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P ET gy  Y
Gutachten
Zur viruziden Wirksamkeit des Priparates Menno-Florades an Spargel

unter Berlcksichtigung des Tobacco sireak virus

Das Spargel-Sterben (Asparagus-Dacline) geht mit deutlichen Ertragseinbufien einher. So
sinkt der Ertrag in den Spargelanlagen schon 5 bis 8-Jahre nach deren Pflanzung, sodass
eine Nutzung der Spargelfelder Uber den sonst dblichen Zeitraum von 10-15 Jahren
Gkonomisch unrentabel wird. Als charakteristische Symptome treten Wachstumsde-
pressionen auf, die sowoh! den unterirdischen als auch den oberirdischen Teil der Spargel-
pflanze betreffen. Das Spargelkraut zeigt ein gestauchtes Wachstum; die Anzah! und Lange
der zu emtenden Stangen ist reduziert,

Die Erkrankung geht auf einen Ursachenkomplex von pflanzenbaulichen, kiimatischen und
phytopathologischen Faktoren zuriick. Drei Viren, das asparagus virus 1 (AV-1), asparagus
virus 2 (AV-2) und tobacco streak virus (TSV) kénnen mit dem Absterben der Pflanzen und
den daraus resultierenden ErtragseinbuRen assoziiert ssin.

Asparaaus Virus 1 (AV-1)

Der zur Gruppe der Potyviren gehdrende Krankheitserreger mit einer flexibien Partikel-
morphologie (Lange etwa 740 pum, Breite 13 um) ist weltweit in Spargelpflanzen verbreitet.
Wahrend das Pathogen bei Einzelinfektion keine Symptome induziert, sind bei den haufig
auftretenden Mischinfektion mit Asparagus virus 2 (AV-2), Tobacco streak virus (TSV) oder
Cucurniber mosaic virus (CMV) virusinduzierte Symptome zu beobachten, die zu dkonomisch
bedeutenden Ertragsverlusien flihren. Das AV-1 wird mechanisch beispielsweise beim
Stechen sowie durch verschiedene Blattlduse wie Aphis craccivora und Myzus persicas
abertragen. Mit einer Besténdigkeit in-vifro von 2-11 Tagen vermag der Erreger aufierhaib
des Wirtes nur kurz seine Infektiositat zu erhalien.

Asparagus Virus 2 (AV-2)

Der zur Gruppe der isometrischen llarviren gehérende Erreger verursacht in Spargelpfianzen
eine Stauchung sowie Absterbeerscheinungen. Untersuchungen in Neuseeland zeigten, das
Av-2 frei Pflanzen signifikant (P=0.05 bzw. P=0.005) héhere Ertrdge (18 % bzw. 30 %)
marktfahiger Stangen liefern. Unterschiede im Grad der AV-Infektion zwischen einzeinen
Sorten konnten bisher nicht ermittelt werden. Der Erreger kann mechanisch sowie durch
Samen und Polien Uberfragen und im Bestand verbreitet werden. Das im Vergleich zu
jungen Pflanzen vermehrie Aufireten in &lteren Bestinden deutet auf eine Ubertragung des
Erregers beim Stechen oder sonstigen Schnitt-/Pflegemalnahmen hin.

Tobacco streak virus (TSV) _
Dieses isometrische, zu den llarviren gehérende Virus weist einen weiten Wirtspflanzenkreis
auf. So zahien viele Arten aus mehr als 30 Familien der Mono- als auch Dikotyledonen zu
den Wirten. An Spargel verursacht das Virus eine makroskopisch deutlich erkennbare
Stauchung der Sprofachse. Die physikalischen Eigenschaften des Erregers mit sinem
thermalen Inaktivierungspunki zwischen 52 und 64°C und einer Bestandigkeit in-vitro von 1,5
Tagen lassan einen eher instabilen Errager vermuten.

Die Ubertragung erfoigt mechanisch beispielsweise bai Schnitt- und Pflegearbeiten durch
Wunden. Dariber hinaus kann das Virus durch Vektoren (Frankiiniefla occidentalis, Thrips
tabaci), Pollen sowie bei einigen Pflanzenarten wie beispielsweise Phaseolus vilgaris und
Datura stramonium auch durch Samen Uberfragen werden. Durch eine Messerdesinfektion




bei der Spargelernte unter Anwendung eines viruzid gegen das TSV wirkende
Desinfektionsmittel kann ein Ubertragungsweg des Erregers unterbrochen und somit die

weiters Ausbreitung der Erkrankung im Bestand veriangsamt oder sogar verhindert werden.

Abb. 1

Vergilbung und Wachstumsdeprassion an
Spargelpflanzen induziert durch das Tobacco
streak virus (rechts)

links: gesunde, TSV-freie Pflanze
rechis: TSV-infizierte Pflanze

Anzucht von Spargel- und krautigen Indikatorpflanzen

Spargel- und Génsefull-Pflanzen wurden fur die infektionsversuche fortlaufend angezogen
(ausgesé&at, pikiert und getopft) und unter Gewachshausbedingungen kultiviert.

Abb. 2;

Anzucht von krautigen Testpflanz
Pfeil links (vome):  Chenopodium quine.
feil rechts (hinten): Asparagus officinali:




Versuchsdurchflihrung
b Biotest (Blatf-lnckuiation)

TSV-infiziertes Pflanzenmaterial homogenisieren
(1:20 wiv, 0,1 M Phoshatpuffer)
+

Aliquote mit Desinfektionsmittel mischen

0%: 5 mi Pflanzenprefisaft und 0 ml Desinfekiicnsmitte]
1%: 4,95 ml Pflanzenprelsaft mit 50 pl Desinfektionsmittel
usw. mit2 %, 3% und4 %
d
rnach Ablauf der jeweiligen Inkubationzeit Inokulation auf
jeweiis 2-3 Blatter der Indikatorpflanzen

. in-vifro-Testung {(Nachweis mit ELISA})

TSV-infiziertes Pflanzenmaterial homogenisieren
(1.20wv, 0,1 M Phoshatpuifer)
4

jeweils 5 ml Pllanzenpresaft mit Desinfekiionsmittel mischen

0 %: 5 mi Pflanzenprelsaft und 0 ml Desinfekfionsmittei
1%: 4,95 ml Pflanzenpref3saft mit 50 ul Desinfektionsmitief
usw mit2 %, 3% und 4 %

4

nach Ablauf der jeweiligen inkubationszeit jaweils 200 Kl des Gemisches in jeweils
3 Kavemnen der ELiSA-Platte einpipettieren, Test wurde 8-fach wiederhoft

Dokumentation der Virusinakiivierung durch Messung der Extinictionswerte (E aps) N&ch einer
und drei Stunden

| Stellflfichendesinfektion {(Nachweis mit Biotest und ELISA)

TSV-infiziertes Pflanzenmaterial homogenisieren
(1:20 wiv, 0,1 M Phoshatpuffer)
4

Inkubation des Homogenats auf Kunststoffuntersetzer fiir 10 Minuten
N
Inkubation des Desinfektionsmittels (Konz. und Einwirkzeit siche Tabelle)

¥

Wasser (~ 2 -3 ml) in Kunststoffuntersetzer pipettieren
Mischen und wieder aufnehmen

ELISA-Testung und Biotest (3 Pflanzen/Variante/Versuch)

Mitteikonizentration und Einwirkzeiten zur Steiifiachen
desinfektion unter Verwendung von Menno-Florades

Mittelkonzentration in %
Inkubationszeit 0 | 2 1 3
5 Minuten + + -
30 Minuten + -+ +
1 Stunde + + +
5 Stunden + + +




V.

Messerdesinfektion {(Nachweis Biotest (stem/ieaf-slashing), ELISA)

Abb.
Stem- und leaf slashing ar
Chenopodium quinca

Pfeil links:  leaf shlashing
Pfeill rechts: stem shiashir

Skalpel! in Pflanzenhomogenat (TSV-infiziertes Pfianzenmaterial) eintauchen
(Zeit des Eintauchens 5 Sskunden)

Skalpell in Desinfekiionsmitiel tauchen (Mittelkonzentration siehe Tab.)

nach jeweiliger inkubationszeit Stenge! und/oder Blatt von
ausgewahiten Indikatorpflanzen 8 x einritzen

Tab.: Geprifte Mittelkonzentration und Einwirkzeiten zur Steliflachen
desinfektion unter Verwendung von Menno-Fiorades

Mittelkonzantration in %
{nkubationszeit o | 2 | 3 | 4
1 Minute + + T
3 Minuten + + + +
5 Minuten + + + +
10 Minuten + + + +




Ergebnisse und Schlussfoigerungen

In-vitro Testung

Das Tobacco streak virus kann mit Hilfe des Desinfektionsmittels Menno-Fiorades inaktiviert
werden. Tabelle 1 gibt eine Ubersicht der viruziden Wirksamkeait des Praparates gegen TSV
in Abhangigkeit ven der Mittelkonzentration und der Inkubationszeit. Die Infektiositdt des
TSV blieb wéhrend der Inkubationszeit von maximal 16 Stunden - sofern kein Desinfekiions-
mittel zugesetzt wurde - erhalten. Eine sichere, volistandige Inaktivierung erfolgt in-vitro
unabhangig von der gewahlten Mitielkonzentration (1, 2 oder 5 %) bai einer Inkubationszeit
von 16 Stunden.

Tab. 1: In-vitro Testung der viruziden Wirksamkeit von Menno-Fiorades mit Hilfe des ELISA {enzyme-
linked-immunosorbent assay) unter besonderer Beriicksichtigung der Mittelkonzentration und
Einwirkzeit unter Angabe der Pflanzenanzah! (T SV-frei/behandelt),
n>3, Wdh 3, nt: nicht getesiet

Inkubationszeit

Miitelkonz. | 30 Sek. 1 Min. 2 Min. 5Min. | 10Min. | 15 Min. | 30 Min.
G % 012 0/12 0/12 0/12 0M2 0/12 0/12
1% 6/9 0/9 3/9 nt 0/9 nt 3/9
2% 0/9 0/9 0/9 6/9 0/9 0/9 nt
3% 3/9 6/9 6/9 9/9 B/9 nt nt
4 % nt 0/15 nt 3/9 0/9 nt 0/9

inkubationszeit
Mittelkonz. 1 Std. 7 Std. 18 Stdl,

0% 0M2 0/12 oMz
1% 0/9 9/9 9/9
2% 3/9 0/e 9/2
5% 3/9 6/8 12/42

Stellfldichendesinfektion

Unter Praxisbedingungen soll eine mechanische Ubertragung der Erreger Uber die Stell-
flachen durch entsprechende Desinfektionsmafnahmen unierbunden werden. Die unter
diesen Bedingungen vorliegenden Virustiter (infizierte Pflanze, kontaminierte Stellflache) sind
niedriger als die bei der in-vitro Testung verwendeten.

Daher ist es nicht erstaunlich, dass zur Steliffachendesinfektion sine Mittelkonzentration von
2 % bei einer Inkubationszeit von 30 Minuten ausreicht (Tab. 2).

Tab. 2: In-vive Testung der viruziden Wirksamkeit von Menno-Florades zur Desinfekiion von
Kunststoffmaterialien (Topfe, Stellfiachen) mit Hiife von krautigen indikatorpflanzen unter

Berlicksichtigung der Mitielkonzentration und Einwirkzeit unier Angabe der Pflanzenanzanhl
(TSV-frei/behandelt), (n > 3, Wdh.: 3, nt: nicht gstastet)

Inkubationszeit
Mittelk 5 Min. 30 Min. l 1 Std. [ 5 std.
onz. | I |
0% 0/12 0/12 o/12 012
2% 0/12 9/9 a/g 9/9
3% 9/9 6/9 6/9 9/9




Messerdesinfaktion

Praxisversuche zur Messerdssinfektion zeigien, dass selbst nach Tauchen des Messars in
ein TSV-kontaminiertes Blatthomogenat durch Schnittverletzungen an gesundsn Testpflan-
zen der Erreger nicht immer Ubertragen werden konnte. Eine Mittelkonzentration von 3 % bei
einer Einwirkzeit von 5 Minuten reicht nach in-vivo-Testung krautiger Indikatorpfianzen aus
(Tab. 3). Diese Testergebnisse sind nach unseren bisherigen Erfahrungen auf Spargel-
pflanzen Ubertragbar. Um die zur sicheren Dekontamination der Messer unter Praxis-
bedingungen beim Spargelstechen erforderlichen Mittelkonzentration und Inkubationszeit zu
ermitiein, sollen zur Spargelernte weitere Testreihen vorgenommen werden. Fir die
Einflinrung in die Praxis wéren Inkubationszeiten von 30 Sekunden anzustreben, um jede
Stange mit einem desinfizierten Messer zu stechen. Solite die sichere Dekontamination der
Messer langere Inkubationszsiten erfordem, kénnte zumindest fir einen begrenzten
Dammbersich mit einem desinfizierien Messer gearbeitet werden. Schon durch eine solche

Mafsnahme kdnnte eine Eind@mmung (Verlangsamung) der Virusausbreitung erzislt werden.

Tab. 3: In-vivo Testung der viruziden Wirksamkeit von Menno-Florades zur Messerdesinfekiion mit
Hiife von krautigen Indikatorpflanzen unier Beriicksichtigung der Mittelkonzeniration und
Einwirkzeit unter Angabe der Pflanzenanzahl (TSV-frei/behandelt),

(n >3, Wdh.: 3, nt; nicht getestet)

Inkubationszeit
Mittalkonz 1 Min, i aMin. | 5 Min, i 10 Min.
0 % 0/12 | D2 012 | 012
2 % 0/9 8/9 9/9 4/9
3 % 9/a I 8/9 9/9 l 9/9
4 % 6/9 | 9/9 | 93 | /9
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