14

b)

0.75-

=81N|g

1
=
i
(=]

ausleds | sn|g alaynis

0.25-

73



Ergebnisse

E) a ab ab abc abc abc bec C
n=32 n=21 n=41 n=4 n=7 n=3 n=26 n=16
[ ]
[ ]
[ ]
a 075-
5
3 -
o | ‘
b
L1}
-
{0
O
W ‘ ‘ |
11}
]
=
m 0.50-
D
.
L1}
=
g .
W
0.25-
2 2 5l 2 s 3 Sl )
X ¥ X X x F ¥ ¥
" w e o o oF W RS

Abb. 27: Verteilung der phanotypischen Daten des MED-Datensatzes (y-Achse) und Vergleich der
Blihdaten der verschiedenen Gruppen basierend auf den Genotypen der Kernpopulation innerhalb
der jeweiligen drei QTLs. Es wurden die jeweiligen LOD.-Marker betrachtet, ,+“ zeigt die
Anwesenheit des jeweiligen ,spaten” Allels an, ,-“ seine Abwesenheit. Gruppen mit dem gleichen
Buchstaben (a,b,c,d) unterscheiden sich nicht signifikant voneinander (a=0,05).

3.7 Untersuchung einer potentiellen Eignung von SSR-Markern fiir die
Marker-gestitzte Selektion des Austriebs- und Bliihzeitpunktes

Es soll untersucht werden, ob die SSR-Marker, die in den biparentalen
Kreuzungspopulationen mit dem Merkmal Blihzeitpunkt bzw. Austriebszeitpunkt
assoziiert sind, diesen Effekt auch in einer Gruppe mehr oder weniger nah verwandter
Rebsorten zeigen. Das Ziel ist es, Marker zu finden, die sich in Zuchtprogrammen fir eine

Anwendung in der Marker-gestitzten Selektion dieser phanologischen Merkmale eignen.

Bei den untersuchten Rebsorten handelt es sich um 69 Genotypen aus dem sogenannten
,hationalen® bzw. ,internationalen®* Sortiment des Instituts fir Rebenzlchtung

Geilweilerhof. Flr diese Genotypen standen phanotypische Daten Uber den Austriebs-
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und Bluhzeitpunkt von 2010 bis 2018 im Institut zur Verfugung. Die Genotypen wurden in
zwei Gruppen eingeteilt. Die Gruppe TH umfasst 39 Genotypen, die von den fiir den
deutschsprachigen Raum bedeutenden Ursorten ‘Traminer Weil¥ (Leitname
‘Savagnin Blanc’) und ‘Heunisch Weil}’ abstammen (Tab. A15). Die Gruppe A umfasst 30
Genotypen bei denen dies nicht der Fall, bzw. die Abstammung unbekannt ist (Tab. A16).
Mit wenigen Ausnahmen stellt die Gruppe TH, die Sorten des nationalen Sortiments dar,
die sich vor allem im Weinbau und Zuchtprogrammen des deutschsprachigen Raums
wiederfinden. Die Gruppe A stellt, mit wenigen Ausnahmen, das internationale Sortiment
dar, mit Sorten, die vor allem in Landern wie Spanien, Frankreich, Italien, Portugal und
Griechenland angebaut werden. Fir diese 69 Genotypen wurden 26 Marker aus
QTL-Regionen fur den Bluhzeitpunkt auf sieben Chromosomen und vier Marker aus
QTL-Regionen fur den Austriebszeitpunkt auf zwei Chromosomen betrachtet (Tab. A17).
Aus den phanotypischen Daten der neun Jahre wurde innerhalb der beiden Gruppen

jeweils ein Median-Datensatz flir den Austriebs- und Blihzeitpunkt erstellt.

Die beiden Gruppen TH und A wurden getrennt voneinander analysiert. Mittels einer
ANOVA wurde flr jede auftretende Allelgrole eines Markers untersucht, ob sich die
Trager des spezifischen Allels in ihrer phanotypischen Auspragung signifikant von denen,
die das Allel nicht tragen, unterscheiden. Hierzu wurde jeweils ein Datensatz erstellt bei
dem flr jede Rebsorte die Anwesenheit des Marker-Allels, beispielsweise mit der GréRRe
350 bp, mit ,A350“ und die Abwesenheit des Allels mit ,Ax“ codiert wurde. Abbildung 28
zeigt beispielhaft die Ergebnisse der Untersuchung in der Gruppe A flr das Allel 350 des
Markers GF14-42 und das Allel 320 des Markers GF04-21.
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Abb. 28: Verteilung der phéanotypischen Daten (BlUhzeitpunkt) des Median-Datensatzes der
Rebsorten in der Gruppe A (y-Achse) und Vergleich der Untergruppen mit den Rebsorten, die das
untersuchte Allel tragen oder nicht (x-Achse). Hier exemplarisch dargestellt anhand der Marker
(a) GF14-42 (Allel 350) und (b) GF04-21 (Allel 320). ANOVA: *** <0,001, ** <0,01, * <0,05.

Fir den Bluhzeitpunkt konnten innerhalb der Gruppe A flir sechs verschiedene Marker,
auf vier Chromosomen, sieben Allele identifiziert werden, deren An- bzw. Abwesenheit
einen signifikanten Unterschied in der Auspréagung des Blih-Phanotyps ausmacht. Von
diesen sieben Allelen lassen sich zwei einer friheren Blute zuordnen und funf einer
spateren. Innerhalb der Gruppe TH konnten fiir 14 Marker, auf sechs Chromosomen, 17
Allele identifiziert werden, die einen signifikanten Effekt auf den Blihzeitpunkt haben. Von
diesen 17 Allelen lassen sich sieben einer frilheren und zehn einer spateren Blite
zuordnen. Dabei sind drei Marker-Allele (GF04-21 Allel 320 Chr. 4; GF04-21 Allel 322
Chr. 4; GF14-42 Allel 350 Chr. 14) sowohl in der Gruppe A als auch TH mit einer spateren
Blute assoziiert. Das Allel 151 des Markers UDV-035 (Chr. 1) zeigt einen gegensatzlichen

Effekt in den Individuen der beiden Gruppen.

In der Gruppe TH konnte kein Marker-Allel identifiziert werden, das einen signifikanten
Einfluss auf den Austriebszeitpunkt hat. In der Gruppe A konnten flr drei verschiedene
Marker, auf zwei Chromosomen, drei Allele identifiziert werden, deren Anwesenheit einen

signifikanten Einfluss auf den Austriebszeitpunkt hat.

Um einen besseren Eindruck der Anwendbarkeit der einzelnen Marker-Allele firr die MAS
zu erhalten, wurde berechnet, wie viele Prozent der Rebsorten, die zu einer friiheren
(Median-Phanotyp <0,5) bzw. einer eher spateren Blite/Austrieb (Median-Phanotyp =0,5)

tendieren, das jeweilige Allel tragen. Es wurden auf3erdem die Effekte von Kombinationen
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aus mehreren Markern getestet, um zu untersuchen, ob durch die Anwendung eines

Marker-Sets der Selektionserfolg gesteigert werden kann (Tab. 32-34).

Tab. 32: SSR-Marker-Allele, die einen signifikanten Einfluss auf das Merkmal Austriebszeitpunkt
innerhalb der Rebsorten-Gruppe A zeigen; mit * sind die Allele gekennzeichnet, die in der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ mit dem Merkmal korrelieren.

Gruppe A Austriebszeitpunkt (MED)
Effekt <0,5 (n=11) 20,5 (n=19)
VMC8B11 Allel 186* spater 0% 47,4%
Chr 4 VVMD32 Allel 257 spater 0% 42,1%
1/2 Allelen spater 0% 57,9%
2/2 Allelen spater 0% 31,6%
Chr7 UDV-011 Allel 143 spater 27,3% 31,6%

Tab. 33: SSR-Marker-Allele, die einen signifikanten Einfluss auf das Merkmal Blihzeitpunkt
innerhalb der Rebsorten-Gruppe A zeigen; mit * sind die Allele gekennzeichnet, die in der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ mit dem Merkmal korrelieren.

Gruppe A Bliihzeitpunkt (MED)

Effekt <0,5(n=10) 20,5 (n=20)

Chr1 UDV-035 Allel 151* friher 60% 5%
Chr 4 GF04-21 Allel 320 spater 60% 90%
GFO04-21 Allel 322 spater 0% 25%

VRZAG112 Allel 242 friiher 60% 25%

Chr 14 VRZAG112 Allel 238 spater 0% 20%
UDV-033 Allel 152 spater 0% 35%

GF14-42 Allel 350* spater 10% 50%

Chr 18 VCHR18A Allel 170 friher 50% 0%
Chr1 UDV-035 Allel 151* 1/2 Allelen ) 70% 5%
Chr 18 VCHR18A Allel 170 2/2 Allelen friner 40% 0%
Chr4 GFO04-21 Allel 322 1/2 Allelen ) 10% 55%
Chr 14 GF14-42 Allel 350* 2/2 Allelen spater 0% 20%
VRZAG112 Allel 238 1/3 Allelen 10% 60%

Chr 14 UDV-033 Allel 152 2/3 Allelen spater 0% 35%
GF14-42 Allel 350* 3/3 Allelen 0% 10%
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Tab. 34: SSR-Marker-Allele, die einen Einfluss auf das Merkmal Blihzeitpunkt innerhalb der
Rebsorten-Gruppe TH zeigen; mit * sind die Allele gekennzeichnet, die in der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ mit dem Merkmal korrelieren.

Gruppe TH Bliihzeitpunkt (MED)
Effekt <0,5(n=17) 20,5 (n=22)
Chr 1 UDV-035 Allel 151 spéter 0% 22,7%
GF04-21 Allel 320 spéter 17,6% 36,4%
Chr 4 GF04-21 Allel 322 spéter 0% 18,2%
VMC6G10 Allel 119 spéter 0% 18,2%
VCHROB8A Allel 173 friher 64,7% 9.1%
Chrs VMC3F8 Allel 263 friher 70,6% 27,3%
GF08-15 Allel 487 friher 47,1% 0%
VMC2H10 Allel 106 friher 64,7% 27,3%
VRZAG112 Allel 234 spéter 5,9% 50%
chr 14 UDV-033 Allel 147~ spéter 11,8% 41,2%
VMC2A5 Allel 150* spater 35,3% 77.3%
GF14-42 Allel 350* spater 17,6% 68,2%
UDV-092 Allel 312 friher 52,9% 9.1%
Chr17 VRZAG15 Allel 175 friher 52,9% 9.1%
UDV-092 Allel 326 spéter 0% 40,9%
chr 1o VMC5E9 Allel 213* spéter 0% 18,2%
VMCS5E9 Allel 216 friher 58,8% 18,2%
Chr8 VCHROB8A Allel 173 1/2 Allelen Ciner 64,7% 13,6%
Chr17 UDV-092 Allel 312 2/2 Allelen 52,9% 4,5%
Chr 4 VMC6G10 Allel 119 1/3 Allelen 17,6% 72,7%
[ Chr14  GF14-42 Allel 350* 2/3 Allelen spater 0% 50%
[ Chr17 _ UDV-092 Allel 326 3/3 Allelen 0% 4.5%
VRZAG112 Allel 234 1/3 Allelen 23,5% 86,4%
Chr14 UDV-033 Allel 147* 2/3 Allelen spéter 11,8% 54,5%
GF14-42 Allel 350* 3/3 Allelen 0% 9,1%

Die Berechnung der prozentualen Anteile zeigt, dass trotz eines durch die ANOVA
bestatigten, signifikanten Unterschieds im Austriebs- oder Blihphanotyp, bei An- oder
Abwesenheit eines spezifischen Allels, die Wahrscheinlichkeit einer ,Fehlselektion“ doch
recht hoch sein kann. Fir den BlUihzeitpunkt zeigt sich z.B., dass das Allel 320 des
Markers GF04-21 zwar eine Selektion von 90% der tatsachlich spateren Sorten innerhalb

der Gruppe A erlaubt, man jedoch ebenfalls 60% der zu einer friheren Blite tendierenden
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Sorten mit auswahlen wurde. Der Marker eignet sich in dieser Gruppe also nicht fur die

Selektion des Bluhzeitpunktes.

Fur die Selektion des Austriebszeitpunktes in der Gruppe A (Tab. 32) zeigt sich, dass die
Marker VMC8B11 (Allel 186) und VVMD32 (Allel 257) auf Chromosom 4 alleine bereits zu
einem hohen Prozentsatz (47,4 und 42,1%) eine gute Selektion der spateren Sorten

zulassen.

In der Gruppe A zeigen mehrere Marker die Méglichkeit fir eine relativ gute Selektion des
Blihzeitpunktes (Tab. 33). VCHR18A (Allel 170) auf Chromosom 18 ermdoglicht
beispielsweise die ldentifizierung von 50% der friheren Sorten, die in einem
Zuchtprogramm aussortiert werden wirden. Dabei wirden, im Falle dieses Markers, keine
(0%) der gewollten, spater bliihenden Individuen falschlicherweise mit aussortiert werden.
Unter dem Gesichtspunkt, dass in der biparentalen Kreuzungspopulation additive Effekte
der verschiedenen BIUh-QTLs gezeigt werden konnten, wurden Marker von
verschiedenen Chromosomen zu einem Set zusammengestellt und untersucht. Betrachtet
man in dieser Gruppe die drei LOD.-Marker auf Chromosom 14 aus der zur
QTL-Berechnung verwendeten Kreuzungspopulation (VRZAG112 Allel 238; UDV-033
Allel 152; GF14-42 Allel 350) gemeinsam, so kdnnen, wenn darauf geachtet wird, dass
nur eines der drei ,spaten” Allele anwesend ist, 60% der spater blihenden Individuen
identifiziert werden (und 10% der friheren). Sind zwei der drei Allele anwesend sind es
35% (und 0% der friheren) und sind alle drei Allele anwesend nur noch 10% der spater

blihenden Individuen (und 0% der friheren).

Fir die Selektion des Bluhzeitpunktes in der Gruppe TH (Tab. 34) konnten ebenfalls
mehrere Marker identifiziert werden, die gute prozentuale Ergebnisse erbringen.
Beispielhaft erlaubt der Marker GF08-15 (Allel 487) auf Chromosom 8 die Selektion von
47,1% der friher blihenden, der Marker UDV-092 (Allel 326) auf Chromosom 17 die von
40,9% der spater blihenden Sorten. In beiden Fallen mit 0% der Individuen aus der
jeweils anderen phanotypischen Gruppe. Die Kombination der Marker VMC6G10
(Allel 119, Chr. 4), GF14-42 (Allel 350, Chr. 14) und UDV-092 (Allel 326, Chr. 17) erlaubt,
wenn darauf geachtet wird, dass eines der drei ,spaten® Allele anwesend ist, 72,7% der
spater bliuhenden Individuen zu identifizieren (und 17,6% der friheren). Sind zwei der drei
Allele anwesend sind es 50% (und 0% der friheren) und sind alle drei Allele anwesend

nur noch 4,5% der spater bluhenden Individuen (und 0% der friheren).

Die Betrachtung des Allels 350 des Markers GF14-42 auf Chromosom 14 erlaubt in
beiden Gruppen (A und TH) eine relativ gute Selektion der zu spateren Blite

tendierenden Individuen. In der Gruppe A erlaubt er die Identifizierung von 50% der
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spateren Sorten (mit 10% der friheren) und in der Gruppe TH von 68,2% der spateren
Sorten (mit 17,6% der friheren).

3.8 Untersuchung von Kandidatengenen fiir den Bliih- und Austriebszeitpunkt

Fir die Suche nach Kandidatengenen wurden die QTL-Bereiche auf den Chromosomen
14 und 7 ausgewahlt. Der QTL auf Chromosom 14 stellt den QTL mit dem gréRten
Einfluss auf das Merkmal Blihzeitpunkt dar. Der QTL auf Chromosom 7 wurde naher
betrachtet, weil er am stabilsten ist und in allen finf vorhandenen Datensatzen
(2015-2018, MED) fir den Austriebszeitpunkt auftritt. Durch IM kann er flr das Merkmal
Austrieb detektiert werden, fir das Merkmal Blihzeitpunkt ist dies nicht der Fall. Jedoch
ist UDV-011_155, der LOD,.,-Marker flr den Austriebszeitpunkt, im Kruskal-Wallis-Test

auch mit dem Bluhzeitpunkt korreliert.

Die auf das Referenzgenom projizierten Konfidenzintervalle LOD ,-1 bzw. LOD.-2 der
beiden QTLs wurden nach Kandidatengenen durchsucht, indem die Sequenzen der darin
annotierten Gene mit der GenBank®-Datenbank durch das Programm blastx (NCBI)
abgeglichen und eine conserved domain search (CDS; NCBI) durchgefiihrt wurde. Die zu
dem Zeitpunkt verwendete Genannotation beruhte auf dem Referenzgenom PN40024
12xv1. Die folgende Darstellung der gefundenen Kandidatengene (Tab. 35-37; Tab. 38-
40) beruht auf der neueren Version 12x.v2/VCost.v3 (Canaguier et al., 2017). Mit dem
online-Tool FGENESH (Softberry) wurden auflerdem aus den Gensequenzen die
Aminosauresequenzen der jeweiligen Proteine vorhergesagt. Mit diesen wurde zusatzlich
ein blastp-Abgleich mit der GenBank® (NCBI) durchgefiihrt. Bei der Untersuchung der
Kandidatengene wurde darauf geachtet, ob eine Ahnlichkeit zu Genen/Proteinen besteht,
die in anderen Organismen eine Rolle im Kontrollnetzwerk der Pflanzenentwicklung

einnehmen.

AulRerdem wurde der Expressionsverlauf der Kandidatengene (Uber den
Entwicklungszyklus der Infloreszenzen in den Knospen vor dem Austrieb betrachtet
(Abb. A3-A10). Informationen hieriber stammten aus einem RNA-Seq-Experiment, das
von einem Projektpartner in Bielefeld (B. Pucker, Dr. D. Holtgrawe, Prof. Dr. B.
Weisshaar; Centrum fur Biotechnologie-CeBiTec/Universitat Bielefeld Lehrstuhl fur
Genetik und Genomik der Pflanzen) durchgefuhrt wurde. Fir die vorliegende Arbeit
wurden die Expressionsdaten der Gene im QTL Bereich auf Chromosom 14 und 7
herausgefiltert, die sich anhand ihrer blast-Ergebnisse und der vorhandenen

konservierten Domanen als interessant herausgestellt haben.
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In den RNA-Seq-Daten zeigt sich, dass zwischen dem friihen und spaten Phanotyp keine
zeitversetzte Genexpression zu erkennen ist. In bestimmten Phasen der
Vegetationsperiode wurden die Proben wochentlich genommen. Vermutlich hatten die
Beprobungstermine zu diesem Zweck dennoch enger gesetzt werden mussen. Da die
beprobten Rebstocke nicht unter kontrollierten Bedingungen wachsen, sondern im
Freiland, und der genaue Entwicklungsstand der Knospen von auf3en nicht einsehbar ist,
bestent auRerdem die Wahrscheinlichkeit, dass biologische Wiederholungen
Schwankungen unterliegen. Da die erhobenen Daten aus GF.GA-47-42 und ‘Villard Blanc’
sich aber in den Expressionsverlaufen der einzelnen Gene unterstlitzen, eignen sie sich
dazu, eine allgemeine Aussage Uber das Expressionsmuster der Gene in der Weinrebe

zu machen.

Um die Expressionsverlaufe ausgewahlter Kandidatengene in Knospen und auch
Infloreszenzen Uber einen Entwicklungszyklus hinweg zu validieren, wurden mittels
RT-gPCR weitere Genexpressionsanalysen durchgefiihrt. Diese Untersuchungen
erfolgten anhand des Genotypen GF.GA-47-42, der auch im RNA-Seq-Experiment
genutzt wurde, und anhand von ‘Riesling Weifly’ (im Folgenden als ‘Riesling’ bezeichnet).
‘Villard Blanc’ konnte fir RNA-Seq und RT-gPCR nicht doppelt beprobt werden, da zu
wenig Rebstdocke zur Verfligung standen. Es sollten aber als Absicherung der Daten zwei
verschiedene Sorten in die Untersuchung der Genexpression in der Weinrebe allgemein

mit einbezogen werden.

Eine Darstellung und Untersuchung der Kandidatengene auf Sequenzebene wurde
durchgefiihrt. Ein Projektpartner am Max-Planck-Institut fir Entwicklungsbiologie in
Tubingen (Dr. F. Bemm, Prof. Dr. D. Weigel) konnte anhand der SMRT-Sequencing
Technik (PacBio), die eine sehr grofle Read-Lange ermdglicht, Sequenzdaten, die einen
Groldteil des Genoms von GF.GA-47-42 abdecken, erarbeiten (unveréffentlicht). Eine
Trennung der beiden Haplophasen war mdglich und somit stehen Contigs zur Verfligung
die jeweils einer spezifischen Phase zugeordnet sind. Das online-Tool FGENESH
(Softberry) wurde genutzt, um die Intron-Exon-Struktur und die Aminosauresequenz des
vorhergesagten Proteins der jeweiligen Haplophase vorherzusagen. Die ,frihe“ Phase
stammt auf Chromosom 14 von ‘Seyval’, die ,spate“ von ‘Bacchus’. Auf Chromosom 7 ist

es umgekehrt.

Die Sequenzdaten von GF.GA-47-42 standen erst gegen Ende der vorliegenden Arbeit
zur Verfugung. Daher beruhte die zeitlich friher durchgefiihrte Suche nach
Kandidatengenen und die Entwicklung der Primer fir die RT-gPCR auf dem
Referenzgenom PN40024.
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3.8.1 Kandidatengene im QTL-Bereich auf Chromosom 14

Die Region des Haupt-QTLs fur den Blihzeitpunkt auf Chromosom 14 wurde auf
potentielle Kandidatengene untersucht. Hierzu wurde der Bereich 30-72 cM in der
integrierten Karte der Kernpopulation ausgewahlt, da 30 cM dem Start des
Konfidenzintervalls LOD,,.«-2 des ersten Peaks und 72 cM dem Endpunkt des LOD -2
des dritten Peaks entspricht. Dieses Intervall entspricht dem zwischen den Markern
VVIP22 (30,1 cM) und GF14-19 (72,6 cM) und Ubertragen auf das Referenzgenom
PN40024 ist es der Bereich von 18,4 - 28,2 Mb des Chromosoms 14 (Abb. 29). Das in 3.7
beschriebene Vorgehen innerhalb dieser 10,2 Mb fiihrte zu drei Kandidatengenen
(Tab. 35-37), die naher betrachtet wurden. Auflerdem wurden zwei aus der Literatur

bekannte Blihgene, die im QTL-Bereich lokalisiert sind, untersucht.

Tab. 35: Kandidatengene aus dem QTL-Bereich fir den Blihzeitpunkt auf Chromosom 14.

12x.v2/VCost.v3 Chromosom Position
Vv14s0083g00120 ft-14-01 22.042.532-22.044.299 bp
Vv14s0083g00130 ft-14-02 22.050.931-22.051.785 bp
Vv14s0068g01060 ft-14-03 14 24.822.702-24.826.025 bp
Vv14s0068g01380 WCOL2 25.084.927-25.088.384 bp
Vv14s0068g01800 WFLC2 25.509.913-25.511.279 bp
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Chr 14
0,26 ——}— GF14-01
4,81 GF1402
T.14 GF14-28
1322 GF14-52
18,26 WWIFZ2
f-14-M
22,04 VRZAG112
22,05 ft-14-02
23,90 UDV-033
24,82 f-14-03
25,08 WwCoL2
25,51 WWFLC2
26,43 GF14-42
28,19 GF14-13
30,24 GF14-05

Abb. 29: Physikalische Karte (PN40024) von Chromosom 14. Rechts sind die Bezeichnungen
einiger SSR-Marker, die in der Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ verwendet
wurden, aufgetragen. Auferdem sind die Positionen der funf Kandidatengene flir den
Bluhzeitpunkt gezeigt, links die dazu gehdrigen physikalischen Positionen in Mb. Der graue Balken
markiert den nach Kandidatengenen durchsuchten Bereich des Chromosoms.
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Tab. 36: Ergebnisse von blastp (jeweils die besten drei Treffer) und der conserved domain search
(CDS) fur die durch FGENESH vorhergesagten Proteine der Kandidatengene aus dem
QTL-Bereich fur den Bliuhzeitpunkt auf Chromosom 14, basierend auf dem Referenzgenom
PN40024 12x.

. E Query .
Name Anwendung Beschreibung Acession

score cover

unnamed
protein product 561 561 100% 0 77% CDP02800.1
[Coffea
canephoral
MYB
transcription 531 531 100% 0 76% APU53711.1
blastp factor protein 1
[Panax ginseng]
PREDICTED:
transcription
factor AS1-like 493 493 95% 5e-172 70% XP_019262167.1
[Nicotiana
attenuatal
CDS SANT super family (partiell), SMC_N super family (partiel

PREDICTED:
AP2/ERF and
B3 domain-
Conta'n.'n.g 369 369 95% 9e-125 68% XP 010262942.1
transcription e
factor RAV1-like
[Nelumbo
nuciferal
PREDICTED:
AP2/ERF and
B3 domain-
ft-14-02 blastp containing 368 368 95% | 2e-124 | 68% | xP 010265251.1
transcription
factor RAV1-like
[Nelumbo
nuciferal
AP2/ERF and
B3 domain-
containing
transcription 368 368 97% 2e-124 68% XP_015895705.1
factor RAV1-like
isoform X2
[Ziziphus jujuba]
CDS AP2, B3

B2 protein
[Actinidia 320 320 94% 1e-99 42% PSS35330.1
chinensis var.
chinensis]
PREDICTED:
uncharacterized
protein 224 224 45% 2e-62 54% XP_017248495.1
blastp LOC108219520
ft-14-03 [Daucus carota
subsp. sativus]
uncharacterized
protein
LOC18032816 215 215 85% 1e-60 35% | XP_024045663.1
isoform X2
[Citrus
clementinal
CDS Dev_Cell_Death (DCD)

ft-14-01

)
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B-box type zinc
finger protein
with CCT
domain, 248 248 98% 3e-76 51% EOY02900.1
putative
[Theobroma
cacao)
PREDICTED:
zinc finger

blastp protein o .
VWvCOL2 CONSTANS- 246 246 98% 1e-75 50% XP_007031974.2

LIKE 9
[Theobroma
cacao)

zinc finger
protein
CONSTANS- 245 245 98% 5e-75 51% | XP_022739559.1
LIKE 14-like
[Durio
zibethinus]
CDS BBOX, BBOX, (CCT)

hypothetical
protein
CRG98 037337 107 107 54% 1e-27 70% PKI42286.1
[Punica
granatum]
MADS-box
blastp domain protein 110 110 65% 1e-27 65% AF010123.1
WFLC2 [Camellia
sinensis]
Agamous-like
MADS-box
protein AGL9 105 105 58% 3e-27 67% KYP40408.1
isogeny
[Cajanus cajan]
CDS MADS_MEF2_like

Tab. 37: Auflistung der Proteindomanen der vorhergesagten Proteine der Kandidatengene im
QTL-Bereich auf Chromosom 14 und deren Funktion, soweit bekannt (NCBI conserved domain
search)

Proteindomane Funktion der Doméane
SANT super family DNA-/Histon-Bindung
ft-14-01
SMC_N super family evt. ATP-Bindung
AP2 DNA-Bindung
ft-14-02
B3 DNA-Bindung
ft-14-03 Dev_Cell_Death (DCD) evt. Protein-Protein-Interaktion
WCOL2 B-Box-type zinc finger Protein-Protein-Interaktion
WFLC2 MADS MEF?2 like DNA-Bindung
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3.8.1.1 Kandidatengen ft-14-01

Der LOD.-Marker des ersten Peaks des QTLs auf Chromosom 14 (VRZAG112) liegt
innerhalb des Kandidatengens ft-14-01. Mit der conserved domain search werden in
PN40024 eine partielle SANT- und SMC_N-Domane erkannt. Der
blastp-Sequenzvergleich zeigt eine Ahnlichkeit des vorhergesagten Proteins mit z.B. dem
MYB transcription factor protein 1 aus Ginseng (Panax ginseng), einem PREDICTED:
~protein rough sheath 2 homolog“ aus der Tabakpflanze (Nicotiana tabacum) und einem
Lranscription factor AS1-like“ aus dem Oliven- (Olea europaea var. sylvestris) bzw. dem

Orangenbaum (Citrus sinensis).

Die durch RNA-Seq gewonnenen Expressionsdaten von ft-14-01 (Abb. A3) zeigen eine
Schwankung in der Phase nach Bildung der Knospen im Mai bis es zu einer deutlichen
Abnahme der Expression im Herbst und Winter kommt. Vor dem Austrieb steigt die
Expression wieder deutlich an. Die Ergebnisse der RT-gPCR (Abb. 30) zeigen, dass
bereits nach dem ersten Probenahmetermin Ende Mai eine deutliche Herunterregulierung
der Expression stattfindet, diese lasst erst vor dem Austrieb wieder nach. In den
Infloreszenzen ca. einen Monat nach dem Knospenaustrieb ist die Expression wieder

stark reprimiert, nach der Vollblite steigt sie leicht an.

ft-14-01

15

B GRGA-47-42

Relative Expression / FC

M Riesling

Abb. 30: Ergebnisse der RT-gPCR fiir das Kandidatengen ft-714-01. Die Expressionsanderung
(,Fold change“ (FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und
Infloreszenzen (griin) von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen.
Der Austrieb (BBCH9) erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener
Pfeil). Die Vollblite (BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018
erreicht (roter bzw. grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen
Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen.
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Fir das Kandidatengen ft-14-01 konnte aus der von ‘Bacchus’ geerbten Haplophase von
GF.GA-47-42 (GF.GA-47-42_Bacchus) keine Sequenz isoliert werden. Die in PN40024
detektierte, partielle SMC_N-Domanenstruktur ist in GF.GA-47-42_Seyval nicht
vorhanden (Abb. 31).

ANT super family (truncated)
GR.GA-47-42_Seyval i ks i i F H -

Abb. 31: Das vorhergesagte Protein von ft-14-01 aus der Haplophase GF.GA-47-42_Seyval.

3.8.1.2 Kandidatengen ft-14-02

Das Kandidatengen ft-14-02 ist nahe zu ft-14-017 und damit dem Marker VRZAG112
lokalisiert. Es umfasst eine AP2- und eine B3-Domane, zwei DNA-binde Domanen. Der
blastp-Sequenzvergleich ergab eine Ahnlichkeit von ft-14-02 zu dem Transkriptionsfaktor
.,RAV1-like“ aus u.a. der Chinesischen Jujube (Ziziphus jujube) und dem Kautschukbaum
(Hevea brasiliensis), RAV1 aus z.B. Rizinus (Ricinus communis), ,RAV2-like“ aus dem
Orangenbaum (Citrus sinensis), RAV2 aus dem Clementinenbaum (Citrus clementina),
»TEM1-like“ aus der Euphrat-Pappel (Populus euphratica) und TEM1 aus der Westlichen

Balsam-Pappel (Populus trichocarpa).

Die durch RNA-Seq gewonnenen Expressionsdaten aus Knospen (Abb. A4) zeigen einen
starken Expressionsanstieg kurz vor dem Austrieb. Die RT-qPCR-Daten (Abb. 32)
bestatigen dies. AuRerdem zeigen sie, dass die Expression von f{-14-02 in den Knospen
im Juli leicht, sowie im Winter und in den Infloreszenzen nach dem Austrieb bis nach der

Vollblite stark reprimiert ist.
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Abb. 32: Ergebnisse der RT-gPCR fiir das Kandidatengen ft-714-02. Die Expressionsanderung
(,Fold change (FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und
Infloreszenzen (grun) von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen.
Der Austrieb (BBCH9) erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener
Pfeil). Die Vollblite (BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018
erreicht (roter bzw. grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen
Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen.

Fir das Kandidatengen ft-14-02 konnte aus der von ‘Bacchus’ geerbten Haplophase von
GF.GA-47-42 keine Sequenz isoliert werden. Die in PN40024 detektierte B3-Domane ist
in GF.GA-47-42_Seyval nicht vorhanden (Abb. 33).

AP2
GR.GA-47-42_Seyval i H ki i b ki

Abb. 33: Das vorhergesagte Protein von f{-14-02 aus der Haplophase GF.GA-47-42_Seyval.

3.8.1.3 Kandidatengen ft-14-03

Das Kandidatengen ft-14-03 ist zwischen den LOD.-Markern des zweiten (UDV-033)
und dritten Peaks (GF14-42) des QTLs auf Chromosom 14 lokalisiert. Es tragt eine
DCD-Domaéne und zeigt im blastp-Sequenzvergleich Ahnlichkeit zu einem B2-Protein aus

Actinidia chinensis, eine die Kiwi-Frucht tragende, verholzende Lianen-Art. Sowie zu
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Uberwiegend uncharakterisierten Proteinen aus verschiedenen Gehdlzen (z.B. Prunus
persica, Citrus cinensis) und einem DCD-Domanen Protein aus dem Weillen Federmohn

(Macleaya cordata).

Die RNA-Seqg-Daten (Abb. A5) zeigen flir ft-14-03 einen Expressionsanstieg im
Spatsommer und Herbst. Dies konnte durch RT-gPCR ebenfalls gezeigt werden
(Abb. 34). Bereits im Juli findet eine leichte Hochregulierung in den Knospen statt, die bis
September ansteigt und dort ihren Peak erreicht. Bis November findet wieder ein leichter
Expressionsabfall statt. Jedoch besteht tGber den Winter und kurz vor dem Austrieb im
April die allgemeine Hochregulierung des Kandidatengens weiter. In den Infloreszenzen
zwei Wochen nach dem Knospenaustrieb ist das Kandidatengen nur noch leicht induziert,
danach nimmt die Expression ab. Im Stadium der Vollblite ist die Expression stark

reprimiert.

ft-14-03

10

m GRGA-47-42

Relative Expression / FC
"

M Riesling

T .. r 2
S I & 3 F &
Qm\?h‘%i‘;’h s 3
R A S

Knospen Infloreszenzen

Abb. 34: Ergebnisse der RT-gPCR fiir das Kandidatengen ft-714-03. Die Expressionsanderung
(,Fold change (FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und
Infloreszenzen (grun) von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen.
Der Austrieb (BBCH9) erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener
Pfeil). Die Vollblite (BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018
erreicht (roter bzw. grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen
Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen.

Das Alignment der beiden durch FGENESH vorhergesagten Aminosauresequenzen der
Haplophasen von GF.GA-47-42 (Abb. 35) zeigt, dass durch ein Indel in der
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Nukleotidsequenz ein Unterschied von 71 Aminosauren im DCD-Domanenbereich auftritt.
Dies fuhrt dazu, dass in der Phase GF.GA-47-42_Seyval keine vollstandige DCD-Domane
vorliegt. GF.GA-47-42_Seyval weist aulRerdem einen um 63 Aminosauren langeren
N-Terminus auf. Aulerhalb der Domanenbereiche existieren zwolf weitere

Aminosaureaustausche zwischen den beiden Phasen.

DCD/
GFGA-47-42_Bacchus v w 1"‘ -

468
GF.GA-47-42_Seyval

R ] A

460

Abb. 35: Aminosauresequenz-Alignment der vorhergesagten Proteine von ft-14-03 aus den beiden
sequenzierten Haplophasen GF.GA-47-42_Bacchus und GF.GA-47-42_Seyval.

3.8.1.4 VWwCOL2

VvCOL?2 ist ebenfalls zwischen den LOD.-Markern des zweiten und dritten Peaks des
QTLs auf Chromosom 14 lokalisiert. Die vorhergesagte Aminosauresequenz tragt zwei
B-box-Doméanen sowie eine CCT-Domane. Im blastp-Sequenzvergleich zeigt sie u.a.
Ahnlichkeit zu einem ,putative B-box type zinc finger protein with CCT domain“ aus dem
Kakaobaum (Theobroma cacao) und anderen ,zinc finger proteins CONSTANS-LIKE 14-,
oder ,15-like” aus z.B. dem Durianbaum (Durio zibethinus), der Indischen Lotosblume

(Nelumbo nucifera) oder der Vogel-Kirsche (Prunus avium).

Die RNA-Seqg-Daten (Abb. A6) zeigen fir WCOL2 in den Knospen einen
Expressionsanstieg im Herbst mit Peak im November/Dezember und einen deutlichen
Expressionsabfall zum Jahresbeginn. In den RT-qPCR-Daten (Abb. 36) ist eine
Herunterregulierung der Genexpression nach Ende Mai zu erkennen. Diese lasst
Ubereinstimmend mit den RNA-Seqg-Daten im Herbst schrittweise nach bis zum
November. Zum Jahresbeginn ist die Expression in den Knospen wieder stark reprimiert,
dies halt in den Infloreszenzen nach Knospenaustrieb an und Iasst erst nach der Vollblite

erneut etwas nach.
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Abb. 36: Ergebnisse der RT-qPCR fir das Gen VvCOL2. Die Expressionsanderung (,Fold change*
(FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und Infloreszenzen (grun)
von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen. Der Austrieb (BBCH9)
erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener Pfeil). Die Vollbllte
(BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018 erreicht (roter bzw.
grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen Wiederholungen
mit je zwei technischen Wiederholungen.

Das Alignment der beiden vorhergesagten Aminosauresequenzen (Abb. 37) zeigt, dass
innerhalb der zweiten B-box-Domane zwei (P—L, E—K) und aulerhalb der
Domaéanenbereiche sieben weitere Aminosdureaustausche auftreten. Markant ist ein
Unterschied von 71 Aminosauren, bedingt durch ein Indel in der Nukleotidsequenz,
upstream der partiellen CCT-Domane.

CCT (truncated)
GR.GA-47-42_Bacchus o = @0 @ 2

GF.GA-47-42_Seyval

on [ [ ] I
Co rati
s L e e e

Abb. 37: Aminosauresequenz-Alignment der vorhergesagten Proteine von VwCOL2 aus den beiden
sequenzierten Haplophasen GF.GA-47-42_Bacchus und GF.GA-47-42_Seyval.
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3.8.1.5 WFLC2

Das Gen VVFLC?2 ist ebenfalls zwischen den LOD,.«-Markern des zweiten und dritten
Peaks des QTLs auf Chromosom 14 lokalisiert. Es umfasst eine MADS-Box-Doméne,
vom CDS-Tool (NCBI) als ,MADS_MEF2_like“ erkannt. Der blastp-Sequenzvergleich
zeigt Ahnlichkeit zu verschiedenen ,hypothetical proteins“ aus u.a. der Gartenbohne
(Phaseolus vulgaris), dem Spanischen Pfeffer (Capsicum annuum) und dem
Granatapfelbaum (Punica granatum). Sowie mit ,MADS-box transcription factors* oder
,MADS-box domain proteins® aus z.B. Parasponia andersonii, der Teepflanze (Camellia

sinensis) und Medicago truncatula.

Die RNA-Seg-Daten (Abb. A7) zeigen fur VWFLC2 in den Knospen einen Anstieg der
Expression im Sommer, mit Peak im Herbst. Gegen Ende des Jahres sinkt die Expression
ab und erreicht ein Minimum im Frihjahr um den Zeitpunkt des Austriebs herum. In den
RT-gPCR-Daten (Abb. 38) konnte dieses Muster bestatigt werden. In beiden Genotypen
beginnt im Juli der Anstieg der Expression, sie erreicht im September ein Maximum und
sinkt dann wieder ab. In jungen Infloreszenzen nach dem Knospenaustrieb findet erneut
eine Induktion statt, die im Laufe der Entwicklung zur Vollblite hin wieder abnimmt. In

‘Riesling’ zeigt sich hier eine Herunterregulierung der Genaktivitat, in GF.GA-47-42 nicht.

WFLC2

m GRGA-47-42

Relative Expression / FC

M Riesling

Abb. 38: Ergebnisse der RT-gPCR fiir das Gen WFLC?2. Die Expressionsanderung (,Fold change”
(FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und Infloreszenzen (grin)
von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen. Der Austrieb (BBCH9)
erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener Pfeil). Die Vollbllte
(BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018 erreicht (roter bzw.
grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen Wiederholungen
mit je zwei technischen Wiederholungen.
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Das Alignment der vorhergesagten Aminosauresequenzen (Abb. 39) zeigt, dass grofde
Unterschiede zwischen den beiden sequenzierten Haplophasen von GF.GA-47-42
vorliegen. Lediglich das vorhergesagte Protein aus der Phase GF.GA-47-42_Bacchus
weist eine partielle MADS-Box-Domane auf. Beide vorhergesagten Proteine tragen eine

ebenfalls als unvollstandig erkannte K-box am C-Terminus.

MADS_MEF2_like (truncated
100 200 i
GFGA-47-42 Bacchus 1 1
436

i

K-Dox (truncated)

GF.GA-47-42_Seyval

Abb. 39: Aminosauresequenz-Alignment der vorhergesagten Proteine von VwFLC2 aus den beiden
sequenzierten Haplophasen GF.GA-47-42_Bacchus und GF.GA-47-42_Seyval.
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3.8.2 Kandidatengene im QTL-Bereich auf Chromosom 7

Die Region des QTLs fur den Austriebszeitpunkt (LOD.-Marker nach KW auch mit dem
Blihzeitpunkt korreliert) wurde auf potentielle Kandidatengene untersucht. Hierzu wurde
der Bereich 0-30 cM in der integrierten Karte der Kernpopulation ausgewahlt, dies
entspricht dem Konfidenzintervall LODp.-1 des QTLs. Ubertragen auf das
Referenzgenom entspricht dieses Intervall dem Beginn des Chromosoms bis ca. zum
Marker VMC5H5 (31,6 cM, 4,5 Mb). Das in 3.7 beschriebene Vorgehen innerhalb dieser
4,5 Mb fuhrte zu drei Kandidatengenen (Tab. 38-40), die naher betrachtet wurden.

Tab. 38: Kandidatengene aus dem QTL-Bereich fir den Austriebszeitpunkt auf Chromosom 7.

12x.v2/\VCost.v3 Chromosom Position
V750141900290 bb-07-01 532.819-535.453 bp
V750141900270 bb-07-02 7 549.047-550.185 bp
W7s0151900290 bb-07-03 1.226.423-1.230.024 bp
Chr07
0.07 GFO7-06
0.53 bb-07-01
0.55 bb-07-02
0.67 GFO7-07
1.23 bb-07-03
1,77 VRZAGE?
3.14 D011
4.50 YMCAHS
8.23 YMC1AZ
11,54 D082
15,52 GFO7-04
17.43 GFO7-12
18.26 GFO7-09
21,00 GFO7-08

Abb. 40: Physikalische Karte (PN40024) von Chromosom 7. Rechts sind die Bezeichnungen
einiger SSR-Marker, die in der Karte der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ verwendet
wurden aufgetragen. AuBerdem sind die Positionen der drei Kandidatengene fiir den Austriebs-
(/Bluhzeitpunkt) gezeigt, links die dazu gehdrigen physikalischen Positionen in Mb. Der graue
Balken markiert den nach Kandidatengenen durchsuchten Bereich des Chromosoms.
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Tab. 39 Ergebnisse von blastp (jeweils die besten drei Treffer) und der conserved domain search
(CDS) fur die durch FGENESH vorhergesagten Proteine der Kandidatengene aus dem
QTL-Bereich fir den Austriebs-(/Blihzeitpunkt) auf Chromosom 7, basierend auf dem
Referenzgenom PN40024 12x.

. E Total Query .
Name Anwendung Beschreibung E-value Ident Accession

score score score

auxin-induced
:_Dliotﬁlj AUX28- 293 293 86% 8e-98 77% XP_021280676.1
ike [Herrania
umbratica]
PREDICTED:
auxin-
responsive 293 293 94% 1e-97 73% XP_010278165.1
blastp protein I1AA16-
like [Nelumbo
nuciferal]
Indole-3-acetic
acid inducible 14
isoform 2 293 293 87% 3e-97 76% EOX94579.1
[Theobroma
cacao)
CDS AUX/IAA family

PREDICTED:
auxin-
responsive 296 296 100% | 4e-100 76% XP_010278166.1
protein IAA4-like
[Nelumbo
nuciferal

blastp auxin-induced
bb-07-02 protein 22D-like 295 295 100% | 7e-100 74% XP_022771205.1
[Durio
zibethinus]
auxin-induced
protein 22D-like | 286 286 97% | 3e-96 74% XP_021681270.1
[Hevea
brasiliensis]
CDS AUX/IAA family
VAN3-binding
protein-like 571 571 99% 0 71% XP_015869066.1
isoform X2
[Ziziphus jujuba]
VAN3-binding
blastp protein-like 567 567 99% 0 70% XP_015869065.1
bb-07-03 isoform X1
[Ziziphus jujuba]
VAN3-binding
protein-like 565 565 97% 0 70% XP_024197592.1
isoform X2
[Rosa chinensis]
CDS Auxin canalisation, PH2

bb-07-01
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Tab. 40: Auflistung der Proteindomanen der vorhergesagten Proteine der Kandidatengene im
QTL-Bereich auf Chromosom 7 und deren Funktion, soweit bekannt (NCBI conserved domain
search).

Proteindomane Funktion der Doméane
bb-07-01 AUX/IAA family unsicher
bb-07-02 AUX/IAA family unsicher

Auxin canalisation unsicher
bb-07-03 PH2 vermittelt Bindung von
Phospholipiden

3.8.2.1 Kandidatengene bb-07-01 und bb-07-02
Die vorhergesagten Aminosauresequenzen der Kandidatengene bb-07-01 und bb-07-02

weisen beide eine AUX/IAA-Domane auf.

Im Falle von bb-07-01 zeigt der blastp-Abgleich Sequenzahnlichkeit zu
Auxin-induzierbaren Genen/Proteinen aus u.a. einem Vertreter der Malvaceae (Herrania
umbratica), der Korkeiche (Quercus suber), der Westlichen Balsam-Pappel (Populus
trichocarpa) und dem Durianbaum (Durio zibethinus). AuRerdem hat bb-07-01 Ahnlichkeit
zu weiteren AUX/IAA Proteinen aus z.B. dem Weilten Federmohn (Macleaya cordata),
der Langkapseligen Jute (Corchorus olitorius) und dem Zwergkrug (Cephalotus

follicularis).

Die RNA-Seg-Daten (Abb. A8) zeigen flir bb-07-01 in den Knospen ein Absinken der
Expression im Sommer/Herbst und einen Anstieg vor dem Austrieb im April. Die
RT-gPCR-Daten (Abb. 41) bestatigen dieses Muster. Von Juni bis Januar ist die
Genexpression reprimiert oder es findet keine Induktion statt. Zwei Wochen vor dem
Knospenaustrieb  steigt die Expression an und Uber den Verlauf der

Infloreszenzentwicklung nach Austrieb findet eine Induktion statt.
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Abb. 41: Ergebnisse der RT-gPCR fiur das Kandidatengen bb-07-01. Die Expressionsanderung
(,Fold change® (FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und
Infloreszenzen (griin) von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen.
Der Austrieb (BBCH9) erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener
Pfeil). Die Vollblite (BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018
erreicht (roter bzw. grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen
Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen.

Das Alignment der beiden vorhergesagten Aminosauresequenzen (Abb. 42) zeigt, dass
sie identisch sind mit Ausnahme der Verkirzung des Proteins und damit auch der
AUX/IAA-Doméane um 32 Aminosauren bei GF.GA-47-42_Seyval.

GRGA-47-42_Bacchus M
GRGA-47-42_Seyval b

Abb. 42: Aminosauresequenz-Alignment der vorhergesagten Proteine von bb-07-01 aus den
beiden sequenzierten Haplophasen GF.GA-47-42_Bacchus und GF.GA-47-42_Seyval.
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Fir bb-07-02 zeigt der blastp-Abgleich vor allem Sequenzahnlichkeit zu dem
»auxin-induced protein 22D* oder ,22D-like” aus u.a. dem Durianbaum (Durio zibethinus),
dem Kautschukbaum (Hevea brasiliensis), Maniok (Manihot esculenta), der Korkeiche
(Quercus suber), der Purgiernuss (Jatropha curcas), der Westlichen Balsam-Pappel

(Populus trichocarpa) und der Wilden Sojabohne (Glycine soja).

Die RNA-Seq-Daten (Abb. A9) zeigen fur bb-07-02 ein Ansteigen der Expression im
Sommer/Herbst bis in den Winter hinein, vor dem Austrieb sinkt diese wieder ab. Die
Ergebnisse der RT-gPCR (Abb. 43) bestatigen dies und zeigen zusatzlich, dass in den
Infloreszenzen nach Knospenaustrieb die Genexpression reprimiert wird, auch bis nach
der Vollblite.
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Abb. 43: Ergebnisse der RT-gPCR fir das Kandidatengen bb-07-02. Die Expressionsanderung
(,Fold change” (FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und
Infloreszenzen (grun) von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen.
Der Austrieb (BBCH9) erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener
Pfeil). Die Vollblite (BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018
erreicht (roter bzw. grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen
Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen.
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Fir das Kandidatengen bb-07-02 konnte aus der von ‘Seyval’ geerbten Haplophase bei
GF.GA-47-42 keine Sequenz isoliert werden.

AL IAA

GFEGA-47-42_Bacchus
168

Abb. 44: Das vorhergesagte Protein von bb-07-02 aus der Haplophase GF.GA-47-42_Bacchus.

3.8.2.2 Kandidatengen bb-07-03

Das Kandidatengen bb-07-03 besitzt eine ,Auxin canalisation“-Domane und eine ,Plant
pleckstrin homology-like region“ (PH2). Diese beiden Domanen treten 6fter gemeinsam in
Proteinen auf. Der blastp-Abgleich zeigt Sequenzahnlichkeit zu dem ,VAN3-binding
protein(-like)* aus u.a. der China-Rose (Rosa chinensis), der Chinesisichen Jujube
(Ziziphus jujuba), einem Mitglied der Malvaceae (Herrania umbratica), dem Orangenbaum

(Citrus sinensis), dem Durianbaum (Durio zibethinus) und der Papaya (Carica papaya).

Die RNA-Seqg-Daten (Abb. A10) zeigen fur bb-07-03 einen deutlichen Expressionsanstieg
um den Austriebszeitpunkt herum. Auch die RT-gPCR-Daten (Abb. 45) zeigen ein
Expressionsmaximum zwei Wochen vor Austrieb. Nach Mai, im Juni und Juli, wird die
Genaktivitat zunachst herunter reguliert. Im August, September und November zeigen die
Daten von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ widersprichliche Expressionsmuster. Nach dem
Knospenaustrieb, in den noch kleinen Infloreszenzen, bleibt die Induktion der
Genexpression zunachst erhalten. In den Stadien danach wird die Expression stark

reprimiert, dies lasst nach der Vollblite etwas nach.
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bb-07-03

[ B GRGA-47-42

Relative Expression / FC
-y

M Riesling

Knospen Infloreszenzen

Abb. 45: Ergebnisse der RT-gPCR fiir das Kandidatengen bb-07-03. Die Expressionsanderung
(,Fold change (FC)) Uber den Entwicklungszyklus 2017/2018 der Knospen (orange) und
Infloreszenzen (grun) von GF.GA-47-42 und ‘Riesling’ ist relativ zum 31. Mai 2017 aufgetragen.
Der Austrieb (BBCH9) erfolgte am 18. (GF.GA-47-42) und 19. April (‘Riesling’) 2018 (orangener
Pfeil). Die Vollblite (BBCH65) wurde am 29. Mai (GF.GA-47-42) und 1. Juni (‘Riesling’) 2018
erreicht (roter bzw. grauer Pfeil). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler der drei biologischen
Wiederholungen mit je zwei technischen Wiederholungen.

Das Alignment der vorhergesagten Aminosauresequenzen (Abb. 46) zeigt 17
Aminosaureaustausche und Unterschiede von insgesamt 21 Aminosauren innerhalb der
»+Auxin canalisation“-Doméane aufgrund von Indels in der Nukleotidsequenz. Au3erdem hat
ein Indel zu einem Unterschied von sieben Aminosauren in der PH2-Domane gefuhrt und
ein weiteres zum Unterschied einer Aminosdure im Bereich zwischen den beiden

Domanen.

GF.GA-47-42_Bacchus i i i T

J— 435

GR.GA-47-42_Seyval _ %
I l

Abb. 46: Aminosauresequenz-Alignment der vorhergesagten Proteine von bb-07-03 aus den
beiden sequenzierten Haplophasen GF.GA-47-42_ Bacchus und GF.GA-47-42_Seyval.
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4. Diskussion

4.1 QTLs fur phanologische Merkmale
Es war das Ziel dieser Arbeit QTLs fir die zeitliche Auspragung der phanologischen
Schlusselstadien Vollblite und Austrieb zu identifizieren und weiter zu untersuchen, um

genetische Marker fur die Selektion dieser Merkmale in der Rebenziichtung zu finden.

Die erhobenen phanotypischen Daten zeigen keine exakte Normalverteilung, somit liegen
keine optimalen Bedingungen fir eine QTL-Analyse durch die Algorithmen des IM und
MQM vor. In mehreren &ahnlichen Untersuchungen phanologischer Merkmale wie
Austriebs-, Blih- und Véraisonzeitpunkt der Rebe durch QTL-Berechnung in einer
biparentalen Kreuzungspopulation zeigten die phanotypischen Daten ebenfalls keine
exakte Normalverteilung (Mejia et al., 2007; Costantini et al., 2008; Grzeskowiak et al.,
2013; Fechter et al., 2014). Ursache hierflir kann zum einen die Subjektivitat der Bonitur
sein, aber vor allem der starke Einfluss der Umwelt auf diese Merkmale. So fallt z.B. auf,
dass die Austriebsphase in 2018 in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’
sehr kurz war (vier Tage, Tab. 17) und die grof3e Mehrzahl der F4-Individuen am 19. April
das Stadium des Austriebs (BBCH9) erreichte. Vor Beginn des Austriebs lag der mittlere
Tagestemperaturwert im April zwischen sieben und 15,8°C. Am ersten Austriebstag, dem
17. April, betrug er 154°C. Am 19. April gab es einen Anstieg auf 19,8°C mit
Tagesmaximalwerten von 28°C (Abb. 47). Dieser Temperaturanstieg flihrte zu einer
schlagartigen Beschleunigung des Austriebs. Dieses extreme Beispiel zeigt, wie es zu

den nicht normalverteilten Boniturdaten kommen kann.
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Tageswerte vom 01.04_ 2018 bis 24 .04 2018
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Abb. 47: Minimaler, mittlerer und maximaler Tagesmittelwert der Temperatur (in 2m Héhe) im April
2018 am Institut fir Rebenzlichtung Geilweilerhof, Siebeldingen. Der griine Kasten markiert die nur
vier Tage lange Austriebsphase in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’, der griine
Pfeil den sprungartigen Anstieg des Tagesmittelwerts der Temperatur am 19. April, an dem die
Mehrzahl der Individuen das Austriebsstadium (BBCH9) erreichten (Temperaturwerte und Graphik:
(www.am.rlp.de)).

Auch wenn IM und MQM bis zu einem gewissen Grad doch relativ robust gegenuber
Abweichungen von der Normalverteilung sind (Van Ooijen, 2009) wurde zusatzlich ein
Kruskal-Wallis-Test durchgefiihrt, der keine Normalverteilung der Daten voraussetzt.
Dieser nicht-parametrische Test soll die Ergebnisse der QTL-Analyse durch IM und MQM
unterstitzen, damit ausgeschlossen werden kann, dass es sich bei den auftretenden
QTLs um Artefakte, aufgrund der nicht exakten Normalverteilung in den einzelnen
Datenséatzen, handelt. In fast allen Fallen konnten die LOD,..-Marker des IM und MQM
durch eine signifikante Korrelation mit dem untersuchten Merkmal im KW-Test bestatigt
werden. Dies, zusammen mit einer gro3en Anzahl an phanotypischen Datensatzen (jedes
Boniturjahr stellt eine Wiederholung dar) flhrte zur Identifizierung ausreichend
abgesicherter QTLs fur den Austriebszeitpunkt auf den Chromosomen 3, 4, 7, fur den
Bluhzeitpunkt auf den Chromosomen 1, 4, 7, 8, 14, 17, 18, 19 und fir das Zeitintervall
zwischen diesen beiden Stadien auf den Chromosomen 1, 8 und 14 der
Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’. Die grofere Anzahl an QTLs, sowie
die geringen Anteile der einzelnen QTLs an der Varianz, der jeweiligen
Merkmalsauspragung (Tab. 30) zeigen, dass es sich beim Austriebs- und Bluhzeitpunkt

um polygene Merkmale handelt.
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In allen Jahren kann, sowohl beim Austriebs- als auch beim Blihzeitpunkt, eine
transgressive Segregation beobachtet werden (Abb. 11, 16 und 22). Manche
F,-Individuen zeigen also extremere Phanotypen (friher oder spater) als die parentalen
Genotypen. Dies wurde auch in ahnlichen Studien zu phanologischen Merkmalen, in
weiteren Kreuzungspopulationen der Weinrebe beobachtet (Mejia et al., 2007; Costantini
et al., 2008; Duchéne et al., 2012; Grzeskowiak et al, 2013). Ursache fir die
transgressive Segregation eines solchen Merkmals ist seine polygene Vererbung, bei der
es innerhalb der Fi-Individuen zu einer Rekombination additiver Allele an einem oder

mehreren Loci kommen kann.

Das oben genannte Beispiel der kurzen Austriebsphase in 2018 verdeutlicht wie stark der
Einfluss der Umwelt (in diesem Fall der Temperatur) auf das Timing der phanologischen
Merkmale ist. Durch den Umwelteinfluss, der sich in der Art sowie Starke seiner
verschiedenen Teilfaktoren in jedem Jahr unterscheidet, kommt es zu den Schwankungen
in der QTL-Detektion in den verschiedenen Jahren (Phanotyp = Genotyp x Umwelt). In
Arabidopsis wurden in Individuen einer Kreuzungspopulation, die unter verschiedenen
Umweltbedingungen wachsen, unterschiedliche QTLs flr den Bluhzeitpunkt detektiert
(Clarke et al., 1995; Weinig et al., 2002; Li et al., 2006; Brachi et al., 2010). Auch in
Studien an drei verschiedenen Prunus-Arten (Dirlewanger et al., 2012), Apfelbaumen
(Allard et al., 2016) und der Wald-Erdbeere (Samad et al., 2017) konnte dieser
Umwelteinfluss auf die QTL-Analyse beobachtet werden. Ursache hierfir ist, dass viele
Gene im Kontrollnetzwerk der Bliite in komplexe biochemischen Signalwegen involviert
sind, die auf unterschiedliche Umwelteinflisse reagieren. Je nach spezifischem
Umweltreiz sind unterschiedliche Gene aktiv, was sich in den Ergebnissen der
QTL-Berechnung widerspiegelt (Dittmar et al, 2014). Fir die Absicherung der
QTL-Analyse und um moglichst alle relevanten QTLs identifizieren zu kénnen, ist es also
wichtig Boniturdatensatze aus vielen Jahren zu verwenden (Costantini et al., 2008;
Dirlewanger et al., 2012; Fechter et al., 2014). Der einzige QTL fur den Blihzeitpunkt, der
in allen 10 Boniturjahren nachweisbar ist, ist der starke QTL auf Chromosom 14. Fir den

Austriebszeitpunkt ist es der QTL auf Chromosom 7.

Die Korrelation der Boniturdaten eines Merkmals zwischen den verschiedenen Jahren
wurde mit einer Rangkorrelationsanalyse nach Spearman Uberprift. Fir den
Bluhzeitpunkt kénnen starke positive Korrelationen mit den meisten Werten im mittleren
Bereich zwischen P=0,46 und P=0,74 gezeigt werden. Das deutet darauf hin, dass trotz
der oben genannten Limitierung, die Bonitur relativ stabil und der genetische Einfluss auf
das Merkmal deutlich ist. Die Korrelationen zwischen den phanotypischen Daten des

Austriebszeitpunktes in den vier Boniturjahren sind schwacher (P<0,5). Es gibt zwei
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Phasen im Entwicklungszyklus, in denen Umwelteinflisse das Timing des Austriebs
beeinflussen, namlich in der Zeit vor und nach dem umweltbedingten Brechen der
Dormanz (de Cortazar-Atauri et al., 2009). Das, zusammen mit den Ergebnissen der
Korrelationsanalyse, kdnnte bedeuten, dass der Umwelteinfluss auf den Austrieb starker

ist als auf den Blihzeitpunkt.

Das Zeitintervall zwischen Austrieb und Blute wurde zusatzlich als Merkmal in der
QTL-Analyse genutzt, da es einen Startpunkt mit biologischem Bezug setzt. Bei den
anderen beiden Ansatzen (Austriebs- und Bllhzeitpunkt), bei denen die Tage ab dem
1. Januar gezahlt wurden, rechnet man unter Umstanden Einflisse mit ein, die sich auf
das phanologische Schllsselstadium vor dem eigentlich untersuchten beziehen. Die
Blih-QTLs auf den Chromosomen 1, 8 und 14 wurden auch beim Verwenden des
Zeitintervalls Austrieb-Blite identifiziert und werden daher als besonders zuverlassig
angesehen. Neben der Verwendung des Zeitintervalls zwischen Austrieb und Blite zur
Untersuchung des Blihzeitpunktes, setzen Duchéne et al. (2012) fir ihre Untersuchung
des Austriebszeitpunktes den 15. Februar als Startpunkt fir die Tage bis zum Erreichen
des Austriebs. Damit soll sich dem Datum des Brechens der Dormanz angenahert
werden. Jedoch bleibt auch bei diesem Ansatz offen, ob die unterschiedlichen
Austriebstage der Fs-Individuen damit zusammenhangen, dass sie an verschiedenen
Tagen aus der Dormanz ausgetreten sind. Daher wurde sich in dieser Arbeit dazu
entschieden, analog zum Verfahren beim Blihzeitpunkt, die Tage vom 1. Januar an bis

zum Austriebsdatum als phanotypische Daten zu verwenden.

Durch QTL-Analyse fir den Blihzeitpunkt in der grof’en erweiterten Population
GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ sollten die QTL-Positionen verfeinert und gegebenenfalls
eine Eingrenzung der Konfidenzintervalle erreicht werden. Je gréRer die Anzahl der
Individuen einer Kreuzungspopulation, desto hdher die Anzahl, der bei der Kartierung
erfassten Rekombinationspunkte zwischen den verwendeten genetischen Markern. Dies
fuhrt dazu, dass die Marker in der genetischen Karte praziser positioniert werden kénnen,
was letztendlich auch eine QTL-Analyse mit hoherer statistischer Auflosung erlaubt
(Costantini et al., 2009). Dazu tragt bis zu einem gewissen Mal} auch die Erhéhung der
Markerdichte bei. Sind zu viele Marker so nah zueinander positioniert, dass zwischen den
einzelnen Loci keine Rekombinationspunkte mehr vorkommen, so kann keine zusatzliche
Information gewonnen werden. Durch QTL-Analyse mit der erstellten Karte der
erweiterten Population zeigt sich, dass die Konfidenzintervalle der QTLs auf den LGs 17
und 19 sich deutlich verschieben (Abb. 25; Tab. 30). Jedoch ist die Abdeckung mit
Markern in diesen Bereichen nicht ausreichend, um zusétzlich eine Verkleinerung der

Konfidenzintervalle zu erreichen. Auf den LGs 1 und 18 konnte durch IM in vier Jahren in
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der erweiterten Population kein stabiler QTL detektiert werden, jedoch durch den
Kruskal-Wallis-Test. Die hier mit dem BlUhzeitpunkt korrelierenden Marker liegen,
Ubertragen auf das Referenzgenom PN40024, ca. 3 Mb (LG 1) bzw. ca. 16 Mb (LG18)
entfernt von den Konfidenzintervallen der QTLs aus der Kernpopulation
GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’. Sie konnten zusatzliche, zuvor nicht detektierte QTLs
darstellen, wobei die Markerdichte auf Chromosom 1 erhéht werden muss, um eine
Aussage treffen zu kdénnen. Die QTL-Regionen auf den LGs 4 und 14 zeigen auf der
Karte der erweiterten Population eine sehr dichte Abdeckung mit Markern. Es konnte
allerdings keine Verkleinerung der Konfidenzintervalle erreicht werden, jedoch eine leichte
Verschiebung ihrer Lage. Durch die erhdhte statistische Aussagekraft der
QTL-Berechnung in der erweiterten Population konnten so die Ubertragenen
physikalischen Positionen (PN40024) der QTLs exakter bestimmt werden (Tab. 30).

In zwei von vier Jahren konnte in der erweiterten Population jeweils ein QTL flr den
Bluhzeitpunkt auf LG 5 und 6 detektiert werden, der in der Kernpopulation nicht
nachweisbar ist. Durch QTL-Analyse in der erweiterten Population in weiteren Jahren
muss die Stabilitat dieser QTLs gezeigt werden, um sie als zuverlassig anzusehen. Durch
QTL-Analyse mit den beiden parentalen Karten, erhalten durch die Markerdaten der
erweiterten Population, konnte erstmals die Herkunft des QTLs auf LG 19 aus beiden
parentalen Genotypen gezeigt werden. Der QTL auf Chromosom 18, der in der
Kernpopulation identifiziert wurde, wird durch GF.GA-47-42 vererbt, der zweite nur in der
erweiterten Population detektierte, von ‘Villard Blanc’. Das Vorkommen der QTLs auf LG
7, 8 und 14 in ‘Villard Blanc’ kann durch keine der beiden Kartenversionen sicher geklart

werden.

Es wurde keine gemeinsame Karte der Fi-Individuen der Kern- und erweiterten
Population berechnet. Dies ware technisch mdglich, da alle Individuen aus der Kreuzung
derselben parentalen Genotypen hervorgegangen sind, jedoch unterscheiden sie sich
stark in ihrem Alter. Bei den Individuen der erweiterten Population handelt es sich um
junge Rebstdcke, die erst im Jahr 2014 aus Samen ausgewachsen sind. Es kann
beobachtet werden, dass solche jingeren Reben einige Jahre in ihrem phanologischen
Timing schwanken, eventuell weil sie empfindlicher gegenliiber der Umwelt reagieren.
AulRerdem befinden sich die Standorte der beiden Populationen ca. 800 m (nord-sid
Steigung) auseinander. Es kann also sein, dass unterschiedliches Mikroklima auf die
Reben in beiden Populationen einwirkt. Daher wurde sich dagegen entschieden einen
phanotypischen Mischdatensatz zu verwenden und beide Populationen wurden getrennt

voneinander untersucht.
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Der QTL auf Chromosom 14 der Kernpopulation zeigt im Intervall Mapping drei Peaks,
deren LOD-Werte nah beieinanderliegen und daher nicht voneinander differenzierbar
sind. Um zu untersuchen, ob es sich um einen QTL oder drei einzelne handelt, wurde der
Median des Bluhphanotyps (10 Jahre) der F4-Individuen betrachtet, die Rekombinationen
zwischen den drei LOD,.-Markern aufweisen (Abb. 26). Es zeigt sich, dass die
Blihzeitpunkte der verschiedenen Rekombinantengruppen (je nachdem ob, bzw.
zwischen welchen LOD-Peaks die Rekombination stattgefunden hat) sich nicht signifikant
voneinander  unterscheiden. Es scheint sich also um einen grof3en
Merkmals-vermittelnden Locus zu handeln. Da die Anzahl an rekombinanten Individuen in
diesem Bereich in der Kernpopulation jedoch gering ist, sollte dieses Ergebnis noch weiter
abgesichert werden. Dies kann anhand der gréReren Zahl an Rekombinanten in der
erweiterten Population erfolgen. Hier tritt im Gegensatz zu der Kernpopulation in jeweils
zwei von vier Jahren ein anderer Marker als LOD,,.x hervor. Jedoch existiert noch kein
phanotypischer Datensatz, in dem alle Individuen enthalten sind und flr manche konnte
bisher nur in einem Jahr ein Wert erhoben werden. Fur ein abgesichertes Ergebnis sollte
ein phanotypischer Median-Datensatz fir die Untersuchung verwendet werden. Die

Bonitur des BlUhzeitpunktes sollte also zuvor Gber mehrere Jahre wiederholt werden.

In der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ konnten QTLs fir die beiden
Merkmale Austriebs- und Blihzeitpunkt identifiziert werden. Die Positionen mancher QTLs
Uberschneiden sich (LGs 4 und 7) und einige wurden nur flr eins der beiden Merkmale
nachgewiesen (LG 3 fur Austrieb, LGs 1, 8, 14, 17, 18 und 19 fir Blite) (Abb. 25;
Tab. 30). Dies lasst vermuten, dass es Gene gibt, die eine Rolle in der Regulierung beider
phanologischer Stadien spielen und Gene, die nur auf eines der beiden Merkmale einen
Einfluss haben. Dirlewanger et al. (2012) vermuten anhand ihrer QTL-Studie an
Kreuzungspopulationen drei verschiedener Prunus-Arten (Pfirsich, Aprikose, Sif3kirsche),
dass flr Teile der Bluhkontrolle artibergreifend die gleichen bzw. eng gekoppelte Gene
verantwortlich sind. Auflerdem zeigten sie, dass einige BlUh-QTLs sich mit QTLs fur
,chilling requirements® und Knospenaustrieb (Olukolu et al., 2009) Uberschneiden und
vermuten auch hier, dass einige Gene eine Rolle in der Regulation mehrerer
phanologischer Merkmale spielen. Tabelle 41 zeigt aus der Literatur bekannte QTLs flr
den Zeitpunkt verschiedener phanologischer Stadien wie Austrieb, Blite, Véraison und
Reife bei der Weinrebe. Auch hier zeigt sich, dass die Positionen der QTLs flr
verschiedene Merkmale sich zu einem Teil Uberlagern. Es sind auch QTLs der
Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ fir den Blihzeitpunkt aus Fechter et al.
2014 aufgefiihrt. Diese beruhen auf einer vorherigen Version der genetischen Karte
(Zyprian et al., 2006) und den phanotypischen Daten bis 2013. Die in dieser Arbeit

durchgeflihrten Berechnungen innerhalb der Kernpopulation, mit einer weiterentwickelten

106



Diskussion

genetischen Karte sowie phanotypischen Daten aus funf zusatzlichen Jahren stellen eine
Absicherung und Erganzung der Ergebnisse dar. So konnte in dieser Arbeit ein QTL fur
den Blihzeitpunkt auf LG 18 der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’
nachgewiesen werden, der zuvor nicht detektiert wurde.

Es wurde ein Abgleich der QTLs aus dieser Arbeit mit den aus der Literatur bekannten
Phanologie-QTLs durchgefuhrt (Tab. 41). Die Abstammung der im Folgenden genannten

Kreuzungspopulationen kénnen Tabelle 42 entnommen werden.
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Tab. 42: Biparentale Kreuzungspopulationen anhand derer QTLs fir verschiedene phanologische
Merkmale identifiziert wurden, ihre Abstammung und die jeweilige Literaturquelle.

Kreuzungspopulation Abstammung Quelle

(‘Bicane’x‘Muscat of Hamburg’) o
‘ltalia’ x ‘Big Perlon’ Costantini et al. (2008)
x(‘Almeria’x‘Cardinal’)

. (‘Shiava Grossa'x'Riesling’)
V3125 x ‘Bérner’ o ) Fechter et al. (2014)
x(V. riparia Gm183xV. cinerea ‘Arnold’)

(‘Bacchus Weil¥’x’Seyval’)
GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ ) Fechter et al. (2014)
x(‘Seibel 6468’x’'Subereux’)

(‘Mondeuse Blanche’x'Dureza’)

‘Syrah’ x ‘Pinot Noir’ Grzeskowiak et al. (2013)
x(unbekannt)
B (unbekanntx'Heunisch Weil’) R
‘Riesling’ x ‘Gewdrztraminer’ Duchéne et al. (2012)
x(unbekannt)
‘Ruby Seedless’ (‘Emperor'’x‘Sultana Moscata’)

Mejia et al. (2007)
x ‘Thompson Seedless’ x(unbekannt)

Der QTL auf LG 1 (Vollblite und Zeitintervall Austrieb-Vollblite) konnte auch in den
Kreuzungspopulationen ‘ltalia’ x ‘Big Perlon’ (Vollblite) und V3125 x ‘Bérner’ (Blihbeginn,
Vollblite, Véraison) detektiert werden. Der QTL auf LG 4 (Austrieb und Vollblite) ist auch
in der Population ‘Riesling’ x ‘Gewurztraminer’ fur das Zeitintervall 15. Februar-Austrieb
nachweisbar. Der bisher in zwei Jahren in der erweiterten Population
GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ detektierte QTL fiir den Blihzeitpunkt auf LG 6 wurde auch
in ‘ltalia’ x ‘Big Perlon’ (Vollblite) identifiziert. Im oberen Bereich von LG 7 konnte in
dieser Arbeit, in der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ ein QTL fir den
Austriebszeitpunkt und  Bluhzeitpunkt (KW) nachgewiesen werden. In den
Kreuzungspopulationen ‘Syrah’ x ‘Pinot Noir’ (Blihbeginn) und ‘Riesling’ x
‘Gewdurztraminer’ (Zeitintervall Austrieb-Blite) konnte jedoch auf dem unteren Arm des
Chromosoms ein QTL identifiziert werden, in dessen Konfidenzintervall das Gen VWWFT
lokalisiert ist. Der QTL auf LG 14 (Vollblute und Zeitintervall Austrieb-Vollblite) konnte
auch in der Population V3125 x ‘Bérner’ (Blihbeginn) und ‘Riesling’ x ‘Gewdirztraminer’
(Zeitintervall Austrieb-Blite) nachgewiesen werden, in beiden Fallen ist seine Herkunft
aus ‘Riesling’ wahrscheinlich. Die Position des QTLs auf LG 17 (Vollblute), die auf der
genetischen Karte der erweiterten Population spezifiziert werden konnte, Uberschneidet
sich mit denen der QTLs, die in den Populationen ‘Syrah’ x ‘Pinot Noir’ (Véraisonbeginn)
und V3125 x ‘Borner (Vollblite) nachgewiesen wurden. Der QTL auf LG 18 der
erweiterten Population (Vollblite) konnte auch in ‘Ruby Seedless’ x ‘Thompson Seedless’
fur den Reifezeitpunkt identifiziert werden. In der Nahe konnte in ‘Riesling’ x
‘Gewdurztraminer’ ein QTL fir das Zeitintervall zwischen Blute und Véraison nachgewiesen
werden. Der QTL auf LG 19 (Vollblite), dessen Position durch QTL-Analyse in der
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erweiterten Population spezifiziert werden konnte, wurde auch in V3125 x ‘Borner’
(Vollblite) identifiziert.

Dies unterstitzt die Vermutung, dass manche Genomorte bzw. Gene eine Rolle in der
Regulation verschiedener phanologischer Merkmale spielen, vom Austriebs- bis zum
Blih-, Véraison- und Reifezeitpunkt. QTLs, die in mehreren Kreuzungspopulationen, mit
unterschiedlichen genetischen Hintergrinden identifiziert werden kdnnen, scheinen eine
allgemeine und wichtige Rolle in der Kontrolle der phanologischen Stadien in Vitis zu

spielen.

4.2 Additive Effekte der QTLs fiir den Bliihzeitpunkt

Phanologische Merkmale, wie der Bluhzeitpunkt, sind polygene Merkmale. Mehrere
Genomloci bzw. Gene sind also an der Ausbildung des Phanotyps beteiligt. Interaktionen
zwischen Genotyp und Umwelt, aber auch zwischen einzelnen genomischen Loci bzw.
Genen (Epistasie), tragen wesentlich zu der untersuchten Variation komplexer Merkmale
bei (Carlborg & Haley, 2004; Wurschum et al., 2013). Merkmale, die von der Aktivitat
weniger Gene kontrolliert werden, werden weniger stark von diesen beiden Faktoren
beeinflusst (Xu & Crouch, 2008). Untersuchungen der Interaktionen zwischen QTLs fir
diverse komplexe Merkmale wurden bereits anhand verschiedener Arten durchgefihrt
(Liu et al., 2016). Beispielhaft konnten Samad et al. (2017) in einer Kreuzungspopulation
der Wald-Erdbeere (Fragaria vesca) zeigen, dass bestimmte Allelkombinationen in vier
QTL-Regionen fir den Blihzeitpunkt zu einem extremeren Phanotyp flihren. Die QTLs
zeigen also additive Effekte, die zur Auspragung eines spezifischen Phanotyps flihren. In
der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls anhand der verschiedenen Allelkombinationen
innerhalb der BlUh-QTLs in den Fq-Individuen der Kernpopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard
Blanc’ gezeigt werden, dass die genetischen Effekte der verschiedenen QTLs auf den

Bluhzeitpunkt additiv sind und sich in ihrer jeweiligen Starke unterscheiden.

Der QTL auf Chromosom 14 zeigt in dieser Untersuchung den gréRten Einfluss auf den
Blihphanotyp, auch in der QTL-Analyse zeigt er in jedem Jahr den héchsten LOD-Wert
und die groRte erklarte Varianz der Merkmalsauspragung. Aul3erdem ist er der stabilste
QTL da er in jedem Jahr nachweisbar ist, sowohl in der Kern- als auch in der erweiterten
Population. Alles zusammen macht den QTL auf Chromosom 14 zum Haupt-QTL fir den
BlUhzeitpunkt in diesen Populationen. Am zweit starksten erweist sich der QTL auf
Chromosom 8. Die QTLs auf den Chromosomen 17, 18 und 19 scheinen weniger Einfluss
zu haben als die beiden zuerst genannten aber mehr als die QTLs auf den Chromosomen
1 und 4.
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4.3 Untersuchung einer potentiellen Eignung von SSR-Markern fiir die
Marker-gestiitzte Selektion des Austriebs- und Bliihzeitpunktes

Bisher sind keine genetischen Marker fir die Marker-gestutzte Selektion des Austriebs-
oder Bluhzeitpunktes in der Rebenzlchtung etabliert, die eine zielgerichtete Zichtung
spater austreibender/blihender Sorten erlauben. Vor dem Hintergrund des sich
wandelnden Klimas kommt den Merkmalen spaterer Austrieb sowie spatere Blite und
Reife aus dem Blickwinkel der Minimierung der Spatfrostgefahrdung und der Sicherung
der Weinqualitdt wachsende Bedeutung zu. Bei Weinreben, die im Zuge der Zichtung
aus einem Samen ausgewachsen sind, kann der Bllhzeitpunkt erst nach zwei bis finf
Jahren beobachtet werden (Carmona et al., 2008). Das macht den Blihzeitpunkt zu
einem Merkmal, fir das eine Friherkennung des Phanotyps durch MAS besonders

wichtig ist.

Damit die genetischen Marker, die in einer biparentalen Kreuzungspopulation mit einem
Merkmal gekoppelt sind, flr die Rebenziichtung genutzt werden kdnnen, muss ihre
Ubertragbarkeit auf Individuen mit diversem genetischen Hintergrund méglich sein.

Dies wurde in zwei Abstammungsgruppen, bestehend aus Rebsorten des Sortiments des
Instituts fur Rebenzichtung Geilweilerhof, getestet. Die Individuen der Gruppe TH haben
die sehr urspringlichen Sorten ‘Traminer Weily’ und/oder ‘Heunisch Weil’ in ihrem
Stammbaum, dies kann zwischen einer und funf Generationen zurlckliegen. Diese beiden
Genotypen stellen bedeutende Rebsorten des deutschsprachigen Raums dar, da sie sich
im genetischen Hintergrund einer Vielzahl dort etablierten Qualitatsweinsorten
wiederfinden. Die Gruppe A umfasst Sorten, die bevorzugt in Spanien, Frankreich, Italien,
Portugal und Griechenland angebaut werden. lhre Abstammung ist gréRtenteils ungeklart.
Es wird davon ausgegangen, dass sich ‘Traminer Weily® und ‘Heunisch Weil¥’
wahrscheinlich nicht in ihrem Stammbaum wiederfinden, dies trennt die Gruppe A
genetisch von der Gruppe TH ab. Diese genetische Entfernung wird durch die Tatsache
gestitzt, dass in der durchgeflihrten Untersuchung nur drei SSR-Marker-Allele (GF04-21
Allel 320 Chr. 4; GF04-21 Allel 322 Chr. 4; GF14-42 Allel 350 Chr. 14) mit dem gleichen
Effekt auf den Bluhzeitpunkt in beiden Gruppen identifiziert werden konnten. Ein Allel
(UDV-035 Allel 151 Chr.1) flhrt sogar zu einem entgegengesetzten Effekt in den beiden
Gruppen.

Die Ergebnisse der Uberpriifung der Ubertragbarkeit der Marker auf die Individuen des
Sortiments zeigen, dass eine Marker-gestitzte Selektion, die bereits flr Resistenzloci
erfolgreich in der Rebenziichtung angewendet wird (Eibach et al., 2007; Topfer et al.,

2011b; Merdinoglu et al., 2018), fur phanologische Merkmale deutlich komplexer ist. Die
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prozentualen Werte, die angeben wie viele der untersuchten Rebsorten, die zu einer eher
friheren bzw. einer eher spateren Blite/Austrieb tendieren (Tab. 32-34), das jeweilige
Allel tragen, zeigen, dass die Selektion in jedem Fall unvollstédndig sein wird. Ein Grund
hierfir ist wiederum der grofRe Einfluss der Umweltfaktoren auf den ausgebildeten
Phanotyp, der durch genetische Marker nicht erfasst werden kann (Phanotyp = Genotyp x
Umwelt). AuBerdem sind die Polygenie, die den phanologischen Merkmalen zugrunde
liegt und die damit verbundenen additiven Effekte mehrerer Genomloci weitere Faktoren,

die die Einbeziehung dieser Merkmale in der zielgerichteten Zlichtung erschweren.

Die Untersuchung von Markerkombinationen in den Gruppen TH und A zeigt, dass die
Ubertragbarkeit mehrerer additiver QTLs, wie sie in der biparentalen Kreuzungspopulation
vorliegen, schwierig ist. Es wird ein geringer prozentualer Individuenanteil erreicht, wenn
vorausgesetzt wird, dass z.B. alle jeweils kombinierten ,spaten® Allele anwesend sein
muissen (Tab. 32-34). Das zeigt, dass nicht alle in der Kreuzungspopulation identifizierten

QTLs eine allgemeine Bedeutung in der Austriebs- oder Bluhkontrolle von Vitis haben.

Es konnten mehrere Marker identifiziert werden, die die Selektion, der zu einer eher
spateren Blite bzw. Austrieb tendierenden Sorten in den untersuchten Gruppen (A und
TH) zu einem relativ hohen Prozentsatz erméglichen. Jedoch wirde hierbei immer noch
ein grolRer Anteil der nicht detektierten, spateren Individuen aussortiert werden. Daher
empfiehlt sich in der praktischen Anwendung eher eine Verwendung von Markern, die
eine Selektion von friher blihenden/austreibenden Individuen erlauben, die somit gezielt
ausgesondert werden koénnten (Negativselektion). Dieses Vorgehen minimiert den Verlust
der erwlnschten spateren Genotypen. Hierzu eignen sich in der Gruppe A die Marker
UDV-035 (Allel 151, Chr. 1) und VCHR18A (Allel 170, Chr. 18) entweder einzeln oder als
Set (Tab. 33). In der Gruppe TH kann besonders der Marker GF08-15 (Allel 487, Chr. 8)
vorgeschlagen werden. Weitere gut geeignete Marker sind VCHRO8A (Allel 173, Chr. 8),
UDV-092 (Allel 312, Chr. 17) und VRZAG15 (Allel 175, Chr. 17) (Tab. 34).

Jedoch sollten die Marker und Markerkombinationen, die anhand dieser Untersuchung als
vielversprechend angesehen werden, in weiteren Populationen, ob biparental oder mit
diverserem genetischen Hintergrund, auf ihre Allgemeingultigkeit und damit Nutzbarkeit in

der MAS des Austriebs- oder Bllhzeitpunktes getestet werden.

4.4 Untersuchung von Kandidatengenen fiir den Bliih- und Austriebszeitpunkt
Die Suche nach Kandidatengenen, mit einer moglichen Rolle im Kontrollnetzwerk des
Austriebs- und/oder Bluhzeitpunktes in den QTL-Regionen auf den Chromosomen 7 und

14, flihrte zu acht Genen, die fir eine ndhere Untersuchung ausgewahlt wurden.
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Um die Expressionsdaten der Kandidatengene aus dem RNA-Seq-Experiment
(2013-2017; Universitat Bielefeld) zu  validieren, wurde in  2017/2018 ein
RT-gPCR-Experiment durchgefiuhrt. So wurden Expressionsdaten aus einem weiteren
Entwicklungszyklus sowie Genotypen (‘Riesling’) durch eine zweite Methode gewonnen.
Die Expressionsdaten der Kandidatengene aus dem RNA-Seqg-Experiment sind zu einem
hohen Mafte mit denen aus dem RT-qPCR-Experiment zur Deckung zu bringen. Knospen
und Infloreszenzen, anhand derer die Genexpression der Kandidatengene untersucht
wurde, stammen von Freilandpflanzen. Anders als Pflanzen, die unter kontrollierten
Bedingungen wachsen bzw. mit spezifischen Einflissen behandelt werden, sind diese das
ganze Jahr Uber variablen Umweltbedingungen ausgesetzt. Hinzu kommt, dass das
tatsachliche Entwicklungsstadium in den einzelnen Winterknospen und Bliten, welches
durch Umweltbedingungen sowie den Zustand des jeweiligen Rebstocks und die Position
am Trieb beeinflusst wird, duRerlich nicht zu erkennen ist (Abb. A11). AulRerdem stammen
die einzelnen Knospen, der Probenahmetage und der biologischen Wiederholungen zwar
vom gleichen Genotypen, aber von unterschiedlichen Rebstdcken. Mit dem in 2.1.5.1
beschriebenen Vorgehen bei der Beprobung wurde versucht, durch die aufgezahlten
Voraussetzungen entstehende Effekte zu minimieren. Auflerdem wurde die Probennahme
immer um ca. 14 Uhr vorgenommen, um auszuschlieRen, dass Unterschiede in der
Genexpression aufgrund von zirkadianer Oszillation auftreten (Almada et al., 2009; Diaz-
Riquelme et al, 2012). Jedoch sind Schwankungen und Inhomogenitat in den
Ergebnissen beider Experimente (RNA-Seq und RT-qPCR) nicht vollstandig vermeidbar.
Daher sollten die betrachteten Genexpressionsverlaufe Uber die beiden

Wachstumsperioden als allgemeine Tendenz der Expression angesehen werden.

Die beiden QTLs, in deren Konfidenzintervalle die Kandidatengene lokalisiert sind,
werden in der biparentalen Kreuzungspopulation durch den maternalen Elterngenotyp
GF.GA-47-42 vererbt. Die in silico vorhergesagten Aminosauresequenzen der Proteine,
fur die die Kandidatengene kodieren, wurden aus den jeweils mit ,spat‘ und ,frih"
korrelierenden Haplophasen dieses Genotyps gegenulbergestellt (zugrunde liegende
Sequenzdaten: MPI Tubingen). Im QTL-Bereich auf Chromosom 7 wurde die mit ,frih*
korrelierende Haplophase von ‘Bacchus’ vererbt und die mit ,spat® korrelierende von
‘Seyval’. Auf Chromosom 14 ist es anders herum, hier stammt die ,friihe* Haplophase aus

‘Seyval’ und die ,spate” aus ‘Bacchus’.

Wie bereits beschrieben (siehe 1.1) unterliegt die Blute bzw. Entwicklung der Pflanzen
einer strengen Kontrolle durch Umweltbedingungen und interne Faktoren. Dieser
Regulation liegt ein komplexes genetisches Netzwerk an verzweigten Signalwegen

zugrunde. Durch eine Vielzahl an Studien anhand des Modellorganismus Arabidopsis
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thaliana wurden bisher umfangreiche Informationen Uber einzelne Faktoren dieses
Kontrollnetzwerkes zusammengetragen (Review siehe Blumel et al. (2015)). Bedingt
durch die multifaktorielle Regulation der Entwicklung fihren Mutationen oder natirliche
Variation von Genen des Kontrollnetzwerkes in der Regel nicht zu einer vollkommenen
Verhinderung des Blihens, sondern sind hauptsachlich quantitativer Natur (Koornneef et
al., 1998). Auch kann eine modifizierte Expression von einzelnen regulatorischen Genen
zu einer starken Veranderung des Bllhzeitpunktes fiihren. Die gewonnenen
Informationen aus Arabidopsis wurden genutzt, um konservierte oder auch abweichende
Funktionen von Homologen dieser Gene in verschiedenen Nutzpflanzenarten (Blimel et
al., 2015), wie auch der Weinrebe (siehe 1.5) zu identifizieren (Carmona et al., 2008;
Vasconcelos et al., 2009; Li-Mallet et al., 2015). Sequenzunterschiede zwischen den, in
dieser Arbeit gegenlibergestellten, mit ,spat‘ bzw. ,frih“ korrelierenden Haplophasen aus
GF.GA-47-42, koénnten also einen weiteren Hinweis darauf geben, dass aus der
potentiellen Modifikation der jeweiligen Proteinfunktionalitdt ein veranderter Austriebs-

bzw. Blihphanotyp resultiert.

4.4.1 Kandidatengene im QTL-Bereich auf Chromosom 14

4411 WFLC2

FLC (FLOWERING LOCUS C) ist ein MADS-Box Transkriptionsfaktor, der in Arabidopsis
als Inhibitor der Blihinduktion agiert, indem er unter anderem die Expression von FT
unterdriickt (Amasino & Michaels, 2010). Die Gensequenz sowie das Expressionsmuster
von WFLC1 und WFLC2 aus der Weinrebe weisen grof3e Unterschiede zu FLC auf und
scheinen keine Rolle bei der Blihinduktion zu spielen. Obwohl die Funktion von VWFLC2
unklar ist, deuten die bisherigen Untersuchungen auf eine andere Rolle im Bluhprozess
hin. Der Vergleich verschiedener Organe zeigt, dass die VvFLC2-Expression in
Winterknospen deutlich am hdchsten ist. Hier wird eine Hochregulierung der
Genexpression im Spatsommer/Herbst beobachtet um den Zeitpunkt herum, der mit der
Verzweigung der Infloreszenzen einhergeht und in Infloreszenzen nach dem Austrieb,
wahrend der Differenzierung des aulieren Bluten-Wirtels (Diaz-Riquelme et al., 2009).
Der beschriebene Expressionsanstieg von WFLC2 in den Winterknospen im
Spatsommer/Herbst sowie nach dem Austrieb in den Infloreszenzen konnte auch in dieser
Arbeit nachgewiesen werden. Die Untersuchung der Expression von VWFLC2, die bereits
in der Literatur beschrieben wurde, diente der Uberprifung des Vorgehens in dieser
Arbeit.
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Der Vergleich der vorhergesagten Aminosauresequenzen von VVFLC2, beruhend auf den
beiden Haplophasen von GF.GA-47-42, zeigt, dass groflere Unterschiede bestehen.
Besonders markant ist das Fehlen der MADS-Box-Domane in der von ‘Seyval’ geerbten

Phase (,friih“), was zu einem Ausfall der Proteinfunktionalitat fihren kénnte.

4.4.1.2 Kandidatengene ft-14-01 und VwCOL2

Auffallig beim Kandidatengen ft-14-01 ist, dass der LOD,~-Marker VRZAG112 innerhalb
der Gensequenz lokalisiert ist, aullerdem ist es interessant da eine grofe
Sequenzahnlichkeit zu AS1-like Proteinen und méglichen ROUGH SHEATH2-Homologen

vorliegt.

Das Kandidatengen tragt eine partielle SANT-Domane, diese spielt eine zentrale Rolle bei
der Chromatin-Remodellierung durch Interaktion mit den Histonen. Sequenzanalysen
zeigen eine hohe Ahnlichkeit der SANT-Doméane zu der DNA-binde Doméane von
MYB-verwandten Proteinen (Aasland et al., 1996; Boyer et al., 2004). ASYMMETRIC
LEAVES 1 (AST1) aus Arabidopsis kodiert flr einen MYB-Domane tragenden
Transkriptionsfaktor, nah verwandt mit PHANTASTICA (PHAN) aus dem Léwenmaulchen
und ROUGH SHEATH2 (RS2) aus Mais. Alle drei Gene werden in lateralen
Organprimordien exprimiert und sind negative Regulatoren der KNOX-Homeodoméanen-
Gene (KNOTTED1-like homeobox) (Byrne et al., 2000). In Arabidopsis hemmen die
KNOX-Proteine die Expression eines Gibberellinsynthese-Gens (AtGA200x1), sie sind
notwendig fir die Aufrechterhaltung der Meristemfunktionalitdt. Die Initierung und
Differenzierung von Blattern wird durch Herunterregulierung der KNOX-Genexpression
gesteuert (Sun et al., 2002; Ikezaki et al., 2010).

AS1-Expression kann in fast allen pflanzlichen Geweben detektiert werden, sie ist jedoch
besonders stark in Blutenknospen und jungen Schoten. Es wurde gezeigt, dass bei
as1-Mutanten verkleinerte Bluten und ein beeintrachtigtes Wachstum der Blitenorgane
auftreten, ein frilheres Offnen der Bliitenknospen sowie ein vermindertes allgemeines

Pflanzenwachstum und veranderte Blattmorphologie (Sun et al., 2002).

Gubert et al. (2014) zeigten auBerdem, dass die Aktivitdt von AS7 in Arabidopsis
wesentlich ist fur korrekte Platzierung von Abszissionszonen der Blitenorgane (Sepale
und Petale). Gleichzeitig beeinflusst sie das Timing der Abzission der Sepalen, diese ist in

as71-Mutanten verzogert.

Song et al. (2012) zeigten in Arabidopsis, dass das raumliche und zeitliche
Expressionsmuster von AS7 mit dem von CONSTANS (CO) Uberlappt, dass CO an AS1
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und AS1 an den Promotor von FLOWERING LOCUS (FT) bindet. Zusammen fiihren
diese Ergebnisse zu der Vermutung, dass AS1 zusammen mit CO einen funktionellen
Komplex bildet, um die Expression von FT im Zuge des photoperiodischen Blihens zu
regulieren. In Arabidopsis besteht die CONSTANS-Genfamilie aus mindestens 17
Mitgliedern (Griffiths et al, 2003). Im Rebengenom wurden bisher 14 mogliche
CONSTANS-like Gene gefunden (Almada et al., 2009). Davon sind VwCO ca. 0,7 Mb und
WCOL2 ca. 3 Mb (PN40024) von ft-14-02 entfernt im QTL-Bereich auf Chromosom 14
lokalisiert. Almada et al. (2009) untersuchten die Expression von VwCO und VWwCOL1
(Chr. 4) Uber beide Wachstumsperioden hinweg. Die Proteine, fir die die beiden Gene
kodieren tragen im N-Terminus zwei Zinkfinger B-Box-Motive und eine CCT-Domane am
C-Terminus. In Blattern von Topfreben, unter kontrollierten Bedingungen, zeigen beide
Gene ein im Tagesverlauf schwankendes Expressionsmuster mit einem Peak am Beginn
der Lichtphase, sowohl unter Lang- als auch Kurztagbedingungen. In Winterknospen von
Freilandpflanzen ist WCO wahrend der Blihinduktion stark exprimiert, was eine
Beteiligung des Gens bei diesem Prozess suggeriert. Danach kommt es zu einem
graduellen Abfall der Transkription Uber die Entwicklung in den Knospen hinweg in der
Dormanzphase und danach, in den schwellenden Knospen, ist schlieBlich sehr wenig
VWCO-Expression nachweisbar. VvCOL1 ist wahrend der Dormanz konstant exprimiert,
dies deutet auf eine Rolle in der Dormanzinduktion und -aufrechterhaltung hin. Die

VWCOL 1-Expression erreicht ihr Minimum um den Austrieb herum.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Expressionsverlauf des Gens VvCOL2 Uber beide
Wachstumsphasen hinweg untersucht. In den jungen Winterknospen, findet wenige
Wochen nach ihrer Bildung die BlUhinduktion statt. Die erste Probennahme flr das
RT-gPCR-Experiment hat Ende Mai stattgefunden, die zweite einen Monat spater, Ende
Juni. Es kann angenommen werden, dass in den Wochen um den ersten Termin herum
die BlUhinduktion stattgefunden hat. Die VvCOL2-Expression wird nach Ende Mai deutlich
herunterreguliert. Wie im Fall von VWwCO kann dies auf eine Rolle bei der Blihinduktion
hindeuten. Ebenso wie bei VwCOL2 und VvCO wird auch die Expression von ft-14-01
nach Ende Mai stark herunterreguliert. Was die Hypothese zuldsst, dass wie in
Arabidopsis gezeigt (Song et al., 2012), das Zusammenwirken eines oder mehrere
CO-like Proteine der Weinrebe mit ft-14-01 eine Rolle bei der Blihinduktion spielen
koénnte. Jedoch ist die erhdhte Aktivitat der beiden hier betrachteten Kandidatengene zum
Zeitpunkt der Bldhinduktion, wie sie aus den durch RT-gPCR erhobenen Daten
hervorgeht, nicht eindeutig in den RNA-Seqg-Daten zu erkennen. Fir eine Absicherung der

Daten sollte die RT-gPCR mit Knospen aus weiteren Jahren wiederholt werden.
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Die Expression von VWCOL2 steigt ab August bis zum November (bzw. Dezember in den
RNA-Seq-Daten) an, im Januar sinkt sie wieder deutlich. Dies kdnnte auf eine Rolle des
Gens bei der bereits fortgeschrittenen Infloreszenzverzweigung in den Winterknospen

oder beim Ubergang in die Dormanz hindeuten.

Zwei Wochen vor dem Austrieb steigt die Expression von ft-14-01 in den schwellenden
Knospen deutlich an. Dies kénnte auf eine Rolle von ft-14-01 bei der Initiierung der
Blattdifferenzierung aus den Blattprimordien wahrend des Austriebs, eventuell Uber die
negative Regulierung von KNOX-Genen, hinweisen. In den Infloreszenzen nach dem
Austrieb ist die Genexpression von ft-14-01 reprimiert, was nicht fur eine Rolle des
Kandidatengens bei der Blitenentwicklung oder Abzission der Blutenorgane spricht, wie
fir AS71 beschrieben.

Fur ft-14-01 konnte kein Sequenzalignment erstellt werden, da aus der von ‘Bacchus’
geerbten Haplophase keine Gensequenz isoliert werden konnte. Fur VVCOL2 zeigt sich,
dass das Protein, flr das die aus ‘Bacchus’ geerbte Haplophase (,spat®) kodiert, verklrzt
ist, da ein 71 Aminosaure groRRer Bereich fehlt. Dies kann zu einer fehlerhaften

Proteinfaltung und damit Funktionsverlust flhren.

4.4.1.3 Kandidatengen ft-14-02

Das Kandidatengen ft-14-02 zeigt Sequenzahnlichkeiten zu Pflanzen-spezifischen
Transkriptionsfaktoren der RAV (RELATED TO ABI3 AND VP1) Genfamilie und tragt wie
diese zwei DNA-binde Domanen, eine C-terminale B3-Doméane und eine N-terminale
AP2-Domaéane (Matias-Hernandez et al., 2014).

In Arabidopsis thaliana umfasst die RAV-Genfamilie sechs Mitglieder, deren Proteine als
Transkriptionsfaktoren agieren (RAV1, RAV1-like, RAV2/TEM2, RAV2-like/TEM1, RAV3,
RAV3-like). TEM1 und TEMZ2 sind involviert in die Kontrolle des Gibberellin- und
Photoperiode-abhangigen Blihens, letzteres durch Hemmen der FT-Expression. Die
Mitglieder der RAV-Genfamilie verschiedener Pflanzenarten spielen aulerdem eine Rolle
beim Knospenaustrieb (Geholze), bei der Blattseneszenz und vermutlich in der
allgemeinen Wachstumsregulation. Zusatzlich kdnnen sie durch Ethylen induziert werden
und sind involviert bei der Antwort auf Infektion durch Pathogene und abiotischen Stress
(Matias-Hernandez et al., 2014).
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Moreno-Cortés et al. (2012) zeigten, dass die Uberexpression von CsRAV1 der
Edelkastanie, einem Homolog von TEM1 und TEMZ2/RAV2 aus Arabidopsis, in
Hybridpappeln zum Austreiben von Knospen in der selben Wachstumsphase, in der sie
gebildet wurden, ohne eine Dormanzphase zu Uberdauern, fuhrt (,sylleptic branching®).
Die Autoren stellen die Hypothese auf, dass unter normalen Bedingungen eine
Akkumulation von CsRAV1 Uber den Winter in den Knospen schliel3lich zum Austrieb

fihren konnte.

In dieser Arbeit konnte eine starke Hochregulierung der Expression von ft-14-02 in den
Knospen zwei Wochen vor dem Austrieb gezeigt werden. Dies deutet auf eine Rolle des

Kandidatengens in der Induktion des Knospenaustriebs hin.

Fir ft-14-02 konnte kein Sequenzalignment erstellt werden, da aus der von ‘Bacchus’
geerbten Haplophase keine Gensequenz isoliert werden konnte. In der vorhergesagten
Aminosauresequenz, vererbt durch ‘Seyval' (,frih“), kann jedoch keine B3-Domane

identifiziert werden. Das kann auf eine veranderte Funktionalitdt des Proteins hindeuten.

4.4.1.4 Kandidatengen ft-14-03
Das Protein kodiert von ft-14-03 tragt eine DCD-Domane und zeigt eine

Sequenzahnlichkeit zu B2-Proteinen aus verschiedenen Pflanzenarten.

Tenhaken et al. (2005) erkannten, dass eine ca. 130 Aminosauren lange Domane in
vielen pflanzlichen Proteinen vorkommt, die eine Rolle bei der Entwicklung sowie dem
Zelltod spielen und nannten sie daher ,development and cell death® Domane (DCD). Die
Proteine mit einer DCD-Doméane stammen aus unterschiedlichen Proteinfamilien mit
ansonsten verschiedener Architektur. Die DCD-Domane kommt nur in Pflanzen vor und
nicht in Bakterien, Pilzen oder Tieren. Im Genom von Reis finden sich elf, im Arabidopsis-
Genom sieben Gene mit einer DCD-Domane. Eine Hochregulierung der Genaktivitat
wahrend der Pflanzenentwicklung und dem programmierten Zelltod konnte beobachtet
werden. Es wird vermutet, dass die Proteine eine Rolle in der Signalweitergabe innerhalb
dieser Prozesse spielen und die DCD-Doméne eine Funktion in der Protein-Protein-
Interaktion erfillt. Es sind jedoch weitere Untersuchungen von Noéten. Je nach
Lokalisation der Domane im Protein werden die DCD-Proteine in vier Untergruppen
eingeordnet. In Proteinen der Gruppe | findet sich die DCD-Domane im C-Terminus
(Tenhaken et al., 2005). Zu dieser Untergruppe zahlt auch das B2-Protein es wurde
erstmals in der Karotte (Daucus carota) identifiziert. Hier ist es in Zellkulturen wahrend der
somatischen Embryogenese stark induziert (Schrader et al., 1997). Die Untersuchung

eines B2-Proteins aus Weizen flhrte zu der Hypothese, dass es eine Rolle in der
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Toleranz von abiotischem Stress, sowie beim allgemeinen Pflanzenwachstum spielt
(Singh & Khurana, 2016). Ein Gen der Untergruppe | aus Arabidopsis (At2g32910) zeigt
nur schwache Expression wahrend des kompletten Lebenszyklus mit Ausnahme der
Embryoentwicklung. Ein weiteres DCD-Doméanen tragendes Gen der Untergruppe |
(At5g01660) wird ebenfalls wahrend der Embryonalentwicklung von Arabidopsis
exprimiert, jedoch spater auch im SAM (Tenhaken et al., 2005). Das DCD-Domanen
tragende Gen NRP (Asparagin/N-rich protein), zuerst identifiziert in der Sojabohne, wird
durch verschiedene Stressfaktoren (z.B. Trockenheit und Salzstress) induziert und spielt
eine Rolle bei der Zelltod-Antwort auf diese (Hoepflinger et al., 2011; Reis et al., 2016).
Das Kandidatengen ft-14-03 wirde der eher N-Terminalen Position der DCD-Domane

nach zu der Untergruppe Ill der DCD-Proteine zahlen.

Die hohe Expression des Kandidatengens im Sommer/Herbst mit Peak im September, in
der Phase der Infloreszenzverzweigung innerhalb der Winterknospen, kdnnte auf eine
Rolle des Kandidatengens in diesem Prozess hindeuten. Die anhaltende Hochregulierung
der Genexpression Uber den Winter kénnte eine Beteiligung von ft-74-03 beim

Aufrechterhalten der Dormanz bedeuten.

Im Sequenzalignment zeigt sich, dass das Protein, kodiert von dem aus ‘Seyval’ vererbten
Haplotypen von ft-14-03 (,frih®), eine verkirzte DCD-Domane aufweist. Das kann zu
einem nicht mehr funktionellen Protein fiihren. Je nachdem, welche potentielle Rolle
ft-14-03 im Kontrolinetzwerk der Blihkontrolle einnimmt, kann dies in einem veranderten

Phanotyp resultieren.

4.4.2 Kandidatengene im QTL-Bereich auf Chromosom 7

4.4.2.1 Kandidatengene bb-07-01, bb-07-02 und bb-07-03
Die Genprodukte von bb-07-01und bb-07-02 tragen beide eine AUX/IAA-Domane.

Das Phytohormon Auxin ist involviert in Entwicklungsprozesse vieler Pflanzenorgane wie
den Wurzeln, Bliten, Blattern und Frichten. AulRerdem reguliert es Prozesse wie
Phototropismus, Gravitropismus, Apikaldormanz und Zellstreckung (Hagen & Guilfoyle,
2002; Paul et al., 2016). Auxin/Indol-3-essigsaure (Aux/IAA) Gene sind Auxin-induziert
und unterliegen einer, wiederum Auxin-induzierten, Ubiquitin-vermittelten Degradierung
(Gray et al., 2001). Aux/IAA-Proteine bilden bei geringer Auxinkonzentration Dimere mit
ARF-Transkriptionsfaktoren (,auxin response factors“) und hindern diese daran,

Auxin-induzierte Gene zu aktivieren (Tiwari et al., 2004). Durch einen Auxin-Stimulus, bei
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héheren Konzentrationen des Phytohormons, werden die AUX/IAA-Proteine durch die
SCF (SKP1/Cullin/F-box) Ubiquitinligase zum Abbau durch das 26S Proteasom markiert,
was zum Aufheben der Repression des Auxin-Signalweges fuhrt (Gray et al., 2001; Fuijita
et al., 2012). Letztendlich beendet die vermehrte Expression der Aux/IAA-Gene die

zellulare Auxinantwort wieder (Hellmann & Estelle, 2002).

Die Winterdormanz der perennierenden Geholze kann in drei Phasen eingeteilt werden. In
der Paradormanzphase verhindert die Apikaldominanz das Austreiben der
Seitenknospen. Wahrend der Endodormanz wird dies durch intrinsische Faktoren bedingt
und in der darauffolgenden Ecodormanz durch Umweltbedingungen wie Temperatur und
Licht (Lang et al., 1987). In V. riparia Reben konnte unter kontrollierten Bedingungen
gezeigt werden, dass wahrend der Paradormanz die Triebspitze, Sommerknospen und
Blatter zur Hemmung des Knospenaustriebs beitragen (He et al., 2012). Winterknospen
von V. vinifera Freilandpflanzen gehen bedingt durch die Verkirzung der Photoperiode in
die Endodormanz uber (Kihn et al.,, 2009; Grant et al., 2013). Wahrend dieser Phase
spielt das Phytohormon Abscisinsaure (ABA) eine wichtige Rolle in der Repression der
Meristemaktivitat innerhalb der Winterknospen (Zheng et al., 2015; Parada et al., 2016).
Noriega & Pérez (2017) untersuchten die Expression von Genen, beteiligt am ABA-,
Auxin- und Cytokininmetabolismus in V. vinifera Stecklingen unter kontrollierten
Bedingungen sowie den Einfluss des Austrieb-induzierenden Cyanamids auf diese. Die
Ergebnisse suggerieren, dass in der Rebe, anders als in krautigen Pflanzen, ABA
tatsachlich der hauptsachliche Repressor des Knospenaustriebs ist und nicht Auxin.

Wohingegen Auxin und Cytokinin fordernd auf den Austrieb wirken.

Fujita et al. (2012) untersuchten ein Aux/IAA-Gen der Weinrebe (VIAA9) in ‘Chardonnay’.
Die Expression dieses Gens ist in den Bliten/Beeren wahrend der Anthese bis vor der
Véraison hochreguliert. Wahrend der Véraison, bei niedriger Auxin-Konzentration
(Bottcher et al., 2010), ist die Expression verringert und bleibt gering bis zum Ende der
Reife. In Arabidopsis Pflanzen, in denen VVIAA9 Uberexprimiert wird, konnte eine
verfrihte BlUhinduktion beobachtet werden. Die Behandlung von Blattscheiben mit
exogenem |AA flihrte zu einer Induktion der VWIAA9-Expression, was darauf hindeutet,
dass VVIAA9 ein Auxin-responsives AUX/IAA-Protein ist (Fujita et al., 2012).

Kohno et al. (2012) untersuchten ein weiteres Aux/IAA-Gen der Weinrebe (VWIAA19) in
‘Chardonnay’. Die Expression dieses Gens steigt vor der Anthese in den Bliiten stark an
und lasst wahrend des Beerensatzes wieder nach. Noch vor der Véraison steigt die
Genexpression wieder an und erreicht ihr Maximum, das bis zum AbschlieBen der
Beerenreife anhalt. Transgene Arabidopsis Pflanzen, die VWWIAA19 Uberexprimieren,

zeigen ein schnelleres Wachstum einschliellich Wurzelelongation sowie eine frihere

122



Diskussion

Blihinduktion. Die Behandlung von Blattscheiben mit exogenem IAA flhrte zu keiner
Steigerung der WIAA19-Expression, was zu der Schlussfolgerung fuhrt, dass VvIAA19
selber nicht Auxin-responsiv ist. Es wird vermutet, dass sowohl VVIAA9 als auch WIAA19
eine Rolle bei der Beerenentwicklung spielen und allgemein als Wachstumsregulatoren
der Weinrebe agieren (Fuijita et al., 2012; Kohno et al., 2012).

Die vorhergesagten Aminosauresequenzen der Kandidatengene bb-07-01 und bb-07-02
zeigen hohe Ahnlichkeit mit mehreren Aux/IAA-Genen aus verschiedenen
Pflanzenspezies. Die Expression von bb-07-01 ist in den Winterknospen Ende Mai und
damit vermutlich um die Bluhinduktion herum erhéht. Wie auch fur WIAA9 und VVvIAA19
kann Uber eine Rolle des Kandidatengens bei der Bluhinduktion spekuliert werden. Vor
dem Austrieb und Uber die Infloreszenzentwicklung hinweg ist die Genexpression
ebenfalls induziert, was auf eine Rolle bei der Initiierung des Austriebs und/oder der
Entwicklung der Einzelbliten bzw. der Infloreszenzen hindeutet. Fir VWIAA9 und VVvIAA19
wird eine Rolle bei der Beerenentwicklung angenommen. Da nach der Vollbliite und den
ersten Beerenansatzen keine Proben mehr genommen wurden, kann dies hier fir

bb-07-01 nicht gezeigt werden.

Im Sequenzalignment zeigt sich, dass das Protein, kodiert von dem aus ‘Seyval’ vererbten
Haplotypen von bb-07-01 (,spat”), eine verkurzte AUX/IAA-Domane besitzt. Je nach
Funktion von ft-14-03 im Kontrolinetzwerk der Entwicklung, kann dies in einem

veranderten Phanotyp resultieren.

Der Expressionsverlauf von bb-07-02 ist dem von bb-07-01 entgegengesetzt. Hier finden
eine Induktion des Gens wahrend der Winterdormanz statt, ein Absinken der Expression
zum Austrieb hin und eine Repression wahrend der Bliten- und Beerenentwicklung nach
dem Austrieb. Auxin wirkt in der Weinrebe férdernd auf den Knospenaustrieb. Falls es
sich bei bb-07-02 wie bei WIAA19 um ein Auxin-unresponsives AUX/IAA-Gen handelt,
kann spekuliert werden, dass das Kandidatengen eine Rolle bei der Aufrechterhaltung der
Dormanz der Weinrebe spielt und durch ein Auxinsignal zum Austrieb hin keine Induktion
der Genexpression stattfindet, sondern der Abbau von bb-07-02 und damit der Austrieb

induziert wird.

Flar bb-07-02 konnte kein Sequenzalignment erstellt werden, da aus der von ‘Seyval

geerbten Haplophase keine Gensequenz isoliert werden konnte.
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Das Genprodukt von bb-07-03 zeigt Sequenzahnlichkeit zu ,VAN3-binding protein-like®
Proteinen aus verschiedenen Pflanzenspezies. VAN3-BINDING PROTEIN/FORKED1
(VAB/FKD1) von Arabidopsis tragt wie bb-07-03 auch eine N-terminale Domane
unbekannter Funktion (DUF828), die vom CDS-Tool als ,Auxin-canalisation-Domane*
erkannt wird, und eine C-terminale PH2-Domane (Hou et al, 2010). PH-Domanen

vermitteln die Bindung von Phospholipiden (Naramoto & Kyozuka, 2018).

Das Muster der geschlossenen Netznervatur der Blatter von Angiospermen wird
festgelegt durch gerichtete Auxin-Kanalisation, ermoglicht durch die dynamische
Lokalisation des Auxin-Efflux-Proteins PINFORMED1 (PIN1). In Arabidopsis
fkd1-Mutanten findet die korrekte zellulare PIN1-Positionierung wahrend der vaskularen
Schlaufenbildung nicht statt und die Blattadern treffen sich nicht mehr an der distalen
Spitze des Blattes (Hou et al., 2010). Im Arabidopsis-Genom wurden acht Gene mit
Ahnlichkeit zu FKD1 identifiziet und zur FORKED1-LIKE (FL)-Genfamilie
zusammengenommen. Die Mutation eines einzelnen FL-Gens flhrt nicht zu einer
abweichenden Blattaderung. In dreifach-Mutanten (fkd1, fi2, fI3) verstarkt sich dieser
Effekt jedoch. Das deutet darauf hin, dass weitere Mitglieder der FL-Genfamilie
zusammen mit FKD1 redundante Rollen in der Lokalisation von PIN1 wahrend der
Entstehung der korrekten Blattaderung spielen. Vierfach Mutanten (fkd1/fl1-2/f12/f13)
produzieren eine signifikant héhere Menge an Rosettenblattern und zeigen einen

verspateten Bliihphanotyp im Vergleich zum Wildtyp (Mariyamma et al., 2018).

Die Expression des Kandidatengens bb-07-03 ist in allen untersuchten Jahren (RNA-Seq
und RT-gPCR), in den schwellenden Knospen vor dem Austrieb und auch nach dem
Stadium des Austriebs, hochreguliert. Da in dieser Phase der Entwicklung die
Differenzierung der Blatter in den austreibenden Knospen stattfindet, kdnnte bb-07-03 wie

VAB/FKD1 eine Rolle bei der korrekten Bildung der Blattaderung spielen.

Im Sequenzalignment zeigt sich, dass die Proteine, kodiert von dem aus ‘Seyval’ (,spat®)
bzw. ‘Bacchus’ (,frih“) vererbten Haplotypen von bb-07-03, veranderte Strukturen beider
Domanen aufweisen. Diese Veranderungen kénnten auf eine differentielle Funktionalitat

der beiden Protein-Varianten hindeuten.

In Abbildung 48 sind die sieben untersuchten Kandidatengene den Prozessen der
Infloreszenz- bzw. Weinrebenentwicklung zugeordnet, in denen sie eine hypothetische

Rolle spielen.
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WCOL2 VvCOL2
ft-14-01 (AS1-like) bb-07-02 (AUX/IAA)
bb-07-01 (AUX/IAA) ft-14-03 (DCD) ft14-03 (DCD)
Blthinduktion .
v Infloreszenzverzweigung Dormanz

ft-14-01 (AS1-like)
ft-14-02 (RAV-like)
bb-07-01 (AUX/IAA)
bb-07-03 (VAB/FKD1-like) Bb=07-01 (ALRAAN)
Austrieb Einzelbllten-/Infloreszenzentwicklung

Abb. 48: Potentielle Rollen der sieben untersuchten Kandidatengene im Entwicklungszyklus der
Weinrebe. Diese wurden anhand des Genexpressionsverlaufs und Sequenzhomologien, zu aus
der Literatur bekannten Genen, abgeleitet (rasterelektronenmikroskopische Bilder von Noyce et al.
(2015)).

4.5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die genetische Untersuchung phanologischer Merkmale wie dem Austriebs- und
BlUhzeitpunkt wird durch die zugrunde liegende Polygenie und die starke Beeinflussung
der Auspragung des Phanotyps durch Umweltbedingungen erschwert. Die Komplexitat
des genetischen Kontrollnetzwerks der pflanzlichen Entwicklungsprozesse spiegelt sich
darin wieder, dass fur die Merkmale Blihzeitpunkt acht, fir den Austriebszeitpunkt drei
und fir das Zeitintervall zwischen den beiden Stadien drei QTLs in der untersuchten
Kreuzungspopulation GF.GA-47-42 x ‘Villard Blanc’ identifiziert werden konnten. Die
QTL-Positionen Uberschneiden sich zum Teil und es konnten additive Effekte zwischen

QTLs gezeigt werden.

Durch Erstellen der genetischen Karte der erweiterten Population GF.GA-47-42 x ‘Villard
Blanc’ und anschlieBende QTL-Analyse konnten die Regionen der bereits bekannten
BIih-QTLs exakter positioniert sowie zusatzliche QTLs auf den Chromosomen 18, 5 und
6 identifiziert werden. Die QTL-Analyse mit weiteren Boniturdatensatzen aus zukinftigen
Jahren kann zu einer Validierung dieser neuen QTLs fuhren. Ein stabiler Median-
Phanotyp der rekombinanten Individuen im QTL-Bereich auf Chromosom 14 Uber

mehrere Jahre soll zur finalen Klarung der Fragestellung, ob es sich um einen Merkmals-
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vermittelnden QTL oder drei einzelne handelt, beitragen. Durch eine Erhéhung der
Markerdichte in den QTL-Bereichen auf den LGs 1, 17 und 19 kdnnte auf3erdem eine
weitere Eingrenzung der Regionen erreicht werden. Um auf3erdem weitere QTLs fir den
Austriebszeitpunkt zu identifizieren, muss dieser in zuklnftigen Jahren in der grof3en
erweiterten Population, in der bisher noch keine Austriebsdaten erhoben wurden, bonitiert

werden.

In der vorliegenden Arbeit konnten auf den Chromosomen 3 und 7 QTLs fir den
Austriebszeitpunkt der Weinrebe identifiziert werden, die nicht aus der Literatur bekannt
waren. Der QTL auf Chromosom 7 konnte auch fir den Blihzeitpunkt detektiert werden.
Weitere zuvor nicht beschriebene QTLs fir den Blihzeitpunkt konnten auf den
Chromosomen 5 und 18 identifiziert werden. Auf Chromosom 18 sind es zwei QTLs, von

denen einer noch gar nicht und einer nur fir den Reifezeitpunkt bekannt war.

Der QTL auf Chromosom 14 wird als der, aus dieser Studie herausgehende, Haupt-QTL
fur den Bluhzeitpunkt angesehen. Er kann in jedem Boniturjahr stabil detektiert werden
und zeigt den gréBten Einfluss auf die Auspragung des Blihzeitpunktes. Er konnte auch
anhand des Zeitintervalls zwischen Austrieb und Blite identifiziert werden und wird in der
Literatur in zwei weiteren Kreuzungspopulationen beschrieben. Hier stammt er vermutlich
aus ‘Riesling’, einem GroRelternteil von GF.GA-47-42 (Duchéne et al., 2012; Fechter et
al., 2014). Der QTL auf Chromosom 8 konnte fur den BlUhzeitpunkt und das Zeitintervall
zwischen Austrieb und Blite detektiert werden und zeigt, nach dem Haupt-QTL auf
Chromosom 14, in der Untersuchung der additiven Effekte den grofRten Einfluss. Die
QTLs auf den Chromosomen 4 und 7 scheinen eine Rolle sowohl beim Austrieb als auch
der Blite zu spielen und sind daher besonders interessant. Der QTL auf Chromosom 4
konnte auch in ‘Riesling’ fur den Austriebszeitpunkt gezeigt werden (Duchéne et al.,
2012). Der QTL far den Bluhzeitpunkt und das Zeitintervall zwischen Austrieb und Blute
auf Chromosom 1, beider parentaler Genotypen, konnte auch in ‘ltalia’, ‘Big Perlon’ und
der Arthybride ‘Borner’ identifiziert werden (Costantini et al., 2008; Fechter et al., 2014).
Auch wenn die QTLs auf den Chromosomen 1 und 4 in der Untersuchung der additiven
Effekte eine eher schwéachere Beteiligung an der Merkmalsauspragung zeigen, macht ihr

Vorkommen in nicht naher verwandten Sorten sie dennoch interessant.

Die Untersuchung von SSR-Markern aus den, in der biparentalen Kreuzungspopulation
identifizierten QTL-Regionen, in Rebsorten mit unterschiedlichen genetischen
Hintergriinden, zeigt, dass eine Marker-gestiitzte Selektion flr phanologische Merkmale
komplex ist. Verantwortlich hierfir sind additive Effekte zwischen zahlreichen an der
Merkmalsauspragung beteiligten Loci und die Tatsache, dass der Einfluss der Umwelt auf

den ausgebildeten Phanotyp, nicht miterfasst werden kann. Es zeigt sich aulerdem, dass
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sich in der praktischen Anwendung Marker empfehlen wirden, die eine Gegenselektion
von unerwlnschten friher austreibenden/blihenden Individuen ermdglichen
(Negativselektion). Marker, die anhand der in dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchung
als vielversprechend fiir eine partielle MAS des Austriebs- und Blihzeitpunktes
vorgeschlagen werden koénnen, mussen in weiteren biparentalen oder genetisch
diverseren Populationen getestet werden. Nur so kann eine abgesicherte Aussage Uber

ihre allgemeine Nutzbarkeit in der zielgerichteten Rebenziichtung gemacht werden.

Die Untersuchung von sieben, Uber den zweijdhrigen Entwicklungszyklus der Weinrebe,
differentiell exprimierten Kandidatengenen aus den QTL-Regionen auf Chromosom 7 und
14 flhrte zur Aufstellung von Hypothesen bezuglich ihrer potentiellen Rollen. Es wird
vermutet, dass sie involviert sind in (i) die Regulierung der Bluhinduktion und
Infloreszenzverzweigung in den Winterknospen, (ii) die Initierung des Austriebs und der
damit verbundenen Differenzierung und korrekten morphologischen Entwicklung von
Blattern, (iii) die Hemmung des Austriebs durch Aufrechterhaltung der Dormanz im Winter
sowie (iv) die Einzelblitenentwicklung nach dem Austrieb. Eine Gegenuberstellung der in
silico vorhergesagten Aminosauresequenzen der Kandidatengenprodukte aus der
Jrihen* und ,spaten‘ Haplophase von GF.GA-47-42 zeigt Unterschiede, die zu einer
potentiellen Modifikation der Proteinfunktionalitat fihren. In vielen Fallen wurden hierbei
von der conserved domain search (NCBI) nur partielle Domanenstrukturen erkannt. In
zuklnftigen  Arbeiten muss durch eine detaillierte  Untersuchung  der
Aminosauresequenzen in diesen Bereichen geklart werden, ob funktionelle Motive der

konservierten Doméanen vorhanden sind oder fehlen, bzw. verandert vorliegen.

Neben der Untersuchung der Gen- bzw. Proteinsequenzen kann eine vergleichende
bioinformatische Untersuchung der Promotorregionen in den beiden Haplophasen zur
Aufklarung beitragen, ob Unterschiede in der Regulation der Genexpression vorliegen
kénnten. Dies kann erganzend zu einer Allel-spezifischen Analyse der Genexpression
durchgeflihrt werden. Die erhobenen RNA-Seqg-Daten aus mehreren Jahren wurden durch
ein read mapping gegen das Referenzgenom PN40024 gewonnen. Das Vorhandensein
von NGS-Sequenzdaten, die grofle Anteile der beiden Haplophasen von GF.GA-47-42
abdecken, kann genutzt werden um Allel-spezifische Expressionsdaten zu erhalten. Eine
weitere Moglichkeit ist eine Allel-spezifische RT-qPCR durch Entwerfen von

Haplotyp-spezifischen Primern.

Es sollte eine allgemeine Wiederholung des RT-qPCR-Experiments durchgefiihrt werden,
um widerspriichliche Expressionsmuster zwischen GF.GA-47-42 und ‘Riesling’
aufzuklaren und die anderen Ergebnisse abzusichern. Fir die Absicherung der
Hypothese, dass WCOL2 bzw. WCO zusammen mit ft-14-01 (AS7-like) eine
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regulierende Funktion bei der Bluhinduktion erflllen, sollten mehrere, zeitlich enger
liegende Proben neu gebildeter Winterknospen zwischen Mai und Juli genommen und die

Expression dieser Gene erneut untersucht werden.

Funktionelle Analysen der Kandidatengene, z.B. von ft-14-01 (AS1-like) kénnten anhand
von Komplementationsversuchen mit Arabidopsis as1-Mutanten durchgefiihrt werden um
herauszufinden, ob es sich um ein funktionelles AS1-Ortholog handelt. Fur eine weitere
Untersuchung der Rolle des Kandidatengens ft-14-02 (RAV-like) beim Knospenaustrieb,
kdnnte analog zu der vorgestellten Studie mit CsRAV1 (Moreno-Cortés et al., 2012), eine
Uberexpression von ft-14-02 in transgenen Hybridpappeln durchgefiihrt und beobachtet

werden, ob dies ebenfalls zu ,sylleptic branching® fuhrt.

Die Untersuchung von Kandidatengenen aus QTL-Regionen auf weiteren Chromosomen,
z.B. den als besonders interessant eingestuften auf LG 1, 4 und 8, kann zum
Informationsgewinn Uber Faktoren im Kontrollnetzwerk der Rebenentwicklung und speziell
-blite fuhren. Ein besonderes Augenmerk sollte auf die Untersuchung weiterer
Kandidatengene aus der Region des Haupt-QTLs auf Chromosom 14 gelegt werden, die

in der vorliegenden Arbeit nicht ndher untersucht wurden.
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Tab. A18: Oligonukleotid-Primer, die fir die RT-gPCR verwendet wurden.

Kandidatengen Primer-Name Sequenz 5°-3¢ Tm
ft-14-01 AS1 el 2fw TCTCACCCTAGAGGAGCAGAAC 60.6
AS1_e1 2rev ACTTCAGAGGCGATCTTCTTCC 59.8
ft-14-02 RAV el 1fw TCAGGAAAGGGTATCCAAGACG 59.5
RAV_e1_1rev TCTCAGCCTTAGAATGCGAGTTC 60.4
ft-14-03 DCD_i1_1fw GTGTATTTGTAGCTGCCTCTAATGG 59.8
DCD_i1_1rev CTGGCAAAGGTAAGCAATCCTTG 60.4
VvCOL2 Bbox_CCT_i1_1fw TGGCCACCTTTCATATCAGGC 60.4
Bbox CCT i1_1rev  TCCACATCGTATCCTGCTTCTG 59.9
VFLC2 SEP4_e1_1fw GAAAGTTCCAGCTGAAACGAATCG 60.9
SEP4_e1_1rev CTTCATCATTCCGCTTCGTCG 59.7
bb-07-01 AUX290_i1_1fw GTGGTAATGATCCAGCCAGAC 58.4
AUX290_i1_1rev AGCTCACCTTCTCCCCTTC 58.3

bb-07-02 AUX270_i1_1fw GTATATCCGATGCCGACGAC 58.1
AUX270_i1_1rev GGCTTCCCCTTTCCTCTGTT 59.6
bb-07-03 AuxCan_i3_1fw TTGCTTCCGTTGTTAGCTCTG 58.9
AuxCan_i3_1rev TATAACTGCTGCCACATTCCAC 58.7

Referenzgen Primer-Name Sequenz 5'-3° Tm
SAND SAND_fw CAACATCCTTTACCCATTGACAGA 62,3
SAND_rev GCATTTGATCCACTTGCAGATAAG 62,1
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Abb. A3: RNA-Seqg-Ergebnisse fur das Kandidatengen ft-14-01. Es sind die TPM-Werte Uber funf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A4: RNA-Seqg-Ergebnisse fir das Kandidatengen ft-14-02. Es sind die TPM-Werte uber funf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A5: RNA-Seqg-Ergebnisse fir das Kandidatengen ft-14-03. Es sind die TPM-Werte uber finf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A6: RNA-Seqg-Ergebnisse fir das Gen WvCOL2. Es sind die TPM-Werte Uber flnf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A7: RNA-Seqg-Ergebnisse flir das Gen WvFLC2. Es sind die TPM-Werte Uber finf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A8: RNA-Seqg-Ergebnisse fiir das Kandidatengen bb-07-01. Es sind die TPM-Werte Uber flnf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A9: RNA-Seqg-Ergebnisse fiir das Kandidatengen bb-07-02. Es sind die TPM-Werte Uber flnf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken
bedeuten, dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Abb. A10: RNA-Seq-Ergebnisse fir das Kandidatengen bb-07-03. Es sind die TPM-Werte Uber finf
Entwicklungszyklen der Knospen von GF.GA-47-42 (rot) und ‘Villard Blanc’ (blau) aufgetragen. Es
liegen keine Daten aus Infloreszenzen nach dem Austrieb vor. Das Austriebsdatum (Zeitpunkt des
Erreichens von BBCH9) in den einzelnen Jahren ist mit Pfeilen markiert. Fehlende Balken bedeuten,
dass in den jeweiligen Zyklen an dem Datum keine Daten vorliegen.
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Eidesstattliche Erklarung

Der experimentelle Teil der vorliegenden Arbeit wurde am Julius Kihn-Institut, Institut fir
Rebenziichtung Geilweilerhof in der Zeit von Januar 2015 bis Marz 2019 durchgefihrt.

Hiermit versichere ich, dass ich die vorliegende Dissertation selbststandig verfasst und
keine anderen als die angegebenen Quellen und Hilfsmittel genutzt habe. Alle wértlich
oder inhaltlich Gbernommenen Stellen habe ich als solche gekennzeichnet. Die Satzung
des Karlsruher Instituts flir Technologie (KIT) zur Sicherung guter wissenschaftlicher
Praxis in der jeweilig gultigen Fassung habe ich beachtet. Zudem versichere ich, dass die
elektronische Version der Arbeit mit der schriftlichen Ubereinstimmt. GemaR Abs. A (6)
der Regeln zur Sicherung guter wissenschaftlicher Praxis des KIT ist die Abgabe und
Archivierung der Primardaten am Julius Kihn-Institut, Institut fir Rebenzichtung
Geilweilerhof gesichert.

Landau i. d. Pfalz, den 25.3.2019

Anna Schwandner
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