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Quantifizierung des Befalls von Trauben durch
Botrytis cinerea mit Hilfe des Enzyms Laccase

HeLMUT REDL und ARMIN KOBLER

Universitit fiir Bodenkultur
A-1190 Wicn, Peter Jordan-Strafie 82

An Hand von Traubenmaterial fiinf verschiedener Klone der Sorte Riesling (W21, 378DN, H65, TR356 und Gm239) aus
niederisterreichischen, burgenlindischen und Wiener Rebanlagen wurde untersucht, inwieweit eine von Botrytis anerea
Pers. vernrsachte Fiulnis des Lesegutes analytisch durch das von diesem Pilz ausgeschiedene Enzym Laccase quantifiziert
werden kann. Wie die Korrelations- und Regressionsrechnungen ergaben, korrelierten die Aktivititswerte der im Most
ermittelten Laccase zu den Evgebnissen der traditionellen wisuellen Bonitierung des Krankbeitsbefalls, dem  durch
kombinierte Zihlung und Schitzung hervorgegangenen Befallsindex, hoch abgesichert positiv (P <0,001). Dies galt fiir
dic Bestimmungsmethode mit DMPD ebenso wie fiir den Syringaaldebydazin verwendenden NOVO-TEST-Botrytis bei
photometrischer Auswertung. Die Enge der Abhingigkeitsheziehungen war bei der hier durchgefithrten stock- bzw.
parzellenweisen Befallshonitierung und Mostgewinnung jedoch nicht so stark ausgepragt wie bei den vorangegangenen
Untersuchungen mit Einzeltrauben. Zudem stand mit Riesling eine Sorte im Versuch, die bekannt wenig Laccaseaktivitit
zeigt. Fiir den Enzym-Test sprach die grofie Ubereinstimmung der Laccase mit den Analyseergebnissen von Mostinhalts-
stoffen, deren eindeutiges Verbalten bei Botrytisbefall aus der Literatur allgemein bekannt ist. Die neben der Befallsintensitat
aufgedeckte starke Beeinflussung der Laccasegehalte durch Rebsorte und Klon sowic in abgeschwdchter Form anch durch den
Standort gestattet zur Zeit jedoch nicht, Laccasewerte einzelnen Botrytisbefallsklassen znzuordnen.

Quantification of Botrytis attack by means of the enzym laccase. Using grape material of five different clones of the grape
cultivar Riesling (W21, 378DN, H6S, TR356 and Gm239) from vineyards of Lower Austria, Burgenland and Vienna it was
investigated, to which extent rot of grapes caused by Botrytis cinerea Pers. can be quantified analytically by laccase, the
enzym secreted by this mold. Calculations of correlation and regression showed that the values of laccase activity in the must
correlate significantly positive with results of a traditional visual evalnation of disease attack, the attack index determined by
a combination of counting and estimate. This could be proved for the determination by DMPD as well as for the NOVO-
TEST-Botrytis using syringaldazine with photometric evalnation. The closeness of the correlations with this attack evalnation
per vine and per allotment, resp., and the must yield, however, was not as distinctive as with investigations carried ont earlier
with single grapes. Furthermore the Riesling cultivar is known for its low laccase activity. The high correspondence of laccase
with the analytical vesults of must contents, whose specific behaviour at Botrytis attack is generally known in literature,
favoured the enzym test. Besides attack intensity also cultivar and clon as well as location (to a lesser extent) influence laccase
contents. Therefore laccase values cannot be related to specific classes of Botrytis attack.

Quantification de la contamination de la vendange par Botrytis cinerea au moyen de I'enzyme laccase. Nous avons
examiné sur la vendange de cing clones différents de la sorte Riesling (W21, 378DN, H65 et Gm239) de vignobles de Basse-
Autriche, du Burgenland et de Vienne dans quelle mesure une pourriture des raisins cansée par Botrytis cinerea peut ére
quantifiée analytiguement an moyen de Uenzyme laccase éliminé par ce champignon. D’apres les calculs de corrélation et de
régression, les valenrs de lactivité laccase constatée dans le moiit correspondaient trés exactement (P < 0,001) anx résultats de
Pévaluation visuelle traditionnelle de la contamination et & lindex de contamination établi grace i la calenlation et estimation
combinées. Ceci a valu aussi bien pour la méthode de détermination par DMPD que pour la méthode NOVO-TEST-Botrytis
utilisant la syringaldazine & évalnation photométrique. Cependant, Iétroitesse des rapports de dépendance n’est pas aussi
marquée dans Pévaluation de la contamination véalisée sur plant ou sur parcelle que dans les tests précédents sur grappes. On
sait de plus que la sorte Riesling a pen dactivité laccase. En faveur du test denzyme a été la concordance de laccase avec les
résultats de Panalyse des substances de moit, dont la réaction en cas de contamination par Botrytis est bien connue dans la
littérature. A 616 de Pintensité de la contamination, la forte influence qu’ont la sorte de vigne et de clone, ainsi qu’a un degré
moindre le site, sur les teneurs en laccase ne permet pas encore actuellement de faire correspondre les valenrs laccase aux classes
de contamination par Botrytis.
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Die Quantfizierung des von Botrytis cinerea Pers.
befallenen  Anteils am  Traubengut erfolgt traditionell
visuell mittels zihlender oder schitzender Auswertungsver-
fahren. Das Schadensausmafl wird dabei mehrheitlich in
Prozenten ausgedriicke, gelegentlich auch in Wertzahlen
oder Boniturnoten (5, 20, 22).

Wie die Durchsicht der einschligigen Literatur zeigr,
resultieren diese Werte jedoch hiufig aus unterschiedlich-
sten Bezugsgroflen und Verrechnungsweisen.

So 1st cine pauschale Beurteilung ganzer Traubenchargen
cbensoanzutreffen wiceinetraubenweise Klassifizierung (64).
Teils stellen diese Befallsangaben das Verhilinis zwischen
der Zahl befallener und gesunder Trauben, die sogenannte
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Befallshaufigkeit dar (7, 7, 9, 19, 32, 33, 51, 54, 55, 57, 58,
67), teils bringen sie das prozentuale Schidigungsausmaf
der faulen Trauben unter dem Terminus Befallsstirke,
Befallsgrad oder Schidigungsintensitit zum Ausdruck.
Dabet sind wiederum die verschiedensten Befallsklassenein-
teilungen in Anwendung zu finden (3, 6, 8, 13, 20, 28, 33,
40, 51, 62, 69). Es gibt auch Fille, wo die Quantifizierung
erst ab einer bestimmten Schwelle vorgenommen wird (55,
67). Nicht selten gehen die dargelegten Schadgréflen aus
einer kombinierten Zihlung und Bonitierung hervor (4, 40,
47, 69), wobei dann von Befallsindex, Krankheitsindex oder
erneut von Befallsgrad gesprochen wird (48, 63, 66).
Vercinzelt wird auch direkt der geschitzte Traubenge-
wichtsverlust ausgedriickt (57). Letztlich kommt es auch
immer wieder vor, dafl ohne weitere erklirende Angaben
von Befallsprozenten gesprochen wird (2, 8, 18, 34, 36, 42).

Diese von der unterschiedlichen Bildung der Schadenswerte
und der Bezeichnungsvielfalt herriihrenden Unzulinglich-
keiten verhindern natiirlich den Vergleich und die Bewer-
tung der Resultate vieler bisher vorgelegter Arbeiten.

Redl et al.

Dartiber hinaus ist grundsitzlich jede visuelle Bonitur
eines Krankheitsbefalls mit individuellen und objektbeding-
ten Fehlern behaftet (30).

Eine objektivere, quantitative Bewertung des Botrytisbefalls
kdme aber nicht nur im Rahmen des Integrierten Rebschut-
zes iiberaus gelegen, sondern wire auch von Seite der
Kellerwirtschaft gewiinscht, wo zunehmend eine umfas-
sendere Bewertung der Qualitit und eine nach Fiulnisanteil
differenzierte Verarbeitung angestrebt wird.

Dies haben mehrere Autoren in der letzten Zeit zum Anlaf}
genommen, auf den grundlegenden  Arbeiten von
DUBERNET (75) aufbauend, Versuche anzustellen, inwie-
weit das Enzym Laccase, das nur in Traubenbeeren
vorkommt, welche botrytiserkrankt sind (76), geeignet
wire, durch seine Aktivititsbestimmung als Methode zur
Quantifizierung des Botrytisbefalls zu dienen.

Wihrend GUERZONI et al. (28) nach photometrischen
Messungen mit Kaliumhexacyanoferrat als Substrat zu-
nichst keine eindeutigen Zusammenhinge erkennen konn-
ten, ermittelten CORDONNIER et al. (72) mit Benzidin (4,4-
Diamino-biphenyl) eine gute Ubereinstimmung zwischen
Botrytisbefall und der Aktvitic dieser Phenoloxidase.
FREGONT et al. (24) und FREGONI und IACONO (25)
erkannten sowohl mittels des photometrischen, DMPD (4-
Amino-N,N-dimethylanilin-dihydrochlorid bzw. N,N-Di-
methyl-p-phenylendiammoniumdichlorid)  verwendenden
Verfahrens nach DUBERNET (75) als auch mit dem von
SALGUES et al. (56) vorgestellten, auf der Basis des
Sauerstoffverbrauches arbeitenden Technolyseur-2000-Ge-
rites enge Bezichungen zwischen dem Botwrytisbefall, der
Aktivitgdt der Laccase und ihren Auswirkungen auf die
Farbverinderung des Mostes.

Als cine Methode mit gréflerer Empfindlichkeit, insbe-
sondere in  niedrigen  Befallsbereichen,  beschreiben
DUBOURDIEU et al. (17) sowie GRASSIN und DUBOURDIEU
(26, 27) das von ihnen entwickelte, auf der Oxidation von
Syringaaldehydazin  (3~5-Dimethoxy-4-hydroxybenzalde-
hydazin) beruhende Verfahren. Syringaaldehydazin wurde
erstmals von HARKIN und OpsST (29) zum Nachweis
holzzerstorender Pilze, spiter von KOVAC et al. (38) bei
der Entwicklung von Nihrbéden fiir B. cinerea beniitzt.,
Neuerdings wird dieses Verfahren als praxisgerechtes Set
unter dem Namen NOVO-TEST-Botrytis von der Firma
NOVO FERMENT (Schweiz) AG auf dem Marke ange-
boten.

In der vorliegenden Arbeit sollte nun, aufbauend auf den
bei eigenen Untersuchungen tiber die quantitativen Ver-
inderungen von Traubeninhaltsstoffen bei klassifizierter
Botrytis-Sauerfaule gewonnenen Erkenntnissen (54), an
Hand von Traubenmustern dsterreichischer Herkunft
ermittelt werden, inwieweit die Bestimmungen der Lacca-
seaktivitit mit den Substraten DMPD nach DUBERNET (75)
und Syringaaldehydazin nach DUBOURDIEU et al. (17),
enthalten im NOVO-TEST-Botrytis (45), zur Quantifi-
zierung des von B. cnerea an Trauben verursachten
Schadens geeignet sind.
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Material und Methode

Wie in emner vorangegangenen Arbeit aufgezeigt werden
konnte (54), unterliegt die Aktivitit des von B. cnerea
ausgeschiedenen Enzyms Laccase einem starken Einfluf§
durch die Rebsorte. In besonderem Mafie hob sich Riesling
durch deutlich geringere Aktivititswerte hervor, obwohl
auch hier, wic b01 den Gbrigen Sorten, ein Trend zu
steigenden Laccasewerten bei zunehmendem Botrytisbefall
klar erkennbar war.

Demzufolge gelangten fiir die angestrebten Untersuchungen
im Jahre 1989 ausschliefllich Trauben der Sorte Riesling zur
Analyse. Sie stammten aus burgenlindischen (Eisenstadr),
niederdsterreichischen (Weiflenkirchen, Krems, Retz) und
Wicner (Nufldorf) Weingirten, die im Rahmen
Klonenleistungspriifung angelegt worden waren (52).
Die Bomtlcxun& des Befalls der Trauben durch B. cinerea
erfolgte nach folgendem Schema:

Befallsklasse 0 = gesunde Beeren

einer

Befallsklasse 1 = 1-5 % erkrankte Beeren je Traube
Befallsklasse 2 = 6-10 % crkrankte Beeren je Traube
Befallsklasse 3 = 11-25 % erkrankte Beeren je Traube
Befallsklasse 4 = 26-50 % erkrankte Beeren je Traube
Befallsklasse 5 = 51-100 % erkrankte Beeren je Traube

Das Ausmafl des Botrytisbefalls im Erntegur wurde mit
Hilfe des Befallsindex nach folgender Formel ermittelt:

_ 5 X (g + 20 + 5y + 100y + 20 ny5)

- N
Anzahl der Trauben in der
Befallsklasse

N = Anzahl aller boniterten Trauben

BI%

n jeweiligen Befallsklasse

I

S

It

Die Messung der Laccaseaktivitit erfolgte in den aus dem
Erntegut der einzelnen Wiederholungen (4 x 10 Rebstocke)
gewonnenen und durch eine Laborzentrifuge geklirten
Mosten photomctriscl wobei  das  Verfahren  von
DUBERNET (15) sowiec der NOVO-TEST-Botryus zur
Anwendung gelangten (45).

Bestimmung der Laccaseaktivitit mit DMPD
nach DUBERNET (75):

In Pufferlosung von

5,53 g Zitronensiure (MERCK Nr. 244),

16,98 g Na,HPO, . 12H,0 (MERCK Nr. 6579) und
dest. Wasser, mit dem auf 1000 ml aufgefiillt wird, gelangen
1,00 g/l DMPD (FLUKA Nr. 07770) zur Lésung.
3,00 ml dieses Reagens sowie 0,3 ml zenuifugierter Most
werden in eine Kiivette von 1 ¢cm Schichedicke pipettiert.
Die Laccase oxidiert das DMPD zu einer rotvioletten
Verbindung. Die Extinktion wird bei 520 nm Wellenlinge
genau cine Minute (E;) und zwel Minuten (E;) nach Zugabe
des Mostes gemessen. Die abgelesenen Werte finden dann in
folgende Formel Eingang:
Laccaseaktivitat = (E, — E}) x 2000
Das Reagens wird wegen seiner leichten Oxidierbarkeit
unmittelbar vor der Bestimmung hergestellt. Die Pufferls-
sung wird im Kihlschrank aufbewahrt,

Red! et al.

Bestimmung der Laccaseaktivitit mit dem
NOVO-TEST-Botrytis nach DUBOURDIEU et
al. (17):

Der Basiskoffer des von der Firma NOVO FERMENT

(Schweiz) AG, CH-4243 Dittingen, hergestellten NOVO-

TEST-Botrytis enthalt neben den Reagenzien fiir zehn

Bestimmungen alle Geridte zur Feststellung der Laccaseak-

tvitdit von Mosten und Weinen mittels visuellen Farb-

wertvergleichs. Die Nachfiillpackungen reichen jeweils fur

25 Bestimmungen.

Dieses Mefiverfahren beruht auf dem Prinzip, dafl die

Laccase aus dem vorher mit Polyvinyl-Polypyrollidon von

storenden Phenolen befreiten Most oder Wein das gelbe, in

Athanol geléste Syringaaldehydazin zu seinem malvenrot-

farbigen Chinon oxidiert.

Die Durchfiihrung des NOVO-TEST-Bourytis nach der

Anleitung der NOVO FERMENT (Schweiz) AG (45):

1. Ca. 5 ml des zu untersuchenden Mostes/Weines mit
beigelegter Pipette in die NOVO-TEST-Filtrations-
spritze geben.

. Filtrationsspritze mit dem beigelegten Kolben schlieflen
und genau 1 ml (bis zur ersten Markierung) in das
NOVO-TEST-Reagenzglas durchdriicken.

3. Zugabe von 1,4 ml Puffer (bis zur 2. Markierung) und
0,6 ml NOVO-TEST-Reagenz-Laccase (bis  zur
3. Markierung), danach mischen.

4. Aktivitdtsmessung
Methode A: Visueller Farbwertvergleich:

Nach genau drei Minuten Farbwert bzw.

Laccase-Wert auf beigelegter Farbskala

ablesen.

Photometrische Bestimmung:

Eine Minute (E;) und drei Minuten (E;)

nach Zugabe des Reagens

(Es -~ E)) 5300m x 46,15 = U Laccase/ml

2 min

%]

Methode B

Aufgrund der in Vorversuchen aufgezeigten unzurei-
chenden Scharfe unterblicb der visuelle Farbvergleich
(Methode A) in der vorliegenden Arbeit.

Da Probemessungen mit den beiliegenden Filtrationssprit-
zen und ohne diese anndhernd gleiche Resultate erbrachten,
war s moglich, die Reagenzienmenge proportional zu
reduzieren, dic Probenanzahl zu verdoppeln und damit die
Untersuchungskosten zu senken.

Die Bestimmung von Mostgewicht, titrierbarer Siure,
Weinsiure, L-Apfelsiure und pH-Wert erfolgte nach den
bereits frither (54) beschriebenen Methoden.

Die statistische Auswertung geschah mittels linearer Kor-
relations- und Regressionsrechnung, wobet die Programme
6D und 1R des Statistikpaketes BMDP eingesetzt wurden.

Ergebnisse

Nachdem in einer vorangegangenen Arbeit (54) an Hand
der visuellen Befallsbeurteilung und der chemischen
Analyse einzelner Trauben gezeigt werden konnte, daff
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mit zunchmender Faulnis der Beeren durch B. cinerca die
Aktivitit des Enzyms Laccase deutlich ansteigr (Tab. 1),
wurde jetzt mittels Korrelations- und Regressionsrechnung
gepriif, ob auch bei parzellenweiser Bonitur und Errech-
nung des Befallsindex die Laccase-Bestimmung zur praxis-
nahen Quantifizierung des Botrytisbefalls an Weintrauben
herangezogen werden kann.

Tabelle 1:
Laccaseaktivitit in Traubenbecren verschiedener Botryts-
Befallsabstufungen

Laccaseaktivitit

U/ml

Botrytisbefall abs. rel.
Gesunde Beeren 0,39a 100,0

I- 5% gefaulte Beeren pro Traube 0,78 b 202,6

6~ 10 % gefaulte Beeren 2,25¢ 581,5
11— 25 % gefaulte Beeren 6,56d 16957
26— 50 % gefaulte Beeren 8,12¢  2099,1
51-100 % gefaulte Beeren 15,86f  4102,6

Tabelle 2:

Redl et al.

Das Datenmaterial von fiinf Klonen der Sorte Riesling in
vierfacher Wiederholung auf fiinf Standorten erlaubte es,
100 Wertepaare und bei der getrennten Beobachtung des
Standort- und Klonverhaltens jeweils 20 Wertepaare zur
Priifung auf lincare Abhingigkeiten heranzuzichen.

Wic in Tabelle 2 dargestellt, korrelierten die Laccasewerte,
gleich welcher Bestimmungsmethode, zu den visuellen
Boniticrungsergebnissen  positiv. und  hoch  abgesichert
(P<0,001). Dic Koeffizienten waren aber mit r = 0,36
(NOVO-TEST) bzw. r = 0,38 (DMPD-Mecthode) relativ
gering. Weitaus enger standen die beiden Analysemethoden
untereinander in Bezichung (r = +0,687),

Durch die Einbezichung weiterer Mostinhaltsstoffe, deren
Verhalten bei Botrytisbefall hinlinglich bekannt ist, in die
Verrechnung ergaben sich zusitzliche Indizien, die auf eine
Eignung der Laccase zur Befallsschitzung von B. cnerea
deuten. So korrelierten sowoh! der Befallsindex als auch die
Laccaseaktivitit, soweit dic Zusammenhinge statistisch
absicherbar waren, mit dem Mostgewicht, der Weinsdure
und dem Phenolindex negativ, mit dem pH-Wert, der
titricrbaren Siure und der Apfelsiure positv. Dic Bezie-

Bezichungen zwischen dem Botrytis-Befallsindex, der Laccaseaktivitit (NOVO-Test und DMPD) und anderen Parametern

der Sorte Riesling (iiber alle Klone und Standorte).

Abhingige Unabhingige Variable
Variable Befallsindex Laccaseaktivitit Laccaseaktivitit

Yo NOVO-Test DMPD

U/ml
Mostgewicht r=-0,18" r=~0,41"" r=—0,45"""
Qe y =85,37-0,10x y =87,97-5,59x y =88,13-0,08x
pH-Wert r=+022" r=-+0,20" r=+034"""
v =2,94 +0,0008x v =2,94 +0,020x y=2,93 +0,0004x

Titr. Saure r=+0,43""" r=+032%" r=+047%"
g/l y=13,30+0,06x y=13,38+1,11x y = 13,06+0,022x
Apfelsiure r=+0,35""" r=+0,44""" r=+0,50"""
o/l y = 6,83 +0,045x y=6,54+ 1 41x y = 6,45+0,022x
Weinsiure r=+0,06" r=-036""" r=-0,38"""
o/l v=7,22+0,004x y=7,73-0,61x y =7,73-0,009%
Phenolindex r=-0,01" r=-0,21" r=-0,01"
Easomm y =10,3-0,001x v =10,7-0,60x y =10,3-0,0003x
Befallsindex r=+0,36""" r=+0,38"""
% y=11,36+9,24x y=10,76+0,13x

Laccascakt.
NOVO-Test
U/ml

Laccascakt.
DMPD

r=+0,36"
v =0,46+0,014x

r=+0,68"""
y=20,2 +42,3x

r=+0,68"""
y=0,17 +0,011x

niedrigster Wert
hochster Wert

Mittelwert

r=+0,38"""
y=34,9+1,1x
0,50
40,80
17,96

0,23
2,47
0,72

14,0
184,0
53,1
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hungen zwischen der mittels DMPD gemessenen Lacca-
seaktivitit und den Mostinhaltsstoffen waren dabei von
einem hdheren Grad an linearem Zusammenhang geprigt,
als dies bei den beiden anderen unabhingigen Variablen, der
mit dem NOVO-TEST bestimmten Laccaseaktivitit und
insbesondere dem Befallsindex, der Fall war.

Durch die Ausschaltung des Standorteinflusses ergaben sich
hohere Korrelationskoeffizienten (Befallsindex vs. Laccase
bis r=+0,85"""), mitunter aber ein Verlust an Signifikanz
durch die Reduzierung der Wiederholungszah! auf n = 20.
Dies zeigt Tabelle 3, in der (iber alle Klone) nur die
statistisch abgesicherten Zusammenhinge (P <5%) zwischen
dem Botrytis-Befallsindex, der Laccaseaktivitit und den
anderen Mostparametern an den finf Versuchsstandorten
wiedergegeben sind.

Mit Ausnahme des Mostgewichtes am Standort Weiflen-
kirchen verhielten sich alle abhiangigen Variablen in ihrer

Tabelle 3:

Redl et al.

Tendenz gleich wie in den vorher in Tabelle 2 angefthrten
alle Klone und Standorte cinbezichenden Regressionen.
Zwischen den beiden Methoden zur Bestimmung der
Laccaseaktivitit konnten zwar durchwegs statistisch ge-
sicherte Zusammenhinge festgestellt werden, die grofle
Variationsbreite der Korrelationskoeffizienten (r = + 0,51
bis r = + 0,90) und Regressionskoeffizienten (b = 23,7 bis
b = 91,9) dokumentiert allerdings eine standortspezifisch
bedingte Verschiedenheit der Abhingigkeiten.

Die separate Betrachtung der einzelnen Klone brachte
deutlich mehr statisusch gesicherte Bezichungen mit sich
(Tab. 4). Auf diese Weise ergaben sich im Durchschnitt auch
hohere Korrelationskoeffizienten und weniger stark streu-
ende Regressionsgerade (b = 27,3 bis b = 68,5) zwischen den
beiden Laccasebestimmungsmethoden. Dies liflt erkennen,
dafl der Einflufl der Klone auf die infektionsbedingten
Verinderungen der Traubeninhaltsstoffe ausgepragter war

Lineare, statistisch gesicherte (P <5 %) Zusammenhinge zwischen dem Botrytis-Befallsindex, der Laccaseaktivitit (NOVO-
Test und DMPD) und anderen Parametern bei der Sorte Riesling auf den verschiedenen Standorten (iiber alle Klone)

Korrelations- Variationsbreite
Variable Variable koeffizient Regressions- von x
X y Standort r gleichung min max X
Befallsindex Mostgewicht Weiflenkirchen +0,61" y=74,23+0,17x 4,8 40,8 21,0
Y% °Oe
pH-Wert Weiflenkirchen +0,53% y =2,96 +0,0014x 4.8 40,8 21,0
Laccaseakt. Krems +0,66"" y =0,48 +0,028x 0,5 32,1 9,1
NOVO-Test
Laccaseakt. Krems +0,857" y=20,0+1,8x 0,5 32,1 9,1
DMPD Unterretzbach +0,57%" y=28,0+0,6x 2,0 40,5 13,6
Laccaseakt. Befallsindex Krems +0,66"" y =227 +15,39x 0,28 1,41 0,74
NOVO-Test %
Weinsiure Eisenstadrt -0,58" y = 8,70-0,77x 0,32 2,47 0,84
-
Apfelsiure Unterretzbach +0,51" y=4,32+5,30x 0,23 0,48 0,33
g/l
Laccaseakt. Weiflenkirchen +0,867 y =65,6+23,7x 0,48 1,82 1,42
DMPD Krems +0,51" y=12,3+274x 0,28 1,41 0,74
Unterretzbach +0,54% y=4,9+91,9x 0,23 0,48 0,33
Wien +0,77% y=8,6+613x 0,48 1,25 0,63
Eisenstadt +0,90%" y=29,3+24,8x 0,32 2,47 0,84
Laccaseakt. Befallsindex Krems +0,85% y=5,53 +0,40x 14 70 36,3
DMPD % Unterretzbach +0,57%" y=7,15+58x 18 54 35,6
Mostgewicht Weilenkirchen +0,46% y=73,92 +0,04x 48 184 99,2
“Oe
Weinsaure Weiflenkirchen —0,48" y =7,08-0,004x 48 184 99,2
g/l Fisenstadt -0,59"" y =9,46-0,028x 30 82 50,0
Apfclsiiure Weilenkirchen +0,48" y=7,01+0,016x 48 184 99,2
g/l
Laccaseakt. Weiflenkirchen +0,86%" y=-1,67+0,031x 48 184 99,2
NOVO-Test Krems +0,51% y=0,45+0,010x 14 70 36,3
Unterretzbach +0,54% y =0,22 +0,003x 18 54 35,6
Wien +0,77 y=0,17 +0,010x 28 80 47,4
Eisenstadt +0,90""* y=-0,78 +0,032x 30 82 50,0
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Tabelle 4:

Redl et al.

Lineare, statistisch gesicherte (P € 5 %) Zusammenhinge zwischen dem Botrytis-Befallsindex, der Laccaseaktivitit (NOVO-Test und
DMPD) und den anderen Parametern der verschiedenen Riesling-Klone (iiber alle Standortc).

Korrelations-

Variationsbreite

Variable Variable kocffizient Regressions- von x
X v Klon r gleichung min max X
Befallsindex Mostgewicht w21 —0,47" y = 88,39-0,42x 0,5 27,8 13,9
Yo ”’OC
Titr. Sdure W21 +0,58+ y=13,21+0,11x 0,5 27,8 13,9
o/l 378DN +0,58%" y=12,57 +0,08x 5.1 400 222
Heés +0,517F y=13,91+0,02x 1,4 38,0 12,7
TR356 +0,617* v =12,65+0,07x 2,0 408 234
Apfelsiure w21 +0,52" ¥ =6,36+0,112x 0,5 278 13,9
g/l 378DN +0,56" ¥ = 6,45 +0,058x 5,1 40,0 222
H65 +0,50" v =7,04 +0,055x 1.4 380 12,7
Laccaseakt. Heés +0,75"* y =0,30+0,040x 1,4 38,0 12,7
NOVO-Test
Laccaseakt, Hés +0,747 y=29,8+1,9x 1,4 38,0 12,7
DMPD
Laccaseakt. Befallsindex Hés +0,75%"* y=1,37+14,12x 0,32 1,82 0,80
NOVO-TCSI Yo
Mostgewicht W21 ~0,46" y =86,74-4,91x 0,30 0,92 0,75
“Qe Gm239 -0,53" y =90,06-9,68x 0,25 1,22 0,64
Titr. Saure Gm239 +0,49* y=12,70+1,97x 0,25 1,22 0,64
8/l
Apfelsiure W21 +0,55% y=6,79 +1,38x 0,30 0,92 0,75
g/l 378DN +0,47% y=7,12+0,46x 0,23 2,47 1,19
Heés +0,51* y=6,88+1,07x 0,32 1,82 0,80
TR356 +0,56*" y=6,67 +1,80x 0,25 1,04 0,61
Laccaseakt. w21 +0,91+*" y=18,2 +45,3x 0,30 0,92 0,75
DMPD 378DN +0,88%* y=230,0+27,3x 0,23 2,47 1,19
H65 +0,92+** v =18,5+433x 032 182 080
TR356 40,727 ¥ =54+685x 025 1,04 061
Gm239 +0,50" ¥=19,1+47,9x 025 122 0,64
Laccaseakt. Befallsindex Hes +0,74""* y =-3,02 +0,30x 26 102 53,3
DMPD Y%
Mostgewicht W21 -0,58"* y =89,49-0,12x 22 170 52,5
Qe TR356 -0,54" y =88,78-0,08x 16 138 50,1
Gm239 ~0,45" y = 88,08~0,09% 14 116 51,7
pH-Wert Heés +0,607F y=2,95+0,0001x 26 102 53,3
Titr. Sdure W21 +0,48" y =13,50+0,023x 22 170 52,5
g/l 378DN +0,49" y=12,67 +0,021x 20 184 66,1
TR356 +0,58" y=1301+0,025x 16 138 50,1
Gm239 +0,52%" y=12,89+0,022x 14 116 51,7
Weinsaure Hés —-0,45% y=8,21-0,017x 26 102 53,3
g/l Gm239 -0,52* y=7,95-0,012x 14 116 51,7
Apfelsﬁurc W21 +0,58%" y =6,28 +0,030x 22 170 52,5
g/l 378DN +0,52* y =6,62 +0,017x 20 184 66,1
Heés +0,55" y =6,45 +0,024x 26 102 53,3
TR356 +0,61%" y =6,79+0,021x 16 138 50,1
Laccaseakt, W21 +0,91+** y=0,21+0,018x 22 170 52,5
NOVO-Test 378DN +0,887+* y=0,59 +0,028x 20 184 66,1
Hé65 +0,92%%F y=0,23+0,019x 26 102 53,3
TR356 +0,72 v =0,26 +0,008x 16 138 501
Gm239 +0,50" vy =0,39 +0,005x 14 116 51,7
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als jener der cinzelnen Standorte. Die grofite Anzahl an
statistisch signifikanten Bezichungen zwischen den gepriif-
ten Variablen ging aus den Analysewerten des Klones W21
und insbesondere aus jenen des Klones H65 hervor.

Diskussion

In der Frage des vielerorts lautgewordenen Wunsches nach
Objektivierung der Befallsschatzung von B, cinerea an
Traubenbeeren erwies sich die Bestimmung des Enzyms
Laccase als aufschlufireich.

Wihrend in einer fritheren Arbeit (54) auch bei schwachem
Befall und geringer Stichprobenzahl ein signifikanter
Anstieg der Laccase mit zunchmender Botrytisbefallsstarke
festgestellt werden konnte, kam bei den vorliegenden
Untersuchungen diese Beziehung zwischen der visuellen
Beurteilung des Botrytisbefalles in Form des Befallsindex
und der analysierten Aktvitat dieses Enzyms nicht so
ausgepragt zutage. Die Korrelationskoceffizienten waren
zwar statistisch schr gut abgesichert (P < 0,001), doch
verfiigen sie nur tiber eine relativ geringe Hohe.

Die Ursache fiir diese scheinbare Divergenz der Ergebnisse
ist zunichst einmal sicherlich in der nunmehr ausschliefllich
auf die Sorte Riesling konzentrierten Priifung zu sehen. Wic
REDL und KOBLER (54} zeigten, [iflt Riesling allgemein nur
eine geringe Aktivitatsausprigung der Laccase erkennen.
Auch CORDONNIER et al. (12), FREGONI und TACONO (23),
CANTAGREL et al. (11) sowie GRASSIN und DUBOURDIEU
(27) betonen das ausgeprigte sortenspezifische Verhalten
der Laccase.

Des weiteren trug die verhiltnismaflig schmale Bandbreite
bzw. die relativ geringe Intensitit des Befalls der Trauben
durch B. cinerea (nur 0,5 bis 40,8 % BI) zum Ergebnis des
Jahres 1989 bei. Die friheren Untersuchungen (54) er-
streckten sich hingegen bis zu einer Befallsstirke von
100 %.

Aber auch die Befallsbonitierung ist als Ursachenfaktor zu
nennen. Neben den bei visueller Erfassung eines Krank-
heitsbefalls unvermeidbaren subjektiven Fehlern durch den
Beurtciler (39) sind objektbedingte zusitzliche Zihl- und
Schitzfehler infolge der Dichte der Blattmasse auf den
Rebstécken nicht  auszuschlieflen.  Fehler rihren aber
ebenso daher, dafl bei einer Bonitierung der Trauben kaum
das Alter des Pilzbefalles berticksichtigt werden kann.
Damit ergeben sich bei gleichem Prozentsatz befallener
Beeren Unterschiede in der Konzentration der Laccase, wie
GRASSIN und DUBOURDIEU (27) zeigen konnten.

Letztlich sind die hier aufgezeigten weniger engen Ab-
hingigkeitsbezichungen auch durch die Art der Probenzie-
hung bedingt. Wihrend frither (54) Einzeltrauben boniuert
und analysiert wurden, erfolgte nun dic Bestimmung der
Laccase und der Mostinhaltsstoffe stets aus einer Stichpro-
be, welche aus ciner vollstindig bonitierten, zehn Rebstécke
umfassenden Parzelle entstammte. Durch die bekannt starke
Variabilitit der einzelnen Rebstocke in threr Mostzusam-
mensetzung sowie Botrytisbefallshaufigkeit und -starke (20,
49, 50) sind die hier dargelegten Ergebnisse mit cinem mehr
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oder weniger grofien Stichprobenfehler behaftet, obwohl
durchwegs auf eine exakte, reprisentative Probenzichung
geachtet wurde.

Dic in dieser Arbeit errechneten Korrelationskoeffizienten
sollten jedoch nicht Anlafl sein, die Eignung der Laccase zur
Botrytisbefallsschitzung negativ zu beurteilen. Die Resul-
tate, die bei Einbezichung der anderen analysierten
Mostinhaltsstoffe in die statistische Verrechnung zustande
kamen, sprechen namlich sehr wohl fiir diesen Enzym-Test.
So spicgeln titrierbare Siure, Apfelsiure, Weinsiure und
pH-Wert bei steigenden Laccasewerten die fiir einen
Botrytisbefall typischen, in der Literatur angegebenen
Verinderungen wider (10, 13, 14, 24, 31, 43, 44, 54, 59,
60, 61, 65).

Einzig das Mostgewicht scheint mit seiner leichten Ab-
nahme auf den ersten Blick nicht mit den befallsbedingten
Gehaltsverschiebungen konform zu gehen. Dieser ver-
meintliche Widerspruch wird aber dadurch relativiert, daf§
bet dem hier untersuchten unteren Befallsbereich (Bl =
18 % und Bl = 40 %) auch andere Arbeiten (10, 13, 54,
68) noch keine signifikante Erhohung des Zuckergehaltes
hervorbrachten. Stirkerer Befall wirkte sich, den Literatur-
angaben entsprechend, auch bei dem vorliegenden Proben-
material erhéhend auf die Zuckerkonzentration aus, wie die
positiven Zusammenhinge zwischen Mostgewicht und
Befallsindex bzw. Laccaseaktivitit am Standort Weifienkir-
chen belegen.

Wie die getrennte korrelative Verrechnung der Standorte
und Klone an den Tag brachte, bestehen im Verhiltnis
Laccaseakrtivitit zu Mostinhaltsstoffen neben Sortenunter-
schieden auch genotypisch bedingte klonenspezifische
sowie in abgeschwichter Form auch standortbeeinflufite
Eigenheiten. Hinsichtlich der auch von CANTAGREL et al.
(11) aufgezeigten Einfluflgrofle ,Standort® ist noch auf-
klirungsbediirftig, welche Rolle dabei die grofle genetische
Variabilitit des Graufiulepilzes spielt. KOvVAC (37) machte
nimlich bei Laccasebestimmungen mit Syringaaldehydazin
dic Beobachtung, daff die von ihm untersuchten, auf
Nihrldsung gezogenen Botrytsherkiinfte von betrdchtli-
chen Aktivititsunterschieden gekennzeichnet waren. Die
von FLECK et al. (27) bearbeiteten Botrytsstimme unter-
schieden sich im Gegensatz dazu nicht nennenswert in der
Produktion dieser Phenolase.

Um Laccasewerte in Zukunft den einzelnen Botrytis-
Befallsklassen in Form von Bandbreiten zuordnen zu
kénnen, bedarf es noch weitgehender Untersuchungen,
welche neben der Sorten-, Klon- und Standortabhingigkeit
auch dic gesamte Skala an Befallsstirke erfassen. Das
Vorhandensein  von Traubenmaterial aller vergebenen
Klassen konnte weiters auch zur Uberpriifung dienen, ob
méglicherweise nichtlineare Korrelationen und Regressio-
nen besser geeignet wiren, die chemischen Verdnderungen
in befallenen Beeren quantitativ zu beschreiben. Eine
Schwachstelle bei der praktischen Anwendung der Laccase-
bestimmung zur Befallsschitzung wird aber dennoch, wie
vorher bereits erwihnt, auf Grund der Vielzahl an Reife-
und Befallsstadien im  selben Weingarten die exakte
Probenzichung bleiben.
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Im Vergleich der Laccasebestimmungsverfahren stellte sich
heraus, dafl dic auf DMPD beruhende Methode nach
DUBERNET (75) etwas genauer cinzustufen ist als der mit
Syringaaldchydazin nach DUBOURDIEU et al. (17) arbei-
tende NOVO-TEST. Neben tendenziell hoheren Korrela-
tionskocffizienten brachte ersteres Verfahren bei der ge-
trennten Betrachtung aller Klone und Standorte auch
hiufiger statistisch absicherbare Regressionen hervor. Von
der Handhabung her gesehen ist jedoch die NOVO-TEST-
Methode im Vorteil, muff doch das Reagens des im tibrigen
stark humantoxischen DMPD wegen seiner leichten Oxi-
dierbarkeit in kurzen Abstinden neu hergestellt werden.
Eine cindeutige Aussage iiber die Bezichung zwischen dem
Phenolindex, nach PARONETTO (46) ein Schitzwert fiir den
Gesamtphenolgehalt bzw. die Briunungsanfilligkeit, und
dem visuell bonitierten oder iiber die Laccaseaktivitit be-
stimmten Botrytisbefall it sich an Hand dieser Arbeit nicht
titigen. Einzig mit dem NOVO-TEST gelang es, zwischen
der Laccaseaktivitit und dem Phenolindex einen schwach
gesicherten, negativen Zusammenhang herzustellen.
Wesentlich  deutlichere  Abhingigkeitsbezichungen  mit
Korrelationskoeffizienten von r = —=0,88 bis —0,97 errech-
neten hingegen FREGONI und IACONO (23) unter Verwen-
dung des Technolyseur-2000-Gerites. DITTRICH et al. (74)
beobachteten in faulen Trauben Leucoanthocyanabnahmen
zwischen 35 und 90 %, GUERZONI et al. (28) konnten
hingegen keine Zusammenhinge zwischen dem Anteil
erkrankter Beeren und dem nach FOLIN CIOCALTEAU
bestimmten Phenolgchalt erkennen.

Abschliefend sei festgehalten, daR der Gebrauch eines
Photometers fir cine genaue Aktivititsmessung der Lac-
case zur Zeit unumginglich ist. Besonders bei wenig
laccasesensiblen Sorten, wie z. B. Riesling und Miiller-
Thurgan, hat sich nimlich der visuelle Farbwertvergleich

des NOVO-TEST als unzureichend erwiesen.
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