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Is-Test bei der

Botryt

Traubenannahme

Michael Fischer und Hanns-Heinz Kassemeyer,
Staatliches Weinbauinstitut Freiburg; Andrea
Wosnitza, Caroline Freye-Minks und Renate Loewe,
Fa. Loewe Biochemica GmbH, Sauerlach

In einem gemeinsamen Forschungsprojekt des
Staatlichen Weinbauinstitutes Freiburg mit der

Fa. Loewe ist es gelungen, zwei serologische Test-
verfahren zu entwickeln, die eine schnelle und
gleichzeitig empfindliche, spezifische und zuverlas-
sige Beurteilung des Lesegutes hinsichtlich Botrytis
bei der Traubenannahme und im Weinberg erlauben.

Botrytis cinerea, der Grau-
schimmel, verbreitet sich an
der Oberfléache von Trauben
rasch mit Hilfe ungeschlecht-
lich gebildeter Konidien. Der
Pilz bildet unter natiirlichen
Bedingungen extrazellulére
Phenoloxidasen aus, deren
Hauptvertreter, die Laccase,
bei unerwiinschter Oxidation
fiir das Braunwerden des
Mostes verantwortlich ist.
Vor allem Trauben roter Sor-
ten sollten weitestgehend
frei von Botrytis-Befall sein,
ein gezielter Nachweis im
Rahmen der Traubenan-
nahme war bisher aber nicht
ohne weiteres moglich.

Bislang verfiigbare
Nachweismethoden

Ein qualitativer und/oder
quantitativer Beeren-Befall
durch Botrytis cinerea lief3
sich bislang nur auf unge-
nauem oder aber apparati-
vem und arbeitsaufwendi-
gem Weg nachweisen:

=» Weithin iiblich ist die op-
tische Bonitur, das heil’t,
das Schadensausmalf3 wird
visuell abgeschatzt; dabei
wird nur der duBerlich sicht-
bare Befall erfasst, mit allen
damit verbundenen Unwég-
barkeiten.

=» Eine weitere Moglichkeit
ist der Nachweis iiber die
Bestimmung der Laccase-Ak-
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tivitat (,,Syringaldazintest®).
Das gelbe Substrat Syringal-
dazin wird dabei von der
gegebenenfalls vorhandenen
Laccase zum rotlichen Chi-
non oxidiert. Die Messung
erfolgt photometrisch iiber
die so genannte Extinktions-
zunahme bei 530 nm.

=» Als dritte Moglichkeit
gibt es den Nachweis {iber
die Infrarot-Spektroskopie
(,,GrapeScan®“). Nach einer
Kalibrierung des Geréts kon-
nen im Most Inhaltsstoffe
wie Glucose, Fructose oder

Botrytis cinerea, Beere: dunkle
Hyphenstrange und zahlreiche
helle Konidienk6pfchen.

auch Glycerin gemessen
werden, wobei eine genaue
Korrelation mit dem tatsach-
lichen Befallsgrad mit Botry-
tis aber umstritten ist.

Neue serologische
Testverfahren

Serologische (immunologi-
sche) Testverfahren gelten
seit langem als zuverléssige
und anerkannte Methoden
zur Diagnostik einer Vielzahl
von Krankheitserregern

Fir diesen Botrytisbefall — hier an Rulénder-Trauben — benotigt
man kein spezielles Nachweisverfahren.
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cinerea, Versuchs-
zahlreiche eiférmige
Bilder: Fischer

otrytis
probe:
Konidien.

(Viren, Pilze, Bakterien). Die
durch das Staatliche Wein-
bauinstitut Freiburg und die
Fa. Loewe entwickelten
Testmethoden basieren auf
einem neuen, spezifischen
Anti-Serum gegen Botrytis
cinerea. Das Prinzip der vor-
gestellten Tests beruht auf
der stabilen Wechselwirkung
zwischen Antigen (hier Bo-
trytis cinerea Mycel, Koni-
dien, Proteine) und dem ho-
mologen Immunglobulin
(IgG, Antikorper). Das Anti-
gen in der befallenen Probe
bildet dabei eine Briicke
zwischen dem Festphasen-
gebundenen IgG und einem
enzymmarkierten Antikorper
(Konjugat), das iiber eine
nachgeschaltete Farbreak-
tion die Detektion und da-
mit die Beurteilung der Be-
fallsstarke ermoglicht.

Im Laufe des Forschungs-
projektes kristallisierten sich
zwei Testmethoden zum
Botrytis-Nachweis heraus:

® Cocktail-ELISA

Dieses klassische Testverfah-
ren ermoglicht zuverlassig
und dokumentierbar eine
quantitative Abschatzung
des Botrytis-Befalls. Es ist
flir die Qualitédtsbeurteilung
des Lesegutes nach der Lese
oder aber auch fiir das
Monitoring latenten Befalls
schon im Weinberg und da-
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mit fiir das Qualitdtsma-
nagement geeignet.

Der Test kann in einem
ELISA-Labor mit der iibli-
chen Ausstattung durchge-
fiihrt werden. Als erster Ar-
beitsschritt wird der Botry-
tis-spezifsche Antikérper auf
eine 96-well Mikrotiterplatte
gebunden und vier Stunden
bei 37 °C inkubiert. Danach
werden die Most- oder Mai-
scheproben zusammen mit
dem enzymmarkierten Anti-
korper aufgetragen. Am
néchsten Morgen wird die
Substratlosung zugegeben.

Die Substratlésungen zei-
gen zuverldssig eine vom Be-
fallsgrad des untersuchten
Traubengutes abhéngige
Farbreaktion, die sich photo-
metrisch nachweisen und
iiber die ermittelten OD-
Werte quantitativ erfassen
lasst. Nach etwa einer halben
bis einer Stunde kann der
Farbumschlag spektrophoto-
metrisch oder visuell bewer-
tet werden. Je intensiver die
Blaufarbung, desto hoher ist
der Befall mit Botrytis (siehe
untenstehendes Foto).

Das Verfahren eignet sich
besonders fiir Massentests,
da gleichzeitig hunderte von
Proben analysiert werden
konnen. Bei Auftrag der Pro-
ben am Abend liegen die Er-
gebnisse im Verlauf des
nichsten Morgens vor.

® Lateral Flow
Schnelltest

Dieses Testverfahren ermog-
licht die Beurteilung des Bo-
trytis-Befalls innerhalb weni-
ger Minuten. Der Test kann
ohne Vorkenntnisse und La-
borausstattung am Ort des
Geschehens durchgefiihrt
werden.

Auch bei diesem Testver-
fahren werden Botrytis-spe-
zifische Antikorper einge-
setzt. Die Basis des Lateral
Flow Tests bildet eine Nitro-
cellulosemembran, die zum
Schutz vor mechanischen
Einfliissen in eine Plastikkas-
sette eingebracht ist. Dieses
Design erweist sich als be-
sonders anwenderfreundlich
und robust in der prakti-
schen Anwendung unter den
Arbeitsbedingungen im Kel-
ler oder im Weinberg.
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1. Das Probengefal
mit enthaltenem
Puffer 6ffnen und
mit Most/Maische/
Traubensaft
auffiillen

2. Mit der Pipette 3. Langsam 2-3 Tropfen
gut mischen

der Mischung auf die
Probenauftragséffnung
geben

Design und Durchfiihrung des Botrytis cinerea Lateral

Flow Schnelltests.

Die vorbereitete Probe
(aus Traube, Most, Maische)
wird durch die runde Pro-
beno6ffnung eingetraufelt
und 16st den rotgefarbten
Botrytis-spezifischen Anti-
korper. Bei Botrytis-Befall
entsteht ein Immunkomplex
aus Antigen und Antikorper,
der zur Testlinie wandert. Er
wird dort immobilisiert und
bildet eine scharfe rote
Bande aus. Ist in der Probe
kein Antigen enthalten, ent-
fallt die Komplexbildung; es
kann keine rote Testlinie
entstehen. Die obenstehende
Abbildung illustriert die ein-
fache Durchfiihrung des
Tests.

Obwohl eine quantitative
Auswertung des Lateral
Flow Tests derzeit noch
nicht moglich ist, kann mit
einiger Erfahrung durchaus
eine Aussage zum Befalls-
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grad gemacht werden: Er-
scheint eine starke Testlinie
innerhalb einer Minute, ist
von einem starken Botrytis-
Befall auszugehen. Erscheint
sie innerhalb von zwei bis
finf Minuten, ist ein mitt-
lerer Befall wahrscheinlich.
Ist nach zehn Minuten nur
eine schwache Linie zu er-
kennen, liegt der Befall
schatzungsweise unter zehn
Prozent. Die Abbildung auf
der nichsten Seite oben
links zeigt eine Versuchs-
reihe mit bonitierten Trau-
ben, die eine halbquantita-
tive Aussage liber den Grad
an Befall zulésst.

Der Schnelltest ldsst sich
ohne Probleme in den Ab-
lauf der Traubenverarbei-
tung einfiigen und eignet
damit sich fiir eine rasche
Kontrolle wiahrend der Trau-
benannahme.
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Farbentwicklung des Botrytis cinerea ELISA nach 30 Minuten Re-

aktionszeit — blaue Positionen zeigen Befall an, eine visuelle Beur-

teilung ist leicht moglich.
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Rebschutz s

Kontroll-Linie (C) und Test-Linie (T)
sichtbar
= positives Ergebnis
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nur Kontroll-Linie (C) sichtbar
= negatives Ergebnis

4. Nach 2-10 Minuten das
Testergebnis im Sichtfenster
ablesen

Optische Bonitur
und serologischer
Nachweis

In Voruntersuchungen
konnte gezeigt werden, dass
sich die wichtigsten Ausbrei-
tungsteile des Pilzes, die Ko-
nidien, bis hin zu sehr nied-
rigen Konzentrationen pho-
tometrisch nachweisen las-
sen (etwa 10° pro ml); dies
gilt entsprechend auch fiir
das zugehorige Mycel. Uber
die Einfiihrung eines inter-
nen Proteinstandards erge-
ben sich erfolgverspre-
chende Moglichkeiten zu ei-
ner Quantifizierung des
Nachweises, zum Beispiel
mit Hinblick auf einen de-
finierbaren Befallsgrad.

Zur weiteren Klarung der
Frage wurden Versuchsrei-
hen mit Proben definierter
Befallsstdrken von 0 % bis
100 % durchgefiihrt (Befalls-
grad bestimmt aus ausge-
zdhlten gesunden und befal-
lenen Trauben). Die Proben
mit definiertem Botrytis-Be-
fall wurden im ELISA, im
Lateral Flow und im Lac-
case-Enzymassay getestet.
Dabei zeigt sich, dass bei al-
len getesteten Rebsorten
(Spatburgunder, Riesling,
Miiller-Thurgau, Ruldnder)
eine gute Korrelation zwi-
schen definierter Bonitur
und serologischem Nachweis
besteht (siehe Grafik auf der
néachsten Seite).
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OD 405nm Botrytis-Befall nach
C ELISA visueller
Bonitierung
>3 100%
0.8 30%
0.37 10%
0.07 0%

Unterschiedlich stark befallene Trauben im Lateral Flow Test (Streifen aus der Testkassette entfernt);
im Vergleich sind die Messergebnisse der ELISA-Analyse angegeben.

Der Test in der Praxis

Das entwickelte serologische
Verfahren wurde anlésslich
der Weinlese der letzten
Jahre an verschiedenen
Standorten in Deutschalnd
und Frankreich wiederholt
und prinzipiell erfolgreich in
der Praxis erprobt. Auch
unter verschiedenen Anliefe-
rungsbedingungen hinsicht-
lich des Leseguts war eine
100-prozentige Proben-
nahme moglich, unter
gleichzeitiger Bertiicksichti-
gung von Sorte, gegebenen-
falls Reifegrad und allgemei-
nem Zustand der Beeren.
Von mehreren
hundert Proben, so-

1,4-

rea untersucht. Hierzu
wurde das Antiserum einer-
seits auf Reaktion mit an-
deren Botrytis-Isolaten und
nahe verwandten Pilzen,
andererseits auf zahlreiche
rebenrelevante Pathogene
und Saprophyten (Bakte-
rien, Pilze, Hefen) sowie
auf die géangigsten im
Weinbau verwendeten
Spritzmittel gegen Schid-
lingsbefall getestet. Wir
konnten in keinem Fall
falsch-positive Neben- bzw.
Kreuzreaktionen beobach-
ten. Auch handelsiibliche
Botrytizide beeinflussten
die Testverfahren nicht.
Die Nachweisgrenze bei-
der Testverfahren liegt sehr
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niedrig. Hierzu haben wir
einen Positivstandard aus
Botrytis cinerea-Mycel her-
gestellt und die Menge an
l6slichen Pilzproteinen mit-
tels einer quantitativen Pro-
teinbestimmung bestimmt.
Der Cocktail-ELISA zeigt
eine positive Reaktion noch
bei 150 Mikrogramm je Mil-
liliter Pilzprotein. Beim La-
teral Flow Test liegt sie ge-
ringfiigig hoher, bei zirka
300 Mikrogramm.

Werden visuell bonitierte
Trauben fiir den Nachweis
herangezogen, ergibt sich
bei beiden Testverfahren
eine Nachweisgrenze, die
zwischen 1 und 5 % Botry-
tis-Befall liegt.

wohl weillen als
auch roten Sorten,
erwiesen sich etwa
30 % als nachweis-
bar mit Botrytis be-
lastet. Nicht uner-
wartet, war ein Be-
fall von weillen Sor-
ten dabei deutlich
héufiger nachweis-
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bar. Wenn auch in
unterschiedlichem
Ausmal3, waren prin-

zipiell aber alle Sor-
ten gleichermalRen
betroffen. Ein grund-
satzlicher Bedarf ei-
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nes empfindlichen
Nachweises von Bo-
trytis ist demnach je-

denfalls gegeben. 0,24
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sowie Schnelltest,
wurden intensiv
hinsichtlich ihrer
Spezifizitat gegen-
iiber Botrytis cine-
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Ein Resiimee

Begleitende Arbeiten zeigen,
dass die entwickelten serolo-
gischen Testverfahren ohne
Einschrinkung zur Uberprii-
fung der Mostqualitét ein-
setzbar sind. Sie sind robust
gegeniiber moglichen Riick-
standen von Pflanzenschutz-
mitteln und, besonders be-
deutsam, es kommt zu kei-
nen Kreuzreaktionen mit an-
deren an Wein vorkommen-
den Mikroorganismen. Eine
Reproduzierbarkeit sowie
ein moglicher Abgleich mit
anderen Nachweisverfahren
sind vollstdndig gegeben.

Das Verfahren ist deutlich
genauer im Vergleich zur
tiblichen visuellen Bonitur
und erlaubt den Nachweis
auch geringster Mengen des
Botrytis-Pilzes, unabhangig
von dessen Zustand (Koni-
dien, Mycel etc.).

Vorteile der Verfahren lie-
gen nach den bisherigen
praktischen Erfahrungen
=» in der prinzipiell mogli-
chen Relation mit bestimm-
ten Befallsgraden,
=» in der Moglichkeit eines
betrachtlichen Probendurch-
satzes sowie
=» in der insgesamt emp-
findlichen Erfassung des
Verursacher-Organismus.

Ein mit Hinblick auf die
Praxis moglicher Nachteil
liegt im notwendigen Zeit-
intervall von einigen Stun-
den zwischen Probennahme
und Befund. Diesem Pro-
blem kann gegebenenfalls
mit der Anwendung des
Schnelltests begegnet wer-
den; hier ist eine halbquan-
titative Aussage innerhalb
weniger Minuten méoglich.

Das Testverfahren ist ins-
gesamt reif fiir eine umfas-
sende Anwendung in der
Praxis; eine zuverladssige Be-
wertung des Leseguts wird
dadurch ermoglicht.

Beide Tests sind kommer-
ziell verfiigbar und kénnen
bezogen werden bei der
Loewe Biochemica GmbH,
Miithlweg 2a, 82054 Sauer-
lach (Fax 08104/61648). 4

Dr. Michael Fischer,
Telefon 0761/40165-78,
Michael Fischer@wbi.bwl.de
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