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1. Einleitung 
 
Im Weinbau steht heute das Interesse im Vordergrund Weine mit hoher Qualität zu 
produzieren. Gesunde Trauben mit hoher Fruchtqualität sollen erwirtschaftet werden. 
Ein Einflussfaktor auf die Fruchtqualität ist die Beerengesundheit. Besonders bei ro-
ten Sorten (Vitis vinifera L.) hat die Traubenmorphologie einen großen Einfluss auf 
die Qualität des Lesegutes. Insbesondere in regenreichen Jahren tritt bei Pinot noir 
ein starker Befall von Botrytis cinerea (Botrytis c.) auf. Der Befall ist ertragsreduzie-
rend und kann bis zur wirtschaftlichen Bedrohung der Winzer führen (Dry et al. 1988, 
Marois et al. 1992). Besonders betroffen von einer starken Botrytis cinerea Infektion 
sind die Trauben der kompakten Pinot noir Klone (Vail et al. 1998, Vail et al. 1991). 
Ihre Traube ist dicht gepackt oder besitzt große Beeren, die sich gegenseitig abdrü-
cken oder aufplatzen können (Abb. 2). Das erhöht die Infektionsgefahr. Die Infektion 
geht oft von der Mitte der Trauben aus, denn hier ist die Durchlüftung gering. Nach 
einem Niederschlag können die Beeren schlecht abtrocknen. Der Fäulnisbefall des 
Lesegutes kann durch eine lockere Traubenmorpholgie reduziert werden (Baker 
1982, Marois et al. 1986, Percival et al. 1993). Ein längeres Stielgerüst, längere 
Stielchen und frei hängende Beeren verhindern das Abquetschen der Beeren und 
lassen ein besseres Abtropfen der Beeren zu (Abb. 2, Alleweldt 1959). Aus diesem 
Grund ist die Frucht- und Weinqualität oft verbessert (Marois et al. 1986, 1992, Bley-
er 2001). Wegen der genannten Gründe ist die Lockerbeerigkeit ein wichtiges Züch-
tungsziel.  
 
Die Rebsorte Pinot noir (Vitis vinifera L.) gehört zu den ältesten, bekanntesten Kultur-
reben (Levadoux 1956, Viala & Vermorel 1902). Sie gehört der Burgunderfamilie an. 
Heute geht man davon aus, dass Pinot noir von Wildtyp V. vinifera ssp. sylvestris ab-
stammt (Aradhya et al. 2003). Erstmals wurde Pinot noir im 4 Jh. n. Chr. in Burgund, 
Frankreich, nachweisbar erwähnt (Becker 2004). In der Bodenseeregion wurden Re-
ben aus Burgund von Kaiser Karl III eingeführt (Sievers 2007). Im 12. Jhd. wurde 
Pinot noir durch Zisterzienser im Rheingau angesiedelt und europaweit verbreitet 
(Becker 2004). Heute ist der blaue Spätburgunder die wichtigste Rebsorte des deut-
schen Weinbaus. Die Burgunderfamlie ist sehr mutationsfreudig. Eine Mutation ist 
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eine spontan auftretende genetische Veränderung der Erbinformation. Dadurch kön-
nen Klone mit phänotypischen Veränderungen auftreten. Blaich et al. (2007) zeigten, 
dass Pinot noir eine hohe phänotypische Variation und eine hohe genetische Variabi-
lität besitzt. Durch Mutation ist die Sorte Pinot gris aus der Sorte Pinot noir und Pinot 
blanc aus Pinot gris entstanden. In diesem Fall ruft die Mutation eine Farbverände-
rung hervor. Innerhalb der Sorte Pinot noir gibt es eine hohe Anzahl an Klonen mit 
phänotypischen Veränderungen, wie z.B. bei der Traubenmorphologie. Konradi et al. 
(2007) und Cervera et al. (1998) konnten klonale Unterschiede zwischen den einzel-
nen Klonen aufzeigen. Aufgrund dieser Mutationsfreudigkeit dient Pinot noir für unse-
re Forschungsstudien als Modellpflanze. Aktuelle Studien wie die Untersuchungen 
der Beerenfarbe (Hocquigny et al. 2004, Yakushiji et al. 2006) und der Traubenmor-
phologie (Blaich et al. 2007, Konradi et al. 2007) wurden an Pinot noir bisher durch-
geführt.  
 
Die Entstehung lockerbeeriger Trauben ist bis heute ungeklärt. Bekannt ist, dass die 
Lockerbeerigkeit durch das natürliche „Verrieseln“ der Blüte ausgelöst wird, durch 
einen reduzierten Anschnitt, durch eine Fruchtausdünnung oder Teilung der Ge-
scheine erreicht werden kann. Außerdem kann durch eine Gibberellinapplikation oder 
eine Applikation verwandter Metabolite zum Zeitpunkt der Blüte eine lockerbeerige 
Traubenmorphologie ausgelöst werden. Durch den Einsatz von Bioregulatoren wird 
die Anzahl der Beeren reduziert und ein größeres Stielgerüst und längere Stielchen 
ausgebildet (Alleweldt 1959, Kast 2005). Der Mechanismus, wie Gibberellin eine 
Ausbildung lockerer Trauben induziert, ist bis heute ungeklärt. Ob und inwieweit das 
Hormon Auxin involviert ist, ist bisher nicht bekannt. Das Hormon Auxin oder eine 
Auxin-Gibberellin-Interaktion können eine Zellelongation auslösen (Cleland 2010, 
Ross et al. 2000). Zudem kann Auxin eine Expansinexpression bewirken, die eben-
falls eine Zellelongation hervorruft (Cleland 2010).  
 
Ziel der vorliegenden Arbeit ist, zur Aufklärung der Lockerbeerigkeit bei Reben beizu-
tragen. Um ein detaillierteres Wissen zu erlangen, wird die genetische und hormonel-
le Ebene untersucht. Diese Arbeit basiert auf vorhergegangen Ergebnissen, die ei-
nen genetischen Unterschied zwischen locker und kompakten Pinot noir Klonen in 
einem ausgewählten DNA Bereich aufweisen. Diese Mutationstelle soll überprüft 
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werden und an weiteren Pinot Klonen, sowie anderen Vitis Sorten detektiert werden. 
Ziel ist es, einen molekularen Marker zu entwickeln, der lockerbeerige und kompakte 
Pinot noir Klone anhand eines PCR Amplifikationsproduktes differenziert. Im nächs-
ten Schritt wird der Marker an anderen lockeren und kompakten Vitis Sorten getestet. 
Anschließend soll der Marker der Marker-gestützten Selektion zur Verfügung gestellt 
werden. Zwei verschiedene molekulare Markersysteme, wie der CAPS (cleaved 
amplified polymorphic sequence) und der SCAR (sequence characterized amplified 
region) Marker sind zur Markerentwicklung eingesetzt worden. In der NCBI wurde die 
Sequenz mit der Mutation (locker/kompakt) auf der Nukleotid- und Proteinebene ver-
glichen, um die Position im Genom und die Expression der Gene zu finden. Auf der 
hormonellen Ebene beruht die Arbeit auf bisherigen Erkenntnissen. In der Arbeit wird 
davon ausgegangen, dass hormonelle Veränderungen der Infloreszenzen eine Aus-
wirkung auf die Traubenstruktur locker und kompakt haben. Hintergründe über die 
Entstehung der GA3-induzierten Lockerbeerigkeit bei kompakten Klonen sollen auf-
gedeckt werden. Mit der Radioimmunoassay (RIA) Methode soll nach hormonellen 
Unterschieden von IAA und GA in den Infloreszenzen von locker und kompakten 
Klonen gesucht werden. Den Einfluss einer GA3-Behandlung auf den Hormongehalt 
von IAA und GA in den Infloreszenzen der beiden Klone soll ebenfalls untersucht 
werden, um weitere Aufschlüsse über den Zusammenhang des Hormongehalts und 
der Phänotypveränderung zu erhalten. Abschließend wird versucht, die hormonellen 
und genetischen Ergebnissen in einen Zusammenhang zu stellen. 
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2. Literaturüberblick 
2.1 Traubenmorphologie  

Die Traubenmorphologie weist vier natürlich vorkommende Phänotypen von Pinot 
noir auf: Kompakt, locker, aufrechtwachsend und kleinbeerig (Blaich et al. 2007, 
Hofäcker 1999). Die Ausbildung der Traubenmorphologie wirkt sich auf die Trau-
ben- und Beerenstruktur aus. Wichtige Merkmale der Traubenstruktur sind Beeren-
dichte, Beerenanzahl pro Traube, Beerengröße, Länge der Stielchen und Aufbau 
des Stielgerüstes. Die Beerenhaut- und elastizität, der Zuckergehalt und die Bee-
renreife werden vom Aufbau der Beerenstruktur beeinflusst. 

 
Kompakte Traubenarchitektur  
Zu den klassischen alten Spätburgunderklonen, die das Spätburgunderaroma 
prägen, gehört die kompakte Traubenform (Porten 2004). Bei einer kompakten 
Traubenmorphologie (Abb. 1) besitzt die Traube sehr dicht gepackte Beeren. 
Dadurch können die Beeren aufplatzen, sich gegenseitig abquetschen und 
abschnüren (Porten 2004, Vail et al. 1998, Vail et al. 1991). Durch die großen 
Berührungsflächen der Beeren weist die Epikutikula eine reduzierte Wachsschicht 
auf. Die Durchlüftung der Traube ist schlecht und besonders nach einem 
Niederschlag trocknen die Beeren schlecht ab. Dies führt zu einer hohen Feuchtigkeit 
innerhalb der Traube und durch die reduzierte Wachsschicht der Epikutikula können 
leicht Botrytisnester entstehen (Vail et al. 1998, Vail et al. 1991, Abb. 1). Die 
Feuchtigkeit bietet den Konidien ein gutes Potential zur Keimung bis zum Ausbruch 
von Botrytis cinerea. (Marois et al. 1992, Vail et al. 1998). Die infizierten Beeren 
erreichen die vollständige Reife nicht. Somit haben sie einen negativen Einfluss auf 
die Qualität des Lesegutes und reduzieren den Ertrag. Bei reifenden Beeren dagegen 
steigt der Zuckergehalt, der pH–Wert und der Säuregehalt sinkt. 
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Abbildung 1: Kompakter Pinot noir (18 Gm); Kompakter Pinot noir (18 Gm) infiziert mit B. cinerea Foto: 
E. Schönhals 

 

Lockerbeerigkeit  
Eine wirtschaftliche Alternative gegenüber den kompakten Spätburgunderklonen 
bietet der lockerbeerige Traubentyp (Porten 2004). Die lockerbeerigen Klone (Abb. 2) 
besitzen ein längeres Stielgerüst, längere Stielchen und oft eine reduzierte 
Beerenanzahl gegenüber den kompakten Klonen (Abb. 1). Sie haben einen lockeren 
Aufbau der Traube, denn ihre Beeren zeigen einen geringeren Packungsgrad, 
wodurch die einzelnen Beeren frei hängen. Dadurch sind die Trauben besser 
durchlüftet und trocknen bei Regen schneller ab. Zudem findet keine Veränderung 
der Wachsschicht der Epikutikula statt. Durch diese Traubenmorphologie ist das 
Abdrücken und Abquetschen von einzelnen Beeren gering. Selbst in Jahren mit 
einem hohen Botrytisbefall liegt bei der lockeren Traubenform die Infektion nicht 
höher als 15%. Der kompakte Spätburgunder hingegen kann einen Botrytis c. Befall 
bis zu 25% aufweisen (Porten 2004).   
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Drei Typen von lockerbeerigen Klonen gibt es:  

1. Der L-Typ, der aus der Freiburger Umgebung stammt und seit 1936 
selektioniert wird (Bleyer 2001, Hill 1981).  
2. Der M-Typ, der ursprünglich aus Mariafeld, Wädenswill (Schweiz) stammt 
und seit 1965 selektioniert wird (Thoma 1981, 1993).  
3. Der Gm-Typ, der aus Geisenheim (Deutschland) stammt und seit 1981 
selektioniert wird (Bleyer 2001, Hill 1981). 
 

Diese Morphologie der Traube führt zu einer höheren Fruchtqualität, da eine längere 
Reifeperiode durch gesundes Lesegut möglich ist (Bleyer 2001, Porten 2001, 2004). 
Oft bilden die lockeren Trauben jedoch größere Beeren aus, was zu einem 
Ungleichgewicht zwischen der Beerenhaut und dem Fruchtfleisch führen kann. Für 
den Ausbau von Rotwein ist dies ein Nachteil. Dieses Ungleichgewicht kann durch 
eine längere Reife im Weinberg aufgehoben werden (Porten 2004). In der 
Beerenhaut gibt es viele Phenole, Vitamine, Aromastoffe und Farbstoffe, die einen 
Einfluss auf die Weinqualität haben. Kleine Beeren, wie bei den kompakten Klonen, 
haben eine bessere Beerenhaut - Beerenfleisch - Relation (Porten 2001, 2004). 
Lockerbeerige Klone haben im Durchschnitt eine geringere Säure, ein konzentriertes 
Aroma und eine höhere Farbintensität.  

  
Abbildung 2: Lockerbeeriger Pinot noir (1-84 Gm) Foto: E. Schönhals 
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Aufrechtswachsend 
Die Traubenform der aufrechtwachsenden Klone zeichnen sich durch einen geraden 
Wuchs aus. Normalerweise haben die Burgunder einen sehr hängenden Wuchs. 
Deshalb sind die aufrechtwachsenden Spätburgunderklone von großem wirtschaftli-
chem Interesse. In der Traubenzone werden keine Geiztriebe ausgebildet, dadurch 
ist der Botrytisbefall um 50% geringer als bei den kompakten Klonen (Porten 2004).  

 
Kleinbeerig 
Die kleinbeerigen Klone besitzen kleine und große Beeren im Wechsel. Diese Bee-
ren haben einen geringen Durchmesser. Dadurch findet kein Abquetschen der Bee-
ren statt. Eine gute Durchlüftung und ein gutes Abtrocknen der Trauben erfolgt. 
Durch diese Traubenform ist der Ertrag um 30 bis 50% niedriger als bei den kompak-
ten und lockerbeerigen Klonen (Porten 2004). Eine einheitliche Durchfärbung der 
Beerenschale und eine gleichmäßige Reife der Trauben entsteht (Bleyer 2001). 
Durch die kleinen Beeren entsteht ein günstiges Fruchtfleisch-Schalenverhältnis. 
Aromatische, intensive Weine mit einer hohen Dichte mit hoher Farbintensität entste-
hen. Hochwertige Weine im oberen Preissegment werden angestrebt.  

 
 

2.2. Botrytis Cinerea 

Der Pilz Botryotinia fuckeliana ist der Erreger der Graufäule. Er hat ein Wirtsspektrum 
von über 250 Pflanzenarten. Als Nebenfruchtform ist er unter dem Namen Botrytis 
cinerea bekannt. Der Erreger tritt in fast allen Kulturpflanzen als Wund- und Schwä-
cheparasit auf (Agrios 1997). Weltweit ist er auf allen Sorten von Vitis vinifera behei-
matet und löst bei vollreifen Weißweinsorten die Edelfäule aus, die verantwortlich für 
ein hochgradiges Lesegut ist. Jedoch ist der Befall bei Rotweinsorten unerwünscht. 
Bei feuchtwarmem Wetter führt die Infektion unreifer Trauben oft zur Sauerfäule. Der 
Pilz zählt zu den gefährlichsten Schaderregern im Weinbau (Achleitner 2008).  
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2.3 Entwicklung der Weinrebe 

Der Reproduktionszyklus der Rebe dauert zwei Jahre. Die Formation der reprodukti-
ven Organe in den Gehölzpflanzen wie der Weinrebe unterliegen deshalb zwei Tem-
peraturklimata (Lebon et al. 2008). Die jährliche Vegetation der Rebe fängt mit dem 
Austrieb im Frühjahr an und endet im Herbst mit dem Blattfall. Die Dormanz von 
Herbst bis Frühling unterbricht das Wachstum und unterteilt es in zwei Wachstums-
phasen (Carmona et al. 2008). Im ersten Jahr werden die undifferenzierten Primor-
dien gebildet, die sich später zu Infloreszenzen oder einer Ranke entwickeln (Boss & 
Thomas 2002, Boss et al. 2003, Pratt 1971, Srinivasan & Mullins 1976, Alleweldt 
1967). Das Ertragspotential für das Folgejahr wird während dieser Vegetationsperio-
de festgelegt. Die Infloreszenz- und Blütenanzahl in der Knospe wird während des 
Sommers bestimmt (Besis 1961, Carmona et al. 2008, Lebon et al. 2008, Mullins et 
al. 1992, Abb. 3). Die Entwicklung der Anlagen wird von den Umweltfaktoren, wie 
Licht und Temperatur, sowie den Wachstumsfaktoren oder Zuckerreserven in der 
Pflanze beeinflusst (Srinivasan & Mullins 1981). Die latente Knospe überwintert dor-
mant (Pratt 1971). Im zweiten Jahr findet die Infloreszenz- und die Blütenentwick-
lung, der Fruchtansatz und die Beerenentwicklung statt (Alleweldt 1967, Lebon et al. 
2008, Carmona et al. 2008, Abb. 3). Der Austrieb wird durch die Aktivitäten in der 
ruhenden Knospe im Frühjahr ausgelöst.  
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Abbildung 3: Idealisierte Darstellung des Reproduktionszyklus. Dieser zeigt die Blüten- und 
Beerenentwicklung. Das Anfangs und Endstadium der Phänologie und der Ernte ist abhängig von der 
Region, dem Klima, der Sorte und dem Weinbaumanagement. Die Véraison ist unter dem Bergriff 
„Beerenformation“ und „Beerenreife“ zusammengefasst (nach Camona et al. 2008). 
 

Die einzelnen Entwicklungsstadien der Rebe werden von Eichhorn & Lorenz 1977, 
1994 im BBCH beschrieben. Diese gliedern sich in Austrieb, Blattentwicklung, Ent-
wicklung der Blütenanlagen, der Blüte, der Fruchtentwicklung, der Fruchtreife und 
das Eintreten der Vegetationsruhe. 
Ausgehend von der Blüte bis zur Reife dauert die Beerentwicklung 120 Tage (Coom-
be 1973). Das Beerenwachstum wird in drei Phasen unterteilt, die Wachstums, die 
Ruhe- und die Reifephase (Coombe 1973, Kennedy 2002). Die Beeren haben eine 
doppel-sigmoide Wachstumskurve. In der Wachstumsphase ist die Zellteilung und -
streckung erhöht. Es findet ein Anstieg der organischen Säuren statt. In der Ruhe-
phase wachsen die Beeren geringfügig. Die Säure wird langsam abgebaut und der 
Zucker wird in den Beeren akkumuliert. In der letzten Phase beginnen die Beeren zu 
reifen. Die Farbentwicklung und das Weichwerden der Beeren ist sortenspezifisch. 
Die Anthocyanine nehmen bei roten Sorten in der Reifephase zu. Die Säuren, wie 
Apfelsäure und Weinsäure werden abgebaut und der Zuckergehalt in den Beeren 
nimmt in der Reifephase zu (Forneck 2011, Abb. 4). 
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Abbildung 4: Entwicklungsverlauf des Beerenwachstums und der Beereninhaltsstoffe (Forneck 2011) 
 
 

2.4 Lockerbeerigkeit durch Weinbaumanagement  

Durch pflanzenbauliche Maßnahmen, wie die Regulierung der Ertragsmenge kann 
die Trauben- und Weinqualität erheblich verbessert werden, um konkurrenzfähige 
Weine zu produzieren, denn die Menge-Güte-Relation zeigt, dass das Mostgewicht, 
die Farbe und die Fruchtausprägung mit der Ertragsmenge korrelieren. Eine Redu-
zierung des Ertrages führt in den meisten Fällen zur Ausbildung einer lockeren Trau-
be, zu gesundem Lesegut und einer Ernte zum idealen Reifezeitpunkt.  
Lockerbeerigkeit kann durch Applikation von Bioregulatoren, Teilung der Gescheine, 
durch Fruchtausdünnung oder durch einen reduzierten Anschnitt erreicht werden. Ein 
reduzierter Anschnitt kann ertragsreduzierend wirken (Schwab 2004), doch garantiert 
er keine lockere Traubenstruktur (Götz 2010, Schulz et al. 2000). Die Teilung der 
Gescheine und die Ausdünnung der Traube bewirken eine lockere Traubemorpholo-
gie. Der Zeitpunkt der Ausdünnung und der Traubenteilung ist sortenspezifisch (Fox 
1992, Schuhmann 1995, Schulz et al. 2000, Wahl 1993). Schwab (2004) zeigte, dass 
durch eine Trieb- und Gescheinsreduktion der Ertrag bei der Sorte Silvaner (25-30%) 
und Dornfelder (bis 76%) reduziert und das Mostgewicht um 12% erhöht werden 
konnte. Insbesondere der reifekorrelierende Faktor Prolin wird um 148% erhöht 
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(Schwab 2004). Der Arbeits- und Kostenaufwand ist bei dieser Methode am höchs-
ten. Zum Einsatz der Fruchtausdünnung wird hauptsächlich Gibberellin verwendet. 
Schwab (2004) konnte bei der Sorte Silvaner und Müller-Thurgau eine starke Er-
tragsreduzierung und einen deutlichen Anstieg des Mostgewichtes erzielen. Weiter 
soll an dieser Stelle nicht auf den Einsatz von Gibberellin eingegangen werden.  
 
 

2.5 Gibberellin 

Gibberellin wurde 1926 vom japanischen Forscher Kurosawa als Phytotoxin in Reis 
entdeckt. Der phytopathogene Pilz Gibberella fujikuroi befällt Reispflanzen (Oryza 
sativa). Der Pilz schied eine große Menge des Stoffs aus, der ein verstärktes Län-
genwachstum bewirkt. Bis jetzt sind 136 verschiedene Gibberelline in höheren Pflan-
zen, Pilzen und Bakterien entdeckt worden (Sponsel & Hedden 2010). Nur wenige 
Gibberelline sind bioaktiv, die meisten sind Vorstufen oder inaktiv. In höheren Pflan-
zen kommen aktive und inaktive Gibberelline vor (Davies 1995, Hedden & Phillips 
2000). Die aktiven Verbindungen sind GA1, GA3, GA4 und GA7. In Vitis vinifera wur-
den bei der Sorte Ribier bioaktive GAs wie GA1 und GA3 in Samen und Beeren identi-
fiziert. Zudem wurden die inaktiven Formen GA17, GA19 und GA20 und Abbauprodukte 
in Samen und Beeren entdeckt (Perez et al. 2000). In samenlosen Beeren wurde 
GA1 als aktives Gibberellin und die inaktiven Formen GA8, GA17, GA19 gefunden. Bei 
Vitis vinifera X Vitis rupestris wurden GA4 und GA9 in somatischen Embryos gefunden 
(Takeno et al. 1983). Gibberelline sind isoprene Verbindungen und gehören zu der 
Gruppe der Diterpenoide. Die Gibberelline bestehen aus einem tetrazyklischen Ring-
system, dem ent-Gibberellan. Es gibt die C20-Gibberelline, die ein Kohlenstoffgerüst 
aus 20 C-Atomen besitzen oder die C19-Gibberelline, die das 20-igste C-Atom wäh-
rend des Metabolismus verloren haben. (Hedden & Phillips 2000, Olszewski et al. 
2002, Sponsel & Hedden 2004, 2010). Die C19-Gibberelline beinhalten eine Hydro-
xylgruppe am 3β-C-Atom (GA1, GA3, GA4, GA7 und GA32) oder ein ungesättigtes C3-
Atom (GA5) (Lange 1998). Gibberelline können Konjugate bilden und mit einem Glu-
kosemolekül über eine Ester- oder Etherverbindung verbunden sein. Konjugate die-
nen zur dauerhaften oder zeitweiligen Inaktivierung von Gibberellinen (Davies 1995).  
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Gibberellin ist ein endogener Wachstumsregulator in höheren Pflanzen. Es ist in die 
Samenkeimung, in das Pflanzenwachstum, in die Ausbildung von Größe und Form 
der Blätter, in das Wachstum von Stielen und Wurzeln, in die Blüteninduktion und die 
Entwicklung, die Befruchtung und in das Fruchtwachstum involviert (Sponsel & Hed-
den 2010, Thomas & Hedden 2006).  

 

Syntheseweg von Gibberellin 
Das Geranylgeranyl Diphosphat (GGPP) wird im Cytosol von dem mevalonsäure - 
abhängigen Syntheseweg (Bick & Lange 2003, Davies 1995) oder über einen alter-
nativen Weg aus Glycerinaldehyd 3-Phosphat und Pyruvat in den Chloroplasten syn-
thetisiert. Bis heute ist kein Nachweis erbracht, dass Gibberelline Produkte aus Gly-
cerinaldehyd und Pyruvat entstehen (Bick & Lange 2003, Hedden & Philips 2000). Im 
Detail soll auf die Bildung von GGPP nicht eingegangen werden. Der GA Biosynthe-
seweg findet in den Plastiden, im endoplasmatischen Retikulum und im Cytosol statt. 
Das GGPP wird in ent-Copalyl Diphosphat (CCP) katalysiert (Abb. 5), das zu ent-
Kauren umgewandelt wird. Die Enzyme, die diesen Prozess katalysieren, sind ent-
Copalyl Diphosphat Synthase (CPS) und ent-Kauren Synthase (KS). Sie sind für die 
Umwandlung in ein tetrazyklisches Ringsystem des ent-Gibberellan zuständig (Sun & 
Kamiya 1994, Helliwell et al. 2001b). Enzyme der zweiten Stufe sind P450 Mo-
nooxygenasen. Die ent-Kauren Oxidase (KO) und ent-Kaurensäure Oxidase (KAO) 
wirken als Katalysatoren. Die sequentielle Oxidation erfolgt über ent-Kurenol und ent-
Kaurenal zu Kaurensäure, die in weiterer Folge über die ent-7α-hydroxy-
Kaurensäure zu GA12 umgewandelt wird. In der dritten Stufe des Gibberellinsynthe-
sewegs wird das C-20 Atom von GA12 und GA53 durch das Enzym GA 20-Oxidase 
(GA20ox) oxidiert und eliminiert, wodurch GA9 and GA20 resultieren. Durch die 3β-
Hydroxylation werden die aktiven Formen GA1 bzw. GA4 gebildet und von der GA 3 
Oxidase (GA3ox) katalysiert. Die inaktiven Formen GA8 und GA34 werden von der GA 
2 Oxidase (GA2ox, Abb. 5) durch 2β-Hydroxylation gebildet. Die beiden Metabolis-
men laufen parallel. In den meisten Pflanzen ist das GA1 das wichtigste, aktive GA im 
vegetativen Gewebe (Desgagne-Penix et al. 2005).  
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Abbildung 5: Gibberellinbiosynthese in höheren Pflanzen (Thomas & Hedden 2006, Plant Hormone 
Signaling, Annual Plant Reviews,  24, 147-184) 

 
 

2.6 Lockerbeerigkeit durch eine Gibberellinapplika-
tion 

Die ersten Experimente einer Gibberellinbehandlung in Vitis vinifera wurden in den 
sechziger Jahren von Alleweldt und Weaver durchgeführt. Alleweldt (1959) hat her-
ausgefunden, dass bei einer GA3-Applikation eine Verrieselung der Gescheine bei 
samenhaltigen Sorten ausgelöst wird. Eine Erklärung geht davon aus, dass die Be-
handlung das Wachstum der Stielchen und des Stielgerüsts fördert, wodurch eine 
lockere Traubenstruktur entsteht. Die Beeren haben keinen Kontakt zueinander (Abb. 
7). Die zweite Möglichkeit ist, dass die Applikation von Gibberellin während der Blüte 
zu einem reduzierten Fruchtansatz führt und die Anzahl der Beeren pro Geschein 
reduziert und eine Verrieselung ausgelöst wird (Abb. 6, 7, 8). 
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Abbildung 6: Kompakter Pinot noir (18 Gm) Anthesis (BBCH 65) Foto: P. Hoffmann 

 

 
Abbildung 7: Kompakter Pinot noir Klon (18 Gm)    Abbildung 8: Kompakter Pinot noir Klon (18 Gm) 
ohne GA3-Behandlung Foto: E. Schönhals    mit einer GA3-Behandlung Foto: E. Schönhals  
 
Weitere Forschungen untersuchten den Einfluss einer Gibberellinbehandlung wäh-
rend der verschiedenen Entwicklungsstadien, des Applikationszeitpunktes, der Ein-
satzmenge und deren sortenspezifische Auswirkungen (Abu-Zahr 2010, Ben-Tal 
1990, Considine & Coombe 1972, Petgen 2003, Ritter 2003, 2004, Rives & Pouget 
1959, Weaver & McCune 1959 a, b, c, 1962, Weaver & McCune & Hale 1962, Zhang 
et al. 2008, Zoffoli et al. 2009).  
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Einfluss des Zeitpunkts der Gibberellinappliaktion auf die Traubenarchi-
tektur  
Drei Arten der GA3-Behandlung (vor, während und nach der Anthesis) sind unter-
sucht worden. Jede wirkt sich unterschiedlich auf die Traubenstruktur aus (Considine 
& Coombe 1972). Die Applikation vor und während der Blüte führt zu längeren Stiel-
chen und einem größeren Stielgerüst (Alleweldt 1959, Roper & Williams 1989). Nach 
der Blüte kommt es zu einem reduzierten Beerenansatz und einem erhöhten Beer-
engewicht (Dokoozlian et al. 2001, Halbrooks et al. 1988, Mavrikios et al. 1977, Pea-
cock 1997, Williams & Ayars 2005). Bei der Sorte Zinfandel konnte eine Reduktion 
der Samen und Beeren nachgewiesen werden (Miele et al. 1978, Weaver & Pool 
1971). Pérez et al. (2000) beobachtete, dass bei der Behandlung nach der Blüte das 
Beerenwachstum und die Gewichtszunahme der Beeren so hoch wie zu keinem an-
deren Applikationszeitpunkt ist.  

 
Auswirkung einer GA3-Behandlung  
Die Applikation von Gibberellin erlangt immer mehr an Bedeutung, da sie die Wein-
qualität steigert, indem sie eine lockere Traubenstruktur auslöst (Abu-Zahra 2010, Lu 
et al. 1995) und die Infektion von Botrytis c. zwischen 40 bis 74 % reduziert (Rivera & 
Mavriche 1978). Eine GA3-Applikation bewirkt einen Anstieg des Zuckergehalts in 
den Beeren, der zu einer besseren Traubenqualität führt. 

 
Einflüsse, die auf die Effektivität der GA3-Applikation wirken  
Die Effektivität der Behandlung hängt von den Wetterbedingungen (Wind, Tempera-
tur, relative Luftfeuchtigkeit) ab, die eine unterschiedlich stark ausgebildete lockere 
Traubenarchitektur pro Geschein, Klon und Weinberg hervorrufen können (Schulz, 
persönliche Mitteilung). Die klimatischen Bedingungen haben einen großen Einfluss 
auf die Entwicklung der Infloreszenzen und beeinflussen den Zeitpunkt der Applikati-
on (Shavruko et al. 2003, Carmona et al. 2008). Es ist zu beachten, dass die Ge-
scheine an einem Rebstock nicht den gleichen Verrieselungsgrad aufweisen. Das 
dritte Geschein erreicht die Blüte später als das Erste (Rühl, persönliche Mitteilung). 
Basale Gescheine neigen stärker zu einer natürlichen Verrieselung (Schulz, persönli-
che Mitteilung). Am ersten Geschein des Rebstockes wird nach einer GA3-
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Applikation eine höhere Reduzierung des Fruchtansatzes als bei den anderen ausge-
löst.  

 
Folgewirkung einer GA3-Applikation 
Die Reaktion auf die Applikation ist sortenspezifisch. Pinot noir scheint weniger anfäl-
lig für Folgewirkungen zu sein. Bisher ist keine Reduktion der Infloreszenzen im 
Folgejahr zu beobachten war (Kast et al. 2005). Im Jahr nach einer GA3-Behandlung 
kann die Anzahl der Blüten pro Geschein und Knospen pro Rebstock reduziert sein. 
Jawanda et al. (1974) und Collins & Rawnsley (2005) stellten bei einer hohen Gib-
berellinapplikation eine Reduktion der Knospenanzahl im Folgejahr fest. Alleweldt 
(1961) hat herausgefunden, dass eine GA3-Applikation den Austrieb unterdrückt und 
die Ausbildung der hermaphroditen Blüten beeinflußt. Durch die Behandlung wird der 
Fruchtansatz reduziert, der sich auf die Pollenentwicklung auswirkt (Weaver & 
McCune 1962). Die Entwicklung der Samenanlage wird beeinflusst (Smirnova & Per-
epelitsyna 1995). Fox (1993) fand heraus, dass die Pollinationsrate mit der Anzahl 
der Beeren und Beerengröße korreliert. Considine & Coombe 1974, Ito 1969, Weaver 
1960 bestätigten diese Forschungsergebnisse, da bei Ihnen eine GA3-Behandlung zu 
kleineren Beeren mit weniger Samen führt.  

 
Hypothesen zur Entstehung der Lockerbeerigkeit 
Bisher konnte die Wirkungsart und der -ort nicht identifiziert werden. Eine Hypothese 
ist, dass die Applikation zu einem Abwurf der Beeren durch das Verhärten und Verdi-
cken der Stielchen führen kann (Pérez et al. 1998). Fidan et al. (1981) beobachtete, 
dass der Abwurf von Beeren mit der Ansammlung von Cellulose und der Lignifikation 
zusammenhängt. Die Vermehrung sekundärer Xylemzellen und die verstärkte Lignifi-
kation führen zum Verhärten des Stielgerüstes und der Stielchen (Nakamura & Hori 
1985). Weitere histologische Veränderungen in den Stielchen zeigen eine erhöhte 
Anzahl von Zellen in der Cortex, im Xylem und im Mark (Botti & Cooper 1994). Diese 
Theorie würde allerdings nur die Reduktion der Beeren erklären, aber nicht das 
Wachstum der Stielchen und der Infloreszenzen.  
Eine andere Hypothese besagt, dass das Wachstum der Stielchen und des Trauben-
gerüstes durch Peroxidase gesteuert wird. Pérez (1998) bemerkte eine hohe Aktivität 
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in den Stielchen von Thompson seedless nach einer GA3-Applikation nach der An-
thesis und fand eine Korrelation zwischen dem Stielchenwachstum und der Peroxi-
daseaktivität. Auch die Reduktion der Beerenzahl soll durch die Peroxidase-Aktivität 
beeinflusst sein, indem sie die Verdickung und Verhärtung der Stielchen induziert 
(Pérez 2000).  
Genetisch konnte nachgewiesen werden, dass Gibberellin (GA) bei der Blütenent-
wicklung der Rebe eine Rolle spielt (Boss et al. 2002). Die Größe und Morphologie 
der Infloreszenzen wird durch das VvGAI1 Gens beeinflusst (Boss et al. 2003). 
Zhang et al. (2008) stellten fest, dass in den Infloreszenzen nach einer Gibberelli-
napplikation das VAP1 Gen exprimiert wird, das für Blüteninduktion bei Reben not-
wendig ist (Carmona et al. 2007) und von dem Hormon Gibberellin reguliert wird 
(Zhang et al. 2008). Ähnliches gilt für das Gen VvTFL1 (Yao et al. 2010). Interessant 
ist, dass eine GA3-Behandlung keine verstärkte Expression der GA Biosynthesegene 
bewirkt (Pérez et al. 2009). Das GA20ox Gen sowie die 13-OH Hydrolyse des Gib-
berellinstoffwechsels (Abb. 3) werden in Infloreszenzen von Tafeltrauben während 
der Anthesis bis zur anfänglichen Beerenentwicklung exprimiert. Am stärksten zum 
Zeitpunkt des Fruchtansatzes (Pérez et al. 2009).  
 
 

2.7 Auxin 

Das Pflanzenhormon Auxin wurde im 19. Jahrhundert als Signal entdeckt, das in 
Graskoleoptilen Wachstum bewirkt (Darwin & Darwin 1881, Slovin 1999). Ungefähr 
50 Jahre später wurde die Substanz isoliert (Went 1928) und der entdeckte „Wuchs-
stoff“ bekam den Namen Auxin. Auxin ist eine Indol-3-Essigsäure (IAA). Später kam 
die Cholodny-Went Theorie auf, die besagt, dass Auxine in die Wachstumsprozesse 
der Pflanzen involviert sind (Firn et al. 2000, Went 1974).  
Die freie, aktive Indol-3-Essigsäure (IAA) ist seit 1933 bekannt, aber ihr Stoffwechsel 
ist bis heute unklar. Forschungsstudien zeigen, dass die IAA-Biosynthese zwei ge-
trennte Wege hat (Woodward & Bartel 2005). IAA ist involviert in das Pflanzenwachs-
tum, in die Entwicklung von Embryonen (Ribnicky et al. 2002), in die Fruchtreife (Co-
hen 1996) und in die Alterung (Quirino et al. 1999). Die IAA-Biosynthese ist haupt-
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sächlich in jungen Blättern und in sich entwickelnden Samen zu finden (Davies 2004, 
Normanly et al 1995). 
IAA entsteht aus Tryptophan (tryptophan-abhängiger Stoffwechsel) oder aus dessen 
Vorstufenprodukten (tryptophan-unabhängiger Stoffwechsel). Zusätzlich gibt es Trp-
unabhängige Stoffwechsel (Indolyl-3-Benztraubensäure, Tryptamin und den Indol-3-
Acetaldoxime). Der häufigste Trp-unabhängige Stoffwechsel ist der Indol-3-
Brenztraubensäure (IPA), indem durch die Deaminierung des Tryptophans (IPA) und 
durch die Decarboxylierung von Indol-3-Acetaldehyd IAA entsteht. Am häufigsten 
kommt IAA als Konjugat mit Aminosäuren, Zuckern oder Peptiden in Pflanzen und 
pflanzlichen Geweben vor (Cohen & Bandurski 1982, Slovin et al. 1999, Normanly et 
al. 2010). Die Synthese der Konjugate und Abbauprodukte bilden Indolyl-3-
Buttersäure (IBA), wodurch freies IAA entsteht (Bartel et al. 2001, Normanly et al. 
2004).  

 
Auxintransport  
Für Auxin bestehen zwei Hauptransportwege: 1. Ein schneller im Phloem. 2. Ein po-
larer, langsamer Transportweg (PAT) im Gewebe (Morris et al 2004). Der Phloem-
transport ist in die hochspezifischen Veränderungen in den Pflanzen, die durch Auxin 
ausgelöst werden, involviert (Morris et al. 2004). Im Phloem werden inaktives und 
aktives IAA nach dem Prinzip „source und sink“ transportiert (Ljung et al. 2001). Da-
bei werden im Vergleich zum polaren Auxintransportweg lange Strecken zurück ge-
legt (Cambridge & Morris 1996). Der Transport geschieht vermutlich durch Carrier 
(Morries et al. 2004). Der polare Auxin-Transport findet von Zelle zu Zelle statt und 
transportiert freies IAA in genau der entgegengesetzten Richtung (Friml & Palme 
2002). Auxin wird akropetal und basipetal transportiert (Davies et al. 1972, 1976, 
Rashotte et al. 2000, Scott & Wilkins 1968, Tsurumi et al. 1978) und scheint mit dem 
Transport der Assimilate und den inaktiven Auxin-Konjugaten assoziiert zu sein. 
(Nowacki & Bandurski 1980). Im polaren Auxin Transport (PAT) wird IAA durch einen 
Carrier Mechanismus und durch Diffusion transportiert (Rubery & Sheldrake 1974, 
Delbarre et al. 1996). Lange wurde vermutet, dass dies durch die Asymmetrie der 
Lokalisation des Efflux-Transporters geschieht (Swarup et al. 2001). Eine weitere 
Hypothese basiert auf spezifischen Transportern (Goldsmith 1977), die von Lomax et 
al. 1985 und Benning 1986 nachgewiesen wurden. Andere Untersuchungen ergaben, 
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dass der PAT wenigstens durch zwei Transportsysteme, die Auxin einführen (AUX 
Transporter) und ausführen (PIN Transporter), geschieht. Im Detail wird der polare 
Auxin Transport durch das chemi-osmotische Modell erklärt. Das undissoziierte Au-
xin kann aus dem sauren Apoplasten über einen Auxin-Vermittler oder direkt durch 
die Membran aufgenommen werden (Lomax et al. 1995, Swarup et al. 2003). Im ba-
sischen Cytosol dissoziiert Auxin und kann über den Aufnahmeweg nicht zurück in 
die Zelle gelangen. Die treibende Kraft ist der gewebespezifische, elektrochemische 
Gradient H+, der Auxin im Apoplasten protoniert (Lomax et al. 1995, Swarup et al. 
2004). Durch den H+-Gradienten wird die Diffusion von IAA erhöht. Dadurch ist die 
Auxinkonzentration im apikalen Gewebe hoch. Die AUX1 Familie ist verantwortlich 
für diese Aktivität (Lomax et al. 1985, Swarup et al. 2001, Swarup et al. 2004) und ist 
mit den pflanzlichen Aminosäuren-Permeasen verwandt. Die AUX Proteine wurden in 
der Wurzel an der oberen Membran der Protophloemzellen und das AtPIN1 an der 
unteren Plasmamembran gefunden (Swarup et al. 2001). Im neutralen Cytoplasma 
liegt IAA als Anion vor, wodurch es lipid unlöslich ist. IAA- kann die Zelle über den 
polaren Efflux-Komplex, der durch das PIN Protein gesteuert wird, wieder verlassen 
(Friml 2002, 2003). In Arabidopsis sind mindestens 14 AtPIN1 verwandte Gene zu 
finden (Swarup et al. 2001). PIN Proteine sind für den basipetalen IAA Transport in 
den Triebspitzen und für den akropetalen Transport in die Wurzeln notwendig (Blilou 
et al. 2005, Gälweiler et al. 1998). Der IAA Transport durch PIN konnte bisher nicht 
demonstriert werden (Blakeslee et al. 2005). Die Regulation des Auxin Efflux-
Komplexes hängt von der Auxinpolarität ab und nicht von der Regulation des zellulä-
ren Auxins. Weitere Theorien besagen, dass zusätzlich mit dem PIN Protein andere 
Proteine interagieren, die hier nicht weiter erläutert werden sollen.  

 
Interaktion von Auxin-Gibberellin im Pflanzenwachstum 
Viele verschiedene Theorien sind in der Vergangenheit über die Interaktion der Hor-
mone Gibberellin und Auxin sowie ihrer Rolle beim Wachstum diskutiert worden (Bri-
an & Hemming 1958, Law & Davies 1990, Kurashi & Muir 1962, van Huizen et al. 
1997). Kende (1997) fand heraus, dass Gibberellin und Auxin unterschiedliche Pro-
zesse im Stielwachstum regulieren. Sauter et al. (1993) stellte fest, dass das Wachs-
tum im meristematischen Gewebe und in jungen Zellen durch GA ausgelöst wird. GA 
induziertes Wachstum braucht die Anwesenheit von meristematischem Gewebe und 
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bewirkt keine Zelldehnung und -streckung, sondern eine Zellteilung (Sauter & Kende 
1992). Auxin besitzt die Fähigkeit das Wachstum von Zellen auszulösen, die ihr 
Wachstum schon beendet haben (Bergfeld et al. 1988, Jacobs 1997). Ross & O´Neill 
(2001) zeigten, dass Auxin, Indol-3-Essigsäure (IAA), die GA Biosynthese in Erbsen 
reguliert, die das bioaktive GA1 bildet und die Streckung von Erbsenstielchen veran-
lasst (Ross et al. 2000). Der Schritt von GA20 zu GA29 und von GA1 zu GA8 kann 
durch IAA gehemmt werden (Ross & O´Neill 2001). Das Enzym des LE Gens, das 
GA20 zu GA1 katalysiert, ist in Erbsen detektiert worden (Ross & O´Neill 2001). Es ist 
ein Auxin “early response Gen” (Abel et al. 1996, Guilfoyle et al. 1998). In vitro wurde 
nachgewiesen, dass das Enzym dieses Gens, den Schritt der Biosynthese von GA20 
zu GA29 und GA1 zu GA8 deaktiviert (Ross & O´Neil 2001). LE reguliert das Auxin 
und dieses wiederum das PsGA20ox1 Gen der GA-Biosynthese (Ross & O´Neil 
2001). In Erbsenschoten reguliert das aktive Auxin (4-Chloroindol-3-Essigsäure) den 
Biosyntheseschritt zur Bildung des GA20 (van Huizen et al. 1997). Wolbang et al. 
(2001) demonstrierten, dass bei Tabak die GA20-Oxidation durch IAA stark gefördert 
wird, wobei dies in Erbsen nicht bestätigt werden konnte (Ross et al. 2000). Ross et 
al. (2002) stellten fest, dass Umwelteinflüsse auf Auxin wirken können, die den GA1 
Level beeinflussen. Collett et al. (2000) konnten keine Interaktionen von Auxin und 
Gibberellin bei Arabidopsis Hypokotylen entdecken. In diesem Fall wirkte Auxin 
hemmend auf deren Wachstum (Collett et al. 2000) und GA wirkt auf ihre Morpholo-
gie (Gendreau et al 1997). In den Internodien von Erbsen bewirkt GA das Zellwachs-
tum und beeinflusst die Zellanzahl (Reid et al. 1983). Nicht nur Auxin kann auf Gib-
berellin wirken, denn eine GA Applikation erhöht den IAA Level in Pflanzen (Law & 
Hamilton 1984) und in isolierten Stielchen (Barratt & Davies 1997). Ross (2002) stell-
te fest, dass die GA1 Behandlung das Wachstum fördert, aber nicht den IAA Level 
erhöht (Ross et al. 2002).  

 
Zellelongation durch Auxin  
Auxin bewirkt Zellelongation bei Koleoptilen und in Stielen, indem einer oder mehrere 
zellulären Wachstumsparameter verändert werden (Cleland 2010). In diesen Vor-
gang sind Zellwand lockernde Faktoren, wie das H+

,
 involviert (Cleland 2010). Um 

diese Zellelongation hervorrufen zu können, bindet sich Auxin an einen Rezeptor in 
der Plasmamembran oder in der Zelle (Cleland 2010). Durch die H+ATPase werden 
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die Protonen über die Plasmenmembrane in die Zelle oder in den Apoplasten trans-
portiert (Rayle & Cleland 1970, Hager et al. 1971, Rayle 1973, Rayle & Cleland 1977, 
Cleland et al. 1991). Die Zellwand verliert ihre Spannung und das Wasserpotential in 
der Zelle sinkt. Eine zusätzliche Wasseraufnahme in der Zelle und Vakuole wird aus-
gelöst. Der entstandene Druck veranlasst eine Zellelongation. Durch den niedrigen 
pH-Wert werden Expansine aktiviert. Expansin bindet an die Cellulosemikrofibrillen 
und zerstört die Wasserstoffbrücken zwischen Cellulose und Hemicellulosepolyme-
ren, die die Zellwand umgeben (Abb. 9, McQueen-Mason & Cosgrove 1999, 
Neumetzler 6 Pauly 2007). Die Endonuklease zerschneidet die Glycane in kurze 
Segmente. Die Xyloglucan Endonuklease verbindet diese Segmente zu langen oder 
kurzen Stücken (Abb. 9).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Extension der Zellwand Sampredo & Cosgrove 2005  Genome Biol. 6 (12), 242. 
 
 

2.8 Expansin  

Expansinstruktur 
Das Protein Expansin besteht aus zwei Domänen (I und II). Das Peptid am Ende des 
N Terminal ist in den ER/Golgi Stoffwechsel involviert (Abb. 10, Shcherban et al. 
1995) und verwandt mit der Endoglucanase-Familie 45 (GH45). Weiterhin enthält die 
Domäne I konservative Aminosäuren wie die Cystinsäure, die involviert ist in die Bil-
dung von Disulfidbindungen (Abb. 10, Li et al. 2002, Sampredo & Cosgrove 2005). 
Die Domäne II ist verwandt mit der Pollen-Allergen Gruppe 2 (Li et al. 2003) und be-
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sitzt vier konservative Tryptophansäuren (Li et al. 2002). Diese wurden in der Zellula-
sebindungsdomäne von einigen Zellulasen gefunden (Gilkes et al. 1991).  
 

 

 
 
 
 
 
 
Abbildung 10: Darstellung des Proteins Expansin (Cosgrove 1997, the Plant Cell 9,1031-1041) 
 
Expansine bestehen aus zwei Hauptklassen, den α and β-Expansinen (Cosgrove 
1997, Kende et al. 2004), die beide die Zellelongation bewirken. Sie agieren auf un-
terschiedliche Weise auf die Polysaccharide in der Zellwand (Cho & Cosgrove 2004) 
und stimmen zu 25 % in ihrer Sequenz überein (McQueen-Mason et al. 2007). Zwei 
weitere verwandte Familien, wie die Expansin-like (EXPL) und Expansin-related 
(EXPR) wurden entdeckt (Cho & Cosgrove 2004). Von diesen beiden Gruppen ist 
bisher nur die Sequenz und deren Expression bekannt (Cho and Cosgrove 2004). 
Innerhalb einer Klasse können die Expansine einen Sequenzunterschied von 20 % - 
40 % haben, in Arabidopsis zwischen 52 % - 99 % (Li et al. 2002). Erstmalig entdeck-
te McQueen-Mason et al. (1992) die α-Expansine in Gurkenhypokotylsegmenten. Die 
Expansinreaktion hat ein pH-Optimum zwischen 4,5 und 5 (McQueen-Mason et al. 
1992, Li et al. 1993, Taiz 1994).  

 

Wachstumsregulation durch Hormone und Expansin  
Die Lockerung der Zellwand geschieht bei Expansin unter denselben Bedingungen 
wie bei Auxin (Cho & Cosgrove 2004). Beide Effekte (Auxin, Expansin) stimulieren 
die Zellextension, sind aber nicht additiv (Cho & Cosgrove 2010). Cleland (2004) 
meint, dass die von Expansin ausgelöste Lockerung der Zellwand nur im Zusam-
menhang mit Auxin und dem Zellwachstumsfaktor H+ möglich ist (Cleland 2004). Wie 
beim Säurewachstum könnte Auxin die Aktivität der Plasmamembran-H+-ATPase 
erhöhen und durch diese Ansäuerung Expansine in ein saures pH-Optimum bringen. 
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Eine erhöhte Transkriptionsmenge der Plasmamembran-H+-ATPase wurde nach ei-
ner Auxingabe in Mais nachgewiesen (Frias et al. 1996). Hutchinson et al. (1999) und  
Reinhardt et al. (2000) zeigten, dass Auxin eine Rolle bei der Genaktivierung der Ex-
pansine spielt. Andere Studien fanden in den Promotorregionen verschiedener Ex-
pansingene „Auxin Responsive Elements“ (AuxRes), die eine Auxin induzierte Tran-
skription auslösen. In den Gurken-Hypocotylsegmenten löst Auxin die Expression 
von Expansin aus (Shieh et al. 1997). In Tomaten wurde das Expansin kodierende 
LeExp2 gefunden, das in der elongierenden Zone des Hypocotyls transkripiert (Ca-
talá et al. 2000) und im Promotorbereich wurden zwei AuxREs Gene entdeckt (Cade-
ras 2000). Es konnte gezeigt werden, dass exogenes Auxin die LeExp2-Transkription 
in den Hypokotylsegmenten stimuliert (Catalá et al. 2000). Cleland (2004) postulierte, 
dass zusätzlich zu dem Protein Expansin die Pflanzenhormone Auxin, Brassinolid 
und Gibberellin eine Rolle bei der Zellstreckung spielen. Die meisten Untersuchun-
gen zur Extension der Zellwand und des Wasserpotentials beruhen auf Auxin indu-
ziertem Wachstum (Srivastava 2007). Gibberellin bewirkt eine stärkere Elongation als 
Auxin. Doch die Untersuchungen über den Einfluss von Gibberellin sind bisher gering 
und die von Brassinolid im Anfangsstadium (Srivastava 2007). Es konnten verschie-
dene Phytohormone gefunden werden, die im Zusammenhang mit Expansin eine 
Zellstreckung bewirken (Lee et al. 2001). Der Effekt von GA auf das Wachstum der 
Pflanzenorgane oder Segmente ist eindeutig. In den Internodien von Reis löst GA die 
Expression von 9 Genen aus: Fünf α-Expansin, vier β-Expansin und einem Expan-
sin-like aus, die das Wachstum in Reisstielchen regulieren (Cho et al. 1997, Kende et 
al. 1998). Lee & Kende (2001) zeigten, dass eine Gibberellinbehandlung die Elonga-
tion von Reisinternodien bewirkt, indem die Gene OsEXPB 3,6,11,12 induziert wur-
den. In Reis fanden sich α-Expansin Gene, die von Auxin (Catalá et al. 2000, Hutchi-
son et al. 1999), von Gibberellin (Cho et al. 1997, Lee et al. 2001), von Cytokin 
(O´Malley et al. 2000, Wrobel et al. 2001) und Ethylen reguliert werden (Kim et al. 
2000, Vriezen et al. 2000). Diese Phytohormone können direkt oder indirekt in den 
Prozess der Zellwandelongation einwirken (Nishitani & Vissenberg 2007). 
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Vorkommen von Expansin  
Expansin kommt in den meisten Pflanzen, wie in Angiopermen, Gymnospermen, 
Farnen und Bryophyta vor (Schipper et al. 2002, Richard et al. 2005 Cho & Cosgrove 
2010). 
Die Expression von Expansin konnte in einer großen Anzahl von Geweben nachge-
wiesen werden, wie in den Wachstumsregionen von Mais und Sojabohnen (Hutchin-
son et al. 1999, Lee et al. 2003, Zhang & Hasenstein 2000), in wachsenden Interno-
dien von Weizen und Reis (Cho & Kende 1997, Lee & Kende 2001), bei der Saatgut-
keimung, in der Fruchtreife (Catalá et al. 2000, Chen et al. 2001, Rose et al. 2000) 
und bei wachsenden Baumwollfasern (Harmer et al. 2002, Orford & Timmis 1998). 
Überall, wo eine Auflockerung der Zellwand auftritt, spielen Expansine eine Rolle. Sie 
bewirken jedoch keine Hydrolyse oder Proteolyse (McQueen-Mason et al. 1992, 
McQueen-Mason & Cosgrove, 1995) und zu einer Transglycosylierung von Xy-
loglucanen scheinen sie nicht fähig zu sein (McQueen-Mason 1993). Eine Überex-
pression des Expansingens (ATEXPP10) führt zu längeren Blattstielen und größeren 
Zellen (Cho & Cosgrove 2000). In Tabak bewirkt die Expression die Ausbildung von 
größeren, buschigen Pflanzen (Lee et al. 2003). Bei Tomaten bewirkt sie ein ge-
stauchtes Wachstum (Rochange et al. 2001) und eine Veränderung der Fruchtgröße 
(Brummel et al. 1999). Die Expression des OsExp4 Gen löst bei Reis ein gekrümm-
tes Wachstum aus, doch bei einer extrem starken Expression bildet es größere 
Pflanzen aus (Cho et al. 2003). Zenoni et al. (2004) berichtet von einem verkleinerten 
Blütenblatt und einer Veränderung der Morphologie. In der Maisblüte veranlasst das 
Gen Zea m1 die Streckung des Stigmas und der Stielchen (Cosgrove 1997).  

 
Expansin in Vitis Vinifera 
Das erste Expansin in Vitis vinifera ist ein EST, das in den Gescheinen der morpho-
logischen Stadien vor, während und nach der Blüte gefunden wurde (Goes Da Silva 
et al. 2003). Die komplette Sequenz dieses Gens wurde von Ishirmaru et al. (2003) 
entdeckt und ist das Vlexp1 Gen, das in der Blüte, in den Blättern und in den Trieben, 
in der frühen Wachstumsphase, in dem Beerenwachstum und während der Zelltei-
lung der Beeren exprimiert wird (Ishirmaru et al. 2007). Das Vlexp2 Gen wird zu den 
gleichen Zeitpunkten wie Vlexp1 in der Wurzel und in den Kernen, Vlexp3 Gen vor 
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und während der Beerenreife exprimiert (Ishimaru et al. 2007). Schlosser et al. 
(2008) detektierte das EXP 1,2,3 und EXPL in Beeren während der Wachstumspha-
se I zu II und II zu III. Die Funktion von EXP3 und EXPL ordnete Schlosser et al. 
(2008) der Zellwandverdickung, der Zellwandlockerung und Elongation zu. Terrier et 
al. (2005) identifizierte das Expansingen RT082C12. Dieses wird durch Hormon Cy-
tokinin induziert, die Gene RT084G09 und RT081G07, hingegen durch Gibberellin 
Responsive Proteine und durch das Jasmin Signalprotein.  

 
 

2.9 Molekulare Marker  

Durch den Einsatz molekularer Marker können die Sorten und Klone von Vitis vinifera 
charakterisiert werden. Drei Arten von Markern kommen bei Vitis vinifera zum Ein-
satz: 1. die Proteine (Allozyme), 2. die DNA Sequenz bedingten Polymorphismen wie 
restriction fragment length polymorphisms (RFLP), random amplified polymorphic 
DNA (RAPD), amplified fragment length polymorphisms (AFLPs), sequence specific 
amplification polymorphisms (SSAP), single nucleotide polymorphisms (SNPs) und 3. 
DNA Wiederholungssequenzvariationen wie die simple sequence repeat (SSR). Der 
Einsatz anderer Markersysteme zur Unterscheidung klonaler Variationen ist ineffi-
zient (Forneck 2005). Erste Unterschiede von klonaler Variation wurden mit SSR 
Markern identifiziert (Silvestroni et al. 1997). Weitere klonale Unterschiede wurden 
mit AFLP Markern detektiert (Blaich et al. 2008, Cervera et al. 2000, Cervera et al 
2002, Moncada et al. 2005). Die Wahl des Markers hängt von der Laborausstattung, 
dem Forschungsziel und den zu Verfügung stehenden finanziellen Mitteln ab.  

 
Single Nukleotid Polymorphisms  
Ein single nucleotid polymorphism (SNP) ist die kleinste genetische Variation im Erb-
gut von Individuen innerhalb einer Spezies (Rafalski 2002). Im Genom sind SNPs die 
häufigste Art von genetischen Variationen (Brookes et al. 1999, Cho et al. 1999). Sie 
treten als biallele Variation zwischen Individuen in Genen (Promotor, Exon oder Int-
ron) oder zwischen Genen auf (Edwards et al. 2007, Rafalski 2002). SNPs sind stabil 
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und verändern sich nicht signifikant von Generation zu Generation (Lopez et al. 
2005). Im Genom sind die Mutationen nicht randomisiert verteilt, weil sie abhängig 
von der Umgebung der Nukleotidbasen und der Methylierung der DNA sind (Edwards 
et al 2007). SNPs kommen in kodierenden und nicht kodierenden Regionen des Ge-
noms vor. Die meisten SNPs sind in der nicht kodierenden DNA Region lokalisiert 
und haben keinen Einfluss auf den Phänotyp der Individuen (Syvänen 2001). Die ko-
dierende Region besitzt eine geringe Rekombinationsrate und hat eine geringere Po-
lymorphismenrate (Raflaski & Mongante 2004).  
SNPs dienen als große Ressource für molekulare Marker. Sie kommen bei der De-
tektion von Kopplungsgruppen und Geno-/Phänotypen Kopplungen und zur Bestim-
mung der genetischen Diversität zum Einsatz (Rafalski 2002, Edwards et al. 2007, 
Varshney et al. 2007). In Spezies, deren Individuen heterozygot am genetischen 
Locus sind, gibt es zwei identische Kopien, die unterschiedlich bei einem SNP sein 
müssen. Das Erbgut jeder Variante muss direkt in den Nachkommen gemessen wer-
den (Edwards et al. 2007).  
In vielen Pflanzen, wie Mais (Ching et al. 2002) Reis, Arabidopsis (Schmid et al. 
2003, Yu et al. 2005) und Weizen (Wolters et al. 2000) sind SNPs identifiziert wor-
den. Wolters et al. (2000) hat ein SNP pro 20 bp bei Weizen und Bhattramakki et al. 
(2001) ein SNP pro 70 bp bei Mais gemessen. Troggio et al. (2007) zeigte, dass 
SNPs hervorragend für den Einsatz der Marker gestützen Selektion bei Vitis vinifera 
genutzt werden können. This et al. (2007) identifizierten einen SNP, der mit dem 
Merkmal Rebenfarbe gekoppelt ist und in der Promotorregion, im Exon liegt. Dong et 
al. (2010) identifizierte in Vitis vinifera alle 23 bp ein SNP und alle 286 bp ein InDel. 
Salmaso et al. (2004) identifizierte in der kodierenden Region ein SNP pro 23,1 bp 
und in der nicht kodierenden Region ein SNP pro 17,6 bp.  
 
SNP – Genotyping Methode  
Die erste Methode zur Detektion von SNP genotyping war die Analyse von Restrikti-
onsfragmentlängenpolymorphismen (RFLP, Botstein 1980), die zur Kartierung in 
Pflanzen-Spezies entwickelt wurde (Keim et al. 1990). Dieses Verfahren ist technisch 
begrenzt und sehr arbeitsintensiv (Edwards et al. 2007). Deswegen wurden weitere 
molekulare Markermethoden entwickelt, wie die Cleaved Amplified Polymorphic Se-
quences (CAPS, Konieczny & Ausubel 1993). Syvänen (2001) und Kwok (2001) 
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publizierten einen Überblick, in dem unterschiedliche Detektionstechniken zur Identi-
fikation von SNPs erläutert werden, wie die Allele-Specific Oligonucleotide (AOS) 
Hybridisierung, die Oligonucleotide Ligation Assay (OLA), die Single Nucleotide Pri-
mer Extension, die Enzym cleavage Methode, direktes Sequenzieren und die Allele-
spezifische PCR. SNPs wurden in Pflanzen, in vitro, in silicon oder durch indirekte 
Methoden identifiziert (Edwards et al. 2007). Der Genomscan und candidat gene ap-
proach sind die zwei am häufigsten eingesetzten Strategien zur Identifizierung von 
SNPs (Edwards et al. 2007). Die Wahl der genotyping Methode ist abhängig vom Fo-
kus der Forschung und den zur Verfügung stehenden Möglichkeiten. Im Moment 
werden die meisten SNPs aus der expressed sequence tags (EST) Datenbank be-
stimmt (Weising 2005). Diese Datenbank ist eine gute Quelle und wurde zum Bei-
spiel bei Zuckerrüben (Schneider et al. 2001), Mais (Ching et al. 2002, Batley et al. 
2003), Reis (Nasu et al. 2002) und Sojabohnen (Zhu et al. 2003) eingesetzt. Diese 
SNPs aus der EST Datenbank liegen in exprimierenden Genen, die für agrarwissen-
schaftliche Merkmale interessant sein könnten. Doch die Sequenzanalyse kann 
durch die Anwesenheit von Multigenfamilien und vorhandenen großen Introns beein-
flusst werden (Edwards & Mogg 2001). Deswegen müssen andere Methoden zur De-
tektion in den Genotypen eingesetzt werden. Der kürzeste Weg zur Identifizierung 
von SNP Polymorphismen ist die direkte Sequenzierung (Edwards & Mogg 2001). Zu 
beachten ist, dass dabei Sequenzleerstellen auftreten können. Diese erhöhen in vie-
len Pflanzen die Anzahl von SNPs. Zudem sind viele Pflanzen heterozygot oder po-
lyploid, wodurch bei direktem Sequenzieren homologe oder homeologe loci auftreten 
können. Der Basenunterschied wird entdeckt, aber nicht der exakte Basenaustausch 
bestimmt. Dies tritt bei Polymorphismen auf, die auf einer Insertion oder Deletion be-
ruhen. Aus diesem Grund ist es wichtig, dass PCR Fragmente kloniert werden, bevor 
direkt sequenziert wird (Edwards & Mogg 2001).  
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3. Material & Methoden 
3.1 Genetisch bedingte Lockerbeerigkeit 

Pflanzenmaterial 
Ein Primertest wurde an 40 verschiedenen Genotypen durchgeführt (Vaclavicek 
2004). Im Rahmen der Arbeit wurden 14 Pinot noir Klone getestet. Sie wurden unter-
teilt in kompakte (5), lockere (8), kleinbeerige (1) und phänotypisch instabile Trau-
benstruktur (Frank 105 S, Tabelle 1). Sieben Pinot Farbmutanten, wie Pinot gris (1) 
und Pinot blanc (4) wurden untersucht. Zusätzlich sind Pinot Meunier (4), Riesling 
(1), Roter Traminer (1), Weißer Gutedel (1), Chardonnay (1), Cardinal (1) und Chenin 
blanc (1) als nicht Pinot noir Klone getestet worden (Tabelle 1). 
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Tabelle 1 Bezeichung und Herkunft der verwendeten  Klone  
Genotypen Züchtungsinstitut Mutation Phänotyp Referenz 
Pinot noir1 

18 Gm2 
FA Geisenheim, Deutschland3 Keine Kompakt  Bleyer 2001 

Pinot noir1 
20 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 Keine Kompakt Bleyer 2001 

Pinot noir1 
1132 

INRA Colmar, Frankreich4 Keine Kompakt   

Pinot noir1 
7772 

INRA Colmar, Frankreich4 Keine Kompakt  

Pinot noir1 
105 S Frank2 

Rebschule Frank, Deutschland Keine Locker oder 
Kompakt 

 

Pinot noir1 
20-13 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 219-222bp:  
4 bp deletion;    
231 bp:  C/T SNP 

Kleinbeerig, 
Locker 

Linder et al. 1999 

Pinot noir1 
We M12 

SLVA Weinsberg,  
Deutschland5 

219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker   Bleyer 2001 

Pinot noir1 
We M8482 

SLVA Weinsberg,  
Deutschland5 

219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker Bleyer 2001 

Pinot noir1 
M2422 

SLVA Weinsberg,  
Deutschland5 

219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker Bleyer 2001 

Pinot noir1 
1-44 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker Linder et al. 1999 

Pinot noir1 
1-84 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker  Linder et al. 1999 

Pinot noir1 
Fr 13 L2 

WI Freiburg, Deutschland6 219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker Bleyer 2001 

Pinot noir1 
1-1 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp:  C/T SNP 

Locker Linder et al. 1999 

Pinot noir1 
Fr 52-682 

FA Geisenheim, Deutschland3 Keine Kompakt  Bleyer 2001 

Pinot blanc1 
30092 

INRA Colmar, Frankreich4 Keine Unbekannt.  

Pinot blanc1 
31892 

INRA Colmar, Frankreich4 Keine Unbekannt  

Pinot blanc1 
30272 

INRA Colmar, Frankreich4  Keine Unbekannt  

Pinot blanc1 
2-532 

Unkown Keine Unbekannt  

P. meunier1 
We 8052 

SLVA Weinsberg,  
Deutschland5 

Keine Kompakt Bleyer 2001 

P. meunier1 
We 8082 

SLVA Weinsberg,  
Deutschland5 

Keine Kompakt  Bleyer 2001 

P. meunier1 
WVWL 232 

SLVA Weinsberg,  
Deutschland5 

Keine Kompakt Bleyer 2001 

P. meunier1 
30792 

INRA Colmar, Frankreich4 Keine  Unbekant 

Pinot gris1 
30142 

INRA Colmar Frankreich4 Keine  Unbekant 

Weißer Gu-
tedel1 
Fr 35-372 

FA Geisenheim, Deutschland3 231 bp: indel C 
C/T transion 217 bp 

Locker  Ambrosi et al. 1998 

Chardonnay1  
1 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 219-222bp:  
4 bp deletion   
231 bp: C/T SNP 

Kompakt  
Länges Stiel-
gerüst und 
Stielchen 

Rühl pers. Mitteilung. 
2007 

Riesling1 
64-177 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 Keine Kompakt   Ambrosi et al. 1998 

Roter Trami-
ner1 
11 Gm2 

FA Geisenheim, Deutschland3 Keine Kompakt  Ambrosi et al. 1998 

CheninBlanc1  
I 4:5-62 

UC Davis, USA7 Keine Kompakt Ambrosi et al. 1998 

Cardinal1  
VII 1:13-142 

UC Davis, USA7 231 bp: indel C Locker Ambrosi et al. 1998 
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1 Sorte,2 Klon, 3 Forschungsanstalt Geisenheim, Deutschland, 4 Instiut national de la recherche agronomique, 5 Staatliche Lehr- 
und Versuchsanstalt Weinsberg, 6 Staatliches Weinbauinstitut Freiburg 
 
DNA Extraktion 
Die DNA Extraktion von jungen Blättern erfolgte mit Hilfe des DNeasy-Plant Mini kits 
(Qiagen Hilden) oder wurde von Kollegen extrahiert zur Verfügung gestellt: 

• Circa 0.1 g eines Rebblattes in einem Eppendorfgefäß stecken und mit flüssi-
gem Stickstoff schockgefrieren. 

• Das gefrorene Gewebe zu feinem Pulver zermahlen.  
• 400 μl des Puffers AP1 und 4 μl der RNAse Stammlösung (100 mg/ml) hinzu-

fügen.  
• Die Lösung 10 min bei 65 °C inkubieren und währenddessen 2 bis 3 - mal in-

vertieren.  
• 130 μl des Puffers AP2 hinzugeben, invertieren und 5 min auf Eis inkubieren.  
• Die Suspension durch 5 minütiges Zentrifugieren bei 14000 rpm (Biofu-

ge®stratos, Heraeus, Hanau) in zwei Phasen trennen.  
• Die wässrige Phase in eine Qiashreddersäule (Quiagen, Hilden) setzen und 

für 2 min bei 14000 rpm (Biofuge®stratos, Heraeus, Hanau) zentrifugieren.  
• Den Durchfluss von ca. 450 μl mit einer Pipette in ein neues 2 ml Reaktions-

gefäß geben und das Pellet dabei unberührt lassen.  
• Das 1,5 - fache Volumen (ca. 675 μl) des Puffers AP3 dazugeben und die Lö-

sung mit der Pipette mischen.  
• Anschließend 650 μl des Lysats in eine neue Quiashreddersäule (Quiagen, 

Hilden) geben und 1 min bei 8000 g (Biofuge®stratos, Heraeus, Hanau) zentri-
fugieren.  

• Den Durchfluss verwerfen und den Arbeitsschritt mit dem restlichen Lysat 
wiederholen. 

• Das Säulchen auf ein neues Reaktionsgefäß (Quiagen, Hilden) setzen und 
500 μl des Puffers AW hinzufügen.  

• Für 1 min bei 14000 rpm (Biofuge®stratos, Heraeus, Hanau) zentrifugieren und 
anschließend den Durchfluss verwerfen.  
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• Das Reaktionsgefäß aufheben und im nächsten Schritt 500 μl Puffer AW hin-
zupipettieren. Dann für 2 min bei 14000 rpm zentrifugieren (Biofuge®stratos, 
Heraeus, Hanau).  

• Das Reaktionsgefäß und den Durchfluss verwerfen. 
• Das Säulchen auf ein neues 1,5 ml Gefäß setzen und 50 μl des auf 65 °C er-

wärmten Puffer AE dazugeben und 5 min bei Raumtemperatur inkubieren.  
• Anschließend die Probe 1 min bei 14000 rpm (Biofuge®stratos, Heraeus, Ha-

nau) zentrifugieren. Den letzten Arbeitschritt wiederholen.  
• Lagerung im Gefrierschrank bei -20 °C.  

 

EST Resource und PCR Primer Design 
Mutationen aus den EST Datenbanken liegen in exprimierten Genen, die Auswirkun-
gen auf den Phänotypen haben können (Weising 2005). Deswegen wurde der “EST 
Flower Bloom” (CF 207762, Da Silva et al. 2003) in dem Primertest verwendet 
(Vaclavicek 2004). Ein Sequenzunterschied zwischen locker und kompakten Pinot 
noir Klonen wurde mit dem Primer ExpFl1 (Tabelle 2) basiert auf den “EST Flower 
Bloom” (CF 207762, Da Silva et al. 2003) entdeckt (Vaclavicek 2004). Basierend auf 
diesen Untersuchungen wurde der spezifische Primer ExpFl2 (Tabelle 2), mit Pri-
mer3 Software (Rozen & Skaletsky 2000) entwickelt. Der Primer weist eine hohe 
Spezifität zu der EST Sequenz (CF 207762, Da Silva et al. 2003) auf. Er besitzt ho-
hen GC Gehalt, und dadurch kann eine hohe Annealing Temperatur bei der PCR 
verwendet werden. Die Stabilität des Primers und die Spezifität des Amplifikations-
produkts ist garantiert. Bei der Entwicklung eines Primers für die MAS zur Identifika-
tion von lockeren und kompakten Klonen wurden CAPS, SCAR und Genotyping Pri-
mer entwickelt (Tabelle 2). 
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Tabelle 2: Primersequenz, Annealing Temperatur und Funktion  

Primer- 
name 

Sequenzen Annealing 
Temperatur 

Funktion   

ExpFL1 5´-ATTCAGCCAGAGCCCGATTAC-3´ 
5´-AGCTGGTGATGTTCATGCTG-`3 

50 °C Detektion der Mutati-
on, Klonierung 

ExpFL2 5`GGCCTCAAGAATGGTCTCTGAATA´3 
5`CCACCAGTAATGGCCACA`3 

55 °C Spezifischer Primer 
zur Mutation, direkte 
Sequenzierung und 
IRD700 markiert für 
den Restriktionsverdau 
CAPS Marker 

SNP1 Fam 5`AAAAGCCCTTCCTTTTCTTTT`3 
5`CCACCAGTAATGGCCACA-`3 

53 °C SNP genotyping 
ohne 4 bp Deletion 

SNP2 Hex 5`CCCTTCCTCCCTTTTCTTTT`3 
5`CCACCAGTAATGGCCACA-`3 

53 °C SNP genotyping: 
mit 4 bp Deletion 

Del1 5`GGCCTCAAGAATGGTCTCTGAARA`3IRD700 
5`ATATACTGTTGTCCTTGGGGGTCAGTC`3 

58 °C SCAR Primer, 
genetische Kartierung 

 
Kontrolle der Extrahierten DNA 
Eine molekularbiologische Methode zur qualitativen und quantitativen Analyse der 
extrahierten DNA ist die Agarose-Gelelektrophorese. Auf dem 1 % - igen Agarosegel 
werden 4,5 µl DNA-Probe und 1,5 µl Ladepuffer (5x) aufgetragen. Die Gelelektropho-
rese läuft bei 120 V ca. 45 min. Anschließend wird das Gel 5 min mit Ethidiumbromid 
angefärbt und die DNA unter UV-Licht sichtbar gemacht. Bei guter Qualität sind 
gleich lange, scharfe Banden vorhanden. 
1x TBE-Puffer:    100 mM Tris-Acetat  
     100 mM Borsäure 
     2 mM EDTA  
Agarosegel:   1 g Agarose 
     100 ml 1x TBE-Puffer  
5x Probenpuffer:   50 % Saccharose,  
     50 mM EDTA  
     0,05 % Bromphenolblau  
     0,05% XyleneCyanol  
Ethidiumbromidlösung:  30 µl Ethidiumbromid  
     300 ml TBE-Puffer  
Leiter:    100 bp (MassRulerTM DNA Ladder, Fermentas, St. Léon-

Rot) 
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Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) 
Spezielle Abschnitte innerhalb des Genoms können durch eine PCR um ein vielfa-
ches amplifiziert werden. Das Enzym (Taq-Polymerase) verlängert und vermehrt mit 
der Hilfe von Nukleotiden (dNTPs), kurzen Oligonukleoditsequenzen (Primer) ausge-
wählte DNA-Sequenzen. Wichtige Kriterien für die Primerwahl sind die Größe der zu 
erwartenden PCR-Amplifikation, der GC-Gehalt und die Länge des Primers. Die 
DNA-Konzentration beeinflusst die Qualität der PCR. Ideale PCR-Bedingungen sind 
anhand einer Auswahl an Proben eingestellt worden. Der Primer ExpFl1 (Tabelle 1), 
der den genetischen Unterschied zwischen locker und kompakt detektiert (Vaclavicek 
2004), besitzt keine gute Qualität. Die PCR-Produkte sind nicht stabil, obwohl er mit 
verschiedenen Primerannealingtemperaturen, variierten Mg Konzentrationen und 
verschiedenen Taq-Polymerasen getestet wurde. In dieser Arbeit ist der Primer Ex-
pFl2 entwickelt worden, der einen höheren GC-Gehalt hat und mit einer höheren An-
nealingtemperatur in der PCR eingesetzt werden kann. 

 
Entwicklung des EXPFL2 Markers 
Die PCR ist auf ein Volumen von 10 µl ausgelegt und enthält 10 pM von jedem Pri-
mer (VBC-Biotech Services GmbH, Wien), 0,2 dNTPs, 0,25 U Taq polymerase Fer-
mentas (High Fidelity Taq, Fermentas, St Leon Rot), 1 μl 10 x PCR Puffer, 1,5 mM 
MgCl2 (High Fidelity PCR Enzyme Mix, Fermentas, St Leon Rot) und 1 μl DNA.  
 
Folgendes PCR Programm wurde im Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) eingesetzt: 

 1. Standarddenaturierung  94 °C  1 min 
 2. Denaturierung   94 °C  30 sec  
 3. Annealing   55 °C  45 sec 
 4. Primer Elongation  72 °C  45 sec 
 5. Abschließende Elongation 72 °C  10 min 
 
Der erste und fünfte Schritt findet einmalig zu Beginn bzw. am Ende des Programms 
statt. Die Zyklen 2 bis 4 werden 29 mal wiederholt.  
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Die Amplifikationsprodukte der PCR wurden auf einem 2 %- igen TAE-Agarosegel 
aufgetrennt (Abb. 9). Vier μl der PCR Reaktion wurde mit 2 μl Ladepuffer (5x) in die 
Taschen des Gels pipetiert. Auf das Gel wurde eine Leiter (100 bp) aufgetragen (Ge-
neRulerTM, Fermentas, St. Léon-Rot). Die Laufbedingungen waren 1,5 Stunden bei 
120 V in 1 X TAE Puffer. Anschließend wurde das Gel mit Ethidiumbromid angefärbt 
(Abb. 9). 
1x TAE-Puffer:    40 mM Tris-Acetat (pH 7,9)  
     2 mM EDTA  
     mit Eisessig auf pH 8,0 einstellen 
Agarosegel:   2 g Agarose 
     100 ml 1x TBE-Puffer  
5x Probenpuffer:   50 % Saccharose,  
     50 mM EDTA  
     0,05 % Bromphenolblau  
     0,05 % XyleneCyanol  
Leiter:     100 bp (GenerulerTM, Fermentas, St. Léon-Rot) 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 11: PCR Amplifikationsprodukte des Markers ExpFl2. L Leiter (100 bp), 1. We M 848, 2. We 
M 242, 3. 1-1 Gm, 4. Fr 13 L, 5. 18 Gm, 6. 20 Gm, 7. 2-53, 8. WVWL33, 9. 1-84 Gm, Leiter (100 bp) 

 

Extraktion und Reinigung der Amplifizierten Fragmente aus einem Aga-
rosegel  
Die interessanten PCR-Amplifikationsprodukte wurden auf zwei unterschiedliche 
Vorgehensweisen für die Sequenzierung vorbereitet. Die Fragmente wurden auf ei-
nem UV-Detektor mit Hilfe eines Skalpells aus einem TAE-Agarosegel ausgeschnit-

ten und mit einem Perfectprep®Gel Cleanup Kit (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) 
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aufgereinigt. Der zweite Weg der Reinigung des PCR Produkts für die Sequenzierung 
wird mit dem Kit ExoSapIT® (USB Amersham, München) durchgeführt.  
Die DNA-Extraktion aus Agaroseblöcken: 
 

• Die ausgeschnittenen Produkte wiegen und in ein 2 ml Röhrchen (Maximum 
von 400 mg) geben.  

• Das Dreifache des Volumens des ausgeschnittenen Fragments an Binding 
Puffer dazugeben (1 mg des Gewichtes entspricht 1 μl vom Volumen, Eppen-
dorf, Hamburg).  

• Die Suspension für 10 min bei 50 °C in einem Eppendorf - Heizblock inkubie-
ren. Alle 2 bis 3 min vortexen und anschließend bei 1000 g (Galaxy 14D VWR) 
zentrifugieren. 

• Das einfache Volumen des Fragments an Isopropanol zum aufgelösten Frag-
ment geben.  

• Die Lösung mischen und inkubieren. 
• Das Spin Säulchen (Eppendorf, Hamburg) auf ein 2 ml Eppendorfgefäß set-

zen. 
• 800 μl der Lösung auf das Säulchen geben und bei 10000 g (Galaxy 14D 

VWR) für 1 min zentrifugieren. 
• Den Durchfluss verwerfen und mit der restlichen Lösung den vorherigen Vor-

gang wiederholen.  
• 750 μl Wash Puffer (Eppendorf, Hamburg) auf das Spin Säulchen geben und 

1 min bei 10000 g (Galaxy 14D VWR, Wien) zentrifugieren.  
• Den Durchfluss verwerfen, das Spin Säulchen wieder auf das Röhrchen set-

zen und bei 10000 g für 1 min (Galaxy 14D VWR, Wien) zentrifugieren.  
• Das Spin Säulchen auf ein neues 2 ml Röhrchen setzen, 30 μl Elution Buffer 

(Eppendorf, Hamburg) hinzugeben und bei 1000 g für 1 min (Galaxy 14D 
VWR) zentrifugieren.  

• Die aufgereinigte DNA bei -20 °C im Gefrierschrank lagern.  
 

Die extrahierte DNA aus den Gelblöcken wurde zur Überprüfung auf ein Agrarosegel 
aufgetragen. Bereits 3 µl DNA mit 1 µl Ladepuffer sind ausreichend, um sichtbare 
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Banden zu erhalten. Somit ist eine gute Qualität und Quantität der vorliegenden DNA 
für die Sequenzierung gewährleistet. 
 

PCR Aufreinigung  
Die amplifizierten PCR Produkte (zwei Replikationen pro Probe) wurden mit ExoSa-
pIT® (USB Amersham, München) für das Sequenzieren aufgereinigt:  
  11 μl von dem PCR Produkt 
  0,75 μl ExoSapIT®  
  1,25 μl H2O  
werden vermischt und bei 37 °C für 40 min und bei 85 °C für 15 min inkubiert. 

 
Sequenzierung  
Die Sequenzierung bestimmt die Abfolge von Nukleotiden eines DNA-Abschnittes. 
Sie bietet die Möglichkeit, Basenpaarveränderungen zwischen den lockeren und 
kompakten Klonen zu identifizieren.  
Die amplifizierten DNA-Fragmente (Tabelle 1) wurden in beiden Richtungen (3`und in 
5`) bei der University of Chicago, Cancer Center (USA) analysiert und mit der BioEdit 
Software ausgewertet (Hall 1999).  
 
Die Entwicklung des SCAR Markers (Del1) 
Zur Unterscheidung der lockeren und kompakten Rebklone wurde ein sequence 
characterized amplified region (SCAR) Marker (Del1, Tabelle 2) entwickelt. Das PCR 
Produkt des Markers sollte bei 162 bp für lockerbeerige und bei 166 bp für kompakte 
Klone ein Fragment aufweisen. Der SCAR Primer wurde mit der Software Primer3 
Version 4.0 (Rozen & Skaletsky 2000, Abb. 12) entwickelt.  

 
5´ATTCAGCCAGAGCCGATTACAATGACCTTACAAGCAAAATTTTCAAAATAAAGCAAATTA 

bp 
1- 60 

CAACTCAGATACTAGTGGCGGGTGGTAAAAGACCACCTCTGCCATGAAAAAGGGCCTCAA 61 - 120 
GAATAAGGGTCTCTGAATAGGGTACCCCTACCCCTACAAGGCCACATTGACAAATGCAAA 121 - 180 
TTTAAATGATCAGGGCTATTTCAAAAAAAGCCCTTCCTCCCTTTTCTTTTCTTTACCCAA 181 - 240 
GAAAAGGGCAAGACTGACCCCCAAGGACAACAGTATATCCTCTAACAAGCTAAATTGGCC 241 - 300 
ATACTAATTCCTAAACTTAGTATATATATATGATTTATCACCTAGCAAACTATAGGTATT 301 - 360 
ATAGGAGTAGGAGCTCCAAAGCGTTTAGCGAAACTGTGCTCCACTGAAGGTCTGGCCAAA 361 - 420 
GGACCAGTGAGCGGGACACAATTGTAGGAGACAATAGTGTGGCCATTACTGGTGGTGACC 421 - 480 
TTGAATGAGAGGCTCTGTCCATTAAGATAGGTGTTGCTCTGCCAGTTTTGGCCCCAGTTC 481 - 540 
CTGGACATAGACTGCCAGCCAGTCCTTGACCC´3 541 - 571 

Abbildung 12: SCAR Markerentwicklung. Die detektierte Sequenz zeigt grün markiert die Mutation für 
lockerbeerige Klone (4 bp Deletion und C/T SNP). Der forward Primer ist rot und der reverse Primer 
blau markiert. Die Produktgröße für Kompakt beträgt 166 bp und die für Locker 161 bp 
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PCR für die Entwicklung des SCAR Markers 
Das Volumen der PCR ist auf 20 µl ausgelegt, das aus 10 pM des IRDye-700 
markierten (VBC-Biotech Services GmbH, Wien) und des unmarkierten Primers 
(VBC-Biotech Services GmbH, Wien), 0,2 mM dNTPs, 0,5 U Taq polymerase (High 
Fidelity, Fermentas, St Leon), 2 μl 10 x PCR Puffer, 1,5 mM MgCl2 (High Fidelity PCR 
Enzyme Mix, Fermentas, St Leon Rot) und 2 μl template DNA besteht.  
 
Folgendes PCR Programm wurde im Mastercyclers (Eppendorf, Hamburg) einge-
setzt: 

 1. Standarddenaturierung  94 °C  1 min 
 2. Denaturierung   94 °C  30 sec  
 3. Annealing   58 °C  45 sec 
 4. Primer Elongation  72 °C  45 sec 
 5. Abschließende Elongation 72 °C  10 min 
 
Der erste und fünfte Schritt findet einmalig zu Beginn bzw. am Ende des Programms 
statt. Die Zyklen 2 bis 4 werden 29-mal wiederholt.  
 
Zur Amplifikation wurde die PCR mit dem Licor-Ladepuffer 1:50 verdünnt und 1 μl 
dieser Lösung wurde auf ein 8 % - iges PAGE Gel (19:1 Acrylamide/Bisacrylamide, 
6,2 M Urea, 1 x TBE) an einem Li-Cor 4300 DNA Analyzer (Li-Cor, Nebraska, Bad 
Homburg) aufgetragen und mit der SAGAMX Generation 2 AFLP version 3.3 Software 
(Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) visualisiert. Die Laufbedingungen waren 40 W, 
40 mA und 45 °C für 200 min. Das Amplifikationsprodukt zeigt eine Doppelbande, die 
einen 4 bp Unterschied aufweist. Zur Bestätigung des Ergebnisses wurde dieser 
Versuch in vierfacher Wiederholung durchgeführt.  
  
Li-Cor Polyacrylamidgel (8 %) 12,6 Urea 
      3 ml 10 x Li-Cor TBE 
      8 ml Acrylamid (30%) 
      20 μl TEMED 
      200 μl Ammoniumpersulfat-Lösung (10 %) 
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Li-Cor Polyacrylamidgel (12 %) 12,6 Urea 
      3 ml 10 x Li-Cor TBE 
      12 ml Acrylamid (30%) 
      20 μl TEMED 
      200 μl Ammoniumpersulfat-Lösung (10 %)  
Li-Cor 10 x TBE   107,8 g Tris 
      55 g Borsäure 
      7,4 g EDTA 
      Wasser war bis zu 1000 ml Lösung aufgefüllt 
Leiter     50 -700 bp (Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) 
Ladepuffer    (Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) 
Laufpuffer     120 ml 1x TBE 
 
Herstellung und Aufreinigung von Page Gelen (Polyacrylamidgel) 
Eine kurze und eine lange Glasplatte werden gründlich mit Ethanol (70 %) gereinigt. 
Die Glasplatten werden durch den Spacer (0,75 mm) getrennt. Vorsichtig wird die 
Gelflüssigkeit zwischen die Glasplatten gespritzt und ein Kamm mit Zähnen einge-
setzt. Beim Gießen sollten keine Luftblasen entstehen, da diese den geraden Lauf 
der DNA verhindern. Nachdem das Gel polymerisiert ist, können die Glasplatten in 
die Elektrophoresekammer eingespannt werden. Der TBE-Laufpuffer wird in die Be-
hälter eingefüllt und die Elektroden angeschlossen. Der Kamm wird entfernt und ein 
15 minütiger Vorlauf wird durchgeführt. Die Taschen werden gründlich gereinigt, da-
mit ein gerader Lauf garantiert ist und das Überlaufen der Proben verhindert wird. Die 
PCR Produkte wurden mit dem Licor-Ladepuffer (Li-Cor Biosciences, Bad Homburg) 
versetzt, 5 min bei 96 °C denaturiert und sofort auf Eis abgekühlt. In jede Tasche 
wurde 1 µl Probenlösung pipettiert.  
 

Visulaisierung und Ausschneiden von Fragmenten  
Die PCR wurde mehrmals wiederholt, und jede Probe wurde in sieben nebeneinan-
der liegende Taschen auf ein 12 % iges PAGE 19:1 (Acrylamid/Bisacrylamid, 6,2 M 
urea and 1 x TBE) aufgetragen, an dem Li-Cor 4300 DNA Analyzer aufgetrennt und 
mit der SAGAMX Generation 2 AFLP Version 3.3 Software (Li-Cor Biosciences, Bad 
Homburg) visualisiert. Die Platte wurde aus dem Li-Cor genommen und vorsichtig 
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getrennt, so dass das Gel auf einer Platte unbeschädigt blieb. Auf die Glasplatte 
wurde ein Folienraster gelegt und zusammen auf das Odyssey Infrared Imaging Sys-
tem Scanner (Li-Cor, Biosciences, Bad Homburg) gelegt. Die „interessanten“ Amplifi-
kationsprodukte wurden auf der Rasterfolie markiert. Anschließend wurden die 
Fragmente mit Hilfe eines Skalpels aus dem Gel geschnitten.  

 

Extraktion und Reinigung der amplifizierten Fragmente aus einem Poly-
acrylamidgel  
Die aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnittenen Amplifikationen wurden mit dem 

E.Z.N.A.® Poly-Gel DNA Extraktions Kit (Omega Bio-Tek, Doraville, USA) aufgerei-
nigt: 
• Das Gelstück auf einen sterilen Objektträger legen und mit einem zweiten steri-

len Objektträger zerquetschen. 
• Daraufhin das Gel in ein steriles Röhrchen füllen und 250 µl Elution Puffer 

(Omega Bio-Tek, Doraville, USA) dazugeben. 
• Das Fragment für 4 Stunden bei 65 °C im Puffer inkubieren. 

• Danach das Gelstück und den Puffer auf einen grünen Poly-Gel Filter (Omega 
Bio-Tek, Doraville, USA), der auf einem sterilen 1,5 ml Röhrchen sitzt, geben 
und bei Raumtemperatur für 10 min bei 10000 g (Galaxy 14D VWR, Wien) zent-
rifugieren. 

• Zu dem Eluat das 4,5 - bis 5 - fache des HB Puffers (Omega Bio-Tek, Doraville, 
USA) und 5 -10 µg tRNA dazugeben. 

• Ein blaues HiBind® DNA Röhrchen (Omega Bio-Tek, Doraville, USA) in ein steri-
les 2 ml Röhrchen stecken und 750 µl von der Lösung hinein pipetieren und für 
1 min bei Raumtemperatur bei 10000 g (Galaxy 14D VWR, Wien) zentrifugie-
ren. 

• Den Durchlauf verwerfen und die restliche Lösung auf das HiBind Röhrchen 
geben und zentrifugieren. Den Durchlauf erneut verwerfen. 

• Auf das blaue Röhrchen wird 750 µl DNA Wash Puffer (Omega Bio-Tek, Do-
raville, USA) gegeben und bei Raumtemperatur für 1 min bei 10000 g (Galaxy 
14D VWR, Wien) zentrifugiert. 

• Den Durchlauf verwerfen und das Röhrchen erneut für 2 min bei 10000 g (Ga-
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laxy 14D VWR, Wien) zentrifugieren. 
• Das blaue Röhrchen auf ein neues, steriles 1,5 ml Röhrchen setzen und 50 µl 

steriles dH2O auf das HiBind-Röhrchen geben und 1 min bei 10000 g (Galaxy 
14D VWR, Wien) zentrifugieren.  

• Die DNA bei – 20 °C im Gefrierschrank lagern. 
Die extrahierte DNA wird, wie im Abschnitt Extraktion und Reinigung von amplifizier-
ten Fragmenten aus einem Agarosegel, überprüft. 

 

PCR der extrahierten DNA für die Sequenzierung  
Für die PCR wurden 4 µl der extrahierten Amplifikationsprodukte und ein unmarkier-
tes Primerpaar, Del1, eingesetzt (Tabelle 2). Alle anderen PCR Bedingungen sind, 
wie im Abschnitt, „PCR für die Entwicklung des SCAR Marker“ aufgeführt, unverän-
dert. Die PCR wurde auf einem TBE-Agarosegel aufgetrennt und unter den selben 
Bedingungen, wie im Abschnitt „PCR für die Entwicklung des SCAR Marker“ be-
schrieben, durchgeführt. Nach der Kontrolle wurde die PCR mit ExoSapIT (USB A-
mersham, Uppsala, Schweden), wie zuvor beschrieben, ausgeführt und in 5´ und 3´ 
Richtung sequenziert (University of Chicago Cancer Centre, USA). Die Sequenzie-
rungen wurden mit der Software BioEdit (Hall 1999) ausgewertet.  

 
Die Entwicklung des Cleaved Amplifierd Polymorphic Sequence (CAPS) 
Markers  
Das PCR Produkt des Markers ExpFl2 wurde hergestellt wie zuvor beschrieben. 
Anschließend wurde das PCR Produkt mit der Restriktionsendonuclease, SmiI, 
(Fermentas, St Léon Rot, Deutschland) geschnitten. Das Restriktionsenzym 
schneidet die detektierte Sequenz, die die Mutation der lockerbeerigen Genotypen 
aufweist, einmal. (Abb. 13).  
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5´attcagccagagccgattacaatgaccttacaagcaaaattttcaaaataaagcaaattacaactcagatactag 
3´taagtcggtctcggctaatgttactggaatgttcgttttaaaagttttatttcgtttaatgttgagtctatgatc 

bp 
1 - 75 

5´tggcgggtggtaaaagaccacctctgccatgaaaaagggcctcaagaataagggtctctgaatagggtaccccta 
3´accgcccaccattttctggtggagacggtactttttcccggagttcttattcccagagacttatcccatggggat 

76 - 150 

SmiI 
5´cccctacaaggccacattgacaaatgcaaatttaaatgatcagggctatttcaaaaaaagcccttcctccctttt 
3´ggggatgttccggtgtaactgtttacgtttaaatttactagtcccgataaagtttttttcgggaaggagggaaaa 

151- 225 

SwaI 
5´cttttctttacccaagaaaagggcaagactgacccccaaggacaacagtatatcctctaacaagctaaattggcc 
3´gaaaagaaatgggttcttttcccgttctgactgggggttcctgttgtcatataggagattgttcgatttaaccgg 

226 - 300 

5´atactaattcctaaacttagtatatatatatgatttatcacctagcaaactataggtattataggagtaggagct 
3´tatgattaaggatttgaatcatatatatatactaaatagtggatcgtttgatatccataatatcctcatcctcga 

301 -375 

5´ccaaagcgtttagcgaaactgtgctccactgaaggtctggccaaaggaccagtgagcgggacacaattgtaggag 
3´ggtttcgcaaatcgctttgacacgaggtgacttccagaccggtttcctggtcactcgccctgtgttaacatcctc 

376 - 450 

5´acaatagtgtggccattactggtggtgaccttgaatgagaggctctgtccattaagataggtgttgctctgccag  
3´tgttatcacaccggtaatgaccaccactggaacttactctccgagacaggtaattctatccacaacgagacggtc 

451 - 525 

5´ttttggccccagttcctggacatagactgccagccagtccttgaccc´3 
3´aaaaccggggtcaaggacctgtatctgacggtcggtcaggaactggg´5 

526 to 572 

Abbildung 13: CAPS Markerentwicklung. Identifizierte Sequenz in Webcutter 2.0 (Heiman 1997). Die 
rot markierten Basenpaare sind die Schnittstelle der Restriktionsenzyme, grün die Mutation und blau 
der Primer ExpFl2. 
 

Ausgeschlossen wurde, dass das Enzym SmiI das Rebengenom an einer anderen 
Stelle im Genom schneidet und dadurch falsche Amplifikationsprodukte auf dem Gel 
erzeugt. Denn zuerst wurde das PCR Produkt hergestellt und anschließend mit SmiI 
geschnitten.  
Der Verdau war auf ein Volumen von 19 µl ausgelegt: 
  10 µl jeder Probe  
  50 mM Tris-HCL (pH 7,5)  
  10 mM MgCl2,  
  100 mM NaCl  
  0,1 mg/ml BSA  
  10 U SmiI  
Diese Lösung wurde 2 Stunden bei 30 °C und 20 min bei 65 °C inkubiert. Die für den 
Verdau eingesetzten Chemikalien sind von Fermentas, St Léon Rot.  
Anschließend wurde die verdaute PCR mit dem Licor-Ladepuffer 1:10 verdünnt und 1 
μl der Verdünnung auf das Polyacrylamidgel aufgetragen. Der Verdau wurde auf 
einem 12 % PAGE Gel (19:1 Acrylamid/Bisacrylamid, 6,2 M Urea, 1 x TBE) an einem 
Li-Cor 4300 DNA Analyzer (Li-Cor, Biosciences, USA) amplifiziert. Die 
Laufbedingungen waren 40 W, 40 mA, 40 °C für 200 Minuten. Visualisiert wurden die 
Amplifikationsprodukte mit der SAGAMX Generation 2 AFLP Version 3.3 Software (Li-
Cor, Nebraska, USA). Ausgeschnitten, aufgereinigt und sequenziert wurden die 
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Amplifikationsprodukte, wie bei der Entwicklung des SCAR Markers (Del1) 
beschrieben.  

 
Sequenzierung und Analyse des Expansingen gekoppelten Locus  
Ein nblast (Nukleotid Basic Local Alignment Search Tool) wurde mit der identifizierten 
Sequenz in der NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) durchgeführt um identische oder 
ähnliche Sequenzen zu finden, die vielleicht mit einem Gen gekoppelt sind. Die 
identifizierte Sequenz ist Teil des Vitis vinifera Genoms (Vitis Genome Project, 
Velasco et al. 2007, Jaillon et al. 2007, NCBI 01-2008) und stimmt mit dem Abschnitt 
AM482589 überein (Velasco et al. 2007, Jaillon et al. 2007, NCBI 01-2008). Die 
Sequenz ist ein Teil des Expansin Gens Vlexp-1 (Ishirmaru et al. 2003, 2007, NCBI 
01-2008). Anschließend wurde ein tbast x in der NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 
durchgeführt, um eine Übereinstimmung mit einem Protein aufzudecken. Die Position 
der Sequenz und die Identifizierung benachbarter Gene wurde mit der Datenbank 
softberry (http://linux1.softberry.com/berry.phtml) herausgefunden. Hierfür wurde die 
Sequenz AM482589 analysiert. Der EST (Goes Da Silva, CF207762), auf dem 
unsere Sequenz basiert, wurde in Spider (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auf 
Exon oder Introns untersucht. Um einen detaillierten Überblick zu bekommen, wurde 
die Sequenz AB10442 (Ishimaru et al. 2003, 2007, NCBI 01-2008) auf Exon und 
Introns untersucht.  

 
SNP Genotyping   
Mit dem CodeRedTM SNP Genotyping Kit können bekannte Substitutionen und 
Deletionen/Insertionen detektiert werden. Es basiert auf der SNaPITTm Technologie, 
die auf einem Allel spezifischen Verdau basiert (Abb. 14).  
Bei der PCR werden die normalen dNTPs (dGTP, dATP und dCTP) dazugegeben. 
Doch zusätzlich werden dUTP eingesetzt, die die dTTP während der PCR ersetzen. 
Der Diagnostik Primer (Flureszenz markiert) verbindet sich mit dem ersten dUTP 
und, je nachdem, welches Allel vorhanden ist, unterscheidet er sich in der Länge. Der 
Verdau des PCR Produktes findet mit dem Enzym Uracil-DNA-Glycosylase (UDG) 
statt. Das Enzym schneidet die PCR Produkte an der ersten Uracilbase. Die 
Verdauprodukte sind fluoreszenzmarkierte DNA Fragmente, die sich in der Größe je 
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nach anwesendem Allel unterscheiden.  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 14: : CodRedTM SNP Genotyping Kit (Hoffmann et al. 2009) 
 
Zur Detektion der C/T Mutation (Kompakt C, Locker T) wurden die Primer SNP1 und 
SNP2 (Tabelle 1, 2) (Fermentas, St. Léon-Rot) entwickelt. Der Primer SNP1 ist 
spezifisch für die Sequenz der kompakten Trauben, die keine 4 bp Deletion besitzen. 
Der Primer SNP2 ist spezifisch für die Sequenz der lockerbeerigen Trauben, die eine 
4 bp Deletion aufweisen.  
 
Die Reaktion der PCR ist auf ein Volumen von 20 µl ausgelegt. Diese beinhaltet 10 
pM jedes Primers (VBC-Biotech Services GmbH, Wien), 0,2 mM GAUC Mischung 
(CodeREdTM SNP Genotyping Kit, Fermentas St. Léon-Rot), 0,5 U Taq polymerase 
(Invitrogen, Karlsruhe), 20 mM Tris-HCL (pH 8,4), 50 mM KCl, 3 mM MgCl2 und 1μl 
Template DNA.  
Folgendes PCR Programm wurde im Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) eingesetzt: 

 1. Standarddenaturierung  94 °C    3 min 
 2. Denaturierung   94 °C   20 sec 

3. Annealing   53 °C   20 sec 
 4. Primer Elongation  72 °C  40 sec 
 5. Abschließende Elongation 72 °C  5 min 
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Der erste und fünfte Schritt findet einmalig zu Beginn bzw. am Ende des Programms 
statt. Die Zyklen 2 bis 4 werden 36 mal wiederholt.  
 
Auf einem 1 %-tigen Agarosegel wurde das PCR Produkt an einer Gelelektrophorese 
aufgetrennt, um die Funktionstätigkeit der PCR zu kontrollieren. Die 
Laufbedingungen waren 120 V für 45 min.  
 
Herstellung der SNP Genotyping Reaktion:   

• 3,5 μl des PCR Produkts und 1 μl Exol (CodeREdTM SNP Genotyping Kit) 
invertieren und bei 37 °C für 30 min und 15 min bei 80°C inkubieren.  

• 1 μl Uracil-DNA Glycosylase Enzym (CodeREdTM SNP Genotyping Kit) zu 10 
μl der Reaktion hinzugeben, mischen und für 30 min bei 37 °C inkubieren. 

•  Anschließend 2 μl Cleavage Agent (CodeREdTM SNP Genotyping Kit) 
dazugegeben und 15 min bei 95 °C inkubieren.  

• Die Proben 1:5 verdünnen, indem 2 μl Reaktion und 8 μl Rox Ladepuffer 
(CodeREdTM SNP Genotyping Kit) gemischt werden.  

• Die Verdünnung auf einem Abi Prism 3100 Genetic Analyzer auftrennen und 
mit der Software® Genotyper 3.7 (Applied Biosystems, Forster City, USA) 
analysieren. 
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3.2 Feldexperiment 2006 

Experimenteller Feldversuchaufbau  
Der Freilandversuch wurde an zwei Orten (Geisenheim, Institut für Rebenzüchtung 
und Heppenheim Rebschule Antes) durchgeführt. An jedem Ort wurde der Versuch 
an zwei Weinstockreihen mit den Pinot noir Klonen (18 Gm und 1-84 Gm) erfasst. Je 
Klon wurden 3 bis 4 Infloreszenzen mit Gibberellin behandelt und unbehandelt (Kon-
trolle) ausgewertet, die randomisiert in der Reihe verteilt waren (SAS 9.2 ®SAS Insti-
tute Inc., Cary, NC, USA). Soweit wie möglich wurden die Rebstöcke am Anfang und 
Ende der Reihe aus dem Experiment ausgeschlossen (Abb. 15,16,17). In Geisen-
heim konnte bei dem Klon 18 Gm aufgrund der geringen Anzahl vorhandener Reb-
stöcke auf diese Pflanzen nicht verzichtet werden.  
Auf die behandelten Infloreszenzen wurde zur Anthesis (BBCH 65) 20 mg/l GA3 in 
Wasser gelöst, appliziert. Die Applikation wurde mit einer Sprühflasche per Hand auf 
die Gescheine ausgebracht, bis diese tropfnass waren. Um die GA3 Wirkung nicht zu 
beeinträchtigen, wurde kein Netzmittel eingesetzt (Wünsche, persönliche Mitteilung). 
Ein identisches BBCH Stadium der Infloreszenzen an beiden Standorten war nicht 
möglich. An einem Standort variierte das BBCH Stadium gering (Tabelle 3). In Hep-
penheim wurde am 15. Juli 2006 von 5:45 Uhr bis 8:30 Uhr die Applikation von GA3 
durchgeführt, in Geisenheim am 16. Juli 2006 von 5:00 Uhr bis 6:30 Uhr (Abb. 32, 
33, Anhang). Die Effektivität der GA3-Applikation ist bei einer hohen relativen Luft-
feuchtigkeit und in den frühen Morgenstunden am höchsten (Schulz, persönliche Mit-
teilung).  
Während der GA3-Behandlung betrug die Temperatur 16,3 °C - 16,4 °C und die rela-
tive Luftfeuchtigkeit 77 % - 79 % am Standort Geisenheim und in Heppenheim war 
die Temperatur 20,7 °C - 24,6 °C und die relative Luftfeuchtigkeit 61 % - 69 % (Abb. 
32, 33). Die Temperatur während der Applikation war am Standort Heppenheim um 
4,3 °C - 8,3 °C höher als am Standort Geisenheim. Die Windgeschwindigkeit lag in 
Geisenheim bei 5,1 - 5,3 m/s und in Heppenheim bei 0,2 - 0,3 m/s (Deutscher Wet-
terdienst 2006). Am Tag der Behandlung gab es um 17:30 Uhr einen Niederschlag 
von 0,1 mm am Standort Heppenheim (Abb. 33).  
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Pflanzenmaterial  
Die hormonellen und phänologischen Untersuchungen wurden an 120 Rebstöcken 
der Klone 1-84 Gm (lockerbeerig) und 18 Gm (kompakt) durchgeführt. Am Standort 
Heppenheim sind die Reben des  Klons 1-84 Gm, Pflanzjahr 1998, auf sandigem 
Lehm und die des Klons 18 Gm, Pflanzjahr 1986/87, auf Lehm gepflanzt. In Geisen-
heim wurden die Reben beider Klone, Pflanzjahr 1995, auf Lehm-Lösboden ange-
pflanzt. In Geisenheim wurde Vorstufenmaterial und in Heppenheim zertifiziertes 
Pflanzgut verwendet. Die Edelreiser beider Standorte stammen von der Forschungs-
anstalt Geisenheim und sind auf die Unterlage cv. Börner gepfropft. Allgemeine 
Weinbauarbeiten, Pflanzenschutz und die Ausbringung von Düngemitteln wurde an 
beiden Standorten durchgeführt. 
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Feldplan  
 

 

 
Abbildung 15: Feldversuch am Standort Geisenheim. Zahlen neben den Pflanzen: Zeitpunkt der 
Probenahme für die Hormonanalyse und die Wiederholung (h = Stunden; d = Tage nach der 
Gibberellinapplikation; _1-3 = Wiederholung) 
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Abbildung 16: Feldversuch am Standort Heppenheim Klon 1-84 Gm. Zahlen neben den Pflanzen: 
Zeitpunkt der Probenahme für die Hormonanalyse und die Wiederholung (h = Stunden; d = Tage nach 
der Gibberellinapplikation; _1-3 = Wiederholung) 
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Abbildung 17: Feldversuch am Standort Heppenheim Klon 18 Gm. Zahlen neben den Pflanzen: 
Zeitpunkt der Probenahme für die Hormonanalyse und die Wiederholung (h = Stunden; d = Tage nach 
der Gibberellinapplikation; _1-3 = Wiederholung) 

Fortsetzung 
der Reihe 
siehe unten 
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3.3 Hormonanalysen  

Aufgrund bisheriger Versuchsergebnisse wurden pro Ort die Proben vor der Behand-
lung und zu vier späteren Terminen genommen (Bangerth, persönliche Mitteilung, 
Tabelle 3). Zusätzlich wurde am Standort Heppenheim 12 und 50 Stunden, vier und 
elf Tage nach der GA3 

- Applikation Proben genommen (Bangerth, persönliche Mittei-
lung, Tabelle 3). Es wurde das zweite Geschein, ausgehend von der Triebspitze ge-
sammelt, um ein ähnliches Entwicklungsstadium der Gescheine garantieren zu kön-
nen (Rühl, persönliche Mitteilung). Pro Versuchsvariante wurden drei Proben je Ter-
min analysiert um eine fundierte statistische Auswertung zu erhalten (Wünsche & 
Hegele, persönliche Mitteilung). Zuerst wurden die Proben des Klons 18 Gm und an-
schließend die des Klones 1-84 Gm gesammelt. Die Infloreszenz wurde mit einer 
Schere abgeschnitten und in Alufolie eingepackt. Sofort wurden die Proben in flüssi-
gem Stickstoff schockgefroren, auf Trockeneis transportiert und bei -30 °C lichtge-
schützt gelagert. 
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Lyophilisation  
Die gefrorenen Proben wurden 5 Tage lang gefriergetrocknet. Bis zum vierten Tag 

wurde die Temperatur, ausgehend von -20 °C, täglich um 10 °C erhöht. Am vierten 

Tag wurde die Temperatur auf 25 °C erhöht. Die gefriergetrockneten Proben wurden 

bis zur weiteren Verwendung bei -30 °C gelagert.  

 

Extraktion 
Die gefriergetrockneten Proben (300g) wurden in flüssigem Stickstoff gemörsert und 

homogenisiert. Die Probe wurde für 16 Stunden mit 50 ml kaltem Methanol (80%) bei 

4 °C extrahiert. Der Extrakt wurde durch ein G4-Glasfilter (max. Porengröße von 10-

16 μm, Schott, Mainz) filtriert. Anschließend wurde das Methanol beseitigt und das 

Extrakt unter Vakuum bei 40 °C in einem Evaporator getrocknet und in einem Ultra-

schallbad dreimal in 4 ml 0,01 M Ammoniumacetat (pH 7,5) gelöst. Über Nacht wur-

de der Extrakt bei -20 °C gefroren. Der Extrakt wurde in warmem Wasser erwärmt 

und bei 4 °C mit 22.000 rpm (Suprafuge 22, Heraeus Sepatech) für 25 min zentrifu-

giert. Der Überstand wurde bis zur weiteren Analyse dunkel gestellt und das Pellet 

verworfen. Er wurde durch ein Säulensystem filtriert, das aus einem Polyvinylpyrro-

lidon-Säulchen (PVP, Sigma-Aldrich GmbH, Deisenhofen), einem DEAE-Spadex-

Säulchen A-25 (Pharmacia, Freiburg) und einem C18 SEP-PAK-Säulchen (Waters, 

Eschborn) besteht. Die detaillierte Aufbereitung des Säulchensystems ist nach Bert-

ling & Bangerth (1995) durchgeführt worden. Danach wurde der Überstand in die 

PVP-Säule eingefüllt und dreimal mit 10 ml Essigäure (pH 7,5) eluiert. Die PVP-

Säulchen binden die phenolischen Verbindungen. Die Hormone (ABA, IAA, GAs) 

sind an das anionische DEAE-Sephadex-Säulchen gebunden. Der Filter wurde er-

setzt und zum zweiten Mal aufbereitet. GAs wurden von der Sephadex-Säule in die 

SEP-PAK-Säule mit 15 ml 0,74 M Essigsäure eluiert. Daraufhin wurde der Filter er-

neut ersetzt, aufbereitet und IAA wurde von der Sephadex-Säule in die SEP-PAK-

Säule mit 10 ml 2,0 M Essigsäure eluiert. Danach wurde das Säulchen mit 4 ml 0,1 M 

Essigsäure gewaschen. Aus dem Sep-Pak-Säulchen wird mit 4 ml Methanol (40%) 

IAA und mit 4 ml Methanol (65%) GA eluiert. Über Nacht wurde das Aliquot unter Va-

kuum mit dem Kondensator verdampft. Der Hormongehalt der Infloreszenzen wurde 

mit der RIA-Methode analysiert. Steiner (2007) entwickelte die RIA-Methode für die 
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Untersuchung an Infloreszenzen. Sie bestimmte für das Hormon Auxin ein Aliquot 
von 1 ml. Bei dem Hormon GA wurde für die unbehandelten Pflanzen ein Aliquot von 
0,2 ml bestimmt (Steiner 2007). Für die GA3 behandelten Proben wurde anstelle von 
4 ml mit 6 ml Methanol (65%) das GA aus dem Sep-Pack-Säulchen eluiert (Steiner 
2007) um ein Aliqout von 1 µl zur weiteren Bestimmung einsetzen zu können (Steiner 
2007). 

 
Quantifizierung von IAA und GA 
Mit Hilfe von Polyklonalen Antikörpern wurde die quantitative Anaylse der freien IAA 
und GAs durch das Radioimmunassays (RIA) bestimmt (Jiménez et al. 2001). Die 
verwendeten Antikörper wurden gegenüber freien IAA und GA3 gebildet. Nach Weiler 
(1980, 1981) wurde die Antikörper hergestellt und die Quantifizierung nach Bohner & 
Bangerth (1988) durchgeführt. Die RIA-Methode beruht auf einer Antigen-Antikörper-
Reaktion. Eine konstante Menge eines radioaktiv markierten Antigens (3H-IAA) für 
IAA und (GA1) für GA konkurriert mit einer unbekannten Menge des natürlichen Hor-
mons (IAA, GA) um eine definierte Anzahl von Bindungsstellen spezifischer Antikör-
per in der Probe (Bangerth, persönliche Mitteilung, Steiner 2007). Ausgehend von 
der im Antigen-Antikörperkomplex gebundenen Radioaktivität kann anhand einer 
Eichkurve auf die Hormonkonzentration der Probe geschlossen werden. Die durch-
schnittliche Wiederfindungsrate von freien IAA liegt bei 40% - 70% und höher als 
89% für GA. Die Kreuzreaktion von GA3 Antikörpern mit GA1 und GA20 ist ca. 90% 
(Bertling & Bangerth 1995), daher werden die drei Gibberelline im folgenden Text als 
GAs bezeichnet. 

 
Aufbereitung der Proben durch RIA – Analyse 
Das Radioimmunoassy wurde nach dem Protokoll von Bangerth & Bohner (1988) 
durchgeführt. Die Fraktion von freien IAA und GA ist methyliert mit 50 μl Diazome-
than pro Aliquot für 30 min. Anschließend werden 250 µl RIA-Puffer (0,76 g KH2PO4, 
1,45 g K2HPO4, 17,33 g NaCl in 2 ml destillierten Wasser gelöst) dazugegeben.  
Das Pellet wurde in 50 µl Serum (1 bovin-serum: 10 RIA-Puffer (v7v)), im Tracer (Me-
thanol) und dem Antikörper (B0-Konzentration ist die Hälfte zu T-Konzentration) unter 
Schütteln gelöst. 
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Zur Kontrolle wurder der Tracer (T), Tracer + Serum (N = nicht spezifisch gebunden) 
und Tracer + Serum + Antikörper (B0 = max. Bindung) in dreifacher Wiederholung 
untersucht. Die B0 und N Probe werden wie die anderen Proben gehandhabt. 
Die Proben wurden geschüttelt und für 30 min inkubiert. Die Lösung wurde mit 750 μl 
kaltem SO4(NH4)2 (90%) gefällt. Die Proben wurden für 30 min inkubiert und für 40 
min bei 20 °C und 4000 rpm (Megafuge 1.0 R, Heraeus Instruments, Hanau) zentri-
fugiert. Der wässrige  Überstand wurde verworfen.  Das ausgefällte Protein wurde mit 
750 μl kaltem SO4(NH4)2 (50%) versetzt und für 30 min bei 4000 rpm (Megafuge 1.0 
R, Heraeus Instruments, Hanau) zentrifugiert. Das Pellet wurde in 200 μl destilliertem 
Wasser gelöst und 2 ml Quickzint 2000 (Zinsser Analytic, Frankfurt a. M.) dazugege-
ben. Die Radioaktivität wurde im flüssigen Liquid-Scintillator-Counter PW4700 (Phil-
lips, Eindhoven) gemessen. Die Hormonkonzentration wurde anhand der gemesse-
nen Radioaktivität im Vergleich zur Eichkurve des Nuclear Interace Program 
(1982/1993) bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden anhand eines Mittelwertes von 
drei Wiederholungen bestimmt. 
 
 

3.4 Morphologische Untersuchungen  

Das experimentelle Design des Versuchs ist vorab beschrieben (Abb. 15, 16, 17). 
Am Ort Geisenheim werden die behandelten und unbehandelten Pflanzen 0_1 Stun-
den, 3_1, 5_1 und 7_1 Tage (Tabelle 4, Abb. 13) und in Heppenheim die behandel-
ten und unbehandelten Rebstöcke 0_1 Stunden, 3_1, 11_1 Tage Abb. 16, 17) ver-
wendet. 
 
1. Erhebung der Infloreszenz- und Stielchenlänge 
Pro Pflanze wurden 3 Infloreszenzen sowie 5 Stielchen pro Infloreszenz gemessen. 
Außerdem wurden die Messungen vor der Behandlung und zu vier späteren Termi-
nen wiederholt (Tabelle 4). Bei der Bonitur wurden die Infloreszenzen mit einem Li-
neal von der Spitze bis zum ersten Internodium gemessen. Die Stielchen wurden mit 
einer Schieblehre vermessen.  
2. Herbstauswertung (Zeitpunkt der Ernte) 
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Pro Rebstock wurden 3 oder 4 Trauben geerntet und zur Auswertung der Herbstda-

ten verwendet. 

2.1 Beerenanzahl und Beerengewicht  

Bei der Ernte wurde die Beerenanzahl der bonitierten Infloreszenzen gezählt und die 

Beeren pro Traube gewogen.  

2.2 Traubengewicht 

Zum Zeitpunkt der Ernte wurde die ganze Traube (Beeren, Stiel, Stielgerüst) gewo-

gen. 

2.3 Stielgerüstlänge, Traubenlänge und Stiellänge 

Die Traubenlänge (Beeren und Stielgerüst), Stiellänge und Stielgerüstlänge (ohne 

Beeren) wurde mit einem Lineal bestimmt. 

Tabelle 4: Pflanzenmaterial und Entwicklungsstadium 

 
Standort 

Bonitur 
Datum  bonitierte Pflanzen (wh) Klon BBCH Stadium 

Behandelt unbehandelt 
 
 
 
 
 
Geisenheim 
 

15.06.2006 0h_1 
3d_1 
5d_1 
7d_1 

0h_1 
3d_1 
5d_1 
7d_1 

 
 

1-84 Gm 

63 – 65 
21.06.2006 69 – 71 
28.06.2006 71 - 75 
04.07.2006 73 
13.07.2006 77 
15.06.2006 0h_1  

3d_1  
5d_1 
7d_1 

0h_1  
3d_1  
5d_1 
7d_1 

 
 

18 Gm 

65 
21.96.2006 71 
28.06.2006 73 - 75 
04.07.2006 75 - 77 
13.07.2006 79 - Traubenschluss 

 
 
 
 
Heppenheim 
 

14.06.2006  
50h_1 

4d_1 
11d_1 

 
50h_1 

4d_1 
11d_1 

 
 

1-84 Gm 

63 - 65 
20.06.2006 71 - 73 
26.06.2006 73 
03.07.2006 75+ 
10.07.2006 77 
14.06.2006  

50h_1 
4d_1 

11d_1 

 
50h_1 

4d_1 
11d_1 

 
 

18 Gm 

65 
20.06.2006 71 
26.06.2006 73 
03.07.2006 77 
10.07.2006 77 - 79 
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3.5 Statistische Auswertung  
Die Auswertung erfolgte mit den SAS-Prozeduren PROC MIXED und PROC REG 
(SAS 9.2 ®SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). Signifikanztests der festen Effekte 
wurden mit dem F-Test durchgeführt, wobei zur Bestimmung der Freiheitsgrade die 
Methode nach Kenward-Roger (1997) verwendet wurde. Bei dem Modell für die Inflo-
reszenz und Stielchenlänge wurde der erste Termin als Kovariable verwendet, zwi-
schen den folgenden Messungen wurde eine Autokorrelation der Restfehler ange-
nommen, obwohl die zeitlichen Messabstände nicht ganz äqidistant waren. Andere 
räumliche Korrelationsstrukturen führten nach dem AIC-Wert (Akaike 1974) zu 
schlechteren Modellanpassungen. Paarweise Vergleiche wurden bei signifikantem F-
Test mit einem einfachen T-Test durchgeführt. Bei nicht gegebener Varianzhomoge-
nität wurden die Daten vorab logarithmiert, um Varianzhomogenität zu erhalten. Zur 
Illustration der Daten wurden die Mittelwerte zurück transformiert.  
 
 
Modell in der Syntax nach Patterson (1997): 
Hormonanalysen: 
t + beh + t*beh 
Herbstdatenauswertung: 
beh + g + g*beh + o + g*o : o*beh + g*o*beh + w*g*o*beh 
Stielchenlänge: 
o + t + beh*t + beh + g*beh*t + beh*g + g*beh*t + g + g*t + anfang + t*o + g*o +  
beh*g*o + beh*o : t*beh + g*t + g*t*beh + t*pfl*beh*g*o + t*pfl*beh*g*o*geschein +  
t*stielchen*pfl*beh*g*o*geschein 
Gescheinlänge: 
o + t + beh*t + beh + g*beh*t + beh*g + g*beh*t + g + g*t + anfang + t*o + g*o +  
beh*g*o + beh*o : t*beh + g*t + g*t*beh + t*pfl*beh*g*o + t*pfl*beh*g*o*geschein   
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4. Ergebnisse  

4.1 Genetische Analyse  

Eine Transition (C/T SNP) und/oder eine Deletion 
Vierzehn Pinot noir Klone (locker und kompakt) wurden mit dem Marker ExpFl2 ge-

testet (Tabelle 1). Abbildung 18 zeigt einen Ausschnitt aus dem Sequenzabgleich bei 

dem Unterschiede zwischen lockerbeerigen und den kompakten Klonen gefunden 

wurden. Alle lockerbeerigen Pinot noir Klone zeigten eine C/T Transition (231 bp) 

und eine 4 bp Deletion bei 219 bis 222 bp. (Abb. 18, Anhang Abb. 31). Anstelle der 

Deletion weisen die kompakten Pinot noir, gris, blanc und meunier Klone eine Inser-

tion mit der Sequenz „CCCT“ auf und bei 231 bp eine Cytosinbase (Abb. 18, Anhang 

Abb. 32). Zusätzlich zu den Pinot ssp. Klonen zeigt der kleinbeerige Klon 20-13 Gm 

und der Chardonnay Klon 1 Gm die 4 bp Deletion und C/T Transition (Anhang Abb. 

32). Der Klon 105 S hingehen besitzt die Insertion und die Cytosinbase (Anhang Abb. 

32). Phänotypisch zeigt dieser Klon jahresabhängig eine lockere oder kompakte 

Traubenarchitektur (mündliche Mitteilung Forneck). Andere untersuchten Sorten, wie 

die Tafeltrauben V. vinifera cv. Cardinal und Weißer Gutedel besitzen bei 219-222 bp 

die Insertion „CCCT“ und anstelle der C/T Transition bei 231 bp eine 1 bp Deletion 

(Anhang Abb. 32). Zusätzlich weist die Sorte Weißer Gutedel eine C/T Transition bei 

236 bp auf (Anhang Abb. 32). Zur Kontrolle der Ergebnisse sind die Klone mindes-

tens zweimal analysiert worden.  

 
Abbildung 18: Ausschnitt aus dem Sequenzabgleich des Markers ExpFl2. Sequenzunterschiede bei 
denlockerbeerigen und der kompakten Klonen. 
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Entwicklung des CAPS und des SCAR Markers für die SNP/Indel Detek-

tion  
Der SNP/indel Marker ExpFl2 (Tabelle 2) identifiziert anhand einer PCR und einer 

Sequenzierung die C/T Transition (231 bp) und eine 4 bp Deletion (219 bis 222 bp) 

für lockerbeerige Phänotypen im Vergleich zu den kompakten Phänotypen. Für den 

Einsatz in der Züchtung sollte ein Marker zur Differenzierung von locker und kompakt 

anhand einer PCR entwickelt werden.  

Zur Entwicklung eines C/T SNP Markers wurde das CodeRedTM SNP Genotyping Kit 

(Fermentas, St Léon Rot, Deutschland) an einer Auswahl von Klonen (We M 848, 

We M 242, 1-1 Gm, Fr 13 L, 18 Gm, 20 Gm, 2-53, WVWL33, Abb.19) eingesetzt. Zur 

Detektion der Sequenz mit der 4 bp Deletion wurde der Marker SNP2 und zur Identi-

fikation der Sequenz ohne Deletion der Marker SNP1 eingesetzt (Tabelle 2, Abb.19). 

Der Marker SNP2 zeigte einen Peak bei 22 bp (T “Allel”, Abb. 19) für den lockerbee-

rigen Phänotypen und der Marker SNP1 identifiziert einen Peak bei 25 bp (C “Allel, 

Abb. 17) für den kompakten Phänotypen. Der Rest der Peaks sind Fehlinformationen 

(Primer dimer), die von dem Abi Prism detektiert wurden (Abb.19). 

 
Abbildung 19: Detektion von SNP spezifischen DNA Fragmenten mit dem SNP Marker 1 für kompakte 
(Peak 22 bp) und mit dem SNP2 Marker für lockerbeerige Phänotypen (Peak 25 bp) mit dem Abi-
Prism. Lockerbeerige Klone (We M848; We M242, 1-1 Gm; Fr 13 L), kompakten Klone (18 Gm; 
20Gm; 2-53; WVWL 33) 
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Der Einsatz von SNP Markern erfordert Informationen über die Mutation. Dem ent-

sprechend wird der Marker SNP1 oder SNP2 eingesetzt. Um diese Prozedur und den 

Einsatz des teuren Equipment zu vermeiden, ist der CAPS Marker entwickelt worden. 

Der CAPS Marker besteht aus dem ExpFl2 Marker, den das Restriktionsenzym 

(SmiI) schneidet. Für lockerbeerige Klone sollte ein Fragment bei 283 bp und für 

kompakte Klone bei 287 bp auftreten. Ein SCAR Marker (Del1) wurde konstruiert, der 

ein Fragment für lockerbeerige Klone bei 162 bp und ein Fragment für kompakte 

Klone bei 166 bp aufweist. Doch beide Marker amplifizieren beide PCR Fragmente. 

Somit kann mit dem Einsatz von einem SCAR und einem CAPS Marker nicht zwi-

schen locker und kompakt unterschieden werden. 

 

Heterozygotes Merkmal  
Der SCAR Marker (Del1) sollte ein Fragment für lockerbeerige Klone bei 162 bp und 

ein Fragment für kompakte Klone bei 166 bp amplifizieren. Bei allen untersuchten 

Pinot noir Genotypen (Abb. 20) sind zwei Fragmente (162 bp, 166 bp) identifiziert, 

was auf ein heterozygotes Merkmal schließen lässt (Abb. 20). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20: Nachweis von jeweils zwei Amplifikationsfragmenten (166bp, 162 bp) bei den lockeren 
und den kompakten Klonen mit dem SCAR Marker Del1. Die Gelelektrophorese Auftrennung zeigt ein 
Fragment bei 162 bp für den lockerbeerigen und ein Fragment bei 166 bp für den kompakten 
Phänotypen. Die ersten drei Klone sind lockerbeerig (M1, 1-84 Gm, 1-44 Gm, M242) und die 
folgenden kompakt (18 Gm, 20 Gm, INRA 777, WVWL 33). 
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Ebenso zeigte der CAPS (ExpFl2) Marker ein Fragment bei 283 bp für lockerbeerige 

Klone und ein PCR Produkt bei 287 bp für die kompakten Klone. In allen analysierten 

Pinot noir Klonen sind zwei Fragmente amplifiziert worden (283 bp, 287 bp). Die se-

quenzierten Amplifikationsprodukte beider Marker (SCAR, CAPS) stimmen mit der 

lockerbeerigen Sequenz bei 283 bp, 162 bp und mit der kompakten Sequenz bei 287 

bp und 166 bp überein (Abb. 21).  

Abbildung 21: Ausschnitt aus der Kontrollsequenz des Markers ExpFl2 mit der Sequenz des SCAR 
Markers Del1. Der lockere und kompakte Klon zeigte zwei Fragmente. Das kürzere 
Amplifikationsprodukt zeigt die Mutation, der lockerbeerigen Klone (4 bp indel, C/T Transition). Das 

längere amplifizierte Produkt entspricht den kompakten Klonen. Die Sequenzen 3 bis 6 sind die 
sequenzierten amplifizierten Produkte, die Sequenzen 1 und 2 die Kontrollsequenzen. 
Im nächsten Schritt ist der SCAR Marker (Del1) nach Colmar geschickt worden und 

an einer Pinot noir Population getestet und kartiert worden. Der Locus für Lockerbee-

rigkeit liegt 10 cM entfernt von dem Marker VVIb09 (Pelsy, persönliche Mitteilung.), 

der auf der Koppelungsgruppe 17 liegt (Doligez 2006, Pelsy, persönliche Mitteilung).  

 

Expansin-Gen gekoppelter Polymorphismus 
Ein Sequenzabgleich wurde mit dem SNP/InDel Sequenzabschnitt in der NCBI 

durchgeführt. Diese zeigte eine 100 % - ige Übereinstimmung mit der Sequenz 

AM482589 des Pinot noir Klons ENTAV 115 (NCBI 1-2008, Tabelle 5). Zu 98 % 

stimmt diese mit der Sequenz AB104442 überein (NCBI 1-2008, Tabelle 5). Der Mu-

tationsabschnitt läßt sich dem Expansin-Gen, Vlexp-1, das zur Gruppe der α-

Expansine gehört, zuordnen.  

Weitere in silico Analysen zeigten, dass die Mutation in einem Exon liegt. Das Exon 

geht von 30 bp bis 609 bp. Um das Ende des Exons zu finden, wurde die Sequenz 

AB104442, die 1245 bp lang ist, für weitere in silico Analysen verwendet. Durch ei-

nen Sequenzabgleich von AM482589 und AB10442 in Spider (NCBI) konnte das En-

de des Exons, sowie drei weitere Exons detektiert werden (Abb. 22). 
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6724 bp 8598 bp 

7239-7242 bp  4 bp indel CCCT  
 Pinot noir 

7251 bp C/T SNP Pinot noir 
1 bp indel from C for tabel grapes 

Intron I 

Exon 4 Exon 2 Exon 3 

Intron III Intron II 

Exon 1 

 

Abbildung 22: Exon/Intron Darstellung. (Spider NCBI 01-2008) 

Tabelle: 5 Exon Position auf der Sequenz AM482589 und der mRNA Ebene (Spider NCBI 01-2008). 

Exon Sequenz bp mRNA bp Länge bp Identität 
Exon 1 6724-7513 1-789 789 99,2 % 
Exon 2 7877-8186 790-1099 310 99,7 % 
Exon 3 8298-8423 1100-1225 126 100 % 
Exon 4 8541-8598 1226-1283 58 100 % 
 

Sieben Gene sind in der Sequenz AM482589 (Velasco et al. 2007, Abb. 23) gefun-

den worden, sowie Vier Exons und Introns gefunden worden (Spider 6-2007, Abb. 

21). Die Poly A und TSS (Transcription start site) sind identifiziert worden (softberry 

6-2007). Das zweite Gen ist das Expansin-Gen VLexp-1 (Abb. 22, 6112bp - 8610 bp, 

6-2007 softberry, Abb. 23).  
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Abbildung 23: Bestimmung des Expansin-Gen Vlexp-1 wurden insilico Analysen der Sequenz 
AM48259 Vitis vinfera Klon ENTAV 115 (6-2007 softberry) durchgeführt. 
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4.2 Hormonanalyse  

Um den Einfluss und die Beziehung der Hormone Auxin und Gibberellin auf die Ent-

stehung der Lockerbeerigkeit festzustellen wurde mit der RIA-Methode die Hormon-

konzentration in den Infloreszenzen im Versuchszeitraum gemessen. Ein Zusam-

menhang der Hormonkonzentration in den Infloreszenzen und der Ausbildung der 

Traubenmorphologie konnte aufgezeigt werden. Gibberellin hat keinen Einfluss auf 

die Ausbildung der lockeren Trauben des Klons 1-84 Gm, doch eine GA3-Applikation 

erhöht den Gibberellingehalt. Auxin wird durch eine Gibberellinapplikation im Klon 18 

Gm erhöht und ist bei dem Klon 1-84 Gm ohne Gibberellinbehandlung erhöht. Ein 

hoher Auxingehalt bewirkt eine lockere Traubenstruktur.  

 

 

4.2.1 Auxinanalyse  

Auswirkung der GA3-Applikation auf die Auxinkonzentration in den Ge-

scheinen des Kompakten Klons 18 GM. 
Der Klon 18 Gm zeigt signifikante Unterschiede im Auxingehalt in der Behandlung, in 

der Zeit und in der Wechselwirkung t x beh an beiden Standorten (Tabelle 6). Die 

Behandlung hat einen Einfluss auf den Auxingehalt der Infloreszenzen. Denn die Ge-

scheine des behandelten Klons 18 Gm (Geisenheim 8,92 ng/g Trockengewicht, Hep-

penheim 7,55 ng/g Trockengewicht) haben eine signifikant höhere Auxinkonzentrati-

on als die der unbehandelten Variante (Geisenheim 7,79 ng/g Trockengewicht, Hep-

penheim 5,73 ng/g Trockengewicht, Tabelle 6).  

Tabelle 6: Varianzanalyse der Auxinkonzentrationen (IAA ng/g Trockengewicht) in den Infloreszenzen 
(2006) 

 

Standort 
Geisenheim Heppenheim 

1-84 Gm 18 Gm 1-84 Gm 18 Gm 
F P F P F P F P 

Zeit (t) 115,99 *** 12,31 ** 17,49 *** 11,38 ** 
Behandlung 
(beh) 0,07 0,79ns 5,85 * 21,82 *** 23,47 *** 

t x beh 11,91 *** 8,91 ** 21,7 *** 36,0 *** 
*< 0,05 signifikant; ** < 0,01 hochsignifikant; *** < 0,001 höchstsignifikant; n.s. nicht signifikant 
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Anhand der zusätzlichen Zeitpunkte am Standort Heppenheim (12 Stunden, 50 Stun-

den, 4 Tage und 11 Tage nach der Applikation) konnten differenzierte Aussagen über 

den Verlauf der Auxinkonzentration getroffen werden (Abb. 24). Bei den behandelten 

Infloreszenzen tritt das Maximum des IAA Gehalts früher (am dritten Tag nach der 

Anthesis, Tabellen 6 und 7) als bei den unbehandelten Infloreszenzen (am vierten 

Tag nach der Anthesis, Tabelle 6 und 7, Abb. 24) auf. Der signifikante Anstieg des 

behandelten Klons erfolgt 50 Stunden nach der Gibberellinbehandlung (Abb. 24). Bei 

dem unbehandelten Wildtyp erfolgt der signifikante Anstieg drei Tage nach der Be-

handlung. Die unbehandelten und behandelten Infloreszenzen weisen eine signifi-

kante Verringerung des Auxinlevels am siebten Tag nach der Applikation (Abb. 24, 

Tabelle 7) auf. Die Auxinkonzentration ist bei der behandelten Variante länger erhöht. 

Der behandelte Klon 18 Gm hat fünf und der unbehandelte zwei Tage lang eine hohe 

Auxinkonzentration (Abb. 24). Am Standort Geisenheim ist der IAA Ausgangsgehalt 

sowie drei Tage nach der Behandlung bei beiden Versuchsvarianten höher als in 

Heppenheim. Der Unterschied an den beiden Standorten kann auf Temperaturein-

flüssen beruhen. Die unbehandelte Variante hat einen signifikanten Anstieg vom ers-

ten (0 Stunden, Anthesis) zum dritten Termin (drei Tage nach der Applikation, Tabel-

le 7). Dieser Anstieg bleibt bis fünf Tage nach der Behandlung erhalten. Sieben Ta-

gen nach der Applikation findet ein signifikanter Abstieg der Auxinkonzentration bei 

beiden Versuchsvarianten (behandelt, unbehandelt) statt, der dem Zeitpunkt elf Tage 

nach der Applikation in Heppenheim entspricht. Die zeitliche Verzögerung beruht auf 

den unterschiedlichen klimatischen Bedingungen beider Standorte (Anhang Abb. 32, 

33).  

 

Tabelle 7: Mittelwerte des Auxinkonzentration (IAA ng/g Trockengewicht) in den Infloreszenzen des 
Klons 18 Gm 

Zeitpunkt 
nach der 

GA3-
Behandlung 

Standort 
Geisenheim Heppenheim 

18 Gm  18 Gm 
unbehandelt 

18 Gm 
behandelt 18 Gm  18 Gm 

unbehandelt 
18 Gm 

behandelt 
0 Stunden 10,36a 10,36ac 10,36ac 4,60a 4,60a 4,60a 
3. Tag 9,51ac 12,21c 6,82bd 8,74b 6,77bd 10,71c 
5. Tag 8,28c 7,67ad 8,91ad 7,42bc 8,85b 6,00d 
7. Tag 5,34d 5,615b 5,07b 5,81ac 3,04a 8,58b 

Gleiche Buchstaben innerhalb der einzelnen Gruppe (Geisenheim: 18 Gm, 18 Gm unbehandelt, 18 behandelt und Heppenheim 
18 Gm, 18 Gm unbehandelt, 18 behandelt) sind nicht signifikant verschieden (α= 0,05, T-Test). Die Signifikanzen sind mit 
Buchstaben dargestellt Die Gruppen werden nicht miteinander verglichen. Die erste Grupppe je Standort (18 Gm) spiegelt den 
Einfuss des Zeitpunktes auf den IAA in den Infloreszenzen wieder. Die anderen beiden Grupen behandelt und unbehandelte je 
Standort zeigen den Einfluss der Behandlung. 
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Abbildung 24: Auxingehalt in den Infloreszenzen des Klons 18 Gm am Standort Heppenheim 

 

Einfluss der Auxinkonzentration auf der Traubenarchitektur des Klons 1-

84 GM 
Der Klon 1-84 Gm zeigt signifikante Unterschiede in der Zeit und der Wechselwir-

kung t x beh an beiden Standorten. Am Standort Heppenheim ist die Behandlung 

signifikant verschieden (Tabelle 6). Die Infloreszenzen des behandelten Klons 1-84 

Gm (7,83 ng/g Trockengewicht) haben einen signifikant höheren Auxingehalt als die 

unbehandelte Variante (5,75 ng/g Trockengewicht). In Geisenheim konnte kein signi-

fikanter Unterschied nachgewiesen werden, doch die Mittelwerte der behandelten 

Variante (8,9 ng/g Trockengewicht) zeigten einen höheren Auxingehalt als die unbe-

handelte Variante (7,34 ng/g Trockengewicht), was dem Ergebnis vom Standort 

Heppenheim entspricht. Das Maximum des behandelten Klons liegt bei 11,2 ng/g 

Trockengewicht in Geisenheim und in Heppenheim bei 11,33 ng/g Trockengewicht 

fünf Tage nach der Behandlung (Tabelle 8). 

Die unbehandelten Infloreszenzen haben ihr Maximum an Tag drei und fünf (Geisen-

heim 9,67 – 9,23 ng/g Trockengewicht, Heppenheim 7,04 - 6,89 ng/g Trockenge-

wicht). Die differenzierte Zeittafel fehlt und somit die genauere Differenzierung. In 

Heppenheim haben die Proben einen geringeren Ausgangsgehalt (0 Stunden, 4,71 

ng/g Trockengewicht) an Auxin als in Geisenheim  (9,235 ng/g Trockengewicht, Ta-

belle 7). Dies kann durch andere klimatische Bedingungen entstanden sein (Anhang 
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Abb. 32-35). Ausgehend von dieser Annahme, steigt das IAA signifikant vom status 

quo zum dritten und dann zum fünften Tag nach der Behandlung und hat einen signi-

fikanten Abfall am fünften Tag zum siebten Tag nach der Applikation (Tabelle 8). In 

Geisenheim steigt der Auxinlevel aufgrund des hohen Anfangswertes erst am fünften 

Tag nach der Applikation signifikant an und fällt signifikant am fünften zum siebten 

Tage nach der Behandlung wie in Heppenheim (Tabelle 8) ab.  

 
Tabelle 8: Mittelwerte der Auxinkonzentration (IAA ng/g Trockengewicht) in den Infloreszenzen des 
Klons 1-84 Gm 

Zeitpunkt nach 
der GA3-

Behandlung 

Standort 
Geisenheim Heppenheim 

1-84 Gm 1-84 Gm 
unbehandelt 

1-84 Gm 
behandelt 1-84 Gm 1-84 Gm 

unbehandelt 
1-84 Gm 

behandelt 
0 Stunden 9,24a 9,24a 9,24a 4,71a 4,71a 4,71a 
3. Tag 9,12a 9,67a 8,57b 8,87b 7,04c 10,71b  
5. Tag 10,22b 9,23a 11,20c 5,72a 6,89c 4,57a 
7. Tag 4,60c 5,15b 4,06d 7,37bc 4,15a 11,33b 

Gleiche Buchstaben innerhalb der einzelnen Gruppe (Geisenheim: 1-84 Gm, 1-84 Gm unbehandelt, 1-84 behandelt und Hep-
penheim 1-84 Gm, 1-84 Gm unbehandelt, 1-84 behandelt) sind nicht signifikant verschieden (α= 0,05, T-Test). Die Signifikan-
zen sind mit Buchstaben dargestellt. Die Gruppen werden nicht miteinander verglichen. Die erste Grupppe je Standort (1-84 
Gm) spiegelt den Einfuss des Zeitpunktes auf den IAA in den Infloreszenzen wieder. Die anderen beiden Grupen behandelt und 
unbehandelte je Standort zeigen den Einfluss der Behandlung. 

 

Vergleich der Auxinkonzentration in den Infloreszenzen des behandelten 

Wildtypes (18 GM, Kompakt) gegenüber des genetisch Lockerbeerigen 

Klons (1-84 GM Locker).  
Aufgrund des Versuchsmodells kann keine statistische Aussage des Kloneffekts ge-

troffen werden, da beide Standorte getrennt ausgewertet wurden. Die Mittelwerte der 

beiden Klone in den verschiedenen Versuchsvarianten können verglichen und zur 

Auswertung herangezogen werden (Piepho, mündliche Mitteilung). Vergleicht man 

die Mittelwerte der beiden Klone ist festzustellen, dass der Klon 1-84 Gm behandelt, 

die höchste Auxinkonzentration aufweist (Geisenheim 8,32 ng/g Trockengewicht, 

Heppenheim 7,83 ng/g Trockengewicht). Die Auxinkonzentration der unbehandelten 

Infloreszenzen des Klons 1-84 Gm (Geisenheim 7,83 ng/g Trockengewicht, Heppen-

heim 7,62 ng/g Trockengewicht) entspricht denen des behandelten Klons 18 Gm 

(Geisenheim 7,5 ng/g Trockengewicht, Heppenheim 7,48 ng/g Trockengewicht). Die 

unbehandelten Infloreszenzen des Klons 18 Gm zeigen die kleinste Auxinkonzentra-

tion (Geisenheim 5,7 ng/g Trockengewicht, Heppenheim 5,82 ng/g Trockengewicht). 
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Einfluss des Zeitpunkts der Probenahme auf den Auxingehalt  
Der Zeitpunkt der Probennahme hat einen signifikanten Einfluss auf den Auxingehalt 

in den Gescheinen der Klonen. (Tabelle 6). Dieser Einfluss konnte an beiden Stand-

orten (Geisenheim und Heppenheim) nachgewiesen werden (Tabelle 6). Der Klon 18 

Gm hat an beiden Standorten vom Status quo zum dritten Tag nach der Applikation 

einen signifikanten Anstieg des Auxingehaltes, und dieser bleibt bis zum fünften Tag 

nach der Applikation und sinkt signifikant bis zum siebten Tag nach der Applikation 

ab. (Tabelle 7, Abb. 26). Der Klon 1-84 Gm zeigt in Geisenheim aufgrund des hohen 

Ausgangsgehaltes an IAA einen signifikanten Anstieg vom dritten bis zum fünften 

Tag und einen signifikanten Abfall des Auxingehaltes vom fünften zum siebten Tage 

nach der Applikation (Tabelle 8). In Heppenheim findet ein signifikanter Anstieg des 

IAA vom Status quo zu Tag drei nach der Applikation statt und bleibt bis zum fünften 

Tage nach der Behandlung hoch und sinkt signifikant vom fünften zum siebten Tage 

nach der Applikation ab (Tabelle 8). 
 

 

4.2.2 Gibberellinanalyse  

Reaktion der Gibberellinsäure in den Infloreszenzen des Wildtyps nach 

der GA3-Applikation  
Die Gibberellinkonzentration in den Infloreszenzen ist an beiden Standorten signifi-

kant verschieden für die Zeit und die GA3-Behandlung (Tabelle 9). In Heppenheim ist 

die Wechselwirkung t x beh ebenfalls signifikant. In Geisenheim konnte keine Signifi-

kanz nachgewiesen werden (Tabelle 9). Die behandelten Infloreszenzen (Geisen-

heim 362,84 ng/g Trockengewicht, Heppenheim 3067,32 ng/g Trockengewicht) des 

Klons 18 Gm zeigten eine signifikant höhere Gibberellinkonzentration als die der un-

behandelten (Geisenheim 112,99 ng/g Trockengewicht, Heppenheim 77,02 ng/g Tro-

ckengewicht).  
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Tabelle 9: Varianzanalyse des Gibberellingehalts (GA ng/g Trockengewicht) in den Infloreszenzen 

*< 0,05 signifikant; ** < 0,01 hochsignifikant; *** < 0,001 höchstsignifikant; n.s. nicht signifikant 
F und p Werte beziehen sich auf log-transformierte Daten 

 

Durch die zusätzlichen Termine in Heppenheim konnte ein präziser Verlauf der Gib-

berellinkonzentration dokumentiert werden. Das Maximum des Gibberellingehalts in 

den behandelten Infloreszenzen liegt am dritten Tage nach der Applikation (Heppen-

heim bei 9523,32 ng/g Trockengewicht, Geisenheim bei 13133,71 ng/g Trockenge-

wicht, Tabelle 10, Abb. 25). An beiden Standorten steigt das Gibberellin vom ersten 

Termin (BBCH 65) zum dritten (Tag nach der Anthesis) signifikant an (Tabelle 10). 

Am dritten Tag nach der Applikation beginnt die Gibberellinkonzentration der Ge-

scheine bis zum siebten Tag nach der Behandlung an beiden Standorten zu sinken 

(Tabelle 10). Bei den unbehandelten Infloreszenzen ist der Anstieg minimal. Ein sig-

nifikanter Anstieg erfolgt nach 50 Stunden und bleibt bis zum vierten Tag nach der 

Anthesis. Anschließend erfolgt ein signifikanter Abstieg (Abb. 25). 

 

Tabelle 10: Mittelwerte der Gibberellinkonzentration (GA ng/g Trockengewicht) in den Gescheinen des 
Klon 18 Gm 

Zeitpunkt 
nach der 

GA3-
Behand-

lung 

Standort 
Geisenheim Heppenheim 

Zeit 
18 Gm 

18Gm 
unbehandelt 

18 Gm 
behandelt 

Zeit 
18 Gm 

18 Gm 
unbehandelt 

18 Gm 
behandelt 

0 Stunden 142,90a 142,90a 142,90a 77,54a 77,54a 79,10a 
3. Tag 1194,38b 108,62ab 13133,71c 994,45b 63,81a 9523,32b 
5. Tag 1139,10b 117,22ab 11069,80cd 569,82c 90,42a 8474,80c 
7. Tag 864,71c 89,57b 8347,31d 96,24a 62,56a 3591,06d 

Gleiche Buchstaben innerhalb der einzelnen Gruppe (Geisenheim: 18 Gm, 18 Gm unbehandelt, 18 behandelt und Heppenheim 
18 Gm, 18 Gm unbehandelt, 18 behandelt) sind nicht signifikant verschieden (α= 0,05, T-Test). Die Signifikanzen sind mit 
Buchstaben dargestellt Die Gruppen werden nicht miteinander verglichen. Die erste Grupppe je Standort (18 Gm) spiegelt den 
Einfuss des Zeitpunktes auf den IAA in den Infloreszenzen wieder. Die anderen beiden Grupen behandelt und unbehandelte je 
Standort zeigen den Einfluss der Behandlung. 
 

 

Standort 
Geisenheim Heppenheim 

1-84 Gm 18 Gm 1-84 Gm 18 Gm 
F p F p F p F p 

Zeit 27,23 *** 4,35 ** 16,69 *** 56,74 *** 

Behandlung 1364,
8 *** 2014,53 *** 1903,59 *** 632,24 *** 

Zeit*Behandlung 0,21 0,81ns 0,65 0,54ns 33,54 *** 33,36 *** 
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Abbildung 25: Gibberellinkonzentration in den Infloreszenzen des Klons 18 Gm am Standort 
Heppenheim. 

 
Einfluss der GA3-Behandlung auf die Gibberellinkonzentration in den In-

floreszenzen des genetisch Lockerbeerigen Klons  
Die Zeit und die Behandlung sind bei dem Klon 1-84 Gm an beiden Standorten signi-

fikant (Tabelle 11). Die Wechselwirkung ist am Standort Heppenheim signifikant (Ta-

belle 11). Die behandelten Infloreszenzen (Geisenheim 3188,67 ng/g Trockenge-

wicht, Heppenheim 3067,32 ng/g Trockengewicht) haben einen signifikant höheren 

Gibberellingehalt als die unbehandelten (Geisenheim 104,00 ng/g Trockengewicht, 

Heppenheim 77,02 ng/g Trockengewicht). Das Maximum der behandelten Variante 

liegt in Geisenheim bei 15625,60 ng/g Trockengewicht und in Heppenheim bei 

30428,12 ng/g Trockengewicht am dritten Tag nach der Applikation (Tabelle 9). Vom 

Ausgangswert beginnend bis zum dritten Tag nach der Behandlung erfolgt an beiden 

Standorten ein signifikanter Anstieg der Gibberellinkonzentration in den Gescheinen 

(Tabelle 11). In Heppenheim haben die Proben, wie bei dem Klon 18 Gm näher be-

schrieben, einen niedrigen Ausgangsgehalt von Gibberellin (86,20 ng/g Trockenge-

wicht) als in Geisenheim (137,68 ng/g Trockengewicht). In Betracht dieses Fehlers 

findet kein Gibberellinanstieg bei der unbehandelten Variante statt (Tabelle 11).  
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Tabelle 11: Mittelwerte der Gibberellinkonzentration (GA ng/g Trockengewicht) in den Infloreszenzen 

des Klons 1-84 Gm 

Zeitpunkt 
nach der 

GA3-
Behandlung 

Standort 
Geisenheim Heppenheim 

Zeit 
1-84 Gm 

1-84 Gm  
unbehandelt 

1-84 Gm  
behandelt 

Zeit 
1-84Gm 

1-84 Gm 
unbehandelt  

1-84 
Gm  

behandelt 
0 Stunden 137,68a 137,68a 137,68a 86,20a 86,20a 86,20a 
3. Tag 1734,27b 192,48b 15625,6e 1376,80b 62,31a 30428,12b 
5. Tag 550,25c 55,65c 5440,62f 674,80c 89,20a 5091c 
7. Tag 837,02d 92,07d 7609,66gf 696,89c 73,26a 6628,12d 

Gleiche Buchstaben innerhalb der einzelnen Gruppe (Geisenheim: 1-84 Gm, 1-84 Gm unbehandelt, 1-84 behandelt und Hep-
penheim 1-84 Gm, 1-84 Gm unbehandelt, 1-84) sind nicht signifikant verschieden (α= 0,05, T-Test). Die Signifikanzen sind mit 
Buchstaben dargestellt Die Gruppen werden nicht miteinander verglichen. Die erste Grupppe je Standort (18 Gm) spiegelt den 
Einfuss des Zeitpunktes auf den GA in den Infloreszenzen wieder. Die anderen beiden Grupen behandelt und unbehandelte je 
Standort zeigen den Einfluss der Behandlung. 

 

Vergleich der Gibberellinkonzentrion der Infloreszenzen von dem behan-

delten Wildtyp (18 GM, Kompakt) gegenüber den genetisch Lockerbeeri-

gen Klon (1-84 GM Locker).  
Bei diesem Versuchsaufbau kann, wie im Abschnitt der Auxine, kein statistischer 

Vergleich zwischen den Klonen durchgeführt werden. Ein Mittelwertvergleich wie im 

Auxinteil wird durchgeführt. Aufgrund dieses Vergleichs ist festzustellen, dass die 

Gibberellinkonzentration keinen Einfluss auf die Lockerbeerigkeit des Klons 1-84 Gm 

hat. Die Gibberellinkonzentration der unbehandelten Infloreszenzen des Klons 18 

Gm (Geisenheim 114, 58 ng/g Trockengewicht, Heppenheim 73,58 ng/g Trockenge-

wicht) und des Klons 1-84 Gm (Geisenheim 71,35 ng/g Trockengewicht, Heppen-

heim 77,74 ng/g Trockengewicht) unterscheidet sich nicht. Am Standort Heppenheim 

ist der Gibberellingehalt der behandelten Gescheine des Klons 1-84 Gm (10558,36 

ng/g Trockengewicht) wesentlich höher als der des Klons 18 Gm (5417,07 ng/g Tro-

ckengewicht). In Geisenheim unterscheiden sich die behandelten Infloreszenzen des 

Klons 18 Gm (8173,43 ng/g Trockengewicht) und 1-84 Gm (7203,39 ng/g Trocken-

gewicht) nicht.  
 
Einfluss des Zeitpunkts der Probenahme auf die Gibberellinkozentration  
Der Probennahmezeitpunkt hat einen signifikanten Einfluss auf die Gibberellinkon-

zentration in den Gescheinen der beiden Klone (Tabelle 10). Vom Ausgangszeitpunkt 

(0 Stunden nach der Applikation) bis zum dritten Tage nach der Behandlung findet 

ein signifikanter Anstieg der Gibberellinkonzentration in den Infloreszenzen der bei-
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den Klone statt (Tabelle 10, 11). Im detalliertem Untersuchszeitraum in Heppenheim 

ist festzustellen, dass der eigentliche Anstieg nach 50 Stunden bei dem Klon 18 Gm 

stattfindet (Abb. 25). Der Gibberellingehalt sinkt bei dem Klon 18 Gm vom fünften 

zum siebten Tag nach der Applikation (Tabelle 10). Bei dem Klon 1-84 Gm tritt dieser 

Abfall vom dritten zum fünften Tagen nach der Behandlung ein (Tabelle 11).  

 

Interagieren die beiden Hormone (IAA und GA) in den Klonen (18 GM 

und 1-84 GM) miteinander ? 
Statistisch wurde keine Abhängigkeit der beiden Hormone (Gibberellin und Auxin) 

nachgewiesen, obwohl graphisch ein Zusammenhang von Auxin und Gibberellin zu 

erkennen ist (Abb. 26). Dies könnte auf variable Daten zurückgeführt werden. Die 

GA3-Applikation bewirkt nicht die Lockerbeerigkeit des Klons 1-84 Gm. Der Auxinge-

halt ist mit und ohne GA3-Behandlung bis zum siebten Tag nach der Applikation an 

beiden Standorten hoch. Eine GA3-Behandlung  erhöht den Auxingehalt. Die lockere 

Traubenmorphologie des behandelten Klons 18 Gm beruht auf der Gibberellinbe-

handlung. Im ausführlichen Zeitraster in Heppenheim steigt bei dem behandelten 

Klon 18 Gm der Gibberellingehalt in den Stielgerüsten 50 Stunden nach der Applika-

tion zeitgleich mit dem Anstieg der IAA Konzentration (Abb. 26). Bis zum siebten Tag 

nach der Applikation ist die Gibberellinkonzentration konstant hoch und beginnt dann 

abzunehmen (Abb. 26). Der Auxingehalt ist in demselben Zeitraum hoch bzw. höher 

und fällt mit dem Gibberellin ab. Am Standort Geisenheim kann dies nicht bestätigt 

werden, da hier die zusätzlichen Zeitpunkte fehlen. Bei der unbehandelten Variante 

ist definitiv keine Korrelation zu sehen. Der Gibberellingehalt bleibt bei der unbehan-

delten Variante konstant niedriger (Abb. 26). Der Auxingehalt steigt vom dritten bis 

zum fünften Tag nach der Applikation an. Festzustellen ist, dass eine Gibberelli-

napplikation die Gibberellinkonzentration beider Klone erhöht und einen früheren und 

längeren Anstieg der Auxinkonzentration bewirkt. 



  Ergebnisse 

71 

 
Abbildung 26: Beziehung zwischen Gibberellin und Auxin am Standort Heppenheim 

 

 

4.3. Phänologische Daten  

Morphologische Daten, die die Traubenarchitektur beeinflussen wie Infloreszenzlän-

ge, Stielchenlänge, Traubenlänge, Stielgerüstlänge, Stiellänge, Verzweigung, Trau-

benvolumen, Beerenanzahl, Beerengewicht und Traubengewicht wurden an den bei-

den Klonen (18 Gm, 1-84 Gm) an beiden Standorten (Geisenheim, Heppenheim) er-

hoben. Die Auswirkung der Gibberellinbehandlung auf diese Merkmale sollten ermit-

telt werden und in einen Zusammenhang mit den Ergebnissen der Hormonanalyse 

und den genetischen Untersuchungen gesetzt werden.  
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Auswirkungen der GA3-Behandlung auf die Entwicklung der Infloreszen-

zen während des Versuchszeitraums  

 
Infloreszenzlänge  

 

 
Abbildung 27: Infloreszenz- und Stielchenwachstum oben: Klon 1-84 Gm, unten: Klon 18 Gm. Die 
Infloreszenzen der beiden Klone werden zum Zeitpunkt 21.06 und 28.06 als Variante behandelt und 
unbehandelt dargestellt. Fotos: E. Schönhals 

 
Die Länge der Gescheine ist signifikant beeinflusst durch die Art der Behandlung, die 

Zeit und den Klon (Tabelle 12). Die Wechselwirkung Behandlung x Zeit und Zeit x 

Klon sind signifikant. Die Kovariable „anfang“ ist signifikant und beeinflusst die Ana-

lyse. Dies bedeutet, dass die Anfangslänge einen Einfluss auf die Größe der Inflo-

reszenzen hat.  

Der lockerbeerige Klon 1-84 Gm (15,12 cm) bildet signifikant größere Gescheine als 

der kompakte Klon 18 Gm (13,85 cm) aus. Die Gibberellin behandelten Infloreszen-

zen (14,93 cm) sind signifikant größer als die unbehandelten Gescheine (14,04 cm).  
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Tabelle 12: Varianzanalyse der Infloreszenz- und Stielchenlänge (2006) 

 Infloreszenzlänge [cm] Stielchenlänge [mm] 
 F p F p 
Ort (o) 0,67 0,42 0,15 0,71 
Zeit (t) 30,88 *** 2,69 0,18 
Behandlung (Beh) 9,26 ** 33,64 *** 
Klon (g) 18,79 *** 31,41 ** 
Beh x t 7,69 ** 0,95 0,57 
G x Beh 1,40 0,25 13,3 0,49 
t x g 10,30 *** 4,72 0,29 
Beh x o 0,12 0,72 1,44 0,28 
G x o 0,08 0,77 0,00 0,96 
t x o 1,48 0,22 0,09  0,96 
G x Beh x t 0,62 0,61 0,90 0,61 
G x Beh x o 0,20 0,66 0,21 0,66 
Anfang 192,80 *** 5,96 * 

* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 
F und p Werte beziehen sich auf log-transformierte Daten 
 

Einfluss der Zeit auf die Entwicklung der Infloreszenzen 
Die Zeit hat einen signifikanten Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit der Inflo-
reszenz. Das Hauptwachstum findet vom Zeitpunkt des Versuchsstarts bis 12 Tage 
nach der Applikation statt. Die Messung am 20./21.06 ist signifikant verschieden zu 
allen anderen Beobachtungen. Ab dem 26./28.06 findet kein signifikantes Längen-
wachstum der Gescheine mehr statt (Tabelle 13), denn die Zeitpunkte drei 
(26./28.06) zu vier (03./04.7) zu fünf (10./13.07) und vier zu fünf unterscheiden sich 
nicht signifikant (Tabelle 13). Die Anfangslänge wird als Kovariable behandelt. Das 
Wachstum zwischen dem Messzeitpunkt vor und eine Woche nach der Applikation 
wird aufgrund der Kovariablen nicht betrachtet.  

 
Tabelle 13: Länge der Infloreszenzen 

Probennahmezeitpunkt Infloreszenzlänge [cm] 

Geisenheim Heppenheim Zeit 
t x g t x beh 

18 Gm 1-84 Gm behandelt unbehandelt 
15.06.2006 14.06.2006 Kovariable Kovariable Kovariable Kovariable Kovariable 
21.06.2006 20.06.2006 13,53a 13,43ac 13,63bc 13,49a 13,57a 
28.06.2006 26.06.2006 14,78b 13,97b 15,60d 15,35b 14,22c 
04.07.2006 03.07.2006 14,83b 14,00b 15,65d 15,43b 14,22c 
13.07.2006 10.07.2007 14,80b 13,99b 15,61d 15,46b 14,14c 

Gleiche Buchstaben innerhalb der einzelnen Gruppe (Zeit, t x g 18 Gm, t x g 1-84 Gm, t x beh behandelt, t x beh unbehandelt) 
sind nicht signifikant verschieden (α= 0,05, T-Test). Die Gruppen sind nicht miteinander verglichen. Die Signifikanzen sind mit 
Buchstaben dargestellt Die Gruppen werden nicht miteinander verglichen. Die erste Grupppe Zeit spiegelt den Einfuss des 
Zeitpunktes auf den Länge in den Infloreszenzen wieder. Die Grupen t x g zeigt den Einfluss des Klons und die Gruppe t x beh 
den Einfluss der Behandlung wieder. 
 
Eine detaillierte Aufschlüsselung der Wechselwirkung t x g und t x beh zeigt, dass die 
Klone (18 Gm, 1-84 Gm) und die Behandlung (behandelt, unbehandelt) einen signifi-
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kanten Einfluss auf das Wachstum in Bezug auf den Zeitpunkt der Probenahme auf-
weisen (Tabelle 13). Die weitere differenzierte Auftrennung des Versuchs, der Wech-
selwirkung Klon x Behandlung x Zeit, die nicht signifikant ist, zeigt im Mittelwertver-
gleich der einzelnen Versuchskombinationen (18 Gm beh, 18 Gm unbeh, 1-84 Gm 
beh, 1-84 Gm unbeh), dass das Hauptwachstum vom  20./21.06  bis zu dem 
26./28.06 stattfindet (Tabelle 13). Das stärkste Längenwachstum der Infloreszenz 
besitzt der lockerbeerige Klon 1-84 Gm behandelt (Tabelle 14). Die Gescheine des 
unbehandelten Klons 1-84 Gm und behandelten Klons 18 Gm haben die gleiche 
Wachstumsintensität  (Tabelle 14). Der unbehandelte Klon 18 Gm hat kein Inflores-
zenzwachstum (Tabelle 14).  
 
Tabelle 14: Vergleich der Mittelwerte der Wechselwirkung beh x t x g 

Probennahmezeitpunkt Infloreszenzlänge [cm] 

Geisenheim Heppenheim 
18 Gm 1-84 Gm 

behandelt unbehandelt behandelt Unbehandelt 

15.06.2006 14.06.2006 Kovariable Kovariable Kovariable Kovariable 
21.06.2006 20.06.2006 13,34 13,53 13,65 13,61 
28.06.2006 26.06.2006 14,30 13,63 16,41 14,80 
04.07.2006 03.07.2006 14,40 13,60 16,46 14,85 
13.07.2006 10.07.2007 14,46 13,53 16,46 14,75 

 
Der Standort, sowie die Wechselwirkungen im Zusammenhang mit dem Ort (Beh x o, 
g x o, t x o, g x Beh x o) sind nicht signifikant. Der Ort hat keinen Einfluss auf das 
Wachstum der Gescheine.  

 
Stielchenwachstum  

Die Wahl des Klons (18 Gm, 1-84 Gm) und die Behandlung (behandelt, unbehandelt) 
beeinflussen signifikant das Wachstum der Stielchen (Tabelle 12). Die Kovariable 
„anfang“ ist signifikant. Die Anfangslänge der Stielchen hat einen Einfluss auf die 
weitere Längenentwicklung. Die behandelten Stielchen (6,79 mm) sind signifikant 
länger als die unbehandelten Stielchen (5,71 mm). Der Klon 1-84 Gm (6,79 mm) be-
sitzt signifikant längere Stielchen als der Klon 18 Gm (5,71 mm).  
Die Zeit und der Ort und die Wechselwirkungen (Beh x t, t x g, Beh x o, g x o, t x o, g 
x Beh x t, g x Beh x o, g x beh) haben keinen Einfluss auf das Wachstum der Stiel-
chen.  
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Einfluss der Zeit auf das Wachstum der Stielchen  
Die Zeit ist nicht signifikant (Tabelle 12). Doch ein stetiges Wachstum ist bei beiden 

Klonen festzustellen. Der Klon 1-84 Gm behandelt besitzt das stärkste Wachstum 

(8,42 mm) und der behandelte Klon 18 Gm (6,53 mm) und der unbehandelte Klon 1-

84 Gm (6,48 mm) zeigen ein identisches Verhalten in der Längenentwicklung der 

Stielchen (Tabelle 15, Abb. 28). 

 
Tabelle 15: Mittelwerte der einzelnen Versuchsvarianten und der Zeit 

Probenahmezeitpunkt Stielchenlänge [mm] 

Geisenheim Heppenheim Zeit 
t x g x beh 

18 Gm 1-84 Gm 
behandelt unbehandelt behandelt Unbehandelt 

15.06.2006 14.06.2006 Kovariable Kovariable Kovariable Kovariable Kovariable 

21.06.2006 20.06.2006 4,60 4,77 4,21 4,98 4,47 

28.06.2006 26.06.2006 5,80 5,83 4,91 6,98 5,69 

04.07.2006 03.07.2006 6,16 6,09 5,25 7,29 6,16 

13.07.2006 10.07.2007 6,70 6,53 5,64 8,42 6,48 

 
 
 

Abbildung 28: Wachstumsverlauf der Stielchen. Der Klon 1-84 Gm behandelt zeigt das stärkste 
Stielchenwachstum.  
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Korrelieren die Wachstumsphasen der Stielchen und der Gescheine? 

Die bivariate Korrelation ist nicht signifikant. Es konnte kein Zusammenhang des 
Längenwachstumes der Stielchen und der Gescheine aufgezeigt werden. Die 
Wachstumsphase der Gescheine unterscheidet sich von der Wachstumsentwicklung 
der Stielchen. Die Streckung der Stielchen erfolgt kontinuierlich (Abb. 31). Die Inflo-
reszenzen haben einen Wachstumsschritt bis zum 26/28.06 (Tabelle 13). Bei den 
Gescheinen und den Stielchen konnte gezeigt werden, dass der Klon 1-84 Gm be-
handelt die größten Stielchen und Infloreszenzen ausbildet und der Klon 18 Gm be-
handelt und der Klon 1-84 Gm unbehandelt, dieselbe Größenentwicklung aufzeigen.  

 
Einfluss des Klons auf die Merkmalsausbildung und die daraus resultie-
rende Architektur  
Die Beerenanzahl, die Traubenlänge, die Stielgerüstlänge und die Stiellänge zeigen 
einen signifikanten Unterschied zwischen dem lockerbeerigen Klon (1-84 Gm) und 
dem kompakten Klon (18 Gm). Der Klon 1-84 Gm besitzt eine geringe Beerenanzahl, 
eine längere Traube, ein größeres Stielgerüst und einen längeren Stiel (Tabelle 16). 
Anhand des Mittelwertvergleichs ist zu sehen, dass das Trauben- und Beerengewicht 
bei dem Klon 1-84 Gm geringer als bei dem Klon 18 Gm ist, auch wenn diese nicht 
signifikant sind (Tabelle 16). Die Ausbildung einer lockeren Traubenstruktur des 
Klons 1-84 Gm gegenüber dem Klon 18 Gm entsteht aufgrund der Merkmalsausbil-
dung (Tabelle 15, 16).  

 
Tabelle 16: Varianzanalyse der Merkmale Beerengewicht, Beerenanzahl, Traubengewicht 
Traubenlänge, Traubenvolumen, Stielgerüstlänge, Stiellänge und Verzweigung (Herbst 2006) 

 Beeren-
gewicht 

Beeren- 
anzahl 

Trauben-
gewicht 

Trauben- 
länge 

Trauben- 
volumen 

Stielge-
rüstlänge 

Stiel-
länge 

Verzwei-
gung 

Behandlung 
(beh) 

 
** 

 
*** 

 
0,42 

 
0,056 

 
0,53 

 
0,52 

 
0,60 

 
0,33 

Klon (g) 0,64 ** 0,14 *** 0,44 ** ** 0,40 
Ort (o) 0,18 0,79 0,48 0,98 0,69 0,61 0,85 0,76 
o x g 0,47 ** 0,81 0,34 0,57 0,47 0,85 0,13 
beh x g 0,55 0,27 0,12 0,87 0,65 0,40 0,93 0,36 

* p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001 
F und P Wert von Traubenlänge und Beerenanzahl sind log – transformiert 
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Einfluss der Gibberellinbehandlung auf die Merkmalsausbildung und die 

daraus entstehende Traubenstruktur  
Das Beerengewicht und die Beerenanzahl zeigen einen signifikanten Unterschied 

zwischen den behandelten und unbehandelten Gescheinen (Tabelle 16). Die Gib-

berellinbehandlung bewirkt eine Reduktion der Beerenanzahl und des Beerenge-

wichts. Der Mittelwertvergleich der nicht signifikanten Merkmale zeigt, dass die Trau-

benlänge und das Traubengewicht durch die Behandlung beeinflusst werden. Die 

behandelten Gescheine bilden längere Trauben mit einem geringeren Gewicht aus 

(Tabelle 16). Daraus ergibt sich eine lockere Traubenstruktur des behandelten Klons 

18 Gm. 

 

Wie wirkt sich die Versuchsvariante auf die Merkmalsausbildung aus? 

Der Mittelwertvergleich zeigt, dass die Trauben-, die Stielgerüst- und die Stiellänge 

bei dem behandelten Klon 1-84 Gm am längsten sind, gefolgt von dem unbehandel-

ten Klon 1-84 Gm, dem behandelten Klon 18 Gm und dem unbehandelten Klon 18 

Gm (Tabelle 17). Die geringste Beerenanzahl weist der Klon 1-84 Gm behandelt auf. 

Der behandelte Klon 18 Gm, der unbehandelte Klon 1-84 Gm und Klon 18 Gm unbe-

handelt reihen sich auf (Tabelle 17). Bei dem Beerengewicht sind die beiden behan-

delten Varianten (Klon 18 Gm, 1-84 Gm) gleich und zeigen das geringste Gewicht. 

Die Varianten 1-84 Gm behandelt  und 18 Gm unbehandelt folgen. Bei dem Trau-

bengewicht hat die behandelte Variante des Klones 1-84 Gm das geringste Gewicht 

und die Varianten 18 Gm behandelt und 1-84 Gm unbehandelt sind gleich. Die Vari-

ante 18 Gm unbehandelt hat das größte Traubengewicht. Es wird deutlich, wie die 

lockere Traubenstruktur des Klons 1-84 Gm zustande kommt und diese durch die 

Behandlung noch gefördert wird. Durch die Gibberellinbehandlung ist der Klon 18 Gm 

in der Lage, eine lockere Struktur der Traube auszubilden. Dies ist anhand der boni-

tierten Merkmale zu erkennen (Abb. 27, 28). 
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Tabelle 17: Mittelwertvergleich der Klone, der Behandlung und Wechselwirkung beh x g 
 

Merkmal 
Klon Behandlung Versuchsvarianten 

18 Gm 1-84 Gm beh unbeh 18 Gm 
beh 

18 Gm 
unbeh 

1-84 Gm 
beh 

1-84 Gm 
unbeh 

Traubenlänge [cm] 15,64a 17,67b 17,17 16,14 16,19 15,08 18,14 17,20 
Traubengewicht [g] 225,57 200,43 199,20 226,80 209,79 241,35 188,61 212,25 
Stielgerüstlänge [cm] 14,37a 16,46b 15,60 15,24 14,32 14,43 16,88 16,04 
Stiellänge [cm] 1,86a 2,90b 2,52 2,24 1,92 1,72 3,05 2,74 
Beerengewicht [g] 205,79 199,33 177,19a 227,93b 176,22 232,35 178,35 220,51 
Beerenanzahl 174,69a 137,48b 122,18a 196,56b 133,12 229,23 112,15 168,54 

 
Wirkt sich die Versuchsvariante auf den Krankheitsbefall von Botryitis ci-

nerea aus ? 
Der Klon 1-84 Gm (1-84 Gm beh 0,42%; 1-84 Gm unbeh 1,46%) zeigt einen wesent-

lich niedrigeren Befall als der Klon 18 Gm. Die Gibberellinbehandlung bewirkt eine 

Reduktion des Befalls beim Klon 18 Gm (18 beh 10,41%; 18 unbeh 30,61%). 
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5. Diskussion  
Detektion einer genetischen Mutation, die zwischen lockeren und kom-
pakten Klonen differenziert.  
Pinot noir Klone und andere Sorten mit einer lockeren und kompakten Traubenmor-
phologie können mit dem spezifischen Marker ExpFl2 durch Sequenzierung des 
Amplifikationsproduktes genetisch unterschieden werden. Der Pinot noir Klon 105 S 
Frank zeigt wechselnd eine lockere oder kompakte Traubenstruktur (Forneck, per-
sönliche Mitteilung, Bleyer 2001). Genetische Untersuchungen ergaben, dass dieser 
Klon keine Mutation in der Sequenz aufzeigt (Abb. 18, Anhang Abb. 31) und somit 
nicht durch die Mutation beeinflusst sein kann. Die wechselnde Traubenmorphologie 
muss durch einen anderen Einfluss ausgelöst werden. Die Heterozygotie des Merk-
mals könnte dafür verantworltich sein. Ob Stress, Umwelteinflüsse, veränderte Hor-
monkonzentrationen von Auxin und Gibberellin oder Expansin verantwortlich ist, 
bleibt bisher ungeklärt. Die Traubenstruktur der Sorte Chardonnay ist phänotypisch 
als kompakt beschrieben (Ambrois et al. 1998). Der untersuchte Chardonnay Klon (1 
Gm) ist phänotypisch kompakt, doch dessen Genotyp zeigt die mutierte Region des 
lockerbeerigen Geno- und Phänotypen (Abb. 29). Im Vergleich zu den anderen 
Chardonnay Klonen besitzt er ein größeres Stielgerüst und längere Stielchen (Rühl, 
persönl. Mitteilung). Der Klon 1 Gm bildet jedoch sehr große Beeren aus, woraus 
sich die kompakte Traubenarchitektur ergibt (Rühl, persönl. Mitteilung). Dieser Klon 
zeigt, dass nicht nur das Wachstum des Stielgerüstes und der Stielchen für die Trau-
benstruktur verantwortlich ist, sondern auch die Größe der Beeren. Bisher kommt 
das große Stielgerüst und die längeren Stielchen bei Chardonnay Klonen selten vor. 
Andere Sorten, wie Riesling, Roter Traminer und Chenin (Tabelle 1), die eine kom-
pakte Traubenstruktur haben, weisen die Sequenzabfolge der kompakten Pinot noir 
Klone auf. Die Tafeltrauben Cardinal und Weißer Gutedel haben eine 1 bp Deletion 
(231 bp). Die 1 bp Deletion bei 231 bp ist im EST von CF 207762 (Goes Da Silva et 
al. 2003) in der Sorte Cardinal zuvor detektiert worden und bestätigt unsere Ver-
suchsergebnisse. Die Sorte Weißer Gutedel zeigt eine zusätzliche C/T Transition bei 
237 Basenpaaren. Die mutierte Region in Vitis Sorten variiert zwischen den Sorten, 
ist aber gekoppelt mit dem Merkmal der Traubenarchitektur. Die Tafeltrauben weisen 
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eine sehr lockere Traubenstruktur mit extrem langen Stielchen und Stielgerüst auf. 

Die Edelreben (Vitis vinifera ssp. sativa) und die Tafeltrauben (Vitis vinifera subsp. 

Vinifera Linné) gehören einer anderen Sorte an. Daher könnte der Unterschied in der 

mutierten Region begründet liegen. Zu beachten ist, dass alle getesteten lockeren 

Phänotypen eine Mutation im Exon des Expansingens zeigen.  

  

 

CAPS und  SCAR Marker für die Marker – gestütze – Selektion (MAS) 
Ziel war es, einen Marker zu entwickeln, der anhand der Mutation locker und kom-

pakte Trauben differenziert und der MAS zur Verfügung gestellt werden kann, da mit 

dieser Methode Gene detektiert werden können, deren Funktion mit einem Merkmal 

gekoppelt ist (Myles et al. 2011, Nienhuis et al. 1987, Paterson et al. 1988, Young & 

Tanksley 1989). Deswegen wurde der SCAR (Del1) und der CAPS (ExpFl2) Marker 

entwickelt und an der Sorte V. vinifera cv. Pinot noir und an weiteren Sorten getestet. 

Doch diese Marker sind für die MAS nicht nutzbar, da sich die Klone nicht durch eine 

Gelelektrophorese unterscheiden lassen. Denn beide Marker detektieren zwei Ampli-

fikationsprodukte (Abb. 18) anstelle eines für locker und eines für kompakt. Diese 

weisen einen 4 bp Unterschied auf und befinden sich exakt an der Stelle des zu er-

wartenden PCR Produktes für locker und kompakt. Aufgrund des Amplifikationspro-

dukts der beiden Marker können wir davon ausgehen, dass das Merkmal Traubenar-

chitektur heterozygot ist.  

Um das Untersuchungsergebnis bestätigen zu können und experimentelle Fehler 

auszuschließen, wurden die Experimente mehrmals wiederholt und an verschiede-

nen lockeren und kompakten Pinot noir Klonen getestet (Abb. 22). Zudem sind mit 

dem SCAR und CAPS Markern zwei unterschiedliche Methoden und zwei unter-

schiedliche experimentelle Techniken benutzt worden, die beide zu demselben Er-

gebnis führen. Um ausschließen zu können, dass andere Fragmente vom Rebenge-

nom identifiziert und sequenziert wurden, ist zuerst eine PCR mit dem spezifischen 

Marker ExpFl2 durchgeführt worden. Dieses PCR Produkt wurde für die nächste 

PCR mit dem SCAR Marker und für den Verdau mit dem Restriktionsenzym SmiI 

eingesetzt. Das Restriktionsenzym schneidet das PCR Produkt des Markers ExpFl2 

einmal. Somit wird vermieden, dass andere geschnittene Fragmente auftreten und 

amplifiziert werden. Zur weiteren Bestätigung der Heterozygotie wurden die Amplifi-
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kationsprodukte der Marker sequenziert. Eins der sequenzierten Produkte zeigt die 

Mutation und das andere besitzt keine Mutation (Abb. 22). Zur Bestätigung der Se-

quenzierung wurde das detektierte Fragment in 3` und 5` Richtung sequenziert und 

in zweifacher Wiederholung an zwei lockeren und kompakten Klonen durchgeführt. 

Deren identifiziertes Fragment stammt aus zwei verschiedenen PCR Ansätzen, um 

Fehler in diesem Arbeitsschritt zu vermeiden.  

 

Heterozygotes Merkmal Traubenmorphologie  
Der Locus für Lockerbeerigkeit bei Pinot noir ist heterozygot (Abb. 29). Denn ein Allel 

zeigt die 4 bp Deletion und den SNP (Abb.19). Das andere Allel besitzt diese Mutati-

on nicht (Abb. 29). Ein weiteres wichtiges Merkmal, die Beerenfarbe, ist ebenfalls 

heterozygot (This et al. 2007, Walker et al. 2006, Yakushiji et al. 2006). Da V. vinifera 

hermaphrodit ist und ungeschlechtlich vermehrt wird, besitzt sie einen hohen Grad an 

Heterozygotie und Heterogenität. Doch innerhalb einer Sorte sind sie homogen und 

phänotypische Veränderungen können nur durch Mutationen entstehen (Myles et al. 

2011, Veloasco et al. 2007). Die hohe Anzahl von Chromosomen (38) bewirkt eine 

hohe Polyploidie (Veloasco et al. 2007). Deswegen weist das Rebgenom eine hohe 

Anzahl an Deletionen, Insertionen und Inversionen oder andere Arten von Mutatio-

nen auf, die die zwei homologen Chromosomenpaare unterscheiden (Zharkikh et al. 

2008).  
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2. Nach der Detektion und Sequenzierung der PCR Produkte des SCAR und CAPS Markers!

Heterozygot: locker und kompakter Phänotyp haben beide  Fragmente!

Kein Marker kann der MAS zur Verfügung gestellt werden!

3.1. Überprüfung der Heterozygotie an einer geselbsteten  Population!

3.2. Überprüfung der Heterozygotie mit  Real-time PCR!

1. Nach der Sequenzierung der PCR-Produkte des Markers ExpFl2!

4 bp Deletion C/
T SNP!

Lockerbeerig! kompakt!

Keine 4 bp 
Deletion und 
kein C/T SNP!

4 bp Deletion C/
T SNP!

Keine 4 bp 
Deletion und 
kein C/T SNP!

alle Pinot Phänotypen!

 

Abbildung 29: Identifikation des heterozygoten Merkmals Traubenmorphologie 
 

Fehlermöglichkeiten bei der Sequenzierung  
Einzige Fehlerquelle bei der Detektion der mutierten Sequenz für Lockerbeerigkeit 

könnte das Sequenzierungsergebnis sein, da die Art der direkten Sequenzierung aus 

labortechnischen und finanziellen Gründen gewählt wurde. Es ist die meist verwen-

dete Methode zur Identifizierung von SNPs (Edwards & Mogg 2001). Bei der direkten 

Sequenzierung sind 5% der Genomsequenz falsch zusammengesetzt oder gehen 

verloren. Ein Problem bei der direkten Sequenzierung sind die Sequenzierungsfehler, 

die zu Fehlinformationen führen können und züchterisch über mehrere Generationen 

verfolgt werden (Edwards & Mogg 2001). Bei Pflanzen die heterozygot sind oder ei-

nen höheren Polyploidie haben, können bei der direkten Sequenzierung des PCR-

Produkts multiple PCR-Produkte von einem homologen Locus detektiert werden. Zu-
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dem kann eine Basenpaarveränderung zwar identifiziert werden. Die veränderte 

Base kann aber nicht bestimmt werden (Edwards & Mogg 2001). Die hohe Anzahl 

von Fehlinformationen in der Basenpaarabfolge führen zu einer hohen Anzahl an In-

sertionen und Deletionen (Zharkikh et al. 2008). Deshalb empfehlen Edwards & 

Mogg (2001) zu klonieren, da besonders bei Insertionen oder Deletionen in der Se-

quenz, wie in unserem Fall, die direkte Sequenzierung zu Fehlinformationen führen 

kann. Doch die Sequenz, die durch das direkte Sequenzieren detektiert wurde, 

stimmt mit der Referenzsequenz (Vaclavicek 2004) überein, die kloniert wurde. Der 1 

bp indel bei Cardinal (Abb. 19) für den es keine Referenzsequenz gibt, wurde eben-

falls von Goes Da Silva (2003) identifiziert. Trotzdem sollte beachtet werden, dass 

der Sequenzunterschied heterozygot ist und bisher kein PCR - Marker entwickelt 

werden konnte. Bei der Differenzierung von locker und kompakt mit dem Marker 

FlExp2 ist vermutlich nur ein Allel jeweils detektiert worden, da bei dem SCAR und 

CAPS Marker zwei PCR - Produkte mit beiden Sequenzierungsabfolgen identifiziert 

wurden (Abb.29). 

 

Die Auswirkung des Hormongehaltes auf die Ausbildung einer lockeren 

oder kompakten Traubenarchitektur. 
Das Hormon Gibberellin löst die Lockerbeerigkeit des Kons 1-84 Gm nicht aus (Ta-

belle 18, 19, 32). Denn der unbehandelte, lockerbeerige Klon 1-84 Gm zeigt zu den 

untersuchten Terminen keinen erhöhten Gibberellingehalt (Tabelle 10) gegenüber 

dem unbehandelten, kompakten Klon 18 Gm (Tabelle 10, 11). Bisher gibt es keine 

weiteren Untersuchungen über den Gibberellingehalt und deren Auswirkungen an 

unbehandelten Infloreszenzen bei Vitis vinifera. Doch das Hormon Auxin ist involviert 

in die Ausbildung der Lockerbeerigkeit des Klons 1-84 Gm, da dieser Klon einen hö-

heren Auxingehalt als der kompakte Klon 18 Gm zu den untersuchten Zeitpunkten 

besitzt (Tabelle 7, 8). Eine veränderte Basenpaarabfolge im Expasingen und ein ho-

her IAA Gehalt im Klon 1-84 Gm sprechen für ein Auxin-Expansin induziertes Wachs-

tum. Bekannt ist, dass Auxin das Wachstum der Stiele und Stielchen reguliert (Cle-

land 2010, Davies 2004) und in die Blütenformation bei Arabidopsis (Jones et al. 

2005) und Nicotiana tabacum (Smulders et al. 1998), Hyacinthus orientalis (Lu et al. 

1999, 2000) involviert ist. Bei Gehölzpflanzen stimuliert IAA die Xylementwicklung 
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und die Aktivität des Cambiums (Digby & Wareing 1966, Aloni 2004). In den Stielen 
veranlasst der basipetale IAA Transport die Entwicklung des vaskulären Gewebes 
(Aloni 2004, Koizumi et al. 2000).  
 
Die Wirkung einer Gibberellinapplikation auf die Traubenmorphologie der 
Klone 18 und 1-84 Gm 
Die GA3 – Behandlung ruft eine lockere Traubenmorphologie bei dem Klon 18 Gm 
hervor, indem längere Gescheine und Stielchen ausgebildet werden. Bei dem Klon 1-
84 Gm wirkt sie als „Verstärker.“ Die Behandlung bildet eine extrem lockerbeerige 
Traube aus (Abb. 25, 26). In vielen Freilandversuchen konnte durch eine Gibberellin-
behandlung eine lockere Traubenstruktur ausgebildet werden (Alleweldt 1959, 
Considine 1970, Considine 1972, Weaver 1960). Bekannt ist, dass Gibberellin das 
Stielchen- und Infloreszenzwachstum durch eine erhöhte Zellteilung und Zelldehnung 
stimuliert (Alleweldt 1959, Sun 2010). Coombe (1960), Harris (1968), Numan et al. 
(2001), Ojeda et al. (1999), Perez et al. (2000), Sachs & Weaver (1968) und Staudt 
et al. (1986) zeigten, dass die Zellteilung und -streckung während der ersten beiden 
Wochen nach der Anthesis am stärksten ist. Untersuchungsergebnisse zu GA3 be-
handelten Infloreszenzen bestätigen die Ergebnisse (Tabelle 18).  

Tabelle 18: Vergleich der Zeitpunkte des GA3-Anstieges oder der Zellteilung/-dehnung nach einer 
GA3-Applikation 

Sorte oder Kultur Zeitraum GA Anstieg/ Zellteilung/- 
dehung 

Autor 

V. vinifera Klon 18 Gm 
unbeh. 

Kein Anstieg Keine GA3-App. Hoffmann, Steiner 

V. vinifera Klon 18 Gm beh. nach 50 h - 5 Tage n. der 
Anthesis 

GA Anstieg Hoffmann, Steiner 

V. vinifera Klon 1-84 Gm 
unbeh. 

Kein Anstieg Keine GA3-App. Hoffmann, Steiner 

V. vinifera Klon 1-84 Gm 
beh. 

Nach 3 – 5 Tagen n. der 
Anthesis 

GA Anstieg Hoffmann, Steiner 

V. vinifera Emperor Kurz vor bis 10 Tage n. der 
Anthesis 

GA Anstieg Coombe 1959 

V. vinifera Sultanina Kurz vor bis kurz nach der 
Anthesis 

GA Anstieg Coombe 1959 

V. vinifera Black Corinth 6 Tage bis 15 Tage nach der 
Anthesis 

GA Anstieg Coombe 1959 

Aprikosen Während der Fruchtentwick-
lung hoch, danach niedrig 

GA Anstieg Jackson & Coombe 1966 

Kürbis Bis 4 Tage nach der Anthe-
sis 

Zellteilung/-dehung Yu et al. 2001 

Erbsen Bis 2 Tage nach der Anthe-
sis 

Zellteilung/-dehung Ozga et al. 2002 

 
In beiden Klonen steigt die Gibberellin- und die Auxinkonzentration in den Inflores-
zenzen nach einer GA3 – Applikation an. Nicht nur das Hormon Gibberellin, sondern 
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auch Auxin kann auf die Traubenentwicklung wirken. Festzustellen ist, dass der Au-
xinverlauf des Klons 18 Gm dem Klon 1-84 Gm angepasst wird (Abb. 22).  Ob Gib-
berellin bei dem behandelten Klon das Infloreszenz- und Stielchenwachstum auslöst 
oder eine Gibberellin – Interaktion auftritt, bleibt momentan ungeklärt. Iwahori et al. 
(1968) finden einerseits einen deutlichen Anstieg von Gibberellin nach der Befruch-
tung und andererseits, das eine Gibberellinapplikation die Auxin - und GA - Aktivität 
in Beeren steigert. Eine Interaktion konnte statistisch nicht nachgewiesen werden 
(Abb. 28). Doch die Tendenz, dass eine GA – Behandlung den Auxingehalt im kom-
pakten Klon beeinflusst, ist deutlich zu sehen (Abb. 26). Coombe (1959) vermutet, 
dass es eine Interaktion der Hormone (Gibberellin und Auxin) während des Wachs-
tums der Beeren gibt. Yang et al. (1996) und Doerner (2007) stellten fest, dass Auxin 
für das Zellwachstum und Gibberellin für die Zellteilung verantwortlich sind und diese 
Prozesse voneinander abhängig sind. Während der Fruchtentwicklung interagieren 
bei Arabidopsis und Vitis beide Hormone miteinander (Ozga & Reinecke 2003, 
Weaver et al. 1962, Weaver & Sachs 1968). Bei Tomaten wirkt IAA und GA additiv 
(Serrini et al. 2007). Dieser Effekt könnte verantwortlich sein für eine verstärkt locker 
ausgebildete Traube bei dem Klon 1-84 Gm behandelt, denn der Gibberellingehalt 
und der Auxingehalt sind hoch. Bei Erbsen wird das Wachstum der Stielchen und 
des Parthenokarp von beiden Hormonen reguliert (Phillips et al. 1959, Sastry & Muir 
1963, Law & Hamilton 1984, Ikeda et al. 1999, Vivian-Smith & Koltunow 1999). 
Thomas & Hedden (2006) fanden heraus, dass die Gewebeelongation durch die 
Menge der Auxinkonzentration gesteuert wird. Der Auxingehalt wird von dem Hormon 
Gibberellin beinflusst, das als „long distance Signal“ agiert (Brian & Hemming 1958, 
Barratt & Davies 1997, Thomas & Hedden 2006). Entsprechend unseren Ergebnis-
sen beobachteten Coombe (1959) und Nitsch et al. (1968), dass der Auxingehalt von 
einer niedrigen zu einer hohen Konzentration während und kurz nach der Blüte an-
steigt und sortenspezifisch variiert. In Tabak werden Auxin ähnliche Verbindungen 
von der Basis zum Ovar 13 bis 20 h und in den Stielchen 60 bis 65 h nach der Blüte 
transportiert (Ozga & Reinecke 2003). Bei unbefruchteten Tomaten zeigten Sastry & 
Muir (1963), dass eine GA3-Applikation den Auxingehalt 28 Stunden nach der Blüte 
erhöht und GA die Auxinbiosynthese stimuliert.  
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Standorteffekte wirken auf den Hormongehalt (Gibberellin und Auxin) 
Die statistische Auswertung der beiden Standorte wurde getrennt durchgeführt, da 

diese aufgrund unterschiedlicher Umwelteinflüsse zu keinem vergleichbaren Ver-

suchsergebnis führen konnten (Piepho, persönliche Mitteilung). Die Tagestemperatur 

variierte in Heppenheim zwischen 19 °C und 26 °C und in Geisenheim von 18 °C und 

22,9 °C (Anhang Abb. 33, 34). Die Tagesglobalstrahlung ist in Heppenheim während 

des Versuchszeitraumes um 1761,5 W/m2 höher. Die Temperatur beeinflusst die In-

floreszenzentwicklung (Buttrose & Hale 1973, Srinivasan & Mullin 1980a,) Unter-

schiedliche Entwicklungsstadien können verschiedene Hormonkonzentrationen in der 

Analyse hervorrufen. Die Gescheine der beiden Standorte können daher zu den ver-

schiedenen Zeitpunkten der Probenahme unterschiedlich entwickelt sein oder Um-

welteinflüssen, wie Temperaturen etc. ausgesetzt sein. Ebenso kann der physiologi-

sche Zustand der Pflanze beeinflusst sein, der sich auf den Hormonhaushalt aus-

wirkt. In unserem Versuch wurde der Einfluss verschiedener Entwicklungsstadien der 

Infloreszenzen reduziert, indem immer das Geschein der zweiten Insertion unter-

sucht wurde (Rühl, persönliche Mitteilung). Die Blütendetermination wird im Vorjahr 

angelegt (Carmona et al. 2008). Nicht nur das Versuchsjahr, sondern das Vorjahr hat 

Einfluss auf den Hormongehalt. Weitere Einflüsse auf die Entwicklung der Inflores-

zenzen können die Nährstoffversorgung und die Wasserversorgung darstellen (Lu-

ckert 1976, Capari et al. 1998). Zu dem Zeitpunkt der Probenahme 0 Stunden nach 

der Applikation sind die IAA Werte in Heppenheim gegenüber Geisenheim sehr ge-

ring. Die Reben in Heppenheim waren am Tag vor der Applikation besonders hohen 

Temperaturen ausgesetzt (26 °C mittlere Tagestemperatur in Heppenheim gegen-

über 23 °C in Geisenheim). Die Temperatur beeinflusst den Auxinmetabolismus in 

Pflanzen (Iwahori 1968). Tomatenpflanzen, die drei Tage nach der Anthesis einer 

Temperatur von 40 °C ausgesetzt waren, zeigten niedrige Auxinkonzentrationen in 

den folgenden Tagen.  

 

 

Morphologische Datenerhebung  
Anhand der morphologischen Untersuchungen kann die lockere Traubenarchitektur 

nachgewiesen werden. Der Klon 1-84 Gm hat längere Infloreszenzen, Stielchen, 
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Stielgerüste, Stiele, Trauben und eine geringere Beerenanzahl, ein geringeres Beer-
engewicht und Traubengewicht als der Klon 18 Gm (Tabelle 12, 13, 14, Abb. 31).  
 

 
Abbildung 30: Phänotypische Auswirkungen auf die Traubenarchitektur der Klone 18 Gm und 1-84 
Gm. Oben: 1-84 Gm locker, rechts: behandelt; links: unbehandelt; unten: 18 Gm kompakt, rechts: be-
handelt; links: unbehandelt (Fotos: E. Schönhals) 
 
Alphart et al. 2007 konnte diese Ergebnisse im Vorversuch an verschiedenen locke-
ren und kompakten Pinot noir Klonen bestätigen. Die Behandlung verstärkt das 
Wachstum der Infloreszenzen, der Stielchen, der Stielgerüste, des Stiels und der 
Traubenlänge bei beiden Klonen und die Reduktion des Beerengewichts, Trauben-
gewichts und der Beerenanzahl (Tabelle 13 -17). Alleweldt (1959), Considine & 
Coombe (1972), Rives & Pouget (1959), Weaver & McCune (1959 a, b, c, 1962), und 
Zhang et al. (2008) beschreiben ein Wachstum der Infloreszenzen und Stielchen 
nach einer Gibberellinbehandlung. Das geringe Beerengewicht, Traubengewicht und 
die geringe Beerenanzahl wurden von Alleweldt (1959), Ben-Tal (1990), Considine & 
Coombe (1972), Ritter (2003), Weaver & McCune & Hale, (1962), festgestellt. 
Weaver (1978) und Considine & Coombe (1972) haben nachgewiesen, dass die ver-



Diskussion   

88 

ringerte Beerenanzahl das Traubengewicht und das Beerengewicht reduzieren. Die 

Größe der Infloreszenzen und der Stielchen des unbehandelten Klons 1-84 Gm und 

des behandelten Klons 18 Gm sind gleich groß. Nicht nur das Wachstum der Inflo-

reszenzen und der Stielchen ist identisch, sondern auch der Hormonverlauf. Die 

Wachstumsphase der Infloreszenzen endet am 26./28.06.2006 bei allen Versuchsva-

rianten und stagniert dann (Tabelle 17). Doch die Wachstumsintensität hängt vom 

Klon und seiner Behandlung ab (Tabelle 17). Die Ergebnisse von Shavrukov et al. 

(2004) zeigen, dass das Infloreszenzwachstum kurz nach der Anthesis stagniert. Bei 

den Stielchen ist das Wachstum kontinuierlich, auch wenn keine Signifikanzen, im 

Bezug auf den Zeitpunkt der Probenahme nachgewiesen werden konnten (Tabelle 

13, Abb. 28).  

 

 

Test auf Reproduzierbarkeit der Daten 
1. Experimentelles Desgin  

Die Datenreproduktion ist auf Grund des Versuchaufbaus gewährleistet. Der Feldver-

such war so ausgelegt, dass die Ergebnisse mehrmals wiederholt und verglichen 

werden konnten. Die einzelnen Versuchsvarianten sind in dreifacher Wiederholung 

durchgeführt (Wünsche, persönliche Mitteilung) und gesammelt worden (Abb. 13-15, 

24-26). Um den Einfluss der Umweltbedingungen zu verringern, wurde der Versuch 

an zwei Standorten angelegt. An jeder Versuchspflanze wurde nur eine Probe ge-

nommen, weil während der Probenahme Verletzung entstehen können, die den Hor-

monhaushalt der Rebe beeinflussen können. Eine später erneute Probenahme an 

derselben Pflanze kann zu fehlerhaften Hormonwerten führen (Rühl, persönliche Mit-

teilung). Der Versuch wurde mit SAS 9.1 randomisiert (SAS Institute Inc., Cary, NC, 

USA), um die Versuchsvarianten zufällig anzuordnen. Der identische, genetische 

Hintergrund der Anlage wurde gesichert, da an beiden Standorten die gleichen Edel-

reiser und dieselbe Unterlagen verwendet wurden. Eine Abweichung im Alter der Re-

banlagen konnte nicht ausgeschlossen werden. Physiologische Unterschiede der 

beiden Anlagen (Geisenheim, Heppenheim) sind aus diesem Grund nicht zu vermei-

den. Die Verwendung von einheitlichem Versuchsmaterial, wie Edelreiser und Unter-

lage, sind ein wichtiger Aspekt. Um gleiche Behandlungsbedingungen zu garantie-

ren, wurde an den beiden Standorten der Zeitpunkt der GA3-Applikation in den Mor-
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genstunden durchgeführt (Tabelle 3). Der Tag der Behandlung unterscheidet sich an 
den beiden Standorten, denn die Behandlung richtet sich nach dem BBCH Stadium 
der Gescheine (Tabelle 3). Die Wetterbedingungen beeinflussen das Versuchser-
gebnis. Somit kann das Wachstum an den Standorten variieren (Tabelle 3, Abb. 27, 
28). Fehler bei der Probennahme wurden ausgeschlossen, indem die Proben nach 
der gleichen Vorgehensweise genommen wurden.  
 
2. Versuchsdurchführung  
Der Versuch verschafft einen guten Überblick bei Pinot noir über die hormonellen und 
morphologischen Veränderungen der Gescheine zum Zeitpunkt der Blüte (BCCH 65) 
bis zum Fruchtansatz. Obwohl der Versuch nicht über mehrere Jahre durchgeführt 
wurde, konnten die Ergebnisse bis auf die Auswirkungen der klimatisch unterschied-
lichen Bedingungen an den beiden Standorte (Tabelle 7-11, Abb. 15-17) bestätigt 
werden. Um die Ergebnisse zu verfestigen, sollte der Versuch in zwei oder drei auf-
einander folgenden Jahren wiederholt werden. Eine zukünftig großflächigere Ver-
suchsplanung ist empfehlenswert, da aufgrund von klimatischen Bedingungen die 
Hormondaten für jeden Standort getrennt ausgewertet werden mussten. Es konnte 
kein statistisch abgesicherter Klonvergleich durchgeführt werden. Die zur Verfügung 
stehenden Pflanzen jedes Klons standen in einer Reihe, da auf eine schon beste-
hende Rebanlage zurück gegriffen wurde. Eine versuchsbezogene Anpflanzung 
nimmt einen zu langen Zeitraum in Anspruch. Bekanntlich bildet die Rebe erst im 
zweiten oder dritten Jahr Blüten aus. Einen Überblick über die Auswirkung der Gib-
berellinapplikation auf die beiden Klone konnte trotz nicht korrekter statischer Absi-
cherung anhand eines Mittelwertvergleiches durchgeführt werden (Tabelle 10,  11 
Piepho, persönliche Mitteilung).  
 
3. Kontrolle der RIA – Analyse  
Zur Absicherung der Ergebnisse der RIA-Analyse wurden biologische und methodi-
sche Kontrollen eingesetzt. Die dreifache Wiederholung der Versuchsvarianten ist die 
biologische Kontrolle (Wünsche, persönliche Mitteilung). Jede dieser Wiederholun-
gen wurde separat analysiert. Einige Wiederholungen weisen unterschiedliche Er-
gebnisse bei der Analyse auf, die ein zweites Mal analysiert wurden (Steiner 2007). 
Diese können durch physiologische Unterschiede der einzelnen Pflanzen entstehen, 
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da die Proben an unterschiedlichen Pflanzen genommen wurden. Verschiedene 
Entwicklungsstadien der Gescheine können der Grund für die abweichenden Ergeb-
nisse der Standorte sein. An derselben Pflanze können die Entwicklungsstadien der 
Gescheine variieren (Rühl, persönliche Mitteilung). Jedes Entwicklungsstadium hat 
einen unterschiedlichen Hormongehalt. Die Abweichungen der Messungen können 
außerdem auf methodischen Problemen beruhen, da die Wiederholungen nicht in der 
gleichen Extraktion herausgelöst wurden (Steiner 2007). Ein Grund für Abweichun-
gen zwischen den beiden Wiederholungen kann durch stark unterschiedlich gemör-
serte Proben entstehen, deren Gescheine nicht komplett homogenisiert wurden (He-
gele, persönliche Mitteilung, Steiner 2007).  
Die dreifache Messwiederholung der RIA-Analyse ist die methodische Kontrolle. Je-
de zu untersuchende Probe wird dreimal analysiert, und aus den drei Messergebnis-
sen wird ein Mittelwert gebildet. Messungen, die außerhalb der Eichkurve lagen, un-
terschiedliche Einsatzmengen des Aliquots und der Trockenmasse aufwiesen, wur-
den nicht in die Auswertung einbezogen.  
 
4. Hormonuntersuchung  
Mit der von uns verwendeten RIA-Methode kann Gibberellin als Kombination von 
GA3, GA17 und GA20 analysiert werden. Die Methode erlaubt nicht die Differenzierung 
der einzelnen Gibberellinmengen und bietet nicht die Möglichkeit, die einzelnen Gib-
berelline in den Gescheinen einem Versuchszeitpunkt zuzuordnen. Das Gibberellin 
GA20 steht an Schlüsselstellen im Gibberellinkreislauf und entscheidet über inaktive 
oder aktive Gibberelline und wirkt auf das Gen PsGA20ox1 (Ross & O´Neill 2001), 
was von Interesse hinsichtlich der Lockerbeerigkeit sein könnte. Somit kann keine 
Aussage über die inaktive und aktive Menge von Gibberellin getroffen werden, sowie 
deren Auswirkung auf das Wachstum der Gescheine und Stielchen. Bekannt ist, 
dass diese Hormone in V. vinifera L. vorkommen (Perez et al. 2000) und in das 
Pflanzenwachstum involviert sind.  
Bis heute sind Hormonuntersuchungen schwer durchzuführen, da geringe Mengen 
an Substanzen während der Analyse eingesetzt werden, wodurch Versuchsfehler 
entstehen können (Ljung et al. 2001). Es gibt drei unterschiedliche Methoden zur Un-
tersuchung von Hormonen wie das physio-chemische Assay, das Immunoassay und 
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das Bioassay. In unserem Fall wurde das Immunoassay verwendet, das zwar unspe-
zifisch, aber eine sehr wirksame Methode ist (Öpik & Rolfe 2005).
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6. Ausblick  
Die durchgeführten molekularen Untersuchungen zeigten, dass das Merkmal für Lo-

ckerbeerigkeit heterozygot ist. Daher kann momentan kein Marker, der locker und 

kompakte Klone differenziert, der MAS zur Verfügung gestellt werden. Die Heterozy-

gotie sollte durch eine zusätzliche Methode wie der real time PCR nochmals nach-

gewiesen werden, um mehrere Methoden zu haben, die dieses Ergebnis absichern. 

Die Auswirkung der Heterozygotie auf die Ausbildung des lockeren oder des kompak-

ten Phänotypen sollte aufgedeckt werden. Festzustellen ist, dass die Lockerbeerig-

keit nicht alleine auf der Mutation im Vlexp1 Gen zurückzuführen ist, sondern ein 

komplexes Konstrukt ist. Auf der mRNA Ebene sollte die Expression des Expansin-

gens Vlexp1 zu den unterschiedlichen Versuchszeitpunkten sowie in den verschie-

denen Versuchsvarianten nachgewiesen werden, um weitere Aufschlüsse über die 

Funktion des Gens zu erhalten. Dadurch ist es möglich, den Expressionzeitpunkt 

herauszufinden. Die Erkenntnisse aus den hormonellen Untersuchungen sollten als 

Grundlage für weitere Untersuchungen dienen. Die GC-MS Methode zur spezifischen 

Hormonuntersuchung sollte angewandt werden, um einen Aufschluss über den Ein-

fluss der Hormone und deren involierten Gene auf die Lockerbeerigkeit zu geben. Die 

Expresssion von Auxin oder Gibberellin sollte genetisch nachgewiesen werden. Eine 

Imunolokalisation und spezifischere Hormonuntersuchungen könnten einen weiteren 

Aufschluss über die einzelnen Hormonkonzentrationen zu den unterschiedlichen 

Versuchszeitpunkten in den einzelnen Versuchsvarianten geben. Ein weiteres Ziel 

sollte sein, den Mechanismus der induzierten Lockerbeerigkeit aufzudecken. Als 

Endziel sollte die Expression des Vlexp1 Gens reguliert werden, so dass dieses Gen 

an - und ausgeschaltet werden kann und dadurch die Lockerbeerigkeit gesteuert 

werden kann. Kompakte Klone können durch eine Transformation eine lockere Trau-

be ausbilden.  
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7. Zusammenfassung  
Im Weinbau ist die Traubenarchitektur von großer Bedeutung, da diese Auswirkun-

gen auf die Qualität der Trauben hat. Kompakte Trauben neigen stärker zu einer B. 

cinerea Infektion, die ertragsreduzierend wirkt (Vail et al. 1998, Vail et al. 1991). Eine 

lockere Traube hat längere Stielchen und eine längeres Stielgerüst (Alleweldt 1959). 

Aus diesem Grund ist der Anbau von lockerbeerigen Klonen im Weinbau von großem 

Interesse. Lockerbeerigkeit kann durch die Applikation von Phytohormonen, Teilung 

der Gescheine, durch Fruchtausdünnung oder einen reduzierten Anschnitt entstehen. 

Bei der induzierten Lockerbeerigkeit bilden die kompakten Klone längere Stielchen 

und Gescheine aus und der Beerenansatz ist reduziert (Alleweldt 1959). Aus den 

kompakten Klonen wurden lockere Klone selektioniert.  

Im Laufe dieser Arbeit ist es anhand der Sequenzierungsprodukte des Markers 

FlExp2 gelungen, locker und kompakte Klone zu differenzieren. Die lockeren Klone 

zeigen eine 4 bp Deletion bei 219-222 bp und eine C/T Transition 231 bp gegenüber 

den kompakten Klonen. Zusätzlich wurde der Marker an den Sorten Riesling, Roter 

Traminer, Chardonnay, Chenin blanc, Cardinal und Weißer Gutedel getestet. Bei den 

lockerbeerigen Tafeltrauben tritt anstelle der Transition eine Deletion auf. Zudem 

zeigt die Sorte Weißer Gutedel eine C/T Transition bei 217 bp. Das Ergebnis wurde 

verifiziert, indem 30 Klone in beide Richtungen in zweifacher Wiederholung sequen-

ziert wurden. Bei der Entwicklung des CAPS und SCAR Marker konnte nachgewie-

sen werden, dass das Merkmal Traubenarchitektur heterozygot ist. Beide Marker 

zeigen zwei Fragmente, die einen 4 bp Unterschied aufweisen. Die Amplifikations-

produkte zeigen die Indel/SNP Mutation der lockeren und die „CTTT“ Mutation der 

kompakten Klone. Der CAPS Marker hat die Fragmente bei 283 bp und bei 287 bp 

und der SCAR Marker bei 162 bp und bei 166 bp. Aufgrund der Heterozygotie kann 

bisher kein Marker der MAS zur Verfügung gestellt werden. In silico Analysen zeigen, 

dass die Mutation für eine lockere Traubenarchitektur im Exon des Vlexp1 Gens liegt.  

 

Teilweise konnte die Rolle der Hormonkonzentration in den Infloreszenzen in Bezug 

auf die Traubenmorphologie entschlüsselt werden und erste Grundbausteine für wei-

tere Untersuchungen gelegt werden. Die Infloreszenzen des genetisch lockeren 
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Klons 1-84 Gm zeigten keinen erhöhten Gibberellingehalt. Daraus kann geschlossen 

werden, dass Gibberellin keinen Einfluss auf die Ausbildung einer genetisch beding-

ten lockeren Traube hat. Doch die Auxinkonzentration steigt früher an und ist länger 

erhöht gegenüber der Infloreszenzen des kompakten Klons 18 Gm. Durch eine Gib-

berellinapplikation werden der Gibberellingehalt und Auxingehalt des Klons 1-84 Gm 

erhöht und eine noch stärkere lockere Traube ausgebildet. Die Applikation löst bei 

dem Klon 18 Gm eine lockere Traube aus. Der Gibberellin und Auxingehalt steigt an. 

Gibberellin bewirkt eine längere und höhere Auxinkonzentration bei dem Klon 18 Gm. 

Ungeklärt bleibt, wie die Gibberellinbehandlung die induzierte Lockerbeerigkeit aus-

löst, oder ob eine Gibberellin Auxin Interaktion oder Auxin alleine die Zellextension 

bewirkt. Ebenso bleibt offen, ob Expansin zusammen mit Gibberellin oder mit Auxin 

oder mit einer Gibberellin Auxin Interaktion eine lockere Traube ausbildet.  

Die Stielchen und Infloreszenzen der behandelten und unbehandelten Klone wurden 

vor und wöchentlich bis zu vier Wochen nach der GA3-Applikation gemessen. Dabei 

wurde festgestellt, dass das Wachstum der Gescheine drei Wochen nach der Anthe-

sis endet, und dass der Stielchen kontinuierlich steigt. Bei dem lockeren Klon 1-84 

Gm ist das Wachstum der Gescheine und Stielchen signifikant größer als bei dem 

kompakten Klon 18 Gm. Durch die Gibberellinbehandlung ist die Wachstumsintensi-

tät des Klons 1-84 Gm unbehandelt und des Klons 18 Gm behandelt identisch. Eine 

Gibberellinbehandlung bewirkt ein signifikantes stärkeres Wachstum der Gescheine 

und Stielchen. Der behandelte lockere Klon bildet die größten Stielchen aus und der 

unbehandelte Klon 18 Gm die kleinsten. Aufgrund dieses Wachstumsverhaltens der 

Klone entsteht eine lockere Traubenarchitektur. 
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8. Summary 
In viticulture, the architecture of the grape cluster affects the quality of the grapes. 

Compact grape clusters are more prone to B. cinerea infection, which reduces yield 

(Vail et al. 1998, Vail et al. 1991). Loose clusters have longer pedicel and rachis 

structures (Alleweldt 1959) and are less susceptible to B. cinerea. For this reason, 

the cultivation of clones with the loose cluster trait is of great interest. Loose clusters 

can result from the application of phytohormones, the spacing of the flower clusters, 

the thinning of fruit, or a reduced pruning. These treatments reduce berry set and 

promote pedicle elongation when applied to clones with compact clusters (Alleweldt 

1959). Genetically based loose clustered grape phenotypes occur among grapevine 

cultivars.  

In this study we are able to differentitate between losse and compact clones using 

the marker FlExp2 on the basis of sequence data. The loose cluster clones show a 4 

bp deletion at 219-222 bp and a C/T transition at 231 bp, unlike the compact cluster 

clones. In all tested Pinot ssp. clones, the sequence correlated to the phenotype. The 

marker was tested on other varieties such as Riesling, Gewurztraminer, Chardonnay, 

Chenin blanc, Cardinal and White Chasselas. The phenotypes were again consistent 

with the sequence. In the case of loose clustered table grapes, a deletion occurs 

instead of the transition at 231 bp. Additionally, the variety White Gutedel demonst-

rated a C/T transition at 217 bp. These results were confirmed by sequencing 30 clo-

nes (loose and compact clusters) in two repetitions in both directions. Both markers 

shwoed two fragments with a four bp difference. The amplification products are a In-

del/SNP mutation for loose cluster and a „CTTT“ mutation for copmact cluster 

grapes.The CAPS and the SCAR marker identified that the trait of bunch architecture 

is heterozygous. The sequence of the amplification products was distinct for loose 

and compact cluster types. The SCAR marker shows two amplification products at 

162 bp and 166 bp and the CAPS marker at 283 bp and 287 bp. The heterozygosity 

didn´t produce a molecular marker for the MAS. 

In silico, analysis shows that the identified locus is in the Exon in the Vlexp1 gene. 

This gene is an expansin gene which is responsible for cell elongation (McQueen-

Mason 1992).  
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A part of the role which the hormones play in grape Morphology was analyzed in this 

study. The inflorescences of the genetically loose clustered clone 1-84 Gm did not 

show increased gibberellin concentration, indicating that gibberellin does not have a 

influence on the genetic based loose clone (1-84 Gm). However, the auxin concentra-

tion in inflorescences of loose cluster clones increases earlier and remains high lon-

ger than in those of the compact cluster clone 18 Gm. After a treatment with gib-

berellin, the clone 1-84 Gm exhibited increased concentration of both gibberellin and 

auxin and formed even looser clusters. Similarly, the same treatment applied to the 

compact clone 18 Gm resulted in looser clusters and increased concentration of gib-

berellin and auxin with a higher concentration of auxin for a longer period of time. It 

remains unclear precisely how the gibberellin treatment induces looser clusters. It 

may be that there is an interaction between gibberellin and auxin or that the auxin 

alone causes the cell extension. It remains an open question whether expansin toge-

ther with gibberellin or auxin is responsible for the development of loose clusters, or if 

it is caused by a gibberellin auxin interaction. The growth pattern of the stalks and 

inflorescences were identified in order to put these results in context with the results 

of the hormone and genetic analysis. The stalks and inflorescences of the treated 

and untreated clones were measured weekly before GA3-application and continued 

four weeks after application. The growth of the flower clusters ended three weeks af-

ter anthesis while the stalks grew continuously. In the loose cluster clone 1-84 Gm, 

the growth of stalks and flower clusters was significantly larger than in the compact 

cluster clone 18 Gm. The growth behavior of the peclone 18 Gm when treated with 

gibberellin was identical to the clone 1-84 Gm without gibberellin treatment. Gib-

berellin treatment caused a significant increase in the growth of the stalk and flower 

clusters. The treated loose cluster clones formed the largest stalks while the untrea-

ted compact cluster clone 18 Gm the smallest. Such clone growth behavior results in 

loose cluster architecture. 
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9. Anhang 

 
Abbildung 31: Ausschnitt aus dem Sequenzabgleich des Markers ExpFl2. Sequenzunterschiede bei 
den lockerbeerigen und der kompakten Klonen. RS Referenzsequenz (Vaclavicek 2004), PN Pinot 
noir, PM Pinot meunier, PG Pinot Gris, PB Pinot blanc. 

 
Tabelle 19: Summe der Tagesglobalstrahlung (W/m2) für den Monat Juni 2006 

Standort 
Geisenheim Heppenheim Differenz 

391097,2 394535,6 3438,4 

 
Tabelle 20: Summe der Tagesglobalstrahlung (W/m2) für den Versuchszeitraum 15.06.-26.06.2006 

Standort 
Geisenheim Heppenheim Differenz 

152293,4 154054,9 1761,5 
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Abbildung 32: Temperaturverlauf Juni 2006; gestrichelte Farblinien: Standort Heppenheim ; nicht 
gestrichelte Linien: Standort Geisenheim 

 

 
Abbildung 33: Temperaturverlauf während des Versuchszeitraumes 2006: gestrichelte Farblinien: 
Standort Heppenheim; nicht gestrichelte Linien: Standort Geisenheim 
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Abbildung 34: Standort Heppenheim                        
Umweltbedingungen am Tag der GA3-Behandlung (relative Luftfeuchtigkeit, Temperatur und 
Niederschlag um 17:30 Uhr von 0,1mm Deutscher Wetterdienst 2006). 

 
 
 
 

 
Abbildung 35: Standort Geisenheim                         
Umweltbedingungen am Tag der GA3-Behandlung (relative Luftfeuchtigkeit, Temperatur Deutscher 
Wetterdienst 2006 
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