
=lanzen
ä11üs3

,:"e Baumbestände
-.-d zu schaffen ist
erder Bebauung
: . T  e .

rnoorle lassen jedoch
s'erchende Belüftung
,erlng des Wuael-
rr zu. dte Bäume

r Baumset, WALU-
rnd porzyl-Stäbe
n bei Neupflanzungen
rnden eine problem-
yung der Wuaelräume
tnd Nährstoffen und
rchtige Baumbestände

derB"{ $
ll*sekt*tl1r1'.zt.22=z:222z2*a:..1'..:2'l

frir i* = T=;z:,:zz=';i2 -1:.t-'

Themenschwerpunkte:
Gehölzwertermittlung o

Baumschutz und Baumpflege .
Baumkontolle und Baumkrankheiten o

Wissenschaftliche Kurzberichte .

Adressen von
Verbzinden, Forschungseinrichtun gen,

Sachverständigen.und Baumpflegefirmen aus
Deutschland, Osterreich und der Schweiz

Produkte und Dienstleistungen

I  , , -  i " - :  .

E3.,'. 1':i z'1r,'i'e 4 i ;; ; 2 :.1-14,;','"
,,. 1:i ' ; ; i  {tt i  t '+:,:z',= r: ;. '  ztINKISCHE

IHALACKER MEDIEN



4. Wissenschaftliche Kurzberichte

4.2 Yitusübertragung bei Gehölzen durch Saatgut
und v egetative Verrnehrung

Prof.Ilr. Cartnen Büttner* und llr. Marti.na Bandtu*

Xnsanmmfrssung $ummrv:

Yüussikrankungen sind an taubgehölzen des
Forsts und des öffentlichen Grüns weit verbreitet.
$ie werden leicht durch vegetative Yermehrung
übefrragen, einige der isolierten Erreger daräber
hinals auch durch Sarnen und Pollen. Die Samen-
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widerstandsliihige und reprodukionsfähige Gehölze
zu erhalten.

Bedeutung und Verbreitung von
Viruskran-kheiten an Laubgehölzen

Die bisherigen Untersuchungen an virusinfizierten
Laubbäumen sowie die zahlreichen Bonituren und
Beobachtungen an erkrankten Bäumen besüitigen,
daß Viren die Vitatiuit und die Widersandskraft der
Bäume stark herabsetzen können (Biimvnn 1993;
Nlrr-Hlus und CwEno 1989; Nrrrw,cus et al. 1990).
Eine Virusinfektion verdndert die Prädisposition des
Baumes und bewirkt eine vorzeitige Seneszenz, weil
durch parasitierende Viren die Syntheseleistung der
infi zierten Bäume bedeutend reduziert wird (Bürnvnn
et al. 1996). In Waldökosystemen deutscher Stand-

orte trat das samen- und pollenübe
lcafroll uiru"s (CLRY), afptc nosa
das stabile und leicht übertragbare
airu"s (TttN) und tobrcco neuosis
häufigsten atf bzw war am häufigstr
(NnnHeus und Cmrnno l9S9; Bän
über hinaus war in Baumschulen d
uiras (PDY) weit verbreitet, eine In
aus obstbaulichen Kulturen bekanntr
tic ringspot uirus (PNRV) konnre n
untersuchten Vogelki rschen (Prunu
werden (HENrscH 1998).

Der umfangreiche Befund zalrlreicl
pollenübertragbarer sowie stabiler
schiedenen Valdökosystemen, Bal
Samenspenderanlagen (Litw l))J
Bürrrunn 1997; Hrmscu 1998) war
Untersuchungen zur Samenübertragb
vegetativen Vermehrung.

Ü-benragung von Viren dun
und vegetativrc Vermehrung

ln unseren Untersuchungen haben y
men der Arbeiten zur Virusausbre
gehölzen und laubbaumbeständen r
übertragbarkeit von Viren sowie r
Übertragbarkeit der Pathogene an
befaßt, denn die übertragungsfon
besonderer Bedeutung.

An der Gesamtheit der pflanzenpat
nehmen die sarnen-tnd pollenübert
zwar nur einen geringen Teil ein, abe
großen epidemiologischen Bedeutu
UbertragungBform besonders beachte
l99r..lrr Abbildung I sind die mög
gungswege am Beispiel des samen- u
tragbaren cbeny leafroll uiru,s (CU
Die Infehion kann durch infiziertesAr
al (Mutterpflanze) bei der generativer
ven Vermehrung erfolgen oder aber du
tion im Bestand durch Vehoren, kr
Boden oder Wasser sowie durch anr
zierte Wirtspflanzen. Phytosani&ire Mz
hier insbesondere die Eliminierung s

ryielen Darars resultierende l$$rir-

:@beschrteben

Vermehrung von Gehölzen durch
Samen und vegetative Vermehrung

Die meisten Gehölze werden durch die Gewinnung
von Saatgut und nachfolgender Anzucht der Sämlin-
ge vermehrt. Bei einigen Baumarten wie beispiels-
weise der Pappel (Populus sp.) erfolgt zumeist eine
vegetative Vermehrung über Stecklinge. Zur Arter-
haltung insbesondere von seltenen und bedrohten
Arten sowie Herkünften mit landeskulturellem Wert
werden neben der Saatguteinlagerung in Genbanken
Erhaltungssämlingsspenderpla;nta;gen ^n unter-
schiedlichen Standorten angelegl. Für den Fortbe-
stand einer Art ist somit der Gesundheitszustand des
Saatgutes und besonders bei dervegetativen Vermeh-
rung derjenige der Mutterbäume von Bedeutung. Nur
gesundes Ausgangsmaterial ermöglicht, über Jahr-
zehnte mit wechselnden Umweltbedingungen vitale,
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Virusübertragung
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und reproduktionsfähige Gehölze
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tersuchungen an virusinfizierten
e die zhlreichen Bonituren und
erknukten B?iumen besüitigen,

ität und die Widentandskraft der
bsetzen können (numrnn 1993;
uo 1989; Nnxneus etal.1990).
verändert die Prädisposition des
ld eine vorzeitige Seneszenz, weil
de Viren die Syntheseleistung der
edeutend reduziert wird (Btiminn
rldökoqntemen deutscher Stand-

ten, Frcbgebiet Plrytomedizin,

orte trat das samen- und pollenüberlrtgbare cberry
Ieafroll uirus (CLRV), apple mosaic uirus (ÄMY),
das stabile und leicht übertragbare tobacco mosaic
uirus (TIN) und tobacco necrosis rirus (TNV) am
häufigsten auf bzw. war am häufigsten nachzuweisen
(Nrnnmus und Csnuo 1989; Blrrtrnn 199T. Da:r-
über hinaus war in Baumschntlen das prune duarf
uirus (PDY) weit verbreitet, eine Infektion mit dem
aus obstbaulichen Kulturen bekannte prunus necro -
tic ringspot rirus (PNRV) konnte nur in 0,1 % der
untersuchten Vogelkirschen (Prunus aui um) gezeigt
werden (Hmuscu 1998).

Der umfangeiche Befund zahlreicher samen- und
pollenübertragbarer sowie stabiler Viren aus ver-
schiedenen Waldökosystemen, Baumschulen und
Samenspenderanlagen (töw 1995; Füuru,nc und
Bünrnn 1997; Hnxrscu 1998) war Anlaß fiir die
Untersuchungen zur Samenübertragbarkeit sowie zur
vegetativen Vermehrung.

Übertragung von Viren durch Samen
und vegötative Vermehrung

In unseren Untersuchungen haben wir uns im Rah-
men der Arbeiten zur Virusausbreitung in Forst-
gehölzen und laubbaumbestdnden mit der Samen-
übertragbarkeit von Viren sowie der vegetativen
Übertragbarkeit der Pathogene an Forstgehölzen
befaßt, denn die Übertragungsformen sind von
besonderer Bedeutung.

An der Gesamtheit der pflanzenpathogenen Viren
nehmen die samen- und pollenübertragbaren Viren
rvl^r nur einen geringen Teil ein, aber aufgrund der
großen epidemiologischen Bedeutung muß diese
Übertragungsform besonders beachtet werden (Mxx
l99J). ln Abbildung t sind die möglichen l'bertra-
gungswege am Beispiel des samen- und pollenüber-
trtgbaren cberry leafroll uirus (CLRY) dargestellt.
Die Infektion kann durch in-fiziertes Ausgangsmateri-
al (Mutterpflanze) bei der generativen oder vegetati-
ven Vermehrung erfolgen oder aber durch eine Infek-
tion im Bestand durch Vektoren, kontaminiertem
Boden oder Wasser sowie durch andere CtRV-infi-
zierte Wirtspflanzen. Phytosani&ire Maßnahmen und
hier insbesondere die Eliminierung solcher Infekli-

onsquellen sind anzustreben, da keine direkten
Bekämpfungsmöglichkeiten gegen Viren zur Verfii-
gung stehen. Deshalb kommen spezifischen Nach-
weisverfahren zur Kontrolle der Erregerausbreitung
eine besondere Bedeutung zu.

Samenübertragbarkeit bedeutet, daß sich Viren mit
dem Samen ausbreiten können und mit der Kei-
mung des Samens die Pflanzen infizieren (Bmrrrr
1969). Interessanterweise erfolgt nicht zwingend
eine Infektion des Sämlings, sondern sie ist vom
Virusstamm, der Pflanzenart, der Pflanzensorte
sowie den Standortbedingungen abhängig. So
beträgt die Übertragungsrale des prunus necrotic
ringspol riras (PNRV) an Prunus spp. zwischen
l-91 %.Yon rasberry bushl duarfuirus-infizier-
ten Rubus sp. sind 22-77 % der gebildeten Samen
als virusinfiziert anzusprechen (Mrvrn-Iünsulrz
1993). Für das in Laubgehölzen weit verbreitete
CLRV werden in Abhängigkeit von der untersuchten
Baumart unterschiedliche Übertragungsraten ange-
geben. WährendbeiBetula sp. (0-22 %) mdSam-
bucus sp. (0-44 %) auch virusfreie Samen auftra-
ten, konnten beiJuglans sp. (4-32 %) keine virus-
freien Samen festgestellt werden. Einfluß nimmt
ebenso die Übertragungsform durch das Nährge-
webe, den Embryo oder die Samenschale. Die
Übertragungsweise ist für verschiedene Viren
unterschiedlich. Für die Virusübertragung durch
Samen und Pollen gilt, daß einige samenübertrag-
bare Viren auch pollenübertragbar sind, aber alle
pollenübertragbaren Viren durch Samen übertra-
gen werden können.

Virusinfizierte Pollen entstehen nur in virusinfizierten
Pflanzen. Neben infizierten Antheren enfwickeln sich
auch virusfreie mit nicht infizierten Pollen. Pollen-
übertragung ist für einige Nepo - (cherry leafroll uirus,
tomato blachringu'irus, tomato ringspot uirus) md
Ilarviren (prunus necrotic ringspot uiru.s) bei Rosa-
ceaen (Rubus, Prunus) und Juglandaceaen (luglans
regia) nuchgewiesen. Eine Übersicht der samenüber-
tragbaren Viren an Gehölzen gibt Tabelle l.

Bisher ist der Mechanismus. mit dem Viren durch
Pollen aufgesunde Gehölze übeftragen werden, noch
nicht geklärt. Nach Mrrx (1993) wird vermutet, daß
die Wechselwirkung von drei Faktoren zur Verbrei-
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Abbildung l: Mögliche Übertragungswege des cherry leafroll adrzs (CIRV)

Tabelle 1.: Samenübertragbare Viren an Gehölzen
(+ : nachgerviesen, - nicht nachgewiesen/nicht untersucht)

CLRV cherry leafroll uirus
PDV: pnme dwarf uirus
PNRV; prunus necrotic ringspot uirus
RBSV: raspenV dwarf uirus

TMV: tobarco rnosaic uinn
TBRV: tonnto bkck ringuirus
TBSV: tomato busby stuntuirus
ToRY tomatoringspotuirus
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tung von Viren durch Pollen notwendig ist: 1. Virus-
kontaminierte Pollenkörner, 2. Insekten als Vektoren
für diese Pollenkörner und 3. Pollen-fressende
Arthropoden, die die Blüte verletzen und so Wunden
schaffen flir eine mechanische Übertragung der Viren
in nicht gametophytisches Gewebe,

Diagnostische Vorgehensweise

Eine sichere Diagnose des Virus in den Gehölzen
und erst recht im Samen ist aufgrund der geringen
Viruskonzentration und einer unregelmäßigen Ver-
teilung in der Pflanze häufig recht schwierig (Brr-
rnnrn et al. 1984; Fucus und Gnünrzrc 1994). Aus die-
sem Grunde ist ein hochsensitives Nachweisverfah-
ren, das einen Nachweis des Virus in mehreren ver-
einigen Proben, einer Mischprobe, eines Baumes
edaubt, von Vorteil. Die Untersuchung der Saatgut
proben kann in Abhänggkeit vom Virus und des zu
prüfenden Wirtes mit einem serologischen (en4nne-
linked-immunosorbent assay, ELISA) und/oder mole-
kularbiologischen Nachweisverfahren (immuno-
capture-reverse transkriplase Polymerasekettenre-
akion, IC-RT PCR) erfolgen (BtmNrn und FtrHnnnc
r99D.

Der EIJSA ist der gdngiste serologische Test in der
Routinetestung (Cunx und Aleus 1977) und wurde
seit seiner Etablierung vielfältig modifiziert und den
spezifischen Eigenschaften der Viren, Gehölze und
dem Saatgut angepaßt. Er wird gezielt ftir den spezi-
fischen Nachweis bestimmter Erreger eingesetzt. Das
Verfahren beruht apf dem Nachweis einer Antigen-
Antikörper-Bindung, an die ein Enzym gekoppelt
wird. Dieses Enzym setzt nach einer Substratzugabe
ein Chromogen in ein farbiges Endprodukt um, daß
photometrisch gemessen werden kann.

Die IC-RT-PCR ist ein hochsensitives Nachweisverfah-
ren, welches bisher ftir den Nachweis von einigen
Viren in ausgewählten Obstgehölzen und Rosen
beschrieben wurde (Noresco et^1..1993; Rowhani et
2J. 1995) und in eigenen Arbeiten modifiziert für
Forstgehölze und Saatgut Anwendung findet (Biinxm
eL il. 1996; VERNER et il. 1997 a, b) . In den Arbeiten
sind die Laborprotokolle zur Testdurchftihrung exakt
beschrieben. Danach werden bei diesem Verfahren

die Probenröhrchen zunächst wie in einem ELISA-
Test mit spezifischen Antikörpern beschichtet. Nach
dem Wa-schen der Röhrchen werden die Virionen rn
die antikörperbeschichtete Oberfläche gebunden. Es
folgen weitere Waschschritte sowie eine reverse
Transkription der Virus-RNA unter Verwendung von
virusspezifischen Erststrang-Primern. Anschließend
werden die Rl,iA/DNA-H1'briden denaturiert und die
Reverse Transkriptase hitzeinaktiviert. Der Zweif
strang-Primer kann sich anlagern und das Virusfrag-
ment kann durch Verwendung der Taq-Polvmerase
amplifi ziert werden. Die Amplifi kationsprodukte wer-
den absctrließend in einem Agarosegel analysiert. Bei
dem spezifischen C[RV-Nachweis wird mit llilfe der
IC-RT PCR ein Nukieinsäurefragment mit einer Ldnge
von 416 Basenpaaren (bp) vervielfültigl. Proben von
ilfziertem Saat- oder Pflanzgut zeigen diese 416 bp
Bande, Proben von gesundem Pflanzenmaterial oder
destilliertem Wasser als Kontrolle hingegen nicht
(Abb .2 ) .

Abbildung 2: Nachweis von CLRV aus Birken-
samen durch Amplifikation
eines spezifischen 416 bp
langen Fragments

Samen einer gesunden Birke
Samen einer ClRV-infizierten Birke
aqua dest.
DNA-Marker (VIII, Boehringer)

l :
) .
3:
M:

< 416 bp
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4. Wissenschaftliche Kurzberichte

Die IC-RT-PCR ist bisher nur ftir einige der samen-
und pollenübertragbaren Viren etablierl. Das Verfah-
ren hat im Vergleich zum ELISA beispielsweise beim
Nachweis des CLRV eine um den Faklor l0'niedri-
gere Nachweisgrenze (Wm,iun et dL. 1997 b) und ist
somit bei geringer Viruskonzentration in der Probe
dem EIISAweit überlegen. Die IC-RT PCR ist daher in
besonderem Maße zur Prüfung von Saatgutchargen
geeignet.

Auswirkungen bei !'eru'endung von
virusinlizidrten Sarnen und Re-isern
in der Pflanzenanzucht

Virusinfizierte Samen weisen eine verminderte Keim-
ftihigkeit auf. Darüberhinaus kann ein vermehrtes
Absterben junger Sämlinge nach der Samenkeimung
beobachtet werden. Kontrollierte Bestäubungen an
gesunden und ClRV-infizierten Birken zeigten, daf3
die Keimrate am niedrigsten ist, rvenn die Mutter-
pflanze C[RV-infiziert ist (Coopr:n et al. 1984). In
Abhänggkeit von den Versuchsbedingungen lag die
Virusübertragung bei l7-30 %. Inwieweit die niedri-
ge Keimrate der Samen von virusinfizierten Pflanzen
durch die Viruspräsenz im Samen oder aber durch
die Krankheitssymptome und ihre Ausu'irkungen auf
die Mutterpflanze hervorgerufen werden, ist noch zu
untersuchen,

Eine Übertragung von Viren durch Samen ist von
großer Bedeutung ftir die Ausbreitung einer Viruser-
krankung. Diese Art der Verbreitung ermöglicht dem
Pathogen eine Ausbreitung über die Zeit und geogra-
phische Distanz. Eine horizontale Übertragung ftihrt
dzu, da13 infizierte Samen weitere Infektionsherde
etablieren können und ggf. andere Species infizieren.
Felduntersuchungen zur vertik'alen Übertragung zeig-
ten am Beispiel des CIRV an Birke, daß 3 % der Säm-
linge in einer 3-m-Zone um den infizierten Mutter-
baum ebenfalls infiziert waren (Cooprn et al. 1984) .

Bei der Verwendung von virusinfizierten Reisern bei
der Stecklingsvermehrung ist davon auszugehen, daß
alle daraus gervonnenen Stecklinge ebenfalls virusin-
fiziert sind. So sollte beispielsweise das bei der Ver-
mehrung von Pappeln verwendete Ausgangsmaterial
zuvor auf eine Infektion mit dem popkr mosaic

rrirus (PopMV) geprüft werden. Die Infektion führt
an den Pflanzen zu vermindertem Wuchs, Verkahlung
der Aste, Kleinblättrigkeit und Farbveränderungen.
Dieser Erreger wird auch bei der Vermehrung in-vitro
an die nachfolgenden Sproßkulturen weitergegeben.
Iiine regelmzßige Kontrolle der Klonlinien auf virus-
freiheit ist somit erforderlich.

Zunächst vereinzelte Infektionsquellen im Forst, im
öffentlichen Grün oder in Baumschulen stellen lang-
fristig ein sich weit ausbreitendes Infektionspotential
dar Um so wichtiger ist, daß im Hinblick auf die lange
Kultivierung der Laubgehölze im öffentlichen Grün
gesunde Pflanzenbestzinde angelegtwerden. Erst eine
Selektion auf virusfreies bzw. virusgetestetes Saatgut
und Pflanzenmaterial in Baumschulen kann die Vor-
aussetzung fur langfristig gesunde Pflanzenbestdnde
schaffen. Weitgehend praktiziert wird die Selektion
virusfreier Stecklinge und Pfropfreiser bei Ziergehöl-
zen durch visuelle Bonitur und serologische Tests, in
Obstkulturen ergzina durch die Thermotherapie viru-
sinfi zierten Pfl anzenmaterials. Kaum genuürt wird bis-
her dagegen ein spezifischer und zuverldssiger Virus-
test (ELISA, IC-RT PCR) bei Saatgutvon Gehölzpflan-
zen, obwohl eine weite Verbreitung beispielsweise
des CLRV durch Samen zahlreicher Baumarten von
Bedeutung ist (Ntnucts und Krr,wlcr I998).
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