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1. Einleitung

1.1 Die Bedeutung der Eberesche

Der Eberesche (Sorbus aucuparia L.) kommt aus forstlich-waldbaulichen und 6kologischen
Grunden eine grofle Bedeutung zu (EBERT, 1973; GREGER, 1987; HILLEBRAND und
LEDER, 1995; HILLEBRAND und ROSENBERG, 1996, Pressemitteilung SDW, 1997). Sie
ist eine der anspruchslosesten Baumarten, gilt als sehr frosthart und leidet kaum unter
Schneebruch (LEDER, 1989; WEIHS, 1995). Aufgrund ihrer Anspruchslosigkeit, der meist
reichlichen Fruchtbildung, des raschen Jugendwachstums und der verstérkten vegetativen
Vermehrung ist die Eberesche zur schnellen Erstbesiedlung von degenerierten Freifléchen
befahigt. Sie wird daher besonders auf Kahlschldgen, Bergstirzen, Schutthalden und
Moorréndern angepflanzt. Sie ist zudem eine bodenpflegende Baumart, die durch ihre
humusbildenden Eigenschaften nahrstoffarme und versauerte oder belastete Standorte fir
anspruchsvollere Baumarten vorbereitet (NAMVAR und SPETHMANN, 1985; DE
CUVELAND, 1996). Besonders in hohen Lagen des Erzgebirges, dem Harz und dem
Fichtelgebirge ist die Eberesche oft die einzige Baumart, deren Bestande der starken
L uftverschmutzung standgehalten haben und so die Fléachen vor Windabtrieb sowie Erdrutsch
und Lawinenabgangen schiitzen (DE CUVELAND, 1996).

Auch as Vorwadbaum ist die Eberesche gut geeignet. Unter ihr verjingen sich Fichte,
Tanne, Larche, Kiefer und Eiche (EBERT, 1973; NAMVAR und SPETHMANN, 1985;
GREGER, 1987). Zusétzlich schitzt die Eberesche das Wertholz vor Verbif3schéden durch
das Wild. Zudem wird angestrebt, die in natirlichen Verjlingungen eingemischten Ebereschen
verstarkt in den Aufbau struktur- und artenreicher Mischbesténde einzubeziehen
(HILLEBRAND und ROSENBERG, 1996; ROLOFF, 1997). Auch in der
Landschaftsgestaltung ist die Eberesche heutzutage zudem nicht mehr weg zu denken. So
wird sie, aufgrund ihrer schonen Doldenbliten und der reichhaltigen Fruchtbildung bevorzugt
als Park-, Allee- und Gartenbaum eingesetzt.

Als typische Nebenbaumart spielt die Eberesche dagegen auf dem Holzmarkt eine
untergeordnete Rolle (AAS und HOLDENRIEDER, 1992), obgleich ihr Holz als Wagner-,
Drechdler-, Schnitz- und Tischlerholz verwendet wird und auch fir die Faserplattenindustrie
sowie die Halbzellstofferzeugung gut geeignet ist (NAMVAR und SPETHMANN, 1985).
Nach HILLEBRAND und LEDER (1995) durfte die Eberesche zudem bei entsprechender
Pflege in Zukunft eine stérkere Rolle in der Nutzholzproduktion spielen, da ihre

Holzeigenschaften denen der Wirtschaftsbaumarten wie z. B. der Eiche ahneln.
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1.2 Die Erkrankung der Eberesche

Aufgrund der 6kologischen Bedeutung ist ihr Gesundheitszustand von grof3er Relevanz.
Neben verschiedenen pilzlichen Erkrankungen sowie dem Einwirken unterschiedlicher
Schédlingeist vor allem die chlorotische Ringfleckigkeit der Blétter von Ebereschen eine weit
verbreitete Krankheit, die in ganz Europa beobachtet werden kann (KEGLER, 1960;
SCHMELZER, 1977; POLAK et a., 1990, BUTTNER und FUHRLING, 1993; BUTTNER,
1993; COOPER, 1993; FUHRLING, 1994, POLAK und ZIEGLEROVA, 1996;
BENTHACK, 1998). Als charakteristische Symptome weisen die erkrankten Baume
chlorotische Ringflecke und Blattscheckungen sowie Blattdeformationen auf. Sie haben nur
noch einen geringen Jahreszuwachs, und vielfach kommt es zum Verkahlen von Zweigen und
Asten, die in den nachfolgenden Jahren héufig absterben (FUHRLING und BUTTNER,
1998). Die Fruchtreife ist zudem meist unvollstandig. Der unbekannte Erreger dieser
Erkrankung ist pfropfungsiibertragbar (FUHRLING und BUTTNER, 1995), wobei eine
Infektion durch Phytoplasmen, die ebenfalls durch Pfropfung Ubertragen werden kénnen,
nach BENTHACK (1998) auszuschlieffen ist. Nach BUTTNER und FUHRLING (1993)
besteht der Verdacht, dal? der Erreger aus der Eberesche zusdtzlich samentibertragbar ist, da
die Autoren eine starke Infektion von Samlingen sowie Jungbdumen in Naturverjingungen
und Baumschulen beobachtet haben.

Die charakteristischen Blattsymptome sowie die Pfropfungstibertragbarkeit sprechen fir eine
Infektion der Eberesche durch ein noch unbekanntes Virus. Bis heute war es jedoch noch
nicht moglich, Viruspartikel zu isolieren oder elektronenoptisch nachzuweisen (FUHRLING,
1994, BENTHACK, 1998), und auch eine mechanische Ubertragung des Agens konnte noch
nicht erzielt werden (FUHRLING, 1994; BENTHACK, 1998). In Untersuchungen von
FUHRLING (1994) wurden allerdings erste Hinweise auf doppelstrangige RNA in erkrankten
Ebereschen gefunden, was den Verdacht der Virusinfektion erhértet. Die Blattsymptome
unterscheiden sich jedoch deutlich von den von BAUR (1907) als “Buntbl&ttrigkeit der
Eberesche” beschriebenen Symptomen, die &auferlich einer Infektion durch das
Apfelmosaikvirus (Apple Mosaic llarvirus, ApMV) dhneln. SCHIMANSKI et al. (1987) und
FUHRLING (1994) konnten zudem durch ELISA-Untersuchungen in Ebereschen mit
chlorotischen Ringflecken und Scheckungen kein ApMV nachwel sen.

Aufgrund des Verdachtes der Virusinfektion wurde die Eberesche bereits mehrfach auf Viren
hin untersucht. So berichten SWEET und CAMPBELL (1976) sowie SWEET (1980) tber
einen Nachweis des chlorotischen Blattfleckenvirus des Apfels (Apple Chlorotic Leafspot
Trichovirus, ACLSV) in, durch Okulation infizierten Ebereschensamligen. Auch POLAK und
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ZIEGLEROVA (1996) wiesen ACLSV in erkrankten Ebereschen mit chlorotischen

Ringflecken und Blattscheckungen durch ELISA-Untersuchungen nach. Nach SCHIMANSKI
et a. (1987) und FUHRLING (1994) war ein Nachweis dieses Erregersin natlrlich infizierten
Ebereschen dagegen nicht maoglich. EBRAHIM-NESBAT und IZADPANAH (1992)
beobachteten in Ultradiinnschnitten erkrankter Ebereschen virusdhnliche sphérische Partikel
mit einem mittleren Durchmesser von 80 nm, was morphologisch dem
Tomatenbronzefleckenvirus (Tomato Spotted Wilt Tospovirus, TSWV) entspricht. In
serologischen Untersuchungen konnten die Autoren zudem eine Reaktion des Antigens aus
der erkrankten Eberesche mit dem Antiserum gegen TSWV beobachten. Auch in den ELISA-
Untersuchungen von FUHRLING (1994) sowie FUHRLING und BUTTNER (1998) wurde
eine Ahnlichkeit des Agens aus der Eberesche mit den Tospoviren beobachtet. Jedoch konnte
in molekularbiologischen Untersuchungen von BENTHACK et al. (1998) keine eindeutige
Bestétigung dieses Verdachtes erzielt werden. Auch in Untersuchungen zum Nachwels des in
Waldokosystemen weit verbreiteten Tabakmosaikvirus (Tobacco Mosaic Tobamovirus,
TMYV) liegen keine eindeutigen Ergebnisse vor. So war nach BENTHACK et a. (1998) ein
Nachweis von TMV durch ELISA-Untersuchungen nicht moglich, wahrend FUHRLING und
BUTTNER (1998) TMV durch ELISA-Untersuchungen in Blattmaterial erkrankter
Ebereschen in den Monaten April und Mai und in Rindenmaterial in den Monaten Mérz und
April nachweisen konnten. In den molekularbiologischen Untersuchungen von MIELKE
(unveroffentlicht, 2000) konnte eine Infektion von Ebereschen durch TMV dagegen
ausgeschl ossen werden.
Ein Nachweis des ebenfalls in Waldokosystemen weit verbreiteten Kirschenblattrollvirus
(Cherry Leaf Roll Nepoviurs, CLRV) war dagegen eindeutig weder durch ELISA-
Untersuchungen noch durch PCR-Analysen méglich (FUHRLING, 1994; POLAK und
ZIEGLEROVA, 1996; WERNER* personliche Mitteilung, 1997; BENTHACK et al., 1998;
FUHRLING und BUTTNER, 1998). Und auch das Tabak Nekrosevirus (Tobacco Necrotic
Necrovirus, TNV) konnte durch ELISA-Untersuchungen in erkrankten Ebereschen nicht
nachgewiesen werden (FUHRLING und BUTTNER, 1998).

! Universitat Hamburg, Institut fir Allgemeine Botanik, Hamburg
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1.3 Die Bedeutung der Erkrankung der Eberesche

Aufgrund der grofen okologischen Bedeutung der Eberesche und ihrer Nutzung in der
Holzproduktion ist die Charakterisierung des unbekannten Krankheitserregers von grofer
Wichtigkeit (FUHRLING und BUTTNER, 1998). Viruserkrankungen verringern die
Widerstandskraft der erkrankten Baume, wodurch sie gegentiber anderen abiotischen und
biotischen Stref¥faktoren anféliger sind. Zudem kénnen sie sich nach Einwirkung zusétzlicher
Stressoren haufig nur noch schwer oder gar nicht regenerieren (BUTTNER, 1994). So
beobachteten KONTZOG et a. (1990) am Wirts-Virus-Modell CLRV/Betula pendula Roth
ein reduziertes Wachstum infizierter Birkensamlinge gegentiber gesunden Sdmlingen nach der
Einwirkung von Schadgasen (Ozon, Schwefeldioxid). Auch HAMACHER (1994) konnte eine
stark reduzierte Zuwachsleistung (Trieblangenwachstum und Trockengewichtszunahme) bei
CLRV-infizierten Hangebirken, die mit einem Schadgasgemisch belastet wurden, gegentiber
der Reduktion der Zuwachdleistung, die durch den jeweils einzelnen Stref3faktor verursacht
wurde, beobachten. Ahnliche Ergebnisse konnten auch an Populus sp., die mit dem
Pappelmosaikvirus (Poplar Mosaic Carlavirus, POMV) infiziert waren, nach der Exposition
von Schadgasen, Trockenheit sowie extremen Temperaturen beobachtet werden (FORSTEL-
NEUHAUS, 1991). Untersuchungen in Europa und Nordamerika zeigten zudem, dal3 Viren in
Einzelfdllen auch die primére Ursache fir Degenerationen bel Forstgehdlzen sein kénnen
(NIENHAUS, 1985). Eine Virusinfektion kann somit zu einer starken Beeintrdchtigung der
Okologisch bedeutsamen Eigenschaften der Eberesche fihren und ihre Nutzung stark
eingrenzen.

Aber auch aus epidemiologischer Sicht ist die Erkrankung der Ebereschen von grof3er
Relevanz. Nach NIENHAUS und CASTELLO (1989) stellen virusinfizierte Gehdlze ein
Virusreservoir dar, von dem aus eine Infektion durch Vektoren, Samen und Pollen, aber auch
vektorlos durch Boden und Wasser erfolgen kann. Besonders im Hinblick auf die grof3e
Verbreitung der Eberesche in fast ganz Europa (mit Ausnahme von Siditalien,
Sldgriechenland und der iberischen Halbinsel), sowie in Kleinasien, West-Sibirien, dem
Kaukasus und Indien (LEDER, 1992; MORY, 1997), und ihrer Vergesellschaftung mit vielen
anderen Baumarten (LEDER, 1992; ZERBE, 1993), kommt virusinfizierten Ebereschen eine
grofe Bedeutung a's Virusreservoir zu. In Untersuchungen von BUTTNER und FUHRLING
(1993) konnten im Hamburger Staatsforst an nahezu 80 % aler untersuchten Ebereschen
chlorotische Ringflecke und Scheckungen beobachtet werden, und auch in Schleswig-
Holstein traten diese Symptome verstarkt auf (BUTTNER, 1993). Diese hohe Infektionsrate
stellt ein starkes Infektionspotential fir andere Geholzarten dar, besonders wenn das Virus aus
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der Eberesche leicht Ubertragbar ist. So diskutierte FUHRLING (1994) die Rolle
erkrankter Ebereschen als Virusreservoir fur die sehr oft vergesellschaftet wachsende,
wirtschaftlich wichtige Eiche. Demnach wiesen die Eichen in solchen Mischbesténden dann
ebenfalls verstérkt ahnliche virusverdéchtige Blattsymptome auf. Aufgrund der Zugehorigkeit
der Eberesche zu der Familie der Rosengewéchse ist auch eine Ubertragung des Virus von der
Eberesche auf Obstgehtlze nicht auszuschlief?en. Diese potentielle Infektionsgefahr ist
besonders im “Alten Land“, dem Obstanbaugebiet Hamburgs gegeben, da erkrankte
Ebereschen hier in unmittelbarer Nachbarschaft zu den kultivierten Obstgehdlzen wachsen.
Die Erhatung gesunder Ebereschenbesténde ist somit eine wichtige Voraussetzung im
Hinblick auf die 6kologische Nutzung der Eberesche als Pionier- und Vorwaldbaum, aber
auch a's Landschaftsbaum sowie zur Prophylaxe anderer wirtschaftlich wichtiger Baumarten.
Besonders die von BUTTNER und FUHRLING (1993) beobachtete hohe Infektionsrate in
Ebereschensdmlingen und Baumschulen stellt eine Gefahr fur die Ebereschenbestande dar,
denn haufig ist der sichtbare Nachwels einer Infektion an Junggehodlzen oft erst nach
mehreren Jahren moglich. So konnte FUHRLING (1994) in Forstbaumschulen weder bei den
1-3 jahrigen noch bei den 10 jdhrigen Ebereschen Symptome beobachten. In dieser Zeit kann
aber bereits die Verbreitung der infizierten Ebereschen erfolgt sein. Zudem besteht die
Moglichkeit, dal? bereits in den Baumschulen eine Ubertragung des Agens auf andere
wirtschaftlich wichtige Geholze erfolgt. Nur bei Kenntnis des unbekannten Erregers der
Eberesche ist es moglich, durch die Entwicklung spezifischer Diagnose-Verfahren die
potentielle Gefahr einer Virustibertragung von erkrankten Ebereschen auf wirtschaftlich
wichtige Gehblze zu ermitteln. Aufgrund der Tatsache, da3 die enzige
Bekadmpfungsmoglichkeit einer Viruserkrankungen die Vermeidung derselben ist, sind
geeignete Diagnose-Verfahren zudem die einzige mdgliche Voraussetzung fir frihzeitige
phytosanitdre Maldnahmen. Nur so kann die Verbreitung der erkrankten Bdume sowie die
maogliche Infektion anderer Geholzarten verhindert und die Funktion der Eberesche als

Okol ogisch wichtige Baumart gewahrleistet werden.

1.4 Charakterisierung von unbekannten Viren auf der Basis doppelstrangiger
RNA (dsRNA)

Die Charakterisierung eines unbekannten Virus erfolgt normalerweise auf der Basis der
virdlen Nukleinsdure, die im Anschlul® an eine Viruspartikel-lsolierung aus den Partikeln
gewonnen werden kann. Ist es nicht moglich Viruspartikel zu isolieren, kann alternativ eine

Charakterisierung auf der Basis isolierter dSRNA vorgenommen werden. Der Nachweis von
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dsRNA wird allgemein bei einer Untersuchung von Pflanzenkrankheiten herangezogen,
wenn eine Virusetiologie vermutet wird, eine Isolierung von Viruspartikeln aber bislang nicht
maoglich war. Isolierte dsRNA wird dabei als Hinweis auf eine vorliegende Virusinfektion der
untersuchten Pflanze angesehen (JORDAN et al., 1983, DODDS et al., 1984; VALVERDE et
a. 1986; VALVERDE et al., 1990).
Doppelstrangige RNA entsteht im Verlauf der Replikation eines Viruses mit eéinem RNA-
Genom (MATTHEWS, 1991). Wahrend die normale Replikation viraler RNA Uber das
Replikative Intermediat, eine partiell basengepaarte Struktur aus Template- und Tochterstrang
und RNA-abhangigen RNA-Polymerasen (RdRP) erfolgt, konnen im Zuge der Replikation
auch immer wieder sogenannte Replikative Formen (RF) beobachtet werden (Abb. I). Es
handelt sich hierbel um vollstandig basengepaarte dsRNA-Molekile aus Template- und
Tochterstrang, die in keiner Verbindung mit RARPs stehen. Die Replikativen Formen werden,
je nach Replikationsstrategie der einzelnen Viren, nicht nur von der oder den genomischen
RNAs, sondern auch von verschiedenen subgenomischen RNAs gebildet (Plant Viruses
oneline Datenbank, 1998).
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Abb. I: Replikative Zwischenformen von sSRNA-Viren

(MATTHEWS, 1991)

A) Replikative Form (RF), B) Replikatives Intermediat (RI), C)
maogliche Struktur wahrend der Replikation in vivo.

Der schwarze Kreis stellt die RNA-abhangige RNA-Polymerase dar.

Da Uber 90 % der Pflanzenviren ein RNA-Genom aufweisen, stellt die Isolierung von dsRNA
einen sicheren Weg dar, um einen ersten Hinweis auf ein unbekanntes Virus zu erzielen.
Doch wurde in verschiedenen Untersuchungen der letzten 20 Jahre auch verstéarkt auf die
Anwesenheit von dsRNA-Molekilen in gesunden, symptomlosen Pflanzen wie Luzerne
(FAIRBANKS et a., 1988) Gerste (ZABALGOGEAZCOA et d., 1992), Reis (FUKUHARA
et a., 1993; MORIYAMA et al., 1995, 1999), Pfeffer (VALVERDE, und FONTENOT,
1990), Bohne (WAKARCHUK und HAMILTON, 1985) oder Erbse (Vicia faba cv. 447,
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GRILL und GARGER, 1981; LEFEBRE, et a., 1990; PFEIFFER, 1998) hingewiesen,
welche die dsRNA-Untersuchung erschweren konnen. Mit Ausnahme der dsRNA in V. faba,
die mit der cytoplasmatischen mannlichen Sterilitét in Verbindung gebracht wird (PFEIFFER,
1998), zeigen die uUbrigen dsRNA-Molekile keinen phéanotypischen Einflud auf ihre
Wirtspflanzen. MORIYAMA et al., (1996, 1999) bezeichnen diese dsRNAs als endogene
dsRNAs. Sie besitzen keine Proteinhille, weisen Grofzen von mind. 10 kb auf und werden
nicht von ihrer Wirtspflanze kodiert (GIBBS et al., 2000). Sie liegen in einer konstant
niedrigen Konzentration in sémtlichen Geweben der Wirtspflanze aul3er in den Pollen vor und
replizieren unter Verwendung ihrer eigenen RARP. Diese ist in dem einzigen vorhandenen
(grof3en) Leserahmen zusammen mit einer RNA-Helikase codiert. Die Verbreitung von
endogenen dsRNAs erfolgt ausschliefdlich vertika (MORIYAMA et a., 1999; GIBBS et al.,
2000). Da sie nicht mit der WirtssDNA hybridisieren, werden sie als RNA-Replicons
angesehen (MORYAMA et d., 1995).

Neben den endogenen dsRNA konnen in symptomlosen Pflanzen wie z. B. Hopfen oder Klee
(LUISONI et a., 1987) haufig auch kleinere dsRNA-Molekille beobachtet werden. Diese
werden den cryptischen Viren zugeordnet. Hierbei handelt es sich um sphérische virus-
dhnliche Partikel mit einem multipartiten Genom aus 2-3 kb grof3en dsRNA-Molekulen
(GIBBS et al., 2000). Die cryptischen Viren haben ebenfalls keinen Einfluld auf den Phanotyp
ihrer Wirtspflanzen, weisen einen sehr niedrigen Titer in den Wirtsgeweben auf und werden
wie die endogenen dsRNA nur vertikal verbreitet (BOCCARDO et al., 1983).

Auch wenn die Anwesenheit von dsRNA in gesunden, symptomlosen Pflanzen eine dsRNA-
Untersuchung erschweren kann, ist es moglich, durch den Vergleich der dsRNA-Muster
zwischen den erkrankten und gesunden Pflanzen Hinweise auf eine Virusinfektion zu
erhalten. So missen sich die dsSRNA-Muster unterscheiden, wenn in der erkrankten Pflanze,
neben endogenen bzw. cryptischen dsRNAs noch virale dsRNA vorliegt. Ein Hinweis auf die
Natur des Agens der Eberesche kann somit, durch die Isolierung von dsRNA in jedem Fall

erzielt werden.

1.5 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, die virale Natur des unbekannten Ebereschenagens zu bestétigen
und eine ndhere Charakterisierung des Virus auf der Basis molekularbiologischer Verfahren
zu ermoglichen. Da in den bisherigen ELISA- und RT-PCR-Untersuchungen keine
eindeutigen Hinweise auf ein mogliches Virus erzielt werden konnten, mufdte von einem
unbekannten Virus ausgegangen werden. Da es bis heute nicht gelungen war, Viruspartikel
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aus erkrankten Ebereschen zu isolieren sollten die Arbeiten auf der Basis isolierter
dsRNA erfolgen. Erste Hinweise auf dsRNA in erkrankten Ebereschen lagen zudem bereits
durch die Arbeiten von FUHRLING (1994) vor, weswegen die Isolierung von dsRNA eine
gute Ausgangsposition fur die weiteren Arbeiten darstellt. Die Bestéatigung der viralen Natur
des Ebereschenpathogens sollte durch den Nachweis von dsRNA in erkrankten Ebereschen
erfolgen. Auf der Basis isolierter dsRNA sollten dann anschlief3end durch cDNA-Synthese,
Klonierungen und Sequenzierungen Hinweise auf das putative Virus erzielt werden. Als
Modellsystem zur Optimierung der angewendeten Methoden sollte TMV-infizierter Nicotiana
tabacum L. var. Samsun verwendet werden, da dieser, aufgrund der systemischen Infektion
durch TMV, eine hohe Ausbeute an dsRNA gewahrleistet.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Ebereschen

Es wurden Blatt- und Rindenproben von erkrankten und symptomlosen Ebereschen (Sorbus
aucuparia L.) verschiedener Freiland-Standorte verwendet. Die Tabelle 1 gibt eine Ubersicht
Uber die Standorte der erkrankten und symptomlosen Ebereschen in Deutschland, sowie deren
Erntetermine. Die Einteilung der Ebereschen in erkrankt und symptomlos erfolgte nach einer
visuellen Bonitur. Erkrankte Ebereschen wiesen chlorotische Ringflecke, Blattscheckungen
und Blattdeformationen auf. Der Fruchtansatz war haufig erhdht, die Fruchtreife jedoch meist

unvollstandig.

Tabelle 1a: Ubersicht tiber die Standorte erkrankter und symptomloser Ebereschen in

Deutschland, sowie die Erntetermine;

Standorte Ernte 1999 Ernte 2000
Tarpenbek (Hamburg) April April
Rfo. Klévensteen (Hamburg) Mai April
FD. Niendorfer Gehege (Hamburg) Mai Mai
Botanischer Garten (Hamburg) Mai Mai
Insel Amrum (Schleswig-H.) Mai Mai
Fa. Hasloh (Schleswig-H.) Mai Juni
Fa. Karpak (Schleswig-H.) Mai Juni
Fa. Hahnheide (Schleswig-H.) Mai Juni
Ravenna Schlucht (Baden-W.) Juni Juni
Fa. Breitnau (Baden-W.) Juni Juni
Grunewald (Berlin) Juni Juni

2.1.2 Krautige Pflanzen

Es wurden Nicotiana tabacum L. var. Samsun-Pflanzen aus Samen, die freundlicher Weise
von Frau Prof. Dr. Biittner’ (iberlassen wurden, im Gewéchshaus unter natiirlichen
Lichtverhaltnissen, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 50-70% und einer Raumtemperatur
von 16-25°C bis zum 5-8 Blattstadium angezogen und anschliefiend mechanisch mit TMV
infiziert (Kapitel 2.2.1). Zur Uberprifung des TMV-infizierten Inokulationsmaterials wurden
einige der infizierten Tabakpflanzen bis zum Auftreten des charakteristischen Blattmosaiks

kultiviert.

2Humbold Universitat Berlin Institut fiir Gartenbauwissenschaften, FG. Phytomedizin, Berlin
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2.1.3 Verwendete Bakterien und Viren
Fir das TOPO™ TA Cloning® System (Invitrogen; Kapitel 2.2.6) wurde der dem Kit
zugehorige kompetente Echerichia coli (E. coli) Stamm TOP10F verwendet. Fur die
Herstellung der Digoxigenin (Dig)-markierten TMV -spezifischen RNA Sonde wurde der E.
coli Plasmidklon DK 80 verwendet, der freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. E. MaiR® zur
Verfligung gestellt wurde. Die Optimierung der Doppelstrang RNA (dsRNA)-Isolierung und
cDNA-Synthese aus dsRNA erfolgte mit dSRNA des Tabak Mosaik Tobamovirus (Tobacco
Mosaic Virus, TMV), das freundlicherweise von Frau Prof. Dr. Bittner zu Verfiigung gestellt

wurden.

2.1.4 Verwendete Chemikalien

Alle verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders im Text angegeben, von den
Firmen Biomol (Hamburg), Bio Rad (Munchen), Roche (Mannheim), Fluka (Schweiz),
Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (M tinchen) bezogen und
entsprachen dem Reinheitsgrad “zur Analyse”. Puffer und LGsungen wurden mit
deionisiertem Wasser aus einer lonenaustauscheranlage (Milli-Q-Water-Systems, Millipore)
angesetzt und bei Bedarf durch Autoklavieren fiir 20 min. bei 120 °C und 1,2 bar oder durch
Filtration (0,2 pm Porendurchmesser) sterilisiert. Fur die Arbeiten mit Nukleinsduren wurden
die Loésungen, Puffer sowie Wasser vor dem Autoklavieren mit 0,1 % Diethylpyrocabonat
(DEPC) behandelt und Uber Nacht gertihrt. Sofern das Autoklavieren einer Chemikalie nicht
moglich war, wurden die Puffer und Lésungen mit DEPC-behandeltem Wasser angesetzt und

steril filtriert (0,2 um Porendurchmesser).

2.1.5 TMV-gpezifische Dig-mar kierte RNA-Sonden

Die verwendete TMV-spezifische Dig-markierte RNA-Sonde wurde durch in-vitro
Transkription (Kapitel 2.2.15.2) hergestellt. Die 1276 bp grof3e Sonde richtet sich gegen das
30 KD Protein-Gen von TMV und ist Uber eine Hinc Il Schnittstelle in die Multiple Cloning
site des Vektors pT7T3 19U (Roche) einkloniert.

3Universitst Hannover, Institut fiir Pflanzenkrankheiten und Pflanzenschutz/Molekulare Phytopathologie,

Hannover
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2.2 Methoden
2.2.1 Mechanische Infektion von Tabakpflanzen mit TMV

Fur die mechanische Infektion wurden Tabakpflanzen (Nicotiana tabacum L. var. Samsun)
verwendet, die sich im 5-8 Battstadium befanden.

wenig Caborundum (K érnung P320) gleichmal3ig auf den Blattoberflache verteilen
!
50 mg TMV-infiziertes Blattmaterial in einem sterilem M6rser mit 2 ml Inokul ationspuffer
homogenisieren
!
Homogenat mit einen sterilem Pinsel vorsichtig auf der Blattoberfl&chen abreiben

!
Blatter mit Leitungswasser vorsichtig abspilen

Die Ernte des Blattmaterials von Nicotiana tabacum L. var. Samsun erfolgte 10 Tage nach der
Infektion vor dem Auftreten der Symptome. Das Blattmaterial wurde im Anschlul an die
Ernte je nach Verwendung bei —70°C gelagert, oder Gber Calciumchlorid eine Woche lang bel
4°C getrocknet und anschlief3end bei Raumtemperatur gelagert. Das getrocknete, infizierte
Pflanzenmaterial diente der spdteren mechanischen Inokulation von Nicotiana tabacum L.

var. Samsun Jungpflanzen.

Verwendeter Puffer:

| nokulationspuffer:

0,1 M Kaliumphosphat, pH 7,0 hergestellt aus Mischung aquimolarer Mengen von Kalium-
dihydrogenphosphat und Dikaliumhydrogenphosphat.

2.2.2 Ernte und Lagerung von Ebereschen Blatt- und Rindenproben

Bei Blattproben wurde ausschliefdlich Blattmaterial geerntet, das keine Vergilbung oder
Nekrosen sowie Infektionen durch andere Pathogene, wie zum Beispiel Rostpilze aufwies.
Blattproben die von Ebereschen aus dem Botanischen Garten der Universitét Hamburg, dem
Kldvensteen und dem Niendorfer Gehege geerntet wurden, wurden sofort auf Eis gelagert und
gekuhlt transportiert. Um Blattproben von entfernteren Orten zu nehmen wurden immer ganze
Zweige geschnitten und dann in einem mit Wasser geflllten Eimer transportiert Die
Entnahme der Blétter erfolgte erst im Institut. Auch fir die Ernte von Rindenproben wurden

ganze Zweige geschnitten und in Wassereimern transportiert. Thnen wurde im Institut
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vorsichtig mit einem Skalpell die Rinde entfernt und soweit wie mdglich das Kambium
isoliert. Blatt- und Rindenproben wurden, sofern sie nicht direkt verwendet wurden, sofort bei
— 70 °C gelagert.

2.2.3 Nukleinsdureisolierung
Die Isolierung von einzelstrangiger Gesamt-RNA (ssRNA) und doppelstrangiger RNA
(dsRNA) sowie von DNA erfolgte durch verschiedene, fir die jeweilige Art der Nukleinsdure

optimierte, Isolierungsmethoden.

2.2.3.1 1solierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Ebereschen wurde in Anlehnung an CHIRGWIN et al.
(1979) wie folgt durchgefuhrt. Fir die Aufarbeitung wurde sowohl frisch geerntetes als auch
bei — 70 °C gelagertes Pflanzenmaterial verwendet.

5 g Blattmaterial in flUssigem Stickstoff zu einem feinen Pulver zerkleinern
!
in 50 ml Denaturierungspuffer (4°C) auftauen lassen und homogenisieren
!
Homogenat im Ultra Turrax 3 x 15 sec. dispergieren
!
Homogenat zentrifugieren; 10 min., 4000 rpm, 4°C

(Haereus Sepatech, Minifuge RF)

!
Uberstand durch Nylongaze (45 pm Maschenweite, Calbiochem) filtrieren
!
Filtrat zentrifugieren, 10 min., 4000 rpm, 4°C

(Haereus Sepatech, Minifuge RF)

!
Uberstand auf ein 8 ml Casiumchloridkissen (5,4 M CsCl in 0,1 M EDTApgrc) schichten und
zentrifugieren; 22 Std., 25.000 rpm, 18 °C

(L7-55 Beckmann, Rotor SW 28)

!
Uberstand bis zur Halfte des CsCl-Kissen vorsichtig abnehmen, restliche Lésung durch schnelles
Dekantieren entfernen
!
Sediment 5 min. bei Raumtemperatur durch ” Uberkopfstellen” des Zentrifugenrohrchens trocknen
!
300 pl Chloroform und Phenol (1:1) Gemisch in sterilem Eppendorf Reaktionsgefald vorlegen

!
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Boden des Zentrifugati onsréhrchen abschneiden, Sediment mit 300 pl H,Opepc Waschen und in
vorbereitetes Eppendorf Reaktionsgefald Uberfihren
!
RNA mit Chloroform/Phenol extrahieren (Kapitel 2.2.18) und aus der waldrigen Phase falen, tber
Nacht, - 20 °C (Kapitel 2.2.19)
!
zentrifugieren; 40 min., 13.000 rpm, 4°C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
Sediment 2 x mit 70 % Ethanol pepc Waschen und im Speed vac. Concentrator (Savant)
2 min. trocknen
!
in 20 pl HOpepc resuspendieren und Isolierung Uberprifen:
!
RNA Konzentration photometrisch bestimmen (Kapitel 2.2.20)
RNA gelelektrophoretisch auftrennen (Kaptitel 2.2.13.1)
!
RNA bel —20°C lagern
Verwendeter Puffer:

Denaturierungspuffer:

M Guanidinthioacetat (GTC)

0,1 M B-Mercaptoethanol

1 (w/v) % Natriumdodecylsulfat (SDS)

2 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon (unldslich)

2.2.3.2 Etablierung der Isolierung von doppelstrangiger RNA (dsRNA)

Fir die Isolierung von doppelstrangiger RNA (dsRNA) wurden verschiedene Methoden
(LAULHERE und ROZIER, 1976; FALK und TSAI, 1984; COFFIN und COUTTS, 1992;
FUHRING, 1994) erst an TMV-infizierten Tabakblattern etabliert und anschliefend auf ihre
Eignung fur die Isolierung von dsRNA aus Ebereschen getestet. Alle verwendeten Methoden
basierten dabei auf der Methode von MORRIS und DOODS (1979), unterschieden sich aber
unter anderem aber in den verwendeten Homogenisierungspuffern. Es wurde zunédchst die
Methode von FUHRLING (1994) mit verschiedenen Anderungen verwendet, da diese
Methode bereits fir die dsRNA-Isolierung aus Eichen und Ebereschen beschrieben worden
war (FUHRLING, 1994).
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dsRNA-Isolierung nach FUHRLING (1994):

20 g Pflanzenmarterial (frisch oder gelagert bei —70 °C) in fllssigem Stickstoff homogenisieren
!
Zugabe von Homogenisierungsl ésung:
40 ml STEpepc (2 X)
10 ml SDS (10 %)
30 ml STEperc-geséttigtes Phenol
30 ml Chloroform
0,4 ml B-Mercaptoethanol
durch kurzes kréftiges Rihren homogenisieren und schitteln, (KL2, Edmund Bahler); 30 min.,
Raumtemperatur
!
Homogenat zentrifugieren; 20 min. 4000 rpm
(Haereus Sepatech, Minifuge RF)
!
Uberstand mit 96 % Ethanol (f.c. 16 %) und CF11-Celluslose (1 g/15 ml, Sigma) versetzten und
schtteln, 30 min., Raumtemperatur
!
zentrifugieren, 10 min., 4000 rpm, Raumtemperatur
(Haereus Sepatech, Minifuge RF)
!
Uberstand verwerfen, Cellulose in 80 ml STEperc-Ethanol (16%) resuspendieren und schiitteln,
30 min., Raumtemperatur
!
zentrifugieren, 10 min., 4000 rpm, Raumtemperatur
!
Uberstand verwerfen, Cellulose in 80 ml STEpgpc-Ethanol (16%) resuspendieren und schiitteln,
30 min., Raumtemperatur
!
Gemisch in eine 20 ml sterile Einmal spritze (Henke) Uberfiihren, Cellulose trocken laufen lassen und
RestflUissigkeit auspressen
!
dsRNA indrei Schritten mit 15 ml (3, 7 und 5 ml) 1 x STEpgpc-Puffer eluieren, Restfllissigkeit nach
jedem Schritt auspressen
!
Inkubation des Eluats mit DNAse | (2 u/ml Eluat, Roche), 30 min. 37 °C
!
Zugabe von 0,3 Vol 1 M MgCl,-L6sungperc (V/V) und Inkubation mit RNase T, (2 w/ml Eluat, Roche),
30 min., 37 °C
!
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Eluat mit 0,59 Cellulose, 96 % Ethanal (f.c. 16%) und 0,03 Vol 0,5M EDTA versetzen und
schitteln, 20 min., Raumtemperatur
!
Gemisch in eine 20 ml sterile Einmal spritze tberfuhren, Cellul ose trocken laufen lassen und
RestflUissigkeit auspressen

!

Cellulose mit 25 ml 1 x STEpgpc-Ethanol (16%) waschen, anschlief3end trocken pressen
!

dsRNA eluieren mit 2 ml STEpepc-Puffer in 5 Schritten a 400 pl, dsRNA aus dem Eluat fallen Gber
Nacht, -20°C (Kapitel 2.2.19)
!
zentrifugieren, 40 min., 13.000 rpm, 4°C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)

!

Sediment 2 x mit 70 % Ethanol pepc Waschen und im Speed vac. Concentrator (Savant)

2 min. trocknen
!
dsRNA in 20 pl HxOpepc resuspendieren und Isolierung tberpriifen:
!
a) dsRNA-K onzentration photometrisch bestimmen (Kapitel 2.2.20)
b) gelelektrophoretische Auftrennung (Kaptitel 2.2.13.2)

Die dsRNA wurde bei — 20 °C gelagert.

Verwendete Puffer und L 6sungen:

STEpepc (10 X):

0,5M Tris

1 M NaCl

10 mM EDTA

mit 0,1 % DEPC versetzten, Uber Nacht riihren und autoklavieren

STE-Puffer (1 x):
100 ml 10 x STEDEPC

STE-Ethanol (16%):
100 ml 10 x STEDEPC
174 ml 96 % Ethanol
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STE (2 x) Puffer:
200 ml STEpepc (10 X)

Folgende Modifikationen der dsRNA-Isolierung nach FUHRLING (1994) wurden
getestet:

1) Verwendung der RNase A* (3,5 pg/ ml, Roche) anstelle der RNase T,

2) Zugabe von 0,5 % (w/v) PV P (unldsliche hochmolekulare cross-link Form von PVP,
Sigma) zum Homogenat.

3) Unterstitzung der dsRNA-Falung mit 1 pl Glycogen (20mg/ml, Roche) auf 100 pl
Fallungsansatz

44) Erhéhung der Cellulose-Konzentration auf 2 g/20 ml, Verwendung von 0,5 % PVP und
der RNaseA sowie Durchfihrung des DNA- und RNA-Verdau im Anschluf an die Isolierung
in 200 pl einer 300 MM MgCl,-Ldsung.

4b) zusdtzlich zu 4a Verringerung der Viskositét des Homogenates durch eine variable
Erhéhung der Homogenisierungspuffermenge

*Vor Verwendung der RNaseA wurde zunéchst die Stabilitde der dsRNA bel
unterschiedlichen RNaseA- und MgCl,-Konzentrationen Uberprift und dabei gleichzeitig die
optimale RNaseA- und MgCl,-Konzentration fir einen effektiven Verdau enzelstrangiger
RNA ermittelt. Hierfir wurden 50 ng TMV-dsRNA verwendet, die mit der Methode von
FUHRLING (1994) unter AusschluB des RNA-Verdaus isoliert wurden. Die Inkubation (1
Std. bei 37 °C) der dsRNA erfolgte mit unterschiedlichen RNaseA-Konzentrationen (0,35
pug/pl, 3,5 pg/pl und 35 pg/ul) bei konstanter MgCl,-Konzentration von 300 mM, sowie
unterschiedlichen MgCl,-Konzentrationen (O mM, 30 mM, 100 mM 300 mM) bel konstanter
RNaseA-Konzentration (3,5 pg/ul).

dsRNA-Isolierung nach LAULHERE und ROZIER (1976):
Homogenisierungspuffer:
40 ml Puffer bestehend aus; 0,5 M NaCl
0,2M TrispH 7,5
0,01 M MgCl,
5 ml H2Opgpc
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0,8 ml B-Mercaptoethanol
3% SDS (w/v)
Das Homogenat wurde 10 min bel 37 °C inkubiert, anschlief3end mit 1 Vol Chloroform
versetzt, 30 min bei Raumtemperatur geschittelt und weiter entsprechend der Angaben von
FUHRLING (1994) bearbeitet.

dsRNA-Isolierung nach FALK und TSAI (1984):

Homogenisierungspuffer:

40 ml STE (1x)

8 ml SDS (10 %)

40 ml frisch angesetztes Wasser-geséttigtes Phenol (pH 7,0) mit 0,1 % (v/v) 8-Hydroxy-
chinoline

Der Verdau von RNA und DNA wurde im Anschlufd an die Isolierung in einer 300 mM
MgCl-Losung durchgefihrt. Ansonsten entspricht diese Methode der Methode von
FUHRLING (1994).

dsRNA-Isolierung nach COFFIN und COUTTS (1992):
Homogenisierungspuffer:
30 ml GPS-Puffer (4 °C) bestehend aus 200 mM Glycin
100 mM NaPHO4
600 mM NaCl
pH 9,5
30 ml GPS-geséttigtes Phenol
30 ml Chloroform/Isoamylakohol (24:1)
7,5ml SDS (10 %)
0,75 ml B-Mercaptoethanol
Das zerkleinerte Pflanzenmaterial wurde 1 Std. bel 4 °C im Homogenisierungspuffer gertihrt
und anschliefend weiter nach den Angaben von FUHRLING (1994) bearbeitet. Der Verdau
von RNA und DNA wurde dabel im Anschlul? an die Isolierung in einer 300 mM NaCl-
LOsung durchgefihrt.

Fur die Isolierung von dsRNA aus Ebereschen konnte ein Verfahren etabliert werden, das auf
der Modifikation 4 der Methode von FUHRLING (1994) und der Methode von LAULHERE
und ROZIER (1976) beruht und nachfolgend beschrieben ist:
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20 g Pflanzenmarterial (frisch oder gelagert bei —70 °C) in flussigem Stickstoff pulverisieren
!
in 40 ml Homogenisierungspuffer (37 °C) durch kurzes kréftiges Riihren homogenisieren und
inkubieren; 10 min., 37°C
!
40 ml Chloroform/lsoamylalkohol (24:1) zugeben und rdhren; 30 min. Raumtemperatur
!
Homogenat zentrifugieren; 20 min. 4000 rpm
(Haereus Sepatech, Minifuge RF)
!
schleimige Oberphase vorsichtig entfernen und den restlichen Uberstand mit 2 g CF11-Celluslose
(Sigma) und 96 % Ethanol (f.c. 16 %) versetzen und schitteln (KL2, Edmund Bahler); 30 min.,
Raumtemperatur
!
zentrifugieren, 10 min., 4000 rpm, Raumtemperatur
(Haereus Sepatech, Minifuge RF)
!
Uberstand verwerfen, Cellulose in 80 ml STEperc-Ethanol (16%) resuspendieren und schiitteln,
10 min., Raumtemperatur
!
zentrifugieren, 10 min., 4000 rpm, Raumtemperatur
!
Uberstand verwerfen, Cellulose-Waschritt sechs mal wiederholen
!
Gemisch in eine 20 ml sterile Einmal spritze (Henke) Uberfihren, Cellulose trocken laufen lassen und
Restfllissigkeit auspressen
!
dsRNA in drei Schritten mit 15 ml 1 x STEpgpc-Puffer (3, 7 und 5 ml) eluieren, Restflussigkeit nach
jedem Schritt auspressen
!
Eluat mit 0,59 Cellulose 96 % Ethanol (f. c. 16%) versetzen und schitteln, 30 min., Raumtemperatur
!
Gemisch in eine 20 ml sterile Einmalspritze tberfihren, Cellulose trocken laufen lassen und
RestflUssigkeit auspressen
!
Cellulose mit 50 ml 1 x STEpgpc-Ethanol (16%) waschen, anschlief3end trocken pressen
!
dsRNA eluieren mit 2 ml STEpepc-Puffer in 5 Schritten a 400 pl und féllen Gber Nacht, -20°C (K apitel
2.2.19)
!
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zentrifugieren, 40 min., 13.000 rpm, 4°C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
Sediment 2 x mit 70 % Ethanol pepc Waschen und im Speed vac. Concentrator (Savant)
2 min. trocknen
!
in 138 pl H,Opepc resuspendieren
!
60 ul 1 M MgCl,-L6ésungpepc (f.c. 300 mM) und 2 pl RNase A (3,5 pg/ml) zugeben und inkubieren,
40 min, 37 °C
!
20 u DNase | RNase free (Roche) zugeben und inkubieren, 40 min, 37 °C
!
dsRNA mit Chloroform/Phenol extrahieren (Kapitel 2.2.18) und aus der waldrigen Phase Uber Nacht
falen, - 20°C (Kapitel 2.2.19)
!
dsRNA in 20 pl HxOpepc resuspendieren und Isolierung tberpriifen:
!
a) dsRNA-Konzentration photometrisch bestimmen (Kapitel 2.2.20)
b) gelelektrophoretische Auftrennung (Kaptitel 2.2.13.2)

Die dsRNA wurde bei —20 °C gelagert

Verwendete Puffer und L 6sungen:

STEDEPC (10 X)Z
Siehe Methode von FUHRLING (1994)

2 X STEpepc-SDS Puffer:
200 ml 10 x STEDEPC
3% (w/v) SDS

mit H>Opepc auf 1000 ml auffiillen, steril filtrieren

Homogenisierungspuffer
40ml 2x STEDEpc-SDS-PUffer
1% (w/v) PVP (unléslich)

0,8 ml 3-Mercaptoethanol
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STEDEpc-PUffeI’ (1 x):
Siehe Methode von FUHRLING (1994)

STEDEP(;- Ethanol (16%)
Siehe Methode von FUHRLING (1994)

2.2.3.3 1solierung von genomischer DNA

Genomische-DNA wurde mit dem "Invisorb Spin Plant-Kit” von Invitek entsprechend der
Angaben des Herstellers aus Bléttern erkrankter und symptomloser Ebereschen isoliert und in
Aliquots von 20 pl bei — 20 °C gelagert. 1/10 Vol des Ansatzes wurde zur Uberprifung der
Isolierung gelel ektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 2.2.13.2).

2.2.3.4 Plasmidisolierung

Es wurden die Plasmide von zwei verschiedenen E. coli-Kulturenisoliert (vgl. Kapitel 2.1.3).

|. Anzucht des E. coli-Stammes TOP10F und des Plasmidklons DK 80 :

Der Plasmidklon DK80 wurde zur Isolierung einer Reinkultur aus Glycerol Stammkulturen

auf LB IHI-Ampicillin (150 mg/ml) Festagar-Platten (als Verdinnungsausstrich) mit einer
sterilen Impfése Ubertragen und Gber Nacht bel 37 °C inkubiert. Einzelkolonien dieser Platten
wurden in Erlenmeyerkolben mit 20 ml LB III-Ampicillin (150 mg/ml) Flissigmedium
uberfuhrt und ebenfalls Uber Nacht bel 37 °C im Thermoschittler GFL inkubiert. E. coli
TOP10F" Zellen wurden al's kompetente Zellen von der Firma Invitrogen mit dem " TOPO-TA
Cloning™”
(150 mg/ml) Platten Uber Nacht bei 37 °C kultiviert. Von weil3en Einzelkolonien wurden
ebenfalls 20 ml LB II1-Ampicillin (150 mg/ml) Flissigkulturen angesetzt und Uber Nacht bel

37 °C kultiviert.

-Kit erworben und nach der Transformation (Kapitel 2.2.6) auf LB Il1-Ampicillin

I1. Plasmidisolierung:

Die Plasmidisolierung wurde als Minipréperation in Anlehnung an BIRNBOIM und DOLY
(1979) durchgefihrt.

1,5 ml Ubernachtkultur zentrifugieren, 2 min. 13.000 rpm, Raumtemperatur
!
Uberstand verwerfen (zur Entsorgung autoklavieren)
!
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Sediment in 250 pl TELT-Lysis Puffer (4°C) resuspendieren

!
25 ul frische Lysozyml6sung zugeben, vortexen und inkubieren:
5min. auf Eis
!
2 min. im siedenen Wasserbad erhitzen
!
in einem Eis/Wasser-Gemisch abkuihlen, 5 min.
!
zentrifugieren, 10 min, 13.000 rpm, Raumtemperatur
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
schleimiges Sediment mit sterilem Zahnstocher entfernen (zur Entsorgung autoklavieren)
!
Uberstand mit Phenol/Chloroform extrahieren (K apitel 2.2.18)

!

waldrige Phase mit 1 Vol Isopropanol (—20°C) versetzen
!

zentrifugieren; 20 min., 13.000 rpm, 4°C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
Sediment 2 x mit 70 % Ethanol perc Waschen und im Speed vac Concentrator (Savant) 2 in. trocknen
!
Sediment in 10 pl H,Operc resuspendieren und Plasmidisolierung Uberprifen:
!
a) DNA-K onzentration photometrisch bestimmen (Kapitel 2.2.20)
b) gelelektrophoretisch Auftrennung (Kaptitel 2.2.13.2)

Die isolierten Plasmide wurden bel — 20°C gelagert.

Verwendete Puffer Ldsungen und Medien:

LB 111 (Luria Bertani) Fertig-FlUssigmedium (Sigma)

LB Il (LuriaBertani) Fertig-Medium (Sigma)

TELT-Lysis Puffer:

50 mM TrisHCI, pH 7,5

52,5 M (w/v) Ethylendiaminotetraacetat (EDTA)
2,5M (w/v) Lithiumchlorid




autoklavieren und mit 0,4 % (v/v) Triton X 100 versetzten

1 %ige Lysozyml 6sung:

1 mg/ ml Lysozym in HoOpgpc direkt vor der Aufarbeitung ansetzten

2.2.4 cDNA-Synthese auf der Basis von dsRNA

Es wurden Versuche zur cDNA-Synthese und nachfolgender Klonierung der cDNA
vorgenommen, um eine Charakterisierung des putativen Agens zu erzielen. Ausgehend von
isolierter dsRNA wurde cDNA mit Hilfe des "Universa RiboClone® cDNA Synthesis
System” von Promega nach Angaben des Herstellers, unter Verwendung von Random Primer
synthetisiert. AnschlieRend erfolgte entsprechend der Angaben im "Universal RiboClone®
cDNA Synthesis System” (Promega), eine Ligierung von EcoRI-Adaptern an die cDNA.
Diese Methode wurde zunéchst mit 500 ng dsRNA von TMV, mit den nachfolgend
beschriebenen Anderungen optimiert und anschliefend fur die cDNA-Synthese aus dsRNA
von Ebereschen verwendet.

cDNA-Synthese und EcoRI Adapter Ligation modifizierte nach Promega:

Im Rahmen der cDNA-Synthese nach Promega wurden, aufgrund der wesentlich geringeren
Konzentration an verfugbarer dsRNA, im Vergleich zu der im Kit angegebenen
einzusetzenden RNA-Ausgangskonzentration von 2 ug folgende Anderungen vorgenommen.
Die dsRNA wurde fur die Denaturierung 3 min. im kochenden Wasser erhitzt und
anschliefend auf Eis bis zur weiteren Verwendung gelagert. Im Anschlul3 an die im Kit
angegebene Grolen-Fraktionierung der synthetisierten cDNA erfolgte eine weitere Féllung
Uber Nacht mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol Ethanolys (-20 °C). Die
resuspendierte cDNA wurde komplett fur die Adapter-Ligation verwendet. Nach der
Entfernung der (iberschiissigen Adapter mit einer Sephacryl” S-400 Saule (Promega) erfolgte
eine erneute Fallung der ligierte cODNA mit 0,1 Vol 3 M Natriumacetat und 2,5 Vol Ethanol y,s
(-20 °C) Uber Nacht.

2.2.4.1 Klonierung von cDNA-Fragmenten mit dem "TOPO TA Cloning” -Kit
(Invitrogen)

Fur die Klonierung der ligierten cDNA wurde eine Strategie entwickelt, bei der die
Konzentration der cDNA zunéchst durch eine PCR-Reaktion erhdht wurde. Hierfur wurden
Primer gegen den EcoRI-Adapter abgeleitet und bei der Firma Metabion in Auftrag gegeben.
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Im Anschlul? an die PCR mit dem EcoRI-Primer (5-CCGTTGCTGTCG-3") efolgt die
direkte Klonierung der PCR-Fragmente in den "pCR"2.1 TOPO" Cloning” Vektors des
"TOPO TA Cloning” -Kit von Invitrogen. Die Etablierung dieser Klonierungsstrategie wurde
erneut mit der ligierten cDNA aus TMV-dsRNA durchgefihrt. Anschlief3end wurde die
Strategie fur die Klonierung der cDNA des Ebereschenagens verwendet. Fir die EcoRI-PCR
wurde jewells der gesamte EcoRI-Ligationsansatz aus Kapitel 2.2.4 verwendet. Als Kontrolle
der EcoRI-PCR wurde Acl857 Sam7 Wildtyp Lambda DNA (Stratagene) verwendet, die mit
dem Restriktionsenzym Alul (MBI) geschnitten und anschlief3end mit EcoRI-Adpater nach

Angaben von Promega ligiert worden war.

PCR mit EcoRI-spezifischer Primer:

PCR-Reaktion:

83,5 ul HOperc

2 ul (50 ng) ligierte Lambda DNA oder 2 ul der ligierten cDNA
2 Ul EcoRI-Primer (20 mM)

2 pl dNTP Mix (10 mM, MBI)

10 ul 10 PCR-Puffer (Roche)

0,5 pl Tag Polymerase (5 u/ul, Roche)

PCR-Programm:

3min. 94 °C

0,5min. 48°C

2min. 72°C 30 x
0,5min. 94 °C

1min. 48°C

5min. 72°C

2.2.5 PCR mit degenerierten Oligonukleotid Primern (DOP-PCR)

Alternativ zu der in dem Kapitel 2.2.4 beschriebenen cDNA-Synthese wurde versucht, mit
Hilfe der DOP-PCR und anschlief3ender Klonierung der PCR-Produkte (Kapitel 2.2.6) eine
Charakterisierung des putativen Agens zu erzielen. Die DOP-PCR ermoglicht die direkte

Amplifikation eines unbekannten DNA-Templates durch den Einsatz eines universellen
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Primers, der eine 6 Nukleotid lange degenerierte Region enthdt (DOP-Primer: 5-CCG
ACT GCA GNN NNN NAT GTGG-3"; N=A, C, G oder T).
Es wurde ein DOP-PCR-Programm modifiziert nach den Angaben des "DOP-PCR Master
Kit” von Roche verwendet. Die DOP-PCR-Untersuchungen wurden im Eppendorf Gradient
Mastercycler durchgefihrt.

DOP-PCR Resaktionsansatz:

40,5 ul HyOpepc

1 pul DNA (1 ng/ul)

2 il DOP-Primer (f. c. 20 pmol)

1 pl dNTP-Mix (10 mM, MBI)

5 ul 10 x Reaktionspuffer (AGS Hybaid)

0,5 pl Tag DNA-Polymerase (4u/ul, AGS Hybaid)

DOP-PCR Protokoll modifiziert nach Roche:
5min. 95 °C

1min. 94 °C
1,5min. 30 °C

3 min. 30 °C-72 °C*
3min. 72°C

Erster Zyklus. 5 x

1min. 94 °C
1 min. 62 °C Zweiter Zyklus: 35 x

2min. 72 °C (+ 14 sec. pro Zyklus)

7min. 72 °C
o0 4°C

*Temperaturanstieg: 30 °C auf 40 °C mit 1 °C-Schritten und 3 sec. pro Schritt;
40 °C auf 72 °C mit 2 °C-Schritten und 4 sec. pro Schritt.

Entsprechend der Angaben von Dr. M. ROTT* (persdnliche Mitteilung, 1999) wurden auch
Varianten des DOP-Primer verwendet, bei denen ein oder zwei Nukleotide am 3 Ende
fehlten:

“Biologische Bundesanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft, Institut fiir Pflanzenschutz im Obstbau, Dossenheim



DOP-Primer 1 (21 mer):
5-CCG ACT GCA GNN NNN NAT GTG-3

DOP-Primer 2 (20 mer):
5-CCG ACT GCA GNN NNN NAT GT-3
N=A,C,Goder T

2.2.5.1 Reverse-Transkription-DOP-PCR

Die Etablierung der RT-DOP-PCR erfolgte mit der durch Gelelution aufgereinigten (Kapitel
2.2.14) 6,4 kb grofien dsRNA-Bande von TMV. Fiur die RT-DOP-PCR mit Ebereschen-
dsRNA wurde sowohl die gesamte dsRNA fir die Erststrang-Synthese verwendet, als auch
dsRNA-Banden, die zuvor aus einem Agarosegel eluiert worden waren. Die Reverese
Transkription wurde wie folgt durchgefiihrt.

10 ng dsRNA mit 0,5 pg/pl Randomprimer in einem 11,5 pl Reaktionsansatz dentaurieren, 5 min. in
einem siedenden Wasserbad
!
dsRNA/Primer-Gemisch sofort auf Eis tiberfithren und abkiihlen; 2 min.

!

4l 5 x RT-Puffer (Roche), 2 ul DTT (100 mM), 1 pl dNTP-Mix (10 mM, MBI), 0,5 pl RNasin (40

wul, Promega) sowie 1 pl Expand Reverse Transkriptase (50 u/pl, Roche) zugeben
!
inkubieren: 10 min 25 °C, 10 min. 37°C, 1 h, 42 °C

"Altenativ wurde in den Etablierungsversuchen mit der TMV-dsRNA das denaturierte dsRNA/Primer-Gemisch
von 99 °C auf 37 °C (bzw. in Parallelversuchen von 99 °C auf 25 °C) mit 2 °C Schritten und je 2 sec. pro Schritt,
im Eppendorf Gradient Master Cycler, abgekihlt und anschlief3end auf Eis gestellt.

Fur die anschlief3ende DOP-PCR (Vgl. Kapitel 2.2.6) wurden 2 pl aus der TMV-Erststrang-
Synthese bzw. 4 ul aus der Ebereschen-Erststrang-Synthese in einem 50 ul Reaktionsansatz

verwendet. Im Anschlul3 an die DOP-PCR wurden die PCR-Produkte gelelektrophoretisch
Uberprift (2.2.13.2) und kloniert (Kapitel 2.2.6).

2.2.6 TOPO-TA-Cloning

Die Klonierung der PCR-Produkte erfolgte mit dem ” TOPO TA Cloning™ Kit von Invitrogen
entsprechend der Angaben des Herstellers (V ektorkarte siehe Anhang Kapitel 7.1). Die Lange
der Klonierungsreaktion wurde in Abhangigkeit zu der Gréle des zu klonierenden PCR-
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Produktes zwischen 5 min. (be PCR-Produkte bis 1 kb) und 15 min. (bel PCR-
Produkten von 3-4 kb) gewahlt.
Die Anzucht der transformierten Bakterien erfolgte auf X-Gal- und IPTG-beschichteten LB
Il Platten mit 150 mg/ml Ampicillin entsprechend der Angaben im "TOPO-TA Cloning™-
Manual” bei 37 °C Uber Nacht.

2.2.7 Kolonie-Screening:
Eine erfolgreiche Klonierung wurde durch das Blau-Weil3-Screening Uberpriift. Nur weil3e

Kolonien wurden in weiteren Untersuchungen auf die Virusspezifitét ihrer Insert getestet.

) PCR mit vektor spezifischen M 13-Primern:

Wei3e Kolonien wurden mit vektorspezifischen M13-Primern in einer PCR, entsprechend der
Angaben im "TOPO-TA Cloning”-Manual”, auf die GroRe ihrer Inserts hin getestet. Fiir die
PCR wurden die Einzelkolonien direkt verwendet. Sie wurden in den fertigen PCR-Ansatz
mit einer sterilen Pipettenspitze nach Beeimpfung einer neuen LB IlI-Ampicillin Platte
(Masterplate) Uberfihrt.

11) Uberpriifung von rekombinanten Klonen durch Koloniefilter-Hybridisierungen:

Fir den Nachweis der Virusspezifitdt rekombinanter Klone wurden Koloniefilter-
Hybridisierungen mit einer ECL-markierten-dsRNA-Sonde (Kapitel 2.2.15.3), modifiziert
nach Amersham LIFE SCIENCE (ECL" direct nucleic acid labelling and detection systems)
durchgefiihrt (Kapitel 2.2.16.2).

111) Uber priifung von rekombinanten Klonen durch Northern-Hybridisierungen:

Zur weiteren Uberpriifung der Virusspezifitdt wurden Dig-markierten RNA-Sonden (Kapitel
2.2.16.2) von den rekombinanten Klonen, die in der Kolonie-Filter-Hybridisierung positiv
reagiert hatten, hergestellt und in Northern-Hybridisierungen mit gelelektrophoretisch
aufgetrennter Gesamt-RNA (Kapitel 2.2.16 und 2.2.16.1) aus infizierten und symptomlosen
Ebereschen getestet.

V) Uberpriifung von rekombinanten Klonen durch Southern-Hybridisierung:

Um auszuschlief3en, dal3 die klonierten cDNA Fragmente von einem Gen der Eberesche

stammen, das im Zuge der Infektion aktiviert wird, wurden Southern-Blot-Analysen mit
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restringierter genomischer DNA (Kapitel 2.2.16 und 2.2.17) aus erkrankten und

symptomlosen Ebereschen durchgefiihrt.

2.2.8 Lagerung von virusspezifischen TOPO-TA Klonen:

Von Klonen, die in allen Untersuchungen eindeutig virusspezifisch reagiert hatten wurden
Glycerolstocks (50 % Glycerol) angelegt. Hierfir wurden Flussigkulturen mit einzelnen
Bakterienkolonien von der Masterplate (Kapitel 2.2.7) geimpft, tber Nacht bei 37 °C inkubiert
und anschlief3end jeweils 0,5 ml in sterile Eppendorf Reaktionsgefél3e tberfihrt, in denen 0,5 ml
steriles Glycerol vorgelegt worden war. Die Eppendorf Reaktionsgeféle wurden kréftig gemischt,
in flissigem Stickstoff schock gefroren und bei — 70 °C gelagert.

2.2.9 Sequenzierung

Alle virusspezifischen Klone wurden mit der Methode nach SANGER et a. (1977) sequenziert,
wobei sowohl aufgereinigte PCR-Produkte als auch isolierte Plasmide fur die Sequenzierung
verwendet wurden. Die Aufreinigung der PCR-Produkte erfolgte mit dem MicroSpin™
CombiPack (Pharmacia/Biotech) nach Angaben des Herstellers. Anschliefend wurde die
Aufreinigung gelelektrophoretisch Gberprift (Kapitel 2.2.13.2). Die Sequenzierungen wurden im
Mastercycler Gradient von Eppendorf unter Verwendung der vektorspezifischen M13-Primer oder

klonspezifischer Primer durchgefihrt.

20 pl PCR-Reaktionsansatz:
500 ng Plasmid bzw. 200-250 ng PCR-Produkt
3 ul Primer (5 pmol)

2 ul Big Dye
6 ul Half Therme

Sequenzmarkierungs-Reaktion unter V erwendung der vektorspezifischen M 13-Primer:
3 min. 96 °C

20sec. 50 °C

4 min. 60 °C

20 sec. 96 °C

20sec. 50°C

4 min. 60 °C

4°C oo

25X
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Be der Verwendung klonspezifischer Primer wurde die Annealingtemperaturen
entsprechend der Angaben fir den jeweiligen Primer variiert (vgl. Kapitel 2.2.10).

Im Anschluf3 an die Sequenzmarkierungs-Reaktion wurden die PCR-Produkte aufgereinigt:

PCR-Ansatz mit H,Opgpc auf 100 pl auffillen
!
10 pl 3 M Natriumacetat pH 5,3 und 250 pl Ethanol absolut (Raumtemperatur) zuftigen und

zentrifugieren, 20 min. 15000 rpm Raumtemperatur

!
Sediment mit 70 % Ethanol waschen

!

zentrifugieren 10 min. 15000 rpm, Raumtemperatur

Uberstand verwerfen und Sediment im Speed Vac Concentrator (Savant) 2 min. trocknen.

Die gereinigten und getrockneten PCR-Fragmente wurden an das Institut fir Zellbiologie und
Klinische Neurobiologie der Universitit Hamburg gesandt und dort mit einem DNA
Sequencer (Applied Biosystems, Model 370A/373A) ausgewertet. Sequenzvergleiche mit der
NCBI Blast Search Datenbank sowie der EMBL Fasta3 Datenbank erfolgten mit Hilfe des
Computerprogramm DNASIS, PROSIS und Lasergene 1997 das freundlicher Weise von Dr.
T. Dresselhaus® zur Verfiigung gestellt wurde. Vor dem Ablgeich der Sequenzen mit der
Datenbank wurden alle vektorspezifischen Sequenzen entfernt.

2.2.10 RT-PCR mit den virusspezifischen Primern

Fir die RT-PCR-Untersuchungen wurden Primer mit Hilfe des Computerprogammes Oligo 4
von den Sequenzen abgel eitet. Es wurden ausschliefdlich Primer verwendet die einen Mindest-
G/C-Gehalt von 50 % und eine Annealingtemperatur von mind. 50 °C aufwiesen. Die
Synthese der Primer wurde bei der Firma Metabion in Auftrag gegeben.

Folgende Primer wurden von den unter schiedlichen Klonen abgeleitet:
Klon VV272_33-spezifische Primer

33_401LP: 5°-CCA ATG ATT CCA GAC ACG-3 (GSP-Primer_1*)
33_195UP: 5-CTC AAC TGT GGG GCA TAA TC -3 (GSP-Primer_2)

*Universitat Hamburg, Institut fir Allgemeine Botanik, Hamburg
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Klone V283 _2/1 spezifische Primer:
2/1 120LP: 5°-CAA TGT GTG GCA ACT GTC AG-3" (GSP Primer_1)
2/1 AUP.5-GTG GGG TTATTT AGC TGG TG-3" (GSP-Primer_2)

Klon V492 21 spezifische Primer:

195UP: 5°-CTC AAC TGT GGG GCA TAATC -3
519LP: 5-CAC ACC GCT GCA GAA CAT G-3
472 UP. 5'-CTG TGA GAT AGA GCA AGT T-3
506_UP: 5-CTA TAT CCCAACTTGTACTT-3

Klon V571 10 spezifische Primer:

473 FP: 5-GTT AGT TTC GGG CGA TTA CAT-3

358 RP: 5-CCA ATG CAT GTGAAC TTA GTG-3" (GSP Primer_1)
410 RP: 5°-CAT CGT CTA TAA CAT CTT CA-3

411 FP: 5-GCA ACT AAT CCA TACCTCAC-3

1485 FP: 5'-CCC ATA TCT AGC GAC ACT-3" (GSP Primer_2)
1596 FP: 5-GCA ATC ACT CTA AAT C-3

*Die Angabe GSP-Primer bezieht sich auf die fur die RACE-Untersuchungen verwendeten Primer (Kapitel:
2.2.12). Von jedem Klon, der fur die RACE-Untersuchungen verwendet wurde, wurde jeweils ein GSP Primer 1

und 2 abgeleitet.

Jede Primer-Kombination wurde zunéchst auf ihrem jeweiligen Plasmid in einer Gradienten-
PCR im Gradient Mastercycler der Firma Eppendorf optimiert. Es wurde das nachfolgend
beschriebene PCR-Programm fir die verschiedenen Gradienten-PCR-Reaktionen verwendet.
Die jeweiligen Annealingtemperaturen, auf denen der Gradient aufgebaut wurde, richteten
sich nach den Angaben der Firma Metabion und sind nachfolgend fur die verschiedenen

Primerkombinationen dargestel|t.

Annealingtemperaturen der verwendeten Primerkombinationen:
401_LP/195 UP: 53°C

2/1_120LP/2/1_4UP: 57 °C

519 LP/195UP: 55°C

472_UP/506_UP: 53°C

358 RP/473_FP: 56 °C

410 RP/411_FP: 55 °C

358 RP/1485 FP: 54°C

358 RP/1596 FP: 54 °C
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Gradienten-PCR Reaktion:
50 pl Reaktionsansatz:
40,5 ul HoOpepc
1 pl Plasmid (50 ng)
1 pl dNTP-Mix (10 mM, MBI)
1 ul Upper Primer (20 mM)

1 pl Lower Primer (20 mM)
5 ul 10 x Reaktionspuffer (AGS Hybaid)
0,5 ul Tag DNA-Polymerase (4u/pl, AGS Hybaid)

PCR-Reaktion:
3min. 94 °C

1 min. 10 Stufengradient ausgehend von der jeweiligen Annealingtemperatur

1,5min. 72°C 30 x
0,5min. 94 °C

1min.53,7°C

7min. 72°C

4°Coo

Nach der Etablierung der PCR-Reaktionen wurden die Primer in RT-PCR-Reaktionen mit der
Gesamt-RNA erkrankter und symptomloser Ebereschen getestet.

) RT-PCR mit den virusspezifischen Primern vom Klon V272 33:

Unter Verwendung der Klon V27233 spezifischen Primer wurde eine RT-PCR auf der Basis
von Gesamt-RNA entwickelt. Die Reverse Transkription sowie die nachfolgende PCR

wurden im Mastercycler Gradient der Eppendorf durchgefihrt.

Reverse Transkription mit dem Klon V272 33 spezifischen Primer 401 LP:

Fur die Reverse Transkription wurde der 401 _LP Primer verwendet.



6 ug Gesamt RNA mit 1 pl 401 _LP Primer (20 mM) in einem Volumen von 11,5 pl
denaturieren, 3 min im siedenden Wasserbad

!
sofort abkiihlen, 2 min, auf Eis
!
4 1l 5 x Reverse Transkriptionspuffer (Roche), 2 ul DTT (100 mM, Roche), 1 pul dNTP-Mix (10 mM,
MBI), 0,5 ul RNasin (40 u/pl, Promega) und 1 pl Expand Reverse Transkriptase (50u/ul, Roche)
zugeben und inkubieren, 1 h, 42 °C

PCR Reaktion mit den Klon V272 33 spezifischen Primern 195UP und 401LP:

50 ul Reaktionsansatz:

38,5 pl HOperc

3 Ul Reverse Transkription

1 pl dNTP-Mix (10 mM, MBI)

1 pl 195 UP (20 mM)

1 pl 401 LP (20 mM)

5 ul 10 x Reaktionspuffer (AGS Hybaid)

0,5 ul Tag DNA-Polymerase (4u/pl, AGS Hybaid)

PCR-Resaktion:

3min. 94 °C

1 min. 53,7 °C

1,5min. 72°C 30 x
0,5min. 94 °C

1 min. 53,7 °C

7min. 72°C

4°C o

1Y RT-PCR mit den virusspezifischen Primern vom Klon V283 2/1:

Die RT-PCR wurde entsprechend der Angaben unter Punkt | mit folgenden Anderungen
durchgefihrt. Fur die Reverse Transkription wurde der Primer 2/1_120LP Primer verwendet
und die Annealingtemperatur der PCR-Reaktion betrug 57°C.
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[11) RT-PCR mit den virusspezifischen Primern vom Klon V492 21:

Die RT-PCR wurde entsprechend der Angaben unter Punkt | mit folgenden Anderungen fir
die verschiedenen Primerpaare durchgefihrt. Die spezifischen Parameter der einzelnen RT-
PCR-Reaktionen sind in der nachfolgenden Tabelle 3 angegeben.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die Verwendung der Klon V492_21 spezifischen Primerpaare.

Primer paar Primer der Reversen Annealingtemperatur der PCR
Transkription
519 LP/195 UP 519 LP 57°C
472 UP/506_UP Nicht durchgefihrt 53°C

Das Primerpaar 472_UP/506_UP wurde nur fUr die Sequenzierung verwendet. Aus diesem

Grund wurde keine Reverse Transkription durchgefthrt.

V) PCR mit den virusspezifischen Primern vom Klon V571 10:

Die PCR wurde entsprechend der Angaben unter Punkt | mit den nachfolgend, fur die
verschiedenen Primerpaare angegebenen Annealingtemperaturen durchgefihrt. Alle Primer
wurden nur fur die Sequenzierung verwendet, weswegen keine Reversen Transkriptionen
durchgefthrt wurden.

358 RP/473 FP: 60 °C

410 RP/411 FP:55°C

358 RP/1485 FP: 54 °C

358 RP/1596 FP: 54 °C
Fur das Primerpaar 358 RP/743 FP wurde aufgrund der erwarteten Produktgrof3e von ca.
1800 bp eine Elongationszeit von 2 min. gewahit.

2.211 RT-PCR-Untersuchungen zum Verbinden von Klon V272 33 und
V283 2/1

Da die Klone V272 33 und V283 2/1 in den Sequenzanalysen keine Uberlappungen
aufwiesen, wurden RT-PCR-Untersuchungen durchgefihrt, um das potentielle Zwischenstlick
zu amplifizieren. Die Reverse Transkriptions-Reaktionen erfolgten unter Verwendung des
Primers 401_LP (Klon V272_33) bzw. des Primers 2/1_120LP (Klon 2/1) entsprechend der
Angaben im Kapitel 2.2.10. Die verwendeten Primerkombinationen fir die PCR-Reaktion
sind in den Tabellen 4 und 5 dargestellt:
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Tabelle 4: Ubersicht tber die eingesetzten Primer-Kombinationen fur die RT-PCR-

Reaktion
zum Verbinden der Klone V272-33 und V283 2/1 (Reverse Transkription mit dem
Primer 401 _LP)
Primer PCR-Aligment- Kontroll-PCR fir den Kontroll-PCR fir den
Reaktion Primer 401_LP Primer 2/1_4UP
Klon 33195 UP O + O
Klon 33401 LP + + O
Klon 2/1_4UP + O +
Klon 2/1_120LP 0 O +

Die verwendeten Primerkombinationen sind durch Kreuze gekennzeichnet.

Tabelle 5: Ubersicht tiber die eingesetzten Primer-K ombinationen fiir die RT-PCR-Reaktion
zum Verbinden der Klone V272-33 und V283 _2/1 (Reverse Transkription mit dem
Primer 2/1_120LP)

Primer PCR-Aligment- Kontroll-PCR fir den Kontroll-PCR fir den
Reaktion Primer 519 LP Primer 2/1 120LP
Klon 33195 UP O + O
Klon 33519 LP + + O
Klon2/1 _120LP + O +
Klon 2/1_4UP O O +

Die verwendeten Primerkombinationen sind durch Kreuze gekennzeichnet.

Far die PCR-Reaktionen wurde folgender Reaktionsansatz verwendet.

Reaktionsansatz:
50 pl Reaktionsansatz:
38,5 |J.| HzODEpC

3 ul Reverse Transkription

1 pl dNTP-Mix (10 mM, MBI)

1 pl Primer 1(20 mM)

1 pl Primer 2 (20 mM)

5 ul 10 x Reaktionspuffer (AGS Hybaid)

0,5 ul Tag DNA-Polymerase (4u/pl, AGS Hybaid)



PCR-Reaktion:
3min. 94 °C
1 min. 57 °C
55min. 72°C
0,5min. 94 °C
1min.57°C
2min. 72°C
4°Coo
2.2.12 Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)
Es wurden 5RACE- und 3'RACE-Untersuchungen nach den Angaben von Clontech
("SmartD RACE cDNA Amplifikation Kit”) durchgefihrt. Als genspezifische Primer (GSP 1
und 2) wurden die Primer der Klone V272_33, V283 2/1 und V571 _10 verwendet (vgl.
Kapitel 2.2.10). Die RACE-Primer wurden entsprechend der Angaben von Clontech von der
Firma Metabion hergestellt. Folgende RA CE-Primer wurden verwendet:

30 x

Primer der Erststrang-Synthese:
Smart Il Primer (10 uM):
5-AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA CGC GGG-3

Bel den grau unterlegten Nukleotiden handelt es sich um Ribonukleotide.

3"-Race cDNA-Synthese Primer (3"-CDS; 10 uM):
5-AAG CAG TGG TAA CAA CGC AGA GTA C(T)3oN_1N-3
N=A,C,Goder T; N.s=A, G, oder C

Universal Primer Mix (UPM) fur die5-Raceund 3'- PCR bestehend aus:

Universal Primer lang (UP lang; 0,2 uM):

5- CTA ATA CGA CTCACT ATA GGG CAA GCA GTG GTA ACA ACGCAGAGT-3
und Universal Primer kurz (UP kurz, 1 uM):

5- CTA ATA CGA CTCACT ATA GGG C-3

Reverse Transkriptions-Reaktion fiir die RACE-Analysen:

Die Reverse Transkriptions-Reaktionen wurden entsprechend der Angaben von Clontech
("SmartD] RACE cDNA Amplifikation Kit”) mit 6 pg Gesamt-RNA durchgefihrt. Fur die
3"RACE-Untersuchungen wurde der 3"CDS-Primer von Clontech verwendet, wahrend fir die

44



Reverse Transkription der 5’"RACE-Untersuchungen folgende klonspezifische Primer
(GSP-Primer) zum Einsatz kamen:
195 UP (KlonV272_33)
401 LP (KlonV272_33)
2/1_4UP (Klon V283 2/1)
358 RP (Klon V571 _10)

RACE PCR-Reaktion:

Die 5- und 3"-RACE-Reaktionen wurden nach den Angaben von Clontech (Smartd] RACE
cDNA Amplification Kit) durchgefuhrt. Im Anschlul® an die RACE-Untersuchungen wurde
ein /10 Vol der PCR-Produkte gelelektrophoretisch aufgetrennt (Kapitel 2.2.13.2).
Nachfolgend wurden die RACE-PCR-Produkte kloniert (Kapitel 2.2.6).

2.2.13 Gelelektrophor etische Auftrennung von Nukleinsiuren:

2.2.13.1 Gelelektr ophor etische Auftrennung von Gesamt-RNA:

Gesamt-RNA wurde in denaturierenden 1,5 % MOPS-Formaldehyd-Agarosegelen gel-
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Langenstandard wurden verschiedene DNA-Marker wie
der Molecular weight marker 111 A / EcoRI, Hindlll (MBI), der DNA Molecular weight
marker 15\ Eco91l (MBI) oder der pUC Mix 8 (MBI) verwendet. Fir RNA-Gele die
anschlief3end geblotten (Kapitel 2.2.16) werden sollten, wurden zudem die Dig-markierten
DNA Marker: Dig-Molecular weight marker pUCBM21 VlII/Hpall, Dral and Hindlll, Dig-
Molecular weight marker 111A/ EcoRI, Hindlll und der Dig-Molecular weight marker 15\
Eco91 | von der Firma Roche verwendet.

Fir die gelelektrophoretische Uberpriifung einer RNA-Isolierungen (K apitel 2.2.13.1) wurden
1/10 des Gesamtvolumens verwendet, wahrend fir Northern-Blot-Analysen 15 pg RNA
Gesamt-RNA eingesetzt wurden. Die RNA-Proben wurden fir die gelelektrophoretische
Auftrennung mit Probenpuffer im Verhdltnis 5:3 versetzt und durch Kochen 3 min.
denaturiert. Die Proben wurden anschlief3end sofort auf Eis Uberfuhrt und dort bis zum
Auftragen auf das Gel gelagert.

Die Auswertung der gelelektrophoretischen Auftrennung erfolgte unter UV-Durchlicht mit
einer Video-Dokumentationsanlage (INTAS).



Verwendete Puffer und L dsungen:

10 x MOPSpepc-Puffer:
200 mM MOPS

50 mM NaOAC

10mM EDTA, pH 7.0
Laufpuffer:

30 ml 10 x MOPSpgpc

6 ml Formaldehyd (37%)
264 ml H,Opepc

Probenpuffer:
16 pl Bromphenolblau (0,1 pg/ml)

80 ul 500 MM EDTApepc (pH 8,0)
100 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
750 ul Formaldehyd (37 %)

2 ml steriles Glycerol (100 %)
3,084 ml Formamid

4 ml 10 x MOPSpepc

1,5 % MOPS Formaldehyd-Agarosegdl:

0,75 g Agarose (Sigma)
44,1 ml HoOpgpc

5ml 10 X MOPSpepc

0,9 ml Formaldehyd (37 %),

Agarose in H,Opgpc durch erhitzten 16sen, anschlief3end 10 x MOPSpepc-Puffer dazugeben,

auf abkihlen 68 °C lassen und Formaldehyd zugeben.

2.2.13.2 Gelelektr ophor etische Auftrennung von DNA und dsRNA

Die gelelektrophoretische Auftrennung von DNA und dsRNA erfolgte in einem 1,0 %

Agarose-TBE Gél. Firr die Uberpriifung einer DNA- oder Plasmidisolierung (Kapitel 2.2.3.3

und 2.2.3.4) wurde jeweils 1/10 des Gesamtvolumes, fiir die Uberprifung einer dsRNA-

Isolierung (Kapitel 2.2.3.2) 1/4 des Gesamtvolumens in die Gelelektrophorese eingesetzt. Fir
Southern-Blot-Analysen wurden 10 pg restringierte DNA oder 1/10 Vol des PCR-Ansatzes
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verwendet. Als Léangenstandard dienten in Abhéngigkeit der Grof3e der zu trennenden
DNA-Molekile der Molecular weight marker 11IA/ EcoRI, Hindlll (MBI), der DNA
Molecular weight marker 15A Eco91ll (MBI) oder der pUC Mix 8 (MBI). Bei
gelelektrophoretischer Auftrennung von DNA flr Southern-Blot-Analysen wurden zusétzlich
die Dig-markierten DNA-Marker Dig-DNA Molecular weight marker pUCBM21 VIII/Hpall,
Dral und Hindlll, Dig-DNA Molecular weight marker 111A/ EcoRI, Hindlll, und der Dig-
DNA Molecular weight marker 15\ Eco91 | von der Firma Roche verwendet.
Die Proben wurden vor der Auftrennung mit Probenpuffer im Verhaltnis 5:1 versetzt. Bei der
gelelektrophoretischen Auftrennung von Plasmiden erfolgte vor der Gelelektrophorese eine
Denaturierung bei 56 °C fir 5 min. im Probenpuffer.
Die Auswertung der gelelektrophoretischen Auftrennung erfolgte unter UV-Durchlicht mit
einer Video-Dokumentationsanlage (INTAS).

Verwendete Puffer und L 6sungen:

TBE-Puffer (10 x):

90 mM Tris-Base

90 mM Borat

2mM EDTA (pH 8,0)

Laufpuffer:
100 ml TBE (10 x)

0,5 pg/ml Ethidiumbromid
mit aqua bidest auf 1000 ml auffillen

Probenpuffer:
0,25 % Bromphenolblau

30 % Glycerinin TBE (6 x)
0,5 pg/ml Ethidiumbromid

1,0 % Agarose-TBE-Gel:
0,5 g Agarose (Sigma)
durch Erhitzen in 50 ml TBE (1 x)-Puffer l6sen
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2.2.14 Eluierung von Nukleinsaur e aus Agar osegelen
Die Aufreinigung von dsRNA durch Gelelution erfolgte in Anlehnung an eine Methode von
WERNER (personliche Mitteilung, 1997).

In den Boden eines 0,5 ml Eppendorf Reaktionsgefalies mit einer sterilen Kantile ein Loch stechen
!
einen Filter aus 3 MM Whatmanpapier falten, in das Eppendorf Reaktionsgefald schieben und mit 300
mM MgCl,-L8sungperc tranken
!
100 pl 300 MM MgCl L 6sungpepc in ein 1,5 ml Eppendorf Reaktionsgefald vorlegen und das
0,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal? hineinstecken
!
die zu eluierende Bande aus dem Gel unter UV-Licht mit einer sterilen Skalpellklinge ausscheiden,
direkt in das vorbereitete 0,5 ml Eppendorf Reaktionsgefal tiberfihren, sofort mit 100 pl 300 mM
MgCl,—L dsungpepc Uberschichten und zentrifugieren, 1 min.
13000 rpm, Raumtemperatur
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
dsRNA mit Chloroform/Phenal extrahieren (Kapitel 2.2.18) und dsRNA aus der wal¥rigen Phase félen
Uber Nacht (Kapitel 2.2.19)
!
zentrifugieren, 40 min. 13000 rpm, 4 °C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
Sediment 2 x mit 70 % Ethanol pepc Waschen und in der Speed Vac Concentrator (Savant) 2 min.
trocknen
!
dsRNA in 12 pl H,Opepc aufnehmen und K onzentration photometrisch bestimmen (Kapitel 2.2.20)

2.15 Herstellung von DNA- und RNA-Sonden

2.15.1 Herstellung von Dig-mar kierten DNA-Sonden

Dig-markierte DNA-Sonden wurden durch PCR-Reaktionen mit virusspezifischen Primern
(Kapitel 2.2.10) oder den vektorspezifischen M13-Primern (Kapitel 2.2.7) aus isolierten

Plasmiden der entsprechenden Klone gewonnen.

Fir die Markierung wurde folgender Reaktionsansatz verwendet:
100 ng Plasmid
1 pl Upper Primer 20 mM)

1 pl Lower Primer (20 mM)



1 pl dNTP-Mix (10 mM dATP, dGTP, dCTPund 7 mM dTTP, MBI)
1,5 ul Dig 11-dUTP (1 nmol/ul, Roche)
5 ul 10 x Reaktionspuffer (AGS, Hybaid)
0,5 ul Tag-DNA-Polymerase (4 u/pl, AGS, Hybaid)

auf 50 pl mit HyOpgpc auffillen

Das PCR-Programm wurde entsprechend der jeweiligen Primer-Kombination gewahlt und ist
im Kapitel 2.2.10 beschrieben.

22152 Herstellung von Dig-markierten RNA-Sonden durch [In-vitro
Transkription
Dig-markierte RNA-Sonden wurden auf der Basis isolierter Plasmide (Kapitel 2.2.3.4) durch

Plasmidlinearisierung und anschlief3ende In-vitro Transkription hergestellt.

Plasmidlinearisierung:

Die Linearisierung des isolierten pCR®2.1-TOPO-V ektors (Kapitel 2.1.3) erfolgte modifiziert
nach SAMBROOK et al. (1989) mit dem Restriktionsenzym Hindlll (MBI). Der Vektor
pT7T3 des Plasmidklons DK80 (Kapitedd 2.1.3) wurde entsprechend mit dem
Restriktionsenzym EcoRI (MBI) restringiert. Im Anschlul3 wurden die Plasmide mit
Chloroform/Phenol extrahiert (Kapitel 2.2.18) und Uber Nacht bel —20 °C gefdllt (Kapitel
2.2.19). Die Uberpriifung der Linearisierung und die Mengenabschétzung erfol gten durch eine
gel elektrophoretische Auftrennung (Kapitel 2.2.13.2).

In-vitro Transkription:

2 ug linearisiertes Plasmid mit 4 pl Transkriptionspuffer (5 x, MBI), 1 ul RNasin (40u/ pl, Promega),
2 pl Dig-NTP Mix (10 mM ATP, 10 mM GTP, 10 mM CTP, 6,5 mM UTP (MBI) und 3,5 mM Dig-
11-UTP; (Roche)) und 4 il DNA-abhéngige T7-RNA-Polymerase (20 u/ul, MBI)
inkubieren, 2 h, 37 °C
!

1 pl DNase | RNase free (10 u /ul, Roche) zugeben und inkubieren, 15 min, 37°C
!

RNA aus der wal¥rigen Phase tiber Nacht féllen, - 20°C (Kapitel 2.2.19)

!
zentrifugieren; 20 min., 13.000 rpm, 4°C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)

!
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Sediment 2 x mit 70 % Ethanol perc Waschen und im Speed vac Concentrator (Savant) 2 min.
trocknen
!
Sediment in 25 pl H,Operc resuspendieren und RNA-Sonde Uberpriifen:
l
a) Spot Blot-Hybridisierung (Kapitel 2.2.16)
b) RNA gelelektrophoretisch auftrennen (Kaptitel 2.2.13.1)
Die Sonden wurden bei Sonde bei —20°C gelagert.

2.2.15.3 Gewinnung von ECL -markierten dsRNA-Sonden

Fur ein sensitives Screening-Verfahren der, durch die Klonierung (Kapitel 2.2.6) erhatenen
weil3en Kolonien, wurde eine ECL-markierte dsRNA-Sonde verwendet. Sie wurde mit Hilfe
des "Enhanced Chemiluminescens’ ECL direct nucleic acid labelling and detection systems
(Amersham LIFE SCIENCE) durch direkte Markierung nach Angaben des Herstellers
gewonnen. Eine Uberprifung der Markierung erfolgte durch einen Spot Blot (Kapitel 2.2.16).

2.2.16 Hybridisierung

Es wurden Kolonie-Filter-, Northern-, Southern- sowie Spot Blot-Hybridisierungen
durchgefuihrt. Zur Vorbereitung der Northern- und Southern-Hybridisierungen wurde
gelelektrophoretisch aufgetrennte Nukleinsaure (Kapitel 2.2.13) durch einen Kapillartransfer
nach Angaben des "The Dig System User’s Guide for Filter Hybridisation” (Roche) in einer
Turboblotter[] Apparatur (Schleicher und Schuell) auf eine Nylonmembran (Hybond[ -NX,
Amersham LIFE SCIENCE) transferiert.

Fir die Kolonie-Filter-Hybridisierung erfolgte der Nukleinsduretransfer auf die
Nylonmembran (Hybond NX, Amersham, LIFE SCIENCE) in Anlehnung an SAMBROOK
et a. (1989) mit Hilfe einer Dot Blot Apparatur wie folgt:

100 pl LB-Ubernacht-K ultur unverdiinnt und 1:10 verdiinnt in 5 x SSC mit Hilfe einer Dot-Blot
Apparatur auf eine Nylonmembran tbertragen
!
Membranin 0,5M NaOH inkubieren, 5 min.
!
Membran 2 x 1 min. in 5 x SSC spiilen und dabei Bakterienreste vorsichtig mit dem Finger von der
Membran entfernen
!
Nukleinsaure unter UV-Licht bel 1200 Joule (UV Stratalinker[] 1800) auf der Membran fixieren
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Verwendeter L 6sung:
SSC (5x%):
0,75 M NaCl
0,75 mM Natriumcitrat
pH 7,0

Durchfiihrung der Spot-, Northern- und Southern-Hybridiserungen mit dem Dig-

System von Roche:

Die Hybridisierungen und Detektion wurden nach Angaben des "The Dig System User’s
Guide for Filter Hybridisation” (Roche) durchgefihrt.

Durchfiihrung der K olonie-Filter-Hybridisierung mit dem ECL -System von Amer sham:

Die ECL-Hybridisierung und Detektion wurden entsprechend der Angaben des ECL direct
nucleic acid labelling and detectionsystems (Amersham LIFE SCIENCE) durchgefihrt.

2.2.17 Restriktion genomischer DNA
Genomische-DNA erkrankter und symptomloser Ebereschen wurde fir Southern-Blot-
Analysen mit den Restriktionsenzymen EcoRI und HindlI I (MBI) wie folgt restringiert:

10 pg genomische DNA in einem 40 pl Restriktionsansatz mit 4 pl 10 x Restriktionspuffer (MBI) und
2 u/10 pg DNA Restriktionsenzym inkubieren, 37 °C, Uber Nacht

!
restringierte DNA Uber Nacht fallen (Kapitel 2.2.19)

!
zentrifugieren, 40 min. 13.000 rpm, 4 °C
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
restringierte DNA 2 x mit 70 % Ethanol perc Waschen, in der Speed V ac Concentrator (Savant) 2 min.
trocknen und in 10 pl HyOpgpce

2.2.18 Chlorofor m/Phenol Extraktion
Nukleinsduren wurden durch eine Chloroform/Phenol Extraktion von Lipiden und Protein
gereinigt. Die Extraktion wurde in Anlehnung an SAMBROOK et al. (1989) durchgefihrt.
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nukleinsdurehaltige Lésung mit 1 Vol Phenol/Chloroform (1:1) versetzen und mischen, 1min.
vortexen
!
zentrifugieren, 10 min. 13000 rpm, Raumtemperatur
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
wal¥rige Oberphase in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefafd tberfiihren und mit 1 Vol Chloroform
versetzten. Organische Phase mit 100 pl H,Operc Versetzten und mischen, 1 min. vortexen
!
zentrifugieren, 10 min. 13000 rpm, Raumtemperatur
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
waldrige Oberphase mit der vorherigen vereinigen und mischen, 30 sec. vortexen
!
zentrifugieren, 15 min. 13000 rpm, Raumtemperatur
(Sigma 3K 20, Rotor 12154)
!
waldrige Oberphase abnehmen, in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefal3 Uberfihren und féllen Gber
Nacht bei — 20 °C (Kapitel 2.2.19)

2.2.19 Nukleinsaure-Fallung
Fallung von Gesamt-RNA (ssRNA)

Gesamt-RNA wurde mit 1/10 Vol 4 M LiClpgpc und 2,5 Vol Ethanol abs. (- 20 °C) Uber

Nacht bei — 20 °C gefallt.

Féallung von DNA (PCR-Produkte, Plasmiden und genomische DNA) und dsRNA

Die Falung von DNA und dsRNA erfolgte mit 1/10 Vol 3 M Natriumacetatpepc (pH 5,2) und
2,5 Vol Ethanol s, (-20 °C) Uber Nacht bei — 20 °C. DNA wurde alternativ auch bei —70 °C

far 1 Std. gefdllt.

2.2.20 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentration und Reinheit der isolierten Nukleinsduren wurde durch Messung der
Absorption bei 260 nm und 280 nm im Spektral photometer (Beckman DU 20 Spectrometer)

ermittelt.
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3. Ergebnisse

3.1 Beschreibung der virusver dachtigen Symptome an erkrankten Eber eschen
Als charakteristische Symptome konnten an erkrankten Ebereschen chlorotische Ringflecke
und chlorotische Scheckungen (Abb. 1) auf den Blattern beobachtet werden. Zusétzlich traten
haufig auch Blattdeformationen (Abb. 1B) auf. Die verschiedenen Blattsymptome waren
dabei sowohl einzeln auf verschiedenen Fiedern (vgl. Abb. 1), als auch gemeinsam an einem
Fieder zu entdecken (Abb. 2). Insgesamt wurde eine sehr unregelméaldige Verteilung der
Blattsymptome beobachtet. So traten an einem Wirtel neben symptomtragenden Fiedern auch
symptomfreie Fieder auf (Abb. 3).

Abb. 1: Charakteristische Blattsymptome er krankter Ebereschen
A: Ebereschenblatt mit chlorotischen Ringflecken

B: Ebereschenblatt mit einer chlorotischen Blattscheckung und Blatt-
deformationen (Pfeil)
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Abb. 2: Ebereschenblatt mit chlorotischen Ringflecken (gelber
Pfeil) und chlorotischen Scheckungen (weil3er Pfeil)

Abb. 3: Darstdlung enes Wirtels mit
symptomtragenden und symptomlosen
Ebereschenfieder blattern

Die Pfeile markieren die symptomtragenden
Fieder

Ein weiteres hdufig zu beobachtendes Symptom erkrankter Ebereschen war ein stark erhohter Fruchtansatz,
wobei die Fruchtreife meistens unvollstandig blieb (Abb. 4).

Abb. 4: Frichte erkrankter und symptomloser Ebereschen (Ernte September
1999).

1: Frichte einer symptomlosen Eberesche
2 u. 3: Frichte erkrankter Ebereschen



Die erkrankten Baume zeigten bereits ab Mitte Mai eine vorzeitige Blattalterung,
Blattvergilbungen sowie ein verstérktes Auftreten von Blattnekrosen (Abb. 5), wéahrend
entsprechende Degenerationserscheinungen bel symptomlosen Ebereschen erst ab Ende
August zu beobachten waren. Haufig trat auch eine Maskierung der Symptome durch die
genannten Blattdegenerationen auf, die schon ab Ende Mai zu verzeichnen war. Bel vielen
erkrankten Baumen kam es zudem zu einer vorzeitigen Kronenverlichtung (Abb.6), sowie
zum Absterben einzelner Aste.

Abb. 5: Blattvergilbungen und -vertrockungen be einer
erkrankten Eberesche aus dem Botanischen Garten
(Hamburg; Zeitpunkt der Aufnahme: Mai 2000)

Der Pfeil markiert einen Ast ohne Blattsvmntome

Abb. 6: Vergleich einer symptomlosen und einer
erkrankten Eberesche (Zeitpunkt der Aufnahme: Mai
2000)

A: symptomlose Eberesche am Flughafen (Hamburg)

B: erkrankte Eberesche an der Alster mit deutlicher
Kronenverlichtuna (Hambura)

Neben den beschriebenen chlorotischen Blattsymptomen waren an Blétter erkrankter und
symptomloser Ebereschen haufig Rostpilzinfektionen zu beobachten (verschiedene
Gymnosporangium-Arten). Die Blétter wiesen dann gelbe bis rotliche, teillweise pustelartige,
Flecke auf der Fiederoberseite auf. Haufig traten auch kleine pockenartige chlorotische, spéter
braunliche Flecken auf der Blattunterseite auf, die durch eine Infektion durch Gallmilben

verursacht wurden (Eriophyes sorbi, Abb. 7).
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Abb. 7. Ebereschenblatt mit charakteristischen

Symptomen eines Gallmilbenbefalls.
A: Blattunterseite. B: Blattoberseite

Besonders haufig traten erkrankte Ebereschen raumlich geballt auf, wobel in solchen
nesterartigen Ansammlungen dann kaum symptomlose Ebereschen beobachtet werden
konnten. In der Rf6. Klovensteen (Hamburger Staatsforst) trat dieses Phanomen besonders
deutlich auf. Ahnliche Ansammlungen erkrankter Ebereschen waren aber auch auf dem
Feldberg und in Breitnau (Baden-W(rttemberg), sowie auf der Insel Amrum (Schleswig-
Holstein) zu verzeichnen.

3.2 Isolierung von doppelstrangiger RNA (dsRNA)
Es wurden verschiedene Methoden zu Isolierung von dsRNA auf ihre Eignung zur dsRNA-
Gewinnung aus Ebereschenbléttern Uberprift, wobe jedes Verfahren zunachst an TMV-

infizierten Tabakblattern von Nicotiana tabaccum L. var. Samsun etabliert wurde.

3.2.1 Isolierung von dsRNA aus TMV-infiziertem Tabak

Fur die Etablierung der dsRNA-Isolierung wurde TMV-dsRNA verwendet, die aus TMV-
infizierten Nicotiana tabaccum L. var. Samsun-Pflanzen 10 Tage nach der mechanischen
Infektion und vor dem Auftreten des charakteristischen Blattsymptoms (Mosaik) isoliert
wurde. Als Kontrolle der TMV-Infektion dienten einige Tabak-Pflanzen die bis zum
Auftreten des charakteristischen Blattsymptoms (Abb. 8), nach ungeféhr 14 Tagen weiter

kultiviert wurden.
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Abb. 8. Kontrolle der TMV-Infektion von
Nicotiana tabacum L. var. Samsun-Pflanzen.

1: infiziertes Tabakblatt mit dem charakteristischen
Mosaiksymptom. 2: gesundes Tabakblatt.

Die Ergebnisse der dsRNA-Isolierung nach FUHRLING (1994) mit den vier verschiedenen
Modifikationen (vgl. Kapitel 22.3.2) ist in Abbildung 9 dargestelt. Fur die
gelelektrophoretische Auftrennung wurde jewells 1/10 vol der isolierten dSRNA verwendet.

Abb. 9: Gelelektrophoretische Auftrennung von dsRNA aus TMV-infizierten Tabakbléattern, isoliert
mit der Methode von FUHRLING, (1994) und den verschiedenen Modifikationen, in einem
Ethidiumbromid-gefarbten 1 % Agarose-TBE-Gel

Spur M: DNA-Molecular weight marker 11IA/ EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1: dsRNA-Isolierung nach
FUHRLING 1994; Spur 2: dsRNA-Isolierung unter Verwendung RNaseA anstelle RNase T,
(Modifikation 1). Spur 3: dsRNA-Isolierung unter Zusatz von 0,5 % PVP zum Homogenisierungspuffer
(Modifikation 2); Spur 4: dsRNA-Isolierung mit einer Unterstiitzung der dsRNA-Falung durch Glykogen
(Modifikation 3); Spur 5: dsRNA-Isolierung unter Verlagerung des DNA- und RNA-Vedau an das Ende
der Aufarbeitung, Verwendung von RNaseA und Erhdhung der Cellulose-Konzentration sowie Zusatz von
0,5 % PVP zum Homogenisierungspuffer (Modifikation 4). Die Pfeile auf der rechten Seite geben die
Grolen der dsSRNA-Banden an. Auf der linken Seite sind die GrofRen der Markerbanden dargestellt.

Wie deutlich zu erkennen ist, unterschieden sich die nicht modifizierte Methode und die vier
verschiedenen Modifikationen sowohl in der Anzahl der isolierten dsRNA-Banden as auch in
der Konzentration der isolierten dsRNA. So konnte in allen funf Féllen die 6,4 kb grofse
genomische dsRNA-Bande von TMV sowie zwel dsRNA-Banden von ungeféhr 1,6 kb und
eine 0,7 kb isoliert werden. Die dsRNA-Isolierung mit der Modifikation 4 (Abb. 9, Spur 5)
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ergab zusétzlich jedoch zwel weitere dsRNA-Banden von ca. 1,2 kb und ca. 0,8 kb.
Wahrend bei der nicht modifizierten Methode nach FUHRLING (Abb. 9, Spur 2), der
Modifikation 2 (Zusatz von PVP zum Homogenisierungspuffer; Abb. 9, Spur 3) und der
Modifikation 3 (Zusatz von Glykogen zur Fallung der dsRNA; Abb. 9 Spur 4) kein
signifikanter Konzentrationsunterschied der isolierten dsRNA zu verzeichnen war (ca 20
ng/ul), fuhrte ein Ersatz der RNase T; durch die RNaseA zu einer htheren Ausbeute an
dsRNA (Modifikation 1; Abb. 9, Spur 2). Hier wurden Konzentrationen von etwa 100 ng/pl
erzielt. Eine weitere Verbesserung der dsRNA-Isolierung konnte zudem durch die Erhéhung
der Cellulose-Konzentration und die Verlagerung des DNA- und RNA-Verdaus an das Ende
der dsRNA-Isolierung erzielt werden (Modifikation 4, Abb. 9 Spur 5). Auf diese Weise
konnten bis zu 120 ng/ul TMV-dsRNA isoliert werden.
Auch mit den Methoden von LAULHERE und ROZIER (1976), FALK und TSAI (1984)
sowie COFFIN und COUTTS (1992) konnte dsRNA aus den Blattern TMV-infizierter
Tabakpflanzen isoliert werden, wobel bel diesen Methoden eine starke Anreicherung der 6,4
kb grofen dsRNA-Bande gegeniber den niedermolekularen dsRNA-Banden beobachtet
wurde (Abb. 10).

Abb. 10 : Gelelektrophoretische Auftrennung von dsRNA aus
TMV-infizierten Tabakblattern, isoliert mit den Methoden
von COFFIN und COUTTS (1992), FALK und TSAI (1984)
und LAULHERE und ROZIER (1976)

Spur M: DNA-Molecular weight marker AEco91l (MBI); Spur 1:
COFFIN und COUTTS (1992); Spur 2: FALK und TSAI (1984);
Spur 3 LAULHERE und ROTZIER (1976). Die Pfeile auf der
rechten Seite geben die Grofien der dsRNA-Banden an.

Zudem war die Konzentration an isolierter dSRNA bei diesen Methoden deutlich niedriger als
bei der Modifikation 4 der Methode von FUHRLING (1994),und lag bei der Methode von
LAULHERE und ROZIER, 1976 zwischen 50 und 80 ng/yl und bei den Methoden von
COFFIN und COUTTS, 1992 und FALK und TSAI, 1984 sogar nur zwischen 20 und 30
ng/ul dsRNA. Die Methode von LAULHERE und ROZIER (1976) bot jedoch den Vorteil der
Verwendung von Sodiumdodecylsulfat (SDS) anstelle von Phenol. Es wurde daher versucht
die Methode von LAULHERE und ROZIER (1976) mit der Modifikation 4 der Methode von
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FUHRLING (1994) zu kombinieren (vgl. Kapitel 2.2.3.2). Durch diese Methoden-
Kombination konnte eine dsRNA-Ausbeute von 150-200 ng/ul erzielt werden. In der in Abb.
11 dargestellten gelelektrophoretischen Auftrennung (es wurde hier nur 1 pl von 20 pl fur die
Gelelektrophorese verwendet) konnten zudem deutlich funf dsRNA-Banden nachgewiesen
werden. Diese Methodenkombination erwies sich somit als am effektivsten im Vergleich zu
den anderen Methoden. Es wurde keine dsRNA in gesunden Tabakproben nachgewiesen
(Abb. 11, Spur 2).

M 1 2

21226 pb
5148 bp
4286 bp
3530 bp
2027 bp
1904 bp
1584 bp
1375 bp

947 bp
831 bp

564 bp

6,4 kb

1,6 kb
1,2 kb

0,8 kb
0,7 kb

Abb. 11: Gelelektrophoretische Auftrennung von TMV-spezifischer
dsRNA in einem Ethidiumbromid-gefarbten 1 % Agar ose TBE-Gel.
Spur M: DNA-Molecular weight marker [IIA/EcoRI, Hindlll (MBI);
Spur 1: TMV-infizierter Tabak; Spur 2: gesunder Tabak.

Die Pfeile auf der rechten Seite geben die Gréf3en der dsRNA-Banden an.
Auf der linken Seite sind die GroRen der einzelnen Markerbanden
angegeben.

3.2.2 Uberprifung der Wirkung unterschiedlicher RNaseA- und MgCl,-
Konzentration auf die Stabilitat von TMV-dsRNA

Zum Nachweis der doppelstrangigen Natur der isolierten dsRNA sollte die Stabilitét der
dsRNA gegenuber der RNAseA getestet werden. Hierfir wurden die Wirkung
unterschiedlicher RNaseA-Konzentrationen bei konstanter MgCl,-Konzentration, und zum
anderen der Effekt unterschiedlicher MgCl,-Konzentration bei konstanter RNaseA-
Konzentration auf die Stabilitét und die Doppelstrangstruktur der dsRNA getestet. Aus den
Ergebnissen dieser Versuche sollten Rickschlisse auf die notwendige RNAseA- und MgCl.-
Konzentration fur einen effektiven Verdau einzelstrangiger RNA (ssRNA), bei gleichzeitigem
Schutz der dsRNA erzielt werden. In Abb. 12 ist die Wirkung unterschiedlicher RNaseA-
Konzentrationen auf die TMV-dsRNA in einer 300 mM MgCl,-Losung dargestellt. ES ist
deutlich zu erkennen, dai3 selbst bei der hochsten RNaseA-Konzentration (35 pg/ml) kein
Abbau der dsRNA efolgte (Abb. 12,Spur 1-4), wéhrend bereits die geringe RNaseA-
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Konzentration von 0,35 pg/ml zu einer vollstandigen Degradation der Uberwiegend
einzelstrangigen Gesamt-RNA gefihrt hat (Abb. 12, Spur 6). Die doppelstrangige Natur der

isolierten TMV-dsRNA konnte somit eindeutig bestétigt werden.

M 1 2 3 4 5 6

Abb. 12: Uberpriifung der dsRNA-Stabilitat gegeniiber unter schiedlichen RNaseA-K onzentr ationen
bei konstanter MgCl,-Kozentration (300 mM) in einem Ethidiumbromid-gefarbten 1 % Agarose
TBE-Gel

Spur M: DNA-Molecular weight marker 111A/ EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1: TMV-dsRNA inkubiert mit
0,35 pug/ml RNaseA; Spur 2: TMV-dsRNA inkubiert mit 3,5 pg/ml RNaseA; Spur 3: TMV-dsRNA
inkubiert mit 35 pg/ml RNaseA; Spur 4: TMV-dsRNA-Kontrolle ohne RNaseA; Spur 5: Gesamt-RNA-
Kontrolle unverdaut; Spur 6: Gesamt-RNA inkubiert mit 0,35 pg/ml RNaseA.

Die Wirkung unterschiedlicher MgCl-Konzentrationen bel  konstanter RNaseA-
Konzentration auf die Stabilitdt der TMV-dsRNA ist in Abb. 13 dargestellt. Hier wurde die

dsRNA bei einer konstanten RNaseA Konzentration von 3,5 pg/ml ab einer MgCl,-

Kozentration von 30 mM (Spur 3 und 4) vollstandig degradiert.
M 1 2 3 4

Abb. 13: Uberpriifung der dsRNA-Stabilitéat in unterschiedlich konzentrierten MgCl,-
L ésungen und konstanter RNaseA-K onzentrationen (3,5 pg/ml)

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/ EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1. TMV-dsRNA
inkubiert in einer 300 MM MgCl,-L6sung; Spur 2: TMV-dsRNA inkubiert in einer 100 mM
MgCl,-Losung; Spur 3: TMV-dsRNA inkubiert in einer 30 mM MgCl,-Ldsung; Spur 4: TMV-
dsRNA inkubiert in H,Opgpe

Die Auftrennung der dsRNA erfolgte in eéinem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der RNAseA-Verdau in den folgenden
Untersuchungen in einer 300 mM MgCl,-Lésung unter Verwendung einer RNaseA-

Konzentration von 7 ug/ml durchgefihrt.

3.2.3 dsRNA-Isolierung aus Eber eschen-Blattproben

Es hatte sich in Vorversuchen bereits gezeigt, da3 mit der Methoden von FUHRLING (1994)
keine Isolierung von dsRNA aus den Bléttern erkrankter Ebereschen moglich war, bzw. die
Ausbeute so gering war, da3 die dsRNA gelelektrophoretisch in einem Ethidiumbromid-
geféarbten Agarosegel nicht mehr nachzuweisen war. Zudem wurde eine hohe Kontamination
an einzelstrangiger RNA (sSRNA) beobachtet. Wahrend der Aufarbeitungen des
Ebereschenblattmaterials trat weiterhin eine starke Braunféarbung des Homgenates, durch
Oxidation  pflanzlicher  Phenole en. Aufgrund ener zusdtzlichen  hohen
Schleimstoffkonzentration, welche die Aufarbeitung beeintrachtigte erwies sich der
Pflanzenprel3saft zudem als sehr dickflUssig. Erst mit der Modifikation 4 (Kapitel 3.2.1) der
Methode von FUHRLING (1994) konnte aus Bléttern erkrankter Ebereschen dsRNA ohne
eine, durch Ethidiumbromid-Farbung sichtbare Kontamination an ssRNA isoliert werden
(Abb. 14). Wiein Abb. 14 dargestellt wurden vier dsSRNA-Banden mit Groéf3en von 2,3 kb, 1,4
kb, 1,3 kb und 1,2 kb in den erkrankten Ebereschen nachgewiesen. In symptomlosen
Ebereschen wurde dagegen keine dsRNA nachgewiesen. Wahrend die Oxidation der
penolischen Verbindungen durch den Einsatz von PVP erfolgreich verhindert werden konnte,
und auch die stérende ssRNA-Kontamination so weit reduziert wurde, dald ihr Nachweis
durch Ethidiumbromidfarbung nicht mehr mdglich war, wurde noch immer eine hohe
Viskositdét des Homogenates durch die anwesenden Schleimstoffe beobachtet. Die
Konzentration der isolierten dsRNA lag zudem nur bei 2 ng/ul, was vermutlich auf dem

storenden Einflul® der Schleimstoffe beruhte.

21226 bp—
5148 b

ol
1904 b
1584 bp
1375b
947Db
831 bp
546 bp
Abb. 14: Gelelektrophoretische Auftrennung von dsRNA, isoliert aus Blattern erkrankter
Ebereschen mit der M odifikation 4 der M ethode von FUHRLING (1994),
Spur M: DNA-Molecular weight marker Alll/ EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1. symptomlose
Eberesche; Spur 2: erkrankte Eberesche. Auf der rechten Seite sind die Grof3en der dsRNA-Banden
und auf der linken Seite sind die Grélzen der einzelnen Markerbanden angegeben.
Die Auftrennung der dsRNA erfolgte in einem 1 % Ethidiumbromid-geférbten Agarose TBE-Gel
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Durch den Einsatz der kombinierten Methode von LAULHERE und ROZIER (1976)
und FUHRLING (1994) konnte jedoch der dickfliissige Schleimanteil des Homogenates
durch den ersten Zentrifugationsschritt als eigene, auf der waldrigen Phase schwimmende
Phase konzentriert und entfernt werden. Das Ergebnis der dsRNA-Isolierung aus Blattproben
zweier erkrankter und einer symptomlosen Eberesche mit dieser kombinierten Methode ist in
Abb. 15 dargestellt. Es konnten 5 dsRNA-Banden von ungefédhr 2,3 kb, 1,4 kb (Doppel bande)
1,3 kb und 1,2 kb beobachtet werden, wobei sich in dieser Aufarbeitung zeigte, dal3 es sich
bei der 1,4 kb grofRen dsRNA-Bande um einen Doppelbande handelte. In der symptomlosen
Ebereschen wurden dagegen erneut keine dsRNA-Banden nachgewiesen. Die Konzentration
der mit dieser kombinierten Methode isolierten dsRNA lag bei 12 ng/ul. Durch diese
M ethodenkombination war es somit moglich, die hochste dsSRNA-Ausbeute bei gleichzeitiger
Anwesenhheit vieler dsRNA-Banden zu erzielen. Sie wurde daher fur die nachfolgenden

dsRNA-Isolierungen verwendet.

2027 bp «—2,3kb
1,4 kb (Db.)

§1,3 kb

1,2 kb

Abb. 15: Gelelektrophoretische Auftrennung von dsRNA, isoliert aus Blattern erkrankter
Ebereschen mit der kombinierten M ethode von LAULHERE und ROZIER (1976) und der
M odifikation 4 der M ethode von FUHRLING (1994)

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/ EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1: erkrankte Eberesche;
Spur 2: erkrankte Eberesche,. Spur 3: symptomlose Eberesche. Die Pfeile auf der rechten Seite
geben die Grofien der dsSRNA-Banden an. Auf der linken Seite sind die Grof3en der Markerbanden
dargestellt. Die Auftrennung der dsRNA erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1% Agarose
TBE-Gel. Db. = Doppelbande

3.2.4 Aufarbeitung von einem Gemisch aus TMV-infiziertem Tabak und Blattern
erkrankter  Ebereschen zur  Uberpriiffung, ob  weitere  sekundéare
Pflanzeninhaltsstoffe die dsRNA-I solier ung er schwer en.

Aufgrund der wesentlich geringeren Ausbeute von dsRNA aus Bléattern erkrankter Ebereschen
gegenuber Blétter von TMV-infiziertem Tabak wurden Versuche unternommen, um zu
kldgren, ob noch immer eine Beeintréchtigung der Isolierung durch weitere sekundére
Pflanzenstoffe der Eberesche vorlag. Zu diesem Zweck wurde eine dsRNA-Isolierung aus

einem Gemisch aus 10 g TMV-infizierter Tabakblatter und 10 g Ebereschenbléttern eines

62



erkrankten Baumes vorgenommen. Paralel dazu wurden als Kontrolle 10 g TMV-
infizierte Tabakbl&tter alleine aufgearbeitet. Das Ergebnis dieser Untersuchung ist in der Abb.
16 dargestellt. Esist deutlich zu erkennen, dal3 die Ausbeute an isolierter TMV-dsRNA in der
Mischprobe (Abb. 16, Spur 2) nicht signifikant reduziert war im Vergleich zu der aleinigen
Aufarbeitung von dsRNA aus Tabakbldttern (Abb. 16 Spur 1). Eine Beeinflussung der
Isolierung von dsRNA durch das Ebereschenblattmaterial konnte somit nicht festgestellt
werden. Allerdings waren die Ebereschen-spezifischen dsRNA-Banden in der Mischprobe nur
schwach zu erkennen, was auf eine wesentlich geringeren Virustiter des Eberschenvirus in
den Ebereschenblattern hinweist.

Ye64kp

<—2,3 kb

1,4 kb (Db.)
1.4 kb
1.3kb
12 kb

<+—0,8kb
0,7 kb

Abb. 16: Vergleich der dsRNA-Ausbeute aus einer Blatt-Mischprobe, aus TMV-
infizierten Tabakbl&ttern und Bléattern einer erkrankten Eberesche, und einer TMV-
infizierten Tabakblatt-Einzelprobe Spur M: DNA-Molecular weight marker AEco91l
(MBI); Spur 1: TMV-infizierte Tabakblattprobe; Spur 2: Blatt-Mischprobe. Die schwarzen
Pfeile geben die GrofRen der TMV-spezifischen dsRNA, und die weil3en Pfeile die Grélzen der
Ebereschen spezifischen dsRNA-Banden an. Die gelelektrophoretische Auftrennung der
isolierten dsRNA erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

3.3 Zeitlicher Verlauf der dsRNA-Akkumulation in Blattern erkrankter
Ebereschen

Es wurde dsRNA aus Blattproben zweier erkrankter Ebereschen (Baum A: Tarpenbeker
Wanderweg/Ecke Haldenstieg, Hamburg und Baum B: Rf6. Klévensteen, Hamburg) in
regelmaldigen Abstanden, von Beginn der Blattentwicklung im April 1999 an bis Juni 1999
isoliert. Parallel dazu wurden an jedem Standorten symptomlose Ebereschen ausgewahlt, und
einmal pro Monat beerntet. Mit Hilfe dieser Daten ist es moglich, den zeitlichen Verlauf der
dsRNA-Akkumulation wahrend der Wachstumsperiode zu bestimmen und so die optimale

Erntezeit herauszufinden. Parallel hierzu wurde der Zustand der Baume an jedem Erntetermin
bonitiert (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Ubersicht tiber die Erntetermine von Ebereschen- Blattproben sowie die
Bonitur im Jahr 1999

Ernte Bonitur von Baum A: Ernte Bonitur von Baum B:
Baum Tarpenbeker Wanderweg Ecke Baum Rf6 Kldvensteen (Hambur g)
A Haldenstieg (Hamburg) B
18.04. keine Blattsymptome** 14.04. keine Blattsymptome
25.04. | schwache Blattsymptome, Entwicklung der | 26.04. noch keine Blattsymptome,
BlUtenknopsen, starker erhéhter Entwicklung von Blitenknospen,
Bl Utenkospenansatz stark*? reduzierter Bliitenknospenanstz
02.05. deutliche Symptome 05.05. sehr schwache Blattsymptome
09.05. | deutliche Blattsymptome, Bliten sind voll | 10.05. | deutliche Blattsymptome, Bliten sind
entwickelt voll entwickelt
16.05. deutliche Blattsymptome, 13.05.| keine Blattsymptomentwicklung an
neuen Blé&ttern, Blattvergilbung dlterer
Blétter
21.05. deutliche Blattsymptome, 21.05. Ausweitung der Blattvergilbung,
Maskierung der Blattsymptome
31.05. Blattvergilbung lterer Blétter 31.05.| Ausweitung der Blattvergilbung, erste
Blattnekrosen und Rostpil zeninfektion
06.06. Ausweitung der Blattvergilbung, 09.06. | Ausweitung der Blattvergilbungen und
Gallmilbenbefall —nekrosen, zunehmender Rostpilzbefall
13.06.| Ausweitung der Blattvergilbung, erste | 11.06.| Ausweitung der Blattvergilbung und
Blattnekrosen -nekrosen, vorzeitige Vertocknung von
Bléttern, Blattfall
20.06. Ausweitung der Blattvergilbung und 19.06.| Ausweitung der Blattvergilbung und
-nekrosen, Maskierung der Blattsymptome -nekrosen, Kronenverlichtung
27.06. fortschreitende Degradation 29.06. | Erntevon Blattmaterial ist nicht mehr
maoglich.

*1 Der Begriff Blattsymptom umfalit die chlorotischen Ringflecke, Blattscheckungen und Blattdeformationen,
diein Kapitel 3.1 beschrieben wurden.
*2Im Friihjahr 1998 und 2000 hingegen wurde ein wesentlich starkerer Bliitenansstze beobachtet.

Wie aus der Tabelle 1 zu entnehmen, wies die erkrankte Eberesche B aus der Rfo.
Klévensteen bereits Mitte Mai eine beginnende Degradation auf, wodurch die Symptome
zunehmend maskiert wurden. An jungen neu entwickelten Blatter konnte zudem keine
Symptomentwicklung mehr beobachtet werden. Ab etwa Ende Ma 1999 wurde die
Beprobung des Baumes durch die zunehmende Degradation der Blétter sehr stark
eingeschrankt. Auch bei Baum A vom Tarpenbeker Wanderweg konnte ab Ende Mai eine
beginnende Vergilbungen beobachtet werden, die jedoch langsamer voranschritt. Insgesamt
waren die beobachteten Degradationen bei Baum B wesentlich stérker ausgepragt als bei
Baum A.

Wiein der Abb. 17 gezeigt, konnte aus allen Proben des Baums A (Abb. 17A) dsRNA isoliert
werden, wahrend bel Baum B (Abb. 17B) ein Nachweis von dsRNA erst ab Anfang Mai
maoglich war. Beide Baume wiesen das dsRNA-Muster auf, welches schon zuvor bel den
Etablierungsversuchen beobachtet wurde (vgl. Abb. 15). Die ca. 1,2 kb grof3e dsRNA-Bande

wurde alerdings nicht beobachtet. Daflr konnte eine sehr schwach konzentrierte ca. 7,6 kb

64



grof3e dsRNA-Bande nachgewiesen werden. Sie trat bei Baum A in der Probe vom
06.06.1999 (Abb. 17A, Spur 8) auf und konnte bel Baum B in den Proben vom 21 und 31 Mai
(Abb. 17B, Spur 6 und 7) beobachtet werden. In symptomlosen Ebereschen von den jeweils
gleichen Standorten wurde erneut in keinem Fall dsRNA nachgewiesen.
Es konnte in beiden erkrankten B&umen ein vergleichbarer Akkumulationsverlauf der dsRNA
beobachtet werden. So nahm die dsRNA-Konzentration von Mitte April bis Anfang Ma zu,
erwies sich von Mitte Mai bis Anfang Juni a's konstant hoch, um dann bis Mitte Juni wieder

abzunehmen. Aufgrund dieses Verlaufes der dsRNA-Akkumulation erfolgte die weitere

Probenahme vornehmlich in der Zeit von Ende April bis Anfang Juni.
A
MM11 2 3 45 6 7 8 910M M1 11 12 13

<4+—7,6kb
<4+—2,3kb

& 14Kkb (Db)

1, 3kb

B

MM11 2 345 6 7 8 910MM1M 11 12 13

+«—23kb

1,4 kb (Db.)
t::1,3k|o

- A

Abb. 17: Regelmaflige Isolierung von dsRNA aus Blattern zweier erkrankter Ebereschen in der Zeit von
April bisJuni 1999

A) erkrankte (Spur 1-10) und symptomlose Eberesche (Spur 11-13) vom Tarpenbeker Wanderweg (Hamburg)
B) erkrankte (Spur 1-10) und symptomlose Eberesche (Spur 11-13) aus der Rf6. Klévensteen (Hamburg)

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, HindlIl (MBI), Spur M1: DNA-Molecular weight marker
AEco 91 | (MBI); Spur 1: 18.04.; Spur 2: 25.04.; Spur 3: 02.05.; Spur 4: 09.05.; Spur 5: 16.05.; Spur 6 21.05,;
Spur 7: 31.05.; Spur 8: 06.06.; Spur 9: 13.06.; Spur 10: 20.06.; Spur 11: 18.04.; Spur 12: 16.05.; Spur 13: 13.06.
Die Pfeile auf der rechten Seite geben die Grofen der dsSRNA-Banden an. Die Auftrennung der isolierten
dsRNA erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel. Es sind jeweils die Erntetermine
angegeben.

3.4 dsRNA-Isolierung aus Blattproben erkrankter und symptomloser Ebereschen
von ver schiedenen Standorten in Deutschland

Mit Hilfe der Isolierung von dsRNA aus Bléttern erkrankter Ebereschen von
unterschiedlichen Standorten in Deutschland sollte untersucht werden, ob verschiedene
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Isolate anhand ihres dsRNA-Musters unterschieden werden konnen. Die Probenahmen
erstreckten sich dabel, aufgrund der grof3en Entfernung zwischen den einzelnen Standorten, in
den Jahren 1999 und 2000, jewells auf die Zeit von Ende April bis Mitte Juni, wobei die
verschiedenen Standorte pro Jahr einmal beerntet wurden. An jedem Standort wurde auch von
einer symptomlosen Eberesche Blattmaterial geerntet.

Die einzelnen erkrankten Ebereschen zeigten dabei zum Zeitpunkt der Ernte sehr
unterschiedliche  Degradationserscheinungen.  Eine  Ubersicht  Uber  Standorte,

Degradationserscheinungen der Baume und die Erntetermineist in der Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Ubersicht iber die verschiedenen Standorte erkrankter Ebereschen in

Deutschland, ihre Erntetermine sowie Bonitur zum Zeitpunkt der Ernte

Stand- Standort Ernte| Ernte| Bonitur zum Zeitpunkt Bonitur zum Zeitpunkt
ort 1999 | 2000 der Erntel999 der Ernte 2000
Nr.
1 Tarpenbek, 284. | 294. sehr schwache deutliche Blattsymptome
Wanderweg Ecke Blattsymptome*
Haldenstieg
(Hamburg)
2 Rf6 Klévensteen | 5.5. | 30.4. | schwache Blattsymptome | deutliche Blattsymptome
(Hamburg)
3 FD. Niendorfer | 12.5. | 185. deutliche Symptome, deutliche Blattsymptome,
Gehege Blattvergilbungen maliger Rostpil zbefall
(Hamburg)
4 Botanischer 14.5. | 20.5. | deutliche Blattsymptome, | deutliche Blattsymptome,
Garten leichter Rostpilz- und Blattvergilbungen,
(Universitét Gallmilbenbefall maliger Rostpil zbefall
Hamburg)
5 Insel Amrum 27.5. | 29.5. | schwache Blattsymptome, | deutliche Blattsymptome,
(Schleswig- leichte Rostpil zinfektion, starker Gallmilben- und
Holstein) starke Blatt-vergilbungen Rostpilzbefall
und -nekrosen
6 Rf6. Hahnheide | 30.5. | 5.6. Sehr schwache deutliche Blattsymptome
(Schleswig- Blattsymptome,
Holstein) Blattvergilbungen,
Gallmilbenbefall
7 Rf6. Hasloh 30.5. | 5.6. | schwache Blattsymptome, kranke Ebereschen
(Schleswig- starke Rostpilzinfektion, wurden gefallt
Holstein) Blattvergilbungen und
-nekrosen, Vertrockung von
Bléattern
8 Rf0. Karpak 30.5. | 5.6. | Schwache Blattsymptome, | schwache Blattsymptome
(Schleswig- Blattvergilbung
Holstein)
9 Ravenna-Schlucht | 15.6. | 19.6. | deutliche Blattsymptome, Sperrung der Schlucht
(Baden- starke Blattvergilbungen und daher keine Ernte
Wirttemberg) -nekrosen, Vertrocknung
von Bléttern,
Gallmilbenbefall
10 FaBreitnau 15.6. | 19.6. sehr schwache sehr schwache
(Baden- Blattsymptome, Blattsymptome,
Wirttemberg) Blattvergilbungen und -
nekrosen, Vertrocknung
von Bléttern, leichter
Rostpil zbefall
11 Grunewald 21.6. | 22.6. | sehr schwache Symptome, keine Symptome
(Berlin) Blattverbréunung

* Der Begriff Blattsymptome umfaldt die chlorotischen Ringflecke, Blattscheckungen und Blattdeformationen,
dieim Kapitel 3.1 beschrieben wurden.
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Das Ergebnis der dsRNA-Isolierung ist in Abb. 18 dargestellt. Erneut konnte auch bel

diesen Untersuchungen in fast allen Proben ein identisches dsRNA-Muster beobachtet werden
(Abb. 18A und B). Die ca. 1,2 kb grof3e dsRNA-Bande trat jedoch nicht auf. Die ungefahr 7,6
kb grof3e dsRNA-Bande wurde daftir in einigen Juniproben (Breitnau-Probe, Juni 1999 und
2000, Abb. 18A/B Spur 10), verschiedenen Maiproben (Niendorfer Gehege, Mai 2000 Abb.
18B, Spur 3; Insel Amrum, Ma 2000 Abb. 18B, Spur 5) und sogar zwel Aprilproben
(Tarpenbeker Wanderweg Spur 1; Klévensteen, April 2000 Abb. 18B, Spur 2) nachgewiesen.
In alen Proben von 1999 wurde zudem eine sehr schwach konzentrierte ungefdhr 2,5 kb
grof3e dsRNA-Bande beobachtet (Abb. 18A), die in den untersuchten Proben von 2000 sowie
in den vorherigen Untersuchungen nicht aufgetreten war.
Auffallig war im Rahmen dieser Untersuchungen, daf in den einzelnen Proben sehr
unterschiedliche dsRNA-Konzentration beobachtet werden konnten. So wies 1999 eine Juni-
Probe (Abb. 18A, Spur 10) mit 20 ng/ul die hdchste dsRNA-Konzentration auf. Und auch in
der Untersuchung von 2000 (Abb. 18B) lagen die hochsten dsRNA-Konzentrationen in der
Zeit von Ende Mai bis Anfang Juni (Amrum 29.5.2000, Spur 4; Karpak 05.06.2000, Spur 7,
Hahnheide 05.06.2000, Spur 8). Aus den tbrigen Proben wurde dagegen wesentlich weniger
dsRNA isoliert. Teilweise lag die dSRNA-K onzentration sogar unterhalb der Nachweisgrenze
eines Ethidiumbromid-geféarbten Agarosegeles (Abb. 18A Spur 5 und 7 sowie Abb. 18B, Spur
11).
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MMI123 456 7 891011 MIM 1213141516

2,3 kb
1,4 kb (Db.)
1,3 kb

M12345781011M1213141516

<«—76kb
<+«—2,3kb

1,4 kb (Db.)
1,3kb
C
5Insd Amrum 7 Rf6. Hasdoh
1 Tarpenbeker Wanderw 6 Rf6. Hanheide
3 Fd Niendorfer Geheg 8 Rfo. Karpak

2 Rf6. Klbvensteen

4 Botanischer Garten Hambur

9 Ravenna Schlucht 10 FA Breitnau

Abb. 18: Gelelektrophoretische Auftrennung von dsRNA, isoliert aus Blattproben erkrankter
Eber eschen von ver schiedenen Standorten in Deutschland.

Die erkrankten Ebereschen sind in den Spuren 1-11 und die symptomlosen Ebereschen in den Spuren 12-16
aufgetragen.

A) Untersuchung von 1999

B) Untersuchung von 2000

C) Ubersichtskarte tiber die verschiedenen Standorte in Deutschland sowie der Standortnummern (Stn.)

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (MBI), Spur M1: DNA-Molecular weight marker
AEco 911 (MBI); Spur 1: Stn. 1; Spur 2: Stn. 2; Spur 3. Stn. 3; Spur 4; Stn. 4; Spur 5: Stn. 5; Spur 6: Stn. 6;
Spur 7: Stn. 7; Spur 8: Stn. 8; Spur 9: Stn. 9; Spur 10: Stn. 10; Spur 11: Stn. 11; Spur 12: Stn. 2; Spur 13: Stn.
5; Spur 14: Stn. 8; Spur 15: Stn. 10; Spur 16: Stn. 11. Die Pfeile auf der rechten Seite geben die GrofRen der
dsRNA-Banden an. Die Numerierung der Spuren wurde in der Abb. B entsprechend der vorhandenen Proben
vorgenommen. Die einzelnen Erntezeitpunkte sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Die Auftrennung der dsRNA
erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel
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3.5 I'solierung von dsRNA aus Rindenproben erkrankter Eber eschen

Um zu Uberprifen, ob es sich bei dem putativen Virus um ein im Phloem lokalisiertes Virus
handelt wurde versucht, dsRNA aus Rindenproben erkrankter Ebereschen zu isolieren. Wiein
der Abb. 19 dargestellt, war auch die Isolierung von dsRNA aus Rinde erkrankte Ebereschen
moglich, wahrend keine dsRNA in der Rinde symptomloser Ebereschen nachgewiesen wurde.
Die Konzentration der isolierten dsRNA lag jedoch nur bei 4 ng/ul. Wie schon in den
Blattproben, so konnten auch in den Rindenproben eine ca. 7,6 kb, 2,5 kb und 2,3 kb grof3e
dsRNA-Bande nachgewiesen werden. Zusétzlich traten jedoch auch noch zwei weitere
niedermolekulare dsRNA-Banden von ca. 1,1 kb und 0,9 kb auf. Die Tabelle 3 zeigt eine
Ubersicht tiber samtliche aus Blatt- und Rindenproben isolierten dsRNA-Banden.

21226 kb M 1 2

5148 k

4268 k
3530 k

2027 k <«— 2,5kb

<«— 76kb

1904 k
1584 k 2,3kb

1375k
<« 11kb

947 k
831 k <« 09kb

546 k

Abb. 19: Nachweis von dsRNA in der Rindenprobe einer erkrankten
Eber esche

Spur M: DNA-Molecular weight marker 1IIA/EcoRI, Hindlll (MBI);
Spur 1 erkrankte Eberesche; Spur 2: symptomlose Eberesche.

Die Pfeile geben die Groflen der dsRNA-Banden an. Auf der linken Seite
sind die GrofRen der Markerbanden angegeben. Die Auftrennung der
isolierten dsRNA erfolgte in einem Ethidiumbromid-geféarbten 1 %
Agarose TBE-Gel.

Tabelle 3: Ubersicht tiber samtliche aus Blatt- und Rindenproben isolierter dsRNA-

Banden

Blétter Rinde
7,6 kb 7,6 kb
2,5kb 2,5kb
2,3kb 2,3kb

1,4 kb (Doppelbande) /

1,3kb /

1,2 kb /
/ 1,1kb
/ 0,9kb

In beiden Geweben vorhandene Banden sind grau unterlegt.
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Da die dsRNA-Konzentration auch in Rindenproben Schwankungen unterworfen sein
kann, wurde der Akkumulationsverlauf von dsRNA in Rindenproben in der Zeit von Méarz
(vor Beginn der Blattentwicklung) bis Juni 1999, an der erkrankten Eberesche vom
Tarpenbeker Wanderweg/Ecke Haldenstieg (Hamburg) untersucht. Wie in der Abb. 20 zu
erkennen ist, konnte ein Konzentrationsanstieg der dsRNA in Rinde von Ende Mérz (Spur 1)
bis Anfang Mai (Spur 4) beobachtet werden, wahrend die Konzentration von Mitte Mai bis
Anfang Juni (Spur 7-9) stark abnahm und die dsRNA-Banden in dem Ethidiumbromid-
geféarbten 1 % Agarose TBE-Gel kaum noch zu erkennen waren (Spur 7-9). Erst Mitte Juni
(Spur 10 und 11) konnte wieder ein leichter Anstieg der dsRNA-Konzentration beobachtet
werden. Damit verhielt sich die dsRNA-Akkumulation entgegengesetzt zu dem in Blattproben
beobachteten Akkumulationsverlauf (vgl. Abb. 17). Auffallend war weiterhin, dal3 die
Zusammensetzung des dsRNA-Bandenmuster Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
konstant blieb.

MIi1M21 2 3 4 5 6 7 8 9 1011M2M112 13 14 15

Abb. 20: RegelméRige | solierung von dsRNA ausder Rinde einer erkrankten Eberschein der
Zeit von Mérz bisApril 1999

Spur 1-11: erkrankte Eberesche vom Tarpenbeker Wanderweg/Ecke Haldenstieg (Hamburg)

Spur 12-15:; symptomlose Eberesche vom Tarpenbeker Wanderweg/Ecke Hal denstieg (Hamburg)
Spur M1: DNA-Molecular weight marker I1IA/EcoRI, Hindlll (MBI), Spur M2: DNA-Molecular
weight marker AEco 91 | (MBI); Spur 1: 29.03.*; Spur 2: 18.04.; Spur 3: 25.04.; Spur 4: 02.05,;
Spur 5: 09.05.; Spur 6: 16.05.; Spur 7: 21.05.; Spur 8: 31.05.; Spur 9: 06.06.; Spur 10: 13.06.; Spur
11: 20.06.; Spur 12: 29.03.; Spur 13: 25.04; Spur 14: 21.05; Spur 15: 13.06.

Die Pfeile auf der rechten Seite geben die Gréfen der dsRNA-Banden an. Die Auftrennung der
dsRNA erfolgte in einem Ethidiumbromid-gefarbten 1 % Agarose TBE-Gel. *Die Angaben
entsprechen den Ernteterminen.

3.6 Gewinnung und Klonierung von cDNA

Fir die Charakterisierung des putativen Agens mufdte seine Nukleotidsequenz bestimmt
werden. Um dies zu erreichen, sollte die dsRNA zunéchst in eine cDNA Uberschrieben und
anschlief3end kloniert werden. Die geringe Ausgangskonzentration der dsRNA machte eine
Amplifikation der synthetisierten cDNA vor der Klonierung notwendig. Es wurde daher eine

Klonierungsstrategie entwickelt, die auf der Synthese von cDNA aus dsRNA mit
nachfolgender EcoRI-Adapter-Ligierung beruhte (vgl. Kapitel 2.2.4). Auf der Basis der
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ligierten Adapter konnte dann durch eine PCR mit EcoRI-spezifischen Primern eine
Amplifikation der cDNA erzielt werden. Die gesamte Klonierungsstrategie (vgl. Kapitel:
2.2.4) wurde zunéchst mit der TMV-dsRNA etabliert und anschlief3end mit der Ebereschen
dsRNA durchgefihrt.

3.6.1 Synthese von cDNA aus TMV-dsRNA mit anschliel3ender EcoRI-Adapter-
Ligation und PCR

Es wurde 500 ng TMV-dsRNA fir die cDNA-Synthese eingesetzt. Das Ergebnis der PCR ist
in Abb. 21 dargestellt. Als Kontrolle der PCR-Reaktion wurde restringierte und ligierte DNA
des Phagen Lambda (Acl857 Sam7 Wildtyp) verwendet, welche in Vorversuchen fir die
Etablierung der PCR-Reaktion eingesetzt worden war. Es ist deutlich ein Schmier in dem
Ethidiumbromid-gefarbten Agarose TBE-Gel zu erkennen (Spur 1 und 3), der von der
Amplifikation der ligierten A-DNA und TMV-cDNA herrihrt. In anschlief3enden Versuchen
wurde die cDNA in den "pCR"2.1 TOPO" Cloning Vektor” von Invitrogen kloniert (vgl.
K apitel 3.6.2).

M M1 1 2 3 4

Abb. 21: Gelelektrophor etische Auftrennung von 10 pl Eco RI-
PCR-Produkt, in einem Ethidiumbromid-gefarbten 1 %
Agarose TBE-Gdl.

Spur M: DNA-Molecular weight marker IlIIA/EcoRI, HindIll
(MBI); Spur M1: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: PCR-Produkt aus der
EcoRI-PCR mit der A-DNA; Spur 2: unbeladen; Spur 3: PCR-
Produkt aus der EcoRI-PCR mit der TMV-cDNA; Spur 4:
Wasserkontrolle.

3.6.2 Analyse der TOPO-TA-Klone durch PCR, Southern-Blot-Analysen und
Sequenzierung

Die erfolgreiche Klonierung mit dem "TOPO TA Cloning” Kit” von Invitrogen wurde
zun&chst durch ein Screening der blauen und weif3en Kolonien ermittelt. Dabei wurden

durchschnittlich sechsmal soviel weilRe wie blaue Kolonien gezahlt. Um einen Uberblick tber
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die Grof3e der Inserts zu erhaten und um die einzelnen Klone naher charakterisieren zu

konnen, wurden 33 rekombinante Klone, durch eine PCR mit vektorspezifischen M13-
Primern, auf die Grole ihres Inserts getestet. Wie in der Abb. 22 beispielhaft fir eine solche

M13-PCR zu erkennen ist, konnten in 12 von 14 rekombinanten Klonen Inserts mit Grof3en
zwischen 330 bp und 1400 bp nachgewiesen werden. Bei dem Klon V149 T7 (Abb. 22, Spur
8) handelt es sich um einen Mischklon, der zwei verschiedenen grofie Inserts aufweist. In der

blauen Kontroll-Kolonie wurde ausschliefdlich die Multiple Cloning Site (MCS), mit einer
Grofe von 200 nt amplifiziert (Spur 16). Die Tabelle 4 zeigt eine Ubersicht tiber die GroRen

dieser Inserts.

KM1 2 3 45 6 7 8 9 101112 13 14 15

Abb. 22: Kontrolle der Insertsrekombinanter TOPO-TA Klone durch PCR mit M 13- Primern

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur K: Wasserkontrolle; Spur 1-
14: rekombinante Klone (V149 T1-T14); Spur 15: blauer TOPO-TA Klon. Die Grofen der
Markerbanden sind auf der linken Seite angegeben. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem

Ethidiumbromid-gefarbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Tabelle 4: GroReder PCR-Fragmente und der tatsdchlichen Insertsder verschiedenen

Klone die mit den Vektor-spezifischen M 13-Primer erhalten wurden.

NamedesKlons | GrofRRedes PCR-Produktsin GroRedesInsertsin bp
bp (mit MCS)

V149 T1 740 540

V149 T2 1380 1180
V149 T3 740 540

V149 T4 Kein Amplifikat Kein Amplifikat
V149 T5 600 400

V149 T6 970 770

V149 T7 830/530 630/330
V149 T8 1030 830
V149 T9 950 750

V149 T10 Kein Amplifikat Kein Amplifikat
V149 T11 530 330
V149 T12 970 770
V149 T13 970 770
V149 T14 970 770

Ein Uberblick tber die Vektorkarte findet sich im Anhang (Kapitel 7.1).
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Auch in den restlichen 19 rekombinanten Klonen (V149 T14-33) konnten durch die
M13-PCR Inserts zwischen 500 bp und 1200 bp nachgewiesen werden.
Um die TMV-Spezifitét der rekombinanten Klone zu Uberpriifen, wurden Southern-Blot-
Analysen durchgefihrt. Das Ergebnis einer solchen Untersuchungen ist in Abb. 23 dargestellt.
Von den Inserts der 8 getesteten rekombinanten Klone reagierten 7 eindeutig mit der TMV-
spezifischen Sonde, wahrend der Klon V149 T27 (Spur 8) nicht nachgewiesen wurde.
Insgesamt wurde in allen durchgefihrten Southern-Blot-Analysen in 85 % der untersuchten
rekombinanten Klone eine spezifische Hybridiserung mit der TMV-spezifischen Sonde
erzielt. Eine unspezifische Hybridisierung der Sonde mit blauen Kolonien konnte in keinem

Fall nachgewiesen werden.

A B
M11234567891O

" [RE.

Abb. 23: Southern-Blot-Analyse von PCR-Produkten rekombinanter TOPO-TA Klone mit einer TMV-
spezifischen Dig-markierten RNA-Sonde.

A) Auftrennung der PCR-Produkte in einem Ethidiumbromid-geféarbten 1 % Agarose TBE-Gel.

B) Southern-Blot-Analyse.

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur M1: Dig-DNA-Molecular weight
marker 111A/EcoRl, Hindlll (Roche); Spur 1-8: rekombinante Klone V149 T1-7 und V149 _T27; Spur 9: PCR-
blauer TOPO-TA Klon; Spur 10. Wasserkontrolle.

M M1 1 4 5 _6_7 8 910

Es wurden eine Auswahl der Klone (Klon V149 T1, 3, 5, 6, 9, 15 und 21) ansequenziert, um
ihre TMV-Spezifitdt durch einen Vergleich mit der Datenbank nachzuweisen. Zusétzlich
wurden zwel Klone (Klon V149 T27 und 31), die in den Southern-Blot-Analysen nicht mit
der TMV-Sonde reagiert hatten durch Sequenzierung Uberprift, um den Ursprung dieser
Klone zu bestimmen. Bel den Klonen V149 T1,3, 5, 6, 9, 15 und 21 konnten durch den
Vergleich der Sequenzen mit der Datenbank Ubereinstimmungen mit dem TMV-Genom
nachgewiesen werden. Ein Vergleich der Sequenzen der beiden Klone 27 und 31 mit der
Datenbank zeigten dagegen in beiden Félen deutliche Homologien zu verschiedenen

pflanzlichen und tierischen 25S rRNAS.
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3.7 Reverse-Transkriptions PCR mit degenerierten Oligonukleotid Primer
(RT-DOP-PCR)
Obwohl mit der in Kapitel 3.6 beschriebenen Methode zur cDNA-Synthese erfolgreich cDNA
aus TMV-dsRNA synthetisiert wurde (es wurden 85 % TMV-spezifische Klone gewonnen),
konnte keine cDNA aus Ebereschen-dsRNA synthetisiert werden. Es ist zu vermuten, dai3 die
wesentlich geringere dsRNA-Konzentration aus Ebereschenblattern fir eine cDNA-Synthese
nicht ausreichten. Es mufdte daher eine zweite Strategie entwickelt werden, um die geringe
Ausgangskonzentration zu Uberbriicken. Hierfr bot sich nach Dr. M. ROTT (personliche
Mitteilung, 1998) die RT-DOP-PCR an (vgl. Kapitel: 2.2.5). Sie ermdglicht eine direkte
Amplifikation unbekannter Nukleinsdure mit Hilfe degenerierter Primer. Jedoch mufdte das
DOP-PCR-Program von Roche zundchst auf dem Gradient Mastercycler von Eppendorf
etabliert werden, da es fur den Perkin Elmer PCR-System 9600 Thermocycler entwickelt

worden war.

3.7.1 DOP-PCR

Die Etablierung der DOP-PCR wurde mit der im "DOP PCR Master” Kit vorhandenen
Kontroll-DNA (humane genomische DNA aus lymphaoblastoiden Zellen) durchgefihrt. Die
Schwierigkeit bestand vor alem in der optimalen Ubertragung des ersten Zyklus des DOP-
PCR-Protokolls (vgl. Kapitel 2.2.5) auf den Gradient Mastercylcer von Eppendorf. Trotz
verschiedener Modifikation konnten in Vorversuchen mit dem DOP-PCR Protokoll der Firma
Roche zunéchst keine PCR-Produkte amplifiziert werden. Entsprechend der Angaben von Dr.
M. ROTT (personliche Mitteilung, 1998), wonach der Mastermix des”DOP PCR Master” Kit

fehlerhaft sei, wurde in einer Versuchswiederholung neben den Reagenzien von Roche auch

ein selber zusammengestellter Mastermix, mit eigener Tag-DNA Polymerase verwendet. Das
Ergebnisist in der Abb. 24 dargestellt.
M 1 2 3

Abb. 24: DOP-PCR nach ROCHE, dargestellt in einem Ethidiumbromid-

geféarbten 1,5 % Agarose TBE-Gel.

Spur M: DNA-Molecular weight marker 1IN/ EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1:
Wasserkontrolle; Spur 2: DOP-PCR Master Kit von Roche; Spur 3: selber
zusammengestel lter PCR-Mastermix 75



Wiein der Abb. 24 dargestellt war es moglich, mit dem selber zusammengesetzten PCR-
Mastermix eine Amplifikation von PCR-Produkten, die im Ethidiumbromid-gefarbten
Agarosegel als Schmier zu erkennen sind, zu erzielen. In den folgenden Versuchen wurde
daher nur noch ein selber zusammengesetzter Mastermix fir die DOP-PCR verwendet, wobel
zunéchst versucht wurde die Ausbeute der DOP-PCR zu verbessern, um so eine optimale
Ausgangssituation fur die nachfolgende Klonierung zu erzielen. In zahlreichen Vorversuchen
zur Optimierung der DOP-PCR, durch die Modifikationen des ersten Zyklus des Protokolls
oder die Verkirzung des DOP-Primer (22mer) am 3"-Ende um ein bzw. zwei Nukleotide
(DOP-Primer 1 und 2), konnte jedoch zunédchst zu keine erkennbare Verbesserung der
Ausbeute erzielt werden. Erst durch eine anfangliche Beschleunigung und anschlief3ende
Verlangsamung dieses Temperaturanstiegs von 30 °C auf 72 °C (vgl. Kapitel 2.2.5) war es
maoglich, die Ausbeute an PCR-Produkten signifikant zu erhbhen (Abb. 25), wobei deutlich zu
erkennen ist, dal3 unter Verwendung des DOP-Primers nach ROCHE, im Vergleich zu dem
DOP-Primer 1 und 2, die grofite Produktausbeute erzielt werden konnte.

M 1 2 3 4

Abb. 25. DOP-PCR modifiziert nach ROCHE und unter Verwendung der Primer
DOP-Primer, DOP-Primer 1 und DOP-Primer 2

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1. Wasserkontrolle; Spur 2: DOP-Primer; Spur 3: DOP-
Primer 1; Spur 4. DOP-Primer 2. Die GrofRRen der Markerbanden sind auf der linken Seite
angegeben. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1 % Ethidiumbromid-
geférbten Agarose TBE-Gel

Wie aus der Abb. 25 verdeutlicht wird, lag die Hauptproduktgréf3e der PCR-Produkte
zwischen 300 und 800 bp.

3.7.2 RT-DOP-PCR unter Verwendung der TMV-dsRNA

Die Etablierung der RT-DOP-PCR erfolgte zunéchst unter Verwendung der TMV-dsRNA. Es
wurden drei Parallelansétze zu Reversen Transkription durchgefiihrt (vgl. Kapitel 2.2.5.1).
Das Ergebnis der anschlief3end durchgefiihrten DOP-PCR ist in Abb. 26 dargestellt. Es
wurden jewells 20 pl des 50 pl PCR-Ansatzes fur die gelelektrophoretische Auftrennung
verwendet. Im Gegensatz zu den Etablierungsversuchen der DOP-PCR mit der Kontroll-DNA
von Roche konnten in dieser RT-DOP-PCR, neben einem schwachen PCR-Produkt-Schmier,
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auch zahlreiche distinkte Banden im Ethidiumbromid-geféarbten Agarose TBE-Gel
beobachtet werden. Die GrofRen der amplifizierten PCR-Produkte lagen bei ca. 880 bp
(Hauptbande), 690 bp, 600 bp, 520 bp, 440 bp, 420 bp, 360bp, 320 bp, und 300 bp. Ein
Unterschied in der Ausbeute an PCR-Produkten bei Verwendung der verschiedenen oben
genannten Verfahren zum Abkihlen der denaturierten dsRNA konnte nicht beobachtet

werden.

M 1 2 3 4 5

883
692 bp

501/489 bp
404 bp
331 bp
242 bp

1116 EB

Abb. 26: RT-DOP-PCR mit TMV-dsRNA

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: RT-DOP-PCR mit Abkihlung der dsRNA auf Eis im
Anschluf? an die Denaturierung; Spur 2. RT-DOP-PCR mit Abkiihlung der dsRNA von 99
°C auf 37 °C im Thermocycler im Anschlul? an die Denaturierung; Spur 3: RT-DOP-PCR
mit Abklhlung der dsRNA von 99 °C auf 25 °C im Thermocycler im Anschlu3 an die
Denaturierung; Spur 4: DOP-PCR-Kontrolle mit Kontroll-DNA von Roche; Spur 5:
Wasserkontrolle. Auf der linken Seite sind die GrofRen der Markerbanden angegeben. Die
Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose
TBE-Gel.

3.7.3 RT-DOP-PCR unter Verwendung der dsRNA aus Eber eschenblattern

Fur die RT-DOP-PCR aus Ebereschenbl attern wurden ebenfalls 10 ng dsRNA verwendet. Das
Ergebnis einer solche RT-DOP-PCR Reaktion mit der gesamten dsRNA einer Blattprobe vom
05.05.1999 ist in der Abb. 27 dargestellt. Es konnte eine deutliche Amplifikation der
Ebereschen-dsRNA nach Reverser Transkription erzielt werden (Spur 1), wobei ebenfalls
reproduzierbare distinkte Banden von ungefahr 520 bp, 480 bp, 330 bp, 270 bp und 210 bp
unterschieden werden konnten. Entsprechend der Versuche zur dsRNA-Isolierung aus
symptomlosen Ebereschen, bei denen kein Nachweis von dsRNA im Ethidiumbromid-
geféarbten Agarose TBE-Gel moglich war (vgl. Abb. 17 und 18), konnte auch keine
Amplifikation im Zuge der RT-DOP-PCR beobachtet werden. (Spur 2). Die Produkte der RT-
DOP-PCR wurden direkt nach der Amplifikation kloniert (Kapitel 3.8).
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Abb. 27: RT-DOP-PCR mit Ebereschen-dsRNA,

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur
M1: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: erkrankte Eberesche; Spur 2: symptomlose
Eberesche; Spur 3: Wasserkontrolle. Die Pfeile auf der rechten Seite geben
die GroRen der DOP-PCR-Produkte an. Die Auftrennung der PCR-Produkte
erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

In einem Parallelversuch wurde die ca. 7,6 kb grofe dsRNA-Bande aleine, sowie die 2,5 kb
und 2,3 kb grofRen dsRNA-Banden bzw. die 1,4 kb (Doppelbande) und die 1,3 kb grof3en
dsRNA-Banden jeweils gemeinsam, nach gelelektrophoretischer Auftrennung aus dem Gel
eluiert. So sollte eine mogliche Kontamination durch pflanzliche RNA, welche durch
intramolekulare Basenpaarung eine doppelstrangige Struktur aufwies, reduziert werden. Es
wurden jewells 10 ng der eluierten dsRNA-Banden fur die RT-DOP-PCR verwendet. Als
negative Kontrolle der Reversen Transkription wurde die Flissigkeit aus einem Nukleinsdure-
frelem Gelblock eluiert und ebenfals in die RT-DOP-PCR eingesetzt. Aus dem Gelblock-
Eluat wurde zudem ein Aliquot direkt in der DOP-PCR verwendet. Das Ergebnis dieser RT-
DOP-PCR-Untersuchungen ist in der Abb. 28 dargestellt. Trotz der unterschiedlichen
dsRNA-Templates wurden reproduzierbar in alen drei Versuchen identische RT-DOP-PCR-
Produkte (Spur 1-3) mit Grofen von ca. 520 bp, 480 bp, 240 bp, 190 bp und 110 bp
beobachtet, von denen nur die beiden gréften PCR-Fragmente auch in der vorangegangenen
RT-DOP-PCR (Abb. 27) auftraten. Wie schon bei der Verwendung der gesamten dsRNA fur
die RT-DOP-PCR, so wurden auch bei diesem Versuch die drei kleinsten PCR-Fragmente am
stérksten amplifziert. Eine Kontamination der RT-DOP-PCR durch Fremd-DNA oder RNA
aus dem Agarosegel konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 28: RT-DOP-PCR mit eluierten dsSRNA-Banden

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: RT-DOP-PCR mit der ca. 7,6 kb grof3en
dsRNA-Bande; Spur 2: RT-DOP-PCR mit der ca. 2,5 kb und. 2,3 kb grof3en
dsRNA-Banden; Spur 3: RT-DOP-PCR mit der ca. 1,4 kb/Doppelbande und
1,3 kb grof3en dsRNA-Bande; Spur 4: RT-DOP-PCR mit der dsRNA einer
symptomlosen Eberesche; Spur 5: RT-DOP-PCR mit dem Gelblock-Eluat;
Spur 6: DOP-PCR mit dem Gelblock-Eluat; Spur 7: Wasserkontrolle. Die
Pfeile auf der rechten Seite geben die Gréflien der DOP-PCR-Produkte an.
Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-
geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Die Produkte, die durch RT-DOP-PCR der 7,6 kb grof3en dsRNA-Bande erhalten wurden,
wurden direkt nach der Amplifikation kloniert ebenfallsim (Kapitel 3.8).

3.8 Klonierung der RT-DOP-PCR-Fragmente
Die erfolgreiche Klonierung der DOP-PCR-Produkte ist in Abb. 29 beispielhaft dargestellt. In
alen durchgefuhrten Klonierungen konnte ein 9-16 fach hoherer Anteil weil3er Kolonien

gegenliber den blauen Kolonien beobachtet werden.
o

Abb. 29: Transformation von E. coli Zellen (Stamm TOP10F" von Amersham) mit PCR-
Fragmenten der RT-DOP-PCR im Vektor pCR"2.1 TOPQO" .
Die Pfeile markieren weil3e Kolonien

Die Grof3en der Inserts wurden, wie schon in Kapitel 3.6.2 beschrieben, durch eine PCR mit
vektorspezifischen M13-Primern Uberprift. Das Ergebnis einer solchen M13-PCR ist
beispielhaft in der Abb. 30 dargestellt.
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Abb. 30: Kontrolle der Inserts rekombinanter TOPO-TA-Klone durch
PCR mit M 13-Primern

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1-10: PCR-Produkte rekombinanter TOPO-
TA-Klone; Spur 11: PCR-Produkt eines blauen TOPO-TA-Klons, Spur 12:
Wasserkontrolle. Auf der linken Seite sind die GrofRen der Markerbanden
angegeben. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem
Ethidiumbromid-geféarbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Bel der blauen Kolonie handelt es sich um einem Mischklon, der zudem zwei Inserts
beinhaltete (Abb. 30, Spur 11).

Ein Vergleich aller Grol3en der RT-DOP-PCR-Fragmente mit den Inserts aler kontrollierten
rekombinanten Klone verdeutlichte, dal3 vor alem PCR-Fragmente mit Grofen zwischen 50
und 150 bp mit Hilfe des "TOPO-TA Cloning™” Kits kloniert worden waren. Sowohl durch
die RT-DOP-PCR, as auch durch die Klonierung waren somit vor allem kleinere PCR-

Fragmente bevorzugt worden.

3.8.1 Screening der rekombinanten Klone

Die rekombinanten Klone wurden im Anschluf3 an die M13-PCR durch Kolonie-Filter-
Hybridisierungen sowie Northern-Blot- und Southern-Blot-Analysen auf ihre Virus-Spezifitét
hin Uberprdift.

3.8.1.1 Kolonie-Filter-Hybridisierung

Mit Hilfe der ECL-markierten dsRNA-Sonde konnten die rekombinanten Klone durch
Kolonie-Filter-Hybridisierungen (vgl. Kapitel 2.2.7) auf die dsSRNA-Spezifitét ihres Inserts
hin getestet werden. Das Ergebnis einer solchen Kolonie-Filter Hybridisierung ist beispielhaft
in Abb. 31 dargestellt. Als Negativ-Kontrolle wurde ein blauer Klon verwendet, der zuvor in
einer M13-PCR getestet worden war und kein Insert enthielt. Die Einteilung der Klone als

virusspezifisch erfolgte jewellsim Abgleich mit dem blauen Klon.
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Abb. 31: Kolonie-Filter-Hybridisierung rekombinanter TOPO-TA-Klone mit einer
dsRNA-gpezifischen ECL -markierten Sonde.

Es wurden bei dieser Hybridisierung 8 Klone (Nr.10, 13, 14 und 20-24) as positiv eingestuft,
doch auch die Klone der Nummern 1-5 und 11, deren Reaktion im Vergleich mit dem blauen
Klon nicht ganz eindeutig war, wurden in den nachfolgenden Untersuchungen weiter getestet.
Insgesamt wurden so von 110 rekombinanten Klonen, die in der Kolonie-Filter-
Hybridisierungen untersucht wurden, 41 Klone (37 %) fir die nachfolgenden Untersuchungen
(Kapitel 3.8.1.2) ausgewahilt.

3.8.1.2 Northern-Blot-Analysen

Von alen 41 Klonen, die durch die Kolonie-Filter-Hybridisierung ausgewahlt worden waren,
sollten durch in-vitro Transkription Dig-markierte RNA-Sonden hergestellt werden, um die
Virussepezifitét der Klone in Northern-Blot-Analysen gegen Gesamt-RNA aus erkrankten
und symptomlosen Ebereschen zu testen. Da der pCR™ 2.1 TOPO Vektor nur einen RNA-
Polymerase-Promotor besal3, wurden parallel zu den Dig-markierten RNA-Sonden auch Dig-
markierte DNA-Sonden eingesetzt.

Insgesamt konnten von den 41 Klonen nur 32 Klone fir eine in-vitro Transkription verwendet
werden, da die dbrigen Klone Inserts von lediglich 50-80 bp aufwiesen und sich daher nicht
zur Sondenherstellung eigneten.

Fur die Durchfihrung der Northern-Blot-Anaysen hatte sich in Vorversuchen gezeigt, dal3
mind. 15 pg Gesamt-RNA notwendig waren, um einen spezifischen Nachweis der Virus-
RNA erzielen zu konnen.

Insgesamt reagierten in den Northern-Blot-Analysen 20 Klone eindeutig mit der Gesamt-

RNA aus symptomlosen und erkrankten Ebereschen, wahrend 10 Klone ausschliefdlich eine
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Hybridisierung mit ihrem jeweiligem Plasmid aufwiesen. Auch unter Verwendung der

Dig-markierten DNA-Sonden dieser Klone war es nicht maoglich, eine spezifische
Hybridisierung zu erzielen. Es ist zu vermuten, dal3 der fehlende spezifische Nachweis von
RNA durch die geringe GrofRe der Inserts bedingt war, da diese Klone Inserts von nur 120-
150 bp aufwiesen.
Nur zwei Klone V272 33 und V283 2/1 mit Inserts von 621 bp bzw. 195 bp zeigten eine
eindeutige Reaktion mit der RNA aus erkrankten Ebereschen, wahrend keine Hybridisierung
mit der RNA aus symptomlosen Ebereschen nachgewiesen wurden (Abb. 32). Auffallend war
dabei jedoch, dal3 sich die Muster der mit den beiden Sonden detektierten RNA-Banden
unterschieden, obwohl in beiden Fallen ein Aligout von derselben Gesamt-RNA vom
27.04.2000 gelelektrophoretisch aufgetrennt worden war. So konnten mit der Sonde vom
Klon V272_33 zwei grof3e RNA-Banden mit ungefdhr 7,6 kb und 2,5 kb detektiert werden
(Abb. 32B), wahrend mit der V283 2/1-Sonde die vier kleineren RNA-Banden von ungefahr
2,3 kb, 1,4 kb (Doppelbande) und 1,3 kb nachgewiesen wurden (Abb. 32D). Ob auch eine
Detektion der 1,4 kb/Doppelbande sowie der 1,3 kb grofRen RNA-Banden durch die RNA-
Sonde V272 33 vorlag lief? sich nicht eindeutig klaren (Abb. 32A, Spur 1). Die ca. 1,2 kb
grol3e dsRNA-Bande wurde in keinem Fall nachgewiesen. Insgesamt stimmten die Grof3en
der detektierten RNA-Banden mit dem dsRNA-Muster tberein (vgl. Abb. 18).
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Abb. 32: Northern-Blot-Analysen mit gelelektrophoretisch aufgetrennter Gesamt-RNA aus
erkrankten und symptomlosen Ebereschen

A und C: Gelelektrophoretische von Gesamt-RNA erkrankter und symptomloser Ebereschen in einem
denaturierenden 1,5 % Mops-Agarose-Formaldehydgel

B: Northern-Blot-Analyse mit der Dig-markierten RNA-Sonde des KlonsVV272_33

D: Northern-Blot-Analyse mit der Dig-markierten RNA-Sonde des Klons V283 _2/1

Spur M: DNA-Molecular weight marker I1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur M1: Dig-DNA-Molecular
weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (Roche); Spur M2: RNA-Molecular weight marker | (Roche); Spur
M3: Dig-Molecular weight marker A/Eco91l (Roche); Spur M4: Dig-DNA-Molecular weight marker
pUCBM21 VlIl/Hpall, Dral und Hindlll (Roche); Spur 1: erkrankte Eberesche; Spur 2: symptomlose
Eberesche; Spur 3: positive Kontrolle: PCR-Produkt von Klon V272_33 (Abb. A und B), bzw. Plasmid
V283 2/1 (Abb. C und D).

Um eine optimale Darstellung der einzelnen Banden zu erzielen, wurden die Probenspuren
unterschiedlich lange exponiert. Auf der rechten Seite geben die schwarzen Pfeile die Grolzen der
RNA-Banden an. Weil3e Pfeile markieren die positiven Kontrollen.

Der geringe Nachwels der positiven Kontrollen im Rahmen der Northern-Blot-Analysen

beruht auf der schwécheren Hybridisierung zwischen DNA und RNA.
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3.8.1.3 Southern-Blot-Analysen zum Nachweis der Virus-Spezifitat der Klone
V272 33und V283 2/1
Es wurden Southern-Blot-Analysen mit restingierter genomischer DNA aus erkrankten und
symptomlosen Ebereschenbléttern durchgefiihrt. Ziel war es nachzuweisen, dal3 die Klone
V272 33 und V283 2/1 definitiv virusspezifisch waren und nicht von einem pflanzlichen
Gen stammten, dasim Verlauf der Infektion expremiert wurde.
In beiden Féllen konnte nur eine Hybridisierung der Dig-markierten DNA-Sonden mit der
jeweiligen positiven Kontrolle beobachtet werden. Keine der beiden Sonden reagierte
dagegen mit der restringierten genomischen DNA. In der Abb. 33 ist das Ergebnis einer
solchen Southern-Blot-Analyse exemplarisch fur den Klon V283 _2/1 dargestellt.

A B
M M3M1M21 2 3 4 5 MIM2 1 2 3 4 ¢

Abb. 33: Southern-Blot-Analysen mit restringierter genomischer DNA aus erkrankten
und symptomlosen Ebereschen

A) Gelelektrophoretische Auftrennung der restringierten DNA in einem Ethidiumbromid-
geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

B) Southern-Blot-Analyse mit der Dig-DNA Sonde des Klons V283 _2/1.

Spur M: DNA-Molecular weight marker 1HIA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur M1: Dig-DNA-
Molecular weight marker IIIA/EcoRI, Hindlll (Roche); Spur M2: Dig-DNA-Molecular
weight marker pUCBM21 VIlI/Hpall, Dral und Hindlll (Roche); Spur M3: pUC Mix 8
(MBI); Spur 1: erkrankte Eberesche EcoRI-Verdau; Spur 2: symptomlose Ebereschen EcoRl-
Verdau; Spur 3: erkrankte Eberesche Hindlll-Verdau; Spur 4: symptomlose Ebereschen
Hindlll-Verdau; Spur 5: positiv Kontrolle: PCR-Produkt des Klons V283 2/1. Der Pfell
markiert die positive Kontrolle

3.8.1.4 Sequenzierung der KloneV272_33 und V283 2/1

Nachdem die Klone V272 _33 und V283 _2/1 in allen vorangegangenen Untersuchungen eine
eindeutige virusspezifische Reaktion aufgewiesen hatten wurden sie sequenziert, um eine
Charakterisierung der viralen RNA zu erzielen. Zusétzlich wurden auch alle Klone, die keine
eindeutige Hybridisierung in den Northern-Blot-Analysern ergeben hatten (vgl. Kapitel:
3.8.1.2), sowie einige pflanzenspezifische Klone durch Sequenzierung uUberprift. Die
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pflanzenspezifischen Klone zeigten dabei deutliche Ubereinstimmungen mit
verschiedenen pflanzlichen und tierischen rRNAs. Bei keinem der tbrigen Klone konnten auf
der Genom-Ebene Hinweise auf ein virales Gen oder auf pflanzenspezifische Gene in der
Datenbank gefunden werden. Auf der Proteinebene wurden dagegen zahlreiche kurze
Aminosaure-Homologien zu Proteinen der unterschiedlichsten humanpathogenen Viren und
auch einigen pflanzenpathogenen Viren nachgewiesen, von denen auffallend viele zu den
RNA-abhangigen RNA-Polymerasen und Polyproteinen der verschiedenen Viren paldten. Die
nachgewiesenen Proteine wiesen insgesamt allerdings ale unterschiedliche Leserahmen und
Orientierungen auf. Lediglich der Klon V283 2/1 zeigte eine deutliche Homologie zu
verschiedenen Polyproteinen human- und pflanzenpathogener Viren, die ale den gleichen
Leserahmen aufwiesen. Innerhalb der einzelnen Polyproteine lagen die Homologien
alerdingsin unterschiedlichen Proteinbereichen.
Ein Alignment der cDNAs mit dem Programm Lasergene 1997 war zwischen den Klone in
keinem Fall moglich.
Da die Sequenzierung der Klone, welche in den Northern-Hybridisierungen keine eindeutige
Reaktion aufgewiesen hatten (vgl. Kapitel 3.8.1.2), keine klaren Hinweise auf ein virales
Protein erbracht hatten, wurden sie nicht weiter untersucht. Ihre Herkunft bleibt daher unklar.
Nur die virusspezifischen Klone V272_33 und V283 2/1 wurden fir die nachfolgenden RT-
PCR- und RACE-Analysen (vgl. Kapitel 3.10 und 3.11) verwendet. Ihre Sequenzen sind im
Anhang dargestellt (Abb. 61 und 62).

3.9 Virusspezifische Polymer ase K ettenr eaktionen

Auf der Basis der Sequenzen der Klone V272_33 und V283_2/1 wurden Primer fir nachfolgende RT-PCR- und
RACE-Untersuchungen (Kapitel 3.11) abgeleitet. Die Lage der verwendeten Primer auf den Klonen ist in der
Abb. 34 und dargestellt.

>
2/1_120 LP
1 4,24 195
51 Vv 13
, . V283 2/1
3 A 5 -
120140
2/1_4UP
«—
«—
33 _195UP
1 406 bpv 426bp 621
1 Y
> 3 V272 33
3 A 5 -
202 bp 220 bp
33_4Q1LP

Abb. 34: Lage der Primer auf den Klonen V272_33 und V283 2/1.
Die genauen Positionen sind als Nukleotid-Angaben jeweils an den
Markierungsdreiecken der einzelnen Primer vermerkt.
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Jedes Primerpaar wurde vor dem Einsatz in den RT-PCR- und RACE-Untersuchungen

zunéchst auf seinem jeweiligen Plasmid in einer Gradienten-PCR auf seine Spezifitét getestet.
Die Ergebnisse der Gradienten-PCR-Reaktionen, fir die von den Klonen V272 33 und
V283 2/1 abgeleiteten Primer sind in der Abb. 35 dargestellt.
A
M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 M
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Abb. 35: Gradienten-PCR zur Uber priifung der Primer-Spezifitat

A): Gradienten-PCR mit den Primern 195 _UP und 401 LP desKlonsV272_33

B) Gradienten-PCR mit den Primern 2/1_4UP und 2/1_120LP desKlonsV283 2/1

Eswurden die jeweiligen Plasmide der beiden Klone in der PCR als Templates verwendet

Die Temperaturen fur das Annealing der Primer sind jeweils fur beide Abbildungen dargestellt.

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1. Annealingtemperatur a 51,2 °C, b: 49,9 °C; Spur 2:
Annealingtemperatur a 51,6 °C, b: 50,9 °C; Spur 3: Annealingtemperatur a: 52,5 °C, b: 52,3 °C; Spur 4:
Annealingtemperatur a 53,7 °C, b: 54,0 °C; Spur 5: Annealingtemperatur a: 55,0 °C, b: 55,7 °C; Spur 6:
Annealingtemperatur a: 56,4 °C, b: 57,4 °C; Spur 7: Annealingtemperatur a: 57,8 °C, b: 57,8 °C; Spur 8:
Annealingtemperatur a: 59,1°C, b: 58,9 °C; Spur 9: Annealingtemperatur a: 60,1 °C, b: Wasserkontrolle;
Spur 10; a: Wasserkontrolle. Die Pfeile geben die GrofRen der PCR-Produkte an. Die Auftrennung der PCR-
Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-geféarbten 1 % Agarose TBE-Gel

Wie in den Abbildungen 35 zu erkennen ist, konnten mit beiden Primerpaaren spezifische
PCR-Produkte mit den erwarteten Grélen von 224 bp (V272 _33-Primer) bzw. 136 bp
(V283_2/1-Primer) amplifiziert werden. Nachdem die Spezifitét der Primer gegentber ihrer
cDNA bewiesen war, wurden RT-PCR-Untersuchungen an der Gesamt-RNA erkrankter und
symptomloser Ebereschen mit den jewelligen Primerpaaren durchgefihrt (Abb. 36) Dabei
konnte mit beiden Primerpaaren jeweils ein PCR-Produkt der erwarteten Grole in der
erkrankten Eberesche nachgewiesen werden, wahrend in keinem Fall ein PCR-Produkt in der
Gesamt-RNA symptomloser Ebereschen amplifiziert wurde. Um die Spezifitdt der PCR-
Produkte zu Uberprifen und gleichzeitig nachzuweisen, dal3 keine weiteren PCR-Produkte
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amplifiziert wurden, deren Konzentration unterhalb der Nachweisgrenze des
Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegeles lagen, wurden Southern-Blot-Analysen von den
PCR-Produkten mit den Dig-markierten Sonden der Klone V272 33 und V283 2/1
durchgefiihrt. Wie ebenfallsin Abb. 36 dargestellt, konnte die Spezifitdt der Primer gegeniiber
dem Agens der Eberesche durch die Southern-Blot-Anal ysen bestatigt werden.

A B
M M1 1 2 3

M M11 2 3

—_—
.
«224bp o -
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Abb. 36: Uberpriifung der Primer spezifitat durch RT-PCR mit Gesamt-RNA aus er krankten

und symptomlosen Eber eschen und nachfolgender Souther n-Blot-Analyse.

A): RT-PCR mit den Primern 401 _LP/195 UP desKlonsV272 33

B) Southern-Blot-Analyse mit der Dig DNA-Sonde des Klons V27233

C) RT-PCR mit den Primern 2/1_120LP/2/1-4UP des Klons V283 2/1

D) Southern-Blot-Analyse mit der Dig DNA-Sonde des Klons V283 2/1

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur M1: DNA-Molecular weight marker pUuCBM21 VIlI/Hpall, Dral

und Hindlll (Roche); Spur 1: erkrankte Eberesche; Spur 2: RT-PCR symptomlose Eberesche; Spur 3.1
3: Wasserkontrolle. Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem )
Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel. Die Pfeile geben ihre jeweiligen Gréfzen an. 0

RACE-Untersuchungen

Es wurden RACE-Untersuchungen auf der Basis der Klone V272 33 und V283 2/1
durchgefiihrt, um die virden RNA-Enden zu ermitteln. Dabel wurde fir die 3'RACE-
Analysen der Primer 3"-CDS (Clontech) fir die Reverese Transkription verwendet. Unter
Verwendung dieses Primers erfolgt eine Reverse Transkription ausgehend vom Poly A-
Schwanz der RNA, fur den dieser Primer spezifisch ist. Jedoch konnte weder beim Klon
V272_33 noch beim Klon V283_2/1 eine Amplifikation des 3"-Endes der viradlen RNA erzielt
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werden. Auch in der positiven Kontrollreaktion mit den jeweiligen beiden GSP-Primern
war kein PCR-Produkt amplifiziert worden, was darauf hindeutet, dal3 die virusspezifische
RNA nicht revers transkribiert worden war.
Im Gegensatz zu der 3’'RACE konnten in der 5"RACE-Untersuchungen virusspezifische
Primer fUr die Reverse Transkription verwendet werden. Die Wahl dieser Primer erfolgte auf
der Basis der Sequenzanalyse. Wahrend jedoch fir den Klon V283 2/1 eine Orientierung des
Leserahmes ermittelt werden konnte, war dies aufgrund der geringeren Sequenzinformationen
far den Klon V272_33 nicht moglich. Es wurden daher fir diesen Klon sowohl der 401_LP-
als auch der 195 UP-Primer (vgl. Abb. 34) fur die Reverse Transkription in den 5’'RACE-
Untersuchungen verwendet. Es konnte jedoch in beiden Féllen keine Amplifikation des
viralen 5°-Endes erzielt werden. Lediglich in den jeweiligen positiven Kontrollreaktion unter
Verwendung der GSP-Primer (vgl. Kapitel 2.2.12), war bel beiden 5"RACE-Untersuchungen
ein PCR-Produkt mit der erwarteten Grof3e von 224 bp bzw. 136 bp in erkrankten Ebereschen
zu beobachten. In den symptomlosen Ebereschen wurde dagegen kein PCR-Produkt
nachgewiesen. Das Ergebnis einer solchen RACE-Analyse ist beispielhaft fir den Klon

V272_33in Abb. 37 dargestellt.
M12 3 4 ML56 7 8 9 M

¥
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Abb. 37: 5’'Race-Untersuchungen unter Verwendung des Klon V272_33 spezifischen Primers 401_LP
fur die Reverse Transkription

In den Spuren 1-4 sind die PCR-Produkte der erkrankten Eberesche aufgetragen und in den Spuren 5-8 die
PCR-Produkte der symptomlosen Eberesche. Die gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte in einem
Ethidiumbromid-geféarbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur M1: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1, 5:
5"'Race-PCR; Spur 2, 6: Kontroll-PCR mit der spezifischen GSP-Primern; Spur 3, 7: Kontroll-PCR unter
aleiniger Verwendung des Universal Primermix von Clontech; Spur 4, 8: Kontroll-PCR unter alleiniger
Verwendung des GSP-Primer 1; Spur 9: Wasserkontrolle. Der Pfeil gibt die Gréf3e des PCR-Produktes an.

Im Rahmen der 5"RACE-Untersuchungen unter Verwendung des Primers 195 UP wurde
jedoch, aufgrund einer unerwarteten zweiten Primerbindungsstelle dieses Primers (vgl.
Kapitel 3.13) ein ca 1512 bp groRRes PCR-Produkt amplifiziert (Abb. 38), das be der
gemeinsamen Verwendung der Primer 401 LP und 195 UP nicht nachgewiesen werden
konnte (vgl. auch Abb. 36). In der symptomlosen Eberesche wurde dagegen erneut keine

Amplifikation nachgewiesen.
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Abb. 38: Amplifikation eines 1,5 kb grofRes PCR-Fragmentes durch alleinigen Einsatz des
Klon V272_33 spezifischen Primers 195 UP

Spur 1 und 2; erkrankte Eberesche

Spur 3 und 4: symptomlose Eberesche

Spur M: DNA-Molecular weight marker 111A/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur M1: pUC Mix 8
(MBI); Spur 1, 3: PCR mit dem Primer 195 UP; Spur 2, 4: Kontroll-PCR mit dem Primerpaar
195 UP/4012:LP; Spur 5: Wasserkontrolle. Die Pfeile geben die Gréfien der PCR-Produkte an.
Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-
geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Das ca. 1512 bp groRe PCR-Produkt der 5-RACE wurde direkt in den Vektor "pCR"2.1-
TOPO™ (Invitrogen) kloniert. Die Auswertung des Blau-Wei} Screenings ergab ein
Verhdtnis von 12 weif3en zu 1 blauen Kolonien. Es wurden erneut zunéchst M13-PCR-
Untersuchungen durchgefihrt, um die Grofden der Inserts zu bestimmen (Abb. 39). Insgesamt
wurden dabei 30 rekombinante Klone in der M13-PCR getestet. Das gesuchte PCR-Fragment
konnte jedoch nur in einem der Klone (Klon V492 _21) nachgewiesen werden (Abb. 39, Spur

1). Von den Ubrigen Klonen wiesen 16 ein Insert mit GrofRen zwischen 300 und 600 bp auf

wahrend sich die restlichen Klone als falsch-positiv erwiesen und kein Insert trugen.
M 12 3 4567 89 10 11

41,7 kb

Abb 39: Uberpriifung der GroRe der Inserts von weiRen TOPO-TA Klonen durch eine
PCR mit Vektor-spezifischen M 13-Primern und Auftrennung der PCR-Produkte in einem
Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindll1 (MBI);

Spur 1-9: PCR mit weilRen TOPO-TA-Klonen; Spur 10: PCR mit einem blauen TOPO-TA-Klon;
Spur 11: Wasserkontrolle. Auf der rechten Seite ist die Grof3en des 1,5 kb grof3en Fragments
inklusive MCS angegeben.

3.10.1 Sequenzierung desKlons V492 21
Ein Vergleich der Sequenzen der Klone V492 21 und V272 33 unter Verwendung des
Lasergene 1997 Programmes ergab eine Homologie der V492 _21 Forward-Sequenz mit dem

Klon V272_33 von 467 bp, beginnend an der Bindungsstelle fir den 195 UP Primer (Abb.
40). Die Kombination aus den Klonen V492 21 und V272 33 ergab ein Fragment von 1754
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bp, das as Alignment_1 bezeichnet wurde. Auch die Reverse-Sequenz des Klons
V492 21 wies eine Homologie zum Klon V272_33 auf, die sich alerdings auf die Primer-
Bindungsstelle des 195 UP Primers beschrénkte. Der Nachweis der 195 UP-Primersequenz
in beiden Sequenzreaktionen bestétigte die zweite Primerbindungsstelle des 195 UP Primers
im Genom des Viruses, die im folgenden als 195 UP* bezeichnet wurde.
Da der Klon V492 21 mit den vektorspezifischen Primern nicht vollstéandig sequenziert
worden war, wurde ein weiteres Primerpaar (472_UP/506_UP) abgeleitet, um das fehlende
Zwischenstiick zu amplifizieren. Die Lage der neuen Primer ist in Abb. 40 dargestellt.

<7
1 195 UP 6o
" -
4oL LP V27233

47
506_UP
1559 526V506 1
5 L 5 ] 3
195 up+ 472491 V492 21

~> 472 UP
>

Abb. 40: Ubersicht {iber die Homologie zwischen den Klonen V272 33 und
V492 21 sowiedie Lageder Primer auf den einzelnen Klonen.

Der Einsatz des Primerpaares 472_UP/506_UP in der Kontroll-Gradienten-PCR ergab ein
deutliches PCR-Produkt mit einer erwarteten Grof3e von 521 bp (Abb. 41).

M 1 2 3 4 5 6 7

«521 bp

Abb. 41: Uberprifung der Primer spezifitat des Primer paares 472_UP/506_UP auf dem Plasmid des
KlonsV492 21 durch eine Gradienten-PCR

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: Annealingtemperatur: 48,2 °C; Spur 2: Annealingtemperatur: 49,6
°C; Spur 3: Annedlingtemperatur: 50,7 °C; Spur 4: Annealingtemperatur: 52,6 °C; Spur 5:
Annealingtemperatur: 53,5 °C; Spur 6: Annealingtemperatur: 54,9 °C; Spur 7: Wasserkontrolle

Die Grofl3e des PCR-Produktes ist auf der rechten Seite angegeben. Die Auftrennung der PCR-Produkte
erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Das PCR-Produkt wurde im Anschluf3 an die Gradienten-PCR mit Hilfe der Primern 472_UP
und 506_UP ansequenziert, wodurch die Sequenzliicke im Klon V492 21 geschlossen werden

konnte.
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Durch den Sequenzvergleich des Alignment_1 mit der Datenbank (NCBI Blast Search
und EMBL Fasta3) wurden auf der Proteinebene zahlreiche kurze Hinweise zu verschiedenen
viralen Proteinen gefunden, wobel viele der Hinweise zu viralen Polyproteine und der RNA-
abhangige RNA-Polymerase gehorten. Allerdings wiesen diese Proteine unterschiedliche
Leserahmen und Orientierungen auf dem Alignment 1 auf. Eine Homologie des
Alignments 1 zu dem Klon V283 2/1 konnte mit dem Lasergene Programm 1997 nicht

nachgewiesen werden. Die Sequenz des Alignment_1 ist im Anhang dargestellt (Abb. 63).

3.11 RT-PCR zur Verbindung des Alignments_1 mit dem Klon V283 2/1

Um zu Uberprifen, ob der Klon V283 _2/1 auf dem gleichen RNA-Molekll lokalisiert ist wie
das Alignment_1 wurde versucht, den Klon V283 2/1 und das Alignment_1 durch eine RT-
PCR-Reaktion miteinander zu verbinden. Vom Klon V283 2/1 wurde die bereits getesteten
Primer 2/1_4UP und 2/1_120LP fir diese Untersuchung verwendet. Vom Alignment_1 wurde
hierfir, nach der Testung vieler verschiedener neuer Primerkombinationen, das Primerpaar
519 LP /195 UP verwendet, durch das ein eindeutiges PCR-Produkt mit einer erwarteten
Grole von 538 bp in der Gradienten-PCR amplifiziert wurde (Abb. 42). Auch in der
nachfolgenden RT-PCR-Untersuchung wurde, unter Verwendung des 519 LP Primer fur die
Reverse Transkription, ein Produkt dieser Grof3e in der Blattprobe der erkrankten Eberesche
amplifiziert, wahrend kein Produkt in Blattproben symptomloser Ebereschen nachgewiesen
wurde (Abb. 43). Die Spezifitdt des PCR-Produktes wurde anschlief3end durch Southern-Blot-
Analysen mit der Dig-markierten DNA-Sonde des Klons V492 21 bestétigt, wobel das

erwartete PCR-Produkt ausschliefdlich in der erkrankten Eberesche nachgewiesen wurde
(Abb.43). Das mit dem Primern 519 LP/195 UP amplifizierte Produkt korrelierte damit
eindeutig mit den erkrankten Ebereschen. Die Lage des Primers 519 LP auf dem Klon

V492 21 istin der Abb. 44 dargestellt.
M 1 2 3 4 5 6 7

<538 bp

Abb. 42: Uberprufung der Spezifitéat des Primerpaares 195 UP/519 LP in

einer Gradienten-PCR

Als Template wurde das Plasmid des Klons V492 21 verwendet.

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: Annealingtemperatur 56,4 °C; Spur 2:
Annealingtemperatur 57,4 °C; Spur 3: Annealingtemperatur 58,5 °C; Spur 4:
Annealingtemperatur 59,9 °C; Spur 5: Annealingtemperatur 60,7 °C; Spur 6:
Annealingtemperatur 61,3 °C; Spur 7: Wasserkontrolle

Der Pfeil auf der rechten Seite gibt die GroRe des PCR-Produktes an. Die

Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 %

Agarose TBE-Gel. 91



M M11 2 3 M11 2 3

538bp
« p-rﬂ- «

Abb. 43: Uberprifung der Spezifitat des Primerpaares 195 UP/519 LP durch RT-PCR mit
Gesamt-RNA aus einer erkrankten und symptomlosen Ebereschen und anschlieende Southern-
Blot-Analyse

A) Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 %
Agarose TBE-Gdl.

B) Southern-Blot-Analyse der PCR-Produkte mit der Dig-DNA-Sonde des Klons V492 _21.

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur M1: Dig-DNA-Molecular weight marker pUCBM21 VIlI/Hpall,
Dral und Hindlll (Roche); Spur 1: Kontroll-PCR mit dem Plasmid V492 _21; Spur 2: erkrankte
Eberesche; Spur 3: symptomlose Eberesche. Der Pfeil gibt die Gréle des PCR-Produktes an und
markiert die Lage des entsprechenden Hybridisierungssignals

—»> —»>
195 UP* 472_UP

18 472 491
;V1 v Reverse-Seguenz 3
. , KlonVv492 21
3 A Forward-Sequenz 5

519 539
519 LP
-

Abb. 44: Ubersicht (iber die Lage des Primers 519 LP auf dem Klon
V492 21

Fur die Alignment-PCR wurden (vgl. Kapitel 2.2.11) entsprechend der beiden
Orientierungsmoglichkeiten der Klone V272 33 und V283 2/1 zueinander die
Primerkombinationen 2/1 120LP und 519 LP sowie 401LP und 2/1_4UP verwendet (vgl.
Abb. 34 und 44). Doch nur unter Verwendung der Primerkombination 2/1_120LP/519 LP
konnte ein Alignment-PCR-Produkt von ungeféhr 2,6 kb in der erkrankten Eberesche
amplifiziert werden (Abb. 45). In keiner der beiden Untersuchungen wurde in symptomlosen
Ebereschen ein PCR-Produkt durch die Alignment-PCR amplifiziert. Mit allen verschiedenen
Primerkombinationen war es jedoch mdglich, in den Kontroll-Untersuchungen eindeutige

PCR-Produkte der jeweils erwarteten Groél3e in den erkrankten Ebereschen zu amplifizieren.
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< 136 bp

Abb. 45: RT-PCR zur Amplifikation des potentiellen Verbindungsstiickes zwischen dem Klon
V283 2/1 und dem Alignment_1

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-gefarbten 1% Agarose-TBE Gel.

Spur M: DNA-Molecular weight marker AEco91l (MBI); Spur M1: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1. Alignment-
RT-PCR, erkrankte Eberesche; Spur 2: Alignment-RT-PCR, symptomlose Eberesche; Spur 3. Kontroll-RT-
PCR mit dem Primerpaar 2/1_4UP/2/1 120LP, erkrankte Eberesche; Spur 4: Kontroll-RT-PCR mit dem
Primerpaar 2/1_4UP/2/1 120LP, symptomlose Eberesche; Spur 5: Kontroll-RT-PCR mit dem Primerpaar
195 UP/519 LP, erkrankte Eberesche; Spur 6: Kontroll-RT-PCR mit dem Primerpaar 195 UP/519 LP,
symptomlose Eberesche; Spur 7: Wasserkontrolle Die Pfeile auf der rechten Seite zeigen die Groflen der
PCR-Produkte an.

3.11.1 Klonierung und Sequenzierung des ca. 2,6 kb grof3en PCR-Produktes

Das ca 2,6 kb groRe Produkt wurde mit dem "TOPO-TA Cloning™ Kit kloniert und
anschlief3end analysiert. Das Blau-Weil3 Screnning ergab ein Verhdltnis von 5 weil3en zu 1
blauen Kolonie. Es wurden 11 rekombinante Klone in der M13-PCR getestet, von denen aber
nur ein Klon (V571_10) das PCR-Produkt beinhaltete (Abb. 46). Die tbrigen weil3en Klonen

erwiesen sich als falsch-positiv.
M 123 456 7 89 10 11 12 13

<+28kb

Abb. 46: Uberprifung der Insert-GréRen rekombinanter TOPO-TA Klone
durch PCR mit Vektor-spezifischen M 13-Primern

Spur M: DNA-Molecular weight marker 111A/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1-11:
rekombinante TOPO-TA-Klone; Spur 12: blauer TOPO-TA-Klon; Spur 13:
Wasserkontrolle. Der Pfeil zeigt die Grofe des 2,6 kb grof3en Inserts inklusive der
MCS an. Die gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in
einem Ethidiumbromid-geféarbten 1 % Agarose TBE-Gel.
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Die Sequenzierung des Klons V571 10 wurde mit den M13-Primern durchgefuihrt. Ein

Vergleich der Forward- und Reverse-Sequenzen mit dem Alignment_1 ergab, da3 die
Reverse-Sequenz des Klons V571 10 zum Alignments 1 in einem Bereich von der
Primerbindungstelle des 519 LP Primer bis zum 5-Ende des Alignment_1 homolog war
(Abb. 47). Auch in der Forward-Sequenz konnte eine Primerbindungsstelle fur den Primer
519 LP beobachtet werden (vgl. Kapitd 3.13), adllerdings zeigten sich keine
Ubereinstimmungen mit dem Klon V283 2/1. Somit wurde durch die Alignment-RT-PCR
zwischen den Klonen V272 33 und V283 _2/1 zwar ein groflieres cONA-Fragment gewonnen,
aufgrund einer unerwarteten zweiten Primerbindungsstelle des 519 LP Primers war jedoch
kein Verbindungsstiick zwischen den beiden Klonen amplifiziert worden. Die zweite
Primerbindungsstelle wurde im folgenden als 519 L P* bezeichnet.
Da bei der Sequenzierung nicht die gesamte Sequenz des Klons V571 10 gewonnen worden
war, wurden erneut Primer abgeleitet um den Klon V571 10 schrittweise zu sequenzieren.
Jedes Primerpaar wurde in der Gradienten-PCR auf seine Bindungsspezifitat gegeniiber dem
Klon V571 10 Uberprift und dann in der Sequenzierung eingesetzt. Unter Verwendung des
Primerpaares 358 10R/473 10F, dessen Lage auf dem Klon V571 10 in Abb. 48 dargestellt
ist, konnte ein PCR-Produkt mit der erwarteten Grofde von 1808 bp amplifiziert werden (Abb.
48).

P
Aligment 1 17?‘;,

2600 V571 10
5 % X 3
473 FP 358 RP

_>

Abb. 47: Ubersicht tber die Homologie zwischen dem Klone V571 10 und dem
Alignment_1, sowie die Lage der Primer auf dem Klon V571 _10
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<1808 bp

Abb. 48: Gradienten-PCR zur Uber priifung der Spezifitat des Primer paares 358 _RP/473 FP,

Als Template wurde das Plasmid des Klons V57110 verwendet.

Spur M: DNA-Molecular weight marker I11A/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1: Annealingtemperatur 54,1 °C;
Spur 2: Annealingtemperatur 55,4 °C; Spur 3: Annealingtemperatur 56,6 °C; Spur 4: Annealingtemperatur
57,9 °C; Spur 5: Annealingtemperatur 59,4 °C; Spur 6: Wasserkontrolle. Der Peil zeigt die Gréf3e des PCR-
Produktes an. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose
TBE-Gdl.

Die Sequenzen, die mit den Primern 358 10R und 473 10F erhalten wurden, wiesen die
erwarteten Homologien zu den bereits bekannten Bereichen des Klons V571 10 auf. Dartber
hinaus war es mit diesen Primern gelungen, ein weiteres Stick der Sequenz des Klones
V571 10 zu erhalten.

Mit einem weiteren Primerpaar (410_10F /411 10R), dessen Lage auf dem Klon V571 10in
Abb. 49 dargestellt ist, konnte in der Gradienten-Kontroll-PCR ein weiteres Fragment mit
einer erwarteten Grof3e von 927 bp amplifiziert werden (Abb. 50).

y V571 10 |
5 i) i) i) i)
473 FP 358 RP
+> 410 FP 411 RP <«
»> -«

3

Abb. 49: Ubersicht iber die Lage der Primer vom Klon
V571 10.
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M 12345678

«927 bp

Abb. 50 : Gradienten-PCR zur Uberpriifung der Spezifitit des Primerpaares
410_10F/411_10R

Als Template wurde das Plasmid des Klons V751 10 verwendet. Die
gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid
geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Spur M: DNA Molecular weight marker [lIA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1:
Annedlingtemperatur 53,7 °C; Spur 2: Annealingtemperatur 55,0 °C; Spur 3
Annedlingtemperatur 56,4 °C; Spur 4: Annealingtemperatur 57,8 °C; Spur 5:
Annealingtemperatur 59,1 °C; Spur 6: Annealingtemperatur 60,9 °C; Spur 7:
Annealingtemperatur 61,8 °C; Spur 8: Wasserkontrolle. Der Pfeil zeigt die Grole des
PCR-Produktes an.

Eine Analyse der Sequenzen die mit den Primern 410 _FP und 411 RP erhaten worden
waren, ergab eine Homol ogie zwischen den beiden Sequenzen Uber 503 bp. Entsprechend der
Erwartung wies die Sequenz 410_FP mit der bereits vorhandenen Sequenz des Klon V571 10
eine Homologie Uber 249 bp beginnend an der Primerbindungsstelle fir den Primer 410_FP
auf. Dagegen konnte keine Homologie der 411 RP-Sequenz zur den bereits bekannten
Bereichen des Klones V571 10 nachgewiesen werden. Da zu vermuten war, dal3 die fehlende
Ubereinstimmung auf Sequenzungenauigkeiten beruhte, wurden noch einmal Primer von dem
Klon V571 10 (1485 FP und 1596 FP) abgeleitet, deren Lage in Abb. 51 dargestellt ist.
Diese Primer wurden jewells mit dem Primer 358 RP in einer Gradienten-PCR getestet. In
beiden Fallen wurden die erwarteten Fragmentgrof3en von 808 bp (358 _RP/1485 FP) bzw.
692 bp (535_RP/1596_FP) erhalten (Abb. 52).

I V571 10 I
5 A AYA A i) 3’
473 FP 358 RP
> 410 FP 411 RP <«
> <«

1485 FP
_>
1596 FP

_>

Abb. 51: Schematische Darstellung der Lage der Primer auf dem Klon
V571 10
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<—808 bp
<+—692 bp

Abb. 52: Gradienten-PCR zur Uberpriifung der Primerspezifitat der Primerpaare
1596 _UP/358 UP und 1485 UP/358UP

Spur 1-5: Primerpaar 1596 _UP/358 UP; Spur 6-10: Primerpaar 1485 UP/358UP

Als Template wurde das Plasmid des Klons V571 10 verwendet. Die gelelektrophoretische
Auftrennung erfolgte in einem Ethidiumbromid geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

Spur M: DNA Molecular weight marker Il1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur 1 und 6:
Annealingtemperatur 52,5 °C; Spur 2 und 7: Annealingtemperatur 53,7 °C; Spur 3 und 8:
Annealingtemperatur 55,0 °C; Spur 4 und 9: Annealingtemperatur 56,4 °C; Spur 5 und 10:
Annealingtemperatur 57,8 °C; Spur 11: Wasserkontrolle. Die Pfeile zeigen die Grofe der
PCR-Produkte an.

Durch die Sequenzen, die mit den Primer 1485 FP und 1596 FP gewonnen worden waren,
konnte die Sequenzierung des gesamten Klons V571 10 erfolgreich abgeschlossen werden.
Die gesamte korrigierte Sequenz aus dem Alignment_1 und dem Klon V571 10 wies eine
Lange von 3838 bp auf und wurde as Alignment_2 bezeichnet.

Ein Vergleich des Alignment_2 auf der Proteinebene mit der NCBI Blast Search Datenbank
ergab eine Homol ogie des 5"-Endes auf der Proteinebene Uber 2168 nt (von Nukleotid 178 bis
2346) zu der RNA-abhangigen RNA-Polymerase (RARP) des Bunyamwera Virus (BUNYW,
Bunyaviren), TSWV und anderen Vertretern der Bunyaviren sowie einigen Vertretern der
Influenza A Viren und dem Marburg Filovirus, wéhrend keine Hinweise auf
pflanzenspezifische Proteine gefunden wurden. Allerdings erstreckte sich  der
Homologiebereich zu den RdRP der Influenzaviren nur Uber 134 (Influenza A Virus
A/Beijing 11/56, IAMES8; Accession Nr. P16507) bzw. 303 (Influenza A Virus Strain
A/Memphis 8/88, IABEI; Accession Nr. P16502) Nukleotide. Auch ein Vergleich des
Alignment_2 mit der EBML Fasta3 Datenbank ergab eine deutlich Homologie des 5 -Endes
zur RARP, wobei in dieser Datenbank neben TSWV ausnahmslos Hinweise auf Bunyaviren
gefunden wurden. Die héchste Homologie lag dabei in beiden Datenbanken zwischen der
RdRP des Bunyamwera Viruses (BUNYW, Bunyaviren; Accession Nr. P20470) und dem
Alignment_2. Sie betrug 27 % bei den identischen Aminosauren und 44% bei den identischen
und sich entsprechenden Aminosauren. Zu der RARP vom TSWV (Accession Nr. P28976)

wurde eine Homologie von 26 % (bzw. 42 %) gefunden, wahrend die Homologien zu den

97



ubrigen RARP der Bunyaviren zwischen 19-23 % (bzw. 37-40 %) lagen. Zu der RARP
der Influenza A Viren, die zu der Gruppe der Orthomyxoviren gehdren, lagen die Homologien
dagegen nur bei 19-22 % bei den identischen Aminosduren. Zusammen mit den sich
entsprechenden Aminosauren wurden jedoch Ubereinstimmungen bis zu 48 % erreicht. In
alen Falen wiesen die gefundenen RdRPs einen Leserahmen von + 1 auf.
Der nachgewiesene Homologiebereich zwischen dem Alignment 2 und der RdRP von
BUNYW liegt ungeféhr in der Mitte der RARP von BUNYW (von Nukleotid 2736 bis zum
Nukleotid 4566) und ist bei TSWV etwas zum 3"-Ende verlagert (von Nukleotid 3474 bis
zum Nukleotid 5094). In der nachfolgenden Abb. 53 sind die Homologien des Bunyamwera
Viruses und des TSWV sowie zweier Influenza A Viren (IABEI, Accession Nr. P16502 und
IAME8 Accession Nr. P16507), die in der Datenbank gefunden wurden, zu der
Proteinsequenz des Alignment_2 dargestel|t.
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K- Sequenz: SSTKSMVSNSVPDMSI KDCNLNKNI DVI QLERY!1 DTSLI SDPMKY! TLMNNSI ESI NQER

35
TSW/1

K- Sequenz:

TSW/1
BUNYW

K- Sequenz:
. VSEEL YDLVKQFHDMVEI DLDSVMNL CKG- - TEGKKL TFL QVL EFVIVBKAKNVTGSVDFL

TSW/1
BUNYW
| ABEI

| AVES

K- Sequenz:
: VSVFEKVQRTKTD-
: FTFENKCQKTAKD-
| RALTLNTMVTKDAERGKLKRRAI ATPGVQ RGFVYFVETLARSI CEKLEQSCL PVCGNEK
| RALTLNTMTKDAERGKLKRRAI ATPGVQ RGFVYFVETLARSI CEKLEQSCL PVCGNEK
K- Sequenz:

TSW/1
BUNYW
| ABEI

| AVES

TSW/1
BUNYW
| ABEI

| AVES

K- Sequenz:
: LN- PI LTTGEASLM ECI - - - - LMYVKLKKVCI PTD- | FLN- LRKAQQTF- GENETAI GL
: M DPI LYPAEKTRI LYFM - - - CNYMQ KLLI LPDD- LI ANl LDQKRPYNDDLI LE- - - -
: T- - - YI TRNQPEWFRNI LSI APl VFSN- KMARL GKGYMFESKSMKLRTCI SA- - - E- - - -

TSW/1:
BUNYW
| ABEI

| AVES

K- Sequenz:

TSW/1
BUNYW
EABEI

K- Sequenz:
: YKNCDFQTRW VHSDDNATSLI ASGEVDKM_TDFSSSSLPEMLFRSI EAHFKSFCI TL- -

TSW1
BUNYW

K- Sequenz:
. - - NPKKSYASSSEVEFI SERI SKWEDYSSL LQAFSKLLHRI FAYKLFDDLNVSLSI HVTM
: QANNVKKTYI THTCKEFVSL FNLHCEPL SVEGRFLLPSVCDCAYI CRYEDLASRL SAAQCS

TSW/1
BUNYW

K- Sequenz:
: LRKGCPNEVI PFAYGAVQVQALSI YSM LPCEVNDSI RI FNKLGVSLKSNEI PTNMGGAL
: LKHCCPPSLVWLAI SCSHW TFFTYNVLDDQI NAPQCHLPFNN- - - - - RKEI PVELNGYL

TSW/1
BUNYW

K- Sequenz:
: TSPI EPLSI LGPSSNDQ | YYNVI RDFLNKKSLEEVKDSVSSSSYLQ
: NAPLYLI ALVGLEAGNLWFLI NI LKKLV- - PLDK- - QKET] QSQCLHLCNSI DKLTESE-

TSW
BUNYW

K- Sequenz:

BUNYW

K- Sequenz:
: KLVSYNDFRSSL DDCRFTDNL NFM_NNPEL L VTKGENKEQFMQSVL FRYNSKRFKESL SI

BUNYW

K- Sequenz:
: QNPAQLFI EQI LFSHKPI | DYSS- | FDKLTSLAEADI | EELPEI | GRV 4566

BUNYQ

: SSKKCSCSNI | STDEI | ECLCDAKI QBI ENVKGNNLAI | KGLI RTYNEEKNRLVEFFEDN

LL--1Y----- KDKLNKG! VLLPKLI LTTE- KGKSFI CLENHYYTKLVSCDYI KQTNTK-
- CVNSLYL| EKLKE! | SSGSI TVGKSVTSKFI RNNHPLTVETYLKTKLYYRNNVTVLKSKK
: DYI - - - SVK-
VEDEFYRL- - - - - - TDE! QEEKLRGFYKGYI TEG: - - - <<= === =wmcmmmmmemm - DLL

- VEDRLYELLKNGVLTDKPFI ELAVEMVKNH- - - = - = = =« = === =2 oo oceo - - KEFS
VAN TKKM/TQRTI GKKKQRLNKR: - - - = < =« = == e = oo o meee o SYL
M ----- TKKMVTQRT! GKKKQRVNKR: - - - - < = = = == e = oo mmeee o - SYL

VRI FNKDQRT TDD- REI YTGNAQVRLCL YPLENTFKSI CKKI PEEAI TI SGDCK
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Abb. 53, Seite 98: Ubersicht uiber die Protein-Homologie zwischen dem Alignment_2 und den RNA-
abhangigen RNA-Polymerasen von BUNYW, TSWV sowie zweier Influenza A Viren (IAME 8 und

| ABEI).

Die K-Sequenz entspricht dem Alignment_2. Die Zahlen auf der rechten Seite zeigen die Nukleotid-
Positionen an. Identische und sich entsprechende Aminoséuren sind grau hinterlegt.
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Durch Analyse des Alignment_2 mit dem Computerprogramm DNASIS konnten keine Start-
bzw. Stoppcodons oder weitere Leserahmen in dem Alignment_2 nachgewiesen werden. ES
wurden auch keine Hinweise auf die RARP-typischen konservierten Sequenzen der Viren mit
einem dsRNA- bzw. Plusstrang-RNA-Genom gefunden. Bel enem Vergleich des
Alignment_2 mit den konservierten Motiven der Viren mit einem Minusstrang-RNA-Genom,
konnte daftir ein konserviertes Aspartat-Aspartat Motiv (DD-Motiv) an der Position 1331 nt-
1332 nt nachgewiesen werden. Dieses Motiv ist in eine Sequenz aus 7 Aminosauren
eingebettet (MVHSDDYS), die eine hohe Homologie zu der entsprechenden Sequenz von
BUNYW (MVHSDDN), bzw. TSWV (IVHSDDN) aufweist.

Am 3" -Ende des Alignment_2 (Nukleotid 2169-3838) konnten in den Datenbanken 9 kurze
Hinweise auf virale Proteine gefunden werden, von denen 4 zu pflanzenpathogenen Viren
gehorten. Es handelte sich dabei ausnahmslos um das Polyprotein von vier Potyviren (zwel
Barley Yellow Mosaic Virus Isolate, das Plum Pox Virus und das Tobacco Etch Virus). Die
gesamte Sequenz des Alignment_2 ist im Anhang dargestellt (Abb. 64). Die Abb. 54 gibt
einen Uberblick tiber die Lage samtlicher Primer. Die genauen Positionen der Primer sind der
nachfolgenden Tabelle 5 zu entnehmen. Die genaue Lage der RARP auf dem Alignment_2
sowie die Lage der Kloneist in Abb. 55 dargestellt.

<7
, 410 RP < <
» —» —»1596 FP| 358_RRF 519 | p < -«

| 473 FP ALL FP1485 FP 472 LP| 506 UP 195 UP 1838

LV V V \YJ \YJ \YA .
SA A A A 3
519 LP* 195 UP* 401 LP

—> I 472§UP >

Abb. 54: Lage der Primer auf dem Alignment_2.
Zweite Bindunasstellen eines Primers sind durch einen Stern markiert.
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Tabelle 5: Ubersicht tiber die Positionen der virusspezifischen Primer auf dem

Alignment_2.
Primer Position angegeben in nt
519 LP* 1-20
473 FP 471-491
411 FP 913-932
1485 FP 1471-1488
1596 FP 1582-1600
410 RP 1821-1848
195 UP* 2084-2104
358 RP 2261-2279
472 UP 2565-2583
519 LP 2620-2638
506 UP 3028-3047
401 LP 3322-3339
195 UP 3526-3545

Alignment 2 3838 nt

1 nt
{  RdRP-homolog }

51178 nt 2346 nlt 3
1nt V571 10 : 2638 nt

2084 nt 3545 nt
vag2 21 oo,

3301 nt 3838 nt
V272 33

Abb. 55: Ubersicht liber die Lage der RdARP-Homologie auf dem Alignment_2, sowie
die Anordnung der Klone.

Auf der Basis des Alignment_2 wurden unter Verwendung des, nahe dem 5"-Endes gelegenen
Primers 358 RP erneut 5"’ Race-Analysen durchgefihrt doch auch mit diesem Primer war es

nicht moglich das 5"-Ende der virdlen RNA zu amplifizieren.

3.13 Untersuchung der zweiten Primer bindungsstellen

Ein Vergleich der Sequenz des gesamten Alignment_2 mit der Primersequenz des Primers
195 UP bestétigte die zweite Bindungsstelle an der Position 2048 nt-2104 nt, die durch die
RACE-Anaysen gefunden worden war. Jedoch wies der Primer 195 UP an dieser Stelle
keine 100 % Ubereinstimmung mit dem Alignment_2 auf. Vielmehr konnte eine Abweichung
von 4 Basen am 5°-Ende der Primersequenz auf der Ebene des Alignment_2 nachgewiesen
werden (Abb. 56).
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Primer 195_UP: 5-CTC AAC TGT GGG GCA TAATC-3
Alignment_2 : 3-ATC CCA TGT GGG GCA TAATC-5

Abb. 56: Vergleich der Sequenz des Alignment_2 an der zweiten
Primerbindungsstelle (2048nt -2104 nt) des Primers 195 UP mit
der Primer Sequenz dieses Primers.

Die abweichenden Basen sind grau hinterlegt.

Eine Uberpriifung der Primersequenz des Primers 519 LP mit dem Alignment_2 war nicht
maoglich, da die zweite Primerbindungsstelle am 5°-Ende des Alignment_2 lag und nicht
durch eine weitere Sequenzierung, die Uber diese Bindungsstelle hinausging, Uberprift

worden war.

3.14 Northern-Blot-Analysen mit den Dig-markierten RNA-Sonden der Klone
V492 21 und V571 10 und gelelektrophoretisch aufgetrennter RNA aus

Blattproben

Von den Klonen V492 21 und V571 10 wurden Dig-markierte RNA-Sonden hergestellt und
in Northern-Blot-Analysen mit Gesamt-RNA aus Blétter erkrankter und symptomloser
Ebereschen auf ihre Virus-Spezifitat getestet. Eine Ubersicht tber die Lage aller verwendeten
RNA- und DNA-Sonden ist im Anhang (Kapitel 7.3, Abb. 65) dargestellt. Die Ergebnisse der
Northern-Blot-Analysen sind in Abb. 57 dargestellt. Mit beiden Sonden konnten nur in den
Blattproben der erkrankten Ebereschen RNA-Banden detektiert werden, wahrend kein
Nachweis von RNA-Banden in den Blattproben symptomloser Ebereschen beobachtet wurde.
Die RNA-Muster unterschieden sich dabel alerdings geringfligig. So konnten mit der Klon
V492 21 spezifischen RNA-Sonden sieben RNA-Banden von ungefahr 7,6 kb, 3,4 kb, 2,5 kb,
2,3 kb 1,4 kb/Doppelbande und 1,3 kb detektiert werden (Abb. 57B), wéhrend mit der Klon
V571 10 spezifischen RNA-Sonde (Abb. 57D) nur finf RNA-Banden nachgewiesen wurden
(7,6 kb, 2,5 kb, 2,3 kb, 1,4 kb/Doppelbande und 1,3 kb). Mit diesen beiden RNA-Sonden war
es damit zum ersten Ma maoglich, fir alle dsSRNA-Banden, die bei der gelel ektrophoretischen
Auftrennung der Probe von Breitnau (vgl. Abb. 18A) beobachtet worden waren,
entsprechende RNA-Banden in der Gesamt-RNA erkrankter Ebereschen nachzuweisen. Nur
die ungeféhr 3,4 kb grofe RNA-Bande, die mit der RNA-Sonde vom Klon V492 21
detektiert werden konnte (Abb. 57B), war zuvor noch in keinem Versuch beobachtet worden.
Ein Nachweis einer 1,2 kb grof3en RNA-Banden war nicht moglich.

Die schwachen Signale der Kontroll-PCR-Produkte in den dargestellten Northern-Blot-
Analysen beruhen auf der geringeren Hybridisierungsstarke zwischen der verwendeten RNA-
Sonde und dem PCR-Produkt.
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Abb. 57: Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA einer erkrankten und einer symptomlosen Eberesche
A und C) Gelelektrophoretische Auftrennung der Proben in einem denaturierenden 1,5 % Mops
Formaldehydgel.

B) Northern-Blot-Analyse mit der RNA-Sonde vom Klon V492 21

D) Northern-Blot-Analyse mit der RNA-Sonde vom Klon V571 _10

Spur M: DNA-Molecular weight marker [1IA/EcoRI, Hindlll (MBI); Spur M1: Dig-DNA-Molecular weight
marker I11A/EcoRlI, Hindlll (Roche); Spur 1: erkrankte Eberesche; Spur 2: symptomlose Eberesche; Spur 3:
positive Kontrolle: A) PCR-Produkt des Klons V492 21 und B) PCR-Produkt des Klons V571 10. Die
schwarzen Pfeile auf der rechten Seite markieren die detektierten RNA-Banden. Um eine optimale Darstellung
des Markers und der RNA-Banden zu erzielen wurden unterschiedliche Expositionszeiten gewahit. Die weilken
Pfeile zeigen die Grof3en der Kontroll-PCR-Produkte an.

3.15 RT-PCR-Untersuchungen mit der Gesamt-RNA aus Blattproben von

Ebereschen ver schiedener Standorte in Deutschland.

Es wurden RT-PCR-Untersuchungen zum Nachweis des Viruses in Bléttern von Ebereschen
verschiedener Standorte in Deutschland durchgefihrt. Hierfir wurden die beiden Primerpaare
401 _LP/195 UP und 519 LP/195 UP verwendet (Vgl. Abb. 34 und 44). Die Ergebnisse der
Untersuchungen sind in Abb. 58 dargestellt. Die Erntetermine der einzelnen Proben sind aus
der Tabelle 2 zu entnehmen. Mit beiden Primerpaaren konnte ein PCR-Produkt der
entsprechenden GrofRe (224 bp bzw. 538 bp) in alen Blattproben der erkrankten Ebereschen
nachgewiesen werden, wahrend in keiner symptomlosen Eberesche ein PCR-Produkt

amplifiziert wurde.
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Abb. 58: RT-PCR- Nachweis virusspezifischer PCR-Produkte in den Blattproben erkrankter Ebereschen
von ver schiedenen Standorten in Deutschland

A) RT-PCR unter Verwendung des Primerpaares 401 _LP/195 UP

B) RT-PCR unter Verwendung des Primerpaares 519 LP/195 UP

Spur 2-7: erkrankte Ebereschen; Spur 8-11: symptomlose Ebereschen

Spur M: pUC Mix 8 (MBI); Spur 1: Kontroll-PCR mit dem Plasmid von Klon V272 33 (A) bzw. Klon V492 21
(B) Spur 2: Tarpenbeker Wanderweg, Hamburg; Spur 3: Rfé. Klévensteen, Hamburg; Spur 4: Insel Amrum,
Schleswig-Holstein; Spur 5: Rf6. Hahnheide, Schleswig-Holstein; Spur 6. Fa Breitnau, Baden-Wirttemberg; Spur
7: Grunewald, Berlin; Spur 8: Rf6. Kldvensteen, Hamburg; Spur 9: Insel Amrum, Schleswig-Holstein; Spur 10:
Fa. Breitnau, Baden-Wirttemberg; Spur 11: Grundwald, Berlin; Spur 12: Wasserkontrolle. Die Pfeile zeigen die
Grolen der PCR-Produkte an. Die Spurennummerierung in Abb. 56B entspricht den vorhandenen Standorten.

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem Ethidiumbromid-geférbten 1 % Agarose TBE-Gel.

3.16 Northern-Blot-Analysen mit der RNA-Sonde vom Klon V492 21 Gesamt-
RNA aus einer Rindenprobe

Neben den Northern-Blot-Analysen mit der Gesamt-RNA aus Blattproben wurden
Untersuchungen zum Auftreten der, in Blétern nachgewiesenen RNA-Banden, in
Rindenproben erkrankter Ebereschen durchgefihrt. Fir die Analyse wurden die RNA-Sonde
des Klons V492 21 sowie Gesamt-RNA aus einer Rindenprobe vom 04.05.2000 verwendet.
Das Ergebnis der Hybridisierung ist in Abb. 59 dargestellt. Es konnten funf virusspezifische
RNA-Banden von etwa 7,6 kb, 2,3 kb, 1,4 kb (Doppelbande) und 1,3, kb in der Gesamt-RNA
der Rindenprobe der erkrankten Eberesche nachgewiesen werden, die zuvor schon in den
Northern-Blot-Analysen mit der Gesamt-RNA aus Bléttern erkrankter Ebereschen (Kapitel
3.14) zu beobachten gewesen waren. In der symptomlosen Ebereschen wurde dagegen keine
RNA in detektiert.

104



- <« 7,6kb

o «23kb
«1,4Kkb (Db))
«“1'3kb
e

Abb. 59: Northern-Blot-Analyse mit Gesamt-RNA ausder Rinde einer erkrankten Eberesche

A) Gelelektrophoretische Auftrennung der Gesamt-RNA in einem 1,5 % Mops-Formaldehydgel

B) Northern-Blot-Analyse mit der Dig-markierten RNA-Sonde des Klon V492_21.

Spur M: DNA-Molecular weight marker 111A/Eco RI, Hindlll (MBI); Spur M1: Dig-DNA-Molecular
weight marker AEco 911 (Roche); Spur 1: erkrankte Eberesche, Spur 2: symptomlose Eberesche; Spur

3: positive Kontrolle (PCR-Produkt vom Klon V571). Die Pfeile zeigen die Grofen der RNA-Banden
an.
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4. Diskussion

In der hier vorliegenden Arbeit wurde mit molekularbiologischen Methoden die Annahme,
dal3 es sich bei dem Erreger der Ebereschenringfleckigkeit um ein Virus handelt, Gberprift
und versucht, die Natur des unbekannten Virus néher zu charakterisieren. Durch die Kenntnis
des Agens ist es moglich Diagnoseverfahren zu entwickeln, die einen schnellen und sicheren
Nachweis besonders in Baumschulmaterial ermdglichen. Dies ist im Hinblick auf die lange
Kultivierung sowie die oOkologische Nutzung der Eberesche von Bedeutung. Solche
Diagnoseverfahren konnen dann auch dazu dienen, Aufklarung tiber die Ubertragungswege

und die natrliche Verbreitung des Virus, sowie seine Bedeutung zu schaffen.

4.1 | solierung von doppelstrangiger RNA (dsRNA)

Fir die Etablierung der dsRNA -1solierungsmethode aus Ebereschen wurden die Methode von
FUHRLING (1994) verwendet, da diese bereits fir die Isolierung von dsRNA aus Bléttern
erkrankter Eichen und Ebereschen verwendet worden war. Es hatte sich bereits in
Vorversuchen gezeigt, dal3 mit dieser Methode jedoch nur sehr geringe Mengen an dsRNA,
deren Nachweis durch Ethidiumbromid-Farbung nicht moglich war, aus Bléttern erkrankter
Ebereschen isoliert werden. Zudem wurde eine starke Kontamination durch einzelstrangige
RNA (ssRNA) beobachtet. Die eigenen Untersuchungen bestétigen damit die Ergebnisse von
FUHRLING (1994), wonach ebenfalls nur geringe dsRNA-Konzentrationen aus den Bléttern
erkrankter Ebereschen isoliert werden konnten, deren deutliche Darstellung sogar nur unter
Anwendung des Immunoblotting-Verfahrens im Anschlul3 an die gelelektrophoretische
Auftrennung méglich war. Als Ursache fur die geringe dsRNA-Ausbeute nennt die Autorin
eine hohe Polysaccharid-Konzentration in den Ebereschenbléttern, die in den eigenen
Aufarbeitungen bestétigt werden konnten. Nach THOMSON und DIETZGEN (1995) sowie
DONG und DUNSTAN (1996) kann ein hoher Gehalt an Polysacchariden und Polyphenolen
durch die Bindung an Nukleinsdure und die Bildung eines unldslichen Komplexes eine
Isolierung erschweren. Zudem erhoht der Polysaccharidgehalt die Viskositdt des
Pflanzenpref3saftes und beeintréchtigt dadurch Anbindung und Elution von dsRNA an die
Cellulose (MORRIS und DODDS, 1979). Die Methode von FUHRLING (1994) wurde daher
schrittweise modifiziert, um die stérende Oxidation von Polyphenolen, den hohen Gehalt an
Polysacchariden und die ssRNA-Kontamination zu beseitigen. Die Entnahme von
Stichproben im Verlauf der aufeinander folgenden Schritte der Aufarbeitung von
Ebereschenblattern und die Uberprifung durch gelelektrophoretische Auftrennung hatte
gezeigt, dal3 die Konzentration an ssRNA auch nach dem Einsatz der RNase T, gleich blieb.
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Es wurde daher zunéchst versucht, die Kontamination durch die einzelstrangige RNA zu
verringern. Der Austausch der RNase T; durch die wesentlich aggressivere RNaseA, die in
den Untersuchungen von RENNECKE (1998) erfolgreich bei der Isolierung von dsRNA aus
Geholzen eingesetzt worden war, fihrte jedoch zu keiner Verringerung der ssRNA-
Kontamination. Erst durch die von FALK und TSAI (1984) sowie COFFIN und COUTTS
(1992) vorgeschlagene Verlagerung des Verdaus an das Ende der Aufarbeitung, konnte eine
Abnahme der ssRNA-Kontamination bei Ebereschen beobachtet werden. Um eine Reduktion
der Schleimstoffe und Polyphenole zu erzielen, wurden verschiedene Parameter verandert.
Wahrend so die Oxidation der Polyphenole durch einen Zusatz von Polyvinylpyrrolidon
(PVP), welches Polyphenole unter Ausbildung von Wasserstoffbriicken in grof3eren
unléslichen Komplexen bindet, verhindert werden konnte, erwies sich die Entfernung der
Schleimstoffe als schwieriger. Eine Erhéhung des Homogenisierungspuffer-Volumens, wie
von DODDS et al. (1984) vorgeschlagen, um die Viskositdt des Pflanzenpref3saftes zu
reduzieren, brachte keinen Erfolg. Nach MORRIS und DODDS (1979) und JELKMANN et
a. (1992) kann jedoch auch eine Erhdhung der Cellulose-Konzentration zu einer
Verbesserung der dsRNA-Ausbeute aus Pflanzenmaterial mit  einem  hohen
Polysaccharidgehalt fuhren. So war es JELKMANN et al. (1992) moglich, mit der dsRNA-
Isolierungsmethode von MORRIS und DODDS (1979) aus 20 g Blattmaterial eines ASPV
(Apple stem pitting Foveavirus)-infizierten Apfelbaumes, nach Erhthung des Cellulose-
Antells auf 2,5g Celulose/20 g Blattmaterial, dSRNA in hoher Konzentration zu isolieren.
Um den stdrenden Einflul? der Polysaccharide zu reduzieren, erhéhten die Autoren zudem die
Anzahl der Cellulose-Waschschritte, bis die Cellulose keine stérenden Schleimstoffe mehr
erkennen lief3. In den eigenen Untersuchungen wurde daher ebenfalls der Cellulose-Anteil
erhoht und die Anzahl der Cellulose-Waschschritte entsprechend der Angaben von
JELKMANN et al. (1992) variiert. Erst durch diese genannten Modifikationen (Modifikation
4: Verwendung von PVP, der RNaseA und einer hoheren Cellulosemenge sowie die
Verlagerung des RNA- und DNA-Verdaus) war es moglich, gelelektrophoretisch
nachweisbare Konzentrationen an dsRNA aus den Blé&ttern erkrankter Ebereschen ohne eine
durch Ethidiumbromid-Férbung sichtbare Kontamination durch ssRNA zu isolieren (vgl.
Kapitel 3.2.3, Abb. 14).

Die doppelstrangige Struktur der dsRNA wurde dabel eindeutig durch ihre Stabilitét
gegentber der Einwirkung der RNaseA in einer 300 mM MgCl,-L6sung bestétigt. Jedoch war
die dsRNA-Konzentration noch immer sehr gering, was vermutlich auf einen nach wie vor

storenden Einflul der hohen Schleimstoffkonzentration zuriickzufiihren war. So beobachteten
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MORRIS und DODDS (1979) ebenfalls eine Beeintrachtigung der dsRNA-Isolierung
aus Rosen, Wein und Kirsche aufgrund eines hohen Gehaltes an Polysacchariden und auch
DODDS et a. (1984) sowie MAIR et a. (1987) weisen auf allgemein geringe Ausbeuten der
aus Rosengewachsen isolierten dsRNA, aufgrund hoher Polysaccharid-Konzentrationen im
Pflanzenpref3saft, hin. Durch die Methode von LAULHERE und ROZIER (1976), die bereits
erfolgreich von REZAIAN et al. (1991) fur die Isolierung von dsRNA aus Weinreben (Vitis
vinifera L.) verwendet worden war, konnte jedoch der stérende Polysaccharidgehalt aus dem
Eberschenblatt-Homogenat entfernt werden. Diese Methode zeichnet sich durch die
Verwendung einer hohen SDS-Konzentration aus. SDS ist ein deproteinierendes Agens, das
die Freisetzung von Nukleinsaure aus Proteinkomplexen unterstiitzt (DODDS et al., 1984).
Durch den Zusatz einer hohen SDS-K onzentration zum Homogenisierungspuffer kann auf die
Verwendung von Phenol verzichtet werden, wodurch die Isolierung von RNA algemein
effektiver sein soll (NEWBURY und POSSINGHAM, 1979; REZAIAN und KRAKE, 1987,
REZAIAN et al., 1990). Die hohe Konzentration von 3 % (f. ¢.) SDS fiuhrte in den eigenen
Untersuchungen zu einer Erhdhung der Dichte des Homogenates, was die effektive
Abtrennung einer viskosen, schleimstoffreichen Phase von dem wal3rig-organischen
Homogenat im Anschluld an die erste Zentrifugation ermdglichte. Durch eine Kombination
dieser Methode mit der Modifikation 4 der Methode von FUHRLING (1994) konnten alle die
dsRNA-Isolierung férdernden Mal3nahmen vereinigt werden, wodurch eine reproduzierbare
und effektive dsRNA-Isolierung aus Bléttern erkrankter Ebereschen erzielt wurde (vgl.
Kapitel 3.2.3, Abb. 15). Eine Isolierung von dsRNA aus einer Tabak/Ebereschen-Mischprobe
hatte zudem gezeigt, dal3 die Konzentration der TMV-dsRNA aus der Tabak/Ebereschen-
Mischprobe nicht signifikant gegeniiber der TMV-dsRNA-Konzentration aus einer parallel
aufgearbeiteten Tabak-Einzelprobe reduziert war. Eine weitere Beeintrachtigung der dsRNA -
Isolierung durch den Pflanzenpref3saft lag somit nicht vor. In keiner Aufarbeitung konnte
dsRNA in symptomlosen Ebereschen nachgewiesen werden. Es kann daher davon
ausgegangen werden, dal3 die dsRNA aus erkrankten Ebereschen weder endogener Natur ist,
noch von cryptischen virus-éhnlichen Partikeln herrhrt. Der Nachweis von dsRNA in
erkrankten Ebereschen ist somit ein eindeutiges Indiz fur die virale Natur des Ebereschen-
Agens und bestétigt die Eignung der etablierten Methode zur dsRNA-Isolierung aus den
polysaccharid- und polyphenolreichen Ebereschenbléttern. Die Konzentration der isolierten
dsRNA war jedoch insgesamt sehr gering. Doch auch KEIM-KONRAD und JELKMANN
(1996) konnten in Untersuchungen zum Nachweis von dsRNA in Kirschen der Varietét
“Sam’, welche mit dem Virus der Kleinfrichtigkeit (Little cherry Closterovirus, LChV)
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infiziert waren, nur weniger als 50 ng dsRNA/5 g Blattmaterial isolieren. Uber sehr
niedrige dsRNA-Ausbeuten berichten auch MENG et al. (1998). Danach lag die dsRNA-
Konzentration, die aus der Rinde von Weinreben isoliert wurde, welche mit dem Grapevine
rupestris stem pitting associated virus-1 infiziert waren, am Rande der Nachweisgrenze
Ethidiumbromid-gefarbter Gele. Als eine Erklarung fir die geringe dsRNA-Konzentration ist
der dlgemein niedrige Virustiter in den Geweben holziger Wirtspflanzen zu nennen, der den
Virusnachweis insgesamt erschwert (ROWHANI et al. 1995, BUTTNER et al., 1996,
WERNER et a., 1997 und 19974). So hatte schon der Versuch zur dsRNA-Isolierung aus der
Tabak/Ebereschen-Mischprobe gezeigt, dal3 die Konzentration der Ebereschen-dsRNA im
Vergleich zur TMV-dsRNA wesentlich geringer war, was einen niedrigen Virustiter des
Ebereschenviruses andeutet. Auch DALE et al. (1986) diskutieren eine geringe virae
Replikationsrate als Ursache fir die Isolierung sehr kleiner dsRNA-Mengen. Demnach war
der gelelektrophoretische Nachweis von dsRNA aus virus-erkrankten Bananenstauden nur
maoglich, wenn mindestens 75-100 g des infizierten Gewebes fur die Isolierung verwendet
wurden. Nach GERMAN et a. (1992) kann eine niedrige dsRNA-Konzentration aber auch
auf der geringen dsRNA-Synthese durch ein Virus beruhen. Die Autoren nennen dies als
Ursache fir die geringe dsRNA-Ausbeute vom cholorotischen Ringflecken Virus des Apfels
(Apple chlorotic leaf spot Trichovirus, ACLSV) aus Chenopodium quinoa. DODDS et al.
(1987) berichten von Unterschieden in der dsRNA-Konzentration des Citrus Tristeza
Closterovirus (CTV), die aus verschiedenen holzigen Wirtspflanzen isoliert wurden. Die
Unterschiede in der dsRNA-Konzentration korrelierten dabel mit dem jewelligen Virustiter,
der durch ELISA-Untersuchungen bestimmt wurde, und spiegelten die Anfdligkeit der
Wirtspflanze wider. Generell kann eine geringe Anfélligkeit der Wirtspflanze gegentiber
einem Virus zu einer Verringerung der Viruskonzentration in Gehdlzen fuhren (FUCHS et al.,
1993). Untersuchungen hierzu erfolgten unter anderen an Pflaumen- sowie Aprikosen- und
Pfirsichsorten, die mit PPV durch Pfropfung infiziert waren (ALBRECHTOVA et al., 1989,
POLAK et al., 1997). In den eigenen Untersuchungen konnten ebenfalls Schwankungen in der
dsRNA-Ausbeute beobachtet werden, die allerdings zwischen Ebereschen von
unterschiedlichen Standorten in Deutschland auftraten. Die Eberesche zeichnet sich jedoch
durch eine grofie genetische Heterogenitét aus, die sich in einer Vielzahl von Unterarten und
Kultursorten, die nicht eindeutig voneinander unterschieden sind, widerspiegelt
(Pressemitteilung SDW, 1997). Allerdings zeigten Untersuchungen von Isoenzym-Mustern
nur schwache genetische Unterschiede innerhalb einer Ebereschenpopulation (RASPE und
JACQUEMART, 1998). Nach RASPE et al. (2000) beruht dies auf einem wesentlich héheren
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Grad an Genflufd bei Ebereschen im Vergleich zu anderen Baumen. So beobachteten die
Autoren in Untersuchungen zur Variation in der Chloroplasten-DNA von Ebereschen
unterschiedlicher ~ Standorte, da® die enzelnen  geographisch  getrennten
Ebereschenpopulationen Cluster hinsichtlich ihrer Chloroplasten-DNA bilden. Aufgrund
dieser genetischen Heterogenitét ist es daher nicht auszuschlief3en, dal3 die Unterschiede in
der dsRNA-Ausbeute aus Ebereschen von verschiedenen Standorten auf einer unterschiedlich
starken Anfélligkeit der verschiedenen Baume beruht. Generell kann auch aufgrund der
unregelmaRigen Verteilung von Viren in holzigen Pflanzen (BUTTNER, 1994, FUCHS und
GRUNTZIG, 1994, BUTTNER et al., 1996) die dsRNA-Ausbeute verringert werden, doch
wurde versucht dieser Beeinflussung durch die Verwendung von grofen Mischproben
unterschiedlicher Astpartien entgegen zu wirken. DODDS et al. (1987) diskutierten weiterhin
auch den Effekt des Erntezeitpunktes auf die dsRNA-Ausbeute. Nach Angaben der Autoren
spielt der Erntezeitpunkt eine entscheidende Rolle bel der effektiven Isolierung von dsRNA.
So konnten aus Rinde CTV-infizierter Weinreben in den Monaten Mai bis Oktober keine oder
nur sehr geringe dsRNA-Konzentrationen isoliert werden, wahrend die dsRNA-Ausbeute in
den Monaten November bis April wesentlich héher war. Ein dhnlicher Akkumulations-
Verlauf konnte auch in den eigenen Untersuchungen zum Nachweis dsRNA in Rindenproben
erkrankter Ebereschen (vgl. Kapitel 3.5, Abb. 19) beobachtet werden (BENTHACK et al.,
2000). Auch hierbei konnten, in einem Untersuchungszeitraum von Mérz bis Juni, aus den
Mai- und Juni-Proben nur sehr geringe dsRNA-Konzentrationen im Vergleich zu den Marz-
und Aprilproben isoliert werden. Die Ergebnisse einer kontinuierlichen dsRNA-Isolierung aus
Ebereschenbléttern in einem vergleichbaren Untersuchungszeitraum zeigten dagegen einen
Anstieg der dsRNA-Konzentration bis Anfang Ma und eine nachfolgende Abnahme ab
Anfang Juni (vgl. Kapitel 3.3, Abb. 17). Es ist zu vermuten, dal3 der Konzentrationsverlauf
der dsRNA in den Blattproben mit der Entwicklung des Viruses korreliert ist. So ist zum
Beginn der Vegetationsperiode mit einer sich verstarkenden Virusreplikation zu rechnen,
wahrend zum Ende der Vegetationsperiode eine Abnahme der Virusreplikation sowie der
verstarkte Zusammenbau von Viruspartikeln zu einer Verringerung der dsRNA-K onzentration
fhren konnten. Ein Einflul3 des Erntezeitpunktes auf die Konzentration isolierter dsRNA
konnte somit fUr Ebereschen bestétigt werden. In den folgenden Aufarbeitungen wurden
daher vornehmlich Blattproben verwendet, die in einem Zeitraum von Ende April bis Mitte
Mai geerntet wurden. In den eigenen Untersuchungen wurde neben dem Einflu3 des
Erntezeitpunktes auch ein Einflul3 des Gesamtzustandes der Eberesche auf die dsRNA-

Ausbeute beobachtet. So wurde im Zuge der Isolierung von dsRNA aus Bléttern von
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Ebereschen verschiedener Standorte in Deutschland beobachtet, dal3 die dsRNA-

Ausbeute bel stérkerer Gesamt-Schadigung des Baumes geringer war als bei Baumen mit
weniger starker Schadigung (vgl. Kapitel 3.4, Abb. 18 und Tabelle 2). Dieses Ergebnis war
zudem unabhangig vom Erntemonat. So wurde in der Untersuchung von 1999 die hdchste
dsRNA-Konzentration aus Bléttern erkrankter Ebereschen von Standort Breitnau (Ernte: Juni)
isoliert, die keine Degenerationserscheinungen aufwiesen. Aus Bléttern der degenerierten,
erkrankten Ebereschen vom Standort Amrum (Ernte: Mai), konnte dagegen keine dsRNA
isoliert werden. In den Untersuchungen aus dem Jahr 2000 verhielt es sich dagegen genau
umgekehrt. Der Gesamtzustand des Baumes scheint somit einen starkeren Einfluld auf die
Isolierung von dsRNA zu haben a's der Erntezeitpunkt.
Als weitere Ursache flr die geringe Konzentration an dsRNA in den Blattproben ist eine
maogliche Phloemlimitierung des Ebereschenviruses zu nennen. Um dies zu Uberprifen, wurde
versucht, dsRNA aus Rindenproben erkrankter und symptomloser Ebereschen zu isolieren, da
bei einem Phloem-limitierten Virus eine hohere Konzentration von dsRNA in Rindenproben
der erkrankten Pflanze und nicht in den Blattproben zu erwarten ist. So isolierten MENG et al.
(1998), VIVES et d. (1999) und SABANADZOVIC et a. (2000) erfolgreich virale dsRNA in
hoher Konzentration aus der Rinde von Weinreben, die mit den Phloem-limitierten Viren
CTV, GFkV (Grapevine Fleck Virus) oder RSPaV-1 (Rupestris Stem Pitting associated
Virus-1) infiziet waren. Die dsRNA-Isolierung aus Ebereschenrinde war ebenfalls
erfolgreich, jedoch war die Menge der isolierten dsSRNA eher niedriger als bel Blattproben. Es
ist daher zu vermuten, dal’ das Ebereschenvirus in den Mesophyllzellen des Blattgewebes und
nicht im Phloem lokalisiert ist (vgl. Kapitel 4.2).

4.2 DasdsRNA-Muster aus Blatt- und Rindenproben erkrankter Ebereschen

Insgesamt wurden in alen Untersuchungen zum Auftreten von dsRNA in Blattproben
erkrankter Ebereschen 7 dsRNA-Molekile von ca. 7,6 kb, 25 kb, 23 kb, 1,4 kb
(Doppelbande), 1,3 kb und 1,2 kb gelelektrophoretisch nachgewiesen (vgl. Kapitel 3.4, Abb.
18). Durch Northern-Blot-Analysen mit der RNA-Sonde des virusspezifischen Klons
V492 21 (vgl. Abb. 56) konnten, mit Ausnahme der 1,2 kb grof3en dsRNA-Bande, alen
dsRNA-Molekilen jeweils entsprechende RNA-Molekile in der Gesamt-RNA von Bléttern
erkrankter Ebereschen zugeordnet werden. Es ist daher anzunehmen, dal3 alle dsRNA bzw.
RNA-Banden zu dem putativen Virus gehtren. Die 1,4 kb grof3e dsRNA-Doppelbande war
zuvor bereits von FUHRLING (1994) in den Blattproben erkrankter Ebereschen beobachtet
worden, wahrend die Léangen der Ubrigen dsRNA-Banden nicht mit den Ergebnissen von
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FUHRLING (1994) (bereinstimmten. So wurden von FUHRLING (1994) in
verschiedenen erkrankten Ebereschen unterschiedliche dsRNA-Muster aus drei dsRNA-
Banden Uber 3,9 kb, sowie dsRNA-Banden von 2,0 kb, 1,9 kb 1,6 kb oder 1,5 kb und einige
niedermolekulare dsRNA-Banden unter 1,4 kb gefunden.

Ein Vergleich der dsRNA-Muster aller erkrankten Ebereschen der eigenen Untersuchungen
zeigte, dal3 in Ethidiumbromid-geférbten Agarosegelen und Northern-Blot-Anaysen nur die
ca. 2,3 kb, 1,4 kb/Doppelbande sowie die ca. 1,3 kb grofl3e dsRNA-Bande in allen Blattproben
nachzuweisen waren. Die ca. 7,6 kb und 2,5 kb grof3en dsRNA-Banden traten zwar in allen
untersuchten Monaten (April-Juni) auf, konnten aber nicht in alen Proben nachgewiesen
werden. Es ist zu vermuten, dald sie permanent in den Bléttern der erkrankten Ebereschen
vorliegen, ihre Konzentration jedoch Schwankungen unterworfen ist und die
gel elektrophoretische Darstellung aus diesem Grund nicht in allen Proben méglich war. Dies
wird besonders deutlich im Fall der ca. 7,6 kb grofen dsRNA-Bande, die in den
verschiedenen Proben nach gelelektrophoretischer Auftrennung mit sehr unterschiedlichen
Konzentrationen beobachtet werden konnte. Solche Schwankungen sind auch von anderen
Virus-Wirts-Kombinationen bekannt. So beobachten KAUFMANN et al. (1992) starke
Schwankungen im Auftreten der 6-7 kb grollen RNA 1 (bzw. ihrer dsRNA) des
bodenbirtigen RiUbenviruses (Beet Soil Born Furovirus, BSBV). lhre Konzentration war
gegenlber weiteren kleineren dsRNA-Molekilen, im Ethidiumbromid-gefarbten Agarosegel,
oft wesentlich geringer und lag teilweise unterhalb der Nachweisgrenze.

Die ca 2,5 kb grofe dsRNA-Bande aus Ebereschen wies dagegen eine insgesamt sehr
niedrige Konzentration auf, die oft am Rande der Nachweisgrenze eines Ethidiumbromid-
gefarbten Agarosegeles lag. Und auch in Northern-Blot-Analysen war der Nachweis einer
entsprechenden RNA-Bande nicht immer méglich, was auf eine sehr niedrige Konzentration
des entsprechenden RNA-Molekils hindeutet. Nach VALVERDE et a. (1986) kodnnen
Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen dsRNA-Molekllen bei einer insgesamt
niedrigen dsRNA-Ausbeute dazu fihren, dal3 schwacher konzentrierte dsRNA-Molekile
gelelektrophoretisch nicht mehr dargestellt werden konnen. DODDS et a. (1987)
beobachteten zudem Unterschiede in den dsRNA-Mustern verschiedener Stdmme von CTV.
Ahnliche Beobachtungen werden auch von PARES et al. (1992) bei verschiedenen Isolaten
des Gurkenmosaik Viruses (Cucumber Mosaic Cucumoviurses, CMV) gemacht. Das
Auftreten verschiedener Stdmme des Ebereschenviruses ist ebenfalls nicht auszuschlief3en.
Zwar wurden keine signifikanten Unterschiede in den dsRNA-Mustern der Ebereschen von

den verschiedenen Standorten in Deutschland beobachtet, jedoch kdnnen sich zwei Stdmme
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eines Viruses schon durch den Austausch weniger Aminosauren unterscheiden. ES ist
jedoch nicht anzunehmen, dal3 eventuell vorhandene Stdmme des Ebereschenvirus fir das
unterschiedliche Auftreten der ca. 7,6 kb und 2,5 kb grof3en dsRNA-Banden verantwortlich
sind. Denn wahrend der Vielzahl der durchgefihrten dsRNA-Isolierungen traten diese Banden
in jeder untersuchten erkrankten Eberesche irgendwann einmal auf. Im Gegensatz zu diesen
beiden dsRNA-Banden konnte die ca. 1,2 kb grof3e dsRNA-Bande nur in den Blattproben von
drei erkrankten Ebereschen gelelektrophoretisch nachgewiesen werden. Da dieser dsRNA-
Bande in keiner der Northern-Blot-Untersuchungen ein entsprechendes RNA-Molekdll
eindeutig zugeordnet werden konnte, ist ihre Zugehorigkeit zum Genom des
Ebereschenviruses fraglich. FUHRLING (1994) diskutierte die in Blattproben erkrankter
Ebereschen nachgewiesenen dsRNA-Molekile kleiner 1,4 kb as replikative Formen von
Satelliten RNAs. Satelliten RNAs weisen keine Homologie zu dem Genom ihres Helfervirus
auf (MATTWHES, 1991), zeichnen sich aber dadurch aus, dal3 es bei ihrer Anwesenheit
haufig zu Symptomverstarkung bzw. Symptomvariation an der erkrankten Wirtspflanze
kommt. So beobachteten XU und ROOSSINCK (2000), dal3 es bei einer Infektion von
Tomaten durch CMV bei Anwesenheit der Satelliten RNA D zu einer letalen Nekrose kam,
wahrend bei ihrer Abwesenheit keine letalen Symptome zu verzeichnen waren. Die
erkrankten Ebereschen aus dem Klovensteen, in denen die 1,2 kb grofe dsRNA-Bande
auftrat, unterschieden sich jedoch in der Auspragung ihrer Symptome nicht von anderen
erkrankten Ebereschen. Die Herkunft dieser dsSRNA-Bande bleibt somit zu kléren.
Im Gegensatz zu den Schwankungen, die in den dsRNA-Mustern verschiedener Blattproben
beobachtet wurden, konnte in den untersuchten Rindenproben ein konstantes dsRNA-Muster
nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 3.5, Abb. 19). Dieses zeigte, wie das dSRNA-Muster der
Blattproben, dsRNA-Banden von ca. 7,6 kb, 2,5 kb und 2,3 kb Lange. Durch Northern-Blot-
Analysen mit der RNA-Sonde des Klons V492 21 konnten zudem in Rindenproben
zusétzlich noch eine ca. 1,4 kb RNA-Doppelbande sowie eine ca. 1,3 kb grof3e RNA-Bande
nachgewiesen werden. Durch diese Ergebnisse ist eine, aufgrund der verschiedenen
Symptomauspragungen (chlorotische Ringflecke und chlorotische Scheckung), von
FUHRLING und BUTTNER (1998) diskutierte Mischinfektion der Eberesche durch zwe
Viren unwahrscheinlich. In der gelelektrophoretischen Auftrennung der dsRNA aus Rinde
traten aul3erdem aber auch zwel niedermolekulare dsRNA-Molekule (1,1 kb und 0,9 kb) auf,
die in den Blattproben nicht beobachtet werden konnten. Die Tatsache, dal? diese Banden in
den Northern-Blot-Analysen mit der RNA-Sonde des Klons V492 21 in der Gesamt-RNA
aus Rindenproben erkrankter Ebereschen nicht nachgewiesen werden konnten, 183t vermuten,
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dal3 sie nicht dem Ebereschenvirus zu zuordnen sind. Trotz der verschiedenen
Symptomauspragungen an  erkrankten Ebereschen ist anzunehmen, dald diese
niedermolekularen dsRNA-Banden nicht zu einem zweiten Virus gehodren. Denn in der Plant
Viruses oneline Datenbank (1998) konnte kein Pflanzenvirus mit einem derart kleinen Genom
gefunden werden. Die Herkunft dieser beiden dsRNA-Banden bleibt somit ebenso zu klaren
wie die Ursache fur das Auftreten " blattspezifischer” dsRNA-Molekule in den Rindenproben.
Esist zu vermuten, dal letzteres auf deren Transport im Phloem beruht. Der Phloemtransport
ist eine notwendige Voraussetzung fur die systemische Verbreitung eines Virus. Bis heute ist
jedoch wenig (iber den Mechanismus des Phloemtransportes von Viren bekannt (SERON und
HAENNI, 1996). COHEN et al. (2000) vermuten jedoch, dal3 Viren entweder als intakte
Partikel oder aber in Form der Nukleinsdure in das Phloem transportiert werden, wobei haufig
das Hullprotein an diesem Transport beteiligt sein soll. So weild man von einigen Viren wie z.
B. TMV, dal3 die virale Nukleinsdure zusammen mit dem Hullprotein als Nukleoprotein-
Komplex im Phloem vorliegt (DING et a., 1996, RYABOQV et al., 1999). Nach Angaben der
Autoren kann dabei auch die virdle dsRNA am Nukleoprotein-Komplex beteiligt sein. Zudem
ist fir Viroide, die eine dsRNA-artige Struktur aufweisen, der Transport in das Phloem am
Beispiel des Potato Spindel Tuber Viroid (PSTVd) bewiesen (STARK-LORENZEN et a.,
1997). Da Viroide fur keine eigenen Proteine kodieren, wird dabel ein Mechanismus
angenommen, der auf der Struktur des Viroids beruht und durch die Wirtspflanze vermittelt
wird (ZHU et a., 2001). Es ist daher durchaus denkbar, dal3 auch virale dsRNA auf dhnliche
Weise in das Phloem transportiert werden kann.
Der Nachwels von dsRNA in Blatt- und Rindenproben erkrankter Ebereschen ist ein starkes
Indiz fUr die virale Natur des Agens der Eberesche. Eine Zuordnung des Ebereschenviruses zu
einer Virusgruppe oder einem spezifischen Virus auf der Basis dieser isolierten dsRNA-
Muster war jedoch nicht mdglich. Vielmehr stellte die grof3e Anzahl an nachgewiesenen
dsRNA-Molekilen ein unerwartetes Ergebnis dar. Aul3er den Phytoreoviren, die ein dsRNA-
Genom aus 10-12 Molekilen aufweisen, besitzen die meisten Virusgruppen (z. B. die
Clostero-, Poty-, Tymo-, Tobamo- oder Nepoviren) entweder wenige grof3e genomische
RNA-Molekile, von denen dann einige kleinere subgenomische RNAs (in der Regel 1-4)
gebildet werden konnen. Oder sie weisen ein multipartites Genom aus durchschnittlich drei
genomischen RNA-Molekilen zwischen 2 kb und 4 kb auf (z. B. Bromoviren, Cucumoviren
oder Hordeiviren) (Plant Viruses oneline Datenbank, 1998). Eine Ausnahme stellen alerdings
die Closteroviren dar. So besitzt das CTV ein monopartites Genom von ca. 19 kb, von dem
neun kleinere subgenomische RNAs gebildet werden (MAWASSI et al., 1995). Es ist jedoch
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wenig wahrscheinlich, dal3 es sich bei dem Ebereschenvirus um einen Vertreter der
Closteroviren handelt, da diese entweder ein monopartites Genom deutlich Uber 10 kb
aufweisen (z. B. CTV) oder aber ein bipartites Genom mit zwei RNA-Molekilen zwischen 7-
8,5 kb besitzen (z. B. Lettuce Infectious Yellows Virus). Zudem sind Closteroviren
phloemlimitiert. Geht man davon aus, dal3 keine Mischinfektion in der Eberesche vorliegt,
wofur die Ergebnisse der Northern-Blot-Analysen mit der RNA-Sonde des Klons V492 21
sowie die weitgehende Ubereinstimmungen der dsRNA-Muster in den Blatt- und
Rindenproben sprechen, so ist die hohe Anzahl von dsRNA-Banden unverstandlich. Jedoch
berichten viele Autoren (CONDIT und FRAENKEL-CONRAD, 1979, DAWSON und
DODDS, 1982, ZELCER et al., 1981, GILDOW et d., 1983) von unerwarteten zusatzlichen
niedermolekularen dsRNA-Banden, die in der gelelektrophoretischen Auftrennung isolierter
dsRNA bekannter Viren reproduzierbar neben der replikativen Form (RF) der genomischen
RNA s nachgewiesen wurden. So konnten GARGOURI et a. (1989) in ihren Untersuchungen
am Turnip Yelow Mosac Tymovirus, (TYMV) niedermolekulare dsRNA-Molekile
nachweisen, die nicht mit den bekannten subgenomischen RNA-Molekilen korrelierten.
DODDS und BAR-JOSEPH (1983) berichten ebenfalls von dem unerwarteten Auftreten
mehrerer niedermolekularer dsRNA-Moleklle bei der gelelektrophoretischen Analyse der
dsRNA von CTV, und KAUFMANN et al. (1992) wiesen auf die Anwesenheit zusétzlicher
niedermolekularer dsRNA-Molekille bei BSBV hin. In Untersuchungen von VALV ERDE et
al. (1986) wurde ein dsRNA-Muster von TMV U5 beschrieben, das aus 7 dsRNA-Banden
bestand, von denen nur vier den bekannten subgenomischen RNAs sowie der genomischen
RNA von TMV zugeordnet werden konnten. Bel gleichen Untersuchungen mit dem TMV
Typ-Stamm konnten die Autoren dagegen nur drei dsRNA-Molekile im Polyacrylamidgel
nachweisen, wobei lediglich die RF der genomischen RNA in beiden Untersuchungen
Ubereinstimmten. In Untersuchungen von ZELCER et al. (1981) wurden vier dsSRNA-Banden
des TMV U;j;-Stammes, isoliert aus Tabakpflanzen der Varietdt Samsun, in einem
Polyacrylamidgel beobachtet. 1hre Grof3en unterschieden sich, mit Ausnahme der RF, von
Ergebnissen von VALVERDE et a. (1986). DAWSON und DODDS (1982) konnten sogar 13
TMV U;-dsRNA-Banden aus Nicotiana tabacum var. Xanthi isolieren, die nachweislich keine
Extraktionsartefakte darstellten. Da sowohl DAWSON und DODDS (1982) sowie ZELCER
et a. (1981) den gleichen TMV-Stamm, jedoch unterschiedliche Wirtspflanzen verwendet
haben, deutet dies einen Einflul® der Wirtspflanze auf die Anzahl der dsRNA-Molekile an.
Auch in den eigenen Untersuchungen zur Isolierung von TMV-dsRNA aus Tabakpflanzen

konnten mehr dsRNA-Molekiile nachgewiesen werden, als aufgrund der Genomorganisation
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und Replikationsstrategie von TMV zu ewarten waren. Es ist somit nicht
auszuschlief3en, dal’ auch das dsRNA-Muster des Ebereschenvirus mehr dsRNA-Banden
aufweist, und sich die Genomstruktur bzw. Replikationsstrategie des Ebereschenviruses darin
nicht genau widerspiegelt.
Nach DODDS et a. (1988) ist jedoch eine Charakterisierung eines Pflanzenviruses anhand
der in der Gelelektrophorese beobachteten dsRNA Haupt-Banden mdglich. Diese dsRNA-
Molekile wirden dem viralen ssRNA-Genom in Grof3e und Anzahl entsprechen (DODDS et
al., 1988, DODDS und BAR-JOSEPH, 1983, FALK und TSAI, 1984, VALVERDE ¢t 4.
1986, DODDS et al., 1987, GERMAN et a., 1992, JELKMANN et al., 1992, KAUFMANN
et a. 1992). DODDS und BAR-JOSEPH (1983) wiesen zusdtzlich auch den
niedermolekularen dsRNA-Molekilen einen diagnostischen Wert zu. Demnach kann bei
bekannten Viren durch die dsRNA Haupt-Banden, die den RFs der jeweiligen genomischen
RNAs entsprechen, eine Einteilung des Virus in eine Virusgruppe erzielt werden. Die
niedermolekularen dsRNA-Banden, die z. T. keine entsprechende ssRNA aufwiesen, seien
dagegen spezifisch fir jedes einzelne Virus. So konnten bei drei verschiedenen Closteroviren
(Beet Yellow Virus, BYV; Carnation Necrotic Ringspot Virus, CNFV; und CTV) durch die
Anwesenheit der RF der genomischen RNA die Zuordnung der Viren zu der Gruppe der
Closteroviren erzielt werden. Durch die niedermolekularen dsRNA-Banden war es zudem
maoglich, die drei Viren zu unterscheiden. Nach DODDS und BAR-JOSEPH (1983) stammen
diese niedermolekularen dsRNA wahrscheinlich von subgenomischen RNAs ab und kdnnten
daher as "Fingerabdruck” eines Virus angesehen werden. Nach VALVERDE et a. (1986)
kann anhand der niedermolekularen dsRNA-Banden sogar die Unterscheidung verschiedener
Virus-Stamme erfolgen. Die Charakterisierung eines unbekannten Viruses anhand des
dsRNA-Musters sei jedoch nur im Vergleich mit den dsRNA-Mustern bekannter Viren
maoglich. In den eigenen dsRNA-Isolierungen und Northern-Blot-Untersuchungen von Blatt-
und Rindenproben erkrankter Ebereschen war die ca. 7,6 kb grof3e dsRNA bzw. RNA-Bande
die grofdte, die hier nachgewiesen werden konnte. Es ist daher zu vermuten, dal3 es sich um
die Replikative Form einer genomischen RNA des Ebereschenviruses handelt. Angaben Uber
die Natur der restlichen dsRNA-Molekile sind jedoch rein spekulativ. Aufgrund der
Northern-Blot-Analysen mit der RNA-Sonde des Klons V492 21 ist allerdings anzunehmen,
da3 die niedermolekularen dsRNA-Molekile von dem 7,6 kb grollen RNA Molekdl
abstammen, was fur ein monopartites Genom des Ebereschenvirus sprechen wirde. Es kénnte
sich bel den niedermolekularen dsRNA-Banden aso ebenfalls um subgenomische RNA-
Molekile handeln. Dagegen ist es fraglich, ob die niedermolekularen dsRNA-Molekiile oder
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ein Teil von ihnen die replikativen Formen von defekten RNA-Molekulen (D-RNA)
darstellen. Bei den D-RNAs handelt es sich um RNA-Molekile, die von einer genomischen
viralen RNA stammen, sich aber in ihrer Grof3en von dieser unterscheiden. MAWASSI et al.
(1995) untersuchten verschiedene CTV-Stdmme auf die Anwesenheit von D-RNAs. Die
Autoren konnten bel den verschiedenen Stdmmen Unterschiede in der Anzahl und Grof3e der
auftretenden D-RNASs beobachten, die zudem in Abhangigkeit der Wirtspflanze variierten. In
wieweit D-RNAs einen Teil der niedermolekularen dsRNAs des Ebereschenvirus ausmachen,
bleibt zu kldren. Da bei allen untersuchten kranken Ebereschen jedoch ein konstantes dsRNA-
Muster beobachtet werden konnte, wirde die Anwesenheit von D-RNAs dafr sprechen, dal3
es sich bel allen Isolaten um denselben Virusstamm handeln muf3. Dies ist jedoch aufgrund
der sehr unterschiedlichen Herkunft der Isolate aus ganz Deutschland eher unwahrscheinlich.
Andererseits ist es aufgrund der genetischen Heterogenitét der Eberesche auch wenig
wahrscheinlich, dald3 alle Isolate des Ebereschenvirus ein identisches D-RNA-Muster
aufweisen.
DAWSON et al. (1976) vermuten dagegen die Anwesenheit von ” Sollbruchstellen” in der RF,
die zum Auftreten niedermolekularer dsRNA-Molekile fihren koénnen. Die Autoren
diskutieren solche Sollbruchstellen in der RF von TMV as Erklarung fir die
niedermolekularen dsRNA-Molekile des Tabak Mosaik Viruses. Demnach verursachte die
Homogenisierung des Pflanzenmaterials im Zuge der dsRNA-Isolierung das reproduzierbare
Zerbrechen der RF. CZARNIECKI und SREEVALSAN (1980) konnten in Untersuchungen
des Sindbis Viruses, welches ein monopartites RNA-Genom auswelst, drei dsRNA-Molekiile
nachweisen, von denen das grofdte der RF entsprach. Einige der RF-Molekile wiesen einen
"Nick” im codogenen RNA-Strang auf. Durch eine Nuklease-Behandlung konnten die
Autoren nachweisen, dal? diese RF-Molekiile reproduzierbar in die beiden kleineren dsRNA-
Moleklle zerlegt wurden. Auch MORYIAMA et a. (1998) beschreiben die Anwesenheit von
Nicks in dem codierenden RNA-Strang einer endogenen dsRNA in Reis. Obwohl in den
eigenen Untersuchungen durch eine Addition der ca. 2,5 kb, 2,3 kb sowie der 1,4 kb
Doppelbande die GrofRe der ca. 7,6 kb groRen dsRNA-Bande gewonnen wird, scheinen
Sollbruchstellen in der ca. 7,6 kb grofRen dsRNA-Banden nicht die Ursache fur die
Anwesenheit der niedermolekularen dsRNA-Banden zu sein. So wére es zu erwarten, dal3 bel
Anwesenheit solcher Bruchstellen alle "dsRNA-Bruchstiicke” immer gleichméidig durch die
Gelelektrophorese nachgewiesen werden kénnen. Wie bereits erwéhnt, war jedoch der
gelelektrophoretische Nachweis der ca. 2,5 kb groRen dsRNA-Bande nicht in allen Félen

moglich. AulRerdem muféten die selben Bruchstellen auch in der genomischen RNA vorliegen,
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da sich das dsRNA- und das RNA-Muster entsprechen. Es ist jedoch nicht
auszuschlief3en, dald es sich bei den im Zuge der Northern-Blot-Analysen nachgewiesenen
RNA-Molekilen um dsRNA-Molekile handelt, da die gewahlte Methode zur RNA-Isolierung
(CHRIGWIN et al., 1979) nach WERNER (personliche Mitteilung, 1999) zu einer
Anreicherung der dsRNA-Fraktion in der Gesamt-RNA fihrt. So isolierten MAIR et al.
(1987) die dsRNA aus Bléttern von PPV-infizierten Kirschbdumen durch eine vergleichbare
Methode. Aufgrund der ungewissen Natur der niedermolekularen dsRNA-Banden sollte
daher, fUr eine Zuordnung des Ebereschenviruses, nur die ca. 7,6 kb grof3e dsRNA-Bande
herangezogen werden. Jedoch ist die Anzahl der in Frage kommenden Virusgruppen, die eine
genomische RNA dieser Grofsenordnung aufweisen, immer noch zu grol3, als dal3 eine ndhere

Einteilung des Ebereschenvirus moglich wére.

4.3 cDNA-Synthese und RT-PCR aus dsRNA

Die Klonierung isolierter dsRNA stellt eine gute Mdglichkeit zur Charakterisierung von Viren
dar, bei denen die Isolierung ganzer Partikel oder aber ein serologischer Nachweis nicht
maoglich ist (JELKMANN et al., 1989). Sie wurde bereits mehrfach fir isolierte dsSRNA aus
holzigen Wirtspflanzen beschrieben (JELKMANN et al., 1989, JELKMANN et al., 1992,
JELKMANN, 1995, KEIM-KONRAD und JELKMANN, 1996, MENG et a., 1998, ZHANG
et al., 1998 und 1998a). Alle Autoren berichten dabei von einer erfolgreichen konventionellen
cDNA-Synthese aus isolierter dsRNA und nachfolgender Klonierung derselben. In den
eigenen Untersuchungen konnte eine konventionelle cDNA-Synthese jedoch nur aus isolierter
TMV-dsRNA erzielt werden. Eine cDNA-Synthese aus isolierter Ebereschen-dsRNA nach
konventioneller Methode (OKAYAMA und BERG, 1982) war dagegen nicht mdglich, was
vermutlich auf einer zu geringen dsRNA-Ausgangskonzentration sowie einer moglichen
unzureichenden Denaturierung der dsRNA beruhte. So ist nach COFFIN und COUTTS
(1992) die vollstandige dsRNA-Denaturierung die wichtigste Voraussetzung fur die cDNA-
Synthese, die nach JELKMANN et a. (1989) bei kleinen dsRNA Mengen (500 ng) nur
maoglich ist, wenn die dsRNA unter Verwendung von Methylquecksilberhydroxid denaturiert
wird. So gelangen JELKMANN et a. (1992) die cDNA-Synthese von 500 ng dsRNA aus
Blattgewebe von Apfelbdumen, die mit dem Appel stem pitting Virus-like Agens infiziert
waren, nach entsprechender Denaturierung der dsRNA. Ahnliche Ergebnisse wurden auch in
Untersuchungen von JELKMANN (1995), FAZELI et al. (1998), MENG et a. (1998),
VIVES et d. (1999) und SABANADZQOVIC et a. (2000) erzielt. In den eigenen Arbeiten
wurde jedoch aufgrund der hohen Toxizitét der Verbindung auf die Verwendung von
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Methylquecksilberhydroxid verzichtet und eine Denaturierung der dsRNA durch Hitze
erwirkt. Nach JELKMANN et al. (1989) fuhrt die Hitze-Denaturierung jedoch nur zu einer
sehr geringen Ausbeute an cDNA. So hatte en Vergleich verschiedener
Denaturierungsverfahren, wie die Verwendung von Methylquecksilberhydroxid oder das
Aufkochen der dsRNA vom PPV gezeigt, dal3 eine signifikant h6here cDNA-Ausbeute bei der
Verwendung von Methylquecksilberhydroxid erzielt werden konnte (JELKMANN et 4a.,
1989). Als Ursache fir die geringe cDNA-Ausbeute Hitze-denaturierter dsRNA wird eine
unvollstandige Denaturierung der dsRNA, sowie eine schnelle Renaturierung diskutiert, die
durch die sehr stabile A-Helix-Struktur der dsRNA verursacht ist (COFFIN und COUTTS,
1992; QIAN und KIBENGE, 1994; GOODIN, 1995; BATTEN et a. 2000). Es ist daher zu
vermuten, dald aufgrund der geringen Ausgangskonzentration an Ebereschen-dsRNA von
weniger as 500 ng sowie der unzureichenden Denaturierung derselben, eine erfolgreiche
cDNA-Synthese verhindert wurde. Zusétzlich ist anzunehmen, dal3 es im Verlauf der
konventionellen cDNA-Synthese zu weiteren Verlusten aufgrund der Notwendigkeit haufiger
Fallungsschritte gegkommen ist.

Im Gegensatz zu der konventionellen cDNA-Synthese ist nach ZHANG und ROWHANI
(2000) die RT-PCR aus dsRNA mit anschlief3ender Klonierung eine wesentlich effizientere
Methode. So kann im Zuge der RT-PCR auf viele fur die cDNA-Synthese notwendige
Arbeitsschritte, welche die Edukt- und Produktmenge reduzieren, verzichtet werden. Durch
die direkte Klonierungsmoglichkeit der PCR-Produkte fallen zudem die Anlagerung von
Linkern oder Adaptern, die ebenfals noch einma zu einem Verlust an Produkt fihren
koénnen, weg. Die RT-PCR mit anschlief3ender Klonierung erméglicht daher die Verwendung
einer sehr kleiner dsRNA-Menge, die zudem durch Hitze denaturiert werden kann (ZHANG
und ROWHANI, 2000). So berichten FAZELI et al. (1998) von einer RT-PCR mit Hitze-
denaturierter GLRV-4 (Grapevine leafroll-associated virus 4)-dsRNA, isoliert aus 0,1 g
Weinreben-Rinde. Fir die cDNA-Synthese mufdten die Autoren dagegen eine dsRNA-
Konzentration verwenden, die aus 5 g Weinreben-Rinde isoliert wurde. OSAKI et al. (1998)
konnten ebenfalls durch RT-PCR mit einem Zwanzigstel der dsRNA-Konzentration aus 5 g
Rindengewebe des Japanischen Pfirsich Kultivars "Niitaka  eine erfolgreiche Amplifikation
von PCR-Produkten erzielen. Und dhnliche Ergebnisse wurden auch in Untersuchungen von
ZHANG et a. (1998b) und NASSUTH et a. (2000) beim Nachweis von Viren in
verschiedenen holzigen Wirtspflanzen (Vitis, Malus, Rubus und Prunus) erzielt. Es wurde
daher in den eigenen Untersuchungen eine weitere Klonierungstrategie zur Charakterisierung
des Ebereschenviruses etabliert, wobei abweichend von der reinen RT-PCR die RT-DOP-
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PCR verwendet wurde, da keine spezifischen Primer fur das Ebereschenvirus vorlagen.
Die DOP-PCR (degenerate oligonucleotide primer PCR) ermdglicht die direkte Amplifikation
unbekannter DNA-Templates durch die Verwendung degenerierter Primer (TELENIUS et al.,
1992, PICH et al., 1994). Die Methode wurde von ROTT (personliche Mitteilung, 1999) as
RT-DOP-PCR bereits erfolgreich fur die Amplifikation Hitze-denaturierter viraler dsRNA
verwendet. In den eigenen Untersuchungen konnte die Eignung der RT-DOP-PCR fur die
Amplifikation viraler Ebereschen-dsRNA bestétigt werden. Die Grofen der amplifizierten
Produkte waren jedoch mit max. 500 bp sehr klein. Als Grund ist die Verwendung von
Randomprimern fir die Reverse Transkription zu nennen. Diese Primer besitzen aufgrund
ihrer zufélligen Nukleotidkomposition potentiell mehrere Bindungsstellen auf der dsRNA.
Zusétzlich ist nicht auszuschlief3en, dal3 die Verwendung von Hitze zur Denaturierung der
dsRNA die Entstehung langerer reverser Transkripte beeintréachtigte. So flhrt nach
JELKMANN et al. (1989) die Hitze-Denaturierung der dsRNA im Zuge einer cDNA-
Synthese zu mehreren  kleinen  cDNA-Fragmenten, wahrend durch eine
M ethylquecksilberhydroxid-Denaturierung cDNA-Fragmente der vollen Léange von PPV
gewonnen werden konnten. Es bleibt weiterhin zu klaren, in wie weit auch die DOP-PCR an
sich einen Einfluld auf die Grol3e der amplifizierten Fragmente aufwies, da schon in den DOP-
PCR-Etablierungsversuchen, unter Verwendung von Kontroll-DNA der Firma Roche, nicht
die erwarteten Fragmentgrof3en bis 3000 bp amplifiziert werden konnten. Das Screening der
im Anschluf an die RT-DOP-PCR durch Klonierung gewonnenen Klone ergab zudem eine
uberwiegende Anzahl von Klonen mit einem Insert zwischen 20 und 105 bp, was jedoch auf
der, vom Hersteller (INVITROGEN) bescheinigten, hohen Effizienz des "TOPOL TA

(9

Cloning~"-Systems fur Fragmente unter 100 bp beruht. Insgesamt konnten jedoch 110
rekombinante Klone, deren Inserts grofRer als 105 bp waren, in der Kolonie-Filter-
Hybridisierung untersucht werden. In den anschlief3enden Northern-Blot-Analysen zeigten 2
Klone ausschliefdlich mit gelelektrophoretisch aufgetrennter Gesamt-RNA  erkrankter
Ebereschen Signale, wahrend keine Hybridisierung mit der Gesamt-RNA symptomloser
Ebereschen nachgewiesen wurde. Durch die Southern-Blot-Analysen konnte zudem bestétigt
werden, dal diese beiden Klone nicht von einem pflanzlichen Gen herrtihren, dasim Zuge der
Infektion aktiviert wurde. Im Rahmen der zweiten Klonierungsstrategie konnten somit zwei
Klone (V272_33 und V283 _2/1) nachgewiesen werden, die in allen Kontrollversuchen eine
virusspezifische Reaktion aufgewiesen haben. Die Ubrigen Klone zeigten dagegen in den
Northern-Blot-Analysen Uberwiegend eine Reaktion mit ribosomaler RNA. Auch BATTEN et

a. (2000) beobachteten bei der cDNA-Synthese aus dsRNA von Monosporascus
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cannonballus einen hohen Anteill von rRNA-Klonen, wéhrend nur ein dsRNA-
spezifischer Klon gewonnen werden konnte. Die Autoren hatten degenerierte Oligonukleotid-
Primer fir die cDNA-Synthese verwendet. Bei einer gleichzeitig durchgefihrten cDNA-
Synthese unter Verwendung von Randomprimern konnte gar kein dsRNA-spezifischer Klon
nachgewiesen werden. Selbst in den Untersuchungen von JELKMANN (1995) ergab die
Klonierung von cDNA-Fragmenten aus dsRNA von CVA einen Antell von nur 7,5 %
virusspezifischer ~ Klone,  obwohl die dsRNA unter  Verwendung  von
Methylquecksilberhydroxid erfolgt war. Als Ursache fur den hohen Anteil unspezifischer
Klone ist die Natur einzelstrangiger RNA zu nennen. So weisen viele RNA-Molekile
intramolekulare Basenpaarungen auf und besitzen dadurch eine dsRNA-&hnliche Struktur, die
in einer 300 mM MgCl,-Lésung von den RNAsen nicht angegriffen werden kann.
Ausgedehnte Doppel helixbereiche bilden z. B. die grofRen rRNAs aus. Diese wiederum bilden
definierte dreidimensionale Strukturen, die eine wichtige Komponente in der Funktion der
Ribosomen darstellen. Aufgrund dieser Eigenschaft einzelstrangiger RNA erklért sich auch
der hohe Prozentsatz falsch positiver Klone, die im Zuge der Kolonie-Filter-Hybridisierung
detektiert wurden, dain der ECL-markierten dsRNA-Sonde auch eine ssRNA-Kontamination
angenommen werden mul3. Eine Mdglichkeit, die Kontamination an doppelstrangiger sSRNA
zu reduzieren, ist die Aufreinigung einzelner dsRNA-Banden durch Gelelution. So raten
JELKMANN et al. (1989) zu diesem Schritt, wenn nur kleine Mengen an dsRNA zur
Verfigung stehen. In den eigenen Untersuchungen konnte jedoch kein signifikanter
Unterschied in der Anzahl spezifischer Klone beobachtet werden, wenn die Ebereschen-
dsRNA nach Aufreinigung durch eine Gelelution oder aber direkt verwendet wurde. Auch
BATTEN et al. (2000), die ebenfalls geleluierte dSRNA verwendet hatten, konnten nur eine
geringe Ausbeute an dsRNA-spezifischen Klonen gewinnen. Eine Beeintrachtigung der
Gewinnung virusspezifischer Klone durch die Anwesenheit pflanzlicher ssRNA mit dsRNA-
Struktur kann somit nicht vollkommen ausgeschlossen werden. Sie erschwerte die Gewinnung
virusspezifischer Klone ebenso, wie die geringe Grolie der PCR-Produkte, die durch die RT-
DOP-PCR gewonnen wurden. Dald trotzdem zwei virusspezifische Klone charakterisiert
werden konnten, spricht aber fur die Eignung der gewahlten Vorgehensweise. Jedoch besteht
durch ATTOUI et a. (2000) seit kurzem die Moglichkeit, mit der SPAT-Methode (Single
Primer Amplifikation Technique) trotz anwesender ssSRNA-Kontamination cDNA-Klone der
vollen Lange (full-length clones) aus 1 ng Hitze-denaturierter dsRNA zu synthetisieren. Die
Methode beruht dabei auf der Anlagerung eines ”3 blocked DNA-oligonucleotide” an die 3'-
Enden der dsRNA durch eine T4 RNA-Ligase, und anschlief3ende Amplifikation der dsRNA
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durch die Verwendung eines komplementéren Primers. Aufgrund der geringen Grél3e der
virusspezifischen Klone, die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen wurden, sollte die Eignung
der SPAT-Methode in weiteren Untersuchungen zur Gewinnung von Klonen der vollen Lange

Uberprift werden.

44 RT-PCR und RACE-Analysen auf der Basis der Klone V272 33 und
V283 2/1

Von den Klonen V272_33 und V283_2/1 wurden spezifische Primer fir RT-PCR-Reaktionen
und spdtere RACE-Anaysen abgeleitet. RT-PCR- und PCR-Untersuchungen sind aufgrund
ihrer hohen Sensitivitdt und Spezifitdt besonders zur Detektion von Viren in Geholzen
geeignet, da sie Schwierigkeiten, die sich durch eine unregelméliige Verteilung sowie einen
niedrigen Virustiter ergeben Uberbricken konnen (HENSON und FRENCH, 1993,
ROWHANI et al., 1995; REVILL und WRIGHT, 1997; WERNER et d., 1997; VASKOVA
et a., 1999; ZHANG und ROWAHINI, 2000). Durch ale von den verschiedenen Klonen
abgeleiteten Primer war ein eindeutiger spezifischer Nachwels von PCR-Produkten mit den
jewelligen erwarteten Grof3en in der Gesamt-RNA erkrankter Ebereschen maoglich, wahrend
in keinem Fall eine Amplifikation von PCR-Produkten in symptomlosen Ebereschen erzielt
wurde. Diese Tatsache bestétigt, wie schon die RNA-Northern- und Southern-Blot-Analysen,
die virale Natur der Klone V272_33 und V283 _2/1. Unter Verwendung der Primer des Klons
V272 33 und V492 21 (vgl. Kapitel 3.10) wurden RT-PCR Untersuchungen zum Nachwels
des Ebereschenviruses in Bléattern erkrankter Ebereschen von unterschiedlichen Standorten in
Deutschland vorgenommen (vgl. Kapitel 3.15, Abb. 58). In beiden Versuchsreihen konnten
jeweilsin allen untersuchten erkrankten Ebereschen identische PCR-Produkte mit den jeweils
erwarteten Grofen beobachtet werden, wahrend keine PCR-Produkte in den smptomlosen
Ebereschen amplifiziert wurden. Der Nachweis gleicher PCR-Produkte und dsRNA-Muster in
ausschliefdlich erkrankten Ebereschen von unterschiedlichen Standorten in Deutschland, die
ale die charakteristischen Symptome (chlorotische Ringflecken und Blattscheckungen)
aufwiesen, verstérkt den Verdacht, dal3 das nachgewiesene Virus mit der Erkrankung der
Eberesche korreliert ist. Eine genaue Kléarung dieser Tatsache ist jedoch nur durch die
Erflllung der Koch”schen Postulate moglich. Doch schon jetzt liegt durch die etablierten RT-
PCR-Reaktionen ein Diagnosesystem vor, das sowohl zur Testung von Ebereschen in
Baumschulen und im Freiland, als auch von anderen potentiellen Wirtspflanzen sowie z. B.
Vektoren herangezogen werden kann. Hierdurch konnen Hinweise auf die Bedeutung des

Ebereschenvirus fur andere wirtschaftlich wichtige Gehdlzarten, sowie auf seine Verbreitung
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erhalten werden. So konnte bereits der von BUTTNER und FUHRLING (1993)
gedul3erte Verdacht der Samentbertragbarkeit des Ebereschenviruses durch erste RT-PCR-
Untersuchungen erhértet werden (MIELKE, 1999). Durch eine friihzeitige Diagnose des
Virus ist es zudem mdglich, rechtzeitige phytosanitare Malinahmen durchzufihren, um eine
Verbreitung des Virus zu verhindern.

Nachdem die Spezifitét der abgeleiteten Primer gegeniiber dem unbekannten Virus durch RT-
PCR-Analysen bestdtigt worden war, konnten diese Primer fur die RACE-Untersuchungen
eingesetzt werden. Die RACE-Methode erméglicht die direkte Amplifikation von RNA 5-
und 3"-Enden und ist bereits erfolgreich fur die Amplifikation viraler RNA-Enden verwendet
worden. So berichten TACAHASHI und UYEDA (1999) von 3'RACE-Anaysen, durch
welche die Amplifikation des 3"-Endes verschiedener Potyviren moglich war, und LI et al.
(2000) beschreiben 5"RACE-Untersuchungen zur Charakterisierung der Enden der RNA 1
und RNA 2 des Apple Latent Spherical Virus (ALCV). Auch ZHANG et a. (1998a) gelangen
die 5- und 3'RACE-Analysen zur Charakterisierung der virden Enden des Grapevine
Rupestris Stem-Pitting Virus_1. Dagegen konnte in den eigenen 3"RACE-Untersuchungen
auf der Basis der Klone V272 33 und V283 2/1, weder ein RACE-PCR-Produkt noch eine
Amplifikation der viralen Positiv-Kontrolle erzielt werden. Die 3’'RACE-Analyse beruht auf
der Anlagerung eines Poly A-Schwanz-spezifischen Primers an das polyadenylierte 3 -Ende
einer RNA bel der Reversen Transkription. Eine Polyadenylierung des 3"-Endes ist
charakteristisch fur die meisten eukaryotischen mRNAS, und tritt bei einigen Virusgruppen
wie z. B. den Poty-, Potex-, Capillo-, Como-, Nepo- und Furoviren auf (Plant Viruses oneline
Datenbank, 1998). Der fehlende Nachweis eines 3 -RACE-Produktes und vor allem auch des
viralen Kontroll-PCR-Produktes |&3t darauf schlief3en, dald das Ebereschenvirus zu einer
Virusgruppe gehort, deren Vertreter keinen Poly A-Schwanz an ihren 3"-Enden aufweisen.

Doch auch in den 5’"RACE-Anaysen unter Verwendung klonspezifischer Primer konnte keine
Amplifikation des viralen 5"-Endes erzielt werden. Die Ursache hierfir bleibt zu kldren. Nach
WENG und XIONG (1995) ist die Bestimmung viraler 5 - und 3"-Enden jedoch generell
schwierig. So weisen viele Viren z. B. kovalent gebundene Proteine (VPg) an den 5™-Enden
ihrer RNAs auf, die eine 5’"RACE verhindern kdnnten. Und auch das Fehlen der Cap-Struktur,
die nicht bel alen Pflanzenviren vorhanden ist, kann die Amplifikation des 5°-Endes
verhindern. Die genaue Ursache fur die fehlende Amplifikation des viralen 5"-Endes bleibt zu
kldren. Jedoch kann in weiteren Arbeiten die Anwesenheit eines VPg durch einen RNase
Verdau der Gesamt-RNA erkrankter und symptomloser Ebereschen und anschlief3ender

Auftrennung moglicher VPg's in einer SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese erfolgen
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(PAGE) (MAKINEN et a., 2000). Nur in der erkrankten Eberesche dirfte dann bei
Anwesenheit eines virden VPg's eine Proteinbande beobachtet werden. Als mdgliche
Alternative zu den RACE-Untersuchungen ist in weiteren Arbeiten die Eignung der bereits
beschriebenen SPAT-Methode von ATTOUI et a. (2000) zu nennen, da be einer
erfolgreichen Klonierung von viralen Klonen der vollen Lange auch die viraen Enden
ermittelt werden konnten.

Im Rahmen der 5’"RACE-Analysen mit dem Klon V272 33 spezifischen Primer 195 UP
wurde alerdings beim aleinigem Einsatz dieses Primers, aufgrund einer unerwarteten
zweiten Primerbindungsstelle ein ca 1, 5 kb (Klon V492 21) grofes PCR-Produkt
amplifiziert (vgl. Kapitel 3.10, Abb. 38). Durch die Auswertung der Sequenz des Klons
V492 21 wurde eine Ubereinstimmung mit dem Klons V272 33 (vgl. Kapitel 3.10.1, Abb.
40) nachgewiesen, und zudem die zweite Primerbindungsstelle bestétigt. Sie wies alerdings
nur eine 80 % Ubereinstimmung mit der Primersequenz auf. Esist daher zu vermuten, daR bei
Anwesenheit des Primers 401 LP (ebenfalls von Klon V272 33) eine erfolgreiche
Amplifikation des ca. 1,5 kb grof3en PCR-Produktes vollkommen inhibiert wurde, was sich in
den Ergebnissen der RT-PCR- und Southern-Blot-Analysen (vgl. Kapitel 3.9, Abb. 36)
widerspiegelt.

Die gesamte Sequenz aus den Klonen V272_33 und V492 21 wies eine Lange von 1754 bp
auf und wurde in den weiteren Arbeiten als Alignment_1 bezeichnet. Trotz der Grof3e dieses
Fragmentes war es nicht mdglich, spezifische Hinweise auf ein virales Protein in der
Datenbank zu finden. Wie schon bei den Klonen V272 33 und V283 2/1 wurden nur bel
einem Vergleich der Proteinsequenz des Alignments 1 Hinweise auf verschiedene human-
und pflanzenpathogene Viren nachgewiesen. Doch waren diese insgesamt zu kurz und zudem
in unterschiedlichen Leserahmen lokalisiert, als dal3 sie einen relevanten Hinweis darstellen
konnten. Da die Virusspezifitdt des Klons V492 21 durch Northern- und Southern-Blot-
Analysen bestdtigt werden konnte, ist zu vermuten, dald die Sequenz des Alignment_1 in
einem wenig konservierten Bereich des Ebereschenvirus-Genoms liegt oder aber, dal3 das

Ebereschenvirus sogar noch unbekannt ist.

4.5 RT-PCR zum Nachweis des potentiellen Zwischenstiickes zwischen dem Klon
V283 _2/1 und dem Alignment_1 und Charakterisierung desKlonsV571_10

Da zwischen dem Klon V283 2/1 und dem Alignment 1 keine Ubereinstimmung
nachgewiesen werden konnte, sollte durch weitere RT-PCR-Analysen versucht werden, dal3

potentielle Zwischenstlick zwischen diesen beiden Klonen zu amplifizieren. Die fur diese
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Untersuchungen notwendige Kenntnis tber die Orientierung des Klons V283 _2/1 sowie
des Alignment_1 konnten aus den Sequenzanalysen ermittelt werden. Da jedoch keine
Hinweise auf die mogliche Reithenfolge der beiden Sequenzabschnitte vorlagen, wurden zwei
Primerkombinationen gewahlt, durch die beide mdglichen Reihenfolgen bertcksichtigt
wurden. Als Ergebnis dieser Untersuchungen konnte nur mit der Primerkombination
V283 2/1-120LP und Alignment_1-519 LP die Amplifikation eines ca 2,6 kb grof3en PCR-
Fragmentes (Klon V571 10) erzielt werden. Die Sequenzanalyse dieses Klons ergab eine
erwartete Ubereinstimmung des 3'-Endes mit dem 5-Ende des Alignment_1 (vgl. Kapitel
3.11.1, Abb. 47), wodurch eine korrigierte Gesamtsequenz von 3838 bp erhalten wurde, die
als Alignment_2 bezeichnet wurde. Dagegen konnte keine Homologie des 5 -Endes zum Klon
V283 2/1 nachgewiesen werden. Wie schon bel den 5"RACE-Untersuchungen konnte jedoch
eine zweite Primerbindungsstelle fur den verwendeten Primer 519 LP ermittelt werden,
obwohl in den Kontroll-RT-PCR-Untersuchungen, unter Verwendung der Primer 519 LP und
195 UP, und auch den anschlief3enden Southern-Blot-Analysen nur das aufgrund der Lage
der Primer zueinander erwartete PCR-Fragment von 538 bp nachgewiesen wurde. Da die
Amplifikation des ca. 2,6 kb grofen PCR-Fragmentes bei der Anwesenheit des Primers
195 UP komplett inhibiert wurde ist zu vermuten, dal3 auch in diesem Fall die zweite
Primerbindungsstelle des Primers 519 LP eine leicht abweichende Sequenz aufweist. Jedoch
wurden keine Untersuchungen zur Klarung dieser Vermutung durchgefiihrt. Das im Rahmen
dieser Arbeit beobachtete mehrfache Auftreten von zweiten Bindungsstellen eines Primers
scheint durch die Natur der virden Sequenz bedingt zu sein, die sich durch haufige
Basenwiederholungen auszeichnete. Aufgrund der zweiten Bindungsstelle des Primers
519 LP und der fehlenden Homologie des Klons V571 10 zum Klon V283 2/1 wurde das
potentielle Zwischenstiick zwischen dem Alignment_1 und dem Klon V283 _2/1 nachweidlich
nicht amplifiziert.

Ein Vergleich des 3838 bp grofien Alignment_2 mit der Datenbank ergab eine Homologie des
5°-Endes auf der Proteinebene Uber 2346 nt zu einer RNA-abhdngigen RNA-Polymerase
(RdRP) des Bunyamwera Virus (BUNY W, Bunyaviren), TSWV, einigen weiteren Vertretern
der Bunyaviren sowie einigen Influenza A Viren (Orthomyxoviren). Das ist ein sehr starker
Hinweis darauf, dal? dieser Bereich des Alignments 2 einen Teil der RNA-abhangigen RNA-
Polymerase des Ebereschenvirus darstellt. Der Nachweis einer RARP belegt Uberzeugend die
virale Natur des Erregers. Der Nachweis der TSWV-RdARP erganzt dabei eine Reihe von
Hinweisen auf eine mogliche Infektion der Eberesche durch ein TSWV-ahnliches Virus
(EBRAHIM-NESBAT und IZADPANAH, 1992; FUHRLING, 1994). Allerdings konnten
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BENTHACK et al. (1998) durch RT-PCR-Untersuchungen die TSWV-Ahnlichkeit des
Ebereschenvirus nicht eindeutig bestétigen. Eine Zugehorigkeit des Ebereschenvirus zu der
Gruppe der Tospoviren war dagegen nicht auszuschlieRen. Auch in den eigenen
Untersuchungen konnte die TSWV-Ahnlichkeit des Ebereschenviruses nicht bestatigt werden.
So wurde, wie schon in den Untersuchungen von FUHRLING (1994), keine
Ubereinstimmung zwischen dem tripartites Genom von TSWV, das aus einer negativ-sense
L-RNA (8897 bp) und zwel ambisense RNAs (M-RNA, 4821 bp und R-RNA, 2916 bp)
bestent und zudem vier subgenomische RNA-Molekile (1,2 kb und 1,7 kb) aufweist
(MOYER, 1999), und dem dsRNA- bzw. RNA-Muster des Ebereschenvirus beobachtet. Auch
die geringe Homologie zwischen dem Alignment_2 und der RARP von TSWV von nur 26 %
spricht gegen eine TSWV-Ahnlichkeit des Ebereschenviruses. TSWV weist zudem eine nur
sehr niedrige Aminosaure-Homologie von max. 27 % seiner RARP zu den RARP’s der
Vertreter der Bunyaviren auf, wahrend zu anderen Tospoviren Homologien von z. B. 69 %
(TSWV und Impatiens Necrotic spot Virus, INSV) oder 46 % (TSWV und Peanut Bud
Necrosis Virus, PBNV) erreicht werden (ELLIOTT, 1989; MUMFORD et a., 1996;
GOWDA et al., 1998). Sollte es sich bei dem Ebereschenvirus um einen Vertreter der Gruppe
der Tospoviren handeln, ware daher eine Ubereinstimmung mit der RARP von weiteren
Vertretern der Tospoviren zu erwarten gewesen. Gegen eine Zugehorigkeit des
Ebereschenvirus zu der Gruppe der Tospoviren sprechen auch die auffallend vielen Hinweise
auf virale Polyproteine, die im Rahmen der Sequenzierungen nachgewiesen wurden. Zwar
waren die einzelnen Hinweise auf virale Polyproteine zu kurz, um relevant zu sein, doch kann
aufgrund der Vielzahl der Hinweise die Anwesenheit eines Polyproteins nicht ausgeschlossen
werden. Vergleicht man alerdings die Sequenzhinweise aus der Datenbank, so fallt auf, dal3
nur Viren mit einem Minusstrang-RNA-Genom (TSWV, Bunyaviren, Orthomyxoviren,
Marburg Filovirus) gefunden wurden. Dies konnte somit ein Hinwels darauf sein, daf3 auch
das Ebereschenvirus ein Genom mit einer negativen RNA aufweist. Ein erster Hinwels
hierauf konnte der Nachweis eines konservierten Aspartat-Aspartat- (DD-) Motivs in der
Position 1331 nt —1332 nt im Alignment_2 sein, dal3 charakteristisch fur Viren mit einem
Minusstrang RNA-Genom ist. So wurden bei BUNYW sieben DD-Motive am C-terminalen
Ende nachgewiesen, die auch bel anderen Viren mit einem Minusstrang-RNA-Genom ein- bis
zweimal auftreten (ELLIOT, 1989). Das Ebereschenvirus-DD-Motiv ist in eine Sequenz aus
sieben Aminosduren (MVHSDDS) eingebettet, die eine hohe Homologie zu entsprechenden
Sequenzen von BUNYW (MVHSDDN) und TSWV (IVHSDDN) aufweist. Fir BUNYW ist
die genannte Sequenz durch ELLIOTT (1989) als eine typische konservierte Region von L-
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Proteinen charakterisiert worden. Die ist allgemein das am stérksten konservierte Protein
innerhalb der Gruppe der Viren (ZANOTO et a., 1996), deren konservierte Regionen in
Clustern lokalisiert sind und vor allem am C-terminalen aber auch N-terminalen Ende der
RdRP auftreten. Es liegen jedoch deutlich Unterschiede zwischen den RdRPs der Viren mit
einem dsRNA- bzw. Plusstrang-RNA-Genom und Viren mit einem Minusstrang-RNA-
Genom vor (BRUENN, 1990). So weisen Viren mit einem Plusstrang-RNA- bzw. dsRNA-
Genom as ein besonders charakteristisches konserviertes Motiv das Glycin-Aspartat-
Aspartat-Motiv (GDD) nahe dem C-terminalen Ende auf, das von einer Reihe weiterer
konservierter Bereiche flankiert wird. Viren mit einem Minusstrang RNA-Genom fehlt dieses
GDD-Motiv. Sie besitzen daflr andere konservierte Motive, die bel Viren mit einem dsRNA-
oder Plusstrang-RNA-Genom nicht auftreten. In dem Alignment_2 konnten jedoch weder
typische konservierte Regionen der RARP von Viren mit einem dsRNA- bzw. Plusstrang-
RNA-Genom, noch nennenswerte Homologie zu den RdRPs der entsprechenden Viren
gefunden werden. Der Nachweis eines konservierten Motivs, das typisch fir Viren mit einem
Minusstrang-RNA-Genom ist, verstérkt den Hinweis darauf, dal3 das Ebereschenvirus
ebenfalls ein Minusstrang-RNA-Genom aufweisen konnte. Innerhalb der Pflanzenviren
weisen neben den Tospoviren mit ihrem ambisense Genom auch die Rhabdoviren ein
Minusstrang-RNA-Genom auf. Die Genomgrofen der Rhabdoviren liegen allerdings
zwischen 11 kb-13 kb und sind damit wesentlich grof3er als die fur das Ebereschenvirus
postulierte genomische RNA. Es ist somit unwahrscheinlich, dal} es sich bei dem
Ebereschenvirus um einen Vertreter der Rhabdoviren handelt. Inwieweit das Ebereschenvirus
aber in die Gruppe der Viren mit einem Minusstrang-RNA-Genom und damit in die Gruppe
der Tospoviren einzuordnen ist, bleibt noch zu kldren. Die Gruppe der Tospoviren ist eine
sténdig wachsende Gruppe. Galt TSWV lange as einziger Vertreter dieser Gruppe, wurden
seit den 80 Jahren mehrere verschiedene Tospovirus-Isolate gefunden (LAW und MOYER,
1990; DE AVILA et a., 1990, 1992). Inzwischen gehtren der Gruppe der Tospoviren zwolf
Viren mit verschiedenen Wirtskreisen und Verbreitungsgebieten an (MOYER, 1999).
Zusétzlich werden mehrere weitere Viren als moégliche Mitglieder der Tospovirus-Gruppe
diskutiert (MUMFORD et al., 1996). Die Existenz neuer, noch vollig unbekannter Vertreter
der Tospoviren kann somit nicht ausgeschlossen werden. Insgesamt ist die eindeutige
Charakterisierung des Ebereschenvirus jedoch erst moglich, wenn Kenntnisse Uber seine
Genomorganisation, Replikationsstrategie und Partikelmorphologie, sowie seine Verbreitung
und seinen Wirtspflanzenkreis vorliegen. Es miissen jedoch mindestens 80-90 % des Genoms

eines unbekannten Virus ermittelt werden, um erste sichere Hinweise auf Virus erhalten zu
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konnen (MAIR, personliche Mitteilung, 1999). So konnten KAUFMANN et al. (1992)
erst nach der Sequenzierung des gesamten Genoms von BSBV eine Zuordnung dieses Viruses
zur Gruppe der Furoviren erzielen. Auch MAIA et a. (2000) benttigten fast die gesamte
Sequenz des Sugarcane Yellow Leaf Virus (ScYLV), um eine Zuordnung dieses Viruses zur
Gruppe der Luteoviren erzielen zu kénnen. Doch oft ist auch bel Kenntnis des virden
Genoms eine genaue Einteilung eines Virus noch schwierig. So untersuchten LI et al. (2000)
ein noch nicht charakterisiertes Virus, das die " Apple Russet Ring Diesase” verursacht und
als Apple Latent Spherical Virus (ALSV) bezeichnet wird. Aufgrund der Genomorganisation
und der Partikelmorphologie ist das Virus nach Angaben der Autoren der Familie der
Comoviridae zu zuordnen, muf3 jedoch aufgrund abweichender Hullproteinanzahl und der
Anwesenheit eines zusétzlichen Leserahmens al's eigenes Genus angesehen werden. SONG et
a. (1998) untersuchten das Garlic Virus X (GVX). Die Genomorganisation dieses Virus
dhnelt stark den Vertretern der Gruppen der Carla- und Potexviren, seine Replicase zeigte
jedoch auch hohe Homologien zu den Gruppen der Tymo- und Closteroviren. Genauere
Proteinanal ysen belegten zudem eine hohe Ubereinstimmung zwischen dem ORF 4 von GV X
und dem ORF 4 des Shallot Virus X (ShV X). Die Autoren gehen daher nicht davon aus, dal3
GVX der Gruppe der Carla- oder Potexviren angehort, sondern ordnen es zusammen mit
ShvX ener neuen nicht-eingeteilten Gruppe innerhalb der Pflanzenviren zu. Auch
MARTELLI und JELKMANN (1998) etablierten wahrend der Charakterisierung des Apple
Stem Pitting Virus (ASPV) ein neues Genus mit dem Namen Foveavirus. Interessanterweise
zeigen die Vertreter der Foveaviren eine Partikelmorphologie @nlich der Clostero-, Crini-,
Tricho-, Vitti-, Capillo- und Allexiviren, wahrend die Struktur und Organisation des Genoms
Ubereinstimmungen mit den Vertretern der Potex-, Carla- und Allexiviren aufweist. Das Beet
soil-born virus (BSBV) wurde in Untersuchungen von KOENIG et a. (1997), bel bekannter
Genomorganisation, erst aufgrund einer Homologie von 52-72 % zwischen den
Aminosauresequenzen des BSBV-Hullprotein und den Hullproteinen verschiedener Furoviren
as Virus dieser Gruppe charakterisiert, obwohl es deutlich Abweichungen in seiner
Genomorganisation zu den Vertretern der Furoviren aufwies. Innerhalb der Furoviren zeigt
BSBV zudem nur zu PMTV (Potato Mop Top Furovirus) eine ndhere Verwandtschaft
(KOENIG et al., 1997). Diese Untersuchungen verdeutlichen, dal3 es in den eigenen Arbeiten
fir eine Zuordnung des Ebereschenviruses in eine Virusgruppe, auf der Basis der
vorliegenden Sequenzergebnisse, noch zu frih ist. Trotzdem kdnnen weitere Hinweise auf das
Ebereschenvirus anhand des Alignment_2 erzielt werden. So ist aufgrund seiner Groéf3e davon

auszugehen, dal3 es auf der ca. 7,6 kb grofRen RNA des Ebereschenvirus lokalisiert ist, bei der
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es sich vermutlich um die genomische RNA handelt. Somit konnte im Rahmen dieser
Arbeit die Halfte des viralen Genoms charakterisiert werden. Innerhalb des Alignment_2
wurde kein weiterer Leserahmen sowie keine Start- bzw. Stoppcodon nachgewiesen. Es ist
daher zu vermuten, dal3 der RdARP-homologe Bereich des Alignment_2 den mittleren Bereich
eind RARP darstellt. Fir diese Annahme wirde auch die Tatsache sprechen, dal3 die
nachgewiesenen Homologien zu den RARP's von TSWV und den Bunyaviren mitten in deren
jeweiligen RARP-Sequenzen lagen. Es ist daher anzunehmen, dal3 die eigentliche RARP-
Sequenz groler als 2346 Nukleotide ist und sich vermutlich Uber das gesamte Alignment_2
und wahrscheinlich dartiber hinaus erstreckt. Die RARP des Ebereschenvirus wére somit
mind. 4 kb gro3. Vergleicht man die GrofRen der RARP der verschiedenen Viren, so weisen
Tobamoviren eine RARP von Uber 4,0 kb auf. Auch Potato Calravirus M besitzt eine RARP
von ca. 5,9 kb und GVX sowie ShVX weisen eine RdRP von ca. 4,7 bzw. ca. 5,1 kb auf
(SONG et al., 1998). Die RdRP des Grapevine Rupestris Stem-Pitting Virus 1 ist ca. 6,5 kb
grol3 (MENG et al., 1998) und die RARP des Apple Latent Spherical Virus 1 ist sogar 6,8 kb
grof3 (ZHANG et a.,1998b). Es ist somit durchaus denkbar, dald auch das Ebereschenvirus
eine sehr grof3e RARP besitzt. Hierflr wirden auch die Hinweise auf virale RARP’s sprechen,
die in den Sequenzanalysen der Klone V492 21 und V272_33 gefunden wurden. Diese
beiden Klone machen das Nicht-RdRP-homologe 3"-Ende des Alignment 2 aus. Die
insgesamt aber geringe Ubereinstimmung des gesamten 3"-Endes des Alignment_2 mit einer
viralen RARP verstarkt den Verdacht, dal3 es sich bei dem Ebereschenvirus um ein noch
unbekanntes Virus handelt.
Der Nachweis der putativen RARP des Ebereschenvirus ist ein eindeutiger Bewels fur die
Eignung der gewéhlten Arbeitsmethode und bestdtigt endgultig die virale Natur des
Ebereschen-Agens. Obwohl auf der Basis der Sequenz keine Zuordnung des Ebereschenvirus
moglich war, stellt der Nachweis der RARP elnen wichtigen Schritt in der Charakterisierung
des Ebereschenvirus dar. Aufgrund der hohen Konservierung der RdARP innerhab der
Pflanzenviren erdffnet gerade der Hinwels auf eine RARP neue Maoglichkeiten zur
Charakterisierung des Ebereschenvirus. So wurden die meisten RARP auf der Basis ihrer
konservierten Bereiche identifiziert (O'REILLY und KAO, 1998). Durch eine Auswahl von
degenerierten Primern gegen solche konservierten Bereiche kann versucht werden, grof3ere
Fragmente der RARP zu amplifizieren. Die Kenntnis der gesamten RARP ermdglicht dann
direkt oder aber auf der Basis eines Phylogenie-Vergleichs erste Hinweise auf eine mogliche
Virusgruppe. So war es IWANAMI et al. (1999) durch eine phylogenetische Analyse der
RdRP des Satsuma Dwarf Virus (SDV), welches aufgrund seiner Genomorganisation der
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Gruppen der Nepoviren zugeordnet wurde, aber auch Ubereinstimmungen mit den
Como- und Fabaviren aufwies, moglich, deutliche Unterschiede in der RARP von SDV zu den
Vertretern der Nepo-, Como- und Fabaviren nachzuweisen. Aufgrund dieser Unterschiede
gehort nach Angaben der Autoren SDV nicht in die Gruppe der Nepo-, Como- oder
Fabaviren, sondern muf3 in ein neues Genus eingeordnet werden. Auch ZHANG et al. (1998)
konnten aufgrund einer phylogenetischen Analyse der RARP des Cherry Green Ring Mottle
Virus (CGRMYV), welches aufgrund seiner Genomorganisation Homologien zu Vertretern der
Poty- und Carlaviren aufwies, trotzdem aber den Closteroviren zugeordnet wurde, eine
Ubereinstimmung mit ASPV nachweisen. Aus diesem Grund ordnen die Autoren CGRMYV in
dieselbe Gruppe wie ASPV.

Die Charakterisierung der RARP des Ebereschenviruses sollte daher verstérkt vorangetrieben

werden.

4.6 Das Agensder Eberesche und seine moglichen Eigenschaften

Im Rahmen dieser Arbeit konnte die virale Natur des Agens aus erkrankten Ebereschen
eindeutig durch den Nachweis von dsRNA sowie einer RARP bestétigt werden. Das Virus
konnte durch RT-PCR-Untersuchungen in allen untersuchten erkrankten Ebereschen, von
verschiedenen Standorten in Deutschland, nachgewiesen werden. Dies ist ein deutliches Indiz
fUr eine Korrelation des nachgewiesenen Virus mit der Erkrankung. Unter Berticksichtigung
aler Ergebnisse dieser Arbeit ist zu vermuten, dal3 keine Mischinfektion in den erkrankten
Ebereschen vorliegt und das noch unbekannte Virus im Blattgewebe lokalisiert ist. Durch die
Ergebnisse der Northern-Blot-Analysen kann angenommen werden, dal3 es ein monopartites
Genom mit einer genomischen RNA von 7,6 kb aufweist. Bedingt durch die GrofRe der 7,6 kb
grofRen dsRNA bzw. RNA kann es sich zudem wahrscheinlich nur um einen Vertreter aus
Virusgruppen mit Genomen Uber 7 kb handeln. Es ist weiterhin anzunehmen, dal3 die virale
RARP mind. 4 kb grof3 ist. Die Anwesenheit eines Polyproteins ist aufgrund zahlreicher
Hinweise im Rahmen der Sequenzierung moglich. Aufgrund der RACE-Untersuchungen ist
weiterhin zu vermuten, dal3 das Ebereschenvirus keinen Poly A-Schwanz aufweist, wahrend
die Anwesenheit eines VPg nicht ausgeschlossen werden kann. Trotz dieser Hinweise ist eine
genauere Zuordnung des Ebereschenvirusin eine Virusgruppe immer noch nicht moglich.

130



4.7 Ausblick

In weiteren Arbeiten sollte die vollstandige Charakterisierung des virden Genoms
durchgefiihrt werden. Hierfir ist neben der SPAT-Methode besonders auch eine
Charakteriserung durch Primer-Extention unter Einsatz spezifischer Primer und
Randomprimer geeignet. Die Primer-Extention bietet dabei den Vorteil, dal3 sie auf der Basis
der vorhandenen virusspezifischen Klone erfolgen kann. Parallel zu diesen Untersuchungen
scheinen welitere Versuche zur Amplifikation des potentiellen Zwischenstiickes zwischen dem
Alignment_2 und dem Klon V283 _2/1 durch die Wahl neuer Primer sinnvoll. Hierdurch
konnen Hinweise auf die Anzahl der genomischen RNA-Molekile erzielt werden. Sollte eine
Verbindung zwischen dem Alignment_2 und dem Klon V283 _2/1 vorliegen, wirde dies den
Verdacht des monopartiten Genoms des Ebereschenvirus verstéarken.

Neben der Charakterisierung des viralen Genoms kdnnen durch die etablierten RT-PCR-
Reaktionen, wie bereits in Kapite 4.4 erwdhnt, Untersuchungen zur Ermittlung des
Wirtspflanzenkreises sowie der Verbreitung des Ebereschenvirus durchgefihrt werden,
wodurch Hinweise auf die Bedeutung des Ebereschenvirus, erzielt werden kénnen. Durch die
Kenntnis moglicher Vektoren konnen zudem Ubertragungen des Ebereschenvirus von
Ebereschen auf verschiedene krautige Indikatorpflanzen versucht werden. Bel erfolgreicher
Ubertragung konnten, aufgrund des meist wesentlich hoheren Virustiters krautiger Pflanzen,
elektronenmikroskopische Untersuchungen Hinweise auf die Partikelmorphologie liefern.
Eventuell ist aus krautigen Pflanzen auch eine Isolierung von Partikeln moglich. Auf der
Basis der Kenntnisse Uber die Genomorganisation, die Verbreitung, den Wirtskreis sowie die
Partikelmorphol ogie sollte eine Charakterisierung des Ebereschenvirus moglich sein. Fir den
Bewels der Korrelation des Ebereschenvirus mit der Erkrankung der Eberesche miissen dann

alerdings auch die Koch’schen Postulate erfullt werden.
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5. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das unbekannte Agens der Ebereschenringfleckigkeit auf der
Basis isolierter doppelstrangiger RNA (dsRNA) mit Hilfe molekularbiologischer
Arbeitsmethoden untersucht.

Nach Etablierung einer geeigneten Methode zur dsRNA-Isolierung wurde dsRNA
reproduzierbar in Blattern und Rinde erkrankter, nicht jedoch symptomloser Ebereschen
nachgewiesen. Der ausschliefdliche Nachweis von dsRNA in erkrankten Baumen ist ein
deutliches Indiz fur die virale Natur des Ebereschenpathogens. Das dsRNA-Muster besteht
aus einer 7,6 kb, 2,5 kb, 2,3 kb, 1,4 kb/Doppelbande und 1,3 kb grof3en dsRNA-Bande. Bel
Rindenproben traten zwei niedermolekulare dsRNA-Banden (1,1 kb und 0,9 kb) zusétzlich
auf. In Bléttern erkrankter Ebereschen von verschiedenen Standorten in Deutschland konnte
in alen Fédlen en identisches dsRNA-Muster nachgewiesen werden, weswegen ene
Korrelation zwischen den Krankheitssymptomen und dem Ebereschenvirus anzunehmen ist.
Diese Vermutung konnte durch spétere RT-PCR-Untersuchungen erhartet werden.

Durch RT-DOP-PCR Untersuchungen unter Verwendung von Randomprimern fur die
Reverse Transkription war es moglich, die dsRNA zu amplifizieren und anschlief3end direkt
in einen TA-Vektor zu klonieren. Nach Auswertung rekombinanter Bakterien durch Kolonie-
Filter-Hybridisierungen mit einer ECL-markierten dsRNA-Sonde, sowie Northern- und
Southern-Blot-Analysen mit Dig-markierten RNA- bzw. DNA-Sonden, wurden zwei Klone
(V272_33 und V283 _2/1) isoliert, die in allen Kontrollreaktionen eindeutig virusspezifische
Reaktionen aufwiesen. In RT-PCR-Versuchen mit Primern, die von beiden Klonen abgeleitet
wurden, konnten zudem ausschliefdlich in den erkrankten Ebereschen spezifische PCR-
Fragmente mit den jeweils erwarteten Grofen amplifiziert werden. Dagegen konnte in RACE-
Analysen die auf der Basis sdmtlicher gewonnener Sequenzen aufbauten, unter Verwendung
der Poly-A-Schwanz-spezifischen Primer bzw. klonspezifischer Primer, weder das virale 3'-
noch das 5°-Ende amplifiziert werden. Es ist somit anzunehmen, dal3 das Ebereschenvirus
keinen Poly-A Schwanz besitzt, wahrend ein VPg am 5"-Ende nicht auszuschlief3en ist. Im
Rahmen dieser Untersuchungen wurde alerdings, aufgrund ener zweiten
Primerbindungsstelle mit 80 % iger Ubereingtimmung zur Primersequenz, ein ca. 1,5 kb
grofes Fragment (Klon V492_21) amplifiziert, das eine partielle Ubereinstimmung mit dem
Klon V272 33 aufwies. Die gesamte Sequenz wurde als Alignment 1 bezeichnet. Die
Virusspezifitét des Klons V492 21 konnte durch Northern- und Southern-Blot-Analysen
bestétigt werden, wobel in den Northern-Blot-Analysen ein RNA-Muster auftrat, das in Grolie
und Anzahl der RNA-Molekile dem dsRNA-Muster entsprach. Es daher zu vermuten, dal3
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das Ebereschenvirus ein monopartites Genom aufweist, wobei aufgrund der isolierten
dsRNA-Muster und der Northern-Blot-Analysen anzunehmen ist, dal3 die genomische RNA
7,6 kb grofd ist. In der Sequenzanalyse des Klons V492 21 wurde jedoch noch kein
spezifischer Hinweis auf eine Virusgruppe oder ein spezifisches Virus gefunden.
Aufgrund einer fehlenden Sequenz-Homologie zwischen den Klonen V283 2/1 und dem
Alignment_ 1  wurden RT-PCR-Untersuchungen durchgefiihrt, um das potentielle
Zwischenstiick zu amplifizieren. Dabel wurde ein ca. 2,6 kb grof3es Fragment gewonnen, das
jedoch nur mit dem Alignment_1 eine Ubereinstimmung aufwies, wodurch eine 3838 bp
lange korrigierte Gesamtsequenz ermittelt werden konnte. Auch bel diesen Untersuchungen
konnte eine weitere Primerbindungsstelle fur einen der verwendeten Primer nachgewiesen
werden.
Ein Vergleich der korrigierten Gesamtsequenz mit der Datenbank zeigte auf der Proteinebene
eine Homologie des 5 -Endes der Gesamtsequenz zwischen 19-27 % mit einer viralen RNA-
abhangigen RNA-Polymerase (RARP) von verschiedenen Bunya- und Orthomyxoviren. Der
Nachweis einer viralen RARP ist der erste Hinweis auf ein Protein des Ebereschenviruses und

bestétigt damit endguiltig die virale Natur des Agens der Erkrankung der Eberesche.
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7. Anhang
7.1 Vektorkarte
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TP ¢ lining sie. Besiechion sices ane Labebed 1o indicate the octual cleavage sie. The
arreew anchicates the siam of LEarsSE i for T7 |'-|||:\.II'||'r:|u' Fior the Tull sEUEnCE ol ke
wector, woun iy dowmload it from owr weh site of coll Techmesl Service (page 1T

AT
13 n:.:,,l:,-“.p..,m,l" LIRS Hursd W ot | Bar | Hgeed Spe |

08 A BCA GOT AT i LTT A "R AGD TTE T8 E AT T
P CEP ¥ B I »
BEx | EocRi Eeh
i
EenA W Fizik | et | Min vl | ARG A |
TIT & TLA i . 1 5T
’.
T? Proamanist W3 Farsaid &30} Primar PR3 Fonasnd |-20] Prmesr
T GAG 1 AT T RAT TGR [T I Wil TiA L | . WA RAL | 28

\\ TCA CTC A ATA ATK THA AGT|G MG Chi RAT OFT Cop OCA CTH P T T P

Abb. 60: Vektorkarte: pCR" 2.1-TOPO



7.2 Sequenzen

Im folgenden sind die Sequenzen der Klone V272 33 (Abb. 61), V283 2/1 (Abb. 62), des

Alignment_1 (Abb. 63) sowie der Konsensussequenz (Abb. 64) dargestellt.

5" AATACACGAAGATCTATAAGATCCTGGT TTAACTGT TCTTCCATACTCATTCACGCAA
3" TTATGTGCTTCTAGATATTCTAGGACCAAAT TGACAAGAAGGTATGAGTAAGTGCGT T

AATTGTAAACGACCAAAAGAAGT TTGAGGAATGATGT TTGCAATCCTCAACT GTGGGGCA
TTAACATTTGCTGGT TTTCTTCAAACT CCTTACTACAAACGT TAGGAGT TGACACCCCGT

TAATCAGAACCTATTTTTTTAGAGATCTCATCAAATGCCTGTCTATGT TGCATGCCATGT
ATTAGTCTTCGATAAAAAAATCTCTAGAGTAGT TTACGGACAGATACAACGTACGGTACA

CTCAATAATAGCATCGAAAAAGT GACACCACCACCAATCGTTTTGGTCTGGACTTTAACA
GAGITATTATCGTAGCTTTTTCACTGTGGTGGTGGT TAGCAAAACCAGACCTGAAATTGT

ACTGITGATTGATACATATAAAGT GCAATTGAAGCATTTGGATCTAAAGGT TCACTGICA
TGACAACTAACTATGTATATTTCACGT TAACTTCGTAAACCTAGAT TTCCAAGT GACAGT

GITTTCATCAACCAATGATTCCAGACACGCCTGT TCAGATTCATGACTCTCATTAATGIT
CAAAAGTAGT TGGTTACTAAGGT CTGTGCGGACAAGT CTAAGTACTGAGAGTAATTACAA

TGGAAATTTATTTCATTCATCATGTAAAGAAATAGATTGTACGCTGAAATCTGITGTGCTT
ACCTTTAAATAAAGTAAGTAGTACATTTCTTTATCTAACATCGACT TTAGACAACACGAA

TTCATTTCAGCAATTATATCAGAGTATTTCCAACT GAAATCTGGAAATCAGGTGATTCAG
AAGTAAAGT CGTTAATATAGT CTCATAAAGGT TGACTTTAGACCTTTAGTCCACTAAGTC

TCATTTGGATGAATAAACTAGGATCATTTGCAACTAGAGAACAAATGAATTTAAATGGT T
AGTAAACCTACTTATTTGATCCTAGTAAACGT TGATCTCTTGT TTACTTAAATTTACCAA

CACGTAAATTCCTTACTTTCTTCATTGITG 37
GTGCATTTAAGGAATGAAAGAAGTAACAAC 57

Abb. 61: Sequenz desKlonsV72 33

5" TGTTGTGTGITGTTGTACAAAATATCTGTGTGT TGT TGAATCATGCTTACAAATCAAT
3" ACAACACACAACAACATGTTTTATAGACACACAACAACTTAGTACGAATGTTTAGTTA

GIGTGGCAACTGTCAGATGACTCATAGGT GACTGAAATTTTCACACCATTCTGACAATCA
CACACCGT TGACAGT CTACTGAGTATCCACTGACTTTAAAAGT GTGGTAAGACTGI TAGT

TAGCAGCCATAAACTTCAATTTTTTTAACAGATACAAGCCGATTCACAAAAACCACCAGCT
ATCGTCGGTATTTGAAGT TAAAAAAATTGTCTATGT TCGCTAAGTGTTTTTGGT GGTCGA

AAATAACCCCACATC 37
TTTATTGGGGTGTAG 57

Abb. 62: Sequenz desKlonsVv283 2/1

5' CCATGATTACGCCAAGCT TGGTACCGAGCT CGGAT CCACTAGTAACGGECCECCAGTGTGC
3' GGTACTAATGCGGT TCGAACCATGCCTCGAGCCTAGGT GATCAT TGCCGGECGGT CACACG

TGGAATTCCCCCTTGACACTCTATCTCGTTCAAATGTGGGACTGATTATTGT TACGATCT
ACCTTAAGCGGGAACT GTGAGATAGAGCAAGT TTACACCCT GACTAATAACAATGCTAGA
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GATTTATGGTGT TTTCTTTATAGGCAATATCTGGT TTAAGATCAGI TAAAGCTCCTATAT

CTAAATACCACAAAAGAAATATCCGT TATAGACCAAATTCTAGTCAATTTCGACGATATA

TAACATTACAAATACACGAAGATCTATAAGATCCTGGT TTAACTGT TCTTCCATACTCAT
ATTGTAATGTTTATGTGCTTCTAGATATTCTAGGACCAAAT TGACAAGAAGGTATGAGTA

TCACGCAAAATTGT AAACGACCAAAAGAAGT TTGAGGAATGATGT TTGCAATCCTCAACT
AGTGCGTTTTAACATTTGCTGGTTTTCTTCAAACTCCTTACTACAAACGT TAGGAGT TGA

GIGGGCCATAATCAGAAGCCTATTTTTTTAGAGATCTCATCAAATGCCTGICTATGT TGCA
CACCCCGTATTAGTCTTCGATAAAAAAAT CTCTAGAGT AGT TTACGGACAGATACAACGT

TGCCATGTCTCAATAATAGCAT CGAAAAAGT GACACCACCACCAATCGTI TTTGGTCTGGA
ACGCGTACAGAGT TATTATCGTAGCTTTTTCACT GT GGT GGT GGT TAGCAAAACCAGACCT

CTTTAACAACTGT TGATTGATACATATAAAGT GCAATTGAAGCATTTGGATCTGAAGGT T
GAAATTGT TGACAACTAACTATGTATATTTCACGT TAACTTCGTAAACCTAGACTTCCAA

CACTGICAGITTTCATCAACCAATGATTCCAGACACGCCTGI TCAGATTCATGACTCTCA
GTGACAGT CAAAAGT AGT TGGT TACTAAGGT CTGT GCGGACAAGT CTAAGTACTGAGAGT

TTAATGT TTGGAAATTTATTTCATTCATCATGTAAAGAAATAGATTGTACCTGAAATCTG
AATTACAAACCTTTAAATAAAGTAAGTAGTACATTTCTTTATCTAACATCGACTTTAGAC

TTGTGCTCTTCATTTCAGCAATTATATCAGAGTATTTCCAACCT GAAATCTGGAAATCAG
AACACGAGAAGTAAAGT CGTTAATATAGT CTCATAAAGGT TGGACTTTAGACCTTTAGTC

GIGATTCAGT CATTTGGATGAATAAACTAGGATCATTTGCAACTAGAGAACAAATGAATT
CACTAAGT CAGTAAACCTACTTATTTGATCCTAGTAAACGT TGATCTCTTGT TTACTTAA

TAAATGGTTCACGTAAATTCCTTACTTTCTTCATTGITGECATTAGT TTTTCATTTGCGG
ATTTACCAAGT GCATTTAAGGAAT GAAAGAAGT AACAACCGT AATCAAAAAGT AAACGCC

CTATTTTAATTCTATATCCCAACTTGTACTTTACAAAATAGI TTTCATACACATACATAC
GATAAAATTAAGATATAGGGT TGAACATGAAATGT TTTATCAAAAGTATGT GTATGTATG

CAAATCTTGACAACCAATATTCATCAAACCTGT TGGTTCTTATATGTGATATGTATATTT
GITTAGAACTGI TGGT TATAAGTAGT TTGGACAACCAAGAATATACACTATACATATAAA

TTGATGATATTTCATCTCTCTTCATTAAAGAATCTAATGTCATTATGATGGAATTTGGAG
AACTACTATAAAGTAGAGAGAAGTAATTTCTTAGATTACAGTAATACTACCTTAAACCTC

AAGTATAGCTAGGTATGI TATAACTTGGATTTGATATTGT TTCACAGATGT CAATATAAT
TTCATATCGATCCATACAATATTGAACCTAAACTATAACAAAGTGTCTACAGTI TATATTA

ACCTGACCATTAATCCTTGGAATATTAGCT TGT TATTGTACACATCAAATGCATATTCTG
TGGACTGGTAATTAGGAACCTTATAATCGAACAATAACATGTGTAGTTTACGTATAAGAC

CCAAATGT TGATGAGGT TGAATTAGACCCATGGT TGCATCTTTTAATGTGTATTTAAATT
GGTTTACAACTACTCCAACT TAATCTGGGTACCAACGTAGAAAATTACACATAAATTTAA

CAATATATTTCCTGAAATCATCATCAATATCTTCAGGATCTCTATAGATCTTAATATCAC
GITATATAAAGGACTTTAGTAGTAGT TATAGAAGT CCTAGAGATATCTAGAATTATAGT G

CACACCGCTGCAGAACATGT TTGCAGAATGATATGAATTTTTCAACCTTTGAATCAACT T
GIGTGGCGACGT CTTGTACAAACGT CTTACTATACTTAAAAAGT TGGAAACTTAGTTGAA

GCTCTATCTCACAGTACTGI TCCACCAATAAATTTTCAACCATAGATGTGT TGGAATTTT
CGAGATAGAGT GTCATGACAAGGTGGTTATTTAAAAGT TGGTATCTACACAACCTTAAAA

TACCATATTCTTCAGCATATACACTTCTTGGCATAATAACCT TTGTAAATTCAGGT CGAG
ATGCGTATAAGAAGT CGTATATGTGAAGAACCGTATTATTGGAAACATTTAAGI CCAGCTC

TTTTAACTAATACCTGTACTTTGCTATAGTATACT TGAAGT GCGACCAGAGATTTTTTTA
AAAATTGATTATGGACATGAAACGATATCATATGAACT TCACGCT GGT CTCTAAAAAAAT

TCACTGAATAAATACACTCATAAGAATCTTTGTAGGGATTGT TTACTAATTTCAACAGTA
AGTGACTTATTTATGTGAGTATTCTTAGAAACATCCCTAACAAATGATTAAAGT TGTCAT

GATATTTTATCATCAAGCTTCTTATAGATAGTTTTTATACCCTGITTCTTTTCTITTTTCA
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CTATAAAATAGT AGT TCGAAGAATATCTATCAAAAAT AT GCGACAAAGAAAAGAAAAAGT

AATGCATGTGAACTTAGTGTATACATTGATTTATTTGATCCAATTATTCTTCTGCCATAA
TTACGTACACTTGAATCACATATGTAACTAAATAAACTAGGT TAATAAGAAGACGGTATT

TCAAGTGCAGATTTCGAAAATATTAGTGAATCTTTAAAGT TTGGATTCATGTAATTTGCC
AGTTCACGTCTAAAGCTTTTATAATCACTTAGAAATTTCAAACCTAAGTACATTAAACGG

AAAATCGATTTTTTTATCAAGACTTCATCTTTGGCCT TTGATATGCACCACATTGGATTT
TTTTAGCTAAAAAAATAGT TCTGAAGT AGAAACCCGAAACTATACGT GGTGTAACCTAAA

ACACAGCTAGTCAA3®
ATACCTTATGIGIT5®

Abb. 63: Sequenz des Alignment_1

5' ATGT GT GGCAACT GTCAGGAAT TAGGAAATAATGGTAATCTATCATTCTCATTTCAAGCA
3' TACACACCGT TGACAGTCCTTAATCCTTTATTACCATTAGATAGTAAGAGTAAAGI TCGT

ATGTTTTTAACTTCCAAAGT GCCATATGCAAAGT TATTGAACAACACT GATGAAATAAGG
TACAAAAATTGAAGGT TTCACCGTATACGT TTCAATAACTTGTTGTGACTACTTTATTCC

AGGTCACTAGI TAAAGAGAT GAAAAT GGATGAACCAATAATGTCAATAAAACAGTI TTTCA
TCCAGTGATCAATTTCTCTACTTTTACCTACTTGGT TATTACAGI TATTTTGI CAAAAGT

TCAACAAAATCTATGGT TTCAAATAGTGT TCCTGATATGTCTATTAAAGATTGCAATCTG
AGTTGITTTAGATACCAAAGI TTATCACAAGGACTATACAGATAATTTCTAACGT TAGAC

AACAAAAACATTGATGT TATTCAGCTTGAAAGGTATATTGACACCAGI TTAATCTCAGAC
TTGTTTTTGIAACTACAATAAGT CGAACTTTCCATATAACTGTGGTCAAATTAGAGTCTG

CCAATGAAGTATATCACTTTAATGAACAATTCTATTGAGT CAATAAATCAAGAAAGATTA
GGITACTTCATATAGTGAAATTACTTGT TAAGATAACTCAGI TATTTAGITCTTTCTAAT

TTGATATATAAAGACAAATTGAACAAAGGTATTGT TTTATTGCCTAAACTGATATTAACA
AACTATATATTTCTGTTTAACTTGI TTCCATAACAAAATAACGGATTTGACTATAATTGT

ACTTTCAAAGGAAAGAGT TTTATTGGT CTGGAAAACCATTATTACACCAAGT TAGITTCG
TGAAAGT TTCCTTTCTCAAAATAACCAGACCTTTTGGTAATAATGT GGT TCAATCAAAGC
GGCGATTACATTAAACAAACCAATACTAAGGTATTCGATGAGT TTTATAGATTGACAGAT
CCGCTAATGTAATTTGTTTGGT TATGATTCCATAAGCTACTCAAAATATCTAACTGICTA

GAAATTCAAGAAGAAAAAT TAAGAGGGT TTTATAAAGGATATATAACAGAAGGGGATCT T
CTTTAAGITCTTCTTTTTAATTCTCCCAAAATATTTCCTATATATTGTCTTCCCCTAGAA

TTGGTAAGAATCTTTAATAAAGAT CAAAGGACCACAGATGATCGT GAAATCTACACAGGT
AACCATTCTTAGAAATTATTTCTAGTTTCCTGGTGTCTACTAGCACTTTAGATGIGTCCA

AATGCACAAGT TAGACTCTGI TTATACCCACTTGAAATGACATTCAAATCGATATGCAAA
TTACGTGT TCAATCTGAGACAAATATGCGGTGAACTTTACTGTAAGT TTAGCTATACGTTT

AAGATACCT GAGGAAGCTATAACTATTTCTGGT GATCAGAAGCAGAGGAAATTACT TGAA
TTCTATGGACTCCTTCGATATTGATAAAGACCACTAGTICTTCGTCTCCTTTAATGAACTT

CAACGT CTTGCATTGATAAAAACTAAAAGACAATTTAACAAGT CAGGT TATAAAACTGAG
GITGCAGAACGTAACTATTTTTGATTTTCTGT TAAATTGT TCAGTCCAATATTTTGACTC

ATTTATTCAGT TTCATCAGATGCATCAAAATGGTCTGCTCGAGATTTGI TACCAAAATTC
TAAATAAGT CAAAGTAGTCTACGTAGT TTTACCAGACGAGCTCTAAACAATGGT TTTAAG

ATAATAAGCATTGCAACTAATCCATACCTCACATCAGATGAGAAATATTTCCTTGTGTAT
TATTATTCGTAACGT TGATTAGGTATGGAGT GTAGTCTACTCTTTATAAAGGAACACATA

TTATTGGT TAGGTATTATGATAAAAAGATAGT GT TAACAGATTCTGCCTTTAGTAATCGCT
AATAACCAATCCATAATACTATTTTTCTATCACAATTGTCTAAGACGGAAATCATTACGA

TTAAGATTTAGTAGAGAAGATATCAATGGT AAATATGAAGAGATGACTAACAATTTTACA
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AATTCTAAATCATCTCTTCTATAGT TACCATTTATACTTCTCTACTGATTGTTAAAATGT

CAAAACTGGT TTAATGTTAGATCTAATTGGCTACAGGGCAATCTCAACATGACCTCATCA
GITTTGACCAAATTACAATCTAGATTAACCGATGT CCCGT TAGAGT TGTACTGGAGTAGT

TTTGTTCATCATTGTAGTACAATTATGACTGATACGCTTTTATCAATTAGT GCTAAACAC
AAACAAGTAGTAACATCATGTTAATACTGACTATGCGAAAATAGI TAATCACGATTTGTG

AATCGATTTGAGGCTGTCATGACATCTATGGTACACTCTGATGATTCCACTTATGATTTC
TTACCTAAACTCCGACAGTACTGTAGATACCATGTGAGACTACTAAGGT GAATACTAAAG

CTAATTCGCTAAAAATTCAAAAACAAGT TCATATATAAACAATGAAGCCAATAT GGGTAGA
GATTAACGATTTTTAAGITTTTGT TCAAGTATATATTTGTTACTTCGGT TATACCCATCT

TTTATAATTTCGCCTGATAACATACT CAAACAAGAAACACTGTATAACTTTAAATGAAAAG
AAATATTAAACCGACTATTGTATGAGI TTGTTCTTTGTGACATATTGAAATTTACTTTTC

AAAACCTATATAAGCACATTTTATAAAGAATTCTTATCAACAACCATAGT TAGTAATGAG
TTTTGGATATATTCGTGTAAAATATTTCTTAAGAATAGT TGTTGGTATCAATCATTACTC

CTATTTTTCTTTTACATGGECTGATCTTATGCCCATAT CTAGCGACACTAGT TACAAGTCT
GATAAAAAGAAAAT GTACCGACTAGAATACGGGTATAGATCGCTGTGATCAATGT TCAGA

CCATTAGAAGATTTGGCATCTTACACAGGATACATAAACAACTCATTCTCACATGCATGT
GGTAATCTTCTAAACCGTAGAATGTGTCCTATGTATTTGT TGAGTAAGAGTGTACGTACA

CCTATTCAAATTTTGAAATGTGCAATCACTCTCCTAAATCATCTAACATTATCAACATAT
GGATAAGT TTAAAACTTTACACGT TAGT GAGAGGATTTAGTAGATTGTAATAGT TGTATA

AACATGCAATATACTTCTGAGAAGAATCCTAGATGTAATATACCAAATTCTACTGATTTG
TTGTACGTTATATGAAGACTCTTCTTAGGATCTACATTATATGGTTTAAGATGACTAAAC
CCTATACAGATTTATCCAAGATATAAATTACCATTATCATTAGCTGGT TGTATTCCATAT
GGATATGTCTAAATAGGT TCTATATTTAATGGTAATAGT AATCGACCAACATAAGGTATA

TATTCATCAGACGCATATAACATATTAGATGATATCATCAAAACT TTAGAAAAAAACAAG
ATAAGTAGTCTGCGTATATTGTATAATCTACTATAGTAGI TTTGAAATCTTTTTTTGITC

GITATTAAAAATTCATTGCTTGAAGATGT TATAGACGAT GAAACCCT TGATGAATATATA
CAATAATTTTTAAGIAACGAACT TCTACAATATCTGCTACTTTGGGAACTACTTATATAT

ACACTTGTGAATAAGCAAAAGCCT GAATATGCCAAATATATTCAAGCTTGCCTATTGACT
TGTGAACACTTATTCGI TTTCGGACT TATACGGT TTATATAAGT TCGAACGGATAACTGA

ATGGATTATACT CAGTATGAGAGAGAT GACGAAGACCCATATAATATAGT TGATTATGAC
TACCTAATATGAGTCATACTCTCTCTACTCCTTCTGGGTATATTATATCAACTAATACTG

CTAAGCCAAAAAAGT ATAATAAATGTAGCATCAATTAATAAGCGT TCTAGAATTAAAAAG
GATTCGGTTTTTTCATATTATTTACATCGTAGTI TAATTATTCCCAAGATCTTAATTTTTC

ACTTATACTTATAAAAAATAT TTAGAAAATGAAACAGATATTAGATTGACTAGCTGIGTA
TGAATATGAATATTTTTTATAAATCTTTTACTTTGTCTATAATCTAACTGATCGACACAT

AATCCCATGT GGT GCATATCAAAGCCCAAAGATGAAGT CTTGATAAAAAATCCGATTTTG
TTAGGGTACACCACGTATAGT TTCGEGT TTCTACT TCAGAACTATTTTTTAGECTAAAAC

GCAAATTACATGAATCCAAACTTTAAAGATTCACTAATATTTTCGAAATCTGCACTTGAT
CGTTTAATGTACTTAGGT TTGAAATTTCTAAGTGATTATAAAAGCTTTAGACGT GAACTA

TATGGCAGAAGAATAATTGGATCAAATAAAT CAATGGATACACTAAGT TCACATGCATTT
ATACCGTCTTCTTATTAACCTAGI TTATTTAGT TACCTATGT GATTCAAGT GTACGTAAA

GAAAAAGAAAAGAAACAGCGTATAAAAACTATCTATAAGAAGCT TGATGATAAAATATCT
CTTTTTCTTTTCTTTGTCCCATATTTTTGATAGATATTCTTCGAACTACTATTTTATAGA

ACTGI TGAAATTAGTAAACAATCCCTACAAAGATTCTTAGAGTGTATTTATTCAGT GATA
TGACAACTTTAATCATTTGI TAGGGATGT TTCTAAGAAT CTCACATAAATAAGT CACTAT

AAAAAAT CTCTGGTCGCACTTCAAGTATACTATAGCAAAGT ACAGGTATTAGI TAAAACT
TTTTTTAGAGACCAGCGTGAAGT TCATATGATATCGT TTCATGTCCATAATCAATTTTGA

CGACCTGAATTTACAAAGGT TATTATGCCAAGAAGT GTATATCCTGAAGAATATGGTAAA
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GCTGCGACTTAAATGT TTCCAATAATACGGT TCTTCACATATACGACTTCTTATACCATTT

AATTCCAACACATCTATGGT TGAAAATTTATTGGT GGAACAGTACT GTGAGATAGAGCAA
TTAAGGT TGTGTAGATACCAACTTTTAAATAACCACCTTGTCATGACACTCTATCTCGI T

GITGATTCAAAGGT TGAAAAATTCATATCATTCTGCAAACATGT TCTGCAGCGGTGTGGT
CAACTAAGTTTCCAACTTTTTAAGTATAGTAAGACGT TTGTACAAGACGT CGCCACACCA

GATATTAAGATCTATAGAGATCCTGAAGATATTGATGATGATTTCAGGAAATATATTGAA
CTATAATTCTAGATATCTCTAGGACTTCTATAACTACTACTAAAGTCCTTTATATAACTT

TTTAAATACACATTAAAAGAT GCAACCATGGGTCTAATTCAACCTCATCAACATTTGGCA
AAATTTATGTGTAATTTTCTACGT TGGTACCCAGAT TAAGT TGGAGTAGT TGT AAACCGT

GAATATGCCATTTGATGTGTACAATAACAAGCTAATAT TCCAAGGATTAATGGT CAGGTAT
CTTATACGTAAACTACACATGTTATTGI TCGATTATAAGGT TCCTAATTACCAGT CCATA

TATATTGACATCTGTGAAACAATATCAAATCCAAGT TATAACATACCTAGCTATACTTCT
ATATAACTGTAGACACTTTGTTATAGI TTAGGT TCAATATTGTATGGATCGATATGAAGA
CCAAATTCCATCATAATGACATTAGATTCTTTAATGAAGAGAGATGAAATATCATCAAAA
GGTTTAAGGTAGTATTACTGTAATCTAAGAAATTACTTCTCTCTACTTTATAGTAGITTT

ATATACATATCACATATAAGAACCAACACGT TTGATGAATATTGGT TGTCAAGATTTGGT
TATATGTATAGTGTATATTCTTGGT TGTCCAAACTACT TATAACCAACAGT TCTAAACCA

ATGTATGTGTATGAAAACTATTTTGTAAAGTACAAGT TGGGATATAGAATTAAAATAGCC
TACATACACATACTTTTGATAAAACATTTCATGT TCAACCCTATATCTTAATTTTATCGG

GCAAATGAAAAACT AAT GCCAACAAT GAAGAAAGT AAGGAATTTACGTGAACCATTTAAA
CGTTTACTTTTTGATTACGGT TGT TACTTCTTTCATTCCTTAAATGCACTTGGTAAATTT

TTCATTTGITCTCTAGI TGCAAATGATCCTAGI TTATTCATCCAAATGACTGAATCACCT
AAGTAAACAAGAGATCAACGT TTACTAGGATCAAATAAGTAGGTTTACTGACTTAGTGGA

GATTTCCAGATTTCAGGT TGGAAATACT CTGATATAATTGCTGAAAT GAAGAGCACAACA
CTAAAGGT CTAAAGT CCAACCTTTATGAGACTATATTAACGACTTTACTTCTCGTIGITGT

GATTTCAGCTACAATCTATTTCTTTACATGATGAATGAAATAAATTTCCAAACATTAATG
CTAAAGTCGATGT TAGATAAAGAAATGTACTACTTACTTTATTTAAAGGT TTGTAATTAC

AGAGT CATGAATCTGAACAGCCGT GTCTGGAATCATTGGT TGATGAAAACT GACAGT GAA
TCTCAGTACTTAGACTTGTCCGCACAGACCTTAGTAACCAACTACTTTTGACTGTCACTT

CCTTCAGATCCAAATGCTTCAATTGCACT TTATATGTATCAATCAACAGITGTTAAAGTC
GGAAGT CTAGGT TTACGAAGT TAACGT GAAATATACATAGI TAGT TGTCAACAATTTCAG

CAGACCAAAACGATTGGTGGTGGTGTCACTTTTTCGATGCTATTATTGAGACATGGCATG
GICTGGI TTTGCTAACCACCACCACAGT GAAAAAGCTACGATAATAACTCTGTACCGTAC

CAACATAGACAGGCATTTGATGAGATCTCTAAAAAAATAGCT TCTGATTATGCCCCACAG
GITGTATCTGICCGTAAACTACTCTAGAGATTTTTTTATCGAAGACTAATACGEEGTGTIC

TTGAGGATTGCAAACATCATTCCTCAAACTTCTTTTGGTCGT TTACAATTTTGCGT GAAT
AACTCCTAACGT TTGTAGT AAGGAGT TTGAAGAAAACCAGCAAATGT TAAAACGCACTTA

GAGTATGGAAGAACAGT TAAACCAGGATCTTATAGATCT TCGTGTATTTGTAATGT TAAT
CTCATACCTTCTTGICAATTTGGT CCTAGAATATCTAGAAGCACATAAACATTACAATTA

ATAGCAGCTTTAACTGATCTTAAACCAGATATTGCCTATAAAGAAAACACCATAAATCAG
TATCGTCGAAATTGACTAGAATTTGGTCTATAACCGATATTTCTTTTGTGGTATTTAGIC

ATCGTAACAATAATCAGT CCCACATTTGAACGAGATAGAGT GT CAAGGGCGAATTCCAGC
TAGCATTGITATTAGT CAGGGTGTAAACT TGCTCTATCTCACAGT TCCCGCTTAAGGT CG

ACACT GGCGGCCGT TACTAGT GGAT CCGAGCT CGGTACCAAGCT TGGCGTAATCATGG 3
TGTGACCGCCGGCAATGATCACCT AGCCT CGAGCCATGGT TCGAACCGCATTAGTACC 5

Abb. 64: Sequenz des Alignment_2
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7.3 Lage der verwendeten Sonden

| |
4nt SondeVv283 2/1 120nt

1nt 3838 nt
— RdRP-homolog
5 Alignment_2 3
l |
1nt Sonde V571 10 2638 nt
l |
2084nt  Sonde V492 21 3545 nt
I
3301 nt 3838 nt
Sonde V272_33
Int 195 nt
5 Klon V283 2/1 3

Abb. 65: Ubersicht Uber die Lage samtlicher Sonden auf dem Alignment_2 und dem

KloneV283 2/1
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