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ZUSAMMENFASSUNG

Esca gehort weltweit zu den bedeutendsten Holzkrankheiten (engl. grapevine trunk
diseases (GTDs)) der Weinrebe. In Europa werden die holzbewohnenden Pilze
Phaeomoniella chlamydospora (Pch), Phaeoacremonium aleophilum (Pch) und Fo-
mitiporia mediterranea (Fmed) als Hauptverursacher der Krankheit betrachtet. Be-
reits junge Rebanlagen und Pflanzgut kbnnen von Erregern der Esca betroffen sein.
Bisherige Kontrollmdglichkeiten beschranken sich hauptsachlich auf vorbeugende
MalRnahmen wie Vermeidung groR3erer Schnittwunden, Stressreduktion erkrankter
Stocke und Vernichtung von Totholz. Eine biologische Bekampfung ist mittlerweile
prinzipiell mdglich, ihre Wirksamkeit ist in der Praxis bislang jedoch nicht eindeutig
belegt.

In Bezug auf die Befallssituation in Pflanzmaterial, wiesen bisherige Untersuchungen
in Deutschland auf Pch als womdéglich wichtigsten Verursacher einer Frihinfektion in
der Pflanzguterzeugung hin. Ziel dieser Arbeit war daher eine umfassende Erfassung
des Vorkommens von Pch und weiterer GTD-Erreger in Rebholz, von potenziellen
Infektionsquellen sowie die Bonitur Esca-typischer Symptome in Unterlagen und
Edelreiser wahrend der Pflanzgutproduktion; sowohl wahrend der innerbetrieblichen
Ablaufe als auch in der bisher kaum erfassten Freilandphase. Anhand der gewonne-

nen Daten sollten schlie3lich mdgliche KontrollmaRnahmen aufgezeigt werden.

Im Zeitraum von 2014 bis 2016 wurden hierfur regelmafig visuelle Bonituren von
Esca-assoziierten Symptomen im Rebholz dreier Rebschulen tUber den gesamten
Pflanzguterzeugungsprozess bis hin zu verkaufsfertigem Pflanzgut durchgefihrt.
Weiterfihrende Untersuchungen zum Erregervorkommen mittels nested PCR und
KulturmaRnahmen konzentrierten sich auf das erfahrungsgemal starker betroffene
Unterlagenholz und beschrankten sich zunachst auf den Erreger Pch. In allen Unter-
suchungsjahren zeigte sich im Laufe der Pflanzguterzeugung in Edelreisern und Un-
terlagen eine starke Zunahme des visuellen Befalls. Im Vergleich dazu lagen die
PCR- und kultivierungsbasierten Nachweise von Pch im Unterlagenholz wesentlich
niedriger, sodass hier eine deutliche Diskrepanz zwischen sichtbarem Befall und der
tatsachlichen Erregerprdsenz zu beobachten war. Interessanterweise lie3 sich ein
anfanglich unberiicksichtigter Pilz, Cadophora luteo-olivacea (Clo), der mittlerweile
als ein weiterer GTD-Erreger vermutet wird, auffallig haufig aus symptomatischen
Unterlagen isolieren. Darauf basierend wurde daher ein multiplex nested PCR-
Verfahren entwickelt, das den Nachweis von Pch, Clo sowie Vertretern der Esca-
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Zusammenfassung

relevanten Gattung Phaeoacremonium (Pm) ermoglicht. Mit diesem Verfahren konn-
ten Pch und Pm spp. im Bereich Unterlagen bei ca. 9% bzw. 15% der Proben festge-
stellt werden (Durchschnitt aus allen Rebschulen und Untersuchungsjahren), wohin-
gegen Clo mit einer durchschnittlichen Nachweisrate von ca. 78% vergleichsweise
sehr haufig nachzuweisen war. Dadurch war es mdglich, die bislang beobachteten
Unstimmigkeiten zwischen Symptom- und Erregervorkommen grof3enteils miteinan-
der in Einklang zu bringen. In Bezug auf Pathogenbefall und Holzsymptomatik konn-
ten zu einzelnen Zeitpunkten der Probennahme zwar signifikante Unterschiede zwi-
schen den Rebschulen beobachtet werden, insgesamt stellten sich die Befallssituati-
onen aber recht ahnlich dar.

Im Laufe der Pflanzguterzeugung wurden dartber hinaus Untersuchungen zur ldenti-
fikation potenzieller Infektionsquellen vorgenommen. Einbezogen wurden unter-
schiedliche Tauchbader und Vortriebsubstrate, Bodenproben aus Freilandflachen
sowie dort angebrachte Sporenfallen zur Uberwachung des Sporenflugs. Die ver-
wendeten Untersuchungsmethoden umfassten hierbei das multiplex nested PCR-
Verfahren und Kultivierungsmafinahmen. Den Befunden zufolge waren Pch, Pm spp.
und Clo sowohl in der Luft als auch in Tauchbadern und Vortriebsubstraten zu finden,
wobei Clo in allen Bereichen durchweg dominierte.

Lebendnachweise fir Pch und Pm spp. konnten des Weiteren aus Unterlagenholz,
fur Clo zusatzlich aus Tauchb&dern, Vortriebsubstraten und Rebschulboden erbracht
werden. Diese entsprachen fir Pch und Clo jedoch gerade einmal etwa 9% der

Nachweisrate des multiplex nested PCR-Verfahrens, fir Pm spp. sogar nur ca. 2%.

Die Untersuchungen ermdglichten einen umfassenden und in Teilen bislang unbe-
kannten Einblick in die Befallssituation von Rebenpflanzgut beztiglich Pch und ande-
ren Esca-relevanten Erregern und liefern konkrete Hinweise auf die mdglichen Infek-
tionsquellen wéhrend der Pflanzguterzeugung. Insgesamt unterstreichen sie die
maogliche Rolle von vorinfiziertem Pflanzgut bei der Entstehung und Ausbreitung der
Esca-Krankheit.

Im Sinne einer gezielten Kontrolle von Esca und assoziierten Krankheiten bilden die
gewonnenen Ergebnisse eine wichtige Grundlage zur Uberprifung der Wirksamkeit
und Praxistauglichkeit bereits bestehender bzw. neu zu entwickelnder Bek&mp-

fungsmalnahmen.
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SUMMARY

Esca is one of the most important grapevine trunk diseases (GTDs) worldwide. In
Europe, the wood-inhabiting fungi Phaeomoniella chlamydospora (Pch), Phaeoacre-
monium aleophilum (Pch) and Fomitiporia mediterranea (Fmed) are considered the
main causal agents of this disease. Even young vineyards and planting material can
be affected by pathogens of Esca. So far, control possibilities were mainly limited to
prophylactic measures, such as prevention of overly large pruning wounds, minimiz-
ing stress of affected grapevines and elimination of dead wood. By now, biological
control is basically possible; its efficacy however, still remains to be fully proven un-
der practical conditions.

According to previous studies in Germany investigating the infection status of plant-
ing material, Pch is considered the most important causal agent for an early infection
in grapevine nursery propagation. Based on this, the objective of the present study
was to comprehensively assess the occurrence of Pch and other GTD-pathogens in
grapevine wood and potential inoculum sources and to visually evaluate Esca-
associated symptoms in rootstocks and scions during the propagation process in-
cluding indoor working steps and the outdoor rooting phase. The results should then
be used to point up possible control measures.

For this purpose, from 2014 to 2016 visual ratings of Esca-associated wood symp-
toms were conducted on grapevine material collected from three different nurseries
over the entire propagation process as well as from planting material ready for sale.
Further assessments on pathogen occurrence by nested PCR and traditional cultur-
ing methods focused on rootstock material, which is more affected from experience,
and were at first limited to the detection of Pch. For each year, a strong increase of
wood symptoms, both in rootstocks and scions, was observed in the course of the
production process. Compared to that, PCR- and culture-based detection rates of
Pch in rootstock wood were considerably lower revealing a marked discrepancy be-
tween symptom incidence and the actual presence of the pathogen. Interestingly, a
previously unconsidered fungus, Caophora luteo-olivacea (Clo), which is suspected
to be a further GTD-pathogen, was frequently isolated from symptomatic rootstocks.
Based on this observation, a multiplex nested PCR method was subsequently devel-
oped to specifically detect Pch, Clo as well as species of the Esca-relevant genus
Phaeoacremonium (Pm). By using this method, Pch and Pm spp. were detected in

~9% and ~15% of tested rootstocks, respectively (average of all nurseries and years
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of observation), whereas detection rates of Clo were comparatively high at ~78%.
This way, it was possible to harmonize previously observed discrepancies between
symptom and pathogen incidence to a great extent. Regarding the occurrence of
pathogens and expression of wood symptoms significant differences between nurse-
ries were noticed at single sampling dates, in general however, infestation situations
were quite similar.

Further investigations were conducted to identify potential inoculum sources in the
propagation process. Herefore, sampling was done from various hydration tanks, cal-
lusing media and nursery soil. In addition, spore traps were installed in nursery fields
in order to monitor airborne inoculum. Samples were subsequently analysed by mul-
tiplex nested PCR and/or fungal isolation. PCR-based detections of Pch, Pm spp.
and Clo were obtained from hydration tanks as well as from callusing media and air
with Clo being the most common species in every respect.

Furthermore, viable inoculum of Pch and Pm spp. were found in rootstock wood only,
whereas Clo could be additionally isolated from hydration tanks, callusing media and
nursery soil. However, isolation rates of Pch, Clo and Pm spp. respectively corre-
sponded to only ~9%, ~9% and ~2% of the detection frequencies when using multi-

plex nested PCR.

The present study allowed for a comprehensive and in part previously unknown in-
sight into the infestation situations of planting material regarding Pch and further Es-
ca-associated pathogens. It provides specific information on potential inoculum
sources in grapevine nursery propagation and emphasizes the possible role of pre-
infected planting in the development and spread of Esca.

With respect to a targeted control of Esca and associated diseases, the obtained re-
sults provide an important basis to verify efficacy and practicabilty of existing or yet to

be developed control measures.



1 EINLEITUNG

1.1 WEINREBEN (VITIS)

1.1.1 Kulturrebe (Vitis vinifera ssp. vinifera)

Unsere heutige Kulturrebe (Vitis vinifera ssp. vinifera), auch Edle oder Echte Rebe
genannt, gehort zu den bedeutendsten Obstkulturen weltweit. Neben der Wildrebe
Vitis vinifera ssp. sylvestris ist sie eine von zwei Unterarten der Spezies Vitis vinifera.
Im Gegensatz zur fremdbefruchtenden diézischen Wildform, sind die meisten heuti-
gen Kultursorten aufgrund kontinuierlicher Domestikation monoézische Pflanzen mit
zwittrigen Bluten (This et al. 2006). Als Domestikationszentrum wurde lange Zeit der
Sudkaukasus und das Ostliche Anatolien angesehen (Arroyo-Garcia et al. 2006).
Mittlerweile geht man davon aus, dass die ersten Domestikationen zur Weinprodukti-
on vor etwa 7.000 bis 8.000 Jahren im Nahen Osten stattfanden (Keller 2015). Da-
neben wird der westliche Mittelmeerraum als zweites Domestikationszentrum und
Ursprung vieler unserer heutigen westeuropaischen Weinsorten angesehen (Arroyo-
Garcia et al. 2006; Arroyo-Garcia & Revilla 2013). Basierend auf der geographischen
Herkunft wird die Gattung Vitis (Weinreben) oftmals in zwei gro3e Gruppen unter-
gliedert: die eurasische Gruppe, der unsere Kulturrebe entstammt, und die amerika-
nische Gruppe, in der sich weitere Vitis-Arten befinden, die fur den Weinbau eben-

falls von sehr groRer Bedeutung sind (Keller 2015) (siehe Kapitel 1.1.2).

Weltweit wurde die Kulturrebe 2016 mit einer Jahresproduktion von 75,8 Mio. t auf
insgesamt 7,5 Mio. ha angebaut (International Organisation of Vine and Wine 2017).
Verwendet wird die Kulturrebe in erster Linie als Keltertraube zur Herstellung von
Wein (47% in 2015), als Tafeltraube fur den frischen Verzehr (36% in 2015) oder in
getrockneter Form als Rosinen (8% in 2015) (International Organisation of Vine and
Wine 2017). Bekannte Weinanbaugebiete liegen u.a. in Italien, Frankreich, Spanien,
USA, Australien, Sudafrika, Chile, Argentinien und Deutschland. Diese Lander geho-
ren gleichzeitig zu den zehn grof3ten Weinproduzenten der Welt (International

Organisation of Vine and Wine 2017).
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1.1.2 Bedeutung weiterer Vitis-Arten fir den Weinbau

Durch die Einschleppung des Echten Mehltaus (Erysiphe necator) und des Falschen
Mehltaus (Plasmopara viticola) sowie der Reblaus (Viteus vitifoliae) aus Nordamerika
durchlebte der europaische Weinbau im 19. Jahrhundert mehrere Krisen und war
gegen Ende des Jahrhunderts sogar in seiner Existenz bedroht (This et al. 2006;
Keller 2015). Einige der in Amerika beheimateten Vitis-Arten besitzen eine naturliche
Widerstandsfahigkeit oder Resistenz gegentber den Mehltaupilzen und der Wurzel-
reblaus und gewannen im europaischen Weinbau durch die Verwendung als Wurzel-
unterlage oder in der Ziichtung von Hybriden und neuen Sorten rasch an Bedeutung
(This et al. 2006). Die meisten heutzutage verwendeten Unterlagen sind Hybride aus
den amerikanischen Spezies V. riparia, V. rupestris und V. berlandieri (Galet 1998).
Eine Auswahl weinbaulich relevanter Unterlagensorten in Deutschland und Europa
ist in Tabelle 1 dargestellt. Sie dienen als Wurzelteil fir die heutigen Weinsorten, die
als sogenanntes Edelreis auf die Unterlage gepfropft werden. Dadurch werden die
geschmacklichen Vorziuge der europaischen Kulturrebe und die Widerstandsfahigkeit
amerikanischer Reben gegenuber der Wurzelreblaus kombiniert. Weitere weinbau-
lich wichtige Eigenschaften von Unterlagensorten sind z.B. ihre Fahigkeit, Einfluss
auf die Wichsigkeit oder Beerenreife des Edelreises zu nehmen sowie verschiedene
Bodentypen, z.B. trocken, sauer, salin oder kalkreich, zu tolerieren (Keller 2015).

Tabelle 1. Auswahl weinbaulich relevanter Unterlagensorten in Europa

Unterlagen Eltern-Spezies
Kober 5BB (‘5BB’)

Selektion Oppenheim 4 (‘'SO4’)
Kober 125AA (‘125AA")

Teleki 5C (‘5C’)

. berlandieri x V. riparia
. berlandieri x V. riparia
. berlandieri x V. riparia
. berlandieri x V. riparia
Binova (Mutation von ‘SO4’)
Richter 110 (‘110R’)

. berlandieri x V. riparia
. berlandieri x V. rupestris
Paulsen 1103 (‘1103P’)
140 Ruggeri (‘140Ru’)

. berlandieri x V. rupestris
. berlandieri x V. rupestris
‘Bbrner’ . riparia x V. cinerea
1616 Couderc ('1616C’)

‘Gravesac’ (161-49 Couderc x 3309 Couderc)

. solonis x V. riparia

< < < £ £ K K <K < < (<

. berlandieri x V. riparia x V. rupestris

Quelle: Hochschule Geisenheim (0. J.)
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1.2 HOLZKRANKHEITEN DER WEINREBE (,, GRAPEVINE TRUNK DISEASES*)

Allgemein kommt den pilzlichen Krankheitserregern, vor allem dem Echten und Fal-
schen Mehltau sowie dem Grauschimmelerreger Botrytis cinerea, im Weinbau die
grof3te wirtschaftliche Bedeutung zu (Blaich 2000). In keiner anderen Kulturart wer-
den flachenbezogen mehr Fungizide eingesetzt als bei der Weinrebe (Eurostat
2007). Neben Pilzkrankheiten, die durch Fungizide gut zu behandeln sind, gewinnen
Holzkrankheiten (engl. ,Grapevine Trunk Diseases” (GTDs)) der Weinrebe in den
letzten Jahrzehnten immer mehr an Bedeutung und stellen mittlerweile eine der grof3-
ten Herausforderungen im Weinbau dar (Fontaine et al. 2016). Allein die Kosten flr
notwendige Neuanpflanzungen konnen weltweit auf etwa 1,1 Mrd € pro Jahr ge-
schatzt werden (Hofstetter et al. 2012).

Grundsatzlich unterscheidet man vier wichtige GTDs im Weinbau (Fontaine et al.
2016): Esca (siehe Kapitel 1.3.1 und 1.3.2), ,Eutypa dieback® (dt. Eutypiose), ,Botry-
osphaeria dieback® und ,Phomopsis dieback®. Weitere GTDs, die in jungen Rebanla-
gen Probleme bereiten, sind die sogenannte ,Petri disease” (siehe Kapitel 1.3.3) und

die ,black foot disease”.

»Eutypa dieback*

Die Eutypiose wird hauptsachlich durch den Ascomyzeten Eutypa lata aus der Fami-
lie der Diatrypaceae verursacht. Daneben spielen weitere Diatrypaceae-Arten eben-
falls eine Rolle bei der Entstehung dieser Holzkrankheit (Fontaine et al. 2016). Au-
Berlich zeigen die Triebe einen verkimmerten Wuchs mit verkirzten Internodien.
Kleine chlorotische Blatter, die u.a. an den R&ndern nekrotisieren und/oder sich be-
cherformig einrollen konnen, sind ebenfalls charakteristisch fir diese Krankheit
(Moller et al. 1974; Pearson & Burr 1981; Carter 1988). Blattsymptome kénnen am
deutlichsten im Frihling beobachtet werden, wenn die Triebe ein LaAnge von etwa 30-
60 cm aufweisen (Pearson & Burr 1981). Die Symptome werden von Jahr zu Jahr
deutlicher, bis die betroffenen Triebe schlief3lich absterben (Pearson & Burr 1981).
Die Gescheine vertrocknen oftmals noch vor der Blite und die Beeren an sich entwi-
ckelnden Trauben sind klein, werden meist nicht gleichmaRig reif und kénnen in Ext-
remféllen eintrocknen und komplett absterben (Moller et al. 1974; Moller & Kasimatis
1981; Sosnowski & Wicks 2010). Die Infektion und Besiedelung des Holzes durch E.

lata erfolgt Uber Schnittwunden und fiihrt zu sogenannten ,cankers am Stamm und
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an den Kordonen, die als keilformige Nekrosen im Holzquerschnitt erscheinen (Moller
& Kasimatis 1981; Pearson & Burr 1981).

»Botryosphaeria dieback*

Diese GTD wird durch Pilzarten der Familie Botryosphaeriaceae verursacht. Bislang
sind 21 Arten bekannt, die als Pathogene an der Weinrebe vorkommen (Urbez-
Torres 2011). Weltweit am haufigsten isoliert werden dabei u.a. Diplodia seriata, Dip-
lodia mutila, Neofusicoccum parvum, Botryosphaeria dothidea oder Lasiodiplodia
theobromae (Bertsch et al. 2013). Die Symptome von Botryosphaeria dieback sind
sehr vielfaltig und reichen von Blattchlorosen, Traubenfaule und einem verzégerten
Austrieb Uber das Absterben von Knospen und kompletten Trieben (Bogreben) bis
hin zu keilférmigen ,cankers® im Holz (Lehozcky 1974; Kummuang et al. 1996a,
1996b; Phillips 1998, 2002; Larignon & Dubos 2001).

»Phomopsis dieback*

Phomopsis viticola ist der Erreger der sog. ,Phomopsis dieback® und kommt in
Weinanbaugebieten auf der ganzen Welt vor (Cucuzza 1982; Hewitt & Pearson
1988). Die Krankheit tritt verstarkt in Anbaugebieten mit gemaRigtem und feuchtem
Klima wéhrend der Wachstumsphase auf (Urbez-Torres et al. 2013) und kann Er-
tragseinbufRen bis zu 30% verursachen (Pscheidt & Pearson 1989; Erincik et al.
2001). P. viticola ist in der Lage, alle griinen Pflanzenteile zu infizieren (Urbez-Torres
et al. 2013). Dabei kdénnen sich an den unteren 3-6 Internodien der jungen Triebe
braunschwarze Flecken bilden, die im weiteren Wachstumsverlauf aufbrechen und
verschorfen (Hewitt & Pearson 1988). Im Winter bilden sich Pyknidien an den befal-
lenen Bereichen der Triebe, die diesen durch Anheben der Epidermis einen weif3en
bis silbernen Schimmer verleihen (Hewitt & Pearson 1988). Des Weiteren kbnnen an
Blattern kleine chlorotische Flecken auftreten, die im Zentrum nekrotisieren (Hewitt &
Pearson 1988). Bei starkem Befall kbnnen zudem Nekrosen an Rhachis, Blattstiel,
Ranken und Bluten sowie ein Braunfarben und Eintrocknen der Beeren beobachtet
werden (Hewitt & Pearson 1988; Kast 2012). In den letzten Jahren wird P. viticola
zunehmend mit der Entstehung von ,cankers® und GefalRverfarbungen im Holz, ahn-
lich wie bei E. lata und Botryosphaeriacea spp., in Verbindung gebracht (Urbez-

Torres et al. 2013). Daneben konnte ein mangelndes Wachstum im Frihling sowie
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ein Absterben der Knospen auf den Erreger zuriickgefiihrt werden (Urbez-Torres et
al. 2006, 2009, 2012). Demzufolge wurde kurzlich die Aufnahme von P. viticola als
ein am GTD-Komplex beteiligter Pilz sowie die Einfihrung des Begriffs ,Phomopsis

dieback” vorgeschlagen (Urbez-Torres et al. 2013).

,,Black foot disease*

Nach aktuellem Stand wird diese Krankheit durch verschiedene Pilzarten der Gattun-
gen Campylocarpon, Dactylonectria, llyonectria und Neonectria verursacht (Lombard
et al. 2014). Sie befallt sowohl Pflanzgut in Rebschulen als auch jungere Weinstécke
in Ertragsanlagen (Halleen et al. 2006). An jungen Reben kdnnen im Stamm
schwarzbraune Streifen entlang der LeitgefaRe und ein kompaktes verfarbtes Mark
sowie eine reduzierte Wurzelbiomasse mit vertieften Nekrosen an den Wurzelhaaren
beobachtet werden. AuRerlich zeigen sich eine verringerte Wuchskraft mit kurzen
Stammen, verklrzten Internodien, eine ungleichméaRige Holzreife sowie eine lichte
Belaubung und kleine Blatter mit Interkostalchlorosen und -nekrosen (Scheck et al.
1998a). Nach Entfernen der Rinde werden im Unterlagenbereich betroffener Rebsto-
cke schwarzbraune Verfarbungen und Nekrosen sichtbar, die sich von der Basis
aufwarts und von der Rinde markwarts entwickeln (Larignon 1999; Fourie & Halleen
2001). Zudem kann sich eine zweite Wurzelkrone weiter oben an der Unterlage bil-
den, um den Verlust von funktionsfahigen Wurzeln zu kompensieren (Larignon 1999;
Fourie et al. 2000). Grundséatzlich betrifft diese Holzkrankheit vor allem jingere Wein-
reben bis etwa 10 Jahre (Larignon 1999; Gubler et al. 2004). Werden junge Reben
infiziert, sterben diese sehr schnell ab, wahrend sie mit zunehmendem Alter nach
erfolgter Infektion nur langsam verfallen und erst nach Uber einem Jahr absterben
(Gubler et al. 2004).

1.3 EscA-KRANKHEIT DER WEINREBE

1.3.1 Bedeutung im Weinbau

Neben “Eutypa dieback” und “Botryosphaeria dieback” gehort Esca zu den vorherr-
schenden Holzkrankheiten weltweilt (Bertsch et al. 2013). Bei der Esca-Krankheit
handelt es sich um keine neue Krankheit der Weinrebe; erste Berichte Uber Esca-
ahnliche Symptome gehen auf griechische und lateinische Arbeiten der Antike zurtick

(Mugnai et al. 1999). Einfihrende Erforschungen dieser Krankheit erfolgten bereits

5



Einleitung

Ende 19./Anfang 20. Jahrhundert in Frankreich und Italien (Ravaz 1898; Petri 1912,
Viala 1926) und wurden in den 1960ern fur wenige Jahre in Kalifornien von Hewitt
(1957) und Chiarappa (1959) wieder aufgenommen (Mugnai et al. 1999). Lange be-
trachtete man Esca als eine ,einfache Krankheit® an alten Weinstécken, die durch
sanitdre MaRnahmen und die Anwendung von Arseniten im Weinberg unter Kontrolle
zu bringen sei (Graniti et al. 2000). In den 1990er Jahren kam es jedoch zu einem
plotzlichen Anstieg der Krankheit in Europa (Mugnai et al. 1999; Graniti et al. 2000).
Vor allem in stideuropaischen Landern wurde verstarkt von Esca-typischen Sympto-
men berichtet (Mugnai et al. 1999; Rego et al. 2000; Surico et al. 2000a; Armengol et
al. 2001; Redondo et al. 2001; Rumbos & Rumbou 2001). Aber auch in Frankreich
(Larignon & Dubos 1997) und in den bis dahin weitestgehend verschonten ndérdliche-
ren Anbaugebieten wie Deutschland (Kassemeyer 1998; Fischer & Kassemeyer
2002, 2003; Kassemeyer et al. 2002) und Osterreich (Reisenzein et al. 2000) war ein
Anstieg der Holzkrankheit zu beobachten. Grinde fir die rapide Zunahme befallener
Rebstocke Ende des 20. Jhs. waren womoglich die Veranderungen in der Bewirt-
schaftungsweise der Weinberge, die nachlassende sanitare Pflege von Unterlagen
und Vermehrungsmaterial, ein mangelnder Schutz von Schnittwunden aufgrund der
steigenden Arbeitskosten sowie das Verbot von Arseniten in mehreren L&ndern
(Graniti et al. 2000), das seit 2003 sogar europaweit gilt (International Organisation of
Vine and Wine 2015). Die Kontrolle der Esca-Krankheit gestaltet sich nach dem Ver-
bot von Natriumarsenit, das einzig wirksame Fungizid, auf3erst schwierig und viele
Kontrolimdglichkeiten, darunter chemische, biologische und sanitare, wurden bislang
erprobt. Trotz alledem scheint deren Wirksamkeit begrenzt und um ein Auftreten der
Krankheit zu reduzieren, missen mehrere dieser Mal3hahmen simultan angewandt
werden (Bertsch et al. 2013).

1.3.2 Symptomatik, Atiologie und Epidemiologie

Grundsatzlich handelt es sich bei Esca um eine hochkomplexe Holzkrankheit mit ei-
ner Reihe unterschiedlicher Symptomauspragungen, die nicht nach einem einfachen
,<Ursache-Wirkungs-Prinzip“ durch einzelne biotische oder abiotische Faktoren zu
erklaren ist (Mugnai et al. 1999; Graniti et al. 2000).

Bei der sog. ,esca proper” (Graniti et al. 1999), die vor allem in alteren Ertragsanla-
gen vorkommt, unterscheidet man allgemein zwei Verlaufsformen: eine akute und
eine chronische (Viala 1926; Chiarappa 1959; Dubos & Larignon 1988). Bei der

6
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akuten bzw. apoplektischen Form beginnen Rebstdcke, die zuvor vollig gesund er-
schienen, plotzlich zu welken und sterben innerhalb sehr kurzer Zeit (wenige Tage
bis Wochen) teilweise oder komplett ab (siehe Abbildung l1a) (Larignon & Dubos
1997; Mugnai et al. 1999; Surico et al. 2000b). Die chronische Verlaufsform ist u.a.
durch auf3ere Symptome an den Blattern und Beeren, deren Auftreten von Jahr zu
Jahr schwanken oder vdllig ausblieben kann, gekennzeichnet (Chiarappa 1959;
Mugnai et al. 1999). Dabei konnen Blatt- und Beerensymptome gemeinsam oder un-
abhangig voneinander am selben Rebstock vorkommen (Chiarappa 1959; Larignon
& Dubos 1997; Mugnai et al. 1999). Symptome an den Blattern auf3ern sich durch ein
auffalliges und sehr charakteristisches Tigerstreifenmuster (,tiger stripes®) (siehe Ab-
bildung 1b-d) (Mugnai et al. 1999). Beginnend mit chlorotischen (bei Weil3weinsorten,
siehe Abbildung 1c) oder rétlichen (bei Rotweinsorten, siehe Abbildung 1d) Flecken,
die unregelmalig zwischen den Blattadern oder entlang des Blattrandes auftreten,
sich vergrdl3ern und verschmelzen, nekrotisieren und vertrocknen die Interkostalstel-
len, bis schlief3lich nur noch die Blattadern und deren Sdume grtin bleiben (Dubos &
Larignon 1988; Mugnai et al. 1999). Daneben kdnnen an Beeren dunkelbraune, vio-
lette oder purpurfarbene Flecken, sog. ,black measles®, auftreten, die unregelméafRig
oder in langsverlaufenden Streifen angeordnet sein kénnen (siehe Abbildung le)
(Chiarappa 1959; Mugnai et al. 1999). Bei stark betroffenen Beeren kénnen z.T. tiefe
Risse in der Beerenhaut entstehen. Auch ein Schrumpfen (siehe Abbildung 1f und g)
und vollstandiges Eintrocknen der Beeren ist moglich (siehe Abbildung 1h). Die ge-
nannten Symptome konnen einzelne Beeren einer Traube, alle Trauben eines Triebs
oder mehrere Triebe betreffen (Mugnai et al. 1999).

Auch wenn betroffene Rebstdcke auf3erlich oft vollig gesund erscheinen, kdnnen ty-
pische Symptome im Holz beobachtet werden (siehe Abbildung 1i). Dabei zeigen
sich u.a. dunkelbraune oder schwarze Verfarbungen im Holz, die sich im Langs-
schnitt als Streifen (,brown wood streaking®) und im Querschnitt als kleine Punkte
darstellen. Diese punktformigen Verfarbungen kdnnen einzeln verstreut auftreten
oder ringférmig entlang der Jahresringe sowie um das Mark angeordnet sein (siehe
Abbildung 1i, links; Abbildung 2a und b). Davon ausgehend entwickeln sich oftmals,
vor allem im Kernbereich des Stammes und an den Randern nekrotischer Stellen,
pink- oder dunkelrot-braune Bereiche (siehe Abbildung 2b) (Mugnai et al. 1999;
Surico et al. 2000a). Im Xylem kann es dartber hinaus zum Verschluss der Leitgefa-

Be durch Thyllen oder eine dunkelgefarbte und gummiartige Masse kommen (siehe
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Abbildung 2c und e), wobei letztere Symptomatik auch als sog. ,Gummosis“ oder
.black goo“ bezeichnet wird (Morton 1995; Mugnai et al. 1999). Mit fortschreitender
Krankheitsentwicklung kommt es neben dunklen Verfarbungen und ,Gummosis® ver-
starkt zu einer WeilR3faule im Holzkorper. Diese ist insbesondere im Stammkopfbe-
reich, ausgehend von Schnittwunden, durch ein weiRes und schwammiges Holzge-
webe, das durch dunkle Zonen vom gesunden Holz abgegrenzt sein kann, zu erken-
nen (siehe Abbildung 1i, Mitte) (Mugnai et al. 1999).

Zwischen externer und interner Symptomatik ist generell eine deutliche Diskrepanz
festzustellen: Symptome sind im Holz wesentlich haufiger als an Blattern und Beeren
zu beobachten. Das auf3ere Erscheinungsbild spiegelt daher nur sehr unvollstandig
die Situation im Innern der Rebe wider (Fischer 2012).
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Quelle: Fischer 4l

Abbildung 1: Esca-typische Symptome an Ertragsreben: Apoplexie an ‘Dornfelder’ (a), Ti-
gerstreifenmuster an Blattern der WeiBweinsorte ‘Phoenix’ (b und c) und der Rotweinsorte
‘Dornfelder’ (d), ,Black Measles“ an Beeren der Sorte ‘Phoenix’ (e), eingeschrumpfte Beeren
an ‘Phoenix’ (f) und ‘Portugieser’ (g), vertrocknete Beeren an ‘Phoenix’ (h), ,brown wood
streaking® (i links) und Weil3faule (i Mitte und rechts) im Stamm eines Rieslingstocks.
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Hervorgerufen wird die Esca-Krankheit durch verschiedene holzbewohnende Pilze.
In Europa werden die beiden tracheomykotischen Ascomyceten Phaeomoniella
chlamydospora (Pch) und Phaeoacremonium aleophilum (Pal) (Teleomorphe: Togni-
nia minima) sowie der Basidiomycet Fomitiporia mediterranea (Fmed), ein Weil3fau-
lepilz, als Hauptverursacher der Krankheit betrachtet (Crous et al. 1996; Larignon &
Dubos 1997; Mugnai et al. 1999; Fischer 2002). Wahrend als Weil3faule-Erreger in
Europa hauptsachlich Fmed zu finden ist (Fischer & Gonzéalez-Garcia 2015), konnten
aul3erhalb Europas Uberwiegend andere sog. Stellvertreter-Arten wie z.B. F. poly-
morpha in Nordamerika, F. australiensis in Australien und Inocutis jamaicensis in
Sudamerika, aus Esca-betroffenen Rebstocken isoliert werden (Fischer 2006). Neue-
re Untersuchungen zeigten zudem die Beteiligung einer ganzen Reihe weiterer
Phaeoacremonium-Arten an der Esca-Symptomatik (Mostert et al. 2006; Gramaje et
al. 2015). Als Begleitpilze der Esca sind in Deutschland u.a. die GTD-Erreger E. lata,
P. viticola, Botryosphaeria obtusa und Cylindrocarpon destructans (siehe Kapitel 1.2)
zu finden (Fischer & Kassemeyer 2003; Fischer et al. 2016). Wahrend Pch und Pal
bereits in jungeren Rebstocken vorkommen und mit der Entstehung von ,brown wood
streaking“, ,Gummosis®, ,black measles® und Blattchlorosen assoziiert werden (Petri
1912; Larignon & Dubos 1997; Mugnai et al. 1999; Bertsch et al. 2013), ist ,esca
proper vorwiegend in alteren Rebanlagen zu finden und immer durch eine zusatzli-
che Weil3faule im Holz gekennzeichnet (Graniti et al. 1999).

Die bereits erwahnten Schwankungen in Bezug auf das Auftreten der aufRerlichen
Symptome legen die Vermutung nahe, dass neben den pilzlichen Erregern weitere
Faktoren eine Rolle bei deren Entwicklung spielen (Bertsch et al. 2013). So scheinen
beispielsweise regenreiche kihlere Sommer oder Regenfédlle im Allgemeinen die
chronische und hei3e trockene Sommer die apoplektische Form zu beginstigen
(Surico et al. 2000a; Marchi et al. 2006). Mehrere Studien in den letzten Jahren deu-
ten darauf hin, dass weitere Faktoren wie Rebsorte (Fussler et al. 2008; Borgo et al.
2016), Bodentyp und -gefalle (Surico et al. 2000a; Robotic & Bosancic 2007), Erzie-
hungssystem und Rebschnitt (Lecomte et al. 2011) eine Rolle spielen. Auch Stress-
faktoren wie z.B. eine unzureichende Wasserversorgung vor allem in Junganlagen
(Fischer & Kassemeyer 2012) oder eine unausgewogene Nahrstoffversorgung bzw.
exzessive Diungung kénnen der Entstehung von Esca zutraglich sein (Calzarano et
al. 2007, 2009; Zanzotto et al. 2008).
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Pch, Pal und Fmed kénnen sich durch asexuell oder sexuell gebildete Sporen tber
die Luft verbreiten und sind so in der Lage, uber jegliche Art von Verletzungen die
Reben zu infizieren (Fischer 2012). Als Eintrittspforten dienen dabei hauptséchlich
durch den Rebschnitt erzeugte Wunden, aber auch Verletzungen, die durch Frost,
Hagel oder das Entfernen von Wasserschossen entstehen (Mugnai et al. 1999;
Eskalen & Gubler 2001; Surico 2001; Surico et al. 2006; Fischer 2009a; Makatini et
al. 2014). Eine Ubertragung der Erreger von Stock zu Stock wahrend des Reb-
schnitts ist zwar denkbar, jedoch aufgrund der beobachteten genetischen Unter-
schiede in der Population von Fmed innerhalb von Rebanlagen sowie des Auftretens
von Mehrfachinfektionen durch Pch und Pal eher unwahrscheinlich (Cortesi et al.
2000; Fischer 2002; personliche Mitteilung, Fischer).

Ausgangspunkt des Inokulums sind bei Fmed kissenformige Fruchtkorper, die vor
allem im Kopfbereich abgestorbener Rebstécke entstehen und unter entsprechenden
klimatischen Bedingungen Basidiosporen ausbilden (Fischer 2012). Konidien von
Pch und Pal werden aller Wahrscheinlichkeit nach wahrend der saprobischen Phase
an totem Rebholz oder anderen Pflanzenresten gebildet (Mugnai et al. 1999). Die
beide Letzteren konnten in den vergangen Jahren auch im Boden festgestellt werden
(Eskalen et al. 2001b; Rooney et al. 2001) und es wird vermutet, dass durch boden-
biartiges Inokulum zuséatzliche Infektionsereignisse an Schnittwunden und Wurzeln
mdoglich sind (Mugnai et al. 1999; Surico et al. 2000b; Mostert et al. 2006). Eine na-
turliche Infektion durch Pch, Pal und andere GTD-Erreger tiber die Rebwurzeln konn-
te erstmalig durch Agusti-Brisach et al. (2013a) demonstriert werden. Dartber hinaus
kénnen bereits befallene Unterlagen oder Edelreis-Mutterstocke sowie vorinfiziertes
Pflanzgut eine Quelle von GTD-Erregern darstellen (Bertelli et al. 1998; Ferreira et al.
1999; Pascoe & Cottral 2000; Edwards & Pascoe 2004; Fourie & Halleen 2004a;
Giménez-Jaime et al. 2006; Retief et al. 2006; Aroca et al. 2010; Gramaje et al.
2011) (siehe Kapitel 1.3.3 und 1.4).

1.3.3 Escaan Jungreben (,,Petri disease*)

Beginnend in den 1990er Jahren konnten verstérkt Esca-ahnliche Absterbeerschei-
nungen auch in sehr jungen Rebanlagen in Sudafrika (Ferreira et al. 1994, 1999),
Kalifornien (Scheck et al. 1998b) und nachfolgend in Australien (Pascoe & Cottral
2000) sowie in mediterranen Landern wie Portugal (Rego et al. 2000) und Griechen-

land (Rumbos & Rumbou 2001) beobachtet werden. Dieses Ph&nomen st in
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Deutschland erstmalig 2002 und dann vor allem wéhrend des klimatisch extremen
Jahres 2003 aufgetreten (Fischer 2003; Fischer & Kassemeyer 2012). Mittlerweile ist
das Phanomen, ausgehend vom siidwestdeutschen Raum, in weitere Anbaugebiete
Deutschlands vorgedrungen, wobei mit einer weiteren Zunahme und Ausbreitung zu
rechnen ist (personliche Mitteilung, Fischer). In der Vergangenheit wurden verschie-
dene Bezeichnungen wie z.B. ,young vine decline®, ,Petri grapevine decline“ oder
.black goo“ fur diese Absterbeerscheinungen vorgeschlagen (Chiarappa 1959;
Morton 1995; Scheck et al. 1998b; Mugnai et al. 1999). Diese wurden 2001 im Rah-
men des ,2" International Workshop of Grapevine Trunk Diseases” schlieflich unter
dem Namen “Petri disease” zusammengefasst (Fourie et al. 2001; Rumbos &
Rumbou 2001; Stamp 2001), die mittlerweile als Vorlauferkrankheit der Esca ange-
sehen wird (Mugnai et al. 1999; Surico 2001). Der Name geht auf den italienischen
Phytopathologen Lionell Petri zurlick, der 1912 als erster einen Zusammenhang zwi-
schen den inneren Holzsymptomen betroffener Reben und Phaeomoniella chlamy-
dospora (,Cephalosporium Stamm a“ bei Petri) und Phaeoacremonium aleophilum
(,Acremonium sp.“ bei Petri) erkannte (Mugnai et al. 1999).

Verursacht wird diese Krankheit hauptséchlich durch Pch und mehrere Phaeoacre-
monium-Arten einschliel3lich Pal, auf die, wie bei der Esca-Krankheit, die inneren
Holzsymptome ,brown wood streaking“ und ,Gummosis® zurtickzufiihren sind (siehe
Abbildung 2a-e) (Scheck et al. 1998b; Pascoe & Cottral 2000; Rego et al. 2000;
Sidoti et al. 2000; Rumbos & Rumbou 2001; Fischer 2003; Mostert et al. 2006;
Urbez-Torres et al. 2014; Gramaje et al. 2015). AuRerlich kénnen an betroffenen Re-
ben u.a. Blattchlorosen, Wuchsdepressionen sowie ein allméhliches Absterben beo-
bachtet werden (Scheck et al. 1998b; Rego et al. 2000; Rumbos & Rumbou 2001).
Weitere Pilze, wie z.B. Cadophora luteo-olivacea (Clo), werden in den letzten Jahren
ebenfalls mit Symptomen der ,Petri disease” in Verbindung gebracht. Clo ist dabei in
der Lage, ahnliche Symptome wie Pch und Phaeoacremonium spp. im Holz hervor-
zurufen (Halleen et al. 2007b; Gramaje et al. 2011; Urbez-Torres et al. 2014;
Travadon et al. 2015).

Wie unter Kapitel 1.4 ndher beschrieben, kbnnen u.a. vorinfiziertes Vermehrungsma-
terial aus Muttergarten und Pflanzgut, in dem bereits erste charakteristische
Holzsymptome beobachtet werden kénnen (Abbildung 2d und e), eine mogliche Rolle
bei der Entstehung und Verbreitung der ,Petri disease“ und damit auch Esca (siehe
Kapitel 1.3.2) spielen.
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A lle: Fischer, M.

Abbildung 2: Esca bzw. ,Petri disease“-Symptome im Holzquerschnitt. ,brown wood streaking“ im
Holz junger Reben (a und b) und im Unterlagenbereich einer Pfropfrebe aus der Rebschule (d),
»,Gummosis® im Holz einer jungen Rebe (c) und im Unterlagenbereich einer Pfropfrebe aus der Reb-
schule (e).

1.4 PFLANZGUTERZEUGUNGSPROZESS & VORKOMMEN VON GTD-ERREGERN

In Deutschland werden heute fast ausschlie3lich veredelte Reben, sogenannte
Pfropfreben, angepflanzt. Wurzelechte Reben sind vor allem noch in alten Rebanla-
gen an der Mosel zu finden (Porten & Hoffmann o. J.). Im Gegensatz zu wurzelech-
ten Reben, bei denen Wurzelstock und die oberen, fruchtragenden Teile derselben
Pflanze entstammen (Dienstleistungszentrum Landlicher Raum (DLR) Mosel o. J.),
wird bei der Pfropfrebe ein Holzstliick des sog. Edelreises (fruchttragender Teil) mit
dem Holz einer Unterlagsrebe (Wurzelstock bildender Teil) durch Pfropfung bzw.
Veredlung miteinander verbunden. Der Anbau veredelter Reben ist aus mehreren
Grunden sinnvoll (siehe Kapitel 1.1.2) und im Zuge der Reblausbekéampfung ist mitt-
lerweile die Anpflanzung wurzelechter Reben in Deutschland mit einzelnen Ausnah-
men sogar verboten (Bundesministerium der Justiz und fur Verbraucherschutz in
Zusammenarbeit mit der juris GmbH 2012).

Die Produktion von Pfropfreben erfolgt in spezialisierten Veredlungsbetrieben, auch

Rebschulen genannt, die das erzeugte Pflanzgut nachfolgend an die Winzer verkau-
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fen. Im folgenden Abschnitt wird der Ablauf der Pflanzguterzeugung (siehe Abbil-
dung 3) naher erlautert. Einzelne Schritte kbnnen dabei von Betrieb zu Betrieb variie-

ren.

Am Beginn der Pflanzgutproduktion stehen die sogenannten Muttergarten, aus de-
nen das Unterlagen- und Edelreisholz fur die Veredlung bezogen wird. Dieses Ver-
mehrungsmaterial stammt entweder aus der betriebseigenen Produktion oder aus
externen Muttergarten. Unterlagenholz wird dabei h&aufig aus ltalien (hauptséchlich

Sudtirol) oder Frankreich bezogen.

Nach Anlieferung des Vermehrungsmaterials (Januar/Februar) werden in den Vered-
lungsbetrieben zunachst die Geiztriebe und beim Unterlagenholz zusatzlich die
Knospen (Augen) entfernt (Fachbegriff: Blenden). Danach wird das Rebholz auf eine
Lange von etwa 30 cm zugeschnitten, in Bindel gepackt und zuerst in Tauchbecken
mit Wasser und anschlieRend in Tauchbecken mit Wasser + Fungiziden (z.B. Chino-
sol ®W (Bayer CropScience, Monheim, Deutschland) oder Beltanol-L (Probelte S.A.,
Murcia, Spanien); Wirkstoff: 8-Hydroxychinolinsulfat) fir mehrere Stunden gewéassert.
Dabei werden die Tauchbecken fur das Unterlagen- und Edelreisholz je nach Betrieb
gemeinsam oder getrennt genutzt. Nach dem Tauchen wird das Holz bis zur Vered-
lung im Kuhlraum bei etwa 2-4 °C eingelagert. Kurz vor dem Veredeln wird das Holz
haufig nochmals kurz gewassert. Im Anschluss wird das Edelreis auf die Unterlage
gepfropft und der obere Teil der Pfropfrebe einschlie3lich der Veredlungsstelle paraf-
finiert. Oftmals enthalt das Paraffin Fungizide und/oder Wachstumsregulatoren um
einen Pilzbefall zu vermeiden und die Kallusbildung an der Veredlungsstelle zu for-
dern. Die veredelten Reben werden nachfolgend in Kisten mit Vortriebsubstrat (meist
Torf oder ein Torf-Sagespane-Gemisch) gepackt und mit Perlit bedeckt. In Vortreib-
raumen werden die Pfropfreben bei ca. 30 °C und 80-100% rel. Luftfeuchte fur 2 bis
3 Wochen vorgetrieben (April/Mai). Diese Bedingungen begunstigen die Kallus- und
Wurzelbildung sowie den Austrieb. Haufig werden wahrend des Vortreibens die
Temperaturen langsam heruntergefahren, um die Reben fir das Freiland abzuhar-
ten. Das Einschulen der vorgetriebenen Pfropfreben erfolgt sobald keine Nachtfrost-
gefahr mehr besteht im Mai/Juni. Dabei werden die Reben in Freilandflachen (Reb-
schulen) meist in einem Abstand von ca. 1 m zwischen und ca. 6 cm innerhalb der
Reihen unter Folie gepflanzt. Bis zum Ausschulen (Roden) verbleiben die Pfropfre-
ben im Freiland, um ausreichend zu verwachsen und zu bewurzeln. Wahrend dieser

Zeit werden die Reben mehrmals zuriickgeschnitten, gegen Schadinsekten, Milben-
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und Pilzbefall gespritzt und von Unkrautern befreit. Nach dem Ausschulen (Ende Ok-
tober/Anfang November) werden die Wurzel- und Triebbildung sowie die Verwach-
sung der Veredlungsstelle Gberpruft. Die Triebe werden erneut auf wenige Zentime-
ter zurtckgeschnitten und die Wurzeln gestutzt. Die Pfropfreben werden mit dem
Kopfbereich nochmals in ein Chinosol- bzw. Beltanol-Bad getaucht und im Kihlraum
eingelagert, bis sie schliel3lich fir die kommende Pflanzsaison im darauffolgenden
Jahr in den Verkauf gehen.

Muttergarten Muttergarten
Unterlagen Edelreis
Entfernen der Entfernen der
Geiztriebe und Augen Geiztriebe

=
@

Zuschnitt des Vermehrungsmaterials ]

Wi

=
@

[ Tauchen in Wasser- & Chinosol/Beltanol-Bad ]

.
A

[ Einlagerung in Kuhlraum ]

[ Tauchen in Wasserbad

T <
|04

Veredeln

&
Paraffinieren

AU

[ Vortreiben & Einschulen ]

AU

Freilandphase
(Rebschule)

AU

[ Ausschulen und Prifung der Pfropfreben }

FR

[s0]

&
Rickschnitt der Triebe und Stutzen der Wurzeln

AU

[ Tauchen des Kopfbereichs in Chinosol/Beltanol-Bad }

HE

&
Einlagerung im Kihlraum bis zum Verkauf

Abbildung 3: Schema der Pflanzguterzeugung mit den durch-
zufihrenden Arbeitsschritten im Winter (WI), Fruhling (FR)
Sommer (SO) und Herbst (HE); bezogen auf die ndrdliche He-
misphére (Schema modifiziert nach Gramaje & Armengol 2011).
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Sowohl das aus den Muttergarten stammende Unterlagen- und Edelreisholz als auch
die einzelnen Arbeitsschritte kdnnen Infektionsquellen von GTD-Erregern darstellen.
Untersuchungen hierzu erfolgten verstarkt in den letzten 10 bis 15 Jahren. Nachwei-
se von Botryosphaeriaceae spp., Cylindrocarpon spp., N. parvum, P. viticola, Ilyo-
nectria liriodendri, Pch, Pal sowie Clo wahrend der Pflanzguterzeugung und z.T.
auch in Mutterstécken wurden dabei u.a. in Sidafrika (Fourie & Halleen 2002, 2004a,
Halleen et al. 2003, 2007b), Kalifornien (Gubler et al. 2004), Frankreich (Vigues et al.
2009), Portugal (Rego et al. 2009) oder Spanien (Aroca et al. 2010; Gramaje et al.
2011; Agusti-Brisach et al. 2013b) erbracht. Diese Problematik ist seit Ldngerem
auch in Deutschland bekannt. So wurden hier Pch und Pal ebenfalls an Muttersto-
cken und Pflanzgut festgestellt, wobei das Vorkommen von Pch wahrend der Pflanz-
guterzeugung deutlich dominierte (Fischer & Kassemeyer 2010). Seit Kurzem existie-
ren aus Rebschulen in Deutschland zudem Nachweise von GTD-assoziierten Arten
wie B. dothidea, Neofusicoccum luteum und Clo (Fischer et al. 2016).

Systematisch erhobene Daten, auch mit Bezug auf Sorten oder Herstellungsverfah-
ren, zum Vorkommen von GTD-Erregern in deutschen Rebschulen liegen dartber

hinaus nicht vor.

1.5 ZIELSETZUNG UND FRAGESTELLUNGEN DER ARBEIT

Esca und ihre Vorlauferkrankheit ,Petri disease“ gewinnen in den letzten Jahren
weltweit immer mehr an Bedeutung. Bereits Pflanzgut kann von den damit verbunde-
nen Erregern befallen sein. Kontrollmdglichkeiten beschranken sich bis dato vor al-
lem auf praventive Mal3nahmen wie Vermeiden grof3erer Schnittwunden, Entfernen
und Verbrennen von Totholz und Stressreduktion befallener Stocke durch Ertrags-
bengrenzung und angepasste Nahrstoffversorgung. Biologische Praparate zum
Schutz von Schnittwunden sind zwar grundséatzlich verfligbar; eindeutige Daten zu

deren Nutzeffekt im Freiland liegen allerdings nicht vor.

In der Frage nach der Befallssituation in Pflanzmaterial beschranken sich bisherige
Untersuchungen in Deutschland hinsichtlich Artenspektrum, Vorkommen, Ausbrei-
tungs- und Infektionsverhalten weitgehend auf die beiden Erreger Pch und Pal
(Fischer & Kassemeyer 2010). Diese beziehen sich Uberwiegend auf die innerbe-
trieblichen Ablaufe der Pflanzguterzeugung, ohne definierten Bezug zu Sorten oder
Herstellungsverfahren. Auch der Bereich Freiland und dort mégliche Infektionsereig-

nisse waren bislang nur ansatzweise untersucht.
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Ziel dieser Arbeit war daher eine umfassende Erfassung des Vorkommens und der
epidemiologischen Faktoren von Esca- bzw. ,Petri disease“-Erregern im Verlauf der
Pflanzguterzeugung verschiedener Rebschulen. Ein Schwerpunkt der Untersuchun-
gen lag dabei auf dem Pilz Pch, der aufgrund von Vorarbeiten als wichtigster Verur-
sacher einer Frihinfektion in Rebschulen eingeschétzt wurde (Fischer & Kassemeyer
2010). Mit Hinblick auf mogliches Erregervorkommen sollten im Rahmen der Arbeit in
systematischer Weise alle wichtigen Arbeits- und Bearbeitungsschritte wahrend der
Pflanzgutproduktion erfasst werden: von der Anlieferung, dem Zuschneiden und
Tauchen des Vermehrungsmaterials sowie dem Veredeln und Vortreiben Gber die
Standzeit der veredelten Reben im Freiland bis hin zum Ausschulen und Verkauf der
Pfropfreben.

Konkret sollte der Pflanzguterzeugungsprozess dreier Rebschulen, die sich hinsicht-
lich ihres Standortes, ihres Herstellungsverfahrens und der betriebswirtschaftlichen
Grol3e unterscheiden, naher beleuchtet werden. Fur jede Rebschule galt es, hierzu
regelmanig visuelle Befallsbonituren an verschiedenen Rebholzsorten durchzufiihren
und anhand des ausgewahlten Referenzorganismus Pch den Befall mithilfe weiter-
fuhrender PCR-basierter Verfahren und KulturmalZnahmen zu untersuchen. Der Fo-
kus hierzu sollte auf dem erfahrungsgemalf starker von Infektionen betroffenen Be-
reich Unterlagenholz liegen (Fischer & Kassemeyer 2010). Im Rahmen dieses Moni-
torings waren aufRerdem potenzielle Infektionsquellen des Erregers (Inokulum in
Tauchbadern, Vortriebsubstraten, Freilandboden und in der Luft) durch Isolierung auf
Kulturmedium und molekularbiologische Methoden zu identifizieren. Grundsatzlich
sollten Gber Pch hinaus weitere in der Literatur diskutierte GTD-Erreger erfasst und

im Sinne einer Diagnose charakterisiert werden.

Die gewonnenen Ergebnisse sollten einen tieferen Einblick in die allgemeine Befalls-
situation von Rebenpflanzgut in Bezug auf Pch und weitere GTD-Erreger geben und
die Identifizierung potenzieller Sortenunterschiede in der Anfalligkeit gegentiber den
Erregern ermdoglichen. Dartiber hinaus sollten sie dazu dienen das Befallsrisiko durch
vorkommende Infektionsquellen einzuschéatzen und darauf basierend mdgliche Kon-

trollansétze aufzuzeigen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

2.1.1 Probenmaterial aus den Rebschulen

Probennahme-Zeitpunkt Jahr Rebschule Probe* n
Vermehrungsmaterial
Unterlagensorten
2014 1 ‘5BB’, “125AA’, ‘S04’ 46
2 ‘6BB’, ‘Binova’ 20
3 ‘5BB’, “125AA’ 29
. 2015 1 ‘5BB’, “125AA’, ‘S04, ‘Binova’ 40
Vermehrungsmaterial
2 ‘5BB’, “125AA’, ‘'SO4’, ‘Binova’ 40
Jan / Feb 3 “125AA’, ‘SO4', ‘Bérmer’ 34
2016 1 ‘5BB’, “125AA’, ‘S04, ‘Binova’ 40
2 ‘5BB’, “125AA’, ‘'SO4’, ‘Binova’ 40
3 ‘5BB’, “125AA’, ‘'SO4’, ‘Borner’ 40
Tauchbader
2014 1 H>O-/Chinosol-Tauchbecken 4
2 H>02-Tauchbecken 1
3 H>0O-/Chinosol-Tauchbecken 4
Tauchen des 2015 1 6
Vermehrungsmaterials 2 H.O-/Beltanol-Tauchbecken 2
Jan/ Feb / Mrz 3 4
2016 1 6
2 H>0O-/Beltanol-Tauchbecken 2
3 5
Pfropfreben
Unterlagenkomponente (Sorte)
2014 1 ‘5BB’, “125AA’, ‘'SO4’
‘5BB’, ‘Binova’
. “125AA
Vortreiben

Apr/ Mai 2015 1 ‘5BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
‘5BB’, “125AA’, ‘'SO4’, ‘Binova’ 40
“125AA’, ‘SO4’, ‘Borner’ 30
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Probennahme-Zeitpunkt Jahr Rebschule Probe* n
Pfropfreben
Unterlagenkomponente (Sorte)
. 2016 1 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
Vortreiben
' ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
Apr / Mal '5BB’, 125AA, ‘SO4’, ‘Bérner 40

Vortriebsubstrat

2014 1 Torf 4
Torf + Sagespéne 4
3 Torf + Ségespéne 2
Vortreiben 2015 ! Torf 4
. Torf + Sagespéane 4
Apr / Mai 3 Torf + Sagespéane 3
2016 1 Torf 4
Torf + Sagespéane 4
3 Torf + Sagespéane 4

Bodenprobe

Beginn Freilandphase Mischprobe aus den Parzellen der
2014 1 4
Jun beprobten Pfropfreben
Pfropfreben
Unterlagenkomponente (Sorte)
2014 1 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’ 41
‘5BB’, ‘Binova’ 40
‘6BB’, “125AA’ 39
2015 1 ‘5BB’, “125AA’, 'SO4’, ‘Binova’ 40
‘5BB’, ‘“125AA’, 'SO4’, ‘Binova’ 40
‘6BB’, “125AA’, ‘'SO4’, ‘Bérner’ 40
Mitte Freilandphase 2016 1 ‘5BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
‘56BB’, ‘“125AA’, 'SO4’, ‘Binova’ 40
Aug / Sep

‘6BB’, ‘“125AA’, 'SO4’, ‘Borner’ 40

Bodenprobe
2014 2 Mischprobe aus den Parzellen der 4
3 beprobten Pfropfreben 4
2015 1 4
Mischprobe aus dem Wurzelbereich 4

der beprobten Pfropfreben
3 4
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Probennahme-Zeitpunkt Jahr Rebschule Probe* n
Bodenprobe
. . 2016 1 4
Mitte Freilandphase ) Mischprobe aus dem Wurzelbereich 4
Aug / Sep der beprobten Pfropfreben
4
Pfropfreben
Unterlagenkomponente (Sorte)
2014 1 ‘6BB’, ‘“125AA’, ‘SO4’ 41
2 ‘56BB’, ‘Binova’ 40
‘56BB’, “125AA’ 40
2015 1 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
2 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Bbrner’ 40
2016 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
Ende Freilandphase ‘5BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Borner’ 40
Sep / Okt
P Bodenprobe
Mischprobe aus den Parzellen der
2014 1 beprobten Pfropfreben 4
Mischprobe aus dem Wurzelbereich
2015 1 der beprobten Pfropfreben 4
2016 1 4
5 Mischprobe aus dem Wurzelbereich 4
der beprobten Pfropfreben
4
verkaufsfertige Pfropfreben
Unterlagenkomponente (Sorte)
2015 1 ‘6BB’, ‘S04’ 20
2 ‘6BB’, ‘Binova’ 30
Verkauf 3 “125AA 20
Apr / Mai (Folgejahr)
2016 1 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40
2 ‘6BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ 40

n=Probenumfang

*fiir eine detaillierte Probenibersicht siehe Anhang
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2.1.2 Chemikalien, Verbrauchsmaterial und Puffer

Chemikalie/Verbrauchsmaterial

Hersteller

Cloramphenicol fur die Molekularbiologie
DNA Ladder 100 bp

innuPREP Plant DNA Kit
innuSPEED Soil DNA Kit

KAPA HiFi™ HotStart PCR Kit
KAPA2G Fast Multiplex PCR Kit
Kartoffelextrakt-Glucose-Agar

LE Agarose

Oligonukleotide

QIAquick PCR Purification Kit
SERVA DNA Stain G

SuperHot Tagq PCR Kit mit ANTP Mix
Tween® 80

Wasser, Bioscience-Grade

Zellulosemischester-Membran Filter (0,45 pm)

AppliChem GmbH, Darmstadt

New England Biolabs, Frankfurt am Main
Analytik Jena AG, Jena

Analytik Jena AG, Jena

KAPA Biosystems, Wilmington, USA
KAPA Biosystems, Wilmington, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf
Metabion international AG, Planegg
Qiagen GmbH, Hilden

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Genaxxon bhioscience GmbH, Ulm

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Advantec, Dublin, USA

Puffer

Hersteller

TAE-Puffer:

Tris-HCI pH 7,4 10 mM
EDTA pH 8,0 1 mM
XS-Puffer:

Tris-HCL pH 7,4 100 mM
EDTA pH 8,0 20 mM
Sodiumdodecylsulfat 1 %
Ammoniumacetat 800 mM
Kaliumethylxanthogenat 1 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt

2.1.3 Gerate & Software

Gerat

Hersteller

Tischzentrifuge 5424
Tischkihlzentrifuge 5424 R
Kuhlzentrifuge 6-16K

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg

Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
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Kugelgmuhle Tissue Lyser Il
Mahlbecher (25 ml)

Stereomikroskop Stemi 2000-C
Inkubationsschuttler KS 3000 | control
Sicherheitswerkbank HERAsafe™ KS
Inkubator KB115

Vortex Genie 2

Spektrophotomer NanoDrop™ 2000c
Geldokumentation ST4

Thermomixer comfort

Autoklav DX-45

SimpliAmp™ Thermal Cycler

Qiagen GmbH, Hilden

Retsch GmbH, Haan

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Fa. BINDER GmbH, Tuttlingen

Scientific Industries, New York, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Vilber Lourmat Deutschland GmbH, Eberhardzell
Eppendorf, Hamburg

Systec GmbH, Linden

Applied Biosystems Inc, Foster City, USA

Software

Hersteller

Basic Local Alignment Tool (BLAST)
CLC Workbench
R Statistik-Software v. 3.4.0

RStudio Benutzeroberflache v. 1.0.143.

NCBI, Bethesda, USA

Qiagen Bionformatics, Qiagen GmbH, Hilden
R Core Team (2017), Wien, Osterreich
RStudio Team (2016), Boston, USA

2.2 METHODEN

2.2.1 Probennahmen in den Rebschulen

In den Jahren 2014 bis 2016 wurden in drei ausgewahlten Rebschulen in Rheinland-
Pfalz und Baden-Wiirttemberg gezielt Proben wahrend des Pflanzguterzeugungspro-
zesses entnommen (siehe Abb. 4 und 5). Zur Bewahrung der Anonymitat der betei-
ligten Rebschulen werden diese in der vorliegenden Arbeit nicht namentlich genannt

sondern als Betrieb bzw. Rebschule (RS) 1, 2 und 3 bezeichnet.

Die entnommenen Proben umfassten:

1. Rebholz zu verschiedenen Bearbeitungsstadien

i) Vermehrungsmaterial aus Unterlagenmuttergarten (Abbildung 4a)

i) frisch veredelte Pfropfreben zum Zeitpunkt des Vortreibens (Abbildung 4b und c)
iii) Pfropfreben zur Mitte und zum Ende der Freilandphase (Abbildung 4d und e)

iv) verkaufsfertiges Pflanzgut (Abbildung 4f)
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2. Flussigproben aus Tauchbadern

Flissigproben (100-200 ml) wurden wéahrend bzw. nach dem Tauchen des zuge-
schnittenen Edelreis- und Unterlagenholzes aus verschiedenen Bereichen der jewei-
ligen Tauchbader (Abbildung 4g) entnommen. Beprobt wurden Wasserbader und

Fungizidbader (ca. 0,5% Chinosol/Beltanol bzw. H202 in Wasser).

3. Vortriebsubstrate aus Vortreibkisten

Die Vortriebsubstratproben bestanden entweder aus Torf oder einem Torf-
Sagespane-Gemisch. Pro Probe wurden ca. 15 g wahrend des Vortreibens aus Vor-

treibkisten (Abbildung 4h) der jeweils zu untersuchenden Pfropfreben entnommen.

4. Bodenproben aus Freilandflachen

Wahrend der Bewurzelungsphase der Pfropfreben im Freiland (Mai/Juni bis Okto-
ber/November) wurde in den Parzellen der zu untersuchenden Pfropfreben ca. 50 g
Bodenmaterial (Abbildung 4i) als Mischprobe genommen. Im Jahr 2014 geschah dies
randomisiert (Zick-Zack-Gang), 2015 und 2016 erfolgte die Probenentnahme gezielt

aus der Wurzelzone der parallel entnommenen Pfropfreben.

5. Sporenfallen im Freiland

Wahrend der Freilandphase 2014, 2015 und 2016 wurden Sporenfallen (Abbil-
dung 4j) zur Uberwachung des Sporenflugs in drei verschiedenen Freilandflachen
des Betrieb 1 aufgestellt. Die Sporenfallen bestanden dabei aus Objekttragern, die
mit Vaseline beschichtet (Methode nach Eskalen & Gubler 2001) und an Bambussta-
ben befestigt wurden. Die Fallen wurden in einer Héhe von ca. 30 cm Uber dem Bo-
den installiert und nach Mdglichkeit im Wochenrhythmus ausgetauscht. In den Jah-
ren 2014 und 2015 erstreckte sich die Uberwachungsphase von Mitte/Ende Juni bis
Ende Oktober, in 2016 von Ende Februar bis Ende Oktober. Die Anzahl der beprob-
ten Sporenfallen (Objekttrager) betrug insgesamt 175 (47 in 2014, 54 in 2015 und 74
in 2016).
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Edelreis -

i

4 Unterlage -

Abbildung 4: Probennahmen in den Rebschulen. Unterlagenruten aus Muttergérten fur die Vermeh-
rung (a), frisch veredelte Pfropfreben aus Vortreibkisten (b), exemplarische Darstellung der Unterla-
gen- und Edelreiskomponente einer Pfropfrebe (c), aus den Freilandflachen (d) enthommene bewur-
zelte Pfropfreben (e), verkaufsfertige Pfropfreben (f), Wassern des zugeschnittenen Vehrmehrungs-
materials im Tauchbad (g), Vortreiben der frisch veredelten Reben in Vortreibkisten (h), Rebschulbo-
den aus dem Freiland (i), Sporenfalle im Freiland (j).
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Bis zur weiteren Bearbeitung wurden Holz-, Tauchbad-, Vortriebsubstrat- und Bo-
denproben bei +4 °C, Sporenfallen bei -20 °C gelagert. Die Enthahme der Proben

erfolgte mit Ausnahme von Rebholz in sterile 50 ml-Zentrifugenréhrchen.

Eine detaillierte Ubersicht zu den oben genannten Proben (Ausnahme: Sporenfallen)
sowie der jeweiligen Probenanzahl und den Zeitpunkten der Probennahme sind im

Anhang dargestellt.

Veredlungsmaterial

Tauchbader

verkaufsfertige

Pfropfreben
Pfropfreben %
Pflanzgut-
erzeugungsprozess
Probennahmen frisch veredelte
Pfropfreben

Vortriebsubstrate

Abbildung 5: Pflanzguterzeugungsprozess und Zeitpunkte der Probennahmen

2.2.2 Visuelle Bonitur des Unterlagen- und Edelreisholzes

Das Vermehrungsmaterial aus den Unterlagenmuttergarten und die Unterlagen-
Komponenten der Pfropfreben wurden in den Untersuchungsjahren 2014 bis 2016
auf das Auftreten Esca-typischer Symptome tberpruft. Hierzu wurden die Ruten des
Vermehrungsmaterials basal und apikal sowie die Unterlagenbereiche der Pfropfre-
ben oberhalb der Wurzelzone (basal) und unterhalb der Veredlungsstelle (apikal)
angeschnitten und visuell begutachtet. In den Jahren 2015 und 2016 erfolgte ab dem
Vortreiben zusatzlich eine visuelle Bonitur der Edelreis-Komponente im Bereich un-
mittelbar oberhalb der Veredlungsstelle. Je nach Auftreten der Esca-typischen Ver-
farbungen wurden die bonitierten Bereiche als ,symptomatisch® oder ,asymptoma-
tisch“ bewertet.
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Das Unterlagenholz wurde im Anschluss fir weitere Untersuchungen zum Erreger-
vorkommen durch PCR- und kultivierungsbasierte Verfahren entsprechend Kapitel
2.2.3.1 und 2.2.8.2 aufbereitet.

2.2.3 Probenaufbereitung fir den PCR-basierten Erregernachweis

Das Vorkommen von Pch und weiteren GTD-Erregern in Unterlagenholz und Proben
aus moglichen Infektionsquellen in der Pflanzguterzeugung, d.h. Tauchb&ader, Vor-
triebsubstrate und Luft (Sporenfallen), wurde durch molekularbiologische Verfahren
naher untersucht (siehe Kapitel 2.2.4). Zu diesem Zweck wurden die Proben wie im

Folgenden beschrieben vorbereitet.

2.2.3.1 Unterlagenholz

Fur die weiterfuhrenden molekularbiologischen Untersuchungen wurde zumeist der
basale, in ausgewahlten Fallen der apikale, Bereich der Unterlagen gewahlt. Dazu
wurden 5-10 cm des zu untersuchenden Bereichs nach dem Anschnitt (siehe 2.2.2)
mithilfe eines Skalpells entrindet und durch kurzes Abflammen oberflachensterilisiert.
Mit einer sterilen Rebschere wurde ein Stick Holz (1-2 cm) oberhalb bzw. unterhalb
des basalen bzw. apikalen Endes enthommen und bei -80 °C schockgefroren. Die
Proben wurden in mit flissigem Stickstoff gekihlten Mahlbechern bei 30 Hz fir 20
sec in einer Kugelgmuihle zu einem feinen Pulver vermahlen. Davon wurden 80-100
mg fir die anschlieBende DNA-Extraktion verwendet. Diese erfolgte mit dem Analytik
Jena innuPREP Plant DNA Kit gemaR den Angaben des Herstellers.

2.2.3.2 Tauchbéader

METHODE 1

Fir die Extraktion von DNA aus Tauchbadern wurden 45 ml der jeweiligen Proben
Uber einen Filter (Zellulosemischester-Membran) der Porengro3e 0,45 um filtriert.
Die Filter wurden in 2 ml-Reaktionsgefalie tUberfuhrt, in flissigem Stickstoff schock-
gefroren und bei 30 Hz fiir 20 sec in einer Kugelmuhle zerkleinert. Nach Zugabe von
400ul Lysis-Puffer (innuPREP Plant DNA Kit) wurden die Proben erneut bei 30 Hz fur
2 min in einer Kugelmihle homogenisiert. Die weiteren Schritte der DNA-Extraktion

wurden nach Anleitung des Herstellers durchgefihrt.
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METHODE 2

Ein kostengunstigeres und weniger zeitaufwendiges Aufbereitungsverfahren wurde
parallel zu Methode 1 (s.0.) an Tauchbad-Proben aus 2016 getestet: Hierfir wurden
45 ml der Proben bei 15.000 x g und 4 °C fur 10 min abzentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das resultierende Pellet in der Restfllissigkeit resuspendiert. Die Sus-
pension wurde in ein 2 ml-Reaktionsgefal? tberfuhrt, erneut bei 15.000 x g und 4 °C
fir 5 min pelletiert und der Uberstand verworfen. Nach Resuspendierung des Pellets
in 400 pl Lysis-Puffer wurde, analog zu Methode 1, gem&R den Herstellerangaben

verfahren.

2.2.3.3 Vortriebsubstrate

Bei den Vortriebsubstraten aus 2014 wurden zwischen 250 mg und 3 g fur die nach-
folgende DNA-Extraktion eingesetzt. Um ein potenziell breiteres Erreger-Spektrum
erfassen zu kénnen, wurde in den Jahren 2015 und 2016 eine erhéhte Probenmenge
von 5 g verwendet.

Die Proben wurden in einem Zentrifugenréhrchen (50 ml) in 40 ml sterilem ddH20
suspendiert und auf einem Inkubationsschittler fur 30 min bei 300 rpm und RT ge-
schittelt. AnschlieRend wurden die Suspensionen Uber eine sterile Mullbinde grob
filtriert. Das Filtrat wurde bei 15.000 x g und 4 °C fiir 10 min pelletiert und der Uber-
stand verworfen. Das Pellet wurde in der vorhandenen Restfliissigkeit resuspendiert,
die Suspension in ein 2 ml-Reaktionsgefald tberfihrt, und nochmals fir 5 min bei
15.000 x g und 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in
600 pl Lysis Puffer des innuSPEED Soil DNA Kits aufgenommen und die DNA nach
den Vorgaben des Herstellers extrahiert. Als interne Negativkontrolle wurde steriles
ddH20, das dem Suspendieren der Vortriebsubstrate diente, in der Probenaufberei-

tung mitgefuhrt.
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2.2.3.4 Sporenfallen

METHODE 1

Die DNA-Extraktion aus Sporenfallen erfolgte mithilfe des innuPREP Plant DNA Kits.
Die Fallen aus 2014 und 2015 wurden mit einer modifizierten Methode nach Eskalen
& Gubler (2001) wie folgt bearbeitet: die Objekttrager wurden in einem Zentrifugen-
réhrchen (50 ml) zunachst mit 20 ml sterilem ddH20 + Tween® 80 (1 Tropfen/500 ml)
bei 300 rpm und RT fur 30 min auf einem Inkubationsschiittler geschittelt, um die
darauf befindlichen Sporen abzuwaschen. Das Waschwasser wurde daraufhin tber
einen Filter (Porengréf3e: 0,45 um) filtriert und der Filter in ein 2 ml-Reaktionsgefaf
Uberfuhrt. Die weiteren Schritte bis hin zur DNA-Extraktion erfolgten wie unter Kapitel
2.2.3.2 (Tauchbader, Methode 1) beschrieben. Als interne Negativkontrolle wurde

das Waschwasser (ohne Probe) in der Probenaufbereitung mitgeftuhrt.

METHODE 2

An Sporenfallen aus dem Jahr 2016 wurde ein kostengtinstigeres und zeitsparendes
Verfahren zur Probenaufbereitung erprobt. Bei dieser Methode wurde die Vaseline
mit einem sterilen Skalpell von den Objekttrdgern abgekratzt und in ein 2 ml-
Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Nach Zugabe von 400 pl Lysis-Puffer (innuPREP Plant
DNA Kit) wurde die DNA nach Anleitung des Herstellers extrahiert.

Nach Bestimmung der DNA-Konzentrationen mithilfe eines Spektrophotometers wur-
den Arbeitslésungen unterschiedlicher Konzentrationen mit ,BioScience-Grade*-
Wasser hergestellt: fir Holzproben wurden die Arbeitslosungen auf 100 ng/ul einge-
stellt; die DNA aus Tauchbadern, Vortriebsubstraten und Sporenfallen wurde entwe-
der auf 40 ng/ul eingestellt oder bei geringeren DNA-Ausbeuten direkt in der PCR
eingesetzt.

Generell wurden Arbeitslésungen fur die unmittelbare Verwendung bei 4 °C aufbe-

wahrt. Langfristig erfolgte die Lagerung der Arbeits- und Stocklésungen bei -20 °C.
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2.2.4 PCR-basierter Erreger-Nachweis

Holzproben, Tauchbader, Vortriebsubstrate sowie Sporenfallen wurden molekularbio-
logisch auf das Vorkommen von Pch untersucht. Dazu wurde ein Pch-spezifisches
nested PCR-Verfahren (geschachtelte PCR) entwickelt (Kapitel 2.2.4.1). Zur Erfas-
sung weiterer GTD-Erreger wurde darauf basierend ein multiplex nested PCR-
Verfahren (Kapitel 2.2.4.2) etabliert, das neben Pch die Detektion von Clo und ver-
schiedenen Vertretern der Esca-relevanten Gattung Phaeoacremonium (Pm spp.)
ermdglicht. Bei der nested bzw. multiplex nested PCR handelt es sich um ein hoch-
spezifisches und -sensitives Nachweisverfahren. Dabei wird das PCR-Produkt aus
einer ersten Reaktion als Template fur eine nachfolgende Reaktion verwendet, bei
der ein bzw. mehrere Primerpaar(e) innerhalb des gewtnschten Amplifikats der ers-
ten Reaktion binden.

Die Sequenzen der in den jeweiligen Reaktionen verwendeten Primerpaare sind in

Tabelle 2 zu finden.

Tabelle 2: Primer fur den Nachweis von Pch, Clo und Pm spp.

Primer Primersequenz (5°-3’) Amplikongrofe Referenz

ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG 650-750 bp White et al. (1990)
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

Pch5H GTGACGTCTGAACGGTTCCATC 357 bp modifiziert nach

Pch3H GAGAGTTCTGCAACAAAACAATAG Buchholz & Fischer
(unveroffentlicht)

Pch1H CCCGATCTCCAACCCTTTGTTT 381 bp Haag (unveroffentlicht)
Pch2H CGGGCCTATCTTCTATGAAAG

CLO1F TACTAGAGCAAAGGACAGGCAGC 433 bp Navarette et al. (2011)
Clo3H GAACCCCAATACCAAGCGAGAG Haag (unveroffentlicht)
Pm5H GGAGGGCACAGACTCTGTATT ca. 330 bp Haag (unveroffentlicht)

Pm3H GTAAACTACTGCGCTCGGAG
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2.2.4.1 Pch-spezifische nested PCR

Reaktion 1

Unter Verwendung der Primer ITS5 und ITS4 (siehe Tabelle 2), die spezifisch fur die
meisten Asco- und Basidiomyceten sind, wurde in einer ersten Reaktion ein Frag-
ment der nukledaren rDNA amplifiziert. Dieses erstreckt sich Uber die ITS1-Region,
das 5.8S rRNA-Gen und die ITS2-Region.

Die Zusammensetzung der Reaktionsansatze ist in Tabelle 3 dargestellt. Fur Unter-
lagenproben wurden 2 pl DNA (100 ng/ul), fur Tauchbad- und Vortriebsubstratproben
sowie Sporenfallen je 5 pl DNA (<40 ng/ul) als Template eingesetzt. Die PCR wurde
in einem Gesamtvolumen von 25 pl mit dem SuperHot Taq PCR Kit und den in Ta-
belle 4 aufgefihrten Parametern durchgefuhrt.

Reaktion 2

Die in Reaktion 1 erhaltenen PCR-Produkte wurden mit ,BioScience-Grade“-Wasser
1:50 verdunnt und anschlieRend 1 ul als Template in Reaktion 2 eingesetzt. Die Re-
aktion wurde unter Verwendung der Pch-spezifischen Primer Pch5H und Pch3H
(siehe Tabelle 2) mit dem SuperHot Tag PCR Kit durchgefuhrt. Zur Zusammenset-
zung der Reaktionsansatze und den verwendeten Reaktionsparametern siehe Tabel-
le 3und 4.

Tabelle 3: Zusammensetzung der Reaktionsansétze - SuperHot Taq PCR Kit

Reagenz Praparationsvolumen Endkonzentration

Wasser (Bioscience-Grade) ad 25 pl

Puffer E" (10 x) 2,5 ul 1 X

MgCl2 - 2,5 mM

dNTP Mix 0,5 ul 200 UM

ITS5/ Pch5H 0,5 ul 0,2 UM

ITS4 /Pch3H 0,5 ul 0,2 UM

SuperHot DNA-Polymerase 0,2 pl 1 U

DNA 2152 ul 1. Reaktion 8Y/<52 ng/ul
13 ul 2. Reaktion variabel®

*enthalt MgCl2

1fur Unterlagenholz

2 fur Tauchbader, Vortriebsubstrate und Sporenfallen

3 50-%-Verdiinnung des PCR-Produktes aus der 1. Reaktion
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Tabelle 4: PCR-Programme - Pch-spezifische nested PCR

Reaktion 1 Reaktion 2

Temperatur Dauer Temperatur Dauer

95 °C 10 min 95 °C 10 min

95 °C 30 sec 95 °C 30 sec

57 °C 30 sec 35 Zyklen 62 °C 30 sec 35 Zyklen
72 °C 30 sec 72 °C 30 sec

72 °C 10 min 72 °C 10 min

5°C o0 12 °C o0

2.2.4.2 Multiplex nested PCR

Reaktion 1

Die erste Reaktion erfolgte analog zu Kapitel 2.2.4.1 mit den Primern ITS5 und ITS4
(siehe Tabelle 2).

Reaktion 2

Das PCR-Produkt aus Reaktion 1 wurde 1:50 mit ,BioScience-Grade“-Wasser ver-
dunnt und in einer nachfolgenden multiplex PCR eingesetzt. Hierflr wurden die spe-
zies-spezifischen Primerpaare PchlH/Pch2H fur Pch, CLO1/Clo3H fur Clo, sowie
das fur verschiedene Pm-Arten spezifische Primerpaar Pm5H/Pm3H verwendet (sie-
he Tabelle 2). Mit Ausnahme von CLO1F wurden alle Primer eigens fur das Multi-
plex-Verfahren neu entworfen. Die Amplifikation der DNA erfolgte durch eine multi-
plex touchdown PCR mit dem KAPA2G Fast Multiplex PCR Kit in einem Gesamtvo-
lumen von 10 pl. Die Zusammensetzung der Reaktionsansétze und die entsprechen-
den Reaktionsbedingungen sind dabei in Tabelle 5 und 6 aufgefihrt.

Im Anschluss an die 2. Reaktion der nested PCR und der multiplex nested PCR wur-
den je 10 pl des PCR-Produktes in 1 x TAE-Puffer auf einem 2% Agarosegel (3 pl
SERVA DNA Stain G/100 ml) bei 6 V/5 cm Gel fur 1,5 h bis 2 h elektrophoretisch
aufgetrennt. Die jeweiligen DNA-Fragmente wurden danach unter UV-Licht visuali-
siert und ihre Lange bestimmt. Proben mit Fragmenten der erwarteten Grof3e (siehe

Tabelle 2) wurden schlief3lich den jeweiligen Erregern zugeordnet.
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Tabelle 5: Zusammensetzung der Reaktionsansatze - KAPA2G Fast Multiplex PCR Kit

Reagenz Praparationsvolumen Endkonzentration
Wasser (Bioscience-Grade) ad 10 pl -
KAPA2G Fast Multiplex Mix" (2 x) 5 ul 1 X
KAPA2G Puffer A - 15 X
MgCl2 - 3 mM
dNTP Mix - 200 UM
Pch1H 0,2 ul 0,2 UM
Pch2H 0,2 0,2 pM
CLO1F 02 02 uM
Clo3H 02 0,2 uM
Pm5H 0,2 ul 0,2 uM
Pm3H 02 0,2 uM
KAPA2G Fast HotStart Polymerase - 04 U
DNA 1l variabel!
*enthalt KAPA2G Fast HotStart Polymerase, KAPA2G Puffer A, dNTPs und MgCl2
150-1-Verdiinnung des PCR-Produktes aus der 1. Reaktion
Tabelle 6: PCR-Programme - multiplex nested PCR
1. Reaktion 2. Reaktion
Temperatur Dauer
95 °C 3 min
95 °C 15 sec
69 °C - 60 °C 30 sec 10 Zyklen
(-1 °C / Zyklus)
72 °C 30 sec
siehe Tabelle 4
95 °C 15 sec
60 °C 30 sec 25 Zyklen
72 °C 30 sec
72 °C 3 min
12°C o0
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Tabelle 7 zeigt fur die Untersuchungsjahre 2014-2016, welche Proben mit welchem
PCR-Verfahren untersucht wurden (fir eine detaillierte Ubersicht der Proben, Pro-

benanzahl und Probennahme-Zeitpunkte siehe Anhang):

Tabelle 7: Proben aus den Rebschulen und das jeweils angewandte PCR-Verfahren

Jahr Probe Pch-spezifische nested PCR multiplex nested PCR
UH-VM
symptomatische Proben -
UH-VT
UH-MF
drei deutlich symptomatische Proben je Unterlagensorte
2014 UH-EF
B
alle Tauchbad- und Vortriebsubstratproben
VTS
SF alle Sporenfallen aus dem Freiland von Betrieb 1
UH-VM symptomatische Proben
UH-VT
UH-MF alle Proben
UH-EF
2015
UH-VE - alle Proben
B
alle Tauchbad- und Vortriebsubstratproben
VTS
SF alle Sporenfallen aus dem Freiland von Betrieb 1
UH-VM symptomatische Proben
UH-VT
UH-MF - alle Proben
UH-EF
2016 B—
UH-VE alle Proben
B
alle Tauchbad- und Vortriebsubstratproben
VTS
SF alle Sporenfallen aus dem Freiland von Betrieb 1
UH-VM Unterlagenholz-Vermehrungsmaterial UH-VE Unterlagenholz-verkaufsfertiges Pflanzgut
UH-VT Unterlagenholz-Vortreiben B Tauchbad
UH-MF Unterlagenholz-Mitte der Freilandphase VTS Vortriebsubstrat
UH-EF Unterlagenholz-Ende der Freilandphase SF Sporenfallen
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2.2.5 Einfluss der Erreger auf die Symptomentwicklung im Unterlagenholz

Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen Erregerbefall und der Symptoment-
wicklung im Unterlagenholz zu untersuchen, wurde zuné&chst ermittelt wie oft die
maoglichen Erregerszenarien im Unterlagenholz vorkamen. Die Erregerszenarien, die
im Holz vorkommen kdnnen, ergeben sich dabei aus einer Dreierkombination, drei

Zweierkombinationen sowie den Einzelnachweisen der Erreger:

a Pch + Pm spp. + Clo e Pch

b Pch + Clo f Clo

c Pch + Pm spp. g Pm spp.
d Clo + Pm spp.

Daran anschlieRend wurde der Anteil symptomatischer Unterlagen fir die jeweiligen
Erregerszenarien (a-g) bestimmt. Hierbei wurden alle Unterlagen der Pfropfreben
vom Vortriebstadium bis zum Ende der Freilandphase sowie des verkaufsfertigen
Pflanzguts aus den Jahren 2015 und 2016 untersucht. Die Holzproben aus 2014 und
das Vermehrungsmaterial aus 2015 und 2016 wurden nicht bertcksichtigt, da hier
ausschlief3lich in symptomatischen Unterlagen die Erregersituation Gberpruft wurde
(siehe Tabelle 7).

2.2.6 Einfluss der Witterung auf den Sporenflug in Freilandflachen

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen Witterung und Sporenflug in Frei-
landflachen von Betrieb 1 zu erfassen, wurden Klimadiagramme mit den Wetterpa-
rametern Temperatur, Niederschlag und rel. Luftfeuchte (automatisch erstellt Gber
www.wetter.rlp.de) von der nachstgelegenen Wetterstation fiir den Uberwachungs-
zeitraum in den jeweiligen Jahren bezogen. Diese wurden anschliel3end, zeitlich ent-
sprechend, den Nachweisen von Pch, Pm spp. und Clo aus der Luft gegenlber ge-

stellt.
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2.2.7 Statistische Auswertung & Darstellung des Symptom- /Erregerauftretens

Die statistische Auswertung des Symptom- und Erregerauftretens wurde mithilfe der
Statistik-Software R v. 3.4.0 (R Core Team, 2017) und der grafischen Benutzerober-
flache RStudio v. 1.0.143. (RStudio Team, 2016) durchgeflhrt.

Es erfolgte eine Auswertung folgender méglicher Unterschiede/Zusammenhange:

Unterschiede zwischen Rebschulen, apikalen und basalen Unterlagenbereichen
sowie Rebsorten hinsichtlich des Symptomauftretens im Holz

- Unterschiede zwischen Rebschulen und Unterlagensorten hinsichtlich des Erre-
gervorkommens in Unterlagenholz

- Unterschiede im Erregervorkommen innerhalb der Rebschulen

- Zusammenhang verschiedener Erregerszenarien im Unterlagenholz und Symp-
tomentwicklung

Hierfir wurde zunachst ein Signifikanztest auf Unabhangigkeit durch den exakten
Fisher-Test (zweiseitig, 5% Irrtumswahrscheinlichkeit) durchgefuhrt. Bei einem all-
gemeinen signifikanten Unterschied (p < 0,05) erfolgte zur genaueren Auswertung
post-hoc ein paarweiser exakter Fisher-Test mit angepassten p-Werten fur multiple
Vergleiche nach Benjamini & Hochberg (1995) (5% Irrtumswahrscheinlichkeit signifi-

kanter Unterschiede).

Ergebnisse der Signifikanztests wurden entweder unter Angabe der jeweiligen Signi-
fikanzen (n.s.=nicht signifikant (p = 0,05); *=signifikant (p < 0,05); **=hochsignifikant
(p < 0,01); **=hdchstsignifikant (p < 0,001)) in Kreuztabellen dargestellt oder durch
Kleinbuchstaben (unterschiedliche Buchstaben bei signifikanten Unterschieden) ge-

kennzeichnet.

Balkendiagramme zur Darstellung des Symptom- und Erregerauftretens im Holz
wurden mit Ausnahme von horizontalen Balkendiagrammen (erstellt mit Microsoft
Excel 2013) mithilfe von RStudio unter Verwendung des Pakets ,ggplot2“ erstellt.
Dabei geben die Balkenh6hen den prozentualen Anteil symptomatischer bzw. befal-
lener Holzproben aus dem jeweiligen Stichprobenumfang und die Fehlerbalken das

95% Bootstrap Vertrauensintervall des errechneten Prozentwertes an.
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2.2.8 Pilzisolation und Identifikation der Isolate aus Rebschulproben

2.2.8.1 Herstellung des Nahrmediums

Als Nahrmedium wurde durchwegs Kartoffelextrakt-Glucose-Agar (Potato dextrose
agar, PDA) verwendet. Zur Herstellung wurden 19,5 g Kartoffelextrakt-Glucose-Agar
(4 g/l Kartoffel-Infus, 20 g/l Glucose, 15 g/l Agar, pH-Wert: 5,6 £ 0,2) auf 500 ml mit
ddH20 aufgefullt, bei 121 °C fir 20 min autoklaviert und in Petrischalen gegossen.
Fur die Isolation der Pilze wurde dem Nahrmedium vor dem Gief3en das Antibiotikum
Chloramphenicol (Endkonzentration 25 pug/ml) zugegeben. Zur Herstellung und Er-

haltung der Reinkulturen wurde PDA ohne Antibiotikum verwendet.

2.2.8.2 Isolation und Kultivierung auf Nahrmedium

Unterlagenholz

Die Isolation der Pilze erfolgte Uberwiegend aus dem Basalbereich der Unterlagen.

Welche der Unterlagenproben untersucht wurden ist im Folgenden aufgelistet:

2014
e symptomatische Proben des Vermehrungsmaterials aus Unterlagenmuttergérten
und der Pfropfreben zum Zeitpunkt des Vortreibens

e drei deutlich symptomatische Proben je Sorte & Rebschule wahrend der Frei-
landphase (Mitte der Freilandphase (MF) und Ende der Freilandphase (EF))

2015/2016

e symptomatische Proben des Vermehrungsmaterials aus Unterlagenmuttergéarten

e eine stark-, eine schwach- und eine nicht-symptomatische Probe (sofern mdglich)
je Sorte & Rebschule zum Zeitpunkt des Vortreibens und wahrend der Freiland-
phase (MF und EF)

Der beprobte Holzbereich wurde zunéchst wie unter Kapitel 2.2.3.1 beschrieben ent-
rindet und oberflachensterilisiert. Daraufhin wurden vier Holzchips je Probe mit einem

sterilen Skalpell entnommen und auf PDA mit Chloramphenicol Gberfuhrt.
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Tauchbader

Fur jeweils 100 pl der Tauchbadproben wurde eine Verdiinnungsreihe (102 - 104) mit
sterilem Leitungswasser hergestellt. Jeweils 50 pl der unverdinnten und verdinnten
Proben wurden anschlieend auf PDA mit Chloramphenicol ausplattiert. Eine Aus-

plattierung von 50 pl des sterilen Leitungswassers diente als Negativkontrolle.

Vortriebsubstrate

Fur die Jahre 2014 und 2015 wurden je Probe 300 mg Substrat in einem sterilen Re-
aktionsgefald (2 ml) mit 500 pl sterilem Leitungswasser versetzt und bei RT auf ei-
nem Vibrationsschdttler fur ca. 10 sec durchmischt. Das Beprobungsvolumen der
Vortriebsubstrate aus 2016 wurde erhoht, sodass jeweils 5 g Substrat in einem steri-
len Zentrifugenréhrchen (50 ml) mit 20 ml sterilem Leitungswasser fir 10 min bei 300
rom und RT auf einem Inkubationsschuttler geschiittelt wurden. Von einem Teilvolu-
men (100ul) der Proben wurden mit sterilem Leitungswasser 101- und 1072-
Verdinnungen hergestellt. Jeweils 50 pl der unverdinnten und verdiinnten Suspen-
sionen wurden auf PDA mit Chloramphenicol ausplattiert. 50 pl des sterilen Lei-

tungswassers wurden als Negativkontrolle ausplattiert.

Bodenproben

Jeweils 300 mg der Bodenproben aus 2014 und 2015 wurden mit 500 pul sterilem Lei-
tungswasser in einem sterilen Reaktionsgefal? (2 ml) versetzt und anschlieRend auf
einem Vibrationsschiuttler bei RT fir ca. 10 sec gemischt. Auch hier wurde das Be-
probungsvolumen im Jahr 2016 erhoht, wobei 3 g Bodenmaterial in 20 ml sterilem
Leitungswasser geschuttelt wurden (300 rpm fur 30 min bei RT). Die weiteren Bear-
beitungsschritte erfolgten analog zu denen der Vortriebsubstrate (s.0.).

Sowohl die Holzchips als auch die Ausplattierungen der Tauchbad-, Vortriebsubstrat-
und Bodenproben (inkl. Negativkontrollen) wurden bei 25 °C und Dunkelheit inkubiert
und das Wachstum der Kolonien unter einem Stereomikroskop tber vier Wochen
mindestens einmal taglich kontrolliert. Zur Gewinnung von Reinkulturen wurden die
Hyphenspitzen der Pilzkolonien mit einer sterilen Impflanzette auf frisches PDA-
Medium Uberimpft.

Die Arbeitsschritte zur Isolation der Pilze sowie zur Herstellung und Erhaltung der

Reinkulturen erfolgten an einer Sicherheitswerkbank unter sterilen Bedingungen.
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2.2.8.3 ldentifikation der Pilzisolate

DNA-Extraktion und PCR

Die DNA-Extraktion aus Reinkulturen (Kapitel 2.2.8.2) erfolgte nach dem Protokoll
von Tillett and Neilan (2000). Die DNA-Konzentrationen wurden mithilfe eines Spekt-
rophotometers bestimmt und anschlieRend mit ,BioSciences-Grade“-Wasser auf eine
Konzentration zwischen 10 und 100 ng/ul eingestellt. Daraufhin erfolgte unter Ver-
wendung der Primer ITS5 und ITS4 (siehe Tabelle 2) die Amplifikation eines Frag-
ments der nukledren rDNA (siehe 2.2.4.1), das sich u.a. aufgrund seiner interspezifi-
schen Variation besonders gut zur Artbestimmung eignet. Die Reaktionen wurden mit
dem KAPA HiFi™ HotStart PCR Kit und der in Tabelle 8 dargestellten Zusammen-
setzung in einem Gesamtvolumen von 25 pl durchgefuhrt. Die verwendeten Reakii-

onsparameter sind in Tabelle 9 angegeben.

Tabelle 8: Zusammensetzung der Reaktionsansatze - KAPA HiFi™ HotStart PCR Kit

Reagenz Praparationsvolumen Endkonzentration
Wasser (Bioscience-Grade) ad 25 ul -

KAPA HiFi Fidelity Puffer” (5 x) 5 ul 1 X

MgCl2 - 2 mM
dNTP Mix 0,75 300 uM

ITS5 0,75 ul 0,3 uM

ITS4 0,75 03 uM
SuperHot DNA-Polymerase 05 u 0,5 U

DNA 1 pl 0,4-4 ng/ul

*enthalt MgCl2

Tabelle 9: PCR-Programm - Amplifikation der ITS-Region

Temperatur Dauer

95 °C 5 min

98 °C 20 sec

57 °C 15 sec 25 Zyklen
72°C 20 sec

72 °C 1 min

12 °C o0
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Sequenzierung und BLAST

Funf ul der Amplifikate wurden in 1 x TAE Puffer auf einem 1,5% Agarosegel (3 pl
SERVA DNA Stain G/100 ml) bei 6 V/5 cm Gel fur 30-45 min aufgetrennt. Nach er-
folgreicher Amplifikation wurde das restliche PCR-Produkt mithilfe des QIAquick PCR
Purification Kits nach Anleitung des Herstellers aufgereinigt und die Konzentration
mit einem Spektrophotometer bestimmt. Die Sequenzierung der DNA-Fragmente
erfolgte durch ein externes Sequenzierlabor (Sequence Laboratories Goéttingen,
Deutschland). Die Sequenzierung wurde in beide Richtungen mit den Primern ITS5
und ITS4 (siehe Tabelle 2) in einem Applied Biosystems 3130XL DNA Analyzer unter
Verwendung des BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kits durchgefuhrt.
Nach Qualitatsuberprufung und Assemblierung der DNA-Sequenzen mithilfe der
Software CLC Main Workbench 7.8.1 wurden die Konsensus-Sequenzen durch das
,Basic Local Alignment Tool“ (BLAST, National Center for Biotechnology Information
(NCBI), Bethesda, USA, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) in den Nukleotid-
Datenbanken abgeglichen und die Identitat der Isolate bestimmit.

Eine Auswahl der Pilzisolate wird zur Aufrechterhaltung in der Kultursammlung des
Instituts fur Pflanzenschutz in Obst- und Weinbau am Julius Kuhn-Institut, Geilweiler-

hof, in Kulturréhrchen bei +4 °C aufbewahrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 VISUELLE BEFALLSSITUATION DES UNTERLAGEN- UND EDELREISHOLZES

3.1.1 Unterlagenholz aus dem Pflanzguterzeugungsprozess

In den Jahren 2014 bis 2016 wurden insgesamt 456 Unterlagenproben der Rebschu-
le 1 (RS 1), 428 Proben der Rebschule 2 (RS 2) und 416 Proben der Rebschule 3
(RS 3) wahrend des Pflanzguterzeugungsprozesses hinsichtlich des Auftretens
Esca-typischer Symptome (,symptomatisch” vs. ,asymptomatisch®) untersucht (siehe
Abbildung 6). Dadurch sollte ein allgemeiner Einblick in die visuelle Befallssituation
der Unterlagen wéhrend der Pflanzguterzeugung gewonnen und potenzielle Unter-
schiede zwischen Rebschulen, Apikal- und Basalbereichen von Unterlagen sowie

verschiedenen Unterlagensorten aufzeigt werden.

Abbildung 6: Symptomatisches und asymptomatisches Unterlagenholz. Exemplarische
Darstellung einer Unterlage mit stark ausgepragten ,brown wood streaking“- und ,Gum-
mosis“-Symptomen (links) und einer optisch gesunden Unterlage (rechts).

Die Ergebnisse der visuellen Befallsbonitur sind, aufgetrennt nach Apikal- und Basal-
bereich, in Abbildung 7 dargestellt. Der Anteil symptomatischer Unterlagen bezieht
sich dabei unabhangig von der Sorte auf die Gesamtheit der untersuchten Unterla-
gensorten in den jeweiligen Betrieben.

Generell war in allen Untersuchungsjahren und Rebschulen eine deutliche Zunahme
der Symptomatik Uber das Jahr hinweg festzustellen (siehe Abbildung 7). Wahrend

das Vermehrungsmaterial zu Beginn des Jahres noch weitestgehend unauffallig war,
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zeigten Unterlagen gegen Ende der Pflanzguterzeugung in bis zu 100% der Félle
Symptome im basalen Bereich (siehe Abbildung 7, EF 2016). Zudem konnte ein An-
stieg der Symptome von Jahr zu Jahr, insbesondere wahrend der Standzeit der
Pfropfreben im Freiland (MF und EF), beobachtet werden.

Vergleich der Symptomatik zwischen den Rebschulen

Im Vergleich der einzelnen Rebschulen zeigten sich signifikante Unterschiede in Be-
zug auf das Symptomauftreten sowohl im Apikalbereich (m in Tabelle 10) als auch im
Basalbereich (m in Tabelle 10) der Unterlagen. Allerdings beschréankten sich diese
auf einzelne Probennahmen-Zeitpunkte in den Jahren 2014 und 2016. So waren zur
Mitte der Freilandphase 2014 Unterlagen der RS 1 im Basalbereich deutlich haufiger
symptomatisch als solche aus RS 2, deren Unterlagen wiederum signifikant ofter be-
troffen waren als diejenigen aus RS 3. Zum Ende der Freilandphase 2014 war das
Symptomauftreten im Apikalbereich der Unterlagen aus RS 1 am hochsten, gefolgt
von RS 3 und 2. Fur den Basalbereich waren zu diesem Zeitpunkt in RS 3 signifikant
seltener Symptome als in den beiden anderen Rebschulen zu beobachten (vgl. Ab-
bildung 7 und Tabelle 10, 2014).

In 2016 waren signifikante Unterschiede lediglich zum Zeitpunkt des Vortreibens er-
kennbar: wahrend in RS 3 die Apikalbereiche dfter Symptome zeigten als in den bei-
den anderen Rebschulen, waren bei RS 2 die Basalbereiche signifikant haufiger
symptomatisch (vgl. Abbildung 7 und Tabelle 10, 2016).

Rebschule 1
VM VT MF EF

100- o T %_

80-
g
§ 60- Jahr
'-g 2014
E .o | J2015
5 |
2 []2016
g
n 20- |i|

b o

N 46 40 40 46 40 40 8 40 40 8 40 40 41 40 40 41 40 40 41 40 40 41 40 40

apikal basal apikal basal apikal basal apikal basal
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Rebschule 2
VM VT MF EF
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Rebschule 3
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Abbildung 7: Anteil der Unterlagenproben mit Esca-typischen Holzsymptomen wahrend der Pflanz-
guterzeugung in den Jahren 2014-2016 (n: Probenumfang). Untersucht wurden das Vermehrungsma-
terial (VM) und Pfropfreben zum Vortreiben (VT) sowie zur Mitte und zum Ende der Freilandphase
(MF und EF).

Vergleich der Symptomatik zwischen Apikal- und Basalbereich

Bis auf wenige Ausnahmen fanden sich Esca-typische Holzsymptome verstarkt im
Basalbereich der Unterlagen. Signifikante Unterschiede (m in Tabelle 10) waren in
2014 zur Mitte der Freilandphase in den Betrieben 1 und 2, und gegen Ende der Frei-
landphase in Betrieb 2 festzustellen (vgl. Abbildung 7 und Tabelle 10, 2014). In 2015
war ein signifikant héheres Symptomauftreten im Basalbereich bereits zum Vortrei-
ben in RS 2 zu verzeichnen, und konnte im weiteren Verlauf der Pflanzguterzeugung
zur Mitte der Freilandsaison (MF) in allen Rebschulen sowie kurz vor dem Ausschu-
len (EF) in den Rebschulen 1 und 2 beobachtet werden (vgl. Abbildung 7 und Tabelle
10, 2015). Signifikante Unterschiede bestanden dartber hinaus in 2016 wahrend des
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Vortreibens in RS 2 und 3 und zur Mitte der Freilandphase in RS 1 und 2 (vgl. Abbil-
dung 7 und Tabelle 10, 2016).

Tabelle 10: Vergleich des Symptomauftretens im Unterlagenholz zwischen den Rebschulen sowie
zwischen apikalem und basalem Unterlagenbereich wéhrend der Pflanzguterzeugung

VM VT MF EF
2014 RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3
alblalblalblalblalblalblalblalblalblalblalblalb
a
RS1 b |n.s.
S a |n.s.
> RS2 b n.s.n.s.
a |n.s. n.s.
RS 3 b n.s. n.s.n.s.
a
RS1 b n.s.
- a n.s.
> |RS2 n.s. n.s.
a n.s. n.s.
RS 3 b n.s. n.s.n.s.
a
= |RS21 S
a n.s. n.s.
RSS . s
a
RS1 b n.s.
i RS2 - £
RS 3 |2 i
- -n.s.
VM VT MF EF
2015 RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3
alblalblalblalblalblalblalblalblalblalblalblalb
a
RS1 b |n.s.
S a |n.s.
> RS2 b n.s.n.s.
a |n.s. n.s.
RS 3 b n.s. n.s.n.s.
a
RS1 b n.s.
; RS2 g " n.s. [
a n.s. n.s.
RS 3 b n.s. n.s.n.s.
a
RS 1 b _
é RS2 El; n.S.n.s.-
a n.s. n.s.
RS3 ns. ns[l
a
RS 1 b _
i |RS2 g n.s.n.s.-
a n.s. n.s.
RS 3 b n.s. n.s.n.s.
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VM VT MF EF
2016 RS1|RS2|RS3|RS1 | RS2|RS3|RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3
alblalblalbla]blalbla]blalblalbl]alblalblalblalb
RS1 s n.s.
g RS2 S n'S.n.s.n.s.
RS3 g n.S.n.s.n.s.n.s.n.s.
RS1 -
E |Rs2 “'S'--
RS 3 s .n.s. [ ] ]
RS1 [ -
% RS2 g n.S.n.s.-
RS3 g n.S.n.s.nls.n.s.n.s.
i |RS?2 g n.S.n.s.n.s.
RS3 3 n.s.n.s.n.s‘.n.s.n.s.

M signifikante Unterschiede im apikalen Unterlagenbereich zwischen den Rebschulen
M signifikante Unterschiede im basalen Unterlagenbereich zwischen den Rebschulen
M signifikante Unterschiede zwischen apikalem und basalem Unterlagenbereich innerhalb der Rebschulen

VM Vermehrungsmaterial RS 1 Rebschule 1 paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%
VT Vortreiben RS 2 Rebschule 2 n.s. nicht signifikant  (p = 0,05)
MF Mitte Freilandphase RS 3 Rebschule 3 * signifikant (p <0,05)
EF Ende Freilandphase *x hochsignifikant  (p < 0,01)
a apikal rkk hdchstsignifikant (p < 0,001)
b basal

Vergleich der Symptomatik zwischen den Unterlagensorten

Ein Vergleich der beprobten Unterlagensorten ‘5BB’, “125AA’, ‘SO4’, ‘Binova’ und
‘Borner’ zeigte, dass sich die visuelle Befallssituation im Allgemeinen sehr &ahnlich
darstellte und signifikante Unterschiede (* in Tabelle 11) zwischen den Sorten ver-
einzelt fur die Apikalbereiche (= in Tabelle 11) festzustellen waren. So z.B. bei RS 1
zur Mitte der Freilandphasen in 2015 und 2016: hier war in 2015 die Sorte ‘SO4’ mit
80% signifikant haufiger von Symptomen betroffen als “125AA’ mit 10%, wahrend
‘6BB’- und ‘Binova’-Unterlagen mit jeweils 40% dazwischen lagen und sich nicht sig-
nifikant von den beiden anderen Sorten unterschieden (siehe Tabelle 11, RS 1 in
2015). In 2016 hingegen waren alle Proben der Sorten ‘SO4’ und ‘125AA’ symptoma-
tisch, wahrend ‘5BB’ mit 40% am seltensten Symptome zeigte. ‘Binova’ unterschied
sich mit 70% nicht signifikant von den restlichen Sorten (siehe Tabelle 11, RS 1 in
2016).
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Weitere Unterschiede konnten 2015 in RS 2 gegen Ende der Freilandsaison beo-
bachtet werden. Am haufigsten war hier die Sorte ‘Binova’ (80%) von Symptomen
betroffen, gefolgt von ‘SO4’ mit 70%, “125AA’ mit 20% und ‘5BB’ mit 10%, wobei sich
hier ‘5BB’ signifikant von ‘Binova’ und ‘SO4’, und ‘“125AA’ signifikant von ‘Binova’ un-
terschied (siehe Tabelle 11, RS 2 in 2015). Ahnliches war zur Mitte der Freilandpha-
se in 2016 festzustellen. Auch zu diesem Zeitpunkt waren ‘Binova’ mit 90% und
‘SO4’ mit 80% in RS 2 am auffalligsten, ‘5BB’ und ‘“125AA’ waren mit 30 bzw. 10%
vergleichsweise selten betroffen. Signifikant waren dabei die Unterschiede zwischen
“125AA’ und ‘Binova’ sowie ‘SO4’, und zwischen ‘5BB’ und ‘Binova’ (siehe Tabelle
11, RS 2in 2016).

Tabelle 11: Vergleich des Symptomauftretens zwischen Unterlagensorten im apikalen und basalen
Unterlagenbereich wahrend der Pflanzguterzeugung

Rebschule 1
Veredlungsmaterial Vortreiben Mitte Freilandphase Ende Freilandphase
apikal basal apikal basal apikal basal apikal basal
[#1 [#1 [4] [4] [#1 [#1 [4] 41

2014

‘5BB’ 0 9 0 0 0 40 64 55
“125AA 0 0 0 0 20 50 50 80

‘S04’ A 0 0 0 0 20 70 70 80

‘804’ B 23 15 0 0 36 64 60 90

2015

‘5BB’ 0 0 0 10 40 ab 50 60 80
“125AA 0 0 0 30 10 a 70 50 100

‘S04’ 0 0 20 do 80 b 100 80 100
‘Binova’ 0 0 0 20 40 ab [100 90 100
2016

‘5BB’ 0 0 10 o 40 a 90 100 100
“125AA 0 20 0 40 100 b 100 100 100

‘S04’ 0 0 0 0 100 b 100 100 100
‘Binova’ 0 10 0 0 70 ab 100 90 100
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Rebschule 2
Veredlungsmaterial Vortreiben Mitte Freilandphase Ende Freilandphase
apikal basal apikal basal apikal basal apikal basal
[l [l ] ] [l [l [ ]

S T T s G sl Ol s il S T T s S s e Ol s il
2014
‘5BB’ A 0 0 0 50 0 30 10 50
‘5BB' B 0 0 0 0 0 40 0 30
‘Binova’ A 0 0 0 0 20 30 10 70
‘Binova’B 0 0 0 50 0 30 10 70
2015
‘5BB’ o 20 0 20 0 60 10 a B0
‘“125AA’ 40 o 0 30 20 60 20 ab 70
‘SO 0 0 0 30 30 80 70 bc 100
‘Binova’ 0 io 0 20 30 90 80 c 100
2016
‘5BB’ 0 10 0 80 30 ab 100 90 100
‘“125AA’ 0 0 1o 70 10 a @0 90 100
‘SO4’ 0 0 30 50 80 bc 90 90 100
‘Binova’ 0 0 10 30 90 € 100 100 100
Rebschule 3

Veredlungsmaterial Vortreiben Mitte Freilandphase Ende Freilandphase
apikal basal apikal basal apikal basal apikal basal
i [#] [%] [%] [#] [#] [%] [%]

e T e e G e i A Tl T e e G e i N Al i
2014
‘5BB’ 0 0 N.A. NA. 1o 0 20 20
"125AA'A 0o 0 N.A. N.A 0 0 10 0
"125AA'B 0o 0 N.A. N.A 0 0 40 20
“125AA'C NA N.A. 0 0 10 10 40 30
“125AA'D  NA N.A. 0 0 N.A. N.A. N.A. N.A.
2015
‘5BB’ NA. NA. NA. N.A. 60 100 90 100
‘125AA’ 13 20 0 o 20 100 60 90
‘SO 0 0 0 0 60 80 70 60
‘Bérner’ 0 0 0 o 20 80 60 90
2016
‘5BB’ A 0 0 N.A N.A. N.A. N.A. N.A. N.A.
‘5BB’ B N.A. N.A. 60 20 60 80 100 100
‘125AA’ 1o 1o 50 io 60 100 100 100
‘S04’ 0 0 70 20 90 100 80 100
‘Bérner’ 0 0 40 o 70 50 100 90

Symptomauftreten im apikalen Unterlagenbereich
Symptomauftreten im basalen Unterlagenbereich
signifikante Unterschiede (Sorten mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant voneinander verschieden;
paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%; Probenumfang siehe Anhang)
N.A.: nicht verfliigbar

Grundsétzlich liel3 sich durch die visuelle Befallsbonitur der Unterlagen in allen Un-
tersuchungsjahren und Rebschulen ein deutlicher Anstieg der Symptome im Verlauf
der Pflanzguterzeugung und Uber die Jahre hinweg beobachten. Unterschiede im
Symptomauftreten zeigten sich vor allem zwischen dem apikalen und basalen Unter-
lagenbereich, wobei die Basalbereiche meist starker betroffen waren. Unterschiede
zwischen Rebschulen und Unterlagensorten waren vergleichsweise seltener festzu-

stellen.
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3.1.2 Unterlagenholz des verkaufsfertigen Pflanzguts

Nach der Pflanzguterzeugung durchlaufen die Pfropfreben eine Qualitatskontrolle
bevor sie im darauffolgenden Frahjahr in den Verkauf gehen. Um die Symptom-
Situation im Pflanzgut, das schlie3lich bei den Winzern ankommt, naher zu beleuch-
ten, wurden in 2015 und 2016 die Unterlagenbereiche verkaufsfertiger Pfropfreben
visuell bonitiert (Abbildung 8). Nach Méglichkeit wurden die gleichen Pfropfkombina-
tionen beprobt die schon im Vorjahr wahrend der Pflanzguterzeugung untersucht
wurden. Waren diese bereits ausverkauft, wurden, sofern verfiigbar, Pfropfkombina-
tionen gewahlt bei denen die Unterlagenkomponente derjenigen aus dem Vorjahr
entsprach (siehe hierzu Anhang). Insgesamt wurden 60 Proben aus RS 1, 70 Proben
aus RS 2 und 20 Proben aus RS 3 untersucht. Eine Probennahme war bei RS 3 in

2016 nicht moglich, sodass hier lediglich Ergebnisse aus 2015 vorliegen.

100- =

M ol

60- 1 Rebschule
1

2

40- ‘ ‘ D 3

20-

—

symptomatisch [%]

N.A. N.A.

n 20 30 20 20 30 20 40 40 0 40 40 0

apikal basal apikal basal

Abbildung 8: Anteil der Unterlagenproben mit Esca-typischen Holzsymptomen bei verkaufsfertigem
Pflanzgut in den Jahren 2015 und 2016 (n: Probenumfang). N.A.: nicht verfugbar

Generell war ein sehr hoher Anteil der untersuchten Unterlagen symptomatisch. Un-
terlagen der RS 1 und 2 waren besonders stark betroffen und wiesen in allen bzw.
nahezu allen Proben typische Verfarbungen im Basalbereich auf (siehe Abbildung 8,
RS 1 und 2). Die Unterlagen der RS 3 waren in 2015 vergleichsweise weniger haufig
auffallig (Abbildung 8) und unterschieden sich im Basalbereich dabei deutlich von
denen der RS 1 (M in Tabelle 12).

Zwischen Apikal- und Basalbereich unterschieden sich die Unterlagen auf3erst sel-
ten. Lediglich bei RS 1 zeigten die basalen Bereiche im Jahr 2015 signifikant haufiger
Symptome (vgl. Abbildung 8 und Tabelle 12 (m)).
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Tabelle 12: Vergleich des Symptomauftretens im Unterlagenholz zwischen den Rebschulen sowie
zwischen apikalem und basalem Unterlagenbereich bei verkaufsfertigem Pflanzgut

2015 2016
RS 1 RS 2 RS 3 RS1 RS 2
a | b a | b a | b a | b a | b
a
. RS 1 b
ul a n.s.
I RS2 b ns. ns.
a n.s. n.s.
RS 3 b [ ] ns. ns.
a
‘“_3. RS1 b n.s.
I RS 2 a n.s.
b n.s. n.s.

M signifikante Unterschiede im basalen Unterlagenbereich zwischen den Rebschulen
M signifikante Unterschiede zwischen apikalem und basalem Unterlagenbereich innerhalb der Rebschulen

RS 1 Rebschule 1 paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%
RS2  Rebschule 2 n.s. nicht signifikant  (p = 0,05)
RS 3 Rebschule 3 * signifikant (p <0,05)
a apikal ** hochsignifikant  (p < 0,01)
b basal ik héchstsignifikant (p < 0,001)

Signifikante Unterschiede zwischen Unterlagensorten waren ausschlief3lich in 2015
bei RS 1 im Apikalbereich erkennbar (= in Tabelle 13, RS 1). Hier war die Sorte
‘SO4’ (Herkunft A: Italien, vgl. Anhang) wesentlich haufiger symptomatisch als ‘5BB’
(* in Tabelle 13, RS 1). Daneben zeigten sich bei RS 3 in 2015 deutliche Unter-
schiede zwischen verschiedenen geographischen Herkinften der gleichen Sorte (
in Tabelle 13, RS 3): “125AA’-Unterlagen aus Italien (Herkunft A, vgl. Anhang) waren
apikal (= in Tabelle 13, RS 3) signifikant seltener von Holzsymptomen betroffen als
solche aus Deutschland (Herkunft B, vgl. Anhang).

Tabelle 13: Vergleich des Symptomauftretens zwischen Unterlagensorten im apikalen und basalen
Bereich bei verkaufsfertigem Pflanzgut

Rebschule 1
apikal basal apikal basal
[hl [%] [l [%]
A i il Y i N il e O

2015 2016

‘5BB’ 20 a 100 ‘5BB’ 100 100

‘S04 A 100 b 100 “125AN 90 100
‘SO4’ 100 100
‘Binova’ 100 100
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Rebschule 2
apikal basal apikal basal
] (%] [%] (%]
O i O e Bl e e i e N e B
2015 2016
‘5BB’ A 50 70 ‘5BB’ 90 90
‘Binova’ A 80 100 “125AA 80 100
‘Binova’ B 100 90 ‘SO4 80 100
‘Binova’ 80 100
Rebschule 3
apikal basal
[%] (%]
ID ZIlJ 4|0 EID 3'0100; ID 2‘0 4|0 E‘D 8;0100‘
2015
“125AA' A 20 a 4
‘“125AA’ B 80 b 80

Symptomauftreten im apikalen Unterlagenbereich
Symptomauftreten im basalen Unterlagenbereich
signifikante Unterschiede (paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%; Probenumfang siehe Anhang)

3.1.3 Edelreisholz aus dem Pflanzguterzeugungsprozess und des verkaufsfer-
tigen Pflanzguts

Um einen Einblick in das Auftreten Esca-typischer Symptome im Edelreisholz zu er-
maoglichen sowie mdgliche Unterschiede zwischen Rebschulen und Sorten zu identi-
fizieren, wurden in den Jahren 2015 und 2016 ab dem Vortriebstadium visuelle Be-
fallsuntersuchungen zusatzlich im Edelreisbereich der Pfropfreben durchgefihrt. Das
in Abbildung 9 dargestellte Symptomauftreten bezieht sich hierbei auf die Gesamtheit

der Edelreissorten aus den jeweiligen Rebschulen.

Wie schon beim Unterlagenholz beobachtet, lie3 sich auch bei den Edelreisern ins-
gesamt ein deutlicher Anstieg symptomatischer Proben im Laufe der Zeit erkennen
(vgl. Abbildung 7 und 9). Im Vergleich der beiden Pfropfkomponenten waren die Un-
terlagen, vor allem zur Mitte und zum Ende der Freilandphase 2015, meist haufiger
symptomatisch. Im Gegensatz dazu waren die Edelreiser und Unterlagen zum Ende
der Freilandphase 2016 bei allen Betrieben etwa gleich stark betroffen (vgl. Abbil-
dung 7 und 9). Die Edelreisbereiche des verkaufsfertigen Pflanzguts aus 2015 zeig-
ten im Vergleich zu den Apikalbereichen der Unterlagen sogar ofter typische
Holzsymptome (vgl. Abbildung 8 und 9).
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Abbildung 9: Anteil der Edelreisproben mit Esca-typischen Holzsymptomen vom Vortreiben bis zum
Verkauf des Pflanzguts in den Jahren 2015 und 2016 (n: Probenumfang; N.A.: nicht verfigbar). Un-
tersucht wurden Pfropfreben zum Vortreiben (VT), zur Mitte und zum Ende der Freilandphase (MF und
EF) sowie vor dem Verkauf des Pflanzguts (VE).

Beim Vergleich der Rebschulen (Tabelle 14) waren in RS 2 gegenuber RS 1 zum
Ende der Freilandphase 2015 signifikant weniger symptomatische Edelreisproben zu
finden. Daruber hinaus zeigten sich bei RS 3 im verkaufsfertigen Pflanzgut aus 2015
deutlich seltener Symptome im Edelreisbereich als bei RS 1 und RS 2 (vgl. Abbil-
dung 9 und Tabelle 14 (m)). In 2016 war die Symptomatik in allen Rebschulen sehr
ahnlich und lag lediglich zum Zeitpunkt MF bei RS 1 signifikant héher (vgl. Abbil-
dung 9 und Tabelle 14 (m)). Signifikante Unterschiede zwischen Edelreissorten wa-
ren mit einer Ausnahme (‘Rulander’ war bei RS 1 zum Ende der Freilandphase 2015

starker betroffen als ‘Dornfelder’) nicht festzustellen (nicht dargestellt).

Tabelle 14: Vergleich des Symptomauftretens im Edelreisholz zwischen den Rebschulen vom Vortrei-
ben bis zum Verkauf des Pflanzguts

2015

VT

MF

EF

VE

RS1|RS2|RS3

RS1|RS2|RS3

RS1|RS2[RS3

RS1|RS2[RS3

RS 1

RS 2

n.s

VT

RS 3

n.s n.s

RS 1

RS 2

MF

RS 3

n.s

n.s n.s

RS 1

RS 2

EF

RS 3

n.s

n.s

RS 1

RS 2

VE

RS 3

n.s
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2016 VT MF EF VE
RS1|RS2|/RS3|RS1|RS2|RS3|RS1|RS2|RS3| RS1 | RS2

RS 1

E [Rs2] ns
RS 3| ns n.s

, |RS1

s |RS2
RS 3 n.s.
RS 1

b [Rs2 n.s
RS 3 n.s n.s

w |RS1

> |Rs2 n.s

M signifikante Unterschiede zwischen den Rebschulen

VT
MF
EF
VE

Vortreiben
Mitte Freilandphase
Ende Freilandphase

Verkauf des Pflanzguts

RS 1
RS 2
RS 3

paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%

*%

*kk

Rebschule 1
Rebschule 2 n.s.
Rebschule 3 *

nicht signifikant
signifikant
hochsignifikant

(p 2 0,05)
(p < 0,05)
(p <0,01)

héchstsignifikant (p < 0,001)
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3.2 PATHOGEN-NACHWEIS IN UNTERLAGENHOLZ

3.2.1 Pch-Nachweis mittels nested PCR

Da das Auftreten Esca-typischer Symptome im Rebholz kein eindeutiger Beleg flr
einen Befall durch die pilzlichen Krankheitserreger ist, wurde das Unterlagenmaterial
aus den Jahren 2014 bis 2016 zusatzlich durch ein nested PCR-Verfahren in Bezug

auf das Vorkommen des Esca-Erregers Pch naher untersucht (siehe Kapitel 2.2.4.1).

3.2.1.1 Unterlagenholz aus dem Pflanzguterzeugungsprozess

Die Befallssituation durch Pch ist fur die Unterlagenproben aus dem Pflanzguterzeu-
gungsprozess der jeweiligen Rebschulen in Abbildung 10 dargestellt. Die prozentua-
len Anteile beziehen sich dabei sortenunabhéngig auf die Gesamtanzahl der Proben,

die durch die nested PCR Uberprift wurden.

Mithilfe des nested PCR-Verfahrens konnte der Esca-Erreger Uber alle Untersu-
chungsjahre hinweg im Unterlagenholz der drei Rebschulen nachgewiesen werden.
Die Nachweise fanden sich dabei vorwiegend in Proben, die aus dem Freiland ent-
nommen wurden. Abgesehen vom Jahr 2014, in dem lediglich sichtbar befallene
Proben untersucht wurden und die prozentualen Anteile mit 41,7% bis 83,3% ver-
gleichsweise hoch waren (siehe Abbildung 10, MF und EF in 2014), bewegten sich
die Nachweisraten wéhrend der Freilandphase 2015 zwischen 2,5% und 7,5% und
2016 zwischen 0% und 20% (siehe Abbildung 10, 2015 und 2016). Im Gegensatz
dazu waren das Vermehrungsmaterial und die Proben aus dem Vortriebsstadium
auRerst selten befallen (siehe Abbildung 10, RS 1 (VT 2015 & VM 2016) und RS 2
(VT 2016)). Trotz der héheren Nachweisraten von Pch nach dem Einschulen war im
Vergleich zu den Ergebnissen aus den visuellen Bonituren keine klare Steigerungs-
tendenz innerhalb der einzelnen Jahre und Uber die Jahre hinweg zu beobachten.
Besonders auffallig war dabei die deutliche Diskrepanz zwischen Symptomauftreten
und Erregernachweis: die Anzahl sichtbar symptomatischer Unterlagen lag insge-
samt deutlich héher als die Anzahl der Unterlagen, die per Molekularnachweis mit
Pch befallen waren (vgl. Abbildung 7 und 10).

52



Ergebnisse

2014

VM VT MF EF
100-

80
S
% 80 Rebschule
& 91
) 2
= 40 K
L
Q
5]
Z 20-
0 N.A. N.A.
n o 1 0 8 8 4 12
2015
VM vT MF EF
100-
80-
=<
% 60- Rebschule
& 9
‘ 2
=
Q
©
Z 20- =
) NA I L
n o 7 5 0 40 30 0 40 40 40 40 40
2016
VM vT MF EF
100- T
80-
<
% 60- Rebschule
b7 =y
£ - £l
£ K
Q
; T
4 20' J-
n o3 1 2 40 40 40 0 40 40 40 40 40

Abbildung 10: Pch-Nachweis im Unterlagenholz wahrend der Pflanzguterzeugung in den Jahren
2014 - 2016 (n: Probenumfang; N.A.: nicht verfuigbar). Untersucht wurden das Vermehrungsmaterial
(VM) und Pfropfreben zum Vortreiben (VT) sowie zur Mitte und zum Ende der Freilandphase (MF und
EF). Die Untersuchung des Vermehrungsmaterials (VM) beschrankte sich in allen Untersuchungsjah-
ren auf sichtbar symptomatische Proben. In 2014 wurden wahrend der Freilandphase (MF und EF)
pro Rebschule jeweils 12 Unterlagenproben getestet (4 Sorten & 3 sichtbar symptomatischen Proben).
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3.2.1.2 Unterlagenholz des verkaufsfertigen Pflanzguts

Um das Auftreten von Pch auch in Unterlagen des verkaufsfertigen Pflanzguts zu
untersuchen, wurden diese durch das nested PCR-Verfahren getestet (Abbil-
dung 11).

2015 2016

100-

80-
S
% 60- Rebschule
5 my
g o 5
£ B
Q
3]
2

20- 1 T
- [ ——

n 20 30 20 40 40 0

Abbildung 11: Pch-Nachweis im Unterlagenholz verkaufsfertiger Pfropfreben in den Jahren 2015 und
2016 (n: Probenumfang; N.A.: nicht verfugbar).

Hier lag der Anteil Pch-befallener Unterlagen im Jahr 2015 fur die Rebschulen 1, 2
und 3 bei jeweils 10%, 3,3% und 30% und im Jahr 2016 fir RS 1 und 2 bei jeweils
15% und 5% (siehe Abbildung 11). Entsprechend zu den Beobachtungen bei Unter-
lagenproben aus der Pflanzguterzeugung waren die Nachweisraten im Vergleich zum
Auftreten der sichtbaren Symptome deutlich geringer (vgl. Abbildung 8 und 11).

3.2.2 Nachweis von Pch und anderer GTD-Erreger durch multiplex nested PCR

Aufgrund der beobachteten Diskrepanzen zwischen sichtbarer Symptomatik (siehe
Kapitel 3.1.1 und 3.1.2) und Erregernachweis (siehe Kapitel 3.2.1.1 und 3.2.1.2) wur-
de das Unterlagenholz der Rebschulen neben Pch auf weitere GTD-Erreger getestet.
Zur Anwendung kam hierfuir ein eigens entwickeltes multiplex nested PCR-Verfahren
fur den simultanen Nachweis von Pch, Clo und Pm spp. (Kapitel 2.2.4.2). Dabei lag
die Sensitivitat des Verfahrens fur die Erreger Clo, Pch und Pal und deren mdglichen
Kombinationen bei 1 pg DNA, die aus Myzelkulturen der jeweiligen Erreger isoliert
wurde (siehe Abbildung 12 und Tabelle 15). Fur Pch war sogar ein zuverlassiger
Nachweis (Nachweisrate: 3/3) von 100 fg/Reaktion moglich (siehe Tabelle 15).
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Abbildung 12: Sensitivitat der multiplex nested PCR. Die PCR wurde gemafR Kapitel
2.2.4.2 mit den Primerpaaren CLO1F/Clo3H, Pchl1H/Pch2H und Pm5H/Pm3H durchge-
fuhrt. Jeweils 100pg, 10pg, 1pg und 100fg gDNA der Erreger wurden in den Kombinatio-
nen A (Clo/Pch/Pal), B (Clo/Pch), C (Clo/Pal) und D (Pch/Pal) und einzeln (E (Clo), F (Pch)
und G (Pal)) in der ersten Reaktion eingesetzt. 50-1-Verdinnungen der PCR-Produkte
dienten als Template in der zweiten Reaktion. (-) Wasserkontrolle.

Tabelle 15: Nachweisrate von Clo, Pch und Pal und deren mdglichen Kombinationen

Anzahl der Nachweise / Gesamtanzahl der Reaktionen

DNA-Menge
pro Reaktion [pg] Erreger DNA*
A B C D E F G
100 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
10 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
1 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3
0.1 1/3 1/3 0/3 0/3 0/3 3/3 0/3

* A (Clo/Pch/Pal), B (Clo/Pch), C (Clo/Pal), D (Pch/Pal), E (Clo), F (Pch), G (Pal))
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Die Untersuchungen des Unterlagenholzes aus dem Pflanzguterzeugungsprozess
und der verkaufsfertigen Pfropfreben durch das multiplex nested PCR-Verfahren soll-
ten einen Einblick in die Befallssituation durch Pch, Clo und Pm spp. erméglichen
und dadurch zur Erklarung des hohen Symptomauftretens im Holz beitragen. Dane-
ben sollten in Bezug auf das Vorkommen der jeweiligen Erreger mdgliche Unter-
schiede zwischen und innerhalb der Rebschulen sowie zwischen verschiedenen Un-

terlagensorten identifiziert werden.

3.2.2.1 Unterlagenholz aus dem Pflanzguterzeugungsprozess

Die Nachweisraten der jeweiligen GTD-Erreger im Unterlagenholz aus dem Pflanz-
guterzeugungsprozess der einzelnen Rebschulen kénnen Abbildung 13 entnommen
werden und beziehen unabhangig von der Sorte auf die Gesamtheit der Unterlagen,
die durch das multiplex nested PCR-Verfahren untersucht wurden.

Grundsatzlich liel3en sich neben Pch in allen Rebschulen Pm spp. und Clo in unter-
schiedlichem Ausmal finden. Wahrend Phaeoacremonium-Arten im Jahr 2014 ins-
gesamt am seltensten nachgewiesen werden konnten (bis zu 25%), waren diese
2015 und 2016 im Vergleich zu Pch meist haufiger zu finden: 2015 in bis zu 32,5%
(EF in RS 3), 2016 in bis zu 50% (MF in RS 2) der Félle (siehe Abbildung 13).

Clo war mit wenigen Ausnahmen (siehe Abbildung 13, RS 2 (MF und EF in 2016))
der dominierende Erreger. Die Nachweise beliefen sich in 2014 zwischen 91,7% und
100%, in 2015 zwischen 65% und 100% und in 2016 auf einem z.T. deutlich niedri-
geren Niveau zwischen 22,5% und 95%. Vor allem Unterlagen der RS 2 und 3 waren

2016 im Vergleich zu den beiden Vorjahren weitaus seltener mit Clo befallen.

2014
VM VT MF EF

100- ~— - - — -

80- T
)
8 60- Erreger
g [ Peh
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z [ cio
O
1]
Z 2-

N.A. N.A.
O.

n 0 1 0 8 8 4 12 12 12 12 12 12
RS1 RS2 RS3 RS1 RS2 RS3 RS1 RS2 RS3 RS1 RS2 RS3
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Abbildung 13: Nachweis von Pch, Pm spp. und Clo im Unterlagenholz wéhrend der Pflanzguterzeu-
gung in den Jahren 2014 - 2016. Untersucht wurden das Vermehrungsmaterial (VM) und Pfropfreben
zum Vortreiben (VT) sowie zur Mitte und zum Ende der Freilandphase (MF und EF). Die Untersu-
chung des Vermehrungsmaterials (VM) beschréankte sich in allen Untersuchungsjahren auf sichtbar
symptomatische Proben. In 2014 wurden wéahrend der Freilandphase (MF und EF) pro Rebschule
jeweils 12 Unterlagenproben getestet (4 Sorten & 3 sichtbar symptomatischen Proben).
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Vergleich der Erregernachweise zwischen den Rebschulen

Fur den Vergleich des Erreger-Auftretens zwischen den Rebschulen wurden diejeni-
gen Unterlagenproben herangezogen, die zum Vortriebstadium und wahrend der
Freilandphase beprobt wurden. Vermehrungsmaterial wurde nur exemplarisch be-
probt (ausschlie3lich symptomatische Unterlagen) und daher an dieser Stelle nicht

bertcksichtigt.

Der Vergleich der Erreger-Nachweise zwischen den Rebschulen zeigte, dass hier in
den Jahren 2014 und 2015 in der Regel keine wesentlichen Unterschiede bestanden.
Lediglich zum Ende der Freilandphase 2015 konnte Clo bei RS 3 signifikant haufiger
nachgewiesen werden als bei RS 2 (siehe Tabelle 16, EF in 2015 (m)).

In 2016 hingegen waren Uber den gesamten Untersuchungszeitraum deutliche Un-
terschiede zu erkennen (M in Tabelle 16, 2016). So waren fur Clo zu jedem Zeitpunkt
signifikant unterschiedliche Nachweisraten zwischen den jeweiligen Rebschulen zu
verzeichnen, wobei diese in RS 1 stets am héchsten (87,5% (VT), 92,5% (MF), 95%
(EF)) und in RS 2 am niedrigsten (25% (VT), 32,5% (MF), 22,5% (EF)) waren. RS 3
lag mit 60% (VT) und 67,5% (MF und EF) dazwischen (vgl. Abbildung 13 und Tabelle
16, 2016). Das Vorkommen von Pm spp. unterschied sich zwischen RS 1 und 3 nur
geringfugig, wohingegen die Nachweise bei RS 2 wahrend der Freilandphase signifi-
kant héher lagen. Pch war lediglich zum Zeitpunkt MF deutlich haufiger in RS 1 ge-

genuber RS 2 nachzuweisen.

58



Ergebnisse

Tabelle 16: Vergleich des Erregervorkommens im Unterlagenholz zwischen und innerhalb der Reb-
schulen wahrend der Pflanzguterzeugung

2014

VT

MF

EF

RS 1

RS 2

RS 3

RS 1

RS 2

RS 3

RS 1 RS 2 RS 3

Pch[Pm|[Clo

Pch[Pm[Clo

PchlPm[Clo

Pch[Pm]Clo

Pch[Pm|[Clo

PchPmClo|

Pch[Pm][Clo[Pch[Pm]Clo|PchlPm[CIq

VT

RS1

Peh
Pm|
Clo

RS 2

Pch
Pm
Clo

RS 3

Peh
Pm|
Clo

N.A.

MF

RS1

Pn
Pm|
Clo

RS 2

Poh
Pm|
Clo

RS 3

Peh
Pm|
Clo

EF

RS1

Pt
Pm|
Clo

RS 2

Poh
Pm)
Clo

RS 3

Peh
Pm

Clo|

n.s.
ns. ns.
n.s.n.s. B8

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.
n.s.

2015

VT

MF

n.s.
n.s. [
EF

RS 1

RS 2

RS 3

RS1

RS 2

RS 3

RS1 RS 2 RS 3

Pch[Pm|[Clo

Pch[Pm[Clo

PchlPm[Clo

Pch[Pm][Clo

Pch[Pm|Clo

PchlPmClo|

Pch[Pm][Clo[Pch]Pm]Clo|PchlPm[CId

VT

RS1

peh
Pm
Clo

RS 2

Poh
Pm|
Clo

RS 3

Peh
Pm|
Clo

MF

RS1

Pt
Pm|
Clo

RS 2

Peh
Pm|
Clo

RS 3

Peh
Pm|
Clo

EF

RS1

Peh
Pm|
Clo

RS 2

Peh
Pm|
Clo

RS 3

Pch
Pm

Clo|

n.s.

n.s.

n.s. n.s.

n.s. [

n.s.
n.s.

n.s.
n.s.

n.s.
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VT MF EF

2016 RS 1 RS 2 RS 3 RS 1 RS 2 RS 3 RS1 RS 2 RS 3
Pch[Pm|Clo|Pch[Pm]Clo|PchlPm]|Clo|Pch[Pm]Clo]Pch[Pm]Clo[PchjPm|ClojPch]Pm]Clo|Pch]Pm]Clo|PchlPm[Clo

Pen
RS 1 [Pmjn.s.

co S

Pchin.s.
RS2 Pm| ns. ns.
Clo =B
Pchin.s. n.s.
RS 3 |Pm| ns. n.s. n.s.

col..._.. ... N,

Pch

RS 1 |Pm| n.s.

Clo [k

Pch| =

RS2 |Pm| H B

Clo B s
n.s.

Pch n.s.
RS 3 [Pm n.s. B ns

ci o

pei
RS 1 |Pm n.s.

Cio| =[]

Peh n.s.

RS 2 [Pm| HE
Clo EE s
n.s.

Peh n.s.
RS 3 [Pm

Pm| n.s. B s
cio i |

M signifikante Unterschiede im Auftreten der jeweiligen Pathogene zwischen den Rebschulen
M signifikante Unterschiede im Auftreten der unterschiedlichen Pathogene innerhalb der Rebschulen

VT

MF

EF

VT Vortreiben RS1 Rebschule 1 paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%
MF Mitte Freilandphase RS 2 Rebschule 2 n.s. nicht signifikant (p = 0,05)
EF Ende Freilandphase RS 3 Rebschule 3 * signifikant (p < 0,05)
Pch Phaeomoniella chlamydospora N.A. nicht verfugbar  ** hochsignifikant  (p < 0,01)
Pm Phaeoacremonium-Arten ok hdchstsignifikant (p < 0,001)
Clo Cadophora luteo-olivacea

Vergleich der Erregernachweise innerhalb der Rebschulen

Grundsatzlich waren signifikante Unterschiede im Vorkommen der jeweiligen GTD-
Erreger innerhalb der Rebschulen (M) weitaus haufiger zu beobachten als zwischen
den Rebschulen (m) (siehe Tabelle 16).

In 2014 lag die Nachweishaufigkeit von Clo in allen Rebschulen in der Regel signifi-
kant tber der von Pch und Pm spp., wobei in RS 1 wahrend der Freilandphase auch
Unterschiede zwischen Pch und Pm spp. bestanden (siehe Tabelle 16, MF und EF in
2014 (m)).

Die vergleichsweise hohen Nachweisraten von Clo waren in 2015 noch ausgeprag-
ter. Hier war das Unterlagenholz in allen Rebschulen ab dem Vortreiben durchweg
signifikant haufiger von Clo als von Pch und Pm spp. betroffen. Das Vorkommen von
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Pch und Pm spp. unterschied sich in 2015 mit einer einzigen Ausnahme (EF in RS 3)
dabei nicht wesentlich voneinander (siehe Tabelle 16, 2015 (m)).

Ahnliches konnte auch in 2016 fiir RS 1 und 3 beobachtet werden (siehe Tabelle 16,
2016 (m)). In RS 2 hingegen waren Phaeoacremonium-Arten wahrend der Freiland-
phase am haufigsten nachzuweisen, unterschieden sich in ihrem Auftreten jedoch
nicht signifikant von Clo (vgl. Abbildung 13 und Tabelle 16, RS 2 (MF und EF in
2016)). Pch kam in RS 2 wahrend der Freilandphase 2016 nicht vor (siehe Abbil-
dung 13).

Vergleich der Erregernachweise zwischen den Rebsorten

In Unterlagen verschiedener Sorten konnten Pch (m), Pm spp. (®) und Clo () regel-
mafig in unterschiedlichem Ausmald gefunden werden, jedoch waren diese Unter-
schiede in den wenigsten Fallen signifikant (siehe Tabelle 17). Dementsprechend
waren lediglich bei RS 2 zur Mitte der Freilandphase 2016 Unterlagen der Sorte ‘Bi-
nova’ signifikant seltener von Pm spp. befallen als Unterlagen der Sorte ‘SO4’, wo-
hingegen diese wiederum signifikant seltener von Clo befallen waren als ‘Binova’-
Unterlagen (% in Tabelle 17). Klare Tendenzen in Bezug auf eine unterschiedliche
Sortenanfalligkeit gegeniber den GTD-Erregern lieRen sich allerdings in keinem der

Betriebe erkennen (vgl. Tabelle 17).

Tabelle 17: Vergleich des Erregervorkommens zwischen Unterlagensorten wahrend der Pflanzguter-
zeugung

Rebschule 1
Veredlungsmaterial Vortreiben Mitte Freilandphase Ende Freilandphase
Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo
2014
‘5BB’ NA. NA NA. 0 0 0 T o 100 [ ] 0 100
“125AA NA NA NA. 0 0 0 T o 100 [ ] 0 100
‘S04’ A NA. NA NA. 0 0 0 b7 | 0 100 33l 0 100
‘S04’ B NA. NA NA. 0 0 0 b7 | 0 100 33l 0 100
2015
‘5BB’ NA. NA. NA. o 0 100 0 0 100 o fio 100
“125AA NA. NA. NA. 0 0 100 o B 100 o 40 %
‘S04’ NA NA. NA 0 0 9 o fio 70 0 fio 80
‘Binova’  NA NA. NA 0 0 100 0 0 70 o 0 70
2016
‘5BB’ NA. NA NA. 0 0 70 o fio ) 330/ fio 100
“125AA 0 0 100 0 B 90 o | 50 100 B 0 100
‘S04’ NA. NA NA. 0 fio 100 o 0 100 0 0 80
‘Binova’ [[0HE o 0 0 fio 80 0 fio 80 0 0 100
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Rebschule 2
Veredlungsmaterial Vortreiben Mitte Freilandphase Ende Freilandphase
Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo
2014
‘5BB’ A NA. N.A. NA. 0 0 0 b7 | 0 100 [33] 0 67
'5BB’' B 0 0 0 0 0 0 o 33 100 33 0 100
‘Binova’ A NA NA. NA 0 0 0 33l 0 100 A 33 100
‘Binova' B NA N.A. NA. 0 0 0 b7 | 67 100 [33] 0 100
2015
‘5BB’ 0 0 100 0 0 20 0 fio 60 o Bo 60
“125AA" 0 0 100 0 0 60 fio fio 100 0 Bo 60
‘SO4 NA. N.A. NA. 0 fio 90 0 30 100 o Eal 60
‘Binova’ 0 0 100 0 40! 100 0 0 100 o fio 80
2016
‘5BB’ 0 0 100 o ) 60 0 B ab 40 0 70 30
“125AA NA NA NA 0 0 20 0 48 ab 20 0 o) 30
‘S04’ NA. NA. NA. fio Bo 0 0 B b o 0 @ o
‘Binova’ N.A N.A. N.A. 0 30 10 0 ] a 70 0 fio 20
Rebschule 3
Veredlungsmaterial Vortreiben Mitte Freilandphase Ende Freilandphase
Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp. Clo
2014
‘5BB’ NA. N.A. NA. NA. N.A. N.A [33] 0 100 B3] 0 100
“125AA A NA NA NA NA. NA. NA. [ 0 100 -] 0 100
“125AA'B  NA N.A. NA. N.A. NA. N.A. b7 | 33/ 100 b7 | )] 100
“125AA'C  NA NA. NA. 0 0 0 (] 0 100 [ | 0 100
“125AA D NA NA NA 0 0 0 NA NA NA NA NA NA
2015
‘5BB’ N.A. NA NA. NA. NA. NA. 0 fio 100 fio Bo 100
125AA 0 ) 100 0 0 100 0 0 90 o 50 | 90
‘S04 NA NA NA. 0 0 100 fio fio 90 0 B0 20
‘Bérner’ NA. N.A. NA. 0 fio 60 0 flo 80 0 40 80
2016
‘5BB’ A NA NA NA. NA NA N.A NA NA NA NA NA. NA
‘5BB’ B NA. NA NA. 0 0 80 fio ) 90 0 fio 60
“125AA° 0 0 100 0 fio 40 0 1) 40 0 fio 70
‘SO4 NA. NA. NA. 0 ) 90 o 2 80 o fio 80
‘Bérner’ NA. NA NA. 0 0 30 0 0 60 0 0 60

M Nachweisrate von Pch in den einzelnen Unterlagensorten

M Nachweisrate von Pm spp. in den einzelnen Unterlagensorten

Nachweisrate von Clo in den einzelnen Unterlagensorten

signifikante Unterschiede (Sorten mit gleichen Buchstaben sind nicht signifikant voneinander verschieden;
paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%; Probenumfang siehe Anhang)

N.A.: nicht verfligbar

Die Ergebnisse der multiplex nested PCR zeigten, dass der Erreger Clo mit wenigen

Ausnahmen wesentlich haufiger als Pch und Pm spp. in Unterlagenholz aus dem

Pflanzguterzeugungsprozess nachzuweisen war. Signifikante Unterschiede in der

Nachweishaufigkeit bestanden vorwiegend innerhalb der Rebschulen, wahrend Un-

terschiede zwischen den Rebschulen fast ausschlieRlich im Jahr 2016 zu beobach-

ten waren. Eindeutige Sortenunterschiede im Auftreten der Erreger waren dariber

hinaus nicht ersichtlich.
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3.2.2.2 Unterlagenholz des verkaufsfertigen Pflanzguts

Ahnlich zu den Beobachtungen aus dem Pflanzguterzeugungsprozess stellte sich die
Befallssituation im Unterlagenbereich der verkaufsfertigen Reben dar (Abbildung 14).
Sowohl 2015 als auch 2016 war Clo durchweg die dominierende Art mit Nachweisra-
ten zwischen 75% und 100% und war damit signifikant haufiger vertreten als Pch
(3,3-30%) und Pm spp. (10-20%) (vgl. Abbildung 14 und Tabelle 18 (m)). Signifikante

Unterschiede zwischen Pch- und Pm spp.-Befall waren nicht erkennbar.

2015 2016
80- +
=
L 60- Erreger
= [ Peh
‘O 401 DPm spp.
2 [ cio
(&) =
m - -
Z 2- T
1] i ne=- NA.
0_
n 20 30 20 40 40 0
RS 1 RS 2 RS 3 RS 1 RS 2 RS 3

Abbildung 14: Nachweis von Pch, Pm spp. und Clo im Unterlagenholz verkaufsfertiger Pfropfreben in
den Jahren 2014 - 2016 (n: Probenumfang; N.A.: nicht verfligbar).

Zwischen den Rebschulen war das Erregervorkommen in zwei Fallen signifikant ver-
schieden: in 2015 war Pch in Unterlagen der RS 3 weitaus haufiger nachzuweisen
als in RS 2 und in 2016 lag die Nachweisrate von Clo in RS 1 deutlich Gber der in
RS 2 (vgl Abbildung 14 und Tabelle 18 (m)).

Tabelle 18: Vergleich des Erregervorkommens im Unterlagenholz zwischen und innerhalb der Reb-
schulen bei verkaufsfertigem Pflanzgut

2015 2016
RS 1 RS 2 RS 3 RS 1 RS 2
Pch [ Pm [ Clo [ Pch | Pm [ Clo [ Pch [ Pm [ Clo | Pch [ Pm [ Clo [ Pch | Pm | Clo
Pch
RS1 | Pm | ns.
Clo
o) Pch | n.s.
g | RS2 [ Pm n.s. n.s.
N Clo ns. NS
Pch | n.s. Cx
RS3 | Pm n.s. n.s. n.s.
Clo n.s. n.s. [N
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Pch
Pm
Clo
Pch
Pm
Clo

RS1

2016

RS 2

Nn.S.
I
n.s.
n.s. n.s.
.

M signifikante Unterschiede im Auftreten der jeweiligen Pathogene zwischen den Rebschulen
M signifikante Unterschiede im Auftreten der unterschiedlichen Pathogene innerhalb der Rebschulen

RS 1 Rebschule 1 paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%
RS 2 Rebschule 2 n.s. nicht signifikant (p = 0,05)
RS 3 Rebschule 3 * signifikant (p < 0,05)
Pch Phaeomoniella chlamydospora ** hochsignifikant  (p < 0,01)
Pm Phaeoacremonium-Arten b héchstsignifikant (p < 0,01)
Clo Cadophora luteo-olivacea

Auch in Unterlagen des verkaufsfertigen Pflanzguts lie3en sich keine Tendenzen ei-

ner unterschiedlichen Sortenanfélligkeit erkennen. Unterschiede konnten zwar fir

einzelne Erreger, Rebschulen und Jahre beobachtet werden, waren jedoch nicht sig-

nifikant (siehe Tabelle 19).

Tabelle 19: Vergleich des Errervorkommens zwischen Unterlagensorten bei verkaufsfertigem Pflanz-

gut
Rebschule 1
Pch Pm spp. Clo Pch Pm spp Clo
2015 2016
‘5BB’ Lo ko 90 ‘5BB’ 0 0 100
‘S04 A ko ko 100 “125AA’ ko o | %
‘SO4’ ko | ko 100
‘Binova’ 0 0 100
Rebschule 2
Pch Pm spp Clo Pch Pm spp Clo
2015 2016
‘5BB’ A 0 ko 100 ‘5BB’ 0 B 40
‘Binova’ A 0 30 100 “125AA’ 0 Bo 9
‘Binova’ B lo B 100 ‘SO4’ B 30 80
‘Binova’ 0 0 90
Rebschule 3
Pch Pm spp Clo
2015
“125AA A B 0 9
“125AA’ B lao | 30 %

M Nachweisrate von Pch in den einzelnen Unterlagensorten
M Nachweisrate von Pm spp. in den einzelnen Unterlagensorten
Nachweisrate von Clo in den einzelnen Unterlagensorten

Probenumfang siehe Anhang
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3.3 ERREGEREINFLUSS AUF DIE SYMPTOMENTWICKLUNG IN UNTERLAGENHOLZ

Nach Erfassung von Symptomatik und Erregersituation im Unterlagenholz wurde ein
mdoglicher Zusammenhang zwischen Erregerbefall und Symptomentwicklung naher
untersucht (Kapitel 2.2.5). Das Symptomauftreten in Abhangigkeit verschiedener Be-
fallssituationen im Holz ist hierzu in Tabelle 20 fir die Jahre 2015 und 2016 darge-

stellt.

Tabelle 20: Symptomentwicklung in Abhangigkeit verschiedener Befallssituationen

Anteil symptomatischer Unterlagen (n)

Befall generell 65% (375) 79% @ (336)
kein Befall 64% (45) 67% ° (104)

Erregerszenario (ES)

a  Pch+ Clo+ Pm spp. 60% ) 100% 2 )
b  Pch+ Clo 100% 2 (16) 100% 2 (20)
c Pch + Pm spp. - ) - )
d  Clo+Pm spp. 77% (44) 79% 2P (29)
e Pch 100% 2 1) 0% 2P 1)
f Clo 61% ° (303) 77% 20 (234)
g Pmspp. 83% P ©) 79% 2P (47)
kein Befall 64% P (45) 67% ° (104)

Anteil symptomatischer Unterlagen ist bei Befallssituationen mit gleichen Buchstaben nicht signifikant verschie-
den (paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%); n: Gesamtanzahl der Unterlagenproben mit der jeweiligen Befalls-
situation.

In 2015 waren von insgesamt 420 Holzproben 273 Unterlagen symptomatisch (65%)
und 147 asymptomatisch (35%) (nicht dargestellt). Der Anteil symptomatischer Pro-
ben, die mit mindestens einem der Erreger befallen waren lag bei 65% (siehe Tabelle
20, ,genereller Befall“ (2015)), der Anteil in nicht befallenen bei 64% (siehe Tabelle
20, ,kein Befall“ (2015)). Entsprechend war hier kein Zusammenhang zwischen Erre-
gerbefall und Symptomentwicklung zu erkennen. Wurden die jeweiligen Erregersze-
narien (ES) jedoch individuell betrachtet, zeigten sich signifikante Unterschiede zwi-
schen ES b (Pch + Clo) und f (Clo). D.h. Unterlagen, die simultan mit Pch und Clo
befallen waren, zeigten signifikant haufiger Symptome (100%) als solche, in denen
Clo alleine nachzuweisen war (61%) (vgl. Tabelle 20, ES b und f in 2015).
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In 2016 stellte sich die Symptomentwicklung und Erregersituation folgendermalf3en
dar: von insgesamt 440 Unterlagen waren 336 symptomatisch (76%) und 104 ohne
Symptome (24%) (nicht dargestellt). Das Symptomauftreten bei Unterlagen mit ei-
nem generellen Befall lag dabei mit 79% (siehe Tabelle 20, ,genereller Befall* (2016))
signifikant héher als bei solchen ohne Befall mit 67% (siehe Tabelle 20, ,kein Befall
(2016)). Im Einzelvergleich der jeweiligen Erregerszenarien zeigte sich jedoch, dass
lediglich Unterlagen, in denen Pch und Clo gemeinsam auftraten (100%), signifikant
haufiger symptomatisch waren als unbefallene (vgl. Tabelle 20, ES b und ,kein Be-
fall“ in 2016). Abgesehen hiervon waren in den beiden Jahren keine weiteren signifi-
kanten Unterschiede zwischen den einzelnen Erregerszenarien in Bezug auf die

Symptomentwicklung festzustellen.

3.4 INFEKTIONSQUELLEN WAHREND DER PFLANZGUTERZEUGUNG

Um potenzielle Infektionsquellen wahrend der Pflanzguterzeugung zu identifizieren
und die davon ausgehenden Risiken einschatzen zu kénnen, wurden wahrend der
innerbetrieblichen Bearbeitungsschritte Proben aus unterschiedlichen Tauchbadern
sowie aus Vortreibkisten enthommen. Zur Einschatzung des Sporenflugs wurden
aul3erdem in einer der drei Rebschulen (RS 1) Sporenfallen im Freiland installiert.
Die Proben wurden mit dem multiplex nested PCR-Verfahren hinsichtlich des Vor-
kommens von Pch, Pm spp. und Clo getestet (Kapitel 2.2.4.2).

3.4.1 Tauchbéader

In den Jahren 2014-2016 wurden in den Rebschulen 1, 2 und 3 insgesamt jeweils 16,
5 und 13 Tauchbader beprobt. Dabei ergaben die Untersuchungen, dass sich die
Tauchbader der einzelnen Betriebe zum einen im vorhandenen Erregerspektrum und
zum anderen in der Nachweishaufigkeit der jeweiligen Erreger unterschieden (vgl.
Tabelle 21, RS 1, 2 und 3).

Im Durchschnitt war Clo wahrend der drei Untersuchungsjahre in allen Rebschulen
am haufigsten zu finden (75% in RS 1, 80% in RS 2 und 53,8% in RS 3). Pch war
regelmanig in Tauchbadern der RS 1 nachzuweisen (50%, @ 2014-2016), hingegen
in RS 3 mit insgesamt zwei positiven Proben in 2014 (n=4) vergleichsweise selten zu
finden. In Tauchbadern der RS 2 konnte kein Nachweis fur Pch erbracht werden. Zu-

dem fanden sich Pm spp. bei RS 2 in jeweils einem Tauchbecken aus 2015 (n=2)
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und 2016 (n=2) sowie in einem Tauchbad der RS 1 in 2016 (n=6) (vgl. Tabelle 21).
Mit Ausnahme des H202-Bads fiir Unterlagen/Edelreiser in RS 2 (siehe Tabelle 21,
2014), waren die Erreger sowohl in H20- und Chinosol/Beltanol-Badern fur Unterla-
gen als auch fur Edelreiser zu finden. Die Nachweisraten fur Pch, Pm spp. und Clo
unterschieden sich dabei nicht signifikant zwischen Wasser- und Fungizidbadern
bzw. Unterlagen- und Edelreisbadern (paarweiser exakter Fisher-Test, a=5%; nicht
dargestellt).

Im Vergleich der beiden parallel getesten Extraktionsverfahren in 2016 (siehe Kapitel
2.2.3.2) stellte sich dartber hinaus keine der beiden Methoden als Uberlegen heraus

(nicht dargestellt).

Tabelle 21: Vorkommen von Pch, Pm spp. und Clo in Tauchb&dern

Rebschule 1
Pathogen
Jahr Tauchbad-Probe g
Pch Pm spp. Clo
2014 1 H20-Bad Unterlagen + - +
2 H20-Bad Edelreiser - - -
3 Chinosol-Bad Unterlagen + -
4 Chinosol-Bad Edelreiser + -
2015 1 H20-Bad Unterlagen 1 - - .
2 H20-Bad Unterlagen 2 + - +
3 H20-Bad Edelreiser - - -
4 Beltanol-Bad Unterlagen 1 - - +
5 Beltanol-Bad Unterlagen 2 + - +
6 Beltanol-Bad Edelreiser + - +
2016 1 H20-Bad Unterlagen 1 - - +
2 H20-Bad Unterlagen 2 + - +
3 H20-Bad Edelreiser - - +
4 Beltanol-Bad Unterlagen 1 + +
5 Beltanol-Bad Unterlagen 2 - + +
6 Beltanol-Bad Edelreiser - - +
Rebschule 2
Pathogen
Jahr Tauchbad-Probe g
Pch Pm spp. Clo
2014 1 H202-Bad Unterlagen / Edelreiser - - -
2015 1 H20O-Bad Unterlagen / Edelreiser - + +
2 Beltanol-Bad Unterlagen / Edelreiser - - +
2016 1 H20-Bad Unterlagen / Edelreiser - - +
2 Beltanol-Bad Unterlagen / Edelreiser - + +
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Rebschule 3
Pathogen
Jahr Tauchbad-Probe g
Pch Pm spp. Clo
2014 1 H20-Bad Unterlagen + - +
2 H20-Bad Edelreiser
3 Chinosol-Bad Unterlagen
4 Chinosol-Bad Edelreiser + - +
2015 1 H20-Bad Unterlagen - - +
2 H20-Bad Edelreiser
3 Beltanol-Bad Unterlagen
4 Beltanol-Bad Edelreiser
2016 1 H20-Bad Unterlagen 1 - - +
2 H20-Bad Unterlagen 2 - - -
3 H>0-Bad Edelreiser - - +
4 Beltanol-Bad Unterlagen / Edelreiser 1 +
5 Beltanol-Bad Unterlagen / Edelreiser 2 - - +

Pch: Phaeomoniella chlamydospora; Pm spp.: Phaeoacremonium spp.; Clo: Cadophora luteo-olivacea
+: Erregernachweis; -: kein Erregernachweis

3.4.2 Vortriebsubstrate

Von 2014 bis 2016 wurden in den RS 1 und 2 jeweils 12 und in RS 3 insgesamt 9
Substrat-Proben aus Vortreibkisten Uberprift. Dabei war Clo in allen Betrieben vor-
herrschend nachzuweisen (58,3% in RS 1, 66,6% in RS 2 und 100% in RS 3). Wie
bereits fur Tauchbad-Proben beobachtet, unterschied sich das Erregerspektrum in
den Vortriebsubtrat-Proben zwischen den Rebschulen (vgl. Tabelle 22, RS 1, 2 und
3). Wahrend bei RS 1 in 2014 (n=4) keiner der Erreger und in den beiden darauffol-
genden Jahren ausschlief3lich Clo in den Proben vorkam (100% in 2015 (n=4), 75%
in 2016 (n=4)), waren in RS 2 neben Clo auch Pm spp. zu finden. Dabei traten Clo
und Pm spp. bei RS 2 in der Regel gemeinsam auf (75% in 2014 (n=4), 100% in
2015 (n=4), 25% in 2016 (n=4)) (vgl. Tabelle 22, RS 1 und 2). In RS 3 war Clo in al-
len Vortriebsubstraten aus den drei Untersuchungsjahren nachzuweisen. Dariber
hinaus lie3en sich hier Pch in einer der Proben aus 2014 (n=2) und Pm spp. in zwei
der Proben aus 2016 (n=4) nachweisen (Tabelle 22, RS 3). Interessanterweise wa-
ren Pm spp. ausschlie3lich in solchen Vortriebsubstraten zu finden, die Sdgespane
enthielten (vgl. Tabelle 22, RS 1, 2 und 3).

Wahrend sich das Erregerspektrum zwar zwischen den Rebschulen unterschied,
stellte sich die Erregersituation innerhalb der einzelnen Rebschulen Uber die Jahre

hinweg allerdings weitgehend einheitlich dar (siehe Tabelle 22).
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Tabelle 22: Vorkommen von Pch, Pm spp. und Clo in Vortriebsubstraten

Rebschule 1
. Pathogen
- *
Jahr Vortriebsubstrat-Probe (Torf) Peh Pm Spp. Cio
2014 1 ‘56BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ - - -
2 “125AA’ | ‘Merlot’ - - -
3 ‘S04’ A/ ‘Riesling’ - - -
4 ‘SO4’ B / ‘Spatburgunder’ - - -
2015 1 ‘6BB’ / ‘Dornfelder’ - - +
2 “125AA’ | ‘Rulander’ - - +
3 ‘SO4’ / ‘Rulander’ - - +
4 ‘Binova’ / ‘Prior’ - - +
2016 1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ - - +
2 ‘“125AA’ / ‘Chardonnay’ - - +
3 ‘S04’ / ‘Chardonnay’ - - -
4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ - - +
Rebschule 2
, N . Pathogen
- + *
Jahr Vortriebsubstrat-Probe (Torf+Ségespéane) Peh Pm spp. Cio
2014 1 ‘6BB’ A / ‘Lemberger’ - - -
2 ‘56BB’ B / ‘Spatburgunder’ - + +
3 ‘Binova’ A / ‘Riesling’ - + +
4 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ - + +
2015 1 ‘6BB’ / ‘Regent’ - + +
2 “125AA’ | ‘Cabernet Cubin’ - + +
3 ‘S04’ / ‘Sauvignon blanc’ - + +
4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ - + +
2016 1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ - + +
2 “125AA’ / ‘Chardonnay’ - + -
3 ‘S04’ | ‘Riesling’ - - -
4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller’ - - -
Rebschule 3
. . . Pathogen
- + *
Jahr Vortriebsubstrat-Probe (Torf+Sagespéne) Peh Pm spp. Cio
2014 1 “125AA’ C | ‘Riesling’ + - +
2 ‘“125AA’ D / ‘Riesling’ - - +
2015 1 “125AA’ | ‘Rulander’ - - +
2 ‘S04’ | ‘Riesling’ - - +
3 ‘Borner’ / ‘Spatburgunder’ - - +
2016 1 ‘56BB’ B / ‘Miller-Thurgau’ - - +
2 “125AA’ | ‘Spatburgunder’ - + +
3 ‘S04’ / ‘Spatburgunder’ - - +
4 ‘Borner’ / ‘Rulander’ - + +

Pch: Phaeomoniella chlamydospora; Pm spp.: Phaeoacremonium spp.; Clo: Cadophora luteo-olivacea
+: Erregernachweis; -: kein Erregernachweis; *Angaben beziehen sich auf die Pfropfkombination in den jeweiligen
Vortreibkisten (flr ndhere Informationen siehe Anhang)
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3.4.3 Sporenfallen

In den Jahren 2014, 2015 und 2016 wurden an jeweils drei Freilandstandorten der
RS 1 zur Uberwachung des Sporenflugs von Pch, Pm spp. und Clo Sporenfallen in-
stalliert. Um einen mdglichen Einfluss der Witterung auf den Sporenflug zu erfassen,
wurden Wetterdaten von der nachstgelegen Wetterstation bezogen.

Die Auswertung der Sporenfallen sowie die dazugehdrigen Klimadiagramme (Tem-
peratur, Niederschlag, rel. Luftfeuchte) sind in den Abbildungen 15, 16 und 17 darge-
stellt. Die Darstellung der Klimadiagramme beginnt dabei bereits 4 Wochen vor der
Monitoring-Phase (18. Juni bis 29. Oktober in 2014, 23. Juni bis 28. Oktober in 2015
und 25. Februar bis 31. Oktober in 2016).

Grundsatzlich konnten in allen Untersuchungsjahren Pch, Pm spp. und Clo nachge-
wiesen werden, wobei Clo mit 25 Nachweisen in 2014 (n=47), 17 in 2015 (n=54) und
13 in 2016 (n=74) der vorherrschende Erreger war. Pch und Pm spp. waren in 2014
mit 4 bzw. 8, in 2015 mit 3 bzw. 1 und in 2016 mit 3 bzw. 2 positiv getesteten Sporen-
fallen vergleichsweise seltener vertreten. Auffalligerweise wurde nach Beginn der
heiRen Sommerphase, d.h. bei regelmafligen Durchschnittstemperaturen tber 20 °C,
bis Ende August/Mitte September ein verringerter Sporenflug in 2014 bzw. kein
Sporenflug in 2015 und 2016 beobachtet. Die meisten Sporennachweise konzentrier-
ten sich, insbesondere in 2014 und 2015, auf die Zeitrdume von Mitte Juni bis Mit-
te/Ende Juli, d.h. kurz nach dem Einschulen der Reben, sowie von Anfang/Mitte Sep-
tember bis Ende Oktober, also kurz vor dem Ausschulen der Reben. Diese Zeitrau-
me folgten dabei meist auf Wetterphasen, die grofdtenteils durch gemafgigtere Tem-
peraturen zwischen 10 °C und 20 °C im Tagesmittel gepragt waren. Im Jahr 2016, in
dem ab Ende Februar Sporenfallen installiert waren, konnte ein Sporenflug von Pch
und Clo bereits im Februar und Marz bei vorangegangen Durchschnittstemperaturen

zwischen 0 °C und 10 °C nachgewiesen werden.
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3.5 IDENTIFIKATION VON PILZISOLATEN

Neben den bereits beschriebenen PCR-basierten Untersuchungen, die ausschliel3-
lich den Nachweis der vorhandenen Erreger-DNA jedoch keinen Lebendnachweis
ermdglichen, wurden die in den Unterlagen-, Tauchbad-, Vortriebsubtrat- und Bo-
denproben befindlichen Pilze durch Kulturmal3nahmen auf Nahrmedium isoliert und
nachfolgend identifiziert (Kapitel 2.2.8). In Tabelle 23 finden sich hierzu alle Pilzisola-
te, die im Rahmen dieser Arbeit identifiziert wurden. Mehrfach-Nachweise pro Probe

wurden dabei nicht beriicksichtigt.

In Bezug auf GTD-Erreger konnten Lebendnachweise sowohl fir Pch als auch Clo
und Pm spp. erbracht werden. Pch wurde hierbei aus flnf Unterlagenproben, vier
aus dem Pflanzguterzeugungsprozess und eine aus verkaufsfertigem Pflanzgut
stammend, isoliert. Im Gegensatz dazu war Clo mit insgesamt 27 Isolierungen weit-
aus haufiger zu finden. Am héufigsten kam der Erreger in Unterlagenholz (18x aus
der Pflanzguterzeugung, 4x aus verkaufsfertigem Pflanzgut) vor und war daruber
hinaus in jeweils einem Beltanolbad fir Edelreiser und Unterlagen sowie einer Vor-
triebsubstratprobe und in zwei Bodenproben festzustellen. Zudem war Phaeoacre-
monium angustius aus dem Unterlagenbereich einer verkaufsfertigen Pfropfrebe zu
isolieren (siehe Tabelle 23, Grapevine Trunk Disease-Erreger). Weitere Pilzarten wie
z.B. die ,black foot disease“-Erreger llyonectria europaea und Ilyonectria liriodendri
konnten aus Unterlagenholz, das aus der Pflanzguterzeugung stammte, isoliert wer-
den, wobei Letzterer zudem im Unterlagenbereich einer verkaufsfertigen Pfropfrebe
zu finden war. Sarocladium strictum, eine Art, die kirzlich im Iran mit der Entstehung
von Esca-Symptomen in Verbindung gebracht wurde (Arzanlou et al. 2013), war
ebenfalls in Unterlagenholz sowie in zwei Vortriebsubstratproben per Kultivierung
nachzuweisen (1x Torf und 1x Torf-Sagespéane-Gemisch) (siehe Tabelle 23, Grape-
vine Trunk Disease-Erreger). Die Isolate der genannten GTD-Erreger sind dabei

exemplarisch in Abbildung 18 photographisch dargestellt.

Einem Groliteil der im Laufe des Projekts isolierten Pilze konnte keine eindeutige
Relevanz als GTD-Erreger oder Erreger anderer Pilzkrankheiten im Weinbau (Aus-
nahme: Botrytis cinerea) zugeschrieben werden. Des Weiteren war bei einigen Isola-
ten durch die Sequenzierung der ITS-Region lediglich die Gattung eindeutig be-
stimmbar (Tabelle 23, Pilze ohne GTD-Relevanz).
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Tabelle 23: Pilzisolate aus den Rebschulen

Grapevine Trunk Disease-Erreger

Isolat (Spezies)

Cadophora luteo-olivacea

llyonectria europaea
llyonectria liriodendri
Phaeoacremonium angustius
Phaeomoniella chlamydospora

Sarocladium strictum

Herkunft (Anzahl Isolate) z
UH-PE (18), UH-VE (4), BB-ER (1), 27
BB-UL (1), VTS (1), BP (2)

UH-PE (1) 1
UH-PE (1), UH-VE (1) 2
UH-VE (1) 1
UH-PE (4), UH-VE (1) 5
UH-PE (1), VTS (2) 3

Pilze ohne GTD-Relevanz

Isolat (Spezies)

Herkunft (Anzahl Isolate)

Acremonium alternatum/Acremonium sclerotigenum *

Acremonium furcatum
Acremonium persicinum
Acremonium sclerotigenum
Aureobasidium pullulans
Botrytis cinerea
Cadophora americana
Candida fructus

Candida mesenterica
Coniochaeta canina
Coniochaeta hoffmannii
Didymella macrostoma
Emericellopsis minima
Eucasphaeria capensis
Fusarium solani
Geomyces auratus
Geotrichum candidum
Gibellulopsis nigrescens
Metarhizium anisopliae/Metarhizium robertsii *
Mortierella alpina
Oidiodendron echinulatum
Oidiodendron rhodogenum
Ophiostoma breviusculum/Ophiostoma piceae *
Ophiostoma dentifundum
Paraphoma radicina
Phialemonium atrogriseum

Phialocephala dimorphospora

WB-UL (1), BP (1)
BP (1)

BP (1)

BP (1)

SF (1)

SF (1)

BP (1)

VTS (2)

VTS (2)

BP (1)

BP (2)

BB-ER (1), BB-UL/ER (1)
BP (3)

WB-UL (1)

UH-PE (1)

VTS (3)

UH-PE (1)

BP (2)

BP (1)

UH-PE (1)

UH-PE (7), UH-VE (1), VTS (2)
VTS (2)

UH-PE (1)

UH-PE (1)

WB-UL (2)

BB-UL (1), VTS (1)
VTS (1)

P R, NP W, R WONDN PR NDNPRPE PP P P P DNDNM

=
o

P NN P PN
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Phialocephala humicola BP (1) 1
Phialocephala trigonospora UH-PE (1) 1
Phialophora dancaoii UH-PE (1) 1
Plectosphaerella cucumerina BP (1) 1
Protoventuria alpina UH-PE (2) 2
Sistotrema brinkmannii UH-VE (1) 1
Sporothrix inflata BP (1) 1
Sporothrix variecibatus UH-PE (4) 4
Sterigmatosporidium polymorphum UH-PE (4) 4
Trichosporon xylopini/Trichosporon porosum * UH-PE (1), VTS (7) 8
Volutella rosea/Volutella ciliata * BB-UL (1) 1
Isolat (Gattung) Herkunft (Anzahl Isolate) b2
Blastobotrys sp. UH-PE (5), VTS (9) 14
Cercophora sp. UH-PE (1) 1
Chaetosphaeria sp. BP (1) 1
Chloridium sp. BP (2) 2
Corticiales sp. UH-PE (1) 1
Doratomyces sp. BP (1) 1
Fusarium sp. BP (1) 1
Hypocreales sp. BP (1) 1
Oidiodendron sp. UH-PE (2), VTS (1) 3
Ophiostoma sp. UH-PE (1) 1
Paraphoma sp. WB-UL (1) 1
Penicillium sp. VTS (1) 1
Phaeosphaeria sp. BP (3) 3
Phialocephala sp. UH-PE (1) 1
Pleosporales sp. BP (1) 1
Pyrenochaeta sp. WB-UL (1) 1
Stachobotrys sp. BP (1) 1
Torula sp. BP (1) 1
Verticillium sp. BP (7) 1

UH-PE Unterlagenholz aus der Pflanzguterzeugung

UH-PE Unterlagenholz des verkaufsfertigen Pflanzguts

BB-ER Beltanolbad fur Edelreisholz

BB-UL Beltanolbad fir Unterlagenholz

WB-UL Wasserbad fur Unterlagenholz

BB-UL/ER Beltanolbad fiir Edelreis- und Unterlagenholz gemeinsam genutzt
VTS Vortriebsubstrat

BP Bodenprobe

SF Sporenfalle

*durch Sequenzierung der ITS-Region nicht unterscheidbar
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Abbildung 18: Pilzisolate verschiedener GTD-Erreger auf PDA-Medium nach 14-tgiger
Inkubation bei ca. 23 °C. Cadophora luteo-olivacea (a), Illyonectria liriodendri (b), Ilyo-

nectria europaea (c), Phaeoacremonium angustius (d), Phaeomoniella chlamydospora (e)
und Sarocladium strictum (f).
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Ein Vergleich der beiden Nachweisverfahren, d.h. Isolierung vs. multiplex nested
PCR, zeigte, dass Pch, Clo und Pm spp. durch das PCR-basierte Verfahren weitaus
haufiger in den untersuchten Proben detektiert werden konnten. So waren aus insge-
samt 324 Unterlagen, die mit beiden Verfahren getestet wurden, Clo in 251 (~78%),
Pch in 54 (~17%) und Pm spp. in 51 Proben (~16%) mittels multiplex nested PCR
nachzuweisen. Durch Kultivierung auf Nahrmedium hingegen war Clo lediglich in 22
(~7%) und Pch in 5 Unterlagen (~2%) zu finden. Pm spp. konnten mit P. angustius
aus einer Unterlagenprobe (0,3%) isoliert werden (s.o.). Dies entspricht fur Clo und
Pch jeweils ca. 9% und fur Pm spp. ca. 2% derjenigen Nachweisrate, die durch die
multiplex nested PCR erreicht wurde.
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4 DISKUSSION

4.1 SYMPTOMENTWICKLUNG UND ERREGERNACHWEIS IN REBHOLZ

4.1.1 Symptom- vs. Erregerauftreten

Im Rahmen dieser Arbeit wurde in einem dreijahrigen Untersuchungszeitraum Reb-
holz aus drei unterschiedlichen Pflanzguterzeugungsbetrieben regelméafiig auf Esca-
typische Holzsymptome (,brown-wood streaking“ und ,Gummosis®) untersucht. Der
Anteil symptomatischer Holzproben nahm dabei unabhangig von Rebschule und Jahr
sowohl bei den Unterlagen als auch bei den Edelreisern im Laufe der Pflanzguter-
zeugung deutlich zu. Zeigten die Holzproben zu Beginn der Bearbeitung grof3tenteils
noch keine Symptome, war in einzelnen Rebschulen und Jahren entweder schon vor
dem Ausschulen oder vor dem Verkauf des Pflanzguts ein Anstieg auf bis zu 100%
zu beobachten (siehe Abbildung 7, 8 und 9).

Parallel zur Erfassung der Symptome wurde zunachst das Vorkommen von Pch im
Unterlagenholz mithilfe eines Spezies-spezifischen nested PCR-Verfahrens unter-
sucht. Dabei zeigte sich vom Erregernachweis im Vergleich zur Holzsymptomatik
generell eine weitaus geringere Befallssituation. Zwar waren die Nachweisraten von
Pch wahrend der Freilandphase in der Regel hoher als noch vor dem Einschulen,
jedoch lagen diese in den Jahren 2015 und 2016 zwischen 2,5% und 7,5% bzw. 0%
und 20% und konnten einen sichtbaren Befall zwischen 20% und 97,5% bzw. 52,5%
und 100% nicht ausreichend erklaren (vgl. Abbildung 7 und 10). Im Vergleich dazu
war in 2014 der Anteil Pch-positiver Unterlagen im selben Zeitraum mit 41,7-83,3%
wesentlich hdher (siehe Abbildung 10). Eine klare Aussage zur tatsachlichen Befalls-
situation von Pch ist hier aber kaum maéglich, da lediglich etwa ein Drittel der Unterla-
gen mit dem PCR-basierten Verfahren getestet wurden. Es ist auch davon auszuge-
hen, dass die erhdhten Befallszahlen im ersten Jahr zu einem gewissen Teil der ge-
troffenen Vorselektion — nur stark symptomatische Unterlagenproben wurden uber-

pruft — geschuldet sind.

Die starke Diskrepanz zwischen verbreiteter Symptomatik und niedriger Befallsrate
durch Pch konnte anfanglich nicht erklart werden. Im weiteren Verlauf der Arbeiten
wurde jedoch, auch bedingt durch eine gezielte Bearbeitung, ein anderer Pilz auffallig
haufig aus symptomatischem Holz isoliert. Es handelte sich dabei um Cadophora

luteo-olivacea (Clo), von dem in den letzten Jahren berichtet worden war, dass er in
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Pathogenitatstests ahnliche Symptome wie Pch im Holz verursachen kann (Halleen
et al. 2007b; Gramaje et al. 2011; Urbez-Torres et al. 2014; Travadon et al. 2015).
Aufgrund dessen wird Clo mittlerweile als ein weiterer mdglicher Verursacher der
,Petri disease“ betrachtet (Agusti-Brisach et al. 2011, 2013a; Urbez-Torres et al.
2014; Travadon et al. 2015).

Auf diesen Erkenntnissen beruhend wurde ein multiplex nested PCR-Verfahren ent-
wickelt, mit dessen Hilfe neben Pch auch die Erfassung von Clo und mehrerer Pm-
Arten ermdglicht wurde. Nach Untersuchung der Unterlagenproben mit dem neu
entwickelten Verfahren war eine hohe Nachweisrate von Clo zu verzeichnen, die in
allen Untersuchungsjahren und Rebschulen deutlich tber der von Pch lag (siehe Ab-
bildung 13). Nahezu alle Unterlagen, die wahrend der Freilandphase 2014 beprobt
wurden, waren von Clo betroffen; auch hier ist aber zu beachten, dass nur stark
symptomatische Unterlagen molekularbiologisch untersucht wurden. In den beiden
Folgejahren beliefen sich die Nachweisraten fur Clo Gber alle Rebschulen und den
gesamten Pflanzguterzeugungsprozess hinweg zwischen 65% und 100% in 2015
und 22,5% und 95% in 2016. Auffallend war dabei, dass das Unterlagenholz bereits
zum Vortreiben zu einem sehr hohen Prozentsatz betroffen sein konnte und sich die
Befallsraten innerhalb der jeweiligen Rebschulen tber das Jahr hinweg meist auf
einem gleichbleibenden Niveau bewegten. Sogar schon zu Beginn des Jahres war
Clo in 100% der symptomatischen Unterlagenproben des Vermehrungsmaterials
nachzuweisen (siehe Abbildung 13). Die resultierenden PCR-Fragmente waren hier
zwar durchweg klar erkennbar und eindeutig zuzuordnen, jedoch im Vergleich zu
spateren Probennahmen-Zeitpunkten trotz der hohen Sensitivitat des Verfahrens
schwacher ausgepragt (Ergebnisse nicht dargestellt). Obwohl durch das verwendete
Nachweisverfahren keine klare quantitative Aussage getroffen werden kann, lasst
diese Beobachtung vermuten, dass zu diesem frihen Stadium verhaltnismaRig ge-
ringe Mengen von Clo im Unterlagenholz vorhanden waren.

Pm spp. waren in 2014 von den untersuchten Erregern am seltensten zu finden (O-
25%). In 2015 und 2016 hingegen konnten Pm spp. mit Befallsraten zwischen 0%
und 35% bzw. 2,5% und 50% in der Regel seltener als Clo, aber meist haufiger als
Pch nachgewiesen werden. Auffallig war die Beobachtung, dass Pm spp. in RS 2
wahrend der Freilandphase 2016 sogar dominierten (vgl. Abbildung 13).

Die Befallssituation im Unterlagenholz des verkaufsfertigen Pflanzguts stellte sich

generell sehr ahnlich zu der wahrend des Pflanzguterzeugungsprozesses dar (vgl.
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Abbildung 13 und 14). Clo war auch hier mit einem Auftreten von 90-100% in 2015
und 75-97,5% in 2016 vorherrschend. Der Befall durch Pch und Pm spp. bewegte
sich 2015 (3,3-30% fur Pch, 10-20% fir Pm spp.) und 2016 (5-15% fur Pch, 12,5-

17,5% far Pm spp.) auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau (vgl. Abbildung 14).

Wahrend sich das hohe Auftreten der Esca-charakteristischen Symptome in den Un-
terlagenbereichen zu Beginn der Arbeiten nur sehr unvollstandig alleine durch die
Nachweisraten von Pch begriinden liel3, war dieses mit den zusatzlich gewonnenen
Informationen zum Vorkommen von Clo und Pm spp. weitaus besser in Einklang zu
bringen. Dies trifft insbesondere auf Unterlagenholz zu, das von Pfropfreben aus dem
Freiland oder dem Verkauf stammte, da hier sowohl Symptom- als auch Erregerauf-
treten sehr hoch waren. Weniger zutreffend war dies jedoch bei Unterlagen zum
Zeitpunkt des Vortreibens: obwohl in 2015 und 2016 zu diesem Stadium bereits ein
hoher Befallsgrad der Pathogene, vorwiegend durch Clo, festzustellen war, zeigten
sich in den Unterlagen in der Regel vergleichsweise weniger sichtbare Symptome
(vgl. Abbildung 7 und 13).

4.1.2 Einfluss der Erreger auf die Entwicklung von Holzsymptomen

Durch einen Vergleich der Erregersituation mit dem Symptomauftreten in den jeweili-
gen Unterlagenproben wurde Uberprift, ob der Erregerbefall einen Einfluss auf die
Symptomentwicklung hat (Tabelle 20). Hier zeigte sich, dass ein positiver Zusam-
menhang zwischen Symptomatik und einer Koinfektion durch Pch und Clo bestand.
Fur andere Erregerszenarien konnte dies jedoch statistisch nicht bestatigt werden.
Da Pch fast ausschlief3lich in Kombination mit Clo nachzuweisen war und letztere Art
sehr haufig auch in asymptomatischem Unterlagenholz gefunden werden konnte,
liegt die Vermutung nahe, dass Pch zumindest in diesen Féallen als Hauptverursacher

der Symptome angesehen werden kann.
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4.1.3 GTD-Erreger in asymptomatischem Rebholz

Grundsatzlich konnten alle der gesuchten Erreger auch in gesund erscheinendem
Unterlagenholz festgestellt werden. Dabei waren Pch in 3, Pm spp. in 29 und Clo in
189 asymptomatischen Unterlagenproben aus 2015 und 2016 zu finden (nicht darge-
stellt).

Entsprechendes war in der Vergangenheit auch in anderen Untersuchungen zu be-
obachten. So konnten von Halleen et al. (2003) beispielsweise Pch und Pal aus
scheinbar gesundem Unterlagenmaterial vorgetriebener Pfropfreben isoliert werden.
Durch PCR-basierte Verfahren waren dariber hinaus sowohl Clo in Pathogenitats-
tests aus zuvor infiziertem jedoch asymptomatischem Unterlagenholz (Navarrete et
al. 2011) als auch Pch und Pal in asymptomatischem Holz von Rebschulpflanzen
nachgewiesen worden (Abreo et al. 2011).

Mehrere Grunde fir die zahlreichen Nachweise, insbesondere von Clo, aus asymp-
tomatischem Holzgewebe sind denkbar: Navarette et al. (2011) vermuteten, dass Clo
entweder keine Pathogenitat gegenltber den getesteten Rebsorten zeigte oder dass
der Pilz langere Zeit benétigt, um sichtbare Lasionen hervorzurufen. Letzteres
scheint unter Berlcksichtigung weiterer Untersuchungen, die ein pathogenes
(Halleen et al. 2007b; Gramaje et al. 2011) bzw. schwach-pathogenes Verhalten
(Urbez-Torres et al. 2014; Travadon et al. 2015) von Clo vermuten lieRen, allerdings
wahrscheinlicher. Wie bereits im Zusammenhang mit auf3erlich asymptomatischen
Mutterstocken und Rebschulpflanzen, die durch ,Petri disease“-Erreger befallen wa-
ren, diskutiert wurde (Gramaje & Armengol 2011; Urbez-Torres et al. 2015), kdnnen
sich die verantwortlichen Pilze als Endophyten oder als latente Pathogene verhalten.
Externe Symptome auf3ern sich demnach erst, sobald die Pflanzen abiotischen oder
biotischen Stress erfahren. Ahnliches ist daher auch in Bezug auf die Entwicklung
der inneren Symptome denkbar. Womdglich konnten die Erreger in der vorliegenden
Arbeit durch das hochsensitive multiplex nested PCR-Verfahren daher bereits in
frisch infizierten Unterlagen nachgewiesen werden, noch bevor sichtbare Symptome

im Holz erkennbar waren.
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4.1.4 Symptomauftreten ohne Nachweis der GTD-Erreger

Im Rahmen der Untersuchungen zum Symptom- und Erregervorkommen war nicht
nur zu beobachten, dass die Erreger in asymptomatischem Holz zu finden sind, son-
dern, dass umgekehrt in symptomatischem Holz haufig keiner der untersuchten Er-
reger nachzuweisen war (siehe Tabelle 20).

Bereits Rumbos und Rumbou (2001) hatten beobachtet, dass trotz eines hohen Auf-
tretens (>50%) von Verfarbungen im Unterlagenholz nur geringe Isolationsraten der
pathogenen Pilze festzustellen waren. Diese Diskrepanz war vermutlich auf abioti-
sche Faktoren zurlickzufiihren; Holzverfarbungen kénnten demnach mangelhaften
Rebschulpraktiken oder Verletzungen wahrend der Pflanzgutherstellung geschuldet
sein (Rumbos & Rumbou 2001). Darlber hinaus wurde die Entwicklung von
Holzsymptomen in der Vergangenheit u.a. auch mit Stress durch lange Lagerzeiten
im Kuhlraum, unsachgeméafRes Anpflanzen oder unzureichende Bewasserung in Ver-
bindung gebracht (Stamp 2001). Schwéchere Verfarbungen im Bereich von Schnitt-
wunden, die im Zuge der Veredlung zwangslaufig erzeugt werden, werden laut
Stamp (2001) auch durch Oxidation nattrlich vorkommender Tannine oder phenoli-
scher Verbindungen im Holz hervorgerufen.

Neben abiotischen Einflussfaktoren kommen zudem weitere biotische Ursachen fur
die Entstehung der Symptome in Betracht: so ist u.a. von Botryosphaeria spp.
(Phillips 2002; van Niekerk et al. 2006), Cylindrocarpon spp. (Scheck et al. 1998a;
Rego et al. 2000; Halleen et al. 2006) und seit kurzem auch von Sarocladium stric-
tum (Arzanlou et al. 2013) bekannt, dass diese in der Lage sind, Verfarbungen im
Xylem zu verursachen.

Auch im Rahmen dieser Untersuchungen konnten Sarocladium strictum und Vertre-
ter der Gattung Cylindrocarpon in Einzelfallen durch lIsolation im Unterlagenholz
nachgewiesen werden (siehe Kapitel 3.5); eine eingehende Erfassung dieser Erreger
durch molekularbiologische Verfahren wurde jedoch nicht durchgefihrt.
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4.1.5 Symptomauftreten — Apikal- vs. Basalbereich der Unterlagen

Die Ergebnisse zur Symptomentwicklung in Unterlagen zeigten, dass die Basalberei-
che in der Regel deutlich h&ufiger symptomatisch waren als die Apikalbereiche; zu-
dem waren die Symptome im Basalbereich meist starker ausgepragt, d.h. die Anzahl
betroffener Xylemgefal3e war erhéht und die Verfarbung intensiver (nicht numerisch
erfasst).

Untersuchungen aus Griechenland, Kalifornien und Portugal konnten in diesem Zu-
sammenhang verschiedene abiotische und biotische Einflisse mit dem vornehmli-
chen Symptomauftreten im Basalbereich der Unterlagen in Verbindung bringen
(Rumbos & Rumbou 2001; Stamp 2001; Rego et al. 2009). So beobachtete Stamp
(2001) beispielsweise, dass sich Lasionen im basalen Bereich meist ausgehend von
Ubermafig groRen Wunden, die durch das Blenden verursacht wurden, entwickeln.
Zudem sind zum Pflanzzeitpunkt der Pfropfreben die basalen Enden der Unterlage
noch nicht vollstandig durch Kallusgewebe geschitzt und daher der Infektion durch
bodenbirtige Pathogene ausgesetzt; auch kdénnen die frisch gebildeten Kalluswur-
zeln wahrend der Pflanzung beschéadigt werden und dadurch als Eintrittspforten fir
Erreger dienen (Halleen et al. 2003). Des Weiteren ist es denkbar, dass die warme-
speichernde Eigenschaft des Rebschulbodens die Ausbreitung der Pathogene im
unterirdischen Teil der Pfropfreben begunstigt und folglich zu einer starkeren Aus-

pragung der Symptome im Basalbereich fuhrt.

4.1.6 Sortenunterschiede im Symptom- und Erregerauftreten

Sortenunterschiede in Bezug auf das Symptomauftreten waren weder bei Unterlagen
noch bei Edelreisern klar erkennbar (Kapitel 3.1.1, 3.1.2 und 3.1.3). Signifikante Un-
terschiede konnten im Apikalbereich der Unterlagen (Tabelle 11 und 13) und in Edel-
reisern zwar vereinzelt (einzelne Zeitpunkte & Rebschulen) festgestellt werden, lie-
Ben jedoch keine Ruckschliisse auf eine unterschiedliche Anfalligkeit der beprobten
Sorten zu. Ahnliches gilt fiir den PCR-basierten Nachweis von Pch, Clo und Pm spp.
in den jeweiligen Unterlagensorten: lediglich in RS 2 war zu einem einzigen Zeitpunkt
(MF 2016) eine signifikant unterschiedliche Befallsrate durch Clo und Pm spp. zwi-

schen den Sorten zu beobachten (Tabelle 17).

Eine vollstandige Resistenz gegeniber GTD-Erregern ist bis dato weder bei kultivier-
ten Sorten noch bei Wildarten bekannt (Wagschal et al. 2008). In der Literatur be-
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schriebene Untersuchungen von natirlich infiziertem Rebholz haben gezeigt, dass
alle bedeutenden Unterlagen- und Edelreissorten anféllig gegeniiber den beteiligten
Erregern sind (Gramaje & Armengol 2011). Womdglich bestehen aber graduelle Un-
terschiede in der Anfélligkeit zwischen Unterlagen- und Edelreissorten. So konnte
beispielsweise bei Unterlagen, die basal mit Sporensuspensionen von Pch, Pal und
Phaeoacremonium inflatipes inokuliert, getopft und nach einem Jahr beprobt wurden,
eine grol3e sortenabhangige Variabilitat in der akropetalen Ausbreitung der Lasionen
beobachtet werden (Eskalen et al. 2001a). Gramaje et al. (2010) berichteten eben-
falls Uber unterschiedliche Anfalligkeiten von Unterlagensorten gegenuber Pch, Clo
und Pm spp.: Unterlagen der Sorte 110R und 140Ru, beides Kreuzungen von V. ri-
paria x V. rupestris, waren demnach am starksten betroffen; Kreuzungen von V. ripa-
ria X V. berlandieri wie z.B. in 161-49C, waren am schwachsten betroffen und wurden
als generell weniger anféllig gegenliber den genannten Erregern betrachtet.

Des Weiteren konnten in der Vergangenheit, basierend auf auf3eren oder inneren
Symptomen sowie auf Befallsraten in Ertragsanlagen nach Inokulation mit Esca-
Erregern, Unterschiede in der Anfalligkeit auch zwischen Edelreissorten festgestellt
werden (Marchi 2001; Sparapano et al. 2001; Edwards & Pascoe 2004; Feliciano et
al. 2004; Quaglia et al. 2009; Murolo & Romanazzi 2014). Pouzoulet et al. (2014)
stellten in diesem Zusammenhang eine Korrelation zwischen dem Durchmesser von
XylemgefalRen und der Entwicklung von Esca-assoziierter Symptomatik fest: Sorten
mit groReren LeitgefalRen waren demnach anfalliger gegentber den Erregern.
Generell ist eine Bezugnahme zu den Ergebnissen der oben genannten Untersu-
chungen an dieser Stelle allerdings aul3erst schwierig, da sich diese oftmals nur auf
auRere Symptome, Reben in Ertragsanlagen oder andere der hier untersuchten Sor-

ten beziehen.

Wahrend sich zwischen Unterlagen- und Edelreissorten in der vorliegenden Arbeit
keine eindeutigen Unterschiede im Symptomauftreten erkennen lie3en, zeigte sich,
dass Unterlagen im Jahr 2015 im Allgemeinen haufiger von Holzsymptomen betrof-
fen waren als Edelreiser. In 2016 war dieser Unterschied wiederum weniger ersicht-
lich (vgl. Abbildung 7 und 9), sodass gegen Ende der Freilandphase Edelreiser und
Unterlagen etwa gleich haufig befallen waren. Bei verkaufsfertigen Pfropfreben war
der Edelreisbereich meist sogar haufiger betroffen (vgl. Abbildung 8 und 9).

Ahnlich zu den Beobachtungen in 2015, konnten in der Vergangenheit auch Fischer

& Kassemeyer (2010) in verschiedenen deutschen Rebschulen einen deutlichen An-
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stieg der Holzsymptomatik im Unterlagenbereich zwischen Ein- und Ausschulen fest-
zustellen, wahrend der Edelreisbereich weitestgehend symptomfrei blieb. Allerdings
bewegte sich dort der Anteil symptomatischer Unterlagen auf einem deutlich geringe-
ren Niveau. Eine mogliche Erklarung hierfir ist, dass das Auftreten der Holzymptome
aufgrund einer allgemeinen Ausbreitung der ursachlichen Pathogene Uber die Jahre
hinweg zunimmt. Aul3erdem bestehen keine offiziellen Richtlinien fur die Bonitur
Esca-typischer Holzsymptome. Die Beurteilung der Symptome beruht daher auf einer

subjektiven Einschatzung, was zu unterschiedlichen Ergebnissen fihren kann.

4.2 BETRIEBSBEDINGTE EINFLUSSE AUF DEN ERREGERBEFALL IN UNTERLAGEN
Die Ergebnisse zum Erreger- und Symptom-Vorkommen im Unterlagenholz zeigten,
dass Pch, Clo und Pm spp. in allen Rebschulen vorzufinden waren und die
Holzsymptome im Laufe der Pflanzguterzeugung stark zunahmen. Auch wenn sich
die Befallssituation zwischen den Rebschulen in Bezug auf die Holzsymptome und
die beteiligten Pathogene im Allgemeinen ahnlich darstellte, waren dennoch zu ein-
zelnen Zeitpunkten deutliche Unterschiede zwischen den Rebschulen erkennbar
(siehe Tabelle 10, 12, 16 und 18).

Wahrend Symptome im Holz sowohl durch abiotische und biotische Faktoren verur-
sacht werden konnen (siehe Kapitel 4.1), war davon auszugehen, dass das Erreger-
auftreten im Holz selbst durch betriebsbedingte Faktoren bzw. Infektionsquellen wah-
rend der Pflanzgutproduktion beeinflusst wird und somit zu einem unterschiedlichen
Holzbefall zwischen den Betrieben fuhren kann. Dabei lag die Vermutung nahe, dass
die Pathogene entweder i) schon Uber das Vermehrungsmaterial in die Betriebe ge-
langten oder ii) aus anderen Infektionsquellen wahrend der innerbetrieblichen Ablau-
fe oder iii) spater im Freiland das Holz besiedeln. Um dies zu Uberprufen, wurde ein
moglicher Infektionsdruck durch Pch, Pm spp. und Clo aus Tauchbadern, Vor-

triebsubstraten, Luft und Rebschulboden n&her untersucht.

4.2.1 Ablaufein den Betrieben

4.2.1.1 Tauchbader

Einer der ersten Arbeitsschritte in der Pflanzguterzeugung ist das Wassern des Ver-
mehrungsmaterials. Zur Klarung der Frage, ob dieser Arbeitsvorgang ein mégliches

Infektionsrisiko fur das Vermehrungsmaterial durch Esca- bzw. ,Petri disease®-
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Erreger darstellt, wurden verschiedene Tauchbader aus den Rebschulen mithilfe des
nested multiplex-Verfahrens untersucht. Die Ergebnisse zeigten hierzu, dass die Er-
reger sowohl in Unterlagen- als auch in Edelreis-Tauchbédern mit und ohne zugeflug-
tem Fungizid zu finden waren. Dabei war Clo mit 67,6% aus insgesamt 34 Tauch-
badproben (2014-2016) am haufigsten vorhanden. Pch und Pm spp. hingegen waren
mit jeweils 29,4% bzw. 8% weitaus seltener nachzuweisen (vgl. Tabelle 21). Dartber
hinaus waren zwischen den Rebschulen Unterschiede hinsichtlich des Erregerspekt-
rums und der Nachweisrate der jeweiligen Erreger erkennbar (siehe 3.4.1). Allerdings
spiegelten sich diese in der Widerfindungsrate der jeweiligen Erreger bei der nach-
folgenden Beprobung des Unterlagenholzes nicht wider (vgl. Tabelle 21 und Abbil-
dung 13), sodass im Rahmen dieser Arbeit kein unmittelbarer Einfluss der Tauchbéa-
der auf den Befall in Unterlagen beobachtet werden konnte.

Es ist mittlerweile sehr gut bekannt, dass Tauchbader eine bedeutende Rolle als
Quelle bzw. Verbreitungsmedium von GTD-Erregern spielen kdnnen. Viele Untersu-
chungen in europdischen (Spanien, Italien, Frankreich) und aul3ereuropdaischen
(Sudafrika, Australien, Neuseeland) Rebschulen zeigten, meist basierend auf mole-
kularbiologischen Verfahren, dass GTD-Erreger wie Pch, Clo, Pm spp. und/oder
Botryosphaeria spp. in verschiedenen Tauchbadern wahrend der Pflanzguterzeu-
gung zu finden waren (Whiteman et al. 2004a, 2004b; Retief et al. 2006; Edwards et
al. 2007; Pollastro et al. 2009; Vigueés et al. 2009; Aroca et al. 2010; Gramaje et al.
2011). Das Tauchwasser kann hierbei selbst der Ursprung fir Infektionen sein, vor
allem wenn es sich um nicht aufbereitetes Wasser handelt, oder durch das Tauchen
des Vermehrungsmaterials kontaminiert werden (Retief et al. 2006; Waite & Morton
2007).

4.2.1.2 Vortriebsubstrate

Das Vortreiben der frisch veredelten Reben kann eine weitere Infektionsquelle von
Esca/“Petri disease“-Erregern fur das Rebholz darstellen. Aus diesem Grund wurden
verschiedene Vortriebsubstrate der drei Rebschulen mit der multilpex nested PCR
analysiert. Dies fuhrte zu einem Nachweis von Clo in 72,7% der insgesamt 33 getes-
teten Vortriebsubstratproben (2014-2016). Clo war damit vorherrschend vertreten,
gefolgt von Pm spp. mit 33,3% und Pch mit 3% (vgl. Tabelle 22). Die geringe Nach-
weisrate von Pch korreliert dabei mit den Ergebnissen von Whiteman et al. (2004a,
2004b), Retief et al. (2006) und Aroca et al. (2010), die ebenfalls von nur sehr weni-
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gen Funden des Erregers in Vortriebsubstraten berichteten. Auch Pm spp. waren von
Aroca et al. (2010) regelmalig in Vortriebsubstraten mittels nested PCR nachzuwei-
sen.

Die Ergebnisse zeigten dartber hinaus, dass sich das Erregerspektrum und die
Nachweishaufigkeit der Erreger zwischen den Rebschulen z.T. unterschied (siehe
3.4.2). Eine Auswirkung dieser Unterschiede auf den Erregernachweis aus Unterla-
genholz konnte im weiteren Produktionsverlauf jedoch nicht beobachtet werden (vgl.
Tabelle 22 und Abbildung 13). Auffallig war jedoch, dass in den Torf-Substraten aus
RS1 im Vergleich zu den Torf-Sagespane-Substraten aus RS 2 und RS 3 keine Pm
spp. zu finden waren. Dies deutet darauf hin, dass auch die Zusammensetzung des
Vortriebsubstrats einen Einfluss auf das Erregerspektrum haben konnte. Analog zum
Wassern des Vermehrungsmaterials liegt die Vermutung nahe, dass das Vor-
triebsubtrat selbst Ausgangspunkt fir Infektionen ist oder seinerseits durch vorinfi-
ziertes Rebholz kontaminiert wird. Auch ist davon auszugehen, dass die hohe Tem-
peratur und Luftfeuchtigkeit wahrend des Vortreibens das Wachstum der Pathogene
beglnstigt und den Infektionsdruck zusatzlich erhéhen. Inwieweit Tauchbader und
Vortriebsustrate schon zu Beginn der Bearbeitung mit den Erregern belastet waren
oder erst nach Kontakt mit dem Rebmaterial kontaminiert wurden, konnte hier aller-
dings nicht genau bestimmt werden, da Proben erst wéhrend des Tauchens bzw.

Vortreibens entnommen wurden.

4.2.2 Freilandphase

4.2.2.1 Luft

Um einen moglichen Infektionsdruck aus der Luft zu Uberprufen, wurden in einer der
Rebschulen Sporenfallen in Freilandflachen installiert und diese durch das multiplex
nested PCR-Verfahren getestet. Clo war in den drei Untersuchungsjahren hierbei in
55 von insgesamt 174 Sporenfallen (2014-2016) zu finden und damit am h&ufigsten
vertreten. Pch und Pm spp. waren mit 10 bzw. 11 Nachweisen (2014-2016) weitaus
seltener vorhanden. Die meisten Nachweise erfolgten insbesondere in 2014 und
2015 zu Beginn und gegen Ende der Freilandphase. Tendenziell war hierbei ein ho-
heres Sporenaufkommen wahrend und nach Perioden mit Durchschnittstemperatu-
ren unter 20 °C zu beobachten. Nach Beginn der heilBen Sommerphase war bis etwa
Ende August ein deutlich geringerer (in 2014) bzw. kein (in 2015 und 2016) Sporen-
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flug zu verzeichnen (siehe Abbildung 15, 16 und 17). Ein klarer Zusammenhang zwi-
schen Regenereignissen oder relativer Luftfeuchte und dem Erregernachweis aus
der Luft konnte hier nicht beobachtet werden. Diesbeziiglich berichteten Eskalen &
Gubler (2001) hingegen uber ein gehauftes Sporenauftreten von Pch und P. inflati-
pes vor allem wahrend und nach Niederschlagsereignissen, wobei Pal auch in Pha-
sen ohne Regen und spéater in den Sommer hinein nachgewiesen werden konnte.
Ebenso luftbirtiges Inokulum von Phaeoacremonium fraxinopennsylvanicum war von
Eskalen et al. (2005) hauptsachlich wahrend Regenereignissen Uber die gesamte
Vegetationsperiode zu finden. Quaglia et al. (2009) stellten neben einem Zusam-
menhang zwischen Niederschlag und der Sporenfreisetzung von Pch, wie auch in
der vorliegenden Arbeit, einen mdglichen Temperatureinfluss fest.

Wie bereits von Larignon & Dubos (2000) und Quaglia et al. (2009) beobachtet wur-
de, war ein Sporenflug auch im Rahmen dieser Untersuchungen verstarkt im Mai und
Juni, d.h. zum Pflanzzeitpunkt der gepfropften Reben, festzustellen. Dies kdnnte ein
weiterer Grund fir den starken Anstieg der Symptome im Unterlagenholz, vor allem
im Basalbereich, sowie fur die allgemein hoheren Nachweisraten von Pch und Pm
spp. wahrend der Freilandphase sein (siehe Abbildung 7 und 13). Luftblrtiges Inoku-
lum kdnnte demnach durch Niederschlag in den Boden eingebracht werden und die
gerade in diesem Zeitraum besonders anfalligen Basalbereiche der Unterlagen infi-
zieren (siehe Kapitel 4.1.5). Weitere Infektionsereignisse tber unvollstandig verheilte
Veredlungsstellen und Verletzungen, die im Laufe der Freilandphase durch Kultur-
malinahmen wie z.B. Laubarbeiten, mechanische Unkrautbekampfung oder Pesti-

zidanwendungen entstehen kénnen, sind ebenso denkbar.

4.2.2.2 Rebschulboden

Um zu klaren, ob bodenburtiges Inokulum von Esca- und ,Petri disease“-Erregern ein
potenzielles Infektionsrisiko fur Pflanzgut wahrend der Freilandphase darstellt, wur-
den in den Rebschulen Bodenproben aus den Freilandflachen entnommen und durch
KulturmaRnahmen auf das Vorhandensein von Pilzen untersucht. Dadurch war es
moglich, zahlreiche Pilzarten und -gattungen aus dem Rebschulboden zu isolieren,
wobei der Grol3teil der Isolate keine bekannte pathogene Bedeutung fir den Wein-
bau hatte. Als einziger GTD-Erreger war Clo in zwei Bodenproben zu finden (Tabelle
23). Daruber hinaus war in zwei weiteren Bodenproben der Pilz Coniochaeta hoff-

mannii nachzuweisen. Von diesem ist bekannt, dass er in der Lage ist, Holzoberfla-
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chen zu kolonisieren und Holzzellwande durch spezialisierte Hyphen und Enzyme zu
durchdringen (Hale & Eaton 1985). An Vitis vinifera konnte der Pilz in der Vergan-
genheit in Schnittwunden und an den basalen Enden von Rebpflanzgut (Casieri et al.
2009) sowie in einem Rebstock (>15 Jahre), der schwache Esca-typische Blattsymp-
tome zeigte, gefunden werden (Fischer et al. 2016). Ein gewisses pathogenes Po-
tenzial dieses Pilzes ist somit durchaus vorstellbar.

Weitere GTD wie z.B. Pch, Pal und P. inflatipes konnten bereits in anderen Untersu-
chungen durch PCR-basierte Verfahren in Boden von Ertragsanlagen (Eskalen et al.
2001b; Rooney et al. 2001) und Muttergarten (Retief et al. 2006) gefunden werden.
Agusti-Brisach et al. (2013) gelang es zudem, mithilfe von sog. Kéderpflanzen Pal, P.
parasiticum und Clo in Rebschulbéden nachzuweisen. Mit dieser Methode fanden
diese Autoren aul3erdem Pch, Pal und Clo in B6den von Muttergarten und zeigten
damit erstmalig, dass eine Infektion durch diese Erreger aus natirlich befallenem

Boden uber die Wurzeln moglich ist.

4.3 MOLEKULARBIOLOGISCHER NACHWEIS VS. LEBENDNACHWEIS

In vielen der unter Kapitel 4.2.1 und 4.2.2 genannten Untersuchungen stitzen sich
die Erregernachweise auf PCR-basierte Verfahren. Auch in dieser Arbeit wurde der
Grol3teil der Nachweise von Pch, Pm spp. und Clo mittels multiplex nested PCR er-
bracht. Die alleinige Detektion der Pathogen-DNA ist jedoch noch kein Beleg daftr,
dass es sich dabei um lebensfahiges und somit infektioses Inokulum handelt. Aus
diesem Grund wurden zusatzlich Isolationen der Pilze aus Tauchbadern, Vor-
triebsubstraten, Boden und stichprobenartig aus Holz durchgefiihrt, die im Anschluss
per ITS-Sequenzierung identifiziert wurden (siehe Kapitel 2.2.8.2 und 2.2.8.3). Auf
diese Weise konnte Pch aus funf und Pm spp. aus einer der insgesamt 324 Unterla-
genproben isoliert werden. Am haufigsten war Clo in den untersuchten Proben per
Kultivierung zu finden (in 22 Unterlagen, zwei Tauchbadern, einem Vortriebsubtrat
und zwei Bodenproben) (siehe Tabelle 23). Daneben wurden die ,black foot dise-
ase“-Erreger llyonectria liriodendri und Ilyonectria europaea sowie der als Esca-
Erreger vermutete Pilz Sarocladium strictum (Arzanlou et al. 2013) in Unterlagenholz
identifiziert, wobei letztere Art zudem in einer Vortriebsubstratprobe vorhanden war.
Aus Bodenproben konnte dartber hinaus die bereits oben erwahnte Pilzart Conio-
chaeta hoffmannii isoliert werden (siehe Kapitel 4.2.2.2).

Diese Ergebnisse decken sich dabei grof3tenteils mit Untersuchungen aus anderen
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Landern. So konnten Lebendnachweise von Pch, Pm spp., Clo und/oder Pathogenen
der ,black foot disease” in den vergangenen Jahren u.a. von Halleen et al. (2003),
Aroca et al. (2010) und Gramaje et al. (2011) aus diversen Quellen und zu verschie-

denen Stadien der Pflanzguterzeugung erbracht werden.

Im Vergleich zwischen PCR- und kultivierungsbasiertem Verfahren wurde deutlich,
dass Pch, Pm spp. und Clo per Isolation weitaus seltener zu finden waren (siehe Ka-
pitel 3.5). So entsprach die Nachweisrate durch Isolation aus insgesamt 324 Unterla-
genproben, die mit beiden Verfahren getestet wurden, fir Clo und Pch weniger als
ein Zehntel und fur Pm spp. sogar weniger als ein Funzigstel der Nachweisrate des
multiplex nested PCR-Verfahrens. Zum einen kann dies daran liegen, dass die Erre-
ger z.T. nicht mehr lebensfahig waren und dadurch seltener isoliert werden konnten.
Zum anderen handelt es sich bei diesen Pathogenen um sehr langsam wachsende
Pilze (Aroca & Raposo 2007; Aroca et al. 2010; Urbez-Torres et al. 2015), die auf
N&hrmedium leicht durch andere Pilze Gberwachsen und somit nicht ohne Weiteres
erfasst werden konnen. Des Weiteren ist zu bemerken, dass eine Identifikation aller
im Laufe dieser Arbeit isolierten Pilze nicht zu realisieren war. Dementsprechend sind
in Tabelle 23 lediglich diejenigen Isolate aufgefihrt, die durch die Sequenzierdaten
eindeutig auf Art- bzw. Gattungsebene bestimmt werden konnten. Basierend auf den
makromorphologischen Untersuchungen der Isolate (Ergebnisse nicht dargestellt) ist
jedoch davon auszugehen, dass insbesondere Clo weitaus haufiger als hier darge-

stellt aus Unterlagenholz isoliert werden konnte.

Alle per Kultivierung erbrachten Nachweise konnten ebenso durch das im Rahmen
dieser Arbeit entwickelte multiplex nested PCR Verfahren erbracht werden. Dieses ist
demnach zuverlassig und in Bezug auf Sensitivitat, Arbeitsaufwand sowie Zeiter-
sparnis der konventionellen Isolationsmethode sogar deutlich Uberlegen; es kann
jedoch lediglich eine Einschatzung der Befallssituation durch infektioses Inokulum

liefern.

4.4 MOGLICHE BEKAMPFUNGSMARNAHMEN IN DER PFLANZGUTERZEUGUNG

Aus den in dieser und anderen Untersuchungen hervorgehenden Erkenntnissen zum
Vorkommen von Esca- und ,Petri disease“-Erreger in Rebschulen ergeben sich meh-
rere Bekdmpfungsmaoglichkeiten, die zu den unterschiedlichen Stadien wahrend der

Pflanzguterzeugung angreifen:

91



Diskussion

4.4.1 Vermehrungsmaterial

Der erste und wohl wichtigste Schritt bei der Produktion von gesundem Pflanzgut ist
die Bereitstellung von maoglichst pathogenfreiem Vermehrungsmaterial. Nur dadurch
kann ein Anfangsbefall des Holzes méglichst gering gehalten werden. Die Kontrolle
der Pathogene sollte daher schon in den Muttergarten beginnen. Bereits Fourie &
Halleen (2004) betonten die Notwendigkeit eines Schutzes der Schnittwunden, die im
Rahmen des Rebschnitts in Muttergarten erzeugt werden. Untersuchungen zur Be-
handlung von Schnittwunden haben gezeigt, dass die Infektionsrate durch GTD-
Erreger, darunter Pch, Pal und P. parasiticum, mit unterschiedlichen Fungiziden ein-
gedammt werden kann (Halleen et al. 2010; Rolshausen et al. 2010). Jedoch ist der
Schutz von Schnittwunden durch Fungizide problematisch, da u.a. die Wirksamkeit
von Pathogen zu Pathogen sehr unterschiedlich sein kann, die Anwendung teuer und
kompliziert und ein Schutz Uber langere Zeit sehr schwer zu realisieren ist
(Rolshausen et al. 2010).

Es ist bekannt, dass sich die Erreger bereits in Mutterstécken befinden und sich von
dort aus in die Ruten, die anschlielend fur die Vermehrung verwendet werden, aus-
breiten kdnnen (Pascoe & Cottral 2000; Fourie & Halleen 2002; Ridgway et al. 2002;
Whiteman et al. 2007). Dartber hinaus konnte ein gewisser Befallsgradient entlang
der Ruten beobachtet werden. So waren von Fourie & Halleen (2002) Phaeoacremo-
nium- und Botryosphaeria-Arten bevorzugt in basalen Internodien von Unterlagenru-
ten, also in Stammkopfnéhe, nachzuweisen. Whiteman et al. (2007) verzeichneten in
Pflanzmaterial, das aus kopfnahen Bereichen der Unterlagenruten herriihrte, acht
Monate nach Pflanzung einen héheren Pch-Befall als in solchem, das aus kopffernen
Bereichen stammte. Ein weiterer Kontrollansatz zur Verminderung des Ausgangsi-
nokulums, der jedoch zwangslaufig mit EinkommenseinbulRen fur die Produzenten
verbunden ist, ware daher, den basalen Bereich der Unterlagenruten nicht fir Pro-

duktion von Pflanzgut zu verwenden.

4.4.2 Tauchen

Anwendungen von Fungiziden in Tauchbadern vor der Kuhllagerung des Vermeh-
rungsmaterials oder vor der Veredlung konnten in der Vergangenheit den Holzbefall
durch Pch, Pm spp. und andere GTD-Erreger reduzieren (Fourie & Halleen 2004b,
2006; Eskalen et al. 2007; Gramaje et al. 2009; Rego et al. 2009; Vigues et al. 2010)
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und stellen somit eine Mdglichkeit dar, die Erreger wahrend dieses Arbeitsschrittes
zu kontrollieren. Fungizide wie Chinosol oder Beltanol werden in Deutschland von
den meisten Rebschulen bereits routineméalRig zur Bekampfung des Grauschimmels
in Tauchbadern eingesetzt. Deren Wirkstoff, 8-Hydroxychinolinsulfat, zeigte unter
Laborbedingungen jedoch auch eine gewisse Wirksamkeit gegen die Esca-Erreger
Pch und Pal (Fischer 2009b).

Gute Bekampfungsresultate von ,Petri disease®- und ,black foot disease“-Erregern
konnten auch durch HeiBwasserbehandlungen von Unterlagenholz vor der Veredlung
erzielt werden (Edwards et al. 2004; Fourie & Halleen 2004b; Eskalen et al. 2007).
Dieses Verfahren ist jedoch umstritten, da es bei unsachgemaRer Anwendung zu
Stress, Schaden und Verlust des Pflanzmaterials fihren kann (Gramaje & Armengol
2011; Bertsch et al. 2013). AuRRerdem konnte das Tauchen des Vermehrungsmateri-
als in elektrolysiertem saurem Wasser ein Auskeimen von Pch- und Pal-Konidien
vermindern, ohne einen Einfluss auf das Wachstum und die Entwicklung der Pfropf-
reben im Freiland zu haben (Di Marco & Osti 2009). Eine biologische Kontrolle durch
Pilzarten der Gattung Trichoderma, insbesondere durch Trichoderma harzianum und
Trichoderma atroviride, ist ebenfalls in Tauchb&dern moglich. Von diesen Pilzen ist
bekannt, dass sie als naturliche Antanogisten in der Lage sein kdnnen, Schnittwun-
den vor dem Eindringen verschiedener GTD-Erreger zu schitzen (Hunt et al. 2001,
Di Marco et al. 2004; John et al. 2004; Kotze et al. 2011). So konnte bei Fourie &
Halleen (2004b) eine einstindige Tauchbehandlung mit Trichoderma harzianum das
Auftreten von Pch und Pm spp. in Unterlagen reduzieren.

Untersuchungen von Waite et al. (2013) zeigten, dass Mikroorganismen schon nach
kurzer Tauchzeit Uber das Pflanzenmaterial in das Wasser gelangen und an Oberfla-
chen der Tauchbecken anhaften kdnnen. Daher ist es sinnvoll, das Wasser zwischen
den Chargen zu wechseln und die Becken regelméafiig zu desinfizieren. Auch die
Verwendung von Trinkwasser ist zu empfehlen, da sich in unaufbereitetem Wasser
auch andere Mikroorganismen befinden, die nicht als Pathogene der Weinrebe be-
kannt sind, jedoch durch das Tauchen in das Holzgewebe eindringen und das Trieb-

wachstum beintrachtigen kbnnen (Cole & Waite 2006).
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4.4.3 Vortreiben und Einschulen

Wahrend des Vortreibens und vor der Pflanzung im Freiland bieten sich verschiede-
ne Bekampfungsmadglichkeiten von GTD-Erregern: z.B. ist die Verwendung von Vor-
treibkisten aus Plastik anstatt aus Holz aus phytosanitarer Sicht empfehlenswert
(Becker & Hiller 1977), da sie einfacher zu saubern und zu desinfizieren sind, um
Infektionen fur nachfolgende Chargen zu verhindern. Eine Behandlung mit Tricho-
derma-Pilzen in Vortreibkisten ist ebenso mdglich, z.B. durch das seit 2016 fur Not-
fallsituationen (Indikation Esca) zugelassene Praparat Vintec®, dessen Wirksamkeit
auf dem Pilzstamm Trichoderma atroviride SC1 beruht (Belchim Crop Protection,
Londerzeel, Belgien). Dieses Praparat kann zum Bespriihen der Vortreibkisten ver-
wendet werden. Auch eine Anwendung in Tauchb&adern vor der Kuhllagerung
und/oder vor dem Veredeln (siehe Kapitel 4.4.2) sowie beim Wassern der Unterla-
genkomponente vor der Einschulung werden vom Hersteller empfohlen. Aktive Kon-
trolimoglichkeiten der Erreger wéhrend der Freilandphase in den Rebschulen sind
sehr begrenzt; daher ist es wichtig, wahrend des Vortreibens auf eine gute Kallusbil-
dung an Veredlungsstelle und Basalbereich der Unterlage zu achten, damit Eintritts-
pforten fur luft- und bodenburtiges Inokulum aus dem Freiland schon von Beginn an
gering gehalten werden.

Zum Zeitpunkt des Einschulens ist es wichtig, dass die anfalligen basalen Enden der
Unterlagen geschiitzt sind (siehe Kapitel 4.1.5), gerade vor dem Hintergrund, dass in
dieser Arbeit lebensfahiges Inokulum von Clo in Rebschulbéden gefunden wurde und
ein erhohter Sporenflug von Pch, Pm spp. und Clo in dieser Zeit zu beobachten war
(siehe 4.2.2). Bis zum vollstandigen Verschluss der Wundstellen durch Kallusgewebe
kénnten Fungizidanwendungen vor dem Einschulen daher einen zuséatzlichen Schutz
bieten. Untersuchungen an Topfreben ergaben hierzu, dass durch die Anwendung
verschiedener Fungizide vor der Pflanzung das Vorkommen von Pch und ,black foot
disease“-Erregern reduziert werden konnte (Rego et al. 2006; Nascimento et al.
2007; Alaniz et al. 2011). Entsprechendes ist somit auch fur Pflanzungen im Freiland
denkbar.

Um die natirliche Widerstandsfahigkeit der Pflanzen so gut wie moglich zu starken,
ist darauf zu achten, dass diese vor und wéhrend dem Einschulen mdglichst wenig
Stress durch zu lange Kihllagerung oder ungeeignete Pflanzbedingungen erfahren
(siehe Kapitel 4.1.4). Auch eine angemessene Bewésserung der Pfropfreben sollte

gewahrleistet werden, da die Pflanzen durch Wasserstress anfalliger gegenuber ei-
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nem Pathogenbefall sind, wie es bereits fur den Erreger Pch beobachtet werden

konnte (Ferreira et al. 1999; Fischer & Kassemeyer 2012).

4.4.4 Freilandphase und Ausschulen

Wahrend der Freilandphase sollte darauf geachtet werden, dass die Bearbeitungsge-
rate wahrend der Laubarbeiten und PflanzenschutzmafRnahmen korrekt eingestellt
sind, um Verletzungen an verholzten Pflanzenteilen zu vermeiden. Darlber hinaus
sollten, insbesondere in Flachen mit einer weinbaulichen Vorgeschichte oder bei de-
nen ein Vorkommen von GTD-Erregern im Boden bereits bekannt ist, MalRnahmen
zur Minimierung der bodenbirtigen Pathogene ergriffen werden. Arbeiten zur Biofu-
migation durch die Bodeneinarbeitung von Senf, entweder als Pflanze oder Senf-
mehl, konnten in den letzten Jahren beispielsweise vielversprechende Resultate zur
Bekampfung von ,black foot disease“-Erregern erzielen (Bleach et al. 2010; Barbour
et al. 2014; Whitelaw-Weckert et al. 2014). Die Kontrolle weiterer GTD-Erreger, wie
z.B. Pch, Pm spp. oder Clo, mit diesem Verfahren ist somit durchaus vorstellbar.
Nach dem Ausschulen besteht zudem die Méglichkeit eine abschlielRende HeilRwas-
serbehandlung des Pflanzguts durchzuflhren, um eine weitere Reduktion von ,Petri
disease“- und ,black foot disease“-Erregern zu erreichen. Die Wirksamkeit einer sol-
chen Behandlung haben Untersuchungen in Sudafrika, Spanien und Frankreich be-
reits bestatigt (Fourie & Halleen 2004b; Halleen et al. 2007a; Gramaje et al. 2010;
Vigues et al. 2010).

4.5 SCHLUSSFOLGERUNGEN UND AUSBLICK

Die visuellen Bonituren des Rebholzes aus den drei Rebschulen ergaben, dass in
allen Betrieben Esca-typische Holzsymptome in Unterlagen- und Edelreismaterial
auftraten. Das Auftreten der Symptome nahm im Laufe der Pflanzguterzeugung in
beiden Pfropfkomponenten stark zu. Auch im verkaufsfertigen Pflanzgut konnten die
Unterlagen- und Edelreisbereiche zu einem hohen Prozentsatz symptomatisch sein.
Der hohe Anteil sichtbar befallener Unterlagen war durch die per nested PCR er-
brachten geringen Nachweisraten des Esca-Erregers Pch zunachst nicht zu erklaren.
Erst durch die Entwicklung eines multiplex nested PCR-Verfahrens zur Identifikation
weiterer Esca- bzw. ,Petri disease“-Erreger, namlich Pm spp. und Clo, lieRen sich

Symptomatik und Erregernachweis weitaus besser miteinander in Einklang bringen.
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Beruhend auf den PCR-basierten Nachweisen von Pch, Pm spp. und Clo in Vermeh-
rungsmaterial, Tauchbadern, Vortriebsubstraten und Sporenfallen ist die Verbreitung
dieser Erreger durch Rebholz aus Muttergarten und ein Infektionsdruck wahrend der
Pflanzguterzeugung sehr wahrscheinlich. Das Vorhandensein offener Schnittwunden
wahrend der innerbetrieblichen Arbeitsschritte und bei der Einschulung sowie der
Nachweis von lebensfahigem Inokulum einzelner GTD-Erreger in Unterlagen,
Tauchbad- und Vortriebsubstratproben sowie im Rebschuldboden unterstreichen ein
solches Infektionsrisiko.

Unterschiede zwischen den Rebschulen lieRen sich nicht eindeutig auf die jeweilige
Erregersituation in den Tauchb&dern und Vortriebsubstraten zuriickfihren. Um einen
unmittelbaren Einfluss dieser Infektionsquellen auf das Vorkommen der Pathogene
im Rebholz zu Uberprufen, missten fur zukinftige Untersuchungen Holz-, Tauchbad-
und Vortriebsubstratproben sowohl vor als auch nach diesen Bearbeitungsschritten
getestet werden; auch wéren gezielte Versuche unter kontrollierten Bedingungen mit
unterschiedlichen Infektions- und Kontrollvarianten sinnvoll. In diesem Zusammen-
hang gilt es dartiber hinaus weitere Infektionswege, wie z.B. tiber Schneidewerkzeu-
ge und Veredlungsmaschinen, die in dieser Arbeit nicht eingehend untersucht wer-
den konnten, zu identifizieren und nach Moglichkeit zu quantifizieren.

Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse bilden eine wichtige Grundla-
ge fur eine gezielte Kontrolle von Esca- und anderen GTD-Erregern wahrend der
Pflanzguterzeugung. Mithilfe der hier entwickelten Verfahren konnten bereits beste-
hende bzw. neu zu erarbeitende Bekdmpfungsmalinahmen hinsichtlich ihrer Wirk-
samkeit und Praxistauglichkeit in den Pflanzguterzeugungsbetrieben tberprift wer-

den.
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6 ANHANG

Tabelle 24: Detailubersicht tiber die Proben der Rebschulen in den Jahren 2014-2016

Rebschule 1
2014
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: Italien 11
Unterlagenholz 2 “125AA Herkunft: Frankreich 11
Ruten (1,20 m) 3 ‘SO4’ A Herkunft: Italien 11
4 ‘SO4’'B Herkunft: Italien 13
Jan

1 H20-Bad fir Unterlagen 1
Tauchbader 2 H20-Bad fir Edelreiser 1
(2x 50 ml) 3 Chinosol-Bad fiir Unterlagen 1
4 Chinosol-Bad fur Edelreiser 1
1 ‘5BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 2
2 “125AA’ | ‘Merlot’ 2

Pfropfreben o
3 ‘SO4’ A/ ‘Riesling’ 2
) 4 ‘SO4’ B / ‘Spatburgunder’ 2

Apr/Mai
1 ‘6BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 1
Vortriebsubstrate 2 “125AA’ / ‘Merlot’ 1
Torf (50 ml) 3 ‘SO4’ A/ ‘Riesling’ 1
4 ‘SO4’ B / ‘Spatburgunder’ 1
1 ‘56BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 1
; Bodenproben ‘5BB’ / ‘Palatina’ 1
Mischprobe innerhalb der wyn ‘o

Parzellen (50 ml) 3 X" (anonymisiert) 1
4 Hochstammreben 1
1 ‘5BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 10
2 “125AA’ / ‘Merlot’ 10

Aug Pfropfreben o
3 ‘S04’ A/ ‘Riesling’ 10
4 ‘SO4’ B / ‘Spatburgunder’ 11
1 ‘6BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 1
Bodenproben  , “125AA’ / ‘Merlot 1

Mischprobe innerhalb der ‘ , (Diaaling’

parzellen (50 ml) 3 S04’ A/ ‘Riesling 1
Okt 4 ‘SO4’ B / ‘Spatburgunder’ 1
1 ‘5BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 11
2 “125AA’'Merlot’ 10

Pfropfreben o
3 ‘SO4’ A/ ‘Riesling’ 10
4 ‘S04’ B / ‘Spatburgunder’ 10
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Rebschule 1
2015
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: Frankreich 10
Unterlagenholz 2 “125AA Herkunft: Frankreich 10
Ruten (1,20 m) 3 ‘SO4’ Herkunft: Italien 10
4 ‘Binova’ Herkunft: Frankreich 10
Jan/Feb
1 H20-Bad fir Unterlagen 2
Tauchbader 2 H>O-Bad fir Edelreiser 1
(4x 50 ml) 3 Beltanol-Bad fiir Unterlagen 2
4 Beltanol-Bad fiir Edelreiser 1
1 ‘5BB’ / ‘Dornfelder’ 10
2 “125AA’ / ‘Rulander’ 10
Pfropfreben .
3 ‘S04’ / ‘Rulander’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 10
i 1 ‘6BB’ / ‘VB Cal. 6-04’ 10
Apr/Mai verkaufsfertiges
Pflanzgut 2 ‘S04’ A / ‘Riesling’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Dornfelder’ 1
Vortriebsubstrate 2 “125AA’ / ‘Rulénder’ 1
Torf (50 ml) 3 ‘SO4’ / ‘Rulander’ 1
4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 1
1 ‘5BB’ / ‘Dornfelder’ 1
Bodenproben
_ 2 “125AA’ / ‘Rulénder’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ / ‘Rulander’ 1
Piropfreben (50 mi) 4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 1
Aug
1 ‘5BB’ / ‘Dornfelder’ 10
2 “125AA’ / ‘Rulander’ 10
Pfropfreben .
3 ‘SO4’ / ‘Rulander’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 10
1 ‘5BB’ / ‘Dornfelder’ 1
Bodenproben
_ 2 “125AA’ / ‘Rulénder’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ | ‘Rulander’ 1
Propfreben (50 mi) 4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 1
Okt
1 ‘5BB’ / ‘Dornfelder’ 10
2 “125AA’ / ‘Rulander’ 10
Pfropfreben .
3 ‘SO4’ | ‘Rulander’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 10
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Rebschule 1
2016
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: Italien 10
Unterlagenholz 2 “125AA Herkunft: Italien 10
Ruten (1,20 m) 3 ‘SO4’ Herkunft: Italien 10
Feb 4 ‘Binova’ Herkunft: Frankreich 10
e
1 H20-Bad fiir Unterlagen 2
Tauchbader 2 H20-Bad fir Edelreiser
(4x 50 ml) 3 Beltanol-Bad fur Unterlagen 2
4 Beltanol-Bad fur Edelreiser 1
1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ 10
2 ‘125AA’ / ‘Chardonnay’ 10
Pfropfreben
3 ‘S04’ / ‘Chardonnay’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Dornfelder’ 10
A Verkaufsfertiges 2 “125AA’ / ‘Rulander’ 10
r
P Pflanzgut 3 ‘SO4’ / ‘Rulénder’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Prior’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ 1
Vortriebsubstrate 2 ‘125AA’ | ‘Chardonnay’ 1
Torf (50 ml) 3 ‘S04’ / ‘Chardonnay’ 1
4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ 1
1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ 1
Bodenproben
_ 2 ‘125AA’ / ‘Chardonnay’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘S04’ / ‘Chardonnay’ 1
s Piropfreben (50 mi) 4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ 1
e
P 1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ 10
2 “125AA’ / ‘Chardonnay’ 10
Pfropfreben
3 ‘S04’ / ‘Chardonnay’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ 1
Bodenproben
_ 2 ‘125AA’ / ‘Chardonnay’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ | ‘Chardonnay’ 1
Okt Piropfreben (50 mi) 4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ 1
1 ‘6BB’ / ‘Birstaler Muskat’ 10
2 “125AA’ / ‘Chardonnay’ 10
Pfropfreben
3 ‘S04’ / ‘Chardonnay’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Chardonnay’ 10
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Rebschule 2
2014
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ A Herkunft: eigene Produktion 5
Unterlagenholz 2 ‘6BB’ B Herkunft: Italien 5
3 Ruten (1,20 m) 3 ‘Binova’ A Herkunft: eigene Produktion 5
an
4 ‘Binova’ B Herkunft: Italien 5
Tauchbéader " -
1 H202-Bad fir Unterlagen und Edelreiser 1
(2x 50 ml)
1 ‘5BB’ A / ‘Lemberger’ 2
2 ‘5BB’ B / ‘Spatburgunder’ 2
Pfropfreben ] o
3 ‘Binova’ A / ‘Riesling’ 2
4 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ 2
Apr
1 ‘6BB’ A / ‘Lemberger’ 1
Vortriebsubstrate 2 ‘6BB’ B / ‘Spatburgunder’ 1
Torf + Sagespane (50 ml) 3 ‘Binova’ A / ‘Riesling’ 1
4 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ 1
1 ‘6BB’ A / ‘Lemberger’ 1
Bodenproben 2 ‘6BB’ B / ‘Spatburgunder’ 1
Mischprobe innerhalb der ‘Q; ) ‘Binaline’
Parzellen (50 mi) 3 Binova’ A / ‘Riesling 1
4 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ 1
Aug
1 ‘6BB’ A / ‘Lemberger’ 10
2 ‘6BB’ B / ‘Spatburgunder’ 10
Pfropfreben ] o
3 ‘Binova’ A / ‘Riesling’ 10
4 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ 10
1 ‘56BB’ A / ‘Lemberger’ 10
2 ‘5BB’ B / ‘Spatburgunder’ 10
Nov Pfropfreben ) o
3 ‘Binova’ A / ‘Riesling’ 10
4 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ 10
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Rebschule 2
2015
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: Deutschland 10
Unterlagenholz 2 “125AA Herkunft: eigene Produktion 10
Feb Ruten (1,20 m) 3 ‘SO4’ Herkunft: Italien 10
e

4 ‘Binova’ Herkunft: Italien 10
Tauchbader 1 H20-Bad fur Unterlagen und Edelreiser 1
(4x 50 ml) 2 Beltanol-Bad fur Unterlagen und Edelreiser 1
1 ‘6BB’ / ‘Regent’ 10
2 ‘125AA’ / ‘Cabernet Cubin’ 10

Pfropfreben ,
3 ‘S04’ / ‘Sauvignon blanc’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ 10
_ 1 ‘6BB’ A / ‘Spatburgunder’ 10
Mai verkaufsfertiges 2 ‘Binova’ A / ‘Riesling’ 10

Pflanzgut
3 ‘Binova’ B / ‘Lemberger’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Regent’ 1
Vortriebsubstrate 2 “125AA’ / ‘Cabernet Cubin’ 1
Torf + Sagespane (50 ml) 3 ‘S04’ / ‘Sauvignon blanc’ 1
4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ 1
1 ‘56BB’ / ‘Regent’ 1
Bodenproben g
) 2 ‘“125AA’ / ‘Cabernet Cubin’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘S04’ / ‘Sauvignon blanc’ 1
s Propfreben (50 mi) 4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ 1
e

P 1 ‘6BB’ / ‘Regent’ 10
2 ‘125AA’ / ‘Cabernet Cubin’ 10

Pfropfreben :
3 ‘SO4’ / ‘Sauvignon blanc’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Regent’ 10
2 “125AA’ / ‘Cabernet Cubin’ 10

Nov Pfropfreben ,
3 ‘S04’ / ‘Sauvignon blanc’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ 10
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Rebschule 2
2016
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: eigene Produktion 10
Unterlagenholz 2 “125AA Herkunft: eigene Produktion 10
Feb Ruten (1,20 m) 3 ‘SO4’ Herkunft: Italien 10
e
4 ‘Binova’ Herkunft: eigene Produktion 10
Tauchbéader 1 H20-Bad fur Unterlagen und Edelreiser 1
(4x 50 ml) 2 Beltanol-Bad fiir Unterlagen und Edelreiser 1
1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ 10
2 ‘125AA’ / ‘Chardonnay’ 10
Pfropfreben o
3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller’ 10
1 ‘56BB’ / ‘Regent’ 10
A Verkaufsfertiges 2 ‘125AA’ / ‘Cabernet Cubin’ 10
r
P Pflanzgut 3 ‘S04’ / ‘Sauvignon blanc’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Spatburgunder’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ 1
Vortriebsubstrate 2 ‘125AA’ / ‘Chardonnay’ 1
Torf + Sagespane (50 ml) 3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 1
4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller’ 1
1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ 1
Bodenproben g
) 2 “125AA’ / ‘Chardonnay’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 1
. Prropfreben (S0 ml) 4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller 1
e
P 1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ 10
2 ‘125AA’ / ‘Chardonnay’ 10
Pfropfreben o
3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ 1
Bodenproben g
) 2 “125AA’ / ‘Chardonnay’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 1
\ Propfreben S0mb 4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller’ 1
ov
1 ‘6BB’ / ‘Schwarzriesling’ 10
2 “125AA’ / ‘Chardonnay’ 10
Pfropfreben L
3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 10
4 ‘Binova’ / ‘Gelber Muskateller’ 10
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Rebschule 3
2014
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: Italien
Unterlagenholz ]
2 “125AA A Herkunft: Italien 10
Ruten (1,20 m)
3 ‘125AA'B Herkunft: Deutschland 13
Jan 1 H20-Bad fiir Unterlagen 1
Tauchbader 2 H20-Bad fir Edelreiser 1
(2x 50 ml) 3 Chinosol-Bad flir Unterlagen 1
4 Chinosol-Bad fur Edelreiser 1
1 ‘125AA’ C (Italien) / ‘Riesling’ 2
Pfropfreben . I
2 ‘125AA’ D (Italien) / ‘Riesling’ 2
Mali Vortriebsubstrate 1 “125AA’ C (Herkunft: Italien) / ‘Riesling’ 1
Torf + Sagespane (50 ml) 2 ‘125AA’ D (Herkunft: Italien) / ‘Riesling’ 1
1 ‘5BB’ / ‘Mller-Thurgau’ 1
Bodenproben 2 “125AA’ A / ‘Spatburgunder’ 1
Mischprobe innerhalb der ‘ ) (@i )
Parzellen (50 mi) 3 125AA’ B / ‘Spatburgunder 1
s 4 ‘125AA’ C / ‘Weilsburgunder’ 1
e
P 1 ‘6BB’ / ‘Mller-Thurgau’ 10
2 ‘125AA’ A / ‘Spatburgunder’ 10
Pfropfreben .
3 “125AA’ B / ‘Spatburgunder’ 9
4 “125AA’ C / ‘Weillburgunder’ 10
1 ‘6BB’ / ‘Muller-Thurgau’ 10
2 “125AA’ A / ‘Spatburgunder’ 10
Nov Pfropfreben .
3 ‘125AA’ B / ‘Spatburgunder’ 10
4 “125AA’ C / ‘Weillburgunder’ 10
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Rebschule 3
2015
Monat Art der Probe Probe n
1 “125AA’ Herkunft: Deutschland 15
Unterlagenholz ]
Feb 2 ‘S04’ Herkunft: Italien 10
Ruten (1,20 m) .. :
3 ‘Bbrner’ Herkunft: Italien 9
1 H20-Bad fir Unterlagen 1
Tauchbader 2 H20-Bad fir Edelreiser 1
Feb/Mrz ]
(4x 50 ml) 3 Beltanol-Bad fur Unterlagen 1
4 Beltanol-Bad fur Edelreiser 1
1 “125AA’ / ‘Rulander’ 10
Pfropfreben 2 ‘SO4’ | ‘Riesling’ 10
3 ‘Bérner’ / ‘Spatburgunder’ 10
Mai Verkaufsfertiges 1 “125AA A/ ‘MUIIer—Thurgau’ 10
al
Pflanzgut 2 ‘“125AA’ B / ‘Spéatburgunder’ 10
) 1 “125AA’ / ‘Rulander’ 1
Vortriebsubstrate .
2 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 1
Torf + Sagespéane (50 ml) . .
3 ‘Bérner’ / ‘Spatburgunder’ 1
1 ‘5BB’ (Italien) / ‘Weiliburgunder’ 1
Bodenproben (Italien) feburgu
, 2 “125AA’ / ‘Rulénder’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 1
s Piropfreben (50 mi) 4 ‘Bérner’ / ‘Spatburgunder’ 1
e
P 1 ‘6BB’ (Italien) / ‘Weillburgunder’ 10
2 “125AA’ / ‘Rulander’ 10
Pfropfreben o
3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 10
4 ‘Bérner’ / ‘Spatburgunder’ 10
1 ‘6BB’ (Italien) / ‘Weillburgunder’ 10
2 “125AA’ / ‘Rulénder’ 10
Nov Pfropfreben o
3 ‘SO4’ / ‘Riesling’ 10
4 ‘Borner’ / ‘Spatburgunder’ 10
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Rebschule 3
2016
Monat Art der Probe Probe n
1 ‘5BB’ Herkunft: Italien 10
Unterlagenholz 2 “125AA Herkunft: Deutschland 10
Ruten (1,20 m) 3 ‘SO4’ Herkunft: Italien 10
Feb 4 ‘Borner’ Herkunft: Italien 10
. 1 H20-Bad flr Unterlagen 2
Tauchbéader ) i
2 H20-Bad fir Edelreiser
(4x 50 ml) N ,
2 Beltanol-Bad fiir Unterlagen und Edelreiser 2
1 ‘56BB’ / ‘Mller-Thurgau’ 10
2 ‘125AA’ / ‘Spatburgunder’ 10
Pfropfreben .
3 ‘SO4’ | ‘Spatburgunder’ 10
) 4 ‘Bérner’ / ‘Rulander’ 10
Mai .
1 ‘5BB’ / ‘Mller-Thurgau’ 1
Vortriebsubstrate 2 “125AA’ | ‘Spatburgunder’ 1
Torf + Sagespane (50 ml) 3 ‘S04’ / ‘Spatburgunder’ 1
4 ‘Bérner’ / ‘Rulander’ 1
1 ‘6BB’ / ‘Mlller-Thurgau’ 1
Bodenproben 9
, 2 “125AA’ / ‘Spatburgunder’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘SO4’ | ‘Spatburgunder’ 1
s Piropfreben (50 mi) 4 ‘Bérner’ / ‘Rulander’ 1
e
P 1 ‘6BB’ / ‘Muller-Thurgau’ 10
2 “125AA’ / ‘Spétburgunder’ 10
Pfropfreben )
3 ‘SO4’ | ‘Spatburgunder’ 10
4 ‘Bérner’ / ‘Rulander’ 10
1 ‘5BB’ / ‘Muller-Thurgau’ 1
Bodenproben ! troad
_ 2 ‘125AA’ / ‘Spatburgunder’ 1
Mischprobe aus dem Wur-
zelbereich der beprobten 3 ‘S04’ / ‘Spatburgunder’ 1
Okt Propfreben (50 mi) 4 ‘Bérner’ / ‘Rulander’ 1
1 ‘6BB’ / ‘Muller-Thurgau’ 10
2 “125AA’ / ‘Spatburgunder’ 10
Pfropfreben "
3 ‘SO4’ | ‘Spatburgunder’ 10
4 ‘Bérner’ / ‘Rulander’ 10

Unterlagen derselben Sorte mit unterschiedlichen Herkiinften sind fir die jeweiligen Rebschulen generell durch
fettgedruckte GroRRbuchstaben gekennzeichnet (A, B, C etc.). Sofern nicht explizit angeben, handelt es sich bei
den einzelnen Pfropfkombinationen zu den jeweiligen Probennahmen-Zeitpunkten um Unterlagen und Edelreiser
desselben Produzenten (innerhalb der jeweiligen Rebschulen und Jahre). Beim verkaufsfertigen Pflanzgut aus
2015 und 2016 wurden nach Mdglichkeit dieselben Pfropfkombinationen aus dem Pflanzguterzeugungsprozess
2014 bzw. 2015 beprobt; ansonsten wurde darauf geachtet, dass zumindest die Unterlagenkomponente dersel-
ben Herkunft entstammt. (n: Probenumfang).
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