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Elektronenmikroskopischer Nachweis von virusidhnlichen
Teilchen in Extrakten von Fichtennadeln

Von Paul Gugerli*, Andreas Voss**und Georg Benz** Oxf.: 444:174.7 Picea
* Station Fédérale de recherches agronomiques de Changins, CH — 1260 Nyon,
** Entomologisches Institut, Eidgendssische Technische Hochschule, CH — 8092 Ziirich

Einleitung

Beobachtungen iiber das Vorkommen von Schiden an Fichten in unseren
Wildern weisen gelegentlich auf infektiose Ursachen hin. Die universelle Ver-
breitung von Viruskrankheiten auf landwirtschaftlichen und gartenbaulichen
Nutz- und Zierpflanzen ldsst eine Beteiligung von Viren an diesen Erkran-
kungen als wahrscheinlich erscheinen. Erste virologische Untersuchungen an
Nadelbdumen gehen auf die sechziger Jahre zurilick. Virusdhnliche Teilchen
wurden tatsdchlich in Nadelproben von kranken Bdumen in der Tschechoslova-
kei, in der DDR sowie in Grossbritannien nachgewiesen (Cech et al., 1961;
Schmelzer et al., 1966; Biddle und Tinsley, 1968). In jiingeren Arbeiten im Zu-
sammenhang mit dem Fichtensterben in Deutschland wurden ebenfalls virus-
dhnliche Teilchen in Proben von kranken Fichten gefunden (Nienhaus, 1985;
Frenzel, personliche Mitteilung). Der kausale Zusammenhang zwischen dem
Vorkommen dieser Teilchen und bestimmten Krankheiten der Fichte ist jedoch
noch nicht erbracht. Da Viren in vielen Fillen durch Insekten von Pflanze zu
Pflanze {ibertragen werden, muss auch die Waldfauna diesbeziiglich untersucht
werden. Am Entomologischen Institut der Eidgendssischen Technischen Hoch-
schule Ziirich wurde daher auf Initiative des letztgenannten Autors eine For-
schungsarbeit iiber die Beteiligung von Insekten am Ursachenkomplex des
Waldsterbens, insbesondere des Fichtensterbens in ihrer Rolle als Ubertréiger
von pflanzenpathogenen Primitivorganismen in erkrankten Fichten eingeleitet.
Im Sinne einer besseren Charakterisierung des hierflir benotigten Pflanzenma-
terials unternahmen wir die in dieser Arbeit beschriebenen virologischen Unter-
suchungen an krank- und gesundaussehenden Fichten. Dabei fanden wir, 4hn-
lich wie deutsche Forscher, virusihnliche Teilchen mit verschiedenen Struktu-
ren. Neu ist hingegen der Nachweis von bisher nicht beschriebenen Teilchen,
von welchen die einen morphologisch den Closteroviren und die anderen dem
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Kernteil von tierischen Paramyxoviren gleichen. Das iiberraschend stete Vor-
kommen der closterovirusihnlichen Teilchen in Nadelproben von kranken
jungen und alten Fichten driangt nach weiteren dtiologischen und epidemiologi-
schen Untersuchungen.

Material und Methoden

Unsere Analysen umfassten Proben aus der Deutsch- und Westschweiz

sowie aus Siiddeutschland:

a) Birmensdorf (ZH): junge bis zu 10jihrige Fichten aus der Baumschule der
Eidgendssischen Anstalt fiir das forstliche Versuchswesen (EAFV), rund

- 550 m .M.

b) Bremgarten (AG): bis zu 10jdhrige Fichten aus einem ehemaligen Vermeh-
rungsquartier der EAFV, rund 400 m 4i.M.

¢) Suhr (AG): 5- bis 10jahrige Fichten aus vier kranken Bestdnden im Suret,
rund 380 m ii.M.

d) Genolier (VD): etwa 10jdhrige Fichten aus einer Gartenhecke, rund 600 m
.M. .

e) Schonau im Schwarzwald: etwa 50jdhrige Fichten bei Haldenhof, rund 1000
m ii.M.

Die elektronenmikroskopische Betrachtung erfolgte an Extrakten von Fich-
tennadeln gemiss einer flir den Nachweis von Rebenviren entwickelten Me-
thode (Gugerli et al., 1984) . Es handelt sich dabei um eine chemische und physi-
kalische Kldarung von Zellsiften sowie eine Anreicherung von partikuldren
Zellsubstanzen durch Ultrazentrifugation. Die Teilchen wurden mit Phosphor-
wolframsdure negativ kontrastiert und im Elektronenmikroskop bei 30- bis
60tausendfacher Vergrosserung betrachtet.

Resultate

Die beobachteten virusdahnlichen Teilchen konnten wir in vier Strukturklas-
sen einteilen:

Typ 1: Feine, stark flexible Fiden mit einem Durchmesser von ungefdhr
9 nm und einer Linge von bis zu 1500 nm, teilweise sogar linger (Abbildun-
gen la, 1b, 2bund 2¢). Diese Teilchen gleichen den sogenannten Closteroviren.
Charakteristisch fiir die beobachteten Teilchen ist die gut sichtbare Segmentie-
rung und die hohe Flexibilitit, welche sich oft im Bilden von engen Schlaufen
dussert (4bbildung 1a). Durch ihren geringeren Durchmesser unterscheiden sie
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Abbildung 1. Elektronenmikroskopische Abbildung virusdhnlicher Teilchen aus Extrakten von
Fichtennadeln: a) und &) Typ. 1, closterovirusidhnliche Teilchen; ¢) Typ 2, fadenformige Teilchen;
d) Typ 3, stibchenformige Teilchen; e) Typ 4, stibchenformige Teilchen mit auffallendem Zentral-
kanal und iusserer Segmentierung; f) Fasern von gesunden Pflanzen (Vergrisserung: Balken =

100 nm).

sich jedoch sehr deutlich von Closteroviren der Rebe (4bbildung 2a). Von den
Fasern, die auch in Priparaten von gesunden Pflanzen gefunden werden (A4bbil-
dung 1f), unterscheiden sie sich durch ihre Ldnge, viel hohere Flexibilitdt, deut-
liche Segmentierung und den regelmadssigeren Durchmesser sowie durch das
freie Vorliegen in den Sidften, widhrend Fasern oft gebiindelt oder verkniipft vor-
kommen (Abb. 1f). Allfillige Flagellen von kontaminierenden Bakterien sind
weniger flexibel (nur gewellt), dicker und ohne Segmentierung. Eine Verwechs-
lung ist allenfalls moglich mit linearen Aggregaten des Chloroplastenzyms
«Ribulose-Biphosphat-Karboxylase». Diese Aggregate haben aber, wenn sie
tiberhaupt vorkommen, weder die Linge noch die Flexibilitit der hier beschrie-
benen closterovirusdhnlichen Teilchen. Sehr kurze Fragmente moégen aber ein-
ander gleichen. :

Typ 2: Fadenformige, weniger flexible Teilchen mit einem Durchmesser
von ungefihr 13 nm und einer variablen Linge von 200 bis iiber 1000 nm (A bbil-
dung Ic). Diese Teilchen gleichen den fadenformigen Kartoffelviren.

Typ 3: Kurze, starr erscheinende Stibchen mit einem Durchmesser von
etwa 13 nm und einer unterschiedlichen Lange von hiufig weniger als 200 nm
(Abbildung 1d). Diese Stibchen weisen keinen erkennbaren Zentralkanal auf.
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Abbildung 2. Elektronenmikroskopischer Vergleich closterovirusdhnlicher Teilchen von Rebe und
Fichte: a) Closterovirusteilchen von Rebe mit Blattrollsymptomen; &) und ¢) closterovirusidhnliche
Teilchen von Fichte bei gleicher und stiirkerer Vergrosserung (Balken = 100 nm).

Es konnte sich hierbei eventuell um Bruchstiicke des oben beschriebenen zwei-
ten Teilchentyps handeln. In unseren Priaparaten war die Anhdufung von vielen
sehr kurzen Teilchen jedoch typisch.
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Tabelle 1. Elektronenmikroskopischer Nachweis von virusdhnlichen Teilchen in Extrakten von
Fichtennadeln.

Nr.  Probenbezeichnung Herkunft Symptome Elektronenmikroskopischer
Befund: Partikeltyp

1 EAFV 7 Birmensdorf  Chlorose, teilw. Nekrose 1 3 4
2 EAFV 1/9.7.85/8 Birmensdorf  Chlorose 1.2 3

3 EAFV/9.8.85/7 Birmensdorf Chlorose, teilw. Nekrose 1. 2 3

4 EAFV 5/17.6.85 Birmensdorf  Chlorose 1 2 3

b EAFV 1/9.7.85/1 Birmensdorf  Chlorose, kurze dichte Nadeln 1 4
6 EAFV Samlinge Birmensdorf  keine

7 EAFV/23.9.85/6 Birmensdorf Chlorose (in Beet mit Nr. 8) 1

8 EAFV/23.9.85/8 Birmensdorf keine (in Beet mit Nr. 7) 1

9 EAFV/K 2 Birmensdorf Chlorose 1

10 BRE C44/14/2 Bremgarten Chlorose ? 1

11 AG 5/7.8.85/1 Suhr Chlorose, abstehende Nadeln 1

12 AG2/7.8.85/3 Suhr Chlorose, abstehende Nadeln 1

13 AG1/7.8.85/2 Suhr Chlorose, kurze dichte Nadeln 1 2 3

14 AG2/7.8.85/2 Suhr Chlorose, teilw. Mosaik 1 2 3

15 AG/10.8.85 (35/2) Suhr Chlorose 1 2

16 AG1/7.8.85/1 Suhr Chlorose 1

17 AG5/10.8.85/2 Suhr Chlorose

18 AG1/19.9.85/2 Suhr keine

19 AG5/19.9.85/1 Suhr keine
20 AG2/19.9.85/2 Suhr keine 4
21 AG2/19.9.85/3 Suhr keine
22 Hecke Siid GE2 Genolier keine
23 Hecke Siid Mitte Genolier keine
24 Hecke 0st Genolier Chlorose 1
25 $1/30.7.85 Schwarzwald  Chlorose 1.2 3
26 $2/30.7.85 Schwarzwald Chlorose 1 2 3
27 $3/30.7.85 Schwarzwald Chlorose 1

Typ 4: Stibchen mit gut erkennbarem Zentralkanal und deutlicher dusseren
Segmentierung. Diese Teilchen besitzen einen Durchmesser von ungefihr
26 nm und eine variable Linge von 50 bis zu iiber 200 nm (A4 bbildung 1e). In un-
seren Pridparaten waren sie teilweise kettenartig miteinander verkniipft. Diese
Teilchen entsprechen grob betrachtet dem Tabakrattlevirus. Die kettenartige
Verkniipfung und die bei der hier verwendeten Kontrastierung fiir das Tabak-
rattlevirus nicht iibliche dussere Segmentierung sind aber eher charakteristisch
fir das Nukleoprotein von tierischen Paramyxoviren.

In einer Probe wurden im weiteren isometrische Teilchen gesehen, die
durch ihren dunklen, vom Kontrastmittel imprignierten Kern, gewissen Nepo-
viren der Rebe dhnlich waren. Sie lagen aber in zu niedriger Kozentration vor,
um sie von Artefakten sicher abtrennen zu konnen, und wurden daher in der
Zusammenstellung der Resultate vorldufig nicht erwédhnt.

Der elektronenmikroskopische Nachweis von virusdhnlichen Teilchen in
den verschiedenen Proben ist in Tabelle I zusammengefasst. Die closterovirus-
dhnlichen Teilchen fanden wir am hidufigsten in Proben von erkrankten Pflan-
zen. In den positiven Proben schwankte die Anzahl von Teilchen betrdchtlich
(zwischen 1 bis iiber 20 Teilchen pro Quadrat eines «400 mesh»-Gitters). Ein
negativer Befund muss daher mit Vorsicht bewertet werden. Virusihnliche Teil-
chen des zweiten und dritten Typs beobachteten wir, wie die closterovirusdhnli-
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chen Teilchen, in Proben sowohl aus der Baumschule als auch aus dlteren natiir-
lichen Bestinden. Die auffallenden Teilchen des vierten Typs fanden wir in nur
zwei Proben. Das Vorkommen dieser Art sowie der closterovirusihnlichen Teil-

chen bei der Fichte ist nach unserem Wissen hiermit erstmals beschrieben
worden.

Diskussion

Die Hiufigkeit, mit welcher wir virusdhnliche Teilchen in Proben aus ver-
schiedenen geographischen Regionen gefunden haben, weist auf eine weite
Verbreitung hin. Die untersuchten Fichten waren zum Zeitpunkt der Probe-
entnahme sehr unterschiedlich geschiddigt. Die als krank eingestuften Bdaume
erschienen allgemein gesamthaft chlorotisch. Auffallendere Vergilbungen, Ne-
krosen oder Mosaikerscheinungen waren jedoch vorwiegend auf mehrjihrigen
Nadeln feststellbar. Die Symptome waren ausserdem unregelmissig iiber die
Pflanzen verteilt. Diese unterschiedlichen Symptome und das komplexe
Muster von virusdhnlichen Teilchen lassen noch keine eindeutigen Beziehun-
gen erkennen.

Im Gegensatz zu vielen Pilzen befallen Viren nicht vorrangig geschwichte
Pflanzen. Gewisse virusiibertragende Insekten modgen zwar von solchen Pflan-
zen angezogen werden. Die strenge Abhédngigkeit des Virus von einem gesun-
den Zellstoffwechsel wiirde dann allerdings die Infektionswahrscheinlichkeit
erniedrigen. Virusinfektionen beginnen in der Regel auf wachsendem, daher
gesundem, Pflanzengewebe, da dort die fiir die Virusvermehrung notwendigen
zelluldren Aufbauprozesse im vollen Gange sind. Die Virusinfektion fiihrt dann
meistens zu einer Storung des normalen Stoffwechsels. Wachstumsstérungen
und Schmilerung der Photosynthese sind die Folgen und fiihren schliesslich
zur Schwichung der Pflanzen. Absterben der Pflanze ist seltener, da sonst auch
das Uberleben des Virus, wegen seinem meistens engen Wirtskreis, gefihrdet
ware.

Obwohl der Beweis flir die infektiose und pathogene Natur der von uns
und anderen Forschern beobachteten virusdhnlichen Teilchen noch aussteht,
ist es wahrscheinlich, dass es sich bei den untersuchten Fichten tatsdchlich um
virusinfizierte Pflanzen handelte. Es ist aber sehr wohl moglich, dass die be-
obachteten Krankheitssymptome teilweise oder vollstindig durch Viren verur-
sacht waren. Mogliche Wechselwirkungen mit anderen biotischen und abioti-
schen Schadursachen miissen natiirlich mitberiicksichtigt werden. Studien iiber
solche Wechselwirkungen sowie weitere dtiologische und epidemiologische Un-
tersuchungen setzen die Entwicklung von einfacheren Nachweisverfahren
voraus. Moderne serologische Methoden, wie sie im landwirtschaftlichen Pflan-
zenschutz in jiingster Zeit eingesetzt wurden, sind hier anzustreben. Um einer
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weiteren Verbreitung von allfilligen Viruskrankheiten entgegenzuwirken,
konnten solche serologischen Virusnachweisverfahren spiter ebenfalls fiir die
Auslese von gesunden Jungpflanzen nutzbringend angewendet werden.

Dank
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Résumé

Mise en évidence par microscopie électronique de particules virales
dans des extraits d’aiguilles d’épicéa

Des structures ressemblant a des particules de virus sont visibles par microscopie
¢électronique dans des extraits d’aiguilles d’épicéa montrant des anomalies telles que chlo-
rose, mosaique ou nécrose. Nous distinguons 4 types de particules:

— des filaments trés flexibles et segmentés ayant une longueur jusqu’a 1500 nm et un
diameétre d’environ 9 nm .

— des filaments peu flexibles de 200 a 1000 nm de longueur et d’environ 13 nm de dia-
metre

— des batonnets généralement plus courts que 200 nm et d’environ 13 nm de diamétre

— des batonnets plus épais de 50 a 200 nm de longueur et d’environ 26 nm de diamétre
avec un canal central et une ségmentation extérieure bien visible.

Les particules du premier type ressemblent a celles des closterovirus. Leur diamétre
est toutefois nettement inférieur a celui d’un closterovirus typique de la vigne. Elles sont
les plus fréquemment observées, seules ou en complexe avec d’autres particules décrites.
Sur la base de ces résultats il ne nous est pas encore possible d’associer I’un ou I’autre type
de particule a un type de symptome observé sur les aiguilles suspectes. Une étude étiolo-
gique et épidémiologique plus approfondie suppose la mise au point de techniques de
détection sensibles et rapides telles que les tests sérologiques modernes.
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