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4. Kunberichte der Wiss. Posterausstellung

4.7 ̂ nwendung von Nachweisverfahren
zw Diagnose von Viren in Laubgehölzen

Priu. Doz. Ilr. Csrmen Büttner und llr. trIartina Führling, Institut fi)r Forstbota-
nik und Baumpbysiologie der Uniuersitrit Freiburg, Am Flughafen 17, 79085 Freiburg

luftverunreinigungen), Witterungseinflüssen und
biologischen Krankheitserregern eine immer größer
werdende Bedeutung zu. Durch parasitierende Viren
wird die Syntheseleistung der infizierten Bäume
bedeutend reduziert. Zur Regeneration benötig der
Baum eine erhöhte Spthesekapzität. Diese versdrkt
nonvendige Syntheseleistung des erkranhen Baumes
muß unter normalen Bedingungen keine Konse-
quenzen haben; kommen jedoch w€itere Stressoren
hinzu, reicht die Regenerationslrapuität eines infi-
zierten, geschwächten Baumes nicht mehr aus, um
diese Belastung zu kompensieren. Es kommt zu sicht-
baren Schäden und Degenerationserscheinungen.

Zunächst vereinzelte Infektionsquellen im Forst, im
öffentlichen Grün oder in Baumschulen stellen
langfristig ein sich weit ausbreitendes Infektions-
potential dar. Um so wichtiger ist, daß im Hinblick
auf die lange Kultivierung der laubgehölze im Forst
und im öffentlichen Grün gesunde Pflanzenbestdn-
de angelegt werden. Erst Äne Selektion mit geeig-
neten Testverfahren auf virusfreies bzw. virusgete-
stetes Pflanzenmaterial in Baumschulen kann die
Voraussetzung flir langfristig gesunde Pfl anzenbe-
stände schaffen. Entsprechende Tests auf Virusin-
fektionen sind im Obstbau lzingst selbstverstzindlich
und sind inzwischen fi.ir gravierende Schäden her-
vorrufende Viren in vielen Laubbaumarten des
öffentlichen Grüns anzuraten. Einer Kontrolle die-
ser Krankheitserreger gebührt daher eine beson-
dere Beachtung. Zuverldssige Diagnoseverfahren,
wie im vorhegenden Artikel vorgestellt, sind hierfiir
die Voraussetzung. Die angesprochenen Tests kön-
nen von beispielsweise einigen Pfl anzenschutzäm-
tern leicht durchgeftihrt werden und kommen dann
in Frage, wenn Verdacht auf eine Virusinfektion
besteht. In dem Fall sind mehrere Stichproben an
Standorten mit virusverdächtigen Pflanzen zu ent-
nehmen und zur Untersuchung einzusenden.

Zu denvetschiedenenn
verfahfen
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schwierig undist nichtmitden hl
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änxmmenfarsung

Die zur Diagnose von Yiruserkrankungen an Forst-
gehiilzen einzusetzenden Nachweismethoden wer-
den kurz besctrieben und ihre Änwendbarkeit für
die Routinediagrose bzw. ftir spezielle Fragestel-
lungea er:llintert. Die Auswahl des zu untersu-
chenden Püanzenmaterials erfolgt anhand der
$mptomatologie. Gewebe mit viÄsverdächtigen
$ynptomen wie charakteristischen F*rbverände-
flmger1 Yerformungen oder Äbsterbeerscheinun-
gen wid eleklronenmikroskopisch, serologisch
oder mohkularbiolcgisch auf eine Virusinfel*i,on
geprüft und/oder die Erreger aus dem Gewebe auf
geeignete Test-/Indikatorpllanzen übertragen.
line univeruell anwendbares Nachweiweddrren
kann nicht vorgegeben werden, sondern es ist
ahh:ia$g vom jeweiHgen Yirus und det zu unter-
suchenden Baumart.

Zur Verbreitung der Viren
in Laubgehölzen

Die bisherigen Untersuchungen an virusinfizierten
laubbäumen sowie die zahlreichen Bonituren und
Beobachtungen an erkrankten Bäumen bestätigen,
daß Viren in Laubgehölzen weit verbreitet sind (FüHn-
rINc uND Bti'rnmn, 1997) und daß Viren die Vitalität
und die Widerstandskraft der Bäume stark herabset-
zen können (Bü'r"lr.-*En, l!!J; Nnunus und Csmno,
l!8!; Nrnnmus et aI., 1990). Eine Virusinfektion muß
keine ausgeprägten Krankheitssymptome verursa-
chen. Sie kann jedoch die Prädisposition des Baumes
verdndern und eine vorzeitige Seneszenz bewirken.
Im Zuge des sich verschlechternden Gesundheitszu-
standes der Bäume im öffentlichen Grün und im Forst
kommt der Vitalität und damit der Viderstandskraft
gegenüber anthropogenen Einflüssen (insbesondere
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Nachweis von Viren

)n Zu den verschiedenen Diagnose-
verfahren

Die Diagnose von Viren in laubgehölzen ist sehr
schwierig und ist nicht mit den herkömmlichen Nach-
weiwerfahren ftir Viren in garten- und ackerbauli-
chen Kulturen (krautige Pflanzen und Grdser) ver-
gleichbar. Phenolische Inhaltsstoffe im Pflanzenma-
terial stören sowohl die Virusisolierung als auch die
[ßertragung auf krautige Indikatorpflanzen. Wie bei
allen Gehölzen ist die Viruskonzentration in [aub-
bäumen sehr gering und zudem die Virusverteilung
im Baum in zusätzlicher Abhän$gkeit von der Jah-
reszeit sehr heterogen.

Ein Nachweis der Viruspartikeln mit Hilfe der Elek-
tronenmilaoskopie ist deshalb sehr zufallsbedingt.
Unter Anwendung serologischer Nachweisverfahren
können nur bestimmte Viren gezielt mit entspre-
chenden Antiseren erfaßt werden. Auch molekular-
biologische Methoden wie die Hybridisierung und
die Polymerase Kettenreaktion (PCR) können nur
gezielt ftir den Nachweis ausgewählter Viren einge-
setzt werden. Universell geeignete Nachweisverfahren
für Viren in Laubgehölzen gibt es nicht, aber die im
Einzelfall auszuwählenden Möglichkeiten für eine
diagnostische Vorgehensweise bei der Bestimmung
von Viren in laubgehölzen sollen im folgenden vor-
gestellt werden.

Anhand der Symptomatologie wird zur Bestim-
mung der Viruserkrankungen im ersten Schritt eine
visuelle Bonitur der Bäume oder Sämlinge vorge-
norrmen, die das Erkennen und Differenzieren von
Viruserluankungen voraussetzt. Die Beschreibung
der äußeren Symptome erfolgt dabei nach den ftir die
Symptomatologie üblichen Kriterien der Farb- und
Formverdnderungen sowie der Absterbeerscheinun-
gen (Nrmueus, l!85).

Danach umfassen die Farbverdnderungen Chloro-
sen durch Chlorophylldefekte oder Chloroplasten-
degeneration. Rotverftirbungen entstehen durch
eine Anthozyananreicherung oder durch Chloro-
phyllabbau. Oxidierte Phenole sind durch Melanin-
bildung verantwortlich fiir Braunfärbungen. Die
Verfirbungen können partiell oder großflächig aus-
gebildet sein.

Die Verformungen umfassen Abweichungen in der
Form der Organe sowie im Habitus des Gesamtbau-
mes. Blätter sind auffällig verformt bei Epinastie,
Blattrollen und -kräuseln durch unregelmdßige Ent-
wicklung der Blattspreite. Die Schmal- und Klein-
blättrigkeit entsteht durch Störung der Blattentwick-
lung, Fraßschäden sowie der Krebs-, Tirmor- und Gal-
lenbildung. Der Habitus des Baumes ist sichtbar ver-
ändert, wenn die Schädigung im lfuonen- oder
Stammbereich weit fortgeschritten ist.

Absterbeerscheinungen treten partiell im Gewebe
oder allgemein an den Pflanzen auf. Wdhrend sich
Nelaosen und Fäulen als Lokalldsionen. Blattflecken.
Trieb-. Ast-. Slamm- undWurzelnekrosen und -fäulen
entwickeln, sind die Dürre - Störung im Wasser-
haushalt - und der Verfall als Schadbild des Gesamt-
baumes zu erkennen. Der Verfall beschreibt ein
langsames oder plötzliches Absterben des Baumes,
der durch das Zusammenwirken von Nekosen, Fäu-
len, Dürre und mechanische Beschädigung im Wur-
zel-, Stamm- und Fuonenbereich verursacht wird.

Die Bonitur ist ab Aoril mit dem Blattaustrieb vorzu-
nehmen. Erfahrungigemiß beginnt die Symptoment-
wicklung durch Viren im Mai{uni und ist ldngstens
bis Ende Juli/Anfang August zu differenzieren (Birn-
uln, 1993). Eine Maskierung durch weitere Schad-
bilder anderer biotischer und abiotischer Ursachen
behindert dann eine klare Bestimmung. Erschwerend
kommt hinzu, daß virusbedingte Slmptome yer-
wechseltwerden können mit solchen, die nichtvirus-
bedingt sind. In Untersuchungen hierzu hat sich
gezeig, wie vielftltig die Palette virusdhnlicher zu ver-
wechselnder Schadbilder sein kann (BLrrrnnn und
Firnnrnc, 1993; tl.rnrucNN eI al., 199r .

Für die Darstellung, Isolierung, Vermehrung, nähere
Charakterisierung und letztendlich flir den Nachweis
der Pathogenität zur Erflillung der Koch'schen Postu-
late ist die Übertragung der Viren aufTestpflan-
zen durchzuführen (NrnxH.rus et al., 1990). Sie ist
eine einfache und schnelle Methode, wenn sich der
Erreger übertragen lzßt. So ist es üblich, mechanisch
übertragbare Viren auf krautige Pflanzen zu übertra-
gen, um mit den aus diesen Pflanzen leichter zu iso-
lierenden, zu vermehrenden und zu charakterisie-
renden Viren arbeiten zu können. Die meisten Viren

:hölzen
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oJea 17,79085 Freiburg
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4. Ktrzbeichte der Wiss. Posterausstellung

sind mechanisch übertragbar. Bei den Laubgehölzen
- insbesondere den Harthölzern - ist die Virusüber-
tragung aus Blattpreßsaft äußerst schwierig und
gelingt nur selten aufgrund der phenolischen Inhalts-
stoffe, der unregelmäßigen Yerteilung der Viren am
Baum (Fucus und Gnüuzrc, 1994), der starken
Abhzin$gkeit des Nachweises am Baum von Jahr zu
Jahr und von derJahreszeit.

Im Gegensatz zur Inokulation auf kautige Pflanzen
gelingt die Übertragung der Erreger durch Pfrop-
fung immer dann, wenn eine Gewebeverwachsung
yon Reis oder Auge und Unterlage gewährleistet wer-
den kann ([e,unmc und BürNrR, 1995). Allerdings ist
dieses Verfahren sehr langwierig und gbt keine Aus-
kunft, um welches Virus es sich handelt.

Zwei geeignete Pfropftechniken sind die Kopulation
mit Rindenschildchenpfropfung und die Okulation,
wobei die erstere höhere Anwachsraten garantiert.
Bei der Okulation wird dem Reis eine l(nospe mit
einem Rindenschildchen entnommen und diese in
die durch einen T-Schnitt vorbereitete Unterlage ein-
geführt. Das ftr dieses Verfahren notwendige Ablö-
sen der Rinde vom hambium beschränkt die Durch-
fi.ihrung dieser Methode auf den Monat August. Bei
der Kopulation werden sowohl die Unterlage als auch
das Reis mit mindestens zwei Ihospen durch einen
ldngseliptischen Schnitt vorbereitet und so aufeinan-
der gefrigt, daß die kambialen Teile der Schnittstel-
len aufeinanderliegen. Die gleichzeitig durchgeführ-
te Rindenschildchenpfropfung erfolgt mit zwei aus
dem Reis geschnittenen llolzspdnen, die in die Unter-
lage, aus der Holzstücke äquivalenter Suirke heraus-
geschnitten wurden, implantiert werden. Diese

Abbildung I : Blektronenoptische Darstellung von
(b; 29 nm) aus Blattpreßsaft infizierter Birken

Methode kam vorzugsweise bei Vegetationsruhe
EndeJanuar bis Ende Februar zum Einsatz, konnte
jedoch auch im weiteren Vegetationwerlauf Anwen-
dung finden, sofern die gepfropften Sämlinge drei
Wochen unter gespannter luft kultiviert und danach
wieder langsam an Freilandbedingungen adaptiert
wurden.

Symptome sind teilweise noch in derselben oder
dann in der folgenden Vegeüationsperiode sichtbar.
Die Pfropfung von Forstgehölzen kann nicht als dia-
gnostisches Mittel betrachtet werden. Sie ist zwar bei
Porstgehölzen eine geeignete Methode zur Übertra-
gung von Viren, aber sie ist umsündlich, erfordert
einen hohen Arbeitsaufirand, und die Symptoment-
wicklung dauert lange. Dennoch zum Nachweis der
Pathogenität der Erreger ist die Übertragung uner-
lißlich. Anders hingegen im Obstbau. Dort dienen
empfindliche Sorten für zu testende Viren auch zum
Nachweis.

Übertragungwersuche an Rotbuchen (Fagus sy luati -
ca L.) wurden erfolgreich mit dem stem slashing
durchgeftihrt, wobei eine zuvor herarstellende Virus-
suspension zur Verfiigung stehen muß. Diese wurde
durch Rindeneinritzung in den Stamm von Gehölz-
sämlingen gebracht (NrEr,rHAus etal., 1990; HmmcuEn
undQuenr, 1994).

Die Elektronenmikroskopie eröftret Möglichkei-
ten, Viren nativ zu diagnostizieren; sei es in Kunstharz
eingebettetes Pflanzenmaterial oder als Adhdsions-
prdtpzrat. Eine elektronenoptische Darstellung von
Kirschenblattrollvirus (CIRV) - und Apfelmosaikvirus
(AIfV)- Partikeln ist in Abbildung I zu erkennen.
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Cl"RV-Partikeln (a; 28 nm) und AMV-Partikeln
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Nachweis von Viren
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Bei der Anwendung dieser Technik fiir laubgehölze
(Hmlcunn, 1994) treten zahlreiche Probleme auf.
Auch hier können hemmende Inhaltsstoffe und oxi-
dative Prozesse die Nachweistechnik stören sowie die
heterogene Verteilung von Viren im Baum und der
niedrige Virustiter den Nachweis zufiillig bedingen.
Ein hoher Zeitaufinand ist erforderlich, diese Hürden
mit spezifisch ausgearbeiteten Methoden und zahl-
reichen Wiederholungen zu überwinden. Für eine
Routinetestung bei Gehölzen ist die Elektronenmi-
kroskopie keine zuverldssige Methode. Sie ist geeig-
net, spezielle Fragestellungen im histologischen und
qtologischen Bereich zu klären. Sie kann nicht mit
den diagrostischen Möglichkeiten an krautigen Kul-
turpflanzen verglichen werden. Die verschiedenen
Präparationsmöglichkeiten von Pfl anzenmaterial aus
laubgehölzen werden anhand entsprechender Bei-
spiele umfassend von H,qulcsEn (1994) beschrieben.

Der BLISA ist der gdngigste und kostengünstigste
serologische Test frir die Routinetestung (Cr,mx und
Aneus, 1977). Er ist in verschiedenen Modifikationen
ausgearbeitet worden und wird gezielt flir den Nach-
weis bestimmter Erreger eingesetzt. Sein Verfahren
beruht auf dem Nachweis einer spezifischen Anti-
gen/Antikörper-Bindung, an die ein Enzym (alkali-
sche Phosphaase, Urease oder Peroxidase) gekop-
pelt wird. Dieses En4rrn setzt nach einer Substratzu-
gabe in einer Sekundineaktion ein Chromogen in ein
farbiges Endproduh um, das photometrisch gemes-
sen werden kann. Auch mit diesem Testverfahren ist
der Virusnachweis aus Forstgehölzen nicht einfach
durchzuftihren aufgrund der mehrfach genannten
stoflichen Stör{aktoren und der Virusverteilung.

Das Nachweiwerfahren über die Polymerase Ket-
tenreaktion (PCR) ist hochspezifisch und ermög-
licht Detektionen weit oberhalb der Nachweisgrenze,
wie sie mit dem E[ISA-Test erreicht werden können.
Die Methode ist aufgrund der benötigten Chemikali-
en und der aufwendigen Durchführung sehr
kostenintensiv.

Die PCR ist eine enzymatische in-aitro Ven'ielfälti-
gung yon kurzen DNA-Abschnitten. RNA-Viren kön-
nen nur dann über die PCR nachgewiesen werden,
wenn mittels des Enzyms reverse Transkriptase die
RNA in DNA umgeschrieben wird. Zur Durchflihrung

Abbildung 2: Nachweis von CLRV in Blattma-
terial durch Amplifikation eines 416 bp
langen Fragments: 1: gesunde Birke, 2: CLRV-
infizierte Birke, 3: aqu. dest, M: DNA-Dlarker
(VIII, Boehringer)

werden'als Starthilfen zwei Oligonukleotide (Primer)
benötig, die zu feweils einem Strang des DNA-Dop-
pelstrangs komplemenuir sein müssen (G,msn:l et al.,
1994). Dies setzt voraus, daß die Sequenzen, an die
die Oligonukleotide binden sollen, bekannt sind.

Die bekannten Schwierigkeiten mit dem Pflanzenmate-
rial aus Forstgehölzen sind auch hier durch entspre-
chende Aufbereitung des Probenmaterials und Modifi-
iration der Methode zu überwinden. Darüber hinaus
bleibt jeweils zu prüfen, ob die erforderlichen Sequen-
zen bereits zur Verfligung stehen oder ob diese Voraus-
setzungen erst aufuendig geschaffen werden müssen.

Die Methode der PCR Lßt sich mit serologischen
Arbeitstechniken kombinieren. Bei der sogenannten
immuno-capture (IC)-PCR werden zunächst spezifi-
sche Antikörper zur immunologischen Anreicherung
des nachzuweisenden Enegers in Anwendung gebracht
(Nor^mo et al., 1993). In weiteren Arbeitsschritten kön-
nen dann die spezifischen Fragmente der infektiösen
Nukleinsäure amplifiziert und gelelektrophoretisch

b
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dargestellt werden. Die hochspezifische Methode
wurde an Kirschenblattrollvirus (CIRV)- inlizierten
Betula sp. (Wrnwn et al., 1997 r) und Pappelrnosaik-
virus (PopMV)- infiziertenPopulus sp. (WEmEn et al.,
1997b) etabliert. Abbildung 2 zeigt den Nachweis von
CIRV in Blattmaterial durch die Amplifikation eines
spezifischen 41 6 bp langen Nukleinsäurefragments.

Die im mittleren Niveau hinsichtlich der Aufwendun-
gen liegende dot-blot Hybridisierung (DBH), eine
ebenfalls auf den Nachweis von Nukleinsäurefrag-
menten ba^sierende Methode, weist eine im Vergleich
zum E[ISA-Test niedrigere Nachweisgrenze und ver-
glichen mit der PCR eine niedrigere Sensitivität auf.
Eine ungefähr 60 Xige Sequenzhomologie zwischen
der Erregernukleinsäure und der eingesetzten Hybri-
disierungssonde reicht bei dieser Methode für einen
positiven Befund aus. Bei der PCR hingegen ist eine
vollstzindige Sequenzhomologie der eingesetzten Pri-
mer mit Teilen der Erregemukleinsäure nomendig,

Bei dieser Methode wird ein Nukleinsäureextrakt des
zu testenden Pflimzengewebes auf eine Membran auf-
getragen. Nach Zugabe einer zum RNA-Erregerge-
nom komplementären, svnthetisierten DNA-Sonde
hybridisiert diese mit der virösen RNA aus dem Pflan-
zengewebe. Die Hybridisierungssignale können
durch eine Enzyrnreaktion sichtbar gemacht werden.

Die gegen einen Teil des .J0 K Proteins des Tabakmosa-
ikvirus (TMV) gerichtete digoxigenin-markierte Sonde
reagierte unter Anwendung der DBH mit Nukleinsäu-
rerohextrakten von erlaankten Acer pseudoplatanus
(Flmnrrnc und BirruEn, 1998) und Sorbus auutparia
(Abb. 3). Inwieweit das qrnptomverursachende Agens
in den erkrankten Ebereschen der Tobamovirusgruppe
zugeordnet werden kann, wird geprüft.

Der Nachweis doppelsträngiger RNA (dstlNA) ist
sehr kosten- und zeitaufi,vendig und u'ird normalerwei-
se dann zur Untersuchung von Pflanzenkr',mkheiten
herangezogen, wenn eine Virusethiologie einstrdngiger
RNA-Viren vermutet wird, aber es bis dahin noch nicht
mö$ch war, diese durch eine elektronenoptische Dar-
stellung der Partikeln zu belegen (V,uvmre et al., I !!0) .

Einzelstningige RNA-Viren sind mit 90 % der Viren die
größte Gruppe der Pflanzenviren. Bei deren Replika-

tion entstehen intermediäre und replikative Formen.
Die replikativen Formen - vollstrindig durchgepaarte
dsRNA mit doppeltem Molekulargewicht des Einzel-
strangs - können fiir diagnostische Zwecke herange-
zogen werden, sofern sie in gesunden Pflanzen nicht
nachgewiesen werden können. Für die Isolierung und
den Nachweis der dsRNA sind spezifische Verfahren
für da.s jeweilige Pflanzenmaterial zu erarbeiten. Die
Methoden zur Isolierung der dsRNA beruhen auf einer
chromatographischen Trennung des aus dem Pflan-
zengewebe extrahierten Gesamtnukleinsäureextrak-
tes (Dorns et al .,1984) . Das Trennprinzip beruht dar-
auf, daß bei einer Ethanolkonzentration von lllS %
vorwiegend dsRNAs an das Trennmedium (CF-1 I Cel-
lulose) gebunden wird. Dann noch kontaminierende
andere Nukleinsäurestrukturen können in weiteren
Arbeitsschritten enzymatisch abgEbaut werden. Der
Nachweis der so isolierten dsRNA erfolgt nach gele-
lektrophoretischer Trennung mit HiHe unterschiedli-
cher Fdrbemethoden, die sich vor allem in ihrer Nach-
weisweisgrenze unterscheiden. Ein Arbeitsverfahren
zur Darstellung von dsRNA aus puercus robur stelTen
Birrun et al. (1996) detailliert vor.

fu,

Abbildung 3: DBH mit einer TMY-spezifischen
Sonde von Blattrnaterial der Eberesche.
Spalte 1: aqu. dest., Spalte 2: gesunde
Bberesche, Spalte 3: erkrankte Eberesche
Zeile A (100 mg Blatt*), Zeile B (50 mg
Blatt*) Zeile C (25 mgBlatt*)
* Nukleinsäurerohextrakt aus Blattrnaterial

Mit llilfe des tissue'blot imn
einem weiteren serologischen
kann die Verteilung der beispiels
nachgewiesenen Viren oder Nul
in den unterschiedlichen Pflanz
werden und ist eher ftir wissens
lungen geeigret. Dazu wird zun:
druck auf eine positiv geladene
gestellt; mit Hilfe spezifischer
dann Virionen oder Nukleinsäul
angefärbt werden. Ein nach X,u
modifiziertes Verfahren frihrte
eines Antikörpers mit hoher Sp
([ma, 1994) mmNachweis v
webe erkranher Stieleichen. D
dabei homogen über die gesamt
auf, in den charalteristischen,
induzierten chlorotischen Ring0
stark erhöhr Gbb. 4).

Abbildung 4: TBIAvon I
unter Vewendung eines,

dsRNA: links: Gewebeal
mit chlorotischen Ringflecl

beabdruck de

Literatur

BürrNrn, C.; [993: Yiruserkrankungc
sche Beumschule, 45, 552-554.

BiirrNER, C., Fürnrü{c, M.; 193: Beohc
Symptomen an erlaanlcen Stieleich
eine lögrcnzung zu ?ihnlichen, ni<
heitsbildern -. Nachrichtenbl. IX
r l0-115.

Bttnxrn C.; Flluru.wc, M.; Vrnrn, R; I
It!6: Phytogaüogeoe Viren in l2ul
Grüns und Baumschulen sowie Bd
diagnosische Vorgehensweise -. G€s

Cnm, N. F., Aorus, A. N.; 1977: Ciharr
method of en4rrn-linked immunoeor
plant viruses. J. Gen. virol. 34, 47i

Doom, J. A., Morrus,T. J., Jono,u, R L:
stranded Rl{A Ann. Rev. Phympaho

FucHS, E., cRUNIzc, M.; 1994: Verteilun
zigen Mrtpflanzen. Kühn-Arch. 88.

p

tr"
#,

32

248
Jahrbuch der Baunpflege 1999 Iahrhuch der Baumpflege | ()()()



Nachweis von Viren

nedidre und replikative Formen.
nen - vollstindig durchgepaarte
m Molekulargewicht des Einzel-
' diagnostische Zwecke herange-
n sie in gesunden Pflanzen nicht
n können. Für die Isolierung und
sRNA sind spezifische Verfahren
nzenmaterial zu erarbeiten. Die
ung der dsRNA beruhen aufeiner
n Trennung des aus dem Pflan-
rten Gesamhukleinsäureextrak-
{). I}as Trennprinzip beruht dar-
nnolkonzentration von 1 5-l 8 %
n das Trennmedium (CF-l I Cel-
rd. Dann noch kontaminierende
sruhuren können in weiteren
'matisch abgebaut werden. Der
lierten dsRNA erfolgt nach gele-
rmnung mit Hilfe unterschiedli-
. die sich vor allem in ihrer Nach-
ncheiden. Ein Arbeitsverfahren
lsRNA aus frurrczas r o b ur stellen
t detailliertvor.

mit einer T[fV-spezifi schen
terial der Bberesche.
,, Spalte 2: gesunde
l: erkrankte Eberesche
rni), Zeile B (50 mg
mgBlatF)
extral( aus Blattmaterial

Mit Hilfe des tissue-blot immunoassay (TBIA),
einem weiteren serologischen Nachweisverfahren,
kann die Verteilung der beispielsweise mit dem ELISA
nachgewiesenen Viren oder Nukleinsäurestrukturen
in den unterschiedlichen Pfl anzenorganen dargestellt
werden und ist eher fiir wissenschaftliche Fragestel-
Iungen geeignet. Dazu wird zunächst ein Gewebeab-
druck auf eine positiv geladene Nylonmembran her-
gestellt; mit Hilfe spezifischer Antikörper können
dann Virionen oder Nukleinsäuren auf der Membran
angefärbt werden. Ein nach l.r,ruru.urn et ̂ 1. 0992)
modifiziertes Verfahren führte unter Verwendung
eines Antikörpers mit hoher Spezifität gegen dsRNA
(Lrrmcs, 1994) mm Nachweis von dsRNA in Blattge-
webe erkankter Stieleichen. Die Strukturen treten
dabei homogen über die gesamte Blattspreite verteilt
auf, in den charakteristischen, durch den Erreger
induzierten chlorotischen Rinsflecken war der Gehalt
stark erhöht (Abb. 4).

Abbildung 4: TBIA von Bichenblattgewebe
unter Verwendung eines Antikörpers gegen

dsRNA; links: Gewebeabdruck des ßlattes
mit chlorotischen Ringflecken; rechts: Gewe-

beabdruck des gesunden Blattes
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