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Der PiWi (pilzwiderstandsfahige) Rotwein REGENT stellt eine Erfolgsgeschichte des JKI - Institut fiir
Rebenziichtung Geilweilerhof dar. Die 1967 gekreuzte Neuziichtung feierte letztes Jahr ihr 50-jdhriges Ziich-
tungsjubildum. Mit einer Anbauflache in Deutschland von mittlerweile iiber 2.000 ha und einer bis zu 70 % re-
duzierten Pflanzenschutzmittel-Applikation zeigt diese Rebsorte, dass eine Kombination von Pilzwiderstands-
fahigkeit und hervorragender Weinqualitdt heute sehr gut moglich ist. Seit der Kreuzung von REGENT hat sich
die Resistenzziichtung in vielen Bereichen weiterentwickelt und der Ziichtungsprozess konnte um nahezu die
Halfte der Zeit reduziert werden. Das Wunderwerkzeug hierbei stellen sogenannte genetische Marker dar, wel-
che einen Fixpunkt im Genom eines Organismus beschreiben, der durch statistische Analysen mit bestimmten
morphologischen und physiologischen Eigenschaften der Pflanze gekoppelt werden kann (TOPFER et al.
2011b). Durch Verwendung solcher genetischer Marker war es bereits vor 14 Jahren moglich, die Position der
Resistenz gegen den Echten Mehltau in REGENT auf Chromosom 15 zu beschreiben (FISCHER et al. 2004).
Bei dieser Resistenz handelte es sich zu dieser Zeit um die dritte beschriebene natiirliche genetische Resis-
tenz mit Ursprung in Wildrebenarten aus Nordamerika (www.vive.de Data on breeding and genetics). Der
Resistenzlokus Ren3 (Resistenz gegen Erysiphe necator-3) stellt heute in Deutschland eine der wichtigsten
Resistenzquellen gegen den Echten Mehltau der Weinrebe dar. Ungefdhr 29 zugelassene PiWis tragen diese
Resistenz gegen den Echten Mehltau (TRAPP, personliche Kommunikation).

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass durch genaue Analysen und Beobachtungen, gekoppelt
mit fortschrittlicheren Analyseverfahren, selbst in dem Resistenzklassiker Ren3 noch neue Erkenntnisse her-

ausgearbeitet werden konnen, die relevant fiir die zukiinftige Resistenzziichtung der Weinrebe sind.

In dem durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (DFG) geforderten Projekt Ren3 war die Zielset-
zung die genaue Charakterisierung des viel genutzten und aus REGENT bekannten Resistenzlokus Ren3 (FI-
SCHER et al. 2004; AKKURT et al. 2006; WELTER et al. 2007). Dies umfasste die Beschreibung des ge-
nauen Resistenzmechanismus und die Charakterisierung des fiir die Resistenz verantwortlichen Gens. Fiir die
Beschreibung des Resistenzmechanismus waren in diesem Fall detaillierte mikroskopische Untersuchungen
notwendig, welche mit gewebespezifischen Farbemethoden gekoppelt wurden. Vergleichende Analysen von
REGENT, seiner Echten Mehltau-anfilligen Mutter Diana und dem resistenten Vater CHAMBOURCIN zeigten ein
stark vermindertes Wachstum des Pilzes auf den Ren3-Tridgern REGENT und CHAMBOURCIN (Abb. 1 A). Bei
dem Pathogen Erysiphe necator handelt es sich um einen Pilz, dessen Nihrstoffaufnahme auf lebenden Zellen
der Epidermis der Weinrebe beruht (obligat biotroph). Durch sogenannte Haustorien, bei welchen es sich um
Organe des Pilzes handelt, die in der Wirtszelle gebildet werden, versorgt sich das Pathogen mit Néhrstoffen
(ARMIJO et al. 2016; WILCOX et al. 2015). Die durchgefiihrten mikroskopischen Analysen zeigten, dass
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Abb. I: Farbungen von kiinstlichen Infektionen mit E. necator auf Bléttern von REGENT, DiaNa und CHAMBOURCIN fiinf
Tage nach Inokulation. A: Calcofluor-White geférbte Blatter der drei Genotypen. B: Trypanblau gefarbte Blatter
der drei Genotypen. (gs = gekeimte Spore, hy = Hyphe, ap = Appressorium, cp = Conidiophore, HR = hypersen-
sitive Reaktion) (Foto: JKI Siebeldingen).

Zellen mit dem gebildeten Haustorium und benachbarte Zellen bei Ren3-Trigern absterben wodurch die Nahr-
stoffaufnahme des Pilzes verhindert wird (Abb. 1 B, HR; ZENDLER et al. 2017). Solche lokal begrenzten
Nekrosen, auch ,,hypersensitive Reaktion™ genannt, stellen einen typischen Resistenzmechanismus gegen den
obligat biotrophen Echten Mehltau dar (ARMIJO et al. 2016).

Fiir fast alle heute bekannten und in der Resistenzziichtung verwendeten natiirlichen genetischen Resis-
tenzen gegen den Echten Mehltau, ist eben dieser Resistenzmechanismus beschrieben. Jedoch unterscheiden
sich die einzelnen Resistenzloci in ihrer Intensitét und Geschwindigkeit mit der die hypersensitve Reaktion
einsetzt (QIU et al. 2015; PAP et al. 2016; ZENDLER et al. 2017).

Der zweite Teil der Untersuchung befasste sich mit der Identifikation des Gens, welches die Erkennung
des Echten Mehltaus nach Bildung der Haustorien ermdglicht und die Resistenzantwort einleitet. Zu diesem
Zweck musste der Bereich auf Chromosom 15 auf einen minimalen Abschnitt eingegrenzt werden um eine Su-
che nach moglichen Kandidatengenen zu erleichtern. Hierfiir wurden Kinder von experimentellen Kreuzungen
aus REGENT x LEMBERGER und REGENT X CABERNET SAUVIGNON mithilfe der bereits beschriebenen genetischen
Marker untersucht. Der erhaltene genetische Fingerabdruck der untersuchten Kinder der Kreuzungen ist im
Idealfall fiir jedes Kind individuell. Diesen Umstand verdankt man der meiotischen Rekombination wéhrend
der Bildung der Gameten (Keimzellen und Pollen). Die Rebe ist ein diploider Organismus, sie besitzt somit
einen doppelten Chromosomensatz wie der Mensch, wobei ein Chromatid vom Vater und das zweite von
der Mutter vererbt werden. REGENT hat durch die Kreuzung von DiaNA mit CHAMBOURCIN fiir Chromosom 15

jeweils ein Chromatid einer anfilligen Rebsorte (Diana; Mutter) und ein Chromatid einer resistenten Reb-
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sorte mit Ren3 erhalten (CHaMBOURCIN; Vater). Bei den beiden Kreuzungspartnern LEMBERGER und CABERNET
SauviGNoN fiir die untersuchten Kreuzungspopulationen handelt es sich um anfillige Rebsorten ohne Ren3.
Dadurch ist bei einer Kreuzung dieser Rebsorten mit REGENT zu erwarten, dass nur ein Teil der Kinder resistent
gegen den Echten Mehltau ist. Gemall den MENDELschen Gesetzen erhélt man bei einer solchen Kreuzung
mit einem dominanten Merkmal wie Resistenz eine Verteilung von 1:1 (anfillig:resistent). Bei der Bildung der
Keimzellen, die einen einfachen Chromosomensatz besitzen, kann es zu Briichen der Chromatiden kommen,

welche durch sogenannte homologe Rekombination repariert werden.

Dadurch kénnen chimédre Chomatiden entstehen, die bei REGENT zum einen Teil aus dem Chromatid
von DiaNa und zum anderen aus dem Chromatid von CHamMBOURCIN bestehen. Eine solche Neuanordnung der
genetischen Sequenz kann an jeder Stelle des Chromatids stattfinden. Je nachdem welcher Teil des CHAMBOUR-
cIN-Chromatids mit dem von Diana ausgetauscht wird, kann es zum Verlust der Resistenz Ren3 kommen. Um
eine grofftmogliche Anzahl an unterschiedlichen chiméren Chromatiden zu erhalten, muss die Anzahl der ge-
kreuzten Kinder entsprechend hoch sein. Fiir die beiden Kreuzungen wurden jeweils 236 Kinder fiir REGENT x
LEMBERGER und 252 Kinder fiir REGENT x CABERNET SAUVIGNON untersucht. Dabei wurden die genetischen Fin-
gerabdriicke fiir alle Kinder erhoben. Zusétzlich wurden die Kinder im Feld auf ihre Resistenz gegen den Ech-
ten Mehltau beurteilt. Die Merkmalsauspragung ,,Resistenz gegen den Echten Mehltau® wurde im Anschluss
mit den genetischen Fingerabdriicken in einer sogenannten QTL-Analyse kombiniert. Diese QTL-Analyse
wurde verwendet, um die Wahrscheinlichkeit zu berechnen, mit welcher ein bestimmter genetischer Marker
auf Chromosom 15 mit dem Merkmal Resistenz gegen den Echten Mehltau korreliert. Bei dieser Untersu-
chung konnte der bereits bekannte Resistenzlokus Ren3 in zwei Teile unterteilt werden. Der Teil im mittleren
Abschnitt von Chromosom 15 wurde weiterhin mit Ren3 bezeichnet und der neu identifizierte Bereich im vor-
deren Teil von Chromosom 15 erhielt die Bezeichnung Ren9 (FISCHER et al. 2004; ZENDLER et al. 2017)
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dahin noch unbekannte Bereich Ren9  Abb. 2: Schematische Darstellung der Position von Ren3 in der Publikation
reagierten beide mit einer bereits zuvor von FISCHER et al. 2004 und die Aufteilung des Lokus in Ren3
und Ren9 in der Publikation von ZENDLER ef al. 2017. Zahlenan-
gaben neben den schematischen Chromosomen sind in Megabasen
assoziiert mit den Appressorien des (Mb).

Pilzes (Abb. 2, braune Bereiche). Der

Bereich von Ren3 auf Chromosom 15 konnte durch die Analyse der in Abb. 3 dargestellten Genotypen auf

erwdhnten hypersensitiven Reaktion,

etwa 200 kb eingegrenzt werden (Abb. 3, Marker A, B und C). Dieser kleine genomische Bereich ermdglichte
eine Sequenzierung dieses Abschnitts und eine anschliefende Suche nach Kandidatengenen die moglicherwei-
se die Resistenz gegen den Echten Mehltau vermitteln (Abb. 4 A) (ZENDLER et al. 2017). Der Bereich fiir

Ren9 im vorderen Teil von Chromosom 15 konnte ebenfalls auf einen Bereich von rund 300 kb eingegrenzt
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Abb. 3: Kiinstliche Inokulationen von ausgewihlten Genotypen mit Rekombinationen auf Chromosom 15. Neben den
mikroskopischen Aufnahmen ist jeweils schematisch Chromosom 15 mit dem jeweiligen Rekombinationspunkt
angegeben. Durch diese Individuen konnten die beiden Resistenzloci Ren3 und Ren9 auf einen minimalen Be-
reich auf Chromosom 15 eingegrenzt werden. (A = ScCOR-GF15-02, B =GF15-42, C = ScORA7, D = GF15-10,
E =Indel-7, F = GF15-08, * = anfidllige Allelauspragung, ** = resistente Allelauspragung).

werden (Abb. 3, Marker D, E und F). Dieser Umstand ermdglicht es, in der Zukunft auch diesen Bereich zu
sequenzieren und nach mdglichen Kandidatengenen zu suchen. Vergleichende Analysen des Bereichs aus RE-
GENT mit dem anfélligen Referenzgenom PN40024 12Xv1 (Selbstung eines PiNnoT Noir-Klons; anfillig gegen
den Echten Mehltau) identifizierten vier mogliche Kandidatengene einer bereits bekannten Genfamilie, welche
in etlichen Pflanzen mit Resistenz gegen die unterschiedlichsten Pathogene assoziiert worden sind (Abb. 4, A)
(JAILLON et al. 2007). Bei zwei der identifizierten Kandidatengene aus Ren3 in REGENT konnten grofere
Unterschiede zum anfdlligen Referenzgenom (PN40024 12Xv1) festgestellt werden. Diese Unterschiede fiih-
ren wahrscheinlich dazu, dass die beiden Gene im anfilligen Genotyp PN40024 nicht funktionell sind. Somit
stellen die beiden identifizierten Gene gute Kandidaten dar, welche in REGenT mdglicherweise die Resistenz
gegen den Echten Mehltau vermitteln (Abb. 4, A).

Bei den beiden Kandidatengenen handelt es sich um die bereits erwdhnten NBS-LRR Gene, die auch
als Resistenzvermittler fiir den vielfach benutzten Resistenzlokus Runl beschrieben worden sind (Abb. 4, B)
(FEECHAN et al. 2013). Die beiden Gene besitzen im vorderen Bereich eine sogenannte Coiled-Coil Doma-
ne (CC), welche bekannt ist fiir Protein-Protein Interaktionen. Die NB-ARC Doméne ist eine aus dem Tier-
reich bekannte Doméne von Proteinen des Apoptosoms, die beim programmierten Zelltod eine wichtige Rolle
spielen. Sie dient als molekularer Schalter zur Hydrolyse von ATP zu ADP. Die Leucine-Rich-Repeat (LRR)
Doméne ist ein hoch variabler Bereich, welcher fiir die Eigeninhibierung und Erkennung von Proteinen des
Pathogens verantwortlich ist (Abb. 4, B) (SEKHWAL et al. 2015). Bei einer Analyse der differentiellen Tran-
skription dieser Gene, konnte gezeigt werden, dass das Gen Ren3-4 in REGENT 10 und 24 Stunden nach Ino-
kulation mit dem Echten Mehltau leicht induziert ist (Abb. 4, C). Das Gen Ren3-1 dagegen war jedoch nicht
differentiell reguliert. Beide Gene sind im anfilligen Genotyp CHARDONNAY nicht transkribiert (Abb. 4, C).
Alles in allem deuten die erarbeiteten Ergebnisse darauf hin, dass eines der beiden identifizierten Gene die
Resistenz gegen den Echten Mehltau vermittelt. Eine eindeutige Aussage kann durch eine funktionelle Analyse
der beiden Gene nach Transformation in anféllige Genotypen getroffen werden. Dafiir miissen die beiden Gene

in z.B. CHARDONNAY oder RIESLING eingebracht werden und anschlieBend kiinstliche Inokulationen der transge-

20



Aus Zﬂchtung und Zﬁchtungsﬁrschung

I Rend P\-IIIIII-IIB\IRwl?:remzn-nnml
anl.:lllg
-ﬁ—ﬂ Ren3-1
resistent \/
rl Renl-1
[ nBs-LRR
| CC-NBS-LRR Rend ‘“.rgrh!
LTR-Retrotranspason LOCI00241736
M NB-ARC W VIT 2135002100205
o WE-ARE 1w [T -
Rend- o — ! [ s '
I — . —
o w0 | neanc 19 = | mR 1m
Rend-d  — i | ]
I —
10 24 48 hpi 10 24 48 10 24 48 hpi 10 24 48
A A
v v v Ren3-1 - nfa = . Ren3-4 -nla-
‘Regent’ ‘Chardonnay” ‘Regent’ ‘Chardonnay’

Abb. 4: A: Schematische Gegeniiberstellung des sequenzierten Resistenzlokus Ren3 aus
REGENT und dem homologen Bereich aus dem Referenzgenoms des anfalligen
Genotyps PN40024 (Selbstung von Pmot Noir). B: Schematische Darstellung
der beiden moglichen Kandidatengene aus Ren3 mit ihren identifizierten funk-
tionellen Doménen (CC = Coiled-Coil, NB-ARC = Nukleotid-Bindestelle, LRR
= Leucin-Rich-Repeat). C: Ergebnisse einer Untersuchung zur Differentiellen
Genregulation der beiden identifizierten Kandidatengene nach Inokulation mit
dem Echten Mehltau 10, 24 und 48 Stunden nach Inokulation. Es wurden REGENT
und CHARDONNAY gegeniibergestellt. Es ist die relative Expression zu dem Refe-
renzgen UBC (Ubiquitin Conjugating Enzyme) angegeben. Bei CHARDONNAY war
keine Expression der beiden Gene detektierbar (n/a).

nen Pflanzen durchgefiihrt werden. Zeigen die transgenen Pflanzen eine Resistenz gegen den Echten Mehltau,

kann geschlussfolgert werden, dass eines der beiden Gene tatsdchlich die Resistenz vermittelt.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die genaue Analyse des Resistenzklassikers Ren3 ein
zweiter resistenzvermittelnder Bereich identifiziert werden konnte, welcher denselben Mechanismus verwen-
det wie Ren3, um den Echten Mehltau abzuwehren. Ren9 konnte auch auf einen relativ geringen Bereich
eingegrenzt werden, wodurch eine zukiinftige Suche nach mdglichen Kandidatengenen erleichtert wird. Fiir
Ren3 konnten zwei Kandidatengene identifiziert werden, die moglicherweise die Resistenz gegen den Echten

Mehltau vermitteln.
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