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Determination of the K/Ca ratio in rachises of the vine clusters (Vitis vinifera L.)
by an X-ray microanalyser with a scanning electron microscope

Summary. — The present study was conducted on rachises of Vitis vinifera L.
during the early phase of stalk necrosis disease (‘Stiellahme’).

Amounts of K and Ca were recorded by an energy dispersion X-ray analyser with
a scanning electron microscope.

Samples were taken from healthy and diseased plants, the affected plants being
divided into seemingly healthy and slightly necrotic tissues.

In the case of the healthy-looking tissue from diseased plants, the ratio of K/Ca
is high when compared with healthy plants. This tendency is accentuated in tissues with
visible symptoms in the early phase of stalk necrosis disease.

The imbalance between K and Ca was considerable, especially in the large paren-
chyma cells of the cortex and was less accentuated in the xylem and on the surface of
the rachis.

Einleitung

Das Problem degenerierender Sprof3achsen bei Fruchtstdnden von Reben (,,Stiel-
lahme*) wurde wiederholt und unter Einbeziehung umfangreicher Literatur be-
schrieben (Avcewerst und Hirny 1972, THEeiLEr 1973).

Ein wichtiger Teilaspekt kommt dem membranstabilisierenden Calcium (MaRri-
Nos 1962) und aufgrund bekannter kationischer Wechselbeziehungen insbesondere
bei Vitis vinifera (GArTEL 1967, DjaBariaN 1970) auch dem Kalium und Magnesium zu.
Diese Mineralstoffe wiederum sind physiologisch im Zusammenhang mit dem Siu-
restoffwechsel (ArLeweLpt und Hieny 1972, BANGERTH 1973) und dem Kohlenhydratum-
satz und -transport (Mencer und Viro 1974) zu beurteilen.

Der exakte analytische Nachweis der Kationendichte und -verteilung innerhalb
des Achsengewebes stof3t indessen auf methodische Schwierigkeiten. In den An-
fangsstadien der Stiellihme, die fiir die Erfassung der kausalen Zusammenhénge
besonders wichtig sind, handelt es sich um eng lokalisierte sich desintegrierende,
jedoch noch nicht nekrotische Zellkomplexe, die mit den iublichen Methoden, z. B.
liber die Veraschung, nur unzureichend zu erfassen sind. Unter anderem miif3ten
die sich desintegrierenden Zellen unter dem Mikroskop identifiziert und aus dem
Stengelgewebe herauspriapariert werden, um eine Verfialschung der Befunde durch
angrenzendes gesundes Material auszuschlief3en.

Deshalb wurde unter Verwendung eines Rontgenspektrometers (energiedisper-
sives System) in Verbindung mit einem Rasterelektronenmikroskop (Stereoscan 4)
ein anderer Weg eingeschlagen, da hiermit die Alkali-Ionen kleinster Zellkomplexe
direkt erfat werden konnen. Uber die Methodik und die Resultate wird im Fol-
genden berichtet.

Material und Methoden

Die Trauben des Limberger-Klons 419/5 entstamimen den Rebanlagen der Lehr-
und Versuchsanstalt fiir Wein- und Obstbau in Weinsberg/Baden-Wiirttemberg.
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Beim Auftreten der ersten Stiellahmesymptome wurden 1972 und 1973 jeweils 15
gesund erscheinende und 15 erkrankte Trauben entnommen. Unter dem Binokular
wurden die Traubenstiele nach solchen Nekrosen untersucht, die noch relativ klein
waren. Bereits fortgeschrittene Krankheitsstadien wurden nicht untersucht, da
durch Sekundirprozesse moglicherweise erhebliche Verdnderungen im urspring-
lichen Schadensbild entstehen kénnen. Die Sprof3isegmente wurden teils dem Haupt-
stiel, teils den Seitenstielchen entnommen. Bei den gesund erscheinenden Kontrol-
len wurden jeweils entsprechend lokalisierte und dhnlich grofle Segmente entnom-
men. Alle Proben wurden nach der Praparation im Vakuum getrocknet und luftdicht
aufbewahrt.

Fir die Analyse wurden die Priaparate in einer Bedampfungsanlage mit Kohle
(200—400 A) bedampft. Die Oberflache der Probe wurde mit dem Rastermikroskop
betrachtet und anschlieBend eine Elementanalyse auf Kalium und Calcium mit
Hilfe eines energiedispersiven Systems durchgefiihrt. Der verwendete Si/Li-Detek-
tor hat eine Energieauflosung von 160 eV (bei 6 KeV). Da es bei den Untersuchungen
nur auf das Kalium/Calcium-Verhiltnis ankam, storte die relativ strukturreiche,
rauhe Probenoberflache nicht. Es wurden Linien- und Flachenanalysen auf Stiel-
oberfldache und Stielquerschnitt durchgefiihrt.

Bei dem Linienanalysenverfahren wurde das Rontgenspektrometer auf ein Ele-
ment (K oder Ca) eingestellt und seine Konzentration entlang einer Geraden ge-
messen, wahrend der Elektronenstrahl tiber die Probe fuhr. Die gemessene Intensi-
tatsverteilung des eingestellten Elementes lidngs der Scanlinie wurde lber einen
Ratemeter direkt mit einem x/t-Schreiber registriert oder in einem Vielkanalanaly-
sator gespeichert (Betrieb: Vielkanalzidhlung). Um auch eine Flachenverteilung ei-
nes Elementes von der Probenoberfliche zu erhalten, wurde das Ausgangssignal
des Spektrometers zur Modulierung der Kathodenstrahlrohre im Rastermikroskop
verwendet. Es war somit moglich, nach Aufnahme der Probenoberflache (Sekun-
darelektronen-Bild) anschliefend eine Elementverteilung von der gleichen Stelle
der Probenoberflache aufzunehmen.

Resultate
1. Messungen an der Stieloberflédche

Die Proben des Jahres 1972 wurden longitudinal an der Achsenoberfldche un-
tersucht. Da die Analysentiefe im Material nur ca. 20 «m betridgt (20 KeV Elek-
tronen), werden hierbei nur die Epidermis und die unmittelbar darunter liegenden
Zellen erfaf3t. In diesem Rindenbereich kann, wie THEeiLER (1970) sowie Hirny und
ArvceweLst (1972) festgestellt haben, eine nekrotische Verdnderung mit den Sympto-
men der Stielldhme auftreten. Moglicherweise ist jedoch der gesamte erkrankte Ge-
webekomplex, der meist noch tiefer in die Rinde reicht, durch die Messung nicht
voll erfa3it worden.

Das Material wurde in 3 Klassen eingeteilt:Bei gesund aussehenden Trauben-
stielen wurde an unbeschiddigten Stellen gemessen (G). Eine weitere Serie von Pro-
ben wurde von kranken Trauben, jedoch aus gesund erscheinendem Gewebe ent-
nommen (K/G). Die dritte Segmentgruppe stammt ebenfalls aus kranken Trauben-
achsen mit kleinen sich desintegrierenden Gewebekomplexen, die jedoch noch nicht
mit melanoiden Farbstoffen durchsetzt waren, was eine starke Schidigung ange-
zeigt hatte (K/K). Es wurde Wert darauf gelegt, die relativen Kationensummen zu
Beginn der Krankheit zu erfassen, weil dadurch viel eher Riickschliisse auf die
Krankheitsursachen moglich sind.
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Die Mef3daten ergeben einen deutlichen Unterschied zwischen den gesunden
und kranken Stielpartien. Die Relation Kalium/Calcium ist dort, wo die Symptome
der Stiellahme auftreten, stets héher als im gesunden Gewebe. In der Tabelle 1 sind
die Werte aus 2 Jahren zusammengestellt. Sie zeigen innerhalb eines Jahres jeweils

Tabelle 1

Kalium/Calcium-Quotient an der Oberfldche von Traubenstielen gesunder und kranker
Pflanzen (Mittelwerte von jeweils 15—25 Segmenten mit je 3 MeBstellen)
Potassium/calcium ratio at the surface of rachises from healthy and diseased plants
(mean values from 15—25 segments with 3 measuring points each)

K/Ca

GEWERE 1972 1973

gesund X 7,73 0,62
(G) S 2,84 + 37% 0,231+ 37%

krank/gesund X -— 2,00
(K/G) s — 1,48 £ 74%

krank/krank X 12,38 5,80
(K/K) S 1,82 £ 15% 3,04 +52%

Alle Werte sind hochsignifikant (P < 1%) bzw. signifikant (P < 5%s).

dieselbe Tendenz auf. Zwischen den beiden Jahren bestehen jedoch erhebliche Dif-
ferenzen. Vor allem 1972 ist das Kalium/Calcium-Verhéltnis beim gesunden Gewebs
(G) sehr hoch, es unterscheidet sich jedoch signifikant vom kranken Gewehe (K/K)
desselben Jahres. Auf die relativ groflen Streuungen im 2. Versuchsjahr ist hinzu-
weisen. Moglicherweise sind sie durch Spritzbehandlungen und Luftverschmutzun-
gen verursacht. Durch die hochempfindliche Mef3technik werden auch geringe lo-
kale ,,Verunreinigungen* erfaf3t.

2. Kalium/Calcium-Quotient an Querschnitten der Trau-
benachsen

Es erschien wiinschenswert, nicht nur den duBlersten Achsenbereich (Tabelle 1),
sondern an Hand von Querschnitten auch das tibrige Stengelgewebe einschlieB3lich
der Festigungselemente im Xylem und Bast zu erfassen.

Der in der Aufsicht ziemlich homogen erscheinende Xylembereich mit breiten,
meist biseriaten Holzstrahlen wurde an drei glinstigen MeQstellen erfa3t (Abb. 1 a).

Ahnliche Messungen im Kambial- und Phloembereich wurden nicht durchge-
fihrt, da diese Gewebe durch den Trocknungsprozef3 stark eingesunken sind und
sich flr diese Analyse aus Griinden der geringen Ansprechwahrscheinlichkeit nicht
anbieten.

Als zweite giinstige MeBstelle, wiederum fiir jeweils 3 Messungen, bot sich das
grofizellige Rindenparenchym an, weil es sowohl homogen als auch horizontal auf
der Schnittoberfldche orientiert ist (Abb. 1 a).

Das kleinerzellige Rindenkollenchym ist durch den Trocknungsprozef3 sehr stark
nach auflen abgewinkelt und deshalb nicht geeignet.

In Abb. 3 ist ein Beispiel fiir je eine Einzelmessung im Rindenbereich wieder-
gegeben. Im gesunden Gewebe einer gesunden Pflanze (G) ist der Calciumgehalt
hoher als der Kaliumgehalt. Beim gesund erscheinenden Gewebe kranker Trau-
benstiele (KG) verschiebt sich der Anteil der Kationen starker zugunsten des Ka-
liums. Dieser Trend verstidrkt sich noch mehr im als krank definierten Gewebe von
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Stielen, die aufgrund stirkerer Nekrosen (die nicht analysiert wurden) &uflerlich
sichtbar krank waren (KK).

Tabelle 2

Kalium/Calcium-Quotient an Querschnitten von Traubenstielen gesunder und kranker
Pflanzen (Mittelwerte von jeweils 10—12 Segmenten mit je 3 Mefstellen)

Potassium/calcium ratio at transverse sections of rachises from healthy and diseased
plants (mean values from 10—12 segments with 3 measuring points each)

Gewebe Xylem e Rindenparenchym
gesund X 0,22 0,48
(G) s 0,07 + 34% 0,09 = 19%
krank/gesund X 0,35 1,83 n.s.
(K/G) s 0,08 +24% 0,51 + 28%
krank/krank X 0,48 2,13 ns.
(K/K) s 0,17+ 36% 0,90 + 42%

Alle Werte sind hochsignifikant (P < 1%) bzw. signifikant (P < 5%), ausgenommen die Diffe-
renz zwischen 1,83 und 2,13 (= n.s.).

Die gesamten MeBBwerte aus Xylem und Rindenparenchym sind in der Tabelle 2
zusammengefaflt. Es zeigt sich generell, dafl im Xylembereich der Kalium/Calcium-
Quotient geringer als im Rindensektor ist. Demnach nimmt die relative Kalium-
menge, verglichen mit Calcium, in der Rinde zu.

Vergleicht man gesundes und krankes Gewebe, so ergibt sich folgendes Bild:
Mit zunehmender Erkrankung (von KG zu KK) findet sich mehr Kalium im Gewebe
als Calcium. Dieser Effekt ist in der Rinde stirker ausgeprigt als im Xylem.

Es liberrascht jedoch, dal auch das Xylem eine disharmonische Kationenver-
teilung Uberhaupt aufzeigt, da anatomische Krankheitssymptome in diesem Sprof3-
bereich bislang nicht festgestellt worden sind.

In Abb. 1a ist eine REM-Aufnahme aus einem equergeschnittenen erkrankten
Traubenstielsegment dargestellt. Links im Bilde befindet sich das Xylemgewebe.
Der grabenartige Einbruch entspricht dem weicheren Kambium und Phloem, das
beim Trocknen eingesunken ist, und rechts erscheint das Rindenparenchym. Seine
vergleichsweise groflen Zellen sind in Abb. 1a in Form von weitporigen Struktu-
ren erkennbar. Das kleinerzellige Kollenchym und die Epidermis sind nicht abge-
bildet, da dieser Teil des Querschnittes beim Trocknen in einem sehr starken
Winkel nach unten gekrimmt wurde. Daraus resultiert eine drastische Unschéarfe
auf dem Foto.

In Abb. 1 b und 1 c ist die dazugehorige relative Kalium- und Calciumkonzen-
tration dargestellt. Hohe Punktdichte in der Aufnahme bedeutet hohe Elementkon-
zentration.

Die beiden Elementverteilungsbilder machen deutlich, da3 trotz der rauhen
Querschnittsoberfldache eine Charakterisierung der Kationenverteilung moglich ist.
Die Kaliumkonzentration (Abb. 1b) ist insgesamt stdrker und besonders ausge-
pragt im Rindenparenchym. Das Calcium ist gleichmé&Biger verteilt (Abb. 1c).

Abb. 2 zeigt die typische Verdnderung des Kalium/Calcium-Verhéltnisses ent-
lang der in Abb. 1 a, b, c gezeigten weillen bzw. schwarzen Linie auf dem Stielquer-
schnitt einer kranken Pflanze. Der Line Scan beginnt somit im Xylem und durch-
lauft das Kambium und Phloem bis zum Rindenparenchym.
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Abb. 1: REM-Aufnahme eines Quer-
schnittes aus einem kranken Trauben-
stiel (KK). a) Von links nach rechts:
Xylem, Kambium-Phloem als Ver-
tiefung, Rindenparenchym. b) Ele-
mentverteilung (helle Punkte) flir Ka-
lium und c) fir Calcium. — Weifler
bzw. schwarzer Querstrich entspricht
der in Abb. 2 dargestellten Line Scan
fiir KK.

REM photograph of a transverse sec-
tion from a diseased rachis (KK). a)
From left to right: Xylem, cambium
and phloem as a recess, cortex par-
enchyma. b) Element distribution
(bright spots) for potassium and c) for
calcium. — White or black line cor-
responds to the line scan for KK as
shown in Fig. 2.

Im gesunden Gewebe bewegt
sich der Kalium/Calcium-Quotient
mit geringen Schwankungen in ho-
rizontaler Richtung. Vollig anders
ist der Verlauf der Kurve im er-
krankten Stielgewebe. Der Quotient
Kalium/Calcium nimmt in der Rin-
de um das Mehrfache zu.

Diskussion

Alles in allem zeigen die vorlie-
genden Daten, dafl die Stiellihme
bei einem weiten Kalium/Calcium-
Verhéltnis der Traubenachsen be-
vorzugt auftritt. So gesehen ist der
Zellzusammenbruch zeitlich mit ei-
nem gestorten Verhiltnis der be-
treffenden Alkali-Ionen gekoppelt.
Damit ergeben sich Parallelen zu
Zellnekrosen in calciumarmen Ge-
weben der Apfelfriichte (BANGERTH
1973, Lewis und MarTin 1973).

Der besondere Wert der ermit-
telten Resultate liegt in der exak-
ten Lokalisierung der disharmoni-
schen Kationenverteilung innerhalb
des Stielgewebes durch die Mikrc-
sonde im Mikrobereich.

Die  Kalium/ Calcium-Schere
offnet sich am weitesten im grof3-
zelligen Rindenparenchym, wo das
Zellumen, je nach Rebsorte 80 oder
100 ym erreichen kann (TueiLEr 1970,
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Fevent, 1971); sie schliel3t sich jedoch wieder etwas im Bereich des dufleren kollen-
chymartigen und kleinerlumigen Rindengewebes.
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Abb. 2: Kalium/Calcium-Verhiltnis auf ~
einer Markierungslinie (Line Scan), die
vom Xylem bis zum Rindenparenchym 3
verlauft. = 200
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Fig. 2: Potassium/calcium ratio on a
marking line (line scan) extending from 600
xylem to cortex parenchyma.

Fig. 3: Single measurements of im-
pulses for potassium and calcium in the
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G = healthy, KG = seemingly healthy, t + } |
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Energie

Soweit die Entstehungsorte der Krankheit im inneren Rindenbereich liegen, mul3
aufgrund der Calcium-Mangelbedingungen ursachlich an einen irreversiblen Struk-
turverlust der Membranen und Zellwidnde gedacht werden. Dazu sind diese diinn-
wandigen und gro3lumigen Zellen mit geringem Plasmaanteil und groBler Vakuole
pradestiniert, denn ihre Ontogenese hatte eine hohe plastische Dehnbarkeit und
eine Lockerung der Zellwandmatrix durch Calciumentzug zur Voraussetzung. Cooi.
und Bonner (1957) haben hierzu grundsitzliche Versuche bei Tomate und Mais an-
gestellt. Ein Mangel an Calcium kann bei Gurken die Zellmembranen ungewdhnlich
permeabel machen (Dvorix und Cernonorskd 1972), und ein Leck bei einem der
zellinternen Kompartimente vermag die Zellorganisation und die Enzymproteine
empfindlich zu storen (SacHer 1962). Sowohl die Vakuolen als auch die Zellwédnde
enthalten Enzyme, die eine Autolyse verursachen konnen (MatiLe 1969, Lee et al.
1967).
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Die mogliche Mitwirkung des Kaliums ist u. a. in Verdriangungseffekten zu su-
chen (MenceL 1970), wodurch Magnesium- und Calcium-Ionen von den Bindungs-
stellen an den Pektinen getrennt werden (Somers 1973). Am Tonoplast besteht nach
Pierce und Hicinsotnaat (1970) vermutlich ein aktiver Influx fiir Kalium, wodurch
der osmotische Druck der Zellen erhoht wird. Zellexpansion und Dinnwandigkeit
sind die Folge, einhergehend mit einem geringeren Zelluloseanteil der Festigkeits-
gewebe (WiLson 1961). Abgesehen von all diesen grundséitzlichen Fakten, bleibt bei
den Traubenstielen die starke Bevorzugung des Kaliums und die Benachteiligung
des Calciums durch das Rindenparenchym in den Ursachen unklar. Man hatte das
weiteste Kalium/Calcium-Verhiltnis am ehesten im Phloembereich erwartet, wo
das Kalium, wie erneut bestétigt, eine stimulierende Wirkung auf den Kohlen-
hydrattransport hat (MenGeL und Viro 1974). Zwar weisen die mehr zentral orien-
tierten Achsengewebe, wie die Messung im Xylembereich ergibt, ebenfalls einen
signifikant hoheren Kaliumanteil auf, wenn das Gewebe erkrankt ist. Verglichen
mit der Rinde ist die Storung des Ionengleichgewichts jedoch gering.

Die ausgepragte Querverschiebung des Kaliums in das Rindenparenchym der
Traubenachsen darf nicht unabhéngig von einer moglichen, unter Umstdnden al-
tersbedingten, Retranslokation des Calciums betrachtet werden. Der an sich schon
geringe Calciumgehalt in den Traubenachsen (DiaBarian 1970) wird vermutlich
durch das Auftreten von organischen Siduren bei Beginn der Stiellahme verstidrkt
(Actewerpt und Hieny 1972), wobei aufgrund der Elementanalyse zu folgern ist, da@
die gebildeten Calcium-Chelate aus dem Rindengewebe forttransportiert werden.

Zusammenfassung

Bei einem Limberger-Klon wurden Untersuchungen durchgefiihrt, welche Be-
ziehungen zwischen der Kalium/Calcium-Relation und der Stiellihmeerkrankung
aufzeigen. Hierfir wurde ein Verfahren mit dem Rasterelektronenmikroskop
und einem RoOntgenspektrometer angewandt. Es gestattet die Analyse kleinster
Gewebekomplexe im Anfangsstadium der Krankheit. Untersucht wurden vollig ge-
sunde und kranke Pflanzen — bei letzteren sowohl gesund erscheinende Stellen
an Traubenstielen als auch schwach erkrankte Gewebe. Die Messungen erfolgten
an der Stieloberfldche und an Querschnitten.

Alle Untersuchungen zeigen, daBl mit Beginn der Stiellihmekrankheit der Ka-
lium/Calcium-Quotient grofler wird. Davon sind die Oberfldche, das Rindenparen-
chym und auch das Xylem betroffen. Die gro3te Disharmonie zwischen Kalium und
Calcium besteht im grofizelligen Rindenparenchym.

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Strahlenzentrums der Justus-Liebig-Universitat
in Gielen durchgefiihrt. Frau B. Hinpborr sowie Herrn und Frau Nacuir danken wir fiir die
technische Mithilfe.
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