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1 Zidle und Aufgabenstellungen des Proj ekts

Als Routinenachweis von Pflanzenviren werden in der Regel serologische Verfahren

eingesetzt. Diese Nachweismethodik wird jedoch insbesondere bei Gehdlzen oftmals durch
niedrige Viruskonzertrationen und hohe Hemmstoffgehalte limitiert. Zudem sind in vielen
Féllen keine oder nur mangel hafte Antiseren verfigbar.

Diese Situation ist bei den Viren an Apfel besonders gravierend und fuhrt dazu, dal3 in den
Pflanzenschutzadmtern (z.B. Hannover-Ahlem) die langwierigen (Abschluonitur im 2./3.
Jahr) und teuren Indikatortests mit holzigen Indikatorpflanzen durchgefihrt werden. Als
Alternative bieten sich Nukleinsaure-gestitzte Verfahren (insbesondere RT-PCR, RT-PCR-
ELISA) an.

In diesem Projekt sollen auf der RT-PCR basierende Verfahren fur die Diagnose der
wirtschaftlich wichtigen Viren (Apple mosaic virus, ApMV; Apple stem pitting virus, ASPV;
Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV; Apple stem grooving virus, ASGV) an Apfd
entwickelt, optimiert und erprobt werden. Bel den erfaldten Viren handelt es sich
ausschliefdich um Pathogene, auf die im Rahmen der “Verordnung tber das Inverkehrbringen
von Anbaumateria von Gemuse, Obst- und Zierpflanzenarten sowie zur Aufhebung der
Verordnung zur Bekdmpfung von Viruskrankheiten im Obstbau (Anonym, 1998) zur
Anerkennung von Anbaumaterial von Kern und Steinobst eine Virustestung erforderlich ist.
Dabei soll besonders die Einsetzbarkeit der entwickelten Verfahren als Routinetest z.B. in den
Pflanzenschutzdmtern berlcksichtigt werden, was unter anderem den moglichen Ersatz
gelelektrophoretischer Verfahren durch z.B. ELISA-8hnliche Techniken und die generelle
Berlcksichtigung der moglichen Kosten einschliefit. Desweiteren soll versucht werden,
Erkenntnisse Uber die Atiologien der Erreger der Fruchtvirosen an Apfel und der
Gummiholzkrankheit (ARW) zu gewinnen. Eine Uberprifung des mdglichen
Zusammenhangs der Fruchtvirosen mit den bekannten Viroiden an Kernobst, Uber deren

Verbreitung in Deutschland bisher keine Informatioren vorliegen, soll durchgefthrt werden.

1.1 Planung und Ablauf des Projekts
Der im Projektantrag enthaltene Arbeitsplan gliedert sich thematisch in 4 Bereiche.

1. Eindeutiger Schwerpunkt ist die Entwicklung eines jahreszeitlich unabhangigen
Routinenachweisverfahrens zum Nachweis von ACLSV, ASGV, ASPV und ApMV. Dies
beinhaltet die Erprobung von Verfahren zur Isolierung von Gesamtnukleinsure aus

Pflanzengewebe und die Uberprifung der Amplifizierbarkeit der extrahierten RNA.



Anschliel3end sollen for den Nachwels der Viren geeignete Oligonukleotide (Primer)
entwickelt, an einem groReren Probenumfang erprobt und optimiert werden. Das
Nachweisverfahren soll fur den Ersatz der Gelelektrophorese zu einem kombinierten RT-
PCR-ELISA Verfahren weiterentwickelt werden. Dafir soll die Eignung von NucleoLink
Strips (Nunc) zum Nachweis der RT-PCR Produkte tUberprift und gegebenenfalls optimiert
werden.

2. Ein weiteres Ziel ist es, neue Erkenntnisse Uber die Atiologie des Erregers der
Gummiholzkrankheit zu gewinnen. Dazu sollen unterschiedliche Primer fir den
unspezifischen Nachweis von Phytoplasmen an verschiedenen Gummiholz-Isolaten
verwendet werden.

3. Ausserdem sollen Primer fir den Nachweis von Viroiden an Apfel und Birne erprobt und
an verdéchtigen Proben eingesetzt werden, um Informationen Uber das Auftreten und die
maogliche Verbreitung der Viroide in Deutschland zu erhalten.

4. Ein weiteres Ziel ist die Uberpriifung des Zusammenhangs von an Apfel auftretenden
Fruchtvirosen mit den an Apfel bekannten Viren und Viroiden. Hierbel sollen auch die unter

Punkt 1 und 3 entwickleten neuen Verfahren eingesetzt werden.

Die einzelnen thematischen Bereiche bauen teilweise aufeinander auf, so dal eine gewisse
zeitliche Abhangigkeit vom Erreichen der entsprechenden Ergebnisse der anderen
Unterpunkte fir die Bearbeitung besteht.

1.2 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

1.2.1 Nachweisverfahren fir ACLSV, ASGV, ASPV und ApMV

Schwerpunkt des Projekts war die praxisreife Entwicklung eines PCR-basierten
Nachweisverfahrens, das fir die Routinetestung einsetzbar ist, da derzeit an den
Pflanzenschutzamtern immer noch die Testung auf diese vier bereits molekular
charakterisierten Viren (Apple mosaic virus, ApMV; Apple stem pitting virus, ASPV; Apple
chlorotic leaf ot virus, ACLSV; Apple stem grooving virus, ASGV) an Apfel mittels
holziger Indikatoren durchgefihrt wird (siehe dazu Kapitel 2.2.1). Bel den ausgewahlten
Viren handelt es sich ausschliefdich um Erreger, auf die im Rahmen der "Verordnung Uber
das Inverkelrbringen von Anbaumaterial von Gemuise-, Obst- und Zierpflanzenarten sowie
zur Aufhebung der Verordnung zur Bekdmpfung von Viruskrankheiten im Obstbau"
(Anonym, 1998) zur Anerkennung von Anbaumaterial von Kern- und Steinobst eine Testung

erforderlich ist. Die Viren verursachen an den Apfel-Kultursorten nur in wenigen Ausnahmen



eindeutige Symptome und werden deshalb auch als latente Kernobstviren bezeichnet. So
verursacht das ApMV vereinzelt ein blassgelbes Mosalk (z.B. an 'Gala, 'Lord Lambourne’)
auf den Blattern (Nemeth, 1986) und bei wenigen ACLSV-Isolaten konnte die Ausbildung
von Ringberostung auf den Friichten nachgewiesen werden (z.B. an 'Golden Delicious,
‘Jonathan’) (Desvigne et al., 1999). In Ertragsvergleichsuntersuchungen mit virusfreien
Baumen konnte eindeutig gezeigt werden, da3 die Viren, insbesondere in haufig
vorkommenden Mischinfektionen (Zahn, 1996), zu hohen Ertragseinbul3en (bis zu 60%)
fuhren konnen (u.a Campbell, 1963; Posnette et al., 1963, Schmidt, 1972). Das
Einzelfruchtgewicht und die Anzahl der Friichte ist verringert und der Wuchs der Apfelbdume
ist haufig gestaucht.

Die verwendete Indikatortestung hat den Nachteil, dal3 gesicherte Ergebnisse erst im 2. oder
3. Jahr vorliegen und damit verbunden auch hohe Kosten entstehen. In der Vergangenheit
snd fur ale vier Viren ELISA-Tests entwickelt worden, die eine Verkirzung der
Nachweisdauer auf ca. 2 Tage ermoglichen und eine sehr kostengiinstige Alternative
darstellen. Nachteilig ist jedoch, das diese serologische Nachweismethodik bedingt durch
geringe Viruskonzentrationen und hohe Storanfdlligkeit gegeniber Hemmstoffen
beeintréchtigt wird. Erschwerend kommt hinzu, daf3 fur die Viren teilweise nur mangel hafte
oder gar keine Antiseren (ASPV) kommerziell erhdtlich sind (Nemchinov und Hadidi, 1998).
Aus diesen Grinden konnte sich die ELISA-Testung, die zum Beispie in der
Kartoffelvirustestung etabliert ist, in der Apfelvirustestung nicht durchsetzen. Nachdem in
den neunziger Jahren von alen vier Viren Nukleinsduresequenzen vorlagen, wurden auch
zahlreiche RT-PCR basierte Nachweisverfahren entwickelt (u.a. Candresse et al., 1995;
Rowhani et al., 1995; Kinard et al., 1996; Jelkmann und Keim-Konrad, 1997; James, 1999),
die sich weitgehend deutlich in der Durchfihrung unterschieden (verwendetes
Pflanzenmaterial, Extraktionsverfahren, Ein- oder Zweischritt RT-PCR). Zudem lagen zu
Beginn des Projekts Sequenzen weiterer |solate vor, was eine Optimierung der verwendeten
Primer notwendig machte, um alle bekannten Isolate zu erfassen. Aus diesen Grinden sllte
eine neues Nachweisverfahren entwickelt werden, was es ermdglicht, aus einem
Nukleinsdureextrakt eines Pflanzengewebes alle Viren unter gleichen Bedingungen
nachweisen zu konnen.

Die Implementierung einer Internen Kontrolle (in der RT-PCR coamplifizierte pflanzliche
RNA zum Ausschluld falschrnegativer Ergebnisse aufgrund von Hemmstoffen oder RNA-
Degradierung, siehe Kap. 2.2.11), die in alen bisher verdffentlichten Nachweisverfahren der

vier Apfelviren fehlt und in den teillweise beschriebenen Immunocapture Verfahren auch nicht



moglich ist, war zur Erhdhung der Testsicherheit ebenfals geplant. In der Literatur sind
vereinzelt interne Kontrollen fir Pflanzen zu finden (z.B. Bariana et al., 1995; Nassuth et al.,
2000; Pastrik, 2000) die allerdings alle nicht zwischen RNA und DNA unterscheiden, so dal3
eine vollstandige Eliminierung der DNA vor Durchfihrung der RT-PCR notwendig ist, da
sonst die Amplifikation der internen Kontrolle von DNA erfolgen kann. Das macht die
Einbeziehung eines DNase-Verdaus in das Extraktionsverfahren unabdingbar, da auch as
RNA-Extraktionen bezeichnete Verfahren haufig amplifizierbare DNA enthalten (Nassuth et
al., 2000). Dieser zusétzliche Schritt wirde aber die Kosten und den Zeitaufwand fir die
Extraktion deutlich erhdhen. Zusatzlich erhdht jeder zusétzliche Schritt das Risiko for
Kontaminationen. Eine Alternative ist, die Primer so zu wéhlen, dal? der amplifizierte Bereich
ein Intron enthét. So wird durch das DNA Template eine grofReres (RT-)PCR Produkt als
vom mRNA Template, dem das Intron fehlt, amplifiziert, d.h. man erhdit immer zwel
Kontrollfragmente (Nassuth et al., 2000). Da aber jede Koamplifikation eine Konkurrenz zum
viralen Template um z.B. Nukleotide oder Polymerasen darstellt, besteht das Risiko, dal? die
Sensitivitét des Nachweises deutlich reduziert wird und zudem kann bei Verwendung der
Gelelektrophorese jedes zusétzliche Fragment die Identifizierung des virden Fragment
erschweren.

Ein Zid dieses Projektes war es, eine interne Kontrolle zu entwickeln, mit der spezifisch
MRNA aus Gesamtnukleinsdureextrakten amplifiziert wird, um die oben genannten

Schwierigkeiten zu umgehen.

1.2.2 Ersatz der Gelelektrophorese durch EL1SA-dhnliche Techniken

Der Nachweis von PCR-Produkten wird routinemallig mittels Gelelektrophorese
durchgefuhrt. Dies ist zwar eine schnelle und kostengiinstige Methode, die aber auch
Nachteile mit sich bringt. Fir einen sensitiven Nachweis missen giftige und/oder mutagene
Nukleinsaurefarbstoffe wie Silbernitrat, Ethidiumbromid oder Syber Green eingesetzt werden,
bei Verwendung von Polyacrylamidgelen zusdtzlich noch gefédhrliche organische
L 6sungsmittel. Desweiteren kann die Identifizierung der einzelnen Banden durch unspezifisch
amplifizierte DNA (einzelne Banden oder Schmier) erschwert werden (Sharmann et al.,
2000). Als mogliche Alternative fur die Detektion der PCR-Produkte bieten sich ELISA-
ahnliche Techniken an. Vortell dieser Techniken ist, dal3 sie die Sensitivitét der RT-PCR mit
der enfachen Handhabbarkeit der ELISA Technik kombinieren und somit die
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte ersetzen. Es wurden bereits mehrere

verschiedene PCR-ELISA Protokolle fir den Nachweis von Viren aus Geholzen



vertffentlicht (z.B. Rowhani et al., 1998; Candresse et al., 1998; Kummert et al., 2001), aber
keines umfasst die vier hier bearbeiteten Apfelviren. Desweiteren arbeiten diese Verfahren
ohne interne Kontrolle, die fir einen Ausschluld falsch negativer Ergebnisse bedingt durch
RNA-Degradierung oder Hemmstoffe unabdingbar ist. In der Literatur sind zahlreiche
verschiedene PCR-ELISA Varianten zu finden, die sich in der Markierung der PCR-Produkte,
der Kopplung der Capture Oligonukleotide und der Art der Hybridisierung unterscheiden. So
verwenden z.B. Kummert et al. (2001) nicht modifizierte PCR-Produkte, die durch eine
Sandwichhybridisierung zwischen kovalent an die Oberflache der ELISA-Platten gebundenen
Capture-Oligonukleotide und mit Biotin markierten Detektionssonden nachgewiesen werden.
Be Borrow et al. (1997) und Shamloul et al. (2001) werden Biotin markierte Capture-
Oligonukleotide oder ca. 800 Nukleotide lange cDNA oder cRNA Capture-Proben, die an
Streptavidin beschichtete Oberflachen Uber die aul3erst stabile Biotin-Streptavidin Bindung
(Diamandis und Christopoulos, 1991) gebunden sind und in der PCR mittels Digoxigenin
dUTPs markierte PCR-Produkte verwendet.

Eine andere Moglichkeit die PCR-Produkte zu markieren besteht darin, einen markierte
Primer (Digoxigenin, Fluorescein o.a.) in der PCR einzusetzen (z.B. Costa et al., 1996;
Ritzler und Altwegg, 1996). Desweiteren konnen auch beide PCR-Primer mit
unterschiedlichen Markierungen verwendet werden (Menzel und Maiss, 2000) oder Biotin
modifizierte Primer und DigoxigenindUTPs (Luk et al., 1997), wobei bei den beiden
letztgenannten Varianten durch den Einbau zwel unterschiedlicher Markierungen vollsténdig
auf eine Hybridisierung verzichtet werden kann. Eine weitere Abwandlung der PCR-ELISA
Technik ist die DIAPOPS-Technik (Rasmussen et al., 1994; Nicolaisen et al., 2001), bei der
die PCR direkt mit einem an die Oberflache der ELISA-Platten oder Strips gebundenen PCR-
Primer durchgefiihrt wird und nach erfolgter Amplifikation die somit auch an die Oberflache
gebundenen PCR-Produkte mit einer markierten Sonde nachgewiesen werden. Die Reihe der
Variationsmadglichkeiten lief3e sich noch lange so fortsetzen.

In diesem Projekt sollte eine RT-PCR-ELISA Variante entwickelt werden, die fir den
Routinetest geeignet (schnell, zuverldssig, einfach in der Handhabung) und zudem

okonomisch interessant ist.

1.2.3 Atiologie des Erregers der Gummiholzkrankheit (ARW)
Bei der als Gummiholz beschriebenen Krankheit fihrt eine verminderte Lignifizierung im
Holz zu einer deutlich erhdhten Flexibilitét der Zweige bei einigen Apfelsorten. Dadurch

bedingt héangen die Zweige, zumindest bei entsprechendem Fruchtbesatz, bis auf den Boden



herunter und die Friichte werden somit unvermarktbar. Eine Ubertragung ist nur durch
vegetative Vermehrung/Veredelung moglich. Zu Beginn der Arbeiten konnte die Frage nach
der Atiologie des Erregers der Gummiholzkrankheit nicht eindeutig beantwortet werden. In
der Literatur gibt es unterschiedliche Ergebnisse dazu. So vermutete Crane (1945) bereits ein
Jahr nach der Erstbeschreibung der Krankheit (Wallace et al., 1944) ein Virus, ohne dies
argumentativ oder experimentell zu belegen. Beakbane et al. (1971) waren die ersten, die
ARW assoziierte Phytoplasmen im EM nachweisen konnten und 1982 wurden von Minoiu
und Cracium ARW-assoziierte, Xylemlimitierte Bakterien beschrieben. In der Folgezeit
gelang es im Gegersatz zu Souza und Parish (1992) Davies et al. (1984) nicht, mittels DAPI
Farbung Phytoplasmen nachzuweisen. 1995 wurde von Poggi Pollini et al. erstmals versucht,
unter Verwendung eines flr Phytoplasmen als universell einsetzbar geltenden Primerpaares
slbige nachzuweisen. Genau wie be Smart et al. (1996), die ein anderes universelles
Primerpaar verwendeten, blieb der Versuch erfolglos. Der Nachwels von mit ARW-
assoziierten Phytoplasmen mittels PCR gelang erstmals Bertaccini et al. (1998) unter
Verwendung einer nested PCR (zwei aufeinanderfolgende PCR Ansétze, wobei im zweite
Ansatz mit einem Primerpaar das innerhalb dem vom ersten amplifizierten Bereichs liegt,
reamplifiziert wird). Ihnen gelang auch wieder der Nachwels mittels DAPI Farbung. Unter
Verwendung von Restriktionsendonukleasen wurde die nachgewiesenen Phytoplasmen in die
Aster yellows-Gruppe eingeordnet. Ein zuverldssiger Nachweis ist bis heute nur mittels
Indikatortestung maoglich. Im Routinetest wird als Indikator die Apfelsorte ‘Lord Lambourne
eingesetzt.

Ein weiteres Ziel dieses Projektes war es, Informationen die zur Klarung der Atiologie des

Erregers der Gummiholzkrankheit beitragen, zu gewinnen.

1.2.4 Viroidnachweis

An Apfel und Birne sind verschiedene Viroide bekannt. An Apfel treten Apple scar skin
viroid, Apple dimple fruit viroid und Apple fruit crincle viroid auf, an Birne sind Apple scar
skin viroid und Pear blister cancer viroid beschrieben. Die Viroide sind wie die Apfelviren
nur durch vegetative Vermehrung/Veredelung, nicht aber durch Vektoren, Samen oder Pollen
ubertragbar. Ubliche Nachweisverfahren sind die Indikatortestung, Hybridisierung (u.a. Hurtt
et al., 1996; Desvignes et al., 1999; Di Serio et al., 1996; Ambroso et al., 1995; Loreti et al.,
1995) und RT-PCR (u.a. Di Serio et al., 1998; Shamloul und Hadidi, 1999; Nakahara et al.,
1999), wobei hier auch die bereits fur die Apfelviren diskutierte Problematik gilt und somit



auch fur die Viroide neue Verfahren entwickelt wurden. Ein ELISA-Nachwels ist aufgrund

der fehlend spezifischen Erreger-Proteine bei Viroiden nicht moglich.

Das Apple scar skin viroid (ASSVd) ist das am langsten bekannte Viroid an Apfel. Die
Symptome wurden erstmals in den 30er Jahren als Berostung und Rissigkeit an Apfeln in
Asien beschrieben. Die erste Sequenz des Viroids wurde von Hashimoto und Koganezawa
(1987) veroffentlicht. Spdter wurden auch Symptome an Birnen mit dem Viroid in
Verbindung gebracht und die Assoziation von ASSVd-RNA nachgewiesen (Osaki et al.,
1996; Kyriakopoulou und Hadidi, 1998). Von Kyriakopoulou und Hadidi (1998) konnte,
neben der Verbreitung in Wildbirnenarten in Asien, in einer in Griechenland verbreiteten
Birnenart (Pyrus amygdaliformis) und in Kultursorten ASSVd nachgewiesen werden. Diese
Birnenart stellt somit eine mogliche natirliche Infektionsquelle dar, da in Griechenland
teilweise vegetativ vermehrte Wildbirnen als Unterlagen verwendet werden. Auch in Polen
(Paduch-Cichal et al., 1996) und Frankreich (Desvignes et al., 1998) konnte das vereinzelte
Auftreten von ASSVd nachgewiesen werden. Die vermutete nahe Verwandschaft der als
Dapple apple viroid (DAVd) an Apfel und as Pear rusty skin viroid (PRSVd) an Birne
beschriebenen Erreger mit dem ASSVd konnte durch umfangreiche Sequenzierungsarbeiten
von Zhu et al. (1995) bestétigt werden. Die Sequenzidentitdten mit dem ASSVd lagen
zwischen 92% und 97%. Aufgrund dieser Ergebnisse und den sehr dhnlichen biologischen
Eigenschaften sollten das PRSVd und DAV d hichstens als Varianten oder Isolate des ASSVd
angesehen werden (Flores et al., 1998). Diese Viroide sind bis heute auch nicht in die
offizielle Viroidklassifikation aufgenommen. Im Folgenden werden sie aufgrund dieser
Tatsachen mit dem ASSVd zusammengefasst behandelt.

Der Viroidcharakter des Pear blister cancer viroid wurde von Flores et al. (1991)
nachgewiesen. Im Gegensatz zu den anderen hier behandelten Viroiden, die in anfdligen
Apfelsorten  Fruchtsymptome  hervorrufen, verursacht es in  Sortenabhangigkeit
Rindensymptome (blasiges Aufplatzen der Rinde, Rindenschuppigkeit). Obwohl es
experimentell auf verschiedene Apfelarten (Malus baccata, Malus ioensis, Malus robusta)
Ubertragen werden konnte, ist es bisher noch nicht in gesammelten Apfelproben
nachgewiesen worden. Das PBCVd konnte unter anderem von Flores et al. (1991) in
Frankreich und Loreti et al. (1998) in Italien nachgewiesen werden.

Das Apple dimple fruit viroid (ADFVd) ist erstmals Mitte der neunziger Jahre in Siditalien an
der Apfelsorte 'Starking Delicious aufgetreten, deren Frichte Einbuchtungen der Oberflache

und nekrotische Bereiche im Fruchtfleisch aufwiesen. Der Erreger wurde von Di Serio et al.



(1996) molekular charakterisiert. In der Folgezeit konnte es in weiteren symptomtragenden
Apfelsorten in Italien nachgewiesen werden (Di Serio et al., 1998). Unter anderem in cer
Apfelsorte ‘Golden Delicious, deren Symptome denen der als Rauhschaligkeit beschriebenen

Fruchtvirose an Apfel anlich waren.

Die in Japan 1976 beobachtete Buckelfriichtigkeit verschiedener Apfelsorten wurde 1993 von
Ito et al. mit einem mdglichen Viroid als Erreger der Krankheit, dem Apple fruit crincle
viroid (AFCVd), in Verbindung gebracht. Sie konnten viroidadhnliche RNA nachweisen, die
nicht mit ASSVd-Sonden hybridiserte. Das ADFVd war zu dieser Zeit noch unbekannt.
Spéter gelang 1to und Yoshida (1998) die erfolgreiche Ruckubertragung isolierter Viroid
RNA, was erneut zu den erwarteten Symptomen fihrte. Da erst im spéteren Verlauf des
Projekts fur einen RT-PCR Nachweis notwendige Sequenzinformationen des AFCVd bekannt
wurden (2001) und das Viroid bisher nur vereinzelt in Asien nachgewiesen werden konnte,
wurden nur Primer flr einen RT-PCR Nachweis der auch in Europa nachgewiesenen Viroide
(ASSVd, ADFVd, PBCVd) entwickelt und eingesetzt.

Uber das Auftreten und die Verbreitung der Viroide im Gebiet der Bundesrepublik
Deutschland lagen keine Informationen vor.
Ein Ziel dieses Projekts ist es, neue Informationen Uber die Verbreitung dieser Viroide zu

gewinnen und einen moglichen Zusammenhang mit Fruchtvirosen zu Uberprifen.

1.2.5 Fruchtvirosen an Apfel

Die Atiologie der an Apfel as Fruchtvirosen beschriebenen Krankheiten, die Rauhschaligkeit
(Apple rough skin’) und Sternrissigkeit (‘Apple star crack’) des Apfels, ist bis heute nicht
eindeutig geklart. So beschreiben z.B. Desvigne (1999) und Leone et al. (1998) eine haufig
nachgewiesene Assoziation mit ASPV. Aulerdem ist bekannt, dal? auch neben den Viroiden
an Apfel einzelne ACLSV-Isolate Fruchtsymptome (‘Apple russet ring’) hervorrufen kénnen
(Ringberostung an z.B. 'Golden Délicious und 'Jonathan’). Die Symptome der Fruchtvirosen
treten nur an wenigen anfalligen Sorten (Rauhschaligkeit z.B. an 'Golden Delicious, 'Belle de
Boskoop', Sternrissigkeit z.B. an 'Golden Delicious und 'Cox's Orange Pippin) auf und
fuhren dazu, daR die Friichte nicht mehr zu vermarkten sind. Auch hier ist eine Ubertragung
nur Uber vegetative Vermehrung/V eredelung bekannt. Ein zuverlassiger Nachwels ist, dhnlich
wie bei Gummiholz, nur mittels Indikatortestung moglich. Als Indikator wird die Apfelsorte
'‘Golden Delicious im Routinetest eingesetzt. Ziel ist es, den mdglichen Zusammenhang der

Fruchtvirosen mit den bekannten Viren und Viroiden an Apfel zu Uberprifen.



2 Material und M ethoden

Vorbemerkungen

Da das Hauptziel dieser Arbeit die Entwicklung von Nachweisverfahren war, die somit
Ergebnisse dieser Arbeit darstellen, diese aber anschlief3end z.B. in den Paralleltests auch as
Methoden fur den Erhalt von Ergebnissen gedient haben, ist eine eindeutige Trennung von
Methoden und Ergebnisteil in diesem Bericht nicht logisch mdglich und wirde dem Leser
die Nachvollziehbarkeit erschweren. Aus diesem Grund ist das neu entwickelte multiplex RT-
PCR-ELISA Verfahren, das eines der Hauptergebnisse ist, im Methodentell eingegliedert.

Wenn nicht anders angegeben, wurde fur Puffer und Lésungen entmineralisiertes Wasser
verwendet, der pH-Wert mit NaOH oder HCI eingestellt und bel Bedarf autoklaviert. Morser
und andere mit Hitze sterilisierbare Gegenstande (z.B. Spatel, Mef3zylinder aus Glas) wurden
mindestens 2 h bel 180°C sterilisiert. Bel Zentrifugationsschritten beziehen sich die Angaben
der Umdrehungen pro Minute, wenn nicht anders spezifiziert, auf handelstibliche

Tischzentrifugen.

2.1 Material
2.1.1 Chemikalien
Tabedle 1: Feste Chemikalien

Substanz Verwendete Abkiirzung Hersteller
5-Bromo-4-Cloro-3-Indolyl-b-D-Galactopyranosid | X-Gal BioTech
Agar Duchefa
Agarose Biozym
Ampicillin Serva
Ascorbinsdure Fluka
Blocking Reagenz Roche
Bovine Serum Album (Fraktion V) BSA Sigma
Bromphenolblau Serva
Calciumchlorid-Dihydrat CaCl, Merck
Cdlite Serva
Cetyltrimethylammoniumbromid CTAB Fluka
CF11 Cellulose Whatman
Dinatriumhydrogenphosphat-M onohydrat Na,HPO, Merck
Dithiotreithol DTT ICN




Ethidiumbromid Sigma
Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid EDC Sgma
Ethylendinitril otetraessigsaure, Dinatriumsalz EDTA Merck
Glucose Sigma
Guanidin Hydrochlorid GHCI Sgma
Guanidin Thiocyanat GSCN Sgma
Hexamincobalttrichlorid HaCoCl; Sigma

| sopropyl-b-D-Thiogal actosidase IPTG BioTech
Kaliumacetat KAc Merck
Kaliumhydroxyd KOH Merck
Kaliumchlorid KCl Merck
Kaliumdihydrogenphosphat KH,PO, Merck
Kdiumhydroxyd KOH Merck
Morpholinethansulfonsdure MES Roth
LM-Agarose Biozym
Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgCl, Merck
M agnesiumsulfat-Heptahydrat MgSO, Merck
Maleinsaure Merck
Manganchlorid-Dihydrat MnCl, Merck
Natriumacetat-Trihydrat NaAc Merck
Natriumchlorid NaCl Roth
Natriumcitrat-Dihydrat NaCitrat Roth
Natriumdodecylsulfat Ultra Pure SDS Roth
Natriumhydroxyd NaOH Merck
Natriumjodid Nal Sgma
Natriumsulfit Na,S0; Sigma
Natruimcarbonat Na,CO, Roth
para-Nitrophenyl phosphat Serva
Polyvinyl Polypyrrolidon 40 PVP-40 Sigma
Polyvinyl Polypyrrolidon 400 PVP-400 Sigma
Rubidiumchlorid RbCI Sigma
Select Peptone 140 Gibco BRL
Silica Partikel Roth
Soy Broth Gibco BRL
Sucrose Merck
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Trinatriumphosphat NaPO, Merck
Tris Acetat Roth
Trishydrochlorid TrisHCI Roth
Uranylacetat Merck

Y east Extract Gibco BRL

Tabelle 2: Fllssige Chemikalien

Chemikalie Verwendete Abkiirzung Hersteller
1-Methyl-Imidazol Sigma
2-MeEtOH 2-Mercaptoethanol Merck
CDP-Sar Roche
Chloroform Merck
Diethanolamin Sigma
Dimethylformamid DMF Serva
Dimethylsulfoxyd DMSO Serva
Eisessig (100%) Roth
Entwickler Roentogen Tetena
Ethanol (70%) EtOH Roth
Ethanol (99,6%) EtOH s, Roth
Fixierer Roentogen Superfix Tetenal
Glycerin (99,5%) Roth

| sopropanol (99,7%) Roth

| soamylalkohol Roth
Polyoxyethylensorbitanmonol aurat Tween-20 Fuka
Roti-Phenol (redestilliert und aquilibriert) Phenol Roth
Triton X-100 Serva

2.1.2 Enzyme und Reaktionspuffer
In Tab. 3 und 4 werden die verwendeten Enzyme und Nukleotide sowie die zugehorigen, von

den Herstellern bezogenen Puffer aufgelistet.
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Tabelle 3: Verwendete Restriktionsenzyme und Reaktionspuffer
(Die Restriktionsschnittstellen sind durch das Symbol ,,3* gekennzeichnet.)

Enzym | Erkennungssequenz Konzentration Hersteller | Reaktionspuffer
Alul AGRCT 10 U/ul MBI NEB 1
Cspbl | GRTAC 10 U/l MBI BT
EcoRV | GATRATC 20 U/ul MBI NEB 3
Kpnl GGTACRC 10 U/l NEB NEB 1
Pstl CTGCARG 20 U/ul NEB NEB 3
Rsal GTRAC 10 U/ul NEB NEB 1
MBI B (pH 7,5):

10 mM TrisHCI

10 mM MgCh

0,1 mg/ml BSA
NEB 1 (pH 7):

10 mM Bis-Tris-Propan HCI

10 mM MgCh

1mM DTT
NEB 3 (pH 7,9):

01M NaCl

50 mM TrisHCI

10 mM MgCb

1mM DTT

Tabelle 4: Sonstige verwendete Enzyme, Nukleotide und zugehorige Reaktionspuffer

Enzyme und Nukleotide

Konzentration |Hersteller

Reaktionspuffer

50x Advantage cDNA Polymerase Clontech 10x cDNA PCR
Mix Puffer
50x Advantage 2 Polymerase Mix Clontech 10x Advantage 2

PCR Puffer




AMV-Reverse Transkriptase 10 U/l Promega 5x RT Puffer

Anti-Digoxigenin 0,75 U/ul Boehringer

Alkalische Phosphatase Konjugat

Deoxynucleoside Triphosphat Set | je 100 mM Roth/Sigma

(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Digoxigenin dNTP Mix Roche

Hot Prime Taq Q-Biogene | 10x Hot Prime Taq
PCR Puffer

HotStar Tag DNA Polymerase 5 U/ul QIAGEN 10x HotStar Taq
PCR Puffer

Klenow DNA Polymerase | 1U/ul Promega 10x Klenow DNA
Polymerase Puffer

PowerScript Reverse Transkriptase | 20 U/pl Clontech 5x Erststrang Puffer

Proteinase K 20 mg/ml Boehringer

RNase A 75 U/mg Fluka

RQ1 DNase 1U/ul Promega 10x RQ1 DNase
Puffer

T4 DNA-Ligase 1U/ul MBI 10x Ligationspuffer

Taq DNA Polymerase 5 U/ul Sigma 10x PCR Puffer

Zusammensetzungen der Reaktionspuffer (wenn vom Hersteller angegeben):

10x Advantage 2 PCR Puffer (pH 8,7)

04 M Tricin KOH
0,15M KAc

35 mM MoAC;

37,5 mg/ml BSA

0,05% Tween 20
0,05 % Nonidet P40

10x cDNA PCR Puffer (pH 9,2)
04 M
0,15M

KAc

Tricin KOH




35mM MgAC,
37,5 mg/ml BSA

10x Ligationspuffer (pH 7,8)

04 M TrisHCI
01M MgCh
01M DTT
5SmM ATP

5x Erststrang Puffer (pH 8,3)

0,25M TrisHCI
0,375 M KCI
30 mM MgCh

10x PCR Puffer (pH 8,8)

01M TrisHCI
05M KCI
0,8% Nonidet P40

10x RQ1 DNase Puffer (pH 8)

04 M Tris HCI
01M MgSO,
10 mM CaCl,

5x RT Puffer (pH 8,3)

025M TrisHCI
025M KCI

50 mM DTT

50 mM Spermidin

50 mM MgCh



2.1.3 Medien
LB-Medium (modifiziert nach Sambrook et al., 1989):

159 Agar

10g Select Peptone 140
50 Y east Extract

10g NaCl

In 1000 ml 16sen und auf pH 7,5 einstellen.

LB-AIX-Medium:
150 mg Ampicillin/ml
40 mg X-Ga/ml DMF
46 mg IPTG/ml

Zu 1000 ml ca. 50°C warmem LB-Medium geben.

SOB-FlUssigmedium:

10g Selecto Peptone 140
5g Y east Extract

584 mg NaCl

186 mg KCI

In 1000 ml 16sen und auf pH 6-7 eingtellen.

LB-AP-Flissigmedium:
150 mg Ampicillin/ml Wasser
Zu 1000 ml ca. 50°C warmem LB-Medium (ohne Agar) geben.

SOC-Flussigmedium:
1ml 2 M Glucose
1ml 2 M MgCh
Mit SOB-Medium auf 100 ml aufftllen.

C-Medium:
39 Soy Broth
159 Agar
auf 100 ml A. bidest.



2.1.4 Klonierungsvektoren und Nukleinsduren

Tabelle5: Verwendete Klonierungsvektoren und Nukleinsauren

Klonierungsvektoren und Nukleinsauren | Her steller
pBluescript 11 SK Stratagene
pGEM-T Easy Promega

| -Phagen DNA MBI

Primer und Capture-Oligonucleotide

MWG Biotech, Invitrogen

Random Hexamere

Promega

2.1.5 Bakterienstdmme

Tabele6: In der Transformation verwendete Bakterienstamme

Bakterium Bakterienstamm Hersteller
Escherichia coli NM 522 Pharmacia
Escherichia coli XL1-BlueMRF Superkompetent Stratagene

2.1.6 Gerate

Tabelle7: Verwendete L abor ger ate
Gerét Typ Hersteller
Sterile Werkbank Lamina Air HA 2448 GS Heraeus
Elektronenmikroskop EM 109 Zeiss
Elektrophoresekammern Horizontal Midi Harnischmacher

Mini 440.000 Polymehr

Biolog Lesegerét MycrolLog Biolog
ELISA -Photometer Microplate Reader 550 Bio-Rad
Feinwaage Andytic 200 S Satorius
Kamera Cosucor TL Intas
Minizentrifuge mit Ausschwingrotor | Minifuge 2 Heraeus
K uhlzentrifuge mit Ausschwingrotor RC 5B plus Sorval
Magnetrihrer MR 2000 Heidolph
Pipetten 2 ul, 20 pl, 200 pl, 1000 pl | Gilson
Schittler Certomat M Braun Biotech
Schittler mit Temperaturregelung CertomatR+H Braun Biotech
Spannungsquelle E714 Consort
Template Tamer QBiogene
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Thermoblock Thermostat 5320 Eppendorf
Thermocycler PTC 200 MJ Research
T3 Biometra
Thermoschranke H-Inkubator Pt 100 Biometra
Tischzentrifuge 113 Sigma
Tischzentrifuge mit Kihlung 4K 10 Sgma
UV-Tische TVL 312 A Spectroline
Intas MW 312 Intas
Vakuumkonzentrator HetovacVR-1+CT 60 e Heto
Videoprinter Video Copy Processor Mitsubishi
P91D Mitsubishi
Vortexer MS 1 Minishaker IKA
Waage 1205 MP Satorius
Wasserbad F3 Haske
2.1.7 Software
Tabelle 8: Verwendete Software
Programm Version Rechte bei
Clusta X 1.64b, 1988 | Higgins, D. G. und Sharp, P. M.
ELISA Microplate Manager 5.01/52 Bio-Rad
Excel 97, 1997 Microsoft
Gel-Dokumentation Intas GDS | 2002 Intas
Oligo 4.0, 1991 Rychlik, W.
Vector NTI 4.0, 1997 InforMax Inc.
Biolog Microlog 1 35 Biolog
2.1.8 SonstigesM aterial
Tabelle9: SonstigesMaterial
Material Hersteller
Blattdiinger 22+4+6 Berghoff
DIG-Detection Test-Strips Roche
DNA-Immobilizer EXIQON

Fruhstorfer Erde (Typ P)

Industrie-Erdenwerke Archut

Grids fur die Elektronenmikroskopie

Dr. Lesemann, BBA Braunschweig
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Membranfilter Porenweite 0,2 um

Roth

NucleoLink-Strips Nunc
Nylonmembran Roche
Rontgenfilme Curix RP1 Adfa
Whatman 3M Papier Whatman
Biolog GN Microplates Biolog

2.1.9 Verwendete Proben und Virusisolate

Tabelle 10: Liste der verwendeten Proben
(Ohne die Proben aus der Paralleltestung mit dem Pflanzenschutzamt Hannover.)

Referenz-  Pflanzenart Geographische  Erhaten Infiziert mit°

Nummer® Herkunft durch’

146/80 Malus x domestica Deutschland B ASGV

40/85 Malus x domestica Grofritannien B ASPV

38/88 Malus x domestica Deutschland B ARW

41/87 Malus x domestica Deutschland B ApMV, ACLSV, ASPV, ASGV
31/86 Pyrus communis Deutschland B ASPV, ARW

56/86 Malus x domestica Grof3ritannien B ASGV, ACLSV

22/85 Pyrus communis Deutschland B ASPV

94/87 Pyrus communis Deutschland B ASPV

33/88 Malus x domestica Deutschland B ASPV,ACLSV

35/88 Malus x domestica Deutschland B ASPV, ASGV, ACLSV, ARW
42/87 Malus x domestica Deutschland B ASPV, ACLSV, ASGV
4/94 Malus x domestica Frankreich B ASPV,ASGV, ACLSV
33/94 Malus x domestica Grofritannien B ASPV,ApMV, ACLSV
41/94 Malus x domestica Schweiz B ASPV,ASGV,ACLSV
5/94 Malus x domestica Frankreich B ASPV,ASGV, ACLSV
7194 Malus x domestica Frankreich B ASPV, ASGV, ACLSV
8/94 Malus x domestica Frankreich B ASPV,ASGV, ACLSV
10/94 Malus x domestica Frankreich B ASPV, ACLSV

18/94 Malus x domestica Frankreich B ASPV,ASGV, ACLSV
7194 Pyrus communis Italien B ASPV

62/94 Pyrus communis Niederlande B ASPV

1/96 Prunus x domestica  Frankreich B ACLSV

3/96 Malus x domestica Japan B ACLSV




81/83 Malus x domestica Deutschland B rough skin, ACLSV, ASPV

83/82 Malus x domestica Deutschland B rough skin, ACLSV, ASPV

D1 Malus x domestica Deutschland B ASSvd

D2 Pyrus communis Deutschland B PBCVd

FO X Pyronia veitchii Deutschland A ACLSV

F1 Malus x domestica Deutschland A ARW

F2 Malus x domestica Deutschland A ARW, ASPV, ACLSV

F3 Malus x domestica Deutschland A FL, ACLSV, ASPV, ASGV

w1l Malus x domestica Deutschland C ApMV, ASPV, ACLSV

w2 Malus x domestica Deutschland C ApMV, ASPV, ACLSV, ASGV

W3 Malus x domestica Deutschland C ApMV, ASGV, ACLSV

W4 Malus x domestica Deutschland C ACLSV, ARW

W5 Malus x domestica Deutschland C rough skin, ACLSV, ASPV

W6 Malus x domestica Deutschland C star crack, ACLSV, ASPV

w7 Malus x domestica Deutschland C star crack, ACLSV, ASPV,
ASGV

C1 Vinca spec. unbekannt B Coconut phyllody Phytoplasma

(°Fett gedruckte Proben waren nur auf ASPV vorgetestet. "A: Pflanzenschutzamt Hannover; B:
Biologische Bundesanstalt Dossenheim; C: Proben die selbst gesammelt wurden. “Mit Ausnahme aller

mit W beginneneden Probenbezeichnungen waren die Proben von den Bezugsstellen vorgetestet.
Mittels multiplex RT-PCR zusétzlich festgestellte Infektionen sind unterstrichen.)

2.2 Methoden

2.2.1 Indikatortestung der Gehdlze

Fur die Entwicklung der Nachweisverfahren wurden mittels holziger Indikatoren nach EPPO
Empfehlungen (EPPO 1999) an der BBA Dossenheim oder dem Pflanzenschutzamt der
Landwirtschaftskammer Hannover vorgetestete Gehdlze verwendet. Die Proben des
Paralleltests stammten ausschliefdlich vom Pflanzenschutzamt der Landwirtschaftskammer
Hannover. Die fur den Paralleltest verwendeten Indikatoren sind in Tabelle 11 aufgelistet. Die
Auflistung der virusspezifischen Symptome ist nicht vollstdndig. Zudem ist wichtig
anzumerken, das nicht immer alle Symptome bei Vorliegen einer Infektion auftreten und die
Schwere der Symptome stark von den Umweltbedingungen und dem jeweiligen Virusisolat
abhangt. Bei Mischinfektionen von ASPV mit ACLSV an Malus platycarpa und ASPV mit
ASGV an Malus sylvestris cv 'Virginia Crab' Uberlagern die Symptome von ASPV haufig die

der andern Viren und erschweren so eine eindeutige Diagnose. Bei der Indikatortestung am
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Pflanzenschutzamt der Landwirtschaftskammer Hannover werden die zu testenden Sorten as
Zwischenveredelung auf einjahrige Sdmlingsunterlagen und darauf die Indikatoren veredelt.
Samlingsunterlagen und Indikatorreiser stammen aus getesteten, virusfreien Besténden. Als

Veredelungsart wird die Kopulation mit Gegenzunge verwendet (Zahn, pers. Mitteilungen).

Tabelle 11: Verwendete Indikatoren zum Nachweis der Virusinfektionen und Virussymptome
(Zahn, 1995)

Indikator Virus wichtige vir usspezifische Symptome
Malus adstringens cv| ACLSV |Blattdeformationen (oft Weidenblattrigkeit), rétliche, teils
'Hopa nekrotische Blattflecken, Triebstauchung, Rindennekrosen,
Xylemrillen
Malus platycarpa ASPV gelblich fahle Blétter, Blattrand nach oben eingerallt,
(APScbV) |Triebstauchung, Rindenschuppigkeit, unebene, buckelige
Frichte
ACLSV |diffuse Ringflecken oder Bander auf den Bléttern, Blétter teils
leicht gedreht und schmaler
Malus sylvestris cv| ASPV nach unten eingerollte Blattspitzen, Triebstauchung, oftmals
'Spy 227 (ASpdV) | Absterben des Indikators
Malus sylvestris cv| ASPV Triebstauchung, Stammnarbung im Xylem (insbesondere um
'Virginia Crab' die Vereddungsstelle), Friichte langlich und wilstig

ASGV Gelbfarbung der Bléter, dunkle Nekrosdlinie an der
Veredeungsstelle, Stammfurchung (Xylemrillen)

Malus x domestica cv| ApMV Blétter mit gelb- bis cremefarbenem Mosaik
'‘Golden Delicious

2.2.2 Verwendetes Pflanzenmaterial

Fur die unterschliedlichen Extraktionsmethoden und Verwendungszwecke wurden
verschiedene Pflanzengewebe verwendet, die im einzelnen bei den Methoden selbst und/oder
bei den Ergebnissen spezifiziert werden. Die Pflanzenproben wurden von gesunden und
infizierten Wirtspflanzen (Arten/Sorten von Malus, Pyrus, Prunus und Pyronia) Gberwiegend
wahrend der Vegetationsperiode gerommen. Zur Uberprifung der jahreszeitlichen
Unabhangigkeit des Virusnachweises und der internen Kontrolle wurden zusétzliche Proben
Uber das ganze Jahr verteilt genommen und getestet. Bei der Verwendung von Blattmaterial
wurden ausgewachsene, maglichst junge Blétter gewahlt. Rinde oder Rindenschildchen mit

Knospen wurden mit einem Skalpell herausgeschnitten. Neben mittels holzigen Indikatoren




vorgetestetem  Pflanzenmaterial  wurden auch fir z.B. die Viroidtestung und die
Untersuchungen zu den Fruchtvirosen im Gebiet der BRD selbst gesammelte Proben
verwendet. Generell wurden die Proben, so sie nicht sofort nach der Entnahme verarbeitet
wurden, in verschlossenen Plastikbeuteln (PEFolie) im Kihlraum oder Kihlschrank bis zu 4
Wochen bel 4°C gelagert.

2.2.3 Phenol-Chloroform Extraktion

Diese allgemeine Methode dient der Extraktion (Ausschiitteln) von Proteinen aus wassrigen
Losungen und ist in viele Verfahren eingebunden, um z.B. Enzyme (DNasen, RNasen,
Polymerasen usw.) und algemein Proteine aus Reaktionsansidtzen zu entfernen. Um
Phenolspuren anschlielend aus dem wéssrigen Uberstand zu entfernen, wird dieser ein- bis
zweimal mit Chloroform extrahiert. Die Nukleinsduren werden abschliefiend meist mittels
Natriumacetat- Ethanol Prézipitation konzentriert.

Die Probe wird mit dem gleichen Volumen Phenol versetzt, 1 min geschittelt und
anschliefiend fur 10 min bei 13000 upm zur Phasentrennung zentrifugiert. Anschlief3end wird
der Uberstand (die wéssrige Phase) abgenommen, und mit dem gleichen Volumen
Chloroform wieder fir 1 min geschuttelt und 10 min bel 13000 upm zentrifugiert. Der

Uberstand wird abgenommen und entsprechend weiter verwendet.

2.2.4 Natriumacetat-Ethanol Fallung

Die Natriumacetat- Ethanol Fallung dient der Konzentration von Nukleinsduren aus wassrigen
L dsungen und gegebenenfalls Reinigung der Nukleinsduren von Salzen und anderen [6slichen
Bestandteilen.

Dazu wird der Ansatz mit dem 0,1-fachen Volumen Natriumacetat (3 M) und 2,5-fachen
Volumen EtOHgy,s (bel -20°C gelagert) versetzt, kurz geschittelt und 20 min bei 13000 upm
zentrifugiert. Die Flussigkeit wird abgegossen und das entstandenen Nukleinsdurepellet mit
150 ul EtOH (70%, bel —20°C gelagert) gewaschen, erneut zentrifugiert und nach abgief3en
des Uberstandes im Vacuumkonzentrator getrocknet. Das Pellet wird, wie bei den einzelnen

Techniken beschrieben, in TE 10/0,1 aufgenommen.

TE 10/01 (pH 7,5):
10 mM TrisHCI
0,1 mM EDTA
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2.2.5 Gesamtnukleinsiur eextraktion mit Silica Partikeln

Diese Gesamtnukleinsdureextraktion basiert auf einer von Boom et al. (1990) beschriebenen
Extraktion fur Nukleinsauren aus Serum und wurde von MacKenzie et al. (1997), Malinowski
et al. (1998) und Rott und Jelkmann (2001) fir die Extraktion von Nukleinsduren aus
Pflanzen adaptiert. Fir diese Arbeit wurde das Verfahren weiter verardert, um es fir den
Gebrauch als Extraktionsmethode im Routinelabor weiter zu verbessern. Fur die Extraktion
werden 100 mg Pflanzenmaterial in 1 ml Extraktionspuffer 1 homogenisiert. Hierbei wurde
gegeniber den Originalprotokollen 4 M GSCN durch 6 M GHCI ersetzt, um das Risiko der
Bildung von hochgiftiger Blausaure aus dem Thiocyanatsalz auszuschlief3en. Der Ersatz von
GSCN ist auch ohne weiteres moglich, da 6 M GHCI genauso effektiv Ribonukleasen
inaktiviert und Nukleoproteinkomplexe in seine Nukleinsdure- und Proteinbestandteile
dissoziiert (Lepanje, 1971; MacDonald et al., 1987). Desweiteren wurde der in den
Originalprotokollen dem Extraktionspuffer zugesetzte hochgiftige und leicht flichtige 2-
MeEtOH weggelassen, was keine erkennbaren Auswirkungen auf die Amplifizierbarkeit der
extrahierten Nukeinsauren hatte, wie in Paralleltests ermittelt wurde. Durch diese Anderungen
besteht die Mdglichkeit, bei der Extraktion auf einen Rauchabzug zu verzichten und das
Gesundheitsrisiko, dem das Laborpersonal ausgesetzt ist, wird deutlich vermindert. Nach dem
Homogenisieren werden 500 pl des Homogenats mit 100 pl SDS (10%) versetzt, unter
wiederholtem Schitteln 10 min bei 70° C inkubiert und 5 min auf Eis abgekuhlt. Der Ansatz
wird anschlielend 10 min bei 13000 upm zentrifugiert und 300 pl des Uberstandes werden
mit 300 pl Nal-Lésung, 150 pl EtOHgs und 25 pl Silicasuspension 10 min bel Rt unter
wiedeholtem Schitteln zur Bindung der Nukleinsduren an die Silicapartikel inkubiert.
Anschlieend wird der Ansatz 1 min bei 6000 upm zentrifugiert, der Uberstand abgegossen
und das Silicapellet 2 mal mit 500 pl Waschpuffer gewaschen. Nach dem 2. Waschschritt
wird das Pellet 5 - 10 min bei Rt getrocknet und die Nukleinsauren mit 150 pl TE 10/0,1 4
min bei 70°C eluiert. Abschlieffend werden die Silicapartikel 5 min bel 13000 upm
abzentrifugiert und 100 pl des Nukleinsdureextraktes abgenommen. Die Nukleinsdureextrakte

werden bei -20°C gelagert.

Extraktionspuffer 1 (pH 7,5):

6M GHCI
02M NaAc
25mM EDTA



1M KAc

2,5% PVP-40
Nal-Losung:

6M Nal

0,15M NaSO3

Silicasuspension (pH 2):
1g/ml Silica (Sigma Katalog Nr. S5631)
Nach dem Suspendieren in A. bidest. pH-Wet mit HCl enstelen und

lichtgeschitzt lagern.

Waschpuffer (pH 7,5):

10 mM TrisHCI
0,05 mM EDTA
50% EtOHabs

Bestimmung der Nachweisgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze fur Mischproben wurde Gesamtnukleinsiure von
vierfach infizierten Proben in Gesamtnukleinsdure von gesunden Kontrollpflanzen seriell
verdunnt (1:2, :5, :10, :20, :40, :100, :200, :500, :1000) wnd im mulitplex RT-PCR-ELISA |
und Il eingesetzt. Damit wird eine Verdinnung der viralen Templates erreicht, nicht aber der

internen Kontrolle.

2.2.6 Gesamtnukleinsaure-Schnellextraktion

Diese von Edwards et al. (1991) as DNA-Extraktion beschriebene Methode konnte
erfolgreich fir den RT-PCR Nachweis von CSVd-RNA aus in vitro Pflanzen eingesetzt
werden (Menzel und Maiss, 2000) und wurde aufgrund dieser Erfahrung und des minimalen
Zeitaufwandes (ca. 30 min) auch fur den Apfelvirusnachweis erprobt.

Fur diese Extraktion werden 25 mg Pflanzenmaterial mit 400 pl Extraktionspuffer 2
homogenisiert, 1 min bei 13000 upm zentrifugiert, 300 pl des Uberstandes mit dem gleichen

Volumen Isopropanol vermischt und 2 min bel Rt inkubiert. Anschlief3end wird fir 5 min bei
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13000 upm zentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Das Pellet wird im Vakuum
getrocknet und in 100 pl TE 10/0,1 aufgenommen.

Extraktionspuffer 2 (pH 7,5):

02M TrisHCI
025M NaCl
25mM EDTA
0,5% SDS

2.2.7 RNA Extraktion mit dem QIAGEN RNeasy Kit

Dazu werden 100 mg Pflanzenmaterial in flissigem Stickstoff gemorsert, mit 450 pl RLT-
Puffer versetzt und fir 2 min bei 13000 upm durch eine QIAshredder Saule zentrifugiert.
Nach Zugabe von 225 ul Ethanol wird die Probe auf eine RNeasy mini Saule aufgetragen und
flr 15 sek bel 13000 upm zentrifugiert. Anschlief3end wird die Saule einmal mit 700 pul RW1-
Puffer und zwei mal mit 500 pl RPEPuffer gewaschen (je 30 sek bei 13000 upm
zentrifugiert). Die RNA wird abschlief3end mit 50 pul A. bidest. eluiert (30 sek bei 13000 upm

zentrifugiert). Die Zusammensetzungen der Puffer sind vom Hersteller nicht angegeben.

2.2.8 DNA Extraktion mit dem QIAGEN DNeasy Kit

Fir die DNA Extraktion werden 100 mg Pflanzenmaterial in fllissigem Stickstoff gemorsert
und mit 400 pl Puffer AP1 und 4 pl RNase (100 mg/ml) versetzt und fir 10 min bei 65°C
inkubiert. Anschliefend werden 130 pl Puffer AP2 zugegeben und fir 10 min auf Eis
inkubiert. Die Probe wird fur 2 min bei 13000 upm durch die QIAshredder Saule
zentrifugiert, mit dem 1,5-fachen Volumen Puffer AP3/E vermischt und fir 1 min bel 13000
upm durch die QIAspin mini Saule zentrifugiert. Die Saule wird zwei mal mit 500 pl Puffer
AW gewaschen (2 min, 13000 upm) und die gebundene DNA wird abschliefRend mit 100 pl
auf 65°C vorgewadrmten Puffer AE fir 5 min bel Rt eluiert und abzentrifugiert (2 min, 13000

upm). Die Zusammensetzungen der Puffer sind vom Hersteller nicht angegeben.

2.2.9 Primerdesign
Be der Entwicklung von RT-PCR basierten Nachweisverfahren nimmt die Auswahl
geeigneter Primer eine zentrale Stellung ein, da eine moglichst breite, im Idealfall

vollstandige Erfassung aller Isolate/Sequenzvarianten eines Virus winschenswert ist. Bedingt
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durch die RNA-Genome der bearbeiteten Viren und dem damit verbundenen Fehlen von
Korrekturlesemechanismen wahrend ihrer Replikation ist eine hohe Variabilitét zu erwarten
(Hull, 2002). Selbst wenn die entwickleten Primer zu 100% auf alle bekannten Sequenzen
passen, stellen sie somit immer nur eine Momentaufnahme fur das jeweilige Virus dar, da die
Sequenzierung von weiteren Virus-Herkinften neue Sequenzen ergeben kann, die nicht mehr
optimal durch die entwickelten Primer abgedeckt sind.

Zu Beginn der Arbeiten existierten bereits fur ale 4 Viren Verdffentlichungen von
Einzelnachweisen mittels RT-PCR, aus denen die Primer hétten Ubernommen werden konnen.
Da die Verdffentlichungen teilweise schon mehrere Jahre alt waren und Uberwiegend auf der
Basis von sehr wenigen Sequenzen entwickelt wurden, konnten von den verwendeten Primern
nicht mehr alle zu Projektbeginn sequenzierten Virus-lsolate abgedeckt werden. Diese
Tatsache und die fehlende Kompatibilitét (darunter versteht man bei Primern unter anderem
nahe beieinanderliegende Schmelztemperaturen, keine stabile Dimerbildung bel den
verwendeten Anlagerungstemperaturen sowie keine grof3eren Komplementaritéten an den 3'-
Enden) der Primerpaare zueinander fur eine Verwendung in einer multiplex RT-PCR, bzw.
Eignung fUr einen multiplex RT-PCR-ELISA machten eine Verwendung dieser Primer nur
sehr schwer moglich.

Die Entwicklung der Primer folgt weitgehend den Empfehlungen von Innis et al. (1999), die
umfangreiche Untersuchungen dazu angstellt haben. Zu Beginn der Arbeit wurden
Sequenzvergleiche mit alen in der Genbank und in der vorhandenen Literatur verfligbaren
Nukleinsduresequenzen fur die einzelnen Viren durchgefiihrt. Desweiteren wurden, wenn
vorhanden, Veroffentlichungen Uber Aminosauresequenzen mit hinzugezogen. AulRerdem
mufldte speziell fur die multiplex RT-PCR zusétzlich zur Kompatibilitét der einzelnen Primer
eines Paares die Kompatibilitét samtlicher Primer aller Paare berticksichtigt werden. Bei der
Auswahl der Primer wurde desweitern berlcksichtigt, da fur die Entwicklung einer
multiplex RT-PCR Fragmente unterschiedlicher Grof3e fur die einzelnen Viren amplifiziert
werden, um sie gelelektrophoretisch voneinander trennen zu kdnnen, was alerdings bei der
Weiterentwicklung der Nachweise zu multiplex RT-PCR-ELISA Verfahren, um die
Gelelektrophorese zu ersetzen, unbedeutend ist. Hierflr ist wiederum von entscheidender
Bedeutung, da3 sich im von den Primern flankierten, amplifizierten Bereich ein
Sequenzabschnitt befindet, in dem eine interne Hybridisierungssonde positioniert werden
kann, d.h. wiederum en Bereich moglichst hoher Sequenzidentitét. Auch diese
Hybridisierungssonden sind auf Thre Kompatibilitét untereinander zu Uberprifen, damit eine
maximale Sensitivitét und Spezifitét gewahrleistet ist und das Risiko falsch-negativer und
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falsch-positiver Ergebnisse sowie von Kreuzreaktionen minimiert werden kann. Wie bereits
im oberen Abschnitt Uber die Variabilitdt der RNA-Genome angemerkt, ist ein absoluter
Ausschlul? dieser Mdaglichkeiten, insbesondere unter Berlicksichtigung von zumindest
theoretisch moglichen Rekombinationsereignissen der RNA Viren untereinander leider ncht
moglich. Die Sequenzen der in der multiplex RT-PCR verwendten Primer sind in Tab. 12

angegeben.

Tabelle 12: Primer sequenzen und erwartete Produktgr 6f3en

Primer Primersequenzin 5 -3’ Orientierung Primerposition® Produkt
Apple chlorotic leaf spot virus

sense TTCATGGAAAGACAGGGGCAA 6860 — 6830

antisense  AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA 7507 — 7536 677 bp
Apple stem pitting virus

sense ATGTCTGGAACCTCATGCTGCAA 8869 — 8895

antisense TTGGGATCAACTTTACTAAAAAGCATAA 9211 - 9238 370 bp
Apple mosaic virus

sense ATCCGAGTGAACAGTCTATCCTCTAA 1474 — 1499

antisense  GTAACTCACTCGTTATCACGTACAA 1711 - 1735 262 bp
Apple stem grooving virus

sense GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA 6039 — 6064

antisense  AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA 6286 — 6311 273 bp
nad5

sense GATGCTTCTTGGGGCTTCTTGTT 968 — 987 + 1836 — 1838
antisense  CTCCAGTCACCAACATTGGCATAA 1973 — 1995 181 bp

(°Die Referenz Accession-Nummern [NCBI Genbank, National Center for Biotechnology

Information] fur die Bestimmung der Primerpositionen sind D14996 fr Apple chlorotic leaf spot
virus, D21829 fir Apple stem pitting virus, U15608 fur Apple mosaic virus, AB004063 fur Apple stem
grooving virus und D37958 fir das nad5 Gen.)

2.2.10 Standard RT-PCR

Im Folgenden wird zur Vereinfachung der haufig verwendete Standard RT-PCR Ansatz und
das zugehtrige Standard RT-PCR Programm aufgefiihrt. Wenn von dem Standard PCR
Ansatz und Programm Gebrauch gemacht wird, sind im Ansatz die Reverse Transkriptase und

im Programm der 1. Schritt (30 min bei 42°C) wegzulassen.
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Standard RT-PCR Reaktionsansatz:

5ul 10x HotStar Taq PCR Puffer

2u MgCh (25 mM)

05 Tween-20 (10%)

o5 ul dNTP Mix (je 25 mM)

0,05 pl AMYV Reverse Transcriptase (10 U/ul)
0,4 HotStar Taq Polymerase (5 U/ul)
jelul je sense und antisense Primer (10 uM)
auf 50 pl A. bidest.

Standard RT-PCR Programm
Reverse Transkription fur 30 min bel 42 °C

Enzymaktivierung 15 min 95°C
34 Zyklen (30 sek 94°C, 30 sek 62°C, 1 min 72°C)
Abschlusssynthese 10 min 72°C

2.2.11 Kontrollen in der RT-PCR

Fur einen Routinenachweis ist die Zuverlassigkeit der Ergebnisse und somit der Ausschliuf3
von falsch-positiven und falsch-negativen Ergebnissen von entscheidender Bedeutung. In der
Regel werden zur Uberprifung der Arbeitsqualitét bei RT-PCR-basierten Nachweisverfahren
fur Pflanzenviren zum Ausschlu falsch positiver Ergebnisse Negativkontrollen
(Wasserkontrollen)  eingebunden, bei denen zum Reaktionsansatz dtatt  dem
Nukleinsaureextrakt Wasser zugegeben wird. Alternativ kann, wenn vorhanden, eine definitiv
Virus- (Template-) freie Probe verwendet werden. Sind nach erfolgter RT-PCR
virusspezifische Amplifikate in dieser Negativkontrolle nachweisbar, mul3 der
Reaktionsansatz bzw. mindestens ein Bestandteil mit Nukleinséuren die als Template dienen
kontaminiert gewesen sein. In diesem Fall ist der Ursprung der virusspezifischen Banden bel
Proben mit unbekanntem Virusstatus zweifelhaft und der Nachwels mul wiederholt werden,
um falschpositive Ergebnisse auszuschliefen. Mittels Positivkontrollen, fir die
Nukleinsaureextrakte verwendet werden, die definitiv das virale Template enthalten, wird
Uberpriift, ob unter den gegebenen Bedingungen eine erfolgreiche Amplifikation méglich
gewesen ist. Ist nach Ablauf der RT-PCR fur die Positivkontrolle keine virusspezifische
Amplifikation erfolgt (z.B. durch vergessene Bestandteile im Reaktionsansatz oder Fehler im
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RT-PCR Programm im Thermocycler), ist die Ursache aller negativen Ergebnisse von Proben
mit unbekanntem Virusstatus zweifelhaft und auch hier mufld der Nachweis wiederholt
werden, um diesmal falsch-negative Ergebnisse auszuschlief3en. Damit erschopft sich fur die
Uberwiegende Zahl der publizierten Nachweisverfahren der Umfang der Kontrollen. Beim
Ausschlul3 von falsch-negativen Ergebnissen wird jedoch als einziges nicht die
Amplifizierbarkeit der einzelnen etrahierten Nukleinsduren Uberpruft. Die Nukleinsauren
kénnen z.B. durch Nukleasen degradiert oder durch Verunreinigungen im Extrakt
(Inhibitoren) mittels RT-PCR nicht mehr amplifizierbar sein. Zusétzlich kann auch die
Zugabe des Nukleinsdureextraktes zum Reaktionsansatz vergessen worden sein. Um dieses zu
Uberprifen ist eine interne Kontrolle, ein Template welches sich in jedem Nukleinsdureextrakt
befindet und bei jeder RT-PCR (aul3er der Wasserkontrolle) koamplifiziert wird, notwendig.
Ist nach Durchfthrung der RT-PCR fir eine Probe die interne Kontrolle nicht erfolgreich
amplifiziert worden und es sind auch keine virusspezifischen Amplifikate nachweisbar,
besteht das Risiko von falsch-negativen Ergebnissen und der Nachweis mul3 fir diese Probe,
gegebenenfalls mit einem neuen Nukleinsdureextrakt, wiederholt werden. Die
Zusammenhange der einzelnen Kontrollen sind zur Veranschaulichung in Abbildung 1

zusammenfassend dargestellt.

RT-PCR fir den
Virusnachweis

Fragment der
erwarteten Grofle

Ken Fragment der
erwarteten Grofle

N

Ny

N

Ny

Negativkontrolle Negativkontrolle I nterne und/oder Interne und
negativ positiv Positivkontrolle Positivkontrolle
Virusinfizierte Fal sch-positives Fal sch-negatives Virusfreie
Probe Ergebnis Ergebnis Probe

Abbildung 1. Zusammenhange der einzelnen Kontrollmechanismen in der RT-PCR

Ein Ziel dieses Projektes war es, zur Verbesserung der Testsicherheit eine interne Kontrolle

zu entwicklen, mit der spezifisch mRNA aus Gesamtnuklei nsaureextrakten amplifiziert wird.
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Durch ein geschicktes Primerdesign konnten die Probleme der bisher beschriebenen internen
Kontrollen (siehe dazu Punkt 1.2.1) vermieden werden. Dazu muf3 ein Primer in der Weise
gewdhlt werden, dal’ er ein Intron Uberspannt, so dal3 eine effiziente Anlagerung und
Amplifikation nur dann mdglich ist, wenn das Intron aus dem Zielgen gespleif3t wurde, was
nur bei reifer MRNA der Fall ist. Das 5-Ende und das 3'-Ende eines solchen Primers miissen
somit in verschiedenen Exons liegen. In Kombination mit einem zweiten Primer, der
vollsténdig in einem an das Intron angrenzenden Exon positioniert ist, ist somit eine
spezifische Amplifikation von mRNA auch in Gegenwart von DNA mdglich, da bei
Vorhandensein des Introns der Primer nicht ohne Fehlpaarungen anlagern kann und unter
stringenten Bedingungen in der RT-PCR somit eine Elongation und Amplifikation verhindert
wird (Kwok et al., 1990; Inniset. al., 1999).

Fir die Entwicklung der internen Kontrolle wurde in der Genbank (NCBI) nach geeigneten
Intron enthaltenden Genen, die bei Apfel bekannt sind, gesucht. Bel der Suche wurde
zusétzlich berticksichtigt, dal’® das Gen zum Basisstoffwechsel des Apfels gehdrt, da eine
Einsetzbarkeit Uber das ganze Jahr angestrebt wird. Gene, deren Transkription nur zu
bestimmten Jahreszeiten oder Entwicklungsstadien ablauft, sind somit ungeeignet.

Kato et al. (1995) haben einen Abschnitt der mitochondrialen DNA des Apfels charakterisiert
und die Existenz des nad5 Gens (NADH Dehydrogenase Untereinheit 5) beschrieben. Dieses
Gen besteht aus 2 Exons, separiert durch ein 848 bp Intron. Die Primer wurden so gewéhlt,
dai die letzten 3 Nukleotide am 3'-Ende des sense Primers (nad5-s) homolog zu den ersten 3
Nukleotiden am 5'-Ende des Exon B und das vollstandige 5'-Ende des Primers homolog zum
3-Ende des Exon a ist. Der antisense Primer (nad5-as) wurde vollstandig im Exon b
positioniert (siehe Abb. 2).
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mitochondriale DNA:

5— nad5 Exon & < [ntron P nad5 Exon k& —3
(230 bp) (848 bp) (1216 bp)
ﬂ (Transkription und Spleif3en)
MRNA: nad5es
—
5— nad5 Exon & nad5 Exon k —3
nad5-as

Abbildung 2: Schematische Dar stellung der Primerposition der internen Kontrolle (Pfeile) im
mitochondrialen nad5 Gen

(Die Segmente und Primer sind nicht den Grolzenverhdtnissen entsprechend dargestellt.)

Um die exklusive Amplifikation von RNA auch in Gegenwart von genomischer DNA zu
Uberprifen, wurden RT-PCR Ansétze mit und ohne Zugabe von Reverser Transkriptase mit
Gesamtnukleinsdureextrakten und DNase behandelten Extrakten durchgefiihrt. Fir diese
Ansétze wurdennur die Primer der internen Kontrolle in erhdhter Konzentration (0,1 uM statt

0,04 uM) eingesetzt. Die Primersequenzen sind in Tab. 12 angegeben.

Uberpriifung der internen Kontrolle an verschiedenen Pflanzen

Um eine Ubertragbarkeit der internen Kontrolle auf andere Pflanzenarten zu uberprifen,
wurden neben TNA Extrakten von Apfel auch TNA Extrakte von den in Tab. 13 angegebenen
Pflanzenarten (bzw. nicht ndher definierter Sorten) getestet.

Tabelle 13: Liste der mit der internen Kontrolle Gber priften Pflanzen

Pflanzenarten

Beta vulgaris

Chenopodiumquinoa

Hordeumwulgare

Nicotiana benthamiana

Nicotiana tabacum

Prunusavium

Prunus x domestica

Pyrus communis




Solanum tuberosum

X Pyronia veitchii

2.2.12 Viroidnachweis mittels RT-PCR

An Apfel und Birre sind verschiedene Viroide bekannt. An Apfel treten Apple scar skin
viroid, Apple dimple fruit viroid und Apple fruit crincle viroid auf, an Birne sind Apple scar
skin viroid und Pear blister cancer viroid beschrieben. Uber das Auftreten und die
Verbreitung im Gebiet der Bundesrepublik Deutschland lagen nahezu keine Informationen
vor. Ein Zidl dieses Projekts war es, neue Informationen Uber die Verbreitung dieser Viroide
zu gewinnen. Da erst gegen Ende des Projekts notwendige Sequenzinformationen des Apple
fruit crincle viroid bekannt wurden und das Viroid bisher nur vereinzelt in Asien
nachgewiesen werden konnte, wurden nur Primer fir einen RT-PCR Nachwels der auch in
Europa nachgewiesenen Apple scar skin viroid, Apple dimple fruit viroid und Pear blister
cancer viroid entwickelt. Zur Erprobung des Verfahrens wurden von Dr. Jelkmann
bereitgestellte Positivkontrollen von Apple scar skin viroid und Pear blister cancer viroid
verwendet. FUr das Apple dimple fruit viroid konnte leider keine Positivkontrolle beschafft

werden.

Tabelle 14: Primer sequenzen und erwartete Produktgr 6f3en

Primer Primersequenz in 5" -3 Orientierung Primerposition® Produkt
Apple scar skin viroid

sense GTGAGAAAGGAGCTGCCAGCACTAA 102 - 126

antisense CGGCCTTCGTCGACGACGACAGGTGA 76— 101 331 bp
Appledimplefruit viroid

sense GTAAGCCGTGACGCGTGGAGGAGA 105-128

antisense  CAGCCTTCGTCGACGACGACAGGTAA  79-104 306 bp
Pear blister cancer viroid

sense CTGTCCCGCTAGTCGAGCGGACAA 193 - 216

antisense  AAGACGAGGCTCAGGCGGGAAGCAA 168 — 192 315bp

(°Die Referenz Accession-Nummern [NCBI Genbank, National Center for Biotechnology
Information] fur die Bestimmung der Primerpositionen sind X71599 Apple scar skin viroid,
X99487 fur Apple dimple fruit viroid, Y 18043 fur Pear blister cancer viroid.)
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Die Primer (Tab. 14) wurden so gewahlt, das die gesamte Viroidsequenz amplifiziert werden
kann, um bei entsprechend positiven Proben, nach erfolgter Sequenzierung, Vergleiche mit
vollstéandigen Sequenzen durchfihren zu kénnen. Grundsédtzlich wurden auch hier,
ausgenommen die unterschiedlichen Fragmentgrof3en, die unter Punkt 2.2.9 beschriebenen
Uberlegungen zum Primerdesign berticksichtigt.

Es wurde ein Standard-Reaktionsansatz mit je 1l Primerarbeitslésung (10 uM) (jewells sense
und antisense) und das Standard RT-PCR Fogramm verwendet. Der Nachweis wurde mit

einzeln eingesetzten und kombinierten Primerpaaren durchgefihrt.

2.2.13 Multiplex RT-PCR

Schwerpunkt dieser Arbeit war die Entwicklung und Erprobung von nukleinsauregestiitzten
Nachweisverfahren flr die wirtschaftlich wichtigen Viren (Apple mosaic virus, ApMV; Apple
stem pitting virus, ASPV; Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV; Apple stem grooving virus,
ASGV) an Apfd. Da die RT-PCR zur Zeit als die sendtivste nukleinsduregestitzte
Moglichkeit des Nachweises fir RNA Viren gilt und zudem kostengunstig und schnell
durchfiihrbar ist, wurden andere Verfahren nicht in Betracht gezogen. Die multiplex RT-PCR
Verfahren wurden weitgehend nach den Empfehlungen von Henegariu et al. (1997) optimiert.
Dabei wurden u.a. die Konzentrationen der Bestandteile des Reaktionsansatzes (u.a. MgCh-,
Puffer-, HotStar Taq Polymerase- und Primerkonzentration fur die einzelnen Templates) und
die einzelnen Schritte des RT-PCR Programms variiert. Zu Beginn der Arbeiten war es das
Ziel, im Idedfall ale vier Viren plus interne Kontrolle paralel in einem multiplex RT-PCR
Ansatz amplifizieren zu kénnen, um die Anzahl der Proben und somit den Zeitaufwand und
die entstehenden Kosten zu minimieren. Da jedoch beim paralelen Nachweis von 3 Viren
(ACLSV, ASPV, ApMV) aus 3-fach infizierten Proben bereits teillweise erhebliche
Unterschiede in den Bandenintensitéten der einzelnen Viren im Gel zu erkennen waren, und
in wenigen Féllen sogar einzelne Banden gar nicht im Gel identifiziert werden konnten, was
somit fUr das entsprechende Virus zu falsch negativen Ergebnissen fihrt, wurde ab diesem
Zeitpunkt an der Entwicklung von zwel getrennten multiplex RT-PCR Verfahren gearbeitet.
Jedes Verfahren fir zwel Viren plus interne Kontrolle, also jeweils maximal drei Fragmente.
Die pardlele Amplifikation von 2 viralen Fragmenten und der internen Kontrolle fihrte nur
zu leichten Schwankungen in den Bandenintensitdten, falsch negative Nachweise wurden
nicht beobachtet, alle Fragmente konnten eindeutig identifiziert werden. Die beiden multiplex
RT-PCR Verfahren | und Il unterscheiden sich lediglich in der Zusammensetzung der

virusspezifischen Primer, alle sonstigen Parameter des PCR-Programms und die
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Zusammensetzung des Reaktionsansatzes sind identisch, um die Durchfiihrung so einfach wie
maoglich zu gestalten. Der Nachweis erfolgt zudem aus dem selben Nukleinsdureextrakt.

Multiplex RT-PCR | dient dem Nachweis von ACLSV und ASGV, multiplex RT-PCR |1 dem
von ASPV und ApMV.

Multiplex Standard-Reaktionsansatz:

75 10x HotStar Taq PCR Puffer

05 MgCh (25 mM)

05 ul Tween-20 (10%)

05 dNTP Mix (je 25 mM)

0,05 ul AMV Reverse Transcriptase (10 U/pl)

0,4 HotStar Taq Polymerase (5 U/ul)

je02ul nad5 sense und antisense Primer (10 pM)

auf 50 ul A. bidest. nach Zugabe der virusspezifischen Primer

Virusspezifische Primer fir multiplex |:

jels5ul ACLSV sense und antisense Primer (10 pM)
je 1,75 ul ASGV sense und antisense Primer (10 uM)

Virusspezifische Primer fur multiplex 11:

je 0,75 pl ASPV sense und antisense Primer (10 uM)
jedls5ul ApMV sense und antisense Primer (10 uM)

Programm multiplex RT-PCR

Reverse Transkription fir 30 min bei 42°C
Enzymaktivierung 15 min 95°C

35 Zyklen (30 sek 94°C, 30 sek 62°C, 1 min 72°C)
Abschlusssynthese 10 min 72°C

Entsprechend den Empfehlungen von Kwok und Higuchi (1989) und Singh (1998) wurden
zur Vermeidung von Kontaminationen die Extraktion der Nukleinsduren, der Tempate Tamer
(mit UV-Licht sterilisierbarer Plexiglaskasten zum Ansetzen des Reaktionsmixes), der
Thermocycler und die Elektrophorese/der RT-PCR-ELISA réaumlich voneinander getrennt. In



jedem RT-PCR Lauf wurden zur Kontrolle der Arbeitsqualitdt Negativkontrollen
(Wasserkontrollen) und Positivkontrollen mitgefihrt.

2.2.14 Gelelektrophorese

Fur die Auftrennung von Nukleinsdureextrakten, PCR-Produkten und Restriktionsspaltungen
wurden Agarosegele verwendet. Da das Trennungsverhalten von der Agarosekonzentration
abhangig ist (kurzkettige Nukleinsauren werden besser in hohen, langkettige besser in
niedrigen Konzentrationen aufgetrennt), werden unterschiedliche Konzentrationen fur die
verschiedene Zwecke verwendet. Als Standardkonzentration werden 1%-ige Gele, fur die
multiplex RT-PCR | und Il 1,5%-ige Gele und fur hochmolekulare dsRNA 0,8%-ige Gele
verwendet. Wenn nicht anders angegeben, werden jeweils 10 pl des Ansatzes mit dem 0,3-
fachen Volumen Stopplésung vermischt und aufgetragen. Um die Laufweite auch bei
Tagedlich Uberprifen zu konnen, enthdlt die Stopplosung den Farbstoff Bromphenolblau,
dessen Laufgeschwindigkeit im elektrischen Feld etwa der von Oligonukleotiden entspricht.
Zu Beginn werden fur 2 min bei 250 mA 80 V, anschlieffend bis zur gewdinschten
Auftrennweite 120 V angelegt. Die Auftrennung erfolgt in unterschiedlichen mit 1x TAE-
Puffer gefullten Standard-Horizontalkammern verschiedener Hersteller mit variierendem
Elektrodenabstand. Als Nukleinsdurefarbstoff wurde Ethidiumbromid verwendet, die
aufgetrennten Nukleinsduren wurden auf einem Transilluminator bei 312 nm sichtbar
gemacht. Als GroRenstandard wurden selbst hergestellter | -Pstl DNA Standard oder
verschiedene kommerziell erworbene DNA Standards verwendet. Die Dokumentation
erfolgte photographisch auf Photopapier oder in digitaler Form.

Agarosegel
0,8-1,5% Agarose
1x TAE
0,15 pg/ml Ethidiumbromid

50x TAE-Puffer (pH 8,44, mit Essigsaure eingesteallt)

2M Tris Acetat
50 mM EDTA
57% Essigsaure



Stoppl 6sung

344 ml Glycerin
6,56 ml A. bidest.
Spatel spitze Bromphenolblau

2.2.15 Herstellung desl -Pstl DNA Standards:

Es werden 140 pl | -Phagen-DNA (0,4 mg/ml), 4 pl Pstl (10 U/pl) und 30 pl 10x NEB-Puffer
3 mit A. bidest. auf 300 pl vermischt. Der Reaktionsansatz wird zuerst fur 3 h bei 37°C
inkubiert, anschlief3end wird die Temperatur fir 10 min auf 70°C erhtht. Danach werden 100
ul GlycerinStoppl 6sung zugegeben, die Lagerung erfolgt bei -20°C.

Aus der 48502 bp langen | -Phagen-DNA entstehen 28 Fragmente (Sanger, 1982).

Fragmentlangen der Pstl verdauten | -Phagen-DNA in bp:

11497 5077 4749 4507 2838 2560
2459 2443 2140 1986 1700 1159
1093 805 514 468 448 339

264 247 216 211 200 164
150 94 87 72 15

2.2.16 DNA I solierung aus Agar ose-Gelen

Wenn mittels Elektrophorese aufgetrennte Nukleinsuren (u.a. PCR-Produkte, Vektoren) z.B.
in der Ligation mit anschlief3ender Klonierung eingesetzt werden sollen, missen sie vorab aus
dem Gel extrahiert und aufgereinigt werden.

Dafiir wird das QIAEXO |1 Gel Extraction Kit der Fa. QIAGEN verwendet.Dazu wird die auf
dem Transilluminator sichtbare Bande mit einem sterilen Skalpell mdglichst exakt aus dem
Gel ausgeschnitten und mit 400 pl QX 1-Puffer bis zum vollstandigen Losen des Gelstlicks
geschittelt. Nach der Zugabe von 10 pl Glasmilch, an die die Nukleinsduren reversibel
binden sollen, wird fir 10 min bei 56°C inkubiert. Anschlief3end wird fir 30 sek bei 13000
upm zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes das Pellet in 500 pul QX 1-Puffer
resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation von 30 sek bei 13000 upm wird das Pellet
zweimal mit PEPuffer durch resuspendieren und abzentrifugieren (30 sek, 13000 upm)
gewaschen und danach im Heizblock getrocknet. Zum Lésen der DNA wird mit 25 pl TE
10/0,1 fur 10 min inkubiert. Die Glasmilch wird anschlief3end abzentrifugiert (30 sek, 13000



upm) und der Uberstand, der die DNA enthalt, abgenommen. Die Zusammensetzungen der

Puffer sind in den Herstellerunterlagen nicht angegeben.

2.2.17 Vektor Herstellung und Ligation

Damit eine erfolgreiche Ligation durchgefiihrt werden kann, missen Fragment und Vektor
passende Enden besitzen, die von der DNA-Ligase zusammengeflgt werden kénnen. Dazu
werden der Vektor und das entsprechende Fragment jewells in einem Spaltungsansatz 2 h bei
37°C mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen inkubiert, Uber ein LM-Gel
aufgetrennt und mit der in Kap. 2.2.16 beschriebenen Methode aufgereinigt. Auf diese Weise
vorbereitete Vektoren und Fragmente werden in der Ligation eingesetzt. Desweiteren besteht
auch die Moéglichkeit, PCR-Produkte unter Verwendung von T-Vektoren direkt zu klonieren,
dadie Taqg DNA-Polymerase die Eigenschaft besitzt, den PCR-Produkten am 3¢ Ende in der
Regel ein Adenosin-Nucleotid anzufiigen (Clark, 1988). Dadurch kénnen die Fragmente fir
das sogenannte T/A-Klonieren eingesetzt werden, auf den Einsatz von Restriktionsenzymen
zur Vorbereitung kann somit verzichtet werden (Holton und Graham, 1991). Lediglich der
Vektor mul3 auf stumpfe Enden geschnitten und an den 3¢Enden enzymatisch um en
Thymidin verléngert sein. Die Herstellung des FVektors erfolgt nach einer modifizierten
Methode von Marchuk et al. (1991).

Dazu wird der Spaltungsansatz des Vektors 2 h bel 37°C, und anschlieffend nach Zugabe des
Thymidierungsansatzes fur weitere 2 h bei 70°C inkubiert. Das in der Spaltung fur die T
Vektor Herstellung verwendete Enzym EcoRV schneidet den Vektor innerhalb der multiple
cloning site (MCS). Danach wird der T-Vektor ebenfalls Uber ein LM-Gel aufgetrennt und
mit der in Kap. 2.2.16 beschriebenen Methode aufgereinigt.

Spaltungsansatz fir Vektoren
6 ug pBluescript 11 SK -
30U Restriktionsenzym (bei zwei verschiedenen Enzymen je 15 U)
6,7 ul 10x Restriktionsenzym-Puffer
auf 67 pl A. bidest.

Spaltungsansatz fur Fragmente
5-20u PCR Fragment

20U Restriktionsenzym (bel zwel verschiedenen Enzymen je 10 U)



3ul 10x Restriktionsenzym-Puffer
auf 30 pl A. bidest.

Thymidierungsansatzes:

3ul Taq DNA-Polymerase (1 U/ul)
oul 10x PCR Puffer

oul MgChk (25 mM)

2ul dTTP (0,1 M)

Um den Vektor mit dem gewilnschten Fragment kovalent zu verbinden, wird der
Ligationsansatz Uber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansatz wird
anschliefRend in der Transformation (Kap. 2.2.18) eingesetzt.

Ligationsansatz
2 Ul Vektor
2-10 DNA-Fragment
05 T4 DNA-Ligase (1 U/ul)
2 Ul 10x Ligationspuffer
auf 20 pl A. bidest.

In dieser Arbeit wurden neben, wie oben beschrieben, selbst vorbereiteten Vektoren auch
bereits fertig praparierte Vektoren kommerzieller Anbieter verwendet, die direkt in der
Ligation eingesetzt wurden.

2.2.18 Transformation von E. coli mit Plasmiden

Die Transformation wird nach ener modifizieten Methode von Hanahan (1983)
durchgefuhrt, der umfangreiche Untersuchungen Uber die Auswirkungen einzelner Faktoren
auf den Transformationserfolg von E. coli mit Plasmiden durchgefuhrt hat.

Die Bakterienstdmme, die als Dauerkultur vorliegen (siehe Kap. 2.2.23), werden auf Platten
aus LB-Medium ausgestrichen und Uber Nacht bel 37°C kultiviert. Mehrere Einzelkolonien
werden in je 1 ml SOB-Fissigmedium suspendiert und anschlieffend in einem 2 |
Erlenmeyerkolben mit 30 ml SOB-Flissigmedium und 300 pl Magnesiumlésung Uberfihrt.
Die Bakterien werden bei 180 upm und 37°C im Schittler bis zu einer ODssonm VOn etwa 0,5
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angezogen. Um das Wachstum der Bakterien zu stoppen, wird die Bakteriensuspension 10
min auf Eis gestellt. Anschlief3end wird fur 12 min bei 4°C und 1130 upm (Kuhlzentrifuge
RC 5 B plus mit Ausschwingrotor) zentrifugiert. Das Bakterienpellet wird nach Verwerfen
des Uberstandes in 10 ml Transformationspuffer resuspendiert und nach 10 min Inkubation
auf Eis erneut unter obigen Bedingungen zentrifugiert. Nach erneutem Verwerfen des
Uberstandes wird das Pellet in 4 ml Transformationspuffer aufgenommen und fir 10 min auf
Eis gestellt. Danach werden 140 pl DND-L6sung zugegeben und die Bakteriensuspension
wird fr 15 min auf Eisinkubiert. Dieser Schritt wird noch einmal wiederholt. Die nach dieser
Methode behandelten Bakterienzellen sind nun kompetent fur die Aufnahme von Plasmiden.
Je 200 ul der Bakteriensuspension werden zu einem Ligationsansatz (sehe Kap. 2.2.17)
hinzugegeben. Als Transformationskontrolle werden 10 ng eines Kontrollplasmids ebenfalls
in 200 pl Bakteriensuspension gelost. Die Ansdtze werden 30 min auf Eis inkubiert und
anschliefRend fur 90 sek auf 42°C erhitzt. Die Ansdtze werden direkt darauffolgend fur 2 min
auf Eis abgekuhit und nach Zugabe von 800 pl SOC-Flissigmedium fir 1 h bei 37°C im
Schittler kultiviert.

Die Flussigkulturen werden in der Selektion (Kap. 2.2.19) eingesetzt.

M agnesiuml 6sung
1M MgCh
1M MgSO,

Transformationspuffer (pH 6,2)

01M RbCl

45 mM MnCh

10 mM CaCl,

10 mM MES (mit 10 M KOH auf pH 6,3 eingestellt)
3mM HaCoClz

DND-L6sung (pH 7.,5)

153 mg/ml DTT
90% DMSO
1% 1M KAc



2.2.19 Selektion transformierter Zellen

Um den Erfolg der Transformation gleichzeitig mit der Kultur der Bakterien kontrollieren zu
koénnen, werden Aliquote der Ansdtze auf Selektivmedien ausplattiert. Dabel macht man sich
die Eigenschaften der verwendeten Vektoren zunutze.

Diese besitzen eine Ampicillinresistenz und ein lacZ-Gen, innerhalb dessen sich die multiple
cloning site (MCYS) befindet. Entwickeln sich Bakterienkolonien auf dem ampicillinhaltigen
AlIX-Medium, enthalten diese Zellen entweder das intakte Plasmid oder ein Konstrukt aus
Plasmid und ligierter DNA (Insert).

Durch das lacZ-Gen, welches fir ein Peptid codiert, ist eine weitere Selektion mdglich.
Dieses Peptid vereinigt sich mit einem Protein, welches durch das Genom der E. coli-
Bakterien kodiert wird, und es entsteht ein aktives Enzym, die RGalaktosidase. Dieses
Enzym kann das ebenfals im AIX-Medium enthaltene Substrat X-Gal umsetzen und fihrt
dadurch zu einer Blaufarbung des Mediums. Da die multiple cloning site innerhalb des lacZ-
Gens liegt, kann das notwendige Peptid nur gebildet werden, wenn sich an dieser Stelle kein
Insert im Plasmid befindet. Die Bakterienkolonien, deren Bakterien ein Plasmid mit Insert in
der MCS enthalten, bleiben demnach weil3. Diese Methode der Selektion wird als “blue-white
screening” oder a -Komplementation bezeichnet.

Aliguote von 100 pl jeder Flussigkultur werden auf Platten mit AIX-Medium ausplattiert und
bei 37°C uber Nacht angezogen. Vom Kontrollansatz wird eine Verdinnungsreihe hergestellt
(102, 10 und 10#). Es werden 100 pl jeder Verdiinnungsstufe auf AP-Medium ausplattiert
und ebenfalls bel 37°C Uber Nacht angezogen.

Da die Bakterienzellen weil3er Kolonien nicht immer das gewiinschte Insert enthalten, ist es
notwendig, den Erfolg durch Isolierung der rekombinanten Plasmid-DNA (Kap. 2.2.20) und
anschlieffenden Restriktionsverdau (Kap. 2.2.21) zu Uberprifen, bevor die Aufreinigung fur
die Auftragssequenzierung vorgenommen wird (Kap. 2.2.22).

2.2.20 I solierung rekombinanter Plasmid-DNA

Die Plasmid-DNA wird nach einer modifizierten Methode von Birnboim und Doly (1979)
durchgefihrt.

Dazu werden jeweils 3,5 ml LB-AP-Flissigmedium mit einzelnen weil3en Bakterienkolonien
angeimpft und fir 6 h be 37°C auf dem Schittler kultiviert. Danach werden 2 mil
abgenommen und 3 min bei 13000 upm zentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen und das

Pellet in 200 pl Lésung A resuspendiert. Nach 10 min Inkubation bel Raumtemperatur
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werden 400 ul Losung B dazugegeben, kurz gemischt und mit 300 pl Losung C versetzt. Der
Ansatz wird fur 15 min auf Eis gestellt und anschlieffend fir 10 min bei 13000 upm
zentrifugiert. Der Uberstand, der die Plasmid-DNA enthélt, wird nochmals auf Eis gestellt
und zentrifugiert. Um die Plasmid-DNA auszufallen, wird der Uberstand mit 400 pl EtOHq
(bei -20°C gelagert) vermischt und 10 min auf Eis inkubiert. Abschlief3end wird fir 10 min
bei 13000 upm zentrifugiert und nach Verwerfen des Uberstandes das Pellet im Vakuum

getrocknet. Das getrocknete Pellet wird in 80 ul RNase-L 6sung resuspendiert.

Ldsung A (pH 8)

15mM TrisHCI

10 mM EDTA

50 mM Glucose
L6sung B

02M NaOH

1% DS

Losung C (pH 4,8)
3M NaAc

Losung D (pH 8)

01M NaAc

50 mM TrisHCI
RNase-L 6sung

0,1 mg RNase (75 U/mg)

Gelost in 10 ml TE 10/0,1.

2.2.21 Kontrolle der Plasmid-DNA durch Restriktionsverdau

Um eine erfolgreiche Rekombination des gewiinschten Fragments im Plasmid zu Gberprifen,
wird ein Aliquot der resuspendierten Plasmid-DNA mit Restriktionsendonukleasen verdaut
und anschlief3end elektrophoretisch aufgetrennt.



Dazu wird der Reaktionsansatz fir 60 min bei 37°C inkubiert und anschliefiend zur
Uberpriffung der Spaltungsprodukte auf einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt. Da die
Plasmidsequenz und die Lange des gewlnschten Inserts bekannt sind, kann Uber den
Vergleich der Laufweite der Spaltungsprodukte mit dem | -Pstl DNA Standard eine Kontrolle
der Plasmid-DNA erfolgen.

Reaktionsansatz
3l Plasmid-DNA
15w 10x Restriktionsenzym-Puffer
10U Restriktionsenzym (bei Verwendung mehrerer Enzyme je 10 U)
auf 15 pl A. bidest.

2.2.22 Aufarbeitung der Plasmide flr die Auftragssequenzierung

Da die Qualitdt (Reinheit) der Lysate fur die Sequenzierung nicht ausreichend ist, missen die
fur die Auftragssequenzierung bestimmten Plasmidpréparationen mit dem QIAGEN Mini Kit
(QIAGEN) nachgereinigt werden. Dazu werden die Lysate mit dem 5-fachen VVolumen Puffer
PB vermischt, auf eine QIAprep mini Sdule gegeben und fir 2 min bei 13000 upm
zentrifugiert. Die Saule wird anschlief3end mit 750 ul Puffer PE gewaschen (30 sek, 13000
upm) und far 1 min trockenzentrifugiert (13000 upm). Die DNA wird abschlief3end mit 50 pl
Puffer EB 1 min eluiert und dann abzentrifugiert. Die Zusammensetzungen der Puffer sind
vom Hersteller nicht angegeben.

2.2.23 Erstellung von Dauerkulturen

Um eine dauerhafte Verflgbarkeit von Bakterienkulturen zu erméglichen, kdbnnen sogenannte
»Dauerkulturen® erstellt werden. Dabel nutzt man die Moglichkeit, dal3 Bakterienkulturen
durch Zugabe von Glycerin bal -20°C nahezu unbegrenzt lagerbar sind.

Dazu werden 500 pl der Bakterienldsung mit 675 pl 87%-igem Glycerin vermischt und bei -
20°C gelagert. Die Bakterien konnen nach dem Auftauen sofort in den entsprechenden

M edien weiterkultiviert werden

2.2.24 Multiplex RT-PCR-EL1SA
Fir das in dieser Arbeit entwickelte Verfahren wurden die Vor- und Nachteile der in der

Literatur zu findenden Varianten (siehe hierzu Punkt 1.2.2) gegeneinander abgewogen. So ist
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zum Beispid die Verwendung von DigoxigeninrdUTPs zur Markierung der PCR-Produkte
etwa 40x so teuer wie die Verwendung eines Digoxigenin markierten Primers.
Sandwichhybridisierungen haben den Nachteil, da’ die PCR-Produkte zwei mdglichst hoch
konservierte Sequenzbereiche besitzen missen und bei Verfahren ohne Hybridisierung ist das
Risko hoher Hintergrundreaktionen durch die Bildung von Primerdimeren oder
unspezifischen Amplifikationen gegeben (Menzel und Maiss, 2002). Die Verwendung von
langeren cDNA oder cRNA Proben (798 Nukleotide) ist zwar im Vergleich zu Capture-
Oligonukleotiden (22 Nukleotiden) 2-7 mal so sensitiv (Shamloul et al., 2001), hat aber den
Nachteil, dal? diese nicht, oder nur zu sehr hohen Preisen kommerziell erhdltlich sind. Da
aulferdem die kovalente Kopplung von Capture Oligonukleotiden deutlich glinstiger ist als die
Verwendung von Biotin-Streptavidin Systemen und die DIAPOPS-Technik deutlich
zeitaufwendiger ist als andere PCR-ELISA Verfahren, wurde die Variante gewahlt, bel der
mittels eines Digoxigenin-Primers markierte PCR-Produkte an kovalent gebundene Capture-
Oligonukleotide hybridisiert werden. Als Reaktionbsgefale wurden NucleoLink-Strips
(Nunc) verwendet, die eine sehr hohe Bindungskapazitét fur kovalent via Carbodiimide-
Kondensation gebundene Capture-Oligonukleotide besitzen. Voraussetzung fir eine Bindung
ist das Vorhandensein einer freien Phosphatgruppe am 5-Ende der Oligonukleotide. Die
Detektion der hybridisierten PCR-Produkte erfolgt mit Anti- Digoxigenin-Alkalische
Phosphatase Konjugat durch Umsetzung von para-Nitrophenylphosphat. Der Ablauf ist zur
Verdeutlichung in Abb. 3 schematisch dargestellt.

Zur Beschichtung der Oberflachen der Vertiefungen mit den Capture-Oligonukleotiden
werden 100 pl Kopplungsldsung in den einzelnen Vertiefungen fir 5 h oder tber Nacht bei
50° C inkubiert. Die Nukleinsduresequenzen der Capture-Oligonukleotide sind in Tab. 15
wiedergegeben. Im Anschlufd werden die Strips 3 mal mit Waschpuffer gewaschen, 5 min mit
Wasser gefillt stehen gelassen und abschliessend 3 mal mit Wasser gespiilt. Danach werden
20 pl einer 1:1 Mischung aus RT-PCR-Produkt und 1 M NaOH in die mit den entsprechenden
Capture-Oligonukleotiden beschichteten Vertiefungen pipetiert (fir multiplex RT-PCR | je
eine Vertiefung fur ACLSV, ASGV bzw. nad5, fur multiplex RT-PCR Il je eine Vertiefung
far ASPV, ApMV bzw. nad5). Nach 10 min Denaturierung werden 80 ul
Hybridisierungspuffer zugegeben und es wird fur 1 h be 37° C inkubiert. Anschliefsend
werden die Strips mit 0,5x SSC (enthélt 0,1% Tween20) 3 mal gewaschen, weitere 15 min
damit eingeweicht und erneut 3 ma gewaschen. Darauffolgend wird mit 90 pl
Antikorperlosung 30 min bei 37° C inkubiert, um danach mit Waschpuffer 3 mal die Strips zu

waschen, 5 min einzuweichen und nochmals 3 mal zu waschen. Fir den kolorimetrischen
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Nachweis werden 80 ul Substratlésung zugegeben und die Absorptionswerte werden nach 30
min Inkubation bei 37° C bei 405 nm im ELISA Photometer gegen Luft gemessen. Alle
Werte sind nach Abzug der Werte der Substratkontrolle angegeben. Proben mit einem
ELISA-Messwert Uber 0,1 werden als positiv angesehen.

einzelne Vertiefung - Kopplung der Hybridisierungssonden an

des Strip die Oberflache der Vertiefungen des

/ Hybridisierungssonde NucleoLink-Strips (parallel dazu RT-
PCR)

Hybridisierung der amplifizierten viralen
amplifizierte virale

. Nukleinsauren in den einzelnen
Nukleinsaure

Vertiefungen

\ é ’ ' Markierungsmolekul
enzymgekoppelter . o
Antikorper - Detektion der hybridisierten
Nukleinsduren Uber die Markierungen mit
enzymgekoppelten Antikdrpern
o O o°
O @)

e} farbloses Substrat - Zugabe des farblosen  Substrates,

welches durch das Enzym umgesetzt
@) gelbes Substrat
nach Umsetzung

werden kann

Identifizierung der infizierten Proben

anhand der Gelbfarbung der zugehdérigen

Vertiefungen

Abbildung 3: Schematische Dar stellung des RT-PCR-ELISA Verfahrens



Tabelle 15: Capture-Oligonukleotid Sequenzen und Position

Capture Oligonukleotid Sequenz in 5'-3' Orientierung® Position”

Apple chlorotic leaf spot virus  AAGATGGC/ACTCCAGTGTCTGTTCCAG 6883-6908
Apple stem grooving virus TGTTTCTCATCAGGT/CGTTAGACGATTCA  6229-6256

Apple stem piting virus CAAAGAAGAAGTCAAAAGCTGCATACCT  8947-8974
Apple mosaic virus AGTAATCCGAAAGGTCCGAATCCGAT 1534-1559
nad5 CTATGCGGATCCTCGGACATATATG 1910-1934

(°Die Capture-Oligonukleotide tragen eine frele Phosphatgruppe am 5'-Ende. °Die Referenz
Accesson-Nummern (NCBI Genbank, Nationa Center for Biotechnology Information) fir die
Bestimmung der Positionen sind D14996 fur Apple chlorotic leaf spot virus, D21829 fir Apple stem
pitting virus, U15608 fir Apple mosaic virus, AB004063 fur Apple stem grooving virus und D37958
fur dasnad5 Gen.)

K opplungsl6sung (pH 7)

0,1 mM Capture-Oligonukleotid mit freier 5'-Phosphatgruppe
10 mM EDC
10 mM 1-Methyl-1midazol

Waschpuffer (pH 7.5)

150 mM NaCl
10 mM Tris HCI
0,1% Tween-20

Hybridisierungspuffer (pH 7.5)

6,25x SSC
05M NaHPO,
0,625% Blocking Reagenz (Roche)

Antikorperl6sung

1:2000 in Waschpuffer verdinntes Anti-Digoxigenin-Alkalische Phosphatase
Konjugat
0,5% Blocking Reagenz (Roche)

Substrat! 6sung (pH 9,8)




10% Diethanolamin

10 mg/mi para-Nitrophenylphosphat

2.2.25 Ersatz der NucleoLink-Strips (Nunc) durch DNA-Immobilizer (EXIQON)

Um bel dem RT-PCR-ELISA Verfahren beziglich der Srips herstellerunabhangig zu sein,
wurden die DNA-Immobilizer (EXIQON) im Vergleich zu den NucleoLink-Strips
exemplarisch fir ASPV getestet. Handhabung und Zeit-/Arbeitsaufwand sind vergleichbar,
auch wenn die Kopplung der Capture-Oligonukleotide bei den DNA-Immobilizern auf einem
anderen Mechanismus beruht. Nachteilig ist der mit ca. 10 Cent gegentiber ca. 4 Cent pro
Vertiefung deutlich hthere Preis der EXIQON-Strips. Fur die Kopplung der Capture-
Oligonukleotide ist im Gegensatz zu den NucleoLink-Strips eine freie 5-Aminogruppe und
eine andere Kopplungsdsung notwendig. Je Vertiefung werden 100 pl Kopplungsldsung bei
Rt fir 2 h oder bei 4° C Uber Nacht inkubiert. Der restliche Ablauf entspricht dem fir die
NukleoLink-Strips beschriebenen.

Kopplungd 6sung (pH 9,6)

0,1 mM Capture-Oligonukleotid mit freier 5'- Aminogruppe
01M NaCGOs

2.2.26 Nachweis von PCR-Produkten mittels DI G-Detection Test-Strips (Roche)

Eine weitere mogliche Alternative fur die Gelelektrophorese stellen die DIG-Detection Test-
Strips der Firma Roche fir den Nachwels von RT-PCR Produkten dar. In der RT-PCR wird
dafir wie be der RT-PCR-ELISA Variante ein mit Digoxigenin modifizierter
virusspezifischer Primer verwendet. Im Anschlul® an die PCR wird kurz hitzedenaturiert und
mit einem internen Biotin-modifizierten Oligonukleotid hybridisiert. Die Hybride, die im
Fale einer vorausgegangenen Amplifikation (hier virusinfizierte Probe) aus einem mit
Digoxigenin modifiziertem Strang und einem Biotin-Oligo bestehen, werden Uber eine
Streptavidin-Biotin Bindung auf einer Streptavidin-Linie auf der Membran des Strips beim
Lauf der Chromatographie gebunden. Die im Chromatographiepuffer enthaltenen Anti-
Digoxigenin Gold-Konjugate (rotviolett gefarbt, aus Maus) binden an das Digoxigenin der
Hybride und es bildet sich eine rotviolette Farbung auf der Streptavidin-Linie. Uberschiissige
Anti-Digoxigenin Gold-Konjugate werden von gegen sie gerichteten, auf der Membran an

einer anderen Stelle fixierten Antikorpern (Anti-Maus Antikorper-Linie) as Kontrolllinie fur



eine erfolgreiche Chromatographie sichtbar. Bei Ausbleiben einer Amplifikation (virusfreie
Probe) entstehen keine Hybride und es wird im Laufe der Chromatographie nur die
Kontrolllinie sichtbar. Das Verfahren wurde exemplarisch mit mehreren ASPV-lsolaten
getestet. Der gesamte Nachweis dauert nur ca. 30 min nach Ablauf der RT-PCR, hat jedoch
den Nachteil, dal3 ein Strip mit ca. 2,50 Euro relativ teuer ist.

Nach Ablauf der RT-PCR wird 1 pl 5-BiotinrOligonukleotidiosung (10 uM,
sequenzidentisch mit dem in Tab. 15 angegeben Capture-Oligonucleotid fir ASPV)
zugegeben, fur 5 min bei 95°C denaturiert und 10 min bei 37°C hybridisiert. Anschlief3end
werden 5 pl des Ansatzes auf das Probenfeld aufgetragen und das Pufferfeld wird 5 sek in den
Chromatographiepuffer (Zusammensetzung vom Hersteller nicht angegeben) getaucht. Nach
10 min Wartezeit kann das Ergebnis abgelesen werden. Die Ergebnisse der Test-Strips
verandern sich danach bei trockener Aufbewahrung nicht mehr und die Strips kénnen somit

fir Dokumentati onsawecke verwendet werden.

A Infizierte Gesunde
L Absorptionsfeld Probe Probe/
a Negativ-
u kontrolle
f Anti-Maus Antikorper-Linie < <+
ir Streptavidin-Linie <4—
c
h Proben-Feld | L
t - Anti-Digoxigenin - -
u Gold-Konjugat Feld
n
g Pufferfeld

Abbildung 4: Schematische Dar stellung der DI G-Detection Test-Strips(Roche)

2.2.27 Untersuchungen zur Atiologie des Erregers der Gummiholzkrankheit (ARW)
2.2.27.1 PCR Nachweis von Phytoplasmen

Neben der Mdglichkeit, Phytoplasmen spezifisch mit Indikatoren oder ELISA nachzuweisen,
wurden von mehreren Autoren universell einsetzbare Primer fir den PCR-Nachweis von
Phytoplasmen beschrieben. Dabel werden die Primer in Uber alle Phytoplasmen hinweg
konservierte Genombereiche (meist 16S-RNA/23S-RNA Gene) gelegt, so dal’ erst nach
einem anschlieffenden Verdau der Amplifikate mit entsprechend selektiv schneidenden
Restriktionsendonukleasen eine genau Bestimmung des Phytoplasmas mdglich ist. Die
unterschiedlichen  Restriktions-Bandenmuster dienen auch der Klassifikation der

Phytoplasmen. Die universelle PCR-Technik hat den Vorteil, das somit auch bisher nicht (auf



Nukleinsdureebene) charakterisierte Phytoplasmen detektiert und klassifiziert werden kénnen.
Aufgrund der widerspriichlichen Aussagen (ber die Atiologie des Erregers der
Gummiholzkrankheit wurde zu Beginn der Arbeiten versucht, die Ergebnisse von Bertaccini
et al. (1998) mittels nested PCR zu reproduzieren. Ausserdem wurden zwei weitere nested
PCR Verfahren zur Untersuchung von ARW infizierten Apfel- und Birnenbaumen eingesetzt
(Seemdiller, pers. Mitteillung; Heinrich et al., 2002). Die 3 Verfahren unterscheiden sich
wesentlich in der Nukleinsaureextraktionsmethode und den verwendeten Primerpaaren, sollen

aber alle spezifisch und universell fir Phytoplasmen einsetzbar sein.

2.2.27.1.1 Nested PCR nach Bertaccini et al. (1998)

DNA-Extraktion

Fir die DNA Extraktion verwenden Bertaccini et al. (1998) ein Protokoll von Lee et al.
(1991). Dabei werden 0,5 g Mittelrippen junger Bléatter oder Phloemgewebe von 1 jéhrigen

grinen Trieben in flussigem Stickstoff gemdrsert, mit 2 ml Extraktionspuffer 3 und 0,2 ml
SDS (10%) vermischt und 1 h bei 55° C inkubiert. Anschlief3end wird fur 10 min bei 6000
upm zentrifugiert, der Uberstand zur Nukleinsiurefallung mit dem 0,6-fachen Volumen
|sopropanol versetzt und fur weitere 15 min bei 8000 upm zentrifugiert. Das Pellet wird in 0,5
ml TEPS-Puffer aufgenommen und 1 h bei 37° C inkubiert. Anschlief3end werden erst 87,5 ul
NaCl (5 M) und darauf 70 ul CTAB-Puffer zugegeben und der Ansatz wird 10 min bei 65°C
inkubiert. Danach wird der Ansatz einmal mit dem gleichen Volumen Chloroform
|soamylalkohol (Volumenverhdtnild 24:1) und einma mit dem gleichen Volumen Phenol-
Chloroform-Isoamylalkohol  (Volumenverhdtni3 25:24:1) extrahiert. Die DNA wird
abschlief?end mit dem 0,6-fachen Volumen Isopropanol gefdlt, 10 min bel 8000 upm
zentrifugiert und das resultierende Pellet mit 300 pl Ethanol (70%) gewaschen, erneut
zentrifugiert und bei Rt getrocknet. Die extrahierte DNA wird in TE 10/0,1 bis zu einer

Konzentration von 60 ng/pl aufgenommen.

Extraktionspuffer 3 (pH 8)

01M TrisHCI
01M EDTA
025M NaCl

100 pg/ml Proteinase K

a7



TEPS-Puffer (pH 8)

10 mM
1mM

100 pg/ml
0,5%

CTAB-Puffer
10%

0,7M

PCR

TrisHCI
EDTA
Proteinase K
DS

CTAB
NaCl

Die Amplifikation erfolgt in zwei Abschnitten. Im ersten wird 1 pl Nukleinsdureextrakt von

verschiedenen ARW infizierten und gesunden Proben eingesetzt, im zweiten dann 1 pl der 1:
40 in A. bidest. verdiinnten PCR-Produkte des ersten Abschnitts. Das PCR Programm und der
Reaktionsansatz sind bis auf die eingesetzten Primer identisch. Im ersten Abschnitt wurde das
Primerpaar R16F2/R16R2 und im zweiten das Primerpaar R16(X)F1/ R16(X)R1 verwendet
(Primer nach Lee et al. [1995]; Tab. 16). Die Amplifikate wurden direkt und as
Spaltungsprodukte von Ansdtzen mit den Restriktionsendonukleasen Kpnl, Rsal und Alul

gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Reaktionsansatz
1 Template (Extrakt oder verdiinntes PCR Produkt)
5ul 10x HotStar Taqg PCR Puffer
2 ul MgCh (25 mM)
04 HotStar Taq DNA Polymerase (5 U/pl)
05l dNTP-Mix (25 mM je dNTP)
05 Tween-20 (10%)
jels5ul je Primer (10 uM)
auf 50 pl A. bidest.
Programm nested PCR
Enzymaktivierung 15 min 95°C

35 Zyklen (1min 94°C, 2 min 50°C, 3 min 72°C)



Abschlusssynthese 10 min 72°C

Tabelle 16: Primer nach Leeet al. (1995)

Bezeichnung | Orientierung | Nukleinsduresequenz (5'-3-Orientierung)
R16F2 sense ACGACTGCTAAGACTGG

R16R2 antisense TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG
R16(X)F1 sense GACCCGCAAGTATGCTGAGAGATG
R16(X)R1 antisense CAATCCGAACTGAGACTGT

2.2.27.1.2 Nested PCR nach Seemiller (pers. Mitteilung)

DNA Extraktion

Die Extraktion erfolgte nach einer von Ahrens und Seemdiller (1992) beschriebenen Methode.
Als Pflanzenmaterial werden 0,5 g zerkleinerte Blattmittelrippen oder Sprof3spitzen

verwendet, die anschlief3end fir 10 min in 6 ml eiskaltem Homogenisationspuffer inkubiert
werden. Anschlief?end wird das Pflanzenmaterial gemorsert, es werden weitere 8 ml
Extraktionspuffer 4 zugegeben und erneut gemdrsert. Das Homogenat wird fir 4 min und 4°C
bei 1100 g (Kuhizentrifuge RC 5 B plus mit Ausschwingrotor) zentrifugiert. Der Uberstand
wird abgenommen und erneut bei 4°C und 14600 g (Kuhlzentrifuge RC 5 B plus mit
Ausschwingrotor) zentrifugiert. Das entstandene Pellet wird in 1,5 ml 60°C warmen
Extraktionspuffer aufgenommen und fir 30 min inkubiert. Anschlief3end werden die Proben
mit dem gleichen Volumen Chloroform-Isoamylalkohol (Volumenmischungsverhéltnis 24:1)
extrahiert, mit dem 0,6 fachen Volumen Isopropanol ¢20°C) vermischt und fir 20 min bei
15000 g (Kuhlzentrifuge RC 5 B plus mit Ausschwingrotor) zentrifugiert. Das so erhaltene
Nukleinsdurepellet wird mit 300 ul Ethanol (70%) gewaschen, im Vacuum getrocknet und in
100 pl A. bidest. aufgenommen. Abschlief3end wird nach Zugabe von 5 pg RNase A bei 37°C
fir 30 min inkubiert, zweima mit dem gleichen Volumen ChloroformIsoamylalkohol
(Volumenmischungsverhéltnis 24:1) extrahiert. Die Nukleinsduren werden erneut wie oben
beschrieben mit Isopropanol geféllt, gewaschen und getrocknet. Die extrahierte DNA wird in

TE 10/0,1 bis zu einer Konzentration von 100 ng/ul aufgenommen.

Homogeni sationspuffer (pH 7,6)

125 mM NagPO,
30 mM Ascorbinsdure
10% Sucrose
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0,16% BSA
2% PVP-40

Extraktionspuffer 4 (pH 8)

2% CTAB
1,4M NaCl

0,2% 2-MeEtOH
20mM EDTA
01M TrisHCI

PCR

Die Amplifikation erfolgte bis auf ein anderes nested PCR-Programm und die Verwendung
anderer Primer im Reaktionsansatz entsprechend der unter Punkt 2.2.27.1.1 beschriebenen.
Im ersten Abschnitt wurde das Primerpaar PL/P7 (Schneider et al., 1995) und im zweiten das
Primerpaar U5/U3 (Lorenz et al., 1995) verwendet (Tab. 17). Die Amplifikate wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Programm nested PCR

Enzymaktivierung 15 min 95°C

35 Zyklen (30 sek 95°C, 45 sek 55°C, 2 min 72°C)
Abschlusssynthese 10 min 72°C

Tabelle 17: Primer nach Seemdiller (pers. Mitteilung)

Bezeichnung | Orientierung | Nukleinsduresequenz (5'-3-Orientierung)
P1 sense AGAGTTTGATCCTGGCTCAGGA

P7 antisense CGTCCTTCATCGGCTCTT

us sense CGGCAATGGAGGAAACT

u3 antisense TTCAGCTACTCTTTGTAACA

2.2.27.1.3 Nested PCR nach Heinrich et al. (2002)
DNA Extraktion
Die DNA Extraktion erfolgte mit dem GenEluted Plant Genomic DNA Kit (Sigma). Dabei

werden 100 mg Blattmaterial (Mittelrippen) in flissgem Stickstoff gemdrsert, mit 350 pl



Lysis Puffer A und 50 ul Lysis Puffer B versetzt und 10 min bel 65°C inkubiert. Danach
werden 130 pl Préazipitationspuffer zugegeben und die Proben werden 5 min auf Eis gehalten.
Nach 5 min Zentrifugation bei 13000 upm wird der Uberstand auf eine Filtersiule gegeben, 1
min bel 13000 upm zentrifugiert und das Filtrat wird, mit 700 pl Bindungspuffer vermischt,
auf die DNA-Bindungssaule gegeben und 1 min bei 13000 upm zentrifugiert. Die Saule wird
zweima mit 500 pl Waschpuffer gewaschen (je 1 min bei 13000 upm zentrifugiert) und die
DNA wird mit 100 ul Elutionspuffer (auf 65°C vorgewarmt) eluiert (2 min bei 13000 upm
zentrifugiert). Die Zusammensetzung der einzelnen Puffer ist vom Hersteller nicht angegeben.

PCR

Die Amplifikation erfolgte mit unterschiedlichen PCR-Programmen fir die beiden
Abschnitte. Bis auf die Verwendung anderer Primer und den Einsatz von 15 ul
Nukleinsaureextrakt im 1. Abschnitt entspricht der Reaktionsansatz dem unter 2.2.27.1.1
beschriebenen. Im ersten Abschnitt wurde das Primerpaar PA2F/PA2R und im zweiten das
Primerpaar NPA2F/NPA2R  verwendet (Tab. 18). Die Amplifikate wurden
gelelektrophoretisch aufgetrennt.

Programm nested PCR

1. Abschnitt:

Enzymaktivierung 15 min 95°C

35 Zyklen (30 sek 94°C, 1:15 min 60°C, 1:30 min 72°C)
Abschlusssynthese 10 min 72°C

2. Abschnitt:

Enzymaktivierung 15 min 95°C
35 Zyklen (30 sek 95°C, 30 sek 60°C, 45 sek 72°C)
Abschlusssynthese 10 min 72°C

Tabelle 18: Primer nach Heinrich et al. (2002)

Bezeichnung | Orientierung | Nukleinsduresequenz (5'-3'-Orientierung)
PA2F sense GCCCCGGCTAACTATGTGC

PAZR antisense TTGGTGGGCCTAAATGGACTC
NPAZ2F sense ATGACCTGGGCTACAAACGTGA
NPAZ2R antisense GGTGGGCCTAAATGGACTCG
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2.2.27.2 Nachweistechniken fur nicht charakterisierte Viren

Aufgrund der selbst gewonnen Ergebnisse mittels drei verschiedener nested PCR Verfahren,
bei denen keine eindeutige Assoziation von Phytoplasmen mit ARW gezeigt werden konnte,
und der Tatsache, dai sich der Erreger der Gummiholzkrankheit beziiglich der Ubertragung
fir Phytoplasmen untypisch verhdlt (fur ale Phytoplasmen sind Vektoren bekannt
(Seemdiller, pers. Mitteilung), nicht aber fir den Erreger der Gummiholzkrankheit, dessen
gpontanes Auftreten im Feld noch nie beschrieben wurde), wurde nun versucht, ein
moglicherweise mit ARW assoziiertes Virus nachzuweisen. Fur den Nachweis von bisher
unbekannten Viren/Viroiden gibt es im Gegensatz zu den Phytoplasmen keine als universell
einsetzbar beschriebene Technik. Die Elektronenmikroskopie ist zwar fur viele bekannte
Viren universell einsetzbar und auch Viroide konnten elektronenmikroskopisch dargestellt
werden, aber die verwendeten EM-Techniken unterscheiden sich tellweise erheblich
voneinander. Desweitern wird die Anwendbarkeit der Elektronenmikroskopie durch teilweise
instabile Viruspartikel und insbesondere in  Geholzen auftretende sehr niedrige
Viruskonzentrationen begrenzt. Gleiches gilt fir Virusreinigungen, die sich aufgrund der
unterschiedlichen Molekulargewichte der Viruspartikel und Empfindlichkeiten gegen
einzelne Chemikalien und Losungsmittel stark voneinander unterscheiden. Die von Morris
und Dodds (1979) beschriebene Technik der dsRNA-Extraktion erlaubt es, dsSRNA selektiv
aus Gesamtnukleinséure zu isolieren. DsRNA konnte bisher fir viele (+) ssRNA Viren aus
infizierten Pflanzen isoliert werden (vermutlich Replikationsintermediate). Ebenso wurde die
Extrahierbarkeit von dsRNA von vielen dsRNA Viren und von ambisense RNA besitzenden
(-) ssRNA Viren {Tospoviridae) gezeigt (Dodds, 1993; Okuda und Hanada, 2001). Von
anderen ¢) ssRNA Viren Rhabdoviridae, Ophiovirus, Tenuivirus), Retroviren und DNA
Viren ist keine erfolgreiche dsRNA-Extraktion in der Literatur beschrieben. Neben der
Elektronenmikroskopie und dsRNA-Extraktion wurden zwel weitere Techniken, die SISPA
Technik und cDNA Subtraktion, eingesetzt, deren Anwendung zur Identifikation viraler

Nukleinsauren aus Pflanzen in der Literatur bisher nicht beschrieben ist.

2.2.27.2.1 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden Uberwiegend am Institut fur
Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz selbst und zwischenzeitlich an der Biologischen
Bundesanstalt in Braunschweig mit Unterstiitzung von Herrn Dr. Lesemann durchgefihrt. Es
wurden ausschliefdlich Tropfpréparate verwendet. Dazu wird mit der Rickseite einer

Pasteurpipette ein kreisrundes Gewebsstiick ausgestanzt und in einem Tropfen Phosphatpuffer
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homogenisiert. Anschlieffend wird ein mit Pyoloform beschichtetes und mit Kohle
bedampftes Kupfergrid auf einem Tropfen des Homogenats 10 min inkubiert, mit 30 Tropfen
A. bidest. gespult, mit einem Stlick Filterpapier vom Rand aus getrocknet und mit 5 Tropfen
Uranylacetat (1% in A. bidest.) kontrastiert. Das Uberschiissige Uranylacetat wird ebenfalls
mit einem Stick Filterpapier seitlich abgezogen. Die Grids wurden bei verschiedenen
Vergrof3erungen (30000x bis 400000x) mikroskopiert.

Phosphatpuffer (pH 7)

38,8 mi KH2PO4 (0,5 M)
61,2 ml NaHPO, (0,5 M)
auf 500 ml A. bidest.

2.2.27.2.2 Anzucht und Kultur von Pflanzen im Gewachshaus

Die Samen der verwendeten Pflanzen wurden in 12er Topfen in Fruhstorfer Erde (Typ P)
gesdt und nach Erreichen der pikierfahigen Pflanzengrof3e direkt in einzelne 10er Topfe mit
dem selben Substrat pikiert. Die Kultur erfolgte bei 20°C/22°C Heizungs-/L Gftungstemperatur
und mindestens 5 kIx (Assimilationszusatzbelichtung) zwischen 6 h und 22 h. Es wurde 1 mal
wochentlich mit 0,02%- igem Blattdinger (22 + 4 + 6 mit Spurennahrstoffen) gediingt.

2.2.27.2.3 Ubertragungsver suche

Da von einigen Viren bekannt ist, dal3 sie in krautigen Pflanzen deutlich hthere Virustiter as
in ihren holzigen Wirten erreichen, wurde versucht, den vermeintlichen viralen Erreger der
Gummiholzkrankheit auf krautige Pflanzen zu Ubertragen. Dabei wird Pflanzengewebe im
Gewicht/Volumen Verhdltnis von 1:4 in Inokulationspuffer gemdrsert und mit dem Daumen
mit leichtem Druck auf mit Celite bestaubte, nicht vollstandig entwickelte Blétter gestrichen,
um Uber die so erzeugten Verletzungen der Zellwande eine Virusinfektion zu ermdglichen.
Anschliefend werden die inokulierten Blatter mit Wasser abgespllt. Die in den
Ubertragungsversuchen verwendeten Pflanzenarten sind in Tab. 19 in alphabetischer

Reihenfolge aufgefuhrt.



Tabelle 19: Liste der in den Ubertragungsver suchen verwendeten Pflanzenarten und Sorten

Pflanzenart Sorte (wenn bekannt)

Chenopodium foetidum

Chenopodiumquinoa

Cucumis sativus ‘Mervita

Cucurbita pepo 'Gold Rush'

Gomphrena globosa

Helianthus annuus

Lycopersicon esculentum ‘Lizzy'

Nicotiana benthamiana

Nicotiana hesperis

Nicotiana occidentalis

Nicotiana occidentalis ‘Obliqua
Nicotiana occidentalis 'PY
Nicotiana tabacum Xanthi'
Nicotiana tabacum ‘Samsun nn'
Phaseolus vulgaris 'Carioca
Phaseolus vulgaris ‘Duffix’
Phaseolus vulgaris ‘Saxa
Physalis alkekengi

Viciafaba

Zinnia elegans

I nokul ationspuffer (pH 7)

38,8 ml KH2PO, (0,5 M)
61,2 ml NaHPO, (0,5 M)
0,5% PVP-40

auf 500 ml A. bidest.

2.2.27.2.4 Stamminokulation von Baktereien

Zur Ubertragung von Bakterien auf Apfelbaume wurden diese in ca. 40 cm Stammhohe mit
einem 3 mm Bohrer mittig durchbohrt. Durch das entstandene Loch wurde ein
Baumwollfaden gezogen und so am anderen Ende verknotet, dal3 er nicht zurtickrutschen

kann. Das freie Ende wurde in ein 2 ml Eppendorfgefa? durch ein in den Deckel gebohrtes



Loch gesteckt. Die Bakteriensuspension (2 ml, eingestellt auf OD von 0,785) wurde in das
Gefaly gefullt und der Deckel wieder verschlossen. Nach jeweil 24 h wurde die
Bakteriensuspension 3 mal wieder aufgeflillt. Bei den Kontrollbdumen wurden mit Wasser

inokuliert.

2.2.27.2.5 DSRNA Extraktion

Die Extraktion doppelstréngiger RNA wurde mit einer nach Morris und Dodds (1979)
modifizierten Methode durchgefuihrt. Das Grundprinzip dieser Technik beruht auf der
selektiven Bindung von dsRNA an CF11 Cellulose in wéssrigen Losungen mit 16,5% EtOH.
Dabei werden ca. 15 g Pflanzenmaterial (Blétter, Rindengewebe mit vegetativen Knospen
oder Bliten) mit 20 ml Chloroform, 20 ml 2x STE, 3 ml SDS (10%), 0,4 g PVP-400 und 0,4
ml 2-MeEtOH 30 min auf Eis gertihrt. Anschlief3end wird fir 30 min bel 6000 upm (Heraeus
Minifuge 2 mit Ausschwingrotor) und 4°C zur Phasentrennung zentrifugiert und 20 ml des
Uberstandes werden abgenommen, mit 4 ml EtOHgs auf 16,5% EtOH eingestellt und 10 min
mit 2 g CF11 Cdlulose zur Bindung der dsRNA gertihrt. Die Cellulose wird fir 2 min bei
6000 upm (Heraeus Minifuge 2 mit Ausschwingrotor) abzentrifugiert, 4 mal mit 40 ml 1x
STE(+ 16,5% EtOH) gewaschen und mit 20 ml 1x STE (+ 16,5% EtOH) in eine Spritze
gegeben, die mit etwas Baumwollwatte am Boden abgedichtet ist. Die so entstandene
Cellulosesaule wird mit 100 ml 1x STE (+ 16,5% EtOH) gewaschen und die dsRNA
anschlieffend mit 13 ml 1x STE e€luiert. Die dsRNA wird mittels NaAc-EtOH-Fallung
konzentriert und in 0,4 ml 1x DNase-Puffer aufgenommen. Gegebenenfalls roch vorhandene
Cellulose wird kurz abzentrifugiert, der Uberstand in ein neues Eppendorftube tberfiihrt und
zum Abbau kontaminierender DNA mit 15 U RQ1 DNase (1u/pl) 30 min bei 37°C inkubiert.
Darauffolgend werden 0,2 ml 1 M MgCh und 2 pl RNase (10 mg/ml) zugegeben und erneut
30 min bei 37°C inkubiert, um eventuell noch vorhandene ssRNA zu verdauen. Anschlief3end
wird der Ansatz einer Phenol-Chloroform Extraktion unterzogen und die dsRNA erneut
mittels NaAc-EtOH-Fallung konzentriert und in 20 yl TE 10/0,1 aufgenommen. Die dsRNA

wir auf einem 0,8% Agarosegel aufgetrennt.

2x STE (pH 6,8)
02M NaCl
01M TrisHCI
2mM EDTA



2.2.27.2.6 SISPA-Technik

Mithilfe der von Allander et al. (2001) entwickelten SISPA-Technik (Sequence-I ndependent
Single Primer Amplification) wurden in Blutserum bisher unbekannte Viren entdeckt. Diese
Technik beruht darauf, Viruspartikel von anderen zelluldren Bestandteilen und Pathogenen
(z.B. Bakterien) mittels Filtration durch bakteriendichte Filter zu trennen, und anschlief3end
free Nukleinsauren im Filtrat enzymatisch zu verdauen. Die viralen Nukleinsduren bleiben
durch ihre Proteinhille geschitzt unverdaut. Im Anschlul3 daran werden die viraen
Nukleinsauren extrahiert und stehen ohne Verunreinigungen mit Wirtsnukleinsduren zur
Verfligung. Anschlief3end werden die Nukleinsduren mit Restriktionsendonukleasen verdaut
(fir Viren mit dsDNA Genom), passende Adapter ligiert und anschlief3end mit
Adaptersequenz-spezifischen Primern amplifiziert, kloniert und sequenziert. Handelt es sich
nicht um Viren mit dsDNA Genom, muld eine Zweitstrangsynthese zwischengeschaltet
werden, fur RNA Genome zusétzlich noch vorab eine cDNA Synthese. In der Literatur gibt es
bisher keine Hinweise auf eine Erprobung dieser Technik an virusinfizierten Pflanzen. Da
Nuk leinsduren-enthaltende pflanzliche Zellbestandteile wie Mitochondrien, Plastiden und
Zellkerne einen grofkeren Durchmesser als die Poren der verwendeten Filter (Porenweite 0,2
um) haben (Nultsch, 1991), sollte eine Ubertragbarkeit mdglich sein.

Modifizierte SISPA fur DNA und RNA Viren in Pflanzen

Fur die Herstellung des Presssaftes werden 150 mg Blattgewebe oder Blitenblétter in 1 ml 1x
DNase Puffer gemorsert. Anschlief3end werden grobe Bestandtelle und Schwebstoffe, die die

Filter verstopfen wiirden, mit 5 min bei 10000 upm abzentrifugiert und der Uberstand wird
von Hand durch einen Membranfilter (Porenweite 0,2 um, Roth) gepresst. Die Ansdtze fir
DNA und RNA Viren wurden ab diesem Schritt separat weiterverarbeitet. Zu jewells 300 pl
Filtrat werden 100 U DNase zugegeben und 2 h bel 37 inkubiert. Parallel dazu wird der
Ansatz, der auf mdgliche Présenz von Viren mit RNA Genom getestet wird, zusétzlich mit 20
Mg RNase versetzt. Die unverdauten Nukleinsduren werden anschlief3end aus dem Ansatz fir
DNA Viren mit dem DNeasy Kit (QIAGEN), fir RNA Viren mit dem RNeasy Kit
(QIAGEN) extrahiert und anschliefiend in 30 ul A. bidest. aufgenommen. Die extrahierte
RNA wird nun fur die cODNA Synthese mit 8,4 pl 5x RT-Puffer, 2 ul dNTP-Mix (25 mM je
dNTP), 1 pl RandomHexameren (10 pm/ul) und 6 U AMV Reverse Transcriptase (10 U/ul)
1 h bel 42°C inkubiert. Zur Zweitstrangynthese werden 8 ul 10x Klenow DNA Polymerase
Puffer und 4 U Klenow DNA Polymerase | (1 U/ul) zugegeben und mit A. bidest. auf 80 pl
aufgefullt. Anschlief?end wird 1 h bei 12°C, 1 h bei 22 °C, 30 min bei 37°C und 10 min bei



72°C inkubiert. Auch die extrahierte DNA wird einer Zweitstrangsynthese unterzogen, um

auch eventuell vorhandene ssDNA Viren mit zu efassen. Dem DNA Ansatz wird zur

Zweitstrangsynthese zusétzlich noch 1 pl RandomHexamere (10 pm/ul) zugegeben. Im

Anschluf3 an die Zweitstrangsynthese werden 2 ul der Restriktionsendonuklease Csp6l (10
U/ul) zuzgegeben und die Ansédtze werden fir 1 h bel 37°C inkubiert. Anschlief3end werden
die Ansétze nach Phenol-Chloroform Extraktion und Natriumacetat-Ethanol Fallung in je 20

pl 1,5x Ligase Puffer aufgenommen, mit 6 U T4 DNA Ligase und 4ul Adapter Mix 1 h bel
4°C und 4 h bei 20°C inkubiert.

Die Amplifikation erfolgt in einem PCR Standard-Reaktionsansatz mit HotStar Taq DNA
Polymerase mit je 2 pl Ligationsansatz und 4 pl Primer Arbeitddsung Primer NBam24 (10

pMM). Die PCR-Produkte werden auf einem 1,5%-igem Agarosegel aufgetrennt, die

entsprechend differentiellen Banden, die nur

ausgeschnitten, aufgereinigt, kloniert und sequenziert.

Adapter Mix

1
1
8 ul

Fur 1 min auf 95°C erhitzen, 5 min auf Eis abkihlen.

Primer NBam24 (10 uM)
NCsp (10 pM)
A bidest.

SISPA PCR Programm

Enzymaktivierung 15 min 95°C
40 Zyklen (1 min 94°C, 3 min 72°C)

Tabelle 20: Primer und Adapter der SISPA Technik

bei der

Bezeichnung | Nukleinséuresequenz
NBam24 AGGCAACTGTGCTATCCGAGGGAG
NCsp TACTCCCTCGG

2.2.27.2.7 Subtraktion von cDNA

Die Anwendung von cDNA Subtraktionen ermdglicht es, stark vereinfacht formuliert, aus

infizierten Probe auftreten,

polyadenylierter RNA hergestellte Populationen von cDNA-Klonen aus ARW infizierten und

gesunden Pflanzen miteinander zu vergleichen (Abb. 5).
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Abbildung 5: Schematische Dar stellung der cDNA Subtraktion
(Die Abbildung wurde dem Handbuch entnommen [Clontech, 2000] und Ubersetzt.)

Werden einzelne differentielle cDNA-Klone in der infizierten Probe identifiziert, dann kann
es sich hierbel um genomische Sequenzen oder MRNA des Erregers handeln, oder aber um

MRNA von aufgrund der Infektion stérker transkribierten pflanzlichen Genen. Um genauen



Aufschluf Uber den Ursprung der differentiellen Klone zu erhalten, missen diese sequenziert
und die Sequenzen abschliefiend analysiert werden. Fur die Untersuchungen wurden das
SMARTa PCR cDNA Synthesis Kit und PCR-Selecta c¢cDNA Substraction Kit der Firma
Clontech eingesetzt. Bei der Durchfuhrung des Verfahrens wurde wir von Frau Dr. F.
Kragjinski (Lehrgebiet Molekulargenetik, Universitdt Hannover) unterstiitzt.

Im Folgenden werden auch die in den Handblichern verwendeten Bezeichnugen "Tester” fir
die ARW infizierte Probe und "Driver" fir die gesunde Kontrollpflanze verwendet. Die
Technik wurde auch parallel mit vertauschtem Tester und Driver durchgefuhrt, d.h. die nicht
infizierte Pflanze als Tester und die infizierte als Driver. Somit besteht die Mdglichkeit
einzelne differentielle cDNA-Klone in der nicht infizierten Probe zu identifizieren. Bei diesen
Klonen kann vermutet werden, da die Transkription des entsprechenden Gens in der
infizierten Pflanze bedingt durch den Erreger vermindert ist. Auch hier ist fir einen genaueren

Aufschlufd Gber den Ursprung eine Sequenzierung der differentiellen Klone notwendig.

cDNA Synthese und Amplifikation

Zu Beginn wurde von einer ARW infizierten und einer gesunden Kontrollpflanze RNA unter
Verwendung des QIAGEN RNeasy Kit extrahiert und auf 125 pg RNA/pl eingestellt. Die
Erststrang cDNA Synthese und cDNA Amplifikation wurde mit dem SMARTA PCR cDNA
Synthesis Kit fur Tester und Driver durchgefihrt.

Dazu werden 3 pl RNA-Extrakt, 1 pul 3 SMART CDS Primer |1 A (10 uM) und 1 pl SMART
I1' A Oligo (10 puM) gemischt und 2 min bel 70°C inkubiert. Nach Abkihlung auf Rt werden 5
ul Erststrangmix zugegeben, 1 h bei 42°C inkubiert und anschlief3end wird der Ansatz mit 40
pl TE 10/1 verdunnt und far 7 min auf 72°C erhitzt. Zur cONA Amplifikation werden 3 pl
cDNA zum PCR Reaktionsmix gegeben und mit dem cDNA PCR Programm amplifiziert.

Erststrangmix
2 ul 5x Erststrang Puffer
1l DTT (20 mM)
1l dNTP Mix (10 mM je dNTP)
1w PowerScript Reverse Transcriptase (20 U/pl)
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PCR Reaktionsmix

10 pl 10x Advantage 2 PCR Puffer

2l dNTP Mix (10 mM je dNTP)

2l 5' PCR Primer Il A (10 pM)

2 ul 50x Advantage 2 Polymerase Mix
81 ul A. bidest.

Tabelle 21: Primer fur die Erst- und Zweitstragsynthese

Bezeichnung Nukleinsduresequenz (5'-3-Orientierung)

3' SMART CDSPrimer I A | AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG
SMART Il A Oligo AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT 30NN
5 PCR Primer Il A AAGCAGTGGTATAACGCAGAGT

(N: A, C, G, T; Ny A, G, C)

cDNA PCR Programm
1 min 95°C
17 Zyklen (15 sek 95°C, 30 sek 65°C, 6 min 68°C)

Aufreinigung und Restriktionsverdau der amplifizierten cDNA

Die amplifizierte cDNA wurde mit dem Invisorb Spin PCRapid Kit der Firma Invitek
aufgereinigt. Dazu werden 130 pl Puffer P zum PCR Ansatz gegeben, auf eine Spin Filter
Saule pipettiert und 1 min stehen gelassen. Anschlief3end wird fir 30 sek bel 10000 upm
zentrifugiert, die Saule mit 700 pl Waschpuffer gewaschen (30 sek bei 10000 upm
zentrifugiert) und fur 3 min bei 13000 yom trocken zentrifugiert. Die DNA wird abschlief3end
mit 300 pl A. bidest. eluiert (3 min bel Rt inkubiert und 1 min bei 10000 upm zentrifugiert).
Die Pufferzusammensetzungen sind vom Hersteller nicht angegeben.

Um fir die anschlief3ende Adapter Liagtion und Subtraktion kirzere dsDNA Fragmente zu
erhalten, wird die DNA mit der Restriktionsendonuklease Rsal gespalten. Dazu wird die
eluierte DNA im Spaltungsansatz 3 h bei 37°C inkubiert. Um das Restriktionsenzym aus dem
Ansatz zu entfernen und die DNA zu konzertrieren wird der Ansatz mit dem gleichen
Volumen Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (Volumenverhdltnis 25:24:1) extrahiert, mit
1/10 des Volumens NaAc (3 M) und dem 2,5x Volumen Ethanol versetzt und abschlief3end
fur 30 min bei 13000 upm zentrifugiert. Das resultierende Pellet wird mit 300 pl Ethanol



(80%) gewaschen, erneut zentrifugiert, bei Rt getrocknet und in A. bidest. bis zu ener

Konzentration von 300 ng/pl aufgenommen.

Spaltungsansatz
284 ul eluierte DNA
36l NEB 1
1,5 Rsal (10 U/pl)
385 ul A. bidest.

Ligation der Adapter

Es werden zwe verschiedene Tester-Populationen hergestellt, die unterschiedliche Adapter
enthalten (Tester 11 mit Adapter 1 und Tester 12 mit Adapter 2). Die Adapter besitzen
identische 5'-Enden und unterschiedliche 3'-Enden. Dazu werden die Ligationsansétze 24 h
bei 16°C inkubiert und anschliefiend wird die Reaktion mit 1 pl Glycogen/EDTA-Mix
(Zusammensetzung unbekannt) bei 72°C (5 min) gestoppt. An die Driver DNA werden keine

Adapter ligiert.
Ligationsansatz
2 ul 1.5 verdunnte (A. bidest.) Tester DNA (Rsal gespalten)
1 10x Ligationspuffer
1w T4 DNA Ligase (1 U/ul)
2 ul Adapter 1 oder 2
4.l A. bidest.

Tabelle 22: Adapter sequenzen

Bezeichnung | Nukleinsduresequenz
Adapter 1 CTAATACGACTCACTATAGGGCTCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
Adapter 2 CTAATACGACTCACTATAGGGCAGCGTGGTCGCGGCCGAGGT

1. und 2. Subtraktive Hybridisierung

In der ersten subtraktiven Hybridisierung werden beide Tester Populationen mit einem

Uberschuf? an Driver DNA hybridisiert, um differentielle Sequenzen als ssDNA anzureichern.

Nicht differentielle Sequenzen liegen nach der Hybridisierung nahezu vollstandig as dsDNA
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vor. Dazu werden Tester 1 und Tester 2 in getrennten Ansdtzen mit je 1,5 yl Driver DNA
(300 ng/ul) und 1 pl 4x Hybridisierungspuffer (Zusammensetzung unbekannt) versetzt, mit
Mineral6l Uberschichtet und nach Denaturierung bei 98°C fur 1:30 min fir 8 h bei 68°C
hybridisert. In der zweiten Hybridisierung werden die beiden Proben der ersten
Hybridiserung gemischt und nochmas mit neuer Driver DNA hybridisiert. Durch das
Vermischen der beiden Tester Populationen kdnnen sich nun die gesuchten Hybridmolekile
der differentiellen cDNAs mit unterschiedlichen Adaptern an den Enden bilden. Die nochmals
zugegebene Driver DNA dient der Absdttigung eventuell noch einzelstrangiger nicht
differentieller Tester DNA. Dabei werden 1 pl Driver DNA (300 ng/pl) mit 1 pl 4x
Hybridisierungspuffer und 2 pl A. bidest. vermischt und 1 pl dieser Mischung mit Minera 6l
Uberschichtet und 1:30 min bei 98°C denaturiert. Die denatuierte Driver DNA wird
zusammen mit dem 68°C warmen Tester 1-2 in eine Pipettenspitze aufgenommen und sofort
in das Reaktionsgefdld mit dem auf 68°C gehaltenen Tester 11 gegeben. Der Ansatz wir
anschlief3end Uber Nacht bei 68°C inkubiert, mit 200 pl Verdinnungspuffer versetzt und
nochmal fur 7 min bei 68°C inkubiert.

Selektive Amplifikation

Um die gesuchten Hybridmolekile der differentiellen cDNAs aus den beiden

Testerpopulationen anzureichern, werden sie unter Verwendung eines adapterspezifischen
Primers (komplementér zu den 5'-Enden beider Adapter) amplifiziert. Ein pl des verdinnten
Hybridisierungsansatzes wird mit 24 ul PCR-Reaktionsansatz versetzt, zum Auffillen der
Uberstehenden Adapter 5 min bei 75°C inkubiert und anschlieffend mit dem unten
angegebenen PCR-Programm amplifiziert. In einer zweiten PCR (nested PCR) werden mit
zwei verschiedenen adapterspezifischen Primern (jeweils zu dem 3'-Ende eines Adapters

komplementar) die differentiellen Sequenzen weiter angereichert.

1. PCR-Reaktionsansatz

25 10x cDNA PCR Puffer

05 l dNTP Mix (10 pM je dNTP)

1 PCR Primer 1

05 ul 50x Advantage cDNA Polymerase Mix
19,5 ul A. bidest.
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1. PCR-Programm
27 Zyklen (30 sek 94°C, 30 sek 66°C, 1:30 min 72°C)

2. PCR-Reaktionsansatz

1 PCR Produkt der 1. PCR (1:10 in A. bidest. verdinnt)
25 10x cDNA PCR Puffer

05 l dNTP Mix (10 uM je dNTP)

jelu nested PCR Primer 1 und nested PCR Primer 2

o5ul 50x Advantage cDNA Polymerase Mix

18,5 ul A. bidest.

2. PCR-Programm
12 Zyklen (30 sek 94°C, 30 sek 68°C, 1:30 min 72°C)

Tabdle 23: Primer fur diel. und 2. PCR

Bezeichnung Nukleinsauresequenz (5'-3-Orientierung)
PCR Primer 1 CTAATACGACTCACTATAGGGC
nested PCR Primer 1 TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT
nested PCR Primer 2 AGCGTGGTCGCGGCCGAGGT
Screening

Die Identifizierung der selektiv amplifizierten differentiellen cDNA der Tester Population
erfolgt mittels Southern Blot und Hybridiserung von Einzelklonen der klonierten
differentiellen cDNA mit markierter Driver und Tester cDNA. Einzelklone die nur mit der
markierten cDNA des Tester hybridisieren, haben Ihren Ursprung in der differentiellen RNA
des Testers. Aufgrund von nicht auszuschlief3enden Hintergrundreaktionen durch
unspezifische  Hybridisierungen  kénnen  auch  deutliche  Unterschiede  im
Hybridisierungssignal bereits ausreichend sein, um auf differentielle Tester RNA schlief3en zu

|assen.

Ligation und Transformation der differentiellen cDNA
Die Ligation wurde mit 2 pl nested PCR-Produkt mit dem pGEM-T Easy Vektor (Promega)
durchgefiihrt (wie unter Punkt 2.2.17 beschrieben). Die Transformation erfolgte mit XL1-




Blue MRF' superkompetenten Zellen (Stratagene). Ein Aliquot von 100 pl Zellen wurde auf
Eis aufgetaut, mit 1,7 pl 22MeEtOH versetzt und unter regelméassigen Schwenken fir 10 min
auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 10 pl Ligationsansatz wurden die Ansdtze erneut fur 30
min auf Eisinkubiert, fir 45 sek in ein 42°C warmes Wasserbad gestellt und sofort wieder fir
2 min auf Eis abgekihlt. Die Lange des Hitzeschocks ist dabei entscheidend fur die Effizienz
der Transformation. Anschliefend werden 0,9 ml auf 42°C vorgewarmtes SOC Medium
zugegeben und der Ansatz wird fur 1 h bel 37°C und 250 upm geschiittelt. Abschlief3end
werden auf 5 AIX Platten je 200 pl transformierte Zellen ausplattiert und tber Nacht bei 37°C

inkubiert.

Amplifikation der Inserts mittels Bakterien PCR

Fir die folgenden Schritte Southern Blot und Hybridiserung werden die amplifizierten
Plasmid-Inserts einzelner Bakterienkolonien verwendet. Hierbel kann auf eine Aufreinigung
der Plasmide aus den Bakterien verzichtet werden. Die einzelnen Bakterienkolonien werden
mit einem Zahnstocher oder einer Pipettenspitze in 100 pl LB Flissigmedium tberfihrt und
nach kurzem schitteln bis zur Verwendung bei 4°C gelagert. Die Amplifikation erfolgt mit
untenstehendem PCR-Reaktionsansatz und PCR-Programm. Die verwendeten Primer (Tab.
24) flankieren den Insertionsort in der Weise, da3 an beiden Seiten des Inserts kurze

Abschnitte des Plasmids mit amplifiziert werden.

PCR-Reaktionsansatz

1 Bakteriensuspension
25u 10x PCR Puffer
25 MgCk (25 mM)
0,25 l Tween-20 (10%)
0,25 pl dNTP Mix (25 uM je dNTP)
je0, 75 ul M13f Primer und M13r Primer
0,15 pl Taq DNA Polymerase (5 U/pl)
auf 25 pl A. bidest.

PCR-Programm

34 Zyklen (30 sek 94°C, 30 sek 60°C, 1 min 72°C)
Abschlusssynthese 10 min 72°C



Tabelle 24: Primer der Bakterien PCR

Bezeichnung | Orientierung | Nukleinsduresequenz

M 13f sense GTAAAACGACGGCCAGT

M13r antisense GGAAACAGCTATGACCATG
Southern Blot

Bei einem Southern Blot wird DNA (negativ geladen) auf geeignete positiv geladene
Membranen (Nylon oder Nitrocellulose) Ubertragen und fir weitere Anwendungen fixiert. Da
die Detektion in diesem Protokoll anschlief3end mittels der sehr sensitiven Chemilumineszens
erfolgt, die bei Nitrocellulosemembranen versagt, konnen nur Nylonmembranen verwendet
werden. Dazu werden zuerst die mittels Bakterien PCR amplifizierten Inserts in einem 1%
Agarosegel mit Wiederholung in identischer Relhenfolge aufgetrennt. Das Ge  wird
anschlieffend 2 ma fur 15 min in frischer Denaturierungsésung und 2 ma in
Neutraliserungsddsung geschwenkt. Die denaturierte DNA wird Uber Nacht bel Rt auf die
Nylonmembran Ubertragen. Dazu wird in eine Kunststoffschale der umgedrehte Geltrager
gelegt. Auf diesen werden 2 Lagen Whatman 3M Papier gelegt, so dal3 deren Enden den
Schalenboden bertihren. In die Schale wird bis zur Unterkante der Geltragerflache 20x SSC
geflllt, das Gel auf den mit dem Whatman 3M Papier bedeckten Geltrager gelegt und mit
einer auf Gelgrofie zugeschnittenen Nylonmembran und zwei weiteren Lagen Whatman 3M
Papier blasenfrei abgedeckt. Darauf wird eine etwa 5 cm starke Lage Papierhandtiicher
gleichmdl3ig ausgelegt und anschlief?end mit einer Glasplatte und einem 0,5 kg Gewicht
beschwert. Der 20x SSC Puffer wird durch das Gel und die Membran in die Papiertlicher
gesogen. Die DNA wandert dabei mit dem Puffer bis zur Membran, von der sie Aufgrund
ihrer Ladung gebunden wird. Zur Fixierung der DNA wird die Membran anschlief3end 2 h bei
95°C gebacken. Die Membranen werden anschlief3end in der Hybridisierung eingesetzt.

Denaturierungd 6sung
05M NaOH
15M NaCl

Neutralisierungsl 6sung (pH 7.5)
05M TrisHCI
3M NaCl




20x SSC (pH 7)
3M NaCl
0,3M NaCitrat

Sondenherstellung
Die Sonden fir das Screening wurden aus auf 300 ng/ul eingestellter cDNA (amplifizierte

cDNA vor Spaltung und Adapterligation) von Tester und Driver amplifiziert. Zur Markierung
der Sonden wurden anstelle der haufig verwendeten radioaktiven Markierung mit
Digoxigenin markierte dNTPs in der Amplifikation eingesetzt. Dies it zwar mit einem
geringen Verlust an Sensitivitét verbunden, fur diese Anwendung aber vollig ausreichend und
vermeidet das Arbeiten mit Radioaktivitdt. Anschlieffend wird der PCR-Reaktionsansatz mit 5
ml Hybridisierungspuffer verdinnt, 10 min bei 68°C denaturiert und 2 min auf Eis abgekuhlt.
Die Sonde wird direkt in der Hybridisierung eingesetzt und kann nach erneuter Denaturierung

abhangig vom schwéacher werdenden Hybridisierungssigna mehrmals wiederverwendet

werden.

PCR Reaktionsmix
1w amplifizierte cDNA (300 ng/ul)
25 10x Advantage 2 PCR Puffer
0,25 pl dNTP Mix (10 mM je dNTP)
1,25 pl Digoxigenin dNTP Mix
2l 5' PCR Primer Il A (10 pM)
05 ul 50x Advantage 2 Polymerase Mix
af 25 A. bidest.

PCR Programm

1 min 95°C

24 Zyklen (15 sek 94°C, 30 sek 65°C, 6 min 68°C)

Hybridisierung und Detektion

Zur Hybridiseirung wird die Membran zwischen den Wiederholungen der Proben getrennt.

Die Hybridisierung erfolgt mit Digoxigenin markierten Sonden. Eine Membranhélfte wird mit
Tester-Sonde, die andere mit Driver-Sonde hybridisert. Um ene gleichméldige



Hybridisierung zu erreichen und ein partielles Trockenfallen der Membran zu verhindern,
werden langsam rotierende Glasréhren im Hybridisierungsofen verwendet. Die Membranen
werden bei 42°C fur 1 h in 20 ml Hybridisierungspuffer prahybridisiert und anschlief3end mit
der vorbereiteten Sonde bei gleicher Temperatur Uber Nacht hybridisiert. Anschlief3end
werden die Membranen je 2 mal mit 2x SSC (+ 0,1% SDS) bei 42°C und 0,5x SSC (+ 0,1%
SDS) bei 68°C in den rotierenden Glasrohren gewaschen, um Uberschiissige und unspezifisch
gebundene SondenDNA zu entfernen. Die Membranen werden aus den Glasrohren
genommen, fur 1 min in Maeinsaurepuffer aquilibriert und anschlief3end zur Abséttigung
freier, unspezifischer Bindungsstellen auf der Membran in 300 ml Blockingpuffer
geschwenkt. Nach 30 min werden 15 ul Anti-Digoxigenin Alkalische Phosphatase Konjugat
(zum Erreichen einer 1:20000 Verdiinnung) zugegeben und die Membranen werden flr weiter
30 min geschwenkt. Uberschiissige Antikorper werden durch zweimaliges Waschen
(Schwenken) far 15 min mit Maleinsdurepuffer (+ 0,3% Tween20) entfernt. Anschlief3end
werden die Membranen 2 min in Detektionspuffer aquilibriert, in eine an den Seiten
aufgetrennte Prospekthillle gelegt und unmittelbar mit CDP-Star Losung (1:100 in
Detektionspuffer verdinnt) Uberschichtet. Die Prospekthille wird zugeklappt und nach 10
min Wartezeit in der Dunkelkammer ein Rontgenfilm fir ca. 1min exponiert. Der Film wird
anschliefend 5 min im Entwicklerbad, 2 min im Wasserbad und 8 min im Fixiererbad
entwickelt. Anschlieffend kann der Film im Gegenlicht unter Zuhilfenahme der
entsprechenden Gelphotos sofort ausgewertet werden.

Hybridis erungspuffer

5x SSC
1% Blocking Reagenz (Roche)
0,02% SDS

Maleinsiurepuffer (pH 7.5)
01M Maleinsdure
0,15M NaCl

Blockingpuffer

99% Maleinsaurepuffer
1% Blocking Reagenz (Roche)

Zum L 6sen des Blockingreagenz autoklavieren.
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Detektionspuffer (pH 9,5)
01M TrisHCI
01M NaCl

2.2.27.2.8 Umkehr-Polyacrylamid-Gelelektrophor ese (R-PAGE)

Die Umkehrgelelektrophorese ist eine Technik, bei der zrkulére, kovalent geschlossene
RNA, wie sie z.B. bel Viroiden vorliegt, mittels zweistufiger Elektrophorese von linearer
RNA getrennt wird. Wéahrend der ersten Stufe wird die gesamte RNA ihrer Grofe nach
aufgetrennt um in der zweiten Stufe unter denaturierenden Bedingungen und Umkehr der
Polung der Elektrophoresekammer wieder zurtickzuwandern, wobei die Viroid-RNA durch
lhre denaturierte, zirkuldre Form deutlich langsamer as lineare RNA im Gel wandert, und
somit von beztiglich der Nukleotidzahl gleichlangen linearen RNA separiert wird.

Die Umkehrgelelektrophorese wurde mangels eigener Ausstattung und Erfahrung fir diese
Technik von Herrn Dr. Kruse am Landespflanzenschutzamt Mecklenburg Vorpommern in
Rostock durchgefiihrt. Dabel wurden je 1g Blattmaterial einer Phenol-Chloroform:-Extraktion
mit anschlieffender Natriumacetat-Ethanol-Fallung unterzogen, und das in A. bidest.
aufgenommene Pellet mittels Umkehrelektrophorese nach Schumacher et al. (1986)
unspezifisch auf Viroid-RNA untersucht (Kruse, pers. Mitteilung).



3 Ergebnisse
3.1 Ausfuhrliche Darstellung der wichtigsten Ergebnisse

3.1.1 Apfelvirusnachweis

3.1.1.1 Extraktionsverfahren

Zu Beginn des Projekts wurde nach einem geeigneten Extraktionverfahren gesucht, was einen
schnellen, zuverldssigen RT-PCR basierten Nachweis der Viren und Viroide aus Apfel
ermdglicht. Zudem sollte es bezliglich des verwendeten Pflanzenmaterials unabhéngig von
der Jahreszeit einsetzbar sein, um die Nachweise ganzéhrig durchfihren zu kénnen. Als
geeignet hat sich eine SilicaExtraktion erwiesen, die nach wenigen Modifikationen (Ersatz
von GSCN durch GHCI, Ausschlu® von 2-MeEtOH) sich fir einen Routinenachweis as
geeignet erwiesen hat. Die Modifikationen erlauben eine Durchfiihrung ohne Rauchabzug und
erleichtern die Handhabung der Abfallprodukte. Das Extraktionsverfahren (Kap. 2.2.5) wurde
mit verschiedenen Geweben (Rinde, vegetative Knospen, Bléatter) infizierter Proben
durchgefuihrt und die Extrakte in der RT-PCR eingesetzt. Der Einsatz von Rinde und
vegetativen Knospen (Rindenschildchen mit  Knospen) fihrte durchweg zu
zufriedenstellenden Ergebnissen, d.h. die erwarteten Fragmente konnten erfolgreich
amplifiziert werden. Bei Verwendung von Blattproben war in den meisten Falen eine
deutliche Reduktion in der Intensitét der entsprechenden Banden im Agarose-Gel feststellbar,
fir ApMV traten vereinzelt sogar falsch negative Ergebnisse auf. Von verschiedenen
Referenzbaumen wurden Proben (Rindenschildchen mit Knospen) Uber das ganze Jahr verteilt
genommen. Eine jahreszeitliche Abhangigkeit der Nachweisbarkeit der Viren konnte nicht
festgestellt werden. Einige Proben wurden bis zu 4 Wochen in PE-Folie verpackt bel 4°C
gelagert, was auch keinen negativen Effekt auf die Nachweisbarkeit der Viren und der
internen Kontrolle hatte. Bei versehentlich vertrockneten Zweigen zeigte sich, das ein
Virusnachweis aus diesen Proben nicht mehr zuverldssig moglich ist. Die Verwendung von
Rindenschildchen mit vegetativen Knospen erleichtert die Lagerbarkeit der Proben und
emoglicht es, Ublicherweise entlaubt gehandelten Reiser ohne vorheriges Antreiben zu testen.
Wahren des Projektzeitraums wurden hunderte verschiedene Silica-Extrakte in der RT-PCR
eingesetzt. Nur bel sehr wenigen (unter 10) war eine erfolgreiche Amplifikation nicht
moglich, wobel die Ursache daflir ungeklért bleibt. Auch diese sehr geringen Ausfallquoten
zeigen jedoch, wie wichtig die Implementierung einer internen Kontrolle zum Ausschluf3

falsch negativer Ergebnisse ist.
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Die Nukleinsdureextrakte wurden teillweise Uber einen Zeitraum von mehr als 2 Jahren
(Lagerung bei —20°C) wiederholt in der RT-PCR eingesetzt, ohne daf3 ein negativer Einfluld
der langen Lagerzeit auf die Amplifikation beobachtet wurde.

Die Erprobung der Schnellextraktionsmethode, die fur den Viroidnachweis aus
Chrysanthemen erfolgreich eingesetzt werden konnte, war nicht erfolgreich (Rinde, Blétter).
Auch der Einsatz unterschiedlicher Verdinnungsstufen (1:5, 1:10, 1:100, 1:200) fuhrte in
keinem der Versuche zu einer erfolgreichen Amplifikation (weder Virus noch interne

Kontrolle).

3.1.1.2 Interne Kontrolle

Mit dem fir die interne Kontrolle (endogenes Template) entwickleten Primerpaar konnte
konsstent ein RT-PCR Produkt der erwarteten Grofe (181 bp) amplifiziert werden,
unabhéngig davon ob die Extrakte von infizierten oder gesunden Pflanzen stammten. Auch
gelang der Nachweis aus verschiedenen Pflanzenarten. Um die exklusive Amplifikation von
MRNA in Gegenwart von DNA zu Uberprifen, wurden Tests ohne den Einsatz von Reverser
Transkriptase und mit DNase behandelten Extrakten durchgefihrt.

181 bp

Abbildung 6: Uberprifung der mRNA Spezifitat der internen Kontrolle
(M: 1 -Pstl DNA Standard, Spuren 1 und 3: Gesamtnukleinsdureextrakt eingesetzt; Spuren 2 und 4:

RNA Extrakt eingesetzt; Spuren 1 und 2: RT-PCR mit Reverser Transkriptase; Spuren 3 und 4: RT-
PCR ohne Reverse Transkriptase)

Wie ewartet konnte nur in Gegenwart von Reverser Transkriptase das entsprechende
Fragment aus Gesamtnukleinsdure und RNA amplifiziet werden. Ohne Reverse
Transkriptase wurde keine Amplifikation, auch nicht eines gréf3eren, Intron enthaltenden

Fragments beobachtet. Somit kann auch die Existenz von sequenzidentischen, Intron freien
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Kopien im Genom (Pseudogenen) ausgeschlossen werden. Um die Amplifikation des
endogenen Templates zu begrenzen, wurde die Primerkonzentration fur die multiplex RT-
PCR auf 0,4 UM herabgestzt, um eine zu starke Konkurrenz zu den viraen Templates zu
vermeiden. Auch aus den Uber das Jahr verteilt genommenen Proben konnte die interne

Kontrolle erfolgreich amplifiziert werden.

3.1.1.3 Multiplex RT-PCR

Zu Beginn wurden fir jedes Virus anhand der verfligbaren Sequenzinformationen Alignments
durchgefiihrt, um mdglichst stark konservierte Bereiche zu ermitteln, in welche dann die
Primersequenzen gelegt wurden. Die Notwendigkeit des Nachweises mehrerer Viren aus einer
Pflanze/einem Nukleinsdureextrakt ertffnet die Moglichkeit der Anwendung der multiplex
RT-PCR. Dabei wird beim spezifischen Nachwels pro Template ein virusspezifisches
Primerpaar verwendet. Von Beginn an wurde beim Primerdesign die Einsetzbarkeit in einer
Multiplex RT-PCR berticksichtigt. Nach Optimierung der Einzelnachweise fir die 4 Viren
wurden verschiedene Kombinationen in Multiplex Tests erprobt, wobei sich zigte, dal3 der
Nachweis von zwel Viren parallel noch problemlos méglich ist, jedoch bei 3 oder 4 viralen
Templates einzelne aufgrund der Konkurrenz in der Amplifikation um Faktoren wie z.B.
Enzyme und dNTPs und vermutlich durch unterschiedliche Ausgangskonzentrationen der
Viren in den Pflanzengeweben/Nukleinsureextrakten nur extrem schwach oder nicht mehr
nachweisbar waren. Ahnliche Beobachtungen wurden z.B. von Nie und Singh (2000) beim
Versuch des paralelen Nachweises von 5 Viren aus Kartoffel gemacht. Da zusétzlich eine
interne PCR-Kontrolle in den Nachweis integriert werden sollte, und somit bei vorliegender
Infektion mit allen 4 Viren 5 Fragmente parallel amplfiziert werden muften, wurden 2
identischen Multiplex Nachweise (nur die virusspezifischen Primer missen ausgetauscht
werden) fir je 2 Viren plus interne Kontrolle entwickelt, um die notwendige Zuverlassigkeit

zu gewdhrleisten.

3.1.1.3.1 Erprobung mit ver schiedenen Virusherkinften

Die entwickleten multiplex RT-PCR wurden erfolgreich an einem grof3eren Probenumfang
unterschiedlicher geographischer Herfkunft (u.a. Deutschland, Grof3britannien, Frankreich,
Schweiz, Italien) und zusétzlich unterschiedlichen Wirtspflanzen der Viren (Prunus, Pyrus,
Pyronia) getestet und optimiert. In Abbildung 7 (multiplex RT-PCR | fur ACLSV und
ASGV) und 8 (multiplex RT-PCR Il fur ASPV und ApMV) ist die gelelektrophoretische

Auftrennung der Amplifikate von verschiedenen mischinfizierten Proben dargestellt.
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

677 bp

273 bp
181 bp

Abbildung 7: Reprasentative Ergebnisse fur den Nachweisvon Apple chlorotic leaf spot virus
und Apple stem grooving virus mittels multiplex RT-PCR |

(Spur M: | -Pstl DNA Standard; Spuren 1-10: RT-PCR Produkte von verschiedenen infizierten
Proben [146/80, 56/86, 41/94, 35/88, 5/94, 7/94, 8/94, 41/87, 42/87, W2]; Spur 11: RT-PCR Produkt

einer gesunden Kontrollpflanze; Spur 12: Negativkontrolle)

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

370 bp
262 bp

181 bp

Abbildung 8: Reprasentative Ergebnisse flir den Nachweisvon Apple stem pitting virus und
Applemosaic virus mittels multiplex RT-PCR 11
(Spur M: | -Pstl DNA Standard; Spuren 1-10: RT-PCR Produkte von verschiedenen infizierten

Proben [41/87, 33/94, W1, 40/85, 31/86, W3, W2, 4/94, 41/94, 71/94]; Spur 11: RT-PCR Produkt
einer gesunden Kontrollpflanze; Spur 12: Negativkontrolle)

In alen Proben wurden Negativ- und bel Testung von Proben mit unbekanntem
Infektionsstatus Positivkontrollen mitgefiihrt. Bel den Negativkontrollen und nicht infizierten
Proben wurden in keinem Fall virusspezifische Banden amplifiziert. Zur Uberprifung der

Identitét wurden alle 5 verschiedenen PCR-Produkte mittels T/A-Klonierung kloniert und

72



sequenziert (Auftragssequenzierung MWG Biotech). Sequenzvergleiche mit den in der
Genbank (NCBI) verfligbaren Sequenzen fuhrten zu Sequenzidentitéten zwischen 82 — 98%
(ACLSV 82 - 93%, ASPV 86 — 87%, ApMV 94 —96%, ASGV 90 — 91% und nad5 98%). Die
teilweise niedrigen Sequenzidentitdten ergeben sich auch fir die entsprechenden Bereiche der

in der Genbank (NCBI) verfligbaren Sequenzen untereinander.

3.1.1.3.2 Ermittlung der Detektionsgrenzen

Um die Verwendbarkeit von Mischproben zwecks Minimierung von Zeitaufwand und Kosten
zu Uberprifen, wurde TNA-Extrakt vierfach infizierter Proben in TNA-Extrakt gesunder
Proben verdinnt und in den multiplex RT-PCR Verfahren eingesetzt. Die Abbildungen 9 und
10 zeigen die gelelektrophoretische Auftrennung der Amplifikate unterschiedlicher
Verdunnungsstufen fur multiplex RT-PCR | und Il. Durch die Verdinnung von Nukleinsdure-
Extrakten infizierter mit Extrakten nicht infizierter Proben wird zwar die Konzentration der
virden Templates verringert, nicht jedoch die der internen Kontrolle, was durch die fur ale

Verdinnungsstufen gleich intensive Bande der internen Kontrolle deutlich wird.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

677 bp

273 bp
181 bp

Abbildung 9: Ermittlung der Detektionsgrenzen fur multiplex RT-PCR | fir Apple chlorotic leaf
spot virus and Apple stem grooving virus

(Spur M: | -Pstl DNA Standard; Spur 1. RT-PCR Produkt eines unverdiinnten TNA Extrakts einer
vierfach infizierten Probe; Spuren 2-10: RT-PCR Produkte von eéinem TNA Extrakt einer vierfach
infizierten Probe seriell verdinnt in TNA Extrakt einer gesunden Kontrollpflanze [1:2, 5, 10, 20, 40,
100, 200, 500, 1000Q]; Spur 11: RT-PCR Produkt eines TNA Extrakts einer gesunden Kontrollpflanze)
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 101

370 bp
262 bp
181 bp

Abbildung 10: Ermittlung der Detektionsgrenzen fir multiplex RT-PCR 11 flr Apple stem
pitting virus und Apple mosaic virus

(Spur M: | -Pstl DNA Standard; Spur 1: RT-PCR Produkt eines unverdiinnten TNA Extrakts einer
vierfach infizierten Probe; Spuren 2-10: RT-PCR Produkte von eéinem TNA Extrakt einer vierfach
infizierten Probe seriell verdinnt in TNA Extrakt einer gesunden Kontrollpflanze[1:2, 5, 10, 20, 40,
100, 200, 500, 1000]; Spur 11: RT-PCR Produkt eines TNA Extrakts einer gesunden Kontrollpflanze)

Eine Virus-spezifische Bande ist dabel fur ACLSV, ASGV und ASPV bis zu einer
Verdinnung von 1:40, fir ApMV bis 1:100 zu erkennen. Dies lief3e unter Beriicksichtigung
eines Sicherheitspuffers z.B. Mischproben von 10 Extrakten problemlos zu, jedoch hat die
Verwendung von Mischproben auch generelle Nachteile. Ist die RNA eines Extraktes einer
infizierten Probe degradiert/nicht amplifizierbar, so wird bel Mischproben mit Extrakten nicht
infizierter Pflanzen keine Virus-spezifische Bande auftreten, aber die interne Kontrollbande
trotzdem amplifiziert werden, da die RNA der anderen Proben als Template der Kontrolle
fungiert, d.h. bel Mischproben ist die Verwendung einer internen Kontrolle zum Ausschiul3
falsch negativer Ergebnisse nicht méglich.

3.1.1.3.3 Vergleichstest von 2 Hot Start-Enzymen

Fur die Durchfihrung von RT-PCR-Anwerdungen ist generell die genaue Einhatung der
beschriebenen Protokolle notwendig. Lediglich bei der Auswahl der Anbieter von z.B.
Chemikalien, dNTPs und Oligonukleotiden sind aufgrund allgemein hoher Qualitétsstandards
Abweichungen moglich, wie eigene Erfahrungen zeigen. Kritisch kann dies jedoch bei der
Verwendung von Enzymen anderer Hersteller werden, da diese sich, bedingt durch
verschiedene Optima bezlglich z.B. MgCh-Konzentration oder pH-Wert, unter gleichen
Reaktionsbedingungen unterschiedlich verhalten konnen. Um eine Ersetzbarkeit der
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verwendeten HotStar Tag DNA polymerase (QIAGEN) zu testen wurde eine Probe Hot Prime
Taq (Q-Biogene) inklusive des mitgelieferten PCR Puffers in einem Paralleltest eingesetzt
(gleiche Anzahl U/Ansatz). Die Ergebnisse fir multiplex RT-PCR | und Il sind in Abb. 11
wiedergegeben.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

677 bp

273 bp
181 bp

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

370 bp
262 bp
181 bp

Abbildung 11: Vergleichstest von 2 Hot Start-Enzymen fur multiplex RT-PCR | (oberes Gel)
und 11 (unteres Gel)

(Spuren M: | -Pstl DNA Standard; Proben des oberen Gels. Spuren 1 und 6: ACLSV und ASGV
infizierte Probe [56/86]; Spuren 2 und 7: ACLSV infizierte Probe [F 00]; Spuren 3 und 8: ASGV
infizierte Probe [146/80]; Spuren 4 und 9: gesunde Kontrollpflanze; Spuren 5 und 10:
Negativkontrolle. Proben des unteren Gels. Spuren 1 und 6: ASPV und ApMV infizierte Probe
[41/87]; Spuren 2 und 7: ASPV infizierte Probe [62/94]; Spuren 3 und 8: ApMYV infizierte Probe
[W3]; Spuren 4 und 9: gesunde Kontrollpflanze; Spuren 5 und 10: Negativkontrolle. Die Proben 1-5
sind jewells mit HotStar Taq [QIA GEN], die Proben 6-10 mit Hot Prime Taq [Q-Biogene]
amplifiziert.)

Die Bandenintensitdten der virusspezifischen Banden sind deutlich bis extrem (grof3ere
Amplifikate) abgeschwéacht. Fir ACLSV und ASPV waren sie zwar auf dem Gel noch
erkennbar, aber fur eine Dokumentation zu schwach. Die Banden der internen Kontrolle
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waren von vergleichbarer Intensitét. Unspezifische Amplifikationen konnten nicht beobachtet
werden. Die Ergebnisse zeigen, dal3 bel der Tag Polymerase, zumindest mit Hot Prime Taq
(Q-Biogene), ein Ersatz nicht ohne weiteres moglich ist. Dies wirde Optimierungen am
Reaktionsansatz der RT-PCR notwendig machen.

3.1.1.4 Multiplex RT-PCR-ELI SA

Ziel bel der Enwicklung dieses Nachweises ist es, die Sensitivitét der RT-PCR mit der
einffachen Handhabbarkeit der ELISA Technik zu kombinieren und somit die
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte zu ersetzen und auf den Einsatz von
toxischen oder mutagenen Nukleinsaurefarbstoffen zu verzichten. Die Ergebnisse sind fur die
vier Viren vergleichbar und lassen aufgrund der minimalen Hintergrundreaktion bel den
gesunden Proben und Negativkontrollen eine eindeutige Identifizierung der infizierten Proben
zu. Bezlglich der internen Kontrolle ist auch trotz der durchschnittlich niedrigen Mel3werte,
die zur Vermeidung einer starken Konkurrenz in der multiplex RT-PCR gewollt sind, eine
eindeutige Trennung von Nukleinsdureextrakt-enthaltenden Proben und Negativkontrollen
moglich. Es sind bisher keine falsch-negativen oder fal schpositiven Mel3werte aufgetreten. In
Abb. 12 und 13 ist exemplarisch an Proben mit verschiedenem Infektionsstatus und
Negativkontrollen die Auswertung von Gelelektrophorese und ELISA fir multiplex RT-PCR
| und 1l gegentibergestellt.

ACLSV ASGV nad5

A BL T8 e
B 0.005 0.037 0.011
C 0032 0.015 1.578
ACLSV O 1825 1813 1.483
ASGV E 0025 1.217 1.613
nad5 F 0.532 0.003 1.434
G 1.878B -0.003 1.358
H 3233 1.597 1.737

Abbildung 12 Verhaulichung der Auswertung von multiplex RT-PCR | mittes
Geleektrophorese und ELISA

(Dargestellt sind ein Gelphoto und der Ausdruck der Absorptionsmef3werte der gleichenn Proben, die
parallel im ELISA detektiert wurden. Gemessen wurde nach 30 min Substratumsetzung. Die
zusammengehorenden Ergebnisse einer Probe sind zur besseren Nachvollziehbarkeit umrandet. Spur
A: Pufferkontrolle [nicht gezeigt]; Spur B: Negativkontrolle; Spur C: gesunde Kontrollpflanze; Spuren

76



D-H: Proben mit verschiedenem Infektionsstatus [56/86, 1/96, 3/96, 146/80, 18/94]; Spur M: | -Pstl
DNA Standard)

MHGTFE|D|CB | ApMV ASPV nads
A _;, o L e

B 0.054 -0.002 -0.016

C 0022 2 988 0.287

D 0.017 3.036 0.355

ASPV E 0.004 0.010 0.285

ApMV F 2988 -0.013 0.332

nads G 3.101 2.797 0.370

H 3.170 2.903 0.396

Abbildung 13: Veranschaulichung der Auswertung von multiplex RT-PCR Il mittels

Gelelektrophorese und ELISA

(Siehe Abb. 12. Spur A: Pufferkontrolle [nicht gezeigt]; Spur B: Negativkontrrolle; Spur E: gesunde
Kontrollpflanze; Spuren CG-D und FH: Proben mit verschiedenem Infektionsstatug] 71/94, 31/86, W3,
33/94, 41/87]; Spur M: | -Pstl DNA Standard))

Es wurden keine Kreuz-Hybridiserungen mit nicht spezifischen RT-PCR Produkten
beobachtet, was die Spezifitdt der Capture-Oligonucleotide bestétigt.

3.1.1.4.1 Vergleich der Detektionsgrenzen von Gelelektrophorese und ELISA

Um die relative Sengitivitét der ELISA-8hnlichen Technik mit der Gelelektrophorese (1,5%-
iges Agarosegel, Ethidiumbromid geférbt) zu vergleichen, wurden seriell verdiinnte RT-PCR
Produkte parallel analysiert (Abb. 14 und 15).

Fur ale vier Viren und die interne Kontrolle besitzt die ELISA-8hnliche Technik zum
Nachweis der PCR-Produkte in Bezug auf die Gelelektrophorese eine vergleichbare oder
geringfligig hthere Sensitivitét.



M 12 3 45 6 7 8 910

Spur Gel (+/-) ELISA (+/-)
A|lB|IC|]A B| C
1 + | + | + | + + | +
2 + | + | + | + + | +
3 + | + | + |+ + | +
4 + | + | + | + + | +
5 + |+ -+ +]+ ACLSV
6 + | + + + | +
7 + | + + + | + ASGY
8 + - + + | -
9 - - + + nad5
10 - -

Abbildung 14: Bestimmung der relativen Sengtivitéat von Gelelektrophorese und EL 1 SA-
Detektion der Amplifikate von multiplex RT-PCR |

(Gelphoto: Spuren M: | -Pstl DNA Standard; Spuren 1-10: unterschiedliche eingesetzte Mengen 1.:20
verdinnter RT-PCR Produkt [20 pl, 15 pl, 10 pl, 7,5 pl, 5 ul, 3,75 pl, 25 pl, 1,5 pl, 2 pl, 0,5 pl]. In
der nebenstehenden Tabelle sind fur die jeweiligen Viren und Verdinnungen die Ergebnisse mit "+"
fur auf dem Gel identifizierbare Bande/positiver Mel3wert oder "-" fir nicht mehr
identifizierbar/negativer Mefdwert [unter 0,1] angegeben. A: ACLSV; B: ASGV; C: nadb)

M 12 3456 7 8 910

Spur | Gel () | ELISA (+/)

AlBlc|AalB]Cc]| F |
1 + |+ + [+ +] + '
2 + |+ + [+ +] + .
3 + |+ + [+ +«71+ -
4 + |+ + [+ +] + R
5 + |+ -+ +]+
6 + | + + | + | + id ASPV
LA . . nall I ApMV
8 + | + + | + nad5
9 - - - +
0 | - |-

Abbildung 15: Bestimmung der relativen Sengitivitat von Geleektrophorese und ELISA-
Detektion der Amplifikate von multiplex RT-PCR 11
(Sehe Abb. 14; A: ASPV; B: ApMV; C: nadS)

3.1.1.4.2 Vergleichstest NucleoL ink-Strips (Nunc)/DNA-Immobilizer (EXIQON)

Seit 2001 wird in Deutschland von der Firma Biozym ein den NucleoLink-Strips der Firma
Nunc vergleichbares Produkt der Firma EXIQON, die DNA-Immobilizer, vertrieben. Diese
DNA-Immobilizer wurden exemplarisch fur den RT-PCR-ELISA Nachwes von ASPV
paralel mit den bisher erfolgreich verwendeten NucleoLink-Strips getestet, um deren

Einsetzbarkeit fur das entwicklete Nachweisverfahren zu Uberprifen. In Abb. 16 sind die
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Absorptionsmittelwerte mit Standardabweichung fir jewells 12 infizierte und 12 gesunde

Proben sowie 4 Negativkontrollen nach 30 minutiger Substratumsetzung dargestellt.

O Nunc-NucleoLink

EXIQON-DNA
Immobilizer

Absorptionswert
o - N w
o Ol P O N O W o b

infiziert gesund Kontrolle

Abbildung 16: Vergleich Nunc/Exigon Stripsim RT-PCR-ELISA fur ASPV
(Dargestellt sind jeweils die Absorptionsmittelwerte und Standardabweichung von 12 infizierten

Proben, 12 gesunden Proben und 4 Negativkontrollen.)

Die Mef3werte der DNA-Immobilizer liegen nur bel etwa 40% der Werte der verwendeten
NucleoLink-Strips fur die infizierten Proben bei vergleichbarer Streuung. Die Mef3werte der
nicht infizierten Proben und Negativkontrollen sind von vergleichbarer Hohe. Auch bei
Verwendung der DNA-Immobilizer war eine eindeutige Unterscheidung von infizierten und
gesunden Proben moglich. Die Hintergrundreaktionen waren minimal. Handhabung und Zeit-
/Arbeitsaufwand sind etwa gleich, auch wenn die Kopplung der Capture-Oligonukleotide auf
einem anderen Mechanismus beruht. Trotz niedrigerer Mel3werte stellen die DNA-
Immobilizer eine einsetzbare Alternative fur die NucleoLink-Strips dar, und machen das RT-
PCR-ELISA Verfahren somit bezlglich der Strips hergellerunabhéngig. Eventuell kdnnen
durch geringfiigige Anderungen des Protokolls (z.B. hthere Antikorperkonzentration, langere
Substratumsetzung) den NucleoLink-Strips vergleichbare Mef3werte erreicht werden.
Nachteilig ist jedoch der mit ca. 10 Cent gegentiber ca. 4 Cent pro Vertiefung deutlich héhere
Preis der EXIQON-Strips.

3.1.1.5 Nachweis von PCR-Produkten mittels DIG-Detection Test-Strips (Roche)

Als weitere Alternative fur die Gelelektrophorese wurden die DIG-Detection Test- Strips der
Firma Roche exemplarisch fir den Nachweis von RT-PCR Produkten von verschiedenen
ASPV-Isolaten getestet. In Abb. 17 sind verschiedene Test-Strips nach Ablauf der
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Chromatographie dargestellt. In alen Fallen konnte eine erfolgreiche Amplifikation (parallel

mittels Gelelektrophorese Uberprift) eindeutig nachgewiesen werden. Falsch-positive oder

fal sch- negative Ergebnisse traten nicht auf.

Abbildung 17: Nachweisvon RT-PCR Produkten von ASPV mittels DI G-Detection Test-Strips
(1: Negativkontrolle; 23: nicht infizierte Probe; 47: ASPV infizierte Proben [22/85, 94/87, 33/88,
10/94]; der Pfeil weist auf die Virusspezifische Bande hin)

Dieses Verfahren stellt somit prinzipiell eine Alternative zur Gelelektrophorese dar und ist
vermutlich durch Verwendung der Capture-Oligonukleotide der RT-PCR-ELISA Technik
(hier dann Biotin markiert) leicht auch auf die anderen Fragmente inklusive interner Kontrolle
zu Ubertragen. Es wurden keine Sengitivitétsvergleiche mit der Gelelektrophorese oder dem
RT-PCR-ELISA durchgefihrt. Nachteilig ist der hohe Preis mit ca. 2,50 Euro pro Test-Strip.

3.1.1.6 Paralldtestung Apfelvirus infizierter Proben mit dem Pflanzenschutzamt
Hannover-Ahlem

Um die Zuverlassigkeit und Praxisreife des Entwickelten Nachweisverfahrens zu Gberpriifen,
wurde ein umfangreicher Paralleltest mit dem Pflanzenschutzamt Hannover-Ahlem (Dr.
Zahn) durchgeftihrt. Die Proben, die dort in der Routinetestung zur Zertifizierung mittels
holziger Indikatoren getestet wurden, wurden parallel im multiplex RT-PCR-ELISA getestet.
Dabei erfolgte die Probennahme von den Indikatoren oder den zu testenden Reisern selbst.
Die Ergebnisse der Paralleltestung von 138 Proben aus den Jahren 1999-2002 sind in Tab. 25
wiedergegeben.



(Indikatortestung [A] und Multiplex RT-PCR-ELISA [B])

Tabelle 25: Ergebnisse der Paralleltestung mit dem Pflanzenschutzamt Hannover

infiziert/ Infektionen

getestet ACLSV ASPV ASGV ApMV ?
27/138 20 20 6 1 47
28/138 21 22 8 4 55

Die Ergebnisse der Paraleltestung bestétigen die sehr guten Ergebnisse die bereits bel der
Entwicklung des Nachweisverfahrens an vorgetestetem Probenmaterial der BBA Dossenheim
erzielt wurden. Alle an den Indikatoren bonitierten Infektionen konnten eindeutig
nachgewiesen werden. Darlber hinaus wurden 8 weitere Infektionen nachgewiesen, 1 x
ACLSV, 2 x ASPV, 2 x ASGV und 3 x ApMV. Uberaschend war dabei der hohe Anteil der
an den Indikatoren nicht bonitierten ApMV Infektionen. Bel erfolgter Nachbonitur konnten in
2 Falen sehr kleine, schwachgelbe Flecken die auf eine Infektion hindeuten auf einzelnen
Bléttern identifiziert werden, die bel "normaler™ Bonitur der Indikatoren nicht auffallen
(Zahn, pers. Mitteilung). Die zusédtzlich nachgewiesenen ASGV Infektionen lagen in
Mischinfektionen mit ASPV vor, so dai? in diesen Féllen eine Uberlagerung der ASGV
Symptome durch ASPV wahrscheinlich ist und eine Bonitur unmoglich macht. Alle
zusatzlichen Infektionen konnten in Wiederholungen der RT-PCR aus Extrakten neu
genommener Proben eindeutig bestatigt werden. Eine Probe, die nach der Indikatortestung als
virusfrei eingestuft wurde, war nach unseren Ergebnissen eindeutig infiziert.

Die Ergebnisse zeigen, dal? das neu entwicklete Nachwelisverfahren eine eindeutige Altenative
zur Indikatortestung darstellt, die dartiber hinaus in einzelnen Féllen einen genaueren und
zuverléssigeren Aufschlul3  Uber die vorliegenden insbesondere  bel

Mischinfektionen, gibt.

Infektionen,

3.1.2 Viroidnachweis

Zu Beginn des Projekts wurden Oligonukleotid-Primer fur die Viroide ASSVd, ADFVd und
PBCVd an den in der Genbank (NCBI) und der Literatur verfligbaren Sequenzen entwickelt.
Fir ASSVd und PBCVd wurden Positivkontrollen in Form von infizierten Zweigen von Dr.
Jelkmann (BBA Dossenheim) zur Verfigung gestellt. ADFVd infiziertes Pflanzenmaterial
konnte leider nicht beschafft werden. Die Nukleinsduren wurden mittels Silica-Extraktion

isoliert und in der RT-PCR eingesetzt (Standardreaktionsansatz, Standardprogramm). In
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beiden Falen war eine erfolgreiche Amplifikation eines Fragments der erwarteten Grole

maoglich, unspezifische Amplifikationen konnten nicht beobachtet werden (Abb. 18).

M 123 456 7 8 91011

331 bp Spur 1
315 bp Spur 3

Abbildung 18: Nachweisvon ASSVd, PBCVd und ADFVd mittelsRT-PCR
(Spur M: | -Pstl  DNA Standard; Spur 1: ASSVd Nachweis aus der Positivkontrolle [D1]; Spur 2:

ASSVd Nachweis aus dem Apple rough skin-lIsolat 81/83; Spur 3: PBCVd Nachweis aus der
Positivkontrolle [D2]; Spur 4: PBCVd Nachweis aus dem Apple rough skin-lsolat 81/83; Spuren 58:
ADFVd Nachweis aus der ASSVd Postivkontrolle, aus der PBCVd Positivkontrolle und aus den
Apple rough skin-lsolaten 81/82 und 83/82; Spur 9: ASSVd Nachwes aus der PBCVd
Positivkontrolle; Spur 10: PBCVd Nachwels aus der ASSVd Postivkontrolle; Spur 11: RT-PCR

Produkt eines TNA Extrakts einer gesunden Kontrollpflanze unter Kombination aler 3 Primerpaare)

Die entwickelten Primer wurden an ca. 40 auffélligen Proben, die Symptome zeigten, die den
durch eine Viroidinfektion verursachten Symptomen &hnlich sahen und in Gérten und
Streuobstwiesen selbst gesammelt wurden, getestet. In keiner der Proben konnte eines der
Viroide nachgewiesen werden. Um die Untersuchungen auf eine breitere Basis zu stellen und
an weiteres verdachtiges Pflanzenmaterial zu gelangen, wurde in der Zeitschrift Obstbau ein
Aufruf veroffentlicht (Menzel und Mail3, 2000), uns bei entsprechenden Beobachtungen zu
informieren. Aul3erdem wurde von Herrn Dr. Jelkmann 2001 auf der Tagung Muttergérten an
der BBA Dossenheim ein Streckbrief fur die Viroide verteilt. Beide Initiativen sind ohne
Resonanz geblieben, was zusammen mit den Testergebnissen zumindest gegen eine weite
Verbreitung der Viroide in Deutschland spricht, auch wenn das Vorhandensein insbesondere
durch den Nachwels der Viroide in einzelnen europaischen Nachbarléndern nicht
ausgeschlossen werden kann. Nicht zuletzt auch durch den interkontinentalen Handel ist eine

Einfuhr von Viroid-infiziertem Pflanzenmaterial jederzeit moglich.
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3.1.3 Fruchtvirosen

Die zur Verfligung stehenden Isolate der Fruchtvirosen wurden ebenfalls der Silica-Extraktion
unterzogen und auf Viroide getestet. Auch hier konnte weder fir die 3 Isolate von Apple
rough skin (81/82, 83/82, W5) noch fiur die 2 Isolate von Apple star crack (W6, W7) en
Viroid nachgewiesen werden. Die Untersuchung mittels R-PAGE, die mangels eigener
Ausstattung fur diese Technik von Herrn Dr. Kruse am Landespflanzenschutzamt
MecklenburgVorpommern in Rostock durchgefiihrt wurden, ergab fir das getestete Apple
rough skin Isolat (83/82) ebenfalls keinen Hinweis auf Assoziation mit einem Viroid. In allen
getesteten Isolaten konnten dagegen Mischinfektionen mit ASPV und ACLSV, in einem
Apple star crack Isolat zusédtzlich mit ASGV, nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
bestdtigen wiederum den méglichen Zusammenhang der Fruchtvirosen mit den Viren ASPV
und ACLSV.

3.1.4 Gummiholz (ARW)

3.1.4.1 Nachweis von Phytoplasmen

Zu Beginn der Untersuchungen zur Atiologie des Erregers der Gummiholzkrankheit wurde
versucht, die Ergebnisse von Bertaccini et al. (1998) zu reproduzieren, die eine Assoziation
mit Phytoplasmen nachweisen konnten. Dazu wurden verschiedene ARW infizierte und nicht
infizierte Proben getestet, bel denen samtlichst, auch bel den nicht infizierten, Fragmente der
erwarteten Grofe mittels der nested PCR amplifiziert werden konnten. Die Restriktionsmuster
der Spaltungen mit Alul, Rsal und Kpnl stimmten bei alen Proben nicht mit den fir
Gummiholz erwarteten Uberein. Das Ergebnis, dald auch aus nicht infizierten Baumen ein
entsprechendes Fragment amplifiziert werden kann, deckt sich mit einer neueren Publikation
von Bertaccini et al. (2001). Dort wird gezeigt, dal3 mit den verwendten Primern auch
Phytoplasmen aus verschiedenen Gruppen in symptomlosen Kontrollbaumen, die auch ARW-
frel sind, nachgewiesen werden kénnen.

Mit der von Seemiller (pers. Mitteilung) empfohlenen nested PCR konnte nur fir die in
diesen Experimenten verwendete Positivkontrolle (Coconut phyllody Phytoplasma, C1) ein
Fragment erwarteter Grof3e amplifiziert werden. Bei den ARW infizierten und nicht
infizierten Proben konnten keinerlei Amplifikate detektiert werden.

Die von Heinrich et al. (2002) beschriebene nested PCR zum unspezifischen Nachweis von
Phytoplasmen wurde ebenfalls eingesetzt. Auch hier konnte, wie bei der nested PCR von
Bertaccini et al. (1998), sowohl von einigen gesunden als auch von infizierten Proben ein

Fragment von erwarteter Grofenordnung amplifiziert werden. Zusétzlich wurden auch die in



Reinkultur vorhandenen Bakterien Pseudomonas syringae (siehe hierzu Kap. 3.1.4.2) und
Escherichia coli eingesetzt. Auch hier gelang die Amplifikation eines entsprechenden
Fragments (Abb. 19).

M1 2 3 45 67 8 9 10 11 12

Abbildung 19: Nachweis von Phytoplasmen mittels nested RT-PCR nach Heinrich et al. (2002)
(Spur M: | -Pstl DNA Standard; Spur 1: Isolat 31/86; Spur 2: Isolat 38/88; Spur 3: Isolat 56/86, Spur
4. |solat 35/88; Spur 5: Isolat F1; Spuren 6 - 8: gesunde Kontrollpflanzen; Spur 9: Escherichia coli;
Spur 10: Pseudomonas syringae; Spur 11: Negativkontrolle; Spur 12: Coconut phyllody Phytoplasma,
C1)

Die Ergebnisse der nested PCR Protokolle lassen schluf¥folgern, daf3 nicht alle der als
spezifisch fur Phytoplasmen beschriebenen Primer auch tatsachlich spezifisch sind.
Vermutlich 183t sich mit Thnen auch DNA anderer Bakterien, die z.B. als Saprophyten auf den
Pflanzen existieren konnten, amplifizieren. Ahnliche Ergebnisse wurden von Skrzeczkowski
et al. (2001) fur ein anderes Phytoplasma-spezifisches Primerpaar gezeigt. Sie konnten
bakterielle DNA von aus Rinde verschiedener Obstbaume isolierten Bakterien der Gattungen
Staphylococcus und Pseudomonas erfolgreich amplifizieren.

Damit den Protokollen von Bertaccini et al. (1998) und Heinrich et al. (2002) auch von nicht
infizierten Proben Fragmente erwarteter Grofe amplifiziert werden konnten, die
Negativkontrollen (Wasserkontrollen) aber jeweils frei von Amplifikaten waren und
Kontaminationen der Reaktionsansdtze somit sehr unwahrscheinlich sind, kann auf eine
eindeutige Assoziation eines Phytoplasmas mit ARW nicht geschlossen werden Das
Verfahren nach Seemuller erlaubte nur den Nachweis der Positivkontrolle, und hat somit
keine Assoziation eines Phytoplasmas mit ARW nachgewiesen. Da auch in den gesunden
Proben keine Phytoplasmen detektiert wurden, kann bel diesem Verfahren am ehesten von

einer Spezifitét fur Phytoplasmen ausgegangen werden. Beobachtungen von Skrzeczkowski et



al. (2001) bestétigen diese Ergebnisse. l|hnen gelang es in Kontrollexperimenten nicht, mit
dem von Seemiller vorgeschlagenem Primerpaar U3f/USr DNA von verschiedenen

Bakterien, wohl aber von Phytoplasmen, zu amplifizieren.

3.1.4.2 Ubertragungsver suche

Unter Verwendung verschiedener GummiholzIsolate (Herkunft BBA Dossenheim [31/86,
38/88] und Pflanzenschutzamt Hannover [F1, F2]) und Gewebe (Rinde, Blétter, teilweise
BlUtenblétter) wurde versucht ein moglicherweise assoziiertes Virus auf verschiedene
Pflanzen zu Ubertragen (siehe Tab. 19). Es wurden jeweils 3 Pflanzen mit einem Isolat und
Gewebe inokuliert und alle 3 Tage bis zu 4 Wochen bonitiert. Mit Ausnahme von drei
Pflanzenarten, die nektrotische Lokallasionen entwickelten (Chenopodium quinoa,
Nicothiana benthamiana, Gomphrena globosa), die mit BlUtenbldttern von zwei ARW
infizierten Birnen (Isolate 31/86 und 38/88 der BBA Dossenheim) inokuliert wurden, blieben
die inokulierten Pflanzen symptomlos. Die Lokallasionen lief3en sich ohne Probleme auf den
entsprechenden Wirten vermehren. Alle symptomlos gebliebenen Pflanzenarten wurden auf
Nicotiana benthamiana und Chenopodium quinoa rickgetestet um mogliche latente
Infektionen nachzuweisen. In keinem der Félle entwickelten sich Lokall&sionen oder andere
Symptome. Auch nicht bei weiteren Ubertragungsversuchen mit Blitenblattern von zwel
ARW-Isolaten aus Apfel. Alle Bemihungen, im Elektronenmikroskop Hinweise auf
assoziierte Viruspartikel zu finden, blieben auch mit fachkundiger Unterstiitzung der BBA-
Braunschweig (Dr. Lesemann, Dr. Vetten) uneindeutig. Es konnten nur sehr vereinzelt
Rhabdovirus &hnliche Partikel, stdbchenformige Strukturen und Partikel, die denen von
Tospoviren ahneln, beobachtet werden. Auch die anderen Pflanzenarten wurden auf mogliche
latente Virusinfektion im Elektronenmikroskop ergebnislos untersucht. Versuche mittels
fraktioniertem Ausstrich auf C-Medium ein Bakterium aus den nekrotischen Lokallésionen zu
isolieren, waren erfolgreich. Es konnte mit Unterstiitzung einer Bakteriologin des Institutes,
Frau Dr. Wydra, ein Bakterium in Reinkultur isoliert werden, was mittels Biolog GN
Microplates (Firma Biolog), bel dem die unterschiedliche Verwertbarkeit von 95
verschiedene organischen Substraten zur ldentifizierung herangezogen wird, eindeutig als
Pseudomonas syrigae pv. bestimmt werden. Ruckibertragungen auf Chenopodium quinoa,
Nicothiana benthamiana und Gomphrena globosa verursachten den urspringlichen
vergleichbare nekrotische Lokalldsionen. Eine erneute Isolierung des Bakteriums aus den
Lokallasionen war ebenfalls moglich. Um den, wenn auch unwahrscheinlichen

Zusammenhang des Pseudomonas syrigae pv. mit Gummiholz zu Uberprifen, wurden



Bakteriensuspensionen in den Stamm von 2jdhrigen Veredelungen der Apfelsorte 'Lord
Lambourne' auf Sdmlingsunterlagen inokuliert (siehe Kap. 2.2.27.2.4) und die Baume 8
Monate lang bonitiert. Der neue Austrieb entwickelte sich normal, eine verminderte
Verholzung oder andere Symptome konnten nicht festgestellt werden. Die Assoziation eines
Virus konnte mittels der Ubertragungsversuche nicht gezeigt werden und das isolierte
Bakterium scheint lediglich als Kontamination in den Bliten der Birnen (beide Isolate
stammen aus Dosenheim und die Baume stehen nur wenige Meter auseinander) vorhanden
gewesen zu sein. Da sich aus den BlUtenbléttern der ARW-Isolate auf Apfel aus Hannover auf
den krautigen Pflanzen keine Lokal&sionen entwickelten und nach RUcktestung des
Bakteriums mit dem Indikator keine Gummiholzsymptome ausgebildet haben, ist en

Zusammenhang des Bakteriums mit ARW auf3erst unwahrscheinlich.

3.1.4.3 Extraktion von dsRNA

Unter Verwendung der in Kap. 2.2.27.2.5 beschriebenen Methode wurde versucht, dsRNA
aus ARW infizierten Apfel- und Birnenbd&umen zu extrahieren. Dabel wurden Blétter, Rinde
und Knospen verwendet, bei denen samtlichst keine detektierbaren Mengen dsRNA extrahiert
werden konnten, die nicht den in den meisten Gummiholzisolaten zusétzlich vorhandenen
Infektionen mit ASPV und/oder ACLSV zuzuordnen waren. In Abb. 20 sind die dsRNA
Extrakte von Gummiholzisolaten in Mischinfektion mit ACLSV (Isolat W4), ASPV (31/86),
ohne Mischinfektion mit einem anderen Virus (38/88) und von einem gesunden Kontrollbaum
dargestellt. Aul3er den fir ACLSV und ASPV charakteristrischen dsRNA Fragmenten ist
keine dsRNA identifizierbar. Die Identité der dsRNA Fragmente wurde mittels RT-PCR
Uberprift. Dazu wurden die dsRNA Banden aus dem Gel ausgeschnitten, aufgereinigt und
nach 2 min Denatuierung bei 99°C in der RT-PCR mit den jewells virusspezifischen Primern

unter Standardbedingungen erfolgreich amplifiziert.



7,6 kbp
6,5 kbp
5,5 kbp

Abbildung 20: Gelelektrophor etische Auftrennung ver schiedener dsRNA Extrakte
(Spuren M: | -Pstl DNA Standard; Spur 1. dsRNA Extrakt einer gesunden Kontrollpflanze; Spur 2:

dsRNA Extrakt aus der Probe W 4; Spur 3: dsRNA Extrakt der Probe 38/88; Spur 4: dsRNA Extrakt
der Probe 31/86. Angegeben sind jewell die in der Literatur beschriebenen erwarteten dsRNA
FragmentgrofRen fur ACLSV und ASPV.)

Auch aus gepoolten Extrakten aus insgesamt 90 g Blattmaterial eines Gummiholzisolates aus
Birne, das keine Mischinfektion aufweist (Isolat 38/88 der BBA Dossenheim), konnte keine

dsRNA nachgewiesen werden.

3.1.4.4 SISPA Technik

Mit Hilfe der modifizierten SISPA Technik wurde versucht, spezifisch virale Nukleinsduren
aus Blatenblattern einer ausschliefdich mit Gummiholz infizierten Birne (Isolat 38/88 der
BBA Dossenheim) zu amplifizieren. Die Technik wurde als DNA-SISPA und RNA-SISPA
durchgefthrt, d.h. da® einmal DNA Extrakte und einmal RNA Extrakte aus dem mit
Nukleasen behandelten Filtrat hergestellt und entsprechend weiter verwendet wurden. Als
Kontrolle wurden nicht infizierte Proben mitgefthrt. Die nach Auftrennung der Amplifikate
in Agarosegelen identifizierbaren Banden waren sehr schwach (nicht dokumentierbar) und
wurden direkt aus dem Gel reamplifiziert. Dazu wurde mit einer 200 ul Pipettespitze ein
winziges Gelstlick aus der Bande ausgestochen und in einen neuen Reaktionsansatz Uberfiihrt,
anstatt  Nukleinsureextrakt zuzugeben. Die Durchfihrung der PCR und die
Zusammensetzung des Reaktionsansatzes wurden nicht verandert. Fragmente, die auch bei
der Kontrolle (gesunde Pflanze) auftraten wurden nicht berlicksichtigt, da es sich hierbei
offensichtlich um Fragmente pflanzlichen Ursprungs handelt. Bel der DNA SISPA wurden 3
Fragmente (SISPA 1-3), bel der RNA SISPA 1 Fragment (SISPA 4) kloniert und sequenziert.
Anschlief?end wurden Sequenzvergleiche mit den in der Genbank (NCBI) enthaltenen

87



Sequenzen auf Nukleinsureebene (automatisch vom homologen und komplementéren
Strang) mittels blastn (NCBI) und auf Aminosdureebene (dazu wird die Sequenz automatisch
in alen sechs moglichen Leserastern vom homologen und komplementdren Strang mit
Uberlesen von Stopp-Kodons trandatiert) mittels blastx (NCBI) durchgefiihrt. Fir alle
Fragmente der DNA SISPA ergaben die Sequenzvergleiche keine hohen Homologien zu
pflanzlichen Genen, woraufhin Primers entwickelt wurden, um gesunde und Gummiholz
infizierte Pflanzen (Standardreaktionsansatz und Programm) zu testen. In alen Fallen konnte
sowohl von infizierten, als auch von gesunden Proben aus RNA und DNA Extrakten ein
Fragment der erwarteten Grofe amplifiziert werden Daraus kann geschlossen werden, dal3 es
sch hierbel  hochstwahrscheinlich um  Amplifikate kontaminierender pflanzlicher
Nukleinsauren in den Extrakten, die in der SISPA Technik verwendet wurden, handelt und
diese wahrend der Behandlung der Filtrate mit den Nukleasen nicht verdaut wurden. Eine
Zusammenfassung der Sequenzvergleiche ist in Tab. 26, die Sequenzen selbst sind im
Anhang gegeben. Esist jeweils das Gen mit der hochsten Sequenzidentitét (fir Nukleinsauren
oder Aminosauren, mindestens 50 Score bits), die Grofe des Identitétsbereichs und die Hohe

der Sequenzidentitét wie im Suchergebnis angegeben aufgefihrt.

Tabelle 26: Segenzvergleiche mit den Fragmenten der SI SPA-Technik

Klon NT | Accesson Nummer, Bezeichnungund | Leseraster | dentité&tsbereiche und
Organismus oder Strang | dentitét

SISPA 1| 542 | NC_002696, Hypothetisches Protein, -3 A 314 — 480, Z 19 - 202
Caulobacter crescentus 24/44 (54%)

SISPA 2 | 357 | ZP_00016326, hypothetisches Protein, +1 A 1-96,Z473-503
Rhodospirillium rubrum 25/32 (78%)

SISPA 3 | 504 [ NC_003295, putatives Lipoprotein, -2 A6-224,714 - 86
Ral stonia solanacearum 32/73 AS (43%)

SISPA 4 | 261 | AB049723, putatives Seneszens -3 A2-12772-43
assoziiertes Protein, Pisum sativum 40/42 AS, (95%)

(NT: Anzahl Nukeotide; A: Ausgangssequenz; Z: Zielsequenz; AS. Aminosduren; NS: Nukleinsauren)

3.1.4.5 cDNA Subtraktion
Ziel der Durchfihrung der cDNA Subtraktion war es, cDNA-Klone aus ARW infizierten und
gesunden Pflanzen miteinander zu vergleichen und einzelne differentielle cONA-Klone in der

infizierten Probe zu identifizieren. Bei den entsprechenden Klonen kann es sich um




genomische Sequenzen oder MRNA des Erregers handeln, oder aber um mRNA von aufgrund
der Infektion starker transkribierten pflanzlichen Genen. In Abb. 21 ist beispielhaft der
belichtete Rontgenfilm einer Hybridisierung von 16 Tester Klonen mit Digoxigenin
markierter cDNA von Tester und Driver gegeniibergestellt. Als differentiell sind die Klone zu
bezeichen, deren Hybridisierungssignale sich deutlich unterscheiden (die Schwéarzungen der

entsprechenden Stellen auf dem Film).
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Abbildung 21: Hybridiseirung von Tester Klonen mit markierter Tester und Driver cDNA
(In der oberen Reihe wurde mit Tester cDNA, in der unteren Rethe mit Driver cDNA hybridisiert.

Exemplarisch sind zwel sich deutlich im Hybridiserungsignal unterscheidende Klone mit Pfeilen
gekennzeichnet.)

Um genauen Aufschlufd Uber den Ursprung der differentiellen Klone zu erhalten, wurden
diese sequenziert. Anschlief?end wurden, wie bel den Ergebnissen der SISPA Technik
beschrieben, Sequenzvergleiche mit den Sequenzen der NCBI Genbank durchgefihrt. Die
Ergebnisse der Sequenzvergleiche sind in Tab. 27 zusammengefasst, die Sequenzen selbst
sind im Anhang aufgefihrt.

Tabelle 27: Seugenzvergleiche mit den Fragmente der Subtraktiven Hybridisierung

Klon NT | Accession Nummer, Bezeichnung und | Leseraster oder | dentitétsbereiche und
Organismus Strang | dentitat
SH 11/1 | 251 NP199832, putatives Protein, +2 A32-217,Z371-432
Arabidopsis thaliana 50/62 (80%)
SH13/1 | 775 keine signifikanten Treffer
SH 14/1 | 857 | AF353094, BEL 1 &hnliches Protein, -2 A 116 — 685, Z 115 — 304
Solanum tuberosum 149/190 (78%)




SH 15/1 | 183 AF349963, Endoxyloglucan +3 A 43 - 167, Z 643 —768
Transferase, Daucus carota 49/60 (81%)

SH 16/1 | 285 keine signifikanten Treffer

SH 13/3 | 649 AJ243427, Thaumatin ahnliches komplementér A 342 -639,Z1 - 298
Protein, Malus x domestica 289/299 (96%)

(NT: Anzahl Nukeotide; A: Ausgangssequenz; Z: Zielsequenz; AS: Aminosauren; NS: Nukleinsauren)

Die cDNA Klone SH 11/1, 14/1, 15/3 und 13/3 zeigen hohe Sequenzidentitdten zu
pflanzlichen Genen, die keinen direkten Bezug zu an der Verholzung betelligten
Stoffwechsel prozessen und somit zur Symptomauspragung von ARW haben. Bei cDNA Klon
SH 11/1 sind keine Informationen tber das vermeintliche Protein verfigbar und somit ist eine
Zuordnung nicht moglich. Klone, bei denen keine Sequenzidentitéten festgestellt werden
konnten (SH 13/1, SH 16/1), wurden mittels RT-PCR und PCR rlckgetestet, d.h. es wurden
Primer fir die Amplifikation der Fragmente entwickelt und unter Standardbedingungen mit
Reverse Transkriptase an RNA Extrakten und ohne Reverse Transkriptase an DNA Extrakten
von ARW infizierten und nicht infizierten Proben getestet. In allen Féllen war eine
erfolgreiche Amplifikation von RNA und DNA aus infizierten und nicht infizierten Proben
moglich. Daraus &% sich schlieRen, da? auch diese Fragmente von pflanzlichen
Nukleinsduren amplifiziert wurden. Da diese differentiellen Klone pflanzlichen Ursprungs
deutliche quantitative Unterschiede in der Hybridiserung gezeigt haben (wie auch Klon
11/1), bleibt offen, inwieweit die unterschiedlich starke Transkription durch die Infektion mit
dem Erreger der Gummiholzkrankheit bedingt ist.

Bel der Durchfuhrung der cDNA Subtraktion mit vertauschtem Tester und Driver, d.h. die
nicht infizierte Pflanze as Tester und die infizierte as Driver, konnten keine differentiellen
cDNA Klone identifiziert werden. Bei diesen Klonen hétte vermutet werden kdnnen, dal3 die
Transkription des entsprechenden Gens in der infizierten Pflanze bedingt durch den Erreger
vermindert ist.

3.1.4.6 Viroidnachweis aus ARW infizierten Pflanzen

Um die mdgliche Assoziation eines Viroids mit Gummiholz zu Uberprifen, wurden 2
Gummiholzlsolate und ein Flachastigkeit-1solat (F1, F2, F3), ein Erreger der von einzelnen
Autoren mit Gummiholz in Verbindung gebracht wird (Desvignes, 1999), mittels RPAGE,

die am Landespflanzenschutzamt MecklenburgVorpommern in Rostock (Dr. Kruse)



durchgefthrt wurde, auf Viroide unterucht. Die Ergebnisse ergaben keinen Hinweis auf

Assoziation mit einem Viroid.

3.2 Voraussichtlicher Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse
Schwerpunkt des Projekts war die Entwicklung eines Routinenachweisverfahrens fur den
Nachweis von vier molekular charakterisierten, wirtschaftlich wichtigen Viren (Apple mosaic
virus, ApMV; Apple stem pitting virus, ASPV; Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV; Apple
stem grooving virus, ASGV) an Apfel bis zur Praxisreife. Die Ergebnisse des entwickelten
multiplex RT-PCR-ELISA Verfahrens aus der Entwicklungsphase und Validierung in der
Paralleltestung mit dem Pflanzenschutzamt Hannover zeigen, dal? eine Einsetzbarkeit in den
Pflanzenschutzdiensten und somit der Ersatz fir die nachtellige Indikatortestung fur diese 4
Viren bereits moglich ist. Die in der Paralleltestung verwendeten Proben wurden der
reguléren jahrlichen Testung zur Zertifizierung entnommen und erlaubten somit das
Verfahren unter realitdtsnahen Bedingungen zu erproben und zu vaidieren. Die
Weliterentwicklung zum multiplex RT-PCR-ELISA ermdglicht den Verzicht auf die
Gelelektrophorese  und die damit verbundenen mutagenen und/oder toxischen
Nukleinsaurefarbstoffe. Dies stellt nicht nur eine Verbesserung der Arbeitssicherheit fir das
Laborpersonal dar, sondern vermeidet auch die sonst notwendige Entsorgung dcer Gele als
Sondermill. Entsprechend den Zielen des Projekts wurde das gesamte Verfahren von der
Extraktion bis zur ELISA-dhnlichen Detektion der Amplifikate in zwei ausfihrlichen
Protokollen verdffentlicht, so dal3 es jederzeit nachvollzogen werden kann.

Das Verfahren kann die Indikatortestung fur Apfel zwar noch nicht vollstandig ersetzen, da
auler den efalden Apfelviren noch weitere Erreger (Fruchtvirosen, Gummiholz,
Flachastigkeit) gemall AGOZ zur Anerkennung von Anbaumaterial von Apfel relevant sind.
Der Umfang der Indikatortestung kénnte aber deutlich reduziert werden. Von den zur Zeit
verwendeten 16 Indikatorveredelungen koénnten 9, die ausschliefdlich fir den Nachweis der
hier im Mittelpunkt stehenden vier Viren verwendet werden, eingespart werden (Zahn, pers.
Mitteilung). Zu dieser Einsparung kommen noch ale restlichen Indikatorveredelungen der
Proben hinzu, die sich bei einer vorgeschalteten Testung mittels multiplex RT-PCR als
infiziert erweisen und so schon vorab ausgesondert werden konnten. Somit ist eine
Reduzierung des gesamten Aufkommens an Veredelungen von ca. 60% bel Berlicksichtigung
der Testergebnisse der Paralleltestung, bel der ca 20% der Proben infiziert waren, realistisch
moglich. Dies ist, aufgrund der hohen Kosten der Indikatortestung und relativ niedrigen
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Kosten fur einen RT-PCR basierten Nachweis, mit einer deutlichen Reduzierung der
Gesamtkosten verbunden. Zudem haben die Baumschulen und Ziichter, die Ihre Sorten zur
Zertifizierung geben, aufgrund der Schnelligkeit des Tests bereits nach wenigen Tagen die
Maoglichkeit, die mit Viren infizierten Proben aus ihren Bestdnden zu entfernen, ohne die
langwierige Indikatortestung abwarten zu muissen. Aufgrund der Seltenheit der anderen
Erreger (Fruchtvirosen, Gummiholz, Flachastigkeit), die nur sehr sdten nicht in
Mischinfektionen mit den 4 Viren auftreten, bieten diese vorlaufigen Ergebnisse zumindest
eine relative Sicherheit fur die Zertifizierung der anderen Proben und ermoglichen es, die
Entscheidungssicherheit in der Baumschule zu verbessern.

Das weiterentwickelte Extraktionsverfahren konnte auch an anderen Pflanzenarten erfolgreich
eingesetzt werden. Daher bietet es sich an, diese Technik auch in anderen Nachwei sverfahren
Zu erproben, die eine aufwendigere Extraktion oder giftige Losungsmittel, die das Arbeiten
unter einem Rauchabzug notwendig machen, beinhalten. Ahnliches gilt fir die neu
entwickelte interne Kontrolle, die zur Verbesserung der Nachweissicherheit ein fester
Bestandteil von PCR-basierten Verfahren sein sollte. Die Implementierung erfordert nur ein
zusédtzliches Primerpaar, was einen Mehraufwand pro Probe bel z.B. herkdmmlichen

Verfahren mit Gelelektrophorese von weniger as 1 Cent bedeutet.

Die Untersuchungen Uber das Auftreten der Viroide ASSVd, ADFVd und PBCVd in
Deutschland egaben keine Hinweise auf eine Verbreitung im deutschen Obstbau. Auch am
Pflanzenschutzamt Hannover ist bisher kein Auftreten der Viroide dokumentiert. Eine
Untersuchung auf die Viroide ist in der AGOZ (Anonymus, 1998) zur Zertifizierung nicht
vorgesehen, konnte aber ohne grofderen zusétzlichen Aufwand mittels RT-PCR aus den fur
die Virustestung verwendeten Nukleinsdureextrakten parallel erfolgen. Da das Auftreten der
Viroide im europdischen Raum in Kultursorten und teilweise auch Wildgehdlzen
nachgewiesen st, kann eine Prasenz oder auch zukinftige Einschleppung nach Deutschland

nicht ausgeschlossen werden.

Bei den Fruchtvirosen konnte keine Assoziation mit Viroiden nachgewiesen werden, weder in
den spezifischen RT-PCR basierten Nachweisen noch mittels der alle Viroide detektierenden
R-PAGE aus einem Isolat der Rauhschaligkeit des Apfels. In alen getesteten Fruchvirosen
lag eine Mischinfektion mit ASPV und ACLSV vor, was die Vermutungen anderer
unterstiitzt, dal3 diese mit den Fruchtvirosen assoziert sind. Da dies jedoch lediglich Indizien

sind, die den ursachlichen Zusammenhang der Fruchvirosen mit den oben genannten Viren
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nicht beweisen, kann fir den Nachweis der Fruchtvirosen auch weiterhin nicht auf die

Indikatortestung verzichtet werden.

Die umfangreichen Untersuchungen zur Atiologie des Erregers der Gummiholzkrankheit des
Apfels konnten leider keine Klarung erreichen. Aufgrund der nicht eindeutigen eigenen
Ergebnisse zur Assoziation mit Phytoplasmen und unterstitzt von in der Literatur zu
findenden aktuellen Ergebnissen ist die Einsetzbarkeit von unspezifischen Primern zum
Phytoplasmanachweis als kritisch zu beurteilen. Eine genaue Uberprifung der Spezifitat fur
Phytoplasmen ist unbedingt notwendig, um falsch positive Ergebnisse auszuschliefen.
Aufgrund der eigenen Untersuchungsergebnisse ist dagegen eine Assoziation eines Viroids
mit ARW as aullerst unwahrscheinlich anzusehen. Die Versuche, spezifische virae
Nukleinsauren aus ARW infizierten Baumen zu extrahieren oder spezifisch zu amplifizieren
blieben erfolglos. Da bei allen Techniken z.B. die jewellige Sensitivitét des Verfahrens, der
Zeitpunkt der Durchfihrung und das verwendete Gewebe die Ursache fur die negativen
Nachweisergebnisse sein konnen, ist ein Ausschlul? eines mit ARW assoziierten Virus so
noch nicht mdglich. Auch fir ARW gibt es deshab zur Zeit keine Alternative zur bisher
verwendeten Indikatortestung.



4 Zusammenfassung

Apfel (Malus x domestica Borkh.) ist eine der weltweit wirtschaftlich wichtigsten
Obstkulturen, die, neben anderen Pathogenen, haufig mit Apple chlorotic leaf spot virus
(Trichovirus), Apple stem pitting virus (Foveavirus), Apple mosaic virus (llarvirus) und Apple
stem grooving virus (Capillovirus) infiziert ist. Dies kann, insbesondere bel oft auftretenden
Mischinfektionen dieser Viren, zu Ertragseinbuf3en bis 60% fuhren. Als Routinenachweis von
Pflanzenviren werden in der Rege serologische Verfahren eingesetzt. Diese
Nachweismethodik wird jedoch insbesondere bei Gehtlzen oftmals durch niedrige
Viruskonzentrationen und hohe Hemmstoffgehalte limitiert. Zudem sind in vielen Fallen nur
mangel hafte oder keine Antiseren (ASPV) kommerziell erhdltlich. Diese Situation ist bel den
Viren an Apfel besonders gravierend und fuhrt dazu, dal3 in den Pflanzenschutzdmtern (z.B.
Hannover-Ahlem) die langwierigen (Abschlufonitur im 2./3. Jahr) und teuren Indikatortests
mit holzigen Indikatorpflanzen durchgefihrt werden. Als Routinenachweis bieten sich PCR
Techniken as Alternative an und um die Gelelektrophorese und die notwendigen giftigen
oder mutagenen Nukleinsdurefarbstoffe zu ersetzen, sind ELISA ahnliche Strategien fir die
Detektion der PCR Produkte interessant. Zwei multiplex RT-PCR-ELISAS, jeweils fur den
Nachweis von 2 Viren plus interne Kontrolle (zum Ausschluf3 falsch negativer Ergebnisse)
aus Gesamtnukleinsdure (TNA) wurden an einem breiten I solatspektrum unter Einbeziehung
verschiedener geographischer Herkinfte entwickelt und evaluiert. Das entwickelte
Nachweisverfahren erlaubt den Nachweis der Viren aus Rindenschildchen mit Knospen
unabhangig von der Jahreszeit und &3t sich in 1-2 Tagen durchfiihren. Die interne Kontrolle
basiert auf dem nad5 Gen des Apfels und durch die Wahl eines Introntiberspannenden
Primers wird die interne Kontrolle auch in Gegenwart von pflanzlicher DNA selektiv von
MRNA amplifiziert. Der ELISA-ahnliche Nachweis beruht auf einer Hybridisierung der in der
RT-PCR mittels Digoxigenin-modifizierter Primer markierten Amplifikate an Capture-
Oligonukleotide, die an die Kunststoffoberflache der verwendeten NucleLink-Strips (Nunc)
kovalent gebunden sind. Die Detektion erfolgt mittels Anti-Digoxigenin Alkalische
Phosphatase-Konjugat und Substratumsetzung (para-Nitrophenylohosphat). Im Vergleich zur
Gelelektrophorese (1% Agarose, Ethidiumbromid geférbt) hat die ELISA-Variante eine
vergleichbare oder geringfigig hohere relative Sengtivitét. Aus Mischproben von
Nukleinsdureextrakten infizierter mit gesunden Proben war ein Virusnachweis bis zu ener
Verdiunnung von 1:40 mdglich.



In einem Paralleltest mit dem Pflanzenschutzamt Hannover wurden 136 Proben getestet, die
auf Infektionen mit den vier Viren mittels holziger Indikatoren nach EPPO Empfehlungen
dort getestet wurden. Mittels multiplex RT-PCR-ELISA konnten alle an den Indikatoren
bonitierten Infektionen bestétigt werden und fir einzelne Proben wurden zusétzliche
Infektionen nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen, dald das neu entwickelte Verfahren eine
zuverldssige, sensitive Alternative zur bisher verwendeten Indikatortestung ist.

Desweiteren wurden Versuche unternommen, die Atiologie des Erregers der
Gummiholzkrankheit (ARW), einer pfropflubertragbaren Krankheit des Apfels, aufzuklaren.
Die Ergebnisse verschiedener Studien Uber die mogliche Assoziation mit Phytoplasmen sind
widerspriichlich. Unter Verwendung von 3 verschiedenen nested PCR Protokollen konnte die
Assoziation eines Phytoplasmas mit ARW nicht bestétigt werden und mittels cDNA
Subtraktion, dsRNA Extraktion, SISPA Technik oder RPAGE konnte keine viralen oder
Viroid Nukleinsauren nachgewiesen werden.

Um Informationen Uber das Auftreten von Kernobst-Viroiden in Deutschland zu gewinnen,
wurden zahlreiche verdachtige Proben mittels spezifischer Primer in der RT-PCR auf Apple
scar skin viroid, Apple dimple fruit viroid und Pear blister cancer viroid getestet. In keinem
der Fdle konnte ein Viroid nachgewiesen werden. Eine Uberprifung des maglichen
Zusammenhangs der Fruchtvirosen Apple rough skin und Apple star crack mit den bekannten
Viren und Viroiden an Kernobst wurde durchgefihrt. Verdffentlichungen, die eine
Assoziation mit den Viren ASPV und ACLSV beschreiben, konnten dabei bestétigt werden.
In ale Falen wurden diese beiden Viren nachgewiesen, in einem Isolat zusétzlich ASGV.
Viroide konnten in den Fruchtvirosen weder mittels spezifischer Primer in der RT-PCR noch

mittels R-PAGE nachgewiesen werden.



5 Gegenuberstelung der urspringlich geplanten zu den tatsachlich

erreichten Zielen (weiterfihrende Fragestellungen)

Das Projekt gliedert sich, wie in Kapitel 1.1 beschrieben, thematisch in 4 Bereiche, aus denen

sich folgende Ziele ableiten lassen:

1. Schwerpunkt dieses Projekts ist es, ein auf der RT-PCR basierendes Verfahren fir den
Routinenachweis der wirtschaftlich wichtigen Viren (Apple mosaic virus, ApMV; Apple
stem pitting virus, ASPV; Apple chlorotic leaf spot virus, ACLSV; Apple stem grooving
virus, ASGV) an Apfel zu entwickeln, optimieren und erproben.

2. Es soll der mdgliche Ersatz gelelektrophoretischer Verfahren durch z.B. ELISA-dhnliche
Techniken mit in das Nachweisverfahren integriert werden.

3. Es sollen Untersuchungen durchgefiinrt werden, die neue Erkenntnisse (iber die Atiologie
des Erregers der Gummiholzkrankheit (ARW) an Apfel liefern.

4. Eine Uberpriifung des méglichen Zusammenhangs der Fruchtvirosen mit den bekannten
Viren und Viroiden an Kernobst soll durchgefiihrt und parallel dazu sollen bisher fehlende
Erkenntnisse Uber das Auftreten der Viroide an Kernobst in Deutschland gewonnen

werden.

Die Ziele 1 und 2, ein as Routinenachweis einsetzbares RT-PCR basiertes Verfahren zu
entwickeln und erproben, bei dem auf die Gelelektrophorese verzichtet werden kann, konnte,
wie diein Kapitel 3 und 4 dargestellten Ergebnisse belegen, erreicht werden. Die erfolgreiche
Paralleltestung von Uber 130 Proben unter redlitésnahen Bedingungen mit dem
Pflanzenschutzamt Hannover zeigt, dal3 das Verfahren die Praxisreife erreicht hat. Weitere
Paralleltests mit der Indikatortestung wirden die Zuverlassigkeit des entwickelten Verfahrens
verdeutlichen. Diese konnten anhand der vertffentlichten ausfuhrlichen Protokolle
problemlos z.B. an den Pflanzenschutzamtern selbst durchgeftihrt werden. Eine Anwendung
des Verfahrens am Pflanzenschutzamt Hannover wurde von Herrn Dr. Zahn bereits zugesagt.
Aufgrund von neu hinzukommenden Sequenzinformationen fur die Viren/Viroide, die
weltweit gewonnen werden, ist auch eine zukiinftige Uberpriifung der Primersequenzen
notwendig. Gegebenenfalls kann aufgrund der hohen Sequenzvariabilitét, die fiur RNA-Viren
typisch ist, eine Anpassung der Primer-/Capture-Oligonukleotid-Sequenzen notwendig
werden. Diese Notwendigkeit der Uberpriifung von neu gewonnenen Sequenzinformationen
besteht generell fir PCR-basierte Nachweisverfahrenverfahren und nicht nur fir das hier

entwickelte. Die Uberpriifung, gegebenenfalls notwendige Anpassung der Primer-/Capture-



Oligonukleotid-Sequenzen und deren Implementierung in das bestehende Nachwelsverfahren

sollte ohne groferen Arbeitsaufwand moglich sein.

Das Ziel, neue Erkenntnisse tiber die Atiologie des Erregers der Gummiholzkrankheit an
Apfe zu gewinnen, unter dem Aspekt, auch fir diesen Erreger auf die Indikatortestung
zukunftig verzichten zu konnen, konnte zwar nicht erreicht werden, die
Untersuchungsergebnisse zeigen jedoch, dal3 die von einzelnen Autoren beschrieben Theorie,
es handele sich bel dem Erreger um ein Phytoplasma, stark anzuzweifeln ist. Eine Assoziation
mit einem Viroid oder Virus konnte nicht nachgewiesen werden, wobel aus diesen
Ergebnissen zumindest beztglich der Viren kein Ausschluld gefolgert werden kann, da die
Ergebnisse der Untersuchungen nur auf einzelnen Proben basieren. Es mifite z.B. die cDNA
Subtraktion zur besseren Absicherung der Ergebnisse zu verschiedenen Zeitpunkten mit
unterschiedlichen Geweben verschiedener Gummiholz-Isolate erneut durchgefihrt werden.
Bei nur 5 Zeitpunkten, 3 Geweben (Blatt, Rinde, Wurzeln) und 4 Isolaten wéren das aber
schon 60 Ansétze, die einen nicht unberheblichen zeitlichen und finanziellen Aufwand
bedeuten wirden. Dieses konnte in diesem Projekt nicht geleistet werden, wére aber fir ein
Folgeprojekt denkbar. Da sich die Untersuchungen auf die Nukleinsduren eines mit
Gummiholz assoziierten Erregers konzentriert haben, waren weiterfiihrende Untersuchungen
auf "Protein-Ebene’ mit z.B. zweldimensionaler Proteinelektrophorese (Young, 1984)
snnvoll. So konnte ein moglicher Zusammenhang mit einem Phytoplasma oder Virus
weitergehend untersucht werden. Deswelteren waren weiterfUhrende Arbeiten zur
Identifikation und Evaluierung von Primern, die tatséchlich ausschliefdlich Phytoplasma

spezifisch sind, sinnvoll und wiinschenswert.

Da bisher in Deutschland kein Fall einer Viroidinfektion im Obstbau mit ASSvVd, ADFVd
oder PBCVd dokumentiert ist und auch die in diesem Projekt durchgefihrten Untersuchungen
kein Auftreten dieser Viroide nachweisen konnten, kann eine weite Verbreitung der Viroide
in Deutschland ausgeschlossen werden.

Das Risiko, die Viroide aus z.B. europdischen Nachbarlandern, Asien oder Nordamerika
einzuschleppen, wo eine tellweise starke Verbreitung besteht, darf alerdings nicht
unterschétzt werden. Wie in Kapitel 3.2 bereits erwahnt, wére eine Implementierung eines
Viroidnachweises in die Zertifizierung unter Verwendung von RT-PCR basierten Verfahren
ohne weiteres moglich. Zudem wéren weiterfiihrende Untersuchungen von Wildgehdlzen in
Deutschland (insbesondere Wildapfel- und Wildbirnenarten) als maogliche natlrliche

Viroidquellen sinnvoll.
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Ein Zusammenhang der Viroide mit den Fruchvirosen konnte nicht gezeigt werden. Da dle in
diesem Projekt untersuchten Isolate mit anderen Apfelviren mischinfiziert waren, und es in
der Literatur auch keinen gesicherten Hinweis auf ein alleiniges Auftreten der Fruchtvirosen
gibt, hat die Theorie, dal3 die Viren ACLSV und ASPV mit den Fruchtvirosen in Verbindung
stehen, weiterhin Bestand. Um den Sachverhalt zu kléren, mifdten die Koch'schen Postulate
erfullt werden. D.h. die Viren ACLSV und ASPV mifdten aus den entsprechenden Pflanzen
isoliert werden und nach Ubertragung auf gesunde Pflanzen wieder die entsprechenden
Symptome hervorrufen, aus denen sie dann erneut isoliert werden mufdten. Diese stellt einen
nicht geringen Arbeits und Zeitaufwand dar, der im Rahmen dieses Projekts nicht nebenbei
geleistet werden konnte. Alleine die Riicktestung wiirde mehrere Jahre in Anspruch nehmen,
da die Fruchvirosen ausschliefdlich an den Friichten spezifische Symptome zeigen. Hieraus
kébnnte sich en interessantes, weiterfihrendes Projekt ergeben, insbesondere im
Zusammenhang mit weiteren Untersuchungen zu den Erregern der Gummiholzkrankheit und

Flachéastigkeit, um in der Zukunft vollstandig auf die Indikatortestung verzichten zu konnen.



6 Veroffentlichungen von Teallen dieser Arbeit

Teile dieser Arbeit wurden auf nationalen und internationalen Tagungen vorgestellt und in
deutsch- und englisch-sprachigen Fachzeitschriften veréffentlicht.

Die Verdffentlichungen in den Tagungsbanden und Zeitschriften sind unten
zusammenfassend in chronologischer Reihenfolge wiedergegeben. Die Verdffentlichungen,
die wie im Projektantrag vorgesehen as ausfuhrliche diagnostische Protokolle anzusehen
sind, sind mit einem Stern gekennzeichnet. Mit lhrer Hilfe st es moglich, das gesamten
multiplex RT-PCR-ELISA Verfahren fir den Nachweis der vier Apfelviren anzuwenden.
Desweiteren ist, entsprechend der Forderung des 2. Statustreffens die Verfahren der "Praxis’
naherzubringen, das Nachweisverfahren mit Herrn Dr. Zahn vom Pflanzenschutzamt der
Landwirtschaftskammer Hannover einmal zusammen durchgeftihrt worden, um ihm die
Etablierung des Verfahrens in seinem Testlabor zu erleichtern und damit auch eventuell nach
Ablauf dieses Projekts die weitere Evaluierung im Rahmen von Paralleltestungen fortgesetzt
werden kann. Die Resonanz war auf3erst positiv und Herr Dr. Zahn hat bereits begonnen, die
Testung in seinem Labor selbst durchzuftihren. Fur die Klarung von eventuell auftretenden
Detailfragen stehen wir auch nach Ablauf des Projektes zur Verfigung. Zusétzlich sind die
ersten Ergebnisse des Verfahrens in allgemeinverstandlicher Form in der Zeitschrift Obstbau
veroffentlicht worden. Als Resonanz auf diese Veroffentlichung wurden wir von der
Landesanstalt fur Pflanzenschutz (Herr Petruschke) kontaktiert und haben 15 Apfelproben,
bei denen die dortige Indikatortestung uneindeutige Ergebnisse geliefert hat, erfolgreich
nachtesten konnen. Das Protokoll des Nachweisverfahrens wurde Herrn Petruschke fur eine

eigene Erprobung zur Verfligung gestellt.
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10 Anhang

uenzen
Unter den jeweiligen Bezeichnungen sind die fur die Sequenzvergleiche verwendeten
Sequenzen der SISPA Technik und subtraktiven Hybridisierung angegeben. Die Sequenzen

sind um Vektor- und Primersequenzen bereinigt und in 5'-3' Orientierung angegeben.

SISPA 1
CGAAGTCGGGGGCGAAGACGCCGTGCACTCGGCTCACATGCACCCCCACCTTTTC
GGTGAATCTGGGCTCGATCTTCGACCTCATGGATTTCGTGCCGGTTGAGGGCGAC
AGCGCGCCGGGCGCCGGCGACCTGCCGCAGCCGGCGGTGGAAGACGAGGAATTC
GACGAGGGTGAAGTCGCCGAGGAGGAGGGCGAAGCCTGAAGTGATCGCTGAAGC
GCCTCCGATCGCCGAGCCCCCGATGACGGCGATCCAGGGGGAGACCCAGCCCAG
GAGGCCGAGGGGAATGGACAGCAACATGGCCACCGGGATCAGGGCGGCGATCA
GTCAAGCCGGCCTGAACCTTGGGCCACTCATCCACCAGGATCGAAAAGACCACA
GTGTCGCGCACCCGACCGGTCCAAGTGACGCGATCCTGGCGCAAGATTCCATCTT
GGTGCGCCCCCAGCTTGGTCATGGCCGCGCGGCGTGGCCATCATCGAATGGCCGC
AGCGGCTGGAGGGTCGCCTGCCGGCGGATCGCTCCCTCCCCCTCGGATAGCAC

SISPA 2
GTGGACCAACTGTTCCGCTGCATCAGCGGCAGTGTCGCAGTCTCGGCTTTCGAAC
TTGAATCGCTTCCGCTTCCGTCCGTCCGAGGCGATGGGGGCGACCACCGAGGGCT
GAGCCATGAGCCAAGCCAGCGCCGCCTGAGCCGGCGAGCACCGCCAGGGCCGAC
AGGCCCTGGATAATCAGGAAGCTCGAAGACATCTGGACGTTTTCCTCTTTTTCGTC
AGCCTCATCGAGCGTGACGGCCTCGTCAAGTTTCCTCTGGGACTGCTCGGGCCTT
CGAGGCGCTGAAGCCGCACGAGGCCGCGCCGTTCGTGGAGGAGACCTCCAAGCT
GGCCAATCTCTACCGGCTGGAGAGCCAT

SISPA 3
GTGGCATTGACATACGCTCCCAGTTGAAGATCGCCGGTCAGACCGTATTCCAGTT
CCGAGCGATAGAGACCGAAGTCGTAGGTTCCGACCGCCTGCCGGTGGGTGACAT
CCACCTTCTGCTCGAATTCCAGCTTGCCCCTGGGCTGCAGATCGAGCGTATAGAC
CCAGCCCATGACGCCCTCGCCCGCATGGGCCGAAGGCAGGCACGTACAGGTGGC
GCAGGCGAGCACTGCCAACAGCCGACGGACCGGCCCACTCCCTTTTCTTCTCATG
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AAGACTCCCTTTTTGTATGGTTTTGGAGGACTCAAATGCGACTATATCTCATTCGC
ATCTTAGAGATCCACCATGCCATGTCGCCATGCGGCGCCGAACTCCACCGGCATC
CGCAGTCCTGCTTTGTCCCCGCGGGGAACGGTCGCTCGCCGACTATGGGAAAATC
CGGCCCTCTCCACGTCCGGCGCACCCTGCACGCCCGACCGGCCTTCTCTGCGAAA
CCAATGTCCG

SISPA 4
ACCGTTGATTCGCACAATTGGTCATCGCGCTTGGTTGAAAAGCCAGTGGCGCGAA
GCTACCGTGCGCTGGATTATGACTGAACGCCTCTAAGTCAGAATCCGGGCTAGAA
GCGACGCGTGCGCCCGCCGCCCGATTGCCGACCTGCAGTAGGGGLCTCGLCCCCC
AAAGGCTCGTGTCGTTGGTCAGGCCGTCGCGGCGGACCAGCCGCGCCGGCCGCCT
TGAATCGTAATTCCCACCGAGCGGCGGGTAGAATCCTTTGC

171
CACTAGTGATTTCGAGCGGCGCCCGGGCAGGTACATGAGCTGTCTTGAGGCAGCT
TCTAGGTCTCCACATTCGTTGCACGTTGTCTACATTAATACTTCTCTAGAAACAAA
AGCATATGCTCATGAGGTTGTGCCAACAATTACGTGCACATCTTCAAATGTTGTC
CAAACCATTTTGCAGGCTTTTGTTCAAGTGCCAGATACAAACATATGGTACCTCG
GCCGCGACCACGCTAATCGAATTCCCGCGG

13/1
ACCTTCTCTACCACATCATTGCACTGCTGTAGATTTGAATGGACATTGACAACGG
ACCCGAAGTGTTACATAGAAAGGTCTCATGGCACTACATTGTTTCAGTTCCCACTT
CTCTTCTCTTCCTAGTAATCCAGGAACCTTTTCTGCGACATTATGGACATCCAGCC
AGAAAACCCAACAGCTCGAGGCAACATTCCAATCAGACGCCGGTTCCATGGATTT
GGCGAGAACCCATTTGTTCGTATTTTCGTCATCAGCATCTGTCTTCTTCAATTCCTT
GCTCTTCATTTTGCGACATTAATCAGTTGTAGCTTTTTTGCCGCTTGACTTATGATT
CATCTTGCTTTATATATAGATTATTTGTATTTTGAAGAACACTAGAAGAACATCTT
CTGCAGTATCCGAATGTGATGAAACTCAAAAGCAGTCCTCTGTCAGCTGTGCAAG
ATGGAGGAGAGAATCCGTGAGCCTGTTATTAGCAAAAGCTGATACAACAAGCCA
TTTACATAGGAGCTCAACCAGAATTGCTTTGGAGATGGTTTTTTCTGCTCAAGAA
ACTTTTAGTTCCGCTTCAAAATCTTTTTCATGACGAGGTTCTAATTCTTTGAAATTI
CCGACGAGCCGTGCGAACAGAGATGAGAGGGGTTCAACCTCTGCCCTGGCAACC
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AGGATAAGAACATTTGGATGCTTTCAAGTTTTGAGCACTTGAGAATCCATCAGAC
GCTCATTTTGGTGGAGCAGAAGACTTTGCATATCCAGCTCTACACGACGTTGA

14/1
CTACTACGGCACAGTGAATTGTAGTACCACTCACTATAGGGCCGAGTTGGGCCCG
ACGTCGCATGCTCCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTAGCGTGGTCG
CGGCCGAGGTACATCTCCTCCACCATTGGCTTCCACAGCCGGACACGAGCGTTTA
TAAACCAATTGGAAACCTGACTCCTAGTGAGTCCAGTTTGTTTTGCAAGCATGTG
CTTATCTGAATCCTTCGGATATGGGTGGAGGAAGTGTTCGAAGAGCCAAGCGCGA
AGAACAGAAACAGATCTTTCTGGCAATCCTCTTTGTGGTCTCCAAGCATTGTGCT
GGACCATTCCCAACTGTTGGAGAGCCCTTTGCTGCCTCAGCTGATGGTCAACATA
TTTGAGCCTTGAGCCTTCAATCTTACCTCCAACGCTATCTTCTTCTCCCAAGCTCTT
GTTGGCGGATCGAATTTGGTTCGTTATGGCGTCCTTCAGGCACCTGAATTGCTTTG
AGATTGTTTGCAGTGCCAGAGCAGTGTATGTTCTTGCTGAGCCAATTCCAGCTGCT
TGCTCAAATGATGAAATCACCATTTGCATCTGCCGGCGGTATTGCCTGTATCTTTG
GTCCACCTCATCAAGCATGTTGATTAGCTTCCCCTTCTTCATCTGAATTTCCTGCCT
CTCAGCAGTGCTCAACTCAGCCGCACGCTTTCTACTCCCTTCACGCCTACTGAACC
GTCTCTGGCCTCCGCCATCGAGGACCCAGCTGCCGCTTTACTCTGCTGCCCATTAC
CCTTTCTTTGGCAACTCAGTCCTCATCCCATTCCCGACGTTCCCAACTCATCGAGC
AGCTCCTGCGCCGCCTTCAAGT

15/1
ACAGCATTCTCTGGACTGACTCTCAGATCATCTTTTATGTTGACAATGTTCCCATT
AGAGAGTTCAAGAAAACAGAGTCGATGGATGGTGACTTCCCTGCTAAGCCGATG
TCATTGTATGCCACAATATGGGATGGATCTGATTGGGCTACCAATGGTGGCAAAT
ACCGAGTGAATTACAAGT

16/1
AGCGTGGTTGCGGCCGAGGTACCATTATTGGACTAATTTCATTCTTTATCTGAAAG
AGTCGTTCTAACTCTAAACTATATATTTTAAAACAATTATGGATATATTAATTAAT
GGATTTTCAATCCAAATTAAGACGCGTTTCTTACCAACCAATCAATAGTTGGTATT
TGTAGTTATTGACCAAACAACACGAAAGAAACCTAAATTCCTTCTATATTAGTTA
TTAGTAAAGTAATTATAAATTATTCGTTAATAAGAGATTTACTTATTTATTTGAGG
CGAATT
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13/2
ACACAACGAGATTCTGGGTCCAATCAAACATCTACACAGGCAGCTGCTGCTCATG
TGAATGACATTATTCTTGCTAGATCATTGTTACATGCTCGTGACATACTGCTTGAA
AAACTGCAGAAACTTATCAAGGCTATTGACCAAGCTATTGATTTGACTGATTTTA
TATCTAAAATACGACGACGCATAAGTTCGATTTCCTGCTAGAAAATTGGGGTGCA
GCATATGACAAAGTTTCAGGACAAGGCAAGCCACTGAAATGGTCTTGAGAAATT
AAATGGCACATCGAACCTTTGGTAAGCGGTGAGTTGGGACTTTTTTCCATCTGCG
TCCGTTGTGAACATCTGGTTCGGCCCCATAAGCGACCATACCATGGAGATGGAGC
GTCCACTGATCGGCTAGCTTTTGGATGCTAGTTCGAAGCCGGTGAGTGATAACTG
AGGTTTTTGGTCACCGGATAAGGTTCCTGGCCAGACAGTGTTGGGGCAGTTGTTT
GTGAAAGTGATTTTCGCTGCATGTGCACCTGAGAAGAAGACGATGGCCAAGTGA
CGCCCAAGAGGGAAGCTACTTGGCTCTTCATCATCGACATTGAATATGTCTTAAT
TGCCTGGTTGCTGCTAATTAACTTACTTCTGATTTGATCCCGCGT

117



Danksagunq

Dem Bundesministerium fur Verbraucherschutz, Ernghrung und Landwirtschaft méchten wir
far die Bereitstellung der Forschungmittel zur Durchfihrung dieses Projekts ganz besonders
danken.

Unser Dank gilt weiterhin Herrn Prof. Dr. M. Poehling fir die Bereitstellung des
Arbeitsplatzes am Institut fir Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz der Universitédt
Hannover.

Aulerdem danken wir Herrn Dr. W. Jelkmann fir die Bereitstellung von einem
umfangreichen Virusisolatspektrum fir die Entwicklung des Nachweisverfahrens, Herrn Dr.
V. Zahn fur die Durchfihrung der Indikatortestung und die Bereitstellung des
Pflanzenmaterials fur die Paralleltestung, Herrn Dr. E. Seemiller fur die Unterstiitzung bei
der Auswahl geeigneter Primer fur den Phytoplasmarechweis, Herrn Dr. E. Lesemann und
Dr. H.J. Vetten fur die Unterstiitzung bel der Elektronenmikroskopie, Herrn Dr. Kruse fur die
Durchfuhrung der Viroidtestung mittels R PAGE, Frau Dr. K. Wydra fur die Bestimmung des
isolierten Bakteriums und Frau Dr. F. Krgjinski fUr die Unterstitzung und Beratung bei der
cDNA Subtraktion.

Ebenso gilt unser Dank der gesamten Arbeitsgruppe "Molekulare Phytopathologie und
Virologie" fur die tagliche Unterstiitzung im Labor.



