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4. Wissenschaftliche Kurzberichte

4.2 Virusiibertragung bei Geholzen durch Saatgut
und vegetative Vermehrung

Prof. Dr. Carmen Biittner” und Dr. Martina Bandte®

“Zﬂsammenfassung

eruserkrankungen sind an Laubgehdlzen des
Forsts und des offentlichen Griins weit verbreitet.
Sie werden leicht durch vegetative Vermehrung
ubenragen einige der isolierten Erreger dariiber
‘tinaus auch durch Samen und Pollen. Die Samen-

Polleniibertragbarkeit ist von besonderer epi-
Bedeutung und wird an einigen Bei-
ieben. Daraus resul&erenée&uswn

itels gezielter diagnostischer Verfahren
‘wird. Entsprechende Nachweisverfahren

Vermehrung von Geholzen durch
Samen und vegetative Vermehrung

Die meisten Geholze werden durch die Gewinnung
von Saatgut und nachfolgender Anzucht der Simlin-
ge vermehrt. Bei einigen Baumarten wie beispiels-
weise der Pappel (Populus sp.) erfolgt zumeist eine
vegetative Vermehrung iiber Stecklinge. Zur Arter-
haltung insbesondere von seltenen und bedrohten
Arten sowie Herkiinften mit landeskulturellem Wert
werden neben der Saatguteinlagerung in Genbanken
Erhaltungssimlingsspenderplantagen an unter-
schiedlichen Standorten angelegt. Fiir den Fortbe-
stand einer Art ist somit der Gesundheitszustand des
Saatgutes und besonders bei der vegetativen Vermeh-
rung derjenige der Mutterbdume von Bedeutung. Nur
gesundes Ausgangsmaterial ermdglicht, iiber Jahr-
zehnte mit wechselnden Umweltbedingungen vitale,

Vlrusinfectic)m;sywii
forests and public gar¢

widerstandsfihige und reproduktionsfihige Geholze
zu erhalten.

Bedeutunihnd Verbreitung von
Viruskrankheiten an Laubgeholzen

Die bisherigen Untersuchungen an virusinfizierten
Laubbdumen sowie die zahlreichen Bonituren und
Beobachtungen an erkrankten Biumen bestitigen,
dafd Viren die Vitalitit und die Widerstandskraft der
Bdume stark herabsetzen konnen (BUTINER 1993;
Niennaus und CasterLo 1989; Nienwaus et al. 1990).
Eine Virusinfektion veriindert die Pridisposition des
Baumes und bewirkt eine vorzeitige Seneszenz, weil
durch parasitierende Viren die Syntheseleistung der
infizierten Biume bedeutend reduziert wird { BCTINER
et al. 1996). In WaldSkosystemen deutscher Stand-
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orte trat das samen- und polleniibertragbare cherry

leafroll virus (CLRV), apple mosaic virus (AMV),

das stabile und leicht iibertragbare tobacco mosaic
virus (TMV) und tobacco necrosis virus (INV) am

hiufigsten auf bzw. war am hiufigsten nachzuweisen

(Nieneaus und CasterLo 1989; Boriser 1993). Dar-

{iber hinaus war in Baumschulen das prune dwarf
virus (PDV) weit verbreitet, eine Infektion mit dem
aus obstbaulichen Kulturen bekannte prunus necro-

tic ringspot virus (PNRV) konnte nur in 0,1 % der
untersuchten Vogelkirschen (Prunus avium) gezeigt
werden (HentscH 1998).

Der umfangreiche Befund zahlreicher samen- und
polleniibertragbarer sowie stabiler Viren aus ver-
schiedenen Waldokosystemen, Baumschulen und
Samenspenderanlagen (Low 1995; FiuruNG und
Birrner 1997; Hentseh 1998) war Anlaf fiir die
Untersuchungen zur Sameniibertragbarkeit sowie zur
vegetativen Vermehrung.

Ubertragung von Viren durch Samen
und vegetative Vermehrung

In unseren Untersuchungen haben wir uns im Rah-
men der Arbeiten zur Virusausbreitung in Forst-
geholzen und Laubbaumbestinden mit der Samen-
iibertragbarkeit von Viren sowie der vegetativen
{Ubertragbarkeit der Pathogene an Forstgehdlzen
befaRlt, denn die Ubertragungsformen sind von
besonderer Bedeutung.

An der Gesamtheit der pflanzenpathogenen Viren
nehmen die samen- und polleniibertragbaren Viren
zwar nur einen geringen Teil ein, aber aufgrund der
grofSen epidemiologischen Bedeutung muf$ diese
Ubertragungsform besonders beachtet werden (Mink
1993). In Abbildung 1 sind die méglichen Ubertra-
gungswege am Beispiel des samen- und polleniiber-
tragbaren cherry leafroll virus (CLRV) dargestellt.
Die Infektion kann durch infiziertes 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 CLRV-infi-
zierte Wirtspflanzen. Phytosanitire Mafinahmen und
hier insbesondere die Eliminierung solcher Infekti-

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

Sameniibertragbarkeit bedeutet, daf} sich Viren mit
dem Samen ausbreiten konnen und mit der Kei-
mung des Samens die Pflanzen infizieren (BENNETT
1969). Interessanterweise erfolgt nicht zwingend
eine Infektion des Sidmlings, sondern sie ist vom
Virusstamm, der Pflanzenart, der Pflanzensorte
sowie den Standortbedingungen abhingig. So
betriigt die Ubertragungsrate des prunus necrotic
ringspot virus (PNRV) an Prunus spp. zwischen
1-91 %. Von rasberry bushy dwarfvirus-infizier-
ten Rubus sp. sind 22-77 % der gebildeten Samen
als virusinfiziert anzusprechen (MEYER-KAHSNITZ
1993). Fiir das in Laubgehdlzen weit verbreitete
CLRV werden in Abhiingigkeit von der untersuchten
Baumart unterschiedliche Ubertragungsraten ange-
geben. Wihrend bei Betula sp. (0-22 %) und Sam-
bucus sp. (0-44 %) auch virusfreie Samen auftra-
ten, konnten bei fuglans sp. (4-32 %) keine virus-
freien Samen festgestellt werden. Einflufl nimmt
ebenso die Ubertragungsform durch das Nihrge-
webe, den Embryo oder die Samenschale. Die
Ubertragungsweise ist fiir verschiedene Viren
unterschiedlich. Fiir die Virusiibertragung durch
Samen und Pollen gilt, daf einige sameniibertrag-
bare Viren auch polleniibertragbar sind, aber alle
polleniibertragbaren Viren durch Samen iibertra-
gen werden konnen.

Virusinfizierte Pollen entstehen nur in virusinfizierten
Pflanzen. Neben infizierten Antheren entwickeln sich
auch virusfreie mit nicht infizierten Pollen. Pollen-
iibertragung ist fiir einige Nepo- (cherry leafroll virus,
tomato blackring virus, tomato ringspot virus) und
Harviren (prunus necrotic ringspot virus) bei Rosa-
ceaen (Rubus, Prunus) und Juglandaceaen (Juglans
regia) nachgewiesen. Eine Ubersicht der sameniiber-
tragbaren Viren an Gehdlzen gibt Tabelle 1.

Bisher ist der Mechanismus, mit dem Viren durch
Pollen auf gesunde Geholze iibertragen werden, noch
nicht gekldrt. Nach Mixk (1993) wird vermutet, dafl
die Wechselwirkung von drei Faktoren zur Verbrei-
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Abbildung 1: Mogliche Ubertragungswege des cherry leafroll virus (CLRV)

Tabelle 1: Sameniibertragbare Viren an Gehélzen
(+ : nachgewiesen, - nicht nachgewiesen/nicht untersucht)

CLRV: cherry leaf roll virus T™MV: tobacco mosaic virus

PDV: prune dwarf virus TBRY: tomato black ring virus

PNRV: prunus necrotic ringspot virus TBSV: tomato bushy stunt virus

RBSV: rasperry dwarf virus ToRYV: tomato ringspot virus
B CIRV PDV PNRV | RBDV | .TMV.-|: 4 olEN 1 ToR!
Betula sp. + - - - - - - -
Juglans sp. + - - - - - - -
Malus spp. - - - — + - + -
Prunus spp. - + + - - - - -
Rubus spp. - - - + - + -
Sambucus sp. + - - - - + -
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tung von Viren durch Pollen notwendig ist: 1. Virus-
kontaminierte Pollenkorner, 2. Insekten als Vektoren
fiir diese Pollenkorner und 3. Pollen-fressende
Arthropoden, die die Bliite verletzen und so Wunden
schaffen fiir eine mechanische Ubertragung der Viren
in nicht gametophytisches Gewebe.

Diagnostische Vorgehensweise

Eine sichere Diagnose des Virus in den Gehdlzen
und erst recht im Samen ist aufgrund der geringen
Viruskonzentration und einer unregelméfigen Ver-
teilung in der Pflanze hiufig recht schwierig (Bir-
TERLIN et al. 1984; Fucus und GrRiNTZIc 1994). Aus die-
sem Grunde ist ein hochsensitives Nachweisverfah-
ren, das einen Nachweis des Virus in mehreren ver-
einigten Proben, einer Mischprobe, eines Baumes
erlaubt, von Vorteil. Die Untersuchung der Saatgut-
proben kann in Abhéngigkeit vom Virus und des zu
priifenden Wirtes mit einem serologischen (enzyme-
linked-immunosorbent assay, ELISA) und/oder mole-
kularbiologischen Nachweisverfahren (immuno-
capture-reverse transkriptase Polymerasekettenre-
aktion, IC-RT PCR) erfolgen (B{TINER und FUHRLING
1999).

Der ELISA ist der gingiste serologische Test in der
Routinetestung (Ciark und Apams 1977) und wurde
seit seiner Etablierung vielfiltig modifiziert und den
spezifischen Eigenschaften der Viren, Geholze und
dem Saatgut angepaf3t. Er wird gezielt fiir den spezi-
fischen Nachweis bestimmter Erreger eingesetzt. Das
Verfahren beruht auf dem Nachweis einer Antigen-
Antikérper-Bindung, an die ein Enzym gekoppelt
wird. Dieses Enzym setzt nach einer Substratzugabe
ein Chromogen in ein farbiges Endprodukt um, dal
photometrisch gemessen werden kann.

Die IC-RT-PCR ist ein hochsensitives Nachweisverfah-
ren, welches bisher fiir den Nachweis von einigen
Viren in ausgewihlten Obstgehdlzen und Rosen
beschrieben wurde (Norasco et al. 1993; Rowhani et
al. 1995) und in eigenen Arbeiten modifiziert fiir
Forstgeholze und Saatgut Anwendung findet (BITTNER
et al. 1996; WernER et al. 1997 a, b). In den Arbeiten
sind die Laborprotokolle zur Testdurchfiihrung exakt
beschrieben. Danach werden bei diesem Verfahren

die Probenrdhrchen zunichst wie in einem ELISA-
Test mit spezifischen Antik6rpern beschichtet. Nach
dem Waschen der Rohrchen werden die Virionen an
die antikdrperbeschichtete Oberfliche gebunden. Es
folgen weitere Waschschritte sowie eine reverse
Transkription der Virus-RNA unter Verwendung von
virusspezifischen Erststrang-Primern. Anschlieflend
werden die RNA/DNA-Hybriden denaturiert und die
Reverse Transkriptase hitzeinaktiviert. Der Zweit-
strang-Primer kann sich anlagern und das Virusfrag-
ment kann durch Verwendung der Tag-Polymerase
amplifiziert werden. Die Amplifikationsprodukte wer-
den abschliefend in einem Agarosegel analysiert. Bei
dem spezifischen CLRV-Nachweis wird mit Hilfe der
IC-RT PCR ein Nukleinsiurefragment mit einer Linge
von 416 Basenpaaren (bp) vervielféltigt. Proben von
infiziertem 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)
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Die IC-RT-PCR ist bisher nur fiir einige der samen-
und polleniibertragbaren Viren etabliert. Das Verfah-
ren hat im Vergleich zum ELISA beispielsweise beim
Nachweis des CLRV eine um den Faktor 10” niedri-
gere Nachweisgrenze (WERSeR et al. 1997 b) und ist
somit bei geringer Viruskonzentration in der Probe
dem ELISA weit iiberlegen. Die IC-RT PCR ist daher in
besonderem Mafe zur Priifung von Saatgutchargen

geeignet.

Auswirkungen bei Verwendung von
virusinfizierten Samen und Reisern
in der Pflanzenanzucht

Virusinfizierte Samen weisen eine verminderte Keim-
fahigkeit auf. Dariiberhinaus kann ein vermehrtes
Absterben junger Simlinge nach der Samenkeimung
beobachtet werden. Kontrollierte Bestiubungen an
gesunden und CLRV-infizierten Birken zeigten, dafs
die Keimrate am niedrigsten ist, wenn die Mutter-
pflanze CLRV-infiziert ist (Cooprr et al. 1984). In
Abhingigkeit von den Versuchsbedingungen lag die
Virusiibertragung bei 17-30 %. Inwieweit die niedri-
ge Keimrate der Samen von virusinfizierten Pflanzen
durch die Virusprisenz im Samen oder aber durch
die Krankheitssymptome und ihre Auswirkungen auf
die Mutterpflanze hervorgerufen werden, ist noch zu
untersuchen.

Eine Ubertragung von Viren durch Samen ist von
grofSer Bedeutung fiir die Ausbreitung einer Viruser-
krankung. Diese Art der Verbreitung erméglicht dem
Pathogen eine Ausbreitung iiber die Zeit und geogra-
phische Distanz. Eine horizontale Ubertragung fiihrt
dazu, dafd infizierte Samen weitere Infektionsherde
etablieren konnen und ggf. andere Species infizieren.
Felduntersuchungen zur vertikalen Ubertragung zeig-
ten am Beispiel des CLRV an Birke, daf3 3 % der Sim-
linge in einer 3-m-Zone um den infizierten Mutter-
baum ebenfalls infiziert waren (CoopEr et al. 1984).

Bei der Verwendung von virusinfizierten Reisern bei
der Stecklingsvermehrung ist davon auszugehen, daf3
alle daraus gewonnenen Stecklinge ebenfalls virusin-
fiziert sind. So sollte beispielsweise das bei der Ver-
mehrung von Pappeln verwendete Ausgangsmaterial
zuvor auf eine Infektion mit dem poplar mosaic

virus (PopMV) gepriift werden. Die Infektion fiihrt
an den Pflanzen zu vermindertem Wuchs, Verkahlung
der Aste, Kleinbliittrigkeit und Farbverinderungen.
Dieser Erreger wird auch bei der Vermehrung in-vitro
an die nachfolgenden Sprof3kulturen weitergegeben.
Eine regelmiRige Kontrolle der Klonlinien auf Virus-
freiheit ist somit erforderlich.

Zunichst vereinzelte Infektionsquellen im Forst, im
offentlichen Griin oder in Baumschulen stellen lang-
fristig ein sich weit ausbreitendes Infektionspotential
dar. Um so wichtiger ist, daf3 im Hinblick auf die lange
Kultivierung der Laubgehdlze im offentlichen Griin
gesunde Pflanzenbestéinde angelegt werden. Erst eine
Selektion auf virusfreies bzw. virusgetestetes Saatgut
und Pflanzenmaterial in Baumschulen kann die Vor-
aussetzung fiir langfristig gesunde Pflanzenbestinde
schaffen. Weitgehend praktiziert wird die Selektion
virusfreier Stecklinge und Pfropfreiser bei Ziergehol-
zen durch visuelle Bonitur und serologische Tests, in
Obstkulturen erginzt durch die Thermotherapie viru-
sinfizierten Pflanzenmaterials. Kaum genutzt wird bis-
her dagegen ein spezifischer und zuverlassiger Virus-
test (ELISA, IC-RT PCR) bei Saatgut von Gehdlzpflan-
zen, obwohl eine weite Verbreitung beispielsweise
des CLRV durch Samen zahlreicher Baumarten von
Bedeutung ist (Niensats und Kiewnick 1998).

Literatur

BrxyetT, €. W., 1969: Seed transmission of plant viruses. Adv. Virus
Res. 14, 221 — 261.

BirTeRLIy, M. W.; GoNsawvEs, D.; Cumming, J. N.; 1984: Irregular dis-
tribution of tomato ringspot virus in apple trees. Plant Disease
08, 567 —571.

BirseR, C.; FCHRLNG, M.; WERNER, R.; MUniBach, H. P; Lecacs, N,
1996: Phytopathogene Viren in Laubbiumen des offentlichen
Griins und Baumschulen sowie in Boden und Gewissern — eine
diagnostische Vorgehensweise. Gesunde Pflanzen, 48, 95 — 103.

Birraer, €., 1993: Viruserkrankungen an Laubgehdlzen. Deut-
sche Baumschule, 45, 552 — 554.

CLiRK, N. F; Apams, A. N., 1977: Characteristics of the microplate
method of enzym-linked immunosorbent assay for detection of
plant viruses. J. Gen. Virol. 34, 475 — 483.

COOPER, J. 1.; Massatska, P. R.; EDwaros, M.-L., 1984: Cherry leaf roll
virus in the female gametophyte and seed of birch and its rele-
vance to vertical virus transmission. Ann. Appl. Biol. 105, 55—
04.

Fuens, E.; GRON1Z16, M., 1994: Verteilungsmuster von Viren in hol-
zigen Wirtspflanzen. Kiihn-Arch. 88, 40 — 53.

198

Jahrbuch der Baumpflege 2000



Virusiibertragung

FinrLING, M.; BUTTNER, C., 1997 Viruserkrankungen an Laub-
gehdlzen — zu beachten in Baumschulen, im Garten- und Land-
schaftsbau sowie im Forst —. In: DugesierkeN, D.; KoCkERBECK, P.
(Hrsg.): Jahrbuch der Baumpflege 1997. Thalacker Medien,
Braunschweig, 184 — 188,

‘Henrsch, T., 1998: Untersuchungen zum Auftreten und zur Dia-
gnose von Viren in Forstbaumschulen. Universitit Halle, Dis-
sertation, 146 S.

Mever-Kanishiiz, S., 1993: Samen- und Polleniibertragungen. In:
Mever Kanswivz, 8., Angewandte Pflanzenvirologie. Thalacker
Medien, Braunschweig, $. 27 — 31.

Low, A., 1995: Untersuchungen zum ganzjihrigen serologischen
Nachweis von cherry leaf roll virus (CLRV) und prune dwarf
virus (PDV) in Wildkirschen (Prunus avium). Universitit
Bonn, Dissertation, 125 S.

Mink, G. 1., 1993: Pollen- and seed-transmitted viruses and viro-
ids. Annu. Rev. Phytopathol. 31, 375 — 402.

NieNtas, E; BUTINER, C.; HamacreR, J., 1990: Virus infection of
forest trees by mechanical transmission. J. Phytopathology 129,
141 - 150.

Nietaus, E; Casteigo, J. D., 1989 Viruses in forest trees. Annu. Rev.
Phytopathol. 27, 165 — 186.

Niensavs, E; Kiewniek, L., 1998: PlanzenschutzmaRnahmen, In:
Nienats, E; Kiewmck, L. (Hrsg.): Pflanzenschutz bei Ziergehol-
zen. Ulmer Verlag, Stuttgart, S. 40 - 71.

Notasco, G.; g Bus, C.; Torres, V.; Powz, F, 1993: A method com-
bining immunocapture and PCR amplification in a microtiter
plate for the detection of plant viruses and subviral pathogens.
J. Virol. Meth. 45, 201 - 218,

RowHani, A.; MaNINGas, M. A.; Lk, L. S.; DatBERr, S. D.; Gouivo, D. A.:
1995: Development of a detection system for viruses of woody
plants based on PCR analysis of immobilized virions. Phytopa-
thology 85, 347 — 352.

WERNER, R.; Mimibace, H.-P; BUTTvER, C., 1997 a: Detection of
cherry leaf roll nepovirus (CLRV) in birch, beech and petunia
by immunocapture RT-PCR using a conserved primerpair. Eur.
J. For. Pathol. 27, 309 — 318.

WERNER, R.; MOnisace, H.-P; BUTTNER, C., 1997 b: Detection of
poplar mosaic carlavirus by immunocapture RT-PCR. In:
Denne, H.-W.; ApaM, G.; DIERMANN, M., FRAHM, J.; MAULER-MAcH-
NIK, A., Vax Hatterey, P, (Hrsg.): Diagnosis and identification of
plant pathogens. Kluwer Academic Publisher, Dordrecht,
403 — 405,

Jahrbuch der Baumpflege 2000

199



	Listenfeld1: []


