Lokalisation und Quantifizierung der RNAs des
European mountain ash ringspot-associated virus

(EMARAVYV) in der Eberesche (Sorbus aucuparia L.)

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
im Department Biologie
der MIN Fakultét der Universitét Hamburg

vorgelegt von
Nanette Schlatermund

geboren am 1. April 1979 in Hamburg

Hamburg, Oktober 2008



Genehmigt vom Department Biologie
der Fakultat fiir Mathematik, Informatik und Naturwissenschaften
an der Universitdt Hamburg

auf Antrag von Professor Dr. H.-P. MUHLBACH
Weiterer Gutachter der Dissertation:

Herr Priv.-Doz. Dr. S. SCHOLTEN

Tag der Disputation: 21. November 2008

Hamburg, den 07. November 2008

ik,

Professor Dr. Jérg Ganzhorn
Leiter des Departments Biologie




Inhaltsverzeichnis

1

EINICITUNG «ocoouvirriinnieniiiininiienieennecsnnsanssseesssecssnssssesssessssessssssssssssassssesssssssssssssssssessases 1
1.1 Das European mountain ash ringspot-associated virus (EMARAYV) ........ccceuueee. 1
1.2 Nachweisverfahren in der VirusdiagnostikK...........cceecvveeiiveeicsercssencssnnncssneccsnnnes 5

Material und MethOden ..........ecoeiicivericisnricssnrisssnnesssnncsssncssssssssssnessssssssssssssssossssssses 11
2.1 IMALETIAL c.counenrriininnrriciisnnnicssssnnnesssssnsnesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnses 11
2.1.1  Chemikalien, Losungen und ENZYME.........coooiiiiniiiinieeeeee e 11
2.1.2 Materidien und Reagenzien fir gRT-PCR-EXperimente.........cccccovveevveveseeceennene 11
2.1.3 Verwendete ReaKtiONS-KItS........cooiiiiiiiieseee e e 11
2.1.4 KIONEUNA VEKIOIEN ...ttt eennee e 12
2.1.5 BaKterTENSIAIMME ... ..ottt b e b b e e 12
P I o = 1074 00 = 4 T 12
217 Verwendete SOftWEIE .......cceeeeeeiirie ettt sttt sae e sne e 13
2.2 MEtROAEN ccueceerriiinriiinninisaninssnnisssnrisssnnissssnesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnss 13
2.2.1 Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenmaterial ..........cccccevvveeieeienceneccie s, 13
2.2.2 DNA-Verdau aus Gesamt-RNA fur gRT-PCR-Experimente...........cccocvvveeneeiinnnenne 14
2.2.3 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Gesamt-RNA ...........cccceevecieenene. 14
2.2.4 Isolierung von PIasmit-DINA ... e 14
2.2.5 Phenol/Chlorof orm-EXTraktion .........cccoveieiieneeie e 15
2.2.6  NUKIENSAUreRraziPIitation.........ccoueeiuieiie et re e e e e sreesreens 15
2.2.7 Restriktion vON NUKIBINSAUIEN ........cceiieiiiereee e 15
2.2.8 Gelelektrophoretische Auftrennung von NUKIBINSAUreN ..........ccccoeeveevieceesieccie e, 16
2.2.9  TA-KIONIEIUNG ..ottt bbb 17
2.2.10 Sequenzierung der rekombinanten Plasmide............cccooveeeiiececeeveece e 18
2.2.11 Computerauswertung / SeqUENZanalYSEN .........cccceeeererieneeseerie e 18
P A e 1101 (0 = o TSRS U PP 18
2.2.13 Erststrangsynthese mittels Reverser Transkription ..........ccooeevvvenenienieeneeiie s 20
2.2.14 Standard-PCR-RE8KEIONEN .......cecoiiiieiieie ettt 21
2.2.15 gPCR-REAKIIONEN........ciiiiiiiiciie ettt sae e be e s aeenreesnreens 22
2.2.16 Herstellung VON CRINAS.......ccoiiiiertete ettt 24
N A (77 T o I O ST 25

EXZEDMISSE cucieeuueiiiinniniinninisninssnnisssnnissssnisssssesssssssssssssssssssssssssssossssssssssssssnsssssssssssnsssses 29
3.1 Nachweis viraler RNAs in Sorbus aucuparia L. mittels in situ-RT-PCR .......... 29
3.1.1 Etablierung der VersuchsbedinQungen............cccoeiienininencseceeeee e 29
3.1.2 Nachweisvon EMARAV-spezifischen RNAsin Blattstielen.........ccccccveeevveiecnee 33



Inhaltsverzeichnis

3.1.3 Kontrollversuche zur Spezifitét der in situ-RT-PCR-Signale .........cccccovvvvevrveiecnenne. 34
3.2 Analysen zur Lokalisation und Quantifizierung von EMARAV-spezifischen
RNAS in der EDeresche .......iicniueeicciivniiccsssnniecsssnnicsssssnsecssssssssssssssssssssssssssssssses 36
3.21 Klonierung von Genabschnitten aus der Eberesche als potentielle interne
SEANUAITS ...t r e e 36
3.2.2 Ebereschen-spezifische MRNA-Sequenz vON ACHIN .......occoveeienienenieseeseeie e 37
3.2.3 Ebereschen-spezifische MRNA-Sequenz von Tubulin .........ccccceveeveevecceesecie e 38
3.2.4 Ebereschen-spezifische mRNA-Sequenzen von UbIquitin..........cccoveveeiieeiee e, 39
3.2.5 Ebereschen-spezifische mRNA-Sequenz der funft grofiten UE der RNA-Polymerase
[T (RPB7) ettt sttt sttt se st et s et e e e seebesseneenesseneas 40
3.2.6 Ebereschen-spezifische 18S rRNA-TEIISBQUENZ ..........cceiiririrecieeeeee e 40
3.2.7 Etablierung und Effektivitatsbestimmung der qRT-PCR-Primer..........ccccccveveneee. 41
3.2.8 Ermittlung geeigneter Standards zur Normalisierung von qRT-PCR-
(0= 1110 011 o S 45
3.2.9 Quantifizierung potentieller Standards............coooeveereriineneeee e 48
3.2.10 Die Quantifizierung von EMARAV-RNASin Sorbus aucuparia L. ....................... 50
3.2.11 Quantifizierung der vier EMARAV-vg RNAsim Jahresverlauf undin
unterschiedlichen Gewehen.............ooo e 52
3.2.12 Verhdtnisse von genomischen Minus-Strang RNASs zu copy Plus-Strang RNAs...64
3.2.13 Quantifizierung der vgRNA 2 in unterschiedlich symptomatischen Blattarealen ....66
4 DiSKUSSION . .ccuveeiiirirnniensssanrecssssaniesssssnsesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 69
4.1 § £700 77720 230 1 i 0 2 69
4.1.1 Etablierung der Versuchsbedingungen...........ccoovieiieie i 69
4.1.2 Lokaisation EMARAV-SPEZIfisSCher RNAS .....coco i 73
4.2 JRT-PCR iiririiniinniicnssnnicsssssssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 76
4.2.1 Etablierung der Versuchsbedingungen...........ccooviiiiiiiiii e 76
4.2.2 Bedeutung der RNA-Qualitét und Ermittlung der gRT-PCR-Effektivitét ............... 77
4.2.3  NOM@ITSIEIUNG ..couviiiieiieeiiee et see e s e sbeesaae s sreesseesbeesseesseesseesseesseeanseeasessseens 79
4.2.4 Quantifizierung der verschiedenen EMARAYV -spezifischen RNAs in Sorbus
QUCUPATTA L. ettt n e sne e s are e nne e 83
4.25 Quantifizierung viraler RNA in Blattbereichen, die unterschiedliche Symptome
7= <. USRS 89
5 ZUSAMMENTASSUNG ..cuvveiervuricssnicssanissssnesssssesssssessssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 92
6 ADbKUIZUNGSVEIrZEICHIIS ccccuueeereeiiinriiineeiinniisnncssnecsssnecsssnesssseecssseesssnesssssessssnessssneses 94



Inhaltsverzeichnis

| L1 1 11 N 97
ANNANG.ccccinvriiiinieninicssricsssnissssnsssssnsssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssssssssossnsssssnsses 110

8.1 Nukleinsduresequenzen potentieller Standards der Eberesche (Sorbus
AUCUPAFTA LL.) covuvronvvinssnninssaniossanisssanisssanisssssessssssssssossssssssssssssssssssssssssnsssssssssssssssses 110
111

8.2 Karten verwendeter KlonierungsveKtoren ..........ccccccveiccsisnerccsssnnsecsssnssscsnns



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.

17



Material und Methoden

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 Blétt