Botrytis-Nachweis — simpel einfach!

Im Handel sind immunologische Kits erhaltlich, die in der Art von Schwangerschaftstests einfach

und rasch den Nachweis von Botrytisbefall in Trauben-Presssaft, Maische und Wein ermoglichen

sollen. In einer Studie, die letztes Jahr in der Revue suisse de Viticulture, Arboriculture,

Horticulture veroffentlicht wurde (Nr. 45/5, S. 314-320), priifte ein Forschungsteam von Agroscope

die Praxistauglichkeit eines solchen Kits.
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Die Graufdule bei Trauben wird durch Botrytis cinerea
verursacht, einen Schadpilz, der dank seiner Anpas-
sungsfihigkeit auf verschiedenen Wirtsorganismen und
unter ungiinstigen Bedingungen leben kann. Die Infek-
tion von Trauben kann schon bei der Bliite erfolgen und
bis zum Reifebeginn unentdeckt (latent) bleiben (Keller
et al. 2003; Viret et al. 2004). Ein Ausbruch der Krankheit
héngt stark von den klimatischen Bedingungen ab, ver-
andert die Traubenqualitdt und hat oft namhafte Ernte-
verluste zur Folge.

Nachweise flir Botrytis-Befall

Die Schwere des Graufdule-Befalls und die Pilzent-
wicklung kann auf mehrere Arten erfasst werden:
Schon Beobachtungen von Auge geben Hinweise auf
den Gesundheitszustand der Trauben. Leider treten
eindeutige Symptome erst auf, wenn der Pilz die In-
haltsstoffe bereits verdndert hat. Chemische Analysen
wie die Erfassung von Mucinsduren und Galakturon-
sdure, Gluconsdure und Glycerin machen diese Veran-
derungen messbar (Dienes-Nagy et al. 2011). Dazu
werden die Leitsubstanzen oder «<Marker» im Trauben-
most gemessen und so der Gesundheitszustand beur-
teilt. Die Infrarot-Analyse mit dem «Wine-Scan» ist ei-
ne weitere Mdéglichkeit, mit der nach vorangehender
Kalibrierung dem Lesegut ein «phytosanitédrer Index»
zugeordnet werden kann (Versary et al. 2008). Aller-
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dings ist diese Masszahl abhdngig von der Herkunft der
Probe und Rebsorte. Meist ist eine individuelle Kali-
brierung notwendig, was eine grosse Zahl an Proben
mit verschiedenen Infektionsgraden bedingt. Moleku-
larbiologische Methoden erlauben via PCR ebenfalls
den Nachweis von Botrytis in Traubenbeeren (Gindro
et al. 2005), ohne aber Anhaltspunkte zur Befallsstirke
zu liefern.

Immunologische Tests als Alternative
Immunologische Tests mit spezifischen Antikérpern
(Dewey et al. 2000) ergdnzen das Methodenspektrum
mit einfachen und rasch anwendbaren Alternativen zur
Detektion von B. cinerea in Traubensaft. Test-Stibchen
mit immobilisierten Antikérpern — vergleichbar einem
Schwangerschaftstest — sind sowohl im Kellerbereich als
auch im Weinberg anwendbar. Solche Kits der Herstel-
lerfirmen «EnviroLogix» und «Pocket Diagnostic» sind
seit einigen Jahren im Handel erhéltlich. Das Ziel der
vorliegenden Studie war, die Aussagekraft dieser Tests in
Traubensaft und Wein zu priifen und im Besonderen ih-
re Verldsslichkeit bei Mustern von in der Schweiz gangi-
gen Rebsorten zu untersuchen.

Erkennung und Visualisierung

Das Funktionsprinzip derimmunologischen Tests ist fiir
beide Fabrikate (QuickSticks™ und Pocket Diagnostic)
dasselbe: Fiir die Identifikation wird der monoklonale
Antikorper BC-12.CA4 benutzt (Meyer et al. 2000), der
spezifisch ein von B. cinerea produziertes Antigen er-
kennt. Zur Sichtbarmachung lagern sich die mit einem
Farbmarker versehenen Antikdrper an das auf dem Test-
streifen vorhandene Pilz-Antigen an und erscheinen
nach einer enzymatischen Farbreaktion als blauviolette
Bande (Abb. 1). Zur Kontrolle ist auf dem Teststreifen be-
reits eine Zone mit Botrytis-Antigen vorhanden, das mit
dem Antikorper reagiert und als zweite Farbbande auf-
leuchtet. Da das Antigen warmestabil ist und in der G&-
rung nicht abgebaut wird, ist es auch in Weinen nach-
weisbar, die aus fdulnisbefallenen Trauben stammen.
Die beiden Testkits unterscheiden sich zwar in techni-
schen Details, die Resultate sind aber durchaus ver-
gleichbar.

Nachweis und Erfolgskontrolle

Fiir die vorliegende Studie wurde nur das Kit Quick-
Sticks™ (EnviroLogix Inc., Portland, Maine, USA) einge-
setzt. Es erwies sich als einfach und rasch in der Anwen-
dung. Die Packung enthilt 25 Teststibchen mit Antikor-
pern, eine Pufferlosung sowie die nétigen Reaktions-
gefdsse. Die Streifen kénnen zur Dokumentation fiir
mindestens vier Monate aufbewahrt werden. Die Ver-
wendung eines QuickSticks Readers™ erlaubt durch Ver-
gleich der Antikorper-Farbung von Probe und Kontroll-
zone eine halbquantitative Auswertung. Das Messsys-
tem wurde mit zunehmend verdiinntem Saft aus
infizierten Chardonnay-Trauben kalibriert; die Ergebnis-
se werden in SI-Einheiten angegeben. In der Studie wur-
den die Proben (Traubensaft, Maische, Weine) im Ver-
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Abb. 1: Immunologischer Botrytis-Schnelltest.

haltnis 1:40 mit Pufferl6sung verdiinnt, gut gemischt, da-
von zirka 0.5 ml in die Reaktionsgefdsse gegeben und ein
Teststreifen hineingestellt. Durch die Kapillarwirkung
steigt die Probelosung auf und interagiert nach Errei-
chen der Reaktionszone mit dem Antikdrper. Nach eini-
gen Minuten muss die blauviolette Kontrolllinie erschei-
nen, wenn der Test erwartungsgemadss funktioniert. Das
Auftreten einer weiteren Linie zeigt an, dass die Probe
Botrytis-Antigen enthielt, also positiv reagiert (Abb. 2).
Nach insgesamt zehn Minuten kann der Teststreifen in
das Farbmessgerat eingefiihrt werden, um die Intensitét
(SD) der Antikorper-Reaktion zu messen (Abb. 3).
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Abb. 2: Funktion des QuickSticks™.
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Empfindlichkeit gut — kein Latenznachweis

Die ersten positiven Botrytis-Signale traten Mitte Okto-
ber in Gamay-Trauben auf, die bei der Bliite anfangs Ju-
ni kiinstlich mit Botrytis-Sporensuspensionen infiziert

Abb. 4a-c: Ver- worden waren. Da es sich um die erste positive Reaktion
gleich der chemi- im Verlauf der wochentlichen Probennahmen dieser
schen Markersub- ~ Versuchsreihe handelte, ist damit klar, dass mit dem
stanzen mit den Test keine latenten Botrytis-Infektionen in Trauben
SI-Werten des nachgewiesen werden kénnen. Die Nachweisempfind-
QuickSticks™. lichkeit ist recht gut: Botrytisbefallsstdarken von 1% ru-
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Abb. 3: Farbmessgeriit.

fen eine schwache Farbreaktion hervor, fiir eine deutli-
che Farbung ist ein Befall iiber 10% erforderlich. Die vi-
suelle Beurteilung (%) korreliert bei den Sorten Gamay,
Gamaret und Pinot noir gut mit den gemessenen SI-
Werten.

Immunologie und Analyse im Vergleich

Im Rahmen des genannten Feldversuchs wurden im
Beerensaft auch die chemischen Markersubstanzen be-
stimmt und mit den SI-Werten verglichen. Wenn der
QuickSticks™-Test nicht ansprach, lagen auch die Ana-
lysewerte unter der Nachweisschwelle. Latente Botrytis-
Infektionen werden also auch so nicht erkannt. Wah-
rend im Fall von Galacturonsdure zwischen immunolo-
gischer und analytischer Erfassung keine signifikante
Korrelation auftrat, waren die Bezugswerte bei Mucin-
sdure, Glycerin und Gluconséure recht eindeutig (Abb. 4
a-c). Nach Ausdehnung der Untersuchung auf die Mai-
sche von elf Rebsorten bestétigte sich die sehr gute Kor-
relation zwischen den SI-Werten von QuickSticks™ und
Mucinsdure (R?=0.9116). Bei den anderen drei Markern
zeigten die ANOVA-Auswertungen Korrelationen von
R2=0.7016 und darunter. Kostspielige Analysen von Bo-
trytis-Markersubstanzen (insbesondere von Mucinsédu-
re) in Maischen werden also dank des immunologischen
Tests wohl tiberfliissig. Geméss den vorliegenden Resul-
taten deuten SI-Werte von weniger als zehn auf schwa-
chen Botrytis-Befall hin, solche zwischen zehn und 35
liegen im mittleren Bereich und Werte {iber 35 stehen fiir
starken Befall.

Immunologie funktioniert auch in Wein
Messungen von chemischen Markern zur Bestimmung
des Graufdule-Befalls sind nur in Traubensaft und Mai-
scheproben méglich, fiir Wein sind sie nicht geeignet, da
die Leitsubstanzen — insbesondere Glycerin — auch von
Hefen gebildet werden oder (wie die besonders befalls-
spezifische Mucinsdure) bei der Garung auch als Oxida-
tionsprodukt der Galakturonsdure aus Traubenpektin
entstehen. Im Gegensatz dazu wird das Botrytis-Antigen
bei der Garung nicht verandert und kann in Wein aus in-
fiziertem und nicht ausreichend ges6ndertem Trauben-
material nachgewiesen werden.
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Spatlese oder Cryo-Extraktion?

Die Anwesenheit von B. cinerea in den Maischen kann
auch darauf zuriickzufiihren sein, dass die Proben aus
infizierten Spat- und Trockenbeerenauslesen stammen.
Unter diesen Voraussetzungen wird der Pilz zur quali-
tatssteigernden «Edelfdaule». Mit dem Botrytis-Test ldsst
sich also auch nachweisen, ob Siissweine aus (edel)fau-
lem Material gekeltert worden sind oder ob eine Cryo-
Extraktion vorliegt. SI-Werte von Weinen aus faulnisbe-
fallenen Trauben zeigen eine gute Ubereinstimmung
mit den Indices aus dem infizierten Ausgangsmaterial.
Es gibt aber zurzeit noch keine ausreichende Daten-
grundlage fiir eine eindeutige Korrelation zwischen Bo-
trytis-Befall und Weinqualitit — dafiir sind weitere sen-
sorische und analytische Vergleichsuntersuchungen
notig.
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Un kit simple et rapide pour détecter la
pourriture des raisins

Des tests immunologiques rapides permettent de dé-
tecter la présence du champignon responsable de la
pourriture grise des raisins en moins de dix minutes.
Depuis quelques années, ces kits sont sur le marché.
Agroscope a conduit une étude pour évaluer la perti-
nence de ces tests, notamment sur onze cépages
suisses tels que le Gamaret, le Gamay, le Chasselas ou
la Petite Arvine. Les résultats confirment que le cham-
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pignon peut étre détecté dans le raisin, le mott ou le
vin, indépendamment du cépage. Cependant, I'in-
fection est détectée lorsqu’elle est déclarée, mais non
al’étatlatent. Une corrélation a été établie entre les ré-
sultats fournis par le test et la présence de marqueurs
chimiques de la pourriture grise. Le test étudié se ré-
vele donc utilisable pour caractériser I'état sanitaire
d’une récolte.
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