WEINBAU

Rebsortenbestimmung mit
«kriminaltechnologischen» Methoden

An der Agroscope FAW Wddenswil wurde im letzten Jahr eine Methode weiter ausgearbeitet,
die ermdglicht, unabhdngig von der Jahreszeit und von Expertenwissen Rebsorten innerhalb
kurzer Zeit zu identifizieren. Dem Verfahren zu Grunde liegt die Multiplex-Analyse eines geneti-
schen Fingerabdrucks. Die Erkennungsmerkmale werden in eine Datenbank aufgenommen, die
neben hdufig kultivierten Sorten vor allem auch alte Schweizer Rebtypen umfasst. Die Eintriige
sind dank Standardisierung international mit Daten aus anderen Labors vergleichbar.

ANDREA FREl, NAOMI A. PORRET, DANIEL BAUMGARTNER,
JURG FREY UND JURG GAFNER, AGROSCOPE FAW WADENSWIL
andrea.frei@faw.admin.ch

er Vergleich mit der Kriminaltechnologie ist kein

Grund zur Beunruhigung. Die Wissenschafter
und Wissenschafterinnen der Agroscope FAW Wi-
denswil werden fiir die Bestimmung von Rebsorten
auch in Zukunft weder an zwielichtigen Tatorten auf-
tauchen, noch unter Polizeischutz zur Probenbe-
schaffung ausriicken. Einzig die Bestimmungsmetho-
de lasst sich vergleichen mit der DNA-Analyse, die zur
kriminologischen Uberfithrung von Titern oder bei
Vaterschaftstests angewendet wird. Die Grundlage
fiir den Nachweis liefert ein genetischer Fingerab-
druck, dessen Muster einmalig ist fiir eine Person, ei-
ne Art oder eben eine Rebsorte.

Welche Sorte wiichst denn da?

Historisch werden Rebsorten auf Grund morphologi-
scher und physiologischer Merkmale bestimmt. Bei
der so genannten Ampelografie werden das Ausse-
hen, die Form und Farbe der Blitter, der Beeren und
des Holzes beurteilt. Dies setzt langjihrige Erfahrung
und Ubung in der Sortenbestimmung voraus. Die ge-
netischen Methoden bedeuten eine Erginzung der
klassischen Sortenbestimmung. Sie basieren auf
Merkmalen des Erbguts, die - im Gegensatz zu den
konventionellen Merkmalen - nicht von Klima, Bo-
denbeschaffenheit und anderen Faktoren beeinflusst
werden. Ausserdem konnen die Tests theoretisch das
ganze Jahr hindurch durchgefiihrt werden. Alles, was
man dazu an Pflanzenmaterial braucht, ist im besten
Fall ein kleines Rebenblatt.

Die genetische Analyse einer Sorte kann zwar ver-
schiedene Pflanzen innerhalb kurzer Zeit unterschei-
den und zuordnen, sie sagt aber nichts tiber den Sor-
tennamen aus. Oder genauer: Jemand muss erst ein-
mal ganz klar definieren, dass die Sorte XY Riusch-
ling genannt wird. Dann wird von dieser Pflanze ein
genetisches Profil erstellt. Aufgrund dieses Profils

wird dann in Zukunft entschieden, welche anderen
Rebstocke ebenfalls dem Profil Riuschling entspre-
chen und welche nicht. Es ist deshalb ungemein
wichtig, dass die Sorten urspriinglich richtig be-
zeichnet sind, um darauf basierend eine verlissliche
Datenbank aufbauen zu konnen.

Es mag zunichst etwas erstaunlich klingen, aber
man muss allgemein davon ausgehen, dass in Rebsor-
tensammlungen etwa 5 bis 10% der Sorten falsch be-
nannt, also nicht «true-to-type» (sortenecht) sind.
Auch existieren zum Teil bis zu 100 Synonyme (= ver-
schiedene Namen) fiir die gleiche Sorte sowie zahl-
reiche Homonyme (gleicher oder sehr dhnlich ausge-
sprochener Name, aber anders geschrieben). Die
Klirung von Synonymen, Homonymen und Falschbe-
nennungen ist ein anerkanntes Problem in den zirka
130 Rebsortensammlungen, die weltweit existieren
(Dettweiler et al. 2000).

Prominentes Verwechslungsbeispiel:
die Sorte Miiller-Thurgau

Eines der bekanntesten Abstammungs- und Sorten-
probleme war in der jiingeren Vergangenheit die Su-
che nach dem «Vater» der berithmten Miiller-Thurgau-
Rebe, bei uns bekannt unter dem Namen Riesling X
Silvaner. Die «Mutter» dieser Sorte ist unumstritten
ein Riesling, dass der «Vater» aber ein Silvaner sein
soll, daran hat offenbar schon der Ziichter Miiller ge-
zweifelt. Eindeutige Beweise dafiir hat man aber erst
seit den 90er Jahren, als die genetische Analyse erste
Resultate lieferte. Die Geschichte ist aber verworren
und wegen ein paar weiteren Verwechslungen auch
etwas kompliziert. Schliesslich kamen die Versuchs-
anstalt Geilweilerhof (D) wie auch die Bundeslehran-
stalt Klosterneuburg (A) zum Schluss, dass der
Pollenspender die Sorte Madeleine Royale - die
konigliche Magdalenentraube - gewesen sein muss.
Das Resultat konnte auch an der FAW bestitigt wer-
den, wo die Urrebe Miiller-Thurgau wichst, der Stock
No. 58. Somit gilt heute: Miiller-Thurgau ist gleich
Riesling X Madeleine Royale (Tab. 1).
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nicht in Frage kommt.

Tab. 1: Fallbeispiel Miiller-Thurgau. Genetisches Profil von vier Rebsorten an sechs Marker-Orten mit je zwei Allelen
(Lingen in Basenpaaren). Sind alle 12 Allele von gleicher Linge, handelt es sich um zwei identische Sorten. Hier
dargestellt kann man sehen, dass die Sorte Miiller-Thurgau als Nachkomme von Riesling und Madeleine Royale je
ein Allel von Mutter und Vater geerbt hat. Diese sind rot hervorgehoben. Man sieht auch, dass der Silvaner als Vater

Rebsorte Status Marker 1 Marker 2 Marker 3 Marker 4 Marker 5 Marker 6

Muiller-Thurgau («Riesling x Silvaner»)  Kind 141 -160 223 -225 245-256 180-180 194-194 242 -244
Riesling Mutter 141 -160 223 -231 247-255 180-188 194-204 242 -244
Madeleine Royale Vater 160164 225-233 241-245 180-188 188-194 244258
Silvaner 160-162 223-229 241-245 188-192 188-204 248250

Die Mikrosatelliten: Weltraumforschung?

Zugegeben, die Bezeichnung Mikrosatelliten erinnert
spontan an Mikroskope und Weltraumforschung, hat
aber damit nichts zu tun. Bei Mikrosatelliten handelt
es sich um eine spezielle Form von genetischen Mar-
kern, also um bestimmte Abschnitte der DNA. Sie
sind deckungsgleich bei Pflanzen der gleichen Sorte,
unterscheiden sich aber deutlich in verschiedenen
Sorten. Die Mikrosatellitenanalyse ist eine von vielen
Moglichkeiten zur DNA-Bestimmung und wird welt-
weit bei der Identifikation von Rebsorten eingesetzt.
An jedem Gen-Ort kommen zwei so genannte Allele

vor, die beziiglich ihrer Linge gleich oder unter-
schiedlich sein konnen. Bestehen zwischen zwei
Pflanzen Unterschiede in den Allel-Lingen an einem
festgelegten Gen-Ort, so gehoren die Individuen zwei
verschiedenen Sorten an. Sind die Lingen an allen
(untersuchten) Gen-Orten gleich, kann von der glei-
chen Sorte ausgegangen werden (Tab. 2).

In Tabelle 1 ist als Beispiel die Abstammung der
Sorte Miiller-Thurgau dargestellt. Gemiss der Verer-
bungslehre miissen je ein Allel des Kreuzungspro-
dukts vom Vater und eines von der Mutter stammen.
Aus der Aufstellung ist ersichtlich, dass das Miiller-
Thurgau-Profil nur aus der Kombination Riesling X

Tab. 2: Completer und Lafnetscha, zwei alte Schweizer Sorten. Héufig wird in der Literatur behauptet, dass es sich um
die gleiche Sorte handelt. Mit Hilfe der Mikrosatelliten-Analyse konnte jedoch gezeigt werden, dass es sich bei diesen
beiden Namen nicht um Synonyme, sondern um zwei verschiedene Sorten handelt. Ausserdem konnten fiilschlicher-
weise als Lafnetscha oder Humagne blanc bezeichnete Stocke analysiert, mit der Datenbank verglichen und als eine
andere Sorte identifiziert werden.

DNA Rebsorte True-To- Rebsorte  Marker 1 Marker2  Marker 3  Marker 4 Marker 5  Marker 6
Nr! beschriftet Type korrigiert

123 (2) Completer A41,5 ja 137 -154 225-229 231-237 178184 194-196 244 - 258
128 (alt) Completer A41,4 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194 -196 244 258
248 (alt)y  Complefer T1 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 -258
249 (alt)y  Completer P3 ja 137154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 -258
250 (alt)  Completer B1 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 - 258
251 (alt)y  Completer B2 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194196 244 - 258
252 (alt)  Complefer A41,6 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 - 258
276 (alt) Completer PH16_1  ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 258
278 (alt) Completer PH15_1  ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 258
280 (alt)  Completer PH1 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 -258
283 (alt)  Completer Bob ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 -258
284 (alt)  Complefer Bo6_1 ja 137 -154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 -258
117 (2) Lafnefscha A46,4  ja 131-154 225-233 237-251 178-184 194-200 238-258
124 (2) Lafnetscha A46,5 ja 131 -154 225-233 237-251 178-184 194-200 238 -258
254 (2) Lafnetscha A46,6 ja 131 -154 225-233 237-251 178-184 194-200 238 -258
288 (neu) Lafndtscha T8,2 ja 131 -154 225-233 237-251 178-184 194 -200 238 -258
292 (neu) Lafndtscha V1 ja 131154 225-233 237-251 178-184 194 -200 238 -258
293 (neu)  Lafndtscha V2 ja 131-154 225-233 237-251 178-184 194-200 238-258
255 (alt) Lafnétscha T2 nein Completer 137 — 154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 258
289 (neu)  Lafndtscha T1 nein Completer 137 — 154 225-229 231-237 178-184 194-196 244 258
253 (2) Lafnetscha V3 nein Heida 150150 229-235 241-255 188-188 188-194 244 -250
330 (2) Ezgggne blanc nein Lafnetscha 131 - 154 225-233 237 -251 178-184 194 -200 238 -258
' Die DNA wurde entweder nur mit der alten Methode (alf), nur mit der neuen Methode (neu) bzw. mit beiden Methoden analysiert (2). Die Resultate sind
kompatibel.
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Madeleine Royale entstehen konnte, nicht aber aus
der Kreuzung Riesling X Silvaner. Fiir die Analysen
von Verwandtschaftsverhiltnissen sind Untersuchun-
gen an sechs Marker-Orten allerdings nicht ausrei-
chend, es braucht etwa 30 bis 50 davon, aber zur Ver-
anschaulichung gentigt dieses Beispiel.

Einfacher ist das Problem der Sortenbestimmung.
Dabei miissen die genetischen Profile bei gleicher Sor-
te 100% ubereinstimmen, also hier an sechs Marker-Or-
ten mit total zwolf Allelen. Ist die Sorte nicht gleich,
unterscheiden sich immer mehrere Marker. Von einer
unbekannten Sorte kann also zunichst das genetische
Profil bestimmt werden. Dieses wird dann mit den An-
gaben in einer Datenbank verglichen, worauf eindeu-
tig festgelegt werden kann, ob die Daten denjenigen ei-
ner bereits vorhandenen Sorte entsprechen.

Das Erstellen einer Rebsorten-Datenbank

Das nichste Problem: Wie kommt man zu einer zu-
verlissigen Datenbank mit genetischen Profilen, die
als Vergleichsgrundlage herangezogen werden kon-
nen? Als Grundlage dienen Rebsorten, die eindeutig
bestimmt sind und zu einer definierten Sorte
gehoren. Dies ist relativ einfach bei bekannten Sorten
wie Pinot noir, Chasselas, Silvaner etc. Etwas schwie-
riger wird es bei alten und wenig bekannten Sorten.
Besonders bei nicht klar definierten Sorten ist es
wichtig, Material von verschiedenen Pflanzen aus
verschiedenen Anbaugebieten zu erhalten, die nicht
aus der gleichen Rebschule stammen. Dies ist in der
kleinen Schweiz nicht immer einfach.

In der Literatur finden sich zudem hiufig Synony-
me, die sich als falsch herausstellen, oder Sorten er-
weisen sich als identisch. Als Beispiel seien hier die
alten Biindner respektive Walliser Sorten Completer
und Lafnetscha aufgefiihrt: Sie werden in der idlteren
Literatur als Synonyme gefiihrt. Diese Zuordnung auf
Grund von ampelografischen Ahnlichkeiten hat sich
aber als falsch herausgestellt. Es handelt sich um zwei
verschiedene Sorten (Vouillamoz et al. 2004). Unsere
DNA-Resultate bestitigen diese Beobachtung. Ein an-
deres Beispiel wiren die beiden alten Schweizer Sor-
ten Brigler und Hitzkircher, tiber die ebenfalls in der
Literatur zu lesen ist, dass es sich um ein und diesel-
be Sorte handelt. Eine Analyse in unserem Labor
konnte aber eindeutig zeigen, dass es zwei verschie-
dene Sorten sind.

Um ein verlissliches Profil einer Sorte, des «true-
to-type-Vertreters» zu erhalten, ist es wie erwihnt
notig, Blattproben von moglichst vielen verschiede-
nen Standorten zu sammeln und die genetischen Da-
ten zu vergleichen. Im Falle von Completer und Laf-
netscha wurden Blitter von zwolf als Completer be-
zeichneten Pflanzen an fiinf verschiedenen Standor-
ten gesammelt. Im Falle Lafnetscha waren dies neun
Proben von drei verschiedenen Standorten. So konn-
te schliesslich sowohl der Sorte Completer als auch
der Sorte Lafnetscha ein eindeutiges Profil zugeord-
net werden, das durch mehrere Repetitionen aus ver-
schiedenen Gegenden der Schweiz abgestiitzt ist
(Tab. 2). Die Profile sind eindeutig verschieden; es
handelt sich also um zwei verschiedene Sorten.

Gleichzeitig gab es aber auch Sorten, die nicht in das
Profil passten und die das Vorhandensein von Falsch-
benennungen bestitigen: Vier untersuchte Proben
entsprachen nicht der Bezeichnung: Bei drei «Lafnet-
scha» und einer «<Humagne blanc» handelte es sich um
zwei Completer, eine Heida/Savagnin blanc und an-
dererseits eine Lafnetscha.

Methodenoptimierung — Zeiteinsparung

Einer der Grinde, weshalb die FAW mit der Bestim-
mung der Rebsorten trotz Ressourcenknappheit wei-
terfahren will, ist die Verbesserung der Methode. Mik-
rosatelliten-Analysen waren in der Vergangenheit sehr
aufwindig. Die Rebenblitter mussten in fliissigem
Stickstoff gemorsert und die DNA in mehreren Schrit-
ten extrahiert werden - mit teilweise giftigen Chemi-
kalien. Danach musste fiir jeden Mikrosatelliten-Mar-
ker separat mittels der so genannten PCR-Reaktion die
DNA-Menge erhoht werden. Anschliessend wurden
die Produkte auf grossen Polyacrylamid-Gelen aufge-
trennt, mit Silbernitrat angefirbt und die entstande-
nen Farbbanden (Abb. 1) lokalisiert und verglichen.

Abb. 1: Bei der alten
Methode der geneti-
schen Analyse wur-
den die bei der PCR-
Reaktion entstande-
nen Produkte auf
grossen Gelen elekt-
rophoretisch aufge-
trennt (links), diese
mit Silbernitrat ange-
firbt und «von Auge»
auf dem Gel abgele-
sen (unten).

Im vergangenen Jahr konnte eine Methode, die ur-
spriinglich durch unsere Gruppe fiir molekulare Diag-
nostik fiir die Analyse von Apfelbiumen entwickelt
wurde (Frey et al. 2004), erfolgreich fiir die Rebenana-
lysen angepasst werden. Die DNA-Extraktion umfasst
jetzt eine Schnellmethode, die PCR-Reaktion wird mit
sechs Markern gleichzeitig durchgefiihrt, die Auftren-
nung geschieht auf einem 16-Kapillar-Sequenziergerit
und die Daten werden mit einem Computerprogramm
ausgewertet (Abb. 2). Insgesamt konnte die Analyse-
zeit auf etwa einen Viertel reduziert werden.

European Vitis Database

Das EU-Projekt GenRes 081 (1997 bis 2002) hatte die
Erstellung eines «Europidischen Netzwerks zur Kon-
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Abb. 2: Bei der neuen Methode der genetischen Analyse werden
die Produkte der PCR-Reaktion auf einem Sequenziergeriit in
Kapillaren aufgetrennt. Es knnen 16 Proben in 16 Kapillaren
gleichzeitig analysiert werden. Der Computer berechnet die Re-
sultate und gibt sie in Form von Peaks bzw. Liingen an.

servierung und Charakterisierung der genetischen
Vielfalt von Reben» zum Inhalt. Im Rahmen dieses
Projekts wurde eine europiische Reben-Datenbank,
die «European Vitis Database» erstellt, die tiber Inter-
net zuginglich ist. Diese Datensammlung enthilt bis
anhin morphologische Sortenbeschreibungen, soll
aber zukiinftig auch mit genetischen Profilen erginzt
werden. In einer Projektgruppe zur Definition und
zum Vergleich der genetischen Markerprofile nah-
men zehn Partner aus sieben europiischen Lindern
und den USA teil. Dabei wurden sechs Mikrosatelli-
ten-Marker als Minimum zur eindeutigen Definition
einer Rebsorte festgelegt. Im Rahmen dieses EU-Pro-
jekts wurde auch eine Codierung zum Vergleich der
Resultate entwickelt. Sie basiert auf den genetischen
Profilen weltweit bekannter Referenzsorten. Wir ver-
wenden an der FAW die gleichen sechs Marker und
die Codierung kann mit wenig Aufwand auch auf die
von uns generierten Daten angewendet werden, was
sie international vergleichbar macht. Bis anhin wur-
den in der Schweiz noch nicht viele Rebsorten gene-
tisch charakterisiert. An der FAW wurde schon vor
ein paar Jahren mit dem Aufbau einer entsprechen-
den Datenbank begonnen. Diese konnte in diesem
Jahr dank der verbesserten Methode um tiber 30 Sor-
ten erweitert werden. Im Moment verfiigen wir iiber
die genetischen Profile von etwa 180 Rebsorten.

RESUME

Zur Umsetzung des globalen Aktionsplans der FAO
zur Erhaltung der Artenvielfalt unterstiitzt das Bun-
desamt fiir Landwirtschaft mehrer Projekte im Rah-
men des «Nationalen Aktionsplan fiir die Erhaltung
und Nutzung von pflanzengenetischen Ressourcen
fiir Erndihrung und Landwirtschaft (NAP)». Mehrere
solcher Projekte werden aktuell in der Schweizeri-
schen Kommission zur Erhaltung von Kulturpflanzen
(SKEK), der Pro Specie Rara sowie in andern Kom-
missionen oder an Landwirtschaftlichen Schulen
durchgefiihrt. Im Moment arbeitet die FAW im Rah-
men eines Projektanstosses des Forums Forschung
Wein bei der Charakterisierung eines Sortengartens
in Frimsen (SG) mit. Mit der genetischen Analyse
konnen die Sortenbeschreibungen erginzt werden,
wobei auch die Datenbank der FAW erweitert und al-
lenfalls korrigiert werden kann. Im Rahmen des NAP-
Projekts wird zudem in Zusammenarbeit mit der
Fachhochschule Widenswil das Sortiment der Sor-
tengartens Halbinsel Au definiert und Uberpruft.

Auf Ende des Jahres wird angestrebt, die Datenbank
offentlich zuginglich zu machen (Internet) und die
Moglichkeit einer Zusammenarbeit mit der Europii-
schen Datenbank wird abgeklirt. Moglicherweise kann
auch eine Dienstleistung zur Verifizierung unbekannter
Rebsorten angeboten werden. Weitere Auskiinfte er-
teilt: Andrea Frei, Agroscope FAW Widenswil,
E-Mail: andrea.frei@faw.admin.ch, Tel. 044 783 63 82.
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Comment fonctionne I'identification génétique des cépages?

Une méthode d’analyse génétique spéciale faisant appel aux microsatellites a été perfectionnée a I'’Agroscope FAW
Weéidenswil pour l'identification siire et précise des cépages. Elle permet d’identifier les cépages en peu de temps sans
Laide d’'un spécialiste. La banque de données en résultant contient en plus des cépages courants de nombreux cépages
suisses typiques et anciens. Les données se basent sur la caractérisation aux six points de marquage recommandés par
un groupe du projet UE GenRes 081 (European Vitis Database). Elles peuvent étre comparées avec les données d’autres
instituts a laide d’'un codage international. Grdce a la nouvelle méthode beaucoup plus rapide et qui permet des
comparaisons bien plus étendues, il a été possible, entre temps, d’identifier plusieurs cépages inconnus, de rectifier des
erreurs de nomenclature et d’établir des nouveaux profils variétaux typiques. Ainsi, des noms de cépages que l'on croyait
synonymes (Brigley, HitzRircher) ont pu étre altribués sans 'ombre d'un doute a deux profils génétiques différents.
Inversement, des cépages que l'on pensait différents se sont avérés identiques. Il est prévu de rendre la banque de
données accessible librement sur internet a l'avenir, afin de faciliter les comparaisons internationales.
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