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1. Einleitung 

1.1. Virulente Agrobacteria verursachen Wurzelhalsgallen, die sogenannte Wur-

zelhalsgallenerkrankung beim Rebstock 

Seit über 100 Jahren ist bekannt, dass virulente Agrobacteria an Pflanzen Tumore erzeugen 

[1]. Die Erreger wurden aus Tumoren an der Wurzel, am Wurzelhals und Ästen von Sträu-

chern [2], Bäumen [3, 4] und einjährigen Pflanzen [1, 5, 6] isoliert. Induzieren virulente 

Agrobacteria am Wurzelhals des Rebstocks einen Wurzelhalsgallentumor, wird die Er-

krankung Mauke genannt. Die Wurzelhalsgallenerkrankung kommt global in Rebstöcken 

vor (Europa [7-10], inklusive der Türkei [11] und Russland [12], Nordamerika [13], Asien 

[14], Australien [15] und Afrika [16]).  

Jungpflanzen in Weinanlagen sind besonders gefährdet. Sie bestehen aus zwei unterschied-

lichen Rebsorten: einer Unterlage, die gegen Schädlinge wie die Reblaus schützt und dem 

Edelreiser, der die gewünschten positiven Eigenschaften einer Rebsorte mitbringt. Ein 

Wundkallus am Wurzelhals, die sogenannte Pfropfstelle (Abbildung 1A), verbindet die 

beiden Rebsorten. Rebstöcke, die an Mauke erkrankt sind, weisen an der Pfropfstelle eine 

Wurzelhalsgalle auf (Abbildung 1B, C). Diese zeichnet sich durch einen vergrößerten 

Durchmesser des Stammes und durch eine raue Oberfläche mit Knötchen aus. Bei sehr 

großen Tumoren kann das Leitgewebe die Pflanze nicht mehr versorgen, wodurch diese 

vertrocknet (Abbildung 1C, [17, 18]).  



6 Einleitung 

 

 

Abbildung 1 Drei Rebstöcke in Weinbergen bei Himmelstadt (A+B) und Veitshöchheim (C) in Un-

terfranken, Deutschland. Bei den Rebstöcken ist jeweils die Pfropfstelle schwarz eingekreist und 

vergrößert dargestellt. In (A) handelt es sich um eine gesunde Pfropfstelle. In (B) und (C) zeugen 

ein vergrößerter Stammumfang und die Knötchen an der Pfropfstelle vom Tumorwachstum. Der 

Rebstock in (C) ist vertrocknet. 

Zur Infektion der Rebstöcke müssen virulente Agrobacteria zunächst die mechanische Bar-

riere des Rebstocks, die intakte Epidermis bzw. Borke, überwinden. Drei Infektionswege 

werden diskutiert: i) über den Boden [19, 20], ii) über die Pflanzenoberfläche [21, 22] und 

iii) durch kontaminiertes Vermehrungsmaterial [23-25]. Jäger et al. 1989 stellten fest, dass 

die Häufigkeit der Wurzelhalsgallenerkrankung mit der Herkunft des Mutterstocks zusam-

menhängt. Dies deutet auf eine Vermehrung über kontaminiertes Pflanzenmaterial hin. Da 

jedoch virulente Agrobacteria auch in wilden Rebstöcken gefunden wurden, kann konta-

miniertes Vermehrungsmaterial der Rebschulen nicht die einzige Erregerquelle sein [21, 
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26]. Virulente Agrobacteria wurden in der Wurzel, in der Wurzelhalsgalle und im Saft der 

Triebe detektiert [8, 24, 27], weshalb sie sich über das Xylem im Rebstock ausbreiten könn-

ten [28]. Ein nur geringer Anteil an pathogenen Agrobacteria im Boden (5 von 244 Agro-

bacteria-Isolaten [27]) spricht gegen den Boden als Infektionsquelle. Die Konzentration der 

pathogenen Agrobacteria ist im Tumor am höchsten [29]. Versuche zu epiphytischen In-

fektionen sind nicht bekannt, es wurde lediglich das Vorkommen von Agrobacteria in der 

Phyllosphäre nachgewiesen [21, 22]. Somit ist umstritten, wie virulente Agrobacteria in 

den Rebstock gelangen.  

An der Modellpflanze Arabidopsis thaliana wurde der molekulare Mechanismus der In-

fektion und Transformation untersucht. Virulente Agrobacteria können über einen memb-

ran-gebundenen Sensor (VirA) Phenole und Monosaccharide in einer sauren pH-Umge-

bung als Anzeichen einer Pflanzenwunde detektieren [30, 31], woraufhin sie chemotaktisch 

in Richtung der Wunde dirigiert werden [32] und die Expression der Vir-Gene induzieren 

[33]. Die Wunde erlaubt das Eindringen in die Zellwand und das Bakterium nimmt über 

Pili Kontakt mit der Plasmamembran der Zelle auf [34]. Über ein Typ-IV-Sekretionssystem 

werden die Transfer-DNA (T-DNA) als Einzelstrang und Vir-Proteine in die Pflanzenzelle 

eingeschleust [35]. Vom Zytoplasma wird die T-DNA in den Zellkern transportiert und 

stabil in das Pflanzengenom integriert [35, 36]. Die Expression der auf der T-DNA kodier-

ten bakteriellen Onkogene, unter anderen iaaM, iaaH und ipt, führt zum Tumorwachstum 

[37-40]. Die Tryptophanmonooxygenase (iaaM) und Indole-3-acetamide-Hydrolase (iaaH) 

sind an der Synthese von Auxin, beziehungsweise die Isopentyl-Transferase (ipt) an der 

Synthese von Zytokinin, beteiligt [41, 42]. Ist nur das Gen für die Zytokininsynthese auf 

der T-DNA enthalten, entstehen Tumore mit Sprossen (tms, tumour morphology stem), 
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wohingegen Wurzeln in Gegenwart von Auxin (tmr, tumour morphology root) differenzie-

ren [43]. Die tumorartige Vermehrung der Pflanzenzellen ist unabhängig von der Präsenz 

des Bakteriums [6]. Neben dem Tumorwachstum führt die Expression der T-DNA-kodier-

ten Gene, Octopinsynthase (ocs) und Nopalinsynthase (nos), zur Produktion von Opinen, 

die insbesondere virulenten Agrobacteria als Nahrungsquelle dienen [44]. Agrobacteria 

erschaffen sich mit dem Wurzelhalsgallentumor eine biologische Nische in der Pflanze. 

 

1.2. Gewebeaufbau und Nährstoffgehalt gesunder und erkrankter Rebstöcke 

In Querschnitten von Stämmen junger Rebstöcke gibt es offene kollaterale Leitbündel, pa-

renchymatische Stärkezellen, Phloemfasern, vaskuläres Kambium, Xylemgefäße und 

Strahlenparenchym (Abbildung 2A). Werden Querschnitte von Rebstocktrieben mit viru-

lenten A. vitis inokuliert, so sind diese während der ersten 48 Stunden in Xylemgefäßen zu 

finden [45]. Später ist die Anzahl an Bakterien im Xylem reduziert und nach 120 Stunden 

dort nicht mehr detektierbar [34, 45]. Zeitgleich hat sich erstes Tumorgewebe entwickelt 

(Abbildung 2B, [45]). Der Tumor, in dem sich Phloemfasern befinden, besteht überwie-

gend aus Parenchymzellen, die in gesunden jungen Rebstockstämmen die Leitbündel ab-

schließen (Abbildung 2, [34]). Bei Arabidopsis thaliana, Helianthus anunus, Ricinus com-

munis und Vitis vinifera wies der Tumor eine defekte Epidermis und keine intakte Kutikula 

auf [46]. Der daraus resultierende erhöhte Wasserverlust, beispielsweise bei Ricinus com-

munis [17], und eine erhöhte ABA-Konzentrationen im Tumor [47, 48] zeigen Trocken-

stress an, obwohl ein erhöhter Wassertransport in den Tumor stattfindet [17, 49]. Dank 

neuer Leitgefäße im Tumor, die mit dem vaskulären System der Pflanze verbunden sind 
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(Helianthus annuus: [50], Ricinus communis:[51], Vitis vinifera [52], Arabidopsis thaliana 

[53]), ist der erhöhte Wasserverlust gleichzeitig die Triebkraft des Nährstofftransports in 

den Tumor. Der 35 Tage alte Tumor an Arabidopsis thaliana enthält im Vergleich zum 

Stängel mehr Kohlenhydrate in Form von Glucose und Saccharose, aber nicht in Form von 

Stärke [46, 54]. Aminosäuren, Opine und anorganische Ionen (Sulfate, Phosphate und 

Chloride, aber nicht Nitrate) liegen ebenfalls im Tumor in erhöhten Mengen vor [46]. 

 

Abbildung 2 Gewebeanordnung in Sprossquerschnitten von Rebstocktrieben. (A) Rebstockgewebe 

vor der Infektion und (B) 120 h nach der Infektion. Triebstücke von zirka 1 cm Länge wurden auf 

Agarplatten mit einer Suspension von virulenten A. vitis angezogen. In (A) sind Markgewebe (ab-

gegrenzt durch blaue Linie, M), das Xylem (X), Xylemgefäße (XG), Kambium (K), Phloem (P), 

Phloemfasern (eingekreist, PF) sowie Kortex (KO), Stärkeparenchymzellen (SäP), Strahlenpa-

renchymzellen (SrP) und die Epidermis (E) zu sehen. In (B) sind  die Phloemfasern (PF) von den 

Tumorzellen (TZ) eingequetscht und nekrotische Stellen (N) treten auf. Der Größenstandard wurde 

mittels eigener Aufnahmen anhand der Phloemfasern geschätzt. Mit freundlicher Erlaubnis von 

Elsevier verändert nach [45] 



10 Einleitung 

 

Die Wurzelhalsgalle zeichnet sich dementsprechend durch einen erhöhten Nährstoffgehalt 

trotz niedriger Photosyntheseaktivität (niedrigere Expression von Genen involviert in Pho-

tosynthese und eine reduzierte Anzahl an Chloroplasten) aus. Die heterotrophe Energiege-

winnung und ein niedriger Sauerstoffpartialdruck (Hypoxie) in der Wurzelhalsgalle [46] 

sind Kennzeichen eines Verbrauchsgewebes. Bei gesunden Rebstöcken dient der Stamm 

als Speichergewebe [55]. Die Gewebe im Rebstockstamm sind von innen nach außen wie 

folgt angeordnet: Mark, Holzgewebe (Xylem) und Rinde (Abbildung 3). Zwischen dem 

Holzgewebe und der Rinde befindet sich das vaskuläre Kambium, ein teilungsaktives Ge-

webe, das sekundäres Dickenwachstum durch die Produktion von (i) Xylemgewebe zur 

Stammmitte und (ii) Phloemgewebe zur Stammoberfläche ermöglicht. Durch die kontinu-

ierliche Produktion von Xylem in die Stammmitte wandert das vaskuläre Kambium an den 

äußeren Rand. Die Rinde umfasst alle Gewebetypen außerhalb des vaskulären Kambiums 

(Abbildung 3, [56]). Sie besteht aus sekundärem Phloem (Bast), Parenchymzellen (Phel-

loderm), Korkkambium (Phellogen), Kork (Phellem), primärem abgestorbenem Phloem 

und primärem Stammparenchym. Das sekundäre Phloem wird durch die Neubildung des 

Periderms, bestehend aus Phelloderm, Phellogen und Phellem, vom primären Phloem ge-

trennt. Die abgestorbene äußerste Korkschicht bis zur Stammoberfläche wird als Borke 

bezeichnet (Abbildung 3). Als Besonderheit gibt es bei Vitis vinifera sklerenchymatische 

Fasern als tangentiale Bänder im Phloem [57]. Nur das Phloemgewebe des Rebstocks in 

der Nähe des vaskulären Kambiums (1-4 Zellschichten) transportiert Nährstoffe, wohinge-

gen die äußeren Phloemschichten aus toten Zellen bestehen, die kollabiert sind [58].  
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Abbildung 3 Gewebetypen beim Stamm von Vitis vinifera in der sekundären Wachstumsphase. Der 

Querschnitt wurde mit Toluidineblau gefärbt. Mit freundlicher Erlaubnis von Philippe E. Rolshau-

sen, verändert nach [59] 

In Stämmen schwankt der Stärke- und Zuckergehalt (Saccharose und reduzierende Zucker) 

in Abhängigkeit von der Jahreszeit, dies allerdings schwächer als in einjährigen Trieben 

[55]. Im Winter wird Stärke zu Zucker umgewandelt, es steigt der Zuckergehalt und der 

Stärkegehalt fällt von November bis Januar. Umgekehrt steigt von Januar bis März der 

Stärkegehalt und der Zuckergehalt fällt. Der Netto-Kohlenhydratgehalt bleibt gleich, bis 

auf geringe Atmungsverluste. Nach Beginn der Wurzelaktivität im März fällt der Kohlen-

hydratgehalt (Stärke und Zucker), da die neuen Triebe und Blattknospen gebildet werden. 

Die mit den entstandenen Blättern einhergehende erhöhte Photosyntheseleistung erhöht 

kurzfristig im Mai den Kohlenhydratgehalt. Jedoch wird dann viel Energie für die Entwick-

lung der Weinbeeren und das Triebwachstum benötigt. Daher ist im Sommer der geringste 

Kohlenstoffgehalt der gesamten Wachstumsperiode messbar. Ist die Entwicklung der 



12 Einleitung 

 

Triebe Ende Juni und der Beeren Mitte September [60] abgeschlossen, steigt der Kohlen-

hydratanteil wieder, bis die Blätter im Oktober abgeworfen werden.  

 

1.3. Die mikrobielle Flora in Rebstöcken 

Der Rebstock ist ein Holobiont. Das heißt, er bildet mit einer Vielzahl an endophytischen 

Mikroben eine biologische Einheit. Einen Holobionten charakterisiert, dass i) die Anzahl 

an mikrobiellen Zellen und die Summe der mikrobiellen genetischen Information oft größer 

ist als die des Wirts allein, ii) neben dem Genom des Wirts auch die Mikroben und somit 

deren Gene auf die Nachkommen des Wirts übertragen werden und iii) die Mikroben die 

Gesundheit, die Entwicklung, die Morphologie und viele weitere Merkmale des Wirts be-

einflussen [61].  

Die Mikroflora in Weinanlagen wurde in Nordamerika (Kalifornien [62, 63], New York 

[64]), Südamerika (Argentinien [65]), Europa (Österreich [66], Deutschland [67], Italien 

[68, 69], Frankreich [64], Portugal [70]) und Afrika (Tunesien und Ägypten [71]) unter-

sucht. Die Methoden zur Detektion, Identifizierung und Klassifizierung der Bakterien wer-

den in kultivierungsabhängige und -unabhängige Methoden eingeteilt. Die kultivierungs-

abhängigen Methoden basieren auf der Isolation von Bakterien mittels Nährmedien. Für 

kultivierungsunabhängige Analysen wird die DNA aus Umweltproben isoliert. Diese kom-

plexe DNA wird in PCRs mit Primern für bakterientaxonspezifische Gene [65, 69] oder für 

Haushaltsgene eingesetzt. Bei dem 16S-rRNA-Gen, das die Proteinbiosynthese ermöglicht, 

handelt es sich um ein typisches Haushaltsgen, das häufig zur Klassifizierung von Bakte-

rien verwendet wird. Die Diversität des PCR-Produkts des Haushaltsgens spiegelt die 
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Diversität der Mikroflora wieder. Diese Diversität kann zum Beispiel mit Hilfe von dena-

turierenden Gradienten in der Gelelektrophorese [65], Sangersequenzierungen [22, 71] o-

der Hochdurchsatzsequenzierungen [62, 64, 66-68, 70] untersucht werden. Es wurden en-

dophytische und epiphytische Bakterien mittels dieser Methoden untersucht. Endophyten 

sind Bakterien, welche einen Teil oder ihren gesamten Lebenszyklus in der Pflanze ver-

bringen. Epiphyten hingegen verbringen einen Teil oder ihren gesamten Lebenszyklus auf 

der Pflanzenoberfläche. Bakterien, die von außen in die Pflanze eindringen, sind somit zu-

nächst Epiphyten und später Endophyten.  

Der Standort des Rebstocks prägt die Mikroflora des Bodens [64], der Rhizosphäre [65], 

der Wurzeln [64], der Blätter [64, 68], der Weinbeeren [64] und des Mosts [62, 63]. Die 

Unterschiede in der Mikroflora verschiedener Standorte werden auf das Klima [63], die 

Rebstocksorte [63] und edaphische Faktoren [64, 65] zurückgeführt. Innerhalb eines Stand-

orts haben die Probeentnahmestelle [22, 64], der Probeentnahmezeitpunkt [64, 69, 70] und 

Pflanzenkrankheiten [69] einen Einfluss auf die Mikroflora der Weinanlage. Der Faktor 

Probeentnahmezeitpunkt ist geprägt durch die Temperatur und die Feuchtigkeit [64] sowie 

die Wachstumsphase des Rebstocks. Einen Einfluss haben außerdem die biologisch-dyna-

mische oder konventionelle Kultivierung der Rebstöcke auf die Rhizosphärenmikroflora 

[65] und die endophytische Triebmikroflora [72], aber kaum auf die Mikroflora der Wein-

beeren [67] und Blätter [68]. Untersuchungen einer Weinanlage in Österreich zeigten, dass 

die Unterschiede in der Rhizosphären- und Wurzelmikroflora maßgeblich von der Pflan-

zenspezies (Gräser oder Rebstöcke) abhängig waren [66]. Somit sind die Bakterien der 

Rhizosphäre und die endophytischen Bakterien nicht nur an die Pflanzen, sondern speziell 

an den Rebstock angepasst. Als Quelle für rebstockspezifische Bakterien gilt die Boden-

mikroflora der Weinanlage [64].  
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Unter den identifizierten Bakterien der Rebstöcke befinden sich kommensale, symbiotische 

und pathogene Bakterien. Bei höchstens 26 % von 377 getesteten endophytischen Reb-

stockbakterien handelt es sich um kommensale Bakterien, da sie im Gegensatz zu den rest-

lichen 74 % keine der getesteten Pflanzenwachstum fördernden Eigenschaften wie Phos-

phatsolubilisierung, Ammoniumproduktion, Produktion von Auxin oder auxinähnlichen 

Stoffen, von Siderophoren oder Carboxy-methyl-Cellulosen aufweisen [73]. Bakterien, die 

das Wachstum von Pflanzen fördern werden als „plant growth promotion bacteria“ 

(PGPB) bezeichnet und sind Symbionten. In einer Studie aus Österreich konnten 85 % der 

endophytischen Bakterienisolate von Wurzeln des Rebstocks über die ACC-(1-aminocyc-

lopropane-1-carboxylate)-Deaminase (ACC) degradieren. ACC ist eine Vorstufe von Ethy-

len, welches in hohen Konzentrationen das Pflanzenwachstum hemmt [74]. Symbiotisch 

verhalten sich zwei  Vertreter von Pseudomonas und ein Acinetobacter, die das Rebstock-

wachstum unter Trockenstress fördern [75]. Burkholderia phytofirmans erhöht die Tole-

ranz von Rebstöcken gegenüber Kälte durch die Manipulation des Kohlenhydratmetabolis-

mus [76]. Zudem konnte gezeigt werden, dass 62 % der endophytischen Wurzelbakterien 

das Rebstockpathogen Cylindrocarpon destructans [66], sowie Burkholderia phytofirmans 

den Schimmelpilz Botrytis cinerea hemmen [77]. Somit fördern die Mehrheit der bekann-

ten endophytischen Rebstockbakterien das Rebstockwachstum über die Regulation von 

Pflanzenhormonen, Pathogenabwehr und eine verbesserte Nährstoff- und Wasserversor-

gung. Beispiele für bakterielles Pathogene beim Rebstock sind der Erreger der Pierce-

Krankheit, Xylella fastidiosa, der mittels Biofilmen im Xylem überlebt, und virulente Ag-

robacteria, die Verursacher der Wurzelhalsgallenerkrankung [78]. Bei einem Hemmhof-

Screening von 851 endophytischen Rebstockbakterien wurden Rahnella aquatillis, Pseu-

domonas spp und Enterobacter agglomerans als potentielle Biokontrollen für A. vitis iden-
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tifiziert [79]. In weiterführenden Versuchen beim Ausbringen von Rebstöcken in die Wein-

anlage konnten zwei unterschiedliche Pseudomonas die Tumorbildung verringern [80]. Die 

Reduzierung des Wurzelhalsgallenwachstums an Rebstöcken durch Rhanella aquatilis 

wird mit einer antibakteriellen Substanz in Verbindung gebracht [81]. Gegensätzlich wur-

den in Tumoren von Olivenbäumen, induziert durch einen Pseudomonas, Bakterien die das 

Tumorwachstum fördern, Erwinia toletana, Pantoea agglomerans und Erwinia oleae, 

identifiziert, [82]. 

Diverse virulenten und nicht-virulenten Agrobacteria wurden global aus Rebstöcken iso-

liert. Zunächst wurden zur Beschreibung der Agrobacteria phänotypische (zum Beispiel 

die Einteilung anhand des Krankheitsbilds [83-85]) und später physiologische (Einteilung 

anhand biochemischer Eigenschaften in Biovare [4, 7, 85]) Merkmale verwendet. In neue-

ren Studien überwiegt die Analyse der Genfunktionen, die mit bestimmten molekularen 

Merkmalen in Verbindung stehen (zum Beispiel: Tatratgene, Opingene und Virulenzgene). 

Erfolgt die Einteilung von Agrobacteria in Gruppen anhand eines Katalogs von mehreren 

Merkmalen, kann es Bakterien geben, die Merkmale unterschiedlicher Gruppen vereinen. 

Die Existenz solcher Mischformen wurde anhand von Isolaten bestätigt [7, 27]. Dies liegt 

zum einen an der fehlenden Integrität bakterieller Genome, welche die Merkmale kodieren. 

Eine hohe Vermehrungsrate führt zu vielen Mutationen und Rekombinationsereignissen, 

zum Beispiel durch mobile Elemente und konjugative Plasmide im Bakteriengenom. Phä-

notypisch prägende Merkmale sind oft auf Plasmiden kodiert. Diese werden mittels Kon-

jugation von Bakterium zu Bakterium übertragen. So hängt eine nahe Verwandtschaft von 

den Agrobacteria nicht zwangsläufig mit der Fähigkeit zusammen, Tumore zu erzeugen, 

denn die Virulenz der Agrobacteria ist vom tumorinduzierenden Plasmid (Ti-Plasmid) ab-

hängig [86, 87], das nur 5 % des gesamten Genoms ausmacht [88]. Auch die Einteilung der 
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Ti-Plasmide anhand von Opinklassen hat den Nachteil, dass Opine sehr divers sind. Allein 

im Rebstocktumor können drei unterschiedliche Opine produziert werden [89] und min-

destens fünf weitere in anderen Pflanzen [90-93]. Zudem existieren Mischformen, die meh-

rere Opinklassen herstellen [94]. Die Opingene umfassen nur einen kleinen Teil des Ti-

Plasmids, die restliche Plasmidsequenz variiert zusätzlich [8, 95]. Manche Ti-Plasmide ha-

ben mehrere T-DNA Regionen [96]. Opine, die Stoffwechselprodukte der Wurzelhalsgal-

len, sind ein Quorum-Sensing-Signal [97]. Sie regen die Produktion von diffundierenden 

N-acyl-L-Homoserinelactonen (AHL) an, welche bereits in Wurzelhalsgallen des Reb-

stocks detektiert wurden [98]. Da AHLs die Konjugation des Ti-Plasmids induzieren [99, 

100], wird in der Anwesenheit von Opinen die Verbreitung des Ti-Plasmids in der Agro-

bacterium-Population gefördert. Dies könnte die Ursache für das geringe Vorkommen von 

nicht-virulenten Mutanten von ehemals virulenten Agrobacterium-Isolaten (0,01 %) in Tu-

moren verholzter und unverholzter Pflanzenwirte sein [101]. 

Haushaltsgene sind essentiell für das Überleben des Bakteriums und gelten daher als gene-

tisch konserviert. Untersuchungen der Haushaltsgene recA [102] und 16S-RNA [103]) zei-

gen, dass es sich bei der klassischen Einteilung von Agrobacteria in Biovare um eine po-

lyphyletische Gruppe handelt, die gemischte Untergruppen mit den stickstofffixierenden 

Rhizobia bilden. Ein Beweis für die nahe Verwandtschaft war, dass Agrobacterium tume-

faciens A136 (C58 ohne Ti-Plasmid) mit Teilen des Rhizobium-Plasmids zur Stickstofffi-

xierung Wurzelknöllchen induzieren konnte [104]. Somit wurden Agrobacteria in die Rhi-

zobia eingegliedert [105]. Nah verwandte Bakterien können in einzelnen variableren 

Merkmalen, wie der Virulenz, stark voneinander abweichen [106]. 
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Um gleichzeitig die Verwandtschaft und die einzelnen Merkmale eines Bakteriums zu ken-

nen, kann das gesamte Genom sequenziert werden. Das erste komplett sequenzierte Agro-

bacterium-Genom stammt von A. fabrum C58 (früher A. tumefaciens, Biovar 1), einem 

Isolat aus einem Kirschbaumtumor [107, 108]. Das erste, vollständig sequenzierte virulente 

Agrobacterium-Genom aus einem Rebstock war das von A. vitis S4 [109]. Sowohl C58 als 

auch S4 können an Rebstöcken Wurzelhalsgallen induzieren [8].  

Durch nah verwandte Bakterienstämme des Erregers der Wurzelhalsgallenerkrankung 

wurde besonders häufig eine Verminderung der Wurzelhalsgallenkrankheit in Rebstöcken 

beobachtet [110]. ARK-1, VAR03-1 und F2/5 sind nicht-virulente A. vitis-Stämme aus Ja-

pan [111, 112] und Südafrika [113]. Pre- oder ko-inokuliert reduzieren sie die Tumoranzahl 

an Rebstöcken. Eine Eindämmung der Wurzelhalsgallenkrankheit durch nicht-virulente 

Stämme mit naher Verwandtschaft zum Pathogen birgt die Gefahr der Entstehung virulen-

ter Hybridstämme durch den spontanen Transfer und die Rekombination der Ti-Plasmide 

[114]. 

 

1.4. Ökonomische Bedeutung der Wurzelhalsgallenerkrankung 

An Obst- und Nussbäumen sind Wurzelhalsgallen für Ertragseinbußen verantwortlich 

[115]. Hohe Schäden an Rebstöcken entstehen, wenn in neu bepflanzten Weinanlagen Tu-

more auftreten, da die jungen Pflanzen vertrocknen und ersetzt werden müssen (mündliche 

Mittteilung, P. Schwappach, Landesanstalt für Wein und Gartenbau). Bei älteren Rebstö-

cken mit einem Tumor gestaltete sich der Nachweis von Ertragseinbußen schwierig. Stu-

dien von 1992 (Südfrankreich) und 1988 (USA, Kalifornien) postulieren eine Abhängigkeit 
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der Ertragseinbußen vom Anteil des Tumors am Stammumfang [116, 117]. Bei den Reb-

sorten Muscat d’Alexandrie (Südafrika) oder Zinfandel (USA, Kalifornien) mit leicht er-

krankten Rebstöcken (Stammumfang des Tumors <30 %, bzw. <50 %) wurde zunächst ein 

positiver Wachstumstrend, in Form eines größeren Stammumfangs (abgesehen vom Tumor 

selbst) und höheren Ertrags, festgestellt. Bei einer stärkeren Bedeckung des Stammumfangs 

durch den Tumor nahmen schließlich der Stammdurchmesser (mit Ausnahme des Tumors), 

das Gewicht der Triebe und der Beerenertrag der Rebstöcke ab [116, 117]. Im Weinbau 

wird das Wachstum der Triebe durch jährliches Beschneiden eingeschränkt und durch 

Trauben- und Beerenreduktion der Ertrag reduziert, um die Qualität dank eines hohen Ex-

traktgehalts in den übrigen Weinbeeren zu gewährleisten [118]. Somit ist für den Weinan-

bau nicht die Quantität der Beeren sondern deren Qualität entscheidend. Zum Beispiel 

könnte ein geringerer Zuckergehalt einen geschmacklichen Nachteil des Weines bedeuten, 

dieser konnte bei der Wurzelhalsgallenerkrankung jedoch nicht nachgewiesen werden 

[116]. Werden die Triebe von Rebstöcken mit Tumor für die Vermehrung verwendet, bil-

den die resultierenden Rebstöcke mit einer hohen Wahrscheinlichkeit selbst einen Tumor 

aus [119]. Da junge Rebstöcke besonders anfällig sind [1], wird den Rebschulen unterstellt 

trotz Mikrovermehrung infiziertes Pflanzenmaterial zu verkaufen [23, 24]. Bei der Mikro-

vermehrung werden nur wenige totipotente pflanzliche Zellen genutzt um in vitro, also auf 

Agar-Nährmedien, Rebstöcke zu kultivieren. Die Rebschulen postulieren hingegen eine 

natürliche Infektion über den kontaminierten Boden. Werden den Winzern die infizierten 

Jungreben durch die Rebschulen ersetzt, entsteht den Rebschulen ein ökonomischer Scha-

den. Die Winzer haben durch die Neubepflanzung einen erhöhten Arbeitsaufwand, der auch 

mit zusätzlichen Kosten verbunden ist. Deshalb haben sowohl Winzer als auch Rebschulen 

wirtschaftliche Einbußen wegen der Wurzelhalsgallenerkrankung. 
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Obwohl biotische und abiotische Faktoren den Verlauf der Wurzelhalsgallenkrankheit be-

einflussen, werden zur Bekämpfung befallene junge Rebstöcke aus der Weinanlage ent-

fernt und ausgetauscht. Durch das Vermeiden von Verwundungen, die durch Frost, Hagel 

oder beim Einsatz von Maschinen entstehen, kann die Infektion der Rebstöcke reduziert 

werden [33, 120]. Es wurde allerdings durch nah verwandte Stämme des Erregers der Wur-

zelhalsgallenerkrankung besonders häufig eine Kontrolle des Tumorwachstums in Rebstö-

cken beobachtet [110]. ARK-1, VAR03-1 und F2/5 sind nicht-virulente A. vitis Stämme 

aus Japan [111, 112] und Südafrika [113]. Pre- oder ko-inokuliert reduzieren sie die Tumo-

ranzahl an Rebstöcken. ARK-1 reduziert die Menge an virulenten A. vitis an der Verwun-

dungsstelle und unterdrückt die Expression von Virulenz-Genen bei A. vitis [121]. Der 

genaue Wirkmechanismus ist bei ARK-1 genauso wie bei VAR03-1 und den meisten an-

deren Biokontrollen unbekannt [110-112]. Beim A. vitis Stamm F2/5 wird vermutet, dass 

durch die Induktion einer Hypersensitiven Reaktion im Bereich des Kambiums der Trans-

fer der T-DNA verhindert wird, ohne das Bakterium direkt durch Antibiotika zu schädigen 

[122, 123]. Die Induktion der Nekrose bei Rebstöcken durch F2/5 ist abhängig vom Quo-

rum-Sensing [124]. Zudem spielen Gene, die in die Siderophorbildung involviert sind, eine 

Rolle bei der Tumorhemmung [125]. Eine Eindämmung der Wurzelhalsgallenkrankheit 

durch nicht-virulente Stämme mit naher Verwandtschaft zum Pathogen birgt die Gefahr 

der Entstehung virulenter Hybridstämme durch den spontanen Transfer und die Rekombi-

nation der Ti-Plasmide [114].  

Der Einsatz von bakteriellen Biokontrollen, chemischen Substanzen, Bodenbegasung und 

die Züchtung von resistenten Rebstöcken waren unter kontrollierten Bedingungen teilweise 

erfolgreich, in Feldversuchen jedoch nicht zufriedenstellend [110]. Sobald im Rebstock-
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material der Rebschulen virulente Agrobacteria detektiert werden, wird das Material ent-

sorgt. Die Detektion des Erregers ist jedoch schwierig. Eine hohe Nachweisgrenze, die 

Diversität des Pathogens [102] und die systemische Verbreitung von virulenten Agrobac-

teria im gesamten Rebstock [8, 24, 27] erschweren den Nachweis. Johnson et al. entwi-

ckelten einen Nachweis für die Wurzelhalsgallenkrankheit im Rebstock mit magnetischen 

Kügelchen zur Anreicherung von Agrobacteria-spezifischer DNA. Die Nachweisgrenze 

liegt bei ungefähr 100 koloniebildenden Einheiten pro Milliliter [13]. Die Möglichkeiten 

einer Prävention der Wurzelhalsgallenerkrankung sind somit stark begrenzt.  
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1.5.Zielsetzung 

Trotz vielfacher Bemühungen seit über hundert Jahren ist es nicht gelungen die Wurzel-

halsgallenerkrankung aus den Weinbergen zu verbannen. Selbst moderne Diagnosemetho-

den sind auf Grund der Nachweisgrenze, einer hohen Diversität und Mobilität des Erregers 

nicht in der Lage die Verbreitung der Krankheit zu verhindern. Auf Grund dieser Erkennt-

nisse wurde in dieser Studie die Infektionsökologie der Wurzelhalsgallenkrankheit unter-

sucht, da die Rolle der bakteriellen Gemeinschaft für die Wurzelhalsgallenbildung völlig 

unbekannt ist. Als Holobiont ist der Rebstock ein Wirt für Mikroben, welche die Gesund-

heit, die Morphologie, das Wachstum und die Immunität des Rebstocks gegenüber Patho-

genen beeinflussen. Zur Charakterisierung der bakteriellen Gemeinschaft und Lokalisation 

des Pathogens in Rebstöcken mit Wurzelhalsgallenerkrankung wurden in dieser Arbeit Me-

thoden, wie i) Genomsequenzierung, ii) kultivierungsunabhängige Hochdurchsatzsequen-

zierung und iii) Fluoreszenz-Lebensdauer-Mikroskopie (FLIM) verwendet. Die Rolle der 

bakteriellen Flora wurde i) mittels Infektionsversuchen an in vitro kultivierten Rebstöcken, 

ii) anhand der bakteriellen Genome von Isolaten und iii) in Interaktionsstudien mit Isolaten 

untersucht. Durch die Beschränkung der Untersuchungen auf einen Weinberg wurde der 

Einfluss von überregionalen Faktoren, wie Unterschieden in Bodenfaktoren, Mesoklima 

und Rebstockpflege, reduziert. Da die Jahreszeiten, geprägt durch unterschiedliche Tem-

peraturen und Luftfeuchte, den Metabolismus des Rebstocks und den Ausbruch der Wur-

zelhalsgallenerkrankung beeinflussen, wurden Sommer, Herbst und Winter einer Wachs-

tumsperiode als Untersuchungszeitpunkte gewählt. Unterschiede in der bakteriellen Flora 

der Rebstöcke (Boden, Wurzel, Pfropfstelle und Triebe) mit und ohne Tumor könnten die 

Verbreitung, den Ausbruch und den Verlauf der Krankheit beeinflussen.
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2. Material und Methoden 

2.1. Probeentnahme im Weinberg 

Vier verschiedene Rebstöcke wurden beprobt. Sie wuchsen in einer Reihe im Abstand von 

weniger als 22 m und wurden von der Landesanstalt für Garten- und Weinbau in Himmel-

stadt (Franken, Bayern, Deutschland, 49°55‘234.78N, 9°49’05.22E) bewirtschaftet. Die 

Edelreiser der Sorte Carbanet Dorsa wurden auf die Unterlage SO4 gepfropft und bilden 

den Rebstock, der im Jahr 2008 in den lehmigen Sand des Weinbergs gesetzt wurde. Die 

Probeentnahme erfolgte vormittags bei sonnigem und trockenem Wetter am 30. Oktober 

2013 (Herbst), 4. April 2014 (Frühling) und 23. Juli 2014 (Sommer). Laut des Deutschen 

Wetterdienstes betrug an der Station Arnstein-Müdesheim in ungefähr 20 km Entfernung 

vom Probeentnahmestandort, am Probeentnahmetag zum Probeentnahmezeitpunkt um 11 

Uhr i) die Lufttemperatur im Frühling 23,9°C, im Sommer 27,9 °C sowie im Herbst 12,6°C; 

ii) die Bodentemperatur in 10 cm Tiefe im Frühling 13,4°C, im Sommer 25°C sowie im 

Herbst 10,3°C, iii) die Bodenfeuchte in der 5-10 cm Schicht im Frühling 28 % nutzbare 

Feldkapazität (nFK= Wassergehalt des Bodens in Volumenprozent minus des Wasserge-

halts des Bodens der nicht von der Pflanze genutzt werden kann) im Sommer 77 % nFK 

sowie im Herbst:79 % nFK iv) die Luftfeuchte in 2 Metern Höhe im Frühling 45 %, im 

Sommer 37 % und im Herbst 62 %. Vier unterschiedliche Probeentnahmestellen in der 

Weinanlage wurden beprobt: i) einjähriger Trieb, ii) die Pfropfstelle des Stamms, iii) die 

Wurzel, iv) der Boden in der Nähe der Wurzel (Abbildung 8). Die Pfropfstelle (Abbildung 

1A) befindet sich 10-20 cm oberhalb des Bodens am Stamm der Rebe. Die Wurzeln wurden 

nach der Entnahme mit Leitungswasser gewaschen. Das Periderm wurde von allen gesam-
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melten Rebstockmaterialen (i-iii) entfernt. Das Material aus dem Weinberg wurde zu glei-

chen Teilen für die DNA-Extraktion bei -80°C und für die Isolation von Bakterien bei 4°C 

gelagert. 

 

2.2. Arbeiten mit Bakterien 

2.2.1. Isolierung von Bakterien aus Weinbergmaterial 

Bakterien wurden aus den am 30. Oktober 2013 im Weinberg gesammelten Proben vom 

Boden, von der Wurzel und von der Pfropfstelle isoliert. Die verholzten Rebstockmateria-

lien wurden in einer Kugelmühle (Retsch, Hannover, Germany) zerkleinert. Zu 300 mg des 

zerkleinerten Rebstockmaterials oder des Bodens wurde aufgereinigtes Wasser (Rotisol 

„high-performance liquid chromatography [HPLC] gradient grade“; Carl-Roth, Karls-

ruhe, Deutschland) hinzugegeben. Nach einer Inkubation von zwei Stunden bei 28°C 

wurde aus dem Überstand eine Verdünnungsreihe (1:9, Überstand:aufgereinigtes Wasser) 

hergestellt. Auf Agarplatten aus YEP-Medium (0.5 % [wt/vol] Trypton, 0.5 % [wt/vol] 

Hefeextrakt, 0.5 % [wt/vol] Sucrose, 1,23 % [wt/vol] MgSO4 [AppliChem, Darmstadt, 

Deutschland], 1,5 % [wt/vol] Agar-Agar-Kobe I [Carl-Roth]) oder LB-Medium (1 % 

[wt/vol] Trypton, 0,5 % [wt/vol] Hefeextrakt, 1 % [wt/vol] NaCl [AppliChem], 1,5 % 

[agar-Agar-Kobe I [carl-Roth]) mit dem Fungizid Cycloheximid (CHX, Sigma-Aldrich, 

St.Louis, MO, USA) in einer Konzentration von 213 µM werden die isolierten Bakterien 

angezogen. Hierfür wurden 100 µl der Verdünnungsreihen ausplattiert. Die Kultivierung 

der Bakterien erfolgte für 5 Tage bei 28 °C. Als Kontrolle diente reines Wasser. Die Bak-

terienisolate wurden auf YEB-CHX oder LB-CHX Platten subkultiviert.  
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2.2.2. Bezogene Bakterienstämme 

Neben den bakteriellen Isolaten dieser Studie wurden folgende Agrobacteria verwendet: i) 

A. tumefaciens pJZ383 [126] mit mut3 GFP (Datenbank IGEM: E0040) [127] zur Lokali-

sation in Wurzelhalsgallen an in vitro kultivierten Weinpflänzchen; ii) A. sp. (ehemals A. 

tumefaciens, neuerdings A. fabrum) C58 [108] für Genomsequenzvergleiche und als onko-

gene Kontrolle in Infektionsversuchen; iii) A. vitis S4 [109] für Genomsequenzvergleiche 

und als onkogene Kontrolle in Infektionsversuchen. iv) A. sp. GV3101 [128] als virulente, 

aber nicht-onkogene Kontrolle in Infektionsversuchen. 

2.2.3. Glycerinstocks und Lagerung 

Bakterielle Isolate wurden mindestens dreimal auf Agarplatten subkultiviert und als Glye-

rinstock bei -80°C gelagert. Für den Glycerinstock wurde das Pellet von 1 ml Übernacht-

kultur in 200 µl flüssigem YEB-Medium resuspendiert und nach dem Mischen mit 200 µl 

Glycerol (40 % [wt/vol]) in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Zur Markierung wurde in 

die Laborgefäße (Plastik, 1,5 ml) der Kyrokultur mit einer Nadel eine Nummer eingeritzt. 

Diese Nummer wurde zusammen mit der Rebstocknummer, der Probeentnahmestelle ent-

lang der Pflanzenachse (Boden, Wurzel, Pfropfstelle oder einjähriger Trieb), einem Na-

menskürzel und in Excel Tabellen gespeichert. Die Identität der Bakterien wurde anhand 

der V4-Region des 16S-rRNA-Gens und für Rhizobiaceae anhand recA bestimmt und spä-

ter in den Excel-Tabellen ergänzt (Tabelle 1, Anhang Tabelle 1). 72 Kyrokulturen, deren 

bakterielle Identität nicht anhand des 16S-rRNA-Gens bestimmt wurde oder welche nicht 

vom Weinberg in Himmelstadt stammen, sind in dieser Arbeit nicht aufgeführt. 
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2.2.4. Interaktionsuntersuchungen auf Festmedien 

Um Interaktionen zwischen Bakterienisolaten in vitro nachzuweisen, wurde mit einer Pipette 

30 μl einer bakteriellen Suspension (optische Dichte bei 600 nm: 1,0) in die Mitte von Pet-

rischalen (Durchmesser: 94mm) mit YEP-Festmedium gegeben und bei 28 ° C für drei bis fünf 

Tage inkubiert. Die gewachsenen Bakterienkolonien wurden auf der Agarplatte mit 5 ml YEP-

Flüssigagar versetzt und mit 500 μl einer Nährmedium-Bakteriensuspension (Optische Dichte 

bei 600nm: 1,0) überschichtet. Nach dem Erstarren des Agars wurden die Platten bei 28°C im 

Brutschrank für weitere drei bis fünf Tage inkubiert. Bildete sich ein Hemmhof, wurde dieser 

mit Hilfe einer Digitalkamera dokumentiert.  

 

2.3. Arbeiten mit in vitro kultivierten Weinpflänzchen 

Weintriebe der Sorte 5BB aus dem Jahr 2000 wurden mit einer Node in Stücke geschnitten, 

oberflächensterilisiert (96 % Ethanol und 6 % Natrium Hypochlorid) und in eine etwa 8x12 

cm große Frischhaltebox mit Deckel aus Plastik mit Agar gesetzt. Alle 8-12 Wochen wur-

den die Weinpflänzchen auf neues Medium umgesetzt. Diese in vitro kultivierten Wein-

pflänzchen (Rebschule Steinmann, Sommerhausen, Deutschland) wuchsen 14h bei 23°C 

im Licht (Intensität: 180µmol s-1 m-2, Lampen: L36W/25, Osram, München, Deutschland) 

und 10 h bei 21°C im Dunkeln in selbstgebauten Klimaschränken. Für Versuche wurden 

die Weinpflänzchen bis zu neun Monate in einer Box kultiviert. 
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Für den Tumorassay wurden in vitro kultivierte Weinpflänzchen verwendet. Hierfür wurde 

eine Agrobacterium-Kolonie direkt von der Agarplatte auf eine sterile Nadel aufgenom-

men. Durch einen Kratzer mit der Nadel an der zweiten oder dritten Internodie der in vitro 

kultivierten Weinpflänzchen wurden Agrobacteria inokuliert. Pro Agrobakterium-Isolat 

wurden mindestens acht Pflänzchen inokuliert, die wöchentlich mindestens acht Wochen 

lang visuell auf die Entstehung eines Tumors überprüft wurden. Zur Kontrolle wurden das 

onkogene A. vitis S4 [109] und das nicht-onkogene A. sp GV3101 [128] inokuliert.  

 

2.4. Arbeiten mit DNA 

2.4.1. Polymerase-Kettenreaktion mit einer Bakterienkolonie  

Mit einer Polymerase-Kettenreaktion (PCR), die eine Bakterienkolonie als DNA-Template 

verwendete, konnten selektiv DNA-Abschnitte des bakteriellen Genoms amplifiziert wer-

den.  

Folgende DNA-Abschnitte wurden zur Amplifikation verwendet: i) Zwei unterschiedliche 

Fragmente des universellen 16S-rRNA-Gens wurden amplifiziert und sequenziert, um die 

Taxonomie der Bakterien zu bestimmen. Das Vorkommen von ii) selektiven recA-Ab-

schnitten und iii) VirD2 im bakteriellen Genom wurde nachgewiesen, um ii) die Agrobac-

teria zu identifizieren und iii) die Präsenz des Ti-Plasmids im bakteriellen Genom nachzu-

weisen. Folgende Primerpaare wurden verwendet: i) 16S-rRNA-Gen 27F (5´-AGR GTT 

YGA TYM TGG CTG AG-3‘) und 1492R (5´-GGY TAC CTT GTT ACG ACT T-3´) oder 

515F (5‘-GTG YCA GCM GCC GCG GTA A-3‘) und 806R(5’GGA CTA CNV GGG 
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TWT CTA AT-3‘). ii) Agrobacterium-spezifische recA-Primer F8360 (5‘-AGC TCG GTT 

CCA ATG AAA-3‘) und F8361 (5‘-GCT TGC GCA GCG CCT GGC T-3‘), A. vitis-spe-

zifische recA-Primer G0004F (5‘-GAT ATC GCG CTC GGC ATT GGT-3‘) und G0005R 

(5‘-CCT TCG ATT TCA GCT TTC G-3‘) [102]. Und iii) virD2-Primer virD2F (5’TTG 

GAA TAT CTG TCC CGG AAG-3‘) und virD2R (5‘-CTT GTA CCA GCA GGG AAG 

CTT A-3‘) [13]. 

Für die PCR wurde eine bakterielle Einzelkolonie mit einer sterilen Pipettenspitze von einer 

Agarplatte in 20 μl Wasser (Rotisolv HPLC Gradient Grade, Carl Roth GmbH & Ko. KG, 

Karlsruhe) in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Das Reaktionsgefäß wurde anschlie-

ßend für ungefähr eine Stunde bei 94°C unter Schütteln in einem Heizblock (Thermomixer, 

Eppendorf, Deutschland) gekocht. Es folgte ein Zentrifugationsschritt in einer Tischzentri-

fuge (13.300 Upm, 1 min; Minispin-Tischzentrifuge, Eppendorf, Hamburg). Für die PCR-

Ansätze wurden 2 µl des Überstandes eingesetzt. Zwei unterschiedliche 50 µl-PCR-An-

sätze wurden verwendet: i) 1X HF-Puffer (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA), 

eine experimentell bestimmte Menge an speziell angefertigter Phusion-Polymerase (53), 

0,2 µM je Primer und 400 µM dinucleoside triphosphates (dNTPs, Fermentas, Waltham, 

MA, USA); ii) 1X Dream-Taq-Puffer (1,2 U Dream-Taq-Polymerase (Thermo Fisher Sci-

entific, Dreieich, Deutschland), 0,2 µM je Primer und 400µM dNTPs (Fermentas, 

Waltham, MA, USA). 

Im Mastercycler (Eppendorf, Hamburg) wurde die DNA in folgenden Temperaturschritten 

amplifiziert: i) Initiale-Denaturierung bei 95°C für 5 min; ii) Denaturierung bei 95°C für 

30 s, Hybridisierung bei 56°C, für 30 s, Elongation bei 72°C für 60 s. Die Schrittabfolge 
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von ii) wurde 35–mal wiederholt. iii) Finale-Elongation 72°C, 5 min. iv) Lagerung bei 4°C. 

Die Hybridisierungstemperatur variierte je nach Primerpaar (SIGMA Aldrich, Darmstadt).  

2.4.2. Vorbereitung und Auswertung der Sangersequenzierungen 

Die Qualität der PCR-Produkte wurde durch Agarosegelelektrophorese überprüft. Für die 

Gele werden 1 % - 3 % (wt/vol) Agarose in 1x TAE-Puffer (40 mM Tris HCl pH-Wert= 

8,3, 20 mM Acetat, 1 mM EDTA-Na2) aufgekocht, nach zirka 5 min mit 0,04 μl/ml Gel-

Green (10000x verdünnt in Wasser; Biotium, Köln) versetzt und in einen Gelträger (Bio-

metra, Göttingen, Deutschland) gegossen. Die PCR-Proben wurden mit einem DNA-Pro-

benpuffer (0,25 % [wt/vol] Bromphenolblau, 0,25 % [wt/vol] Xylen Cyanol FF, 50% 

[vol/vol] Glycerin, 100µM EDTA) versetzt und aufgetragen. Als Längenstandard diente 

der Gene-Ruler ™ DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland) 

oder der Lambda Pstl-Marker (Enzymverdau nach Herstellerangaben von Lamda-DNA; 

Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Deutschland). Die Auftrennung der DNA-Fragmente 

erfolgte bei 100 V für 30 - 45 Minuten in 1x TAE-Puffer. Die fluoreszierenden Amplifika-

tionsprodukte im Agarosegel wurden mithilfe einer Geldokumentationskamera (INTAS 

Science Imaging Instruments GmbH, Göttingen, Deutschland) dokumentiert. 

Amplifikationsprodukte des 16S-rRNA-Gens wurden nach dem Herstellerprotokoll des 

QIAquick PCR Purification (250) Kits (QIAGEN, Hilden) isoliert. Für die Sequenzierung 

wurden die Proben nach Angaben der Firma LGC (Berlin, Deutschland) oder GATC (Kon-

stanz, Deutschland) verdünnt und extern sequenziert.  
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Die Analyse der Sangersequenzen erfolgte als ab1-Format mit Qualitätsinformation in Ge-

neious 8.1.7 (https://www.geneious.com). Alle Sequenzen wurden am 5‘ und 3‘ Ende ge-

trimmt, um Bereiche mit geringer Qualität zu verwerfen („Trim Ends“: Grenze der Fehler-

wahrscheinlichkeit: 5 %). Da die V4-Sequenz, amplifiziert mit den Primern 515F und 

806R, eine Teilsequenz des Produkts der Primer 27F und 1492R ist, konnte, trotz unter-

schiedlich langer Amplifikationsprodukte, eine Konsensus-Sequenz pro Bakterienisolat 

berechnet werden. Dazu diente das multiple Geneious-Alignement, ein globales Aligne-

ment mit kostenfreien Überhängen (“Pairwise/multiple Align“: Lückenkosten= 12, Kosten 

für Lückenerweiterung= 3, Kosten für Basenunterschiede= 4, Gewinn bei gleicher Base= 

5). Die Konsensus-Sequenz oder eine einzelne getrimmte Sequenz wurde auf die Länge der 

V4-Region einheitlich gekürzt und mit einem diskontinuierlichen Megablast („BLAST“: 

Wortgröße= 11, Samengröße= 18,  Lückenkosten= 5, Kosten für Lückenerweiterung= 2, 

Kosten für Basenunterschiede= 3, Gewinn bei gleicher Base= 2) mit der NCBI-Genomes 

(Chromosomen)-Datenbank verglichen. Unterschiede an den beiden Enden des Sequenz-

templates waren erlaubt. Der Treffer mit dem höchsten „Bit-Score“ wurde zur Identifika-

tion des Bakteriums verwendet. Zusätzlich wurden die Amplikonsequenzen mit der Daten-

bank der operativen taxonomischen Einheiten (OTUs) aus der 

Hochdurchsatzsequenzierung dieser Arbeit verglichen. Der Assembler („Map to Refe-

rence“, OTU-Referenzsequenzen im Vergleich zu den Sequenzen der Bakterienisolate: 

höchste Sensitivität, mehrere Treffer waren erlaubt) ordnete Isolaten eine OTU-Nummer 

zu.  
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2.4.3. Amplikonsequenzierung  

DNA-Isolierung 

Zur DNA-Isolation aus verholzten Rebstockmaterialien (Abbildung 8) und aus der Infek-

tions- beziehungsweise Verwundungsstelle der in vitro kultivierten Weinpflänzchen (Ab-

bildung 5) wurden die Gewebe im gefrorenen Zustand (Kühlung mit flüssigen Stickstoff) 

in einer Kugelmühle (Retsch, Hannover, Germany) pulverisiert. Die DNA-Isolation aus 

300 mg pulverisiertem Rebstockmaterial oder Boden erfolgte nach Herstellerangaben mit 

dem „FastDNA SPIN Kit for soil“ (MP Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). Als negative 

Kontrolle dienten DNA-Extraktionen ohne die Zugabe von pulverisiertem Material.  

Amplifikation der DNA 

Zur Amplifikation der DNA für die Hochdurchsatzsequenzierung wurden die Primer 515F 

und 806R je am 5‘ Ende ergänzt um i) acht Basenpaare, die spezifisch für eine Probe sind, 

und um ii) Illumina-Adapter, die zur Sequenzierung benötigt werden [129]. Diese modifi-

zierten Primer amplifizierten die variable Region V4 des 16S-rRNA Gens der bakteriellen 

Flora der Proben aus dem Weinberg oder in vitro kultivierten Weinpflänzchen. Die Se-

quenz der Primer war: 5‘ –AAT GAT ACG GCG ACC ACC GAG ATC TAC ACX XXX 

XXX XTA TGG TAA TTG TGT GCC AGC MGC CGC GGT AA -3‘ und 5‘ –CCA GCA 

GAA GAC GGC ATA CGA GAT XXX XXX XXAGTC AGT CAG CCG GAC TAC 

HVG GGT WTC TAA T -3‘. XXX XXX XX steht für eine spezifische Abfolge von Ba-

senpaaren je Probe.  
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Qualitätssicherung der Amplikons  

Zur Qualitätssicherung der Amplikons und um zufällige PCR-Effekte zu vermindern, wur-

den je Probe drei technische Replikate angefertigt [130]. Der 10 µl PCR-Ansatz enthielt 5 

µl 2xPhusion hight-fidelity PCR Puffer inklusive Polymerase (New England BioLabs, 

Ipswich, MA, USA), 0,33 µl je 10 µM Primer-Lösung (Eurofins MWG Operon, Huntsville, 

AL, USA), 3,34 µl PCR-Wasser und 1 µl der isolierten DNA. Der DNA-Abschnitt wurde 

bei folgenden Temperaturschritten amplifiziert: i) Initiale-Denaturierung bei 95°C für 4 

min; ii) Denaturierung bei 95 °C für 40 s, Hybridisierung bei 55°C, für 30 s, Elongation bei 

72°C für 60 s. Die Schrittabfolge von ii) wurde 35–mal wiederholt. iii) Finale-Elongation 

72°C, 5 min. Die drei technischen Replikate wurden zu einem 30-µl-Ansatz vereinigt. In 5 

µl des PCR-Ansatzes wurde die Qualität des Amplifkationsproduktes mittels Gelelektro-

phorese überprüft. Überschüssige Primer und Nukleotide wurden aus den restlichen 25 µl 

mit Hilfe des Sequal-Prep Normalization Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) entfernt 

und gleichzeitig die Menge an DNA auf insgesamt 25 ng reduziert. Nun wurden 5 µl des 

normalisierten PCR-Produktes (Amplikons) mit 5 µl normalisierten DNA-Proben von Pro-

jekten anderer Arbeiten vereinigt [129]. Die DNA-Fragmentlänge des Gemisches an DNA-

Amplikons wurde mit einem „high-sensitivity DNA-Chip“ (Bioanalyzer; Agilent Techno-

logies, Santa Clara, CA, USA) überprüft. Das Gemisch an variablen V4-Amplikons bildete 

die in dieser Arbeit erstellte DNA-Bibliothek der Mikrofloraanalysen. Die DNA-Menge 

der DNA-Bibliothek wurde mit Hilfe des „Qubit dsDNA HS assays“ (Life Technologies 

GmbH, Darmstadt, Germany) quantifiziert und auf die Konzentration von 2 nM verdünnt. 

Die Hochdurchsatzsequenzierungen erfolgte mit einem MiSeq–Gerät (Illumina, San Diego, 

CA, USA). 
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Qualität der Sequenzierergebnisse 

Die Qualität der Sequenzierergebnisse der Amplikonsequenzierung wurde mit „FastQC 

Version 0.11.2“ (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc) überprüft. 

Jede Sequenz wurde von beiden Enden sequenziert. So entstehen zwei Sequenzen, die mit 

dem Programm „fastq-join Version 1.8.0“ (https://expressionanalysis.github.io/ea-utils/) 

zu einer Sequenz zusammengefügt wurden. Sequenzen mit einer guten Qualität (Phred-

Wert >Q20, Länge >250 bp) wurden mit der „USEARCH Version 8“ [131] für die weitere 

Analyse ausgewählt. Mit Hilfe von „UCLUST- [131] und UCHIME-Algorithmen“ [132], 

die in der „USEARCH Version 7.0.1090“ [133] enthalten sind, wurden Chimären verwor-

fen und Sequenzen zu OTUs zusammengefasst. Jeder OTU ordnete der „Ribosomal Data-

base Project (RDP)-Classifier Version 2.2“ [134] eine Taxonomie zu. Je nach Anzahl der 

charakteristischen Unterschiede in der sequenzierten V4-Region des 16S-rRNA-Gens der 

Bakterien, war die Zuordnung der Bakteriengruppen (OTUs) auf einem höheren oder nied-

rigeren Rang der Taxonomie möglich. Sequenzen, die zu Plastiden und Mitochondrien ge-

hören, wurden nicht weiter analysiert und aus dem Datensatz entfernt. 

Auswertung der Amplikonsequenzen  

Das R-Skript zur Auswertung der Amplikonsequenzen wurde bereits veröffentlicht [135]. 

Es wurden die R-Pakete „phyloseq“ [136] und „vegan“ (https://cran.r-pro-

ject.org/web/packages/vegan/index.html) verwendet. Ohne Normalisierung [137] wurden 

Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung mit Hilfe des Bray-Curtis-Abstands be-

stimmt und in nicht metrischer, multidimensionaler Skalierung (NMDS), auch nicht metri-

sche Ähnlichkeitsstrukturanalyse genannt, dargestellt. Vier Proben wurden auf Grund der 
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NMDS verworfen. Faktoren (Probeentnahmestelle, Jahreszeit und Präsenz der Wurzelhals-

galle) wurden auf die Achsen der NMDS-Ordination gefittet, um signifikante Korrelatio-

nen zwischen den Faktoren und den Unterschieden in der bakteriellen Flora zu identifizie-

ren. Die Signifikanz eines generellen, linearen Modells, welches die Koeffizienten Boden, 

Wurzel, Pfropfstelle, Trieb und die Daten einer NMDS-Achse verwendete, wurde durch 

die Analyse der Varianzen (ANOVA) bestimmt. Auf die gleiche Art wurde für jeden Sub-

datensatz der Probenentnahmestelle (Boden, Wurzel, Pfropfstelle und Trieb) ein lineares 

Modell mit den Koeffizienten Frühling, Sommer und Herbst oder Pfropfstelle mit oder 

ohne Wurzelhalsgalle erstellt. Ob operative taxonomische Einheiten (OTUs) in zwei Pro-

bengruppen unterschiedlich häufig vertreten sind, wurde über „Fold Changes“ mit dem R-

Packet EdgeR bestimmt [137, 138]. Die „false discovery rate“ FDR, nach dem Benjamin-

Hochberg-Verfahren, war bei signifikanten „Fold Changes“ kleiner als 0.001 und die mitt-

lere Häufigkeit der Sequenzanzahl in einer Gruppe größer oder gleich 20. Für einen Über-

blick über die taxonomische Zusammensetzung der bakteriellen Flora wurden die OTUs 

eines Stamms oder einer Gattung zusammengefasst. Um die relative Häufigkeit eines taxo-

nomischen Rangs (Stamm oder Gattung) zu bestimmen, wurden die Sequenzen des Rangs 

durch alle Sequenzen einer Probeentnahmestelle geteilt. Alle Ränge, deren Anteil kleiner 

als 0,5 % ist, wurden unter dem Namen „andere“ zusammengefasst. Als Kernflora einer 

Probengruppe wurden alle OTUs bezeichnet, die in mindestens 80 % der Proben dieser 

Gruppe mit mindestens 20 Sequenzen vertreten waren. Die Reichhaltigkeit einer Proben-

gruppe wurde anhand der Anzahl an OTUs und die α-Diversität anhand des Shannon Inde-

xeses [139] bestimmt. Um signifikante Unterschiede in der Biodiversität und Reichhaltig-

keit festzustellen, wurde der Wilcoxon-Rang-Summen-Test verwendet [140]. Die 

Unterscheidbarkeit von zwei Probengruppen wurde mit einem überwachten Computer-

Lernmodel, „Random Forest“ [141], bestimmt. Basierend auf der relativen Häufigkeit einer 
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OTU innerhalb einer Probe wurden die Proben innerhalb der Klassengruppen Probeentnah-

mestelle (Boden/Wurzel/Pfropfstelle/Trieb), Jahreszeit (Frühling /Sommer /Herbst) oder 

Gesundheit (mit/ohne Wurzelhalsgalle) mit 1500 Entscheidungsbäumen klassifiziert. In-

nerhalb einer Klassengruppe führte der Anteil der berechneten Probenzuordnung an der 

tatsächlichen Probenzuordnung zur „out-of-bag“-Fehlerrate (OOB). Hat eine Klassen-

gruppe eine kleine OOB-Fehlerrate, konnten anhand der Mikrofloradaten die Proben den 

Klassen zugeordnet werden und die Mikroflora unterschied sich zwischen den Klassen. Um 

zu bestimmen in welchen Probeentnahmestellen ähnliche OTUs vorkamen, wurde mit dem 

VennDiagram R-Packet [142] der Anteil an gemeinsamen OTUs zwischen zwei Probeent-

nahmestellen aufgezeigt (Anzahl der OTU-Schnittmenge von A und B/Anzahl der OTUs 

in A und B). Zum einen wurden alle Proben einer Probeentnahmestelle zusammengefasst, 

um eine Übersicht an gemeinsamen OTUs zwischen den Probeentnahmestellen zu erstel-

len. Zum anderen wurden je Jahreszeit zufällig ein erkrankter und gesunder Rebstock ge-

paart. Mit Hilfe eines gepaarten Wilcoxon-Tests konnten signifikante Unterschiede zwi-

schen Rebstöcken mit und ohne Wurzelhalsgalle festgestellt werden, zum Beispiel ob 

Wurzelhalsgallen mehr oder weniger gemeinsame OTUs mit dem Boden hatten als Pfropf-

stellen ohne Wurzelhalsgalle. Das gleiche galt für Wurzeln und Triebe. 

Vergleich der OTUs mit Bakterien aus der Literatur 

Die Ergebnisse von bakteriellen Studien der Datenbank PubMed 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) wurden anhand des Bakteriennamens mit den Er-

gebnissen dieser Studie verglichen. Der Vergleich der OTUs mit Bakterien aus der Litera-

tur birgt Risiken, da die Identität des Bakteriums in Amplikonstudien nur anhand des Se-

quenzabschnittes eines einzigen Haushaltsgens untersucht wurde [143]. Die Analyse 

mehrerer Haushaltsgene könnte ein anderes Verwandtschaftsverhältnis aufzeigen [144]. 
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Zusätzlich sind die Eigenschaften von verwandten Bakterien, auf Grund von mobilen 

DNA-Elementen, nur ähnlich und nicht identisch. Daher bietet ein Vergleich mit bereits 

beschriebenen Bakterien nur Anhaltspunkte für die Rolle der einzelnen Bakterien der Flora, 

welche in weiteren Versuchen überprüft werden muss. 

2.4.4. Genomsequenzierungen 

DNA-Isolation 

Aus vereinzelten Bakterienkolonien, isoliert aus Weinanlagen (2.2.1), aufbewahrt in Gly-

cerinstocks (2.2.3) wurde DNA isoliert. Die Bakterien wurden fünfmal auf YEB-Agarplat-

ten subkultiviert, um danach eine reine Bakterienkolonie in YEB-Flüssigmedium zu kulti-

vieren. Die DNA-Isolation erfolgte nach Herstellerangaben des Nucleo Spin Tissue Kits 

(Macherey-Nagel, Düren, Deutschland).  

Vorbereitung der Sequenzierung 

Zur Vorbereitung der Sequenzierung wurde die Genom-DNA-Bibliothek, bestehend aus 

zehn unterschiedlichen Genomen aus verschiedenen Projekten, nach Herstellerangaben mit 

dem Kit „Nextera XT“ (Illumina, San Diego, CA, USA) erstellt. Die Qualität der DNA-

Bibliothek wurde mit dem „high-sensitivity DNA chip“ (Bioanalyzer; Agilent Technolo-

gies, Santa Clara, CA, USA) überprüft und die Menge der DNA in der Bibliothek mit dem 

Qubit dsDNA HS assay (Life Technologies GmbH, Darmstadt, Germany) quantifiziert. 

Nach Herstellerangaben wurde zur Kartusche des „250 bp paired-end MiSeq sequenzing 

kit, version two“ (Illumina, San Diego, CA, USA) die Genom- oder Mikroflora-DNA-Bib-

liothek, Sequenzierungsprimer und Indexprimer hinzugefügt. Die Sequenzierung erfolgte 

in einem MiSeq-Gerät (Illumina, San Diego, CA, USA) nach Herstellerangaben. Dabei 
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wurde nacheinander, ausgehend erst vom einen und anschließend vom anderen Ende des 

DNA-Fragments, eine Sequenz mit einer Länge von 250 Basenpaaren sequenziert 

(=„paired-end sequencing“). 

Auswertung der Genomsequenzen 

Die Auswertung der Genomsequenzen von A. vitis Isolat HF7 und A. sp. Isolat HF57 wurde 

von Markus Ankenbrand durchgeführt. Der Vergleich von unterschiedlichen Genomen und 

Genen sowie die Identifikation der Ti-Plasmidsequenzen fanden in Kooperation statt. Die 

Genome wurden mit dem Assembler SPAdes v3.10 [145] und SSPACE [146] aus Se-

quenzenpaaren (paired-end) zusammengesetzt. Resultierende Sequenzen mit einer Länge 

von mehr als 1000 Basenpaaren wurden ausgewertet. Mit Hilfe der ersten Assemblierung 

wurden für das Genom A. vitis (Isolat HF7) Primer entwickelt, um Lücken mittels Lon-

gRange und MidRange PCR (früher PeqLab, nun VWR Life Science Competence Center, 

Erlangen, Deutschland) in der Genomsequenz zu schließen. Die Gradienten-PCRs wurden 

nach Herstellerangaben durchgeführt und die Sequenz der Amplifikationsprodukte per 

Sangersequenzierung (2.4.2) bestimmt und zur Verbesserung der Assemblierung verwen-

det. Zur Validierung der Genomsequenzen wurden folgende Strategien gewählt: i) Das Pro-

gramm bowtie2 [147] berechnete, wie viele Sequenzen die Assemblierung je Basenpaar 

abdecken, ii) QUAST Ergebnisse [148], zum Beispiel N50 und die Basenpaaranzahl des 

längsten, überlappenden DNA-Stückes, zeigten eine hohe Kontinuität an, iii) die Vollstän-

digkeit des Genoms wurde am Vorkommen von 107 „essentiellen“ Genen gemessen [149]. 

Die Annotation des Genoms erfolgte mit Gennamen des annotierten A. vitis-S4-Genoms 

[109]. Auf Nukleotidebene wurden i) Proteine mit „RAST Version 2.0“ [150], ii) tRNA 

mit „tRNA-scan-SE Version 1.3.1“ [151] und iii) rRNA mit „RNAmmer Version 1.2“ 
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[152] annotiert. Die mittlere Sequenzidentität („average sequence identity“, ANI) von Ge-

nomen wurde mit „JSpecies Version 1.2.1“ [153] bestimmt. Neben den zwei sequenzierten 

Isolaten dieser Arbeit wurden die Genomsequenzen von A. vitis S4 (NC_011981, 

NC011982, NC011984, NC011986, NC_011988, NC_011989, NC_011991, [109]), Agro-

bacterium tumefaciens C58 (AE007869-AE007872 [108]) und Rhizobiengenomen von 

Bakterien in Assoziation mit Arabidopsis (NZ_LMFF01000001, NZ_LMGN01000001 

und NZ_LMEY01000001, [154]) verglichen. Die Genannotationen der Genome A. vitis S4, 

A. tumefaciens C58, A. vitis HF7 und A. sp HF57 wurden in orthologe Gruppen mittels 

OrthoMCL [155] eingeordnet. Gemeinsame und unterschiedliche orthologe Gruppen der 

unterschiedlichen Genome wurden in einem Venn-Diagramm dargestellt. Zu allen Genen 

von A. vitis S4 und A. tumefaciens C58 mit einem „Vir“ im Gennamen der GeneBank-Datei 

wurden Homologe (OrthoMCL, prozentuale Identität > 50, Exponent des E-values<-5) zu 

den in dieser Arbeit sequenzierten Isolaten gesucht, um Aussagen über die potenzielle Vi-

rulenz der Agrobacteria zu treffen. Weitere homologe Gene wurden im Genom mittels 

„Geneious“ über die Funktion „Map to reference“ (Standardeinstellungen, high sensivity) 

identifiziert. Mittels „AliTV“ (https://alitvteam.github.io/AliTV/) wurde die Homologie 

zweier Ti-Plasmid-Sequenzen (pTiTm4, GeneBank: U83987.1, AF126447.1) zu einem 

Ausschnitt des A. vitis HF7 Genoms dargestellt. 

 

2.5. Zwei-Photonen-konfokale-Laser-Scanning-Mikroskopie 

Agrobacterium tumefaciens in Wurzelhalsgallen wurden mittels konfokaler Laser-Scan-

ning-Mikroskopie mit Multiphotonenanregung und „Fluorescence lifetime imaging 
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microscopy“ (FLIM) lokalisiert. Zur Herstellung der Fluoreszenzprobe wurden GFP-mar-

kierte und nicht markierte A. tumefaciens in Weinpflänzchen, die auf Agar kultiviert wur-

den, inokuliert. Nach 3-6 Monaten wurden die Tumore transversal per Hand mit einer Ra-

sierklinge in 100-500 µm dicke Scheiben geschnitten und auf einen Objektträger (76x26x1 

mm, Hartenstein, Würzburg, Deutschland) überführt. Zusätzlich wurden Suspensionskul-

turen von GFP-markieren A. tumefaciens untersucht. Nach der Zugabe eines Tropfens ste-

rilen Wassers wurde ein Deckgläschen (24x60x0,17 mm, Hartenstein, Würzburg, Deutsch-

land) über den Schnitt gelegt, auf dessen Oberfläche sich ein Tropfen Immersionsöl Type 

F (Leica, Wetzlar, Deutschland) befand. Mit Hilfe des konfokalen Laser Scanning Mikro-

skops TCS SP5 II (Leica, Wetzlar, Deutschland) und der Software Leica Application Suite, 

Advanced Fluorescence, Version 2.7.2.9586 (Leica, Wetzlar, Deutschland) wurden Durch-

lichtbilder und Fluoreszenzbilder von den Schnitten aufgenommen. Zwei „HCX PL APO 

CS“-Objektive von Leica wurden verwendet: ein Immersions- und ein Öl-Objektiv mit ei-

ner Vergrößerung von 20x (Übersichtsaufnahmen), beziehungsweise 63x (Detailaufnah-

men) und einer numerischen Apparatur von 0,70, beziehungsweise 1,4 (Bestellnummern: 

11506326, 11506188). Photonen, erzeugte durch den Multiphotonenlaser (MP, 1,82W, 

920nm), wurden im Bereich von 505-565 nm von dem externen HyD RLD1 (Gain: 100 %) 

detektiert. Der MP-Gain betrug 1-7 % und das Offset 55-85 %. Der FLIM Wizard der Leica 

Application Suit und die Software SymPhoTime Version 5.3.2.2 (PicoQuant GmbH, Ber-

lin, Germany) wurden für die Berechnung und Visualisierung der Lebensdauer der Fluoro-

phore in der Aufnahme der Probe verwendet. Dabei wurden nach einem Laserpuls bis zum 

nächsten Laserpuls die Photonen in Abhängigkeit der Zeit gezählt („time correlated singel 

photon counting“, TCSPC). Diese Messung wurde wiederholt, bis die Summe der Photonen 

aller Messungen in einem Pixel maximal 1000 Photonen betrug. Die Abnahme der Inten-

sität (Anzahl der Photonen) zwischen zwei Laserpulsen wurde für alle 512x512 Pixel in 
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einem TCSPC-Diagramm dargestellt (Anhang Abbildung 1), in welchem die Abflachung 

der Kurve von der Anzahl der Fluorophore und deren Lebensdauer abhängig ist. Die Le-

bensdauer in der Suspension von GFP-markieren A. tumefaciens und in den Tumorproben 

wurde durch eine multiexponentielle Annäherung (drei Exponenten) an die zeitabhängige 

Photonenanzahl der gesamten Aufnahme bestimmt. Die multiexponentielle Annäherung 

basiert auf dem Zerfallsgesetz [156]. Ebenfalls mit Hilfe einer dreifach exponentiellen An-

näherungskurve und der global bestimmten Lebensdauern wurde die Intensität der Fluoro-

phore, zugehörig zu einer der drei Lebensdauern, je Pixel berechnet. Die GFP-Lebensdauer 

wurde durch die FLIM-Messung der reinen GFP-markierten Bakteriensuspensionen be-

stimmt und für die Untersuchung der Tumorproben festgesetzt. Der prozentuale Anteil der 

GFP-Lebensdauer von 2.3 ns in den Tumorproben wurde je Pixel in den FLIM-Aufnahmen 

durch eine Farbskala dargestellt.  

Die Bearbeitung der Aufnahmen erfolgte mit Fiji [157]. Der Kontrast der Fluoreszenzbilder 

wurde um 0,01 % erhöht. Die Helligkeit und der Kontrast der Durchlichtbilder wurden 

automatisch angepasst. Mit dem Plugin „Grid/Collection Stitching“ (Einstellungen: Grid: 

row by row, tile overlap: 10 %, linear blending, regression threshold: 0,3, max/avg dis-

placement threshold: 2,5, absolute displacement threshold: 3,5) wurden die Einzelbilder zu 

einem Übersichtsbild aneinander gesetzt. Die Übersicht des Fluoreszenzbildes (Lookup-

Tabelle: „yellow“) und des Durchlichtbildes (Lookup-Tabelle: „grey“) wurden überlagert. 

In ScientiFig [158] wurden die Messbalken eingefügt und das Layout der exportierten Vek-

torgrafiken im Programm Inkscape (https://inkscape.org/en/) bearbeitet.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Identifizierung und Charakterisierung von Bakterienisolaten aus Rebstöcken 

der Region Unterfranken 

Zu ihrer Identifizierung und Charakterisierung wurden Bakterien aus einer Weinanlage bei 

Himmelstadt, Unterfranken isoliert und eine Glycerinstock-Kollektion (2.2.3) erstellt. Die 

Auswahl von zwei Rebstöcken mit (Abbildung 4, Rebstock 1 und 2) und zwei ohne Tumor 

(Abbildung 4, Rebstock 3 und 4) erfolgte anhand phänotypischer Merkmale, wie der 

Größe der Pfropfstelle und Präsenz von Knötchen auf der Oberfläche. In dieser Arbeit und 

weiteren phylogenetischen Studien [102, 103] sind Agrobacteria ein Teil der Rhizobium-

Gattung. Agrobacteria aus Tumoren des gleichen Weinbergs eines früheren Probeentnah-

mezeitpunktes wurden in die Bakterienkollektion integriert und wurden ebenfalls charak-

terisiert [159].  

 

Abbildung 4 Pfropfstellen von Rebstöcken mit (1, 2) und ohne (3,4) Wurzelhalsgallen. Die Abbil-

dung wurde modifiziert nach Faist et al. 2016. 
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Aus Boden, Wurzel und Pfropfstelle mit und ohne Wurzelhalsgalle wurden insgesamt 62 

Bakterienisolate isoliert (Anhang Tabelle 1). Nach PCR-Amplifikation der V4-Region der 

16S-rRNA-Gens und Sangersequenzierungen wurden die Sangersequenzen der Isolate 

(8.1) mittels „basis local alignment search tool“, BLAST, bekannten Bakterien zugeordnet. 

Dementsprechend waren acht Bakterienisolate Agrobacterium vitis (Anhang Tabelle 1A) 

und 28 andere Rhizobiaceae (Anhang Tabelle 1B). Alle Rhizobiaceae-Isolate und die acht 

A. vitis wurden mittels PCR verifiziert und genauer analysiert (Tabelle 1). PCR-Amplifi-

kate von Bakterien-DNA mit dem recA-Primerpaar, welches spezifisch für A. vitis ist, be-

stätigten die BLAST-Ergebnisse für die acht Isolate (Tabelle 1A). Mit einem weiteren 

recA-Primerpaar, spezifisch für Agrobacterium spp. aber nicht für A. vitis [102], wurden 

21 Isolate von den 28 Rhizobiaceae als A. spp verifiziert (Tabelle 1B). Diese Agrobacteria-

Isolate (exklusive A. vitis) stammen aus den Wurzeln und Stämmen aller vier Rebstöcke 

(Tabelle 1). A. vitis wurde in dieser Arbeit nur aus den Wurzeln und der Pfropfstelle der 

Rebstöcke mit einem Tumor (1, 2) aber nicht aus den phänotypisch gesunden Rebstöcken 

(3, 4) isoliert. Aus den Proben vom Boden und den Trieben der Rebstöcke 1-4 konnte in 

dieser Arbeit kein A. vitis isoliert werden. 

Tabelle 1 Kollektion der Rhizobiaceae-Isolate. Die Bakterienisolate wurden anhand zweier unter-

schiedlichen recA-Primerpaare den Agrobacterium vitis (A) und andere Rhizobiaceae (B) zugeord-

net. A. spp bezeichnet unterschiedliche Agrobacteria bei denen es sich nicht um A. vitis handelt. 

Fehlt die Rebstocknummer aus der das Isolat stammt (-), wurde das Isolat zu einem früheren Zeit-

punkt aus einem anderen Rebstock der Weinanlage bei Himmelstadt isoliert. Die Probeentnahme-

stelle (Stelle), das molekulare Markergen (virD2) und in planta Tumorassay zum Nachweis der 

Virulenz (+, -) sowie die interne Nummer des Glycerinstocks (Nr.) sind gelistet. 

 recA- 
Identität 

 
Reb-
stock 

 
Stelle 

 
VIRD2 

 
Tumor-assay 

 
Nr. 

            

A            

 A. vitis  1  Pfropfstelle  +  +  HF48 

 A. vitis  1  Pfropfstelle  +  +  HF52 

 A. vitis  1  Wurzel  +  +  HF49 

 A. vitis  2  Wurzel  +  +  HF63 

 A. vitis  2  Wurzel  +  +  HF43 
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 A. vitis  -  Pfropfstelle  +  +  HF6 

 A. vitis  -  Pfropfstelle  +  +  HF9 

 A. vitis  -  Pfropfstelle  +  +  HF7 
            

B            

 A. sp.  1  Wurzel  -  -  HF32 

 -  1  Wurzel  -  -  HF50 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF46 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF53 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF55 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF56 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF57 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF58 

 A. sp.  2  Pfropfstelle  -  -  HF59 

 A. sp.  3  Wurzel  -  -  HF30 

 A. sp.  3  Wurzel  -  -  HF34 

 A. sp.  3  Wurzel  -  -  HF35 

 A. sp.  3  Wurzel  -  -  HF36 

 A. sp.  3  Wurzel  -  -  HF37 

 -  4  Wurzel  -  -  HF60 

 -  4  Wurzel  -  -  HF61 

 A. sp.  4  Wurzel  -  -  HF31 

 A. sp.  4  Wurzel  -  -  HF38 

 A. sp.  4  Wurzel  -  -  HF62 

 A. sp.  -  Pfropfstelle  -  -  HF1 

 A. sp.  -  Pfropfstelle  -  -  HF2 

 A. sp.  -  Pfropfstelle  -  -  HF3 

 A. sp.  -  Pfropfstelle  -  -  HF4 

 A. sp.  -  Pfropfstelle  -  -  HF5 

Ob die Rhizobiaceae-Isolate virulent sind, wurde auf molekularer Ebene (2.4.1) und mittels 

Tumorassay (2.3) nachgewiesen. Die Amplifikation des Markergens VirD2 zeigte die Exis-

tenz des Ti-Plasmids in den Isolaten an und damit virulente Agrobacteria. Alle isolierten 

A. vitis Stämme besaßen das VirD2-Gen (Tabelle 1A) wohingegen kein anderes Rhizobi-

aceae-Isolat das VirD2-Gen (Tabelle 1B) enthielt. Die tumorauslösenden Eigenschaften 

der Isolate wurden in Tumorassays an in vitro kultivierten Rebstöcken überprüft (Abbil-

dung 5A). Die Ergebnisse des Tumorassays bestätigten die des molekularen Virulenztests. 

Wurden Isolate von A. vitis (Tabelle 1A) inokuliert, bildete sich ein Tumor, wurden die 
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anderen Rhizobium-Stämme (B) inokuliert, war Wochen später die verwundete Stelle im-

mer noch sichtbar. Abbildung 5B zeigt beispielhaft einen Tumor, der durch A. vitis HF7 

(A. vitis, Isolat mit der Glycerinstocknummer 7) induziert wurde, und Abbildung 5C zeigt 

die ursprüngliche verwundete Stelle, in die das nicht-onkogene A. sp. GV3101 inokuliert 

wurde. Somit war die Virulenz in den hier untersuchten Rebstöcken auf A. vitis beschränkt 

und es wurde bestätigt, dass es sich bei den Rebstöcken 1 und 2 um Rebstöcke mit Wur-

zelhalsgallen an der Pfropfstelle handelte (Abbildung 4). 

 

 

Abbildung 5 Tumorassay mit Weinpflänzchen auf Agar. (A) Agrobacteria wurden durch Einstich 

mit einer Nadel in eine Internodie inokuliert. (B), 4-6 Wochen nach der Inokulation des virulenten 

A. vitis HF7 entwickelte sich ein Tumor (C), 4-6 Wochen nach Inokulation des Agrobakteriums 

GV3101 ohne Onkogene war die ursprüngliche Verwundung noch zu erkennen. Der Abstand zwi-

schen zwei schwarzen Strichen beträgt 1 mm (B, C). 
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Die Genome von zwei Agrobacteria-Isolaten 

Die Genome zweier Agrobacteria-Isolate (A. vitis HF7 und A. sp HF57, Tabelle 1) vom 

Weinberg bei Himmelstadt wurden mit Hilfe der Hochdurchsatzsequenzierung (MiSeq, Il-

lumina, Durchschnittliche Nukleotidsequenzlänge: ≈250bp) ermittelt (2.4.4). Die vorläu-

fige Genomsequenzanalyse von A. vitis HF7 ergab 43 zusammenhängende Sequenzab-

schnitte (Contigs), die insgesamt 6,2 Millionen Basenpaaren umfassen. Bei A. sp. HF57 

lagen 23 Sequenzabschnitte vor, mit insgesamt 5,7 Millionen Basenpaare. Von 107 als es-

sentiell beschriebenen Genen [149] wurden 106 im Genom von A. vitis HF7 und alle bei A. 

sp HF57 detektiert. Von 5795 annotierten Genen im A. vitis HF7 Genom waren 5727 Pro-

tein codierend, 56 wurden der tRNA und 12 der rRNA zugeordnet. Bei A. sp. HF57 kodier-

ten von 5626 annotierten Genen 5569 für Proteine, 51 für tRNAs und 6 für rRNAs. Ein 

Vergleich der Genome mit den Referenzgenomen des virulenten A. sp C58 (auch A. tume-

faciens oder A. fabrum genannt [108]) und virulenten A. vitis S4 [160] zeigte, dass das A. 

vitis HF7-Isolat zu 93,21 % mit S4 aber nur zu 86,21 % C58 entsprach. A. sp. HF57 stimmte 

zu 84,28 % mit S4 und ebenfalls zu 84,7 % mit C58 überein. Auch zu drei weiteren Rhi-

zobiaceae-Genomen [154] hatte A. sp. HF57 eine Homologie von je 84 %. In einem Venn-

Diagramm ist die Anzahl an gemeinsamen orthologen Genen zwischen A. sp C58, A. vitis 

S4, A. vitis HF7 und A. sp HF57 dargestellt (Abbildung 6). A. vitis HF7 teilte 78 % seiner 

orthologen Gene mit S4 aber nur 59 % mit C58. A. sp HF57 teilte 60 % beziehungsweise 

66 % seiner orthologen Gene mit S4 beziehungsweise C58. Das Isolat A. vitis HF7 teilte 

mit A. sp HF57 aus dem gleichen Weinberg nur 58 % der orthologen Gene. Zusammenge-

nommen war das A. vitis HF7 aus Himmelstadt ähnlicher zum Referenzgenom von A. vitis 

S4 als zu A. sp. C58, wohingegen A. sp. HF57 nur entfernt mit A. sp C58, A. vitis S4, A. 

vitis HF7 und drei weiteren Rhizobiaceae Genomen verwandt war [154]. 
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Abbildung 6 Anzahl an gemeinsamen orthologen Genen von A. vitis HF7, A. sp HF57, A. sp C58 

und A. vitis S4. Orthologe Gene wurden mit dem Programm OrthoMCL (v2.0.9) vorhergesagt. 

Zwei der 43 Sequenzabschnitte des A. vitis HF7 Genoms (DNA-Sequenz Nummer 14 und 

27) wiesen eine hohe Homologie zum pTiTm4 (GeneBank: U83987.1, AF126447.1), dem 

Ti-Plasmid von A. vitis Tm4, auf (Abbildung 7, grün=Identität>99 %). Der Sequenzver-

gleich umfasste die Onkogene (iaaH, iaaM; ipt) und ein Gen, involviert in die Octopin 

Synthase (ocs), welche auf der T-DNA des Ti-Plasmids lokalisiert waren. Im Genom von 

A. vitis HF7 wurden außerdem 22 Sequenzabschnitte mit Homologie zu den Virulenz-Ge-

nen von A. vitis S4 und A. sp C58 (Vir-Gene: virA, virB1, virB10, virB11, virB2, virB3, 

virB4, virB5, virB8, virB9, virC1, virC2, virD1, virD2, virD3, virD4, virD5, virE2, virE3, 

virG und virH1) gefunden, aber kein einziges davon im Genom von A. sp. HF57. Dies 
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deutete darauf hin, dass A. sp. HF57 mit hoher Wahrscheinlichkeit kein vollständiges viru-

lentes Ti-Plasmid enthält. In beiden Agrobacteria-Isolaten bestand eine Homologie zu acht 

Genen des Octopin-Katabolismus Operons (occR=octopin catabolismus R, occQ, occM, 

occP, occT, ooxB=octopine oxidase B, ooxA=octopine oxidase A und ocd=ornithine cyc-

lodeaminase, [44, 161]). Deren Anordnung war in den Genomen der beiden Agrobacteria-

Isolate gleich. In den Genomen von A. vitis HF7 und A. sp HF57 wurden auch homologe 

Gene zu traI (paarweise Sequenzidentität: 84,6 % bzw. 84,6 %) und traR (82,6 % bzw. 

85,7 %) detektiert, die für Signal- (TraI) und Regulatorproteine (TraR) kodieren und die 

Konjugation des Ti-Plasmids regulieren [162]. 

 

Abbildung 7 Contigs Nr. 14 und Nr. 27 des A. vitis HF7-Isolats im Vergleich mit dem Ti-Plasmid 

von A. vitis Tm4 (pTiTm4). Oben ist das Contig Nr. 14 und Nr. 27 des A. vitis HF7-Isolats aus 

Himmelstadt dargestellt. Unten befinden sich zwei Ti-Plasmid-Fragmente von A. vitis Tm4 

(pTiTm4, zuerst U83987, jetzt AF126447.1). Indol-3-acetamide monooxygenase (iaaM), indol-

3acetamide hydrolase (iaaH), isopentenyl transferase (ipt) und octopine synthase (ocs). Grüne Li-

nien verbinden DNA-Stellen mit einer Homologie von >99 %. Die Darstellung und Homologiebe-

rechnung erfolgte mit AliTV (https://alitvteam.github.io/AliTV/) und das Layout wurde in Inkscape 

nachbearbeitet. 
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Die Genomanalyse der beiden Bakterienisolate bestätigte die Ergebnisse des Tumorassays 

und der PCR: A. vitis HF7 war ein Auslöser der Wurzelhalsgallenerkrankung. Es bestand 

eine 93 % Ähnlichkeit zum bekannten Rebstockpathogen A. vitis S4 [109] und die Viru-

lenz-Maschinerie war im Gegensatz zum A. sp. HF57-Isolat im Genom vorhanden.  

 

3.2. Die Bakterienflora der Rebstöcke mit und ohne Wurzelhalsgallen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob die Mikroflora des Rebstocks 

von einer Wurzelhalsgalle beeinflusst wird. Dazu wurden die vier Rebstöcke (Abbildung 

4) des fränkischen Weinbergs bei Himmelstadt untersucht. Die Rebstöcke 1 und 2 waren 

Rebstöcke mit Tumor und die Rebstöcke 3 und 4 ohne (siehe 3.1). Die Proben wurden zu 

drei Jahreszeiten genommen (Herbst: 30. Oktober 2013, Frühling: 04 März 2014, Sommer: 

23. Juli 2014). Von jedem Probezeitpunkt wurde die Bakterienflora des Bodens (Bo) in 

Wurzelnähe und die endophytische Bakterienflora der Pflanzenorgane: Wurzel (Wu), 

Pfropfstelle (Pf) und einjährigem Trieb (Tr) ermittelt (Abbildung 8A). Die V4-Regionen 

der 16S-rRNA-Gene wurde in 144 DNA-Proben (Abbildung 8B) mittels Hochdurchsatz-

Amplikon-Sequenzierung ermittelt. Die resultierenden Amplikonsequenzen wurden an-

hand der rdp-Datenbank einer Bakterientaxonomie zugeordnet (2.4.3). Die insgesamt 144 

sequenzierten Proben (Abbildung 8B) ergaben 4.572.415 Amplikonsequenzen mit Homo-

logien zu 16s rRNA-Genen. Amplikonsequenzen mit mindestens 97 % Identität wurden in 

einer von 8.779 taxonomischen Einheiten zusammengefasst („operational taxonomic unit“, 

OTU). Nach dem Entfernen der Amplikonsequenzen von Plastiden und Mitochondrien 

blieben 1.201.593 Amplikonsequenzen und 8.674 OTUs. Dies entsprach einem Anteil von 
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26 % Mikroflorasequenzen an den ungefilterten Amplikonsequenzen. Von den Mikroflo-

rasequenzen wurden 95 % den Bakterien zugeordnet, daher wurde in dieser Arbeit mittels 

Amplikonsequenzierung überwiegend die Bakterienflora untersucht.  

 

Abbildung 8 Material für die Analyse der Bakterienflora bei Rebstöcken der Region Unterfranken. 

(A) zeigt die Phänotypen eines Rebstocks zu den drei Probeentnahmezeitpunkten: Frühling (Fr), 

Sommer (So) und Herbst (He). Pfeile deuten auf die Probeentnahmestellen: den einjährigen Trieb 

(Tr) die Pfropfstelle (Pf), die Wurzel (Wu) und den Boden (Bo). (B) Schema vom Experiment mit 

insgesamt 144 Proben. Die Abbildung wurde modifiziert nach Faist et al. 2016. 
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3.2.1. Die Probeentnahmestellen beeinflussen die bakterielle Flora 

Unabhängig von der Probeentnahmestelle („unsupervised“) und der Identität der OTUs 

wurden die Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung zwischen den 144 Proben 

paarweise bestimmt. Die Bray-Curtis-Abstände wurden mittels einer nicht-metrischen, 

multidimensionalen Skalierung („non-metric multidimentional scaling“ NMDS) im zwei-

dimensionalen Koordinatensystem dargestellt (Abbildung 9). In der NMDS repräsentierte 

jeder Punkt eine Probe und die beiden NMDS-Achsen stellen den Hauptunterschied 

(NMDS Achse 1) und den zweit größten Unterschied (NMDS Achse 2) in der Zusammen-

setzung der Bakterienflora dar. Proben mit einer ähnlichen Zusammensetzung der Bakteri-

enflora gruppierten sich. Die Einfärbung der Punkte je Probeentnahmestelle legte nahe, 

dass die Proben einer Probeentnahmestelle sich gruppieren und somit die Proben der glei-

chen Probeentnahmestelle (Boden, Wurzel, Pfropfstelle und Trieb) eine ähnliche Bakteri-

enflora hatten (Abbildung 9A). Um einen Zusammenhang zwischen der Gruppierung und 

den Umweltparametern, in diesem Fall den Probeentnahmestellen, herzustellen wurden 

zwei Analysen verwendet: i) Korrelation der Gruppen Zentromere („environmental fit“ 

(Abbildung 9A) und ii) ein allgemeines lineares Model („general linear model“, GLM). 

Mittels „environmental fit“ wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Probe-

entnahmestelle und der Bakterienflora ermittelt (environmental fit, R2=84 %, p-

Wert≤0.001). Anhand von GLM wurde berechnet, welche Probeentnahmestellen (Boden, 

Wurzel, Pfropfstelle und Trieb), repräsentiert durch die Werte der NMDS1-Achse, die Bak-

terienflora prägten. Das GLM zeigt, dass jede Probeentnahmestelle signifikant mit der bak-

teriellen Flora korrelierte (Boden, t-Wert=32, P-Wert<0,001; Wurzel, t-Wert=12, P-

wert<0,001; Pfropfstelle, t-Wert=8, P-Wert<0,001; Trieb, t-Wert=-18, P-Wert<0,001). Die 
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Signifikanz des GLMs wurde mittels ANOVA („analysis of variances“) bestätigt. Somit 

besaß jede Probeentnahmestelle ihre spezifische bakterielle Zusammensetzung.  

Die Random-Forest-Analyse teilte die Proben, in Abhängigkeit der Metadaten („supervi-

sed“), in die jeweilige Klasse (Boden, Wurzel, Pfropfstelle oder Trieb) ein. Die Einteilung 

basierte auf der Zusammensetzung der Bakterienflora, welche durch die Anzahl an Ampli-

konsequenzen je OTU repräsentiert wurde. Die berechnete Klassifikation der Proben wurde 

mit der tatsächlichen Klasse der Proben verglichen. Da nur 2 % der Proben falsch einge-

ordnet wurden (Abbildung 9B, OOB: 2 %), sind die Probeentnahmestelle als Klassen ge-

eignet, die Bakterienflora zu unterteilen. Somit besaßen die unterschiedlichen Probeent-

nahmestellen eine unterschiedliche Bakterienflora.  
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Abbildung 9 Die Probeentnahmestellen beeinflussten die Bakterienflora. (A) Die nicht metrische 

Ähnlichkeitsstrukturanalyse (NMDS) des Bray-Curtis-Abstands gruppierte diejenigen Proben 

(symbolisiert als Punkte) mit einer ähnlichen Bakterienflora zusammen. Der Einfluss der Probe-

entnahmestelle auf die Bakterienflora wurde durch die Analyse des „environmental fits“ (Be-

stimmtheitsmaß: R2 = 84 %) bestätigt. Die Signifikanz des Bestimmtheitsmaßes wurde durch einen 

Permutationstest ermittelt. Ein p-Wert <0.001 wurde als hoch signifikant unterschiedlich bewertet. 

(B) Klassifikation der Bakterienflora anhand der Probenentnahmestelle. Das Klassifikationsver-

fahren „Random Forest“ teilte die Proben der Probeentnahmestelle in Klassen (Boden, Wurzel, 

Pfropfstelle und Trieb) ein. Die vorhergesagte Klasse (Spalten) wurde mit der bekannten Klasse 

(Zeilen) der Probe verglichen. Der OOB(Out-of-bag)-Wert zeigt den prozentualen Anteil an falsch 

zugeordneten Proben des gesamten Datensatzes, wohingegen die Fehlerrate den prozentualen An-

teil der falsch zugeordneten Proben innerhalb einer Klasse angibt. Die Abbildung wurde modifi-

ziert nach Faist et al. 2016 
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3.2.2. Bakterielle Diversität der jeweiligen Probeentnahmestellen 

Die Unterschiede in der bakteriellen Zusammensetzung wurde in erster Linie von der Pro-

beentnahmestelle bestimmt. Darum wurde anschließend die Zusammensetzung der Bakte-

rienflora von Boden, Wurzel, Pfropfstelle und Trieb separat analysiert. Die Anzahl an un-

terschiedlichen OTUs (Reichhaltigkeit) verringerte sich vom Boden (Abbildung 10A, 

Mittelwert±Standardabweichhung, 2712±673) über die Wurzel (253±170) zur Pfropfstelle 

(166±50) bis hin zum Trieb (76±41). Somit war die Bakterienflora im Boden am reichhal-

tigsten und im Trieb am speziesärmsten. Ähnliche Ergebnisse ergab der Shannon-Index, 

eine Vielfältigkeitsanalyse, die zusätzlich zur Anzahl an unterschiedlichen OTUs die Häu-

figkeit der jeweiligen OTU einbezieht. Wie bei der Reichhaltigkeit war die bakterielle Flora 

im Boden am vielfältigsten (Abbildung 10B, Shannon-Index: 6,8±0,2) und nahm über die 

Wurzel (4,0±0,7) und Pfropfstelle (3,2±0,9) zum Trieb (3,0±1) stetig ab.  

 

Abbildung 10 Biodiversität der Bakterienflora. (A) Die Reichhaltigkeit stellt die Anzahl an unter-

schiedlichen taxonomischen Einheiten (OTUs) dar. (B) Die Alpha-Diversität (Shannon-Index) 

gibt zusätzlich zur Reichhaltigkeit die Häufigkeit der einzelnen OTUs an. Mittels Wilcoxon-

Rangsummentests wurde die Signifikanz der Unterschiede berechnet und ein p-Wert ≤0,001 als 

hoch signifikant bewertet. Die Abbildung wurde modifiziert nach Faist et al. 2016. 
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Insgesamt waren 410 OTUs (5 %) in allen vier Probeentnahmestellen vertreten. Die größte 

Schnittmenge an gemeinsamen OTUs hatte jedes Pflanzengewebe mit dem Boden (Wurzel: 

88 %, Pfropfstelle: 82 %, Trieb: 79 %). Die Consensus-Sequenz der 16S-rRNA-V4-Region 

einer OTU wurde mit der Datenbank des „ribosomal database project“ (RDP [134]) abge-

glichen. Diese beinhaltet DNA-Sequenzen bekannter Bakterien und so konnten 99,5 % der 

Amplikonsequenzen einem Stamm zugeordnet werden (Abbildung 11A). Auf der Stamm-

ebene dominierten die Proteobacteria in jeder Probeentnahmestelle. Sie kamen prozentual 

am häufigsten im Trieb (89 %) und in der Pfropfstelle (89 %) vor, nahmen über die Wurzel 

(62 %) bis hin zum Boden (22 %) ab. Actinobacteria waren am häufigsten in der Wurzel 

(20 %) und im Boden (15 %), aber seltener in den oberirdischen Pflanzenteilen (Pfropf-

stelle: 5 %, Trieb: 2 %). Andere Stämme wie Acidobacteria, Crenarchaeota, Planctomy-

cetes, Firmicutes, Verrucomicrobia, Bacteroidetes und Chloroflexi waren im Boden häufi-

ger als in der Pflanze. Die Gattungszugehörigkeit der OTUs konnte von 41 % der 

Consensussequenzen ebenfalls mit Hilfe des „rdp classifiers“ bestimmt werden (Abbil-

dung 11B). Pseudomonas dominierte die bakterielle Flora in der Pflanze und die Häufig-

keit von Pseudomonas nahm entlang der Pflanzenachse vom Boden (2 %) über die Wurzel 

(11 %), die Pfropfstelle (46 %) und zum Trieb (72 %) zu. Nitrososphaera (24 %), 

Flavobacterium (5 %) und Rhodoplanes (5 %) waren nahezu ausschließlich im Boden ver-

treten wohingegen Methylobacterium (12 %), Steroidobacter (10 %) und Bradyrhizobium 

(5 %) die Wurzelbakterienflora dominierten. Die Gattungen Erwinia (6 %), Sodalis (6 %) 

und Agrobacterium (17 %) wurden ausschließlich in der Pfropfstelle detektiert. Agrobac-

teria waren, neben Pseudomonas (46 %) die zweithäufigste Bakteriengattung in der Pfropf-

stelle und dort deutlich häufiger vertreten als in den anderen untersuchten Probeentnahme-

stellen (Boden: 0,3 %, Wurzel: 1,6 %, Trieb: 0,7 %).  
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Abbildung 11 Taxonomische Zusammensetzung der Bakterienflora im Weinberg bei Himmelstadt, 

Unterfranken. Der prozentuale Anteil der Amplikonsequenzen einzelner Stämme (A) oder Gattun-

gen (B) an der gesamten Sequenzanzahl je Probeentnahmestelle ist dargestellt. Stämme oder Gat-

tungen die weniger als 0,5 % der Amplikonsequenzen repräsentieren wurden unter dem Begriff 

„andere“ zusammengefasst. Die Abbildung wurde modifiziert nach Faist et al. 2016. 

3.2.3. Jahreszeiten beeinflussen die Bakterienflora 

Der Einfluss der Jahreszeiten (Frühling, Herbst, Sommer) auf die Zusammensetzung der 

Bakterienflora der Probeentnahmestellen wurde mittels Bray-Curtis-Abständen untersucht 

und die Unterschiede, repräsentiert durch die Anzahl an Amplikonsequenzen pro OTU, in 

nicht metrischen, multidimensional Skalierungen (NMDS) dargestellt (Abbildung 12A). 

Der „environmental fit“ zeigte, dass die Zusammensetzung der Bakterienflora des Bodens 

(R2 = 29 %, P-Wert< 0.001), der Pfropfstelle (R2 = 52 %, P-Wert< 0.001) und des Triebs 

(R2 = 65 %, P-Wert< 0.001) in Abhängigkeit der Jahreszeit signifikant variiert, wohingegen 

es in der Wurzel (R2= 13 %, P-Wert< 0,067) keine signifikante jahreszeitliche Beeinflus-

sung gab.  
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Ob allerdings jede einzelne Jahreszeit oder alle Jahreszeiten insgesamt die Bakterienflora 

signifikant beeinflussen, wurde mittels GLM untersucht. Die Signifikanz der GLM je Pro-

beentnahmestelle wurde mittels ANOVA bestimmt. Daraus ergab sich für den Trieb und 

die Pfropfstelle und den Boden im Gegensatz zur Wurzel eine signifikant unterschiedliche 

Bakterienflora pro Jahreszeit (Trieb: F= 72, P-wert< 0,001, restliche Freiheitsgrade=32; 

Pfropfstelle: F=58, P-Wert< 0,001, restliche Freiheitsgrade = 33; Bode: F=1, P-Wert=0,26, 

restliche Freiheitsgrade=31; Wurzel: F=8, P-Wert<0,01, restliche Freiheitsgrade=32). Die 

GLM-Analyse zeigte für den Trieb und die Pfropfstelle, aber nicht für den Boden und Wur-

zel, dass jede einzelne Jahreszeit die Zusammensetzung der Bakterienflora signifikant be-

einflusst (Trieb: Frühling, t-Wert= -9,0, P-Wert < 0,001, Sommer, t-Wert= -11,4 P-Wert < 

0,001, Herbst, t-Wert= 9,6, P-Wert < 0,001; Pfropfstelle: Frühling,  t-Wert= -5,5, P-Wert 

< 0,001, Sommer, t-Wert= -10,7, P-Wert < 0,001, Herbst, t-Wert= 7,6, P-Wert < 0,001; 

Boden: Frühling, t-Wert= 3,6, P-Wert< 0,01, Sommer, t-Wert= 0,07 P-Wert< 0,94, Herbst, 

t-Wert= -1,66, P-Wert= 0,11; Wurzel: Frühling, t-Wert= 0,52, P-Wert= 0,61, Sommer, t-

Wert= -1,1 P-Wert< 0,28, Herbst, t-Wert= 0,26, P-Wert= 0,8).  

Das Klassifikationsverfahren „Random Forest“ (RF) gruppierte die Proben der oberirdi-

schen Probeentnahmestellen anhand der Jahreszeiten mit einer geringeren Fehlerrate als 

die Proben der unterirdischen Probeentnahmestellen (Abbildung 12B). Die Fehlerrate der 

berechneten Klassifizierung zur tatsächlichen Klasse war für die Wurzeln am größten (21 

%), gefolgt von der des Bodens (11 %) und den oberirdischen Probeentnahmestellen 

Pfropfstelle (8 %) und Trieb (9 %). Somit zeigten zwei unterschiedliche statistische Ver-

fahren, GLM und das Klassifikationsverfahren „Random Forest“, dass die Zusammenset-

zung der Bakterienflora, insbesondere in den oberirdischen Probeentnahmestellen (Pfropf-

stelle und Trieb), von jeder Jahreszeit beeinflusst wurde.  
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Abbildung 12 Einfluss der Jahreszeiten auf die Bakterienflora in Boden, Wurzel, Pfropfstelle und 

Trieb. (A) Die Punkte in der NMDS-Ordination mit Bray-Curtis-Abständen stehen für jeweils eine 

Probe und sind je nach Jahreszeit unterschiedlich gefärbt. Proben mit ähnlicher Bakterienflora 

gruppieren. Der „environmental fit“ (Bestimmtheitsmaß= R2) zeigte, bei einem p-Wert < 0.001 des 

Permutationstests, eine signifikante Korrelation der Bakterienflora für die Jahreszeiten an. (B) Das 

Klassifikationsverfahren „Random Forest“ teilte die Proben jeder Probeentnahmestelle in die 

Klassen, Frühling (Fr), Sommer (So) und Herbst (He) ein. Die berechnete Klasse (Spalten) wurde 

mit der bekannten Klasse (Zeilen) der Probe verglichen. Die OOB(Out-of-bag)-Wert-Analyse steht 

für den prozentualen Anteil an falsch zugeordneten Proben des gesamten Datensatzes, wohingegen 

die Fehlerrate den prozentualen Anteil der falsch zugeordneten Proben innerhalb einer Klasse an-

gibt. Die Abbildung wurde modifiziert nach Faist et al. 2016. 
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3.2.4. Die Bakterienflora wird an der Pfropfstelle deutlich von der Wurzelhals-

gallenerkrankung beeinflusst  

Der Einfluss der Wurzelhalsgallenerkrankung auf die Zusammensetzung der Bakterien-

flora wurde für die jeweiligen Probeentnahmestellen mittels der Bray-Curtis-Abstände un-

tersucht und die Unterschiede, repräsentiert durch die Anzahl an Amplikonsequenzen je 

OTU, in nicht metrischen, multidimensional Skalierungen (NMDS) dargestellt (Abbildung 

13A). Keine signifikante Gruppierung der Bakterienfloren anhand der Wurzelhalsgallener-

krankung zeigte sich bei den Probeentnahmestellen Boden („environmental fit“, R2 = 0 %, 

p-Wert ≤ 0,91), Wurzel (R2 = 1 %, p-Wert ≤ 0,76) und Trieb (R2 = 4 %, p-Wert ≤ 0,23). 

Nur die Bakterienflora der Pfropfstellen gruppierten sich signifikant unterschiedlich je 

nachdem, ob mit oder ohne Wurzelhalsgalle (R2 = 25 %, p-Wert ≤ 0,001). Mit den Werten 

der zweiten NMDS-Achse, die Unterschiede in der Bakterienflora der Pfropfstelle darstellt, 

konnte ein aussagekräftiges GLM erstellt werden (Varianzanalyse ANOVA: F= 79, P-

Wert< 0,001, restliche Freiheitsgrade=34). Das GLM bestätigte die signifikanten Unter-

schiede in der Bakterienflora in der Pfropfstelle mit (t-Wert = -8,9 , p-Wert < 0,001) und 

ohne Wurzelhalsgallenerkrankung. (t-Wert = 6,3, p-Wert < 0,001). 

Die „Random Forest“-Klassifizierung gruppierte die Proben der Pfropfstellen ebenfalls in 

solche mit und ohne Wurzelhalsgallen anhand der Anzahl an Amplikonsequenzen je OTU 

(Abbildung 13B). Die Fehlerrate der berechneten Klassifizierung im Bezug zu den be-

kannten Klassen war im Vergleich zum Boden (40 %), zur Wurzel (59 %) und zum Trieb 

(37 %) in der Pfropfstelle (8 %) mit Abstand am kleinsten. Es konnte herausgearbeitet wer-

den, dass von allen Probeentnahmestellen nur die bakterielle Flora der Pfropfstelle signifi-

kant durch die Wurzelhalsgallenerkrankung beeinflusst wurde.  
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Abbildung 13 Einfluss der Wurzelhalsgallenerkrankung auf die Bakterienflora in Boden, Wurzel, 

Pfropfstelle und Trieb basierend auf der Häufigkeit der OTUs. (A) In der NMDS-Ordination mit 

Bray-Curtis-Abständen gruppierten sich die Proben mit ähnlicher Bakterienflora. Der „environ-

mental fit“ (Bestimmtheitsmaß= R2) zeigte, bei einem p-Wert < 0.001 des Permutationstests, eine 

signifikante Korrelation der Bakterienflora mit der Wurzelhalsgallenerkrankung an. (B) Das Klas-

sifikationsverfahren „Random Forest“ teilte die Proben je Probeentnahmestelle in die Klassen 

Rebstock mit und ohne Wurzelhalsgalle ein. Die berechnete Klasse (Spalten) wurde mit der be-

kannten Klasse (Zeilen) der Probe verglichen. Der OOB (Out-of-bag)-Wert steht für den prozentu-

alen Anteil an falsch zugeordneten Proben des gesamten Datensatzes, wohingegen die Fehlerrate 

den prozentualen Anteil der falsch zugeordneten Proben innerhalb einer Klasse listet. Die Abbil-

dung wurde modifiziert nach Faist et al. 2016. 
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3.2.5. Bakterielle Diversität in Pfropfstellen mit und ohne Wurzelhalsgallener-

krankung 

Zur Erfassung der bakteriellen Diversität in den beiden Pfropfstellen mit und ohne Wurzel-

halsgallentumor wurden die Amplikondatensätze jeder der drei Jahreszeiten (Frühling, 

Sommer, Herbst) miteinander verglichen. Die Anzahl an OTUs (Reichhaltigkeit) ist im 

Frühling (p-Wert ≤ 0,065), Sommer (p-Wert ≤ 0,092) und Herbst (p-Wert ≤ 0,065) im Tu-

mor größer als in der Pfropfstelle ohne Tumor, wobei die Unterschiede nicht stark signifi-

kant waren (Abbildung 14A). In der Pfropfstelle ohne Tumor war die Anzahl an verschie-

denen OTUs im Herbst deutlich niedriger im Vergleich zum Frühjahr (p-Wert ≤ 0,004) und 

Sommer (p-Wert ≤ 0,005). Wenn zusätzlich zur Anzahl an unterschiedlichen OTUs auch 

deren jeweilige Häufigkeit einbezogen wurde, war die alpha-Diversität (Shannon-Index) 

im Wurzelhalsgallentumor im Sommer höher als im Frühling (Abbildung 14B, p-Wert ≤ 

0,002) und Herbst (p-Wert ≤ 0,002). Da die Anzahl an unterschiedlichen OTUs (Reichhal-

tigkeit) in den Tumorproben über die Jahreszeiten konstant blieb, bedeutete ein erhöhter 

Shannon-Index im Sommer, dass die verschiedenen OTUs in einer ausgewogenen Anzahl 

vertreten waren. Im Frühling und Herbst hingegen dominierten einige wenige OTUs die 

bakterielle Zusammensetzung im Wurzelhalsgallentumor.  

Betrachtete man nur die drei am häufigsten vorkommenden OTUs in den Datensätzen der 

beiden Pfropfstellen, wurde deutlich, dass drei OTUs, Vertreter von A. vitis (OTU_00003), 

Pseudomonas (OTU_0005) und Enterobacter (OTU_0008), die mikrobielle Zusammen-

setzung im Wurzelhalsgallentumor im Frühjahr (53 %) und Herbst (58 %) mit über der 

Hälfte aller Amplikonsequenzen dominierten (Abbildung 14C). Im Sommer waren sie mit 

einem Anteil von 19 % an allen Amplikons deutlich seltener. Die drei häufigsten OTUs 
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bildeten die Kernmikroflora in der Wurzelhalsgalle. Drei weitere OTUs hatten ebenfalls 

Anteil an der Kernmikroflora im Wurzelhalsgallentumor (Gammaproteobakterium: 

OTU_3436, Burkholderiales: OTU_0007, Agrobacterium: OTU_0032), da diese in 80 % 

der Tumorproben mit mehr als 20 Amplikonsequenzen vorkamen.  

In Pfropfstellen ohne Tumor waren es zu jeder Jahreszeit drei unterschiedliche OTUs, de-

ren Amplikonsequenzen am häufigsten vorkamen (Abbildung 14C): Im Frühling Vertreter 

von Pseudomonas (OTU_0055, OTU_2368, OTU_4255); im Sommer Pseudomonas 

(OTU_0005), Sphingomonas (OTU_0052), und Curtobakterium (OTU_0011) sowie im 

Herbst Pseudomonas (OTU_0055), Ralstonia (OTU_0021) und Erwinia (OTU_7832). De-

ren prozentualer Anteil an der gesamten Anzahl an Amplikons war zudem sehr ähnlich 

(Abbildung 14C, Frühling: 42 %, Sommer: 57 %, Herbst: 36 %). Keine OTU in den ge-

sunden Pfropfstellen entsprach der Definition der Kernmikroflora mit mehr als 20 Ampli-

kons in 80 % der Pfropfstellen ohne Tumor. Somit war die Bakterienflora in Tumoren über 

die Jahreszeiten beständiger als in Pfropfstellen ohne Tumor. 
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Abbildung 14 Biodiversität und taxonomische Einheiten (OTU) in den Pfropfstellen der Rebstöcke 

mit und ohne Wurzelhalsgallentumor. (A) Anzahl unterschiedlicher bakterieller OTUs (Reichhal-

tigkeit). (B) Anzahl der bakteriellen OTUs unter Berücksichtigung ihrer Häufigkeit (alpha-Diver-

sität – Shannon-Index). Die statistische Analyse erfolgte mittels Wilcoxon-Rangsummentest und ein 

p-Wert ≤ 0,01 wurde als signifikant bewertet. (C) Prozentuale Anteile der Amplikonsequenzen der 

drei häufigsten OTUs an der gesamten Anzahl an Amplikons in Pfropfstellen mit und ohne Tumor 

im Frühling (Fr), Sommer (So) und Herbst (He). Der Begriff „andere“ fasste alle OTUs zusammen, 

die nicht zu den drei am häufigsten vorkommenden gehörten. Die Abbildung wurde modifiziert nach 

Faist et al. 2016. 
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Nach einer EdgeR-fold-change-Analyse (2.4.3) unterschied sich die Anzahl an Amplikons 

bei 28 OTUs signifikant zwischen den Pfropfstellen mit und ohne Tumor (Tabelle 2). Im 

Tumor waren 26 OTUs signifikant häufiger vorhanden, wovon neun OTUs ausschließlich 

im Tumor detektiert werden. Zwei OTUs (A. vitis, OTU_0003 und ein unbekannter Ver-

treter der Gammaproteobakteria, OTU_3436) waren außerdem zu jeder Jahreszeit und neun 

sowohl im Frühling als auch im Herbst im Tumor im Vergleich zu gesunden Pfropfstellen 

signifikant erhöht. Im Sommer kamen drei der fünf signifikant unterschiedlichen Bakterien 

seltener im Tumor vor als in der gesunden Pfropfstelle. Es handelte sich um einen Vertreter 

von Pseudomonas (OTU_0005), von Curtobacterium (OTU_0011) und von Sphingomonas 

(OTU_0052). Die Fold-Change-Analyse zeigte, dass der Wurzelhalsgallentumor eine cha-

rakteristische Bakterienzusammensetzung besaß, die zusätzliche Bakterien im Vergleich 

zur gesunden Pfropfstelle beinhaltet.  
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Tabelle 2 Taxonomische Einheiten (OTUs) mit einem signifikanten Unterschied in der durch-

schnittlichen Anzahl an Amplikonsequenzen zwischen Pfropfstellen mit (A) und ohne (B) Wurzel-

halsgalle im Frühling, Sommer und Herbst. Die Unterschiede wurden als log2FC und log2CPM 

(Counts Per Million) angegeben. Die statistische Analyse erfolgt mittels zweiseitiger Berechnung 

des p-Werts und des an mehrfache Berechnungen angepassten p-Werts nach Benjamin Höchberg 

(FDR). Als signifikant unterschiedlich galt ein FDR <0.001. 
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Das Isolat 42 (Serratia rubidaea, Anhang Tabelle 1) stammte aus dem Rebstock 1 (Ab-

bildung 4) mit Wurzelhalsgalle und entspracht OTU_3436 nach den Ergebnissen der 

Hochdurchsatzsequenzierung. OTU_3436 war Teil der Kernmikroflora im Wurzelhalsgal-

len und dort zu jeder Jahreszeit erhöht im Vergleich zur gesunden Pfropfstelle vertreten 

(Tabelle 2). Auch das Isolat Nr. 48 (A. vitis, Anhang Tabelle 1) stammte aus der Wurzel-

halsgalle von Rebstock 1. Somit war eine Interaktion zwischen den beiden im Tumor mög-

lich. Um die Annahme zu überprüfen, wurde Isolat 42 mit dem Isolat 48 auf Agarnährme-

dium ko-kultiviert (2.2.4). Das Isolat 42 bildete einen Hemmhof im Bakterienrasen des A. 

vitis Isolats 48 (Abbildung 15).  

 

 

 

 

Abbildung 15 Ko-Kultivierung von Isolat 42 (Serratia rubidaea) und Isolat 48 (A. vitis, Bakterien-

rasen) auf YEB-Medium. Um das Isolat 42 ist ein durchsichtiger Hemmhof zu sehen.  

Um die Herkunft der Bakterien im Wurzelhalsgallentumor zu bestimmen, wurden die 

OTUs der Pfropfstellen mit denen von Boden, Wurzel und Trieb verglichen. Ein gepaarter 

Wilcoxon-Test bestätigte, dass Tumore an den Pfropfstellen mehr gemeinsame Bakterien 

mit den Wurzeln (p-Wert≤0.024) und dem Boden (p-Wert≤0.003) hatten als gesunde 

Pfropfstellen. Umgekehrt hatten gesunde Pfropfstellen mehr gemeinsame Bakterien mit 

dem Trieb als die tumorbildenden Pfropfstellen (p-Wert≤0.009). Die Analyse der gemein-

samen Bakterien deutete auf die Einwanderung der Bakterien aus dem Boden oder der 

Wurzel in den Tumor hin. 
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3.3. Für die Bildung von Wurzelhalsgallen werden nur virulente Agrobacteria be-

nötigt  

Ob die Bakterien im Wurzelhalsgallentumor, welche ausschließlich bzw. erhöht in Pfropf-

stellen mit Wurzelhalsgallentumor vorkamen (Tabelle 2), für die Tumorentstehung obli-

gatorisch waren, wurde an 4 Wochen alten, unter sterilen Bedingungen auf Nährmedien 

kultivierten Rebstöcken untersucht. Die Sprossachsen der Weinpflänzchen wurden mit A. 

vitis HF7, einem virulenten Isolat vom Weinberg bei Himmelstadt oder einem nicht-onko-

genen Agrobakterium-Laborstamm (GV3101) inokuliert (Abbildung 5). Nicht infizierte 

Weinpflänzchen dienten als Kontrollen. Vier Wochen nach der Inokulation wurde die bak-

terielle Zusammensetzung von insgesamt 18 Proben (Abbildung 16) mittels Amplikonse-

quenzierung analysiert (2.4.3). 

 

Abbildung 16 Schema vom Versuchsaufbau zur Untersuchung der Rolle der Tumorbakterienflora 

beim Wachstum eines Wurzelhalsgallentumors. 

Von 568.855 Amplikonsequenzen blieben nach dem Entfernen der Amplikonsequenzen für 

Plastiden und Mitochondrien 42.700 übrig. Damit konnten gerade einmal 7,5 % der Ampli-

konsequenzen Bakterien zugeordnet werden. Keine OTU wurde durchschnittlich häufiger 
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als 15-mal in den nicht-inokulierten Proben detektiert, somit war das Vorkommen von en-

dophytischen Bakterien in den steril kultivierten Weinpflänzchen unwahrscheinlich. In 

Sprossachsen, die mit dem nicht-virulenten Laborstamm GV3101 inokuliert wurden und 

deshalb keine Tumore bildeten, lagen drei OTUs in erhöhter Anzahl im Vergleich zu Wein-

pflänzchen vor, die mit A. vitis HF7 inokuliert wurden (GV3101, OTU_0507), ein weiteres 

Agrobakterium (OTU_0032) und ein Curtobakterium (OTU_0011, Tabelle 3, EdgeR < 

0,001). Weinpflänzchen, die mit A. vitis HF7 inokuliert wurden und deshalb Tumore indu-

zierten, enthielten eine signifikant erhöhte Anzahl an Amplikons ausschließlich von A. vitis 

HF7 (OTU_0003, Tabelle 3, EdgeR < 0,001).  

Tabelle 3 Vergleich der bakterielle Flora von steril kultivierten Weinpflänzchen ohne und mit Tu-

mor (ohne Tu, mit Tu). Die Verhältnisse der durchschnittlichen Sequenzanzahl der Gruppe mit 

(inokuliert mit A. vitis HF7) versus der ohne Tumor (inokuliert mit Agrobacterium tumefaciens, 

GV3101) wurde als log2 Fold Change (logFC) und log2 pro einer Millionen Zählereignissen (counts 

per million, LogCPM) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte nach Benjamin-Hochberg 

(FDR) mit angepasstem p-Wert. Als signifikant unterschiedlich galt FDR<0,001. OTUs, Operatio-

nal Taxonomic Units. 

Identität 

der Bakterien 
 

Amplikonanzahl 

 
Log 

FC 
 

Log 

CPM 
 

Angepasster 

p-Wert: FDR Ohne Tu 
Mit 

Tu 
          

          

A. tumefaciens 

GV3101 

(OTU_0507) 

 3.591 78  5,5  16,5  6,29E-63 

          

Agrobacterium 

(OTU_0032) 
 124 1  5,8  11,8  1,03E-64 

          

A. vitis 

 (OTU_0003) 
 6 2.758  -8,6  16,1  8,09E-33 

          

Curtobacterium 

(OTU_0011) 
 30 1  4,1  10,1  3,45E-07 

          

Somit war nur das tumorinduzierende Pathogen, aber kein anderes Bakterium im Tumor 

der Weinpflänzchen auf Nährmedium erhöht. Dies deutete darauf hin, dass kein weiteres 

Bakterium zur Tumorinduktion und Tumorentwicklung benötigt wurde. In Tumorproben 
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wurden 78 Amplikonsequenzen der OTU_0507 gefunden, obwohl diese Weinpflänzchen 

nur mit A. vitis, OTU_0003, und nicht mit GV3101, OTU_507, inokuliert wurden. Die 

Infektionsnadel wurde nur abgeflammt aber nicht von DNA-gereinigt (2.3), somit könnte 

es sich um DNA-Reste vorheriger Inokulationen gehandelt haben. 

 

3.4. Lokalisation von Agrobacterium im Tumorgewebe von Weinpflanzen 

Die Lokalisation von virulenten Agrobacterium tumefaciens im Tumorgewebe von steril 

kultivierten Weinpflänzchen erfolgte mittels Fluoreszenzlebensdauer-Mikroskopie („flu-

orescence lifetime imaging microscopy“, FLIM) unter Verwendung eines GFP-markierten 

A. tumefaciens-Isolats (2.2.2). Die Lebenszeit des GFP-Reporterproteins von 2,3 ns wurde 

anhand einer Agrobacterium-Suspension ermittelt (Anhang Tabelle 2A) und mit den Flu-

oreszenzlebenszeiten in Tumorschnitten ohne das GFP-markierte A. tumefaciens (Anhang 

Tabelle 2B) und Tumorschnitten mit dem GFP-markierten A. tumefaciens (Anhang Ta-

belle 2C) verglichen.  

In den Tumorquerschnitten ohne das GFP-markierte A. tumefaciens, der Negativkontrolle, 

(Anhang Tabelle 2B und Abbildung 17) unterschied sich die Lebenszeit der Agrobac-

terium-Fluoreszenz nicht von der Lebenszeit der Autofluoreszenz des Tumorrandes (Ab-

bildung 17A, gelb-grünlich) und im Innern des Tumorgewebes (Abbildung 17B, C). Wei-

tere drei Aufnahmen befinden sich in der Anhang Abbildung 2. 
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Abbildung 17 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben, die mit einem nicht-GFP-markierten, 

virulenten Agrobacterium tumefaciens erzeugt wurden. A-C Transversale Querschnitte von Stän-

geln (st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (A) zeigt die 

FLIM-Messung Nr. 5 (Anhang Tabelle 2B) von einem Bildausschnitt am Tumorrand (tr) mit dem 

nicht-fluoreszierenden A. tumefaciens (ab) außerhalb des Schnittes (au). Bilderreihe (B) und (C) 

zeigen die Autofluoreszenz des kontrastreichen Gewebes (kg) beziehungsweise der sklerenchyma-

tischen Gewebe (sg) im Tumor. Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme wurden überlagert und der 

rote Rahmen markiert den Ausschnitt der Detailaufnahmen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit 

zwei Photonen von 920 nm und Detektion aller Photonen zwischen 505-565nm. Die Farbskala zeigt 

den prozentualen Anteil der GFP-Intensität an der gesamten Intensität eines Pixels. 

 



70 Ergebnisse 

 

Das GFP-markierte, virulente A. tumefaciens konnte hingegen im Tumorgewebe von Wein-

pflänzchen mittels FLIM deutlich von der Autofluoreszenz des Tumorgewebes unterschie-

den werden (Abbildungen 19-21). Die Farbskala in den Detail-FLIM-Aufnahmen ermög-

lichte eine Differenzierung zwischen Autofluoreszenz des Tumorgewebes und der GFP-

basierten Fluoreszenz des Agrobacteriums. Mit Hilfe der FLIM-Methode wurden virulente 

A. tumefaciens an drei unterschiedlichen Stellen im Tumor detektiert.  

Sieben FLIM-Untersuchungen an drei Tumoren zeigten das virulente A. tumefaciens am 

äußeren Bereich des Tumorgewebes (Abbildung 18 und Anhang Abbildung 3). Hier bil-

dete der Tumor bedingt durch sein unkontrolliertes Wuchern eine Tasche (Abbildung 18A, 

Übersicht, roter Rahmen). So traten die A. tumefaciens (ab) in der Tasche als rote Punkte 

in der Detail-FLIM-Aufnahme auf und lagen dort in hoher Zelldichte vor (vgl. Abbildung 

18A Mitte und Rechts). Einzelne Bakterien waren auch außerhalb der Tasche als rote 

Punkte zu erkennen. Diese Punkte hatten einen sehr hohen Anteil an GFP-Intensität. Auch 

am äußeren Rand des Tumorgewebes befanden sich A. tumefaciens in großer Zahl, erkenn-

bar an den roten Punkten in Abbildung 18B, rechts. Das Vorkommen von A. tumefaciens 

3-5 Monate nach Inokulation zeigte, dass sie auf der Oberfläche des Tumors überleben 

konnten, denn A. tumefaciens wurde mit einer Nadel auf eine verwundete Stängeloberflä-

che appliziert (2.3) 
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Abbildung 18 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben mit GFP-markierten, virulenten Agro-

bacterium tumefaciens (ab) im äußeren Bereich. A-B Transversale Querschnitte von Stängeln (st, 

eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (A) zeigt die FLIM-Mes-

sung Nr. 11 (Anhang Tabelle 2C) mit A. tumefaciens in einer taschenförmigen Einbuchtung (ta) 

und (B) Messung Nummer 14 mit A. tumefaciens in der Nähe des Tumorrandes (au). Die Über-

sichtsbilder sind eine Überlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme und der rote Rah-

men markiert den Ausschnitt der Detailaufnahmen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei 

Photonen von 920 nm und die Detektion aller Photonen zwischen 505-565 nm. Die Farbskala re-

präsentiert den prozentualen Anteil der GFP-Intensität an der Gesamtintensität pro Pixel. 

Neben den A. tumefaciens an der Oberfläche wurden auch welche in den kontrastreichen 

Bereichen der Tumorquerschnitte detektiert (Abbildung 19, kg, Anhang Abbildung 4). 

Hierbei handelte es sich um abgestorbenes Gewebe, aus dem Interzellularen entstehen. Dort 

lagt A. tumefaciens erneut dicht gedrängt vor. 
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Abbildung 19 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben, mit GFP-markierten, virulenten A. 

tumefaciens (ab) in kontrastreichen Geweben (kg). A-C Transversale Querschnitte von Stängeln 

(st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (A) zeigt die FLIM-

Messung Nr. 16 (Anhang Tabelle 2C), (B) Messung Nr. 17 und (C) Messung Nr. 20. Die Über-

sichtsbilder sind eine Überlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme und der rote Rah-

men markiert den Ausschnitt der Detailaufnahmen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei 

Photonen von 920 nm und die Detektion aller Photonen zwischen 505-565 nm. Die Farbskala re-

präsentiert den prozentualen Anteil der GFP-Intensität an der Gesamtintensität pro Pixel. 
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Zudem wurde A. tumefaciens im Leitgewebe bei vier, mittels FLIM untersuchten Tumoren, 

lokalisiert (Abbildung 20, Anhang Abbildung 5). Dort kamen sie sich in Leitgefäßen 

(Abbildung 20A) und mit Leitgefäßen assoziierten, sklerenchymatischen Geweben vor 

(Abbildung 20B, C).  

 

Abbildung 20 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben mit GFP-markierten, virulenten Agro-

bacterium tumefaciens (ab) in oder assoziiert mit Leitgeweben (lg). A-C Transversale Querschnitte 

von Stängeln (st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (A) zeigt 

die FLIM-Messung Nr. 21 (Anhang Tabelle 2C). In (B) Messung Nr. 23 und (C) Messung Nr. 22 
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wurden A. tumefaciens in sklerenchymatischen Geweben (sg) detektiert. Die Übersichtsbilder sind 

Überlagerungen von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahmen und der rote Rahmen markiert den 

Ausschnitt der Detailaufnahmen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei Photonen von 920 nm 

und die Detektion aller Photonen zwischen 505-565nm. Die Farbskala repräsentiert den Anteil der 

GFP-Intensität an der Gesamtfluoreszenzintensität pro Pixel. 

Virulente A. tumefaciens sammelten sich also bevorzugt in den Mikro-Nischen an der Tu-

moroberfläche, in den Interzellularen und Leitgefäßen, bzw. Sklerenchymfasern an. Diese 

lokalen Agrobacterium-Ansammlungen umfassten nur einen kleinen Teil des Raumes im 

Tumor. Im überwiegenden Teil des Tumorparenchyms und im Stängel wurden keine viru-

lenten A. tumefaciens detektiert. 
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4. Diskussion 

4.1. Die bakterielle Flora von Rebstöcken ist organspezifisch und wird von den 

Jahreszeiten beeinflusst 

Gegenstand dieser Arbeit ist die von Agrobacteria ausgelöste Wurzelhalsgallenerkrankung 

beim Rebstock und deren Einfluss auf die bakterielle Zusammensetzung in Rebstöcken und 

deren Rhizosphäre. Die Bakterienflora in Weinbergen wurde bereits in diversen Hoch-

durchsatzstudien untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass der Standort des Rebstocks, ge-

prägt vom Klima und edaphischen Faktoren, die Bakterienflora maßgeblich beeinflusst 

[62-65, 68]. Zusätzlich zum Standort haben auch die Organe einer Pflanze [64, 67, 69, 70, 

163] und vermutlich die Jahreszeit einen Einfluss auf die bakterielle Zusammensetzung in 

Rebstöcken. In dieser Studie wurden der Boden und die Rebstockorgane eines einzigen 

Standorts untersucht, um standortabhängige Einflüsse auf die Bakterienflora zu vermeiden 

und sich auf die Einflüsse der Wurzelhalsgallenerkrankung zu konzentrieren. Durch die 

Kombination von kultivierungsabhängigen (2.4.3) und kultivierungsunabhängigen Metho-

den (2.2.1) untersuchte ich sowohl einzelne Interaktionen als auch die Zusammensetzung 

der bakteriellen Flora. Die Bakterienflora in der Rhizosphäre, in Wurzeln, Pfropfstellen 

und einjährigen Trieben ist, wie bei den anderen Studien auch, eindeutig voneinander un-

terscheidbar und damit spezifisch für jedes Organ und die Rhizosphäre.  

Studien an unterschiedlichen Standorten im In- und Ausland beschreiben, dass sich in un-

terirdischen Lebensräumen, wie der Rhizosphäre und den Wurzeln von Rebstöcken, bevor-

zugt Actinobacteria, Proteobacteria und Bacteroidetes anreichern [64-66, 164]. Proteobac-

teria dominieren in Wurzeln der Rebstöcke und Acidobacteria sowie Firmicutes im Boden. 
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Auch in oberirdischen Rebstockorganen reichern sich in erster Linie Proteobacteria an [64]. 

Studien, in denen die Früchte oder Blätter von Rebstöcken untersucht werden, finden eben-

falls insbesondere in konventionell bewirtschafteten Weinanlagen hauptsächlich Prote-

obacteria [67, 70]. Laut kultivierungsabhängigen Studien (Frankreich [22] und Österreich 

[165]) und kultivierungsunabhängigen Studien (New York, USA [64]) nimmt die Biodiver-

sität der Bakterienflora nicht nur vom Boden zur Wurzel [66, 71, 166] sondern auch entlang 

der Pflanzenachse (Boden>Wurzel>Pfropfstelle>Trieb) ab. Die Anreicherung von Ac-

tinobacteria, Proteobacteria, Bacteroidetes und Firmicutes je nach Rebstockorgan und im 

Boden wird in dieser Studie bestätigt. Ebenso bestätigt die Anzahl an operativen taxono-

mischen Einheiten (OTUs) und deren jeweilige Häufigkeit, dass die Bakterienflora des Bo-

dens eine höhere mikrobielle Diversität als die Bakterienflora der pflanzlichen Organe be-

sitzt. Die bakterielle Diversität Letzterer ist in unterirdischen Organen höher als die der 

oberirdischen. Pflanzen beeinflussen aktiv die Struktur der Bakterienflora, etwa durch 

Wurzelexsudate [167]. Zitronen- und Apfelsäure sind von der Pflanze produzierte Lock-

stoffe und führen beispielsweise zur Anreicherung von Pseudomonas fluorescens in der 

Rhizosphäre [168]. In Weinreben ist die Weinsäure angereichert, dient für Agrobacteria 

und Pseudomonas als Nährstoffquelle [169, 170] und könnte ein rebstockspezifischer 

Lockstoff sein. Bei einem Vergleich der Bakterienflora von Gräsern mit Rebstöcken eines 

Standorts in Österreich wurden OTUs zugehörig zu Pedobacter, Solirubrobacteraceae und 

Rhizobiales als Bakterien identifiziert, die nicht in Gräsern vorkamen [66]. Vertreter der 

rebstockspezifischen Familien und Gattungen werden ebenfalls in dieser Studie in den Reb-

stöcken gefunden. Diese Studie zeigt, dass die bakterielle Zusammensetzung der Rebstöcke 

und des Bodens im fränkischen Weinberg den Mustern typisch für Rebstöcke folgt, die 

auch an anderen Standorten anzutreffen sind.  
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Abiotische Umweltfaktoren wie Feuchtigkeit und Temperatur formen ebenfalls die Zusam-

mensetzung der Bakterienflora [171, 172]. Zum Zeitpunkt der Probeentnahme für diese 

Studie lagen in oberirdischen wie unterirdischen Organen und im Boden in Abhängigkeit 

von der Jahreszeit Unterschiede in der Temperatur und der Feuchtigkeit vor (2.1). Auch 

der Nährstoffgehalt des Rebstocks schwankt mit dem Metabolismus des Rebstocks abhän-

gig von der Wachstumsperiode der Pflanze. So startet die Versorgung der oberirdischen 

Gewebe der Pflanze durch Nährstoffe mit dem Saftstrom im Frühling und ist im Herbst 

reduziert. Zudem ist der Gesamtkohlenhydratgehalt (Stärke und Zucker) des Rebstocks, 

inklusive der Wurzeln, im Sommer, wegen des Trieb- und Traubenwachstums, niedriger 

als im Frühjahr und Herbst [55]. Der Stärke- und Zuckergehalt schwankt im einjährigen 

Wurzelholz zwischen 28 % und 4 %, im dreijährigen Holz des Stamms zwischen 24 % und 

16 % und im Triebholz von 22 % bis 6 % des Trockengewichts [55]. Obwohl der Kohlen-

stoffgehalt in allen Rebstockorganen stark schwankt, ist nur die Struktur der Bakterienflora 

der oberirdischen Organe und des Bodens saisonal unterschiedlich, aber nicht in der Wur-

zel. In der bakteriellen Zusammensetzung des Bodens können 29 % der Varianzen, in den 

Pfropfstellen 52 % der Varianzen und in den einjährigen Trieben 65 % der Varianzen auf 

den Probeentnahmezeitpunkt zurückgeführt werden. Meine Analysen zeigen, dass oberir-

dische Bakterienfloren besser anhand der Jahreszeit zu unterscheiden sind als unterirdische. 

Diese Beobachtung wird mit einer Studie an Ulmen (Ulmus spp.) bestätigt. Dort werden 

jährliche Schwankungen in der Bakterienflora in den Ästen, aber kaum in den Wurzeln, 

detektiert [173]. Studien an Pappelwurzeln (Populus deltides) und der Rhizosphäre zeigen 

einen signifikanten Anteil der Jahreszeit an der Varianz in der Bakterienflora von ungefähr 

4 % [174]. Ein größerer Anteil von 10 % an der Variation der Bakterienflora durch den 
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Probeentnahmezeitpunkt wird bei oberirdischen Blättern von Arabidopsis thaliana detek-

tiert [175]. Die bakterielle Zusammensetzung der Blätter der Rebstöcke ist ebenso vom 

Probeentnahmezeitpunkt abhängig [70].  

Abiotische Faktoren, wie Schädlingsbefall (S), haben ebenso einen Einfluss auf die Bakte-

rienflora von Pflanzen (Pfl). In Italien (Pfl: Weinblätter, S: Phytoplasma) [69], Österreich 

(Pfl: Kartoffeln, S: Erwinia carotovora) [176], Kalifornien (Pfl: Avokadowurzeln, S: Phy-

tophthora) [177] und Deutschland (Pfl: Arabidopsisblätter, S: Albugo) [175] werden Pflan-

zenorgane mit und ohne Befall verglichen. In den vier Studien werden strukturelle Verän-

derungen in der Bakterienflora nur beim befallenen Pflanzenorgan nachgewiesen. Auch in 

dieser Studie hat nur die Wurzelhalsgalle, die sich als einziges Organ auch optisch von den 

gesunden Organen unterscheidet, eine andere bakterielle Zusammensetzung. Somit sind 

drei von vier Probeentnahmestellen (Boden, Pfropfstelle und Trieb) durch die Jahreszeit 

beeinflusst wohingegen nur die Pfropfstelle als einzige der vier Probeentnahmestellen ab-

hängig von der Wurzelhalsgallenerkrankung variiert. Daher kann man davon ausgehen, 

dass die Jahreszeit einen größeren Einfluss auf die Bakterienflora der nicht-tumorösen Be-

reiche des Rebstocks hat als die Wurzelhalsgallenerkrankung. 

 

4.2. Agrobacterium vitis induziert eine ökologische Nische, die Wurzelhalsgalle 

Die Wurzelhalsgallenerkrankung beeinflusst die Bakterienflora der Pfropfstelle. An der 

Propfstelle induziert Agrobacterium vitis, aus der Familie der Rhizobiaceae, weltweit das 

Wachstum von Wurzelhalsgallen an Rebstöcken [8, 19]. Neben A. vitis können weitere 
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Agrobacteria Wurzelhalsgallen an Rebstöcken sowohl im Weinberg als auch im Gewächs-

haus erzeugen [8, 27, 178]. Agrobacteria kommen aber auch als nicht-virulente Kom-

mensale vor [26, 101]. Ihnen fehlt ein funktionsfähiges Ti-Plasmid, weshalb sie die Tumor-

bildung nicht induzieren können. Zwischen virulenten und nicht-virulenten Agrobacteria 

könnte ein horizontaler Gentransfer stattfinden. Dies beweist die Entdeckung von A. vitis-

spezifischen Ti-Plasmiden in virulenten A. tumefaciens aus Rebstöcken [178]. Von Wur-

zelhalsgallentumoren an Obstbäumen ist ebenfalls bekannt, dass ein horizontaler Gentrans-

fer zwischen virulenten und nicht-virulenten Agrobacteria stattfinden kann [114]. Mutati-

onen im Ti-Plasmid sind bei der hohen bakteriellen Vermehrungsrate zudem 

wahrscheinlich. Allerdings hat eine Studie gezeigt, dass bei 5419 Agrobacteria-Isolaten 

aus Tumoren nur 0,01 % der Isolate nicht-virulente Mutanten sind und dass ein Verlust der 

Virulenz in Anwesenheit von Opinen bei Agrobacteria sehr selten ist [101]. Auch in den 

hier untersuchten Rebstöcken vom Weinberg bei Himmelstadt, Unterfranken kommen vi-

rulente und nicht-virulente Agrobacteria vor. Diese teilen nur 58 % der orthologen Gene 

und unterscheiden sich somit nicht nur in Anwesenheit (A. vitis Isolat HF7) und Abwesen-

heit (A. sp Isolat HF57) der 22 Virulenzgene (3.1). Die Tumorassay an steril kultivierten 

Weinpflänzchen zeigt zudem, dass alle als A. vitis identifizierten Isolate Tumore induzie-

ren, während alle Nicht-A. vitis Isolate (A. spp.) nicht virulent waren. Daher wurde bei den 

Isolaten aus dem Weinberg bei Himmelstadt keine Genübertragung der Virulenzgene beo-

bachtet. Die Tumorentwicklung kann auch ohne weitere Bakterien, allein durch die Anwe-

senheit von A. vitis induziert werden, wie ich mittels Tumorassays an steril kultivierten 

Weinpflänzchen zeigte. Die ökologische Nische der Wurzelhalsgalle wird somit von einer 

einzigen virulenten Agrobacterium-Spezies induziert.  
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Zur Lokalisation von virulenten Agrobacterium-Isolaten in Wurzelhalsgallen wird in dieser 

Studie die FLIM-Methode („Fluoreszenz lifetime imaging microscopy“) verwendet. Die 

Detektion von Bakterien in ihrer ökologischen Nische im Pflanzengewebe erfolgte früher 

anhand der Zellform der Bakterien [28, 34, 45] und heute üblicherweise mittels Fluores-

zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH, [179]) oder GFP-Fluoreszenz [180, 181]. Bei einer Lo-

kalisation anhand der Zellform kann es zu Verwechslungen mit anderen Bakterien oder 

pflanzlichen Strukturen (zum Beispiel Stärkekörnern, Luftblasen) kommen. Autofluores-

zierende Pflanzenstoffe wie lignifizierte Zellwände, kutinisierte Epidermen oder suberini-

sierte Zellwände stören die Detektion der Bakterien anhand von Fluoreszenz [156, 179, 

180, 182, 183]. Mit der FLIM-Methode wird in dieser Arbeit das geschilderte Problem 

gelöst. Ein GFP-markiertes, virulentes Agrobacterium-Isolat induziert die Tumorbildung 

an steril kultivierten Weinpflänzchen und wird anhand der Bestimmung der spezifischen 

Lebenszeit des GFP-Fluorophors von der Autofluoreszenz der Pflanzenbestandteile unter-

schieden (Tabelle 5 im Anhang). In den Tumoren akkumulieren die GFP-markierten, viru-

lenten A. tumefaciens punktuell in drei Mikro-Nischen: i) am äußeren Tumorrand, ii) in der 

Umgebung von Leitgewebe und iii) in Interzellularen. In anderen Studien kommen Agro-

bacteria auf der Oberfläche von Pflanzen, in der Phyllosphäre, vor [184]. Ähnliches wird 

bei Pseudomonas savastanoi NCPPB 3335, dem Auslöser von Tumoren an Olivenästen, 

beobachtet [182]. Werden in vitro kultivierte Olivenpflänzchen mit Pseudomonas 

savastanoi NCPPB 3335 inokuliert, wird das Pathogen auf der Oberfläche der Tumore de-

tektiert. Die Lokalisation in dieser Studie am äußeren Tumorrand zeigt das Vorkommen 

virulenter Agrobacteria auf der Tumoroberfläche an. Von dieser ökologischen Nische ist 

eine Verbreitung der Agrobacteria über Regentropfen oder abfallende pflanzliche Knöll-

chen im Weinberg möglich. Allerdings könnte A. vitis, wie vom Pathogen Pseudomonas 

savastanoi NCPPB 3335 bekannt, bei einer Ko-Inokulation mit nicht-virulenten Stämmen, 
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in das Innere des Tumors verdrängt werden [182]. In anderen Studien wird gezeigt, dass 

Agrobacteria in der Rinde, direkt unterhalb der Borke von Trieben, vorkommen [119]. Das 

ist der Bereich des sekundären Phloemgewebes (Bast), welches sklerenchymatische Phlo-

emfasern enthält. Beim älteren Rebstock sind die äußeren Phloemgewebe abgestorben [58], 

was das Eindringen von Bakterien ermöglicht. Ältere Studien zeigen Agrobacteria außer-

dem im Xylem des Triebes [28, 34, 45]. Auch in dieser Studie werden Agrobacteria in 

sklerenchymatischen Geweben, assoziiert mit den Leitgefäßen, detektiert. Die Agrobacte-

ria kommen hingegen nicht im parenchymatischen Tumorgewebe vor, welches den größten 

Teil des Tumors ausmacht. Innerhalb der ökologischen Nische der Wurzelhalsgalle exis-

tieren somit Mikro-Nischen von denen manche nicht von A. vitis besiedelt sind und daher 

Lebensraum für weitere Mikroorganismen bieten. 

 

4.3. Die Wurzelhalsgalle beherbergt zusätzlich zu Agrobacterium vitis eine spezifi-

sche Bakterienflora 

Inklusive A. vitis sind 26 OTUs signifikant im Wurzelhalsgallentumor erhöht oder kommen 

ausschließlich dort vor. Neben dem Pathogen tragen also weitere Bakterien zum Unter-

schied in der Bakterienflora der Pfropfstellen mit und ohne Wurzelhalsgalle bei. Insgesamt 

sind mehr unterschiedliche Bakterien im Tumor als in der gesunden Pfropfstelle. Phyloge-

netisch und physiologisch ähnliche Bakterien kommen vorwiegend in den gleichen Habi-

taten zusammen vor, da jene in der Regel an die gleichen Umgebungen angepasst sind. 

Dieses Phänomen ist unter dem Begriff des Habitatfilters bekannt [185]. In meiner Studie 

gehören neben A. vitis, dem Auslöser der Wurzelhalsgallenerkrankung, und A. spp 19 der 
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26 signifikant im Tumor erhöhten OTUs zu den Proteobacteria. Innerhalb der Proteobacte-

ria kommt die Ordnung der Rhizobiales, zu denen auch die Agrobacteria gehören, am häu-

figsten (6 von 26) vor. Unter den signifikant unterschiedlich häufigen OTUs zwischen Tu-

mor und gesunder Pfropfstelle sind neun, die exklusiv im Tumor vertreten sind. Dazu 

kommen weitere sieben, die in der gesunden Pfropfstellen so gut wie nicht vorhanden sind, 

da sie im Mittel nur mit einer Amplikonsequenz nachgewiesen werden können. Die Bak-

terien, die spezifisch in der Wurzelhalsgalle vorkommen, können als Opportunisten einge-

stuft werden, da sie sich offensichtlich in der neu gebildeten Nische etablieren.  

Zu den drei am häufigsten vertretenen OTUs, die sich in der Wurzelhalsgalle zu jeder Jah-

reszeit etablieren, zählen A. vitis (OTU_0003), Vertreter von Pseudomonas (OTU_0005) 

und Vertreter von Enterobacteriaceae (OTU_0008). Diese drei OTUs kommen, genauso 

wie drei weitere OTUs (Agrobacterium tumefaciens: OTU_0032, ein Vertreter der 

Gammaproteobacteria: OTU_3436 und ein Vertreter der Burkholderiales: OTU_0007) in 

mindestens 80 % aller Tumorproben vor und bilden somit eine stabile Kernmikroflora im 

Wurzelhalsgallentumor. Auch die Untersuchung einer Infektion von Weinblättern mit Phy-

toplasma ergibt eine stabile Bakterienflora, die sich über Monate hinweg hält [69]. In 

Pfropfstellen ohne Wurzelhalsgallen detektierte ich keine Kernmikroflora. Die drei häu-

figsten OTUs sind von Jahreszeit zu Jahreszeit andere. Die Stabilität der bakteriellen Zu-

sammensetzung in der Wurzelhalsgalle könnte mit der Nährstoffsituation in der Wurzel-

halsgalle determiniert werden. Eine tumorspezifische Nährstoffklasse, die zur Anreichung 

der tumorspezifischen Bakterien beitragen könnte, sind die Opine (z. B. Octopin, Nopalin). 

Die pflanzenuntypischen Opine werden im Wurzelhalsgallentumor durch die Expression 

von T-DNA-kodierten Genen für die Opinsynthese produziert [44]. Auf dem Ti-Plasmid 

der virulenten Agrobacteria befinden sich die occ (octopin catabolism) oder noc (nopalin 
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catabolism) Regionen, die den Opin-Katabolismus ermöglichen. Auch im Genom von A. 

vitis Isolat HF7 (OTU_0003) aus den Rebstöcken von Himmelstadt sind die Produkte von 

Genen am Octopinanabolismus und Katabolismus beteiligt. In Tumoren, die von A. vitis 

HF7 bei in vitro kultivierten Weinpflänzchen hervorgerufen werden, wurde Octopin nach-

gewiesen [186]. Octopin ist somit mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in den hier unter-

suchten Tumoren der Rebstöcke vom Himmelstädter Weinberg vorhanden. Interessanter-

weise wurden Octopinkatabolismusgene auch im nicht-virulenten A. sp. Isolat HF57 

(OTU_0032) nachgewiesen. Weitere Wachstumsversuche mit Octopin als einziger Koh-

lenstoffquelle zeigen, dass auch die Vertreter von Pseudomonas (OTU_0005) neben A. vitis 

(OTU_0003) mit Octopin als einziger Kohlenstoffquelle wachsen kann [186]. Übereinstim-

mend mit diesem Befund wurden Pseudomonas, die Opine katabolisieren, bereits in Wur-

zelhalsgallen von Obstbäumen und bei anderen Rebstöcken gefunden [187, 188]. Somit 

sind die Octopine im Rebstocktumor keine ausschließliche Nahrungsquelle für A. vitis. Alle 

Bakterien, die das vorhandene Octopin abbauen und als Nahrungsquelle nutzen können, 

haben einen Vorteil gegenüber dem Rest der Bakterienflora. So wurde nachgewiesen [189], 

dass in der Rhizosphäre von opinproduzierendem, transgenen Klee (Lotus corniculatus) 

und schwarzem Nachtschatten (Solanum nigrum) [190, 191] die Bakterien in ihrer A-

bundanz erhöht sind, welche Opine verstoffwechseln. Dementsprechend ist es nicht über-

raschend, dass die drei bekannten octopinkatabolisierenden Bakterien dieser Studie (Ver-

treter von Agrobacterium: OTU_0032, Pseudomonas: OTU_0005 und A. vitis: OTU_0003) 

Teil der Kernmikroflora im Tumor sind.  

Anders als bei der Diversität sieht es mit der Abundanz der drei häufigsten OTUs der Kern-

mikroflora im Wurzelhalsgallentumor aus. Diese ist im Sommer um die Hälfte niedriger 

als in den anderen Jahreszeiten (Frühling: 53 %, Sommer: 29 %, Herbst: 58 %). Deshalb 
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ist die bakterielle Äquität der Wurzelhalsgallen im Sommer höher als in den anderen Jah-

reszeiten. Im Gegensatz dazu ist die Abundanz der drei häufigsten aber unterschiedlichen 

OTUs in gesunden Pfropfstellen über die Jahreszeiten ähnlich verteilt (Frühling: 42 %, 

Sommer: 57 %, Herbst: 36 %). Die Diversität der bakteriellen Zusammensetzung ist in 

gesunden Pfropfstellen dementsprechend im Frühling, Sommer und Herbst ähnlich. Von 

anderen Studien ist bekannt, dass eine Probeentnahme im Sommer die Isolation von Agro-

bacteria erschwert [192]. Es wurden weniger koloniebildende Einheiten in Rebstöcken im 

Sommer detektiert [29]. Als Ursache für die Reduktion der Bakterienanzahl in Wurzelhals-

gallen im Sommer ist Nährstoffmangel unwahrscheinlich, da der Stärke- und Zuckergehalt 

auch in gesunden Stämmen von Rebstöcken im Sommer reduziert ist [55]. Stattdessen 

könnte sich die Anzahl der A. vitis im Sommer wegen höherer Temperaturen und damit 

verbundenem Trockenstress im Tumorgewebe reduzieren. Wurzelhalsgallen von Ara-

bidopsis [193, 194] und Ricinus communis [17] zeigen, aufgrund des Fehlens einer intakten 

kutinisierten Epidermis, Trockenstresssymptome. Die Ergebnisse dieser Studie lassen ver-

muten, dass Opine eine stabile Zusammensetzung der Bakterienflora unterstützen und dass 

Trockenstress im Sommer die Bakterienanzahl reduzieren könnte. 

Rebstöcke rekrutieren ihre bakterielle Begleitflora in erster Linie aus dem Boden [64]. Dies 

wird in dieser Studie für die endophytische Bakterienpopulation bestätigt (Anteil an Bo-

denbakterien in der Wurzel = 88 %, der Pfropfstelle = 82 % und im Trieb = 79 %). Ebenso 

wird gezeigt, dass Wurzelhalsgallen mehr Bakterienspezies mit der Wurzel und dem Boden 

teilen als mit der gesunden Pfropfstelle, an der sich die Wurzelhalsgallen entwickeln. Um-

gekehrt teilt der einjährige Trieb mehr Bakterien mit der gesunden Pfropfstelle als mit dem 

Tumor. Dies spricht dafür, dass auch die Bakterienflora der Wurzelhalsgalle aus dem Bo-
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den rekrutiert wird. Dabei sind zwei Wege denkbar: i) Bodenpartikel mit Bakterien gelan-

gen durch Spritzwasser oder Wind zur Pfropfstelle, wo Bakterien über die Tumoroberflä-

che mit fehlender Epidermis [46] eindringen. ii) Bakterien gelangen vom Boden über eine 

verwundete Wurzel in den Rebstock. Im Rebstock könnten sie, wie es beispielsweise bei 

Xylella fastidiosa, Yersinia enterocolitica oder Burkholderia sp. der Fall ist, über den 

Xylemstrom bis in die Blätter verteilt werden [180, 195].  

Die Tatsache, dass die bakterielle Flora nicht essentiell für die Entstehung einer Wurzel-

halsgalle ist (3.3), aber möglicherweise von den Opinen in der Wurzelhalsgalle profitiert 

(3.1), unterstützt die These, dass es sich um opportunistische Bakterien handelt, die sich im 

Laufe der Tumorentstehung herausbilden. 

 

4.4. Multiple Interaktionsprozesse in der Wurzelhalsgalle 

Bei über 150 in der Wurzelhalsgalle detektierten Bakterienspezies sind neutrale, symbioti-

sche, antagonistische, und multiple Interaktionen zwischen den Bakterien aber auch zwi-

schen den Bakterien und der Wurzelhalsgalle wahrscheinlich. In meiner Studie löst das 

virulente A. vitis die Wurzelhalsgallenerkrankung aus. Nicht-virulente Agrobacteria sowie 

Pseudomonas, die kein Ti-Plasmid replizieren und keine Vir-Gene exprimieren, aber in 

dieser Studie Octopin verstoffwechseln können, profitieren von dem Ti-Plasmid der viru-

lenten Agrobacteria. Sie leben in der nährstoffreichen Wurzelhalsgalle, da sie ebenfalls die 

Opine als Stickstoff- und Kohlenstoffquelle nutzen können (3.1). Obwohl der dauerhafte 

Besitz eines Ti-Plasmids Ressourcen verbraucht [196] und unter bestimmten Bedingungen 
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die Konkurrenzfähigkeit von virulenten A. vitis mindert [189], ergaben meine Untersuchun-

gen, dass virulente A. vitis in großen Mengen in Wurzelhalsgallentumoren vorkommen 

(Frühling: 9 %, Sommer: 11 %, Herbst: 11 %). Da nur virulente A. vitis das Wachstum der 

Wurzelhalsgalle induzieren, besiedeln sie diese Nische vermutlich zuerst. Langfristig wird 

durch die Inhibition der Expression der Vir-Gene nach der Transformation in der bereits 

entwickelten Wurzelhalsgalle [197, 198] der Kostennachteil des Ti-Plasmids gegenüber 

Bakterien ohne Ti-Plasmid minimiert. Zudem könnte die hohe Konzentration an Nährstof-

fen in der Wurzelhalsgalle [46] und eine Aufteilung der Wurzelhalsgalle in Mikro-Nischen 

(3.4) zu einem niedrigen Konkurrenzdruck zwischen den Bakterien führen [185]. Die Da-

ten dieser Studie zeigen, dass virulente Agrobacteria nicht von den nicht-virulenten Op-

portunisten verdrängt werden, sondern die Bakterien in der mehrjährigen Wurzelhalsgalle 

koexistieren. Dies führt zu einer hohen Diversität in der Wurzelhalsgalle, die ich ebenfalls 

mittels Hochdurchsatzsequenzierungen nachweisen konnte (3.2.5). Insgesamt wurden we-

gen des niedrigen Konkurrenzdrucks überwiegend Kooperationen zwischen den diversen 

Bakterien in der Wurzelhalsgalle erwartet. 

Mittels „Quorum sensing“ können manchen Bakterien die Diversität und Dichte der bak-

teriellen Gemeinschaft detektieren sowie ihren Metabolismus und ihr Verhalten anpassen 

[199]. In Vertreten der Gattung Agrobacterium wird über ein homologes System zum 

„Quorum sensing“ von Vibrio fischeri die Konjugation des Ti-Plasmids reguliert [162]. 

Dabei vermittelt TraI, dessen Expression durch bestimmte Opine induziert wird, die Pro-

duktion von N-Acyl-Homoserinlaktonen (AHLs) [162]. Die Menge und Produktion von 

AHLs wird durch TraM, negativ reguliert [200]. AHLs können von Bakterienzelle zu Bak-

terienzelle diffundieren und führen dazu, dass TraR die Konjugation des Ti-Plasmids för-

dert [100]. In A. vitis ist zusätzlich zur Konjugation die Produktion von Tensiden, die zur 
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Motilität der Bakterien, einem Virulenzfaktor, beitragen, durch „Quorum sensing“ reguliert 

[97]. Sowohl im virulenten A. vitis HF7 als auch im nicht-virulenten A. sp HF57-Isolat aus 

den Wurzelhalsgallen vom Weinberg bei Himmelstadt sind mit den Genen traI und traR 

die genetischen Voraussetzungen für eine Kommunikation der beiden Isolate mittels AHLs 

vorhanden. Inwiefern die Kommunikationsmöglichkeit über AHLs den Verlauf der Wur-

zelhalsgallenerkrankung beeinflusst, ist nicht bekannt. Bei der Virulenz des tumorauslö-

senden Bakteriums Pseudomonas savastanoi pv. savastonoi in Pflanzentumoren von Oli-

venbäumen spielen AHLs eine Rolle. Dort interagiert P. savastanoi pv. savastonoi mit den 

nicht-pathogenen Bakterien Erwinia oleae, Erwinia toletana und Pantoea agglomerans 

(Familie der Enterobacteriaceae), um das Tumorwachstum zu fördern [201, 202]. In dieser 

Studie wurden Vertreter von Erwinia (OTU_7832) im Frühling sowie Enterobacteriaceae 

(OTU_0008) und Erwinia (OTU_0043) im Frühling und Herbst ebenfalls signifikant er-

höht in der Wurzelhalsgalle gefunden. Außerdem sind zwei Vertreter von Pseudomonas 

(OTU_0005, OTU_2968) ebenfalls signifikant in der Wurzelhalsgalle erhöht. Somit wer-

den in Wurzelhalsgallen Bakteriengattungen detektiert, die auch in Tumoren von Oliven-

bäumen vorkommen und dort das Tumorwachstum fördern. P. savastanoi pv. savastonoi 

und E. toletana kommunizieren mittels den N-Acyl-Homoserin-Laktonen C6-3-oxo-HSL 

und C8-3oxo-HSL [202]. P. savastanoi pv. Savastonoi-Mutanten, die keine N-Acyl-Ho-

moserinlaktone (AHLs) produzieren, induzieren keine Tumore [202]. Bei Ko-Inokulation 

mit E. toletana, die AHLs produzieren, induzieren die AHL-Synthase-Mutanten von P. 

savastanoi pv. savastonoi wieder Tumore [202]. Vermutlich werden die AHLs, welche von 

E. toletana produziert werden, auch von P. savastanoi pv. savastonoi erkannt. Somit ist 

neben der Kommunikation innerhalb der Gattung der Agrobacteria auch eine Kommuni-

kation über AHLs zwischen unterschiedlichen Bakterienspezies in pflanzlichen Tumoren 

möglich.  
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Die Kommunikation zwischen Bakterien dient als Basis für Kooperationen in der Wurzel-

halsgalle. Zum Beispiel ist eine symbiotische Kooperation zwischen Pseudomonas und A. 

vitis denkbar, denn Pseudomoas trägt zur Eiskristallbildung in der Pflanze bei und erzeugt 

dadurch Wunden [203, 204], A. vitis benötigt Wunden, um die Virulenzmaschinerie zu ak-

tivieren [33]. Zudem könnte Pseudomonas A. vitis bei der Manipulation der Immunabwehr 

der Pflanze unterstützen, wodurch die Infektion und Transformation der Rebstockzellen 

durch A. vitis erleichtert werden könnte. Pseudomonas kann Coronatin, ein Analogon des 

Pflanzenhormons Jasmonsäure, bilden [205]. Dieses hemmt in Arabidopsis thaliana die 

Salizylsäure (SA)-induzierte Pathogenantwort der Pflanzen gegen biotrophe Bakterien 

[206]. Bei der Infektion der Pflanzenzelle könnte Coronatin die SA-Pathogenantwort der 

Pflanze verzögern, die später in der Wurzelhalsgalle die Expression der Virulenz-Gene des 

biotrophen Pathogens A. vitis hemmt [37, 197]. Erste Versuche im Rahmen einer Master-

arbeit [186] ergaben Hinweise auf einen positiven Effekt von Pseudomonas auf das Tu-

morwachstum bei in vitro kultivierten Weinpflänzchen: Bei einer Ko-Infektion von A. vitis 

mit dem Pseudomonas-Isolat (OTU_0005) entwickeln sich größere Tumore. Es ist bekannt, 

dass Pseudomonas Auxin produziert, wodurch pflanzliches Wachstum und in niedrigen 

Konzentrationen (0,3±0,1 µM) auch die Pathogeninfektionen gefördert wird [207, 208]. In 

der Wurzelhalsgalle wird Auxin durch die bakteriellen Onkogene der T-DNA im Rebstock-

genom in hohen Konzentrationen (17,3±8,8 µM) produziert und trägt somit zum Wachstum 

der Wurzelhalsgalle bei [41, 208]. Gleichzeitig hemmen hohe Konzentrationen von Auxin 

das Wachstum von virulenten Agrobacteria in der Wurzelhalsgalle [208, 209]. Somit 

könnte Pseudomonas mit A. vitis kooperieren, um die Wurzelhalsgalle zu induzieren und 

deren Wachstum zu fördern. In meiner Studie detektierte ich sowohl im Frühling als auch 

im Herbst ein Novosphingobium-Bakterium (OTU_22) als signifikant häufiger im Tumor. 

Gan et al. 2012 isolierten ein Novosphingobium aus dem Tumor von Rebstöcken in Ungarn 
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und analysierten das Genom. Das Novosphingobium enthält Gene zur Fixierung von Stick-

stoff und zur Degradierung von Opinvorstufen [210]. Es liegt somit nahe, dass No-

vosphingobium an die Tumorumgebung angepasst ist, sich dort anreichert und durch die 

Fixierung von Stickstoff die Nährstoffversorgung des Tumors und somit das Tumorwachs-

tum fördern könnte. Obwohl die in der Wurzelhalsgalle gefundenen opportunistischen Bak-

terien nicht essentiell für dessen Entstehung sind, könnten manche wie das Pseudomonas-

Isolat und Novosphingobium, die Entstehung und das Wachstum der Wurzelhalsgallen för-

dern. 

Neben Kooperationen zwischen A. vitis und den opportunistischen Bakterien sind auch Ko-

operationen zwischen opportunistischen Bakterien und dem Rebstock denkbar. So können 

folgende Bakterien die Tumorgröße bei Tabak- und Tomatenpflanzen reduzieren: i) ein 

Bacillus-Isolat aus Apfel- und Mandelbäumen [15, 211], ii) Pseudomonas-Isolate aus ei-

nem Apfelbaum und aus dem Boden eines botanischen Gartens [15, 212] iii) und ein Ser-

ratia-Isolat aus Rebstöcken [212]. An Rebstöcken reduziert Pseudomonas ebenfalls die 

Anzahl der Tumore und deren Größe [80]. Serratia rubidaea (Isolat_42, ähnlich zu 

OTU_3439) kommt zu jeder Jahreszeit zusammen mit A. vitis erhöht im Tumor vor. Erste 

Interaktionsexperimente mit den beiden Bakterienspezies ergeben auf YEB-Agarmedien, 

dass S. rubidaea bei A. vitis eine Wachstumshemmung in Form von Hemmhöfen hervor-

rief. Ko-Inokulation von in vitro kultivierten Weinpflänzchen mit den beiden Spezies re-

duzierte das Tumorwachstum [186]. Aus der Literatur ist bekannt, dass ein Serratia-Isolat 

aus der Rhizosphäre vom Rebstock durch die Bildung einer flüchtigen organischen Sub-

stanz (Dimethyl Disulfide, DMDS) das Wachstum von A. vitis und dadurch das Tumor-

wachstum an Tomatenpflanzen verringert [212]. Wegen des erhöhten Wasserverlustes und 
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Energieverbrauchs durch den Tumor [17, 46, 49] ist eine Hemmung des Tumorwachstums 

durch Bakterien für die Vitalität des Rebstocks ein Vorteil. 

Isolate von Burkholderia, Pseudomonas, Agrobacteria, Methylopila. und Flavobacteria. 

haben in Rebstöcken eine fungizide Wirkung und können Pilzkrankheiten verringern [66, 

77]. Zusätzlich fördert Burkholderia phytofirmans das Rebstockwachstum unter modera-

tem Kältestress [213] und manche Pseudomonas unter Trockenstress [75]. Vertreter von 

Burkholderia (OTU_0007, OTU_3153), Pseudomonas (OTU_0005, OTU_2368), Agro-

bacterium tumefaciens (OTU_0032), Methylopila (OTU_0121), und Flavobacterium 

(OTU_0248) sind in dieser Studie häufiger in Wurzelhalsgallen als in gesunden Pfropfstel-

len. Burkholderia (OTU_0007) ist sogar Teil der stabilen Kernmikroflora im Tumor. Dem-

entsprechend könnte die natürliche Bakterienflora im Tumor, neben einem direkten Ein-

fluss auf die Tumorgröße, den Rebstock auch vor Pilzbefall und abiotischem Stress 

schützen. Da endophytische Bakterien generell und mehrheitlich die Gesundheit der ge-

samten Pflanze unterstützen [214], sind weitere positive Interaktionen zwischen Rebstock 

und opportunistischen Bakterien in der Wurzelhalsgalle wahrscheinlich. Tatsächlich haben 

kleine Tumore in Weinanlagen einen positiven Effekt auf das Rebstockwachstum [116, 

117]. Durch eine symbiotische Interaktion der Bakterien in der Wurzelhalsgalle mit der 

Pflanze könnten die Energie und Nährstoffverluste ausgeglichen werden und die Pflanze 

könnte von der Wurzelhalsgalle profitieren. 
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4.5. Schlussfolgerung: Das ökologische Gleichgewicht in der Wurzelhalsgalle 

Rebstöcke beherbergen eine organspezifische und saisonal variierende bakterielle Flora 

(3.2.1, 3.2.3). Eine Veränderung der bakteriellen Zusammensetzung im Zusammenhang 

mit der Wurzelhalsgallenerkrankung tritt nur in der Pfropfstelle auf. Dort induziert A. vitis, 

der Erreger der Wurzelhalsgallenerkrankung, durch die stabile Integration der T-DNA in 

das Rebstockgenom das Wachstum einer Wurzelhalsgalle. Der Rebstock versorgt die Wur-

zelhalsgalle mit Nährstoffen wie Wasser, Metaboliten und anorganischen Ionen (Abbil-

dung 21, grüne Fünfecke), die zum Wachstum der Wurzelhalsgalle und zur Produktion von 

tumorspezifischen Opinen (rote Fünfecke) nötig sind [46, 53]. Bei der Wurzelhalsgalle 

handelt es sich somit um eine ökologische Nische mit zusätzlichem Lebensraum (3.4) und 

Nährstoffen. Neben A. vitis (rote Ellipse) etablieren sich weitere Bakterien in der Wurzel-

halsgalle (schwarze Ellipsen), die nicht essentiell zur Bildung der Wurzelhalsgalle nötig 

sind (3.3). Diese Bakterien profitieren von der Wurzelhalsgalle und könnten als opportu-

nistische Bakterien eingestuft werden. Nach der „Black Queen Hypothese“ [215] unterstüt-

zen Bakterien, die nicht zur Herstellung einer Ressource beitragen, aber die Ressource nut-

zen, den Produzenten der Ressource, in diesem Fall die Wurzelhalsgalle. Manche Bakterien 

können das Wachstum der Wurzelhalsgalle fördern (Abbildung 21 a). Ebenso könnte eine 

Verbesserung der Nährstoffversorgung, zum Beispiel durch die Fixierung von Stickstoff 

mittels Opportunisten (b), die Entwicklung der Wurzelhalsgalle unterstützen. Denkbar ist 

auch eine Kommunikation zum Beispiel über „Quorum sensing“ zwischen Opportunisten 

und A. vitis (c) und die Reduktion der pflanzlichen Pathogenabwehr, um die Entstehung 

von weiteren Wurzelhalsgallen durch A. vitis zu erleichtern (4.4). Nachdem die T-DNA mit 

den Onkogenen und denen der Opinbiosynthese stabil in das Rebstockgenom integriert 
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wurden [36], ist A. vitis nicht weiter für das Tumorwachstum erforderlich. Es stellt inner-

halb der Wurzelhalsgalle einen Konkurrenten um die Nährstoffe und Platz für andere Bak-

terien dar (d). Manche von Ihnen hemmen das Wachstum von A. vitis (e) und könnten somit 

mit A. vitis konkurrieren. 

Insgesamt erwarte ich in der Wurzelhalsgalle mehr Kooperation als Konkurrenz, da es sich 

um eine nährstoffreiche Umgebung [46] mit Mikro-Nischen handelt, in der daher vermut-

lich niedriger Konkurrenzdruck herrscht [185]. Obwohl mathematische Modelle langfristig 

vorhersagen, dass virulente A. vitis, durch nicht virulente aus dem Tumor verdrängt werden, 

konnte diese Arbeit dies nicht bestätigen [189]. Um ihre Lebensgrundlage, die Wurzelhals-

galle, dauerhaft zu erhalten, ist es nötig auch die Existenz des Rebstocks zu sichern. Man-

che opportunistischen Bakterien reduzieren das Wachstum des Tumors (Abbildung 21 f), 

schützen vor biotischem Stress, wie Sekundärinfektionen (g) und abiotischem Stress (h), 

wie Trockenheit und Kälte. Dies kommt dem Rebstock als Ganzes zugute. Schon bei den 

Probeentnahmen für diese Arbeit fiel auf, dass die Rebstöcke mit Tumoren keine augen-

scheinliche Wachstumseinschränkung zeigten und nicht unmittelbar von den gesunden 

Rebstöcken zu unterscheiden waren.  
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Abbildung 21 A. vitis erzeugt eine Wurzelhalsgalle (WHG) am Rebstock, eine neue ökologische 

Nische. Der Rebstock versorgt die WHG mit Wasser, Metaboliten und anorganischen Ionen (grüne 

Fünfecke). In der WHG sind neben A. vitis (rote Ellipse) weitere Bakterien (schwarze Ellipsen) und 

Opine (rote Fünfecke) angereichert. Diese Bakterien könnten (a) das Wachstum der WHG fördern 

[186]; (b) die Nährstoffversorgung der WHG, zum Beispiel durch die Fixierung von Stickstoff 

(blaue Fünfecke), verbessern [210]; (c) A. vitis unterstützen, indem sie möglicherweise die pflanz-

liche Abwehr unterdrücken oder „Quorum sensing“ verstärken (4.4); (d) wegen der Nutzung der 

gleichen Ressourcen (Opine und Nährstoffe des Rebstocks) in Konkurrenz zu A. vitis stehen (4.3); 

(e) das Wachstum von A. vitis hemmen (3.2.5); (f) die Größe der Wurzelhalsgalle reduzieren [15, 

80, 186, 211, 212]; (g) die Resistenz des Rebstocks gegenüber Pilzen [66, 77] und (h) Trocken- 

[75] und Kältestress[213] erhöhen.  

Komplexe Interaktionen zwischen Pflanze und Bakterien sowie Bakterien untereinander in 

der Wurzelhalsgalle hemmen und fördern gleichzeitig das Wachstum der Wurzelhalsgalle. 

Bei einem ökologischen Gleichgewicht in der Wurzelhalsgalle wird die Entstehung der 

Wurzelhalsgalle zwar nicht unterbunden, die Wurzelhalsgallenerkrankung aber auf ein 

Maß reduziert, sodass sie den Rebstock nicht umbringt. Da die bakterielle Begleitflora der 

Wurzelhalsgalle aus dem Boden rekrutiert wird, könnten bestimmte Bodenfloren das öko-

logische Gleichgewicht zu Gunsten des Rebstocks verschieben
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5. Zusammenfassung 

Am Rebstock werden in der Natur von Agrobacterium vitis, dem Auslöser Wurzelhalsgal-

lenerkrankung, charakteristische Wurzelhalsgallentumore induziert. Virulente Vertreter 

der Gattung der Agrobacteria schleusen bakterielle DNA in das pflanzliche Genom ein, 

wodurch die Pflanze Tumore produziert. Die Wurzelhalsgallenerkrankung wird seit einem 

Jahrhundert als ein Beispiel der Pflanzen-Pathogen-Interaktion untersucht. Die Rolle der 

bakteriellen Flora im Zusammenhang mit der Wurzelhalsgallenerkrankung beim Rebstock 

wurde bisher kaum betrachtet. Um dieser Frage nachzugehen, habe ich die endophytische 

mikrobielle Zusammensetzung von Rebstöcken mit und ohne Wurzelhalsgalle analysiert. 

Es werden Proben von drei Zeitpunkten einer Wachstumsperiode (Frühling, Sommer und 

Herbst) und von den Organen der Rebstöcke (Wurzeln, Pfropfstelle und einjährige Triebe) 

sowie dem Boden in einer Weinanlage bei Himmelstadt in Unterfranken genommen. Die 

Bakterienflora dieser Umweltproben wird mit kultivierungsabhängigen (Isolierung von 

Bakterien) und kultivierungsunabhängigen (Hochdurchsatzsequenzierungen) Methoden 

untersucht. Zudem werden i) die Virulenz der verschiedenen Agrobacterium-Isolate in Tu-

morassays bestimmt, ii) synthetische Bakteriengemeinschaften von in vitro kultivierten 

Weinpflänzchen mit Wurzelhalsgallen analysiert, iii) die Genome von einem virulenten 

und einem nicht-virulenten Agrobacteria-Isolat aus der Wurzelhalsgalle verglichen, iv) 

erste Interaktionsstudien auf festen Nährmedien durchgeführt und v) virulente Agrobacte-

ria mittels bildgebender Fluoreszenz-Lebenszeit-Mikroskopie (FLIM) in Wurzelhalsgallen 

lokalisiert.  

Die Rebstöcke dieser Studie haben eine organspezifische Bakterienflora, die innerhalb ei-

ner Wachstumsperiode variiert. Nur die Bakterienflora der Pfropfstelle (mit oder ohne 
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Wurzelhalsgalle) aber nicht die des Bodens, der Wurzeln, und der einjährigen Triebe un-

terscheidet sich strukturell zwischen gesunden und erkrankten Rebstöcken. Mikroskopisch 

konnten virulente Agrobacteria punktuell in Interzellularen, sklerenchymatischen Gewe-

ben und assoziiert mit Leitgefäßen nachgewiesen werden. Dadurch ist ausreichend Lebens-

raum vorhanden, der zusätzlich von tumorspezifischen Bakterien besiedelt werden kann. 

Im Gegensatz zur gesunden Pfropfstelle ist in der Wurzelhalsgalle eine saisonal stabile 

Kernmikroflora, bestehend aus Vertreter von A. vitis, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, 

Agrobacterium tumefaciens, Gammaproteobacteria und Burkholderiales, vorhanden. Diese 

Bakterien werden überwiegend aus dem Boden rekrutiert und profitieren von der Nähr-

stoffsituation in der Wurzelhalsgalle. Wurzelhalsgallen enthalten Opine, die nur von der 

transformierten Pflanzenzelle produziert werden. Interessanterweise hat in dieser Arbeit 

ein Agrobacterium-Isolat Gene, die zum Opinkatabolismus beitragen und ein Pseudomo-

nas-Isolat kann Opine als einzige Kohlenstoffquelle nutzen. Trotzdem sind beide Isolate 

weder virulent noch verdrängen sie die virulenten A. vitis, die ebenso Opine nutzen, aus der 

Wurzelhalsgalle. In synthetischen Bakteriengemeinschaften an in vitro kultivierten Wein-

pflänzchen konnte gezeigt werden, dass diese und weitere tumorspezifischen Bakterien, 

neben A. vitis, nicht essentiell zur Entstehung der Wurzelhalsgalle nötig sind aber unter-

schiedliche Funktionen in der Wurzelhalsgalle übernehmen. Ein Serratia-Isolat hemmt das 

Wachstum von A. vitis auf festen Nährmedium, andere fördern oder hemmen das Wachs-

tum der Wurzelhalsgalle. Nach Studien in der Literatur erhöhen weitere Bakterien die Re-

sistenz des Rebstocks gegenüber biotischem und abiotischem Stress.  

Zusammengefasst identifizierten und isolierte ich in dieser Studie unter 150 unterschiedli-

chen Bakterien in der Wurzelhalsgalle jene Bakterien, die neben A. vitis von der neuen 
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ökologischen Nische profitieren und somit wahrscheinlich Opportunisten mit unterschied-

lichen Funktionen sind. In Folge von multiplen Interaktionen in der Wurzelhalsgalle ent-

steht ein ökologisches Gleichgewicht zwischen den opportunistischen Bakterien, der Wur-

zelhalsgalle und dem Rebstock, das den Fortbestand des Rebstocks mit Wurzelhalsgalle 

ermöglicht. 
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6. Summary 

In nature, Agrobacterium vitis is known for the ability to introduce bacterial DNA into the 

grapevine genome, thereby causing crown gall disease. This plant disease has been studied 

for a century as a model for plant-pathogen interaction, while the role of the plant microbi-

ota in disease development is not well understood. My study contributes to the understand-

ing of the microbial ecology in crown galls of grapevine, combining culture-dependent with 

culture-independent high-throughput sequencing techniques. I analysed the structure of the 

endophytic microbiota by collecting different samples (soil, roots, graft unions and canes) 

of diseased and non-diseased grapevines from one vineyard in Franconia, Bavaria, Ger-

many during one growing season (spring, summer, autumn). The characterization of the 

grapevine-associated bacterial microbiota was completed by (i) detecting the virulence of 

diverse agrobacterial isolates using a tumour growth assay with in vitro cultivated grape-

vine plantlets, (ii) microbial analysis of synthetic communities of in vitro cultivated grape-

vine plantlets with crown galls, (iii) genome sequencing of a virulent and a non-virulent 

agrobacterial isolate, (iv) in vitro interaction studies on solid medium with bacterial isolates 

and (v) localisation of virulent A. vitis using Fluorescence Lifetime Imaging Microscopy 

(FLIM) in tumour tissues.  

Grapevine plants of this study have an organ-specific bacterial community that varies dur-

ing one growing season. Healthy and diseased grapevine plants differed in the structure of 

the bacterial community only in the graft union (with or without a crown gall), but not in 

the soil, root and one-year old cane. Microscopy revealed that virulent Agrobacteria mainly 
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accumulate in defined spots of sclerenchymatous tissue, intercellular space and tissues as-

sociated with vessels. Therefore, there is unoccupied living space in a crown gall, which 

can be additionally colonized by tumour-specific bacteria. A season-independent stable 

core bacteria exists in grapevine crown galls in contrast to healthy graft unions, consisting 

of OTUs assigned to A. vitis, Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Agrobacterium tumefa-

ciens, Gammaproteobacteria and Burkholderiales. These bacteria are predominantly re-

cruited from the soil and most likely profit from special nutrients in the crown gall. The 

crown gall contains opines, exclusively produced by transformed plant cells. Curiously in-

dividual isolates of Agrobacteria and Pseudomonas of this study that are non-virulent do 

not outcompete virulent A. vitis in the crown gall but harbour, like A. vitis, genes involved 

in octopin-catabolism or use opines in liquid cultures as a sole nutrient source. Although 

synthetic bacterial communities revealed that the tumour-specific bacteria are not required 

for crown gall induction using in vitro grown grapevine plantlets, they may have different 

functions in crown gall persistence. A Serratia-isolate inhibits the growth of A. vitis on 

solid medium, others reduce or support crown gall development, while some, according to 

literature, increase resistance of the grapevine plant against biotic and abiotic stresses. 

Taken together, among the 150 bacteria found in the crown galls, I identified and isolated 

bacteria in addition to A. vitis that profit from the new ecological niche suggesting an op-

portunistic lifestyle with different ecological functions. An ecological equilibrium in a bac-

terial community that balances crown gall growth will support the existence of grapevine 

plants with a crown gall in vineyards. 
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8. Anhang 

8.1. Ergebnisse der Sangersequenzierungen  

Die Ergebnisse der Sangersequenzierungen sind im FASTA-Format dargestellt. Nach dem 

“>“ befindet sich die Nummer des identifizierten Isolats gefolgt vom Namen des Isolats 

nach dem Unterstrich. Anhand des Namens und der Nummer können die Sangersequenzen 

den BLAST-Ergebnissen in Anhang Tabelle 1 zugeordnet werden.  

8.1.1. V4-Region der Rhizobiaceae 

 

> 69_HSt2-a 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGC

TCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTCGAGTCCGGAAGAGGTGA

GTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>65_HSt2-c 

GTGCCAGCACGCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGC

TCAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTCGAGTCCGGAAGAGGTGA

GTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTCACNTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGAAACCCCAGTAGTCC 

>64_HSt2-b 

TTGCCAGCTGCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGATTTACTGG

GCGTAAAGCGCACGTAGGCGGACTATTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGGGGCT

CAACCCCGGAACTGCCTTTGATACTGGTAGTCTCGAGTCCGGAAGAGGTGAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCGGTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGAAACC 

>63_HW2-12 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATAATTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCAGC

TCAACTGCGGAACTGCCTTTGATACTGGTTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT
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GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>62_HW4-39 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>61_HW4-36 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAG

CTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGGTCTAGAGTATGGAAGAGGTGA

GTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>60_HW4-32 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATCGATCAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAG

CTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGTCGGTCTAGAGTATGGAAGAGGTGA

GTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCRGAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTCACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>59_HSt2-17 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>58_HSt2-16 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>57_HSt2-15 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

CCCAGTATCAAAGGCAGTTCCAGAGTTGAGCTCTGGGATTTCACCCCTGACTT

AAATATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>56_HSt2-14 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT
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GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>55_HSt2-13 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>53_HSt2-11 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAANGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACT

GGGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAG

CTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAA

GTGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAG

TGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>52_HSt1-5 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

ACCAGTATCAAAGGCAGTTCCGCAGTTGAGCTGCGGGATTTCACCCCTGACTT

AATTATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>50_HW1-8 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>49_HW1-6 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATAATTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCAGC

TCAACTGCGGAACTGCCTTTGATACTGGTTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>48_HSt1-6 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

ACCAGTATCAAAGGCAGTTCCGCAGTTGAGCTGCGGGATTTCACCCCTGACTT

AATTATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>46_HSt2-12 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT
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GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGNG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>43_HW2-13 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

ACCAGTATCAAAGGCAGTTCCGCAGTTGAGCTGCGGGATTTCACCCCTGACTT

AATTATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>38_HW4-31 

GGGCGTAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGAAACCCCCAGTAG 

>37_HW3-30 

GGGCGTAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGAAACCCCCAGTAG 

>36_HW3-29 

CGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGCTCAACTCTG

GAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAGTGGAATTCC

GAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGC

GGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACA

GGATTAGAAACCCCAGTAG 

>35_HW3-22 

CTGGGCGTAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGA

GCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTA

AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGAAACCCCAGTAG 

>34_HW3-21 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>33_HW1-10 

CTGGGCGTAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGA

GCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTA

AGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGAAACCCCCAGTAG 

>32_HW1-7 

CTGGGCGTAANGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAG

AGCTCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGT

AAGTGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACC
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AGTGGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGT

GGGGAGCAAACAGGATTAGAAACCCCAGTAGT 

>31_HW4-a1 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>30_HW3-a15 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTCCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGGAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>9_HStA-11 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATAATTAAGTCAGGGGTGAAATCCCGCAGC

TCAACTGCGGAACTGCCTTTGATACTGGTTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>7_HStA-7 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

ACCAGTATCAAAGGCAGTTCCGCAGTTGAGCTGCGGGATTTCACCCCTGACTT

AATTATNCCGCCTACGTGCGCNTTTACGCCCAGTAANTTCCGAACAANCGCTA

GCCCCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>6_HStA-1 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

ACCAGTATCAAAGGCAGTTCCGCAGTTGAGCTGCGGGATTTCACCCCTGACTT

AATTATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>5_HStA-22 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>4_HStA-21 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTAATGGACCAGTAAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTGCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGCAATTCCACTTACCTCTTCCATACTCAAGATA

CCCAGTATCAAAGGCAGTTCCAGAGTTGAGCTCTGGGATTTCACCCCTGACTT
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AAATATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>3_HStA-20 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>2_HStA-15 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>1_HStA-14 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGAAGGGGGCTAGCGTTGTTCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGTAGGCGGATATTTAAGTCAGGGGTGAAATCCCAGAGC

TCAACTCTGGAACTGCCTTTGATACTGGGTATCTTGAGTATGGAAGAGGTAAG

TGGAATTGCGAGTGTAGAGGTGAAATTCGTAGATATTCGCAGGAACACCAGT

GGCGAAGGCGGCTTACTGGTCCATTACTGACGCTGAGGTGCGAAAGCGTGGG

GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

 

 

8.1.2. V4-Region der Weinbergisolate ohne Rhizobiaceae 

>143_Z41 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGACAGGCGTGAAATCCCCGGGC

TTAACCTGGGAATTGCGCTTGTGACTGCAAGGCTAGAGTGCGTCAGAGGGGG

GTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGA

TGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTGACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>142_Z40 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTCCAAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTGTGCAAGACCGATGTGAAATCCCCGAGC

TTAACTTGGGAATTGCATTGGTGACTGCACGGCTAGAGTGTGTCAGAGGGGG

GTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGA

TGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGATAACACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>141_Z39 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACAAGCGTTGTCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCACGTCTGCTGTGGAAACGCAACGC

TTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGGGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGT

CTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGG
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TGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTAACTGACACTGAGGAGCGAAAGCATG

GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>140_Z38 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGC

TCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAA

AGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACACTGAGGCGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>139_Z37 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTACCCGGAATCACTG

GGCGTAAAGGGCGTGTAGGCGGCCTGCCAAGTCTGGTTTTAAAGCCTGCGGC

TCAACCGCAGAGATGGACTGGAGACTGGTAGGCTAGACCTCTGGAGAGAGA

ACTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGTAGATACCAGGAGGAACACCG

ATGGCGAAGGCAGGTTCTTGGACAGAAGGTGACGCTGAGGCGCGAAAGTGT

GGGGAGCAAACCGGATTAGATACCCGGGTAGTCC 

>138_Z36 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTATCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGTCGTGAAAGTCCGGGGC

TTAACCCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGA

CTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGA

TGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCTGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGG

GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>137_Z35 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCCGTGAAAGTCCGGGGC

TCAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGATGTAGGGGAGA

CTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGA

TGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGG

GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>136_Z34 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGTGCGCAGGCGGTTTTGTAAGACAGGCGTGAAATCCCCGGGC

TTAACCTGGGAATTGCGCTTGTGACTGCAAGGCTAGAGTGCGTCAGAGGGGG

GTAGAATTCCACGTGTAGCAGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCGA

TGGCGAAGGCAGCCCCCTGGGACGTGACTGACGCTCATGCACGAAAGCGTGG

GGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>134_HSt4-Z7 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCGCCTCAGCG

TCAGTTACAGACCAAAGAGTCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCACATCTCTA

CGCATTTCACCGCTACACATGGAATTCCACTCTTCTCTTCTGTACTCAAGCCTT

CCAGTTTCCAATGACCCTCCCCGGTTGAGCCGGGGGCTTTCACATCAGACTTA

AAAGGCCGCCTGCGCGCGCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGCCA

CCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>129_HSt3 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGTG

TCAGTTACAGCCCAGAGTCCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTG

CGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGACTCCCCTACTGCACTCTAGTCA

GCCCGTACCCACTGCACGCGCAACGTTAAGCGTTGCGTTTCCACAGCAGACG
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TGACCAACCACCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGTA

CCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>126_HSt3 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGTG

TCAGTTACAGCCCAGAGTCCCGCCTTCGCCACCGGTGTTCCTCCTGATATCTG

CGCATTTCACCGCTACACCAGGAATTCCAGACTCCCCTACTGCACTCTAGTCA

GCCCGTACCCACTGCACGCGCAACGTTAAGCGTTGCGTTTCCACAGCAGACG

TGACCAACCACCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGACAACGCTTGTA

CCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>125_HSt2 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTCGCTCCCCATGCTTTCGCTCCTCAGCG

TCAGTTACAGCCCAGAGACCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTG

CGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCCAGTCTCCCCTACTGCACTCTAGTCT

GCCCGTACCCACCGCAGATCCCGGGGTTAAGCCCCGGACTTTCACGACAGAC

GCGACAAACCGCCTACGAGCTCTTTACGCCCAATAATTCCGGATAACGCTCG

CACCCTACGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>111_HSt2 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTACCGGACCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTTCCGGACTCGAGATT

GCCAGTATTAAAGGCAGTTCCCGGGGTTGAGCCCCTGGGATTTCACCCCTAAC

TTAAC 

>100_HSt1 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAATGCCGGTCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTCCCGGATTCAAGCAA

TCCAGTCTCAAAGGCAGTTCCGGGGTTGAGCCCCGGGCTTTCACCTCTGACTT

AAATCGCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCCC

CCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>92_HSt2 

GGACTACCAGGGTATCTAAGCCTGTTTGCTCCCCACCCTTTCGCTCCTCAGCG

TCAGTTACGGCCCAGAGATCTGCCTTCGCCATCGGTGTTCCTCCTGATATCTG

CGCATTCCACCGCTACACCAGGAATTCAATCTCCCTACCGCACTCTAGTCTGC

CGTACCACTGCAGCCCGAGGTTGAGCCTCGGGATTCACAGCAGACCGACAAC

CGCCACGAGCTCTTTCGCCCATAATTCCGGATAAGCTTGCGCCTACGTA 

>89_HSt1 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAATACCAGTCCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCTTCCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTCCTGGATTCAAGCGA

TGCAGTCTTAAAGGCAGTTCTGGAGTTGAGCTCCAGGCTTTCACCTCTAACTT

ACAAAGCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAATTCCGAACAACGCTAGCT

CCCTCCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 

>82_HSt1 

GGACTACCAGGGTATCTAATCCTGTTTGCTCCCCACGCTTTCGCACCTCAGCG

TCAGTACCGGACCAGTGAGCCGCCTTCGCCACTGGTGTTCCTCCGAATATCTA

CGAATTTCACCTCTACACTCGGAATTCCACTCACCTCTTCCGGACTCGAGATT

GCCAGTATTAAAGGCAGTTCCAGGGTTGAGCCCTGGGATTTCACCCCTAACTT

AACAATCCGCCTACGTGCGCTTTACGCCCAGTAAATCCGAACAACGCTAGCC

CCCTTCGTATTACCGCGGCTGCTGGCAC 
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>78_HSt2 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTGTCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGCTTGTCACGTCGGATGTGAAAGCCCGGGGC

TTAACCCCGGGTCTGCATTCGATACGGGCTAGCTAGAGTGTGGTAGGGGAGA

TCGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGG

TGGCGAAGGCGGATCTCTGGGCCATTACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCGTGG

GGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>74_HSt1 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGC

TCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGA

TTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGA

TGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTG

GGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCC 

>73_HSt1 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCGTCTGCTGTGAAATCCCGAGGC

TCAACCTCGGGCCTGCAGTGGGTACGGGCAGACTAGAGTGCGGTAGGGGAGA

TTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGGAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGA

TGGCGAAGGCAGATCTCTGGGCCGTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGGGTG

GGGAGCAAACAGGCTTAGATACCCTGGTAGTCC 

>66_HSt2-d 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGGTACAAGCGTTGTCCGGAATTATTG

GGCGTAAAGAGCTCGTAGGTGGTTGGTCACGTCTGCTGTGGAAACGCAACGC

TTAACGTTGCGCGTGCAGTGGGTACGGGCTGACTAGAGTGCAGTAGGGGAGT

CTGGAATTCCTGGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAACACCGG

TGGCGAAGGCGGGACTCTGGGCTGTAACTGACACTGAGGAGCGAAAGCATG

GGGAGCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>47_HB2-19 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACAGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGTTTGTTAAGTTGGATGTGAAAGCCCCGGGC

TCAACCTGGGAACTGCATCCAAAACTGGCAAGCTAGAGTACGGTAGAGGGTG

GGTGGAATTTCCTGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATAGGAAGGAACACCA

GTGGCGAAGGCGACCACCTGGACTGATACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>42_HSt1-3 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGC

TTAACTCGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGG

GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG

TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTACGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>41_HSt1-10 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCAAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGCACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGCGC

TTAACGTGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTTGTAGAGGGGG

GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG

TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACAAAGACTGACGCTCAGGTGCGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGAWACCCTGGTAGTCC 
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>40_HSt1-9 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGC

TTAACTCGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGG

GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG

TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTACGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 

>39_HSt1-8 

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTG

GGCGTAAAGCGTACGCAGGCGGTTTGTTAAGTCAGATGTGAAATCCCCGAGC

TTAACTCGGGAACTGCATTTGAAACTGGCAAGCTAGAGTCTCGTAGAGGGGG

GTAGAATTCCAGGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATCTGGAGGAATACCGG

TGGCGAAGGCGGCCCCCTGGACGAAGACTGACGCTCAGGTACGAAAGCGTG

GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCC 
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8.2. Bakterienkollektion und Identifikation mittels BLAST 

Anhang Tabelle 1 Bakterienkollektion. Die taxonomische Identität der V4-Region des 16SrRNA 

Gens wurde mit Hilfe eines „Basic Local Alignment Search Tools“ BLAST ermittelt. V4 Identität 

steht für den Treffer mit dem höchsten „Bit-Score“. Der Anteil identischer Basen in Prozent (ID 

%) mit der Referenzsequenz aus der NCBI Genome Datenbank (Referenznummer), der interne 

Name der enthaltenen Bakterien und die interne Nummer des Glycerinstocks (Nr.) sind gelistet. 

 V4 
Identität 

 
ID 

% 
 Referenznummer  Name 

 
Nr. 

          
A          
 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HSt1-6  HF48 

 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HSt1-5  HF52 

 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HW1-6  HF49 

 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HW2-12  HF63 

 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HW2-13  HF43 

 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HStA-1  HF6 

 Agrobacterium vitis  100  NC_011989  HStA-11  HF9 

 Agrobacterium vitis  98,6  NC_011989  HStA-7  HF7 

          

B          

 Rhizobium sp.  98,3  NZ_LMFF01000001  HW1-7  HF32 

 Rhizobium sp.  99,1  NZ_LMFF01000001  HW1-10  HF33 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMFF01000001  HW1-8  HF50 

 Rhizobium sp.  97,9  NZ_KB905370  HSt2-a  HF69 

 Rhizobium sp.  97,4  NZ_KB905370  Hst2-b  HF64 

 Rhizobium sp.  95,9  NZ_KB905370  HSt2-c  HF65 

 Rhizobium sp.  99,7  NZ_LMGN01000001  HSt2-12  HF46 

 Rhizobium sp.  99,7  NZ_LMGN01000001  HSt2-11  HF53 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HSt2-13  HF55 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HSt2-14  HF56 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HSt2-15  HF57 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HSt2-16  HF58 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HSt2-17  HF59 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMFF01000001  HW3-a15  HF30 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMFF01000001  HW3-21  HF34 

 Rhizobium sp.  99,1  NZ_LMFF01000001  HW3-22  HF35 

 Rhizobium sp.  99,5  NZ_LMFF01000001  HW3-29  HF36 

 Rhizobium sp.  99,6  NZ_LMFF01000001  HW3-30  HF37 

 Rhizobium sp.  99,3  NZ_LMEY01000001  HW4-32  HF60 

 Rhizobium sp.  99,7  NZ_LMEY01000001  HW4-36  HF61 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMFF01000001  HW4-a1  HF31 

 Rhizobium sp.  99,6  NZ_LMFF01000001  HW4-31  HF38 
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 Rhizobium sp.  100  NZ_LMFF01000001  HW4-39  HF62 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HStA-14  HF1 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HStA-15  HF2 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HStA-20  HF3 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HStA-21  HF4 

 Rhizobium sp.  100  NZ_LMGN01000001  HStA-22  HF5 

          

C          

 Serratia rubidaea  98,6  NZ_CP014474  HSt1-8  HF39 

 Serratia rubidaea  98,6  NZ_CP014474  HSt1-9  HF40 

 Yersinia pestis  99,7  NZ_LIXY01000015  Hst1-10  HF41 

 Serratia rubidaea  98,6  NZ_CP014474  Hst1-3  HF42 

 Microbacterium sp.  100  NZ_LMNI01000010  HSt1-73  HF73 

 Microbacterium sp.  100  NZ_LMNI01000010  HSt1-74  HF74 

 Mesorhizobium loti  98,3  NZ_KI912159  HSt1-82  HF82 

 Sphingomonas melonis  100  NZ_KB900605  HSt1-89  HF89 

 Sphingomonas sp.  100  NZ_CH959307  HSt1-100  HF100 

 Pseudomonas sp.  99,7  NZ_LN865164  HB2-19  HF47 

 Brevibacterium linens  100  NZ_CP017150  Hst2-d  HF66 

 Microbacterium sp.  95,5  NZ_LMPH01000001  HSt2-92  HF92 

 Mesorhizobium loti  97,2  NZ_LZTK01000001  HSt2-111  HF111 

 Micrococcus luteus  99,7  NZ_MAYP01000008  HSt2-125  HF125 

 Exiguobacterium sibiricum  100  NZ_KK211190  Hst2-112b  HF134 

 Streptomyces griseus  100  NZ_MDKB01000001  HSt2-78a  HF78a 

 Brevibacterium linens  100  NZ_CP017150  HSt3-126  HF126 

 Brevibacterium linens  100  NZ_CP017150  HSt-129  HF129 

 Cupriavidus metallidurans  100  NC_007974  Z34  HF136 

 Arthrobacter sp.  100  NZ_LWLP01000001  Z35  HF137 

 Micrococcus luteus  100  NZ_MAYP01000008  Z36  HF138 

 Deinococcus swuensis  100  NZ_CP010028  Z37  HF139 

 Bacillus cereus  100  NZ_KN125577  Z38  HF140 

 Brevibacterium linens  100  NZ_CP017150  Z39  HF141 

 Ralstonia pickettii  100  NZ_KN050646  Z40  HF142 

 Cupriavidus metallidurans  100  NC_007974  Z41  HF143 
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8.3.Lokalisation von virulenten A. tumefaciens 

8.3.1. TCSPC-Diagramm zur Berechnung der Lebensdauer der Fluorophore 

 

Anhang Abbildung 1 „Time correlated single photon counting” TCSPC-Diagramm zeigt die Ab-

nahme der Photonenanzahl pro Nanosekunde von einem Ausschnitt der Fluoreszenzaufnahme als 

blaue Linie. Innerhalb der Datengrenzen (senkrechte rosa Linien), ist der Graph der Annäherungs-

funktion basierend auf dem Zerfallgesetz als schwarze Linie dargestellt. Die berechneten Lebens-

dauern sind in Anhang Tabelle 2 (Messung Nr. 4) gelistet.  
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8.3.2. Werte der FLIM-Messungen 

Anhang Tabelle 2 Aufgelistet sind die Resultate der FLIM-Messungen von (A) GFP-markierten, 

virulenten A. tumefaciens in Wasser, (B+C) transversalen Schnitten von in vitro Rebstocktumoren 

(B) ohne und (C) mit GFP-markierten A. tumefaciens. (Nr) steht für die Nummer der Messung und 

ist darüber eindeutig einer Bilderreihe in dieser Arbeit zuzuordnen. (ID) steht für die Identität der 

Messung während der Auswertung. (DpI) steht für "Days post Infection" und beschreibt die Inoku-

lationszeit der A. tumefaciens in Tagen. Der Bereich (Be) ordnet der FLIM-Messung einen Bild-

ausschnitt (Ra= Rand, Ne=Nekrose, Ge=Gefäß) zu. (LT1-3) stehen für die Lebensdauern (ns) und 

(I1-3) für die zugehörige Intensität. (H) beschreibt die Intensität des Hintergrunds und (X2) die 

Abweichung der Annäherungskurve vom TCSPC-Diagramm. Der Mittelwert und die Standardab-

weichung der Lebendauern wurden ohne Ausreißer (in grau) berechnet 

Nr ID DpI Be LT1 LT2 LT3 I1 I2 I3 H X2 
            

A GFP-markierte Agrobacterium-Suspension      

1 92    2.45 1.10 0.44 2702 7422 13026 45 1.03 

2 93    2.38 1.07 0.04 43943 21931 427 520 1.26 

3 94    2.19 1.12 0.41 6983 9422 524 48 1.07 

4 95    2.28 1.16 0.43 3726 8512 2174 454 0.93 
               

            

 Mittelwert: 2.32±0,11 1.11±0,04 0.43±0,02      

B Tumorprobe ohne markierte virulente A. tumefaciens   

5 75 41 Ra 2.3 0.61 0.16 34034 60097 52833 2634 2.28 

6 77 41 Ra 2.3 0.76 0.22 14488 37466 39972 2260 1.30 

7 90 41 Ne 2.3 0.69 0.17 12759 36863 57388 254 2.42 

8 73 41 Ge 2.3 0.77 0.21 31465 79880 89066 2603 1.91 

9 82 41 Ge 2.3 0.82 0.24 24326 49920 47348 511 1.58 

10 89 41 Ge 2.3 0.72 0.21 75396 116192 91822 1042 4.06 
              

            

   Mittelwert: 0.73±0,07 0.20±0,03      

C Tumorprobe mit markierten, viruletnen A. tumefaciens      

11 10 50 Ra 2.3 0.87 0.24 29425 24585 41241 10895 3.13 

12 12 50 Ra 2.3 1.04 0.23 80134 29234 24895 5578 1.49 

13 40 17 Ra 2.3 0.72 0.06 68768 114272 63479 528 3.92 

14 41 17 Ra 2.3 0.84 0.04 87442 69456 16955 301 2.79 

15 63 24 Ra 2.3 0.76 0.21 9645 39131 63548 741 1.99 

16 3 23 Ne 2.3 0.84 0.23 17704 65270 95050 2834 2.63 

17 17 50 Ne 2.3 0.80 0.24 44489 78143 74745 25422 1.94 

18 65 100 Ne 2.3 0.82 0.24 28929 110465 136033 583 2.08 

19 69 100 Ne 2.3 0.80 0.22 22853 100608 142848 507 2.99 

20 27 10 Ne 2.3 0.90 0.25 35702 66801 83302 2710 1.73 

21 11 50 Ge 2.3 0.87 0.24 24171 39438 59933 5560 0.84 

22 52 24 Ge 2.3 0.81 0.23 22147 73762 89814 679 2.31 

23 57 24 Ge 2.3 0.80 0.22 29483 83404 178685 674 2.46 

24 58 24 Ge 2.3 0.82 0.22 17613 30555 44328 494 1.53 

25 20 10 Ge 2.3 0.77 0.22 56720 49992 52274 640 1.73 
              

            

   Mittelwert: 0.81±0,04 0.23±0,01      
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8.3.3. Tumorgewebe mit virulenten A. tumefaciens ohne GFP-Markierung  

 

Anhang Abbildung 2 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben, die mit einem nicht-GFP-mar-

kierten virulenten Agrobakterium tumefaciens (ab) erzeugt wurden. A-C Transversale Querschnitte 

von Stängeln (st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (A) zeigt 

die FLIM-Messung Nr. 6 (Anhang Tabelle 2B). Der Tumorrand (tr) markiert die Grenze zwischen 

dem Tumorgewebe (tg) und dem Bereich außerhalb des Tumor- und Stängelgewebes (au). Bilder-

reihe (B), Messung Nr. 8, und (C), Messung Nr. 10, zeigen die Autofluoreszenz von kontrastreichen 

(kg) beziehungsweise sklerenchymatischen Gewebe (sg) im Tumor. Durchlicht- und Fluores-

zenzaufnahme wurden überlagert und der rote Rahmen markiert den Ausschnitt der Detailaufnah-

men. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei Photonen von 920 nm und Detektion aller Photo-

nen zwischen 505-565nm. Die Farbskala zeigt den prozentualen Anteil der GFP-Intensität an der 

gesamten Intensität eines Pixels  
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8.3.4. GFP-markierte, virulente A. tumefaciens am äußeren Bereich des Tumor-

gewebes 

 

Anhang Abbildung 3 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben mit GFP-markierten, virulenten 

Agrobacterium tumefaciens (ab) im äußeren Bereich (au). A-C Transversale Querschnitte von 

Stängeln (st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (A) zeigt die 

FLIM-Messung Nr. 13 (Anhang Tabelle 2C). In (B) Messung Nummer 15, ist A. tumefaciens in 

einer Art Tasche zu erkennen (ta). (C) stellt Messung Nr. 12 dar. Die Übersichtsbilder zeigen eine 

Überlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme und der rote Rahmen markiert den Aus-

schnitt der Detailaufnahmen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei Photonen von 920 nm und 

die Detektion aller Photonen zwischen 505-565 nm. Die Farbskala repräsentiert den prozentualen 

Anteil der GFP-Intensität an der Gesamtintensität pro Pixel.  
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8.3.5. GFP-markierte, virulente A. tumefaciens in kontrastreichen Gewebe 
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Anhang Abbildung 4 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben, mit GFP-markierten, virulenten 

Agrobacterium tumefaciens (ab) in kontrastreichen Geweben (kg). (A) Transversale Querschnitte 

von Stängeln (st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe (tg). Bilderreihe (B) zeigt 

die FLIM-Messung Nr. 1 (Anhang Tabelle 2C), (C) Messung Nummer 18. Die Übersichtsbilder 

zeigen eine Überlagerung von Durchlicht- und Fluoreszenzaufnahme und der rote Rahmen mar-

kiert den Ausschnitt der Detailaufnahmen. Die Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei Photonen 

von 920 nm und die Detektion aller Photonen zwischen 505-565 nm. Die Farbskala repräsentiert 

den prozentualen Anteil der GFP-Intensität an der Gesamtintensität pro Pixel. 
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8.3.6. GFP-markierte, virulente A. tumefaciens in Leitgefäßen 

 

Anhang Abbildung 5 FLIM-Untersuchungen von Tumorgeweben mit GFP-markierten, viruletnen 

Agrobacterium tumefaciens (ab) in oder assoziiert mit sklerenchymatischen Gewebe (sg). A-B 

Transversale Querschnitte von Stängeln (st, eingekreist, Mark, ma) mit anhaftendem Tumorgewebe 

(tg) mit A. tumefaciens (ab). Bilderreihe (A) zeigt die FLIM-Messung Nr. 24 (Anhang Tabelle 2C) 

und (B) Messung Nummer 25. Die Übersichtsbilder zeigen Überlagerungen von Durchlicht- und 

Fluoreszenzaufnahmen und der rote Rahmen markiert den Ausschnitt der Detailaufnahmen. Die 

Fluoreszenzanregung erfolgte mit zwei Photonen von 920 nm und die Detektion aller Photonen 

zwischen 505-565nm. Die Farbskala repräsentiert den Anteil der GFP-Intensität an der Gesamt-

fluoreszenzintensität pro Pixel. 
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8.5. Abkürzungsverzeichnis 

% Prozent 

°C Grad Celsius 

µl Mikroliter 

µM Mikromolar 

µmol Mikromol 

A Adenin 

A. Agrobacterium 

A. sp HF57 Agrobacterium-Spezies-Isolat Nummer HF57 

A. vitis HF7 Agrobacterium vitis-Isolat Nummer HF7 

Ab agrobacterium 

ACC 1-aminocyclopropane-1-carboxylate 

AHL N-acyl-L-Homoserinlacton 

AiiB N-acyl-Homoserinelactonase (autoinducer inactivatior B) 

ANI average sequence identity 

ANOVA Varianzanalyse (Analysis of variance) 

AttM N-acyl-Homoserinelactonase (attachment protein M) 

BLAST basis local alignment search tool 

Bo Boden 

bp Basenpaare 

C Cytosin 

CA Kalifornien 

CHX Cycloheximid 

CPM Anzahl pro Millionen (counts per million) 

d Tage (days) 

DMDA Dimethyl Disulfide 

DNA Desoxyribonukleinsäure (desoxyribonucleic acid) 

dNTP Desoxy-Nukleotid-Triphosphat 

dpi Tage nach der Infektion (days post infection) 

E Epidermis 

E. toletana Erwinia toletana 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure (ethylendiaminetetraacetic acid) 

F Freiheitsgrad 

FC fold change 

FDR angpasster p-Wert (false discovery rate) 

FLIM 
Fluoreszenz Lebensdauer Mikroskopie (fluorescents lifetime imaging 

microscopy) 

Fr Frühling 

g Maß der Erdbeschleunigung 

G Guanin 

GFP Grün fluoreszierendes Protein (green fluorescent protein) 

GLM allgmeines lineares Model (general linear model) 
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H Adenin oder Cytosin oder Thymin 

h Stunden (hours) 

He Herbst 

HSL Homoserinlakton 

iaaH Indole-3-acetamide-Hydrolase-Gen 

iaaM Tryptophanmonooxygenase-Gen 

ipt Isopentyl-Transferase-Gen 

K Kambium 

kg kontrastreiches Gewebe 

km Kilometer 

KO Kortex 

l Liter 

LB-Medium lysogeny broth medium 

log2 Logarithmus zur Basis 2 

LSM laser scanning microscope 

M Molar 

m Meter 

M Adenin oder Cytosin 

ma Mark 

MES 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure 

mg Milligramm 

min Minuten 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mm Millimeter 

N Nekrosen 

nFk nutzbare Feldkapazität 

ng Nanogramm 

nM Nanomolar 

NMDS 
Nicht metrische multidimensionale Skalierung (Non-metric multidi-

mensional scaling) 

nos Nopalin-Synthase-Gen (nopalin synthase) 

Nr. Nummer 

ns Nanosekunde 

occ Octopin-Katabolismus-Gen (octopin catabolism) 

ocd Ornithine-Zyklodeaminase-Gen (ornithine-cyclodeaminas) 

ocs Octopin-Synthase-Gen (octopin synthase) 

OD Optische Dichte 

OOB Fehlerrate (out of bag) 

OTU operative taxonomische Einheit (operational taxonomic unit) 

P Phloem 

P. savastanoi Pseudomonas savastanoi 

PCR Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

Pf Pfropfstelle 
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PF Phloemfasern 

Pfl Pflanze 

pH potential of hydrogen 

Q20 Fehlerrate: 1 von 100 (quality score 20) 

R Adenin oder Guanin 

R2 Determinationskoeffizient, Bestimmtheitsmaß 

RDP ribosomal database project  

recA Rekombinations-Gen A (recombination A) 

RF Random Forest 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

rRNA ribosomale RNA 

s Sekunde 

S Cytosin oder Guanin 

SA Salicylsäure 

SäP Stärkeparenchym 

sg sklerenchymatisches Gewebe 

So Sommer 

sp. Spezies, Singular 

spp. Spezies, Plural 

SrP Strahlenparenchym 

st Stängel 

T Thymin 

TAE Tris-Acetat-EDTA 

TCSPC 
Anzahl an einzelnen Photonen in Abhängigkeit von der Zeit (time 

correlated singel photon counting) 

T-DNA Transfer-DNA 

tg Tumorgewebe 

Ti-Plasmid Tumor-induzierendes Plasmid 

tmr tumour morphology stem 

tms tumour morphology root 

Tr Trieb 

traI Transfer-Gen I 

TraM Transfer-Protein M 

traR Transfer-Gen-R 

TZ Tumorzellen 

USA Vereinigte Staaten von Amerika (United States of America) 

V Adenin oder Cytosin oder Guanin 

V Volt 

V4 varibale Region Nummer 4 

Vir-Gen Virulenzgen 

vol/vol Volumen pro Volumen (volume per volume) 

W Adenin oder Thymin 

WHG Wurzelhalsgalle 

wt/vol Gewicht pro Volumen (weight per volume) 
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Wu Wurzel 

X Xylem 

XG Xylemgefäß 

YEB-Medium yeast extract broth medium 
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