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Chitosane und Rebholzkrankheiten: unerwartete
Ergebnisse aus Labor- und Feldstudien
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Im Rahmen einer &ffentlich-privaten Partnerschaft wurde das Potenzial
von Chitosanen zur Bekdmpfung von Rebholzkrankheiten (RHK)
untersucht. Die Wirkungsweise wurde durch in vitro-Tests, Feldversuche,
und Laboranalysen evaluiert. Bei den in vitro-Versuchen waren Chitosane
mit niedrigem Molekulargewicht (MG) am wirksamsten, welche zudem
die beste Loslichkeit aufwiesen. Bei den Versuchen im Weinberg
schnitten Chitosane mit mitlerem MG om besten ab. Besonderes
Potenzial zeigten schutzfilmbildende Chitosanhydrochloride, welche als
Wundschutz nach einem Rebschnitt, einer Sanierung von Rebstdcken
durch Stammriicknahme oder nach einer Kirettage verwendet werden
kénnten.

Chitosan ist ein Naturprodukt, welches aus Chitin gewonnen wird, ein :
. die geringste Wirksamkeit. Dahingegen wiesen Oligochitosane  mit
) * den niedrigsten MG (<5 kDa) unabhéngig von ihrer Herkunft (Pilz,
Abwasserbehandlung, Kosmetik, usw.], darunter auch in der Onologie'. :

Bestandteil der Zellwénde von Pilzen und der Schalen von Krustentieren
und Insekten. Es wird in verschiedenen Bereichen eingesetzt (Medizin,

Im Pflanzenschutz ist Chitosan fiir seine antiviralen, antibakteriellen und

die Chitosane, die Zahlen geben ihr MG (kDa) an, sofern bekannt.

In vitro: je leichter, desto wirksamer!

Die Fahigkeit von Chitosanen, das Myzelwachstum zweier an der :
Enfwicldung von Holzkrankheiten befei|igter pofhogener Pilze (Eutypa lata:
Eutypiosis, Phaeomoniella chlamydospora: Esca) zu hemmen, wurde :
zundchst im Labor untersucht. Da nur Oligochitosane und Hydrochloride
in Wasser [6slich sind, wurde eine neuartige Methode entwickelt :

[Abbildung 1).
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einer unbehandelten Kontrolle verglichen.

bei allen getesteten Konzentrationen (0,05, 0,2 und 1 %) systematisch

Krustentier oder Inseki] die besten Wirksamkeitsprozentscitze auf. Somit

¢ sind die Oligochitosane die vielversprechendsten Kandidaten gefolgt von
onﬂmykoﬂschen Eigenschoﬂen bekannt und unferstitzt die natirliche
Abwehr von Pflanzen?. Seine Wirkungsweise bei der direkten Bekémpfung
\vﬁ;iEPGOQGZ:?;cg]igzg:nei'zreogenzigisb;?;i milcxcghz:cdr:e:jr:nsde d?‘e E;TS' : Tabelle 1. Die Wirkung von Chitosanen unterschiedlicher Herkunft auf das Myzelwachstum von
Audlsser der Abwehrmechanismen dor PHonEe onerkanmpist gAb 2016 D E /uroundﬁchlamydqsporu, getestet in vitro bei einer Konzentration von 1 %. Die meisten Produkte
wurde in der hier vorgestellten Studie die Variabilitét in der Wirksamkeit von Wurden Zwek-ode deimol geteste.
Chitosanen untersucht, mit dem Ziel, die besten Kandidaten fiir den Einsatz :
an Reben zu identifizieren. 23 Chitosane wurden bewertet, und 16 auf :
dem Feld gefestet: sieben Chitosane, welche von Krustentieren stommten
[OCe3, Ce20, Ca50, J80, S674 und zwei Chitosanhydrochloride: :
HA und HSJ; finf, welche von Pilzen stammten (OF3, Fda30, LF43, :
F329 und Chitosanhydrochlorid HQO); sowie vier, welche von Insekten :

stammten (OY5, Y40, Y350 und YQ03). Die Buchstaben kennzeichnen

Chitosanen mit mitllerem MG (zwischen 5 und 130 kDa) (Tabelle 1).

) Wirkungsgrad (%
Chitosan E lota et I)?chlumydosporu
0Ce3 1000 5718
(e20 91 75
(a50 85x3 78x3
Krustentiere 180 35 46
HA* 92 +1 46 = 22
HS* 920+3 437
S674 0:0 3+4
0F3 1000 5911
Fda30 87 4
Pilze LF43 875 69 +24
H90 866 45+ 24
F329 4+6 5+7
0Y5 92 +1 74 £17
Inseken Y40 9201 62 +28
Y350 2+3 00
: Y903 2+3 18+6
© *MG unbekannt
: Auf dem Weinberg: je leichter, desto

: wirksamer!?

: 2016 begannen die Feldversuche auf den Weinbergen zur Bewertung
: der Wirksamkeit von Chitosanen, kinstlich infizierte Schnittwunden vor
¢ Holzkrankheiten zu schiitzen (gemaf der offiziell anerkannten Methode
: CEB Nr. 155 der Commission des Essais Biologiques® %)

. Die Wirksamkeitder Behandlungen wurde anhand der Wundinfekfionsraten
g  [jeweils 30 Stamme pro Verbindung) und der Anzahl infizierter Holzsticke
ABBILDUNG 1. Darstellung der neu entwickelten Methode zur Untersuchung der Wirkung von : Ero ernde (25 pro Starnm) im Vergleich zu einer unbehandelten Kontrolle
Chitosanen. 300 pL einer Chitosanldsung wurden in der Mitte einer Pefrischale platziert, welche ein eurteilt ! . o
Agarmedium enthielr. In die Mitte der getrockneten Chitosanlasung wurde anschlieBend ein Myzelpellet : Das von Pilzen stammende LF43 wurde zuerst gefestet. Es zeigte bei einer

gelegt. Zur Berechnung der Wirksamkeit wurde der Durchmesser der Myzelkolonie gemessen und mit dem
. 2017: 77 %), war jedoch unwirksam gegen P. chlamydospora (2017).

: Von weiteren Untersuchungen wurde aufgrund der Kosten des Produkts
Die Chitosane mit hohem Molekulargewicht (>300 kDa; S674, F329, :
Y350 und YQO03) zeigfen unabhéngig vom gefestefen Krankheitserreger

Konzentration von 30 % eine hohe Wirksamkeit gegen E. lata (2016: 71 %;

und seiner Neigung, beim Trocknen Risse zu verursachen, allerdings
abgesehen.
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TABELLE 2. Die Ergebnisse der Feldversuche, die 2018, 2019 und 2021 im Weinberg durchgefuhrT
wurden, um die priventive Wirkung verschiedener Chitosane zu untersuchen.

Phaeomoniella chlamydospora
1786 Konidien inokuliert (2018)
1960 Konidien inokuliert (2019)

Futypa lata
215 Ascosporen inokuliert (2018)
355 Ascosporen inokuliert (2019)

Versuche
2018 und 2019 Infekfionsrate Infekfionsrate
Wirksamkeit (%) Wirksamkeit (%)
Rebschnitiwunden* Holzsfiicke™* Rebschnittwunden™ Holzstiicke™*
n=30 n=750(30x25) n=30 n=750(30x25)
Kontrolle, inokuliert e_g22a _ T _
(2018-2019) 80°-833 27,2-329 96,6 —100 473-508
0Ce3, 5%, durch 60° 16,1 NS 86,7 38NS
sprihen (2018) 25 40,7 10,2 19,7
0Ce3, 10%, durch 833¢ 36,4 NS 96,7 ¢ 47,7NS
spriihen (2019)) 0 0 33 6
0Ce3, 15 %, durch 86,7¢ 34NS 933¢ 4478
sprithen (2019) 0 0 6,7 12,1
H90, 10 %, durch 333 138S 333k 899
bestreichen (2019) 60 57,9 66,7 824
Evtypa lata Phaeomoniella chlamydospora
Versuch 2021 431 Ascosporen inokuliert (2021) 1965 Konidien inokuliert (2021)
Rebschnittwunden* Holzsfiicke™* Rebschnittwunden™ Holzstiicke™*
n=30 n=750 30x25) n=30 n=750 30x25)
Kontrolle, inokuliert 633 22 88 243
HA, 2 %, durch 24,1b 6,9 HS 750 13,6 NS
spriihen 61,8 68,6 14,8 44,2
HA, 5%, durch 233 1,1 THS 769" 15,8NS
bestreichen 63,2 95,2 12,6 34,8

homogenen Gruppen sind mit Buchstaben gekennzeichnet (a, ab, b).

** Fiir die Holzstiicke (25 pro Schnittwunde) wurden die Ergebnisse, e nach Anzahl der infizierten
5. AnschlieBiend :
wurde die Verteilung mithilfe eines Chi-Quadrat () Verteilungstests Gberprift. Jede behandelte :
Modalitit wurde mit der jeweiligen unbehandelten, inokulierten Kontrolle verglichen. NS = nicht :
signifikant; S = signifikant (c.= 5 %); HS = Hochsignifikant (c. = 1 %); SHS = Sehr hochsignifikant :
. Fazit

. Wahrend die zundchst im labor durchgefihrten Versuche andeuteten,
¢ dass Oligochitosane ein gutes Wirksamkeitspotenzial gegen  zwei
. holzpathogene Pilze haben, waren es die Chitosane mit mitflerem
¢ Molekulargewicht, und insbesondere Hydrochloride, die aufgrund ihrer
¢ Wasserloslichkeit den besten Wundschutz im Feldversuch zeigten. Die
. durchschnittliche Wirksamkeit von HA-Hydrochlorid gegen E. lata lag nach
¢ dem Bestreichen von Wunden bei 57 % (zwei Versuche im Jahr 2021).
: Wahrend des Trocknens und mdglicherweise durch Polymerisierung st
. dieses Hydrochlorid in der lage, die Sporen abzufangen, die sich auf
¢ den Wunden absetzen. Die Wirkungsweise gleicht grundsaizlich einem
: Verband und ist daher hauptséchlich physikalischer Natur, und somit
: eher fungistatisch als fungizid. Dies kénnte pathogene Ascomycota-Pilze,
. die sich durch groPe Sporen auszeichnen, sowie Basidiomycota daran
¢ hindern, durch Wunden nach dem Rebschnitt oder einer Stammsanierung
©in das Holz einzudringen, und kénnfe sogar kiireftierte Reben vor zu
¢ schnellen Neuinfektionen schiitzen. In dieser Studie wurde keine Toxizitét
. der Verbindungen beobachtet.
;' franz&sischen Patentanmeldung unter der Nummer FR2004922. Es steht
ABBILDUNG 2. Eine mit Chitosanhydrochlorid verschlossene Schnittwunde an einer Cabemet :

Holzstiicke pro Wunde, in drei Kategorien eingeteilt: [0-5], [6-10], [11-2

(0=0,1%).

Sauvignon Rebe. Das Foto wurde unmittelbar nach der Anwendung aufgenommen.

AnschlieBend wurde das Oligochitosan OCe3 getestet, welches in vitro
eine gute Wirksamkeit zeigte, und - auf explorativer Basis -das Hydrochlorid
HQO (Tabelle 2). Trotz der guten in vitro Ergebnisse, zeigte sich OCe3 :
nach der Behandlung von Schnittwunden mit Konzentration von 5, 10 :
% wenig wirksam [Wirksamkeit <25 %) gegen Infektionen durch :
E. lota und P. chlamydospora (2018 und 2019). Dahingegen erwies sich :

und 15

HQO in einer 2019 durchgefihrten Studie als Guerst effektiv. Wunden,

welche mit 10 % HQO beschichtet wurden, zeigten einen Wirkungsgrad
von 60 % [Rebschnittwunden) bzw. 58 % (Holzsticke) gegen Infektionen :
mit E. lafa, und 67 % (Rebschnittwunden) bzw. 82 % (Holzsticke] gegen :
Infektionen mit P. chlamydospora. Die hohe Viskositdt des Hydrochlorids
erschwerte das Auftragen durch Sprithen, weshalb die Schutzbarriere :

aufgestrichen werden musste (Abbildung 2).

Ein neuer Versuch begann 2021, wobei vorbeugende HA-Hydrochlorid-
Behandlungen durchgefihrt wurden: entweder durch Sprihen (S) mit einer :
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Konzentration von 2 % oder durch Bestreichen (B) mit einer Konzentration
von 5 % (Tabelle 2). Im Falle von E. lata wurden Wundinfektionen deutlich

f reduziert (Wirksamkeit: S, 62 %; B, 63 %). Dieser Effekt wurde durch die
¢ Anzahl infizierter Holzstiicke pro Wunde bestatigt (Wirksamkeit: S, 68 %;
B, 95 %). Keine signifikante Reduktion hinsichtlich der VWundinfektionsraten
. konnte bei P chlamydospora festgestellt werden (Wirksamkeit: S, 14 %;
: B, 12 %). Bei der Anzahl der mit dem Erreger infizierten Holzstiicke schien
: die Wirkung dahingegen besser zu sein (Wirksamkeit: S, 44 %; B, 32 %),
: was sich jedoch sfafistisch nicht bestétigte. Dieser Unterschied in der
¢ Wirksamkeit je nach Anwendung und untersuchtem Pilz deutefe auf eine
: Barrierewirkung hin, deren Wirksamkeit mit dem MG und der Léslichkeit
¢ des Produkts in Zusammenhang steht. Ein weiterer Faktor ist die Grofe der
¢ Sporen, die sich auf dem Schutzfilm ablagem, welcher von dem Produkt
¢ gebildet wird.

%Untersuchungen zur Wirkungsweise von
: Chitosanhydrochlorid

: Um den Unterschied in den Ergebnissen zwischen den in vitro- und in
¢ vivoTests besser zu verstehen, wurde eine zusaizliche Studie durchgefihrt.
. Unfer Verwendung der CEB 155-Methode wurde das Gewebe unfer den
* Wunden in zehn Scheiben mit einer Dicke von etwa 1 mm geschnitten.
. Anhand dieser Methode konnten wir sehen,
¢ Pilze ansiedelten. Die sechs verschiedenen Verbindungen wurden, bei
. einer Konzenfration von 5 %, als vorbeugende MaBnahme auf Wunden
¢ aufgetragen:
¢ Chitosane, sowie H90- und HS-Hydrochloride. Die Gesamtwirksamkeit
: von HQO und HS gegen E. lata und P chlamydospora betrug 100 %.
: Die Verbindungen verhinderten ein Eindringen der Sporen unter

* Bei den Schnittwunden wurde eine Varianzanalyse oder ein KruskaWallis-Test durchgefihrt

(die 30 Rebschnittwunden ergeben sich aus je drei Wiederholungen von zehn Wunden) und die : die Wundoberflgche. Die Chitosane LF43 und CaS50 zeigten eine

¢ mittelmaBige Wirksamkeit: 43 - 60 % gegen E. lafa, und O % gegen

in welcher Tiefe sich die

OF3- und OCe3-Oligochitosane, LF43- und Ca50-

P chlamydospora. Die Oligochitosane OCe3 und OF3 zeigten keine
Wirksamkeit (O - 34 %). Diese zusdtzliche Studie bestdtigte somit die
Barrierewirkung von Chitosanen mit mitflerem Molekulargewicht und
insbesondere von wasserldslichen Hydrochloriden.

Diese Arbeit ist Gegensfand einer

\edoch noch keine Formulierung zur Verfigung. ®
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