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Hintergru nd Beispiele fiir typische Symptome an Dahlien bei
Die vegetative Vermehrung von Dahlien durch Virusbefall :

Nutzung von Stecklingen und Knollenteilung erhoht (Pl g Vigia ZIeISEtzung
das Risiko der Virusiubertragung und -verbreitung.
Weltweit sind Virusinfektionen in Dahlien ein groRes
Problem und senken ihren 6konomischen Wert.

Pflanzenmaterial

22 Dahlia variabilis hort. Genotypen (teilweise histo-

Gewinnung von virusfreien Dahlien durch Meristem-/
Sprossspitzenkultur.

Entwicklung von PCR basierten Protokollen fiir den
ch woll) mit Vi : 4 EoA Nachweis von Dahlia Mosaic Virus (DMV), Tobacco
risch wertvoll) mit Virussymptomen wurden vom o i B . . .
Dahlienzlichter Prof. Otto yaug Lineburg und dem €. D § N L% Streak Virus (TSV) und Tomato Spottet Wilt Virus
Dahlienzentrum in Bad Kstritz zur Verfugung gestellt. | Blattkrduselung + gestauchter Habitus | Adernaufhellung| (TSWV).

Viruseliminierung durch Sprossspitzenkultur Virusnachweis durch PCR
Material und Methoden:
= Oberflichensterilsation: 70% Ethanol, 5% NaOCI Es wurden die Ausgangspflanzen, sowie die aus Sprossspitzenkultur

» Nihrmedien auf Basis des MS-Mediums mit Zugabe von PGRs und Aktivkohle | hervorgegangenen Dahlien auf die drei oben genannten Viren getestet.

m BAP [mg/I] |IAA[mg/l] |NAA[mg/l] |GA3[mg/l] |Aktivkohle [g/I] Ubersicht der PCR-Bedingungen fiir den Nachweis von DMV und TSV/TSWV:
Etablierung &2 iz : : : Nachweis von TSV/TSWV
0,2 - 1 - °C Min:sek Zyklenanzahl °C  Min:sek Zyklenanzahl

Vermehrung 0,2
Bewurzelung . . 05 . 2 Initiale Denaturierung 94  5:00 1 98 0:10 1
= Kulturbedingungen: 24°C, Licht/Dunkel-Rhythmus 16/8 h, Etablierung Denaturierung 94 030 98 0:05
und Vermehrung jeweils 6 Wochen, Bewurzelung 2 Wochen Annealing 39 0:30 49 58 0:05 34
Entwicklung von Dahlien aus Sprossspitzenkulturen: Elongation 72 0:45 72 0:10
AbschlieRende Elongation 72 7:00 1 72 5:00 1

Nachweis von DMV:
= dsDNA-Virus (Caulimoviridae)
= |solation der DNA aus Blattmaterial
(Kit der Firma Macherey Nagel)
= PCR mit degeneriertem Primerpaar!

Kultur auf
ewurzelungsmedium

Sprossspitzenexplantat Sprossbildung 2 o e
- Kultur auf
Vermehrungsmedium

» alle Ausgangspflanzen und Dahlien
aus Sprossspitzenkultur wurden positiv
auf DMV getestet

Primerpaar: Den518-F/Den1156
vgD: virusgetestete Dahlie, 1-8: Dahlien-Genotypen
aus in-vitro Kultur, nK: Negativkontrolle H,0

Erfolgreich akklima-
tisierte Pflanze

Akklimatisierung Bewurzelte Sprosse

Etablierungserfolg der Sprossspitzenkulturen in den ersten 6 Wochen:
Nachweis von TSV:

100% O o

90% I I I 3% = ssSRNA(+)-Virus (Bromoviridae)

o = |solation der RNA aus Blattmaterial (Kit
70% 64 der Firma Stratec molecular), mit

% anschliefendem DNase-Verdau
n=278| | = cDNA-Synthese und PCR mit spezifisch
abgeleitetem Primerpaar

kontaminiert
30% ontaminier > Ausgangspflanzen von 17 der 21

mletal Genotypen waren infiziert
» von 17 infizierten wurden 9 Genotypen
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e Zusammenfassung der Virusinfektionen im Pflanzenmaterial:
In-vitro Kultureigenschaften der verschiedenen Genotypen: Positiv getestete Genotypen der | Anzahl von virusfreien Genotypen
Ausgangspflanzen nach Gewebekultur
Vermehrung 2,9 +1,9 2,2/5 DMV 22 (n=22) 0
Bewurzelung 51% +35,1 16% / 96% TSV 17 (n=21) 9
Akklimatisierung 90,9 % +20,3 40% / 100% TSWV 0 (n=21) -
> Kontaminationsrate der Sprossspitzenkulturen war sehr gering Fazit ” Eliminierung von DMV durch Sprossspitzenkultur ist nicht méglich. Es
> GroRteil der Explantate ist abgestorben wurde berichtet, dass ein DMV-Stamm als endogenes Pararetrovirus
> Etablierung fiir 21 von 22 Genotypen war erfolgreich integriert im Genom der Dahlie vorliegt und >90% der Dahlien mit DMV
> Trotz starker Variabilitit in der Fahigkeit Wurzeln zu bilden, war die infiziert sind2.
Akklimatisierungrate der In-vitro-Pflanzen sehr hoch. » Eliminierung von TSV konnte durch Sprossspitzenkultur erreicht werden.
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