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Zusammenfassung

Dieriicklaufigen Bestande der Flatterulme (Ulmus
laevis PaiL.) sind durch Viren zusatzlich gefihr-
det. In Ulmenbestinden sind verschiedene Viren
seit langer Zeit bekannt, deren Verbreitung und
Bedeutung ist allerdings unzureichend doku-
mentiert. Das Auftreten von Scheckungen, chlo-
rotischen Ringflecken und Linienmustern an
Blittern erkrankter Flatterulmen im Raum Ber-
lin-Brandenburg wird vorgestellt. Bedeutung und
Eigenschaften des mit diesen Symptomen assozi-
ierten und in mehreren Ulmenarten verbreiteten
Elm mottle virus (EMoV) werden erldutert. Diese
Untersuchungen stellen die Grundlage fiir die
Entwicklung effektiver Mafnahmen zur Diagnose
und Privention im Rahmen eines erforderlichen
Gesundheitsmanagements dar.

1 Einleitung

In der Studie wurde der Frage nachgegangen, welches
verursachende Agens die chlorotischen Ringflecken,
Scheckungen und Linienmuster an 150-jdhrigen
Flatterulmen (Ulmus laevis PaiL.) im Schlosspark
Caputh in Brandenburg verursacht. Auch auffillige
Astverkahlungen und Absterbeerscheinungen wurden
in langjahrigen Bonituren beobachtet. Entsprechend
der Symptome und der Erfahrung mit Virosen an Ge-
hdlzen haben wir eine Virusinfektion vermutet.

Summary

While the number of European white elms (Ulmus
laevis PalL.) is continuously decreasing, the trees
are in addition endangered by virus infections.
Viruses infecting elms have been known for long,
but their distribution and overall impact is not yet
elucidated sufficiently. The occurrence of mottle,
chlorotic ringspots and line pattern observed in
diseased elms in the area of Berlin-Brandenburg
is presented. The importance and characteristics
of Elm mottle virus (EMoV) known to infect se-
veral elm species and found to be associated with
the symptoms are described. This study consti-
tutes a basis for the development of effective
diagnostic and preventive measures in the frame
of an imperative plant health management sys-
tem.

2 Vorkommen und Bedeutung
der Flatterulme

Die Flatterulme ist wegen ihrer markanten Kronen-
ausbildung im Finzelstand ein beliebter Parkbaum
und ein wichtiges Element im Zuge der Parkgestal-
tung (beispielsweise Englische Landschaftsgirten).
Sie wird zudem sehr als Stralenbaum geschitzt, da
sie sehr widerstandsfihig gegeniiber Nésse bzw. mo-
derater Trockenheit ist und sowohl Bodenverdich-
tung als auch erhohte Streusalzgehalte und Luftver-
schmutzung toleriert. Dariiber hinaus ist diese Art
im Gegensatz zu den beiden anderen in Europa hei-
mischen Ulmenarten (Feldulme, U. minor MiLL. und
Bergulme, U. glabra Hups.) seltener von Ophiostoma
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ulmi bzw. 0. novo-ulmi betroffen, den Pilzen, die als
Hauptursache des Ulmensterbens (Dutch elm disease)
gelten (CoLLiN 2003).

Die natiirliche Verbreitung der Flatterulme erstreckt
sich von den Auwildern der Niederungen bis hin zu
den Wildern in niedrigeren Lagen der Gebirge ins-
besondere Zentral- und Osteuropas. In Deutschland
ist diese Art nicht flichendeckend reprisentiert. Der
Schwerpunkt der Verbreitung von U. laevis liegt in
den nordostdeutschen Bundeslindern. Vorwiegend
durch die enorm fortschreitende anthropogen be-
dingte Einschrinkung dieser natiirlichen Habitate ist
der Bestand seit langem riickldufig. Die Restriktionen
des Lebensraumes in Zusammenhang mit dem durch
Krankheiten verursachten Riickgang fiihrten dazu,
dass die Flatterulme heutzutage hdufig nur noch in
kleinen isolierten Bestdnden vorkommt. Diese Um-
stinde haben wiederum eine zunehmende genetische
Verarmung der Spezies zur Folge (Coruin 2003). Um
dieser fortschreitenden Entwicklung entgegenzuwir-
ken, ist es zwingend erforderlich, gefihrdende Fakto-
ren zu determinieren und zu charakterisieren, welche
das Fortbestehen der Flatterulme in ihrem Bestand
weiter einschridnken konnen.

3 Virusinfektionen in Ulme

Virusverddchtige Symptome in Ulmen, darunter Feld-,
Berg- und Flatterulme, sind vielfaltig und seit vielen
Jahren bekannt. Sie treten in Deutschland regelma-
8ig auf und sind auch in anderen Léndern innerhalb
des Verbreitungsgebietes der Flatterulme beschrieben
worden (CABI 2008). Auffillige Farbverinderungen
wie Scheckungen, Mosaik, chlorotische Linienmuster
und Flecken an den Ulmenblittern werden von ver-
schiedenen Viren verursacht.

Seit mehr als 70 Jahren ist das Cherry leaf roll vi-
rus (CLRV, Nepovirus, Secoviridae) in Ulmen als
Verursacher von Blattmosaik beschrieben. Weiterhin
wurde das verwandte Tomato ringspot virus (ToRSV)
ebenso wie Tomato bushy stunt tombusvirus (TBSV
Tombusviridae) und das zu den Ilarviren zdhlende
Elm mottle virus (EMoV, Bromoviridae) in erkrank-
ten Ulmenarten detektiert (BUTTNER et al. 2013). Diese
Viren weisen alle eine isometrische Partikelmorpho-

logie auf. Es wurden auch filamentose Partikel in
erkrankten Flatterulmen mit Scheckungen und chlo-
rotischen Ringflecken auf den Blattern nachgewie-
sen (BANDTE et al. 2004). Dies weist darauf hin, dass
weitere bisher nicht identifizierte virale Erreger in
Ulmen vorliegen, die mit den beobachteten Sympto-
men assoziiert sind. Solche Virusinfektionen konnen
durch Vitalitdtsverlust ursichlich fiir die Herabset-
zung der Widerstandsfahigkeit der betroffenen Biume
gegen andere biotische sowie abiotische Faktoren sein
(Ersorp et al. 2014).

4 ldentifizierung von Viren
in erkrankten Flatterulmen
im Raum Berlin-Brandenburg

In Berlin ist die Flatterulme regelmifig im Strafen-
begleitgriin sowie in Parks und im Forst anzutref-
fen. An verschiedenen Standorten (Berlin-Mitte und
siidwestliche Bezirke) sind seit Jahren virustypische
Symptome wie Blattscheckungen, nekrotisierende
Blattflecken sowie chlorotische Linienmuster und
Ringflecken in den Flatterulmen zu beobachten (Ab-
bildung 1). Seit dem Jahr 2000 wird ein Bestand von
ca. 150-jahrigen Ulmus laevis im Schlosspark Caputh
(Brandenburg) untersucht und regelmfig bonitiert.
Von 30 Ulmen weisen 16 Biume regelmiBig virus-
verdichtige Symptome auf. Aus Blatthomogenaten
solcher erkrankter Ulmen lieflen sich mit dem Elek-
tronenmikroskop filamentose Viruspartikel mit einer
Linge von ca. 800 nm darstellen (Abbildung 3a).

Zur Identifizierung der putativen viralen Erreger wur-
den Chenopodium quinoa Wb mit Homogenaten
von Blattknospen inokuliert. Nach ca. sieben bis zehn
Tagen traten chlorotische Flecken und Scheckungen
auf den Blittern sowie ein gestauchtes Wachstum auf
(Abbildung 2). Das vermutlich virale Agens wurde
mittels verschiedener Methoden untersucht, indem
sowohl dsRNA isoliert (BENTHACK et al. 2005) als auch
eine Virusanreicherung (DyksTRA & DE JaGER 1998)
aus Blattmaterial infizierter C. quinoa durchgefiihrt
wurde. Die elektronenoptische Uberpriifung angerei-
cherter Viruspartikel bestétigte das Vorhandensein fle-
xibler Partikel. Zudem konnten bacilliforme (Lénge ca.
70 nm) und quasi-isometrische Partikel (Durchmesser
25-30 nm) dargestellt werden (Abbildung 3 b und c).
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Abbildung 1: Symptomausprigung an Blittern erkrankter Flatterulmen (Ulmus laevis).
Chlorotische Linienmuster (A), Scheckung und chlorotische Flecken (B), chlorotische Ringflecken

im Juni/Juli (C) und nekrotisierende Ringflecken im August (D)

-

Nach RNA-Isolierung aus der Virusanreicherung wur-
de eine cDNA-Bibliothek erstellt, mittels sequenzun-
abhingiger PCR nach dem Protokoll von FroussarD
(1992) amplifiziert und kloniert. Die Sequenzierung
der klonierten Fragmente und der nachfolgende Ver-

Abbildung 2:

Symptome an C. quinoa
nach mechanischer Inoku-
lation mit Knospenmaterial
symptomtragender Ulmen
(A, rechts) im Vergleich zur
nicht-inokulierten Kontrolle
(A, links) sowie durch das
virale Agens induzierte Spit-
zennekrose (B) und chloro-
tische Flecken (C)

Abbildung 3:
Elektronenmikroskopische
Darstellung von Virusparti-
keln verschiedener Morpho-
logien. Filamentose Partikel
(ca. 800 nm) aus Blatthomo-
genaten erkrankter Flat-
terulmen (A), bacilliforme
Partikel (Ldnge ca. 70 nm,
weifler Pfeil, B) und quasi-
isometrische (@ ca. 25-30
nm, weifder Pfeil, C) aus
einer Virusanreicherung von
inokulierten C. quinoa

gleich mit der Sequenzdatenbank des , National Cen-
ter for Biotechnology Information* identifizierten das
Elm mottle virus (EMoV, Ulmenscheckungsvirus) in
der Probe. Es konnten Fragmente der viralen RNAL
bzw. RNA3 des Virus identifiziert werden (Abbildung
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4). Die Sequenzergebnisse korrelierten mit dem Nach-
weis bacilliformer bzw. quasi-isometrischer Partikel,
da diese Partikelmorphologie typisch fiir Vertreter der
Gattung llarvirus ist, denen das EMoV zugeordnet ist
(KinG et al. 2012). Die Identifizierung des filamento-
sen Partikels (Abbildung 3a) gelang mit dieser Metho-
de nicht, allerdings belegt der wiederholte Nachweis
von Partikeln dieser Morphologie in Zusammenhang
mit der Detektion des EMoV eindeutig eine Infektion
mit mindestens zwei Virus-Spezies unterschiedlicher
Taxa.

5 Charakteristika des Elm mottle virus
(EMoV)

EMoV wurde bisher sowohl in Feldulme als auch in
Bergulme detektiert. Die Symptome dhneln denen, die
wir an den Flatterulmen im Park Caputh seit 2000 be-
obachten. Der natiirliche Wirtspflanzenkreis des Virus
umfasst zudem die Ziergeholze Flieder (Syringa vul-
garis 1.), Hortensie (Hydrangea macrophylla Ser.)
und Forsythie (Forsythia intermedia ZaseL). EMoV-
infizierte Pflanzen dieser Arten zeigen Mosaik und
chlorotische Ringflecken der Blitter (Jones & Scorr
2004; Scorr et al. 2003). EMoV gilt sowohl in Deutsch-
land als auch in England als weit verbreitet und wur-
de zudem in mehrere Linder Osteuropas eingefiihrt
(CABI 2008). Das Virus wurde als polleniibertragbar
und samenbiirtig in Bergulme beschrieben (Jones &
Mavo 1973). Die Samentiibertragbarkeit des EMoV kor-
reliert mit unseren Beobachtungen an Flatterulmen
in Berlin-Brandenburg, da wir die Symptome hiufig
an jungen Sdmlingen feststellen konnten, die unter

den AltbAumen aufwachsen, und eine weite Verbrei-
tung beobachteten. Das Virus ist mechanisch leicht
iibertragbar. So wurden 66 verschiedene Pflanzenar-
ten aus 22 Familien, darunter viele Vertreter aus den
Solanaceae, Chenopodiaceae und Leguminosen, als
Wirtspflanzen beschrieben, von denen die Mehrzahl
systemisch infiziert wird und Symptome entwickelt.
Das Virus kann zudem durch vegetative Vermehrung
z. B. Pfropfung iibertragen werden.

Das Elm mottle virus ist ein einzelstringiges RNA-
Virus mit einem dreigeteilten Genom (Abbildung 4).
Die Genomsegmente sind unterschiedlich lang und
kodieren fiir Proteine, die fiir das Virus essentiell
sind. RNA1 und RNA2 kodieren fiir Proteine, die an
der Replikation des Virus beteiligt sind (Methyltrans-
ferase, Helicase, Polymerase). Das 2b Protein stellt
vermutlich einen viralen RNA-silencing Suppressor
dar, der die Pflanzenabwehr beeinflusst und an der
Ausbreitung des Virus in der Wirtspflanze beteiligt ist.
Auf der RNA3 sind die Gene fiir das virale Transport-
protein (MP) bzw. das Hiillprotein (CP) enthalten. Das
Hiillprotein multimerisiert und bildet das Capsid aus,
in welches die viralen RNAs verpackt werden. Je nach
Grofe des enkapsidierten Genomsegmentes werden
quasi-isometrische bzw. lingliche Partikel gebildet.

6 Nachweis des Elm mottle virus
(EMoV) mittels RT-PCR

Zur verlisslichen Detektion des EMoV in Flatterul-
men mit virusverddchtigen Symptomen miissen
empfindliche Nachweismethoden entwickelt werden,

5 RNA1 (3,4 kb)

[ Replicase (Methyltransferase & Helicase) ]

Abbildung 4:
Genomorganisation des RNA 2 (2,9 kb)

731 bp
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Polymerase (RARP)

Angabe der mittels random
PCR amplifizierten Genom-
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RNA1 RNA2

M123345123345

731 bp -
- 463 bp
]
RNA1 RNA3
M12345512 345
-920 bp
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Abbildung 5: Gelelektrophoretische Darstel-
lung der RT-PCR-Produkte zum Nachweis der

3 Genomsegmente des EMoV unter Verwendung
von vier verschiedenen Primersets.

Im Vergleich dargestellte Proben sind:

(1) Virusanreicherung inokulierte C. quinoa,
(2) Virusanreicherung nicht-inokulierte C. qui-
noa, (3) Blattmaterial inokulierte C. quinoa,
(4) Blattmaterial nicht-inokulierte C. quinoa,
(5) Wasserkontrolle. MGeneRuler 1 kb ladder
(Thermo Scientific) diente als Grof3enstandard

um abschitzen zu konnen, inwieweit das Virus an
der Atiologie der viralen Ulmenerkrankung beteiligt
ist. In einem ersten Schritt wurden daher RT-PCR-
Verfahren zum Nachweis aller drei Genomsegmente
(Abbildung 4) des Virus getestet. Zum Nachweis der
viralen RNAL bzw. RNA2 wurden Primer eingesetzt,
die von Scorr et al. (2003) beschrieben wurden. Zum
Nachweis der RNA3 wurden die Primer EMoV3-910F
(5"-CTCACTTACCACCGCAGATGA-3") und  EMoV3-
1829R (5-GCCTTCACTTCGGAAACTG-3") entwickelt.
Die Gesamt-RNA aus Blattmaterial von C. quinoa
wurde nach BooM et al. (1990) extrahiert. Die RNA-
Isolierung aus Virusanreicherungen erfolgte mittels
InviTrap Spin Plant RNA Kit nach Herstellerangaben
(Stratec). Die cDNA-Synthese unter Verwendung von
random Hexameren erfolgte mit Revert-Aid Premium
Reverse Transcriptase (ThermoScientific) nach Her-
stellerangaben ebenso wie die PCR mit Velocity Poly-

merase (Bioline) in Anlehnung an die Empfehlungen
des Herstellers durchgefiihrt wurde.

Unter Verwendung der 4 Primersets bei einer Anla-
gerungstemperatur von 59 °C konnte das Virus in
Gesamt-RNA-Priparationen aus infizierten Biotest-
pflanzen (C. quinoa) mittels RT-PCR nachgewiesen
werden (Abbildung 5). Die Amplifikation von RNAI-,
RNA2- und RNA3-Fragmenten des EMoV konnte
durch Sequenzierung der gereinigten PCR-Produkte
bestitigt werden, was eine zukiinftige Anwendung des
Verfahrens zum EMoV-Nachweis in Flatterulmen er-
moglichen wird.

7 Fazit

In dieser Studie wurde gezeigt, dass filamentdse Parti-
kel und das quasi-isometrische Elm mottle virus mit
erkrankten Flatterulmen assoziiert sind. Es ist daher
von einer Infektion der Biume im Raum Berlin-Bran-
denburg mit mindestens zwei verschiedenen Virus-
Spezies auszugehen, die ursichlich fiir Scheckungen,
chlorotische und nekrotische Ringflecken und Linien-
muster der Blatter sein und auch als Mischinfektion
vorliegen konnen.

Viren haben im Rahmen der auf Pflanzen einwir-
kenden Faktoren eine besondere Stellung als pradis-
ponierende Faktoren. Sie nehmen Einfluss auf den
Stoffwechsel des Wirtes und beeintrichtigen seine
Vitalitdt und Widerstandskraft gegeniiber einwirken-
den Stressfaktoren. Diese Studie sowie der bisherige
Kenntnisstand zu Viren in Gehélzen geben Anlass zur
Vermutung, dass die nanogroflen Krankheitserreger
weit haufiger verbreitet sind und weit mehr Schaden
hervorrufen als bisher bekannt. Das liegt zum einen
an der Schwierigkeit, dass virologische Forschungs-
arbeiten an diesen Geholzen sehr langwierig sind
und zum anderen daran, dass man nicht unbedingt
bisher bekannte Erreger identifiziert. Die Charakteri-
sierung neuer Viren aus Geholzen und die Erfiillung
der Koch’schen Postulate stellen daher eine besondere
Herausforderung dar.

Ein integriertes Programm zum Schutz der Flatter-
ulme mit Manahmen zur Uberwachung, Eindim-
mung und Impfung gegen Pathogene sowie Neuan-
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pflanzungen kann nur langfristig Erfolg versprechend
sein. Ein solches Konzept erfordert zundchst vor allem
einen Erkenntniszuwachs zum komplexen Zusam-
menspiel von pradisponierenden und auslosenden
Krankheitserregern, dem Wirt, den Standortfaktoren
und der Bewirtschaftung.
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