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New challenges for plant virus diagnostics: detection of DNA viruses in plants with Homologous endogenous
pararetrovirus sequences

Sequences from two DNA virus families have been found integrated into plant genomes. Partial geminivirus
sequences were detected in Nicotiana and there are a number of documented cases of members of the family
Caulimoviridae which are referred to as endogenous plant pararetroviruses (EPRVs). Some EPRVs are able
to replicate and to initiate viral infection. Mobilization is possible from tandemly arranged units, mimicking
the situation of true retroviruses. Such a mechanism was suggested for endogenous Petunia vein clearing
virus (ePVCV). The detection of viruses is a critical component of plant health and therefore, it is important to
have diagnostic procedures that differentiate between the detection of encapsidated viral DNA and homolo-
gous sequences in the host genome. PCR-based detection methods targeted at Petunia vein clearing virus
(PVCV) DNA have been tested and particular attention was paid to design controls that would indicate the
existence of host DNA in the reaction. The early on detection of inducible EPRVs is essential for evaluating
the risk of EPRV activation in plant genomes and for designing strategies to control such events during breed-
ing programs.

29-6-Mdiller, 1.; Jelkmann, W.; Geider, K.
Julius Kuhn-Institut, Institut fir Pflanzenschutz in Obst- und Weinbau

Bakteriocine und Bakteriophagen zur biologischen Kontrolle des Feuerbrands?

Das Bakterium Erwinia amylovora ruft u. a. bei Apfeln, Birnen und Quitten, aber auch bei einigen
Ziergeholzen Feuerbrand hervor. Der Befall bei Kernobst kann zu groBen ErtragseinbuBen flihren. Eine
Bekampfung des Erregers ist durch das Antibiotikum Streptomycin méglich, das zur Bliitezeit angewendet
wird. Um Resistenzbildungen, wie in den USA und anderen Landern aufgetreten, vorzubeugen, ist in Europa
einerseits die Streptomycinanwendung streng reglementiert und andererseits ist die Suche nach alternativen
Mitteln wichtig. Eine Méglichkeit zur biologischen Bekdmpfung von Feuerbrand kann der Einsatz von
Erwinia-spezifischen Bakteriophagen und Bacteriocinen sein.Verschiedene Erwinia-spezifische Bakterio-
phagen, die in Nordamerika isoliert worden waren, wurden auf ihren Wirtsbereich untersucht. Die Phagen
tragen auf ihrer Hille ein Enzym, die EPS-Depolymerase, welches die EPS-Kapsel, die die Bakterien umgibt,
abbauen kann. Es konnte festgestellt werden, dass die Phagen einen unterschiedlich groRen Wirtsbereich
haben. Bei E. amylovora-Stammen, die eine hohe EPS-Produktion aufweisen, wurde eine effiziente Lyse
beobachtet. Ein Bakteriophage ohne starke EPS-Abhangigkeit unterscheidet sich, wie mit Hilfe von PCR und
Restriktionsenzymverdau sowie durch Sequenzanalysen (in Kooperation mit dem MPI fir Molekulare
Genetik, Berlin) gezeigt werden konnte, deutlich von den anderen Phagen. Auf Grundlage der Sequenz des
Phagen phi-Ealh wurden PCR-Primer synthetisiert, die im Depolymerase-Gen der Phagen binden. Weitere
Primer binden im Lysozym- und im Holin-Gen, die an der Lyse der Bakterienzelle beteiligt sind. Drei
zusétzliche Primerpaare wurden anhand der vorliegenden Sequenz des phi-Eall6-Phagen kreiert. Aufgrund
der PCR-Signale und der vorhandenen Nukleotidsequenzen lieRen sich die Phagen in mindestens zwei
Gruppen einordnen.Um die Effizienz in einem dem Freiland entsprechenden System zu testen, wurden
unterschiedliche Verdiinnungen der Phagen in Apfelbliiten von Baumen aus dem Gewdéchshaus und auf
unreife Birnen gebracht. Von E. amylovora wurde eine definierte Zellzahl aufgetragen und so die Effizienz
der Phagen getestet. Beim Test mit den unreifen Birnen zeigten hohe Phagenkonzentration eine deutliche
Reduktion der Symptome wie Bildung von Schleimtropfen und Verbrdunung der Birnenscheiben. Ein
Bakteriophage war hierbei in der Symptomreduktion besonders erfolgreich. Mit Hilfe der Blitentests konnte
aufgrund starker Schwankungen in den Kontrollen nicht zu einer iiberzeugenden Aussage gelangt werden.Das
von einem der Phagen produzierte Lysozym fiihrte nach induzierter Expression in E. coli und E. amylovora zu
einer deutlichen Reduktion der Zellzahl. Da das Enzym Gram-negative Bakterien von auBen kaum schadigt,
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