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Zusammenfassung

Das Pepino mosaic virus (PepMV, Genus Potexvirus) wurde in Europa
erstmals 1999 in Gewachshaustomaten nachgewiesen und konnte sich
auf Grund seiner leichten mechanischen Ubertragbarkeit schnell in den
Bestanden ausbreiten. Die substratlose Kultivierung mit rezirkulieren-
den Nahrlosungen tragt zur Ausbreitung des Erregers bei (Schwarz et
al., 2010). Der Nachweis des Erregers in Pflanzenmaterial erfolgt mit
Hilfe einer RT-PCR oder eines ELISA.

Nachfolgend wird die Ultrafiltration und Ultrazentrifugation zur Konzen-
trierung von Pflanzenviren in Nahrlosung mit dem Ziel der Unter-
schreitung der Nachweisgrenze serologischer Testverfahren vorgestellt
und diskutiert.

Tomatenpflanzen (Solanum lycopersicum L.) der Sorten Hildares und
Hoffmann’s Rentita wurden unter Gewachshausbedingungen in
Hydrokultur und Nutrient Film Technic (NFT) kultiviert (Abb. 2). Die
PepMV-infizierten Tomatenpflanzen wurden durch mechanische
Inokulation hergestellt und Im Wechsel mit nicht-virusinfizierten
Tomatenpflanzen in den Versuch eingestellt. Die Nahrlésung als auch
die Pflanzen wurden regelmallig beprobt.

Die Konzentration der Viruspartikeln erfolgte aus den Nahrlosungen mit
Hilfe einer Tangentialflussfiltration (TFF, Abb. 3) unter Verwendung einer
Polyethersulfon (PES) Membran mit einer Porengrof3e von 10 kD
(Biomax®, Millipore). Es wurden jeweils 1/10 bzw. 1/20 des
Nahrlosungsvolumens als Probenumfang gewéahlt. Das Retentat der
TFF wurde einer Ultrazentrifugation fur 120 Minuten bei 30.000 rpm In
einem Ti70-Rotor (Beckman-Coulter GmbH) bei 4°C unterzogen.

Der Nachweis von PepMV wurde mit Hilfe des DAS-ELISA unter
Verwendung spezifischer AntikOrper (AS-1022, DMSZ, Braunschweig,
Germany) vorgenommen.

Die gemeinsame Kultivierung gesunder und infizierter Pflanzen in
einem HydrokulturgefaR fuhrte zu einer sehr schnellen Ubertragung des
PepMV uber die Nahrlésung. Bereits sieben Tage nach Versuchsaufbau
waren alle Pflanzen infiziert (Abb. 4). Der Nachweis konnte dabel
sowohl in Wurzel- als auch Blattmaterial erfolgen. Wie zu erwarten
stiegen die Extinktionswerte und damit der Virustiter im Probenmaterial
mit zunehmender Kulturdauer.

Wasserproben mit einem Volumen von 1 Liter wurden 14 und 21 Tage
nach Versuchsaufbau entnommen und einer Ultrafiltration unterzogen.
Erwartungsgemald konnte PepMV nur im ultrafiltrierten Retentat (mit
von der Membran zurlckgehaltene Partikeln), nicht aber im ultrafil-
trierten Permeat (mit den die Membran passierten Partikeln)
nachgewiesen werden (Abb. 4).

Auch In Proben aus den Nahrlosungstanks der mit NFT kultivierten
Tomaten war PepMV nachzuweisen (Abb. 5). Die Proben wurden 14,
21 und 28 Tage nach dem Versuchsaufbau entnommen und umfassen
jeweils 10 Liter. In allen ultrazentrifugierten Retentaten der Tangential-
flussfiltration konnte PepMV nachgewiesen werden; in den ultra-
zentrifugierten Permeaten hingegen waren erwartungsgemald keine
Erreger nachzuweisen. Die Extinktionswerte der Proben aus den
Nahrlosungstanks waren deutlich niedriger als diejenigen aus den
Hydrokulturgefalden. Diese sind ursachlich auf die unterschiedlichen
Volumina der Proben (im Verhéltnis zum Behaltervolumen) und die
Anzahl der infizierten Pflanzen bezogen auf Volumen der Nahrlosung
zuruckzufuhren.

Das Pepino mosaic virus wird durch die Nahrlosung Ubertragen
und breitet sich Uber die Wurzel systemisch in der Pflanze aus.

Mit Hilfe einer Tangentialflussfiltration (TFF) und anschliel3ender
Ultrazentrifugation konnen Viruspartikel aus der Nahrlosung In
einem solchen Umfang konzentriert werden, dass ein Nachweis
des PepMV mit dem flr die Routinetestung etablierten DAS-ELISA
erfolgen kann.

Um die Ausbreitung von PepMV im Bestand zu minimieren, ist
Insbesondere beim Auftreten von Pflanzen mit virusverdachtigen
Symptomen eine Untersuchung der rezirkulierenden Nahrlosung
vorzunehmen. Zur Bewasserung eingesetztes Oberflachenwasser
sollte regelmaldig auf eine Kontamination mit pflanzenschadigen-
den Viren gepruft werden.

Abb. 1: Pepino mosaic virus (PepMV)
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Abb. 2: Versuchsdesign zur Ubertragung von Pepino mosaic Abb. 3. Apparatur zur Vor- und Ultrafiltration von Nahrlosung

virus (PepMV) mit der Nahrlosung beil Nutzung der Nahrfilm- a) Vorratskanister (Retentat, Ausgangslosung)
technik (A) und der Hydrokultur (B) b) Kanister (Permeat)

W PepMV-infizierte Pflanze c) Vorfilter (Millipore Opticap® XL 5 Capsule, Porengrofle 10 um)
B nicht PepMV-infizierte Pflanze d) F('jrderpumpe (Fa_ Masterflex ®)
- e e) Pellicon Filterhalter mit Ultrafiltrationskassette (Fa. Millipore)
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Abb. 4: Mittelwert der Extinktionswerte (E,,5) der Tomatenpflanzen- und Wasserproben im DAS-ELISA zum Nachweis von Pepino
mosaic virus (PepMV) 7, 14 bzw. 21 Tage nach Einstellen der Pflanzen in die Hydrokultur; rote Linie: Grenzwert (cut-off value)
links: Blatt- und Wurzelproben der Tomatenpflanzen

rechts: Wasserproben nach Ultrafiltration (Permeat und Retentat)
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Abb. 5: Mittelwert der Extinktionswerte (E,y5) der Tomatenpflanzen- und Wasserproben im DAS-ELISA zum Nachweis von Pepino
mosaic virus (PepMV) 14, 21, 28 Tage bzw. 42 Tage nach Einstellen der Pflanzen in die FlieRrinnen und Anwendung der Nutrient
Film Technic; rote Linie: Grenzwert (cut-off value)

links: Blattproben der Tomatenpflanzen

rechts: Wasserproben nach Ultrazentrifugation der ultrafiltrierten Wasserproben (Permeat und Retentat)
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