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Christophe Ritzenthaler: Allgemeine Einfihrung in das Arbeitsprogramm #3:
Viruskrankheiten der Rebe

Christophe Debonneuville: Serologische Verfahren zum Virusnachweis
und Vorteile von Nanokorpern
Beispiele fur ArMV, RpRSV, GPGYV, Blattrollkrankheit

Patricia Bohnert: Verbreitung von GFLV, ArMV, GPGV und GLRaV1 in
oberrheinischen Weinbergen

Gérard Demangeat: Methoden der Resistenzbewertung und Perspektiven
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Die Rebe: Vitis vinifera Virus der Reisigkrankheit (GFLV)
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Wildrebe Kulturrebe
Vitis vinifera subsp. Sylvestris V. vinifera subsp. Sativa

...heute

...Geburt des Weines

cuelillette
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Virologie, eine neue Disziplin
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«» 2019: Die Rebhe ist ein Reservoir fur Viren

<+ > 80 identifizierte Viren, die zu 30 verschiedenen Gattungen und 15
Familien gehoren

= Kulturpflanze mit der héchsten viralen Vielfalt

<+ Keine bekannte Virusresistenz, aber....Riesling?
<+ Haufige Mehrfachinfektionen

< 40 Jahre wirtschaftliche Bedeutung: Verschiedene
Krankheiten
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Court-noué
Reisigkrankheit

’I'

Nepovirus

Grapevine fanleaf virus (GFLV)

Arabis mosaic virus (ArMV)
Tomato blackring virus (TBRV)
Grapevine chrome mosaic virus (GCMV)
Strawberry latent ringspot virus (SLRV)
Raspberry ringspot ylrusT(R£ SV)
Tomato ringspot virus (ToRSV
Tobacco ringspot virus (TRSV
Blueberry leaf mottle virus (BBLMV)
Grapevine Bulgarian latent virus (GBLV)
Artichoke Italian latent virus (AILV
Grapevine tunisian ringspot virus (GTRV)
Peach rosette mosaic virus (PRMV)

Cherry leaf roll virus (CLRV
Grapevine tunisian ringspot virus GTR\\/)
Grapevine anatolian ringspot virus (GARSV)

Weltweite Verbreitung

Transmission:

Nematoden

Xiphinema spp
3-4 mm
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Virus flexueux

Enroulement

Ampelovirus ecion-:
Grapevine Ieafrollessociated virus 1 (GLRaV-1 Tra nsmMission:
Grapevine leafroll associated virus 3 (GLRaV-3 -
Grapevine leafroll associated virus 4 (GLRaV-4 Cochenilles

- GLRaV-4 strain 5
- GLRaV-4 strain 6

-GLRaV-4 strain 9
GLRaV-4 strain Car

(7500 Arten)
GroRe <5 mm
Weltweite Verbreitung
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Pinot-gris virus
Grauburgunder Virus

Trichovirus
Grapevine Pinot gris virus (GPGV)

Virus flexueux

Transmission:

Acariens
Colomerus vitis
Grole 0,1 mm
Weltweite Verbreitung
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Nattrliche Ausbreitung von GLRaV-1 im Weinberg(Le Maguet et al., 2012)
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Nattrliche Ausbreitung von GLRaV-1 im Weinberg(Le Maguet et al., 2012)
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Nattrliche Ausbreitung von GLRaV-1 im Weinberg(Le Maguet et al., 2012)
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Nattrliche Ausbreitung von GLRaV-1 im Weinberg(Le Maguet et al., 2012)
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=» Gesundes Material (zertifiziert)
=» Virenerkennung = Diagnostik
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Entwicklung eines DAS-ELISA zum
Nachweis des Grapevine Pinot gris
virus (GPGV)

Dr. Christophe Debonneville
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 GPGV ist ein Trichovirus (family Betaflexiviridae), das 2012

entdeckt wurde (Giampetruzzi et al, 2012)

* Auswirkungen auf die Rebe noch unklar; der
Zusammenhang zwischen Virusinfektion und

Symptomerscheinung ist noch wenig charakterisiert
e Bestatigte Infektionen bei mindestens 28 Rebsorten

* Prasentin vielen Landern Europas und Asiens sowie in

Australien, Kanada und den USA

BIOREBA
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Produktion von Antikorpern

* Ein rekombinantes Kapsidprotein wurde in E. coli

Bakterien produziert und gereinigt

* Dieses Protein wurde verwendet, um polyklonale

Antikdrper herzustellen

* Mit diesen Antikérpern wurde ein DAS-ELISA-Test

entwickelt

Y

Y BIOREBA
Your Partner in Agro-Disgnostics
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Nachweis von GPGV in Blattern

GPGV ELISA (Leaves)

4,5

3,5

4
2,5
1.1
) I I
0 N N

Accession #11971 Accession #3051 Accession #10498 Accession #10497
Healthy

[*%)

(o]

(]

[y

(5]

M Bottom leaves (mature) W Middle leaves B Top leaves (young)

Jean-Sébastien Reynard, Agroscope, Suisse

Bestes Signal mit
jungen Blattern,
entnommen an der

Triebspitze

Buffer only
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RT-PCR:

Primers:

: CP-F2/CP-R2
' = 9 Amplicon: 430bp

Primers:
PAL (host gene)
Amplicon: 197bp

Vergleichspriifung von GPGV: “Test
Performance Study”mit Holzproben

DAS-ELISA:

Samples OD at 60min

1.32 3’000
2. 411 130

3.5/14 2720
4.7/14 2'450
5. 8/18 4000
6. 9/6 2’500
7. Healthy 100

8. Positive control 2000
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Vergleichspriifung von GPGV: “Test
Performance Study”mit Holzproben

mOD at 60min
1: 3/2 2:4/1 3: 5/14 4:7/14 5: 8/18 6: 9/6

Résultats DLR Rheinpfalz

M Résultats BIOREBA Y
" BIOREBA
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Zusammenfassung:
DAS-ELISA GPGV:
S‘(IT e Das Virus kann in infiziertem Holz oder Blattern

nachgewiesen werden

Agrofdience * Alle bisher getesteten Isolate (aus der Schweiz, Frankreich
f\—]KI und Deutschland) werden nachgewiesen

v Al Kive-bainan
Y »

UNIVERSITAT
KOBLENZ - LANDAU

@ Fir eine zuverlassige Detektion ist die richtige Probenahme sehr
l UNIVERSITE wichtig. Geeignet ist:
7tj . .
_;‘ZIN?A - Ruhendes Holz im Winter ‘
le - Junge Blatter im Frihjahr ) BIOREBA
NANOSCIENCE ( ar Par » Agro-Disgn
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ArMV: polyklonale Antikorper, die als Konjugate verwendet
werden: Ersatz durch «Nanobody» im Konjugat

DIENSTLEISTUNGSZENTRUM

LANDLICHER RALIM E 083-19 fef Coating: BIOREBA ArMV  |Ref,
RS mOD ®60min HIOREBA @AMV [ND1047-PAL ND3082-PAL| BIOREBA EGFLY
P 1AMV D7 2194 1000 3708] 85
Y a5 2|ArMV D8 1927 3619 2704 86
o Agrog‘c]en(e 3[ArMv L3 500 1463 658 85
M A ArMV 186 835 1723 14721 89
s 5| AMV HG222 150, 97 304 3855
Q 6|7 k94 143 Y] 191 2690)
\ _:j KI 7|ArMV T61 128 9% 229 2896
% AbA &|ArMV ACW Sylvaner Rebenblatt 1512 3030 2145 85
b e A oo It S|ArMV Humagne rouge 5204 574 688 84
) 10| ArMV Ch. Quinoa 2159 1000 4000| 2172
UNIVERSITAT §331Griv Rebenblatt Chardonnay 129 %0 148| 1089
KOBLENZ - LANDAU ¥ 51l Rebenholz DR Neustadt 137 91 187 789
“13|GFLV Ch.quinoa ACW 288, %0| 128 " 4000,
14|Healthy Chasselas Blatt 121 97 212 84
15|Healthy S04 Holz Colmar 150] 93 158 88
16|Healthy Ch.quinoa 168} R8 149 87
17|ArMV Lyo+ controd 22200 1000 2054 83
T 18|GFLV Lyo+ control 227 105 171 3722
¢ RS TE  [1a[Butfer anly 91 87 210 86

= EHCF f IMPACT

le

HI’-NDSCIEM:E

0 IIOSCRA SDAATY . NDIDAT P

B DA Z PN

BORISA BGHY

BIOREBA

f Your Partner in Agro-Disgnostics
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ArMV: polyklonale Antikorper, die als Konjugate verwendet
g(“' werden: Ersatz durch «Nanobody» im Konjugat

FREIBURG

her Institut far Tech

@(R‘“’Mpﬂ" '

DIENSTLEISTUNGSZENTRUM
LANDLICHER RAUM E 083-19 Ref Lo,{ng: B\RLBA ArMV | Ref.
e mOD ®60min SIOREBA @AMV [N 04 7-PARND 3082 PAL| BIOREBA SGFLY
T 1AMV D7 2194 4000 3708 85
R o8 2| AV D8 1927 3619 2704 86
o Agro;gence 3[aMv 13 500 1463 658 85
LY A 4{ArMV 186 885 1723 1421 89
T “S[AMV HG222 T L 3855
Q 6|7 k94 143 &7 191 2690 -
j KI 7[ArMV 161 128 9% 229 2896 ‘-".-’
Ko 8|ArMV ACW Sylvaner Rebenblatt 1512I 3030 2145 85 Lol -
"“““““""" 9| ArMV Humagne rouge s20) 574 688 84 & oV W & &
) 10[ArMV Ch. Quinoa 21594 4000 4000| 2172 LA &
UNIVERSITAT §"531GFIv Rebenblatt Chardonnay 129 %0 18| 1089
KOBLENZ - LANDAU 12|GFLV Rebenholz DLR Neustadt 137 91 187 789
“13|GFLV Ch, qumb.l ACW 288 %0 128 4000
14| Healthy Chasselas Blatt 121 97 212 84
15/ Healthy S04 Holz Calmar 150] 93 158 88
16|Healthy Ch.quinoa 168] 88 149 87 W IIOSCRA @AY MNDIMT PAL W NBDOEZ P BOHESA BGHY
17|ArMV Lyo+ controd 22200 3000 2054 83
T 18[GFLV Lyo+ control 271 \ w0 171 3722
¢ RS TE  [1a[Butfer anly a1l \ 210 86

=INA Y BIOREBA

HCF fa PACT

f Your Partner in Agro-Disgnostics
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ArMV: polyklonale Antikorper, die als Konjugate verwendet
werden: Ersatz durch «Nanobody» im Konjugat

Coating: BIORESA

Costing BAOSESA

OD @ 60min Conjugate BioRzEA | COMURStE: NB10ST-PAL
: 1:2000
Arviv B813 1029 2070
ArMV C1200 1559 3038
ArMV D7 1991 4000
ArMV D8 1346 3652
f\_rMV H133 1074 1963
ArMV H138 538 858
ArMV HG222 128 &9
ArMV 186 555 989
? K94 134 83
ArMV L3 159 1618
ArMV LS 1626 3521
ArMV N37 1859 3844/
ArMV N152 228 2643
ArMV P116 2510 4000
ArMV P118 2384 4000
ArMV P119 2642 4000
ArMV P120 2345 4000
ArMV TGI 120 2

Wichtige Kriterien:

- Spezifitat

- Sensitivitat

- Hintergrundrauschen

- Konjugatsstabilitat: mindestens 2
Jahre bei 4°C

BIOREBA

A
( Your Partner in Agro-Disgnostics
\
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ArMV: polyklonale Antikorper, die als Konjugate verwendet
werden: Ersatz durch «Nanobody» im Konjugat

RheinlndDfalz| -Spezifitat

“A - Sensitivitat
Agrojcience
( - Hintergrundrauschen
TIKI .

&7 k}ommzii'@& - Konjugatsstabilitdt: mindestens 2 Jahre bei 4°C

@ Vorteile:

l p . | Einfache Produktion (aus Bakterien)
_72____ Keine Markierung mehr erforderlich (der "Nanobody" ist direkt an die

‘: |NQA alkalische Phosphatase gekoppelt)
Konstante Qualitat

3N "/ BIOREBA

Nl’-NL-'E-L II:M.E
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RpRSV-g: Detektionsspektrum optimiert durch Zugabe eines
"Nanobody"

Results ELISA E 054-19 (RpRSV Nanobodies)

Coat: Coat: BIOREBA  [Coat:BIOREBA  [Coat: BIOREBA Coat:BIOREBA  [Coat: BIOREBA
T RpRSV-g: £ 054-19 OD at 60min BIOREBA  [Conj:ND3.23-PAL |Conj: Nb2.31-PAL |Conj:Nb3.35-PAL  |Conj: NbA.17-PAL  [Conj: Nb4.22-PAL
RHEINOFALZ 7 Conj: (batch 001; (batch 001; [batch 001; (batch 001; (batch 0OL;
~ BIOREBA  (0.51mg/mi) 1:1000 |0.62mg/ml) 1:1000]0.4amg/ml) 1:1000  |0,51mg/ml) 1:1000 [0.55mg/ml) 1:1000
A 1|RpRSV-g #815 Quinoa 18.05.2004 (2-824) »4000 >4000 >1000 >4000 >4000 >4000
gro aence 2|RpRSV-g Rebe ACW 27.08.2013 (2-B24) 1558 2474 2045 2627 2514 2328
\_,
Q j KI 4|RpRSV-g T82 Rebenblatt Colmar 15.06.2017 (TKS8/FCS) 113 382 351 80 92
?... L 5|RpRSV-g T82 Rebenholz Colmar fresh 124 906 1043 7 8
6|RpRSV-ch cherry leaf ACW 30.05.2018 (3-B23) 105 143 31 7 a5 79
UNIVERSITAT 7|RpRSV-ch Himbeere 05.06.2013 (3-B31) % 107 87 o 88 81
KOBLENZ - LANDAU
8|RpRSV-ch Sylvaner 4/3/1 Neustadt 21.08.2013 (3-B31) 9 8 Bl 78 8 78
9|RpRSV-ch #1367 Quinoa 12.05.2015 (3-B23) 103 37 81 81 a5 75
10|RpRSV-ch #1300 Quinoa 21.07.2015 (3-B23) 22 9 81 20 &3 79
11|Healthy Pinot noir wood 17.10.2018 37 53 8 81 38 81
UNIVERSITE 12 |Healthy Quinoa 30.08.2001 93 83 il 80 & 7
7“IHAUTE-ALSACE 13|Lyo+ RpRSV-ch #224026 93 %2 78 79 83 30
14 |Lyo+ RpRSV-g #253947 3318 4000 >4000 24000 >4000 4000
I N?A 15|Buffer only %6 a1 84 20 &3 82
== 16 {Buffer only 2 86| 81 78 73 78
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RpRSV-g: Detektionsspektrum optimiert durch Zugabe eines
"Nanobody"

RpRSV-g (T82) Isolat aus Comar wird von unserem aktuellen Produkt nicht

erkannt

- Der Ersatz des Konjugats durch einen "Nanobody"-AP ermoglicht den

Nachweis des T82-Isolats

- Fazit: die Kombination von polyklonalen, monoklonalen und auf
Nanobodies basierenden Antikorpern fiihrt zum Erfolg. Die Vorteile der

verschiedenen Antikorper konnen genutzt werden zur

Optimierung/Entwicklung von diagnostischen Tests.
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Verbreitung von GFLV, ArMV, GPGV und
GLRaV1 in oberrheinischen Weinbergen
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Verbreitung/Verteilung Baden Wirttemberg

Virusverteilung in auffalligen Flachen in
Baden Wirttemberg

27 Orte
80 Flachen
654 Stocke
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[ ] GFLV negativ
B GFLV positiv

GFLV Verteilung in Baden-Wiirttemberg
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[ ] ArMV negativ
B ArMV positiv

ArMV Verteilung in Baden-Wirttemberg
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GLRaV-1 Verteilung
in Baden-Wiirttemberg

Kartierung

[ GLRaV 1 negativ auffalliger
Bl GLRaV 1 positiv Flichen

in 2018

&

Baden-Wiirttemberg
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GPGV Verteilung in Baden-Wirttemberg
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Fanleaf Ubertragungsversuch in Weinstadt

St. 2014 Pflanzjahr 2015 1. Standjahr 2016
1 -1-1-0-1-1 ===t =1-0=1-1 === ===t -1 -1 - == = - - -] -] - |+
2 -1-1-{-{-{--1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-0-1-0-0-0-0-1-1-1-1-1-01-01-1-1-1-1-0+)-0-0-0-1-(+]F]F]+]-|*F]+]-]1-]-|+
3 -1-{-[-{-{-[-1-|-|-1-1-1-1-1-1-1-0-|-L-L-L-L-L-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-0-|-L-L-L+]+]-1+|-)-|+]-|+]-]|-|+]|+
Aal--1-1-1-1-1---1-1-1-1-1-1-1-1-0-1-1-=1-1-1=0-=0=0=0-0-1-1-1-1=1-=1-0-0-1+]+]*]+]F]+]-|-|[F]+]+]-]-]-|+
51-1-{-{-{-{-[-1-|-|-1-1-1-1-1-1-1-0-|-0-L-L-L-L-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-0-|--}-[+[+]+]+]-]-|+]F]|F]+]-]|-]|+
61-1-{-[-{-{-[-1-|-1-1-1-1-1-1-1-1-0-|-0-L-L-L-L-1-1-1-1-1-1-1-1-1-1-0-|-}-}-[+[+]-[+]+]-|+]|-|+]+]-]|-|+
112(3|4|5]|6|7|8|9|0|n|2|B|MU|B|BL{I7J1|{2]|3|4]|5|6]|7|8|9|0O|1N|2(B|U|B|B|7|1]2(3]|4|(5]|6|7|8[9(D|1N|(2|B|K|B|B|L7
102 Stocke gesund 102 Stocke gesund 49 Stocke Fanleaf krank, 48% krank
St. 2017 2018 2019
L[| - [+ -| - |F]|F]|F|T]| - | - ||| ] -] -] - T - | T | |
2 ||+ - [ - |- [F[F[F]F] - F| -] - ] ]
3 +| - [+ - [F[F[F[F] - [F]F]F]|H|FF | H ] -] - ]
4 - [+ ||| T[T+ ] ] - (]| T T | T T ] ]+
S| - |+ |+ ||+ |+ - [F]F]F]F|F[F] -] H] -] -] | ]
6 |+ |+|+| - |+|+|+|+|T| - |+|+]|+|FH[T{T|H+|+|+| - [+] ]|+ | T[]+ | T T{H ||| T | T T+
112(3|4|5]|6|7|8|9|0|n|2|B|MU|B|BL{I7J1|{2]|3|4]|5|6]|7|8|9|O|n|2(B|U|B|B|7|1|2(3]|4|(5]|6|7|8[9(D|N|(R2|B|K|B|B|L7
78 Stocke Fanleaf krank, 76% krank |80 Stdcke Fanleaf krank, 78% krank |99 Stécke Fanleaf krank, 97% krank
6 Stocke abgestorben 6 Stocke abgestorben 6 Stocke abgestorben
18 Stocke gesund 16 Stocke gesund 2 Stocke gesund

Kooperation mit LVWO Weinsberg und
Rebenveredelung Wahler, Weinstadt
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WP3: Viruskrankheiten der Rebe
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Fazit: Sonderfall Riesling?

e Weinstadt und Ortenau: kein infizierter
Stock

* Test am Edelreis! Infektion der Unterlage
wahrscheinlich

 Wenn Unterlage infiziert: warum kein
Ubergang ins Edelreis?



Wr WP3: Viruskrankheiten der Rebe

Gérard Demangeat: Methoden der
KIAT

....................................

Resistenzbewertung und Perspektiven
4y | Rocinkandfal

DIENSTLEISTUNGSZENTRUM
rrrrr

UNIVERSITAT
KOBLENZ - LANDAU

o = INRA

SCIENCE & IMPACT
\( A ARNNERSTE




WP3: Viruskrankheiten der Rebe

UNI
I

FREIBURG

KIT
8

'
DIENSTLEISTUNGSZENTRUM

LANDLICHER RAUM
NHEINPFALZ

/‘\

~AgIo/ c1ence

Gk

i K -hulu
Pl G} v o Sk

UNIVERSITAT
KOBLENZ - LANDAU

&

UNIVERSIT
C HAUTE- AI.SACE

STIEHCE fa MPECT

le

HANDSCIENCE
INSTITLITE

|N?A Viruspersistenz

Nahrungsaufnahme
= Gallenbildung

Uberleben der
Nematoden >4 Jahre

Q.
=
£
i}
&
)
2
°
£
o



WP3: Viruskrankheiten der Rebe

£

i*‘.‘""ﬁ
E QS
Dorsseete aul
h [idgenessenschafl

Srhaver
Confastaration suisse

Confe dc'! o%e SWzIerd
Cunfodetarom wine

STAATLICHES
“' WBI| Ebim
FREIBURS

R IBURG

&(IT

isruber Institut far

DIENSTLEISTUNGSZENTRUM

LANDLUICHER RAUM
NHEINPFALLZ

/"'\

wAgL Jaence

%us.!....,

o G b Comt o o Sl P

UNIVERSITAT
KOBLENZ - LANDAU

LUNIVERSITE
HAUTE-ALSACE

___-—_
=:INRA
=~ SOERCE & MPRCT

poN|

IHH’-NU'SCIME

AufreilRen ge
Brache >7

Sanitare Selektion

Verkirzt durch den Einsatz
von Pflanzen mit
antagonistischer Wirkung

Keine nachhaltige Lésung !



Genetische Ressourcen:
Resistenz gegen Krankheit ?
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Resistenz gegen Nematoden !

Toleranz fir
Reisigkrankheit
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Bestandlg gegen Vlrusubertragung Unterlage
Nemadex AB

Resistenz gegen Virus !

Veredlung

Keine Resistenz
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Wr Ubertragung von GFLV durch Nematoden
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Erste Resultate....
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Zusammenarbeit : INRA Bordeaux und Sophia Antipolis
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1. Verbesserung der agronomischen Qualitaten der Unterlage Nemadex AB
=Zusammenarbeit : INRA Bordeaux und Sophia Antipolis

2. Resistenzen bei Anbausorten....
- in der Region Oberrhein (.....,
- andere Vitis Vinifera...
= Zusammenarbeit mit «Equipes Génétique et Amel|orat|o

«Métabolisme Secondaire de la Vlgne» ﬁ
3. Untersuchung der Resistenz in Vitis Sylvetris

Riesling, Pinot Noir, ...)

bisher unbekannt!
= Zusammenarbeit mit Université de Haute Alsace (LVBE)
mit Karlsruhe Institut fir Technologie (KIT)
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Wr Resistenz durch Biotechnologie

= IWBI &5
Antikdrper von Camelidae Nanobody Chromobody
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Resistenz durch Biotechnologie

DIENSTLEISTUNGSZENTRUM
LANDLICHER RALIM
WHEINPFALL

~Agro/cience
\Y &

LjKi

Al K-
G b Cot b o P

UNIVERSITAT
KOBLENZ - LANDAU

&

\ LUINIVERSITE
(%J HAUTE-ALSACE

STIEHCE fa PECT

poN

G5
HANDSCIENCE
INSTITLITE

X. index + 0

Nanobodies

Sensibilitat Resistenz Sensibilitdt Resistenz

Inokulation
bei Nematoden

Sensibilitat Resistenz Sensibilitat Resistenz

N. benthamiana Rebe

= Antivirale Aktivitat gegen GFLV
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