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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das European mountain ash ringspot-associated virus (EMARAYV)

Seit 1960 wird eine Erkrankung an Ebereschen (Sorbus aucuparia L.) beschrieben, die sich
insbesondere in einer Scheckung der Blétter sowie in chlorotischen Ringflecken &auf3ert
(Abbildung 1) (Kegler, 1960). Diese sogenannte Ringfleckigkeit ist seitdem im gesamten
Verbreitungsgebiet des Baumes, Nord- und Mitteleuropa, beobachtet worden (Schmelzer,
1977; Cooper, 1979; Polak et al., 1990; Ebrahim-Nesbat und Izadpanah, 1992; Polak und
Zieglerova, 1996; Benthack, 2001). Seit kurzer Zeit steht fest, dass mit dieser Erkrankung ein
neuartiges RNA-Virus assoziiert ist, das European mountain ash ringspot-associated virus
(EMARAV) (Benthack et al., 2005; Mielke und Muehlbach, 2007). Sowohl die viraen
Nukleinsduren als auch Proteine lassen sich ausschliefdlich in symptomtragenden Ebereschen
nachweisen (Benthack et al., 2005; Mielke und Muehlbach, 2007; Mielke et al., 2008) waobei
noch unklar ist, ob tatsachlich beide Symptome, Scheckung und Ringflecken, ausschliefdich
auf eine EMARAYV -Infektion zurtickzuf ihren sind.

Abbildung 1: Scheckung und Chlorotische Ringflecken auf Bliattern EMARAYV-infizierter Ebereschen

EMARAV besitzt ein segmentiertes, einzelstrangiges (ss)RNA-Genom, dessen vier RNAS
negative (-)Polaritét zeigen und jeweils fir ein virales Protein kodieren (Abbildung 2). Die
Enden dieser RNAs sind, wie es fur ss(-)RNA-Viren typisch ist, komplementér. Diese

Basenpaarungen erstrecken sich je nach RNA Uber einen Bereich von 19 bis 23 bp und
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weisen Unterbrechungen von zwei (RNA1-3) bzw. vier Basenpaaren (RNA4) auf. Von
anderen Viren ist bekannt, dass diese und ggf. zusétzliche Regionen der nicht trandlatierten
Bereiche eine Promotoraktivitdt besitzen und daher sowohl im Rahmen der Replikation als
auch bei der Transkription unter Verwendung der eigenen RNA-abhangigen RNA-
Polymerase (RdRp) eine wichtige Rolle spielen (Chen et al., 2001; Kashiwagi et al., 2002,
Barr et al., 2003; Shi et al., 2007). Die letzten 13 Nukleotide der Enden der vier RNAs sind
konserviert. lhre Sequenz &hnelt interessanterweise sehr der der Orthobunyaviren und der
Hantaviren, beides Genera mit tier- und humanpathogenen Vertretern innerhalb der
Virusfamilie Bunyaviridae. Die viralen (V)RNAs von EMARAV besitzen keinen Poly-(A)-
tail. Die langste der vVRNAS, VRNA1 (7040 nt), kodiert die 266 kDa grof3e RdRp (Abbildung
2). In ihrer Sequenz lassen sich alle sechs konservierten Motive (Pramotiv A, Motive A-E),
die funktionale Domanen darstellen, finden. Dartiberhinaus besitzt diese RdARp vermutlich ein
weiteres Motiv in Form eines endonucleolytischen Zentrums. Dieses wird vermutlich im
Rahmen des , Cap-Snatching -Mechanismus, bei dem das Virus die,Caps von WirtssmRNAS
abtrennt und an seine eigenen RNAs ligiert, aktiviert. Die zweitlangste RNA (RNA2, 2335 nt)
tragt das Gen fUr einen putativen Glykoproteinprecursor P2, der mittels wirtsspezifischer
Proteasen in zwei einzelne Glykoproteine (G2, 23 kDa und G1, 52 kDa) gespalten werden
konnte. Mit Hilfe von Computeranalysen lassen sich fir dieses Protein neben der
Prozessierungsstelle mehrere N-Glykosylierungsstellen, drei Transmembranhelices sowie ein
N-terminales Signalpeptid ermitteln. Erste Hinweise in heterologen Expressionssystemen
lassen vermuten, dass die Glykoproteine moglicherweise durch das 35 kDa Nucleocapsid (N)-
Protein (P3) stabilisiert werden (Ludenberg, 2008). Dieses wird von der RNA3 (1560 nt)
kodiert und l&sst sich in Fraktionen von Nucleocapsid- und Viruspartikel-Aufreinigungen
anreichern. Das kleinste EMARAYV -spezifische Protein P4 wird von der RNA4 (1348 nt)
kodiert (Abbildung 2). Ihm konnte bisher keine eindeutige Funktion im Replikationszyklus
des Virus zugeordnet werden. Allerdings haben erste Untersuchungen gezeigt, dass es sich
hierbei vielleicht um einen viralen Gene Silencing-Suppressor handeln kénnte (Klode, 2007;
Thiemann, 2008). P4 ist wie auch andere bekannte Suppressoren (HCPro, NSs) in der Lage,
ein LacZ-induziertes Gene Silencing in Drosophila S2-Zellen zwar nicht vollstandig zu

unterdriicken, aber bis zu einem gewissen Grad abzuschwéchen.
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vRNA1 (7040 nt) ~
5 ‘< RdRbp 265.65 kDa 4 =3
VRNAZ2 (2335 nt)
5 _< Glvcobroteinprecursor 75.25 kDa — 3
VRNA3 (1560 nt)
5 _< N-Protein: 35.08 kDa — 3’
VRNA4 (1348 nt)
5 4< P4:26.86kDa [ 3’

Abbildung 2: Genomorganisation von EMARAYV (nach Mielke und Muehlbach, 2007, verindert)

EMARAV kann bislang keinem der bekannten Genera und Familien zugeordnet werden,
trotzdem sich auf Ebene der viralen Proteine Verwandtschaften zu verschiedenen ss(-)RNA-
Viren erkennen lassen. Die Aminosauresequenz der RARp-Motive zeigt, wie auch schon die
zuvor erwahnten RNA-Termini, groRe Ahnlichkeit zu denen der Bunyaviren, aber auch zu
den phytopathogenen Tenuiviren (Benthack et al., 2005). Die hdchste Verwandtschaft scheint
demnach zu den pflanzlichen Tospoviren und den tier- und humanpathogenen
Orthobunyaviren zu bestehen. Die anderen drei EMARAYV -spezifischen Proteine zeigen
alerdings keine groRen Ubereinstimmungen mit denen der Bunyaviridae. Lediglich der
putative Glykoproteinprecursor P2 weist ein typisches Motiv der Phleboviren auf und scheint
von seiner Organisation her denen der Bunyaviren sehr dhnlich zu sein. Das N-Protein P3
weist auf Aminosiureebene eine gewisse Ubereinstimmung mit den N-Proteinen der ebenfalls
noch nicht klassifizierten Pflanzenviren Pigeon pea sterility mosaic virus (PPSMV) und High
Plains virus (HPV) auf. Da bislang fur diese beiden Viren kel nerlel Sequenzinformationen zu
den anderen Proteinen vorliegen, kann noch keine genaue Aussage Uber die phylogenetische
Beziehung gemacht werden. Als einzig bisher verdffentlichter Sequenzabschnitt, weig das 3'-
Ende des HPV eine sehr grolRe Ubereinstimmung mit dem konservierten Terminus von
EMARAYV auf. Nach personlicher Mitteilung von Dr. Toufic Elbeaino (Istituto Agronomico
Mediterraneo di Bari, Bari, Italien) besteht eine weitere Verwandtschaft zu einem Virus, das
mit dem ,Fig mosaic’ assoziiert ist. Es konnten zu jeder der vier EMARAV -spezifischen

RNAs Sequenzen mit hoher Ubereinstimmung gefunden werden. So scheinen die RdRps bzw.
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ihre Aminosiuresequenzen (ber einen Bereich von ca. 1200 Aminosiauren eine Ahnlichkeit
von etwa 60 % zu besitzen.

Bunyaviren, sowie PPSMV, HPV und vermutlich auch das mit dem ,Fig mosaic’ in
Verbindung stehende Virus gehtren zu den membranumhdillten Viren. lhre Partikel variieren
zwischen 80 und 200 nm im Durchmesser (Skare et al., 2006; Overby et al., 2008). Bereits
1992 zeigten Ebrahim-Nesbath und 1zadpanah in Ultradiinnschnitten von Ebereschenbléttern
mit den charakteristischen Krankheitssymptomen ebenfalls von einer Doppelmembran
umgebene Partikel mit einer Grole von 80 bis 100 nm. Und auch in der Fraktion einer
Partikel -Anreicherung aus Ebereschenbléttern, die nach einem Protokoll fur Tospoviren
durchgefthrt wurde, konnten Strukturen im Elektronenmikroskop nachgewiesen werden, die
solchen Viruspartikeln @nlich sind (Abbildung 3) (Ludenberg, 2008). Nucleocapside mit
fadigen, flexiblen Strukturen, die lediglich aus N-Protein und viraler RNA bestehen, konnten
bereits fur die oben aufgefihrten Viren gezeigt werden (Ahn et al., 1998; Lava Kumar et al.,
2002). Die Darstellung von EMARAV -spezifischen Nukleocapsiden gelang bisher nicht.

Abbildung 3: Putative Viruspartikel von EMARAY aus Ludenberg, 2008

Der einzige bislang bekannte Wirt von EMARAYV ist S. aucuparia L.. Die in Nordamerika
verbreitete S. scopulina Greene (Kaskaden-Eberesche) zeigt zwar @hnliche Symptome, ein
Nachweis von EMARAV mittels RT-PCR oder Immunodetektion gelang jedoch nicht
(personliche Mitteilung von Nancy Robertson, USDA, ARS, Alaska).
EMARAYV lésst sich gut durch Pfropfung auf eine gesunde Ebereschen-Unterlage tbertragen
(Fuhrling und Bittner, 1995). Die mechanische Ubertragung des Virus auf krautige
Wirtspflanzen ist im Gegensatz dazu alerdings sehr eingeschrénkt. So konnte EMARAV
zwar durch direkten Abrieb mit infiziertem Blattmateria ohne Puffer auf Nicotiana rustica
und Nicotiana tabacum var. Samsun ubertragen werden, aber der Titer in diesen Pflanzen
schien recht gering und die Symptomauspragung uneinheitlich zu sein (Kadri, 2002; Ringd,
4
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2003). Die natirliche Ubertragung von EMARAV ist noch unklar. Aufgrund der
Verwandtschaft zu PPSMV, HPV und dem ,Fig mosaic’ assoziierten Virus, die ale durch
Milben der Familie Eriophyidae Ubertragen werden (Proeseler, 1969; Kulkarni et al., 2002;
Louie et al., 2006) besteht der Verdacht, dass die Gallmilbe Phytoptus pyri (Pagenstecher,
Eriophyidae), die sehr haufig auf infizierten Baumen zu finden ist (Mielke, 2004; Thoma,
2007) der mogliche Vektor sein kénnte. Kirzlich konnten sowohl verschiedene EMARAYV -
spezifische RNAs wie auch das P3 mehrfach in einzelnen Milben nachgewiesen werden
(Mielke, unverdffentlicht).

Zum Nachweis von EMARAV stehen mittlerweile zuverlassige diagnostische Primerpaare
sowie Antiseren gegen die virden Proteine G1, G2, P3 und P4 zur Verfigung (Mielke und
Muehlbach, 2007; Mielke et al., 2008). Letztere finden vorwiegend im Rahmen der
Untersuchungen zur Funktion der Proteine eine Anwendung.

Bezlglich der Lokalisation und Quantifizierung von EMARAYV in Geweben oder Zellen ist
noch nicht viel bekannt. Zwar l&sst sich mit den verschiedensten molekularbiologischen
Methoden wie dsRNA -Préparation, Northern-Blot-Hybridisierung und RT-PCR in vielen
Geweben (Blétter, Bast, Frichte, Samen) virale RNA detektieren, aber eine Eingrenzung auf
verschiedene Zelltypen oder sogar subzellulér auf bestimmte Zellkompartimente ist bisang
nicht erfolgt. Lediglich in ersten in situ-Hybridisierungen konnte genomische RNA im
Palisaden- und Schwammparenchym in Blattquerschnitten infizierter Ebereschen gezeigt
werden (Schlatermund, 2004).

1.2 Nachweisverfahren in der Virusdiagnostik

Haufig beginnt die Virusdiagnostik an Pflanzen mit der Bonitur typische Symptome wie
Chlorosen, Scheckungen, Welke oder Kleinfrichtigkeit. Die daraufhin folgenden
Nachweisverfahren lassen sich grundsétzlich in zwel Kategorien einteilen. Entweder basieren
sie auf Antiseren, die zur Detektion von viralen Antigenen eingesetzt werden (serologischer
oder immunologischer Nachweis) oder sie basieren auf dem Nachweis viraler Nukleinséuren.
Eine der wichtigsten serologischen Methoden ist der ELISA (Enzyme linked immuno-sorbant
assay). Er wird vor alem in der Routinediagnostik eingesetzt, wo grof3e Probenmengen mit
wenig Aufwand und geringen Kosten in kurzer Zeit untersucht werden mussen. Zur
Durchfihrung eines ELISA werden unmarkierte virusspezifische mono- oder polyklonae
Antikorper an Oberflachen von Mikrotiterplatten gebunden die dann die viralen Antigene im
zu untersuchenden Pflanzensaft binden. Beim direkten Nachweisverfahren wird als zweiter

Antikorper ein virusspezifischer, markierter Antikorper eingesetzt, welcher das gleiche virale
5
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Antigen bindet und eine Detektion dieses Komplexes aufgrund seiner Markierung zulésst.
Dieser Assay wird als DAS-(double antibody sandwich)-ELISA bezeichnet. Der TAS-(triple
antibody sandwich)-ELISA ist eine indirekte Detektionsmethode, die sich darin unterscheidet,
dass der zweite eingesetzte Antikorper (oft monoklonal), wie der immobilisierte, nicht
markiert ist. Es bedarf folglich eines dritten Antikorpers, der gegen den zweiten
tierspezifischen Teil des Antikdrpers gerichtet ist und eine Markierung tragt. Der ELISA 18sst
im Rahmen der Nachweisgrenze nach Verwendung eines monoklonalen virusspezifischen
Antikorpers exakte Ruckschlisse auf die Virusmenge zu, wohingegen mittels polyklonaer
Antikérper auch Anhaltspunkte beziiglich der serologischen Gruppenzugehorigkeit eines
Virus gewonnen werden konnen (Sharifi et al., 2008). Da polyklonale Antikorper an
verschiedene Epitope viraler Proteine / Antigene binden konnen, sind sie oft in der Lage
sowohl das Virus, gegen dessen Protein sie hergestellt wurden a's auch Proteine verwandter
Viren zu binden und somit einen Nachweis zu erméglichen.

Neben der Routinediagnostik finden solche Antiseren vor allem auch Anwendung bel der
Charakterisierung viraler Proteine. So konnen sie helfen die tatsachliche Grof3e des Proteins
und die eventuelle Komplexierung mit anderen Peptiden in Western-Blot-Analysen
aufzuklaren. Durch den Einsatz unspezifisch proteinbindender Membranen, wie z.B.
Nitrocellulose oder Polyvinyliden Fluorid (PVDF) kann aber auch ein gewebs- und
organspezifischer Nachweis gefuhrt werden. Hierfur werden frisch geschnittene Pflanzenteile
(z.B. Sprossachse oder Wurzeln) auf eine Membran gepresst und die Proteine mittels
Antikérpern anschliefRend detektiert (Drews et al., 2004). Dies ist ein schnelles und einfach
durchfihrbares Nachweisverfahren in der Diagnostik, kann aber auch z.B. zur Ermittlung der
Ausbreitungsgeschwindigkeit eines Virusin der Wirtspflanze eingesetzt werden.

Eine exakte Lokalisation eines Virus in einer Zelle kann ebenfals mittels spezifischer
Antikérper gelingen. Das Wissen dartber, in welchen Zellkompartimenten das Virus und
somit auch seine Proteine vorkommen, kann Aufschluss tber den Ort der Replikation und
Transkription, der Translation und des Partikelassembly geben (Carette et al., 2002) und
somit zur Gruppierung noch unklassifizierter Viren, sowie zur Entwicklung antiviraler
Wirkstoffe in  der Medizin beitragen. In der Pflanzenvirologie werden oft
fluoreszenzmarkierte Antikorper in Protoplastensystemen eingesetzt. Um eine Kolokalisation
mit bestimmten zellulédren Kompartimenten festzustellen, konnen anders fluoreszierende
spezifische Antikorper z.B. gegen den Golgi-Apparat und virusspezifische Antikorper in
einem Versuchsansatz verwendet werden. Zur intrazelluldren Lokalisation viraler Proteine ist

die Transmissionsdektronenmikroskopie (TEM) in Verbindung mit goldmarkierten
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Antikérpern besonders geeignet (Cillo et al., 2002). Hierfur kdnnen Ultradtinnschnitte (50 bis
100 nm) von Geweben der natirlichen Wirtspflanze angefertigt werden, die anschlief3end auf
Netzchen aufgebracht, meist mittels Uranylacetat kontrastiert und dann mit virusspezifischen,
goldmarkierten  Antikorpern  dekoriert  werden.  Wenn  AntikOrper  in der
Elektronenmikroskopie verwendet werden, spricht man von Immuno Sorbent Electron
Microscopy (ISEM). Antikorper konnen wie beschrieben zur Dekoration, also zum
nachtraglichen Markieren der viralen Proteine, aber auch zur Anreicherung dieser Proteine
genutzt werden. Gibt man Pflanzenextrakte auf Netzchen, welche zuvor mit der
Antikorperlésung beschichtet wurden, so binden virale Proteine selektiv an die Oberflache,
wohingegen nicht gebundene zelluldre Proteine teilweise in nachfolgenden Waschschritten
entfernt werden konnen. Werden Antikorper gegen virale Oberflachenproteine (Hull- oder
Nukleocapsidproteine) zur Beschichtung verwendet, gelingt es oft bereits in Tropfpréparaten
aus Pflanzenextrakten die Morphologie der Viruspartikel aufzuklaren.

Neben dem serologischen und mikroskopischen Virusnachweis, basieren viele Verfahren auf
der Detektion von viralen Nukleinsduren entweder im Gewebe selbst oder in reinen RNA -
oder DNA -Praparationen.

In Hybridisierungstechniken verwendet man spezifische Sonden, deren Markierung radioaktiv
oder nicht radioaktiv sein kann, und die komplementdr zu der zu detektierenden viralen
Nukleinsaure sind. Nicht radioaktive Sonden tragen modifizierte Nukleotide, die mittels eines
spezifischen Antikorpers, der ein Enzym wie z.B. die Alkaische Phosphatase oder die
M eerrettich-Peroxidase tragt, detektiert werden. Als Substrate kénnen Substanzen verwendet
werden, deren Umsetzung Farbprézipitate (z.B. NBT/BCIP) oder Chemilumineszenz
(z.B. CSPD) erzeugen. Eine schnelle Hybridiserungsmethode zur Detektion von
Pflanzenviren, ist der Tissue print. Bei diesem werden (wie im serologischen Teil bereits
beschrieben) Pflanzenteile frisch angeschnitten und mit der Schnittfléche auf eine Membran
gepresst. Zur unspezifischen Bindung von Nukleinsauren eignen sich neutrale oder positiv
geladene Nylonmembranen. Im Gegensatz zu dem Tissue Print, der organ- oder
gewebsspezifische Nachweise zulésst, dient der Spot Blot, bei dem kleine Mengen eines
Pflanzenpressaftes oder Homogenats auf eine Membran getropft werden, dem generellen
Nachweis des gesuchten Virus. Solche Nachweisverfahren spielen, wie auch der ELISA in
der Diagnostik der Pflanzenschutzamter eine grof3e Rolle, da sie leicht durchfihrbar und fir
gangige Pflanzenviren gut etabliert und deshalb sehr zuverlassig sind (Muehlbach et al.,
2003).
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Zwel weitere auf spezifischen Sonden basierende Verfahren zum Nachweis viraler
Nukleinsduren stellen Northern- und Southern-Blot-Hybridisierungen dar. Im Fall des
Northern-Blots wird isoliete RNA, fur den Southern-Blot dagegen DNA jewells
gelelektrophoretisch aufgetrennt und anschlief?end auf Nylonmembranen transferiert. Mittels
dieser Hybridisierungen konnen so die Grolen der spezifischen Nukleinsduren bestimmt
werden. Grundsétzlich konnen sowohl RNA-, als auch DNA-Sonden zur Hybridisierung
eingesetzt werden, wobei RNA:RNA -Hybride am stabilsten sind. RNA:DNA-Bindungen sind
noch fester as DNA:DNA-Bindungen, weshalb RNA-Sonden in Northern-Blot-Experimenten
die stringentesten Hybridisierungs- und Waschbedingungen zulassen und deshalb
hochspezifisch sind. Die acht vg- und vcRNAs von EMARAYV konnten mittes spezifischer
RNA-Sonden in Northern-Blot-Experimenten in Gesamt-RNA aus symptomtragenden
Ebereschen detektiert werden (Schlatermund, 2004). Fir EMARAV konnte die Technik der
Northern-Blot-Hybridisierung verwendet werden, um ale vier genomischen RNAs mittels
einer einzigen DNA-Sonde von 13nt Lénge, die den konservierten Enden komplementar war,
paralel zu detektieren und ihre Grof3en und Anzahl zu bestétigen (Mielke und Muehlbach,
2007).

Eine besondere Form der Hybridisierung stellt die in situ-Hybridisierung (ISH) dar, mit der
virale Nukleinsduren innerhalb bestimmter Gewebe oder Zelltypen und gegebenenfalls auch
Zellkompartimenten lokalisiert werden konnen (Delord ef al., 1990). Hierfur werden Gewebe
oder kleine Pflanzenteile so fixiert, dass sowohl die pflanzlichen Strukturen, als auch
samtliche Nukleinsduren erhalten bleiben. Eine Einbettung in z.B. Wachse ermdglicht das
Schneiden der Gewebe. Diese werden anschlief3end vollsténdig entwachst, ihre Permeabilitét
fUr die Sonden erhoht und dann mit diesen hybridisiert. Die Detektion erfolgt mit Substraten,
die durch ihre enzymatische Umsetzung Farbprézipitate erzeugen (Roche, 2002). Bei
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung (FISH) werden die verwendeten Sonden aufgrund ihrer
Fluoreszenzmarkierung direkt, also ohne den Einsatz von Antikorpern, detektiert (Bolten et
al., 1998). Einen sehr viel sensitiveren Nachweis virder Nukleinsduren bietet die (RT)-PCR
Speziell zum Nachweis von Viren in situ, die in sehr geringen Kopienzahlen vorliegen oder
aus anderen Griinden schwer detektierbar sind, kann die in situ-(RT-)PCR eingesetzt werden.
Bel diesem Verfahren werden sowohl eine Reverse Transkription as auch die PCR in
Gewebeschnitten ausgefuhrt, weshalb besonders viel Aufmerksamkeit auf intakte
Nukleinsduren und Permeabilitdt der Zellen, sowie auf geeignete Versuchsbedingungen fir
die Polymerasen gelegt werden muss. Bel der direkten in siru-RT-PCR werden markierte
Nukleotide wahrend der PCR in die neu synthetisierten DNA -Strange integriert, wahrend von
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indirekter in situ-RT-PCR gesprochen wird, wenn die unmarkierten PCR-Produkte
anschlief3end mittels Sonden detektiert werden (Long et al., 1993). Bel der indirekten in situ-
RT-PCR handelt es sich demnach um eine Kombination aus in situ-RT-PCR und in situ-
Hybridisierung.

Aufgereinigte Nukleinsduren werden je nach Fragestellung mit isolat-, art- oder
gruppenspezifischen Primern analysiert. Der Erhat und die Grole des Amplifikats
ermdglichen die Identifikation bekannter Viren, oder, bei Verwendunge von
gruppenspezifischen Primern, gegebenenfalls auch die Entdeckung neuer Viren oder
Virusisolate (Fanigliulo et al, 2007). Die Bedeutung der (RT-)PCR als
Routinediagnostikverfahren nimmt sowohl in der medizinischen (Vaheri er al., 2008), as
auch in der pflanzlichen Virologie stetig zu, da sie sehr zuverlassig und extrem sensitiv ist.
Sie hat aber den Nachteil zeitaufwandiger und arbeitsintensiver als der ELISA zu sein sowie
eine gewisse Laborausstattung zu bendétigen.

Gerade in der medizinischen Diagnostik wird die herkdmmliche RT-PCR immer haufiger von
der rea time RT-PCR, auch quantitative RT-PCR (gRT-PCR) genannt, abgeltst. Da die
Identifikation der Amplifikate mittels ihrer Schmelztemperatur erfolgt, ist de
elektrophoretische Auftrennung im Anschluss unnétig. Dartiber hinaus ist die gPCR dank
kurzer  Produkte sehr schnell und erméglicht ene  Quantifizierung  der
Ausgangsnukleinsduren. Des Weiteren kdnnen auch nah verwandte Viren oder Isolate, die
gleiche Symptome ausl6sen, mittels hochspezifischer gRT-PCR-Experimente differenziert
werden. Dies ermdglicht eine schnelle und korrekte Therapie der Erkrankten, kann aber auch
unter epidemiologischen Gesichtspunkten sehr wichtig sein, da so bei geféhrdeten Personen
die richtigen Impfungen durchgefiihrt werden koénnen (Garcia et al., 2001). Auch in der
medizinischen Forschung zum Beispiel bei der Entwicklung neuer antiviraler Wirkstoffe ist
die gRT-PCR von grofRem Interesse, da es hier erforderlich ist, die Menge virder RNA-
Molekile exakt bestimmen zu kénnen (Rouet und Rouzioux, 2007).

In der Routinediagnostikk der Pflanzenvirologie spielt die gPCR noch eher ene
untergeordnete Rolle. Vor alem aus Kostengrinden stellt der ELISA nach wie vor die
Standardmethode zur Detektion von phytopathogenen Viren dar. Besonders in
Pflanzenschutzamtern, die meist aufgrund der Symtome bereits Indizien fUr ein potentielles
Virus als Erreger haben und oft viele Proben bearbeiten missen, ist der immunologische
Nachweis eine zuverléssige, gunstige und schnelle Methode. Allerdings gewinnt die
Standard-RT-PCR an Bedeutung da sie ebenfalls schnell und in grofRer Stiuickzahl
durchfihrbar und auRerdem sehr sensitiv ist.
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Die Quantifizierung von viralen Nukleinsauren spielt in der Pflanzenvirologie momentan
vorwiegend eine Rolle bei der Charakterisierung von Pathogenen und deren Interaktion mit
der Wirtspflanze. So ist hier z.B. die Ermittlung der Verhadtnisse der viralen genomischen
(vg) zu der viralen copy (vc) Nukleinsduren von Interesse, weil sie Ruckschlisse auf
Mechanismen der Replikation und Transkription der Viren ermdglicht. Des Weiteren vermag
die gRT-PCR auch epidemiologische Aspekte wie die Uberwinterung und Ubertragung von
Viren ndher zu beleuchten, indem die Virusmengen in verschiedenen Geweben einer Pflanze
oder aber auch bei Viren mit grofem Wirtskreis in verschiedenen Wirtspflanzen bestimmen
kann (Saponari et al., 2008). Die Quantifizierung verschiedener virusspezifischer mRNAs
kann aber auch Hinweise auf die jewelligen benétigten Proteinmengen und ihre Funktionen
geben (Skaf et al.,, 2000). gRT-PCR kann auch dazu genutz werden, virale copy RNAS in
Vektoren nachzuweisen. Sind vcRNAS detektierbar, spricht dies fir eine Replikation des
Virus im Vektor, was diesen zu einem sehr potenten Ubertrager macht (OImos et al., 2005;
Sinisterra et al., 2005). Ein weiteres Feld der gRT-PCR ermdglicht Aussagen Uber den
Einfluss virdler Nukleinsduren oder Proteine auf die Expression verschiedener Wirtsgene, wie
etwa bel der Pathogenabwehr. Es konnte mittels gRT-PCR gezeigt werden, dass nach
Infektion von Nicotiana tabacum mit dem Tobacco mosaic virus (TMV, Tobamovirus) die
MRNA Menge das Restistenzgens N deutlich zunimmt. Die Infektion mit dem Potato virus Y
(Potyvirus, Potyviridae) 16ste keinen Anstieg der mRNA-Mengen aus, was fir eine relativ
spezifische Abwehr der Pflanze spricht (Levy et al., 2004). Ein wichtiger Mechanismus im
Rahmen der Virus-Pflanze-Interaktion ist das Gene silencing, bei dem von der Pflanze
synthetisierte SsSRNAs und verschiedene Proteinkomplexe zur Degradation der viralen RNAS
genutzt werden. Die Quantifizierung der Virus-RNA-Mengen kann in diesem Rahmen eine
Aussage Uber die Effektivitéat der viralen Suppressoren erméglichen (Johansen und Wilson,
2008). Stérkere Suppressoren bedingen demnach erhohte Virusreplikation und fihren somit
zu gréferen VRNA -Konzentrationen in der Pflanze

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die gRT-PCR zur Quantifizierung der
verschiedenen RNAs des European mountain ash ringspot-associated virus genutzt, um
Erkenntnisse beziiglich der Replikation, Transkription, Symptomauspragung und
Uberwinterung dieses neuartigen Virus zu gewinnen. Die ebenfalls Nukleinsiure-basierende
Methode der in situ-RT-PCR (IS RT-PCR) sollte zusétzlich die Lokalisation des Virus in

Geweben bzw. Zelltypen ermdglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien, Losungen und Enzyme

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, von den Firmen
AppliChem (Darmstadt), Calbiochem (Schwalbach am Taunus), Carl Roth (Karlsruhe), Fluka
(Taufkirchen), Merck (Darmstadt) und Sigma-Aldrich (Minchen) bezogen und entsprachen
dem Reinheitsgrad ,, zur Analyse".

Puffer und Losungen wurden mit deionisiertem Wasser aus einer |onenaustauscheranlage
(Milli-Q-Water-Systems, Millipore) angesetzt und bei Bedarf durch Autoklavieren fir 20 min
bei 120°C und 1,2 bar sterilisiert. Fur die Arbeiten mit RNA wurden die Losungen, Puffer
sowie das Wasser vor dem Autoklavieren mit 0,1 % Diethylpyrocarbonat (DEPC) behandelt.
Sofern das Autoklavieren einer Chemikalie nicht moglich war, wurden die hiermit
hergestellten Ldsungen und Puffer mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt.

Alle verwendeten Enzyme stammten, wenn nicht anders vermerkt, von der Firma Fermentas
(St. Leon-Rot).

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion (Planegg-Martinsried) bezogen und bel
—20°C gelagert.

2.1.2 Materialien und Reagenzien fiir QRT-PCR-Experimente
Aufgrund der hohen Sensbilitét der qRT-PCR wurde Wert auf maoglichst einheitliche
Versuchsbedingungen gelegt. Fir die Erststrangsynthese wurde ausschliefdlich die MMuLV-
Reverse Transkriptase von Fermentas genutzt. Der ,qPCR MasterMix Plus fir SYBR®
Green I (Eurogentec, Koln) fur die rea time PCR-Reaktionen entstammte zwel
verschiedenen Chargen. Die verwendeten 96-well Platten und die Klebeabdeckungen wurden

von der Firma Eppendorf (Hamburg) bezogen.

2.1.3 Verwendete Reaktions-Kits

Zur Elution von PCR-Produkten und Vektoren diente das Kit ,, DNA Gel Extraction Kit* von
Roche (Mannheim) oder ,,Nucleo Spin Extract 11“ von Macherey und Nagel (Duren).
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2.14 Klone und Vektoren

Von Frau Dr. Nicole Mielke (Universitét Hamburg, Biozentrum Klein Flottbek) wurden mir

folgende Ebereschen- und EMARAYV -spezifische Klone zur Verfligung gestellt:

Tabelle 1: Ebereschen-RNA- und EMARAYV-spezifische Klone

Vektor Insertlinge [bp] Herkunft
V772/1_4.13 | pCR4-TOPO® 386 18Sr RNA von S.a.
V103.44 pCR4-TOPO® 794 VRNA1
V107.10 pCR4-TOPO® 1429 VRNA 2
V133.14 pGEM T-Easy® 1155 VRNA 3
V130.19 pCR2.1-TOPQO® 1356 VRNA 4

Zur Klonierung Ebereschen-spezifischer Genabschnitte wurde der Vektor pCR 11® von

Invitrogen (Karlsruhe) verwendet.

2.1.5 Bakterienstimme

Fur samtliche Klonierungen von PCR-Produkten wurden zur Transformation chemisch

kompetente Zellen des Escherichia coli-Stammes DH5a verwendet.

2.1.6 Pflanzenmaterial

Das verwendete Pflanzenmaterial stammte von drel im Freiland stehenden Ebereschen
(Sorbus aucuparia L.) in Hamburg.

- Versuchsbaum K1, infiziert, deutliche Scheckungen und Ringflecken auf den Bléttern, ca. 8
Jahre alt. Standort: Waldrand, Revierforsterel  Klovensteen, Klovensteenweg
(GPS: E: 9°46" 01", N: 53°36" 007)

- Versuchsbaum B1, infiziert, seit mehreren Jahren deutliche Scheckungen und Ringflecken
auf den Bléttern, zusétzlicher Befall durch Pilze und Flechten, ca. 20 Jahre at. Standort: In
Baumgruppe, Botanischer Garten Klein Flottbek (GPS: E: 9° 51" 32", N: 53° 33'46"")

- Versuchsbaum SF (symptomfrel), in RT-PCR-Experimenten seit Jahren als EMARAV-frei
getestet, keine Symptome, ca. 12 Jahre alt. Standort: freistehend westlich neben dem
Biozentrum Klein Flottbek (GPS: E: 9° 51" 32"", N: 53° 33" 37")

Es wurden von Januar bis Dezember 2006 monatlich Proben von allen drei Versuchsbaumen
genommen. Pflanzenmaterial wurde ausschliefdlich von einem markierten Ast jedes Baums
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geerntet. Von Januar bis inklusive April und im Dezember wurden Blattknospen geerntet. In
den Monaten Mai bis November wurden Blé&tter inklusive Blattstielen gesammelt. Die Blétter
wurden direkt vor der RNA-Isolierung, im tiefgekihlten Zustand in kleine Stiicke zerbrochen
und gut durchmischt. Dartber hinaus wurden junge Triebe (Zweige) das gesamte Jahr
hindurch entnommen, wobei lediglich das Phloem inklusive Rinde, welches frisch vom Holz
abgezogen wurde, weitere Verwendung fand und bis zur RNA-Isolierung bei -70°C gelagert

wurde.

2.1.7 Verwendete Software

Die Ableitung von sequenzspezifischen Primern wurde mit Hilfe des frei zugénglichen
Programms PrimerQuest™ der Firma Integrated DNA Technologies, Inc., (lowa, USA)
vorgenommen.

Be GeNorm (Vandesompele et al., 2002) (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm)
handelt es sich um ein Makro fur Excel, welches zur Ermittlung konstitutiv exprimierter Gene
in real time PCR-Experimenten eingesetzt wird.

REST 2005 (Handbuch: Pfaffl, Herrmann, Chiew 2006) (http://www.gene-

guantification.info) ist ein frei verfigbares Programm, welches der Signifikanzprifung
ermittelter rea time PCR-Daten dient (Pfaffl ef al., 2002).

Zur Dokumentation der in situ-RT-PCR-Experimente wurde das Mikroskop Axiovert 35M

von Zeiss (Jena) mit der zugehorigen Software Image Pro® Plus The Proven Solution von
Media Cybernetics Inc. (Bethesda, MD, USA) genutzt.

2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial basiert auf dem Verfahren von Boom
et al. (1990) und wurde wie in Mielke und Muehlbach (2007) angegeben veréndert. Die
isolierten Nukleinsduren wurden wie unter (2.2.6) beschrieben geféllt, photometrisch und
gelelektrophoretisch analysiert (2.2.3, 2.2.8.1) und bel -20°C gelagert.
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2.2.2 DNA-Verdau aus Gesamt-RNA fiir qRT-PCR-Experimente

Da bei der verwendeten Gesamt-RNA-Isolationsmethode aus Pflanzenmaterial auch
genomische DNA mitisoliert wird, der Erfolg von gRT-PCR-Experimenten aber von ener
exakten und reproduzierbaren Quantifizierung der eingesetzten Gesamt-RNA -Menge abhangt,

wurde samtliche DNA unter Verwendung der DNase | wie folgt abgebaui.

lug Gesamt-RNA

1y DNase-Puffer (10-fach)

1l RNase-Inhibitor (40 Units/ul)
ad 9 pl H20pepc

1l DNase |, RNase-frei (1 Unit/ul)
30 min 37°C

Der DNA-Verdau wurden nach Zugabe von 1 pyl EDTA (25 mM) bei 65°C fur 10min
gestoppt. Die DNA-freie RNA wurde anschlief3end gefdlt (2.2.6) und ihre Konzentration
photometrisch bestimmt (2.2.3).

223 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Gesamt-RNA

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Gesamt-RNA wurde mit Hilfe eines
Spektralphotometers (Ultraspec 2000, Pharmacia Biotech) bestimmt. Die Absorption von
Nukleinsauren wurde bei 260 nm gemessen. Die Konzentration errechnet sich mit Hilfe der
Absorption wie folgt:

RNA -Konzentration (ug/ml) = Absorption ;, X 40

Die Reinheit der Nukleinsaure ergibt sich aus dem Verhétnis der Absorptionen bei 260 nm
und 280 nm. Nach (Sambrook und Russel, 2001) gilt ein Verhaltnis von Abs.ize0/ AbS.a2s0 =
2,000 as guter Reinheitsgrad.

224 Isolierung von Plasmid-DNA
Die Isolierung von Plasmid-DNA (Miniprdparation) wurde wie von Birnboim und Doly
(1979) beschrieben ausgefuihrt. Als einzige Veranderung wurden zwei ma 1,5 ml ener
Ubernachtkultur zu Beginn des Verfahrens pelettiert, da so eine gréRere Menge Plasmid

gewonnen werden konnte.
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2.2.5 Phenol/Chloroform-Extraktion

Die Phenol/Chloroform-Extraktion wurde in Anlehnung an Sambrook und Russel (2001) bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Die nukleinsdurehaltige L6sung wurde hierbel zundchst mit 1
Vol. Phenol/Chloroform (1:1) versetzt und kraftig durchmischt. Anschlief3end wurden die
Phasen durch Zentrifugation voneinander getrennt. Die wéssrige Oberphase wurde vorsichtig
abgenommen und so lange erneut mit Phenol/Chloroform extrahiert, bis keine Interphase
mehr sichtbar war. Zur Entfernung von Phenolriicksténden wurde die wassrige Phase in
einem letzten Schritt mit einem Volumen Chloroform extrahiert. Die so gereinigten

Nukleinsauren wurden anschlief3end aus der wéssrigen Phase préazipitiert (2.2.6).

2.2.6 Nukleinsidureprazipitation

Die Nukleinsduren wurden mit eiskatem Ethanol unter Verwendung hoher
Salzkonzentrationen prézipitiert. Die Gesamt-RNA wurde mit /10 Vol. 4 M LiCl und 2,5
Vol. Ethanol absolut Uber Nacht bel —20°C oder fur 2 h bei —70°C gefdlt. Die Fallung von
DNA erfolgte mit /10 Vol. 3 M Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Vol. Ethanol absolut
ebenfalls Gber Nacht bei —20°C oder fur 2 h bel —=70°C. Im Anschluss an die Féllung wurden
die Nukleinsauren fur 40 min bei 13.000 Upm und 4°C sedimentiert. Das Sediment wurde
zweimal mit 70% Ethanol gewaschen und im Savant Speed Vac Concentrator (Global
Medical Instrumentation Inc., Ramsay, USA) getrocknet. Die Nukleinsaure wurde in H2Opgpc
aufgenommen und bei —20°C gel agert.

2.2.7 Restriktion von Nukleinsiuren

Zur Grolenermittiung und Mengenabschétzung isolierter Plasmid-DNA (2.2.4) sowie im
Rahmen der cRNA-Synthese (2.2.16) wurden diese mit geeigneten Restriktionsenzymen
linearisiert und anschlief?end in einem 1%-igen Agarosegel (2.2.8.2) analysiert. 1 pl der
DNA-L6sung wurde in einem 20 pl-Ansatz mit 2 pl 10 x Reaktionspuffer und 10 Units (U)
Restriktionsenzym bei dem vom Hersteller angegebenen Temperaturoptimum 1 h lang

inkubiert.
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2.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von Nukleinsiduren

2.2.8.1 Auftrennung von RNA

Die Gesamt-RNA aus Ebereschen (2.2.1) wurde in einem denaturierenden, 1,5%-igen
3-N-Morpholinopropansulfonsdaure  (MOPS)-Formaldehyd-Agarosegel  elektrophoretisch
aufgetrennt.

Far ein Minigel (8.0 x 6.5 cm) wurden 0,75 g Agarose in 44 ml ddH20 und 5ml 10 x MOPS
durch Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Nach Abkihlen der Lésung auf etwa 65°C
erfolgte die Zugabe von 0,9 ml 37%-igem Formaldehyd. Zur Probenvorbereitung wurde die
Probe mit dem entsprechenden Volumen 5 x Probenpuffer versetzt und fur 15 min bel 65°C
denaturiert. Die Elektrophorese in der Mini-Gelkammer (Biometra, Gottingen) erfolgte bei
50 V.

Die Dokumentation des Gels wurde unter UV-Durchlicht mit Hilfe einer Video-
Dokumentationsanlage (GelVue UV Transilluminator, Syngene) durchgefihrt.

Als Langenstandard diente der RNA -Ladder High Range von Fermentas (St. Leon-Rot).

10x MOPS: x Pr ff

200 mM MOPS 16 ul geséttigte Bromphenol blau-

50 mM Natriumacetat L6sung

10 mM EDTA 80 pl 500 mM EDTA

pH 7,0 100 pl 10 mg/ml Ethidiumbromid
720 pl 37 % Formaldehyd

M OPS-Formal dehyd-L aufpuffer: 2ml 100 % Glycerol

1x MOPS 3084 pl Formamid

0,75 % Formaldehyd 4ml 10 x MOPS

auf 10 ml mit ddH >0 auffillen

2.2.8.2 Auftrennung von DNA

Plasmid-DNA wurde in einem nativen, 1%-igen Agarosegel, PCR-Produkte unter 700 bp in
einem 1,5%igen Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Fur ein 1%iges Minigel (8.0 x 6.5
cm) wurde 0,5 g Agarose in 50 ml 1 x TBE-Puffer durch Aufkochen in der Mikrowelle gel Gst
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und mit 0,5 pg/ml Ethidiumbromid (f.c.) versetzt. Die Proben wurden vor dem Auftrag mit
dem sechsfach konzentrierten Probenpuffer LB 111 versetzt.

Die Elektrophorese erfolgte in der Mini-Gelkammer (Biometra, Géttingen) bei 80-90 V. Das
Gel wurde unter UV-Durchlicht mit einer Video-Dokumentationsanlage (GelVue UV
Transilluminator, Syngene, Cambridge, Grof3britannien) fotografiert.

Als Langenstandards dienten der pUC-Mix 8, sowie der DNA-Ladder Low Range (beide von

Fermentas, St. Leon-Rot).

10x TBE-Puffer: 6x Probenpuffer LB 1I1:
90 mM Tris 0,25% Bromphenolblau
90 mM Borat 30% Glycerin
2mM EDTA, pH 8,0 6 X TBE

0,5 pg/ml Ethidiumbromid
Laufpuffer:
Ix TBE

0,5 pl/ml Ethidiumbromid

2.2.9 TA-Klonierung

Die Herstellung chemisch kompetenter Zellen des E. coli-Stammes DH50 erfolgte in
Anlehnung an Inoue et al. (1990).

RT-PCR-Produkte von Teilsequenzen gesuchter Gene der Eberesche wurden mittels
degenerierter, bzw. abgeleiteter Primer erzeugt (Tabelle 2) und wie folgt in den
pCRII®-Vektor (Invitrogen, Karlsruhe) ligiert:

5ul frisches RT-PCR-Produkt
2ul 10x Ligationspuffer

2ul T4-Ligase

10 pl H2Operc

1l PCR 11®-V ektor

Der Ansatz wurde tber Nacht bei 22°C inkubiert.
Fur die Transformation wurden 10 ul Ligationsprodukt und 100 pl chemisch kompetente DH
5a-Zellen verwendet. Die Selektion der Bakterienklone erfolgte nach Herstelleranleitung

unter Verwendung von Ampicillin und einem Blau/Wei3-Screening.
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2.2.10 Sequenzierung der rekombinanten Plasmide

Sequenzreaktionen wurden unter Verwendung des ,Big Dye-Terminator-Kits* (Applied
Biosystems, Darmstadt) nach Herstellerangaben durchgefiihrt. 200 ng Plasmid-DNA, sowie
vektorspezifische T7 und SP6 Primer wurden eingesetzt. Das Programm BIG DYE ist in
Tabelle 6 auf gefuhrt.

Im Anschluss wurden die Ansétze bei Raumtemperatur mit 45 pl Ethanol gefallt, einmal mit
70% Ethanol gewaschen und bei 13.000 Upm fur 20 min sedimentiert. Das Sediment wurde
schliefdich im Speed Vac Concentrator (Savant) getrocknet.

Der Gellauf sowie die Auswertung erfolgten im Institut fir Zellbiochemie und Klinische
Neurobiologie des Universitéats Krankenhauses Eppendorf (UKE) unter Verwendung des
3100 Genetic Analysers (Applied Biosystems, Darmstadt).

2.2.11 Computerauswertung / Sequenzanalysen

Samtliche Datenbankrecherchen wurden unter Verwendung der Datenbank BLAST des NCBI
vorgenommen. Fir Sequenzanaysen (Editing, Homologieabgleich, Trandation) wurde die
Software Lasergene, DNASTAR (GATC Biotech AG, Konstanz) verwendet.

2.2.12 Primerdaten

Fur die RT- und PCR-Experimente zur Klonierung von Teilen Ebereschen-spezifischer Gene

wurden folgende Primer verwendet (Tabelle 2).

Tabelle 2: Daten der Primer fiir die Klonierung von Ebereschen-spezifischen Genabschnitten.

Sequenz [ 5>37] Tm [°C]
1A-Tubulin FP CTCTGGTCT CGGGTCTCTTCTTTT 62
1A-Tubulin RP AGG CAC GCT TGG CAT ACA 56
2.Ubiquitin FP TACAACATCCAGAAGGAGTCCAC 61
3.Ubiquitin RP CCA GCA AAGATCAGCCTCTGCTG 64
Actin.cons 1 FP CTC CCT CAT GCCATCCTT CGT 61
Actin.cons 289 RP | CCA GCA GCT TCC ATT CCA AT 57
2.Polym II FP CAT MGT GCT GGA GCG GAA YAT GCA 64
3.Polym II RP GGA ATCAAATGG TTK GACACRAAGAT 60

Die mit RP bezeichneten Primer wurden in die Reverse Transkription eingesetzt. Die mit FP bezeichneten
Primer wurden in die PCR-Reaktionen eingesetzt. R (A oder G), Y (C oder T), K (G oder T).
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Die Primer fur Tubulin, Ubiquitin, Actin und eine Untereinheit der RNA-Polymerase 1l

wurden von folgenden Datenbankeintrégen, bzw. deren resultierenden Consensus-Sequenzen

abgdeitet:

Tubulin (1A-Tubulin FP, 1A-Tubulin RP): Prunus amygdalus X67162, Populus
tremuloides EF583814, Triticum aestivum DQA435664 und Hordeum vulgare
HVU40042.
Ubiquitin (2.Ubiquitin FP, 3.Ubiquitin RP): Oryza sativa AF184280, Arabidopsis
thaliana NM 178969, Petroselinum crispum X64344, Malus x domestica cultivar Fuji
EU586196 und Triticum aestivum EU081898.
Actin (Actin.cons 1FP, Actin.cons 289RP): Pyrus communis AF386514, Glycine max
GMUG60502 und Oryza sativa X16280
UE der RNA-Polymerase II (2.Polym Il FP, 2.Polym Il RP): Zea mays AF519538
und Glycine max M90504.

Die 18S rRNA-spezifischen Primer (1.18S FP und 2.18S RP) gehen auf den Klon V77
2/1 4.13 zuriick (Tabelle 1).

Tabelle 3: Daten der Ebereschen-RNA- und EMARAV-spezifischen Primer fiir qRT-PCR-Experimente.

Herkunft Sequenz [ 5>3] Tm [°C] |Produktlinge
b
1.18S FP 18SrRNA TTC AAA GAT TACCCGGGCCTGTC 60 [10%]
2.18S RP GCA ATA ACAGGT CTGTGA TGC CCT 60
3.Tubulin FP |[MRNA Tubulin ATGATA TCT GCA GGCGCT CTCTTG 60 81
3. Tubulin RP AGG AAA TGA CCT GAG ACA CAA GGC 60
1RT.Ubi FP |mRNA Ubiquitin TTT GCT GGA AAG CAGCTT GAG GAC 60 84
1RT.Ubi RP ACG AAG CAC CAA ATG GAG AGT GGA 60
1RT.Actin FP |/mRNA Actin TCCCTCATGCCATCTTCGTTT GGA 60 93
1RT.Actin RP TGG TGA AAG AGT AAC CAC GGT CAG 60
6.Polym II FP |/mRNA UE der RNA-[CAC TTG CAG TGG CCA ACA TGG ATT 60 82
4.Polym II RP |polymerase || TGT CCCGTCACGAAT CATCCCTTT 60
1.277 FP RNA1 AGA GGA TACTGT ATG CACCACCCA 60 84
1.360 RP CAT GCCTCT GCA TCT CTA TAA GGG 60
2.2174 FP RNA 2 AGG ATT CGA TCT ACT GAT GCT GGC 60 82
2.2255 RP ATG CGT GGG TAT GAA GAC AGG CAA 60
3.630 FP RNA 3 TCT CTC GGA CTG AAA GAG AAA GCT GC 60 8l
3.710 RP TGG GCT TAGATT GATCTGTCCTGC 60
4.570 FP RNA 4 CTA CAA GAGCAACTCCAGTCT ATCAG 60 8l
4.650 RP CTGAGT CACCAT GGG TAATTGCTG 60

Die mit RP bezeichneten Primer wurden in die Reversen Transkriptionen eingesetzt. Die mit FP bezeichneten
Primer wurden in die PCR-Reaktionen eingesetzt.
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Die in Tabelle 4 dargestellten Primer dienten der Uberprifung von rekombinanten Klonen

bzw. wurden fir Sequenzreaktionen eingesetzt.

Tabelle 4: Vektor-spezifische Primer zur Uberpriifung der Klonierung und zur Sequenzierung.

Sequenz [ 5>37] Tm [°C]
SP 6 ATT TAG GTGACA CTATAG 47
T 7 TAA TACGACTCA CTATAG GG 54
M 13 FP |[GTA AAA CGT CGG CCA G 50
M 13 RP [CAG GAA ACA GCT ATGAC 43

Tabelle 5: In in situ-RT-PCR-Experimenten verwendete Primer

Sequenz [ 5>37] verwendet | Produktlinge [bp]
bei [°C]
5.18S FP AAGTTT CAG CCT TGC GACCA 56 708
5.18S RP AGG CGC GCA AAT TACCCA AT 56
5.Tubulin FP ATGTGCCTCGCGCTGTGT TT 56 792
5.Tubulin RP CAT CACCACGGT ACATCA GAC 56
2.1461 FP GTITTTT GTGAAT CGCTTGTAT CTG 56 794
2.2255 RP ATG CGT GGG TAT GAA GAC AGG CAA 56
4.349 FP TCA AACTGC TCA CAA GGT AAT CAT 56 679
83.1 GGA ATT CACAACATA AGC ACA AA 56

Die mit RP bezeichneten Primer (und 83.1) wurden in die Reversen Transkriptionen eingesetzt.

2.2.13 Erststrangsynthese mittels Reverser Transkription

Zur spateren Klonierung von mRNA-entsprechenden Sequenzen wurden ca. 2 pg Gesamt-
RNA aus Ebereschen mit der MMuLV-Reversen Transkriptase (Fermentas, St. Leon-Rot)
nach Anleitung des Herstellers in cDNA Uberschrieben. Die eingesetzten Primer sind in
Tabelle 2 aufgefuhrt.

In die folgende PCR (2.2.14) wurden jeweils 2 ul des Erststrangsynthese-Ansatzes el ngesetzt.
Falls diese nicht unmittelbar danach efolgte, wurde die cDNA bei 4°C zwischengel agert.

Zur Herstellung von cDNA fur real time PCR-Experimente wurde ausschlief3lich mit DNase |
behandelte Gesamt-RNA (2.2.2) eingesetzt. Die fur die Revese Transkription verwendeten
Primer sind Tabelle 3 zu entnehmen. Je nach Fragestellung wurden bei den EMARAV -
spezifischen Oligonukleotiden viral-genomische (vg) oder viral-copy (vVC)RNA-bindende

Primer eingesetzt.
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Die Reaktionen wurden wie folgt durchgefthrt:
10 pl Reaktionsansatz:

100 ng Gesamt-RNA (DNA -frel)
1l Primer (1 uM)

2ul 5x RT-Puffer

0,5 ul dNTPs (je 10mM)

ad 9,3 pul H2Opepc
10 min 70°C, anschlief3end sofort auf Eis und Zugabe von

0,5 ul MMuLV-Reverse Transkriptase

0,3 ul RNase-Inhibitor (40 Units/ul)
Dieser Ansatz wurde fur 1 h bel 50°C inkubiert. In die folgende real time PCR wurden jewells
2 ul der Erststrangsynthese eingesetzt. Falls diese nicht unmittelbar erfolgte, wurde die cDNA
bei 4°C zwischengelagert.

2.2.14 Standard-PCR-Reaktionen

Alle Standard-PCR-Reaktionen wurden in den Gradientencylern mit der Bezeichnung
Mastercycler® oder Mastercycler® ep der Firma Eppendorf (Hamburg) durchgefihrt.
Fir die Standard-PCR-Reaktionen wurde folgender Ansatz verwendet:

2 pl Erststrang-cDNA oder Bakterienmaterial einer einzelnen Kolonie
1l Erststrangprimer (20 pmol/ul)

1l Zweitstrangprimer (20 pmol/pl)

1yl dNTP Mix (10 mM)

5l 10 x PCR-Puffer

1l Tag-Polymerase

ad 50 U.l HzoDEpC
In nachstehender Tabelle sind sdmtliche verwendeten PCR-Programme aufgefihrt. Alle

Programme starten mit einem Denaturierungsschritt von 3 min bel 94°C und enden mit einer
Kuhlung auf 4°C.
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Tabelle 6: Verwendete PCR-Programme

Programm Denaturierung | Annealing Elongation |Zyklen |Finale Elongation
AS0EX2 94°C, 30sec 50°C, 1 min 72°C,2min |30 72°C, 6 min
AS57EX2 94°C, 30sec 57°C, 1 min 72°C,2min |30 72°C, 6 min
AGOEX 1,5 94°C, 30sec 60°C, 30 sec 72°C, 15|30 72°C,3min
min
BIGDYES50°C |96°C, 20 sec 50°C, 20 sec 60°C, 4 min |25 60°C, 4 min
GR 48 60 e1 94 °C, 45 sec Gradient 48 bis|72°C, 1 min |30 72°C,5min
60°C, 1 min
GR 5062 el 94 °C, 45 sec Gradient 50 bis|72°C, 1 min |30 72°C,5min
62°C, 1 min
GR 54 66 €1 94 °C, 45 sec Gradient 54 bis|72°C, 1 min |30 72°C,5min
66°C, 1 min
GR5060E2 94°C, 1 min 50-60°C, 1 min |72°C,2min |30 72°C,5min
Qpcr6045sec |94 °C, 45 sec 60°C, 45 sec 72°C,1min |30 72°C, 5 min
SP6T790sec |94 °C, 30 sec 53°C, 30 sec 72°C, 1:30|30 72°C, 3min
min
2.2.15 qPCR-Reaktionen

Die qRT-PCR-Experimente wurden im iCycler der Firma Biorad (Munchen) durchgefihrt.
Fur die rea time PCR-Reaktionen wurde folgender 25 pl Ansatz verwendet:

Erststrang-cDNA
Erststrangprimer (1uM)

2ul
2,5 ul
2,5ul
12,5 ul
55ul

Zwelitstrangprimer (1uM)
gPCR MasterMix Plus for SYBR® Green |

H>Operc

Folgendes PCR-Programm wurde im iCycler verwendet:

Hitzeaktivierung der Polymerase fir 10 min bei 95°C

45 X

30 sec 95°C Denaturierung
30 sec 60°C Annedling
30 sec 72°C Elongation
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Anschlieffend wurde das PCR-Produkt von 55°C beginnend in 90 0,5°C-Schritten
aufgeschmolzen. Die Fluorezenzintensitét des Sybr Green wurde in jedem der 45 Zyklen vor

der Denaturierung und wahrend des gesamten Schmel zprozesses detektiert.

2.2.15.1 Mathematische Behandlungen der C~Werte aus qPCR-Experimenten

Jede Probe wurde im Triplett bearbeitet. Falls ein Wert deutlich von den anderen beiden
abweicht, wurde dieser von weiteren Berechnungen ausgeschlossen. Der Schwellenwert, der
die Zyklenzahl, bei der die gemessenen Fluoreszenz tiber den Schwellenwert hinausgeht, also
den C-Wert bestimmt, wurde von der iCycler Software festgel egt.

Um Schwankungen zwischen den enzelnen real time PCR-Reaktionen rechnerisch
minimieren zu konnen, wurde bei jedem Lauf eine Referenz-Verdinnungsreihe mit einem
Plasmid bekannter Konzentration durchgefiihrt und deren Effektivitét ermittelt (Kalibrierung).
Den Ct-Werten der PCR mit der geringsten Effektivitét (z.B. 85%) wurde der Faktor 1
zugeordnet. Einer zweiten Reaktion mit ener hoheren Effektivitdt y der Plasmid-
Verdinnungsreihe wurde demnach der Faktor x = 85/ y zugeordnet. Alle Ct-Werte dieser
PCR wurden somit um diesen Faktor korrigiert.

Alle virusspezifischen Ci-Werte wurden auf3erdem normalisiert. Die Normalisierungsfaktoren
sind gewebs-, versuchsbaum- und monatsspezifisch und basieren auf relativierten Expressions
(Ci)-Werten von zweien der funf potentiell konstitutiv exprimierten Gene der Eberesche
(Actin, Tubulin, Ubiquitin, 18S rRNA und UE der RNA-Pdymerase I1) der Eberesche.

Whr: relativer Expressionswert

E: Effizienz des Referenzgens ( Ideal: 2)

Ct: mittlerer C -Wert (Triplikate)

Ming: niedrigster aller gemittelter C-Werte

WR _ p(mincr-cy

Dierelative Genexpression dient der Eingabe in GeNorm.

Welche dieser funf mRNA-Niveaus sich zur Berechnung von Normalisierungsfaktoren
eignen, wurde von dem Programm GeNorm ermittelt.

Eine dritte Korrektur der C,-Werte basierte auf der unterschiedlichen Effektivitat der real time
PCR-Reaktionen in Abhangigkeit der verwendeten Primer (Relativierung). Diese wurde in
Verdinnungsreihen von synthetischen cRNAs ermittelt (2.2.16). Eine 100%-ige Effektivitat
entspréche dem Faktor 2.
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AbschliefRend wurden sdmtliche kalibrierten, relativierten und normalisierten Ct-Werte fir
eine graphische Darstellung invertiert (hohe Werte entsprechen hohen RNA-Mengen) und die
Standardabweichung berechnet. Samtliche Berechnungen wurden durch ein von Frau Dr.
Heike Pospisil (Universitdt Hamburg, Zentrum fir Bioinformatik) geschriebenes Makro fir
Excel geleistet.

Nicht nur die Verhdtnisse der verschiedenen RNAS untereinander sollte ermittelt werden,
sondern auch GrofRenordnungen von Kopienzahl bestimmt werden. Fir diesen Zweck wurde
die Eichkurve, die auf den verschiedenen Verdiinnungesn des Tubulinplasmids basiert, as

Grundlage genommen.

2.2.16 Herstellung von cRNAs
Verdinnungsreithen von synthetischen cRNAs wurden genutzt, um die Effektivitdten der in
gRT-PCR-Experimenten eingesetzten Primer zu bestimmen. Zur Herstellung EMARAV-
bzw. Ebereschen-spezifischer Actin-, Tubulin-, 18S rRNA-, Ubiquitin- und RNA-Polymerase
I1-cRNAs wurden restringierte Plasmide (2.2.7), die entsprechende Sequenzen enthielten,

linearisiert und mittels RNA -Polymerasen wie fol gt transkribiert:

1-2 ug linearisiertes Plasmid

2 pl NTP-Mix (10 mM)

1pl RNase-Inhibitor (1Unit/pl)

4l 5x Transkriptionspuffer

2 pl T3, T7 bzw. SP6 RNA-Polymerase

ad 20 pul H,Opgpc
Die Ansétze wurden fur 2 h bei 37°C inkubiert.
Anschlief3end wurde die Plasmid-DNA durch RNase-freie DNase | nach Herstellerangaben
verdaut und die cRNA geféllt (2.2.6). Es folgt eine Uberpriifung in einem denaturierenden
1,5%igen RNA-Agarosegel (2.2.8.1).
Die Auswahl der RNA-Polymerase erfolgte nach Orientierung des Inserts und den auf dem
Vektor liegenden RNA -Polymerase-Bindungsbereichen. Die viralen cRNAS entsprechen den
VCRNAS, die Ebereschen-spezifischen cRNAsder mRNA Sequenz dieser Gene.
In Tabelle 7 sind Details zur cRNA-Synthese aufgefiihrt.
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Tabelle 7: Daten beziiglich der Synthese von EMARAYV - und Ebereschen-spezifischen cRNAs.

Klon Herkunft Vektor Restriktions- RNA- cRNA-Liinge

enzym Polymerase [nt]

V103 44 VRNA1 pCR 4.TOPO Not | T3 846

V107.10 VRNA 2 pPCR 4.TOPO Not | T3 1472

V133.14 VRNA 3 pGEM T-Easy Pst | T7 1232

V130.19 VRNA 4 pCR 2.1 TOPO Bam HI T7 1477

V77 18SrRNA Not | T3 454

2/1_4.13

Tubulin Tubulin- pCR 11 Bam HI T7 846

Klon 3 MRNA

Actin Klon Actin- pCR 11 Not | SP6 437

10 MRNA

Ubiquitin Ubiquitin- pCR 11 Not | SP6 551

Klon 8 MRNA

Polym UE RNA- pCR 11 Not SP6 459

Klon 8 Polymerase

[1-mRNA
2.2.17  Insitu-RT-PCR

Die hier verwendeten in situ-RT-PCR-Methoden basieren auf der Arbeit von Koltai und Bird

(2000) und wurden nach Beratung mit Herrn Dr. Kryzsof Wieczoreck und Herrn Prof. Dr.
Florian Grundler (beide Universitét fur Bodenkunde, Wien) (Grunewald et al., 2008) an die

Gegebenheiten des Materials aus der Eberesche angepasst.

2.2.17.1

Einbettung von Pflanzenmaterial

Die Fixierung von Bléttern und Blattstielen der Eberesche erfolgte mindestens Uber Nacht,

hochstens 48 h bel 4°C in Fixierlosung. Fir eine gute Durchdringung der Gewebe mit

Fixierlésung wurden die Blétter in maximal 5 x 2 mm grof3e Stiicke geteilt. Die Blattstiele

mal3en nie mehr als 5 mm Lange.
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Fixierldsung: PBS-Puffer inkl. 2% PVP:
2% Formal dehyd 10 mM Na,HPO,

63% Ethanol 130 mM NaCl

in PBS-Puffer, pH 7,2 2% PVP, pH 7,5

Die fixierten Gewebestiicke wurden 3 x 10 min in 60% Ethanol und 1 x 10 min in PBS-Puffer
gewaschen. Die Einbettung erfolgte semisteril in DEPC-behandelte 8 bis 10%iger Low
Melting Point-Agarose in PBS inkl. 2% PVP. Dazu wurden die Proben abgetupft und mittig
in die ca. 50°C warme Agarose gelegt. Nach Aushéarten der Agarose erfolgte eine Lagerung

bei 4°C fur ein bisdrei Tage.

2.2.17.2 Schneiden des Pflanzenmaterials

Die eingebetteten Proben wurden grof3ziigig aus den Petrischalen prépariert und anschlief3end
inca 1x 1x 0,5cm grof3e Blockchen getrimmt. Diese wurden mit Sekundenkleber auf einem
Metallblock befestigt und in das Vibratom eingespannt. Das Schneiden erfolgte unter DEPC-
behandeltem Wasser inklusive 2% PV P. Die Schnittdicke lag zwischen 10 und 30 pm.

Bis Proben wurden bis zur weiteren Verwendung, aber maxima Uber Nacht, bei 4°C in
H,Opepc gel agert.

2.2.17.3 In situ-Reverse Transkription und anschlieBende PCR
Fur eine effektive RT-PCR-Reaktion, ist eine gute Permeabilitét der zelluldren Strukturen
unbedingt nétig. Die Schnitte wurden daher zu sechs bis zehn Stiick in 0,5 ml-Reagiergefélie
aufgeteilt und wie folgt behandelt:
e 10 min 100 pl Macerozym (5 mg/ml), 37°C
2x mit H2Opepc inkl. 2% PVP waschen, 4°C
10 min 100 pl Pronase (Roche) in PBS (0,125 mg/ml), 37°C
mit 0,2% Glycinin PBS (2.2.17.1) waschen
mit H,Opgpc iNkl. 2% PV P waschen, 4°C
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Anschlief3end erfolgt eine Reverse Transkription:

1l Erststrangprimer (20 pmol/ul)
2ul 10 x RT-Puffer
1pl dNTPs (je 10mM)
4ul PEG (35%)
10 pl H>Operc (1%PVP)
fir 10 min bei 65°C denaturieren
1y RNase-Inhibitor (40 Units/ul)
1l eAMV-Reverse Transkriptase (Sigma-Aldrich, Minchen)

fur 1 h bei 50°C inkubieren

Der Uberstand wurde abbgenommen und sofort fol gende PCR-Reagenzien zugegeben:

0,5 pl Erststrangprimer (20 pmol/ul)

0,5 ul Zwelitstrangprimer (20 pmol/ul)

25ul 10x PCR-Puffer

0,5 pl Dig-dNTP-Mix (je 10 mM dATP, dGTP, dCTP; 9,5 mM dTTP; 0,5
mM Dig-dUTP, Roche, Mannheim)

5l PEG (35%)

0,5 pl Tolerant-Tag-Polymerase (Peglab, Erlangen)

15,5 ul H2Operc (1%PV P)

Um eine bessere Anlagerung der Primer im Gewebe zu eziden, wurden die
Annealingtemperaturen verglichen mit einer Standard-PCR um ca 3°C gesenkt. Die
Elongationszeit wurde trotz kurzer Amplifikate, aus dem gleichen Grund erhoht. Das
verwendete PCR-Programm ,, AS6EX2 in situ” beinhaltet folgende Schritte:

Anféngliche Denaturierung von 5 min bei 94°C, 30 Zyklen mit je 1 min Denaturierung bei
94°C, 1 min Annedling bel 56°C, 2 min Elongation bel 72°C. Abschlief3end folgte ein 5
minutiger Schritt bei 72°C und die Abkuhlung auf 4°C bis zur Detektion.
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2.2.17.4

Detektion von in situ-RT-PCR-Produkten

Nach folgendem Protokoll wurden die Dig-markierten PCR-Produkte detektiert:

e 2x5mininPBS waschen (2.2.17.1)

Maleinsdurepuffer:
100 mM Maleinsaure
150 mM NaCl

pH 7,5

2% Blocking- Puffer:

Blocking-Reagenz in Maleinsdurepuffer

|6sen

30 min in 2% Blocking Reagenz in Maeinsdurepuffer inkubieren

1 hin 2% Blocking Reagenz mit anti-Dig-Antikorper (1: 250, Roche, Mannheim)
2x 15 minin Detektionspuffer aquilibrieren

in 250 ul NBT/BCIP-Férbel 6sung fr 30 bis 90 min detektieren

Detektionspuffer:
100 mM Tris-HCI
100 mM NaCl
pH 9,5

NBT/BCIP-Farbel 6sung:

6,6 ul  NBT (50mg/ml, Promega,
Mannheim)

33 ul  BCIP (50mg/ml, Promega,

Mannheim)

in 1ml Detektionspuffer

Die Dokumentation erfolgte im Lichtmikroskop Axiovert 35M von Zeiss (Jena).

2.2.17.5

Dapi-Firbungen von Ebereschengewebsschnitten

Der DNA-interkalierende Farbstoff Dapi (4',6-Diamidino-2-phenylindol) wurde eingesetzt,

um DNA in Ebereschengeweben zu detektieren. Die zuvor mit Macerozym, Pronase und zum
Teil mit DNase behandelten Schnitte, wurden mit 1 pg/ml Dapi in ddH,0 fur 30 Minuten
gefarbt. Anschlieffend wurden die Schnitte dreima mit viel ddH,0 fir je 10 Minuten

gewaschen. Die Dokumentation erfolgte ebenfalls im Axiovert 35 M von Zeiss (Jena),

allerdings unter Verwendung des Dapi -spezifischen Filters (Set 01 von Zeiss, Jena).
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis viraler RNAs in Sorbus aucuparia L. mittels in situ-RT-PCR

3.1.1 Etablierung der Versuchsbedingungen

Unterschiedliche Lésungen zur optimalen Fixierung des pol yphenolreichen Blattgewebes der
Eberesche wurden getestet. Fir einen Nachweis von RNA ist eine Oxidation dieser
Sekundarmetabolite zu vermeiden und die pflanzlichen und virdlen RNA-Molekile vor
Abbau zu schitzen. Die von (Roche, 2002) empfohlene Fixierldsung, enthielt ausschliefdich
4% Formaldehyd in PBS (pH 7,5). Diese Fixierldsung wurde a's ungeeignet eingestuft, well
die Ebereschengewebe beim Schneiden am Vibratom oft zerrissen und die daraus
resultierenden Schnitte histologisch nicht einwandfrei waren. Mit Hilfe der Fixierung in FAA
konnten zwar histologisch gute Schnitte erhalten werden, doch erwiesen sich einzelne
Zdltypen tellweise as ,deformiert”, was eventuell an dem niedrigen pH-Wert dieser
Fixierlosung (ca. pH 3) liegen konnte. Die in dieser Arbeit verwendete Fixierlésung mit
einem pH-Wert von 7,2 (2.2.17.1) ermoglichte dagegen histologisch gute Schnitte mit
weitgehend intakt aussehenden Zellen.

Die relativ schweren Blatt-, sowie Blattstielstiickchen mussten in 10%-iger Low Melting
Point Agarose eingebettet werden, um ein Absinken der Proben zum Gefé3boden zu
verhindern. Nur vollstéandig von Agarose umschlossene Proben kénnen mit dem Vibratom
geschnitten werden (2.2.17.2).

Haufig wird eine Proteinase in in situ-Experimenten genutzt, um die Permeabilité der
untersuchten Gewebe zu erhdhen (Silva et al., 2003; Dillon et al., 2007). Mit Proteinase K
konnten selten zuverléssige Farbsignale erhalten werden, weshalb als Alternative das
Proteinasegemisch Pronase (Roche, Mannheim) getestet wurde. Zusammen mit dem Einsatz
der Pectinase Macerozym gelang es dann zuverlassiger Signale zu detektieren.

Die in Tabelle 5 dargestellten und in den in situ-RT-PCR-Experimenten genutzten Primer
wurden zuvor in Standard-RT-PCR-Reaktionen getestet. Die Annelingtemperatur wurde um
ca. 4°C gesenkt und die Amplifikationsdauer auf zwel Minuten verlangert (2.2.17.3), um den
erschwerten Bedingungen im Gewebe Rechnung zu tragen. Die Ergebnisse dieser
Etablierungen sind im Folgenden dargestellt.
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Aufgrund der zu erwartenden hohen Konzentration an ribosomaler RNA, wurde die in situ-
RT-PCR zuné&chst fur die 18S rRNA unter Verwendung der Primer 5.18S FP und 5.18S RP
(Tabelle 5, 2.2.12) etabliert.

Abbildung 4 zeigt Blattquerschnitte der Eberesche, die einer in situ-RT-PCR-Reaktion mit
Dig-markierten Nukleotiden (2.2.17.3) unterzogen und anschlief3end colorimetrisch detektiert
wurden (2.2.17.4). In einigen Zellen des Palisaden- und Schwammparenchyms sind deutliche
punktférmige lilafarbene Signale von der GrolRe eines Zellkerns zu erkennen und auch das
Cytoplasma scheint eine leichte Farbung, die auf eine Amplifikation von 18S rRNA
hinweisen konnte, zu zeigen. Das in Abbildung 4 B gezeigte Blattgewebe wurde der gleichen
Prozedur unterzogen, nur wurde keine Polymerase in die PCR-Reaktion gegeben. Hier sind
keine Dig-spezifischen Farbsignale sichtbar.

In einem zweiten Ansatz wurden Tubulin-spezifische Primer (Tabelle 5) gewahlt, da dieses
Gen zwar konstitutiv exprimiert sein sollte, aber im Vergleich zur ribosomalen RNA eine
deutlich geringere mRNA-Konzentration erwarten lasst. Auch hier waren in Palisaden- und
Schwammparenchymzellen deutliche punktformige, sowie diffuse Signale zu erkennen
(Abbildung 4C). eine Kontrollreaktion ohne Tag-Polymerase zeigte auch hier keinerle
Signale (Abbildung 4D).
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Abbildung 4: Querschnitte von Ebereschenblittern nach in situ-RT-PCR. A: Als Primer dienten die
Ebereschen 18S rRNA-spezifischen Primer 5.18S RP und 5.18S FP. B: Ohne Polymerase in der
PCR-Reaktion, sonst wie A. C: Als Primer dienten 5. Tubulin RP und 5.Tubulin FP, welche
spezifisch fur die Tubulin-mRNA der Eberesche sind. D: Ohne Polymerase in der PCR, sonst
wie C. Die Mal3stébe entsprechen 500 pum.

Aufgrund der mechanischen Labilitdt und der recht intensiven polyphenolbedingten
Braunfarbung des Blattgewebes wurden in weiterfihrenden Versuchen meist Blattstiele
verwendet.
Abbildung 5A zeigt ein solches Ubersichtsbild eines Blattstielquerschnittes. Die Schnitte
wurden der gesamten in situ-RT-PCR-Prozedur (2.2.17) unterzogen, wobel erneut die
Ebereschen-Tubulin-spezifischen Primer genutzt wurden (Abbildung 5B und Abbildung 5C).
Die Blattstielquerschnitte zeigten deutliche cytoplasmatische lilafarbene Signale, welche auf
die Amplifikation von Tubulin-mRNA-spezifischen Produkten im Phloem und vereinzelt in
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parenchymatischen Xylemzellen schlieffen lassen kénnten. Eine Kontrolle ohne Tag-

Polymerase zeigte hingegen keine Amplifikationssignale (Abbildung 5D).
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Abbildung 5: Querschnitte von Ebereschenblattstielen nach in situ-RT-PCR. Als Primer dienten die

Ebereschen-Tubulin-spezifischen Primer

5.Tubulin FP und 5.Tubulin RP. A:

Ubersichtsbild. Ohne Polymerase in der PCR-Reaktion. B und C: Vollstandige in situ-RT-PCR-
Reaktion inklusive Polymerase. D: Ohne Polymerase in der PCR-Reaktion. Die Mal3stébe in A:
entsprechen 0,1 cm, in B: 200 um, in C: und D: 300 pm.
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3.1.2 Nachweis von EMARAV-spezifischen RNAs in Blattstielen

Nachdem es gelungen war, die vermutlich in gréf3eren Mengen vorhandene 18S rRNA und
auch die in deutlich geringeren Mengen vorliegende Tubulin-mRNA nachzuweisen, wurde
versucht, EMARAV-spezifische RNAs in den Blattstielen mittels der in situ-RT-PCR zu
lokalisieren. Die hierfur verwendeten Primer sind in Tabelle 5 (2.2.12) aufgefihrt.

Abbildung 6A und Abbildung 6C zeigen Ausschnitte von Blattstielquerschnitten des
EMARAV-infizierten Baumes B1 nach ener in situ-RT-PCR mit VRNAZ2-gezifischen
Primern. Sowohl in Phloemzellen und in parenchymatischen Xylemzellen (A), als auch in
Parenchymzellen in Epidermisndhe (C), konnten eindeutig diffuse lilafarbene Signale
detektiert werden. Im Gegensatz dazu waren in Schnitten des EMARAV-freien Baumes SF
nur schwache Hintergrundsignale zu erkennen (Abbildung 6B und Abbildung 6D).

Abbildung 6: Querschnitte von Ebereschenblattstielen nach in situ-RT-PCR. Die vRNA2-spezifischen
Primer 2.1461 FP und 2.2255 RP wurden verwendet. A und C: EMARAV -infizierter Baum
B1. Bund D: EMARAYV -freier Baum SF. DieMal3stébe entsprechen 200 pm.
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Auch mit einem fur die vVRNA4-spezifischen Primerpaar gelang es mit diesem Verfahren in
Blattstielquerschnitten des EMARAV -infizierten Baumes B1 Signale zu erhalten. Abbildung
7A zeigt eine diffuse Lilaféarbung in parenchymatischen Zellen, die aber auch nach
Wiederholung schwéacher ausfiel, als die fur die vRNAZ2erhaltenen Amplifikationssignale. In
EMARAV-freiem Gewebe konnte kein Signal detektiert werden (Abbildung 7B).

Abbildung 7: Querschnitte von Ebereschenblattstielen nach in situ-RT-PCR. Die vRNA4-spezifischen
Primer 4.349 FP und 83.1 wurden verwendet. A: EMARAV-infizierter Baum B1l. B:
EMARAV-freier Baum SF. Die Mal3stébe entsprechen 200 um.

Fur die viralen RNA1 und RNA3 konnten ebenfalls Amplifikationssignale erhalten werden.
Da die Signaverteilung im Gewebe und ihre Intensitit denen der VRNA2 und
VRNAA4-spezifischen Signale weitgehend entsprach, wurde von einer Darstellung abgesehen.

3.13 Kontrollversuche zur Spezifitit der in situ-RT-PCR-Signale

Um die Aussagekraft der mit diesem Nachweisverfahren erhaltenen Ergebnisse einschétzen
zu konnen, wurden verschiedene Kontrollversuche durchgefiihrt. In einem ersten Ansatz
sollte eine Dapi-Farbung nach DNase Behandlung des Gewebes kléaren, ob noch groiRere
Mengen an genomischer DNA vorhanden sind, die eventuell die Ergebnisse der in situ-RT-
PCR-Reaktionen verfalschen kénnten.

Abbildung 8A zeigt exemplarisch einen Querschnitt durch ein Blatt der Eberesche, welches
wie fur eine in situ-RT-PCR fixiert, eingebettet, geschnitten und mit Macerozym und Pronase
(2.2.17.1, 2.2.17.2, 2.2.17.3) behandelt wurde. Statt einer RT-PCR-Reaktion erfolgte jedoch
eine Dapi-Farbung (2.2.17.5). Deutlich zu erkennen sind die blau fluoreszierenden Zellkerne.
Abbildung 8B zeigt ein Blatt, welches direkt vor der Dapi-Farbung noch zusétzlich tber
Nacht mit DNase behandelt wurde. Die blaue Fluoreszenz der Zellkerne ist nicht mehr

34



Ergebnisse

erkennbar. Die Abbildung 8C zeigt den Ausschnitt eines Blattstiels, welcher ebenfalls Uber
Nacht mit DNase behandelt, aber anschlie?end in eine in situ-RT-PCR mit 18S rRNA-
spezifischen Primern eingesetzt wurde. Bei vermeintlich vollstandigem Abbau genomischer
DNA, ist festzustellen, dass sowohl das Cytoplasma, as auch die Zellkerne eine deutliche
Dapi -Farbung aufwiesen. Diese beruhte wahrscheinlich auf einer erfolgreichen Amplifikation
der 18SrRNA im Cytoplasmaund in den Nukleoli.

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von Querschnitten. Die Ebereschengewebe wurden
fixiert, eingebettet, geschnitten, mit Macerozym und Pronase behandelt und Dapi geférbt.
A: ohne DNase-Behandlung, B: DNase-Behandlung Uber Nacht, C: DNase-Behandlung Uber
Nacht, RT-PCR mit 18S rRNA -spezifischen Primern. A, B: Blétter, C: Blattstiel. Die Maf3stébe
entsprechen 500 pm.

In einem weiteren Kontrollversuch wurden Ebereschen-Blattquerschnitte der vollstandigen in
situ-RT-PCR-Prozedur (2.2.17.1, 2.2.17.2, 2.2.17.3) inklusive DNase Behandlung und
Detektion (2.2.17.4) unterzogen. Allerdings fehlten sowohl in der Reversen Transkriptions-
als auch in der PCR-Reaktion jegliche Primer. Eine violette Farbreaktion, die auf Zellkerne
hinweist, war in einigen Ansdtzen in mehren Zellen des Palisadenparenchyms sichtbar
(Abbildung 9). Dieser Versuch legt nahe, dass bei Abwesenheit spezifischer Primer wahllos
fragmentierte DNA-Molekile as Primer fungieren konnten und so eine unspezifische
Amplifikation von DNA- und oder RNA-Molekilen moglich ist.
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Abbildung 9: Ebereschen-Blattquerschnitt fixiert, eingebettet, geschnitten und mit Macerozym und
Pronase und DNase behandelt. Die in situ-RT-PCR wurde ohne Primer, aber mit Dig-
markierten Desoxinukleotiden durchgefiihrt und anschlieBend detektiert. Der Maldstab
entspricht 500 um.

3.2 Analysen zur Lokalisation und Quantifizierung von EMARAYV-spezifischen
RNAs in der Eberesche

Trotz intensiver Anstrengungen um eine Optimierung des Verfahrens der in situ-RT-PCR
liefRen sich keine eindeutigen Aussagen beziiglich der Lokalisation und Quantifizierung der
EMARAYV-spezifischen RNAs treffen. Daher wurde im zweiten Teil der Arbeit das sensitive
und besser etablierte Verfahren der quantitativen real time RT-PCR eingesetz. In dieser Arbeit
wird real time RT-PCR zukinftig als gRT-PCR bezeichnet.

3.2.1 Klonierung von Genabschnitten aus der Eberesche als potentielle interne

Standards

Zur Normalisierung von gRT-PCR-Daten (2.2.15.1) sollten im Rahmen dieser Arbeit mMRNAS
weitgehend konstitutiv exprimierter Gene der Eberesche als interne Standards verwendet
werden. Als potentielle Standards wurden Transkripte von Actin, Tubulin, einer Untereinheit
der DNA -abhangige RNA-Polymerase 11, Ubiquitin und die 18S rRNA in Betracht gezogen,
da diese haufiger als geeignete Standards in Pflanzen beschrieben wurden (Kim et al., 2003;
Volkov et al., 2003; Czechowski et al., 2005; Nicot et al., 2005; Jain et al., 2006; Gonzalez-
Verdgo et al., 2008). Sequenzinformationen Uber diese Gene lagen fir die Eberesche nicht
vor, weshalb zundchst Primer von bekannten Sequenzen anderer Pflanzen abgeleitet (2.2.12)
und die daraus erhatenen RT-PCR-Produkte (2.2.13 und 2.2.14) kloniert und sequenziert
wurden (229 und 2.210). Als Ausgangsmateria diente Gesamt-RNA aus

Ebereschenbl éttern.
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3.2.2 Ebereschen-spezifische mRNA-Sequenz von Actin

Durch Verwendung der Primer Actin.cons 1 FP und Actin.cons 298 RP (2.2.12) gelang es mit
Annelingtemperaturen von 54, 58 und 62°C unter Verwendung des Programms GR 54 66 el
(Tabelle 6, 2.2.14) ein ca. 300 bp langes RT-PCR-Produkt aus Gesamt-RNA zu amplifizieren
(Abbildung 10A, Spuren 1 bis 3). Die Klonierung und Sequenzierung des Amplifikats (Klon
Actin 6) ergab eine 308 bp lange DNA-Sequenz, die in der Datenbank eine maximale
Identitdt von 98% mit der Actin mRNA -Sequenz von Pyrus communis, Rosaceae (AF386514)
teilt (2.2.11, Abbildung 10B). Die Ebereschen-spezifische mRNA-Actin Teilsequenz ist
online (NCBI) verfugbar (DQ849001).

1 2 3 K M bp S.4a. 1 CTCCCTCATGCCATCCTTCGTTTGGACT TAGCAGGTCGTGATCTTACAGATGCTCTCATG 60
R N R R R R R N A RN R N RN AR AR AR AR
P.c. 388 CTCCCACATGCCATCCTTCGTTIGGACCTGGCAGGTCGTGATCTTACAGATGCTCTCATG 447
S.a 61 AARATCTTGACTGRACGTGGTTACTCTT TCACCACTACTGCTGAGCGGGARATTGTGAGG 120
1116 R N R RN R e N RN R N AR R A R AR A RR AR
883 P.c. 448 ARAATTTTGACTGRACGTGGTTACTCTITCACCACAACTGCTGAGCGGGARATTGTGAGE 507
692 S.a 121 GACATGARGGAGAAGTTAGCCTATATTGCTCTTGACTATGAACRAGAGCTAGAGACATCA 180
SRR AR NN A R AR RN RN AR RN
P.c. 508 GACATGAAGGAGAAGTTAGCCTATATTGCTCTTGACTATGRACRAGAGCTAGAGACATCA 567
501 + 489
404 S.a 181 ARGACCAGCTCGTCTGTGGAGARGAGTTATGAGCTACCTGATGGACAGGTAATCACTATC 240
FEVEEEEEE P EE TR D T e VDR  E T
331 P.c. 568 AAGACCAGCTCGTCTGTGGAGARGAGTTACGAGCTACCTGATGGACAGGTAATCACTATC 627
S.a 241 GGAGCTGAGAGATTCCGGTGCCCTGARAGTCCTCTTCCAGCCATCCATGATTGGRAATGGAR 300
RN RN AR AR R R R AR RN R R AR N AR
P.c. 628 GGAGCTGAGAGATTCCGGTGCCCTGRAGTCCTCTICCAGUCATCCATGATTGCARTGCRE 687
S.a 301 GCT 303
I
P.c. 688 GCT 690 B

Abbildung 10: Fragment der Actin-cDNA aus Sorbus aucuparia L. A: Gelektrophoretische Auftrennung von
potentiell Actin-mRNA-spezifischen RT-PCR-Produkten die mit Hilfe der abgeleiteten Primer
actin.cons 289 RP und actin.cons 1 FP (Tabelle 2) bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen
amplifiziert wurden. Spur 1: 54°C, Spur 2: 58°C, Spur 3: 62°C, K: Wasserkontrolle, M: pUC-
Mix Marker 8. Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA der Eberesche. B: Sequenzvergleich
zwischen der Sorbus aucuparia- (S.a.) und der Pyrus communis- (P.c.) spezifischen mRNA
Sequenz des Actins.
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3.23 Ebereschen-spezifische mRNA-Sequenz von Tubulin

Die fur Actin beschriebene Vorgehensweise (3.2.2) fuhrte auch zur Amplifikation eines
Ebereschen- a-Tubulin-spezifischen Genabschnitts. In der RT-PCR wurden die Primer 1A-
Tubulin FP und RP (Tabelle 2) verwendet. Abbildung 11A zeigt die erfolgreiche RT-PCR mit
Annealingtemperaturen von 58, 62 und 68°C, bel der scheinbar zwel Produkte amplifiziert
wurden, die sich im Gel as Doppelbande darstellen. Moglicherweise handelt es sich um eine
Gen- und eine MRNA -spezifische Sequenz. Die Sequenzierung (2.2.10) zweier Klone (3 und
10) ergaben eine 773 bp lange Tubulin-spezifische mMRNA-Sequenz (DQ846866), die eine
93%-ige ldentitét mit der mMRNA des a-Tubulins der Mandel (Prunus dulcis / amygdalus,
Rosaceae X67162), (Stocker et al., 1993) aufweist (Abbildung 11B).

S.a. 1 CTCTGETCTCGGEETCT CTTCTTTT GEAGCET CTCTCT GTTGACT AT GGAAAGARGTCARR &0

RN N e N E R
p.d 538 CTCTGGTCTCGGETCTCTTCTTITGEAGCET TTETCT GTTGACTAT GEAARGARGTCARR 597

E.a. el GCTTGETTTCACTGTGTAT CCATCTCCACAGGTT TCTACATCTGTGETTGAGCCCTACAR 120

R N e N N e N R R
P.d. 598  GCTTGGETTCACTGTGTATCCCTCTCCACARGTCTCTACATCTGTGGTTGAGCCCTACAR 657

S.a. 1z1 CAGTGTCCTCTCAMCCCACTCCCT CCTGEAACACACCGATGT TGCAGTTCTCCTTGACAR 180

RN N e e
p.d 658  CAGTGTCCTCTCCACCCACTCTCTCCTGGAGCACACAGATGTTGCTGTGCTACTCGACAR 717

E.a. 181 CGAGGCTATCTATGAT ATCTGCAGGCGCTCT CTT GACAT TGAGCGACCCACCTACACCAA 240

R N R
P.d. 18  TGAGGCCATCTATGATATCTGCAGGCGTTCTCTTGACATTGAGCGACCCACCTACACCAR 777

S.4. 241  COTCAACCGCCTTGTGTCT CAGGTCATTTCCTCTTTGACTGCTTCTCTIGAGGTTTGATGE 300
R N N

P.d. 778  CCTCAACCGTCTTGTGTCTCAGGTCATTTCCTCTTTGACTGCCTCTCTGAGGTTTGATGG  B37

S.a. 301  TGCCCTTAATGTGGACGTGACTGAATTCCAGACCAACTTGGTCCCATACCCCAGAATCCA 360

PEE e trrrerer trr e e e e e e e e e et e e
£.4. 838 TGCTCTGAATGT CGAT GTGACT GAAT TCCAGACCAACTTGGT GCCATACCCCAGAATCCA 897

5.a. 361  CTTTATGCTTTCCTCATATGCACCAGTCATCTCTGCGGAGAAGGCGTACCATGAACAACT 420
bp RN N R e
P.d. 896  CTTTATGCTTTCCTCTTATGCACCAGTCATCTCT GCTGAGRAGGCT TACCATGAACARCT 857
5.4. 421 CTCTGETGECTGAAATCACCAACAGTGCCT TCGAGCCCTCAT CCATGATEGCAAAGTGTGA 480
AR N N e N R R R R R R R RN R
£.d. 958  CTCAGTGGCTGAAATCACCAACAGTGCATTTGAGCCCTCGTCTATGATGGCCARGTGTGA 1017
S.a. 481  CCCCCGCCACGGCARATATATGGCCTGOTGT CTGAT GTACCGTGGT GACGTTGTACCCAR 540
1116 R e e e
£.d. 1018 CCCTCGCCACGGCARATACATGGCTTGOTGT CTCAT GTACCGTGGT GATGTTGTGCCCAR 1077
883 S.a. 541  GGATGTGAATGCTGCTGTTGCCACCATCAAGACCAAGCGCACCATT CAGT TCGTGGACTG 600
R R |
692 £.d. 1078 GGATGTGAATGCTGECTGTT GCCACCAT CAAGACCAAGCGCACCATT CAGTTTGTAGACTE 1137
501 + 489 S.a. 601  GTGCCCTACTGEATTCAAGTGCGECAT CARRTACCAGUCACCTACT GTTGTCCCAGEAGE 660
R N e N e N R
404 P.d. 1138 GTGCCCTACCGEAT TCARGTGCGETAT CAACT ACCAGCCACCCACT GTTGTCCCAGEAGE 1197
331 S.a. 661  CGACCTTGCCAAGGTGCAGAZGGITET GTGCATCEAT CTCTAACTCGACCAGTGTTECTGA 720
FEETE TEREEr e ter e e e e e v e e e P e e P
£.d. 1198 TGACCTCGCCAAGGTTCAGAGGGCTGTGTGCATGAT CTCCAACTCGACCAGEGTTGCTGA 1257
S.a. 721  GGTGTTCTCTAGAATTGACCACAAGTTTGAT CTCATGTATGCCAAGCGTGCCT 773
R e N N e RN RN
£.d. 1258 GGTGTTCTCCAGAATTGACCACAAGTTTGACCTGAT GTATGCCAAGCGTGCCT 1310

Abbildung 11: Fragment der Tubulin-cDNA aus Sorbus aucuparia L. A:Gelektrophoretische Auftrennung
von Tubulin-mRNA-spezifischen RT-PCR-Produkten, die mit Hilfe der abgeleiteren Primern
1.A-Tubulin RP und FP (Tabelle 2) bei unterschiedlichen Annealingtemperaturen amplifiziert
wurden. (Programm GR 54 66 €1, Tabelle 6, 2.2.14). Spur 1: 58°C, Spur 2: 62°C, Spur 3: 66°C.
M: pUC-Mix Marker 8. Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA der Eberesche. B:
Sequenzvergleich zwischen der Sorbus aucuparia- (S.a.) und der Prunus dulcis / amygdalus-
(P.d.) spezifischen mRNA Sequenz des a-Tubulins.
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3.24 Ebereschen-spezifische mRNA-Sequenzen von Ubiquitin

Durch den Einsatz der Primer 2.Ubiquitin FP und 3.Ubiquitin RP (Tabelle 2) in RT-PCR-
Experimenten gelang es ebenfals bei verschiedenen Primerannealingtemperaturen (57, 60
und 65°C) neben zusétzlichen Produkten unter anderem ein PCR-Produkt der Gréle von etwa
430 bp zu amplifizieren (Abbildung 12A, Spuren 1 — 3). Ein Fragment dieser Léange wurde
aufgrund der Alignements der unter 2.2.12 angefiihrten Ubiquitin-spezifischen Sequenzen
anderer Pflanzen erwartet. Nach Gelelution und Klonierung ergab sich ein 422 bp langes
Tellstick der PolyubiquitinrmRNA der Eberesche (Klon 8), welches sich aus einem 54
Basenpaar langem Ende eines Ubiquitin-Open reading frames (ORF), einem kompletten ORF
(228 bp) und einem 140 bp langen Anfang des néchsten Ubiquitin-ORFs zusammensetzt
(Abbildung 12B). In der insgesamt 422 bp langen Ebereschen-spezifischen Sequenz
(DQB46865) befindet sich kein Intron. Sie weist eine 92%-ige maximale ldentitdt mit der
Ubiquitin-mRNA von Malus domestica, Rosaceae (MDU74358) auf (Abbildung 12 C).

8 K M [ Polyubiquitin-mRNA
54 bp | 228 bp 140 bp
700
500
400
S.a. 1 ATGCAGAT TT TCGTCAAGACCCT GACAGGAAAGACCAT CACCCTGGAGGT CGAGAGT—-T 58
300 R e e N e e e
M. d. 11 ATGCAGATCTTCGTTAAGACCCTCACT GECAAGACCAT TACCCTCGAGGT - G- GAGTCAT A8
g.a. 58 COGACACCAT TCACAAT CTCAACCCCAACATCCACCACAACGACECCATCCCACCAGACC 118
200 R N N NN ey
M. d. a9 CCGACACCATCCACAAT GCTCAAGGCCAAAATCCAGGACAAGCGAGGCCATCCCCCCAGACC 128
150 S.a. 119  AGCACAGGCTTATCTTTGCTCCAAAGCACGCTT CAGGACGGCCGCACCCTTGCCGACTACA 178

[N N N RNy
100 M.d. 129 AGCAGAGGCTTATCTTTGCTGEAAAGCAGCTTGAGGACGECCGTACCCTTGCCGACTACA 168

S.a. 179  ACATCCAGAAGGAGT CCACTCTCCATTTGGTGCTT-CGTCTCCGTGETGGE 228

(AR N R RNy C
M.d. 189 ACATCCAGRAGGAGT CCACTCTCCATTTGGTG-TTGOGTCTCOGTGETGGE 236

Abbildung 12: Fragment der Ubiquitin-cDNA aus Sorbus aucuparia L. A: Gelelektrophoretische
Auftrennung von potentiell Ubiquitin-mRNA-spezifischen RT-PCR-Produkten, die mittels der
Primer 2.Ubiquitin FP und 3.Ubiquitin RP (Tabelle 2) bei verschiedenen Annelingtemperaturen
amplifiziert wurden. (Programm GR 54 66 €1, Tabelle 6, 2.2.14). Spur 1: 57°C, Spur 2: 60°C,
Spur 3: 65°C, K: Wasserkontrolle M: DNA-Ladder Low Range. Als Ausgangsmaterial diente
Gesamt-RNA der Eberesche. B: Graphische Darstellung der Teilsequenz des Polyubiquitin von
Sorbus aucuparia. C: Sequenzvergleich zwischen dem ORF von Sorbus aucuparia- (S.a.) und
der Malus domestica- (M.d.) spezifischen Ubiquitinsequenz.
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3.2.5 Ebereschen-spezifische mRNA-Sequenz der fiinft grofiten UE der RNA-
Polymerase II (RPB7)

Mittels der degenerierten Primer 2.Polym Il FP und 3.Polym |l RP (Tabelle 2) gelang es, ein
Produkt der gesuchten Grof3e von etwa 330 bp zu amplifizieren (Abbildung 13A, Spuren 1 bis
5,). Trotz verschiedener gewdahlter Annealingtemperaturen (51, 54, 56, 58, 60°C) wurden
zahlreiche Nebenbanden erhaten. Daher wurde das Produkt vor der Klonierung aus dem Gel
eluiert (2.1.3). Die Sequenzierung von Klon 8 ergab ein 330 bp langes Fragment
(DQ846864), dessen Aminosiuresequenz im Blastx die grolte Ubereinstimmung mit der
funft-groften Untereinheit (RPB7, Untereinheit 7) der DNA-abhéngigen RNA-Polymerase |1
(RNA polymerase |1 subunit B7) von Glycine max, Fabaceae (P46279) zeigt.

dd M 1 2 3 45

S.a. 4 IVLERNMQLHPRHF GRNLRENLY SKLMEDVEGTC3GOHGEFVVAITGIENIGKGMIRDGTG 183
IVLERNMQLHPR+FGRNLR+NLY SKLMEDVEGTCSG+HGEVVA+T TGIENIGKGt IRDGTG
G.m. & IVLERNMQLHPRYF GRNLRDNLY SKLMKDVEGTC SGRHGFVVAVTGIENIGKGLIRDGTG 64

S.a. 184 FVSFEMKYQCVVFRPFKGEILEAVVTMVNIMGFFAEAGPVQIFVSNHLI 330
FV+FP+KYQCVYFRPFRGE ILEAVVTMVNFEMGF FAEAGEVQIFVENHLI
G.m. 65 FVTFRVEYQCVVFRPFEGEILEAVYTMVNEMGFFAEAGPVQIFVSNHLT 113 I}

Abbildung 13: Fragment der RPB7-cDNA aus Sorbus aucuparia L. A: Gelelektrophoretische Auftrennung
von potentiedl RNA-Polymerase Il-spezifischen RT-PCR-Produkten, die mittels der
degenerierten Primer 2.Polymil FP und 3.Polymll RP (Tabelle 2) bei verschiedenen
Annealingtemperaturen amplifiziert wurden. Spur 1: 51°C, Spur 2: 54°C, Spur 3: 56°C, Spur 4:
58°C, Spur 5: 60°C. M: DNA-Ladder Low Range. Als Ausgangsmaterial diente Gesamt-RNA
der Eberesche. B: Aminosduresequenzvergleich zwischen der Sorbus aucuparia- (S.a.) und der
Glycine max- (G.m.) spezifischen Sequenz eines Teilsder UE 7 der RNA-Polymerase 11.

3.2.6 Ebereschen-spezifische 18S rRNA-Teilsequenz

Der von Frau Dr. Mielke (Universitédt Hamburg, Biozentrum Klein Flottbek) zur Verfligung
gestellte Klon V77 2/1_4.13 (Tabelle 1) wurde bereits als 18S rRNA-spezifisch identifiziert.
Er wurde daher vollsténdig sequenziert und die Sequenz verdffentlicht (DQ849000). Die
Sequenz von 295 bp zeigt eine 99%-ige Ubereinstimmung mit der 18S rRNA Sequenz von
Vauquelinia californica, Rosaceae (DQ886382, Abbildung 14).
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fo
=

CTAGCTATGCGGAGGT CATCCTCCGCGGECCAGCT TCT TAGAGGGACTAT GGCCECTTAGS 60

FELEREEEE e e e b e e e e et b e e e e e b e e e e e e e e et e e el
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Abbildung 14: Sequenzvergleich zwischen dem Teilstiick der 18S rRNA-spezifischen Sorbus aucuparia
(S.a.) und der Vauquelinia californica (V.c.) 18S rRNA-Sequenz.

3.2.7 Etablierung und Effektivititsbestimmung der qRT-PCR-Primer

Von den bereits bekannten vollsténdigen Sequenzen der vier virAlen RNAs und den
ermittelten Teilsequenzen der Ebereschen-mRNA -spezifischen Abschnitte fur Actin, Tubulin,
Ubiquitin, die UE 7 der RNA-Polymerase 1l (RPB7), sowie die 18S rRNA wurden Primer
abgeleitet, die moglichst einheitliche Produktgrofen amplifizieren sollten. Eine weitgehend
identische Produktgrof3e war gewlnscht, weil in den real time PCR-Experimenten mit dem
unspezifischen Fluoreszensfarbstoff Sybr Green gearbeitet werden sollte und unterschiedlich
lange Amplifikate zu unterschiedlich intensiver Fluoreszenz fihren (Tabelle 3, 2.2.12).
Abbildung 15 zeigt die Produkte der neun ausgewéahlten Primerpaare nach einer Standard-RT -
PCR. Mit alen gewéhlten Primerpaaren konnte ein spezifisches Amplifikat der Gréfzen von
81 bis 109 bp ohne zusétzliche Nebenbanden erhaten werden. Lediglich unter Verwendung
des Ubiquitin-spezifischen Primerpaares wurde zusétzlich ein ca. 300 bp langes Fragment
amplifiziert, welches auf Primerbindungen in zwei verschiedenen ORFs des Polyubiquitin
beruht (Abbildung 15B). Dieses bereitete allerdings in rea time PCR-Experimenten keinerlel
Schwierigkeiten, da die Extentionszeit sehr kurz gewahlt wurde.

Die virusspezifischen Primerpaare wurden sowohl mit Gesamt-RNA aus EMARAV-
infiziertem Gewebe (Abbildung 15, Spuren 2, 4, 6 und 8), als auch auf Gesamt-RNA aus
EMARAV-freem Gewebe (Abbildung 15, Spuren 1, 3, 5 und 7) getestet. Wie erwartet,
wurden nur in infiziertem Gewebe virusspezifische Nukleinsduren nachgewiesen. Unter
Verwendung von Gesamt-RNA aus nicht symptomtragenden Geweben waren lediglich
Primerdimere von ca. 50 bp Lange im Gel sichtbar, welche auch in der Wasserkontrolle mit
VRNA 2-spezifischen Primern  vorhanden sind. Diese Primerdimere waren nur in
EMARAV-freen Proben detektierbar und zeigten sich in  Schmelzkurven nach

gRT-PCR-Experimenten in Form von flachen und unspezifischen Peaks. In Versuchen mit
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Gesamt-RNA-Préparationen, die Virus enthielten, erschienen diese unspezifischen Peaks in

Schmel zkurven nicht.

e M 1 2 3 4 5 K1IK2jM12 3 45 678 K3

400
300

200
150
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25

Abbildung 15: Gelektrophoretische Auftrennung der RT-PCR-Produkte der fiir die qRT-PCR
ausgewilhlten Primerpaare (Tabelle 3) in einer Standard-RT-PCR-Reaktion. Als
Ausgangsmateria diente Gesamt-RNA EMARAV-infizierter und EMARAV-freier Blétter. A:
Ebereschen-mRNA-spezifische Produkte. M: DNA-Ladder Low Range, Spur 1: Actin-
spezifisch (93 bp), Spur 2: Tubulin-spezifisch (81 bp), Spur 3: Ubiquitin-spezifisch (84 bp), Spur
4. UE der RNA-Polymese Il-spezifisch (82 bp), Spur 5: 18S rRNA-spezifisch (109 bp), K1:
Wasserkontrolle mit Tubulin-spezifischen Primern, K2: Wasserkontrolle mit 18S rRNA-
spezifischen Primern. B: EMARAV-spezifische Produkte. M: DNA-Ladder Low Range, Spur
1: vRNA1-spezifische Primer mit EMARAV -freier Gesamt-RNA, Spur 2: VRNA1-spezifische
Primer mit EMARAV-haltiger Gesamt-RNA (84 bp), Spur 3: VRNA2-spezifische Primer mit
EMARAV-freier Gesamt-RNA, Spur 4: VRNA 2-spezifische Primer mit EMARAV-haltiger
Gesamt-RNA (82 bp), Spur 5: VRNA 3-spezifische Primer mit EMARAV -freier Gesamt-RNA,
Spur 6: VRNA 3-spezifische Primer mit EMARAV-haltiger Gesamt-RNA (81 bp), Spur 7: VRNA
4-spezifische Primer mit EMARAV-freier Gesamt-RNA, Spur 8: VRNA 4-spezifische Primer mit
EMARAV-hatiger Gesamt-RNA (81 bp), K3: Wasserkontrolle mit VRNA 2-spezifischen
Primern.

Zur Ermittlung der Effektivitaten der unterschiedlichen Primer in gRT-PCR-Reaktion (2.2.13
und 2.2.15) wurden Verdinnungsreithen in vitro transkribierter cRNAs (2.2.16) bekannter
Konzentrationen (200 pg, 20 pg und 2 pg) erstellt und diese in die gRT-PCR-Reaktionen
eingesetzt.

Abbildung 16 zeigt exemplarisch die graphische Darstellung des Fluoreszenzanstieges
wahrend der Amplifikation sowie die ermittelten qRT-PCR-Effektivitéten unter Verwendung
der RPB7- (A) und der vVRNA 2- (B) spezifischen Primer. Sie lagen bel 91,6 bzw. 83,5%. Die
Amplifikationskurven zeigten den typischen, weitgehend exponentiellen Verlauf und endeten
in der S&ttigung.
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Abbildung 16: Graphische Darstellung des Fluoreszenzanstiegs wihrend einer real time PCR-Reaktion
und der Effektivititen der Reaktionen, die durch Verdiinnungsreihen von cRNAs durch die
iCycler-Software erstellt wurden. A: Verwendet wurden die Primer 6.Polym |l FP und
4.Polym Il RP, die spezifisch fir eine Untereinheit der RNA-Polymerase Il sind. B: Verwendet
wurden die VRNA2-spezifischen Primer 2.2174 FP und 2.2255 RP.
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Die dazugehdrigen Schmelzkurven der gRT-PCR-Produkte der RPB7 und der VRNA2, die
der Uberprifung der amplifizierten ProduktgroRe (Produktsequenz) dienen, bestétigen den
Erhalt eines einzigen, spezifischen Amplifikats (Abbildung 17). Fur das Produkt der RPB7
ergab sich eine Temperatur von 78,5°C, fur das der vRNAZ2 eine Schmelztemperatur von
77,5°C. Da Schmelztemperaturen abhangig von der Lénge und dem G/C-Gehat der
Amplifikate sind, konnen falsche Amplifikate durch verénderte Schmelztemperaturen

identifiziert werden.
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Abbildung 17: Schmelzkurve der mittels real time PCR erzeugten Produkte. A: Als Ausgangsmaterial
diente cRNA spezifisch fiir die RPB7. Das spezifische Produkt schmilzt bei 78,5°C. B: Als

Ausgangsmaterial diente cRNA spezifisch fiir die vVRNA 2. Das spezifische Produkt schmilzt
bei 77,5°C.

Tabelle 8 fasst die Reaktionseffektivitéten, Produktléangen und Schmelztemperaturen aler
funf getesteter potentieller Standards und der vier viralen RNA-Amplifikate zusammen.
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Tabelle 8 : Amplifkationsdaten aller fiinf Ebereschen-mRNA-spezifischen und der vier EMARAV-
spezifischen qRT-PCRs.

Effektivitiat [%] Produktlinge [bp] | Schmelztemperatur [°C]
18S rRNA 83,2 109 82,0
Tubulin 95,3 81 80,5
Ubiquitin 84,6 84 81,5
Actin 79,7 93 78,5
RPB7 91,6 82 78,5
vRNA1 91,1 84 75,5
VvRNA 2 83,5 82 77,5
vRNA 3 93,7 81 75,5
vRNA 4 91,2 81 77,5

3.2.8 Ermittlung geeigneter Standards zur Normalisierung von qRT-PCR-

Experimenten

In dieser Arbeit wurden fir die verschiedenen Versuchsbdume und Gewebe je zwei
Ebereschen-spezifische Gene mit stabilen Expressionsniveaus as interne Standards zur
Normalisierung (2.2.15.1) eingesetzt. Die Berechnungen zur Ermittlung, welche der funf
getesteten Gene in welchem Gewebe und Baum weitgehend konstitutiv exprimiert wurden,
fUhrte das Programm GeNorm (2.1.7) aus. Als Eingabewerte dienten relativierte Ci-Werte
(2.1.7).

Abbildung 18 zeigt die von GeNorm gelieferte graphische Darstellung der am stérksten
schwankenden und am stabilsten exprimierten Gene fur die unterschiedlichen Baume und
Gewebe. Umso kleiner der M-Wert (mittlere paarweise Variation), desto stabiler werden die
Gene im Jahresverlauf exprimiert. GeNorm eliminiert jewells die am wenigsten stabil
exprimierten Gene (in der Abbildung von links) bis zwei weitgehend konstitutiv exprimierte
Gene zur Berechnung der Normalisierungsfaktoren verbleiben (rot markiert). Es sollte
erwdhnt werden, dass bereits eine gewisse Normalisierung auf Basis der 18S rRNA erfolgt ist,
da sdmtliche Quantifizierungen auf einer definierten Gesamt-RNA-Menge basieren. Es kann
daher keine Aussage Uber die Expression der 18S rRNA-Gene erzielt werden.

Fir die Blétter des EMARAYV -freien Baumes SF heil3t das, dass die relativierten C-Werte, die
auf die mRNA -Konzentrationen der RPB7 zurtickgehen als erste, die der mRNA von Actin
danach und anschlief3end die der Tubulin-mRNA aus der Berechnung ausgeschlossen wurden.
Nur die relativierten Ci-Werte der mRNA-Menge von Ubiquitin und der 18S rRNA wurden
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demnach zur Ermittlung der Normalisierungsfaktoren von GeNorm empfohlen. Der M-Wert
hierfur liegt bei 0,67 (Tabelle 9).
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A: SF Blatter / Knospen

RPB7

Actin

Tubulin Ubiquitin

8S rRNA

B: K1 Blatter / Knospen

C: K1 Bast (Phloem)

\.\I

Actin 18S rRNA

Ubiquitin

RPB7
Tubulin

Tubulin Ubiquitin RPB7
18S rRN

D: B1 Blatter / Knospen

Actin Tubulin

Abbildung 18: Graphische Darstellung der Ermittlung der am stabilsten exprimierten Gene

RPB7

Ubiquitin
8S rRNA

E: B1 Bast (Phloem)

Tubulin Actin 18S rRNA

Eberesche (M-Werte, nach GeNorm) in A: Bléttern bzw. Knospen des EMARAV-freien
Baumes SF. B: Bléttern bzw. Knospen des EMARAYV -infizierten Baumes K1. C: Bast (Phloem)
des EMARAV-infizierten Baumes K1. D: Bléttern bzw. Knospen des EMARAV -infizierten
BaumesB1. E: Bast (Phloem) des EMARAV-infizierten Baumes B1.
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Dementsprechend erwiesen sich fir den EMARAV-infizierten Baum K1 in Bléttern oder
Knospen die Expression der RPB7 und Tubulin am stabilsten, im Bast (Phloem) hingegen die
der RPB7 und der 18S rRNA. In dem EMARAV-infizierten Baum B1 waren in Blétern /
Knospen Ubiquitin und die 18S rRNA am stabilsten exprimiert. Im Bast (Phloem) erwiesen
sich die Expression der RPB7 und Ubiquitin als weitgehend konstitutiv. Auf die Ermittlung
der relativen C-Werte fir die mRNA des Actin beim Bast (Phloem) des Baumes K1 wurde
verzichtet, da sich diese in vorhergehenden Versuchen als sehr schwankend dargestellt hatten.
Die resultierenden M-Werte sind in Tabelle 9 dargestellt und lagen zwischen 0,36 (Baum B1,
Bast) und 1,23 (Baum K1, Bast). Die Bedeutung der M-Werte wird in der Diskussion wieder
aufgegriffen.

Tabelle 9: Normalisierungsfaktoren fiir alle untersuchten Gewebe der drei Versuchsbiume und die M-
Werte als Expressionsstabilititswert*.

SF K1 K1 B1 B1
Blatter/Knospen | Blatter/Knospen Bast Blatter/Knospen Bast
Ubiquitin RPB7 RPB7 Ubiquitin Ubiquitin
18S rRNA Tubulin 18S rRNA 18S rRNA RPB7
Januar 1,04966596 3,50882122 1,10673659 0,9304 1,12898837
Februar 1,16164937 0,99888994 1,69170611 0,6502 1,80062409
Marz 0,89148516 3,47852706 0,9332
April 0,91590168 9,66930279 1,1714
Mai 0,9829442 0,92535252 1,73360087 1,3336 1,03044408
Juni 1,26200899 0,65721776 1,07756125 0,7388 1,39389074
Juli 1,19932066 0,41465295 1,2866
| August 0,91937465 0,317221 0,4456
September 1,12669585 0,17050164 0,39849613 1,0271 0,2814493
Oktober 0,8466164 0,25409942 0,71748963 1,4754 1,21684184
November 1,14726905 0,96199522 1,4936
Dezember 0,67101626 2,54426431 1,1826
M-Werte 0,67 0,67 1,23 0,7 0,36

*: M-Wert: Je kleiner der M-Wert ist, desto gleichmiiliger (stabiler) ist die Expression der jeweiligen
Gene im Jahresverlauf.
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3.2.9 Quantifizierung potentieller Standards

Die Kopienzahlen, die mit Hilfe der Tubulin-Plasmid-Eichkurve (2.2.15.1) fur die funf
potentiellen Standards ndherungsweise berechnet wurden, sind als Bakendiagramm in
Abbildung 19 dargestellt. Die Daten in Abbildung 19A stammen exemplarisch von den Juni-
Bléttern des EMARAV-infizierten Baumes B1 Wie zu erwarten, befindet sich am meisten
18S rRNA (ca 5x10" Molekile) in 20 ng Gesamt-RNA. Von Ubiquitin (ca. 3x10°), Uber
Tubulin (ca 1x10°) und Actin (ca 3x10%, hin zu der RPB7 (ca 2x10%, nimmt die
Konzentration der entsprechenden mRNA -Spezies ab.

Auch im Bast (Phloem) des gleichen Baumes (B1) vom Juni (Abbildung 19B), ist die 18S
rRNA das am stérksten vertretene Transkript der funf getesteten potentiellen Standards. Mit
ca 4x108 Molekiilen die Menge der 18S rRNA im Bast sogar fast 10x héher als in Bléttern
(ca 5x10’ Molekile). Ubiquitin-mRNA, die wie zuvor beschrieben (3.2.8) auch als Standard
beider B1-Gewebe ausgewahlt wurde, stellt wie in Bléttern, so auch im Bast die zweitgrofite
Fraktion der untersuchten mRNAs und kommt in Bléttern und Bast (ca. 5x10° Molekiile) in
der gleichen GroRenordnung vor. Dagegen findet sich mehr RPB7-mRNA (ca 1x10°
Moleklle) as Actin-mRNA (ca 2x10* Molekile) im Bast. Die Menge Tubulin-spezifischer
MRNA (ca 6x10° Moleklle), welche in den Berechnungen der zu wéahlenden Standards von
GeNorm ausgeschlossen wurde, ist im Bast am geringsten.
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Abbildung 19: Kopienzahlen aller fiinf potentieller Standards per 20 ng Gesamt-RNA im Monat Juni

A: Blétter, B: Bast (Phloem) des EMARAV-infizierten BaumesB1.
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3.2.10  Die Quantifizierung von EMARAV-RNASs in Sorbus aucuparia L.

gRT-PCR bietet die Gelegenheit, verschiedenste Mengen und Verhdtnissen der hier
untersuchten EMARAYV -spezifischen bzw. Ebereschen-spezifischen RNAS zu ermittelt. Eine
solch sensitive Methode kann aber auch unspezifische Signale erzeugen. Als Kontrolle wurde
SO stets das virale RNA2-spezifische Primerpaar mit Gesamt-RNA aus dem EMARAV -freien
Baum SF eingesetzt.

Abbildung 20 macht deutlich, dass abgesehen vom Februar in allen Monaten signifikante
Unterschiede zwischen unspezifischen Signalen eines EMARAYV -freien Baumes und echten
Signalen bestanden haben. Deutlich wurde dies daran, dass die invertierten C-Werte des
EMARAV-freien Baumes SF lediglich minimal zwischen 17 und 19 schwankten, wohingegen
die Werte des infizierten Baumes B1 im Jahresverlauf den Bereich von 18 (im Februar) bis 32

(im Juni) Uberspannten.
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Abbildung 20: Graphische Darstellung der Verhiltnisse zwischen den spezifischen Signalen der vgRNA?2
aus Baum B1 und den unspezifischen Signalen der vgRNA2 aus Baum SF. Die Werte sind
normalisiert. Als Ausgangsmaterial dienten jeweils 20 ng Gesamt-RNA.
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Die Analysen der Schmelzkurven ergaben fir virusfreies Pflanzenmaterial oft sehr flache
Schmelzkurven mit mehreren Peaks. Gelegentlich wurden auch Peaks detektiert, die eine
korrekte, dem Amplifikat der VRNA2 entsprechende Schmelztemperatur von 77,5°C (Tabelle
8) aufwiesen.

Zur weiteren Klarung dieser unspezifischen Signale, wurden Verdiinnungsreihen von Gesamt-
RNA -Isolationen eines EMARAV-infizierten Baumes (K1) und des symptomfreien Baumes
(SF) erstellt und mittels gRT-PCR untersucht. Die Abbildung 21 gibt die invertierten Ct-
Werte der auf 200, 20, 2 und 0,2 ng Gesamt-RNA basierenden Versuche wieder. Im Fall des
symptomfreien Baumes SF macht es keinen signifikanten Unterschied ob 0,2 ng oder 200 ng,
also die 1000-fache Menge Ausgangsmaterial eingesetzt wurden (Abbildung 21, SF). Fur den
EMARAV-infizierten Baum K1 hingegen fallen die Werte in vier deutlichen Stufen von 32
auf 20 ab (Abbildung 21, K1).

Es l&sst sich also festhalten, dass die unspezifischen Signale fur den EMARAV-freien Baum
unabhéngig von der Menge der eingesetzten Template-RNA sind, wohingegen fur den Baum
K1 eine eindeutige Korrelation zwischen der eingesetzten RNA-Menge und der Bildung des
EMARAV-spezifischen Amplifikats bestand. Mehr eingesetzte Gesamt-RNA fihrte zu

deutlich hoheren invertierten C-Werten.
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Abbildung 21: Graphische Darstellung der Mengenverhiiltnisse, die aus Verdiinnungsreihen von Gesamt-
RNAs eines symptomfreien (SF) und eines EMARAYV-infizierten Baumes (K1) berechnet
wurden. Das verwendete Primerpaar war fiir die vgRNA2 spezifisch. Als Ausgangsmaterial
dienten jeweils 200, 20, 2 und 0,2 ngGesamt-RNA. Die Werte sind nicht normalisiert.
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3.2.11 Quantifizierung der vier EMARAV-vgRNAs im Jahresverlauf und in
unterschiedlichen Geweben

Eine wichtige epidemiologische Fragestellung ist die gewebsspezifische Lokalisation von
EMARAYV in seiner Wirtspflanze. Die gRT-PCR wurde daher eingesetzt, um die viraden
RNAs in verschiedenen Geweben (Blatt, Blattknospen, Bast / Phloem) nachzuweisen und zu
quantifizieren. Letztendlich ist auch zu kléren, in welchem der Gewebe das Virus den Winter
Uberdauert. Fur die Analysen wurden beide EMARAV-infizierten Bdume (B1 und K1) im
Jahr 2006 herangezogen.

Abbildung 22 zeigt den normalisierten Verlauf aler vier vVRNAs im Jahresverlauf in Bléttern
bzw. Knospen. Die Gesamtmenge der virdlen RNAs in Bléttern bzw. Knospen des Baumes
B1 befand sich im Februar auf einem Tiefpunkt (Abbildung 22). Es folgte eine Zunahme bis
in den Mai. In den Monaten Juni und Juli lagen die Mengen der virdlen RNASs unterhalb des
Hoéchststandes im Mai, aber noch auf hohem Niveau. Im August hingegen wurden, wie im
Februar, nur sehr geringe Mengen aler vier vgRNAS detektiert. In den Monaten September
bis Januar befanden sich dhnlich viele vVRNA-Kopien in den Bléttern bzw. Knospen, wie in
jungen Bléttern der Monate Mérz bis Juli. Der Hochststand dieser Herbst- und Wintermonate
lag dabei im November.

Die in Abbildung 22 dargestellten gRT-PCR Ergebnisse machen auf3erdem deutlich, dass in
den EMARAYV -infizierten Bléattern bzw. Knospen des Baumes B1 in elf von zwolf Monaten
im Jahr 2006 die vgRNAZ2, die fur den putativen Glykoproteinprecursor kodiert, deutlich
hoher konzentriert war as die anderen drel vgRNAS. Lediglich im Mai Uberwogen die
Kopienzahlen der vgRNA3 und vgRNA4 die der vgRNA2 geringflgig.

Bei der Betrachtung der Mengen der vgRNA1, der vgRNA3 und der vgRNA4 untereinander
fiel auf, dass diesein fast alen Monaten gleichbleibende Verhédtnisse besitzen. Die Mengen
dieser drel vgRNASs liegen immer deutlich dichter beleinander, als die der vgRNA2. Trotzdem

erwies sich keine der vgRNAS (1, 3 oder 4) immer als zweltstarkste Fraktion.
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Ergebnisse

Fur den zweiten infizierten Baum K1 ergab sich bel der Betrachtung der normalisierten Ci-
Werte ein etwas anderes Bild (Abbildung 23). Nachdem im Februar ebenfalls ein Tiefpunkt
der Gesamtmenge aller vgRNASs ermittelt wurde, stiegen die Niveaus der vgRNAS Uber Méarz
zu April extrem schnell und stark an und es wurden absolute Hochstwerte von ca. 300
erhaten. Die im Mai erhaltenen Werte lagen bel ca. 25 und somit etwas unter den Mai-
Werten des Baumes B1 (Abbildung 22). Im Baum K1 sanken die vgRNA-Niveaus von Mai
bisin den Oktober konstant ab. Ein sehr deutlicher Anstieg der Mengen aller vgRNASs wurde
im November gemessen. In den Blattknospen aus Dezember und Januar waren dhnlich grof3e
vgRNA -Mengen nachweisbar wieim Mérz.

Beim Vergleich der beiden Baume Bl und K1 falt auf, dass beide einen Tiefststand an
VgRNAS im Februar und im Hoch- bis Spatsommer (August, bzw. September) aufwiesen.
Hohe Niveaus wurden sowohl im Frihling (Mai, bzw. April) as auch in spédtherbstlichen
Bléttern, bzw. in Blattknospen im Januar detektiert. Die Verlaufe der vgRNA-Mengen in
beiden Baumen weisen Ahnlichkeiten auf, bewegen sich aber oft auf sehr verschiedenen
Niveaus.

Im Baum K1 (Abbildung 23) Uberwog in alen 12 Monaten wie schon im Baum Bl
(Abbildung 22) die vgRNA2. Am geringsten konzentriert schien hier die vgRNA1 zu sein, die
die RNA-abhangige RNA-Polymerase (RdRp) kodiert. Die berechneten Konzentrationen der
VgRNASs verdndern sich im Jahresverlauf in Blattern bzw. Knospen des Baumes K1
(Abbildung 23) extremer alsdie des Baumes B1 (Abbildung 22). Der extremste Ausschlag im
jahreszeitlichen Verlauf im Baum K1 lag im April (ca. 300) und beruhte grofitenteils auf dem
hohen Normalisierungsfaktor (Tabelle 9, 3.2.8) in diesem Monat. Daher wird der Einfluss der
Normalisierung im folgenden Abschnitt dargestellt. Die sich hier bereits andeutende
Problematik der mathematischen Normalisierung wird in der Diskussion ausfihrlich
behandelt.
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Normalisierungsfaktoren beruhen auf moglichst stabil exprimierten Genen des
Versuchsorganismusses. In diesem Fall besitzt jedes Gewebe jeder untersuchten Eberesche in
jedem Monat einen spezifischen Normalisierungsfaktor. Diese Faktoren haben keinen
Einfluss auf Verhdtnisse der untersuchten RNA Mengen in einem Gewebe zu einem
Zeitpunkt, sehrwohl aber auf den jahreszeitlichen Verlauf und auf die Vergleiche zwischen
zwei Geweben oder Baumen.

Zur Verdeutlichung des Einflusses der Normalisierungsfaktoren (Tabelle 9, 3.2.8) stellen die
Abbildung 24 und Abbildung 25 die nicht normalisierten Verlaufe der vgRNAsim Jahr 2006
dar. Die nicht normalisierten Werte Uberspannten im Jahresverlauf einen geringeren Bereich
(14 und 32, Abbildung 24), als es die normalisierten Werte es taten (9 bis 36, Abbildung 22).
Der starke Ruckgang der Werte der Monate Februar und August nach der Normalisierung
beruhte vermutlich auf den kleinen Normalisierungsfaktoren (0,6502 und 0,4456). Die nicht
normalisierten Werte im August entsprechen weitestgehend denen im Juli, September und
November (Abbildung 24), stellten folglich keinen Tiefpunkt viraler RNA-Mengen dar.

Die hoheren Werte der ermittelten normalisierten Virusmengen im Vergleich zu den nicht
normalisierten Mengen in den Monaten Mai und November (Abbildung 22) beruhten zum
Teil auch auf den hohen Normalisierungsfaktoren dieser Monate (1,3336 und 1,4936).

Die Normalisierungsfaktoren fir Blatter bzw. Knospen des Baumes K1 (Tabelle 9, 3.2.8)
waren fur den Monat April extrem (9,6693) und fir die Monate Januar, Marz und Dezember
(zwischen 2,5443 und 3,4785) immer noch sehr grof3. Abbildung 23 zeigt die extrem hohen
normalisiertenWerte fir die viralen RNAs in diesen Monaten. Im Gegensatz dazu lagen die
nicht normalisieren Mengen der vgRNAS das ganze Jahr hindurch dicht zusammen (15 bis 37,
Abbildung 25). Relativ grof3e nicht normalisierte vgRNA -Mengen wurden den Frihling und
Sommer hindurch, aber auch im November und Dezember detektiert (Abbildung 25).

Die Normalisierungfaktoren des Baumes K1 und damit auch ihr Einfluss auf die gemessenen
RNA-Mengen im Baum K1 waren grof3er als die Normalisierungsfaktoren und deren Einfluss
auf den Baum B1. Es werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit Uberwiegend die Werte des
EMARAV-infizierten BaumesB1 betrachtet.
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Die beiden gewdhlten EMARAV-infizierten Versuchsbdaume unterscheiden sich in
natUrlichen Faktoren wie Standort und Vitalité. Der Baum K1 war jinger as 10 Jahre, zeigte
schwéchere Symptome und stand am Waldrand, wohingegen B1 dlter als 20 Jahre war, starke
Symptome auf Bléttern vidler Zweige zeigte, starken Pilzbefall aufweist und in einer
Baumgruppe in der Nadhe eines Baches stand (2.1.6). Auch die Normalisierungsfaktoren
(Tabelle 9, 2.2.15.1) unterscheiden sich. In Abbildung 26 sind die Verhaltnisse der vgRNA1
in Bléttern beziehungsweise Knospen der Versuchsbaume B1 und K1 dargestellt. Besonders
grof3e Unterschiede bestanden in den Monaten Januar, Méarz, April und Dezember. In al
diesen Monaten Uberragte die vgRNA1-Menge in Baum K1, die im Baum B1 um ein
Vidfaches. Das umgekehrte Bild zeigte sich in den Monaten Juli, September, Oktober und
November. In diesen Monaten ist sehr viel mehr vgRNAL in dem Baum B1 alsim Baum K1
nachweisbar. Dieses uneinheitliche Bild (Abbildung 26) korreliert nicht mit dem Ausmal3 an
Symptomen,  sondern  durfte  ursdchlich auf  die  sehr  unterschiedlichen
Normalisierungsfaktoren (Tabelle 9) zuriickzufihren sein, die wie bereits erwéhnt, fir K1
sehr uneinheitlich waren. Ein direkter Vergleich der viralen RNA-Konzentrationen in diesen

Baumen ist daher nicht mdglich.
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Abbildung 26: Mengenverhiltnisse der vgRNA1 in Blittern bzw. Knospen der beidlen EMARAYV-
infizierten Biume BI und KI1. A: Die Werte sind normalisiert. B: Die Werte sind nicht

normalisiert. Als Ausgangsmaterial dienten jeweils 20 ng Gesamt-RNA.
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Fur die Anayse der virden RNAs im Bast (Phloem) wurden drei Blocke von je zwel
Monaten untersucht. Diese befanden sich im Winter (Januar und Februar), im Frihsommer
(Mai und Juni) und im Herbst (September und Oktober).

Von den genomischen RNAs im Bast (Phloem) junger Zweige im Baum B1 war die vgRNA2
immer am stérksten vertreten (Abbildung 27). In allen sechs untersuchten Monaten stellte die
VgRNA4 die zweitstérkste Fraktion dar, wobei in den Monaten Mai und September die
VgRNA3 keine signifikanten Unterschiede zur vgRNA4 erkennen lief3. In alen untersuchten
Proben wies die vgRNA 1 stets die geringste Menge auf (Abbildung 27).

Die niedrigste Konzentration aller vier vgRNAS wurde im Bast in dem Monat September
ermittelt (Abbildung 27), wahrend in den Bléttern fir den September relativ hohe Werte
gefunden wurden (Abbildung 22).

Hingegen waren die vgRNA-Konzentrationen im Februar 2006 im Bast am hdchsten
(Abbildung 27), wahrend in Blattknospen in diesem Monat nur sehr geringe Mengen an
VgRNA ermittelt wurden (Abbildung 22).
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Abbildung 27: Graphische Darstellung der Mengenverhiiltnisse der vier EMARAYV-spezifischen
genomischen RNAs im Bast (Phloem) junger Zweige des symptomtragenden Baumes B1 in
den Monaten Januar, Februar, Mai, Juni, September und Oktober des Jahres 2006. Die
Werte sind normalisiert. Als Ausgangsmaterial dienten jeweils 20 ng Gesamt-RNA.
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Bel der Betrachtung der Mengenverhaltnisse der EMARAYV -spezifischen genomischen RNAS
im Bast (Phloem) junger Zweige bei Baum K1 hingegen waren jewells die vgRNAZ2 und die
VgRNA4 die am dstarksten konzentrierten viralen RNAs (Abbildung 28). Das
Mengenverhdtnis dieser beiden RNAs war in alen sechs Monaten dhnlich. Die vgRNA1 und
die vgRNA 3 zeigten geringere Konzentrationen und die Unterschiede zwischen diesen beiden
RNAswaren meist nicht signifikant (Abbildung 28).

Wie bei dem Baum B1 wurden auch im Bast des Baumes K1 die geringsten Mengen an
virdler RNA im September, die hochsten im Februar gemessen.
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Abbildung 28: Graphische Darstellung der Mengenverhiiltnisse der vier EMARAYV-spezifischen
genomischen RNAs im Bast (Phloem) des symptomtragenden Baumes K1 in den Monaten
Januar, Februar, Mai, Juni, September und Oktober des Jahres 2006. Die Werte sind
normalisiert. Als Ausgangsmaterial dienten jeweils 20 ng Gesamt-RNA.
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In Abbildung 29 sind die Mengen der vgRNA1 und der vgRNAZ2 in drei Blocken zu je zwei
Monaten dargestellt. Die Daten der beiden vgRNAs stammen jeweils aus Bléttern bzw.
Knospen oder dem Bast (Phloem) der Wintermonate Januar und Februar, aus dem Mai und
Juni, sowie aus den Herbstmonaten September und Oktober. An jedem untersuchten
Zeitpunkt, lag die Menge der vgRNA2 sowohl im Bast, a's auch in Blattern bzw. Knospen
hoher als die der vgRNAL.

Im Januar fanden sich nur geringfigig hohere Mengen der beiden vgRNASL und 2 im Bast as
in Knospen (Abbildung 29). Im Februar Uberragten die vgRNA-Mengen im Bast (33 und 47)
jene in Knospen (10 und 11) sehr deutlich und stiegen auf das hochste Niveau im
Jahresverlauf. Im Mai fanden sich grof3ere Mengen der virden RNASs in jungen Bléttern as
im Bast junger Zweige. Die Unterschiede waren aber nicht so extrem wie im Februar. Die
zweitgrofite Menge der beiden untersuchten vgRNAS in den sechs betrachteten Monaten lief3
sich im Juni im Bast fur die vgRNA2 ermitteln. Auch das Niveau der vgRNA1 lag im Juni im
Bast Uber dem der Blétter. In den Bléattern des Septembers lief3en sich etwas gréf3ere Mengen
an vgRNAs nachweisen als in Bléattern des Junis. Im Gegensatz dazu stand der extreme Abfall
der Konzentrationen der vgRNASs im Bast mit invertierten C-Werten um 37 im Juni und 7 im
September. Im Oktober lagen die Mengen der vgRNA1 und der vgRNA2 in beiden Geweben
auf dhnlichem Niveau. lhre invertierten Ci-Werte lagen dhnlich denen im Januar zwischen 21
und 32.

Abschlief3end 18sst sich sagen, dassin drei von sechs Monaten (Mai, September und Oktober)
in Blattern bzw. Knospen mehr virale RNAs vorliegen als im Bast und in den verbleibenden
drel Monaten (Januar, Februar und Juni) der Bast mehr vgRNA 1 und vgRNA2 enthélt.
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3.2.12
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: Graphische Darstellung der Mengenverhéltnisse der EMARAV-spezifischen genomischen

RNAI und RNA2 im Bast (Phloem) und in Blittern bzw. Knospen des symptomtragenden
Baumes B1 in den Monaten Januar, Februar, Mai, Juni, September und Oktober des
Jahres 2006. Die Werte sind normalisiert. Als Ausgangsmaterial dienten jeweils 20 ng Gesamt-

RNA.

Verhiiltnisse von genomischen Minus-Strang RNAs zu copy Plus-Strang

RNAs

In einem ersten Versuch zur weiteren Charakteriserung von EMARAV, bzw. seines

Replikationszyklusses sollte das Verhdtnis von viraler genomischer (vg) (-)Strang-RNA zu

viraler copy (vc) (+)Strang-RNA untersucht werden. Hierfir wurden sowohl Bléatter bzw.

Knospen als auch Bast (Phloem) analysiert.
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Abbildung 30 gibt die Kopienzahl aler vier vgRNASs und vVcRNASs wieder. Die jeweils
untersuchten 20 ng Gesamt-RNA aus zwei verschiedenen Monaten stammten vom
symptomtragenden Baum B1. Von alen viralen RNAs wurden stets mehr Kopien vgRNA -
Spezies as VCRNASs detektiert. Die vgRNA1 lag im Januar in Blattknospen in ca. 5x10°
Kopien vor, wohingegen nur ca. 1x10* Exemplare des Plus-Strangs (vc) gemessen wurden
(Abbildung 30). Dies entsprach einem 50-fachen Uberschul® an vgRNA. Firr die VRNA2 galt
Ahnliches. Es lagen 3x10° VgRNA2-Kopien und 4x10° vCRNAZ2-Kopien vor, also ca. 8-mal
so viel VgRNA wie veRNA. Von RNA3 waren 1x10° Kopien vgRNA3 und 3x10* Kopien
VCRNA3 vorhanden und von RNA4 2x10° Kopien vgRNA4 und 4x10* Kopien VCRNAA4.
Somit lag bei RNA3 und RNA4 die genomische RNA im 3-fachen Uberschuss vor,
verglichen mit der vcRNA. Auch bei den im Juni geernteten Blé&ttern wurden jeweils vielfach
hohere Anteile der vgRNAs im Vergleich zu den veRNAS gefunden. Es befanden sich 20mal
so vie vgRNA1-, 30mal so vied vgRNAZ2-, 5mal so viel vgRNA3- und 12ma so viel
VvgRNA4-Kopien in Bléttern als die entsprechenden vcRNAS.

1x10’
0 VgRNA1
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%1x105 s @ vgRNA4
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.31 10° B vcRNAL
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B vcRNA4
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Abbildung 30: Kopienzahl der vier EMARAV-spezifischen Minus- (vg) und Plus- (vc) Strang-RNAs in
Bliittern bzw. Knospen des Baumes B1 in den Monaten Januar und Juni.
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Abbildung 31 veranschaulicht die Kopienzahlen der Minus- (vg) und Plus- (vc)-Strange der
VRNA 2 und der vVRNA3 im Bast junger Zweige des EMARAV-infizierten Baumes B1. Auch
hier konnten fir beide RNAs in beiden Monaten mehr Kopien der vgRNAS, als VCRNAS
nachgewiesen werden. Mit 2x10” Kopien vgRNA2 und 3x10° Kopien VeRNA2 im Januar liefd
sich auch im Bast ein dhnliches Verhdltnis, wie es bereits flr Blétter bzw. Knospen gefunden
wurde bestétigen. Die Menge der vgRNAZ2 Uberstieg die Menge an VCRNA2 um das
siebenfache. Die vgRNA3 liegt im Vergleich zur veRNA3 in einem 10-fachen Uberschul3 vor.
Ein &hnliches Bild wurde fur den Monat Juni erhalten.
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1x10" = B VcRNA2
8 O  vgrRNA3
= 1x10°
; B vcRNA3
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Abbildung 31: Kopienzahl der EMARAV-spezifischen vgRNA2 und vgRNA3, bzw. veRNA2 und vcRNA3
im Bast junger Zweige des Baumes Bl in den Monaten Januar und Juni. Als
Ausgangsmaterial dienten 20 ng Gesamt-RNA.

3.2.13  Quantifizierung der vgRNA2 in unterschiedlich symptomatischen
Blattarealen
Bis heute ist nicht bekannt, weshalb an EMARAV-infizierten Béumen oft auf ein und
demselben Blatt unterschiedliche Symptome, in Form von Ringflecken und Scheckungen
nebeneinander auftreten. So sind haufig typische Ringflecken neben einem eher
uneinheitlichen as Scheckung bezeichnetem Muster zu erkennen (Abbildung 32A und
Abbildung 32B). Mit gRT-PCR-Experimenten sollte somit geklart werden, ob eine
Korellation zwischen den Symptomen und der Konzentration an viraler RNA in diesem
Bereich vorliegt. Abbildung 32 zeigt Blétter mit den unterschiedlichen Symptomen sowie ein
Ebereschenblatt, aus dem symptomfrele, ringfleckige und gescheckte Blattbereiche
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ausgeschnitten wurden. Aus diesen kleinen Blattstiicken wurde wie zuvor Gesamt-RNA

isoliert und zur Quantifizierung der viralen genomischen RNA2 eingesetzt.

Abbildung 32: A: Chlorotische Ringflecken B: Scheckungen auf Blidttern EMARAV-infizierter Eberesche.
C: Ebereschenblatt, aus dem Bereiche unterschiedlicher Symptome ausgeschnitten wurden.
Oben: symptomfrei, mittig: Ringflecken, unten: Scheckungen.

Abbildung 33 zeigt die graphische Darstellung der kalibrierten und invertierten CG-Werte, die
fur die vgRNA2 in unterschiedlichen Blattern und Symptomen ermittelt wurden. Es wurden
jewells in vier verschiedenen Bléttern die Mengen der VRNA2 bestimmt. Auch hier wird
durch einen gewissen, a's unspezifisch zu betrachtenden Hintergrund, der in nicht EMARAV -
infizierten Proben (Baum SF) beobachtet wurde, die hohe Sensitivitét und Sensibilitat der
gRT-PCR deutlich (Abbildung 33A, ,nicht infiziert“). In symptomfreien Blattareden
infizierter Baume wurden Ci-Werte zwischen 20 und 27 bestimmt (Abbildung 33A), was etwa
1x10° bis 1x10" Kopien entspricht (Abbildung 33B). Der Unterschied zu den Konzentrationen
in ringfleckigen und gescheckten Blattbereichen ist signifikant, wohingegen zwischen
letzteren beiden keine signifikanten Abweichungen beziglich der Menge der vgRNA2
bestanden. Die symptomatischen Areale der vier infizierten Blétter weisen deutlich hdhere
kalibrierte und invertierte Ci-Werte zwischen 34 und 38 auf (Abbildung 33A), also zwischen
9x10’ bis 3x10° Kopien pro 20 ng Gesamt-RNA (Abbildung 33B). Dies entspricht demnach
einer 10- bis 1000-fachen Menge an VgRNAZ2 im Vergleich zu symptomfreien Bereichen
einesinfizierten Blattes.
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Abbildung 33: Graphische Darstellung der Mengenverhiltnisse (A) und Kopienzahlen (B) der vgRNA2 in
verschiedenen EMARAYV-infizierten Blittern (ohne Symptome, Ringflecken, Scheckungen)
und in Blittern des EMARAV-freie Baumes SF (nicht infiziert). Als Ausgangsmaterial
dienten jeweils 20 ng Gesamt-RNA.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit konnte mit zwei verschiedenen Verfahren die virde RNA des
EMARAYV in unterschiedlichen Geweben detektiert werden. Wahrend die in situ-RT-PCR
eine Lokalisation der EMARAV-spezifischen Nukleinsauren insbesondere in
Parenchymzellen und im Phloem vermuten lasst, ermoglichte die rea time RT-PCR (im
weiteren Verlauf gRT-PCR genannt) darlber hinaus deren zuverldssige Quantifizierung. Die
erhaltenen Ergebnisse liefern somit wichtige neue Erkenntnisse beziglich des
Replikationszyklus von EMARAV in seiner Wirtspflanze Sorbus aucuparia L. und tragen
mal3geblich zu einer weiteren Charakterisierung dieses neuartigen Pflanzenvirus bei.

4.1 In situ-RT-PCR

4.1.1 Etablierung der Versuchsbedingungen

Eine besondere Herausforderung bei dem Nachweis von RNA mittels in situ-Experimenten
(Hybridisierungen und RT-PCRs) stellt sicherlich die Viefétigkeit der zu untersuchenden
Gewebe dar. Bei herkbmmlichen RT-PCR oder Northern-Blot-Experimenten ist es
ausschlaggebend, intakte und reine RNA aus dem Gewebe oder Organismus zu isolieren. Im
Gegensatz dazu missen Gewebe, die fur in situ-Experimente eingesetzt werden sollen, so
behandelt werden, dass das geschnittene Gewebe gut erhalten bleibt und dennoch alle fur RT-
PCR oder Hybridisierung nétigen Substanzen in das Gewebe gelangen kdnnen. DarUber
hinaus ist natirlich auch hier unabdingbar, dass die RNA wahrend der ganzen Prozedur intakt
und auch zuganglich bleibt. Es ist leicht vorstellbar, dass die Einbettung und Fixierung
verschiedenster Gewebe wie menschliche Knochen, Moskito- oder Hela-Zellen,
Arabidopsiswurzeln, Protoplasten, embryonales Maisgewebe oder Ebereschenblétter einer
eigenen Etablierung bedarf.

Fur den Nachweis EMARAV-spezifischer Nukleinsauren mit Hilfe der in situ-RT-PCR (IS
RT-PCR) wurden in dieser Arbeit Blétter und Blattstiele der Eberesche eingesetzt. Da dieser
nord- und mitteleuropdsche Baum physiologischen und jahreszeitlichen Schwankungen
unterliegt, war es nicht immer méglich, Gewebe des gleichen Entwicklungsstadiums fir die
Versuche einzusetzen. Dies kann unter Umstanden mitverantwortlich fur die zum Tell
schwachen Signale nach der Immunodetektion der RT-PCR-Produkte sein, da der Gehalt an

Virus, aber auch an inhibitorischen sekundaren Pflanzenstoffen schwankt. So ist bekannt, dass
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viele Viren, die in Gehdlzern vorkommen, heterogen verteilt sind und ihre Konzentrationen
sich jahreszeitlich verdndern (Bitterlin, 1984). Fur EMARAV ist bekannt, dass sene
Replikationsintermediate (dSRNA) am zuverlassigsten in der Zeit von Mitte Mai bis Anfang
Juni, aber zum Teil auch bereits ab April nachzuweisen sind (Benthack er al., 2005). Ferner
ist die Eberesche reich an Polyphenolen und Polysacchariden, die durch Bindung an
Nukleinsduren die PCR-Effektivitét beeintrachtigen konnen (Rezaian und Krake, 1987; Singh
et al., 2002; van Raemdonck et al., 2005).

Die Fixierung des Ebereschenmaterials mit 63% Ethanol und 2% Formaldehyd in einem PBS-
Puffer erwies sich aus histologischer Sicht als gut geeignet. Das Formaldehyd bedingt eine
Protein-DNA-RNA-Quervernetzung und hat gewebskonservierende  Eigenschaften
(Komminoth et al., 1992; Teo und Shaunak, 1995), birgt alerdings auch die Gefahr spétere
enzymatische Reaktionen wie die RT-PCR zu inhibieren, da es sich nur schwer vollstandig
aus Geweben wieder entfernen lasst (Puchtler und Meloan, 1985). Auch ist bekannt, dass
Formaldehyd DNA -Einzelstrangbriiche verursachen kann (Grafstrom et al., 1984). Die in der
in situ-RT-PCR eingesetzten Dig-markierten Desoxynukleotide konnten zur Reparatur dieser
Einzelstrangbriiche genutzt werden und so zu unspezifischen Sgnalen im Zellkern fuhren
(Sdlstrom et al., 1993; Silva et al., 2003). Da Formaldehyd Proteine sehr stark quervernetzt
ist diese Fixierung nicht sehr empfehlenswert, wenn man Histon-assoziierte DNA
untersuchen mochte, da diese dann unzuganglich fir Polymerasen und andere
V ersuchsschritte sein kdnnte (Komminoth ez al., 1992). Zwar ist davon auszugehen, dassauch
die virale RNA stark mit Nucleocapsidproteinen besetzt ist, doch ist die durch Formaldehyd
verursachte Bindung zwischen RNA und Protein nicht so fest, wie die von DNA und Protein
(Teo und Shaunak, 1995). Dennoch ist nicht auszuschlief3en, dass die Signalstérke der
EMARAV -spezifischen Amplifikate hierdurch beeintréchtigt wurde.

Die Einbettung der untersuchten Ebereschengewebe in Agarose erfolgte aufgrund der
Tatsache, dass dieses Verfahren wesentlich schneller und vermutlich auch schonender fur die
RNA ist as eine Einbettung in Kunststoffe oder Wachse (wie z.B. Paraplast), die aufwendig
infiltriert und wieder aus dem Gewebe entfernt werden mussen. Allerdings konnen mit einer
Agaroseeinbettung nicht fur alle Gewebe zufrieden stellende Schnittqualitdten und -dicken
erzielt werden. Da Agarose das Gewebe nicht infiltriert, sondern lediglich umschliefdt, miissen
beide ahnliche Festigkeit besitzen. Ist dies nicht der Fall bricht die Probe wahrend des
Schneidens am Vibratom aus der Agarose heraus. FUr Blétter und Blattstiele der Eberesche

erwies sich jedoch die Einbettung in acht bis 10%-ige Agarose as ausreichend, denn es
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konnten gute Querschnitte erhalten werden, die den typischen Aufbau eines bifaciden
Laubblattes, sowie eines Blattstiels wiedergaben.

Die Entscheidung, ob in situ-Experimente auf Objekttragern oder schwimmend in
Reagiergeféiden ablaufen sollen, hangt unter anderem davon ab, wie viele Proben bearbeitet
und ob mit einer Sonde hybridisiert oder in einer RT-PCR amplifiziert werden soll. Die
meisten PCR-Gerdte bieten nur Aufsdtze fur wenige Objekttrager, wohingegen bis zu 96
Reagiergeféide Platz haben. Das sehr haufige Wechseln von Wasch- und Enzymldsungen im
Laufe von in situ-Experimenten ist in Reagiergefal3en zwar aufwendiger, bedarf aber
insgesamt geringerer Mengen an Losungen als das Waschen von Objekttrégern in dafir
vorgesehenen Gefdllen. In dem Fall der Eberesche hatte die Durchfiihrung der in situ-RT-
PCR in Reagiergefal3en gegentiber den Objekttragern zudem den entscheidenden Vorteil, dass
keine Schnitte wahrend der langwierigen Prozedur verloren gingen, denn trotz zahlreicher
getesteter Objekttragerbeschichtungen waren die Verluste an Blattschnitten enorm.

Ein ebenfalls experimentell zu etablierender und besonders wichtiger Schritt ist das Erzielen
einer gewissen Durchlassigkeit des Gewebes flir die verschiedensten Reagenzien, ohne dieses
zu zerstéren. Im Fal von Arabidopsiswurzeln mit Syncytien scheint kein enzymatischer
Schritt zur Erhdhung der Permeabilitét vor RT-PCR-Experimenten nétig zu sein (Wieczorek
et al., 2006; Hofmann et al., 2007), wohingegen Nuovo et al. (1992) Trypsinogen bzw.
Pepsinogen zur spéteren Detektion von DNA der Human papillomaviren 6 und 11 (HPV,
Alphapapillomavirus, Papillomaviridae) in menschlichen Schleimhauten einsetzten. Dillon et
al. (2007) verwendeten Proteinase K im Rahmen von Expressionstudien bezliglich Proteasen-
kodierender Gene (z.B. Cathepsin L) in Schistosomen und Silva et al. (2002) stellten fest,
dass Pektinasen und Pepsin sich positiv auf die Durchlassigkeit von Geweben des
Mandelbaumes auswirkten. Auch bei den in dieser Arbeit eingesetzten
Ebereschenblattgeveben erwies sich die Verwendung der Pektinase Macerozym as
erfolgreich und wurde durch das Proteinasegemisch Pronase (Roche) erganzt, welches sowohl
native, as auch denaturierte Proteine bis zu einzelnen Aminosauren abbaut. Somit bestand
hiermit die Moglichkeit Nucleocapsidproteine, die, wie bereits erwahnt, durch Formaldehyd
mit der viralen RNA quervernetzt worden sein konnten, zu entfernen.

Die in situ-RT-PCR wurde im Rahmen dieser Arbeit gegentiber der in situ-Hybridisierung
(ISH) bevorzugt, weil nicht bekannt war, wie viel virale RNA-Molekule in den einzelnen
Geweben vorhanden waren und die RT-PCR als sensitiver gilt (Long et al., 1993). Zwar
konnten bereits mit der Hybridisierung erste Erfolge zum Nachweis EMARAV -spezifischer

Nukleinsduren in Ebereschenbléttern erzielt werden, allerdings war die Starke der Signale
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nicht immer zufriedenstellend (Schlatermund, 2004). Bei der Auswahl der Primerpaare fir die
in situ-RT-PCR wurde darauf geachtet, dass die Amplifikate moglichst léanger as 300 bp sind,
da von Long et al., (1993) berichtet wurde, dass kurze DNA-Fragmente eventuell aus den
anverdauten Zellen herausdiffundieren konnten und somit keine korrekte Lokalisation
moglich wére. Desweiteren koénnen in kleinen Amplifikaten weniger Dig-markierte
Nukleotide eingebaut werden und somit die Signalstérke beeintréchtigen. Zu lange Produkte
sind alerdings auch zu vermeiden, weil dann grof3e Bereiche der als Template dienende RNA
fUr die Reverse Transkriptase zuganglich und intakt sein mtssen (Johansen, 1997; Silva et al.,
2003).

Da die Gewebe der Eberesche sehr phenolhaltig sind, sogar die der Eiche, die as
Gerbstoffdroge im Deutschen Arzneibuch gefihrt wird, Ubersteigen und diese Stoffeim Laufe
der Prozedur durch Oxidation zu braunlichen Polyphenolen (Newbury und Possingham,
1977) werden, sind starke lilafarbene Signale nach der Féalungsreaktion mit NBT/BCIP
winschenswert. Um die Entstehung hochmolekularer Polyphenole zu minimieren wurde
deshalb auch Polyvinylpyrrolidon (PVP) in ale Loésungen gegeben. Dies absorbiert
(Poly)phenole, die sonst von Phenoloxidasen zu komplexbildenden Verbindungen oxidiert
wirden und dann gegebenenfalls auch Nukleinsduren blockieren konnten (Saunders und
Parkes, 1999). Die starke Eigenfluoreszenz der Ebereschengewebe, insbesondere durch
Lignine (Peters, 1964) und Polyphenole (Prasetya und Roffael, 1991) sprach gegen den
alternativen Einsatz von Fluoreszenz-markierten Nukleotiden.

Dain dieser Arbeit die Etablierung der in situ-RT-PCR zunachst mit der mRNA von Tubulin,
sowie der hoch konzentrierten 18S rRNA erfolgen sollte, mufite die zelluld&re DNA mit DNase
| abgebaut werden. Mittels Dapi-Farbung wurde gezeigt, dass die DNA aus dem Zellkern
nicht vollstandig, aber grofdtenteils entfernt werden konnte. Welitestgehend DNA-freies
Gewebe wurde somit in eine RT-PCR mit 18S rRNA-spezifischen Primern eingesetzt. Nach
einer Dapi-Farbung wurden Fluoreszenzsignale im Cytoplasma und auch deutlich in den
Zellkernen sichtbar. Dies l&sst vermuten, dass 18S rRNA-Molekile sowohl im Cytoplasma,
as auch in den Nukleoli erfolgreich amplifiziert wurden. Es kann jedoch nicht vollstandig
ausgeschlossen werden, dass noch einige der zahlreichen Genkopien der 18S rDNA trotz
DNase Behandlung vorhanden waren.

Auch Koltai und Bird (2000) beobachteten in ihrer in situ-RT-PCR Kernsignale, konnten aber
nicht kléren ob diese gegebenenfalls zusétzlich auf 18S rDNA oder auf defekte, mit Dig-
dUTPs repariere DNA-Strénge zuriickzufihren waren. Die hier in Lycopersicon esculentum
und Arabidopsis thaliana erzielten cytoplasmatischen 18S rRNA spezifischen Signale waren
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allerdings deutlich stérker als die in Ebereschen erhalteten. Eine mdogliche Ursache hierfir
konnten eine Formaldehyd-bedingte Quervernetzung der 18S rRNA mit ribosomalen
Proteinen und somit eine fir Primer und die Reverse Transkriptase bestehende
Unzugéanglichkeit gewesen sein. Allerdings nutzen Koltai und Bird FAA zur Fixierung,
welches ebenfalls 2% Formadehyd enthdlt, allerdings sehr sauer ist. Die beobachteten
Unterschiede in der Signaintensitét konnten daher eher auf dem pH-Wert der Fixierl6sung
oder aber auf dem verwendeten Pflanzengewebe beruhen, welches deutlich weniger
inhibi erende Stoffe enthielten, als die Eberesche. Dennoch waren, wie erwartet, die Sorbus
aucuparia FRNA -spezifischen Signale jedoch deutlich stérker as die der Tubulin-mRNA, die
auf sehr viel weniger Genkopien zurtickzufhren ist. Sowohl in Pappel (Oakley et al., 2007)
als auch in der Gerste (Schroder et al., 2001) konnte die Expression mehrerer a-Tubulin-Gene
in Blattgeweben gezeigt werden. In Pappel wurden acht (Oakley et al., 2007), und in Gerste
mindestens funf o-Tubulin-Gene identifiziert (Schroder et al., 2001).

4.1.2 Lokalisation EMARAV-spezifischer RNAs

Nachdem die exakten V ersuchsbedingungen etabliert waren, sollte geklart werden in welchen
Z€lltypen und Geweben EMARAYV beziehungsweise seine RNA nachweisbar ist. Der Erhalt
eindeutiger lilafarbener Signale in verschiedensten Blatt-, sowie Blattstielzellen EMARAV -
infizierter Baume bewies zunédchst eine erfolgreiche RT-PCR und Detektion, da ohne die
Zugabe von Tag-Polymerase nie ein Signal erhaten wurde. Allerdings kann nicht restlos
ausgeschlossen werden, dass falsch-positive Signale durch unspezifische Anlagerung von
Primern und anschlief3ender Amplifikation wahrend der PCR-Reaktion entstanden sind.

Aufgrund routineméldig durchgefuhrter RT-PCR-Analysen und dsRNA-Pr8parationen ist
bekannt, dass EMARAYV in bislang alen untersuchten Geweben wie Bléttern, Blattstielen,
Knospen, Frichten, Samen und in Bastgeweben junger Zweige EMARAV-infizierter
Ebereschen nachweishar ist (Mielke, 1999; Mielke, 2004; Benthack et al., 2005). Dies wirde
demnach fir eine systemische Infektion der B&ume sprechen. In den meisten Falen wird ein
Pflanzenvirus durch mechanische Ubertragung oder einen tierischen Vektor an oder in die
Epidermis des Wirtes gebracht. Fiir eine erfolgreiche systemische Verbreitung des Virus muss
dieses in eine Zelle eindringen, sich vermehren und benachbarte Zellen befallen. Diese Zell-
zu-Zell-Verbreitung bedarf in der Regel eines Movementproteins (Scholthof, 2005; Taliansky
et al., 2008). Die systemische Verbreitung, mittels Langstreckentransport, geschieht dann
Uber Siebzellen des Phloems (van Bel et al., 2002; Peleg et al., 2007; Gosalvez-Bernal et al.,

2008; Taliansky et al., 2008).
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Ein solcher Transportmechanismus, der Ublicherweise in kleineren Leitgefal3en beginnt, ware
theoretisch auch fir das EMARAYV denkbar, nur konnte bis heute keinem der viralen Peptide
die Funktion eines Movementproteins zugeordnet werden. Im Rahmen dieser Arbeit konnte
durch IS RT-PCR eine Verteilung von EMARAV bzw. der vgRNAZ2 und der vgRNA4 in
parenchymatischen Zellen in Epidermisndhe und im Xylem sowie in Phloemzellen gezeigt
werden. Dies unterstreicht die Ergebnisse vorangegangener 1SH, bei denen die vgRNA3 in
Schwamm- und Paisadenparenchymzellen infizierter Blatter nachgewiesen wurde
(Schlatermund, 2004). Immerhin konnten nun zusétzlich vgRNAZ2-spezifische Signale in
Phloemgeweben von Blattstielchen gezeigt werden. Der Nachweis viraler RNA auferhalb des
Phloems schlief3t somit eine Phloemlimitierung von EMARAYV aus.

Es ist bekannt, dass der Entwicklungsstatus der Wirtspflanze und Umgebungsbedingungen
einen Einfluss auf die Verbreitung eines Virus in seiner Wirtspflanze haben kdnnen (Wang et
al., 1996). Das Bean dwarf mosaic virus (Begomovirus, Geminiviridae) 1st in fast alen
Zédltypen in Phaseolus vulgaris and Nicotiana benthamiana verbreitet. Die Virusmenge ist
auch vom Entwicklungsstand des befallenen Gewebes abhangig Ding e al. (1999) konnten
zeigen, dass die Temperatur, bei der Gerste (Hordeum vulgare) kultiviert wird, einen Einfluss
auf die Lokalisation des Brome mosaic virus (BMV, Bromovirus, Bromoviridae) innerhab
der Gewebe haben kann. Die zeitweise Inkubation der Pflanzen bel 34/30°C anstait bel
24/20°C, sorgte dafir, dass das Virus statt tUberwiegend in Zellen der Leitgewebe dann
vermehrt auch in Mesophyllzellen deutlich auf3erhalb der Leitbahnen nachweisbar war. Dadie
ausgewahlten Ebereschen jedoch schon seit vielen Jahren infiziert sind und die Baume unter
natirlichen Bedingungen wachsen, sollten die detektierten Zelltypen auch denen der
natlrlichen Verbreitung des EMARAV innerhab der Pflanze entsprechen. Die
Ungleichmal3igkeit der Signale deutet auf eine heterogene Verteilung hin. Auch fur andere
Viren in Geholzen, wie dem Plum pox virus (Potyvirus, Potyviridae) ist dies seit langem
bekannt. Das Prune dwarf virus (llarvirus, Bromoviridae) wurde mittels IS RT-PCR in
Leitgeweben junger Bléatter und Blitenknospen, sowie in Mesophyllzellen von Blitenanlagen
und in Pollenkérnern nachgewiesen. Die intrazelluléare Lokalisation zeigte die RNA den
Zellkern umgebend und auch im Cytoplasma (Silva et al., 2003). Uber die intrazelluldre
Lokalisation des Nichtstrukturproteins 3 und des Nucleocapsidprotein des Rice hoya blanca
virus (RHBV, Tenuivirus) ist bekannt, dass es im Cytoplasma seiner Wirtspflanze
nachweisbar ist (Espinozaet al., 1992; Munoz et al., 2004). Ebenfalls im Cytoplasma konnte
das Nichtstrukturprotein (NSm) des Tospivirus Tomato spotted wilt virus (TSWV) in
Nicotiana rustica detektiert werden (Storms et al., 1995). Das Nucleocapsidprotein des
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TSWV wurde sowohl in Aggregaten in der Nahe des Zellkerns, a's auch frei im Cytoplasma
nachgewiesen (Snippe et al., 2005). Die Verpackung der Nucleocapside des TSWV und die
Anhéaufung der beiden Glykoproteine erfolgt an den Membranen des Gol gi-A pparates (Snippe
et al., 2007).

Die Lokalisation der virden RNA-, bzw. DNA-Molekile innerhab einer Zelle hangt
mal3geblich davon ab, wo das Virus repliziert. Wahrend Retro- oder DNA-Viren im Zellkern
replizieren (Jacquot et al., 2007; Han et al., 2008; Jin et al., 2008) und deshalb auch oder
hauptsachlich dort nachweisbar sind, vermehren sich RNA-Viren ohne DNA-Zwischenstufen,
die lediglich viruseigene und cytoplasmatische Zellkomponenten zur Replikation benétigen,
in der Regel aulRerhab des Zellkerns. Fir das ss (+)RNA Virus, Tomato bushy stunt virus
(Tombusvirus, Tombusviridae) zum Beispiel wurde as Ort der Replikation in Hefen und
Pflanzen hauptsachlich die Membranen der Peroxisomen ausgemacht (Wang und Nagy,
2008). Dennoch gibt es einige RNA-Viren neben den Retroviren, die im Zellkern replizieren
wie z.B Influenza und Bornaviren (Modrow et al.,, 2003). Im Gegensatz zu den
tierpathogenen Rhabdoviren replizieren auch einige der mehr as 40 pflanzenpathogenen
Rhabdoviren im Zellkern, wie das Sonchus yellow net virus (Jackson, 1987; Wagner et al.,
1996). Fur Viren, die im Zellkern replizieren und transkribieren, ist die Moglichkeit die
wirtseigenen Spleissmechanismen nutzen zu konnen, von Vorteil (Schneider, 2005;
Garaigorta und Ortin, 2007; Chiang et al., 2008). Mit dieser Kodierungsstrategie kdnnen sie
das kleine Genom optimal nutzen. Bunya- und Tenuiviren replizieren aul3erhalb des Zellkerns
(Matthews, 1992). Da die Glykolisierung viraler Proteine, sowie die Bildung der Partikel im
bzw. am Golgi-Apparat nachgewiesen wurde, ist von einer Replikation assoziiert mit diesen
Membranen auszugehen (Elliott, 1997; Shi et al., 2007). EMARAV konnte durch die
vorliegenden IS RT-PCR Ergebnisse keine Replikation im Zellkern nachgewiesen werden, da
keinerlei Signaleim Kern erhalten wurden.

Leider lie3en die hier angewandten Techniken keine konkreten RuickschlUsse auf
Zellkompartimente ziehen, in denen sich EMARAV bzw. seine Nukleinsduren befinden. Ein
Protoplastensystem wirde sich hier gut eignen um einzelne RNAS, aber auch die bisher
bekannten Proteine zu lokalisieren und weitere wichtige Erkenntnisse bezilglich des

Replikationsortes zu erhalten.
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4.2 qRT-PCR

4.2.1 Etablierung der Versuchsbedingungen

Die q(RT)-PCR stellt heute die sensitivste Methode zum Nachweis von Nukleinsauren dar
und findet sowohl in der Routine-Diagnostik zum Nachweis von Pathogenen als auch fur die
verschiedensten Fragestellungen der Forschung Anwendung.

Grundsétzlich gibt es zwei verschiedene Kategorien von Detektionsverfahren fir gPCR.
Entweder wird ein DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, meist Sybr Green, in den
Ansatz gegeben oder es werden fluoreszenz-markierte Primer oder Sonden (z.B. molecular
beacons, TagMan-Sonden) genutzt, um die Zunahme amplifizierter, doppel stréngiger DNA zu
detektieren (Orlando er al., 1998; Bustin, 2002). Die Verwendung von TagMan-Sonden
erlaubt die hochspezifische Detektion der Amplifikate, wohingegen Sybr Green unspezifisch
in jedes doppelstrangge DNA-Molekil interkaliert und deshab sehr spezifische Primer und
Versuchsbedingungen erfordert. Es muss alerdings bedacht werden, dass das Design von
optimalen TagMan-Sonden weder einfach noch der Erwerb ginstig ist und nicht fur alle
Sequenzen gute Primer-Sonden-Kombinationen gefunden werden kénnen. Des Welteren
stellte sich heraus, dass TagMan-basierte gqRT-PCR auch so spezifisch sein kdnnen, dass
bereits kleinste Mutationen die Detektion der Zielsequenz unmdglich machen. Im Fall des
West nile virus (Flavirus, Flaviviridae) waren bereits zwei veranderte Nukleotide in der
TagMan-Sonden-Bindungsstelle ausreichend, um kein einziges positives Signal mehr zu
erhaten (Papin et al.,, 2004). Gerade fir eine zuverldssige Routine-Diagnostik bei recht
schnell mutierenden und rekombinierenden RNA-Viren (Chare et al., 2003) missen solch
hochempfindliche Verfahren regelméidig tUberprift und angepasst werden. Die Verwendung
von Sybr Green ist unanfalliger gegen Punktmutationen, finanziell ginstiger und erméglicht
es dem Experimentator ohne zeitaufwendige Etablierung von Sonden neue Fragestellungen zu
bearbeiten. Allerdings missen die verschiedenen Amplifikate in etwa die gleiche Lange
aufweisen, um Fehlinterpretation variierender Fluoreszenz-Signale aufgrund unterschiedlich
eingelagerter Sybr Green-Mengen zu verhindern. Aus diesen Griinden wurde in dieser Arbeit
mit Sybr Green gearbeitet und viel Sorgfalt in die Etablierung der Primerpaare und
Versuchsbedingungen gelegt. Fur die EMARAV-spezifische RNA2 mussten rund 10
Primerkombinationen getestet werden, bevor nur ein spezifisches Amplifikat ohne
Nebenprodukte erhalten wurde. Die EMARAV- und Ebereschen-mRNA-spezifischen
Produkte waren zwischen 81 und 109 bp lang, wobel erstere sich maximal in nur drel

Basenpaaren Lénge unterschieden. Die Lange der Produkte ist nicht unerheblich fur den
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Erhalt zuverlassiger Resultate. Mouillesseaux et al. (2003) fanden heraus, dass Produkte von
75 bis 100 bp Lange eine hthere Sensitivitét und auch Spezifitdt beim Nachweis von Taura
syndrome virus (Dicistroviridae) und Yellow head virus (Okavirus, Roniviridae) in Krabben
besal3en, als ca 50 bp kurze Amplifikate. Die Amplifikation deutlich langerer DNA-
Sequenzen verlangert die Laufzeit der gRT-PCR, da langere Denaturierungs- und
Extensionszeiten pro Zyklus verwendet werden mussen und bringt haufig eine geringere
Effektivitét der Reaktion mit sich (Bustin, 2000). Dies kann in der Routinediagnostik
ungewollt sein (Bustin ef al., 1999). Da die routinemaldig bestimmten Schmelztemperaturen
jedes gRT-PCR-Produkts eine Kombination aus Nukleotidzusammensetzung und Lange des
Amplifikats sind, konnen unterschiedliche Schmelztemperaturen zur Unterscheidung
verschiedener Virusstdmme herangezogen werden (Mouillesseaux er al., 2003; Varga und
James, 2005). Mittels einer in 0,1°C Schritten ausgefihrten Schmelzkurvenanalyse eines
74 bp langen Amplifikats, gelang es die Plum pox virus-Stamme C, EA und W (Potyvirus,
Potyviridae) zu differenzieren (Varga und James, 2006).

4.2.2 Bedeutung der RNA-Qualitit und Ermittlung der qRT-PCR-Effektivitat

Um bei der Verwendung verschiedener Primerpaare und Templates untereinander
vergleichbare und aussagekréftige Ergebnisse mit qRT-PCRs zu erhalten, sollten die
Reaktionen nach Mdéglichkeit gleiche Effektivitdten besitzen. Eine 100%-ige Effektivitét
bedeutet, dass tatsachlich in jedem Zyklus der PCR jedes DNA-Molekil verdoppelt wird. In
Standard-PCR-Reaktionen spielt die Effektivitét keine so grof3e Rolle, da man den Endpunkt
der Reaktion betrachtet und nicht quantifiziert. In qRT-PCRs sollten die Effektivitéten
maoglichst Gber 80% und unter 100% liegen. Da es in einem PCR-Zyklus nicht moglich ist,
ein DNA-Molekdl mehr as zu verdoppeln, entsteht eine Effektivitdét >100% aufgrund
unspezifischer Amplifikation. Diese sind unbedingt zu vermeiden (Bustin, 2000;
Vandesompele et al., 2002). Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Effektivitéten zwischen
79,7 und 95,3% (Tabelle 8, Seite 45), gehen auf cRNA-V erdiinnungsreihen zuriick und liegen
innerhalb des gewiinschten Bereichs. Sie gingen as Skalierungsfaktor in die Berechnungen
der Ci-Werte ein. Die so ermittelten Skalierungsfaktoren berticksichtigen allerdings die
tellweise RT-PCR inhibierenden sekundéren Pflanzenstoffe nicht. Es kann somit nicht
ausgeschlossen werden, dass die Effektivitdten der Reaktionen in Abhangigkeit der RNA-
Isolationen variieren. Es wére also optimal gewesen, fur jedes Primerpaar die Effektivitét
jeder RNA-Isolation individuell durch eine Verdinnungsreihe zu bestimmen, da nur so der

Einfluss inhibierender Sekundérstoffe hatte ermittelt werden konnen.
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Da von einer solchen Effektivitats-Uberprifung aufgrund der hohen Anzahl an untersuchten
Proben abgesehen wurde, ist es moglich, dass in Monaten, in denen viele Inhibitoren in der
Gesamt-RNA-Isolation vorhanden waren, tatséchlich grofRere RNA-Mengen enthalten waren
als mittels gRT-PCR detektiert werden konnten. Ein weiterer wichtiger Punkt beziiglich der in
gRT-PCRs eingesetzten RNA ist deren Qualitét und exakte Menge (Bustin, 2002). Der
Einfluss von unterschiedlichen RNA-Isolierungsmethoden und daraus resultierenden
Verunreinigungen oder Degradationen der RNA erwies sich im Fall des Potato spindle tuber
viroid-Nachweises (Pospiviroid, Pospiviroidae) as sehr deutlich (Boonham et al., 2004) und
hatte einen grofReren Einfluss, wenn &ltere Kartoffelblatter genutzt worden. Eine hohere
Aufreinigung mittels cheotroper Reagenzien und einer Phenol/Chloroform-Extraktion lieferte
deutlich hthere Amplifikatonsraten as grobere RNA-Préparationen. Bei der Isolierung von
MRNASs Uber Poly-(A)-Aufreinigungskits ist ebenfalls mit sehr geringen Verunreinigungen
auch durch DNA zu rechnen, doch besteht im Fall von EMARAYV diese M6glichkeit nicht, da
die viralen RNAs keine polyadenylierten 3"-Enden besitzen (Mielke und Muehlbach, 2007).
Zur Isolierung der  Ebereschen-Gesamt-RNA  wurde daher eine effektive
Nukleinsdureisolationsmethode genutzt, bel der adlerdings neben RNA auch DNA
angereichert werden kann. In einem solchen Fall muss sichergestellt werden, dass diese DNA
vollstandig abgebaut und aus dem RNA-Ansatz entfernt wurde, bevor die Gesamt-RNA-
Konzentration bestimmt wird (Nolan ez al., 2006). Auch ist besonders wichtig, dass auf DNA-
beruhende PCR-Produkte fur die potentiellen Standards auszuschlief3en sind (Peters et al.,
2004). Es war in keiner der gPCRs zur Amplifikation Ebereschen-spezifische mRNAS eine
DNA-Kontaminationen zu beobachten. Eine zusdtzliche Sicherheit zum Ausschluss
genomischer DNA bieten Primer, die Intron-Exon-Grenzen Uberspannen (Xu und Miller,
2004). Im Fall der Eberesche bestand diese Moglichkeit nicht, da keine Introns in den zur
Verfligung stehenden Sequenzen enthalten waren.

Das fur die polyphenolreichen Gewebe der Eberesche etablierte RNA-Isolationsverfahren
(Mielke und Muehlbach, 2007) gewéhrleistet neben einer ausreichenden Quantitét eine hohe
RNA-Qualitét, die sich hier fir gRT-PCR-Versuche as gut geeignet herausgestel It hat.
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4.2.3 Normalisierung

Oft werden gPCRs genutzt, um relative Mengen der zu analysierenden Nukleinsdure zu
bestimmen. Die erhaltenen Mengen werden dann meist in Relation zu mMRNA-
Konzentrationen moglichst konstitutiv exprimierter Gene angegeben, die dann als interne
Standards bezeichnet werden. Als Verwendung eines externen Standards bezeichnet man
hingegen die Zugabe ener bekannten, organismusfremden Nukleinsdure bekannter
Konzentration, deren Fluoreszenzanstieg paralel, aber unabhangig zum Fluoreszenzanstieg
der zu quantifizierenden Nukleinsure gemessen wird (Kim et al., 2003). Heutzutage werden
Uberwiegend interne Standards zur Normalisierung genutzt (Brunner et al., 2004; Goncalves
et al., 2005; Jain et al., 2006; Nygard et al., 2007; Gonzalez-Verdegjo et al., 2008), denn diese
minimieren Fehler, die auf den biologischen Schwankungen des untersuchten Organismus
berunen und sorgen dafir, dass zum Beispiel Einflisse, die durch Verwendung
unterschiedlicher Polymerasen entstehen kdnnen, mitberlicksichtigt werden. Die Etablierung
guter Standards ist alerdings zeit- und arbeitsintensiv, denn diese mussen fir jeden
Organismus, jedes Gewebe und die jeweiligen Versuchsbedingungen neu etabliert werden
(Vandesompele et al., 2002; Remans et al., 2008). Als gute interne Standards kommen
theoretisch sehr viele Gene in Frage und umso mehr potentielle Standards getestet werden,
umso grofder ist die Wahrscheinlichkeit die besten Standards zu erhalten. So ermittelten
Czechowski et al. (2005) fUr Arabidopsis thaliana recht aufwendig zuverlassige Standards.
Sie nutzen Microarrys um hunderte weitgehend konstitutiv exprimierter Gene zu
identifizieren und wahlten aus diesen einige aus um sie in quantitative PCR-Experimente
einzusetzen. Als gute Standards stellten sich unter anderem eine Untereinheit der Phosphatase
2A, en mit Ubiquitin konjugiertes Enzym und eine Coatomer Untereinheit heraus. Ein
Coatomer besteht aus mehreren Hullproteinen, die Vesikel formen, welche Proteine vom
Golgi-Apparat zum Endoplasmatischen Retikulum transportieren.

Héaufig verwendete Standards in gPCR-Experimenten in Pflanzen sind die mRNAs von Actin,
Tubulin, Ubiquitin und die 18S rRNA (Brunner et al., 2004; Czechowski et al., 2005; Nicot et
al., 2005; Jain et al., 2006; Gonzalez-Verdgo et al., 2008). In manchen Pflanzen sind
Genfamilien dieser Standards bekannt. Actin und Tubulin zum Beispiel, gehdren zu einer
Multigen-Familie mit oft drei bis funf hoch konservierten Isoformen (Schroder et al., 2001),
haufig kommen noch Pseudogene hinzu (Sturzenbaum und Kille, 2001). So befinden sich 20
bis 30 Actingene im Genom von Nicotiana tabacum (Thangavelu et al., 1993) und ca. 25 im
Genom der Kartoffd (Solanum tuberosum L.) (Moniz de Sa und Drouin, 1996). Es ist
anzunehmen, dass auch die Eberesche Genfamilien besitzt. Demnach konnten die gewahiten
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Primer zur Quantifizierung der Tubulin-mRNA tatséchlich einen Pool an diesen mRNAs, die
auf die Expressionen verschiedener Tubulingene zurlickzufihren ist, detektieren. Stellt sich
das gemeinsame Expressionsniveau dieser Gene als konstitutiv heraus, ist diese Genfamilie
als Standard geeignet.

Keine der in der Datenbank bei NCBI zu Sorbus aucuparia L. vertffentlichten Sequenzen
représentieren heutzutage tbliche Standards, so dass die im Rahmen dieser Arbeit klonierten
Genabschnitte fur die 18S rRNA, Polyubiquitin, Actin, Tubulin und der RPB7 die ersten
verfigbaren Sequenzen moglicher konstitutiv exprimierter Gene darstellen. Es stellte sich
alerdings heraus, dass keines der untersuchten Gene so stabil exprimiert wird, dasesin allen
Geweben der Eberesche innerhalb eines Jahres als Standard einzusetzen gewesen waére.
Vielmehr mussten fur die verschiedenen Baume und Gewebe stets unterschiedliche Wirts-
MRNASs zur Normalisierung der erhaltenen Daten bezlglich der viralen RNAs herangezogen
werden.

Bisher gibt es leider recht wenige Verdffentlichungen, die sich mit der Etablierung von
solchen internen Standards in Freilandpflanzen, besonders in Baumen beschéftigen. Brunner
et al. (2004) waren die Einzigen, die potentiell konstitutiv exprimierte Gene Uber mehrere
Monate an einem Geholz (Pappel, Populus, Salicaceae) untersucht haben. Allerdings wurden
die Pappeln nicht ein Jahr lang jeweils einmal im Monat beprobt, wie es hier fur die
Eberesche unternommen wurde, sondern es wurden Blattknospen im Marz und April,
Knospen und noch nicht entfaltete Bl&tter im April, Mai und Juni und terminale Blatt- und
Blltenknospen im Oktober geerntet (Brunner et al., 2004). Wahrend der Wintermonate fand
keine Beprobung statt. Ubereinstimmend mit den Daten fur die Eberesche, wurde auch in der
Pappel erwartungsgemald eine hohe Konzentration an 18S rRNA und eine sehr geringe
Konzentration von Actin-spezifischer mRNA ermittelt. Die mRNA von Ubiquitin erwies sich
sowohl fir die Pappel, als auch fir einige Gewebe in der Eberesche als geeigneter Standard.
Zhang et al. (2008) verwendeten dieses Gen ebenfalls als internen Standard bel der
Quantifizierung des Rice stripe virus (Tenuivirus) in Reis. Die Tubulin-mRNA-Mengen
zeigten sich in der Pappel as gleich bleibend stabil, wohingegen diese mRNA nur in einem
von funf Féllen in der Eberesche eines der zwel ausgewahlten Standards darstellte (Brunner et
al., 2004). Olbrich et al. (2008) hingegen befanden die mRNA von Actin sowohl in Freilland-
als auch in Gewdachshaus-Rotbuchen (Fagus sylvatica L.) as einen geeigneten Standard.
Untersucht wurden hier Sprosslinge unter Ozon- oder K ohlendioxid-reicher Atmosphére oder

unter pathogeninduziertem Stress (Phytophthora citricola) sowie alte Baume im Freiland.
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Die Bestimmung guter Standards kann zum Beispiel unter Verwendung von frei verflgbaren
Programmen wie BestKeeper (Gonzaez-Verdgo et al., 2008) oder GeNorm (Vandesompele
et al., 2002; Czechowski et al., 2005) erfolgen. Das im Rahmen dieser Arbeit verwendete
GeNorm liefert die Namen der besten zwel Standards, gibt an, ob das Hinzufiigen eines
weiteren Standards sinnvoll wére, berechnet Normalisierungsfaktoren (mit denen die Ci-
Werte der mengenmal3ig bis dahin unbekannten Nukleinséuren verrechnet werden) und gibt
einen M-Wert an. Dieser M-Wert ist ein Mal3 der Stabilitét der Expressionsniveaus fir die
gewéhlten Standards und sollte moglichst klein sein. Fir menschliche Gewebe konnten M-
Werte <0,15 erhalten werden (Vandesompele et al., 2002), wohingegen in Muskelgeweben
vom Schwein deutlich hhere Werte zwischen 0,9 und 1,9 erhalten wurden (Erkens et al.,
2006), was fur eine hohere Schwankung der Expression spricht. Remans ez al. (2008) konnten
recht niedrige M-Werte zwischen 0,3 und 0,4 fUr Arabidopsis thaliana-Pflanzen die hohen
Kadmium- und Kupferkonzentrationen ausgesetzt waren, erhalten. Czechowski et al. (2005)
erhielten dagegen hohere M-Werte zwischen 0,5 und 1,8 fir verschiedene Standards in
Arabidopsis thaliana. Die M-Werte, die auf Expressionsniveaus der verschiedenen Gene in
unterschiedlichen Geweben der Eberesche beruhen, lagen in einem Bereich zwischen 0,36
und 1,23 und sind somit durchaus vergleichbar. Die Verrechnung von Ci-Werten mit
Normalisierungsfaktoren sollte in dieser Arbeit dazu genutzt werden, geringflgige
Unterschiede in der Aktivitéat der Eberesche, die sich in unterschiedlichen Expressionsniveaus
weitgehend konstitutiv exprimierter Gene (Standards) wiederspiegeln, auszugleichen.

Die 18S rRNA diente in diesem Versuchsansatz as eine zusétzliche interne Kontrolle der
Versuchsbedingungen, um maoglicherweise durch die Prozedur bedingte Fehler wie zum
Beispiel das Pipettieren Uberprifen zu konnen, da sie einen definierten Anteill an der
eingesetzten Gesamt-RNA hat. Allerding kann nicht ausgeschlossen werden, dass die Qualitét
der RNA, wie zuvor erwdhnt, unterschiedliche RT-PCR-Effektivitédten in allen zwolf
untersuchten Monaten bedingte. Fir zwel der funf Gewebe wurden von GeNorm zwel andere
Standards as 18S rRNA als geeignet ausgewahlt. Bel gleichbleibenden V ersuchsbedingungen
wiurde dies bedeuten, dass diese Gene Uber den Jahresverlauf gesehen, sehr stabil exprimiert
werden. Dies heif3t allerdings auch nicht, dass es nicht einige wenige Monate im Jahr gibt, in
denen diese mRNAs relativ zur 18S rRNA gesehen variieren und somit in héheren oder
niedrigeren Konzentrationen vorliegen konnen. Dieses bedingt dann natirlich einen stark
abweichenden Normalisierungfaktor, der in die Berechnungen von re aiven VRNA-Mengen
eingehen wirde. Um dieses auszuschlief3en, scheint es fur eine Quantifizierung, die fir
Versuchsorganismen gemacht werden sollen, die sehr variablen &ufReren Bedingungen
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unterliegen, ratsam, alein die 18S rRNA als internen Standard zu wahlen oder aber einen
externen Standard zu verwenden. Was solche ,, Ausreif3er“-Normalisierungfaktoren bewirken
konnen, wird am Beispiel der Blétter bzw. Knospen des Baumes K1 deutlich. Die
Verrechnung der erhalteten C-Werte mit diesen Faktoren fuhrt zu extrem hohen Mengen an
VRNAS im M&z und eher niedrigen Mengen im Spdtsommer und Herbst. Dies steht im
Widerspruch zu den nicht normalisierten Werten. Der Vergleich der nicht normalisierten
Werte fur die Baume K1 und Bl zeigt, dass fur beide in etwa gleiche vgRNA-Mengen
ermittelt wurden und dass diese in den Frihlings- und Sommermonaten etwas hoher waren als
im  Winter, der ene gewisse Ruheperiode darstellt. Die extrem  hohen
Normalisierungsfaktoren der Blétter von K1 bedeuten ein niedriges Expressionsniveau der
ausgewdhlten Standards. Diese wiederum sprechen fiur einen physiologisch schlechten
Zustand und somit eine eingeschrankte Transkription in dem Gewebe. Trotzdem zeigen die
nicht normalisierten Werte, viel vgRNASs in diesen Monaten. Dies konnte bedeuten, dass das
Virus in der Lage ist einen festen Anteil der zelluléren Transkriptionsmaschinerie zu nutzen
und weitgehend unabhangig von Umsténden, die die Transkription der hier gewéhlten
Standardgene  reguliert, repliziert. Im Gegensatiz zu den extrem variablen
Normalisierungfakoren fur die Bléter, bzw Knospen von K1, snd de
Normalisierungfaktoren fir den Bast des gleichen Baumes interessanterweise recht dhnlich
und verandern die Ci+Werte der vgRNA-Quantifizierung nicht besonders stark. Dies
unterstreicht mindestens die Notwendigkeit der individuellen Etablierung guter Stadards fir
jedes untersuchte Gewebe. Allerdings ist nicht auszuschlief3en, dass gar kein Gen so
konstitutiv exprimiert ist, dass es sich als Standard eignet. Die Tatsache, dass bei gqRT-PCR-
Experimenten an Freilandbdumen, keine internen Standards gefunden werden konnten, die fir
jedes Gewebe, jede untersuchte Pflanze und vor alem zu jeder Jahreszeit ein stabiles
Expressionsniveau zeigen, konnte mehrere Griinde besitzen. AufRere Einfliisse wie Klima und
Standort kdnnen auf den gesamten physiologischen Zustand der Baume einwirken oder es
wurden noch nicht die passenden Standards identifiziert. cDNA Bibliotheken, die auf
Gesamt-RNAS der Eberesche aus allen zwdlf untersuchten Monaten basierten, kdnnten fur
Microarray-Untersuchungen genutzt werden, um noch bessere Standards identifizieren zu
koénnen, doch hétte ein solches VVorgehen den Rahmen dieser Arbeit Uberschritten, bel der es
um die Quantifizierung viraler RNAs in der Eberesche ging. Es zeigte sich also, dass
Verfahren, welche unter recht stabilen Bedingungen, wie sie in Zelkulturen oder eventuell
auch noch innerhab gleichalter Pflanzen in Klimakammern vorherrschen, funktionieren, nur
schwer auf eine Pflanze im Freiland in Norddeutschland im Jahresverlauf zu tbertragen sind.
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Standards konnen demnach, trotz recht geringer M-Werte, nicht stabil genug exprimiert sein.
Einen wichtigen Einfluss auf den physiologischen Zustand der hier untersuchten Ebereschen,
hat der Standort. Beziiglich der Bodenbeschaffenheit ist festzustellen, dass fir den Baum B1
eine gute Nahrstoff- und Wasserversorgung gewahrleistet ist. Im Gegensatz dazu steht K1 auf
sauren Boden in entfernter Nachbarschaft eines Moores. Einen weiteren Einfluss auf die
Genexpression des Baumes B1 konnte der Rostpilzbefall haben. Auf dem gesamten Baum B1
zeigten sich deutliche mit Sporen geflllte Kapseln. Der Baum K1 scheint frel von Rostpilzen.
Der Gesamtzustand des &lteren Baumes B1 war deutlich schlechter as der von K1, was sich

zuletzt darin zeigte, dass B1 einem Sturm im Frihling 2008 zum Opfer fiel.

4.2.4 Quantifizierung der verschiedenen EMARAV-spezifischen RNAs in

Sorbus aucuparia L.

Die nicht normalisierten Werte der viralen RNAs in Blétern und Knospen beider EMARAV-
infizierter Baume, sind auf dhnlichem Niveau und zeigen auch beide leicht erhdhte Mengen in
den Fruhlings- und Sommermonaten. Der Sommer stellt eine Photosynthese-aktive Phase des
Jahres dar. Der Baum ist physiologisch sehr aktiv und samtliche wirtsspezifischen Enzyme,
die fur die Virusreplikation notwendig sind, sind in grof3en Mengen in der Zelle vorhanden. In
diesen Monaten gelang es auch Benthack et al. (2005) die groften Mengen doppel strangiger
RNASs zu isolieren, die die Replikationsintermediate darstellen und somit auf eine aktive
Replikation von EMARAV schlief3en lassen. Die nicht normalisierten Werte der gqRT-PCRs
und der dsRNA-Isolation bestétigen die zu erwartende Replikation des Virus vorzugsweise in
jungen Geweben.

Im Gegensatz zu den Blé&ttern, bzw. Knospen, in denen im Fruhling und Sommer die grofiten
Mengen an VQRNAS gemessen worden, zeigt sich im Bast bereits im Februar 2006 ein
deutlicher Anstieg. Die verhdltnismallig hohen Temperaturen in diesem Monat lief3en
eventuell die physiologische Aktivitdt der geschiitzen Bastzellen schon friiher steigen, als dies
in den exponierten Knospen der Fall war. Im Februar wurden in Hamburg
Durchschnittstemperaturen von 1,2°C gemessen. Das war deutlich wérmer als im Januar mit
-1,3°C und sogar warmer as im Mérz, mit 1°C im Monatsdurchschnitt. Bei Betrachtung der
Tiefstwerte falt auf, dass die Nachte am Anfang des Februars, also as das Probenmaterial
von den Ebereschen geerntet wurde, nicht so kalt waren, wie im Anfang des Folgemonats

Méarz.
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Das Genom des European mountain ash ringspot-associated virus ist zwar vollstéandig
sequenziert (Mielke und Muehlbach, 2007) und es konnten erste Hinweise auf die Funktion
der viralen Proteine erhalten werden, doch ist Uber die molekularen Vorgange wahrend der
Replikation und Transkription wenig bekannt. In einem ersten Versuchsansatz konnte mit
Hilfe der gRT-PCR gezeigt werden, dass fir alle vier RNAs ein Vielfaches an (-)Stréngen im
vergleich zu (+)Stangen vorliegt. Dies unterstitzt die Annahme, dass EMARAV zu den
ss(-)RNA-Viren gehort. Ein solches Verhdltnis wurde auch fir das verwandte La Crosse virus
(LACV, Orthobunyavirus, Bunyaviridae) und das Influenzavirus A (FLUAV, Influenzavirus
A, Orthomyxoviridae) gezeigt (Park et al., 2003; Kempf et al., 2006). Eine hohe
Verwandtschaft zu den segmentierten ss(-)RNA-Viren wie den Bunyaviren und Tenuiviren
wurde bereits auf Basis der RdRp-Homologien und der Organisation des putativen
Glykoproteinprecursors P2 gezeigt (Mielke und Muehlbach, 2007). Die Lage der EMARAYV-
spezifischen Primerpaare fur die RNA1, RNA3 und RNA4 wurden so gewdhlt, dass sie
innerhalb der ORFs liegen und somit bei einer moglichen Verkirzung der mRNAS, die
Verhdltnisse von (+) zu (-) Strangen in der Zelle nicht verfdschen. Lediglich fur die
EMARAV-spezifische RNA2 ist kein Primerpaar in dem Bereich des ORF gefunden worden,
das den Anforderungen der qRT-PCR gerecht wird. Das eingesetzte Primerpaar liegt
3’ -stromabwaérts des ORF und koénnte demnach bei verkirzter mRNA auBerhalb des
detektierbaren Bereiches liegen. Fur das BUNV und fur das humanpathogenen LACV (beide
Orthobunyavirus, Bunyaviridae) (Patterson und Kolakofsky, 1984; Hacker et al., 1990;
Kempf et al, 2006) ebenso wie fur die RNAs von Influenzaviren (Orthomyxoviridae)
(Goldman et al., 1977; Plotch et al., 1979; Hay et al., 1980; Herz et al., 1981) wurden bereits
solche verkirzten mRNAs nachgewiesen. Fur die SSRNA des LACV (Orthobunyavirus,
Bunyaviridae) wurde gezeigt, dass im Rahmen der Replikation neben einem vollstandigen
S-vcRNA-Srang eine am 3Ende verkirzte mRNA, die die ORFs fir das
Nucleocapsid(N)-Protein und das Nicht-Strukturprotein (NSs) tragt, transkribiert wird
(Patterson und Kolakofsky, 1984). Kempf et al. (2006) quantifizierten das LACV in
Zellkulturen und Moskitos mittels TagMan-gRT-PCR. Untersucht wurde die M-vgRNA, M-
VCRNA und die ebenfalls verkirzte M-mRNA. Es stellte sich heraus, dass mehr vgRNA, als
MRNA und noch weniger veRNA des LACV vorlag. Nach den bisherigen Untersuchungen
liegen keinerlei Hinweise vor, dass im Rahmen des EMARAV -Replikationszyklus verkirzte
MRNAS gebildet werden und das Verhdltnis (-()RNA2 zu (+)RNAZ2 ist auf @nlichem Niveau
wie das der anderen RNAs. Des Weiteren lag zu fast jedem untersuchten Zeitpunkt und in
jedem untersuchten Gewebe nicht nur die genomische vVgRNAZ2 in grofReren Mengen as die
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anderen VgRNAS, sondern auch die ve(m)RNA2 in grofReren Mengen as die ve(m)RNA1L, 3
und 4 vor. Nach heutigem Wissensstand ist also davon auszugehen, dass EMARAYV vcRNAS
identisch mit den mRNASs sind. Auch in den RACE-Experimenten, die zu den vollstandigen
Sequenzen des EMARAYV fuhrten, wurden in keinem Fall unvollsténdige bzw. verkirzte
virale RNA-Enden erhalten (Mielke, personliche Mitteilung). Aufféligist aber auch der sehr
starke Uberschu von vgRNA1 im Vergleich zu vcRNA1. Erstere liegt in einem bis zu

30-fachen Uberschuss vor. Eine Méglichkeit konnte eine hohere Affinitat der RARp zu dieser
RNA sein. Uber Promotoren von RNA-Viren ist nicht allzu viel bekannt, doch konnten fir
das Uukuniemi virus (UUKV, Phlebovirus, Bunyaviridae) exakte Positionen auf den 5°- und
3-Ende der drei genomischen Minus-Strang-RNAs ermittelt werden, welche fur die
Replikation und die Transkription ndtig sind. Ein Austausch verschiedener Nukleotide am
5 Ende oder am 3"-Terminus fuhrte dazu, dass keine Aktivitdt des verwendeten Reportergens
Chloramphenicolacetyltransferase  (CAT) mehr nachweisbar war. Die hier benannten
Nukleotide konnten auch nicht durch andere, ebenfals komplementéare Nukleotide
ausgetauscht werden, ohne die Promotoraktivitét zu beeintrachtigen, was zeigt, dass nicht nur
die Sekundarstruktur, sondern die Interaktion bestimmter Nukleotide mit der RdRp fur
Replikation und Transkription notig ist (Flick er al., 2002). Fur das BUNV wurde ferner
gezeigt, dass die komplementéren, nichttransatierten Regionen am 3'- und 5-Ende dler drei
virdler RNAs fir die jewellige RNA-Synthese nétig sind (Barr und Wertz, 2004). Und auch
bei in vitro Anaysen der Promotoraktivitdt der Enden des FLUAV erwiesen sich
komplementére Nukleotide an definierten Positionen am 3 -Ende der vcRNA mit den
5-Termini as unverzichtbar fir eine erfolgreiche Transkription. Welche komplementéren
Nukleotide sich an diesen Positionen befanden, war nicht entscheidend, hatte aber
geringfugigen Einfluss auf die Stérke des Promotors (Pritlove et al., 1995). Dadie RNAL von
EMARAYV die RdRp kodiert und diese im Vergleich zu Glyko- und N-proteinen in geringerer
Menge benttigt wird, konnte eine geringe Menge an vc- bzw. mRNA1 fir eine Regulation
auf Promotorebene sprechen. Eine Analyse beziglich der Promotoreffektivitdten der
verschiedenen Bereiche musste alerdings in ausgeweiteten Studien in einem heterol ogen
System uberpriift werden.

Bei der Betrachtung der Verhdtnisse der viralen RNAs untereinander falt auf, dass die
Glykoprotein-kodierende vgRNA2 zu fast jeder Zeit in allen Geweben die grofiten Mengen
aufwies. Obwohl hier keine Zusammensetzung der Viruspartikel untersucht wurden, sondern
Gesamt-RNA-Isolationen, gibt es doch keinen offensichtlichen Grund, weshalb eine RNA in

auffallig gréleren Mengen vorliegen sollte als andere. Die vgRNAS dienen der Verbreitung in
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Viruspartikel, in dem alle vgRNAS vorliegen missen, damit es infektios ist (Enami et al.,
1991; Gog et al., 2007). Bei Untersuchungen zur Quantifizierung der RNAS des Sin nombre
virus  (SNV, Hantavirus, Bunyaviridae) fanden sich in Viruspartikelaufreinigungen
gleichviele Kopien der drel genomischen RNA-Molekile (Hutchinson et al., 1996).
Allerdings stellte sich heraus, dass die Anzahl der mMRNA-Moleklle untereinander in
Zelkulturen schwankt. Es fand sich sehr schnell sehr viel S-mRNA, die M-mRNA stellte die
zweitgrofte Fraktion, wohingegen die grofite der RNAs (L) die geringste Konzentration
aufwies (Hutchinson et al., 1996). Fur FLUAV wurden allerdings auch Partikel mit mehr als
den acht genomischen RNAs nachgewiesen (Enami et al., 1991). Da fur immer mehr
segmentierte Viren ein genau vollstandiger Satz aler genomischen RNAs in Viruspartikeln
nachgewiesen wird, ist anzunehmen, dass die Encapsidierung zumindest bei diesen Viren
gerichtet abléuft. Beim Blue tongue virus (BTV, Orbivirus, Reoviridae) scheint das NS2
Protein Bindungen mit verschiedenen, teilweise noch unbestimmten Abschnitten der viralen
RNAs einzugehen und so zu einer Verpackung aler VRNAS beizutragen (Lymperopoul os et
al., 2006). Allerdings wurde fur das sS(+)RNA-Virus Cucumber mosaic virus (Cucumovirus,
Bromoviridae) in aufgereinigten Viruspartikeln aus Nicotiana tabacum gezeigt, dass die drei
genomischen RNAs (RNA1 bis 3) und die subgenomische RNA4 nicht in gleichen Mengen in
Partikeln vorliegen (Feng et al., 2006). Wahrend die vgRNA1 und die vgRNAZ2, die fir
Komponenten der RARp kodieren, in gleich vielen Kopien vorlagen, wurden deutlich mehr
VgRNA3, die den ORF fir das Movementprotein trdgt und noch mehr subgenomische
VRNA4, welche das Hullprotein kodiert, nachgewiesen. So scheint hier eine gewisse
Abhangigkeit der vgRNA-Konzentration vom Bedarf an bestimmten Proteinen zu bestehen.
Auch fir das EMARAV-verwandte Tomato spotted wilt virus (TSWV, Tospovirus,
Bunyaviridae) wurden in Partikeln zusétzlich zu den viraden genomischen S, M- und L-
RNAs auch noch die komplementdren vcRNAs M und S nachgewiesen, die Glykoproteine,
das Nucleocapsidprotein, den Gene Silencing-Suppressor und das Movementprotein kodieren
(Kormélink et al., 1992).

Um den Promotoreffekt der nichtkodierenden Bereiche zu analysieren, nutzten Barr et al.
(2003) die gesamten nichtkodierenden Bereiche der drel viradlen RNAsS enes anderen
Bunyavirus, dem Bunyamwera virus (BUNV, Orthobunyavirus, Bunyaviridae), und ligierten
diese mit virusfremder RNA, um den individuellen Einfluss dieser Bereiche auf die
Replikation zu untersuchen. Es wurde nachgewiesen, dass mehr M-, as L-, als S-Replikate
vorhanden waren. Demnach scheint hier die RdRp eine hohere Affinitdt zu der
glykoproteinkodierenden M-RNA zu besitzten. Ein moglicher Grund fur das Vorfinden
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unerwartet hoher Konzentrationen der vVgRNAZ2, die ebenfalls die Glykoproteine kodiert,
konnte also in der Promotoraktivitdt am 5 -Ende liegen. Alle vier EMARAV-RNAS besitzen
gewisse komplementére Bereiche, die zur Ausbildung sogenannter Stem-Loop-Strukturen an
ihren 5”-Enden fuhren (Mielke und Muehlbach, 2007). Diese komplementéren Bereiche sind
je nach RNA zwischen 19 und 23 bp lang. Wéahrend die ersten 13 bp konserviert sind,
variieren die danach folgenden Bereiche leicht. Es ist daher vorstellbar, dass diese oder sogar
ungepaarte Regionen der untrandatierten Bereiche einen Einfluss auf die RdRp-Affinitéat
haben. Eine stdrkere Promotoraktivitét, die zu einer tUbermaldigen Replikation nur einer der
vier vgRNAss fuhrt, wirde allerdings keinen deutlichen Vortell fur das Virus im Rahmen der
Verbreitung bedeuten und koénnte deshalb eventuell zufdllig entstanden sein. Da auch die
RdRp des EMARAV keine Korrekturlesefunktion besitzt, ist die Mutationsrate der VRNAS
relativ hoch. Mutationen aul3erhalb der ORFs unterliegen einem geringeren Selektionsdruck,
so dass es denkbar ist, dass sich ein zufédlig effektiverer Promotor am 5 -Ende der vcRNA2
entwickelt und durchgesetzt hat. Promotorstudien konnten auch hier zur weiteren Aufklarung
dieser Beobachtungen beitragen.

Beziglich der Aufklarung des Uberwinterungsgewebes von EMARAV lieRen sich virae
RNAs in den Wintermonaten sowohl in Blattknospen, als auch im Bast junger Zweige in
ahnlichen Konzentrationen nachweisen. EMARAV scheint demnach in beiden Organen
Uberdauern zu konnen. Pflanzenviren haben je nach Wirtspflanze (krautig oder Gehdlz),
Klimazone und gegebenenfalls Vektor verschiedene Strategien zur Uberdauerung entwickelt.
So dienen Samen oder Wurzeln haufig as Virusreservoir (Heathcote, 1967; Rist und Lorbeer,
1988). Fur Viren, die einjahrige Wirtspflanzen besitzen, wurde gezeigt, dass diese auch in
mehrjdhrigen Pflanzen, die ihrem Vektor ebenfalls als Nahrungsquelle dienen, Uberwintern
konnen (Kazinczi et al., 2004). Das EMARAV-verwandte TSWV verfugt Uber en
ausreichend weites Wirtsspektrum, das auch Pflanzen beinhaltet, die wahrend Kalteperioden
ausreichend aktive Gewebe haben (Groveser al., 2001). Und von TMV ist bekannt, dass esin
am Boden liegenden Pflanzenteilen oder sogar frei im Boden Uberdauern kann (Matthews,
1992). Viren koénnen jedoch wéhrend der Ruheperiode auch in ihren Vektoren Uberdauern, so
wurden in England Indizien fur die Uberwinterung des Bean leafroll virus (BLRV,
Luteovirus, Luteoviridae) in den Eiern des Vektors (Acyrthosiphon pisum, Acyrthosiphon,
Aphididae) ausgemacht (Cockbain  und Gibbs, 1973). Auch beziglich der
Uberwinterungsstrategien mancher tier- und humanpathogener Viren wurden bereits
zahlreiche Untersuchungen angestellt (Tabachnick, 1992; Goddard et al., 2003; White et al.,

2005). Viren, die von Nagetieren Ubertragen werden, Uberdauern oft monatelang im
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winterschlafhaltenden Tier (Mills, 2005). Fir das LACV wurde bereits 1975 die
Uberdauerung des Virusin Eiern und Larven des Ubertrégers Aedes triseriatus nachgewiesen.
Bluetongue Viren (Orbivirus, Reoviridae) befalen Schafe und Rinder und werden von dem
Insekt Culicoides sonorensis Ubertragen (White er al., 2005). Den Autoren gelang es mittels
nested RT-PCR-Experimentetn in 30% aller untersuchten Larven und Puppen virde RNA
nachzuweisen.

Fur die Routinediagnostik von EMARAYV st es von grof3er Bedeutung, ob zu jeder Jahreszeit
zuverlassige Ergebnisse erzielt werden kénnen. Dass sowohl gréfRere Menge der vgRNAS in
Bast und Knospen mittels gRT-PCR detektiert werden konnten bestétigt die von Mielke ef al.
(2008) durchgefiihrten Standard-RT-PCR Ergebnisse. Im Rahmen der Epidemiologie und um
eine Verbreitung des Virus auch durch Baumschulen ausschlief3en zu konnen, ist ein
zuverldssiger Nachweis unabdingbar.

Die q(RT-)PCR spielt in der Virologie vorwiegend im Rahmen der Diagnostik (Tier- und
Humanpathologie, sowie Phytopathologie) eine Rolle. Aber auch zur weiteren
Charakterisierung eines Virus kann diese Technologie wichtige neue Erkenntnisse liefern.
Hier werden immer haufiger absolute Kopienzahlen pro Virion (Feng et al., 2006) oder pro
infizierter Zelle (in Zelkulturen) bestimmt (Kempf et al., 2006). Es wurde aber auch die
Anzahl an Enteroviren in kalifornischem Fluss- und Meerwasser mittels gqRT-PCR bestimmt
(Fuhrman et al., 2005) und diente somit einer eher epidemiologischen Fragestellung. Zur
absoluten Quantifizierung werden hier keine internen Standards, sondern Plasmide oder
cRNAs bekannter Konzentrationen genutzt, deren Sequenzen moglichst denen der zu
quantifizierenden Nukleinsauren entsprechen und die durch mehrere Verdinnungsstufen die
Erstellung einer Eichkurve ermdglicht. So wurden aufgrund der vielen verschiedenen zu
analysierenden Nukleinsduren nur eine einzige DNA, die des Tubulin-Plasmids zur Erstellung
der Eichkurve und somit zur Kopienzahlbestimmung der EMARAV -RNAS genutzt.

Die in dieser Arbeit ermittelten Kopienzahlen fir die viradlen RNAs im Juni in Blétern,
variierten um den Faktor 30. Es konnten 6,5x10* Kopien der vgRNA3 in 20 ng Gesamt-RNA
ermittelt werden. Die Werte der vgRNA1 und der vgRNA4 entsprachen in etwa denen der
VgRNA3, die vgRNA2 war, wie bereits erwadhnt, mit 2x10° Kopien pro 20 ng in grof3eren
Mengen vorhanden. Die VQRNA3 des Rice stripe virus (RSV, Tenuivirus) wurde von Zhang
et al. (2008) in Reisbléttern mittels TagMan gRT-PCR in 1,3x10° Kopien nachgewiesen.
Leider sind diese Kopienzahlen schwer zu vergleichen, da Zhang et a/ diese auf 100 mg
Frischgewicht beziehen. Eine besser vergleichbare Arbeit, stellt die Quantifizierung des
Citrus tristeza virus (CTV, Closterovirus, Closteroviridae) in holzigen Zitruspflanzen dar. Es
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wurden ebenfalls 20 ng Gesamt-RNA in gRT-PCRs eingesetzt und Sybr Green zur Detektion
genutzt (Ruiz-Ruiz et al., 2007). CTV besitzt ein unsegmentiertes, ss(+)-Strang RNA -Genom.
Die Quantifizierung der genomischen RNA ergab 3-mal sovied RNA-Kopien in Rinde
(3,5x10°) asin Bléttern (1,1x10°). Die Kopienzahlen der vgRNA3 von EMARAYV liegt mit
6,5x10% in Junibléttern um das 1,5-fache niedriger, die der vgRNA2 mit 2x10° Kopien ist
dagegen ca. 18 ma so haufig in 20 ng Gesamt-RNA vertreten. Die Grof3enordnungen, in
denen virale genomische RNAs vom CTV und vom EMARAY in Bléttern ihrer Wirtsbaume
vorkommen, sind also durchaus vergleichbar. Und auch die Tendenz des CTV, mehr vRNAsS
im Bast, asin Blattern zu akkumulieren, entspricht den erhatenen Tendenzen fir EMARAV
in manchen Monaten. Der Virustiter in Geholzen ist prinzipiell niedriger as in krautigen
Pflanzen (Matthews, 1992).

4.2.5 Quantifizierung viraler RNA in Blattbereichen, die unterschiedliche
Symptome zeigen

Die mit EMARAYV assoziierten Symptome auf Bléttern der Eberesche umfassen chlorotische
Ringflecken und Scheckungen. Erstere scheinen zwar haufiger aufzutreten, doch werden
immer wieder Blétter beobachet, deren Fiederblattchen neben Ringflecken auch Scheckungen
zeigen. Die hier dargestellten qRT-PCR Ergebnisse zeigen deutlich, dass diese Symptome
nicht auf unterschiedliche Viruskonzentrationen zuriickzufihren sind. In Blattarealen mit
Ringflecken und in solchen mit Scheckungen ist gleich viel virdle RNA zu detektieren.

Eine mdgliche Erklarung hierfir konnte eine Mischinfektion mit einem zweiten Virus sein.
Eine veranderte Symptomatik bei Mischinfektionen wurde bereits fir das Sweet potato
feathery mottle virus (SPFMV, Potyvirus, Potyviridae) und Sweet potato chlorotic stunt virus
(SPCSV,  Crinivirus,  Closteroviridae)  nachgewiesen, die nur  gemeinsam
Wachstumsverminderung, Blattdeformationen, Chlorosen und Mosaike auf Kartoffeln
verursachen (Karyeija et al., 2000). Ebenso verstérkt die gemeinsame Infektion von Abutilon
mosaic virus (AbMV, Begomovirus, Geminiviridae) und entweder Tobacco masaic virus oder
Tomato mosaic virus (beide Tobamovirus) die Nekrosen und Stauchungen (Pohl und Wege,
2007). Auch das Sugarcane mosaic virus und das Sorghum mosaic virus (beide Potyvirus,
Potyviridae) treten in Mischinfektionen mit verstarkten Symptomen in Zuckerrohrpflanzen in
China auf (Xu et al., 2008). In der Arbeitsgruppe von Frau Prof. Bittner konnte das Cherry
leaf roll virus (CLRV, Nepovirus, Comoviridae) in Ebereschen nachgewiesen werden
(personliche Mitteilung). Auch wenn in friheren Untersuchungen dieses Virus nicht in

symptomtragenden Baumen detektiert wurde, ist eine Koinfektion mit diesen beiden Viren
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nicht auszuschlief3en (Fuhrling und Bittner, 1998). Des Weiteren fand Kadri (2002) in
Tropfpragparaten aus symptomatischen Ebereschenblattextrakten oft fragmentierte
stabchenférmige Viruspartikel, die Ahnlichkeiten mit Furo- und Tobamoviren aufwiesen.
Nach heutigem Wissensstand scheint es eher unwahrscheinlich, dass es sich bel diesen
Partikeln um EMARAYV handelt, weil Partikel der nah verwandten Bunyaviren sphérisch oder
pleomorph und membranumhllt sind. Dass es sich hierbei um Nucleocapside von EMARAV
handelt ist ebenfalls auszuschlief3en, da die Nukleocapside der Tenuiviren, die keine Hille
besitzen, sich als filamentose, flexible, zirkuléare oder in sich gedrehte Strukturen zeigen (Falk
und Tsai, 1998). Des Weiteren wurden bunyavirusdhnliche, membranumhdillte Partikel bereits
sowohl in Ultradiinnschnitten (Ebrahim-Nesbat und |zadpanah, 1992) als auch in jlngsten
Virusaufreinigungen beobachtet (Ludenberg, 2008).

Zwar konnte noch keine Mischinfektion von EMARAV mit einem anderen Virus
nachgewiesen werden, doch wurde fur das verwandte High Plains virus (nicht klassifiziert),
welches eine Homologie auf Ebene des Nucleocapsidproteins zu EMARAV aufweist, eine
Mischinfektion mit dem Wheat streak mosaic virus (Tritimovirus, Potiviridae) hachgewiesen
(Mahmood et al., 1997). Doppélt infizierte Pflanzen zeigten auch hier ein deutlich verstéarktes
Krankheitsbild (Mahmood et al., 1997). Beiden Viren dient die Milbe Aceria tosichella
(Acarina, Eriophyidae) as Vektor (Kozlowski, 2003; Thomas und Hein, 2003). Der Vektor
von EMARAYV ist noch nicht bekannt. Allerdings wurden sowohl das Nucleocapsidprotein
(P3), dsauch die virdlen RNAs in der Milbe Phytoptus pyri nachgewiesen (nicht publiziert).
Dieses belegt zundchst, dass Phytoptus pyri EMARAYV aus infizierten Bléttern aufgenommen
hat, eine tatsichliche Ubertragung muss allerdings noch tiberpriift werden. AuRerdem ist nicht
bekannt, ob diese Milbe andere Viren Ubertragt. Somit liefert bis dato auch der potentielle
Ubertrager keinen Hinweis auf Mischinfektionen.

Da Symptome immer von Wirt und Virus bestimmt werden, kdnnten physi ol ogische Zusténde
des Wirtes auch fur ene unterschiedliche Symptomauspragung verantwortlich sein.
Grundsétzlich ist bekannt, dass diese auch von klimatischen Bedingungen abhéngig ist
(Drews et al., 2004). Wu et al. (2008) und Chellappan et al. (2005) konnten einen Einfluss
der Temperatur, bel der die Versuchspflanzen Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum
und Cassava (Manihot esculenta) Kultiviert wurden, auf das Gene silencing belegen. Die
Kultivierung bei 30°C statt 25°C sorgte fuir deutlich schwachere Symptome.
Interessanterweise konnte die gRT-PCR an EMARAV-infizierten Baumen auch zeigen, dass
in Blattbereichen ohne Symptome eine deutlich niedrigere Kopienzahl der vgRNA2 im
Vergleich zu symptomtragenden Blattarealen vorliegt. Dies unterstiitzt nachdriicklich die
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Hypothese, dass die Aushildung dieser Symptome tatséchlich mit EMARAYV assoziiert ist.
Zudem zeigen sie eine heterogene Verbreitung des Virus. Dies Uberrascht nicht, da eine
solche Verbreitung in Geholzen schon fir verschiedenste Viren, wie das Tomato ringspot
virus (TORSV, Nepovirus, Comoviridae) in Apfelbaumen und fur das Citrus tristeza virus
(CTV, Closterovirus, Closteroviridae) in Citrusbdumen gezeigt wurde (Bitterlin, 1984; Ruiz-
Ruiz et al., 2007).

Letztendlich ist jedoch zu erwéhnen, dass es immer noch ungeklart ist, ob EMARAYV die
Ringflecken und Scheckungen auf der Eberesche auch tatséchlich bedingt, da die Koch’schen
Postulate bislang nicht erfllt wurden. Doch findet sich immer wieder eine Assoziation des
Virus mit den Symptomen und schliefdlich wurden noch nie virale Nukleinsduren oder
Proteine in symptoml osen Ebereschen nachgewiesen (Mielke und Muehlbach, 2007).

Die verschiedenen erhaltenen Ergebnisse dieser Arbeit haben dazu beigetragen, neue
Erkenntnisse Uber EMARAYV und somit gegebenenfalls auch Uber weitere nicht klassifizierte
Verwandte, wie das Pigeon pea sterility mosaic virus (PPSMV), das High Plains virus (HPV)

und auch ein mit Fig mosaic assoziiertes Virus zu erhalten.
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5  Zusammenfassung

Das European mountain ash ringspot-associated virus (EMARAYV) ist ein neuartiges, bislang
noch nicht klassifiziertes RNA-Virus, das eine gewisse Verwandtschaft zur Familie der
Bunyaviridae, die sowohl phytopathogene als auch tier- und humanpathogene Vertreter
beinhaltet, zeigt. Der einzige derzeit bekannte Wirt von EMARAYV st die in Europa
beheimatete Eberesche Sorbus aucuparia L.. Diese zeigt assoziiert mit der Virusinfektion,
eine chlorotische Scheckung der Bléatter sowie charakteristische chlorotische Ringflecken.
Das Genom von EMARAV besteht aus vier enzelstrangigen RNAS von negativer
(-)Orientierung, die jeweils ein einziges virades Protein kodieren. Die langste RNA, RNA1
(7040 nt), trégt das Gen fir die RNA-abhdngige RNA-Polymerase (RdRp). Die kleineren
RNAs kodieren einen putativen Glykoproteinprecursor (RNA2, 2335 nt), das
Nucleocapsid(N)-Protein (RNA3, 1560 nt) sowie ein 27 kDa Protein P4 mit bislang
unbekannter Funktion (RNA 4, 1348 nt).

Um Erkenntnisse Uber den Replikationsverlauf des Virus sowie die Lokalisatin in seinem
Wirt S. aucuparia L. zu erhaten, wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei verschiedene
Nachweisverfahren, die in situ-RT-PCR und die quantitative rea time RT-PCR (gRT-PCR),
eingesetzt. Beide hoch sensitiven Techniken wurden bislang noch nicht fir Untersuchungen
an dieser Baumart, die reich an inhibitorischen Sekundérstoffen ist, eingesetzt und mussten
daher zunachst aufwendig etabliert werden. In den in situ-Experimenten konnte gezeigt
werden, dass EMARAV bzw. seine genomischen (VQ)RNAs anscheinend keinerlei
Zel|spezifitét besitzen, so wurden Amplifikate in den verschiedensten Zelltypen von Bléttern
und Blattstielen nachgewiesen und unterstiitzen somit vorangegangene Ergebnisse der in situ-
Hybridisierung. Zudem konnte eine Lokalisierung der vgRNA in Phloemzellen nachgewiesen
werden. Zur Quantifizierung der verschiedenen VRNAS wurde die gRT-PCR eingesetzt. Da
hierbei fur viele Fragestellungen ein interner Standard, d. h. ein konstitutiv exprimiertes Gen,
eingesetzt wird, wurden fir die Eberesche zundchst Genabschnitte verschiedenster
potentieller Standardgene (Actin, Tubulin, eine Untereinheit der RNA-Polymerase II,
18SrDNA, Ubiquitin) kloniert und zur Ableitung geeigneter Primerpaare sequenziert. Eine
Untersuchung der Expression dieser Gene Uber den gesamten Jahresverlauf an drei im
Freiland stehenden Ebereschen ergab fir keines dieser Gene ein vollkommen stabiles
Expressionsniveau. Darliber hinaus mussten fiur fast jedes Gewebe und jeden untersuchten
Baum verschiedene Standards gewahlt werden.
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Die Untersuchung der virdlen RNAs ergab, dass die VgRNA-Konzentrationen in Bléttern
bzw. Knospen ein relativ gleich hohes Niveau wéahrend des Jahres zeigten. Lediglich im
Fruhling und Sommer ist ein leichter Anstieg zu verzeichnen. Im Bast zeigten sich hingegen
stéarkere Schwankungen der RNA-Mengen, wobe sich kenerlel jahreszeitliche Tendenz
erkennen lief3. So waren sowohl im Winter as auch im Sommer hohere als auch manchmal
geringere Mengen an VvgRNA nachzuweisen. Ferner war fir die Wintermonate, der
Ruhephase des Baumes, kein grof3er Unterschied bezliglich der Konzentrationen im Bast und
in den ruhenden Blattknospen zu sehen, demnach scheint das Virus in beiden Gewebe zu
Uberdauern. Auffallig ist jedoch, dass innerhalb der verschiedenen RNAS stets die RNA2 in
den hdchsten Mengen vorlag. Dies gat nicht nur fir die vgRNAZ2 sondern auch fur die
glykoprotein-kodierende copy(vc)RNA2, was eine hdhere Affinitét der RARp zu diesen RNA-
Enden vermuten 18sst. Der Vergleich der Konzentrationen von (-)vgRNA zu (+)vcRNA zeigte
fur ale EMARAV-RNAs einen bis zu 30-fachen Uberschuss der genomischen RNA und
dhnelt somit anderen (-)RNA-Viren. Die Frage inwieweit die unterschiedlichen
Blattsymptome Scheckung und Ringflecken auf verschiedene EMARAYV-Konzentrationen
zurlickzuftihren sind, konnte ebenfalls mit Hilfe der qRT-PCR gekléart werden. Hier zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede, d.h. in Blattbereichen verschiedener Symptomatik
wurden stets gleiche Mengen an VRNA detektiert. Hingegen zeigten Blé&tter ohne Symptome
infizierter Ebereschen eine deutlich geringere vVRNA-Konzentration, was die Hypothese der

Assoziation von EMARAV mit der Symptomauspragung unterstiitzt.
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6  Abkiirzungsverzeichnis

6.1 Allgemeine Abkiirzungen

pum
UM
Abs.
Bl
BCIP
bp

ca
cDNA
C
Dapi
DAS-ELISA
DEPC
Dig
DNA
DNase
dNTP
dsRNA
EDTA
ELISA
EM
ER

f.c.
FISH
FP
gof.
GPS

h

HCI
HPV
ISH
K1

kb
kDa
LB
Lsg.
min
mM
MOPS
NBT
NCBI
nm
N-Protein
NSs

nt
ORF

Mikrometer

Mikromol

Absorption

EMARAV-infizierter Versuchsbaum im Botanischen Garten
5-Brom-4-Chlor-3-1ndolyl -Phosphat

Basenpaar

circa

komplementére Desoxyribonukleinséure

threshold Cyle (Zyklus an dem der Schwellenwert tiberschritten wird)

4',6-Diamidino-2-phenylindol

double antibody sandwich-ELISA
Diethyl pyrocarbonséure

Digoxygenin

Desoxyribonukleinsaure
Deoxyribonuklease
Deoxyribonukleosi dtri phosphat
Doppel stréngige Ribonukleinséure
Ethylendiamintetraessigsaure

Enzyme linked immuno-sorbent assay
Elektronenmikroskop(ie)
Endoplasmatisches Retikulum

final conzentration (Endkonzentration)
Fluoreszenz-in situ-Hybridisierung
Forward Primer

gegebenenfalls

Global positioning system

Stunde

Salzséure

Human papillomavirus

in situ-Hybridisierungen
EMARAV-infizierter Versuchsbaum im Forst Kldvensteen
Kilobasen

Kilodalton

Luria Bertani

L6sung

Minute

Millimol

3-N-Morpholinopropansul fonsaure
Nitroblautetrazolium

National Center for Biotechnology Information
Nanometer

Nucleocapsidprotein, Hullprotein
Nicht-Strukturprotein

Nukleotid

Open Reading Frame, offener Leserahmen
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ori
PAA
PAGE
PCR
PTGS
PVP
gRT-PCR
RdRp
RNA
RNase
RP
RPB7
rRNA
RT
RT-

SDS
SF
Spec.
Ssp.
SSRNA

Tm
Tris

u.a
UE
Upm
v.a

viv
VvCRNA
VgRNA
Vol.
VRNA
wiv
z.B.

origin of replication

Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gel el ektrophorese
Polymerasekettenreaktion
Posttranskriptionelles Gene-Silencing
Polyvinylpyrrolidon

quantitative RT-PCR
RNA-abhéngige (depending)-RNA Polymerase (polymerase)
Ribonukleinsdure

Ribonuklease

Reverse Primer

Untereinheit 7 der RNA-Polymerase ||
ribosomal e Ribonukleinsiure
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase-

Svedberg

siehe

Natriumdodecylsulfat

Sekunden

symptomfreier Versuchsbaum
Spezies

Subspezies

einzel strangige Ribonukleinsaure
Schmelz (melting)-Temperatur
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(Unit) Enzymeinheit

unter anderem

Untereinheit

Umdrehung pro Minute

vor alem

Volumen/Volumen

virale copy Ribonukleinsdure

virale genomische Ribonukleinsiure
Volumen

virale Ribonukleinséure

Gewicht (weight)/Volumen

zum Beispiel
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6.2 Abkiirzungen fiir Viren, Viroide und Bakterien

AbMV
BUNV
CLRV
CTV

E. coli
EMARAV
FLUAV
HPV
LACV
MMuLV

PPSMV
PPV
PSTVd
RSV
RVFV
SPCSV
SPFMV
SPMSV
SYNV
TBSV
™V
ToRSV
TSWV
UUKV

Abutilon mosaic virus
Bunyamwera virus
Cherry leaf roll virus
Citrus tristeza virus
Escherichia coli

European mountain ash ringspot-associated virus

Influenzavirus A

High Plains virus

La Crosse virus

Moloney murine leukemia virus
Pigeon pea sterility mosaic virus
Plum pox virus

Potato spindle tuber viroid

Rice stripe virus

Rift Valley fever virus

Sweet potato chlorotic stunt virus
Sweet potato feathery mottle virus
Sweet potato mild speckling virus
Sonchus yellow net virus

Tomato bushy stunt

Tobacco mosaic virus

Tomato ringspot virus

Tomato spotted wilt virus
Uukuniemi virus
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8 Anhang

8.1 Nukleinsiauresequenzen potentieller Standards der Eberesche (Sorbus

aucuparia L.)

Abschnitt der mRNA-spezifischen Sequenz der RPB7, einer Untereinheit der RNA-
Polymerasell:
CATAGTGCTGGAGCGGAATATGCAGCTCCATCCTCGCCACTTTGGCCGCAATCTC
CGTGAAAATCTCGTTTCCAAGCTCATGAAAGATGTCGAGGGCACTTGCAGTGGCC
AACATGGATTTGTGGTTGCAATTACGGGCATAGAAAACATTGGGAAAGGGATGA
TTCGTGACGGGACAGGCTTCGTCTCATTCCCCATGAAGTACCAGTGTGTTGTTTTC
AGACCATTCAAAGGAGAGATCTTAGAAGCTGTTGTTACCATGGTAAACAAGATG
GGATTCTTTGCTGAGGCTGGTCCTGTTCAAATCTTCGTGTCCAACCATTTGATTCC
330 bp

Abschnitt der mRNA -spezifischen Sequenz des Actin:
CTCCCTCATGCCATCCTTCGTTTGGACTTAGCAGGTCGTGATCTTACAGATGCTCT
CATGAAAATCTTGACTGAACGTGGTTACTCTTTCACCACTACTGCTGAGCGGGAA
ATTGTGAGGGACATGAAGGAGAAGTTAGCCTATATTGCTCTTGACTATGAACAAG
AGCTAGAGACATCAAAGACCAGCTCGTCTGTGGAGAAGAGTTATGAGCTACCTG
ATGGACAGGTAATCACTATCGGAGCTGAGAGATTCCGGTGCCCTGAAGTCCTCTT
CCAGCCATCCATGATTGGAATGGAAGCTGCTGG

308 bp

Abschnitt der mRNA -spezifischen Sequenz des a-Tubulin:
CTCTGGTCTCGGGTCTCTTCTTTTGGAGCGTCTCTCTGTTGACTATGGAAAGAAGT
CAAAGCTTGGTTTCACTGTGTATCCATCTCCACAGGTTTCTACATCTGTGGTTGAG
CCCTACAACAGTGTCCTCTCAACCCACTCCCTCCTGGAACACACCGATGTTGCAG
TTCTCCTTGACAACGAGGCTATCTATGATATCTGCAGGCGCTCTCTTGACATTGAG
CGACCCACCTACACCAACCTCAACCGCCTTGTGTCTCAGGTCATTTCCTCTTTGAC
TGCTTCTCTGAGGTTTGATGGTGCCCTTAATGTGGACGTGACTGAATTCCAGACCA
ACTTGGTCCCATACCCCAGAATCCACTTTATGCTTTCCTCATATGCACCAGTCATC
TCTGCGGAGAAGGCGTACCATGAACAACTCTCTGTGGCTGAAATCACCAACAGTG
CCTTCGAGCCCTCATCCATGATGGCAAAGTGTGACCCCCGCCACGGCAAATATAT
GGCCTGCTGTCTGATGTACCGTGGTGACGTTGTACCCAAGGATGTGAATGCTGCT
GTTGCCACCATCAAGACCAAGCGCACCATTCAGTTCGTGGACTGGTGCCCTACTG
GATTCAAGTGCGGCATCAAATACCAGCCACCTACTGTTGTCCCAGGAGGCGACCT
TGCCAAGGTGCAGAGGGCTGTGTGCATGATCTCTAACTCGACCAGTGTTGCTGAG
GTGTTCTCTAGAATTGACCACAAGTTTGATCTCATGTATGCCAAGCGTGCCT

773 bp
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Abschnitt der mRNA -spezifischen Sequenz des Poly-Ubiquitin:
TACAACATCCAGAAGGAGTCCACTCTCCATTTGGTGTTGCGTCTCCGTGGTGGCA
TGCAGATTTTCGTCAAGACCCTGACAGGAAAGACCATCACCCTGGAGGTCGAGA
GTTCGGACACCATTGACAATGTCAAGGCCAAGATCCAGGACAAGGAGGGCATCC
CACCAGACCAGCAGAGGCTTATCTTTGCTGGAAAGCAGCTTGAGGACGGCCGCA
CCCTTGCCGACTACAACATCCAGAAGGAGTCCACTCTCCATTTGGTGCTTCGTCTC
CGTGGTGGCATGCAGATTTTTGTTAAGACCCTGACTGGCAAGACCATCACTCTGG
AGGTTGAGAGCTCGGACACCATCGACAATGTTAAGGCCAAGATCCAGGACAAGG

AGGGGATCCCACCGGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGG
422 bp

Abschnitt der18SrRNA:
CTAGCTATGCGGAGGTCATCCTCCGCGGCCAGCTTCTTAGAGGGACTATGGCCGC
TTAGGCCAAGGAAGTTTGAGGCAATAACAGGTCTGTGATGCCCTTAGATGTTCTG
GGCCGCACGCGCGCTACACTGATGTATTCAACGAGTCTATAGCCTTGGCCGACAG
GCCCGGGTAATCTTTGAAATTTCATCGTGATGGGGATAGATCATTGCAATTGTTG
GTCTTCAACGAGGAATTCCTAGTAAGCGCGAGTCATCAGCACGCGTTGACTACCT
CCCTGCCCTTTGTACACACCAGCTAAATAACCCCAC

311 bp

8.2 Karten verwendeter Klonierungsvektoren

[ pGEME®-T Easy lacZ Il_ '.

Abbildung 34: Karte des Klonierungsvektors pGEM®-T.Easy von Promega (Mannheim)
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lacZo ATG 3
M13 Reverse Primer | H’"‘d n K;;‘vn [ Sac | l‘SamH\ S,?e |
CAG GAA ACA GCT ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GTC CTT TGT CGA TAC TG TAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

BstX| EcoR| EcoR |
|
GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GCC CTT PCR Product PALG GGC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CIT AAG CGG GAN TTC CCG CTT AAG ACG
EcoRV BstX | Not | Xho | Nsi | Xba | Apal
| | | |

AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG |CCC TAT
TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

4
T7 Promoter M13 Forward (-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TAC AAT TCA[CTG GCC GTC GTT TTA GAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA ATG TTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GIT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Abbildung 35: Karte des Klonierungsvektors pCR® 2.1-TOPO von Invitrogen (Karlsruhe)

LacZa initiation codon
M13 Reverse priming site | T3 priming site
| 1

[ [
201 CACACAGGRA ACAGCTATGA CCATGATTAC GCCAAGCTCA GAATTAACCC TCACTAAAGG
GTGTGTCCTT TGTCGATACT GGTACTAATG CGGTTCGAGT CTTAATTGGG AGTGATTTCC

— Spe | Pst Pmel EcoR1 EcoR | Not |

| | I I I
261 GACTAGTICCT GCAGGTTTAA ACGAATTCGC CCTT PCR MAGGGC GAATTCGCGG
CTGATCAGGA CGTCCARATT TGCTTAAGCG GGAIMMMCLILIENTTCCCG CTTAAGCGCC

T7 priming site M13 Forward (-20) priming site

311 | CCGCTAAATT CAATTCCJCCC TATAGTGAGT CGTATTI-\ICAA TTCA'CTGGCC GTCGTTTTAC‘

GGCGATTTAA GTTAAGCGGG ATATCACTCA GCATAATGTT AAGTGACCGG CAGCAAAATG

Abbildung 36: Karte des Klonierungsvektors pCR®4-TOPO von Invitrogen (Karlsruhe)
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lacZo ATG

M13 Reverss Primer | Spf Promoter +

CAG GAA ACA GCT ATG ﬂ.gc ATG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GGT GAC ACT ATA
GIC CTT TGT CGA TAC TGGTAC TAA TGC GGT TOG A|TA AAT CCA CTG TGA TAT COfiT

H.?I }-i'.'r.d m Kpnl Sau|~| .EIETHI Spe

TAC TCA AGC TAT GOA TCA AGC TTG GTA COG AGC TOG GAT OCA CTA GTA ADG GOC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TOG AAC CAT GGC TOG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG
BstX| EcoRt| EeoR | EcoR W

GCC AGT (EFTGI C1G d‘lﬂ. TTC GGC TT PCR Product s GoC iﬂ TTC TG AGA 'I'I.HT
CGG TCA CAC GAC CTT AAG COG AEN TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA

Bsix | Not xho Nsi | Xbal Apal
| [} | I_l |
CCA TCA CAC TGS CGG COG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|COC TAT
ATA

GGT AGT GTG ACC GCOC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGS

T7 Promaoter M13 Forward {-20) Primer

AGT GAG TCG TAT TH CAAT TCA|CTG GOC GTC GTT TTA ClAACGT OGT GAC TGG GAA AAC
TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC GGG CAG CAA AAT GITT GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

Abbildung 37: Karte des Klonierungsvektors pCR®II von Invitrogen (Karlsruhe)
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