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Einleitung

1. Einleitung

Das Einschleppen der Reblaus von Amerika nach Europa Mitte des 19. Jahrhunderts ver-
anderte die gesamte traditionelle europédische Rebkultur. Der Weinbau war niemals frei
von Krankheiten und Schidlingen, jedoch fiihrte die Reblaus den Weinbau Europas in kiir-
zester Zeit an den Rand seiner Existenz.

Erst die Erkenntnis, dass einige amerikanische Rebarten der Reblaus widerstehen konnen,
fiihrte zur allgemeinen Verwendung der Pfropfrebe. Reblauswiderstandsfdhige amerikani-
sche Unterlagen dienten als Wurzelbildner und wurden mit den empfindlichen européi-

schen Ertragsreben veredelt. Daraus entwickelte sich die heute iibliche Pfropfrebe.

1.1 Sortenunterscheidung von Unterlagsreben

Jede Unterlagssorte besitzt spezifische Eigenschaften beziiglich ihrer Adaption an Boden-
und Umweltbeschaffenheiten, sowie Unterschiede in ithrer Affinitdt zum Edelreis. Weiter-
hin weisen sie Unterschiede in ihrer Toleranz oder Resistenz gegeniiber verschiedenen
Krankheiten und Schédlingen auf.
Mit der Vielzahl verschiedenster Unterlagssorten, darunter auch Wildformen und durch
Zichtung entstandene Kulturformen, stellte sich die Problematik der exakten Klassifizie-
rung und spiteren Identifizierung der einzelnen Sorten.
Jahrlich  werden in Deutschland ca. 30 Millionen Unterlagen gehandelt
(BUNDESVERBAND DER REBENPFLANZGUTERZEUGER pers. Mitteilungen). Um
Fehlpflanzungen und damit finanzielle Verluste zu vermeiden, ist eine eindeutige Sorten-
bestimmung der Unterlagen unerldsslich.
Es gibt verschiedene Ansédtze, die zur Unterscheidung und Identifizierung der Unterlags-
sorten fiihren sollten:

- Phénotypische Bestimmung (Ampelographie)

- Bestimmung durch biochemische oder molekularbiologische Marker
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1.1.1 Die Ampelographie

Die Ampelographie (lat.: ampelos = Weinstock, graphie = beschreiben) war die erste Form
der Unterscheidung bzw. Bestimmung der verschiedenen Rebsorten. Sie beschéftigt sich
mit der systematischen Zuordnung der Rebsorten und —arten, ihrer Synonyme, Abstam-
mung, Herkunft und Verbreitung. Traditionell werden Rebsorten anhand der klassischen
Kriterien der Systematik, der Morphologie und Anatomie unterschieden. Zur Identifikation
der einzelnen Sorten werden morphologische Merkmale wie das Aussehen von Trieb, Blat-
tern, Bliiten, Trauben, Beeren und Samen herangezogen. Weiterhin werden auch die fiir
den Ziichter wichtigen Merkmale, wie Phénologie, Physiologie und die Resistenzeigen-
schaften beschrieben (BUNDESSORTENAMT 2000).

Messbare Merkmale, wie die Lange der Blattrippen, Einschnitttiefe der Blattseitenbuchten,
die Offnungsweise bzw. Uberlappung der Stielbucht, Zahnbreite und —léinge, Beerenbreite
und —ldnge sind einfach zu erfassen und liefern vergleichbare Ergebnisse. Auf diesem Weg
wurde versucht, Sortenvergleiche anzustellen, bzw. Sortenidentititen zu kldren (GALET
1988).

Die Messung der Merkmale ist einfach, setzt aber Training voraus. Dazu kommt die Ver-
anderung der Merkmale durch Umwelteinfliisse (Modifikationen). Morphologische Ab-
weichungen aufgrund wechselnder klimatischer Bedingungen, sowie verschiedener Stand-
orte stellen eine hohe Anforderung an den Beurteiler der Rebsorten. Ein hohes Mal3 an
Erfahrung und Fachkenntnis ist erforderlich, um eine exakte Einteilung unter der Bertick-
sichtigung aller verfiigbaren Merkmale zu leisten.

Die ampelographische Sortenbestimmung stof3t an ihre Grenzen, wenn zur Sortenbeurtei-
lung nur Holz einer Unterlage zur Verfiigung steht bzw. die Unterlage bereits veredelt und
in einem Weinberg gepflanzt ist.

Unterlagen werden auf dem Rebenmarkt als 40 cm lange Holzstlicke verkauft. Ein grof3er
Anteil dieser Holzer liegt geblendet vor, das bedeutet die Knospen dieser Pflanzen wurden
vorher entfernt. Die ampelographische Sortenbestimmung mit Hilfe von gezogenen Steck-
lingen entfillt, da durch das Entfernen der Knospen keine griinen Pflanzenteile vorhanden
sind.

Bereits veredelte oder gepflanzte Unterlagen konnten nur noch anhand ihrer Wurzel identi-
fiziert werden. Dies ist jedoch mit der Ampelographie ebenfalls nicht zu leisten.

Somit wurden Alternativen gesucht, die eine Erginzung zur Ampelographie darstellten.
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1.1.2 Biochemische/molekularbiologische Marker zur Unter scheidung von Rebsorten

Mit der Verwendung von biochemischen bzw. molekularbiologische Methoden sollten die
Grenzen der Ampelographie iiberwunden werden. Dies setzte voraus, dass die idealen
Marker stabil und nachweisbar in allen Pflanzengeweben sind, unabhingig von Wachstum
und Pflanzenorgandifferenzierung. Zudem sollten sie nicht sensitiv auf Umweltbedingun-
gen reagieren (FOWLER et al. 1994, CAETANO-ANOLLES 1998).

Zu den ersten Methoden, die diesem Problem begegneten, zdhlten die Isoenzym-Analytik
(WEEDEN et al. 1988, WALKER und BOURSIQUOT 1992) und die Restriction fragment
length polymorphism (RFLP)-Analyse (WALTERS und POSLUSZNY 1989, PARFITT
und ARULSEKAR 1989, BECKMANN und SOLLER 1983, YAMAMOTO et al. 1991,
MAURO et al. 1992).

1.1.2.1 Isoenzyme

Die Isoenzym-Analyse beruht darauf, dass aus einzelnen Gewebeteilen der Pflanze ver-
schiedene Isoenzyme extrahiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt werden. Anhand der
unterschiedlichen Proteinmuster wurde versucht, verschiedene Rebsorten voneinander
abzugrenzen. Die hierbei auftretenden Probleme waren, dass die Isoenzyme weder
innerhalb der Pflanze, noch innerhalb der Zellen gleich verteilt waren (WEEDEN et al.
1988, WALKER und BOURSIQUOT 1992). WALKER und BOURSIQUOT konnten
innerhalb einer Studie, kombiniert aus Ampelographie und Isoenzym-Analyse, die
Falschbenennung der Unterlagssorte 5 C als SO 4 kldren. Weiterhin testeten WALKER
und LIU (1995) mit sieben Isoenzymen 60 Unterlagssorten. Der Vergleich und damit die
Auswertung der einzelnen Isoenzymmuster erwiesen sich als schwierig, wenn die Proben
auf unterschiedlichen Gelen liefen. Es war nicht moglich, eng verwandte Sorten
voneinander abzugrenzen, beispielsweise Teleki 5 A und Kober 5 BB. Die Isoenzym-
Analyse findet weiterhin ihren Einsatz auch bei anderen Kulturpflanzen, z. B. in Gerste

(PAPA et al. 1998) und Reis (DEVANAND et al. 1999).
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1.1.2.2 Restriction Eragment L ength Polymor phism (RFL P)-Analyse

Die RFLP-Analyse macht sich die Eigenschaft der Restriktionsenzyme zu Nutze, den
DNA-Doppelstrang an exakt definierten Restriktionsenzym-Bindungsstellen zu schneiden.
Dadurch entstethen DNA-Fragmente unterschiedlicher Liange, welche in einem Agarose-
Gel aufgetrennt und mittels Southern-Blotting auf einer Membran immobilisiert werden.
Zum Nachweis dieser Fragmente bedient man sich spezifischer Nukleinsduren, sogenannte
Sonden. Diese sind entweder mit radioaktiven Isotopen, mit fluoreszierenden Agenzien
oder Digoxygenin markiert. Die mit der RFLP erzielten Ergebnisse zeigten, dass diese Me-
thode durchaus zur Sortendifferenzierung geeignet ist (BOURQUIN et al. 1992,
BOURQUIN et al. 1993). BOURQUIN et al. (1991) testeten 10 Unterlagssorten und eine
Edelreissorte mit RFLP. Durch verschiedene Kombinationen von Restriktionsenzymen und
Sonden war es ihm moglich, alle 11 Pflanzen zu identifizieren.

GUERRA und MEREDITH (1995) untersuchten die Nachkommenschaften der Kreuzung
Vitis berlandieri x Vitisriparia. Dabei waren allerdings die Unterlagen Teleki 5 A und Ko-
ber 5 BB nicht voneinander abtrennbar.

Die Nachteile dieser Methode beruhen auf dem groflen zeitlichen, technischen und kos-
tenmifigen Aufwand. Dies erschwert den routineméBigen Einsatz dieser Methode. Wei-
terhin werden hohe DNA-Mengen benétigt und es existiert nur eine begrenzte Anzahl ver-

wendbarer Marker (WINTER und KAHL 1995).

1.1.2.3 Polymerase Chain Reaction (PCR) gesttitzte M ethoden

Eine andere Gruppe von molekularbiologischen Markern basiert auf der Verwendung der
Polymerasekettenreaktion. Die Methode der PCR (Polymerase chain reaction) wurde 1986
von K.B. Mullis eingefiihrt und durch den Einsatz von thermostabilen Polymerasen, wie
zum Beispiel der Tag-Polymerase, gewonnen aus dem Bakterium Thermus aquaticus, au-
tomatisierbar (SAIKI et al. 1988).

Die PCR ermoglicht durch eine Abfolge von Reaktionen die fragmentarische Vermehrung
und dadurch den Nachweis kleinster Mengen an DNA (Schema: Abbildung 1). Prinzipiell
lagert sich zunéchst ein Primer (Starter, Startpunkt der DNA-Synthese) bekannter Sequenz

an einen komplementiren Bindungsort von nicht bekannter Position auf dem Genom an.
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Durch Hitze (Temperatur 94°C) wird im ersten Schritt der DNA-Doppelstrang in Einzel-
strange zerlegt (denaturiert). Ein nachfolgendes schnelles Abkiihlen verhindert die Reasso-
ziation der einzelstrangigen DNA (sieche Abbildung 1). An die denaturierte, einzelstringige
DNA lagert sich der Primer komplementir an die Zielstellen der DNA an. Die Anzahl der
zwischen diesen Bindungsorten liegenden Basen bestimmt, ob der durch die Primer einge-
grenzte Bereich amplifiziert wird. Weiterhin hat die fiir die Synthese vorgegebene Zeit
einen Einfluss darauf, ob ein eingegrenzter Bereich vervielfaltigt wird.
Es gibt verschiedene Arten von Amplifikations-Produkten: einseitig terminierte Fragmente
und beidseitig terminierte Fragmente. Diese unterschiedlichen Fragmente werden unter-
schiedlich hédufig amplifiziert. Wahrend die Konzentration der Ausgangs-DNA immer
gleich bleibt, steigt der Gehalt an einseitig terminierten Fragmenten linear, die Konzentra-
tion an beidseitig terminierten Fragmenten exponentiell (LINZ und DEGENHARDT
1990). Man erhélt ein extrem verstirktes Signal der beidseitig terminierten Fragmente, die
durch Auftrennung innerhalb einer Gelelektrophorese ein Bandenmuster ergeben. Auf-
grund der exponentiellen Amplifikation dieser DNA-Fragmente kdnnen auch Spuren von
DNA nachgewiesen werden.
Folgende Methoden machen sich dieses Verfahren zu Nutze:

a) STS (Sequence tagged site) / STMS (Sequence-tagged microsatellite site) - Analyse

b) RAPD (Random amplified polymorphic DNA) - Analyse

c) SCAR (Sequence characterized amplified region) - Analyse

d) AFLP (Amplified fragment length polymorphism) — Analyse

e) SAMPL (Selective amplification of microsatellite polymorphic loci) - Analyse

a) Die Sequence Tagged Site (STS)-Analyse

Die STS-Analyse beruht darauf, dass in jedem Genom eine bestimmte Anzahl an repetiti-
ven Strukturen auftreten, die in Gruppen oder Tandem-Strukturen iiber das gesamte euka-
ryotische Genom verteilt sind. Die hier verwendeten Satellitenstrukturen sind Mikrosatelli-
ten, die von hochkonservativen Sequenzen flankiert sind. Diese Sequenzen werden als
Primer eingesetzt, um die Mikrosatelliten-Strukturen zu amplifizieren. Mikrosatelliten zei-
gen einen individuellen, hochgradigen Polymorphismus und weisen codominante Verer-
bungscharakteristika auf.

Diese Analyse findet ihren Einsatz bei den verschiedensten Kulturpflanzen, wie beispiels-

weise im Rahmen der Kartierung des Genoms von Reis (WU und TANKSLEY 1993,
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McCOUCH et al. 1997) und Zitrus (KIJAS et al. 1995), sowie zur Sortenunterscheidung
beispielsweise der Kichererbse (HUTTEL et al. 1999) und der Weinrebe (THOMAS et al.
1993). So zeigten erstmals THOMAS und SCOTT (THOMAS und SCOTT 1993,
THOMAS et al. 1994) den Einsatz von STS-Markern zur Sortenidentifizierung von Er-
tragsreben. BOWERS et al. (1996) charakterisierten STS-Marker zur Identifizierung ver-
schiedener Ertragsreben- und Tafeltraubensorten. SEFC et al. (1997) untersuchten 51 Reb-
sorten mit Hilfe von STS-Marker, unter anderem um Kreuzungsgruppen der Sorten Neu-
burger, Blauburger, Zweigelt und Miiller-Thurgau zu klidren. Weiterhin charakterisierten
SANCHEZ-ESCRIBANO et al. (1999) 43 verschiedene Tafeltraubensorten.

Aufgrund ihrer hohen Spezifitit miissen sie fiir jede Spezies identifiziert werden. Dies ist

mit hohem Kosten- und Zeitaufwand aufgrund der Herstellung dieser Marker verbunden.

b) Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD)-Analyse

Die RAPD-Analyse wurde 1990 unabhéngig voneinander in zwei verschiedenen Laborato-
rien entwickelt (WELSH and McCLELLAND 1990, WILLIAMS et al. 1990). Diese Me-
thode detektiert Nukleotidsequenzpolymorphismen mit einem einzigen oder auch mit paar-
weise genutzten Primer, die eine zufillig gewihlte Nukleotidsequenz aufweisen (WELSH
und McCLELLAND 1991). Die RAPD-Fingerprinting Methode gliedert sich in die
Arbeitsschritte: DNA Isolierung, Polymerasekettenreaktion (PCR), Submarine Gele-
lektrophorese und Nachweis der amplifizierten Banden.

In der Regel werden Dekamer-Primer eingesetzt, deren Basensequenz zufillig gewahlt
wird. Die Anzahl und GroBe der amplifizierten DNA-Fragmente ist abhéngig von der ein-
gesetzten Primer-Sequenz und der zu untersuchenden DNA-Matrize. Die RAPD-Marker
sind dominante Marker. Mit ihnen kann keine Aussage dariiber getroffen werden, ob ein
Genom hetero- bzw. homozygot ist (DEVOS und GALE 1992).

Die Methode ist wenig arbeitsaufwendig und erzielt schnelle Ergebnisse zur Untersuchung
der genetischen Variabilitdt innerhalb und zwischen Populationen. Zudem werden nur
geringe Mengen an DNA bendtigt.

Der Vorteil der Methode, neben dem relativ niedrigen Arbeitsaufwand und den relativ
niedrigen Kosten, ist, dass keine Notwendigkeit besteht, die DNA Sequenz zu kennen. Zu-
dem ist die Methode schnell und gut zu automatisieren.

So wurde die RAPD-Methode in den verschiedensten Kulturpflanzen dazu benutzt, Kartie-
rungen des Genoms durchzufiihren, wie zum Beispiel bei Tomate (KLEIN-LANKHORST
et al. 1991), Arabidopsis (WILLIAMS et al. 1993), Pfirsich (CHAPARRO et al. 1994) und
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Apfeln (CONNER et al. 1997). Weiterhin wurde die RAPD-PCR dazu verwendet, zwi-
schen verschiedenen Sorten zu unterscheiden, so beispielsweise zur Sortendifferenzierung
von Sojabohnen (JIANHUA et al. 1996), der Klassifizierung von Knoblauch-Sorten
(BRADLEY et al. 1996), der Unterscheidung von Rosen-Spezies (DEBENER et al. 1996)
und der Differenzierung von Rebsorten (COLLINS und SYMONS 1993, GOGORCENA
etal. 1993, GRANDO et al. 1995).

MULCAHY et al. (1995) differenzierten 15 italienische Edelreissorten mit 3 RAPD-
Primern, wobei es jedem dieser Primer moglich war, zwischen allen 15 Sorten zu unter-
scheiden.

Zudem wurde die RAPD-PCR dazu genutzt, um phylogenetische Fragestellungen zu kla-
ren (DEMEKE et al. 1992, FEDERICI et al. 1998, RUAS et al. 1999), so auch bei den Er-
tragsrebsorten (REGNER und MESSNER 1993, BUSCHER et al. 1994, TSCHAMMER
und ZYPRIAN 1994). GRANDO et al. (1995) untersuchten Vitis vinifera Sorten und Vitis
vinifera ssp. silvestris Individuen in ihrer genetischen Diversitit mit 44 RAPD Primern und

befand die RAPD-PCR fiir gut, um damit phylogenetische Bestimmungen durchzufiihren.

c) Die Sequence Characterized Amplified Region (SCAR)-Analyse

Diese Methode wurde erstmals von PARAN und MICHELMORE (1993) eingesetzt. Als
Grundlage dieser Marker dienen meist RAPD-Marker. Mit Hilfe von RAPD-Primer wird
das gewiinschte Genom untersucht und die fiir die Fragestellung interessanten Banden klo-
niert und sequenziert. Anhand der erhaltenen Sequenz werden Primer synthetisiert, die
mindestens 20 bp lang und dementsprechend spezifisch sind. PARAN und
MICHELMORE stellten auf diese Weise PCR-Marker her, die mit dem Resistenzgen fiir
Falschen Mehltau verbunden waren. XU et al. (1995) testeten 9 verschiedene Unterlagssor-
ten mit 77 RAPD-Primer, wobei sie neun RAPD-Marker von sechs RAPD-Primern fiir die
Entwicklung von SCAR-Primern verwendeten. Im darauf folgenden Jahr, 1996, wendeten
XU und BAKALINSKY die entwickelten SCAR—Primer auf diese 9 Unterlagssorten an
(XU und BAKALINSKY 1996). Dabei stellten sie fest, dass von den 9 SCAR-Markern 8
polymorph waren. Bis auf Riparia Gloire und 1616 Couderc, sowie SO 4 und 5 C, konnten
die untersuchten Unterlagssorten differenziert werden.

Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass hohere Annealing-Temperaturen verwendet
werden konnen. Damit steigt die Spezifitit des einzelnen Primers. Aufgrund der Spezifitit
sollte es moglich sein, Sorten nicht nur zu unterscheiden, sondern auch zu identifizieren.

Allerdings ist der Polymorphismus der einzelnen Marker nicht sehr hoch, so dass es nicht
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sinnvoll ist, SCAR-Marker zur Differenzierung einer grolen Anzahl verschiedener Sorten
zu verwenden (PARAN und MICHELMORE 1995). Weiterhin bedarf es durch die separa-
te Entwicklung eines hoheren Kosten- und Zeitaufwandes zur Herstellung jedes einzelnen

Primers.

d) Die Amplified Eragment Length Polymor phism (AFLP)-Analyse

Die Amplified fragment length polymorphism (AFLP)-Analytik ist eine verhdltnismiBig
neue Methode. Von VOS (VOS et al. 1995) entwickelt bietet sie die Moglichkeit, kleinste
genetische Variationen zu detektieren. Der methodische Ablauf kann in vier Schritte unter-
teilt werden:

- Verdauung der genomischen DNA mit zwei Restriktionsenzymen, einem selten
schneidenden und einem verhéltnismiBig oft schneidenden Enzym (Digestion)

- Verbinden von Adaptoren mit den Restriktionsschnittstellen der entstandenen
Fragmente (Ligation)

- Erste Amplifikation, die sogenannte Praamplifikation, innerhalb derer Primer ver-
wendet werden, die sich in ihrer Basenzusammensetzung aus den Restriktions-
schnittstellen, den Adaptoren sowie einem selektiven Nukleotide zusammensetzen.

- Zweite Amplifikation, die sogenannte selektive Amplifikation, innerhalb derer die
gleichen Primer wie in der Prdamplifikation verwendet werden, allerdings mit zwei
zusitzlichen selektiven Nukleotiden.

Das Prinzip dieser Methode liegt darin, dass die genomische DNA eines Organismus ge-
schnitten wird, wobei nun viele kleine Einzelfragmente entstehen. An diese entstandenen
Fragmente werden nun sogenannte Adaptoren gebunden. Diese dienen als Verldngerung
der Schnittstellen und als spitere Erkennungsstelle der Primer. Die erste Vorausscheidung
aus den vielen verschiedenen Einzelfragmenten liefert die Praamplifikation. Die hier ein-
gesetzten Primer weisen eine zusitzliche Base auf, das sogenannte erste selektive Nukleo-
tid. Die abschlieBende zweite Amplifikation weist zwei zusdtzliche Basen auf, wobei die
restliche Sequenz gleich der Sequenz der Primer im Pradamplifikationsschritt ist. Auf die-
sem Weg entsteht eine groBe Anzahl verhiltnismiBig kleiner Fragmente, die innerhalb
eines Polyacrylamidgeles in der Grof3e eines Sequenziergeles aufgetrennt werden. In Ab-
bildung 2 ist der schematische Ablauf der AFLP-Analyse dargestellt.

Wie die RAPD so zédhlen auch die AFLP Marker zu den dominanten Markern.
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Die AFLP wird zur markergestiitzten Selektion genutzt. So identifizierten CERVERA et
al. (1996) mit Hilfe der AFLP und Bulk Analyse drei molekulare Marker fiir das Re-
sistenzgen gegen Melampsora larici-populina in der Pappel.

Weiterhin findet die AFLP ihre Anwendung in Untersuchungen zur genetischen Beziehun-
gen innerhalb und zwischen Populationen (ELLIS et al. 1997, CAICEDO et al. 1999,
PALACIOS et al. 1999, MULUVI et al. 1999), sowie in Identifizierungen von Sorten und
Wildformen der verschiedensten Kulturpflanzen (BARCACCIA et al. 1999). So benutzten
ZHU et al. (1998) AFLP Marker zur Identifizierung und Klassifizierung von 57 verschie-
denen Reissorten. Zudem studierten sie die genetische Diversitit zwischen und innerhalb
der verschiedenen Gruppen.

CERVERA et al. (1998) verwendeten die AFLP-Analyse zur Charakterisierung von Vitis
vinifera L. Sie testeten 67 verschiedene Ertragsrebsorten aus einem spanischen Sortiment
getestet. Dabei stellte sich heraus, dass unterschiedliche Genotypen unter demselben Na-
men aufgefiihrt wurden (Homonyme), sowie gleiche Genotypen teilweise unterschiedliche
Namen besalen (Synonyme). Weiterhin war es dieser Gruppe moglich, Klone einer Sorte

zu charakterisieren.
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e) Die Selective Amplification of Microsatellite Polymorphic Loci (SAMPL)-Analyse
Die als SAMPL bezeichnete Methode stellt eine Kombination aus Mikrosatelliten- und
AFLP-Analyse dar. Sie wurde erstmals von PAGLIA und MORGANTE eingefiihrt
(PAGLIA und MORGANTE 1998). Sie nutzten diese Methode, kombiniert mit AFLP, zur
Identifikation von molekularen Markern im Corniferen Genom.

Der Arbeitsablauf dieser Methode entspricht dem der AFLP-Analyse. Abbildung 3 stellt
die Arbeitsabldufe der AFLP- und SAMPL-Analysen im Vergleich zueinander dar. Die
Ziel-DNA wird mit einem selten und einem héufig schneidenden Restriktionsenzym ge-
schnitten. An diese Schnittstellen werden Adaptoren gebunden, um Bindungsstellen fiir
Primer zu schaffen. In einer ersten Amplifikation wird aufgrund eines selektiven Nukleoti-
des eine Vorauswahl aus den entstandenen Einzelfragmenten getroffen. In der zweiten se-
lektiven Amplifikation wird, im Gegensatz zur AFLP, ein Primer mit einer Dinukleotid-
Mikrosatellitenstruktur verwendet, sowie ein AFLP-Primer mit drei selektiven Nukleoti-

den. Das Bandenmuster weist dem entsprechend auch Mikrosatellitenstrukturen auf.

AFLP SAMPL
Schneiden der Ziel-DNA

!

Ligation der Adaptoren

!

Praamplifikation mit einem

selektiven Nukleotid
|
2. selektive Amplifikation 2. selektive Amplifikation mit
mit AFLP-Primer (je 3 selektive 1 Mikrosatelliten-Primer und
Nukleotide) 1 AFLP-Primer (3 selektive Nukleoti-
de)

ADbb. 3: AFLP- und SAMPL-Analyse im Vergleich der Arbeitsabléufe.
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1.2 Problemfalle

1.2.1 Fremdholzin Bundeln von Unterlagen

Unterlagen werden zum grof3ten Teil im europédischen Ausland wie Italien und Frankreich
vermehrt. Bis in die 80er Jahre hinein wurde das in Deutschland benétigte Pflanzenmateri-
al zentral tiber die VO (Vermehrungsorganisation, damals Raiffeisen Frankfurt) in Italien
und Frankreich eingekautft.

Die Kontrolle des Pflanzenmaterials erfolgte im Sommer und im Herbst innerhalb eines
Jahres. Dabei wurden die Pflanzenbestinde auf Gesundheit und Sortenreinheit, sowie auf
Aufwuchsmenge und Qualitiit gepriift. Im Winter waren sogenannte Ubernahmekontrolleu-
re fiir den ordnungsgemiflen Zustand sowie fiir das vertragsgemidfle Verladen des Materi-
als verantwortlich. Zusitzlich wurden aus dem angelieferten Unterlagenmaterial einzelne
Holzer als Stecklinge herangezogen und zum Austrieb gebracht. Aufgrund der morpholo-
gischen Merkmale der aufgezogenen Pflanzen konnte die Sorte des Stecklings bestimmt
und die Sortenechtheit iiberpriift werden.

Mit der Offnung des europiischen Marktes wurde das System der VO auf europiischer
Ebene unhaltbar und es wurden alle diesbeziiglichen Vertrdge durch die Unterlagsziichter
aufgekiindigt. In der Folge mussten sowohl die Herbstkontrolle, als auch die Ubernahme-
kontrolle wihrend des Winters entfallen, da es keine zentralen Kaufvertrdge mehr gab und
nur die EU-Grundanforderung geméfl EU-Richtlinie 192/68 zu erfiillen war.

Dies fiihrt dazu, dass der Rebenveredler Unterlagenholzbiindel mit je 200 Holzstiicken pro
Biindel erhilt. Diese Biindel sind etikettiert und verplombt. Durch das Angebot von ge-
blendeten Unterlagen wird die Form der stichprobenartigen Aufzucht zur Sortenkontrolle
unmdglich, da das Entfernen der Knospen den Austrieb des Stecklings verhindert. Dies ist
besonders kritisch im Falle der Unterlagssorte Borner. Seit dem vermehrten Wiederauftre-
ten der Reblaus Anfang der 90er Jahre ist es gesetzlich vorgeschrieben, dass reblausver-
seuchte Flachen gerodet und ein Jahr brach liegen oder mit Ertragsreben, die auf BOrner
gepfropft sind, bepflanzt werden. Mdgliche Verwechslungen des Materials zeigen sich erst

im bereits bepflanzten Weinberg.
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1.2.2 Untersuchungen zur genetischen Varianz von Klonen

Innerhalb der Rebenziichtung ist Klonselektion ein Verfahren, leistungsfahiges Pflanzen-
material zu gewinnen. Wenn von einem Klon (griechisch: Zweig) gesprochen wird, so ist
darunter die vegetative Nachkommenschaft einer Rebe zu verstehen. Ein Klon bleibt so
lange konstant und kann auf eine erbgleiche, unbegrenzt grofe Individuenzahl erweitert
werden, solange keine Mutationen eintreten. Spontane Mutationen sind bei der Rebe kei-
neswegs selten. Meist bleiben sie AuBerlich unerkannt, bewirken aber physiologische An-
derungen und beeinflussen damit die Leistung der Rebe. Bei verschiedenen Sorten haben
sich iiber viele Jahrhunderte ihrer Kultur die unterschiedlichsten Typen gebildet, die im
Extremfall sogar die Sortengrenze iiberschreiten und zu einer eigenen Sorte werden kon-
nen. Auf diesen Variationen beruhen letztendlich die Moglichkeiten der Klonselektion
(BECKER 1980, SCHOFFLING und STELLMACH 1993).

Es wurde mit verschiedenen Methoden versucht, Klone von Ertragsrebsorten zu trennen.
So untersuchten beispielsweise REGNER et al. (1998) Burgunder-Klone mit Hilfe der
RAPD- und Mikrosatelliten-Analyse. Sie fanden mit der Mikrosatelliten-Methode keine
Polymorphismen zwischen den Burgunder-Farbtypen und Burgunder-Klonen. Dagegen
wiesen diese Pflanzen innerhalb der RAPD-Analyse Unterschiede auf. Die jiingste Metho-
de zur Differenzierung von Klonen von Ertragsreben wurden von GEUNA et al. (2000)
eingefiihrt. Hier wurde die 5’untranslatierte Sequenz und der Promotor der Gene fiir die
Enzyme Stilbene Synthase und Chalzon Synthase kloniert, sequenziert und entsprechende
Primer synthetisiert. Diese Enzyme sind in den Metabolismus von Phenylpropanoiden in-
volviert. Mit diesen Primern konnte die Gruppe Klone der Sorten Sangiovese, Pinot noir
und Chardonnay differenzieren.

Klone von Unterlagssorten waren diesbeziiglich noch nicht untersucht worden. Im Sinne
des Wiedererkennens der vom Ziichter selektionierten Klone wire es wiinschenswert,

wenn die Moglichkeit der genetischen Differenzierung der Klone bestiinde.
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1.3 Problemstellung — Thema der Arbeit

Das Thema dieser Arbeit gliederte sich in drei Bereiche.

1.

Da bei der Verarbeitung von Unterlagenholzern kein griines Pflanzenmaterial zur
Verfligung steht und damit keine morphologischen Charakteristika zur Sortenunter-
scheidung herangezogen werden kdnnen, sollte die Moglichkeit geschaffen werden,
die Sorte einer Unterlagsrebe in jedem Entwicklungs- und Verarbeitungsstadium zu
erkennen. Dies schloss Untersuchungen zur Extraktion von DNA aus Wurzelmate-
rial von Freilandpflanzen und Untersuchungen zu Sortenvermischungen in Unterla-
genholzbiindeln mit ein.

Die Sortenunterscheidung von Unterlagsreben sollte auf eine breite Basis gestellt
werden. Hierbei sollten die verschiedenen Wildrebformen und Unterlagssorten auf
ihre Differenzierbarkeit hin untersucht werden. Zudem sollte die Fragestellung der
Identifizierung von Unterlagssorten durch die RAPD-Analyse untersucht werden.
Aufgrund der oftmals angefiihrten unzureichenden Reproduzierbarkeit der RAPD-

Banden wurde besonders auf die Stabilitidt und Optimierung der Methode geachtet.

. Klone von Unterlagssorten sind ampelographisch nicht zu unterscheiden. Sie zei-

gen aber physiologische Unterschiede. Es sollten erste Untersuchungen zur geneti-
schen Varianz innerhalb von Klonen von Unterlagssorten durchgefiihrt werden.
Dazu wurden exemplarisch die Klone der Unterlagssorten SO 4, 5 BB und 5 C so-

wie die Unterlagssorte Binova untersucht.
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2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Gerate

Gerite

Blender
Extraktionsbeutel

Film
Geldokumentationsgerét

Gelelektrophoresekammern
- horizontal

- vertikal
Geltrockner
Glasgerite
Homogenisator
Hybridisierungsofen

Hyperfilm, Rontgenfilm

Netzgerite

Schiittelwasserbad

- NTSYS-PC, Software 2.0
- RFLPscan Plus 3.1

Spektralphotometer

Steril Filter, Porengrofe 0,2 um
Thermocycler

- Trio Block

- Perkin Elmer 9600 thermocycler
- Perkin Elmer Thermocycler

- Robocycler

UV-Lampe

Zentrifuge (Biofuge Pico, Heraeus)

Bezugsquellen

Kenwood, Japan

Bioreba, Reinach, Schweiz

Kodak T400 CN

MWG-Biotech, Ebersberg, Deutsch-
land

Schleicher und  Schiill, Dassel,
Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Schott, Mainz, Deutschland

Bioreba, Reinach, Schweiz

Hybaid & AGS, Heidelberg, Deutsch-
land

Amersham Pharmacia, Freiburg,
Deutschland

Schleicher und Schiill Dassel, Deutsch-
land

Amersham  Pharmacia,  Freiburg,
Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland
Kottermann, Uetze-Hamigsen,
Deutschland Software

Exeter Software, Setanket, USA

MWG Biotech, Ebersberg, Deutsch-
land

Analytik Jena, Jena, Deutschland
NeoLab, Heidelberg, Deutschland

Biometra, Gottingen, Deutschland
Perkin Elmer, USA

Perkin Elmer, USA

Stratagene, USA

Biometra, Gottingen, Deutschland
Heraeus, Osterode, Deutschland
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2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Substanzen

Acrylamid

Agarose

Ammonium Persulfat
Bindesilane

Borsédure
Bromphenolblau
Calcium-Hypochlorid
Chloroform

CTAB

DDT

dNTP-Set

EDTA

Eisessig

Essigsdure

Ethanol

Ethidiumbromid

Ficoll (Type 400)

Formaldehyd

Gen Ruler™ DNA (Ladder Mix)

Harnstoff

Kalium Acetat
Magnesium Acetat
Na,-EDTA

NaCl

Na CO3
Natrium-Thiosulfat
Octanol
Oligonukleotide

33"p

PCR-Reaktionsgefifie 0,5 ml

PVPP
Reaktionsgefafie 1,5 ml

Repelsilane
Restriktionsenzyme
- EcoRI

-Msel

Bezugsquellen

Biorad, Miinchen, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Biorad, Miinchen, Deutschland
Promega, Madison, USA

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

MBI Fermentas, St.-Leon Rot,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland

MBI  Fermentas, St.-Leon Rot,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
Merck, Darmstadt, Deutschland
J.T.Baker, Deventer Holland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Sigma, Deisenhofen, Deutschland
University of British Columbia (UBC)
MWG-Biotech, Ebersberg, Deutsch-
land

Amersham Pharmacia, Freiburg,
Deutschland

Biozym Diagnostik GmbH, Hess. Ol-
dendorf, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Biozym, Diagnostik GmbH, Hess. Ol-
dendorf, Deutschland

Biorad, Miinchen, Deutschland

Amersham  Pharmacia, Freiburg,
Deutschland
New England Biolabs, Frankfurt, a.M.,
Deutschland
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SAMPL-Primer urheberrechtlich geschiitzte Primerse-
quenzen, DUPONT, USA
Silberfarbung, Kit Promega, Madison, USA
Silbernitrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Spermium Sigma, Deisenhofen, Deutschland
Tag-Polymerase MBI  Fermentas, St.-Leon  Rot,
Deutschland
Boehringer, Mannheim, Deutschland
T4 Ligase Amersham  Pharmacia,  Freiburg,
Deutschland
T4 Polynukleotidkinase La Roche, Mannheim, Deuschland
TEMED Biorad, Miinchen, Deutschland
Tris AppliChem, Darmstadt, Deutschland
Xylene Cyanole Sigma, Deisenhofen, Deutschland

2.1.3 Holzmaterial

Das verwendete Holzmaterial wurde von Unterlagsreben in Gewidchshdusern und im Frei-
landsortiment der Forschungsanstalt Geisenheim, Fachgebiet fiir Rebenziichtung und Re-
benveredlung in den Feldern N und S geschnitten. Sorten, die im Fachgebiet derzeitig nicht
vorhanden waren, wurden aus Neustadt und Italien bezogen. Das Holz wurde zur Oberfla-
chensterilisierung in Chinosol (0,5%ig) eingelegt, anschlieBend bei 0°C im Kiihlraum in
Plastiktiiten verpackt und gelagert.

Alle untersuchten Unterlagsreben wurden ampelographisch auf Sortenreinheit und serolo-

gisch im Rahmen von ELISA-Test auf Virusbefall hin tiberpriift.

2.1.4 Wurzelmaterial

Das benotigte Wurzelmaterial wurde von Gewichshaus- wie auch Freilandpflanzen ent-
nommen. Die Wurzeln wurden ausgeschiittelt, gewaschen, in Plastiktiiten verpackt und bei
0 °C im Kiihlraum aufbewabhrt.

Das aus der In-Vitro entnommene Wurzelmaterial wurde sofort innerhalb der Extraktion

weiterverwendet.
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2.2 Methode

2.2.1 Verwendete L 6sungen

2.2.1.1 DNA-Extraktion

CTAB-Extraktionspuffer: 20 mM
100 mM

1,4M

2%

—

Na-EDTA
Tris

NaCl
CTAB

pH 8,0

Zugabe von 33,6 % Urea (8 M) direkt vor Verwendung

TE-Puffer: 10 mM

1 mM

—

Chloroform:Octanol 24:1

5 M NaC(Cl

96 %EtOH

76 %EtOH

Tris
EDTA
pH 8,0



Material und Methode

20

2.2.1.2 Pufferlésungen zur Durchfihrung der RAPD-Analyse

Taq Polymerase-Puffer: 20 mM
I mM
0,1 mM
100 mM
0,2 mg/ml
0,5 %
500 %

—

10* PCR Puffer: 750 mM
200 mM
0,1 %

Proben- /Stoppuffer: 0,25 %
0,25 %
10 %

Tris-HCI
DDT

EDTA

KCl

BSA
Nonidet P40
Glycerol

pH 7,5

Tris-HCI
(NH4)2SO4
Tween 20
pH 8,8

Bromphenolblau
Xylene Cyanol FF
Ficoll (Type 400)

2.2.1.3 Pufferlésungen zur Durchfihrung der AFLP- und SAMPL-Analyse

Digestion/Ligation Puffer: 100 mM
100 mM
500 mM
50 mM
500 pg/pl

—

Kination-Puffer: 250 mM
100 mM

50 mM

5SmM

Tris
Mg-Acetat
K-Acetat
DTT

BSA

pH 7,5

Tris
MgCl,
DTT
Spermium

pH 7,5
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PCR Puffer 10*: 100 mM Tris
25 mM MgCl,
500 mM KCL
— pH 8,3
Formamid-Puffer: 10 mM NaOH
95 % Formamid
0,05 % Bromphenolblau
0,05 % Xylene Cyanol FF

2.2.1.4 Polyacrylamidgellésung

fiir 100 ml Gelldsung :

10 % APS

80 ul TEMED

4,5 % Acrylamid:Bisacrylamid (19:1)
7,5 M Urea

1x TBE

2.2.1.5 Laufpuffer

10*TAE-Puffer: 2M Tris
IM Essigsdure
50 mM EDTA (Na,-EDTA)
— pH 8,3
10* TBE-Puffer: 107,8 g Tris
7,44 ¢ EDTA (Na,-EDTA)
550¢g Borsdure

— pH 8,0
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2.2.1.6 Farbelésungen

Ethidium-Bromid: 1%
Silberfarbung
Fixier-/Stopplosung: 0,5 %
95 %
2000 ml
Farbelbsung: 2g
3 ml
2000 ml
Entwicklerldsung: 60 g
3ml
400 pl
2000 ml

2.2.2 DNA-Extraktion

2.2.2.1 DNA-Extraktion ausHolz

Stammldsung 10 mg/ml

Eisessig
Ethanol
Aqua bidest.

Silbernitrat
37 % Formaldehyd
Aqua bidest.

Natriumcarbonat

37 % Formaldehyd

10 mg/ml Natriumthiosulfat
Aqua bidest.

Die DNA wurde gemdll WOLF (1996), modifiziert nach LODHI et al. (1994), extrahiert.

Zundchst wurde die Rinde des Holzes entfernt und dieses in 1-2 mm diinne Scheiben ge-

schnitten. Davon wurden 0,5 g eingewogen und in einem Extraktionsbeutel sofort mit 5 ml

Extraktionspuffer und einer Spatelspitze PVPP versetzt. Die Holzscheiben wurden zuerst

grob mit einem Hammer zerklopft und anschlieBend in einem Flachbetthomogenisator zer-

rieben. Von der hierbei gewonnenen Suspension wurden 1,5 ml entnommen und in ein 1,5

ml Reaktionsgefdl} pipettiert. Dieses wurde im Wasserbad bei 65 °C fiir 30 min inkubiert.

Nach anschlieBendem Abkiihlen auf Raumtemperatur schloss sich eine Zentrifugation von

10 min bei 13000 rpm an. Der Uberstand wurde abgezogen und in ein neues 1,5 ml Reak-

tionsgefal tiberfithrt. Es wurden 0,5 ml Chloroform:Octanol (24:1) zugesetzt, vorsichtig
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gemischt und erneut fiir 10 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die obere wissrige Phase
wurde abgezogen, in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaB tiberfiihrt und mit 0,75 ml Chloro-
form:Octanol (24:1) versetzt. Nach wiederholtem Zentrifugieren fiir 10 min bei 13000 rpm
wurde der wissrige Uberstand zu gleichen Teilen auf zwei 1,5 ml ReaktionsgeféBe verteilt.
Die jetzt jedem Reaktionsgefd3 zugesetzte Menge an 5 M NaCl-Losung entsprach der
Halfte des enthaltenen Probenvolumens. Es wurde mit 4 °C kaltem 96 % EtOH aufgefiillt
und die DNA bei 4 °C fiir 30 min ausgefallt.

Die DNA wurde bei 13000 rpm fiir 10 min pelletiert und das 96 %ige EtOH vom entstan-
denen Pellet abgezogen. AnschlieBend wurde das Pellet mit 0,5 ml 4°C kaltem 76 %igem
EtOH gewaschen. Nach einer Zentrifugation von 2 min bei 13000 rpm wurde das restliche
EtOH mdglichst vollstdndig abgezogen und das Pellet 30 min an der Luft getrocknet.

Die DNA wurde in 50 pl TE-Puffer gelost und die getrennten Proben wieder vereinigt. Es
entstand somit ein Endvolumen von 100 pl pro Probe.

AnschlieBend erfolgte photometrisch die quantitative DNA-Bestimmung.

2.2.2.2 Extraktion von DNA ausWurzeln von Freilandreben

Die Wurzeln wurden zunéchst griindlich von Erde gesdubert. Vor der Extraktion der DNA
wurde eine Oberflachendesinfizierung der Wurzeln mit Calcium-Hypochlorid vorgenom-
men. Dabei wurde entsprechend WOLF et al. (2000) eine 2,5 %ige Calcium-
Hypochloridkonzentration eingesetzt. Die Inkubationszeiten fiir diinne Wurzeln betrugen
45 min, fir dicke Wurzeln 60 min. Danach wurden die Wurzeln in sterilem Aqua dest. 5,
10 und 20 min gewaschen und die Rinde abgeschabt.

Die weitere Extraktion wurde wie unter 2.2.2.1 beschrieben durchgefiihrt.

2.2.2.3 DNA-Extraktion von grof3en Holzvolumina

Holzvolumina von 15 g wurden in einem Blender unter Zugabe von 150 ml CTAB-
Extraktionspuffer und 1 g PVPP zerkleinert. Zur Ermittlung des optimalen Holzaufschlus-
ses, wurden Zeiten von 1, 3, 5, 10, 15, 30 und 45 min. untersucht. Nach Ablauf der jewei-
ligen Zeiten wurden Doppelproben entnommen und die DNA wie unter 2.2.2.1 beschrie-

ben extrahiert.
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2.2.3 Quantitative DNA-Bestimmung

Die quantitative Bestimmung wurde mit einem Spektralphotometer bei einer Wellenldnge

von 260 und 280 nm durchgefiihrt. Der Gehalt an DNA wurde wie folgt berechnet:

IC = ODy60 x 50 ul / ml x VF /40 pll

C : Konzentration der DNA
ODy60: Optische Dichte bei 260 nm
VF: Verdiinnungsfaktor

1 ODy¢ entspricht einem DNA-Gehalt von 50 pg/ml.
Nach Errechnen des DNA-Gehaltes wurde die DNA auf eine Arbeitskonzentration von 5

ng/ul verdiinnt.

2.2.4 Durchfuhrung der Random Amplified Polymor phic DNA (RAPD)- Analyse

2.2.4.1 Primer zur Durchfihrung der RAPD-Analyse

Die Primer lagen in tiefgefrorenem, luftgetrocknetem Zustand vor. Sie wurden in TE-
Puffer gelost und mit steril gefiltertem Aqua bidest. auf eine Arbeitskonzentration von 0,2
mM verdiinnt.

Die zur Untersuchung der Unterlagssorten verwendeten Primer waren #722, #726, #746,
#751, #758 und #778 aus dem Set 100/7. In Tabelle 1 sind diese Primer mit ihren Sequen-
zen aufgefiihrt. Bei Primern #722b/c, #726b/c und #751b/c handelte es sich um 12mer
Primer, die zur Ermittlung von sortenspezifischen Banden der Unterlagssorten Borner, 125
AA SO 4,5 C, 5BB, 8 B und 3309 C eingesetzt wurden (Tabelle 2). Fiir die Untersuchung
zur genetischen Varianz der Klone von Unterlagssorten wurden Primer aus dem Set 100/1,

#128, #125, #156, #171, #181 und #188, verwendet (Tabelle 3).
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Primer Sequenz
#722 CCTCTCCCTC
#726 GGT GTG GGT G
#746 GGG TGT TGG G
#751 CCCACCACAC
#758 GGT TGG GTG G
#778 CCACACCACA

Tab. 1: Sequenzen der Primer, die zur Sortenunterscheidung verwendet wurden.

In Tabelle 2 sind die Sequenzen der 12mer Primer mit ihren Ursprungsprimern aufgefiihrt.

10er Primer Sequenz 12er Primer Sequenz
#12|CCTCICCCTC |4 cerercoercr
#726  |GGT GTG GGT G zggg ggi gg gg g?é
#151|CCCACCACAC i1 CeC ACC ACA CAC

Tab. 2: Sequenzen der 12mer Primer.

Fir die Untersuchung zur genetischen Varianz von Unterlagenklonen wurden RAPD-

Primer mit einem G/C-Verhéltnis von 70 % und Tetranukleotidstruktur verwendet.

Primer Sequenz
#123 CCCGCCTTCC
#125 ACA GGG CTC A
#156 TGC CCC GAG C
#171 GAG GGC GAG G
#181 GAG CAC GGG G
#188 CGG GGG ATGG

Tab. 3: Sequenzen der Primer, die zur Klonunterscheidung verwendet wurden.
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2.2.4.2. Herstellen der Desoxyribonukleotidtriphosphat-Arbeitsldsung

Die verschiedenen Desoxyribonukleotidtriphosphate (dNTP), dATP, dTTP, dCTP und
dGTP lagen tiefgefroren und in einer Stammldsung von je 100 mM/ul vor. Durch die Ent-
nahme von je 10 pl aus der Stammldsung eines jeden ANTP wurde eine Arbeitsverdiinnung
in der Konzentration von je 10 mM hergestellt.

Die dNTP wurden zusammen in 60 pl Aqua dest. gelost.

Bis zum weiteren Gebrauch wurde die Arbeitsverdiinnung bei —25 °C aufbewahrt.

2.2.4.3 Herstellen des Reaktionsansatzes fur die RAPD-Analyse

Bevor der Reaktionsansatz durchgefiihrt werden konnte, wurden alle bendtigten Substan-
zen bei 0-4 °C aufgetaut. Fiir die RAPD-Analyse wurde die Taq-Polymerase von MBI
FERMENTAS benutzt.

Substanz Konzentration
MgCl, 2 mM
dNTP 0,2 mM
Primer 0,2 mM
BSA 0,1 mg/ml
10* Puffer 1*
Tag-Polymerase 4U

Tab. 4: Durchfiihrung des RAPD-Reaktionsansatzes.

Der Reaktionsansatz (Tabelle 4) wurde mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 20 ul pro
Ansatz aufgefiillt.

Je 20 ul des Ansatzes wurden auf die entsprechenden 0,5 ml PCR-Reaktionsgefial3e aufge-
teilt. Anschliefend wurden 25 ng der verdiinnten genomischen DNA zugegeben. Das End-
volumen des gesamten Reaktionsansatz betrug 25 pl.

Die so vorbereiteten Proben wurden fiir 10 sek zentrifugiert und in den Thermocycler ge-

geben.
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2.2.4.4 Programme zur Durchfihrung der RAPD-Analyse

Im Falle der Sortenunterscheidung der Unterlagsreben mit Hilfe der RAPD-Analyse wurde
das folgende optimierte Programm (Tabelle 5) eingesetzt. Alle Programme wurden mit
RAMP-Zeiten von 0,3 °C/sek programmiert. Die RAMP-Zeit ist die Zeit die der Thermo-

cycler zum Aufheizen oder Abkiihlen der Temperaturen bendtigt.

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer
1 95 5 min
2 95 1 min
3 45 1 min 37 x
4 72 2 min
5 72 5 min o
6 4 HOLD

Tab. 5: Programm zur Durchfiihrung der RAPD-Analyse zur Sortenunterscheidung von
Unterlagsreben.

Ab dem Schritt 4 erfolgte 37x eine Schleife zum Schritt 2.

Die zur Klontrennung durchgefiihrten RAPD-PCR Reaktionen erfolgten zusitzlich mit
folgenden Programmen. Fiir Primer #156 stellte sich Programm 1 (Tabelle 6) als optimal

heraus, fiir Primer #123, #125, #171, #181 und #188 Programm 2 (Tabelle 7).

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer
1 95 5 min
2 95 1 min
3 35 30 sek 34 x
4 72 2 min
5 72 5 min o
6 4 HOLD

Tab. 6: Programm 1 zur Durchfiithrung der RAPD-PCR zur Klontrennung mit Primer
#156.
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Ab Schritt 4 erfolgte 34x eine Schleife zu Schritt 2.

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer

1 95 5 min

2 95 1 min

3 35 15 sek 1
4 40 15 sek

5 72 2 min

6 72 5 min -

7 4 HOLD

Tab. 7: Programm 2 zur Durchfiilhrung der RAPD-PCR zur Klontrennung mit Primer
#123, #125, #171, #181 und #188.

Ab Schritt 5 erfolgte 34x eine Schleife zu Schritt 2.

Alle Untersuchungen zur Sortentrennung der Unterlagen und deren Klone innerhalb der
RAPD-Analyse wurden mit dem Trioblock von Biometra durchgefiihrt.

Nach Beendigung des Programms wurde die Reaktion mit Probenpuffer abgestoppt und

die erhaltenen Fragmente in einem 1,3% igem Agarose-Gel aufgetrennt.

2.2.5 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung der Fragmente fand in einer horizontalen Gelelektrophorese mit einem
1,3%igen Agarose-Gel statt. Die Agarose wurde mit 1x TAE-Puffer angesetzt und in der
Mikrowelle erhitzt, bis die Agarose vollstdndig geschmolzen war. Nach Abkiihlen der A-
garose wurde diese in einen vorbereiteten Gelschlitten gegossen und hirtete fiir eine halbe
Stunde aus. Die Begrenzungen des Gelschlittens wurden entfernt, der Schlitten mit dem
Agarosegel in die Elektrophoresekammer gelegt und mit 1x TAE-Laufpuffer {iberschichtet.
Als Molekulargewichtsstandard fiir lineare, doppelstringige DNA wurde der Gen Ruler™
DNA (Ladder Mix) von MBI FERMENTAS benutzt. Hierbei handelte es sich um ein syn-
thetisiertes Marker-Gemisch mit folgenden Fragmentldngen (bp): 10 000, 8 000, 6 000, 5
000, 4 000, 3 500, 3 000, 2 500, 2 000, 1 500, 1 200, 1 031, 900, 800, 700, 600, 500, 400,
300, 200, 100. Es wurden 10 pl des Molekulargewichtsstandards aufgetragen. Im Folgen-

den wurde der Molekulargewichtsstandard mit ,M’ gekennzeichnet.
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SchlieBlich wurden 20 pl der Probe in die Taschen eingefiillt und ein Strom von 6 V/cm
(120 V, 500 mA) angelegt. Nach 4 Stunden wurde der Gellauf beendet und das Gel mit
Ethidiumbromid nach SAMBROOK et al. (1989) angefarbt.

2.2.6 Durchfuhrung der Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP)-Analyse

Die AFLP-Analyse (VOS et al. 1995) beinhaltet vier Arbeitsschritte: das Schneiden der
DNA mit zwei verschiedenen Restriktionsenzymen (Digestion), die Bindung von Adapto-
ren an die Restriktionsschnittstelle der entstandenen DNA-Fragmente (Ligation), die Pra-
amplifikation und schlieBlich die selektive Amplifikation. Es entsteht eine grofle Anzahl
relativ kleiner Fragmente, die in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden.

Alle verwendeten Primer innerhalb der AFLP-Analyse wurden mit freundlicher Genehmi-
gung von CERVERA (pers. Mitteilungen 2000) im Rahmen des DAAD Programms Acci-
ones-Integradas zur Verfligung gestellt. Die Arbeiten beziiglich der AFLP- und SAMPL-
Methoden wurden am Departamiento de Genetica Molecular de Plantas, Madrid, Spanien
durchgefiihrt. Die AFLP- sowie die SAMPL-Analyse wurden mit einem Perkin Elmer
9600 Thermocycler durchgefiihrt.

2.2.6.1 Herstellen der Nukleotid-Arbeitsdsungen

Zur Durchfiihrung der AFLP-Analyse wurden verschiedene Nukleotid - Arbeitsverdiin-

nungen hergestellt.

a) Das ATP lag in einer Stammlésung von 100 mM vor. Fiir die Ligation wurde eine 10
mM Verdiinnung benétigt.
Die ATP-Arbeitsverdiinnung wurde zu je 10 pl aliquotiert und bei —20 °C gelagert.

b) Die ANTP lagen in einer Stammldsung von 100 mM vor. Fiir die Praamplifikation und
die selektive Amplifikation wurde eine Verdiinnung von 5 mM bendétigt.

Die dNTP-Arbeitslosungen wurden zu je 20 pl aliquotiert und bei —20 °C gelagert.
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2.2.6.2 Restriktion der extrahierten DNA

Nach Quantifizierung der extrahierten genomischen DNA (siehe 2.2.3) wurden 250 — 500
ng DNA fiir die Digestion eingesetzt. Das Volumen eingesetzter DNA variierte aufgrund
der unterschiedlichen Konzentrationen der DNA-Proben. Das Endvolumen von 35 pl wur-
de durch Auffiillen des Ansatzes mit Aqua bidest. erreicht.

Fiir die AFLP-Analyse wurden zwei verschiedene Restriktionsenzyme genutzt, Mse I als
hiufig schneidendes und Eco RI als selten schneidendes Enzym.

Mse I erkennt Tetranukleotide mit der Sequenz TTAA, wobei Mse I mit 5’Uberhang
schneidet (5°... T'TAA ...3”). Die Zielsequenz von Eco RI ist ein Hexanukleotid mit der
Sequenz GAATTC. Auch Eco RI schneidet mit 5’ Uberhang (5°... G’AATTC ...3").
Statistisch wird DNA von einem Enzym, das vier Nukleotide erkennt, jeweils nach 256
Nukleotiden (4*) hydrolysiert. Ein Enzym, das ein Hexanukleotid erkennt, spaltet DNA
statistisch nach jeweils 4096 Basenpaaren (4°).

Damit Restriktionsendonukleasen ihre volle Spezifitit entfalten kdnnen, miissen die Reak-
tionsbedingungen genau eingestellt werden, wobei die Salzkonzentration der wichtigste
Parameter ist: Bei suboptimalen Salzkonzentrationen verlieren die Restriktionsendonuklea-
sen hiufig an Spezifitit. Sie erkennen nicht mehr ihre exakte Erkennungssequenz, sondern
hydrolysieren auch Stellen, die nur noch Teile der Erkennungssequenz reprisentieren. Der-
artige weniger spezifische Aktivititen werden als ,Sternaktivititen’ (star activity) bezeich-
net. Eco RI neigt zur ,Sternaktivitét’. Da mit beiden Restriktionsenzymen gleichzeitig ge-
schnitten wurde, musste die Salzkonzentration auf beide Enzyme gleichermaf3en eingestellt
werden. Aus diesem Grund wurde kein handelsiiblicher Puffer verwendet, sondern ein Puf-

fer, der sich fiir beide Restriktionsenzyme gleichermal3en eignete.

Substanz Konzentration
EcoRI 0,3574 U
Mse I 0,171 U
Dig./Lig. Puffer 1*

DNA ?
Aqua bidest. ?

Tab. 8: Reaktionsansatz zum Schneiden der genomischen DNA mit Eco RI und Mse 1. Die
Volumina der eingesetzten DNA-Proben variieren zwischen den Reaktionsansét-
zen aufgrund der unterschiedlichen Konzentrationen. Deshalb ist das Volumen der
DNA und die des Aqua bidest. von der jeweiligen DNA-Konzentration abhingig.
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Die Reaktionsansitze (Tabelle 8) wurden 3 Stunden bei 37°C inkubiert.

2.2.6.3 Verbinden der Adaptoren mit den DNA-Fragmenten - Ligation

Die fiir die Ligation notwendigen Adaptoren wurden in Aqua bidest. gelost und auf eine

Konzentration von 5 pmol/ul fiir Adaptor Eco RI und 50 pmol/ul fiir Adaptor Mse I in A-

qua bidest. verdiinnt (Tabelle 9).

bendtigte
Name Sequenz Volumen [pl]
Menge [lg]
5-CTC GTA GAC TGC GTA
Ade 1 11,89
Adaptor fiir CC-37
400
Eco RI 5’-AAT TGG TAC GCA GTC-
Ade 2 10,5
3
5-GAC GAT GAG TCC TGA
Adaptor fiir| Adm 1 83,91
G-3’ 300
Mse I
Adm2 |5-TAC TCA GGA CTC AT-3’ 73,425

Tab. 9: Verdiinnen der Adaptoren Eco RI und Mse fiir die nachfolgende Ligation.

Der eigentliche Ligationsansatz setzte sich aus folgenden Reagenzien zusammen und wur-

de wie folgt pipettiert (Tabelle 10).

Substanzen Konzentration
Adaptor ECoRI 1y
Adaptor Mse ] 10U
ATP 1,6 mM
Puffer 1=
T4 DNA Ligase 0,24U

Tab. 10: Herstellen des Ligations-Ansatzes.
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Das Endvolumen des Ansatzes, aufgefiillt mit Aqua bidest., betrug 5 pl. Dieser wurde zu
den 35 pl des Digestion-Ansatzes hinzupipettiert, so dass das Endvolumen 40 pl betrug.
Der gesamte Reaktionsansatz wurde anschlieBend 3 Stunden bei 37 °C oder iiber Nacht bei
4 °C inkubiert.

AbschlieBend wurde die geschnittene und ligierte DNA verdiinnt, indem 160 pl Aqua bi-
dest. zu dem Digestion-/Ligationansatz hinzupipettiert wurden. Schlieflich lag ein Endvo-

lumen von 200 pl vor.

2.2.6.4 Durchfuhrung der ersten selektiven Amplifikation (Préaamplifikation)

Die Sequenz der eingesetzten Primer wurde durch die Sequenz der Restriktionsschnittstel-
len und der eingesetzten und ligierten Adaptoren fiir ECO RI und Mse I bestimmt. Zusitz-
lich wurde jeweils ein Nukleotid an die Primersequenz angehingt (erstes selektives Nukle-
otid: Eco RI +1, Mse I +1). Dadurch wurde eine erste Selektion der zu vermehrenden

Fragmente erreicht. In Tabelle 11 sind die verwendeten Primer dargestellt.

Primer Sequenz
EcoRI +1 5°-GAC TGC GTA CCA ATT CA-3’
Msel +1 5'-GAT GAG TCC TGA GTA AC-3’

Tab. 11: Verwendete Primer fiir die Praamplifikation.

Fiir die Praamplifikation wurden der Polymerasen- (BOERHRINGER) und der Primer-
Ansatz getrennt angesetzt (Tabelle 12, Tabelle 13).

Substanzen Konzentration
PCR Puffer 1%
Taq Polymerase 0,024 U

Tab. 12: Herstellen des Polymerasen-Ansatzes (Taq-Mix).

Der Reaktionsansatz wurde mit Aqua bidest auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefiillt.
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Substanzen Konzentration
Primer Eco RI +1 1,5ng
Primer Mse I +1 1,5 ng
dNTPs 0,2 mM

Tab. 13: Herstellen des Primer-Ansatzes (Primer Mix).

Der Reaktionsansatz wurde mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 7 pul aufgefiillt.

Fiir den Praamplifikations-Ansatz wurde die verdiinnte DNA aus der Digestion/Ligation

verwendet. Weiterhin wurden der Polymerasenansatz und der Primeransatz zusammenpi-

pettiert (Tabelle 14).

Substanzen Menge [ul]
DNA 3
Taq Mix 10
Primer Mix 7
Endvolumen 20

Tab. 14: Durchfithrung des Praamplifikations-Ansatzes.

Folgendes Programm wurde zur Durchfiithrung der Praamplifikation verwendet, wobei die

jeweiligen Temperaturschritte 28x wiederholt wurden (Tabelle 15).

Schritt Temperatur [°C] Zeitdauer
1 94 30 sek
2 60 60 sek
3 72 60 sek
4 4 HOLD

Tab. 15: Programm zur Durchfiihrung der Praamplifikation.

28 x
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Zur Uberpriifung der Praamplifikation wurden nach Beendigung der Reaktion 3 ul des
Praamplifikationsansatzes mit 4 ul Probenpuffer vermischt und auf ein 0,8 %iges Agarose-
Gel (mit 1 % Ethidiumbromid) aufgetragen. Es wurde ein Strom von 9 V/cm angelegt.
Nach 10 min wurde das Gel abgestoppt und die Prdamplifikationsreaktion tiberpriift, sowie

die Konzentration der praamplifizierten DNA visuell bestimmt (Abb. 4).

Abb. 4: Negativdarstellung der Praamplifikationsprodukte (Bahn 1-7) in einem 0,8 %
Agarose-Gel, angefarbt mit Ethidiumbromid.

Je nach Intensitét der entstandenen Bande erfolgte eine Verdiinnung der Proben mit 100 pl,

160 pul oder 200 ul Aqua bidest.

2.2.6.5 Radioaktive Markierung des Eco Rl Primer mit 33'P

Damit die Fragmente anschliefend autoradiographisch nachgewiesen werden konnten,

wurden die Eco RI Primer mit 33"P markiert (Tabelle 16).

Substanzen Konzentration
Primer Eco RI +3 5ng
Primer Eco RI +3 5ng
[33"P] ATP 2 uCi
10* Puffer 1*
T4 Polynukleotidkinase 4U

Tab. 16: Durchfiihrung der Markierung der Eco RI +3 Primer (Kination).

Der Reaktionsansatz wurde mit Aqua bidest auf ein Endvolumen von 0,625 pl aufgefiillt.
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Es folgte eine Inkubation des Kination-Ansatzes bei 37 °C fiir 40 min. Durch Erhitzen des
Reaktionsansatzes auf 80 °C fiir 5 min wurde dieser abgestoppt und schlieBlich bei —20 °C
gelagert.

2.2.6.6 Durchfuhrung der zweiten selektiven Amplifikation

Die Primersequenzen fiir die zweite selektive Amplifikation setzten sich aus den Sequen-
zen der Primer der Prdamplifikation und zwei zusétzlichen selektiven Nukleotiden zusam-
men (Eco RI +3, Mse I +3). In Tabelle 17 sind die Primer fiir die zweite selektive Amplifi-

kation dargestellt.

Primer Sequenz Bezeichnung
ECORI1+3 |5-GAC TGC GTA CCA ATT CAC C-3' E 36
EcoRI2 +3 5-GAC TGC GTA CCA ATT CACT-3° E 38
Msel1+3  |5-GAT GAG TCC TGA GTA ACA T-3’ G 24
MseI2+3 |5 -GAT GAG TCC TGA GTA ACT C-3’ G 29
MseI3+3  |5-GAT GAG TCC TGA GTA ACT T-3’ G 30
Msel4+3 |5 -GAT GAG TCC TGA GTA ACT G-3’ G 31

Tab. 17: Darstellung der innerhalb der selektiven Amplifikation verwendeten Primer.

Wie bereits fiir die Praamplifikation erfolgte der Ansatz der Komponenten des Polymer-

asenansatzes und des Primeransatzes getrennt (Tabelle 18, Tabelle 19).

Substanzen Konzentration
PCR Puffer 1*
Taq Polymerase 0,02 U

Tab. 18: Herstellen des Polymerasen-Ansatzes.

Der Reaktionsansatz wurde mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefiillt.
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Substanzen

Konzentration

Primer EcoRI +3

1,25 ng

Primer Msel +3

1,5 ng

dNTPs

0,1 mM

Tab. 19: Herstellen des Primeransatzes.

Der Reaktionsansatz wurde mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 5 pl aufgefiillt.

In einem neuen Reaktionsgefdl3 erfolgte der endgiiltige Reaktionsansatz der zweiten selek-

tiven Amplifikation durch das Zusammenpipettieren der beiden Ansdtze und der Zugabe

der verdiinnten DNA aus dem Praamplifikationsansatz (Tabelle 20).

Substanzen

Menge [pl]

DNA

5

Taq Mix

10

Primer Mix

5

Endvolumen

20

Tab. 20: Durchfiihrung des Ansatzes der selektiven Amplifikation.

Die selektive Amplifikation wurde mit dem unter Tabelle 21 beschriebenen Programm

durchgefiihrt.

Schritt

Temperatur [°C]

Zeitdauer

1

94

30 sek

65

30 sek

72

1 min

94

1 min

56

30 sek

72

1 min

N N 0| A W

4

HOLD

Tab. 21: Programm zur Durchfiihrung der selektiven Amplifikation.

13 x

23 x
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Der erste Zyklus umfasste die Schritte 1-3. Diese Temperaturabfolge wurde 13 mal wie-
derholt. Danach schlossen sich die Schritte 4-6 an mit 23 maliger Wiederholung. Abschlie-
Bend wurde die Reaktion auf 4°C gekiihlt.

Die Reaktion wurde nach Beendigung des Programmes mit Formamid-Puffer abgestoppt

und die Proben in einem Sequenziergel aufgetrennt.

2.2.7 Durchfuhrung der Selective Amplification of Microsatellite Polymor phic L oci
(SAMPL)-Analyse

Parallel zu der AFLP-Analyse wurde die SAMPL-Analyse durchgefiihrt. Die ersten Schrit-
te entsprechen denen der AFLP-Analyse. Es wurden die gleichen Restriktionsenzyme be-
nutzt, Eco RI und Mse I, sowie die gleichen Primer fiir die Praamplifikation. Das verwen-
dete Temperaturprogramm entsprach ebenfalls der Prdamplifikation der AFLP-Analyse.
Innerhalb der 2. selektiven Amplifikation werden Primer mit Mikrosatellitenstruktur einge-

setzt (Tabelle 22)

Primerkombination
Name SAMPL EcoRI +3
SAMPLI1/E+AC SAMPL 1 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAA C-3’
SAMPLI/E+AG SAMPL 1 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’
SAMPL2/E+AC SAMPL 2 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAA C-3°
SAMPL2/E+AG SAMPL 2 5'-GAC TGC GTA CCA ATT CAA G-3’

Tab. 22: Zusammenstellung der Primerkombinationen fiir die SAMPL-Analyse.

Die Sequenzen der SAMPL Primer sind urheberrechtlich von DUPONT geschiitzt und die
Sequenzen diirfen deshalb nicht ohne Genehmigung ver6ffentlicht werden. Die Primer
wurden mit freundlicher Genehmigung von JULY VOGEL (pers. Mitteilungen 2000) im
Rahmen des DAAD Programms Acciones-Integradas zur Verfiigung gestellt.

In den Tabellen 23 bis 25 sind die Schritte zur Durchfiihrung der SAMPL-Analyse zu-

sammengestellt.
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Substanzen Konzentration
PCR Pufter 1*
Taq Polymerase 0,02U

Tab. 23: Herstellen des Polymerasen-Ansatzes.

Der Polymerasen-Ansatz wurde mit Aqua bidest auf ein Endvolumen von 10 pl aufgefiillt.

Substanzen Konzentration
Primer Eco RI +3 1,25 ng
SAMPL Primer 1,5ng
dNTPs 0,1 mM

Tab. 24: Herstellen des Primeransatzes.

Der Primer-Ansatz wurde mit Aqua bidest. auf ein Endvolumen von 5 pl aufgefiillt.
In einem neuen Reaktionsgefall erfolgte der endgiiltige Reaktionsansatz der zweiten selek-
tiven Amplifikation durch das Zusammenpipettieren der beiden Ansitze und der Zugabe

der verdiinnten DNA aus dem Praamplifikationsansatz (Tabelle 25).

Substanzen Menge [pl]
DNA 5
Taq Mix 10
Primer Mix 5
Endvolumen 20

Tab. 25: Durchfiihrung des Ansatzes der selektiven Amplifikation.

Das Programm der zweiten Amplifikation entsprach dem Programm der zweiten selektiven
Amplifikation der AFLP-Analyse.
Die Reaktion wurde nach Beendigung des Programms mit Formamid-Puffer abgestoppt

und die Proben in einem Sequenziergel aufgetrennt.



Material und Methode

2.2.8 Auftrennung der AFLP- und SAMPL -Proben in einem Sequenzier gel

2.2.8.1 Gielden des Polyacrylamidgeles

Zunichst wurden die beiden Glasplatten griindlich gereinigt. Dabei wurden beide Platten
zundchst mit einem nicht riickfettenden Detergenz gewaschen, griindlich abgespiilt und mit
Kleenex getrocknet. AnschlieBend wurden beide Platten nochmals mit Aqua bidest. und 70
%igem Ethanol abgerieben. Die kurze Glasplatte erforderte eine zusétzliche Behandlung
mit Aceton und wurde je nach Detektionsmethode - Silberfirbung oder radioaktiv - mit
Binde-Silane behandelt oder nicht. Die groe Glasplatte wurde mit Repelsilane behandelt,
um ein Anhaften des Geles am Glas zu vermeiden. Der Autbau der Gelkammern erfolgte
nach Anweisungen des Herstellers.

Der Gellosung wurden 10 % APS und 80 ul TEMED zugegeben, kurz gemischt, die Lo-
sung in eine 150 ml Spritze aufgezogen und das Gel den Angaben des Herstellers entspre-
chend gegossen.

Abschliefend wurde ein Kamm mit der glatten Seite in das Gel hineingeschoben und mit

Klammern fixiert. Das Gel polymerisierte eine Stunde unter Luftabschluss.

2.2.8.2 Vorbereiten der Proben

Die Proben wurden dem —20°C Gefrierschrank entnommen, im Kiihlschrank (+4°C ) auf-

getaut, bei 95°C fiir 3 min denaturiert und danach sofort in Eiswasser abgeschreckt.

2.2.8.3 Starten des Sequenziergeles

Nachdem das Gel auspolimerisiert war, konnte der Kamm vorsichtig gezogen werden. Die
entstandene Gelkante wurde mit 3MM Whatman Filterpapier getrocknet und Polyacryla-
midreste entfernt. Das Gel wurde in die Laufkammer eingespannt und der Tank mit 1x
TBE-Puffer befiillt. Damit das Gel eine gleichmiflige Temperatur von 45-50°C erreichen
konnte, erfolgte ein Vorlauf des Geles von 50 min bei 1,6 KV und 95 W.
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Danach wurde mit einer Pasteurpipette die Gelkante gespiilt, um darin befindlichen Harn-
stoff zu entfernen. Der Kamm wurde eingesetzt und 2 pl der Proben in die Probentaschen
einpipettiert. Es wurde ein Strom von 1,6 KV und 95 W angelegt.

Das Gel wurde nach 2-2,5 Stunden abgestoppt, der Kammer entnommen und die beiden
Glasplatten vorsichtig voneinander getrennt. Je nachdem, welche Detektionsmethode an-

gewendet werden sollte, wurde das Gel wie folgt weiterbehandelt:

- radioaktive Markierung: Das so vorliegende Gel wurde auf 3MM Whatman Filter-
papier aufgezogen und bei 80°C fiir 30 min in einem Geltrockner getrocknet. Nach
Auflegen des Rontgenfilmes wurde das Gel bei Raumtemperatur exprimiert.

- Silberfarbung: Das auf der Glasplatte fixierte Gel wurde in eine Wanne mit Fixier-

16sung gelegt und damit fiir die nachfolgende Silberfarbung vorbereitet.

2.2.9 Silberfarbung

Die Silberfarbung wurde mit einem Kit von PROMEGA durchgefiihrt. Das Gel wurde in
der ersten Farbewanne mit Fixierlosung fiir 20 min geschiittelt. AnschlieBend wurde es 3 x
2 min in je 2 Liter Aqua bidest. gewaschen und in die Féarbelosung gelegt. Dort wurde das
Gel nun fiir 30 min geschiittelt. Das Gel wurde aus der Farbelosung entnommen, 8-10 sec
in Aqua bidest. getaucht und fiir 3-5 min in die Entwicklerlosung gegeben. Nach Fiarbung
der Banden wurde das Gel in die Stopplosung gelegt und nochmals in Aqua bidest. gewa-

schen. AnschlieBend wurde das gefarbte Gel mit einem Kodak T400 CN dokumentiert.

2.2.10 Auswertung

Die RAPD-Proben wurden in Agarose-Gelen aufgetrennt, mit Ethidiumbromid angeféarbt
und mit Hilfe einer Videokamera dokumentiert. Die so digitalisierten Gele wurden inner-
halb des Programmes RFLPscan Plus 3.1 wie folgt analysiert. Der Computer erkennt alle
Banden, die 10 % der Intensitit der am stirksten gefdrbten Bande aufweisen. Damit der
Computer keine Falscherkennung durchfiihrte wie zum Beispiel gefdrbte Partikel, wurde

jedes Gel nochmals visuell liberpriift. Die Banden wurden in den Dateimanager des Pro-
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gramms RFLPscan Database iiberfiihrt. Dort wurden die Banden in eine bindre Matrix um-
geschrieben; dabei wurden auftretende Banden als 1, abwesende Banden als 0 gezdhlt.

Die Analyse der AFLP- und SAMPL-Proben erfolgte visuell, indem die anwesenden Ban-
den mit 1, die abwesenden Banden mit 0 gezahlt wurden

Die genetische Ahnlichkeit (GS = genetic similarity) zwischen zwei Unterlagsreben wurde
nach DICE (SNEATH und SOKAL 1973; GS(ij) = 2a/(2a + b + ¢)) errechnet. Wobei
GS(ij) die Messung der genetischen Ahnlichkeit zwischen den Individuen i und j darstellt,
a ist die Anzahl der polymorphen Banden, die von i und j geteilt werden, b ist die Anzahl
der Banden, die in i anwesend und in j abwesend sind und c ist die Anzahl der Banden, die
in j anwesend und abwesend in 1 sind. Ein Dendrogramm wurde unter Benutzung der ,Un-
weighted pair group method average’(UPGMA) Clustering der NTSYS-PC Software 2.0

erstellt.

2.2.11 Direktelsolierung der DNA aus einem Polyacrylamidgel

Die durch die AFLP- und SAMPL-Analyse ermittelten ,Einzelbanden’ oder ,unterlagssor-
tenspezifische’ Banden wurden aus dem Polyacrylamidgel ausgeschnitten.
Das Gel lag auf einem 3 MM Whatman Papier aufgezogen und getrocknet vor. Zum
Exprimieren des Geles wurde der Rontgenfilm beim Auflegen fixiert und seiner Lage ent-
sprechend mit einer Nadel markiert. Nach der Entwicklung des Filmes erfolgte die Kenn-
zeichnung der gewiinschten Banden mit einem Stift. Die Banden sollten isoliert liegen,
damit eine Kontamination durch andere Banden verhindert wurde. Das Gel wurde entspre-
chend der Markierung des Rontgenfilmes ausgerichtet und fixiert. Mit einem Skalpell wur-
den die Banden durch den Rontgenfilm aus dem Gel geschnitten und die Gelstiicke in ein
1,5 ml Reaktionsgefal {iberfiihrt.
Zu jedem Gelstiick wurden 500 pl einer Losung, bestehend aus

20 % Ethanol

1 M Litium Chlorid

10 mM Tris (pH 7,5)
zugegeben. Es erfolgte eine Inkubation des Geles in der Losung bei 65 °C fiir 1 h. Alle 10
min wurde die Losung gemischt und das Gelstiick mit einer Pipettenspitze zerrieben, bis
dass das gesamte Papier gelost vorlag. Die Suspension wurde 5 min bei 13000 rpm zentri-

fugiert und die obere Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdl} iiberfiihrt. Zur Féllung der
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DNA wurde der Losung 1 ml 98 % Ethanol zugegeben und die Suspension iiber Nacht bei
— 20 °C autbewahrt.

Am néchsten Tag erfolgte eine Zentrifugation der Suspension bei 4 °C fiir 30 min bei
13000 rpm. Der Uberstand wurde verworfen und die untere Phase mit 1 ml 70 % Ethanol
(- 20 °C) aufgereinigt. Danach erfolgte eine erneute Zentrifugation bei 4 °C fiir 1 min bei
13000 rpm. Der Uberstand wurde erneut verworfen. Nach einer weiteren Zentrifugation
bei 4 °C fiir 1 min bei 13000 rpm wurde der restliche Uberstand entfernt. Die DNA trock-
nete bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde sie resuspendiert, indem sie 1 h bei Raum-
temperatur in 20 ul Aqua bidest. gelost wurde. Daran schloss sich eine Zentrifugation von
1,5 min bei 13000 rpm an. Die obere Phase, welche die DNA enthielt, wurde in ein neues

1,5 ml Reaktionsgefal tiberfiihrt und bei — 20 °C gelagert.
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3. Ergebnisse

Die Sortendifferenzierung von Unterlagsreben hat in den letzten Jahren zunehmend an
Bedeutung gewonnen. Zum einen beruht dies auf den unterschiedlichen, sortenabhidngigen
physiologischen Eigenschaften, wie die Vertriaglichkeit von Kalk im Boden, Adaption von
Edelreis zur Unterlage, zum anderen auf der Toleranz bzw. Resistenz der unterschiedlichen
Unterlagssorten gegeniiber Pilzkrankheiten oder tierischen Schidlingen, wie Nematoden
oder Reblaus.

Es wird bereits geblendetes Unterlagenpflanzmaterial angeboten, dass hei3t Pflanzenmate-
rial, das aufgrund der entfernten Knospen nicht mehr austreiben kann. Hier besteht keine
Moglichkeit mehr, iiber einen Austrieb morphologisch eine Sortenunterscheidung durchzu-
fiihren. Es ist daher von Bedeutung, zu jedem Entwicklungs- und Verarbeitungsstadium
eine Uberpriifung der Unterlagssorte vornehmen zu kénnen. Dies umfasst die Unterlage in
der Unterlagenvermehrungsanlage, das bereits geblendete und zugeschnittene Holz der
Unterlage, sowie die veredelte und als Pfropfrebe gepflanzte Unterlage.

Zu diesem Zweck wurde eine Methode erarbeitet, die eine Sortenunterscheidung und Iden-
tifikation in jedem Entwicklungs- und Verarbeitungsstadium der Unterlage ermdglichen
sollte. Weiterhin sollten mdglichst viele Genotypen auf ihre genetische Differenzierbarkeit
hin untersucht werden sowie die ersten Schritte in Richtung der Untersuchung von geneti-

schen Varianzen bei Unterlagsklonen getan werden.

3.1 DNA-Extraktion aus Holz und Frellandwur zeln

Im Falle der Unterlagen steht oftmals kein griines Pflanzenmaterial zur Verfiigung. Daher
musste auf Holz oder, im Falle eines bereits gepflanzten Weinberges, auf Wurzelmaterial
zuriickgegriffen werden. Die prinzipielle Moglichkeit der DNA-Extraktion aus Holz von
Unterlagsreben wurde bereits in WOLF 1996 dargestellt.

Einer der limitierenden Faktoren bei der DNA-Extraktion aus Gewebe der Rebpflanze sind
Proteine und Polyphenole. Die Zellen der Rebe sind reich an Polyphenolen. Polyphenole
stellen ein groBes Problem bei der DNA-Extraktion dar, da sie zur Komplexbildung der
DNA fiihren koénnen. Die DNA-Proben werden viskos und kénnen nicht mehr fiir moleku-

larbiologische Untersuchungen herangezogen werden. Aus diesem Grund wurde dem Ex-
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traktionspuffer PVPP zur Bindung der Polyphenole, sowie Harnstoff zur Denaturierung der

Proteine zugegeben.

a) Die Zugabe von PVPP zu dem CTAB-Extraktionspuffer
Holz ist ein hartes, sehr widerstandsfdhiges Material. Der gleichmaflige Aufschluss des
Holzes durch Pulverisieren mit Hilfe von fliissigem Stickstoff ist schwierig.
Aus diesem Grund wurde das Rebenholz hier in Scheiben geschnitten, 0,5 g eingewogen,
in Extraktionsbeutel gefiillt, mit CTAB-Extraktionspuffer und PVPP versetzt und bei
Raumtemperatur im Flachbetthomogenisator zerrieben.
Das PVPP bildet komplexe Wasserstoff-Bindungen mit den Polyphenolen aus (LOHDI et
al. 1994). Dadurch wird verhindert, dass Polyphenole an die DNA binden, mit dieser
Komplexe bilden und sie fiir weitere molekularbiologische Untersuchungen unbrauchbar
machen. Untersuchungen zum geeigneten Zugabezeitpunkt des PVPP, vor oder nach dem
Homogenisieren, zeigten, dass es am glinstigsten war, PVPP zeitgleich mit dem DNA-
Extraktionspuffer zur Holzprobe zu geben und anschlieBend zu homogenisieren. Die in
diesem Zusammenhang als Pflanzenmaterial verwendeten Klone der Unterlagssorte BOr-
ner, Borner KI 1 Gm, Borner Kl 4 Gm, Bérner KI 5 Gm, Borner KI 7 Gm, Borner KI 8 Gm
wiesen keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die extrahierte DNA-Menge auf.
Allerdings zeigte die PVPP-Zugabe vor dem Homogenisieren der Holzprobe bessere Re-
sultate beziiglich der Reinheit der DNA (OD,60/OD2g0:1,7-2,0) im Vergleich zu den Pro-
ben, mit PVPP-Zugabe nach der Homogenisierung (OD,50/OD3g0:1,6-1,7; 2,1). In Abbil-
dung 5 wurde die DNA extrahiert nach

- PVPP-Zugabe vor Homogenisieren der Holzprobe

- PVPP-Zugabe nach Homogenisieren der Holzprobe
mit Primer #751 in einer RAPD-PCR amplifiziert. Es wurden Qualitdt und die Reprodu-

zierbarkeit der entstandenen Bandenmuster bewertet.
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Abb. 5: Ermittlung des Zeitpunktes der PVPP Zugabe.
Es sollte der giinstigste Zeitpunkt der PVPP Zugabe ermittelt werden. Dazu wur-
den Extraktionsansétze mit PVPP Zugabe vor dem Homogenisieren (+) und PVPP
Zugabe nach dem Homogenisieren (-) des holzigen Materials durchgefiihrt. An-
schliefend wurden die DNA-Proben in einer RAPD-PCR, hier mit Primer #751,
amplifiziert. Als Pflanzenmaterial wurden 5 verschiedene Bornerklone verwendet.
So zeigen die Bahnen 1-2 Borner KI 8 Gm, Bahn 3 Bérner KI 7 Gm, Bahnen 4-5
Borner KI 5 Gm, Bahnen 6-7 Borner KI 4 Gm, Bahnen 8-9 Borner Kl 1 Gm.
Bahnen 1, 3, 4, 6, 8: PVPP Zugabe vor dem Homogenisieren (+)
Bahnen 2, 5, 7, 9: PVPP Zugabe nach dem Homogenisieren (-).

Es zeigte sich folgendes Ergebnis:
a) PVPP Zugabe vor dem Homogenisieren: Die Bandenmuster sind reproduzierbar
und vollstindig.
b) PVPP Zugabe nach dem Homogenisieren: Die Bandenmuster sind schwécher und
unvollstdndig.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde PVPP vor dem Homogenisieren zu dem zu extrahieren-

den Gewebe und Extraktionspuffer gegeben.

b) Harnstoff Zugabe zu CTAB-Extraktionspuffer
Urea wurde bereits im DNA-Extraktionspuffer von INGLE (1993) fiir Arabidopsis als re-

duzierendes Agenz verwendet. Harnstoff spaltet die Disulfidbriicken der Proteine auf und
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bewirkt somit eine Denaturierung der Proteine. Diese wurden durch weitere Reinigungs-
und Zentrifugationsschritte im Laufe der DNA Extraktion ausgefillt.

EIMERT (pers. Mitteilungen 1996) verwendete Harnstoff bereits zur Extraktion von DNA
aus Blittern der Rebe. Es wurde untersucht, ob die von EIMERT verwendete Harnstoff-
Konzentration im Extraktionspuffer auch fiir Rebholz optimal war. Die Konzentration des
Harnstoff im Extraktionspuffer wurde ausgehend von 0 % Harnstofflosung im Extrakti-
onspuffer in Ser Schritten bis zu 50 % Harnstofflosung im Extraktionspuffer untersucht.
Dabei wurde von einer gesittigten Harnstofflosung (8 M) ausgegangen. Von jeder Harn-
stoff Konzentration wurde eine Doppelprobe extrahiert. Es wurde die erhaltene DNA-
Menge und deren Qualitit ermittelt.

Die verschiedenen Gehalte an Harnstofflosung zeigten keine signifikanten Unterschiede in
der erhaltenen DNA Menge. Bis auf drei Extraktionen zeigten alle Extraktionen DNA
Mengen von 0,110 pg/ul bis zu 0,325 pg/ul. Die Reinheit der DNA war bei hherem
Harnstoffanteil besser. So zeigten die Harnstoff-Gehalte von 0-20 % eine Reinheit
(OD260/OD3gp) von 1,1-1,5, ab 25 % 1,5-1,6.

Aufgrund dieser Untersuchung war zu erkennen, dass prinzipiell ein hoherer Harnstoffan-
teil im DNA-Extraktionspuffer giinstiger war.

Da aber diese Werte noch keinen direkten Aufschluss iiber die Verwertbarkeit der DNA
fiir molekularbiologische Untersuchungen gaben, wurden die Proben innerhalb der RAPD-

PCR mit dem Primer #751 amplifiziert (siche Abbildung 6).
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ADbb. 6: Verschiedene Urea-Gehalte (0 %-50 %) im DNA-Extraktionspuffer und deren
Amplifikation durch die RAPD-PCR mit Primer #751.
Bahnen 1-2: 0 % Urea; Bahnen 3-4: 5 % Urea; Bahnen 5-6: 10 % Urea; Bahnen 7-
8: 15 % Urea; Bahnen 9-10: 20 % Urea; Bahnen 11-12: 25 % Urea; Bahnen 13-
14: 30 % Urea; Bahn 15: 35 % Urea; Bahn 16: 40 % Urea; Bahnl7: 35 % Urea;
Bahn18: 40 % Urea; Bahnen 19-20: 45 % Urea; Bahnen 21-22: 50 % Urea.
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Der Anteil von 30-35 % an Harnstofflosung zeigte die besten Ergebnisse innerhalb der

DNA-Amplifikation.

3.1.1 DNA-Extraktion aus Wur zelgewebe von Freilandpflanzen

Im Falle eines bereits gepflanzten Weinberges entfillt die klassische Sortenbestimmung
anhand von morphologischen Merkmalen, da kein griines Pflanzenmaterial der Unterlage
vorhanden ist. Die genetische Sortenbestimmung anhand des Unterlagenholzes war ohne
das Zerstoren eines gesamten Weinstockes nicht moglich, da unterhalb der Veredlungsstel-
le der Pfropfrebe Holz entnommen werden musste (siche Abbildung 7). Damit ein weiteres
Bestehen des Stockes gewéhrleistet werden konnte, wurde Wurzelmaterial als Ausgangs-

material fiir die DNA-Extraktion herangezogen.

Abb. 7: Veredlungsstelle (Verwachsung von Edelreis und Unterlage) eines intakten Wein-
bergstockes.
Durch das Ausbrechen von Geiztrieben und Entfernen der Augen wird das Aus-
treiben der Unterlage verhindert.
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Da die Weinrebe im Normalfall in Symbiose mit einem Wurzelpilz, der sogenannten My-
corrhiza (MOHR 1993) lebt, musste bei der DNA Extraktion darauf geachtet werden, dass
keine Kontamination durch den Wurzelpilz eintrat.

Die Wurzel wurde zunichst von Erde befreit und unter flieBendem Wasser bestmoglichst
abgespiilt. Sehr hartnédckige Erdreste wurden mit einer Biirste entfernt. AnschlieBend wur-
de die Wurzel in Calcium-Hypochlorid oberflachensterilisiert. Die Extraktion der DNA
erfolgte wie in (2.2.2.1) beschrieben. In Tabelle 26 sind Menge und Reinheitsgrad von
DNA-Extraktionen aus Wurzeln von In-Vitro Pflanzen, Topfpflanzen und Freilandpflan-

zen dargestellt.

Wur zelher kunft DNA Menge DNA Reinheit
[po/pl] OD260o/OD2go
In-Vitro Pflanze 0,165-0,330 1,5-2,0
Topfpflanze 0,137-0,250 1,7-2,0
Freilandpflanze 0,090-0,300 1,5-2,0

Tab. 26: DNA Menge und Reinheit verschiedener Wurzelherkiinfte im Vergleich.

Es ist zu erkennen, dass die unterschiedlichen Wurzelherkiinfte untereinander in Menge
und Reinheit der DNA nicht signifikant differierten.

Zusitzlich wurden unterschiedliche Wurzelteile (siehe Abbildung 8) untersucht und mit
einjahrigem Holz der ausgetriebenen Unterlage verglichen (sieche Abbildung 9). Abbildung
8 zeigt einen Wurzelballen einer normalen Pfropfrebe. Die markierten Wurzelteile und der

Waurzelhals wurden zur DNA-Extraktion wie unter 2.2.2.2 beschrieben verwendet.



Ergebnisse 49

Abb. 8: Verwendetes Wurzelmaterial einer Pfropfrebe: Hauptwurzel, Seitenwurzel und
Waurzelhals.

In Abbildung 9 wurde die Amplifikation der unterschiedlichen Wurzelteile mit dem
RAPD-Primer #751 dargestellt. Mit diesem Primer wurden keine Unterschiede zwischen
den einzelnen Pflanzenteilen gefunden. Demnach konnten alle Pflanzenteile gleichermaf3en

zur Sortendifferenzierung herangezogen werden.
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Abb. 9: Darstellung unterschiedlicher Wurzeltypen von Freilandpflanzen.
Bahn 1: Seitenwurzeln, Bahn 2: Hauptwurzeln, Bahn 3: Wurzelhals, Bahn 4: ein-
jéhriges Holz der ausgetriebenen Unterlage. Die Seiten- und Hauptwurzeln wur-
den mit 2,5 % Calcium-Hypochlorid oberflachensterilisiert. Bei der hier verwen-
deten Unterlage handelte es sich um die Sorte SO 4.

3.2 Sortenunterscheidung von Unterlagsreben mit Hilfe der Random

amplified polymorphic DNA (RAPD)-Analyse

Die klassische Sortendifferenzierung anhand von morphologischen Merkmalen (Ampe-
lographie) kann bei geblendetem Unterlagenmaterial und bereits im Weinberg gepflanzten
Pfropfreben nicht mehr durchgefiihrt werden.

Es wurden genetische Methoden unerlisslich, um Sortenkontrollen vornehmen zu kénnen.
Die hier gewéhlte RAPD-PCR ist kostengiinstig, leicht durchzufiihren und automatisierbar
(SAIKI et al. 1988). Somit eignet sich diese Methode fiir die routineméfige Anwendung
auf dem Gebiet der Sortendifferenzierung.

Die RAPD-PCR Analyse arbeitet meist mit Dekamer-Primern (BUSCHER et al. 1993;
REGNER und MESSNER 1993). Die Primersequenzen sind zufillig gewédhlt. Die in der
Literatur verwendeten Primer zur Sortendifferenzierung sind oftmals Dekamer-
Oligonukleotide mit gemischter Sequenz, in der G-/C- und A-/T-Nukleotide gleichermaf3en
vorkommen.

Die hier angewendeten RAPD-Primer besallen eine Dinukleotidsequenz mit einem G/C-
Verhiltnis von 60 %. Das bedeutete, dass folgende Basenkombinationen Verwendung fan-

den: A/C, A/G, T/C oder T/G.
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Die verwendete RAPD-Analyse sollte fiir den Routineablauf standardisiert werden. Dazu
wurden neben unterschiedlichen Reaktionsgefdllen verschiedene Formen der Kondensati-
onsverhinderung (Heizdeckel, Oliiberschichtung) und Thermocycler getestet. Weiterhin
wurde die Programmierung von RAMP-Zeiten untersucht. RAMP-Zeiten bestimmen, wie
schnell der Block eines Thermocyclers beheizt oder abgekiihlt wird. Die RAMP-Zeiten
werden in Grad pro Sekunde angegeben.

In Tabelle 27 wurden die untersuchten Thermocycler benannt.

Heizdeckel / _
Thermocycler | . RAMP-Zeiten [°/5] | Standort
Oluberschichtung
. : Fachgebiet fiir Reben-
Trioblock, Bi- Heizdeckel 0,3 ziichtung und Reben-
ometra
veredlung

Perkin Elmer Oliiberschichtung 0,3 Fachgebiet fiir Botanik

Roboterarm taucht

Proben nach Ablauf
Robocycler, Oliiberschichtung der ElﬂW}r}(zelten in Fachgeb}et fu‘r Mikro-
Stratagenge den jeweiligen Heiz- biologie

block

Tab. 27: Darstellung der untersuchten Thermocycler.

In alle drei Thermocycler wurde der gleiche Reaktionsansatz mit der gleichen DNA gege-
ben. Verwendet wurde hierfiir die DNA der sieben Unterlagssorten 125 AA, O 4, 5 C,
Borner, 8 B, 5 BB und 3309 C. Danach wurden alle Reaktionsansétze mit Stopppuffer ab-
gestoppt und in einem 1,3 %igen Agarosegel aufgetrennt.

Fiir alle Thermocycler wurde das gleiche Programm benutzt (siche 2.2.4.4), wobei fiir die
Thermocycler Biometra und Perkin Elmer zusdtzlich RAMP-Zeiten programmiert wurden.
Die Abbildungen 10-12 stellen Amplifikationen der 7 Unterlagssorten 125 AA, SO 4, 5 C,
Borner, 8 B, 5 BB und 3309 C in den angesprochenen Thermocyclern dar.
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Abb. 10: Darstellung der Amplifikation der sieben Unterlagssorten durch Primer #751 in
einem Biometra Trio Block im Fachgebiet fiir Rebenziichtung und Rebenvered-
lung mit einer RAMP-Zeit von 0,3 °/s.

Bahn 1: Borner, Bahn 2: SO 4, Bahn 3: 125 AA, Bahn 4: 5 C, Bahn 5: 5 BB, Bahn
6: 8 B, Bahn 7: 3309 C.
Zur Verhinderung der Kondensation besal3 dieser Thermocycler Heizdeckel.

Die wichtigsten Banden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet. Diese Bandenmuster wurden
als ,Standard’ verwendet, um die beiden anderen Thermocycler miteinander zu verglei-

chen.

Abb. 11: Darstellung der Amplifikation der sieben Unterlagssorten durch Primer #751 in
einem Stratagene Thermocycler im Institut fiir Mikrobiologie.
Bahn 1: 125 AA; Bahn 2: SO 4; Bahn 3: 5 C; Bahn 4: BOrner; Bahn 5: 8B;
Bahn6: 5 BB; Bahn 7: 3309 C. Zur Verhinderung der Kondensation wurde der
Reaktionsansatz mit Ol iiberschichtet.
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Innerhalb des erzielten Bandenmusters der getesteten Unterlagssorten fanden sich nur noch

2 Banden wieder, eine bei 1073 bp und 800 bp (mit Pfeilen gekennzeichnet).

Abb. 12: Darstellung der Amplifikation der sieben Unterlagssorten durch Primer #751 in
einem Perkin Elmer Thermocycler im Fachgebiet Botanik.
Bahn 1: 125 AA; Bahn 2: SO 4; Bahn 3: 5 C; Bahn 4: Borner; Bahn 5: 8 B; Bahn
6: 5 BB; Bahn 7: 3309 C. Zur Verhinderung der Kondensation wurde der Reakti-
onsansatz mit Ol iiberschichtet. Die wichtigen Banden sind mit einem Pfeil ge-
kennzeichnet.

Es ist zu erkennen, dass die wichtigen Banden alle vorhanden sind. Die Unterlagssorten
wiesen oberhalb von 2000 bp zusitzliche Banden auf. Im Bereich, der zur Differenzierung
der Unterlagssorten essentiell ist, waren alle Banden entsprechend dem Referenzgerét vor-

handen. Es finden sich auch keine zusitzlichen Banden.

3.21 Erweiterung der Dekamer-Primer #722, #726 und #751 zu 12mer Primer

Die in der RAPD-PCR verwendeten Primer sind meist Dekamer-Primer. Sie binden an
einer nicht vorhersagbaren Stelle im Genom. Aufgrund ihrer kurzen Sequenz ist die Hiu-
figkeit ihrer Bindungen sehr hoch. Durch das Anhdngen von weiteren wiederum zufillig
gewdhlten Nukleotiden werden diese Primer verldngert. Sie sind dadurch in ihrer Bin-
dungshéufigkeit herabgesetzt. Es wurde im Folgenden untersucht, ob durch das Anhédngen

von weiteren Nukleotiden an Primer, die bisher eine Sortenunterscheidung aufgrund von
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Bandenkombinationen zulieBBen, sortenspezifische Marker erreicht werden konnten. Dazu
wurden die Primer #722, #726 und #751 verwendet und mit jeweils zwei Nukleotiden
verlangert. Da die hier getesteten Primer eine Dinukleotidsequenz besitzen, wurden sie
auch um die entsprechenden Nukleotide verldngert (Tabelle 28). Die Primer #722 und
#751 waren in der Diplomarbeit (WOLF 1996) aus 49 untersuchten Primern als fiir die

Sortentrennung geeignet ermittelt worden.

10er Primer Sequenz 12er Primer Sequenz
#7122 CCTCTCCCTC Z;ééz 881 gig gg¥ S_Cr:;r:
#726  |GGT GTG GGT G zggg gg g?g gﬂ g%
#4151 | CCCACCACA Cl—7 61| CCC ACC ACA CAC

Tab. 28: Sequenz der 10er Primer und die daraus entstandenen 12er Primer.
Die zusitzlichen Nukleotide der 12er Primer sind fett gedruckt. Da die Aus-
gangsprimer eine Dinukleotidsequenz aufweisen, wurden die 12er Primer um die
entsprechenden Nukleotide verlidngert.

Die 12er Primer, die aus den urspriinglichen 10er Primer hervorgegangen sind, stellten sich
wie folgt in der Auftrennung durch die RAPD-PCR dar. Die sieben in Deutschland am
haufigsten verwendeten Unterlagssorten, Borner, SO 4, 125 AA, 5 C, 5 BB, 8 B und 3309

C, wurden in diesem Zusammenhang getestet.
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a) Primer #722

Der erste Primer, der verldngert wurde, war der Primer #722 (CCT CTC CCT C). In Ab-
bildung 13 wurde die Auftrennung der 7 Unterlagssorten amplifiziert mit Primer #722 dar-
gestellt. Dieser Primer differenzierte alle sieben getesteten Unterlagssorten. Die zur Unter-

scheidung wichtigen Banden sind mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Abb. 13: Auftrennung der sieben in Deutschland am haufigsten verwendeten Unterlagssor-
ten amplifiziert mit dem urspriinglichen 10er Primer #722.
Bahn 1: Borner; Bahn 2: SO 4; Bahn 3: 125 AA; Bahn 4: 5 C; Bahn 5: 5 BB;
Bahn 6: 8 B; Bahn 7: 3309 C.
Die zur Unterscheidung wichtigen Banden sind mit Pfeilen markiert.

Ausgehend von diesem Primer wurden zwei weitere Primer synthetisiert, welche auer der
Basensequenz des Primer #722 die Nukleotide —CT und -TC aufwiesen.
In Abbildung 14 wurde der erste der beiden um zwei Nukleotide verldngerte Primer

(#722b) dargestellt. Die interessanten Banden sind mit Pfeilen markiert.



Ergebnisse

56

M 2 3 4 5 6 7

2000 ——

— ot —— e —
P — ] B iiell

S S — e S—

1500 s

1200

1031 & ...—'-_'_'—--_-

200 .
800
700

600

ADbb. 14: Auftrennung der Unterlagssorten durch Primer #722b (CCT CTC CCT CCT).
Bahn 1: Borner, Bahn 2: SO 4, Bahn 3: 125 AA, Bahn 4: 5 C, Bahn 5: 5 BB, Bahn
6: 8 B Bahn 7: 3309 C. Die mit Pfeil gekennzeichneten Banden waren die fiir die
jeweilige Sorte charakteristischen Banden.

Der Primer #722b zeigte insgesamt drei charakteristische Banden fiir die Sorten BOrner
(1900 bp), 8 B (1350 bp) und 3309 C (785 bp).
Allerdings konnte mit diesem Primer keine vollstindige Trennung aller sieben Unterlags-
sorten erreicht werden. So zeigten die Unterlagssorten SO 4, 125 AA und 5 BB keine signi-
fikanten Unterschiede in ithren Bandenmustern.
Die Abbildung 15 zeigt die mit Primer #722¢ (CCT CTC CCT CTC) amplifizierten 7 Un-

terlagssorten. Auch hier sind die charakteristischen Banden mit einem Pfeil markiert.
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Abb. 15: Auftrennung der Unterlagssorten amplifiziert mit Primer #722¢ (CCT CTC CCT
CTC).
Bahn 1: Borner, Bahn 2: SO 4, Bahn 3: 125 AA, Bahn 4: 5 C, Bahn 5: 5 BB, Bahn
6: 8 B, Bahn 7: 3309 C. Die mit Pfeil gekennzeichnete Bande ist charakteristisch
fiir die Unterlagssorte 5 BB.

Der Primer #722c zeigte nur fiir die Unterlagssorte 5 BB bei 1760 bp eine charakteristische
Bande. Alle anderen sechs Unterlagssorten konnten mit diesem Primer nicht unterschieden
werden.

Beide Primer, #722b und #722¢ konnten im Gegensatz zu dem Ausgangsprimer #722 nicht
alle Unterlagssorten gleichzeitig abtrennen. Sie wiesen aber spezifische Banden fiir Bor-

ner (#722b), 8 B (#722b), 3309 C (Primer #722b) und 5 BB (Primer #722b, #722c¢) auf.

b) Primer #726
Ausgehend von der Sequenz von Primer #726 (GGT GTG GGT G) wurden ebenfalls zwei
weitere Primer synthetisiert. Abbildung 16 zeigt das urspriingliche Bild des Primer #726.

Die zur Unterscheidung erforderlichen Banden wurden durch Pfeile gekennzeichnet.
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Abb. 16: Auftrennung der sieben in Deutschland am haufigsten verwendeten Unterlagssor-
ten amplifiziert mit dem urspriinglichen 10er Primer #726.
Bahn 1: Borner; Bahn 2: SO 4; Bahn 3: 125 AA; Bahn 4: 5 C; Bahn 5: 5 BB;
Bahn 6: 8 B; Bahn 7: 3309 C.
Die zur Unterscheidung nétigen Banden wurden mit einem Pfeil markiert.

Ausgehend von diesem Primer wurden zwei weitere Primer synthetisiert (#726b, #726c¢)
mit den zusétzlich Nukleotiden —GT und —TG. Beide Primer brachten aber keine verwert-
baren Ergebnisse. Exemplarisch fiir diese Primer wurde Primer #726b in Abbildung 17
dargestellt. Es waren keine Bandenmuster erkennbar, die eine Sortendifferenzierung er-

moglichen wiirden.

ADbb. 17: Darstellung des Primer #726b (GGT GTG GGT GGT).
Bahn 1: Borner; Bahn 2: SO 4; Bahn 3: 125 AA; Bahn 4: 5 C; Bahn 5: 5 BB;
Bahn 6: 8 B; Bahn 7: 3309 C.
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C) Primer #751
Der Primer #751 wurde ebenfalls in 2 12mer Primer umgewandelt. Abbildung 18 zeigt die
aufgetrennten 7 Unterlagssorten, amplifiziert mit dem Dekamer Primer #751. Die wichti-

gen Banden sind durch Pfeilen gekennzeichnet.

Abb. 18: Auftrennung der sieben in Deutschland am haufigsten verwendeten Unterlagssor-
ten mit dem urspriinglichen 10er Primer #751.
Bahn 1: Borner; Bahn 2: SO 4; Bahn 3: 125 AA; Bahn 4: 5 C; Bahn 5: 5 BB;
Bahn 6: 8 B; Bahn 7: 3309 C. Die wichtigsten Banden sind mit Pfeilen markiert.

Mit Primer #751 war eine vollstindige Abtrennung der Unterlagssorten voneinander mog-
lich. Von diesem Primer ausgehend wurden zwei weitere Primer synthetisiert, Primer
#751b und #751c¢ (sieche Abbildungen 19, 20). Es wurden zwei weitere Nukleotide an die
Ausgangssequenz angehéngt, -CA und —AC.
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Abb. 19: Auftrennung der Unterlagssorten amplifiziert mit Primer #751b (CCC ACC ACA
CCA).
Bahn 1: Borner, Bahn 2: SO 4, Bahn 3: 125 AA, Bahn 4: 5 C, Bahn 5: 5 BB,
Bahn 6: 8 B, Bahn 7: 3309 C.

Der Primer #751b (Abbildung 19) wies im Gegensatz zu den Primern #722b und #722c
keine spezifische Banden fiir die hier untersuchten Unterlagssorten auf. Es lieBen sich ver-
schiedene Sorten durch Bandenkombinationen voneinander abgrenzen. So war BOrner von
3309 C durch eine Bande bei 1460 bp (BOrner) und einer Bande bei 2310 bp (3309 C) ab-
trennbar. 5 BB, 5 C, SO 4 sowie 125 AA unterschieden sich von Borner und 3309 C durch
Banden im Bereich von 960 bp und 990 bp. Die Unterlagssorten 5 C und 5 BB lieBen sich
von SO 4, 125 AA und 8 B durch eine Bande bei 960 bp abgrenzen. 5 C wies eine zusétzli-
che Bande bei 610 bp auf, die sie von der Sorte 5 BB unterschied.

8 B unterschied sich von SO 4 und 125 AA durch eine zusitzliche Bande bei 610 bp.

Die Unterlagssorten SO 4 und 125 AA lielen sich nicht voneinander abgrenzen.
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ADbb. 20: Auftrennung der Unterlagssorten amplifiziert mit Primer #751¢c (CCC ACC ACA
CAQC).
Bahn 1: Borner, Bahn 2: SO 4, Bahn 3: 125 AA, Bahn 4: 5 C, Bahn 5: 5 BB,
Bahn 6: 8 B, Bahn 7: 3309 C.

Auch Primer #751c (Abbildung 20) zeigte keine spezifischen Banden fiir einzelne Unter-
lagssorten. So lieBen sich die Unterlagssorten untereinander durch Bandenkombinationen
voneinander trennen. SO 4, 125 AA, 5 C und 3309 C grenzten sich von den anderen Sorten
durch eine Bande bei 760 bp ab. 125 AA unterschied sich von diesen durch eine Bande bei
1890 bp und 1790 bp. SO 4 grenzte sich von den {ibrigen Sorten durch eine Bande bei 1790
bp ab. Die Sorten 5 C und 3309 C waren schwierig voneinander zu differenzieren. Es wire
nur eine Bande bei 610 bp fiir 3309 C anzusprechen.

Die Unterlagssorten 5 BB und 8 B grenzte sich von Borner durch eine Bande bei 1630 bp
ab.

5 BB und 8 B selbst waren nicht voneinander zu unterscheiden. Somit brachte auch Primer

#751c¢ keine vollstindige Trennung der Unterlagssorten.

3.2.2 Untersuchungen zur Vermischung von Unterlagssorten in einem Unterlagen
bindel

Unterlagen werden in Unterlagenschnittgérten produziert. Fiir ihre spdtere Verarbeitung

werden die Unterlagenholzer in Langen von 35 cm, 70 cm und 105 cm geschnitten und in
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Biindel zu je 200 Stiick verpackt. Diese Holzer werden dem Veredler zugefiihrt und bei
diesem, ihrer Verwendung entsprechend, zugeschnitten und mit einer Ertragsrebsorte (E-
delreis) veredelt.

Kommen nun innerhalb eines solchen Biindels Verwechslungen vor, so ist der Nachweis
dieser Fremdholzer problematisch. Frither wurden stichprobenartig Holzer zum Austrieb
gebracht. Anhand der Morphologie der griinen Pflanzenteile konnte die Sorte bestimmt
werden. Die Probleme hierbei waren, dass die Anzucht der Holzer entsprechend langwierig
ist und dass damit nur gro3e Anteile an Fremdholz in einem solchen Biindel erfasst werden
konnen. Zudem wird immer mehr geblendetes Unterlagenholz nach Deutschland einge-
fiihrt. Das bedeutet, dass diese Form der Uberpriifung wegen des Fehlens der Knospen
nicht mehr durchgefiihrt werden kann.

Aus diesem Grund sollte untersucht werden, bis zu welchem Grad eine Vermischung von

Holzern mit Hilfe der RAPD-PCR noch nachweisbar ist.

3.2.2.1 Vermischungen der DNA

Zunichst sollte geklart werden, in wieweit es mdglich ist, mit Hilfe der RAPD-Analyse
Vermischungen zu detektieren. Dazu wurde die DNA von zwei Unterlagssorten 5 C und
D 4 in bestimmten Verhéltnissen zueinander gemischt (siehe Tabelle 29). Die Auswahl
fiel auf diese beiden Unterlagssorten, da diese in Bereichen Banden aufweisen, welche die

jeweilige Unterlagssorte von der anderen eindeutig unterscheidet:

- 04: 1400 bp, 595 bp
- 5C: 2050 bp, 1810 bp, 720 bp
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Unterlagssorten | Mischungsverhéltnisse
SO4 1
5C 1
5C:304 1:1
5C:304 1:3
5C:S04 1:7
5C:304 1:11
5C:304 1:15

Tab. 29: Mischungsverhéltnisse der DNA der Unterlagssorten SO 4 und 5 C.

Nach dem Mischen der DNA wurde diese innerhalb einer RAPD-PCR mit dem Primer
#751 amplifiziert (siche Abbildung 21).
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ADbb. 21: Gemischte und mit Primer #751 in einer RAPD-Analyse amplifizierte DNA-
Proben der Unterlagssorten SO 4 und 5 C.
Bahn 1: 5C; Bahn 2: 5C:S04 1:1; Bahn 3: 5C:S04 1:3; Bahn 4: 5C:S0 4 1:7;
Bahn 5: 5C:S04 1:11; Bahn 6: 5C:S0 4 1:15; Bahn 7: SO 4.

In diesem Fall wurde die DNA der Unterlagssorte 5 C durch die DNA der Unterlagssorte

DO 4 ’verdinnt’. Bei einem Verhéltnis von 1:7 waren noch drei charakteristische Banden
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(2050 bp, 1810 bp, 720 bp) von 5 C zu erkennen (durch Pfeile gekennzeichnet). Ab einem
Verhéltnis von 1:11waren noch eine Bande bei 1810 bp gut und eine Bande bei 720 bp
schwach zu sehen. Bei einem Verhéltnis von 1:15 war mit1810 bp die letzte Bande von 5
C noch schwach zu erkennen.

Das bedeutete, dass im Falle von DNA Vermischungen die Nachweisgrenze bei ca. 6 %

Fremd-DNA lag.

3.2.2.2 Extraktion von DNA ausHolz von gebindelten Unterlagsreben

Fiir die spétere Routineuntersuchung wird eine Probeentnahme aus einem Biindel von Un-
terlagenholzern angestrebt. Es sollte moglich sein, aus 200 Holzstiicken eine fiir das ge-
samte Biindel reprisentative Mischprobe zu entnehmen. Zu diesem Zweck wurde mit ei-
nem Probenvolumen von 15 g Holz gearbeitet. Dementsprechend wurden 150 ml Extrakti-
onspuffer eingesetzt. Die Holzproben wurden zusammen mit dem Extraktionspuffer und
PVPP in einen Blender (Kenwood) gegeben. Da nicht sicher war, inwieweit ein homogener
Aufschluss aller Holzstiicke mit dem Blender erreicht werden konnte, wurden verschiede-

ne Homogenisierungszeiten untersucht (Tabelle 30).

Homogenisier ungszeiten Holzprobe
[min]
1 Grobe Brocken, hellgriin
3 Grofere Stiicke, hellbraun
5 Kleinere Stiicke, braun
10 Kleine, faserige Stiicke, dunkelbraun
Kleine, faserige Stiicke, dunkelbraun,
15
Probe wurde warm
Kleine, faserige Stiicke, dunkelbraun,
30
Probe wurde warm
Kleine, faserige Stiicke, dunkelbraun,
45
Probe wurde sehr warm

Tab. 30: Untersuchungen zum homogenen Aufschluss aller Holzstiicke im Blender.
Es wurden verschiedene Homogenisierungszeiten und deren Auswirkungen auf
die Holzprobe getestet.

Pro Homogenisierungszeit wurde eine Doppelprobe entnommen und entsprechend der Ex-

traktion beschrieben in 2.2.2.3 die DNA gewonnen. AnschlieBend wurde die Quantitit der
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DNA bestimmt. Die DNA wurde verdiinnt und in einer RAPD-Analyse mit dem Primer
#751 amplifiziert (siche Abbildung 22). Die hierbei verwendete Unterlagssorte war Gei-

senheim5 C.
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Abb. 22: Untersuchungen zu verschiedenen Homogenisierungszeiten im Blender.
Als Holzprobe wurden hier 15 g der Unterlagssorte 5 C eingesetzt. Nach den
angegebenen Homogenisierungszeiten wurde je eine Doppelprobe entnommen
und die DNA sofort extrahiert. Amplifiziert wurde die extrahierte DNA mit dem

Primer #751 innerhalb einer RAPD-Analyse.

Bahn 1: Positiv-Kontrolle: Holzprobe, einjdhrig, Standard-Aufschluss im Flach-
betthomogenisator, 5Sg Holzeinwaage; Bahn 2: Negativ-Kontrolle; Bahn 3-4: 1
min; Bahn 5-6: 3 min; Bahn 7-8: 5 min; Bahn 9-10: 10 min; Bahn 11-12: 15 min;
Bahn 13-14: 30 min; Bahn 15-16: 45 min.

Die Proben mit 1 min und 3 min Homogenisierungszeit entsprachen dem Bandenmuster,
welches die einjdhrige, im Flachbetthomogenisator homogenisierte Holzprobe (Positiv-
Kontrolle) aufweist. Ab einer Homogenisierungszeit von 5 Minuten war kein vollstandiges
Muster mehr erkennbar und somit keine Sorte mehr nachweisbar. Aufgrund dieses Ergeb-

nisses wurden die folgenden Holzproben im Blender fiir maximal 3 min homogenisiert.
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3.2.2.3 Vermischungen des Unterlagenholzes

Es wurde untersucht, in wie weit prozentual eine Vermischung in einem Unterlagenholz-
biindel auftreten durfte, damit sie immer noch nachgewiesen werden konnte. Dazu wurden
zwei Unterlagssorten, SO 4 und 5 C, miteinander in verschiedenen Mischungsverhiltnissen
zusammen im Blender homogenisiert. Aus dem Blender wurden pro Mischung je zwei
Proben entnommen und die DNA extrahiert.

In Tabelle 31 wurden die untersuchten DNA-Mischungsverhéltnisse aufgefiihrt.

Sorten Mischung [%]
SO 4 100
5C 100
SO4;5C 10;90
SO04;5C 20; 80
4;5C 30; 70
SO4;5C 40 ; 60
S04:;5C 50; 50

Tab. 31: Mischungen von Holzproben der Unterlagssorten SO 4 und 5 C in Prozent.

Nach der Extraktion der DNA wurde deren Menge bestimmt, entsprechend verdiinnt und
eine RAPD-Analyse mit Primer #751 durchgefiihrt. Danach wurde gepriift, in wie weit

eine Vermischung noch nachweisbar war (siche Abbildung 23).
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Abb. 23: Vermischung der Unterlagssorte SO 4 mit der Sorte 5 C.
Die beiden Unterlagssorten waren zuvor in ihrem Holz gemischt und gemeinsam
zerkleinert worden. Nach der Extraktion der DNA wurde eine RAPD-Analyse
mit Primer #751 durchgefiihrt.
Bahn 1: SO 4 100 %; Bahn 2: 5 C 100 %; Bahn 3: SO 4 10 %, 5 C 90 %; Bahn 4:
0 420 %, 5C 80 %; Bahn 5: SO 4 30 %, 5 C 70 %; Bahn 6: SO 4 40 %, 5 C 60
%; Bahn 7: SO 450 %, 5 C 50 %.

Durch Vergleich der Proben mit der reinen 5 C Probe war zu erkennen, dass bereits ab 10
% 30O 4 Anteil in der 5 C Probe eine sehr schwache Bande auftrat (595 bp), die so nur bei
0O 4 zu finden ist. Diese Bande ist mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Mit zunehmendem SO 4 Anteil wurden die fiir 5 C charakteristischen Banden bei 2050 bp
und 1810 bp schwécher, wihrend die Banden bei 795 bp und 720 bp von ihrer Intensitét
her dhnlich stark vorhanden waren. Die Bande bei 595 bp fiir SO 4 verstirkte sich, ebenso
die Bande bei 1400 bp. Allerdings war bei einem Vermischungsgrad von 40 % SO 4 zu 60
% 5 Cund 50 % SO 4 zu 50 % 5 C kein Unterschied zwischen den beiden Vermischungen
zu sehen.

Es bildeten sich aber keine neue Kombinationen an Banden, also Banden, die ihren Ur-
sprung nicht bei einer der beiden Unterlagssorten hatten. Alle auftretenden Banden sind
entweder bei O 4 oder 5 C existent.

Es war moglich, mit Hilfe des Blenders ein relativ gro3es Probenvolumen zu verarbeiten.
Weiterhin konnte mit der RAPD-Analyse eine Vermischung von Unterlagssorten bis zu 10

% festgestellt werden.
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3.2.3 Vergleich von Unterlagssorten unter schiedlicher Herkunft

Ein Problem der morphologischen Beurteilung von Rebsorten (Ampelographie) stellt der
Einfluss von Umweltbedingungen, wie Trockenheit, verdnderte Bodenzusammensetzungen
etc. auf den Phédnotyp der Rebsorten dar. Das daraus resultierende unterschiedliche Er-
scheinungsbild von Sorten bei unterschiedlichen Standortbedingungen erschwert die ein-
deutige ampelographische Sortenbestimmung anhand morphologischer Charakteristika.
Die Verwendung von DNA als Basis einer Sortenunterscheidung sollte diese Problematik
ausschlieBen. Damit die Unabhéingigkeit von Herkunft und Standort der innerhalb der
RAPD-Analyse erhaltenen Bandenmuster sichergestellt wurde, wurden die Bandenmuster
von Unterlagssorten, die in Deutschland gewachsen waren, mit denen von Unterlagssorten
aus italienischen Unterlagenschnittgérten verglichen.

Hierbei handelte es sich um die Sorten Borner, SO 4, 125 AA, 5 C und 5 BB. Diese Sorten
waren in Italien in Unterlagenschnittgérten vermehrt worden. In Form von Unterlagenhol-
zern wurden sie zur Veredlung nach Deutschland importiert. Von diesen Holzern wurden
Holzproben entnommen, die DNA extrahiert und innerhalb einer RAPD-Analyse (hier
Primer #726) zusammen mit 5 institutseigenen Unterlagssorten getestet (siche Abbildung

24).

5 6 7 8 91M11 Mm

2
— —— e —— — 1929

1371
1264

1000

700

500
400

ADbDb. 24: Vergleich von institutseigenen Unterlagssorten mit Unterlagssorten italienischer
Herkunft.
Bahnen 1, 6: Borner; Bahnen 2, 7: SO 4; Bahnen 3, 8: 125 AA; Bahnen 4, 9: 5 C;
Bahnen 5, 10: 5 BB; Bahn 11: Negativ-Kontrolle. Die italienischen Unterlagssor-
ten befinden sich auf den Bahnen 1-5, die deutschen auf den Bahnen 6-10.
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Die Unterlagssorten italienischer Herkunft besa3en das gleiche Bandenmuster wie die ent-
sprechenden Sorten deutscher Herkunft. Damit wurde gezeigt, dass Unterlagssorten unter-
schiedlicher Herkunft ebenso sicher auf ihre Sorte hin mit der RAPD-Analyse tiberpriift

werden konnen wie die deutscher Herkunft.

3.24 Trennung von Unterlagssorten mit RAPD-Primer #751

Ziel der Untersuchungen war es, ein Verfahren zu entwickeln, das es ermdoglichte, Unter-
lagssorten zu jedem Entwicklungs- und Verarbeitungsstadium zu differenzieren. Nachdem
Holz- wie auch Wurzelmaterial zur DNA-Extraktion verwendet werden konnte, sollte wei-
tergehend untersucht werden, inwieweit eine Differenzierung von mdoglichst vielen Unter-
lagssorten mit Hilfe eines Primers moglich war. Hierfiir wurde der Primer #751 verwendet,
der bereits in Vorversuchen seine Trennfdhigkeit bewiesen hatte (WOLF et al. 1999,
WOLF et al. 2000). In Tabelle 32 sind die auf ihre Differenzierbarkeit mit Primer #751
untersuchten Unterlagssorten aufgelistet. Soweit die Elternteile bei Kreuzungen bekannt
sind, wurden diese in der Spalte ,Kreuzung’ vermerkt. In der Spalte ,Herkunft/Standort’
wurden in kursiv die Herkiinfte, die ehemalige Sortimentsbezeichnungen darstellen, einiger

Genotypen vermerkt. ,Geisenheim’ bezeichnet den Standort innerhalb des Fachgebietes.

Unterlagssorte/Genotyp | Klon Kreuzung Herkunft/Standort
Feld-Block-Zeile

4 A Teleki - Geisenheim, S-3-11

5 A Goseck = Teleki 5 A - Geisenheim, S-2-11

5BB V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, N-1-14
ria

5C V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, N-1-17
ria

8B V. berlandieri x V. rip- | Geisenheim, N-1-23
aria

2 Ganzin V. vinifera x V. rupestris | Geisenheim, S-8-11

23G V. viniferax V.riparia | Geisenheim, S-1-10

26 G 27-7 |V.viniferax V. riparia Geisenheim, N-1-4

41B V. viniferax V. Geisenheim, S-13-13
berlandieri

43 G (V. viniferax V. riparia) |Geisenheim, S-3-10
X (V. berlandieri x V.
riparia)

62 G V. viniferax V. riparia | Geisenheim, S-4-10

66 G - Geisenheim, S-5-10

67B 176-4 | - Geisenheim, S-14-11
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Unterlagssorte/Genotyp |Klon |Kreuzung Herkunft/Standort
Feld-Block-Zeile

68 B 169-3 | V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-15-11
ria

71B 154-3 | V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-16-11
ria

75BB 1Gm | V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-14-9
ria

101-14 8 V. ripariax V. rupestris | Geisenheim, S-18-23

88 G V. riparia x V. rupestris | Geisenheim, S-6-10

99 Richter V. berlandieri x V. ru- Geisenheim, N-3-31
pestris

106-8 MG - Geisenheim, S-9-12

109-4 Couderc V. vinifera x V. rupestris | Geisenheim, S-10-12

110G V.ripariax V. vinifera | Geisenheim, S-7-10

110 Richter V. berlandieri x V. ru- Geisenheim, N-3-32
pestris

112G V. viniferax V. riparia | Geisenheim, S-8-10

125 AA V. berlandieri x V. rip- | Geisenheim, N1-21
aria

127 BB - Geisenheim, S-15-9

140 Ruggeri 1 V. berlandieri x V. ru- Geisenheim, S-10-23
pestris

140 Ruggeri 4 V. berlandieri x V. ru- Geisenheim, S-3-23
pestris

141G V. vinifera x (V. cordi- Geisenheim, S-9-10
folia x V. rupestris)

143 A 18-18 | Aramon x V. riparia Geisenheim, N-1-1

157G V. vinifera x Solonis Geisenheim, S-10-10

159G V. vinifera x (Labrusca x | Geisenheim, S-11-10
V. vinifera)

161-49 Couderc V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, N-3-43
ria

162 38 - Geisenheim, S-12-11

Gm

174 G V. riparia x V. rupestris | Geisenheim, S-12-10

199 G - Geisenheim, S-13-10

208 G - Geisenheim, S-14-10

209 G - Geisenheim, S-15-10

236-39 Gm - Geisenheim, S-16-12

316 Gm V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-12-8
ria

420 A V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-2-24
ria

Paulsen 775 E V. berlandieri x V. ru- Italien
pestris

Paulsen 779 E V. berlandieri x V. ru- Italien
pestris

1103 Paulsen 1 V. berlandieri x V. ru- Geisenheim, S-15-24

pestris
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Unterlagssorte/Genotyp | Klon Kreuzung Herkunft/Standort
Feld-Block-Zeile

1103 Paulsen 9 V. berlandieri X V. ru- Geisenheim, S-17-24
pestris

1202 Couderc V. vinifera x V. rupestris | Geisenheim, S-12-12

1616 C Solonisx V. riparia Geisenheim, S-13-12

1616 Tr - Geisenheim, S-14-12

3309 C V. ripariax V. rupestris | Geisenheim, N-2-33

Baco 22 A V. viniferax V.riparia | Geisenheim, S-7-11

Barret 503 6Gm |- Geisenheim, S-9-11

Binova V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, N-3-27
ria

Borner V.riparia1l83 G x V. ci- |Geisenheim, N-1-45
nerea Arnold

Cina Kober 125 AA X V. ci- Neustadt

Na 5004-848 C3 nerea

Dr. Deckerrebe - Geisenheim, S-10-11

Fercal (V. berlandieri x Italien
Colombard)x EM 333

Isabella Labrusca x V. vinifera Geisenheim, S-6-2

Labrusca Varietat

Masannes V. riparia x V. rupestris | Geisenheim, S-6-11

Na 61-99 Geisenheim, S-6-13

Na 162-35 Geisenheim, S-7-13

Na 1201-101 V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-8-13
ria

Na 5004-846 Kober 125 AAX V. ci- Geisenheim, S-7-12
nerea

Na 5024-9 V.riparial1l83 G x V. ci- |Geisenheim, S-17-12
nerea

Na 5024-15 V.riparia1l83 G x V. ci- |Geisenheim, S-4-13
nerea

Na 5095-4 Z Geisenheim, S-5-13

Na 5153-48 V.riparial83 G x V. Geisenheim, S-1-13
cinerea Arnold

Na 5153-76 V.riparia1l83 G x V. ci- |Geisenheim, S-2-13
nerea Arnold

Na 5162-98 Geisenheim, S-3-13

Oberlin 604 V.viniferax V. riparia | Geisenheim, S-4-11

Oberlin 605 - Diez 518, Geisenheim, S-

5-11

Oh Budo - Geisenheim

Rici V.riparia183 G x V. ci- |Neustadt

Na 5153-588 A9 nerea Arnold

Seibel 867 - Geisenheim, S-16-10

D4 V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, N-1-27
ria

Sori Solonisx V. riparia Geisenheim, N-2-32

Sori F2 5378- | Sori frei abgebltiht Geisenheim, S-11-11

65
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Unterlagssorte/Genotyp | Klon Kreuzung Herkunft/Standort
Feld-Block-Zeile

Tel 9BB 264-3 | V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-5-12
ria

Tel 19C 108-3 | - Geisenheim, S-3-12

Tel 52 A 304-4 | V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-13-11

Gm |ria

Tel 112D 91-3 | V. berlandieri x V. ripa- |Geisenheim, S-1-12
ria

Tel C V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-6-12
ria

Tel D V. berlandieri x V. ripa- | Geisenheim, S-8-12
ria

V. amurensis - NW 1758-3, Geisenheim,

S-11-2

V. andersonii Rochester

Geisenheim, S-13-2

V. arizonica - Geisenheim, S-10-13
V. berlandieri - Geisenheim, N-3-34
V. berlandieri - Geisenheim, S-8-2
ResseguierNr.1

V. cinerea 5015 - Geisenheim, S-3-2

V. cinerea Arnold

Geisenheim, S-2-1

V. cinerea Barret 1

Geisenheim, S-2-2

V. cinerea Barret 9

Geisenheim, S-1-2

V. cinerea lllionois

Geisenheim, S-1-1

V. cinerea Missouri

Geisenheim, S-5-1

V. cinerea New York

Geisenheim, S-4-1

V. coignetia

Geisenheim

V. cordifolia

Nr. 61-62, Geisenheim, S-
4-2

V. labrusca Carolina

Geisenheim, S-5-2

V. novae anglicae Rochester

Geisenheim, S-11-8

V. novo mexicana

Geisenheim, S-10-8

V.riparial G - Geisenheim, S-12-7

V. riparial G Engers - Geisenheim, S-7-8
V.riparia 64 G - Geisenheim, S-13-7

V. riparia 68 G - Geisenheim, S-14-7
V.riparia75G - Geisenheim, S-1-8
V.riparia 78 G - BS 64 (1-5), Geisenheim,

S-15-7
V. riparia 80 G - Geisenheim, S-3-8

V.riparial79 G

Geisenheim, S-5-8

V. riparia 183 G

Geisenheim, S-4-7

V. riparia 49173 Cali-
fornien

Geisenheim, S-4-4

V. riparia 5016 Californien

Geisenheim, S-1-4

V. riparia Alberta Fr

Geisenheim, S-13-4

V. riparia Baron Perrier

Geisenheim, S-2-7
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Unterlagssor te/Genotyp

Klon

Kreuzung

Herkunft/Standort
Feld-Block-Zeile

\Y,

. riparia du terretoire

Indien

Geisenheim, S-11-4

\Y,

. riparia Geneva 04

NW 5458-12, Geisenheim,
S-15-6

Vv

. riparia Gloire de Mont-

pellier

Geisenheim, S-8-8

V. riparia grand feuille Nr 8

Geisenheim, S-15-4

V

. riparia grand glabre

Geisenheim, S-7-4

Vv

. riparia Mandan

NW 1558-13, Geisenheim,
S-1-7

V.

riparia Montreal 1

NW 5058-8, Geisenheim,
S-6-6

. riparia Montreal 1

NW 5058-12, Geisenheim,
S-7-6

. riparia Montreal 2

NW 5158-7, Geisenheim,
S-4-6

. riparia Montreal 2

NW 5158-11, Geisenheim,
S-5-6

. riparia Montreal 2

NW 5158-30, Geisenheim,
S-12-6

. riparia Montreal 2

NW 5158-37, Geisenheim,
S-13-6

. riparia Montreal 5

NW 5258-11, Geisenheim,
S-11-6

. riparia Montreal Fr

Geisenheim, S-14-4

.riparia Pailleres

Geisenheim, S-10-4

. riparia pubescent bleu

Geisenheim, S-7-7

. riparia Klosterneuburg

Geisenheim, S-8-4

. riparia pub. Typ Bérner

Geisenheim, S-9-7

. riparia Quebec 1

NW 5558-2, Geisenheim,
S-1-5

. riparia Quebec 2

NW 5658-2, Geisenheim,
S-4-5

. riparia Quebec 3

NW 5758-7, Geisenheim,
S-9-5

. riparia Quebec 4

NW 5858-1, Geisenheim,
S-15-5

. riparia Quebec A 23

NW 6258-6, Geisenheim,
S-2-6

. riparia Quebec B 3

NW 6358-8 Geisenheim,
S-3-6

. riparia rouge pub.

Geisenheim, S-9-4

. riparia sauvage

Geisenheim, S-9-8

. riparia semis Oberlin

Geisenheim, S-5-7

\Y,

. riparia splendens

IV-64 Minchenberg, Gei-
senheim S-10-7
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Unterlagssorte/Genotyp |Klon |Kreuzung Herkunft/Standort
Feld-Block-Zeile

V.riparia Trier - Geisenheim, S-6-4

V. riparia Urbana 2 - NW 4858-11, Geisenheim,
S-14-6

V. rupestris Dieffenbach - Geisenheim, S-12-3

V. rupestris du Lot - Geisenheim, N-3-19

V. slavinii Rhoeder - Geisenheim, S-13-3

V. davinii Rochester - Geisenheim, S-14-3

V. solonislongii Prince - Geisenheim, S-7-3

V. solonis Richter - Geisenheim, S-8-3

V. Thunbergii - Geisenheim, S-11-13

V. treleasii - N 29-30, Geisenheim, S-9-
2

V. vulpina Linne - Geisenheim, S-9-13

Tab. 32: Zusammenstellung der mit Primer #751 untersuchten Genotypen.

Von den aufgefiihrten Sorten wurde einjdhriges Holz im Januar der Jahre 1997-2000 im
institutseigenen Sortiment geschnitten, die DNA extrahiert und anschlieBend innerhalb
einer RAPD-Analyse mit dem Primer #751 amplifiziert.

Insgesamt wurden 151 Unterlagssorten mit Primer #751 untersucht. Jede Unterlagssorte
wurde mindestens dreimal innerhalb der RAPD-Analyse mit Primer #751 amplifiziert und
wie unter 2.2.10 beschrieben ausgewertet.

Es wurden hauptsédchlich die Nachkommen folgender Kreuzungsgruppen getestet:

V. berlandieri x V. riparia

V. berlandieri x V. rupestris

V.ripariax V. rupestris

V.ripariax V. cinerea

V. viniferax V. riparia

V. vinifera x Vitis V. rupestris

Weiterhin wurden verschiedene Wildformen untersucht.

Die genetische Ahnlichkeit der verschiedenen Sorten, basierend auf der Anwesenheit oder
Abwesenheit der amplifizierten Fragmente, wurde nach DICE (SNEATH und SOKAL
1973) berechnet.

Der Primer #751 produzierte fiir alle 151 Unterlagssorten 86 Banden. Mit Hilfe dieser

Banden konnten bis auf folgende Unterlagen (1-7) alle Sorten differenziert werden:
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1) Binova— SO 4

2) 75BB-Tel 52 A

3) V.riparial83 G- V.riparia75G

4) 174 G- V. amurensis

5) V. riparia Alberta Fr — V. riparia pub. Typ Borner
6) Rici — Cina

7) Na 5024-15 — Na 5153-48

Der Primer #751 produzierte keine Banden, die bei allen 151 Sorten gleichermaf3en zu fin-

den waren (monomorphe Banden). Der Molekulargewichtsbereich, innerhalb dessen Ban-

den auftraten, erstreckte sich von 2760 bp bis hin zu 490 bp. Im Bereich von 2000 bp bis

900 bp war die grofite Anhdufung von Banden zu finden. Dabei fanden sich Einzelbanden

fiir folgende Unterlagssorten:
V. riparia Quebec A (2760 bp)
V. riparia semis Oberlin (2510 bp)
V. riparia splendens (2470 bp)
V. riparia Montreal 2 NW 5158-37 (2450 bp)
V. riparia Montreal 5 NW 5258-11(2410 bp)
Fercal (1930 bp)
V. riparia Klosterneuburg (2260 bp)
41 B (1910 bp)
Paulsen 779 E (2140 bp)
V. cinerea Barret 9 (530 bp)
V. dlavinii Rhoeder (490 bp)

Zunichst wurde die Verteilung der genetischen Ahnlichkeitsindices iiber alle 151 geteste-

ten Genotypen betrachtet (siche Anhang Abbildung I, Tabelle III). Dazu wurden die Indi-

ces in ihrem Bereich von 0 bis 1 in 0,1 Schritte zerlegt und die fiir jede Sorte auftretenden

Ahnlichkeitsindices gezihlt. AbschlieBend wurde die Anzahl des jeweiligen Indexes fiir

alle 151 Genotypen prozentual umgerechnet.

Dabei wurde festgestellt, dass eine normale Verteilung der Ahnlichkeitsindices besteht

(Abbildung 25). Es liegt weder eine signifikante Orientierung in Richtung 1 oder 0 vor.
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Verteilung der Ahnlichkeitsindices [%]
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Abb. 25: Verteilung der genetischen Ahnlichkeitsindices fiir alle untersuchten 151 Geno-
typen.

Die Art der Verteilung ldsst auf eine groB3e genetische Divergenz der untersuchten Sorten
schlieBen. Es lagen nur 0,36 % der Unterlagssorten im Bereich des Ahnlichkeitsindex von
0,9 und 13,85 % im Bereich von 0,8. Der groBte Anteil der Ahnlichkeitsindices der Sorten
lag im Bereich von 0,4 mit 18,82 %, {iber 0,5 mit 27,23 % bis hin zu 0,6 mit 22,3 %. Daran
schlossen sich die Bereiche 0,2 mit 2,85 %, 0,1 mit 0,61 % und 0 mit 0,9 % an. Die 0,06 %
im Bereich 1 waren die bereits angesprochenen Unterlagssorten, die genetisch nicht durch
Primer #751 zu differenzieren waren.

Das durch die nach DICE kalkulierten genetischen Ahnlichkeiten und mit Hilfe der
UPGMA Cluster Methode konstruierte Dendrogramm (siehe Anhang) zeigte eine Cluster-
bildung von bestimmten Unterlagssorten, wihrend andere Sorten auBerhalb der Cluster
standen.

Die Wildform V. riparia du terretoire zeigte gegeniiber den iibrigen Sorten Ahnlichkeits-
indices zwischen 0 bis 0,267 (bei V. cinerea Barret 1) und war somit am weitesten von

allen anderen Sorten entfernt.
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Ein Teil der getesteten Sorten (106) bildeten 7 Cluster, die wiederum zu einem groflen
Cluster zusammengefasst werden konnen. Innerhalb dieser Cluster waren unter anderem
die Sorten angeordnet, die mittels Primer #751 nicht voneinander zu trennen waren, bzw
die Unterlagssorten, die Ahnlichkeitsindices von 0,7 bis 0,9 aufwiesen.

AuBerhalb dieser Gruppierung lagen die Sorten, welche die niedrigsten Ahnlichkeitsindi-

ces mit den jeweils anderen Unterlagssorten zeigten.

3.2.5 Genetische Divergenz der Wildreben

Die aus Asien oder Amerika stammenden Wildreben bliihten frei ab. Demnach muss von
einer hohen Vermischung des Erbgutes ausgegangen werden.

Es wurden 43 verschiedene Genotypen von V. riparia auf ihre genetische Divergenz hin
untersucht. Die Ahnlichkeitsindices erstreckten sich von 0 bis 0,7. Wie bereits angegeben,
stellte V. riparia du terretoire eine Ausnahme dar. Sie stand auferhalb der Cluster (siche
Abbildung 26).
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ADbb. 26: Dendrogramm mit 43 verschiedenen V. riparia Wildformen.
Das Dendrogramm wurde mit Hilfe von UPGMA erstellt,
RAPD-Daten, verrechnet nach DICE.
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Anhand des Dendrogrammes ist zu sehen, dass die hier untersuchten Riparien genetisch
differieren. Das gleiche galt fiir andere Wildarten wie V. cinerea (siche Abbildung 27). So

zeigte auch hier der Ahnlichkeitsindex Werten zwischen von 0,19 bis 0,7.

V.cin. Barrett 1

V. cin. Barrett 9

V. cin. 5015

V. cin. New York

V. cin. Arnold

V. cin. Missouri

V. cin. lllionois

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Koeffizient DICE

Abb. 27: Dendrogramm mit 7 verschiedenen Vitis cinerea Genotypen.
Das Dendrogramm wurde mit Hilfe von UPGMA erstellt, basierend auf den
RAPD-Daten, verrechnet nach DICE.

3.2.6 Unterscheidung der Unterlagssorten Kober 5 BB und Teleki 5 A Goseck

In der Literatur werden die Unterlagssorten Kober 5 BB und Teleki 5 A Goseck als nicht
trennbar angegeben (WALKER und LIU 1995; GUERRA und MEREDITH 1995;
THOMAS et al. 1994). Im Rahmen der Untersuchungen zur Differenzierungsbreite von
Primer #751 wurden beide Sorten untersucht. Beide Unterlagssorten konnten eindeutig
durch diesen Primer voneinander abgetrennt werden.

Die eingezeichneten Pfeile markieren die zur Unterscheidung notwendigen Banden. Die

Unterlagssorte Kober 5 BB zeigt eine Bande bei 1410 bp, Teleki 5 A Goseck dagegen Ban-
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den bei 1355 bp, 705 bp und 585 bp (siche Abbildung 28). Ihr Ahnlichkeitsindex zueinan-
der betrug 0,57.

Abb. 28: Differenzierung der Unterlagssorten Kober 5 BB und Teleki 5 A, amplifiziert
mit Primer #751.
Die eingezeichneten Pfeile kennzeichnen die zur Unterscheidung wichtigen
Banden.

3.2.7 Praktisches Beispiel der Sortentrennung anhand eines 30 Jahre alten
Weinberges

Im Zuge der Uberpriifung der Methode auf ihren Einsatz in der Routine der Sortendiffe-
renzierung wurden immer wieder Proben untersucht, bei denen die Sorte der Unterlage
unbekannt war oder {iberpriift werden sollte. In diesem Beispiel handelte es sich um einen
bereits 30 Jahre alten Weinberg, der zur Neuanpflanzung anstand. Die Ertragsrebsorte war
bekannt, die Unterlagssorte nicht. Da der Weinberg tiber 30 Jahre hinweg optimal stand,
sollte die Unterlage der Neupflanzung der alten entsprechen. Es wurden Wurzelproben aus

dem bestehenden Weinberg entnommen und auf ihre Sorte hin tiberpriift (Abbildung 29).
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Abb. 29: Sortenidentifizierung einer Unterlage aus einem 30 Jahre alten Weinberg.
Es wurden Wurzelproben aus einem 30 Jahre alten Weinberg auf die Unterlags-
sorte hin tberpriift (P). Die Wurzelproben wurden wie bereits beschrieben be-
handelt und die DNA extrahiert. Als Referenzsorte wurden institutseigene Sorten
eingesetzt. Die DNA wurde mit Primer #751 innerhalb einer RAPD-PCR ampli-
fiziert.

Die mit ,P’ gekennzeichnete Probe wurde mit institutseigenen Unterlagssorten verglichen.
Nach Abgleich der Sorten mit der zu testenden Probe wurde diese als Unterlagssorte SO 4

erkannt.

3.3 Ahnlichkeitsverhalten der 7 in Deutschland am haufigsten verwende-

ten Unterlagssorten

Die sieben in Deutschland am hiufigsten verwendeten Unterlagssorten, SO 4, 125 AA, 8 B,
5 C, 5BB, 3309 C und Borner sind eng miteinander verwandt. So gehdren SO 4, 125 AA, 8
B, 5 C und 5 BB zu einer gemeinsamen Kreuzungsgruppe (V. berlandieri x V. riparia).
Borner (V. ripariax V. cinerea Arnold) und 3309 C (V. riparia x V. rupestris du Lot) sind
mit dieser Gruppe tiber V. riparia verwandt. Im Rahmen einer Diplomarbeit (ORTLIEB
1999) wurden drei weitere Dekamer Primer gefunden, die alle 7 Sorten voneinander unter-
scheiden konnten (#746 GGGTGTTGGG, #758 GGTTGGGTGG, #778 CCACACCACA).

Zusammen mit den Primern #722 und #751 wurden insgesamt 70 Banden erhalten, wobei
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56 davon polymorphe Banden waren. Unter diesen polymorphen Banden traten 3 auf, die
spezifisch fiir die Kreuzungsgruppe V. berlandieri x V. riparia waren. Zudem ergaben sich
10 Einzelbanden fiir die Sorten 3309 C, 5 BB, SO 4 und Borner.

Die genetische Ahnlichkeit wurde nach DICE (SNEATH und SOKAL 1973) errechnet.
Das in Abbildung 30 dargestellte Dendrogramm reprasentiert die genetischen Verwandt-

schaftsgrade zwischen den 7 Unterlagssorten.

Bo6rner

D4

125AA

5BB

5C

8B

3309C

I T T T T T T T T T I T T T T T T T T T ]
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00
Koeffizient DICE

Abb. 30: Darstellung der genetischen Ahnlichkeiten der 7 Unterlagssorten SO 4, 125 AA, 5
C, 5BB und 8 B aus der Kreuzungsgruppe V. berlandieri x V. riparia und Borner
(V. ripariax V. cinerea Arnold) sowie 3309 C (V. ripariax V. rupestris du Lot).
Das Dendrogramm wurde mit Hilfe der UPGMA Cluster Methode konstruiert,
iiber die nach DICE errechneten genetischen Ahnlichkeiten, basierend auf der
RAPD-Analyse mit 5 verschiedenen Primern.

Die Sorten SO 4, 125 AA, 8 B, 5 C und 5 BB bildeten ein Cluster gegentiber Borner und
3309 C, wobei innerhalb des Clusters die Unterlagssorten SO 4, 125 AA und 5 BB den Sor-
ten 8 B und 5 C gegeniiberstanden. Diese Verteilung wurde auch durch die Ahnlichkeitsin-
dices deutlich (Tabelle 33). Borner wies im Vergleich zur Kreuzungsgruppe V. berlandieri
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x V. riparia Werte zwischen 0,52 und 0,66 auf, wihrend die Nachkommen dieser Kreu-
zungsgruppe untereinander Ahnlichkeitsindices zwischen 0,55 und 0,8 besaB3en.

Die Unterlagssorte 3309 C war am weitesten von den untersuchten Sorten entfernt. So
zeigte 3309 C mit SO 4, 125 AA, 8 B, 5 C und 5 BB Ahnlichkeitsindices zwischen 0,4 und
0,53, mit der Sorte BOrner aber nur 0,29 (Tabelle 32).

1
SO4 | 0,54 1
125 AA| 0,59 0,75 1
5C 0,54 0,55 0,72 1
5BB 0,66 0,72 0,73 0,72 1
8B 0,52 0,63 0,74 0,8 0,71 1
3309C| 0,29 0,4 0,53 0,51 0,42 0,45

Tab. 32: Ahnlichkeitsindices der 7 untersuchten Unterlagssorten, errechnet durch DICE,
basierend auf der RAPD-Analyse mit fiinf verschiedenen Dekamer-Primern.

3.4 ldentifikation von Unterlagssorten durch die RAPD-Analyse —

Dar stellung eines mathematischen M odells

Die RAPD-Analyse wird oftmals als nicht geniigend reproduzierbar angesehen (XU et al.
1995). Durch Optimierung, Standardisierung und Wahl eines stabilen Dekamer-Primers
wurde hier die geforderte Reproduzierbarkeit erhalten. Unter dieser Voraussetzung wurde
weitergehend untersucht, ob die erhaltenen Bandenmuster in ihren Molekulargewichten so
exakt reproduziert wurden, dass sie mathematisch ausgedriickt werden konnten.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden bereits Unterlagssorten auf der Basis der RAPD-
Methode voneinander abgetrennt (sieche 3.2.4). Nun wurde untersucht, inwieweit es mog-
lich ist mit Hilfe eines Rechenmodells, ermittelt durch KIRCHNER-NESS (pers. Mittei-
lungen 2000), Bandenmuster mathematisch so darzustellen, dass

1. die Unterlagssorten untereinander differenzierbar sind

2. die Unterlagssorten errechnet werden kdnnen und somit die Verwendung von Refe-

renzen innerhalb eines Testlaufes unnotig wurden.
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Fiir die Entwicklung eines solchen Rechenmodells wurde zunichst von 7 Unterlagssorten
ausgegangen: Borner, 3309 C, O 4, 5 C, 125 AA, 8 B und 5 BB. Diese Sorten wurden mit
Primer #751 6 mal amplifiziert und mit Hilfe von Agarose-Gelen aufgetrennt. Dann wur-

den die Molekulargewichte der einzelnen Banden jeder Sorte bestimmt.

Zunichst wurde versucht, die Banden aufgrund ihrer Molekulargewichte in ein Cluster
einzuteilen. Dies war so allerdings nicht moglich, da die Streuungen der Molekulargewich-
te fiir die einzelnen Banden zu grof3 waren. Es lieBen sich kein, fiir eine Sorte typisches
Bandenmuster erkennen.
Es wurden zwei Berechnungsformen untersucht:

- Logarithmische Transformation

- Lineare Transformation
Fiir die logarithmische, wie fiir die lineare Berechnung, wurde untersucht, ob eine Zuord-
nung der Banden zu bestimmten Molekulargewichtsbereichen moglich war. Dabei waren
keine Clusterbildungen von einzelnen Banden ersichtlich. Die sieben Sorten konnten an-

hand der errechneten Banden nicht voneinander unterschieden werden.

Es wurden interne Referenzbanden festgelegt, die allen untersuchten Unterlagssorten ge-
meinsam waren:

- Dgi: 906 bp

- Dg: 1073 bp

- Dg3: 1441 bp
Die Werte der Basenpaare ergaben sich aus dem Durchschnitt der Molekulargewichte der
jeweiligen Bande {iber alle in diesem Zusammenhang untersuchten Gele (6) und Unter-
lagssorten (7). Dieser fiir jede Referenzbande berechnete Wert wurde als D, bezeichnet.
Diese Banden fungierten als interner Standard der einzelnen Bandenmuster, anhand derer
die anderen Banden ausgerichtet wurden.
Die Referenzbanden wurden in Kombinationen untereinander und einzeln als interner
Standard herangezogen. Es wurden folgende Kombinationen untersucht:

- Dgi und Dy

- Dgi und Dgs3

- Dy und Dgs3
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Zusétzlich wurden den untersuchten Banden Intensititswerte zugewiesen. So stand 1 fiir
schwache Intensitét, 2 fiir mittlere und 3 fiir starke Intensitdt. Den Banden wurden in die-

sen zwei Schritten ihr Molekulargewicht und die Intensitét zugeordnet.

L ogarithmische Transformation der Banden:

Trotz der internen Referenzbanden konnte keine zufriedenstellende Gruppierung der ein-
zelnen Banden stattfinden. Die Kombinationen der Referenzbanden ergaben keine erkenn-
baren Clusterbildungen der Banden.

Eine Ausrichtung der Banden an Referenzbande Dy3 mit 1441 bp lie ebenfalls keine Zu-
ordnung der Banden zu bestimmten Molekulargewichtsbereichen und damit eine Unter-
scheidung der Unterlagssorten voneinander zu. Dy (1073 bp) zeigte eine Struktur in den
Molekulargewichtsbereichen von 1000 bp — 550 bp und um 2050 bp. Im Bereich von 1100
bp — 1850 bp war keine Finteilung der Banden moglich. Dg; (906 bp) lieB ebenfalls in den
Bereichen 1000 bp — 550 bp und um 2050 bp eine Einteilung zu, wihrend der Bereich von
1100 bp — 1850 bp dies nicht ermdglichte.

Lineare Transformation der Banden:
Die lineare Berechnung der einzelnen Banden (B) wurde zunidchst mit Hilfe der Kombina-
tion von jeweils zweien der drei Referenzbanden (D) versucht. Fiir eine Berechnung mit

D, und Dg; bedeutete dies beispielsweise:

N (Dg3-Dg2) * x + B3 * Dgy — By * D3 Gleichung 1
B;—B;

Diese Berechnungen (Gleichung 1) wurden fiir die Kombinationen Dg; und Dy, sowie Dy
und D,3 durchgefiihrt.

Keine der drei Kombinationen konnte eine klare Zuordnung der Banden zu einem be-
stimmten Molekulargewichtsbereich erkennen lassen. Deshalb wurden die Referenzbanden

einzeln untersucht:

X * Dy Gleichung 2
B

X —>
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Die Berechnungen (Gleichung 2) fiir die einzelnen Referenzbanden zeigten, dass eine Aus-
richtung der Banden an der internen Referenzbande Dy, (1073 bp) eine Einteilung der
Banden in bestimmte Molekulargewichtsbereiche zuliel und eine Unterscheidung der Un-
terlagssorten aufgrund dieser Berechnung mdglich war. Die Banden wurden von 1-16
nummeriert und jedem der 16 Positionen ein Molekulargewichtsbereich zugeordnet, dem
wiederum die Banden mit ihren jeweiligen Molekulargewichten zugewiesen wurden. Es
entstand ein ,errechnetes Bandenmuster’.

Bei diesen Berechnungen war die Information der Intensitdt der Banden wichtig. Aufgrund
der Intensitit, die liblicherweise nicht in die Beurteilung von RAPD-Bandenmustern mit
einflieft, konnte zwischen ,wichtigen, immer auftretenden Banden’ und ,nicht wichtigen
Banden’ unterschieden werden. Durch die Gewichtung der Banden aufgrund ihrer Intensi-
tatsstufen 1-3 konnte zwischen den Banden differenziert werden, die immer anwesend sein
mussten, da sie zur Unterscheidung dienten (Intensitét 2, 3) und solchen, die in ihrer Inten-
sitdt schwach (1) und nicht immer vorhanden waren.

In Abbildung 31-37 wurden die errechneten Banden der untersuchten Unterlagssorten dar-
gestellt. Die Sdulen, die iiber einen Wert von 1,5 kamen, représentierten die Banden, wel-
che eine Intensitdt von 2-3 besallen und zur Differenzierung der Sorten voneinander fiihr-
ten.

Die Banden wurden nach der bereits aufgefiihrten Formel berechnet:

X * Dg Gleichung 3

X —>
B,

Wobei x fiir die zu errechnende Bande stand, Dy das Durchschnittsmolekulargewicht der
Bande 11 darstellte und B, den aktuellen Wert der Bande 11 im zu analysierenden Gel der

entsprechenden Sorte reprisentierte.
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Abb. 31: Das Bandenmuster der Unterlagssorte Borner, errechnet mit Bande 11 (Dyy) als
Referenzbande.
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Abb. 32: Das Bandenmuster der Unterlagssorte SO 4, errechnet mit Bande 11 (Dy) als
Referenzbande.



Ergebnisse

125 AA

1,5 1

OHHDD

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Bandenanzahl

Bandenintensitat

Abb. 33: Das Bandenmuster der Unterlagssorte 125 AA, errechnet mit Bande 11 (Dy») als
Referenzbande.
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Abb. 34: Das Bandenmuster der Unterlagssorte 5 C, errechnet mit Bande 11 (Dy) als Re-
ferenzbande.



Ergebnisse

5 BB

w

Bandenintensitat

=
o (6]
w [
o A
—

o HUHAON

6 7 9 10 11 12 13 14 15 16
Bandenanzahl

Abb. 35: Das Bandenmuster der Unterlagssorte 5 BB, errechnet mit Bande 11 (Dy) als

Referenzbande.
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Abb. 36: Das Bandenmuster der Unterlagssorte 8 B, errechnet mit Bande 11 (Dy) als Re-
ferenzbande.
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Abb. 37: Das Bandenmuster der Unterlagssorte 3309 C, errechnet mit Bande 11 (Dyy) als
Referenzbande.

Das hier beschriebene Rechenmodell war in der Lage, die Bandenmuster der 7 Unterlags-
sorten mathematisch darzustellen. Ausschlaggebend war die lineare Ausrichtung aller
Banden an der Referenzbande Dy, und die Bewertung der Intensititen aller ausgewerteter
Banden.

Die in diesem Zusammenhang untersuchten Unterlagssorten zeigten ein charakteristisches

Muster und waren im Rahmen dieses Modells identifizierbar.

3.5 Untersuchungen zur genetischen Varianz von Unterlagenklonen

Da Unterlagenklone schwer bzw. gar nicht ampelographisch zu unterscheiden sind, stellte
sich die Frage, ob es moglich war, mit Hilfe von Marker-Systemen genetische Varianzen
innerhalb der Unterlagenklone zu detektieren.

Es wurden verschiedene Methoden daraufhin untersucht: RAPD-, AFLP- und SAMPL-
Analyse.
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3.5.1 DieRAPD-Analyse zum Nachweis genetischer Varianzen

Der Primer #751 konnte 144 Unterlagssorten voneinander abgrenzen. Es wurde am Bei-
spiel der Unterlagssorte 5 C untersucht, inwieweit eine Auftrennung von Klonen mit die-
sem Primer mdglich war. In Abbildung 38 ist die Auftrennung der Klone der Unterlagssor-
te 5 C dargestellt. Der Primer #751 war nicht in der Lage, Unterschiede zwischen einzel-

nen Klonen aufzuzeigen.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

Abb. 38: Klone der Unterlagssorte 5 C, amplifiziert mit Primer #751.
Bahn 1: 5 CKl 6-22 Gm[1], Bahn 2: 5 C Kl 6-4-22 Gm, Bahn 3: 5 C Kl 10-48-49
Gm, Bahn 4: 5 C Kl 6-22 Gm [2], Bahn 5: 5 C Kl 6-16 Gm, Bahn 6: 5 C Kl 6-53
Gm, Bahn 7: 5 C Kl 10-49 Gm, Bahn 8: 5 C Kl 6-13 Gm, Bahn 9: 5 C Kl 6-52
Gm, M: Molekulargewichtsmarker.

Im Rahmen einer Diplomarbeit (NILSSON 2001) wurde unter anderem die Auftrennung
von Unterlagenklonen mit Tetranukleotid-Primern untersucht. Dabei zeigten aufler dem
Primer #156 alle iibrigen Tetranukleotid-Primer ebenfalls keine Unterschiede auf. Die 5 C
Klone wurden mit Primer #156 (TGC CCC GAG C) amplifiziert und in einem Agarose-
Gel aufgetrennt (Abbildung 39).
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ADbb. 39: Klone der Unterlagssorte 5 C, amplifiziert mit Primer #156.
Bahn 1: 5 C Kl 6-22 Gm [1], Bahn 2: 5 C KI 6-22 Gm [2], Bahn 3: 5 C Kl 6-22
Gm[3], Bahn 4: 5 C Kl 6-4-22 Gm, Bahn 5: 5 C K| 6-13 Gm, Bahn 6: 5 C K| 6-16
Gm, Bahn 7: 5 C Kl 6-52 Gm, Bahn 8: 5 C Kl 6-53 Gm, Bahn 9: 5 C Kl 10-48-49
Gm, Bahn 10: 5 C KI 10-49 Gm, M: Molekulargewichtsmarker.

Mit dem Primer #156 konnte keine direkte Differenzierung zwischen den Klonen erreicht
werden. Allerdings zeigten die Klone gewisse UnregelméBigkeiten in ihrem Bandenmuster
(markierte Bereiche), die auch reproduziert werden konnten. Die mit [1]-[3] markierten 5
C Kl 6-22 Gm sowie 5 C Kl 6-13 Gm, 5 C Kl 6-16 Gm, 5 C Kl 6-52 Gmund 5 C Kl 6-53
Gm stammten aus dem Unterlagenschnittgarten Mandel in Lorch.

Fiir eine grofere Trennungsschirfe wurden die 5 C Klone, amplifiziert mit Primer #156, in

einem Polyacrylamidgel aufgetrennt (Abbildung 40).
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Abb. 40: Die Klone der Unterlagssorte 5 C wurden mit Primer #156 (TGC CCC GAG C)
amplifiziert und in einem Polyacrylamid-Gel aufgetrennt.
Bahn 1: 5 C Kl 10-49 Gm, Bahn 2: 5 C Kl 10-48-49 Gm, Bahn 3: 5 C Kl 6-53
Gm, Bahn 4: 5 C Kl 6-52 Gm, Bahn 5: 5 C Kl 6-16 Gm, Bahn 6: 5 C KI 6-13 Gm,
Bahn 7: 5 C Kl 6-4-22 Gm, Bahn 8: 5 C Kl 6-22 Gm[1], Bahn 9: 5 CKI 6-22 Gm
[4], Bahn 10: 5 C KI 6-22 Gm [2], M: Molekulargewichtsmarker.
Die wichtigen Banden sind mit einem Pfeil gekennzeichnet.

In Tabelle 34 sind die Banden aufgefiihrt, die in der Abbildung 40 mit Pfeil gekennzeich-
net sind und Unterschiede zwischen den Klonen ergaben. Dabei ist zu beachten, dass die
Klone 5 C KI 10-49 Gm, 5 C Kl 6-53 Gm, 5 C KI 6-52 Gm, 5 C Kl 6-16 Gm, 5 C Kl 6-13
Gm und der erste sowie der letzte aufgefiihrte 5 C Kl 6-22 Gm Klon von einem anderen
Standort stammten (Mandel, Lorch am Rhein).
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5 CKlone
Mal ek_ular | 10-49 10-48- 6-53 652 6-16 6-13 6422 622 622 622
gewicht Gm 49 Gm Gm Gm Gm Gm GmJ[l] Gm[4] Gm[2]

[bp] Gm

530 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
510 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1
470 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0
440 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
390 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0
380 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
360 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
320 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0
290 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0

Tab. 34: Darstellung der Banden, die genetische Varianzen zwischen den 5 C Klonen auf-
zeigten.

Die Klone 5 C Kl 10-49 Gm, 5 C Kl 6-52 Gmund der erste der 5 C Kl 6-22 Gm wiesen ein
einheitliches Bandenmuster auf. Das gleiche galt fiir die Klone 5 C Kl 6-16 Gmund 5 CKI
6-13 Gm. Die Gruppen wiesen untereinander, wie auch im Vergleich zu den iibrigen 5 C
Klonen, Banden auf, die sie voneinander abgrenzten. Es war auffillig, dass die drei 5 C K
6-22 Gm Klone unterschiedliche Banden aufwiesen; wobei der zweite 5 C Kl 6-22 Gm im
Vergleich zu den beiden anderen ein sehr unterschiedliches Bandenmuster zeigte.

Es konnten auf diese Weise Unterschiede zwischen den Klonen festgestellt werden, aber
die Banden waren aufgrund ihrer GroBe nicht eindeutig voneinander abzugrenzen. Aus
diesem Grund wurden Methoden eingesetzt, die kiirzere Fragmente lieferten, die innerhalb

eines Polyacrylamidgeles besser aufzutrennen waren und eindeutigere Ergebnisse lieferten.

3.5.2 AFLP- und SAMPL-Analyse zum Nachweis von genetischen Varianzen der
Klone der Unterlagssorten SO 4,5 BB und 5 C sowie der Unterlagssorte Bino-

va

Die ,amplified fragment length polymorphism’ (AFLP) Analyse beruht auf dem Schneiden
genomischer DNA und der anschlieBenden selektiven Amplifikation der so erhaltenen
Fragmente. Aufgrund der relativ kurzen DNA-Fragmente ist es moglich, auch minimale
Unterschiede in Genomen festzustellen (VOS et al. 1995). Somit konnte sich die AFLP zur

Unterscheidung von sehr eng verwandten Sorten oder sogar von Klonen eignen.
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Die ,selective amplified microsatellite polymorphism loci’ (SAMPL)-Analyse entspricht in
threm methodischen Ablauf der AFLP. Der Unterschied zwischen beiden Methoden be-
steht darin, dass bei der SAMPL-Analyse im zweiten Amplifikationsschritt ein Primer mit
Mikrosatellitenstruktur verwendet wird.

Mit acht Primerkombinationen, vier AFLP (siehe 2.2.6.6) und vier SAMPL (siehe 2.2.7)

Primerkombinationen wurden die in Tabelle 35 aufgefiihrten Unterlagenklone getestet.

Unterlagssorte | Unterlagenklon Herkunft Feld/Block/Zeile/Stock
SO4 2Gm Mandel, Lorch -/1/9/4
S04 47 Gm Mandel, Lorch -/2/9/1
S04 47-7 Gm Geisenheim N/1/4/3
S04 60 Gm Mandel, Lorch -/3/9/1
SO 4 94 INRA Geisenheim N/3/15/3
04 S CA-ANTAV Geisenheim N/3/14/3

Binova Geisenheim N/3/27/9
5C 6-4-22 Gm Geisenheim N/1/18/2
5C 6-13Gm Mandel, Lorch -/5/3/1
5C 6-16 Gm Mandel, Lorch -/4/3/1
5C 6-22 Gm [4] Geisenheim N/1/17/4
5C 6-22Gm|[1] Mandel, Lorch -/3/3/1
5C 6-22 Gm [2] Mandel, Lorch -/3/3/3
5C 6-22 Gm [3] Mandel, Lorch -/3/3/5
5C 6-52 Gm Mandel, Lorch -/2/3/1
5C 6-53 Gm Mandel, Lorch -/1/3/1
5C 10-48-49 Geisenheim N/1/1/2
5C 10-49 Gm Mandel, Lorch -/6/3/2

5BB 13-3Gm Mandel, Lorch -/6/1/1
5BB 13-5Gm Mandel, Lorch -/5/1/2
5BB 13-5Gm Geisenheim -/1/15/2
5BB 13-11 Gm Mandel, Lorch -/4/1/3
5BB 13-13 Gm Mandel, Lorch -/3/1/1
5BB 13-15 Gm Mandel, Lorch -/2/1/1
5BB 13-21 Gm Mandel, Lorch -/1/1/1
5BB 13-44-3 Gm Geisenheim N/1/13/2
5BB 13-45-5Gm Geisenheim N/1/15/3
5BB 48 WE Geisenheim N/3/4/2
5BB 137 WZ Geisenheim N/3/5/1
5BB 276 INRA Geisenheim N/2/8/1
5BB ANTAV Geisenheim N/3/7/3

Tab. 35: Die hier dargestellten Unterlagssorten und deren Klone wurden mit vier AFLP

und vier SAMPL Primerkombinationen untersucht.

Die Unterlagssorte 5 C KI 6-22 Gm war mit 4 unterschiedlichen Pflanzen vertre-

ten, 5 BB Kl 13-5 Gmmit 2 Pflanzen.
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3.5.2.1 Auswertungen der AFLP- und SAMPL-Analysen

Die exprimierten Rontgenfilme wurden so gelesen, indem jede présente Bande mit ,1° und
jede abwesende Bande mit ,0° in ein Schema eingetragen wurde. Daraus ergab sich eine
bindre Matrix, mit der verschiedene Auswertungen vorgenommen wurden.

Zuerst erfolgte eine Trennung der Banden nach monomorphen und polymorphen Banden.
Danach wurden die polymorphen Banden nochmals in ,unterlagssortenspezifische Ban-
den’, ,Einzelbanden’und nach ,wiederholende Banden’ unterteilt. Zu diesen kamen noch
die ,polymorphen, nicht zu einer Unterscheidung geeigneten Banden’.

,Wiederholende Banden’ bilden einen sich wiederholenden Polymorphismus. Diese Ban-
den treten in mehr als einem Klon innerhalb einer Unterlagssorte auf. Als ,polymorphe,
nicht zu einer Unterscheidung geeignete Banden’ wurden die Banden aufgefiihrt, die in
mehr als einem Klon unterschiedlicher Unterlagssorten auftraten. Diese Banden fiihren
nicht zur Identifikation einer Unterlagssorte; sie stellen keine Einzelbande fiir einen einzi-
gen Klon einer Unterlagssorte dar und sie bilden keinen sich wiederholenden Poly-
morphismus innerhalb einer Unterlagssorte. Aus diesem Grund konnten diese Banden
nicht zur Unterscheidung von Unterlagssorten oder —klonen herangezogen werden und
flossen demnach nicht in den Anteil der polymorphen Banden mit ein. Sie sollten aber ihre
Verwendung innerhalb der Ahnlichkeitsanalyse finden.

Ausgewertet wurden nun auf der einen Seite die Unterscheidung der Unterlagssorten und
ithrer Klone, auf der anderen Seite die Diversitit der Unterlagssorten und ihrer Klone mit
Hilfe von Ahnlichkeitsindices und Dendrogramm. Beispiele zu den einzelnen Bandentypen

wurden in Abbildung 41 dargestellt.
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5BB - Klone SO 4 - Klone 5C-Klone
monomorph XXXXXXXX XXXXXXXX XXXXXXXX
Unterlagssortenspezifisch XXXXXXXX | ==------ | e-e-----
Einzelbanden | -------- SRS CETI BT
WiederholendeBanden | -------- | -------- -X--X-X-
Nicht zur Unter scheidung
_ ---X---X ---X---- ---XX---
geeignete Banden
ADbDb. 41: Beispiele der Einteilung der auftretenden Banden in monomorphe, ,unterlagssor-
tenspezifische Banden’, ,Einzelbanden’, ,wiederholende Banden’ und ,polymor-
phe, aber nicht zu einer Unterscheidung geeignete Banden’.
Dabei stellte ,x’ eine vorhandene Bande dar, ,-’ stand fiir fehlende Banden. Es

war zu beachten, dass hier nur Beispiele der Bandeneinteilungen dargestellt wur-
den. Es waren auch andere Kombinationen innerhalb eines Bandentyps moglich.

In Abbildung 42 ist ein Ausschnitt aus einem Polyacrylamidgel dargestellt, welches aufge-
trennte, in der AFLP-Analyse untersuchte Proben zeigt. Es sind monomorphe Banden so-
wie ,unterlagssortenspezifische Banden’ und ,Einzelbanden’ zu erkennen. Die fiir alle Sor-
ten und Klone erkennbaren, monomorphen Banden wurden zur Ermittlung der anteiligen

Prozentigkeit der polymorphen Banden zur Gesamtmenge an Banden bendtigt und daher

mitgezihlt. Sie gingen aber nicht in die Berechnung fiir die Diversitéten mit ein.

Die Zahlen, welche auf dem Gel zu lesen sind, markieren teilweise die zur Auswertung

verwendeten Banden.
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Abb. 42: Darstellung eines Ausschnittes aus einem Polyacrylamidgel mit Proben aus der
AFLP-Analyse mit Primerkombination E36+38 / G31.
Die Pfeile markieren die polymorphen Banden: ,unterlagssortenspezifische’ und

,Einzelbanden’.
1: 5BBKI 13-3Gm 11: 5BBKI 137 WZ 21: 5CKIl 6-4-22 Gm
2: 5BBKI 13-5Gm 12: 5BB Kl 276 INRA 22: 5 CKI 6-13 Gm
3: 5BBKI 13-5Gm 13: 5 BB KI ANTAV 23: 5 CKI 6-16 Gm
4: 5BBKI 13-11 Gm 14: SO4KI 2Gm 24: 5CKI 6-22Gm[1]
5: 5BBKI 13-13Gm 15: SO 4Kl 47 Gm 25: 5CKI 6-22 Gm[2]
6: 5BBKI 13-15Gm 16: SO 4Kl 47-7 Gm 26: 5CKI 6-22 Gm[3]
7: 5BBKI 13-21 Gm 17: SO 4Kl 60 Gm 27:5CKI 6-22 Gm [4]
8: 5BBKI 13-44-3 Gm 18: SO 4 Kl 94 INRA 28: 5 CKIl 6-52 Gm
9: 5BBKI 13-45-5Gm 19: SO 4 KI SICA+ANTAV 29: 5 CKIl 6-53 Gm
10: 5 BB Kl 48 WE 20: Binova 30: 5CKI 10-48-49 Gm

31: 5CKI 10-49 Gm

Die Auswertung der SAMPL-Analyse wurde wie die der AFLP-Analyse durchgefiihrt.
Auch hier wurde schlielich eine bindre Matrix erstellt, mit Hilfe derer die Prozentigkeiten
der einzelnen auftretenden Banden in Bezug auf die Gesamtmenge an Banden errechnet

wurden (Tabellen I und II, sieche Anhang). Da im Falle der SAMPL-Analyse Primer mit
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Mikrosatellitenstruktur verwendet wurden, traten innerhalb des Gels neben den Fragmen-
ten, wie sie in der AFLP-Analyse zu finden waren, auch Mikrosatellitenstrukturen auf (sie-
he Abbildung 43, durch Pfeile gekennzeichnet). Diese wurden so gezihlt, dass die stérkste
Bande mit ,1’° gezdhlt wurde, wéihrend die anderen zu dieser Struktur gehdrenden Banden

nicht in die Bewertung mit einflossen.

2345678 910111213141516171819202122232425 26272829 3031

Abb. 43: Darstellung eines Ausschnitts von einem Polyacrylamidgel mit Proben aus der
SAMPL-Analyse mit der Primerkombination SAMPL 1/ E+AC.
Die hier aufgetrennten Proben aus einer SAMPL-Analyse zeigten Mikrosatelli-
tenstrukturen, die bedingt durch den verwendeten Mikrosatellitenprimer auftraten
(durch Pfeile gekennzeichnet).

1: SO4KI 47-7Gm 11: 5 CKl 6-4-22 Gm 21: S04 KI 60 Gm

2: 5CKI6-22Gm[1] 12: 5 C Kl 10-48-49 Gm 22: 5 CKI 10-49 Gm
3: S0 4KI 94 INRA 13: 5 BB Kl 13-45-5 Gm 23: 5BB Kl 13-15 Gm
4: S0 4 Kl SCA+ANTAV 14: 5 BB Kl 13-44-3 Gm 24:5C Kl 6-52 Gm

5: 5BBKI 13-5Gm 15: 5 CKI 6-22 Gm[2] 25: 5CKI 6-13 Gm

6: Binova 16: 5CKIl 6-16 Gm 26: 5BB Kl 13-5Gm
7: 5BBKI 137 WZ 17: 04Kl 2Gm 27: 5 BB Kl 13-3 Gm
8: 5BBKI 48 WE 18: SO 4 Kl 47 Gm 28: 5BB Kl 13-21 Gm
9: 5BBKI 276 INRA 19: 5C Kl 6-53 Gm 29: 5BB Kl 13-11 Gm
10: 5 BB KI ANTAV 20: 5BB Kl 13-13 Gm 30: 5CKI 6-22 Gm[3]

31: 5CKI 6-22 Gm [4]

Es soll zuerst auf die Unterscheidung der Unterlagssorten und ihrer Klone und danach auf
die Diversitit eingegangen werden. Die Ergebnisse in Tabelle I (siche Anhang) wurden
prozentual dargestellt. Tabelle II (siche Anhang) zeigt die ermittelten Ergebnisse, welche
nach den jeweiligen Sorten aufgegliedert wurden. In den Abschnitten a) bis e) wird auf die

in beiden Tabellen dargestellten Ergebnisse eingegangen.
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a) Trennung der Unterlagssorten SO4,5BBund 5C

Mit Hilfe der Methoden AFLP und SAMPL war es moglich, die Unterlagssorten SO 4,5C
und 5 BB zu trennen. Insgesamt lieferten beide Methoden 560 Banden, AFLP davon 277,
SAMPL 283 Banden. Davon waren 140 Banden fiir AFLP und SAMPL polymorphe Ban-
den. Die Anteile der gefundenen polymorphen Banden betrug fiir die AFLP-Analyse 24,19
% und fiir die SAMPL-Analyse 25,8 %.

b) Unterlagssortenspezifische Banden

Weiterhin wurden spezifische Banden fiir jede Unterlagssorte gefunden. Fiir AFLP ergab
dies 16,25 %, fir SAMPL 19,79 %. Diese Werte zeigen, dass prozentual mehr ,unterlags-
sortenspezifische Banden’ mit Hilfe der SAMPL-Analyse gefunden wurden. Dabei ist zu
beachten, dass verschiedene Unterlagssorten mit bestimmten Primerkombinationen unter-
schiedliche Resultate zeigten (Tabelle 11, siche Anhang). In Tabelle II sind die gezédhlten
Banden nach ihrem Auftreten innerhalb der unterschiedlichen Sorten aufgefiihrt. Es zeigte
sich hierbei, dass sich beispielsweise die Primerkombination SAMPL 2 / E+AG besonders
gut zur Abtrennung der Unterlagssorte SO 4 eignete (13 Banden), wihrend 5 C gut durch
die Primerkombination SAMPL 2 / E+AC (5 Banden) und 5 BB klar durch SAMPL 1 /
E+AC (13 Banden) zu charakterisieren war. AFLP zeigte solche klaren Unterschiede fiir
die einzelnen Unterlagssorten nicht. Hier fiel auf, dass insbesondere die Unterlagssorte 5
BB gut durch die Primerkombinationen E 36+38 / G30 (13 Banden) und E 36+38 / G31
(13 Banden) von SO 4 und 5 C abzutrennen war.

c) Einzelbanden

Beide Methoden zeigten mit bestimmten Unterlagsklonen ,Einzelbanden’. Fiir AFLP war
dies ein Prozentsatz von 6,86 %, fiir SAMPL waren dies 4,5 %. (siche Tabelle I, Tabelle
36). Fiir diesen Bandentyp galt, dass nur innerhalb dieser Untersuchungen von ,Einzelban-
den’ gesprochen werden konnte, da eine begrenzte Anzahl an Pflanzen getestet worden

war.
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M ethode

Primerkombination

Unterlagsklon

SAMPL

SAMPL 1/ E+AC

SO 4 Kl 47-7Gm

SAMPL 1/ E+AG

O 4 Kl 47-7 Gm

5C KI 10-48-49 Gm

SAMPL 2/ E+AC

5BB Kl 13-11 Gm

5C Kl 6-22 Gm[3]

SAMPL 2/ E+AG

SO 4 KI SCA ANTAV

5BB Kl 13-45-5Gm

5C Kl 6-22 Gm[2]

5C KI 10-48-49 Gm

AFLP

E36+38/G 24

5BB Kl 137 WZ

5C Kl 6-4-22 Gm

5C Kl 6-22Gm[3]

E36+38/G 29

5BB KI 13-45-5Gm

E36+38/G 30

5BB Kl 13-44-3 Gm

5BB Kl 276 INRA

5C Kl 6-4-22 Gm

5C KI 10-48-49 Gm

5C Kl 10-49 Gm

5C KI 6-13Gm

5C Kl 6-16 Gm

E 36+38 /G 31

SO 4 Kl 47-7Gm

5C KI 10-48-49 Gm

5C Kl 6-16 Gm

Tab. 36: Darstellung der Unterlagsklone und Primerkombinationen, fiir die ,Einzelbanden’

gefunden wurden.

Innerhalb der AFLP konnten fiir 13, innerhalb von SAMPL fiir 9 verschiedene Klone ,Ein-

zelbanden’ gefunden werden. Folgende Klone zeigten jeweils eine ,Einzelbande’: 5 BB Kl
13-11 Gm mit Primerkombination SAMPL 2 / E+AC, SO 4 K| SCA ANTAV und 5 C Kl 6-
22 Gm [2] mit Primerkombination SAMPL 2 / E+AG, 5 BB KI 137 WZ und 5 C K| 6-4-22
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Gm mit Primerkombination E 36+38 / G 24, 5 BB Kl 13-44-3 Gm, 5 C Kl 6-4-22Gm,5C
Kl 10-49 Gmund 5 C Kl 6-13 Gm mit Primerkombination E 36+38 / G 30.

Drei Klone wiesen innerhalb einzelner Primerkombinationen mehrere ,Einzelbanden’ auf.
5 BB Kl 276 INRA wies mit Primerkombination E 36+38 / G30 3 ,Einzelbanden’ auf. SO
4 Kl 47-7 Gm zeigte mit E 36+38 / G31 3 und mit SAMPL 1 / E+AC 2 ,Einzelbanden’. 5
BB Kl 137 WZ wies mit E 36+38 / G 24 2 ,Einzelbanden’. Die Unterlagssorte 5 C Kl 10-
48-49 Gm wies mit SAMPL 1 / E+AG 4 ,Einzelbanden’ auf. Weiterhin zeigten 5 Klone
mit unterschiedlichen Primerkombinationen je eine ,Einzelbande’. So traten bei SO 4 Klon
47-7 Gm mit SAMPL 1 / E+AC und E+AG sowie mit E 36+38 / G 31 ,Einzelbanden’ auf.
5 BB Kl 13-45-5 Gm wiesen mit SAMPL 2 / E+AG und E 36+38 / G 29 ,Einzelbanden’
auf. 5 C Kl 6-16 Gm zeigte mit E 36+38 / G 30 und E 36+38 / G 31,Einzelbanden’. Ein 5
C Klon 6-22 Gm [3] wies mit SAMPL 2 / E+AC und E 36+38 / G 24 ,Einzelbanden’ auf
sowie 5 C Kl 10-48-49 Gmmit SAMPL 1 / E+AG, SAMPL 2 / E+AG, E 36+38 / G 30 und
E 36+38 /G 31.

d) Wiederholende Banden

Zudem konnten ,wiederholende polymorphe Banden’ identifiziert werden. Dies sind Po-
lymorphismen, die in mehr als einem Klon innerhalb einer Unterlagssorte auftreten. Fiir
AFLP und SAMPL im Vergleich bedeutete dies, dass bet SAMPL diese Form der Banden
mit 1,41 %, bei AFLP mit 1,1 % auftrat.

Dabei wiesen die Unterlagssorten 5 C und 5 BB fiir AFLP sowie auch fiir SAMPL diese
Form des Polymorphismus auf. SO 4 zeigte keine ,wiederholende Banden’ innerhalb der

hier getesteten Klone.

€) Polymorphe, aber nicht zur Unter scheidung geeignete Banden

In der 6. Spalte, bezeichnet mit ,polymorphe Banden, nicht zur Unterscheidung geeignet’
wurden die Banden aufgefiihrt, die in mehr als einem Klon einer Unterlagssorte auftraten.
Diese Banden fiihren somit nicht zur Identifikation einer Unterlagssorte. Aus diesem
Grund konnten diese Banden nicht zur Unterscheidung von Unterlagssorten oder —klonen
herangezogen werden und flossen demnach nicht in den Anteil der polymorphen Banden
mit ein. Sie sollten aber ihre Verwendung innerhalb der Ahnlichkeitsanalyse finden. Hier-
bei wurden aufgrund der vorher bestimmten ,01° Matrix die Ahnlichkeiten zwischen den
Sorten und Klonen bestimmt. Innerhalb der AFLP-Analyse traten 1,81 % und bei der
SAMPL-Analyse 5,3 % diesen Bandentypes auf.
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3.5.2.2 Spezifische Banden der Unterlagssorten SO 4,5 C und 5 BB und deren Klone

Ausgehend von den polymorphen Banden wurden 10 Banden ausgewihlt und aus den Ge-
len ausgeschnitten. Es sollte die Sequenz der Banden ermittelt werden, um spater mogli-
cherweise spezifische Primer fiir die einzelnen Sorten oder Klone herstellen zu konnen. In
Tabelle 37 sind die Banden mit ihrer Herkunft (Unterlagssorte, Primerkombination) darge-

stellt, die ausgeschnitten wurden.

Nummer Unterlagssorte/ -klon |Primerkombination

1 D4 SAMPL 2 / E+AG

2 5BB KI 13-45-5Gm SAMPL 2/ E+AG

3 5 C 10-48-49 Gm SAMPL 1/ E+AG
5BB

4 (tritt in allen 5 BB auf, auBer | SAMPL 1/ E+AG
in 5 BB Kl 48 WE)

5 D4 SAMPL 2 / E+AG
6 5C SAMPL 1/ E+AC
7 5C SAMPL 2/ E+AG
8 O 4 KI SCA+ ANTAV| SAMPL 2/ E+AG
9 5 BB SAMPL 1/ E+AC
10 5 BB SAMPL 1/ E+AG

Tab. 37: Liste der aus dem Gel ausgeschnittenen Banden mit ihrer Herkunft aus Unter-
lagssorte bzw. Klon und den entsprechenden Primerkombinationen.

Es wurden zwei Formen von Banden ausgeschnitten: ,unterlagssortenspezifische Banden’
wie Banden 1, 5, 6, 7, 9 und 10, sowie ,Einzelbanden’ wie 2, 3, 4 und 8.

Bei der Auswahl der ausgeschnittenen Banden wurde darauf geachtet, dass Banden ge-
wéhlt wurden, die nicht in unmittelbarer Nachbarschaft zu anderen Banden lagen. Damit
sollte sichergestellt werden, dass die Sequenz der Bande nicht durch sich iiberschneidende
Banden kontaminiert war. Es konnte aber nicht ausgeschlossen werden, dass sich hinter
einer Bande mehr als eine mogliche Sequenz verbarg.

In Abbildung 44 ist ein Ausschnitt aus einem Polyacrylamidgel mit Proben aus der
SAMPL-Analyse dargestellt. Die roten Késtchen markieren beispielhaft drei der ausge-

schnittenen Banden. Es handelt sich hierbei um die Banden 2, 5 und 8.
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Abb. 44: Darstellung eines Ausschnittes eines Polyacrylamidgeles mit SAMPL-Proben.
Die hier aufgetrennten Proben wurden mit der Primerkombination SAMPL 2 /
E+AG vervielfiltigt. Mit einem roten Késtchen wurden exemplarisch die Ban-
den markiert, die im Folgenden ausgeschnitten wurden.

1: SO4KI47-7Gm 11: 5 CKl 6-4-22 Gm 21: S04 KI 60 Gm

2: 5CKI6-22Gm[1] 12: 5 C Kl 10-48-49 Gm 22: 5 CKI 10-49 Gm
3: S0 4KI 94 INRA 13: 5BB Kl 13-45-5 Gm 23: 5BB Kl 13-15 Gm
4: S0 4Kl SCA+ANTAV 14: 5 BB Kl 13-44-3 Gm 24:5 C Kl 6-52 Gm

5: 5BBKI 13-5Gm 15: 5 CKI 6-22 Gm[2] 25: 5CKI 6-13 Gm

6: Binova 16: 5CKIl 6-16 Gm 26: 5BB Kl 13-5Gm
7: 5BBKI 137 WZ 17: 04Kl 2Gm 27: 5 BB Kl 13-3 Gm
8: 5BBKI 48 WE 18: SO 4 Kl 47 Gm 28: 5BB Kl 13-21 Gm
9: 5BBKI 276 INRA 19: 5 C Kl 6-53 Gm 29: 5BB Kl 13-11 Gm
10: 5 BB KI ANTAV 20: 5BB Kl 13-13 Gm 30: 5CKI 6-22 Gm|[3]

31: 5CKI 6-22 Gm [4]

Die ausgeschnittenen Banden waren ,unterlagssortenspezifische Banden’ und ,Einzelban-

b

den’.
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3.5.2.3 Diversitat der Unterlagssorten SO 4, 5 C und 5 BB und deren Klone sowie
der Sorte Binova unter Bericksichtigung der Werte der AFLP- und SAMPL-
Analysen

Die von der AFLP- und SAMPL-Methoden erhaltenen Informationen iiber die Unterlags-
sorten SO 4, 5 C und 5 BB und deren Klone, sowie der Unterlagssorte Binova wurden in
Dendrogrammen, basierend auf den kalkulierten Werten nach DICE (SNEATH und
SOKAL 1973), nach UPGMA dargestellt.

Die Dendrogramme sind nach Methoden getrennt aufgefiihrt. Es wurden alle polymorphen
Banden beriicksichtigt. Fiir AFLP ergab sich aus diesen Werten das in Abbildung 45 dar-

gestellte Dendrogramm.

5BB Kl 13-3 Gm
5BB Kl 13-5 Gm
5BB Kl 13-5 Gm
5BB Kl 13-13 Gm
5BB Kl 13-15 Gm
5BB Kl 48 WE

5BB Kl 13-11 Gm
5BB Kl 13-21 Gm
5BB KI ANTAV
5BB Kl 13-44-3 Gm
— 5BB Kl 137 WZ
5BB Kl 13-45-5 Gm
5BB Kl 276 INRA
____ 5CKI 10-48-49 Gm
5C Kl 10-49 Gm
5C Kl 6-22 Gm [4]
5CKI 6-52 Gm

5C Kl 6-22 Gm[2]
5CKI 6-53 Gm

5C Kl 6-22 Gm[1]
5C Kl 6-22 Gm [3]
5CKI 6-13Gm

5C Kl 6-4-22 Gm
5CKI 6-16 Gm
S04 Kl 2Gm

04 Kl 47 Gm

S04 Kl 60 Gm

S04 Kl 94 INRA
S04 KI SSICA+ANTAV
Binova

04 Kl 47-7 Gm

rr o 1. 1|1 111 1T [ T 1.1 T [ T T T T ]
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

Koeffizient DICE

Abb. 45: Dendrogramm der Unterlagssorten SO 4, 5 C, 5 BB, ihrer Klone sowie der
Unterlagssorte Binova mit den Werten der AFLP-Analyse.
Das Dendrogramm wurde, basierend auf den kalkulierten Werten nach DICE,
nach UPGMA erstellt.
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Aufgrund der Daten, die durch die vier AFLP-Primerkombinationen erhalten wurden, lie-
Ben sich drei, den Sorten entsprechende Cluster erkennen. Dabei betrugen die Ahnlich-
keitsindices zwischen den einzelnen Sorten fiir 5 BB zu 5 C einen Wert von 0,37, von 5 BB
zu SO 4 einen Wert von 0,32 und von SO 4 zu 5 C einen Wert von 0,23. Zwischen den
Unterlagenklonen innerhalb einer Sorte betrugen die Werte der Ahnlichkeitsindices fiir 5
BB 0,94, fiir 5 C 0,95 und fiir SO 4 0,95.
Binova zeigte fiir 5 BB einen Ahnlichkeitsindex von 0,32, zu 5 C einen Wert von 0,29 und
zu SO 4 einen Wert von 0,93.
Fiir die SAMPL-Analyse ergibt sich aus den durch die 4 Primerkombinationen ermittelten
und durch DICE kalkulierten Werten ein nach UPGMA dargestelltes Dendrogramm (siche
Abbildung 46).

5BB Kl 13-5

5BB Kl 13-13

5BB Kl 13-15
L 5BB KI 137
L 5BBKI 13-5

— 5BB Kl 13-11
‘{ 5BB Kl 13-21

ﬂ{ 5BB Kl 13-3

5BB Kl 276 INRA
5BBKI

5BB Kl 13-45-5 Gm
5BB Kl 48

5BB Kl 13-44-3
SO4 Kl 2

SO4 Kl 47

SO4KI

S04 Kl 60

SO4 Kl 94
——— S04 KI 47-7
Bino-
5C Kl 10-48-49 Gm
5C Kl 10-49
5C Kl 6-22 Gm [4]
5C Kl 6-53
5C Kl 6-52
5C Kl 6-13
5C Kl 6-22 Gm[3]

5CKI 6-16

L— 5CKI 6-22Gm[1]
5C Kl 6-4-22
5C Kl 6-22 Gm[2]

T T T [ T 1T T T ] T T T T [ T T T T ]

0.0 0.2 0.5 0.7 1.0

Koeffizient DICE

ADbb. 46: Dendrogramm der Unterlagssorten SO 4, 5 C, 5 BB, ihrer Klone sowie der
Unterlagssorte Binova mit den Werten der SAMPL-Analyse.

Das Dendrogramm wurde, basierend auf den kalkulierten Werten nach DICE,
nach UPGMA erstellt.
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Auch in der SAMPL-Analyse fanden sich die drei Cluster von 5 BB, 5 C sowie SO 4 mit
Binova wieder. Die Ahnlichkeitsindices zeigten innerhalb einer Unterlagssorte zwischen
den verschiedenen Klonen keine Unterschiede zu den Ahnlichkeitsindices, die durch die
AFLP-Analyse erhalten wurden. Die Werte zwischen den Unterlagssorten waren etwas
abgedndert. So zeigte etwa 5 BB mit 5 C einen Wert von 0,39, 5 BB zu SO 40,2 und 5C zu
S0 4 einen Wert von 0,44. Binova wies zu 5 BB einen Ahnlichkeitsindex von 0,26 auf, zu
5 C einen Wert von 0,47. So war bei der SAMPL-Analyse im Vergleich zur AFLP-
Analyse der Abstand zwischen SO 4 und Binova zu 5 BB grofler, wihrend er zur 5 C klei-
ner war und zu 5 BB gleich blieb.

Es war auffillig, dass der Klon 5 BB Kl 13-5 Gm, der mit zwei Pflanzen vertreten war,
Unterschiede zwischen den Pflanzen aufwies. Dieser Unterschied war allerdings in einer
einzigen Bande begriindet, die bei allen anderen 5 BB Klonen auftrat, nur nicht in dieser
Pflanze. Dazu kam, dass es sich bei dieser Bande um eine nicht zur Unterscheidung geeig-
nete Bande handelte. Es wurde ein neues Dendrogramm erstellt, diesmal ohne die zusétzli-

chen ,polymorphen, nicht zur Unterscheidung geeigneten Banden’ (siche Abbildung 47).
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Abb. 47: Dendrogramm der Unterlagssorten SO 4, 5 C, 5 BB, ihrer Klone sowie der
Unterlagssorte Binova mit den Werten der SAMPL-Analyse, ohne die ,polymor-
phen, nicht zur Unterscheidung geeigneten Banden’.

Das Dendrogramm wurde, basierend auf den kalkulierten Werten nach DICE,
nach UPGMA erstellt.

Die Clusterbildung trat noch intensiver hervor. So wiesen nun 5 BB gegeniiber von 5 C
einen Ahnlichkeitsindex von 0,26 auf, 5 BB zu SO 4 einen Wert von 0,17 sowie SO 4 zu 5
C einen Wert von 0,39. Die Ahnlichkeitsindices von Binova zu den iibrigen Unterlagssor-

ten unterschied sich nicht signifikant von den Werten, die SO 4 zu 5 C und 5 BB aufwies.
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Das Dendrogramm der AFLP-Analyse, welches aufgrund dieser Feststellung nochmals
ohne die ,polymorphen, nicht zur Unterscheidung geeigneten Banden’ erstellt wurde, zeig-
te keine signifikante Anderung. Innerhalb der AFLP trat nur ein geringer Prozentsatz von
1,81 % an diesen Banden auf, im Gegensatz zu SAMPL, wo der Prozentsatz bei 5,3 % lag.
Die Werte beider Methoden wurden zusammen in einem Dendrogramm verarbeitet (siche

Abbildung 48).
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Abb. 48: Dendrogramm der Unterlagssorten SO 4, 5 C, 5 BB, ihrer Klone sowie der
Unterlagssorte Binova mit den Werten der AFLP- und der SAMPL-Analyse.
Das Dendrogramm wurde, basierend auf den kalkulierten Werten nach DICE,
nach UPGMA erstellt. Die ,polymorphen, nicht zur Unterscheidung geeigneten
Banden’ wurden ausgeschlossen.
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In dieser Ahnlichkeitsanalyse zeigte sich ebenfalls die Clusterbildung der drei Sorten. Der
Ahnlichkeitsindex der Unterlagssorten zueinander verschob sich geringfiigig. Demnach
zeigte 5 BB zu 5 C einen Wert von 0,32, 5 BB zu SO 4 einen Wert von 0,24 und 5 C zu O
4 einen Wert von 0,34. Innerhalb der Unterlagenklone betrugen die Ahnlichkeitsindices fiir
5 BB 0,96, fiir 5 C 0,94 und fiir SO 4 0,96. Die Werte, die fiir Binova errechnet wurden, in
Bezug auf die anderen Unterlagssorten unterschieden sich nicht signifikant von den Wer-
ten, die fiir SO 4 ermittelt wurden. Dies bestitigte die Clusterbildung und die Vermutung,
dass Binova eine mutierte Variante der SO 4 ist.

Im Laufe der Untersuchungen zur Klonunterscheidung, sowohl mit der RAPD-Analyse
wie auch mit der AFLP- oder SAMPL-Methode, fiel die hohe Varianz der 5 C Stocke auf.
5 C Kl 6-22 Gm war mit 4 Stocken an den Untersuchungen beteiligt. Aus diesem Grund
wurden 5 5 C Einzelstocke, Nachkommen einer einzigen Pflanze, auf ihre genetische Vari-

anz hin tiberpriift.

3.6 Betrachtung der 5 C Einzelstocke

Wihrend der Untersuchungen zur Unterscheidung von Unterlagenklonen fiel auf, dass
innerhalb der Sorte 5 C die Unterlagenklone 5 C Kl 6-22 Gm eine gro3e Varianz aufwie-
sen. Es wurden 5 Einzelstocke des Klones 5 C Kl 6-22 Gm untersucht (Tabelle 38).

Unterlage Stock Standort
5CKI16-22 | 9, Ausgangsstock N-1-17
5 CKl16-22-9 1 N-1-55
5 CKl16-22-9 2 N-1-55
5 CKl16-22-9 3 N-1-55
5 CKl16-22-9 4 N-1-55
5 CKl16-22-9 5 N-1-55

Tab. 38: Standorte der 5 C Einzelstocke.

Es wurden von einer einzigen Mutterpflanze, Stock 9 des Klons 5 C K| 6-22 Gm, 5 Steck-

linge geschnitten, bewurzelt und gepflanzt. Von diesen Stocken und dem dazugehdrigen
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Mutterstock wurden Proben entnommen und mit 4 AFLP- und 4 SAMPL-
Primerkombinationen (siehe 2.2.6.6 und 2.2.7) untersucht.
Dabei wurden zwei Typen von Polymorphismen gefunden:
- ,Einzelbanden’
,Wiederholende Banden’
AFLP zeigte 5 und SAMPL 10 ,Einzelbanden’. Folgende Stocke wiesen Banden mit fol-

genden Primerkombinationen auf:

AFLP: - Stock 1 E 36+38 /G 31
- Stock 4 E 36+38 /G 31
- Stock 5 E 36+38/ G 29

- Mutterpflanze E36+38/G 30

SAMPL: - Stock 1  SAMPL 2/ E+AC
-Stock2 SAMPL 1/E+AC
- Stock4 SAMPL 1/E+AG, SAMPL 2 / E+AC, SAMPL 2 / E+AG
- Stock 5 SAMPL 1/ E+AG, SAMPL 2 / E+AG

,Wiederholende Banden’ traten ebenfalls bei AFLP wie auch bei SAMPL auf. Allerdings
war diese Form des Polymorphismus bei AFLP (2 Banden) nur bei einer Primerkombinati-
on vertreten (E 36+38 / G 30). Bet SAMPL hingegen traten bei allen vier Primerkombina-
tionen ,wiederholende Banden’ auf (insgesamt10 Banden).

Tabelle 39 zeigte die Ahnlichkeitsindices, basierend auf den Werten, die von den acht Pri-

merkombinationen erhalten wurden, errechnet nach DICE.
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5C Kl 6-22
Gm
Ausgangs
stock
5C Kl 6-22 5CKI 6-22-9
Gm 1 Gm
Ausgansstock St. 3
5C Kl 6-22-9 5C Kl 6-22-9
Gm 0,98 1 Gm
St. 3 St. 4
5C Kl 6-22-9 5CKI 6-22-9
Gm 0,87 0,88 1 Gm
St. 4 St. 1
5C Kl 6-22-9 5C Kl 6-22-9
Gm 0,87 0,88 0,94 1 Gm
St. 1 St. 5
5C Kl 6-22-9 5C Kl 6-22-9
Gm 0,95 0,97 0,86 0,85 1 Gm
St. 5 St. 2
5C Kl 6-22-9
Gm 0,97 0,99 0,88 0,87 0,97 1
St. 2

Tab. 39: Ahnlichkeitsindices der 5 5 C Einzelstocke und deren Mutterpflanze, basierend
auf den Werten, die von den acht Primerkombinationen erhalten wurden, errech-
net nach DICE.

Resultierend aus diesen Werten ergab sich folgendes Dendrogramm, dargestellt in Abbil-

dung 49.
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Abb. 49: Dendrogramm der 5 C Einzelstocke mit den Werten der AFLP-und der SAMPL-
Analyse.

Das Dendrogramm wurde, basierend auf den kalkulierten Werten nach DICE,
nach UPGMA erstellt.

Die Ahnlichkeitsindices erstreckten sich von 0,85 bis 0,99. Die Stdcke 4 und 1 hingegen
waren mit einem Ahnlichkeitsindex von 0,87 am weitesten von dem Originalstock entfernt.
In Abbildung 50 wurde das Auftreten der Banden der 5 C Einzelstocke exemplarisch dar-

gestellt. Die Banden sind mit Pfeilen markiert.
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Abb. 50:
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Darstellung der 5 C Einzelstocke zusammen mit ihrem Ausgangsstock.
Die hier gezeigten Proben wurden mit den Primerkombinationen

a) E 36+38 /G 30

b) SAMPL 2 / E+AG
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amplifiziert und in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Pfeile markieren die
bei den 5 C Einzelstocken auftretenden Banden.

: 5 CKI 6-22 Gm, Ausgangsstock
:5CKI 6-22-9GmSt. 3
:5CKI 6-22-9 Gm St. 4
:5CKI 6-22-9 Gm St. 1
:5CKI 6-22-9GmSt. 5
:5CKI 6-22-9 Gm St. 2
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4. Diskussion

Aufgrund jahrzehntelanger Ziichtungsarbeit konnen fiir die jeweiligen Anforderungen des
Weinbaus spezifische Unterlagssorten produziert werden. Somit tragen Unterlagsreben
nicht unerheblich zur erfolgreichen Nutzung eines Weinberges bei. Es ist daher wichtig,
dass die Moglichkeit einer Sortenidentifizierung von Unterlagen zu jedem Entwicklungs-
und Verarbeitungsstadium gegeben ist.

Ziel dieser Arbeit waren Untersuchungen zur Sortentrennung von Unterlagsreben sowie
erste Untersuchungen zur genetischen Varianz von Unterlagenklonen. Weiterhin sollten
die Moglichkeiten der Sortendifferenzierung in einem Unterlagenbiindel und die Sortener-
kennung in einem schon bestehenden Weinberg anhand des Wurzelmaterials untersucht

werden.

4.1 DieExtraktion von DNA ausHolz und Wurzeln von Frellandr eben

Die Form des Aufschlusses von Holz in einem Flachbetthomogenisator und die anschlie-
Bende DNA-Extraktion wurde bereits in WOLF (1996), modifiziert nach LODHI et al.
(1994), dargestellt. Durch das Zerreiben des Pflanzenmaterials in Anwesenheit von CTAB-
Extraktionspuffer und PVPP bei Raumtemperatur im Flachbetthomogenisator war es mog-
lich, eine Anzahl von 50-60 Proben an einem Tag pro Person aufzuarbeiten, ohne dass da-
bei ein Verlust an DNA Qualitdt hinzunehmen gewesen wére. Das zugegebene PVPP und
CTAB binden die wihrend des Aufschluss der Zellen freigesetzten Polyphenole und Poly-
saccharide (HARDING und ROUBELAKIS-ANGELAKIS 1994, LODHI et al. 1994).
Wihrend der Fillung der DNA mit Ethanol wurde NaCl zugesetzt, damit die Polysacchari-
de in Losung blieben. Speziell bei Holz, welches wiahrend der Holzausreife geschnitten
wird, ist dies wichtig, da ansonsten die Qualitdt der DNA aufgrund der Polysaccharide
verringert sein kann (LIN und WALKER 1997).

Holz- und Blattmaterial konnten auf die gleiche Art und Weise aufgeschlossen werden. Im
Vergleich zu den {iberirdischen Pflanzenteilen ist Wurzelmaterial durch den die Wurzel
umgebenden Boden einem groferen Kontaminationsdruck ausgesetzt. Dies stellte hohere
Anforderungen an die Gewinnung von nicht mit Fremd-DNA kontaminierter DNA
(BOBOWSKI et al. 1999). Aus diesem Grund wurde zunichst die Wurzeloberflache mit

Calcium-Hypochlorid desinfiziert und dann die Rinde mit einem Skalpell entfernt. Da-
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durch sollten Kontaminationen in erster Linie durch die bei Freilandreben hiufig vorkom-
mende, sogenannte vesikuldr-arbuskuldre Mykorrhiza (VA-Mykorrhiza) vorgebeugt wer-
den. Der Wurzelpilz VA-Mykorrhiza lebt in der Wurzelrinde der Weinrebe und wichst in
einem lockeren Verband von Hyphen in der nidheren und weiteren Umgebung der Wurzel
(MOHR 1993). Der Pilz erleichtert die Aufnahme von Mineralstoffen durch die Pflanze,
insbesondere von Phosphat (KARAGIANNIDIS et al. 1997), aber auch von Kupfer und
Zink (PETGEN et al. 1998); im Wechsel erhélt er die fiir seinen Stoffwechsel benétigten
Kohlenhydrate.

AUTIO et al. (1998) verglichen Blatt- und Wurzelproben mit dem Ziel, Apfelsorten an-
hand ihrer Blatt- und Wurzelproben durch die RAPD-Analyse zu identifizieren. Dabei
stieen sie auf Probleme beziiglich der Reinheit der einzelnen Wurzelproben. Da diese
Gruppe mit fliissigem Stickstoff zum Aufschluss ihres Pflanzengewebes arbeitete, war es
fiir sie problematisch, im gefrorenen Zustand unerwiinschte Rindenteile zu entfernen. Aus
diesem Grund verwendeten sie spéter ausschlieBlich frische Wurzelteile. Sie gingen davon
aus, dass Kontaminationen unter 10 % Fremd-DNA nicht in der RAPD-PCR detektierbar
waren.

Die in dieser Arbeit verwendete Aufschlussmethode im Flachbetthomogenisator bei Raum-
temperatur erwies sich als sehr praktikabel, da die Wurzel vorher entsprechend behandelt
und gesdubert werden konnte. Dadurch war es moglich, die Wahrscheinlichkeit einer Kon-
tamination zu reduzieren. Die innerhalb dieser Arbeit durchgefiihrten Vergleiche zwischen
Holz und Wurzelgewebe, sowie verschiedener Wurzeltypen untereinander zeigten, dass die
in der RAPD mit Primer #751 erhaltenen Bandenmuster der untersuchten Pflanzengewebe
gleich waren. Dies konnte ebenfalls durch AUTIO et al. (1998) bestitigt werden, welche
Blattmaterial mit Wurzelmaterial und unterschiedliche Wurzelteile untereinander vergli-
chen und ebenfalls keine Unterschiede fanden. CHEN et al. (1997) zeigten dagegen, dass
es aber, nach intensiver Abklarung der Laborverhéltnisse, auch moglich war, reproduzier-
bare Unterschiede zwischen einzelnen Pflanzengeweben zu detektieren. So untersuchte
diese Gruppe die genetische Varianz zwischen Blatt- und Wurzelgewebe der Sojabohne.
Sie fanden in diesem Zusammenhang RAPD-Primer, die eine organspezifische Amplifika-
tion in Form von qualitativen (Intensititsunterschiede) und quantitativen (anwe-

send/abwesend) Banden zulief3en.
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4.2 Holzvermischungen in Unterlagenbindeln

Vor dem Hintergrund der Problematik der Vermischungen von Unterlagenholz in Biindeln
(siche auch 1.3.1) wurde im Rahmen dieser Arbeit versucht eine Moglichkeit zu finden,

a) aus einer repriasentativen Mischprobe von einer entsprechenden Menge an Holz
DNA zu extrahieren und

b) prozentual geringe Verunreinigungen mit Hilfe der RAPD-Analyse zu detektieren.

Es wurden zwei Bereiche untersucht:

a) Zunichst wurden DNA—Proben zweier Unterlagssorten, SO 4 und 5 C, miteinander
gemischt. Es wurde gepriift, bis zu welchem Prozentsatz Fremd-DNA in einer Pro-
be durch die RAPD-Analyse nachweisbar war.

b) Das Holz dieser zwei Unterlagssorten wurde in bestimmten Verhéltnissen gemischt
(siche 3.2.2.3), Proben entnommen und die DNA extrahiert. Innerhalb der RAPD-
Analyse wurde die so gewonnene DNA mit Primer #751 amplifiziert.

Aufgrund des groflen Probenvolumens erfolgte der Aufschluss des Gewebes in einem
Blender. Die extrahierte DNA war fiir eine RAPD-Analyse geeignet. Es konnten Verunrei-
nigungen im Falle der Vermischung der DNA bis zu 6,25 % nachgewiesen werden. Bei
einer Vermischung von Holz lag die Nachweisbarkeitsgrenze bei 10 %. In der Literatur
werden 10 % als detektierbare Nachweisgrenze fiir Kontaminationen innerhalb der RAPD-
PCR angegeben (JIANHUA et al. 1996, AUTIO et al. 1998). Dies wiirde den hier erhalte-
nen Ergebnissen entsprechen. Allerdings sind 10 % bei einer Vermischung innerhalb eines
Unterlagenbiindels von 200 Holzstlicken zu hoch.

Die AFLP-Analyse ist sensitiver in Bezug auf kleinste Variationen innerhalb des Genoms.
Allerdings ist die AFLP-Analyse aufgrund ihres Arbeitsablaufes im Vergleich zur RAPD-
Analyse anfilliger gegeniiber der DNA-Qualitdt. Werden verschiedene DNA-Proben ge-
mischt, so wird sich die Restriktion nach der qualitativ hoheren DNA ausrichten. Dies hat
zur Folge, dass nur DNA-Fragmente entstehen und in der Praamplifikation vermehrt wer-
den, die der qualitativ besseren DNA entsprechen (CERVERA pers. Mitteilungen). Aus
diesem Grund ist es sinnvoll, die DNA erst nach der Praamplifikation zu vermischen, da-
mit alle DNA-Fragmente gleichmiBig vervielfiltigt werden.

Zielsetzung war aber, innerhalb einer Mischprobe einen reprasentativen Querschnitt an
Holzern zu testen, keine Einzelstocke. Die AFLP-Analyse ist fiir diesen Verwendungs-

zweck zu sensitiv.
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4.3 PCR-gestutzte Methoden zur Untersuchung von genetischen Unter-

schieden von Pflanzensorten

DNA-basierende Marker besitzen mehrere Vorteile gegeniiber Isoenzymen und anderen
biochemischen Methoden zur Untersuchung von genetischen Unterschieden.

Die DNA-Sequenz ist unabhingig von Umweltbedingungen oder Bearbeitungspraktiken.
Die Anwesenheit der gleichen DNA-Sequenz in jeder lebenden Zelle einer Pflanze erlaubt
Untersuchungen an jedem verfiligbaren Pflanzengewebe und in jedem Entwicklungsstadi-
um der Pflanze. Der Einsatz der Polymerasekettenreaktion hat neue Methoden entstehen
lassen, die relativ einfach und schnell durchzufiihren sind.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit folgenden PCR-gestiitzten Methoden gearbeitet: die
RAPD-, AFLP- und SAMPL-Methoden.

Innerhalb der Literatur wurden die RAPD- und AFLP-Methoden beziiglich ihrer Tauglich-
keit zur Analyse des Genoms unterschiedlichster Pflanzenarten im Vergleich zu anderen
Marker-Systemen, wie Isoenzymen, RFLP und SSR untersucht (LIU und FURNIER 1993,
THORMANN et al. 1994, POWELL et al. 1996, MILBOURNE et al. 1997, SUN et al.
1999). In den Studien von POWELL und MILBOURNE wurden als Messgrof3en der In-
formationsgehalt des jeweiligen Marker-Systems ausgewertet und die Anzahl der pro Ex-
periment gleichzeitig analysierten Loci festgelegt. Der Marker-Index ist ein Produkt aus
beiden ermittelten Messgroflen fiir den jeweiligen polymorphen Marker. SSR-Marker hat-
ten in diesen Studien den hdchsten Informationsgehalt und AFLP-Marker die grof3te An-
zahl an gleichzeitig pro Experiment analysierten Loci. RAPD-Marker lagen mit dem fiir
diese Methode ermittelten Marker-Index zwischen SSR und AFLP. Die RAPD- und die
AFLP-Analyse zeigten anhand von verschiedenen statistischen Vergleichsmodellen die
groBite Korrelation zueinander. Hierfiir fiihrten MILBOURNE et al. (1997) verschiedene
Erkldrungen an. Zum einen sind beides dominante Marker-Systeme. Dies konnte zu einer
Uber- oder Untergewichtung des Ahnlichkeitsindex fiihren, da nicht zwischen homo- und
heterozygot unterschieden werden kann. Zum anderen betreffen RAPD- und AFLP-Marker
das gesamte Genom, wihrend SSR-Marker einen speziellen Teil ansprechen. Daraus ergibt
sich, dass die RAPD- wie auch die AFLP-Analyse Variationen im Genom wie Insertion
und Deletion detektieren. POWELL et al. (1996) sprachen in diesem Zusammenhang zu-
sdtzlich das Problem an, dass im Falle der RAPD, verglichen mit AFLP, besondere Vor-
sicht geboten wire, da unter weniger stringenten Bedingungen eine Fehlbindung zwischen

Primer und DNA-Matrix auftreten konne. Fiir die AFLP-Analyse ist diese Fehlerquelle
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geringer, da der ersten Amplifikation ein Schneiden der DNA durch Restriktionsenzyme
vorausgeht. Des weiteren laufen beide Amplifikationen mit spezifischeren Primern und
unter erheblich hoheren Annealing-Temperaturen ab. Dies hat zur Folge, dass von vorne-
herein eine exakte Bindung des Primer an das DNA-Fragment vorausgesetzt werden kann.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die RAPD-Methode die routinemaflige Trennung von Un-
terlagssorten ermdglichen. Die AFLP-Analyse und die aus ihr hervorgegangene SAMPL-
Analyse sollten aufgrund ihrer Sensitivitdt zur Untersuchung von genetischen Varianzen

genutzt werden.

4.3.1 Die Random Amplified Polymorphic DNA-Analyse

Die RAPD-Analyse, 1990 von zwei unabhingigen Labors entwickelt (WELSH und Mc-
CLELLAND 1990, WILLIAMS et al. 1990), arbeitet meistens mit Dekamer-Primern, die
synthetisch hergestellt werden und nicht fiir ein bestimmtes Genom oder einen Genomab-
schnitt spezifisch sind (WELSH und McCLELLAND 1991, WILLIAMS et al. 1993).
RAPD-Marker sind vielseitig einsetzbar. Speziell im Bereich von Kulturpflanzen finden
sie Verwendung in der Differenzierung von Genotypen (GERLACH und STOSSER 1997,
LING et al. 1997, DUARTE et al. 1999, SHIMADA et al. 1999), zur Untersuchung von
Abstammungen (HURME und SAVOLAINEN 1999, JOYCE et al. 1999, NKONGOLO
1999), zur Erstellung von genetischen Karten (CARLSON et al. 1991) und zur Entwick-
lung von Markern zur Detektion von Genen (DEVOS und GALE 1992, STRIEM et al.
1994, POULSEN et al. 1995, CORREA et al. 2000). Fiir diese Fragestellungen wurde sie
oftmals mit anderen Marker-Systemen, wie Isoenzymen (JENCZEWSKI et al. 1999),
RFLP (BANERIJEE et al. 1999), Mikrosatelliten (HICKS et al. 1998), sowie RFLP und
AFLP (SPADA et al. 1998, LUBBERSTEDT et al. 2000) kombiniert eingesetzt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RAPD-Analyse zur Differenzierung von alten Geno-
typen und daraus hervorgegangenen, geziichteten und selektionierten, sowie kommerziell
genutzten Unterlagssorten verwendet. In der Literatur wurde die RAPD-Methode vorran-
gig zur Sortendifferenzierung von Vitis vinifera (COLLINS und SYMONS 1993, VIDAL
et al. 1998) eingesetzt. QU et al. (1996) untersuchten die genetische Diversitidt von 16
Muskadinien und amerikanischen Ertragsrebsorten. Dabei stellte sich heraus, dass inner-
halb der Muskadinien eine geringe, zwischen den 8 untersuchten amerikanischen Ertrags-

rebsorten eine moderate genetische Diversitit herrschte. STAVRAKAKIS und BINIARI
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(1998) untersuchten 14 zur Muskatfamilie gehorende Ertragsrebsorten mit 11 RAPD-
Primer auf ihre Differenzierbarkeit. Sie konnten bis auf zwei Sorten alle getesteten Ertrags-
rebsorten unterscheiden. Bei diesen nicht voneinander zu differenzierenden Sorten handel-
te es sich um die gleiche Ertragsrebsorte, welche unter verschiedenen Synonymen vertreten
war. TESSIER et al. (1999) untersuchten 224 Vitis vinfera Sorten mit 21 RAPD-Primer
und zwei Mikrosatelliten Loci. Davon erreichten 6 RAPD-Primer und 2 Mikrosatelliten-
Primer einer Unterscheidung der von ihnen getesteten Vitis vinifera Sorten.

Unterlagsreben wurden im Verhéltnis zu Ertragsrebsorten in der Literatur weniger intensiv
behandelt. GRANDO et al. (1996) differenzierten 18 Unterlagssorten und 19 Vitis vinifera
Sorten mit 40 RAPD-Primer, wobei fiir 7 dieser Primer keine polymorphen Banden gefun-
den wurden. GRANDO betonte die hohe Reproduzierbarkeit der RAPD-Marker. THIS et
al. (1997) analysierten und differenzierten mit Hilfe der RAPD-Analyse 30 Unterlagssor-
ten. Bei diesen 30 Unterlagssorten war es dieser Arbeitsgruppe moglich, 23 Sorten mit
zwel Primer zu unterscheiden.

Mit der RAPD-Analyse wurden zusitzlich Verwandtschaftsbeziehungen zwischen Rebsor-
ten untersucht. So priifte beispielweise VIDAL (VIDAL et al. 1999) die genetische Ver-
bindung zwischen 32 Ertragsreben, die in unterschiedlichen Regionen Frankreichs und
Spaniens wachsen. 33 Primer wurden hinsichtlich der Differenzierung aller Sorten unter-
sucht. Keiner der Primer konnte alle getesteten Sorten voneinander unterscheiden. Es bil-
deten sich jedoch zwei geografische Gruppen heraus, die in sich gemeinsame Vorfahren
besitzen konnten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RAPD-Methode vorrangig zur Differenzierung von
Unterlagssorten der Gattung Vitis genutzt. Ein Teil der hier aufgefiihrten Genotypen sind
sehr alte, aus Amerika oder aus Asien importierte Formen. Da es sich bei diesen Reben um
selektionierte Wildreben handelt, ist nichts iiber ihre Elternteile bekannt. Es ist anzuneh-
men, dass sie frei abbliihten und eine dementsprechende Vermischung des Erbgutes zwi-
schen ihnen oder ihren Vorfahren stattfand. Die Art Vitis cinerea ist in diesem Punkt aus-
zuschliefen, da sie einen anderen Bliitezeitpunkt als Vitis riparia, Vitis berlandieri, Vitis
rupestris etc. aufweist.

Am Beispiel der Art Vitisriparia wird deutlich, dass die Reben, die unter die Artbezeich-
nung ,Riparia’ fallen, ampelographisch deutliche Unterschiede zeigen. Darauf verwies
bereits MOOG (1957) in seiner allgemeinen morphologischen Betrachtung. Hier wurde
angegeben: ,Triebspitze von Ripariatypus. Triebe kahl (Riparia 1 G. A (Borner), Riparia
grand glabre, Riparia gloire de Montpellier), beborstet (Riparia pubescens bleu (Despetis),
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Riparia pubescens (Klosterneuburg) oder nur an den Knoten beborstet (Riparia 2 G.). Aus-
gewachsenes Blatt lang keilférmig, dreilappig.” Das heif}t, es gibt eine Zusammenfassung
an Reben, die dhnliche Eigenschaften und Aussehen miteinander teilen. Diese werden zu
einer Formengruppe zusammengefasst.

Aus diesem Grund ist es oftmals schwer, wenn nicht die exakte Sortenbezeichnung der
Elternteile einer F1-Generation angegeben sind, diese nachzuvollziehen. Selbst bei Er-
tragsrebsorten ergeben sich Probleme, die ehemaligen Kreuzungspartner zu identifizieren
(BUSCHER et al. 1994, TSCHAMMER und ZYPRIAN 1994, REGNER et al. 1996)

Im Falle der Unterlagssorten ist oftmals nur bekannt, dass beispiclsweise Vitis riparia mit
Vitis cinerea gekreuzt wurde. Wurden keine detailliertere Aussage liber die genaue Be-
zeichnung der Wildformen gegeben, so ist es schwierig, die ehemaligen Kreuzungspartner
zu finden. Die Unterlagssorten, die aus diesen Wildformen hervorgegangen sind, sind hete-
rozygot.

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten ,Nicht vinifera Typen’ waren alte Wildrebfor-
men und daraus hervorgegangene, selektionierte Unterlagssorten. Die Trennung der ,Nicht
vinifera Typen’ stiitzte sich in erster Linie auf Primer #751 einen Dinukleotidprimer mit
einem G/C-Anteil von 70 %. Mit ihm war es moglich von 151 untersuchten Genotypen
144 zu differenzieren. Es ist sehr ungewohnlich, dass ein einzelner RAPD-Primer eine so
groBe Auftrennungsfahigkeit besitzt. Wie bei THIS et al. (1997) oder bei TESSIER et al.
(1999) beschrieben, konnte eine Differenzierung von Unterlags- oder Ertragssorten nur
durch eine Kombination von Primern erfolgen. Primer #751 besitzt eine Dinukleotidse-
quenz (CCC ACC ACA C). POWELL et al. (1996) stellten fiir die Sojabohne fest, dass
gerade AC beinhaltende SSR einen hoheren Grad an Polymorphismen aufwiesen im Ver-
gleich zu AG-Motiven. Auch ECHT et al. (1996) wiesen in Kiefern eine grole Anzahl an
polymorphen AC-Motiven nach. THOMAS und SCOTT (1993) wendeten erstmals die
Mikrosatelliten-Analyse auf Vitis vinifera an. Sie betonten in diesem Zusammenhang das
hiufige Auftreten und das iiber das gesamte Genom verstreute Vorkommen der verschie-
denen Mikrosatellitenklassen, insbesondere der Dinukleotid-Sequenzen GA und GT.
LODHI und REISCH (1995) verwiesen darauf, dass das Genom der Rebe von einer Grof3e
von 4,75"‘108 bp/C nur eine kodierende Region von 3,8 % besitzt. Der Rest des Genoms,
4,57*10° bp, ist wahrscheinlich repetitiv oder nicht kodierend. Der Primer #751 kénnte
demnach in solchen Strukturen binden.

Die auf diese Weise differenzierten Unterlagssorten und Genotypen wurden in einer Tabel-

le mit Ahnlichkeitsindices und einem Dendrogramm, erstellt nach UPGMA, basierend auf
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den Werten kalkuliert nach DICE, dargestellt. Es sollte hiermit aber kein phylogenetischer
Anspruch erhoben werden, da zu diesem Zweck die Anzahl der hierfiir erhaltenen Marker
zu niedrig wire (FANIZZA et al. 1999, McGRATH et al. 1999).

Es wurde die Trennfahigkeit des Primer #751 in Bezug auf die getesteten Unterlagssorten
dargestellt und den Einsatz der RAPD-Analyse zur routineméfigen Differenzierung von

Unterlagssorten aufgezeigt.

4.3.1.1 Unterscheidung der Unterlagssorten Kober 5 BB und Teleki 5 A Goseck

Verschiedenen Autoren war es nicht moglich, die Sorten Kober 5 BB und Teleki 5 A zu
differenzieren. WALKER und LIU (1995) testeten beide Unterlagssorten mit insgesamt 7
verschiedenen Isoenzymen. Sie fanden keine Unterschiede zwischen beiden Sorten, weder
mit Isoenzymen, noch ampelographisch. GUERRA und MEREDITH (1995) untersuchten
Kober 5 BB und Teleki 5 A innerhalb der RFLP-Analyse mit 12 Kombinationen von Re-
striktionsenzymen und DNA-Sonden, bestehend aus Eco RV und Hind III und 6 unter-
schiedlichen DNA-Sonden. Allerdings verwendeten sie das gleiche Pflanzenausgangsmate-
rial wie WALKER und LIU. GUERRA und MEREDITH fanden mit der RFLP-Analyse
ebenfalls keine Unterschiede zwischen beiden Sorten. THOMAS et al. (1994) testeten im
Zuge der Anwendung von Mikrosatellitenmarkern auf Reben ebenfalls Kober 5 BB und
Teleki 5 A. Eine Trennung der Sorten war auch mit dieser Technik nicht mdglich. Deshalb
tendierten auch sie dazu, Kober 5 BB mit Teleki 5 A gleich zu setzen. 1998 untersuchten
LIN und WALKER 58 Unterlagssorten mit Mikrosatelliten-Markern. Auch hier stellten sie
fest, dass Kober 5 BB und Teleki 5 A nicht zu trennen waren, ebenso wie Paulsen 775 E
und Paulsen 779 E nicht differenziert werden konnten.

Die im Sortiment der Forschungsanstalt Geisenheim des Fachgebietes Rebenziichtung und
Rebenveredlung gepflanzten Unterlagssorten Kober 5 BB sowie Teleki 5 A stammten als
Originalmaterial aus dem ehemaligen Sortiment von Seliger (Preussischer Rebschnittgar-
ten, Hochheim, 1936). Die Sorte Teleki 5 A wird im Geisenheimer Sortiment als 5 A Go-
seck bezeichnet, wobei diese Bezeichnung gleich zu setzen ist mit Teleki 5 Aund ,Goseck’
der Flurbezeichnung entspricht (KONRAD pers. Mitteilungen 2000). Im Zuge der Diffe-
renzierung der verschiedenen Unterlagssorten und Genotypen wurden beide Sorten mit
Primer #751 in der RAPD-PCR untersucht. Es war moglich beide Sorten eindeutig vonein-

ander zu trennen. Im Gegensatz zu dem Pflanzenmaterial, das von WALKER und LIU
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sowie von GUERRA und MEREDITH getestet wurde, zeigen beide Sorten auch ampe-
lographische Unterschiede.

Dies warf nun die Frage auf, ob das Material, das von den jeweiligen Arbeitsgruppen un-
tersucht wurde, das Originalmaterial war oder ob in der Vergangenheit Verwechslungen
aufgetreten sein konnten. WALKER berief sich in seinem Artikel auf GALET (1988).
GALET lieB3 keinen Zweifel zu, dass aufgrund von Verwechslungen Anfang des 20. Jahr-
hunderts die Sorten Kober 5 BB und Teleki 5 A vermischt wurden. TELEKI und KOBER
verwendeten beide den gleichen Code zur Bezeichnung der selektionierten Sorten, aller-
dings fiir unterschiedliche Selektionen. Die Nachkommen dieser Sorten wurden unter ana-
logen Bezeichnungen verkautft.

MOOG (MOOG 1957) sprach ebenfalls diese Problematik an: *A.Manaresi (1947) hat eine
Berlandieri x Riparia 5 BB (Teleki) (= 5 A Teleki) abgebildet, welche ebenfalls doppelt
gegabelte Ranken aufweist, wie solche auch der Berlandieri Rességuier Nr. 1 zu eigen zu
sein scheinen. Die von A. Manaresi als 5 BB bzw. als 5 A Teleki dargestellte Rebensorte
ist zwar kaum mit der echten Kober 5 BB identisch.” Demzufolge ist es sehr wahrschein-
lich, dass verschiedene 5 BB Typen vorhanden sind. So beschreibt DUMMLER
(DUMMLER 1922) die Gruppeneinteilung der  von KOBER im
Jahre 1902 von TELEKI erhaltenen Berlandieri-Riparia-Teleki-Samlinge, auf die unsere
heutigen Unterlagen zuriickgehen:

A ist rotwipflig, rottriebig, borstig behaart,

B rotwipflig, rottriebig, aber gldnzend,

C griinwipflig, griintriebig oder nur sonnenseits etwas rétlich und behaart,

D griinwipflig, griintriebig mit roten Knoten, gldnzend glatt.

Aus diesen vier Gruppen wurden in den folgenden Jahren die kriftigen und widerstandsfa-
higen Pflanzen herausselektioniert und mit den Doppelbuchstaben AA, BB, CC, DD und
Selektionsnummern bezeichnet. DUMMLER unterschied weiterhin zwischen normaler
Selektionsform und der Zusatzbezeichnung ,Type’. Unter dieser Zusatzbezeichnung fasste
er alle die zusammen, die der vorher beschriebenen Selektionsform dhnelten, aber inner-
halb der Gruppe nicht homogen waren. Zudem findet sich hier der Zusatz: ’Obwohl die 5
BB von einem Stocke abstammen soll, machen sich in unseren Anlagen mehrere Typen
bemerkbar, so dass eine weitere Selektion notwendig féllt.” Die morphologischen Unter-
schiede der beiden Unterlagssorten im Geisenheimer Sortiment entsprechen auch den von
KOBER angegebenen Einteilungen und Buchstabencodes: So steht das A fiir borstig be-
haart und das B fiir gldnzend, bzw. glatt. Weiterhin weist 5 BB im Gegensatz zu 5 A eine
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starkere Anthocyanfirbung auf, die sich auch in die groBen Blattnerven fortsetzt. Zudem
bildet die Stilbucht der 5 BB ein U, wihrend die 5 A im Vergleich dazu ein V und weitaus
weniger Anthocyanfarbung zeigt (KONRAD pers. Mitteilungen 2000).

Dies alles lédsst den Schluss zu, dass es durchaus eine Vermischung von unterschiedlichem
Material gegeben haben konnte. Demzufolge wire das Material in der USA und Australien
ein anderes als das im Sortiment der Forschungsanstalt Geisenheim. Dies wiirde die unter-
schiedlichen Ergebnisse erkldren. Ein vergleichender Test zwischen den Sortimenten wire

hier wiinschenswert.

4.3.1.2. Stabilitat und Reproduzierbarkeit der RAPD-Primer

RAPD-Primer werden oftmals als ungeniigend verlédsslich oder als nicht reproduzierbar
angesehen (XU et al. 1995, BAUER und ZYPRIAN 1997). JONES et al. (1997) verglichen
die Ubertragbarkeit von Ergebnissen, die sie durch RAPD, AFLP und SSR Marker erhiel-
ten, zwischen verschiedenen Labors. Jedes der partizipierenden Laboreinrichtungen entwi-
ckelte einen Ansatz fiir einen speziellen Markertyp und versandte diesen an die anderen
Laboratorien. Die Ergebnisse wurden miteinander verglichen und AFLP stellte sich hierbei
als die zu Beginn am schwierigsten durchzufiihrende Methode, aber letztendlich als die
reproduzierbarste der drei Methoden heraus. Die erhaltenen Ergebnisse von 50 RAPD-
Primer waren zu 75 % reproduzierbar.

Die Standardisierung und Optimierung von Laborbedingungen sind entscheidend, damit
die Methode verldsslich und reproduzierbar ist. THIS et al. (1997) betonten den Einsatz
von stabilen RAPD-Markern, ebenso MULCAHY et al. (1995) und GRANDO et al.
(1996). SKOV (1998) erreichte eine 93 % Reproduzierbarkeit der erhaltenen Bandenmus-
ter in zwei unterschiedlichen Labors, indem er die Bedingungen fiir seine stabilen RAPD-
Primer standardisierte und optimierte. Da RAPD-Primer synthetisch hergestellt werden
und zundchst nicht spezifisch fiir ein bestimmtes Genom sind, miissen sie entsprechend auf
ihre Stabilitdt in dem jeweils untersuchten Genom tiberpriift werden. Aufgrund der Viel-
zahl dieser Primer ist die geeignete Auswahl sehr wichtig, um letztendlich die erforderliche
Verlésslichkeit und Reproduzierbarkeit zu erhalten.

Innerhalb dieser Arbeit wurde der Einsatz von RAMP-Zeiten zur zusétzlichen Standardi-
sierung von RAPD-PCR {iberpriift. Die ungeniigende Amplifikation im Falle des Stratage-

ne Thermocyclers konnte mit der Arbeitsweise des Thermocyclers zusammenhéngen. Der
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Thermocycler arbeitet mit einem Schwenkarm. Er besitzt vier Blocke, die jeweils mit der
entsprechenden Temperatur beheizt werden. Die Proben des Reaktionsansatzes werden
automatisch aus den Blocken herausgehoben und in einen anderen Block mit der pro-
grammierten Temperatur hineingesetzt. Die bei den anderen beiden Thermocyclern ver-
wendeten RAMP-Zeiten konnten hier nicht einprogrammiert werden. Die Proben, die sich
in den anderen Thermocyclern wihrend der RAMP-Zeiten mit aufwédrmen oder abkiihlen
konnten, wurden hier direkt in den bereits vorgeheizten oder vorgekiihlten Block einge-
setzt. Deshalb konnte hier die Zeit, welche der Reaktionsansatz benétigt, um die Reakti-
onstemperatur anzunehmen und die entsprechende Reaktion ablaufen zu lassen, zu kurz
gewesen sein.

Die Zeitspanne des Abkiihlens und Aufheizens konnte mit einer RAMP-Zeit von 0,3 °/s

standardisiert und die Reaktionsbedingungen fiir alle Proben gleich gehalten werden.

4.3.1.3 ldentifikation von Unterlagssorten mit Hilfe der RAPD-Analyse

Die Verldngerung der Primer von Dekamer-Primern zu 12mer Primern setzt die Bin-
dungswahrscheinlichkeit im Genom herab. Die Spezifitit der Primer wird somit erhoht.
Allerdings kann dies auch dazu fiihren, dass es zu keiner klaren Bandenbildung mehr
kommt wie im Falle der Primer #726b und #726¢. Primer #751b und #751c¢ zeigten keine
sortenspezifischen Banden. Weiterhin konnte durch ihre Verwendung keine Abtrennung
aller untersuchter Unterlagssorten erreicht werden. REGNER et al. (1993) testeten die Dif-
ferenzierfdahigkeit von 10mer, 15mer und 16mer Primern anhand von 12 Rebsorten. Sie
stellten fest, dass einzig der 10mer primer eine zufriedenstellende Abtrennung der Sorten
ergab.

Im Gegensatz dazu fithrte im Rahmen dieser Arbeit der Einsatz von 12mer Primer #722b
und #722c¢ zu sortenspezifischen Banden fiir die Unterlagssorten BOrner, 8 B, 3309 C
(Primer #722b) und 5 BB (Primer #722c). Durch die Verwendung dieser Primer konnten
diese vier Unterlagssorten identifiziert werden.

Ein anderer Ansatz zur Identifikation von Unterlagssorten wurde auf der Basis der durch
Primer #751 erhaltenen Ergebnisse untersucht. Durch die Standardisierung und Optimie-
rung der RAPD-Analyse wurden auf der Basis der mit Primer #751 erhaltenen
Bandenmuster die ersten Berechnungen durchgefiihrt, um mit Hilfe der RAPD-Analyse
mit Dekamer-Primern nicht nur eine Sortendifferenzierung, sondern auch eine
Sortenidentifizierung zu erreichen. Durch die ermittelte lineare Transformation der Banden

an einer Referenzbande (KIRCHNER-NESS pers. Mitteilungen) konnten die



Diskussion 126

renzbande (KIRCHNER-NESS pers. Mitteilungen) konnten die Bandenmuster der 7 in
Deutschland am héufigsten verwendeten Unterlagssorten errechnet werden. Die 7 Unter-
lagssorten wurden 6 mal mit Primer #751 amplifiziert, in einem 1,3 %gen Agarose-Gel
aufgetrennt und mit Ethidiumbromid angeféarbt. Die so erhaltenen Bandenmuster dienten
als Grundlage fiir die erfolgten Berechnungen.

Die lineare Transformation mit allen verfiigbaren Banden zeigte keine sinnvolle Zuord-
nung der Banden zu bestimmten Molekulargewichten, damit eine dem Bandenmuster ent-
sprechende Verteilung ersichtlich wurde. Erst mit der Ermittlung einer aussagekriftigen
Referenzbande war das Errechnen der Bandenmuster der 7 Unterlagssorten durchfiihrbar.
Es wurden 3 unterschiedliche Banden, die allen Unterlagssorten gemeinsam waren, einzeln
und als Kombination gepriift. Die Durchschnittswerte des Molekulargewichts der mogli-
chen Referenzbanden ergaben sich aus den Werten der Molekulargewichte der jeweiligen
Bande, die pro Gel fiir jede Unterlagssorte ermittelt wurden. Die Bande mit dem Durch-
schnittswert von 1073 bp war zur linearen Ausrichtung der iibrigen Banden einer unter-
suchten Sorte am besten geeignet. Mit dieser Referenzbande, in Kombination mit der Zu-
ordnung von Bewertungen der Intensitét einer jeden Bande, war eine mit dem Bandenmus-
ter iibereinstimmende Errechnung der Banden mdoglich.

Da RAPD-Marker dominante Marker sind, flie3t die Bewertung der Intensitit {iblicherwei-
se nicht in die Auswertung ein. Es wird nach anwesend/nicht anwesend (1/0) entschieden.
In diesem Fall ergaben sich durch das Einbeziehen der Intensititen Informationen, die es
ermoglichten, die Bandenmuster der 7 Sorten rechnerisch darzustellen. Es wurde dadurch
zwischen Banden unterschieden, die immer und mit gleicher Intensitit vorhanden waren
und Banden, die nicht immer durchgéngig und mit geringer Intensitit vertreten waren. Dies
beinhaltete in der Regel die Banden, deren Intensitit mit 1 bewertet wurde. THORMANN
et al. (1994) erkannten, dass es sich bei den in ihrer Intensitit schwachen Banden nicht
unbedingt um Fragmente handelte, die in ihrer Kopie innerhalb des Genoms weniger héu-
fig auftraten. Sie fiihrten zwei Griinde fiir Bandenintensitétsunterschiede an: Der Grad der
Homologie zwischen Primer und DNA Matrize, sowie die Amplifikation anderer Fragmen-
te. Demnach konnten die mit Intensitdt 1 bewerteten Banden vernachléssigt werden.

Bisher wurden Untersuchungen in der Richtung Identifikation von Unterlagssorten anhand
der RAPD-Analyse iiber ein Rechenmodell noch nicht dargestellt. Ziel war es, gestiitzt auf
einen stabilen RAPD-Primer, die Moglichkeit einer Identifikation von Unterlagssorten am
Beispiel der 7 am hiufigsten in Deutschland verwendeten Unterlagssorten durch die

RAPD-Methode kombiniert mit einem Rechenmodell vorzustellen.
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Im Rahmen dieser Untersuchung war es moglich, durch die lineare Transformation der
Banden an einer Referenzbande unter Berticksichtigung der Bandenintensitdten das jewei-
lige Bandenmuster zu errechnen. Somit konnte innerhalb der vorgegebenen Bedingungen
des Labors eine Identifizierung der in diesem Zusammenhang getesteten Unterlagssorten

ermdglicht werden.

4.3.2 Genetischer Zusammenhang der Unterlagssorten 5 C, 5 BB, 8 B, 125 AA, SO 4

sowie Borner und 3309 C

Die Unterlagssorten 5 C, 5 BB, 8 B, 125 AA und SO 4 sind Produkte der gleichen Kreu-
zungsgruppe Vitis berlandieri x Vitis riparia. Borner und 3309 C sind iiber Vitis riparia,
welche die Mutter der beiden Sorten darstellt, mit diesen ,verwandt’. Mit 5 RAPD-Primer
ergaben sich 70 Banden fiir die Unterlagssorten, 56 waren davon polymorph. Das in 3.3
dargestellte Dendrogramm, errechnet nach DICE und dargestellt nach UPGMA, zeigte die
genetische Beziehung der sieben Sorten zueinander. So bildeten die 5 Abkdmmlinge der
gleichen Kreuzungsgruppe zusammen ein Cluster, wiahrend Borner und 3309 C auf3erhalb
standen.

Die sieben in Deutschland am hiufigsten verwendeten Unterlagssorten zeigen morpholo-
gisch und physiologisch Unterschiede. Die Unterlagssorten 5 BB und 125 AA sind weibli-
che, SO 4, 5 C, 8 B, Borner sowie 3309 C mannliche Pflanzen. Es bestehen vom Bundes-
sortenamt festgelegte Richtlinien, nach denen die Unterlagssorten morphologisch beurteilt
werden (BUNDESSORTENAMT, BESCHREIBENDE SORTENLISTE REBEN 2000).
Diese Kriterien enthalten Bewertungen der Triebspitze in Form, Wollbehaarung und
Anthocyanfiarbung, Bewertungen des Triebes in Wiichsigkeit, Geiztriebbildung sowie
Borstenbehaarung der Knoten und Internodien, Bewertungen der Holzfarbe sowie Bewer-
tungen des Blattes in Bezug auf Grofe, Blasigkeit der Oberfliche, Zahl der Lappen, Stiel-
buchtform, Anthocyanfarbung der Nervenoberseite sowie die Borstenbehaarung der Ner-
venunterseite und des Stiels (OIV-Richtlinien, UPOV). Weitergehende Beurteilungen sind
die Holzausreife, der Holzertrag, die Affinitit der Unterlage zum Edelreis, die Bewurze-
lungsfahigkeit sowie die Anfalligkeit gegeniiber der Wurzel- und Blattreblaus. Diese Krite-
rien werden fiir die jeweilige angesprochene Unterlagssorte nach einem Punkteschema von

1-9 beurteilt und charakterisieren zusammen die entsprechende Pflanzensorte.
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Folgende Kriterien treffen auf alle Unterlagssorten der gleichen Kreuzung gleichermallen
zu: sehr geringe Wollbehaarung der Triebspitze, Blatt im Riparia-Typ, weit offene Stiel-
bucht des Blattes, dunkelbraune Holzfarbe, Anfilligkeit gegeniiber der Wurzelreblaus ist
vorhanden, die Schéden sind jedoch gering sowie eine sehr hohe Anfilligkeit gegeniiber
der Blattreblaus.

Innerhalb des Dendrogramms standen im Cluster der Kreuzungsgruppe Vitis berlandieri x
Vitis riparia die Abkommlinge SO 4, 125 AA und 5 BB auf der einen Seite den Abkomm-
lingen 5 C und 8 B gegeniiber. In Verbindung mit den ampelographischen Bewertungskri-
terien des Bundessortenamtes decken sich die Kriterien Anthocyanfiarbung der Triebspitze
und Geiztriebbildung des Triebes mit der Aufteilung innerhalb des Dendrogramms. Aller-
dings vermittelt die alleinige Betrachtung des Dendrogramms ohne die ermittelten Ahn-
lichkeitsindices kein korrektes Bild. So stand 5 BB mit einem Ahnlichkeitsindex von 0,72
fir SO 4 und 0,72 fiir 5 C zwischen beiden Sorten. SO 4 war von 5 C und 8 B am weitesten
entfernt. Es bestand ein Ahnlichkeitsindex von SO 4 zu 8 B von 0,63 und SO 4 zu 5 C von
0,55. Ampelographisch sind die Sorten SO 4 und 5 C schwer zu trennen, die Triebspitze
der 5 Cist lediglich griin, die der SO 4 bronziert.

5 C und 8 B zeigten zueinander den hochsten Index von 0,8. 125 AA und 5 BB wiesen da-
gegen mit 5 C und 8 B Indices von 0,71-0,74 auf. Diese Verteilungen werden nicht immer
von den morphologischen Kriterien gestiitzt. So weisen beispielsweise die Unterlagssorten
5 C und 8 B mit dem hdchsten Ahnlichkeitsindex von 0,8 nur drei iibereinstimmende Kri-
terien auf, beide sind ménnlich, weisen eine mittel bis starke Geiztriebbildung auf und die
Triebspitze besitzt eine geringe Anthocyanfarbung.

Die Unterlagssorten Borner und 3309 C weichen in ihren morphologischen Charakteristika
von den iibrigen Sorten stark ab. Das Blatt der Borner ist im Vergleich zu den Blittern der
tibrigen Unterlagssorten sehr grof. Die Blitter im Triebspitzenbereich besitzen einen
karminroten Rand, das Holz ist beborstet und die Bliite besitzt 6 statt 5 Staubgefia3e (RIES
pers. Mitteilungen).

Das Blatt der 3309 C ist im Vergleich zu den anderen Unterlagssorten klein und kurz, brei-
ter als lang. In der Form &hnelt es dem Blatt einer Rupestris-Art. Weiterhin ist das Holz der
3309 C rotlich braun und kahl, das der iibrigen Sorten dunkelbraun, die Internodien sind
deutlich kiirzer als bei allen anderen Sorten (RIES pers. Mitteilungen).

Die Verwendung der RAPD zur Verwandtschaftsanalyse ist nicht unproblematisch. Zu-
nichst ist die Sequenz der Banden unbekannt. Banden, die auf einer Hohe laufen, konnen

somit die gleiche Sequenz besitzen, miissen aber nicht. Wéahrend bei RFLP aufgrund der
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Bindung einer gesamten DNA-Probe die Sequenz homolog sein muss, ist dies im Falle der
RAPD nur fiir den Dekamer-Primer der Fall. Untersuchungen von THORMANN et al.
(1994) zeigten, dass die Daten der RFLP- verglichen mit denen der RAPD-Analyse auf
intraspezifischer Ebene &hnlich waren, auf interspezifischer Ebene sich unterschieden.
Dies fiihrten sie darauf zuriick, dass nicht homologe Fragmente innerhalb der RAPD als
,identisch’ gezdhlt wurden, da sie im Gel auf der gleichen Hohe liefen. RAPD-Marker sind
dominante Marker. Das bedeutet, dass kein Unterschied zwischen homo- und heterozygot
mdglich ist. Dadurch kénnen Uber- oder Unterbewertungen der Ahnlichkeiten auftreten
(MILBOURNE et al. 1997). Es bedarf daher einer intensiven Priifung der durch die
RAPD-Analyse erhaltenen Daten damit die Aussage der Dendrogramme den tatsdchlichen

Verhiltnissen entspricht.

4.3.3 Untersuchungen zur genetischen Varianz der Unterlagenklone der Sorten SO 4,

5BB und 5 C sowie der Unterlagssorte Binova

Unterlagenklone sind ampelographisch nicht zu unterscheiden. Es handelt sich bei diesen
um die Nachkommen einer einzelnen Rebe. Spontane Mutationen bewirken Anderungen in
der physiologischen Leistung einzelner Stocke, bleiben ampelographisch aber meist uner-
kannt (SCHOFFLING und STELLMACH 1993).

Innerhalb der Literatur wurden Klone von Ertragsreben hinsichtlich ihrer Differenzierbar-
keit mit Methoden wie Mikrosatelliten- und RAPD- (SILVESTRONI et al. 1997,
REGNER et al. 1998, REGNER et al. 2000) sowie AFLP-Analysen (CERVERA et al.
1998) untersucht.

Bei den hier durchgefiihrten Untersuchungen sollten erstmals die genetischen Varianzen
bei Unterlagenklonen untersucht werden. Da die Entstehung von Klonen bereits durch
Punktmutationen ausgeldst werden kann, sind Methoden wie RAPD, AFLP und SAMPL
sinnvoll in der Anwendung, da sie in der Lage sind, Punktmutationen wie Deletion oder
Insertion, zu detektieren. Weiterhin stehen flir diese Methoden eine unbegrenzte Anzahl

von Markern zur Verfiigung.
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Die Auftrennung der 5 C Klone in einem Polyacrylamidgel, amplifiziert innerhalb der
RAPD mit einem Tetranukleotid-Primer, zeigte, dass eine Detektion von genetischen Vari-
anzen mit dieser Methode moglich ist. Durch die Auftrennung der Proben in einem Polyac-
rylamidgel und die Anfarbung der Proben mit Silberfarbung wurden die Fragmente, die im
Agarose-Gel mit Ethidiumbromidfarbung unentdeckt blieben, nachweisbar.

Im Rahmen eines gemeinsamen Projektes, gefordert durch den DAAD, sollte geklart wer-
den, inwieweit genetische Varianzen zwischen Unterlagenklonen mit Hilfe der AFLP- und
SAMPL-Methoden nachgewiesen werden konnten. Dazu wurden exemplarisch folgende

Unterlagssorten und deren Klone ausgewéhlt: SO 4, Binova, 5 C und 5 BB.

4.3.3.1 Die Amplified fragment length polymorphism (AFLP)-Analyse

Von VOS et al. 1995 entwickelt stellt die Amplified fragment length polymorphism
(AFLP)-Analytik eine verhiltnisméBig neue Methode dar. Sie bietet die Moglichkeit, auch
kleinste Abweichungen im Genom zu erfassen. Die Methode beruht auf dem Schneiden
der genomischen DNA mit zwei Restriktionsenzymen, einer Preamplifikation (1. selekti-
ven Amplifikation) und einer 2. selektiven Amplifikation.

Der Grund, weshalb zwei Restriktionsenzyme verwendet werden, liegt in der Optimierung
der Fragmentanzahl. Das verhdltnismiBig oft schneidende Enzym, in diesem Fall Mse 1,
produziert kleine Fragmente, die gut amplifizieren und eine optimale Gréfe zur Auftren-
nung innerhalb eines Polyacrylamidgeles haben. Die Anzahl der amplifizierten DNA-
Fragmente wird durch das selten schneidende Enzym reduziert, hier Eco RI, da nur die
Fragmente amplifiziert werden, die beide Schnittstellen aufweisen.

Die Schnittstellen der Restriktionsenzyme werden anschlieBend mit Adaptoren verldngert,
die spéteren Bindungsstellen der eingesetzten Primer. Danach werden innerhalb zweier
aufeinanderfolgender selektiven Amplifikationen die Anzahl der Fragmente so verringert,
dass sie auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden konnen.

Die ,Ausdiinnung’ der Anzahl der Fragmente wird durch die Wahl der selektiven Nukleo-
tide der Eco RI und Mse I Primer erreicht (CERVERA pers. Mitteilungen). Innerhalb der
selektiven Amplifikation werden zwei Eco RI (mit je 3 selektiven Nukleotiden) aber nur
ein Mse I Primer (mit 3 selektiven Nukleotiden) eingesetzt. Der Grund liegt in einer Opti-
mierung der am Ende ausgewidhlten Fragmente (CERVERA et al. 1998). Es muss ein Op-
timum geschaffen werden zwischen der Anzahl an Banden und dem Grad der erhaltenen

Polymorphismen. Bei einer Verwendung von einem EcO RI Primer mit 2 selektiven
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Nukleotiden bekdme man einen Wert von % (1/4: eine Base von 4 mdglichen Basen). Das
bereits in der Praamplifikation verwendete Nukleotid (,0”) wird nicht beriicksichtigt und
steht deshalb in Klammern.

Primer (ECORI0) 1 =Y

Hierbei wire die Selektivitit (Polymorphismus) sehr gering, die Bandenanzahl aber sehr
hoch, da die Bindungswahrscheinlichkeit des Primers verhéltnismaBig groB ist.

Im zweiten Fall wiirde ein Eco RI Primer mit 3 selektiven Nukleotiden eingesetzt werden,
wobei das selektive Nukleotid aus der Prdamplifikation wiederum in die Rechnung nicht
miteinbezogen wird.

Primer (ECORIO0) 1 1 =% * Y4=1/16

Die Selektivitit (Polymorphismus) wére sehr hoch, die Bandenanzahl aber zu gering.
SENSI et al. (1996) untersuchten die Differenzierbarkeit von 16 italienischen Ertragsreb-
sorten mit Hilfe der AFLP und ISTR (inverse sequence-tagged repeat analysis)—Analyse.
Durch den Einsatz eines Eco RI Primers mit drei selektiven Nukleotiden erhielten sie mit
der AFLP-Methode weniger Polymorphismen im Vergleich zu der ISTR-Analyse.

Wenn nun zwei Eco RI Primer mit 3 selektiven Nukleotiden eingesetzt werden, so ergibt
sich eine Kombination aus den beschriebenen Fillen. Bei beiden Eco RI Primer werden die
selektiven Nukleotide aus der Praamplifikation nicht beriicksichtigt. Der erste ECo RI Pri-
mer erhilt fiir seine beiden selektiven Nukleotide jeweils Y4 (2 * Y4). Der zweite Eco RI
Primer bringt nur ein selektives Nukleotid mit ein (1 * '4), da das erste der beiden selekti-
ven Nukleotide das gleiche Nukleotid wie bei dem ersten Eco RI Primer ist.

Daraus ergibt sich: 4 * 4 + Y4 =1/8.

Damit ist es moglich, die angestrebte Optimierung zwischen Bandenanzahl und Poly-
morphismus zu erreichen.

Zusammen mit dem Mse I Primer (Primer (Mse I 0) 1 1 = 1/16) ergibt sich ein Wert von
1/128 Fragmenten, die aus dem Pool der praamplifizierten Fragmente isoliert werden kon-

nen.

4.3.3.2 Die Unterlagssorten SO 4 und Binova

Die Unterlagsreben SO 4 und Binova werden in Deutschland als jeweils eigenstandige Sor-

ten beim Bundessortenamt (BUNDESSORTENAMT 2000) gefiihrt. Es wird davon ausge-

gangen, dass Binova als Mutation aus der SO 4 hervorgegangen ist. Beide Sorten sind
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morphologisch sehr dhnlich mit dem Unterschied, dass SO 4 méannlich und nicht trauben-
tragend ist, Binova dagegen ist zwittrig und traubentragend. Mit Hilfe der RAPD-Analyse
war eine Unterscheidung der Sorten voneinander nicht moglich. Im Vergleich dazu sind
die Sorten 5 C, 5 BB, 8 B und 125 AA, die aus der gleichen Kreuzungsgruppe abstammen,
relativ einfach voneinander zu trennen (sieche 4.3.2). Es wurde gepriift, ob beide Sorten
voneinander mit der AFLP- oder SAMPL-Analyse abgrenzbar sind.

Binova war zwar iiber wiederholende Banden von den iibrigen SO 4 Klonen abzutrennen,
wurde aber trotzdem eindeutig innerhalb des SO 4 Cluster gruppiert. So wies O 4 zu Bi-
nova flir die AFLP-Analyse einen Ahnlichkeitsindex von 0,93, fiir die SAMPL-Analyse
0,975 auf. Dies lasst die Vermutung zu, dass es sich bei Binova tatsdchlich um eine mutier-
te Variante der Sorte SO 4 handelt und nicht um eine urspriinglich eigenstéindige Sorte.
Das Genom der Rebe ist sehr heterozygot. Aus diesem Grund wire eine zufillige, in die-

sem Grade enge Verwandtschaft zwischen zwei Sorten sehr unwahrscheinlich.

4.3.3.3 Untersuchungen zur genetischen Varianz von Unterlagenklonen mit
der AFLP- und SAMPL-Analyse

Innerhalb der Untersuchungen zur genetischen Varianz mit der AFLP- und SAMPL-
Analyse ergaben sich verschiedene Bandentypen: ,monomorphe Banden’ und ,polymorphe
Banden’, davon ,Einzelbanden’, ,wiederholende Banden’ und ,polymorphe, nicht zur Un-
terscheidung geeignete Banden’ (siche 3.5.2.1).

Beide Methoden zeigten eine hohe Anzahl an Banden. AFLP lieferte insgesamt 277 Ban-
den, davon waren 67 Banden polymorph. Die polymorphen Banden setzten sich aus 68,18
% ,unterlagssortenspezifischen Banden’, 28,36 % ,Einzelbanden’ und 4,5 % ,wiederho-
lende Banden’ zusammen (Werte in Prozent bezogen auf polymorphe Banden).

SAMPL zeigte insgesamt 283 Banden, 73 Banden wurden als polymorph ermittelt. Von
diesen erwiesen sich 76,71 % als ,unterlagssortenspezifische Banden’, 17,81 % als ,Ein-
zelbanden’ und 5,48 % als ,wiederholende Banden’.

Im Vergleich zueinander waren fiir die SAMPL-Analyse 8,53 % mehr ,unterlagssortenspe-
zifische Banden’ zu ermitteln. Dafiir zeigte die AFLP-Analyse 10,55 % mehr ,Einzelban-
den’. Fiir die ,wiederholenden Banden’ wiesen beide Methoden keine signifikanten Unter-

schiede zueinander auf.
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Die ,unterlagssortenspezifischen Banden’ stellten den grofiten Anteil an polymorphen
Banden dar. Mit diesen war es mdglich, mit beiden Methoden die Unterlassorten SO 4,5 C
und 5 BB klar voneinander zu trennen. Dieser Bandentyp war fiir die Clusterbildung der
Sorten verantwortlich. So zeigte es sich, dass in der AFLP-Analyse 5 BB und 5 C zusam-
menstanden und SO 4 zu 5 C den grofliten Abstand zueinander aufwiesen. In der SAMPL-
Analyse standen SO 4 und 5 C zusammen, wihrend 5 BB zu SO 4 den groften Abstand
zeigte. Innerhalb des Dendrogramms basierend auf den Daten beider Methoden zeigte sich
wiederum die Aufteilung nach der AFLP-Analyse. Insgesamt wiesen die Ahnlichkeitsindi-
ces der Sorten untereinander wesentlich niedrigere Werte und damit groere Distanzen auf
im Vergleich zu denen der RAPD-Analyse. Die Ahnlichkeitsindices der drei Unterlagssor-
ten fiir AFLP und SAMPL lagen zwischen 0,2 und 0,4, wihrend die der RAPD-Analyse
zwischen 0,5 und 0,7 anzusiedeln waren.

Dies erklart sich durch den hoheren Grad an Differenzierung der AFLP- und SAMPL-
Methoden. Sie konnen geringe genetische Unterschiede nachweisen und dementsprechend
zwischen sehr eng verwandten Sorten unterscheiden (BARKER et al. 1999, YEE et al.
1999). Die Verwendung von AFLP- und SAMPL-Methoden zur Untersuchung der geneti-
schen Varianzen der Unterlagsklone zeigte, dass eine genetische Varianz auftrat. Die hier-
bei detektierten Polymorphismen, ,Einzelbanden’, ,wiederholende Banden’ und ,polymor-
phe, nicht zur Unterscheidung geeignete Banden’ konnten auf verschiedene Griinde zu-

riickzufihren sein.

a) Partielles Schneiden der Restriktionsenzyme

Das generelle Bandenmuster der untersuchten Unterlagssorten war uniform. Die Unter-
lagssorten unterschieden sich untereinander klar durch die ,unterlagssortenspezifischen
Banden’. Innerhalb der Klone einer Unterlagssorte traten Polymorphismen auf, die unter-
teilt werden miissen in ,Einzelbanden’ und ,wiederholende Banden’ einerseits sowie ,po-
lymorphe, nicht zur Unterscheidung geeignete Banden’ andererseits.

Innerhalb der Klone der Unterlagssorten bestand eine nachweisbare genetische Varianz.
Insbesondere die 5 C Klone und Einzelstocke fielen in diesem Zusammenhang auf. Han-
delte es sich bei den auftretenden Polymorphismen um methodische Artefakte, so diirften
die iibrigen Unterlagsklone bzw. die Sorte Binova im Verhéltnis zu den iibrigen Klonen der
Sorte SO 4 keine so hohe Ubereinstimmung aufweisen. Binova ist als eigenstindige Sorte
eingetragen. Dennoch ist sie nur schwer, wenn iiberhaupt von den {ibrigen SO 4 Klonen

abtrennbar.
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Die 5 C Klone zeigten aber auch innerhalb der RAPD-Analyse, aufgetrennt in einem Poly-
acrylamidgel, genetische Varianzen auf.
Daraus kann geschlossen werden, dass die auftretenden Polymorphismen ihre Ursache

nicht in dem partiellen Schneiden der Restriktionsenzyme haben.

b) Polymorphismen aufgrund von somatischen M utationen

Somatische Mutationen wurden innerhalb von In-Vitro Kulturen und speziell bei der Re-
generation von Pflanzen aus Zellkulturen dokumentiert (SCHNEIDER et al. 1996,
BREGITZER et al. 1998). AL-ZAHIM et al. (1999) wiesen mit Hilfe der RAPD-Methode
somaklonale Variationen innerhalb von Knoblauchpflanzen nach, welche aus somatischen
Embryonen regeneriert wurden. Sie schlossen aus ihren Ergebnissen, dass die Bedingun-
gen innerhalb der In-Vitro Kultur Mutationen induzierten, die auch bei Pflanzen, gewach-
sen innerhalb ihrer natiirlichen Umgebung, vorkommen konnten. FOURRE et al. (1997)
fanden bei 4 embryonalen Klonen von Picea abies L. nach der Regeneration phanotypi-
sche Variationen. Genetisch konnten sie mit Hilfe der RAPD-Methode eine hohe intraklo-
nale, aber keine interklonale Variation feststellen.

Unterlagenklone werden vegetativ vermehrt, indem Stecklinge von einem Mutterstock
geschnitten, bewurzelt und gepflanzt werden. Aus dem Auge des Stecklings wichst die
neue Unterlage heran. Treten Mutationen innerhalb der Zellen von Knospen auf, wie Dele-
tion oder Insertion, so weist auch die spiter aus dem Ein-Augen-Steckling hervorgegange-
ne Pflanze diese Verdnderung auf.

Die hier getesteten Klone sind aus alten Bestdnden entstanden und weitervermehrt worden.
Uber den Zeitraum von 20-30 Jahren kénnten entsprechende Mutationen aufgetreten sein,

die phinotypisch nicht auffallen, aber molekularbiologisch nachweisbar sind.

c) Methylierung der DNA

Im Pflanzengenom treten Cytosin-Methylierungen in Form von symmetrischen Sequenzen
CpG und CpNpG (GRUENBAUM et al. 1981), und in nichtsymmetrischen Sequen-
zen, wie z. B. CpApTp und CpTpTp (FINNEGAN et al. 2000) auf. Methylierungen
variieren in ihrem Auftreten entlang des Chromosoms und sind fiir die Regulierung der
Genexpression auf transkriptionaler Ebene mitverantwortlich (BURN et al. 1993, PARK et
al. 1996, RICHARDS 1997, FINNEGAN et al. 2000). Der Wechsel zwischen Methylie-
rung und Demethylierung fiihrt zu unterschiedlichen Methylierungsmustern, die eng mit

der Regulierung der Replikation und Differenzierung von somatischen Zellen zusammen-
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hingen (HSIEH 2000). XIONG et al. (1999) nutzten die Sensitivitit von Restriktionsen-
zymen auf methyliertes Cytosin zur Untersuchung des Methylierungsgrades im Reisge-
nom. Dabei erkannten sie, dass der Grad der Methylierung gewebsspezifisch war. Zudem
stellten sie Unterschiede im Methylierungsgehalt der Elternlinien und ihrer Nachkommen
fest. KOVARIK et al. (1997) fanden in repetitiven DNA-Sequenzen bei Brassica, Birne
und Tabak einen hohen Grad an methylierten CpG Strukturen.

Eco RI erkennt und schneidet die Sequenz: 5’GAATTC’3. Folgt auf das Cytosin ein Gua-
nin (5’GAATTCG’3), so konnte das Cytosin methyliert sein. Damit wiirde diese Stelle von

Eco RI nicht geschnitten werden, was zu einem Verlust der Bande fiihrt.

d) Bereiche mit hohem Grad an genetischer Variabilitat

Mit dem Bandentyp ,polymorphe, nicht zur Unterscheidung geeignete Banden’ konnten
Bereiche des Genoms getroffen worden sein, die einen hohen Grad an genetischer Variabi-
litdt besitzen. Die Restriktionsenzyme Eco RI und Mse I schneiden aufgrund ihrer Erken-
nungssequenzen in A+T reichen Regionen des Genoms (YOUNG et al. 1999). Die erhalte-
nen AFLP-Fragmente konnen repetitive Sequenzen aufweisen (REAMON-BUTTNER et
al. 1999). REAMON-BUTTNER et al. (1999) untersuchten die in Asparagus officinalis L.
erhaltenen AFLP-Fragmente auf repetitive Sequenzen. Sie stellten fest, dass die von ihnen
untersuchten Fragmente repetitive Sequenzen enthielten und damit zu Satellitenstrukturen
gehorten, die iiber das Pflanzengenom verstreut liegen. Hydrolytische Deaminierung von
5’ methyliertem Cytosin fiihrt zur Konvertierung des Cytosins in Thymin und damit zu
einer C/G zu T/A Transition (KOVARIK et al. 1997). Somit konnte es zu einer Verinde-
rung der Schnittstellen der Restriktionsenzyme kommen. Von CERVERA (pers. Mittei-
lungen) untersuchte SAMPL-Fragmente zeigten einen engen Zusammenhang zu
Retrotransposons in der Rebe, die erstmals von BOHM und ZYPRIAN (1998) erwihnt
wurden. Die SAMPL-Methode zeigt hier mit 5,3 % einen um 3,5 % hoheren Anteil an po-
lymorphen, nicht zur Unterscheidung geeigneten Banden im Vergleich zur AFLP-
Methode. Der Ausschluss dieses Bandentyps aus dem Dendrogramm basierend auf den
SAMPL-Daten bewirkte, dass der Grad an genetischer Varianz geringer wurde. Die Klone
der Unterlagssorte 5 C blieben von dieser Verdnderung relativ unberiihrt. Bei der Unter-
lagssorte 5 BB waren nun zwischen 5 Klonen keine Unterscheidung mehr moglich, davor
waren es 4 Klone. Bei SO 4 zeigten 4 Klone zusammen mit Binova keinen Unterschied im

Bandenmuster.
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Die AFLP-Methode wurde hier erstmals auf Unterlagsreben und ihre Klone angewendet.
Generell ist die Anwendung der AFLP-Analyse auf Reben im Gegensatz zu den &lteren
Methoden noch nicht sehr verbreitet.

In der Literatur wird die AFLP-Analyse zur Differenzierung von Ertragsrebsorten einge-
setzt. Die von CERVERA et al. (1998) untersuchten spanischen Ertragsrebsorten wiesen
untereinander Ahnlichkeitsindices von 0,70-0,90 auf. Ab einem Index von 0,90 bis 1,00
wurden die Pflanzen als sortenzugehdrig definiert.

Die innerhalb dieser Arbeit untersuchten Unterlagssorten zeigten Indices von 0,17 bis 0,44,
die zu einer Sorte zugehorigen Klone 0,91 bis 1,0. Nur die 5 C Klone unterschieden sich
diesbeziiglich. Sie zeigten Werte von 0,88 bis 1,0.

Des weiteren wurden mit Hilfe der AFLP-Methode phylogenetische Studien betrieben. So
untersuchten SENSI et al. (1996) die genetische Diversitit von 16 italienischen Ertragsreb-
sorten Sangiovese und Colorino mit acht verschiedenen AFLP Primerkombinationen und 5
ISTR (inverse sequence-tagged repeat analysis) Primer.

LABRA et al. (1999) klarten den Ursprung der italienischen Ertragsrebsorte Ansonica von
der Insel Giglio mit Hilfe der AFLP- und SSR (simple sequence repeat)-Analysen. Es zeig-
te sich, dass diese Sorte urspriinglich von griechischen Sorten abstammte.
GOTO-YAMAMOTO (2000) untersuchte 6 asiatische, 6 nicht asiatische Ertragsrebsorten
und 4 Wildreben mit Hilfe der AFLP auf ihre genetische Distanz. Sie gruppierten sich ent-
sprechend ihrer Morphologie und geographischen Herkunft.

SAMPL-Analyse wurde in dieser Form bisher noch nicht an Unterlagsreben getestet.
CERVERA et al. (unveréffentlicht) untersuchten mit dieser Methode spanische Ertragsreb-

sorten und verwendeten diese Methode zum Kartieren deren Genome.

Die AFLP- und SAMPL-Methode sind sehr gut zur Differenzierung von Unterlagssorten
geeignet. Aufgrund der ausgepriagten Heterozygotie der Rebe zeigen sie grofle Divergen-
zen innerhalb der Rebengenome auf. Die hohe Sensitivitit beider Methoden ldsst den
Schluss zu, dass nach entsprechender Optimierung beider Methoden fiir das Genom der
Unterlagsreben eine Unterscheidung von Klonen moglich sein kann. In wie weit ,Einzel-
banden’ tatsidchlich charakteristisch fiir einen bestimmten Klon sind und genetische Unter-

schiede detektieren, muss in weiteren Arbeiten erst noch gepriift werden.
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5. Ausblick

Das im Rahmen dieser Arbeit beschriebene Rechenmodell sollte es ermdglichen, mit Hilfe
der RAPD nicht nur Unterlagssorten zu differenzieren, sondern diese auch zu identifizie-
ren. Das dargestellte Berechnungssystem miisste auf die Bandenmuster der {ibrigen 144
Unterlagssorten tlibertragen werden. Primer #751 produzierte keine einheitlichen Banden
fir alle untersuchten Sorten, die als Referenzbanden dienen konnten. Daher miissten die
Unterlagssorten zu sinnvollen Gruppen zusammengefasst werden, damit Referenzbanden
festgelegt werden konnten. Entsprechend der Vorversuchen arbeiten wire es notig, die
entstehenden Referenzbanden zu priifen, ob das an ihnen ausgerichtete Bandenmuster dem
tatsdchlichen Muster entspricht.

Die RAPD-Methode erreicht mit einer Nachweisgrenze von 10 % fiir Vermischungen eine
noch zu hohe Fehlerquote von Fremdstocken in Unterlagenholzbiindeln. Ein anderer An-
satz flir dieses Problem wére, wenn eine bestimmte Vorstellung von der vermischten Sorte
herrschte. Dann konnte mit Hilfe von sortenspezifischen Markern eine Verunreinigung
durch eine bestimmte Unterlagssorte festgestellt werden. In wie weit sortenspezifische
Marker Verunreinigungen unter 10 % nachweisen konnen, miisste erst noch gepriift wer-
den.

Ausgehend von Dekamer Primern wurden 12er Primer untersucht. Darunter waren Primer,
die fiir einzelne Unterlagssorten sortenspezifische Banden besallen. Diese gilt es auszu-
schneiden und zu sortenspezifischen Markern (SCAR-Marker) umzuwandeln.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in der AFLP- und SAMPL-Analyse erhaltenen ,un-
terlagssortenspezifischen Banden’ und ,Einzelbanden’ ausgeschnitten. Im Folgenden
miisste gepriift werden, in wie weit die ,unterlagssortenspezifischen Banden’ tatsdchlich in
ihrer Sequenz bei allen tibrigen Unterlagsklonen einer Sorte gleich sind. Unterlagssorten-
spezifische Marker konnen sehr niitzlich sein fiir eine genetische Charakterisierung von
Unterlagssorten. Speziell bei den ,Einzelbanden’ muss nachgepriift werden, ob die erhalte-
ne Sequenz tatsdchlich spezifisch fiir diesen einen Klon ist, oder ob sie auch bei anderen
noch nicht getesteten Klonen in Erscheinung tritt. Weiterhin miisste abgeklért werden, in-
wieweit diese Bande innerhalb eines Klons stabil ist, das heiit, ob diese Bande auch bei
anderen Pflanzen des gleichen Klons vorhanden ist. Diese ermittelten Sequenzen stellen
die Basis fiir die zu synthetisierenden SCAR Marker dar. Diese konnten als Marker fungie-
ren, um eine Identifizierung von Unterlagsklonen zu erreichen.

Somit konnten hoch informative PCR Marker entwickelt werden, die letztlich zur Evaluie-

rung von Ziichtungsmaterial dienen.
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6. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Extraktion von DNA aus Reben dahingehend erwei-
tert, dass aus jedem bei Unterlagen verfligbaren Pflanzenmaterial, Holz- und Wurzelmate-
rial DNA gewonnen werden konnte. Mit Hilfe von Oberfldchensterilisierung und dem Ent-
fernen der Rinde ist es gelungen, aus Wurzelmaterial DNA zu gewinnen, die in molekular-
genetischen Untersuchungen eingesetzt werden kann.

Grofle Holzprobenvolumina konnten mit Hilfe eines Blenders zerkleinert und fiir die
DNA-Extraktion aufgeschlossen werden. Vermischungen von Holz zweier unterschiedli-
cher Unterlagssorten konnten bis zu einer Grenze von 10 % durch die RAPD-Analyse
nachgewiesen werden.

Der Einsatz von 12mer Primer, entstanden aus Primern, welche die 7 in Deutschland am
hdufigsten eingesetzten Unterlagssorten abtrennen konnten, lieferte im Vergleich zu den
urspriinglichen Dekamer-Primern keine komplette Abtrennung der 7 Unterlagssorten. Fiir
die 12er Primer, ausgehend von Primer #722, ergab sich, dass Primer #722b charakteristi-
sche Banden fiir Borner (1900 bp), 8 B (1350 bp) und 3309 C (785 bp) zeigte. Primer
#722¢ wies fiir die Unterlagssorte 5 BB eine charakteristische Bande (1760 bp) auf. Die
12er Primer, entstanden aus der Sequenz von Primer #726, ergaben keine verwertbaren
Ergebnisse. Die 12er Primer, ausgehend von Primer #751, lieferten keine ,unterlagssor-
tenspezifischen Banden’. Primer #751b trennte die untersuchten Sorten bis auf SO 4 und
125 AA ab, Primer #751c konnte bis auf 5 BB und 8 B die restlichen Unterlagssorten diffe-
renzieren.

Untersuchungen zur Stabilitdt und Optimierung der RAPD-Analyse zeigten, dass mit Hilfe
der Einstellung von RAMP-Zeiten das grundsétzliche Bandenmuster mit zwei verschiede-
nen Thermocyclern reproduzierbar war. Zudem zeigte die Untersuchung zur Verénderlich-
keit der Muster durch verschiedene Herkiinfte der Pflanzen, dass die Ergebnisse der
RAPD-Analyse durch diesen Faktor nicht beeinflusst wurden.

Mit RAPD-Primer #751 wurden 151 verschiedene Unterlagssorten und Wildarten differen-
ziert, 14 konnten nicht voneinander abgetrennt werden. Fiir folgende Unterlagssorten und
Wildarten ergaben sich ,Einzelbanden’: V. riparia Quebec A (2760 bp), V. riparia semis
Oberlin (2510 bp), V. riparia splendens (2470 bp), V. riparia Montreal 2 NW 5158-37
(2450 bp), V. riparia Montreal 5 NW 5258-11 (2410 bp), Fercal Kl 242 Gm (1930 bp), V.
riparai Klosterneuburg (2260 bp), 41 B (1910 bp), Paulsen 779 E (2140 bp), V. cinerea
Barret 9 (530 bp) und V. slavinii Rhoeder (490 bp). Innerhalb dieser Untersuchung konnte
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auch zwischen den Unterlagssorten Kober 5 BB und Teleki 5 A Goseck differenziert wer-
den.

Die Betrachtung des genetischen Zusammenhanges zwischen den 7 in Deutschland am
héaufigsten verwendeten Unterlagssorten bestitigte die Kreuzungsgruppe V. berlandieri x
V. riparia. Die Nachkommen aus dieser Kreuzung, 5 BB, SO 4, 5 C, 125 AA und 8 B, bil-
deten ein Cluster.

Es wurde untersucht, in wie weit es moglich war, in der RAPD-Analyse entstandene Ban-
denmuster mathematisch auszudriicken und somit eine Identifikation der Sorten zu errei-
chen. Anhand der Unterlagssorten 5 BB, SO 4, 5 C, 125 AA, 8 B, 3309 C und Borner, auf-
getrennt in der RAPD-Analyse mit Primer #751, wurde ein solches Modell entwickelt.
Dazu wurden durch eine lineare Transformation der Banden, ausgerichtet an einer Refe-
renzbande unter Beriicksichtung der Bandenintensitdten, die Bandenmuster errechenbar.
Die Sorten lieBen sich durch ihre errechneten Banden voneinander unterscheiden. Die ma-
thematisch dargestellten Muster der einzelnen Sorten deckten sich mit den tatsdchlichen
Bandenmustern.

Fiir die Untersuchung von genetischen Varianzen der Unterlagenklone der Sorten 5 BB, SO
4 und 5 C sowie der Sorte Binova wurden die RAPD-, AFLP- und SAMPL-Methoden ein-
gesetzt. Alle drei Methoden waren in der Lage, Varianzen nachzuweisen. Fiir AFLP- und
SAMPL-Analyse wurde zwischen folgenden Bandentypen unterschieden: ,Einzelbanden’,
,wiederholende Banden’, ,unterlagssortenspezifische Banden’ und ,polymorphe, nicht zur
Unterscheidung geeignete Banden’. Durch die ,unterlagssortenspezifischen Banden’ trenn-
ten sie die drei Sorten voneinander ab. ,Einzelbanden’ traten fiir folgende Klone auf:

AFLP: 5BB Kl 137 WZ, 5 C Kl 6-4-22 Gm, 5 C Kl 6-22 Gm, 5 BB Kl 13-45-5 Gm, 5 BB K
13-44-3 Gm, 5 BB Kl 276 INRA, 5 C K| 10-48-49 Gm, 5 C K| 10-49 Gm, 5 C Kl 6-
13Gm, 5 CKI 6-16 Gm, SO 4 Kl 47-7Gm

SAMPL: SO 4 Kl 47-7 Gm, 5 C KI 10-48-49 Gm, 5 BB K| 13-11 Gm, 5 C K| 6-22 Gm, SO
4 KI SCA ANTAYV, 5 BB Kl 13-45-5 Gm, 5 CKIl 6-22 Gm

Bei diesen Untersuchungen zeigten die Klone der Unterlagssorte 5 C die grofite genetische

Varianz.
Binova lieB sich von einem Teil der SO 4 Klone durch den Bandentyp ,wiederholende
Banden’ abtrennen. Die Stellung dieser Sorte im Cluster der Unterlagssorte SO 4 unter-

stiitzte die Aussage, dass es sich bei dieser Sorte um eine mutierte Form der SO 4 handelt.
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Tab. I11: Darstellung der Ahnlichkeitsindices der 151 untersuchten Unterlagssorten und
Genotypen berechnet nach DICE.

Abb. |: Dendrogramm der 151 untersuchten Unterlagssorten und Genotypen, basierend auf
den RAPD-Daten, berechnet nach DICE und dargestellt mit Hilfe von UPGMA.
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8B 0,6666667 0,5 0,5882353 0,4705882 0,5
Tel 19C 0,5 0,5882353 0,6666667 0,5555556 0,3529412
P 0,6153846 0,5714286 0,5333333 0,4 0,5714286
Na 61-99 0,4285714 0,2666667 0,375 0,375 0,2666667
v ﬁ,‘;'rﬁ:r“’” 0,4 0,375 0,3529412 0,3529412 0,375
Masannes 0,5714286 0,5333333 0,5 0,375 0,6666667
v 0,4444444 0,4210526 0,5 0,4 0,4210526
23G 0,5333333 0,5 0,5882353 0,4705882 0,5
o 0,2857143 0,4 0,375 0,375 0,2666667
Na 5024-9 0,7142857 0,5333333 0,625 0,5 0,4
99 Richter 0,4 0,5 0,7058824 0,4705882 0,375
678 0,5333333 0,625 0,5882353 0,4705882 0,375
Na 5024-15 0,5714286 0,5333333 0,625 0,5 0,5333333
Cina 0,5333333 0,5 0,5882353 0,4705882 0,375
Rici 0,5333333 0,5 0,5882353 0,4705882 0,375
Na 5153-48 0,5714286 0,5333333 0,625 0,5 0,5333333
Na 5004-846 0,1333333 0,125 0,3529412 0,2352941 0,125
V. 1ip.1G 0,6666667 0,5 0,5882353 0,4705882 0,375
Na 5153-76 0,4615385 0,4285714 0,4 0,2666667 0,2857143
o 0,4 0,375 0,4705882 0,3529412 0,25
po 0,3333333 0,4210526 0,5 0,3 0,2105263
Borner 0,4285714 0,4 0,5 0,375 0,2666667
Sori 0,5333333 0,5 0,4705882 0,3529412 0,375
A 0,375 0,4705882 0,4444444 0,4444444 0,3529412
420A 0,375 0,4705882 0,4444444 0,4444444 0,3529412




V. andersonii

andersor 0,5333333 0.5 0,5882353 0,4705882 05
Véssesrljg”ﬁ;” 0,5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,3529412
Tel 112D 0,4705882 0,4444444 0,5263158 0,5263158 0,3333333
Tel 9BB 0.5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,4705882
5C 0.5 0,5882353 0,5555556 0,3333333 0,3529412
588 0,5333333 0.5 0,4705882 0,3529412 0,375
16 trers 0,25 0,3529412 0,4444444 0,3333333 0,2352941
161-49C 0.5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,4705882
V. tip. 179G 0.5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,4705882
V. twipina 0,4444444 0,4210526 0.5 0.4 0,5263158
Na 162-35 0,4444444 0,4210526 0.5 0.4 0,5263158
110 Richter 0,4444444 0,4210526 0.5 0.4 0,4210526
o 0,4444444 0,4210526 0.5 0.4 0,3157895
Oh Budo 0,3076923 0,2857143 0.4 0.4 0,2857143
1202C 0,6666667 0,6153846 0,5714286 0,4285714 0,4615385
1437 0,5333333 0.5 0,5882353 0,4705882 0,375
157G 0,4705882 0,5555556 0,6315789 0,4210526 0,5555556
Na 5162-98 0,1176471 0,1111111 0,3157895 0,2105263 0,2222222
626 0,5714286 0,5333333 0,625 0,5 0,6666667
43G 0,5714286 0,5333333 0,625 0,5 0,4
Vel 0.4 0,375 0,4705882 0,3529412 0,25
236-39 G 0.5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,4705882
112G 0.4 0,375 0,3529412 0,3529412 0,375
266 0,5333333 0,625 0,5882353 0,3529412 0,375
1106 0,5333333 0.5 0,5882353 0,4705882 0,375
Na 5095-4Z 0,4705882 0,4444444 0,5263158 0,4210526 0,3333333
106-8MG 0,375 0,3529412 0,4444444 0,4444444 0,4705882
Lpabela 0,5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,3529412
V. abrsca 0.4 0,375 0,5882353 0,3529412 0,25
418 0,4285714 0.4 0.5 0,5 0,4
1108 Pauisen 04 05 0,5882353 0,5882353 0,375
Tel D 0,5714286 0,5333333 0,625 0,375 0,4
lostmenburg 0,5333333 0.5 0,5882353 0,5882353 0,375
N 0,6666667 0,6153846 0,7142857 0,5714286 0,4615385
Fercal 0,4285714 0.4 0.5 0,5 0,4




V. rip. Montr.

Dol 0,6153846 0,5714286 0,6666667 0,5333333 0,4285714
Vb 907 0,4285714 0,4 05 05 0.4
140 Elulggeri 0.4 0,375 0,4705882 0,3529412 0,375
Vb, pub- 0,4615385 0,4285714 0,4 0,5333333 0,4285714
Paulsen 775E 0,3529412 0,4444444 0,4210526 0,5263158 0,3333333
Paulsen 779E 0,4 0,375 0,4705882 0,4705882 0,375
o P o 0,5 0,4705882 0,5555556 0,4444444 0,3529412
140 Rugger 0,4285714 0,4 0,375 0,375 0,4
V- b Suebec 0,3636364 0,3333333 0,3076923 0,3076923 0,3333333
P Yo 0,5 0,4705882 0,4444444 0,3333333 0,3529412
Sp}’e-nrézns 0,2857143 0,2666667 0,375 0,375 0,2666667
V. rip. semis 0.4285714 0,4 0,375 0,375 0,2666667

Oberlin




Oberlin 604

1 rorae
: : s
0,6666667 0 1 3309 C
0,6153846 0,1666667 0,9090909 1 1108 Padisen
0,5714286 0 0,5 0,4615385 1 gra‘rfarfigme
0,7692308 0 0,7272727 0,6666667 0,6153846 1
0,6666667 0 0,8 0,7272727 0,5 0,7272727
0,5 0 0,6 0,5454545 0,3333333 0,5454545

0,4285714 0,1538462 0,3333333 0,3076923 0,4285714 0,4615385
0,4705882 0,125 0,4 0,375 0,3529412 0,5
0,6153846 0 0,7272727 0,6666667 0,4615385 0,6666667

0,75 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667

0,625 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667

0,625 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,5555556 0,1176471 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,7058824 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,4285714 0,1538462 0,3333333 0,3076923 0,4285714 0,6153846
0,5333333 0 0,6153846 0,5714286 0,4 0,5714286
0,6666667 0,1428571 0,7692308 0,7142857 0,5333333 0,7142857
0,5555556 0 0,625 0,5882353 0,5555556 0,5882353
0,7777778 0 0,625 0,5882353 0,5555556 0,5882353
0,7142857 0 0,6666667 0,6153846 0,5714286 0,7692308

0,4 0 0,6153846 0,5714286 0,5333333 0,4285714

0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,5714286 0 0,6666667 0,6153846 0,4285714 0,6153846
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625




0,7058824 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,6666667 0 0,6153846 0,5714286 0,6666667 0,7142857
0,625 0 0,5714286 0,5333333 0,625 0,6666667
0,625 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667
0,625 0,1333333 0,5714286 0,5333333 0,5 0,8
0,6666667 0 0,6153846 0,5714286 0,5333333 0,7142857
0,625 0,1333333 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667
0,5882353 0,125 0,5333333 0,5 0,4705882 0,75
0,5263158 0,1111111 0,5882353 0,5555556 0,4210526 0,5555556
0,625 0,1333333 0,5714286 0,5333333 0,5 0,6666667
0,4705882 0,125 0,2666667 0,25 0,3529412 0,375
0,4 0 0,3076923 0,2857143 0,4 0,4285714
0,4 0 0,3076923 0,2857143 0,4 0,4285714
0,6666667 0,1428571 0,6153846 0,5714286 0,4 0,5714286
0,375 0,1333333 0,2857143 0,2666667 0,375 0,4
0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,3529412 0,125 0,4 0,375 0,2352941 0,375
0,6666667 0 0,7692308 0,7142857 0,5333333 0,7142857
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,4210526 0 0,5882353 0,5555556 0,3157895 0,4444444
0,375 0,1333333 0,2857143 0,2666667 0,25 0,5333333
0,4705882 0,125 0,2666667 0,25 0,3529412 0,5
0,2352941 0,125 0,2666667 0,25 0,3529412 0,375
0,4210526 0 0,3529412 0,3333333 0,3157895 0,4444444
0,6666667 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,5882353 0 0,5333333 0,5 0,5882353 0,625
0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,6666667 0,1428571 0,7692308 0,8571429 0,4 0,5714286
0,8 0 0,6153846 0,5714286 0,6666667 0,7142857
0,75 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,5333333
0,5714286 0 0,6666667 0,6153846 0,4285714 0,6153846
0,5714286 0 0,5 0,4615385 0,4285714 0,6153846
0,5714286 0 0,5 0,4615385 0,4285714 0,6153846
0,6666667 0 0,6153846 0,5714286 0,4 0,5714286




0,4444444 0,2352941 0,375 0,4705882 0,3333333 0,4705882
0,6666667 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,4 0,5714286
0,5333333 0 0,7692308 0,7142857 0,5333333 0,5714286
0,375 0,1333333 0,4285714 0,4 0,375 0,4
0,625 0 0,5714286 0,5333333 0,375 0,5333333
0,4705882 0 0,5333333 0,5 0,3529412 0,5
0,75 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667
0,625 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,5555556 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,6666667 0 0,6153846 0,5714286 0,5333333 0,5714286
0,375 0,1333333 0,2857143 0,2666667 0,375 0,4
0,3529412 0,125 0,4 0,5 0,3529412 0,375
0,75 0 0,5714286 0,5333333 0,5 0,5333333
0,6 0,1052632 0,4444444 0,4210526 0,5 0,5263158
0,7058824 0 0,6666667 0,625 0,5882353 0,625
0,375 0,2666667 0,2857143 0,2666667 0,25 0,4
0,625 0,1333333 0,5714286 0,5333333 0,5 0,6666667
0,4705882 0,125 0,5333333 0,5 0,3529412 0,5
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,75 0 0,5714286 0,5333333 0,5 0,6666667
0,5882353 0 0,5333333 0,5 0,4705882 0,625
0,5882353 0 0,5333333 0,5 0,4705882 0,625
0,75 0 0,5714286 0,5333333 0,5 0,6666667
0,2352941 0,25 0,1333333 0,125 0,1176471 0,25
0,5882353 0,125 0,5333333 0,5 0,4705882 0,625
0,4 0 0,6153846 0,5714286 0,2666667 0,4285714
0,4705882 0 0,5333333 0,5 0,3529412 0,5
0,4 0 0,4444444 0,4210526 0,4 0,4210526
0,5 0,1333333 0,5714286 0,6666667 0,375 0,5333333
0,4705882 0 0,6666667 0,625 0,3529412 0,5
0,4444444 0 0,5 0,4705882 0,3333333 0,4705882
0,4444444 0 0,5 0,4705882 0,3333333 0,4705882




0,7058824 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,5555556 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,5263158 0 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556
0,6666667 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,4444444 0,1176471 0,625 0,7058824 0,3333333 0,4705882
0,4705882 0,125 0,6666667 0,75 0,3529412 0,5
0,3333333 0,2352941 0,375 0,4705882 0,2222222 0,3529412
0,6666667 0,1176471 0,625 0,7058824 0,4444444 0,5882353
0,6666667 0 0,5 0,4705882 0,5555556 0,5882353
0,7 0 0,5555556 0,5263158 0,6 0,5263158
0,7 0 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158
0,6 0 0,5555556 0,5263158 0,4 0,6315789
0,5 0 0,5555556 0,5263158 0,4 0,6315789
0,4 0,1428571 0,4615385 0,4285714 0,2666667 0,4285714
0,5714286 0 0,6666667 0,6153846 0,4285714 0,6153846
0,5882353 0 0,6666667 0,625 0,4705882 0,625
0,7368421 0 0,4705882 0,4444444 0,4210526 0,5555556
0,3157895 0,2222222 0,1176471 0,1111111 0,1052632 0,2222222
0,875 0 0,5714286 0,5333333 0,5 0,6666667
0,625 0 0,7142857 0,6666667 0,5 0,6666667
0,4705882 0,25 0,4 0,375 0,3529412 0,5
0,6666667 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,3529412 0 0,4 0,375 0,2352941 0,375
0,4705882 0 0,5333333 0,5 0,3529412 0,5
0,5882353 0,125 0,5333333 0,5 0,4705882 0,625
0,5263158 0 0,5882353 0,5555556 0,4210526 0,5555556
0,5555556 0 0,5 0,4705882 0,3333333 0,4705882
0,5555556 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,4705882 0 0,4 0,375 0,5882353 0,5
0,5 0 0,5714286 0,5333333 0,375 0,5333333
0,4705882 0 0,5333333 0,5 0,3529412 0,5
0,5 0 0,5714286 0,5333333 0,5 0,5333333
0,5882353 0,125 0,5333333 0,5 0,4705882 0,75
0,7142857 0 0,6666667 0,6153846 0,5714286 0,7692308
0,5 0 0,5714286 0,5333333 0,375 0,5333333




0,6666667 0 0,6153846 0,5714286 0,6666667 0,7142857
0,5 0 0,4285714 0,4 0,5 0,5333333
0,5882353 0,125 0,5333333 0,5 0,4705882 0,5
0,4 0,1428571 0,4615385 0,5714286 0,4 0,4285714
0,4210526 0 0,4705882 0,4444444 0,5263158 0,4444444
0,4705882 0 0,5333333 0,5 0,3529412 0,625
0,5555556 0 0,625 0,5882353 0,4444444 0,5882353
0,375 0 0,5714286 0,5333333 0,25 0,4
0,3076923 0 0,3636364 0,3333333 0,3076923 0,3333333
0,4444444 0,1176471 0,5 0,5882353 0,4444444 0,4705882
0,375 0,1333333 0,4285714 0,4 0,25 0,4
0,375 0 0,4285714 0,4 0,5 0,4




162 KI 38 Gm

1 Seibel 867

0.8 1 Io\:{g?ioll’orinrie

0,5 0,5 1 Di(;:flerﬁgéch
0,5333333 0,4 0,5882353 1 N
0,7272727 0,7272727 0,6153846 0,5 1 v, savi
0,7142857 0,5714286 05 0,5263158 0,8 1
0,7142857 0,5714286 05 0,5263158 0,8 0,7777778
0,7142857 0,5714286 05 0,5263158 0,8 0,7777778
0,6666667 0,5333333 0,5882353 0,6 0,75 0,7368421

0,625 05 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,7

0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,7368421

05 05 0,5714286 0,3529412 0,6153846 0,5
0,4615385 0,3076923 0,2666667 0,5555556 0,5714286 0,5882353
0,6153846 0,4615385 0,4 0,4444444 0,7142857 0,7058824

05 0,375 0,3333333 0,4761905 0,5882353 0,6

05 0,375 0,3333333 0,3809524 0,5882353 0,7
0,8333333 0,6666667 0,5714286 0,5882353 0,7692308 0,75
0,6153846 0,4615385 0,4 0,3333333 0,5714286 0,5882353
0,7692308 0,6153846 0,4 0,4444444 0,7142857 0,7058824
0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,4705882 0,9230769 0,75
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,7368421
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,7368421




0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,8421053
0,7692308 0,6153846 0,5333333 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,7142857 0,5714286 0,5 0,6315789 0,6666667 0,6666667
0,7142857 0,5714286 0,5 0,5263158 0,8 0,7777778
0,5714286 0,4285714 0,375 0,5263158 0,5333333 0,5555556
0,7692308 0,6153846 0,5333333 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,7142857 0,5714286 0,5 0,5263158 0,8 0,7777778
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,6 0,625 0,6315789
0,5882353 0,4705882 0,4210526 0,4545455 0,6666667 0,6666667
0,7142857 0,5714286 0,5 0,6315789 0,6666667 0,6666667
0,4 0,4 0,5882353 0,4 0,5 0,5263158
0,3076923 0,3076923 0,4 0,3333333 0,4285714 0,3529412
0,4615385 0,4615385 0,5333333 0,4444444 0,5714286 0,4705882
0,7692308 0,6153846 0,4 0,4444444 0,5714286 0,7058824
0,4285714 0,4285714 0,625 0,4210526 0,5333333 0,4444444
0,7692308 0,6153846 0,4 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,7692308 0,6153846 0,4 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,4 0,4 0,5882353 0,6 0,625 0,5263158
0,7692308 0,6153846 0,5333333 0,5555556 0,8571429 0,8235294
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,7368421
0,5882353 0,4705882 0,3157895 0,5454545 0,5555556 0,5714286
0,4285714 0,4285714 0,5 0,5263158 0,5333333 0,4444444
0,4 0,4 0,4705882 0,3 0,5 0,4210526
0,2666667 0,2666667 0,4705882 0,4 0,5 0,4210526
0,3529412 0,3529412 0,4210526 0,3636364 0,5555556 0,4761905
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,8
0,5333333 0,4 0,3529412 0,4 0,5 0,5263158
0,6153846 0,4615385 0,2666667 0,3333333 0,5714286 0,5882353
0,6153846 0,4615385 0,2666667 0,3333333 0,5714286 0,7058824
0,6153846 0,4615385 0,4 0,4444444 0,5714286 0,7058824
0,5714286 0,4285714 0,25 0,3157895 0,5333333 0,6666667
0,8333333 0,6666667 0,4285714 0,4705882 0,6153846 0,625
0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,4705882 0,7692308 0,625
0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,4705882 0,7692308 0,625
0,7692308 0,6153846 0,4 0,5555556 0,5714286 0,7058824




0,5 0,5 0,4444444 0,3809524 0,5882353 0,5
0,7692308 0,6153846 0,4 0,4444444 0,7142857 0,8235294
0,7692308 0,6153846 0,4 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,7692308 0,6153846 0,4 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,7692308 0,6153846 0,4 0,4444444 0,7142857 0,7058824
0,4285714 0,4285714 0,625 0,4210526 0,6666667 0,5555556
0,5714286 0,5714286 0,5 0,4210526 0,8 0,7777778
0,5333333 0,5333333 0,4705882 0,4 0,75 0,6315789
0,7142857 0,5714286 0,5 0,5263158 0,8 0,8888889
0,7142857 0,5714286 0,5 0,6315789 0,8 0,7777778
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,7368421

0,625 0,5 0,4444444 0,5714286 0,7058824 0,7
0,7692308 0,6153846 0,4 0,4444444 0,5714286 0,7058824
0,4285714 0,4285714 0,5 0,5263158 0,5333333 0,4444444
0,5333333 0,5333333 0,3529412 0,4 0,5 0,4210526
0,7142857 0,5714286 0,375 0,4210526 0,5333333 0,6666667
0,5555556 0,4444444 0,4 0,4347826 0,5263158 0,6363636
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,8421053
0,2857143 0,2857143 0,375 0,4210526 0,4 0,3333333
0,5714286 0,4285714 0,375 0,4210526 0,5333333 0,5555556

0,4 0,4 0,4705882 0,4 0,625 0,5263158
0,5333333 0,4 0,3529412 0,5 0,625 0,6315789
0,7142857 0,5714286 0,5 0,5263158 0,6666667 0,7777778
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,625 0,6315789
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,625 0,6315789
0,7142857 0,5714286 0,5 0,5263158 0,6666667 0,7777778
0,2666667 0,2666667 0,4705882 0,5 0,375 0,3157895
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,625 0,6315789
0,6153846 0,4615385 0,2666667 0,3333333 0,5714286 0,5882353
0,5333333 0,4 0,3529412 0,4 0,625 0,6315789
0,4444444 0,3333333 0,3 0,3478261 0,5263158 0,5454545
0,5714286 0,4285714 0,375 0,4210526 0,6666667 0,6666667
0,6666667 0,5333333 0,3529412 0,4 0,625 0,6315789

0,5 0,5 0,4444444 0,3809524 0,7058824 0,6

0,5 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,6




0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,75 0,8421053
0,625 0,5 0,4444444 0,5714286 0,7058824 0,7
0,5882353 0,4705882 0,4210526 0,4545455 0,6666667 0,6666667
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,8
0,625 0,5 0,3333333 0,3809524 0,5882353 0,6
0,6666667 0,5333333 0,3529412 0,4 0,625 0,6315789
0,375 0,375 0,4444444 0,4761905 0,5882353 0,5
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,8
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,5882353 0,7
0,5555556 0,4444444 0,4 0,4347826 0,6315789 0,7272727
0,5555556 0,4444444 0,4 0,4347826 0,6315789 0,7272727
0,5555556 0,4444444 0,4 0,4347826 0,6315789 0,7272727
0,5555556 0,4444444 0,4 0,5217391 0,6315789 0,6363636
0,4615385 0,4615385 0,5333333 0,5555556 0,7142857 0,5882353

0,8333333 0,6666667 0,4285714 0,4705882 0,6153846 0,625
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,6 0,75 0,7368421
0,5882353 0,4705882 0,4210526 0,4545455 0,5555556 0,6666667
0,2352941 0,2352941 0,4210526 0,4545455 0,3333333 0,3809524
0,5714286 0,4285714 0,375 0,4210526 0,5333333 0,6666667
0,5714286 0,4285714 0,375 0,4210526 0,6666667 0,6666667
0,5333333 0,4 0,4705882 0,6 0,5 0,5263158
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,8
0,5333333 0,5333333 0,3529412 0,4 0,5 0,4210526
0,6666667 0,5333333 0,3529412 0,4 0,5 0,5263158
0,6666667 0,5333333 0,4705882 0,5 0,625 0,6315789
0,5882353 0,4705882 0,4210526 0,4545455 0,6666667 0,6666667
0,5 0,5 0,4444444 0,3809524 0,7058824 0,7
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,7
0,5333333 0,4 0,5882353 0,5 0,5 0,5263158
0,5714286 0,5714286 0,5 0,4210526 0,8 0,6666667
0,5333333 0,6666667 0,4705882 0,4 0,75 0,6315789
0,7142857 0,5714286 0,5 0,5263158 0,5333333 0,5555556
0,5333333 0,4 0,3529412 0,5 0,5 0,5263158
0,8333333 0,6666667 0,5714286 0,5882353 0,7692308 0,75
0,5714286 0,5714286 0,5 0,4210526 0,8 0,6666667




0,7692308 0,6153846 0,5333333 0,5555556 0,7142857 0,7058824
0,5714286 0,5714286 0,5 0,5263158 0,6666667 0,5555556
0,4 0,2666667 0,3529412 0,3 0,5 0,5263158
0,4615385 0,6153846 0,2666667 0,3333333 0,4285714 0,3529412
0,3529412 0,3529412 0,3157895 0,2727273 0,5555556 0,4761905
0,4 0,4 0,3529412 0,4 0,625 0,5263158
0,625 0,5 0,4444444 0,4761905 0,7058824 0,7
0,5714286 0,5714286 0,375 0,3157895 0,6666667 0,5555556
0,5454545 0,5454545 0,4615385 0,25 0,5 0,4
0,625 0,5 0,3333333 0,3809524 0,4705882 0,5
0,4285714 0,4285714 0,5 0,5263158 0,6666667 0,5555556
0,5714286 0,4285714 0,375 0,4210526 0,4 0,4444444




Binova

1 SO 4
1 1 71B
0,8421053 0,8421053 1 . s
07 07 0,6666667 1 V. Thunbergii
0,7368421 0,7368421 07 0,7619048 1 rand g‘j’ébre
05 05 0,4705882 0,5555556 0,4705882 1
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,2666667
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
07 07 0,6666667 0,5454545 0,5714286 0,3333333
0,6 0,6 0,6666667 0,5454545 0,6666667 0,3333333
0,75 0,75 0,7058824 0,6666667 0,7058824 0,5714286
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,4
0,8235294 0,8235294 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,75 0,75 0,7058824 0,6666667 0,7058824 0,5714286
0,8421053 0,8421053 0,9 0,6666667 0,7 0,4705882
0,8421053 0,8421053 0,9 0,6666667 0,7 0,4705882




0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667 0,8 0,4705882
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5333333
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,7777778 0,7777778 0,7368421 0,7 0,7368421 0,5
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158 0,5
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5333333
0,7777778 0,7777778 0,7368421 0,7 0,7368421 0,5
0,6315789 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6 0,5882353
0,6666667 0,6666667 0,6363636 0,6086957 0,6363636 0,5263158
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,4210526 0,4210526 0,4 0,4761905 0,4 0,4705882
0,3529412 0,3529412 0,3333333 0,3157895 0,3333333 0,4
0,4705882 0,4705882 0,4444444 0,4210526 0,4444444 0,5333333
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,4
0,4444444 0,4444444 0,5263158 0,4 0,4210526 0,5
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,6315789 0,6315789 0,7 0,4761905 0,5 0,3529412
0,8235294 0,8235294 0,7777778 0,7368421 0,7777778 0,5333333
0,7368421 0,7368421 0,7 0,7619048 0,9 0,4705882
0,5714286 0,5714286 0,5454545 0,5217391 0,5454545 0,4210526
0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,5 0,5263158 0,5
0,4210526 0,4210526 0,4 0,4761905 0,5 0,5882353
0,4210526 0,4210526 0,4 0,4761905 0,5 0,4705882
0,4761905 0,4761905 0,4545455 0,5217391 0,5454545 0,5263158
0,7 0,7 0,6666667 0,6363636 0,7619048 0,4444444
0,5263158 0,5263158 0,5 0,4761905 0,5 0,3529412
0,7058824 0,7058824 0,7777778 0,5263158 0,5555556 0,2666667
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,2666667
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,4
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,6315789 0,25
0,625 0,625 0,5882353 0,6666667 0,7058824 0,4285714
0,625 0,625 0,5882353 0,6666667 0,7058824 0,5714286
0,625 0,625 0,5882353 0,6666667 0,7058824 0,5714286
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,4




0,5 0,5 0,4761905 0,4545455 0,4761905 0,4444444
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,4
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158 0,5
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667 0,8 0,4705882
0,7777778 0,7777778 0,7368421 0,7 0,7368421 0,5
0,7777778 0,7777778 0,7368421 0,7 0,7368421 0,5
0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667 0,7 0,4705882

0,9 0,9 0,7619048 0,6363636 0,6666667 0,4444444
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,4
0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,4 0,4210526 0,375
0,4210526 0,4210526 0,4 0,4761905 0,4 0,4705882
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,6315789 0,375
0,6363636 0,6363636 0,5217391 0,5833333 0,6086957 0,5
0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667 0,7 0,4705882
0,3333333 0,3333333 0,3157895 0,3 0,3157895 0,25
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158 0,375
0,6315789 0,6315789 0,7 0,5714286 0,5 0,4705882
0,6315789 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6 0,3529412
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667 0,7 0,4705882
0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667 0,7 0,4705882
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,3157895 0,3157895 0,4 0,2857143 0,3 0,2352941
0,6315789 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6 0,4705882
0,5882353 0,5882353 0,6666667 0,5263158 0,5555556 0,2666667
0,7368421 0,7368421 0,6 0,5714286 0,6 0,3529412
0,6363636 0,6363636 0,6086957 0,5833333 0,6086957 0,4
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,375
0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667 0,7 0,3529412

0,6 0,6 0,5714286 0,5454545 0,5714286 0,4444444

0,6 0,6 0,5714286 0,5454545 0,5714286 0,4444444




0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667 0,7 0,4705882
0,7 0,7 0,6666667 0,7272727 0,6666667 0,4444444
0,6666667 0,6666667 0,7272727 0,6956522 0,7272727 0,4210526
0,7 0,7 0,6666667 0,6363636 0,7619048 0,4444444
0,7 0,7 0,6666667 0,5454545 0,5714286 0,3333333
0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667 0,6 0,3529412
0,6 0,6 0,5714286 0,5454545 0,5714286 0,3333333
0,7 0,7 0,6666667 0,6363636 0,6666667 0,4444444
0,6 0,6 0,5714286 0,5454545 0,5714286 0,4444444
0,6363636 0,6363636 0,6086957 0,5833333 0,6956522 0,4
0,6363636 0,6363636 0,6956522 0,5833333 0,6956522 0,4
0,6363636 0,6363636 0,6956522 0,5833333 0,6086957 0,6
0,6363636 0,6363636 0,6086957 0,5833333 0,6086957 0,6
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5263158 0,5555556 0,4
0,625 0,625 0,5882353 0,5555556 0,5882353 0,4285714
0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667 0,7 0,4705882
0,6666667 0,6666667 0,6363636 0,5217391 0,6363636 0,4210526
0,2857143 0,2857143 0,3636364 0,2608696 0,2727273 0,2105263
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,6315789 0,375
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,5263158 0,5263158 0,5 0,4761905 0,5 0,3529412
0,7 0,7 0,6666667 0,7272727 0,6666667 0,4444444
0,4210526 0,4210526 0,4 0,3809524 0,4 0,4705882
0,6315789 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6 0,3529412
0,6315789 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6 0,4705882
0,6666667 0,6666667 0,6363636 0,6956522 0,7272727 0,4210526
0,6 0,6 0,5714286 0,5454545 0,6666667 0,4444444
0,7 0,7 0,6666667 0,7272727 0,7619048 0,4444444
0,5263158 0,5263158 0,6 0,4761905 0,5 0,4705882
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789 0,5
0,7368421 0,7368421 0,7 0,5714286 0,6 0,4705882
0,5555556 0,5555556 0,6315789 0,5 0,5263158 0,375
0,5263158 0,5263158 0,5 0,5714286 0,6 0,4705882
0,75 0,75 0,7058824 0,6666667 0,7058824 0,5714286
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,7 0,7368421 0,5




0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5333333
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158 0,5
0,5263158 0,5263158 0,6 0,5714286 0,6 0,4705882
0,3529412 0,3529412 0,3333333 0,3157895 0,3333333 0,2666667
0,4761905 0,4761905 0,4545455 0,4347826 0,4545455 0,3157895
0,5263158 0,5263158 0,5 0,4761905 0,5 0,4705882
0,7 0,7 0,6666667 0,6363636 0,6666667 0,4444444
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158 0,375
0,4 0,4 0,375 0,3529412 0,375 0,4615385
0,5 0,5 0,4761905 0,4545455 0,4761905 0,3333333
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5 0,5263158 0,375
0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,4 0,4210526 0,5




Tel C

1 Dr.gsgker

0,75 1 Tel 5 A Goseck
0,6315789 0,7368421 1 Na 1201-10
0,6315789 0,7368421 0,6363636 1 V. rip. Trier
0,6666667 0,8 0,6666667 0,6666667 1 159 G

0,5 0,625 0,5263158 0,5263158 0,6666667 1

0,625 0,75 0,6315789 0,6315789 0,8 0,75
0,6666667 0,8 0,6666667 0,6666667 0,8571429 0,6666667
0,6666667 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,8235294 0,6666667
0,6666667 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,8235294 0,6666667




0,6666667 0,7777778 0,6666667 0,7619048 0,8235294 0,6666667
0,625 0,75 0,6315789 0,7368421 0,9333333 0,625
0,7058824 0,7058824 0,6 0,7 0,875 0,5882353
0,7058824 0,8235294 0,7 0,7 0,875 0,7058824
0,5882353 0,5882353 0,5 0,5 0,625 0,3529412
0,5 0,625 0,5263158 0,5263158 0,8 0,625
0,5882353 0,7058824 0,6 0,6 0,75 0,5882353
0,5555556 0,5555556 0,4761905 0,4761905 0,7058824 0,4444444
0,6 0,7 0,6086957 0,6086957 0,7368421 0,6
0,4705882 0,5882353 0,6 0,5 0,75 0,4705882
0,2222222 0,3333333 0,2857143 0,3809524 0,4705882 0,3333333
0,375 0,375 0,3157895 0,3157895 0,4 0,25
0,375 0,375 0,3157895 0,3157895 0,5333333 0,5
0,375 0,5 0,4210526 0,5263158 0,6666667 0,5
0,2352941 0,3529412 0,3 0,3 0,5 0,3529412
0,625 0,625 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,625
0,625 0,625 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,625
0,4444444 0,4444444 0,4761905 0,3809524 0,4705882 0,3333333
0,625 0,75 0,6315789 0,6315789 0,8 0,625
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7058824 0,5555556
0,6 0,5 0,5217391 0,4347826 0,5263158 0,5
0,3529412 0,3529412 0,3 0,3 0,5 0,2352941
0,2222222 0,3333333 0,2857143 0,3809524 0,4705882 0,3333333
0,3333333 0,3333333 0,3809524 0,2857143 0,3529412 0,3333333
0,4 0,4 0,3478261 0,4347826 0,4210526 0,4
0,5263158 0,6315789 0,5454545 0,6363636 0,6666667 0,5263158
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,6666667 0,7058824 0,4444444
0,5 0,625 0,6315789 0,6315789 0,5333333 0,5
0,5 0,625 0,5263158 0,6315789 0,5333333 0,5
0,5 0,625 0,5263158 0,7368421 0,6666667 0,375
0,4705882 0,5882353 0,5 0,8 0,5 0,4705882
0,4 0,5333333 0,4444444 0,4444444 0,7142857 0,5333333

0,4 0,5333333 0,4444444 0,4444444 0,7142857 0,4
0,4 0,5333333 0,4444444 0,4444444 0,7142857 0,4
0,375 0,5 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,5




0,3157895 0,4210526 0,3636364 0,3636364 0,5555556 0,3157895
0,5 0,625 0,5263158 0,6315789 0,6666667 0,625
0,625 0,625 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,625
0,625 0,625 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,625
0,5 0,625 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,75
0,3529412 0,4705882 0,4 0,4 0,5 0,4705882
0,4705882 0,5882353 0,5 0,6 0,625 0,4705882
0,4444444 0,5555556 0,4761905 0,4761905 0,5882353 0,4444444
0,5882353 0,7058824 0,6 0,7 0,75 0,5882353
0,7058824 0,7058824 0,6 0,6 0,75 0,5882353
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7058824 0,5555556
0,5263158 0,6315789 0,7272727 0,5454545 0,6666667 0,5263158
0,375 0,5 0,4210526 0,6315789 0,6666667 0,5
0,3529412 0,3529412 0,3 0,4 0,5 0,2352941
0,3333333 0,3333333 0,2857143 0,3809524 0,4705882 0,3333333
0,3529412 0,4705882 0,4 0,7 0,625 0,4705882
0,3809524 0,4761905 0,4166667 0,5833333 0,6 0,3809524
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,7619048 0,7058824 0,5555556
0,4705882 0,4705882 0,4 0,4 0,5 0,2352941
0,5882353 0,7058824 0,6 0,6 0,75 0,4705882
0,5555556 0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,5882353 0,4444444
0,7777778 0,7777778 0,6666667 0,6666667 0,7058824 0,5555556
0,5882353 0,7058824 0,6 0,7 0,875 0,5882353
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,8235294 0,5555556
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,8235294 0,5555556
0,5882353 0,7058824 0,6 0,7 0,875 0,5882353
0,3333333 0,3333333 0,2857143 0,2857143 0,4705882 0,2222222
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,8235294 0,5555556
0,5 0,625 0,5263158 0,6315789 0,6666667 0,625
0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7058824 0,5555556
0,4761905 0,5714286 0,6666667 0,5 0,6 0,4761905
0,5882353 0,7058824 0,6 0,6 0,75 0,5882353
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7058824 0,6666667
0,5263158 0,6315789 0,5454545 0,5454545 0,6666667 0,5263158
0,6315789 0,6315789 0,5454545 0,5454545 0,6666667 0,5263158




0,6666667 0,7777778 0,6666667 0,7619048 0,8235294 0,6666667
0,7368421 0,7368421 0,6363636 0,6363636 0,7777778 0,6315789
0,6 0,7 0,6086957 0,6956522 0,7368421 0,7
0,6315789 0,7368421 0,6363636 0,7272727 0,7777778 0,6315789
0,5263158 0,6315789 0,6363636 0,5454545 0,6666667 0,6315789
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7058824 0,6666667
0,5263158 0,5263158 0,5454545 0,4545455 0,5555556 0,4210526
0,6315789 0,7368421 0,6363636 0,7272727 0,7777778 0,6315789
0,5263158 0,6315789 0,5454545 0,7272727 0,7777778 0,5263158
0,5714286 0,6666667 0,6666667 0,8333333 0,7 0,5714286
0,5714286 0,6666667 0,5833333 0,9166667 0,7 0,5714286
0,5714286 0,6666667 0,5833333 0,75 0,7 0,5714286
0,6666667 0,6666667 0,5833333 0,5833333 0,7 0,5714286
0,5 0,5 0,4210526 0,4210526 0,5333333 0,375

0,4 0,5333333 0,4444444 0,4444444 0,7142857 0,5333333
0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7058824 0,5555556
0,5 0,6 0,6086957 0,6956522 0,7368421 0,5
0,3 0,3 0,2608696 0,3478261 0,4210526 0,2
0,4705882 0,5882353 0,5 0,7 0,625 0,3529412
0,5882353 0,7058824 0,6 0,6 0,625 0,4705882
0,4444444 0,4444444 0,3809524 0,3809524 0,5882353 0,3333333
0,5263158 0,6315789 0,5454545 0,6363636 0,6666667 0,5263158
0,4444444 0,4444444 0,3809524 0,3809524 0,5882353 0,4444444
0,4444444 0,5555556 0,5714286 0,4761905 0,7058824 0,5555556
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,8235294 0,5555556
0,6 0,7 0,6086957 0,6086957 0,7368421 0,6
0,4210526 0,5263158 0,4545455 0,5454545 0,5555556 0,4210526
0,6315789 0,7368421 0,6363636 0,6363636 0,7777778 0,6315789
0,4444444 0,5555556 0,4761905 0,5714286 0,7058824 0,5555556
0,5882353 0,7058824 0,6 0,6 0,75 0,5882353
0,4444444 0,5555556 0,5714286 0,4761905 0,5882353 0,4444444
0,4705882 0,5882353 0,6 0,5 0,75 0,5882353
0,4444444 0,5555556 0,5714286 0,4761905 0,5882353 0,3333333
0,5333333 0,6666667 0,5555556 0,5555556 0,8571429 0,5333333
0,4705882 0,5882353 0,5 0,5 0,625 0,4705882




0,5 0,625 0,5263158 0,6315789 0,8 0,5
0,4705882 0,5882353 0,5 0,6 0,75 0,4705882
0,5555556 0,6666667 0,5714286 0,7619048 0,5882353 0,5555556

0,375 0,375 0,3157895 0,4210526 0,4 0,25

0,5 0,6 0,5217391 0,6086957 0,5263158 0,5
0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,5882353 0,4444444
0,6315789 0,7368421 0,6363636 0,6363636 0,7777778 0,6315789
0,4705882 0,5882353 0,5 0,5 0,625 0,5882353
0,1428571 0,2857143 0,2352941 0,2352941 0,4615385 0,4285714
0,4210526 0,5263158 0,4545455 0,5454545 0,6666667 0,5263158
0,5882353 0,5882353 0,5 0,5 0,625 0,4705882
0,2352941 0,3529412 0,4 0,4 0,5 0,4705882




125 AA

1 Sori F2
0,8 1 Tel 52 A
0,7777778 0,8235294 1 75 BB
0,7777778 0,8235294 1 1 V. arizonica




0,7777778 0,8235294 0,8 0,8 1 Oberlin 605
0,75 0,8 0,7777778 0,7777778 0,7777778 1
0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,7368421 0,9411765
0,8235294 0,875 0,8421053 0,8421053 0,8421053 0,8235294
0,4705882 0,5 0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,5882353
0,625 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,75
0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,7368421 0,7058824
0,5555556 0,5882353 0,6 0,6 0,6 0,6666667
0,7 0,7368421 0,7272727 0,7272727 0,7272727 0,7
0,5882353 0,625 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,7058824
0,3333333 0,4705882 0,4 0,4 0,5 0,4444444
0,25 0,4 0,3333333 0,3333333 0,3333333 0,375
0,375 0,5333333 0,4444444 0,4444444 0,4444444 0,5
0,625 0,5333333 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,625
0,3529412 0,5 0,4210526 0,4210526 0,4210526 0,4705882
0,75 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625
0,75 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625
0,4444444 0,5882353 0,6 0,6 0,5 0,4444444
0,75 0,8 0,7777778 0,7777778 0,7777778 0,75
0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,8 0,6666667
0,6 0,5263158 0,5454545 0,5454545 0,5454545 0,5
0,3529412 0,5 0,4210526 0,4210526 0,4210526 0,4705882
0,3333333 0,4705882 0,4 0,4 0,4 0,4444444
0,3333333 0,4705882 0,4 0,4 0,4 0,3333333
0,4 0,5263158 0,4545455 0,4545455 0,4545455 0,4
0,6315789 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,8571429 0,6315789
0,5555556 0,5882353 0,6 0,6 0,6 0,7777778
0,625 0,5333333 0,7777778 0,7777778 0,5555556 0,5
0,625 0,5333333 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,5
0,5 0,5333333 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,75
0,5882353 0,5 0,5263158 0,5263158 0,6315789 0,5882353
0,6666667 0,5714286 0,5882353 0,5882353 0,5882353 0,6666667
0,5333333 0,7142857 0,5882353 0,5882353 0,5882353 0,6666667
0,5333333 0,7142857 0,5882353 0,5882353 0,5882353 0,6666667
0,625 0,5333333 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,625




0,4210526 0,5555556 0,4761905 0,4761905 0,4761905 0,5263158
0,75 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,7777778 0,625
0,75 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625
0,75 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625
0,75 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625

0,4705882 0,625 0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,4705882

0,5882353 0,75 0,6315789 0,6315789 0,7368421 0,5882353

0,5555556 0,7058824 0,6 0,6 0,7 0,5555556

0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,8421053 0,7058824

0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,7368421 0,7058824

0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,6666667

0,7368421 0,6666667 0,7619048 0,7619048 0,6666667 0,6315789
0,625 0,5333333 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,75

0,3529412 0,5 0,4210526 0,4210526 0,4210526 0,5882353

0,4444444 0,4705882 0,4 0,4 0,4 0,5555556

0,5882353 0,5 0,5263158 0,5263158 0,6315789 0,7058824

0,5714286 0,5 0,5217391 0,5217391 0,6956522 0,6666667

0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,8 0,7777778

0,3529412 0,5 0,4210526 0,4210526 0,4210526 0,4705882

0,5882353 0,625 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,7058824

0,5555556 0,7058824 0,7 0,7 0,6 0,5555556

0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,6666667

0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,8421053 0,8235294

0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,7777778

0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,7777778

0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,8421053 0,8235294

0,3333333 0,4705882 0,4 0,4 0,4 0,4444444

0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,7777778
0,75 0,6666667 0,7777778 0,7777778 0,6666667 0,625

0,7777778 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,6666667

0,5714286 0,6 0,6956522 0,6956522 0,6086957 0,5714286

0,7058824 0,75 0,7368421 0,7368421 0,7368421 0,7058824

0,7777778 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,6666667

0,6315789 0,7777778 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6315789

0,6315789 0,7777778 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6315789




0,7777778 0,8235294 0,8 0,8 0,9 0,7777778
0,7368421 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,7619048 0,7368421
0,7 0,7368421 0,8181818 0,8181818 0,7272727 0,7
0,7368421 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,952381 0,7368421
0,7368421 0,6666667 0,7619048 0,7619048 0,6666667 0,6315789
0,7777778 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,6666667
0,5263158 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,5714286 0,5263158
0,7368421 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,8571429 0,7368421
0,6315789 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,7619048 0,8421053
0,6666667 0,7 0,6956522 0,6956522 0,7826087 0,7619048
0,6666667 0,7 0,7826087 0,7826087 0,7826087 0,7619048
0,6666667 0,7 0,7826087 0,7826087 0,7826087 0,6666667
0,6666667 0,7 0,6956522 0,6956522 0,6956522 0,6666667
0,5 0,6666667 0,5555556 0,5555556 0,5555556 0,5
0,6666667 0,5714286 0,5882353 0,5882353 0,5882353 0,6666667
0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,6666667
0,6 0,6315789 0,7272727 0,7272727 0,7272727 0,7
0,3 0,4210526 0,3636364 0,3636364 0,4545455 0,4
0,4705882 0,5 0,5263158 0,5263158 0,6315789 0,5882353
0,5882353 0,625 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,5882353
0,4444444 0,4705882 0,5 0,5 0,5 0,5555556
0,6315789 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,7619048 0,6315789
0,5555556 0,5882353 0,5 0,5 0,5 0,5555556
0,6666667 0,5882353 0,7 0,7 0,6 0,6666667
0,6666667 0,7058824 0,7 0,7 0,7 0,7777778
0,7 0,7368421 0,7272727 0,7272727 0,7272727 0,7
0,5263158 0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,7619048 0,5263158
0,7368421 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,7619048 0,7368421
0,5555556 0,5882353 0,6 0,6 0,6 0,7777778
0,7058824 0,875 0,7368421 0,7368421 0,7368421 0,7058824
0,5555556 0,7058824 0,7 0,7 0,6 0,5555556
0,7058824 0,625 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,7058824
0,4444444 0,4705882 0,5 0,5 0,5 0,5555556

0,6666667 0,7142857 0,7058824 0,7058824 0,7058824 0,8
0,5882353 0,75 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,5882353




0,625 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,875
0,5882353 0,75 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,8235294
0,5555556 0,5882353 0,7 0,7 0,6 0,5555556

0,375 0,4 0,3333333 0,3333333 0,3333333 0,5

0,5 0,6315789 0,5454545 0,5454545 0,5454545 0,6
0,5555556 0,7058824 0,6 0,6 0,6 0,5555556
0,7368421 0,7777778 0,7619048 0,7619048 0,7619048 0,7368421
0,7058824 0,75 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,5882353
0,4285714 0,4615385 0,375 0,375 0,375 0,4285714
0,6315789 0,5555556 0,5714286 0,5714286 0,5714286 0,7368421
0,5882353 0,75 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,5882353
0,4705882 0,375 0,4210526 0,4210526 0,4210526 0,5882353




V. rip.
sauvage

1 V. coignetia
0.7777778 1 s
0,6666667 0,5555556 1 2 Ganzin
0,7058824 0,7058824 0,7058824 1 101-14 KI. 8
0,6666667 0,7777778 0,7777778 0,8235294 1 rosgeri:::;ﬂb.
0,7368421 0,6315789 0,9473684 0,7777778 0,8421053 1
0,6666667 0,7619048 0,6666667 0,7 0,8571429 0,7272727
0,6666667 0,6666667 0,5555556 0,7058824 0,6666667 0,6315789
0,4210526 0,4210526 0,3157895 0,4444444 0,4210526 0,4
0,4705882 0,3529412 0,4705882 0,375 0,3529412 0,4444444
0,5882353 0,4705882 0,4705882 0,625 0,4705882 0,5555556
0,5882353 0,5882353 0,5882353 0,625 0,7058824 0,6666667
0,4444444 0,4444444 0,4444444 0,4705882 0,5555556 0,5263158
0,7058824 0,7058824 0,5882353 0,625 0,7058824 0,6666667
0,7058824 0,7058824 0,5882353 0,625 0,7058824 0,6666667
0,4210526 0,5263158 0,3157895 0,4444444 0,5263158 0,4
0,7058824 0,8235294 0,5882353 0,75 0,8235294 0,6666667
0,6315789 0,7368421 0,5263158 0,6666667 0,7368421 0,6
0,5714286 0,5714286 0,4761905 0,5 0,5714286 0,5454545
0,4444444 0,4444444 0,4444444 0,4705882 0,4444444 0,5263158
0,4210526 0,4210526 0,5263158 0,4444444 0,5263158 0,6
0,3157895 0,4210526 0,3157895 0,3333333 0,4210526 0,4
0,4761905 0,4761905 0,4761905 0,4 0,4761905 0,5454545
0,6 0,7 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286

0,7368421 0,6315789 0,5263158 0,5555556 0,5263158 0,5
0,4705882 0,5882353 0,4705882 0,5 0,5882353 0,4444444
0,4705882 0,5882353 0,4705882 0,5 0,5882353 0,4444444
0,7058824 0,5882353 0,5882353 0,625 0,5882353 0,5555556
0,5555556 0,5555556 0,4444444 0,4705882 0,5555556 0,4210526

0,625 0,625 0,5 0,6666667 0,625 0,5882353

0,625 0,625 0,5 0,6666667 0,625 0,5882353

0,625 0,625 0,5 0,6666667 0,625 0,5882353
0,5882353 0,5882353 0,4705882 0,625 0,5882353 0,5555556




0,5 0,5 0,5 0,5263158 0,6 0,5714286
0,5882353 0,7058824 0,4705882 0,625 0,7058824 0,5555556
0,7058824 0,7058824 0,5882353 0,625 0,7058824 0,6666667
0,7058824 0,7058824 0,5882353 0,625 0,7058824 0,6666667
0,5882353 0,7058824 0,4705882 0,625 0,7058824 0,5555556
0,4444444 0,5555556 0,3333333 0,4705882 0,5555556 0,4210526
0,5555556 0,6666667 0,4444444 0,5882353 0,6666667 0,5263158
0,5263158 0,6315789 0,4210526 0,5555556 0,6315789 0,5
0,6666667 0,7777778 0,5555556 0,7058824 0,7777778 0,6315789
0,7777778 0,7777778 0,6666667 0,7058824 0,7777778 0,7368421
0,6315789 0,7368421 0,5263158 0,6666667 0,7368421 0,6

0,6 0,7 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286
0,7058824 0,5882353 0,4705882 0,625 0,5882353 0,5555556
0,5555556 0,4444444 0,3333333 0,4705882 0,4444444 0,4210526
0,6315789 0,4210526 0,4210526 0,4444444 0,4210526 0,5
0,6666667 0,5555556 0,4444444 0,5882353 0,5555556 0,5263158
0,6363636 0,5454545 0,4545455 0,5714286 0,5454545 0,5217391
0,7368421 0,7368421 0,5263158 0,6666667 0,7368421 0,6
0,4444444 0,4444444 0,4444444 0,3529412 0,4444444 0,4210526
0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,5882353 0,6666667 0,6315789
0,5263158 0,6315789 0,4210526 0,4444444 0,5263158 0,4
0,7368421 0,7368421 0,6315789 0,5555556 0,6315789 0,6
0,7777778 0,7777778 0,5555556 0,7058824 0,6666667 0,6315789
0,7368421 0,7368421 0,5263158 0,6666667 0,6315789 0,6
0,7368421 0,7368421 0,5263158 0,6666667 0,6315789 0,6
0,7777778 0,7777778 0,5555556 0,7058824 0,6666667 0,6315789
0,4210526 0,4210526 0,3157895 0,3333333 0,4210526 0,4
0,7368421 0,7368421 0,6315789 0,6666667 0,7368421 0,7
0,5882353 0,7058824 0,3529412 0,5 0,5882353 0,4444444
0,6315789 0,7368421 0,4210526 0,5555556 0,6315789 0,5
0,5454545 0,6363636 0,3636364 0,4761905 0,5454545 0,4347826
0,6666667 0,7777778 0,4444444 0,5882353 0,6666667 0,5263158
0,6315789 0,7368421 0,4210526 0,5555556 0,6315789 0,5

0,6 0,7 0,4 0,5263158 0,6 0,4761905

0,7 0,7 0,5 0,5263158 0,6 0,5714286




0,7368421 0,8421053 0,5263158 0,6666667 0,7368421 0,6
0,8 0,8 0,6 0,6315789 0,7 0,6666667
0,6666667 0,7619048 0,4761905 0,6 0,6666667 0,5454545
0,7 0,8 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286
0,6 0,7 0,4 0,5263158 0,6 0,4761905
0,6315789 0,7368421 0,4210526 0,5555556 0,6315789 0,5
0,5 0,6 0,3 0,4210526 0,5 0,3809524
0,7 0,8 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286
0,8 0,7 0,5 0,6315789 0,6 0,5714286
0,7272727 0,7272727 0,4545455 0,5714286 0,6363636 0,5217391
0,7272727 0,7272727 0,4545455 0,5714286 0,6363636 0,5217391
0,6363636 0,7272727 0,5454545 0,5714286 0,6363636 0,6086957
0,7272727 0,7272727 0,6363636 0,5714286 0,6363636 0,6956522
0,4705882 0,5882353 0,3529412 0,5 0,5882353 0,4444444
0,625 0,625 0,5 0,6666667 0,625 0,5882353
0,7368421 0,7368421 0,6315789 0,6666667 0,7368421 0,7
0,6666667 0,6666667 0,4761905 0,6 0,5714286 0,5454545
0,3809524 0,3809524 0,2857143 0,3 0,3809524 0,3636364
0,5555556 0,5555556 0,5555556 0,5882353 0,5555556 0,5263158
0,5555556 0,6666667 0,5555556 0,5882353 0,6666667 0,5263158
0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,5555556 0,6315789 0,6
0,6 0,7 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286
0,6315789 0,5263158 0,4210526 0,4444444 0,4210526 0,5
0,6315789 0,6315789 0,4210526 0,5555556 0,5263158 0,5
0,7368421 0,7368421 0,6315789 0,6666667 0,7368421 0,7
0,6666667 0,7619048 0,4761905 0,6 0,6666667 0,5454545
0,5 0,6 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286
0,7 0,8 0,6 0,7368421 0,8 0,6666667
0,7368421 0,6315789 0,5263158 0,6666667 0,6315789 0,6
0,6666667 0,7777778 0,4444444 0,5882353 0,6666667 0,5263158
0,5263158 0,6315789 0,4210526 0,5555556 0,6315789 0,5
0,6666667 0,6666667 0,4444444 0,5882353 0,5555556 0,5263158
0,5263158 0,5263158 0,7368421 0,5555556 0,6315789 0,7
0,75 0,75 0,625 0,8 0,75 0,7058824
0,5555556 0,6666667 0,4444444 0,5882353 0,6666667 0,5263158




0,8235294 0,7058824 0,5882353 0,75 0,7058824 0,6666667
0,7777778 0,6666667 0,4444444 0,5882353 0,5555556 0,5263158
0,5263158 0,6315789 0,4210526 0,4444444 0,5263158 0,4
0,5882353 0,3529412 0,4705882 0,375 0,3529412 0,4444444
0,5714286 0,5714286 0,3809524 0,4 0,4761905 0,3636364
0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,4444444 0,5263158 0,6
0,7 0,8 0,5 0,6315789 0,7 0,5714286
0,5555556 0,6666667 0,3333333 0,4705882 0,5555556 0,4210526
0,4 0,4 0,2666667 0,4285714 0,4 0,375
0,7 0,6 0,4 0,5263158 0,5 0,4761905
0,5555556 0,6666667 0,3333333 0,4705882 0,5555556 0,4210526
0,5555556 0,4444444 0,3333333 0,4705882 0,4444444 0,4210526




V. rip. Montr.

INW 5058-12
1 209 G

0,5714286 1 V- b, Montr:
0,3636364 0,5263158 1 V. b, Quebec

03 0,3529412 0,3333333 1 V. rip. 64G

0,4 0,4705882 0,4444444 0,75 1 V. rip. 68G

0,6 0,5882353 0,4444444 0,375 05 1
0,4761905 0,4444444 0,4210526 0,4705882 0,5882353 0,5882353

0,6 0,5882353 0,3333333 05 0,625 0,75

0,6 0,5882353 0,3333333 05 0,625 0,75
0,4545455 0,4210526 05 0,3333333 0,4444444 0,4444444

07 0,7058824 0,4444444 05 0,625 0,75
0,6363636 0,6315789 0,4 0,4444444 0,5555556 0,6666667
0,5833333 0,5714286 0,2727273 0,4 0,5 0,6
0,3809524 0,4444444 0,4210526 0,3529412 0,4705882 0,4705882
0,4545455 0,4210526 0,4 0,4444444 0,5555556 0,5555556
0,3636364 0,3157895 0,4 0,4444444 0,4444444 0,3333333
0,4166667 0,3809524 0,3636364 0,6 0,6 0,4
0,6086957 0,6 0,4761905 0,4210526 0,5263158 0,7368421
0,5454545 0,5263158 03 0,4444444 0,4444444 0,5555556

05 0,4705882 0,2222222 0,25 0,25 05

05 0,4705882 0,3333333 0,25 0,25 0,625

05 0,5882353 0,4444444 0,375 0,375 0,625
0,4761905 0,4444444 0,3157895 0,2352941 0,2352941 0,5882353
0,5263158 0,625 0,3529412 0,2666667 0,4 0,6666667
0,5263158 0,625 0,4705882 0,4 0,5333333 0,5333333
0,5263158 0,625 0,4705882 0,4 0,5333333 0,5333333

05 0,7058824 0,4444444 0,25 0,375 0,75




0,5217391 0,5 0,3809524 0,5263158 0,5263158 0,5263158
0,6 0,5882353 0,4444444 0,25 0,375 0,75
0,6 0,5882353 0,3333333 0,375 0,5 0,625
0,6 0,5882353 0,3333333 0,375 0,5 0,625
0,6 0,5882353 0,3333333 0,25 0,375 0,625

0,4761905 0,4444444 0,5263158 0,4705882 0,4705882 0,3529412

0,5714286 0,5555556 0,6315789 0,3529412 0,4705882 0,5882353

0,5454545 0,5263158 0,5 0,3333333 0,4444444 0,4444444

0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,3529412 0,4705882 0,7058824

0,6666667 0,6666667 0,4210526 0,4705882 0,5882353 0,5882353

0,6363636 0,6315789 0,4 0,3333333 0,4444444 0,5555556

0,6086957 0,7 0,3809524 0,3157895 0,4210526 0,5263158
0,5 0,5882353 0,4444444 0,25 0,375 0,75

0,3809524 0,4444444 0,5263158 0,2352941 0,3529412 0,3529412

0,4545455 0,4210526 0,3 0,3333333 0,4444444 0,4444444

0,4761905 0,5555556 0,4210526 0,2352941 0,3529412 0,7058824
0,48 0,5454545 0,5217391 0,2857143 0,3809524 0,5714286

0,6363636 0,6315789 0,5 0,3333333 0,4444444 0,6666667

0,4761905 0,3333333 0,4210526 0,2352941 0,2352941 0,3529412

0,6666667 0,5555556 0,3157895 0,3529412 0,3529412 0,5882353

0,5454545 0,4210526 0,3 0,3333333 0,3333333 0,3333333

0,6363636 0,5263158 0,3 0,4444444 0,4444444 0,4444444

0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,3529412 0,4705882 0,7058824

0,6363636 0,6315789 0,4 0,3333333 0,4444444 0,5555556

0,6363636 0,6315789 0,4 0,3333333 0,4444444 0,5555556

0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,3529412 0,4705882 0,7058824

0,4545455 0,3157895 0,4 0,1111111 0,2222222 0,3333333

0,7272727 0,6315789 0,4 0,3333333 0,4444444 0,6666667
0,6 0,4705882 0,2222222 0,125 0,25 0,5

0,6363636 0,5263158 0,3 0,2222222 0,3333333 0,4444444
0,64 0,4545455 0,2608696 0,1904762 0,2857143 0,3809524

0,6666667 0,5555556 0,3157895 0,2352941 0,3529412 0,4705882

0,6363636 0,5263158 0,3 0,2222222 0,3333333 0,5555556

0,6086957 0,5 0,3809524 0,4210526 0,4210526 0,4210526

0,6086957 0,5 0,3809524 0,5263158 0,5263158 0,4210526




0,7272727 0,6315789 0,5 0,3333333 0,4444444 0,6666667
0,6956522 0,6 0,3809524 0,4210526 0,5263158 0,5263158
0,6666667 0,5714286 0,3636364 0,3 0,4 0,5
0,6956522 0,6 0,4761905 0,3157895 0,4210526 0,6315789
0,6086957 0,5 0,2857143 0,2105263 0,3157895 0,5263158
0,6363636 0,5263158 0,4 0,2222222 0,3333333 0,5555556
0,5217391 0,4 0,3809524 0,2105263 0,3157895 0,3157895
0,6956522 0,6 0,4761905 0,3157895 0,4210526 0,6315789
0,6086957 0,6 0,4761905 0,3157895 0,4210526 0,6315789
0,64 0,5454545 0,4347826 0,2857143 0,3809524 0,5714286
0,64 0,5454545 0,4347826 0,2857143 0,3809524 0,5714286
0,72 0,5454545 0,4347826 0,2857143 0,3809524 0,5714286
0,72 0,5454545 0,3478261 0,3809524 0,4761905 0,4761905
0,6 0,4705882 0,4444444 0,25 0,375 0,375
0,5263158 0,625 0,3529412 0,2666667 0,4 0,6666667
0,6363636 0,6315789 0,4 0,4444444 0,5555556 0,5555556
0,5833333 0,5714286 0,4545455 0,3 0,4 0,6
0,4166667 0,2857143 0,3636364 0,1 0,2 0,4
0,4761905 0,5555556 0,4210526 0,3529412 0,3529412 0,5882353
0,6666667 0,5555556 0,3157895 0,3529412 0,3529412 0,4705882
0,5454545 0,5263158 0,4 0,2222222 0,3333333 0,5555556
0,6086957 0,6 0,5714286 0,3157895 0,4210526 0,6315789
0,5454545 0,4210526 0,3 0,3333333 0,4444444 0,4444444
0,5454545 0,5263158 0,3 0,2222222 0,3333333 0,5555556
0,7272727 0,6315789 0,4 0,3333333 0,4444444 0,6666667
0,6666667 0,5714286 0,3636364 0,3 0,4 0,5
0,6086957 0,5 0,4761905 0,3157895 0,4210526 0,5263158
0,7826087 0,6 0,3809524 0,3157895 0,4210526 0,5263158
0,6363636 0,5263158 0,4 0,3333333 0,4444444 0,4444444
0,6666667 0,5555556 0,4210526 0,3529412 0,4705882 0,4705882
0,5454545 0,5263158 0,4 0,3333333 0,4444444 0,4444444
0,5714286 0,5555556 0,3157895 0,2352941 0,3529412 0,5882353
0,5454545 0,6315789 0,3 0,3333333 0,3333333 0,5555556
0,6315789 0,75 0,4705882 0,4 0,5333333 0,6666667
0,5714286 0,5555556 0,4210526 0,4705882 0,5882353 0,5882353




0,6 0,7058824 0,4444444 0,375 0,5 0,625
0,5714286 0,5555556 0,4210526 0,3529412 0,4705882 0,4705882
0,5454545 0,4210526 0,3 0,3333333 0,3333333 0,3333333

0,3 0,3529412 0,2222222 0,375 0,375 0,375

0,5 0,3809524 0,2727273 0,5 0,5 0,4
0,5454545 0,4210526 0,3 0,4444444 0,4444444 0,3333333
0,6956522 0,6 0,3809524 0,3157895 0,4210526 0,5263158
0,5714286 0,4444444 0,3157895 0,3529412 0,3529412 0,4705882
0,3333333 0,4 0,375 0,2857143 0,4285714 0,4285714
0,5217391 0,5 0,2857143 0,3157895 0,4210526 0,6315789
0,5714286 0,4444444 0,5263158 0,2352941 0,3529412 0,3529412
0,4761905 0,5555556 0,3157895 0,2352941 0,3529412 0,4705882




V. rip Urbana

2NW 4858-11
1 V. rip. 183G
0,4705882 1 V. rip. 75G
0,4705882 1 1 . Yom
0,5263158 0,5555556 0,5555556 1 et 2
0,5882353 0,875 0,875 0,6666667 1 88G
0,5263158 0,7777778 0,7777778 06 0,8888889 1
0,3809524 0,8 0,8 0,4545455 0,7 0,6363636
0,4444444 0,4705882 0,4705882 0,6315789 0,5882353 0,6315789
0,6315789 0,4444444 0,4444444 04 0,5555556 05
0,4210526 0,4444444 0,4444444 06 0,5555556 06
0,5714286 0,6 0,6 0,4545455 0,6 0,5454545
0,5 0,7368421 0,7368421 0,5714286 0,8421053 0,8571429
0,4210526 0,5555556 0,5555556 04 0,6666667 06
0,2352941 0,625 0,625 0,4444444 0,625 0,5555556
0,2352941 0,625 0,625 0,3333333 0,625 0,5555556
0,3529412 05 05 0,3333333 0,625 0,5555556
0,2222222 0,5882353 0,5882353 0,3157895 0,5882353 0,5263158
0,375 0,6666667 0,6666667 0,3529412 0,6666667 0,7058824
0,5 0,5333333 0,5333333 0,4705882 0,6666667 0,7058824
0,5 0,5333333 0,5333333 0,4705882 0,6666667 0,7058824
0,3529412 0,625 0,625 0,3333333 0,625 0,5555556




0,5 0,4210526 0,4210526 0,3809524 0,5263158 0,4761905
0,3529412 0,75 0,75 0,4444444 0,75 0,6666667
0,3529412 0,875 0,875 0,4444444 0,75 0,6666667
0,3529412 0,875 0,875 0,4444444 0,75 0,6666667
0,3529412 0,75 0,75 0,4444444 0,75 0,6666667
0,4444444 0,4705882 0,4705882 0,5263158 0,5882353 0,5263158
0,4444444 0,5882353 0,5882353 0,6315789 0,7058824 0,6315789
0,4210526 0,5555556 0,5555556 0,6 0,6666667 0,8
0,4444444 0,7058824 0,7058824 0,5263158 0,8235294 0,7368421
0,4444444 0,8235294 0,8235294 0,5263158 0,8235294 0,7368421
0,4210526 0,6666667 0,6666667 0,5 0,7777778 0,7

0,4 0,6315789 0,6315789 0,5714286 0,7368421 0,6666667
0,3529412 0,625 0,625 0,3333333 0,625 0,5555556
0,3333333 0,3529412 0,3529412 0,6315789 0,4705882 0,4210526
0,3157895 0,5555556 0,5555556 0,3 0,4444444 0,4
0,3333333 0,5882353 0,5882353 0,3157895 0,5882353 0,5263158
0,3636364 0,4761905 0,4761905 0,3478261 0,5714286 0,6086957
0,4210526 0,6666667 0,6666667 0,5 0,7777778 0,7
0,3333333 0,2352941 0,2352941 0,5263158 0,3529412 0,3157895
0,4444444 0,4705882 0,4705882 0,3157895 0,5882353 0,5263158
0,4210526 0,4444444 0,4444444 0,6 0,5555556 0,5
0,3157895 0,6666667 0,6666667 0,4 0,6666667 0,6
0,4444444 0,5882353 0,5882353 0,4210526 0,7058824 0,6315789
0,4210526 0,5555556 0,5555556 0,4 0,6666667 0,7
0,4210526 0,5555556 0,5555556 0,4 0,6666667 0,7
0,4444444 0,5882353 0,5882353 0,4210526 0,7058824 0,6315789
0,4210526 0,2222222 0,2222222 0,6 0,3333333 0,3
0,5263158 0,5555556 0,5555556 0,4 0,6666667 0,6
0,2352941 0,625 0,625 0,3333333 0,625 0,5555556
0,3157895 0,5555556 0,5555556 0,4 0,6666667 0,6
0,2727273 0,4761905 0,4761905 0,4347826 0,5714286 0,6086957
0,3333333 0,5882353 0,5882353 0,4210526 0,7058824 0,6315789
0,3157895 0,6666667 0,6666667 0,4 0,6666667 0,7

0,4 0,5263158 0,5263158 0,4761905 0,6315789 0,5714286

0,4 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,6315789 0,5714286




0,4210526 0,6666667 0,6666667 0,5 0,7777778 0,7
0,4 0,7368421 0,7368421 0,4761905 0,7368421 0,6666667
0,3809524 0,6 0,6 0,4545455 0,7 0,7272727
0,4 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,7368421 0,7619048
0,3 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,6315789 0,5714286
0,3157895 0,6666667 0,6666667 0,4 0,6666667 0,6
0,3 0,4210526 0,4210526 0,6666667 0,5263158 0,5714286
0,4 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,7368421 0,6666667
0,4 0,5263158 0,5263158 0,3809524 0,6315789 0,5714286
0,3636364 0,5714286 0,5714286 0,4347826 0,6666667 0,6086957
0,3636364 0,5714286 0,5714286 0,4347826 0,6666667 0,6086957
0,3636364 0,5714286 0,5714286 0,4347826 0,6666667 0,6086957
0,3636364 0,6666667 0,6666667 0,4347826 0,6666667 0,6086957
0,3529412 0,5 0,5 0,6666667 0,625 0,5555556
0,375 0,6666667 0,6666667 0,3529412 0,6666667 0,5882353
0,4210526 0,7777778 0,7777778 0,5 0,7777778 0,7
0,3809524 0,5 0,5 0,4545455 0,6 0,5454545
0,4761905 0,2 0,2 0,4545455 0,3 0,2727273
0,3333333 0,4705882 0,4705882 0,3157895 0,5882353 0,5263158
0,3333333 0,5882353 0,5882353 0,4210526 0,7058824 0,6315789
0,4210526 0,4444444 0,4444444 0,5 0,5555556 0,5
0,4 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,7368421 0,6666667
0,3157895 0,5555556 0,5555556 0,3 0,4444444 0,4
0,3157895 0,5555556 0,5555556 0,4 0,5555556 0,6
0,5263158 0,5555556 0,5555556 0,4 0,6666667 0,6
0,3809524 0,6 0,6 0,4545455 0,7 0,7272727
0,5 0,5263158 0,5263158 0,4761905 0,6315789 0,6666667
0,4 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,7368421 0,7619048
0,5263158 0,4444444 0,4444444 0,4 0,5555556 0,5
0,4444444 0,5882353 0,5882353 0,5263158 0,7058824 0,6315789
0,4210526 0,5555556 0,5555556 0,6 0,6666667 0,6
0,4444444 0,5882353 0,5882353 0,4210526 0,5882353 0,5263158
0,4210526 0,4444444 0,4444444 0,3 0,5555556 0,6
0,5 0,6666667 0,6666667 0,4705882 0,8 0,7058824
0,5555556 0,7058824 0,7058824 0,6315789 0,8235294 0,8421053




0,4705882 0,625 0,625 0,4444444 0,75 0,6666667
0,4444444 0,4705882 0,4705882 0,4210526 0,5882353 0,5263158
0,3157895 0,4444444 0,4444444 0,3 0,5555556 0,5
0,2352941 0,5 0,5 0,2222222 0,375 0,3333333
0,3809524 0,5 0,5 0,4545455 0,6 0,5454545
0,3157895 0,5555556 0,5555556 0,4 0,5555556 0,5
0,4 0,6315789 0,6315789 0,4761905 0,7368421 0,6666667
0,3333333 0,5882353 0,5882353 0,4210526 0,5882353 0,5263158
0,4 0,4285714 0,4285714 0,25 0,4285714 0,375
0,4 0,6315789 0,6315789 0,3809524 0,6315789 0,5714286
0,3333333 0,4705882 0,4705882 0,7368421 0,5882353 0,5263158
0,3333333 0,4705882 0,4705882 0,2105263 0,4705882 0,4210526




V. cin.

New York
1 angli;;eng\cl)i(:lester
0,3809524 1 o
0,3636364 0,5263158 1 V. cin. 5015
0,3636364 0,7368421 05 1 S Yo
05 0,4761905 0,7272727 0,6363636 1 1004 C
0,6086957 05 0,4761905 0,4761905 0,5217391 1
0,4545455 0,4210526 05 0,3 0,3636364 0,6666667
05 0,2352941 0,2222222 0,2222222 0,3 0,5263158
05 0,2352941 0,2222222 0,2222222 0,3 0,6315789
0,4 0,3529412 0,3333333 0,2222222 0,3 0,6315789
0,4761905 0,2222222 0,3157895 0,2105263 0,3809524 0,6
0,5263158 05 0,3529412 0,3529412 0,3157895 0,5555556
0,4210526 0,625 0,4705882 0,4705882 0,4210526 0,5555556
0,4210526 0,625 0,4705882 0,4705882 0,4210526 0,5555556
0,6 0,3529412 0,3333333 0,2222222 0,3 0,6315789




0,3478261 0,4 0,4761905 0,3809524 0,4347826 0,4545455
0,6 0,3529412 0,3333333 0,3333333 0,4 0,7368421
0,7 0,3529412 0,3333333 0,3333333 0,5 0,6315789
0,7 0,3529412 0,3333333 0,3333333 0,5 0,6315789
0,6 0,3529412 0,3333333 0,3333333 0,4 0,6315789

0,3809524 0,4444444 0,4210526 0,6315789 0,5714286 0,5

0,4761905 0,4444444 0,4210526 0,4210526 0,4761905 0,7

0,4545455 0,5263158 0,4 0,5 0,4545455 0,6666667

0,5714286 0,4444444 0,4210526 0,4210526 0,4761905 0,8

0,6666667 0,4444444 0,4210526 0,4210526 0,5714286 0,7

0,5454545 0,4210526 0,4 0,4 0,4545455 0,6666667

0,6086957 0,4 0,3809524 0,3809524 0,4347826 0,6363636
0,5 0,3529412 0,3333333 0,2222222 0,3 0,6315789

0,2857143 0,5555556 0,3157895 0,4210526 0,2857143 0,4

0,5454545 0,3157895 0,4 0,2 0,4545455 0,3809524

0,4761905 0,3333333 0,4210526 0,2105263 0,3809524 0,6
0,4 0,3636364 0,3478261 0,2608696 0,32 0,6666667

0,5454545 0,4210526 0,4 0,4 0,4545455 0,7619048

0,1904762 0,4444444 0,3157895 0,3157895 0,1904762 0,3

0,3809524 0,3333333 0,4210526 0,2105263 0,2857143 0,5

0,3636364 0,3157895 0,3 0,3 0,3636364 0,4761905

0,5454545 0,3157895 0,3 0,3 0,4545455 0,5714286

0,4761905 0,4444444 0,4210526 0,3157895 0,3809524 0,7

0,4545455 0,5263158 0,4 0,4 0,3636364 0,5714286

0,4545455 0,5263158 0,4 0,4 0,3636364 0,5714286

0,4761905 0,4444444 0,4210526 0,3157895 0,3809524 0,7

0,1818182 0,4210526 0,3 0,3 0,1818182 0,2857143

0,4545455 0,4210526 0,5 0,3 0,3636364 0,5714286
0,5 0,2352941 0,2222222 0,2222222 0,3 0,5263158

0,5454545 0,3157895 0,3 0,3 0,3636364 0,5714286
0,48 0,3636364 0,2608696 0,4347826 0,32 0,5

0,4761905 0,3333333 0,3157895 0,3157895 0,3809524 0,6

0,5454545 0,4210526 0,3 0,4 0,3636364 0,5714286

0,4347826 0,4 0,3809524 0,4761905 0,5217391 0,5454545

0,5217391 0,4 0,3809524 0,4761905 0,6086957 0,5454545




0,5454545 0,4210526 0,4 0,4 0,4545455 0,7619048
0,6086957 0,4 0,4761905 0,3809524 0,6086957 0,6363636
0,5 0,4761905 0,3636364 0,4545455 0,4166667 0,6086957
0,5217391 0,4 0,3809524 0,3809524 0,4347826 0,8181818
0,5217391 0,3 0,2857143 0,2857143 0,3478261 0,5454545
0,5454545 0,3157895 0,3 0,3 0,3636364 0,5714286
0,3478261 0,6 0,2857143 0,5714286 0,3478261 0,4545455
0,5217391 0,4 0,3809524 0,3809524 0,4347826 0,7272727
0,4347826 0,4 0,3809524 0,2857143 0,3478261 0,6363636
0,48 0,3636364 0,4347826 0,4347826 0,48 0,6666667
0,48 0,3636364 0,4347826 0,3478261 0,48 0,6666667
0,56 0,4545455 0,4347826 0,4347826 0,48 0,6666667
0,64 0,4545455 0,4347826 0,4347826 0,56 0,5833333
0,4 0,5882353 0,3333333 0,5555556 0,4 0,5263158
0,5263158 0,375 0,3529412 0,2352941 0,3157895 0,5555556
0,6363636 0,4210526 0,4 0,4 0,5454545 0,6666667
0,4166667 0,3809524 0,4545455 0,2727273 0,4166667 0,6086957
0,1666667 0,3809524 0,2727273 0,2727273 0,1666667 0,3478261
0,3809524 0,3333333 0,4210526 0,2105263 0,3809524 0,7
0,5714286 0,3333333 0,3157895 0,3157895 0,3809524 0,7
0,3636364 0,5263158 0,4 0,4 0,2727273 0,5714286
0,5217391 0,4 0,3809524 0,3809524 0,4347826 0,8181818
0,5454545 0,3157895 0,3 0,2 0,3636364 0,4761905
0,4545455 0,4210526 0,3 0,3 0,2727273 0,5714286
0,4545455 0,4210526 0,5 0,3 0,3636364 0,6666667
0,5 0,4761905 0,3636364 0,4545455 0,4166667 0,6956522
0,4347826 0,4 0,3809524 0,3809524 0,4347826 0,7272727
0,5217391 0,5 0,3809524 0,4761905 0,4347826 0,6363636
0,3636364 0,3157895 0,4 0,3 0,3636364 0,4761905
0,4761905 0,4444444 0,4210526 0,4210526 0,4761905 0,7
0,4545455 0,4210526 0,4 0,4 0,4545455 0,5714286
0,4761905 0,3333333 0,3157895 0,3157895 0,2857143 0,5
0,4545455 0,5263158 0,5 0,4 0,3636364 0,4761905
0,5263158 0,5 0,4705882 0,3529412 0,4210526 0,6666667
0,5714286 0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,5714286 0,7




0,5 0,4705882 0,4444444 0,3333333 0,4 0,6315789
0,3809524 0,4444444 0,4210526 0,3157895 0,3809524 0,5
0,3636364 0,2105263 0,4 0,3 0,4545455 0,4761905

0,4 0,2352941 0,2222222 0,1111111 0,3 0,3157895
0,4166667 0,3809524 0,3636364 0,3636364 0,4166667 0,5217391
0,4545455 0,4210526 0,4 0,4 0,5454545 0,4761905
0,5217391 0,4 0,3809524 0,3809524 0,4347826 0,6363636
0,4761905 0,3333333 0,3157895 0,4210526 0,4761905 0,5
0,3333333 0,2666667 0,375 0,25 0,3333333 0,3529412
0,5217391 0,4 0,3809524 0,2857143 0,3478261 0,5454545
0,3809524 0,5555556 0,3157895 0,5263158 0,3809524 0,5
0,5714286 0,2222222 0,3157895 0,2105263 0,2857143 0,4




V.rip.Montr.

INW 5058-8

1 68B
0,4444444 1 Barret 503
0,4444444 0,75 1 1616C
0,6666667 0,625 0,75 1 4 A Teleki
0,5263158 0,7058824 0,8235294 0,8235294 1 V. rip. 80G
0,4705882 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625 1
0,4705882 0,5333333 0,5333333 0,6666667 0,5 0,8571429
0,4705882 0,5333333 0,5333333 0,6666667 0,5 0,8571429
0,4444444 0,625 0,75 0,75 0,7058824 0,8




0,3809524 0,4210526 0,5263158 0,5263158 0,4 0,5555556
0,4444444 0,75 0,875 0,75 0,8235294 0,8
0,4444444 0,75 0,75 0,625 0,7058824 0,8
0,4444444 0,75 0,75 0,625 0,7058824 0,8
0,4444444 0,75 0,75 0,625 0,7058824 0,8
0,3157895 0,4705882 0,4705882 0,4705882 0,4444444 0,5
0,4210526 0,5882353 0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,625
0,4 0,5555556 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,7058824
0,5263158 0,7058824 0,8235294 0,8235294 0,7777778 0,75
0,5263158 0,7058824 0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,75
0,5 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,7058824
0,4761905 0,7368421 0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667
0,5555556 0,625 0,75 0,875 0,8235294 0,8
0,4210526 0,3529412 0,3529412 0,5882353 0,4444444 0,5
0,4 0,4444444 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5882353
0,5263158 0,5882353 0,7058824 0,8235294 0,8888889 0,75
0,5217391 0,4761905 0,5714286 0,7619048 0,6363636 0,6
0,6 0,6666667 0,7777778 0,8888889 0,8421053 0,7058824
0,4210526 0,3529412 0,3529412 0,4705882 0,3333333 0,375
0,6315789 0,5882353 0,5882353 0,7058824 0,5555556 0,625
0,5 0,6666667 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,4705882
0,6 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,5882353
0,6315789 0,5882353 0,7058824 0,8235294 0,6666667 0,75
0,6 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,5263158 0,8235294
0,6 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,5263158 0,8235294
0,6315789 0,5882353 0,7058824 0,8235294 0,6666667 0,75
0,3 0,2222222 0,2222222 0,3333333 0,2105263 0,3529412
0,6 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,5263158 0,7058824
0,4444444 0,75 0,625 0,5 0,5882353 0,6666667
0,5 0,5555556 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5882353
0,4347826 0,5714286 0,4761905 0,4761905 0,4545455 0,6
0,5263158 0,5882353 0,7058824 0,5882353 0,5555556 0,625
0,5 0,6666667 0,6666667 0,5555556 0,6315789 0,8235294
0,4761905 0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,5 0,5555556
0,4761905 0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,5 0,5555556




0,6 0,6666667 0,7777778 0,7777778 0,7368421 0,7058824
0,5714286 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,6 0,6666667
0,5454545 0,7 0,6 0,6 0,5714286 0,7368421
0,5714286 0,6315789 0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667
0,4761905 0,7368421 0,7368421 0,5263158 0,6 0,6666667

0,5 0,6666667 0,7777778 0,5555556 0,6315789 0,7058824
0,3809524 0,5263158 0,5263158 0,4210526 0,4 0,5555556
0,5714286 0,6315789 0,8421053 0,7368421 0,7 0,6666667
0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,8421053 0,7 0,6666667
0,6086957 0,5714286 0,6666667 0,7619048 0,8181818 0,6
0,6086957 0,6666667 0,6666667 0,7619048 0,8181818 0,6
0,5217391 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6363636 0,6
0,5217391 0,5714286 0,5714286 0,5714286 0,5454545 0,6
0,3333333 0,5 0,5 0,5 0,4705882 0,5333333
0,4705882 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,625 0,8571429

0,5 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,7058824
0,5454545 0,6 0,6 0,7 0,6666667 0,6315789
0,2727273 0,2 0,3 0,4 0,2857143 0,3157895
0,6315789 0,5882353 0,7058824 0,8235294 0,7777778 0,625
0,6315789 0,7058824 0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,625

0,5 0,4444444 0,4444444 0,5555556 0,4210526 0,5882353
0,5714286 0,6315789 0,7368421 0,7368421 0,7 0,6666667

0,5 0,4444444 0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,5882353

0,6 0,6666667 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,8235294

0,7 0,5555556 0,5555556 0,6666667 0,5263158 0,7058824
0,6363636 0,6 0,6 0,6 0,5714286 0,7368421
0,3809524 0,5263158 0,6315789 0,6315789 0,6 0,5555556
0,5714286 0,6315789 0,6315789 0,6315789 0,6 0,7777778

0,6 0,4444444 0,4444444 0,6666667 0,5263158 0,5882353
0,6315789 0,4705882 0,4705882 0,4705882 0,4444444 0,5

0,4 0,5555556 0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,4705882
0,5263158 0,4705882 0,4705882 0,4705882 0,4444444 0,625

0,5 0,4444444 0,4444444 0,5555556 0,4210526 0,5882353
0,5882353 0,5333333 0,5333333 0,6666667 0,5 0,7142857
0,5263158 0,4705882 0,4705882 0,4705882 0,4444444 0,625




0,6666667 0,5 0,5 0,75 0,5882353 0,6666667
0,6315789 0,3529412 0,3529412 0,5882353 0,4444444 0,5
0,5 0,5555556 0,4444444 0,4444444 0,5263158 0,3529412
0,4444444 0,375 0,5 0,5 0,4705882 0,4
0,6363636 0,4 0,4 0,5 0,4761905 0,3157895
0,5 0,4444444 0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,3529412
0,5714286 0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,5 0,5555556
0,4210526 0,4705882 0,4705882 0,3529412 0,4444444 0,5
0,25 0,2857143 0,2857143 0,2857143 0,2666667 0,4615385
0,6666667 0,4210526 0,5263158 0,5263158 0,5 0,5555556
0,4210526 0,3529412 0,3529412 0,3529412 0,3333333 0,375
0,4210526 0,3529412 0,3529412 0,4705882 0,4444444 0,5




V. amurensis

1 174G
1 1 66G
0,6666667 0,6666667 1 V. cordifolia




0,6666667 0,6666667 0,5263158 1 1416
0,6666667 0,6666667 0,875 0,5263158 1 V- b Alberta
0,6666667 0,6666667 0,75 0,5263158 0,875 1
0,6666667 0,6666667 0,75 0,5263158 0,875 1
0,6666667 0,6666667 0,75 0,5263158 0,875 0,875
0,625 0,625 0,4705882 0,6 0,5882353 0,5882353
0,75 0,75 0,7058824 06 0,8235294 0,7058824
0,8235294 0,8235294 0,5555556 0,5714286 0,6666667 0,6666667
0,75 0,75 0,8235294 0,6 0,9411765 0,8235294
0,75 0,75 0,7058824 0,6 0,8235294 0,9411765
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6666667 0,7777778 0,7777778
0,6666667 0,6666667 0,7368421 0,5454545 0,7368421 0,7368421
0,6666667 0,6666667 0,875 0,5263158 0,875 0,75
0,625 0,625 0,4705882 05 0,4705882 0,4705882
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5714286 0,5555556 0,6666667
0,625 0,625 0,8235294 05 0,8235294 0,7058824
0,6 0,6 0,6666667 05 0,6666667 0,5714286
0,7058824 0,7058824 0,7777778 0,5714286 0,8888889 0,7777778
05 05 0,3529412 05 0,3529412 0,3529412
0,625 0,625 0,5882353 0,6 0,5882353 0,5882353
0,5882353 0,5882353 0,4444444 0,4761905 0,5555556 0,5555556
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,4761905 0,6666667 0,7777778
0,75 0,75 0,8235294 0,6 0,8235294 0,7058824
0,8235294 0,8235294 0,6666667 0,5714286 0,6666667 0,6666667
0,8235294 0,8235294 0,6666667 0,5714286 0,6666667 0,6666667
0,75 0,75 0,8235294 0,6 0,8235294 0,7058824
0,4705882 0,4705882 0,3333333 0,4761905 0,3333333 0,3333333
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667
0,5333333 0,5333333 0,625 0,4210526 0,75 0,75
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,4761905 0,6666667 0,6666667
0,6 0,6 0,4761905 0,4166667 0,5714286 0,5714286
0,625 0,625 0,5882353 0,6 0,7058824 0,7058824
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,4761905 0,7777778 0,7777778
0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,6363636 0,6315789 0,6315789
0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,6363636 0,6315789 0,7368421




0,7058824 0,7058824 0,7777778 0,5714286 0,8888889 0,7777778
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,5454545 0,7368421 0,8421053
0,7368421 0,7368421 0,6 0,5217391 0,7 0,7
0,6666667 0,6666667 0,7368421 0,5454545 0,8421053 0,7368421
0,5555556 0,5555556 0,6315789 0,5454545 0,7368421 0,7368421
0,5882353 0,5882353 0,6666667 0,5714286 0,7777778 0,7777778
0,6666667 0,6666667 0,4210526 0,5454545 0,5263158 0,5263158
0,6666667 0,6666667 0,7368421 0,6363636 0,8421053 0,7368421
0,6666667 0,6666667 0,7368421 0,5454545 0,7368421 0,6315789
0,6 0,6 0,6666667 0,5 0,7619048 0,6666667
0,6 0,6 0,6666667 0,5 0,7619048 0,6666667
0,6 0,6 0,6666667 0,5 0,7619048 0,6666667
0,6 0,6 0,5714286 0,5 0,6666667 0,7619048
0,6666667 0,6666667 0,5 0,5263158 0,625 0,625
0,7142857 0,7142857 0,8 0,5555556 0,8 0,8
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,5714286 0,7777778 0,8888889
0,6315789 0,6315789 0,7 0,5217391 0,7 0,6
0,4210526 0,4210526 0,4 0,4347826 0,4 0,3
0,625 0,625 0,7058824 0,5 0,7058824 0,5882353
0,625 0,625 0,5882353 0,5 0,7058824 0,7058824
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5714286 0,5555556 0,5555556
0,6666667 0,6666667 0,7368421 0,5454545 0,8421053 0,7368421
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,4761905 0,5555556 0,6666667
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,4761905 0,6666667 0,6666667
0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6666667
0,7368421 0,7368421 0,6 0,5217391 0,7 0,7
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,5454545 0,7368421 0,6315789
0,7777778 0,7777778 0,6315789 0,5454545 0,7368421 0,7368421
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,4761905 0,5555556 0,5555556
0,625 0,625 0,4705882 0,5 0,5882353 0,5882353
0,5882353 0,5882353 0,4444444 0,4761905 0,5555556 0,5555556
0,5 0,5 0,5882353 0,4 0,5882353 0,5882353
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,4761905 0,4444444 0,4444444
0,7142857 0,7142857 0,6666667 0,5555556 0,6666667 0,6666667
0,75 0,75 0,4705882 0,5 0,5882353 0,5882353




0,6666667 0,6666667 0,625 0,5263158 0,625 0,625
0,625 0,625 0,4705882 0,5 0,4705882 0,4705882
0,3529412 0,3529412 0,3333333 0,2857143 0,4444444 0,4444444
0,4 0,4 0,375 0,4210526 0,375 0,5
0,4210526 0,4210526 0,3 0,4347826 0,4 0,4
0,4705882 0,4705882 0,3333333 0,3809524 0,4444444 0,5555556
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,4545455 0,6315789 0,6315789
0,5 0,5 0,4705882 0,5 0,5882353 0,5882353
0,4615385 0,4615385 0,4285714 0,3529412 0,4285714 0,4285714
0,4444444 0,4444444 0,5263158 0,4545455 0,5263158 0,5263158
0,5 0,5 0,3529412 0,4 0,4705882 0,4705882
0,375 0,375 0,5882353 0,3 0,4705882 0,4705882




V. rip. pub.

Typ Borner
1 V. rip. Gloir.e de
Montpellier

0,875 1 V. rip. 78G
0,5882353 0,5882353 1 316 Gm
0,7058824 0,7058824 0,6666667 1 n:’exrl‘;’;‘]’a
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,8421053 1 16167r
0,8235294 0,8235294 0,6666667 0,8888889 0,7368421 1
0,9411765 0,8235294 0,6666667 0,7777778 0,7368421 0,8888889
0,7777778 0,7777778 0,7368421 0,7368421 0,7 0,8421053
0,7368421 0,7368421 0,6 0,7 0,6666667 0,8

0,75 0,75 0,4705882 0,7058824 0,5555556 0,8235294
0,4705882 0,4705882 0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,5555556
0,6666667 0,5555556 0,4210526 0,5263158 0,5 0,5263158
0,7058824 0,7058824 0,4444444 0,6666667 0,5263158 0,7777778
0,5714286 0,5714286 0,4545455 0,6363636 0,6086957 0,7272727
0,7777778 0,7777778 0,6315789 0,8421053 0,7 0,9473684
0,3529412 0,3529412 0,4444444 0,5555556 0,5263158 0,4444444
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,6666667
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,6315789 0,6 0,6315789
0,7777778 0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,6 0,7368421
0,7058824 0,7058824 0,5555556 0,7777778 0,6315789 0,8888889
0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,7 0,7368421
0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,7 0,7368421
0,7058824 0,7058824 0,5555556 0,7777778 0,6315789 0,8888889
0,3333333 0,3333333 0,4210526 0,5263158 0,5 0,4210526
0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,6315789 0,6 0,7368421

0,75 0,75 0,4705882 0,5882353 0,5555556 0,7058824
0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,6 0,7368421
0,5714286 0,5714286 0,4545455 0,5454545 0,6086957 0,6363636
0,7058824 0,7058824 0,5555556 0,6666667 0,6315789 0,7777778
0,7777778 0,7777778 0,5263158 0,6315789 0,7 0,7368421
0,6315789 0,6315789 0,7 0,7 0,6666667 0,7
0,7368421 0,6315789 0,7 0,7 0,6666667 0,7




0,7777778 0,7777778 0,6315789 0,8421053 0,7 0,9473684
0,8421053 0,7368421 0,6 0,7 0,6666667 0,8
0,7 0,8 0,5714286 0,6666667 0,7272727 0,7619048
0,7368421 0,7368421 0,6 0,8 0,7619048 0,9
0,7368421 0,7368421 0,5 0,6 0,5714286 0,7
0,7777778 0,7777778 0,5263158 0,6315789 0,6 0,7368421
0,5263158 0,5263158 0,6 0,6 0,6666667 0,6
0,7368421 0,7368421 0,6 0,8 0,6666667 0,9
0,6315789 0,6315789 0,5 0,7 0,5714286 0,8
0,6666667 0,6666667 0,5454545 0,7272727 0,6086957 0,8181818
0,6666667 0,6666667 0,5454545 0,7272727 0,6086957 0,8181818
0,6666667 0,6666667 0,5454545 0,7272727 0,6086957 0,8181818
0,7619048 0,6666667 0,5454545 0,6363636 0,6086957 0,7272727
0,625 0,625 0,7058824 0,7058824 0,6666667 0,7058824
0,8 0,8 0,5 0,625 0,5882353 0,75
0,8888889 0,7777778 0,6315789 0,7368421 0,7 0,8421053
0,6 0,6 0,4761905 0,6666667 0,5454545 0,7619048
0,3 0,3 0,3809524 0,4761905 0,3636364 0,4761905
0,5882353 0,5882353 0,4444444 0,6666667 0,5263158 0,7777778
0,7058824 0,7058824 0,5555556 0,6666667 0,6315789 0,7777778
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5263158 0,5 0,6315789
0,7368421 0,7368421 0,6 0,8 0,6666667 0,9
0,6666667 0,5555556 0,4210526 0,5263158 0,5 0,5263158
0,6666667 0,6666667 0,4210526 0,5263158 0,6 0,6315789
0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,6315789 0,6 0,7368421
0,7 0,7 0,5714286 0,6666667 0,7272727 0,7619048
0,6315789 0,6315789 0,6 0,8 0,7619048 0,8
0,7368421 0,7368421 0,6 0,7 0,7619048 0,8
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5263158 0,5 0,6315789
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,6666667 0,6315789 0,6666667
0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,6315789 0,6 0,6315789
0,5882353 0,5882353 0,3333333 0,4444444 0,4210526 0,5555556
0,4444444 0,4444444 0,3157895 0,4210526 0,5 0,5263158
0,6666667 0,6666667 0,5 0,625 0,5882353 0,75
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,6666667 0,7368421 0,6666667




0,625 0,625 0,4705882 0,5882353 0,5555556 0,7058824
0,4705882 0,4705882 0,4444444 0,5555556 0,5263158 0,5555556
0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,4210526 0,4 0,5263158

0,5 0,375 0,2352941 0,3529412 0,3333333 0,3529412

0,4 0,5 0,3809524 0,4761905 0,4545455 0,4761905
0,5555556 0,4444444 0,4210526 0,5263158 0,5 0,5263158
0,6315789 0,6315789 0,5 0,6 0,5714286 0,7
0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,5555556 0,5263158 0,5555556
0,4285714 0,4285714 0,4 0,4 0,375 0,4
0,5263158 0,5263158 0,3 0,4 0,3809524 0,5
0,4705882 0,4705882 0,5555556 0,6666667 0,6315789 0,5555556
0,4705882 0,4705882 0,3333333 0,3333333 0,3157895 0,4444444




V. berlandieri

1 8B

0,8421053 1 Tel 19C

08 0,7619048 1 P
0,7058824 0,6666667 0,6315789 1 Na 61-99
0,5555556 0,6315789 0,5 0,5882353 1 v ﬁf;ﬁ;"’”
0,6315789 0,5 0,4761905 0,6666667 0,5263158 1
0,6666667 0,6315789 0,6 0,9411765 0,5555556 0,6315789
0,6363636 0,6086957 0,6666667 0,7619048 0,5454545 0,5217391
0,8421053 0,8 0,7619048 0,8888889 0,6315789 0,6
0,4444444 0,4210526 0,4 0,3529412 0,6666667 0,3157895
0,6666667 0,7368421 0,6 0,5882353 0,5555556 0,4210526
0,6315789 0,6 0,6666667 0,4444444 0,4210526 0,4
0,8421053 0,7 0,6666667 0,5555556 0,4210526 0,5
0,7777778 0,7368421 0,7 0,8235294 0,5555556 0,5263158
0,7368421 0,7 0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,5
0,7368421 0,7 0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,5
0,7777778 0,7368421 0,7 0,8235294 0,5555556 0,5263158
0,4210526 0,4 0,3809524 0,3333333 0,6315789 0,3
0,7368421 0,8 0,6666667 0,6666667 0,6315789 0,5
0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,625 0,3529412 0,4444444
0,7368421 0,7 0,7619048 0,5555556 0,4210526 0,4
0,6363636 0,6086957 0,6666667 0,4761905 0,3636364 0,4347826
0,7777778 0,7368421 0,7 0,5882353 0,4444444 0,5263158
0,7368421 0,7 0,6666667 0,6666667 0,4210526 0,5

0,7 0,6666667 0,6363636 0,5263158 0,5 0,4761905

0,8 0,6666667 0,6363636 0,5263158 0,5 0,5714286




0,8421053 0,8 0,7619048 0,7777778 0,5263158 0,5
0,9 0,7619048 0,7272727 0,6315789 0,5 0,6666667
0,7619048 0,7272727 0,6956522 0,6 0,4761905 0,4545455
0,8 0,7619048 0,7272727 0,7368421 0,5 0,4761905
0,7 0,6666667 0,7272727 0,6315789 0,4 0,5714286
0,7368421 0,7 0,6666667 0,6666667 0,4210526 0,6
0,6 0,5714286 0,6363636 0,4210526 0,6 0,4761905
0,8 0,7619048 0,7272727 0,7368421 0,5 0,5714286
0,7 0,6666667 0,6363636 0,8421053 0,6 0,5714286
0,7272727 0,6956522 0,6666667 0,7619048 0,5454545 0,5217391
0,7272727 0,6956522 0,6666667 0,7619048 0,5454545 0,5217391
0,7272727 0,6956522 0,6666667 0,6666667 0,4545455 0,5217391
0,8181818 0,6956522 0,6666667 0,5714286 0,4545455 0,6086957
0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,5 0,7058824 0,4444444
0,75 0,7058824 0,6666667 0,8 0,5 0,5882353
0,9473684 0,8 0,7619048 0,6666667 0,5263158 0,6
0,6666667 0,6363636 0,6956522 0,7 0,4761905 0,4545455
0,3809524 0,3636364 0,3478261 0,4 0,4761905 0,2727273
0,6666667 0,6315789 0,6 0,7058824 0,4444444 0,4210526
0,7777778 0,7368421 0,7 0,5882353 0,4444444 0,5263158
0,6315789 0,6 0,5714286 0,5555556 0,6315789 0,4
0,8 0,7619048 0,7272727 0,7368421 0,5 0,4761905
0,6315789 0,5 0,4761905 0,5555556 0,4210526 0,7
0,6315789 0,6 0,6666667 0,6666667 0,4210526 0,5
0,7368421 0,7 0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,5
0,7619048 0,7272727 0,6956522 0,6 0,4761905 0,4545455
0,7 0,6666667 0,6363636 0,6315789 0,5 0,4761905
0,8 0,7619048 0,7272727 0,6315789 0,5 0,4761905
0,6315789 0,6 0,5714286 0,6666667 0,5263158 0,5
0,6666667 0,6315789 0,6 0,4705882 0,4444444 0,4210526
0,6315789 0,6 0,6666667 0,4444444 0,4210526 0,4
0,5555556 0,5263158 0,5 0,5882353 0,3333333 0,4210526
0,5263158 0,5 0,5714286 0,4444444 0,3157895 0,3
0,75 0,7058824 0,6666667 0,6666667 0,5 0,4705882
0,6666667 0,6315789 0,6 0,4705882 0,4444444 0,4210526




0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,75 0,5882353 0,5555556
0,5555556 0,5263158 0,5 0,5882353 0,5555556 0,5263158
0,5263158 0,5 0,4761905 0,3333333 0,2105263 0,2
0,4705882 0,3333333 0,3157895 0,5 0,3529412 0,6666667
0,4761905 0,4545455 0,4347826 0,4 0,3809524 0,3636364
0,6315789 0,5 0,4761905 0,3333333 0,3157895 0,4
0,7 0,6666667 0,6363636 0,5263158 0,4 0,3809524
0,5555556 0,5263158 0,5 0,4705882 0,3333333 0,4210526
0,4 0,375 0,3529412 0,4285714 0,2666667 0,375
0,5 0,4761905 0,4545455 0,6315789 0,4 0,5714286
0,5555556 0,5263158 0,5 0,3529412 0,6666667 0,3157895
0,4444444 0,4210526 0,5 0,5882353 0,3333333 0,5263158




Masannes

V. rup.

1 du Lot

0,7272727 1 23G
0,8421053 0,7826087 1 B‘;rf;’t"l
0,3333333 0,3636364 0,4210526 1 Na 5024-9
0,5555556 0,5454545 0,6315789 0,6666667 1 99 Richter
0,4210526 0,5217391 0,6 0,5263158 0,6315789 1
0,5263158 0,5217391 0,7 0,6315789 0,7368421 0,7
0,7777778 0,7272727 0,8421053 0,5555556 0,7777778 0,6315789
0,6315789 0,6086957 0,7 0,5263158 0,7368421 0,6
0,6315789 0,6086957 0,7 0,5263158 0,7368421 0,6
0,7777778 0,7272727 0,8421053 0,5555556 0,7777778 0,6315789
0,3157895 0,3478261 0,4 0,7368421 0,5263158 0,5
0,6315789 0,6086957 0,7 0,6315789 0,9473684 0,6
0,5882353 0,4761905 0,6666667 0,3529412 0,5882353 0,5555556
0,5263158 0,6086957 0,7 0,4210526 0,6315789 0,6
0,4545455 0,4615385 0,6086957 0,3636364 0,5454545 0,6086957
0,5555556 0,5454545 0,7368421 0,4444444 0,6666667 0,6315789
0,6315789 0,5217391 0,7 0,4210526 0,6315789 0,6

0,5 0,5 0,6666667 0,6 0,6 0,6666667

0,5 0,5 0,6666667 0,6 0,6 0,6666667




0,7368421 0,6956522 0,9 0,5263158 0,7368421 0,7
0,6 0,5833333 0,7619048 0,5 0,7 0,6666667
0,5714286 0,56 0,7272727 0,4761905 0,6666667 0,6363636
0,7 0,75 0,8571429 0,5 0,7 0,6666667
0,6 0,5 0,6666667 0,4 0,6 0,6666667
0,6315789 0,5217391 0,7 0,4210526 0,6315789 0,6
0,4 0,4166667 0,5714286 0,6 0,5 0,6666667
0,7 0,6666667 0,8571429 0,5 0,7 0,6666667
0,8 0,75 0,8571429 0,5 0,7 0,5714286
0,8181818 0,6923077 0,8695652 0,4545455 0,6363636 0,6086957
0,8181818 0,6923077 0,8695652 0,4545455 0,6363636 0,6086957
0,6363636 0,6153846 0,7826087 0,4545455 0,6363636 0,6086957
0,5454545 0,5384615 0,6956522 0,4545455 0,6363636 0,6086957
0,4705882 0,4761905 0,6666667 0,5882353 0,4705882 0,5555556
0,75 0,6 0,7058824 0,375 0,625 0,4705882
0,6315789 0,6086957 0,8 0,4210526 0,6315789 0,6
0,7619048 0,64 0,7272727 0,4761905 0,6666667 0,6363636
0,3809524 0,4 0,4545455 0,5714286 0,4761905 0,4545455
0,7777778 0,6363636 0,7368421 0,4444444 0,6666667 0,5263158
0,5555556 0,5454545 0,7368421 0,4444444 0,6666667 0,6315789
0,5263158 0,5217391 0,6 0,6315789 0,6315789 0,4
0,7 0,6666667 0,8571429 0,4 0,6 0,5714286
0,5263158 0,4347826 0,5 0,4210526 0,5263158 0,5
0,6315789 0,5217391 0,6 0,4210526 0,6315789 0,6
0,6315789 0,6086957 0,7 0,6315789 0,8421053 0,6
0,5714286 0,56 0,7272727 0,4761905 0,6666667 0,6363636
0,6 0,6666667 0,7619048 0,4 0,5 0,5714286
0,6 0,5833333 0,7619048 0,5 0,7 0,6666667
0,6315789 0,6086957 0,7 0,4210526 0,6315789 0,6
0,4444444 0,4545455 0,6315789 0,4444444 0,5555556 0,6315789
0,4210526 0,4347826 0,6 0,3157895 0,4210526 0,6
0,5555556 0,4545455 0,5263158 0,3333333 0,5555556 0,5263158
0,4210526 0,4347826 0,5 0,4210526 0,6315789 0,4
0,625 0,6 0,7058824 0,375 0,625 0,4705882
0,4444444 0,4545455 0,6315789 0,3333333 0,4444444 0,5263158




0,7058824 0,6666667 0,7777778 0,3529412 0,5882353 0,4444444
0,5555556 0,5454545 0,6315789 0,4444444 0,5555556 0,5263158
0,4210526 0,4347826 0,5 0,3157895 0,5263158 0,6
0,4705882 0,3809524 0,4444444 0,2352941 0,3529412 0,3333333
0,3809524 0,4 0,5454545 0,4761905 0,4761905 0,5454545
0,3157895 0,3478261 0,5 0,4210526 0,5263158 0,6
0,5 0,5 0,6666667 0,4 0,6 0,5714286
0,4444444 0,3636364 0,5263158 0,3333333 0,4444444 0,5263158
0,4 0,3157895 0,375 0,1333333 0,2666667 0,25
0,6 0,5 0,5714286 0,3 0,5 0,3809524
0,3333333 0,3636364 0,5263158 0,6666667 0,4444444 0,5263158
0,5555556 0,4545455 0,5263158 0,1111111 0,3333333 0,2105263




67B

1 Na 5024-15

0,7368421 1 Cina

0,7 0,8421053 1 Rici

0,7 0,8421053 1 1 Na 5153-48
0,7368421 1 0,8421053 0,8421053 1 Na 5004-846

0,4 0,5263158 0,5 0,5 0,5263158 1

0,7 0,8421053 0,8 0,8 0,8421053 0,6
0,6666667 0,7058824 0,6666667 0,6666667 0,7058824 0,4444444

0,7 0,7368421 0,7 0,7 0,7368421 0,5
0,6086957 0,6363636 0,6956522 0,6956522 0,6363636 0,4347826
0,7368421 0,7777778 0,7368421 0,7368421 0,7777778 0,5263158

0,7 0,7368421 0,8 0,8 0,7368421 0,4
0,7619048 0,7 0,6666667 0,6666667 0,7 0,4761905
0,8571429 0,7 0,6666667 0,6666667 0,7 0,4761905




0,8 0,9473684 0,8 0,8 0,9473684 0,5
0,8571429 0,8 0,7619048 0,7619048 0,8 0,4761905
0,7272727 0,7619048 0,8181818 0,8181818 0,7619048 0,4545455
0,7619048 0,9 0,7619048 0,7619048 0,9 0,4761905
0,6666667 0,7 0,6666667 0,6666667 0,7 0,3809524

0,7 0,7368421 0,7 0,7 0,7368421 0,4
0,5714286 0,6 0,6666667 0,6666667 0,6 0,5714286
0,7619048 0,9 0,7619048 0,7619048 0,9 0,4761905
0,6666667 0,9 0,7619048 0,7619048 0,9 0,4761905
0,6956522 0,8181818 0,6956522 0,6956522 0,8181818 0,4347826
0,6956522 0,8181818 0,6956522 0,6956522 0,8181818 0,4347826
0,6956522 0,8181818 0,6956522 0,6956522 0,8181818 0,4347826
0,7826087 0,7272727 0,6956522 0,6956522 0,7272727 0,4347826
0,5555556 0,5882353 0,5555556 0,5555556 0,5882353 0,5555556
0,5882353 0,75 0,7058824 0,7058824 0,75 0,3529412

0,8 0,7368421 0,7 0,7 0,7368421 0,4
0,6363636 0,8571429 0,7272727 0,7272727 0,8571429 0,4545455
0,3636364 0,5714286 0,4545455 0,4545455 0,5714286 0,7272727
0,6315789 0,7777778 0,6315789 0,6315789 0,7777778 0,3157895
0,7368421 0,6666667 0,6315789 0,6315789 0,6666667 0,3157895

0,5 0,6315789 0,6 0,6 0,6315789 0,6
0,6666667 0,8 0,6666667 0,6666667 0,8 0,3809524

0,6 0,6315789 0,6 0,6 0,6315789 0,4

0,6 0,7368421 0,8 0,8 0,7368421 0,4

0,7 0,8421053 0,8 0,8 0,8421053 0,6
0,7272727 0,7619048 0,9090909 0,9090909 0,7619048 0,4545455
0,5714286 0,7 0,5714286 0,5714286 0,7 0,3809524
0,7619048 0,8 0,8571429 0,8571429 0,8 0,4761905

0,6 0,7368421 0,7 0,7 0,7368421 0,5
0,6315789 0,6666667 0,6315789 0,6315789 0,6666667 0,4210526

0,5 0,5263158 0,5 0,5 0,5263158 0,3
0,5263158 0,6666667 0,6315789 0,6315789 0,6666667 0,4210526

0,5 0,5263158 0,6 0,6 0,5263158 0,3
0,5882353 0,75 0,7058824 0,7058824 0,75 0,3529412
0,5263158 0,5555556 0,6315789 0,6315789 0,5555556 0,3157895




0,5555556 0,7058824 0,6666667 0,6666667 0,7058824 0,3333333
0,5263158 0,6666667 0,6315789 0,6315789 0,6666667 0,4210526
0,6 0,5263158 0,5 0,5 0,5263158 0,2
0,4444444 0,3529412 0,3333333 0,3333333 0,3529412 0,1111111
0,6363636 0,4761905 0,4545455 0,4545455 0,4761905 0,2727273
0,7 0,5263158 0,5 0,5 0,5263158 0,3
0,6666667 0,7 0,6666667 0,6666667 0,7 0,3809524
0,5263158 0,5555556 0,5263158 0,5263158 0,5555556 0,3157895
0,25 0,4 0,375 0,375 0,4 0,125
0,4761905 0,6 0,5714286 0,5714286 0,6 0,2857143
0,5263158 0,5555556 0,5263158 0,5263158 0,5555556 0,6315789
0,3157895 0,4444444 0,4210526 0,4210526 0,4444444 0,1052632




V. rip.1G

1 Na 5153-76

0,6666667 1 o

0,7 0,7777778 1 X;n%'ﬂa
0,6086957 0,6666667 0,6956522 1 Borner
0,7368421 0,8235294 0,8421053 0,7272727 1 Sori

0,7 0,7777778 0,7 0,6956522 0,7368421 1
0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5833333 0,7 0,6666667
0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5833333 0,7 0,6666667




0,8 0,7777778 0,8 0,6956522 0,8421053 0,8
0,7619048 0,7368421 0,7619048 0,6666667 0,8 0,7619048
0,7272727 0,8 0,7272727 0,72 0,7619048 0,8181818
0,7619048 0,7368421 0,7619048 0,6666667 0,8 0,7619048
0,6666667 0,7368421 0,6666667 0,6666667 0,8 0,7619048

0,7 0,7777778 0,7 0,6086957 0,8421053 0,8
0,5714286 0,5263158 0,5714286 0,6666667 0,7 0,6666667
0,7619048 0,7368421 0,7619048 0,6666667 0,9 0,7619048
0,7619048 0,6315789 0,6666667 0,5833333 0,7 0,6666667
0,6956522 0,6666667 0,6956522 0,6923077 0,7272727 0,6956522
0,6956522 0,7619048 0,6956522 0,6153846 0,7272727 0,6956522
0,6956522 0,7619048 0,6956522 0,6923077 0,7272727 0,6956522
0,6956522 0,6666667 0,6956522 0,6923077 0,7272727 0,6956522
0,5555556 0,5 0,5555556 0,4761905 0,5882353 0,5555556
0,7058824 0,6666667 0,5882353 0,5 0,625 0,7058824

0,7 0,6666667 0,7 0,6086957 0,7368421 0,7
0,7272727 0,6 0,6363636 0,64 0,6666667 0,6363636
0,5454545 0,4 0,4545455 0,4 0,4761905 0,3636364
0,6315789 0,4705882 0,5263158 0,4545455 0,5555556 0,5263158
0,6315789 0,5882353 0,6315789 0,6363636 0,6666667 0,6315789

0,7 0,4444444 0,5 0,4347826 0,5263158 0,5
0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5833333 0,7 0,6666667

0,6 0,5555556 0,5 0,5217391 0,5263158 0,6

0,7 0,6666667 0,6 0,6956522 0,6315789 0,8

0,9 0,6666667 0,7 0,6086957 0,7368421 0,7
0,7272727 0,7 0,7272727 0,72 0,7619048 0,8181818
0,5714286 0,5263158 0,5714286 0,5 0,6 0,5714286
0,7619048 0,7368421 0,7619048 0,75 0,8 0,8571429

0,7 0,5555556 0,6 0,5217391 0,6315789 0,6
0,6315789 0,5882353 0,6315789 0,5454545 0,6666667 0,6315789

0,5 0,4444444 0,5 0,5217391 0,5263158 0,5
0,6315789 0,5882353 0,5263158 0,5454545 0,5555556 0,6315789

0,6 0,3333333 0,4 0,4347826 0,4210526 0,5
0,7058824 0,5333333 0,5882353 0,5 0,625 0,5882353
0,5263158 0,4705882 0,5263158 0,5454545 0,5555556 0,6315789




0,6666667 0,5 0,5555556 0,4761905 0,5882353 0,5555556
0,6315789 0,4705882 0,5263158 0,4545455 0,5555556 0,5263158
0,5 0,5555556 0,5 0,4347826 0,5263158 0,5
0,3333333 0,25 0,2222222 0,1904762 0,3529412 0,3333333
0,4545455 0,4 0,4545455 0,4 0,4761905 0,4545455
0,5 0,4444444 0,5 0,4347826 0,5263158 0,5
0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,5833333 0,7 0,6666667
0,5263158 0,5882353 0,5263158 0,4545455 0,5555556 0,6315789
0,375 0,2857143 0,25 0,2105263 0,2666667 0,375
0,5714286 0,5263158 0,4761905 0,4166667 0,6 0,5714286
0,5263158 0,4705882 0,5263158 0,4545455 0,5555556 0,5263158
0,4210526 0,3529412 0,3157895 0,3636364 0,3333333 0,4210526




V. cin.

Barret 9
1 420A
0,9090909 1 V. andersonii

Rochester




0,7619048

0,7619048

1

V. berlandieri

Resseguier
0,7272727 0,8181818 0,8571429 1 Tel 112D
0,6956522 0,6956522 0,8181818 0,7826087 1 Tel 9BB
0,7272727 0,7272727 0,952381 0,8181818 0,7826087 1
0,6363636 0,6363636 0,7619048 0,7272727 0,6956522 0,7272727
0,6666667 0,6666667 0,8 0,7619048 0,7272727 0,7619048
0,6363636 0,6363636 0,6666667 0,6363636 0,6956522 0,6363636
0,7272727 0,7272727 0,952381 0,8181818 0,7826087 0,9090909
0,6363636 0,6363636 0,8571429 0,7272727 0,6956522 0,8181818
0,6666667 0,6666667 0,8695652 0,75 0,72 0,8333333
0,6666667 0,6666667 0,8695652 0,75 0,8 0,8333333
0,6666667 0,6666667 0,8695652 0,75 0,8 0,8333333
0,6666667 0,75 0,7826087 0,8333333 0,72 0,75
0,6315789 0,6315789 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789
0,5555556 0,5555556 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667
0,6666667 0,7619048 0,8 0,8571429 0,7272727 0,7619048
0,6086957 0,6086957 0,8181818 0,6956522 0,6666667 0,7826087
0,4347826 0,4347826 0,5454545 0,4347826 0,4166667 0,5217391
0,5 0,5 0,7368421 0,6 0,5714286 0,7
0,6 0,6 0,7368421 0,7 0,6666667 0,7
0,4761905 0,4761905 0,6 0,5714286 0,5454545 0,5714286
0,6363636 0,6363636 0,8571429 0,7272727 0,6956522 0,8181818
0,5714286 0,6666667 0,6 0,6666667 0,5454545 0,5714286
0,5714286 0,5714286 0,7 0,6666667 0,7272727 0,6666667
0,6666667 0,6666667 0,8 0,7619048 0,7272727 0,7619048
0,6956522 0,6956522 0,8181818 0,7826087 0,8333333 0,7826087
0,6363636 0,6363636 0,7619048 0,6363636 0,6086957 0,8181818
0,7272727 0,7272727 0,8571429 0,8181818 0,8695652 0,8181818
0,5714286 0,5714286 0,7 0,6666667 0,6363636 0,6666667
0,7 0,7 0,7368421 0,7 0,6666667 0,7
0,5714286 0,5714286 0,6 0,5714286 0,5454545 0,5714286
0,5 0,5 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6
0,3809524 0,3809524 0,5 0,4761905 0,5454545 0,4761905
0,5555556 0,5555556 0,7058824 0,6666667 0,6315789 0,6666667
0,6 0,6 0,6315789 0,6 0,6666667 0,6




0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,6315789 0,6 0,6315789
0,6 0,6 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6
0,4761905 0,4761905 0,6 0,5714286 0,6363636 0,5714286
0,3157895 0,4210526 0,3333333 0,4210526 0,3 0,3157895
0,6086957 0,6086957 0,5454545 0,5217391 0,5833333 0,5217391
0,5714286 0,6666667 0,6 0,6666667 0,5454545 0,5714286
0,6363636 0,6363636 0,7619048 0,7272727 0,6956522 0,7272727
0,7 0,7 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6
0,3529412 0,3529412 0,375 0,3529412 0,3333333 0,3529412
0,4545455 0,4545455 0,5714286 0,5454545 0,5217391 0,5454545
0,6 0,6 0,6315789 0,6 0,5714286 0,6
0,3 0,3 0,4210526 0,4 0,3809524 0,4




5C

1

5BB

0,8571429 1 ‘ér:'g e
0,7272727 0,6666667 1 161-49C
0,8181818 0,8571429 0,7272727 1 S
0,6363636 0,6666667 0,5454545 0,8181818 1 V. ieina
0,6666667 0,6956522 0,5833333 0,8333333 0,8333333 1
0,6666667 0,6956522 0,5833333 0,8333333 0,8333333 0,9230769
0,6666667 0,6956522 0,5833333 0,8333333 0,75 0,7692308
0,6666667 0,6956522 0,5833333 0,75 0,6666667 0,6923077
0,5263158 0,5555556 0,7368421 0,6315789 0,5263158 0,5714286
0,6666667 0,7058824 0,4444444 0,6666667 0,6666667 06
0,6666667 07 0,5714286 0,7619048 0,6666667 0,6956522
0,6956522 0,6363636 0,6086957 0,7826087 0,7826087 08
0,3478261 0,3636364 0,5217391 0,5217391 0,5217391 0,48
0,5 0,5263158 0,4 07 07 0,7272727
0,6 0,6315789 05 07 0,6 0,6363636
0,5714286 05 0,5714286 0,5714286 0,5714286 0,5217391
0,6363636 0,7619048 0,5454545 0,8181818 0,7272727 0,75
0,6666667 0,6 0,4761905 0,5714286 0,5714286 0,5217391
0,7619048 07 0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,6086957
0,6666667 07 0,5714286 0,7619048 0,7619048 0,6956522
0,6956522 0,7272727 0,6956522 0,7826087 0,6956522 0,72
0,5454545 0,5714286 0,5454545 0,7272727 0,6363636 0,6666667
0,7272727 0,7619048 0,7272727 0,8181818 0,7272727 0,75
0,5714286 0,6 0,4761905 0,6666667 0,7619048 0,6956522
0,6 0,6315789 0,6 07 0,6 0,6363636
0,5714286 05 0,5714286 0,5714286 0,4761905 0,5217391
0,6 0,6315789 0,4 0,6 0,6 0,6363636
0,3809524 0,4 0,3809524 0,4761905 0,4761905 0,4347826
0,5555556 0,5882353 0,4444444 0,6666667 0,6666667 06
05 0,5263158 0,6 0,6 05 0,5454545




0,5263158 0,5555556 0,4210526 0,6315789 0,7368421 0,6666667
0,5 0,5263158 0,5 0,6 0,7 0,6363636
0,4761905 0,5 0,3809524 0,5714286 0,4761905 0,6086957
0,4210526 0,4444444 0,3157895 0,4210526 0,4210526 0,3809524
0,4347826 0,4545455 0,4347826 0,5217391 0,5217391 0,56
0,4761905 0,5 0,4761905 0,5714286 0,4761905 0,5217391
0,7272727 0,6666667 0,5454545 0,7272727 0,6363636 0,6666667
0,6 0,6315789 0,5 0,6 0,5 0,5454545
0,3529412 0,375 0,2352941 0,3529412 0,3529412 0,3157895
0,6363636 0,6666667 0,4545455 0,6363636 0,6363636 0,5833333
0,5 0,5263158 0,7 0,6 0,5 0,5454545
0,4 0,4210526 0,2 0,4 0,5 0,4545455




Na 162-35

1 110 Richter

0,8461538 1 o
0,6923077 0,8461538 1 Oh Budo
0,5714286 0,5714286 0,5714286 1 1202¢

0,6 0,6 0,6 0,5333333 1 143A
0,6956522 0,6956522 0,7826087 0,6666667 0,8235294 1

08 0,72 0,64 05 0,7368421 0,7272727

0,48 0,48 0,4 05 0,4210526 0,4545455
0,7272727 0,6363636 0,5454545 0,4705882 0,625 0,6315789
0,6363636 0,7272727 0,7272727 0,5882353 0,625 0,7368421
0,5217391 0,5217391 0,5217391 0,6666667 0,5882353 0,6

0,75 0,75 0,6666667 0,6315789 0,6666667 0,7619048
0,5217391 0,6086957 0,6956522 0,4444444 0,5882353 0,6
0,6086957 0,6086957 0,6086957 0,4444444 0,7058824 0,6
0,6956522 0,6956522 0,6956522 0,5555556 0,7058824 0,7

0,72 0,72 0,72 0,6 0,6315789 0,7272727
0,6666667 0,6666667 0,5833333 0,6315789 0,5555556 0,6666667

0,75 0,75 0,75 0,6315789 0,6666667 0,7619048
0,6956522 0,6086957 0,6086957 0,4444444 0,5882353 0,6
0,6363636 0,6363636 0,6363636 0,5882353 0,5 0,6315789
0,5217391 0,5217391 0,6086957 0,5555556 0,4705882 0,6
0,5454545 0,5454545 0,5454545 0,3529412 0,625 0,5263158
0,4347826 0,5217391 0,5217391 0,3333333 0,4705882 0,5

0,6 0,6 0,6 0,5333333 0,7142857 0,7058824
0,5454545 0,5454545 0,5454545 0,5882353 0,5 0,6315789




0,6666667 0,5714286 0,5714286 0,5 0,6666667 0,6666667
0,6363636 0,5454545 0,5454545 0,4705882 0,5 0,5263158
0,6956522 0,6086957 0,5217391 0,3333333 0,3529412 0,5
0,3809524 0,2857143 0,3809524 0,25 0,4 0,4444444
0,56 0,48 0,48 0,4 0,3157895 0,4545455
0,5217391 0,6086957 0,6956522 0,4444444 0,3529412 0,6
0,6666667 0,6666667 0,6666667 0,5263158 0,5555556 0,6666667
0,5454545 0,5454545 0,5454545 0,4705882 0,5 0,5263158
0,3157895 0,3157895 0,3157895 0,2857143 0,4615385 0,375
0,5833333 0,5 0,5 0,3157895 0,5555556 0,4761905
0,5454545 0,5454545 0,5454545 0,7058824 0,375 0,5263158
0,4545455 0,4545455 0,4545455 0,2352941 0,5 0,4210526




157G

1 Na 5162-98
0,5833333 1 62G
0,7619048 0,3809524 1 43G
0,5714286 0,2857143 0,7777778 1 Vel
0,5454545 0,5454545 0,6315789 0,6315789 1 236-30 Gm
0,6956522 0,4347826 0,8 0,8 0,6666667 1
0,5454545 0,3636364 0,5263158 0,6315789 06 0,5714286
0,7272727 0,3636364 0,6315789 0,6315789 06 0,6666667
0,7272727 0,5454545 0,7368421 0,7368421 08 0,7619048
0,6666667 0,4166667 0,6666667 0,7619048 0,6363636 0,7826087
0,6086957 0,5217391 0,6 0,6 0,4761905 0,7272727
0,6956522 0,4347826 0,6 0,7 0,5714286 0,7272727
0,6363636 0,4545455 0,5263158 0,5263158 05 0,5714286
0,5714286 0,3809524 0,5555556 0,6666667 0,5263158 07
0,5454545 0,2727273 0,4210526 0,5263158 04 0,5714286
0,5714286 0,3809524 0,4444444 0,4444444 0,4210526 05
0,4545455 0,2727273 0,5263158 0,5263158 05 0,4761905
0,6315789 0,3157895 0,625 0,625 0,5882353 0,6666667
0,4761905 0,2857143 0,4444444 0,5555556 0,4210526 06




0,6 0,3 0,5882353 0,5882353 0,5555556 0,6315789
0,5714286 0,3809524 0,4444444 0,4444444 0,4210526 0,5
0,5454545 0,1818182 0,5263158 0,5263158 0,3 0,4761905

0,3 0,1 0,3529412 0,3529412 0,2222222 0,3157895
0,4166667 0,25 0,3809524 0,4761905 0,2727273 0,4347826
0,4545455 0,2727273 0,4210526 0,5263158 0,3 0,4761905
0,6086957 0,3478261 0,5 0,6 0,5714286 0,6363636
0,4761905 0,2857143 0,3333333 0,4444444 0,3157895 0,5
0,3333333 0,1111111 0,2666667 0,2666667 0,25 0,3529412
0,5217391 0,2608696 0,4 0,4 0,3809524 0,4545455
0,4761905 0,4761905 0,3333333 0,4444444 0,5263158 0,5
0,3809524 0,0952381 0,3333333 0,4444444 0,3157895 0,4




112G

1

26G

0,7 1 110G

0,7 0,8 1 Na 5095-4Z
0,6363636 0,8181818 0,8181818 1 106-8MG
0,4761905 0,4761905 0,5714286 0,6086957 1 Lpabela
0,5714286 0,7619048 0,7619048 0,8695652 0,7272727 1

05 0,6 07 0,6363636 0,5714286 0,7619048
0,6315789 0,6315789 0,7368421 0,7619048 0,6 0,7

0,4 05 05 0,5454545 0,5714286 0,5714286
0,5263158 0,6315789 0,6315789 0,5714286 0,4 0,6

03 05 0,6 0,5454545 0,3809524 0,5714286
0,4705882 0,5882353 0,7058824 0,6315789 0,5555556 0,6666667
0,4210526 0,5263158 0,5263158 0,6666667 0,6 0,7




0,4444444 0,5555556 0,6666667 0,6 0,5263158 0,6315789
0,5263158 0,5263158 0,6315789 0,5714286 0,5 0,6
0,3 0,4 0,5 0,5454545 0,3809524 0,5714286
0,4444444 0,3333333 0,3333333 0,3 0,3157895 0,3157895
0,3636364 0,3636364 0,4545455 0,5 0,4347826 0,5217391
0,5 0,4 0,5 0,5454545 0,4761905 0,5714286
0,5714286 0,5714286 0,6666667 0,6956522 0,5454545 0,7272727
0,5263158 0,5263158 0,5263158 0,5714286 0,5 0,6
0,375 0,375 0,375 0,3333333 0,3529412 0,3529412
0,4761905 0,5714286 0,5714286 0,5217391 0,3636364 0,5454545
0,4210526 0,4210526 0,5263158 0,5714286 0,5 0,6
0,4210526 0,4210526 0,4210526 0,3809524 0,3 0,4




V. labrusca

Carolina
1 41B
1103 Paulsen

0,5263158 1 KI1G

0,4 0,6315789 1 Tel D

V. rip.
0,6315789 0,5555556 0,5263158 1 Klosterneuburg
V. rip.

0,4 0,4210526 0,4 0,4210526 1 Quebec 4
0,5882353 0,625 0,5882353 0,625 0,5882353 1
0,4210526 0,6666667 0,6315789 0,4444444 0,5263158 0,625




0,6666667 0,5882353 0,5555556 0,5882353 0,5555556 0,8
0,6315789 0,6666667 0,5263158 0,5555556 0,4210526 0,625
0,5 0,5263158 0,4 0,4210526 0,4 0,4705882
0,3333333 0,3529412 0,4444444 0,3529412 0,3333333 0,4
0,4545455 0,5714286 0,4545455 0,3809524 0,3636364 0,4210526
0,4 0,6315789 0,5 0,4210526 0,5 0,4705882
0,5714286 0,7 0,5714286 0,6 0,4761905 0,6666667
0,4210526 0,6666667 0,5263158 0,5555556 0,3157895 0,5
0,375 0,4 0,375 0,4 0,25 0,4615385
0,5714286 0,5 0,3809524 0,6 0,3809524 0,5555556
0,4210526 0,6666667 0,5263158 0,4444444 0,3157895 0,5
0,5263158 0,3333333 0,3157895 0,4444444 0,4210526 0,5




Fercal

V. rip. Montr.
2NW 5158-7




0,5882353

1

V. rip. 49173

California
0,5555556 0,7058824 1 140 Rugger
0,4210526 0,4444444 0,4210526 1 v réﬁ’éj“b'
0,3529412 0,5 0,4705882 0,2222222 1 Paulsen 775E
0,5714286 0,5 0,5714286 0,4545455 0,5 1
0,5263158 0,4444444 0,5263158 0,5 0,5555556 0,6363636
0,6 0,7368421 0,6 0,5714286 0,3157895 0,5217391
0,5555556 0,4705882 0,5555556 0,4210526 0,3529412 0,4761905
0,4 0,4285714 0,4 0,375 0,2857143 0,2222222
0,5 0,6315789 0,7 0,3809524 0,5263158 0,5217391
0,5555556 0,4705882 0,5555556 0,4210526 0,2352941 0,4761905
0,3333333 0,5882353 0,4444444 0,3157895 0,3529412 0,2857143




Paulsen 779E

. S 5250 11
0,5714286 1 140 Rugger
0,5263158 0,6 1 V. b Suebec
0,25 0,3529412 0,5333333 1 P Yo
0,3809524 0,5454545 05 0,3529412 1 sptoncens
0,5263158 0,6 0,5555556 0,2666667 04 1
0,2105263 0,4 0,3333333 0,5333333 05 0,2222222




V. rip. semis
Oberlin

1

V. rip. Quebec
A




__| V. solonis Richter
127 BB

V. rip. grand feuille

Baco 22 A

[ V.rip. Pailleres
V. rip. rouge pub.

2 Ganzin
"I [ 101-14KI. 8
V. rip. Montreal 1 NW 5058-12

V.rip. 68 G

V. rip. Klosterneuburg
I Oberlin 604
62 G
V. slawinii Rhoeder
_|: V. arizonica
Tel 9BB
Na 5024-15
Na 5153-48
V. andersonii Rochester
161-49C

236-39 Gm
Na 1201-101

| V. wulpina Linne

Na 162-35
[ 1616 C
V.rip. 179G
4 ATeleki

V. rip. Mandan
Masannes

157G
V. rup. du Lot

. V. rip. 5016 California
N ey s—-S
Barret 503

T 68 B
43G

162 KI. 38 Gm
V.rip. 80 G

- —1 1202 C

66 G

[V.rip. 183G
V. rip. 715G

V. rip. Quebec 2

|V. rip. Alberta Fr

V. rip. pub. Typ Borner
V. berl.
143 A

V. berl.Resseguier Nr.1

V. rip. Gloire de Montpellier
8B

_{___: V. rip. Quebec 3

Sori F 2

—_ V. coignetia

41B

‘ [ V. rip. Montreal 5 NW 5258-11
V. rip. Quebec A 23

Dr. Deckerrebe




Binova

— =

Tel 19C

71B
N
75BB

125AA

V. rip. Trier

V. rip. sauvage

V. rip. Montreal 2 NW 5158-7

V. rip. Quebec 4

V. rip. 49173 California
Na 5024-9

I V.rip.1G
110G
Cina
| l Rici
Na 5095-4 Z
I Tel 112D

L Isabella labrusca Var.

Sori

26G

Na 5153-76

V. cin. Missouri
BoOrner

5BB
110 Richter

V. cin. Illlionois

I
L
R 5C
I

67B

V. cin. Barrett 9
420 A

V. davinii Rochester

V. Thunbergii
88 G
. 109-4C

Fercal

V. amurensis
11758

_{ 316 Gm

V. novo mexicana

106-8 MG

Teleki 5 A Goseck

99 Richter

V. cin. Arnold
V. labrusca Carolina

Tel D

V. rip. Montreal 2 NW 5158-37
1

59 G

140 Ruggeri KI. 1

Tel C
Paulsen 779 E

V. nup.Dieffenbach

209G

208 G

Seibel 867
1103 Paulsen KI. 1

1103 Paulsen KI. 9

V. rip. Montreal 1 NW 5058-8

Paulsen 775 E

V. cin. New York

V. rip. semis Oberlin

140 Ruggeri Kl. 4

V. rip. Baron Perrier

112G

V. rip. pub. bleu



V. rip. Montreal 2 NW 5158-11
V. rip. splendens

V.rip. 1 G Engers
Oh budo

V.rip. 78 G

I Na 61-99
V. novae anglicae Rochester
——1 V. cin. 5015
V.cin. Barret 1
l Na 5004-846

Na 5162-98

V. treleasii

V. sol.longii Prince

V. rip. Urban 2 NW 4858-11
V. rip. grand glabre

1

V. rip. Geneva 04
_‘—1 V. rip. Montreal 2 NW 5158-30
V. rip. Quebec 1

| V.rip. 64 G

V. cordifolia

V. rip. Montreal Fr.

199G

V. rip. Quebec B 3

V. rip. du terretoire

0.50 0.75 1.00

Koeffizient DICE
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