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A bstract: Basidiomycetes may be vectors or hosts for viruses. The viruses have mostly an
isodiametric shape with dimensions between 25 and 48 nm. They are cytoplasmatically
inherited through heterocaryosis. Almost all viruses of Basidiomycetes tested so far have a
ds-RNA genome. The ds-RNA often consists of several molecular components and may be
packed into different virus particles. Viruses are not uncommon in Basidiomycetes but occur
intracellularily at low titer only and usually do not cause visible disease symptoms in the fungus.
Their biology is discussed.

Zusammenfassung: Basidiomyceten kbnnen Vektor oder Wirt fir bestimmte Viren
darstellen. Basidiomycetenviren sind meist isodiametrisch mit Durchmessern von 25—48 nm.
Sie werden cytoplasmatisch durch Heterokaryose vererbt. Fast alle untersuchten Basidio-
mycetenviren besitzen ein Genom aus Doppelstrang-Ribonukleinsiure (ds—RNS), das hiufig
aus verschiedenen molekularen Komponenten besteht, die auf verschiedene Viruspartikel
verteilt sein kénnen. Viren sind bei Basidiomyceten verbreitet, kommen in den Zellen jedoch
nur in geringen Konzentrationen vor und verursachen meist keine sichtbaren Befalls-

symptome. Die Biologie der Basidiomycetenviren wird diskutiert.

Die Existenz von Pilzviren ist in der Vergangenheit schon mehrfach postuliert worden,
konnte jedoch erst vor kurzem schlissig nachgewiesen werden. So befinden sich die
Untersuchungen an Pilzviren — und das gilt insbesondere fiir die Basidiomycetenviren —
noch im Stadium des Faktensammelns und Sichtens. Die Ergebnisse fanden in die
einschligigen Lehrbiicher der Virologie und Mykologie bisher noch kaum Eingang, und
erst neuerdings werden in spezielleren Werken Pilzviren kurz abgehandelt oder Zumin-
dest erwihnt (Smith & Berry 1975, Smith & Berry 1976, Smith 1977).
Demgegeniiber sind jedoch bereits eine Reihe von Ubersichtsreferaten erschienen, auf
die hier fiir ein eingehenderes Studium verwiesen sei (Hewitt & G rogan 1967,
Hollings & Stone 1969, 1971, Bozarth 1972, Wood 1973, Lemke &
Nash 1974, Lemke 1976, Lemke, Saksena& Nash 1976, Lemke 1977a
Hollings 1977). Trotz der — abgesehen von Fachkreisen — noch recht gen'ngen’
Beachtung hat jedoch gerade dieses Forschungsgebiet eine Reihe wichtiger theoretischer

und angewandter Aspekte.
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Fir die spite Entdeckung der Pilzviren waren besonders methodische Schwierigkeiten
der Arbeit mit diesen Partikeln an der Grenze der belebten Welt sowie das hiufige
Fehlen von Befallssymptomen verantwortlich.

A. Viren

Wihrend Basidiomyceten fiir diesen Leserkreis nicht charakterisiert zu werden brau-
chen, diirfte in diesem Zusammenhang eine kurze Beschreibung der Viren angebracht
sein.

I. Definition

Viren sind ultrafiltrierbare, infektiose Partikel,

sie enthalten nur jeweils einen Typ von Nukleinsiure,

— sie konnen nicht wachsen,

vermogen sich nicht zu teilen,

haben keinen eigenen Stoffwechsel,

ihnen fehlt die genetische Information fiir die Enzyme des Energie-Stoffwechsels
sie besitzen weder t-RNS noch Ribosomen.

|

II. Morphologie

Betrachten wir den Aufbau typischer Viren (Abb. 1), so sehen wir, daR die im Zentrum
liegende jeweilige Nukleinsiure von einer Proteinhiille, dem Kapsid umgeben ist, das
wiederum aus identischen Untereinheiten, den Kapsomeren besteht. Dieses Nukleo-
kapsid genannte Gebilde kann nochmals von einer charakteristischen Proteinhiille umge-
ben sein. (Abb. 1, rechts). Bei Basidiomycetenviren wurden vor allem isodiametrische,
eikosaederartige bis kugelige (Abb. 1, links oben) oder bacillus- bis fadenfor.nige Viren
(Abb. 1, links unten) gefunden. Formen mit zusitzlicher Proteinhiille (Abb. 1, rechts)
oder die komplexen Formen der Bakteriophagen traten bei Basidiomycetenviren bisher
nicht auf. Die Dimensionen der Viren liegen meist zwischen 20 und 300 nm, ihr
Molekulargewicht zwischen 1 bis 100 x 10° Dalton.

ll. Zusammensetzung

Neben den Proteinen der Hiillle enthalten die Viren im allgemeinen, abgesehen von
einigen komplexeren Viren mit zusitzlichen Lipiden und Polysacchariden, nur noch
Nukleinsiure eines Typs, entweder Ribonukleinsiure (RNS) oder Desoxyribonuklein-
sdure (DNS) mit Einstrang (es-) oder Doppelstrang-Struktur (ds-). Wie aus Tabelle 1
hervorgeht, sind bei tierischen und bei Bakterienviren alle Nukleinsduretypen vertreten,
bei Pflanzen fehlen es-DNS-Viren. In Pilzviren wurde sowohl RNS als auch DNS als
Nukleinsdurekomponente gefunden. Die Klammer um den DNS-Gehalt der Pilzviren in
Tab. 1 soll ausdriicken, dal nur in wenigen Fillen DNS-haltige Pilzviren gefunden
wurden und dariiber hinaus meist keine genauen Daten iiber ihre Struktur vorliegen,
bzw. die Virusnatur selbst der untersuchten Partikel nicht eindeutig geklrt ist.

IV. Nachweis

Zum Nachweis als Pilzviren und zur Identifikation als Viruspartikel sollten zunichst die
sogenannten , Ko c hschen Kriterien* erfiillbar sein: Infektion, Ubertragung auf einen
anderen Wirt, Befreiung des Wirtes vom infektiosen Prinzip, Wiederinfektion. Der
Nachweis der Viren kann, soweit vorhanden, durch spezifische Krankheitssymptome
erfolgen. Wegen ihrer geringen Dimensionen konnen sie morphologisch nur im Elektro-
nenmikroskop nachgewiesen werden oder durch physikalische oder chemische Metho-
den wie Bildung spezifischer Banden bei der Ultrazentrifugation, durch Elektrophorese,
spezifische Absorption im ultravioletten Licht, durch den Nachweis der typischen
Nukleinsdure-Komponenten oder durch serologische Reaktionen.
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Tabelle 1

Vorkommen, Art und Struktur von Virus-Nukleinsduren

WIRT es-DNS ds-DNS es-RNS ds-RNS
Tiere + + +

Pflanzen - + + +
Bakterien + + + +

Pilze *) + +

V. Einteilung
Die Systematik und Taxonomie der Viren benutzt verschiedene Einteilungskriterien:

_ Vektor und Wirt (Mikroorganismen, Pflanzen, Tiere),

_ verursachte Krankheitssymptome,

— Morphologie und Ultrastruktur,
_ Zusammensetzung, insbesondere Art und Struktur der Nukleinsduren,

— serologische Verwandtschaft.

Als fir Mikroorganismen, Pflanzen und Tiere in:
praktische und theoretische Bedeutung und wur
ten der molekularbiologischen Forschung.

fektiose Partikel haben Viren erhebliche
den zu wichtigen Untersuchungsobjek-

B. Viren bei Basidiomyceten
Zwei grundsitzlich verschiedene Beziehungen zwischen Viren und Pilzen gibt es:

I. Pilze konnen den Viren lediglich als Ubertrager auf einen anderen Wirt, also als
Vektoren dienen. Die Viren konnen sich dabei in der Pilzzelle nicht vermehren
(Grogan&Campbell 1968, Teakle 1969).

I Pilze konnen fiir bestimmte Viren den Wirt darstellen, d. h. die Viren vermehren sich
auf Kosten und mit Hilfe des Pilzstoffwechsels in den Pilzzellen.

I Basidiomyceten als Vektoren von Viren
Nur 2 Basidiomyceten, die phytopathogenen Brandpilze Uromyces fabae und Uromyces
phaseoli wurden als Vektoren fiir das ebenfalls pathogene Tabak-Mosaik-Virus gefunden

(Yarwood&Hecht-Poinar 1973).

. Basidiomyceten als Wirte von Viren

Als Pilzviren im engeren Sinne, mit denen wir uns in diesem Zusammenhange aus-
schlieBlich beschiftigen wollen, werden nur diejenigen Viren bezeichnet, die sich in der
Pilzzelle auch zu vermehren vermogen. Sie werden auch als Mycophagen, Mycovieren,
fungal viruses oder bei vorsichtiger Interpretation als viruslike particles (VLP) bezeich-
net, letzteres vor allem, wenn der Nachweis, wie in den meisten Fillen, nur elektronen-
mikroskopisch oder serologisch erfolgte und keines oder nur wenige der K o c hschen

Postulate erfiillt sind.

1. Entdeckung von Viren in Pilzen

Die ersten Hinweise, dafl Viren in Basidiomyceten vorkommen upd moglicherweise
replizieren, gehen unter anderem auf Untersuchungen von Blattny &Pil4t (1957)
an verschiedenen Hutpilzen und von Sinden & Hauser (1957) iiber eine Krank-
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heit des Kulturchampignons Agaricus bisporus zuriick. Beweise fehlten jedoch zunichst
noch.

Wie hiufig in der Geschichte biologischer Forschung, wurde erst bei der Untersuchung
wirtschaftlich bedeutender Organismen oder Prozesse ein neues Phinomen, hier das der
Pilzviren, gefunden und aufgeklirt.

a. Agaricus bisporus (Kulturchampignon)

Seit den 50er Jahren traten in verschiedenen Champignonkulturen schwere Ernteschi-
den auf. Neben dem Ernteriickgang zeigten die Fruchtkorper zusitzlich Degenerations-
erscheinungen (Abb. 2). Das Koloniewachstum des Myzels war verlangsamt und abnor-
mal (Abb. 3). Alle Befunde deuteten auf ein infektioses Agens. Sinden & Hauser
(1957) vermuteten bereits Viren als Ursache. Jedoch erst die Phytopathologen Hol -
lings, Gandy und Last konnten dann in den befallenen Fruchtkérpern und im
Myzel die ersten Pilzviren nachweisen (Hollings 1962, Hollings, Gandy &
Last 1963). Im Elektronenmikroskop traten mindestens drei verschiedene Partikel-
typen auf: 2 kugelformige, polyedrische von 25 und 29 nm Durchmesser und ein
linglicher, bacillusartiger Typ von 19 x 50 nm (Abb. 4). Dies ist gleichzeitig der erste
und nach wie vor einer der wenigen Fille, in denen Pilzviren elektronenmikroskopisch
dargestellt und im Laufe der Zeit ihre Zusammensetzung aufgeklirt und die Virusinfek-
tion nach allen K o ¢ hschen Kriterien nachgewiesen wurde.

b. Penicillium

Fast gleichzeitig mit den Virusnachweisen beim Kulturchampignon wurde bei der Suche
nach antivirosen Agentien bei dem Antibiotika-Produzenten Penicillium ein wirksames
Prinzip gefunden (Kleinschmidt et al. 1964), das sich spiter als ds-RNS heraus-
stelite (Lampson et al. 1967, Banks et al. 1968, Kleinschmidt et al.
1968).

Im Elektronenmikroskop traten polyedrische, virusartige Partikel von ca. 30 nm Durch-
messer auf (Abb.5) (Ellis & Kleinschmidt 1967, Kleinschmidt &
Ellis 1968), aus denen ds-RNS isoliert werden konnte (Banks et al. 1968). Die
Penicillium-Viren gehoren heute zu den bestuntersuchten Pilzviren.

2. Verbreitung von Pilzviren innerhalb der Basidiomyceten

Inzwischen wurden Pilzviren in Arten aller grofleren Taxa der Pilze gefunden, bei
insgesamt mehr als 100 Arten aus mehr als 50 Gattungen. Allerdings erfolgte in den
meisten Fillen der Nachweis nur elektronenmikroskopisch oder serologisch. Pilzviren
sind demnach relativ haufig. Boz ar th (1972) schitzt, da 10—15 % von zufallsmifig
ausgewihlten Pilzstimmen bei elektronenmikroskopischer Untersuchung virusartige Par-
tikel enthalten wiirden. Pilzviren diirften bisher dem Nachweis wohl nur entgangen sein,
weil sie meist nur in geringer Anzahl in den Pilzzellen vorkommen und meist in den
befallenen Pilzen keine Krankheitssymptome hervorrufen. Dies gilt auch fir die in
Basidiomyceten gefundenen Viren.

Wie Tabelle 2 zeigt, wurden bisher bei Basidiomyceten in iiber 27 Arten von 15
Gattungen Viren gefunden, darunter auch in einigen phytopathogenen Pilzen wie
Puccinia und Ustilago (Literatur in Lemke & Nash 1974, Lemke 1976, Hol -
lings 1977, Mori & Kuida 1977).
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Tabelle 2

Virusartige Partikel in Basidiomyceten

PILZWIRT VIRUS

Gattung Arten phytopathogen Form Grofe (nm)

Agaricus 2 polyedr.-kugelf. mehrere: 19-50
bacillusartig 19 x 50
fadenformig 17 x 350

Boletus 1 polyedr.-kugelf. mehrere: 28-50
fadenformig 13 x 500

Collybia 1 fadenformig 13 x 500

Coprinus 1 polyedr.-kugelf. 130

Corticium 1 + polyedr.-kugelf. 28, 43

= Rhizoctonia
= Thanatephorus

Hypholoma 1 polyedr.-kugelf. -

Laccaria 2 polyedr.-kugelf. 28

Lentinus 2 polyedr.-kugelf. mehrere: 25—45
fadenformig 15-17 x 700-900

Phaeolepiota 1 polyedr.-kugelf. 32, 60

Polyporus 1 *) polyedr.-kugelf. -

Puccinia 9 + polyedr.-kugelf. 34, 40

Schizophyllum 1 polyedr.-kugelf. 130

Tilletiopsis 1 + polyedr.-kugelf. 40

Uromyces 2 + polyedr.-kugelf. 40

Ustilago 1 + polyedr.-kugelf. 41

3. Eigenschaften von Basidiomycetenviren

a. Morphologie

Mit Ausnahme der bacillus- bzw. fadenformigen Viren bei Agaricus, Boletus und

Lentinus, sind alle anderen
Durchmesser liegt im allgeme

der meisten anderen Pilzviren.

Viren isodiametrisch, polyedrisch bis kugelférmig. Ihr
inen zwischen 25 und 48 nm und entspricht damit dem

Im Gegensatz zu den — auch wegen ihres hohen Virustiters — gut untersuchten Viren
von Penicillium und Aspergillus ist der Virusgehalt der Basidiomyceten wesentlich
geringer. Damit ist die Gewinnung der fiir eingehende Untersuchungen benétigten
Virusmengen sehr erschwert. Dennoch liegen von 4 Basidiomycetenviren bereits genaue-

re Daten vor (Tab. 2, 3).

Agaricus bisporus
Wie bereits erwahnt, wurden im Kulturchampignon die ersten Pilzviren gefunden. Die
Abb. 4, Tab. 2, 3) werden fir die starken Ernteriickginge

mindestens 3 Virustypen ( 3
und die Verinderungen im Koloniewachstum und der Fruchtkorperform verantwortlich

gemacht(Hollings,Gandy&Last 1963).

Boletus edulis
Im Fruchtkorper des Steinpilzes Boletus edulis wurden verschiedene polyedrische (28

bis 50 nm Durchmesser) und ein fadenformiges (13 x 500 nm) Virus gefunden (Hu't -

tinga et al. 1975). Abb. 6 zeigt derartige Viren.
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Lentinus edodes
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Ustilago maydis

Auch beim Beulenbrand des Mais, Ustilago maydis, wurden die in Abb. 8 gezeigten
polyedrischen Viruspartikel von 40 nm Durchmesser gefunden (Wood & Bozarth
1973).

b. Biophysikalische und biochemische Daten

Aus den oben genannten Griinden konnten nur wenige Basidiomycetenviren genauer
untersucht werden. Tabelle 3 faBt die wichtigsten Ergebnisse zusammen (Literatur in
Lemke & Nash 1974, Lemke 1976). Demnach kommen in einem Pilz haufig
mehrere, meist isodiametrische Viruspartikel der Grofie 25 bis 45 nm vor. Ihr Moleku-
largewicht erreicht im Extrem 15x 10¢ Dalton. Der hohe Nukleinsiuregehalt der
Partikel zeigt sich im UV-Maximum bei 260 nm. Bis auf die bacillusféormigen virusarti-
gen Partikel von Agaricus bisporus (es-RNS) enthalten alle genannten Basidiomyceten-
viren ds-RNS, die hiufig in mehreren Komponenten verschiedenen Molekulargewichtes
(von 0,06 bis 5 x 10° Dalton) auf die Partikel verteilt ist. Daneben wurden jedoch auch
anscheinend ,leere* Partikel gefunden, deren Bedeutung teilweise noch umstritten ist,
so bei Agaricus bisporus (Dieleman-van Zaayen 1972a) und in Lentinus
edodes (Ushiyama & Nakai 1975). Wegen ihres ds-RNS-Gehaltes wurde vorge-
schlagen, diese Pilzvirusgruppe als Mycoma-Viren zu bezeichnen (Lapierre et al
1973).

4. Biologie der Basidiomycetenviren

Ist schon iiber die Biologie der Pilzviren allgemein wenig bekannt, so sind unsere
Kenntnisse bei den Basidiomycetenviren in dieser Hinsicht besonders diirftig,

a. Befallssymptome

Die stirksten bisher aufgetretenen Verinderungen durch Virusbefall wurden an Agari-
cus bisporus gefunden und fithrten zur Entdeckung der Pilzviren (Hollings,
Gandy & Last 1963). Bei Boletus edulis jufert sich der Befall durch kleinere
Fruchtkorper mit geringen Deformationen, weshalb das Phanomen auch als ,little-cap-
disease** bezeichnet wird (Huttinga et al. 1975).

Geringfiigige Verinderungen bei den von Viren befallenen Pilzen wurden auch bei
Cantharellus, Coprinus, Laccaria und Ustilago maydis beobachtet (Day & Anagno-
stakis 1972, Shahriari et al. 1973, Huttinga et al. 1975). Ein kausaler
Zusammenhang zwischen dem Auftreten der Viren und den Befallssymptomen konnte
vielfach jedoch noch nicht nachgewiesen werden.

Lytische Erscheinungen, die z. B. als Plaques (Locher) in Petrischalen-Kulturen auftre-
ten, wurden bei Coprinus und Schizophyllum beobachtet (Shahriari et al. 1973,
Koltin et al. 1973). Im Gegensatz zum Bakterien/Phagen-System erlaubt das
Auftreten von Plaques in Pilzkulturen jedoch keine quantitativen Aussagen iiber den
Virustiter, ein groBes Hindernis fiir die Untersuchungen an Pilzviren.

Dennoch wurde die Korrelation von Plaquebildung mit dem Auftreten von Viren bei
Schizophyllum commune — auch in genetischer Hinsicht — genauer untersucht. Wie
Tabelle 4 zeigt, treten Viren sowohl bei gegen Lyse sensitiven (s_Sc—l+) als auch bei
resistenten (s+Sc—1+) Stimmen auf. Zur Plaquebildung kommt es jedoch nur, wenn
zusitzlich das Kerngen s~ vorhanden ist. Die Vererbung der Plaquebildung erfolgt
dabei cytoplasmatisch, d. h. durch erfolgreiche Anastomosen.
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Tabelle 4
Plaquebildung und Viren bei Schizophyllum commune

Symbol Resistenz Virus Plaquebildung
s~ Sc—1* sensitiv + +

s~ Sc-17 sensitiv -

st Sc-1t resistent + -

st Sc-1— resistent - -

st Kerngen fir Resistenz; Sc—1: Schizophyllum commune-Virus.
Virus-Transmission durch Heterokaryose,
Vererbung der Plaquebildung cytoplasmatisch.

b. Virusbefall und Pilzstoffwechsel

Ausgehend von Untersuchungen iiber Antibiotika-Produktion und Virus-Befall bei Peni-
cillium-Stimmen und durch andere Befunde, nahm man zunichst eine enge positive
Korrelation von Virusbefall und der Synthese sekundirer pilzlicher Stoffwechselproduk-
te wie Antibiotika und Toxine an (Banks et al. 1969, Lemke & Ness 1970).
Dies lief sich allgemein jedoch nicht bestitigen (Literatur in Hollings 1977).

Der einzige bisher bei Basidiomyceten genauer untersuchte Fall, gleichzeitig einer der
wenigen, bei denen eine eindeutige positive Korrelation zwischen Virusbefall und der
Produktion eines pilzlichen Stoffwechselproduktes auftrat, ist das sogenannte ,Killer-
System* bei Ustilago maydis, das eine Parallele bei der Ascomyceten-Hefe Saccharo-
myces cerevisiae hat. Hier ist die Synthese eines toxischen Pilzproteins mit der Anwe-
senheit von ds-RNS-Viren korreliert (Wood & Bozarth 1973, Koltin & Day
1976).

Wie aus Tabelle S hervorgeht, treten 3 Phanotypen in verschiedenen Varianten auf:

_ , Killer*, die Toxin produzieren, selbst aber gegen das Gift immun sind.

— Neutrale, ,Nicht-Killer*, die kein Toxin produzieren, selbst aber gegen das Toxin
immun sind.

_ Sensitive, ,Nicht-Killer, die kein Toxin produzieren, jedoch .gegen das Gift emp-
findlich sind.

Toxin-Produktion und Immunitit treten nur bei Anwesenheit von Viren und von

Tabelle §
Killer-System bei Ustilago maydis

ds-RNA
Symbol Phinotyp Virus  ds-RNA Profil  Kerngen
Tl: nt Killer, Toxin, immun + + |
T4* 14 Killer, Toxin, immun + + -
Te* 16% Killer, Toxin, immun + + 3
5]
Tt Nicht-Killer, kein Toxin, ~ immun + + £ s+
TO 14% Nicht-Killer, kein Toxin, immun + + 4
T 16 Nicht-Killer, kein Toxin, immun + + >

T 10 Nicht-Killer, kein Toxin, sensitiv

|

|
»

[
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ds-RNA auf. Unterschiede zwischen den immunen Stimmen finden sich im Profil der
jeweiligen ds-RNS.

Die Viren werden cytoplasmatisch vererbt, wobei noch das chromosomale (Kern-)Gen
T fir Resistenz (Immunitdt) gegeniiber dem Toxin beteiligt ist (Day & Anagno-
stakis 1972, Day & Anagnostakis 1973).

Nachdem dieses Toxin jetzt isoliert und gereinigt wurde und charakterisiert werden
kann, wie Day, Koltin und Mitarbeiter kiirzlich berichteten (2. Int. Mycol. Congr.,
Tampa, USA, 1977) hofft man jetzt — und das wire wirtschaftlich von grofler
Bedeutung — iber die Pilzviren eine genetische Basis fir die Synthese sekundirer
pilzlicher Stoffwechselprodukte zu finden.

¢. Virusbefall und Phytopathogenitat

Wie bereits erwihnt, sind eine Reihe von Virus-beherbergenden Basidiomyceten selbst
phytopathogen, so z.B. Puccinia graminis, der Getreiderost und Ustilago maydis, der
Maisbeulenbrand.

Als man feststellte, da das nach Virusbefall von Ustilago maydis gebildete Toxin auch
gegen andere, verwandte, ebenfalls phytopathogene Arten von Ustilago witkt (Koltin
& Day 1975), lag es nahe, in dieser Richtung nach neuen Wegen zur biologischen
Kontrolle von Pflanzenkrankheiten zu suchen. Man dachte daran, die genetische Infor-
mation fiir die Toxinbildung (die in Viren enthaltene spezifische ds-RNS) in gefahrdete
Pflanzen einzubringen, wo sie sich mit den Pflanzenzellen weitervermehrt und die
Pflanze gegen die pathogenen Pilze resistent macht.

Dieser Weg scheint prinzipiell gangbar zu sein, wie- neuere Untersuchungen am Kasta-
nienkrebs, Endothia parasitica, einem Ascomyceten, aufzeigen. Wihrend der durch
amerikanische Endothia-Stimme hervorgerufene Kastanienkrebs dort todlich ist, traten
in Europa (Italien, Frankreich) Stimme auf, die wesentlich geringere Schiden verur-
sachten und als hypovirulent bezeichnet werden. Diese Hypovirulenz wird cytoplasma-
tisch vererbt, und Pilzviren werden als infektioses Agens vermutet. Die hypovirulente
Eigenschaft konnte inzwischen auf amerikanische Endothia-Stimme iibertragen werden
(van Alfen et al. 1975), doch sind die Ergebnisse noch nicht eindeutig und weitere
Untersuchungen erforderlich (Hollings 1977, Le mk e 1977a).

d. Transmission und Replikation

Der Fragenkomplex der Virus-Replikation in Pilzzellen ist vor allem wegen experimen-
teller Schwierigkeiten, so der Bestimmung des Virus-Titers, der Komplexitat des euka-
ryontischen Wirtes oder der fehlenden Befallssymptome erst wenig untersucht, auch
dies gilt wiederum in besonderem Mage fiir Basidiomycetenviren.

— in situ

Aus verschiedenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen an Ultradiinnschnitten
geht hervor, daf Pilzviren in Myzel, Fruchtkorpern und Sporen auftreten und in Menge
und Organisation mit dem Alter der Pilzzellen zunehmen (z.B. Dieleman-van
Zaayen 1975). Pilzviren wurden mehrfach daher auch mit verschiedenen Alterungs-
und Seneszenzphinomenen bei Pilzen in Zusammenhang gebracht (Mo litoris
1974). In einer elektronenmikroskopischen und serologischen Untersuchung seneszenter
Stadien des phytopathogenen Pilzes Rhizoctonia solani, der imperfekten Form des
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Basidiomyceten Corticium rolfsii, konnten wir jedoch die vermutete Anwesenheit von
Pilzviren in diesem Falle nicht bestitigen (Hollings et al. 1975).

Die wachsenden Hyphenspitzen sind im allgemeinen frei von Viren. Vielfach kommt es
im weiteren Verlauf der Entwicklung zur Aggregation der im Cytoplasma befindlichen
Viren und zu teilweise ausgedehnten kristallartigen Strukturen; Viren erscheinen an
Membranen assoziiert und treten spiter teilweise in Vesikeln auf. Derartige Phinomene
wurden gefunden bei Agaricus bisporus (Albouy 1972, Dieleman-
van Zaayen 1975), Lentinus edodes (Ushiyama & Nakai 1975, Yama-
shita et al. 1975), Corticium rolfsii (Yamashita et al. 1975), Puccinia allii
(Yamashitaetal 1975) und Uromyces alopecuri (Y amashitaet al. 1975).

— in vitro

Die biochemischen Vorginge der Virusvermehrung in Pilzen sind noch weitgehend
ungeklart.

Nach dem ,zentralen Dogma der Molekularbiologie* wird die genetische Information’
der DNS unidirektionell und sequentiell von DNS zu RNS (Transskription) und von
dort iiber m-RNS zum Protein (Translation) weitergegeben (Schema in Abb. 9).

Die Vermehrung DNS-haltiger Viren lief sich zwanglos in dieses Schema einordnen. Die
Replikation der spiter gefundenen RNS-haltigen Viren dagegen stimmte mit dem
Dogma, zumindest in seiner strengen Form, nicht mehr iberein. Hier liegt das geneti-
sche Material als RNS vor, die bei der durch eine RNS-abhingige RNS-Polymerase
katalysierten Replikation der Viruspartikel damit gleichzeitig sowohl die Funktion der
Matrize als auch der m-RNS erfiillt. Das Dogma geriet zum anderen ins Wanken, als
Temin 1970 (siche Temin & Baltimore 1972) bei tumorbildenden RNS-Viren
(Rous-Sarkom) einen riickwirtslaufenden Informationsfluf von RNS zu DNS fand. Das
hierfir verantwortliche Enzym wurde gefunden und entsprechend ,reverse transscripta-
se* genannt. Damit konnte auch virdse RNS-Information in DNS reskribiert und
prophagenartig in ein DNS-Wirtsgenom eingebaut werden.

Da die meisten Pilze ds-RNS-Viren enthalten, sollte deren Vermehrung auch iiber eine
RNS-abhingige RNS-Polymerase laufen. Dieses Enzym wurde inzwischen bei einigen
Pilzen nachgewiesen. Bei dem Ascomyceten Penicillium fiihrten derartige Untersuchun-
gen inzwischen zu einer Modellvorstellung, nach der die Virussynthese im Sinne einer
Duplikation durch eine Replikase abliuft (Buck & Ratti 1975). Da hiernach jedes
Viruspartikel in der Pilzzelle im Gegensatz zu den anderen bekannten Vermehrungs-
systemen bei Viren nur e i n weiteres Partikel synthetisiert, wire damit auch der hiufig
konstante und niedrige Titer der Pilzviren, ihre langsame Vermehrung in der Pilzzelle
und damit die Latenz und das hiufige Fehlen von Befallssymptomen bei Pilzen erklirt.
An Basidiomycetenviren wurden derartige Untersuchungen aber bisher wegen der beno-
tigten groBen Virusmengen noch nicht durchgefiihrt.

— in vivo

Voraussetzung fiir die Replikation von Pilzviren ist die Verbreitung des infizierenden
Materials sowie die Ubertragung auf einen neuen Wirt und das Eindringen in die neue
Wirtszelle, die sogenannte Transmission.

Die Verbreitung von Basidiomycetenviren erfolgt sowohl durch infizierte Sporen, in
denen Viren nachgewiesen wurden, als auch durch infizierte Myzelfragmente und durch
Transport innerhalb des wachsenden Myzels (Schisler et al. 1963, Hollings et
al. 1970, Dieleman-van Zaayen 1972b, Rawlinson & Ma lean 1973,
Shahriari et al. 1973). Die eigentliche Transmission, d.h. die Ubertragung der
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Viren von Pilzzelle zu Pilzzelle geschieht im allgemeinen durch Anastomosen, das
Verschmelzen von kompatiblen Pilzhyphen, d.h. bei der fiir Pilze typischen Hetero-
karyose. Hierbei kommt es nach Hyphenkontakt zu einer lokalen Auflosung der
Zellwinde mit anschlieBender Verschmelzung, so da Keme, Plasma und damit auch
darin enthaltene Viruspartikel iibertreten konnen. Es ist offensichtlich, daf hierbei im
Gegensatz zu anderen Virus/Wirt-Systemen eine véllige Lyse der Wirtszelle und Frei-
setzung der Viruspartikel nicht erforderlich sind, wohl einer der Grinde fir die
weitgehende Latenz der Pilzviren.

Wie aus Tabelle 6 hervorgeht, konnte Virusiibertragung bei Basidiomyceten mehrfach
gezeigt werden und zwar meist durch Heterokaryose. Beispiele sind Agaricus bisporus,
Schizophyllum commune, Ustilago maydis. Teilweise wurde die Heterokaryose durch
Verwendung genetischer Marker nachgewiesen. Einschrinkend fiir Heterokaryose und
damit fir die Virusiibertragung wirkt eine bei vielen Pilzen auftretende Unvertriglich-
keitsreaktion, die Inkompatibilitit, sowie zusitzlich eine im allgemeinen hohe Wirts-
spezifitit der Pilzviren.

Neben der Ubertragung durch Heterokaryose, der offenbar natiirlichen Ubertragungsart,
wurde Transmission experimentell auch durch Verschmelzung von Protoplasten
(Pallett 1972) und durch Injektion freier Viruspartikel in Myzel oder Fruchtkorper
erreicht (Hollings 1962, Hollings et al. 1963, Dieleman-van Zaayen
& Temmink 1968). Diese Befunde bediirfen jedoch experimentell noch der letzten
Bestitigung (Diskussion dazu in Hollings 1977 und Le mk e 1977a).

e. Befreiung vom infektiosen Prinzip

Als letztes der noch offenstehenden K oc hschen Postulate konnte auch das der
Befreiung vom infektiosen Prinzip (zumindest bis zur Genauigkeit der Nachweis-
methode) und der Wiederinfektion erfiillt werden.

Virusinfizierte Sporen von Lentinus edodes zeigten nach Hitzebehandlung (60 min bei
68—70°C) im auskeimenden Myzel keine Viruspartikel mehr (Us hiyama &
Nakai 1975).

Bei Agaricus bisporus konnte durch wiederholten Hyphensgitzentransfer mit und ohne
vorhergehende Hitzebehandlung des Myzels (30 bis 33 °C) oder der Sporen eine
Erh6hung der Wuchsrate des Myzels, eine Reduktion des Virustiters oder auch vollige
Befreiung vom infektidsen Prinzip erreicht werden (Hollings 1971, Dieleman -
van Zaayen 1972b, Nair 1973, Last et al. 1974). Wiederinfektion z. B. durch
Hyphenanastomosen ist moglich. Insofern wire zumindest fiir den Basidiomyceten 4ga-
ricus bisporus die Virusnatur der beobachteten Partikel nach allen K o ¢ hschen Krite-
rien bestdtigt. Die Infektion durch freie Viruspartikel ist jedoch bei Pilz-
viren ein immer noch offenes Problem, und es bedarf hier moglicherweise einer
Neudefinition der K o c hschen Postulate zur Bestitigung ihrer Virusnatur (Le mke
1977b).
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Abb. 1. Virustypen. Schematisch.
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Abb. 2. Gesunde und virusinfizierte Anlagen des Kulturchampignons Agaricus bisporus im Ertrag.
A: Virusfreie Kultur mit normalen Furchtkérpern und hohem Ertrag. B: Frithes Infektionsstadium:
Freie Stellen, umgeben von kleineren, deformierten Pilzen mit langen Stielen und fahl-weifden, sich
friih 6ffnenden Hiiten. C: Schwere Virusinfektion im fortgeschrittenen Stadium. Nur noch wenige,
deformierte Fruchtkérper. Starke Ertragsminderung. (Die leman-van Zaayen, 1978; mit
freundlicher Genehmigung).
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Abb. 3. Koloniewachstum von gesundem (rechts) und virusinfiziertem (links) Myzel des Kultur-
champignons Agaricus bisporus auf Biomalz-Agar. Die virusinfizierte Kultur zeigt verringerte Wachs-
tumsrate, Verfirbungen, keine Strangbildung und kaum Luftmyzel (Hollings 1978; mit freund-

licher Genehmigung).

Abb. 4. Viruspartikel aus
Fruchtkorpern von Agaricus
bisporus. Partikel mit Dimen-
sionen von 25 und 29 nm und
19 x 50 nm.  Negativkontra-
stierung. Der Eichstrich ent-
spricht 0,2 nm (aus
Hollings et al, 1963; mit
freundlicher Genehmigung).
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Abb. 5. Viruspartikel aus dem Kulturfiltrat von Penicillium chrysogenum. Negativkontrastierung.
(Atkey,P. T.& Hollings, M., mit freundlicher Genehmigung).
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Abb. 6. Fadenformige virusartige Partikel aus Fruchtkorpern des Steinpilzes Boletus edulis. Negativ-
kontrastfirbung mit 2% Phosphorwolframsiure. Der Eichstrich entspricht 1000 nm (Diele-
man-vanZaayen 1978; mit freundlicher Genehmigung).

*Abb. 7. Virusartige Partikel von 39 nm Durch-
messer aus Fruchtkorpern von Lentinus edodes,
Negativkontrastfairbung mit 2% Uranylacetat
(aus Ushiyama & Nakai, 1975; mit
freundlicher Genehmigung).
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Abb. 8. Virusartige Partikel aus Ustilago maydis
(P1). Negativkontrastfarbung mit 1% Uranyl-
acetat. Der Eichstrich entspricht 100 nm (aus
Wood & Bozarth, 1973; mit freundlicher
Genehmigung).
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Abb. 9. ,,Zentrales Dogma der Molekularbiologie* und Virusvermehrung. Schematisch. Nicht beriick-
sichtigt ist die Synthese von Virus-Protein.



