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Tissue print immunoassay - eine schnelle und zuverlassige
Methode fiir den Routinenachweis von Pflanzenviren am Beispiel

der Gramineenviren

Tissue-print immunoassay — a rapid and reliable method for routinely evidence of gramineae viruses

Von Winfried Huth

Zusammenfassung

Tissue print immunoassay (TPIA) und dot-blot immunoassay
(DBIA) sind zwei einfach za handhabende, schnelle, zuverlis-
sige und zudem kostengiinstige Verfahren zum Nachweis von
Pflanzenviren, die dadurch gegeniiber dem ELISA wesentliche
Vorteile besitzen. Obwohl ausschlielich am Beispiel von insge-
samt 13 verschiedenen Gramineenviren vorgestellt, sind sie glei-
chermafen auch zum Nachweis der Viren dikotyler Pflanzen ein-
setzbar. Es handelt sich um qualitative Nachweisverfahren, die
auch bei eventuell vorhandenen unterschiedlichen Farbtiefen
keine Quantifizierung der Viruskonzentration in den Geweben
zulassen. Wegen seiner universelleren Verwendung auch zum
Nachweis phloemgebundener Viren findet der TPIA eine breitere
Anwendung als der DBIA.

Hervorzuheben ist die gegeniiber ELISA wesentlich grofiere
Empfindlichkeit des TPIA. In der Regel reicht die Virusmenge
eines Blatt- oder Halmquerschnittes selbst zam Nachweis der nur
im Phloem und dort auch nur in geringen Mengen vorkommen-
den Viren aus. Die heterogene Verteilung insbesondere der Lu-
teoviren in den Pflanzen erfordert zur Erhchung der Nachweis-
sicherheit jedoch das Auftragen mehrerer Gewebequerschnitte.

Zu den weiteren wesentlichen Vorteilen des TPIA gegeniiber
dem ELISA gehoren die auf weniger als 3 Stunden verkiirzte Ent-
wicklungszeit der NC-Membranen und dariiber hinaus die durch
eine stirkere Verdiinnung der Reaktionslosungen und deren
mehrfachen Gebrauch auf wenigstens ein Zehntel verringerten
Kosten fiir eine Virusdiagnose.

Das einfache Auftragen der Proben auf die Membranen er-
moglicht sogar eine Anwendung des TPIA unmittelbar am Ort
der Probennahme beispielsweise zur Erfassung der Befallssitua-
tion in Getreideschldgen. Nicht voll genutzte Membranen kon-
nen dariiber hinaus zwischengelagert und erst nach Auftiillen mit
weiteren Proben entwickelt werden.

Dieser vielfiltigen Vorteile wegen, die noch durch einen bei
gleichem Zeitaufwand vergroferten Probenumfang erginzt wer-
den konnen, ist der TPIA geeignet, den ELISA zu ersetzen. Die
Vorteile werden auch nicht durch den notwendigen Gebrauch ei-
nes Binokulars zur Diagnose der phloembiirtigen Viren in Frage
gestellt. Mit der vorliegenden Arbeit werden Hinweise zum Ge-
brauch insbesondere des TPIA fiir den routinemafigen Nachweis
von Pflanzenviren gegeben.

Stichworter: Gramineenviren, Nachweisverfahren, tissue print
immunoassay
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Abstract

Both tissue-print immunoassay (TPIA) and dot-blot immunoas-
say (DBIA) are two simplified serological methods which have
been already used for the diagnosis of various plant pathogens.
Compared with ELISA both have some essential advantages:
they are less laborious, significantly reduce costs and shorten the
time for disease analysis. In this paper experiences are described
when predominantly TPIA were used for the detection of 13 dis-
tinct viruses of Gramineae.

Using squeezed plant sap or prints of tissue cuttings, virus anti-
gen is directly adsorbed to water soaked nitrocellulose mem-
branes. If the plant sap tends to turn brown, a solution containing
an antioxidant is recommended. Since both methods are easy to
handle samples can also be dotted on membranes outside of
laboratories e.g. immediately they are taken during field in-
spections. Although only 2 to 3 hours are required for membrane
development, results are comparable to those obtained by
ELISA.

Of the two methods TPIA is a more universal method which
can be used also for the detection of phloem-limited viruses (e.g.
luteoviruses), whereas DBIA is predominantly applicable for
virus detection in parenchymatic cells. Compared to ELISA
TPIA is more sensitive. For instance, on prints of cross-sections
of leaves or blades BYDV infections can already be detected
when only one sieve element is infected.

Although fresh, turgescent plant material should be preferred
for tests for virus diagnosis by TPIA, viruses can also be detected
by both TPIA and DBIA in dried or frozen leaves. The storage
time depends on the stability of the virus antigen. Membranes
which have been only partially loaded with blots or tissue prints
can be dried and stored for several weeks for later completion and
processing of the membrane.

Because membranes are not coated with IgG and the enzyme-
labelled IgG can be much more diluted as well as repeatedly used
several times, costs of diagnosis by TPIA or DBIA can be re-
duced at least to one tenth of that of ELISA (e.g. 2.00 DM/1000
samples). When taking these advantages into account especially
TPIA appears suitable to replace ELISA although the detection
of phloem restricted viruses requires the use of a binocular. This
paper describes TPIA as a reliable tool for the routine detection
of plant viruses.

Key words: Gramineae viruses, methods of evidence, tissue
print immunoassay
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Enzymgekoppelte serologische Verfahren zur Diagnose von
Pflanzenviren (immune-specific electron microscopy, ISEM,
DeRrRICK, 1973; enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA,
CLARK and ADAMS, 1977) haben seit den ersten Veroffentlichun-
gen in den 70er Jahren in mehrfach variierter Form Anwendung
gefunden. Wegen der hochspezifischen Antigen-Antikorper-Re-
aktionen sind sie fiir den Routinenachweis geeignet und ermog-
lichen dartiber hinaus bei Verwendung monoklonaler Antikorper
die Diagnose von Stimmen eines Virus. Die Herstellung der
Pflanzenextrakte, die, insbesondere wenn sie wie bei einigen Vi-
ren notwendigerweise im Morser erfolgt, sehr zeitaufwendig sein
kann, sowie das mehirfache Pipettieren in Mikrotiter- oder
ELISA-Platten sind Arbeiten, die fast ausschlieBlich im Labor
durchgefiihrt werden k6énnen und sowohl den Probenumfang be-
grenzen als auch den Einsatz des ELISA ,,vor Ort*, z. B. bei der
Feldbonitur, ausschlieBen.

Dot-blot immunoassay (DBIA) und tissue print immunoassay
(TPIA) sind zwei sehr dhnliche Varianten immunologischer
Nachweisverfahren, bei denen zum Unterschied zum DAS-
ELISA die Antigene, z. B. Virusproteine, an eine Membran ad-
sorbiert und mit einem wasserunltslichen Produkt der enzymati-
schen Reaktion direkt nachgewiesen werden. Beide Methoden
haben inzwischen eine weite Anwendung zum Nachweis von
Pflanzenviren gefunden (LN et al.,, 1990; Hsu und LAWSEN,
1991; WEIDEMANN, 1988; KAUFMANN und KOENIG, 1993; Hol-
MANN, et al. 1996). Sie sind dartiber hinaus auch zur Diagnose
anderer, z. B. pilzlicher Pathogene (z. B. GwINN et al., 1991), ge-
eignet. Auf die Vorteile dieser Methoden, insbesondere aber des
TPIA, gegeniiber dem ELISA soll im Folgenden hingewiesen
werden.

Die Membranen

Fiir den Virusnachweis mit DBIA und TPIA haben sich anstelle
von Mikrotiter- oder ELISA-Platten vornehmlich Nylon- und
Nitrocellulosemembranen als proteinadsorbierende Triger be-
wihrt (CLARK and BAR-JOSEPH, 1984; ScortT, 1989), von denen
die erstgenannten Membranen wegen hoherer Elastizitit weniger
briichig als letztere sind. Andere adsorbierende Unterlagen wie
Filterpapier (HABER and KNAPEN, 1989) oder Polystyren und
Polyvinylchlorid (NEURATH und STRriCK, 1981) haben dagegen
nur geringe Anwendung gefunden.

Fiir die nachfolgend beschriebenen Versuche wurden aus-
schlieBlich Nitrocellulosemembranen (NC-Membran) mit einer
Porenweite von 0,45 um verwendet. In 300 x 3000-mm-Rollen
angeboten (z. B. Schleicher und Schiill, Dassel) konnen sie auf
jedes Format geschnitten werden, deren MaBe sich nach der
GroBe der zu untersuchenden Objekte, nach der Anzahl erwarte-
ter Proben, aber auch nach den im Labor vorhandenen Reakti-
onsgefiflen richten.

Zur Diagnose der hier im Mittelpunkt stehenden Gramineen-
viren wurden NC-Membranen in den MaBen 76 X 26 mm ver-
wendet. Dieses Format wurde gewihlt, weil die NC-Membranen
an einer Seite mit doppelseitigem Klebeband an Objekttrigern
befestigt und in geeigneten Versandbehiiltern bruchsicher ver-
packt auch fiir den Versand geeignet sind. Eine einzige NC-
Membran dieses Formates nimmt bis zu 40, ggf. die doppelte
oder abhingig von dem Pflanzenmaterial sogar eine mehrfache
Anzahl (maximal 160) Proben auf. Ein Raster auf den NC-Mem-
branen erleichtert die Positionierung der Proben, wenn die Ge-
webeabdrucke kaum sichtbare Spuren hinterlassen. Im einfach-
sten Fall gentigen Markierungen mit Bleistift oder wasserunlos-
lichem Kugelschreiber. Fiir den routineméBigen Einsatz erleich-
tert ein Stempel das Aufbringen einer Markierung (wasserfeste
Polyethylen-Stempelfarbe 337).

Vorbehandiung der NC-Membranen

Abweichend vom DAS-ELISA werden die Proben direkt auf die
NC-Membran aufgetragen. Trockene wie mit Wasser angefeuch-
tete NC-Membranen sind gleichermaflen verwendbar. Gequol-
lene NC-Membranen sind jedoch ihrer besseren Aufnahme-
fihigkeit wegen trockenen Membranen vorzuziehen. Zur Quel-
lung reicht ein kurzzeitiger Kontakt mit angefeuchtetem Filter-
papier. Obwohl der Feuchtigkeitsgehalt keine entscheidende Be-
deutung zu haben scheint, sollten die Proben moglichst nicht auf
zu nasse Membranen aufgetragen werden.

Die Verwendung spezieller Puffer zur Quellung der NC-Mem-
branen ist nicht erforderlich. Bei Pflanzenproben, die durch oxi-
dative Prozesse zum Verbrdunen neigen (z. B. bei Knaulgras,
Dactylis glomerata) und dadurch den Virusnachweis durch
Uberlagerung der Farbreaktion empfindlich stéren, konnen zur
Quellung der Membranen Losungen von Antioxidantien bei-
spielsweise eine frisch zubereitete, 0,02 M, entsprechend einer
etwa 2,5%-Na,SO;-Losung, verwendet werden.

Auftragen der Proben auf die NC-Membranen

Zu den Vorteilen von DBIA und TPIA gegeniiber ELISA gehort,
daB der PflanzenpreBsaft direkt auf die NC-Membranen aufge-
tragen werden kann. Dadurch ist es m&glich, in einer vergleich-
baren Zeiteinheit einen gegeniiber ELISA mehrfachen Proben-
umfang in den Test einzubeziehen. Die Entscheidung dariiber,
welche der beiden Methoden, TPIA oder DBIA, fiir den Virus-
nachweis gewihlt wird, hiingt im wesentlichen von der Konzen-
tration und der Verteilung der Viren in den Geweben ab.
Dot-blot immunoassay — DBIA: Der DBIA eignet sich vor-
nehmlich fiir den Nachweis von Viren, die in besonders hohen
Mengen in den pflanzlichen Geweben angereichert vorkommen.
Das sind insbesondere die nichtphloemgebundenen, in paren-
chymatischen Geweben vorkommenden Viren (z. B. barley yel-
low mosaic virus, BaYMV). Geringe Mengen Pflanzensaftes ei-
ner Bruch- oder Schnittstelle turgeszenten Gewebes sind fiir ei-
nen sicheren Virusnachweis bereits ausreichend. Wird der Pflan-
zensaft mit den Fingern unter leichtem Druck aus der Schnitt-
fléiche ausgeprefit, unverdiinnt direkt auf die NC-Membran auf-
getragen, konnen gelegentlich grofere Anteile Chlorophylls
(Chloroplasten) den Virusnachweis durch Uberlagerung der
Farbreaktionen erschweren. Besser geeignet sind deshalb auf
jegliche Weise hergestellte Pflanzenextrakte, von denen mit Was-
ser (oder einem Puffer) verdiinnt (1:10 oder 1:100) etwa 1 bis 5
ul auf die NC-Membranen aufpipettiert werden.

Tissue print immunoassay — TPIA: Der DBIA eignet sich nicht
oder nur sehr eingeschrinkt zur Diagnose phloemgebundener Vi-
ren. Insbesondere sind die Luteoviren (z. B. barley yellow dwarf
virus, BYDV) wegen ihres Vorkommens ausschlieBlich in den
Leitbiindeln nur mit dem universelleren TPIA nachzuweisen.
Der Virusnachweis mit TPIA erfordert wohl eine grofere Sorg-
falt beim Auftragen der Proben, 148t dafiir aber die Verteilung der
Viren in den Geweben auch dann erkennen, wenn sie, wie im Fall
der phloemgebundenen Viren, nur in wenigen Zellen innerhalb
eines Gewebeverbandes vorhanden sind.

Voraussetzung fiir eine sichere Diagnose sind prizise Gewe-
beabdrucke auf den NC-Membranen, die zu erstellen nach wenig
Ubung keine Schwierigkeiten bereitet. Die Gewebe, Blitter oder
Halme, werden mit einem scharfen Messer (Rasierklingen, Kut-
ter) am besten auf gehobelten Holzern als Unterlagen querge-
schnitten. Die Schnittflichen werden dann ohne Druck fiir etwa
eine halbe bis ganze Sekunde mit der Membran in Kontakt ge-
bracht. Der Virusnachweis ist auch dann nicht in Frage gestellt,
wenn bei geringem Chlorophyllgehalt der Gewebe die Abdrucke
kaum sichtbar sind. Auf einen besonders sauberen Abdruck, der
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nicht durch Verreifien der Schnittfldche aut der Membran ver-
wischt (Abb. 1f) sein darf, ist vor allem bei den phloemgebun-
denen Viren zu achten, die sich nach einer spiteren Anfiarbung
nur als mikroskopisch kleine Punkte darstellen. Ein ldngerer
Kontakt der Schnittfliche mit der Membran erhht die Nach-
weisgenauigkeit nicht.

Das Pflanzenmaterial

Insbesondere fiir den Virusnachweis mit TPIA sind frische, tur-
geszente Pflanzen am besten geeignet. Werden die zu testenden
Proben nicht sofort auf die Membran iibertragen, bleibt ihre Tur-
geszenz wihrend einer Zwischenlagerung z. B. im Kiihlschrank
tiber eine begrenzte Zeit erhalten. Deturgeszente Pflanzen oder
Pflanzenteile kénnen bis zur Verwendung in einer feuchten Kam-
mer gelagert werden.

Sofern eine Pflanze homogen mit Virus infiziert ist, konnen
grundsitzlich alle ihre Organe, Blitter, Halme oder Wurzeln, ver-
wendet werden. In seltenen Fillen kann die Virusverteilung
innerhalb der Pflanzen, beispielsweise infolge des Befalls
wihrend fortgeschrittener Entwicklungsstadien, inhomogen und
konnen einige Pflanzenteile virusfrei sein, Eine solche ungleiche
Verteilung wird wihrend des Virusnachweises mit ELISA meist
nicht auffillig, wohl aber mit TPIA, wenn der Querschnitt zufil-
lig durch einen virusfreien Gewebebereich gefiihrt wurde. Des-
halb wird empfohlen, Abdrucke mehrerer Blattquerschnitte oder
besser sogar mehrerer Halme einer Pflanze zu erstellen. Zur Ver-
einfachung konnen mehrere {ibereinandergelegte Blitter gerolit
und als Block geschnitten mit der NC-Membran in Kontakt ge-
bracht werden. Halmquerschnitte sind in der Regel bereits Quer-
schnitte durch verschiedene Blitter.

Auch gefrorene und getrocknete Pflanzenorgane eignen sich
zum Virusnachweis mit TPIA. Unmittelbar nach der Entnahme
aus dem Tiefkiihlfach werden die Pflanzenteile, wie oben be-
schrieben, angeschnitten und die inzwischen aufgetaute Schnitt-
fliche auf die NC-Membran appliziert. Gefroren konserviert ver-
ringert sich allerdings mit der Dauer der Lagerung die Nach-
weisbarkeit mancher Viren abhiingig von ihrer Stabilitit. Wie be-
reits aus Ergebnissen von ELISA-Untersuchungen bekannt, ist
die Lagerfihigkeit beispielsweise der Bymoviren (z. B. BaYMV)
wegen ihrer geringen Stabilitit in gefrorenem Zustand sehr be-
grenzt.

Dagegen bleibt die Nachweisbarkeit der meisten Viren auch
nach einer mehrmonatigen Lagerung erhalten, wenn im Exsik-
kator tiber einem Trocknungsmittel moglichst schnell getrocknet
wurde. Derart gelagert stehen virusinfizierte Pflanzenorgane als
Vergleichsmaterial fiir den TPIA iiber einen lingeren Zeitraum
zur Verfiigung. Wegen ihrer groeren Stabilitit sind Halme bes-
ser als Blitter zur Lagerung geeignet. Yor dem Anschnitt der ge-
trockneten Pflanzenteile und dem Auftragen auf die NC-Mem-
branen hat sich eine Quellung in einer feuchten Kammer be-
wihrt. MAkkouk und COMEAU (1994) wiesen BYDV an Ab-
drucken nach einstiindigem Quellen 5 Jahre trocken gelagerter
Pflanzenteile nach.

Lagerung der NC-Membranen

Wenn die NC-Membranen nicht unmittelbar nach dem Auftragen
der Proben entwickelt werden, kénnen sie mindestens 4 Wochen,
nach anderen Erfahrungen bis 9 Wochen (SAMsON et al., 1993)
moglichst kiihl (4 °C), vor allem aber trocken gelagert werden.
Die Lagerfahigkeit gequollener NC-Membranen beispielsweise
in Petrischalen liegt jedoch bei nur wenigen Tagen. Bei einer
iiber diesen Zeitraum hinausgehenden Lagerung 1Bt die Nach-
weisbarkeit der Viren abhingig von ihrer Stabilitiit nach und ver-
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pilzen die feuchten NC-Membranen sehr leicht. Dagegen ist eine
langere Lagerung trockener NC-Membranen mdglichst im Ex-
sikkator unbedenklich. Wihrend dieser Zeit konnen nicht voll
genutzte NC-Membranen nach erneuter Quellung mit weiteren
Proben aufgefiillt werden.

Entwicklung der Membranen

Der serologische Nachweis der Viren auf NC-Membranen wurde
inzwischen in mehrfach variierten Versionen beschrieben. Die
Verfahren unterscheiden sich im wesentlichen in den verwende-
ten Enzymen (Peroxidase, alkalische Phosphatase, Urease etc.)
sowie deren Substraten (z. B. Fast Red, Nitroblau-Tetrazolium
oder chemolumineszierende Stoffe). Direkte wie indirekte im-
munologische Verfahren kommen gleichermaflen zur Anwen-
dung wie auch der Gebrauch biotinylierter monoklonaler Anti-
korper und Avidin-konjugierter Enzympréparate oder kolloidales
Gold (Hsu, 1984; Lin et al., 1990; ZAaGuLA et al., 1990; Hsu und
LAwsoN, 1991; MAKKOUK et al., 1993).

Beide tabellarisch zusammengefafiten Varianten zur Entwick-
lung der NC-Membranen werden im hiesigen Institut routi-
nemifig eingesetzt (Tab. 1). Sie unterscheiden sich lediglich im
Gebrauch unterschiedlicher Farbstoffe. Das Produkt der Reak-
tion mit Fast Red als Substrat der alkalischen Phosphatase mar-
kiert die Position der adsorbierten Virusproteine auf der NC-
Membran rot, das Produkt der Reaktion mit Nitroblau Tetrazo-
lium dunkelblauviolett (oder dunkelpurpurrot, Abb. 1c). Wegen
der sich meist kontrastreicher abzeichnenden roten Firbung
wurde Fast Red als Substrat bevorzugt verwendet. Alle Inkuba-
tionsschritte werden unter leichtem Schiitteln (Schiittler oder
Wippe) bei Zimmertemperatur durchgefiihrt. Zum Hantieren mit
den leicht verletzlichen NC-Membranen werden flache, in der
Philatelie gebrauchliche Pinzetten empfohlen. Wie oben er-
wihnt, werden die Pflanzenextrakte (DBIA) unmittelbar auf die
gequollene, zuvor nicht mit Globulin beschichtete Membran auf-
getragen oder die Schnittflichen der Gewebe (TPIA) mit der NC-
Membran kurzzeitig in Kontakt gebracht.

Die angegebenen Zeiten fiir die Inkubationsschritte sind
Richtwerte. Beispielsweise kann die Inkubation des Globulin-
Enzym-Konjugates (GEK), abhiingig von seiner Qualitit und
Konzentration, sogar auf eine halbe Stunde verkiirzt und die
Enzym-Substrat-(ES-)Reaktion nach Erreichen einer fiir die Be-
wertung ausreichenden Farbtiefe nach Ermessen vorzeitig abge-
brochen werden. Die Applikation der Proben nicht einbezogen,
dauert die Entwicklung der NC-Membranen weniger als 3 Stun-
den. Bei Verwendung von Polyvinylalkohol (MG 30 000-70 000,
MIrANDA et al. 1993) wird die Entwicklungszeit um eine weitere
Stunde verkiirzt.

Die erforderlichen Fliissigkeitsvolumina richten sich nach der
Grofe der Entwicklergefdfie. Zur Minimierung des GEK-Ver-
brauches und damit zur Senkung der Kosten verwenden wir
rechteckige Gefifie, die nur wenig grofer (78 x 34 mm) als die
NC-Membranen (76 x 26 mm) sind. Das Fliissigkeitsvolumen ist
mit 4 ml so berechnet, dafi eine NC-Membran knapp tiberflutet
wird. Bei entsprechend grofferem Fliissigkeitsvolumen kdnnen
andererseits mehrere Membranen (z. B. 6 ml fiir 2 oder 3 NC-
Membranen) auch tibereinander geschichtet gleichzeitig inku-
bieren, sofern jede fiir sich in der Fliissigkeit frei beweglich ist.

Ergebnisse

In die bisherigen Versuche wurden die nichtphloemgebundenen
Bymoviren barley yellow mosaic, barley mild mosaic und wheat
yellow mosaic (BaYMV, BaMMYV, WYMYV), die ryegrass mo-
saic, Agropyron mosaic und brome streak mosaic Rymoviren
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Tab. 1. Schematische Zusammenfassung der Entwicklung von Nitrocellulosemembranen

1. Applikation der Proben auf eine gequollene NC-Membran

2. Blockieren: 1 Minute
Polyvinylalkohol (MG 30 000-70 000) 1 mg/ml PBST
(PBST: pH 7,4, 8,0 g NaCl, 0,2 g KH,PO,, 2,9 g Na,HPO, x 12 H,0, 0,2 g KCI, 0,2 g NaN;*, 1% BSA, 5 ml Tween 20 pro Liter)
(*NaNs: nur bei langerer Lagerung der Vorratslésung erforderlich)

3. Waschen: 5 Minuten
PBST

4. Globulin-Enzym-Konjugat-Inkubation: 1 Stunde
Globulin-alk. Phosphatase-Konjugat (GEK)
Verdiinnung in Konjugatpuffer: abhangig von der Qualitat des Konjugates, ggf. weniger als 1:2000
(Konjugatpuffer: 29 g Polyvinylpyrrolidon + 2,0 g Eialbumin pro Liter)

5. Waschen: 5 Minuten
PBST

6. Inkubation: 5 Minuten
TBS, pH 7,4
(0,02 M Tris-HCI, pH 7,4 + 0,5 M NaCl)

7. Equilibrieren: 5 Minuten
TBS, pH 8,0 TBS, pH 9,5
(0,2 M Tris-HCI, pH 8,0 + 2,0 mM MgCl,) (0,1 M Tris-HCI, pH 9,5 + 0,1 M NaCl + 50 mM MgCl,)

8. Enzym-Substrat-Reaktion: 10 bis 15 Minuten

Fast Red (Sigma): 90 mgin Nitroblau Tetrazolium (NTB) (Sigma):

15 ml Tris-HCI, pH 8,0 75 mg NTB/ml 70 % Dimethylformamid

+ 2,0 mM MgCl, 5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl Phosphat (BCIP) (Sigma):
Naphthol AS-MX Phosphat di-Natriumsalz (Sigma): 50 mg BCIP/mI Dimethylformamid (unverd.)

6,0 mgin 15 ml H,O (als Stammldsungen bei +20 °C lagern)
beide Lésungen unmittelbar vor Gebrauch ansetzen vor Gebrauch 15 ml TBS pH 9,5 + 66 pl NTB + 25 ul
und miteinander mischen BCIP miteinander mischen

9. Stoppen mit H,0

10. Trocknen der Membranen

Abb. 1. Tissue printimmunoassay:
a) Nachweis des BaYMV (oben)
bzw. des BaMMV (unten) auf se-
paraten  Nitrocellulose-Membra-
nen. Auf jeder der beiden Membra-
nen befinden sich die Abdrucke
von Halmquerschnitten von 97
Pflanzen von Gerste (Hordeum
vulgare) in vergleichbaren Positio-
nen. Nur eine der Pflanzen war von
beiden Viren befallen. Die fir den
Virusnachweis verwendeten Mem-
branen haben eine GréBe von 76 X
26 mm.
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(RMV, AgMYV, BrfSMV), die maize dwarf mosaic, sugarcane mo-
saic und cocksfoot streak Potyviren (MDMYV, ScMV, CfSV), das
wheat soil-borne mosaic Furovirus sowie das Lolium latent Po-
texvirus (LLV) einbezogen. Thnen wurden als phloemgebundene
Viren das barley yellow dwarf Luteovirus (BYDV-PAV) und das
wheat dwarf Geminivirus (WDV) gegeniibergestellt. Wirte die-
ser Viren waren insgesamt 37 Grasarten, darunter die Kulturgri-
ser Hordeum vulgare, Triticum aestivum und Secale cereale. Alle
fiir die Untersuchungen ausgewihlten Pflanzen oder Pflanzen-
teile waren, mit Ausnahme der von LLV befallenen Pflanzen, an-
hand der Symptome deutlich als virusinfiziert zu erkennen ge-
wesen.

Die nachtfolgend beschriebenen Erfahrungen beruhen auf Un-
tersuchungsergebnissen, die ausschlieBlich mit dem TPIA ge-
wonnen wurden, der wegen seiner universelleren Eignung vor-
zugsweise verwendet wurde.

Nichtphloemgebundene Viren: Entsprechend dem Vorkommen
der Bymo-, Rymo-, Furo- und Potyviren vorzugsweise in den
parenchymatischen Geweben der Pflanzen werden grofere Par-
tien der Gewebeabdrucke auf den NC-Membranen angefirbt.
Durch die intensive Rotfarbung bei Verwendung von Fast Red
setzen sie sich deutlich von den nicht angefiarbten Bereichen ab
und sind mit dem bloBen Auge zu erkennen. Lediglich die den
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b) Querschnitt eines von Blattscheiden umgebenen Halmes einer mit
wheat dwarf virus (WDV) infizierten Pflanze von Gerste (Hordeum vul-
gare).
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c¢) Halmquerschnitt einer mit barley yellow dwarf virus (BYDV) infi-
zierten Pflanze von Gerste (Hordeum vulgare). Entsprechend dem
Vorkommen von BYDV in den Pflanzen befinden sich die angefarbten
(Nitroblau Tetrazolium) Bereiche ausschlieBlich im Phloem.
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Leitbiindeln und den Interzellularrdumen entsprechenden Berei-
che auf den Abdrucken bleiben, wie unter dem Binokular zu er-
kennen ist, von der Fiarbung ausgespart (Abb. le und f).

Ein Beispiel inhomogener Verteilung von Viren innerhalb in-
fizierter Gewebe sind Pflanzen von Lolium perenne nach Befall
von LLV. Obwohl systemisch infiziert, werden bei einem Teil der

d) Blattquerschnitt einer mit barley yellow dwarf virus (BYDV) infizier-
ten Pflanze von Gerste (Hordeum vulgare) nach Anfarbung mit Fast
Red.

e) Blattquerschnitte von Mais (Zea mays). Nicht an das Phloem ge-
bunden wird maize dwarf mosaic virus (MDMV) ausschlieBlich in par-
enchymatischen Zellen vermehrt.

X

f) Querschnitt eines Blattes des Deutschen Weidelgrases (Lolium per-
enne) infiziert mit Lolium latent virus (LLV). Inhomogene Verteilung ei-
nes Virus in der Pflanze. VerreiBen des Blattes fiihrte zu doppeltem
Abdruck auf der Membran.
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Gewebeabdrucke manchmal nur wenige Bereiche, oft sogar nur
kleinere, unter dem Binokular erkennbare Komplexe parenchy-
matischer Zellen angeférbt. Die nicht angefirbten Areale sind of-
fenbar virusfrei (Abb. 1f).

Phloemgebundene Viren: Da das Phloem innerhalb der Blatt-
oder Halmgewebe der Griser nur wenige Zellen umfaft, ist zur
sicheren Bonitur phloemgebundener Viren auf NC-Membranen
fast ausschlieBlich die Verwendung eines Binokulars erforder-
lich. Auf den NC-Membranen erscheinen die Abdrucke der
virusinfizierten Leitbiindel entsprechend ihrer Verteilung in den
Halmen nach der Anfirbung als kleine Punkte in konzentrischer
Anordnung (Abb. 1b und c¢) eder entsprechend dem parallelen
Verlauf in den Blattern hintereinander aufgereiht (Abb. 1d). Be-
sonders englumig sind die Zellen des Phloems zahlreicher Wild-
griser. Die angeférbten Partien auf den NC-Membranen als Hin-
weis auf eine Virusinfektion sind selbst unter dem Binokular
manchmal erst nach stérkerer VergréBerung zu erkennen.

Nach bisherigen Beobachtungen ist insbesondere BYDV in
den Pflanzen und sogar innerhalb einzelner Pflanzenorgane in-
homogen verteilt. Deshalb ist auf den Abdrucken der Blatt- und
Halmquerschnitte manchmal nur ein Teil der dem Phloem ent-
sprechenden Bereiche angefirbt. Selbst innerhalb des Leitbiin-
delverlaufes in Halmen und Bléttern scheint der Phloemstrang
nicht kontinuierlich mit BYDYV infiziert zu sein. Auf Abdrucken
einer Folge von Serienschnitten mit einem Abstand von je 4 mm
eines einzelnen Blattes von Hordeum vulgare wechselten die Po-
sitionen der angeférbten Phloembereiche. Ein sicherer Nachweis
von BYDV erfordert deshalb Abdrucke mehrerer Gewebequer-
schnitte. Eine ungleiche Verteilung von Viren in thren Wirten ist
auch von anderen Pathosystemen, z. B. bei der Zuckerriibe und
beet necrotic yellow vein virus und beet soil-borne virus (KAUF-
MANN und KOENIG, 1993), nachgewiesen worden.

Allgemein kriftiger als bei BYDV-infizierten Pflanzen er-
scheinen die dem Phloem entsprechenden Bereiche der Gewebe-
abdrucke WDV-infizierter Pflanzen angefirbt (Abb. 1b). Dies
konnte ein Hinweis auf eine gegeniiber BYDV hohere Konzen-
tration des WDV in den Phloemzellen sein und entsprechende
Untersuchungsergebnisse mit ELISA bestitigen.

Fehlermoglichkeiten

Zahl und Art moglicher Fehlerquellen sind mit denen bei einer
Diagnose mit ELISA vergleichbar. Werden aktive, virusspezifi-
sche Konjugatsuspensionen und frisch zubereitete Substratlé-
sungen verwendet, sind Zweifel an den Ergebnissen praktisch
auszuschliefen, wenn sich zugleich Abdrucke infizierter und
nichtinfizierter Kontrollpflanzen auf den NC-Membranen befin-
den. Eventuell voneinander abweichende Ergebnisse aus ver-
gleichenden Untersuchungen mit ELISA und TPIA konnen ihre
Ursache in der erwiihnten unterschiedlichen Verteilung der Viren
in den Pflanzen haben. Der TPIA ist im Vergleich zum ELISA die
empfindlichere Nachweismethode. Mit ihr ist es moglich, in
Blittern von Hordeum vulgare bereits etwa zwischen dem drit-
ten und sechsten Tag nach der Inokulation des Virus in der Um-
gebung der Einstichstelle der Blattlause Partikeln von BYDV
nachzuweisen (Hurth, Verdffentlichung in Vorbereitung). Die
Methode versagt aber, wenn das angeschnittene Gewebe einer
infizierten Pflanze virusfrei ist. Deshalb sind, wie schon erwihnt,
insbesondere zum Nachweis der Luteoviren Abdrucke mehrerer
Gewebequerschnitte moglichst aus verschiedenen Organen einer
Pflanze erforderlich.

Unspezifische Reaktionen #duBern sich tberwiegend in
schwach rosa Anfirbungen von Abdrucken iiblicherweise virus-
freier Bereiche und sind dadurch von virusspezifischen Anféar-
bungen zu unterscheiden, vor allem wenn auch die Abdrucke

virusfreier Kontrollpflanzen rosa angefirbt sind. Haufig sind die
der Kutikula entsprechenden Abdrucke unspezifisch verfarbt.
Beim DBIA kénnen blaf3 rosa Anfarbungen auch als Folge einer
zu starker Verdiinnung des Extraktes von Pflanzen mit geringer
Viruskonzentration auftreten. Zur Kontrolle und zur Absiche-
rung des Ergebnisses ist das Auftragen von infizierten und
nichtinfizierten Kontrollproben erforderlich.

TPIA - ein preisgiinstiges Nachweisverfahren: Der Virus-
nachweis auf NC-Membranen ist ein kostenglinstiges Verfahren.
Abhingig von der Qualitit kann die Konzentration der verwen-
deten GEK-Suspension auf die Hilfte bis !/, gegeniiber der fiir
den ELISA verringert und kiihl gelagert mehrere Tage hinterein-
ander wiederholt verwendet werden. In unseren Versuchen mit
BYDV-PAV-Antiseren eigener Herstellung war die Konjugatsus-
pension in einer fiir ELISA gebduchlichen Verdiinnung (1:1000)
mehr als 20 Tage bei 14maliger Verwendung ohne Aktivititsver-
lust haltbar.

Bei einem vergleichbaren Kostenaufwand konnen mit TPIA
mindestens die 10fache, in der Regel aber eine mehrfache Anzah!
Proben als mit ELISA getestet werden. Die Kosten des Virus-
nachweises mit TPIA werden zudem dadurch gesenkt, daB die
Adsorption der Viren direkt an die NC-Membran erfolgt, ohne
sie vorher wie beim DAS-ELISA mit virusspezifischem y-Glo-
bulin zu beschichten.

Bei einer Smaligen Verwendung einer GEK-Suspension
(durchschnittlicher Handelspreis einer Enzym-Konjugat-Sus-
pension ca. 200,00 DM/ml) und einer Verdiinnung von 1:1000
zur Entwicklung der von uns genutzten Membranen mit je 80 Ge-
webeabdrucken liegen die Kosten bei 2,00 DM/1000 Tests. Da in
der Regel die GEK-Suspensionen stirker verdiinnt und hdufiger
verwendet werden konnen, verringert sich der Kostenaufwand
entsprechend. In der Rechnung sind weitere Kosten beispiels-
weise fiir die Membran und die Substrate, die einen nur geringen
Anteil an den Gesamtkosten ausmachen, sowie fiir den Arbeits-
aufwand nicht beriicksichtigt. Werden die Tests nicht im eigenen
Labor durchgefiihrt, kénnen durch den Versand der NC-Mem-
branen Kosten der Beforderung von eventuell grofieren Mengen
lebenden Pflanzenmaterials eingespart werden.
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Moglichkeiten der liberregionalen Anwendung des Gottinger
Schadensschwellenmodells zur gezielten Unkrautbekampfung

im Winterraps

Facilities for the statewide use of the economic threshold model for weed control in winter oilseed rape

Von Bernhard Werner?) und Rudolf Heitefu3')

Zusammenfassung

Die iiberregionale Anwendbarkeit eines in Gottingen entwickel-
ten Schadensschwellenmodells zur gezielten Unkrautbekdmp-
fung im Winterraps wurde in den Jahren 1993/94 und 1994/95 in
einem Gemeinschaftsversuch der Universitit Gottingen, der
amtlichen Pflanzenschutzdienste der Linder und der ,,Projekt-
gruppe Raps® der Deutschen Phytomedizinischen Gesellschaft
auf 55 Standorten gepriift und bestitigt.

Der Verzicht auf UnkrautbekdmpfungsmaBnahmen nach den
Kriterien des Modells wirkte sich auf den entsprechenden Stand-
orten nicht negativ auf unkrautbedingte Erntebehinderungen
sowie die Qualitit und den Ertrag des Rapses aus.

Begleitend zu den Feldversuchen wurde eine Befragung der
Versuchsteilnehmer zur praktischen Handhabung des Modells
durchgefiihrt. Auf der Basis dieser Befragung wurde das Modell
den praktischen Belangen angepaBt und weiter vereinfacht. Ein
Vergleich des vereinfachten Modells mit dem Ausgangsmodell
zeigt eine gute Ubereinstimmung der Bekimpfungsentscheidun-
gen bei einem gleichzeitig verringerten Erhebungs- und Auswer-
tungsautwand.

") Georg-August-Universitit, Institut fiir Pflanzenpathologie und Pflanzen-
schutz, Gottingen

2) Seit 1. 4. 96 Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft,
Institut fiir Pflanzenschutz in Ackerbau und Griinland
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Abstract

The statewide applicability of the economic threshold model,
which has been developed in Gottingen for weed control in win-
ter oilseed rape, was tested in 1993/94 and 1994/95 on 55 fields
in cooperative trials of the University of Gottingen, the german
advisory service for plant protection and the “task-group oilseed
rape” of the German Phytomedical Society. The omission of her-
bicide treatments according to threshold criteria did notlead to a
disturbance of combine harvesting or a loss in quality and yield
of rape. In addition to the field trials the participants where asked
about the practical handling of the model. Based on this survey
the model was adapted to the practical interests and more sim-
plified. A comparison of the simplified model und the original
model showed corresponding decisions for weed control and at
the same time reduced work by handling the model.

Key words: Economic threshold, model, weed control, Bras-
sica napus, statewide applicability

Einleitung

Winterraps zeichnet sich durch ein schnelles Jugendwachstum
aus. Trotz seiner relativ geringen Kulturpflanzendichte ist er in
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