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Seit dem Jahr 2000 wird ein Bestand von ca.
150-jahrigen Flatterulmen (Ulmus laevis Pall.)
im Schlosspark Caputh (Brandenburg, Abb. 1)
regelmafig bonitiert. Von 30 Ulmen weisen 16
Baume virustypische Symptome wie chloro-
tische Blattscheckungen, Blattflecken, Mosaik
und Ringflecken auf (Abb. 3 A-F). In
vorangegangenen Untersuchungen wurden

| Mechanische Ubertragung

Reiser von symptomtragenden  Astpartien

erkrankter Ulmen wurden auf U. laevis Samlinge
gepfropft. In der folgenden Vegetationsperiode
entwickelten 11 von 26 Unterlagen die gleichen
Symptome wie die Spenderbaume. Es zeigten sich
Chlorosen (Abb. 3 A, B), chlorotische Linien-
muster (Abb. 3 C, F) und chlorotische Ringflecken
(Abb. 3 D, E).

Die Biotestpflanze Chenopodium quinoa wurde
mit einem Homogenat von Knospen symptom-
tragender Astpartien von U. laevis inokuliert. Die
Indikatorpflanzen  entwickelten Blattdeforma-
tionen, Chlorosen und Wuchsdepressionen (Abb.
2). Die mechanische Ubertragbarkeit und die
Auspragung der Symptome deuten auf eine
Infektion mit einem Virus hin.

pilzliche und bakterielle Pathogene als Verur-
sacher der Symptome ebenso ausgeschlossen
wie an Geholzen haufig auftretenden Viren
wie Arabis mosaic virus (ArMV) und Cherry
leaf roll virus (CLRV) (Bandte et al., 2004).

Ziel dieser Arbeit ist die Identifizierung und
Charakterisierung des unbekannten, putativ
viralen, pathogenen Agens an Ulmus laevis.
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Abb. 2 (oben): Symptome an C. quinoa nach mechanischer
Inokulation mit Knospenmaterial symptomtragender Ulmen. A:
Blattdeformationen; B: Chlorosen; C: Wuchsdepression (rechts) im
Vergleich zur nicht-inokulierten Kontrolle (links).

Abb. 3 (links): Symptome an U. laevis. A-C: Blatter mit Symptomen
vom Originalstandort Caputh; D-F: Blatter gepfropfter
Flatterulmen im Folgejahr nach erfolgreicher Verwachsung.

Il Virusanreicherung

Viren aus Blattmaterial von inokulierten C. quinoa

wurden nach Dijkstra und de Jager (1998)
angereichert. Die Partikelmorphologie wurde im
TEM dargestellt. Es konnten sowohl isometrische
Partikel mit einem Durchmesser von 25 — 30 nm,
als auch filamentdose Partikel mit einer Lange von
etwa 400 nm dargestellt werden (Abb. 4).

Abb. 4: TEM-Aufnahme einer Virusanreicherung aus inokulierten C.
quinoa. Schwarze Pfeile: isometrische Partikel (¢ ca. 25-30 nm); weisse
Pfeile: filamentose Partikel (ca. 400 nm).

lll Proteinfraktionierung

Mittels SDS-PAGE konnte in der Virusanrei-

cherung ein putatives virales Hullprotein mit
einer molekularen Masse von ca. 25 kDa dar-
gestellt werden (Abb. 5).

Abb. 5: Proteinfraktionierung
der Virusanreicherung im SDS-
PA-Gel.

1: Proteinfraktionierung einer
Virusanreicherung aus inoku-
lierten C. quinoa;

2: Proteinfraktionierung aus
Virusanreicherung einer nicht-
inokulierten C. quinoa;

3: Grolenstandard (Unstained
Protein ladder, Thermo
Scientific), Pfeil: Das inokulierte
Material zeigt ein putatives
virales Hullprotein mit einer
molekularen Masse von ca. 25
kDa.

IV Random PCR

Aus der Virusanreicherung wurde RNA isoliert

und fir eine random PCR nach Froussard (1992)
eingesetzt. Amplikons wurden kloniert und
sequenziert. Der Sequenzabgleich mit der NCBI-
Datenbank mittels BLAST zeigte Uberein-
stimmungen mit Sequenzen der RNA1 und RNA3
des EIm mottle virus (EMoV).
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Abb. 6: Genomorganisation des EMoV unter Angabe der mittels
rPCR amplifizierten Genomregionen (rote Unterlegungen).

V Carlavirus-spezifische PCR

Die Morphologie und GroRe der fadenformigen
Partikel deuten im Zusammenhang mit
Ergebnissen von Voruntersuchungen auf eine
mogliche Infektion mit Carlaviren hin.

Mit aus Blattern symptomtragender Ulmen,
sowie aus Blattmaterial inokulierter C. quinoa
isolierter RNA wurde eine PCR mit degenerierten
Carlavirus-spezifischen Primern durchgefihrt
(Nie et al., 2008). Eine Infektion mit Carlaviren
konnte jedoch nicht bestatigt werden (Abb. 7).
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Abb. 7: Gelelektrophoretische Darstellung einer reprasen-
tativen PCR mit Carlavirus-spezifischen degenerierten
Primern. M: 1 kb DNA-ruler (Thermo Scientific); 1-10: mit
Knospenhomogenat symptomtragender Ulmen inokulierte C.
quinoa; (-): nicht inokulierte C. quinoa; (+): Potato virus M
(PVM); W:  Wasserkontrolle. Neben unspezifischen
Fragmenten von etwa 1600 bp konnte keine Carlavirus-
spezifische DNA amplifiziert werden.

VI Phytoplasmen-spezifische PCR

Zur Analyse von in Ulmen auftretenden Phyto-

plasmen wurde eine nested PCR mit 16S rRNA-
spezifischen Primern durchgefihrt (Lee et al.,
2004, Abb. 8). Nach Sequenzierung der Ampli-
kons und Abgleich mit der NCBI-Datenbank
mittels BLAST zeigte sich, dass sowohl einige
symptomtragende Baume aus dem Schlosspark
Caputh, als auch symptomfreie U. Ilaevis-
Samlinge mit Candidatus phytoplasma ulmi
infiziert sind. Eine Korrelation der Phytoplasmen-
infektion zur Symptomauspragung wurde nicht
festgestellt.
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Abb. 8: Gelektrophoretische Darstellung der nested PCR unter
Verwendung von 16S rRNA-spezifischen Primern. M: 1 kb DNA-ruler
(Thermo Scientific); 1-5: Flatterulmen vom Standort Caputh; 6-9:
symptomfreie U. laevis-Samlinge; W: Wasserkontrolle; (+): AY1, elm
yellows group l|solat aus Vinca rosea.
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Zusammenfassung und Schlussfolgerung

Die mechanische Ubertragbarkeit des kausalen Agens
der Erkrankung der Flatterulmen am Standort Caputh,
sowie die charakteristische Symptomausprédgung
deuten auf eine Virusinfektion hin. Die Darstellung
von isometrischen Partikeln mit einer GrolRe von 25-
30 nm, das putative coat protein mit einer Grof3e von
ca. 25 kDa, sowie der Nachweis von EMoV-

spezifischer RNA lassen den Schluss einer Infektion
mit EMoV der Baume am Standort Caputh zu.
Die untersuchten Ulmen sind offensichtlich mit mehr

als nur einem Pathogen infiziert. Die im TEM
gezeigten fadenformigen Partikel weisen auf
mindestens ein weiteres Virus hin, das in zukunftigen
Arbeiten identifiziert werden soll.

Es konnte zudem eine Besiedlung mit Phytoplasmen
der elm yellows group gezeigt werden.
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