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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

Die Reblaus Daktulosphaira vitifoliae (Fitch), [Homoptera, Phylloxeridae]
war ursprunglich in Nordamerika beheimatet. Mittlerweile kommt sie in fast allen
Weinbauregionen der Welt vor und gehdért zu den bedeutendsten
Rebschadlingen. Sie wurde 1854 vom Insektenforscher Asa Fitch als
Blattreblaus (Galllaus) entdeckt und beschrieben. In jener Zeit hatte man von
diesen Insekten in Europa noch keine Kenntnis. Es darf als sicher
angenommen werden, dall die Reblaus kurz nach der Mitte des
Neunzehntenjahrhunderts, wahrscheinlich 1862, mit bewurzelten
amerikanischen Reben in die europaischen Rebgebiete in Frankreich
eingeschleppt wurde. In Deutschland verzeichnete man 1874 den ersten
Reblausherd auf dem Annaberg bei Bonn. Versuche, die Reblaus durch strikte
Quarantdanemallnahmen aufzuhalten und einen reblausfreien Weinbau
aufrechtzuhalten, erweisen sich zunehmend als unmdglich (Sopp et al 1997).
Die Verseuchung in Frankreichs Weingebieten griff in der Folge mit einer

Geschwindigkeit von etwas 20 km pro Jahr um sich (Remund und Boller ,1994).

In jungerer Zeit wird aus fast allen deutschen Weinbaugebieten von einer
zunehmenden Bedrohung durch die Reblaus gesprochen. Mehr als 2 Millionen
ha Weinberg wurden zwischen 1869-1900 in Europa von Reblausen vernichtet
(Ordish 1987). Im Rahmen aktueller Auswertung im Anbaugebiet Rheingau
wurde in den letzten Jahren ein explosionsartiger Anstieg der Populationsdichte
(Abb. 1) festgestellt. Von 3233 ha Anbauflache des Gebietes waren 1990 erst
75 ha. Dagegen waren 1997 bereits 361 ha befallen (Jung, 1998).

Die Reblause stellen zweifellos einer der gefahrlichsten Schadling in
Weinbau dar. Sie greifen sowohl die Wurzeln als auch die Blatter an. Bei
normalen Anfalligkeit reagiert die Rebe auf den Stich der Reblaus immer durch
die Bildung eines organfremden Gallgewebe in Form von Blattgallen oder

Wurzelgallen.
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Dieses Gallgewebe allein ermdglicht der Reblaus die normale Entwicklung und
Vermehrung (Sterling 1952, Becker und Brickbauer 1955, Niklowitz 1955 und
Hofmann 1957).

400
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Abb. 1: Reblausherde im Rheingau

Die Reblaus kann an den Rebwurzeln zwei verschiedene Schadbilder
hervorrufen: Tuberositaten und Nodositaten (Niklowitz 1955). Tuberositaten
treten an alteren Wurzeln auf. Diese Form des Reblausbefalls kann bei Arten
wie unserer Kulturrebe Vitis vinifera bis zum zentralen Gefallsystem vordringen.
Entweder bereits dadurch oder durch spater eindringende Sekundarerreger (
Pilze, Bakterien) wird die Wurzel so stark geschadigt, dal} sie von der
Befallsstelle her abstirbt (Abb. 2).

Nodositaten treten nicht an den alteren, sondern an den sehr jungen
Wurzeln auf. Reblduse konnen sich deshalb an den Nodositaten von
Unterlagswurzeln sehr gut ernahren und vermehren. Die Reblaus sticht ihre
Russelspitze in die zweite oder dritte Rindenzellschicht ein. Die angestochene
Zelle bildet Gerbstoffniederschlage. Danach wird das Zellteilung in der
unmittelbaren Umgebung der angestochene Zelle aktiviert. Als Folge davon
wolbt sich die Einstichstelle vor. Wenige Tage danach beobachtete man, dal}
die Zellen im Einstichbereich in ihrem Wachstum zurickbleiben. Seitlich der
Einstichstelle ist das Wachstum der Zellen nicht gehemmt. Es laldt sich

zunachst die Wachstum der Zellen in alle Richtungen beobachteten, die sich
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besonders in einer Streckung aulert, und nach dem Rande des Querschnittes
zu in eine Vermehrung Ubergeht. Infolgedessen wolbt sich das Gewebe zu
beiden Seiten der Einstichstelle vor, und die Wurzel krimmt sich (Abb. 2),
(Sterling, 1952, Niklowitz, 1955, Hofmann 1957). Die Reblaus legt ca. 30 bis 50
unbefruchtete Eier ab, aus denen sich innerhalb von 2 Wochen junge Reblause
entwickeln. Sie befallen eine andere Wurzel und legen, sobald sie
geschlechtesreif sind, ebenfalls Eier ab. Innerhalb eines Jahres wiederholt sich
dieser Zyklus unter den gegebenen Standortverhaltnissen etwa 4 bis 6
Generationen (Sopp, et al 1997 und Schirra, et al 1999). Die Bildung von
Nodositaten fihrt zu einer Verringerung des Frischgewicht der Wurzeln,
welches direkt mit dem Blattflachenwachstum korreliert ist. Ein reduziertes
Blattflachenwachstum fuhrt mdglicherweise zu einem Ruckgang des
Gesamtwachstums, ( Ruhl und Porten 1998). Man hat herausgefunden, dal} in
Abhangigkeit vom Bodentyp die Reblause bis 1,2 m Tiefe in den Boden
eindringen (Deklerk 1974). Die Tuberositate und Nodositaten, die sich durch
Reblausbefall bilden, reduzieren dazu weiter das Wurzelwachstum, wodurch die
Aufnahme von Wasser und Nahrstoffen fur die Rebe weiter erschwert wird.
Dies fuhrt im Anfangsstadium zu Kimmerwuchs und spater zum Absterben der
Rebe. Omer et al (1995) haben festgestellt, dal® die Beschadigung der Reben
bei Befall durch Reblause mit Fusarium solani oder mit F. solani mit Pythium

ultimum starker ist als bei Befall mit Reblausen allein.

Die geflugelten Formen legen Eier ab, denen mannliche und weibliche
Reblause entschlupfen. Nach der Begattung erfolgt die Ablage eines
befruchteten Wintereies in die Rinde des Rebholzes. Aus diesem Ei schlupft
eine sogenannte Maigallenlaus. Nachdem die Reben mit den Reblause infiziert
sind, wandern diese zu Triebspitzen und stechen ihre Russelspitze in die noch
junge Blatter in der Nahe von jungem Leitgewebe ein. Im Einstichbereich teilen
sich die Zellen der Einstichstelle Hochstenfalls zweimal, und zwar erst im
fortgeschrittenen Gallenstadium, so daf} sich hier die Hemmungszone bildet. Es
entstehen in der ringformigen meristematischen Zone der Galle schlieBlich
kleine Nester teilungsfahiger primordienartiger Zellgruppen. Diese Zellgruppen

produzieren mit ihren meristematischen Zellen neues Gewebe.
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Tuberositat

abgestorbene
Wurzeln

_ Nodositat

Abb. 2: Lebenszyklus der Reblaus. 1 = Spross der Rebe, 2 = Wurzelsystem der
Rebe, 3 bis 6 = Entwicklung von Blattgalle, 7 = Eindringen der Reblauslarve
in den Boden, 8 = Tuberositat (fihrt zum Absterben distaler Wurzelbereich),
9 bis 11 = Entwicklung von Nodositaten, 12 = Reblauslarve verlasst den
Boden, 13 = gefligelte Reblaus, 14 = unbefruchtete Eier, 15 = mannliche
Larve, 16 = weibliche Larve, 17 = befruchtetes Winter Ei, 18 = Stammultter.
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Es wurde beobachtet, dall die Reblaus, wenn sie einmal eingestochen hat und
das Blattgewebe mit einer Vergallung reagiert, an der Einstichstelle verbleibt.
Die Reblaus verharrt wahrend ihres Wachstum bis zur Eiablage und damit bis
zum ihrem individuellen Tod (Abb. 2), (Sterling, 1952, Becker und Bruckbauer,
1955, Niklowitz, 1955 und Hofmann, 1957). In diesem geschutzten Raum legt
die Reblaus ca. 400 bis 1200 Eier. Aus den Eiern der Stammutter schllpfen
Reblause, die sich uUber mehrere Generationen (3 bis 6 Generationen)
ungeschlechtlich vermehren und immer neue Blatter befallen (Sopp et al 1997,
Schropp und Blaich 1998 und Schirra et al 1999). Verschiedene Autoren
machen darauf aufmerksam, dal3 durch die sexuelle Vermehrung von
Reblausen die Moglichkeit von genetischen Neukombinationen sowie der
Bildung aggressiverer Biotypen besteht (Presser et al 1993 und Schropp und
Blaich 1998).

(Anders 1957) hat Reblausspeichel gesammelt und dessen Rolle bei der
Gallenbildung untersucht. Bei der Ubertragung des Reblausspeichels auf junge
Blatter und Wourzelspitzen reagiert das Wirtsgewebe mit normalen
Gallenbildungen. Duspiva (1954) beobachtete, dal} die Speichel-Drisen der
Aphiden die Fahigkeit der Umsetzung von Tryptophan zu IES haben. Schaller
(1960) hat Reblausspeichel analysiert und herausgefunden, dal} er
verschiedene Aminosauren und Amide enthalt. Spater stellte Schaller (1968)
fest, dal® der Aphidenspeichel verschiedene Aminosauren und Indol-essigsaure
(IES) enthalt. Der Speichel der Aphidenarten, die starke Gallenbildung
verursachen, enthalt mehr IES als der Speichel der Arten, die schwache
Gallenbildung verursachen. Es wurde deshalb versucht, mit kunstlichem
Speichel, dessen Aminosauren- und IES-Gehalt dem natlrlichen Speichel
weitgehend entsprach, kinstliche Gallen zu erzeugen. Es ist gelungen, an den
Trieb und Wurzelspitzen von Rebsorten Gallen zu induzieren, die den
naturlichen Reblausgallen ahnlich sind. Sowohl das Aminosaurengemisch
(Tryptophan, Glutaminsaure, Lysin, Histidin und Valin) als auch das IES
vermogen allein derartige Gallen zu verursachen. Diese Ergebnisse kénnten
beweisen, dal} die Aminosauren und das IES fur die Gallenbildung des

Reblausspeichels mitverantwortlich sind (Anders 1958 und Schaller 1966).



EINLEITUNG 6

Derzeit ist, als einzige Gegenmalinahme zur Bekampfung der Reblaus,
der Einsatz von Schwefelkohlenstoff (S=C=S) zugelassen. Aufgrund der
Toxiztat, der nichtselektiven Wirkung und der eingeschrankten Wirksamkeit ,
halten wir den Einsatz dieses Giftes fur unvertretbar. Es ist vielmehr notwendig,

neue Mdglichkeiten der Resistenzzichtung zu prifen.

Die Resistenzzuchtung bei Unterlagsreben erhielt in Deutschland durch
die Arbeiten von Borner (1943) wichtige Impulse. Er stellte fest, dal} resistente
Rebesorte 'Borner” auf den Reblausangriff nicht mit Gallenbildungen reagiert,
sondern mit einer Abwehrreaktion in Form einer Nekrosenbildung. Becker
(1988) hat festgestellt, dal® die Unterlagsrebsorte ‘Borner” fur acht
Reblausbiotypen unfallig ist. Bisher allerdings ist der Mechanismus der

Reblausresistenz der Unterlagesrebsorte "Borner” nicht erforscht worden.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, wesentliche Voraussetzungen fur die
Ubertragung der Reblausresistenz der resistenten Unterlagsrebsorte “Bérner’
( Vitis riparia x V. cinerea, Na 5152-54) auf verschiedene Kultursorten mittels
Gentransfer zu erarbeiten. Weil es keine Informationen Uber den
Resistenzmechanismus der Unterlagssorte "Borner’ gibt, mussen zuerst die
cytologischen und physiologischen Veranderungen nach dem Reblausangriffen
untersucht werden. Die Abwehrreaktionen der Wurzeln und der Blatter von
Unterlagsrebsorte "Borner” und Anfalligkeiten der Wurzeln der Ertragsrebsorte
‘Riesling” V. vinifera und der Blatter von Unterlagsrebsorte "So4" ( Vitis

berlandieri X V. riparia) werden histologisch und cytologisch untersucht.

Die cytologisch- histologischen Arbeiten zum Resistenzmechanismus sind
Teil des Gesamtprojektes ,Reblausresistenz® am FG Botanik ,
Forschungsanstalt Geisenheim, und Voraussetzung fur die Verifikation von

parallelen, molekularbiologischen Arbeiten.
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2 Material und Methoden

2.1 Pflanzenmaterial:

Freilandmaterial und Topfreben der Unterlagsrebsorten "SO4° ( Vitis berlandieri
X V. riparia) und "Borner” (V. riparia X V. cinerea) und der Ertragsrebsorte "Riesling”
V. vinifera stammen aus dem Sortiment des Fachgebietes Rebenzichtung,
Forschungsanstalt Geisenheim. In Vitro-Kulturen von Sprof3spitzen der Sorten
‘Borner’ , 'SO4° und ‘Riesling” wurden am Fachgebiet Botanik der
Forschungsanstalt Geisenheim etabliert. Diese Sprospitzenkulturen wurden alle 6 —
8 Wochen auf modifiziertem MS Medium (Murashige und Skoog 1962); (siehe
unten) subkultiviert.

2.2 Induktion von Wurzelnekrosen:

2.2.1 Aseptische-Kultur-von Mikrostecklingen:

Als Kulturgefalle dienten Kunststoff-Boxen (Magenta Ga-7 Vessel,
Sigma), die mit Schrag-Agar (Ms-Medium nach Murashige und Skoog 1962,
verandert, siehe Anhang S. 100) beschickt wurden und unter 14h Licht ( Osram
L 36 W/ 25-1, weiss - Universal - White + Osram L 36 W / 31, Warmton Lumilux
warm - White) bei 23 £ 1 C° aufgestellt wurden. Auf dieses Medium wurden die
Sproldspitzen der Unterlagsrebsorte aus Sprof3spitzenkulturen "Borner” und
‘Riesling” gesetzt. Nach 2 bis 3 Wochen wurden die Boxen auf eine Seite
gelegt (siehe Abb. 3). Als Folge davon wuchsen die Wurzeln aus dem
Kulturmedium heraus. Danach wurden diese Wurzeln mit den Oberflachen
sterilisierten Eiern der Reblaus infiziert (ca. 10 Eier / Box); (Askani und
Beiderbeck 1991).
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Abb. 3: Aseptische-Kultur von Mikrostecklingen

2.2.2 Unsteriles Wurzel-Kultur-System:

Wurzelschnitte ( ca. 5 cm lang, 2 —3 mm Durchmesser) von ‘Boérner’ und
‘Riesling” wurden den Topfreben entnommen und abgewaschen. Die Basisseite
wurde mit nasser Watte (Baumwolle) mehrmals straff und umwickelt. Vier Abschnitte
wurden in eine Petrischale (10 cm Durchmesser) gelegt. Diese Wurzelabschnitte
wurden mit Oberflachen sterilisierten und mit unsterilisierten Reblauseiern aus
Blattgallen von 'SO4° infiziert (Uber 20 Eier pro Abschnitt), um eine negative

Auswirkung des Sterilisationsprozesses ausschlielen zu kdnnen.

Um den nétigen Gasaustausch zu gewahrleisten und die Kulturen vor
Verunreingungen zu schiitzen, wurden in die Deckel der Petrischale ca. 2 cm? groRe
Locher geschnitten. Diese wurden mit feinem Vliel3 verklebt. Diese Petrischalen
wurden bei 23°C im Dunkeln inkubiert. Nach ca. einer Woche schlipften die
Reblauslarven und nach ca. einer weiteren Woche entwickelten sich Seitenwurzeln(
Abb.4a und b).
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Abb. 4: a- Unsteriles Wurzel-Kultur-System.

b- Entwicklung von Seitenwurzel.
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2.3 Induktion von Blatthekrosen:

2.3.1 Aseptische Kultur von Mikrostecklingen:

Die Sprolispitzen der Untragsrebsorten aus Spro3spitzenkulturen "‘Bérner’ und
'S0O4° wurden auf das MS-Medium in die Glaser (21 x 7 cm) gesetzt. Nach 3-4
Wochen wurden die Blatter mit den Oberflachen sterilisierten Eier der Reblaus

infiziert.

2.3.2 An intakten Pflanzen:

Stecklinge von "Borner’ (Freiland , Fachgebiet Botanik, Forschungsanstalt
Geisenheim) wurden im Februar 1999 in Topfe gesteckt und im Gewachshaus
aufgestellt. Im Juli wurden die Reben 'Bdérner’ mit Larven der Reblause infiziert.
Dazu wurden Blatter mit reifen Gallen von 'SO4" (Freiland, Institut fir Weinbau und
Rebenzichtung) gesammelt, und 12h im Plastikbeutel bei Raumtemperatur (RT)
gelassen. Wahrend dieser Zeit schlupften die Larven und wandern auf die Blatter.
Diese Blatter mit Larven wurden ca. 2 Stunden auf Sprof3spitzen von Topfpflanzen
der Sorte '‘Bérner’ und 'SO4" gelegt. Infolgedessen wanderten die Larven an die
SprolRspitzen, und durch Anstechen dieser versuchten sie sich zu ernahren. Als

Folge davon entwickelten sich die Blattnekrosen oder Gallen.

2.3.3 An gestutzten Pflanzen:

Entsprechend 2.3.2 erzeugte Topfreben der Unterlagsrebsorte 'Borner™ und
"SO4° wurden um die obersten 5 Nodien gekurzt und mit Reblauslarven infiziert.
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2.4 Probenfixierung und Einbettung fur Lichtmikroskopie(LM):

Die Proben (Wurzel- und Blattstickchen mit oder ohne Nekrosen / Reblause)
wurden in Fixierungslésung 5% Glutaraldehyd (Fluka, AG) in Natrium-Cacodylat-
Puffer (CP), (pH 6,8) fur 4 Stunden bei RT fixiert und das Fixiermittel anschliel3end

mit CP 3x20 Min ausgewaschen.

CP - Puffer (pH 6.8):

2,14 g Natrium-Cacodylat
100 ml H>O

8,3 ml 0,1 N HCI

H20 auf 200 ml

Die Entwasserung der Proben erfolgte Uber eine aufgesteigende Ethanolreihe (
10%, 30%, 50% und 70% je 30 Min), 80%, 90% und 96% je 2 Stunden, und 100%
fur 4 Stunden ), und danach mit (n) - Propanol 100% ,und (n) - Butanol 100% fur je
4 Stunden.

Die Einbettung erfolgte im Technovit 7100 (Fa. Kulzer, Friedricksdorf).
Technovit 7100 ist ein hydrohpiles Kunststoff-Einbettungsmittel basierend auf 2-
Hyroxyethylmethacrylat (= glycolmethacrylat, GMA). Die Infiltration den Proben
erfolgte mit Technovit 7100-L6sung plus Harterzusatz (Harter 1) 1% (w/v) Uber 3x24
Stunden bei 20 °C.

Die Einbettung der fixierten Proben erfolgte in einer Einbettungsform aus
Polyethylen (LKB, 2208-180 ) in Polymerisationslosung (15ml Infiltrationsldsung + 1
ml Harter I1). Nach Aushartung des Kunststoffes und Entfernung der Einbettungsform
konnten die Blocke mit einer Laubsadge getrimmt und mit Sekundenkleber auf
Holzklotzchen aufgeklebt werden. Schnitte wurden mit einem Rotationsmikrotom (
Reichert- Jung, Mod. 1140 / Autocut ) und einen Hartmetallmesser angefertigt. Die
Schnittdicke betrug 1,5 -2 um. Vor dem Farben wurden die Schnitte auf Objekttrager

aufgezogenen und 3 min auf 150 °C erhitzt.
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Bei Paraffineinbettung wurden die Proben genau wie bei der
Technoviteinbettung fixiert und entwassert. Anschliellend erfolgte eine Behandlung
mit:

-2- Propanol, 1h.

-2- Propanol mit 0,01% Eosin, 2h..
-2- Propanol: Xylol = 3:1, 1h.

-2- Propanol: Xylol = 1:1, 1h.

-2- Propanol: Xylol = 1:3, 1h.
-Xylol, 3 X, mind. Je 4 h.

Danach wurden die fixierten Proben mit dem doppelten Volumen geschmolzenen
Paraffins in offenen GefalRen Uberschichtet. Dann wurden die Proben in folgenden
Schritten behandelt:-
-24h bei 20°C.
-24h bei 40 °C.
-24h bei 62 °C.
-geschmolzenes Parafffin 3x12h bei 62 °C.
-Einbettung mit geschmolzenem Paraffin.
Die eingebetteten Proben wurden mit dem Mikrotom (Leitz 1400, GMBH)
geschnitten. Die Paraffinschnittdicke betrug 7-9 pm.Die Schnitte wurden mit

verschiedenen Farblésungen wie folgt behandelt:

2.4.1 GMA-Schnitte-Farbung:

Toluidinblau O:

Die Toluidinblaufarbung zur Sichtbarmachung von Zellstrukturen erfolgte
nach Feder und O Brien 1968. Dazu wurden die Schnitte in folgenden Schritten

gefarbt:

-H>O , 5 Min.
-0,05% Toluidinblau 0 in H20 (w/v), 5Min.
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-mitH20 kurz abspulen.
-Lufttrocknen.
-Eindecken mit DPX.

Safranin 0 +Azurll :

Die Schnitte wurden nach Gutmann (1995) in folgenden Schritten gefarbt:
1% Safranin 0 in 50% Ethanol (w/v), 5 Min.
mit H,O kurz abspdulen.
0,5% Azur Il in dest. Wasser (w/v), 2-3 Min.
mit H.O kurz abspdlen.
Lufttrocknen.
Eindecken mit DPX.

Perjodsaure -Schiff (PAS)-Reaktion:

Die Schnitte wurden nach Feder und O'Brien 1968 in folgenden Schritten gefarbt:
gesattigte wassrige Loésung von Dimedon 24 Stunden (0,5g Dimedon +100 ml
H20 werden 5 Stunden lang geruhrt und anschlie3end filtriert.).
auswaschen mit H,O, 6x5 Min.

0,5% wassrige H5JOg, 10 Min.

auswaschen mit H,O , 10x 3 Min.

Schiffes Reagenz bis zur Rotfarbung (ca. 30 Min).
0,5% wassrige Na;S,0s5, 5x3 Min.

auswaschen mit H,O, 5x3 Min.

Lufttrocknen.

Eindecken mit DPX.
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PAS + Anilinblau:

Die Farbungsschritte sind wie in 2.4.3 bis zum 7. Schritt und dann:
1% Anilinblau in 7% Essigsaure, 5 min.
Uberschissigen Farbstoff auswaschen mit H,O
Lufttrocknen.
Eindecken mit DPX.

2.4.2 Paraffin-Schnitte-Farbung:

Suberin-Nachweis mit Sudan-lll:

Die Schnitte wurden im Xylol entparaffiniert und Uber eine absteigende Alkoholreihe
in H2O gebracht.
1 Tropfen einer Mischung von 1 Volumenteil 2% Sudan Il (w/v) in Ethanol (96%)
und einem Volumenteil Glycerin auf entparaffinierte Paraffinschnitte.
Deckglas auflegen.

nach 48 Stunden bei RT mikroskopische Auswertung.

Lignin-Nachweis mit Phloroglucin-Salzsaure:

Auf entparaffinierte Paraffinschnitte wurde ein Tropfen einer 1%igen Ldsung
von Phloroglucin in Ethanol gegeben und ca. 2 Min lang einwirken lassen.
Anschlieflend wurde die Lésung mit Filterpapier abgesaugt, ein Tropfen 25%ige HCI

zugesetzt und ein Deckglas aufgelegt.
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2.5 Probenfixierung und Einbettung fiur Elektronenmikroskopie
(EM):

Die Proben ( Wurzeln ca. 1,5 - 2 mm lang und Blatter ca. 1,5 - 2 mm? mit
oder Nekrosen / Reblause)fir EM wurden in folgenden Schritten fixiert und
eingebettet :

- Fixierung mit 2% Glutaraldehyd fur Elektronmikroskopie (Serva) in 0,1M CP
pH 6,8 , 4 Stunden bei RT.

- auswaschen in CP 3x20 Min ,und Uber Nacht bei RT.

- Nachfixierung mit 1% Osmiumtetroxid in 0,1M CP, 1 Stunde

- auswaschen in H20 , 3x30 Min.

- Entwasserung der Proben erfolgte Uber aufsteigende Ethanolreihen (10%,
30%, 50%, 70%, 80%, 96% und 100% .je 1 Stunde, flr Einbettung in
Epoxidharz nach Spurr (1969) auRerdem Uber Propylenoxid (PrO).

- Einbettung in Spurr Epoxidharz nach Spurr:

Die Proben wurden aus PrO in mehreren Schritten in Epoxidharz tUberfuhrt:

PrO : Epoxidharz =3:1, 12 Stunden , 20 C°.
PrO : Epoxidharz =1:1, 12 Stunden, 20 C°.
PrO : Epoxidharz =1:3, 6 Stunden.
Epoxidharz , 6 Stunden, 20C°.

Danach erfolgte die Einbettung der Proben in 100% Epoxidharz in
Einbettungsformen (Plano W. Plannet GmbH) und die Polymerisation bei 70 °C
fur 8 bis 12 Stunden. Die eingebetteten Proben wurden mit dem Ultramikrotom
geschnitten. Die Dicke der Ultradinnschnitte betrug 80 nm (Ultracut S, Leica),
wurden mit Uranyl -acetat und Lead Citrat gefarbt. Die
elektronenmikroskopische Auswertung erfolgte mit EM 900 von Zeiss ( heildt
jetzt LEO).
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2.6

Bestimmung der Enzymaktivitat:

2.6.1 Peroxidase (PO) und Polphenoloxidase (PPO):

Probenaufbereitung :

Die Wurzeln der Unterlagssorte 'Borner’ mit oder ohne Nekrosen (
Wurzelnekrosen ca.2 Tage Alt) wurden vom Wurzel-Kultur-System (Abb. 4)
gesammelt, in flussigen Stickstoff eingefroren und bei —70 °C gelagert. Zur
Aufbereitung wurde jeweils 0,5g Wurzeln kleingeschnitten und mit 5ml TRIS-
Puffer, pH: 8,2 (siehe Anhang S. 100) in einem Potter ( Fa. Braun, Melsungen )
homogenisiert.AnschlieBend wurden die Proben 15 Min. bei 10000g
zentrifugiert (Eppendorf-Centerfug). Der Uberstand wurde als Rohextrakt fiir die
Bestimmung der Enzymaktivitaten verwendet. Die Probenaufbereitung und die

Zentrifugation erfolgten bei 4°C.

Bestimmung der Enzym-Aktivitat

Peroxidase:

Die Bestimmung der Peroxidase erfolgte nach Putter (1974), verandert
von Sopp (1993). Ein Aliquot der Probe (50 pl) wurde mit 2700 ul
Natriumacetat- Puffer (0,1M, pH. 5,2) und 200ul Guajacol (10 mg/ml) in eine
Glaskuvette einpipettiert. Der Start der Reaktion erfolgte durch die Zugabe von
100l H202 (1%ig). Das Produkt der Dehydrogenierung - das Oktadehydro-
tetraguajacol- wurde photometrisch bestimmt. Die Extinktion wurde bei 436 nm
und 25C° zu Beginn der Reaktion und nach 5 Min. mit dem Spektralphotometer

Modell SP8-10 (Fa. Philips" Pye Unicam") gemessen.
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Polyphenoloxidase:

Die Polyphenoloxidase - Aktivitat wurde nach der Methode von Batra &
Kuhn (1975), verandert von Schneider-Muller (1991), ermittelt. Einem Aliquot
der Probe (500ul) wurde 2000 ul Sérensen-Phosphat-Puffer (50mM, pH 6,5 )
mit 1mM Ethylendinitrilo- Tetraessigsaure (EDTA) zugegeben. Danach wurden
dem Testansatz 500pl Substrat ( 10 mM Brenzcatechin und 1mM

Chlorogensaure in Soérensen - Phosphat - Puffer) hinzugefugt.

Die Inkubation erfolgte bei 37°C. Als Reaktionsprodukte entstandene
Chinone farbten die Ldésung dunkel. Diese Farbung wurde mit dem

Spektralphotometer nach 10 Min. bei 410nm gemessen.

2.6.2 Phenylalanin-Amoniumlyase-Aktivitat (PAL):

Probenaufbereitung:

Die Wurzelproben 0,5 g ( mit oder ohne Nekrosen) wurden mit 10 ml 0,1 M
Natriumacetat-Puffer, pH 5,2 mit einem Potter homogenisiert. AnschlielRend
wurden die Proben 15 Min bei 10000g zentrifugiert. Der Uberstand wurde als

Rohextrakt fur die Tests eingesetzt.

Bestimmung der Enzym-Aktivitat:

Ein Aliquot Probe wurde mit Phenylalanin inkubiert. Phenylalanin wird im
Gegenwart von Phenyalanin-Ammoniumlyase (PAL) zu Trans-Zimtsaure
desaminiert. Zimtsaure absorbiert im Gegensatz zu Phenyalanin bei einer
Wellenlange von 290 nm. Die Aktivitdt der PAL kann deshalb anhand der
Zunahme der Absorption bei 290 nm verfolgt werden (Zucker 1968, verandert
von Schneider-Muller 1991).
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Testansatz:

500 pl  Probe

+3000 ul 50 mM Natrium-Borat/HCI-Puffer, pH 8,8
mit 5mM Mercaptoethanol

+250 yI  60mM Phenylalanin

in 50 mM Natrium-Borat/HCI-Puffer, pH 8,8

Inkubation: 10 min bei 37 °C
Photometrie erfolgte bei 290 nm

2.7 Proteintest (nach Bradford 1976):

Die Probenaufbereitung ist genau wie 2.6.2. Zur Bestimmung des
Gehaltes an loslichen Proteinen wurde ein Aliquot der Probe mit Bradford-
Reagenz  vermischt und nach 15 min die Farbveranderung
spektralphotometrisch bestimmt. Bei der Bindung des Farbstoffes an die
Proteine wird die ursprunglich rote Farbe des Farbstoffes zum kurzwelligen

Bereich des Spektrums verschoben und die Reaktionslésung wird blau.

Bradford-Reagenz:

100 mg Coomassie Brilliant Blue G250 in 50 ml 95%-igem Athanol ldsen, mit
100 ml 85%-iger Orthro-Phosphorsaure (H3PO4) versetzen und auf 1000 ml mit
dest. Wasser auffullen.

Testansatz:
200 pl - Probe
3 ml Bradford-Reagenz
Inkubation: 15 min Bei Zimmertemperatur

Photometrie bei 595 nm.
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2.8 Bestimmung der Gesamtphenole:

Die Bestimmung der Gesamtphenole, mittels Folin - Ciocalteu - Reagenz
(FCR), ( Merck) erfolgte nach der Mikromethode von Ritter (1992). Die
Gesamtphenole wurden von den Blattern Nr. 1,2,3,4 und 5 ausgehend von den
Sprofspitzen der Rebsorten 'Borner’, 'SO4" und der Ertragssorte "Riesling’

bestimmt (erstes Blatt ist noch nicht entfaltet).

Probenaufbereitung

Die Blatter wurden in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -70C°
gelagert. Zur Aufbereitung wurden jeweils 2g Probe kleingeschnitten und mit
100ml 6% iger HCI in Ethanol (96%) homogenisiert. Danach wurden die Proben
fur 30 min im Wasserbad inkubiert und dann filtriert. Die Proben wurden im

Vakuum Rotationsverdamfer (Rotavapor- R & RE) verdampft.

Messung:

8,4 ml dest. Wasser

(bei Kontrolle 8,5 ml dest. Wasser ohne Probe)

+0,1ml Probe

+0,5ml Folin - Ciocalteu - Reagenz in eine Reagenzglas geben

+1,0ml Natriumcarbonat -L6sung mischen und nach 60 Min. bei 720 nm

gegen Kontrollwert messen.
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2.9 Polyphenolanalytik von Wurzeln mittels HPLC :

Probenaufbereitung

Die Wurzeln mit oder ohne Nekrosen wurden vom Wurzel-Kultur-System
(Abb. 4) gesammelt. Die Wurzeln, mit denen die Polyphenolanalytik durchgefuhrt
wurde, waren zuvor in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —70 °C und
gelagert worden. Zur Aufbereitung wurden jeweils 0,5 g Wurzeln, kleingeschnitten
und mit 100 ml 6%iger HCI in 96%igem Ethanol in einem Potter ( Fa. Braun,
Melsungen ) homogenisiert. Die Proben wurden membranfiltriert (0,45 um) und
anschliellend direkt injiziert. Die Auswertung der Phenolanalyse erfolgte nach
Rechner et al (1998) und wurde graphisch dargestellt (HPLC-Bedingungen und

Gradientenprogramm siehe Anhang S. 101).

2.10 Experimentelle Induktion von Nekrosen und Gallen:

Die Wurzeln der Unterlagesrebsorte  'Borner’ und der Ertragssorte
‘Riesling’, sowie jeweils eine Halfte von Blattern der Unterlagesrebsorten "Borner’
und 'SO4" wurden mit verschiedenen Konzentrationen von |ES,
Aminosaurengemisch ( L-Tryptophan, L-Glutaminsaure, L-Lysin, Histidin und L-
Valin ) und IES + Aminosaurengemisch behandelt. Die Applikation erfolgte durch
Injektionen des o. g. Substanzen mit Hilfe eine feinen Glaskapillare; 1 Injektion pro
Wurzelspitze, mehrere Injektionen pro Blatthalfte. Im Kontrollversuch wurden

Wurzelspitzen bzw. die jeweils andere Blatthalfte mit dest. Wasser gespritzt.
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Tabelle 1: Die verschiedenenKonzentrationen von [ES, Aminosauren,

Aminosaurengemisch (in Anlehnung an: Anders (1958) und Schaller (1966).

IES Aminosauren | Aminosaurengemisch
% % % (W/V)
0,1 0,25 0,25
0,05 0,1 0,1
0,025 0,05 0,05
0,001 0,025 0,025

Bei der Gemeinsamen Applikation von IES und dem Aminosauren-Gemisch

wurden alle in Tabelle 1 genannten jeweiligen Konzentrationsstufen miteinander
kombiniert.

211 Statistische Auswertung:

Die Auswertung der Daten erfolgte durch Varianzanalyse mit F.Test und
Mittelwertevergleich nach Duncan (1955). Hierfir stand das Statistikprogramm
Super ANOVA zur Verfugung. Als Signifikanzniveau wurde 95%-
Irrtumswahrscheinlichkeit (P= 0,05) zugrunde gelegt.
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3.1

3.1.1

Ergebnisse:

Histologische und cytologische Untersuchungen:

Mechanismus der Reblausresistenz der Wurzeln :

3.1.1.1 Aseptische Kultur von Mikrostecklingen:

In aseptischen Kulturen von Mikrostecklingen der Rebsorte "Borner’
und ‘Riesling” (s. Abb. 3) wurde versucht, die Wurzelnekrosen und
Nodositaten zu induzieren. Die Larven schllpften zwar nach einer Woche,
sie starben aber bei ‘Borner” innerhalb eines Tages ab. Im Gegensatz dazu,
starben bei 'Riesling” die Reblauslarven nicht ab und Nodositaten konnten
induziert werden. Deshalb muf3te man nach anderer Moglichkeit suchen, um

Wurzelnekrosen bei "Borner” zu induzieren.

3.1.1.2 Unsteriles Wurzel-Kultur-System:

Im unsterilen  Wurzel-Kultur-System (s. Abb. 4) schlipften die
Reblauslarven innerhalb einer Woche, unabhangig davon, ob die Eier
oberflachlich sterilisiert wurden waren oder nicht. Nach ca. einer weiteren
Woche entwickelten sich Seitenwurzeln, die von den Reblause angestochen
wurden. Infolgedessen entwickelten sich die Wurzelnekrosen bei "Borner’

und die Nodositaten bei "Riesling”.

In diesem System kam es bei ‘Borner” als Folge des Reblausangriffs
zur Bildung von Nekrosen. Es gibt verschiedene Nekrosetypen auf den
Wurzeln. Das hangt von Alter des entsprechenden Wurzelabschnittes zum

Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches ab.
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3.1.1.21 Wurzelnekrosen Typ I:

Dieser Nekrosetyp entwickelte sich in wenig differenzierten
Wurzelgeweben. Die Reblause stachen ihre Risselspitze durch die Calyptra
in die erste oder zweite Zellschichte ein. Etwa 5 Stunden danach farbte sich
das Gewebe um die Einstichstelle im Durchmesser von ca. 0,5 mm braun
(Abb. 5 a). Abb. 5 b zeigte einen Querschnitt an dieser Stelle. Die Zellen im
Einstichbereich streckten sich und plasmolysierten.
Elektronenmikroskopische Auswertungen (Abb.6) zeigten, dall das
Cytoplasma der Zellen im Einstichbereich von den Zellwanden starker
abgetrennt sind. Das Cytoplasma erschient elektronendichter. Es wurde
beobachtet, dal3 es einige Membranstrukturen zwischen degeneriertem
Cytoplasma und den Zellwanden gibt. Diese Zellwande erschienen
elektronendichter als die normalen Zellwande (Abb. 6 b). Etwa 12 - 24
Stunden nach dem Reblaus-Einstich starben alle Zellen im braun-gefarbten

Einstichbereich ab und bildeten Wurzelnekrosen vom Typ | (Abb. 5c).

3.1.1.2.2 Wurzelnekrosen Typ Il:

Dieser Nekrosetyp entwickelte sich in mehr differenzierten Wurzelgeweben.
Es wurde beobachtet, dall die Reblaus immer in die Streckungszone
einstachen. Die Reblause stachen ihre Russelspitze durch die Reste der
Calyptra in die erste oder zweite Rindenzellschicht ein. Angestochene Zelle
hatte eine konkave Form und erschient im mikroskopischen Bild
transparenter (Abb. 7 a). Angestochene und durchgestochenen Zellen
starben ab und bildeten einen Stichkanal (Abb. 7 b). Abb. 9a zeigte einen
Wurzelquerschnitt mit saugender Reblauslarve (ca. 7 Stunden nach dem
Reblaus-Einstich).

Es ist bemerkenswert, dal} die angestochene Zelle von mehreren Schichten
cytoplasma-reicher Zellen Umgebenen war. Nach ca. 12 Stunden entwickelte
sich eine begrenzte Braunfarbung von ca. 1 bis 1,5 mm Durchmesser um die
Einstichstelle (Abb. 8a).
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Abb. 5: Wurzelnekrose Typ |, Unterlagsrebsorte “Bérner’. a: Ubersichts-

Aufnahme, Wurzelspitze mit saugender Reblauslarve. b und c:
Lichtmikroskopische =~ Aufnahmen  von  Wurzelquerschnitten  im
Einstichbereich, Farbung: Safranin o - Azur Il ( b: ca. 5 h nach Reblaus-
Einstich, c: ca. 24 h nach Reblaus-Einstich). C = Calyptra, Ph = Phenole,
NB = nekrotisierte Zellen, RG = Rindengewebe, SS = Einstichstelle.
(Balkenlangen: a=1 mm, b und ¢ = 100 um).
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Abb. 6: Wurzelnekrose Typ |, Unterlagsrebsorte "Bérner’, elekronenmikroskopische

Aufnahmen. a: Kontrolle. : Zelle im Einstichbereich. Cy = Cytoplasma, K
Kern, Km =

Kernmembranen, Pd = Plasmodesma, V = Vakuole, ZW
Zellwand. (Balkenlange = 1,1 ym).



ERGEBNISSE 26

Abbildung 9 b zeigte einen Wurzelquerschnitt an dieser Einstichstelle. Die
Zellen, die sich den cytoplasma-reichen Zellen in der Umgebung der
Einstichstelle anschliel3en plasmolysierten. Aus den
elektronenmikroskopischen Auswertungen (Abb.10) geht hervor, dal3 das
Cytoplasma dieser Zellen von den Zellwanden starker abgetrennt sind. Es
wurde beobachtet, dall es Membranenstrukturen in den Vakuolen und
zwischen dem Cytoplasma und den Zellwanden gibt. Das Cytoplasma und
Kernplasma dieser Zellen waren granulos. Die Kernmembranen dieser Zellen
erschienen elektronendichter in einigen Zonen. An der inneren Kernmembran
traten Blasen auf. Der Nucleolus fragmentierte sich (Abb. 11 a). Gleichzeitig
starb eine Reihe von Zellen in der unmittelbaren Umgebung der
angestochene Zelle ab. Wahrend cytoplasma-reiche Zellen am Leben
geblieben waren, kam es in der daran angrenzenden Zone von aul3en nach
innen fortschreitend zum Absterben der Zellen (Abb. 8 a und 9b). Nach ca.
24 Stunden wurden phenolische Substanzen in diese Zellen eingelagert
(Abb. 12a), und ihre Zellwande degenerierten (Abb. 14b). Etwa 48 Stunden
nach dem Reblaus-Einstich starben diese Zellen ab (Abb. 12b).

Abb. 8b und 13a und b zeigten das Entwicklungsstadium der
Wurzelnekrose Typ Il nach 3 Tagen. Aulderhalb der nekrotesierten Zellen, in
der angrenzenden gesunden Geweben, kam es im Kontaktbereich zur
Verdickung der Zellwande, und diese erschienen elektronendichter (Abb. 13
b und 14c und d).

Nach 2 bis 5 Tagen starben alle Zellen im Einstichbereich ab, und
bildeten eine Wurzelnekrose vom Typ Il (Abb. 13 c). Abbildung 15 zeigte 3

verschiedene Entwicklungsstadien der Wurzelnekrose vom Typ II.

Es gibt eine Korrelation sowohl zwischen der Grofde als auch der
Entwicklungszeit der Wurzelnekrose vom Typ Il und ihrer Position im Bereich
der Streckungszone der Wurzel zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches. D. h.,
je alter der angestochene Wurzelbereich ist, desto groRer sind Ausmal’ und

Entwicklungszeit der gebildeten Nekrose (Abb. 8a).
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In der Abb. 16 ist zu sehen, dal die Wurzeln der anfalligen Rebsorte
‘Riesling” sowohl an der Streckungszone als auch an Calyptrazone auf den
Reblaus-Einstich mit Nodositaten reagierten, aber wenn die Nodositaten an

der Calyptrazone entstanden, konnten die Wurzeln nicht weiterwachsen.

Abb. 17 zeigte einen Wurzelquerschnitt an der Einstichstelle in der
Streckungszone der Wurzeln von ‘Riesling” (ca. 24 Stunden nach dem
Reblaus-Einstich). Die Reblause stachen ihre Russelspitze genau wie bei
‘Borner” (0. g.) ein. Die Zellen in der unmittelbaren Umgebung der
angestochene Zelle teilten und streckten sich und enthielten dichtes reiches
Cytoplasma. Als Folge davon wdlbte sich die Einstichstelle vor (vgl. Abb.
12a).

Es ist bemerkenswert, da} die Reblause auf den Wurzeln der
Unterlagsrebsorte "Borner’, im Gegensatz zur Ertragsrebsorte 'Riesling’,
keine Eier abgelegt haben. Die Reblause vermehrten sich nicht auf den

Wurzeln von "Borner’.

3.1.2 Mechanismus der Reblausresistenz der Blatter:

3.1.2.1 Aseptische Kultur von Mikrostecklingen:

In aseptischer Kultur von Mikrostecklingen (s. 2.3.1) wurde versucht,
Blattnekrosen bei '‘Borner” zu induzieren. Die Reblauslarven schlipften nach
ca. einer Woche, starben aber dann innerhalb eines Tages genau wie bei
Wurzeln (s. o0.) ab. Deshalb konnte man keine Blattnekrosen in diesem
System induzieren. Im Gegensatz dazu stachen die Reblauslarven an den
Blatter der Unterlagsrebsorte "SO4" ein und verursachten Blattgallen. Es
gelang uns, Blattnekrosen bei 'Borner” an intakten Pflanzen (Topfreben) zu
induzieren (s. 2.3.2). Die Blatter reagierten auf den Reblausangriff nicht nur
mit den Nekrosebildungen, sondern auch mit Gallbildungen. Diese

Reaktionen hingen vom Alter der Blatter ab.



ERGEBNISSE 28

Abb. 7: Wurzelnekrose Typ Il, Unterlagsrebsorte "Borner’. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von Wurzelquerschnitten im Einstichbereich. Farbung: Safranin
O - Azur Il. a: Russelspitze der Reblauslarve (RS). b: Einstichkanal (SK).
AZ = angestochene Zelle, RG = Rindengewebe. (Balkenlange = 10 ym).
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Abb. 8: Wurzelnekrose Typ Il, Unterlagsrebsorte "Bérner’. Ubersichts-Aufnahmen
von verschiedenen Stadien des Wurzelnekrosetypes Il. a: ca. 12 h nach
dem Reblaus-Einstich. b: ca. 3 Tage nach dem Reblaus-Einstich.
(Balkenlange = 0,5 mm).
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Abb. 9: Wurzelnekrose Typ Il, Unterlagsrebsorte ‘Borner’. a: ca. 7 h nach dem
Reblaus-Einstich, Farbung: Toluidinblau. b: ca. 12 h nach dem Reblaus-
Einstich, Farbung: Safranin O - Azur Il. AZ = angestochene Zelle, C =
Calyptra, DZ = degenerierte Zelle, RG = Rindengewebe, RL =
Reblauslarve, RS = RuUsselspitze der Reblaus, ZGS = zentrales
Gefallsystem. (Balkenlange = 50 ym).
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Wurzelnekrose Typ I, Unterlagsrebsorte ‘Borner’.
Elekronenmikroskopische Aufnahmen degenerierter Zellen in der
Umgebung der Einstichstelle (s. Abb. 9b). a: Ubersichts-
Aufnahme einer Zelle. b: Starke Abtrennung des Cytoplasmas
von Zellwand. Cy = Cytoplasma, BS = Membranenstrukturen, N
= Nucleolus, V = Vakuole, ZW = Zellwand. (Balkenlangen: a =
1,7 um, b = 0,4 pm).
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Wurzelnekrose Typ I,
Elektronenmikroskopische Aufnahmen. a:
Kernstruktur der degenerierten Zellen (s. Abb. 9b und 10a). b:
Kontrolle. AM = duRere Membran, B = Blasen, Cy = Cytoplasma,

IM = innere Membran, N = Nucleolus, NF = Nucleolusfragment.
(Balkenlange = 0,6 um).

Unterlagsrebsorte ‘Borner’.
Veranderung der
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Abb. 12: Wurzelnekrose Typ Il, Unterlagsrebsorte ‘Borner’. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von Wurzelquerschnitten im Einstichbereich. a: ca. 24 h nach
dem Reblaus-Einstich, Farbung: Toluidinblau. b: ca. 48 h nach dem
Reblaus-Einstich. AZ = angestochene Zelle, C = Calyptra, Ph = Phenole,
Rg = Rindengewebe. (Balkenlange = 100 pym).
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Abb. 13:

Wurzelnekrose Typ Il, Unterlagsrebsorte "Borner’. Lichtmikroskopische
Aufnahmen von wurzelquerschnitten im Einstichbereich. a und b: ca. 72 h
nach dem Reblaus-Einstich, Farbung: Toluidinblau, PAS. C: ca. 96 h nach
dem Reblaus-Einstich, Farbung: PAS - Anilinblau. AbZ = abgestorbene
Gewebe, VZW = verdickte Zellwande. (Balkenlange = 50 ym).
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Abb.

14:

Wurzelnekrose Typ I, Unterlagsrebsorte ‘Borner’,
elektronenmikroskopische Aufnahmen. a: Kontrolle. b: Zellwand
einer degenerierten Zelle. c: Zellwand zwischen Nekrosestelle
und verkorkten Gewebe. d: Zellwand des verkorkte Gewebes. Cy
= Cytoplasma, Pl = Plasmalemma, V = Vakuole, ZW = Zellwand.
(Balkenlangen: a, bund ¢ = 0,4 ym, d = 0,25 pm).
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Abb. 15: Wurzelnekrose Typ Il, Unterlagsrebsorte "Borner’, lichtmikroskopische
Aufnahme von Wurzelquerschnitt im Bereich verschiedener Stadien der
Nekrose, Farbung: Safranin O - Azur Il. C = Calyptra, RG =
Rindengewebe, RL = Reblauslarve, S | = Stadium 1, S Il = Stadium 2, S llI
= Stadium 3, ZGS = zentrales Gefal3system,. (Balkenlange = 200 pm).
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Abb. 16: Zwei verschiedene Nodositatenpositionen der Wurzel der
Ertragsrebsorte "Riesling’. a: Subterminalposition. b: Terminalposition.
RL = Reblauslarve. (Balkenlange: 0,5 mm).
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Abb. 17: Entwicklung der Nodositat der Wurzeln der Ertragsrebsorte "Riesling “(ca.
24 h nach dem Reblaus-Einstich), Farbung: Toluidinblau. AZ
angestochene Zelle, RG = Rindengewebe, RL = Reblauslarve, RS
Russelspitze der Reblauslarve, ZGS = zentrales Gefalisystem.

(Balkenlange = 200 pm).
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3.1.21 Topfreben:

3.1.2.2.1 Nekrosebildungen:

3.1.2.2.2 Blattnekrosen Typ I:

Blattnekrosen vom Typ | traten an sehr jungen Blattern (noch nicht
entfaltet) auf. Diese Blatter sind stark behaart (Haar / Flache). In den
Querschnitten findet man 6 Zellschichten, und diese Zellen enthalten dichtes,
reiches Cytoplasma (Abb. 18 a und 19 a). Es wurde beobachtet, dal} die
Reblause immer an der oberen Seite der Blatter in der Nahe von jungem
Leitgewebe in die zweite oder dritte Zellschicht einstachen. Die Zellen der
oberen Schichten im Einstichbereich teilten und streckten sich und die Zellen
der unteren Schichten waren stark vakuolisiert. Als Folge davon verdickte
sich die Einstichstelle. Phenolische Substanzen wurden in den oberen
Zellschichten einlagert (Abb. 19 b bis €). Etwa 12 - 24 Stunden nach dem
Reblaus-Einstich starben alle Zellen in der Einstichstelle ab, und bildeten
eine Blattnekrose vom Typ | (Abb. 18 b und 19 f).

3.1.2.2.3 Blattnekrose Typ Il:

Blattnekrosen vom Typ |l traten an gerade entfalteten Blattern ( 1 bis 3 Blatt
von oben) auf. In den Querschnitten sieht man bereits deutlich differenzierte
Gewebe ( obere und untere Epidermis, Mesophyll und Leitgewebe). Die
Reblause stachen ihre Russelspitze in der Nahe von den Adern durch eine
oder zwischen zwei oberen Epidermiszellen in Palisadenzellen oder in die
erste Zellreihe des Schwammgewebes ein. Die Zellen in der unmittelbaren
Umgebung der angestochene Zelle teilten und streckten sich . Als Folge
davon verdickte sich die Einstichstelle (Abb. 20a und b). Diese Zellen
enthielten abnormale Chloroplasten. Die Chloroplasten streckten sich und
degenerierten teilweise (Abb. 22 b). Das Cytoplasma dieser Zellen enthielt
mehrere kleine Vakuolen und der Kern deformierte sich und fragmentierte
(Abb. 21 b). Die Zellwande im Einstichbereich degenerierten teilweise und

verdickten teilweise (Abb. 23 a). Danach wurden die Zellteilung



ERGEBNISSE 40

und Zellstreckung im Einstichbereich gehemmt, und bildeten eine sog.
Hemmungszone (Becker, und Bruckbauer, 1955): Gleichzeitig wurden die
Zellteilung und die Zellstreckung der Zellen in der unmittelbaren Umgebung
der Hemmungszone aktiviert (Abb. 20 b). Einige der Zellen in der
unmittelbaren Umgebung der Hemmungszone streckten sich, enthielten
elektronendichten Niederschlag, und verdickten ihre Zellwande (Abb. 20b
und Abb. 23b). AulBerhalb der aktivierten Zellen, in dem angrenzenden
gesunden Gewebe, kam es im Kontaktenbereich zur Phenol-Einlagerung.
Diese Zellen enthielten mehrere kleine Vakoulen, und ihr Cytoplasma war
starker von Zellwande abgetrennt. Danach degenerierten diese Zellen und
starben ab (Abb. 18b, c und d, Abb. 24a und b , Abb. 25a).

Etwa 2 bis 20 Tage nach dem Reblaussangriff starben alle Zellen im
Einstichbereich ab, und bildeten eine Nekrose (Blattnekrose Typ Il) (Abb. 24
c und d). AulRerhalb des Nekrosebereiches, in dem angrenzenden gesunden
Gewebe, kam es im Kontaktbereich zur Verdickung der Zellwande, und sie

erschienen elektronendichter (Abb. 25b).

Es wurde beobachtet, dal® es eine Korrelation sowohl zwischen der
GrolRe als auch der Entwicklungszeit der Blattnekrose vom Typ Il und den
Alter der Blatter zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches gibt. Das bedeutet, je
alter die Blatter waren, desto gréller waren Ausmald und Entwicklungszeit
der gebildeten Nekrose (Abb. 18b, ¢ und d). Im Freiland waren haufig
abgestorbene Reblauslarven auf Blattnekrosen von 'Borner” zu finden (Abb.
26).

3.1.2.2.4 Blattgallen:

Die alteren Blatter der Unterlagsrebsorte "Boérner” (Blattebenen 3 bis 5)
reagierten auf Reblausangriff nicht mit Nekrosebildungen, sondern mit
Gallbildungen. Die Reblause stachen ihre RuUsselspitze genau wie bei
Blattnekrose vom Typ Il ein (s. 0.). Die Zellen im Einstichbereich teilten und
streckten sich . Als Folge davon verdickte sich die Einstichstelle. Danach
wurden die Zellteilung und Zellstreckung im Einstichbereich gehemmt, und

bildeten eine Hemmungszone. Gleichzeitig wurden die Zellteilung und die
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Zellstreckung der Zellen in der unmittelbaren Umgebung der Hemmungszone
aktiviert ( genau wie bei fruihem Entwicklungsstadim der Blattnekrose vom
Typ Il, 0. g.). Infolgedessen entwickelte sich schwache (kleine) Blattgallen mit
ca. 1,5 mm Durchmesser (Abb. 27a). Es wurde beobachtet, dal} diese
Blattgallen nicht wie die Blattgallen an der Unterlagsrebsorte S04’
Leitgewebe enthielten (Abb. 27 b und d). Phenolische Substanzen wurden in
verschiedene Stellen der Galle ausgebildet (Abb. 27 a). Diese Blattgallen
sind gedffnet geblieben (Abb. 27b und c). Nach ca.5 Wochen wurde
beobachtet, dal} sich die Blattgallen braun farben (Abb. 27a). Aus dem
Gallenlangschnitt (Abb. 27c) geht hervor, dal} nur die Zellen in der Vertiefung
der Galle (Hemmungszone) abstarben.

Es war bemerkenswert, dal® die Reblause hier keine Eier in diese
Blattgallen abgelegt haben. Im Gegensatz dazu, stachen die Reblause ihre
Russelspitze in die Blattgewebe anfalliger Rebsorten (z. B. 'So4") und legten

gleichzeitig viele Eier ab.

Die Zahl und die GrofRe der Blattgallen der Unterlagsrebsorte "SO4°
nehmen von Blatt 4 zu Blatt 1 zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches zu
(Abb. 28). Wenn die 5 oberen Blattebenen der Unterlagsrebsorten "Borner
und "'SO4" entfernt wurden, konnten die Reblauslarven weder Blattnekrosen

noch Blattgallen verursachen.

3.2 Histochemische Beobachtungen:

In den Zellwanden der Umgebung der Nekrosen des Typs Il an den
Wurzeln konnte man mit Sudan IlI-Farbung Suberin nachweisen (Abb. 29 a).
Lignin konnte mit Phloroglucin-Salzsaure nicht nachgewiesen werden. Das
bedeutet, dald die Nekrosestelle durch suberinisierte Zellwande isoliert

wurde.

Im Gegensatz dazu konnte man mit diesen Farbungen des Nekrosetyps
I an Blattern die Bildung von Lignin (Abb. 29 b) , aber nicht Suberin

nachweisen.
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Abb.

18:

Ubersichts-Aufnahmen  verschiedener Entwicklungsstadien von
Blattnekrosen der Unterlagsrebsorte ‘Borner’. a und b: Blattnekrose
Typ I (N 1), Detail s. Abb. 19. B bis f: Blattnekrose Typ Il (N Il), Detail
s. Abb. 20 bis 26. RL = Reblauslarve. (Balkenlangen: a bis e = 0,5

mm, f=1 mm).
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Abb. 20: Friuhes Entwicklungsstadium der Blattnekrose Typ I,
Unterlagsrebsorte "Bérner’. a: Ubersichts-Aufnahme eines Blatt-
Teils mit saugender Reblauslarve. b: Lichtmikroskopische
Aufnahme von Blattquerschnitt im Einstichbereich, Farbung:
Toluidinblau. BA = Blattader, HZ = Hemmungszone, RL =
Reblauslarve, RS = Russelspitze der Reblauslarve. (Balkenlangen:
a=0,5mm, b=100 um).
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Abb. 21: Blattnekrose Typ I, Unterlagsrebsorte ‘Borner’.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen cytologischer
Veranderungen der Zellen im Einstichbereich. a: Kontrolle. b:
Zelle im Einstichbereich. Chp = Chloroplast, Cy =
Cytoplasma, KF = Kernfragment, KM = Kernmembranen, M
= Mitochondrien, N = Nucleolus, Pl = Plasmalemma, V =
Vakuole, ZW = Zellwand. (Balkenlangen: a = 0,6 um, b = 1,1
um).
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Abb.

22: Blattnekrose Typ I,
Elektronenmikroskopische

Veranderungen der Chloroplasten von Zellen im Einstichbereich. a:
Kontrolle. b: veranderte Chloroplasten. Chp = Chloroplast, Cy =
Cytoplasma, V = Vakuole, ZW = Zellwand. (Balkenlange = 0,4 ym).

Unterlagsrebsorte ~ "Borner’.
Aufnahmen cytologischer
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Abb.

23:

Blattnekrose Typ I, Unterlagsrebsorte ‘Borner’.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen cytologischer
Veranderungen der Zellwand von Zellen im Einstichbereich. a:
Zellwand im Einstichbereich. b: Zellwand in der Umgebung der
Hemmungszone. EDN = elektronendichter Niederschlag, M =
Mitochondrien, V = Vakuole, ZW = Zellwand. (Balkenlange = 0,4

pm).
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Abb. 25: Blattnekrose Typ I, Unterlagsrebsorte ‘Borner’.
Elektronenmikroskopische Aufnahmen. a: degenerierte Zellen (s. Abb.
24a und b). b: Zellwande zwischen Nekrosestelle und gesunden
Geweben. Cy = Cytoplasma, Chp = Chloroplast, EDN =
elektronendichter Niederschlag, K = Kern, M = Mitochondrien, V
Vakuole, ZW = Zellwand. (Balkenléange = 0,6 ym).
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Abb. 26: Ubersichts-Aufnahme von Blattnekrose Typ |l, Unterlagsrebsorte
‘Bérner” mit abgestorbener Reblauslarve (ARL).
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Abb. 29: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Wurzel- und Blatt-Querschnitten im
Nekrosebereich (Nekrosen vom Typ Il). a: mit Sudan Il gefarbt. b: mit
Phloroglucin-Salzsaure gefarbt. GZ = gesunden Zellen, LG =
Leitgewebe, LZW = lignifizierte Zellwande, NB = Nekrosebereich, SZW
= suberinisierte Zellwande. (Balkenlangen: a = 50 ym, b = 100 um).
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3.3. Biochemische Beobachtungen:

3.3.1 Bestimmung der Enzymaktivitaten:

3.3.1.1 Peroxidase ( PO)- Aktivitat:

Die Peroxidase—Aktivitat der Wurzeln der Unterlagsrebsorte "Borner’

war, im Vergleich zur Kontrolle, nach Reblausbefall signifikant erhoht

(Abb. 30).
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Abb. 30: Peroxidase-Aktivitat in Wurzeln der Unterlagsrebsorte ‘Borner’;
Kontrolle (K); Befallende Wurzeln (N) (n= 5). Enzymaktivitat:
Extinktion (436 nm) pro Minute und g Frischgewicht.
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3.3.1.2 Polyphenoloxidase (PPO) - Aktivitat:

Die Untersuchungsergebnisse zur Bestimmung der
Polyphenoloxidase (PPO) stellt in Abbildung 31 dar. Die
Polyphenoloxidase - Aktivitat der Rebwurzeln war, verglichen mit der

Kontrolle, nach Befall durch Reblaus signifikant erhoht.

0,16
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0,12 =

0,1 =

410 nm/min/g

0,08 =

0,06
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PPo-Aktivitat E

0,02 -

Abb. 31: Polyphenoloxidase-Aktivitat in Wurzeln der Unterlagsrebsorte
‘Borner’; Kontrolle (K); Befallende Wurzeln (N) (n=5).
Enzymaktivitat: Extinktion (410 nm) pro Minute und g

Frischgewicht.
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3.3.1.3 Phenylalanin- Ammoniumlyase (PAL) — Aktivitat:

Nach

dem Befall der Rebwurzeln durch Reblause war die PAL-

Aktivitat signifikant erhoht (Abb. 32).

Abb.
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Phenylalanin-Amoniumlyase-Aktivitat in ~ Wurzeln  der
Unterlagsrebsorte 'Borner’; Kontrolle (K); Befallende
Wurzeln (N) (n= 6). Enzymaktivitat: Extinktion (290 nm)
pro Minute und g Frischgewicht.
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3.3.2 Losliche Proteine:

Bei der Bestimmung des Gehaltes an l6slichen Proteinen wurde
festgestellt, dal} die l6sliche Proteine der Rebwurzeln nach dem Befall

durch Reblause signifikant erhéht waren (Abb. 33).

0,16 -
0,14 -

0,12 1

0,04 1

0,02 1

Abb. 33: Loéslische Proteine in Wurzeln der Unterlagsrebsorte ‘Borner’;
Kontrolle (K); befallenden Wurzeln (N) (n= 6).
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3.3.3 Gesamtphenolgehalt :

Die phenolischen Verbindungen wurden in 5 Blattebenen,
ausgehend von der Sprol3spitze in den Rebsorten "Borner’, 'SO4" und
‘Riesling” summarisch gemessen. Es gibt signifikante Unterschiede
zwischen den 3 Rebsorten. Diese Unterschiede konnten in allen
Blattebenen , aulder in den Blattebenen 2 und 3 gefunden werden. In der
Blattebene 1 wurde der hochste Phenolgehalt bei der Rebsorte "SO4°
gemessen, wahrend bei "Riesling” der niedrigste Phenolgehalt in dieser
Blattebene festgestellt wurde. Im Gegensatz dazu war in den Blattebenen
3 bis 5 der Phenolgehalt bei der Sorte 'Riesling” am hochste und bei der
Sorte "SO4" am niedrigsten (Abb. 34).
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Abb. 34: Gesamtphenole in verschiedene Blattebenen der
Unterlagsrebsorten "Bérner’ und "SO4" und Ertragsrebsorte

‘Riesling’.
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3.3.4 Polyphenolanalytik von Wurzeln mittels HPLC :

3.4

Die phenolische Substanzen von den Wurzeln der Unterlagsrebsorte
‘Borner’ mit und ohne Nekrosen wurden mittels HPLC (high performance
liquid chromatography) gemessen. Aus der Abb. 35 geht hervor, dal® die
Procyanidin-Peaks (2 und 3) im Vergleich zur Kontrolle erhéht waren. Im
Gegensatz dazu waren der Procyanidin-Glykosid-Peak (1) und der

Ellagsaure-Peak (4) im Vergleich zur Kontrolle erniedrigt.

Experimentelle Induktion von Nekrosen und Gallen:

Die Blatter der Unterlagsrebsorten '‘Borner” und 'SO4° und die
Wurzeln der "'Borner” und der Ertragsrebsorte ‘Riesling” wurden mit
verschiedenen Konzentrationen von |IES, Aminosauren ( L-Tryptophan, L-
Glutaminsaure, L-Lysin, Histidin und L-Valin ), Aminosaurengemisch und

IES + Aminosaurengemisch ( Tabelle 1) behandelt.

3.4.1 Behandlungen mit IES:

Nach 24 Stunden starben die Applikationsstellen sowohl bei "Borner’
als auch bei 'SO4" ab, wobei nur bei ‘Borner” diese Stellen durch die
Einlagerung phenolischer Substanzen begrenzt wurden(vgl. Abb.36e, f
und Abb. 36a, b).

Nach 15 Tagen wurde beobachtet, dal? die Halfte der Blatter der
Unterlagsrebsorte 'SO4" , die mit IES behandelt wurde, ein verandertes
Wuchsverhalten aufgezeigt hat. Wahrend es bei "SO4" in der Umgebung
der Applikationsstelle zu verstarktem Streckungswachstum kam, konnte
auf der mit dest. H,O behandelten Blatthalfte kein verandertes Wachstum
festgestellt werden. Bei "Boérner’ gibt es weder auf der mit IES
behandelten, noch auf der Kontroll-Blattseite Wachstumsveranderungen
(Abb.37a und b).
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Abb. 35: Polyphenolanalytik von Wurzeln der Unterlagsrebsorte "Borner” mittels
HPLC, Kontrolle (oben), Wurzenekrosen (unten). 1: Procyanidin-
Glykosid-Peak, 2 und 3: Procyanidin-Peak, 4: Ellagsaure-Peak.
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3.4.2

3.4.3

Bei der Wurzelbehandelungen mit IES verursachten alle
Konzentrationen Schwellungen in der Umgebung der Applikationsstelle
der Ertragsrebsorte "Riesling” , wahrend es bei den Wurzeln der 'Boérner’
in der Umgebung der Applikationsstelle nur zur Braunfarbung kam
(Abb.37c und d).

Behandlungen mit Aminosauren und Aminosarengemisch:

Alle  Konzentrationen von Aminosauren und auch von
Aminosaurengemisch konnten bei keiner Rebsorte ( Blatter und Wurzeln)

eine Reaktion hervorrufen.

Behandlungen mit IES in Aminosauren und in

Aminosaurengemisch:

Bei den Blattern und den Wurzeln der Unterlagsrebsorte "Borner’
gibt es keine Unterschiede zwischen diesen Behandlungen und den
Behandlungen nur mit IES. Auf der anderen Seite wurde beobachtet, daf}
die Applikationsstelle der Blatter der Unterlagsrebsorte "SO4" bei 0,05%
IES in 0,1% Aminosaurengemisch anschwoll (Abb. 38 a). Im
Blattquerschnitt (Abb. 38b) ist zu sehen, dal® sich die Zellen an der
Applikationsstelle starker als bei der Kontrolle teilten und streckten (Abb.
38 c).

Es wurde beobachtet, da® Blatt- und Wurzel-Verwundungen der
anfalligen Rebsorten (z. B. 'SO4° und ‘'Riesling’) und resistenten
Rebsorten (z. B. 'Bérner’) keine Blattgallen, Nodositaten oder Blatt- und
Wurzel-Nekrosen verursachen. Abb. 36¢ zeigt eine Ubersichts-Aufnahme
der Blattwunde ca. 2 Tage nach der Behandlung, und Abb. 36d zeigt

einen Blattquerschnitt an dieser Stelle.
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Abb. 36

: Blatter, zwei Tage nach der Behandlung mit 0,1% IES. a: Ubersichts-

Aufnahme einer |IES-Applikationszone der  Unterlagsrebsorte
'SO4°(Detail s. Abb. 35b). b: Lichtmikroskopische Aufnahme vom
Blattquerschnitt in der Applikationszone. c: Ubersichts-Aufnahme der
Applikationszone (nur mit dest. Wasser) der Unterlagsrebsorte
‘Bérner’(Detail s. 35d). d: Lichtmikroskopische Aufnahme vom
Blattquerschnitt in der Applikationszone. e: Ubersichts-Aufnahme einer
IES-Applikationszone der Unterlagsrebsorte ‘Bdrner’(Detail s. Abb.
35f). f: : Lichtmikroskopische Aufnahme vom Blattquerschnitt in der
Applikationszone. ApZ = Applikationszone, Ph = Phenole.
(Balkenlangen: a =1 mm, cund e = 0,5 mm, b, d und f = 50 ym).
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Abb. 37: Behandlung von Blatter der Unterlagsrebsorten "SO4" (a) und 'Borner’
(b) und von Wurzeln der Ertragsrebsorte ‘Riesling” (c) und der
Unterlagsrebsorte 'Borner” (d). a und b: die rechte Blatthalfte wurde mit
0,1% IES und die linke Blatthalfte nur mit dest. Wasser behandelt (nach
15 Tagen). c und d: nach 3 Tagen.
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Abb. 38: Blatter der Unterlagsrebsorte "SO4°, acht Tage nach der
Behandlung mit 0,1% Aminosdurengemisch in 0,5% IES. A:
Ubersichts-Aufnahme der Applikationszone (ApZ), Detail s.
Abb.  37b. b: Lichtmikroskopische = Aufnahme von
Blattquerschnitt in der Applikationszone. c: Kontrolle. OE =
obere Epidermis, PG = Palisadengewebe, SchG =
Schwammgewebe, UE = untere Epidermis. (Balkenlangen: a =
1 mm, bund c =100 pm).
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4, Diskussion:

41 Vorbemerkungen:

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, greifen die Reblause sowonhl
die Wurzeln als auch die Blatter an. Anfallige Rebsorten reagieren auf den Reblaus-
Einstich mit der Bildung von Wurzelgallen (Nodositaten und Tuberositaten) und
Blattgallen. Als Folge davon vermehren und verbreiten sich die Reblause. Das flhrt
im Anfangsstadium zum Kimmerwuchs und spater zum Absterben der Rebe. Bei der
einzigen, in Deutschland verfugbaren, resistenten Unterlagsrebsorte ‘Borner” kommt
es nach einem Reblaus-Einstich zu einer Hypersensitivitatsreaktion (HR ist eine
Form des Zelltodes, die oft mit der Resistenz von Pflanzen gegentber Pathogenen in
Verbindung gebracht wird). Deren Mechanismus wurde in der vorliegenden Arbeit

untersucht.

4.2 Histologische und cytologische Beobachtungen:

4.2.1 Die Wurzeln:

4.2.2 Aseptische Kultur von Mikrostecklingen:

In aseptischen Kulturen von Mikrostecklingen konnte man keine
Wurzelnekrosen bei der Unterlagsrebsorte 'Borner” induzieren, weil die
Reblauslarven ohne offensichtliche Ursache frihzeitig abstarben. Die Frage bleibt
offen, warum die Reblauslarven unter gleichen Bedingungen nicht auch auf den
Wurzeln der Ertragsrebsorte "Riesling” abstarben, und dort Nodositaten verursachen.
Forneck et al (1996) stellten ebenfalls fest, da® die Wurzeln der Ertragsrebsorte
‘Riesling” in diesem System durch den Einstich von den Reblausen mit Nodositat-

Bildungen reagierten.
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4.2.3 Unsteriles Wurzel-Kultur-System:

Es ist uns gelungen, die Wurzelnekrosen bei ‘Bdorner” im unsterilen Wurzel-
Kultur-System zu induzieren. Dieses Kultur-System hat den Vorteil, dal} die Kulturen
einfach zu bearbeiten sind und die Wurzelstrukturen denen der Freiland- oder

Topfreben ahnlicher als im in vitro-System sind.

4.2.4 Wurzelnekrosen:

Es gibt zwei verschiedene Nekrosetypen auf den Wurzeln der Unterlagsrebsorte
‘Borner” (Abb. 41, 42 und 43). Die jeweilige Typen der Nekrose hangen von dem
Alter des entsprechenden Wurzelabschnittes zum Zeitpunkt des Einstiches ab. Die
Wurzelnekrosen vom Typ | entwickelte sich in wenig differenzierten Wurzelgeweben.
Nach ca. 5 Stunden plasmolysierten die Zellen im Einstichbereich. Danach wurden
phenolische Substanzen in die plasmolysierten Zellen eingelagert. Etwa 12 — 24

Stunden nach dem Reblaus-Einstich starben alle Zellen im Einstichbereich ab.

Bei Wourzelnekrose vom Typ |l stechen die Reblause stets an der
Streckungszone der Wurzeln der Unterlagsrebsorte "Boérner” ein. Sopp (1993)
beobachtete, dall die Nematoden (Xiphinema index) auch immer an der
Streckungszone der Wurzeln der Unterlagsrebsorte "Borner” einstechen. Die
angestochene Zelle hatte eine konkave Form, weil sie ihren Turgor-Druck durch das
Saugen der Reblaus verliert hat, und von den unter normalen Turgor-Druck
stehenden Nachbarzellen eingedriickt wurde. Ebenso erschient die angestochene
Zelle im mikroskopischen Bild transparenter, weil sich das Cytoplasma, der
Reblausspeichel und der Vakuoleninhalt vermischt haben . Die Reblausriusselspitze
zerstorte die  Zellwande, Plasmamembranen und  Cytoplasmen  der
durchgestochenen Zellen und der angestochene Zelle. Als Folge davon starben
diese Zellen ab und bildeten einen Einstichkanal. Der Einstichkanal war umgebenen
von mehreren Schichten cytoplasmareicher Zellen. Die Ruckbildung der Vakuolen in
diesen Zellen ist das erste Anzeichnen fur eine Reaktion des Gewebes auf den
Reblaus-Angriff. Etwa 12 Stunden nach dem Reblaus-Einstich plasmolysierten die

Zellen, die sich den cytoplasmareichen Zellen der Umgebung der Einstichstelle
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anschlielen. Gleichzeitig starb eine Zellreihe in der unmittelbaren Umgebung der
angestochene Zelle ab. An der inneren Kernmembran der plasmolysierten Zellen
traten Blasen (blebbing) auf. Die Bildung von Blasen an Kernmembranen wurden
auch unter der Einwirkung von Pilzinfektionen an Gerstenblattern (Hordeum vulgare)
beobachtet (Heller et al 1990). Der Nucleolus der plasmolysierten Zellen
fragmentiert.  Nucleolusfragmentierung wurde in der Nahe von Verwundungen
(Ziegler 1955), unter Einwirkung von Aflatoxinen (Crisan 1973) und in Heterodera —
Gallen, (Ubersicht bei Fink 1999) beobachtet. Die Cytoplasmen und Kernplasmen
dieser Zellen waren granulés. Veranderungen der Kernmembranen, des
Kernplasmas , der Nucleoli und des Cytoplasmas, die im Zusammenhang mit der
Wurzelnekrose auftreten, entsprechenden den typischen Symptomen, die beim PCD
(programmed cell death) auftreten. Aber aus den eigenen Untersuchungen sowie
aus der Literatur ergeben sich keine Hinweise auf die entsprechenden Signalketten

bei den Pflanzen.

Nach ca. 24 Stunden begannen sich oxidierte phenolischen Substanzen in
plasmolysierte Zellen einzulagern, und die betroffenen Zellen starben ab. Aulierhalb
dieses Bereiches, in dem angrenzenden gesunden Gewebe, kam es im
Kontaktbereich zur Verdickung der Zellwande, und sie erschienen elektronendichter,
weil diese Zellwande verkorkten (histochemischer Nachweis s. S. 78). Die
Plasmodesmata wurden abgeschlossen. Diese wurde in der Umgebung von
Verwundungen bei Pfirsich (Biggs & Stobbs 1986) und nach der Behandlung mit
Abscisinsaure (Ubersicht bei Fink 1999) und nach der Infektion durch verschiedene
Pathogene ( Ubersicht bei Fink 1999) beobachtet. Die degenerierten Zellen und
verkorkten Zellwande isolierten die Einstichstelle und nach 2-5 Tagen starben alle
Zellen im Nekrosebereich ab, weil die Wasser- und Nahrstoffversorgung durch

gesunde Gewebe verhindert wurde.

Es gibt eine Korrelation sowohl zwischen der Grélke als auch der
Entwicklungszeit der Wurzelnekrose vom Typ Il und ihrer Position im Bereich der
Streckungszone der Wurzel zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches. D. h., je alter der
angestochene Wurzelbereich war, desto grof3er waren Ausmalfd und Entwicklungszeit
der gebildeten Nekrose. Dies gilt auch fur die Wurzelnekrose vom Typ |. Daraus geht

hervor, dall die Geschwindigkeit der Abwehrreaktion von Wurzeln der
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Unterlagsrebsorte "Borner” gegeniber dem Reblausangriff vom Ausmal} der

Gewebedifferenzierung abhangt.

Die Wurzeln der anfalligen Rebsorte (z. B. "Riesling’) reagierten sowohl an der
Streckungs- als auch an der Calyptrazone auf den Reblaus-Einstich mit Nodositat-
Bildungen. Wenn die Nodositaten an der Calyptrazone entwickelt wurden, konnten
die Wurzeln nicht weiterwachsen. Es ist madglich, dal® die Integritat des
Wurzelvegatationspunkts durch den Reblaus-Einstich gestort wird. Im Gegensatz zur
Ertragsrebsorte "Riesling” haben die Reblause auf den Wurzeln der
Unterlagsrebsorte "Borner” keine Eier abgelegt. Das deutet darauf hin, dal} sich die

Reblause auf den Wurzeln von "Borner” nicht ausreichend ernahren konnten.

4.2.2 Die Blatter:

4221 Aseptische Kultur von Mikrostecklingen:

In aseptischer Kultur von Mikrostecklingen (s. 2.3.1) konnte man keine
Blattnekrosen bei ‘Borner” induzieren. Die Reblauslarven schllpften zwar nach ca.
einer Woche, starben aber dann innerhalb eines Tages ohne offensichtliche Ursache
ab. Im Gegensatz dazu stachen die Reblauslarven an den Blatter der

Unterlagsrebsorte "SO4" ein und verursachten Blattgallen.

4.2.2.2 Topfreben:
4.2.2.2.1 Blattnekrosen:

Die jungen Blatter der Unterlagsrebsorte "Borner” reagierten auf den Reblaus-
Einstich mit Nekrosebildungen. Je nach dem Ausmal} der Gewebedifferenzierung
gibt es zwei Typen von Blattnekrosen. Die Blattnekrosen vom Typ | traten an sehr
jungen Blattern (noch nicht entfaltet) auf. Die Blattnekrosen vom Typ Il traten an
gerade entfalteten Blattern (1 bis 3 Blatt von oben) auf. Von Becker und Brickbauer
(1955) und Niklowitz (1955) wurde uber die Bildung von Blattnekrosen bei Vitis
rupestris Ganzin und V. riparia berichtet. Eine Differenzierung verschiedene

Nekrosetypen erfolgt durch die Autoren jedoch nicht.

Bei Blattnekrosen vom Typ | stachen die Reblause ihre Russelspitze in der

Nahe von jungem Leitgewebe in die zweite oder dritte Zellschicht ein. Danach
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streckten sich die Zellen im Einstichbereich. Infolgedessen verdickte sich die
Einstichstelle. Dann wurden Phenole in diese Zellen eingelagert. Etwa 12 — 24
Stunden spater starben diese Zellen ab, und bildeten eine Blattnekrose vom Typ | (s.
Abb. 40, 42). Es ist moglich, dal® die jungen Blattgewebe genau wie bei Wurzlspitzen
eine rasche HR dagegen entwickeln. Ahnliche Veranderungen wurden im
Anfangsstadium der Entwicklung von Blattgallen zwar auch bei anfalligen Rebsorten
beobachtet, die Zellen im Einstichbereich starben aber nicht ab, und die Blattgalle
entwickelte sich weiter (Sterling 1952, Becker und Bruckbauer, 1955, Niklowitz,
1955, Hofmann, 1957).

Bei Blattnekrosen vom Typ Il stachen die Reblause ihre Russelspitze bei den
gerade entfalteten Blattern in der Nahe von Adern durch eine oder zwischen zwei
oberen Epidermiszellen in Palisadenzellen oder in die erste Zellreihe des
Schwammgewebes ein. Eventuell ist der Gehalt von Wasser und Nahrstoffen in
Zellen nahe den Leitbundeln hoher, und damit eine bessere Reblausernahrung
moglich. Diese Beobachtung wurde auch bei der Entwicklung der Blattgallen der
anfalligen Rebsorten beobachtet (Sterling 1952, Becker und Brluckbauer, 1955,
Niklowitz, 1955, Hofmann, 1957). Danach wurde das Zellwachstum der Zellen im
Einstichbereich aktiviert. Als Folge davon verdickte sich die Einstichstelle. Diese
Veranderungen waren zwar identisch mit den Anfangsstadium der Entwicklung von
Blattnekrosen des Typs | (s. 0.), die Zellen im Einstichbereich starben aber nicht wie
bei anfalligen Rebsorten ab, und die Blattgalle entwickelte sich weiter. Je nachdem
Ausmal der Differenzierung des Blattgewebes gibt es zwei Moglichkeiten: 1. Wenn
die entfalteten Blatter sehr jung (erstes Blatt von oben) waren, wurden phenolische
Substanzen in die gesunden Zellen in der unmittelbaren Umgebung dieses
Bereiches eingelagert und diese starben ab. Infolgedessen starben alle Zellen im
Einstichbereich ab, weil die Wasser- und Nahrstoffeversorgung aus dem gesunden
Gewebe unterbrochen wurde (s. Abb. 43). 2. Wenn die Blatter alter (2.-3. Blatt von
oben) waren, wurde das Wachstum der Zellen im Einstichbereich nur gehemmt, und
diese bildeten eine sogenannte Hemmungszone (Becker und Brickbauer 1955).
Gleichzeitig wurde das Wachstum der Zellen in der unmittelbaren Umgebung der
Hemmungszone aktiviert ( genau wie bei der Entwicklung von Blattgallen von
anfalligen Rebsorten, s. Einleitung). Es wurde beobachtet, dal} die Zellen im

Einstichbereich (Hemmungszone) abnormal gestreckte Chloroplasten enthielten. Die
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Kerne dieser Zellen erschienen deformiert und fragmentiert. Das Cytoplasma war
elektronendichter und enthielt mehrere kleine Vakuolen. Zellwande degenerierten
teilweise und verdickten teilweise. Es ist maglich, dal3 die Konzentration des
Reblausspeichels in den Zellen im Einstichbereich nach dem Reblaus-Einstich nach
und nach erhoéht wurde, und diese erhdhte Speichelkonzentrationen fur diese
cytologischen Veranderungen und die Wachstums-Hemmung verantwortlich waren.
Aus der Literatur ergeben sich keine Hinweise, ob diese cytologischen
Veranderungen auch im Einstichbereich nach dem Reblaus-Einstich bei anfalligen
Rebsorten (z. B. 'SO4°) induziert wurden. Kernfragmentierung wurde nach
Verwundung und der Behandelung mit Toxinen, chemischen Mutagenen und
Strahlung beobachtet (Ubersicht bei Fink 1999). Kern-Deformierung (multilobed)
wurde nach dem Einstich der Nematode Cryphodera utahensis an Rosa sp.
nachgewiesen (Mundo-Ocampo und Baldwin, 1984). Chloroplasten-Deformierung
wurde auch nach dem Befall durch verschiedene Pathogene und wahrend der
Alterung-Vorgénge ( natural leaf senescence processes) beobachtet (Ubersicht bei
Fink 1999). Uber Zellwand-Degenerierung und -Verdickung im Einstichbereich der
Nematoden Nacobbus batatiformis wurde auch bei Wurzeln der Zuckerribe berichtet
(Ubersicht bei Dropkin 1969).

Einige der Zellen zwischen Hemmungszone und aktivierten Zellen streckten
sich, enthielten elektronendichten Niederschlag und verdickten ihre Zellwande. Es
erscheint moglich, dal} diese Zellen sowohl den Transport von Komponenten des
Reblausspeichels vom Einstichbereich (Hemmungszone) zu den benachbarten
Geweben als auch die Wasser- und Nahrstoffe-Versorgung zum Einstichbereich
behindern kénnten. Deshalb bleiben die Blattgallen von "Boérner” klein (s. u.),
ebenfalls konnten die Reblause sich nicht ausreichend ernahren. Durch die Teilung
und die Streckung der Zellen in der Umgebung der Hemmungszone wurde eine
kleine Blattgalle ausgebildet. Diese Blattgalle und die Blattgalle bei anfalligen
Rebsorten sind ahnlich (s. Einleitung). Auerhalb der aktivierten Zellen, in den
angrenzenden gesunden Geweben, kam es gleichzeitig im Kontaktbereich zur
Plasmolysierung der Zellen. Danach wurden phenolische Substanzen in dieser
Zellen eingelagert, und sie starben ab. Infolgedessen wurden die Wasser- und
Nahrstoffe-Versorgung zum Gallbereich verhindert. Das hatte zur Folge, dal alle

Zellen im Einstichbereich ca. 2 bis 20 Tage nach dem Reblaus-Einstich abstarben
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und sich Blattnekrosen vom Typ Il bildeten. Aulierhalb dieses Nekrosebereiches, im
angrenzenden gesunden Gewebe, kam es im Kontaktbereich zur Verdickung der
Zellwande, und diese erschienen elektronendichter, weil sie lignifizieren

(Histochemischer Nachweis s. S. 78).

Grofle und Entwicklungszeit der Blattnekrosen vom Typ Il hingen auch vom
Alter des Blattes zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches ab. D. h., je alter die Blatter
waren, desto grof3er waren Ausmald und Entwicklungszeit der gebildeten Nekrose.
Dies galt auch fur die Blattnekrosen vom Typ |. Daraus geht hervor, dal} die
Geschwindigkeit der Abwehrreaktion auch von Blattern der Unterlagsrebsorte
‘Borner” gegenuber dem Reblausangriff vom Ausmaly der Gewebedifferenzierung
abhangt. Becker und Brickbauer (1955) und Niklowitz (1955 ) zeigten, dall die
Zellen im Einstichbereich bei Vitis rupestris Ganzin und V. riparia nach dem
Reblaus-Einsich abstarben und eine Nekrose ausgebildet wurde. Danach begann
eine sekundare Phase mit Zellvermehrung in der Umgebung der nekrotischen
Zellen. Dieses Wundmeristem verkapselte den Nekrosenbereich , um ihn vom
ubrigen gesunde Gewebe zu isolieren. Durch diesen nekrogenen Vorgang wurden
also immer wieder neue Zellen in den Bereich der Nekrosenflecke mit einbezogen,
und der Nekrosebereich gewinnt immer mehr an Grofe. Diese Beobachtungen
konnten wir in unseren Untersuchungen nicht bestatigen. Die Grol3e der

ausgebildeten Nekrosen sind hier konstant geblieben.

Es wurde beobachtet, daly im Freiland haufig abgestorbene Reblauslarven auf
den Blattnekrosen von ‘Boérner’ zu finden sind. Es ist madglich, dall die
Reblauslarven verhungerten, weil alle Zellen im Einstichbereich abstarben, und /
oder sie durch phenolische Substanzen vergiftet wurden. Beckman (2000) zeigte,
dald phenolische Substanzen als Toxine oder Repellents gegen Insekten wirken

konnen.

Nekrotische Abwehrreaktionen wurden auch von anderen Pathogen - Pflanzen -
Systemen nachgewiesen. Die resistenten Pflanzen reagieren auf Viren, Bakterien,
Pilze, Nematoden oder parasitische Samenpflanzen mit Abwehreaktionen, d.h. die
Zellen im Infektionsbereich sterben ab, und verhindern die Verbereitung der
Pathogene ( Ubersicht bei Wohanka 1973, Tomiyama 1982, De Wit 1987, Sigee
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1993, Kombrink, Somssich 1995, Greenberg 1997 Heath 1998 Gilchrist 1998 und
Fink 1999, Lam et al 1999, und Beckman 2000).

Tomiyama (1982) hat die Hypersensitivitats-Reaktionen (HR) von Pflanzen
gegen Pilze in vier Klassen unterteilt (Abb.39): Klasse A: Der Pilz ( nicht-Pathogen)
bildet ein Haustorium und die Zellwand des Wirtes verbraunt. Die infizierte Zelle stirbt
nicht ab. Klasse B: Die infizierte Zelle stirbt friher als die benachbarten Zellen ab.
Klasse C: Die Zellen in der unmittelbaren Umgebung der infizierten Zelle (10-30%)
sterben friher ab als die infizierte Zelle. Klasse D: Die infizierte Zelle stirbt nur nach
dem Wachstum der Hyphen in den umgebenden Zellen ab. Die Intensitat der

Hypersensitivitats-Reaktionen sinkt von Klasse A zu Klasse D.
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Abb.39: Die Typen der Hypersensitivitat-Reaktionen gegen Pilze. Schattierung zeigt

abgestorbene Zellen, Erlauterung siehe Text (nach Tomiyama 1982).
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Die Nematoden (migratory root endoparasites nematods) stachen ihre Risselspitze
in die auleren Zellschichten des Rindengewebes ein, und ernahrten sich einige
Stunden vom Zellinhalt. Die angestochene Zelle verlort allerdings schnell ihren
Turgor-Druck und vergroRerte ihren Kern und starb ab. Danach versuchte die
Nematode in benachbarte Zelle erneut anzustechen. Als Folge der wiederholten
Einstiche in benachbarten Zellen und deren Absterben entstand eine Nekrose
(Townshend et al 1989, Castillo et al 1998 und Ubersicht bei Fink 1999). Nach dem
Befall der Pflanze Arabidopsis thaliana durch die Nematode Heterodera glycines
nekrotisierten die Zellen in der Umgebung der unmittelbar angestochenen Zelle
(Grundler, et al 1997). Einige resistente Pflanzen reagierten auf den Nematode-
Befall mit der Entwicklung von Riesen -Zellen. Diese Zellen enthalten
Nahrsubstanzen fur Nematoden. Etwa 3 bis 4 Tage nach dem Nematode-Einstich
begannen die Zellen in der Umgebung der Riesen-Zellen zu nekrotisieren (Ubersicht
bei Dropkin 1969 und bei Bell 1981). Die Wurzeln der resistenten Pfirsich-Sorte
‘Okinawa” reagierten auf den Nematodenangriff Meloidogyne javanica mit
Entwicklung von Riesen -Zellen. Etwa 8 bis 10 Tage nach dem Nematode-Einstich
begannen die Zellen in der Umgebung der Riesen-Zellen abzusterben. Als Folge
davon starben alle Zellen im Einstichbereich ab (Malo 1966). Diese HR von Pflanzen

gegenuber den Nematoden konnen in der Abbildung 40 dargestellt werden.

Bei ‘Borner” waren die Hypersensitivitats-Reaktionen bei den Wurzelnekrosen
und Blattnekrosen vom Typ | darin ahnlich, dal® die Zellen im Einstichbereich schnell
abstarben. Im Gegensatz dazu starben bei Nekrosen vom Typ Il 100% der Zellen im
unmittelbaren Einstichbereich, sowie einige Zellschichten ab, die nicht in
unmittelbarer Nachbarschaft zum Einstich liegen. Zwischen diesen 2 absterbenden
Bereichen liegende Zellschichten starben erst wesentlich spater ab. Dieser Fall stellt
eine andere Klasse der (HR) dar. Entwicklung der Nekrosen vom Typ Il bei "Borner’
(besonders an Blattern) und der Nekrosen bei Nematodenbefall (Abb. 41C) sind
ahnlich, weil Nahrgewebe als Folge des Reblausangriffes ausgebildet werden. Die
HR von Unterlagsrebsorte "Borner” gegentiber dem Reblausangriff kbnnen in Abb.

41 dargestellt werden.
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Abb. 40: HR-Typen gegenluber Nematoden. Schattierung zeigt abgestorbene Zellen.

Normale Zelle:|:| , Riesen-Zelle:

, Erlauterung siehe Text.

Es stellt sich die Frage, warum die Zellen im Umkreis der angestochenen Zelle

beim Nekrosentyp Il (Wurzeln und Blatter) am Leben geblieben sind, weiter entfernte

Zellen absterben. Wenn Pflanzen mit Pathogenen infiziert werden, gibt es zwei

Typen von Zelltod: 1. Hypersensitivitats-Reaktion (rapid hypersensitive responses),

als Folge der Resistenz der Pflanzen. Die Pathogene kénnen in diesem Fall nicht

wachsen, sich vermehren, und benachbarte Zellen infizieren. 2. Zelltod ist als Folge

der Krankheit. Die Pathogene konnen sich vermehren und benachbarte Zellen

infizieren.
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Abb. 41: HR-Typen der Unterlagsrebsorte ‘Bérner” gegenuber dem Reblausangriff.
Schattierung zeigt abgestorbene Zellen.
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Bezug zu 1. gibt es verschiedene Zelltod-Signale (z. B. Salizyl-Saure, "reactive
Oxygen species" (ROS), Hormon-Balance, Pathogensis - related - Gen, lonen-Level,
etc... ) ( Ubersicht bei Atkinson, 1993, Kombrink und Somssich, 1995, Greenberg,
1997, Lam et al, 1999 ). Denkbar ist z. B., dal® eine Signalkette als Folge des
Reblaus-Einstichs in Gang gesetzt wird. Eine solches Signal (0. Signalkette) kdnnte
maoglicherweise eine Rolle bei der Regulation der Resistenz-Genexpression gemaf
folgendem Schema (Abb. 42) spielen.

Signale (?)
Reblaus-Einstich (Bestandteile des Regulation der
Reblausspeichels, ?) —> Genexpression (?)

I '

Cvtologische Enzym-Aktivitat der
Ve?/énd(grun en Phenol-Synthese
9 (z. B. Po, PPO, PAL)
2 P> Zelltod (PCD) < 2 Phenole
v v
(nur die Zellen in der Umgebung Alle Zellen im
des Einstichbereiches) Einsticbereich
v v
Vankfrose" Unterbrechung der Wasser- VN?:':IC.’sel
om 1yp <4 und Nahrstoffversorgung om 1yp

Abb. 42: Ablauf der HR auf zellularem Niveau.

Dafur gibt es folgende Hinweise, die diese Hypothese unterstitzen: 1. wenn
resistente Pflanzen durch Pathogene infiziert werden, werden interzellulare Signale
induziert. Diese Signale aktivieren die entsprechenden Resistenz-Gene.
Infolgedessen werden verschiedene Substanzen (z. B. phenolische Substanzen
Phytoalexin, lytische Enzyme, etc...) synthetsiert. Diese kdnnen eine direkte oder

indirekte Rolle bei der Abwehrreaktion gegen die Pathogene spielen (Ubersicht bei
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Dixon und Harrison 1990, Nicholson, 1992, Atkinson 1993, und Greenberg, 1997).).
2. Es gibt eine offensichtliche Korrelation zwischen dem Zelltod (PCD) und der
Einlagerung phenolischer Substanzen (Ubersicht bei Kosuge 1969 und Beckman
2000). Insbesondere deren gute mikroskopische Erkennbarkeit nach Oxidatiern

macht sie geeignet als " Friherkennungsmerkmal " des PCD.

4.2.2.2.2 Blattgallen:

Die alteren Blatter der Unterlagsrebsorte 'Borner” (3. —-5. Blattebenen)
reagierten auf den Reblausangriff nicht mit Nekrosenbildungen, sondern mit
schwachen Gallbildungen. Die frihen Entwicklungsstadien von Blattgallen bei
‘Borner’ lief zwar genau wie bei der Entwicklung von Blattnekrosen vom Typ Il (s. 0.),
phenolische Substanzen wurden aber nicht intensiv in den Zellen zwischen den
Gallgeweben und den gesunden Blattgeweben ausgebildet, und die Galle
entwickelte sich weiter (Abb. 43). Die Blattgallen bei ‘Boérner” und bei anfalligen

Rebsorten (z. B. "SO47) sind ahnlich, aber es gibt einige Unterschiede :

1. Die Blattgallen an alteren Blattern von 'Borner” waren kleiner, wahrend die jungen
Blatter auf den Reblaus-Einstich nur mit Nekrosebildungen reagierten. Im
Gegensatz dazu traten grof3e Blattgallen bei anfalligen Rebsorten an jungen
Blatter auf, d. h. an Blattern, bei denen die Phase der Mitoseaktivitat noch nicht

beendet war.

N

Die Blattgallen der Unterlagsrebsorte '‘Borner” waren stets gedffnet, wahrend sie
sich bei den anfalligen Rebsorten schlieRen (vgl. Abb. 2, s. S. 4 und Abb. 43, s.
S. 80)

3. Die Blattgallen bei ‘Borner” enthielten keine Reblauseier. Es ist mdglich, daf sich
die Reblause nicht genug ernahren konnten. Im Gegensatz dazu enthielten die

Blattgallen bei anfalligen Rebsorten viele Reblauseier (s. Einleitung).

4. Im Gegensatz zu den Blattgallen der anfalligen Rebsorten (z. B. 'SO4") starben

die Zellen der Hemmungszone bei ‘Borner” nach ca. 5 Wochen ab (Abb. 42).
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An gestutzten Topfreben der Unterlagsrebsorten "Borner” und "SO4" konnten
die Reblauslarven weder Blattnekrosen noch Blattgallen verursachen. Bei der
Ubertragung des Reblausspeichels auf junge Blatter anfalliger Rebsorten reagierte
das Blattgewebe mit normalen Gallenbildungen. Altere Blatter vermochten (iberhaupt
nicht mehr mit einer Gallenbildung zu reagieren (Anders 1957). So ist es moglich,
dald die Reblauslarven nicht auf den alteren Blattern einstachen konnten, oder die
Reblauslarven auf diesen Blattern eingestochen konnten, aber die Blattgewebe nicht

mit der Bildung von Blattnekrosen oder Blattgallen reagiert konnten.

4.3 Histochemische Beobachtungen:

Wurzelnekrosen vom Typ Il wurden durch suberinisierte Zellwande begrenzt,
aber Blattnekrosen vom Typ Il wurden durch lignifizierte Zellwande begrenzt. Diese
Ergebnisse wurden durch elektronenmikroskopische Beobachtungen (Abb. 14, s. S.
35 und Abb. 25, s. S. 49) gestutzt.

Pilze, Bakterien, Viren, und Nematoden, die das Gewebe infizieren, sondern
Substanzen ab, welche die Wirtszellen anregt, suberinisierte und / oder lignifizierte
Gewebe zu bilden. Diese grenzt die infizierte Stelle von dem gesundem Gewebe ab
(Ubersicht bei Ride, 1979, Agrios, 1988, Kombrink und Somssich, 1995, Greenberg,
1997, Lucas, 1998, und Beckman, 2000). Suberinisierungen behindern den
Transport von Wasser und Nahrstoffen zum Einstichbereich. Es ist mdglich, dal® die
Zellwande in der Umgebung von Blattnekrosen nicht ausreichend genug suberinisiert

wurden, um Suberin cytologich nachzuweisen.
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4.4 Vergleich zwischen den Abwehrreaktionen der Wurzeln und

der Blatter der Unterlagsrebsorte "‘Borner’:

1. Die Wurzeln der Unterlagsrebsorte "Borner” reagierten auf den Einstich der
Reblause nur mit Nekrosenbildungen (Typ | und Il), die Blatter mit Nekrosen (Typ
[ und Il) und auch mit schwachen Gallbildungen.

2. Bei der Entwicklung der Blattnekrose Typ Il wurde Zellwachstum im
Einstichbereich aktiviert, nicht bei Wurzelnekrose Typ Il.

3. Die Wurzelnekrosen vom Typ Il entwickeln sich schneller als die Blattnekrosen

vom Typ Il

Somit ist das Abwehrpotential der Wurzeln hdher als das der Blatter einzustufen.
Abb. 43 stellt die verschiedenen Abwehrreaktionen sowohl von den Wurzeln als
auch von den Blattern der Unterlagsrebsorte 'Borner” dar (vgl. Abb. 2, s. S. 4
und Abb. 43, s. S. 80)

4.5 Biochemische Beobachtungen:

Enzym-Aktivitaten der Phenol-Synthese (z. B. Peroxidase, Polyphenoloxidase
und Phenylalanin-Amonium-Lyase) sind nach dem Reblausbefall der Wurzeln der

Unterlagsrebsorte "‘Borner’ erhoht.

Neben der Expression hydrolytischer Enzyme gibt es in der Pflanze weitere
Resistenzmechanismen, die aktiviert werden koénnen, darunter die Bildung
antimikrobiell wirkender phenolischer Substanzen und des Lignins. Pflanzen
produzieren wahrend ihres Wachstums viele verschiedene Phenolverbindungen.
Diese Phenolderivate bilden Pigmente zum Schutz vor UV-Strahlung und dienen
zum Aufbau der Zellwand (Halbrock und Griesbach 1979 und Beckman 2000). Einige
pflanzliche Phenolderivate, darunter Chinone, Cumarine und Phytoalexine besitzen
antimikrobielle Eigenschaften. Lignin dagegen ist indirekt an der Pathogenabwehr
beteiligt, in dem es die Pflanzenzellwand verstarkt. Die Lignifizierung kann daher als
weiterer Mechanismus zur Abwehr von Erregern gedeutet werden ( Srivastava 1987
und Barber et al 1989).
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Abb. 43: Vereinfachte Darstellung der Abwehrreaktionen von Blatter und Wurzeln
der Unterlagsrebsorte "Borner” gegen Reblause im zeitlichen Ablauf.
G = Blattgalle, h = Stunde, N | = Nekrose vom Typ I, N Il = Nekrose
vom Typ Il, W = Woche.
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Die Phenolverbindungen der hoéheren Pflanzen werden vor allem Uber den
Shikimatweg  synthetisiert. Die Synthese kann durch &ufere Einflisse wie
StreAfaktoren oder Hormone stimuliert werden ( Schneider-Miller 1991 und
Beckman 2000).

Das Schlisselenzym der Phenolsynthese ist die Phenylalanin-Ammoniumlyase
(PAL). Dieses Enzym bildet aus Phenylalanin durch oxidative Desaminierung
Zimtsaure, die das Ausgangssubstrat fur verschiedene Phenolderivate darstellt. An
der Synthese dieser Derivate sind unter anderem Peroxidase (PO) und
Polyphenoloxidase (PPO) beteiligt, wie in folgendem Schema (Abb. 44), beschrieben

wurde.

Shikimisaure

v

Phenylalanin

¢

Zimtsaure
——» Cumarine

3 Phenolcarbonsaure

—» Chinone

——p Flavone

L Lignin

Abb. 44: Einige an der Synthese von Phenolderivate beteiligte Enzyme ( nach
Schneider-Muller 1991 ).

Sopp (1993) stellte fest, da die Aktivitat der Enzyme PPO und PO bei
anfalligen und auch bei resistenten Unterlagsrebsorten nach Nematodenangriff
Xiphinema index signifikant erhoht ist. Die hochste Enzymaktivitdt konnte in den von

X. index parasitierten Wurzeln der Rebsorte 'Borner” nachgewiesen werden. Es
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wurde festgestellt, dal® die Bildung der an der Phenolderivatproduktion beteiligten
Enzyme, darunter PAL , PPO und PO nach Infektion induziert wird (Ubersicht bei
Kosuge, 1969, Grzelinska und Sierakowaska, 1975, Vegetti, et al. 1975, Weststeijn,
1976 und Mark Lagrimini und Rothstein 1987).

Man stellte fest, dal® die Peroxidase-Aktivitat im Wundgewebe von Kartoffel-
Knollen und von Paprikablattern generell erhoht war (Espelie, et al 1986 und Dia'z
und Merino 1997). Die Peroxidase-Aktivitat wurde nach Befall von Tomatenpflanzen
durch Nematoden Meloidogyne incognita (Zacheo, et al 1982) und Tabak durch
Verwundung und TMV (tobacco mosaic virus), (Weststeijn 1976 und Mark Lagrimini
und Rothstein  1987) erhoht. Untersuchungen der Peroxidase und
Polyphenoloxidaseaktivitat in verhaltnismaRig resistenten und empfindlichen
Brassica juncea Sorten zu aufeinanderer folgenden Terminen nach einer Inokulation
mit verschiedenen Macrophomina phaseolina —Isolaten zeigten, dal® die Aktivitat
dieser Enzyme in befallenem Gewebe hoher als die in gesundem Gewebe war.
Kortekamp und Zyprian (1998) haben festgestellt, dall Plasmoparainfektion bei
resistenten Rebsorten die Peroxidase-Aktivitat steigert. Diese
Untersuchungsergebnisse deuten auf eine mogliche Rolle dieser oxidierenden

Enzyme in der Resistenz gegenuber Krankheiten hin (Srivastava 1987).

Der Gehalt an lI6slichen Proteinen war nach dem Befall der Wurzeln der
Unterlagsrebsorte 'Borner’ durch Reblause erhdht. Pflanzen reagierten auf einen
Befall durch Pathogene haufig mit der Neubildung von speziellen Proteinen, den
sogenannten , Pathogenesis-related-Proteins® oder PR-Proteinen , (Pierpoint et al.
1981, Schneider-Miller 1991,Kombrink und Somssich 1995 und Ubersicht bei Fink
1999). Ohashi und Matsuoka (1987) stellte fest, dall PR-Proteine durch Befall von
TMV und die Behandlung mit IES induziert wurden.

Procyanidine waren nach dem Befall der Wurzeln der Unterlagsrebsorte
‘Boérner” durch Reblause erhdht. Im Gegensatz dazu waren Procyanidin-Glykosid
und Ellagsaure erniedrigt. Diese Phenole wurden wahrend der Probenaufbereitung
offensichtlich nicht oxidiert. Es ware moglich, da® auch andere Phenole induziert
wurden, diese aber wahrend der Probenaufbereitung oxidieren und damit nicht

nachweisbar waren. Habermann (2000) stellte fest, dal® der Procyanidin- und
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Tannin-Gehalt der Nadeln bei der europischen  Larche Larix decidua Mill. und
japanische Larche L. leptolepis Gord. durch den Befall von Coleophora laricella Hbn.
erhoht sind, jedoch Protein-Aminosaurengehalt erniedrigt ist. Als Folge davon
verschlechtert sich die Verdaubarkeit der Nadeln und das Populations -Wachstum
des Schadlings nimmt ab. Es ware denkbar, da} die erhdhte Konzentration von
Procyanidinen nach dem Reblausangriff eine Rolle beim Verhungern oder Vergiftung

der Reblause spielen konnte.

Bei den Blattern besteht in den 5 Blattebenen der Rebsorten "Bérner’, S04’
und ‘Riesling” keine  Korrelation  zwischen dem  Basis-Gehalt an
Gesamtphenolverbindungen und der Reblausresistenz. Diese Beobachtung wurde

auch von Henke (1958) an anderen anfalligen Rebsorten gemacht.

4.6 Experimentelle Induktion von Nekrosen und Gallen:

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, enthalt der Reblausspeichel
verschiedene Aminosauren und Amide (Schaller1960). Ebenso wurde festgestellt,
dal der Aphidenspeichel verschiedene Aminosauren und IES enthalt. Einige
phytopathogene Bakterien produzieren ebenfalls IES im Kulturmedium, (Audus
1965).

IES-Behandlungen verursachte an Blattern von "SO4° und Wurzeln von
‘Riesling” Wachstumsveranderung an der Applikationsstelle. Diese
Wachstumsveranderung erfolgte durch Zellstwachstum. Anders (1958) und Schaller
(1966) stellten fest, dald IES-Behandlung an Blattern und Wurzeln von anfalligen
Rebsorten (V. rupestris Geisenheim 187, V. riparia Geisenheim 181, V. riparia X V.
rupestris M. G. 101. M. ) Gallen induziert. Der Speichel der Aphidenarten, die starke
Gallenbildung verursachten, enthielt mehr IES als der Speichel der Arten, die
schwache Gallenbildung verursachen (Schaller, 1968). Die Infektion an Stengeln der
Taubenerbse Cajanus cajan (L.) Huth mit Phytophthora drechsleri f. Sp. cajani und
die Behandlung mit IES verursachten Gallbildungen. Die Gallen an naturlich
infizierten Stengeln waren grof3er als an kinstlich inokulierten Stengeln (Chauhan, et
al. 2000). Das deutet darauf hin, dal® IES eine direkte oder indirekte Rolle bei der

Induktion und Gallenentwicklung spielt.
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Im Gegensatz dazu wurde das Wachstum der Blatter und der Wurzeln der
Unterlagsrebsorte "'Borner” an der IES-Applikationsstelle nicht verandert.
Phenolische Substanzen wurden Intensiv in der Umgebung der Applikationsstelle
eingelagert. Das deutet darauf hin, dall IES bei 'Borner” die Phenol-Synthese
stimuliert. Goldacre (1960) hat die Korrelation zwischen Peroxidase und IES nach

folgendem Schema beschrieben:

Peroxidase

IES + H,O» _— > P4 P+ = Produkt 1
Oxidase

Pi+ O ——— » P, + H)O, P, = Produkt 2

Grzelinska und Sierakowska (1975) und Grambow und Langenbeck-Schwich
(1983) fanden, dald Peroxidase und phenolische Substanzen IES zu Indol-3-
methanol und Methylenoxiindol umsetzen. Es wurde festgestellt, dal’ eine Korrelation
zwischen PPO-Aktivitat und IES-Synthese besteht, d. h. je hoher die PPO-Aktivitat
ist, desto hoher ist die |IES-Synthese aus Tryptophan (Gordoon und Paleg 1961,
Mace und Solit 1966 und Matta und Gentile 1968). Ebenso gibt es eine Beziehung
zwischen IES wund phenolischen Substanzen. Monophenolische Substanzen
verringern die IES-Aktivitat, aber polyphenolische Substanzen erhéhen sie (Ubersicht
bei Miles 1989). In der Pflanze steigert IES die Phenolsynthese , und phenolische
Substanzen erhéhen wiederum den Gehalt an IES mittels der Hemmung der IES-
Oxidase ( Kosuge 1969 und Ubersicht bei Fink 1999 ). Ebenfalls gibt es eine
Korrelation zwischen IES und der Resistenz von Pflanzen gegenuber verschiedenen
Pathogenen. Die Behandlung von Mais mit IES steigert ihre Resistenz gegen
Helminthosporium (Hoffmann und Zscheile 1973 und Ubersicht bei Bell 1981). Deng
et al (1995) stellten fest, dall wenigsten 2 Gene der Auxin-Synthese und -
Regulierung , namlich tms1 und 6b, fur die Induktion von Nekrosen in Weinreben

gegen Agrobacterium tumefaciens verantwortlich sind.
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Aminosauren oder Aminosaurengemisch konnten weder bei den anfalligen
Rebsorten ( Blatter der 'SO4° und Wurzeln der ‘Riesling”) noch bei der
Unterlagsrebsorte "Borner” Reaktionen hervorrufen. Dies deutet darauf hin, da® die
Behandlungen nur mit Aminosauren oder Aminosaurengemisch keine Rolle bei den
Gallenbildungen (anfalligen Rebsorten) oder bei den Nekrosebildungen (z. B.

‘Bérner’) spielen.

Wir konnten besonders bei '‘Borner’ keine Unterschiede zwischen den
Behandlungen nur mit IES und den Behandlungen mit IES + einzelne Aminosauren
oder IES + Aminosaurengemisch feststellen. Daraus geht hervor, da® Aminosauren
oder ein  Aminosaurengemisch  wahrscheinlich  keine Rolle bei den
Nekrosenbildungen spielen. Auf der andere Seite verursacht die Behandlung mit
0,05% IES in 0,1% Aminosaurengemisch eine Schwellung (keine richtige Blattgalle)
an der Applikationsstelle der Blatter der Rebsorte "SO4°. Im Gegensatz dazu haben
Anders (1958) und Schaller (1966) festgestellt, dal3 diese Konzentrationen vom
Aminosaurengemisch oder von einzelnen Aminosauren richtige Gallen (Blattgallen

und Nodositaten) bei anfalligen Rebsorten hervorrufen.

Die benutzenden Konzentrationen von IES, einzelnen Aminosauren und
Aminosaurengemischen sind unphysiologische Behandlungen, weil sie sehr hoch
sind. Diese Konzentrationen wurden in der Literatur beschrieben (Anders,1958 und
Schaller, 1966). Es ist allerdings unbekannt, wieviel dieser Stoffe in die Gewebe bzw.

Zellen gelangen und damit biolgisch aktiv sind.

Es wurde beobachtet, dal} die Blatt- und Wurzel-Verwundungen der anfalligen
Rebsorten (z. B. 'SO4’und "Riesling”) und der resistenten Rebsorten (z. B. ‘Borner’)
keine Gall- oder Nekrose-Bildungen verursachen. Anders (1957) stellte fest, dal}
anfillige Rebsorten bei der Ubertragung des Reblausspeichels auf junge
Wurzelspitzen oder junge Blatter ohne Verwundung mit Nodositaten- oder
Blattgallen-Bildungen reagieren. Daraus kann man schlieen, dald Gallen bei
anfalligen Rebsorten und Nekrosen bei resistenten Rebsorten nicht mechanisch

sondern chemisch induziert werden.
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Abschlie®end ergibt sich aus den vorliegenden Untersuchungen, dal} die
Geschwindigkeit der Abwehrreaktion der Unterlagsrebsorte ‘Borner” gegenuber dem
Reblausangriff vom Ausmall der Gewebedifferenzierung abhangt. Es st
wahrscheinlich, dass IES eine direkte oder indirekte Rolle bei der HR-Entwicklung
spielt. Daraus geht hervor, da® die Abwehrreaktion der Unterlagsrebsorte "Borner’
gegenuber dem Reblausangriff von mehr als einem Gen abhangt bzw. reguliert wird.
Die Unterlagsrebsorte "Borner” durfte fur die Praxis von gro3em Interesse sein, da
sie auller den oben genannten Eigenschaften zusatzlich eine gute weinbauliche
Eignung aufweist. Die Sorte ist seit der EG-Klassifizierung im Jahr 1991 zum Anbau
zugelassen. Insbesondere im Rahmen des integrierten Pflanzenschutzes und des
umweltschonenden Weinbaues hat die Verwendung der Unterlagen-Neuzuchtung
‘Borner” als indirekte MalRnahme zur Bekampfung der Reblaus beigetragen. Es
bleibt weiteren Forschungen vorbehalten, diese Gene und Signale zu identifizieren,

um dieses Wissen gezielt in der Zuchtung einsetzen zu kdnnen.
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5. Zusammenfassung:

Der Resistenzmechanismus der Unterlagsrebsorte "Boérner” (Vitis riparia x V.
cinerea) gegenuber dem Reblausangriff Daktulosphaira vitifoliae (Fitch) wurde im in
vitro, im Gewachshaus und im Freiland histologisch, cytologisch, histochemisch und
biochemisch untersucht. Ein unsteriles Wurzel-Kultur-System wurde entwickelt, um
die Abwehrreaktionen im Detail zu beobachtet. Die Wurzeln reagierten auf den
Einstich der Reblaus mit Nekrosebildungen. Es gibt zwei verschiedene
Wurzelnekrosetypen. Das hangt von dem Alter des entsprechenden
Wourzelabschnittes zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches ab. Der erste
Wurzelnekrosetyp (Typ |) entwickelte sich auf weniger differenzierten
Wurzelgeweben. Etwa 5 Stunden nach dem Reblaus-Einstich farbte sich das
Gewebe um die Einstichstelle im Durchmesser von ca. 0,5 mm braun. Etwa 12 - 24
Stunden nach dem Reblaus-Einstich starben diese Zellen ab und bildeten

Wurzelnekrose Typ I.

Der zweiten Wurzelnekrosetyp (Typ Il) entwickelte sich auf mehr differenzierten
Wurzelgeweben. Die Reblause stachen stets in die Streckungszone ein. Etwa 12
Stunden nach dem Reblaus-Einstich entwickelte sich eine begrenzte ringformige
Braunfarbung um die Einstichstelle. Die Zellen im braungefahrbten Ring
plasmolysieren. Nach ca. 24 Stunden begannen sich phenolische Substanzen in
diese Zellen einzulagern. Wahrend in der unmittelbaren Umgebung der Einstichstelle
die Zellen am Leben geblieben sind, kam es der daran angrenzenden Zone, von
aullen nach innen fortschreitend, zum Absterben der Zellen. Aullerhalb dieses
Bereiches, in der angrenzenden gesunden Geweben, kam es im Kontaktbereich zur
Verdickung der Zellwande, diese suberinisierten und erschienen elektronendichter.
Zwei bis funf Tage nach dem Reblaus-Einstich starben alle Zellen im Einstichbereich

ab, und bildeten Wurzelnekrose Typ II.
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Die Abwehrreaktionen von Blattern der Unterlagsrebsorte "‘Borner” gegenlber
dem Reblausangriff wurden an intakten Pflanzen untersucht. Die Blatter der
Unterlagsrebsorte 'Borner” reagierten auf den Reblaus-Einstich, abhangig vom
Blattalter bzw. vom Differenzierungsgrad der betroffenen Gewebe, nicht nur mit
Nekrosebildungen, sondern auch mit unvollstandigen Gallbildungen. Die jungen
Blatter reagierten auf den Einstich der Reblaus mit Nekrosebildungen. Je nach dem
Ausmaly der Gewebedifferenzierung gibt es zwei verschiedene Nekrosetypen.
Blattnekrosen des Typs | entwickelten sich innerhalb von 12 bis 24 Stunden nach

dem Reblausangriff an sehr jungen, noch nicht entfalteten Blattern.

An den gerade entfalteten Blattern (1. bis 3. Blatt von oben) trat der zweite
Blattnekrosetyp auf. Durch die Zell-Teilung und -Streckung in der Umgebung der
Hemmungszone wurde eine Kkleine Blattgalle ausgebildet. AuRerhalb des
Gallgewebes, in den angrenzenden gesunden Gewebe, kam es gleichzeitig im
Kontaktbereich zur plasmolysierung der Zellen. Dann wurden phenolische
Substanzen in dieser Zellen eingelagert, und sie starben ab. Als Folge davon starben
alle Zellen ca. 2 - 20 Tage nach dem Reblaus-Einstich im Gallbereich ab, und sich
Blattnekrose Typ Il bildeten. Es Wurde beobachtet, dal im Freiland haufig

abgestorbene Reblauslarven auf den Blattnekrosen von "Boérner” zu finden sind.

GroRe und Entwicklungszeit der Wurzel- und Blattnekrosen vom Typ Il hingen
vom Alter des Gewebes zum Zeitpunkt des Reblaus-Einstiches ab. D. h., je alter die
Gewebe sind, desto groRer sind Ausmaly und Entwicklungszeit der gebildeten
Nekrose. Dies gilt auch fur die Wurzel- und Blattnekrosen vom Typ |. Daraus geht
hervor, dal} die Geschwindigkeit der Abwehrreaktion von Blattern und Wurzeln der
Unterlagsrebsorte "Borner” gegenuber dem Reblausangriff vom Ausmal} der

Gewebedifferenzierung abhangt.

Wurzel- und Blattnekrosen folgten den gleichen Entwicklungsprinzipien. Die
erhoben cytologischen, ultrastrukturellen und histochemischen Daten zeigten, dal} es
sich hierbei um eine Hypersensitivitats-Reaktion bzw. um Apoptose (PCD,

programmed cell death) handelt.
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Die alteren Blatter der Unterlagsrebsorte 'Borner’ (3. — 5. Blattebenen)
reagierten auf den Reblausangriff nicht mehr mit Nekrosenbildungen, sondern mit
schwachen Gallbildungen. Diese Blattgallen sind klein (1 bis 1,5 mm Durchmesser).
Sie enthielten keine Leitgewebe und bleiben gedffnet. Die Reblause haben keine
Eier in diesen Blattgallen abgelegt. Wenn die finf obenen Blattebenen entfernt

werden, konnten die Reblause weder Blattnekrosen noch Blattgallen verursachen.

Die  Phenol-Synthese-Aktivitaten  (Peroxidase, Polyphenoloxidase und
Phenylalanin-Ammonium-Lyase) und die Konzentration ldslicher Proteine in den
Wurzeln der Unterlagsrebsorte 'Borner” sind bei Reblausbefall signifikant erhoht.
Ebenfalls ist der Procyanidingehalt durch Reblausbefall der Wurzeln erhéht, aber
Procyanidin-Glykosid- und Ellagsaure-Gehalt sind erniedrigt. Es konnten jedoch
keine direkten Korrelationen zwischen dem Phenolgehalt der Blatter und den

Nekrosebildungen festgestellt werden.

Nekrosen und Gallen konnten experimentell nicht mechanisch sondern nur
chemisch induziert wurden. Indol-essigsaure (IES) spielte eine wichtige Rolle bei den

Abwehrreaktion der Unterlagsrebsorte "‘Bérner” gegen Reblausangriffe.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dal} die Unterlagsrebsorte "Borner’ auf
den Reblausangriff mit verschiedenen bzw. abgestuften Abwehrreaktionen sowohl
der Wurzeln als auch der Blatter reagieren. Das deutet darauf hin, dal® die
Abwehrreaktionen  der Unterlagsrebsorte ‘Borner” von mehr als einem Gen
abhangen bzw. reguliert werden. Es bleibt weiteren Forschungen vorbehalten, diese
Gene und Signale zu identifizieren, um dieses Wissen gezielt in der Zuchtung

einsetzen zu konnen.
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7. Anhang:

Ms-Medium (nach Murashige und Skooq 1962, verandert):

Ansatz fir 11 Medium ( pH 5,6 - 5,8):

50 mi

1 ml
5ml

1 ml

1 ml

1 ml
200 mg
209
7,59

TRIS-Puffer ( pH. 8.2 ):

Stammldésung Makronahrstoffe
Stammldsung Mikronahrstoffe
Stammldsung Eisen
Stammldésung Molybdat + Kupfer
Stammlésung Jodid
Stammldsung Vitamine
Meso-Inosit

Saccharose

Difco-Bacto Agar

Tris-( hydroxymethyl )-aminomethan (TRIS)
Polyvinylpyrrolidon, MW 24000
Polyethylenglycol, MW 6000

NaCl
HCI (38%)

in1l Aqua dest.

60,59
20,0g
10,0g
80,09
20,0 ml
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HPLC-Bedingungen

Pumpe:
Detektor 1:

Wellenlangen:

Detektor 2:

DC-Amperometrie:

MeRbereich:
Offest:

Injektion:

Injektionsvolumen:

Saule:

Saulentemperatur:

Flul}:
FlieRmittel:

Merck-Hitachi-6200A

UV/Vis.Detektor ERC 7217, ERC Inc., Tokyo, Japan

280 nm (Flavonoide),

(Phenolcarbonsauren), 525 nm (Anthocyane)

Detektor Trace TED 4020, Trace

Analysensysteme GmbH, Braunschweig

500 mV

200 nA

20 nA

Merk-Hitachi AS 2000

10-30 pl

Fluofix 120 E; 250-4,6; 5 um, NEOS Company Ltd., Kobe,

Japan

25°C

1 ml/ min

A. Bidest. Wasser / 85%ige o-Phosphorsaure (99,5 / 0,5 v/v)

B. Acetonitril / Bidest. Wasser / 85%ige o-Phosphorsaure
(50/49,5/0,5 vlv)

310 nm (Resveratol), 320 nm

Elektrochemischer

Gradientenprogramm:

T (min) A B
0,0 100% 0%
5,0 100% 0%

45,0 75% 25%

65,0 20% 80%

70,0 0% 100%

70,1 100% 0%

84,9 100% 0%
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