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Nachweisbarkeit von Rebvirosen mittels ELISA in
Abhingigkeit vom Reborgan

Hermut GANGL, CLAuDIA HACK und WOLFGANG TIEFENBRUNNER

Bundesamt fiir Weinbau
A-7000 Eisenstadt, Golbeszeile 1
E-mail: H.Gangl@bawb.bmlfuw.gv.at

Verschiedene Organe viruskranker Reben weisen unterschiedliche Pathogenkonzentrationen auf, was die Nach-
weisbarkeit des Pathogens mittels DAS-ELISA entscheidend beeinflusst. Fiir fiinf Virustypen (GLRaV I, GLRaV
111, GFLV, ArMV und GFkV) wurde dieses Nachweisverfahren an zwilf Reborganen vergleichend angewandt. Re-
ben, an denen ein positiver Pathogenbefund konstatiert wurde - egal an welchem Reborgan - wurden als erkrankt
eingestuft. Héiufigkeit und Verteilung der positiven Nachweise auf die Reborgane wurden erboben. Dieses Daten-
material wurde verwendet, um zu beschreiben, welche Reborgane sich bei den einzelnen Virosen fiir einen Nach-
weis besonders eignen und wie die Quantitit positiver Detektionen steigt, wenn man mebrere Reborgane analysiert.
Weiters wurden Wiederholbarkeit und der Einfluss von Mebrfachinfektionen untersucht. Wihrend bei GLRaV 111
und GFkV positive Nachweise hiufig an sebr vielen Organen stattfinden, iiberwiegen bei GLRaV I und insbeson-
dere bei ArMV positive Befunde an wenigen oder sogar an nur einem der Organe. Hier ist es besonders wichtig,
mebrere Pflanzenteile zu testen, um ein realistisches Bild iiber die Verbreitung dieser Virosen zu erhalten.
Schlagworter: Reborgane, Virosen, Nachweisbarkeit, DAS-ELISA, GLRaV I, GLRaV III, GFLV, ArMV, GFkV

Detectability of grape viroses by means of ELISA depending on specific grape organs. Different organs of virus in-
fected grapevines show varying pathogen concentrations, which crucially affect the detectability of the pathogens by
means of DAS-ELISA. For five virus types (GLRaV I, GLRaV I1I, GFLV, ArMV and GFkV) this detection proce-
dure was comparatively used with rwelve grape organs. Vines with a positive pathogen finding were classified as in-
fected. Frequency of the positive findings and their distribution with respect to different grape organs were determi-
ned. These data were used to describe, which grape organs are particularly suited for the detection of specific viroses,
and how the quantity of positive detections increases, if more than one grape organ is tested. Furthermore the repea-
tability and the influence of multiple infections were investigated. While with GLRaV I1I and GFkV positive detec-
tions occur frequently with very many organs, GLRaV I and ArMV are more often detected with few or even only
with one vine organ. Here it is particularly important to test several parts of the plant in order to get a realistic pat-
tern concerning the spreading of these viroses.

Keywords: grape organs, viroses, detectability, DAS-ELISA, GLRaV I, GLRaV III, GFLV, ArMV, GFkV

La détectabilité de viroses de la vigne par ELISA en fonction de I'organe de vigne. Différents organes de vignes at-
teintes de virus présentent des concentrations différentes de pathogeénes, ce qui a une influence décisive sur la détec-
tabilité du pathogene par DAS-ELISA. Cette procédure de détection a été mise en cenvre pour cing types de virus
(GLRaV I, GLRaV III, GFLV, ArMV et GFkV) sur douze organes de vigne a titre de comparaison. Les vignes
sur lesquelles on a constaté la présence de pathogénes - sur n’importe quel organe - ont été classées malades. La fré-
quence et la répartition des résultats positifs pour les organes de vigne ont été analysées. Ces données ont été utilisées
pour décrire quels organes de vigne sont particulierement appropriés a la détection des différentes viroses, et dans
quelle mesure la quantité des détections positives augmente, lorsqu’on analyse plusienrs organes de vigne. En outre,
on a fait des recherches sur la répétabilité et sur Uinfluence d’infections multiples. Tandis que les détections positives
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se font souvent sur une multitude d’organes de GLRaV III et GFRV, les résultats positifs prédominent sur peu d’or-
ganes on méme sur un seul organe, en ce qui concerne GLRaV I et notamment ArMV. Il est donc particulierement
important de tester plusienrs parties de la plante afin d’obtenir une image réaliste de la répartition de ces viroses.
Mots clés : organes de vigne, viroses, détectabilité, DAS-ELISA, GLRaV I, GLRaV III, GFLV, ArMV, GFkV

Durch manche Pathogene (Viren und Bakterien) er-
krankt offenbar nicht stets der ganze Rebstock, zumin-
dest bleiben die Symptome auf einen Bereich der
Pflanze beschrinkt oder treten jedenfalls lokal in sehr
unterschiedlicher Intensitit auf. Insbesondere kann
auch die Pathogenkonzentration je nach Reborgan be-
trichtlich schwanken (TzorTzAkaKIs et al., 2001), ein
Faktum, das natiirlich die Sicherheit eines Nachweises
ganz entscheidend beeinflussen kann. Bei eigenen Un-
tersuchungen an den sich weitriumig verzweigenden
Aureben (Vitis vinifera ssp. silvestris) gelang der Patho-
gennachweis mittels ELISA (CLARK und Apawms, 1977)
oft nur an einzelnen Pflanzenteilen, nicht aber an der
gesamten Pflanze (REGNER et al., 2004; TIEFENBRUNNER
et al., 2005). BouyaHIA et al. (2003) beschreiben die un-
terschiedliche GFLV-Infektionsrate in Blatteilen und in
verschiedenen Hohen des Rebstocks, wobei der zeitli-
che Verlauf (die Probennahme erfolgte im Mai und
Juni) berticksichtigt wurde. Des Weiteren analysierten
sie die Nachweisbarkeitsrate in Abhingigkeit von der
Anzahl der Blitter je Probe. RowHANI et al. (1992) be-
richten tiber den Einfluss der Jahreszeit auf die Nach-
weisbarkeit von GFLV und TomRSV in einigen Rebor-
ganen. BRANDT (1994) untersuchte fiir mehrere Rebor-
gane und Virustypen (GLRaV I, GFLV, ArMV) mittels
ELISA die Nachweisbarkeit, wobei sie die photometri-
schen Absorptionswerte im jahreszeitlichen Verlauf er-
hob. IracH et al. (2003) analysierten die Detektierbar-
keit von CLRV mittels Elisa in verschiedenen Reborga-
nen. Fiir GFLV untersuchten FrREsNO und Arias (1993)
die Viruskonzentration in einigen Organproben, die in
wochentlichem Abstand genommen wurden.

Im Gegensatz zu den meisten dieser Arbeiten bezichen
sich unsere Ergebnisse auf Freilanduntersuchungen ei-
ner z. T. sehr groflen Anzahl von Reben.

Material und Methoden

Im Laufe der Jahre 2002 und 2004 wurde die Nach-
weisbarkeit verschiedener Rebvirosen an Rebstdcken
in verschiedenen osterreichischen Weinbauregionen un-
tersucht, deren genaue Lokation durch das Geographi-
cal Positioning System (GPS; Garmin Corporation,
USA, GPS 12 Personal Navigator) bestimmt wurde. Es
wurden an moglichst vielen erkrankten Reben Proben

verschiedener Reborgane entnommen. Da manche Re-
borgane nur zu einer bestimmten Jahreszeit vorliegen,
war eine zeitgleiche Probennahme fiir alle Organe nicht
moglich. Als erkrankt galten alle Reben, an denen ein
positiver Pathogenbefund, egal an welchem Reborgan,
konstatiert wurde. Die Anzahl der fiir diese Untersu-
chung zur Verfiigung stehenden Reben war je nach
Haufigkeit der Rebvirose hochst unterschiedlich: Fiir
GLRaV I (Grapevine Leafroll associated Virus I) stan-
den uns 45 Reben zur Verfligung, fiir GLRaV III (Gra-
pevine Leafroll associated Virus III) zwolf, fir GFLV
(Grapevine Fanleaf Virus) funf, fir ArMV (Arabis Mo-
saic Virus) 50 und fiir GFkV (Grapevine Fleck Virus)
15. Die genannten Virustypen sind in Osterreich von
besonderer Bedeutung. Folgende zwolf Reborgane
wurden in die Analyse einbezogen: Basales, mediales
und apikales Holz, Knospe, Geschein, Triebspitze,
Blatt, Blattstiel, Ranken, griiner Trieb, Wurzel, Frucht-
fleisch, Traubenkerne und Traubengeriist.

Das Virusvorkommen wurde in den unterschiedlichen
Reborganen mittels DAS-ELISA (Double antibody
sandwich enzyme-linked immuno sorbent assay) und
direkter Auswertung der photometrischen Absorption
analysiert (BRANDT, 1994). Gestiitzt auf langjihrige Er-
fahrung wurden dann die Absorptionswerte als positi-
ver bzw. negativer Pathogenbefund interpretiert. Die
Verwendung von ELISA ist derzeit fir die Virusdetek-
tion die Standardmethode, obwohl im Vergleich dazu
der PCR-Nachweis wesentlich sensibler, aber auch teu-
rer und zeitintensiver ist.

Ergebnisse und Diskussion

Wiederholbarkeit

Im Rahmen dieser Studie wurde die Wiederholbarkeit
des positiven Nachweises nach zwei Jahren am Rebholz
getestet, wobei aber im Fall von GFLV wegen der leta-
len Auswirkung des Pathogens nur mehr zwei Reben
von fiinf zur Verfiigung standen. Tabelle 1 zeigt das Er-
gebnis dieser Untersuchungen; es ist ersichtlich, dass
nach zwei Jahren ein positiver Nachweis bei GFkV
nur mehr in 39% der Fille moglich gewesen ist. Ob
das an einer nachhaltigen Genesung der Reben liegt
oder an einer Latenzerscheinung entzieht sich unserer
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Kenntnis. Auch bei anderen Virosen fihrt die Erkran-
kung keineswegs stets zu einer im Laufe der Zeit immer
ausgepragteren Symptomatik. Die Reben konnen sich
also mit ithren Pathogenen bis zu einem gewissen Grad
sarrangieren®.

Tab. 1: Nachweisbestitigung nach zwei Jahren in Prozent

n Nachweis an Holz (%)
GLRaV I 33 66,7
GLRaV III 8 62,5
GFLV 2 100
ArMV 8 87,5
GFkV 23 39,1
Mehrfachinfektion

Einige Reben waren mehrfach erkrankt, womit die
Moglichkeit einer gegenseitigen Beeinflussung gegeben
war. Denkbar wire z. B., dass eine bereits an einer Vi-
rose erkrankte Rebe geschwicht ist und leichter auch
an anderen Virosen erkrankt. Aber auch durch ein Pa-
thogen ausgeldste physiologische Prozesse, die eine
Neuerkrankung mit einem anderen Pathogen er-
schweren, sind vorstellbar. Derartige Wechselwirkun-
gen zwischen den Pathogenen konnten natirlich auch
die Nachweisbarkeit beeinflussen. Weiters ist es mog-
lich, dass Nachweismethoden wenig selektiv sind und
auf mehrere Virustypen ansprechen. Es wurde daher
der Pearson’sche Korrelationskoeffizient zwischen den
photometrischen Absorptionswerten bei den verschie-
denen Virustypen und den unterschiedlichen Reborga-
nen berechnet. Bei fiinf Virustypen ergeben sich somit
zehn Korrelationswerte fiir jedes der 14 Organe bzw.
Suborgane, insgesamt also 140 Korrelationskoeffizien-
ten. In Abbildung 1 wird das Resultat dieser Analyse
zusammengefasst. Demnach liegen die meisten Korrela-
tionswerte nahe bei Null (beispielhaft zeigt das Abb. 1,
Teil A fir das Reborgan Blatt), es gibt also keine Korre-
lation bzw. Beeinflussung zwischen dem Nachweis von
zwei Virustypen. Stellt man die Messwerte fiir zwei Vi-
rustypen dar, liegen sie hauptsichlich entlang der bei-
den Achsen (Abb. 1, Teil B, die Korrelation dazu wird
in Abb. 1, Teil A im grauen Feld angezeigt). Fasst man
die ,Ausreifler zusammen (hier willkiirlich definiert
als Werte < -0,15 bzw. > 0,15), verteilen sie sich auf
sieben der zehn moglichen Kombinationen zweier Vi-
rustypen. Einige Kombinationen weisen nur einen ein-
zelnen Ausreifler auf, andere Kombinationen haben so-
wohl negative als auch positive Korrelationen. Bei bei-
den diirfte es sich daher um zufillige Abweichungen

Gangl et al.

Blatt GLRaVI GLRaVIIl GFLV ArMV GFkV
GLRaV I 0,04 0,10 -0,03] -0,08
GLRaV III 20,03 -0,06 0,06
GFLV 0,08 0,02
ArMV -0,02
GFkV

A: Korrelation der photometrischen Werte fiir die 5 Virustypen bei Messungen
am Blatt (n = 74 Reben)
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B: Photometrische Werte fiir GLRaV I und GFkV bei Messungen am Blatt

GLRaV I GLRaV III Holz basal 0,38
Holz apikal 0,38
Geschein 0,17
griinerTrieb -0,16
GLRaV 1 ArMV Holz basal -0,21
Holz medial -0,21
Triebspitze 0,34
GLRaV I GFkV Holz basal -0,22
Holz medial -0,26
griiner Trieb -0,22
Fruchtfleisch 0,20
Traubenkerne 0,30
Traubengertist 0,30
GLRaV III ArMV Ranken -0,15
GLRaV III GFkV Triebspitze 0,27
Ranken 0,21
griiner Trieb 0,20
GFLV GFkV Knospe 0,36
Geschein 0,25
Wurzel 0,32
Fruchtfleisch 0,35
ArMV GFkV Geschein 0,18

C: Korrelationskoeffizienten, die den Wert 0,15 tiber -, bzw. —-0,15
unterschreiten (22 aus 140)

Abb. 1: Nahere Erlauterung siche Text
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Standardabweichung
GLRaV I (n=245) 4,51
GLRaV III (n=95) 3,96
GFLV (n=29) 0,92
AtMV (n=111) 8,03
GFkV (n=123) 327

Abb. 2: Histogramm tber die Anzahl der positiven Nachweise pro Rebe (maximal 14). Die Tabelle rechts unten zeigt fiir
jeden Virustyp die Standardabweichung fiir die relative Nachweisanzahl pro Reborgan (der dazugehrige Mittelwert
ist 100/14, da 14 Reborgane und -suborgane untersucht worden sind). Bei ArMV ist die Nachweishdufigkeit offen-
sichtlich besonders unharmonisch auf die Reborgane verteilt (siche auch Abb. 3).

handeln. Bei zwei Kombinationen - GLRaV III und
GFkV bzw. GFLV und GFkV - sind die Abweichun-
gen, die hier als ,Ausreifler” definiert sind, alle positiv.
Im Falle GLRaV III und GFkV konnte das tatsichlich
fiir einen Zusammenhang sprechen, der durch eine In-
teraktion zwischen den beiden Virustypen verursacht
wird. Beit GFLV und GFkV ist das aber deshalb unmog-
lich, weil GFLV nur in fiinf von 74 untersuchten Reben
nachgewiesen wurde. Die einzig mogliche Interpreta-
tion, wenn es sich nicht um einen unwahrscheinlichen
Zufall handelt, ist hier, dass das Nachweisverfahren fiir
GFLV in geringem Ausmafl auch auf GFkV anspricht.

Die generell niedrigen Korrelationen veranlassten uns,
auch mehrfach infizierte Reben fiir die anschliefenden
Analysen zu verwenden.

Verteilung von Mehrfachnachweisen

Im Idealfall gibe es eine vollstindige Korrelation der
positiven oder negativen Virusnachweise in allen Re-
borganen, d.h. entweder einen positiven Befund in al-
len, oder aber in keinem Organ. Dass dem nicht so ist,
zeigt Abbildung 2.

Wie man sieht, iberwiegen insbesondere bei ArMV
(Anzahl positiver Nachweise: 111) Einzelnachweise
oder positive Nachweise nur in zwei oder drei Orga-
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Relative Nachweisanzahl
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Abb. 3: Relative Nachweisanzahl pro Organ und Virustyp

nen pro Rebe. Beit GLRaV I ist die Nachweissituation
nur geringfiigig besser (245 positive Befunde), wih-
rend bei GLRaV III und GFkV meist positive Nach-
weise in vielen Organen einer Rebe gelingen, bei
GFLV war die Anzahl der untersuchten Reben fiir
eine eindeutige Aussage zu gering. Wie Abbildung 3
deutlich macht, ist die Nachweisbarkeit der unter-
suchten Viren in den verschiedenen Reborganen nicht
einheitlich.

In Abbildung 3 wird vergleichend fiir die untersuch-
ten Virustypen angegeben, wie viele der Nachweise
(in %) auf ein bestimmtes Organ entfallen sind (der
zu erwartende Wert pro Organ ist daher 100/14, da
Nachweise in 14 Reborganen und -suborganen erfolgt
sind). Damit wird gezeigt, welche Organe sich fir
den Nachweis eines bestimmten Virustyps eignen.
Beispielsweise ist die Nachweishiufigkeit im Trauben-
geriist bei den beiden GLRaV-Typen weit iiber dem
Erwartungswert, bei GFkV hingegen deutlich darun-
ter.

Ob die Nachweisqualitit erhoht werden kann, indem
man mehr als ein Organ pro Pflanze untersucht,

hiangt nicht nur von der relativen Nachweishaufigkeit
pro Organ ab, sondern auch davon, wie die Nach-
weishdufigkeit bei den Organen korreliert ist. Wie
sich die Nachweisqualitit dndern wiirde, wenn man
zwel Organe anstelle von nur einem untersucht, wird
fur die einzelnen Virosen in den folgenden Matrizen
(Tab. 2a bis 2d) dargestellt. Bei GLRaV I erfolgt bei-
spielsweise bei kombinierter Analyse von Blatt und
Blattstiel in 80% aller jener Reben, bei denen in ir-
gendeinem Organ ein positiver Befund festgestellt
wurde, ein positiver Nachweis, wihrend bei Einzel-
analysen hingegen nur in 71% (Blitter) bzw. 64%
(Blattstielen) eine positive Detektion gelingt. Von be-
sonders grofler Bedeutung wire eine derartige Analy-
senkombination aber bei ArMV, wo die Analysener-
gebnisse bei den einzelnen Organen generell wenig
korrelieren. Beispielsweise bewirkt die kombinierte
Analyse von Geschein und Triebspitze einen Anstieg
der Nachweishdufigkeit auf 88% gegentber 44% bei
der Einzelanalyse von Gescheinen bzw. 62% bei der
Einzelanalyse von Triebspitzen.
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