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Kurzfassung
Nina Bolling
Phytopathologische Charakterisierung von Isolaten des Gurkenmosaikvirus

Die Diversitdt von 9 CMV-Isolaten, darunter die hinreichend beschriebenen Isolate K,
Fny und Q, wurden mittels RT-PCR, Wirtspflanzenreaktion, DAS- und TAS-ELISA in
simultanen, standardisierten Versuchen verglichen. Dazu wurden Nicotiana rustica, N.
glutinosa, N. clevelandii, N. tabacum “Samsun-NN”, Lycopersicon esculentum (Rhein-
lands Ruhm), Capsicum annum (Yolo Wonder B) und verschiedene Sorten von Cucumis
sativus und Valerianella locusta mit Suspensionen definierter Viruskonzentration der
gereinigten Isolate inokuliert.

Die RT-PCR mit zwei Untergruppen-spezifischen Primerpaaren erlaubte die Typisie-
rung der Isolate in die Untergruppen S-I und S-II. Mittels RT-PCR mit generellen
CMV-Hiillprotein-Primern und anschlieBendem Mspl-Verdau konnte dieses Ergebnis
bestédtigt werden. Davon abweichende Muster wurden nicht gefunden. Die Assoziation
aller Isolate mit Satelliten konnte in der RT-PCR mit generellen Primern fiir Satelliten-
RNA nachgewiesen und mittels dsSRNA-Analyse bestdtigt werden, wobei die Stdrke der
Banden auf eine hohe Akkumulation der Satelliten in den infizierten Pflanzenzellen
schlieBen lieB.

Die Vielfalt der durch CMV ausgelosten systemischen Symptome war sehr grof3 und
reichte von keinen sichtbaren Verdnderungen bis zu systemischer Nekrotisierung der
kompletten Pflanze. Ein Zusammenhang mit der Untergruppenzugehorigkeit konnte
nicht festgestellt werden. Weder zwischen den Isolaten derselben Untergruppe, noch
zwischen denen beider Untergruppen, konnte in gemischten Infektionen eine signifi-
kante synergistische oder antagonistische Wechselwirkung nachgewiesen werden. Die
histologischen und zytologischen Untersuchungen verdeutlichten die Auswirkungen der
Infektion auf das Wirtspflanzengewebe. Isolat- oder CMV-spezifische Verdnderungen
wurden nicht festgestellt.

Mittels ELISA wurden hohe Viruskonzentrationen sowohl in symptomlosen Pflanzen
als auch in Pflanzen mit starken Virussymptomen nachgewiesen. Die Sensitivitdt beider
ELISA-Verfahren war in allen Wirt-Virus-Systemen sehr gut. So wurde auch in Pflan-
zen Virus nachgewiesen, die nach der Inokulation keinerlei Anzeichen einer erfolgrei-
chen Virusinfektion zeigten.

Die vorliegenden Untersuchungen bestétigen, dass kein genereller Zusammenhang zwi-
schen Wirtspflanzenbeeintrichtigung, der systemischen Verbreitung und Konzentration
der Viren in der Pflanze sowie der Gruppenzugehorigkeit der Isolate besteht, und keiner
dieser Merkmale einen zuverldssigen Hinweis auf das Schiadigungspotential der ver-
schiedenen CMV-Isolate geben kann.



Abstract
Nina Bolling
Phytopathological characterization of isolates of cucumber mosaic virus

The biodiversity of 9 isolates of cucumber mosaic cucumovirus (CMV), including the
well known isolates K-, Fny- and Q-CMV, were compared by RT-PCR, dsRNA electro-
phorese, host plant reaction, DAS- and TAS-ELISA under identical conditions. There-
fore a purified virus suspension of defined concentration was used to inoculate Nicotia-
na rustica, N. glutinosa, N. clevelandii, N. tabacum “Samsun-NN”, Lycopersicon escu-
lentum (Rheinlands Ruhm), Capsicum annum (Yolo Wonder B) and different varieties
of Cucumis sativus and Valerianella locusta.

RT-PCR with two sets of primers specific for subgroup I (S-I) and subgroup II (S-II),
allowed the classification of the isolates within S-I and S-II. RT-PCR with primers
specific for CMV RNA 3 followed by digestion with Mspl substantiated the above re-
sults. Distinct and different patterns were not found. Association of all isolates with
satellites were detected by RT-PCR with primers specific for satellite-RNA and con-
firmed by dsRNA analysis, indicating a high level of accumulation in infected plant
cells.

The isolates induced symptoms of different phenotype and severity, varying from com-
plete systemic necrosis to no symptoms at all, but no correlation was found with sub-
group type. In mixed infections, between two isolates within one subgroup or from sub-
group S-I and S-II each, no synergistic or antagonistic effect was evident. Examinations
of histological and cytological changes in infected host plant tissue elucidated the
extent of damage caused by the infection but neither isolate- nor CMV-specific effects
were observed.

There was no general relationship between the severity of systemic symptoms and virus
accumulation. By ELISA high levels of virus accumulation were detected in plants with
none or mild symptoms as well as in plants with severe symptoms. In all host species
the sensitivity of both ELISA-variants was satisfactory. Virus was detected even in
plants, which appeared to be not infected at all.

The results of the present work confirm, that there is no correlation between symptom
expression, incidence and subgroup type of the CMV-isolates, and non of them are
reliable guides to assess the actual amount of damage caused by infection.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Viren sind Nucleoproteine mit der Fahigkeit Krankheiten zu verursachen (AGRIOS
1997). Sie konnen sich ausschlieBlich in lebenden Zellen reproduzieren und sind auf-
grund ihrer GroBBe nur im Elektronenmikroskop und je nach Virus auch dort schwer auf-
zufinden. Viren kdnnen eine Vielzahl von Krankheiten in allen Lebensformen von ein-
zelligen Mikroorganismen bis zu Pflanzen, Tieren und Menschen verursachen. Es gibt
iiber 2000 bekannte Viren und beinahe jeden Monat kommen neue hinzu. Etwa ein Vier-
tel aller be-kannten Viren verursachen Krankheiten in Pflanzen. Pflanzenviren unter-
scheiden sich immens von allen anderen pflanzlichen Pathogenen. Eventuelle Sympto-
me oder Beeintrdchtigungen der Wirtspflanzen werden allein durch den Gebrauch des
zelluldren Apparates zur eigenen Reproduktion, die Akkumulation der Viren in den Zel-
len des Wirtes und den damit einhergehenden Storungen der normalen zelluldren Stoff-
wechselprozesse des Wirtes, verursacht (AGRIOS 1997, HULL 2002). Kulturpflanzen
konnen von zahlreichen Viren befallen werden, von denen viele ernsthafte Verluste an
Ertrag und/oder Qualitdt verursachen. Einige Viren infizieren nur bestimmte Pflanzen
und treten nur in begrenzten Regionen auf, wihrend andere wie CMV einen groflen
Wirtspflanzenkreis haben und in allen Teilen der Welt vorkommen (TOMLINSON
1987, AGRIOS 1997).

Einige Symptome, wie z.B. Eichenblatt-Muster oder nekrotische Ringflecken sind ein-
deutig einer Virusinfektion zuzuschreiben. Die meisten Virus-induzierten Symptome
sind aber leicht mit Storungen anderen Ursprung wie Mutationen, Nahrstoffmangel,
Toxinen, Luftverschmutzung, Schiaden durch Insekten, Milben oder andere Pathogene
und deren Kombinationen zu verwechseln (AGRIOS 1997, WATERWORTH &
HADIDI 1998). Viele Viren sind in einigen ihrer Wirte latent vorhanden, kdnnen aber
trotzdem Schdden in Form von Wuchshemmungen, Ertragsminderungen, Beeintrichti-
gungen der Fitness des Wirtes und anderen Effekten verursachen, welche jedoch nur im
direkten Vergleich mit nicht infizierten Pflanzen offensichtlich sind (WATERWORTH
& HADIDI 1998). Darum werden viele Virus-induzierten Verluste gar nicht als solche
erkannt (TOMLINSON 1987, WATERWORTH & HADIDI 1998).

Das Ausmal} der Schiaden kann auch bei einem bestimmten Wirt-Virus-Kombination
von Jahr zu Jahr und von Region zu Region stark variieren (WATERWORTH &
HADIDI 1998, GALLITELLI 2000). Daher ist es duBlerst schwierig, die durch Viren
verursachten Schiden zu quantifizieren und Prognosen zu erstellen (TOMLINSON
1987, WATER-WORTH & HADIDI 1998). Die vorhandenen Informationen variieren
zudem je nach Land bzw. den verfiigbaren Moglichkeiten in Ausstattung und Personal;
insbesondere in den Entwicklungsldndern existiert diesbeziliglich ein grofBles Defizit
(WATERWORTH & HADIDI 1998, RYBICKI & PIETERSEN 1999). So besteht, ob-
wohl Viren seit vielen Jahren Bestandteil intensiver Forschung sind, iiber die tatsdch-
lich durch Viren verursachten Schiden noch groBBe Unklarheit bzw. sind Viren hochst-
wahrscheinlich fiir wesentlich hohere d6konomische Verluste verantwortlich als bis-
herige Schitzungen vermuten lassen (TOMLINSON 1987, WATERWORTH & HADIDI
1998).
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CMYV (cucumber mosaic virus) ist das Typ-Virus der Gattung Cucumovirus (Fam. Bro-
moviridae), der auch PSV (peanut stunt virus) und TAV (tomato aspermy virus) ange-
horen. Gurkenmosaikviren haben isometrische Partikel mit einem Durchmesser von ca.
29 nm, deren Proteinhiille (Kapsid) aus 180 identischen Untereinheiten eines Proteins
mit einem Molekulargewicht von ca. 24 kDa besteht (VAN REGENMORTEL et al.
1972, HABILI & FRANCKI 1974, ROOSSINCK et al. 1999a). CMV wird mechanisch
und nicht persistent durch mehr als 75 verschiedene Aphiden-Arten iibertragen (PALU-
KAITIS et al. 1992). Fiir verschiedene Kulturpflanzen und Unkrduter wurde auch eine
Ubertragung durch Samen nachgewiesen (TOMLINSON 1987, JONES & McJIRDY
1990, MEYER-KAHSNITZ 1993, YANG et al. 1997, ROOSSINCK et al. 1999a). Je
nach epidemiologischen Bedingungen und gekoppelt mit anderen Ubertragungsarten,
wie z.B. Aphiden-Ubertragung, welche fiir eine schnelle Ausbreitung in der Kultur sor-
gen, kann Saatgut-Ubertragung als Quelle fiir Primirinfektionen im Bestand von groBter
Bedeutung sein (TOMLINSON 1987, CRESCENZI ef al. 1993).

Das dreigeteilte Genom besteht aus den fiir eine Infektion erforderlichen drei positiven
einzelstrdngigen RNAs 1, 2 und 3. RNA 1 (3.3 kb) und RNA 2 (3.0 kb) sind jeweils in
separate Partikel verpackt. RNA 3 (2,2 kb) ist zusammen mit der subgenomischen
RNA 4 (1,1 kb) enkapsidiert. Die drei Partikelarten haben ungefihr die gleichen Dimen-
sionen und Sedimentationseigenschaften. Bei einigen Isolaten ist eine weitere subgeno-
mische RNA 4A enkapsidiert (PEDEN & SYMONS 1973, PALUKAITIS et al. 1992,
DING et al. 1994, ROOSSINCK et al. 2001). Das Genom von CMV enthélt fiinf Gene
bzw. ORFs (open reading frames). RNA 1 und 2 kodieren die Proteine la (111 kDa)
bzw. 2a (97 kDa), die in die Virusreplikation involviert sind. Ein zweites den 2a ORF
iiberschneidendes Gen auf RNA 2 kodiert das Protein 2b (15kDa), das von einer subge-
nomischen RNA 4A exprimiert wird. RNA 3 mit zwei ORFs kodiert direkt das
Movement-Protein (30 kDa) und indirekt mittels der subgenomischen RNA 4 das Hiill-
protein (24 kDa) (HAYES & BUCK 1990, PALUKAITIS et al. 1992, DING et al. 1994,
ROOSSINCK et al. 1999a, ROOSSINCK et al. 2002). Alle fiinf Genprodukte beeinflus-
sen in einer Wirts-spezifischen Art und Weise die Ausbreitung des Virus in der Pflanze
und somit auch die Virulenz (GAL-ON et al. 1994, 1996, 1997, HELLWALD & PALU-
KAITIS 1994, 1995, DING et al. 1995, KAPLAN et al. 1995, 1997, CANTO et al.
1997, CANTO & PALUKAITIS 2001, SOARDS et al. 2002, SALANKI et al. 2004).
Zusétzlich zu den viralen RNAs konnen CMV-Isolate mit Satelliten-RNA assoziiert
sein, mit einem dramatischen Effekt sowohl auf das Helfervirus als auch auf die Wirts-
pflanzen. Dieser Einfluss ist im starken Mafle abhéngig von der jeweiligen Konstella-
tion aus Helfervirus, Satellit und Wirt, wobei die genauen Zusammenhénge noch nicht
geklart sind (MOSSOP & FRANCKI 1978, ROOSSINCK & PALUKAITIS 1991,
ROOSSINCK et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1997).

Die zahlreichen Isolate von CMV werden fiir gewohnlich zwei gro3en Gruppen zugeor-
dnet, die in der Vergangenheit, je nach zugrundeliegenden Bestimmungskriterien, unter-
schiedlich bezeichnet wurden, wie in PALUKAITIS et al. (1992) aufgelistet. In dieser
Arbeit wird die Einteilung in die Untergruppen I und II, auf Basis der Nukleinsdure-Hy-
bridisierung nach OWEN & PALUKAITIS (1988), verwendet. Je nach RNA-Segment
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betrigt die Homologie der Nukleotidsequenz zwischen den Untergruppen 71 — 76 % und
innerhalb jeder Gruppe iiber 92 %. Serologisch besteht, mit einem serologischen Dif-
ferenzierungsindex (SDI) von 1 — 2, eine sehr enge Verwandtschaft zwischen den CMV-
Untergruppen, von denen sich jede mit einem SDI von 6 — 7 von den Cucumoviren PSV
und TAV unterscheiden (PALUKAITIS et al. 1992).

Seit den ersten Berichten iiber CMV als Verursacher einer Krankheit an Gurke
(DOOLITTLE 1916, JAGGER 1916), wurde CMV vor allem in den geméaBigten, aber
zunehmend auch in den tropischen Gegenden der ganzen Welt nachgewiesen
(PALUKAITIS et al. 1992). CMV hat den grofiten Wirtskreis aller bekannten Viren.
Die Anzahl der Pflanzen, die als Wirte von CMYV identifiziert wurden, ist in den letzten
Jahren stetig angestiegen und umfasst mittlerweile Pflanzen aus ca. 365 Gattungen und
iiber 85 Familien (PALUKAITIS et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1999a). Aufgrund des
groBen Wirtspflanzenkreises, der weltweiten Verbreitung und der nicht persistenten
Ubertragbarkeit durch zahlreiche Aphiden wird CMV zu den Pflanzenviren mit groBter
Okonomischer Bedeutung bzw. zu den wichtigsten Viren einjdhriger Kulturen weltweit
gezdhlt (TOMLINSON 1987, COHEN et al. 1988, LUIS-ARTEAGA et al. 1988,
JONES & McLEAN 1989, RIST & LORBEER 1989, BOUHIDA & LOCKHART 1990,
JONES & McKIRDY 1990, TIEN & WU 1991, PALUKAITIS et al. 1992, MEYER-
KAHSNITZ 1993, SUTIC et al. 1999, GALLITELLI 2000, HORD et al. 2001, LIN et
al. 2003). Zahlreiche Unkrduter gehoren ebenfalls zu den Wirtspflanzen von CMV und
in einigen ist das Virus Saatgut-iibertragbar bzw. kann im Saatgut tiberdauern, was als
Quelle fiir Primdrinfektion zu Beginn der Vegetationsperiode ebenfalls von grof3er Be-
deutung sein kann (TOMLINSON et al. 1970, TOMLINSON & WALKER 1973,
BRUCKART & LORBEER 1976, RIST & LORBEER 1987, 1989, TOMLINSON 1987).

Aufgrund der 6konomischen Bedeutung gibt es zahlreiche Untersuchungen iiber Nach-
weis, Differenzierung und Charakterisierung von CMV-Isolaten. Nukleotid-Sequenz,
Symptomauspriagung, Pathogenitdt, Virulenz und viele andere Eigenschaften der unzah-
ligen CMV-Isolate konnen ganz betrichtlich variieren, was die Einschédtzung und
Kontrolle CMV-induzierter Krankheiten erheblich erschwert (TOMLINSON 1987,
PALUKAITIS et al. 1992, AGRIOS 1997, GALLITELLI 2000). Eine groe Anzahl von
CMV-Isolaten wurde bisher beschrieben und die Sequenz-Datenbanken enthalten ca. 60
verschiedene Hiillprotein-Sequenzen und die Sequenzen des kompletten Virusgenoms
von 15 Isolaten (ROOSSINCK 2001). Die Zuweisung zahlreicher Eigenschaften auf die
einzelnen RNAs oder bestimmte Kombinationen, wie der Induktion spezifischer Symp-
tome (RAO & FRANCKI 1982, EDWARDS et al. 1983, LAKSHMAN & GONSALVES
1985, ROOSSINCK & PALUKAITIS 1990, SHINTAKU et al. 1992, ZHANG et al.
1994, HELLWALD et al. 2000), Temperatursensitivitit (ROOSSINCK 1991), Ein-
schrinkungen des Wirtskreises (RAO & FRANCKI 1982, EDWARDS et al. 1983,
ZHANG & PALUKAITIS 1993), Aphiden-Ubertragbarkeit (ZITTER & GONSALVES
1991, LIU et al. 2002) und Satelliten-Replikation (ROOSSINCK & PALUKAITIS
1991, SLEAT et al. 1994, ROOSSINCK et al. 1997) konnten mittels Versuchen mit
Pseudorekombinanten ermittelt werden. Dabei scheinen diese spezifischen Eigenschaf-
ten sowie deren Lokalisation auf dem Virusgenom im starken Mafle anhdngig zu sein
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von dem jeweiligen CMV-Isolat und der Wirtspflanzenart. So ist z.B. die Féhigkeit von
K-CMV im Gegensatz zu U-CMV Mais zu infizieren, auf der RNA 2, die zur Induktion
lokaler Symptome an Vicia faba, auf der RNA 3 dieses Isolates festgelegt (RAO &
FRANCKI 1982). Die Fihigkeit von Fny-CMV im Gegensatz zu LS-CMV Mais zu
infizieren und systemische Symptome zu verursachen, wird der RNA 3 zugeordnet
(ZHANG & PALUKAITIS 1993), wihrend die Infektion von Lactuca saligna durch LS-
CMV mit den RNAs 2 und 3 dieses Isolates assoziiert wird (EDWARDS et al. 1983).

Es gibt sehr viele Untersuchungen iiber Auftreten, Verbreitung und Zusammensetzung
der CMV-Populationen in bestimmten Kulturen und begrenzten Regionen (BRUCKART
& LORBEER 1976, AHMAD & SCOTT 1985, HAACK & RICHTER 1987,
TOMLINSON 1987, LUIS-ARTEAGA et al. 1988, 1998, COHEN et al. 1988, FORD et
al. 1988, GREEN et al. 1988, JONES & McLEAN 1989, RIST & LORBEER 1989,
BOUHIDA & LOCKHART 1990, JONES & McKIRDY 1990, FLASINSKI ef al. 1990,
KEARNEY et al. 1990, YUDIN et al. 1990, ULLMAN et al. 1991, DANIELS &
CAMPBELL 1992, JORDA et al. 1992, CRESCENZI et al. 1993, PERRY et al. 1993,
ILARDI et al. 1995, RODRIGUEZ-ALVARADO et al. 1995, SINGH et al. 1995, HAQ
et al. 1996, ALONSO-PRADOS et al. 1998, GILLASPIE et al. 1998, VARVERI &
BOUTSIKA 1999, GARCIA-ARENAL et al. 2000, HORD et al. 2001, LIN et al. 2003).
Daraus ergeben sich unzédhlige Einzelinformationen iiber CMV-Isolate aus allen Teilen
der Welt, die aber aufgrund unterschiedlicher Isolate, Versuchsbedingungen und Metho-
den, oft nicht oder nur bedingt fiir Vergleichszwecke herangezogen werden konnen.

Dabei ist der Biotest bzw. die Erfassung virus-induzierter Symptome, in den Anfingen
der Virusforschung oft das einzige Mittel zur Identifizierung von Viruserkrankungen
(AGRIOS 1997, HULL 2002), aufgrund der zahlreichen Innovationen bzw. neuen Mog-
lichkeiten, etwas aus der Mode gekommen (ANONYMOUS 1998). Insbesondere bei ei-
ner so heterogenen Virusgruppe wie CMV sind aber genaue Analysen der virusinduzier-
ten Wirtsreaktionen unverzichtbar zur SchlieBung der immer noch betrdchtlichen Wis-
sensliicken auf dem Gebiet der Wirt-Virus-Interaktion (MARTELLI & RUSSO 1985,
PALUKAITIS et al. 1992, WATERWORTH & HADIDI 1998, ANONYMOUS 1998,
GALLITELLI 2000, ZAITLIN & PALUKAITIS 2000, HULL 2002, PALUKAITIS &
GARCIA-ARENAL 2003). Die Kombination verschiedener Methoden unter moglichst
standardisierten Bedingungen kann wichtige Informationen fiir Forschung, Diagnose,
Pflanzenziichtung und Epidemiologie liefern (ANONYMOUS 1998).

Zwar wird in einigen Untersuchungen auch eine biologische Differenzierung durchge-
fithrt. Diese beschriankt sich aber hdufig auf Wirtspflanzen-Restriktionen bzw. einge-
schrinkte lokale und/oder systemische Infektionen bestimmter Indikatorpflanzen oder
die grobe, stark verallgemeinerte Einstufung in milde, moderate und schwere Sympto-
me, ohne die Art der Wirtspflanzenbeeintrachtigung bzw. die tatsdchliche Schidigung
der infizierten Pflanzen zu beriicksichtigen. So auch in einer der bisher umfangreichsten
Untersuchungen, in der 44 CMV-Isolate aus der ganzen Welt unter dhnlichen Bedingun-
gen und zur gleichen Zeit mittels verschiedener ELISA-Verfahren, Antiseren, RT-PCR
und Biotests miteinander verglichen wurden, wobei letztere aufgrund des grofen Pro-
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benumfanges nur einmalig und an einer beschrinkten Auswahl von Indikatorpflanzen
durchgefiihrt wurden (ANONYMOUS 1998). Wie bei den meisten Untersuchungen wur-
den die Pflanzen zudem mit infiziertem Pflanzenpresssaft unbekannter Viruskonzentra-
tion inokuliert. Der Vergleich der Pathogenitdt und Virulenz verschiedener Virus-Isola-
te erfordert aber die Durchfiihrung der Versuche unter mdglichst standardisierten Be-
dingungen, d.h. auch die Verwendung von Inokula mit definierter Konzentration. Unter-
suchungen, in denen mit definiertem Inokulum gearbeitet wird, sind aufgrund des hohen
Aufwandes selten und beschrinken sich auf einige wenige Isolate und Wirtspflanzen
(ROOSSINCK & PALUKAITIS 1990, ROOSSINCK 1991, HELLWALD et al. 2000).

Ziel dieser Arbeit war daher eine umfassende vergleichende Bewertung mehrerer CMV-
Isolate beziiglich ihrer Schadwirkung und Entwicklung an verschiedenen Wirtspflanzen
unter moglichst standardisierten Bedingungen. Dazu sollte in simultanen Versuchen mit
definiertem Inokulum die Entwicklung von Wirt und Virus mittels Biotests, fein- und
ultrastrukturellen Untersuchungen sowie ELISA-Tests untersucht und auf Zusammen-
hdnge gepriift werden. Zur Interpretation der Ergebnisse wurde eine molekularbiolo-
gische Typisierung der Isolate und ein Nachweis eventuell vorhandener Satelliten-RNA
durchgefiihrt. Durch die Einbeziehung von drei bekannten und hinreichend beschrieb-
enen CMV-Isolaten in die Versuche sollte ein Vergleich der Untersuchungsergebnisse
mit fritheren Arbeiten ermdglicht werden.
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2 Material und Methoden
2.1 Versuchsorganismen
2.1.1 Pflanzenarten und Sorten

Fir die Versuche wurden CMV-empfindliche Pflanzen ausgewéhlt, die sich fiir die
Inokulationsmethode sowie die Durchfiihrung der Versuche im Gewidchshaus in einem
begrenzten Zeitrahmen eigneten. Die Auswahl der Indikator- und Vermehrungspflanzen
erfolgte sowohl unter dem Aspekt der charakteristischen Symptomauspriagung, als auch
unter dem Gesichtspunkt einer guten Replikation des Virus in den Pflanzen. Durch eine
regelmiBige Passage liber Nicotiana tabacum L. cv ,,Samsun-NN*“ oder ,,Xanthi-nc*
sollte eine mogliche Kontamination bzw. Mischinfektion mit TMV ausgeschlossen wer-
den. Folgende Pflanzenarten und Sorten wurden verwendet:

Nicotiana-Arten:  Nicotiana rustica
Nicotiana glutinosa
Nicotiana clevelandii
Nicotiana tabacum L. cv ,,Samsun-NN” !
Nicotiana tabacum L. cv ,,Xanthi-nc” !

Tomate: Lycopersicon esculentum L. Karst. ex Farw. ,,Rheinlands Ruhm”
Paprika: Capsicum annum L. var. Grossum (L.) SENDTN. ,,Yolo Wonder B”
Gurke: Cucumis sativus L. cv ,,Vorgebirgstraube“

. . 2
Cucumis sativus L. cv ,,Pasamonte*

. . 2
Cucumis sativus L. cv ,,Boston*

Cucumis sativus L. cv ,,Othello* 2

Feldsalat: Valerianella locusta ,,Verte de Cambrai‘
Valerianella locusta ,,Hollindischer Breitbléttriger”

Valerianella locusta ,,Vit” 3

! Resistenzgen gegen das Tabakmosaikvirus
* Resistenz gegen Gurkenkritze, Toleranz gegeniiber Echtem Mehltau und CMV
* Toleranz gegeniiber Falschem Mehltau

2.1.2 Virus-Isolate

Fiir die Untersuchungen wurden ausschlieBlich Isolate des Gurkenmosaikvirus (CMV)
verwendet (Tab. 1). Fiir eine bessere Ubersicht bei der Versuchsdurchfiihrung wurden
die Isolate durchnummeriert und in dieser Arbeit durchgidngig mit dieser Kennnummer
bezeichnet. Die Isolate 1, 2, 4, 5, 10 und 11 wurden nach Vorversuchen aus insgesamt
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12 dem Institut zur Verfiigung stehenden CMV-Isolaten ausgewidhlt. Als Vergleichs-
Isolate wurden zusétzlich die Isolate A, B und C bestellt.

Tab. 1: Fir die Untersuchungen verwendete CMV-Isolate mit den zu Verfiigung
stehenden Informationen.

Kenn- Ori.ginal- natiirlicher Wirt Herkunft Referenz
Nr. Bezeichnung
1 MAN n.b. Australien HAMACHER, pers. Mitt.
.. . KAPER & WATERWORTH 1973;
2 S n.b. Sldafrika KAPER & DIAZ-RUIZ 1977
4 DIV n.b. HAMACHER, pers. Mitt.
5 AS Paprika Bonn HAMACHER, pers. Mitt.
10 VKN Stiefmitterchen Bonn HAMACHER, pers. Mitt.
11 ZMA Zucchini Rheinland HAMACHER, pers. Mitt.
. TIEN et al. 1982; HELLWALD &
A K Kornblume China PALUKAITIS 1994
. ROOSSINCK & PALUKAITIS 1990;
B FNY Zucchini NY, USA PALUKAITIS et al. 1992
C Q Capsicum sp. Australien FRANCKI 1964; FRANCKI et al. 1966

n.b.: nicht bekannt

Die Isolate 5, 10 und 11 stammen aus der institutseigenen Sammlung. Die Isolate 1, 2, 4
und C wurden von der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen (DSMZ) in Braun-
schweig, die Isolate A und B von Dr. K.-H. Hellwald vom Institut fiir Pflanzenkrank-
heiten der Universitdit Hohenheim zur Verfligung gestellt. Nach einem System, welches
die CMV-Stimme zwei groen Untergruppen zuordnet (OWEN & PALUKAITIS 1988),
sind die Isolate A, B, 1 und 4 in die Untergruppe I, die Isolate 2 und C in die Unter-
gruppe II einzuordnen. Bei den restlichen Isolaten war die Untergruppenzugehdrigkeit
noch festzustellen.

2.2 Anzucht
2.2.1 Vermehrungs- und Versuchspflanzen

Die Vermehrungs- und Versuchspflanzen wurden nach Aussaat und Entfaltung der
Keimblédtter in 9 x 9 x 8§ cm Topfe mit Einheitserde (Fa. Klasmann, Geste-Gro3-Hesete)
und 2 g Plantosan/l Erde pikiert. Nur der Feldsalat wurde direkt in 7 x 7 x 6 Topfe aus-
gesdt und im Bedarfsfall spéter vereinzelt. Fiir die Diingungsversuche wurde die Erde
mit 2 oder 4 g Plantosan/l Erde vermischt. Die Anzucht der Pflanzen erfolgte im klima-
gesteuerten Gewéchshaus bei einer Temperatur von 20 + 4 °C und einer relativen Luft-
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feuchtigkeit von 60 — 70 %. Eine Zusatzbeleuchtung mit Natriumdampflampen Philips
SGR 140 (Photosynthese-Belichtung mit erh6htem Blaulicht) gewihrleistete eine Pho-
toperiode von 16 h und eine Mindestlichteinstrahlung von 300 pE/m?s™' iiber das gesam-
te Jahr hinweg.

2.2.2 Erhaltung und Vermehrung der CMV-Isolate

Die CMV-Isolate mussten zur Erhaltung in regelméifigen Abstdnden auf junge Pflanzen
iibertragen werden. Dazu wurden N. rustica, N. glutinosa, N. clevelandii, N. tabacum
»Samsun-NN“ und N. tabacum ,Xanthi-nc“ verwendet. Die beiden letzt genannten
Arten besitzen eine Resistenz gegen das Tabakmosaikvirus, womit Kontaminationen
bzw. Mischinfektionen verhindert werden sollten. Zur Sicherheit wurde zusitzlich
CMV-infiziertes Pflanzenmaterial iiber Calciumchlorid (CaCl,) getrocknet. In dieser
Form konnen kleine Mengen virushaltigen Pflanzenmaterials bei 4 °C {iiber einen
lingeren Zeitraum aufbewahrt werden, ohne das die Viren ihre Infektiositét verlieren.

Fiir die Reinigung einzelner Virus-Isolate wurden groere Mengen stark virushaltigen
Pflanzenmaterials bendtigt. Als Inokulum diente virusinfiziertes Blattmaterial von N.
tabacum ,,Samsun-NN*“. In Abhdngigkeit des jeweiligen CMV-Isolates wurden mittels
Pflanzenpresssaft 50 bis 70 Pflanzen von N. rustica, N. glutinosa oder N. tabacum
»Samsun-NN*“ inokuliert. Nach 12 — 15 Tagen konnten die jiingeren, systemisch infi-
zierten Blitter geerntet und direkt fiir die Reinigung weiterverarbeitet werden.

2.3 Inokulumgewinnung und Inokulation
2.3.1 Verwendete Puffer

Puffer A (pH 6,5 - 7):
0,5 M Natriumcitrat
5,0 mM Dinatrium EDTA
0,5 % Thioglycolsdure (unmittelbar vor Gebrauch zugeben)

Puffer B (pH 9,0):
5,0 mM Natriumborat
0,5 mM Dinatrium EDTA
2,0 % Triton-X-100

Puffer C (pH 9,0):
5,0 mM Natriumborat, pH 9,0
0,5 mM Dinatrium EDTA
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Kaliumphosphat-Puffer:
Losung A (1 M K;HPOy): 0,174 g K;HPO4 in 11 A. bidest. 16sen
Losung B (1 M KH;POy4): 0,136 g KH,PO4 in 1 1 A. bidest. 16sen
612 ml Losung A und 388 ml Losung B miteinander mischen, pH 7,0

2.3.2 Virusreinigung

Es wurde eine partielle Reinigung ohne Dialyse, modifiziert nach SCOTT (1963),
durchgefiihrt. Dabei sollten durch eine Reihe differentieller Zenrifugationszyklen eine
weitest gehende Trennung der Viruspartikel von den Bestandteilen der Wirtspflanzen
stattfinden. Die Zentrifugationen bei 6000 bis 10000 rpm erfolgten mit einer Labor-
zentrifuge (Beckmann Avanti '™ J-25, Rotor-Typ Ja 14, Fa. Beckmann, Miinchen), die
Zentrifugation bei 40000 rpm mit einer Ultrazentrifuge (Beckmann L 7, Rotor-Typ 45
Ti, Fa. Beckmann). Um ein optimales Reinigungsergebnis zu erzielen, wurden alle
Arbeitsgdnge bei 4 °C durchgefiihrt. Alle verwendeten Fliissigkeiten, Chemikalien und
Arbeitsgerite, einschlieBlich der Zentrifugenrotoren und —becher, wurden vorgekiihlt.
Zudem waren alle Utensilien zu autoklavieren oder mit Ethanol (75 %) zu desinfizieren.

2.3.2.1 Durchfithrung der Reinigung

Zur Extraktion der Viren aus den Pflanzenzellen wurde das infizierte Blattmaterial mit
Puffer A und Chloroform im Verhédltnis 1:1:1 (w/v/v) im Glashomogenisator (Fa.
Milian SA, Genf) 30 sec niedertourig und 30 Sec hochtourig homogenisiert. Nach
Abwiegen und Austarieren des Homogenats in Zentrifugenbecher folgte eine
1 Iminiitige Zentrifugation bei 10000 rpm und 4 °C. Die waéssrige Phase wurde
vorsichtig dekantiert und durch eine doppelte Mulltuchlage gefiltert. In Abhingigkeit
von dem zu reinigenden CMV-Isolat musste dieser Schritt nach erneutem Waschen des
Riickstandes mit Puffer A ein bis zweimal wiederholt werden, um die teilweise in
grofBen Mengen in der organischen Phase verbliebenen Viruspartikel zu extrahieren.

Der aufgefangene Uberstand war in Ultrazentrifugenbechern auszutarieren und 90 min
bei 40000 rpm und 4 °C zu zentrifugieren. Das virushaltige Sediment konnte, nach Ver-
werfen des Uberstandes, mit 5 — 10 ml Puffer B iiberschichtet und iiber Nacht zur Re-
suspendierung bei 4 °C aufbewahrt werden. Die klare Suspension wurde bei 6000 rpm
und 4 °C fiir 11 min zentrifugiert. Nach Austarierung des Uberstandes in Ultrazentrifu-
genréhrchen und Unterschichtung mit jeweils 10 ml einer 10 %igen Saccharoseldsung
erfolgte eine erneute Zentrifugation fiir 90 min bei 40000 rpm und 4 °C. Das ver-
bleibende Virussediment wurde mit 1 — 2 ml Puffer C resuspendiert und zu gleichen
Teilen mit Glycerin versetzt. Durch die Zugabe von Glycerin konnte die Virussus-
pension iiber ldngere Zeit bei —20 °C aufbewahrt werden, ohne an Infektiositit zu
verlieren (HELLWALD, pers. Mitt.).
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Da bei einigen Isolaten zunédchst nur sehr unbefriedigende Reinigungsergebnisse erzielt
werden konnten, wurden die zu verwerfenden Ldsungen oder Sedimente in einigen
Fillen aufbewahrt und im Elektronenmikroskop sowie durch Abstreichen auf
Testpflanzen auf ihren Virusgehalt untersucht. Dadurch war es mdglich, den Verlauf
der Reinigung zu iiberpriifen, bzw. die Hohe der Virusverluste bei den einzelnen
Reinigungsschritten zu erfassen. Durch einige Modifikationen, wie minimale Anderun-
gen der Zentrifugationszeiten oder die Wiederholung eines Arbeitsschrittes, konnte
darauthin eine wesentliche Verbesserung des Reinigungsergebnisses erzielt werden
(siehe Kap. 3.4.1).

2.3.2.2 Messung der Viruskonzentration und -qualitit

Zur Konzentrationsbestimmung wurden 10 pl der gereinigten Virussuspension, vor der
Zugabe von Glycerin, mit 990 pl Puffer C vermischt. Die anschlieBende Messung der
Verdiinnung erfolgte in einem Spektrometer (UVIKON 933 Double Beam UV/VIS, Fa.
Kontron Instruments, UK) jeweils bei 260 und 280 nm in Quarzkiivetten 110 QS 10 nm
(Fa. Hellma, Miillheim). Die Messung wurde 5 mal wiederholt und die Werte gemittelt.
Bei Gurkenmosaikviren entspricht eine Konzentration von 1 mg Virus/ml einer Optisch-
en Dichte ODj60 = 5,0 bzw. ein Absorptionsindex von CMV bei 260 nm (CMV A0 nm)
von 5,0 entspricht 1 mg Virus/ml (FRANCKI et al. 1966). Durch die Division der Mess-
werte mit dem Wert ,,5,0“, konnte der Virusgehalt der gemessenen Suspension ermittelt
werden. Als Reinheitskontrolle diente der Quotient CMV A0 n/CMV Azgo nm, wWel-
cher bei vollstindig gereinigtem CMV dem Wert 1,7 entsprechen muss (BRUNT et al.
1997).

Die Suspensionen wurden nach der Messung aufgefangen und zur Uberpriifung des
Reinigungsergebnisses verwendet. Durch die Anfertigung von Tropfenpridparaten
konnte elektronenmikroskopisch der Zustand der Viruspartikel sowie die Reinheit der
Suspension untersucht werden. Zur Priifung der Infektiositit mussten Teile der
Suspensionen auf Pflanzen abgestrichen werden. Dazu wurden wiederum Nicotiana-
Arten verwendet, wobei je nach Isolat diejenigen Pflanzen gewidhlt wurden, die nach
Infektion {iblicherweise deutliche Symptome zeigten. Des weiteren erfolgte eine
serologische Untersuchung der gereinigten Isolate mittels ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) zur Feststellung der Ubereinstimmung der photometrisch
gemessenen Viruskonzentrationen und der serologischen Nachweisempfindlichkeit.

2.3.3 Inokulation
2.3.3.1 Pflanzenpresssaft
Fiir die Virusvermehrung und —erhaltung sowie die Vorversuche dienten junge, symp-

tomtragende Pflanzenblitter als Inokulum. Bei den Inokulationen mit Pflanzenpresssaft
wurde virushaltiges Blattmaterial in einem Morser mit 0,01 M Kaliumphosphatpuffer
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(pH 7,0) homogenisiert und, nach Zugabe von Celite als Schleifmittel, mit dem Pinsel
auf die Blitter der gesunden Pflanzen (3 — 4 Blattstadium) aufgetragen. AnschlieBend
waren die inokulierten Blitter mit Wasser abzuspiilen, um mdgliche Celite-Riickstdnde
zu entfernen und die Wundheilung zu beschleunigen. Alle Gerdte wurden vor Gebrauch
autoklaviert.

2.3.3.2 Gereinigte Virussuspension

Fiir die Untersuchungen der Wirt—Virus—Interaktionen musste gereinigte Virussus-
pension zur Inokulation verwendet werden, um das Aufbringen einer definierten Virus-
menge auf die Versuchspflanzen zu erméglichen. In diesem Fall war die Menge bzw.
das Volumen des verfiigbaren Inokulums beschrinkt, was eine Abénderung der Inokula-
tionsmethode erforderlich machte.

Neben der Inokulation mit einem Isolat, wurden auch Mischinokulationen mit jeweils
zwei verschiedenen Isolaten durchgefiihrt, um eventuelle Wechselwirkungen feststellen
zu konnen. Dabei sollte tiberpriift werden, ob die Kombination zweier Isolate eine sig-
nifikant schwichere oder stirkere Pflanzenreaktion hervorrief als die beiden entsprech-
enden Isolate, wenn sie einzeln inokuliert wurden.

Nach dem Bestduben der Pflanzen mit Celite wurden 10 pl, bei den Mischinfektionen je
5 pl, der Virussuspension auf die beiden Keimblitter oder die ersten beiden Laub-
blattchen aufgetragen und im Anschluss mit einem abgeflachten Glasstab auf der Blatt-
oberfldche verteilt. Danach erfolgte ebenfalls das Abspiilen der Blédtter mit Wasser. Der
Glasstab musste nach jedem Inokulationsvorgang durch Eintauchen in Ethanol (96 %)
und anschlieBendes Abflimmen desinfiziert werden. Aus dem bei —20 °C gelagerten
Virus-Glycerin-Gemisch konnten kurz vor der Inokulation durch Zugabe von
Kaliumphosphatpuffer die bendtigten Inokulumdichten hergestellt werden. Inokuliert
wurde je nach Versuchsfrage mit 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 und 0,00001 mg Virus/ml.

2.4 Erfassung der Wirtspflanzenbeeintrichtigung

Um einen Vergleich der Isolate zu ermdglichen, mussten die Versuche unter moglichst
standardisierten Bedingungen durchgefiihrt werden. Daher wurden die Pflanzen eines
Versuches alle von einer Person und zur gleichen Zeit inokuliert und ausgewertet. Die
Versuchspflanzen standen von der Aussaat bis zum Abschluss der Versuche in einem
klimagesteuerten Gewidchshaus. Der Auswertungszeitraum orientierte sich an der
Entwicklungsdauer der verschiedenen Wirtspflanzen. So konnten z.B. die Versuche mit
Tomatenpflanzen in der Regel schon 40 Tage nach Inokulation abgebrochen werden,
wihrend sich eine Auswertung der Paprikapflanzen vor dem 50. Tag als nicht sinnvoll
erwies. Teilweise wurde an mehreren Terminen bonitiert, um den Verlauf der Krankheit
verfolgen zu koénnen.
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2.4.1 Auspriagung der Symptome

Die durch die CMV-Infektion an den Wirtspflanzen ausgeldsten Symptome wurden vi-
suell erfasst und mit einer Canon EOS 500 unter Tageslichtbeleuchtung photographisch
dokumentiert. Lokale und systemische Symptome waren getrennt zu bonitieren. Bei der
Auswertung der lokalen Symptome wurde neben der Art, die Anzahl sowie der
Zeitpunkt des ersten Auftretens der Lokalldsionen festgehalten. Die systemischen
Symptome wurden je nach Ausprdgung bzw. Schwere der Pflanzenreaktion nach einem
Schema von 0 — 10 (in ganzen Schritten) bewertet. Bei einem Boniturwert von 0 konn-
ten keine Verdnderungen im Vergleich zu den nichtinokulierten Pflanzen festgestellt
werden. Der Boniturwert 10 wurde bei Welke und Absterbeerscheinungen vergeben
bzw. wenn so starke Schidden auftraten, dass eine Erholung vdllig auszuschlielen war.

Aufgrund der groBen Unterschiede in Symptomauspridgung und Krankheitsverlauf
musste fiir jede Versuchspflanzenart, nach Beobachtung und Analyse der auftretenden
Symptome, ein individuelles Boniturschema erarbeitet werden. Eine detaillierte Be-
schreibung der Boniturwerte ist daher den entsprechenden Kapiteln zur Symptomaus-
pragung im Ergebnisteil zu entnehmen. Wihrend bei Nicotiana spp., Tomate und Pap-
rika der Gesamteindruck der Pflanzen beurteilt wurde, musste bei den Gurkenpflanzen
jedes Blatt einzeln bonitiert werden.

2.4.2 Entwicklung der Pflanzen
2.4.2.1 Vegetatives und generatives Wachstum

Als Parameter fiir das vegetative Wachstum der Pflanzen diente bei den Tomaten und
Paprika die Lidnge in cm von der Stdngelbasis bis zur Triebspitze. Bei den Gurken
wurde stattdessen die Anzahl der Blitter pro Pflanze bestimmt. Zusétzlich wurde bei
Gurke, Nicotiana spp. und Feldsalat die Biomasse bestimmt. Dazu waren die Pflanzen
direkt tiber der Erde abzuschneiden, zur Bestimmung des Frischgewichtes zu wiegen
und anschlieBend in Papiertiiten je nach Menge und Feuchtigkeit 1 - 7 Tage bei 80 °C
zu trocknen. Nach der Trocknung konnte durch erneutes Wiegen die Trockenmasse
bestimmt werden. Zur Bestimmung des Einflusses der CMV-Infektion auf die
Fruchtbildung wurden bei den Versuchen mit Paprika 84 Tage nach Inokulation die
Friichte jeder Pflanze geerntet und einzeln gewogen. Friichte mit einem Gewicht unter
1 g wurden nicht beriicksichtigt.

2.4.2.2 Chlorophyllgehalt

Der Einfluss der CMV-Isolate auf den Chlorophyllgehalt der infizierten Pflanzen wurde
bei den Versuchen mit Tomaten, Paprika und Feldsalat durch Messungen mit einem
Chlorophyll-Meter (SPAD-502, Minolta, Langenhagen) untersucht. Pro Versuchspflan-
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ze wurden an den jungen, systemisch infizierten Bléttern jeweils 10 Messungen durch-
gefiihrt und daraus der Mittelwert gebildet.

2.5 ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)

Als serologische Nachweisverfahren wurden ein direkter DAS-ELISA (Double
Antibody Sandwich) nach CASPER & MEYER (1981) und ein indirekter TAS-ELISA
(Triple Antibody Sandwich), modifiziert nach KOENIG & PAUL (1982), durchgefiihrt.
Die ELISA-Varianten dienten zur Untersuchung des Einflusses der Wirtspflanzen auf
die Vermehrung der CMV-Isolate bzw. des Zusammenhanges zwischen Pflanzenreak-
tion und Befall sowie der Uberpriifung der gereinigten Virussuspensionen.

2.5.1 Verwendete Puffer und Léosungen

PBS-Stammldsung. (10fach):
80 g NaCl
2 ¢ KH,PO4
29 g Na;HPOy4
2 g KCL
mit A. bidest. auf 1 | auffiillen, pH 7,4

Waschpuffer:
PBS/2
0,05 % Tween 20, pH 7,4

Beschichtungspuffer:
1,59 g Na,CO;
2,93 g NaHCO;
mit A. bidest. auf 1 1 auffiillen, pH 9,6

Blockierungspuffer:
2 % Magermilch in PBS/2 und 1 - 2 Tropfen Tween 20
(Magermilchpulver bei 37 °C auflosen)

Konjugatpuffer:
PBS, pH 7,4
2 % PVP (Polyvinylpyrrolidon) 15.000 — 30.000 MG
2 % BSA (Rinderserumalbumin, IgG-frei)
0.05 % Tween 20

Extraktionspuffer fiir Tomate, Gurke, Nicotiana spp. und Feldsalat:
sieche Konjugatpuffer
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Extraktionspuffer fiir Paprika:
0,1 M Tris-HCL-Puffer, pH 8,6
0,2 % PVP (Polyvinylpyrrolidon) 15.000 — 30.000 MG
0,4 % BSA (Rinderserumalbumin, IgG-frei)
0,1 % Tween 20

Substratpuffer:
97 ml Diethanolamin
800 ml A.bidest., pH 9,8

Substratlosung:
1 mg/ml p-Nitrophenylphosphat in Substratpuffer

Die pH-Werte waren mit 1 M HCI oder 1 M NaOH einzustellen. Die Puffer wurden
kurzfristig bei 4 °C gelagert oder vor Gebrauch frisch angesetzt, wodurch auf den Zu-
satz von Natriumazid (NaNj3), zur Verhinderung von pilzlichen oder bakteriellen Konta-
minationen, verzichtet werden konnte.

2.5.2 Probenahme und Belegung

Bei der Probenahme fiir die Testung der Versuchspflanzen wurden 4 - 5 Stiickchen der
oberen systemisch infizierten Bldtter entnommen, gewogen und direkt in verschweil3-
baren Extraktionsbeuteln (Universalbeutel mit Filterfolie, Fa. Bioreba, Reinach) im
Verhiltnis 1:5 (w/v) in Extraktionspuffer mit einem Handhomogenisator (Fa. Bioreba)
homogenisiert. Mit Ausnahme einiger Versuche mit Gurkenpflanzen wurde zur Be-
grenzung des Probenumfanges nicht jede Pflanze einzeln getestet, sondern eine Misch-
probe von allen Versuchspflanzen einer Variante zusammengestellt.

Zur Bestimmung des optimalen Probenpuffers wurde, wenn nicht bekannt, der pH-Wert
des Pflanzenpresssaftes der jeweiligen Versuchspflanzen bestimmt. Bei Pflanzen mit
sehr niedrigen pH-Wert wie Paprika (pH 5,8) erfolgte die Extraktion in einem Puffer
mit pH 8,6, bei den Pflanzen mit einem pH-Wert um 7 in einem Puffer mit pH 7,4. Fiir
die Untersuchungen mit gereinigten Virussuspensionen mussten nur die zu testenden
Inokulumdichten durch Zugabe von Puffer C hergestellt werden.

Die fiir den ELISA verwendeten Polystyrol-Mikrotiterplatten (Nunc-PolySorp™™, Fa.
NUNC™, Wiesbaden) wurden mit je 100 pl der entsprechenden Suspension gefiillt. Um
unerwinschte Randeffekte zu vermeiden, waren die Randkavernen ausschlieflich mit
Puffer zu fiillen. In den verbliebenen 60 Kavernen pro Platte, konnten, mit jeweils einer
Wiederholung, 29 Proben sowie eine Probenpufferkontrolle aufgetragen werden. Bei
der Untersuchung von Pflanzenpresssidften wurden zudem Homogenate der entsprechen-
den nicht infizierten Versuchspflanzen als Negativ- oder Gesundkontrolle zur Feststel-
lung unspezifischer Reaktionen von Pflanzenproteinen mit dem verwendeten Antiserum
getestet.
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Jede Platte war in der Regel mindestens zweimal mit unterschiedlichen Verdiinnungs-
stufen der Antikorper bei Beschichtung und Konjugatzugabe anzulegen. Die Antikorper
wurden 1:500 und 1:1000, in einigen Fillen zusétzlich 1:1500, in Beschichtungs- bzw.
Konjugatpuffer verdiinnt, um eine optimale Kombination mit hohem positiven Farbwert
bei gleichzeitig niedrigem unspezifischen Wert zu erreichen. Bei einer zu hoch
gewdhlten Antikorperkonzentration bei der Beschichtung tritt eine Hemmung der homo-
logen Reaktion und eine Forderung der unspezifischen Mitreaktion ein (CLARK und
ADAMS 1977).

2.5.3 Durchfiihrung eines direkten DAS-ELISA

Die hochgestellten Zahlen ! =%

ELISA in Abbildung 1.

verweisen auf die schematische Darstellung eines DAS-

Beschichtung (Anlagerung der Antikérper™ an die Unterlage'”): Belegung mit
polyklonalen Antikorpern (CMV IgG*) in Beschichtungs-Puffer und anschlieBender
Inkubation fiir 4 h bei 37 °C.

Probenzugabe (Andocken des Antigens® bzw. der Viruspartikel an die kompatiblen
Antikorper): Nach Zugabe der im Verhéltnis 1:5 (w/v) in Probenpuffer homogenisierten

Proben waren die Platten bei 4 °C iiber Nacht zu inkubieren.

Konjugatzugabe (Bindung der enzymgekoppelten Antikoérper'” an die Viruspartikel):

Auftragen der an alkalische Phosphatase gekoppelten Antikérper (CMV IgG AP-Konju-
gat*) in Konjugatpuffer und Inkubation fiir 4 h bei 37 °C. Waren keine Viren in den
Proben enthalten, wurden die konjugierten Antikdrper beim nachfolgenden Waschvor-
gang wieder aus den Kavernen gespiilt, deren Winde bereits mit Beschichtungs-
Antikorpern belegt waren.

Substratzugabe: Enzymatische Spaltung® des farblosen Substrates (1 mg/ml p-Nitro-
phenylphosphat in Substratpuffer) in Phosphorsdure und gelbes Nitrophenol. Inkubation
bei Raumtemperatur und Messung der entstehenden Gelbfirbung zu unterschiedlichen
Zeitpunkten.

* Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen (DSMZ), Braunschweig

Nach jedem Schritt erfolgte das Waschen der Platten in einem Plattenwaschgeridt mit
einem Waschkopf fiir 96 Kavernen (Tecan 96, Fa. TECAN, Crailsheim), um nicht
gebundene Substanzen zu entfernen. Bei einem Waschvorgang wurde dreimal mit je 300
ul Waschpuffer und einer Einwirkungszeit von 10 Sec gespiilt. Waiahrend der
Inkubationszeiten sollten die Platten eingetiitet werden, um ein Austrocknen zu
verhindern
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2.5.4 Durchfiihrung eines indirekten TAS-ELISA

Die hochgestellten Zahlen ' ~® verweisen auf die schematische Darstellung eines TAS-
ELISA in Abbildung 1.

Beschichtung, Proben- und Substratzugabe erfolgte wie bei der Durchfithrung des DAS-
ELISA (siehe Kap. 2.5.3). Zusétzlich wurden nach der Beschichtung durch die Zugabe
von 2 %iger Magermilchlésung (Inkubation 30 min bei 37 °C) eventuell noch freie
Stellen an den Kavernenwinden belegt bzw. blockiert ?). Bei dem Schritt der Konjugat-
zugabe wurden zunichst monoklonale Maus-Antikérper® (MAB, aus Kulturiiberstand*)
1:50 und 1:100 (v/v) in Konjugatpuffer aufgetragen. Nach 4 h Inkubation bei 37 °C und
Waschen der Platten wurden die Kavernen mit einem polyklonalen Antikérper® (RAM
a.P., Rabbit Anti Mouse, Fa. DAKO Diagnostika, Hamburg) 1:1000 (v/v) in Konjugat-
Puffer belegt und ebenfalls 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach dem Waschvorgang und dem
Auftragen des Substrates erfolgte wiederum die Messung zu unterschiedlichen Zeit-
punkten nach Inkubation bei Raumtemperatur.

* Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen (DSMZ), Braunschweig

— DAS-ELISA
P-Nitrophenylphosphat
8 1: Unterlage (Kavernenwand)
3 7
/ > a.P. 2: Milcheiweil (Kasein)
3: Antikérper
Phosphorséure
+ 4: Antigen (Viruspartikel)
L Nitrophenol
5: Monoklonaler Maus-Antikérper
1 (MAB)

TAS-ELISA 6: enzymgekoppelte Antikérper
P-Nitrophenylphosphat (RAM a.P., rabbit-anti-
mouse)

8: enzymatische

Substratumzetzung
Phosphorsaure

3 5 / 7: enzymgekoppelte Antikdrper
/ \

Nltrophenol

Abb. 1: Schematische Darstellung des direkten DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich) und indirekten TAS-ELISA (Triple Antibody Sandwich).

2.5.5 Auswertung

Nach Auftragen des Substrates erfolgte die Auswertung der Gelbfarbungsintensitdt mit
einem SLT 400 AT ELISA-Reader (SLT, Crailsheim). Anzahl und Zeitpunkte der Mes-
sungen orientierten sich an der Geschwindigkeit der Substratumsetzung. Die Messungen



Material und Methoden 17

der Platten erfolgte in der Regel bei einem DAS-ELISA nach 10, 30, 60, 90, 120 min
sowie 5 h, bei einem TAS-ELISA nach 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120 min sowie 3 h
nach Auftragen des Substrates und Inkubation bei Raumtemperatur. Dabei wurde ein
Lichtstrahl mit 405 nm Wellenlédnge durch jede der Kavernen geschickt und die Absorp-
tion durch das Substrat gemessen. Ein hoher Extinktionswert entsprach einer starken
Gelbfarbung und damit einer hohen Viruskonzentration in der entsprechenden Kaverne.
Bei einem Referenzfilter von 620 nm wurde die Absorption der Polystyrol-Platten ge-
messen und automatisch von den Messwerten abgezogen. Aus den bereinigten Messwer-
ten konnte fiir jede Probe ein Mittelwert gebildet werden. Bei der Auswertung der
Daten wurden bei den gereinigten Virussuspensionen die Extinktionswerte der Puffer-
kontrolle, bei den zu testenden Pflanzenpresssdften die Extinktionswerte der Gesund-
kontrolle von denen der Proben abgezogen.

2.6 Molekularbiologische Untersuchungen

Fiir die Isolierung der RNA aus pflanzlichem Gewebe wurden Proben systemisch
infizierter Tabakblitter (N. tabacum ,Samsun-NN“, N. tabacum , Turkish Samsun®)
10 — 14 Tage nach Inokulation mit den CMV-Isolaten verwendet. Die RT-PCRs mit
Untergruppen-spezifischen Primerkombinationen sowie mit generellen CMV-Hiillpro-
tein Primern und anschlieBender Restriktion dienten zur Typisierung der verwendeten
Isolate. Eine weitere RT-PCR wurde zum Nachweis von CMV-Satelliten-RNA durchge-
fithrt. Mittels Isolierung und Darstellung von dsRNA konnte die Replikationssituation
der infizierten Pflanzen erfasst werden. Mit dieser Methode konnen alle fir CMV
typischen drei genomischen RNAs 1, 2 und 3 sowie die subgenomische RNA 4 sichtbar
gemacht werden und auch die dsRNAs der viralen Satelliten sind als kleinere Molekiile
gut in der Elektrophorese darstellbar (WINTER, pers. Mitt.).

Die RT-PCR mit Untergruppen-spezifischen Primern wurde am Institut fiir Pflanzen-
krankheiten der Universitdit Hohenheim unter Leitung von Herrn Dr. K.-H. Hellwald,
alle weiteren Untersuchungen unter Leitung von Herrn Dr. S. Winter an der BBA
(Braunschweig) durchgefiihrt. Alle bendtigten Utensilien und Reagenzien wurden
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. Da sich die Protokolle zur Gesamt-RNA
Extraktion, Reverser Transkription, PCR und Gel-Elektrophorese jeweils sehr dhnelten,
wurden sie hier allgemein beschrieben und auf Unterschiede hingewiesen.

2.6.1 Extraktion der Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe

Die Gesamt-RNA aus pflanzlichem Gewebe als Templates fiir die RT-PCRs wurde nach
einer leicht modifizierten Methode von CHOMCZYNSKI & SACCHI (1987) extrahiert.
Dazu mufiten 200 mg Pflanzenmaterial in fliissigem Stickstoff eingefroren und mit ca.
2 ml Guanidium-Extraktionspuffer (4 M Guanidiumthiocyanat, 25 mM Natruimcitrat
pH 7,0, (20 mM EDTA), 0,5 % (w/v) N-Laurylsarcosin, 0,1 M 2-Mercaptoethanol, 1 %
(w/v) losliches Polyvinylpyrrolidon (PVP)) homogenisiert werden. Jeweils 400 ul des
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Homogenats wurden in 1,5 ml Eppendorfgefdfle liberfithrt, mit dem gleichen Volumen
Phenol/Chloroform (dquilibriert in 1 M Na-Acetat pH 4,5) versetzt, 20 sec gut geschiit-
telt (vortexen) und fiir 5 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation zur Pha-
sentrennung fiir 10 min bei 10000 rpm (Centrifuge Eppendorf 5417R, Miinchen) konnte
die RNA-haltige wissrige Phase in sterile Eppendorfgefédfle iiberfiihrt und zur Féllung
der RNA auf 0,3 M Na-Acetat und 2,5 Vol% Ethanol (2,5-faches Volumen Ethanol,ys,
0,1-faches Volumen 3 M Na-Acetat pH 5,3) eingestellt werden. Danach wurde die RNA
30 min auf Eis prazipitiert und 20 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Die Nukleinsdure-
pellets wurden in 70 % Ethanol gewaschen, in einer Vakuumzentrifuge (Vacuum
Concentrator, Bachofer, Reutlingen) getrocknet und in 50 pl sterilem Wasser resuspen-
diert. Von der extrahierten RNA konnten jeweils 1 — 2 ul als Template fiir die RT-PCR
eingesetzt werden.

In Hohenheim wurden die Proben in RNA-Extraktionspuffer (50 mM Tris pH 8,0,
10 mM EDTA, 2 % SDS (Sodiumdodecylsulfat)) homogenisiert, der Suspension zur
Trennung der RNA von Proteinen und DNA das gleiche Volumen Phenol/Chloroform
1:1 (v/v) zugegeben und anschlieBend fiir 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Die
wéssrige Phase war jeweils abzunehmen und der Vorgang noch zweimal zu wieder-
hohlen. Zur Fillung der RNA wurde die Suspension mit dem 5-fachen Volumen Ethanol
(95%) und 1 Volumen 5 M Ammoniumacetat versetzt und iiber Nacht bei —80 °C
gefillt.

2.6.2 Priparation von doppelstringiger RNA aus pflanzlichem Gewebe

Die Isolierung und Analyse der dsRNAs wurde an der BBA in Braunschweig nach einer
vereinfachten Methode von VALVERDE et al. (1986), basierend auf den Methoden von
MORRIS & DODDS (1979) und JORDAN et al. (1983), durchgefiihrt. Die Methode
basiert auf dem Prinzip einer unterschiedlichen Affinitdt von DNA, RNA, Proteinen
bzw. ssRNA und dsRNA an einen Anionenaustauscher in Abhédngigkeit von pH-Wert
und Ionenstirke des Puffers. In diesem Fall wurde als Anionenaustauscher Cellulose
CF-11 (Whatmann, Clifton, New Jersey, USA) verwendet, an die bei einem Gehalt des
Puffers von 16 Vol% Ethanol nur die dsSRNA bindet (WINTER, pers. Mitt.).

Zur Extraktion der RNA wurden 20 — 30 g systemisch infiziertes Blattmaterial in STE
2x (0,1 M Tris-Cl, 2 mM EDTA, 0,2 M NaCl pH 6,84), 2 % Mercaptoethanol, 1 % SDS
(Sodiumdodecylsulfat) und 2 Vol Phenol/Chloroform 1:1 (v/w) homogenisiert und fiir
30 min bei Raumtemperatur geschiittelt und geriihrt. Danach wurde zur Phasentrennung
fiir 20 min zentrifugiert, die wassrige Phase dekantiert, mit Ethanol,,s auf 16 % Ethanol
eingestellt, mit ca. 2 g Cellulose CF-11 versetzt und zur Bindung der dsRNA an die
Cellulose fiir 1 h bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach einer Zentrifugation von 2 min
bei 4000 rpm wurde die Fliissigkeit entfernt, ca. 25 ml STE16 (STE, 16 % Ethanol
(v/v)) zugegeben und gut gemischt. Dieser Vorgang wurde 2 — 3 mal wiederholt, das
Material in Sdulen gefiillt und erneut mit 100 ml STE16 gewaschen. Danach wurden die
Sdulen getrocknet, diec dSRNA mit 4 mal 6 ml STE eluiert, noch mal in die Séulen
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gegeben mit 100 ml STE16 gewaschen, getrocknet und mit 3 mal 4 ml STE eluiert. Die
RNA wurde wie in 2.6.1 beschrieben gefillt, gewaschen und resuspendiert. Zur
Auswertung wurde die préparierte dsSRNA auf einem 1,2 %igen Agarosegel bei 75 V fiir
ca. 1 h elektrophoretisch getrennt.

2.6.3 Reverse Transkriptions-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR)
2.6.3.1 PCR-Primer

Fiir jedes zu amplifizierende Fragment wurden jeweils ein ,,downstream®“-Primer (-), der
zum 3’-Ende komplementire (anti-sense) Primer fiir die cDNA-Synthese, und ein
Lupstream“-Primer, der zum 5’-Ende komplementire (sense) Primer, verwendet
(Tab. 2). Die Hiillprotein-Primer 3’CP (-) und 5’CP (+) basieren auf CMV-Q RNA3 und
amplifizieren ein 870 bp Fragment aller CMV-Isolate, welches durch den anschlieB3-
enden Verdau mit dem Restriktionsenzym Mspl in fiir die Isolate der Untergruppe I und
IT spezifische Fragmente geschnitten werden kann (RIZOS et al. 1992). Die Primer
LS2.2(-) und LS 0.8 (+), basierend auf einer Sequenz von CMV-LS RNA 2
(ANONYMOUS 1998), und FNY 1.8 (-), basierend auf einer Sequenz von CMV-FNY
RNA 2 (K.-H. HELLWALD, pers. Mitt), wurden in einer Multiplex-PCR eingesetzt,
wobei LS 2.2 (-)/LS 0.8 (+) ein Fragment von ca. 1400 bp der Isolate aus Untergruppe
IT und LS 2.2 (-)/FNY 1.8 (-) ein Fragment von ca. 400 bp der Isolate aus Untergruppe I
amplifizieren (HELLWALD, pers. Mitt.). Die Primer CMVsat53S und CMVsat256C
zum generellen Nachweis von CMV Satelliten-RNA amplifizieren ein Fragment von ca.
280 bp (WINTER, pers. Mitt.).

Tab. 2: Fir RT-PCR verwendete Primer.

Primer (Polaritdt) =~ Sequenz Position Referenz

3'CP(-) 5'-“GGCGAATTCGAGCTCGCCGTAAGCTGGATGGAC-3 RNA 3 RIZOS et al. 1992

5'CP (+) 5-CTCGAATTCGGATCCGCTTCTCCGCGAG-3*

LS 2.2 (-) 5-AGTTAGCGGTGTACTTCTTA-3 RNA 2 REZAIAN et al. 1984;
ANONYMOUS 1998

LS 0.8 (+) 5-TTCTTATTCAAAGACCGAGG-3'

FNY 1.8 (+) 5.CACCGACCAATTCGAAAAGC-3' RNA 2 :Egﬂ%‘&gﬁ%g’"“”

CMVsat53S 5-TCACTCGGCGGTGTGGGTTA-3" Sat- WINTER, pers. Mitt.

CMVsat256C 5-TTTTAGCCTCTCCCTGCGTG-3' KA

2.6.3.2 Reverse Transkription (RT)

Nach Standardprotokoll fiir die Erststrang-cDNA-Synthese der Firma Roche (Mann-
heim) wurde zur Herstellung einer komplementiren ¢cDNA ein Mix von 5 ul der
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Gesamt-RNA (ca. 1 pg/pl), 2,5 pl ,,downstream®-Primer (1 pg/pl) und 2,5 pl A.bidest
fiir 2 min bei 70 — 80 °C inkubiert und dann zur Hybridisierung des Primer auf Eis
abgekiihlt. Davon wurden 2 pl mit 4 pl 5x Reverse Transkriptase Puffer, 4 pul dNTPs
(2,5 mM), 1 pl Dithiothreitol (0,1 M DTT), 0,5 pl RNasin (RNase-Inhibitor), 0,25 pl
MMLV-Reverse Transkriptase (50 u/pl) mit A.bidest auf 20 pl aufgefiillt und fiir 60 -
90 min bei 37 °C zur cDNA Synthese inkubiert.

2.6.3.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Fiir die PCR wurden jeweils 1 pl der cDNA mit 5 pul 10x Reaktions-Puffer, 2,5 ul
MgCl,, 0,5 ul Taqg-Polymerase (5 u/pl), 2,5 pl ,,upstream“-Primer (bei Multiplex-PCR
jeweils 2,5 pl der beiden Primer) vermischt, mit A.bidest auf 50 pl eingestellt und in
einen Thermocycler (MJ Research Inc., Watertown, Massachusetts, USA) gegeben, der
die einzelnen Reaktionsschritte {iiber die Temperatur reguliert. Die genauen
Bedingungen der sich wiederholenden Amplifikations-Zyklen, bestehend aus Denatu-
rierung, Hybridisierung der Primer (Annealing) und Verlingerung der Primer
(Elongation) sind in Tabelle 3 aufgefiihrt. Vor Beginn der Zyklen erfolgte eine initiale
Denaturierung fiir 5 min bei 94 — 95 °C. Nach einer finalen Elongation fiir 5 min bei
72 °C zum Abschluss der PCR wurden die Proben auf 4 °C runtergekiihlt.

Im AnschluBB an die RT-PCR mit den generellen CMV-Primern (5’CP/3°CP) wurde ein
Verdau mit dem Restriktionsenzym Mspl durchgefiihrt. Durch den Mspl-Verdau des
amplifizierten Fragmentes enstehen spezifische Restriktionsmuster fiir CMV-Isolate der
Untergruppe I mit zwei Fragmenten von ca. 540 und 340 bp und der Untergruppe II mit
vier Fragmenten von ca. 250, 200, 160 und 130 bp (RIZOS et al. 1992).

Tab. 3: Zur Amplifikation der cDNA angewendete PCR-Bedingungen.

Primer-Kombination Zyklen Denaturierung Annealing Elongation

5°CP/3'CP 40 94 °C, 30 sec 50 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec
LS2.2/LS 0.8/FNY 1.8 30 95 °C, 30 sec 54 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec
CMVsat53S / CMVsat256C 40 94 °C, 30 sec 58 °C, 30 sec 72 °C, 30 sec

2.6.3.4 Gel-Elektrophorese

Zum Nachweis der PCR-Produkte wurde ein 1 — 2 %iges Agarosegel gegossen (1 %ig:
1 g Agarose auf 100 ml 1x TAE-Puffer (TAE 50x: 242 g Tris-Base, 57,1 ml Essigséure,
100 ml 0,5 M EDTA pH 8,0 mit 1000 ml A. bidest auffiillen)) und in eine mit TAE-
Puffer gefiillte Kammer plaziert. Jeweils 5 pl der PCR-Produkte wurde mit 5 pl Stop-
Losung (Bromphenolblau) vermischt und auf das Gel aufgetragen. Als GréBenstandard
wurde bei der BBA Braunschweig ein A DNA Pstl-Marker (FragmentgroBen 11500 -
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250 bp), an der Universitit Hohenheim ein A DNA BstEII-Marker Eco 47II1/Eco91I
(FragmentgrofBen 20995 - 702 bp) verwendet. Nach einer Laufzeit von ca. 100 min bei
90 Volt wurden die Gele zur Anfiarbung der Banden 15 min in einem Ethidiumbromid-
Bad inkubiert, gewissert und im Anschluss unter UV-Licht photographiert. In
CorelDraw® (Version 9.0 fiir Windows® 2000, Corel Corporation, UnterschleiBheim)
wurde eine Farbumkehrung der Bilder durchgefiihrt.

2.7 Mikroskopische Untersuchungen

Die Anfertigung und anschlieBende elektronenmikroskopische Untersuchung der
Tropfenprédparate diente als schnelle Methode zur Kontrolle eventueller Virusverluste
withrend der einzelnen Reinigungsschritte und zur Uberpriifung von Kontaminationen
oder Verunreinigungen der gereinigten Virussuspensionen sowie des Zustandes der
darin enthaltenen Viruspartikel. Die Semi- und Ultradiinnschnitte wurden zur Unter-
suchung CMV-induzierter fein- und ultrastruktureller Verdnderungen infizierter Wirts-
zellen hergestellt.

2.7.1 Anfertigung der Tropfenpriaparate

Durch Auflegen auf einen auf der Wasseroberfliche flotierenden Pioloform-Film (Fa.
Plano, Wetzlar) wurden die verwendeten Kupfernetzchen (300 - 400 mesh, Agar-
Scientific, Fa. Plano) befilmt und im Anschluss zur Stabilisierung des Films im
Hochvakuum mit Kohle bedampft.

Die Kupfernetzchen wurden mit der befilmten Seite auf jeweils zwei Tropfen der zu
testenden Suspension gelegt und nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur mit ca. 40
Tropfen Aqua bidest gespiilt. Nach vorsichtigem Abtupfen auf Filterpapier wurden die
Netzchen zur Kontrastierung fiir ca. 3 Sec mit 2 %igem Uranylacetat benetzt und
anschliefend bei Raumtemperatur getrocknet.

2.7.2 Priaparation der Gewebeproben

Fiir die licht- und elektronenmikroskopischen Untersuchungen von Gewebeschnitten
wurden von N. rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN“ 19 Tage nach Inokulation und
von Tomatenpflanzen 14 Tage nach Inokulation gezielt Proben héufig auftretender,
charakteristischer Blattsymptome entnommen. Fiir den Vergleich mit gesundem Pflan-
zengewebe wurden auch nicht inokulierte Pflanzen an jeweils identischen Blattstellen
beprobt. Die Probenahme erfolgte immer am Vormittag, um assimilationsbedingte
Stiarkeanreicherungen bzw. Unterschiede in den Mesophyllzellen der Blitter zu redu-
zieren.
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2.7.2.1 Verwendete Puffer und Losungen

Natriumcacodylatpuffer (0,2 M):
0,2 M Na-Cacodylat
4 mM CaCl,, pH 7,35

Fixierlosung nach KARNOVSKY (1965):
1 Vol 8 %ige Formaldehydlosung
1 Vol 8 %ige Glutaraldehydlosung
2 Vol 0,2 M Natriumcacodylatpuffer

Osmiumteroxid-Fixierlosung nach DALTON (1955):
1 Vol 0,4 % KCI‘207
1 Vol 3,4 % NaCl
2 Vol 2%  0OsOq4

ERL-Harz nach SPURR (1969):
10 g ERL 4206 (Vinylcyclohexandioxid)
6 g D.E.R. (Diglycidylether von Polypropylenglycol)
26 g NSA (Nonenylsuccinatanhydrid)
0,4 g S-1 (Dimethylaminoethanol)

Bleicitratlosung nach REYNOLDS (1963):
1.33 g Pb(NO3)2
1,76 g Na3(C6H507) X 2 Hzo
in 30 ml A. bidest
mit ca. 8 ml NaOH auf pH 12,0 einstellen
auffillen auf 50 ml mit 4. bidest)

2.7.2.2 Probenaufbereitung und Einbettung

Von makroskopisch sichtbaren Symptomen und den entsprechenden Kontrollvarianten
wurden jeweils 3 — 4 Blattstiickchen a 2 mal 4 mm? mit einem scharfen Rasiermesser
herausgetrennt, sofort in eine Fixierlosung nach KARNOVSKY (1965) iiberfiihrt und
nach 30 min Infiltration unter leichtem Vakuum fiir weitere 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach fiinfmaligem Waschen in 0,2 M Natriumcacodylatpuffer fiir jeweils 10
min und Inkubation bei 4 °C iiber Nacht wurden die Proben in Osmiumtetroxid-
Fixierlosung nach DALTON (1955), modifiziert nach WOHLFAHRT-BOTTERMANN
(1957), fiir 2 h bei Raumtemperatur nachfixiert bzw. vorkontrastiert.

In einer aufsteigenden Ethanol-Reihe, 15 und 30 % (jeweils 20 min), 50, 70, 90, 96 und
100 % (jeweils 2 mal 20 min) in A. bidest und einer letzten Stufe in Propylenoxid
(2 mal 20 min) waren die Proben zu dehydrieren. Die Einbettung erfolgte in ERL-Harz
nach SPURR (1969). Dazu wurden die Proben in einer aufsteigenden ERL-Harz-



Material und Methoden 23

/Propylenoxid-Reihe (1:3 iiber Nacht; 1:1 fiir 8 h, 3:1 iiber Nacht; 100 % ERL Harz fiir
1 — 2 Tage) bei 4 °C infiltriert. Die anschlieBende Polymerisation erfolgte in 100 %
ERL-Harz in Flacheinbettungsschalen fiir 8 h bei 70 °C.

2.7.2.3 Herstellung der Gewebeschnitte

Die Anfertigung der Semi- und Ultradiinnschnitte erfolgte auf einem Ultramikrotom
(Ultracut E, Fa. Reichert-Jung, Wien). Vor dem Schneiden mussten die Harzblocke mit
einer scharfen Rasierklinge trapezformig angetrimmt werden.

Fir die Lichtmikroskopie wurden mit einem Glasmesser Semidiinnschnitte in einer
Dicke von 0,5 — 1,0 um angefertigt, auf einen fettfreien Glasobjekttriger in einen
Tropfen A. bidest {libertragen und auf einer Warmebank bei 70 — 80 °C angetrocknet.
Eine Ubersichtsfirbung erfolgte durch Uberschichten der Schnitte mit einer Firbeld-
sung (1 % Toluidinblau in Phosphatpuffer, pH 6,0 — 8,0) (GERLACH 1984). Nach dem
Spiilen mit 4. bidest und anschlieBendem Trocknen konnten die Schnitte durch Aufle-
gen eines Deckglases mit einem Tropfen Entellan (schnell trocknende Kunststoff-
16sung) luftdicht eingeschlossen werden.

Fiir die Elektronenmikroskopie wurden mit einem Diamantmesser (Fa. Diatom, Lichten-
stein) Ultradiinnschnitte in einer Dicke von 60 — 100 nm angefertigt (SITTE 1985) und
nach dem Strecken der Schnitte mit Chloroform auf Polioform-beschichtete Kupfer-
schlitzblenden (2 mm x 1 mm, Agar-Scientific, Fa. Plano) libertragen. Zur Verstiarkung
des Kontrastes durch die Anlagerung von elektronendichtem Material in Form von
Schwermetallsalzen nach GEYER (1973) wurden die Schnitte mit 2 % Uranylacetat und
einer wissrigen Bleicitratlosung nach REYNOLDS (1963) in einer lichtdichten Schale
inkubiert bzw. nachkontrastiert.

2.7.3 Mikroskopie

Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen der Semidiinnschnitte stand ein mit fiinf
PL Fluotar Objektiven (5-, 10-, 20-, 40- und 100fache VergroBerung) und einer digi-
talen Kamera Hitachi HV-C20A, Diisseldorf) ausgestattetes Leitz DMRP Photo-
mikroskop (Leica, Bensheim) zur Verfiigung. Die Feststellung der Zellgroen bzw. des
VergroBerungsmallstabes war mit Hilfe der Software Diskus (Version 4.20, Hilgers,
Konigswinter) moglich.

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen der Tropfenprédparate und Ultradiinn-
schnitte erfolgte mit einem Transmissions-Elektronenmikroskop EM 109 (Fa. Zeiss,
Jena). Zur Photographie wurden Kodak-Filme (Technical Pan, 25 ASA) verwendet.
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2.8 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung des Datenmaterials erfolgte mit dem Statistik-Programm-
paket SigmaStat® (Version 2.0 fiir Windows® 95, NT&3.1, Jandel Scientific Software,
USA). Die Kennzeichnung signifikanter Unterschiede in den Graphiken erfolgte bei
Vergleichen nur zweier Werte durch *, bei mehr als zwei Varianten durch unter-
schiedliche Buchstaben.

Die Werte wurden auf Normalverteilung und Varianzhomogenitit gepriift und bei Erfiil-
lung beider Bedingungen varianzanalytisch mit p < 0,05 verrechnet. Signifikante Unter-
schiede zwischen zwei Mittelwerten wurden mit dem t-Test, bei mehr als zwei Varian-
ten mit dem TUKEY-Test bestimmt.

Wenn die Vorraussetzungen der Normalverteilung der Daten und/oder der Varianz-
homogenitit nicht erfiillt waren, erfolgte die varianzanalytische Verrechnung mit dem
H-Test nach KRUSKAL-WALLIS mit p < 0,05. Bei mehrfachem Vergleich diente ein
Multipler Rangsummentest nach STUDENT-NEWMAN-KEULS zur Berechnung signi-
fikanter Unterschiede, bei nur zwei Varianten der MANN-WHITNEY-Rangsummentest
(KOHLER et al. 1996).
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3 Ergebnisse
3.1 Molekularbiologische Differenzierung

Zur Typisierung der verwendeten CMV-Isolate wurde eine Multiplex-RT-PCR mit den
Untergruppen-spezifischen Primerpaaren LS 2.2/FNY 1.8 (Untergruppe I) und LS 2.2/
LS 0.8 (Untergruppe II) sowie eine RT-PCR mit den generellen CMV-Hiillprotein-Pri-
mern 5’CP/3’CP und anschlieBendem Verdau der PCR-Produkte mit dem Restriktions-
enzym Mspl durchgefiihrt.

Zur Uberpriifung der Isolate auf eventuell vorhandene Satelliten-RNA wurde eine RT-
PCR mit den Primern CMVsat53S/CMVsat256C zum generellen Nachweis von CMV
Satellitensequenzen durchgefiihrt. Die Untersuchung von dsRNA Prédparaten aus CMV-
infizierten Pflanzen dienten zur Darstellung der Replikations-Intermediate in den infi-
zierten Pflanzen. Des weiteren konnte der Nachweis der Satelliten-RNA mittels RT-
PCR durch die Darstellung der dsRNA bestdtigt werden.

3.1.1 Typisierung der CMV-Isolate

Die Multiplex-RT-PCR mit den Primern LS 2.2, FNY 1.8 und LS 0.8 ergab fiir alle ge-
testeten Isolate eine spezifische Bande und ermoglichte eine Zuordnung der Isolate 1, 4,
A und B in die Untergruppe I (amplifiziertes Fragment mit ca. 400 bp) und der Isolate

2, 5,10, 11 und C in die Untergruppe II (amplifiziertes Fragment mit ca. 1400 bp)
(Abb. 2).

H,O 1 2 4 5 10 11 A B C Ma

<€—— 20995 bp

<4— 1371 bp
<4— 700 bp

Abb. 2: Produkte einer Multiplex-RT-PCR mit den Untergruppen-spezifischen Primer-
paaren LS 2.2/FNY 1.8 (Untergruppe I, ca. 400 bp) und LS 2.2/LS 0.8 (Untergruppe II,
ca. 1400 bp) der CMV-Isolate 1, 2, 4, 5, 10, 11, A, B und C, Marker A DNA BstEII Eco
47111/Eco91I (Ma), Negativkontrolle (H20) (Negativbild eines mit Ethidiumbromid ge-
farbten 1 %igen Agarosegels).



Ergebnisse 26

Bei der RT-PCR mit den Primern 5°CP/3’CP wurde fiir alle getesteten Isolate ein
Produkt mit ca. 870 bp amplifiziert (Abb. 3, links). Die Restriktionsmuster nach Mspl-
Verdau bestdtigten die Ergebnisse der Multiplex-PCR (Abb. 3, rechts). Bei den Isolaten
1, 4, A und B wurden zwei Restriktions-Fragmente mit ca. 540 bzw. 340 bp (spezifisch
fiir I[solate der Untergruppe I) gebildet, wihrend bei den Isolaten 2, 5, 10, 11 und C vier
Fragmente mit ca. 250, 200, 160 und 130 bp (spezifisch fiir Isolate der Untergruppe II)
entstanden. Bei letzteren lagen die zwei kleinsten Banden sehr eng beieinander, so dass
nur eine breitere Bande zu sehen war. Unterschiede zwischen den Isolaten innerhalb der
Untergruppen I und II konnten in dem Bandenmuster nicht erkannt werden.

-—

H,O
Isolat 2 —1II
Isolat 11
Isolat B
Isolat 10
Isolat C
Isolat 5
Isolat A
Isolat 4

I

11t 44

11t

Isolat 1
11 Marker i | I

Abb. 3: Produkte einer RT-PCR mit generellen CMV-Primern 5’CP/3’CP (links) und
fiir die CMV-Untergruppen I und II spezifische Fragmente nach Verdau mit dem
Restriktionsenzym Mspl (rechts) der CMV-Isolate 1, 2, 4, 5, 10, 11, A, B und C,
Marker A DNA Pstl , Negativkontrolle(H20) (Negativbild eines mit Ethidiumbromid
gefiarbten 2 %igen Agarosegels).

3.1.2 Nachweis von Satelliten-RNA

Bei der RT-PCR mit den generellen Primern fiir CMV Satelliten-RNA CMVsat53S und
CMVsat256C wurde fiir alle CMV-Isolate ein ca. 280 bp groBes Fragment amplifiziert
(Abb. 4). Da bei jedem Isolat die gleiche spezifische Bande auftrat wie bei der als
Positivkontrolle verwendeten Probe (CMV mit Satelliten-RNA Carna5), war davon
auszugehen, dass alle in den Versuchen eingesetzten CMV-Isolate mit Satelliten-RNA
assoziiert waren. Um welche Satelliten-RNA es sich jeweils handelte, konnte mit den
hier verwendeten Primern nicht gekléart werden.
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Ma1 4 A 5 C 10 B 11 2 CaH,0

b

—————— T ———

Abb. 4: Produkte einer RT-PCR mit Primern CMVsat53S/CMVsat256C zum Nachweis
von CMV Satelliten-RNA der CMV-Isolate 1, 2, 4, 5, 10, 11, A, B und C, Marker A
DNA Pstl (Ma), Positivkontrolle CMV mit Carna5 (Ca), Negativkontrolle (H,O) (Nega-
tivbild eines mit Ethidiumbromid gefiarbten 2 %igen Agarosegels).

3.1.3 Analyse doppelstringiger RNA

Die Darstellung der dsRNA-Profile in der Elektrophorese gab die Replikationssituation
in den CMV-infizierten Pflanzen gut wieder (Abb. 5). Mit Ausnahme von Isolat B
waren die genomischen CMV-RNAs 1, 2 und 3 sowie die subgenomische RNA 4 der
CMV-Isolate ausreichend in der Elektrophorese zu erkennen. Bei Isolat B zeigte sich
ebenfalls das typische Bandenmuster, welches aber sehr schwach ausfiel und darum auf
der Ablichtung des Gels kaum zu erkennen war. Die Satelliten wurden als kleinere
Molekiile ebenfalls gut in der dsRNA Elektrophorese dargestellt, womit der positive
Nachweis der Satelliten-RNA mittels RT-PCR bei allen Isolaten bestdtigt werden
konnte. Die im Vergleich zu den Banden viraler dsRNA wesentlich stirker ausge-
priagten Banden fiir die dsSatelliten-RNA lieen zudem vermuten, dass sich die Satellit-
en in groen Mengen in den infizierten Tabakpflanzen akkumuliert hatten. Zwischen
den Banden fiir RNA 4 und Satelliten-RNA wurde auBler bei den Isolaten 1 und B bei
allen Proben eine weitere dSSRNA-Bande sichtbar, deren Ursprung unbekannt ist.

Ma 1 2 4 51011 A B C CaH,0

11500 bp — P> &
5080 bp — P>

s U 3 e o L] <4— RNA1/2
2840 bp — > e L <4— RNA3
1159 bp — > P 4 4 <
800 bp — > s

- - & [
500 bp — > i 3 e oA g
P 'Q m-" <4— sat-RNA

Abb. 5: Elektrophorese doppelstriangiger RNAs extrahiert aus mit den CMV-Isolaten 1,
2,4,5,10, 11, A, B und C infizierten N. tabacum ,,Sammsun-NN“, Marker A DNA Pstl
(Ma), Positivkontrolle CMV mit Carna5 (Ca), Negativkontrolle (H,O) (Negativbild
eines mit Ethidiumbromid gefarbten 1,2 %igen Agarosegels).
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3.2 Symptomatologie

Die durch die CMV-Infektion auftretenden Symptome wurden an verschiedenen Wirts-
pflanzen erfasst und dokumentiert. Dabei war zu unterscheiden zwischen lokalen Symp-
tomen am Ort der Inokulation und den systemischen Symptomen, welche nach Trans-
port der Viren in den nachwachsenden Pflanzenteilen auftreten. Auf Paprika- und
Tomatenpflanzen konnten in keinem Fall lokale Symptome beobachtet werden. Die ino-
kulierten Laubblédtter der Nicotiana - Arten sowie die fleischigen Keimblitter der Gurke
zeigten dagegen oft deutliche Lokalldsionen.

Da diese mit bloBen Auge zu erkennenden (makroskopischen) Symptome in der Regel
eine Folge virus-induzierter histologischer und zytologischer Verdnderungen in den
betroffenen Pflanzen ist, wurden von N. rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN“ 19 Tage,
von Tomatenpflanzen 15 Tage nach Inokulation Proben charakteristischer Symptome
genommen und nach Anfertigung von Gewebeschnitten im Licht- und Elektronenmikro-
skop auf CMV-induzierte fein- bzw. ultrastrukturelle Verdnderungen untersucht. Fiir
den Vergleich mit gesundem Pflanzengewebe wurden auch nicht inokulierte Pflanzen an
jeweils identischen Blattstellen beprobt.

3.2.1 Makroskopische Verinderungen

3.2.1.1 Nicotiana-Arten

Bei den Pflanzen der Gattung Nicotiana konnte als Reaktion auf die Virusinfektion eine
grofle Vielfalt an Verdnderungen beobachtet werden. Dabei waren sowohl die lokalen
als auch die systemischen Symptome hédufig charakteristisch bzw. konnten je nach
CMV-Isolat duBlerst unterschiedlich ausfallen.

An den inokulierten Blittern von Nicotiana rustica traten entweder keine lokalen
Symptome oder runde Chlorosen verschiedener GroBe auf (Bildseite I, Bild b). Nur ein
Isolat induzierte eckige, ungleichmifig umrissene Chlorosen (Bildseite I, Bild c¢). Ne-
krosen jeglicher Art wie bei den anderen Nicotiana-Arten konnten nicht festgestellt
werden. Als erstes systemisches Symptom zeigte sich hdufig eine mehr oder weniger
stark ausgepriagte Adernaufhellung (Bildseite I, Bild d). Die darauf folgenden Sympto-
me fielen in Abhidngigkeit des inokulierten Isolates sehr unterschiedlich aus. Einige
Pflanzen zeigten interkostale Chlorosen, die 6lig glianzten (Bildseite I, Bild e). Blatt-
form und Habitus der Pflanzen blieben erhalten und Unebenheiten der Blattoberfldche
(Bildseite I, Bild f) waren selten. In anderen Fillen traten blasige Auftreibungen in
unterschiedlichen GréBen und Stirken auf (Bildseite I, Bilder g — h; II, a, ¢ und d). Der
charakteristische Wechsel von chlorotischen Blattbereichen mit Arealen, die eine unge-
wohnlich dunkle Griinfirbung, sog. ,,dark green islands“, aufwiesen, konnte dabei
unterschiedlich stark ausfallen. Wéhrend einige Pflanzen ansonsten im Vergleich mit
nicht infizierten Pflanzen in ihrem Wachstum nicht stark gestort schienen (Bildseite II,
Bild d), zeigten andere zusidtzlich starke Blatt- und Wuchsdeformationen (Bildseite II,
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Bilder a und c). Die Blattrander waren gewellt , die Blétter schmaler und teilweise ex-
trem eingeschniirt. Durch eine Verschmilerung am Blattgrund, waren die Blitter kleiner
und es entstand der Eindruck untypisch langer Blattstiele.

Eine charakteristische lokale Reaktion von Nicotiana tabacum ,,Samsun-NN* auf die
CMV-Inokulation waren mehr oder weniger konzentrisch angeordnete kleine Nekrosen
(Ringflecken) (Bildseite III, Bild a und b). Selten wurden auch kleine, ungleichmiBig
umrissene Chlorosen beobachtet (Bildseite I1I, Bild c). Lokale Symptome konnten aber
auch vollstindig ausbleiben. Als erste systemische Reaktion auf die Infektion wurde oft
eine Aufhellung der Blattadern beobachtet (Bildseite III, Bild d). Ein typisches Symp-
tom an N. tabacum ,Samsun-NN“ waren grof3flichige interkostale Chlorosen. Diese
konnten entweder ganz deutlich (Bildseite III, Bild f) oder eher durchscheinend und nur
gegen das Licht zu erkennen sein (Bildseite III, Bild e). Blasige Auftreibungen (Bild-
seite III, Bild g) traten nur selten und im Vergleich mit N. rustica in abgeschwichter
Form auf. Einige Pflanzen zeigten wiederum ausgepriagte Blatt- und Wuchsabnormalité-
ten. Neben Einschniirungen (Bildseite III, Bild h), kam es durch eine Verschmilerung
der Blitter insbesondere am Blattgrund, zu einer Reduktion der Blattfliche (Bildseite
III, Bild g). Seltener konnte auch eine unnatiirlich aufrechte Stellung der oberen Blétter
beobachtet werden.

Als lokale Symptome an Nicotiana glutinosa konnten nekrotische Ringflecken oder
kleine runde Chlorosen auftreten. Haufig war aber auch keine lokale Reaktion auf die
Virusinokulation festzustellen. Typische systemische Symptome waren Adernaufhel-
lung und Chlorosen, die sich in der Regel entlang der Blattadern entwickelten (Bildseite
IV, Bilder a — c). Blasige Auftreibungen sowie besonders dunkelgriin gefarbte Blattbe-
reiche, wurden ebenfalls beobachtet (Bildseite IV, Bilder d —f). Wédhrend manche
Pflanzen in ihrem Wachstum kaum behindert schienen (Bildseite IV, Bild h), konnten in
einigen Féllen starke Blatt- und Wuchsdeformationen festgestellt werden (Bildseite 1V,
Bilder e —g). Die Blattrinder waren gewellt und eingerollt, die Blitter in ihrer
Blattspreite extrem reduziert (Schmalbléttrigkeit). Des weiteren zeigten die Pflanzen
teilweise verldngerte Blattstiele und Internodien. Anders als bei N. rustica und N. taba-
cum ,,Samsun-NN* konnten bei N. glutinosa extreme Wuchsdepressionen als Reaktion
auf die CMV-Infektion auftreten (Bildseite IV, Bilder i und j).

Bei Nicotiana clevelandii konnten als lokale Reaktion auf die Virusinokulation in erster
Linie Chlorosen beobachtet werden (Bildseite V, Bild a). In seltenen Féllen zeigten die
betroffenen Blidtter spdter Welkeerscheinungen und starben ab (Bildseite V, Bild d).
Etwas weniger differenziert und ausgeprigt als bei den anderen Nicotiana-Arten, traten
auch bei N. clevelandii die iiblichen systemischen Blattsymptome auf (Bildseite V,
Bilder a, ¢ und d). Die Blitter zeigten Chlorosen, blasige Auftreibungen, gewellte Blatt-
rdnder sowie Schmalblittrigkeit. Daneben konnten als Reaktion der Pflanzen auf die
Virusinfektion vor allem deutliche Wuchsdepressionen festgestellt werden (Bildseite V,
Bild e).
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3.2.1.2 Tomatenpflanzen

Als leichte Blattsymptome traten Chlorosen, eingerollte Blétter, dunkle Blattadern und
eine rot-violette Verfarbung der Blattunterseite auf, wobei letztere weniger intensiv
auch bei nicht inokulierten Pflanzen beobachtet wurden (Bildseite VI, Bilder a - d).
Starke Blattdeformationen zeigten sich als Blattverschmélerungen bis hin zur Reduktion
der Blattspreite auf die Mittelrippe (Fadenblittrigkeit) (Bildseite VI; Bild e), wobei die
ganze Pflanze oder nur einzelne Seitentriebe betroffen sein konnten. Héufig zu beo-
bachten waren Stdngelnekrosen und das darauf folgende Abknicken der Triebspitze
(Bildseite VI, Bild f). Als deutliche Wuchsdeformation zeigten einige Pflanzen Sympto-
me der sogenannten Buschigkeit. Dabei kam es durch das Verkiimmern oder Absterben
der Triebspitze bei verstirktem Austrieb der Seitenknospen zu einem Verlust der
typischen Form der Pflanzen (Bildseite VII, Bild b). Weniger stark betroffene Pflanzen
zeigten nur einzelne verdrehte Bléatter und Blattstingel.

Sehr hdufig waren auch mehr oder weniger starke Wuchsdepressionen zu beobachten,
die bei einigen Pflanzen ohne sonstige Symptome oder Verdnderungen des
Pflanzenhabitus auftraten (Bildseite VII, Bilder a, ¢). Wihrend die Wuchsdepressionen
teilweise nur im unmittelbaren Vergleich mit nicht inokulierten Kontrollpflanzen zu
erkennen waren, stellten stark betroffene Pflanzen ihr Wachstum schon zu einem frithen
Stadium vollstindig ein. Im Extremfall traten starke Wachstumshemmungen und
Nekrosen auf, welche schlielich zur Welke und zum Zusammenbruch der ganzen
Pflanze fiihrten (Bildseite VII, Bilder d, e¢). An den nekrotisierten oder verwelkten
Pflanzenteilen war hiufig ein Besatz von Sekundérparasiten zu erkennen.

3.2.1.3 Paprikapflanzen

Ein typisches Blattsymptom an Paprikapflanzen war die Rauhbléttrigkeit. Dabei kommt
es zu einer deutlichen Hervorhebung der Blattaderung, die Blattoberfldche ist leicht
gewellt und verliert den fiir Paprikablitter typischen Glanz (Bildseite VIII, Bild a). Des
weiteren waren Chlorosen (Bildseite VIII, Bilder a — e¢) und eine starke Adernaufhel-
lung zu beobachten (Bildseite VIII, Bild b). Seltener zeigten die Blitter blasige
Aufwolbungen (Bildseite VIII, Bilder b und e) und intensiv dunkelgriine Blattareale,
sog. ,,dark green islands* (Bildseite VIII, Bild b), wie sie hdufig an Tabakblittern durch
CMV-Infektion ausgeldst wurden. Stirkere Symptome zeigten sich in verschiedenen
Blattdeformationen, die sich aufgrund einer Verschmilerung der Blattspreite bildeten
(Bildseite VIII, Bilder ¢ — e). Je nach Intensitdt traten eingeschniirte oder nur unge-
wohnlich schmale Blitter sowie im Extremfall die Reduktion der Blattspreite auf die
Mittelrippe (Fadenbléttrigkeit) auf, wobei, anders als bei Tomatenpflanzen, nie das
ganze Blatt, sondern immer nur die Blattspitze betroffen war. Aufgrund einer Virus-
induzierten Verkiirzung der Internodien konnten auch starke Wuchsdepressionen bis hin
zum Rosettenwachstum auftreten (Bildseite IX, Bilder a und b). Bei starker Stauchung
hatten die Pflanzen ihr Wachstum weitestgehend eingestellt und kaum noch Ahnlichkeit
mit gesunden Paprikapflanzen. Die betroffenen Pflanzen bildeten ungewohnlich viele



Ergebnisse 31

Bliiten, welche sich aber nur selten zu Friichten weiter entwickelten. Nekrosen und
Welkeerscheinungen wie bei den Tomatenpflanzen traten an Paprikapflanzen nicht auf.

3.2.1.4 Gurkenpflanzen

Lokale Symptome traten in Form von Chlorosen auf den inokulierten Keimbléttern auf.
Schirfe, GroBe und Form der Lisionen konnten je nach CMV-Isolat oder Gurkensorte
recht unterschiedlich ausfallen. Die Grofe variierte von dem Umfang einer Bleistift-
spitze bis zu einem Durchmesser von fiinf Millimetern. Die Lokalldsionen konnten
rund, oval oder eckig sein und traten bei einigen Pflanzen als deutlich umrissene, chlo-
rotische Flecken hervor wihrend bei anderen Pflanzen eher unscharfe, durchscheinende
Flecken auftraten. Als typische systemische Blattsymptome an Gurkenpflanzen wurden,
neben dem klassischen Mosaik, kleine Chlorosen, Chlorosen entlang der Blattadern so-
wie Adernaufhellungen beobachtete werden. Einige Pflanzen waren zwergwiichsig, d.h.
es waren nicht nur die Internodien verkiirzt, sondern alle Pflanzenorgane waren in
threm Wachstum reduziert. Blatt- und Wuchsdeformationen sowie Nekrosen oder Welke
traten nicht auf. Insgesamt waren die durch die CMV-Infektion induzierten Schiden an
den Gurkenpflanzen wesentlich geringer als bei Tomaten- und Paprikapflanzen.

3.2.1.5 Feldsalatpflanzen

Obwohl mittels ELISA in einigen Féllen eine erfolgreiche Infektion nachgewiesen wer-
den konnte, waren an den Feldsalatpflanzen mit bloBem Auge keine durch die CMV-
Isolate hervorgerufenen Verdnderungen zu erkennen. In sehr seltenen Féllen konnte
eine leichte Blattkrduselung beobachtet werden, welche aber wegen ihres unregel-
mafBigen Auftretens nicht sicher auf die Virusinokulation zuriickzufithren war. In ihrem
Wachstum schienen sich die Pflanzen ebenfalls nicht zu unterscheiden.

3.2.2 Fein- und ultrastrukturelle Verinderungen

Zur Untersuchung CMV-induzierter histologischer und zytologischer Verdnderungen an
N. rustica wurden von den in einer zeitliche Abfolge auftretenden charakteristischen
Symptomen Proben genommen. Dazu gehorte neben den lokal auftretenden Chlorosen
die in der Regel bei allen Isolaten als erstes systemisches Symptom auftretende Adern-
aufhellung der Bldtter. Von den zu einem spéteren Zeitpunkt erscheinenden isolat-
spezifischen systemischen Symptomen wurden blasige Auftreibungen, dunkelgriine
Blattareale (dark green islands), hellere bzw. chlorotische Blattbereiche sowie Stellen
mit einer 6lig glinzenden Oberfldche histologisch untersucht. Bei CMV-infizierten N.
tabacum ,,Samsun-NN“ waren neben den lokal auftretenden Ringflecken vor allem
Chlorosen in ihrer unterschiedlichen Ausprdgung von Interesse. An Tomaten wurden
Chlorosen, Fadenblittrigkeit sowie Stingelnekrosen und Welkeerscheinungen mikro-
skopisch untersucht.
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3.2.2.1 Nicotiana rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN¢

In zytologischen Untersuchungen lokaler Chlorosen an N. rustica zeigten alle Chloro-
plasten starke Degenerationserscheinungen. Die Chloroplasten waren aufgebldht und
sowohl Grana- als auch Stromathylakoide stark reduziert. Héaufig traten cytoplasma-
tische Einschliisse oder Invaginationen mit granuldrem Inhalt sowie eine starke Vesiku-
lierung des Stromas (peripheres Retikulum) auf. Auch zahlreiche gréere Plastoglobuli
konnten in der Regel beobachtet werden (Bildseite X, Bilder ¢ und d). Dagegen waren
Starkekorner nicht groBer oder zahlreicher als in Zellen nicht inokulierter Pflanzen
(Bildseite X, Bild a). Leichtere Degenerationserscheinungen der Chloroplasten, wie
Starkeakkumulationen, konnten vereinzelt und in abgeschwéchter Form auch in nicht
infizierten Pflanzen festgestellt werden (Bildseite X, Bild b). In allen Proben waren die
Zellkerne teilweise extrem stark gelappt (Bildseite X, Bild f), was in den Kontrollpro-
ben in keinem Fall beobachtet werden konnte (Bildseite X, Bild e). Obwohl in Cyto-
plasma und Vakuolen infizierter Zellen vermehrt granuldre Partikel festgestellt wurden,
waren eindeutig als Viren zu identifizierende Partikel nur in den Gewebeproben der mit
dem Isolat 4 inokulierten Pflanzen zu sehen. In diesem Fall zeigten sich aber in beinahe
allen Zellen Viren bzw. Virusaggregate in Vakuole und Cytoplasma, wobei es in den
Vakuolen hdufig zu einer Zusammenlagerung der Viren zu gréferen amorphen und
kristallinen Aggregaten kam (Bildseite XI, Bilder a - d).

Bei dem Symptom der Adernaufthellung an N. rustica zeigten die Mesophyllzellen in
der Umgebung der Leitbiindel dhnliche Verdnderungen wie in chlorotischen Blattbe-
reichen. Die Chloroplasten waren teilweise kollabiert oder wiesen sehr groe Starkekor-
ner auf, welche Thylakoidmembranen und Stroma vo6llig verdrdangt hatten (Bildseite XI,
Bild e). In anderen Féllen war in den Chloroplasten vermehrt peripheres Retikulum
bzw. eine starke Vesikelbildung und Aufweitung der Thylakoidmembranen festzustellen
(Bildseite XI, Bild f). Stark gelappte Zellkerne sowie dunkel kontrastierte Aggregate
oder granuldres Material im Cytoplasma traten ebenfalls verstdrkt auf. In einigen Zellen
konnten erweiterte Plasmodesmen mit einer Verlingerung in das Zelllumen bzw.
tubuldren Plasmodesmenausstiilpungen und Zellwandauflagerungen beobachtet werden.
Dabei war in einzelnen Féllen der Transport von virus-dhnlichen Partikeln deutlich zu
erkennen (Bildseite XII, Bild a). Sehr auffillig war auch das Auftreten von Vesikeln
entlang der Tonoplasten vieler Zellen, welche in der Regel fibrillires Material bein-
halteten (Bildseite XII, Bild a). Mit Ausnahme vereinzelter Tracheiden mit einer An-
sammlung von degeneriertem Chloroplastenmaterial (Bildseite XI, Bild g), konnten in
Xylem und Phloem CMV-infizierter Pflanzen keine Veridnderungen gegeniiber nicht
infiziertem Pflanzengewebe festgestellt werden.

Bei den fiir N. rustica charakteristischen dunkelgriinen, blasigen Auftreibungen und
chlorotischen Verfarbungen systemisch infizierter Blitter konnten schon im Lichtmi-
kroskop auffillige Unterschiede zu gesundem Blattgewebe beobachtet werden Bildseite
XII, Bilder b — d). Sowohl in den dunkelgriinen als auch den chlorotischen Blattberei-
chen waren alle Zellen kleiner als in nicht infiziertem Gewebe (Bildseite XII, Bild c
und d). Das Gewebe wies kaum Interzellularrdume auf. Palisaden- und teilweise auch
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Schwammparenchymzellen enthielten ungewdhnlich viel Cytoplasma. In den Epider-
miszellen konnten ebenfalls des 6fteren vermehrt Plasma festgestellt werden. Palisaden-
parenchymzellen zeigten zudem nicht die typisch langgestreckte Form, sondern waren
abgerundet und lagen in den dunkelgriinen Gewebeproben in mehreren Reihen iiber-
einander (Bildseite XII, Bild c). Wéahrend sich das Gewebe in den dunkelgriinen, aufge-
wolbten Bereichen in der Dicke der Blattspreite nicht von dem Gewebe gesunder Blitter
unterschied, konnte bei den helleren oder chlorotischen Blattproben eine eindeutige
Reduktion der Blattdicke festgestellt werden (Bildseite XII, Bild d). Diese histologisch-
en Verdnderungen vermittelten insgesamt den Eindruck eines unvollstindig ausdifferen-
zierten juvenilen Gewebes.

In den dunkelgriinen Blattbereichen konnten im Elektronenmikroskop keine zusitz-
lichen Verdnderungen gegeniiber nicht infizierten Pflanzen beobachtet werden. Die
zahlreich vorhanden Chloroplasten zeigten zwar oft primér Stroma- und weniger Grana-
thylakoide, waren aber in einem zytologisch funktionalem Zustand und zeigten die
typische abgeflachte elipsoide Form. Anzahl und GroBe der Stirkekdrner und Plastoglo-
buli unterschieden sich nicht von denen gesunder Pflanzen. Die Thylakoidmembranen
waren gleichmiflig mit einzelnen Granastapeln iiber das Stroma verteilt (Bildseite XII,
Bild e). Bei den helleren oder chlorotischen Blattbereichen konnten teilweise Chloro-
plasten mit ersten Degenerationserscheinungen beobachtet werden. Sie waren aufge-
bldht und enthielten vermehrt groBere Stirkekdrner und Plastoglobuli. Im Cytoplasma
einiger Zellen konnten zahlreiche dunkel kontrastierte Aggregate sowie eine zunehmen-
de Vesikulierung beobachtet werden (Bildseite XII, Bild f). Des weiteren enthielt das
Cytoplasma viel raues ER sowie freie Ribosomen bzw. granuldres Material. In fast allen
Zellen traten wiederum die charakteristischen Tonoplast-assoziierten Vesikel auf. Dabei
schien die Ausstiilpung und anschliefende Abschniirung von Teilen des Tonoplasten der
Verlagerung von Material aus dem Cytoplasma in die Vakuole zu dienen (Bildseite
XIII, Bild a).

Obwohl die 6lig glinzenden Blattareale an N. rustica immer auch eine chlorotische
Farbverinderung aufwiesen, waren die iiblichen degenerativen Verdnderungen der
Chloroplasten nicht festzustellen. Neben einigen kollabierten oder degenerierten Zell-
kernen traten wiederum in vielen Zellen die charakteristischen Vesikel entlang des
Tonoplasten sowie dunkel kontrastierte Aggregate im Cytoplasma auf (Bildseite XIV,
Bild a). Aufféllig war ein vermehrtes Vorkommen von Epidermiszellen mit deformier-
ten bzw. gestauchten, antiklinalen Zellwidnden. In diesen Bereichen konnten verstirkt
Zellwandauflagerungen mit und ohne Beteiligung tubuldrer Plasmodesmenausstiilpun-
gen beobachtet werden. Die duBlere Zellwand der oberen Epidermis war zudem diinner
als bei nichtinfizierten Pflanzen (Bildseite XIII, Bilder b und c).

Die lokalen Ringflecken an N. tabacum ,,Samsun NN sowie die als priméires syste-
misches Symptom auftretenden interkostalen Chlorosen zeigten alle dieselben zytolo-
gischen Verdnderungen von Chloroplasten, Zellkernen und Cytoplasma, wie sie oben
fiir die chlorotischen Blattbereiche von N. rustica beschrieben wurden. Neben Tono-
plast-assoziierten Vesikeln (Bildseite XIV, Bild d), waren auch in vielen Zellen wieder
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erweiterte Plasmodesmen in Verbindung mit tubuldren Verldngerungen ins Cytoplasma
zu sehen (Bildseite XIV, Bild c). Die zahlreich vorkommenden Mitochondrien waren
oft stark verformt bzw. invaginiert, so dass der Eindruck von Cytoplasma-Einschliissen
entstand (Bildseite XIV, Bilder b und d). Auch die schon beschriebene mangelnde Ent-
wicklung und Differenzierung des Gewebes einschlieBlich der Reduktion der Blattdicke
konnte beobachtet werden.

3.2.2.2 Tomatenpflanzen

Anders als bei N. rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN*“ konnten bei systemischen
Chlorosen CMV-infizierter Tomatenpflanzen im Lichtmikroskop keine Verdnderungen
festgestellt werden. Die Zellen unterschieden sich in GréBe und Form nicht von denen
nicht infizierter Pflanzen. Im Elektronenmikroskop zeigten sich die gleichen degenera-
tiven Verdnderungen der Chloroplasten wie sie auch in chlorotischem Gewebe der
beiden Nicotiana-Arten beobachtet werden konnten (Bildseite XV, Bilder ¢ und d). Oft
waren die Chloroplasten schon vollstindig zerfallen und deren Uberreste lagen frei im
Cytoplasma (Bildseite XV, Bild e). In beinahe allen Zellen konnten zahlreiche Partikel
in Cytoplasma und Vakuole beobachtet werden, bei denen es sich hdchstwahrscheinlich
um CMV-Partikel handelte, welche allerdings auch in der Vakuole nie als Kristalle,
sondern im lockeren Verband vorlagen (Bildseite XV, Bilder d, f, g). Dabei war ein
gehduftes Auftreten der virusdhnlichen Partikel im Cytoplasma auffillig oft in der Nihe
zerstorter Chloroplasten oder zwischen den membrandsen Uberresten bereits zerfallener
Chloroplasten festzustellen (Bildseite XV, Bilder d und f). Die Zellkerne und Mito-
chondrien unterschieden sich nicht von denen nicht infizierter Pflanzenzellen. Auch die
fiir N. rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN*“ so charakteristischen Tonoplast-assozi-
ierten Vesikel waren in keiner der untersuchten Proben zu finden.

Gewebeproben von systemisch infizierten Tomatenblattern, die stark in ihrer Blattsprei-
te reduziert waren (Fadenblittrigkeit), zeigten alle Merkmale eines undifferenzierten,
juvenilen Gewebes. Epidermis- und Mesophyllzellen waren wesentlich kleiner als die-
jenigen nicht infizierter Pflanzen und wiesen ungewohnlich viel Cytoplasma auf. Insbe-
sondere die Palisadenparenchymzellen hatten keine oder nur sehr kleine Vakuolen.
Dabei waren die Zellen so dicht gepackt, dass kaum Interzellularrdume auftraten.
Obwohl die betroffenen Blétter in der Regel ein mehrreihiges Palisadenparenchym auf-
wiesen, war auch die Dicke der Blatter geringer als bei denen gesunder Pflanzen (Bild-
seite XVI, Bilder a und b). Aufgrund sehr diinner Zellwdnde konnten Zellabgrenzungen
teilweise nur schwer erkannt werden (Bildseite X VI, Bilder d und f). Die Chloroplasten
wiesen fast ausschlieflich Stroma- und kaum Granathylakoide auf (Bildseite XVI,
Bilder d und e). Im Vergleich zu nicht infiziertem Gewebe war das Cytoplasma
ungewoOhnlich dunkel kontrastiert bzw. angereichert mit endoplasmatischem Retikulum,
freien Ribosomen oder anderen Bestandteilen dieser GroBenordnung und auch in den
Vakuolen zeigten sich in fast jeder Zelle dunkel kontrastierte Strukturen (Bildseite
XVI, Bilder d — f). Wéahrend bei den meisten Proben nur punktuell im Elektronenmikro-
skop nekrotisierte bzw. kollabierte Zellen beobachtet werden konnten (Bildseite XVI,
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Bild f), zeigten sich bei einer Probe schon im Lichtmikroskop Stellen im Blattgewebe
an denen das Mesophyll schon vollstindig abgebaut war (Bildseite XVI, Bild c). In den
Stingeln und Mittelrippen der betroffenen Fiederbldttchen waren weder im Licht- noch
im Elektronenmikroskop eindeutige Verdnderungen gegeniiber nicht infizierten Pflan-
zen zu erkennen.

Die strukturellen Verdnderungen bei Stingelnekrosen und Welkeerscheinungen infizier-
ter Tomatenpflanzen waren schon im Lichtmikroskop ausreichend deutlich zu erkennen.
Im Vergleich zu den Stielen und Stidngeln nicht infizierter Pflanzen (Bildseite XVII,
Bilder a und b) konnte eine grofflichige Nekrotisierung des infizierten Gewebes festge-
stellt werden. Dabei kam es zundchst zum Zusammenbruch aller Zellen des Phloems
sowie der kambialen Zellen. Mark, Epidermis und Teile des Rindenparenchyms erschie-
nen hiufig noch intakt. Dort, wo auch das Rindenparenchym schon vollstindig kolla-
biert war, kam es zur Bildung tiefer Furchen (Bildseite XVII, Bild c). Bei fortgeschrit-
tener Nekrotisierung waren alle Gewebe auller den ohnehin abgestorbenen und verholz-
ten Tracheiden des Xylems sowie den meisten Epidermiszellen kollabiert (Bildseite
XVII, Bild d). Im Elektronenmikroskop konnte ebenfalls nur zerstortes Gewebe be-
trachtet werden.

3.3 Einfluss der Isolate auf die Wirtspflanzen

Verschiedene Pflanzen wurden mit den CMV-Isolaten inokuliert, um festzustellen,
inwieweit sich die Isolate in ihrer Wirkung auf die jeweiligen Versuchspflanzen unter-
scheiden. Durch Mischinokulationen mit je zwei Isolaten sollten eventuelle Wechsel-
wirkungen festgestellt werden. Dabei sollten mogliche synergistische oder antagonis-
tische Effekte nur genauer liberpriift werden, wenn die Inokulation zweier Isolate eine
signifikant schwéchere oder stirkere Pflanzenreaktion induzierte als eines der beiden
verwendeten Isolate in den Einzelinokulationen. Durch die Erfassung verschiedenster
im folgenden aufgefiihrten Parameter und das Priifen einiger Faktoren, welche den
Krankheitsverlauf beeinflussen konnen, sollte ein umfassendes Bild iiber die Wirts-
pflanzenbeeintrichtigung durch die CMV-Isolate entstehen.

3.3.1 Nicotiana-Arten
3.3.1.1 Symptomauspriagung

Die Versuche mit Pflanzen der Gattung Nicotiana sollten in erster Linie zeigen , ob sich
die Virus-Isolate in der Art der auftretenden Symptome wesentlich unterscheiden. Die
Untersuchungen ergaben eine grofle Vielfalt an Symptomen, wobei je nach CMV-Isolat
deutliche Unterschiede insbesondere bei den systemischen Symptome auftraten. Die
Einschédtzung der Symptomstédrke, als Grad der Beeintrdchtigung der Versuchspflanzen
durch die Virusinokulation, wurde dadurch etwas erschwert.
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Die lokalen Symptome konnten schon 3 bis 4 Tage nach Inokulation oder wesentlich
spiter auftreten und aulerdem nach einiger Zeit wieder verschwinden. Dabei schienen
weder der Zeitpunkt noch die Dauer des Auftretens der Lokalldsionen vom dem verwen-
deten CMV-Isolat als vielmehr von anderen Faktoren, wie dem Alter der Wirtspflanzen
und jahreszeitlichen Einfliissen abhidngig zu sein und fielen von Versuch zu Versuch,
innerhalb derselben Wirt-Isolat-Kombination, sehr unterschiedlich aus. Daher wurde
das Auftreten lokaler Symptome 5, 6, 8, 10, 11, 13 und 14 Tage nach Inokulation ge-
priift und die Ergebnisse aus mehreren Versuchen zusammengefasst (Tab. 4). An N.
rustica traten runde Chlorosen mit einem Durchmesser von 3 bis 7 Millimeter auf
(Bildseite I, Bild b). Nur Isolat B verursachte eckige, ungleichmidBig umrissene
Chlorosen (Bildseite I, Bild ¢) und bei den Isolaten A und 11 konnten in keinem der
Versuche Lokalldsionen beobachtet werden. Alle Isolate der Untergruppe II
verursachten auf N. tabacum ,,Samsun-NN* deutliche Ringflecken (Bildseite III, Bilder
a und b). Die mit Isolaten der Untergruppe I inokulierten Pflanzen zeigten oft keine
Lokalldasionen. Wenn Symptome auftraten, handelte es sich bei den Isolaten 1 und 4 um
undeutliche Ringflecken, bei den Isolaten A und B um vereinzelte eckige Chlorosen
(Bildseite III, Bild c). Bei keinem der Versuche konnte beobachtet werden, dass die
Isolate der Untergruppe I lokale Léasionen an N. glutinosa hervorriefen. Die Isolate 2, 5
und 10 induzierten runde Chlorosen, die Isolate 11 und C wiederum Ringflecken. N.
clevelandii zeigte als lokale Reaktion auf die Virusinokulation héufig eine Vielzahl
kleiner Chlorosen (Bildseite V, Bild a). Nur nach Inokulation mit den Isolaten A, B und
C traten in keinem Fall lokale Symptome auf.

Tab. 4: Auspragung lokaler Symptome an verschiedenen Nicotiana-Arten nach Inoku-
lation mit den CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, Bund II: 2, 5, 10, 11, C (Boni-
turzeitraum 5 bis 14 Tage nach Inokulation).

Isolat N. rustica N. t. ,.Samsun-NN* N. glutinosa N. clevelandii

1 Chlorosen Ringflecken - Chlorosen
4 Chlorosen Ringflecken - Chlorosen
A - Chlorosen - -

B Chlorosen Chlorosen - -

2 Chlorosen Ringflecken Chlorosen Chlorosen
5 Chlorosen Ringflecken Chlorosen Chlorosen
10 Chlorosen Ringflecken Chlorosen Chlorosen
11 - Ringflecken Ringflecken Chlorosen
C Chlorosen Ringflecken Ringflecken -

-: keine Symptome
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Auch bei den systemischen Reaktionen der Wirtspflanzen konnte die Geschwindigkeit
der Symptomentwicklung unabhéngig von dem jeweiligen CMV-Isolat bei den Versu-
chen sehr verschieden ausfallen. Aulerdem war eine zeitliche Abfolge von unterschied-
lichen systemischen Symptomen zu beobachten. Um den Krankheitsverlauf verfolgen zu
konnen, wurden die Pflanzen daher 8, 11, 14 und 19 Tage nach Inokulation bonitiert.

Bei den Versuchen mit N. rustica wurden deutliche Untergruppen-spezifische Unter-
schiede in der Art der auftretenden Symptome festgestellt. Unabhidngig von Isolat und
Untergruppe trat als erste systemische Reaktion eine Aufhellung der Adern auf (Bild-
seite I, Bild d). Darauf folgend induzierten die Isolate der Untergruppe I dunkelgriine
blasige Auftreibungen (Bildseite II, Bild ¢ und d), die insbesondere bei den Isolaten 1
und 4 in einem auffilligen Kontrast zu chlorotischen Blattbereichen standen (Bildseite
I, Bilder g und h). Zusétzlich verursachten die Isolate 4 und B teilweise starke Blatt-
und Wuchsdeformationen (Bildseite VI, Bilder a und c). Bei allen Isolaten der Unter-
gruppe II folgten auf die Adernaufhellung interkostale Chlorosen mit einem fettigem
Glanz (Bildseite V, Bild e). Nur bei dem Isolat 10 konnten in einigen Fillen auch
leichte Unebenheiten der Blattoberfliche beobachtet werden (Bildseite V, Bild f).

Bei N. tabacum ,,Samsun-NN*“ konnten keine so deutlichen Unterschiede zwischen den
Isolaten bzw. den Untergruppen festgestellt werden. Auf die ebenfalls als erstes syste-
misches Symptom erscheinende Adernaufhellung (Bildseite III, Bild d), folgten mehr
oder weniger stark ausgeprigte interkostale Chlorosen (Bildseite III, Bilder e und f).
Blasen und Blattdeformationen traten in abgeschwéchter Form nur nach Inokulation der
Isolate A und B auf (Bildseite III, Bilder g und h).

Die Symptome an N. glutinosa waren denen an N. rustica sehr dhnlich (Bildseite 1V),
aber es wurden keine so offensichtliche Unterschiede zwischen den Isolaten bzw.
Untergruppen festgestellt. Blasige Auftreibungen und Blattdeformationen traten auch
nach Inokulation mit den Isolaten der Untergruppe II auf (Bildseite IV, Bilder e und f).
Starke Wuchsdeformationen schienen allerdings nur durch das Isolat 4 verursacht zu
werden (Bildseite IV, Bild g). Des weiteren traten insbesondere nach Inokulation mit
den Isolaten der Untergruppe II, mit Ausnahme von Isolat C, starke Wuchsdepressionen
auf (Bildseite IV, Bilder i und j).

Wie bei N. glutinosa waren bei den Versuchen mit N. clevelandii keine deutlichen
Unterschiede zwischen den Isolaten in der Art der Symptome festzustellen. Blasige
Auftreibungen und Blattdeformationen schienen zwar bei den Isolaten der Untergruppe
I haufig stirker ausgeprédgt (Bildseite V, Bilder a und c), traten aber auch nach Inokula-
tion mit den Isolaten der Untergruppe II auf. Starke Wuchsdepressionen induzierten
wiederum die Isolaten 2, 5, 10, und 11 der Untergruppe II sowie das Isolat A der Unter-
gruppe I (Bildseite V, Bilder d und e).

Trotz der oben genannten Probleme aufgrund der sich stark unterscheidenden Symp-
tome wurde versucht, anhand eines vergleichsweise unspezifischen Boniturschemas
(Abb. 6), die Stirke der Beeintrdchtigung der Pflanzenentwicklung durch die Virusin-
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okulation festzustellen. Die Versuche wurden mit N. rustica, N. tabacum ,,Samsun-NN*
und N. glutinosa durchgefiihrt und 16 Tage nach Inokulation ausgewertet. Parallel zu
Blatt- und Wuchsabnormalititen wurde die Beeintrachtigung des Pflanzenwachstums
bonitiert.

1 —» 3 —» 5 —p 7 —> s —» 10

Wuchsdepression

———————————————————————————>

Blattverfarbungen Blattdeformationen Wuchsdeformationen

Abb. 6: Klassifizierung der Symptome an Pflanzen der Art Nicotiana (Zunahme der
Symptome von links nach rechts; Oben: Boniturwerte; Mitte: Einfluss auf das Pflanzen-
wachstum; Unten: Einfluss auf den Pflanzenhabitus).

Auch in der Schwere der induzierten Symptome lieBen sich Unterschiede zwischen den
Isolaten feststellen (Abb. 7). In allen Versuchen verursachten die Isolate der Untergrup-
pe I auf N. rustica mit Boniturwerten von 6 - 8 signifikant stirkere Symptome als die
Isolate der Untergruppe II. Innerhalb der Untergruppe II zeigten sich bei dem Isolat 2
mit Boniturwerten von 4 - 5 stets die deutlichsten Symptome. Bei Verwendung von N.
tabacum ,,Samsun-NN* als Wirtspflanzen ergab sich insgesamt ein dhnliches Bild, mit
Ausnahme von Isolat B, welches deutlich schwichere Symptome induzierte. Nach Ino-
kulation von N. glutinosa konnten keine so eindeutigen Unterschiede festgestellt
werden, doch ergaben sich bei den Isolaten A und B (Untergruppe I) und 5, 10 und 11
(Untergruppe II) stets die hochsten Boniturwerte. Dabei verursachten die Isolate 5, 10
und 11 vor allem extreme Wuchsdepressionen, wahrend fiir die Isolate A und B deut-
liche Blattsymptome und —deformationen charakteristisch waren. An allen Nicotiona-
Arten zeigte sich nach Inokulation mit dem Isolat C ein wesentlich langsamerer Krank-
heitsverlauf als bei den anderen CMV-Isolaten.

3.3.1.2 Wachstum

Um den Einfluss der CMV-Infektion auf das Wachstum der Pflanzen genauer zu unter-
suchen, wurden 16 Tage nach Inokulation die Pflanzen direkt {iber der Erde abgeschnit-
ten und zur Bestimmung der Trockenmasse weiterverarbeitet (Abb. 8). Die Ergebnisse
bestétigten die Beobachtungen der Symptomauswertung. Weder bei N. rustica noch bei
N. tabacum ,Samsun-NN’ konnte ein signifikanter Einfluss der Virusinfektion auf das
Pflanzenwachstum festgestellt werden. Bei den Versuchen mit N. glutinosa zeigten nur
die mit den Isolaten A, 5, 10 und 11 inokulierten Pflanzen eine signifikante Reduktion
des Wachstum im Vergleich zu den nicht inokulierten Kontrollpflanzen.
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N. rustica N. glutinosa

bc
a
a

bc

bc
a

11 d ab
c d d
0 2 4 6 8 10 6 2 4‘1 é é 16

Boniturwert (0 - 10) Boniturwert (0 - 10)

Abb. 7: Einfluss der CMV-Isolate auf die Symptomauspridgung an N. rustica und N.
glutinosa, 16 d p.i., n = 5 (Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; Isolate der Untergruppe I:
1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); verschiedene Buchstaben zeigen signifikante
Unterschiede (SNK-Test, p < 0,09)).
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Abb. 8: Einfluss der CMV-Isolate auf die Trockenmasse von N. rustica und N. gluti-
nosa, 16 d p.i., n = 3 (Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; Isolate der Untergruppe I: 1, 4,
A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); nicht inokuliert (n.i.); verschiedene Buchstaben

zeigen signifikante Unterschiede (Tukey-Test, p < 0,05)).
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3.3.2 Tomatenpflanzen
3.3.2.1 Symptomauspriagung

Die Stiarke der Symptome an Tomatenpflanzen wurden 21 und 38 Tage nach Inokulation
ausgewertet. Es konnten Blatt- und Wuchsdeformationen sowie Wuchsdepressionen
auftreten (Bildseiten VI und VII). Aus diesen Beobachtungen wurde ein Schema
entwickelt, um Unterschiede in der Schwere der auftretenden Symptome zu untersuchen
(Abb. 9). Bei Auftreten von Stidngelnekrosen, die schlieBlich zum Absterben der Pflan-
zen fithrten, wurde der Boniturwert 10 vergeben. Leichtere Symptome (Boniturwerte 1
bis 4) waren teilweise nur schwer zu erkennen bzw. von Verdnderungen anderer Natur
zu differenzieren und wuchsen sich im Laufe der Versuche oft wieder aus.

1 — 3 — 5 — 7 — 9 — 10

Wachstumshemmung Kiimmerwuchs Einstellen des Wachstums

————————————————————————————

Chlorosen, Adernverfarbung, Blattverschmaélerung, Absterben der Triebspitze, Starke Nekrosen, Welke,
Einrollen der Blatter Fadenblattrigkeit Buschigkeit Absterben der Pflanze

Abb. 9: Klassifizierung der Symptome an Tomatenpflanzen nach CMV-Infektion (Zu-
nahme der Symptome von links nach rechts; Oben: Boniturwerte; Mitte: Einflull auf das
Pflanzenwachstum; Unten: Einflu} auf den Pflanzenhabitus).

Sowohl in der Art der Symptome als auch in der Stdrke ihrer Ausprdgung konnten
eindeutige Unterschiede zwischen den CMV-Isolaten beobachtet werden. Bei einer
Inokulumdichte von 0,1 mg Virus/ml zeigten die mit den Isolaten 10, 11, C (Unter-
gruppe II) und A, B (Untergruppe I) inokulierten Pflanzen 38 Tage nach Inokulation
signifikant die stirksten Symptome (Abb. 10). Ahnlich verhielt es sich mit allen Misch-
infektionen, bei denen ein oder zwei dieser Isolate beteiligt waren. Bei allen betrof-
fenen Pflanzen konnten deutliche Wuchshemmungen beobachtet werden (Bildseite VII,
Bild a). Dabei behielten die mit Isolat A infizierten Pflanzen teilweise ihre natiirliche
Form bei (Bildseite VII , Bild c¢). Meistens traten aber schwere Wuchsdeformationen
auf (Bildseite VII, Bilder b, d, e¢). Alle anderen Isolate induzierten signifikant mildere
Symptome. Bei Isolat 4 und Mischinokulationen mit diesem Isolat wurden starke Blatt-
deformationen beobachtet (Bildseite VI, Bild e), aber keine auffidllige Hemmung des
Wachstums. Die Isolate 2 und 5 induzierten nur Blattverfarbungen (Bildseite VI, Bilder
a und d). Einen sehr geringen Einfluss auf die Wirtspflanzen zeigte das Isolat 1 und die
Mischinokulation mit den Isolaten 2 und 5, wobei letztere sich in Versuchswiederho-
lungen nicht signifikant von den Inokulationen mit den Isolaten 2 oder 5 unterschieden.

Bei einer Inokulumdichte von 0,01 mg/ml kam es insgesamt zu einer leichten
Abschwichung der Symptome. Die Isolate 10, 11 und C riefen eine nahezu
unvermindert starke Reaktion bei den Wirtspflanzen hervor. Ahnlich verhielten sich
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auch die meisten Mischinokulationen mit den Isolaten 11 und 10. Bei allen anderen
Isolaten und Kombinationen konnte kein signifikanter Unterschied mehr untereinander
festgestellt werden. Diese Versuche verdeutlichten die iibermidfig starke Reaktion der
Pflanzen auf die Isolate 10 und 11 im Vergleich zu den anderen Isolaten.
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Abb. 10: Einfluss der CMV-Isolate auf die Symptomauspriagung an Tomatenpflanzen,
38 d p.i.,, n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot);
Mischinfektionen mit je zwei Isolaten der Untergruppe: I (blau gestreift), II (rot ge-
streift), I und II (blau/rot gestreift); Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml; ver-
schiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Eine frithere Auswertung 21 Tage nach Inokulation (Abb. 11) eignete sich weniger, um
Unterschiede zwischen den Isolaten festzustellen, ermdglichte aber die Untersuchung
des Krankheitsverlaufes.
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Abb. 11: Einfluss der CMV-Isolate auf die Symptomauspriagung an Tomatenpflanzen,
21 d p.i.,, n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot);
Mischinfektionen mit je zwei Isolaten der Untergruppe: I (blau gestreift), II (rot ge-
streift), I und II (blau/rot gestreift); Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml; ver-
schiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Wihrend bei manchen, spiter stark betroffenen Pflanzen das volle Ausmal3 der Schadi-
gung noch nicht sichtbar war, wuchsen sich bei anderen Pflanzen Symptome bis zu
einem spateren Boniturtermin wieder aus. So wurde zu diesem Termin noch kein signi-
fikanter Unterschied der Isolate A, B und C zu den Isolaten 4 und 5 festgestellt. Die mit
Isolat 10 und 11 infizierten Pflanzen zeigten allerdings schon 21 Tage nach Inokulation
die schwersten Symptome. Im Gegensatz zu allen anderen Isolaten verursachten diese
Isolate auch schon 10 Tage nach der Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml deut-
liche Reaktionen bei den Wirtspflanzen.

Bei den Mischinokulationen konnte weder eine signifikante Abschwichung noch eine
Verstdarkung der Pflanzenreaktion im Vergleich zu den jeweils verwendeten Isolaten
festgestellt werden, wobei die Kombinationen meistens in ihrer Wirkung eher dem Iso-
lat glichen, welches die starkeren Symptome verursachte. Eine Ausnahme bildet bei den
hier dargestellten Versuchen die Mischinokulation mit den Isolaten 2 und 5. Dieses Er-
gebnis konnte aber nicht reproduziert werden, und ein moglicher antagonistischer
Effekt konnte auch in Versuchen mit anderen Kombinationen dieser Isolate nicht
bestétigt werden.

3.3.2.2 Wachstum

Um den Einfluss der Virusinfektion auf das Wachstum von Tomatenpflanzen zu unter-
suchen, wurde 35 - 38 Tage nach Inokulation die Linge der Pflanzen gemessen (Abb.
12). Bei beiden Inokulumdichten zeigten die Isolate 1, 4, 2, 5 und alle Mischinoku-
lationen, in denen nur diese Isolate enthalten waren, keinen signifikanten Einfluss auf
das Lingenwachstum der Wirtspflanzen. Bei allen anderen Varianten war eine signifi-
kante Reduktion der Pflanzenldnge zu beobachten. Dabei waren die mit den Isolaten 10,
11 und C infizierten Pflanzen besonders schwer betroffen, aber auch die Isolate A und
B verursachten starke Wuchshemmungen. Bei den Mischinfektionen wurden wiederum
keine synergistischen oder antagonistischen Wechselwirkungen festgestellt.

Die Unterschiede zwischen den Varianten nahmen mit der Zeit noch zu, da sehr stark
betroffene Versuchspflanzen ihr Wachstum schon vorher vollstindig eingestellt hatten,
wihrend andere auch zum Auswertungszeitpunkt noch weiter wuchsen. Bei dem Isolat
11 und der Kombination 11 und 10 kam es schon sehr frith zum Wachstumsstillstand
und die Pflanzen zeigten 38 Tage nach Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml schon
ausgedehnte Nekrosen und starke Welkeerscheinungen.

3.3.2.3 Chlorophylligehalt

Der Chlorophyllgehalt wurde 27 und 33 Tage nach Inokulation gemessen. Ein Einfluss
der Virusinfektion auf den Chlorophyllgehalt der Pflanzen konnte nicht festgestellt
werden.
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Abb. 12: Einfluss der CMV-Isolate auf das Lingenwachstum von Tomatenpflanzen,
38 d p.i.,, n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot);
Inokulationen mit je zwei Isolaten der Untergruppe: I (blau gestreift), II (rot gestreift), I
und II (blau/rot gestreift); Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml; nicht inokuliert
(n.i.); verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).

3.3.2.4 Einfluss der Inokulumdichte auf den Krankheitsverlauf

Zur Untersuchung des Einflusses der Inokulumdichte auf den Krankheitsverlauf wurden
Tomatenpflanzen mit 0,1, 0,001, 0,0001 und 0,00001 mg Virus/ml inokuliert. Die Isola-
te 1, 4, 2 und 5 zeigten auch bei einer Inokulumdichte von 0,1 mg Virus/ml keinen
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signifikanten Einfluss auf das Ladngenwachstum der Versuchspflanzen, wihrend die mit
den Isolaten A, B, 10, 11 und C inokulierten Pflanzen alle stark beeintrdchtigt waren.
Bei diesen Isolaten wurde auch bei einer Inokulumdichte von 0,01 mg Virus/ml keine
wesentliche Abschwichung der Reaktion beobachtet (siehe Kap. 3.3.2.2). Bei einer
Inokulumdichte vom 0,001 mg Virus/ml induzierten nur noch die Isolate 10 und 11 eine
signifikante Reduktion der Wuchsldnge (Abb. 13). Die genaue Betrachtung der Bonitur-
werte zeigte, dass bei den Inokulumdichten 0,01 und 0,001 mg Virus/ml innerhalb einer
Variante einzelne Pflanzen unvermindert stark betroffen waren, wihrend andere tber-
haupt keine Symptome ausbildeten. Somit schien schon ab einer Inokulumdichte von
0,01 mg Virus/ml der Infektionserfolg merklich abzunehmen. Die Bonitur der Symp-
tomstidrke ergab ein dhnliches Bild. Bei einer Inokulumdichte von 0,0001 mg Virus/ml
wurde bei keinem Isolat mehr ein Einfluss auf die Tomatenpflanzen festgestellt.
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Abb. 13: Einfluss der Inokulumdichte der CMV-Isolate auf den Krankheitsverlauf an
Tomatenpflanzen, 35 d p.i.,, n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5,
10, 11, C (rot); Inokulation mit 0,1, 0,001 und 0,0001 mg Virus/ml; nicht inokuliert
(n.i.); verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).

3.3.2.5 Einfluss der Jahreszeit auf den Krankheitsverlauf

Trotz Durchfithrung der Versuche in einem Gewéchshaus mit Klima-Steuerung, wurde
ein Effekt der Jahreszeit zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfithrung auf den Krankheits-
verlauf festgestellt (Abb. 14). Bedingt durch eine geringere Lichtintensitdt im Winter,
die auch durch die Zusatzbeleuchtung nicht vollstindig ausgeglichen werden konnte,
wurde sowohl eine Verzogerung der Pflanzenentwicklung als des Krankheitsverlaufs
nach CMV-Inokulation festgestellt. Keine signifikanten Unterschiede traten bei den Iso-
laten A, 10 und 11 auf. Die mit den Isolaten 10 und 11 inokulierten Pflanzen zeigten
auch im Dezember 21 Tage nach Inokulation schon irreversible Schiden.
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Abb. 14: Einfluss der Jahreszeit auf die Symptomauspragung an Tomatenpflanzen nach
Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C
(rot), 21 d p.i., n = 5 (Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; Sternchen zeigen signifikante
Unterschiede bei einem paarweisen Vergleich der entsprechenden Isolate (Mann-
Whitney, p < 0,05)).

3.3.3 Paprikapflanzen

3.3.3.1 Symptomausprigung

Die Stdrke der Symptome an Paprikapflanzen wurde 58 Tage nach Inokulation ausge-
wertet. Es traten Blattverfirbungen und -deformationen sowie Stauchungen bis hin zur
Rosettenbildung auf (Bildseite VIII und IX). Basierend auf den beobachteten Sympto-

men wurde ein Boniturschema erstellt, um Unterschiede in der Stiarke der auftretenden
Verdnderungen auszuwerten (Abb. 15).

1 — 3 —p 5 — 7 —) 9 —> 10

Wuchsdepression durch verkiirzte Internodien Rosettenbildung
Chlorosen, Gewellte, blasige Blattverformungen,
Adernverfirbung  Blattoberfliche Verschmailerung der Blattspreite

Abb. 15: Klassifizierung der Symptome an Paprikapflanzen nach CMV-Infektion (Zu-
nahme der Symptome von links nach rechts; Oben: Boniturwerte; Mitte: Einfluss auf
das Pflanzenwachstum; Unten: Einfluss auf den Pflanzenhabitus).



Ergebnisse 47

Bei den Experimenten mit Paprikapflanzen traten sehr deutliche untergruppen-spezi-
fische Unterschiede in der Symptomauspriagung auf. Die mit Isolaten der Untergruppe
IT inokulierten Pflanzen zeigten in einigen Fillen eine leichte Scheckung oder Rauh-
blittrigkeit, in der Regel aber keine eindeutigen Symptome im Vergleich zu den nicht
inokulierten Kontrollpflanzen. Innerhalb dieser Gruppe waren nach Inokulation mit dem
Isolat 2 noch am héufigsten leichtere Symptome zu beobachten. Dagegen fiihrte die
Inokulation mit den Isolaten der Untergruppe I zu sehr starken Verdnderungen der ent-
sprechenden Wirtspflanzen (Abb. 16).

Die signifikant starkste Beeintrdchtigung der Pflanzenentwicklung wurde durch die Iso-
late A und 4 induziert. Die mit diesen Isolaten infizierten Paprikapflanzen zeigten
neben leichteren Blattsymptomen, wie einer gewellten und gescheckten Blattoberfldche
(Bildseite VIII, Bilder a und b), auch starke Blattdeformationen (Bildseite VIII, Bilder
¢ — e¢) und Stauchungen (Bildseite IX, Bilder a und b). Die mit den Isolaten 1 und B in-
okulierten Pflanzen reagierten ebenfalls mit Blattverfairbungen und —deformationen,
aber die Pflanzenldnge war wesentlich weniger beeintrichtigt (Bildseite IX, Bild a). Die
Verwendung einer geringeren Inokulumdichte von 0,01 mg Virus/ml fiihrte zu keiner
wesentlichen Abschwichung der Pflanzenreaktionen.
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Abb. 16: Einfluss der CMV-Isolate auf die Ausprigung der Symptome an Paprikapflan-
zen, 58 d p.i., n =10 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B; Inokulation mit 0,1 und
0,01 mg Virus/ml; verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-
Test, p < 0,05)).

3.3.3.2 Wachstum

Bei den Paprikapflanzen wurde die Lange 58 und 80 Tage nach Inokulation ausgewer-
tet, wobei sich aufgrund der Versuchsbedingungen in diesem Zeitraum keine wesent-
lichen Verdnderungen mehr ergaben.
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Bei allen mit 0,1 mg Virus/ml der Isolate der Untergruppe I inokulierten Paprikapflan-
zen konnte eine signifikante Reduktion der Wuchsldnge gegeniiber den nicht inokulier-
ten Pflanzen festgestellt werden (Abb. 17). Dieser Einfluss auf das Wachstum der Ver-
suchspflanzen wurde auch bei Verwendung einer geringeren Inokulumdichte von 0,01
mg Virus/ml nicht wesentlich abgeschwiécht. Nur bei Isolat B konnte bei dieser Inoku-
lumdichte in keinem Fall mehr ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle festgestellt
werden. Den stirksten Effekt zeigte Isolat A, das sich in einigen Féllen signifikant von
allen anderen verwendeten CMV-Isolaten unterschied. Ein durchgehend starker Einfluss
auf das Wachstum der Wirtspflanzen war auch bei Isolat 4 zu beobachten, wahrend die
mit den Isolaten 1 und B inokulierten Pflanzen in einigen Versuchen weit weniger be-
troffen waren. Die Isolate der Untergruppe II zeigten keinen signifikanten Einfluss auf
das Wachstum der Versuchspflanzen.

Wie schon bei den Versuchen mit Tomatenpflanzen konnten auch bei den Paprikapflan-
zen keine signifikanten Unterschiede der Mischinokulationen zu den Inokulationen mit
jeweils einem der Isolate festgestellt werden. Die Kombination der Isolate A und B
zeigte allerdings in allen Versuchen den stdrksten Einfluss auf das Wachstum der in-
okulierten Pflanzen.

Um den Einfluss der Inokulumdichte auf den Krankheitsverlauf zu untersuchen wurden
Paprikapflanzen mit 0,1, 0,01, 0,001, 0,0001 und 0,00001 mg Virus/ml Suspension
inokuliert. Durch die gleichzeitige Durchfithrung der Versuche in zwei unterschiedlich-
en Diingungsstufen sollte der Einfluss einer erhohten Néhrstoffversorgung auf die Sché-
digung der Pflanzen nach CMV-Infektion bei verschiedenen Inokulumdichten gepriift
werden (Abb. 18).

Bei den Isolaten 1, 4 und B war teilweise schon bei einer Inokulumdichte von 0,01 mg
Virus/ml kein signifikanter Einfluss mehr auf das Wachstum der Wirtspflanzen nachzu-
weisen. Bei Isolat B wurde in wenigen Féllen selbst nach Inokulation mit 0,1 mg
Virus/ml kein signifikanter Effekt auf das Pflanzenwachstum festgestellt. Nur die mit
dem Isolat A infizierten Paprikapflanzen zeigten bei einer Inokulumdichte von 0,001
mg Virus/ml noch eine signifikante Reduktion der Pflanzenldnge gegeniiber den nicht
inokulierten Pflanzen. Ab einer Inokulumdichte von 0,0001 mg Virus/ml war bei
keinem der Isolate mehr ein Effekt auf das Wachstum der Versuchspflanzen zu beo-
bachten.

Eine erhdhte Diingung fiihrte zu einer Wachstumssteigerung aller Versuchspflanzen.
Doch schien sich eine stiarkere Diingung vor allem positiv auf die nicht inokulierten und
diejenigen Pflanzen auszuwirken, die ohnehin keinen Einfluss einer Virusinfektion
zeigten. Unabhédngig von der verwendeten Inokulumdichte, wurde kein signifikanter
Einfluss einer erh6hten Nédhrstoffversorgung auf den Krankheitsverlauf festgestellt.
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3.3.3.3 Chlorophylligehalt

Die Chlorophyllmessungen, 54 und 77 Tage nach der Inokulation, ergaben in keinem
Fall einen signifikanten Einfluss der Virusinfektion auf den Chlorophyllgehalt der
Wirtspflanzen (Abb. 19). Allerdings zeigten die mit 0,1 mg Virus/ml des Isolates A
inokulierten Pflanzen bei allen Messungen den geringsten Chlorophyllgehalt. Auch eine
erhohte Néhrstoffversorgung resultierte nicht in signifikant hoheren Chlorophyllgehal-
ten der entsprechenden Pflanzen (Abb. 20).
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Abb. 17: Einfluss der CMV-Isolate auf das Wachstum von Paprikapflanzen, 58 d p.i.,
n =35 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); Misch-
infektionen mit je zwei Isolaten der Untergruppe: I (blau gestreift), II (rot gestreift), I
und II (blau/rot gestreift); Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml; nicht inokuliert
(n.i.); verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Abb. 18: Einfluss der Nihrstoffversorgung auf das Wachstum von Paprikapflanzen
nach Inokulation mit den CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5,
10, 11, C (rot); 80d p.i., n =4 (Inokulation mit 0,1, 0,01, 0,001 und 0,0001 mg
Virus/ml; nicht inokuliert (n.1.); Diingung mit 2 und 4 g Plantosan/l Substrat; verschie-
dene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Abb. 19: Einfluss der CMV-Isolate auf den Chlorophyllgehalt von Paprikapflanzen,
54 d p.i., n = 3 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot);
nicht inokuliert (n.i.); inokuliert mit 0,1, 0,001 und 0,0001 mg Virus/ml; verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Abb. 20: Einfluss der Néahrstoffversorgung auf den Chlorophyllgehalt von Paprika-
pflanzen nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2,
5,10, 11, C (rot); 54 d p.i., n =3 (Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; nicht inokuliert
(n.i.); Diingung mit 2 und 4 g Plantosan/l Substrat; keine signifikante Unterschiede
(SNK-Test, p < 0,05)).
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3.3.3.4 Fruchtbildung

Bei einigen der infizierten Paprikapflanzen fiel die Bildung ungewohnlich vieler Bliiten
auf, welche sich aber iiberwiegend nicht zu Friichten weiter entwickelten. Wenn sich
Frichte entwickelten, waren diese wesentlich kleiner als bei den nicht inokulierten
Pflanzen. Um festzustellen, ob sich die CMV-Isolate in ihrem Einfluss auf die Frucht-
bildung bei Paprikapflanzen unterscheiden, wurden daher 84 Tage nach Inokulation die
Friichte jeder Pflanze ab einem Mindestgewicht von 1 g gewogen.

Bei einer Inokulumdichte von 0,1 mg Virus/ml zeigten alle mit CMV inokulierten
Versuchspflanzen ein geringeres Fruchtgewicht als die nicht inokulierten Pflanzen
(Abb. 21). Aufgrund sehr stark variierender Werte war aber nur bei den Isolaten 1, 4
und A ein signifikanter Einfluss auf die Fruchtbildung der infizierten Paprikapflanzen
nachzuweisen. An den betroffenen Pflanzen hatten sich mehrere, sehr kleine, teilweise
deformierte Friichte gebildet, wiahrend an den mit den Isolaten der Untergruppe Il sowie
den nicht inokulierten Pflanzen eine bis maximal zwei groBere Friichte normaler Form
wuchsen. Der Einfluss der Isolate 1, 4 und A auf die Fruchtbildung war auch bei einer
Inokulumdichte von 0,01 mg Virus/ml unvermindert stark. Bei der Inokulation von
0,001 mg Virus/ml konnte in der Regel keine Beeintrachtigung der Wirtspflanzen mehr
festgestellt werden.
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Abb. 21: Einfluss der CMV-Isolate auf die Fruchtbildung von Paprikapflanzen,
84 d p.i., n = 4 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot);
nicht inokuliert (n.i.); Inokulation mit 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml; verschiedene
Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Ein signifikanter Einfluss der Nédhrstoffversorgung wurde nicht festgestellt (Abb. 22).
Auffallend war wiederum ein positiver Effekt der erhdhten Diingungsintensitit auf die
Fruchtbildung derjenigen Varianten, bei denen ohnehin kein signifikanter Effekt der
CMV-Infektion auf die Fruchtbildung auftrat. Dagegen war bei den mit den Isolaten 1,
4 und A inokulierten Paprikapflanzen der Fruchtertrag teilweise sogar geringer als bei
der tiblichen Diingung mit 2 g Plantosan/l Substrat. Diese Unterschiede waren jedoch
nicht signifikant.
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a Y
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Abb. 22: Einfluss der Néhrstoffversorgung auf die Fruchtbildung von Paprikapflanzen
nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau); II: 2, 5, 10,
11, C (rot); 84 d p.i., n = 4 (Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; nicht inokuliert (n.i.);
Diingung mit 2 und 4 g Plantosan/l Substrat; verschiedene Buchstaben zeigen signifi-
kante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).

3.3.4 Gurkenpflanzen

In einem Vorversuch wurden mit dem Isolat 1 (Untergruppe I) und den Isolaten 2, 10
und 11 (Untergruppe II) verschiedene Sorten der Traubengurke gestestet. Neben der
CMV-empfindlichen Sorte ,,Vorgebirgstraube* wurden die Sorten ,,Pasamonte®, ,,Othel-
lo“ und ,,Boston” mit einer Toleranz gegen CMV verwendet. Da bei letzteren keine
wesentlichen Unterschiede auftraten, wurden alle weiteren Versuche nur noch mit den
Sorten ,,Vorgebirgstraube* und ,,Othello* durchgefiihrt.

3.3.4.1 Symptomausprigung

Die Auswertung der Symptomausprdgung an Gurkenpflanzen wurde 20 Tage nach In-
okulation vorgenommen. Neben Blattverfarbungen konnte in einigen Féllen eine Beein-



Ergebnisse 54

trichtigung des Wachstums beobachtet werden. Die Gurkenpflanzen wuchsen sehr
schnell und die Grofle der Bldtter konnte auch an gesunden Pflanzen je nach Blattalter
sehr unterschiedlich ausfallen. Daher wurden bei der Bonitur der Symptome eventuelle
Wachstumshemmungen nicht beriicksichtigt. Des weiteren wurde hier nicht, wie bei den
anderen Versuchspflanzen, der Gesamteindruck der Pflanzen beurteilt, sondern jedes
Blatt einzeln bonitiert und daraus der Mittelwert gebildet. Bei einem Boniturwert von 8
waren 100 %, bei einem Boniturwert von 4 waren 50 % der Blattfliche mit Mosaik be-
deckt bzw. chlorotisch. Die Boniturwerte 9 und 10 sollten bei Welke bzw. dem Abster-
ben der Blitter vergeben werden, was aber in keinem Fall beobachtet werden konnte
(Abb. 23).

I— Mosaik, Chlorosen, Adernaufhellung I Welke, Absterben der Blatter

Abb. 23: Klassifizierung der Symptome an Gurkenblédttern nach CMV-Infektion (Zu-
nahme der Symptome von links nach rechts. Oben: Boniturwerte; Unten: Symptomaus-
prigung an den Blittern).

Anders als bei den Paprika- und Tomatenpflanzen, traten an den Gurkenpflanzen drei
bis vier Tage nach Inokulation die ersten lokalen Symptome auf den Keimbléttern auf.
Dabei riefen die Isolate 10 und 11 an allen Gurkensorten eine gro8ere Anzahl Lokalla-
sionen hervor als die Isolate 1 und 2 (Abb. 24). Aufgrund stark variierender
Boniturwerte traten allerdings keine signifikanten Unterschiede auf.
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Abb. 24: Auftreten lokale Symptome an den Keimbléttern verschiedener Gurkensorten
nach Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml der CMV-Isolate 1, 2, 10 und 11; 5d p.i., n =4
(Keine signifikanten Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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Die Auswertung der lokalen Symptome eignete sich nicht fiir einen Vergleich der Iso-
late, da sich die Lidsionen je nach CMV-Isolat und Gurkensorte in ihrer Auspriagung
sehr unterschieden. Die durch die Isolate 1 und 2 verursachten Léasionen hatten maximal
die GroBe eines Stecknadelkopfes. Nach Inokulation mit den Isolaten 10 und 11 traten
auf den Keimblittern der Sorte ,,Vorgebirgstraube® klar umrissene runde Chlorosen mit
einem Durchmesser von ca. 5 mm, an den anderen Sorten eher ovale, teilweise eckige
verschwommene Léisionen, auf .

Mit der Bildung des ersten Laubblattes 7 bis 8 Tage nach Inokulation konnten auf eini-
gen Pflanzen der Sorte ,,Vorgebirgstraube® auch schon die ersten systemischen Sympto-
me beobachtet werden (Tab. 5). Von sieben Pflanzen pro Variante zeigten 9 Tage nach
Inokulation mit den Isolaten 5, 10 und 11 schon fiinf, mit den Isolaten A und B schon
alle Pflanzen systemische Chlorosen. Bei den Isolaten 2 und C traten dagegen nur ver-
einzelt Pflanzen mit Symptomen auf. Vier Tage spiter zeigten bei den Isolaten 2 und C
etwa jede zweite, bei den Isolaten 5, 10, 11, A und B alle Pflanzen Chlorosen auf dem
ersten Laubblatt. Die Isolate 1 und 4 hatten auch 13 Tage nach Inokulation noch keine
systemischen Symptome auf den Wirtspflanzen induziert. Auch bei den CMV-toleranten
Gurkensorten waren an allen mit den Isolaten 10 und 11 inokulierten Pflanzen nach 13
Tagen Symptome zu beobachten.

Tab. 5: Anzahl der Gurkenpflanzen (,,Vorgebirgstraube‘) mit systemischen Symptomen
auf dem ersten Laubblatt, 9 und 13 Tage nach Inokulation mit den CMV-Isolate der Un-
tergruppe I: 1, 4, A, Bund II: 2, 5, 10, 11, C (Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; n = 7).

CMV-Isolate
1 2 4 5 10 1" A B Cc
9d p.i. 0/7 117 o/7 5/7 517 5/7 77 77 17
13 d p.i. 0/7 3/7 07 77 77 77 77 77 47

Die CMV-toleranten Sorten zeigten 20 Tage nach Inokulation nur schwache Reaktionen
auf CMV-Infektion (Abb. 25). Nach Inokulation mit den Isolaten 1 und 2 waren keine
Verdnderungen im Vergleich zu den nicht inokulierten Pflanzen festzustellen. Diese
Isolate induzierten auch an der Sorte ,,Vorgebirgstraube® nur milde Symptome, wohin-
gegen nach Inokulation mit den Isolaten 10 und 11 an vielen Bléttern deutliche Blatt-
verfarbungen auftraten. Obwohl viele Gurkenblitter durchaus ein ganzflachiges Mosaik
zeigten, lag der gemittelte Boniturwert immer deutlich niedriger, da auch an stark be-
troffenen Pflanzen immer symptomfreie Bldtter auftraten. Das erste Laubblatt zeigte
hdufig Symptome. Davon abgesehen konnte kein Zusammenhang zwischen Blattalter
und Symptomauspriagung festgestellt werden. Auch bei den CMV-toleranten Sorten
konnten einzelne Blétter mit starkem Mosaik beobachtete werden. Mit zunehmendem
Pflanzenalter iiberwogen in diesem Fall aber die vollig gesund erscheinenden Blitter.
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Abb. 25: Einfluss der CMV-Isolate auf die Symptomauspriagung verschiedener Gurken-
sorten, 20 d p.i., n = 3 (Sorten: ,,Vorgebirgstraube®, ,,Pasamonte®, ,,Othello*, ,,Boston*;
Isolate 1, 2, 10 und 11; Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml; verschiedene Buchstaben zei-
gen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).

Diese Ergebnisse bestétigten sich in den Versuchen mit den Sorten ,,Vorgebirgstraube*
und ,,Othello* (Abb. 26). Es traten deutliche Unterschiede zwischen den CMV-Isolaten
in der Stirke der ausgelosten Wirtsreaktionen auf. An Pflanzen der Sorte ,,Vorgebirgs-
traube® induzierten stets das Isolat A (Untergruppe I) und die Isolate 5, 10 und 11
(Untergruppe II) die signifikant stirksten Symptome. Etwas moderater waren die Reak-
tionen nach Inokulation mit dem Isolat B, wihrend die Isolate 1, 2, 4 und C nur sehr
schwache Verdnderungen verursachten. Bei Verwendung einer geringeren Inokulum-
dichte von 0,01 mg Virus/ml kam es in der Regel zu keiner signifikanten Abschwich-
ung der Symptome. Nur die Isolate 5 und A induzierten nach Inokulation mit 0,001 mg
Virus/ml noch deutliche Symptome. Bei einer Inokulumdichte von 0,0001 mg Virus/ml
wurde kein Einfluss der Isolate auf die Wirtspflanzen mehr festgestellt.

An der Sorte ,,Othello” induzierten nur noch die Isolate A und B stirkere Symptome.
Bei einem direkten Vergleich ergab sich aber auch bei diesen Isolaten eine signifikante
Reduktion der Symptome gegeniiber der Sorte ,,Vorgebirgstraube“. Die Isolate 5, 10
und 11 verursachten nur vereinzelt Symptome. An den mit den Isolaten 1, 4, 2 und C
inokulierten Pflanzen waren keine pathologischen Verdnderungen zu beobachten. Schon
ab einer Inokulumdichte von 0,01 mg Virus/ml =zeigte sich teilweise eine
Abschwichung der Symptome und bei den mit 0,001 mg Virus/ml inokulierten Pflanzen
war in keinem Fall mehr eine Reaktionen festzustellen.
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Abb. 26: Einfluss der CMV-Isolate auf die Symptomausprdagung an Gurkenpflanzen der
Sorten ,,Vorgebirgstraube“ und ,,Othello*, 20 d p.i., n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1,
4, A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml; ver-
schiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).

3.3.4.2 Wachstum

Zur Untersuchung des Einflusses der CMV-Infektion auf das Wachstum der Gurken-
pflanzen wurde 20 Tage nach Inokulation die Anzahl der Blitter pro Pflanze bestimmt.
Im Anschluss wurden die Pflanzen direkt {iber der Erde abgeschnitten und zur Bestim-
mung der Trockenmasse weiterverarbeitet. Nur nach Inokulation von Pflanzen der Sorte
»Vorgebirgstraube® mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml des Isolates A, trat eine signifikante
Reduktion der Blattanzahl auf (Abb. 27). Dabei war dieser Effekt bei beiden Inokulum-
dichten gleich stark. Bei allen anderen Isolaten sowie bei der Sorte ,,Othello zeigte sich
kein Einfluss der Virusinfektion auf das Wachstum der Versuchspflanzen. Bei der Be-
stimmung der Trockenmasse (Abb. 28) wurde auch die GroBe der Blitter beriicksichtigt.
Ein signifikant vermindertes Trockengewicht wurde wiederum nur durch das Isolat A
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und nur an der Sorte ,,Vorgebirgstraube® induziert und zwar gleichermallen stark bei
Verwendung von 0,1 und 0,01 mg Virus/ml zur Inokulation. Bei allen anderen Isolaten
sowie bei der Sorte ,,Othello* wurde kein signifikanter Unterschied zu den nicht inoku-
lierten Pflanzen festgestellt.

Auch in diesem Virus-Wirt-System wurden Versuche in zwei verschieden Diingungsstu-

fen durchgefiihrt. Es konnte weder ein Einfluss der Néhrstoffversorgung auf die Symp-
tomauspragung noch auf das Wachstum der infizierten Pflanzen nachgewiesen werden.
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Abb. 27: Einfluss der CMV-Isolate auf das Wachstum von Gurkenpflanzen der Sorten
»vorgebirgstraube® und ,,Othello*, 20 d p.i., n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B
(blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); Inokulation mit 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml; nicht
inokuliert (n.i.); verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-Test,
p < 0,05)).
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Abb. 28: Einfluss der CMV-Isolate auf die Trockenmasse von Gurkenpflanzen der Sor-
ten ,,Vorgebirgstraube® und ,,Othello®, 20 d p.i., n = 5 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4,
A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); Inokulation mit 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml;
nicht inokuliert (n.i.); verschiedene Buchstaben zeigen signifikante Unterschiede (SNK-
Test, p < 0,09)).

3.3.5 Feldsalatpflanzen

Die Versuche wurden mit den Sorten ,,Verte de Cambrai®, ,,Vit“ und ,,Holldndischer
Breitbléttriger durchgefiihrt. In keinem Fall wurden durch die Virusinokulation indu-
zierte Verdnderungen an den Pflanzen festgestellt. Da aber mittels ELISA in einigen
Féllen eine erfolgreiche Infektion nachzuweisen war, wurden zur Untersuchung eines
eventuellen Einflusses der CMV-Isolate auf die Pflanzen, 30 Tage nach Inokulation
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eine Messung des Chlorophyllgehaltes sowie die Bestimmung der Trockenmasse
durchgefiihrt.

Bei den Chlorophyll-Messungen zeigten sich zwar sortenspezifische aber keine virus-
induzierten Unterschiede. Bei der Bestimmung der Trockenmasse (Abb. 29) lagen zwar
bei einer Inokulumdichte von 0,1 mg Virus/ml die Werte der inokulierten Pflanzen
meistens unter denen der nicht inokulierten Pflanzen, aber signifikante Unterschiede
waren ebenfalls in keiner Variante und bei keiner der drei Sorten nachzuweisen.
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Abb. 29: Einfluss der CMV-Isolate auf die Trockenmasse von Feldsalatpflanzen der
Sorten ,,Verte der Cambrai* und ,,Vit*, 30 d p.i., n = 3 (Isolate der Untergruppe I: 1, 4,
A, B (blau); II: 2, 5, 10, 11, C (rot); Inokulation mit 0,1 und 0,001 mg Virus/ml; nicht
inokuliert (n.i.); keine signifikante Unterschiede (SNK-Test, p < 0,05)).
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3.4 Vermehrung der CMV-Isolate

Neben der Wirtspflanzenbeeintrachtigung durch die CMV-Isolate sollte auch untersucht
werden, ob Unterschiede der Isolate beziiglich ihrer Vermehrung auftreten bzw. ob ein
Zusammenhang besteht zwischen dem Ausmall der auftretenden Schidigung der infi-
zierten Pflanzen und der Vermehrung des jeweiligen Isolates.

3.4.1 Optimierung der Virusanreicherung

Schon bei der Vermehrung und Reinigung der Isolate zu Herstellung eines
standardisierten Inokulums zeigten sich Unterschiede zwischen den CMV-Isolaten.

Nach einigen Vorversuchen erfolgte die Vermehrung der Isolate der Untergruppe I an
N. rustica, da diese Pflanzen deutlichere Blattsymptome zeigten und damit die Ernte
junger systemisch infizierter Blitter erleichterte. Bei den Isolaten der Untergruppe II,
die an N. rustica und N. tabacum ,,Samsun NN dhnlich starke und insbesondere bei den
Isolaten 5, 11 und C teilweise weniger deutliche Symptome ausprigten, wurden beide
Nicotiana-Arten zu gleichen Teilen verwendet. Auch N. glutinosa wurde als Ver-
mehrungspflanze getestet, stellte sich aber als ungeeignet heraus, da trotz starker Symp-
tome die Virusausbeute sehr gering war. Der gilinstigste Zeitraum zur Ernte schien in
dem Zeitraum 12 — 14 Tage nach Inokulation zu liegen. Nur bei Isolat C wurde 18 Tage
gewartet, da vorher keine deutlichen Symptome auftraten.

Da bei den ersten Reinigungsversuchen nur sehr unbefriedigende Ergebnisse erzielt
werden konnten, wurden die zu verwerfenden Fraktionen der einzelnen Reinigungs-
schritte aufbewahrt und nach Anfertigung von Tropfenpridparaten im Elektronenmikro-
skop sowie durch das Abreiben auf Testpflanzen auf ihren Virusgehalt iberpriift:

Fraktion 1: Uberstand aus der ersten niedertourigen Zentrifugation nach erneutem
Waschen mit Puffer A und 10 min Zentrifugation bei 10000 rpm.

Fraktion 2: Uberstand der ersten Ultrazentrifugation.

Fraktion 3: In Puffer C resuspendiertes Pellet der zweiten niedertourigen Zentrifuga-
tion.

Fraktion 4: Uberstand der zweiten Ultrazentrifugation.

Zum Vergleich dienten die zur Konzentrationsbestimmung verwendeten gereinigten
Virussuspensionen (10 pl des resuspensierten Viruspellets mit Puffer C auf 1 ml aufge-
fillt). Als Testpflanzen wurden Pflanzen derjenigen Nicotiana-Art verwendet, die nach
Infektion mit dem jeweiligen Isolat iiblicherweise deutliche Symptome auspriagten. Alle
Extrakte wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei 4 °C gelagert.

Die nach dem Abreiben der Fraktionen auf den Testpflanzen auftretenden Symptome
bestédtigten den Verdacht groBerer Virusverluste widhrend der Reinigung, wobei durch-
aus Unterschiede zwischen den Isolaten festgestellt werden konnten. Besonders hohe
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Verluste waren bei den Isolaten der Untergruppe I zu verzeichnen. Ganz besonders auf-
fallig war das massive Vorhandensein von Viruspartikeln in den Riickstinden der zwei
niedertourigen Zentrifugationen (Fraktion 1 und 3). Die Symptome an den Testpflanzen
zeigten, dass in der Fraktion 1, auch nach mehrmaligen Waschen der organischen Pha-
se, noch groflere Mengen an Viruspartikeln vorhanden waren. Dabei schien es zu einem
Zusammenklumpen der Viruspartikel zu groBeren Aggregaten und einem anschlieflen-
den Verlust im Pellet zu kommen.

Bei den Isolaten der Untergruppe II verlief die Reinigung weniger problematisch und
eine Anpassung der Methode wére nicht unbedingt notig gewesen. Die Auswertung der
Testpflanzen lie darauf schlieBen, dass nur geringe Mengen an Viruspartikeln in den
zu verwerfenden Reinigungsfraktionen zuriick blieb. Allerdings waren in dem geern-
teten virusinfizierten Blattmaterial anscheinend weniger Viruspartikel vorhanden als bei
den Isolaten der Untergruppe I. So lagen nach Minimierung der anfdanglichen Probleme
die Virusertrige bei den Isolaten der Untergruppe II mit ca. 0,1 — 0,2 mg Virus/g
Blattmaterial unter denen der Untergruppe I mit 0,3 - 1,1 mg Virus/g Blattmaterial,
trotz immer noch hoher Verluste dieser Isolate wahrend der Reinigung. Bei Verwen-
dung von 100 — 200 g Blattmaterial pro Reinigung, konnte fiir alle Isolate eine aus-
reichende Menge gereinigter Virussuspension fiir die folgenden Versuche hergestellt
werden.

Die von den Fraktionen 1 — 4 angefertigten Tropfenpréparate brachten keine Aufschluss
iiber die Hohe der Virusverluste wéahrend der Reinigung. Bei der Auswertung im Elek-
tronenmikroskop waren nur wolkige Strukturen zu erkennen. Bei den gereinigten Virus-
suspensionen hingegen konnten im Elektronenmikroskop zahlreiche intakte Viruspar-
tikel beobachtet werden (Bildseite 11, Bilder e - g).

Um aufgrund dieser Beobachtungen eine Verbesserung des Reinigungsergebnisses zu
erzielen, wurde die organische Phase nach der ersten Zentrifugation 2 - 3 mal erneut mit
Puffer A homogenisiert, zentrifugiert und der Uberstand immer wieder aufgefangen,
was den Nachteil hatte, dass im Anschluss grole Mengen an Extrakten in der ersten
Ultrazentrifugation pelletiert werden mussten. Die Laufzeiten der ersten hochtourigen
Zentrifugation wurde um 20 min, die der Zweiten um bis zu 30 min verldngert. Insbe-
sondere bei der letzten Ultrazentrifugation wurde versucht durch noch lédngere Lauf-
zeiten bzw. das Auslassen der Saccharoseldosung den Virusertrag zu steigern. Daraufhin
waren jedoch die Verunreinigungen zu grofl und es konnte kein klares Pellet mehr
erreicht werden. Zugunsten einer hinreichend reinen Virussuspension mussten teilweise
immer noch erhebliche Virusverluste in Kauf genommen werden. Das beste Ergebnis
erzielte das wiederholte Emulgieren der Chloroformphase mit Puffer.

Der fiir CMV angegebene Richtwert fiir den Quotienten CMV Aj60 nn/CMV Azg0 nm VON
1,7 (BRUNT et al., 1997) zur Reinheitskontrolle wurde nur bei dem Isolat 11 mit 1,73
fast erreicht. Ansonsten lag der Quotient ODy6¢/280 zWischen 1,5 und 1,8, was aber fiir
die Verwendung der Suspensionen als Inokulum als ausreichend betrachtet wurde, zu-
mal im Elektronenmikroskop keine groBeren Verunreinigungen zu entdecken waren
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(Bildseite II, Bilder e - g). Zudem zeigten die elektronenmikroskopischen Untersuchun-
gen der Tropfenpridparate nur intakte Viruspartikel. Degenerierte Partikel wurden nicht
beobachtet. Mit der Inokulation auf Testpflanzen konnte auch die Infektiositdt der ge-
reinigten Virussuspensionen nachgewiesen werden.

3.4.2 Serologische Untersuchungen der gereinigten Isolate

Die serologischen Untersuchungen der gereinigten Virussuspensionen mittels direktem
DAS-ELISA und indirektem TAS-ELISA dienten zur Uberpriifung der Ubereinstim-
mung zwischen photometrisch gemessener Viruskonzentration und Antikorperreaktion.
Zudem konnte durch die Ergebnisse die Funktionalitit bzw. Sensitivitit der ELISA-
Verfahren zum Nachweis der CMV-Isolate in infiziertem Blattmaterial gepriift werden.
Bei der Auswertung der Daten wurden die Extinktionswerte der Pufferkontrolle von
denen der Proben abgezogen. Auf eine statistische Absicherung konnte verzichtet wer-
den, da zwischen den zwei Messwiederholungen jeder Probe nur eine zu vernach-
lassigende Differenz auftrat.

Bei dem DAS-Verfahren erwies sich eine Verdiinnung der Antikérper von 1:500 bei
Beschichtung und Konjugatzugabe als optimale Kombination mit hohem positivem
Farbwert und schwacher unspezifischer Reaktion. Die TAS-ELISA zeigten bei einer
Verdiinnung der monoklonalen Antikdrper von 1:50 deutlichere Unterschiede als bei
einer Verdiinnung von 1:100. Fiir Beschichtung und Konjugat wurde dabei immer eine
Antikorperverdiinnung von 1:1000 verwendet. Sowohl bei der Testung der gereinigten
Virussuspensionen, als auch bei der Untersuchung virusinfizierter Pflanzenpresssifte,
erbrachten diese Konzentrationen die besten Ergebnisse.

3.4.2.1 Einfluss der Antikorperkonzentration auf die Nachweissicherheit

Der Einfluss der Antikorperkonzentration auf die Farbreaktion in dem DAS-ELISA
wurde in Abbildung 30 exemplarisch an den Messergebnissen der gereinigten CMV-
Isolate 4 (Untergruppe I) und 11 (Untergruppe II) dargestellt, wobei Isolat 4 die stirkste
Farbreaktion zeigte und Isolat 11 zu den Isolaten mit einer schwdcheren Reaktion
zéhlte.

Bei einer Antikdrperverdiinnung von 1:1500 lagen, 120 min nach Substratzugabe, die
Messwerte fast aller getesteten Virussuspensionen nur knapp iiber dem Wert der Puffer-
kontrolle von 0,018 (Abb. 30, oben). Auch die Suspension von Isolat 4 mit der stirksten
Farbreaktion in einer Verdiinnung von 0,1 mg Virus/ml, lag mit einem Extinktionswert
von 0,167 noch unter dem Richtwert fiir eine eindeutig positive Reaktion von mindes-
tens E495 = 0,2 nach KORPRADITSKUL et al. (1980). Bei einer Antikdrperkonzentra-
tion von 1:1000 war das Messergebnis nur noch bei Isolat 11 in der Verdiinnung 0,001
mg Virus/ml mit einem Extinktionswert von 0,071 nicht eindeutig positiv. Bei den Sus-
pensionen von Isolat 4 erbrachte die Messung dagegen bei allen Verdiinnungsstufen
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Werte im mehrfach positiven Bereich, wobei der Messwert der Pufferkontrolle mit
0,015 noch unter dem Wert lag, der bei einer Antikorperkonzentration von 1:1500 auf-
trat.

Die eindeutig stidrkste spezifische Reaktion konnte aber bei einer Antikdrperkonzen-
tration von 1:500 erreicht werden. Selbst die schwichste Farbreaktion, bei dem
gereinigten CMV-Isolat 11 in einer Verdiinnung von 0,001 mg Virus/ml, konnte mit
einem Extinktionswert von 0,222 als eindeutig positiv eingestuft werden. Die Messung
von Isolat 4 in einer Verdiinnung von 0,1 mg Virus/ml, ergab mit einem Wert von 1,609
eine 8fach positive Reaktion, wdhrend der Wert der Pufferkontrolle von 0,021 nur
knapp iliber den bei niedrigerer Antikérperkonzentrationen gemessenen Werten und weit
unter dem Grenzwert fiir eine unspezifische Reaktion von E4s = 0,1 nach
KORPRADITSKUL et al. (1980) lag.

Die Quotienten der Extinktionswerte aus gereinigten Virussuspensionen und Pufferkon-
trollen verdeutlichten den Einfluss der Antikorperkonzentration bei Beschichtung und
Konjugatzugabe auf die Nachweissicherheit der CMV-Isolate im ELISA (Abb. 30,
unten). Wihrend bei einer Antikorperkonzentration von 1:500 die Farbreaktion bei
Isolat 4 in der niedrigsten Verdiinnung von 0,1 mg Virus/ml das 77 fache der Reaktion
der Pufferkontrolle ergab, war der Wert bei einer Antikérperkonzentration von 1:1500
gerade 9 mal hoher als die unspezifische Reaktion.

Dabei war eine Zunahme dieses Effektes zu beobachten je niedriger die Viruskonzentra-
tion der gemessenen Probe war. Bei einer Konzentration der Antikorper von 1:1500
unterschied sich der Messwert der auf 0,001 mg Virus/ml verdiinnten Suspension von
Isolat 4 nicht von dem der Pufferkontrolle, wihrend dieser bei der hochsten Antikorper-
konzentration 58 mal so hoch war. Auch bei Isolat 11 ergab sich in allen Verdiinnungs-
stufen ein Erhohung der Nachweissicherheit mit zunehmender Konzentration der Anti-
korper bei Beschichtung und Konjugatzugabe. Allerdings betrug hier die stirkste Farb-
reaktion in der Verdiinnungsstufe 0,1 mg Virus/ml nur das 28fache der Pufferkontrolle
und somit wesentlich weniger als bei Isolat 4 in der gleichen Konzentration.

3.4.2.2 Antikorperreaktion der gereinigten Virussuspensionen

Alle CMV-Isolate waren im DAS-ELISA 120 min nach Substratzugabe auch noch in
einer Verdiinnung von 0,001 mg Virus/ml deutlich nachzuweisen, doch zeigten die
Isolate der Untergruppe II hédufig eine etwas schwichere Reaktion als die Isolate der
Untergruppe I (Abb. 31). In einer Verdiinnung von 0,1 mg Virus/ml wurden bei den
Isolaten der Untergruppe I Extinktionswerte von 1,2 (Isolat 1) bis 1,6 (Isolat 4) gemes-
sen, wiahrend sich in der Untergruppe Il nur Werte zwischen 0,5 (Isolat 5) und 0,8
(Isolat 2) ergaben. Auch bei den Verdiinnungsstufen 0,01 und 0,001 mg/ml, lagen die
Extinktionswerte der Isolate aus der Untergruppe I immer deutlich {iber denen der
Untergruppe II. In allen durchgefiihrten DAS-ELISAs zeigte das Isolat 1 innerhalb der
Untergruppe I die schwiachste, das Isolat 2 innerhalb der Untergruppe II die stdrkste
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Farbreaktion. Insgesamt traten somit bei diesem Verfahren beziiglich der Antikdrper-
reaktion deutliche Unterschiede zwischen den CMV-Isolaten auf. Gut zu erkennen war
die Abnahme der Extinktionswerte mit abnehmender Viruskonzentration der Suspen-
sionen.

. 0,1 mg Virus / ml §§ 0,01 mg Virus / ml % 0,001 mg Virus / ml

2,0 - ,
Isolat 4 Isolat 11

Extinktionswert bei 405 nm

Quotient E405 Probe / E405 Puffer

O
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" | | e
1:1500 1:1000 1:500 1:1500 1:1000 1:500

Antikorperkonzentration bei Beschichtung und Konjugatzugabe

Abb. 30: Einfluss der Antikdrperkonzentration (1:1500, 1:1000, 1:500) bei Beschich-
tung und Konjugatzugabe eines DAS-ELISA auf die Farbreaktion gereinigter Virussus-
pensionen der CMV-Isolate 4 (Untergruppe I, blau) und 11 (Untergruppe II, rot), in den
Konzentrationen 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml (Messung 120 min nach Substratzu-
gabe bei 405 nm; Oben: Extinktionswerte der Virussuspensionen sowie der Pufferkon-
trolle (grau); Unten: Extinktionswerte der Virussuspensionen in Relation zur Pufferkon-
trolle).
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Abb. 31: DAS-ELISA-Extinktionswerte von gereinigten Virussuspensionen der CMV-
Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11, C (rot) in den Konzen-
trationen 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml (Werte der Pufferkontrolle wurden abgezo-
gen; Antikorperkonzentration 1:500 fiir Beschichtung und Konjugat; Messung 120 min
nach Substratzugabe bei 405 nm).

Mittels TAS-ELISA wurden in einer Konzentration von 0,1 mg Virus/ml fiir alle Iso-
late, 120 min nach Substratzugabe, Extinktionswerte von 2,8 bis 2,9 gemessen und der
Quotient aus den Messwerten der Virussuspensionen und denen der Pufferkontrolle lag
in einem Bereich von 48 bis 50 (Abb. 32). Die Extinktionswerte der auf 0,01 mg
Virus/ml verdiinnten Isolate waren allerdings zu diesem Messzeitpunkt auch schon
extrem hoch. Die Werte lagen mit Ausnahme der Isolate 2 und 10 iiber 2,5 und unter-
schieden sich teilweise nur unwesentlich von denen der hoher konzentrierten Virussus-
pensionen. In einer Verdiinnung von 0,001 mg Virus/ml wurden bei den Isolaten 4, A
und B noch Extinktionswerte liber 2,0 gemessen. Bei den anderen Isolaten lagen die
Werte in einem Bereich von 1,3 bis 1,7 und waren somit hoher als die im DAS-ELISA
bei gleicher Inkubationsdauer gemessenen Werte fiir die auf 0,1 mg Virus/ml verdiinn-
ten Virussuspensionen.

Auffillig war die sehr schnelle Entwicklung der Gelbfarbung mit hohen Extinktions-
werten der Virussuspensionen im Vergleich zum DAS-ELISA. Nach 10 min konnten
bereits Werte liber 2,0 und nach 15 min Werte iiber 2,5, gemessen werden. Aber auch
der Extinktionswert der Pufferkontrolle betrug nach 10 min schon 0,024 und 120 min
nach Substratzugabe 0,058 und somit das Doppelte des zum gleichen Zeitpunkt in dem
DAS-ELISA gemessenen Werte.
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Die je nach Isolat und Verdiinnungsstufe teilweise recht unterschiedliche Geschwindig-
keit der Substratumsetzung konnte durch Bildung der Mittelwerte aus allen Messzeit-
punkten beriicksichtigt werden (Abb. 33). Dabei zeigte sich wieder eine deutlich
stirkere Reaktion der Isolate der Untergruppe I, insbesondere der CMV-Isolate 4, A und
B. Wihrend in der Verdiinnungsstufe 0,1 mg Virus/ml die mittleren Extinktionswerte
der Isolate aus der Untergruppe I in einem Bereich von 2,4 bis 2,8 lagen, ergaben sich
bei den Isolaten der Untergruppe II Werte von 1,6 bis 2,2. Das gleiche traf auf die
Messergebnisse bei niedrigerer Viruskonzentration zu, wobei die spezifische Reaktion
von Isolat 1, wie in dem DAS-ELISA, in den Verdiinnungen 0,01 und 0,001 mg
Virus/ml eher in den Reaktionsbereich der Untergruppe II einzuordnen war. Innerhalb
dieser Gruppierungen waren die Ubereinstimmungen mit einer durchschnittlichen maxi-
malen Abweichung von 0,3 sehr grofl. Des weiteren zeigten die gemittelten Messwerte
bei allen Isolaten eine deutliche Abnahme der Extinktionswerte mit zunehmender
Verdiinnung der Virussuspensionen.

Insgesamt ergaben die Ergebnisse des TAS-ELISA im Vergleich zu dem DAS-Verfah-
ren eine wesentlich bessere Ubereinstimmung zwischen der photometrisch gemessenen
Viruskonzentration und der Antikorperreaktion bei den gereinigten CMV-Isolaten.
Unter Beriicksichtigung der Reaktionsgeschwindigkeit konnte auch eine gute Abstufung
der unterschiedlichen Virusverdiinnungen erkannt werden.
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Abb. 32: TAS-ELISA-Extinktionswerte von gereinigten Virussuspensionen der CMV-
Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11, C (rot) in den Konzen-
trationen 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml (Werte der Pufferkontrolle wurden abgezo-
gen; Antikdrperkonzentration 1:1000 fiir Beschichtung und Konjugat, monoklonale
Antikorper 1:50; Messung 120 min nach Substratzugabe bei 405 nm).
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Abb. 33: TAS-ELISA-Extinktionswerte von gereinigten Virussuspensionen der CMV-
Isolate der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11, C (rot) in den Konzen-
trationen 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml (Werte der Pufferkontrolle wurden abgezo-
gen; Antikdrperkonzentration 1:1000 fiir Beschichtung und Konjugat, monoklonale
Antikorper 1:50; mittlere Extinktionswerte aus den Messungen 10, 15, 30, 45, 60 und
120 min nach Substratzugabe bei 405 nm).

3.4.3 Einfluss der Wirtspflanze auf die Virusvermehrung

Die Pflanzenpressséifte der mit den CMV-Isolaten inokulierten Versuchspflanzen, wur-
den getestet, um den Einfluss der Wirtspflanzen auf die Vermehrung der CMV-Isolate
bzw. den Zusammenhang zwischen Befall und Ausmall der Wirtspflanzenbeeintrachti-
gung zu untersuchen. Bei den Pflanzen, die nach Inokulation mit den CMV-Isolaten
keinerlei sichtbare Verdnderungen zeigten, war zu iiberpriifen, ob eine Virusinfektion
stattgefunden hatte. Bei der Auswertung der Daten wurden die Extinktionswerte der
Negativkontrolle von denen der Proben abgezogen.

Obwohl sich in den Untersuchungen der gereinigten Virussuspensionen das TAS-Ver-
fahren als sensibler herausgestellt hatte, wurde wegen der groBen Mengen gleichzeitig
zu testender Pflanzenproben in den meisten Fillen der DAS-ELISA durchgefiihrt.
Neben der Einsparung eines Arbeitschrittes reduzierte sich auch der Verbrauch an Anti-
serum. Des weiteren wurde zur Begrenzung des Probenumfanges in der Regel nicht jede
Pflanze einzeln getestet, sondern eine Mischprobe aller Versuchpflanzen einer Variante
zusammen gestellt. Da zwischen den Messwiederholungen der Mischproben nur unwe-
sentliche Differenzen auftraten, konnte auf eine statistische Auswertung verzichtet
werden.
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Bei den Versuchen mit Gurkenpflanzen wurde der TAS-ELISA angewendet. Um den
Einfluss von Isolat und Inokulumdichte auf den Infektionserfolg bzw. die Befallshéu-
figkeit zu untersuchen, wurden in diesem Fall die vier Pflanzen einer Variante jeweils
einzeln beprobt und getestet. Dabei war zu bedenken, dass immer nur ein kleiner Teil
der Pflanze beprobt wurde und dass die Probenahme bei Pflanzen mit undeutlichen oder
keinen Symptomen nicht gezielt stattfinden konnte, womit ein Riickschluss auf den
tatsdchlichen Virusgehalt der gesamten Pflanze aufgrund der ELISA-Messwerte nicht
moglich war. Das fiihrte auch zu teilweise extrem groflen Unterschieden der Messwerte
innerhalb einer Versuchsvariante. So konnte z.B. der Extinktionswert einer Probe das
12fache des Wertes der Negativkontrolle betragen, wéihrend die Messwerte einer
anderen Probe der gleichen Variante sich nicht von denen nicht inokulierter Pflanzen
unterschied. Aus diesem Grund wurde hier ebenfalls auf eine statistische Verarbeitung
der Daten verzichtet.

3.4.3.1 Nicotiana-Arten

Von N. rustica, N. tabacum ,Samsun-NN*“ und N. glutinosa wurden 14 Tage nach
Inokulation mit 0,1 mg Virus/ml Mischproben genommen und mittels DAS-ELISA auf
thren Virusgehalt iiberpriift. Bei allen inokulierten N. rustica-Pflanzen war 5 h nach
Substratzugabe eine deutliche positive Reaktion festzustellen bzw. lagen die Extink-
tionswerte der Proben mindestens iiber dem doppeltem Wert der Negativkontrolle von
0,4 (Abb. 34 und 35). Dabei lagen die Extinktionswerte bei den Isolaten der Untergrup-
pe I, mit dem 4fachen (Isolat B) bis 7fachen (Isolat 1) der Negativkontrolle, iiber denen
der Untergruppe II. Aber auch bei den mit den Isolaten 2 und 10 inokulierten Pflanzen
betrugen die Messwerte noch das 3fache der Negativkontrolle. Die schwéchste Reaktion
zeigten die Varianten mit den Isolaten 5, 11 und C. Damit konnte insgesamt eine gute
Ubereinstimmung zwischen serologisch gemessenem Virusgehalt und Stirke der auftre-
tenden Symptome festgestellt werden (siehe Kap. 3.3.1).

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich bei N. tabacum ,,Samsun-NN“ (Abb. 34). Bei einer
relativ schwachen unspezifischen Reaktion von 0,2, betrugen die Extinktionswerte nach
Inokulation mit den Isolaten A, 1, und 4 das 9 bis 6 fache der Negativkontrolle. Die
Werte der mit den Isolaten B und 2 inokulierten Pflanzen waren 3 mal, in den Varianten
mit den Isolaten 5, 10, 11, und C noch 2,5 mal so hoch wie bei der Negativkontrolle.

Obwohl alle Isolate mit Ausnahme von Isolat C an den betroffenen Pflanzen starke
Symptome hervorriefen (sieche Kap. 3.3.1), ergaben die serologischen Untersuchungen
der Proben von N. glutinosa insbesondere bei den Isolaten der Untergruppe II relativ
niedrige Virusgehalte (Abb. 35). Die mit den Isolaten 1 und 4 inokulierten Pflanzen
zeigten mit Extinktionswerten iiber dem 3fachen der Negativkontrolle die stirkste
Reaktion, wobei die unspezifische Reaktion mit einem Wert von 0,7 sehr hoch war. Bei
den Isolaten A, B, 2, 10 und 11 waren die Messwerte noch als eindeutig positiv zu
werten, wahrend die Extinktionswerte der mit den Isolaten C und 5 inokulierten Pflan-
zen nicht bzw. nur minimal liber denen der Negativkontrolle lagen.
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Abb. 34: DAS-ELISA-Extinktionswerte von N. rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN*
14 Tage nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und
IT: 2, 5, 10, 11, C (rot) (inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml; Werte der Negativkontrollen
wurden abgezogen; Antikorperkonzentration 1:500 fiir Beschichtung und Konjugat;
Messung 5 h nach Substratzugabe bei 405 nm).
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Abb. 35: DAS-ELISA-Extinktionswerte von N. rustica und N. glutinosa 14 Tage nach
Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11,
C (rot) (inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml; Werte der Negativkontrolle wurden abgezogen;
Antikorperkonzentration 1:500 fiir Beschichtung und Konjugat; Messung 5 h nach Sub-
stratzugabe bei 405 nm).
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3.4.3.2 Tomatenpflanzen

Von den Tomatenpflanzen wurden 19 Tage nach Inokulation mit 0,1, 0,001 und 0,0001
mg Virus/ml Mischproben genommen und im Vergleich mit Blattproben nicht inokulier-
ter Pflanzen im DAS-ELISA auf ihren Virusgehalt gepriift. Bei Inokulation mit 0,1 mg
Virus/ml war der Virusnachweis, 5 h nach Substratzugabe, in allen Varianten eindeutig
positiv (Abb. 36). Dabei lagen die Extinktionswerte bei den Isolaten der Untergruppe I
mit 2,0 (Isolat 1) bis 2,6 (Isolat B) wiederum iiber denen der Untergruppe II mit Werten
von 1,4 (Isolat 5) bis 1,8 (Isolat 2). Die unspezifischen Reaktionen waren mit 0,7 relativ
hoch. Bei den mit 0,001 mg Virus/ml inokulierten Pflanzen wurde gegeniiber der
hoheren Inokulumdichte keine wesentliche Verringerung der Messwerte festgestellt.

Ein Zusammenhang dieser Ergebnissen mit der im Vorfeld beobachteten Wirtspflanzen-
beeintrachtigung durch die CMV-Isolate (siehe Kap. 3.2.2) war nicht festzustellen. Ob-
wohl nach Inokulation mit den Isolaten 1 und 2 nur schwache Symptome an den Toma-
tenpflanzen auftraten, wurden bei den mit diesen Isolaten inokulierten Pflanzen hohere
Extinktionswerte gemessen als bei den Isolaten 10, 11 und C, welche dullerst schwere
Symptome verursachten. Die Extinktionswerte der mit 0,0001 mg Virus/ml der Isolate
4, B und 11 inokulierten Pflanzen waren fast so hoch wie bei den mit hoheren Virus-
konzentrationen inokulierten Pflanzen, obwohl bei dieser Inokulumdichte kein Einfluss
der CMV-Isolate auf die Tomatenpflanzen mehr festzustellen war.

B o1 mgvirus/mi [] 0,001 mg Virus /mi [ ] 0,0001 mg Virus / mi
2,0 -
g 15
= — —
[Ye] —
o
<
r — 1 —
o
5 1,0
= _
z _
[= —
S -
g
<
X 05-
0,0 Bl H T T H T T T H T - D T T - T H 1
1 4 A B 2 5 10 11 c

Abb. 36: DAS-ELISA-Extinktionswerte von Tomatenpflanzen 19 Tage nach Inokula-
tion mit den CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11, C
(rot) (inokuliert mit 0,1, 0,001 und 0,0001 mg Virus/ml; Werte der Negativkontrolle
wurden abgezogen; Antikorperkonzentration 1:500 fiir Beschichtung und Konjugat;
Messung 5 h nach Substratzugabe bei 405 nm).
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3.4.3.3 Paprikapflanzen

Bei den Paprikapflanzen wurden 40 und 80 Tage nach Inokulation mit 0,1, 0,001,
0,0001 und 0,00001 mg Virus/ml Mischproben genommen und mittels DAS-ELISA
getestet. Um einen eventuellen Einfluss der Nihrstoffversorgung auf die Virusreplika-
tion zu priifen, wurden Proben von unterschiedlich stark gediingten Versuchspflanzen
untersucht.

Mit Ausnahme der mit 0,1 mg Virus/ml des Isolates 2 inokulierten Pflanzen, deren
Extinktionswerte noch fast dem 3fachen Wert der Negativkontrolle entsprachen, wurden
bei den mit den Isolaten der Untergruppe II inokulierten Pflanzen nur schwach positive
Reaktionen festgestellt (Abb. 37). Bei den mit 0,1 mg Virus/ml der Isolate 1, 4, A, B
und 2 inokulierten Pflanzen ergaben sich in allen Tests eindeutig positive Reaktionen,
wobei die stirkste Antikorperreaktion mit Werten liber dem Sfachem der Negativkon-
trolle bei den Isolaten 1, 4 und A zu verzeichnen war, wiahrend die Extinktionswerte der
mit [solat B inokulierten Pflanzen nur geringfiigig iiber denen von Isolat 2 lagen.

Bei den mit 0,001 und 0,0001 mg Virus/ml inokulierten Paprikapflanzen wurden nur
noch bei den Varianten mit Isolaten der Untergruppe I eindeutig positive Reaktionen
nachgewiesen, mit Extinktionswerten die doppelt (Isolate 1, 4 und B) bis fast 4mal (Iso-
lat A) so hoch waren wie die der Negativkontrolle. Dabei war kein Unterschied zwisch-
en den beiden Inokulumdichten festzustellen. Bei den Isolaten 4 und A wurden sogar
noch eindeutige positive Reaktionen bei den mit 0,00001 mg Virus/ml inokulierten
Pflanzen gemessen, obwohl bei dieser Inokulumdichte keines der Isolate mehr einen
Einfluss auf die Wirtspflanzenentwicklung zeigte.

Abgesehen von den in Relation zu den Symptomen hohen Extinktionswerten der mit
Isolat 2 inokulierten Paprikapflanzen, zeigte sich eine Ubereinstimmung zwischen den
mittels ELISA-Extinktionswerten der Pflanzenproben und der Schéddigung der Wirts-
pflanzen durch die CMV-Isolate (sieche Kap. 3.3.3). Ferner wurde nachgewiesen, dass,
trotz ausbleibender Wirtspflanzenreaktionen, nach Inokulation mit den Isolaten 5, 10,
11 und C zu mindestens bei einer Inokulumdichte von 0,1 mg Virus/ml durchaus eine
Infektion vorgelegen hat.

Ein Einfluss der Néhrstoffversorgung auf die Virusreplikation konnte wurde nicht
festgestellt (Abb. 38). Alle getesteten Isolate zeigten eine eindeutig positive Reaktion
und die Messwerte der mit 4 g Plantosan/l Substrat gediingten Versuchspflanzen lagen
in der Regel nur knapp unter oder iliber denen der mit 2 g Plantosan/l Substrat
gediingten Pflanzen. Auch wenn in den hier dargestellten Graphiken die Werte 80 Tage
nach Inokulation (Abb. 38) etwas hoher liegen als 40 Tage nach Inokulation (Abb. 37),
konnten insgesamt keine wesentlichen Unterschiede beziiglich der gemessenen
Virusgehalte zwischen diesen beiden Probeterminen festgestellt werden.
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Abb. 37: DAS-ELISA-Extinktionswerte von Paprikapflanzen 40 Tage nach Inokulation
mit den CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11, C (rot)
(inokuliert mit 0,1, 0,001 und 0,0001 mg Virus/ml; Werte der Negativkontrolle wurden
abgezogen; Antikorperkonzentration 1:500 fiir Beschichtung und Konjugat; Messung
5 h nach Substratzugabe bei 405 nm).
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Abb. 38: Einfluss der Néahrstoffversorgung auf die DAS-ELISA-Extinktionswerte von
Paprikapflanzen 80 Tage nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4,
A, B (blau) und II: 2, 10 (rot) (inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml, Diingung mit 2 und 4g
Plantosan/l Substrat; Werte der Negativkontrolle wurden abgezogen; Antikdrperkon-
zentration 1:500 fiir Beschichtung und Konjugat; Messung 5 h nach Substratzugabe bei
405 nm).
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3.4.3.4 Gurkenpflanzen

Zur Untersuchung des Einflusses von Isolat und Inokulumdichte auf Befallsstiarke und —
haufigkeit wurde 16 Tage nach Inokulation jede Gurkenpflanze einzeln beprobt und
mittels TAS-ELISA auf ihren Virusgehalt gepriift. Bei der CMV-empfindlichen Sorte
»Vorgebirgstraube®, die insbesondere nach Inokulation mit den Isolaten A, B, 5, 10 und
11 deutliche Symptome entwickelte, wurden die mit 0,1, 0,01, 0,001 und 0,0001 mg
Virus/ml inokulierten Pflanzen getestet. Von der CMV-toleranten Sorte ,,Othello®, die
nur eine schwache Reaktion auf die CMV-Isolate A, B, 5 und 11 zeigte, wurden nur die
mit 0,1 mg Virus/ml inokulierten Pflanzen untersucht.

Bei der Sorte ,,Vorgebirgstraube*“ (Abb. 39) zeigten die mit den Isolaten A und B
inokulierten Pflanzen stets die eindeutig stidrkste Antikorperreaktion und bei einer In-
okulumdichte von 0,1 mg Virus/ml lagen, 120 min nach Substratzugabe, die Extink-
tionswerte aller Proben iiber 2,5 bzw. dem 12fachem Wert der Negativkontrolle.
Wihrend die Messwerte der mit Isolat A inokulierten Pflanzen bei einer Inokulumdichte
von 0,01 und teilweise sogar von 0,001 mg Virus/ml genauso hoch waren, traten bei
Isolat B schon ab einer Inokulumdichte von 0,01 mg Virus/ml vermehrt Proben mit
deutlich geringeren Extinktionswerten auf. Trotz schwacher Symptome wurden bei den
mit 0,1 mg Virus/ml der Isolate 1 und 4 inokulierten Versuchspflanzen relativ hohe Ex-
tinktionswerte gemessen, die 7 - 8 mal hoher lagen als die Werte der Negativkontrolle.
Aber schon bei einer Inokulumdichte von 0,01 mg Virus/ml traten nur noch vereinzelt
Proben auf, bei denen Virus nachzuweisen war.

Die mit den Isolaten 5, 10 und 11 der Untergruppe II inokulierten Pflanzen zeigten bei
Inokulumdichten von 0,1, 0,01 und 0,001 mg Virus/ml, eindeutig positive Testergebnis-
se, mit Werten, die dem 4 — 8 fachen der Negativkontrolle entsprachen. Dabei lagen die
Extinktionswerte der einzelnen Proben auch bei einer Inokulumdichte von 0,1 mg
Virus/ml selten liber 2,0. In den Varianten mit den Isolaten 2 und C der Untergruppe II
traten nach Inokulation mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml noch vereinzelt Proben auf, die
mit Werten iiber dem 2 bis 3fachen der Negativkontrolle als eindeutig positiv zu bewer-
ten waren. Bei geringeren Inokulumdichten trat kein Unterschied zu nicht inokulierten
Pflanzen mehr auf.

Bei einer Inokulumdichte von 0,0001 mg Virus/ml konnten nur noch bei den mit den
Isolaten A, B, 5, 10 und 11 inokulierten Pflanzen ein positiver Virusnachweis erbracht
werden. Die Analyse der Einzelmesswerte zeigte, dass bei dem Isolat A erst bei einer
Inokulumdichte von 0,0001 mg Virus/ml, bei den Isolaten B, 5, 10, 11 bei einer Inoku-
lumdichte von 0,001 mg Virus/ml und bei den Isolaten 1, 4, 2 und C schon bei einer
Inokulumdichte von 0,1 mg Virus/ml, Proben vorkamen, deren Extinktionswerte sich
nicht von denen der Negativkontrolle unterschieden.

Wihrend bei den mit dem Isolat A inokulierten Pflanzen teilweise noch bis zu einer
Inokulumdichte von 0,001 mg Virus/ml, Werte iiber dem 12fachen der Negativkontrolle
gemessen wurden, nahm in der Regel mit abnehmender Inokulumdichte auch die Hohe
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der Extinktionswerte der einzelnen Proben ab. Somit konnte bei Gurkenpflanzen der
Sorte ,,Vorgebirgstraube* ein Einfluss von CMV-Isolat und Inokulumdichte sowohl auf
die Anzahl positiver Proben pro Variante als auch auf die Hohe der Extinktionswerte
der einzelnen Proben festgestellt werden.

B o1 mgvirus/mi 0,01 mg Virus / ml [] 0,001 mg Virus / mi
3,
g
g %
_
s :
2 P _
-
|
i I
0 N &\ ‘DD A . . ‘I_IDIZI‘
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Abb. 39: TAS-ELISA-Extinktionswerte von Gurkenpflanzen der Sorte ,,Vorgebirgstrau-
be*“ 16 Tage nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau)
und II: 2, 5, 10, 11, C (rot) (inokuliert mit 0,1, 0,01, 0,001 und 0,0001 mg Virus/ml;
Werte der Negativkontrolle wurden abgezogen; Antikorperkonzentration 1:1000 fiir Be-
schichtung und Konjugat, monoklonale Antikorper 1:50; Messung 120 min nach Sub-
stratzugabe bei 405 nm).

Die Pflanzenproben der Sorte ,,Othello* (Abb. 40) zeigten nach Inokulation mit den
Isolaten 1, A und B die stdrkste Antikorperreaktion. Nach Inokulation mit den Isolaten
A und B wurde bei allen Pflanzen Extinktionswerte tiber 2,5 bzw. dem 12fachen Wert
der Negativkontrolle gemessen. Von den mit dem Isolat 1 inokulierten Pflanzen traf auf
drei Pflanzen das gleiche zu, wihrend eine der Pflanzenproben keine positive Reaktion
zeigte. Bei Isolat 5 waren drei Pflanzen, bei Isolat 10 nur noch eine Pflanze mit dem
doppelten Messwert der Negativkontrolle eindeutig positiv. Wahrend bei Isolat C zwei
Pflanzen mit dem 1,6 - 1,8fachen der Negativkontrolle eine schwach positive Reaktion
zeigten, konnte bei keiner der mit den Isolaten 2, 4 und 11 inokulierten Pflanzen ein
Unterschied zur Negativkontrolle festgestellt werden.

Abgesehen von den relativ hohen Extinktionswerten der mit 0,1 mg Virus/ml der Isolate
1 und 4 inokulierten Pflanzen konnte bei der Sorte ,,Vorgebirgstraube® eine gewisse
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen Symptomauswertung festgestellt werden (siche
Kap. 3.3.4). Bei den mit 0,1 mg Virus/ml des Isolates 1 inokulierten Pflanzen der Sorte
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»Othello® wurden hohe Extinktionswerte gemessen, obwohl an den Pflanzen keine
Symptome auftraten. In den Varianten mit den Isolaten A und B waren die Messwerte,
trotz vergleichsweise milder Symptome, dhnlich hoch wie bei den entsprechenden
Pflanzenproben der Sorte ,,Vorgebirgstraube®.

Extinktionswert bei 405 nm

0 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
1 4 A B 2 5 10 11 C

Abb. 40: TAS-ELISA-Extinktionswerte von Gurkenpflanzen der Sorte ,,Othello* 16 Ta-
ge nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1, 4, A, B (blau) und II: 2, 5,
10, 11, C (rot) (inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml; Werte der Negativkontrolle wurden ab-
gezogen; Antikorperkonzentration 1:1000 fiir Beschichtung und Konjugat, monoklonale
Antikorper 1:50; Messung 120 min nach Substratzugabe bei 405 nm).

3.4.3.5 Feldsalatpflanzen

Da an den Feldsalatpflanzen der Sorten ,,Verte de Cambrai®, ,,Vit“ und ,,Holldndischer
Breitbléttriger keine Anzeichen einer Infektion durch die CMV-Isolate zu beobachten
waren, sollte mittels DAS-ELISA geklart werden, ob eine erfolgreiche Infektion stattge-
funden hat. Dazu wurden 26 Tage nach Inokulation der Versuchspflanzen mit 0,1 mg
Virus/ml, Mischproben genommen und im Vergleich zu Proben nicht inokulierter Pflan-
zen getestet.

Da zwischen den drei Sorten keine wesentlichen Unterschiede auftraten, wurden die
Ergebnisse hier exemplarisch an den Messwerten der Sorten ,,Verte de Cambrai“ und
, Vit dargestellt (Abb. 41). Die mit den Isolaten 2, 4 und A inokulierten Pflanzen wur-
den in allen Tests und bei allen verwendeten Sorten, 5 h nach Substratzugabe, eindeutig
positiv getestet. Die gemessenen Werte waren 2 bis 3 mal hoher als bei den Proben der
nicht inokulierten Pflanzen, deren Extinktionswerte zwischen 0,5 und 0,6 lagen. Bei
allen anderen Isolaten zeigte sich teilweise eine schwach positive Reaktion mit fast
doppelt so hohen Werten wie bei der Negativkontrolle, hdufig lagen die Extinktions-
werte aber auch nur minimal oder gar nicht iiber denen gesunder Pflanzen.
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Damit konnte nachgewiesen werde, dass trotz des Ausbleibens eindeutiger Symptome
bei den Isolaten 2, 4, und A stets, bei den restlichen Isolaten zumindest in einigen
Fillen, eine Infektion stattgefunden hatte.

Verte de Cambrai Vit

10
11

UUDU

0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 0,0 0,5 1,0 1,5 2,0

Extinktionswert bei 405 nm Extinktionswert bei 405 nm

Abb. 41: DAS-ELISA-Extinktionswerte von Feldsalatpflanzen der Sorten ,,Verte de
Cambrai und ,,Vit* 26 Tage nach Inokulation mit CMV-Isolaten der Untergruppe I: 1,
4, A, B (blau) und II: 2, 5, 10, 11, C (rot) (inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml; Werte der
Negativkontrolle wurden abgezogen; Antikdrperkonzentration 1:500 fiir Beschichtung
und Konjugat; Messung 5 h nach Substratzugabe bei 405 nm).

3.5 Bildtafeln
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Bildseite I (rechts)
Nach Inokulation mit Isolaten des Gurkenmosaikvirus auftretende Symptome an Nico-
tiana rustica, inokuliert mit Pflanzenpresssaft:

(a) Symptomfreies Blatt einer nicht inokulierten Pflanze.

(b) Runde Chlorosen als lokale Reaktion, Isolat 1 (16 d p.i.).

(c) Eckige, ungleichmidflig umrissene Chlorosen als lokale Reaktion, Isolat B
(15dp.i.).

(d) Adernaufhellung als erste systemische Reaktion, Isolat 1 (16 d p.i.).

(e) Interkostale Chlorosen mit fettigem Glanz als systemische Reaktion, Isolat 2
(35dp.i.).

(f) Chlorosen, Fettglanz und Unebenheiten der Blattoberfliche als systemische Re-
aktion, Isolat 10 (26 d p.1.).

(g) Chlorotische und intensiv dunkelgriin gefiarbte Blattbereiche ,,dark green islands*
mit blasigen Auftreibungen als systemische Reaktion, Isolat 1 (16 d p.i.).

(h) Extremer Kontrast zwischen chlorotischen und intensiv dunkelgriin gefirbten
Blattbereichen ,,dark green islands® mit blasigen Auftreibungen als systemische
Reaktion, Isolat 4 (22 d p.i.).
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Bildseite II (rechts)
Nach Inokulation mit Isolaten des Gurkenmosaikvirus auftretende systemische
Symptome an Nicotiana rustica, inokuliert mit Pflanzenpresssaft (Fortsetzung):

(a) Blasige Auftreibungen, gewellte Blattrinder und Einschniirungen, Isolat 4
(22 d p.i.).

(b) Symptomfreie, nicht inokulierte Pflanze.

(c) Starke Blattsymptome und Wuchsdeformationen, Isolat B (15 d p.i.). Blitter mit
blasigen Auftreibungen, gewellten Rdndern und Einschniirungen. Verschmé-
lerung am Blattgrund, Blattfliche extrem reduziert, Eindruck untypisch langer
Blattstiele.

(d) Chlorosen und dunkelgriine blasigen Auftreibungen, Isolat 1 (16 d p.i.).

Elektronenmikroskopische Aufnahmen gereinigter Virussuspensionen (Tropfenpri-

parate, negative Kontrastierung):

(e) Gereinigte Suspension des CMV-Isolates 2; Konzentration: 1 mg Virus/ml. In-
takte Partikel ohne gréBere Verunreinigung.

(f) VergroBerter Ausschnitt von Bild e.

(g) Gereinigte Suspension des CMV-Isolates 10; Konzentration: 0,1 mg Virus/ml.
Intakte Partikel ohne groBere Verunreinigung.
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Bildseite III (rechts)

Nach Inokulation mit Isolaten des Gurkenmosaikvirus auftretende Symptome an Nico-
tiana tabacum “Samsun-NN”, inokuliert mit Pflanzenpresssaft:

(a) Kleine, konzentrisch angeordnete Nekrosen (Ringflecken) als lokale Reaktion,
Isolat 5 (6 d p.i.).

(b) Ringfleck als lokale Reaktion, Isolat 5 (6 d p.i.).
(c¢) UngleichmédBig geformte Chlorosen als lokale Reaktion, Isolat B (15 d p.i.).
(d) Adernaufhellung als erste systemische Reaktion, Isolat 1 (16 d p.i.).

(e) Grofiflichige, durchscheinende Chlorosen als systemische Reaktion, Isolat 1
(25 d p.i.).

(f) Adernaufhellung und interkostale Chlorosen als systemische Reaktion, Isolat 4
(22 d p.i.).

(g) Blasige Auftreibungen und gewellte Blattrinder als systemische Reaktion, Iso-
lat B (15 d p.i.). Reduzierte Blattfliche durch Verschmilerung am Blattgrund.

(h) Blasige Auftreibungen und Einschniirungen der Bldttern als systemische Reak-
tion, Isolat B (15 d p.i.).

(1) Symptomfreie, nicht inokulierte Pflanze.
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Bildseite IV (rechts)

Nach Inokulation mit Isolaten des Gurkenmosaikvirus auftretende systemische Symp-
tome an Nicotiana glutinosa, inokuliert mit Pflanzenpresssaft:

(a) Adernaufhellung, Isolat C (17 d p.i.).
(b) Chlorosen und gewellte Blattrander, Isolat 1 (35 d p.i.).

(c¢) Adernaufhellung, von Blattadern ausgehende Chlorosen und Einschniirungen be-
sonders an der Blattspitze, Isolat 1 (35 d p.i.).

(d) Intensiv dunkelgriin gefiarbte Blattbereiche ,,dark green islands“ mit blasigen
Auftreibungen, Isolat 1 (25 d p.i.).

(e) Blattsymptome, Isolat 2 (35 d p.i.). Blidtter kleiner, mit blasigen Auftreibungen
und gewellten Rdndern. Schmalblittrigkeit durch Reduktion der Blattspreite.

(f) Blattsymptome, Isolat 2 (35 d p.i.). Schmalblittrigkeit, blasige Auftreibungen
sowie gewellte und eingerollte Blattrdnder.

(g) Blatt- und Wuchsdeformationen, Isolat 4 (29 d p.i.). Blédtter mit blasigen Auf-
treibungen und gewellten Rindern, sind klein und teilweise extrem schmalblét-
trig. Internodien und Blattstiele unnatiirlich lang.

(h) Chlorosen und gewellten Blattrdndern, Isolat 1 (35 d p.i.). Wachstum im Ver-
gleich zu nichtinfizierten Pflanzen kaum beeintrdchtigt.

Einfluss der CMV-Isolate auf das Wachstum von Nicotiana glutinosa, inokuliert mit
0,1 mg Virus/ml:

(1) Wachstum inokulierter im Vergleich zu nicht inokulierten Pflanzen (12 d p.i.).
Links: Isolate 5, 10, 11; Mitte: Isolate A, B, C; Rechts : nicht inokuliert, (von
oben nach unten).

(j) Starke Wuchsdepression nach Inokulation mit Isolat 10 (unten) im Vergleich zu
nicht inokulierter Pflanze (oben) (26 d p.i.).
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Bildseite V (rechts)
Nach Inokulation mit Isolaten des Gurkenmosaikvirus auftretende Symptome an Nico-
tiana clevelandii, inokuliert mit Pflanzenpresssaft:

(a) Lokale (Blatt 1, 2) und systemische (Blatt 3 - 5) Reaktion (von links nach
rechts), Isolat 1 (22 d p.i.). Chlorosen, gewellte Blattrinder, blasige Auftreibung-
en und Schmalblattrigkeit.

(b) Symptomfreie, nicht inokulierte Pflanze.

(c) Chlorosen, blasigen Auftreibungen und gewellten Blattrindern als systemische
Reaktion, Isolat 4 (18 d p.i.). Blétter sind kleiner und anders geformt als symp-
tomfreie Blitter.

(d) Chlorosen, Nekrosen sowie extreme Wuchsdepression als systemische Reaktion,
Isolat 10 (18 d p.i.).

Einfluss der CMV-Isolate auf das Wachstum von Nicotiana clevelandii (12 d p.i.), in-
okuliert mit 0,1 mg Virus/ml:

(e) Wachstum inokulierter Pflanzen im Vergleich zu nicht inokulierter Pflanze.
Links: Isolate 5, 10, 11; Mitte: Isolate A, B, C; Rechts : nicht inokuliert, (von
oben nach unten).

Symptome CMV-infizierter Stiefmiitterchen (Viola x Wittrockiana), Isolat 10:

(f) Deformierte geschlossene Bliite mit kleinen Nekrosen.

(g) Gedffnete Bliite mit Bliitenstreifigkeit (Farbenbrechung).
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Bildseite VI (rechts)

Nach Inokulation mit Isolaten des Gurkenmosaikvirus auftretende systemische Symp-
tome an Tomatenpflanzen (21 d p.i.), inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml:

(a)
(b)
(c)
(d)
(e)
(f)

Hellgriine bis gelbe Verfiarbungen an den Blattrdndern (Chlorosen), Isolat 2.
Eingerollte Blitter, Isolat A.

Chlorosen und dunkle Blattadern, Isolat 10.

Rot-violett verfarbte Blattunterseite (Rotung), Isolat 2.

In der Breite extrem reduzierte Blattspreite (Fadenbléattrigkeit), Isolat 4.

Stiangelnekrose und abgeknickte Triebspitze, Isolat 11.
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Bildseite VII (rechts)

Einfluss der CMV-Isolate auf die Entwicklung von Tomatenpflanzen (21 d p.i.), inoku-
liert mit 0,1 mg Virus/ml:

(a) Vergleich inokulierter Pflanzen mit nicht inokulierter Pflanze, nicht inokuliert
(n.i.), Isolate B, A, C, 11, 10 (Boniturwerte 0, 4, 6, 8, 9, 10), (von links nach
rechts).

(b) Blattsymptome und Wuchsdeformationen nach Infektion mit Isolat B. Verkiim-
mern der Triebspitze bei gleichzeitig verstirktem Austrieb der Seitenknospen
,»Buschigkeit®. Bliatter und Blattstiele durch unregelméfliges Wachstum untypisch
verdreht (Boniturwert 7).

(c) Starke Wuchsdepression bei ansonsten normalen Pflanzenhabitus nach Infektion
mit Isolat A (Boniturwert 8).

(d) Extreme Wuchsdeformation und -depression nach Infektion mit Isolat 11. Pflan-
ze hat das Wachstum eingestellt, Triebspitze ist durch Stingelnekrosen abge-
knickt und bereits verwelkt (Boniturwert 9).

(e) Pflanzen stark gestaucht, Stingelnekrosen, Triebspitzen abgestorben, Welke und
Absterben der ganzen Pflanze, Infektion mit Isolat 10, (Boniturwert 10).
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Bildseite VIII (rechts)
Nach Inokulation mit CMV-Isolaten auftretende systemische Symptome an Paprika-
pflanzen (71 d p.i.), inokuliert mit 0,1 mg Virus/ml:

(a) Blattoberfliche leicht gewellt, der fiir Paprikablétter typische Glanz fehlt (Rauh-
blattrigkeit), Isolat A.

(b) Blétter zeigen Adernaufhellung, interkostale Chlorosen und Blasen, Isolat A.
(c) Blattdeformation durch eingeschniirte Blattspreite (Schmalblittrigkeit), Isolat 4.
(d) Blattspreite ist an der Blattspitze stark reduziert (Fadenbléattrigkeit), Isolat 4.

(e) Lanzettformige Blitter durch Reduktion der Blattspreite (Schmalblittrigkeit),
Isolat A.
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Bildseite IX (rechts)

Einfluss der CMV-Isolate auf die Entwicklung von Paprikapflanzen:

(a) Wachstum inokulierter Pflanzen im Vergleich zu nicht inokulierter Pflanze
(27 d p.i.). Isolate A und 1, nicht inokuliert (n.i.), (von links nach rechts). Inoku-
liert mit 0,1 mg Virus/ml.

(b) Wuchsdeformationen und -depressionen nach Inokulation mit 0,1 bzw. 0,001 mg
Virus/ml des Isolates A (71 d p.i.), nicht inokuliert (n.1). Extrem verkiirzte Inter-
nodien (Stauchung) und Blattverschmilerungen.
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Bildseite X (rechts)

Zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender Symptome an Nicotia-
na rustica (19 d p.i.):

(a) Palisadenparenchymzellen aus nicht infiziertem Blattgewebe: Intakte Chloroplas-
ten mit zahlreichen, gut zu erkennenden Thylakoidmembranen (Th) und Grana-
stapeln (G) sowie miBig grofen Stirkekornern (SK).

(b) Palisadenparenchymzelle aus nicht infiziertem Blattgewebe: Chloroplasten mit
vielen groBBeren Stirkekodrnern (SK).

(c) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4: Dege-
nerierter, aufgebldhter Chloroplast mit Cytoplasma-Einschliissen (CE) und Vesi-
kulierung (V).

(d) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4: Dege-
nerierte Chloroplasten mit vielen Plastoglobuli (P) und peripherem Retikulum
bzw. Vesikulierung (V), SK: Stirkekorn.

(e) Schwammparenchymzelle aus nicht infiziertem Blattgewebe: Intakter Zellkern.

(f) Schwammparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4: Stark
gelappter Zellkern.
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Bildseite XI (rechts)

Zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender Symptome an Nicotia-
na rustica (19 d p.i.):

(a) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4:
Viruspartikel bzw. —aggregate in Cytoplasma und Vakuole (Pfeile).

(b) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4:
Virusaggregate in Vakuole.

(c) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4: In
Vakuole zu kristallinen Aggregaten zusammengelagerte Viruspartikel.

(d) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit lokalen Chlorosen, Isolat 4: Auf-
gereihte Viruspartikel in Vakuole.

(e) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit systemischer Adernaufhellung,
Isolat 11: Degenerierte Chloroplasten mit extremer Stirkeakkumulation.

(f) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit systemischer Adernaufhellung,
Isolat 4: Degenerierter Chloroplast mit Cytoplasma-Einschliissen (CE) und peri-
pherem Retikulum bzw. Vesikulierung (V).

(g) Xylemzelle aus Blattgewebe mit systemischer Adernaufhellung, Isolat 4: Tra-
cheide mit Akkumulation von degeneriertem Chloroplastenmaterial (Pfeil).
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Bildseite XII (rechts)

Histologische und zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender
Symptome an Nicotiana rustica (19 d p.i.):

(a) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit systemischer Adernaufhellung,
Isolat 4: Erweiterte Plasmodesmen (Pl), tubuldre Plasmodesmenausstiilpung und
Zellwandauflagerung (PA), Transport (weille Pfeile) von Virus-dhnlichen Par-
tikeln (VLP), Tonoplast-assoziierte Vesikel (V) mit fibrillirem Inhalt (F), ZW:
Zellwand, CL: Chloroplast.

(b) Querschnitt durch nicht infiziertes Blattgewebe. PP: Palisadenparenchym, SP:
Schwammparenchym.

(c) Querschnitt durch Blattgewebe mit dunkelgriinen blasigen Auftreibungen, Iso-
lat 4: Reduzierte ZellgroBe, unvollstindige Gewebedifferenzierung und mehr-
reihiges Palisadenparenchym. PP: Palisadenparenchym, SP: Schwammparen-
chym.

(d) Querschnitt durch chlorotisches Blattgewebe, Isolat 4: Reduzierte ZellgrdBe,
unvollstindige Gewebedifferenzierung und Reduktion der Blattdicke. PP:
Palisadenparenchym, SP: Schwammparenchym.

(e) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit dunkelgriinen blasigen Auftrei-
bungen, Isolat 4: Intakte Chloroplasten.

(f) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat 4: Vesiku-
lierung (V) und dunkel kontrastierte Aggregate (Pfeil) in Cytoplasma.
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Bildseite XII

(a)
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Bildseite XIII (rechts)

Zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender Symptome an Nicotia-
na rustica (19 d p.i.):

(a) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat 4: Granulére
Partikel im Cytoplasma (weiBler Pfeil) und Tonoplast-assoziierte Vesikel
(schwarze Pfeile), vergroBerter Ausschnitt (umrandet).

(b) Zellwand einer Epidermiszelle aus nicht infiziertem Blattgewebe.
(c) Epidermiszellen aus Blatt mit 6lig glinzender Oberfliche, Isolat 11: Defor-

mierte antiklinale Zellwand, Zellwandauflagerungen (schwarze Pfeile), tubulére
Plasmodesmenausstiilpung (weiller Pfeil).
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Bildseite XIV (rechts)

Zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender Symptome an
Nicotiana rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN*“ (19 d p.i.):

(a) Palisadenparenchymzelle aus Blatt mit 6lig gldnzender Oberfliche, N. rustica,
Isolat 11: Granuldres Material in Cytoplasma (weille Pfeile) und Tonoplast-
assoziierte Vesikel (V).

(b) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit interkostalen Chlorosen, N. taba-
cum ,,Samsun-NN“, Isolat 11: Zahlreiche Mitochondrien (M), teilweise stark ge-
lappt mit Cytoplasma-Einschliissen (CE) bzw. Invaginationen.

(c) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit interkostalen Chlorosen, N. taba-
cum ,,Samsun-NN*, Isolat A: Erweiterte Plasmodesmen (PL) und tubuldre Plas-
modesmenausstiilpung (PA).

(d) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit interkostalen Chlorosen, N. taba-
cum ,,Samsun-NN*, Isolat 11: Dunkel kontrastierte Aggregate im Cytoplasma
und starke Vesikulierung (V), degenerierte Chloroplasten mit groBen Stirke-
kornern (SK), Mitochondrien (M) mit Cytoplasma-Einschliissen (CE) bzw. Inva-
ginationen sowie Tonoplast-assoziierte Vesikel (umrandete Ausschnitt-
vergroflerung) mit fibrillirem Inhalt (F).
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Bildseite XV (rechts)

Zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender Symptome an
Tomatenpflanzen (15 d p.i.):

(a) Palisadenparenchymzelle nicht infizierter Pflanze: Zwei intakte Chloroplasten
(Langsschnitt) mit und ohne Starkekorn (SK), gut zu erkennende Thylakoidmem-
branen (Th) und Granastapel (G).

(b) Palisadenparenchymzelle nicht infizierter Pflanze: Intakter Chloroplast (Quer-
schnitt); SK: Starkekorn, G: Granastapel.

(c) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat A: Degenerierter
Chloroplast mit starker Vesikulierung (V), aufgeweiteten Granathylakoiden (G)
und ohne Stromathylakoide.

(d) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat A: Degenerierter
Chloroplast, membrandse Strukturen (ME) sowie virusédhnliche Partikel (VLP) in
Cytoplasma.

(e) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat A: Membrandse
Uberreste (ME) eines degenerierten Chloroplasten.

(f) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat A: Degenerierter
Chloroplast und virusdhnliche Partikel (VLP).

(g) Palisadenparenchymzelle aus chlorotischem Blattgewebe, Isolat A: Membrandse
Strukturen (ME) im Cytoplasma, virusdhnliche Partikel (VLP) in Cytoplasma
und Vakuole.
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Bildseite XV
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Bildseite XVI (rechts)

Histologische und zytologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender
Symptome an Tomatenpflanzen (15 d p.i.):

(a) Querschnitt durch nicht infiziertes Blattgewebe. PP: Palisadenparenchym, SP:
Schwammparenchym.

(b) Querschnitt durch Blattgewebe mit Fadenblittrigkeit, Isolat C: Gehemmte Ge-
webedifferenzierung und kaum Interzellularrdume, reduzierte ZellgroBe, mehr-
reihiges Palisadenparenchym (PP). SP: Schwammparenchym.

(¢) Querschnitt durch Blattgewebe mit Fadenbldttrigkeit, Isolat C: Reduzierte Gewe-
bedifferenzierung und kollabierte Mesophyllzellen. PP: Palisadenparenchym, SP:
Schwammparenchym.

(d) Palisadenparenchymzellen aus Blattgewebe mit Fadenblittrigkeit, Isolat C: Zel-
len klein, dicht gepackt und mit ungewo6hnlich viel Cytoplasma, Aggregate in
Vakuolen (schwarze Pfeile), schmale Zellwidnde (weille Pfeile).

(e) Palisadenparenchymzelle aus Blattgewebe mit Fadenbldttrigkeit, Isolat C: Fast
ausschlieBlich Stromathylakoide (STh) in Chloroplasten, Aggregate in Vakuole
(schwarzer Pfeil).

(f) Palisadenparenchymzellen aus Blattgewebe mit Fadenblittrigkeit, Isolat C: Kol-
labierte Zelle.
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Bildseite XVI
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Bildseite XVII (rechts)

Histologische Untersuchungen nach CMV-Infektion auftretender Symptome an
Tomatenpflanzen (15 d p.i.):

(a) Querschnitt durch Stiel eines nicht infizierten Fiederbliattchens. Ma: Mark, Ph :
Phloem, Xy : Xylem, kZ : kambiale Zellen, RP : Rindenparenchym.

(b) Querschnitt durch Stingel nicht infizierter Pflanzen. Ma: Mark, Ms: Markstrah-
len, Ph : Phloem, Xy : Xylem, RP : Rindenparenchym.

(c) Querschnitt durch nekrotisierten Stingel, Isolat C: Phloem (Ph), kambiale Zellen
(kZ) und Teile des Rindenparenchyms (RP) nekrotisiert. Ma: Mark, Xy : Xylem.

(d) Querschnitt durch nekrotisierten Stidngel, Isolat C: Alle Zellen auller Xylem (Xy)
und Epidermis (E) nekrotisiert. Ma: Mark, Ph: Phloem, kZ: kambiale Zellen, RP:
Rindenparenchym.
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Bildseite XVII
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die vergleichende Untersuchung mehrerer CMV-Isolate bezlig-
lich ihrer Entwicklung bzw. Schadwirkung an verschiedenen Wirtspflanzen unter mog-
lichst standardisierten Bedingungen. Dazu waren die zu untersuchenden Isolate zu-
ndchst zu reinigen, um das Aufbringen einer definierten Virusmenge auf die Versuchs-
pflanzen zu ermdglichen. Durch die Inokulationsmethode, d.h. das Auftragen geringer
Mengen der Virussuspensionen in unterschiedlichen Konzentrationen auf die Keimblit-
ter, und die Inokulation aller zu vergleichenden Versuchspflanzen bzw. Isolate zur
gleichen Zeit und unter den gleichen Bedingungen, konnte eine weitere Standardisier-
ung erreicht werden. Anhand von Symptomauspragung, Pflanzenwachstum sowie fein-
und ultrastruktureller Verdnderungen nach Virusinfektion sollten die Auswirkungen der
CMV-Isolate auf die Entwicklung der Versuchspflanzen dokumentiert werden. Des
weiteren war mittels ELISA der Einfluss verschiedener Wirtspflanzen auf die Virusver-
mehrung festzustellen. Zur Interpretation der Ergebnisse wurde eine molekularbiolo-
gische Typisierung der Isolate sowie ein Nachweis eventuell vorhandener Satelliten-
RNA durchgefiihrt.

Fiir die Versuche wurden sechs dem Institut zur Verfiigung stehende CMV-Isolate aus-
gewihlt, von denen das Isolat 2 (S-CMV) (KAPER & WATERWORTH 1973, KAPER
& DIAZ-RUIZ 1977) bereits bekannt war. Als Vergleichsstandard dienten die hinreich-
end beschriebenen Isolate K-CMV (TIEN et al. 1982, HELLWALD & PALUKAITIS
1994), Fny-CMV (ROOSSINCK & PALUKAITIS 1990, PALUKAITIS ef al. 1992) und
Q-CMV (FRANCKI 1964, FRANCKI et al. 1966). Die zahlreichen Isolate von CMV
werden auf Basis biologischer und serologischer Eigenschaften sowie Ubereinstimmun-
gen in der Nukleinsduresequenz in die zwei groen Untergruppen I (S-I) und II (S-II)
aufgeteilt (PALUKAITIS et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1999a). Neuere phylogene-
tische Analysen legen eine weitere Unterteilung der S-I-Isolate in die Gruppen IA und
IB nahe. Dabei haben alle bisher beschriebenen S-1B-Isolate ihren Ursprung in Asien,
wihrend die Isolate der Gruppe IA und II weltweit verbreitet sind (ROOSSINCK et al.
1999b). Die Isolate K-CMV und Fny-CMV werden der Untergruppe I bzw. den Gruppen
IB und IA, in dieser Reihenfolge, zugeordnet. Das Isolat Q-CMV wird zu der Unter-
gruppe II gezéhlt (PALUKAITIS et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1999b). Von mindes-
tens einem Vertreter jeder Untergruppe sind mittlerweile die Sequenzen des gesamten
Virusgenoms bekannt (PALUKAITIS et al. 1992, ROOSSINCK 2001). Bei den Isolaten
Fny-CMV und Q-CMV sind alle Sequenzen bekannt, bei K-CMV die von RNA 2 und 3
(GOULD & SYMONS 1982, REZAIAN et al. 1984, 1985, RIZZO & PALUKAITIS
1988, 1989, 1990, PALUKAITIS et al. 1992, HELLWALD & PALUKAITIS 1994,
ROOSSINCK et al. 1999b).

CMV kann die Replikation von Satelliten-RNA unterstiitzen. Die Satelliten mit einer
GroBe von 330 bis 405 Nukleotiden haben keine funktionellen ORFs (open reading
frames), sind beziiglich Replikation und Enkapsidierung vollstindig abhdngig von ihren
Helferviren und koénnen das Erscheinungsbild der Viruserkrankung dramatisch verén-
dern. Dabei besteht eine Drei-Wege-Interaktion zwischen Satelliten-RNAs, Helferviren
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und Wirtspflanzen, deren genauen Zusammenhidnge noch nicht gekldrt sind (MOSSOP
& FRANCKI 1978, 1979, ROOSSINCK & PALUKAITIS 1991, PALUKAITIS et al.
1992, ROOSSINCK et al. 1997). So wird z.B. die Replikation von WL1-Satelliten-RNA
in Zucchini zwar von dem CMV-Isolat Fny, nicht aber von Sny, unterstiitzt. In Tabak
findet aber auch in Assoziation mit Sny-CMV eine Replikation dieser Satelliten auf
einem normalen Level statt (ROOSSINCK & PALUKAITIS 1991, ROOSSINCK et al.
1997). Allgemein ist die Replikation der meisten Satelliten-RNAs in Solanaceen sehr
effizient und in Curcurbitaceen gering, und zwar in Anwesenheit fast aller CMV-
Stimme (KAPER & TOUSIGNANT 1977, MOSSOP & FRANCKI 1979, PALUKAITIS
& ZAITLIN 1984).

In vielen Féllen fiihrt die Coreplikation der Satelliten-RNA zu einer verminderten Re-
plikation des Helferviren-Genoms, was in der Regel auch mit einer Reduktion der durch
die Helferviren induzierten Krankheitssymptome einhergeht (KAPER & TOUSIGNANT
1977, MOSSOP & FRANCKI 1979, WATERWORTH et al. 1979, PALUKAITIS 1988,
TIEN & WU 1991, PIAZZOLLA et al. 1998). Es gibt allerdings auch Ausnahmen, bei
denen die Satelliten zu einer Verstarkung der Pathogenitédt der Helferviren fiithren. Letz-
teres wurde bisher an Tabak-, Paprika- und Tomatenpflanzen beobachtet (KAPER &
TOUSIGNANT 1977, KAPER & WATERWORTH 1977, WATERWORTH et al. 1979,
TAKANAMI 1981, GONSALVES et al. 1982, PALUKAITIS 1988, ROOSSINCK et al.
1992, SLEAT et al. 1994, PIAZZOLLA et al. 1998). Allerdings konnen sich Geno- und
Phénotyp der Satelliten-RNA sehr leicht und schnell verindern (ARANDA ef al. 1993,
PALUKAITIS & ROOSSINCK 1996), weshalb die ausgedehnte Verwendung von CMV-
Satelliten-RNA zur biologischen Kontrolle von CMV nicht unumstritten ist (TIEN &
WU 1991)

Zur Einordnung der vorliegenden Arbeit in den Kontext anderer Untersuchungen war
zundchst eine molekularbiologische Typisierung der CMV-Isolate durchzufiihren. Die
Multiplex-RT-PCR mit den Primern LS 2.2, LS 0.8 (REZAIAN et al. 1984) und FNY
1.8 (ANONYMOUS 1998) ermoglichte eine Zuordnung der Isolate 1, 4, K und Fny in
die Untergruppe I (S-I) und der Isolate 2, 5, 10, 11 und Q in die Untergruppe II (S-II).
In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von ANONYMOUS (1998) wurde fiir die S-I-
Isolate ein Fragment mit ca. 400 bp und fiir die S-II-Isolate ein Fragment mit 1400 bp
amplifiziert. Durch die RT-PCR mit generellen CMV-Hiillprotein-Primern und an-
schlieBendem Mspl-Verdau (RIZOS et al. 1992) konnte dieses Ergebnis bestitigt wer-
den. Die Hiillprotein-Primer 3’CP (-) und 5°CP (+) basieren auf CMV-Q RNA3 und
amplifizieren ein 870 bp Fragment aller CMV-Isolate. Untersuchungen der Nukleotid-
Sequenz dieses DNA-Produktes zeigten, dass es das komplette CMV-Hiillprotein-Gen
enthélt (RIZOS et al. 1992). Ein solches Fragment konnte fiir alle verwendeten Isolate
nachgewiesen werden. Eine zweite blassere Bande von einem DNA-Produkt mit ca. 820
bp, die in den Untersuchungen von RIZOS et al. (1992) und ANONYMOUS (1998) bei
den meisten getesteten CMV-Isolaten auftrat, wurde in den eigenen Untersuchungen
nicht sichtbar. Dieses kleinere Fragment scheint von der CMV-RNA 2 auszugehen
(RIZOS et al. 1992).
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Die Elektrophorese nach Restriktion mit Mspl ergab zwei charakteristische Ban-
denmuster. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von RIZOS et al. (1992) und
ANONYMOUS (1998) wurden bei den Isolaten der Untergruppe I zwei Restriktions-
Fragmente mit ca. 540 bzw. 340 bp, bei den Isolaten der Untergruppe II vier Fragmente
mit ca. 250, 200, 160 und 130 bp sichtbar. In ANONYMOUS (1998) wurde ein ab-
weichendes Bandenmuster bei einigen der 44 untersuchten CMV-Isolate beobachtet, die
als S-la, S-IPB, S-Iy und nonl-nonll bezeichnet wurden. Bei S-Io und S-If traten &dhn-
liche Muster wie bei den Isolaten der Untergruppe I auf, doch war bei S-Ia- und S-1B-
Isolaten das 340 bp groBe Fragment durch ein kleineres, bei den S-If-Isolaten zusitz-
lich das 540 bp grofle Fragment durch ein groBeres Fragment ersetzt. Die Restriktion
der S-Iy-Isolate ergab drei Banden, wobei die mittlere auf gleicher Hohe der zweiten
Bande der S-lo- und S-If-Isolate lag. Bei der Elektrophorese der nonl-nonll-Isolate
wurden vier Banden sichtbar, welche weder mit denen der Isolate der Untergruppe I
noch mit denen der Untergruppe II korrespondierten. Allerdings wurde fiir alle diese
Isolate, wie fiir die SI-Isolate mit dem fiir die Isolate der Untergruppe I spezifischen
Primerpaar LS 2.2 / FNY 1.8, ein charakteristisches Fragment amplifiziert. Mit dem
Primerpaar LS 2.2 / LS 0.8 wurde nur bei den Isolaten der Untergruppe II ein
spezifisches Fragment in der Elektrophorese dargestellt. Obwohl die auch in dieser
Arbeit verwendeten Isolate K-CMV und Fny-CMV von ANONYMOUS (1998) der
Gruppe S-la bzw. S-1 zugeordnet wurden, konnten solche Unterschiede im Banden-
muster zwischen den Isolaten der Untergruppen I in den eigenen Untersuchungen nicht
festgestellt werden.

In Anbetracht des Einflusses von Satelliten auf das Helfervirus sowie die Symptom-
auspragung infizierter Pflanzen, waren die Isolate auch auf das Vorhandensein von
Satelliten-RNA zu priifen. Die RT-PCR mit Primern zum generellen Nachweis von
CMV-Satelliten-RNA ergab, dass alle in den Versuchen eingesetzten CMV-Isolate mit
Satelliten-RNA assoziiert waren. Fiir jedes Isolat wurde, wie fiir die Positivkontrolle
(CMV mit Carna$5), ein ca. 280 bp grofles Fragment amplifiziert. Um welche Satellit-
en-RNA es sich jeweils handelte, konnte mit den verwendeten Primern CMVsat53S und
CMVsat256C nicht geklart werden (S. WINTER, pers. Mitt).

Abgesehen von vereinzelten regional und zeitlich begrenzten Epidemien tritt CMV-
Satelliten-RNA unter natiirlichen Bedingungen auf dem Feld nur selten auf (KEARNEY
et al. 1990, PALUKAITIS et al. 1992, ARANDA et al. 1993, ALONSO-PRADOS et al.
1998, ESCRIU et al. 2000, GARCIA-ARENAL et al. 2000). Dagegen sind sie fiir ihr
spontanes und hédufiges Auftreten in Gewichshausversuchen mit CMV bekannt. So ent-
hielten viele CMV-Isolate, die in Gewidchshausversuchen wiederholt auf Pflanzen
inokuliert wurden, welche die Replikation von Satelliten-RNA unterstiitzen, wie z.B.
Tabak und N. clevelandii, letztendlich Satelliten-RNA (GOULD et al. 1978, GARCIA-
LUQUE et al. 1984, PALUKAITIS et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1992). Uber die Ur-
sachen dieses Phdnomens gibt es bisher nur einige Hypothesen, die von PALUKAITIS
et al. (1992) zusammengefasst werden. Als mogliche Griinde werden eine vermehrte
Replikation bereits unterschwellig vorhandener Satelliten-RNA unter giinstigen Bedin-
gungen, die leichtere Ubertragung von Satelliten auf mechanische Art sowie ein de no-
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vo Auftreten aus genetischem Material der Helferviren oder Wirtspflanzen diskutiert.
Doch unabhédngig von den tatsdchlichen Zusammenhidngen ist es nicht ungewdhnlich,
dass alle in den eigenen Untersuchungen verwendeten Isolate, die zu Erhaltung und
Vermehrung schon zahlreiche Passagen liber Tabak und andere Nicotiana-Arten im Ge-
wichshaus durchgemacht haben, mit Satelliten-RNA assoziiert waren.

Durch die Analyse der doppelstringigen RNA konnte die Replikationssituation in den
infizierten Pflanzen erfasst werden. Bei ssSRNA-Viren tritt wéahrend ihrer Replikation in
den Pflanzenzellen doppelstringige RNA als Replikationsform der Virus-RNA auf,
welche in infizierten Pflanzen, unabhingig von deren Art, immer vorhanden ist. Bei der
Darstellung der dsRNA-Profile in der Elektrophorese wird ein fiir die jeweilige Virus-
gruppe charakteristisches Bandenmuster sichtbar, welches auf Anzahl und Molekularge-
wicht der dsSRNA-Segmente basiert (VALVERDE ef al. 1986, VALVERDE ef al. 1990).
Die dsRNAs viraler Satelliten konnen mit dieser Methode ebenfalls erfasst werden. Bei
CMV-infizierten Pflanzen werden in der Elektrophorese die drei genomischen RNAs 1,
2 und 3 sowie die subgenomische RNA 4 dargestellt (VALVERDE et al. 1990). Das
ungefidhre Molekulargewicht der dsRNA-Segmente von CMV und Carna5 wurden an-
hand ihrer Migration durch ein Polyacrylamid-Gel definiert (KAPER & DIAZ-RUIZ
1977, VALVERDE et al. 1986).

Die Isolierung von dsRNA aus infizierten Tabakpflanzen und die Darstellung der
dsRNA-Profile in der Elektrophorese zeigte bei allen Isolaten das fiir CMV typische
Muster aus 4 Banden. Die Satelliten waren als kleinere Molekiile ebenfalls in der
Elektrophorese sichtbar, womit der positive Nachweis der Satelliten-RNA mittels RT-
PCR bei allen Isolaten bestdtigt werden konnte. Die im Vergleich zu den Banden viraler
dsRNA wesentlich stirker ausgepridgten Banden fiir die dsSatelliten-RNA lieen zudem
auf ein hohes Niveau der Akkumulation von Satelliten-RNA in den infizierten Tabak-
pflanzen schliefen. Dass sich Satelliten-RNA sehr stark in infizierten Pflanzen akkumu-
lieren kann und dabei oft sogar die Menge an viraler RNA iibersteigt, ist nicht
ungewohnlich (PALUKAITIS & ZAITLIN 1984, PALUKAITIS et al. 1992). Zusétzlich
wurden bei allen Isolaten auer den Isolaten 1 und Fny eine weitere schwache dsRNA-
Bande mit einer GroBe von ca. 650 bp dargestellt, deren Ursache unbekannt ist. Doppel-
strangige RNAs ungekldrten Ursprungs, die weder den CMV-RNAs 1, 2, 3 und 4 noch
Satelliten-RNA zugeordnet werden konnen, wurden auch von VALVERDE et al. (1990)
in CMV-infizierten Pflanzen detektiert und scheinen bei einigen Isolaten konsequent
aufzutreten. Obwohl dsRNA in der Regel nur in infizierten Pflanzen nachgewiesen
werden kann, gibt es in Abhingigkeit der Pflanzenart einige Ausnahmen. Solche nicht-
virale, zelluldre dsRNA tritt z.B. in gesunden Paprika-, nicht aber in Tabakpflanzen, auf
(VALVERDE et al. 1990).

CMV hat mit iiber 1000 Wirtspflanzenarten aus mehr als 85 Pflanzenfamilien den
grofften Wirtskreis aller bekannten Viren, darunter Mono- und Dikotyledonen, krautige
Pflanzen, Strducher, Gehdlze, Unkrduter sowie Nutz- und Zierpflanzen (MEYER-
KAHSNITZ 1993, PALUKAITIS et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1999a., ROOSSINCK
et al. 2002). Darunter gibt es auch einige Pflanzen, die nicht von allen CMV-Isolaten
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infiziert bzw. systemisch infiziert werden, wie z.B. Mais (RAO & FRANCKI 1982,
ZHANG & PALUKAITIS 1993), Lactuca saligna (EDWARDS & GONSALVES 1983,
EDWARDS et al. 1983), Vigna unguiculata (EDWARDS et al. 1983, LAKSHMAN &
GONSALVES 1985, DANIELS & CAMPBELL 1992), Vicia faba (RAO & FRANCKI
1982) und Phaseolus vulgaris (EDWARDS & GONSALVES 1983).

In dieser Arbeit sollten Unterschiede im Krankheitsverlauf nach erfolgreicher syste-
mischer Infektion mit den CMV-Isolaten untersucht werden. Die fiir die Versuche
verwendeten CMV-empfindlichen Pflanzen mussten sich fiir die Inokulationsmethode
sowie die Durchfiihrung der Versuche im Gewichshaus eignen. Die Nicotiana-Arten
wurden sowohl aufgrund ihrer charakteristischen Symptomausprigung nach CMV-
Infektion als auch zur Vermehrung der Isolate verwendet. Tomate, Paprika, Gurke und
Feldsalat sind wichtige Nutzpflanzen, bei deren Kultur CMV zu Problemen fiihren
kann. Von TOMLINSON (1987) wird CMV als das Virus mit groBBter 6konomischer Be-
deutung in Sellerie, Kuhbohne, Cucurbitaceen, Salat, Paprika und Tomate aufgelistet.

Eine der wichtigsten Vorraussetzungen fiir die vorliegenden Untersuchungen war die
Herstellung von Inokula mit definierter Viruskonzentration. Die beste Moglichkeit ein
Inokulum mit vergleichbarem Virustiter zu erhalten, ist eine Virusreinigung mit
anschlieBender photometrischer Messung der Viruskonzentration (HELLWALD, pers.
Mitt.). Dabei zeigte sich, dass schon bei Vermehrung und Reinigung der CMV-Isolate
deutliche Unterschiede zwischen den Isolaten auftraten. Eine erfolgreiche Virusiso-
lierung ist von zahlreichen Faktoren wie den Wirtspflanzen, Zeitintervall zwischen
Inokulation und Ernte sowie dem Virus-Isolat abhdngig und Unterschiede in der Effek-
tivitdt einer Reinigungsmethode je nach CMV-Isolat wurden schon des 6fteren beobach-
tet (PALUKAITIS et al. 1992, HULL 2002, J. HAMACHER, pers. Mitt.). Als bester
Wirt zur Vermehrung der meisten CMV-Isolate gilt N. clevelandii, aber auch N. taba-
cum, N. glutinosa, Cucumis sativus und Cucurbita pepo werden verwendet (PALU-
KAITIS et al. 1992). Aufgrund des langsamen Wachstums von N. clevelandii und der
weniger deutlichen systemischen Symptome erfolgte bei den eigenen Versuchen die
Vermehrung der CMV-Isolate an N. tabacum ,,Samsun-NN*“ und N. rustica. Auch N.
glutinosa wurde als Vermehrungspflanze getestet, stellte sich aber als nicht geeignet
heraus, da trotz starker Symptome die Virusausbeute sehr gering war.

Besonders bei den S-I-Isolaten wurden mit der angewendeten Methode, modifiziert
nach SCOTT (1963), zunichst nur sehr geringe Virusertriage erzielt. Mittels Biotest der
wihrend der Reinigung anfallenden Fraktionen konnten hohe Virusverluste insbe-
sondere in der organischen Phase bzw. bei den niedertourigen Zentrifugationen bestéitigt
werden. Der Grund dafiir liegt wahrscheinlich in der Zusammenlagerung der Viruspar-
tikel zu groBeren Aggregaten und damit einhergehenden verdnderten Sedimentationsei-
genschaften (HAMACHER, pers. Mitt.). Durch mehrmaliges Waschen der organischen
Phase konnten die Reinigungsergebnisse wesentlich verbessert und Virusertrdge von 0,1
bis 1,1 mg Virus / g Blattmaterial erzielt werden. Dabei wurden bei den Isolaten der
Untergruppe I in der Regel wesentlich hohere Ertridge erzielt als bei den Isolaten der
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Untergruppe 1I, was auf eine stdrkere Vermehrung der S-I-Isolate in den verwendeten
Wirten schlieflen lief3.

Fiir eine umfassende vergleichende Bewertung der wirtsschiddigenden Wirkung der neun
CMV-Isolate wurde der Einfluss der Infektion auf Symptomauspriagung, Wachstum,
Chlorophyllgehalt und Fruchtansatz verschiedener Wirtspflanzen untersucht. In geziel-
ten Versuchen wurde zudem die Bedeutung von Inokulumdichte, Pflanzensorte sowie
der Néhrstoffversorgung fiir den Krankheitsverlauf gepriift. Bei der Erfassung und
Bewertung der Symptome war zu unterscheiden zwischen lokalen Symptomen am Ort
der Inokulation und den systemischen Symptomen, welche nach Transport der Viren in
den nachwachsenden Pflanzenteilen auftreten. Die Virus-Wirt-Kombination entscheidet
dariiber, ob lediglich lokale, systemische oder beide Arten von Symptomen ausgebildet
werden (MEYER-KAHSNITZ 1993).

Lokale Symptome sind in der Regel nicht von dkonomischer Bedeutung aber wichtig
bei der biologischen Differenzierung von Viren. An inokulierten Bldttern kdnnen
chlorotische oder nekrotische Léisionen auftreten, die sich in Form und Schirfe der Ab-
grenzung unterscheiden konnen. Neben der Art der Lisionen dient oft das Auftreten
oder Ausbleiben lokaler Symptome an bestimmten Wirtspflanzen als Differenzierungs-
merkmal. Dabei bedeutet das Erscheinen lokaler Lésionen unter Versuchsbedingungen
bzw. nach mechanischer Inokulierung nicht automatisch, dass diese Symptome auch
unter natiirlichen Bedingungen, z.B. nach Aphiden-Ubertragung, auftreten (AGRIOS
1997, HULL 2002). Unter den gegebenen Versuchsbedingungen konnten auf Paprika-,
Tomaten- und Feldsalatpflanzen in keinem Fall lokale Symptome beobachtet werden.
Die inokulierten Laubblitter der Nicotiana-Arten sowie die fleischigen Keimblitter der
Gurke zeigten dagegen oft deutliche Lokalldsionen, wie sie in der Literatur auch hin-
reichend beschrieben werden (MEYER-KAHSNITZ 1993, ZHANG et al. 1994, SUTIC
et al. 1999). Fir einen Vergleich der CMV-Isolate eignete sich die Bonitur lokaler
Symptome weder bei den Nicotiana-Arten noch bei den Gurkenpflanzen, da sie sich in
Zeitpunkt und Dauer ihres Auftretens sowie teilweise auch in ihrer Ausprigung, unab-
hdngig von dem jeweiligen CMV-Isolat, sehr unterschieden.

Dementsprechend divergent sind auch die Daten in der Literatur zu diesem Thema. So
sollen LS-CMV und die meisten anderen S-II-Isolate nekrotische Ringflecken auf den
inokulierten Tabakbléttern induzieren, wihrend nach Infektion mit Fny-CMV und den
meisten anderen S-I-Isolaten keine lokalen Nekrosen auftreten (ZHANG et al. 1994).
Bei ANONYMOUS (1998) wird dagegen von deutlichen, allerdings nicht ndher be-
schrieben, lokalen Symptomen an Tabak nach Inokulation mit Fny-CMYV berichtet, aber
nicht nach Inokulation mit K-CMV. Fiir die Isolate der Untergruppe II wurden meis-
tens, aber nicht immer, lokale Symptome festgestellt. Von den 9 in dieser Arbeit ver-
wendeten Isolaten induzierten alle 5 S-II-Isolate nekrotische Ringflecken an N.tabacum
»Samsun-NN“, Bei K-CMV, Fny-CMV und den anderen S-I-Isolaten zeigten sich zwar
oft keine, in einigen Fillen aber ebenfalls chlorotische oder nekrotische Lokalldsionen.
An N. glutinosa traten nach Inokulation mit den Isolaten der Untergruppe II stets lokale
Symptome auf, wohingegen in keinem der Versuche eine lokale Reaktion auf die Isolate
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der Untergruppe I festgestellt wurde. Das wird fiir K-CMV und Fny-CMV in ANONY-
MOUS (1998) bestitigt, aber fiir zahlreiche S-I-Isolate wird wiederum das Erscheinen
lokaler Symptome an N. glutinosa angegeben und nicht alle der dort getesteten S-II-
Isolate induzierten lokale Symptome.

Eine systemische Infektion kann unter den entsprechenden Bedingungen vollig ohne
offensichtliche pathologische Verdnderungen des Wirtes ablaufen, aber auch zu einem
schnellen Absterben der gesamten Pflanze fiihren (AGRIOS 1997, HULL 2002). Da-
zwischen gibt es eine Vielzahl moglicher krankhafter Verdnderungen, die an Blatt,
Stingel, Bliite, Frucht und Wurzel auftreten und die Wirtspflanzen mehr oder weniger
schdadigen konnen (MEYER-KAHSNITZ 1993, HULL 2002). Dabei treten die verschie-
denen Symptome je nach Virus und Wirt in spezifischer Kombination und/oder Reihen-
folge auf (HULL 2002). Schwere Symptome haben fiir gewdhnlich dementsprechende
Wachstumsdepressionen zur Folge, insbesondere wenn ein Chlorophyllmangel der Blat-
ter vorliegt (AGRIOS 1997, HULL 2002). Leichte Wachstumsreduktionen treten wahr-
scheinlich auch in maskierten oder latenten Infektionen auf, wenn ansonsten kein pa-
thologischen Verdnderungen zu beobachten sind. Haufig sind Blattflichen und Interno-
dien reduziert, wohingegen die Anzahl der Blitter nur geringfiigig beeintrichtigt wird
(HULL 2002). Bei einer Verkiirzung der Internodien spricht man von Stauchung oder in
seiner extremsten Form von Rosettenwachstum. Bei zwergwliichsigen Pflanzen sind
nicht nur die Internodien verkiirzt, sondern alle Pflanzenorgane sind in threm Wachstum
reduziert, so dass die Proportionen nicht iibereinstimmen (MEYER-KAHSNITZ 1993).
Die meisten auftretenden Verdnderungen sind zwar typisch, aber nicht spezifisch fiir
Virusinfektionen und koénnen auch andere biotische und abiotische Ursachen haben.
Systemische Infektionen sind in der Regel mit Ertrags- und Qualititseinbulen oder zu
mindestens mit einer Vitalititsminderung der betroffenen Pflanzen gekoppelt (MEYER-
KAHSNITZ 1993, AGRIOS 1997, HULL 2002).

Entsprechend dem gro3en Wirtspflanzenkreis ist auch die Vielfalt der durch CMV aus-
gelosten systemischen Symptome ernorm. Je nach Wirtspflanze konnen alle Pflanzenor-
gane betroffen sein und die moglichen Wirtsreaktionen reichen von keinen sichtbaren
Verdnderungen bis zu systemischen Nekrosen der kompletten Pflanze (MARTELLI &
RUSSO 1985, PALUKAITIS ef al. 1992, AGRIOS 1997). Das Virus kann z.B. an Spi-
nat und Tomaten zu starken Ausfillen bzw. zum Zusammenbruch der ganzen Pflanzen
fithren, tritt aber auch latent in einigen Obstgehdlzen auf (MEYER-KAHSNITZ 1993).
In den vorliegenden Untersuchungen zeigten sich individuell fiir ein Isolat oder fiir eine
Gruppe von Isolaten groBBe Unterschiede sowohl in der Art der Symptome als auch in
der Schwere der pathologischen Verdnderungen. Die Vielfiltigkeit und Unterschiedlich-
keit der auftretenden Symptome, selbst innerhalb einer Wirtsart, machte eine ver-
gleichende Einschdtzung der Wirtspflanzenbeeintrichtigung sehr schwierig. Individuell
fiir jedes Virus-Wirt-System entwickelte Boniturschemata, in denen sowohl die virusin-
duzierten Blatt- und Wuchsabnormalititen als auch eine eventuelle Reduktion des
Pflanzenwachstums beriicksichtigt wurden, gestatteten eine moglichst objektive Beur-
teilung. Um auch weniger augenféillige Wuchsdepressionen zu erfassen wurde je nach
Wirtspflanzenart die Pflanzenldnge, Anzahl der Blitter und die Trockenmasse der
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infizierten Pflanzen bestimmt. Neben Virus- und Wirtsgenom wird der Krankheitsver-
lauf noch durch Umweltfaktoren beeinflusst. Aufgrund dieser Interaktionen und der
zahlreichen unterschiedlichen Symptome ist es unter natiirlichen und experimentellen
Bedingungen schwierig, bestdndige Muster in der Symptomausprdgung zu erkennen
(MARTELLI & RUSSO 1985).

Die teilweise vertretene Auffassung, dass die Isolate der Untergruppe I generell
schwerere Symptome induzieren als die der Untergruppe II (HAACK & RICHTER
1987, HAASE et al. 1989, HORD et al. 2001), konnte in den eigenen Untersuchungen
nicht bestétigt werden. Zwar waren bei einigen der verwendeten Wirtspflanzenarten
auch Untergruppen-spezifische Unterschiede in der Symptomauspriagung zu beobachten,
doch in den meisten Virus-Wirt-Systemen traten deutliche Unterschiede zwischen den
Isolaten beziiglich des Krankheitsverlaufs auf, ohne dass ein Zusammenhang mit der
Untergruppenzugehorigkeit festzustellen war. In den von DANIELS & CHAMPBELL
(1992) durchgefiihrten Untersuchungen werden die Wirtspflanzen Vigna unguiculata
und N. glutinosa als geeignet zur Identifizierung der CMV-Untergruppen beschrieben,
wihrend die ebenfalls verwendete Paprikasorte ,,Yolo Wonder B* in diesem Zusammen-
hang nicht erwédhnt wird. Bei den eigenen Versuchen war eine solche Unterscheidung
nur an genannter Paprikasorte und an N. rustica moglich. Die induzierten Reaktionen an
N. glutinosa und allen anderen verwendeten Pflanzenarten und -sorten lieen eine ein-
deutige Differenzierung der CMV-Isolate in Untergruppen nicht zu.

In Abhéingigkeit von Paprikasorte und CMV-Isolat werden als mogliche Symptome
Ringflecken, chlorotisches Mosaik, gelbe Flecken, Nekrosen, Blattverschméilerungen,
Hervorhebung der Blattaderung, Stauchungen, mangelnde Fruchtbildung sowie die
Ausbildung kleiner und missgebildeter Friichte, hdufig mit Nekrosen an der Oberfldache
und teilweise untypisch verldngerten Fruchtstielen, beschrieben (MEYER-KAHSNITZ
1993, SUTIC et al. 1999). In den eigenen Versuchen waren nach Inokulation mit den
Isolaten der Untergruppe II leichte Blattverfarbungen oder keine offensichtlichen Reak-
tionen der Pflanzen festzustellen, wahrend die Isolate der Untergruppe I, insbesondere
die Isolate 4 und K-CMV, starke Blattdeformationen, Wuchsdepressionen sowie eine
signifikante Reduktion der Fruchtbildung induzierten. Die gestorte Fruchtbildung wird
auf Missbildungen der Bliiten sowie Pollensterilitit zuriickgefithrt (SUTIC et al. 1999).
Insgesamt war eine positive Korrelation zwischen dem Ausmal} der Blattdeformationen,
Stauchungen und gestorter generativer Entwicklung festzustellen. Dagegen stellten
KEARNEY et al. (1990) und RODRIGUEZ-ALVARADO et al. (1995) an Paprika, wel-
che mit Isolaten der Untergruppe II infiziert waren, auch schwere Symptome, wie Blatt-
deformationen und Stauchungen, fest. Milde Symptome konnten in den Untersuchungen
von RODRIGUEZ-ALVARADO et al. (1995) aber nur nach Infektion mit S-II-Isolaten
festgestellt werden und S-CMV induzierte wie in der vorliegenden Arbeit ein mildes
Mosaik. Das vollige Ausbleiben von Symptomen nach CMV-Infektion wird nicht er-
wiahnt

Die an N. rustica beobachteten charakteristischen Unterschiede in der Symptomauspré-
gung sind hinreichend bekannt. Nach Infektion mit den Isolaten der Untergruppe I war
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ein je nach Isolat mehr oder weniger kontrastreiches Mosaik aus dunkelgriinen, blasigen
Auftreibungen und chlorotischen Blattbereichen charakteristisch. Blatt- und Wuchsde-
formationen konnten auch auftreten. Dagegen induzierten die Isolate der Untergruppe 11
in erster Linie 0lig gldnzende interkostale Chlorosen. Dabei schienen die Pflanzen
durch eine Infektion mit den S-I-Isolaten intensiver beeintrdchtigt als durch die S-II-
Isolate.

DANIELS & CAMPBELL (1992) berichten in ihren Untersuchungen kalifornischer
CMV-Isolate, dass alle S-II-Isolate an N. glutinosa systemische Nekrosen induzierten,
die zum Absterben junger Pflanzen fiihrten, wihrend die S-I-Isolate systemische Mo-
saiksymptome hervorriefen. Obwohl die Pflanzen in den hier durchgefiihrten Versuchen
in einem sehr friihen Stadium und mit hoher Viruskonzentration (0,1 mg Virus/ml) in-
okuliert wurden, konnten letale Nekrosen an N. glutinosa in keinem Fall beobachtet
werden. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von ANONYMOUS (1998) waren
auch keine Untergruppen-spezifischen Unterschiede in der Symptomauspriagung festzu-
stellen. Dagegen stellten SINGH et al. (1995) nach Infektion mit S-I-Isolaten deutliche
Blattkrduselungen und —deformationen, nach Infektion mit S-II-Isolaten mildes Mosaik
und nur vereinzelte deformierte Blatter an N. glutinosa fest. Neben den je nach Virus-
stamm an N. glutinosa auftretenden schwachen bis starken Mosaiksymptomen, Adern-
vergilbungen und Blattdeformationen (RAO & FRANCKI 1982, MEYER-KAHSNITZ
1993, SINGH et al. 1995), konnten auch Krduselungen bzw. blasige Auftreibungen an
den Blédttern erscheinen (BRUCKART & LORBEER 1976, SINGH et al. 1995). Des
weiteren induzierten die S-II-Isolate 5, 10 und 11 und das S-I-Isolat K-CMYV vor allem
schwere Wuchsdepressionen sowohl an N. glutinosa als auch an N. clevelandii. Dage-
gen konnte weder bei N. rustica noch bei N. tabacum ,,Samsun-NN* ein Einfluss der
CMV-Infektion auf das Pflanzenwachstum festgestellt werden.

An N. tabacum ,,Samsun-NN* zeigten sich die iiblichen an Tabak beschriebenen syste-
mischen Chlorosen bzw. Verfiarbungen der Bliatter (MEYER-KAHSNITZ 1993, ZHANG
et al. 1994, SUTIC et al. 1999), die mit Ausnahme von Fny-CMV nach Infektion mit
den S-I-Isolaten stdrker ausgepridgt waren. Wahrend nach ZHANG et al. (1994) die
meisten S-II-Isolate eine milde systemische Sprenkelung und die S-I-Isolate in der Re-
gel schweres systemischen Mosaik an Tabak verursachen, wurden die 44 getesteten
CMV-Isolate in ANONYMOUS (1998) beziiglich der Symptomauspridgung an Tabak
unabhédngig von der Untergruppenzugehdrigkeit sehr unterschiedlich eingestuft. So
wurden z.B. fiir Fny-CMV (S-IA) schwere und fiir K-CMV (S-IB) milde Symptome
festgestellt. Dagegen bonitierten RAO & FRANCKI (1982) an Tabak der Sorte ,,White
Burley“ nach Infektion mit K-CMV wiederum schweres systemisches Mosaik und Blatt-
deformationen. In den eigenen Untersuchungen induzierte K-CMV schwere Symptome,
wihrend die Verdnderung nach Infektion mit Fny-CMV relativ moderat bzw. dhnlich
stark wie nach Infektion mit dem S-II-Isolat S-CMYV ausfielen, das von den hier ver-
wendeten Isolaten der Untergruppe II die stiarksten Reaktionen an Tabak und N. rustica
verursachte, bei DODDS & LEE (1984) aber von allen Isolaten die mildesten Symp-
tome an Tabak und anderen Wirtspflanzen induzierte.
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Mosaik, Blattverschmélerungen bzw. Fadenblittrigkeit und Wachstumshemmungen
werden als typische Symptome an Tomatenpflanzen nach CMV-Infektion beschrieben
(MEYER-KAHSNITZ 1993, SUTIC et al. 1999). Im Rahmen einer Erhebung in New
York und auf den Bermudas wurde eine groBe Variabilitdt der Symptomausprigung
CMV-infizierter Tomatenpflanzen, von keinen sichtbaren Reaktionen {iber leichte
Kréuselungen oder Vergilbungen, Mosaik bis zu schweren Deformationen, festgestellt
(KEARNEY et al. 1990). Nach Infektion mit den S-II-Isolaten 10, 11 und Q-CMV kam
es bei Bildung von Stingelnekrosen und dem Absterben der Triebspitzen schon friih zu
einem Wachstumsstillstand und schlieBlich zum Zusammenbruch der ganzen Pflanze.
Solche irreversiblen Schiden an Tomaten werden im Zusammenhang mit Satelliten-
RNA (MEYER-KAHSNITZ 1993, SLEAT et al. 1994, GALLITELLI 2000) sowie als
Reaktion auf virulente CMV-Stimme genannt (SUTIC et al. 1999). Die Assoziation des
auch als ,,tomato lethal necrosis disease* bezeichneten Krankheitsverlaufes mit den Iso-
laten der Untergruppe II (CRESCENZI et al. 1993, GALLITELLI 2000) wurde durch
die Beobachtungen bei den Isolaten 10, 11 und Q-CMV bestétigt. Die ebenfalls der
Untergruppe II zugeordneten Isolate 2 und 5 induzierten allerdings nur leichte Blattver-
farbungen. Starke Wuchsdeformationen sowie deutliche Wachstumshemmungen traten
auch nach Infektion mit den S-I-Isolaten K-CMV und Fny-CMV auf.

Mosaik, Fadenblittrigkeit und Wachstumsdepressionen an infizierten Tomaten sowie
unabhdngig von der Untergruppenzugehorigkeit auftretende Unterschiede in der
Schwere der Symptomauspriagung wurden auch von HELLWALD et al. (2000) bei ver-
gleichenden Untersuchungen einer Auswahl von S-I-Isolaten festgestellt. Dabei verur-
sachten die Isolate Fny-CMV, T-CMV, Le-CMV und MB-CMV mildere Symptome als
die Isolate K-CMV, PRC-CMV und NT-CMV. In den vorliegenden Versuchen induzier-
te das Isolat K-CMV zwar schwerere Wuchsdepressionen als Fny-CMV. Letzteres ver-
ursachte aber fiir gewohnlich zuséitzlich extreme Wuchsabnormalitdten in Form verdreh-
ter Bldtter und Blattstingel sowie gestauchter bzw. verkiimmerter Triebspitzen, die den
Pflanzen eine ungewdhnlich buschige Erscheinung gaben. Dieses Krankheitsbild wird
auch als ,,tomato top stunting“ oder ,,curl stunt*“ nach Infektion von Freilandtomaten im
Mittelmeerraum mit Isolaten der Gruppe S-IB in Assoziation mit Satelliten-RNA be-
schrieben (JORDA et al. 1992, GALLITELLI 2000). Bei den betroffenen Pflanzen ist
mit drastischen Ertragsverlusten zu rechnen. Die wenigen Friichte sind kleiner und un-
regelmafBig abgereift und daher oft nicht zu vermarkten (GALLITELLI 2000). Die Ver-
wendung der Trockenmasse-Reduktion als Parameter fiir die Schwere der Symptome
CMV-infizierter Tomatenpflanzen (HELLWALD et al. 2000) scheint daher nicht in al-
len Fillen ausreichend zur Einschdtzung der Wirtspflanzenbeeintrdchtigung. Auch nach
Infektion mit dem S-I-Isolat 4 traten deutliche Blattdeformationen auf, welche nicht in
einer Wachstumsreduktion resultierten.

Ebenfalls problematisch sind Riickschliisse auf die tatsdchlich zu erwartenden Verluste
aufgrund der Symptomauspriagung, was das Beispiel der CMV-induzierten als ,,tomato
fruit necrosis® oder ,,internal browning* bezeichneten Krankheit demonstriert (JORDA
et al. 1992, CRESCENZI et al. 1993). Dabei kommt es zu ausgedehnten Nekrosen im
Fruchtinneren. Bei alleiniger Infektion mit dem entsprechendem CMV-Isolat zeigen die
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Pflanzen zusitzlich die charakteristische Fadenblattrigkeit. In Assoziation mit einer als
Tfn-satRNA bezeichneten Satelliten-RNA treten aber ansonsten keine verddchtigen An-
zeichen einer Erkrankung auf, was zu ernormen dkonomischen Verlusten fithren kann
(CRESCENZI et al. 1993, GALLITELLI 2000). Die Ergebnisse verdeutlichen die Not-
wendigkeit mehrerer Parameter fiir vergleichende Untersuchungen dieser Art sowie die
Schwierigkeit, das Schiddigungspotential der zahlreichen CMV-Isolate einzuschétzen.
Ein Zusammenhang zwischen Virus-induzierten Wachstumsdepressionen und einem
Chlorophyllmangel der Bliatter (HULL 2002) konnte ebenfalls in keinem der hier ver-
wendeten Wirt-Virus-Systeme bestétigt werden. Bei keiner der mittels Spadmeter
durchgefiihrten Messungen wurde ein signifikanter Einfluss der CMV-Infektion auf den
Chlorophyllgehalt der Wirtspflanzen festgestellt.

Als Reaktion von Gurkenpflanzen auf eine CMV-Infektion werden lokale Chlorosen,
systemisches Mosaik auf Bldttern und Friichten, Wachstumshemmungen, unnatiirliche
Verzweigungen direkt an der Pflanzenbasis (Buschigkeit) und eine gehemmte Frucht-
und Bliitenbildung beschrieben (RAO & FRANCKI 1982, AHMAD & SCOTT 1985,
MEYER-KAHSNITZ 1993, SUTIC ef al. 1999). Im Vergleich mit den anderen Wirts-
pflanzenarten waren die durch die CMV-Isolate ausgeldsten Schiden an Gurkenpflan-
zen relativ moderat und auch die Vielfalt moglicher Symptome war vergleichsweise
eingeschriankt. Als systemische Reaktion wurden ein mehr oder weniger stark ausge-
priagtes Mosaik der Bldtter und teilweise eine Reduktion des Wachstums festgestellt.
Der Einfluss der Infektion auf Fruchtbildung bzw. Friichte wurde nicht untersucht. Ein
Zusammenhang zwischen der Gruppierung der Isolate und dem Krankheitsverlauf war
wiederum nicht zu beobachten. Sowohl an der empfindlichen Sorte ,,Vorgebirgstraube*
als auch an der CMV-toleranten Sorte ,,Othello” wurden die stirksten Reaktionen durch
die S-I-Isolate K-CMV und Fny-CMYV sowie die S-II-Isolate 5, 10 und 11 hervorgeru-
fen, wobei die Symptome an der Sorte ,,Othello” erwartungsgemdf deutlich milder aus-
fielen. Ein signifikanter Einfluss auf die Biomasse der Pflanzen konnte nur an der Sorte
»Vvorgebirgstraube® und nur nach Infektion mit K-CMV nachgewiesen werden

Pflanzen kdnnen auch mit mehreren Viren gleichzeitig infiziert sein und dabei Sympto-
me entwickeln, die keines der jeweiligen Viren allein induziert hitte (AGRIOS 1997).
Auch zahlreiche Mischinfektionen mit CMV sind bekannt, die zu teilweise gravierenden
Verinderungen im Krankheitsverlauf fithren (PALUKAITIS & GARCIA-ARENAL
2003). So sind z.B. in Tomate und Paprika die Ertragsverluste bei Mischinfektionen mit
Potato Virus Y besonders hoch (MEYER-KAHSNITZ 1993, GALLITELLI 2000). Blii-
tensterilitdt von Tomaten resultiert aus Mischinfektionen mit TMV (SUTIC et al. 1999).
Mischinfektionen mit Sweet potato feathery mottle virus (SPFMV) induzierten Stau-
chungen und Vergilbungen an SiiBkartoffeln. In diesem Fall ist die Anwesenheit von
SPFMYV als Helfervirus in der Wirtspflanze sogar erforderlich fiir eine erfolgreiche In-
fektion mit CMV (COHEN et al. 1988).

Gemischte Infektionen mit CMV-Isolaten beider Untergruppen konnten ebenfalls nach-
gewiesen werden (QUIOT et al. 1979, KEARNEY et al. 1990, HORD et al. 2001). Das
Auftreten untypischer Symptome wird dabei nicht erwéhnt. Allerdings kommen ge-
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mischte Infektionen mit verschieden CMV-Stimmen in der Natur vergleichsweise
selten vor (PERRY et al. 1993, GALLITELLI 2000). Das gleiche gilt dementsprechend
fiir Neukombinationen der Gene in natiirlichen Populationen, wobei in diesem Fall als
weiterer selektiv wirkender Faktor eine verminderte Aphiden-Ubertragbarkeit diskutiert
wird (ZITTER & GONSALVES 1991, FRAILE et al. 1997, GALLITELLI 2000,
GARCIA-ARENAL et al. 2000). Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen mit
gemischten Inokulationen zweier Isolate trat ebenfalls in keinem Fall ein Krank-
heitsbild auf, dass sich von beiden inokulierten Isolaten wesentlich unterschied. Weder
zwischen den Isolaten derselben Untergruppe noch zwischen denen beider Untergrup-
pen konnte eine signifikante synergistische oder antagonistische Wechselwirkung nach-
gewiesen werden. Auch bei den Versuchen mit Pseudorekombinanten scheinen die Neu-
kombinationen in der Regel die Eigenschaften eines der beiden Spender-Isolate zu zei-
gen (RAO & FRANCKI 1982, ZHANG et al. 1994, HELLWALD et al. 2000). Einige
der in diesen Versuchen hergestellten Kombinationen entwickelten aber auch einzigar-
tige bzw. neue Eigenschaften, die mit keinem der Isolate aus denen sie konstruiert wur-
den assoziiert werden konnten (RAO & FRANCKI 1982, PALUKAITIS et al. 1992).

Die Messdaten innerhalb einer Versuchsvariante variierten im allgemeinen sehr stark,
so dass nicht immer signifikante Differenzen auftraten, auch wenn sich bei mehrmals
wiederholten Versuchen reproduzierbare Unterschiede zeigten. HELLWALD et al.
(2000) berichten bei ihren Versuchen mit Tomatenpflanzen von dhnlichen Problemen.
Die Versuchswiederholungen zeigten des weiteren, dass Zeitpunkt und Dauer der auf-
tretenden CMV-induzierten Verdnderungen auch innerhalb desselben Wirt-Isolat-Sys-
tems sehr unterschiedlich ausfallen konnten bzw. von anderen nicht Virus-spezifischen
Faktoren stark beeinflusst wurden. Daher war ein Zusammenhang zwischen CMV-Isolat
und der zeitlichen Abfolge der Symptome nicht herzustellen. Als Ausnahme wurde bei
dem Isolat Q-CMV an allen verwendeten Nicotiana-Arten ein deutlich verlangsamter
Krankheitsverlauf im Vergleich mit allen anderen Isolaten beobachtet. Bei den Isolaten
Fny-CMV und Sny-CMV wurden aber deutliche Unterschiede in der Geschwindigkeit
der Symptominduktion an Zucchini festgestellt. Fny-CMV induzierte schwere syste-
mische Symptome 3 — 4 Tage nach Inokulation, wahrend die mit Sny-CMV inokulierten
Pflanzen nach 6 — 7 Tagen ein leichtes Mosaik zeigten (ROOSSINCK & PALUKAITIS
1990, GAL-ON et al. 1994).

Fiir Anzahl, Ausmal} und Dauer der auftretenden Verdnderungen sind neben Virus- und
Wirtsgenom aber auch dullere Faktoren, wie Licht, Temperatur und Erndhrungszustand
der Pflanzen von Bedeutung (MEYER-KAHSNITZ 1993, ELSTNER et al. 1996,
AGRIOS 1997). Dass sich die Isolate der Untergruppe I und II in ihrer Thermoresistenz
unterscheiden, ist hinreichend bekannt und wurde hier nicht untersucht. So induzieren
z.B. die Isolate der Untergruppe Il im Gegensatz zu den Isolaten der Untergruppe I kei-
ne systemischen Symptome an Tabak, Chenopodium quinoa und Vigna unguiculata bei
Temperaturen iiber 26 — 28 °C (PALUKAITIS et al. 1992, DANIELS & CAMPBELL
1992). Allgemein sind Temperatureinfliisse sehr variabel und wiederum abhéngig von
Wirtspflanze und CMV-Isolat (ROOSSINCK 1991). Da eine Dunkelphase kurz nach der
Inokulation den Infektionserfolg erhoht (ELSTNER et al. 1996), wurden die Pflanzen



Diskussion 124

stets in den Abendstunden inokuliert. Fiir eine optimale Virusvermehrung und Ausbil-
dung von Symptomen sind gute Lichtverhdltnisse erforderlich (MEYER-KAHSNITZ
1993). Auch in den eigenen Untersuchungen wurde, bedingt durch eine geringere Licht-
intensitdt im Winter, eine deutliche Verlangsamung der Krankheitsverlaufes festge-
stellt, trotz Durchfiihrung der Versuche in einem klimagesteuerten Gewédchshaus mit
Zusatzbeleuchtung. Daher wurden alle weiteren Versuche im Friihjahr und Sommer
durchgefiihrt. Beziiglich der Nihrstoffversorgung gilt, dass Pflanzen, die unter optima-
len Bedingungen gezogen wurden, im allgemeinen anfilliger sind als solche, die unter
reduzierten Bedingungen gehalten wurden (ELSTNER ef al. 1996, AGRIOS 1997). Bei
keiner der in dieser Arbeit untersuchten Wirt-Virus-Systeme konnte ein Einfluss einer
erhohten Niahrstoffversorgung auf Infektionserfolg und Krankheitsverlauf nachgewiesen
werden.

AuBere Faktoren haben dementsprechend auch eine groBen Einfluss auf die Verbreitung
der Isolate bzw. die Zusammensetzung der CMV-Population. So dominierten in Papri-
kakulturen in Kalifornien die Isolate der Untergruppe I (DANIELS & CAMPBELL
1992, RODRIGUEZ-ALVARADO et al. 1995), in New York die der Untergruppe II
(KEARNEY et al. 1990). Wihrend in einigen Erhebungen die Isolate beider CMV-
Untergruppen in vielen Kulturen gleichermallen nachgewiesen wurden (QUIOT et al.
1979, JONES & McLEAN 1989, RIST & LORBEER 1989, JONES & McKIRDY 1990,
KEARNEY et al. 1990, PERRY et al. 1993), lassen andere Untersuchungen vermuten,
dass die Isolate der Untergruppe I weiter verbreitet sind bzw. hdufiger auftreten (LUIS-
ARTEAGA et al. 1988, DANIELS & CAMPBELL 1992, CRESCENZI et al. 1993,
SINGH et al. 1995, FRAILE et al. 1997, GARCIA-ARENAL et al. 2000, HORD et al.
2001). Allgemein gilt die Auffassung, dass die S-I-Isolate in den tropischen und subtro-
pischen, die S-II-Isolate in den gemifBigten Breiten dominieren (HAASE et al. 1989,
SINGH et al. 1995). Unter den klimatischen Bedingungen in Deutschland sollen die S-
II-Isolate vorherrschen (HAASE et al. 1989), und auch die in dieser Arbeit verwendeten
Isolate 5, 10 und 11 aus der Region Rheinland waren alle der Untergruppe II zuzuord-
nen. Dass diese geographischen Unterschiede primér auf den jeweils vorherrschenden
klimatischen Verhéltnissen bzw. der unterschiedlichen Temperatursensibilitit der
CMV-Isolate basieren, wird durch die in gemédBigten Breiten beobachtete Verschiebung
der CMV-Population zu Gunsten der S-I-Isolate wahrend der Sommermonate bestétigt
(QUIOT et al. 1979, HAACK & RICHTER 1987, HAASE et al. 1989, DANIELS &
CHAMPBELL 1992, CRESCENZI et al. 1993).

Die Komplexitdt der Wechselwirkungen zwischen Virus, Wirt, Klima, Virusiibertragung
und -iiberdauerung verdeutlichen epidemiologische Studien CMV-infizierter Tomaten-
bestdnde in Italien. Bei S-II-Isolaten, welche letale Nekrosen an Tomaten verursachten,
zeigte sich eine positive Korrelation zwischen deren Abwesenheit im Sommer, dem na-
tiirlichen Verschwinden bestimmter Unkrauter zur gleichen Zeit und dem Krankheits-
verlauf bzw. dem frithzeitigem Absterben der infizierten Tomatenpflanzen. In diesem
Fall gewihrleisteten Unkriuter nicht nur eine Uberdauerung der Viren im Winter,
sondern auch iiber die Sommermonate (wahrscheinlich im Saatgut) bis zum Herbst
(CRESCENZI et al. 1993). Die Einfiihrung neuer Isolate in einer Region kann zu tief-
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greifenden Verdnderungen in der Virus-Population fithren. So traten Mitte der 80er Jah-
re in Italien erstmals die urspriinglich aus Asien stammenden Isolate der Gruppe S-IB
auf. Mittlerweile machen sie 50 % der CMV-Population aus, wobei immer noch unklar
ist, von wo und wie die Isolate nach Italien eingefiihrt wurden (GALLITELLI 2000).

Pathogenitit und Virulenz der zahlreichen CMV-Isolate konnen betriachtlich variieren
(PALUKAITIS ef al. 1992, AGRIOS 1997, WATERWORTH & HADIDI 1998, GALLI-
TELLI 2000), wobei die Prdvalenz eines Virus und auch das Ausmal} der induzierten
Symptome kein zuverldssiger Hinweis auf den letztendlich verursachten Schaden sind
(WATERWORTH & HADIDI 1998, GALLITELLI 2000). Untersuchungen iiber die
Korrelation von Ertragsverlusten und verschiedenen Indikatoren, wie Inzidenz, Schwere
und Dauer der Erkrankung, zeigen, dass bestimmte Zusammenhdnge nur unter streng
definierten Bedingungen giiltig sind (WATERWORTH & HADIDI 1998). Die bei der
Diskussion der vorliegenden Ergebnisse mit Berichten friitherer Arbeiten auftretenden
Widerspriiche verdeutlichen die Schwierigkeit, eine so heterogene Virusgruppe biolo-
gisch zu charakterisieren. Die hohe Variabilitdt des Krankheitsbildes und die komplex-
en Wechselwirkungen in Wirt-Virus-Systemen machen es erforderlich, solche Biotests
im direkten Vergleich bzw. in Relation mit bekannten und hinreichend beschriebenen
Isolaten durchzufiihren (ANONYMOUS 1998). Vergleichende Untersuchungen einer
Gruppe unbekannter CMV-Isolate untereinander sind dagegen nur wenig aussagekraftig.
Zumal einige Beschreibungen, neben den auftretenden Widerspriichen, sehr wage sind
bzw. zur Verallgemeinerung neigen, in dem Bemiihen bestimmte Reaktionsmuster oder
—gruppen aufzuzeigen, was aber den tatsdchlichen Gegebenheiten oft nicht gerecht
wird. Virus-induzierte Schiaden sind schwer zu bemessen und die angewandten Metho-
den sehr unterschiedlich (TOMLINSON 1987, WATERWORTH & HADIDI 1998). In
zahlreichen Beschreibungen von CMV-Isolaten wurde auf eine Gruppierung der Isolate
verzichtet (GALLITELLI 2000). So sind letztendlich, trotz unzdhliger Berichte iiber
CMV-Isolate aus allen Teilen der Welt, die verfiigbaren Informationen, welche zum
Vergleich bzw. zu Erstellung eines Gesamtbildes herangezogen werden kdnnen, eher
sparlich.

Nach Virusinfektionen auftretende makroskopische Symptome sind eine unmittelbare
Folge histologischer und zytologischer Verdnderungen in den Pflanzen (HULL 2002).
Ausgehend von charakteristischen Symptomen wurden daher Strukturverdnderungen in
Geweben und Zellen als Folge einer Infektion mit verschiedenen CMV-Isolaten an N.
rustica, N. tabacum ,,Samsun-NN“ und Tomatenpflanzen analysiert. Zwar steht den
Pflanzen nur ein begrenztes Reaktionsspektrum an zelluldren Verdnderungen zur Verfii-
gung, welche nicht nur durch Viren sondern auch durch zahlreiche andere biotische und
abiotische Stressoren ausgelost werden konnen (QUADT 1994, ELSTNER et al. 1996,
FINK 1999). Unter Beriicksichtigung der makroskopisch sichtbaren Symptome und im
ummittelbarem Vergleich mit entsprechenden Gewebeproben nicht infizierter Pflanzen,
konnten die beobachteten Strukturverdnderungen aber als eindeutig CMV-induziert er-
fasst werden.
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Das in den Gewebeproben systemischer Chlorosen CMV-infizierter N. rustica und N.
tabacum ,,Samsun-NN*“ beobachtete Phdnomen einer gehemmten Zellbildung und —
differenzierung (Hypoplasie) bei gleichzeitig reduzierter ZellgroBe (Hypotrophie) wird
oft fiir die chlorotischen Bereiche bei Mosaiksymptomen oder Blattverfairbungen nach
Virusinfektion beschrieben (ESAU 1967, HULL 2002). Die benachbarten griinen
Bereiche konnen normal entwickelt sein oder eine vermehrte Zellteilung (Hyperplasie)
zeigen und sich zwischen den vergilbten Bereichen mit vermindertem Wachstum auf-
wolben (ESAU 1967). Obwohl bei den nach CMV-Infektion auftretenden dunkelgriinen,
aufgewolbten Bereichen an N. rustica ebenfalls eine Hypotrophie der Zellen auftrat,
kam es im Gegensatz zu chlorotischem Gewebe nicht zu einer Reduktion der Blattdicke,
da die untypisch abgerundeten Zellen des Palisadenparenchyms in bis zu fiinf Reihen
tibereinander lagen. Die gleichen Gewebeédnderungen in Form von Hyperplasie und Hy-
potrophie zeigten sich bei CMV-infizierten Tomatenblidttern mit dem Symptom der Fa-
denbléttrigkeit. In diesem Gewebe war auch besonders deutlich die fiir Hypotrophie be-
schriebene mangelnde Verdickung und Lignifizierung der Zellwidnde (FINK 1999) zu
erkennen.

Die bei den zytologischen Untersuchungen chlorotischer Blattgewebe vor allem festge-
stellte Verdnderung bzw. Schidigung der Chloroplasten in Form von vermehrter Vesi-
kulierung (peripheres Retikulum), Aufweitung, Wellung und Abbau von Thylakoid-
membranen, verstirktem Auftreten groerer osmiophiler Globuli (Plastoglobuli), Form-
verdnderungen, Cytoplasma-Einschliissen bzw. Invaginationen sowie dem Anschwellen
der Chloroplasten mit einer pathologischen Akkumulation abnorm grofler Stirkekorner
ist ebenfalls charakteristisch fiir virus-induzierte chlorotische Verfarbungen (ESAU
1967, FINK 1999, HULL 2002) und wird auch fiir Chloroplasten CMV-infizierter Ta-
bakblitter beschriecben (HONDA & MATSUI 1968, EHARA & MISAWA 1975). Eine
zusdtzlich zu beobachtende reduzierte Anzahl von Chloroplasten in chlorotischem Ge-
webe wird auf eine gehemmte Teilung der Organellen in den betroffenen Zellen zuriick-
gefiihrt (EHARA & MISAWA 1975). Die in dieser Arbeit festgestellten, auf bestimmte
Bereiche des Mesophylls beschrinkten Stirkeakkumulationen, werden wahrscheinlich
durch eine virusbedingte Storung des enzymatischen Stirkeabbaus verursacht (AGRIOS
1997), da Phloem-Nekrosen, welche gleichmidfige Stdrkeanreicherungen durch Virus-
induzierte Phloem-Blockaden hervorrufen (HAMACHER & QUADT 1991, QUADT
1994, FINK 1999), in den betroffenen Geweben nicht festgestellt wurden. Das periphe-
re Retikulum bzw. die periphere Vesikulierung entsteht durch das Ablésen der inneren
Membran der Chloroplastenhiille und der Bildung von Vesikeln zwischen der Doppel-
membran der Chloroplasten (GUNNING & STEER 1977, FINK 1999).

Die in chlorotischem Blattgewebe von N. rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN*“ des 6f-
teren zu beobachtende abnormale Lappung bzw. Verformung der Zellkerne werden zwar
im Zusammenhang mit Virusinfektionen beschrieben, viele Viren haben aber keinen
sichtbaren zytologischen Effekt auf Zellkerne (HULL 2002) und Berichte iiber dieses
Phédnomen nach CMV-Infektion lagen nicht vor. Verdnderungen der Mitochondrien tra-
ten nur im Gewebe CMV-induzierter systemischer Chlorosen an N. tabacum ,,Samsun-
NN“ in Form von Verformungen oder cytoplasmatischen Invaginationen auf. Mito-
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chondrien scheinen allgemein weniger sensitiv als Plastiden auf Stresseinfliisse zu
reagieren und pathologische Verdnderungen treten in der Regel dementsprechend spéter
auf (FINK 1999). Bei dem Symptom der Adernauthellung an N. rustica zeigten die Me-
sophyllzellen in der Nachbarschaft der Leitbiindel &hnliche zytologische Verdnderungen
wie in chlorotischen Blattbereichen. Nur bei den nach Infektion einiger CMV-Isolate an
N. rustica auftretenden 6lig glinzenden Blattarealen war in den Zellen der oberen Epi-
dermis regelmifig eine Deformierung der antiklinalen Zellwinde festzustellen. Berich-
te iiber dieses Phdnomen in der Literatur lagen nicht vor.

Fiir die Art der sich entwickelnden Symptome ist auch der Infektionszeitpunkt von Be-
deutung. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurden die Pflanzen zu ei-
nem sehr frithen Zeitpunkt, teilweise sogar im Keimblattstadium, inokuliert. Bei Infek-
tionen vollstindig ausgereifter Bldtter zeigen sich weniger ausgepriagte histologische
Reaktionen und es treten im Wesentlichen zytologische Verdnderungen der Chloroplas-
ten auf (FINK 1999). Daneben stellten EHARA & MISAWA (1975) in Studien zur
Chloroplastenstruktur in Zellen CMV-infizierter Tabakblédtter eine Abhéngigkeit
zwischen dem Grad der auftretenden Abnormalitdten und dem Entwicklungsstadium der
Chloroplasten zum Zeitpunkt der Infektion fest, wobei die groBten Zerstdérungen an den
Chloroplasten zu beobachten waren, welche sich zum Zeitpunkt der Inokulation im Sta-
dium eines Proplastiden befanden. Ahnliche Unterschiede werden auch von HAMA-
CHER (1994) und QUADT (1994) beschrieben.

Dass im Gegensatz dazu in den nicht chlorotischen Geweben infizierter Blatter fiir
gewohnlich keine zytologischen Verdnderungen auftreten (HONDA & MATSUI 1974),
konnte in dieser Arbeit bestdtigt werden. Chloroplasten in dunkelgriinen blasigen Auf-
treibungen an N. rustica und insbesondere in Tomatenbldttern mit dem Symptom der
Fadenblattrigkeit besallen allerdings auffidllig wenig Granathylakoide. Zusammen mit
der beobachteten Ausbildung eines mehrreihigen Palisadenparenchyms (Hyperplasie)
gegeniiber dem einreihigem Palisadenparenchym nicht infizierter Blétter ergab sich
damit eine augenfillige Ahnlichkeit zu dem Aufbau bzw. den strukturellen Eigenschaf-
ten sog. ,,Sonnenblitter”, welche aufgrund dieser strukturellen Unterschiede bei Licht-
siattigung eine hohere photosynthetische Produktivitdt erreichen als sog. ,,Schattenblit-
ter” mit einreihigem Palisadenparenchym und stirker ausgepriagten Granastapeln in den
Chloroplasten (LUTTGE et al. 1988). Da sowohl die Schidigung der Chloroplasten
chlorotischer Blattareale an N. rustica als auch die reduzierte Assimilationsfldche bei
der Fadenblidttrigkeit an Tomate eine Einschrankung der Photosynthese zur Folge haben
(FINK 1999), stellt sich die Frage, ob es sich hier um einen Effekt handelt, diese man-
gelnden Photosynthese-Leistung zu kompensieren.

Die oben beschriebenen sekundidren oder indirekten Auswirkungen von Virusinfektio-
nen auf die Struktur des Wirtspflanzengewebes sind oft eine Folge von Verdnderungen
des Stoffwechsels oder hormonellen Gleichgewichts der Wirtspflanzen, konnen aber
auch durch zahlreiche andere biotische und abiotische Faktoren verursacht werden und
sind somit nicht virusspezifisch (ESAU 1967, LESEMANN 1991, FINK 1999). An
virusspezifischen intrazelluliren Verdnderung (LESEMANN 1991) konnten in dieser
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Arbeit neben Virionen bzw. Virus-dhnlichen Partikeln und Virusaggregaten, auch Vesi-
kel und membrandse Strukturen im Cytoplasma, erweiterte Plasmodesmen mit tubuldren
Verldngerungen ins Cytoplasma sowie Tonoplast-assoziierte Vesikel mit fibrilldirem In-
halt in CMV-infiziertem Blattmaterial beobachtet werden.

Insbesondere in den Zellen chlorotischer Blattbereiche traten in der Regel vermehrt
granuldre Partikel und dunkel kontrastierte Aggregate auf, die in Zellen gesunder Pflan-
zen nicht beobachtet werden konnten, so dass es sich wahrscheinlich um Viren, Virus-
bestandteile oder zumindest um Virus-induzierte Strukturen handelte. Einzelne oder im
lockeren Verband bzw. nicht in charakteristischen Aggregaten im Cytoplasma vor-
liegende CMV-Partikel sind ohne eine spezifische Markierung oder Behandlung nur
schwer von cytoplasmatischen Ribosomen zu unterscheiden, da sie sich in Form und
GroBe sehr dhnlich sind (HONDA & MATSUI 1974, FRANCKI et al. 1985). Eine Reihe
von Autoren berichten von Virus-dhnlichen Partikeln in Cytoplasma und Vakuolen
CMV-infizierter Zellen (ESAU 1967, HONDA & MATSUI 1974, EHARA & MISAWA
1975, FRANCKI ef al. 1985). Auch das Phdanomen einer wesentlich hheren Menge an
Viruspartikel in den vergilbten Bereichen als in den griinen und dunkelgriinen Arealen
virus-infizierter Blitter ist bekannt (HONDA & MATSUI 1974, EHARA & MISAWA
1975, HULL 2002). Bei den eigenen Untersuchungen konnten solche Virus-dhnlichen
Partikel vor allem verteilt im Cytoplasma und seltener in den Vakuolen chlorotischer
Blattbereiche festgestellt werden.

Bei den Gewebeproben aus chlorotischen Blattbereichen mit dem Isolat K-CMV infi-
zierter Tomatenpflanzen waren Virus-dhnliche Partikel auffillig oft auch im Verbund
mit membrandsen Uberresten degenerierter Chloroplasten zu beobachten. HONDA &
MATSUI (1974) und HONDA et al. (1974) stellten zwar in einer betrdchtlichen Anzahl
von Zellkernen CMV-infizierter Tabakbldtter bzw. —protoplasten Partikel im Nucleo-
plasma fest, aber nie in Chloroplasten und Mitochondrien. FRANCKI et al. (1985) be-
richten iiber das regelmdfBige Auftreten Virus-dhnlicher Partikel in den Zellkernen mit
T-CMV infizierter N. clevelandii, nicht aber N. tabacum. EHARA & MISAWA (1975)
konnten Viruspartikel assoziiert mit den dulleren Chloroplastenmembranen oder dege-
nerierten Thylakoidmembranen in chlorotischem Gewebe infizierter Tabakblitter fest-
stellen. Da immer nur wenige degenerierte Chloroplasten betroffen sind, ist aber davon
auszugehen, dass Chloroplasten bei der Virussynthese nur eine geringe Rolle spielen
und die strukturellen Verdnderungen kein direkter Effekt der Virusvermehrung sind
(EHARA & MISAWA 1975).

Eine eindeutige Identifizierung von Viruspartikeln in den Zellen war nur in lokalen
Chlorosen von N. rustica nach Infektion mit dem CMV-Isolat 4 mdglich. In diesem Fall
zeigten sich aber in beinahe allen Zellen zahlreiche Viren bzw. Virusaggregate in Cyto-
plasma und Vakuolen, wobei kristalline Aggregate der Viruspartikel ausschlie8lich in
den Vakuolen gebildet wurden. Viele isometrische Viren bilden kristalline Anordnun-
gen in infizierten Zellen, wobei diese Fdhigkeit abhingig von den Eigenschaften des
entsprechenden Virus ist und in keinem Zusammenhang steht mit der Viruskonzentra-
tion in den Zellen oder der Fihigkeit des gereinigten Virus Kristalle zu bilden (HULL
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2002). Dagegen scheint die Ionenstdrke in der Vakuole bzw. im Cytoplasma eine Rolle
zu spielen. So kommt es zum Beispiel bei Anwelken von virus-infiziertem Gewebe
haufiger zu Kristallbildungen (HAMACHER, pers. Mitt.). Fiir die meisten Isolate der
Cucumovirus-Gruppe ist die Bildung solcher Kristalle in den Pflanzenzellen allerdings
untypisch bzw. diese Formationen treten nur bei einigen wenigen Isolaten und Wirts-
pflanzen auf. So konnten bei Untersuchungen mit sechs CMV-Isolaten und drei TAV-
Isolaten an N. clevelandii und N. tabacum kristalline Virusaggregate nur in Zellen von
N. clevelandii nach Infektion mit T-CMV und C-TAV sowie in den Vakuolen mit T-
CMV und V-TAV infizierter N. clevelandii-Zellen festgestellt werden (FRANCKI et al.
1985). In gereinigten Virussuspensionen kann die Anordnung der ausgefillten CMV-
Partikel je nach verwendetem Verfahren bzw. pH-Wert und Salzgehalt der verwendeten
Losungen sehr unterschiedlich ausfallen (EHARA et al. 1976).

AusschlieBlich in infiziertem chlorotischem Gewebe von N. rustica und N. tabacum
»Samsun-NN“ wurden regelméfBig erweiterte Plasmodesmen sowie mit Plasmodesmen
assoziierte tubuldre Ausstiilpungen festgestellt. Solche Strukturen kdnnen bei einer gan-
zen Reihe von Viren verschiedener Gruppenzugehorigkeit auftreten (FRANCKI et al.
1985, HULL 2002) und werden fiir mit Q-CMV und N-TAV infizierte Zellen von N.
glutinosa beschrieben (FRANCKI et al. 1985). Bei den mit dem CMV-Isolat 4 infizier-
ten Gewebeproben von N. rustica mit dem Symptom der Adernaufhellung waren in we-
nigen Féllen Virus-dhnliche Partikel in den erweiterten Plasmodesmen und tubuldren
Ausstiilpungen zu beobachten. Viruspartikel bei der Passage durch die Plasmodesmen
treten sehr oft bei Como- und Nepoviren auf (FRANCKI et al. 1985, QUADT 1994)
und werden auch fiir mit TAV infizierte Zellen von N. glutinosa und Chrysanthemum
morifolium beschrieben (LAWSON & HEARON 1970, FRANCKI et al. 1985).

Das in den chlorotischen Geweben der CMV-infizierten Versuchspflanzen festgestellte
verstirkte Auftreten von Vesikeln und membrandsen Strukturen wird ebenfalls vielfach
fiir Virusinfektionen beschrieben (ESAU 1967, HONDA & MATSUI 1968, LESE-
MANN 1991, FINK 1999, HULL 2002) und mit der Virusreplikation in Verbindung
gebracht (LESEMANN 1991). Demnach ist die Virusreplikation assoziiert mit bestimm-
ten Vesikel-Formationen bzw. spezifischen Membranen, bei denen es sich entweder um
frei im Cytoplasma liegende glatte Vesikel oder Membran-assoziierte Ausstiilpungen
des Cytoplasmas, in Verbindung mit verschiedenen Organellen, handelt (LESEMANN
1991). Dabei scheint nur ein schwacher Zusammenhang zwischen den Orten der Virus-
replikation und den taxonomischen Verwandtschaftsgraden der Viren zu bestehen
(CILLO et al. 2002). Die in dieser Arbeit in chlorotischem Gewebe CMV-infizierter N.
rustica und N. tabacum ,,Samsun-NN* hdufig auftretenden Tonoplast-assoziierten Vesi-
kel mit fibrillirem Inhalt werden von HATTA & FRANCKI (1981) als charakteristisch
fiir mit Cucumoviren infizierte Zellen beschrieben. Zytochemische Enzym-Nachweis-
verfahren deuten daraufhin, dass die Vesikel doppelstringige RNA beinhalten, was auf
den Tonoplasten als Ort der Cucumovirus-Replikation hinweist (HATTA & FRANCKI
1981). CILLO et al. (2002) konnten im Blattgewebe von Tabak und Gurke nach Infek-
tion mit Fny-CMV mittels in situ-Lokalisation der viruskodierten Proteine la und 2a,
welche an der CMV-Replikation beteiligt sind (HAYES & BUCK 1990), ebenfalls eine
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Verbindung der Virusreplikation mit dem Tonoplasten feststellen. Die Akkumulation
dieser Proteine in den infizierten Zellen war immer auf den Tonoplasten und die Berei-
che in direkter Nachbarschaft zur Vakuole beschrinkt. Nach Meinung der Autoren legt
allerdings die Tatsache, dass diese Strukturen auch noch viele Wochen nach Infektion
beobachtet werden konnten, nahe, dass es sich nicht um voriibergehende Strukturen
handelt, die allein mit der Virusreplikation assoziiert sind.

Das Ausmal} der durch Virus-Isolate oder —Stdmme verursachten Symptome wird durch
eine Kombination viraler und wirtsspezifischer Faktoren bestimmt (HULL 2002). Die
komplexen Wechselwirkungen zwischen Virus- und Wirtsgenom werden durch die Ver-
suche mit Pseudorekombinanten aus unterschiedlichen CMV-Isolaten zur Lokalisierung
spezifischer Eigenschaften auf dem Virusgenom verdeutlicht (RAO & FRANCKI 1982,
EDWARDS et al. 1983, LAKSHMAN & GONSALVES 1985, ROOSSINCK &
PALUKAITIS 1990, SHINTAKU et al. 1992, ZHANG et al. 1994, HELLWALD et al.
2000). So ist die Fahigkeit von Fny-CMV zur schnellen Induktion schwerer systemisch-
er Symptome an bestimmten Zucchini-Sorten auf der RNA 1 lokalisiert (ROOSSINCK
& PALUKAITIS 1990), zur Induktion schwerer Symptome an Tabak dagegen auf RNA
1 und 2 (ZHANG et al. 1994), wihrend wiederum das Auftreten lokaler Ringflecken an
Tabak nach Infektion mit LS-CMV auf der RNA 3 dieses Isolates determiniert ist
(ZHANG et al. 1994). Die Symptomauspragung an Tomaten wurde mittels Pseudore-
kombinanten von NT-CMV und Fny-CMV auf RNA 2 festgelegt (HELLWALD et al.
2000). Diese Untersuchungen zeigen, dass in Abhéngigkeit von CMV-Isolat und Wirts-
pflanzenart alle drei CMV-RNAs sowie deren Kombinationen eine Funktion bei der
phédnotypischen Auspriagung der Wirt-Virus-Interaktionen erfiillen konnen, wobei RNA
2 und 3 im Vergleich mit RNA 1 eine besondere Rolle zu spielen scheinen (RAO &
FRANCKI 1982, HELLWALD et al. 2000). Zwischen den CMV-Isolaten ist unabhidngig
von der Gruppenzugehorigkeit die Kombination aller RNAs problemlos moglich, wih-
rend zwischen CMV und TAV oder PSV zwar der Austausch von RNA 3, nicht aber von
RNA 1 oder 2, moglich ist (RAO & FRANCKI 1981, SUZUKI et al. 2003). Somit sind
alle CMV-Isolate, trotz teilweise betrdchtlicher Unterschiede in der Art der induzierten
Symptome, der Nukleotidsequenz und anderer Eigenschaften, genetisch vollstdndig
kompatibel und als Isolate/Stimme ein und desselben Virus zu betrachten (PALU-
KAITIS et al. 1992).

In Ubereinstimmung mit fritheren Berichten zeigten die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, dass sich die auftretenden Unterschiede in der Wirtspflanzenreaktion nicht zur
Differenzierung der CMV-Isolate eignen (AHMAD & SCOTT 1985, DANIELS &
CAMPBELL 1992, WAHYUNI et al. 1992, ANONYMOUS 1998). Bei vielen verschie-
denen Wirtspflanzen und der Beriicksichtigung auch kleinerer Unterschiede in der
Symptomauspriagung verhélt sich im Prinzip jedes Isolat individuell verschieden bzw.
wie ein separater Stamm (AHMAD & SCOTT 1985, DANIELS & CAMPBELL 1992).
Die Koinfektion mit Satelliten-RNA, die insbesondere unter experimentellen Bedin-
gungen im Gewichshaus hdufig auftritt, so auch in den vorliegenden Untersuchungen,
kann zu weiteren Modifikationen in der Symptomausprigung fiihren (KAPER &
TOUSIGNANT 1977, KAPER & WATERWORTH 1977, MOSSOP & FRANCKI 1979,
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WATERWORTH et al. 1979, TAKANAMI 1981, GONSALVES et al. 1982,
PALUKAITIS 1988, JORDA et al. 1992, ROOSSINCK et al. 1992, CRESCENZI et al.
1993, GALLITELLI 2000).

Der Zusammenhang zwischen Virusbefall und Symptomauspragung sollte durch Tes-
tung der Versuchspflanzen mittels ELISA untersucht werden. Die Viruskonzentration in
CMV-infizierten Pflanzen steigt fiir einige Tage nach der Infektion an und nimmt dann
stetig wieder ab (AGRIOS 1997). Die systemische Infektion wird von allen fiinf Genen
des CMV-Genoms mitbestimmt und kann in Abhdngigkeit von Wirtspflanze und CMV-
Isolat sehr unterschiedlich ausfallen (ROOSSINCK & PALUKAITIS 1990, GAL-ON et
al. 1994, 1996, 1997, HELLWALD & PALUKAITIS 1994, 1995, DING et al. 1995,
KAPLAN et al. 1995, 1997, CANTO et al. 1997, CANTO & PALUKAITIS 2001,
SOARDS et al. 2002, SALANKI ef al. 2004). Auch #uBere Einflussfaktoren beein-
flussen den Infektionsverlauf, so dass an verschiedenen Tagen, zu verschiedenen Zeit-
punkten durchgefithrte ELISA nur schwer miteinander vergleichbar sind (MEYER-
KAHSNITZ 1993). Riickschliisse von dem ELISA-Messwert auf die exakt vorhandene
Virusmenge sind in der Regel nicht moglich, da in diesem Testverfahren Virusantigen,
d.h. Untereinheiten, Virusbruchstiicke und Viruspartikel bestimmt werden. Es 1dsst sich
jedoch nicht feststellen, wie viele von den genannten Fraktionen in der Probeldsung
vorhanden sind und vom y-Globulin gebunden wurden (KORPRADITSKUL et al.
1980). AuBBerdem kann in den unterschiedlichen Teilen der Pflanzen und selbst inner-
halb der Blitter, die deutliche Symptome zeigen, die Viruskonzentration stark variieren
(HULL 2002).

Dass schwere Symptome nicht zwangsldufig mit einer hohen Viruskonzentration in den
betroffenen Pflanzen korrelieren und umgekehrt, ist hinreichend bekannt (HULL 2002).
In zahlreichen Untersuchungen wurde eine Abhdngigkeit dieser Zusammenhidnge von
dem jeweiligen Wirt-Virus-Modell festgestellt (GIERSIEPEN 1993). Eine generelle
Korrelation zwischen der Quantitdt viraler Replikation bzw. der systemischen Ausbrei-
tung von Viren in der Pflanze und der Schwere der Krankheit, konnte auch in dieser Ar-
beit nicht festgestellt werden. Hohe Viruskonzentrationen wurden sowohl in symptom-
losen Pflanzen als auch in Pflanzen mit starken Virussymptomen nachgewiesen. Viel-
mehr schien die Relation von Virusbefall und Wirtspflanzenbeeintrachtigung wiederum
spezifisch fiir die jeweilige Wirt-Isolat-Kombination zu sein. An N. rustica, N. tabacum
,Samsun-NN*“ und Paprika war eine gewisse Ubereinstimmung zwischen ELISA-Mess-
werten und Symptomauspriagung festzustellen, wiahrend an N. glutinosa, Tomate, Gurke
und Feldsalat kein Zusammenhang zwischen Virusbefall und Wirtspflanzenschddigung
zu erkennen war. So wurden z.B. an Tomatenpflanzen mit nur leichten Blattsymptomen
nach Infektion mit den Isolaten 1 und S-CMV hohere Extinktionswerte gemessen als an
den schwer geschéddigten Pflanzen nach Infektion mit den Isolaten 10,11 und Q-CMV.

Wihrend die Messwerte CMV-infizierter N. glutinosa in Relation zu den starken Symp-
tomen allgemein relativ niedrig ausfielen, wurden in beiden Gurkensorten teilweise sehr
hohe Extinktionswerte gemessen, trotz sehr milder Symptome insbesondere an der
CMV-toleranten Sorte ,,Othello®. Obwohl die Sorte ,,Othello* nach Inokulation mit dem
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Isolat 1 keine, mit den Isolaten K-CMV und Fny-CMV nur sehr schwache Reaktionen
zeigte, wurden in den betroffenen Pflanzen dhnlich hohe Extinktionswerte gemessen
wie in der Sorte ,,Vorgebirgstraube®. Allerdings konnte bei allen anderen Isolaten nur
ein schwacher oder kein Nachweis einer erfolgreichen Infektion erbracht werden. Die
Begriffe zur Beschreibung der verschiedenen Arten der Reaktionen und Empfénglich-
keiten der Pflanzen gegeniiber Pflanzenviren, werden héufig in sich widersprechender,
mehrdeutiger Weise verwendet (HULL 2002). So wird in GALLITELLI (1998) bei ei-
ner Toleranz gegeniiber CMV von einer gehemmten systemischen Ausbreitung des
Virus gesprochen, wihrend TOMLINSON (1987) Toleranz als eine systemische Infek-
tion ohne die Entwicklung von Symptomen beschreibt. Letzteres stimmt mit der Defini-
tion von HULL (2002) iiberein, wobei es sich bei toleranten Pflanzen um empfiangliche
Wirte handelt, in denen sich das Virus ungestort replizieren und ausbreiten kann, aber
nur einen geringen oder keinen Effekt auf die Pflanzenentwicklung hat.

Der Einfluss der Inokulumdichte auf Infektionserfolg, Krankheitsverlauf und Virusver-
mehrung bzw. systemische Verbreitung war wesentlich geringer als vermutet. In Ab-
hingigkeit von Wirtspflanze und CMV-Isolat war in einem Bereich von 0,1 - 0,01 mg
Virus/ml fiir gewdhnlich weder bei der Erfassung der Wirtspflanzenbeeintriachtigung
noch in dem ELISA-Test ein Unterschied festzustellen. ROOSSINCK (1991) konnte bei
der Inokulation der jungen Blitter von Zuckermelonen im 2 — 3-Blattstadium mit 0,2
mg/ml viraler RNA wesentlich hohere Infektionsraten erreichen als bei Inokulation der
Keimblétter mit 0,1 mg/ml, wobei nicht gepriift wurde, welcher der beiden verdnderten
Faktoren ausschlaggebend ist. Doch lassen die eigenen Ergebnisse vermuten, dass auch
in diesem Fall der unterschiedliche Infektionserfolg im wesentlichen auf dem Entwick-
lungsstadium der Pflanzen bzw. der inokulierten Blétter sowie der Grof3e des inokulier-
tes Areals basieren. Wiahrend bei Inokulation mit 0,0001 mg Virus/ml in keinem Ver-
such mehr eine eindeutige Reaktion der Wirtspflanzen festzustellen war, konnte mittels
ELISA in der Regel noch ein Virusnachweis erbracht werden. In Paprika waren die
Messwerte genauso hoch wie bei den mit 0,001 mg Virus/ml inokulierten Pflanzen, und
die Isolate 4 und K-CMV konnten selbst bei einer Inokulumdichte von 0,00001 mg/ml
noch eindeutig nachgewiesen werden. Insgesamt war die Nachweisbarkeit mittels
ELISA in allen Wirt-Virus-Systemen sehr gut. Selbst in den Feldsalatpflanzen, die au-
genscheinlich keine Reaktion auf die CMV-Infektion zeigten, konnte in den meisten
Fillen ein eindeutiger Virusnachweis erbracht werden, wobei in allen drei Sorten nach
Inokulation mit den Isolaten 4, S-CMV und K-CMV die stiarksten Reaktionen gemessen
wurde.

Genaue Kenntnisse der Wirt-Virus-Interaktion sind unverzichtbar zur Erfassung und
Einschédtzung von Viruserkrankungen und somit Voraussetzung fiir die Entwicklung und
Koordination von KontrollmaBnahmen (TOMLINSON 1987, WATERWORTH &
HADIDI 1998, GALLITELLI 2000, ZAITLIN & PALUKAITIS 2000, HULL 2002,
PALUKAITIS & GARCIA-ARENAL 2003). Die hier ausfiihrlich dargelegten und dis-
kutierten Besonderheiten und Probleme bei der Erfassung und Beurteilung CMV- bzw.
Virus-induzierter Erkrankungen, verdeutlichen die Notwendigkeit umfangreicher, auf-
einander abgestimmter, vergleichender Untersuchungen, die sowohl die Einbeziehung
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einer groBeren Anzahl von Isolaten und Wirtspflanzen als auch die Kombination ver-
schiedener Techniken erlaubt (ANONYMOUS 1998).

Die geeignetste Methode zum Nachweis sehr geringer Virusmengen in infiziertem Ge-
webe ist die RT-PCR (SINGH ef al. 1995, ANOMYMOUS 1998). PCR ist grundsétzlich
sensitiver als serologische Methoden und auBlerdem kann mittels PCR je nach Wahl der
Primer sogar noch eine weitergehende Typisierung der CMV-Isolate erbracht werden
als die klassische Unterteilung in die Untergruppen I und II (ANOMYMOUS 1998). Fiir
einen CMV-Nachweis reicht der ELISA in der Regel ebenfalls vollig aus, da CMV
selbst in natiirlich infizierten Proben fiir gew6hnlich in hohen Konzentrationen vorliegt,
und hat bei einer groBen Anzahl von Proben den Vorteil, dass er schnell und einfach
durchzufiihren ist (ANOMYMOUS 1998). Als Mittel zur Differenzierung sind die meis-
ten ELISA-Tests bzw. Antiseren weniger geeignet. Serologische Studien zeigen, dass es
nur einige wenige monoklonale Antikdrper (Mabs) mit einer ausreichenden Spezifitét
zur zuverldssigen Differenzierung der CMV-Isolate in die Untergruppen I und II gibt
(HAASE et al. 1989, PORTA et al. 1989, KEARNEY et al. 1990, ANONYMOUS
1998). Die Wahl der Methoden hingt letztendlich von der Anzahl der Proben, den
Moglichkeiten und vor allem dem jeweiligen Bedarf bzw. der zu kldrenden Frage ab
(ANONYMOUS 1998).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass weder zwischen Symptomauspra-
gung und der Nukteotidsequenz bzw. der genetischen Verwandtschaft der Isolate noch
zwischen Wirtspflanzenbeeintrichtigung und systemischer Verbreitung und Konzentra-
tion der Viren in der Pflanze ein genereller Zusammenhang besteht, und somit keiner
dieser Merkmale einen zuverldssigen Hinweis auf das Schidigungspotential der ver-
schiedenen CMV-Isolate geben kann.
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5 Zusammenfassung

Cucumber mosaic virus (CMV) ist eine sehr heterogene Virusgruppe, deren unzihlige
Isolate sich teilweise betréchtlich in ihrer Pathogenitdt, Virulenz und vielen anderen Ei-
genschaften unterscheiden. Ziel der Arbeit war es, 9 CMV-Isolate, darunter die
hinreichend beschriebenen Isolate K-CMV, Fny-CMV und Q-CMV mittels RT-PCR,
Wirtspflanzenreaktion, DAS- und TAS-ELISA in simultanen, standardisierten Versu-
chen zu vergleichen und Zusammenhinge und Wechselwirkungen aufzuzeigen. Dazu
wurden Tomaten-, Paprikapflanzen, verschiedene Nicotiana-Arten, Gurken- und Feldsa-
latsorten mit Suspensionen definierter Viruskonzentration der gereinigten Isolate inoku-
liert.

1. Die RT-PCR mit zwei Untergruppen-spezifischen Primerpaaren erlaubte die Ty-
pisierung der verwendeten Isolate in die CMV-Untergruppen S-I und S-II.
Mittels RT-PCR mit generellen CMV-Hiillprotein-Primern und anschlieBendem
Mspl-Verdau konnte dieses Ergebnis bestdtigt werden. Bei der Elektrophorese
wurden zwei fiir die jeweilige Untergruppe charakteristische Bandenmuster
sichtbar. Davon abweichende Muster waren nicht zu erkennen. Die Analyse dop-
pelstringiger RNA aus infizierten Tabakpflanzen ergab bei allen Isolaten das fiir
CMV typische Muster aus 4 Banden.

2. In der RT-PCR mit generellen Primern fiir Satelliten-RNA konnten bei allen Iso-
laten Satelliten nachgewiesen werden. Eine genauere Bestimmung der Satelliten-
RNA war mit den verwendeten Primern nicht moglich. Bei der elektrophore-
tischen Darstellung der dsRNA-Profile wurden die Satelliten als kleinere Mole-
kiile ebenfalls erfasst und der positive Nachweis der RT-PCR bestitigt. Die im
Vergleich zu den Banden viraler dsSRNA wesentlich stiarker ausgepriagten Banden
und die Assoziation aller Isolate mit Satelliten-RNA, bestidtigten die Beobach-
tung, dass Satelliten verstirkt in Gewdchshausversuchen auftreten.

3. Die Bonitur lokaler Symptome eignete sich nicht fiir einen Vergleich der Isolate,
da sie sich unabhidngig von dem jeweiligen CMV-Isolat sehr unterschiedlich ent-
wickeln konnten. Die Vielfalt der durch CMV ausgeldsten systemischen Symp-
tome war sehr grofl und reichte von keinen sichtbaren Verdnderungen bis zur
systemischen Nekrotisierung der kompletten Pflanze. Eine Korrelation zwischen
Symptomauspragung und Untergruppenzugehorigkeit konnte nicht festgestellt
werden. Mit Ausnahme eines stark verzogerten Krankheitsverlaufs an allen ver-
wendeten Nicotiana-Arten nach Infektion mit dem Isolat Q-CMV, war kein Zu-
sammenhang zwischen Isolat und der zeitlichen Abfolge der Symptome herzu-
stellen.

4. Weder zwischen den Isolaten derselben Untergruppe, noch zwischen denen bei-
der Untergruppen konnte in gemischten Infektionen eine signifikante synergis-
tische oder antagonistische Wechselwirkung nachgewiesen werden.
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5. Dass Wuchsdepressionen bzw. Biomasse-Reduktion und Wuchsdeformationen
nicht zwangsldufig miteinander korrelierten, verdeutlichte die Notwendigkeit
mehrerer Parameter fiir eine hinreichende Einschidtzung der Wirtspflanzenbe-
eintrdchtigung. Ein Einfluss der CMV-Infektion auf den Chlorophyllgehalt der
Blitter konnte in keinem der verwendeten Wirt-Virus-Systeme nachgewiesen
werden.

6. Durch eine geringere Lichtintensitit wurde der Krankheitsverlauf deutlich ver-
zogert. Ein Einfluss der Néhrstoffversorgung auf Virusbefall und Wirtspflanzen-
reaktion konnte nicht nachgewiesen werden. Der Einfluss der Inokulumdichte auf
Infektions- und Krankheitsverlauf war wesentlich geringer als vermutet. Bei den
Inokulationen mit 0,1 und 0,01 mg Virus/ml wurden fiir gewohnlich keine
Unterschiede festgestellt. Einen groferen Effekt scheint das Entwicklungssta-
dium der Pflanzen bzw. der inokulierten Blitter sowie die Grof3e des inokuliertes
Areals zu haben.

7. In den histologischen und zytologischen Untersuchungen konnten die Auswirk-
ungen der CMV-Infektion auf das entsprechende Wirtsgewebe verdeutlicht wer-
den. Mit Ausnahme der beobachteten kristallinen Virusaggregate in den Zellen
von N. rustica nach lokaler Infektion mit dem CMV-Isolat 4 konnten weder
CMV- noch Isolat-spezifische strukturelle Verdnderungen festgestellt werden.
Die in erster Linie auftretenden indirekten Effekte der CMV-Infektion auf das
Wirtsgewebe waren eng mit den entsprechenden makroskopischen Symptomen
verkniipft und bestdtigten die bei der Bonitur der Symptome festgestellten Un-
terschiede.

8. Mittels ELISA wurden, in Abhingigkeit des jeweiligen Wirt-Isolat-Systems,
hohe Viruskonzentrationen sowohl in symptomlosen Pflanzen als auch in Pflanz-
en mit starken Virussymptomen nachgewiesen. Bei der CMV-toleranten Gurken-
sorte ,,Othello” wurden trotz ausbleibender oder sehr milder Symptome teilweise
dhnlich hohe Extinktionswerte gemessen wie in der empfindlichen Sorte ,,Vorge-
birgstraube®. Die Sensitivitdt beider ELISA-Verfahren war in allen Wirt-Virus-
Systemen sehr gut. Wiahrend bei Inokulationen mit 0,0001 mg Virus/ml keine
Wirtspflanzenreaktionen mehr festzustellen waren, konnte in der Regel noch ein
Virusnachweis erbracht werden. Auch die Feldsalatpflanzen wurden meistens
positiv getestet, obwohl alle drei Sorten keine Reaktion auf die CMV-Infektion
zeigten.

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass kein genereller Zusammenhang zwi-
schen Wirtspflanzenbeeintrichtigung, der systemischen Verbreitung und Konzentration
der Viren in der Pflanze sowie der Nukteotidsequenz bzw. der genetischen Verwandt-
schaft der Isolate besteht, und keiner dieser Merkmale einen zuverldssigen Hinweis auf
das Schidigungspotential der verschiedenen CMV-Isolate geben kann.
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