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4.7 Anwendung von Nachweisverfahren
zur Diagnose von Viren in Laubgeholzen

Priv. Doz. Dr. Carmen Biittner und Dr. Martina Fiibrling, Institut fiir Forstbota-
nik und Baumphysiologie der Universitdt Freiburg, Am Flughafen 17, 79085 Freiburg

Zusammenfassung

Die zur Diagnose von Viruserkrankungen an Forst-
geholzen einzusetzenden Nachweismethoden wer-
den kurz beschrieben und ihre Anwendbarkeit fiir
die Routinediagnose bzw. fiir spezielle Fragestel-
lungen erldutert. Die Auswahl des zu untersu-
chenden Pfianzenmaterials erfolgt anhand der
Symptomatologie. Gewebe mit virusverdichtigen
Symptomen wie charakteristischen Farbverinde-
rungen, Verformungen oder Absterbeerscheinun-
gen wird elektronenmikroskopisch, serologisch
oder molekularbiotogisch auf eine Virusinfektion
gepriift und/oder die Erreger aus dem Gewebe auf
geeignete  Test-/Indikatorpflanzen  iibertragen.
Eine universell anwendbares Nachweisverfahren
kann nicht vorgegeben werden, sondern es ist
abhingig vom jeweiligen Virus und der zu unter-
suchenden Baumart.

Zur Verbreitung der Viren
in Laubgehélzen

Die bisherigen Untersuchungen an virusinfizierten
Laubbdumen sowie die zahlreichen Bonituren und
Beobachtungen an erkrankten Biumen bestitigen,
dafi Viren in Laubgehilzen weit verbreitet sind (FiHr-
LING UND BUTINER, 1997) und daf Viren die Vitalitit
und die Widerstandskraft der Bdume stark herabset-
zen konnen (BUTTNER, 1993; NiEnHAUS und CASTELLO,
1989; NienHAUS et al., 1990). Eine Virusinfektion mufl
keine ausgepriigten Krankheitssymptome verursa-
chen. Sie kann jedoch die Pridisposition des Baumes
verdndern und eine vorzeitige Seneszenz bewirken.
Im Zuge des sich verschlechternden Gesundheitszu-
standes der Bdume im 6ffentlichen Griin und im Forst
kommt der Vitalitit und damit der Widerstandskraft
gegeniiber anthropogenen Einfliissen (insbesondere

Luftverunreinigungen), Witterungseinfliissen und
biologischen Krankheitserregern eine immer grofSer
werdende Bedeutung zu. Durch parasitierende Viren
wird die Syntheseleistung der infizierten Biume
bedeutend reduziert. Zur Regeneration bendtigt der
Baum eine erhéhte Synthesekapazitit. Diese verstirkt
notwendige Syntheseleistung des erkrankten Baumes
mufl unter normalen Bedingungen keine Konse-
quenzen haben; kommen jedoch weitere Stressoren
hinzu, reicht die Regenerationskapazitit eines infi-
zierten, geschwichten Baumes nicht mehr aus, um
diese Belastung zu kompensieren. Es kommt zu sicht-
baren Schiiden und Degenerationserscheinungen.

Zunichst vereinzelte Infektionsquellen im Forst, im
offentlichen Griin oder in Baumschulen stellen
langfristig ein sich weit ausbreitendes Infektions-
potential dar. Um so wichtiger ist, daf} im Hinblick
auf die lange Kultivierung der Laubgeholze im Forst
und im offentlichen Griin gesunde Pflanzenbestin-
de angelegt werden. Erst eine Selektion mit geeig-
neten Testverfahren auf virusfreies bzw. virusgete-
stetes Pflanzenmaterial in Baumschulen kann die
Voraussetzung fiir langfristig gesunde Pflanzenbe-
stinde schaffen. Entsprechende Tests auf Virusin-
fektionen sind im Obstbau lingst selbstverstindlich
und sind inzwischen fiir gravierende Schidden her-
vorrufende Viren in vielen Laubbaumarten des
offentlichen Griins anzuraten. Einer Kontrolle die-
ser Krankheitserreger gebiihrt daher eine beson-
dere Beachtung. Zuverlissige Diagnoseverfahren,
wie im vorliegenden Artikel vorgestellt, sind hierfiir
die Voraussetzung. Die angesprochenen Tests kin-
nen von beispielsweise einigen Pflanzenschutzim-
tern leicht durchgefiihrt werden und kommen dann
in Frage, wenn Verdacht auf eine Virusinfektion
besteht. In dem Fall sind mehrere Stichproben an
Standorten mit virusverdichtigen Pflanzen zu ent-
nehmen und zur Untersuchung einzusenden.
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Nachweis von Viren

Zu den verschiedenen Diagnose-
verfahren

Die Diagnose von Viren in Laubgeholzen ist sehr
schwierig und ist nicht mit den herkémmlichen Nach-
weisverfahren fiir Viren in garten- und ackerbauli-
chen Kulturen (krautige Pflanzen und Griser) ver-
gleichbar. Phenolische Inhaltsstoffe im Pflanzenma-
terial storen sowohl die Virusisolierung als auch die
Ubertragung auf krautige Indikatorpflanzen. Wie bei
allen Geholzen ist die Viruskonzentration in Laub-
biumen sehr gering und zudem die Virusverteilung
im Baum in zusitzlicher Abhiingigkeit von der Jah-
reszeit sehr heterogen.

Ein Nachweis der Viruspartikeln mit Hilfe der Elek-
tronenmikroskopie ist deshalb sehr zufallsbedingt.
Unter Anwendung serologischer Nachweisverfahren
konnen nur bestimmte Viren gezielt mit entspre-
chenden Antiseren erfafSt werden. Auch molekular-
biologische Methoden wie die Hybridisierung und
die Polymerase Kettenreaktion (PCR) konnen nur
gezielt fiir den Nachweis ausgewihlter Viren einge-
setzt werden. Universell geeignete Nachweisverfahren
fiir Viren in Laubgeholzen gibt es nicht, aber die im
Einzelfall auszuwihlenden Moglichkeiten fiir eine
- diagnostische Vorgehensweise bei der Bestimmung
von Viren in Laubgehélzen sollen im folgenden vor-
gestellt werden.

Anhand der Symptomatologie wird zur Bestim-
mung der Viruserkrankungen im ersten Schritt eine
visuelle Bonitur der Biume oder Simlinge vorge-
nommen, die das Erkennen und Differenzieren von
Viruserkrankungen voraussetzt. Die Beschreibung
der 4uferen Symptome erfolgt dabei nach den fiir die
Symptomatologie iiblichen Kriterien der Farb- und
Formverinderungen sowie der Absterbeerscheinun-
gen (NIENHAUS, 1985).

Danach umfassen die Farbverdnderungen Chioro-
sen durch Chlorophylldefekte oder Chloroplasten-
degeneration. Rotverfirbungen entstehen durch
eine Anthozyananreicherung oder durch Chloro-
phyllabbau. Oxidierte Phenole sind durch Melanin-
bildung verantwortlich fiir Braunfirbungen. Die
Verfirbungen konnen partiell oder groR¥flichig aus-
gebildet sein.

Die Verformungen umfassen Abweichungen in der
Form der Organe sowie im Habitus des Gesamtbau-
mes. Blitter sind auffillig verformt bei Epinastie,
Blattrollen und -kréuseln durch unregelmifige Ent-
wicklung der Blattspreite. Die Schmal- und Klein-
blittrigkeit entsteht durch Storung der Blattentwick-
lung, Fraischiden sowie der Krebs-, Tumor- und Gal-
lenbildung. Der Habitus des Baumes ist sichtbar ver-
dndert, wenn die Schidigung im Kronen- oder
Stammbereich weit fortgeschritten ist.

Absterbeerscheinungen treten partiell im Gewebe
oder allgemein an den Pflanzen auf. Wihrend sich
Nekrosen und Fulen als Lokall4sionen, Blattflecken,
Trieb-, Ast-, Stamm- und Wurzelnekrosen und -faulen
entwickeln, sind die Diirre — Storung im Wasser-
haushalt — und der Verfall als Schadbild des Gesamt-
baumes zu erkennen. Der Verfall beschreibt ein
langsames oder plotzliches Absterben des Baumes,
der durch das Zusammenwirken von Nekrosen, Fiu-
len, Diirre und mechanische Beschidigung im Wur-
zel-, Stamm- und Kronenbereich verursacht wird.

Die Bonitur ist ab April mit dem Blattaustrieb vorzu-
nehmen. Erfahrungsgemif} beginnt die Symptoment-
wicklung durch Viren im Mai/Juni und ist ldngstens
bis Ende Juli/Anfang August zu differenzieren (Bort-
NER, 1993). Eine Maskierung durch weitere Schad-
bilder anderer biotischer und abiotischer Ursachen
behindert dann eine klare Bestimmung. Erschwerend
kommt hinzu, daf} virusbedingte Symptome ver-
wechselt werden konnen mit solchen, die nicht virus-
bedingt sind. In Untersuchungen hierzu hat sich
gezeigt, wie vielfiltig die Palette virusdhnlicher zu ver-
wechselnder Schadbilder sein kann (BUrTner und
FUHRLING, 1993; HARTMANN et al., 1995).

Fiir die Darstellung, Isolierung, Vermehrung, nihere
Charakterisierung und letztendlich fiir den Nachweis
der Pathogenitit zur Erfiillung der Koch’schen Postu-
late ist die Ubertragung der Viren auf Testpflan-
zen durchzufiihren (NiEnHAUS et al., 1990). Sie ist
eine einfache und schnelle Methode, wenn sich der
Erreger iibertragen Lifit. So ist es iiblich, mechanisch
iibertragbare Viren auf krautige Pflanzen zu {ibertra-
gen, um mit den aus diesen Pflanzen leichter zu iso-
lierenden, zu vermehrenden und zu charakterisie-
renden Viren arbeiten zu konnen. Die meisten Viren
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sind mechanisch iibertragbar. Bei den Laubgehélzen
— insbesondere den Hartholzern — ist die Virusiiber-
tragung aus BlattpreRsaft duflerst schwierig und
gelingt nur selten aufgrund der phenolischen Inhalts-
stoffe, der unregelmifigen Verteilung der Viren am
Baum (Fuchs und Grintzig, 1994), der starken
Abhingigkeit des Nachweises am Baum von Jahr zu
Jahr und von der Jahreszeit.

Im Gegensatz zur Inokulation auf krautige Pflanzen
gelingt die Ubertragung der Erreger durch Pfrop-
fung immer dann, wenn eine Gewebeverwachsung
von Reis oder Auge und Unterlage gewihrleistet wer-
den kann (FxRuNG und BOTINER, 1995). Allerdings ist
dieses Verfahren sehr langwierig und gibt keine Aus-
kunft, um welches Virus es sich handelt.

Zwei geeignete Pfropftechniken sind die Kopulation
mit Rindenschildchenpfropfung und die Okulation,
wobei die erstere hohere Anwachsraten garantiert,
Bei der Okulation wird dem Reis eine Knospe mit
einem Rindenschildchen entnommen und diese in
die durch einen T-Schnitt vorbereitete Unterlage ein-
gefiihrt. Das fiir dieses Verfahren notwendige Ablo-
sen der Rinde vom Kambium beschrinkt die Durch-
fiilrung dieser Methode auf den Monat August. Bei
der Kopulation werden sowohl die Unterlage als auch
das Reis mit mindestens zwei Knospen durch einen
langseliptischen Schnitt vorbereitet und so aufeinan-
der gefiigt, dal die kambialen Teile der Schnittstel-
len aufeinanderliegen. Die gleichzeitig durchgefiihr-
te Rindenschildchenpfropfung erfolgt mit zwei aus
dem Reis geschnittenen Holzspinen, die in die Unter-
lage, aus der Holzstiicke dquivalenter Stirke herans-
geschnitten wurden, implantiert werden. Diese

Methode kam vorzugsweise bei Vegetationsruhe
Ende Januar bis Ende Februar zum Einsatz, konnte
jedoch auch im weiteren Vegetationsverlauf Anwen-
dung finden, sofern die gepfropften Simlinge 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 Vegetationsperiode sichtbar.
Die Pfropfung von Forstgeholzen kann nicht als dia-
gnostisches Mittel betrachtet werden. Sie ist zwar bei
Forsigeholzen eine geeignete Methode zur Ubertra-
gung von Viren, aber sie ist umstindlich, erfordert
einen hohen Arbeitsaufwand, und die Symptoment-
wicklung dauert lange. Dennoch zum Nachweis der
Pathogenitiit der Erreger ist die Ubertragung uner-
Liflich. Anders hingegen im Obstbau. Dort dienen
empfindliche Sorten fiir zu testende Viren auch zum
Nachweis.

Ubertragungsversuche an Rotbuchen (Fagus sylvati-
ca L.) wurden erfolgreich mit dem stem slashing
durchgefiihrt, wobei eine zuvor herzustellende Virus-
suspension zur Verfiigung stehen muf. Diese wurde
durch Rindeneinritzung in den Stamm von Geholz-
simlingen gebracht (NIENHAUS et al., 1990; HAMACHER
und Quant, 1994).

Die Elektronenmikroskopie eroffnet Miglichkei-
ten, Viren nativ zu diagnostizieren; sei es in Kunstharz
eingebettetes Pflanzenmaterial oder als Adhisions-
priparat. Eine elektronenoptische Darstellung von
Kirschenblattrollvirus (CLRV)- und Apfelmosaikvirus
(AMV)- Partikeln ist in Abbildung 1 zu erkennen.

Abbildung 1: Elektronenoptische Darstellung von CLRV-Partikeln (a; 28 nm) und AMV-Partikeln

(b; 29 nm) aus Blattprefsaft infizierter Birken
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Bei der Anwendung dieser Technik fiir Laubgeholze
(HAMACHER, 1994) treten zahlreiche Probleme auf.
Auch hier kdnnen hemmende Inhaltsstoffe und oxi-
dative Prozesse die Nachweistechnik storen sowie die
heterogene Verteilung von Viren im Baum und der
niedrige Virustiter den Nachweis zufillig bedingen.
Ein hoher Zeitanfwand ist erforderlich, diese Hiirden
mit spezifisch ausgearbeiteten Methoden und zahl-
reichen Wiederholungen zu iiberwinden. Fiir eine
Routinetestung bei Gehdlzen ist die Elektronenmi-
kroskopie keine zuverldssige Methode. Sie ist geeig-
net, spezielle Fragestellungen im histologischen und
cytologischen Bereich zu kliren. Sie kann nicht mit
den diagnostischen Moglichkeiten an krautigen Kul-
turpflanzen verglichen werden. Die verschiedenen
Priparationsmoglichkeiten von Pflanzenmaterial aus
Laubgehtlzen werden anhand entsprechender Bei-
spiele umfassend von HamacHEr (1994) beschrieben.

Der ELISA ist der gingigste und kostengiinstigste
serologische Test fiir die Routinetestung (Crark und
Apams, 1977). Er ist in verschiedenen Modifikationen
ausgearbeitet worden und wird gezielt fiir den Nach-
weis bestimmter Erreger eingesetzt. Sein Verfahren
beruht auf dem Nachweis einer spezifischen Anti-
gen/Antikorper-Bindung, an die ein Enzym (alkali-
sche Phosphatase, Urease oder Peroxidase) gekop-
pelt wird. Dieses Enzym setzt nach einer Substratzu-
gabe in einer Sekundirreaktion ein Chromogen in ein
farbiges Endprodukt um, das photometrisch gemes-
sen werden kann. Auch mit diesem Testverfahren ist
der Virusnachweis aus Forstgeholzen nicht einfach
durchzufiihren aufgrund der mehrfach genannten
stofflichen Storfaktoren und der Virusverteilung,

Das Nachweisverfahren iiber die Polymerase Ket-
tenreaktion (PCR) ist hochspezifisch und ermég-
licht Detektionen weit oberhalb der Nachweisgrenze,
wie sie mit dem ELISA-Test erreicht werden kénnen.
Die Methode ist aufgrund der bendtigten Chemikali-
en und der aufwendigen Durchfiihrung sehr
kostenintensiv.

Die PCR ist eine enzymatische in-vitro Vervielfilti-
gung von kurzen DNA-Abschnitten. RNA-Viren kon-
nen nur dann iiber die PCR nachgewiesen werden,
wenn mittels des Enzyms reverse Transkriptase die
RNA in DNA umgeschrieben wird. Zur Durchfiihrung

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-Marker
(VLI Boehringer)

werden als Starthilfen zwei Oligonukleotide (Primer)
bendtigt, die zu jeweils einem Strang des DNA-Dop-
pelstrangs komplementir sein miissen (Gassex et al.,
1994). Dies setzt voraus, daf die Sequenzen, an die
die Oligonukleotide binden sollen, bekannt sind.

Die bekannten Schwierigkeiten mit dem Pflanzenmate-
rial aus Forstgeholzen sind auch hier durch entspre-
chende Aufbereitung des Probenmaterials und Modifi-
kation der Methode zu iiberwinden. Dariiber hinaus
bleibt jeweils zu priifen, ob die erforderlichen Sequen-
zen bereits zur Verfiigung stehen oder ob diese Voraus-
setzungen erst aufwendig geschaffen werden miissen.

Die Methode der PCR 143t sich mit serologischen
Arbeitstechniken kombinieren. Bei der sogenannten
immuno-capture (IC)-PCR werden zunichst spezifi-
sche Antikdrper zur immunologischen Anreicherung
des nachzuweisenden Erregers in Anwendung gebracht
(NoLasco et al., 1993). In weiteren Arbeitsschritten kon-
nen dann die spezifischen Fragmente der infektidsen
Nukleinsdure amplifiziert und gelelektrophoretisch
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dargestellt werden. Die hochspezifische Methode
wurde an Kirschenblattrollvirus (CLRV)- infizierten
Betula sp. (WerNer et al., 19972) und Pappelmosaik-
virus (PopMV)— infizierten Populus sp. (WerNer et al.,
1997b) etabliert. Abbildung 2 zeigt den Nachweis von
CLRV in Blattmaterial durch die Amplifikation eines
spezifischen 416 bp langen Nukleinsdurefragments.

Die im mittleren Niveau hinsichtlich der Aufwendun-
gen liegende dot-blot Hybridisierung (DBH), eine
ebenfalls auf dem Nachweis von Nukleinsiurefrag-
menten basierende Methode, weist eine im Vergleich
zum ELISA-Test niedrigere Nachweisgrenze und ver-
glichen mit der PCR eine niedrigere Sensitivitit auf.
Eine ungefihr 60 %ige Sequenzhomologie zwischen
der Erregernukleinsiure und der eingesetzten Hybri-
disierungssonde reicht bei dieser Methode fiir einen
positiven Befund aus. Bei der PCR hingegen ist eine
vollstindige Sequenzhomologie der eingesetzten Pri-
mer mit Teilen der Erregernukleinsiure notwendig,

Bei dieser Methode wird ein Nukleinsiureextrakt des
zu testenden Pflanzengewebes auf eine Membran auf-
getragen. Nach Zugabe einer zum RNA-Erregerge-
nom komplementiren, synthetisierten DNA-Sonde
hybridisiert diese mit der virGsen RNA aus dem Pflan-
zengewebe. Die Hybridisierungssignale konnen
durch eine Enzymreaktion sichtbar gemacht werden.

Die gegen einen Teil des 30 K Proteins des Tabakmosa-
ikvirus (TMV) gerichtete digoxigenin-markierte Sonde
reagierte unter Anwendung der DBH mit Nukleinsdu-
rerohextrakten von erkrankten Acer pseudoplatanus
(FourunG und BirINer, 1998) und Sorbus aucuparia
(Abb. 3). Inwieweit das symptomverursachende Agens
in den erkrankten Ebereschen der Tobamovirusgruppe
zugeordnet werden kann, wird gepriift.

Der Nachweis doppelstringiger RNA (dsRNA) ist
sehr kosten- und zeitaufwendig und wird normalerwei-
se dann zur Untersuchung von Pflanzenkrankheiten
herangezogen, wenn eine Virusethiologie einstringiger
RNA-Viren vermutet wird, aber es bis dahin noch nicht
moglich war, diese durch eine elektronenoptische Dar-
stellung der Partikeln zu belegen (VAverDE et al., 1990).

Einzelstrdngige RNA-Viren sind mit 90 % der Viren die
grofite Gruppe der Pflanzenviren. Bei deren Replika-

tion entstehen intermedidre und replikative Formen.
Die replikativen Formen — vollstindig durchgepaarte
dsRNA mit doppeltem Molekulargewicht des Einzel-
strangs — konnen fiir diagnostische Zwecke herange-
zogen werden, sofern sie in gesunden Pflanzen nicht
nachgewiesen werden konnen. Fiir die Isolierung und
den Nachweis der dsRNA sind spezifische Verfahren
fiir das jeweilige Pflanzenmaterial zu erarbeiten. Die
Methoden zur Isolierung der dsRNA beruhen auf einer
chromatographischen Trennung des aus dem Pflan-
zengewebe extrahierten Gesamtnukleinsdureextrak-
tes (Dopps et al., 1984). Das Trennprinzip beruht dar-
auf, daf} bei einer Ethanolkonzentration von 15-18 %
vorwiegend dsRNAs an das Trennmedium (CF-11 Cel-
lulose) gebunden wird. Dann noch kontaminierende
andere Nukleinsdurestrukturen knnen in weiteren
Arbeitsschritten enzymatisch abgebaut werden. Der
Nachweis der so isolierten dsRNA erfolgt nach gele-
lektrophoretischer Trennung mit Hilfe unterschiedli-
cher Firbemethoden, die sich vor allem in ihrer Nach-
weisweisgrenze unterscheiden. Ein Arbeitsverfahren
zur Darstellung von dsRNA aus Quercus robur stellen
Biraer et al. (1996) detailliert vor.

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

* Nukleinsédurerohextrakt aus Blattmaterial
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Mit Hilfe des tissue-blot immunoassay (TBIA),
einem weiteren serologischen Nachweisverfahren,
kann die Verteilung der beispielsweise mit dem ELISA
nachgewiesenen Viren oder Nukleinsdurestrukturen
in den unterschiedlichen Pflanzenorganen dargestelit
werden und ist eher fiir wissenschaftliche Fragestel-
lungen geeignet. Dazu wird zunéchst ein Gewebeab-
druck auf eine positiv geladene Nylonmembran her-
gestellt; mit Hilfe spezifischer Antikdrper konnen
dann Virionen oder Nukleinsiuren auf der Membran
angefirbt werden. Ein nach Kauemawn et al. (1992)
modifiziertes Verfahren fiihrte unter Verwendung
eines Antikorpers mit hoher Spezifitiit gegen dsRNA
(Lukacs, 1994) zum Nachweis von dsRNA in Blattge-
webe erkrankter Stieleichen. Die Strukturen treten
dabei homogen iiber die gesamte Blattspreite verteilt
auf, in den charakteristischen, durch den Erreger
induzierten chlorotischen Ringflecken war der Gehalt
stark erhoht (Abb. 4).

Abbildung 4: TBIA von Eichenblattgewebe
unter Verwendung eines Antikdrpers gegen
dsRNA; links: Gewebeabdruck des Blattes
mit chlorotischen Ringflecken; rechts: Gewe-
beabdruck des gesunden Blattes
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