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Zusammenfassung

In der Abteilung fiir Molekularbiologische Diagnose von Pflanzenkrankheiten der AGES werden molekular-
biologische Diagnoseverfahren eingesetzt um gesetzliche Kontroll- und Vollzugsaufgaben zu erfiillen, aber
auch um Untersuchungen auf pflanzliche Schaderreger fir private Kunden durchzufiihren. Verwendet werden
unterschiedliche PCR Techniken um Phytoplasmen, Bakterien, Pilze, Viren, Viroide, Insekten und Nematoden zu
diagnostizieren. Die Vorteile der PCR Techniken werden dargestellt.
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Abstract

The Department for Molecular Diagnostics of Plant Diseases of the Austrian Agency for Health and Food Safety
(AGES) uses molecular diagnostic tools to support control and execution tasks regulated by law, and to test
private plant samples for plant pathogens. Different PCR techniques are used to investigate for phytoplasma,
bacteria, fungi, virus, viroids, insects and nematods. The advantages of molecular tools are summarized.
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Inhalt

In der Abteilung fiir Molekularbiologische Diagnose von Pflanzenkrankheiten der AGES werden
molekularbiologische Diagnoseverfahren gemal den Anforderungen internationaler Standards
eingesetzt, um das Osterreichische Saatgutgesetz, das Pflanzgutgesetz, das Pflanzenschutzgesetz,
sowie einschldgige europdische und internationale Regelungen umzusetzen. Um die gesetzlichen
Kontroll- und Vollzugsaufgaben zu erfiillen werden Untersuchungen im Rahmen von nationalen
und internationalen Monitoringprogrammen, der Ein-, Aus- und Durchfuhr von Pflanzen und
Pflanzenerzeugnissen, ihrem Verbringen, sowie bei der Produktion und im Handel durchgefiihrt.
Die Einrichtungen unseres Diagnoselabors stehen aber auch fiir private Kunden (Landwirte,
Gartner, Privatpersonen, Vereine etc.) zur Verfligung. Darliber hinaus beteiligt sich unsere
Abteilung an wissenschaftlichen Forschungsprojekten und internationalen Ringtests.

Zahlreiche molekularbiologische Nachweise wurden in den letzten Jahren etabliert um phyto-
pathogene Schadorganismen detektieren zu kdnnen. Fir Phytoplasmen, Viren und Viroide
werden molekulare Methoden als alleinige Untersuchungsmethode verwendet. Bei Bakterien,
Pilzen, Insekten und Nematoden werden molekularbiologische Nachweise als alleinige, als auch
zur Bestdtigung von anderen Diagnosemethoden (z.B. morphologische, mikroskopische,
mikrobiologische und serologische Methoden) eingesetzt. Verwendet werden Primer und Arbeits-
vorschriften nach internationalen (IPPC) und europdischen (EPPO) Vorschriften, beispielsweise bei
vielen Quarantaneschadorganismen, aber auch bereits publizierte oder selbst entwickelte Assays.

Die konventionelle PCR (polymerase chain reaction) unter Verwendung von genspezifischen
Primern wird routinemafig fir den Nachweis einer Vielzahl von Pflanzenpathogenen eingesetzt.
Der Einsatz von generischen Primern, die nachfolgende Sequenzierung der Amplifikations-
produkte und der Vergleich der Sequenz mit bereits bekannten Sequenzen (DNA barcoding) wird
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zur Detektion, Bestimmung bzw. Bestdtigung einzelner Quarantdneschadlinge verwendet,
besonders dann wenn keine spezifischen Primer zur Verfligung stehen. Generische Primer werden
auch eingesetzt, wenn im Zuge der Bestimmung eines Schaderregers zunachst einmal auf eine
Gattung oder eine Art eingegrenzt werden soll, wie z. B. bei der Bestimmung von Virosen.

Die meisten pflanzenpathogenen Viren sind einzelstrangige RNA-Viren, und auch Viroide
bestehen aus einem ringférmigen RNA Molekadil. Eine PCR Reaktion ist jedoch nur mit der DNA,
nicht aber mit der RNA moglich. Daher wird die Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
(RT-PCR), bei der vor der PCR die RNA in cDNA (komplementdre DNA) umgeschrieben wird,
routinemagig fiir den Viren- und Viroidnachweis verwendet.

Die Etablierung der real-time PCR (gPCR und RT-gPCR) hat es ermdglicht, die Nachweise
zahlreicher Schadorganismen nicht nur schneller, sondern auch mit hoherer Sensitivitdat und
Spezifitat durchzufihren.

Es gibt zahlreiche Vorteile molekularbiologischer gegeniiber anderer Nachweismethoden. Die
Sensitivitat der PCR und insbesondere der real-time PCR ist weitaus hoher, als bei serologischen
Methoden (z. B. ELISA). Eine hohe Sensitivitat ist besonders wichtig, wenn der Schaderregers in
sehr niedriger Konzentration vorkommt, wie das beispielsweise bei Saatgutuntersuchungen der
Fall sein kann, oder auch teilweise in verholztem pflanzlichen Gewebe. Ein weiterer Vorteil ist die
Schnelligkeit, beispielsweise im Vergleich zu Bioassays oder manchen morphologischen Unter-
suchungen, die oft nur in bestimmten Entwicklungsstadien eines Schaderregers (z. B. Insekten)
moglich sind.

Stehen spezifische Primer zur Detektion eines Pathogens zur Verfligung, kann der Erreger direkt in
der Pflanze nachgewiesen werden, und muss nicht vorher isoliert werden. Die Spezifitat eines
Nachweises mit spezifischen Primern und Sonden bei Verwendung von gPCR ist aulerdem sehr
hoch, was besonders wichtig ist, wenn beispielsweise ein Quarantdneschaderreger von einem
nahe verwandten Erreger unterschieden werden muss.

Ein groBer Vorteil der PCR ist auch, dass diese Technik sehr universell einsetzbar ist, d.h. fir viele
Nachweise unterschiedlicher Schaderreger die gleichen Arbeitsvorschriften, nur unter Austausch
der jeweiligen Primer, verwendet werden kdnnen. Auflerdem kann eine PCR meist in allen
Entwicklungsstadien eines Erregers (z. B. bei Insekten, Nematoden) vorgenommen werden.
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