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Die hier vorgestellten Ergebnisse sind nur ein Teil eines Gemeinschafts—
projektes der Institute fiir Botanik und fiir Rebenziichtung und Reben-
veredlung (Prof. Becker) zur Priifung der genetischen Identitit der
Nachkommenschaften aus Gewebekulturvermehrung im Vergleich zur her-
koémmlichen Stecklingsvermehrung und der Bewertung der weinbaulichen
Eigenschaften von Edelreisern und Unterlagen aus Gewebekultur. Die
bisherigen Resultate zeigen, daB zukinftig virusfreies Pflanzgut

fir die Rebenveredlung aus Gewebekultur gewonnen werden kann.,

THERMOTHERAPIE UND VERGLEICH ZWEIER METHODEN DER "IN-VITRO"

KULTUR Z2UR ELIMINIERUNG VON VIRUSKRANKHEITEN BEI REBEN

von
R. LEGIN, P. BASS und B. WALTER - INRA - Station de Pathologie Végétale
28, rue de Herrlisheim - 68021 COLMAR FRANCE

I. Einleitung.

Versuche von Thermotherapie auf Topfreben, die wihrend langeren
Perioden in zirka 38-39°C stehen und von denen die Spitzen frisch-
gewachsener Triebe als Stecklinge in aseptischer Kultur in Glasrdrchen
vermehrt werden, sind schon lber 20 Jahre in Gebrauch und dies zur
Herstellung virusfreier Pflanzen (7,14,17). Die Wirkung dieser Methode
war zuerst fir die Ausschaltung der Reisigkranheit bemerkenswert.

Spdter flihrte die Wirmebehandlung, immerhin mit grésserer Schwierigkeit,
zur Eliminierung virusdhnlicher Krankheiten wie die Marmorierung und

die Rollkrankheit. Neue Virosen, die zum gréssten Teil latent auf

den meisten Rebsorten sind, wurden dann durch Pfropfungen auf Indikator-
reben entdeckt. Thermotherapieforschungen und Experimente iiber
Wirtschaftliche Bedeutung dieser Anomalien wurden seit 1974 bei uns
durchgefiihrt und erweisen interessante Ergebnisse die hier zusammen-

gefasst sind.

II. Material und Methodik.

Verschiedenen Amerikaner-Unterlagen (Rupestris du Lot, Riparia-
Gloire, 110 Richter, Kober SBB) und V. vinifera-Sorten (Servant, Klevener
von Heiligenstein, Spdtburgunder, Cabernet Franc, Gewlirztraminer,

Muskat von Alexandrien) werden als bewurzelte Topfreben, um sie an
die Wdrme zu gewdhnen, in einen 32°C geheizten Raum mit 60 prozentiger
Luftfeuchtigkeit gestellt. Die Temperatur wird wihrend 3 Wochen

stufenweise bis zu 37-38°C erhdht.
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Um das kranke Vergleichsmaterial zu erhalten, k&nnen nur wihrend
der 32°C Periode die ersten Stecklinge (1 zm) von den entwikelten
Trieben entnommen und in "In-Vitro"-Kultur in Ndhrldsung (Murashige
U. Skoog 1972) gebracht werden.

Eine verbesserte Technik, die Mikropfropfung, ensteht durch
die Anpassung eines winzigen Apex, gewdhnlich kleiner als 1 mm, auf
ein Sdmlingstiel. Diese erhaltenen Mikropfropfreben entwikeln sich auch
"In-Vitro" und werden dann sowie die anderen Stecklinge als bewurzelte
Pfldnzchen ins Glashaus und Spdter ins Freiland umgepflanzt.

Die erwdhnten Thermotherapiemethoden und Mikrovermehrungen in
Glasrdhrchen wurden bei uns in Colmar gegen 7 Viruskrankheiten auf

mehreren Rebsorten ausgearbeitet. Es handelt sich um
(Indikator

( " =

< € < <

- 1 Die Marmorierung Rupestris)
Riparia Gloire)
Rup.X V.Berl.110 R

Rip.X V.Berl. 5 BB

Die Adernmosaik

( " =

Die Adernnekrose

( " =

I
b s [\]

Die Holzrunzeligkeit

Die Blattrollkrankheit ( " Spédtburgunder)

"

]
w

- 6 Die Blattrollkrankheit an V. Rip. Gloire | V. Riparia Gloire)

- 7 Die infektieuse Chlorose und ( "
Rotfdrbung der Spdtburgunderblitter

n

Spatburgunder)

Auf den Rebstdcken im Freiland die von einer wirmebehandelten
Mutterpflanze hersﬁammen und also genetisch identisch sind, werden,
wenn es sich um Sorten handelt, die selbst Virussymptome ausprigen
kénnen, Gesundheitsbeobachtungen durchgefiihrt. Dagegen miissen Index-
propfungen auf Indikatorrebsorten unternommen werden von sclchen die
keinerlei Virusanomalien aiissern. Auch Leistungsbonitierungen wie
Ertrag und Qualitdt der Trauben werden auf gewissen V. vinifera-Sorten

durchgefiihrt.

III. Ergebnisse und Diskussion.

Die Ergebnisse der Gesundheitsbonitierungen (Figur A,B,C, u.
Tabelle I,II) zeigen deutlich dass die 7 erwidhnten Viruskrankheiten
schwieriger zu {iberwinden sind als die Reisigkrankheit (3,6,13,15,16).
Werden diese Ergebnisse in der Gesamtheit durchschaut dann ist der
Erfolg durch 4 Faktoren bedingt

1) Die Wirmebehandlungsdauer : Es ist zu bemerken dass die Virusaus-

schaltung nicht immer die hdchste ist wenn es sich um die maximale
Thermotherapieperiode handelt. Die in Behandlung stehenden Mutter-
pflanzen haben Ubergangszeiten mit normalem Wachstum die durch Kummer-
th@gigke{;iperioden unterbrochen sind und so scheint dass der hdhere
Viruseliminierungsprozentsatz mit dem zunehmenden Vegetationsstadium
in Verbindung sei. (Fig. B u. Tab. I).

2) Die Vermehrungsmethode : Die Mikropfropfung im Vegleich mit der

normalen Stecklingsvermehrung erlaubt eine grdssere Viruseliminierung
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(Fig.A u. Trab.II). Ferner sind gewisse Rebsorten bei hdheren Temperaturen
sehr empfindlich (Gewlrztraminer) und in dieser Hinsicht ist die Mikro-
pfropfung vor allem zu empfehlen weil die Ausmerzung der Virosen immer
noch in gewissem Masse erfolgreich ist wenn die Wirme der Thermotherapie
erniedrigt und die Dauer verklirzt wird. (Fig. D).

3) Die Rebsorten : Bei Amerikaner-Unterlagen und einigen Edelsorten

wie z.B. Cabernet Franc sind die Adernmosaik und Adernnekrose schon
nach 200 Tagen eliminiert ; dagegen bleiben bei den untersuchten

V. vinifera-Sorten immer noch ein Drittel der Pflanzen nach 400 Tagen
von denselben Krankheiten verseucht. (Fig. B, C).

4) Die Virosen : wenn die Marmorierung, etwas nach der Reisigkrankheit,
leicht zu eliminieren ist, sind dagegen die Rollkrankheit und die
Holzrunzeligkeit viel standhaftiger. Die Verschiedenheit bei den zwei
Blattrollkrankheiten ist bemerkenswert

Diése, welche Blattrollsymptome auf V.Riparia "Gloire" aiissert,
ist mit einer viel kiirzeren Hitzebehandlungsperiode ausgeschaltet.

Dies bestddigt dass es sich hier um zwei verschiedene Krankheiten
handelt.Bei der infektidsen Chlorose reichen sogar 1 600 Tage Warme-
behandlung nicht aus um diese Virose zu iiberwinden. (Fig.'B u. Tab.I,II}.

Die Rebstdke, die von einer hitzebehandelten Mutterpflanze
herstammen sind genetisch identisch, deren Viruskrankheitsstand aber
verschieden (Tab.III). Ein solches Material ist sehr geeignet fiir
die wirtschaftlische Bedeutung fiir Rebvirosen in Auswertung zu bringen.
So konnten schon seit 1979 auf der Sorte "Klevener von Heiligenstein"
Ertrags-und Qualitdtsleistungen der Trauben auf einer gewissen Zahl
Stdcken die im Freiland stehen, gesammelt werden (Tab. IV).

Zur Diskussion ist auf dem praktischen Niveau zu betonen dass
bei Reben, die total mit Viruskrankheiten verseucht sind, die Thermo-
therapie die M8glichkeit ist, doch einige gesunde Pflanzen zu erhalten.
Die Vebesserung der Vermehrungstechnik in "In-Vitro"-Kultur durch
die Minipfropfung erlaubt die Wdrmebehandlungsdauer zu verkiirzen und
dessen Temperatur zu erniedrigen. Auf dem wissenschaftlichen Gebiet
flihrt die Thermotherapie zur Trennung der Viren auf nachkommendem
Material und ermSglicht, mit Hilfe der Elektronenmikroskﬁpie direkte
Untersuchungen, sowie die Isolierung der Viren und die Vorbereitung

spezifischer Antiseren.
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PROZENTSATZ DER VIRUSAUSSCHALTUNG AUF
ABSTAMMENDEM WARMETHERAPIEMATERIAL

A. VITIS VINIFERA
B. VITIS VINIFERA

(Mikropfropfung)
(Stecklingsvermehrung)
UNTERLAGSSORTEN (stecklingsvermehrung)

VIROSEN UND ENTSPRECHENDE INDIKATORSORTEN

1. Marmorierung (V. RUP. "ST. GEORGE")

2. Adernmosaik (V. RIP. "GLOIRE")

3. Adernnekrose (V. RUP.-BERL. "RICHTER 110")
4. Holzrunzeligkeit (V. RIP.-BERL. "KOBER S5SBB")
5. Rollkrankheit (V. VIN."SPETBURGUNDER")

6. Rollkrankheit (V. AMER. "RIP. GLOIRE")

7. Infektidse Chlorose (V. VIN. "SPATBURGUNDER")

und Rotfdrbung der

Spatburgunderblatter
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PROZENTSATZ DER VIRUSAUSSCHALTUNG AUF
ABSTAMMENDEM WARMETHERAPIEMATERIAL
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"IN VITRO" ERHALTENEN REBEN

THERMOTHERAPIE AUF VITIS-VINIFERA-SORTEN GESUNDHEITSSTAND DER, DURCH[DIREKTE STECKLINGSVERMEHRUNCI

WARMEBEHANDLUNGSDAUER (in Tagen)
KRANKHEITEN
oT 0T 60 T 100 T 00 T 300 T €00 T 400 T
I MARMORIERUNG 5/15 *
2 ADERNMOSAIK 20/20 /4 4/4 28/1 24/3% 24/39 317158
3 ADERNNEKROSE 25/35 22/2% 9/14 15/60 12/44 6/17 8/2¢
4  HOLZRUNZELIGKEIT 19/19 6/6 16/16 71 13/11 10/16 177 112
5 BLATTROLLKRAMKHEIT ‘ 41/41 15/371 18/27 51/97 19/69 4/32 6/16
SPATBURGUNDER
&  BLATTROLLKRANK HELT 12/16 0/4 2/4 wn (V1] 0/27 1719
V. RIPARIA GL.
7  INFEKTIDSE CHLOROSE 20/20 102/102 58/59 41/48 84/84
* Zahl der kranken Pflanzen / Zahl der indexingnachgepriiften Pflanzen
TABELLE Il : )
THERMOTHERAPIE AUF VITIS-VINIFERA-SORTEN GESUNDHEITSSTAND DER, DURCH|APEXPFROPFUNG
AUF SAMLINGSSTIEL "IN VITRO" ERHALTENEN REBEN
WARMEBEHANDLUNGSDAUER (in Tagen)
KRANKHEITEN
0T 30T 60 T 100 T 200 T 300 T 400 T 400 T
1 MARMORIERUNG
2 ADERNMOSAIK 174 * 2/8 6/10 0/8
3 ADERNNEKROSE 2/12 0/6 0/5 4/6
4  HOLZRUNZELIGKELT 141 e/5 1/4
S  BLATTROLLKRANKHEIT 1/18 2/10 N 0/14
SPATBURGUNDER
6  BLATTROLLKRANKHEIT o/l 0/5 0/6
V. RIPARIA GL.
a) 1/1
7 INFEKTIOSE CHLORQSE | v v v 1 demecmcnaa-
b) 3/4

zahl der Kranken Pflanzen / Zahl der indexingnachgepriiften Pflanzen
408 Tage Warmebehandlung
1600 Tage Wirmebehandlung
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SELECTION CLONALE ET MICROPROPAGATION DE LA VIGNE

C.VALAT - Directeur de
I'ASSOCIATION NATIONALE TECHNIQUE POUR L'AMELIORATION
LA VITICULTURE (A.N.T.A.V.)

En France, les premiers travaux sur la culture in vitro de
la vigne remontent maintenant a une .vingtaine d'années. Dés cette
epoque on recherchait une amélioration sanitaire des variétes par 1'élimi-
nation de virus qu'elles pouvaient abriter.

A I'AN.T.A.V., depuis 1966, I'utilisation systématique de la
thermothérapie in vitro nous a permis d'acquérir un certain nombre
de connaissances en matiere de micropropagation de la vigne.

Actuellement on peut envisager d'utiliser la culture in vitro
pour : '

- traiter les clones virosés

- assurer un multiplication trés rapide et importante du matériel

- accroitre les sources de variabilité au sein des variétés.

I - SELECTION SANITAIRE - GUERISON DES CLONES VIROSES

Des bourgeons prélevés en Mai et Juin sur les clones a traiter
sont cultivés in vitro a 20°-22° pendant 2 mois. Au cours de cette période
il y a au moins une multiplication in vitro.

Les plantules obtenues sont traitées par thermothérapie a
35° pendant 3 mois. Elles sont a nouveau multipliées in vitro a 20°-
22° pendant 2 mois. Elles subissent ensuite un nouveau traitement a

35° pendant 3 mois.
P
Ainsi dans les meilleures conditions le traitement est de 16

mois au minimum.
Les plantules sorties du tube sont placées sous mist pendant
60 jours puis en culture hydroponique en serre. L'annee suivante elles

sont repiquées en serre.

Avec le matériel obtenu en culture hydroponique on peut
commencer les tests de dépistage des virus.

Avec -le matériel obtenu apres | an de culture en serre on
complete les tests d'indexage et on produit le matérie! de multiplication.

Cette méthode permet d'éliminer le Court NOué a 100 %

la Marbrure a 99 % et I'Enroulement a 95 %



