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Zusammenfassung 
 

Die beiden Beta vulgaris infizierenden Poleroviren Beet mild yellowing virus (BMYV) 

und Beet chlorosis virus (BChV) sind Auslöser der Vergilbungskrankheit an 

Zuckerrüben. Wie alle Mitglieder der Familie Luteoviridae sind BMYV und BChV 

vornehmlich auf das vaskuläre Gewebe ihrer Wirtspflanzen beschränkt und werden 

persistent durch Aphiden übertragen. 

Für die molekulare Charakterisierung wurden die Gesamtnukleotidsequenzen der 

beiden deutschen Polerovirus-Isolate BMYV-IPP und BChV-IPP bestimmt und in ein 

phylogenetisches System eingeordnet. Für eine molekulare und biologische 

Charakterisierung wurden BMYV (BMYVfl) und BChV (BChVfl) full-length cDNA-Klone 

und BMYV/BChV Viruschimären hergestellt. Hierfür wurden vier (BMYVfl) bzw. sechs 

(BChVfl) cDNA Teilfragmente zu einem full-length Klon unter Kontrolle eines CaMV 

35S-Promotors und Ribozyms zusammengeführt. Nach Integration in den modifizierten 

binären Vektor pBIN19 und Elektroporation in die Agrobacterium tumefaciens-Stämme 

ATHV und LBA4404 erfolgten die Agroinfektionstestungen. 

Nach der Selektion eines infektiösen (BMYVfl) wurden durch Agroinfektion in B. 

vulgaris, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, Capsella bursa-pastoris und Lamium 

purpureum erfolgreich systemische Infektionen etabliert. Die Agroinfektion führte dabei 

nicht zu einer Erweiterung des in der Literatur beschriebenen und nach BMYV-

Blattlausübertragung ermittelten BMYV-Wirtspflanzenspektrums. Durch 

immunologische Untersuchung des agroinokulierten Pflanzengewebes konnte gezeigt 

werden, dass in N. tabacum cv. 'Xanthi', N. occidentalis und Chenopodium capitatum 

eine lokale Virusinfektion nachweisbar war, diese Pflanzenarten aber nicht systemisch 

mit BMYV-infiziert werden konnten. Nach Markierung des infektiösen BMYVfl mit dem 

Green fluorescent protein (GFP) konnte im agroinokulierten Epidermisgewebe von N. 

benthamiana in Einzelzellen eine deutliche GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden. 

Außerhalb des agroinokulierten Bereichs war keine GFP-Fluoreszenz nachweisbar und 

es konnte keine systemische Ausbreitung der GFP-markierten BMYVfl nachgewiesen 

werden. Obwohl im agroinokulierten Bereich durch Nachweis von Hüllprotein eine 

BMYV-Replikation gezeigt werden konnte, verhinderte wahrscheinlich die Integration 

des gfp-Gens in den BMYVfl eine systemische Ausbreitung.  

Der infektiöse BMYVfl wurde als Amplicon durch A. tumfefaciens vermittelte 

Blattscheibentransformation in das Genom von N. benthamiana integriert. Nach der 

Gewebekultur und Selbstung der Mutterpflanzen konnten mehrere BMYV Amplicon-

transgene T1- und T2-Linien selektiert werden in denen eine Expression des BMYVfl als 

Transgen nachweisbar war. Die Untersuchung der homozygoten BMYV Amplicon-
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transgenen Linie 220.02.13 zeigte, dass jede Pflanze dieser Linie BMYV-infiziert war. 

Durch Tissue print immuno assay von Pflanzen dieser Linie wurde nachgewiesen, dass 

in einem Großteil des nicht vaskulärem Gewebes kein BMYV nachweisbar war obwohl 

jede Zelle die Möglichkeit besitzt, den BMYVfl als Transgen zu exprimieren. Nach Ko-

Infektion von BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen mit Potato virus Y (PVY), Beet 

yellows virus (BYV) oder Pea enation mosaic virus-1/-2 (PEMV-1/-2) konnte eine 

Erhöhung des BMYV-Virustiters in der Blattlamina festgestellt werden. Obwohl in Ko-

infizierten transgenen Pflanzen auch eine erhöhte Anzahl von BMYV-infizierten 

Mesophyllzellen nachweisbar war, konnte im Großteil der Zellen weiterhin keine 

BMYV-Infektion nachgewiesen werden. Dies gibt erste Hinweise, dass ein durch das 

Amplicon induzierter starker RNA-Silencing Mechanismus die Akkumulation von BMYV 

unterbindet. Durch Ko-infizierte Viren wie PVY und BYV, die einen Suppressor des 

RNA-Silencing besitzen, kann ein post-transkriptionelles Gene Silencing in einigen 

Zellen unterdrückt werden und führt somit zu einer erhöhten Anzahl von BMYV-

infizierten Mesophyllzellen. Da jedoch im Großteil des Gewebes weiterhin keine 

BMYV-Akkumulation nachweisbar war, lag in diesen Geweben eine andere Form des 

RNA-Silencing, möglicherweise transkriptionelles Gene Silencing (TGS), vor. Ein TGS 

kann von den Suppressoren der Ko-infizierten Viren nicht unterdrückt werden.  

Obwohl für das PEMV-2 bisher kein Suppressor des RNA-Silencing beschrieben 

wurde, konnten in Ko-infizierten Amplicon-transgenen Pflanzen ähnliche synergistische 

Effekte auf den BMYV-Virustiter und die Anzahl BMYV-infizierter Mesophyllzellen 

beobachtet werden, wie sie bei PVY oder BYV festgestellt wurden. Es konnte auch 

gezeigt werden, dass PEMV-2 eine mechanische Übertragung des BMYV vermittelt. 

Neben einer bisher unbekannten Suppressorfunktion eines PEMV-2 Proteins, ist 

vermutlich der Mechanismus, der die mechanische Übertragung des BMYV ermöglicht, 

an einer Erhöhung des BMYV-Virustiters in Amplicon-transgenen Pflanzen 

verantwortlich. 

Nach Agroinfektion von BChVfl oder BMYV/BChV Viruschimären konnten keine 

infektiösen Klone selektiert werden. Eine mögliche Beteiligung von nicht kompatiblen 

3’-terminalen Nukleotidsequenzen am Ausbleiben der Infektiosität wird diskutiert. 

 

Schlagworte: Beet mild yellowing virus (BMYV), Amplicon, full-length clone, 

Agroinfektion 
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Abstract 
 

The Beta vulgaris infecting Poleroviruses Beet mild yellowing virus (BMYV) and Beet 

chlorosis virus (BChV) are causers of the yellowing disease in sugar beets. Like all 

members of the family Luteoviridae BMYV and BChV are primarily limited to the 

vascular tissues of their hosts and transmitted by aphids in a persistent manner. 

A molecular characterisation of the total nucleotide sequences of the two German 

Polerovirus isolates BMYV-IPP and BChV-IPP was done and the viruses were included 

in a phylogenetic system. For a molecular and biological characterisation BMYV 

(BMYVfl) and BChV (BChVfl) full-length cDNA clones and BMYV/BChV chimeras were 

constructed. For that, four (BMYVfl) or six (BChVfl) cDNA fragments, respectively, were 

combined to form full-length clones under the control of the CaMV 35S-promoter and a 

ribozyme. After integration of the full-length clones into the modified binary vector 

pBIN19 and transfer by electroporation to the Agrobacterium tumefaciens strains ATHV 

and LBA4404 inoculation of plants was done by agroinfection. 

After selection of an infectious BMYVfl systemic infections were successfully 

established in B. vulgaris, Nicotiana benthamiana, N. clevelandii, Capsella bursa-

pastoris and Lamium purpureum by use of agroinfection. Thereby agroinfection did not 

lead to an extension of the BMYV host plant spectrum compared to the previously 

described spectrum in the literature mainly determined after BMYV transmission by 

aphids. The immunological investigation of the agroinoculated plant tissue in N. 

tabacum cv. 'Xanthi', N. occidentalis and Chenopodium capitatum revealed a local 

virus infection. However, in these plant species no systemic BMYV infection could be 

detected. After labelling of the infectious BMYVfl with the Green fluorescent protein 

(GFP) a clear GFP-fluorescence could be detected in agroinoculated epidermal cells of 

N. benthamiana. However, the fluorescence was limited to a few cells within the 

agroinoculated tissue and no systemic movement of the GFP or the GFP-labelled 

BMYVfl was observed. Although within the primary agroinfected cells a BMYV 

replication was shown by detection of the coat protein, the integration of the gfp-gene 

into the BMYVfl presumably prevented a systemic movement.  

By A. tumefaciens mediated leaf-disc transformation the infectious BMYVfl was 

introduced into the genome of N. benthamiana to gain BMYV amplicon transgenic 

plants. After tissue culture and selfing of the plants several BMYV amplicon transgenic 

T1 and T2-lines were selected in which the expression of the BMYVfl could be detected. 

In one plant line, the homozygous BMYV amplicon transgenic line 220.02.13, all plants 

were shown to be BMYV infected. When plants of this line where tested by tissue print 

immuno assay it was shown that in the majority of non vascular tissues no BMYV 
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infection was present, even though each plant cell in amplicon transgenic plants 

possess the potential to express the BMYVfl transgene. After co-infection of BMYV 

amplicon transgenic plants with Potato virus Y (PVY), Beet yellows virus (BYV) or Pea 

enation mosaic virus 1/2 (PEMV-1/-2) an increase of the BMYV virus titer in the leaf 

lamina was observed. Although in co-infected transgenic plants an increased number 

of BMYV infected epidermal cells was detected, the majority was free of BMYV 

infections. This gives a first indication that a strong RNA silencing mechanism induced 

by the amplicon prevents the accumulation of BMYV. By co-infecting viruses such as 

PVY and BYV, which possess a suppressor of RNA silencing, post-transcriptional gene 

silencing in some cells can be suppressed and thus leads to an increased number of 

BMYV infected epidermal cells. However, since in the majority of the tissues no BMYV 

accumulation was detected, another form of RNA silencing, such as transcriptional 

gene silencing (TGS), could be present in most parts of the tissue. A TGS cannot be 

suppressed by the suppressors of the co-infecting viruses. Although for the PEMV-2 no 

suppressor of RNA silencing was described so far, similar synergistic effects on the 

BMYV virus titer and the number of BMYV infected epidermal cells were found in 

amplicon transgenic plants as were observed in PVY or BYV co-infected plants. It was 

shown that PEMV-2 mediated a mechanical transmission of BMYV. Beside an 

unknown suppressor function of PEMV-2, the mechanism, which mediates the 

mechanical transmission of BMYV, is probably responsible for an increase of the 

BMYV virustiter in amplicon transgenic plants. 

After agroinfection of BChVfl or BMYV/BChV chimeras no infectious virus was 

detected. A possible participation on the infectivity of none compatible 3’-terminal 

nucleotide sequences is discussed. 

 

Key words: Beet mild yellowing virus (BMYV), Amplicon, full-length clone, agroinfection  
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ng    Nanogramm    

ncr    non-coding region 

nos    Nopalin Synthetase  

npt II    Neomycin Phototransferase II, vermittelt KnR  

npt III    Neomycin Phototransferase III 

nt    Nukleotid 

OD600    optische Dichte gemessen bei 600 nm 

ORF    open reading frame (offener Leserahmen) 

PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR    Polymerase Kettenreaktion 

pers. Komm. persönliche Kommunikation 

pH negativer dekadischer Logarithmus der molaren 

Konzentration der Wasserstoff-Ionen in einer wässrigen 

Lösung 

ori    Origin of replication 

RE    Restriktionsendonuklease 

rgsCaM   regulator of gene silencing-calmodulin-like protein   

RISC    RNA-induzierter Silencing Komplex 

RNA    Ribonukleinsäure 

RNase    Ribonuklease 

RT    Reverse Transkription 

RTD    read through domain  

s    sense 

Sek.    Sekunden 

Std.    Stunden 

T    Thymin 

Taq    Thermus aquaticus 

TetR    Resistenzgen gegen Tetracyclin 

TPIA    Tissue-Print-Immuno-Assay 

U    units (Einheiten) 

UpM    Umdrehungen pro Minute 

usw.    und so weiter 

UV    Ultraviolett 
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V    Volt 

VPg    viral kodiertes Genom-assoziiertes Protein 

z.B.    zum Beispiel 

 

Virusabkürzungen 

 

BChV    Beet chlorosis virus 

BMYV    Beet mild yellowing virus 

BtMV    Beet mosaic virus 

BWYV    Beet western yellows virus 

BYDV    Barley yellow dwarf virus 

BYV    Beet yellows virus 

CABYV   Cucurbit aphid-borne yellows virus 

CaMV    Cauliflower mosaic virus 

PEMV-1/-2   Pea enation mosaic virus-1/-2 

PLRV    Potato leafroll virus 

PVY    Potato virus Y 

 

BMYVfl    Beet mild yellowing virus full-length cDNA Klon 

BChVfl    Beet chlorosis virus full-length cDNA Klon 

 

Pflanzennamen 

 

B. vulgaris   Beta vulgaris 

B. napus   Brassica napus 

C. bursa-pastoris  Capselle bursa-pastoris 

C. capitatum   Chenopodium capitatum 

C. foliosum   Chenopodium foliosum 

C. quinoa   Chenopodium quinoa 

L. purpureum   Lamium purpureum 

N. benthamiana  Nicotiana benthamiana 

N. clevelandii   Nicotiana clevelandii 

N. edwardsonii  Nicotiana edwardsonii 

N. glutinosa   Nicotiana glutinosa 

N. rustica   Nicotiana rustica 

N. occidentalis  Nicotiana occidentalis 

N. tabacum   Nicotiana tabacum 



                                                                                                                     Einleitung 

 

 1

1 Einleitung 

Die Charakterisierung von Pflanzenviren ist eine Grundvoraussetzung für ihre 

Bekämpfung. Sie beinhaltet sowohl die Beschreibung der Virus-Pflanzen Interaktion 

(z.B. Wirtspflanzenspektrum, Gewebespezifität und Symptomausbildung), der Virus-

Vektor Interaktion und Möglichkeit der Übertragung, als auch die molekulare 

Charakterisierung des Virus. Durch die Bestimmung der Nukleotidsequenz und des 

resultierenden Genomaufbaus können mögliche Proteinprodukte analysiert und ihre 

putative Funktion bestimmt werden. Solche Charakterisierungskriterien ermöglichen 

die Einordnung eines Virus in ein phylogenetisches System und einen Vergleich mit 

anderen Pflanzenviren.  

Für eine Charakterisierung ist es von grossem Vorteil, ein biologisch aktives Abbild des 

Virus, einen viralen full-length Klon, untersuchen zu können. Solch eine genetische 

Kopie ermöglicht kontrollierte Veränderungen am viralen Genom und die Analyse von 

resultierenden Konsequenzen. Des Weiteren können durch verschiedene Inokulations-

methoden mit full-length Klonen in Pflanzen Virusinfektionen etabliert werden ohne auf 

natürliche Virusvektoren wie Blattläuse angewiesen zu sein.  

In dieser Arbeit sollten ein deutsches Beet mild yellowing virus-Isolat (BMYV-IPP) und 

ein Beet chlorosis virus-Isolat (BChV-IPP) durch Erstellung von infektiösen cDNA full-

length Klonen biologisch und molekular charakterisiert werden. Durch die 

Determination der Nukleotidsequenz von beiden Virusisolaten sollte durch 

Sequenzvergleiche eine phylogenetische Beziehung zu anderen Pflanzenviren ermittelt 

werden. Nach der Herstellung von full-length cDNA-Klonen beider Viren erfolgte die 

Testung der Infektiosität durch die Methode der Agroinfektion. Die Etablierung eines 

effizienten Agroinfektionssystems von Pflanzen mit poleroviralen full-length cDNA-

Klonen ermöglichte die Untersuchung einer möglichen Erweiterung des 

Wirtspflanzenspektrums durch diese artifizielle Infektion im Vergleich zu dem 

natürlichen Übertragungsweg mittels Blattläusen. Durch die Methode der Agroinfektion 

können dabei durch Untersuchung des inokulierten Pflanzengewebes auch 

Wirtspflanzen, die nur lokal und nicht systemisch infiziert werden, von Nicht-Wirten 

abgegrenzt werden.  

Die phylogenetisch nahe Verwandtschaft der beiden Beta vulgaris  infizierenden 

Poleroviren BMYV und BChV ist durch eine hohe Sequenzhomologie im 3'-Bereich und 

eine geringe Homologie im 5'-Bereich der beiden viralen Genome geprägt. Da beide 

Viren Unterschiede in ihrem Wirtspflanzenspektrum zeigen (Hauser et al., 2002), sollte 

durch die Herstellung von Viruschimären der Genombereich determiniert werden, der 

an dieser Wirtspflanzenspezifität beteiligt ist. 
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Durch Herstellung von BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen und einem Vergleich mit 

Pflanzen, die durch Agroinfektion oder Blattläuse virusinfiziert werden, sollte die 

Gewebespezifität von Poleroviren untersucht werden. In solchen Amplicon-transgenen 

Pflanzen, nachfolgend auch BMYVfl-transgene Pflanzen genannt, wird der virale full-

length cDNA Klon des BMYV unter Kontrolle eines Promotors, der die Expression von 

viralen RNA-Transkripten bewirkt, als Transgen in das pflanzliche Genom integriert. 

Von besonderem Interesse ist hierbei die natürliche Beschränkung von Poleroviren auf 

das vaskuläre Gewebe ihrer Wirtspflanzen. Die Phloemlimitierung von Poleroviren 

kann sowohl in suboptimalen Replikationsmöglichkeiten in Zellen ausserhalb des 

Phloems oder der aktiven Unterdrückung der Replikation durch pflanzliche 

Abwehrmechanismen wie RNA-silencing, als auch in einem Fehlen der Möglichkeit 

einer nicht-vaskulären Zell-zu-Zell Ausbreitung begründet sein. In Amplicon-transgenen 

Pflanzen besteht die theoretische Möglichkeit, dass eine polerovirale Akkumulation 

auch in nicht-vaskulären Gewebebereichen stattfinden kann, ohne das eine Zell-zu-Zell 

Ausbreitung notwendig ist. In diesen transgenen Pflanzen sollte durch Mischinfektionen 

untersucht werden, ob ein Einfluss von Viren, die durch Suppressoren den pflanzlichen 

RNA-silencing Mechanismus unterdrücken können oder Viren, die möglicherweise eine 

polerovirale Zell-zu-Zell Bewegung in nicht-vaskulärem Gewebe komplementieren, auf 

die Phloemlimitierung von BMYV nachweisbar ist. 

Durch Markierung von infektiösen full-length Klonen mit dem Green-fluroescent-protein 

(GFP) können infizierte Gewebetypen detailliert bestimmt und eine Virusausbreitung in 

mischinfizierten und nicht-mischinfizierten Pflanzen vom Ort der Inokulation verfolgt 

werden.  

 

Die Zielsetzung dieser Arbeit gliedert sich in folgende Bereiche: 

• Bestimmung der Nukleotidsequenz der beiden deutschen B. vulgaris 

infizierenden Polerovirus-Isolate BMYV-IPP und BChV-IPP und Integration in 

ein phylogenetisches System. 

• Herstellung von BMYV-IPP und BChV-IPP full-length Klonen und Etablierung 

eines effizienten Agroinfektionssystems. 

• Vergleich des durch artifizielle Übertragung (Agroinfektion) und mittels 

natürlicher Übertragung (Blattläuse) festgestellten Wirtspflanzenspektrums. 

• Markierung von infektiösen BMYV-IPP full-length Klonen mit dem Green-

fluorescent-protein (GFP) und Determination von infizierten Zelltypen. 

• Selektion von BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen zur Untersuchung der 

Virusbeschränkung auf vaskuläres Pflanzengewebe und Einfluss von viralen 
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Mischinfektionen mit dem Potato virus Y (PVY), dem Beet yellows virus (BYV) 

oder dem Pea enation mosaic virus-1/-2 (PEMV-1/-2) auf die Gewebespezifität. 

• Herstellung einer BMYV-BChV Viruschimäre zur Determination des 

Genombereichs, der an der Wirtspflanzenspezifität beteiligt ist. 

 

In den nachfolgenden Kapiteln wird der wissenschaftliche Stand der bearbeiteten 

Themenbereiche definiert und die in diese Arbeit einbezogenen Pflanzenviren 

vorgestellt. Hierbei werden die als Auslöser der 'virösen Vergilbung' an B. vulgaris 

beschriebenen Viren BMYV, BChV und BYV zuerst gemeinsam als Vergilbungsviren 

und anschliessend separat eingehender beschrieben. 

1.1 Vergilbungsviren an Beta vulgaris 

Das Krankheitsbild der 'virösen Vergilbung' an B. vulgaris ist eine der wichtigsten 

ertragsreduzierenden Erkrankungen an Zuckerrüben und seine Bekämpfung  und 

Kontrolle erfordert seit über 60 Jahren einen grossen Einsatz an wissenschaftlicher  

und züchterischer Forschungsleistung (Duffus, 1973; Smith, 2001; Stevens et al., 

2004). Der Begriff 'viröse Vergilbung' wurde erstmals von Petherbridge & Stirrup (1935; 

'virus yellows') verwendet, um ein viröses Krankheitsbild an B. vulgaris in England zu 

beschreiben, das zu einer Vergilbung von Rübenblättern führte. Im Jahr 1936 konnte 

von Roland gezeigt werden, dass der Auslöser der 'virösen Vergilbung' durch 

Blattläuse übertragen wird. In England wurde durch Watson (1940) das Krankheitsbild 

an B. vulgaris untersucht und als Sugar beet yellows virus (SBYV; später als Beet 

yellows virus (BYV)) bezeichnet. In den Vereinigten Staaten ist eine BYV-Infektion an 

B. vulgaris erstmals im Jahre 1951 durch Coons & Kotila mit Hilfe eines BYV 

Antiserums aus den Niederlanden nachgewiesen worden.     

Durch Clinch & Loughnane (1948) wurde ein irisches Vergilbungsvirus (Irish mild 

yellows) an Zuckerrüben beschrieben, das nach serologischen Untersuchungen als 

nicht mit BYV verwandt eingestuft wurde (Watson, 1951). Im selben Jahr vermutete 

Watson erstmals, dass das Krankheitsbild der 'virösen Vergilbung' durch einen 

Komplex von Vergilbungsviren hervorgerufen wird. Nach Blattlausübertragungs-

versuchen in den Jahren 1955-1957 von Zuckerrübenblättern mit 

Vergilbungssymptomen konnte durch Russel (1958) neben BYV ein zweites 

Vergilbungsvirus identifiziert werden. Während man an BYV-infizierten B. vulgaris 

Pflanzen Vergilbungen an den älteren Blättern und Adernaufhellungen an den jüngsten 

Blättern beobachtete, verursachte das zweite Virus, als Sugar beet mild yellowing virus 

bezeichnet (SBMYV, später Beet mild yellowing virus (BMYV) genannt), nur milde 

Vergilbungen an den älteren Blättern, aber keine Adernaufhellungen. In den 

Vereinigten Staaten ist durch Costa et al. (1959) erstmals ein Virus (Malva yellows 
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virus) beschrieben worden, das in den westlichen Zuckerrübenanbaugebieten der 

Vereinigten Staaten milde Vergilbungen an B. vulgaris hervorruft.  Die Verbreitung 

eines Vergilbungsvirus (Radish yellows virus), das in den Vereinigten Staaten häufiger 

als BYV nachgewiesen werden konnte, ist von Duffus (1960) berichtet worden. Das 

Radish yellows virus wurde später aufgrund seines häufigen Vorkommens und der 

Relevanz als Krankheit im Zuckerrübenanbau als Beet western yellows virus (BWYV) 

beschrieben (Duffus, 1961).  

Im Jahr 1994 berichteten Stevens et al. von einem weiteren Zuckerrüben-infizierenden 

Polerovirus in Europa. Aufgrund serologischer und biologischer Untersuchungen wurde 

dieses Virus als zweiter BMYV Sero- und Biotyp eingeordnet. Zur gleichen Zeit wurde 

von einem neuen, mit dem BWYV verwandten, blattlausübertragbaren 

Vergilbungsvirus in den USA berichtet (Liu et al., 1999). Dieses, aufgrund seiner 

Symptomausbildung an B. vulgaris als Beet chlorosis virus (BChV) bezeichnete Virus, 

wurde hauptsächlich in den Zuckerrübenanbaugebieten von Kalifornien, Nebraska, 

Colorado und Texas nachgewiesen (Liu et al., 1999). Nach molekularen, serologischen 

und biologischen Untersuchungen wurde BChV als eigenständige Virusspezies 

innerhalb des Genus Polerovirus vorgeschlagen (Hauser et al., 2000a, 2002).  

Nach Stevens et al. (2004) zählen das Beet yellows virus (BYV; Familie 

Closteroviridae; Genus Closterovirus) und die Poleroviren (Familie Luteoviridae) Beet 

mild yellowing virus (BMYV) und Beet chlorosis virus (BChV) heute in Europa zu den 

wichtigsten Vergilbungsviren an B. vulgaris. Das Potyvirus (Familie Potyviridae) Beet 

mosaic virus (BtMV) kann ein Teil dieses Komplexes sein, seine Rolle als Auslöser der 

virösen Vergilbung ist aber noch unklar (Wisler & Duffus, 2000). Die amerikanischen 

Isolate des Beet western yellows virus (BWYV; Familie Luteoviridae; Genus 

Polerovirus) werden als Auslöser der virösen Vergilbung an B. vulgaris in den 

Vereinigten Staaten beschrieben (Duffus, 1960, 1961, 1964; Duffus & Russell, 1970; 

Duffus, 1973; Hampton et al., 1998; de Koeijer & van der Werf, 1999; Wisler & Duffus, 

2000; Lewellen et al., 1999; Lewellen, 2004a, 2004b). Durch Hauser et al. (2000a, 

2000b, 2002) wurden zwei amerikanische, rübeninfizierende BWYV-Isolate aufgrund 

von biologischen, serologischen und molekularen Untersuchungen als BChV-Isolate 

identifiziert. Bisher konnte nur mit dem umfassend charakterisierten französischen 

BWYV-FL1 Isolat (Veidt et al., 1992) in seltenen Fällen eine Infektion in B. vulgaris 

detektiert werden (Hauser et al., 2000a, 2002). Mit anderen europäischen BWYV-

Isolaten können keine Infektionen in B. vulgaris etabliert werden (Duffus & Russell, 

1975; Smith & Hinckes, 1985; Stevens et al., 1994; Graichen & Rabenstein, 1996). 

Durch molekularbiologische Untersuchungen von weiteren amerikanischen BWYV-

Isolaten muss gezeigt werden, ob es weitere B. vulgaris infizierende BWYV-Isolate 
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gibt, die sich in die von Hauser et al. (2000a, 2002) postulierte neue Klassifizierung der 

rübeninfizierenden Poleroviren (BMYV und BChV) und dem nicht rübeninfizierenden 

Brassica yellows virus (BrYV; syn. BWYV und Turnip yellows virus (TuYV)) einordnen 

lassen. Erste Sequenzuntersuchungen an amerikanischen BWYV-Isolaten lassen 

vermuten, dass sich diese Isolate hinreichend von BMYV, BChV und BrYV 

unterscheiden, um eine neue Polerovirusspezies zu postulieren (Mark Stevens, pers. 

Komm.).  

 

 
Abbildung 1.1: Durch ELISA und RT-PCR festgestellte Verbreitung von 
Vergilbungsviren in Spanien, Frankreich, England, Deutschland, Niederlande, 
Polen, Türkei und Griechenland im Jahr 1996 durch Testung von 200 B. vulgaris 
Blattproben (zur Verfügung gestellt von Mark Stevens, IACR-Broom's Barn, UK). 
 

In ganz Europa sind Vergilbungsviren in den Zuckerrübenanbaugebieten verbreitet 

(Cariolle, 1990; Stevens, et al., 1997). Bei Untersuchungen von B. vulgaris Blattproben 

aus verschiedenen europäischen Ländern (Abbildung 1.1) konnte eine Dominanz des 

BMYV und BChV in Nord-West Europa festgestellt werden, während in den 

mediterranen Regionen hauptsächlich BYV-Infektionen vorherrschen. 

Die geographische Verteilung der verschiedenen Vergilbungsviren spiegelt 

unterschiedliche Anbaupraktiken und Klimaunterschiede wider, die grossen Einfluss 

auf Blattlausvektoren und Wildpflanzen als Virusquelle haben (Stevens et. al, 1997). 

BMYV  

BChV  

BYV  

BMYV+BYV  
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Sowohl milde Winter, die für grössere Blattlauspopulationen im nachfolgenden 

Anbaujahr verantwortlich sind, als auch überwinternde virusinfizierte Wildpflanzen in 

den Anbaugebieten, haben entscheidenden Einfluss auf den Infektionsdruck im 

Zuckerrübenbestand (Smith, 1989; Stevens et al., 1994). Von virusinfizierten 

Wildpflanzen werden durch geflügelte Blattläuse Primärinfektionen in B. vulgaris 

etabliert (Smith, 1989). Von diesen primär infizierten Pflanzen erfolgt meist durch 

ungeflügelte Blattläuse eine weitere Ausbreitung der Viren im Bestand, was im 

Spätsommer zu typischen vergilbten Teilbeständen auf der Anbaufläche führt (Hull, 

1963). Die in Europa vorkommenden Vergilbungsviren BMYV, BChV und BYV 

variieren in ihrer Pathogenität und in ihrem Effekt auf den Zuckerertrag von B. vulgaris 

(Russell, 1962; Björling & Möllerström, 1974; Björling, 1976; Smith, 1989; Smith & 

Hallsworth, 1990; Heijbroek, 1990; de Koeijer & van der Werf, 1999; Stevens et al. 

2004). Insbesondere wenn Jungpflanzen im Frühjahr mit Vergilbungsviren infiziert 

werden, können Reduktionen des Zuckergehalts von bis zu 40% festgestellt werden, 

während Infektionen zu einem späteren Zeitpunkt geringere Ertragseinbußen zur Folge 

haben (Smith & Hallsworth, 1990; Clover, et al., 1999; Lewellen et al., 1999; Stevens et 

al., 2004). Zusätzlich zu der Erntereduktion durch die Virose wird an  infizierten 

Pflanzen auch ein Ertragsverlust durch Folgebefall mit den phytopathogenen Pilzen 

Alternaria tenuis (Alternaria-Blattbräune) oder Cercospora beticola (Cercospora-

Blattflecken) beobachtet (Heiling et al., 1956; Russell, 1960). 

In verschiedenen Zuchtprogrammen wird versucht B. vulgaris-Sorten mit erhöhter 

Resistenz gegen Vergilbungsviren zu selektieren (Lewellen et al., 2004a, 2004b); 

kommerziell sind derzeit aber noch keine resistenten Sorten erhältlich (Stevens et al., 

2004).  

Da die Virosen selbst nicht bekämpft werden können, erfolgt die Kontrolle der Viren im 

Rübenbestand weitgehend durch die Reduktion des Blattlausbefalls durch 

Insektizidbehandlung. Die Kosten für den Insektizideinsatz im Zuckerrübenanbau in 

Deutschland betrugen im Jahr 2003 für 445.000 ha Anbaufläche € 13 Mio. 

(Jahresbericht 2003/2004 Industrieverband Agrar e.V.). In Mittel- und Nordeuropa 

dominiert der Einsatz des Wirkstoffes Imidacloprid (Neonikotinoid), der durch pilliertes 

Zuckerrübensaatgut ausgebracht wird. Im Jahr 2002 wurden in Deutschland 99% der 

Bestände, in England und Frankreich 72%, in Belgien 80%, in Finnland 44%, in 

Spanien 81% und in der Türkei 76% mit Imidacloprid (Gaucho©, seit 2002 Imprimo© 

oder Akteur©, Bayer Crop Science) behandelt (Dewar et al., 2003). Der Einsatz von 

pilliertem Saatgut verhindert dabei bis zu acht Wochen nach Aussaat die schnelle 

Verbreitung der Vergilbungsviren durch flügellose Blattläuse im Jungpflanzenbestand 

(Westwood et al., 1998, Dewar et al., 2003). Auch wenn die Insektizidbehandlung die 
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Anzahl infizierter Rübenpflanzen um bis zu 20% reduziert und den Zuckerertrag um bis 

zu 24% erhöht, können dennoch 20-30% Pflanzen mit Vergilbungsviren infiziert werden 

(Dewar et al., 2003) und als Virusquelle nach Abschwächung der Insektizidwirkung 

dienen (Stevens et al., 2004). Die abnehmende Wirkung von Imidacloprid nach acht bis 

zehn Wochen findet in den meisten kommerziellen Zuckerrübenanbaugebieten zu 

einem Zeitpunkt statt, in dem sich die Physiologie der Pflanzen durch Umwandlung von 

Nährstoff benötigenden Blättern (sink) zu Nährstoff liefernden Blättern (source) ändert, 

und die vermehrte Einlagerung von Zucker in die Rübe beginnt (Dewar et al., 2003). 

Diese Pflanzen werden in geringerem Umfang von Blattläusen besiedelt (Kift et al., 

1996). Die Verschlechterung der Zuckerrübe als eine passende Wirtspflanze im Verlauf 

der Vegetationsperiode scheint bei Myzus persicae mit dunklen Ablagerungen im 

Magen der Blattläuse verbunden zu sein, die ihren frühzeitigen Tod verursachen und 

somit die natürliche Übertragung von Vergilbunsviren vermindert. Solche Ablagerungen 

werden häufiger bei Blattläusen gefunden, die sich vorwiegend an älteren Pflanzen 

ernähren (Williams et al., 1997).  

Während der grossflächig verbreitete Einsatz von Imidacloprid derzeit noch die 

Ertagsverluste durch Vergilbunsgviren im Zuckerrübenanbau vermindert, wurden in 

England und Griechenland Myzus persicae Klone entdeckt, die eine Toleranz 

gegenüber Imidacloprid und allen anderen getesteten Neonikotinoiden aufweisen 

(Smith et al., 1990; Denholm et al., 2002; Foster et al., 2003). Die Ausbreitung solcher 

Toleranzen oder die Entwicklung von Resistenzen, wie sie bereits gegen Insektizide 

mit Wirkstoffen wie Pyrethroide (Devonshire et al., 1986; Martinez-Torres et al., 1999) 

oder Pirimicarb und Triazamat (Foster et al., 1997; Moores et al., 1994) nachgewiesen 

wurden, verdeutlichen die Notwendigkeit von Züchtungsprogrammen mit dem Ziel, 

virusresistente Sorten zu selektieren. Dies ist von besonderem Interesse, da trotz 

Insektizidbehandlung bis zu 30% des Bestandes durch einfliegende Blattläuse mit 

Vergilbungsviren infiziert werden können.  

1.1.1 Beet mild yellowing virus (BMYV) 

Das Beet mild yellowing virus (BMYV) aus der Familie der Luteoviren (Genus 

Polerovirus) wurde erstmals von Russell (1958) als ein B. vulgaris infizierendes 

Vergilbungsvirus in England beschrieben. BMYV wird durch verschiedene Blattläuse 

(Hauptvektor Myzus persicae) zirkulativ nichtpropagativ übertragen (Russell, 1962; 

Björling & Nilsson, 1966). Das BMYV-Wirtspflanzenspektrum umfasst Pflanzenarten 

aus den Familien der Chenopodiaceae, Brassicaceae, Caryophyllaceae, Asteraceae 

und Portulacaceae (Hauser et al., 2002). Eine Infektion führt, insbesondere an älteren 

Blättern, meist zu deutlichen Vergilbungssymptomen. In infizierten Pflanzen sind 

Luteoviren hauptsächlich auf das vaskuläre Pflanzengewebe beschränkt (Miller et al., 
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1995). Auf dem einzelsträngigen, sinnpositiven BMYV-Genom sind mindestens sechs 

offene Leserahmen lokalisiert (Abbildung 1.2), wobei die im 5'-Genombereich 

arrangierten ORF0-2 durch eine nicht-kodierende Region von den ORF3-5 im 3'-

Genombereich getrennt sind (Guilley et al., 1995). Während die im 5'-Genombereich 

vorliegenden ORFs bei Luteoviren von genomischer RNA translatiert werden, erfolgt 

die Translation der ORFs im 3'-Genombereich von subgenomischer RNA (Mayo & 

Miller, 1999). Die Poleroviren PLRV und CABYV (Ashoub et al., 1998), sowie das 

Luteovirus BYDV-PAV (Dinesh-Kumar et al., 1992) besitzen eine zweite 

subgenomische RNA (sgRNA2), auf der die zwei kleinen ORF6 und ORF7 lokalisiert 

sind. Für BWYV und BMYV wurde ein ORF7, der dem 3'-terminalen Bereich des ORF5 

entspricht, durch Computeranalyse postuliert (Ashoub et al., 1998).  

 

 
Abbildung 1.2: Schematische Darstellung der Genomorganisation von BMYV mit 
Angabe der ORFs und putativen Translationsprodukten, die von genomischer 
(gRNA) und subgenomischer RNA (sgRNA) translatiert werden können Ein auf 
einer putativen BMYV sgRNA2 lokalisierter BMYV-ORF7 im 3'-terminalen Bereich 
des ORF5 wurde nach Computeranalyse von Ashoub et al. (1998) postuliert.  
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Das einzige bisher komplett sequenzierte englische BMYV-Isolat BMYV-2ITB 

(GenBank X83110) besitzt eine Genomlänge von 5722 nt und zeigt hohe Homologien 

in putativen Aminosäuresequenzen, die von ORFs im 3'-Genombereich kodiert 

werden, zu BWYV (Guilley et al., 1995) und BChV (Hauser et al., 2000a, 2002). 

Dagegen können nur geringe Sequenzübereinstimmungen im 5'-Genombereich 

festgestellt werden. Eine Ausnahme ist dabei die Homologie im 5'-Genombereich des 

BMYV-2ITB und des CABYV (Guilley et al., 1995). Dies führt zu der Annahme, dass 

BMYV und CABYV einen gemeinsamen Ursprung für die Gene im 5'-Genombereich 

besitzen, während der 3'-Genombereich möglicherweise den gleichen Ursprung besitzt 

wie bei BWYV oder BChV (Guilley et al., 1995; Mayo & D'Arcy, 1999; Hauser et al., 

2002). 

Über die Funktionen der putativen BMYV Proteine P0-P5 liegen bisher keine 

spezifischen Untersuchungen vor. Aufgrund von Versuchen mit full-length Klonen 

anderer Polero- und Luteoviren kann aber auf eine mögliche Funktion geschlossen 

werden. Der ORF0 ist der am geringsten konservierte kodierende Bereich innerhalb 

des Genus Polerovirus (Guilley et al., 1995; Hauser et al., 2000a, 2002) und ist bei 

Spezies des Genus Luteovirus nicht vorhanden (Mayo & Ziegler-Graff, 1996). Auch 

wenn das ORF0 Proteinprodukt P0 noch nicht in infizierten Pflanzen nachgewiesen 

werden konnte, führt eine Unterbindung der P0-Expression von PLRV und BWYV zu 

einer starken Reduzierung oder einer Verhinderung der RNA-Akkumulation (Ziegler-

Graff et al., 1996; van der Wilk et al., 1997; Sadowy et al., 2001a). Durch Pfeffer et al. 

(2002) wurde gezeigt, dass das P0 von PLRV, BWYV und CABYV die Aktivität eines 

Suppressors des RNA-silencing besitzt. Die Vermutung von Mayo et al. (1989) und 

Veidt et al. (1992), dass das P0 eine Rolle bei der Wirtspflanzenspezifität spielt, ist 

bisher nicht bestätigt worden. Bei transgenen Kartoffelpflanzen, die das P0 des PLRV 

exprimieren, können typische Blattrollsymptome festgestellt werden (van der Wilk et 

al., 1997). Der ORF1 und ORF2 sind die einzigen funktionellen Gene, die für eine 

BWYV-RNA Replikation in Protoplasten notwendig sind (Reutenauer et al., 1993).  

Der ORF2 kodiert zusammen mit dem ORF1 durch einen seltenen (1:100) ribosomalen 

-1 Leserahmenwechsel das P1-P2 Fusionsprotein von Luteoviren, welches in dem 

durch den ORF2 kodierten Bereich, das Aminosäuremotiv einer putativen RNA-

abhängigen RNA Polymerase enthält (Prüfer et al., 1992; Miller et al., 1995; Mayo & 

Ziegler-Graff, 1996). Das P1 von Poleroviren zeigt Aminosäuremotive einer 

Chymotrypsin-ähnlichen Serin-Protease und kodiert für das proteolytisch prozessierte 

VPg (van der Wilk et al., 1997; Prüfer et al., 1999; Li et al., 2000; Sadowy et al., 2001 

b). Innerhalb der P1 kodierenden Region des PLRV befindet sich in einem anderen 

Leseraster eine interne ribosomale Erkennungssequenz (IRES), die zu der Translation 
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des für die Replikation notwendigen 5 kDa-Proteins Rap1 führt (Jaag et al., 2003). Das 

Rap1 ist möglicherweise ein integraler Teil des PLRV-Replikationssprozesses. 

Das Hüllprotein (CP) von Poleroviren wird durch die Proteine P3 und das read through 

Fusionsprotein P3-P5 (CP-RT) gebildet (Veidt et al., 1988). Die beiden Hüllproteine 

bilden isometrische BMYV-Viruspartikel mit einem Durchmesser von 26 nm (Chevallier 

et al., 1983; Govier, 1985). Das P3 stellt den grössten Anteil an der Hülle, wobei das 

P3-P5 Fusionsprotein nicht unbedingt für die Bildung von BWYV-Partikeln benötigt  

wird (Reutenauer et al., 1993; Brault et al., 1995). Obwohl das P3 nicht 

notwendigerweise für die Replikation von BWYV benötigt wird, führt seine Abwesenheit 

zu einer Reduktion der BWYV-RNA Akkumulation in Protoplasten (Reutenauer et al., 

1993) und zum Ausbleiben einer systemischen Infektion der Wirtspflanze (Mutterer et 

al., 1999a). Die durch den ORF5 kodierte im P3-P5 Fusionsprotein lokalisierte read-

through domain (RTD) ist, wie das P3, nicht für eine BWYV Replikation erforderlich 

(Reutenauer et al., 1993), besitzt aber einen Sequenzbereich, der für die Stabilität der 

Viruspartikel im Hämocoel von Blattläusen und für eine effiziente Virusübertragung 

benötigt wird (Brault et al., 1995; Bruyère et al., 1997; Brault et al., 2000; Reinbold et 

al., 2001). Allerdings werden PLRV-ähnliche Partikel, die in einem Baculovirus-

Expressionssystem hergestelt werden und kein P5 enthalten, in gleicher Weise durch 

den Körper von Blattläusen transportiert und bleiben infektiös, wie Partikel mit RTD 

(Gildow et al., 2000). Bei der Nahrungsaufnahme von Blattläusen gelangen 

Viruspartikel mit dem Phloemsaft über den Nahrungskanal in den Hinterdarm, von wo 

aus sie durch Endo- und Exozytose durch das Hämocoel bis zur Speicheldrüse 

gelangen (Garret et al., 1993). Im Hämocoel werden die Viruspartikel durch Bindung an 

Buchnera GroEL, ein durch endosymbiotische Blattlausbakterien des Genus Buchnera 

produziertes Symbionin, stabilisiert (van den Heuvel et al., 1997 & 1999). Die 

Vektorspezifität von Luteoviren ist unter anderem von der Möglichkeit der Aufnahme 

von Viruspartikeln in die Speicheldrüse abhängig (Peiffer et al., 1997). Von der 

Speicheldrüse gelangen die Viruspartikel in den Speichelkanal und können so durch 

Speichelfluss bei der Nahrungsaufnahme wieder abgegeben werden (Gildow et al., 

2000).  

Die biochemischen Eigenschaften des durch den PLRV ORF4 kodierten P4 lassen 

vermuten, dass es am phloem-spezifischen Virustransport beteiligt ist (Tacke et al., 

1993). BWYV-Mutanten, bei denen die P4-Expression unterbunden ist, bleiben 

weiterhin in N. clevelandii infektiös, auch wenn der Infektionsverlauf verlangsamt ist 

(Mayo & Ziegler-Graff, 1996). Die Notwendigkeit der Expression des P4 für eine 

systemische Infektion ist wirtsspezifisch (Lee et al., 2002). Das durch den PLRV-ORF7 

kodierte putative P7 wird nur in geringem Umfang exprimiert und besitzt aufgrund 



                                                                                                                     Einleitung 

 

 11

seiner Nukleinsäurebindungskapazität vermutlich eine Rolle bei der Regulation der 

viralen Transkription (Ashoub et al., 1998).  

Der Nachweis einer BMYV-Infektion in Pflanzen erfolgt üblicherweise durch ELISA mit 

verschiedenen polyklonalen oder monoklonalen Antikörpern (Kühne et al., 1985; Smith, 

1990; Graichen & Rabenstein, 1996; Smith et al., 1996). Trotz der hohen serologischen 

Verwandtschaft von Poleroviren ist ein monoklonaler Antikörper (MAb BYDV-PAV-IL1; 

D'Arcy et al., 1989) erhältlich, der nur BMYV und nicht BWYV oder BChV nachweist 

(Stevens et al., 1994; Hauser et al., 2000b). Des Weiteren können Poleroviren 

aufgrund von Sequenzunterschieden in ihrem 5'-Genombereich durch RT-PCR und der 

Verwendung von spezifischen Oligonukleotiden voneinander unterschieden werden 

(Hauser et al., 2000b). Eine BMYV-Infektion von jungen Zuckerrübenpflanzen im Mai 

kann den Zuckerreinertrag um bis zu 35% reduzieren, während eine Infektion im Juli 

eine Reduktion von bis zu 15% zur Folge haben kann (Smith & Hallsworth, 1990; 

Stevens et al., 2004). Die Verluste im Zuckerertrag sind dabei nicht durch ein 

verringertes Blattflächenwachstum oder einen geringeren Blattflächenindex sondern 

durch eine Zunahme an vergilbter Blattfläche erklärbar (de Koeijer & van der Werf, 

1999). Zusätzlich werden erhöhte Natrium- und Amino-Stickstoffgehalte in der Rübe 

nachgewiesen, die eine industrielle Zuckerextraktion erschweren (Stevens et al., 2001; 

Stevens et al., 2004). Eine Reduktion des Ernteverlustes an Zuckerrüben durch BMYV 

erfolgt zum einen durch Bekämpfung der Blattläuse als Virusvektoren mittels 

Applikation von Insektiziden und zum anderen durch Anbau toleranter 

Zuckerrübensorten. Derzeit sind keine BMYV-resistenten Sorten kommerziell erhältlich 

(Stevens et al., 2004).  

1.1.2 Beet chlorosis virus (BChV) 

Das Polerovirus Beet chlorosis virus (BChV) aus der Familie der Luteoviren wurde 

erstmals von Stevens et al. (1994) als ein zweiter BMYV-Stamm in englischen 

Zuckerrübenanbaugebieten beschrieben. Etwa zur gleichen Zeit wurde aus den 

Vereinigten Staaten von einem neuen Vergilbungsvirus in Zuckerrüben berichtet, das 

serologisch mit BWYV verwandt war (Liu et al., 1999). Aufgrund des Symptombildes 

mit Vergilbung der Interkostalfelder, Blattchlorosen und nektrotischen 

Blattveränderungen an B. vulgaris Pflanzen (Abbildung 1.3) wurde dieses neue Virus 

von Liu et al. als Beet chlorosis virus beschrieben.  

Durch molekulare, biologische und serologische Untersuchungen konnte gezeigt 

werden, dass BChV nicht als ein BMYV-Stamm sondern als neue Virusspezies 

innerhalb des Genus Polerovirus angesehen werden muss (Hauser et al., 2000a). Das 

BChV ist noch nicht als eigenständige Spezies durch das International Committee of 

Taxonomy of Viruses (ICTV) bestätigt worden (Hauser et al., 2002). Im Vergleich zu 
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BMYV und BWYV zeigt das BChV ein eingeschränktes Wirtspflanzenspektrum, infiziert 

aber im Gegensatz zu den beiden ersten Viren C. capitatum (Hauser et al., 2000a, 

2002). Während BMYV und BWYV C. bursa-pastoris in großem Umfang infizieren 

können, wird bei dieser Pflanzenart von eine BChV-Infektionsrate von unter 5%  

berichtet (Hauser et al., 2002). 

 

 
Abbildung 1.3: Virussymptome ausgelöst durch BMYV (links) und BChV (rechts) 
an Blättern von infizierten B. vulgaris (zur Verfügung gestellt von Mark Stevens).  
 

Durch Hauser et al. (2002) wurde die Genomsequenz von englischen und 

amerikanischen BChV-Isolaten bestimmt (GenBank: BChV-2a AF352024; BChV-CR 

AF352025; BChV NC_002766). Auf dem sinnpositiven, einzelsträngigen RNA-Genom 

mit einer Länge zwischen 5742 nt (BChV-CR) und  5776 nt (BChV-2a und BChV) sind, 

wie bei allen anderen Poleroviren, mindestens sechs grosse offene Leserahmen in 

einem 5'-Gencluster mit den ORF0-2 und einem 3'-Gencluster mit den ORF3-5 

arrangiert. Wie für das BMYV liegen auch für das BChV keine Untersuchungen zu den 

Funktionen der putativen Proteine P0-P5 vor. Aufgrund der von Hauser et al. 

festgestellten konservierten Sequenzbereiche dürfen aber ähnliche Proteinfunktionen 

angenommen werden, wie sie bereits bei der Beschreibung des BMYV weiter oben 

aufgeführt sind. 

Das BChV zeigt hohe Sequenzhomologien zu BMYV und BWYV im Bereich des 3'-

Genclusters und eine geringe Übereinstimmung in den Genen, die im 5'-Bereich des 

Genoms organisiert sind. Der phylogenetische Vergleich lässt vermuten, dass BChV, 

BMYV und BWYV einen gemeinsamen Ursprung in ihrem 3'-Genombereich besitzen 
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und die Gene im 5'-Genombereich verschiedener Herkunft sind (Hauser et al., 2000a, 

2002). Das BChV ist dabei näher mit dem BMYV als mit BWYV verwandt. 

In epidemiologischen Untersuchungen wird von einer Zunahme der BChV/BMYV-

Mischinfektionen in Zuckerrüben berichtet (Hauser et al., 2000c). Der Nachweis einer 

BChV-Infektion kann dabei nur durch eine Testpflanzendiagnose oder durch RT-PCR 

mit BChV-spezifischen Oligonukleotiden erfolgen. Derzeit ist kein Antiserum erhältlich, 

das einen serologischen Nachweis von BChV ohne Kreuzreaktion mit BMYV 

ermöglicht (Stevens et al., 1994; Hauser et al., 2000a).   

Eine Infektion von Zuckerrübenjungpflanzen im Mai verringert den Zuckerertrag 

deutlich, wobei die Ertragsverluste variabler (8-24%) und geringer sind, als sie bei 

einer Infektion mit dem BMYV festgestellt werden (Stevens et al., 2004). Wird dagegen 

eine BChV-Infektion erst im Juli etabliert führt dieses zu höheren Ertragsverlusten als 

sie bei BMYV-Infektionen zum gleichen Zeitpunkt nachweisbar sind (Stevens et al., 

2004). In den Vereinigten Staaten wird von einer Reduktion des Zuckerertrags nach 

einer BChV-Infektion von 5-40% berichtet (Lewellen et al., 1999). Die Testung der im 

Anbau befindlichen Zuckerrübensorten auf eine Resistenz oder Toleranz gegenüber 

einer BChV-Infektion ist bisher nur in geringem Umfang erfolgt. Alle bisherigen 

Sortentestungen in England wurden mit Blattläusen durchgeführt, die auf BMYV-

infizierten C. bursa-pastoris, einer Nicht-Wirtspflanze des BChV, angezogen wurden 

(Stevens et al., 2004). In den Vereinigten Staaten sind bereits B. vulgaris Zuchtlinien 

registriert worden, die  eine Toleranz gegenüber BChV besitzen (Lewellen, 2004a, 

2004b). 

1.1.3 Beet yellows virus (BYV) 

Das Beet yellows virus (BYV) wurde erstmals von Roland (1936) als ein 

blattlausübertragbares Vergilbungsvirus an B. vulgaris beschrieben. Das BYV ist die 

Typspezies des Genus Closterovirus innerhalb der Familie Closteroviridae 

(Agranovsky et al., 1994). Es wird semi-persistent durch 22 Blattlausarten 

(Hauptvektoren Myzus persicae und Aphis fabae) auf 121 Pflanzenarten, hauptsächlich 

aus den Familien Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Aizoaceae und Caryophyllaceae, 

übertragen (Duffus, 1973; Karasev, 2000). An BYV-infizierten B. vulgaris Pflanzen 

können starke Adernaufhellungen und Vergilbungen an jungen Blättern beobachtet 

werden. An älteren Blättern sind diese Vergilbungen intensiver und mit nekrotischen 

Bereichen durchsetzt (Duffus, 1973). 

Das BYV besitzt ein sinnpositives, einzelsträngiges RNA-Genom mit einer 

Gesamtlänge von ~15,5 kb und einer 5'-terminalen Cap-Struktur. Auf dem RNA-

Genom sind neun offene Leserahmen arrangiert (Abbildung 1.4), von denen die 3'-

terminalen ORF2-8 von sieben subgenomischen RNAs translatiert werden (He et al., 
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1997; Peremyslov et al., 1998; Peremyslov & Dolja, 2002). Die durch die ORFs 1a und 

1b kodierten Proteine sind an der Virusreplikation beteiligt und enthalten Motive einer 

Proteinase, Methyltransferase, RNA-Helikase und einer RNA-abhängigen RNA 

Polymerase (RdRp), deren Expression durch einen +1 Leserasterwechsel erfolgt 

(Agranovsky et al., 1991 & 1994). Es wird angenommen, dass die an der Replikation 

beteiligten Proteine proteolytisch prozessiert werden (Erokhina et al., 2000). Der ORF2 

kodiert für ein 6 kDa Protein (P6) mit hydrophoben Eigenschaften. Das durch den 

ORF3 kodierte Protein zeigt Homologien mit zellulären 70 kDa heat shock Proteinen 

(Hsp70h) und der ORF4 kodiert für ein 64 kDa Protein (P64). 

 

 
Abbildung 1.4: Schematische Darstellung der Genomorganisation des BYV mit 
Angabe der ORFs und Translationsprodukte von genomischer und 
subgenomischer RNA. Die ORF1a und ORF1b enthalten Motive einer leader-
Proteinase (L-Pro), Methyltransferase (Met), RNA-Helikase (Hel) und RNA 
abhängigen RNA-Polymerase (RdRp). 
 

Die Hüllproteine werden durch die ORF5 (CPm) und ORF6 (CP) kodiert, wobei ORF6 

den grössten Anteil am Viruspartikel stellt. Das durch den ORF7 kodierte P20 ist an der 

systemischen Ausbreitung beteiligt (Alzhanova et al., 2000; Prokhnevsky et al., 2002) 

und das P21 (ORF8) wurde als ein replikationsverstärkendes Protein (Peremyslov et 

al., 1998) und als Suppressor des RNA-silencing beschrieben (Reed et al., 2003). An 

das filamentöse Viruspartikel mit einer Länge von ~1300 nm ist ein aus CPm 

geformter, verdünnter segmentierter Anhang mit einer Länge von 75 nm angegliedert 
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(Dolja, 2003). Neben den beiden Hüllproteinen wurden in BYV-Partikeln auch Hsp70h 

(Napuli et al., 2000), P64 (Napuli et al., 2003) und P20 (Prokhnevsky et al., 2002) als 

integrale Bestandteile des Virions beschrieben. Während das durch CP geformte 

Viruspartikel dem Schutz der genomischen RNA dient, hat der distinkt geformte 

Partikelanhang aus CPm, Hsp70h, P64 und P20 eine Funktion in der systemischen 

Ausbreitung (Medina et al., 1999; Alzhanova et al., 2001; Prokhnevsky et al., 2002; 

Dolja, 2003). Das P6 ist das einzige nicht an der Viruspartikelbildung beteiligte 

Movementprotein, dessen genaue Funktion bei der Virusausbreitung aber noch 

bestimmt werden muss (Dolja, 2003).    

Wie andere Closteroviren auch, besitzt BYV eine hohe Phloemaffinität und akkumuliert 

dort so stark, dass es zu einer Blockierung der Siebröhren durch Viruspartikel kommen 

kann (Dolja, 2003). Bereits zu einem frühen Infektionszeitpunkt können in BYV-

infizierten Pflanzen Membranvesikel (BYV-type Vesikel) beobachtet werden, welche 

vermutlich der Ort der Virusreplikation sind (Esau & Höfert, 1971; Erokhina et al., 

2001). Diese BYV-type Vesikel sind bei vielen sinnpositiven RNA Viren, deren 

Replikation membranassoziiert ist, nachweisbar (Ahlquist, 2002).  

Eine Infektion von jungen B. vulgaris Pflanzen mit BYV führt zu einer Reduktion des 

Zuckerertrages um bis zu 47% (Smith & Hallsworth, 1990), wobei der Ernteausfall 

weniger durch eine niedrige Zuckerkonzentration in der Rübe, als durch ein  

verringertes Rübenwachstum hervorgerufen wird (Clover et al., 1999). Eine 

Virusinfektion nach dem 16-Blattstadium führt zu keinem signifikanten Ertragsverlust 

(Smith & Hallsworth, 1990). Wie bei den Vergilbungsviren BMYV und BChV werden in 

BYV-infizierten Rüben erhöhte Kalium-, Natrium- und Amino-Stickstoffgehalte 

gemessen, die zu Problemen bei der industriellen Zuckerextraktion führen (Smith & 

Hallsworth, 1990; Clover et al., 1999). Im Gegensatz zu BMYV-Infektionen wird an 

BYV-infizierten Rübenpflanzen ein geringerer Blattflächenindex, ausgelöst durch ein 

geringes Flächenwachstum von jungen Blättern, und dadurch ein höherer Anteil an 

vergilbter Blattfläche beobachtet (de Koeijer & van der Werf, 1999; Clover et al., 1999). 

Eine herabgesetzte Photosyntheserate ist zumindest teilweise für das verringerte 

Rübenwachstum verantwortlich (Clover et al., 1999).  

Die Reduzierung von Ernteverlusten durch BYV-Infektionen im Zuckerrübenanbau 

erfolgt, wie bei den Vergilbungsviren BMYV und BChV, durch prophylaktische 

Insektizidapplikationen, Selektion und Anbau toleranter B. vulgaris Sorten (Smith, 

2001; Lewellen 2004a, 2004b). 

1.2 Virusausbreitung in der Pflanze und Phloemlimitierung von Luteoviren 

Die Ausbreitung von Viren innerhalb der Pflanze erfolgt vom Ort der primären Infektion 

im Kurzstreckentransport durch Zell-zu-Zell Bewegung über Plasmodesmen und im 
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Langstreckentransport durch das vaskuläre Pflanzengewebe (Godefroy-Colburn et al., 

1991; Carrington et al., 1996). Für einen Transport werden sowohl viral kodierte 

Movement-Proteine (MP) als auch pflanzliche Faktoren benötigt (Atabekov & 

Taliansky, 1990). 

Bei der natürlichen Übertragung durch Blattläuse werden Luteoviren direkt in das 

Phloemgewebe (Siebröhrenelemente) entlassen, von wo aus eine Ausbreitung sowohl 

über den Phloemstrom als auch lateral in Geleit- und in vaskuläre Parenchymzellen, 

die vermutlich die Orte der Virusreplikation sind, stattfindet (Barker & Harrison, 1986; 

Derrick & Barker, 1997). Die Ausbreitung von den Siebröhrenelementen in andere 

Bereiche erfolgt vermutlich über Plasmodesmen, scheint aber auf Geleitzellen, 

vaskuläre Parenchymzellen und in sehr seltenen Fällen auch auf einige 

Mesophyllzellen begrenzt zu sein (Barker, 1987; van den Heuvel et al., 1995). Die 

Ausbreitungsmöglichkeit von Luteoviren ist dabei auf die in ihrer Struktur oder 

Physiologie spezialisierten Plasmodesmen zwischen Geleitzellen, vaskulärem 

Parenchym oder direkt angrenzenden Mesophyllzellen beschränkt (Mutterer et al., 

1999a). Das durch den ORF4 von Luteoviren kodierte putative 17 kDa MP kann in 

PLRV Amplicon-transgenen Pflanzen an Plasmodesmen, die Phloemgeleitzellen mit 

den Siebröhren verbinden, aber nicht an Plasmodesmen von Mesophyllzellen 

nachgewiesen werden (Schmitz et al., 1997). Für eine systemische Ausbreitung des 

Luteovirus BYDV-PAV wird das Genprodukt des ORF4 benötigt (Chay et al., 1996). 

Ziegler-Graff et al. (1996) konnten zeigen, dass sich BWYV-ORF4 Mutanten, die kein 

P4 aber P3 und das RTD exprimieren, systemisch ausbreiten können, aber eine 

Funktion des P4 als MP an Plasmodesmen, die Phloemzellen verbinden, nicht 

ausgeschlossen werden kann. Möglicherweise besitzen verschiedene Luteoviren auch 

unterschiedliche Möglichkeiten zur Ausbreitung innerhalb der Pflanze, wobei ein 

Luteovirus auch verschiedene Ausbreitungsmöglichkeiten (i) in verschiedenen 

Wirtspflanzen, (ii) an unterschiedlichen Zeitpunkten des Infektionsverlaufs oder (iii) 

zwischen verschiedenen Arten von Phloemzellen besitzen kann (Mutterer et al., 

1999a). So können nach Agroinfektion PLRV-ORF4 Mutanten Nicotiana ssp. 

systemisch infizieren, während in Physalis floridana oder Solanum tuberosum die 

Infektion auf das agroinokulierte Blatt beschränkt bleibt (Lee et al., 2002). Das PLRV 

MP wird für eine systemische Infektion nur in bestimmten Wirtspflanzen benötigt. Für  

BWYV (Ziegler-Graff et al., 1996) und BYDV-PAV (Chay et al., 1996) konnte gezeigt 

werden, dass das CP und das CP-RT für eine effiziente Virusakkumulation und -

ausbreitung benötigt werden. Möglicherweise besitzen Luteoviren zwei parallele 

wirtsabhängige Wege der Virusausbreitung: einen ORF4-abhängigen und einen ORF4-

unabhängigen Weg. Der ORF4-unabhängige Weg beinhaltet den Transport von 
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Virionen,  wobei das CP-RT eine Funktion als MP oder stabilisierender Faktor besitzt. 

Der ORF4-abhängige Weg beinhaltet möglicherweise einen RNA-ORF4 Protein 

Komplex als Form des Transportes (Ziegler-Graff et al., 1996). 

Da sich Luteoviren wie BYDV-PAV (Young et al., 1991), BWYV (Veidt et al., 1992) und 

PLRV (Barker & Harrison, 1982) in Protoplasten aus Mesophyllzellen replizieren 

können, kann die Phloemlimitierung nicht auf eine Unfähigkeit zur Vermehrung von 

Luteoviren in anderen Gewebebereichen als dem Phloem zurückgeführt werden 

(Mutterer et al., 1999a). Wenn PLRV infizierte Pflanzen mit PVY, Carrot mottle virus 

(CMoV, Genus Umbravirus), Tobacco rattle virus (TRV, Genus Tobravirus) oder Pea 

early-browning virus (PEBV, Genus Tobravirus) ko-inokuliert werden, kann jedoch eine 

erhöhte Anzahl an PLRV infizierten Mesophyllzellen festgestellt werden (Barker, 1987 

& 1989). Ähnliche Ergebnisse wurden in Mischinfektionen von BWYV infizierten 

Pflanzen mit Potato virus V (PVV, Genus Potyvirus), PEBV oder CMoV erzielt (Barker, 

1989). Lange Zeit wurde daher vermutet, dass die Phloemlimitierung von Luteoviren 

vor allem durch das Fehlen einer Movementfunktion bestimmt wird, die in 

Mischinfektionen mit Viren, die sich in allen Gewebebereichen der Pflanze ausbreiten 

können, teilweise bereitgestellt werden kann. In den von Franco-Lara et al. (1999) 

beschriebenen PLRV Amplicon-transgenen Tabak- und Kartoffelpflanzen konnte 

überraschenderweise, obwohl jede Zelle die Möglichkeit zur Expression des Transgens 

besaß, nur in einer geringen Anzahl von Zellen in Stamm- und Epidermisgeweben 

ausserhalb des Phloems PLRV nachgewiesen werden. Dieser Umstand wurde als eine 

Form der Resistenz, die ein Grossteil der nicht vaskulären Zellen ausprägt, 

beschrieben. Das RNA-vermittelte Abwehrmechanismen der Pflanze, wie post-

transkriptionelles gene silencing (PTGS), ein Teil des Mechanismus sind, der die 

Infektion von nicht vaskulärem Gewebe mit PLRV unterbindet, wurde in einer Reihe 

von Berichten durch Ryabov et al. (2001a), Savenkov & Valkonen (2001) und Barker et 

al. (2001) vermutet. In diesen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die 

Expression von viralen Suppressoren des silencing, wie das potyvirale P1/HC-Pro oder 

das Cucumber mosaic virus (CMV, Genus Cucumovirus)  2b zu einer Erhöhung des 

PLRV Virustiter zumindest im Phloem führt. In Mischinfektionen mit Viren, von denen 

bekannt ist, dass sie Suppressoren des RNA-silencing besitzen, kann auch eine 

erhöhte Anzahl von infizierten Mesophyllzellen nachgewiesen werden. Durch Taliansky 

et al. (2004) konnte gezeigt werden, dass eine Unterdrückung der PLRV-Replikation in 

PLRV Amplicon-transgenen N. benthamiana durch biotische und abiotische 

Stressfaktoren umgangen (escape) werden kann. Eine Infektion von nicht vaskulärem 

Gewebe mit PLRV und die Möglichkeit zur mechanischen PLRV-Übertragung wurde in 

Mischinfektionen mit dem Umbravirus PEMV-2 festgestellt (Ryabov et al., 2001a). Die 
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mechanische Übertragung von BMYV, und vermutlich auch von anderen Luteoviren, ist 

in Mischinfektionen mit den Umbraviren PEMV-2 oder Groundnut rosette virus (GRV) 

möglich (Mayo et al., 2000). Dieser Vorgang beinhaltet ein limitiertes Movement im 

Mesophyllgewebe, die Phloembeladung im inokulierten Blatt und das Verlassen des 

Phloemgewebes um Mesophyllgewebe in systemisch infizierten Blättern (Ryabov et al., 

2001a). Das durch den ORF4 von Umbraviren kodierte MP vermittelt dabei vermutlich 

die Ausbreitung von Luteoviren in nicht vaskulärem Gewebe. Eine erfolgreiche 

Akkumulation und Ausbreitung von Luteoviren in Zellen ausserhalb des Phloems 

benötigt danach sowohl (i) eine Unterdrückung (Suppression) oder Umgehung 

(escape) eines pflanzlichen Abwehrmechanismus wie PTGS und (ii) die 

Komplementation der Zell-zu-Zell Ausbreitung in diesen Geweben (Ryabov et al., 

2001a; Barker et al., 2001; Taliansky et al., 2004).   

1.3 Herstellung poleroviraler full-length cDNA Klone und Testung der 
Infektiosität durch Agroinfektion 

Das Verständnis der molekularen Biologie von Viren und der Funktion der 

verschiedenen exprimierten Proteine ist eine Grundvoraussetzung für die Bekämpfung 

der Virusausbreitung und die Entwicklung von antiviralen Strategien (Urcuqui-Inc et al., 

2001).  

Ein viraler full-length cDNA Klon ist ein durch molekularbiologische Methoden in die 

DNA-Form überführtes und kloniertes Abbild eines natürlichen RNA-Genoms. Die 

Herstellung eines full-length Klons von einem RNA-Virus beinhaltet die reverse 

Transkription der gesamten RNA-Sequenz und gegebenenfalls die Amplifikation der 

cDNA durch PCR sowie die anschließende Klonierung des dsDNA Fragments in 

geeignete Plasmidvektoren. Die reverse Transkription und die Amplifikation kann dabei 

auch mit Teilfragmenten durchgeführt werden, die anschließend zu einem 

vollständigen full-length Klon zusammengesetzt werden. 

Full-length Klone lassen sich genetisch durch Insertionen und Deletionen gezielt 

verändern und bieten damit die Möglichkeit, funktionelle Genombreiche zu analysieren. 

Aufgrund limitierter molekularbiologischer Möglichkeiten war die Veränderung viraler 

RNA-Genome lange Zeit nur eingeschränkt möglich. Das erste genetisch modifizierte 

RNA-Virus, der Qβ Phage (Familie Leviviridae), wurde mit aufwändigen Methoden in 

vitro chemisch modifiziert, wobei die Möglichkeiten einer RNA-Mutation begrenzt waren 

(Flavell et al., 1974). Mit der zunehmenden Anwendung von revers-genetischen 

Methoden, der DNA-Klonierung und Vermehrung von Plasmiden in Bakterienzellen 

wurde es möglich, virale RNA in komplementäre DNA zu überführen und für eine 

leichtere Manipulation in Plasmidvektoren zu überführen. Der erste virale cDNA full-

length Klon wurde ebenfalls vom Bakteriophagen Qβ erstellt, in Plasmidvektoren 
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überführt und war in bakteriellen Wirtszellen infektiös (Tanigushi et al., 1978). Mit 

dieser Methode wurden eine Reihe von infektiösen polioviralen (Familie Picornaviridae) 

cDNA full-length Klonen hergestellt (Racaniello & Baltimore, 1981), wobei nicht 

vollständig klar ist, wie es zu der promotorlosen Transkription der infektiösen RNA 

gekommen ist (Boyer & Haenni, 1994; Lai, 2000). Das Brome mosaic virus (BMV, 

Familie Bromoviridae) war das erste pflanzenpathogene RNA-Virus von dem ein 

cDNA-Klon erstellt wurde (Ahlquist et al. 1984; Ahlquist & Janda, 1984). Durch 

Verwendung eines modifizierten λ-Phagen Promotors (Ahlquist et al., 1984) und eines 

Promotors des Bakteriophagen T7 (Ahlquist et al., 1987) war der BMV full-length Klon 

der erste cDNA-Klon mit exakt terminiertem 5'-Ende.  Der Einsatz von Promotoren und 

RNA-Polymerasen aus den Bakteriophagen T7, T3 und SP6 oder dem Cauliflower 

mosaic virus (CaMV, Familie Caulimoviridae) 35S RNA-Promotor (Guilley et al., 1982; 

Odell et al., 1985) machte es möglich, die 5'-terminalen Enden der full-length cDNA 

Klone so zu erstellen, dass die primär transkribierte RNA keine nicht-viralen 

Fremdnukleotide besaß (Boyer & Haenni, 1994). Während in Systemen mit RNA-

Polymerasen aus Bakteriophagen die virale RNA erst in vitro transkribiert und dann in 

entsprechende Wirtszellen überführt werden muss, können virale full-length Klone  

unter Kontrolle eines CaMV 35S-Promotors direkt in Pflanzenzellen eingebracht 

werden. Die CaMV 35S-Promotorsequenz bewirkt die in vivo Transkription der viralen 

cDNA durch pflanzeneigene DNA-abhängige RNA-Polymerasen. Der Tobacco mosaic 

virus (TMV, Genus Tobamovirus) war das erste Virus von dem ein infektiöser cDNA 

full-length Klon unter CaMV 35S-Promotorkontrolle erstellt wurde (Yamaha et al., 

1988). Der CaMV 35S-Promotor wird in einem Großteil der dikotylen und monokotylen 

Pflanzenzellen, auch im vaskulären Gewebe, erkannt (Mutterer et al., 1999b). Die 

Verlängerung des 5'-Terminus der primären viralen RNA-Transkripte um einige 

zusätzliche Nukleotide kann die Infektiosität bereits verhindern, während eine 3'-

terminale Verlängerung nur einen geringen Einfluss hat (Boyer & Haenni, 1994). Eine 

Transkriptionstermination der full-length cDNA kann durch Integration von 

Polyadenylierungs- und Ribozymsequenzen oder anderer Terminatoren erfolgen. 

Die Testung der Infektiosität von luteoviralen full-length cDNA Klonen beinhaltet die 

erfolgreiche Überführung der RNA-Transkripte, cDNA Klone oder infektiöser 

Viruspartikel in pflanzliche Zellen. Die Übertragung von  Luteoviren kann durch 

Blattläuse, die an infizierten Pflanzen und Protoplasten gesaugt haben (Veidt et al., 

1992), durch Pfropfung (Barker & Harrison, 1985), durch die Methode der Agroinfektion 

(Leiser et al., 1992) und durch biolistische Inokulation gereinigter viraler RNA mittels 

Partikelbeschusstechnik (Hoffmann et al., 2001; Helloco-Kervarrec et al., 2002) 

erfolgen.   
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Die ersten infektiösen RNA-Transkripte von einem full-length cDNA Klon eines 

Luteovirus wurden von Young et al. (1991) von einem Barley yellow dwarf-PAV Isolat 

(BYDV-PAV) in einem T7-Promotor System hergestellt und in Gersteprotoplasten 

überführt. Aufgrund der Phloemgebundenheit von Mitgliedern der Familie Luteoviridae 

war eine mechanische Inokulation der in vitro Transkripte nicht möglich, eine 

Übertragung durch Blattläuse, die an infizierten Protoplasten gesaugt hatten, war 

jedoch erfolgreich. In ähnlichen Versuchen mit BWYV konnten durch Veidt et al. (1992) 

die ersten in Chenopodium quinoa Protoplasten infektiösen in vivo Transkripte eines 

Polerovirus hergestellt werden. Unter Anwendung der von Grimsley et al. (1986) 

beschriebenen Methode der Agroinfektion von Pflanzen mit full-length Klonen von  

Pflanzenviren wie Maize streak virus (MSV, Familie Geminiviridae) mit 

einzelsträngigem, zirkulärem DNA-Genom konnte von Leiser et al. (1992) gezeigt 

werden, dass diese Methode auch für einzelsträngige RNA Viren angewandt werden 

kann. Durch Verwendung des von Veidt et al. (1992) beschriebenen BWYV full-length 

cDNA Klons und Überführung der Sequenz unter CaMV 35S Promotor-, Riboyzm- und 

Nopalinsynthase-Terminationskontrolle (NOS-Term) konnte der Klon als T-DNA in den 

binären Vektor Bin 19 (Bevan, 1984) integriert werden. Nach Elektroporation in den A. 

tumefaciens-Stamm LBA4404 konnten Physalis floridana, Nicotiana clevelandii und 

Nicotiana benthamiana Pflanzen erfolgreich mit BWYV agroinfiziert werden. Von den 

Poleroviren CABYV (Prüfer et al., 1995) und PLRV (Commandeur & Martin, 1993; 

Prüfer et al., 1997; Franco-Lara et al., 1999) wurden ebenfalls full-length cDNA-Klone 

für in vitro oder in vivo Untersuchungen der Genomfunktion hergestellt. Die einzigen 

Poleroviren, von denen es bisher nicht gelungen ist, infektiöse full-length cDNA Klone 

zu erstellen, sind BMYV, BChV und CYDV-RPV. 

Um die Infektiosität von poleroviralen full-length cDNA Klonen zu überprüfen wird, 

neben der in vitro Transkription und einer anschliessenden Überführung der RNA in 

Protoplasten, die Methode der Agroinfektion angewandt. Der Aufbau der full-length 

cDNA Konstrukte hat dabei entscheidenden Einfluss auf die Infektiosität. Da 

Poleroviren ein lineares RNA-Genom besitzen, muss die effiziente Transkription des 

viralen full-length Klons durch einen Promotor, wie den CaMV 35S-Promotor, 

gewährleistet sein (Mutterer et al., 1999b). Die Verlängerung des 5'-terminalen 

primären RNA-Transkripts durch nicht-virale Nukleotide kann dabei die Infektiosität 

minimieren oder unterbinden (Boyer & Haenni, 1994). Das Vorliegen von einem (Prüfer 

et al., 1995) oder zwei (Veidt et al., 1992) Fremdnukleotiden in diesem Bereich 

verhindert allerdings nicht die Infektiosität von PLRV oder BWYV full-length Klonen. 

Das VPg ist viruskodiert und kann somit nicht an der primär transkribierten RNA 

vorliegen (Veidt et al., 1992). Aus diesem Grund wird angenommen, dass das Fehlen 
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des VPg die Infektiosität von in vitro oder nach Agroinfektion transkribierten BWYV-, 

PLRV- oder CABYV-RNAs nicht verhindert (Mutterer et al., 1999b). Im Gegensatz zu 

5'-terminalen Fremdnukleotiden haben 3'-terminale nicht virale Sequenzbereiche selten 

einen negativen Einfluss auf die Infektiosität von viralen full-length Klonen (Boyer & 

Haenni, 1994). Die in vielen Vektorsystemen für die Transkriptionstermination 

verwendete NOS-Term Sequenz besitzt üblicherweise eine Länge von über 100 

Basenpaaren, wodurch das primäre RNA-Transkript in planta nach einer Agroinfektion 

vermutlich 3'-terminal um den Sequenzbereich des NOS-Terminators und eines 

poly(A)-Schwanzes verlängert wird (Mutterer et al., 1999b). Die exakte Termination der 

Translation kann durch die Integration einer Ribozymsequenz (Shintaku et al., 1996; 

Dagless et al., 1997; Symons, 1997) am 3'-Ende der viralen cDNA Sequenz erreicht 

werden. Obwohl für BWYV full-length cDNA Klone gezeigt werden konnte, dass die 

Infektiosität mit Konstrukten ohne Ribozym- und Nopalinsynthase-Termination nicht 

beeinflusst wird und alle 3'-nicht viralen Sequenzbereiche im Verlauf der viralen 

Replikation eliminiert werden (Leiser et al., 1992; Brault et al., 1995), muss dies nicht 

für andere Poleroviren zutreffen. Wenn die 3'-terminale Sequenz nicht in einem 

optimalen Kontext vorliegt, kann möglicherweise die Minusstrangsynthese durch eine 

virale RdRp unterbunden werden (Mutterer et al., 1999b).  

Bei allen bisher als in vivo infektiös beschriebenen poleroviralen full-length cDNA 

Klonen erfolgt die Transkriptionsinitialisierung durch einen CaMV 35S-Promotor. Alle 

Klone für Agroinfektionsversuche (Leiser et al., 1992; Commandeur & Martin, 1993; 

Prüfer et al., 1995; Brault et al., 1995; Bruyère et al., 1997; Mutterer et al., 1999a; 

Kawchuk et al., 2002) oder Pflanzentransformationen (Prüfer et al., 1997; Franco-Lara 

et al., 1999; Barker et al., 2001; Taliansky et al., 2004) wurden in den binären Vektor 

Bin 19 (Bevan, 1984) und in die A. tumefaciens-Stämme LBA4404 oder C58C1 

überführt. Eine erfolgreiche Agroinfektion beeinhaltet vermutlich die Induktion der vir-

Genkette durch phenolische Substanzen, wie Wundsignalstoffe oder Acetosyringon 

(Stachel et al., 1985; Alt-Mörbe et al., 1988,1989), den Transport des full-length Klons 

als einzelsträngige T-DNA in die Pflanzenzelle und die Integration der T-DNA in das 

Pflanzengenom. Nach der Transkription und der Überführung der RNA in das 

Cytoplasma findet dort die Translation der viral kodierten Proteine statt (Mutterer et al., 

1999b). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass eine erfolgreiche Agroinfektion 

auch durch Transkription der T-DNA und der Synthese replikationsfähiger viraler 

Zwischenstufen vor der Integration in das Pflanzengenom möglich ist (Grimsley, 1995). 

Da Poleroviren phloemlimitiert sind, muss durch die angewandte Methode der 

Agroinfektion eine möglichst grosse Zahl von Phloemzellen erreicht werden, wobei der 

Zugang zu diesen Zellen in verschiedenen Pflanzenarten einen Einfluss auf die 



                                                                                                                     Einleitung 

 

 22

Infektionsrate haben kann (Mutterer et al., 1999b). Die Agroinfektion von Poleroviren 

erfolgte bisher ausschliesslich durch Injektion der rekombinanten Bakterien mit einer 

Hamilton-Spritze in den Blattstiel und Stamm (Leiser et al., 1992; Prüfer et al., 1995; 

Brault et al., 1995; Bruyère et al., 1997; Mutterer et al., 1999a; Nurkiyanova et al., 

2000; Kawchuk et al., 2002) oder durch Injektion in das mit einer Rasierklinge verletzte 

Blattgewebe durch eine Spritze ohne Nadel (Nurkiyanova et al., 2000). 

Während durch Agroinfektionen der virale full-length Klon vermutlich nur im 

Inokulationsbereich in das Genom einzelner Pflanzenzellen integriert wird (Grimsley, 

1995), besitzen Amplicon-transgene Pflanzen in jeder Zelle zumindest eine Kopie des 

full-length Klons als Transgen. In diesem Zusammenhang wird ein Amplicon als ein 

Transgen bezeichnet, das einen viralen full-length Klon unter Kontrolle eines 

Promotors, der die Expression von viralen RNA-Transkripten bewirkt, beinhaltet. In 

solchen Amplicon-transgenen Pflanzen werden durch Expression des Transgens 

potentiell alle Zellen mit dem Virus infiziert. Von Angell & Baulcombe (1997) wurde 

dagegen erstmals von einem Amplicon-induzierten RNA-silencing in Potato virus X 

(PVX) transgenen N. tabacum berichtet. Entgegen den Erwartungen wurde in allen 

selektierten PVX Amplicon-transgenen Linien eine reduzierte Virusakkumulation 

festgestellt und nur in wenigen Zellen war eine PVX-Infektion nachweisbar. Ein 

Amplicon-induziertes RNA-silencing wurde auch für das Polerovirus PLRV durch 

Franco-Lara et al. (1999), Barker et al. (2001) und Taliansky et al. (2004) beobachtet. 

Das RNA-silencing ist ein pflanzlicher Abwehrmechanismus, der auf der 

sequenzspezifischen Degradierung von RNA-Molekülen basiert (Baulcombe, 2002 a; 

Voinnet, 2001; Vance & Vaucheret, 2001; Carrington, 2000). Bei diesem Mechanismus 

werden durch Degradierung von dsRNA, die auch als replikative Zwischenstufe bei der 

Virusvermehrung entsteht, 21-25 nt lange short interfering RNAs (siRNAs) gebildet, die 

in sense- und antisense-Orientierung der zu degradierenden Ziel-RNA entsprechen 

und die Spezifität des Silencing-Prozesses ausmachen. Amplicon-transgene Pflanzen 

induzieren diesen RNA-silencing Prozess besonders effektiv, auch wenn eine 

Virusinfektion nicht unbedingt vollständig unterbunden wird (Taliansky et al., 2004). Der 

RNA-silencing Prozess kann von Pflanzenviren, die Suppressoren des RNA-silencing 

besitzen, unterdrückt werden, wobei verschiedene Viren auch Unterschiede in ihrer 

Möglichkeit zur Suppression zeigen (Voinnet et al., 1999). Durch Taliansky et al. (2004) 

konnte durch einen PLRV full-length Klon, in den eine GFP-Sequenz integriert und als 

PLRV-GFP Amplicon in N. benthamiana Pflanzen integriert worden war, gezeigt 

werden, dass der RNA-silencing Mechanismus durch (i) Ko-Infektion mit Viren, die für 

einen Supressor kodieren, (ii) durch Viren, von denen kein Suppressor bekannt ist und 

(iii) durch biotische und abiotische Stressfaktoren beeinflusst werden kann. In dieser 
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Arbeit sollten BMYV Amplicon-transgene N. benthamiana mit BYV (Kapitel 1.1.3) und 

PVY (Kapitel 1.5), die einen Suppressor des RNA-silencing besitzen, und PEMV-2 

(Kapitel 1.4), von dem bisher kein Suppressor bekannt ist, Ko-infiziert werden und 

mögliche Unterschiede zu nicht Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen 

untersucht werden. 

1.4 Pea enation mosaic virus-1/-2 (PEMV-1/-2) 

Der Pea enation mosaic Virus-Komplex ist eine obligate Symbiose von zwei 

verschiedenen voneinander abhängigen Pflanzenviren: das Enamovirus Pea enation 

mosaic virus-1 (Familie Luteoviridae) und das noch keiner Virusfamilie zugeordnete 

Umbravirus Pea enation mosaic virus-2 (de Zoeten & Skaf, 2001).   

Das PEMV-1/-2 besitzt ein eingeschränktes natürliches Wirtspflanzenspektrum und 

infiziert hauptsächlich Pflanzenarten wie Phaseolus, Pisum, Trifolium oder Vicia aus 

der Familie der Leguminosen (Hagedorn et al., 1964; Izadpanah & Shepherd, 1966; 

Gonsalves & Shepherd, 1972; Hull & Lane, 1973). Als experimentelle Wirtspflanzen 

können auch Nicotiana clevelandii und Nicotiana benthamiana infiziert werden 

(Hagedorn et al., 1964; Demler et al., 1994b). An PEMV-1/-2 infizierten Erbsen werden 

zuerst Blattrollsymptome und anschliessend chlorotische und durchscheinende 

Blattflecken beobachtet. Drei Wochen nach einer Infektion werden an der 

Blattunterseite blasige, hyperplastische Auswüchse an den Blattadern (enation) 

beobachtet (de Zoeten & Skaf, 2001). 

Die Übertragung von PEMV-1/-2 kann mechanisch oder auch persistent nicht-

propagativ durch mindestens zehn Blattlausarten (Hauptvektoren Acyrthosiphon pisum 

und Myzus persicae) erfolgen (Demler et al., 1996b). Die Zirkulation der Viruspartikel in 

den Blattläusen erfolgt in ähnlicher Weise wie sie auch für Luteoviren beschrieben 

wird, allerdings sind die Aquisitions- und Retentionszeiten extrem kürzer (de Zoeten & 

Skaf, 2001). Im Gegensatz zu den phloemlimitierten Luteoviren kann PEMV-1/-2 in fast 

allen Geweben von infizierten Pflanzen nachgewiesen werden (de Zoeten & Skaf, 

2001). In infiziertem Pflanzengewebe bilden sich an der inneren Membran des 

Zellkerns Vesikel, die in das Zytoplasma entlassen werden. Diese Vesikel sind 

vermutlich der Ort der PEMV-1/-2 Replikation und aufgrund ihrer systemischen 

Mobilität im Gewebe auch an der Virusausbreitung beteiligt (Powell & de Zoeten, 1977; 

de Zoeten & Gaard, 1983).  

Nach der anfänglichen Vermutung, dass der PEMV-1/-2 Komplex ein Virus mit einem 

bipartiten RNA-Genom ist (Harrison et al., 1971), mehrten sich in den nachfolgenden 

Jahren Zweifel an der multikomponenten Natur des Virus. Adam et al. (1979) wiesen 

diese Unstimmigkeiten auf fehlende Möglichkeiten zur Separation der an dem PEMV-

1/-2 Komplex beteiligten Komponenten zurück.  
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Im Jahr 1991 wurde von Demler und de Zoeten die RNA eines PEMV-1 Isolates 

sequenziert. Das PEMV-1 ist bisher das einzige Virus innerhalb des Genus 

Enamovirus (Familie Luteoviridae). Auf der einzelsträngigen, sinnpositiven RNA (RNA-

1) mit einer Länge von 5706 nt sind fünf ORFs arrangiert, wobei die ORF0-2 im 5'-

Genombereich durch eine kurze nicht-kodierende Region von den ORF3 und ORF5 im 

3'-Genombereich getrennt sind (Demler & de Zoeten, 1991). Im Gegensatz zu den 

beiden anderen Genera Polerovirus und Luteovirus besitzen Enamoviren keinen ORF4 

(Martin et al., 1990; de Zoeten & Skaf, 2001).  

Die Genomorganisation (Abbildung 1.5) und Sequenzhomologie zeigen aber eine nahe 

Verwandtschaft des PEMV-1 zu Viren des Genus Polerovirus (Veidt et al., 1988; 

Demler & de Zoeten, 1991; Vincent et al., 1991). Die Translation der ORF0-2 erfolgt 

von genomischer RNA, wobei der ORF2 durch einen ribosomalen Wechsel des 

Leserasters von ORF1 als P1/2 Fusionsprotein exprimiert wird (Nixon et al., 2002). 

 

 
Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Genomorganisation des 
Enamovirus PEMV-1 mit Angabe der ORFs und putativen Translationsprodukten, 
die von genomischer (gRNA) und subgenomischer RNA (sgRNA) translatiert 
werden können. 
 

Die ORF3 und ORF5 werden von subgenomischer RNA translatiert, wobei der ORF5 

nach Überlesen des ORF3 Stopkodons als P3/5 Fusionsprotein translatiert wird (de 

Zoeten & Skaf, 2001). Aufgrund von Analogien mit anderen Pflanzenviren, 

insbesondere aus der Familie der Luteoviren, können Rückschlüsse auf die Funktionen 

einiger durch die PEMV-1 ORFs kodierten Proteine geschlossen werden. Das P0 
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besitzt keinerlei Sequenzhomologie mit anderen viralen Proteinen; von Pfeffer et al. 

(2002) konnte für polerovirale ORF0-Produkte eine Funktion als Suppressor des RNA-

silencing gezeigt werden. Durch den ORF2 wird vermutlich die virale RdRp mit der 

hydrophoben Region eines Transmembranproteins kodiert (Demler & de Zoeten, 

1991). Innerhalb des P1 ist ein Proteasemotiv vorhanden, und diese Protease ist 

vermutlich auch an der Prozessierung eines stromabwärts gelegenen, durch den ORF1 

kodierten, VPg beteiligt (Wobus et al., 1998). Das VPg des PEMV-1 ist kovalent an die 

genomische PEMV-1 und PEMV-2 RNA gebunden und ist an einer effizienten 

Virusreplikation beteiligt (Reisman & de Zoeten, 1982; Skaf et al., 2000). Der ORF3 

kodiert für ein Hüllprotein (CP) und zusammen mit dem ORF5 für das P3/5 

Fusionsprotein (CP-RT), das durch Überlesen des ORF3-Stopkodons als C-terminale 

Verlängerung des P3 translatiert wird. Das CP-RTD liegt in geringerem Umfang im 

Viruspartikel vor und wird für eine Übertragung durch Blattläuse benötigt (Demler et al., 

1997). Das PEMV-1 Hüllprotein wird, im Gegensatz zu allen anderen Luteoviren, nicht 

für die Ausbreitung des PEMV-1/-2 Komplexes in der Pflanze benötigt (Skaf et al., 

1997). In gereinigten PEMV-1/-2 Viruspräparationen werden zwei verschiedene 

isometrische Partikelkomponenten (B- bzw. T-Partikel) mit einem Durchmesser von 22-

28 nm nachgewiesen, wobei der Anteil der B- und T-Partikel zwischen verschiedenen 

Isolaten stark variiert (Hull & Lane, 1973). In T-Partikeln kann PEMV-2 RNA 

(Gonsalves & Sheperd, 1972; Hull & Lane, 1973; Adam et al., 1979) und in B-Partikeln 

sowohl PEMV-1 als auch PEMV-2 RNA nachgewiesen werden (Adam et al., 1979). Die 

Heterogenität der B- und T-Partikel entsteht vermutlich durch einen erhöhten Anteil des 

P3/5 Fusionsproteins im B-Partikel (de Zoeten & Skaf, 2001).    

Das Genom des Umbravirus PEMV-2 ist eine sinnpositive RNA (RNA-2) mit einer 

Länge von 4253 nt auf der die ORF1-4 lokalisiert sind (Demler et al., 1993). Die ORF1 

und ORF2 sind dabei durch eine kurze, nicht-kodierende Region von den 3'-terminalen 

ORF3 und ORF4, die von subgenomischer RNA translatiert werden, getrennt 

(Abbildung 1.6). Die Sequenz des putativen ORF1 Proteinprodukts P1 zeigt keine 

Homologien zu anderen viralen Proteinen, und es ist nicht bekannt, ob P1 als 

Einzelprotein translatiert wird (Taliansky & Robinson, 2003).  

Der ORF2 von Umbraviren kodiert für ein Protein mit Sequenzmotiven einer viralen 

RdRp (Demler et al., 1993; Gibbs et al., 1996) und wird vermutlich durch einen -1 

Leserasterwechsel von ORF1 als P1/P2 Fusionsprotein translatiert. Die ORF3 und 

ORF4 überlagern sich fast vollständig in verschiedenen Leserastern. Das ORF4 

Proteinprodukt zeigt Charakteristika für virale Movementproteine (de Zoeten & Skaf, 

2001; Talianksy & Robinson, 2003), wobei das P4 von Umbraviren auch die Zell-zu-

Zell-Ausbreitung von anderen Pflanzenviren ermöglicht (Ryabov et al., 1998 & 1999a). 
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung der Genomorganisation von 
Umbraviren mit Angabe der ORFs und putativen Translationsprodukte von 
genomischer und subgenomischer RNA. 
 

Das durch den ORF3 kodierte Proteinprodukt P3 zeigt innerhalb des Genus 

Umbravirus eine 50%ige Sequenzhomologie, jedoch lassen sich keine Ähnlichkeiten 

mit anderen viralen oder nicht viralen Proteinen feststellen (Taliansky & Robinson, 

2003). Das umbravirale P3 ist ein multifunktionales RNA-bindendes Protein einer 

neuen Proteinklasse und ist sowohl am vaskulären Langstreckentransport als auch am 

Schutz der viralen RNA, die nicht von einem Hüllprotein umgeben ist, beteiligt (Ryabov 

et al., 1999b; Ryabov et al., 2001b; Talianksky et al., 2003a). 

Da keiner der vier ORFs von Umbraviren für ein konventionelles Hüllprotein kodiert 

wird angenommen, dass die Transport- und Schutzfunktion, die das Hüllprotein bei 

anderen Pflanzenviren besitzt, durch das Genprodukt des ORF3 gestellt wird 

(Taliansky & Robinson, 2003). Das P3, welches auch im Zellkern nachgewiesen 

werden kann, ist an der Bildung von Ribonukleoprotein-Komplexen (RNP) mit einem 

Durchmesser von 13-14 nm im Zytoplasma beteiligt. Diese RNP sind vermutlich auch 

die Transportform in der sich die virale RNA über das Phloem ausbreitet. Die RNPs 

schützen die virale RNA dabei vor einem Abbau durch Ribonukleasen und 

möglicherweise auch vor Degradation und Erkennung durch pflanzeneigene 

Abwehrmechanismen wie RNA-silencing Prozesse (Taliansky et al., 2003a). Bisher 

wurde kein umbraviraler Suppressor des RNA-silencing nachgewiesen (Taliansky & 

Robinson, 2003). 

In einigen PEMV-1/-2 Isolaten ist eine dritte einzelsträngige RNA von 717 nt 

vorhanden, die in ihren zwölf 5'- bzw. sieben 3'-terminalen Nukleotiden mit den Termini 

der PEMV-2 RNA übereinstimmt. Diese Satelliten-RNA-3 ist ohne PEMV-2 nicht 
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infektiös und wird nicht für eine Infektion mit PEMV-1/-2 benötigt (Demler et al., 1994b). 

Vermutlich hat die RNA-3 eine Funktion bei der Stabilität der B-Partikel, die RNA-1 und 

RNA-3 oder RNA-2 und RNA-3 enthalten können. Sie ist bei anderen 

Umbravirus/Luteovirus Symbiosen auch an der Ausbildung der Symptome beteiligt 

(Demler et al., 1996a). 

Die Symbiose der Viren PEMV-1 und PEMV-2 beinhaltet die Abhängigkeit des PEMV-1 

von den durch PEMV-2 kodierten Proteinen für die Zell-zu-Zell Ausbreitung und auch 

für den Langstreckentransport im Phloem (Demler et al., 1993; 1994a). PEMV-2 kann 

sowohl Mesophyll- als auch Phloemgewebe infizieren und vermittelt PEMV-1 und 

anderen Luteoviren in einer Luteovirus/PEMV-2 Mischinfektion die Fähigkeit, sich in 

gleichen Geweben auszubreiten und eine mechanische Übertragbarkeit (Mayo et al., 

2000; Ryabov et al., 2001a). Das PEMV-2 ist für seine mechanische Übertragbarkeit 

oder die systemische Ausbreitung in der Pflanze nicht auf Proteinprodukte des PEMV-

1 angewiesen (Demler et al., 1993; 1994a & b). Dagegen wird die vektorielle 

Übertragbarkeit des PEMV-1/-2 Komplexes durch Blattläuse nur durch die PEMV-1 

kodierten Hüllproteine P3 und P3/5 ermöglicht (Demler et al., 1997).  Eine wiederholte 

mechanische Übertragung des PEMV-1/-2 kann zu einem Verlust  der 

Blattlausübertragbarkeit führen. Hierbei werden innerhalb von Viruspopulationen 

verstärkt P5 Aminosäuresubstitutionen und auch der Verlust von Teilbereichen des 

PEMV-1 ORF5 beobachtet (de Zoeten & Skaf, 2001).   

Die Kontrolle des PEMV-1/-2 Komplexes im Anbau von Erbsen, Linsen und 

Kichererbsen erfolgt durch den Einsatz von toleranten Sorten, wobei die Symptome an 

den Pflanzen abgeschwächt werden, das Virusreservoir aber erhalten bleibt. Aufgrund 

der kurzen Retentionszeit von sieben Sekunden ist die Bekämpfung der Blattläuse als 

Virusvektoren nicht effektiv. Da bisher keine resistenten Sorten bekannt sind, kann die 

Entwicklung transgener Virusresistenzen erfolgversprechend sein (de Zoeten & Skaf, 

2001).  

1.5 Potato virus Y (PVY) 

Das Potato virus Y (PVY) wurde erstmals im Jahr 1931 beschrieben und ist die 

Typspezies innerhalb des Genus Potyvirus (Familie Potyviridae). Die Familie 

Potyviridae ist die grösste bekannte Pflanzenvirusgruppe (Ward & Shukla, 1991). PVY 

infiziert hauptsächlich Pflanzenarten aus der Familie der Solanaceae, aber auch einige 

Pflanzenarten aus den Familien Chenopodiaceae und Leguminaceae (de Bokx & 

Huttinga, 1981). Das PVY führt weltweit zu Ernteverlusten an ökonomisch wichtigen 

Solanaceae-Arten und kann sowohl mechanisch als auch nicht-persistent durch 

Blattläuse (Hauptvektor Myzus persicae) übertragen werden (van Hoof, 1980). 

Aufgrund des Wirtspflanzenspektrums, der Symptomausprägung an Kartoffeln und 
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Tabak und serologischen sowie molekularen Unterschieden werden innerhalb der 

Spezies PVY die PVY-Stämme PVYO, PVYN, PVYC unterschieden (de Bokx & Huttinga, 

1981). Ein weiteres Isolat, das PVYNTN, ist der Auslöser der Kartoffelringfäule (Beczner 

et al., 1984; Le Romancer et al., 1994) und wird aufgrund seiner Symptomausprägung 

an Tabakpflanzen und seines serologischen Verhaltens als Pathotyp innerhalb der 

PVYN-Isolate beschrieben (van den Heuvel et al., 1994; Glais et al., 1996; Blanco-

Urgoiti et al., 1998). Das PVYNTN kann in vielen europäischen Anbaugebieten 

nachgewiesen werden (Weidemann & Maiß, 1996). Im Jahre 1984 wurde von dem 

ungarischen PVYNW-Isolat berichtet, das wie PVYN Adernekrosen an Tabakpflanzen 

hervorruft, aber nicht mit PVYN-spezifischen Antikörpern nachgewiesen werden kann 

(Chrzanowska, 1994). Das PVYNW-Isolat zeigt, ebenso wie die westeuropäischen 

Isolate PVYZ und PVYZE (Kerlan et al., 1999), eine phylogenetisch enge 

Verwandtschaft zu den Isolaten PVYO und PVYN (Glais et al., 1998). Die europäischen 

Isolate PVYNTN, PVYNW, PVYZ und PVYZE werden als Pathotypen der Stämme PVYN 

und PVYO beschrieben und sind vermutlich aus Rekombinationsereignissen 

hervorgegangen (Blanco-Urgoiti et al., 1998; Kerlan et al., 1999; Glais et al. 2002), 

während die amerikanischen PVYNTN-Isolate durch Genommutation des PVYN 

entstanden sind (Nie & Singh, 2003). 

Das PVY besitzt in filamentösen Viruspartikeln ein einzelsträngiges positivsinniges 

RNA-Genom (Abbildung 1.7) mit einer Länge von ~ 9700 nt, auf dem ein großer ORF, 

eingeschlossen von 5'- und 3'-terminalen nicht-kodierenden Sequenzbereichen, für ein 

350 kDa-Polyprotein kodiert (Robaglia et al., 1989; Riechmann et al., 1992; Thole et 

al., 1993). An die potyvirale RNA ist 5'-terminal ein VPg kovalent gebunden, und das 

3'-Ende wird mit einem poly(A)-Schwanz terminiert (Urcuqui-Inchima et al., 2001). Das 

potyvirale Polyprotein wird proteolytisch durch virale Proteasen in die funktionellen 

Proteine P1, HC-Pro, P3, 6K1, CI, 6K2, VPg, NIa, NIb und das Hüllprotein (CP) 

prozessiert (Riechmann et al., 1992; Urcuqui-Inchima et al., 2001). Die P1-Proteinase 

und die Helferkomponente-Proteinase (HC-Pro) prozessieren autoproteolytisch nur 

ihren eigenen C-Terminus (Carrington et al., 1989; Verchot et al., 1991; Yang et al., 

1998), wogegen die Proteasedomain (NIaPro) am C-Terminus des nuclear inclusion 

Proteins (NIa) für die Prozessierung der übrigen proteolytischen Schnittstellen 

verantwortlich ist (Carrington et al., 1988; Garcia et al., 1990). Die Prozessierung des 

Polyproteins erfolgt an den proteolytischen Schnittstellen mit unterschiedlicher 

Schnelligkeit, wobei eine langsame Prozessierung der Schnittstellen zwischen P3 und 

6K1, CI und 6K2 und der internen NIa Schnittstelle beobachtet werden kann (Merits et 

al., 2002).  
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Abbildung 1.7:  Schematische Darstellung der Genomorganisation von PVY mit 
Angabe der Position von proteolytisch prozessierten Schnittsequenzen (Stern 
und Pfeil) auf dem Polyprotein. Die Einzelproteine sind durch gestrichelte Linien 
voneinander abgegrenzt. Die aufgrund von suboptimalen Schnittsequenzen im 
Verlauf der Prozessierung entstehenden Fusionsproteine sind über den 
Einzelproteinen angegeben. 
 

Das P1 von Potyviren besitzt neben seiner autoproteolytischen Proteasefunktion 

möglicherweise auch eine Funktion bei der Symptomausbildung  (Wisler et al., 1995; 

Tordo et al., 1995) und aufgrund seiner RNA-Bindungsaktivität (Merits et al., 1998) und 

seinem Vorkommen in cytoplasmatischen Einschlusskörpern auch eine Funktion bei 

der Zell-zu-Zell Ausbreitung (Arbatova et al., 1998). Zusätzlich zeigt das P1 als P1/HC-

Pro Fusionsprotein eine Funktion als Suppressor des RNA-silencing (Kasschau & 

Carrington, 1998; Anandalakshimi et al., 1998; Kasschau et al., 2003). Die 

Helferkomponente HC-Pro wird als multifunktionales Protein beschrieben und ist neben 

seiner durch die Proteasefunktion prozessierten autoproteolytischen Funktion (Maia et 

al., 1996) an zahlreichen Prozessen wie der Blattlausübertragung (Wang et al., 1998), 

der Replikation und systemischen Ausbreitung in der Pflanze (Kasschau et al., 1997; 

Kasschau & Carrington, 2001), der Bindung von RNA (Merits et al., 1998) sowie der 

synergistischen Erhöhung der Virusakkumulation und der Verstärkung der 

Symptomausbildung in Mischinfektionen mit anderen Pflanzenviren beteiligt (Vance et 

al., 1995; Pruss et al., 1997; Shi et al., 1997). Es liegen zahlreiche Untersuchungen zu 

der Funktion des HC-Pro als Suppressor des RNA-silencing vor (Kasschau & 
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Carrington, 1998; Anandalakshimi et al., 1998; Brigneti et al., 1998; Llave et al., 2000; 

Mette et al., 2001; Mallory et al., 2001; Kasschau & Carrington, 2001; Mlotshwa et al., 

2002; Savenkov & Valkonen, 2002; Kasschau et al., 2003; Mallory et al., 2003). 

Die Expression von HC-Pro führt zu einer starken Reduktion von microRNAs (miRNA) 

und small interfering RNAs (siRNA), die an der Regulation von Entwicklungsprozessen 

der Pflanze (Pasquinelli & Ruvkun, 2002; Carrington & Ambros, 2003) bzw. am RNA-

silencing Prozess beteiligt sind (Hamilton & Baulcombe, 1999; Hamilton et al., 2002). 

Durch Pruss et al. (2004) ist kürzlich gezeigt worden, dass HC-Pro transgene Pflanzen 

anfälliger für virale Pathogene sind aber auch, vermutlich durch einen HC-Pro 

induzierten veränderten Salicylsäurestoffwechsel im pflanzlichen Abwehr-

mechanismus, eine erhöhte Resistenz gegenüber verschiedenen anderen 

Pflanzenpathogenen zeigen. Über die Funktionen des P3 von Potyviren ist sehr wenig 

bekannt (Uruqui-Inchima et al., 2001). Obwohl es keine RNA-Bindungsaktivität zeigt 

(Merits et al., 1998) wird vermutet, dass das P3 eine Funktion bei der Virusreplikation 

besitzt (Rodríguez-Cerezo et al., 1993; Klein et al., 1994; Langenberg & Zhang, 1997). 

Das P3 wird, auch in Verbindung mit dem auf dem Polyprotein C-terminal folgenden 

Protein 6K1, als Pathogenitätsfaktor beschrieben, durch den die Symptomausprägung 

und das Wirtspflanzenspektrum beeinflusst wird (Riechmann et al., 1992; Sáenz et al., 

2000; Jenner et al., 2003; Suehiro et al., 2004). Das 6K1-Protein wird häufig als 

P3/6K1 Polyprotein nachgewiesen (Urcuqui-Inchima et al., 2001) und besitzt wie das 

P3 keine RNA-Bindungsaktivität (Merits et al., 1998). Da eine Deletion der 6K1-

kodierenden Sequenz die proteolytische  Prozessierung von P3 und CI verhindert, 

besitzt dieser Sequenzabschnitt vermutlich eine funktionell wichtige Trennungsfunktion 

(spacer) für das P3 und das CI (Merits et al., 2002). Das CI-Protein zeigt ATPase- und 

Helikaseaktivität (Laín et al., 1990; 1991; Fernandez et al., 1995), ist an der Zell-zu-Zell 

Ausbreitung beteiligt und kann zu einem frühen Infektionszeitpunkt an Plasmodesmen 

lokalisiert werden (Carrington et al., 1996). Das aufgrund einer langsamen 

proteolytischen Prozessierung enstehende CI/6K2-Polyprotein besitzt möglicherweise 

auch eine Funktion im Infektionszyklus und bindet an zelluläre Membranen (Merits et 

al., 2002). Das 6K2-Protein ist am intra- und interzellulären Transport von Potyviren 

beteiligt (Rajamäki & Valkonen, 1999; Spetz & Valkonen, 2004) und verankert den 

Replikationskomplex an Membranen des Endoplasmatischen Retikulums (Schaad et 

al., 1997). Von Spetz & Valkonen (2004) wurde ein wirtsspezifischer Einfluss des 6K2 

auf die Symptomausprägung in infizierten Pflanzen nachgewiesen. Das NIa-Protein 

besitzt eine N-terminale VPg- und eine C-terminale Proteinasedomäne (NIa-Pro). Das 

NIa prozessiert mit Ausnahme von P1 und HC-Pro alle anderen proteolytischen 

Schnittstellen des Polyproteins (Carrington et al., 1988; Garcia et al., 1990) und besitzt 



                                                                                                                     Einleitung 

 

 31

RNA-Bindungsaktivität (Merits et al., 1998). Die Aktivität der NIaPro ist abhängig von 

der proteolytischen Erkennungssequenz und den diesen Sequenzabschnitt 

flankierenden Bereichen (Riechmann et al., 1992; Schaad et al., 1996). Die optimalen 

Erkennungssequenzen zwischen 6K1/CI, 6K2/VPg, NIaPro/NIb und NIb/CP werden 

besonders schnell prozessiert (Merits et al., 2002). Die VPg-Domäne des NIa ist 

essentiell an der Virusreplikation beteiligt. Das VPg bindet kovalent unter Beteiligung 

eines Tyrosin-Restes an den Phosphatrest des terminalen Adenosins der viralen  RNA  

(Riechmann et al., 1992; Urcuqui-Inchima et al., 2001). Aufgrund von VPg-RdRp (NIb) 

Interaktionen und der Nukleotidbindungsaktivität des VPg wird vermutet, dass das VPg 

als Primer bei der Virusreplikation wirkt (Riechmann et al., 1992; Puustinen & Mäkinen, 

2004). Das potyvirale VPg interagiert mit den pflanzlichen Translations-

Initiationsfaktoren eIF4E oder eIF(iso)4E (Leonard et al., 2000; Schaad et al., 2000; 

Leonard et al., 2004), wodurch eine Replikation erst möglich oder zumindest positiv 

beeinflusst wird. Die VPg/eIF4E Interkation ist vermutlich spezifisch für Potyviren 

(Duprat et al., 2002). Das VPg ist auch an der Wirtsspezifität und in Interaktion mit dem 

6K2 am Langstreckentransport von Potyviren beteiligt (Rajamäki & Valkonen, 1999; 

Moury et al., 2004).  

Das NIb Protein ist die putative potyvirale RdRp mit RNA Bindungsaktivität (Merits et 

al., 1998). Das NIb bildet Einschlusskörper im Zellkern von infizierten Pflanzen und 

liegt vermutlich im Cytoplasma und an den Replikationskomplexen vor (Urcuqui-

Inchima et al., 2001). Das NIb interagiert mit der potyviralen NIaPro- oder VPg-

Domäne (Guo et al., 2001) und, wie das VPg (Leonard et al., 2004), mit pflanzlichen 

poly(A)-Bindungsproteinen (PABP). Diese Interaktionen haben vermutlich eine 

Funktion bei der viralen Replikation. Das Hüllprotein (CP) besitzt variable N- und C-

terminale Domänen und die stärker konservierte Zentraldomäne (core region). In der 

N-terminalen Domäne befindet sich bei blattlausübertragbaren Potyviren das DAG-

Aminosäuremotiv, das in einem bestimmten Kontext und in Interaktion mit dem HC-Pro 

für eine effiziente Blattlausübertragung benötigt wird (López-Moya et al., 1999). Hierbei 

tritt das im HC-Pro konservierte Aminosequenzmotiv PTK in Interaktion mit dem DAG-

Motiv des CP. Über ein weiteres konserviertes KITC-Motiv kann sich das HC-Pro als 

Brückenprotein an Rezeptoren im Nahrungskanal von Blattläusen anlagern (Blanc et 

al., 1998; Raccah et al., 2001). Der N- und C-terminale Bereich des Hüllproteins ist 

entscheidend für die Zell-zu-Zell Ausbreitung von Potyviren, während die Kerndomain 

an der Ausbildung der Viruspartikel beteiligt ist (Dolja et al., 1995; Varrelmann & Maiss, 

2000). Aufgrund der festgestellten CP/NIb (RdRp) Interaktion wird vermutet, dass das 

CP auch regulierend bei der RNA-Amplifikation beteiligt ist (Mahajan et al., 1996).  
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Um Ertragsausfälle durch PVY und andere Viren im Kartoffelanbau zu begrenzen wird 

empfohlen, nur zertifiziertes Pflanzgut zu verwenden. Die Bundessortenliste gibt 

Auskunft über PVY-Anfälligkeiten von verschiedenen Kartoffelsorten. Neben dem 

Einsatz von resistenten Sorten wird durch Bekämpfung von Blattläusen als PVY-Vektor 

mit Insektiziden versucht eine Virusausbreitung im Bestand zu minimieren. Die 

Identifizierung von PVY-Resistenzgenen in verschiedenen Pflanzenarten (Arnedo-

Andrés et al., 2002; Parrella et al., 2002; Ruffel et al., 2002) erhöht die Möglichkeit für 

eine züchterische Selektion hochresistenter Sorten.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Tabelle 2.1: Feste Chemikalien 

Substanz Abkürzung Hersteller 

Acetosyringon  Sigma 

Adenosintriphosphat ATP Serva 

Agar   GibcoBRL 

Agar (Pflanzengewebekultur)  Duchefa 

Agarose  Biozym 

Ammoniumpersulfat APS Serva 

Ammoniumsulfat (NH4)SO4 Serva 

Ampicillin Amp Serva 

N-6-Benzyladenin (synthetisches Cytokinin) BAP Duchefa 

Bovine Serum Albumin (FraktionV) BSA Sigma 

5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-β-D-

Galactopyranosid 

X-Gal BTS 

Bromphenolblau  Serva 

Calciumchlorid-Dihydrat CaCl2 Merck 

Celite  Serva 

Chloramphenicol Camp Serva 

Claforan  Duchefa 

Dinatriumhydrogenphosphat-Monohydrat Na2HPO4 Merck 

Dithiotreithol DTT ICN 

Ethidiumbromid EtBr Roth 

Ethylendinitrilotetraessigsäure, Dinatriumsalz EDTA Merck 

Fast Red TR Salz  Sigma 

Glucose  Sigma 

HEPES  Roth 

Hexamincobalttrichlorid HaCoCl3 Sigma 

Isopropyl-β-D-Thiogalactosidase IPTG BTS 

Kaliumacetat KAc Merck 

Kaliumhydroxyd KOH Merck 
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Tabelle 2.1 (Fortsetzung) 

Substanz Abkürzung Hersteller 

Kaliumchlorid KCl Merck 

Kaliumdihydrogenphosphat KH2PO4 Merck 

Kaliumhydroxyd KOH Merck 

Kanamycin Kn Serva 

Lithiumchlorid LiCl Roth 

LM-Agarose LM Biozym 

Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgCl2 Merck 

Magnesiumsulfat-Heptahydrat MgSO4 Merck 

Manganchlorid-Dihydrat MnCl2 Merck 

Morpholinoethansulfonsäure MES Roth 

Naphtol AS-MX  Sigma 

1-Naphtylessigsäure (synthetisches Auxin) NAA Duchefa 

Natriumacetat-Trihydrat NaAc Merck 

Natriumchlorid NaCl Roth 

Natriumcitrat-Dihydrat NaCitrat Roth 

Natriumdodecylsulfat Ultra Pure SDS Roth 

Natriumcarbonat Na2CO3 Roth 

Natriumhydrogencarbonat NaHCO3 Merck 

Natriumhydroxyd NaOH Merck 

p-Nitrophenylphosphat  Serva 

Nonidet P40  Fluka 

Polyvinylpyrrolidon K25  LOEWE 

Rifampicin Rif Serva 

Rubidiumchlorid RbCl Sigma 

Saccharose  Merck, Roth 

Select Peptone 140  GibcoBRL 

Streptomycin Str Serva 

Tetramethyethylenediamin TEMED Serva 

Tricin  ICN Biomed 

Tris Pufferan© Ultra Pure Tris-base Roth 

Tris-hydrochlorid Pufferan© Tris-HCl Roth 

Uranylacetat  Merck 

Yeast Extract  GibcoBRL 
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Tabelle 2.2: Flüssige Chemikalien 

Substanz Abkürzung Hersteller 

2-Mercaptoethanol 2-MeEtOH Merck 

Acrylamidlösung (37, 5:1, 30%) Rothiphorese©  Roth 

Chloroform  Roth 

Diethanolamin  Sigma 

Diethylpyrocarbonat DEPC Serva 

Dimethylformamid DMF Serva 

Dimethylsulfoxyd DMSO Serva 

Eisessig (100%)  Roth 

Ethanol (99,6%) EtOHabs. Roth 

Glycerin (99,5%)  Roth 

Isopropanol (99,7%)  Roth 

Isoamylalkohol  Roth 

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat Tween-20 Fluka 

Roti-Phenol (redestilliert und äquilibriert) Phenol Roth 

Triton© X-100  Serva 

 

 

2.1.2 Bakterienstämme 

Tabelle 2.3: Übersicht über verwendete Escherichia coli-Stämme. 

Bakterium Referenz Antibiotikaresistenz 

E. coli  K12 NM522 Pharmacia - 

E. coli JM110 NEB - 

 

 

Tabelle 2.4: Übersicht über verwendete Agrobacterium tumefaciens-Stämme. 

Bakterium Helferplasmid Referenz Antibiotikaresistenz 

A. tumefaciens 
LBA4404 

pAL4404 Hoekema et al. 
(1983) 

Streptomycin 

A. tumefaciens 
C58C1 ATHV 

pEHA101 Hood et al. (1986), 
Sonntag et al. (2000) 

Kanamycin (pEH101) 
Rifampicin (genomisch)
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2.1.3 Virus-Isolate 

Tabelle 2.5: Übersicht über verwendete Virus-Isolate mit Herkunftsangabe und 
verwendeten Pflanzenarten zur Viruserhaltung. 

Virus-Isolat Herkunft Erhaltungswirt 

BMYV BAZF Aschersleben 
(Graichen, K.) 

B. vulgaris, N. benthamiana  

BChV BAZF Aschersleben 
(Graichen, K.) 

Beta vulgaris 

BYV BAZF Aschersleben 
(Graichen, K.) 

B. vulgaris, N. bethamiana  

PVYNTN Pietrek, G. 
 

N. tabacum cv. 'Xanthi' nc 

PEMV-1/-2 DSMZ, Braunschweig,  
PV-0427 

N. benthamiana 27/1 

 

2.1.4 Pflanzenmaterial 

Für die Viruserhaltung und die Testung des Wirtspflanzenspektrums wurden 

nachfolgend angeführte Pflanzenarten verwendet. 

 

Tabelle 2.6: Übersicht über verwendete Pflanzenarten mit Herkunftsangabe. 

Pflanzenart Bemerkungen 

Beta vulgaris KWS, Einbeck 

Brassica napus KWS, Einbeck  

Capsella bursa-pastoris Botanischer Garten Jena, Akznr.: 1871 

Chenopodium capitatum  Botanischer Garten Ulm, Akznr.: 2001-F-145, 
Herkunft H.B. Trondheim 

Chenopodium foliosum Botanischer Garten Jena, Akznr.:8765-2365 

Chenopodium quinoa IPP 

Lamium purpureum Rühlemann Saatgut, Horstedt 

Nicotiana benthamiana IPP, Linie 27/1 aus Gewebekultur 

Nicotiana clevelandii IPP 

Nicotiana tabacum cv. 'Xanthi' IPP 

Nicotiana rustica IPP 

Nicotiana occidentalis IPP 

Nicotiana edwardsonii IPP 

Nicotiana glutinosa IPP 
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2.1.5 Plasmide und Nukleinsäuren 

Tabelle 2.7: Übersicht über verwendete Plasmide und Nukleinsäuren mit 
Referenzangaben. 

Bezeichnung Hersteller/Referenz Antibiotikaresistenz 

pBluescript II SKM Stratagene Ampicillin 

pBluescript II SKP Stratagene Ampicillin 

pGEM7Zf(+) Promega Ampicillin 

pGEM T-easy Promega Ampicillin 

pBC SKM Stratagene Chloramphenicol 

pLitmus28 NEB Ampicillin 

pT7T3_18U Pharmacia Ampicillin 

pUC57 Fermentas Ampicillin 

pSport I Invitrogen Ampicillin 

pBIN_SN  

(pBIN19 Derivat) 

Prof. E. Maiß (siehe Anhang)  Kanamycin 

V162 pe35S_Ribo Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Ampicillin 

p442 Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Ampicillin 

p996 (GFP) Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Ampicillin 

p1231 Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Ampicillin 

p104 Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Ampicillin 

V174 Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Ampicillin 

pKali Prof. E. Maiß (siehe Anhang) Kanamycin 

DIG-DNA Standard II Roche (siehe Anhang) - 

λ-Phagen DNA Fermentas - 

 

2.1.6 Synthetische Oligonukleotide 

Die Oligonukleotide wurden mit Hilfe der Software VectorNTI ausgewählt und enthalten 

teilweise Sequenzen die nicht BMYV bzw. BChV spezifisch sind (kursiv) und der 

Integration von Restriktionsschnittstellen (unterstrichen) und/oder der Angleichung an 

optimale GC-Gehalte und Anlagerungseigenschaften dienen. Die Angaben der 

Oligonukleotidpositionen beziehen sich auf die virale Sequenz (BMYV-IPP, BChV-IPP 

und BYV GenBank # AF056575). Die Oligonukleotide für Sequenzierungen wurde 

nach den unter 2.2.14 beschriebenen Kriterien mit Hilfe des WWW-gestützten 

Programmes Webprimer (Dolinski et al., 2003) erstellt. 
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2.1.6.1 Verwendete Oligonukleotide  

 

Tabelle 2.8: Übersicht über verwendete Oligonukleotide für die Herstellung und 
Nachweis des BMYVfl mit Hersteller- und Sequenzangabe.  

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

BMYV1s 
(1-24 nt) 

GibcoBRL ATGGCGCGCCACAAAAGAAACCAGCGAGGATCTA 
           Asc I                                 

BM1110as 
(1077-1094 nt) 

GibcoBRL ATATGGATCCCGATGCGGAATCATGTGAACTGC 
            BamH I 

BMYVSN 
(854-876 nt) 

GibcoBRL AACATGCGTAACCTTATTCGACG 
 

BMYVASN 
(2466-2495 nt) 

GibcoBRL CGGGATCCAATTGTTCAGGGCTCATATGCTCAAATT             
        BamH I       

BMYV_1 
(2256-2277 nt) 

GibcoBRL ACGGGTACCATGGCCACGAGAGGAAACAA 
           Kpn I 

BMYV_2 
(4772-4791 nt) 

GibcoBRL CCAATGCATGACAGCGGGACCAACAACAA 
             Nsi I 

BMYV3s 
(4049-4068 nt) 

GibcoBRL CCGGCAGGAGGGCATTTGCA 

BMYV3as 
(5708-5723 nt) 

GibcoBRL GGGGGCCCACACCGAAGTGCCGTA 
        Bsp120 I 

BMYVP0s 
(162-183 nt) 

GibcoBRL ACTGCATTCGTTCTCTTCTCGC 

BMYVP0as 
(632-652 nt) 

GibcoBRL CATACCGCGAGCTTCACCAAA 
 

 

Tabelle 2.9: Oligonukleotide zur Herstellung des AscI∆BMYVfl. 

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

Mut1s Invitrogen CGGGATCCCGTGTACAAAAGAAACCAGCGAGGATC 
        BamH I        Rsa I 
TAGCAGTCTATGCAAGCGGCCGCAATCTAGAGC 
             BstAP I                    Not I                Xba I 

Mut1as Invitrogen GCTCTAGATTGCGGCCGCTTGCATAGACTGCTAGAT  
       Xba I           Not I                  BstAP I 
CCTCGCTGGTTTCTTTTGTACACGGGATCCCG 
                                          Rsa I          BamH I 

Mut1as ist komplementär zu Mut1s. 
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Tabelle 2.10: Übersicht über verwendete Oligonukleotide für die Sequenzierung 
des BMYVfl mit Hersteller- und Sequenzangabe. 

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

35SSEQ 
(35S-Promotor) 

GibcoBRL CACTATCCTTCGCAAGAC 

BM453 
(453-470 nt) 

GibcoBRL CAGTATGGTGTGCTGAAA 

BM1005 
(1005-1023 nt) 

GibcoBRL TACACATCTGAGAAAAGGG 

BM3b 
(1495-1512 nt) 

GibcoBRL CTTGTCCAGATGAAGAGA 

BM2014 
(2014-2031 nt) 

GibcoBRL TAAACAAAAAGGATGCTC 

BM2544 
(2544-2562 nt) 

GibcoBRL CACACAAACAATCCAAACT 

BM2956 
(2956-2973 nt) 

GibcoBRL AGATGGAACATTGCTCTC 

BM7b 
(3542-3559 nt) 

GibcoBRL AATTGGCTTGTACTTCGT 

BM4125 
(4126-4143 nt) 

GibcoBRL CTCTACAAAGGCAATGGT 

BM9b 
(4620-4639 nt) 

GibcoBRL GGAGATAACCAATAATAAGG 

BM5100 
(5088-5105 nt) 

GibcoBRL TCCTGTTGAAGAAGACAT 

 

Tabelle 2.11: Oligonukleotide zur GFP-Markierung des BMYVfl  

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

Aflgfps Invitrogen AAAAGGATCCTTAAGATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCT 
           BamH I    Afl II                                                      

Aflgfpas Invitrogen AGCGCGGTCTAGACTTAAGTTACTTGTACAGCTCGTC 
                    Xba I        Afl II                                                 

BMYVPO 
GFPs 

Invitrogen ATTAAGGATCCGCAGTCTATGCAATGGTGAGCAAGGGC 
              BamH I       BstAP I                                          GAG 

BMYVPO 
GFPas 

Invitrogen AATTATCTAGAGCATAGACTGCTGGATTGGCCCAGGGTT 
               Xba I               BstAP I                               GGACTC 

BMYVREPs 
(2936-2964 nt) 

Invitrogen AACAGCGTCCTCTGTTTATCAGATGGAAC 
 

BMYVREP2 
(3380-3397 nt) 

MWG ACGGATCCAATGTACACGGTTAACTATCTTTTGTGGCTG 
       BamH I      Bsp1407 I       KspA I                             CAC 

BMYVEco47s 
(3396-3419 nt) 

Invitrogen AACTGTACAAGTAACGAGGGATAACATAAACAG 
        Bsp1407 I 

BMYVEco47as 
(3791-3808 nt) 

Invitrogen ACGGATCCTTGAGAAAACAAATGTCT 
      BamH I 

 



                                                                                                      Material und Methoden 

 

 40

Tabelle 2.11 (Fortsetzung) 

P2 1 
(funktionelle 
P2A-Sequenz) 

Invitrogen AAGGATCCAACAATGGTTAACTTTGACCTTCTTAAGCTTG
      BamH I                      KspA I  
CGGGAGACGTCGAGTCCAACCCTGGGCCAACCATGGAA
TCTAGAAA 
   Xba I 

P2 2 
(funktionelle 
P2A-Sequenz) 

Invitrogen TTTCTAGATTCCATGGTTGGCCCAGGGTTGGASCTCGAC 
       Xba I 
GTCTCCCGCAAGCTTAAGAAGGTCAAAGTTAACCATTGT 
                                                                      KspA I 
TGGATCCTT 
   BamH I 

P2 2 ist komplementär zu P2 1. 

 

Tabelle 2.12: Übersicht über verwendete Oligonukleotide für die Herstellung und 
den Nachweis des BChVfl und der BChV-BMYV Chimäre mit Hersteller- und 
Sequenzangabe. 

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

BChV1sneu 
(1-20 nt) 

Invitrogen ACTCTAGAGCGTACAAAAGAATAGCAGGAGGA 
        Xba I         Rsa I 

BChV394as 
(375-394 nt) 

Invitrogen ACGGATCCGTTCTTTGTAGCTGTAATCT 
        BamH I 

BChV216s 
(216-237 nt) 

Invitrogen AGTCTAGACTTATTTGGAGCTCTTGGGACC 
       Xba I 

BChV1430as 
(1411-1430 nt) 

Invitrogen ACGGATCCAGGTCATCCATTTCTTTCTC 
        BamH I 

BChV1404s 
(1404-1432 nt) 

Invitrogen 
 

AGTCTAGAATTTCTCGAGAAAGAAATGGATGACCTGC 
        Xba I                                                                          

BChV3610as 
(3585-3612 nt) 

Invitrogen 
 

AGCCAAGCTTCATTAACGATTGATCTTACGTGTTGG 
             Hind III 

BChV2932s 
(2932-2960 nt) 

MWG AGAATTCAATGCATAAGCAATTCAGTCTTGTGCCTT 
     EcoR I 

BChV4289as 
(4272-4289 nt) 

MWG 
 

AGGAAGCTTAACGATATTTCTTTTGGG 
         Hind III 

BChV4208s 
(4209-4226 nt) 

MWG 
 

ACTCGAGCCAAATAGGTAGACGAGG 
    Xho I 

BChV5030as 
(5014-5031 nt) 

MWG AGAATTCAGGTCTTGTCTTTGACCG 
    EcoR I 

BChV3sneu 
(4915-4940 nt) 

MWG AAGGCGCGCCGAGGACAGAAAGACCAAAGAGAGTTG 
          Asc I 

BChV3asneu 
(5738-5768 nt) 

MWG 
 

AGGGCCCACACCGAAGTGCCGTAGGATCCTACTGTATAA  
  Bsp120 I                                                                               C   

BChVChi6148s 
(2877-2889 nt) 

MWG AGAATTCCGCTTGACCAGAAACAACAACC 
      EcoR I 

BChVChi6824as 
(3534-3553 nt) 

MWG ACCGAAGCTTGCGGCCGCAGATGTACATTACCGTTACGG
            Hind III       Not I                     Tat I             GTATTGCT

BChVP0s 
(69-90 nt) 

Gibco 
BRL 

GTGACGAGCGAAAGACACTTGC 
 

BChVP0as 
(629-649 nt) 

Gibco 
BRL 

CGCTTAAGGCCATCAATGAGG 
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Tabelle 2.13: Oligonukleotide zur Herstellung des AscI-BChVfl. 

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

BChVAscI 
(1-26 nt) 

MWG ATGGCGCGCCACAAAAGAATAGCAGGAGGACAGCGA 
          Asc I 

BChVBstAPI 
(935-958 nt) 

MWG TGTACACTCGAGTGGGAGCATGCGAGCAGGTTATC A 
Bsp1407 I    Xho I 

 

Tabelle 2.14: Oligonukleotide zum Nachweis einer BYV-Infektion. 

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

BYVCPNTR1 
(13642-13662 nt) 

MWG GTTGGATCCTGGGATAAGCCTAACCTATAA 
        BamH I 

BYVCPNTR2 
(14224-14255 nt) 

MWG GCTCTAGATCATCTTCCGGTGGCTAGACCACGACCCAG 
        Xba I                                                                          CT 

 

Tabelle 2.15: Übersicht über verwendete Oligonukleotide für die Sequenzierung 
des BChVfl mit Hersteller- und Sequenzangabe. 

Bezeichnung Hersteller Sequenz 

BSEQ01 
(35S-Promotor) 

MWG TATCTCCACTGACGTAAGGG 

BC1 
(292-310 nt) 

MWG GATTTTCCCTTACCACCGG 

BC2 
(681-700 nt) 

MWG CAAAATATTACAACTATGCC 

BC3 
(1049-1067 nt) 

MWG AGATCTTATTCGGCCCACC 

BC4 
(1429-1447 nt) 

MWG CTGCTCGAATACGACTGGT 

BC5 
(1814-1832 nt) 

MWG TGGGCCTTCTATTAAACCG 

BC6 
(2199-2217 nt) 

MWG AAGGCGAGGGAATCCGTTA 

BC7 
(2575-2592 nt) 

MWG AAGGTCGCTACCGCCTTA 

BC8 
(2951-2969 nt) 

MWG CTTGTGCCTTTCTGATGGG 

BC9 
(3332-3350 nt) 

MWG AATTCGTCACGACGAGAGC 

BC10 
(3716-3734 nt) 

MWG ACAACACAACGCCGACCTA 

BC11 
(4090-4108 nt) 

MWG CAATGGAACGGAATGGCAC 

BC12 
(4470-4488 nt) 

MWG TAGTACCAGTCCCTCAAGG 

BC13 
(4852-4870 nt) 

MWG TCGGATGATGGAGATAGGG 
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Tabelle 2.15 (Fortsetzung) 

BC14 
(5229-5246 nt) 

MWG TGCCAAAACCACAACCGG 

BC15 
(5613-5631 nt) 

MWG GCTCTGGGACATAGCCTAA 

 

Tabelle 2.16: Verwendete Oligonukleotide für die Herstellung von DIG-markierten 
PCR Sonden. 

M13 R49 
 

MWG GAGCGGATAACAATTTCACACAGG 

M13 U43 
 

MWG AGGGTTTTCCCAGTCACGACGTT 

NPTA 
 

MWG TTTCTAGAATCATGAGCG 
        Xba I 

NPTB 
 

MWG TTTAAGCTTCAGAAGAACTCGTCAAGA 
       Hind III 

 

2.1.7 Enzyme  

2.1.7.1 Restriktionsenzyme 

Für die Durchführung eines Restriktionsverdaus wurden Enzyme verschiedener 

Hersteller verwendet. Wenn Isoschizomere verwendet wurden, sind die Bezeichnung 

und Hersteller in Klammern angegeben. Isoschizomere mit gleichen 

Erkennungssequenzen, aber unterschiedlichen Spaltungsorten, sind separat 

aufgeführt. Die Spaltungsorte sind innerhalb der Sequenz durch Pfeile gekennzeichnet. 

 

Tabelle 2.17: Übersicht über die für einen Restriktionsverdau verwendeten 
Restriktionsendonukleasen mit Angabe der Erkennungssequenz und Hersteller. 

Bezeichnung Erkennungssequenz Hersteller 

Acc65 I 5'...G↓GTACC...3' 
3'...CCATG↑G…5' 

Fermentas 

Asc I 5'...GG↓CGCGCC...3' 
3'...CCGCGC↑GG…5' 

NEB 

Afl II 
 

5'…C↓TTAAG…3' 
3'…GCCTT↑C..5' 

NEB 

BamH I 5'...GG↓ATCC...3' 
3'...CCTA↑GG…5' 

NEB, Fermentas 

Bsp120 I 5'...G↓GGCCC...3' 
3'...CCCGG↑G…5' 

Fermentas 

Bsp1407 I 
 

5'...T↓GTACA...3' 
3'...ACATG↑T…5' 

Fermentas 
 

BstAP I 5'...GCANNNN↓NTGC…3' 
3'...CGTN↑NNNNACG…5' 

SibEnzyme 
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Tabelle 2.17 (Fortsetzung) 

BspE I 5'...T↓CCGGA...3' 
3'...AGGCC↑T…5' 

NEB 

Eco47 III 5'...AGC↓GCT...3' 
3'...TCG↑CGA…5' 

Fermentas 

Eco91 I 5'...G↓GTNACC...3' 
5'...CCANTG↑G…3' 

Fermentas 

EcoR I 5'...G↓AATTC...3' 
3'...CTTAA↑G…5' 

Fermentas 

EcoR V 5'...GAT↓ATC...3' 
3'...CTA↑TAG…5' 

Promega 

Hind III 5'...A↓AGCTT...3' 
3'...TTCGA↑A…5' 

Fermentas 

Kpn I 5'...GGTAC↓C...3' 
3'...C↑CATGG…5' 

NEB 

KspA I 5'...GTT↓AAC...3' 
3'...CAA↑TTG…5' 

Fermentas 

Mro I 
(Kpn2 I) 

5'…T↓CCGGA…3' 
3'…AGGCC↑T…5' 

NEB, Fermentas 

Not I 5'...GC↓GGCCGC...3' 
3'...CGCCGG↑CG…5' 

NEB, Fermentas 

Rsa I 5'...GT↓AC...3' 
3'...CA↑TG…5' 

NEB 

Sac I 5'...GAGCT↓C...3' 
3'...C↑TCGAG…5' 

NEB 

SnaB I 
(Eco105 I) 

5'...TAC↓GTA...3' 
3'...ATG↑CAT…5' 

NEB, Fermentas 

Stu I 
(Eco147 I) 

5'...AGG↓CCT...3' 
3'...TCC↑GGA…5' 

NEB, Fermentas 

Tat I 5'...W↓GTACW...3' 
3'...WCATG↑W…5' 

Fermentas 

Xba I 5'...T↓CTAGA...3' 
3'...AGATC↑T…5' 

NEB, Fermentas 

Xho I 5'...C↓TCGAG...3' 
3'...GAGCT↑C…5' 

NEB, Fermentas 

W= A oder T, N= A,T,C oder G. 

 

2.1.7.2 DNA/RNA/Protein modifizierende Enzyme 

Tabelle 2.18: Übersicht über weitere nukleinsäure- oder proteinmodifizierende 
Enzyme mit Konzentrations- und Herstellerangaben. 

Bezeichnung Hersteller Bemerkungen 

Taq DNA Polymerase Promega, 
Peqlab 

5'→3' Polymeraseaktivität in Mg2+ haltiger 
Lösung, 3'-Tailing mit Einzelnukleotiden, 5 U/µl 

Pfu DNA Polymerase Promega 
 

5'→3' Polymeraseaktivität, 3'→5' Exonuklease-
aktivität (proofreading), 2-3 U/µl 

AMV-Reverse 
Transkriptase 

Promega 
 

cDNA-Synthese, 10 U/µl 
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Tabelle 2.18 (Fortsetzung) 

SuperScript II RNase 
H– RT 

Invitrogen 
 

cDNA-Synthese, RNase H – Mutante (verringerte 
RNA-Degradierung), 200U/µl 

RQ1 RNase-Free 
DNase 

Promega 
 

Deoxyribonuklease I, Degradierung von Einzel- 
und Doppelstrang-DNA, 1 U/µl 

Proteinase-K Roth 
 

Serin-Protease, Spaltung von Proteinen, 
Inaktivierung von Nukleasen, 20 mg/ml 

Alkalische 
Phosphatase (CIAP) 

Boehringer aus Kälberdarm, Dephosphorylierungsre-
aktionen,1 U/µl  

 

2.1.8 Medien und Medienzusätze 

2.1.8.1 Medienbestandteile 

Tabelle 2.19: Übersicht über Medienzusätze mit Herstellerangabe. 

Bezeichnung Hersteller 

Select Yeast Extract Gibco BRL 

Select Agar Gibco BRL 

Select Peptone 140 Gibco BRL 

Murashige & Skoog-Medium Duchefa 

Plant-Agar Duchefa 

X-Gal BSA 

IPTG BSA 

Ampicillin Serva 

Kanamycin Serva 

Rifampicin Serva 

Streptomycin Serva 

Claforan Duchefa 

IAA (Auxin) Duchefa 

BA (Cytokinin) Duchefa 
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2.1.8.2 Medienzusammensetzung 

Luria-Bertoni Medium (LB-Medium),  

nach Sambrook & Russel (2001) 

 

o 15 g Agar 

o 10 g  Select Peptone 

o 5 g  Yeast Extract 

o 10 g NaCl 

H2Odest ad 1000 ml (pH 7,5), autoklavieren. 

 

LB-AIX-Medium 

 

o 1000 ml  LB-Medium (~50°C) 

o 150 mg  Ampicillin/1 ml H2O 

o 40 mg  X-Gal/1 ml DMF 

o 46 mg  IPTG/1 ml H2Obidest 

 

LB-AP-Medium 

 

o 1000 ml  LB-Medium (~50°C) 

o 150 mg  Ampicillin/1 ml H2Obidest 

 

LB-Kn-Medium 

 

o 1000 ml  LB-Medium (~50°C) 

o 50 mg  Kanamycin/1 ml H2Obidest  

 

LB-CIX-Medium 

 

o 1000 ml LB-Medium (~50°C) 

o 25 mg Chloramphenicol/1 ml EtOH 

o 40 mg  X-Gal/1 ml DMF 

o 47 mg  IPTG/1 ml H2Obidest  
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LB-Kn-Rif-Medium 

 

o 1000 ml LB-Medium (~50°C) 

o 50 mg Kanamycin/1 ml H2Obidest  

o 100 mg Rifampicin/1 ml Methanol 

 

LB-Str-Medium 

 

o 1000 ml LB-Medium (~50°C) 

o 25 mg  Streptomycin/1 ml H2Obidest  

 

SOB-Medium 

 

o 10 g  Bacto Peptone 140 

o 5 g  Yeast Extract 

o 584 mg   NaCl  

o 186 mg   KCl 

H2Odest ad 1000 ml (pH 6,0-7,0), autoklavieren. 

 

SOC-Medium 

 

o 1 ml  2 M Glucose 

o 1 ml 2 M MgCl2 

SOB-Medium ad 100 ml. 

 

MS-Medium 

 

o 4,705 g  Murashige & Skoog Medium 

o 20 g Saccharose 

o 8 g  Plant-Agar 

H2Odest ad 1000 ml (pH 5,7-5,9, KOH), autoklavieren. 

 

MS0-Medium 

 

o 4,705 g  Murashige & Skoog Medium 

o 20 g Saccharose 

H2Odest ad 1000 ml (pH 5,7-5,9, KOH), autoklavieren. 
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T0-Medium 

 

o 4,705 g  Murashige & Skoog Medium 

o 20 g Saccharose 

o 6 g  Plant-Agar 

o 250 mg Claforan 

o 50 mg Kanamycin 

H2Odest ad 1000 ml (pH 5,7-5,9, KOH), autoklavieren. 

 

T1-Medium 

 

o 1 mg  BAP  (20 µl Stammlsg.) 

o 0,1 mg NAA (20 µl Stammlsg.) 

o 500 mg Claforan 

o 50 mg Kanamycin 

MS-Medium ad 1000 ml, BAP und NAA mit MS-Medium autoklavieren, Zugabe der 

Antibiotika bei ~50°C. 

 

BAP-Stammlösung 

 

o 1 mg BAP in 20 µl 1 N NaOH (v/v) 

Lagerung bei 4°C für 2 Monate möglich. 

 

NAA-Stammlösung 

 

o 1 mg NAA in 200 µl 1 N NaOH (v/v) 

Lagerung bei 4°C für 2 Monate möglich. 

 

MS-Medium zur Samenselektion 

 

o 400 mg Kanamycin/1 ml H2Obidest 

in 1000 ml MS-Medium (~50°C). 
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2.1.9 Antiseren 

Tabelle 2.20: Übersicht über eingesetzte Antiseren mit Herstellerangabe. 

Bezeichnung Hersteller Bemerkungen 

BMYV-IgG / 
BMYV-IgG-AP 

LOEWE Biochemica  
 

polyklonale Antiseren ex 
rabbit, DAS-ELISA Set 

PVY-IgG-AP LOEWE Biochemica  
 

polyklonale Antiseren ex 
rabbit 

BYV-IgG-AP LOEWE Biochemica  
 

polyklonale Antiseren ex 
rabbit 

PEMV-IgG-AP DSMZ Braunschweig 
 

polyklonale Antiseren ex 
rabbit 

MAFF24 
 

Smith et al. (1996), zur Verfügung 
gestellt von Mark Stevens 

monoklonales Antiserum ex 
rat 

Goat-Anti-Rat-
IgG-AP 

Sigma-Aldrich Anti-Rat-IgG AP-konjugierter 
Antikörper ex goat 

MAb5G4 (BLRV) DSMZ Braunschweig, 
Katul (1992) 

monoklonales Antiserum ex 
mouse 

RAM-AP DSMZ Braunschweig polyklonales Antiserum 
rabbit anti-mouse 

AP= konjugiert mit Alkalischer Phosphatase 

 

2.1.10 Geräte 

Tabelle 2.21: Übersicht über verwendete Geräte mit Herstellerangabe und Modell-
bezeichnung. 

Gerät Hersteller Bemerkung 

Autoklav Wolff Sanoclav Tischautoklav 
Bidestilationsanlage GFL Bi-Dest 2104 
Binokular Leica  
Blottingkammer Hoefer Vertikal-Elektroblot 
Digitalkameras Intas Geldokumentation 
 Canon Ixus V2 
Einwegspritzen Braun 2 ml 
Elektrophoresekammern Polymehr  
 Hoefer Mighty Small II 
Elektroporator Bio-Rad Electroporator II 
ELISA-Photometer Bio-Rad Microplate Reader 550 
Feinwaage Sartorius Analytic 200 S 
Hybridisierungsinkubator Biometra  
Inkubationsschrank Heraeus  
Konfokales Laser 
Scanning Mikroskop 

Leica CLSM, TCS SP2 

Kühlzentrifugen Sigma  
 

4 K15, Festwinkelrotor 12130H, 
Ausschwingrotor 11140 

 Sorvall RC-5B Plus, Festwinkelrotoren 
SS-34 und SLA-1500 

Magnetrührer IKA RH Basic 
Mikroplate-Washer Bio Tek Instruments ELx50 Auto Strip Washer 
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Fortsetzung Tabelle 2.21 

PCR Arbeitsstation QBiogene Template Tamer 
Pflanzenpresse Pollähne GmbH MEKU Pflanzenpresse 
pH-Meter WTW pH 523 
Pipetten Gilson Pipetman P10, P20, P200, 

P1000 
Schüttler Braun Biotech Certomat R+H 
Spannungsquellen LKB Bromma 2197 Power Supply 
 Consort E143 und E443 
Sterilwerkbank Heraeus Lamina Air HA 2448  GS 
Thermoblock Eppendorf Thermostat 5320 
Thermocycler Biometra T3 und TGradient 
 MJ Research PTC 200 
Tischzentrifuge Eppendorf MiniSpin 
 Heraeus Biofuge 13 
UV-Tische Intas MW 312 
 Spectroline TVL 312 A 
Vakuumkonzentrator Heto Hetovac VR1 CT60e 
Videoprinter Mitsubishi P91D und Video Copy Processor
Vortexer IKA MS 1 Minishaker 
Waage Sartorius LC 420 
Wasserbäder Haake SF3 und BN2 
Wipptisch GFL 3013 

 

2.1.11 Sonstige Materialien 

Tabelle 2.22: Übersicht über weitere Materialien die für Versuchsdurchführungen 
verwendet wurden.  

Material Hersteller Bemerkung 

ELISA-Mikrotiterplatte Greiner Bio-One #655061, Polystyrol, Microlon 600 
(erhöhte Proteinbindungskapazität) 

Nitrozellulosemembran Schleicher & Schuell Porengröße 0,45 µm 
Nylonmembran Qiagen Qiabran 
 

2.1.12 Software 

Tabelle 2.23: Übersicht über eingesetzte Software mit Hersteller- und 
Versionsangabe. 

Software Hersteller Version 

Vector NTI Informax Inc. Demoversion 7 
BioEdit Hall, T.A.  (1999) 5.0.6 
ClustalX Higgins, D.G. & Sharp, P.M. 1.8 
SPSS SPSS Inc. 11.0 
SigmaPlot SPSS Inc. 8.0 
ELISA Microplate Manager BioRad  
Gel Dokumentation Intas GDS Intas 2002 
Leica Confocal Software TCS SP2 Leica 2.1.11 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Anzucht der Versuchspflanzen 

Von allen unter 2.1.4 angegebenen Versuchspflanzen wird Samen auf feuchtem 

Torfkultursubstrat (TKS) in 10er Töpfen ausgesät und mit Petrischalen abgedeckt, um 

die Verdunstung zu verringern. Die Anzucht im Gewächshaus erfolgt bei 24°C 

(Lüftungstemperatur) und unter Zusatzbeleuchtung. Die verwendeten 

Gewächshauskabinen verfügen nicht über eine Kühlung, sodass vor allem in den 

Sommermonaten  Temperaturen über 24°C erreicht werden. Die Sämlinge werden in 

Schalen pikiert und ab dem 4-Blattstadium in TKS getopft.  

2.2.2 Inokulation von Pflanzen mit Viren 

Die Übertragung von Viren auf verschiedene Testpflanzen erfolgt mittels Blattläusen 

(Myzus persicae) oder mechanischer Inokulation. Die Inokulation von Pflanzen mittels 

Agroinfektion ist unter 2.2.19 beschrieben. 

2.2.2.1 Mechanische Virusübertragung 

Für die mechanische Inokulation wird von einer virusinfizierten Pflanze Blattmaterial in 

einem Verhältnis von 1:5 in 0,03 M HEPES-Puffer (pH 7,0) gemörsert. Einige Blätter 

der zu inokulierenden Pflanzen werden mit dem Abrassiv Celite bestäubt und 

anschließend mit dem Pflanzenpresssaft der virusinfizierten Ausgangspflanze 

bestrichen. Durch das Verteilen des Pflanzenpresssaftes mit dem Daumen und der 

Kombination mit Celite werden der Blattoberfläche Verletzungen zugefügt, durch die 

Viren in die Pflanze gelangen und zu einer Infektion führen.  

2.2.2.2 Vektorielle Virusübertragung  

Die vektorielle Virusübertragung mittels Myzus persicae wird verwendet um die 

Blattlausübertragbarkeit der infektiösen Klone zu testen und wenn eine mechanische 

Übertragung nicht erfolgreich war. So lässt sich BYV nur in geringem Umfang von einer 

BYV infizierten B. vulgaris Erhaltungspflanze auf N. benthamiana mechanisch 

übertragen. Andererseits lässt sich BYV von N. benthamiana auf N. benthamiana ohne 

Probleme mechanisch übertragen.  

Für die Virusübertragung mittels Myzus persicae werden 5-10 virusfreie Blättläuse für 

24 Std. auf die jüngsten Blätter einer virusinfizierten B. vulgaris bzw. auf die 

Blattunterseite der untersten Stammblätter bei N. benthamiana gesetzt. An den N. 

benthamiana Blättern, die im unteren Stammbreich knapp über dem Substrat wachsen, 

ist eine Blattlausbesiedlung am erfolgreichsten. Die Blattläuse werden auf die 
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beschriebenen Blattbereiche von virusfreien B. vulgaris oder N. benthamiana gesetzt. 

Nach 48-72 Std. werden die Blattläuse durch Insektizidbehandlung abgetötet. Alle 

Blattlausübertragungen finden in insektendichten Käfigen statt. Die virusfreien Myzus 

persicae werden bei kontrollierter Temperatur und Luftfeuchte auf  Paprikapflanzen 

(Capsicum anuum L.) gehalten.  

2.2.3 Serologische Nachweisverfahren 

2.2.3.1 DAS-ELISA 

Der Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) wird als serologisches Nachweis-

verfahren für Pflanzenviren verwendet (Clark & Adams, 1977). Der Double-antibody-

sandwich-ELISA (DAS-ELISA) ist eine Variante dieses Nachweisverfahrens, durch das 

aufgrund von spezifischen Antigen-Antikörper-Reaktionen auf das Vorkommen und die 

Konzentration von Antigenen durch einen Farbnachweis geschlossen werden kann. 

Die DAS-ELISA Testungen werden mit kommerziell erhältlichen Anitseren-Sets der 

Firma LOEWE Biochemica und der DSMZ (Braunschweig) durchgeführt (siehe 2.1.9). 

Die Sets enthalten polyklonales Anti-Virus-Immunoglobulin G (Anti-Virus-IgG), wobei 

ein Anti-Virus-IgG mit Alkalischer Phosphatase konjugiert ist (Anti-Virus-IgG-AP). In 

DAS-ELISA Untersuchungen wird der Virustiter im Blattstielgewebe und Proben der 

Blattlamina, die von Blattadern der ersten und zweiten Ordnung (Abbildung 2.1) mittels 

eines Skalpells befreit wird, untersucht.  

Der DAS-ELISA wird in Polystyrol-Mikrotiterplatten mit hoher Proteinbindungskapazität 

durchgeführt. Dafür wird das Anti-Virus-IgG nach den Herstellerangaben im 

Beschichtungspuffer verdünnt und 200 µl der Antikörperlösung in jede vorgesehene 

Probenvertiefung der Mikrotiterplatte überführt. Die beschichtete Platte wird für 4 Std. 

bei 37°C inkubiert. Während dieser Zeit lagern sich die Anti-Virus-IgG an der 

Oberfläche der Polystyrol-Mikrotiterplatte an. Nach erfolgter Inkubation werden 

ungebundene Anti-Virus-IgG durch fünfmaliges Waschen mit PBS-T für je 3 Min. im 

Mikroplate-Washer entfernt. Das zu untersuchende Blattmaterial wird in einer Meku-

Pflanzenpresse zerkleinert und der Presssaft nach Zugabe von PBS-TPO (1:3, w/v) in 

einem Eppendorfgefäß aufgefangen. Um den Presssaft von groben 

Pflanzenbestandteilen zu befreien wird er für 60 Sek. bei 13.000 UpM (Eppendorf, 

MiniSpin) zentrifugiert. Vom verbleibenden Überstand werden 200 µl in jede 

Probenvertiefung überführt. Die befüllte Mikrotiterplatte wird über Nacht bei 4°C zur 

Anlagerung der Antigene (Viren) an die gebundenen Anti-Virus-IgG inkubiert. Die freien 

Anlagerungsstellen in den Probenvertiefungen werden durch das im Probenpuffer 

enthaltene Tween, Polyvinylpyrrolidon und Ovalbumin abgesättigt. Nach einem 
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fünfmaligen Waschen für je 3 Min. werden jeweils 200 µl des 1:200 in PBS-TPO 

verdünnten, mit Alkalischer Phosphatase konjugierten Anti-Virus-IgG-AP in jede 

Probenvertiefung pipettiert. Nach einer Inkubation von 4 Std. bei 37°C werden 

ungebundene Antikörper durch erneute Waschschritte entfernt. Nach Zugabe von 200 

µl Substratlösung pro Probenvertiefung wird die Mikrotiterplatte bei Raumtemperatur 

inkubiert. Als Substrat dient das farblose p-Nitrophenylphosphat, von welchem in einer 

durch Alkalische Phosphatase katalysierten enzymatischen Reaktion Phosphorsäure 

abspalten wird. Als Reaktionsprodukt entstehen p-Nitrophenolat-Anionen, die sich 

aufgrund ihrer charakteristischen gelbe Farbe im alkalischen Milieu photometrisch gut 

quantifizieren lassen. Die Intensität der Gelbfärbung ist dabei indirekt proportional zu 

der Menge an Antigenen (Virus), die im Presssaft enthalten waren. Bei hohem 

Antigengehalt kann mehr Anti-Virus-IgG-AP gebunden und damit auch vermehrt 

Substrat umgesetzt werden. Die Intensität der Verfärbung in jeder Probenvertiefung 

wird als Extinktion (Absorbance) in einem ELISA-Photometer bei 415 nm gemessen 

und dient nach Abzug von gemittelten Extinktionswerten von nicht virusinfizierten 

Kontrollpflanzen als Maß für den Virustiter im untersuchten Pflanzenpresssaft. Die 

Messung der Extinktion erfolgt 1, 2 und 3 Std. nach Zugabe der Substratlösung. 

Pflanzen werden als virusinfiziert eingestuft, wenn die verwendeten Presssäfte 

mindestens eine doppelte bis dreifach höhere Extinktion aufweisen als Presssaft einer 

nicht virusinfizierten Kontrollpflanze. Nachfolgend ist die Zusammensetzung der 

verwendeten Puffer und Lösungen angegeben.  

 
Abbildung 2.1: (A) Klassifizierung der Blattadern in N. benthamiana  nach 
Roberts  et al. (1997) mit der Blattmittelrippe (I) als Blattader erster Ordnung. (B) 
Ausschnittsvergrößerung aus (A) mit Blattadern II. Ordnung; davon abgehend 
sind Blattadern III., IV. und V. Ordnung dargestellt. 

A B 

I 

II 

II 

II 



                                                                                                      Material und Methoden 

 

 53

Beschichtungspuffer 

o 1,59 g Na2CO3 

o 2,93 g NaHCO3 

H2Odest ad 1000 ml, pH 9,6, autoklavieren.

PBS (phosphate buffered saline) 

o 8,0 g NaCl 

o 0,2 g KH2PO4 

o 0,2 g KCl 

o 1,44 g Na2HPO4 x 2H2O 

H2Odest ad 1000 ml, pH 7,4, 

autoklavieren. 

 

PBS-T (Waschpuffer) 

o 0,05 % Tween 20 

in PBS, pH 7,4. 

 

PBS-TPO 

o 0,2 % Ovalbumin 

o 2 % Polyvinylpyrrolidon 

in PBS-T, pH 7,4. 

 

Substratlösung 

o 1 mg p-Nitrophenylphosphat / ml 

  10 % Diethanolamin  

  (pH 9,8) 

 

 

2.2.3.2 Tissue-Print-Immuno-Assay (TPIA) 

Der Virusnachweis durch Tissue print immuno assay (TPIA) ermöglicht die 

Lokalisierung von Viren in verschiedenen Pflanzengeweben. Im Gegensatz zum 

ELISA-Verfahren ist der TPIA sensitiver, da bereits eine einzige infizierte Zelle 

nachgewiesen werden kann und keine weitere Verdünnung mit Pflanzenpresssaft und 

Probenpuffer vorgenommen wird. Zusätzlich ermöglicht der TPIA die Auswertung einer 

großen Anzahl von Proben innerhalb kurzer Zeit. Eine Abschätzung der 

Viruskonzentration ist mit spezieller Bildbearbeitungssoftware möglich, im Vergleich zu 

dem normalen ELISA-Verfahren allerdings nur sehr eingeschränkt durchführbar. Für 

die Durchführung des TPIA werden die monoklonalen Antikörper MAb5G4 ex mouse 

(Katul, 1992) und MAFF24 ex rat (Smith et al., 1996) für den Nachweis einer BChV- 

oder BMYV-Infektion verwendet. Der Mab5G4-Antikörper, ursprünglich für die 

Detektion des Luteovirus Bean leafroll virus hergestellt, zeigt mit einer Reihe von 

Luteoviren Kreuzreaktionen, was vermutlich in identischen Epitopen im Hüllprotein 

dieser Viren begründet liegt (Katul, 1992). Ein Nachweis von gebundenem Mab5G4 im 

TPIA erfolgt durch einen polyklonalen mit Alkalischer Phosphatase (AP) konjugierten 

rabbit-anti-mouse Antikörper (RAM-AP, DSMZ, Braunschweig). Durch den MAFF24-

Antikörper können BMYV, BChV und BWYV nachgewiesen werden. Der Nachweis von 
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gebundenem MAFF24 erfolgt durch den mit Alkalischer Phosphatase konjugierten 

goat-anti-rat Antikörper (Sigma). Für den Nachweis von BYV-, PEMV-1/-2- oder PVY-

Infektionen durch TPIA wurden polyklonale Anti-Virus-IgG-AP verwendet. 

Die Durchführung des TPIA erfolgt weitgehend wie bei Lin et al. (1990) beschrieben. 

Von den zu untersuchenden Pflanzen werden Blattstiel- oder Stammproben mit einer 

Rasierklinge entnommen. Die Schnittfläche (Querschnitt) soll dabei gerade sein, um 

eine möglichst vollständige Abbildung der Probe zu gewährleisten. Tritt aus den 

Schnittflächen verstärkt Pflanzenpresssaft aus, kann dieser mit einem saugfähigen 

Tuch abgenommen werden, bevor die Schnittfläche kurz und mit leichtem Druck auf 

eine Nitrozellulosemembran gepresst wird. Die Membran wird für 1 Std. bei 

Raumtemperatur zur Blockierung in 0,2% BSA auf einer Laborwippe inkubiert. Nach 

einem fünfminütigen Waschschritt mit PBS-T wird die Membran für 1 Std. bei 

Raumtemperatur auf der Laborwippe in der Antikörperlösung inkubiert. In dieser 

Lösung sind die Antikörper 1:200 (MAb5G4, MAFF24) bzw. 1:400 (Anti-Virus-IgG-AP) 

in PBS-TPO verdünnt. An die Antigene (Viren), die aufgrund der 

Proteinbindungskapazität der Membran an diese beim Aufdrücken der Schnittfläche 

gebunden werden, lagern sich nun die spezifischen Antikörper an. Nach einem 

Waschschritt wird die Membran für 1 Std. bei Raumtemperatur in einer zweiten 

Antikörperlösung auf der Laborwippe inkubiert. Die Behandlung mit einem zweiten 

Antikörper wird nur nach Verwendung des Mab5G4 oder MAFF24 durchgeführt, da alle 

anderen verwendeten Antiseren bereits mit Alkalischer Phosphatase konjugiert sind. 

Für die Herstellung der zweiten Antikörperlösung werden die mit Alkalischer 

Phosphatase konjugierten Antikörper (RAM-AP oder goat-anti-rat-AP) 1:1000 in PBS-

TPO verdünnt. Nach der Inkubation werden nicht gebundene Antikörper durch 

dreimaliges Waschen mit PBS-T entfernt. Als Substrat dient eine Fast Red TR/Napthol 

AS-MX Lösung, welche nach einer durch Alkalische Phosphatase katalysierten 

Hydrolyse von Phosphorsäure-Estern eine dunkelviolette Färbung zeigt. Die 

Substratumsetzung findet dabei an den Orten der Antigen (Virus)-Antikörper 

Bindungen auf der Membran statt. Durch das Aufdrücken der Pflanzenprobe auf die 

Membran bleiben die Strukturen der Probe erhalten und eine indirekte Lokalisierung 

von Antigenen durch dunkelviolett verfärbte Bereiche im pflanzlichen Gewebe wird 

möglich. Nachfolgend sind die Zusammensetzungen der Puffer und Lösungen für den 

TPIA angegeben (PBS, PBS-T und PBS-TPO siehe 2.2.3.1). 

 

 

 



                                                                                                      Material und Methoden 

 

 55

Fast Red Puffer 

o 0,2 M Tris-base, pH 8,0 

o 2 mM MgCl2 

in H2Odest. 

0,2% BSA (Bovine serum albumin) 

o 20 mg Ovalbumin, Bovin  

  Serum Albumin 

in 10 ml PBS (siehe 2.2.3.1) lösen. 

 

Fast Red-Napthol Substratlösung 

o 3 mg Naphtol AS-MX Phosphat 

  Disodium Salz in 7,5 ml 

  H2Odest lösen 

o 45 mg Fast Red TR Salz in 7,5 

  ml Fast Red Puffer lösen 

Naphtol- und Fast Red- Lösungen frisch 

ansetzen und kurz vor dem Gebrauch 

mischen. 

 

 

2.2.3.3 Nachweis von BMYV-Hüllprotein durch Western-Blot Analyse  

Für den Nachweis viraler Proteine aus Pflanzen und die Bestimmung des 

Molekulargewichts anhand von Markerproteinen wird eine Gesamt-Protein Extraktion 

aus Pflanzen nach Berger et al. (1989) und eine Auftrennung der Protein-Extrakte 

durch Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese nach Schägger und Jagow (1987) 

durchgeführt. Die in der analytischen SDS-Page aufgetrennten Proteine werden in 

einem Western-Blot durch Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran überführt 

und dort durch Adsorption immobilisiert (Towbin et al., 1979). Der Nachweis der an die 

Nitrozellulosemembran gebundenen Proteine erfolgt über spezifische Antikörper und 

eine durch Alkalische Phosphatase katalysierte Färbung mit Fast-Red/Naphtol-AS-MX.   

2.2.3.4 Gesamtprotein-Extraktion aus Pflanzen 

Die Gesamtprotein-Extraktion aus Pflanzen wird nach einer modifizierten Methode 

nach Berger et al. (1989) durchgeführt. Hierzu werden 300 mg Pflanzenmaterial 

(Blattstiele) in 750 µl erhitztem Berger-Puffer (95°C) gemörsert und der Presssaft 

anschließend in ein Eppendorfgefäß überführt. Nach 10-minütiger Inkubation der Probe 

bei 95°C folgt eine Zentrifugation für 15 Min. bei 13000 UpM (Eppendorf, MiniSpin). 10 

µl des Überstandes werden mit 10 µl 2x Probenpuffer durch eine Tricin-SDS-

Polyacrylamid Gelelektrophorese aufgetrennt.   
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Berger-Puffer 

o 750 mM       Tris-base (pH 8,8) 

o 4 % (w/v)     SDS 

o 4 % (w/v)     2-Mercaptoethanol 

o 40 % (w/v)   Saccharose 

   

 

2x Probenpuffer 

o 100 mM       Tris-HCl (pH 6,5) 

o 4 %             SDS 

o 20 %           Glycerin 

o 200 mM       DTT 

o 0,2 %           Bromphenolblau 

 

2.2.3.5 Tricin-SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese 

Die Auftrennung des Gesamtprotein-Extraktes erfolgt durch die Tricin-SDS-

Polyacrylamid Gelelektrophorese nach Schägger und Jagow (1987). Diese Methode 

ermöglicht eine gleichmäßige Auftrennung von Proteinproben (1-100 kDa) mit hoher 

Bandenschärfe in einem 15%igen Trenngel. Hierbei werden Proteine unter 

denaturierenden Bedingungen unabhängig von ihrer Ladung auf Basis ihrer 

Molekülgröße aufgetrennt. Durch parallel aufgetragene Markerproteine können die 

Molekulargewichte der Proteine annähernd bestimmt werden. Die Auftrennung erfolgt 

in einer Vertikal-Gelelektrophorese-Apparatur (Hoefer Mighty Small II).  

Nach der Polymerisation des Trenngels kann dieses in die Elektrophorese-Apparatur 

eingesetzt werden, welche anschließend mit Kathoden- und Anodenpuffer befüllt wird. 

Die mit Probenpuffer (siehe 2.2.3.4) versetzten Proteinproben werden in die mit 

Kathodenpuffer beschichteten Slots überführt. Das Laufverhalten der Proteinproben ist 

deutlich verbessert, wenn alle Gelslots mit gleichem Volumen befüllt werden. Für die 

Bestimmung des Molekulargewichts der Proteinproben wird ein prestained-

Proteinmarker (Biorad 161-0374, siehe Anhang) parallel aufgetragen. Dieser Marker 

wird bei dem nachfolgenden Western-Blot auf die Nitrozellulosemembran übertragen 

und ermöglicht die Bestimmung des Molekulargewichts ohne Färbung des Protein-

Gels. Zusätzlich erlaubt der Proteinmarker die Verfolgung des Laufverhaltens der 

Proben während der Elektrophorese und zeigt im nachfolgenden Western-Blot die 

Effizienz des Transfers an. Nach Anschluss der Wasserkühlung an die Elektrophorese-

Apparatur wird eine Spannung von 80 V/260 mA angelegt. Nach Erreichen der 

gewünschten Auftrennungsweite wird das Gel entnommen und für den Elektrotransfer 

in die Western-Blot Apparatur überführt. 
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Tricin-SDS-PAA Trenngel (15%) 

o 30  ml       Acrylamid (37,5:1, 30%) 

o 20  ml       Tricin-Gelpuffer 

o 6,9 ml       Glycerin (99,5%) 

o 2,77 ml     H2Obidest 

o 300 µl       Ammoniumpersulfat (10%) 

o 30 µl         TEMED 

In angegebener Reihenfolge unter leichtem 

Rühren zugeben. Die Polymerisation erfolgt 

nach Zugabe von TEMED.  

Tricin-Gelpuffer 

o 3 M      Tris-base 

o 0,3%    SDS 

 

in H2Odest, pH 8,45 (HCl).  

 

Kathodenpuffer 

o 0,1 M        Tris-base 

o 0,1 M        Tricin 

o 0,1%         SDS 

in H2Odest, pH 8,25. 

 

Anodenpuffer 

o 0,2 M        Tris-base 

in H2Odest, pH 8,9 (HCl). 

 

2.2.3.6 Western-Blot von Proteingelen 

Die aufgetrennten Proteinproben werden in einem Western-Blot Verfahren nach 

Towbin et al. (1979) auf eine Nitrozellulosemembran übertragen. Der Elektrotransfer 

erfolgt in einer Vertikal-Elektroblotkammer (Hoefer Scientific Instruments) für 14 

Stunden bei einer angelegten Spannung von 40 V/160 mA.  

Hierzu wird das Polyacrylamidgel auf eine Nitrozellulosemembran gleicher Größe 

platziert und beides zwischen zwei mit Blotting-Puffer angefeuchtete Filterpapiere 

gelegt. Das Einschieben des Blots in die Kammer erfolgt so, dass ein Proteintransfer 

vom Polyacrylamidgel auf die Nitrozellulosemembran in Richtung der Anode (+) 

stattfinden kann (Kathode(-)-SDS-Polyacrylamidgel-Nitrozellulosemembran-Anode (+)). 

Die an eine Wasserkühlung angeschlossene Kammer ist vollständig mit Blotting-Puffer 

gefüllt, der durch einen Magnetrührstab für die Dauer des Transfers in Bewegung 

bleibt.   

Der Nachweis der an die Nitrozellulosemembran gebundenen viralen Proteine  erfolgt  

modifiziert, wie in Kapitel 2.2.3.2 (TPIA) beschrieben, durch Inkubation mit in TTBS 

verdünnten Mab5G4- bzw. RAM-AP Antikörperlösungen. Das Blockieren von 

unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran erfolgt durch eine Inkubation der 

Membran in TBS mit 2% Tween für 2 Min.. Alle für einen TPIA beschriebenen 

Waschvorgänge werden hier mit TTBS durchgeführt. Der Nachweis der gebundenen 
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Antikörper erfolgt durch Inkubation der Membran in Fast-Red/Naphtol-AS Lösung für 

10-15 Min.. 

2.2.3.7 ISEM 

Die Darstellung von Viruspartikeln durch elektronenoptische Verfahren ermöglicht die 

Detektion von Viren in Pflanzen und die Charakterisierung der Partikelmorphologie. In 

einer Variante der Elektronenmikroskopie (EM), der immunosorbent electron 

microscopy (ISEM) werden die Viruspartikel an, mit Anti-Virus-IgG beschichtete, EM-

Netze (grids) gebunden. Eine Vereinfachung des Nachweises wird dadurch erreicht, 

dass bereits an das Grid gebundene Viruspartikel mit einem Anti-Virus-IgG inkubiert 

werden. Bei dieser als Dekoration bezeichneten Methode werden die Viruspartikel von 

einer Hülle aus IgG umgeben, die durch die negative Kontrastierung im EM deutlich zu 

erkennen ist.  

Die elektronenoptische Darstellung von Viren wurde durch Herrn Dr. Lesemann und 

seine Mitarbeiter an der Biologischen Bundesanstalt in Braunschweig durchgeführt. 

Hierbei wurden Viruspartikel sowohl mit, als auch ohne Dekoration dargestellt. Für den 

Nachweis mittels ISEM werden mit Pioloform beschichtete und mit Kohle bedampfte 

Nickelgrids auf einer Antikörperlösung für 5 Min. inkubiert. Der verwendete Antikörper 

ist spezifisch für BWYV, eignet sich aber aufgrund von gemeinsamen Epitopen im 

Hüllprotein auch für den BMYV-Nachweis. Das so behandelte Grid wird mit einigen 

Tropfen bidestilliertem Wasser von nicht gebundenen Antikörpern gereinigt und am 

Grid haftendes Wasser vom Rand her mit einem Filterpapier abgesaugt. Zur 

Anlagerung der Viruspartikel wird das Grid auf einem Tropfen Pflanzenpresssaft bei 

Raumtemperatur in einer Feuchtekammer über Nacht inkubiert. Für die Herstellung 

des Presssaftes wird virusinfiziertes Pflanzenmaterial in Phosphatpuffer homogenisiert, 

etwas Presssaft mit einer Pasteurpipette aufgenommen und ein Tropfen auf einen 

Objektträger gegeben. Nach der Inkubation wird das Grid mit bidestilliertem Wasser 

gewaschen und die restliche Flüssigkeit mit einem Filterpapier vom Rand her 

abgesaugt. Für eine Dekoration der Viruspartikel werden die Grids auf Anti-BWYV-IgG- 

Lösung für 15 Min. inkubiert und nicht gebundene Antikörper anschließend mit 

bidestilliertem Wasser entfernt. Die dekorierten und nicht dekorierten Grids werden zur 

Kontrastierung mit 1% Uranylacetatlösung behandelt. Die hergestellten Präparate 

werden im EM untersucht und ausgewertet (Vergrößerung x37000). Die Anzahl der 

Viruspartikel pro Beobachtungsfeld wird nach folgendem Schlüssel angegeben:  

+++ : 100 - 1000 Partikel pro Beobachtungsfeld 

++   : 10 - 100 Partikel pro Beobachtungsfeld 

+     : 1 - 10 Partikel pro Beobachtungsfeld 
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0,1 M Natrium-Phosphatpuffer (pH 7,0) 

o 38,8 ml KH2PO4   (500 mM) 

o 61,2 ml Na2HPO4 (500 mM) 

H2Obidest ad 500 ml. 

1% Uranylacetat 

o 1% Uranylacetat in H2Odest 

 

2.2.4 Phenol/Chloroform-Reinigung 

Die Entfernung von kontaminierenden Proteinen bei der Aufreinigung von 

Nukleinsäuren wird mit einer Phenol/Chloroform Reinigung erreicht. Hierbei wird das 

gleiche Volumen TE-Puffer gesättigten Phenols auf den Reaktionsansatz gegeben und 

gut vermischt. Nach einer Zentrifugation von 5 Min. bei 13000 UpM (Heraeus, Biofuge 

13) kann die obere wässrige Phase abgenommen und mit dem gleichen Volumen an 

Chloroform versetzt werden. Die Zugabe von Chloroform reinigt den Reaktionsansatz 

von in der wässrigen Phase verbliebenem Phenol. Das Gemisch wird gut geschüttelt 

und für 5 Min. bei 13000 UpM (Heraeus, Biofuge 13) zentrifugiert. In der wässrigen 

Phase befindet sich die gereinigte Nukleinsäure, die durch Ethanol (siehe 2.2.5) 

präzipitiert werden kann.  

2.2.5 Nukleinsäurefällung mit Ethanol 

Für die Präzipitation von Nukleinsäuren aus Lösungen wird eine 

Ethanol/Natriumacetat-Fällung durchgeführt. Hierzu wird der Reaktionsansatz mit dem 

0,1-fachen Volumen 3 M Natriumacetat (pH 5,5) und dem 2,5-fachen Volumen 

Ethanolabs (-20°C) versetzt und gut gemischt. Nach einer Zentrifugation bei 13000 UpM 

(Sigma 4K15, Rotor 12130H)  und 4°C wird der Überstand verworfen, das Pellet in 400 

µl 70%igem Ethanol gewaschen und erneut für 10 Min. unter gleichen Bedingungen 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, das Pellet im Vakuumkonzentrator 

getrocknet und anschließend in TE 10/0,1 aufgenommen.   

 

TE 10/0,1 

o 10 mM  Tris-base 

o 0,1 mM  EDTA 

in H2Odest , pH 8,0. 
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2.2.6 Isolierung von Nukleinsäure aus pflanzlichem Gewebe 

2.2.6.1 Gesamtnukleinsäure-Extraktion aus Pflanzen 

Für den Nachweis von Fremd-DNA in transgenen N. benthamiana mittels PCR wird die 

Gesamt-DNA Extraktion nach Edwards et al. (1991) durchgeführt. Bei dieser Methode, 

die sich sowohl für die DNA als auch für die RNA Extraktion eignet (Menzel & Maiß, 

2000), liegt nach ungefähr 30 Min. die Gesamtnukleinsäure für eine weitere 

Verwendung vor. Die Pflanzenproben werden mit dem Verschluss eines 1,5 ml 

Eppendorfgefäßes aus den Blättern der zu untersuchenden Pflanze ausgestanzt. Zwei 

solcher Blattscheiben werden im Eppendorfgefäß durch ein Mikropistill mit 400 µl 

Extraktionspuffer homogenisiert. Nach einer Zentrifugation von 1 Min. bei 13000 UpM 

(Eppendorf, MiniSpin) werden 300 µl des Überstandes in ein neues Eppendorfgefäß 

überführt und mit 300 µl Isopropanol (-20°C) versetzt, gut gemischt und anschließend 

für 2 Min. zur Ausfällung der Nukleinsäure bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 

Zentrifugation für 5 Min. bei 13000 UpM (Eppendorf, MiniSpin) wird der Überstand 

abgegossen und das Pellet im Vakuum getrocknet. Das Pellet wird in 100 µl TE 10/0,1 

aufgenommen. Die extrahierte Nukleinsäure kann sofort in der PCR eingesetzt oder 

bei –20°C gelagert werden. 

 

Extraktionspuffer 

o 200 mM  Tris Base 

o 250 mM  NaCl 

o   25 mM  EDTA 

o  0,5 %  SDS 

in H2Odest , pH 7,5. 

 

 

2.2.6.2 Gesamt-DNA Extraktion aus Pflanzen mit dem DNeasy® Plant Kit 

Für die Durchführung von Southern-Blot Hybridisierungen wird Gesamt-DNA aus 

transgenen N. benthamiana mit dem DNeasy® Plant Mini Kit (Qiagen) extrahiert. Mit 

diesem Extraktionsverfahren können aus 100 mg junger Tabakblattmasse (Nicotiana 

tabacum) durchschnittlich 20-25 µg Gesamt-DNA extrahiert werden. Nach Aufschluss 

der pflanzlichen Zellen und Reinigung von Zellbestandteilen wird die DNA an einer 

Silica-Gel ähnlichen Membran gebunden, von der sie nach einer Reinigung wieder 

eluiert werden kann. Verwendet werden die mit dem Extraktionskit gelieferten 

Lösungen. Alle Zentrifugationen werden mit der Eppendorf MiniSpin Tischzentrifuge 

durchgeführt. 
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Es werden 100 mg junges N. benthamiana Blattgewebe in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß 

überführt und in flüssigem Stickstoff für 20 Sek. gefroren. Mit einem zuvor in flüssigen 

Stickstoff getauchten Mikropistill wird die gefrorene Blattmasse zu einem feinen Pulver 

zerrieben. Bei diesem Vorgang darf das Pflanzenmaterial nicht auftauen. Das 

zerriebene Pflanzengewebe wird anschließend mit 400 µl AP1 Puffer und 4 µl RNase A 

Lösung (100 mg/ml) gut vermischt. Für die Zelllyse wird das Gemisch für 10 Min. bei 

65°C mit dreimaligem Invertieren in einem Wasserbad inkubiert, bevor 130 µl AP2 

Puffer zugegeben werden. Nach gutem Mischen folgt eine Inkubation für 5 Min. auf 

Eis. Durch die anschließende Zentrifugation bei 14000 UpM für 5 Min. werden die 

Zellbestandteile vom Überstand getrennt. Dieser wird in eine QIAshredder Mini Spin 

Säule, die sich in einem 2 ml Auffanggefäß befindet, dekantiert. Durch diese Säule 

werden die im Überstand verbliebenen Zellbestandteile durch eine Zentrifugation bei 

14000 UpM für 2 Min. vom Filtrat getrennt. Der Durchfluss wird in ein neues 

Eppendorfgefäß überführt und mit 1,5 Vol. AP3/E Puffer versetzt. Nach vorsichtigem 

Invertieren werden 650 µl des Gemisches auf eine DNeasy Mini Spin Säule in ein 2 ml 

Auffanggefäß überführt und für 1 Min. bei 8000 UpM zentrifugiert. Der Durchfluss wird 

verworfen und die Zentrifugation mit dem restlichen Volumen des mit dem AP3/E 

Puffer gemischten Filtrats wiederholt. Der Durchfluss wird verworfen und die DNeasy 

Mini Spin Säule in ein neues Auffanggefäß überführt. Nach Zugabe von 500 µl AW 

Puffer auf die Säule folgt eine Zentrifugation von 1 Min bei 8000 UpM. Dieser 

Durchfluss wird wiederum verworfen und die Mini Spin Säule erneut durch Zugabe von 

500 µl AW Puffer und einer Zentrifugation für 2 Min. bei 14000 UpM gewaschen. 

Anschließend wird die Säule in ein neues Eppendorfgefäß überführt und auf die 

Membran 50 µl AE Puffer pipettiert. Die Elution der an die Membran gebundenen DNA 

erfolgt durch eine Inkubation für 5 Min. bei Raumtemperatur (15-25°C) und eine 

nachfolgende Zentrifugation für 1 Min. bei 8000 UpM. Nach erneuter Zugabe von 50 µl 

AE Puffer auf die Membran mit anschließender Inkubation und Zentrifugation liegen 

~100 µl in AE Puffer gelöste Gesamt-DNA (20-25 µg) zur weiteren Verwendung vor. 

2.2.6.3 Gesamt-RNA Extraktion aus Pflanzen 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus Pflanzenproben wird nach einer veränderten 

Methode von Verwoerd et al. (1989) durchgeführt. Hierbei wird RNA in mehreren 

Schritten von kontaminierenden Proteinen und DNA gereinigt. Für die Extraktion 

werden 250 mg Blattmaterial in 300 µl 0,03 M HEPES-Puffer gemörsert und der 

Presssaft in ein Sicherheitsreaktionsgefäß mit einem auf 80°C erhitztem Gemisch aus 

300 µl Phenol und 300 µl RNA-Extraktionspuffer überführt. Anschließend wird der 

Presssaft im Eppendorfgefäß mit der Phenollösung gut gemischt und für 5 Min. bei 
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13000 UpM (Heraeus, Biofuge 13) zentrifugiert. Die obere wässrige Phase wird in ein 

neues Eppendorfgefäß pipettiert, mit dem gleichen Volumen Chloroform/ 

Isoamylalkohol (24:1) versetzt und gut gemischt. Nach einer erneuten Zentrifugation für 

5 Min. bei 13000 UpM (Heraeus, Biofuge 13) wird die obere wässrige Phase 

abgenommen, in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit dem gleichen Volumen 4 

M LiCl-Lösung versetzt. Nach leichtem Mischen werden die Nukleinsäuren bei 4°C 

über Nacht ausgefällt. Das Präzipitat wird für 20 Min. bei 13000 UpM (Sigma 4K15, 

Rotor 12130H) und 4°C abzentrifugiert. Der Überstand wird abgenommen,   das Pellet 

im Vakkum getrocknet und anschließend in 175 µl RNase freiem Wasser (DEPC 

behandelt) resuspendiert. Um vorhandene DNA abzubauen, werden 5 µl RQ1-DNase 

(1U/µl) und 20 µl 10x RQ1-DNase-Puffer zugegeben und das Gemisch für 30 Min. bei 

37°C inkubiert. Es folgt die Zugabe von 20 µl Proteinase-K (20mg/ml) und 200 µl 

Proteinase K-Puffer und eine weitere Inkubation für 30 Min. bei 37°C. Zur Reinigung 

der Lösung wird eine Phenol/Chloroform-Extraktion (siehe 2.2.4) mit anschließender 

Natriumacetat/Ethanol-Fällung (siehe 2.2.5) durchgeführt. Das Pellet wird in 50 µl TE 

10/0,1 resuspendiert. Die extrahierte RNA kann direkt für die Amplifikation in der RT-

PCR verwendet oder bei –20°C gelagert werden.  

 

RNA-Extraktionspuffer 

 

o 100 mM  LiCl 

o   10 mM  EDTA  

o 100 mM  Tris 

o 1%   SDS  

in H2Odest , pH 8,0. 

Proteinase K Puffer 

 

o 200 mM  Tris-HCl 

o   25 mM  EDTA 

o 300 mM  NaCl 

o 2 %    SDS 

in H2Odest, pH 7,0. 

 

RNase freies Wasser 

 

o 2 ml  DEPC  

H2Odest ad 1000 ml, über Nacht rühren 

und autoklavieren. 

4 M LiCl-Lösung 

in H2Odest. 
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2.2.7 Reverse Transkription 

Der Nachweis und die Amplifikation von aus infizierten Pflanzen extrahierter viraler 

RNA wird durch reverse Transkription mit nachfolgender Polymerase Kettenreaktion 

(siehe 2.2.8) ermöglicht. Das Enzym Reverse Transkriptase (RT) verwendet RNA als 

Matrize und synthetisiert einen zu der RNA-Matrize komplementären einzelsträngigen 

DNA-Strang (cDNA), der in einer nachfolgenden PCR mit einer DNA-Polymerase als 

Amplifikationsvorlage verwendet werden kann. Die Herstellung von cDNA kann separat 

oder im gleichen PCR-Gefäß, in dem auch die Amplifikation stattfindet, durchgeführt 

werden. Für die Herstellung viraler full-length Klone wurde die Reverse Transkriptase 

Superscript II (Invitrogen) verwendet. Das Enzym Superscript II wird aus E. coli Zellen 

extrahiert, welche das pol-Gen des Moloney Murine Leukemia Virus (M-MLV) 

exprimieren. Während unmodifizierte M-MLV-RT eine hohe RNase H Aktivität aufweist, 

ist in der Superscript II diese Aktivität durch Mutationen in der RNase H Domäne 

unterbunden. Diese Modifikation verhindert die Degradierung von RNA Molekülen bei 

der Erststrang cDNA-Synthese und führt zu einer effektiveren Anreicherung von cDNA.  

Bei der Verwendung von Superscript II findet die cDNA Synthese in einem separaten 

PCR-Gefäß statt. Für Routinenachweisreaktionen wird eine aus gereinigten Avian 

myeloblastosis virus Partikeln extrahierte RT verwendet (AMV-RT, Promega), bei der 

die RNase H Aktivität noch vorhanden ist. Allen Reversen Transkriptasen gemein ist 

die im Vergleich zu DNA Polymerasen relativ hohe Rate an Basenfehlinsertionen. So 

wurde bei AMV-RT eine Fehlerrate von 4,9-5,8x10-4 (~1 Fehlinsertion pro 2000 Basen) 

und bei M-MLV eine Fehlerrate von 1x10-3 (~1 Fehlinsertion pro 1000 Basen) 

nachgewiesen (Ricchetti & Buc, 1990). 

Der Routinenachweis von viraler RNA wird in einem PCR-Gefäß durchgeführt, d.h. alle 

benötigten Enzyme und Reagenzien für die Reverse Transkription und die 

anschließende PCR liegen zusammen vor. In dieser Ein-Schritt-RT-PCR wird dem 

PCR-Mix (siehe 2.2.8) 0,5 U AMV-RT (10U/µl) und 2 µl Gesamt-RNA (siehe 2.2.6.3) 

zugegeben und nach der Denaturierung der RNA bei 70°C für 10 Min. zur cDNA 

Synthese für 50 Min. bei 42°C im PCR-Cycler inkubiert bevor die PCR-

Amplifikationszyklen beginnen.  

Bei der Verwendung von Superscript II werden 2 µl Gesamt-RNA, 1 µl Primer 

(komplementär zur RNA-Sequenz) und 12,5 µl RNase freies Wasser in einem PCR-

Gefäß gemischt und im PCR-Cycler für 10 Min. bei 70°C zur Denaturierung der RNA 

inkubiert. Nach der Abkühlung auf 4°C werden 5,0 µl 5x First strand Puffer, 1 µl 25 mM 

dNTP-Mix und 2,5 µl 0,1 M DTT zugegeben und vorsichtig vermischt. Es folgt eine 

kurze Inkubation für 1 Min. bei 42°C bevor 200 U Superscript II (200 U/µl) zugegeben 
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werden. Nach Inkubation für 50 Min. bei 42°C im PCR-Cycler wird die Reaktion bei 

70°C für 15 Min. gestoppt. Die synthetisierte cDNA wird sofort in der PCR verwendet 

oder bei 4°C aufbewahrt. Es werden die mit der Superscript II gelieferten Puffer 

verwendet. Alle Versuchsschritte außerhalb des PCR-Cyclers werden auf Eis 

durchgeführt. 

 

5x First strand Puffer 

 

o 250 mM Tris-HCl (pH 8,3) 

o 375 mM KCl 

o 15 mM MgCl2 

Puffer wird mit Superscript II geliefert. 

 

 

2.2.8 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Die PCR dient der Anreicherung (Amplifikation) von Nukleinsäurefragmenten mit 

definierter Länge und Sequenz. Eine Amplifikation von DNA kann aus doppelsträngiger 

oder einzelsträngiger DNA (z.B. cDNA) erfolgen. Das Prinzip der PCR beruht auf einer 

enzymatischen Vervielfältigung einer DNA-Matrize, deren Sequenz an den zu 

vervielfältigenden Endbereichen bekannt ist. Hierzu werden zwei Oligonukleotide 

benötigt, die Primer, die jeweils komplementär homolog zu dem (+)-Strang des einen 

Endes und zu dem (-)-Strang des anderen Endes der zu amplifizierenden DNA-Region 

sind. Nach einer Denaturierung der DNA durch Hitzeeinwirkung lagern sich die Primer 

bei der anschließenden Abkühlung des Reaktionsansatzes an die DNA-Matrize an. 

Eine hitzestabile Polymerase, z.B. Taq-Polymerase (eine aus dem Bakterium Thermus 

aquaticus gewonnene DNA-Polymerase), erstellt ausgehend vom 3´-OH-Ende des 

Primers durch Primer-Extension eine Kopie der DNA-Matrize. Die Extension beginnt 

sofort nach der Anlagerung der Primer, also bereits bei suboptimalen 

Temperaturbedingungen für die Taq-Polymerase.  Nachdem die gewünschte Sequenz 

synthetisiert ist, werden die Stränge durch Hitzeeinwirkung voneinander getrennt. 

Durch Senkung der Temperatur wird eine erneute Bindung der Primer an die 

ursprünglichen und die neu synthetisierten DNA-Fragmente ermöglicht, und es kann 

eine weitere Amplifikation an einer größeren Anzahl von Matrizen stattfinden. Durch 

dreißig- bis vierzigfaches Wiederholen des Amplifikationszyklus wird eine exponentielle 

Vermehrung des von den Primern flankierten DNA-Abschnittes erreicht. Ein 

Amplifikationszyklus in einer Standard-PCR besteht aus drei Teilschritten: 
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o Denaturierung von doppelsträngiger DNA oder cDNA bei 94°C 

o Anlagerung der Oligonukleotidprimer an die Einzelstränge (40-70°C) 

o Synthese des Komplementärstranges durch eine thermostabile DNA Polymerase 

(bei Taq-Polymerase 72°C) 

 

Die Festlegung der Anlagerungstemperatur richtet sich nach der Schmelztemperatur 

der Primer, d.h. der Temperatur bei der sich 50% der Primer wieder von der Matrize 

lösen. Als Faustregel gilt, dass die Anlagerungstemperatur 5°C unter der 

Schmelztemperatur liegen sollte. Für die exakte Berechnung der Schmelztemperatur 

eines Primers werden verschiedene Modelle angewandt, wobei neben der Länge und 

der Basenzusammensetzung des Primers vor allem auch die vorliegende 

Konzentration maßgebend ist. Als zuverlässiges Berechnungsmodell hat sich der 

Algorithmus, basierend auf der nearest-neighbour thermodynamics Methode nach 

Breslauer et al. (1986) erwiesen, welches in Softwareprogrammen wie VectorNTI 

kalkuliert werden kann.  Um eine hohe Spezifität bei der Amplifikation eines 

Fragmentes in der PCR zu erreichen, sollten die verwendeten Primer annähernd 

gleiche Schmelztemperaturen besitzen. Ausgehend vom angelagerten Primer 

synthetisiert die DNA Polymerase den Komplementärstrang in 5'→ 3' Richtung durch 

Einbau der im PCR-Mix vorliegenden Desoxynukleotide. Die jeweiligen 

Reaktionsbedingungen für eine Amplifikation, maßgeblich beeinflusst durch 

Salzkonzentrationen und PCR-Pufferkonzentrationen, sind an die jeweils verwendete 

Polymerase angepasst. Es werden in dieser Arbeit zwei Polymerasen verwendet, die 

sich in ihrer Fähigkeit zur Korrektur von Lesefehlern unterscheiden. Während die Taq-

Polymerase diesen Korrekturmechanismus nicht besitzt, zeigt die Pfu-DNA 

Polymerase (extrahiert aus einem Pyrococcus furiosus Stamm, Promega) neben der 

5'→ 3' Polymeraseaktivität auch  eine 3'→5' (proofreading) und eine geringe 5'→3' 

Exonukleaseaktivität. Nach Cline et al. (1996) korrigiert die proofreading-

Exonukleaseaktivität Basenfehlinsertionen während der Amplifikation und vermindert 

dadurch im Vergleich zur der mit Taq-Polymerase festgestellten Fehlerrate von 8x10-6 

(1 Fehlinsertion pro ~125.000 Basenpaaren) die mit Pfu-Polymerase nachgewiesene 

Fehlerrate auf 1,3x10-6 (1 Fehlinsertion pro ~770.000 Basenpaaren). Die Pfu-

Polymerase wird verwendet um DNA-Abschnitte zu amplifizieren, die für die Integration 

in full-length-Klone vorgesehen sind. Die 5'→3' Exonukleaseaktivität kann allerdings 

zur Verkürzung von Einzelstrang-DNA und zur Degradierung von Primern führen, was 

den Amplifikationserfolg schmälern kann. Die Zugabe der Pfu-Polymerase erfolgt am 

Ende in den fertigen PCR-Mix.  Da die Prozessivität der Pfu-Polymerase mit 500 
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bp/Min. um die Hälfte geringer ist als die der Taq-Polymerase, wird, falls eine 

Amplifikation mit der Pfu-Polymerase alleine nicht erfolgreich ist, ein 10:1-Gemisch 

(Taq:Pfu) in der PCR verwendet. So wird versucht, die Vorteile des 

Korrekturmechanismus mit einer guten Prozessivität zu kombinieren. Hierbei ist zu 

beachten, dass die Reaktionsbedingungen für die Taq-Polymerase optimiert sind, d.h. 

MgCl2 wird dem PCR-Mix zugegeben und nicht das für die Pfu-Polymerase optimale 

MgSO4. Der Standard-PCR-Mix für 50 µl Ansätze für Amplifikationen mit Pfu-

Polymerase und Taq-Polymerase ist nachfolgend dargestellt. Es wurden die mit dem 

jeweiligen Enzym mitgelieferten PCR-Puffer verwendet.  

 

Taq-Polymerase-PCR-Mix 

 

o 2 µl  DNA-/cDNA-Extrakt 

o 5 µl  10x Taq-PCR-Puffer 

o 5 µl  MgCl2 (25mM) 

o 0,5 µl dNTP-Mix (je 25mM) 

o 1 µl  sense Primer (10 µM) 

o 1 µl antisense Primer (10µM) 

o 0,1 µl Taq-Polymerase (5U/µl) 

  bzw. Taq/Pfu 10:1 

H2Obidest ad 50 µl. 

Pfu-Polymerase-PCR-Mix 

 

o 2 µl  DNA-/cDNA-Extrakt 

o 5 µl  10x Pfu-PCR-Puffer mit  

o 20 mM  MgSO4 

o 0,5 µl dNTP-Mix (je 25mM) 

o 1,5 µl  sense Primer (10 µM) 

o 1,5 µl antisense Primer (10µM) 

o 0,3 µl Pfu-Polymerase (2-3U/µl) 

H2Obidest ad 50 µl. 

 

Der PCR-Mix wird grundsätzlich auf Eis angesetzt. Die unterschiedlichen Programme, 

die für die Amplifikation im PCR-Cycler gespeichert werden, variieren hauptsächlich in 

Abhängigkeit des verwendeten Primerpaares, in der Anlagerungstemperatur (zwischen 

52°C und 60°C in dieser Arbeit) und der Elongationszeit.   Setzt man Taq-Polymerase 

ein, wird pro zu amplifizierenden 1000 bp  1 Min. Elongationszeit berechnet, bei 

Verwendung von Pfu-Polymerase pro 1000 bp 2 Min.. Ein Standard-PCR Programm 

beinhaltet die primäre Denaturierung der DNA für 2 Min. bei 94°C, 35 Zyklen (94°C für 

30 Sek., 30 Sek. Primeranlagerung bei 52°C-55°C, Amplifikation bei 72°C für 1 bzw. 2 

Min. pro 1000 bp) und eine Abschlusssynthese für 10 Min. bei 72°C, in der 

unvollständig amplifizierte Fragmente fertiggestellt werden können. Nach der 

Abschlusssynthese werden die Proben sofort bei 4°C aufbewahrt. Das amplifizierte 

Fragment (Amplifikat) kann durch Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.10.5) 

kontrolliert werden.  

 



                                                                                                      Material und Methoden 

 

 67

10x Taq-PCR-Puffer 

 

o 100 mM  Tris-base (pH 8,8,) 

o 500 mM  KCl 

o 0,8 %  Nonidet P40 

Puffer wird selbst hergestellt und mit Taq-

Polymerase (Peqlab) verwendet. 

 

 

dNTP Mix (je 25 mM) 

 

gleiche Volumen von jeweils 100 mM 

dATP, dCTP, dGTP und dTTP mischen 

Alliquots werden bei -20°C gelagert. 

 

10x Taq-PCR-Puffer (Promega) 

 

o 100 mM  Tris-HCl (pH 9,9) 

o 500 mM  KCl  

o 1 %  Triton® X-100 

Puffer und separates 25 mM MgCl2 wird 

mit Taq-Polymerase (Promega) geliefert. 

 

 

10x Pfu-PCR-Puffer mit MgSO4 

 

o 200 mM  Tris-HCl (pH 8,8) 

o 100 mM  KCl 

o 100 mM  (NH4)2SO4 

o 20 mM  MgSO4 

o 1 %  Triton® X-100 

o 1 mg/ml  Nukleasefreies 

   BSA 

Puffer wird mit Pfu-Polymerase 

geliefert. 

 

 

2.2.9 Hybridisierung von komplementären Oligonukleotiden 

Die Integration und Deletion spezifischer Nukleotide in einer gegebenen Sequenz 

erfolgt über die Hybridisierung von komplementären Oligonukleotiden. Hierfür werden 

zwei komplementäre Oligonukleotide synthetisiert, die eine gewünschte Insertion bzw. 

Deletion enthalten. Aufgrund ihrer komplementären Sequenzabfolge können die beiden 

Oligonukleotide hybridisiert werden und ein spezifisches DNA-Fragment ausbilden. Die 

Länge der Oligonukleotide wird dabei von dem Abstand zweier sequenzinterner  

Restriktionsschnittstellen bestimmt, die für eine Integration des  gebildeten DNA-

Fragments genutzt werden können. 

Für die Hybridisierungsreaktion werden jeweils 25 µl der Oligonukleotidlösungen (10 

µM) in ein PCR-Gefäß überführt. Die Hybridisierung erfolgt bei schrittweiser Abkühlung 

des Oligonukleotidgemisches von 95°C auf 20°C in einem Thermocycler. Nach einer 

Denaturierung für 10 Min. bei 95°C folgen bei einer Starttemperatur von 95°C 150 

Hybridisierungszyklen für jeweils 1 Min., wobei jeder Folgezyklus bei einer um 0,5°C 
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geringeren Hybridisierungstemperatur durchgeführt wird. Die DNA-Fragmente können 

in Restriktionsspaltungen und Klonierungen verwendet werden. 

 

2.2.10 Klonierung von DNA in E. coli und A. tumefaciens 

2.2.10.1 Restriktionsverdau von DNA 

Für die Klonierung von DNA-Fragmenten und die Überprüfung einzelner 

Restriktionsschnittstellen werden Restriktionsendonukleasen (RE) verwendet. Diese 

Doppelstrang-DNA spaltenden Enzyme verdauen DNA im Gegensatz zu anderen 

DNasen sequenzspezifisch. Je nach Lage und Häufigkeit der betreffenden 

Schnittsequenzen entstehen exakt definierte DNA-Fragmente. Der Großteil der durch 

RE erkannten Schnittsequenzen sind Palindrome, d.h. dieser DNA-Abschnitt enthält in 

jedem der beiden Stränge in jeweils entgegengesetzter Richtung die gleiche 

Basensequenz (invers repetitive Sequenz). Nach sequenzspezifischer 

Enzymanlagerung werden die Phosphodiesterbindungen der beiden DNA-Stränge 

gespalten, was zu einer Trennung der DNA-Abschnitte führt. Hierbei entstehen an den 

gespaltenen DNA-Bereichen, je nach eingesetzter RE, glatte Enden (blunt ends) oder 

versetzte Enden (sticky ends), die bei Klonierungen mit komplementären Enden 

anderer Fragmente ligiert werden können (siehe 2.2.10.8). Die RE werden aus 

Mikroorganismen gewonnen und haben dort vermutlich die Aufgabe Zellen vor 

eindringender Fremd-DNA zu schützen. Die Namensgebung für diese Enzyme leitet 

sich im wesentlichen von den Bezeichnungen der Mikroorganismen ab, aus denen sie 

gewonnen werden (z.B. Pvu II von Proteus vulgaris). Die industrielle Herstellung erfolgt 

auch durch Klonierung der RE-Gene in rekombinante E. coli-Zellen. Die Aktivität der 

RE wird weitgehend von der Wahl des Reaktionspuffers, der Temperatur und der 

Menge an eingesetztem Enzym bestimmt. Die Konzentration der RE wird in Units/µl 

angegeben, wobei ein Unit die Menge an RE darstellt, die benötigt wird um 1 µg 

Substrat-DNA in 60 Min. bei optimalen Reaktionsbedingungen komplett zu verdauen. 

Die vom Hersteller der RE angebotenen Puffersysteme ermöglichen die Bereitstellung 

optimaler Reaktionsbedingungen auch bei Verwendung von zwei verschiedenen RE in 

einem Reaktionsansatz. Durch die Inkubation in suboptimalen Bedingungen wird eine 

unvollständige Spaltung der DNA angestrebt, d.h. nicht alle vorhandenen 

Schnittsequenzen werden während der Inkubationszeit durch das Enzym angegriffen. 

Ein unvollständiger Verdau wird durchgeführt, wenn innerhalb eines Zielfragments für 

eine Klonierung eine zusätzliche Schnittsequenz vorliegt, die zur unerwünschten 

Aufspaltung des Fragments führen würde. Eine unvollständige Spaltung wird durch 
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Verkürzung der Inkubationszeit der DNA mit der jeweiligen RE auf 10 Min. in einem 

nicht optimalen Reaktionspuffer und anschließender Hitzeinaktivierung erreicht.  

Für einen Restriktionsansatz werden 5-10 µg DNA mit 10 U RE in 1x RE-

Reaktionspuffer und der entsprechenden Menge an H2Obidest vermischt und für 1-2 

Stunden bei der RE-spezifischen Temperatur inkubiert. Die Analyse der 

Restriktionsspaltung erfolgt durch gelelektrophoretische Auftrennung der Fragmente 

(siehe 2.2.10.5). Bei Verwendung von methylierungsempfindlichen RE wird aus dem E. 

coli Stamm JM110 extrahierte Plasmid-DNA eingesetzt (siehe 2.2.10.9). 

2.2.10.2 Auffüllreaktion durch DNA Polymerase I Large (Klenow) 
Fragment 

Nach einem Restriktionsverdau, der zu 5'-überhängenden DNA-Enden führt (sticky 

ends), können diese kohäsiven Enden durch das Klenow-Enzym zu glatten Enden 

'aufgefüllt' werden. Das Klenow-Fragment besitzt die 5'→3' Polymerase- und 3'→5' 

Exonukleaseaktivität der E. coli DNA Polymerase I, aber keine 5'→3' 

Exonukleaseaktivität.  

Für die Auffüllreaktion werden nach durchgeführtem Restriktionsverdau zu einem 

Phenol/Chloroform gereinigten 30 µl Ansatz 4 µl 10x Klenow-Reaktionspuffer, 1 µl 2 

mM dNTP-Mix, 0,1 µl Klenow-Enzym (10 U/µl) und 4,9 µl H2Obidest gegeben. Nach einer 

Inkubation für 10 Min. bei 37°C wird durch Erhöhung der Temperatur auf 70°C für 10 

Min. die enzymatische Reaktion gestoppt. Nach Agarose-Gelelektrophorese und 

Extraktion der DNA aus dem LM-Gel (siehe 2.2.10.5) kann ein Aliquot in 

Ligationsreaktionen eingesetzt werden.  

2.2.10.3 Dephosphorylierung von DNA-Proben 

Die Dephosphorylierung von linearen Plasmidvektoren, die nach Behandlung mit 

Restriktionsenzymen kompatible Enden besitzen, verhindert die mögliche Religation 

der kompatiblen Enden und führt zu einer Erhöhung der gewünschten 

Ligationsprodukte. Durch eine mit Alkalischer Phosphatase katalysierten Entfernung 

von 5'-Phosphatgruppen an den Enden des linearisierten Vektors können nur DNA-

Fragmente mit dem Vektor ligiert werden, die diese Phosphatgruppen noch besitzen. 

Eine Rezirkularisierung des Vektors ist dadurch unterbunden. Die aus Kälberdarm 

extrahierte verwendete Alkalische Phosphatase (CIAP) ist sehr stabil und wird, um eine 

Dephosphorylierung von zu ligierenden DNA-Fragmenten im Ligationsansatz zu 

vermeiden, durch Proteinase K-Behandlung und Phenol/Chloroform Extraktion vom 

dephosphorylierten Vektor getrennt.  
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Für die Reaktion werden ca. 5-10 µg linearisierter Vektor mit 1 U CIAP (1 U/µl) in 1x 

CIAP-Reaktionspuffer bei einem Endvolumen von 30 µl für 15 Min. bei 37°C inkubiert. 

Nach erneuter Zugabe von 1 U CIAP wird der Reaktionsansatz für 45 Min. bei 37°C 

inkubiert bevor die Hitzeinaktivierung des Enzyms bei 65°C für 10 Min. erfolgt.  Für 

eine Proteinentfernung werden 0,3 µl 0,5 M EDTA, 30 µl Proteinase K-Puffer (siehe 

2.2.6.3) und 3 µl Proteinase K (20mg/ml) zugegeben und der Ansatz für 30 Min. bei 

37°C inkubiert. Es schließt sich eine Phenol/Chloroform Reinigung (siehe 2.2.4) und 

die  Fällung der Vektor-DNA (siehe 2.2.5) an.  

 

10x CIAP Reaktionspuffer 

 

o 0,5 M Tris-HCl (pH 8,5) 

o 1 mM EDTA 

Puffer wird mit der CIAP geliefert. 

 

 

2.2.10.4 Herstellung des λ-Pst I-Größenstandards 

Für die Erstellung des in der Gelelektrophorese verwendeten Größenstandards werden 

140 µl λ-DNA (0,4 mg/ml), 8 µl Pst I (NEB), 30 µl 10x NEB 3 Puffer und 122 µl H2Obidest 

gemischt und der Reaktionsansatz für 3 Std. bei 37°C inkubiert. Die anschließende 

Inkubation bei 70°C für 10 Min. dient zum einen der Enzyminaktivierung und tritt zum 

anderen einem möglichen Zusammenschluss der kohäsiven Enden des 12 Nukleotid 

langen cos-Bereiches der Lambda Bakteriophagen DNA der 11501 bp und 2556 bp 

Fragmente entgegen. Ein durch den Zusammenschluss gebildetes 14057 bp langes 

Fragment kann durch die Inkubation bei 70°C wieder separiert werden. Nach Zugabe 

von 100 µl Ladepuffer werden Alliquots bei –20°C aufbewahrt. Der Pst I-Verdau der λ-

DNA (Sanger, 1982) führt zu der Bildung von 29 Fragmenten mit folgender Länge (in 

bp): 11501, 5077, 4749, 4507, 2838, 2556, 2459, 2443, 2140, 1986, 1700, 1159, 1093, 

805, 514, 468, 448, 339, 264, 247, 216, 211, 200, 164, 150, 94, 87, 72 und 15 (siehe 

Anhang). Die Fragmente, die kürzer als 200 bp sind, können in einem 1%igen 

Agarosegel nicht deutlich unterschieden werden.  
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2.2.10.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Die Auftrennung, Reinigung und Identifizierung von Nukleinsäurefragmenten wird 

durch Agarose-Gelelektrophorese erreicht. Hierbei wandern Nukleinsäuren innerhalb 

einer Gelmatrix aufgrund ihrer negativen Ladung in Abhängigkeit von ihrer Länge und 

Form (z.B. linear oder zirkulär) in einem angelegten elektrischen Feld in Richtung der 

Anode. Die kleineren Fragmente laufen dabei schneller durch die Gelmatrix als die 

größeren, wodurch sich ein Gemisch von Nukleinsäurefragmenten leicht auftrennen 

lässt. Es wird standardmäßig ein 1 %iges Agarosegel verwendet. Hierfür wird Agarose 

in 1x TAE-Puffer durch kurzes Aufkochen gelöst und 40 ml Agaroselösung nach 

leichter Abkühlung mit 0,13 µg/ml Ethidiumbromid versetzt. Die Lösung wird dann 

blasenfrei in ein Gelbett gegossen und zur Erzeugung von Probentaschen mit einem 

Gelkamm versehen. Nachdem das Gel erstarrt ist kann es in die mit 1x TAE-Puffer 

gefüllte Gelelektrophoresekammer eingelegt werden und die Probentaschen mit den 

Nukleinsäureproben befüllt werden. Die Nukleinsäureproben werden zuvor mit 1/3  

Volumen Ladepuffer versetzt. Das im Ladepuffer enthaltene Glycerin ermöglicht eine 

weitgehend verlustfreie Beladung der Probentaschen mit den Nukleinsäureproben. 

Durch Bromphenolblau kann die Laufgeschwindigkeit in der Gelmatrix visuell verfolgt 

werden. Die Laufgeschwindigkeit von Bromphenolblau im elektrischen Feld entspricht 

dabei ungefähr der von Oligonukleotiden. Als Größenstandard wird mit Pst I verdaute 

λ-DNA verwendet (siehe Anhang). Das elektrische Feld (ersten 2 Min. 80 V/260 mA, 

anschließend 120 V/260 mA) in der Elektrophoresekammer wird bis zum Erreichen der 

gewünschten Auftrennungsweite angelegt. Während die Nukleinsäure die Gelmatrix 

durchläuft, lagert sich das im Gel enthaltene Ethidiumbromid an sie an. Als 

interkalierender kationischer Farbstoff kann sich Ethidiumbromid zum einen zwischen 

zwei Basenpaare einer DNA Doppelhelix schieben, was die Mutagenität dieses 

Farbstoffes durch Verlängerung und Verdrehung  der Helix um die Dicke der 

eingelagerten Farbstoffmoleküle bedingt, und zum anderen durch elektrostatische 

Anlagerung an das negativ geladene Phosphatrückgrat in Wechselwirkung mit 

Nukleinsäure treten. Die an die aufgetrennten Nukleinsäurefragmente angelagerten 

Farbstoffmoleküle werden auf einem UV-Transilluminator (λ=312 nm) sichtbar gemacht 

und ihre Größe durch Vergleich mit dem Größenstandard bestimmt. Sollen die 

Fragmente für Klonierungen aus dem Gel extrahiert werden (siehe 2.2.10.6) wird eine 

low-melting Agarose zur Gelherstellung verwendet. Diese Agarose zeichnet sich durch 

eine geringe Schmelztemperatur aus und eignet sich zur schonenden Extraktion von 

großen DNA Fragmenten. 
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50x TAE Puffer 

 

o 242 g Tris-base  

o 100 ml 0,5 M EDTA  (pH 8,0) 

o 57,1 ml Essigsäure  

erst Tris-base in 500 ml H2Odest lösen, dann 

Zugabe EDTA und Essigsäue, H2Odest ad 

1000 ml. 

Ladepuffer 

 

o 3,44 ml Glycerin 

o 6,54 ml H2Odest 

o Spatelspitze Bromphenolblau 

2.2.10.6 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen  

Die Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen wird für eine anschließende 

Klonierung des Fragments durchgeführt. Alle Zentrifugationen werden mit der 

Eppendorf MiniSpin Tischzentrifuge durchgeführt. Nach Restriktionsverdau (siehe 

2.2.10.1) und elektrophoretischer Auftrennung wird das mit Ethidiumbromid angefärbte 

DNA-Fragment auf dem UV-Transilluminator mit einem Skalpell ausgeschnitten und 

das Gelstück in ein Eppendorfgefäß überführt. Die Elution des DNA-Fragments aus 

dem Gel wird mit dem Qiaex II Gel Extraction Kit (Qiagen) durchgeführt. Hierbei wird 

das ausgeschnittene Agarosegelstück je nach zu isolierender Fragmentlänge in 

gleichem Volumen QX1 (bei Fragmentlänge zwischen 100 bp – 4 kb), in dreifachem 

Volumen QX1 und zweifachem Volumen H2O (über 4 kb) oder in sechsfachem 

Volumen QX1 (unter 100 bp) durch leichtes Schwenken gelöst. Die DNA-Fragmente 

werden nach Zugabe von 10 µl Qiaex II Silicapartikellösung an diese gebunden. Die 

beste Bindung von DNA an die Silicapartikel wird bei einem pH-Wert unter 7,5 erreicht. 

Um pH-Wert Veränderungen nach Lösung der Agarose visuell verfolgen zu können, 

enthält die QX1 Lösung einen pH-Indikator, der im suboptimalen pH-Bereich über 7,5 

eine Verfärbung von gelb zu orange bis violett anzeigt. Die Senkung des pH-Wertes 

erfolgt in diesem Fall mit einigen Tropfen 3 M Natriumacetat (pH 5,0). Die reversible 

Bindung der DNA erfolgt bei einer Temperatur von 56°C für 10 Min. unter 

regelmäßigem Mischen. Nach Zentrifugation für 30 Sek. bei 13000 UpM wird der 

Überstand verworfen und das Silicapellet in 500 µl QX1 Lösung suspendiert. Es folgt 

eine Zentrifugation für 30 Sek. bei 13000 UpM und das Verwerfen des Überstandes. 

Das Pellet wird dann zweimal in PE Puffer gelöst und abzentrifugiert bevor es nach 

vollständiger Abnahme des Überstandes getrocknet wird. Durch Zugabe von 15-20 µl 

Tris-Cl (pH 8,5) und einer Inkubation des gelösten Pellets für 5 Min. bei 

Raumtemperatur (Fragmentlängen von unter 4 kb) oder bei 56°C (über 4 kb) wird die 

DNA von den Silicapartikeln eluiert. Durch eine Zentrifugation für 30 Sek. bei 13000 

UpM werden Silicapartikel von den im Überstand gelösten DNA-Fragmenten getrennt. 
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Der Überstand wird abgenommen und direkt in Ligationsreaktionen (siehe 2.2.10.8) 

eingesetzt. Die Zusammensetzung der gelieferten Puffer und Lösungen wird vom 

Hersteller nicht angegeben. 

2.2.10.7 Qiaquick® PCR Purification Kit 

Die Reinigung von PCR-Reaktionsansätzen wird mit dem Qiaquick® PCR Purification 

Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Alle Zentrifugationen werden 

mit der Eppendorf MiniSpin Tischzentrifuge durchgeführt. Hierbei wird die in der PCR-

Reaktion amplifizierte DNA an eine Silicamembran gebunden und in einem 

Waschschritt von Oligonukleotiden, Puffern und Enzymen aus dem Reaktionsansatz 

gereinigt. Der PCR-Reaktionsansatz wird in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und 

mit dem 5-fachen Volumen an PB Puffer vermischt. Das Gemisch wird auf eine 

Silicamembran in einer Qiaquick Spinsäule überführt und für 60 Sek. bei 13000 UpM 

zentrifugiert. Der Durchfluss wird verworfen und die Säule mit 750 µl PE Puffer für 60 

Sek. bei 13000 UpM gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation für 60 Sek. bei 

13000 UpM wird die Säule in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefäß überführt. Die 

Eluierung der an die Säulenmembran gebundenen DNA erfolgt durch Zugabe von 50 

µl EB Puffer. Nach einer Inkubation für 60 Sek. bei Raumtemperatur folgt eine 

Zentrifugation von 60 Sek. bei 13000 UpM. Die DNA liegt nun im Durchfluss vor. 

2.2.10.8 Ligation von DNA-Fragmenten 

Durch Ligation können DNA-Fragmente (Insert) und Vektoren, wenn sie nach einer 

Restriktionsspaltung  komplementäre Enden besitzen (siehe 2.2.10.1), verbunden 

werden. Das eingesetzte Enzym, die T4-DNA-Ligase, katalysiert dabei unter ATP-

Hydrolyse Phosphodiesterbindungen zwischen 5'-Phosphat- und 3'-Hydroxyl-Enden 

von DNA-Fragmenten. Für einen 20 µl Ligationsansatz werden Vektor-DNA und Insert-

DNA in einem Verhältnis von 1:3 bis 1:5 mit 0,5 U T4-DNA-Ligase und 1x T4-DNA-

Ligasepuffer über Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Der Ligationsansatz kann 

direkt für die Transformation von E. coli verwendet (siehe 2.2.10.9) werden. 

 

10x T4-DNA-Ligasepuffer 

 

o 400 mM Tris-HCl (pH 7,8) 

o 100 mM MgCl2 

o 100 mM DTT 

o 5 mM  ATP 

Puffer wird mit T4-DNA-Ligase geliefert. 
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2.2.10.9 Transformation von E.coli 

Für eine Vermehrung von Plasmid-DNA werden E. coli Bakterienzellen transformiert. 

Im Gegensatz zu einigen Gram-positiven Bakterien besitzt das Gram-negative 

Bakterium E. coli keinen Zyklus, in dem es natürlicherweise in der Lage ist Fremd-DNA 

aufzunehmen. Daher werden E. coli-Zellen nach einer modifizierten 

Calciumchlorid/Rubidiumchlorid Methode von Hanahan (1983) für die Aufnahme der 

Plasmid-DNA kompetent gemacht.  Für die Transformation werden zwei verschiedene 

E. coli-Stämme (siehe 2.1.2) verwendet, die sich in ihrer Fähigkeit zur Expression von 

sequenzspezifischen DNA-Methylasen unterscheiden. Wenn aus E. coli extrahierte 

Plasmid-DNA mit methylierungssensitiven Restriktionsendonukleasen gespalten 

werden soll, wird der E. coli Stamm JM110 in der Transformation verwendet. Bei 

diesem Stamm ist die sequenzspezifische endogene Adenosin Methylierung (dam, bei 

GmATC Sequenzen) und die Cytosin Methylierung (dcm, bei CmC(A/T)GG Sequenzen) 

unterbunden. Für eine Standardtransformation wird der E. coli Stamm NM522 genutzt, 

da er im Gegensatz zu JM110 eine geringere Rekombinationsfrequenz zeigt und eine 

höhere Plasmid-DNA Ausbeute ermöglicht. Beide Bakterienstämme werden nach der 

gleichen Methode für die Aufnahme von Plasmid-DNA kompetent gemacht. 

Für die Transformation wird aus Dauerkulturen 10-20 µl Bakteriensuspension in 30 ml 

LB-Medium überführt und über Nacht bei 37°C und 180 UpM in einem 

Erlenmeyerkolben geschüttelt. Von dieser Starterkultur werden am nächsten Morgen 

200 µl abgenommen und in einen 2 l Erlenmeyerkolben mit 30 ml SOB und 300 µl 

Magnesiumlösung überführt. Nach einer Inkubation bei 37°C und 180 UpM erreichen 

die Bakterienzellen nach 2-2,5 Stunden eine OD550nm von 0,5-0,6. Haben die 

Bakterienzellen diese Wachstumsphase erreicht, wird ihre Vermehrung durch 

Inkubation des Erlenmeyerkolbens für 10 Min. auf Eis gestoppt. Die 

Bakteriensuspension wird anschließend für 12 Min. bei 4°C und 226 g (1130 UpM, 

Sigma 4K15, Ausschwingrotor 11140) pelletiert. Der Überstand wird verworfen und das 

Pellet in 10 ml Transformationspuffer (TFB) vorsichtig resuspendiert. Nach einer 

Inkubation von 10 Min. auf Eis folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt für 12 Min. bei 

4°C. Der Überstand wird dekantiert, das Pellet in 4 ml TFB konzentriert und für 10 Min. 

auf Eis inkubiert. Nach der Inkubation werden 140 µl DND der Bakteriensuspension 

zugegeben und für 15 Min. auf Eis inkubiert. Die Gabe von 140 µl DND und die 

Inkubation auf Eis wird wiederholt, bevor die Bakterienzellen kompetent für die 

Aufnahme der Plamsid-DNA sind. 

Zu jedem Ligationsansatz (siehe 2.2.10.8) werden 200 µl kompetente Zellen gegeben 

und die Ansätze für 30 Min. auf Eis inkubiert. Als Transformationskontrolle werden 10 
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µg eines pBluescript II Vektors ebenfalls mit 200 µl kompetenten Zellen inkubiert. 

Während der Inkubationszeit lagert sich die Plasmid-DNA an die Bakterienzellwände 

an. Die Aufnahme der Fremd-DNA erfolgt durch Hitzeinduktion für 1,5 Min. bei 42°C. 

Die Transformationsansätze werden sofort nach dem Hitzeschritt für 2 Min. auf Eis 

inkubiert, bevor 800 µl SOC zugegeben werden. Für die Ausbildung einer durch die 

Fremd-DNA neu erworbenen Resistenz werden die Transformationsansätze für 1 Std. 

bei 37°C und 180 UpM zur Vermehrung inkubiert. Die Selektion von transformierten 

Bakterienzellen (siehe 2.2.11) erfolgt auf antibiotikahaltigem Selektionsmedium.  Die 

Transformationskontrolle wird in drei Verdünnungsstufen (10-2 – 10-4) auf LB-AP 

ausplattiert. Die verwendeten Medien sind in Kapitel 2.1.8.2 aufgeführt. Der Nachweis 

von rekombinanter Plasmid-DNA in transformierten Bakterienzellen erfolgt nach 

Selektion und Plasmid-DNA Extraktion (siehe 2.2.11 und 2.2.12) durch 

Restriktionsverdau (siehe 2.2.10.1).  

 

Magnesiumlösung 

 

o 1 M MgCl2 

o 1 M MgSO4 

 

 

Transformationspuffer (TFB) 

 

o 0,1 M RbCl 

o 45 mM MnCl2 

o 10 mM CaCl2 

o 10 mM MES (pH 6,3, 10 M KOH) 

o 3 mM HaCOCl3   

pH 6,2, steril filtrieren. 

DND 

 

o 153 mg/ml DTT 

o 90%  DMSO 

o 1%  KAc (1 M) 

pH-Wert auf 7,5. 

 

   

2.2.10.10 Transformation von A. tumefaciens durch Elektroporation  

Im Gegensatz zur Transformation von E. coli (siehe 2.2.10.9) erfolgt das Einschleusen 

von Fremd-DNA bei A. tumefaciens nicht durch einen Hitzeschritt sondern durch 

Elektroporation. Dabei werden durch einen elektrischen Impuls Poren in der 

Bakterienmembran kurzzeitig geöffnet und Fremd-DNA kann in die Zelle gelangen. Wie  

bei E. coli müssen A. tumefaciens-Zellen für die Aufnahme von Fremd-DNA kompetent 

gemacht werden. Die beiden in dieser Arbeit verwendeten A. tumefaciens-Stämme 
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LBA4404 und ATHV (siehe 2.1.2) werden in gleicher Weise behandelt, wobei die 

Anzuchtzeiten für ATHV im Vergleich zu LBA4404 kürzer als im Protokoll angegeben 

sein können.   

Für die Herstellung kompetenter A. tumefaciens Zellen werden aus Dauerkulturen 

(siehe 2.2.15) Bakterienzellen auf LB-Str (LBA4404) oder LB-Kn-Rif (ATHV) 

ausgestrichen und bei 28°C für 48 Stunden inkubiert. Es werden 5 Einzelkolonien mit 

einem sterilen Zahnstocher aufgenommen und in 20 ml flüssiges LB-Medium mit 

entsprechenden Antibiotika überführt. Alle LB-Flüssigmedien, in denen A. tumefaciens 

Zellen für eine DNA-Aufnahme kompetent gemacht werden, enthalten geringere NaCl-

Konzentration (5 g/l) als in Standard-LB-Medien (siehe 2.1.8.2). Höhere 

Salzkonzentrationen können später bei der Elektroporation zu Blitzentladungen führen, 

die die Transformationsrate negativ beeinflussen können. Die Kultur wird bei 28°C und 

250 UpM über Nacht inkubiert. 10 ml dieser Starterkultur werden am nächsten Tag in 

einen 2 l Erlenmeyerkolben mit 500 ml LB-Medium mit Antibiotikum überführt. Es folgt 

eine Inkubation bei 28°C und 250 UpM bis die Bakterienzellen nach 3-4 Std. zu einer 

OD600nm von 0,5-0,8 herangewachsen sind. Das Bakterienwachstum wird durch 

Inkubation des Erlenmeyerkolbens für 20 Min. auf Eis unterbunden. Die 

Bakteriensuspension wird gleichmäßig in zwei eisgekühlte Sorvall-Zentrifugenbecher 

(Volumen 200 ml) überführt und bei 4000xg und 4°C für 15 Min. zentrifugiert (Sorvall 

RC5B, Rotor SLA-1500, ~ 6000 UpM. Der Überstand wird verworfen und das Pellet im 

Zentrifugenbecher auf Eis in 100 ml eiskalter 1 mM HEPES-Lösung vorsichtig 

resuspendiert. Es folgt ein erneuter Zentrifugationsschritt mit anschließendem 

Waschen des Pellets in 100 ml eiskalter 0,1 mM HEPES-Lösung. Nach der 

Zentrifugation wird der Überstand abgenommen und das Bakterienpellet in 10 ml 

kaltem 10%igem Glycerin suspendiert und in sterile 30 ml-Zentrifugenröhrchen  

überführt. Nach Zentrifugation bei 4000xg bei 4°C für 15 Min. (Sorvall RC5B, Rotor SS-

34) wird der Überstand verworfen und das Pellet in 1 ml kalter Glycerin-Lösung 

(10%ig) konzentriert. Von dieser Bakteriensuspension werden 40 µl Alliquots in 

eisgekühlte 1,5 ml Eppendorfgefäße überführt und sofort für eine Transformation 

mittels Elektroporation verwendet oder für eine Lagerung bei -80°C in flüssigem 

Stickstoff schockgefroren.  

Für die Elektroporation werden 40 µl kompetente A. tumefaciens Zellen auf Eis mit 3 µl 

Plasmid-DNA gemischt und für 1 Minute auf Eis inkubiert. Die Bakterien-DNA-

Mischung wird dann in gekühlte 0,1 cm Elektroporationsküvetten blasenfrei überführt 

und nach Trocknung der Küvettenkontakte in den Elektroporator eingesetzt. Die 

Elektroporation erfolgt bei angelegten 1500 V, 25 mA und 25 W und folgenden 

Geräteeinstellungen: Capacitance 50 µF,  Resistance 150 W und Set Volts 2,5 kV. 
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Sofort nach der Elektroporation wird die Küvette entnommen und 1 ml kaltes SOC 

(siehe 2.1.8.2) zugegeben und durch vorsichtiges Auf- und Abnehmen mit einer 

Pasteurpipette in der Küvette verteilt. Die Suspension wird mit der Pasteurpipette in ein 

1,5 ml Eppendorfgefäß überführt und für 3-4 Stunden bei 28°C und 250 UpM zur 

Ausbildung der durch die Fremd-DNA erworbenen Resistenz inkubiert. Die Selektion 

von transformierten Bakterienzellen (siehe 2.2.11) erfolgt auf antibiotikahaltigem 

Selektionsmedium.  Die verwendeten Medien sind in Kapitel 2.1.8.2 aufgeführt. Der 

Nachweis von rekombinanter Plasmid-DNA in transformierten Bakterienzellen erfolgt 

nach Selektion und Plasmid-DNA-Extraktion (siehe 2.2.11 und 2.2.12) durch 

Restriktionsverdau (siehe 2.2.10.1).  

 

HEPES-Lösung 

 

o 1 mM HEPES 

in H2Odest, pH-Wert auf 7,0 einstellen 

(KOH), autoklavieren, bei 4°C lagern.   

10%ige Glycerin-Lösung 

 

o 10 ml Glycerin (99,5%) 

H2Obidest ad 100 ml, autoklavieren, bei 

4°C lagern. 

 

2.2.11 Selektion transformierter Bakterienzellen 

Die Selektion von erfolgreich transformierten Bakterienzellen erfolgt über eine durch 

die aufgenommene Plasmid-DNA erworbene Antibiotikaresistenz. Zusätzlich zu einer 

Selektion über Antibiotikaresistenzen kann bei einigen Vektoren bei Vorliegen eines 

modifizierten lacZ-Gens  mit  multiple cloning site (Polylinker; Region im Vektor, in der 

viele Restriktionsschnittstellen vorliegen, die in der Vektorsequenz nur einmal 

vorkommen) die erfolgreiche Insertion eines Fragmentes in den Vektor überprüft 

werden.  

Für die Ausbildung einer durch Transformation erworbenen Antibiotikaresistenz werden 

die Zellen, wie in Kapitel 2.2.10.9 und 2.2.10.10 beschrieben, für einige Zeit ohne den 

Selektionsmarker inkubiert. Bei der nachfolgenden Inkubation auf antibiotikahaltigem 

Medium (siehe 2.1.8.2) können sich nur Zellen vermehren, die entsprechende 

Resistenzen ausbilden. Der Resistenzmechanismus kann dabei zum einen durch 

Modifikation des Antibiotikums selbst, durch aktiven Transport des Antibiotikums aus 

der Zelle über Membran-Efflux-Pumpen oder auch durch mutationsbedingte 

Modifikationen der Zielmoleküle wirken.  

Ein in vielen Plasmid-Vektoren integriertes Resistenzgen ist das ampR-Gen. Es kodiert 

für das Enzym β-Lactamase, das durch Spaltung des  β-Lactamringes das Antibiotikum 

Ampicillin (Aminobenzylpenicillin, halbsynthetisches Penicillinderivat) inaktiviert und 
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somit ampR-Gen exprimierenden Bakterienzellen die Vermehrung auf 

ampicillinhaltigem Medium ermöglicht. Ein weiteres zur Selektion eingesetztes 

Resistenzgen ist das aus dem Transposon Tn5 stammende nptII-Gen, welches für eine 

Neomycin-Phosphotransferase kodiert. Dieses Enzym inaktiviert Aminoglycosid-

Antibiotika wie Kanamycin und Neomycin durch ATP-abhängige Phosphorylierung der 

3'-Hydroxyl-Gruppe des Aminohexose-Rings. Die Inaktivierung des Antibiotikums 

Streptomycin erfolgt durch eine Adenyltransferase, die durch das aadA(StrepR)-Gen 

aus dem Plasmid R538-1 von E. coli kodiert wird, welche die 3'-Hydroxyl-Gruppe des 

N-Methylglucosamin-Rings modifiziert. Der Resistenzmechanismus gegen Rifampicin 

wirkt durch eine Reihe von Punktmutationen im rpoB-Gen, was zu einer veränderten β-

Untereinheit einer RNA-Polymerase führt an die Rifampicin nicht mehr binden kann.  

Die Selektion von rekombinanten Plasmid-Vektoren mit integriertem lacZ-Genabschnitt 

und Polylinker erfolgt über den Mechanismus der α-Komplementation. Das Plasmid 

enthält neben regulatorischen Regionen den funktionellen N-terminalen Bereich des 

lacZ-Gens (α-Peptid). In dem Bakterienstamm NM522 wird aufgrund einer Deletion im 

N-terminalen Bereich des lacZ-Gens kein funktionelles Protein gebildet. Dieses 

mutierte Protein wird als  β-Peptid bezeichnet. In einer transformierten Bakterienzelle 

können nun α- und β-Peptide gebildet werden und sich zu einem enzymatisch 

wirkenden Komplex mit β-Galaktosidaseaktivität komplementieren. Nach Induktion des 

lac-Operon durch IPTG setzt die gebildete β-Galaktosidase eine chromofore Gruppe 

am Substrat X-Gal frei, was zu einer Blaufärbung der Bakterienkolonie führt. Ist das zu 

klonierende DNA-Fragment in den Polylinker, der in den Leserahmen des N-terminalen 

lacZ-Gens so integriert ist, dass die enzymatische Aktivität nicht beeinflusst wird, 

inseriert worden, kann kein α-Peptid mehr gebildet werden. Die Umsetzung des 

Substrates X-Gal kann nicht stattfinden und die Bakterienkolonie bleibt weiß.  

Für eine Selektion werden 100 µl der Bakteriensuspension aus den unter 2.2.10.9 und 

2.2.10.10 beschriebenen Transformationsmethoden oder ein Alliquot aus 

Dauerkulturen auf dem entsprechenden antibiotikahaltigen Medium ausplattiert. Die 

Selektion auf Agarplatten erfolgt über Nacht bei 37°C (E. coli) oder für 24-48 Stunden 

bei 28°C (A. tumefaciens).  

2.2.12 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen 

Die Präparation von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen wird nach einer modifizierten 

Methode nach Birnboim und Doly (1979) durchgeführt. Hierbei erfolgt die Trennung 

von zirkulärer Plasmid-DNA von genomischer DNA und Proteinen durch eine 

alkalische Lysis der Bakterienzelle durch SDS. Durch Behandlung von 
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Bakterienzellwänden mit SDS als anionisches Detergens bei hohem pH-Wert bricht die 

Zellwand auf und Proteine und chromosomale DNA denaturieren. Bei diesem hohen 

pH-Wert werden die DNA-Basenpaarungen aufgehoben. Bei der zirkulär 

geschlossener Plasmid-DNA trennen sich die Einzelstränge allerdings aufgrund einer 

topologischen Überdrehung der Plasmid-DNA nicht voneinander; sie können sich bei 

sinkendem pH-Wert wieder aneinander anlagern. Die denaturierten Zellbestandteile 

können durch Zentrifugation von der zirkulären Plasmid-DNA im Überstand getrennt 

und die Plasmid-DNA anschließend präzipitiert werden. Die nachfolgend beschriebene 

Extraktionsmethode ist für eine Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli optimiert. Der 

Nachweis von erfolgreich transformierten A. tumefaciens-Zellen ist nach gleichem 

Protokoll möglich. Das Bakterienpellet wird jedoch vor Verwendung von Lösung A 

einmal in 1 ml 2 M NaCl Lösung aufgenommen, für 5 Min. bei Raumtemperatur 

inkubiert und wieder durch Zentrifugation für 2 Min. bei 13000 UpM pelletiert. Alle 

Zentrifugationen werden mit der Eppendorf MiniSpin Tischzentrifuge durchgeführt. 

Für eine Isolierung von Plasmid-DNA werden Einzelkolonien in 3 ml LB-Medium mit 

entsprechendem Antibiotikum angeimpft und für 6 Std. bei 37°C und 180 UpM inkubiert 

(bei A. tumefaciens über Nacht bei 28°C und 250 UpM). Nach erfolgter Inkubation 

werden 2 ml der Bakteriensuspension durch Zentrifugation für 2 Min. bei 13000 UpM 

pelletiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wird in 200 µl Lösung A vollständig 

resuspendiert und für 5 Min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 400 µl 

Lösung B wird die Lösung gemischt  und anschließend nach Zugabe von 300 µl 

Lösung C für eine halbe Stunde auf Eis inkubiert. Es folgen zwei Zentrifugationsschritte 

für jeweils 10 Min. bei Raumtemperatur mit Überführung des Überstandes in ein neues 

Eppendorfgefäß. Nach dem letzten Zentrifugationsschritt wird 600 µl eiskaltes 

Isopropanol zugegeben, vorsichtig gemischt und für 10 Min. bei 13000 UpM 

zentrifugiert. Der Überstand wird vollständig abgenommen und das entstandene Pellet 

in 200 µl Lösung D gelöst. Nach Zugabe von 400 µl eiskaltem EtOHabs wird die 

Plasmid-DNA durch Zentrifugation für 10 Min. bei 13000 UpM pelletiert. Der Überstand 

wird vollständig abgenommen und das DNA-Pellet im Vakuumkonzentrator getrocknet. 

Das Pellet wird in 80 µl TE/RNase-Lösung aufgenommen. Die Lysate werden nach 

einer Inkubation für 5 Min. in der TE/RNase-Lösung sofort durch Restriktionsverdau 

(siehe 2.2.10.1) analysiert oder können bei –20°C gelagert werden.    
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Lösung A 

 

o 15 mM Tris-Base (pH 8,0) 

o 10 mM EDTA 

o 50 mM Glucose 

 

Lösung B 

 

o 0,2 M NaOH 

o 1 % SDS 

 

Lösung C 

o 3 M NaAc (pH 4,8) 

 

Lösung D 

o 0,1 M NaAc (pH 7,0) 

o 0,05 M Tris-base (pH 8,0) 

 

TE/RNase 

o 10 µg RNase/ml TE 10/0,1 

2 M NaCl 

in H2Obidest.  

 

2.2.13 Qiaprep© Miniprep Kit 

Die Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen erfolgt neben der in Kapitel 2.2.12 

beschriebenen Methode auch durch das Qiaprep© Miniprep Kit der Firma Qiagen. Bei 

dieser Methode bindet Plasmid-DNA in hoch konzentrierter chaotropischer Salzlösung 

an eine Silicamembran in einer Minispinsäule, während Proteine, RNA und andere 

Verunreinigungen in Lösung gehalten werden. Durch Wasch- und 

Zentrifugationsschritte mit verschiedenen Lösungen wird die gebundene Plasmid-DNA 

gereinigt bevor sie bei einem pH-Wert zwischen 7,0 und 8,5 in gering konzentrierter 

Salzlösung oder Wasser von der Membran gelöst wird. Das Miniprep Kit beeinhaltet 

Reagenzien die für eine Aufreinigung von Plasmid-DNA aus Bakterienzellen durch 

alkalische Lysis nach Birnboim und Doly (1979) oder auch für die nachträgliche 

Reinigung von Plasmid-DNA, die durch andere Extraktionsmethoden gewonnen 

wurden (siehe 2.2.12), benötigt werden. Alle Zentrifugationen werden mit der 

Eppendorf MiniSpin Tischzentrifuge durchgeführt. 

Die Bakterienzellen werden, wie in Kapitel 2.2.12 beschrieben, angezogen und 

abzentrifugiert bevor das Bakterienpellet in 250 µl P1 vollständig gelöst wird. Für die 

Lysis werden 250 µl P2 zugegeben und gemischt bis die Lösung klar ist. Nach Zugabe 

von 350 µl N3 folgt eine Zentrifugation von 10 Min. bei 13000 UpM, um die 

denaturierten Bestandteile aus der Lösung zu entfernen. Der Überstand wird in eine 

Minispin-Säule überführt und durch Zentrifugation für 60 Sek. durch die Membran 

geleitet. Zur Reinigung der an der Membran gebundenen Plasmid-DNA von Nukleasen 

werden 500 µl PB zugegeben und die Säule für 30 Sek. zentrifugiert. Nach Zugabe von 

750 µl PE folgt ein weiterer Zentrifugationsschritt von 30 Sek.. Das Entfernen  von 
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Resten des Waschpuffers aus der Membran wird durch eine einminütige Zentrifugation 

erreicht. Die Säule wird dann in ein neues Eppendorfgefäß überführt und die Membran 

zur Lösung der Plasmid-DNA mit 50 µl EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) inkubiert. Nach 

abschließender Zentrifugation für 1 Min. liegt die gereinigte Plasmid-DNA im 

abzentrifugierten EB vor. Für die Aufreinigung von Plasmid-DNA, die aus der unter 

2.2.12 beschriebenen Methode gewonnen wurde, wird die Probe mit dem 5-fachen 

Volumen an PB gemischt und auf eine Miniprep-Säule gegeben. Die Probe wird ab der 

Zugabe von PB bis zur Elution der Plasmid-DNA behandelt wie oben beschrieben.    

2.2.14 Auftragssequenzierung von Plasmid-DNA  

Für eine erfolgreiche Sequenzierung ist die Reinheit der DNA-Probe von großer 

Wichtigkeit. Durch Kontamination der zu sequenzierenden Probe mit Salzen, 

Proteinen,  Oligonukleotiden oder dNTPs werden die Sequenzierergebnisse negativ 

beeinflusst. Insbesondere bei der Verwendung von automatischen 

Sequenziermaschinen können Verunreinigungen der DNA-Probe zu Problemen bei der 

Beladung der Kapillare mit DNA führen. Für die Reinigung von Plasmid-DNA wird das 

kommerziell erhältliche Qiaprep® Spin Miniprep Kit (siehe 2.2.13) verwendet.  

Für die Auftragssequenzierung wird nach visueller Abschätzung der DNA-Menge bei 

der Agarose-Gelelektrophorese (siehe 2.2.10.5) 1-4 µl Plasmid-DNA Lösung in ein 

Eppendorfgefäß überführt und bei Raumtemperatur getrocknet. Die Sequenzierung 

wird von der MWG-Biotech AG durchgeführt. Für Sequenzierungen von DNA-

Fragmenten bis zu 1000 bp, die in einem Polylinker eines Vektors mit dem N-

terminalen Bereich des lacZ-Gens inseriert sind (siehe 2.2.11), können die von MWG-

Biotech zur Verfügung gestellten universellen Standardsequenzier-Primer M13uni und 

M13rev verwendet werden. Die für die Sequenzierung von längeren DNA-Fragmenten 

erforderlichen spezifischen Primer werden über das internetgestützte 

Primerauswahlprogramm Webprimer  (Dolinski et al., 2003) selektiert. Hierbei müssen 

die von MWG-Biotech angegebenen Spezifikationen für Sequenzier-Primer, wie eine 

optimale Primerlänge von 20-24 bp, ein GC-Gehalt von 40-60%, eine 

Schmelztemperatur von 55°C-75°C und eine möglichst geringe Fähigkeit zur 

Selbsthybridisierung, beachtet werden. Die spezifischen Primer, die für die vollständige 

Sequenzierung der full-length Klone verwendet werden, sind so ausgewählt, dass sich 

sequenzierte Teilabschnitte an ihren 5'- und 3'-Enden überschneiden.  Die 

Sequenzierung eines Teilabschnittes mittels Value Read (MWG-Biotech) liefert eine 

deutlich zuordnungsfähige Sequenzinformation von durchschnittlich 500 nt. Um eine 

Überschneidung der sequenzierten Teilabschnitte zu erreichen, wird alle 400-500 nt 

ein neuer spezifischer Sequenzierprimer ausgewählt. Alle Sequenzinformationen 
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werden unter Verwendung der jeweiligen Chromatogramme überprüft und 

gegebenenfalls manuell nachbearbeitet.  

2.2.15 Herstellung von Dauerkulturen 

Für die Lagerung von Bakterienzellen wird die Bakteriensuspension mit Glycerin 

vermischt, um eine Lagerung der Bakterien bei –20°C als Dauerkultur für mehrere 

Jahre zu ermöglichen. Für die Lagerung von E. coli-Bakterienzellen werden 500 µl der 

Bakteriensuspension mit 675 µl sterilem 87%igem Glycerin gut vermischt. Die 

Herstellung von A. tumefaciens Dauerkulturen erfolgt durch Zugabe von 150  µl 

87%igem Glycerin auf 850 µl Bakteriensuspension.   

2.2.16 Herstellung viraler full-length Klone 

Der Aufbau von viralen full-length cDNA Klonen von Viren mit einem RNA-Genom, die 

für Infektionsuntersuchungen in Pflanzen hergestellt werden, beinhaltet zwei 

wesentliche Komponenten: das virale Genom als cDNA und einen stromaufwärts 

liegenden Promotor für die Einleitung der Transkription. Wenn der Klon mittels 

Agroinfektion (siehe 2.2.19) auf Pflanzen übertragen wird, muss die gesamte 

Expressionskassette als Transfer-DNA (T-DNA) in einen binären Vektor mit linker und 

rechter Bordersequenz integriert werden. 

Zur Einleitung der Transkription in Pflanzen wird ein verdoppelter Cauliflower mosaic 

virus (CaMV) 35S-RNA Promotor eingesetzt. Die Duplikation der Promotorsequenz 

kann eine verbesserte Transkriptionseffizienz bewirken. Die Verwendung des CaMV 

35S-Promotors bietet den Vorteil, dass er in den meisten Zelltypen, unter anderem 

auch in vaskulären Zellen, von dikotylen Pflanzen exprimiert wird. Der einer viralen 

cDNA vorgeschaltete Transkriptionspromotor dient einer pflanzeneigenen RNA-

Polymerase als Initialisierungspunkt für die Synthese eines viralen RNA-Transkripts. 

Die Eliminierung von 3’-terminalen nicht viralen Sequenzen im primären Transkript wird 

durch ein der viralen cDNA nachgeschaltetes Ribozym erreicht. Die Integration der 

viralen cDNA unter Kontrolle des CaMV 35S-Promotors und eines Ribozyms 

ermöglicht somit die exakte Synthese von viraler full-length RNA. Die virale cDNA wird, 

wie unter 2.2.7 und 2.2.8 beschrieben, nach reverser Transkription von sinnpositiver 

viraler RNA und nachfolgender PCR erzeugt. Hierbei wird das virale Genom durch 

Wahl der Primer in Segmente geteilt, die nach Zwischenklonierung in Subklone zur 

Erzeugung des full-length Klon unter Verwendung von Restriktionsendonukleasen 

wieder zusammengeführt werden. Die Herstellung von Subklonen erhöht zum einen 

den Amplifikationserfolg während der PCR durch verringerte Fragmentlängen und den 
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Wegfall von zeitaufwendigen PCR Optimierungen für die Amplifikation von sehr langen 

Fragmenten.  

Für die Synthese der cDNA dient eine Population von viralen RNA Molekülen als 

Grundlage. Da virale RNA-Polymerasen keine Möglichkeit zur Korrektur von 

Fehlinsertionen haben, zeigen sie bei der Replikation eine Fehlerrate von bis zu  einer 

falsch eingebauten Base pro 1000 Basen. Dies führt in einer viralen Population, auch 

innerhalb einer Pflanze, zu RNA-Molekülen die sich, wenn auch nur minimal, von der 

Grundmatrize unterscheiden (quasispecies-Natur von RNA-Viren; Domingo, 2003). 

Eine Änderung der viralen Grundmatrize durch solche Fehlinsertionen kann z.B. durch 

Verschiebung des Leserahmens oder Einfügen eines Transkriptionsstops zu nicht-

infektiöser RNA führen. Es ist davon auszugehen, dass nach Extraktion viraler RNA 

und reverser Transkription zur Herstellung von cDNA  eine Population aus Fragmenten 

vorliegt, die sich in ihrer Sequenz minimal unterscheiden. Durch die Verwendung einer 

DNA-Polymerase mit proof-reading Aktivität (siehe 2.2.8) sollen additive Fehler in der 

nachfolgenden PCR-Reaktion verhindert werden. Da eine nachträgliche Eliminierung 

von Sequenzfehlern bei der Herstellung infektiöser full-length Klone sehr zeitaufwändig 

ist, wird durch Erhöhung der Anzahl von selektierten Einzelklonen nach der Ligation 

von PCR-Fragmenten in Plasmid-Vektoren versucht, die Wahrscheinlichkeit einer 

Selektion von Fragmenten ohne Fehlinsertionen oder Deletionen zu erhöhen. Solche 

Subklon-Populationen bestehen aus einer Mischung von durchschnittlich 10 

Einzellysaten, die erstmals nach Klonierung des PCR-Fragmentes in einen Plasmid-

Vektor selektiert werden. Nach allen weiteren Klonierungsschritten werden ebenfalls 

Populationen von Lysaten gebildet und weiterverarbeitet, bis eine entsprechende 

Anzahl von full-length Klonen in einem binären Vektor selektiert werden können. Diese 

Klone werden dann in A. tumefaciens-Zellen überführt und auf ihre Infektiosität hin 

getestet. 

2.2.17 Transformation von N. benthamiana 

Für eine Pflanzentransformation wird die Agrobakterien-vermittelte Blattscheiben-

transformation nach einer veränderten Methode nach Horsch et al. (1985) 

durchgeführt. Hierbei nutzt man die Fähigkeit von A. tumefaciens unter bestimmten 

Voraussetzungen einen als Transfer-DNA (T-DNA) bezeichneten Abschnitt von einem 

Ti-Plasmid in das pflanzliche Genom zu übertragen. Die T-DNA wird über spezifische 

25 bp lange Erkennungssequenzen, der sogenannten linken und rechten 

Bordersequenz, definiert. Zwischen diesen Begrenzungen kann eine beliebige DNA-

Sequenz eingefügt und somit in das Pflanzengenom integriert werden.  
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Vor einer Mobilisierung der T-DNA findet eine Anlagerung von A. tumefaciens an die 

Pflanzenzelle statt. Die auf dem Agrobacterium-Chromosom lokalisierten Gene chvA, 

chvB, pscA und att steuern eine Erkennungsreaktion zwischen Bakterien- und 

Pflanzenzelle durch Bildung von bakteriellen Adhesinen. Mutationen in diesen an der 

Erkennung beteiligten Genen führen zu einer verringerten Virulenz gegenüber 

zahlreichen Pflanzenarten. Nach der Anlagerungs- und Erkennungsreaktion wird der 

Vorgang des T-DNA-Transfers von der Bakterien- zu der Pflanzenzelle durch eine 

Reihe von bakteriellen Virulenzgenen auf dem Ti-Plasmid (virA-H Genen) gesteuert. 

Deren optimale Expression findet bei niedrigem pH-Wert, einer Temperatur unter 28°C 

und der Anwesenheit von phenolischen Substanzen, wie sie bei Verletzung von 

Pflanzengewebe gebildet werden, statt (Alt-Mörbe et al., 1988 & 1989). Bei 

Temperaturen über 29°C wird die Proteinstruktur des VirA verändert und VirA 

inaktiviert, wodurch keine Expression der vir-Genkette stattfindet (Jin et al., 1993; 

Fullner & Nester, 1996). Das konstituiv exprimierte virA-Gen produziert das in der 

inneren Membran des Bakteriums lokalisierte Protein (VirA), welches auf 

Pflanzenwundmetabolite oder phenolische Substanzen an seinem periplasmatischen 

"Sensorbereich" reagiert. Eine resultierende Autophosphorylierung von VirA führt zur 

Aktivierung durch Phosphorylierung des intrazellulären VirG Proteins. VirG ist der 

transkriptionelle Aktivator für alle anderen vir-Gene, inklusive des eigenen. Nach der 

Induktion der vir-Genexpression binden zwei Proteine des virD Operons (VirD1 und 

VirD2) an die linke und rechte Bordersequenz, wobei VirD2 den unteren Strang der 

Bordersequenz zwischen Basenpaar 3 und 4 sequenzspezifisch ablöst. VirD2 lagert 

sich dabei kovalent an das 5'-Ende des abgelösten DNA-Einzelstranges (T-DNA) an 

und gibt dem Komplex damit in nachfolgenden Transferschritten einen polaren 

Charakter. Es wird vermutet, dass die Ablösung der gesamten T-DNA nach einem 

ähnlichen System stattfindet wie bei dem Vorgang der bakteriellen Konjugation. Der T-

DNA Transfer von der Bakterien- in die Pflanzenzelle wird von den elf Genen des virB 

Operons gesteuert. Alle elf Proteinprodukte (VirB1-11) sind essentiell an der Bildung 

eines pilusähnlichen Exportkomplexes zwischen Bakterienmembran und Pflanzenzelle 

beteiligt. Dieser Exportkomplex ist ein bakterielles Segregationssystem des Typs IV 

(T4SS), welches Virulenzfaktoren von Gram-negativen Bakterien in pflanzliche, 

tierische oder humane Wirtszellen einschleusen kann und damit Abwehrmechanismen 

des Wirtes modifizieren und/oder umgehen kann. Das an die T-DNA angelagerte 

VirD2-Molekül katalysiert vermutlich die Erkennungsreaktion für eine Passage durch 

diesen Komplex. Der T-DNA Komplex gelangt über das T4SS in das Zytoplasma der 

Pflanzenzelle, wo er vollständig mit VirE2 Proteinen umhüllt wird. VirE2 schützt dabei 

den T-DNA Komplex, insbesondere das 3'-Ende der T-DNA, vor Degradierung durch 
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pflanzliche Nukleasen im Zytoplasma. Der aktive Import von Proteinen in den 

eukaryotischen Zellkern benötigt spezifische nuclear localization signals (NLS). Die 

beiden Agrobakterien-Proteine VirD2 und VirE2 besitzen solche NLS-Funktionen, die 

von pflanzlichen Zellkernimport-Proteinen erkannt werden. Das mit Importin β 

komplexierte Importin α erkennt die NLS des VirD2 und leitet den Komplex an eine in 

der Zellkernmembran lokalisierte Kernpore, wo die Aufnahme des Komplexes über 

Importin β ermöglicht wird. Dagegen wird VirE2 durch das pflanzeneigene Protein VIP1 

erkannt, welches als Adapter für die NLS-Erkennung durch Importin α fungiert. Nach 

der Passage durch die Kernporen werden Importin α und β durch das GTP-bindende 

Protein Ran vom T-DNA Komplex gelöst. Das pflanzeneigene Protein VIP2 assoziiert 

wie VIP1 mit VirE2 Molekülen des T-DNA Komplexes. Die VIP1 und VIP2 Proteine 

leiten den Komplex vermutlich zu transkriptionell aktiven Chromatinregionen im 

Zellkern. Der genaue Vorgang der Integration durch illegitime Rekombination in diesen 

Bereichen, bei dem sowohl Agrobacterium kodierte Proteine (wie VirD2 und VirE2) als 

auch pflanzliche Kernproteine und DNA-Ligasen eine wichtige Rolle spielen, ist noch 

nicht vollständig geklärt. Der bisherigen Annahme, dass die Integration durch Ligation 

des 5'-Endes des T-DNA Einzelstranges mit der pflanzlichen genomischen DNA 

gefolgt von der Zweitstrangsynthese durch DNA-Reparaturmechanismen stattfindet 

(Tinland et al., 1995), steht ein neueres Modell gegenüber, das von einer 

Zweitstrangsynthese am T-DNA Strang vor der Integration in Doppelstrangbrüche der 

genomischen Pflanzen-DNA ausgeht (Chilton & Que, 2003; Tzfira et al., 2003).  

Für die Pflanzentransformation werden A. tumefaciens-Zellen mit einem 

rekombinanten binären Plasmidvektor pBIN_SN, der zwischen seinen 

Bordersequenzen den BMYVfl als T-DNA integriert hat, elektroporiert. Dieser binäre 

Vektor repliziert sowohl in E. coli als auch in A. tumefaciens. Der verwendete A. 

tumefaciens-Stamm ATHV besitzt, wie der Stamm LBA4404, ein Ti-Plasmid auf dem 

die für den T-DNA Transfer benötigten vir-Genen lokalisiert sind. Der binäre 

Plasmidvektor pBIN_SN besitzt zwischen der rechten und linken Bordersequenz ein 

nptII-Gen, das für eine Selektion erfolgreich transformierter Pflanzen verwendet wird. 

Da die gesamte T-DNA in das pflanzliche Genom integriert wird, enthalten transgene 

Zellen das nptII-Gen und den BMYVfl.  

Zur Transformation werden in vitro angezogene N. benthamiana Pflanzen verwendet. 

Hierfür werden N. benthamiana-Samen für 10 Min. in 1,3 %igem Natriumhypochlorid 

invertiert, zweimal in EtOH70% und dreimal in H2Obidest gewaschen, bevor sie auf MS-

Medium ausgelegt werden. Die Anzucht der Pflanzen erfolgt in einem 

Gewebekulturschrank bei 26°C und 16 Std. Licht (Osram Leuchtstofflampe L36 W/11, 
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Tageslicht Lumilux).  Einige der jüngsten Blätter dieser Pflanzen werden von 

Blattmittelrippe und Blatträndern befreit und 10-15 Blattstücke von 0,25-0,5 cm2 mit der 

Blattunterseite nach oben in 20 ml MS0 zusammen mit 200 µl einer A. tumefaciens-

Suspension in einer Petrischale bei 26°C und Dunkelheit für 2 Tage inkubiert. Für die 

Herstellung der A. tumefaciens-Suspension wird eine BMYVfl rekombinante A. 

tumefaciens-Dauerkultur auf LB-Kn Medium fraktioniert ausgestrichen und für 48 

Stunden bei 28°C inkubiert. Eine Einzelkolonie wird mit einem sterilen Zahnstocher 

abgenommen und in 20 ml LB-Kn bis zu einer OD600 von 0,5-1,0 herangezogen. Von 

dieser Suspension werden für die Inkubation mit den Blattscheiben 200 µl in eine 

Petrischale mit 20 ml MSO überführt. 

Während der Inkubation der Blattstücke mit den rekombinanten Agrobakterien wird 

durch phenolische Substanzen, die durch die Verwundung der Blattstücke freigesetzt 

werden, die vir-Gen Kette aktiviert. Der BMYVfl und der nptII-Selektionsmarker wird 

dabei als T-DNA in das Genom von Pflanzenzellen überführt. Die Blattstücke werden in 

einer Petrischale mit 20 ml Claforanlösung unter leichtem Schwenken gewaschen. Die 

Claforanlösung enthält antibiotisch wirkendes Cefotaxim-Natrium, welches eine weitere 

Vermehrung von Agrobakterien verhindern soll. Die Claforanlösung wird abgenommen 

und der Waschschritt weitere viermal wiederholt. Die gewaschenen Blattstücke werden 

mit der Blattunterseite nach oben so auf T1-Medium gelegt, dass die Ränder der 

Blattstücke Kontakt zum Medium besitzen. Neben der Zuführung von Nährstoffen und 

Pflanzenhormonen für die Sprossregeneration können durch das im T1-Medium 

enthaltene Kanamycin Pflanzenzellen selektiert werden, in deren Genom das nptII-Gen 

und damit auch der BMYVfl integriert worden ist. Die Petrischalen werden mit Parafilm 

verschlossen und im Gewebekulturschrank inkubiert. Nach 4 bis 7 Tagen werden die 

Blattstücke auf neues T1-Medium überführt und für 3 bis 4 Wochen im 

Gewebekulturschrank inkubiert. Nach dieser Zeit wachsen die ersten Sprosse aus 

undifferenziertem Kallusgewebe. Diese Sprosse werden möglichst ohne Kallusgewebe 

zur Streckung in Gewebekulturröhrchen mit T0-Medium überführt. Hier werden die 

Pflanzen im Gewebekulturschrank bis zur Bewurzelung herangezogen, bevor sie zum 

weiteren Wachstum in feuchte Erde getopft werden. Für das Topfen wird das T0-

Medium vorsichtig mit warmen Wasser von den Wurzeln abgelöst und diese in 0,15% 

Previcur© N (Wirkstoff Propamocarb-Hydrochlorid, Bayer Crop Science) getaucht. Zur 

Adaption an das Gewächshausklima werden die getopften Pflanzen zum 

Verdunstungsschutz mit einer Plastiktüte umhüllt. Nach 3 Tagen  kann die Plastiktüte 

an einer Ecke mit einer Schere geöffnet werden. Die Öffnung wird in den 

nachfolgenden Tagen weiter vergrößert bevor die Tüte ganz entfernt wird. Diese 
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Mutterpflanzen werden unter Gewächshausbedingungen (siehe 2.2.1) bis zur 

Samenreife herangezogen und beerntet. 

2.2.17.1 Selektion von transgenen N. benthamiana  

Eine erste Selektion von potentiell transgenen Pflanzen findet bereits während der 

Phase der Gewebekultur statt. Für eine Selektion von transgenen Pflanzen, die das 

nptII-Gen exprimieren, enthalten die Gewebekulturmedien stets Kanamycin. Der 

Nachweis der Integration und Expression des BMYVfl erfolgt durch 

Nukleinsäurenachweis oder über serologische Verfahren. Hierbei wird zum einen 

überprüft, ob das Transgen nach Nukleinsäure-Extraktion (2.2.6.1) mittels spezifischer 

Primer und PCR (2.2.8) nachgewiesen werden kann und zum anderen, ob das 

jeweilige Transgen exprimiert wird, d.h. das ein Genprodukt vorliegt. Für den 

serologischen Nachweis des Hüllproteins als ein Transgenprodukt werden DAS-ELISA 

(2.2.3.1) und TPIA (2.2.3.2) durchgeführt. Die transgenen Mutterpflanzen werden 

beerntet und die Nachkommen ebenfalls auf die Integration des Transgens überprüft. 

Neben den oben beschriebenen Nachweismethoden erfolgt bei den Nachkommen eine 

zusätzliche Selektion auf kanamycinhaltigem MS-Medium (400 mg Kn/l, 2.1.8.2). Die 

Samen werden oberflächensterilisiert (2.2.17) und auf dem Selektionsmedium 

gleichmäßig ausgelegt. Nach der Samenkeimung und der Ausbildung der Keimblätter 

können nach 2-3 Wochen transgene und nicht transgene Sämlinge anhand der 

Blattfärbung im Vergleich zu einer nicht transgenen Kontrolle (N. benthamiana 27/1) 

visuell unterschieden werden. Sämlinge die das nptII-Gen nicht exprimieren, zeigen 

starke Chlorosen, die die Blätter chlorophyllfrei erscheinen lassen und bilden keine 

Wurzeln im Medium aus. Die Keimblätter transgener Sämlinge bleiben dagegen kräftig 

grün, und das Wachstum ist nicht beeinträchtigt. Die Anzahl der Sämlinge beider 

Phänotypen wird bestimmt.  

2.2.18 Southern-Blot und Hybridisierung pflanzlicher DNA 

Die Detektion von Transgensequenzen im pflanzlichen Genom und die Bestimmung 

ihrer Kopienzahl wird nach Extraktion der Gesamt-DNA von N. benthamiana Pflanzen 

durch Southern-Blot (Southern, 1975) und Hybridisierung mit spezifischen DIG-

markierten Sonden in Anlehnung an Sambrook & Russel (2001) durchgeführt. Zum 

Nachweis der Anzahl von Transgenkopien (T-DNA Kopien) wird die Gesamt-DNA mit 

einer Restriktionsendonuklease verdaut, die zwischen dem durch die DIG-PCR Sonde 

nachzuweisenden Sequenzbereich und der rechten bzw. linken Border des T-DNA 

Abschnittes keine Erkennungssequenz mehr besitzt. 
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2.2.18.1 Southern-Blot und Fixierung durch UV-crosslinking 

Durch einen Southern-Transfer werden elektrophoretisch aufgetrennte DNA-

Fragmente auf eine Nukleinsäure-Bindende Trägermembran überführt. Nach Gesamt-

DNA Extraktion aus jungen Blättern von N. benthamiana Pflanzen durch das DNeasy® 

Plant Mini Kit (Qiagen) wird das gesamte Eluat (~100 µl, 20-25 µg DNA) mit der 

Restriktionsendonuklease EcoR V (10U/µl) geschnitten. Hierfür wird zu den 100 µl in 

AE Puffer gelöster DNA 164 µl H2Obidest, 30 µl 10x RE Puffer Promega D und 6 µl EcoR 

V gegeben und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachfolgenden Tag werden weitere 

2 µl EcoR V zugegeben und der Ansatz für weitere 2 Std. bei 37°C inkubiert. Für die 

Ausfällung der DNA werden 200 µl des Restriktionsansatzes mit 0,5 Vol. 7,5 M 

Ammoniumacetat und 3,5 Vol.  EtOHabs (-20°C) vermischt und für 20 Min. bei 4°C und 

13000 UpM (Sigma 4K5, Rotor 12130H) zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen 

und das Präzipitat mit 500 µl 70% EtOH für 5 Min. bei 4°C und 13000 UpM 

zentrifugiert. Das DNA-Pellet wird im Vakuumkonzentrator getrocknet und 

anschließend in 30 µl TE 10/0,1 aufgenommen. Die Auftrennung der Fragmente erfolgt 

über Agarose-Gelelektrophorese (2.2.10.5) in einem 1%igem Agarosegel ohne 

Ethidiumbromid. Als Größenstandard werden 5 µl des DIG-markierten DNA-

Längenstandards II (Roche) verwendet. Dieser Längenstandard zeigt acht Fragmente 

mit einer Größe von 23130, 9416, 6557, 4361, 2322, 2027, 564 und 125 bp. Nach 

Erreichen der maximalen Auftrennungsweite wird das Agarosegel mit einem Skalpell 

von den Geltaschen und nicht benötigten Gelbereichen befreit und für 10 Min. in 1 M 

HCl Lösung in einer flachen Schale geschwenkt. Anschließend wird das Gel zweimal 

mit H2Obidest gewaschen, zweimal für jeweils 15 Min. in Denaturierungspuffer und 

zweimal für je 15 Min. in Neutralisierungspuffer geschwenkt. Nach kurzer Spülung mit 

2x SSC Lösung kann das Gel in den Blot überführt werden. Im Blot wird die DNA aus 

dem Agarosegel mittels Kapillartransfer auf eine positiv geladene Nylonmembran 

(Qiabran, Qiagen) übertragen. Die im Blot verwendeten saugfähigen Papiere 

(Einmalhandtücher), Filterpapiere und die Membran müssen auf Gelgröße 

zugeschnitten werden. Der Blotaufbau beinhaltet (von unten nach oben): eine in 20x 

SSC getränkte 2 cm dicke Lage mit Whatmann Filterpapier auf die das zugeschnittene 

Gel überführt wird, auf das Gel wird eine in 2x SSC eingeweichte 

Hybridisierungsmembran blasenfrei gelegt, dann zwei Blatt mit 2x SSC behandeltem 

feuchtem Whatmann Filterpapier, ein Blatt trockenes Whatmann Filterpapier, eine ca. 5 

cm dicke Schicht aus trockenem saugfähigen Papier und eine Glasscheibe mit 

aufliegendem Gewicht. Der Blot wird zur Verringerung der Verdunstung mit 

Haushaltsfolie abgedeckt. Der Transfer wird über Nacht bei Raumtemperatur 
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durchgeführt. Nach dem Abbau des Blot wird die Gelseite der Membran markiert und 

ohne die Membran trocknen zu lassen mit der Gelseite nach oben auf in 20x SSC 

getränktes Filterpapier gelegt. Für die Fixierung der DNA wird die Membran mit dem 

feuchten Filterpapier für 90 Sek. unter einen UV-crosslinker (302 nm) gelegt. Um ein 

Austrocknen zu vermeiden wird die Membran vor der Prähybridisierung kurz in 20x 

SSC abgelegt. 

2.2.18.2 Herstellung einer DIG-PCR Sonde 

Für die Detektion von spezifischen Sequenzbereichen des Transgens werden 

Digoxigenin-markierte PCR Sonden verwendet. Für die Herstellung der Sonden wird 

der PCR DIG Labeling Mix (Roche) verwendet. Der Mix enthält neben dATP, dGTP, 

dCTP (je 2 mM) und dTTP (1,9 mM) auch 0,1 mM Digoxigenin-11-dUTP (DIG-UTP) 

und wird anstelle des normalen Nukleotidgemisches zu einem PCR-Reaktionsansatz 

gegeben. Während der PCR-Reaktion wird neben dTTP in geringerem Umfang auch 

das DIG-UTP in das amplifizierte DNA-Fragment eingebaut. Das eingebaute 

Digoxigenin lässt sich über spezifische Antikörper nachweisen.  

Für den Nachweis von Transgenen im pflanzlichen Genom wurden zwei verschiedene 

DIG-markierte Sonden hergestellt: eine Sonde die spezifisch einen CaMV 35S 

Promotor (DIG-35S) nachweist, und eine Sonde, die mit dem nptII-Gen des pBIN19 

(DIG-nptII) hybridisieren kann. Hierzu wurden ein verdoppelter CaMV 35 Promotor und 

das nptII-Gen jeweils in die MCS von Plasmidvektoren überführt in denen eine 

Amplifikation mit den universellen Standardprimern M13 R49 und M13 U43 möglich ist 

(siehe Anhang). Ein 100 µl PCR-Reaktionsansatz mit Verwendung des PCR DIG 

Labeling Mix ist nachfolgenden angegeben: 

 

  1,0 µl  Plasmid-DNA (1:10 verdünnt in H2Obidest) 

  10 µl  10x PCR Puffer 

  10 µl  50 mM MgCl2 

  10 µl  PCR DIG Labeling Mix 

  1,5 µl  M13 R49 

  1,5 µl  M13 U43 

  1,0 µl  Taq-Polymerase (~5 U) 

  65,0 µl  H2Obidest  

 

Die PCR-Reaktion findet bei Standardbedingungen (2.2.8) mit fünf unspezifischen 

PCR-Zyklen bei einer Anlagerungstemperatur von 37°C, einer anschließenden 

Erhöhung auf 53°C für 35 Zyklen und einer Amplifikationszeit von 1 Min. 30 Sek. statt. 
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Das amplifizierte Fragment wird in der Agarose-Gelelektrophorese überprüft und mit 

dem Qiaquick® PCR Purification Kit (2.2.10.7) gereinigt. Die Eluierung der DIG-

markierten Sonde von der Silicamembran erfolgt in zwei Zentrifugationsschritten mit 

jeweils 50 µl EB Puffer. 

2.2.18.3 Prähybridisierung und Hybridisierung 

Nach dem UV-crosslinking der DNA auf der Membran kann die Hybridisierung mit der 

hergestellten DIG-markierten PCR-Sonde erfolgen. Die Hybridisierung wird mit den 

Reagenzien des DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit II (Roche) 

durchgeführt. Für den Nachweis von DNA-Sequenzen auf der Membran wird die DIG-

markierte Sonde mit der Zielsequenz hybridisiert. An die hybridisierte Sonde bindet 

dann ein mit Alkalischer Phosphatase gekoppelter anti-DIG Antikörper. Die Alkalische 

Phosphatase setzt abschließend ein Chemilumineszenz-Substrat (CSDP) um, welches 

durch Abspaltung einer Phosphatgruppe Licht emittiert. Diese Reaktion kann auf 

lichtempfindlichen Röntgenfilmen nachgewiesen werden.  

Für eine Prähybridisierung wird die Membran blasenfrei mit der Gelseite nach innen in 

eine Hybridisierungsflasche überführt. Nach Zugabe von 10 ml DIG Easy Hyb Puffer 

(42°C) wird die Hybridisierungsflasche bei 42°C im Hybridisierungsofen für 30 Min. 

unter Rotation inkubiert.  

Für die Hybridisierung werden 15 µl der DIG-markierten Sonde für 5 Min. bei 100°C im 

Wasserbad denaturiert und anschließend sofort auf Eis abgekühlt. Die denaturierte 

Sonde wird zu 3 ml DIG Easy Hyb Puffer (42°C) gegeben und die 

Prähybridisierungslösung gegen dieses Gemisch ausgetauscht. Die Hybridisierung 

erfolgt unter gleichen Bedingungen wie die Prähybridisierung über Nacht. Die 

Hybridisierungslösung wird abgegossen und die Membran in der 

Hybridisierungsflasche zweimal für jeweils 5 Min. mit 2x SSC-SDS Lösung bei 

Raumtemperatur unter Rotation gewaschen. Anschließend folgen zwei Waschschritte 

unter Rotation für jeweils 15 Min. mit einer auf 65°C erwärmten 0,1x SSC-SDS Lösung 

bei 65°C im Hybridisierungsofen. Die Waschlösung wird anschließend abgegossen. 

Die Blockierungs- und Antikörper-Lösungen werden nach der Vorschrift im Kit 

vorbereitet. Alle nachfolgenden Inkubations- und Waschschritte erfolgen unter Rotation 

auf einem Rolltisch bei Raumtemperatur. Für die Blockierung von freien 

Bindungsstellen werden nach den Waschschritten 30 ml der Blockierungs-Lösung auf 

die Membran in der Hybridisierungsflasche gegeben und für 30 Min. inkubiert. 

Anschließend erfolgt die Bindung des anti-Digoxigenin-AP Antikörpers an die 

hybridisierte DIG-markierte Sonde durch Inkubation der Membran für 30 Min. in der 

Antikörper-Lösung. Nach zweimaligem Waschen, um ungebundene Antikörper zu 
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entfernen, für je 15 Min. in 100 ml MT-Waschpuffer folgt die Inkubation der Membran 

für 5 Min. in 100 ml Detektionspuffer (pH 9,5). Die Membran wird blasenfrei auf eine 

zugeschnittene Klarsichtfolie gelegt und darauf gleichmäßig einige Tropfen des 

chemilumineszenten CSDP verteilt. Sofort danach wird die Membran mit einer zweiten 

Klarsichtfolie abgedeckt und überschüssiges CSDP-Substrat zu den Rändern hin 

kräftig ausgestrichen. Alle nachfolgenden Arbeitsschritte finden in einer Dunkelkammer 

unter Rotlicht statt. Die umhüllte Membran wird mit der Gelseite nach oben in eine 

Filmkassette eingelegt und für die Autoradiographie mit einem Röntgenfilm bedeckt. 

Nach 2 Std. kann der Film entwickelt werden. 

 

Denaturierungspuffer 

 

o 1,5 M NaCl 

o 0,5 N NaOH 

in H2Obidest, autoklaviert. 

 

Neutralisierungspuffer 

 

o 1 M Tris-HCl 

o 3 M NaCl 

in H2Obidest, pH 5,5, autoklaviert. 

20x SSC 

 

o 3 M    NaCl 

o 300 mM    Natriumcitrat 

in H2Obidest, pH 7,0, autoklaviert. 

Maleinsäurepuffer 

 

o 0,1 M Maleinsäure 

o 0,15 M NaCl 

in H2Obidest, pH 7,5, autoklaviert. 

 

MT-Waschpuffer 

 

o 0,3% Tween 20 

in Maleinsäurepuffer. 

Detektionspuffer 

 

o 0,1 M Tris-base 

o 0,1 M NaCl 

in H2Obidest, pH 9,5 (HCl). 

 

2x SSC-SDS / 0,1x SSC-SDS 

 

o 0,1% SDS 

mit 20x SSC und H2Obidest herstellen. 
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2.2.19 Agroinfektion 

Die Infektion verschiedener Testpflanzen mit den hergestellten full-length-Klonen 

erfolgt durch Agroinfektion (Grimsley et al., 1986). Bei dieser Methode wird, wie bei der 

Pflanzentransformation (2.2.17) beschrieben, die Fähigkeit von A. tumefaciens  

genutzt, den als T-DNA integrierten full-length Klon in eine Pflanzenzelle zu 

übertragen. Eine erfolgreiche Virusinfektion kann dabei durch Integration der T-DNA in 

das Pflanzengenom und Expression des Transgens oder vor der Integration durch 

Bildung replikationsfähiger viraler Zwischenstufen etabliert werden. Die Induktion der 

vir-Genkette ist die Voraussetzung für einen erfolgreichen T-DNA Transfer. Eine 

Induktion wird bei Temperaturen unter 28°C, bei niedrigem pH-Wert und in 

Anwesenheit von phenolischen Substanzen, wie Acetosyringon, stimuliert (Stachel et 

al., 1985; Alt-Mörbe et al., 1988,1989). Für Agroinfektionen werden Versuchspflanzen 

im 4-8-Blattstadium verwendet. Die Applikation der Bakteriensuspension erfolgt auf voll 

ausgebildeten Blättern aus dem mittleren Stängelbereich. 

Im Verlauf der Arbeit wurden zwei verschiedene Methoden der Agroinfektion 

durchgeführt. Während die Herstellung der Inokulationssuspension bei beiden 

identisch ist, unterscheiden sich diese Methoden in der Art der Applikation der 

Bakteriensuspension auf die Versuchspflanzen.   

2.2.19.1 Herstellung der Inokulationssuspension 

Für eine Agroinfektion werden rekombinante Agrobakterien aus Dauerkulturen auf LB-

Kn fraktioniert ausgestrichen und für 24 bis 48 Stunden bei 28°C inkubiert. Es werden 

fünf Einzelkolonien in 30 ml LB-Kn  überführt und für 14 bis 16 Std. (OD600 von 1,0) bei 

28°C und 250 UpM inkubiert. Von der Bakteriensuspension werden 2 ml in einem 

Eppendorfgefäß bei 13000 UpM für 1 Min. pelletiert und der Überstand verworfen. Das 

Pellet wird vorsichtig in 2 ml Induktionspuffer gelöst und 3 bis 4 Std. bei 

Raumtemperatur unter gelegentlichem leichten Schwenken zur Induktion der vir-

Genkette inkubiert. 

 

Inokulationspuffer 

 

o 10 mM MgCl2 

o 10 mM MES 

o 100 µM Acetosyringon 

in H2Odest. 
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2.2.19.2 Methode A: Agroinfektion mittels Blattverletzung 

Bei dieser Inokulationsmethode werden die Blätter der Versuchspflanzen mit einem 

Skalpell verletzt und die Wundbereiche mit der Inokulationssuspension in Kontakt 

gebracht. Hierfür werden 5 ml der Inokulationssuspension in eine Petrischale pipettiert. 

Mit einem Skalpell werden Blätter aus dem mittleren Stängelbereich im rechten Winkel 

zur Blattmittelrippe halbiert und die gesamte Wundfläche für 5-10 Sek. in die 

Inokulationssuspension getaucht. Die Wundfläche wird anschließend mit Parafilm vor 

Verdunstung geschützt.  

2.2.19.3 Methode B: Agroinfektion mittels Injektion 

Die Inokulationssuspension wird mit einer 2 ml Einwegspritze ohne Nadel 

aufgenommen und in die Blattunterseite der Versuchspflanze injiziert. Dabei wird die 

Spritzenöffnung mit leichtem Druck an die Blattunterseite angelegt und mit einem 

Finger auf der gegenüberliegenden Blattoberseite stabilisiert. Durch langsames 

Senken des Spritzenkolbens können so große Blattflächen, vermutlich über 

Stomataöffnungen im Andruckbereich, mit der Bakteriensuspension infiltriert werden. 

Pro Versuchspflanze werden 2 ml Inokulationssuspension auf mindestens zwei Blätter 

verteilt. Für eine großflächige Infiltration werden Blätter aus dem mittleren 

Stängelbereich verwendet. 

 

 

Abbildung 2.2: Methoden der Agroinfektion: Bei Methode A wird ein halbiertes 
Blatt (A) in die Inokulationssuspension getaucht (B). Durch Injektion der 
Inokulationssuspension wird bei Methode B die Infiltration von Blattgwebe 
erreicht (C). 

 

2.2.20 Konfokale Laserscanningmikroskopie (CLSM) 

Die mikroskopische Untersuchung von pflanzlichem Blattgewebe wird an einem 

Konfokalen Laser Scan Mikroskop (CLSM, TCS SP2 System, Leica) durchgeführt. Die 

B A C 
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Untersuchung am CLSM erlaubt die Abbildung von Fluoreszenz- oder Reflexionslicht 

aus einer Ebene der Probe, wobei Licht aus anderen Ebenen von der Detektion 

ausgeschlossen ist. Durch einen Laser werden hierbei alle Punkte einer Ebene der 

Probe abgetastet, und das emittierte Fluoreszenzlicht wird durch das Objektiv 

zurückgeleitet. Die einzelnen Bildpunkte werden an einem Detektor registriert und 

digital an einen Computer weitergeleitet. Durch entsprechende Software (Leica 

Confocal Software TCS SP2) wird aus den digitalen Signalen ein Bild generiert. Die 

Detektion von GFP-Fluoreszenz (510-515 nm) in pflanzlichen Geweben erfolgt nach 

Anregung durch einen Argonlaser (Laserlinie 488 nm; Laserleistung 15-20 %) und 

Verwendung eines Farbteilers (488/543). Die Eliminierung von pflanzlicher 

Autofluoreszenz (hauptsächlich über 620 nm) wird durch die Auswahl des korrekten 

Emissionsspektrums gewährleistet. Die Untersuchungen am CLSM und die 

Aufnahmen von GFP-Fluoreszenz in pflanzlichem Gewebe wurden in Zusammenarbeit 

mit Christof Dietrich (IPP, Hannover) durchgeführt. 

2.2.21 Statistische Auswertungen 

Ein Nachweis signifikanter Unterschiede bei den durch DAS-ELISA festgestellten 

BMYV-Virustitern zwischen verschiedenen Varianten wird mit dem Softwareprogramm 

SPSS 11.0 durchgeführt. Hierbei werden aufgrund einer nicht vorliegenden 

Normalverteilung nichtparametrische Testverfahren für einen Vergleich innerhalb der 

Varianten (Wilcoxon-Test für paarige/verbundene Stichproben) und für einen Vergleich 

zwischen den Varianten (U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney) durchgeführt. Für 

einen Vergleich von erwarteten Häufigkeiten mit festgestellten Häufigkeiten 

(Samenselektion auf kanamycinhaltigem Medium) wird der Chi-Quadrat-

Homogenitätstest durchgeführt. Wenn Vergleiche zwischen mehreren Einzeltests 

durchgeführt werden erfolgt eine α-Adjustierung: 

 

α-Adjustierung: α* = α/k (k = Anzahl der Einzelvergleiche) 

 

d.h. bei einem Einzelvergleich α = 0,05, bei zwei Einzelvergleichen α = 0,025 und bei 

drei Einzelvergleichen α = 0,017. 

Die statistischen Auswertungen wurden in Zusammernarbeit mit Dr. Dirk Seidel 

(Bioinformatik, Universität Hannover) durchgeführt. 

2.2.21.1 Wilcoxon-Test für paarige/verbundene Stichproben 

Dieser meist nur als Wilcoxon-Test bezeichnete Test ist das verteilungsfreie Analogon 

zum t-Test für paarige Stichproben. Es gelten dieselben Voraussetzungen wie beim U-
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Test. Bei dem Wilcoxon-Test werden zuerst die Differenzen aus den Wertepaaren 

gebildet und mit Vorzeichen aufgelistet. Anschließend erstellt man eine Rangliste aus 

den Absolutwerten der Differenzen. Dann werden die Ränge addiert, die zu den 

Differenzen mit den selteneren Vorzeichen gehören; sind also z.B. die Minuszeichen 

weniger häufig als die Pluszeichen, werden die Ränge der Minusdifferenzen addiert. 

Schließlich werden wie beim U-Test die entsprechenden Formeln und Tabellen 

benötigt, um die Signifikanzen zu erhalten. 

2.2.21.2 U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney 

Der U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney wird für einen statistischen Vergleich 

von unpaarigen/unverbundenen Stichproben angewandt. Die Werte aus beiden 

Stichprobengruppen werden zusammengeführt und eine Rangliste nach Absolutwerten 

aufgestellt. Allen Daten wird so eine Rangzahl zugeordnet. Nach Trennung der beiden 

Stichproben werden die Rangzahlen in jeder Gruppe addiert. Durch Einsatz in Formeln 

und Hinzuziehen von Tabellen ergibt sich die Signifikanz. 

2.2.21.3 Chi-Quadrat-Test 

Der Chi-Quadrat-Homogenitätstest zur Ermittlung von relativen Häufigkeiten wird 

verwendet, um erwartete Mendelsche Aufspaltungsverhältnisse in T1- und T2-

Generationen mit den festgestellten Werten zu vergleichen. Um das gewählte α 

einhalten zu können ist die Anwendung der Yates-Korrektur angezeigt, da n=1 und 

damit n<20. 

χ²Yates =   
( )[ ]∑ −

erwartet Anzahl
2/1|erwartet Anzahl-beobachtet Anzahl| 2

 

 

Die Hypothese wird abgelehnt, wenn χ²Yates > χ²df = 1,1-α gilt. Der kritische Wert für den 

Chi-Quadrat-Test (df=1) und α=0,05 bei zweiseitigem Vergleich beträgt 3,841. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Blattlausübertragung von BMYV und BChV mittels Myzus persicae   

Ein Ziel dieser Arbeit war es, virale full-length Klone des BMYV (BMYVfl) und des 

BChV (BChVfl) zu erstellen und beide Klone molekular und biologisch zu 

charakterisieren. Für die Herstellung der BMYVfl und BChVfl sollten Virusisolate 

verwendet werden, die seit einigen Jahren in einer mischinfizierten B. vulgaris Pflanze 

unter Gewächshausbedingungen erhalten wurden. Diese beiden deutschen 

Virusisolate werden im Weiteren als BMYV-IPP und BChV-IPP bezeichnet. Die B. 

vulgaris Pflanze wurde von Dr. K. Graichen (Bundesanstalt für Züchtungsforschung, 

Aschersleben) zur Verfügung gestellt. Durch DAS-ELISA und TPIA konnte in dieser 

Pflanze eine BMYV-Infektion nachgewiesen werden (Abbildung 3.3, A). Nach RT-PCR 

mit BMYV-, BChV- und BYV-spezifischen Oligonukleotiden wurde festgestellt, dass die 

B. vulgaris Pflanze sowohl mit BMYV als auch mit BChV und BYV infiziert war 

(Abbildung 3.1).   

 

Tabelle 3.1: Durch RT-PCR und TPIA (MAb5G4) festgestellte Virusinfektionen in 
Testpflanzen acht Wochen nach Blattlausübertragung von einer BMYV-, BChV- 
und BYV-mischinfizierten B. vulgaris. 

              Anzahl infizierter / Anzahl getesteter Pflanzen 

                                                              RT-PCR 

       TPIA (MAb5G4)             BMYV       BChV       BYV 

N. benthamiana*   3 / 4 4 / 4 0 / 4 3 / 4 

B. vulgaris  4 / 4 4 / 4 0 / 4 4 / 4 

C. capitatum 0 / 4 0 / 4 0 / 4 4 / 4 

C. bursa-pastoris  4 / 4 4 / 4 0 / 4 4 / 4 

*Ergebnisse nach 4 Wochen, 2/4 Pflanzen zeigten starke BYV-Symptome und waren 
nach 8 Wochen abgestorben.  
 

Durch Blattlausübertragung mit Myzus persicae von dieser mischinfizierten B. vulgaris 

Pflanze sollte untersucht werden, ob das BMYV-IPP und BChV-IPP Virusisolat 

Unterschiede in ihrem Wirtspflanzenspektrum zeigten. Hierzu wurden Blattläuse von 

der B. vulgaris Spenderpflanze auf N. benthamiana, B. vulgaris, C. capitatum, N. 

benthamiana und C. bursa-pastoris Pflanzen überführt und nach 72 Std. durch 

Insektizidbehandlung abgetötet. Die Testung systemischer Virusinfektionen erfolgte 

acht Wochen nach der Blattlausübertragung mittels TPIA (MAb5G4) und RT-PCR mit 

BMYV-, BChV- oder BYV-spezifischen Oligonukleotiden (Tabelle 3.1 und Abbildung 
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3.1). Vier Wochen nach der Blattlausübertragung wurden an zwei N. benthamiana  

Pflanzen die für eine Infektion mit dem BYV typischen Symptome in Form von 

Blattvergilbungen der jüngsten Blätter im oberen Stängelbereich und schließlich das 

Absterben des Triebes beobachtet. An den BMYV/BYV-infizierten N. benthamiana  

wurden nach vier Wochen Vergilbungen an Blättern aus dem unteren und mittleren 

Stängelbereich beobachtet.  

 

 
Abbildung 3.1: Virusnachweis durch RT-PCR mit BMYV- (BMYVP0s/BMYVP0as, 
Spur 1-6), BChV- (BChVP0s/BChVP0as, Spur 7-12) und BYV- 
(BYVCPNTR1/BYVCPNTR2, Spur 13-18) spezifischen Oligonukleotiden nach 
Gesamt-RNA Extraktion aus vier B. vulgaris Pflanzen acht Wochen nach 
Virusübertragung durch Myzus persicae; M: λ-PstI DNA-Standard; 
Positivkontrolle: RNA aus BMYV/BChV/BYV mischinfizierter B. vulgaris (Spur 5, 
11, 17); Negativkontrolle: RNA aus nicht infizierter B. vulgaris  (Spur 6, 12, 18). 
 

Bei zwei B. vulgaris Pflanzen wurde zur gleichen Zeit eine starke Adernaufhellung an 

jüngeren Blättern bonitiert. Nach acht Wochen konnte bei diesen Pflanzen ebenfalls 

eine Vergilbung der ältesten Blätter und Raublättrigkeit beobachtet werden (Abbildung 

3.2). An virusinfizierten C. bursa-pastoris wurden drei Wochen nach der 

Blattlausübertragung ein Rollen der älteren Blätter und Blattvergilbungen beobachtet.  

 

Abbildung 3.2: Vergilbungen der 
Interkostalflächen an B. vulgaris 
Blättern von BMYV/BYV-
mischinfizierten (rechts) und virus-
freien (links) Pflanzen acht Wochen 
nach Infektion über Myzus 

persicae. 
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An BYV-infizierten C. capitatum Pflanzen konnten vier Wochen nach der Infektion 

Blattverformungen festgestellt werden. Diese Pflanzen waren nach zehn Wochen 

abgestorben. 

Wie in Tabelle 3.1 dargestellt, konnte mit Ausnahme von C. capitatum in allen 

Versuchspflanzen eine Infektion mit BMYV-IPP nach Blattlausübertragung 

nachgewiesen werden. In einem Großteil der BMYV-infizierten Pflanzen wurde durch 

RT-PCR auch eine Infektion mit dem BYV dokumentiert. In keiner der 

Versuchspflanzen konnte dagegen eine Infektion mit BChV-IPP etabliert werden. Da 

eine Übertragung des BMYV mittels Myzus persicae auf B. vulgaris  möglich war 

(Abbildung 3.1), konnte nicht ausgeschlossen werden, dass das vorliegende BChV-

Isolat die Fähigkeit zur Blattlausübertragung aufgrund mehrjähriger Erhaltung in einer 

B. vulgaris Pflanze verloren hatte.   

In allen C. capitatum Pflanzen konnte eine BYV-Infektion durch RT-PCR mit 

spezifischen Oligonukleotiden nachgewiesen werden. In dieser Pflanzenart konnte 

durch TPIA keine BMYV-IPP Infektion detektiert werden (Abbildung 3.3, D).  

 

 
Abbildung 3.3: TPIA-Aufnahmen (MAb5G4) einer BMYV/BChV-mischinfizierten B. 

vulgaris (A) und nach Virusübertragung durch Myzus persicae BMYV-infizierten 
N. benthamiana (B+C) und C. capitatum (D) Blattstiel- und Stängelquerschnitte 
(C) mit TPIA-Aufnahmen nicht-infizierter Kontrollpflanzen (E-G). Der 
Größenstandard (A und B-G) entspricht 1 mm. 
 

Es konnte eine sehr gute Übereinstimmung des serologischen BMYV-Nachweises 

durch TPIA von Blattstielen mit den Ergebnissen eines Virusnachweises durch 

spezifische Oligonukleotide und RT-PCR festgestellt werden. Die serologische 

Markierung des Virusantigens mit den Antiseren MAb5G4/RAM-AP und die Detektion 

durch Fast Red-Naphtol im TPIA zeigte deutlich violett gefärbtes Pflanzengewebe. Die 

verfärbten Bereiche wurden als BMYV-infiziertes Gewebe, vermutlich Phloemgewebe, 

B C D A 

E F G 
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klassifiziert und grenzten sich klar von nicht infizierten Zellbereichen ab (Abbildung 

3.3). 

3.2 Herstellung von BMYV und BChV full-length Klonen 

In den im vorstehenden Kapitel dargestellten Untersuchungen konnte das BChV-IPP, 

im Gegensatz zu dem Isolat BMYV-IPP, nicht durch Blattläuse auf B. vulgaris als 

beschriebene Wirtspflanze (Hauser et al., 2002) übertragen werden. Für eine 

molekulare und biologische Untersuchung der beiden Virusisolate sollten cDNA full-

length Klone hergestellt werden. Durch die Methode der Agroinfektion mit full-length 

Klonen können Virusinfektionen in Pflanzen etabliert werden ohne auf eine 

Virusübertragung durch Blattläuse als Virusvektor angewiesen zu sein.  

3.2.1 Klonierung eines BMYV full-length Klon (BMYVfl) 

Die Grundlage für die Herstellung des BMYVfl war die von Guilley et al. (1995) 

veröffentlichte Sequenz des BMYV Isolates 2ITB (GenBank #X83110). Anhand dieser 

Sequenzinformationen wurden spezifische Oligonukleotide ausgewählt und vier PCR-

Fragmente (Abbildung 3.4, I-IV), die das gesamte BMYV Genom abdecken, mittels 

reverser Transkription und PCR amplifiziert.  

 

 
Abbildung 3.4: Genetische Karte der BMYV-IPP RNA mit Angabe der ORF in den 
Rahmen. Die RT-PCR Produkte I-IV werden durch Linien dargestellt an deren 
Enden die verwendeten Oligonukleotidbezeichnungen und -positionen 
angegeben sind. 
 
Die Fragmente wurden durch die Auswahl der Oligonukleotide so amplifiziert, dass sie 

sich in Sequenzbereichen überschneiden in denen Restriktionsschnittstellen enthalten 

sind, die für die Zusammenführung der Einzelfragmente zum BMYVfl während der 

Klonierung verwendet wurden. 
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Das verwendete BMYV-IPP Isolat wurde seit einigen Jahren unter 

Gewächshausbedingungen in B. vulgaris Pflanzen erhalten und für die Extraktion der 

viralen RNA mittels Myzus persicae auf N. benthamiana Pflanzen übertragen. Alle vier 

amplifizierten Fragmente wurden unter Verwendung von Restriktionsendonukleasen in 

verschiedene Plasmidvektoren kloniert. Hierbei wurden sowohl die über 

Oligonukleotide eingebrachten, als auch BMYV-cDNA interne Restriktionsschnittstellen 

verwendet. Die Bestätigung von erfolgreichen Klonierungen erfolgte über 

Restriktionsspaltungen. Von jedem der vier Subfragmente wurden Populationen aus 10 

bis 14 Einzellysaten gebildet, die für weitere Klonierungsschritte verwendet wurden. 

Nach allen anschließenden Klonierungen, mit dem Ziel die Subklone zu einem BMYVfl 

zu vereinen, wurden ebenfalls Populationen aus Einzellysaten gebildet. Die im 

folgenden angegebenen Positionen der Restriktionsschnittstellen beziehen sich auf die 

BMYVfl cDNA. 

Die PCR-Subfragmente I (BMYV 1-1094 nt) und II (BMYV 845-2495 nt)  überschneiden 

sich in einem Sequenzbereich der eine BMYV-interne Nsi I (Nukleotidposition 1040) 

Restriktionsschnittstelle enthält. Über diese Nsi I Schnittstelle und eine über 

Oligonukleotide eingebrachte BamH I Schnittstelle konnten beide Fragmente 

zusammengeführt werden. Das PCR-Subfragment II enthält zusätzlich die BMYV-

interne NgoM IV Schnittstelle an der BMYV-Nukleotidposition 2340. Das PCR-

Subfragment IV (BMYV 4049-5723 nt) wurde so amplifiziert, dass es die BMYV-interne 

3'-Sac I Restriktionsschnittstelle an der BMYV Nukleotidposition 4680 enthält. In diese 

Schnittstelle ist aus Subfragment III (BMYV 2256-4791 nt) ein Sac I-Fragment (BMYV 

Nukleotidposition 2235 bis 4680) nach Dephosphorylierung des Empfängervektors 

integriert worden. Zusätzlich zur Überprüfung der erfolgreichen Integration wurde die 

richtige Orientierung mittels Restriktionsspaltung überprüft. Die zusammengeführten 

Fragmente III und IV sind in den Vektor L140 (siehe Anhang) zwischen eine 

verdoppelte CaMV 35S-Promotor- und eine Ribozymsequenz überführt worden. Über 

die von Fragment II eingebrachte interne NgoM IV Restriktionschnittstelle und eine 

über Oligonukleotide integrierte Asc I Schnittstelle, als Erweiterung des direkten BMYV 

5'-Endes, konnten alle vier Fragmente zum BMYVfl unter CaMV 35S-Promotor- und 

Ribozym-Kontrolle vereint werden (L156-L175). Aufgrund einer Asc I 

Restriktionsschnittstelle befinden sich zwischen dem CaMV 35S-Transkriptionsstart 

und dem Beginn der viralen Sequenz  sechs Fremdnukleotide. Die als 

Terminationssignal verwendete Ribozymsequenz verlängert das 3'-terminale Ende des 

BMYVfl um elf Fremdnukleotide (Abbildung 3.6). Den Abschluss der 

Klonierungsarbeiten bildete die Integration des BMYVfl aus einer Population von 20 

Einzellysaten in das pBIN19 Derivat (Bevan, 1984) pBIN_SN.  
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Abbildung 3.5: Darstellung der Fremdnukleotide, die zu einer 5'-  und 3'-
terminalen Verlängerung (fett) der BMYVfl-RNA (unterstrichen) führen. A: 
Zwischen dem CaMV 35S-Promotor Transkriptionsstart (Pfeil) und der viralen 
Sequenz befinden sich sechs Fremdnukleotide. B: Darstellung der RNA-
Sekundärstruktur (nach Hofacker, 2003)  der hammerhead-Ribozymsequenz am 
3'-Terminus der BMYVfl-RNA mit Angabe der Spaltstelle (*). Nach der ribozymalen 
Selbstprozessierung verbleiben elf 3'-terminale Fremdnukleotide.  
 

Aus diesem Klonierungsschritt konnten sieben Einzelklone selektiert werden, die 

separat in Zellen des A. tumefaciens Stammes ATHV elektroporiert und auf ihre 

Infektiosität hin getestet wurden. Eine Übersicht über die Klonierungsstrategie gibt 

Abbildung 3.6 mit Angabe der Anzahl und Bezeichnungen der Lysatpopulationen und 

der verwendeten Restriktionsschnittstellen. 
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur 
Herstellung des BMYVfl mit Angabe der verwendeten Oligonukleotide, Vektoren, 
Restriktionsschnittstellen und Anzahl der selektierten Einzellysate in den 
Lysatpopulationen. 
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3.2.2 Klonierung eines BChV full-length Klon (BChVfl) 

Die Klonierungsstrategie zur Herstellung des BChVfl beruht auf  Sequenzinformationen 

verschiedener BChV-Isolate, die durch Hauser et al. (2002) bereitgestellt wurden. Die 

Oligonukleotide für die Amplifikation von BChV-IPP cDNA-Fragmenten wurden so 

gewählt, dass sie eine möglichst vollständige Übereinstimmung mit allen drei 

bekannten kompletten BChV-Genomsequenzen der Isolate BChV-CR (kalifornisches 

Isolat; GenBank #AF352025), BChV-2a (englisches Isolat; GenBank #AF352024) und 

einem Isolat mit nicht beschriebener Herkunft (GenBank #NC_002766) zeigten. Durch 

die Selektion von Oligonukleotiden aus konservierten Genombereichen sollten 

Oligonukleotid-basierende Sequenzunterschiede zwischen dem BChV-IPP und dem 

cDNA-Klon BChVfl ausgeschlossen werden. Die BChV-RNA des verwendeten Isolats 

wurde aus einer unter Gewächshausbedingungen gehaltenen, mit BChV, BMYV und 

BYV mischinfizierten B. vulgaris Pflanze extrahiert. Da die BChV und BMYV 3'-

Genombereiche hohe Homologien aufweisen (Hauser et al., 2002), wurden die 

Oligonukleotide so ausgewählt, dass nur BChV-RNA revers transkribiert und 

anschließend amplifiziert werden kann. Durch Sequenzierung von Teilabschnitten 

jedes Fragments wurde sichergestellt, dass nur BChV-IPP und nicht BMYV-IPP cDNA 

amplifiziert worden war. 

 

 
Abbildung 3.7: Genetische Karte der BChVfl-RNA mit Angabe der Leserahmen in 
Boxen. Die RT-PCR Produkte I-VI werden durch Linien dargestellt an deren 
Enden die verwendeten Oligonukleotidbezeichnungen und -positionen 
angegeben sind. 
 

Der BChVfl wurde nach reverser Transkription und PCR-Amplifikation aus sechs 

Subfragmenten (Abbildung 3.7, I-VI), die das gesamte BChV-Genom abdecken, 

zusammengeführt. Die für die Amplifikation der Subfragmente verwendeten 

Oligonukleotide wurden, wie bereits zuvor für die Klonierung des BMYVfl beschrieben, 

so gewählt, dass die Amplifikate BChV-interne Restriktionsschnittstellen enthielten, die 
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für die Zusammenführung der Subfragmente verwendet werden konnten. Mit den über 

die Oligonukleotide eingebrachten Restriktionsschnittstellen an den 5'- und 3'-Enden 

der Amplifikate wurden die Subfragmente in Plasmidvektoren zwischenkloniert.  

Die Überprüfung der Klonierungen erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen. Von 

jedem der klonierten Subfragmente wurde für die Herstellung einer Population eine 

möglichst hohe Anzahl von Einzellysaten selektiert. Während von den Subfragmenten I 

und V jeweils 17 bzw. 18 Einzellysate für eine anschließende Populationsklonierung 

selektiert wurden, konnten von den Fragmenten II-IV und VI nur zwei bzw. sechs 

Einzellysate weiter verwendet werden. In den folgenden Klonierungsschritten, mit dem 

Ziel, die Subfragmente zu einem BChVfl zu vereinen, wurden ebenfalls 

Lysatpopulationen verwendet. Die nachstehend angegebenen Nukleotidpositionen der 

BChV internen Restriktionsschnittstellen beziehen sich auf die BChVfl cDNA.   

Die Klonierung des BChV Subfragmentes I über Rsa I (blunt)/ BamH I in den 

verdoppelten CaMV 35S-Promotor enthaltenden Plasmidvektor p442 (Stu I (blunt)/ 

BamH I), ermöglichte eine 3'-terminal fremdnukleotidfreie Integration des BChV 

Subfragmentes I hinter die CaMV 35S-Promotorsequenz. Die BChV Subfragmente I 

(BChV 1-394 nt) und II (216-1430 nt) überschnitten sich in einem Bereich, der eine 

BChV interne  Nco I (Nukleotidposition 217) Restriktionsschnittstelle enthielt. Mit dieser  

Restriktionsschnittstelle und vektorinternen Hind III Restriktionsschnittstellen wurden 

die beiden Subfragmente in p442 zusammengeführt. Das BChV Subfragment III (1404-

3610 nt) überschnitt sich mit dem II. Fragment in einem Bereich mit einer BChV 

internen Xho I (Nukleotidposition 1409) Restriktionsschnittstelle.  Da innerhalb des 

Subfragmentes III eine zweite Xho I (Nukleotidposition 1841) vorlag, wurde dieses 

Fragment nach einer unvollständigen Xho I  und Hind III Restriktionsspaltung in die 

Populationsklone mit den ersten beiden Fragmenten integriert. Die Subfragmente III 

und IV (2932-4289 nt) beinhalteten beide einen Bereich mit einer BChV internen Nsi I 

(Nukleotidposition 2938) Restriktionsschnittstelle. Diese Nsi I und die plasmidinterne 

Hind III Schnittstelle ermöglichten die Zusammenführung mit den Populationsklonen, 

die den restlichen 5'-Bereich des BChV-Genoms enthielten.  

Das direkte 3'-Ende des BChVfl (Subfragment VI, 4915-5768 nt) wurde über die 

Oligonukleotid-integrierten Restriktionsschnittstellen Asc I und Bsp120 I in den 

Plasmidvektor L140 vor eine Ribozymsequenz überführt (Abbildung 3.5, B). Nach der 

ribozymalen Selbstprozessierung verlängert sich die BChV-IPP RNA im BChVfl um elf 

Nukleotide. Die Subfragmente V (4209-5031 nt) und VI wurden durch Nutzung einer 

BChV internen Nsi I und der plasmidinternen Asc I zusammengeführt. Diese beiden 

Subfragmente konnten dann über eine BChV interne EcoN I (Nukleotidposition 
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Abbildung 3.8: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur 
Herstellung des BChVfl mit Angabe der verwendeten Oligonukleotide, Vektoren, 
Restriktionsschnittstellen und Anzahl der selektierten Einzellysate in den 
Lysatpopulationen. 
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4240) aus überschneidenden Bereichen der Fragmente IV und V und einer der 

Riboyzmsequenz nachfolgenden plasmidinternen Hind III-Restriktionsschnittstelle mit 

den Subklonen I-IV zu dem vollständigen BChVfl zusammengeführt werden. Eine 

Übersicht über die durchgeführte Klonierungsstrategie ist in Abbildung 3.8 dargestellt. 

Es konnten insgesamt vier BChVfl  unter CaMV 35S-Promotor- und Ribozymkontrolle 

selektiert werden. Einer dieser Klone (L362) wurde vollständig sequenziert. Für die 

Testung der Infektiosität mittels Agroinfektion wurden alle vier BChVfl  als Population, 

und der sequenzierte BChVfl auch separat, in das pBIN19 Derivat (Bevan, 1984) 

pBIN_SN überführt. 

3.3 Sequenzanalyse des BMYV-IPP und des BChV-IPP 

Aus den Populationen der BMYV-IPP und BChV-IPP cDNA Klone wurde jeweils ein 

Klon vollständig sequenziert. Für die Sequenzbestimmung wurden L189 (BMYV-IPP) 

und L362 (BChV-IPP) ausgewählt. Mit den in Kapitel 2.1.6.2 und 2.1.6.7 angeführten 

Oligonukleotiden konnte die cDNA Nukleotidsequenz des BMYVfl bzw. des BChVfl vom 

3'-Bereich des CaMV 35S-Promotors bis zur terminierenden Ribozymsequenz 

vollständig bestimmt werden. Durch die Sequenzanalyse sollte überprüft werden, ob im 

BMYVfl und BChVfl die für Poleroviren charakteristische Anordnung der Leserahmen, 

Start- und Terminationskodons und Motive, die an der Genomexpression und der 

Replikation beteiligt sein können, vorliegen. Dies war von besonderem Interesse, da 

die erstellten full-length Klone auf ihre Infektiosität getestet werden sollten.  

Die Genomgröße des BMYV umfasst 5723 nt. Ein zusätzliches Thymin an 

Nukleotidposition 3520 innerhalb der nicht kodierenden Region zwischen dem 5'- und 

3'-Genblock verlängert das Genom im Vergleich zu dem Isolat BMYV-2ITB um ein 

Nukleotid. Die festgestellte Genomgröße des BChV-IPP beträgt 5768 nt und liegt damit 

zwischen den Genomgrößen der BChV-Isolate BChV-CR (5742 nt) und BChV-2a 

(5776 nt). Bei beiden Klonen wurden die direkten 5'- und 3'-Genomsequenzen nicht 

durch eine 5'- und 3'-RACE bestimmt, sondern ergaben sich aufgrund der verwendeten 

Oligonukleotide BMYV1s (24 nt) und BChV1sneu (20 nt) für die 5'- bzw. BMYV3as (16 

nt) und BChV3asneu (33 nt) für die 3'-terminalen Genombereiche.  

Die nachfolgend angegebenen Nukleotidpositionen beziehen sich auf die sequenzierte 

cDNA Sequenz des BMYV-IPP bzw. BChV-IPP. Die Sequenzanalyse des BMYV-IPP 

und BChV-IPP zeigte die für Poleroviren charakteristische Genomstruktur mit sechs 

großen ORFs auf dem positiven RNA-Strang. Dabei werden ORF0, ORF1 und ORF2 

im 5'-Bereich des Genoms durch einen nicht-kodierenden Bereich (non-coding region, 

NCR) von 228 nt (BMYV-IPP) und 203 nt (BChV-IPP) von dem 3'-Genblock mit ORF3, 

ORF4 und ORF5 getrennt. Der Vergleich der Größe der sechs ORFs (Tabelle 3.2) 



                                                                                                              Ergebnisse 

 

 107

ergab für die Isolate BMYV-IPP und BMYV-2ITB keine Unterschiede. Das Isolat BChV-

IPP zeigte im Vergleich zu anderen BChV-Isolaten eine hohe Homologie in Bezug auf 

die Größe der identifizierten sechs ORFs. Allerdings variierte hier die Größe des ORF5 

bei Isolaten verschiedener Herkunft.  

Der Größenvergleich der ORFs zwischen den beiden Viren BMYV und BChV zeigte 

identische Größen für die ORF1, ORF3 und ORF4 und einen um 27 nt größeren 

BChV-ORF0. Diese Daten geben einen ersten Hinweis auf die phylogenetisch nahe 

Verwandtschaft von BMYV und BChV, die in Kapitel 3.13 intensiver analysiert wird. Der 

Vergleich zeigt auch, dass die Unterschiede in der Genomlänge, sowohl zwischen den 

BMYV- als auch zwischen den BChV-Isolaten, nicht alleine durch Unterschiede in 

kodierenden Bereichen erklärt werden können. Diese Differenzen sind hauptsächlich 

durch Unterschiede in nicht-kodierenden Regionen des Genoms, wie die 5'- und 3'-

terminale Region und der NCR, zu erklären. 

 

Tabelle 3.2: Vergleich der Genom- und Leserahmengröße des BMYV-IPP und des 
BChV-IPP mit denen verschiedener BMYV- und BChV-Isolate. 

 

 
BMYV-

IPP 

BMYV-
2ITB 

X83110 

BChV-
IPP 

BChV-CR 
AF352025 

BChV-2a 
AF352024 

BChV 
NC002677

Genom-
größe 

5723 nt 5722 nt 5768 nt 5742 nt 5776 nt 5776 nt 

ORF0 720 nt 720 nt 747 nt 747 nt 747 nt 747 nt 

ORF1 1971 nt 1971 nt 1971 nt 1971 nt 1971 nt 1971 nt 

ORF2 1875 nt 1875 nt 1857 nt 1857 nt 1857 nt 1857 nt 

ORF3 609 nt 609 nt 609 nt 609 nt 609 nt 609 nt 

ORF4 528 nt 528 nt 528 nt 528 nt 528 nt 528 nt 

ORF5 1401 nt 1401 nt 1407 nt 1401 nt 1392 nt 1392 nt 

  
Der erste ORF (ORF0) beginnt mit AUG (BMYV-IPP 32-34 nt bzw. BChV-IPP 27-29 nt) 

und terminiert mit UGA (BMYV-IPP 749-751 nt) bzw. UAA (BChV-IPP 771-773 nt). Die 

berechnete relative Molekülmasse (Mr) des putativen Proteins P0 beträgt ~28 kDa. Der 

zweite ORF (ORF1) befindet sich in einem anderen Leseraster und beginnt mit AUG 

(BMYV-IPP 156-158 nt bzw. BChV-IPP 163-165 nt) und endet am Stopkodon UGA 

(BMYV-IPP 2124-2126 nt) bzw. UAA (BChV-IPP 2131-2133 nt) und kodiert für das 

putative Protein P1 mit einer Mr von ~72 kDa. Der ORF2 überschneidet sich in seiner 

5'-Region mit dem ORF1 und befindet sich im gleichen Leseraster wie der ORF0. Der 

ORF2 beginnt an der BMYV-IPP Nukleotidposition 1522 (BChV-IPP 1547) und 

terminiert mit UAA an Position 3398-3400 bzw. BChV-IPP Position 3402-3404. Der 

ORF2 wird vermutlich nur durch einen -1 Leserasterwechsel von ORF1
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                 A250/263                                     A290/294  

 PLRV      ALVTAEHCLEG---------AFATSLKTGN--RIPMSTFFPIFKSARNDISILVGP  
 CYDY      AIVTVAHNIEEGC-------SFYSSRTSG---SIPITEFRVIFESKTMDIAILVGP  
 BWYV-FL1  ALMTATHVLRDCP-------NAVAVSAKGLKTRIPLAEFKTIAKSDKGDVTLLRGP  
 BMYV-2ITB GLLTAQHVVDDFYEGDPRKTLKVVSTRNGN--KIPLDEFRVTYTSEKRDQLLMHGP  
 BMYV-IPP  GLLTAQHVVDDFYEGDPRKTLKVVSTRNGN--KIPLDEFRVTYTSEKRDQLLMHGP  
 CABYV     GLLTAYHVA---VPGS-----KVVSTRNGN--KVPLSEFRSIMESEKRDLVLLAGP  
 BChV-CR   GLITCSHAPIN---------GSVFSTVTGN--KIKMESFKTLYDDAETDVKILFGP  
 BChV-2a   GLITCSHAPIN---------GSVFSTVTGN--KIKMESFKTLYDDAETDVKILFGP  
 BChV-IPP  GLITCSHAPIN---------GSVFSTVTGN--KIKMESFKTLYDDAETDVKILFGP  
           .::*  *                    .*    : :  *     .   *  :: **  
 

 PLRV      PNWEGLLSVKGAHFITADKIGKGPASFYTLEK-GEWMCHSATIDGAHH--QFVSVL  
 CYDY      INWESILGCKGVHFTTADRLAECPAALYLLDSDGQWRSNSAKICGHFD--NFAQVL  
 BWYV-FL1  PNWEGLLGCKAANVITAANLAKCKASIYSFDR-DGWVSSYAEIVGSEG--TDVMVL  
 BMYV-2ITB PNWEGVLACKAVHMIPASSVAKSKATFFALSD-GEWHSSNAELVGTSKCGKFISVL  
 BMYV-IPP  PNWEGVLACKAVHMIPASSVAKSKATFFALSD-GEWHSSNAELVGTSKCGKFISVL  
 CABYV     PNWEGTLACKAVQFQSAQNLCKSKASFYAYDG-EGWISSNAEIVGIAEGKTHASVL  
 BChV-CR   PNWESVMGCKALKLVTRDSLAKGPATIYTFGD-NGWTSSQASISGAYD-KNKASVL  
 BChV-2a   PNWESVMGCKALKLVTRDSLAKGPATIYTFGD-NGWTLSQASISGAYD-KNKASVL  
 BChV-IPP  PNWESVMGCKALKLTTRDSLAKGPATIYTFGD-NGWTSSQASIVGAYD-KNKASVL  
           ***. :. *. :. .   : :  *:::       *    * : *         **  
 

             A355/358                                             A406/406   
 PLRV      CNTGPGYSGTGFWSSKNLLGVLKGFPL-EEECNYNVMSVIPSIPGITSPNYVFE S   
 CYDY      SNTKVGHSGAGYFYGKTLVGLHKGHP--GKDFNFNLMAPLPGIPGLTSPQYVVE S  
 BWYV-FL1  SHTEGGHSGSPYFNGKTILGVHSGAS---ATGNYNLMAPIPSLPGLTSPTYVFE T  
 BMYV-2ITB SDTKSGHSGTPYFNGKSVLGVHIGSPKEFESENVNYMSPIPRFPGLTSPNYIFE T  
 BMYV-IPP  SDTKSGHSGTPYFNGKSVLGVHIGSPKEFESENVNYMSPIPRFPGLTSPNYIFE T  
 CABYV     SNTDAGHSGTPYFNGRTVLGVHVGGAK---DENFNYMAPIPPVYGLTSPSYEFE T  
 BChV-CR   SITDKGHSGAPYISGKNVIGIHSGGD---IVDNVNVCSTIPKIVNLTTPQLVFE T  
 BChV-2a   SITDKGHSGAPYISGKNVIGIHSGGD---VVDNVNVCSTIPKIVNLTTPQLVFE T  
 BChV-IPP  SITDKGHSGAPYISGKNVIGIHSGGD---VVDNVNVCSTIPKIVNLTTPRLVFE T  
           . *  *:**: :  .:.::*:  *        * *  : :* . .:*:*   .* :  
 

Abbildung 3.9: Alignment von P1 Aminosäuresequenzen verschiedener 
Poleroviren und BMYVfl und BChVfl, die das putative Proteasemotiv (grau) und 
die proteolytische N-terminale Prozessierungsstelle des VPg (unterstrichen) 
enthalten. Die Aminosäureposition innerhalb des BMYV-IPP und BChV-IPP P1 ist 
über dem Alignment angegeben (ABMYV-IPP/BChV-IPP). 
 

gelesen. Die kalkulierte Mr des resultierenden putativen P1-P2 Fusionsproteins beträgt 

~121 kDa. Die an den 3'-Bereich des ORF2 angrenzende nicht-kodierende Region 

trennt den 5'-Genblock vom 3'-Genblock, in dem die ORF3, ORF4 und ORF5 lokalisiert 

sind. Der für das P3 (~22 kDa) kodierende ORF3 beginnt mit AUG (BMYV-IPP 3598-

3600 nt und BChV-IPP 3608-3610 nt)  und endet mit UAG an der BMYV-IPP 

Nukleotidposition 4204-4206 bzw. BChV-IPP Nukleotidposition 4214-4216. Der fünfte 

Leserahmen (ORF4) liegt innerhalb des ORF3 in einem anderen Leseraster und 

beginnt mit AUG (BMYV-IPP 3629-3631 bzw. BChV-IPP 3639-3641) und terminiert mit 

UAG (BMYV-IPP 4154-4156 bzw. BChV-IPP 4164-4166). Der ORF4 kodiert für das 
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putative Protein P4 mit einer Mr von ~20 kDa.  Der Start des ORF5 grenzt direkt an das 

3'-Ende des ORF3 und endet mit UGA für BMYVfl (5608-5610) bzw. UAG für BChVfl 

(5624-2626). Der ORF5 wird nach Überlesen (readthrough) des ORF3 Stopkodons als 

P3-P5 readthrough-Fusionsprotein mit einer Mr von ~74 kDa translatiert.  

In dem durch ORF1 kodierten P1 von Poleroviren befindet sich das konservierte 

Aminosäuremotiv des aktiven Zentrums einer Chymotrypsin-ähnlichen Serin-Protease: 

H(x~25)[D/E](x70-80)T[R/K]xGxSG. Diese Serin-Protease ist vermutlich für die 

proteolytische Prozessierung des VPg innerhalb des P1 verantwortlich. Für die Isolate 

BMYV-IPP (H(x39)D(x64)TKSGHSG) und BChV-IPP (H(x30)D(x63)TDKGHSG) konnte 

dieses Motiv identifiziert werden (Abbildung 3.9). Ebenso konnte die putative N-

terminale proteolytische Prozessierungsstelle E406-S/T407 des VPg in der putativen  

BMYV-IPP und BChV-IPP P1-Aminosäuresequenz identifiziert werden (Abbildung 3.9). 

Aufgrund fehlender Vergleichsdaten von Aminosäuresequenzierungen des C-

terminalen Endes von poleroviralen VPg konnte eine mögliche zweite 

Prozessierungsstelle innerhalb des P1 nicht bestimmt werden.  

Das hochkonservierte Aminosäuremotiv GXXXTXXXN(X25-40)GDD von RNA-

abhängigen RNA-Polymerasen konnte sowohl im P1-P2 Fusionsprotein des BMYV-IPP 

(GDD-Position 522-524) als auch im BChV-IPP (GDD-Position 516-518) festgestellt 

werden. 

Für einen Leserasterwechsel, der zur Translation dieses Fusionsproteins führt, wird 

vermutlich das konservierte Heptanukleotid-Motiv (shifty sequence) 5'-XXXYYYZ, 

wobei X jede Base, Y A oder T und Z nicht G sein darf, kurz vor einer Pseudoknot-

Struktur benötigt. Wie in Abbildung 3.10 dargestellt, konnte die Nukleotidsequenz, die 

diese Pseudoknot-Struktur ermöglicht, auf der genomischen RNA des BMYV-IPP und 

BChV-IPP nachgewiesen werden. Während bei allen bekannten Poleroviren eine 

Heptanukleotid-Sequenz vorliegt, kann diese bei den Isolaten BMYV-2ITB und BMYV-

IPP nicht im unmittelbaren Bereich des vermuteten Leserasterwechsels gefunden 

werden. Ein Vergleich der vor dem Pseudoknot gelegenen BMYV-Nukleotidsequenz 

mit anderen Sequenzmotiven, die einen Leserasterwechsel stimulieren, ergab keine 

Übereinstimmung in der von  Baranov et al. (2001) beschriebenen Datenbank 

RECODE.  

Die im 3'-Genblock von Poleroviren kodierten Proteine werden von subgenomischer 

RNA translatiert. Der 5'-Bereich der sgRNA von Poleroviren ist mit dem Beginn der 

gRNA Nukleotidsequenz 5'-ACAAAA identisch (Abbildung 3.11). Ein konserviertes 

ACAAAA-Motiv findet sich als interne Wiederholung der direkten 5'-Startsequenz im 

ORF2 von Poleroviren und bildet vermutlich den Beginn der sgRNA. Dieses Motiv 

konnte im Isolat BMYV-IPP (Nukleotidposition 3388-3393) und BChV-IPP (3395-3400) 
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detektiert werden. Der Transkriptionsstart an dieser Motivposition spricht für die 

Bildung einer sgRNA mit einer Größe von ~ 2,4 kB. 

 

 
Abbildung 3.10: Putative Pseudoknot-Strukturen verschiedener Poleroviren in 
der Nähe des 5'-Terminus des Überschneidungsbereiches von ORF1 und ORF2. 
Die shifty-Heptamersequenz ist unterstrichen. Die angegebenen Sequenzen sind 
für BMYV-IPP und BMYV-2ITB bzw. BChV-IPP und alle bekannten BChV-Isolate 
identisch. 
 

Die Translation des P3-P5 Fusionsproteins erfolgt von subgenomischer RNA durch 

Überlesen des ORF3 Terminationskodons UAG. Dieser readthrough-Vorgang erfolgt 

bei allen Luteoviren im Kontext des UAG einschließenden konservierten 

Sequenzabschnittes AAAUAGGUAGAC. Zusätzlich hat ein stromabwärts gelegener C-

reicher Sequenzbereich mit dem sich 7 bis 16 Mal ununterbrochen wiederholenden 

Motiv CCXXXX einen Einfluss auf das Überlesen des Stopkodons (Mayo & Ziegler-

Graff, 1996). Sowohl der das UAG einschließende konservierte Sequenzabschnitt als 

auch acht nicht unterbrochene CCXXXX-Motive liegen in den Isolaten  BMYV-IPP und 

BChV-IPP vor.  
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G – C

C C
A       G
C       U

PLRV

1766- CCUUUAAAUGGGCAA       CAAAACAAACGGCA

G – C
G – C
C – G
G – C

C C
A       G
C       U

PLRV

1692- UCGGGAAACGGGAA       GTAACAAACGCAGC

G – C
G – C
C – G
G – C
G – C

G C
G       G
C       U

CYDV-RPV

1692- UCGGGAAACGGGAA       GTAACAAACGCAGC

G – C
G – C
C – G
G – C
G – C

G C
G       G
C       U

CYDV-RPV

1480- UCGGGAAACGGGCA       GAAACAACCGCACC

G – C
G – C
C – G
G – C
G – C

G C
G       G
C       A

CABYV

1480- UCGGGAAACGGGCA       GAAACAACCGCACC

G – C
G – C
C – G
G – C
G – C

G C
G       G
C       A

CABYV
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 BMYV-IPP:          (1)ACAAAAGAAACCAGCGAGGAUCUAGCAGUCUAUG-ORF0... 

 BMYV-2ITB:     (1)ACAAAAGAAACCAGCGAGGAUCUAGCAGUCUAUG-ORF0... 
 BChV-IPP:      (1)ACAAAAGAAUAGCAGGAGGACAGCGAAUG-ORF0... 
 BCHV-2a:     (1)ACAAAAGAAUAGCAGGAGGACAGUGAAUG-ORF0... 
 BWYV-FL1:     (1)ACAAAAGAAACCAGGAGGGAAUCCUUAGUUGAUG-ORF0... 
 PLRV:     (1)ACAAAAGAAUACCAGGAGAAAUUGAUG-ORF0... 
                                  
 BMYV-IPP: ...(3385)GCCACAAAAGAUAUAA-3'Ende ORF2-CGAGG... 
 BMYV-2ITB: ...(3385)GCCACAAAAGAUAUAA-3'Ende ORF2-CGAGG...  
 BChV-IPP: ...(3392)ACCACAAAACUAA-3'Ende ORF2-UUCAGGAG... 
 BCHV-2a: ...(3392)ACCACAAAACUAA-3'Ende ORF2-UUCAGGAG... 
 BWYV-FL1: ...(3256)ACCACAAAAGAUACCAGGAGAGUAA-3'Ende ORF2-AGAA... 
 PLRV: ...(3373)ACCACAAAAGAACACUGA-3'Ende ORF2-AGG... 
 

Abbildung 3.11: Vergleich der 5'-terminalen Nukleotidsequenzen der 
genomischen RNA mit einem internen Ausschnitt am 3'-Ende des ORF2 als 
putativer transkriptioneller Start der sgRNA am konservierten Motiv ACAAAA 
verschiedener Poleroviren. In Klammern ist die Position des ersten aufgeführten 
Nukleotids angegeben.  
 

Die Sequenzanalyse der BMYV-IPP und BChV-IPP cDNA full-length Klone zeigte, 

dass alle untersuchten Motive und Strukturen in beiden Klonen mit denen der bereits 

bekannten Nukleotidsequenzen von BMYV-2ITB, BChV-2a bzw. BChV-CR und 

anderer Poleroviren übereinstimmen. Die Isolate BMYV-IPP und BMYV-2ITB besitzen 

keine vor dem Pseudoknot liegenden Heptanukleotid-Sequenz (shifty sequence).   

3.4 BMYVfl-Agroinokulationen zur Testung der Infektiosität 

Die Testung der Infektiosität des BMYVfl und des BChVfl erfolgt durch die Methode der  

Agroinfektion. Um eine Vergleichbarkeit von Infektionsversuchen an verschiedenen 

Terminen zu ermöglichen ist es von Vorteil, bei identischen Versuchsbedingungen eine 

gleichbleibend hohe Infektionsrate zu erreichen. Bei Agroinfektionen kann die zu 

erreichende Infektionsrate bei konstanten Anzuchtbedingungen und Aufarbeitungen 

der Agrobakterien vor allem von der Methode der Agroinfektion, d.h. der Form in der 

rekombinante Agrobakterien mit der Pflanze in Kontakt gebracht werden und der 

Kompatibilität der Methode der Agroinfektion mit der gewählten Wirtspflanze, abhängig 

sein. Bei den in dieser Arbeit untersuchten phloemgebundenen Poleroviren ist dabei 

von besonderer Bedeutung, dass die Agrobakteriensuspension in Kontakt mit 

phloemassoziierten Zellen gelangt, um eine systemische Infektion zu ermöglichen.  

Die ersten Agroinfektionsversuche wurden mit dem BMYVfl durchgeführt, der nach 

Integration in den binären Vektor in A. tumefaciens ATHV Zellen elektroporiert worden 

war. Hierbei wurden mit der angewendeten Inokulationsmethode (Kapitel 3.4.1) nur 

geringe Infektionsraten erreicht. Durch Optimierungsversuche sollte die Infektionsrate 
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erhöht werden. Neben der Optimierung der Inokulationsmethode kann auch der 

Kontext, in dem der virale full-length Klon zwischen dem CaMV 35S-Promotor und dem 

verwendeten Ribozym als Terminationspunkt liegt, einen Einfluss auf die Infektiosität 

besitzen. Alle Versuche zur Erhöhung der Infektionsrate wurden an N. benthamiana als 

Wirtspflanze durchgeführt. Die Schwerpunkte bei der Optimierung lagen dabei in einer 

Variation der Inokulationsmethode, der Kontextoptimierung zwischen dem CaMV 35S-

Promotor und dem Start des BMYVfl, sowie in der Überführung der Klone in LBA4404-

Zellen als einen weiteren A. tumefaciens Stamm.  

3.4.1 Optimierung der Agroinokulationsmethode 

Die Testungen der Infektiosität von selektierten BMYVfl erfolgte durch zwei 

verschiedene Agroinokulationsmethoden (A und B) an N. benthamiana  Pflanzen. Der 

Nachweis von erfolgreichen Agroinfektionen wurde vier Wochen nach der Inokulation 

durch DAS-ELISA überprüft. 

 

Tabelle 3.3: Zusammenfassende Übersicht über Agroinfektionsversuche mit 
Methode A (halbiertes Blatt) oder B (Injektion) der in  den binären Vektor 
pBIN_SN integrierten und in A. tumefaciens ATHV überführten  BMYVfl. 

BMYVfl in ATHV Agroinfektions-
methode 

Anzahl systemisch infizierter Pflanzen / 
Anzahl inokulierter Pflanzen 

ATHV_L179 A                       0 / 16    (0%) 

ATHV_L180 A                       1 / 16    (6,3%) 

ATHV_L181 A                       5 / 41    (12,2%) 

 B                     24 / 24    (100%)       

ATHV_L189 A                       0 / 13    (0%) 

 B                       5 / 5      (100%)            

ATHV_L190 A                       1 / 13    (7,7%) 

ATHV_L191 A                       2 / 33    (6,1%) 

ATHV_L193 A                       1 / 13    (7,7%) 

 

Die ersten BMYVfl Agroinfektionsversuche wurden mit der Methode A, bei der die 

Wundfläche eines quer zur Blattmittelrippe halbierten Blattes  in die Inokulations-

suspension eingetaucht wurde, durchgeführt. Durch dieses Vorgehen sollte eine 

möglichst große Anzahl von phloemassoziierten Zellen über den gesamten Querschnitt 

des Blattes mit den BMYVfl-rekombinanten Agrobakterien in Kontakt gebracht werden. 

Mit dieser  Methode konnten infektiöse Klone selektiert werden, allerdings wurden nur 

Infektionsraten von maximal 12% erreicht (Tabelle 3.3). Die durch Anwendung der 

Methode A als infektiös eingestuften BMYVfl L181 und ein BMYVfl mit dem nach 
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Durchführung der Methode A keine Infektionen etabliert werden konnten (L189), 

wurden für Agroinfektionsversuche mit Methode B verwendet. Bei Anwendung der 

Methode B, bei der durch Injektion das Blattgewebe großflächig mit der 

Inokulationssuspension infiltriert wurde, konnte mit beiden BMYVfl-rekombinanten  

ATHV_L181 und ATHV_L189 Infektionsraten von 100% festgestellt werden. 

Nach Durchführung der Methode A konnten fünf infektiöse BMYVfl selektiert werden.  

Durch Infiltration der Bakteriensuspension mit Methode B  konnte ein weiterer BMYVfl 

(L189) als infektiös eingestuft werden. Bei Anwendung der Methode B konnte eine 

Infektionsrate von 100% erreicht werden. Alle nachfolgenden Agroinokulationen in 

dieser Arbeit wurden mit Methode B durchgeführt. 

3.4.2 Vergleich zwischen ATHV und LBA4404 als BMYVfl 
Wirtsbakterien 

Der als infektiös getestete BMYVfl (L181) wurde sowohl in den A. tumefaciens Stamm 

ATHV als auch in den Stamm LBA4404 überführt. Die beiden Bakterienstämme sollten 

auf Unterschiede in Bezug auf die zu erreichenden BMYVfl-Infektionsraten untersucht 

werden. Die Agroinokulation erfolgte hierbei durch Infiltration der Bakteriensuspension 

in das Blattgewebe von N. benthamiana  Pflanzen (Methode B). Der Nachweis einer 

systemischen Infektion erfolgte mittels DAS-ELISA oder TPIA.  

Wie in Tabelle 3.4 dargestellt, konnten keine Unterschiede in den Agroinfektionsraten 

zwischen den A. tumefaciens Stämmen ATHV und LBA4404 festgestellt werden. Mit 

beiden Stämmen wurden an unterschiedlichen Inokulationsterminen Infektionsraten 

von 100% erreicht.  

 

Tabelle 3.4: Agroinfektionsraten in N. benthamiana bei Verwendung von BMYVfl 
(L181) rekombinanten ATHV- oder LBA4404-Zellen als Wirtsbakterien. 

A. tumefaciens-Stamm  Anzahl systemisch infizierter Pflanzen / 
Anzahl inokulierter Pflanzen 

ATHV_L181 Versuch I                      16 / 16 (100%) 

 Versuch II                       5 / 5    (100%) 

 Versuch III                       4 / 4    (100%) 

LBA4404_L181 Versuch IV                       6 / 6    (100%) 

 Versuch V                       4 / 4    (100%) 

 

Im Vergleich zu LBA4404- zeigten ATHV-Zellen ein schnelleres und gleichmäßigeres 

Wachstum bei der Anzucht und eine geringere Neigung zur Bildung von agglutinierten 

Bakterienzellen. Diese Agglutinationen verursachten, vermutlich durch den Verschluss 

von Stomata, Probleme bei der gleichmäßigen Injektion der Suspension in das 
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Pflanzengewebe. Die Verwendung der A. tumefaciens Stämme LBA4404 oder ATHV 

hatte keinen Einfluss auf die in N. benthamiana  Pflanzen festgestellten BMYVfl-

Agroinfektionsraten. 

3.4.3 Mutagenese des BMYVfl zur Deletion von 5'-Fremdnukleotiden 

Der Kontext zwischen dem CaMV 35S-Promotor und der viralen cDNA-Sequenz kann 

entscheidenden Einfluss auf die Infektiosität von viralen cDNA-Klonen haben. Befinden 

sich bei viralen cDNA-Klonen zwischen dem Transkriptionsstart und dem Beginn der 

viralen Sequenz Fremdnukleotide, wird die primär transkribierte RNA um die 

entsprechende Anzahl an Nukleotiden 5'-terminal verlängert. Dies hat möglicherweise 

einen Einfluss auf die Infektiosität von viralen full-length Klonen. 

Der BMYVfl besitzt zwischen dem CaMV 35S-Transkriptionsstart und dem Beginn der 

viralen cDNA eine in der Klonierung verwendete  Asc I Restriktionsschnittstelle. Diese 

Restriktionsschnittstelle führt zu sechs zusätzlichen Nukleotiden am 5’-terminalen Ende 

der primär transkribierten BMYVfl-RNA (Abbildung 3.12). Durch die Deletion dieser 

nicht-viralen Nukleotide sollte der Einfluss auf die BMYVfl-Infektionsrate untersucht 

werden. 

Durch Hybridisierung der Oligonukleotide Mut1s und Mut1as wurde ein Dimer gebildet, 

das den ersten 37 bp (inklusive einer internen BstAP I Restriktionsschnittstelle) der 

BMYVfl cDNA entspricht. Eine integrierte Rsa I Restriktionsschnittstelle ermöglichte die 

fremdnukleotidfreie Integration des Mut1-Fragmentes vor dem Transkriptionsstart eines 

CaMV 35S-Promotors. Das Mut1 DNA-Fragment wurde über Rsa I und Xba I an das 

3’-Ende des CaMV 35S-Promotors im Vektor p616 angefügt. Nach einer 

Zwischenklonierung in pLitmus28 konnte der verdoppelte CaMV 35S-Promotor mit 

dem Mut1-Fragment über SnaB I und BstAP I in den BMYVfl überführt werden und 

ergab AscI∆BMYVfl. Wie bei der Klonierung des BMYVfl wurden auch für die 

Herstellung des AscI∆BMYVfl Populationen aus Einzellysaten verwendet. Der 

AscI∆BMYVfl wurde in den binären Vektor pBIN_SN überführt und in A. tumefaciens 

ATHV und LBA4404 elektroporiert.  Es konnten sieben AscI∆BMYVfl  in A. tumefaciens 

LBA4404 Zellen überführt und ihre Infektiosität mittels Agroinfektion getestet werden. 

Es ist nicht gelungen, die AscI∆BMYVfl in A. tumefaciens Zellen des Stammes ATHV 

zu elektroporieren. Alle AscI∆BMYVfl-Agroinokulationen wurden ausschließlich durch 

die zuvor beschriebene Infiltration der Agrobakteriensuspension in die Blattlamina 

durchgeführt. 
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Abbildung 3.12: Schematische Darstellung des BMYVfl mit Ausschnitt der Region 
zwischen dem CaMV 35S-Promotor 3'-Terminus und dem Beginn der viralen 
Sequenz (unterstrichen). Der Transkriptionsstart (Pfeil) des AscI∆BMYVfl liegt 
nach Deletion von sechs 5'-Fremdnukleotiden (kursiv) am direkten BMYV 5'-
Terminus. 

 

Der Nachweis von systemischen Infektionen durch den AscI∆BMYVfl erfolgte vier 

Wochen nach der Agroinokulation durch TPIA von Blattstielen, die oberhalb der 

Inokulationsstelle entnommen wurden. Von den sieben getesteten AscI∆BMYVfl konnte 

mit vier Klonen eine systemische Infektion etabliert werden. Nach Entfernung der 

unteren Blattepidermis von AscI∆BMYVfll-agroinokulierten N. benthamiana Pflanzen 

eine Woche nach der Agroinokulation konnten durch TPIA BMYV-infizierte 

Mesophyllzellen detektiert werden. Durch den verbliebenen Gewebeabruck auf der 

Nitrozellulosemembran waren einzelne BMYV-infizierte Zellen aufgrund der violetten 

Färbung deutlich von nicht-infizierten Zellen abgegrenzt. Diese nicht-infizierten Zellen 

wurden auf der Membran als grün-braune Punkte identifiziert, die durch Abdrucke von 

Zellinhaltsstoffen entstehen. Bei AscI∆BMYVfl- und BMYVfl-Klonen, mit denen 

systemische Infektionen etabliert werden konnten, war ein Großteil der Mesophyllzellen 

infiziert (Abbildung 3.13, C). Bei der Untersuchung des agroinokulierten Gewebes von 

N. benthamiana  Pflanzen, in denen keine systemische Infektion nachgewiesen wurde, 

konnten keine oder nur einzelne Cluster von infizierten Zellen detektiert werden. Eine 

großflächige Infektion von Mesophyllgewebe konnte in diesen Proben nicht 

nachgewiesen werden (Abbildung 3.13, A+B).  

 

Asc I     BstAP I
...5'-AGAGGCGCGCCACAAAAGAAAGAGGAATCTAGCAGTCTATGCA-3'...

BMYVfl

ORF0
ORF1

ORF2 ORF3 ORF5
ORF4

2x 35S
Ribozym

Asc I

35S BMYVfl

BstAP I

BstAP I
...5'-AGAGGACAAAAGAAAGAGGAATCTAGCAGTCTATGCA-3'...

35S AscI∆BMYVfl

Asc I     BstAP I
...5'-AGAGGCGCGCCACAAAAGAAAGAGGAATCTAGCAGTCTATGCA-3'...

BMYVfl

ORF0
ORF1

ORF2 ORF3 ORF5
ORF4

2x 35S
Ribozym

Asc I

35S BMYVfl

BstAP I

BstAP I
...5'-AGAGGACAAAAGAAAGAGGAATCTAGCAGTCTATGCA-3'...

35S AscI∆BMYVfl  
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Tabelle 3.5: Übersicht über durchgeführte Agroinokulationen von N. 

benthamiana mit AscI∆BMYVfl und BMYVfl und Anzahl mittels TPIA detektierter 
systemisch infizierter Pflanzen vier Wochen nach der Inokulation. 

 Anzahl systemisch infizierter / 
Anzahl getesteter Pflanzen 

AscI∆BMYVfl  

LBA4404_L388 0 / 3 

LBA4404_L389 1 / 3 

LBA4404_L390 0 / 3 

LBA4404_L391 0 / 3 

LBA4404_L392 3 / 3 

LBA4404_L393 3 / 3 

LBA4404_L395 2 / 3 

BMYVfl  

LBA4404_L181 3/3 

 

Der Nachweis einer durch TPIA von Blattstielen nachgewiesenen systemischen 

Infektion korellierte mit einer im Agroinokulationsbereich festgestellten großflächigen 

Infektion von Mesophyllgewebe. Durch Untersuchung dieser Gewebeproben eine 

Woche nach der Inokulation konnten bereits Pflanzen selektiert werden, in denen nach 

vier Wochen eine systemische Infektion nachgewiesen wurde.  Eine geringe Anzahl an 

infizierten Mesophyllzellen führte zu einer verminderten Infektionsrate 

(LBA4404_L389). 

 

 
Abbildung 3.13: TPIA (MAb5G4) Aufnahmen von AscI∆BMYVfl (A: 
LBA4404_L389;  B: LBA4404_L388) und C: BMYVfl (LBA4404_L181) 
agroinokuliertem Mesophyllgewebe. Ein Cluster von infizierten Zellen ist durch 
den Pfeil gekennzeichnet (A). Der Größenstandard (A-C) entspricht 0,5 mm. 
 

A CB
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Die durchgeführten Optimierungsversuche zur Steigerung der BMYVfl-Infektionsrate 

haben gezeigt, dass die höchsten Infektionsraten durch Injektion von infektiösen 

Klonen in die Blattlamina erreicht werden konnten. Sowohl mit dem A. tumefaciens 

Stamm ATHV als auch mit dem Stamm LBA4404 wurden mit dieser Methode 

Infektionsraten von 100% erreicht. Nach einer Deletion von 5'-terminalen 

Fremdnukleotiden im BMYVfl konnten infektiöse AscI∆BMYVfl selektiert werden, mit 

denen vergleichbare Infektionsraten errreicht wurden wie bei BMYVfl-agroinfizierten N. 

benthamiana.  

3.5 Blattlausübertragung des BMYVfl 

Für die biologische Charakterisierung des BMYVfl wurde die Blattlausübertragbarkeit 

durch Myzus persicae untersucht. Hierzu wurde eine BMYVfl-agroinfizierte N. 

benthamiana (ATHV_L181) mit Blattläusen besetzt, die nach 42 Stunden auf 

verschiedene Testpflanzen übersiedelt wurden. Der Nachweis von systemischen 

BMYV-Infektionen erfolgte durch TPIA (Mab5G4) von Blattstielen sechs Wochen nach 

Aufsetzen der Blattläuse.  

Der BMYVfl ist, wie das BMYV-IPP Isolat, blattlausübertragbar und konnte erfolgreich 

auf verschiedene Testpflanzen übertragen werden. Es konnten BMYV-Infektionen in N. 

benthamiana, N. clevelandii, B. vulgaris und C. bursa-pastoris  mittels TPIA von 

Blattstielen nachgewiesen werden. 

 

Tabelle 3.6: Durch TPIA (MAb5G4) von Blattstielen nachgewiesene systemische 
BMYV-Infektionen in verschiedenen Testpflanzen nach Blattlausübertragung  
(Myzus persicae) von BMYVfl-agroinfizierten N. benthamiana. 

 

Pflanzenfamilie und Pflanzenart 

 

Anzahl BMYVfl-infizierter / Anzahl Testpflanzen 

Solanaceae  

N. benthamiana  2 / 4 

N. glutinosa 0 / 4 

N. celevelandii 1 / 4 

N. edwardsonii 0 / 4 

Chenopodiaceae  

B. vulgaris  4 / 4 

C. capitatum 0 / 4 

Brassicaceae  

C. bursa-pastoris 3 / 4 
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An BMYVfl-infizierten N. benthamiana, N. clevelandii, C. bursa-pastoris und B. vulgaris 

konnten sechs Wochen nach der Blattlausübertragung Vergilbungssymptome an den 

älteren Blättern beobachtet werden. Die an BMYV-IPP/BYV mischinfizierten B. vulgaris 

festgestellte Raublättrigkeit (Kapitel 3.1) wurde an BMYVfl-infizierten B. vulgaris nicht 

beobachtet. In C. capitatum,  N. glutinosa und N. edwardsonii Pflanzen konnte durch 

TPIA keine Virusinfektion detektiert werden. Diese Versuchspflanzen waren sechs 

Wochen nach der Blattlausübertragung von virusfreien Pflanzen nicht zu 

unterscheiden. 

Mit dem cDNA full-length Klon BMYVfl konnten die gleichen Pflanzenarten infiziert 

werden, wie in Kapitel 3.1 bei einer BMYV-IPP/BYV Mischinfektion bereits dargestellt 

wurde. Zusätzlich konnten N. clevelandii als BMYVfl-Wirtspflanze und N. glutinosa und 

N. edwardsonii als Nicht-Wirtspflanzen beschrieben werden.  

3.6 Wirtspflanzendiagnose des BMYVfl mittels Agroinfektion 

Die natürliche Übertragung des Polerovirus BMYV erfolgt persistent über 

Blattlausvektoren wie Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae und anderen Myzus-

Arten. Die Untersuchungen zur Bestimmung des BMYV-Wirtspflanzenspektrums 

erfolgte bisher durch Übertragung des Virus von einer BMYV-infizierten 

Spenderpflanze auf virusfreie Testpflanzen mittels Blattläusen. Mit dem Vorliegen des 

in dieser Arbeit erstellten BMYVfl ist eine Infektion von N. benthamiana  ohne die 

Verwendung von Blattläusen möglich (Kapitel 3.4). Durch Anwendung der Methode der 

Agroinfektion wurden 14 Pflanzenarten aus vier verschiedenen Familien mit dem 

BMYVfl (ATHV_L181) agroinokuliert. Durch BMYVfl-Agroinfektionen sollte das zuvor 

durch Blattlausübertragung festgestellte Wirtspflanzenspektrum (Kapitel 3.1 und 3.5) 

des BMYVfl und BMYV-IPP überprüft werden. 

Das durch BMYVfl-Agroinfektionen, BMYVfl- und BMYV-IPP-Blattlausübertragungen 

festgestellte Wirtspflanzenspektrum wurde mit den in der Literatur beschriebenen 

Wirtspflanzenspektra verglichen. Von besonderem Interesse war dabei eine mögliche 

Agrobakterien-vermittelte Erweiterung des BMYV-Wirtspflanzenspektrums. Um eine 

Vergleichbarkeit der in der Literatur beschriebenen Spektra (siehe Anhang), die 

ausschließlich durch ELISA-Varianten (Stevens et al., 1994; Graichen & Rabenstein, 

1996; Mayo et al., 2000 und Hauser et al., 2002) oder Bonitur von Symptomen (Russel, 

1965 und Björling & Nilsson, 1966) festgestellt wurden, zu gewährleisten, wurde 

BMYV in infizierten Pflanzen durch serologische Methoden nachgewiesen.  

Die Testpflanzen wurden fünf Wochen (Beta vulgaris sieben Wochen) nach der 

Aussaat mit dem BMYVfl ATHV_L181 agroinokuliert. Die Detektion einer erfolgreichen 

BMYV-Agroinfektion erfolgte 4-6 Wochen nach der Inokulation mittels DAS-ELISA
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Tabelle 3.7: Übersicht über Ergebnisse der Wirtspflanzendiagnose des BMYVfl 
durch ATHV_L181-Agroinfektion von verschiedenen Pflanzenarten. Der 
Nachweis einer systemischen Infektion erfolgte durch DAS-ELISA oder TPIA 4-6 
Wochen nach der Agroinokulation.  

Pflanzenfamilie und 
Pflanzenart 

 

Anzahl BMYVfl agroinfizierter / Anzahl 
inokulierter Pflanzen 

DAS-ELISA A415nm 

 

Solanaceae 

  

Nicotiana benthamiana 37 / 39*  0.79† (0.13) 

Nicotiana clevelandii 3 / 12*   

Nicotiana tabacum cv. 
‘Xanthi’   

 0 / 12*§  

Nicotiana edwardsonii 0 / 12*  

Nicotina rustica 0 / 12*  

Nicotiana glutinosa 0 / 12*  

Nicotiana occidentalis 0 / 12*§  

 

Chenopodiaceae 

  

Beta vulgaris    3 / 14*  1.75  (0.04) 

Chenopodium capitatum   0 / 12§ 0.11  (0.04) 

Chenopodium foliosum                           0 / 12 0.10  (0.01) 

Chenopodium quinoa   0 / 12*  

 

Brassicaceae 

  

Capsella bursa-pastoris 6 / 14 0.72  (0.21) 

Brassica napus  0 / 11* 0.10‡ (0.01) 

 

Lamiaceae 

  

Lamium purpureum 4 / 9*  

Gemittelte DAS-ELISA Extinktion von positiv getesteten Pflanzen (A415 nm, 2 h 
Inkubation) und Standardabweichung (in Klammern) sind angegeben. 
* Infektionsrate ermittelt durch TPIA. 
† Gemittelte DAS-ELISA Extinktionen von 6 Pflanzen; ‡ Gemittelte DAS-ELISA 
Extinktionen von 4 Pflanzen. 
§ Untersuchung der Inokulationsstelle zeigt lokal infizierte Mesophyllzellen, aber es 
konnte keine systemische Infektion durch TPIA/DAS-ELISA festgestellt werden.  
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und/oder TPIA. Durch BMYVfl-Agroinfektion konnten in Pflanzen aus vier 

verschiedenen Familien systemische Infektionen etabliert werden, die mittels 

serologischer Nachweisverfahren bestätigt wurden (Tabelle 3.7). 

 

 
Abbildung 3.14: TPIA (MAb5G4) Aufnahmen von BMYVfl-agroinfizierten (A) N. 

benthamiana, (B) N. clevelandii, (C) B. vulgaris und (D) L. purpureum Blattstiel- 
oder Stängelquerschnitten mit entsprechenden Gewebeabdrücken nicht 
agroinfizierter Kontrollpflanzen (An-Fn). TPIA-Abdrucke von BMYVfl-
agroinfiziertem (links) und nicht inokuliertem (rechts) Mesophyllgewebe von (E) 
B. vulgaris und (F) N. tabacum cv. 'Xanthi'. Der Größenstandard (A-D und E+F) 
entspricht 1 mm. Die Pfeile zeigen Bereiche mit violetter Färbung an. 
 

Die an N. benthamiana  festgestellten hohen Infektionsraten konnten bei keiner 

anderen untersuchten Pflanzenart erreicht werden. Mit der optimierten 

Agroinfektionsmethode (Kapitel 3.4.1) konnte leicht die gesamte Blattfläche von N. 

benthamiana  Pflanzen mit der Inokulationssuspension infiltriert werden. Eine 

großflächige Infiltration von Blattgewebe war insbesondere bei den inokulierten 

Pflanzenarten aus der Familie der Chenopodiaceae nicht möglich. Die aus diesem 

Grund durch mehrmaliges Ansetzen der Injektionsspritze durchgeführte Infiltration 
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vieler kleiner Gewebebereiche hat bei B. vulgaris nicht zu der bei N. benthamiana  

erreichten hohen BMYVfl-Infektionsrate geführt, obgleich eine große Anzahl BMYVfl-

infizierter Mesophyllzellen im Inokulationsbereich nachgewiesen wurde (Abbildung 

3.14, E). Das agroinfiltrierte Gewebe grenzt sich dabei deutlich von nicht infiltrierten 

Zellen ab (Abbildung 3.14, E). 

In N. tabacum cv. 'Xanthi', C. capitatum und N. occidentalis konnten durch 

serologischen Nachweis keine systemischen BMYVfl-Infektionen festgestellt werden. 

Die TPIA-Abdrucke von agroinokuliertem Mesophyllgewebe zeigten jedoch, dass 

sowohl in N. tabacum cv. 'Xanthi' (Abbildung 3.14, F) als auch in C. capitatum und N. 

occidentalis eine lokale Infektion in einzelnen Zellen möglich ist.  Solche infizierten 

Zellbereiche konnten bei N. glutinosa nicht nachgewiesen werden.  

An BMYVfl-agroinfizierten N. benthamiana konnte frühestens nach drei bis vier Wochen 

der Beginn einer Vergilbung von Interkostalflächen im Bereich des Blattrandes von 

älteren Blättern beobachtet werden (Abbildung 3.15, A). Im  Infektionsverlauf nahm die 

vergilbte Blattfläche zu und gleiche Symptome konnten auch an Blättern aus dem 

mittleren und oberen Stängelbereich festgestellt werden. Der Zeitpunkt des Auftretens 

und die Intensität der Vergilbungen variierte zwischen einzelnen BMYVfl-agroinfizierten 

Versuchspflanzen vier Wochen nach der Inokulation. Nach acht Wochen konnten aber 

bei allen BMYVfl-agroinfizierten N. benthamiana Pflanzen Vergilbungssymptome 

bonitiert werden.  

Abbildung 3.15: Vergilbungssymptome der Interkostalflächen an BMYVfl-
agroinfizierten N. benthamiana (A) vier Wochen, (B) sechs Wochen und (C) acht 
Wochen nach der Inokulation im Vergleich zu symptomfreien Blättern von nicht 
infizierten N. benthamiana (jeweils links).  
 

Diese Blattsymptome wurden auch bei BMYVfl- und BMYV-IPP blattlausinfizierten N. 

benthamiana Pflanzen festgestellt. Eine Vergilbung von älteren Blättern konnte auch 

an BMYVfl-agroinfizierten N. clevelandii, C. bursa-pastoris und L. purpureum 

diagnostiziert werden. An infizierten C. bursa-pastoris Pflanzen wurde ein Blattrollen 

der älteren Blätter beobachtet. Die BMYVfl-infizierten B. vulgaris Pflanzen zeigten unter 
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gegebenen Gewächshausbedingungen acht Wochen nach der Inokulation keine 

Symptome einer BMYV-Infektion. Der Vergleich der durch BMYV-IPP oder BMYVfl 

Blattlausübertragungen festgestellten Wirtspflanzenspektra (Kapitel 3.1 und 3.5) zeigt 

keine Unterschiede zu dem durch BMYVfl-Agroinfektionen ermittelten 

Wirtspflanzenspektrum (Tabelle 3.8). In allen Pflanzenarten, die durch Blattläuse 

erfolgreich BMYV-infiziert werden konnten, war auch eine BMYVfl-Agroinfektion 

erfolgreich.  

 

Tabelle 3.8: Vergleich der durch serologischen Nachweis festgestellten BMYV-
IPP- und BMYVfl-Wirtspflanzenspektra nach BMYVfl-Agroinfektion oder BMYV-IPP 
und BMYVfl-Blattlausübertragung. 

 BMYVfl-
Agroinfektion 

BMYVfl-   
Blattlaus 

BMYV-IPP 
Blattlaus 

Solanaceae    
N. benthamiana + + + 
N. clevelandii + + + 
N. tabacum cv. 'Xanthi' -   
N. edwardsonii - - - 
N. rustica -   
N. glutinsoa - - - 
N. occidentalis -   

Chenopodiaceae    
B. vulgaris + + + 
C. capitatum - - - 
C. foliosum -   
C. quinoa -   

Brassicaceae    
C. bursa-pastoris + + + 
B. napus -   

Lamiaceae    
L. purpureum +   

bei freien Feldern wurde die entsprechende Pflanzenart nicht getestet. 
 + = Wirtspflanze; - = keine Wirtspflanze. 
 

Die angewandte Methode der Agroinfektion führte nicht zu einer serologisch 

nachweisbaren Erweiterung des untersuchten Wirtspflanzenspektrums. Obwohl in den 

Pflanzenarten N. tabacum cv. 'Xanthi', C. capitatum und N. occidentalis im 

Inokulationsbereich lokale BMYVfl-Infektionen nachgewiesen wurden, führte dies nicht 

zu einer systemischen Ausbreitung des Virus. 
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3.7 Markierung des BMYVfl mit dem Green fluorescent protein (GFP) 

Der infektiöse BMYVfl konnte mittels TPIA verstärkt im Phloembereich, aber auch in 

agroinokulierten Mesophyllzellen von infizierten Pflanzen nachgewiesen werden. Eine 

genaue Bestimmung aller infizierten Zelltypen und die Darstellung der Virusausbreitung 

vom Ort der Agroinfektion ist durch TPIA nicht möglich gewesen. Durch Markierung 

des BMYVfl mit einem für die Detektion im Pflanzengewebe optimierten  Green 

fluorescent protein (GFP) und der Darstellung durch ein Konfokales-Laser-Scanning-

Mikroskop (CLSM) sollte die Ausbreitung des BMYVfl vom Inokulationsort verfolgt und 

die infizierten Zelltypen bestimmt werden. Die Integration der GFP-Markierung in den 

BMYVfl cDNA Klon sollte an zwei verschiedenen Genombereichen erfolgen: (i) als 5'-

terminale Erweiterung des ORF0 und (ii) als 3'-terminale Verlängerung des ORF2. 

Das verwendete GFP wurde in zwei Konstrukten im gleichen Leserahmen um den 

funktionellen P2A-Sequenzbereich des Foot-and-mouth disease virus (FMDV, Familie 

Picornaviridae, Genus Aphtovirus) erweitert. Die 16 Aminosäuren umfassende P2A-

Sequenz ermöglicht unter natürlichen Bedingungen die Prozessierung des FMDV-

Polyproteins zwischen dem C-terminalen Glycin-Rest der P2A-Sequenz und dem N-

terminalen Prolin-Rest der nachfolgenden P2B-Sequenz in zwei unabhängige Proteine 

aus dem gleichen Leserahmen (Ryan et al., 1991). Die Prozessierung erfolgt hierbei 

nicht durch Proteolyse eines Polyproteins, sondern durch einen sequenzabhängigen 

Ribosomensprung ohne Ausbildung einer Peptidbindung bei der Translation (Donnelly 

et al., 2001a & 2001b). Dabei bewirkt die P2A-Sequenz die Hydrolyse einer Glycyl-

tRNA-Esterbindung am C-Terminus der P2A-Sequenz, was zu einer Entlassung des 

bereits synthetisierten Polypeptids aus dem ribosomalen Translationskomplex führt. 

Die Translation der nachfolgenden Sequenz verläuft normal und wird N-terminal mit 

Prolin neu begonnen. Eine Integration des P2A-Sequenzbereiches ermöglicht die 

autoproteolytische Prozessierung von zwei unabhängigen in einem Leserahmen 

befindlichen Proteinen, die durch die P2A-Sequenz verbunden sind.  

Für eine Markierung des BMYVfl wurde eine P2A-GFP Sequenz in den BMYVfl 

integriert. In der 5'P0-BMYVflGFP Variante wurde der funktionelle P2A-Sequenzbereich 

im gleichen Leserahmen an das 3'-Ende der GFP-Sequenz angefügt und vor dem 

ORF0 des BMYVfl integriert. Bei der 3'REP-BMYVflGFP  Variante wurde der P2A-

Sequenzbereich an das 5'-Ende des GFP kloniert und an den BMYVfl ORF2 im 

gleichen Leserahmen angehängt.  

Soweit nicht unter 3.7.1 und 3.7.2 dargestellt, finden sich im Anhang detaillierte 

Übersichten über einzelne Klonierungsschritte. 
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3.7.1 Klonierung des 5'P0-BMYVflGFP  

Die Integration des P2A-GFP zur Herstellung des 5'P0-BMYVflGFP erfolgte über eine 

BstAP I Restriktionsschnittstelle, die am 5'-terminalen Ende des BMYVfl ORF0 

lokalisiert ist (Abbildung 3.16). Hierzu wurde der funktionelle P2A-Sequenzbereich 

durch Hybridisierung der komplementären Oligonukleotide P2 1 und P2 2 hergestellt 

(siehe Anhang) und das Dimer über die integrierten BamH I und Xba I 

Restriktionsschnittstellen in den Vektor pSport (p1000/9) überführt. Aus p1000/9 wurde 

der P2A-Sequenzbereich über BamH I und Xba I 3'-terminal an das GFP in dem zur 

Verfügung gestellten Vektor p996 angefügt. Nach Restriktionsspaltung mit Bsp1407 I 

(innerhalb der GFP-Sequenz) und KspA I (innerhalb der P2A-Sequenz), einer 

Auffüllreaktion mit Klenow-Enzym und Ligation der glatten Enden, befanden sich die 

GFP- und funktionelle P2A-Sequenz im gleichen Leserahmen. Die Überführung beider 

Sequenzen in den gleichen Leserahmen bedingte die C-terminale Deletion eines GFP 

Lysin-Rests.  

 

 
Abbildung 3.16: Schematische Darstellung der GFP-Insertionen zur Herstellung 
der 5'P0-BMYVflGFP  durch Insertion einer GFP-P2A Sequenz in die BMYVfl-interne 
BstAP I-Restriktionsschnittstelle. 
 

Der GFP-P2A Sequenzbereich wurde unter Verwendung der Oligonukleotide 

BMYVP0GFPs und BMYVGFPP0as in einer PCR-Reaktion amplifiziert. Die 

Oligonukleotide wurden so erstellt, dass die Integration des GFP-P2A Fragments in 

eine BstAP I Restriktionsschnittstelle  im BMYVfl innerhalb des gleichen Leserahmens 

an das 5'-terminale Ende des ORF0 erfolgen konnte. Die Integration der GFP-P2A 

Sequenz führte dabei zu einer C-terminalen Verlängerung des GFP um 16 

Aminosäuren aus der P2A-Sequenz und zu einer N-terminalen Verlängerung des P0 

um 5 Aminosäuren (Abbildung 3.18, B).  
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Da eine Insertion des BstAP I-Fragments in sense- oder antisense-Orientierung 

möglich war, erfolgte eine Überprüfung der Orientierung durch Restriktionsspaltung. Es 

konnten zwei 5'P0-BMYVflGFP (L254 und L255) selektiert werden, in denen das GFP-

P2A Fragment in sense-Orientierung im gleichen Leserahmen vor den BMYVfl ORF0 

integriert war. 

3.7.2 Klonierung des 3'REP-BMYVflGFP  

Die Klonierungsstrategie für die Herstellung des 3'REP-BMYVflGFP basierte auf zwei nur 

einmal im BMYVfl vorkommenden Restriktionsschnittstellen: Einer  Mro I am 3'-

terminalen Ende des ORF2 und einer Eco47 III im Überschneidungsbereich der 

ORF3/4. Über diese Restriktionsschnittstellen wurde nach Modifikation des ORF2 

Stopkodon die P2A-GFP Sequenz an das 5'-terminale Ende des ORF2 angefügt. 

 

 
Abbildung 3.17: Schematische Darstellung der P2A-GFP Integration im 3'REP-
BMYVflGFP über die BMYVfl internen Restriktionsschnittstellen Mro I und Eco47 III. 
 

Zu diesem Zweck wurde mittels PCR und Verwendung der Oligonukleotide 

BMYVREPs und BMYVREP2 am BMYVfl ein Fragment amplifiziert, das eine im ORF2 

lokalisierte Xba I und Mro I und das um eine KspA I, Bsp1407 I und BamH I verlängerte 

3'-terminale Ende des ORF2 umfasste. Dieses PCR-Fragment A wurde über Xba I und 

BamH I in den Vektor pT7T318U überführt. Das durch Verwendung der 

Oligonukleotide BMYVEco47s und BMYVEco47as am BMYVfl amplifizierte PCR-

Fragment B umfasste nach einer über BMYVEco47s integrierten Bsp1407 I den 

BMYVfl Sequenzbereich ab dem ORF2 Stopkodon bis zu der im ORF3/4 lokalisierten 
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Eco47 III und eine BamH I Restriktionsschnittstelle. Das Fragment B wurde über 

Bsp1407 I und BamH I an das PCR-Fragment A im Vektor pT7T318U kloniert. Der 

Vektor enthielt nun die BMYVfl Sequenz von der im ORF2 liegenden Mro I bis zu einer 

im ORF3/4 liegenden Eco47 III, wobei sich über die an den ORF2 angefügten KspA 

und Bsp1407 I Restriktionsschnittstellen ein P2A-GFP Fragment im gleichen 

Leserahmen einfügen ließ. Für die Integration des P2A-GFP Fragments wurde aus 

dem zur Verfügung gestellten p996 über Nco I und Xba I das GFP N-terminal an den 

funktionellen P2A-Sequenzbereich im p1000/9 im gleichen Leserahmen angehängt 

und ergab p1003. Aus p1003 konnte nun ein P2A-GFP Fragment über KspA I und 

Bsp1407 I in den pT7T318U mit den PCR Fragmenten A und B als Verlängerung des 

ORF2 Leserahmens integriert werden. Durch Verwendung der internen Mro I und 

Eco47 III Restriktionsschnittstellen konnte der um das P2A-GFP verlängerte 

Sequenzbereich des ORF2 in den BMYVfl kloniert werden (Abbildung 3.17). Durch die 

Integration des P2A-GFP wurde das durch den ORF2 kodierte P2 (bzw. P1/P2 

Fusionsprotein) C-terminal um 17 Aminosäuren der P2A-Sequenz verlängert und das 

GFP N-terminal um 2 Aminosäuren erweitert (Abbildung 3.18, A). Nach Durchführung 

der Klonierung konnten vier 3'REP-BMYVflGFP (L309-L312) selektiert werden.  

 

 
Abbildung 3.18: Ausschnitt aus dem das P2A umfassenden Sequenzbereich des 
A: 3'REP-BMYVflGFP und B: 5'P0-BMYVflGFP. Die putative P2A-Prozessierungsstelle 
(Ribosomensprung) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.  

3.8 Infektionstestungen mit den GFP-markierten BMYVfl 

Die selektierten GFP-markierten BMYVfl-Varianten 5'P0-BMYVflGFP und 3'REP-

BMYVflGFP wurden nach SnaB I und Not I Restriktionsspaltungen in den binären Vektor 

pBIN_SN integriert. Es konnten ein in den pBIN_SN als T-DNA klonierter 3'REP- 
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BMYVflGFP  (L320) und ein 5'P0-BMYVflGFP (L321) selektiert werden. Mittels 

Elektroporation wurden L320 und L321 in A. tumefaciens  LBA4404 Zellen überführt. 

Durch die Methode der Agroinfektion wurden N. benthamiana  Pflanzen mit beiden 

GFP-markierten BMYVfl agroinokuliert. Zusätzlich wurde in einem Versuch der 3'REP-

BMYVflGFP zusammen mit dem systemisch infizierenden BMYVfl agroinokuliert. In 

diesen mischinokulierten Pflanzen sollte der BMYVfl als 'Helfervirus' eine mögliche, 

aufgrund der GFP-Integration an die Replikase, herabgesetzte oder gestörte 

Replikation ausgleichen.  

Der Nachweis von systemischen Infektionen erfolgte mittels TPIA, DAS-ELISA und RT-

PCR. Durch TPIA von Mesophyllzellen im Bereich der Inokulationsstelle sollten 

infizierte Zellbereiche serologisch nachgewiesen werden. Die Detektion und 

Darstellung von GFP-markierten Zellen ist in Zusammenarbeit mit C. Dietrich (IPP, 

Universität Hannover) am CLSM durchgeführt worden. 

Nach Agroinokulation konnten mit keinem der beiden GFP-markierten BMYVflGFP 

systemische Virusinfektionen in N. benthamiana etabliert werden (Tabelle 3.9). Durch 

TPIA von Blattstielen oberhalb des Inokulationsbereiches konnte keine systemische 

Infektion mit dem 5'P0-BMYVflGFP und 3'REP-BMYVflGFP nachgewiesen werden. Die 

Untersuchung des Inokulationsbereiches durch TPIA zeigte jedoch, sowohl bei 5'P0-

BMYVflGFP als auch bei 3'REP-BMYVflGFP, dass in einigen Mesophyllzellen BMYV-

Hüllprotein vorhanden war (Abbildung 3.19, F). 

 

Tabelle 3.9: Übersicht über durchgeführte N. benthamiana Agroinokulationen mit 
5'P0-BMYVflGFP und 3'REP-BMYVflGFP und Nachweis von systemischen Virus-
infektionen mittels TPIA (Mab5G4). 

 Anzahl systemisch infizierter /  
Anzahl agroinokulierter 

5’P0-BMYVflGFP 
LBA4404_L321 

 

0 / 13 
 

 

3’REP-BMYVflGFP 
LBA4404_L320 

 

0 / 30 
 

3’REP-BMYVflGFP + 
BMYVfl 

 

5 / 5 
 

 

BMYVfl 
LBA4404_L181 

 

4 / 4 
 

 

Bei Untersuchungen von agroinfiziertem Blattgewebe durch konfokale Laser Scanning 

Mikroskopie konnte gezeigt werden, dass in Epidermiszellen im Agroinokulations-

bereich des 5'P0-BMYVflGFP und des 3'REP-BMYVflGFP  eine GFP-Expression 
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stattgefunden hatte (Abbildung 3.19, A-D). Diese stark fluoreszierenden Zellen waren 

nur innerhalb des agroinokulierten Blattgewebes nachweisbar und deutlich von 

autofluoreszierenden Epidermiszellen zu unterscheiden. 

 

 
Abbildung 3.19: 5'P0-BMYVflGFP und 3'REP-BMYVflGFP infizierte N. benthamiana   
Epidermiszellen nach Agroinfektion. A-C: CLSM-Aufnahme acht Tage nach 
Agroinfektion von 5'P0-BMYVflGFP  infizierter GFP-markierter Epidermiszelle mit 
GFP-Anregung (A), als Durchlichtpräparat (C) und  A+C im Overlay (B). D: Zwei 
durch 3'REP-BMYVflGFP GFP-markierte Epidermiszellen. E-F: TPIA zum Nachweis 
von BMYV-Hüllprotein im Inokulationsbereich 14 Tage nach Agroinfektion des 
3'REP-BMYVflGFP (F) und nicht-inokuliertes Epidermisgewebe (E) (i bezeichnet die 
Ansatzposition der Injektionsspritze, Größenstandard 1mm (E+F). 
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Im Vergleich zu der Anzahl von Mesophyllzellen, in denen Hüllprotein durch TPIA 

nachgewiesen werden konnte, waren diese GFP-markierten Zellen in geringerer 

Anzahl detektierbar. So konnten in einem Inokulationsbereich von 1 cm² nur 

durchschnittlich 1-2 deutlich GFP-markierte Epidermiszellen nachgewiesen werden. In 

keinem anderen Gewebe außerhalb des Agroinokulationsbereiches wurde GFP-

Fluoreszenz detektiert. Nach der gemeinsamen Inokulation (eine 

Inokulationssuspension) des 3'REP-BMYVflGFP und BMYVfl konnte zwar in allen 

agroinfizierten N. benthamiana eine systemische BMYVfl-Infektion nachgewiesen 

werden, jedoch wurde außerhalb der Inokulationsstelle keine GFP-Fluoreszenz 

detektiert. Nach RNA-Extraktion von Blattstielen oberhalb der Inokulationsstelle und 

RT-PCR mit GFP-spezifischen Oligonukleotiden konnte sechs Wochen nach der 

Agroinokulation keine systemische 3'REP-BMYVflGFP-Infektion in den fünf untersuchten 

N. benthamiana  nachgewiesen werden (Abbildung 3.20). Dagegen  wurde mit BMYV-

spezifischen Oligonukleotiden in der RT-PCR das bei einer BMYVfl-Infektion erwartete 

Fragment mit einer Länge von 490 bp amplifiziert.  

 

 
Abbildung 3.20: Systemischer Virusnachweis durch RT-PCR mit BMYV- 
(BMYVP0s/BMYVP0as, Spur 1-7) und GFP-spezifischen (AflIIgfps/AflIIgfpas, Spur 
8-14) Oligonukleotiden nach Gesamt-RNA Extraktion aus fünf BMYVfl/3'REP-
BMYVflGFP mischinokulierten N. benthamiana  Pflanzen sechs Wochen nach 
Agroinokulation. M: λ-PstI DNA-Standard; Positivkontrolle BMYV: RNA aus 
BMYV-infizierter B. vulgaris (Spur 6); Positivkontrolle GFP: Plasmid-DNA  L320; 
Negativkontrolle RNA aus nicht infizierter N. benthamiana (Spur 7+14). 
 

Sowohl mit dem 5'P0-BMYVflGFP als auch mit dem 3'REP-BMYVflGFP konnten in N. 

benthamiana Zellen lokal im Inokulationsbereich infiziert werden. Im Vergleich zu 

BMYVfl-Agroinfektionen war die Anzahl an infizierten Zellen in diesem Bereich 

allerdings geringer (Vergleich Abbildung 3.13, C). Durch die Integration der GFP-

755 bp
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Sequenz in den infektiösen BMYVfl wird möglicherweise die Fähigkeit zur Replikation 

herabgesetzt, aber nicht vollkommen unterbunden. Eine systemische Ausbreitung der 

beiden GFP-markierten BMYVfl war allerdings nicht nachweisbar.  

3.9 Herstellung und Selektion von BMYV Amplicon-transgenen N. 

benthamiana Linien 

Der infektiöse BMYVfl wurde mittels Agrobakterien-vermittelter Blattscheiben-

transformation in das Genom von N. benthamiana integriert. Nach einer Inkubation der 

Blattscheiben mit BMYVfl rekombinanten ATHV_L181 Zellen und anschließender 

Gewebekultur konnten vier T0-Pflanzen (Mutterpflanzen) auf kanamycinhaltigem 

Medium selektiert werden. Die Überprüfung der erfolgreichen Integration des BMYVfl 

als Transgen erfolgte nach Gesamt-DNA Extraktion durch PCR mit BMYV spezifischen 

Oligonukleotiden. Der serologische Nachweis von BMYV-Infektionen in transgenen 

Mutterpflanzen erfolgte mittels DAS-ELISA.  

 

Tabelle 3.10: DAS-ELISA Absorptionsmesswerte und Standardabweichungen (in 
Klammern) aus Blattstielproben der BMYV Amplicon-transgenen T0-
Mutterpflanzen drei Wochen nach Akklimatisierung an 
Gewächshausbedingungen mit Vergleichswerten von BMYV-infizierten und 
virusfreien N. benthamiana . 

Testpflanzen 
DAS-ELISA Messwerte 

(A 415nm) 
 

T0 220A 0,475    (0,04) 

T0 220B 0,423    (0,02) 

BMYV-Blattlaus infizierte 
N. benthamiana   
 

0,188    (0,01) 

virusfreie N. benthamiana   0,050    (0,00) 
 

T0 221A 0,132    (0,02) 

T0 221B 0,119    (0,01) 

BMYVfl-transgene Pflanze der 
Linie 220.02.13 
 

0,937    (0,04) 

virusfreie N. benthamiana   0,190    (0,01) 

 T0 220A+B und T0 221A+B Absorptionsmesswerte aus zwei getrennten Messungen. 

 

Während in allen vier T0-Pflanzen der BMYVfl durch PCR mit den ORF0-spezifischen 

Oligonukleotiden BMYVP0s und BMYVP0as nachgewiesen werden konnte, wurden in 
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Blattstielproben der Mutterpflanzen 220A und 220B positive DAS-ELISA Werte 

festgestellt. 

In den T0-Pflanzen 221A und 221B, die zu einem späteren Zeitpunkt aus der 

Gewebekultur selektiert werden konnten, war mittels DAS-ELISA keine Infektion 

detektierbar. Durch die Agrobakterien-vermittelte Transformation konnten zwei T0-

Pflanzen (220A und 220B) selektiert werden, die den BMYVfl als Transgen 

nachweisbar exprimieren. In den T0 Pflanzen 221A und 221B war die 

Transgenexpression unterbunden oder so stark reduziert, dass ein serologischer 

Nachweis mittels DAS-ELISA nicht möglich war. Von allen vier aus der Gewebekultur 

selektierten T0-Pflanzen wurden Samen geerntet und die T1- und T2-Generationen 

weiter analysiert. 

3.9.1 Genetische Analyse der BMYV Amplicon-transgenen N. 

benthamiana T1- und T2- Linien  

Nach Selbstung konnte von allen vier T0-Pflanzen Samen geerntet und die  

resultierenden Linien 220.01 (aus T0 220A), 220.02 (aus T0 220B), 221.01 (aus T0 

221A) und 221.02 (aus T0 221B) weiter analysiert werden. Dies erfolgte zum einen 

durch den serologischen Nachweis der Expression des BMYVfl Hüllproteins mittels 

DAS-ELISA, TPIA und Western-Blot Analyse und zum anderen durch eine 

Bestimmung der Transgenkopienanzahl und Segregation durch Southern-

Hybridisierung und Selektion von Sämlingen aller vier Linien auf kanamycinhaltigem 

MS-Medium.  

3.9.1.1 Analyse der BMYVfl-Expression in transgenen T1-Pflanzen  

Nach Gesamt-Protein Extraktion aus transgenen Pflanzen aller vier T1-Linien und 

Western-Blot Analyse konnte durch serologischen Nachweis mit MAb5G4 nur bei 

transgenen Pflanzen der Linien 220.01 und 220.02 ein Protein zwischen 20-25 kDa 

und ein Signal bei ~75 kDa detektiert werden (Abbildung 3.21, Spalte 1 und 2). Durch 

Verwendung des Hüllprotein-spezifischen Antiserums Mab5G4 konnten diese Proteine 

als BMYV Hüllprotein (~22 kDa) und als ORF3/5 Fusionsprotein (read through Protein, 

~74 kDa) identifiziert werden. Das ORF3/5 Fusionsprotein konnte in geringerer 

Konzentration nachgewiesen werden als das  Genprodukt des ORF3 alleine. Der 

spezifische Proteinnachweis war bei transgenen Pflanzen der Linien 221.01 und 

221.02 (Abbildung 3.21, Spalte 3 und 4) nicht erfolgreich. Wie bei den beiden T0-Linien 

bereits durch DAS-ELISA festgestellt, findet auch bei T1-Pflanzen dieser beiden Linien 



                                                                                                              Ergebnisse 

 

 132

keine durch Western-Blot Analyse nachweisbare Expression des BMYVfl Hüllproteins 

statt.   

 

 
Abbildung 3.21: Western-Blot Analyse (Mab5G4) nach Gesamt-Protein Extraktion 
und Auftrennung in einem 15%igen Tricin-SDS-Polyacrylamidgel aus BMYV 
Amplicon-transgenen N. benthamiana Pflanzen der Linien 220.01 (Spur 1), 220.02 
(Spur 2), 221.01 (Spur 3), 221.02 (Spur 4) und einer nicht transgenen N. 

benthamiana Linie 27/1 (Spur 5). M = prestained dual color Proteinmarker 
(Biorad). 

3.9.1.2 Segregationsanalyse von BMYV Amplicon-transgenen T1- und 
T2-Pflanzen 

Für die Bestimmung der Segregation innerhalb der T1-Linien wurde die Anzahl von 

resistenten (KnR) und sensitiven (KnS)  Sämlingen auf kanamycinhaltigem MS-Medium 

bestimmt. Durch TPIA von Blattstielen sollten die Ergebnisse der Kanamycin-Selektion 

(npt II-Nachweis) verifiziert werden und einen Hinweis auf die vollständige Integration 

der T-DNA geben. Durch Anwendung des Chi-Quadrat-Unabhängigkeitstests ist die 

festgestellte Segregation mit möglichen Aufspaltungen verglichen worden. Die nach 

der Agrobakterien-vermittelten Pflanzentransformation selektierten Mutterpflanzen (T0) 

sollten einen heterozygoten T-DNA Status besitzen. Nach der zweiten Mendelschen 

Regel wurde in der Nachkommenschaft (T1), bei der Integration von einer 

Transgenkopie, eine Aufspaltung bezüglich der T-DNA von 1:2:1 (3:1 Phänotyp) 

erwartet. Bei einer Integration von zwei T-DNA Kopien musste eine 15:1, bei drei 

Insertionen eine 63:1 (usw.) erwartet werden. 

Die Selektion der Sämlinge auf kanamycinhaltigem Medium zeigte für die Linien 

220.02, 221.01 und 221.02 eine 3:1 (KnR:KnS) Aufspaltung (Tabelle 3.11). Diese 3:1 

Segregation wurde für die Linie 220.02 auch durch serologischen Nachweis bestätigt.  
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Trotz der durch Kanamycinselektion festgestellten AufspaItung konnte in keiner 

Pflanze der T1-Linien 221.01 und 221.02 die Expression des BMYVfl mittels TPIA 

bestätigt werden.  Dagegen wurde in der Segregationsanalyse der Linie 220.01 sowohl 

durch Kanamycinselektion als auch durch serologischen Nachweis eine abnormale 

Mendelsche 1:2 Aufspaltung der Nachkommenschaft  (KnR:KnS und SerP:SerN) durch 

den Chi-Quadrat-Unabhängigkeitstest statistisch nachgewiesen. 

 
Tabelle 3.11: Segregationsanalyse durch Chi-Quadrat-Unabhängigkeitstest mit 
Yates-Korrektur der BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana T1-Linien und 
nicht transgenen N. benthamiana (Linie 27/1) durch serologischen Nachweis und 
Selektion von Sämlingen auf kanamycinhaltigem Medium.  

 T1 220.01 T1 220.02 T1 221.01 T1 221.02 27/1 

Kn-Selektion 
 
KnR:KnS 

 

550:1055 

χ2 = 0,62  

1:2 

316:102 

χ2 = 0,10 

3:1 

165:63 

χ 2 = 0,76 

3:1 

264:96 

χ2 = 0,50 

3:1 

0:284 

χ2 = n.d. 

Serologischer 
Nachweis 
 
SerP:SerN 

20:38(1) 

χ2 = 0,04 

1:2 

46:15(1) 

χ2 = 0,01 

3:1 

0:35(1+2) 

χ 2 = n.d. 

0:35(1+2) 

χ2 = n.d. 

0:34(2) 

χ2 = n.d. 

(1) TPIA; (2) DAS-ELISA; Chi-Quadrat Test χ2
1;0,05;Tab. = 3,84 

n.d.: nicht durchgeführt; KnR : Kanamycin-resistent; KnS : Kanamycin-sensitiv; 
SerP: DAS-ELISA/TPIA positiv; SerN : DAS-ELISA/TPIA negativ.  
 

Von zwei T1-Pflanzen der Linie 220.01 und einer Pflanze der Linie 220.02 wurde nach 

Selbstung der Samen geerntet und die Segregation der T2-Pflanzen auf 

kanamycinhaltigem Medium untersucht. Nach Auszählung der Kanamycin-resistenten 

und Kanamycin-sensitiven Sämlinge  konnten die homozygot dominante Linie 

220.02.13 und die aufspaltenden Linien 220.01.06 und 220.01.12 selektiert werden 

(Tabelle 3.12).  

Da alle Sämlinge der Linie 220.02.13 normales Wachstum auf kanamycinhaltigem 

Medium zeigten und auch in allen durch TPIA untersuchten Pflanzen eine Expression 

des Transgens nachgewiesen werden konnte, wurde die Linie 220.02.13 als 

homozygot dominant für das BMYVfl-Transgen und das nptII-Gen eingestuft. Die bei 

der Kanamycinselektion der Sämlinge ausgezählte 1:3 Segregation der T2- Linie 

220.01.06 und die 2:1 Aufspaltung der Linie 220.01.12 wurde auch durch 

serologischen Nachweis bestätigt. Einige Sämlinge der Linie 220.01.12 zeigten einen 

Phänotyp zwischen KnR (deutlich grün) und KnS (chlorophyllfrei). Da sie aber 

offensichtlich eine, wenn auch weniger stark ausgeprägte, Kanamycinresistenz 
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zeigten, wurden sie als KnR eingestuft (Tabelle 3.12). Wie zuvor bei der T1-Linie 

festgestellt, zeigten auch die Nachkommen eine abnormale Mendelsche Aufspaltung. 

Die homozygote Linie 220.02.13 wurde für Versuche zur Erhöhung des BMYV-

Virustiter durch Ko-Infektion (Kapitel 3.11) verwendet. Mit den Linien 220.01.06 und 

220.01.12 wurden keine weiteren Untersuchungen durchgeführt.   

 

Tabelle 3.12: Segregationsanalyse durch Chi-Quadrat-Unabhängigkeitstest mit 
Yates-Korrektur der T2-Linien 220.02.13, 220.01.06 und 220.01.12 nach Selektion 
von Sämlingen auf kanamycinhaltigem Medium. 

 T2 220.02.13 T2 220.01.06 T2 220.01.12 

Kn-Selektion 
 
KnR:KnS 
 

1740:0 

χ2 = n.d. 

 

336:1040 

χ2 = 0,26 

1:3 

1009:489 (2) 

χ2 = 0,31 

2:1 

Serologischer 
Nachweis (1) 
 
SerP:SerN 

25:0 

χ2 = n.d. 

 

5:25 

χ2 = 1,38 

1:3 

18:12 

χ2 = 0,54 

2:1 

Chi-Quadrat Test χ2
1;0,05;Tab. = 3,84; (1) TPIA (2) als KnR wurden auch Sämlinge mit einem 

Phänotyp zwischen KnR und KnS gezählt, die einzelne chlorophyllfreie Blätter 
aufwiesen. n.d.= nicht durchgeführt; KnR = Kanamycin-resistent; KnS = Kanamycin-
sensitiv. 

3.9.1.3 Southern-Blot Analyse zur Ermittlung der Anzahl von T-DNA 
Insertionen in BMYV Amplicon-transgenen Linien 

Die durchgeführten Segregationsanalysen gaben nur einen ersten Hinweis auf die 

Anzahl der in das pflanzliche Genom integrierten T-DNA Kopien. Da durch die 

Agrobakterien-vermittelte Pflanzentransformation aber auch multiple oder 

unvollständige T-DNA Insertionen möglich waren die durch Segregationsanalysen nicht 

nachweisbar sind, wurde eine Southern-Blot Analyse von transgenen Pflanzen 

durchgeführt. Zusätzlich sollte die in der Linie 220.01 und ihren untersuchten T2 

Nachkommen festgestellte abnormale  Mendelsche Aufspaltung weiter analysiert 

werden. 

Für die Southern-Blot Analyse wurde die pflanzliche DNA extrahiert und mit der 

Restriktionsendonuklease EcoR V verdaut. Für den Nachweis der DNA-Fragmente 

wurden DIG-markierte Sonden mit zwei verschiedenen Zielsequenzen verwendet. Um 

sicherzustellen, dass der gesamte BMYVfl als T-DNA in das Pflanzengenom integriert 
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war, wurde eine für den CaMV 35S-Promotor (DIG-35S, 829 bp) und eine für das nptII-

Gen (DIG-nptII) spezifische Sonde hergestellt.  

Die in das Pflanzengenom integrierte transgene Sequenz entspricht der aus dem 

binären Vektor stammenden T-DNA, die durch die linke und rechte Bordersequenz 

begrenzt wird. Die DNA-Sonden und das Restriktionsenzym zum Verdau der 

pflanzlichen DNA wurden so gewählt, dass bei der Southern-Blot Analyse nur 

Fragmente abgebildet wurden, die der Anzahl der inserierten Kopien entsprachen. Nur 

wenn sich an den T-DNA Integrationsort im pflanzlichen Genom direkt an der linken 

bzw. rechten Border eine EcoR V Restriktionsschnittstelle anschließt, würden bei einer 

kompletten T-DNA Integration Fragmentlängen von 1409 bp (DIG-35S) und 1360 (DIG-

nptII) nachgewiesen werden. In allen anderen Fällen würde sich die Fragmentlänge um 

den Abstand von der jeweiligen Border bis zur ersten EcoR V im pflanzlichen Genom 

verlängern.  

 

 
Abbildung 3.22: Schematische Darstellung der T-DNA zwischen deren linker und 
rechter Bordersequenz der CaMV 35S-Promotor, der BMYVfl und das nptII-Gen 
lokalisiert sind. Die Zielsequenzen der DIG-markierten Sonden DIG-35S oder DIG-
nptII (schraffiert) und die minimal erwarteten Fragmentlängen bei Insertion direkt 
an eine pflanzliche EcoR V sind angegeben. 
 

Für eine erste Southern-Blot Analyse (ohne Abbildung) wurden durch TPIA transgene 

Pflanzen der Linien 220.01, 220.02, 221.01, 221.02 und der homozygoten Linie 

220.02.13 selektiert. Nach Restriktionsspaltung der pflanzlichen DNA durch EcoR V 

wurden alle Proben mit der DIG-35S Sonde hybridisiert. Bei den Linien 220.02, 221.01, 

221.02 und 220.02.13, bei denen in der Segregationsanalyse eine 3:1 (KnR:KnS) 

festgestellt wurde, konnte nach Hybridisierung mit DIG-35S jeweils ein Fragment 

detektiert werden. In der Linie 220.01, die eine abnormale Mendelsche Segregation 

zeigte, wurden vier Transgenkopien nachgewiesen, von denen mindestens eine aktiv 

sein musste. Als homozygote T2-Linie besitzt  die Linie 220.02.13 die 

Transgeninsertion am gleichen Loci wie die T1-Linie 220.02, was zu identischen 

Fragmentlängen in der Southern-Blot Analyse führte. Auch die T1-Linien 221.01 und 

ORF
ORF

ORF ORF ORF
ORF

ORF
ORF

ORF ORF ORF
ORF

ORF0
ORF1 ORF2 ORF3 ORF5 

ORF4
nptI

e35S 

EcoR Vlinke 
Border 

rechte 
Border

EcoR V EcoR V 

DIG-35S DIG-nptII 

1409 bp 1360 bp 

BMYVfl 



                                                                                                              Ergebnisse 

 

 136

221.02 zeigten identische Fragmentlängen, weshalb davon ausgegangen werden 

musste, dass es sich nicht um verschiedene Linien, sondern um zwei Klone aus einem 

Transformationsereignis handelte. 

In zwei weiteren Southern-Blot Analysen wurde die mit EcoR V verdaute pflanzliche 

DNA aus transgenen Pflanzen der Linien 220.01, 221.01 und 220.02.13 erneut mit der 

DIG-35S Sonde und zusätzlich mit der DIG-nptII Sonde hybridisiert (Abbildung 3.23). 

Beide Sonden zeigten keine Hybridisierungsreaktion mit der extrahierten DNA von 

nicht-transgenen N. benthamiana  Pflanzen der Linie 27/1 (Abbildung 3.23, Spur 4). Da 

die Hybridisierungsreaktion mit der DIG-35S und der DIG-nptII Sonde bei der Linie 

221.01 jeweils ein Fragment zeigte (Abbildung 3.23, Spur 3), besitzt diese Linie 

vermutlich eine vollständige Kopie des Transgens. Die Annahme einer dominant 

wirkenden Einzelkopie-Integration wurde durch die 3:1-Segregation von Sämlingen auf 

kanamycinhaltigem Medium bestätigt, eine Expression des BMYVfl konnte aber nicht 

nachgewiesen werden. Bei den Linien 220.01 (Abbildung 3.23, Spur 1) und 220.02.13 

(Abbildung 3.23, Spur 2) war die Anzahl der durch die DIG-35S oder DIG-nptII Sonden 

nachgewiesenen Kopienzahl verschieden. 

 

 
Abbildung 3.23: Southern-Blot Analyse der Linien 220.01 (Spur 1), 220.02.13 
(Spur 2), 221.01 (Spur 3) und einer nicht-transgenen N. benthamiana der Linie 
27/1 (Spur 4) nach Restriktionsspaltung der pflanzlichen DNA durch EcoR V und 
Hybridisierung mit den DIG-markierten Sonden DIG-35S und DIG-nptII. M=DIG-
markierter DNA Längenstandard II (Roche) mit Angabe der Fragmentlängen (gilt 
für DIG-nptII Hybridisierung entsprechend). 

 1           2          3      M       4             
23130
9416
6557
4361

2322
2027

564 
bp 

  1           2          3      M       4 
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Die Linie 220.02.13 besitzt vermutlich zwei unvollständige T-DNA Kopien an einem 

oder zwei Loci: eine Kopie, die einen verdoppelten 35S-Promotor und das nptII-Gen 

enthält und eine Kopie, die keine Zielsequenz der DIG-35S Sonde, aber das nptII-Gen 

enthält (Abbildung 3.24, A). Aufgrund der festgestellten 3:1 Segregation ist bei einer 

Integration an zwei Loci nur ein integriertes nptII-Gen aktiv oder beide nptII-Kopien, 

von denen mindestens eine aktiv ist, liegen am gleichen Locus wie der exprimierte 

BMYVfl vor. Das bei der Linie 220.02.13 durch DIG-35S nachgewiesene Fragment 

besaß eine Länge von ~650 bp und war damit kürzer als es bei einer Insertion der T-

DNA mit dem vollständigen Bereich bis zu der linken Bordersequenz erwartet wurde 

(min. 1409 bp, Abbildung 3.22). Da die verdoppelte CaMV 35S-Promotorsequenz im 

BMYVfl eine Länge von 659 bp umfasst, liegt sie aber vermutlich vollständig an diesem 

Integrationsort vor. Die bei dieser Linie durch die DIG-nptII Sonde detektierten 

Fragmente von ~1800 bp und ~3300 bp zeigen eine vollständige Integration der T-DNA 

von der internen EcoR V-Restriktionsschnittstelle bis zur rechten Bordersequenz (min. 

1360 bp, Abbildung 3.22) an. 

Die Linie 220.01 besitzt vermutlich vier vollständige T-DNA Kopien, von denen zwei an 

einem Locus als Verdopplung in inverser Symmetrie (inverted repeat) organisiert sind 

(Abbildung 3.24, B). An diesem Integrationsort können zwei Bereiche der rechten 

Border, die nahe aneinander liegen und durch das Fehlen einer pflanzlichen EcoR V 

Erkennungssequenz zwischen beiden Kopien nicht getrennt werden, durch 

Hybridisierung mit der DIG-nptII Sonde als ein Fragment dargestellt werden. Die bei 

einer Integration als inverse Verdopplung erwartete Fragmentlänge von mindestens 

2720 bp (2 x 1360 bp, Abbildung 3.22) konnte für das längste Fragment bei der DIG-

nptII Hybridisierung angenommen werden (Abbildung 3.23, Spur 1).  

Bei der Hybridisierung mit der DIG-35S Sonde wurde daher die tatsächlich vorliegende 

Anzahl von vier T-DNA Insertionen durch Fragmente mit einer Länge von ~3900 bp, 

~2400 bp, ~1800 bp und ~1500 bp und bei der Hybridisierung mit der DIG-nptII Sonde 

nur eine Anzahl von drei T-DNA Insertionen durch Fragmente mit einer Länge von 

~2700 bp, ~1700 bp und ~1400 bp abgebildet. Alle durch Hybridisierung mit DIG-35S 

oder DIG-nptII festgestellten Fragmente besaßen die Mindestlänge, die eine 

vollständige T-DNA Insertion im Bereich der linken Bordersequenz (min. 1409 bp) oder 

rechten Bordersequenz (min. 1330 bp) anzeigt. 
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Abbildung 3.24: Modelle von möglichen Anordnungen der T-DNA Kopien in den 
BMYVfl-transgenen Linien mit beispielhafter Zuordnung der durch Southern-Blot 
Analyse mit den Sonden DIG-35S oder DIG-nptII festgestellten Fragmentlängen 
(Abbildung 3.23): (A) Linie 220.02.13 mit zwei unvollständigen T-DNA Kopien an 
einem oder zwei Loci: ohne linke Borderregionen, einer Kopie mit CaMV 35S-
Promotor und beide Kopien mit nptII-Sequenz. (B) Linie 220.01 mit vier durch 
DIG-35S nachweisbaren T-DNA Kopien an vermutlich verschiedenen Loci. Durch 
eine inverted repeat Insertion ohne eine trennende pflanzliche EcoR V-
Restriktionsschnittstelle werden nur drei nptII-Sequenzbereiche nachgewiesen. 
 

3.9.2 Vergleich des Virustiter der BMYV Amplicon-transgenen N. 

benthamiana-Linien 220.01 und 220.02.13 

Die selektierte BMYVfl-transgene T1-Linie 220.01 mit vier Transgenkopien und die 

homozygote T2-Linie 220.02.13 mit einer Transgenkopie des BMYVfl wurden auf 

Unterschiede in ihrem BMYV-Virustiter getestet. Hierzu wurde von transgenen 

Pflanzen beider Linien der Virustiter in Blattstielen aus dem mittleren Stängelbereich 

mittels DAS-ELISA bestimmt.  

Wie in Abbildung 3.25 dargestellt, konnten zwischen transgenen Pflanzen einer Linie 

deutliche Variationen im BMYV-Virustiter festgestellt werden. Innerhalb beider Linien 

wurden zwischen einzelnen Pflanzen bis zu viermal höhere Absorptionswerte 

gemessen. Trotz der Unterschiede innerhalb der Linien konnte nach statistischer 
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Überprüfung zwischen beiden Linien kein signifikanter Unterschied festgestellt werden 

(Mann-Whitney-U-Test, p=0,356). 

 

 
Abbildung 3.25: DAS-ELISA Absorptionsmesswerte aus Blattstielen von 
einzelnen transgenen Pflanzen acht Wochen nach Aussaat (schwarz) der Linien 
220.01 (n=9) und 220.02.13 (n=10) im Vergleich zur nicht-transgenen Kontrolle 
(n=2, weiss). Der graue Balken zeigt die gemittelte Absorption der transgenen 
Linien mit der Angabe der Standardabweichung (in Klammern). 
 

Die vierfache Integration des BMYVfl als Transgen in der Linie 220.01 führte nicht zu 

höheren Absorptionsmesswerten und war mit den Messwerten von Pflanzen der 

homozygoten Linie 220.02.13, mit zwei Transgenkopien, von denen nur eine einen 

vollständigen CaMV 35S-Promotor besitzt, vergleichbar. Beide Linien wurden für 

Versuche zur Erhöhung des Virustiters durch Ko-Infektion verwendet (siehe Kapitel 

3.11). 

3.10 Lokalisierung von BMYV-infizierten Zellen in BMYV Amplicon-
transgenen, -agroinfizierten und Blattlaus infizierten N. 

benthamiana  

Die Ausbreitung des Polerovirus BMYV innerhalb seiner Wirtspflanzen ist, wie bei allen 

anderen Luteoviren, vornehmlich auf das Phloemgewebe beschränkt. Diese natürliche 

Phloemlimitierung ist möglicherweise mit dem Fehlen einer Movementfunktion in 

Geweben außerhalb des Phloems und/oder einer ungenügenden 
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Unterdrückungsmöglichkeit eines pflanzlichen Abwehrmechanismus im nicht-

vaskulären Gewebe begründet.  

In den BMYVfl-transgenen N. benthamiana–Linien besitzt jede Pflanzenzelle das 

Potential das virale Genom zu exprimieren und dadurch mit BMYV infiziert zu werden. 

Die Untersuchung von Mesophyllzellen, Blattstiel- und Stängelquerschnitten an 

BMYVfl-transgenen Pflanzen mittels TPIA sollte mögliche Unterschiede in der Anzahl 

von BMYV-infizierten Pflanzenzellen außerhalb des Phloems im Vergleich zu BMYVfl-

agroinfizierten oder über Blattläuse (Myzus persicae) BMYVfl-infizierten N. 

benthamiana  aufzeigen. 

 

 
Abbildung 3.26: TPIA (MAb5G4) Aufnahmen von Blattstielen (oben) und 
Mesophyllgewebe (unten) von durch Myzus persicae BMYV-infizierten (A+E), 
BMYVfl-agroinfizierten (B+F), Amplicon-transgenen (C+G) und nicht infizierten 
(D+H) N. benthamiana Pflanzen. Rotgefärbte Bereiche zeigen BMYV-infiziertes 
Phloemgewebe (A-C) oder BMYV-infizierte Mesophyllzellen (E-G, Pfeile) an. 
Abdrucke von Blattadern dritter Ordnung sind gekennzeichnet (bl). Der 
Größenstandard (A-D und E-H) entspricht 1 mm. 
 

Bei Untersuchungen von Stängel- und Blattstielquerschnitten von BMYVfl-

agroinfizierten, -transgenen (Linie 220.02.13) und über Myzus persicae BMYVfl-

infizierten N. benthamiana Pflanzen konnten BMYVfl-infizierte Zellen detektiert werden 

(Abbildung 3.26, A-C). Die serologische Markierung des Virusantigens und Detektion 

durch Fast Red-Naphtol in TPIA-Untersuchungen zeigte deutlich violett gefärbtes 

Pflanzengewebe im Bereich der Leitbündel (vermutlich im Phloemgewebe). In keinem 

der über 200 analysierten TPIA von Blattstielen konnten BMYV-infizierte Zellen 

A B C D Blattlaus Agroinfektion Transgen Virusfrei 

bl

bl 

E Blattlaus Agroinfektion Transgen Virusfrei H GF 
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außerhalb dieses Gewebebereiches detektiert werden. In virusfreien N. benthamiana  

wurden solche distinkt gefärbten Zellbereiche nicht festgestellt (Abbildung 3.26, D).  

Nach Entfernung der unteren Blattepidermis von BMYVfl-transgenen Pflanzen der  

Linie 220.02.13 konnten durch TPIA infizierte Mesophyllzellen nachgewiesen werden. 

Obwohl jede Zelle den BMYVfl als Transgen enthält, war in einem Großteil der 

Mesophyllzellen keine BMYVfl-Infektion durch TPIA nachweisbar. Nach TPIA von 

Mesphyllgewebe der BMYVfl-transgenen, BMYVfl-agroinfizerten, über Blattlaus BMYVfl-

infizierten und nicht infizierten N. benthamiana Pflanzen (jeweils 6-10 cm²) wurde die 

Anzahl von BMYVfl-infizierten und virusfreien Zellen bestimmt. Die auf der Membran 

nachweisbaren Spuren von Blattadern (Abbildung 3.26, G) wurden bei der Auszählung 

nicht berücksichtigt. In jeder BMYVfl-infizierten Pflanze konnten infizierte 

Mesophyllzellen nachgewiesen werden (Abbildung 3.26, E-G), allerdings variierte die 

Anzahl dieser infizierten Zellen zwischen den Varianten. In virusfreien Kontrollpflanzen 

wurde nie eine Rotfärbung von Zellen beobachtet (Abbildung 3.26, D+H). 

Während in über Blattlaus infizierten N. benthamiana eine von 3786 Mesophyllzellen 

infiziert war, zeigte in der BMYVfl-transgenen Linie 220.02.13 eine von 678 

Mesophyllzellen eine violette Färbung. In agroinfizierten Pflanzen konnten dreimal 

mehr BMYV-infizierte Mesophyllzellen (eine von 1397) gezählt werden, als in über 

Blattlaus infizierten N. benthamiana. Im Großteil des analysierten Mesophyllgewebes 

konnte in allen Varianten kein BMYV durch TPIA detektiert werden.  

 

3.11 Ko-Infektion von BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana  mit 
PVY, BYV oder PEMV-1/-2 

Durch eine Ko-Infektion von BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen mit PVY, BYV oder 

PEMV-1/-2 sollte ein möglicher Einfluss dieser Mischinfektion auf den BMYV-Virustiter 

in verschiedenen Pflanzengeweben untersucht werden. Hierbei wurde der BMYV-

Virustiter in Ko-infizierten und nicht Ko-infizierten Pflanzen mittels DAS-ELISA und die 

Anzahl BMYVfl-infizierter Mesophyllzellen im Vergleich zu der Anzahl virusfreier Zellen 

durch TPIA bestimmt. Für die Untersuchung wurden Pflanzen der Linien 220.01 und 

220.02.13 in verschiedenen Experimenten Ko-infiziert.  

3.11.1 Ko-Infektion der Linie 220.01 mit PVY oder BYV    

In einem ersten Experiment wurden BMYV Amplicon-transgene N. benthamiana der 

Linie 220.01 sechs Wochen nach der Aussaat mit PVY oder BYV mechanisch Ko-

infiziert. Hierbei wurden bei jeder Pflanze 2 Blätter aus dem mittleren Stängelbereich 

für die Inokulation ausgewählt. 
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Abbildung 3.27: Gemittelte BMYV DAS-ELISA Absorptionswerte aus Blatt-
stielproben von BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen der Linie 220.01 drei 
Wochen nach Ko-Infektion mit PVY oder BYV und Vergleichswerte von nicht-
transgenen N. benthamiana. Die Buchstaben a-c zeigen signifikante 
Unterschiede zwischen den Varianten (Mann-Whitney-U-Test).  
 

Nach einer (PVY) bzw. drei Wochen (BYV) konnten an Ko-infizierten transgenen 

Pflanzen typische Virussymptome festgestellt werden, die aber von PVY- bzw. BYV-

infizierten nicht-transgenen Kontrollpflanzen nicht zu unterscheiden waren. Für eine 

Untersuchung des BMYV-Titers wurden von diesen Pflanzen drei Wochen nach der 

Inokulation Blattstiele aus dem mittleren Stängelbereich, oberhalb der inokulierten 

Blätter, für den DAS-ELISA entnommen.  

Im Vergleich zu nicht Ko-infizierten transgenen Kontrollpflanzen wurde sowohl in PVY 

als auch in BYV Ko-infizierten Pflanzen der Linie 220.01 ein signifikant höherer BMYV-

Titer in Blattstielproben festgestellt (Mann-Whitney-U-Test: +PVY und +BYV, p<0,001). 

In PVY Ko-infizierten transgenen Pflanzen wurde ein knapp doppelt so hoher BMYV-

Titer nachgewiesen als in nicht Ko-infizierten transgenen Pflanzen (Abbildung 3.27).  

Diese Ergebnisse wurden auch durch elektronenoptische Untersuchungen von PVY 

Ko-infizierten transgenen Pflanzen bestätigt. Die Auszählung von BMYV-Partikeln im 

Pflanzenpresssaft aus Blattstielen dieser Pflanzen durch Dr. Lesemann (BBA, 

Braunschweig) zeigte eine stark erhöhte Anzahl von Viruspartikeln (100-1000 Partikel 

pro Aufnahme bei 37000x) im Vergleich zu nicht Ko-infizierten Kontrollpflanzen (10-100 

Partikel pro Aufnahme bei 37000x). Auf den elektronenoptischen Aufnahmen konnten 

zahlreiche isometrische BMYV-Viruspartikel mit einer Größe von ~30 nm abgebildet 

werden (siehe Abbildung 3.28, A+B). Der serologische Nachweis durch Detektion der 
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Partikel mit BWYV-IgG in ISEM-Präparaten (Abbildung 3.28, B) war erfolgreich. Neben 

BMYV-Viruspartikeln konnten auch Partikel des Ko-infizierten PVY elektronenoptisch 

nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 3.28: Elektronenoptische Aufnahmen von BMYV-Partikeln aus PVY 
Ko-infizierten und nicht Ko-infizierten BMYVfl-transgenen N. benthamiana: (A) 
undekoriertes Präparat mit BMYV-Partikeln aus nicht Ko-infizierten transgenen 
N. benthamiana, (B) BWYV-IgG dekoriertes Präparat mit BMYV- und PVY-
Partikeln aus PVY Ko-infizierten transgenen N. benthamiana. Der Größen-
standard entspricht 100 nm.   

3.11.2 Ko-Infektion der Linie 220.02.13 mit PVY, BYV oder PEMV-1/-2 

In einem zweiten Experiment wurde untersucht, ob ein durch Ko-Infektion induzierter 

erhöhter BMYV-Virustiter nur in Blattstielen oder auch in anderen Blattgeweben 

festzustellen ist. Hierzu wurden BMYVfl-transgene Pflanzen der Linie 220.02.13 mit 

PVY, BYV und PEMV-1/-2, wie in Kapitel 3.11.1 beschrieben, Ko-infiziert. Von jeder 

der Versuchspflanzen wurde der BMYV-Virustiter von vier unterschiedlichen Proben 

mittels DAS-ELISA bestimmt. Hierzu wurden zwei Wochen (PVY und BYV) bzw. drei 

Wochen (PEMV-1/-2) nach der Inokulation Blätter aus dem mittleren und oberen 

Stängelbereich entnommen. Von jedem dieser Blätter wurde der Virustiter im Blattstiel 

und in der Blattspreite (Lamina), die von Blattadern  erster und zweiter Ordnung 

(Roberts et al., 1997) befreit wurden, bestimmt.  
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Abbildung 3.29: Blattnekrosen an PEMV-1/-2 Ko-infizierten (A und B, links) und 
nicht Ko-infizierten (B, rechts) BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana  
Pflanzen der Linie 220.02.13. Diese Blattnekrosen konnten drei Wochen nach der 
Ko-Infektion bonitiert werden. 
 

Die PVY oder BYV Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen zeigten nach 

einer (PVY) bzw. zwei (BYV) Wochen typische Virussymptome, insbesondere an 

jungen Blättern im oberen Stängelbereich, die nicht von denen der PVY- oder BYV-

inokulierten nicht-transgenen Kontrollpflanzen zu unterscheiden waren. Die mit PEMV-

1/-2 Ko-infizierten Pflanzen der Linie 220.02.13 zeigten nach drei Wochen nekrotische 

Blattveränderungen, die nicht an PEMV-1/-2 infizierten N. benthamiana oder BMYVfl-

transgenen Pflanzen beobachtet wurden (Abbildung 3.29). Diese nekrotischen Stellen 

bildeten sich zuerst an älteren und später auch an jüngeren Blättern.  

 

Der statistische Vergleich des BMYV-Titers in den unterschiedlichen Proben wurde mit 

nichtparametrischen Tests sowohl innerhalb der Varianten (Wilcoxon-Test) als auch 

zwischen den Varianten (Mann-Whitney-U-Test) durchgeführt. Wie bereits bei dem 

Vergleich der beiden transgenen Linien 220.01 und 220.02.13 dargestellt wurde 

(Kapitel 3.9.2), konnten auch in diesem Versuch stark unterschiedliche BMYV-Virustiter 

in Blattstielen zwischen einzelnen Versuchspflanzen innerhalb einer Variante 

festgestellt werden. Diese Unterschiede zwischen einzelnen Pflanzen sind die Ursache 

für hohe Standardabweichungen (Tabelle 3.13). 

 

A B
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Abbildung 3.30: Festgestellte DAS-ELISA Absorptionswerte (A415nm) von Ko-
infizierten und nicht Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen Einzelpflanzen 
der Linie 220.02.13 in Blattstiel- und Laminaproben aus dem oberen und 
mittleren Stängelbereich zwei (220.02.13 (n=9), 220.02.13+PVY (n=10) und 
220.02.13+BYV, n=8) bzw. drei (220.02.13+PEMV-1/-2, n=9) Wochen nach der Ko-
Infektion.  
 

Bei nicht Ko-infizierten Kontrollpflanzen der Linie 220.02.13 wurde, im Vergleich zu 

Proben der Blattlamina, ein deutlich höherer Virustiter in den Blattstielen (Abbildung 

3.30) nachgewiesen. Dieser signifikant höhere Virustiter wurde in Proben aus dem 

oberen und mittleren Stängelbereich festgestellt (Tabelle 3.13). Der BMYV-Titer in der 

Blattlamina war generell gering und in einigen Proben aus dem mittleren 

Stängelbereich nicht nachweisbar.   
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Tabelle 3.13: Durch BMYV-DAS-EILSA ermittelte Absorptionsmesswerte in BMYV 

Amplicon-transgenen N. benthamiana und PVY, BYV und PEMV-1/-2 Ko-
infizierten transgenen Pflanzen in Blattstiel (BS) und Blattlaminaproben (BL) aus 
dem oberen und mittleren Stängelbereich (Standardabweichung in Klammern) 
zwei (PVY, BYV) bzw. drei (PEMV-1/-2) Wochen nach der Ko-Infektion mit Angabe 
von Signifikanzen innerhalb (→) und zwischen (↓) den Varianten im Vergleich zur 
nicht Ko-infizierten Kontrolle. 

 oberer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina 
→ Sig. 
BS/BL 

↓ Sig.  
BS 

↓ Sig. 
BL 

220.02.13 

(n=9) 
0,684 (±0,18) 0,253 (±0,07) 

sig. 

p=0,008 
a a 

220.02.13.+PEMV 

(n=9) 
0,479 (±0,33) 0,264 (±0,24) 

n. sig. 
p=0,021 

a a 

220.02.13+PVY 

(n=10) 
0,979 (±0,16) 0,316 (±0,11) 

sig. 

p=0,005 
b a 

220.02.13+BYV 

(n=8)  
0,132 (±0,12) 0,060 (±0,07) 

n. sig. 

p=0,343 
c c 

 

 mittlerer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina 
→ Sig. 
BS/BL 

↓ Sig.  
BS 

↓ Sig. 
BL 

220.02.13 

(n=9) 
0,728 (±0,24) 0,158 (±0,19) 

sig. 
p=0,008 

a a 

220.02.13.+PEMV 

(n=9) 
1,060 (±0,31) 1,140 (±0,58) 

n. sig. 

p=0,953 
b b 

220.02.13+PVY 

(n=10) 
0,620 (±0,50) 0,384 (±0,16) 

n. sig. 

p=0,114 
c b 

220.02.13+BYV 

(n=8)  
0,808 (±0,28) 0,895 (±0,46) 

n. sig. 

p=0,484 
a b 

a = kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle; b = signifikant höher, c = signifikant niedriger. 

 

Dagegen konnte bei PVY, BYV und PEMV-1/-2 Ko-infizierten Varianten kein 

signifikanter Unterschied im BMYV-Virustiter zwischen Proben aus der Blattlamina und 

dem Blattstiel im mittleren Stängelbereich festgestellt werden (Tabelle 3.13). Die 
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Blattlaminaproben der Ko-infizierten Varianten aus diesem Stängelbereich zeigten 

dabei alle einen signifikant höheren Virusgehalt als in nicht Ko-infizierten BMYVfl-

transgenen Pflanzen ermittelt wurde (PVY:p=0,013; BYV:p=0,006; PEMV:p<0,001). In 

Proben der Blattlamina aus dem oberen Stängelbereich konnten dagegen keine 

Unterschiede im BMYV-Virustiter zwischen den Ko-infizierten und der nicht Ko-

infizierten Variante festgestellt werden. Die ermittelten Virusgehalte in Proben aus dem 

oberen Stängelbereich waren bei der BYV Ko-infizierten Variante sogar signifikant 

niedriger (p=0,001) als in den Kontrollpflanzen. Eine Erhöhung des Virustiters in 

Blattstielen konnte nur bei Proben aus dem mittleren Stängelbereich von PEMV-1/-2 

(p=0,011) und aus dem oberen Stängelbereich von PVY (p=0,003) Ko-infizierten 

Versuchspflanzen festgestellt werden. 

 
Abbildung 3.31: Festgestellte DAS-ELISA Absorptionswerte (A415nm) von 
identischen Einzelpflanzen wie in Abbildung 3.30 in Blattstielen und Lamina aus 
Blättern im oberen und mittleren Stängelbereich vier (ohne, PVY) bzw. fünf 
(PEMV-1/-2) Wochen nach der Ko-Infektion. 
 

Um den zeitlichen Einfluss des Infektionsverlaufs des ko-infizierten Virus auf den 

BMYV-Virustiter zu untersuchen, wurden von den gleichen Pflanzen die in Abbildung 
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3.30 dargestellt sind, zwei Wochen nach der ersten Probennahme erneut Proben aus 

dem oberen und mittleren Stängelbereich entnommen und mittels DAS-ELISA 

ausgewertet (Abbildung 3.31, Tabelle 3.14). Die bei der ersten Probennahme 

untersuchten BYV Ko-infizierten und eine PVY Ko-infizierte Versuchspflanze konnten 

kein zweites Mal untersucht werden, da diese Pflanzen bereits aufgrund der 

fortgeschrittenen Virusinfektion abgestorben waren.  

 

Tabelle 3.14: Durch BMYV-DAS-EILSA ermittelte Absorptionsmesswerte in BMYV 

Amplicon-transgenen N. benthamiana und PVY und PEMV-1/-2 Ko-infizierten 
transgenen Pflanzen in Blattstiel (BS) und Blattlaminaproben (BL) aus dem 
oberen und mittleren Stängelbereich (Standardabweichung in Klammern) vier 
(PVY) bzw. fünf (PEMV-1/-2) Wochen nach der Ko-Infektion mit Angabe von 
Signifikanzen innerhalb (→) und zwischen (↓) den Varianten im Vergleich zur 
nicht Ko-infizierten Kontrolle. 

 oberer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina 
→ Sig. 
BS/BL 

↓ Sig.  
BS 

↓ Sig. 
BL 

220.02.13 

(n=9) 
0,378 (±0,29) 0,067 (±0,07) 

sig. 

p=0,008 
a a 

220.02.13.+PEMV 

(n=9) 
0,560 (±0,16) 0,276 (±0,09) 

sig. 

p=0,008 
a b 

220.02.13+PVY 

(n=9) 
0,512 (±0,13) 0,235 (±0,18) 

sig. 

p=0,008 
a b 

 

 mittlerer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina 
→ Sig. 
BS/BL 

↓ Sig.  
BS 

↓ Sig. 
BL 

220.02.13 

(n=9) 
0,553 (±0,25) 0,040 (±0,03) 

sig. 

p=0,008 
a a 

220.02.13.+PEMV 

(n=9) 
0,634 (±0,16) 0,235 (±0,18) 

sig. 

p=0,008 
a b 

220.02.13+PVY 

(n=9) 
0,710 (±0,32) 0,475 (±0,28) 

n. sig. 

p=0,021 
a b 

a = kein signifikanter Unterschied zur Kontrolle; b = signifikant höher, c = signifikant niedriger. 
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Die für die zweite Messung entnommenen Proben aus dem mittleren Stängelbereich 

wurden von Positionen entnommen, die bei der ersten Messung dem oberen 

Stängelbereich entsprachen. Mit Ausnahme der Proben aus dem mittleren 

Stängelbereich der PVY Ko-infizierten Versuchspflanzen, bei denen ein leicht 

angestiegener BMYV-Virustiter messbar war, wurde in allen anderen Varianten ein 

gleichbleibender oder geringerer BMYV-Virustiter zwei Wochen nach der ersten 

Probennahme festgestellt. Insgesamt zeigte sich bei den Ko-infizierten Varianten zu 

diesem Zeitpunkt ein ausgeglicheneres Verhältnis im Virustiter, welcher in Proben aus 

dem oberen und mittleren Stängelbereich gemessen wurde. Im Gegensatz zu den 

ersten Messungen konnte kein signifikanter Unterschied im BMYV-Virustiter in 

Blattstielen zwischen den beiden Ko-infizierten und der nicht Ko-infizierten Variante 

festgestellt werden (Tabelle 3.14). Im Vergleich zu der nicht Ko-infizierten Variante 

konnte in PVY und PEMV-1/-2 Ko-infizierten Pflanzen allerdings ein signifikant höherer 

BMYV-Virustiter in Proben der Blattlamina aus dem oberen (PVY:p<0,001; 

PEMV:p=0,024) und mittleren (PVY:p<0,001; PEMV:p=0,003) Stängelbereich 

gemessen werden (Tabelle 3.14).  

Der in unterschiedlichen Geweben mittels DAS-ELISA nachweisbare BMYV-Virustiter 

in BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen variierte innerhalb einer Variante und nahm 

mit fortschreitendem Pflanzenalter leicht ab. Die Ko-Infektion mit PVY, BYV und 

PEMV-1/-2 führte zu erhöhten BMYV-Titern in der Blattlamina und blieb im Verlauf der 

PVY/BMYV und PEMV-1/-2/BMYV Mischinfektion signifikant höher, als in den nicht Ko-

infizierten Kontrollpflanzen. Dagegen verringerte sich der in verschiedenen 

Blattpositionen festgestellte erhöhte Virustiter in den Blattstielen von PVY oder PEMV-

1/-2 Ko-infizierten Pflanzen im Infektionsverlauf und war von dem der nicht Ko-

infizierten Versuchspflanzen nicht mehr signifikant verschieden. Aufgrund des frühen 

Absterbens der BYV Ko-infizierten Pflanzen konnte für diese Variante keine Aussage 

über den BMYV Virustiter an einem zweiten Messtermin gemacht werden. 

Durch TPIA von Blattmesophyllzellen sollte festgestellt werden, ob in den PVY, BYV 

oder PEMV-1/-2 Ko-infizierten Varianten vermehrt Gewebe außerhalb des Phloems mit 

BMYV infiziert werden kann. Die Untersuchung von Blattlaminaproben aus dem 

mittleren Stängelbereich erfolgte zwei Wochen nach der Ko-Infektion. Es wurden nur 

Zellen in den Vergleich aufgenommen, die nicht offensichtlich mit auf der Membran 

abgedruckten Blattadern in Verbindung standen. Im Vergleich zu der nicht Ko-

infizierten Variante (1:678) konnte bei der PVY Ko-infizierten Variante nur eine leicht 

erhöhte Anzahl an infizierten Mesophyllzellen (1:711) gezählt werden. Die Verteilung 

dieser Zellen war ungleichmäßig und teilweise konnten kleine Cluster aus zwei bis drei 

benachbarten infizierten Zellen detektiert werden. 
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Abbildung 3.32: TPIA-Aufnahmen von BMYV Amplicon-transgenen N. 

benthamiana Mesophyllzellen nach BMYV-Detektion mit MAb5G4: (A) nicht Ko-
infiziert, (B+C) PEMV-1/-2 Ko-infiziert, (C) mit nekrotischem Gewebe, (D) PVY Ko-
infiziert, (E) BYV Ko-infiziert und (F) nicht transgene N. benthamiana. Die Pfeile 
markieren BMYV-infizierte Zellen. Der Größenstandard entspricht 1 mm.  
 

In BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen, die mit PEMV-1/-2 Ko-infiziert waren, konnten 

doppelt soviele (1:311) BMYVfl-infizierte Mesophyllzellen gezählt werden. Diese Zellen 

gruppierten in größeren Clustern, es konnten aber auch einzelne oder kleine Gruppen 

von infizierten Zellen festgestellt werden. In TPIA-Abdrucken, das das bei einer 

BMYV/PEMV-1/-2 Mischinfektion bonitierte typische nekrotisierte Blattgewebe 

umfasste, konnten Zellbereiche identifiziert werden, in denen jede dritte Zelle eine 

BMYVfl-Infektion zeigte (Abbildung 3.32, C). In Proben von BYV Ko-infizierten  

Pflanzen konnte sowohl eine Aggregation infizierter Zellen in kleineren Clustern, aber 

auch eine hohe Anzahl von infizierten Einzelzellen (insgesamt 1:165) detektiert 

werden. 

Die zuvor durch DAS-ELISA ermittelten hohen Virustiter in der Blattlamina von Ko-

infizierten Pflanzen liegen, zumindest teilweise, auch in einer erhöhten Anzahl von 

BMYV-infizierten Zellen außerhalb des Phloems begründet. Die durch DAS-ELISA 

festgestellten erhöhten Virustiter in Blattlaminaproben der Ko-infizierten Varianten 

A B C 

D E F 
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(Tabelle 3.13) konnten durch die im TPIA festgestellte erhöhte Anzahl infizierter Zellen 

aus dem mittleren Stängelbereich bestätigt werden. 

In TPIA-Aufnahmen von Blattstiel- und Stängelgewebe konnten zwischen den vier 

Varianten keine Unterschiede festgestellt werden (ohne Abbildung). In allen 

untersuchten TPIA-Abdrucken war nach Fast Red-Naphtolbehandlung nur 

Pflanzengewebe, das dem Phloem zugeordnet wurde, violett gefärbt. Die zwei bzw. 

drei Wochen nach der Ko-Infektion durch DAS-ELISA nachgewiesenen signifikant 

erhöhten Virustiter in Blattstielproben (+PVY oberer und +PEMV-1/-2 mittlerer 

Stängelbereich, Tabelle 3.13) waren daher durch eine höhere BMYV-

Viruskonzentration im Phloemgewebe der Blattstiele und nicht durch eine vermehrte 

Infektion von Zellen außerhalb des Phloems erklärbar. 

 

 
Abbildung 3.33: Serologischer Nachweis von PVY mit PVY-IgG-AP (A), von BYV 
mit BYV-IgG-AP (B) von PEMV-1/-2 mit PEMV-IgG-AP (E) und BMYV mit MAb5G4 
(D) in Mesophyllgewebe von symptomzeigenden Blättern aus dem oberen 
Stängelbereich von Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana  
Pflanzen der Linie 220.02.13. Ein Gewebebereich (C) wurde auf zwei 
verschiedene Membranen (zuerst auf E, dann auf D) abgedruckt. Die Pfeile 
zeigen identische Gewebebereiche. Der Größenstandard entspricht 1 mm (A+B; 
C-E). 
 

Durch TPIA mit alkalischer Phosphatase gekoppelte PVY-IgG, BYV-IgG und PEMV-

IgG wurde die Ausbreitung des Ko-infizierten Virus im Mesophyllgewebe von BMYV 

Amplicon-transgenen Pflanzen der Linie 220.02.13 untersucht (Abbildung 3.33). Die 

Ko-infizierten Viren PVY und BYV breiten sich in den BMYVfl-transgenen Pflanzen 

systemisch aus und konnten, im Gegensatz zu BMYV, das Gewebe großflächig 

infizieren (Abbildung 3.33, A+B). In BYV-infiziertem Mesophyllgewebe wurde eine 

starke Virusakkumulation, ausgehend von den Blattadern, beobachtet. Bei TPIA 

Abdrucken von nicht Ko-infizierten BMYVfl-transgenen Pflanzen wurde auf PVY-IgG-Ap 

und BYV-IgG-AP behandelten Membranen keine serologische Reaktion beobachtet. 

A B DC E 

PVY-IgG-AP BYV-IgG-AP PEMV-IgG-APMAb5G4 
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Mit dem verwendeten PEMV-IgG-AP konnten virusinfizierte Zellen in nekrotischem 

Blattgewebe nachgewiesen werden. Nach Abdruck identischer Gewebeproben auf 

zwei verschiedene Membranen und Inkubation mit PEMV-IgG-AP oder MAb5G4 

konnte nur in Gewebebereichen, in denen auch durch PEMV-IgG-AP PEMV-1/-2 

nachgewiesen wurde, eine Farbreaktion mit MAb5G4 festgestellt werden (Abbildung 

3.33, D und E). In diesen PEMV-1/-2 infizierten Gewebebereichen wurde eine starke 

Aggregation von BMYV-infizierten Mesophyllzellen nachgewiesen. Das verwendete 

PEMV-IgG-AP zeigte keine Reaktion bei Proben von nicht Ko-infizierten BMYVfl-

transgenen Pflanzen. Die im Vergleich zu der mit MAb5G4 behandelten Membran 

geringere Intensität der Fast-Red/Naphtolfärbung als bei der mit PEMV-IgG-AP 

behandelten Membran, ist vermutlich in einer geringen PEMV-1/-2 Viruskonzentration 

im untersuchten Gewebe und/oder in einer hohen Ausgangsverdünnung des 

verwendeten Antiserums begründet.  

3.11.3 Mechanische Übertragung des BMYVfl  

Eine mechanische Übertragung von phloemgebundenen Pflanzenviren wie BMYV ist 

vermutlich dadurch eingeschränkt, dass eine Replikation und/oder Ausbreitung in 

Geweben außerhalb des Phloems nicht in dem Umfang möglich ist der notwendig ist, 

um eine systemische Infektion zu etablieren. Für Untersuchungen, ob eine 

mechanische Übertragbarkeit des BMYV durch andere Viren komplementiert werden 

kann, wurden Presssäfte von PVY, BYV oder PEMV-1/-2 Ko-infizierten BMYVfl-

transgenen Pflanzen der Linie 220.02.13 auf nicht infizierte N. benthamiana  

abgerieben. Die mechanisch inokulierten Versuchspflanzen wurden vier Wochen nach 

der Inokulation mittels TPIA von Blattstielen auf systemische BMYV-Infektionen 

untersucht. 

 

Tabelle 3.15: Durch TPIA (MAb5G4) von Blattstielen nachgewiesene systemische 
BMYV-Infektionen nach mechanischer Inokulation von N. benthamiana  mit 
Presssäften aus PVY, BYV oder PEMV-1/-2 Ko-infizierten BMYVfl-transgenen N. 

benthamiana der Linie 220.02.13. 

Presssaftherkunft Anzahl BMYV-infizierter  / 
Anzahl inokulierter N. benthamiana  Pflanzen 

220.02.13 + PVY 0 / 5 
220.02.13 +  BYV 0 / 5 
220.02.13 + PEMV-1/-2 2 / 5 
220.02.13 0 / 5 
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Wie in Tabelle 3.15 dargestellt, konnte das BMYVfl von PEMV-1/-2 Ko-infizierten 

transgenen Pflanzen auf zwei von fünf virusfreien N. benthamiana  erfolgreich 

mechanisch übertragen und systemische Infektionen etabliert werden. Nach drei 

Wochen konnten die in Abbildung 3.29 gezeigten typischen Blattnekrosen von 

BMYV/PEMV-1/-2 mischinfizierten N. benthamiana  bonitiert werden. An Pflanzen, die 

mit Presssäften aus BYV- oder PVY Ko-infizierten transgenen Pflanzen behandelt 

wurden, konnten nach zwei (PVY) und drei (BYV) Wochen typische Virussymptome 

der Ko-infizierten Viren festgestellt werden. In keiner dieser Pflanzen konnte allerdings 

eine BMYVfl-Infektion mittels TPIA nachgewiesen werden. Eine mechanische 

Übertragung des BMYVfl von nicht Ko-infizierten oder mit PVY bzw. BYV Ko-infizierten 

transgenen Pflanzen auf virusfreie N. benthamiana  war nicht möglich.   

3.12 Infektionstestungen mit dem BChVfl 

Die Testung der Infektiosität des BChVfl erfolgte, wie bereits für den BMYVfl 

beschrieben, mittels Agroinokulation verschiedener Testpflanzen. Hierfür wurden neun 

aus der Lysatpopulation stammende BChVfl (L366-L372, L374 und L375) und der 

sequenzierte BChVfl (L400) in den binären Vektor pBIN_SN integriert und in A. 

tumefaciens LBA4404 Zellen überführt.  

Die RNA, die für die cDNA-Herstellung und anschließende Klonierung des BChVfl 

verwendet wurde, stammt aus einer mit BMYV, BChV und BYV mischinfizierten Beta 

vulgaris Pflanze. Wie in Kapitel 3.1 beschrieben ist es nicht gelungen, aus dieser Rübe 

BChV mittels Myzus persicae auf nicht infizierte B. vulgaris, N. benthamiana oder C. 

capitatum als mögliche Wirtspflanzen zu übertragen. Da keine nur mit BChV und nicht 

mit BMYV infizierte Pflanze nach der Blattlausübertragung selektiert werden konnte, 

war es nicht möglich, die serologische Reaktion von BChV mit dem monoklonalen 

Antikörper MAb5G4 zu testen. Der monoklonale Antikörper MAFF24 (Smith et al., 

1996) detektiert sowohl BMYV, BWYV als auch BChV (Hauser et al., 2002). Beide 

Antikörper wurden für den Nachweis von BChVfl-Agroinfektionen verwendet. Für die 

Testung der Infektiosität des BChVfl wurden an verschiedenen Terminen 

Agroinokulationen an N. benthamiana, B. vulgaris  und C. capitatum durchgeführt.  

Für den Nachweis von BChVfl-infizierten Zellen wurden Blattstiele oberhalb der 

Inokulationsstelle und Blattstiele der inokulierten Blätter in TPIA-Abdrucken verwendet. 

Zusätzlich wurde BChVfl-agroinokuliertes Mesophyllgewebe von N. benthamiana  und 

B. vulgaris Pflanzen durch TPIA mit den Antiseren MAb5G4 und MAFF24 auf BChVfl-

infizierte Zellbereiche hin untersucht.  
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Tabelle 3.16: Übersicht über durchgeführte BChVfl-Agroinfektionen an N. 

benthamiana, B. vulgaris und C. capitatum und Ergebnis der TPIA-Untersuchung 
von Blattstielen und agroinokuliertem Mesophyllgewebe mit den Antiseren 
MAb5G4 und MAFF24. 

 Nachweis infizierter Zellen in TPIA-Abdrucken durch 
 

 Mab5G4 MAFF24 

  
Blattstiel 

agroinokuliertes 
Mesophyllgewebe

 
Blattstiel 

agroinokuliertes 
Mesophyllgewebe

BChVfl-Klone     
LBA4404_L366 
N. benthamiana (4)  
B. vulgaris (1) 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

LBA4404_L367 
N. benthamiana (4)  
B. vulgaris (1) 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

LBA4404_L368 
N. benthamiana (4)  
B. vulgaris (1) 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

LBA4404_L369 
N. benthamiana (4)  
B. vulgaris (1) 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
- 

LBA4404_L370 
N. benthamiana (2) 
B. vulgaris (1) 
C. capitatum (1) 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 
LBA4404_L371 
N. benthamiana (2) 
B. vulgaris (1) 
C. capitatum (1) 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 
LBA4404_L372 
N. benthamiana (2) 
B. vulgaris (1) 
C. capitatum (1) 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 
LBA4404_L374 
N. benthamiana (2) 
B. vulgaris (1) 
C. capitatum (1) 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 
LBA4404_L375 
N. benthamiana (2) 
B. vulgaris (1) 
C. capitatum (1) 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 
LBA4404_L400 
N. benthamiana (8) 
B. vulgaris (8) 
C. capitatum (8) 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 

 
- 
- 
- 

 
- 
- 

n.d. 
BMYVfl-Klon 
LBA4404_L181 
N. benthamiana  
B. vulgaris  

 
 

+ 
n.d. 

 
 

+ 
+ 

 
 

+ 
n.d. 

 
 

+ 
+ 

+ = infizierte Zellen nachgewiesen, - = keine infizierten Zellen nachweisbar, n.d. = nicht 
durchgeführt, Anzahl der Versuchspflanzen in Klammern. 
 

In keinem der untersuchten Gewebeabdrucke und mit keinem der beiden verwendeten 

Antiseren konnten BChVfl-infizierte Zellbereiche nachgewiesen werden (Tabelle 3.16). 
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Um auszuschließen, dass der BChVfl-Virustiter unter der serologischen 

Nachweisgrenze durch TPIA lag, wurde von LBA4404_L400, dem sequenzierten 

BChVfl, agroinfiltrierten N. benthamiana  und C. capitatum acht Wochen nach der 

Inokulation Gesamt-RNA extrahiert. Nach RT-PCR mit BChV-spezifischen 

Oligonukleotiden konnte in diesen Pflanzen keine BChVfl-Infektion nachgewiesen 

werden. Obwohl in der in Kapitel 3.3 durchgeführten Sequenzanalyse des BChVfl alle 

für eine Infektion und Replikation benötigten putativen Proteinprodukte theoretisch 

nachgewiesen wurden, konnten keine lokalen oder systemischen BChVfl-

Agroinfektionen etabliert werden.  

3.12.1 Mutagenese des BChVfl zur Integration von 5'-Fremdnukleotiden 

Wie bereits für den BMYVfl gezeigt (Kapitel 3.4.3) sollte auch bei dem BChVfl ein 

möglicher Einfluss von 5'-terminalen Fremdnukleotiden zwischen dem CaMV 35S-

Promotor Transskriptionsstart und dem Beginn der viralen Sequenz auf die Infektiosität 

des BChVfl untersucht werden. Hierzu wurde der BChVfl in gleicher Weise wie der 

infektiöse BMYVfl zwischen den im L140 vorliegenden CaMV 35S-Promotor und die 

Ribozymsequenz kloniert und unter Verwendung der Restriktionsschnittstellen SnaB I 

und Not I in den binären Vektor pBIN_SN integriert. 

Für alle Klonierungsschritte wurde der bereits sequenzierte BChVfl (L362) und keine 

Population aus Klonen verwendet. Durch die Oligonukleotide BChVAscI und 

BChVBstAPI wurde in einer PCR-Reaktion das BChVfl 5'-Ende um eine Asc I 

Restriktionsschnittstelle erweitert. Diese Restriktionsschnittstelle führt, wie bei dem 

infektiösen BMYVfl, zu einer 5'-terminalen Verlängerung des Genoms um sechs 

Nukleotide.  

Das am L362 amplifizierte PCR-Fragment umfasst eine interne Eco91 I 

Restriktionsschnittstelle, die nur einmal im BChVfl vorliegt, und eine über das 

Oligonukleotid BChVBstAPI integrierte Xho I Restriktionsschnittstelle. Nach Integration 

des PCR-Fragments über Asc I und Xho I in den L140 konnte durch Nutzung der 

Eco91 I und Bsp120 I Restriktionsschnittstellen der fehlende BChVfl-Sequenzbereich 

aus L362 eingefügt werden. Der resultierende AscIBChVfl wurde über SnaB I und Not I 

in den binären Vektor pBIN_SN überführt und in den A. tumefaciens  Stamm LBA4404 

elektroporiert. Eine detaillierte Übersicht über die durchgeführten Klonierungen befindet 

sich im Anhang. 

3.12.2 Infektionstestungen mit dem AscIBChVfl 

Es wurden vier in den binären Vektor integrierte AscIBChVfl (L410-L413) in A. 

tumefaciens LBA4404 Zellen elektroporiert. Die Testung der Infektiosität erfolgte 
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mittels Agroinokulation. Hierbei wurde Blattgewebe von N. benthamiana  und B. 

vulgaris Pflanzen infiltriert und der Inokulationsbereich vier Wochen später durch TPIA 

von Mesophyllzellen mit den Antiseren MAb5G4 und MAFF24 auf infizierte 

Mesophyllzellen untersucht. So sollte vor ausgedehnten Infektionstestungen mit den 

AscIBChVfl-Klonen überprüft werden, ob eine Infektiosität gegeben ist. 

 

Tabelle 3.17: Infektionstestungen der AscIBChVfl durch Agroinokulation von B. 

vulgaris und N. benthamiana  Blattgewebe und Ergebnisse des serologischen 
Nachweises von Pflanzengewebe durch TPIA mit MAb5G4 und MAFF24. 

 Nachweis infizierter Mesophyllzellen im 
 untersuchten Inokulationsbereich 

 MAb5G4 MAFF24 
AscIBChVfl-Klone   
 
LBA4404_L410 
N. benthamiana  
B. vulgaris 

 
 
- 
- 

 
 
- 
- 

 
LBA4404_L411 
N. benthamiana  
B. vulgaris 

 
 
- 
- 

 
 
- 
- 

 
LBA4404_L412 
N. benthamiana  
B. vulgaris 

 
 
- 
- 

 
 
- 
- 

 
LBA4404_L413 
N. benthamiana  
B. vulgaris 

 
 
- 
- 

 
 
- 
- 

 
BMYVfl-Klon 

  

 
LBA4404_L181* 

N. benthamiana  
B. vulgaris  

 
 

+ 
+ 

 
 

+ 
+ 

+ = infizierte Zellen nachgewiesen, - = keine infizierten Zellen nachgewiesen. 
* = erste Testung nach fünf Tagen positiv. 
 

Keiner der getesteten AscIBChVfl konnte als infektiös eingestuft werden. In 

agroinokuliertem N. benthamiana  und B. vulgaris Mesophyllgewebe konnte nach 21 

Tagen in keiner Zelle Hüllprotein nachgewiesen werden. In den mit BMYVfl 

(LBA4404_L181) agroinokulierten Zellbereichen konnte dagegen bereits nach fünf 

Tagen Hüllprotein in zahlreichen Mesophyllzellen detektiert werden. Da in AscIBChVfl-

agroinokuliertem N. benthamiana  und B. vulgaris Blattgewebe keine Infektionen 

festgestellt werden konnten, wurde auf den Nachweis systemischer Infektionen 
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verzichtet. Die 5'-terminale Verlängerung um sechs Nukleotide führte nicht zur 

Selektion eines infektiösen BChVfl. 

3.12.3 Infektionstestungen mit BChVfl/BMYVfl-Mischproben 

Da mit keinem der selektierten BChVfl eine Infektion etabliert werden konnte, sollte 

durch eine gleichzeitige Agroinfektion des BChVfl und des infektiösen BMYVfl 

untersucht werden, ob der BMYVfl einen möglicherweise im BChVfl vorliegenden 

Defekt bei der Replikation oder der Bildung von Strukturproteinen komplementieren 

kann. Hierzu wurde eine Inokulationssuspension hergestellt, in der BMYVfl und BChVfl 

bzw. BMYVfl und AscIBChVfl rekombinante Agrobakterien in gleichen Anteilen 

vorlagen. Mit diesen Mischproben wurden jeweils fünf N. benthamiana agroinokuliert. 

Der Nachweis von erfolgreichen Agroinfektionen erfolgte acht Wochen nach der 

Inokulation durch TPIA und RT-PCR mit BChV-spezifischen (BChVP0s/BChVP0as) 

und BMYV-spezifischen (BMYVP0s/BMYVP0as) Oligonukleotiden. 

 

Tabelle 3.18: Übersicht über durchgeführte BChVfl/BMYVfl und AscIBChVfl/BMYVfl 
Agroinfektionen an N. benthamiana und Nachweis von Virusinfektionen im 
Inokulationsbereich durch TPIA und RT-PCR mit BChV- bzw BMYV-spezifischen 
Oligonukleotiden acht Wochen nach der Inokulation. 

 Nachweis infizierter 
Mesophyllzellen im 

untersuchten 
Inokulationsbereich 

Nachweis systemischer 
Virusinfektion durch 

RT-PCR 

 MAb5G4 MAFF24 BChVfl  BMYVfl  

BChVfl/BMYVfl      

LBA4404_L400 + 
ATHV_L181 
N. benthamiana 
 

 
 

5/5 

 
 

5/5 

 
 

0/5 

 
 

5/5 

AscIBChVfl/BMYVfl      
LBA4404_L410 + 
ATHV_L181 
N. benthamiana 
  

 
 

5/5 

 
 

5/5 

 
 

0/5 

 
 

5/5 

BMYVfl     
ATHV_L181 
N. benthamiana  
 

 
2/2 

 
2/2 

 
n.d. 

 
2/2 

n.d.= nicht durchgeführt 

 

Wie in Tabelle 3.18 dargestellt konnten bei allen Versuchspflanzen im 

Inokulationsbereich durch TPIA mit Mab5G4 oder MAFF24 infizierte Mesophyllzellen 
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nachgewiesen werden. Da durch die verwendeten Antiseren sowohl BMYV und 

zumindest durch MAFF24 auch BChV nachgewiesen werden können, erfolgte eine 

Detektion systemischer Infektionen durch RT-PCR mit BMYV- bzw. BChV-spezifischen 

Oligonukleotiden. Während in allen mischinokulierten N. benthamiana eine 

systemische BMYVfl-Infektion durch RT-PCR nachgewiesen werden konnte, war die 

Detektion von systemischen BChVfl-Infektionen nicht erfolgreich. Alle BMYVfl/BChVfl 

und BMYVfl/AscI∆BMYVfl mischinokulierten Versuchspflanzen zeigten acht Wochen 

nach der Inokulation leichte Vergilbungssymptome an den älteren Blättern und waren 

von den BMYVfl-agroinfizierten N. benthamiana nicht zu unterscheiden. 

Die Mischinokulationen des BMYVfl mit dem BChVfl bzw. AscIBChVfl führte acht 

Wochen nach der Inokulation nicht zu einer nachweisbaren und durch den BMYVfl 

komplementierten systemischen Ausbreitung der untersuchten BChVfl und AscIBChVfl.  

3.13 Phylogenetischer Vergleich des BMYV-IPP und BChV-IPP 

Das sequenzierte BMYV-Isolat BMYV-IPP zeigt eine 96%ige Übereinstimmung auf 

Nukleotidbasis mit dem Isolat BMYV-2ITB und ist das zweite komplett sequenzierte 

BMYV Isolat. Das Isolat BChV-IPP  zeigt eine 94%ige Übereinstimmung der 

Nukleotidsequenz mit dem Isolat BChV-2a und eine 93%ige Übereinstimmung mit dem 

Isolat BChV-CR. Nach Alignment der Genome verschiedener Poleroviren gruppieren 

sich der BMYV-IPP mit BMYV-2ITB und der BChV-IPP mit BChV-2a und BChV-CR in 

einem phylogenetischen Baum in verschiedene Cluster (Abbildung 3.34). Das CABYV  

 

 
Abbildung 3.34: Phylogenetischer Baum nach multiplem Alignment von 
poleroviralen Gesamtnukleotidsequenzen (ClustalX und TreeView). 

 PLRV 

CYDV-RPV 

CABYV 

BChV-CR 

BChV-IPP 
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ist dabei phylogenetisch enger mit den B. vulgaris infizierenden Poleroviren verwandt 

als mit PLRV und CYDV-RPV.  

 

 
Abbildung 3.35: Grafische Darstellung der Aminosäuresequenz-
Übereinstimmung der Proteine P0-P5  verschiedener Poleroviren mit 
entsprechenden Sequenzbereichen des BChV-IPP (A) und BMYV-IPP (B). Die 
prozentuale Übereinstimmung wurde mit einem gap penalty von 8 und einer 
extension penalty von 2 mit dem GAP Programm berechnet (Huang, 1994). 
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Der Vergleich der putativen P1-P5 Aminosäuresequenzen des BChV-IPP und BMYV-

IPP mit entsprechenden Sequenzen anderer Poleroviren zeigte eine erhöhte 

Übereinstimmung von putativen Proteinen, die durch die ORFs im 3'-Genblock des 

Genoms kodiert werden (Abbildung 3.35). Insbesondere die B. vulgaris infizierenden 

Viren BMYV, BChV und BWYV-FL1 besaßen in diesem Bereich hohe Homologien von 

90% Aminosäuresequenz-Ähnlichkeit und setzten sich deutlich von den nicht 

rübeninfizierenden Viren PLRV, CABYV und CYDV ab. Die Proteine, die durch den 5'-

Genblock kodiert werden, zeigten dagegen bei allen Poleroviren nur eine geringe 

Sequenzähnlichkeit. 

 

 
Abbildung 3.36: Paarweises FLAG Alignment der Nukleinsäuresequenzen des 
BMYV-IPP und BChV-IPP dargestellt durch das Internetanalyseprogramm 
Pairwise FLAG Version 0.3 des ITRI Biomedical Information Center, Taiwan 
(Standardeinstellung). Darstellung eines großen Bereiches mit 
Sequenzübereinstimmung von 80-90% (blau) im 3'-Gencluster von BMYV-IPP und 
BChV-IPP.  
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Insbesondere das als Suppressor des Silencing Mechanismus der Pflanze identifizierte 

P0 (Pfeffer et al., 2002) besitzt mit durchschnittlich 23% Sequenzübereinstimmung die 

geringste Ähnlichkeit innerhalb der Poleroviren. Eine Ausnahme ist dabei die 

festgestellte Sequenzhomologie des P0 von BMYV und CABYV von 47%. Diese 

Homologie erklärt die nahe Gruppierung des CABYV zu den BMYV-Isolaten innerhalb 

des phylogenetischen Baumes. Als nicht rübeninfizierendes Polerovirus zeigt CABYV, 

wie PLRV und CYDV, im Vergleich zu BChV und BWYV-FL1 eine deutlich geringere 

Ähnlichkeit mit BMYV in seinen im 3'-Genblock kodierten Proteinen. Die Homologien 

des BMYVfl und CABYV im 5'-Bereich des Genoms untermauern den von Guilley et al. 

(1995) angenommenen gemeinsamen Ursprung dieses Genombereiches für beide 

Viren. Der 5'-Genombereich des BChV-IPP zeigt, wie bei BChV-2a und BChV-CR, 

keine erhöhte Sequenzhomologie mit einem anderen Luteovirus.  

Der Vergleich der putativen Aminosäuresequenzen der Proteine P0-P5 (Abbildung 

3.35) des BMYV-IPP und BChV-IPP zeigte die bereits auf Basis der Nukleotidsequenz 

festgestellte hohe Übereinstimmung mit BMYV-2ITB bzw. BChV-2a. Der von Hauser et 

al. (2002) postulierte gemeinsame Ursprung des 3'-Genblocks der B. vulgaris 

infizierenden Poleroviren kann, nach Integration der Isolate BMYV-IPP und BChV-IPP 

in den phylogenetischen Vergleich, bestätigt werden. 

Ein Nukleotidsequenzvergleich des Genoms der Isolate BMYV-IPP und BChV-IPP 

ergab eine Übereinstimmung nach Alignment von 69%. Die Darstellung der beiden 

Nukleotidsequenzen als FLAG Alignment (Abbildung 3.36) verdeutlicht die bereits beim 

Vergleich der Aminosäuresequenzen dargestellte hohe Identität von 

Sequenzbereichen im 3'-Bereich der beiden Genome, während im 5'-Bereich mit den 

ORF0, ORF1 und ORF2 eine weitaus geringere Sequenzidentität festgestellt werden 

konnte. 

3.14 Klonierung von BMYVfl-BChVfl Viruschimären 

Obwohl in der BChV-IPP Sequenzanalyse (Kapitel 3.3) alle für eine Replikation und 

Ausbreitung benötigten putativen Proteine theoretisch durch den BChVfl kodiert 

werden, konnten keine infektiösen Klone selektiert werden. Bereits eine 

Nukleotidsubstitution in einem kodierenden Bereich kann zu einer veränderten 

Aminosäuresequenz und damit auch zur veränderten Faltung und Funktion eines 

resultierenden Proteins führen. Durch Herstellung von BMYVfl– und BChVfl-

Viruschimären sollte versucht werden den Sequenzbereich des BChVfl zu ermitteln, der 

möglicherweise aufgrund von Nukleotidsubstitutionen zu nicht funktionsfähigen 

Proteinen führt. Hierfür wurde einmal der 5'-Genombereich (ORF0-2) des infektiösen 
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BMYVfl mit dem 3'-Genombereich (ORF3-5) des BChVfl (BMBCChi) und der 5'-

Genombreich des BChVfl mit dem 3'-Genombereich des BMYVfl (BCBMChi) kombiniert 

(Abbildung 3.37). Zusätzlich sollte der BCBMChi für Untersuchungen zum 

Wirtspflanzenspektrum des BMYV-IPP und BChV-IPP verwendet werden.  

 

 
Abbildung 3.37: Schematische Darstellung der BCBMChi (A) und BMBCChi (B) mit 
Angabe der offenen Leserahmen des BChVfl (blau) und BMYVfl (gelb) cDNA-
Klonen. Die für die Integration verwendeten Restriktionsschittstellen Tat I (im 
nicht-kodierenden Bereich des BMYVfl) und Eco47 III (im 5'-terminalen Bereich 
des BChVfl und BMYVfl ORF3) sind dargestellt. 
 

Die vergleichende Untersuchung von Genombereichen des BMYV-IPP und des BChV-

IPP zeigte, dass beide Poleroviren hohe Sequenzhomologien im 3'-Bereich ihres 

Genoms aufweisen, aber nur eine geringe Sequenzübereinstimmung im 5'-

Genombereich vorliegt. Da im 5'-Bereich von Poleroviren ORFs zu finden sind, die 

neben denen an der Virusreplikation beteiligten Proteinen (P1 und P2) auch für einen 

Suppressor des Silencing (P0) kodieren, sollte durch BCBMChi-Agroinfektionen 

verschiedener BChV- und BMYV Wirtspflanzen untersucht werden, ob dieser 

Genombereich an der Wirtspflanzenspezifität beteiligt ist. 
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Abbildung 3.38 Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur 
Herstellung der BCBMChi mit Angabe der verwendeten Oligonukleotide, Vektoren, 
Restriktionsschnittstellen und Anzahl der selektierten Einzellysate in den 
Lysatpopulationen. 
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3551 vorkommende Tat I (Bsp1407 I kompatibel) und Not I eingefügt werden. Die 

Viruschimären (L335 und L336) wurden, wie bereits bei der Klonierung des BMYVfl und 

des BChVfl beschrieben, aus Populationsklonierungen selektiert.  

Für die Infektionstestungen wurden beide Klone als Population in das pBIN19 Derivat 

pBIN_SN  überführt. Es konnten fünf in den binären Vektor integrierte BCBMChi 

selektiert werden. In Abbildung 3.38 ist die Klonierung der BCBMChi schematisch 

dargestellt. 

 

 
Abbildung 3.39: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur 
Herstellung der BMBCChi mit Angabe der verwendeten Vektoren und 
Restriktionsschnittstellen und Anzahl der selektierten Einzellysate in den 
Lysatpopulationen. 
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selektiert (L517-520). In Abbildung 3.39 ist die Klonierung der BMBCChi schematisch 

dargestellt. 

Da bereits der BChVfl und der BMYVfl komplett sequenziert worden waren, ist auf eine 

Sequenzierung der BCBMfl und BMBCChi verzichtet worden. Neben der viralen 

Sequenz aus den beiden vorgenannten full-length Klonen sind ebenfalls die CaMV 

35S-Promotor- und Ribozymsequenzen übernommen worden. Da der 5'-Bereich der 

BCBMChi dem des BChVfl entspricht, finden sich zwischen dem Transkriptionsstart und 

dem Beginn der viralen Sequenz keine Fremdnukleotide. 

3.14.1 Infektionstestungen des BCBMChi 

Für die Infektionstestungen mittels Agroinokulation wurden die als T-DNA in den 

binären Vektor pBIN_SN integrierten BCBMChi in A. tumefaciens LBA4404 Zellen 

elektroporiert. Es konnten alle fünf nach der Klonierung selektierten BCBMChi (L345-

L349) in A. tumefaciens LBA4404 überführt werden. Die Agroinokulationen wurden an 

N. benthamiana, B. vulgaris, C. capitatum und C. bursa-pastoris durchgeführt. Die 

Überprüfung von erfolgreichen BCBMChi Agroinfektionen erfolgte mittels TPIA 

(MAb5G4). Als Positivkontrolle wurde der als infektiös getestete BMYVfl ATHV_L181 

verwendet. 

 
Tabelle 3.19: Übersicht von Infektionstestungen und TPIA-Ergebnissen der 
BCBMChi (LBA4404_L345-349) und des BMYVfl (ATHV_L181) acht Wochen nach 
der Agroinfektion an verschiedenen Testpflanzen. 

 Anzahl agroinokulierter /  
Anzahl BCBMChi infizierter Pflanzen 

Nachweis infizierter 
Zellen im 

Agroinokulationsbereich* 

 N. 
benthamiana 

 

C. 
capitatum 

 

C. bursa-
pastoris 

 

B. vulgaris 
 

BCBMChi-Klone 
LBA4404_L345 0 / 11 0 / 2 0 / 3 - 

 
LBA4404_L346 0 / 4 0 / 2 0 / 3 - 

 
LBA4404_L347 0 / 4 0 /2 0 / 3 - 

 
LBA4404_L348 0 / 4 0 / 2 0 / 3 - 

 
LBA4404_L349 0 / 4 0 / 2 0 / 3 - 
BMYVfl-Klon 
ATHV_L181 5 / 5 0 / 2 1 / 2 + 

+ = infizierte Zellen nachgewiesen, - = keine infizierten Zellen nachweisbar 
* = 14 Tage nach Agroinokulation 
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Wie in Tabelle 3.19 gezeigt, konnten in N. benthamiana, C. capitatum  und C. bursa-

pastoris  keine systemischen BCBMChi-Infektionen mittels TPIA festgestellt werden. Um 

auszuschließen, dass das Ausbleiben einer nachweisbaren systemischen Infektion in 

einer zum BMYVfl verringerten Fähigkeit zur Replikation begründet liegt, wurde 

BCBMChi agroinokuliertes B. vulgaris Blattgewebe 14 Tage nach der Inokulation mittels 

TPIA untersucht. Der TPIA wurde mit agroinokuliertem Blattgewebe von B. vulgaris als 

BChV- und BMYV-Wirtspflanze durchgeführt. Im Inokulationsbereich der untersuchten 

BCBMChi konnte mittels TPIA keine infizierte Zelle detektiert werden. Durch TPIA 

konnten nur bei dem als Positivkontrolle verwendeten BMYVfl ATHV_L181 infizierte 

Mesophyllzellen festgestellt werden. Die selektierten BCBMChi werden daher als nicht 

infektiös eingestuft.  

3.14.2 Infektionstestungen des BMBCChi 

Für die Infektionstestungen mittels Agroinokulation wurden die als T-DNA in den 

binären Vektor pBIN_SN integrierten BMBCChi in A. tumefaciens LBA4404 Zellen 

elektroporiert. Es konnten vier nach der Klonierung selektierte BCBMChi (L517-520) in 

A. tumefaciens LBA4404 überführt werden.  

 

Tabelle 3.20: Übersicht von Infektionstestungen mit TPIA- und RT-PCR 
Ergebnissen der BMBCChi (LBA4404_L517-520) und des BMYVfl (ATHV_L181) 
acht Wochen nach der Agroinokulation von N. benthamiana. 

 Anzahl agroinokulierter /  
Anzahl BMBCChi infizierter Pflanzen 

Nachweis infizierter 
Zellen im 

Agroinokulationsbereich* 

 TPIA MAb5G4 
 

RT-PCR 
 

 

BMBCChi-Klone 
LBA4404_517 0 / 4 0 / 4 - 

 
LBA4404_518 0 / 4 0 / 4 - 

 
LBA4404_519 0 / 4 0 / 4 - 

 
LBA4404_L520 0 / 4 0 / 4 - 
BMYVfl-Klon 
ATHV_L181 

 

 
2 / 2 

 

 
2 / 2 

 

 
+ 
 

+ = infizierte Zellen nachgewiesen, - = keine infizierten Zellen nachweisbar 
* = 14 Tage nach Agroinokulation 

 

Die Agroinokulationen wurden an N. benthamiana durchgeführt. Die Überprüfung von 

erfolgreichen BCBMChi Agroinfektionen erfolgte mittels TPIA (MAb5G4). Als 
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Positivkontrolle wurde der als infektiös getestete BMYVfl ATHV_L181 verwendet. Da 

nicht sicher war, ob das verwendete Antiserum MAb5G4 mit dem BChV-IPP 

Hüllprotein reagiert, wurde zusätzlich von allen Versuchspflanzen Gesamt-RNA 

extrahiert und eine RT-PCR mit den BMYV-spezifischen Oligonukleotiden 

BMYVP0s/BMYVP0as durchgeführt. 

Wie in Tabelle 3.20 dargestellt, konnte mit keiner der selektierten BMBCChi eine lokale 

oder systemische Infektion in N. benthamiana nachgewiesen werden. Auch acht 

Wochen nach der Agroinokulation war in Blattproben oberhalb der Inokulationsstelle in 

keinem Fall ein Nachweis der BMBCChi nach RNA-Extraktion und RT-PCR möglich.  
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4 Diskussion 

4.1 Sequenzbestimmung und Phylogenie der Polerovirusisolate BMYV-
IPP und BChV-IPP 

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal die Gesamtnukleotidsequenz von deutschen B. 

vulgaris infizierenden Polerovirus-Isolaten bestimmt. Das BMYV-IPP ist, nach dem von 

Guilley et al. (1995) beschriebenen französischen BMYV-2ITB, das zweite vollständig 

sequenzierte BMYV-Isolat. Die ermittelte Gesamtnukleotidsequenz des BMYV-IPP 

ergab eine Genomlänge von 5723 nt und war damit um ein Nukleotid länger als die von 

Guilley et al. (1995) für das BMYV-2ITB bestimmte Genomlänge von 5722 nt. Da das 

zusätzliche Thymin in der BMYV-IPP Nukleotidsequenz innerhalb der nichtkodierenden 

Region zwischen ORF2 und ORF3 vorliegt, sind die Längen der kodierenden 

Sequenzbereiche beider Isolate identisch. Aufgrund der festgestellten hohen 

Übereinstimmung in der Gesamtnukleotid- und Aminosäuresequenz von einzelnen 

putativen Proteinen, gruppieren sich BMYV-IPP und BMYV-2ITB in einem 

phylogenetischen Cluster mit naher Verwandtschaft zu BChV-Isolaten und entfernter 

Verwandtschaft zu CABYV und BWYV. Die nahe Verwandtschaft von BMYV zu BChV 

und BWYV wird dabei durch hohe Homologien von Aminosäuresequenzen, die durch 

die ORF3, ORF4 und ORF5 im 3'-Gencluster kodiert werden, bestimmt. Dagegen 

zeigte ein Vergleich der BMYV-Aminosäuresequenzen, die von den ORF0, ORF1 und 

ORF2 im 5'-Gencluster kodiert werden, nur eine erhöhte Homologie zu CABYV. 

Insbesondere das im 5'-Genombereich lokalisierte und als Suppresor des RNA-

silencing charakterisierte P0 von Poleroviren (Pfeffer et al., 2002) zeigt innerhalb des 

Genus die geringsten Homologien (Guilley et al., 1995; Hauser et al., 2000a). Die 

Integration der BMYV-IPP Aminosäuresequenzen in ein polerovirales phylogenetisches 

System unterstützt die Vermutung von Guilley et al. (1995) und Hauser et al. (2002), 

dass BMYV und CABYV einen gemeinsamen Ursprung in ihrem 5'-Genombereich 

besitzen. Dagegen lassen die auch in dieser Arbeit festgestellten hohen Homologien 

von BMYV mit BChV und BWYV einen gemeinsamen Ursprung für alle drei Poleroviren 

für ihren 3'-Genombreich vermuten.  

Der phylogenetische Vergleich der Gesamtnukleotidsequenz des BChV-IPP zeigte 

eine nähere Verwandtschaft zu dem europäischen Isolat BChV-2a als zu dem 

amerikanischen Isolat BChV-CR. Wie durch Hauser et al. (2002) bereits festgestellt, 

konnte auch in dieser Arbeit aufgrund von Übereinstimmungen in der 

Aminosäuresequenz ein gemeinsamer Ursprung von BChV, BMYV und BWYV für 

ihren 3'-Genombereich angenommen werden. Im Gegensatz zu BMYV konnte aber 
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keine Sequenzhomologie im BChV 5'-Genombereich zu anderen Poleroviren 

nachgewiesen werden.  

Wie bei den meisten RNA-Viren sind auch Genome von Luteoviren in Abhängigkeit von 

den verglichenen ORFs oder Genprodukten mehr oder weniger konserviert (Mayo & 

Miller, 1999; Mayo & D'Arcy, 1999). Innerhalb der Familie der Luteoviridae zeigt das 

Hüllprotein bei einem paarweisen Vergleich auch zwischen entfernt verwandten 

Spezies eine Identität von 40% und innerhalb des Genus Polerovirus eine 

Übereinstimmung von mindestens 50%. Die taxonomische Klassifizierung von 

Luteoviren allein aufgrund von Hüllproteinsequenzen ist jedoch nicht aussagekräftig 

(Mayo & D'Arcy, 1999). Durch die B. vulgaris infizierenden Poleroviren BMYV, BWYV 

und BChV wird dies besonders deutlich: trotz der im Hüllprotein festgestellten hohen 

Sequenzhomologie von über 90%, zeigen alle drei Viren in ihrem P0 nur eine 

maximale Homologie von 26% und werden unter anderem erst dadurch als 

eigenständige Virusspezies definiert (Hauser et al., 2002). Neben der biologischen und 

serologischen Charakterisierung wird daher für die phylogenetische Klassifizierung 

eines Luteovirus auch immer die Bestimmung der Gesamtnukleotidsequenz benötigt. 

Luteoviren, von denen nur die Hüllproteinsequenz bekannt ist, können daher keinem 

Genus innerhalb der Luteoviridae zugeordnet werden ('unassigned within the family'; 

Mayo & D'Arcy, 1999).  

Im Gegensatz zu de Miranda et al. (1995 a & b), der aufgrund fehlender 

Sequenzinformationen BMYV-Isolate nicht in einem eigenständigen Cluster gruppieren 

konnte, postulierten Guilley et al. (1995) BMYV als eigenständige Virusspezies. Die 

Integration der Nukleotid- und putativen Aminosäuresequenzen der Isolate BMYV-IPP 

und BChV-IPP in einen phylogenetischen Vergleich unterstützen die von Guilley et al. 

(1995) und Hauser et al. (2002) dargelegte Klassifizierung von BMYV und BChV als 

eigenständige Virusspezies innerhalb des Genus Polerovirus. 

Durch Sequenzanalyse der Isolate BMYV-IPP und BChV-IPP konnten innerhalb des 

Genus Polerovirus konservierte Sequenzmotive nachgewiesen werden. So wurde in 

beiden Isolaten die konservierte Aminosäuresequenz des aktiven Zentrums einer 

Chymotrypsin-ähnlichen Serin-Protease (Gorbalenya et al., 1989; Mayo & Ziegler-

Graff, 1996), putative proteolytische VPg-Prozessierungsstellen von Poleroviren (van 

der Wilk et al., 1997; Hauser et al., 2002) und das in allen Viren mit positivsinnigem 

RNA-Genom vorliegende hochkonservierte GDD-Motiv einer RdRp (Kamer & Argos, 

1984) nachgewiesen.  

Die Expression der poleroviralen RdRp erfolgt durch einen -1 Leserasterwechsel im 

Überschneidungsbereich von ORF1 und ORF2 (Prüfer et al., 1992; Miller et al., 1995; 

Mayo & Ziegler-Graff, 1996). Für diesen Leserasterwechsel wird nach dem 
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simultaneous slippage Model (Jacks et al., 1988) das konservierte Heptanukleotid-

Motiv X XXY YYZ (shitfy oder slipery sequence), wobei Leerzeichen die Kodons auf 

dem 'Zero-Leseraster' trennen und eine nach 5-6 nt folgende stabile stem loop- oder 

Pseudoknotstruktur benötigt (Prüfer et al., 1992; Alam et al., 1999; Kim et al., 2000; 

Tamm & Truve, 2000; Paul et al., 2001; Barry & Miller, 2002; Nixon et al., 2002). Nach 

diesem Modell erfolgt bei einem -1 Leserasterwechsel eine gleichzeitige Translokation 

der Aminoacetyl-tRNA und der Peptidyl-tRNA in der ribosomalen A- bzw. P-Stelle um 

ein Nukleotid. Hierbei wird eine Fehlpaarung der ersten Base des tRNA-Antikodons mit 

der dritten Base des entsprechenden Kodons (wobble-Position) toleriert (Lopinski et 

al., 2000). Anschließend wird die ribosomale Translation in dem -1 Leseraster XXX 

YYY Z fortgesetzt. Während bei allen Poleroviren, inklusive des BChV-IPP und 

anderen BChV-Isolaten, eine shifty sequence gefolgt von einer Pseudoknotstruktur 

vorliegt (Prüfer et al., 1992; Garcia et al., 1993; Guilley et al., 1994; Hauser et al., 

2002), bestätigt die Sequenzanalyse des BMYV-IPP die Feststellung von Guilley et al. 

(1995), dass die auf der BMYV-RNA nachgewiesene Sequenz G GGG GAA vor einer 

Pseudoknotstruktur keine übliche shifty sequence nach Jacks et al. (1988) darstellt. 

Die Untersuchungen von Prüfer et al. (1992) lassen für PLRV, und vermutlich auch für 

alle anderen Poleroviren mit Ausnahme des BMYV, einen -1 Leserasterwechsel nach 

dem von Jacks et al. (1988) beschriebenen Modell vermuten.  

Der Einfluss der shifty sequence auf die Effizienz eines Leserasterwechsels wurde in 

transienten Expressionssystemen, in denen nach erfolgreichem Leserasterwechsel ein 

Reporterprotein exprimiert wurde, untersucht. Bei diesen Untersuchungen wurde 

gezeigt, dass bei einer Änderung der shifty sequence von PLRV (UUUAAAU) zu 

UUUACAU oder CUUAAAU (Prüfer et al., 1992) oder des Sobemovirus Cocksfoot 

mottle virus (CfMV) von UUUAAAC zu UUUAAGC (Lucchesi et al., 2000) kein 

Leserasterwechsel stattfindet. Dagegen wurde von Kujawa et al. (1993) gezeigt, dass 

die Modifizierung der PLRV shifty sequence zu UUCGAAU, was nach dem 

simultaneous slippage Modell einen Leserasterwechsel ausschließt, zwar die 

Häufigkeit eines Leserasterwechsels auf 30% des Wildtyps verminderte, aber nicht 

vollkommen unterbindet. Ebenso konnte durch Paul et al. (2001) bei 17 verschiedenen 

Mutationen der BYDV shifty sequence in einem Reportergenessay kein Einfluss der 

shifty sequence auf die Effizienz eines -1 Leserasterwechsels nachgewiesen werden. 

Die Mutation der BYDV shifty sequence (GGGUUUU) zu CGGCUUC in einem 

infektiösen BYDV full-length cDNA Klon unterband jedoch einen Leserasterwechsel 

und die virale Replikation in Protoplasten vollständig. Die Untersuchungen zur Effizienz  
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Abbildung 4.1: Hypothetische Modelle, die einen -1 Leserasterwechsel an der 
BChV bzw. putativen BMYV slippery sequence beschreiben. Nach dem 
simultaneous slippage Modell (Jacks et al., 1988) führt eine gleichzeitige 
Translokation der tRNAs an der P- und A-Stelle bei BChV zu zwei wobble-
Positionen (grün) an der 1. Antikodon- bzw. 3. Kodonposition, während bei 
BMYV die zentrale Kodonposition unpaarig vorliegen würde (rot). Mit dem P-site 

slippage Modell (Yelverton et al., 1994) kann sowohl für BChV als auch für BMYV 
ein -1 Leserasterwechsel ohne unzulässige Antikodon-Kodon Basenpaarungen 
erklärt werden. 
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eines Leserasterwechsels durch transiente Expressionssysteme in vitro, außerhalb des 

viralen Gesamtkontexts, spiegeln daher nicht unbedingt eine in vivo Situation wieder 

(Parkin et al., 1992; Reil et al., 1993; Lopinski et al., 2000; Paul et al., 2001). 

Neben der slippery sequence übt insbesondere die nachfolgende RNA-Struktur (Jacks 

et al., 1988; Dinman et al., 1991; Parkin et al., 1992; Reit et al., 1993) und auch der 

Abstand zwischen slippery sequence und der RNA-Struktur (Brierley et al., 1989 & 

1997) einen Einfluss auf die Häufigkeit eines Leserasterwechsels aus. Wenn diese 

Bedingungen vorliegen, wie es bei BMYV der Fall ist, kann ein Leserasterwechsel auch 

an ungewöhnlichen slippery sequences stattfinden (Dinman et al., 1991; Gramstat et 

al., 1994; Miller et al., 1995; Plant et al., 2004; Mejlhede et al., 2004). Von Gramstat et 

al. (1994) wurde gezeigt, dass für einen –1 Leserasterwechsel des Potato virus M 

(PVM) nur die ersten vier Nukleotide der ungewöhnlichen shifty sequence AAAAUGA 

benötigt werden. Bei diesem Vorgang, dem P-site slippage, findet eine Translokation 

der an der ribosomalen P-Stelle gebundenen tRNA vor der Neubesetzung der A-Stelle 

statt. Nach dem -1 Leserasterwechsel bindet die tRNA der A-Stelle bereits im neuen 

Leseraster (Yelverton et al., 1994; Gramstat et al., 1994). Es werden eine Reihe von 

weiteren Modellen, wie A-site slippage (Brierley et al., 1997; Mejlhede et al., 1999; 

Napthine et al., 2003) oder P-E-site slippage (Horsfield et al., 1995) für einen 

Leserasterwechsel beschrieben.  

Während bei BChV ein -1 Leserasterwechsel nach dem simultaneous slippage Modell 

angenommen werden kann, scheint dieses Modell aufgrund einer zentralen wobble-

Position in der P-Stelle nach dem Leserasterwechsel für BMYV unwahrscheinlich 

(Abbildung 4.1, oben). Auch ein -1 Leserasterwechsel nach dem A- oder P-E-site 

slippage Modell kann für BMYV nicht nachvollzogen werden. Dagegen kann das von 

Yelverton et al. (1994) für das Human immunodeficiency virus-1 (HIV-1) beschriebene 

P-site slippage Modell sowohl für das BChV als auch für das BMYV einen -1 

Leserasterwechsel erklären (Abbildung 4.1, unten). Das Modell führt dabei im 

Vergleich zum simultaneous slippage Modell zu verschiedenen Aminosäureabfolgen 

an einer Position. Die putative shifty sequence GGGGGAA des BMYV ist innerhalb der 

Familie Luteoviridae ungewöhnlich. Da der BMYVfl infektiös ist und das konservierte 

RdRp-Motiv GDD nur nach einem -1 Leserasterwechsel von ORF1 zu ORF2 

translatiert werden kann, findet der Leserasterwechsel vermutlich an dieser 

ungewöhnlichen shifty sequence, die durch eine Spacer-Region von 5 nt von einer 

Pseudoknotstruktur getrennt wird, statt. Auch wenn ein Leserasterwechsel nach dem 

P-slippage Modell möglich ist, können der genaue Vorgang und die Position, an der ein 

-1 Leserasterwechsel vollzogen wird, nur durch eine Bestimmung der 

Aminosäuresequenz innerhalb dieses Bereiches bestimmt werden. 
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4.2 Infektionstestungen des BMYV-IPP full-length Klons 

Die Infektionstestungen mit dem BMYVfl erfolgte durch die Methode der Agroinfektion. 

Eine Integration von full-length Klonen als T-DNA in ein binäres Vektorsystem und 

Nutzung der Eigenschaft von A. tumefaciens diese T-DNA in pflanzliche Zellen zu 

überführen, stellt besonders für die phloemlimitierten Luteoviren eine effiziente 

Inokulationsmethode dar. Im Gegensatz zu aufwändigen in vitro RNA-Transkriptionen, 

RNA-Aufreinigungen, biolistischen Inokulationen oder Protoplasten-Transformationen 

mit anschließender Übertragung durch Blattläuse, kann durch die Methode der 

Agroinfektion mit geringem Aufwand eine Infektionstestung durchgeführt werden. 

Die Klonierungsstrategie, die auf der Verwendung von Populationsklonen basierte, 

führte zur Selektion von sieben in den binären Vektor integrierten BMYVfl. Von diesen 

Klonen konnten sechs durch die Methode der Agroinfektion als infektiös eingestuft 

werden. Der BMYVfl ist biologisch aktiv und auf der BMYVfl cDNA sind alle 

Informationen für eine systemische Ausbreitung in Wirtspflanzen und Übertragung 

durch Myzus persicae vorhanden. 

Bei der Optimierung der Agroinokulationsmethode wurden erhebliche Unterschiede 

zwischen den beiden angewandten Methoden A (halbiertes Blatt) und B (Injektion) in 

Bezug auf die erreichten Infektionsraten festgestellt. Während durch das Eintauchen 

einer halbierten Blattfläche in die Inokulationssuspension nur eine Infektionsrate von 

bis zu 12% an N. benthamiana erreicht wurde, konnten durch eine Injektion und 

großflächige Infiltration der Blattfläche wiederholt Infektionsraten von 100% etabliert 

werden. Die geringen Infektionsraten, die durch Anwendung der Methode A erreicht 

wurden, lassen vermuten, dass (i) eine geringere Anzahl an phloemassoziierten Zellen 

erreicht wurde oder (ii) von erfolgreich agroinfiziertem Gewebe durch einen 

Wundverschluss oder eine hypersensitive Reaktion der Pflanze keine systemische 

Ausbreitung erfolgen konnte. Dagegen ist die durch Injektion der 

Agrobakteriensuspension in das Blattgewebe erreichte Infektionsrate von fast 100% 

vergleichbar mit hohen BWYV-Agroinfektionsraten, die durch Injektion der 

rekombinanten Agrobakterien mit einer Hamilton-Spritze in den Blattstiel oder Stamm 

von N. clevelandii erreicht wurden (Leiser et al., 1992; Brault et al., 2000). Dagegen 

wurden in anderen Untersuchungen weitaus geringere oder sehr variable 

Agroinfektionsraten zwischen 25 und 100%, die durch Injektion mit einer Hamilton-

Spritze mit CABYV (Prüfer et al., 1995), PLRV (Nurkiyanova et al., 2000; Kawchuk et 

al., 2002) oder auch mit BWYV full-length Klonen an N. clevelandii (Brault et al., 1995) 

oder N. benthamiana (Leiser et al., 1992) erreicht wurden, festgestellt. Von 

Nurkiyanova et al. (2000) wurde berichtet, dass die Injektion mit einer Hamilton-Spritze 

zu höheren PLRV-Agroinfektionsraten an N. benthamiana und N. clevelandii führte, als 
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eine Infiltration des Blattgewebes. Die in dieser Arbeit angewandte BMYVfl-

Agroinfektionsmethode wurde an N. benthamiana optimiert. Die durchgängig hohen 

BMYVfl-Infektionsraten, die an dieser Pflanzenart erreicht wurden, konnten jedoch mit 

keiner anderen agroinfiltrierten Wirtspflanzenart festgestellt werden. Grundsätzlich 

bestätigt dies die Aussage von Mutterer et al. (1999b), dass bei jeder Wirtspflanzen-

Virus Kombination unter Umständen die Notwendigkeit besteht, die Methode der 

Agroinfektion zu optimieren. Die Optimierungsversuche in dieser Arbeit haben gezeigt, 

dass die Agroinfektionsrate nicht von den verwendeten A. tumefaciens Stämmen 

ATHV oder LBA4404 beeinflusst wird und das sechs nicht-virale Fremdnukleotide am 

5'-terminalen Bereich des primären RNA-Transkripts toleriert werden. Der als 

hypervirulent beschriebene A. tumefaciens Stamm ATHV (Sonntag et al., 2001; Tang 

et al., 2001) zeigte unter den gewählten Anzuchtbedingungen ein im Vergleich zu 

LBA4404 gleichmäßigeres Wachstum und eine geringere Neigung zur Agglutination. 

Da jedoch mit beiden Stämmen bei allen Versuchen eine Agroinfektionsrate von 100% 

erreicht werden konnte, kann ein Einfluss der A. tumefaciens Stämme auf die 

Infektionsrate ausgeschlossen werden. Dies ist in Übereinstimmung mit BWYV- und 

CABYV-Agroinfektionsversuchen, in denen mit den A. tumefaciens Stämmen LBA4404 

(Leiser et al., 1992; Brault et al., 2000) oder C58C1 (Prüfer et al., 1995), ein A. 

tumefaciens Stamm mit gleichem genetischen Hintergrund wie ATHV, zumindest in 

Teilexperimenten, alle Versuchspflanzen erfolgreich agroinfiziert werden konnten. 

Da bereits einige zusätzliche nicht-virale Nukleotide am 5’-Terminus der RNA-

Transkripte die Infektiosität von full-length Klonen stark reduzieren können (Dawson et 

al., 1986; van der Werf et al., 1986; Janda et al., 1987; Boyer & Haenni, 1994) wurden 

luteovirale full-length Klone möglichst ohne (Franco-Lara et al., 1999) oder nur mit ein 

(Leiser et al., 1992; Prüfer et al., 1995; Prüfer et al., 1997) oder zwei (Young et al., 

1991; Veidt et al., 1992) nicht-viralen Fremdnukleotiden am Transkriptionsstart 

hergestellt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Verlängerung des 

primären BMYVfl-Transkripts um sechs Nukleotide keinen Einfluss auf die Infektiosität 

besitzt. Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei Verwendung eines anderen 

Initialisierungssignals als den verdoppelten CaMV 35S Promotor oder einer anderen 

Fremdnukleotidsequenz als CGCGCC die Infektiosität vermindert wird.    

4.3 Agroinfektion als artifizielle Virusübertragung und Determination 
des Wirtspflanzenspektrums  

In dieser Arbeit sollte das Wirtspflanzenspektrum des BMYV-IPP und des BChV-IPP 

nach Übertragung durch Blattläuse und durch die Methode der Agroinfektion bestimmt 

werden. Von besonderem Interesse war hierbei, ob die von Hauser et al. (2000a, 2002) 

berichteten Unterschiede im Wirtspflanzenspektrum von BMYV und BChV auch bei 
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den deutschen Isolaten BMYV-IPP und BChV-IPP nachgewiesen werden können. 

Nach Hauser et al. (2000a, 2002) können BChV-Infektionen in C. capitatum und nicht 

C. bursa-pastoris und BMYV-Infektionen in C. bursa-pastoris und nicht C. capitatum 

nachgewiesen werden. Zusätzlich sollte untersucht werden, ob die Methode der 

Agroinfektion als ein artifizieller Übertragungsweg das Wirtspflanzenspektrum des 

BMYV erweitert.  

Die natürliche Übertragung der Poleroviren BMYV und BChV benötigt Blattläuse 

(Hauptvektor Myzus persicae) als Virusvektoren. Die persistente und zirkulative 

Übertragung durch Blattläuse ist innerhalb der Familie Luteoviridae eine konservierte 

Eigenschaft und impliziert den spezifischen Transport der Virionen durch die 

Epithelmembranen des Enddarms und der Speicheldrüse des Vektors und die 

Interaktion mit endosymbiontischem Buchnera GroEL. Das ein Luteovirus nur von einer 

oder einigen wenigen Aphiden-Arten effizient übertragen werden kann, zeigt die hohe 

Spezifität dieses zirkulativen Übertragungsweges. Die Effizienz der Übertragung in 

einer Virus-Vektor Kombination kann dabei zusätzlich zwischen verschiedenen 

Virusisolaten und auch Blattlausklonen variieren (Herrbach, 1999). Für eine 

Determination des Wirtspflanzenspektrums durch Blattläuse als Virusvektoren müssen 

sowohl Virus und Blattlaus, Virus und Testpflanze als auch Blattlaus und Testpflanze 

kompatibel sein. Da Luteoviren nicht mechanisch übertragbar sind, wurden ihre 

Wirtspflanzenspektren bisher ausschließlich durch Blattlausübertragung festgestellt. 

Die Versuche zur Übertragung des BMYV-IPP mittels Myzus persicae haben gezeigt, 

dass das Isolat effizient auf N. benthamiana, B. vulgaris und C. bursa-pastoris jedoch 

nicht auf C. capitatum übertragen werden kann. Das durch BMYVfl-Agroinfektionen 

festgestellte Wirtspflanzenspektrum zeigte eine gute Übereinstimmung mit den 

Berichten von Russel (1965), Stevens et al. (1994), Björling & Nielsson (1966), 

Graichen & Rabenstein (1996), Mayo et al. (2000) und Hauser et al. (2002) über das 

BMYV-Wirtspflanzenspektrum. Die Angaben zu BMYV-Wirtspflanzen innerhalb der 

Familien der Solanaceae und Chenopodiaceae sind dabei jedoch widersprüchlich. Die 

festgestellten BMYVfl-Agroinfektionen und Infektionen nach Blattlausübertragung des 

BMYVfl und BMYV-IPP an N. benthamiana und N. clevelandii sind in Übereinstimmung 

mit den von Mayo et al. (2000) durch ELISA nachgewiesenen BMYV-Infektionen an 

beiden Pflanzenarten. Im Gegensatz dazu konnten Graichen & Rabenstein (1996) und 

Russel (1965) nach Blattlausübertragung keine BMYV-Infektionen an N. benthamiana 

oder N. clevelandii feststellen. Auch liegen unterschiedliche Ergebnisse zu C. 

capitatum und C. foliosum als mögliche BMYV-Wirtspflanzen (Björling & Nielsson, 

1966; Graichen & Rabenstein 1996) bzw. nicht-Wirtspflanzen (Russel, 1965; Hauser et 

al., 2002) vor. In allen in dieser Arbeit dargestellten Untersuchungen war ein 
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serologischer Nachweis einer systemischen BMYVfl- oder BMYV-IPP-Infektion in C. 

capitatum nicht erfolgreich. Die festgestellten Unterschiede im BMYV-

Wirtspflanzenspektrum nach Blattlausübertragung haben möglicherweise ihre Ursache 

in der Verwendung verschiedener Virusisolate oder in einer BMYV/BChV-

Mischinfektion der Spenderpflanze. Das durch Hauser et al. (2000) beschriebene 

BChV ist aufgrund der hohen Homologie im Bereich des Hüllproteins mit derzeit 

erhältlichen Antiseren nicht von BMYV zu unterscheiden (Mark Stevens, pers. Komm.), 

kann aber durch ELISA in BChV-infizierten C. capitatum nachgewiesen werden. In den 

von Björling & Nielsson (1966) bzw. Graichen & Rabenstein (1996) beschriebenen 

BMYV-Wirtspflanzenspektren kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass es sich 

um die Beschreibungen von BMYV/BChV Mischinfektionen gehandelt hat. Durch eine 

Inokulation der Testpflanzen mittels BMYVfl-Agroinfektion können solche 

Mischinfektionen aus der Spenderpflanze ausgeschlossen werden. 

Durch BMYVfl-Agroinfektionen konnten alle als BMYV-Wirtspflanzen charakterisierten 

Pflanzenarten erfolgreich systemisch infiziert werden. Die Methode der Agroinfektion 

führte dabei nicht zu einer Erweiterung des BMYV-Wirtspflanzenspektrums. Von 

Salazar et al. (1988) konnten Potato spindel tuber viroid (PStV, Genus Pospiviroid, 

Familie Pospiviroidae) resistente Solanum acaule nach Agroinokulation mit PStV full-

length cDNA Klonen erflogreich infiziert werden. Da sich PStV in diesen Pflanzen 

systemisch nachweisen ließ, mußte davon ausgegangen werden, dass durch 

Agroinfektion nicht etwa das Wirtspflanzenspektrum erweitert, sondern nur eine 

Feldresistenz gegenüber mechanischer Inokulation umgangen wurde. Die Methode der 

Agroinfektion wird von Salazar et al. (1988) in diesem Zusammenhang als eine 

Methode zur Unterscheidung von tatsächlichen Immunitäten und 

Übertragunsresistenzen bei der Determination von Wirtspflanzenspektren beschrieben. 

Es ist jedoch zu beachten, dass durch eine Injektion der Agrobakteriensuspension als 

gewählte Methode der Agroinfektion, möglicherweise bei verschiedenen Testpflanzen, 

insbesondere aus der Familie der Chenopodiaceaen, nur deshalb keine erfolgreiche 

systemische Infektion etabliert wurde, weil ein Zugang zu phloemassoziierten 

Pflanzenzellen nicht gelungen ist. So wird von Mutterer et al. (1999b) berichtet, dass N. 

benthamiana und Lactuca sativa nicht BWYV-agroinfiziert werden konnten, aber eine 

Blattlausübertragung auf diese Pflanzenarten von BWYV-agroinfizierten N. clevelandii 

erfolgreich war. Da jedoch die Ergebnisse von BMYV-Agroinfektionen und BMYV-

Blattlausübertragungen übereinstimmen, kann angenommen werden, dass ein 

Ausbleiben einer erfolgreichen Infektion eine inkompatible Virus-Pflanze Kombination 

anzeigt, die auch durch artifizielle Übertragungswege wie Agroinfektion nicht 

umgangen werden kann. Da A. tumefaciens seine T-DNA auf 600 Pflanzenarten aus 
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90 Familien übertragen kann (Zupan et al., 2002) und auch N. edwardsonii (Kiernan et 

al., 1989), N. rustica (Tinland et al., 1992), N. glutinosa (Waggoner & Dimond, 1952), 

C. quinoa (Komari, 1990) und B. napus (Grimsley et al., 1989; Moloney et al., 1989) als 

Wirtspflanzen akzeptiert, kann das Ausbleiben erfolgreicher BMYVfl-Agroinfektionen 

bei diesen Pflanzenarten nicht in einer Inkombatibilität zwischen Bakterium und Pflanze 

begründet sein. Nach BMYVfl-Agroinfektionen konnten in dieser Arbeit zwar keine 

systemischen Virusinfektionen in N. tabacum cv. 'Xanthi', N. occidentalis oder C. 

capitatum nachgewiesen werden, jedoch zeigte die serologische Untersuchung des 

Inokulationsbereiches durch TPIA, dass in diesem Bereich BMYV-Hüllprotein 

nachgewiesen werden kann. Da die Translation des Hüllproteins von subgenomischer 

RNA stattfindet, ist anzunehmen, dass in diesen drei nicht systemisch infizierten 

Wirtspflanzenarten eine lokal begrenzte Virusreplikation stattgefunden hat. Eine 

nachweisbare Ausbreitung von dem primären Infektionsort war aber unterbunden. Da 

durch die angewandte Methode der Agroinfektion vermutlich auch bei diesen Pflanzen 

phloemassoziiertes Pflanzengewebe BMYV-infiziert wurde, beschränkt unter 

Umständen das Fehlen einer effizienten BMYV P4-Movementfunktion oder eine 

ungenügende P0-Suppressoraktivität in diesen Pflanzenarten die virale Infektion auf 

den agroinokulierten Gewebebereich. Von Carrington et al. (1996) wurde beschrieben, 

dass kompatible Interaktionen zwischen pflanzlichen Faktoren und viralen 

Movementfunktionen eine Voraussetzung für erfolgreiche Virusinfektionen sind. 

Ebenso müssen virale Suppressoren in der Lage sein, die pflanzlichen 

Abwehrmechanismen effektiv zu unterdrücken (Voinnet et al., 1999; Li & Ding, 2001; 

Roth et al., 2004; Ding et al. 2004; Moissiard & Voinnet, 2004), da pflanzliche RNA-

silencing Mechanismen an einer Nicht-Wirtsresistenz beteiligt sind (Rovere et al., 

2002). So wurde für das später als Suppressor des RNA-silencing charakterisierte P19 

(Voinnet et al., 1999 & 2003; Qu & Morris, 2002) des Tomato bushy stunt virus (TBSV, 

Tombusvirus) bereits im Jahr 1995 durch Scholthof et al. gezeigt, dass es an der 

wirtsspezifischen Ausbreitung beteiligt ist. Ein wirtsspezifischer Einfluss im 

Langstreckentransport wird auch für den Suppressor 2b des Cucumber mosaic virus 

(CMV, Cucumovirus) beschrieben (Brigneti et al., 1998). Das als Suppressor des RNA-

silencing  beschriebene P0 von Poleroviren (Pfeffer et al., 2002) ist möglicherweise 

ebenfalls in verschiedenen Pflanzenarten unterschiedlich effektiv und ist damit eine 

mögliche Determinante der BMYV-Wirtsspezifität. Über einen möglichen Einfluss des 

P0 auf das Wirtspflanzenspektrum von Poleroviren wurde bereits durch Mayo et al. 

(1989) und Veidt et al. (1992) hingewiesen. Das BMYV-P0 ermöglicht durch 

intrazelluläre Unterdrückung des RNA-silencing Mechanismus eine virale Replikation in 

allen primär infizierten Zellen in lokal infizierten BMYV-Wirtspflanzen, ist aber nicht in 
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der Lage, wie für das BWYV-P0 gezeigt (Pfeffer et al., 2002), ein systemisches 

silencing–Signal zu unterdrücken. Eine sekundäre Infektion von Zellen ist dann 

aufgrund ungenügender P0-Suppressorfunktion in diesen Wirtspflanzen selbst in 

phloemassoziierten Zellbereichen unterbunden und eine systemische BMYV-Infektion 

bleibt aus. 

Neben einer ungenügenden P0-Suppressoraktivität in lokal infizierten Wirtspflanzen 

kann die Unterdrückung einer systemischen Infektion dieser Pflanzen auch in einer 

fehlenden Movementfunktion begründet liegen. Durch die Methode der Agroinfektion 

wurden vermutlich auch phloemassoziierte Zellen erfolgreich BMYV-infiziert, für eine 

systemische Ausbreitung müssen BMYV-Viruspartikel jedoch von infizierten 

Phloemparenchym- oder Geleitzellen über Plasmodesmen in die Siebröhren entlassen 

und nach der Translokation mit dem Phloemassimilatstrom an anderer Stelle wieder 

aufgenommen werden. Ist der Kurzstreckentransport von primär infizierten 

Phloemparenchym- oder Geleitzellen in die Siebröhren und umgekehrt aufgrund von 

Wirtsfaktoren stark eingeschränkt oder ganz unterbunden, reduziert sich die Zahl 

möglicher Orte der BMYV-Replikation und damit die Möglichkeit einer systemischen 

Ausbreitung. Nach Derrick & Barker (1997) wird der PLRV-Kurzstreckentransport in 

Kartoffeln durch das ORF4-Movementprotein P17 ermöglicht. In ihren Untersuchungen 

wurde gezeigt, dass in PLRV-resistenten Kartoffelsorten der Kurzstreckentransport 

extrem vermindert ist und vermutet, dass der pflanzliche Resistenzfaktor die 

Movementfunktion des P17 inhibiert oder seine Expression unterdrückt. Für BWYV 

(Ziegler-Graff et al., 1996) und PLRV (Lee et al., 2002) wird angenommen, dass es in 

Abhängigkeit der Wirtspflanze zwei verschiedene Möglichkeiten zur systemischen 

Ausbreitung der beiden Viren gibt: Einen Movementprotein-abhängigen und einen 

Movementprotein-unabhängigen Weg, der den alleinigen Transport durch Virionen 

beinhaltet. Durch Lee et al. (2002) wurde gezeigt, dass das PLRV-P17 wirtsspezifisch 

benötigt wird und für eine systemische Infektion von Physalis floridana und Solanum 

tuberosum, nicht aber an einer Infektion von N. benthamiana oder N. clevelandii 

beteiligt ist. In den lokal infizierbaren BMYV-Wirtspflanzen N. tabacum cv. 'Xanthi', N. 

occidentalis und C. capitatum sind beide Möglichkeiten der Ausbreitung jedoch nicht 

effektiv. 

In agroinokuliertem Gewebe von N. glutinosa konnte kein BMYV-Hüllprotein 

nachgewiesen werden. In N. glutinosa fehlen möglicherweise an der viralen Replikation 

beteiligte Wirtsfaktoren oder die RNA-silencing Abwehrmechanismen dieser 

Pflanzenart unterdrücken die Replikation im Inokulationsbereich so effektiv, dass eine 

nachweisbare Akkumulation von BMYV-Hüllprotein ausgeschlossen ist. Solche 

pflanzlichen Faktoren sind unter anderem bei der viralen Replikation, der Translation 
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und der Bildung von membranassoziierten Replikationskomplexen von positivsinnigen 

Viren beteiligt (Ahlquist et al., 2003). 

Obwohl die Ausbreitung des BMYV und aller anderen Luteoviren vornehmlich auf das 

vaskuläre Pflanzengewebe beschränkt ist, konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass 

sowohl in agroinfizierten als auch in über Aphiden infizierten N. benthamiana vereinzelt 

Zellen außerhalb des Phloems BMYV-infiziert wurden. Dies ist in Übereinstimmung mit 

Ergebnissen von Barker et al. (2001), die nach Blattlausübertragung in PLRV-

infizierten N. benthamiana in einer geringen Anzahl von nicht-vaskulären Zellen eine 

PLRV-Infektion nachweisen konnten. Durch Zell-zu-Zell Ausbreitung werden danach 

einzelne nicht-vaskuläre Zellen, die in Verbindung zu phloemassoziiertem Gewebe 

stehen, mit PLRV infiziert (Barker et al., 1987 & 2001; van den Heuvel et al., 1995). 

Das Ausbleiben einer großflächigen PLRV-Infekion im nicht-vaskulären Bereich liegt 

demzufolge zum einen in einer fehlenden Movementfunktion und zum anderen in einer 

fehlenden Unterdrückungsmöglichkeit von pflanzlichen RNA-silencing Mechanismen in 

diesen Geweben begründet. Durch die angewandte Methode der Agroinfektion 

konnten jedoch in dieser Arbeit auch ein Großteil der nicht-vaskulären Zellen im 

Inokulationsbereich BMYV-infiziert werden. Im primären Infektionsort scheinen daher 

die Mechanismen, die zu einer Phloemlimitierung des BMYV führen, nicht oder noch 

nicht zu wirken. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass im weiteren 

Infektionsverlauf auch im agroinokulierten Gewebe RNA-silencing Mechanismen die 

virale Replikation verstärkt unterbinden.  

Die durch Agroinfektion induzierte Herstellung viraler Transkripte entgeht vermutlich 

dem pflanzlichen RNA-silencing Mechanismus und führt zur massiven Akkumulation 

von Hüllproteinen im Inokulationsbereich. Es ist denkbar, dass das BMYV-P0 in diesen 

primär infizierten Zellen intrazellulär den pflanzlichen RNA-silencing Mechanismus 

unterdrücken kann, aber die Ausbreitung eines systemischen silencing-Signals nicht 

verhindert. Ungeachtet einer fehlenden BMYV-Movementfunktion verhindert das 

systemische silencing-Signal die BMYV-Replikation außerhalb des Infektionsortes und 

beschränkt die virale Replikation auf wenige primär infizierte Zellen. Von Pfeffer et al. 

(2002) wurde für BWYV gezeigt, dass das BWYV-P0 ein starker intrazellulärer 

Suppressor des RNA-silencing ist, aber keinen Einfluss auf den silencing-Status der 

Pflanze außerhalb seines Initiierungsortes hatte. Wie von Moissiard & Voinnet (2004) 

für BWYV vermutet, kann auch für BMYV angenommen werden, dass die intrazelluläre 

P0-Suppressoraktivität ein Faktor für die natürliche Phloemlimitierung von Poleroviren 

darstellt: Nach einer natürlichen Virusübertragung durch Blattläuse erlaubt die P0-

Suppressoraktivität die polerovirale Replikation und Akkumulation in 

phloemassoziierten Zellen (Geleitzellen). Da das P0 aber kein virusinduziertes 
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systemisches silencing-Signal unterdrückt, ist eine weitere Ausbreitung des Polerovirus 

im Blatt unterbunden. Dies führt zu einer Akkumulation des Virus im Phloem und 

erhöht die Möglichkeit einer Virusaufnahme durch phloemsaugende Blattläuse für eine 

horizontale Virusübertragung. Grundsätzlich kann die Phloemlimitierung von Luteoviren 

aber auch durch ungenügende Movementfunktionen außerhalb des Phloems in 

ähnlicher Weise begründet werden. 

In BMYV-agroinfizierten N. benthamiana wurden dreimal mehr infizierte 

Mesophyllzellen durch TPIA nachgewiesen als in BMYV-blattlausinfizierten Pflanzen. 

Da diese Zellen vermutlich in gleicher Weise durch Zell-zu-Zell Ausbreitung aus 

phloemassoziiertem Gewebe infiziert wurden, lässt die unterschiedliche Anzahl 

infizierter Mesophyllzellen auf einen leicht erhöhten BMYV-Virustiter in agroinfizierten 

N. benthamiana schließen. Das durch Blattläuse eingebrachte Virusinokulum war 

vermutlich geringer als die Inokulummenge, die durch eine möglicherweise 

andauernde Transkription des BMYVfl in agroinfiziertem Gewebe bereitgestellt wurde.  

 

Die angewandte Methode der Agroinfektion ermöglichte die Bestimmung des BMYV-

IPP Wirtspflanzenspektrums. Durch Agroinfektion und Blattausübertragung konnten 

systemische BMYV-Infektionen in gleichen Pflanzenarten festgestellt werden. Im 

Gegensatz zu Übertragungsversuchen mittels Blattläusen ist die Methode der 

Agroinfektion eine leicht durchzuführende Inokulationsmethode mit deren Hilfe 

polerovirale systemisch infizierte, lokal infizierte und Nicht-Wirte (nach Hull, 2002) 

unterschieden werden können. Das BMYV-Hüllprotein akkumulierte massiv in 

agroinokuliertem Mesophyllgewebe von systemischen und lokalen Wirtspflanzen. Die 

starke Akkumulation bedingt eine effiziente intrazelluläre P0-Suppressoraktivität auch 

in Geweben, die natürlicherweise nicht von BMYV infiziert werden. Eine Ausbreitung in 

diesen Geweben ist jedoch aufgrund fehlender Unterdrückung eines systemischen 

silencing-Signals durch das BMYV-P0 oder ungenügender Movementfunktionen 

unterbunden. 

4.4 Markierung des BMYVfl mit dem Green fluorescent protein (GFP) 

Durch die Markierung des BMYVfl mit GFP sollte die Virusausbreitung vom Ort der 

Inokulation verfolgt werden. Zu diesem Zweck wurde die GFP-Sequenz um die 

autoproteolytische Prozessierungssequenz des FMDV-P2 erweitert und als 5'-

terminale Erweiterung des BMYVfl-ORF0 (5'P0-BMYVflGFP) bzw. 3'-terminale 

Verlängerung des BMYVfl-ORF2 (3'REP-BMYVflGFP) in den BMYVfl integriert. 

Nach Agroinfektion konnte mit beiden GFP-markierten BMYVfl in epidermalen 

Blattzellen von N. benthamiana eine deutliche GFP-Fluoreszenz nachgewiesen 

werden. Diese Zellen wurden nur im agroinokulierten Gewebe nachgewiesen. 
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Während im agroinokulierten Bereich durch TPIA in zahlreichen Zellen Hüllprotein 

nachgewiesen wurde, konnte nur in einer geringen Zahl von Epidermiszellen eine 

GFP-Fluoreszenz durch konfokale Mikroskopie detektiert werden. Sowohl im 3'REP-

BMYVflGFP als auch im 5'P0-BMYVflGFP erfolgte die P2A-GFP-Integration an virale 

Proteine, die in vivo nur in geringen Mengen oder gar nicht in Polerovirus-infizierten 

Pflanzen nachgewiesen werden können. Das P0 besitzt einen suboptimalen 

Translationsinitiierungskontext und kann aufgrund geringer Proteinkonzentration in 

infizierten Pflanzen nicht nachgewiesen werden (Pfeffer et al., 2002). Das P1/2 

Fusionsprotein als polerovirale RdRp kann nur zu einem frühen Infektionszeitpunkt und 

nur in geringer Konzentration in infizierten Pflanzen nachgewiesen werden 

(Fomitcheva et al., 2004; Schubert, J., pers. Komm.). Augrund der P2A-vermittelten 

Proteinprozessierung war die GFP-Konzentration direkt an die Konzentration des 

translatierten P0 oder P1/2 gebunden und überschritt daher nur in wenigen Zellen die 

Detektionsschwelle. Dagegen führte die Translation des Hüllproteins von 

subgenomischer RNA in einer weitaus größeren Anzahl von Mesophyllzellen zu 

nachweisbaren Proteinkonzentrationen. 

Da bei Poleroviren das Hüllprotein von subgenomischer RNA translatiert wird, ist 

anzunehmen, dass die virale Replikation und die Bildung von sgRNA durch eine virale 

RdRp stattgefunden hat. Die detektierten GFP-markierten Epidermiszellen zeigten, 

dass die P2A-vermittelte Proteinprozessierung im 5'P0-BMYVflGFP und 3'REP-

BMYVflGFP in diesen Zellen stattgefunden hat oder zumindest die Translation einer 

funktionellen RdRp vorlag. Grundsätzlich ist anzunehmen, dass eine GFP-Fluoreszenz 

auch von nicht prozessierten GFP-P0 bzw. P1/2-GFP Fusionsproteinen ausgehen 

kann. Es ist jedoch fraglich, ob eine C-terminale Verlängerung einer nicht P2A-

prozessierten BMYV-RdRp um über 240 Aminosäuren zu der Bildung einer 

funktionellen RdRp führt. 

Die im Vergleich zur BMYVfl-Kontrolle geringe Anzahl von Zellen im 

Inokulationsbereich in denen durch TPIA Hüllprotein oder eine GFP-Fluoreszenz 

nachgewiesen werden konnte, zeigt jedoch an, dass bei beiden Klonen die virale 

Replikation beeinträchtigt ist. Zum einen inhibieren möglicherweise unvollständig P2A-

prozessierte P0- bzw. P1/2-GFP Fusionsproteine die Replikation oder die nach einer 

erfolgreichen Prozessierung vorliegende Verlängerung des P0 um 5 oder des P1/2 

(RdRp) um 19 Aminosäuren beeinflussen die Funktionalität beider Proteine.  

Eine systemische Ausbreitung der GFP-markierten BMYVfl konnte auch nach 

Mischinfektion mit dem infektiösen BMYVfl nicht nachgewiesen werden. In 3'REP-

BMYVflGFP und 5'P0-BMYVflGFP-agroinokuliertem Gewebe konnten lokale Infektionen 

detektiert werden, eine systemische Ausbreitung blieb jedoch aus. Diese Ergebnisse 
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stimmen mit Untersuchungen von Nurkiyanova et al. (2000) mit GFP-markierten PLRVfl 

(PLRV-GFP) überein. Nach Insertion der GFP-Sequenz in den PLRV-ORF5 in den 

gleichen Leserahmen konnte nur innerhalb des agroinokulierten Bereiches oder primär 

durch Blattläuse infizierten Zellen eine GFP-Fluoreszenz detektiert werden. Durch 

ISEM-Untersuchungen wurde nachgewiesen, dass der PLRV-GFP isometrische 

Viruspartikel bildet, die das P5-GFP Fusionsprotein enthielten. Nurkiyanova et al. 

vermuteten, dass zwar die aufgrund der GFP-Insertion um 707 nt verlängerte RNA 

vollständig in das Viruspartikel integriert war, die systemische Ausbreitung aber 

aufgrund (i) der Eliminierung einer putativen Transportdomäne innerhalb des P5 durch 

die GFP-Insertion oder (ii) der Verlängerung der viralen RNA um die GFP-Sequenz, 

welche zu einer veränderten RNA-Sekundärstruktur und damit zu einer Instabilität der 

Viruspartikel führt, unterbunden wurde. Während mit dem PLRV-GFP keine 

systemischen Infektionen etabliert wurden, konnten nach Blattlausübertragung und 

Agroinokulation jedoch systemisch mutierte PLRV-GFP RNA, die keine oder nur noch 

geringe Teile der GFP-Sequenz enthielt, nachgewiesen werden. Von Qu & Morris 

(1997) wurde für das Turnip crinkle virus (TCV, Genus Carmovirus, Familie 

Tombusviridae) gezeigt, dass für die Aufnahme in isometrische Viruspartikel die Länge 

der RNA von entscheidender Bedeutung ist. Während eine Verkürzung der RNA meist 

ohne Folgen bleibt, unterbindet eine artifizielle Verlängerung über die 

Aufnahmekapazität die Bildung stabiler Viruspartikel. 

Zusammenfassend mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann angenommen 

werden, dass eine Verlängerung der genomischen RNA von Poleroviren zu einer 

Instabilität der gebildeten Viruspartikel führt, die eine systemische Ausbreitung 

unterbindet. Im Gegensatz zu Viren mit stäbchenförmigen oder filamentösen Partikeln, 

die aufgrund ihrer helikalen Anordnung der Hüllproteineinheiten keine theoretische 

Begrenzung in ihrer Partikelgröße besitzen, bestehen isometrische Partikel aus einer 

fest definierten Anzahl von Proteineinheiten und sind damit in ihrer Aufnahmekapazität 

begrenzt. Die Vermutung von Nurkiyanova et al. (2000), dass die systemische 

Ausbreitung des PLRV-GFP aufgrund einer Eliminierung einer Transportdomäne 

innerhalb der RTD ausblieb, kann für die beiden hier untersuchten GFP-markierten 

BMYVfl nicht angenommen werden. Da alle an der Bildung von BMYV-Viruspartikeln 

beteiligten Leserahmen nicht von der GFP-Insertion betroffen waren, hätte eine 

systemische Ausbreitung stattfinden müssen. Vielmehr ist zu vermuten, dass die 

Verlängerung der BMYVfl-RNA um 782 nt im 5'P0-BMYVflGFP bzw. 774 nt im 3'REP-

BMYVflGFP die Bildung instabiler Viruspartikel zur Folge hatte. Obwohl Nurkiyanova et 

al. (2000) vermuten, dass die um 707 nt verlängerte PLRV-GFP RNA vollständig in das 

Viruspartikel aufgenommen wurde, muss angenommen werden, dass sich nur die 
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PLRV-GFP Mutanten mit GFP-Deletionen systemisch ausbreiten können. Es kann 

auch nicht ausgeschlossen werden, dass in primär infizierte Zellen nach einer 

Blattlausübertragung ebenfalls nur PLRV-GFP Deletionsmutanten in stabilen GFP-

markierten Viruspartikeln eingebracht wurden, die dann nach drei Wochen systemisch 

nachgewiesen werden konnten. Die festgestellte GFP-Fluoreszenz in primär infizierten 

Zellen zeigte dabei keine lokale Replikation des PLRV-GFP an, sondern nur die 

ursprünglich durch Blattläuse eingebrachte Menge von GFP-markierten Partikeln. 

Auch sechs Wochen nach der Agroinokulation konnte mit keinem der beiden GFP-

markierten BMYVfl eine systemische Infektion etabliert werden. Es ist anzunehmen, 

dass, wie für den PLRV-GFP gezeigt (Nurkiyanova et al., 2000), nur 

Deletionsmutanten mit einer RNA-Länge, die kompatibel mit der Aufnahmekapazität 

der BMYV-Partikel ist, die Möglichkeit zur systemischen Ausbreitung besitzen. Nach 

der Insertion von Fremdsequenzen in virale Genome wurde bei mehreren Pfanzenviren 

festgestellt, dass es eine Tendenz zur Deletion dieser Sequenzen gibt (Chapman et al., 

1992; Culver, 1996; Dolja et al., 1993 & 1997). Sind dabei keine Proteine die für die 

Replikation oder Ausbreitung notwendig sind betroffen, besitzen diese 

Deletionsmutanten weiterhin die Möglichkeit Pflanzen systemisch zu infizieren. Im 

PLRV-GFP wurde die GFP-Sequenz in die RTD, also einem Bereich der nicht 

vollständig für eine systemische Ausbreitung und überhaupt nicht für die virale 

Replikation benötigt wird, inseriert. Eine Deletion der GFP-Fremdsequenz und von vor-

und nachgelagerten Sequenzbereichen der RTD führt dadurch zu replikations- und 

ausbreitungsfähigen Mutanten. Eine Deletion der GFP-Fremdsequenz im 5'P0-

BMYVflGFP oder 3'REP-BMYVflGFP beinhaltet dagegen mit großer Wahrscheinlichkeit 

auch Deletionen in Teilbereichen des ORF0 bzw. ORF2, wodurch die virale Replikation 

vermutlich unterbunden wird und somit auch keine systemische Ausbreitung stattfinden 

kann. Abschließend muss erwähnt werden, dass in dieser Arbeit keine 

Untersuchungen durchgeführt wurden, ob in 5'P0-BMYVflGFP oder 3'REP-BMYVflGFP 

agroinokulierten Bereichen vollständige isometrische Viruspartikel gebildet wurden. Es 

kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass durch die durchgeführten 

serologischen Untersuchungen des agroinokulierten Bereiches mittels TPIA nur 

Hüllproteine nicht aber vollständige Viruspartikel nachgewiesen wurden. 

4.5 Charakterisierung von BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana  

Durch Agrobakterien-vermittelte Transformation konnte der BMYVfl erfolgreich in das 

Genom von N. benthamiana integriert werden. Nach den PLRV Amplicon-transgenen 

Kartoffelpflanzen (Prüfer et al., 1997; Franco-Lara et al., 1999), Tabakpflanzen 

(Franco-Lara et al., 1999; Barker et al., 2001) und PLRV-GFP Amplicon-transgenen N. 

benthamiana (Taliansky et al., 2004) sind dies die ersten Amplicon-transgenen 
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Pflanzen eines anderen Polerovirus als PLRV. In den BMYV Amplicon-transgenen 

Pflanzen wurden BMYV-Infektionen nachgewiesen und die Untersuchungen durch 

ISEM zeigten typische isometrische Viruspartikel.  

Nach Selektion aus der Gewebekultur und Selbstung der T0-Mutterpflanzen konnten 

drei unabhängige T1-Linien und drei T2-Linien selektiert werden, die zwischen einer 

und vier Kopien des BMYVfl als Transgen besitzen. Die T1-Linie 220.1 mit vier 

Transgenkopien und ihre T2-Linien 220.01.06 und 220.01.12 und die Linie 220.02 und 

ihre homozygote T2-Linie 220.02.13 mit zwei Transgenkopien zeigten eine Expression 

des BMYVfl. Dagegen konnte in der dritten T1-Linie 221.01, in der eine Transgenkopie 

nachgewiesen wurde, keine Expression festgestellt werden. Wie nach Mendel erwartet, 

zeigte diese Linie mit einer durch Southern-Blot Analyse nachgewiesenen 

Transgenkopie eine 3:1 Aufspaltung in dem Segregationstest. Während eine 

Expression des nptII in allen homozygoten und heterozygoten Nachkommen 

nachgewiesen werden konnte, war die Expression des BMYV Amplicons unterbunden 

oder zumindest unterhalb der Nachweisgrenze des durchgeführten TPIA. Es ist 

denkbar, dass die Expression des BMYVfl in Pflanzen der Linie 221.01 aufgrund von 

RNA-silencing Mechanismen der Pflanze unterdrückt war. Durch Erkennung von 

BMYV dsRNA, die während der viralen Replikation synthetisiert wird, werden 

möglicherweise sequenzspezifisch Transkripte des BMYVfl abgebaut. Ein Nachweis 

durch TPIA ist dann nicht mehr möglich, die Bildung von nptII-Transkripten und die 

Translation in funktionsfähige Proteine bleibt aufgrund der fehlenden Sequenzhomolgie 

zu dem BMYVfl davon jedoch unberührt. Da in anderen transgenen Linien eine 

Expression des  BMYVfl nachgewiesen werden konnte, kann die Unterdrückung der 

Expression möglicherweise auch vom Intergrationsort und der Anzahl der inserierten 

Transgenkopien abhängig sein (Wolters & Visser, 2000). Auch wenn es 

unwahrscheinlich ist, kann grundsätzlich nicht ausgeschlossen werden, dass die durch 

Southern-Blot Analyse nachgewiesene Einzelkopie-Integration der T-DNA in der Linie 

221.01 im Bereich der linken Border nicht vollständig war. Bei Fehlen eines Bereiches 

des CaMV 35S Promotors unterbleibt die Transkription des BMYVfl, während die 

Transkription des nptII im Bereich der rechten Bordersequenz aufgrund des eigenen 

Promotors möglich ist. 

Die Ergebnisse der durchgeführten Segregation auf kanamycinhaltigem Medium und 

der Southern-Blot Analyse zeigten, dass die beiden Transgenkopien in den Linien 

220.02 bzw. 220.02.13 an einem Loci vorliegen und mendelnd vererbt wurden. Obwohl 

eine der beiden Transgenkopien im Bereich der linken Bordersequenz nicht vollständig 

integriert wurde, ist mindestens eine Transgenkopie aktiv und führt zur nachweisbaren 

Expression des BMYVfl. Die Integration von mehr als einer T-DNA Kopie, bevorzugt an 
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einem Locus, wurde bereits mehrfach bei der Agrobakterien-vermittelten 

Transformation von Pflanzen beschrieben (Meza et al., 2002; Gelvin, 2003; Tzfira et 

al., 2003; Kohli et al., 2003). Hierbei stimuliert der Vorgang der T-DNA Integration die 

Ko-Integration einer weiteren in unmittelbarer Nähe. Zusätzlich zur multiplen werden 

auch unvollständige T-DNA Integrationen festgestellt, wobei der Bereich der rechten 

Bordersequenz präziser in das Pflanzengenom integriert wird als der Bereich der linken 

Bordersequenz (Hiei et al., 1994; Tinland et al., 1995; van der Graaf et al., 1996; 

Mlynárová et al., 2003).  

Die T1-Linie 220.01 und die T2-Nachkommen 220.01.06 und 220.01.12 zeigten im 

Segregationstest eine abnormale Mendelsche Aufspaltung von 1:2, 1:3 bzw. 2:1. Bei 

Vorliegen aller vier Transgenkopien an einem Loci wäre in diesen Linien nach Mendel 

eine 3:1 Aufspaltung, bei einer Aufteilung auf zwei Loci eine 15:1 usw. erwartet 

worden. Solche Verstöße gegen die Mendelsche Regel können nach Jakowitsch et al. 

(1999) durch transkriptionelles silencing von multiplen homologen Transgensequenzen 

ausgelöst werden. Hierbei ist ein silencing–auslösender Transgenlocus in der Lage 

einen entfernt liegenden Locus, mit dem er Sequenzhomologie besitzt, transkriptionell 

zu inaktivieren und zu methylieren. Diese Paramutation-ähnlichen Vorgänge können 

unvollständig sein und zu einer teilweisen Inaktivierung von Transgensequenzen 

führen. So konnten Jakowitsch et al. (1999) in Kanamycin-Segregationstestungen ein 

abnormales Segregationsverhalten und eine unterschiedlich starke Ausprägung der 

Kanamycinresistenz an ihren transgenen Pflanzen feststellen. Tatsächlich konnte auch 

in der vorliegenden Arbeit eine unterschiedlich starke Ausprägung der 

Kanamycinresistenz an Sämlingen der T2-Linie 220.01.12 beobachtet werden. So 

zeigten einige Sämlinge dieser Linie auf dem Selektionsmedium einen Phänotyp, der 

zwischen deutlich grünen resistenten und chlorophyllfreien nicht-resistenten Sämlingen 

einzuordnen war. Da ein solcher Phänotyp aber weder bei der T1-Linie 220.01 noch bei 

der zweiten selektierten T2-Linie 220.01.06 beobachtet werden konnte ist es fraglich, 

ob die beobachteten abnormalen Segregationen ihre Ursache ausschließlich in 

transkriptionellem silencing homologer Transgensequenzen haben. 

Nach Lu et al. (2004) werden abnormale Mendelsche Aufspaltungen auch beobachtet 

wenn eine Transgenkopie in ein pflanzliches Gen integriert wird, das an der Ausbildung 

von Gametophyten beteiligt ist. Solche T-DNA induzierten Mutationen wurden bereits 

in transgenen Arabidopsis thaliana (Castle et al., 1993; Katavic et al., 1994; Feldmann 

et al., 1997; Howden et al., 1998; Bonhomme et al., 1998) und Tabakpflanzen (Budar 

et al., 1986; Deineko et al., 2000; Zagorskaya et al., 2001) beschrieben. Diese 

Mutationen sind selten (Bonhomme et al., 1998), aber mit steigender Anzahl von 

integrierten Transgenkopien erhöht sich theoretisch ihre Häufigkeit. Werden durch die 



                                                                                                                         Diskussion 

 186

T-DNA Integration Gene gestört, die an der Ausbildung von männlichen oder 

weiblichen Gametophyten beteiligt sind, kann dies zu einer Einschränkung der 

Lebensfähigkeit und Funktion von Gametophyten führen. In deren Folge kann die 

Übertragung eines Teils der betroffenen männlichen oder weiblichen haploiden 

Gameten unterbunden sein (Bonhomme et al., 1998).  So werden bei einer rezessiven 

Weitergabe von T-DNA mit embryonalem Lethaleffekt keine homozygoten Mutanten 

gebildet, da diese nicht zur Embryogenese fähig sind. Diese Mutanten würden das T-

DNA Merkmal (z.B. nptII) in einer 2:1 (KnR:KnS) statt in einer Mendelschen 3:1 (1:2:1) 

Aufspaltung ausprägen. Erfolgt die Integration der T-DNA in ein postmeiotisch 

exprimiertes Gen, das an der Entwicklung von männlichen Gameten beteiligt ist, wird 

aufgrund des Verlustes der homozygoten und der Hälfte der heterozygoten Klassen, 

eine Aufspaltung (KnR:KnS) von 1:1 erwartet. Ist das betroffene pflanzliche Gen 

teilweise auch an der Ausbildung von weiblichen Gametophyten beteilgt, sind 

Aufspaltungen von < 1:1 möglich (z.B. 1:3). Wenn die T-DNA Integration zu einem 

Lethaleffekt für beide Gameten führt, kann die Kanamycinresistenz als T-DNA Merkmal 

folglich nicht weitergegeben und damit auch nicht in den Nachkommen detekiert 

werden. Die festgestellten Aufspaltungen der T1-Linie 220.01 und ihrer Nachkommen 

lassen vermuten, dass hier ebenfalls, wie in den von Howden et al. (1998) und 

Feldmann et al. (1997) beschriebenen transgenen Pflanzen, zumindest eine der vier 

Transgenkopien einen lethalen Einfluss auf die Ausbildung der männlichen und 

teilweise auch weiblichen Gameten ausübt. Durch asymmetrische 

Rekombinationsereignisse während der Meiose kann in nachfolgenden Generationen 

eine große Variation in der Ausprägung des T-DNA Merkmals erwartet werden 

(Bonhomme et al., 1998). Die in der Linie 220.01 und ihren T2-Nachkommen 

festgestellten abnormalen Aufspaltungen müssen jedoch durch gezielte Untersuchung 

der Gametophytenbildung und durch Rückkreuzungen charakterisiert werden um die 

Vermutung einer lethalen T-DNA Insertion zu untermauern. 

Die Untersuchungen von transgenen Pflanzen der Linien 220.01 und 220.02.13 durch 

Western-Blot Analyse und ISEM haben gezeigt, dass die Expression des BMYVfl zur 

Bildung von Hüllprotein und isometrischen Viruspartikeln führt. Obwohl in den 

transgenen Pflanzen dieser Linien theoretisch jede Zelle die Möglichkeit besitzt den 

BMYVfl zu exprimieren und sich damit Hüllprotein zumindest intrazellulär ansammeln 

kann, konnten durch TPIA vornehmlich infizierte Zellbereiche im Phloem detektiert 

werden. In Querschnitten von Blattstielen und Stängeln konnten durch TPIA BMYV-

infizierte Gewebe nachgewiesen werden, die ausschließlich dem Bereich der 

Leitbündel zugeordnet werden konnten. Diese Gewebe waren von denen in BMYV-

blattlausinfizierten oder BMYVfl-agroinfizierten N. benthamiana nicht zu unterscheiden. 
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Dagegen wurde in transgenen Pflanzen der Linie 220.02.13 eine zweimal höhere, im 

Vergleich zu BMYV-blattlausinfizierten Pflanzen sogar fünfmal höhere, Anzahl von 

infizierten Mesophyllzellen als in BMYVfl-agroinfizierten N. benthamiana beobachtet. In 

einem Großteil der untersuchten Mesophyllzellen war jedoch in allen untersuchten 

Amplicon-transgenen Pflanzen keine Infektion nachweisbar. Diese Ergebnisse 

bestätigen die Beobachtungen an PLRV- und PLRV-GFP Amplicon-transgenen 

Tabakpflanzen (Franco-Lara et al., 1999; Barker et al., 2001; Taliansky et al., 2004) in 

denen in einem Großteil des untersuchten Pflanzengewebes keine PLRV-Infektion 

bzw. GFP-Fluoreszenz nachgewiesen werden konnte. Während Franco-Lara et al. 

(1999) in geringem Umfang auch infizierte Blattstiel- oder Stängelzellen außerhalb der 

Leitbündel nachwiesen, konnte in keinem der untersuchten TPIA eine BMYV-Infektion 

in diesem Bereich detektiert werden. Möglicherweise liegen solche infizierten Zellen 

auch in BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana vor, wurden aber aufgrund ihrer 

geringen Anzahl in den durchgeführten TPIA nicht detektiert. Im Gegensatz zu Barker 

et al. (2001), der in PLRV Amplicon-transgenen und über Blattläuse PLRV-infizierten 

N. benthamiana eine annähernd gleiche Anzahl an infizierten Mesophyllzellen 

nachgewiesen hat (jeweils 2% der Zellen), wurden in der vorliegenden Arbeit doppelt 

soviele BMYV-infizierte Mesophyllzellen in transgenen wie in BMYVfl-agroinfizierten N. 

benthamiana nachgewiesen. Nach Barker et al. (2001) werden diese Zellen in 

transgenen wie in Blattlaus-infizierten Pflanzen über den gleichen Weg durch Zell-zu-

Zell Ausbreitung über Verbindungen zu vaskulärem Gewebe infiziert. Fortgesetzt 

würde das bedeuten, dass infizierte Mesophyllzellen kein Resultat einer Amplicon-

Expression in diesen Zellen selbst sind. Da von Barker et al. (2001) für die von Franco-

Lara et al. (1999) untersuchten PLRV Amplicon-transgenen N. tabacum gezeigt wurde, 

dass die unproportionale Verteilung der PLRV-infizierten Mesophyllzellen zu einer 

Fehleinschätzung der Gesamtzahl führen kann, ist ein solcher Weg der Infektion in 

BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana nicht gänzlich auszuschließen. Da in 

dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass in primär BMYVfl-agroinfizierten Zellen eine 

Virusreplikation und Akkumulation möglich ist, scheint es jedoch naheliegender, dass 

ein Großteil der BMYV-infizierten Mesophyllzellen in transgenen Pflanzen das Resultat 

einer Transgenexpression und anschließender Virusreplikation anzeigen. In diesen 

transgenen Zellen (1:678) findet oder fand eine primäre BMYVfl-Expression statt, die 

aufgrund von RNA-silencing Mechanismen in einem Großteil des nicht vaskulären 

Gewebes unterbunden ist. Dies ist in Übereinstimmung mit den Ergebnissen von 

Taliansky et al. (2004), die in PLRV-GFP Amplicon-transgenen N. benthamiana in 

1:100-1:1000 der Epidermis- und Mesophyllzellen eine GFP-Fluoreszenz nachweisen 

konnten. Da für die Herstellung der PLRV-GFP Amplicon-transgenen Pflanzen der von 
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Nurkiyanova et al. (2000) beschriebene GFP-markierte PLRV full-length Klon 

verwendet wurde, der keine systemische Expression des GFP zeigte, ist 

auszuschließen, dass in PLRV-GFP Amplicon-transgenen Pflanzen Epidermis- oder 

Mesophyllzellen durch Zell-zu-Zell Ausbreitung infiziert wurden. Die festgestellte GFP-

Fluoreszenz ist damit ein Ergebnis einer Amplicon-Expression und der anschließenden 

viralen Replikation in primär infizierten transgenen Zellen. Da die Expression eines 

Amplicons die Bildung von dsRNA als Auslöser des silencing (PTGS und TGS) nach 

sich zieht, ist die Expression des BMYV Amplicons in einem Großteil der 

Mesophyllzellen auch gleichzeitig der Auslöser des eigenen transkriptionellen und/oder 

post-transkriptionellen silencing.  

Die Untersuchung des Virustiters in den transgenen Pflanzen der Linien 220.01 und 

220.02.13 zeigte große Unterschiede in den durch DAS-ELISA nachweisbaren BMYV-

Titern zwischen einzelnen Pflanzen einer Linie. Von solchen Unterschieden im 

Virustiter wurde bereits von Franco-Lara et al. (1999) in ihren PLRV Amplicon-

transgenen N. tabacum-Linien AW3 und AW14 berichtet. Die Unterschiede in der 

Expression des Transgens sind jedoch nicht spezifisch für Amplicon-transgene 

Pflanzen, sondern es werden generell Variationen in der Transgenexpression zwischen 

einzelnen transgenen Linien festgestellt (Butaye et al., 2004). Inbesondere die 

Transgenexpression, die durch einen starken Promotor wie den CaMV 35S Promotor 

gesteuert wird, führt zu einer geringen Anzahl von Pflanzen in denen eine starke 

Expression stattfindet, ein Großteil der primären Transformanten zeigt jedoch eine 

reduzierte Transgenexpression (Elmayan & Vaucheret, 1996). Abgesehen von dem 

Einfluss regulatorischer Elemente können Unterschiede in der Transgenexpression 

auch durch einen chromosomalen Positionseffekt oder sequenzspezifische silencing-

Mechanismen erklärt werden. Während ein chromosomaler Positionseffekt, bei dem 

endogene pflanzliche Sequenzbereiche mit Regulatorfunktion (Meyer, 2000) oder 

MARs (Matrix attachment regions, Allen et al., 2000) auch unabhängig von der Anzahl 

der Transgenkopien die Transgenexpression beeinflussen können, nur bei Pflanzen 

aus verschieden Transformationsereignissen festgestellt werden kann, können 

Unterschiede in der Transgenexpression zwischen Nachkommen einer Linie durch 

sequenzspezifische silencing-Mechanismen erklärt werden (Butaye et al., 2004). So 

wurden von Bastar et al. (2004) in ihren GFP-transgenen Pflanzen die Expression der 

GFP-Fluoreszenz innerhalb einer transgenen Pflanze in einem Mosaikmuster 

beschrieben. Das Mosaik entsteht dabei vermutlich aufgrund zellinterner silencing–

Mechanismen: Zellen mit nachweisbarer GFP-Fluoreszenz besitzen dabei einen 

anderen silencing-Status als benachbarte Zellen ohne nachweisbare Fluoreszenz.  
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Die durch DAS-ELISA festgestellten Variationen im Virustiter zwischen Einzelpflanzen 

der BMYV Amplicon-transgenen Linien 220.01 und 220.02.13 lassen auf einen 

unterschiedlich stark ausgeprägten RNA-silencing Mechanismus schließen, der unter 

Umständen auch zwischen einzelnen Geweben innerhalb der untersuchten Pflanzen 

variieren kann. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass bei einer Probennahme 

von unterschiedlichen Blattpositionen einer transgenen Testpflanze eine ähnliche 

Varianz detektiert werden kann, wie sie zwischen Einzelpflanzen einer Linie 

nachgewiesen wurde. Das die gemittelten Virustiter zwischen der Linie 220.01 und der 

Linie 220.01.13 nicht signifikant verschieden waren, gibt einen Hinweis darauf, dass 

möglicherweise in beiden Linien eine identische Anzahl von Transgenkopien aktiv ist 

und der silencing-Status in beiden Linien vergleichbar ist. 

4.6 Ko-Infektion von BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana mit 
PVY, BYV oder PEMV-1/-2 

In einem Großteil des BMYVfl-transgenen Gewebes konnte durch TPIA kein Hüllprotein 

nachgewiesen werden. Ob der BMYVfl als Transgen in diesen Zellen nicht exprimiert 

wird, d.h. ein transkriptioneller silencing–Mechanismus (TGS) vorliegt, oder ein Abbau 

der mRNA in einem post-transkriptionellen silencing–Mechanismus (PTGS) begründet 

liegt, ist nicht bekannt. Grundsätzlich schließen sich beide silencing-Mechanismen aber 

nicht aus und es gibt Hinweise, dass TGS und PTGS miteinander verbunden sind 

(Aufsatz et al., 2002; Matzke et al., 2004).  

Da Poleroviren in ihren Wirtspflanzen nur auf das Phloemgewebe beschränkt sind, wird 

vermutet, dass eine Zell-zu-Zell Bewegung außerhalb des Phloems nicht möglich ist 

und/oder dass der polerovirale Suppressor P0 nicht in der Lage ist in diesen Geweben 

den pflanzlichen RNA-silencing Mechanismus zu unterdrücken. In den BMYV 

Amplicon-transgenen Pflanzen besitzt theoretisch jede Zelle die Möglichkeit zur 

Expression des Transgens und damit zur Virusakkumulation; nicht infizierte 

Zellbereiche können daher nicht mit einer unzureichenden Möglichkeit zur Zell-zu-Zell 

Bewegung außerhalb des vaskulären Gewebes begründet werden. Durch Ko-Infektion 

von BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana wurde in dieser Arbeit untersucht, ob 

ein Einfluss des Ko-infizierten Virus auf den BMYVfl-Virustiter und auf die Anzahl 

infizierter Mesophyllzellen im nicht-vaskulären Gewebe nachgewiesen werden kann. 

Für die Ko-Infektion wurden PVY und BYV ausgwählt von denen bekannt ist, dass sie 

einen Suppressor des RNA-silencing besitzen. Das HC-Pro des PVY und anderer 

Potyviren ist einer der am umfangreichsten untersuchten und charakterisierten viralen 

Suppressoren. Dieses multifunktionale Protein ist neben seiner Funktion als 

Suppressor an der Blattlausübertragung, der viralen Replikation, der Zell-zu-Zell 

Bewegung und der Polyproteinprozessierung von Potyviren beteiligt (Moissiard & 
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Voinnet, 2004). Die molekulare Basis der Suppression durch HC-Pro liegt vermutlich in 

einer Protein-Protein Interaktion begründet, wobei HC-Pro in Zusammenspiel mit dem 

pflanzlichen Protein rgsCaM die Inaktivierung des RNA-induzierten silencing 

Komplexes (RISC) bewirkt (Anandalakshmi et al., 2000; Silhavy & Burgyán, 2004). Die 

molekulare Basis der Suppressorfunktion des BYV-P21 ist nicht bekannt. Das P21 

wirkt als Replikationsverstärker und aufgrund von Computeranalysen wird vermutet, 

dass P21 eine neue Proteinfamilie darstellt, die mit anderen bekannten viralen 

Suppressoren nicht verwandt ist (Reed et al., 2003). Zusätzlich wurde für die Ko-

Infektion der BMYVfl-transgegen N. benthamiana das Umbravirus PEMV-2 verwendet, 

von dem bisher kein Suppressor bekannt ist (Ryabov et al., 2001b; Taliansky et al., 

2003a). Das PEMV-2 wurde in seiner natürlichen Symbiose mit dem phloemlimitierten 

Enamovirus (Familie Luteoviridae) PEMV-1 Ko-infiziert.  

Die Ko-Infektion von BMYVfl-transgenen Pflanzen der Linie 220.02.13 und 220.01 mit 

PVY führte im Vergleich zu nicht-transgenen Kontrollpflanzen nicht zu einem 

veränderten Symptombild. Nach einer Ko-Infektion mit PVY konnte ein bis zu zehnmal 

höherer BMYV-Titer in der Blattlamina, die von Blattadern erster und zweiter Ordnung 

befreit war, festgestellt werden. Die synergistische Wirkung von PVY auf den BMYV-

Virustiter in transgenen Pflanzen nahm dabei mit der Zeit zu, obwohl der BMYV-

Virustiter in transgenen Pflanzen insgesamt im Infektionsverlauf leicht abnahm. Die 

durch TPIA nachgewiesene Anzahl von BMYV-infizierten Mesophyllzellen zwei 

Wochen nach der Ko-Infektion, spiegelte dabei nicht deutlich die durch DAS-ELISA 

festgestellte Erhöhung des Virusgehaltes in der Blattlamina wieder. Da die 

Probennahme für den TPIA unabhängig von den DAS-ELISA Ergebnissen 

vorgenommen und nicht alle PVY Ko-infizierten Pflanzen analysiert wurden, war die 

durchschnittliche Anzahl von infizierten Mesophyllzellen möglicherweise höher als 

durch die durchgeführten TPIA angezeigt worden waren. Aufgrund der geringen Anzahl 

infizierter Mesophyllzellen kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass alleinig 

eine verstärkte BMYV-Akkumulation in Blattadern der dritten und vierten Ordnung zu 

einer Erhöhung des Virustiter in der Blattlamina geführt hat. Es wurde auch eine 

Erhöhung des BMYV-Titers in den Blattstielen nachgewiesen. Der synergistische Effekt 

in diesem Gewebe war jedoch weitaus geringer und der Virustiter nur zu einem frühen 

Infektionszeitpunkt in Blattstielproben aus dem oberen Stängelbereich signifikant 

erhöht. Dies zeigt an, dass der synergistische Effekt des PVY zu Beginn der Ko-

Infektion in jungen Blättern im Phloemgewebe möglicherweise sehr effektiv ist und erst 

im Verlauf der weiteren Infektion eine Ausweitung des Effektes auf das 

Mesophyllgewebe stattfindet.  
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Nach einer PVY Ko-Infektion von PLRV Amplicon-transgenen N. benthamiana konnten 

Barker et al. (2001) zeigen, dass der PLRV-Virustiter in systemisch infizierten Pflanzen 

fünfmal höher war als in nicht Ko-infizierten Kontrollpflanzen. Zusätzlich konnten 

viermal mehr infizierte Mesophyllzellen nachgewiesen werden. Der BMYV/PVY 

Synergismus scheint daher insgesamt weniger stark ausgeprägt als ein PLRV/PVY 

Synergismus. Diese Unterschiede können möglicherweise auch durch die Verwendung 

unterschiedlicher PVY-Stämme (hier PVYNTN und PVYO bei Barker et al.), aufgrund der 

Heterogenität im Virustiter innerhalb der BMYVfl-transgenen Pflanzen, bedingt durch 

ein unterschiedlich stark ausgeprägtes RNA silencing zwischen und innerhalb von 

Einzelpflanzen, erklärt werden. Obwohl nach Gonzáles-Jara et al. (2004) in den 

meisten viralen Synergismen mit der Beteiligung von Potyviren die Akkumulation des 

Potyvirus nicht und nur der Virustiter des zweiten Virus erhöht ist, kann ein Einfluss des 

PVY-Titers in verschiedenen Pflanzengeweben von BMYVfl Amplicon-transgenen 

Pflanzen zu unterschiedlichen Infektionszeitpunkten den BMYV-Virustiter beeinflusst 

haben. In jungen symptomzeigenden Blättern PVY Ko-infizierter transgener Pflanzen 

konnte PVY in einem Großteil der Mesophyllzellen nachgewiesen werden. Dies muss 

aber nicht unbedingt die Intensität der Infektion in den älteren Geweben der Pflanze 

widerspiegeln. Zusätzlich können nach Talianksy et al. (2004) auch abiotische 

Stressfaktoren einen Einfluss auf die Effizienz des RNA silencing haben. Die 

molekulare Basis des BMYV/PVY Synergismus ist in dieser Arbeit nicht analysiert 

worden, es soll jedoch angemerkt werden, dass das potyvirale HC-Pro als viraler 

Suppressor zumindest teilweise für einen Polerovirus/PVY Synergismus verantwortlich 

ist. Von Savenkov & Valkonen (2001) wurde gezeigt, dass in HC-Pro transgenen 

Pflanzen der PLRV-Titer im Phloem erhöht ist. Durch eine Kreuzung von P1/HC-Pro 

transgenen und PLRV Amplicon-transgenen Pflanzen konnten Barker et al. (2001) 

zeigen, dass in doppelt transgenen Tabakpflanzen die Anzahl von PLRV-infizierten 

Mesophyllzellen erhöht war. Daher kann auch für den BMYV/PVY Synergismus 

angenommen werden, dass seine molekulare Basis zumindest teilweise auf einer HC-

Pro vermittelten Suppression des RNA-silencing beruht. Diese Suppression ist jedoch 

nur in einer geringen Anzahl von Mesophyllzellen effektiv; in einem Großteil der 

Mesophyllzellen kann weiterhin keine BMYV-Akkumulation detektiert werden. In 

BMYV-freien Zellen wirkt daher ein sehr effektiver silencing-Mechanismus den HC-Pro 

oder andere potyvirale Proteine ebensowenig unterdrücken können wie der BMYV 

eigene Suppressor P0. Es ist denkbar, dass in diesen Zellen ein transkriptionales 

silencing vorliegt, das von viralen Suppressoren nicht effektiv unterdrückt werden kann. 

Von Marathe et al. (2000) und Mette et al. (2001) wurde gezeigt, dass ein potyvirales 

P1/HC-Pro in der Lage ist, ein bereits etabliertes PTGS zu unterdrücken, nicht aber die 
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Etablierung eines TGS zu unterbinden oder ein bestehendes TGS zu unterdrücken. 

Aufgrund der Doppelintegration des BMYVfl als Transgen an vermutlich einem Loci 

liegt es nahe, dass durch TGS eine CaMV 35S Promotor-Methylierung in einem 

Großteil der Pflanzenzellen der Linie 220.02.13 eine Expression des BMYVfl 

unterbindet. In Zellen, in denen kein TGS aber PTGS vorliegt, führt die Expression von 

potyviralen Proteinen zu einem synergistischen Effekt.  

Die Ko-Infektion von Pflanzen der Linie 220.02.13 mit dem Closterovirus BYV führte 

auch zu einem synergistischen Effekt in Bezug auf den BMYV-Titer, jedoch nur in der 

Blattlamina von Blattproben aus dem mittleren Stängelbereich. Im Gegensatz zu PVY 

Ko-infizierten Pflanzen war der Virustiter in der Blattlamina nicht nur leicht erhöht, 

sondern sogar durchschnittlich höher als er in Blattstielen gemessen werden konnte. 

Dies spiegelte sich auch in einer hohen Anzahl von infizierten Mesophyllzellen (1:165) 

wider. Ebenso wie bei der Ko-Infektion mit PVY festgestellt wurde, war auch hier in der 

größten Anzahl von Mesophyllzellen keine BMYV-Infektion nachweisbar. Eine Infektion 

von BMYV Amplicon-transgenen und nicht-transgenen N. benthamiana mit BYV führte 

in kurzer Zeit zum Absterben der Pflanzen. Die Ausbildung von starken Symptomen 

konnte nur an den jüngsten Blättern in Form von Adernekrosen und starken 

Blattvergilbungen beobachtet werden. Die starke Akkumulation von Virusproteinen im 

Phloem führt nach Dolja (2003) zu einer Blockierung der Siebröhren, was zu einem 

Absterben der Triebspitze und schließlich der ganzen Pflanze führt. In BYV Ko-

infizierten transgenen Pflanzen konnte in allen Proben aus dem oberen Stängelbereich 

nur ein geringer BMYV-Titer nachgewiesen werden. Da die Probennahme zur 

Untersuchung des BMYV-Titers zu einem Zeitpunkt erfolgte, in dem die jüngsten 

Blätter bereits starke Symptome einer BYV-Infektion aufwiesen, kann ein 

Zusammenhang zwischen einer Akkumulation von BYV-Proteinen und dem kaum 

nachweisbaren BMYV-Titer im oberen Stängelbereich nicht ausgeschlossen werden. 

Die durch Akkumulation von BYV-Proteinen ausgelöste Einschränkung des 

Assimilattransportes in den Siebröhren, führt wahrscheinlich zu einer Reduktion des 

Zellstoffwechsels im betroffenen Pflanzengewebe. Eine Herabsetzung des 

Zellstoffwechsels beeinflusst unter Umständen sowohl die BMYV-Replikation als auch 

die Expression des BMYVfl als Transgen negativ. Grundsätzlich konnte aber, ähnlich 

wie bei den PVY Ko-infizierten Pflanzen, ein synergistischer Effekt auf den BMYV-

Virustiter festgestellt werden. Der stark erhöhte BMYV-Virustiter in der Blattlamina und 

die hohe Anzahl an infizierten Mesophyllzellen lassen vermuten, dass die Ursache eine 

Suppression von pflanzlichen silencing-Mechanismen ist. Das einzige Protein, das bei 

Closteroviren bisher als effektiver Suppressor identifiziert werden konnte, ist das P21 

(Reed et al., 2003). Im BMYV/BYV Synergismus zeigen das P21 oder andere BYV-
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Proteine einen stärkeren Effekt auf die Suppression des silencing-Mechanismus als 

durch potyvirale Suppressoren oder andere PVY-Proteine festgestellt werden konnte. 

Da wie in PVY Ko-infizierten Pflanzen jedoch trotzdem in einem Großteil der 

Mesophyllzellen keine Expression des BMYVfl festgestellt werden konnte, beruht die 

synergistische Wirkung der BYV Ko-Infektion auf einer Suppression des PTGS und 

nicht einer Aufhebung des möglicherweise vorliegenden TGS. Über die molekulare 

Wirkungsweise des P21 liegen bisher keine Untersuchungen vor (Moissiard & Voinnet, 

2004). Die in dieser Arbeit festgestellte hohe Suppressoraktivität lässt jedoch, wie von 

Reed et al. (2003) bereits postuliert, die Vermutung auf eine bisher unbekannte 

Suppressor/PTGS Interaktionsmöglichkeit zu.    

Die Ko-Infektion von Pflanzen der Linie 220.02.13 mit PEMV-1/-2 führte zu einem 

Anstieg des BMYV-Titers in der Blattlamina. Die verstärkte Akkumulation von BMYV in 

diesem Gewebe war auch fünf Wochen nach der Ko-Infektion nachweisbar.  In der 

Symbiose des Enamovirus PEMV-1 mit dem Umbravirus PEMV-2 kodiert nur das zu 

der Familie Luteoviridae gehörende PEMV-1 den für die Poleroviren BWYV, PLRV und 

CABYV beschriebenen Suppressor P0 (Pfeffer et al., 2002). Falls der PEMV-1 P0 eine 

Suppressorfunktion besitzt ist anzunehmen, dass er, ähnlich wie bei den bisher 

untersuchten Poleroviren, aufgrund seiner geringen Konzentration in der Pflanze nicht 

in der Lage ist, ein etabliertes PTGS außerhalb des Phloems effektiv zu unterdrücken. 

Dies wird insbesondere dadurch bestätigt, dass die in der vorliegenden Arbeit 

nachgewiesenen BMYV/PEMV-1/-2 synergistischen Effekte in Übereinstimmung mit 

PLRV/PEMV-2 synergistischen Effekten (Mayo et al., 2000; Ryabov et al., 2001a), also 

ohne Ko-Infektion des PEMV-1, sind. Wie in PLRV/PEMV-2 Mischinfektionen 

festgestellt, zeigten auch die PEMV-1/-2 Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen N. 

benthamiana typische nekrotische Blattsymptome, und die Anzahl von infizierten 

Mesophyllzellen war stark erhöht. Da bisher kein Suppressor des PEMV-2 bekannt ist 

(Taliansky & Robinson, 2003), umgeht das Virus vermutlich auf andere Weise den 

pflanzlichen RNA-silencing Mechanismus. Wie zuvor durch Mayo et al. (2000) für 

BMYV/PEMV-2 und PLRV/PEMV-2 Mischinfektionen gezeigt, konnte auch in dieser 

Arbeit bestätigt werden, dass PEMV-2 eine mechanische Übertragung des BMYV 

ermöglicht. Bisher konnten mechanische Übertragungen von Poleroviren nur in 

Mischinfektionen mit den Umbraviren PEMV-2 oder Groundnut rosette virus (GRV) 

nachgewiesen werden. Nach Ryabov et al. (2001a) wird eine mechanische 

Übertragung des PLRV nur von Umbraviren vermittelt, nicht aber durch das Potyvirus 

PVY, das Potexvirus PVX, das Tobamovirus TMV oder das Cucumovirus CMV. Die in 

dieser Arbeit durchgeführten Versuche zur mechanischen Übertragung des BMYV 

unterstützen die Ergebnisse von Ryabov et al. (2001a) und Mayo et al. (2000) und 
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zeigen zusätzlich, dass auch das Closterovirus BYV keine mechanische BMYV-

Übertragung unterstützt. Nach Mayo et al. (2000) und Ryabov et al. (1998, 2001a) 

kann das durch den ORF4 kodierte umbravirale Movementprotein das Fehlen einer 

Möglichkeit zur Ausbreitung von Poleroviren in nicht vaskulärem Gewebe 

komplementieren. Auch wenn mit den üblichen Testverfahren zur Detektierung einer 

Suppressorfunktion von viralen Proteinen bisher kein umbravirales Protein mit einer 

solchen Funktion nachgewiesen wurde ist anzunehmen, dass neben der Vermittlung 

einer Movementfunktion auch das effektive Umgehen von RNA-silencing Mechanismen 

für eine mechanische Übertragung benötigt werden (Mayo et al., 2000; Ryabov et al. 

2001b). Die durch PVY und BYV bereitgestellte Suppressorfunktion ist allein für eine 

mechanische Übertragung des BMYV nicht ausreichend. Dagegen erlaubt die durch 

PEMV-2 vermittelte Movementfunktion die Ausbreitung des BMYV durch Zell-zu-Zell 

Bewegung von primär mechanisch infizierten Zellen über Phloemgeleitzellen in die 

Siebröhren und an anderer Stelle eine Bewegung von den Siebröhren in die 

Phloemgeleitzellen und weiter bis zu systemischen Neuinfektionen von nicht-

vaskulärem Gewebe (Ryabov et al., 2001a). 

Die erhöhte Anzahl infizierter Mesophyllzellen in PEMV-1/2 Ko-infizierten BMYV 

Amplicon-transgenen Pflanzen ist durch den gleichen Mechanismus erklärbar, der die 

mechanische Übertragung des BMYV und anderer Poleroviren ermöglicht: (i) durch 

eine PEMV-2 vermittelte Möglichkeit zur Zell-zu-Zell Ausbreitung von BMYV in 

Geweben außerhalb des Phloems und (ii) eines noch unbekannten umbraviralen 

Mechanismus der in der Lage ist, das pflanzliche Abwehrsystem zu umgehen.  

In PEMV-1/-2 Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen N. benthamiana wurden 

nekrotische Blattläsionen beobachtet, die an Amplicon-transgenen Pflanzen oder 

PEMV-1/-2 infizierten N. benthamiana allein nicht vorhanden waren. Die Untersuchung 

dieser Bereiche durch TPIA zeigte, dass um die nekrotischen Bereiche eine besonders 

hohe Akkumulation von BMYV und PEMV-1/-2 nachzuweisen war. Solche typischen 

Nekrosen wurden an PLRV/PEMV-2 mischinfizierten N. benthamiana (Mayo et al., 

2000; Ryabov et al., 2001a) und auch an PEMV-2 Ko-infizierten PLRV-GFP Amplicon-

transgenen N. benthamiana (Taliansky et al., 2004) beobachtet. Die durch TPIA 

nachgewiesene verstärkte Virusakkumulation in diesen Geweben bestätigt die 

Beobachtung von Taliansky et al. (2004) in seinen PEMV-2 Ko-infizierten PLRV-GFP 

Amplicon Pflanzen, dass um das nekrotische Gewebe in einer besonders großen 

Anzahl von Zellen eine GFP-Fluoreszenz detektiert werden konnte. Die beobachteten 

Nekrosen entstehen danach nur durch eine verstärkte Replikation des Polerovirus in 

diesem  Bereich, da nach Taliansky et al. (2004) das PLRV-GFP Amplicon nicht den 

Virustiter des Ko-infizierten Virus beeinflusst. 
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Die Ko-Infektion von BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen hat mit allen verwendeten 

Viren zu einer vermehrten Infektion von nicht-vaskulärem Gewebe geführt. Die hierbei 

festgestellten Unterschiede im Effekt der Ko-infizierten Viren beruhen vermutlich auf 

einer unterschiedlich effizienten Suppression des PTGS oder anderer pflanzlicher 

Abwehrmechanismen durch PVY bzw. BYV und auf einem Zusammenwirken einer 

bisher unbekannten umbraviralen Suppressorfunktion und der PEMV-2 vermittelten 

Movementfunktion. Aufgrund der durchgeführten Versuche zur mechanischen 

Übertragung des BMYV kann für PVY und BYV davon ausgegangen werden, dass 

beide Viren, im Gegensatz zu PEMV-2, keine BMYV-Movementfunktion in nicht-

vaskulärem Gewebe komplementieren können. Auch wenn durch alle Ko-infizierten 

Viren eine verstärkte BMYV-Akkumulation in der Blattlamina induziert wurde, war 

keines der Viren in der Lage, eine großflächige nachweisbare BMYV-Akkumulation in 

Mesophyllgewebe von Amplicon-transgenen N. benthamiana zu bewirken. 

Grundsätzlich kann nicht ausgeschlossen werden, dass in einem Großteil der nicht 

infizierten BMYV-Zellbereiche ein transkriptionelles silencing vorlag, welches von den 

bisher untersuchten viralen Suppressoren nicht unterdrückt werden kann. Wenn nur in 

einer geringen Anzahl von Mesophyllzellen ein PTGS, aber kein TGS vorliegt, kann 

auch nur in diesen Zellen eine Suppression erfolgen.  

Auch kann nicht ausgeschlossen werden, dass andere pflanzliche Mechanismen als 

RNA-silencing zu einer Restriktion des BMYV in Amplicon-transgenen N. benthamiana 

geführt haben. Durch Taliansky et al. (2004) konnte gezeigt werden, dass sowohl 

biotische als auch abiotische Faktoren zu einer Beeinflussung des PTGS in PLRV-GFP 

Amplicon-transgenen Pflanzen führen können. Von besonderer Bedeutung ist dabei 

die Feststellung, dass es neben der Suppression des PTGS durch Pflanzenviren auch 

eine Umgehung (escape) des Mechanismus durch andere Faktoren gibt, die zu 

ähnlichen Effekten wie ein viraler Suppressor führen. So wurde gezeigt, dass eine 

Behandlung der PLRV-GFP Amplicon-transgenen Pflanzen mit dem 

Wachstumsregulator Etephon, dem Bakterium Xanthomonas campestris oder eine 

Hitzebehandlung zu einer verstärkten GFP-Expression führte. Der beobachtete Effekt 

war dabei in allen Fällen mit der Ausbildung nekrotischer Läsionen verbunden. Der 

mögliche Einfluss von biotischen und abiotischen Faktoren auf die in der vorliegenden 

Arbeit präsentierten Ergebnisse kann jedoch vernachlässigt werden, da sie vermutlich 

alle Versuchspflanzen in gleichem Umfang betroffen hätten. 

4.7 Infektionstestungen mit BChV-IPP full-length Klonen  

Von den zehn aus der Populationsklonierung selektierten BChVfl konnte kein Klon als 

infektiös eingestuft werden. Die Sequenzbestimmung des BChVfl L400, der separat 

und nicht als Population in den binären Vektor überführt wurde, ergab eine hohe 
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Übereinstimmung zu den von Hauser et al. (2002) charakterisierten englischen und 

amerikanischen BChV-Isolaten. Die Nukleotidsequenzen für die an der Replikation 

beteiligten Proteine P1 und P2, des Suppressors P0, der Hüllproteine und des 

putativen Movementproteins P4 liegen im BChVfl vor und werden von Leserahmen mit 

gleicher Größe wie bei den Isolaten BChV-CR und BChV-2a kodiert. Die 

Sequenzanalyse zeigte keine zusätzlichen Stopkodons innerhalb der kodierenden 

Bereiche und die an der Replikation von Poleroviren bekannten Motive, wie ein RdRp-

Motiv, ein subgenomischer Promotor, das Proteasemotiv, die Prozessierungsstelle des 

VPg, eine shifty sequence und Pseudoknotstruktur wurden nachgewiesen. Da der 

BChVfl in gleicher Weise wie der als infektiös getestete BMYVfl zwischen einen 

verdoppelten CaMV 35S Promotor und eine Ribozymsequenz kloniert wurde, war eine 

Infektiosität erwartet worden.  

Sowohl die serologischen Untersuchungen als auch der Nachweis einer erfolgreichen 

BChVfl-Agroinfektion durch RT-PCR mit BChV-spezifischen Oligonukleotiden waren 

jedoch nicht erfolgreich. Alle selektierten BChVfl und AscIBChVfl mussten daher als 

nicht infektiös eingestuft werden. 

Das Ausbleiben von BChV-IPP Agroinfektionen ist dabei nicht mit der durchgeführten 

Methode der Agroinfektion oder der Wirtspflanzenauswahl zu erklären. Da das Isolat 

BChV-IPP für die Herstellung der full-length Klone aus einer infizierten B. vulgaris 

extrahiert wurde, hätten bei erfolgreichen Agroinfektionen, zumindest im 

agroinfiltrierten Inokulationsbereich von B. vulgaris, infizierte Zellen mit dem Antiserum 

MAFF24 nachgewiesen werden müssen. Wenn eine BChV-Replikation im inokulierten 

Gewebe unterhalb der serologischen Nachweisgrenze stattgefunden hätte, wäre 

zumindest bei einem Teil der Versuchspflanzen der Nachweis einer systemischen 

Infektion nach RNA-Extraktion und RT-PCR acht Wochen nach der Inokulation 

erwartet worden. 

Die Probleme bei der Etablierung einer BChVfl-Agroinfektion liegen daher vermutlich in 

einer vom natürlichen Vorbild abweichenden Nukleotidsequenz innerhalb des BChVfl 

begründet. Obwohl eine hohe Übereinstimmung von 94% bzw. 93% der kodierenden 

Nukleotidsequenz des BChV-IPP und den Isolaten BChV-2a und BChV-CR vorliegt, 

führen auch geringe Abweichungen zu möglicherweise unterschiedlichen RNA-

Strukturen oder Aminosäureabfolgen der kodierten Proteine. Für zahlreiche 

Pflanzenviren wurde gezeigt, dass nur ein einziger Aminosäureaustausch die virale 

Replikation verhindern kann oder reduziert, die Pathogenität beeinflusst oder eine 

systemische Infektion unterbindet (Sit et al., 2001; Saenz et al., 2001; Sasaki et al., 

2001; Moury et al., 2004; Wang et al., 2004). Auch für die Poleroviren PLRV (Jaag et 

al., 2003) und BWYV (Brault et al., 2000) wurde gezeigt, dass singuläre 
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Aminosäuresubstitutionen zu einer Veränderung der viralen Replikation oder 

Akkumulation führen. Insbesondere Viren mit überlagernden Leserahmen, wie es bei 

Poleroviren der Fall ist, besitzen nur ein kleines Fenster, welches Möglichkeiten für 

Punktmutationen zulässt, da der Großteil der Mutationen zu einer Herabsetzung der 

Fitness oder nicht replikationsfähigen Virusmutanten führt (Guyader & Ducray, 2002). 

Bei der Herstellung des BChVfl könnten möglicherweise während der reversen 

Transkription zur Erstellung der cDNA oder in nachfolgenden Amplifikationsschritten 

eine oder mehrere Nukleotidsubstitutionen zu veränderten RNA-Strukturen oder 

Aminosäureabfolgen geführt haben. Für die M-MLV Reverse Transkriptase, die für die 

Herstellung der BChV-IPP cDNA-Fragmente verwendet wurde, wurde eine Fehlerrate 

von 1x10-3 (1 Fehlinsertion pro 1000 Basen) beschrieben (Ricchetti & Buc, 1990). 

Obwohl durch Verwendung des gleichen Enzyms ein infektiöser BMYVfl selektiert 

werden konnte, könnten Nukleotidsubstitutionen während der reversen Transkription 

der Grund für das Ausbleiben der Infektiosität des BChVfl sein. Solche Substitutionen 

können Sequenzbereiche außerhalb der bekannten und in dieser Arbeit 

nachgewiesenen an der Replikation beteiligten Motive betreffen. Zu solchen Motiven, 

die für eine Replikation unbedingt vorhanden sein müssen, gehören die internen 

ribosomalen Erkennungssequenzen (IRES, internal ribosomal entry sites). Solche 

IRES wurden bereits für zahlreiche Viren beschrieben (Martínez-Salas et al., 2001). 

Eine IRES bewirkt, im Gegensatz zur ribosomalen Scanstrategie, die direkte interne 

Anlagerung der Ribosomen an eine mRNA in einem sequenzspezifischen Kontext. 

Nach Jaag et al. (2003) bilden IRES sekundäre und tertiäre RNA-Strukturen, die mit 

dem Translationskomplex interagieren und besitzen in unmittelbarer Nähe ein 

Startkodon. Von Jaag et al. (2003) wurde innerhalb des PLRV ORF1 eine solche IRES 

beschrieben, die für die Translation des 5 kDa replikations-assoziierten Proteins 1 

(Rap1) verantwortlich ist. Die Translation des Rap1 ist eine Voraussetzung für die 

PLRV-Replikation. Es konnte gezeigt werden, dass Nukleotidaustausche innerhalb der 

PLRV-spezifischen IRES die Replikation verhindern. Bisher gibt es keine Berichte von 

Rap1 anderer Poleroviren, es ist aber wahrscheinlich, dass solche oder auch andere 

noch nicht identifizierte polerovirale Proteine eine Replikation des BMYV und BChV 

beeinflussen. Aufgrund fehlender Vergleichsdaten ist ausgehend von den vorliegenden 

Nukleotidsequenzen allerdings keine Aussage für BMYV und BChV möglich gewesen. 

Da die Sequenzanalyse des BChVfl keine Hinweise auf das Fehlen bekannter 

poleroviraler Motive gegeben hat ist daher nicht auszuschließen, dass eine Mutation in 

einem bisher nicht analysierten BChV-Motiv die Replikation unterbindet.  

Die für die Herstellung der BChVfl extrahierte BChV-IPP RNA stammte aus einer 

einzigen B. vulgaris Pflanze, die mit BMYV-IPP mischinfiziert war. Vor diesem 
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Hintergrund konnte nicht ausgeschlossen werden, dass das BMYV-Isolat in der 

Mischinfektion eine synergistische Wirkung besitzt. Um zu überprüfen, ob eine 

Komplementation von nicht funktionsfähigen BChVfl-Proteinen durch den BMYVfl 

erreicht werden kann, wurden Agromischinokulationen durchgeführt. Da in allen zehn 

agromischinokulierten N. benthamiana eine BMYV-, aber keine BChV-Infektion acht 

Wochen nach der Inokulation nachgewiesen wurde, besitzt der BMYVfl keine 

Möglichkeit zur Komplementation des nicht-infektiösen BChVfl. Die Möglichkeiten einer 

komplementären Wirkung, die zu einer systemisch nachweisbaren Ausbreitung des 

BChVfl führen sollte, sind vermutlich nur auf wenige Phloemgeleitzellen als Orte der 

Virusreplikation mit direkter Verbindung zu den Siebröhren beschränkt. Die 

Wahrscheinlichkeit, dass eine solche Zelle durch Agroinfektion sowohl durch den 

BMYVfl als auch durch den BChVfl erreicht wird, ist möglicherweise gering. Zusätzlich 

wäre zu erwarten, dass eine replikationsdefekte Virus-RNA selbst bei einer 

Komplementation der Replikations- oder Verpackungsfunktion durch ein anderes Virus 

nur in äußerst geringen Mengen in der Pflanze vorliegt und seine Konzentration 

möglicherweise unter der Nachweisgrenze durch RT-PCR liegt. 

4.8 Infektionstestungen mit BMYV-BChV Viruschimären  

Für eine Determination von BMYV- und BChV-Genombereiche, die an der 

Wirtspflanzenspezifität beteiligt sind, wurden Viruschimären hergestellt. Zusätzlich 

sollte der Austausch ganzer Genombereiche zwischen dem BChVfl und BMYVfl 

Hinweise geben, in welchem Bereich eine mögliche Mutation die Infektiosität des 

BChVfl verhindert. 

Weder die Integration des BMYVfl 3'-Genombereiches in den BChVfl (BCBMChi) noch 

die Integration des BChVfl 3'-Genombereiches in den infektiösen BMYVfl (BMBCChi) 

führte zu der Selektion einer replikationsfähigen Viruschimäre.  

Die Infektionstestungen der Viruschimären und der BChVfl beruhen auf der Annahme, 

dass die durchgeführte Methode der Agroinfektion eine Infektion von Pflanzen in 

ähnlichem Umfang ermöglicht, wie es für den BMYVfl festgestellt werden konnte. Nach 

den vorliegenden negativen Ergebnissen der Infektionstestungen mit Beteiligung von 

Genombereichen aus dem BChVfl, muss davon ausgegangen werden, dass sowohl im 

5'-Genombereich als auch im 3'-Genombereich des BChVfl Mutationen vorliegen 

können, die zumindest die Bildung einer nachweisbaren Menge an Hüllprotein 

verhindern. Wie bereits im vorherigen Kapitel beschrieben, können Mutationen, die 

unter Umständen die an der Replikation beteiligten Elemente und Motive zerstören, 

eine Replikation der Viruschimären unterbunden haben. Da der infektiöse BMYVfl alle 

für die virale Replikation erforderlichen Proteine und Motive besitzen muss, wurde 

davon ausgegangen, dass insbesondere die Integration des 3'-Genombereiches des 
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BChVfl, der bei Poleroviren nicht für die Replikation benötigt wird (Reutenauer et al., 

1993), zu einer replikationsfähigen Viruschimäre führen würde. Die Nutzung einer 

BMYVfl internen Eco47 III Restriktionsschnittstelle, 76 nt entfernt vom stromaufwärts 

gelegenen BMYVfl ORF3 Startkodon, führte dabei zu keiner Veränderung der 

Aminosäuresequenz des BChVfl P3, jedoch zu drei Substitutionen innerhalb der N-

terminalen 13 Aminosäuren des BChVfl P4. Diese Substitutionen innerhalb des BChVfl 

Movementproteins können jedoch vernachlässigt werden, da ein Einfluss des P4 auf 

eine lokale Akkumulation in primär BMBCChi-agroinfizierten Zellen unwahrscheinlich ist.  

Wahrscheinlicher ist, dass der ausgebliebene Nachweis einer erfolgreichen BMBCChi-

Agroinfektion seine Ursache in einer stark verminderten viralen Replikationsrate hat. 

Der Austausch des ORF3/4-Genomabschnittes in einem infektiösen CABYV full-length 

Klon mit entsprechenden Sequenzbereichen aus dem Polerovirus PLRV, führte zu 

einer Reduktion der viralen Replikation um 50% (Prüfer et al., 1995). In den gleichen 

Untersuchungen führte die Substitution des gesamten CABYV-ORF5 (RTD) mit einem 

entsprechenden Bereich des Polerovirus BWYV zu einer viermal geringeren Menge an 

nachweisbarer viraler RNA. Wurden dagegen CABYV/BWYV Viruschimären hergestellt 

in denen die komplette 3’-terminale nicht kodierende Region des CABYV durch die 

entsprechende Sequenz des BWYV ersetzt wurde, konnte keine Virusreplikation in 

Protoplasten entdeckt werden. Nach Prüfer et al. (1995) liegen in dem 3’-terminalen 

nicht kodierenden Bereich von Luteoviren Erkennungssequenzen, die für eine 

Replikation notwendig sind: Die CABYV RdRp ist dabei nicht in der Lage die BWYV 3’-

terminalen Sequenzen zu erkennen.  

Aus der Familie der Luteoviren wird für das BYDV, das weder ein VPg noch eine 5’-

terminale cap-Struktur besitzt, eine cap-unabhängige Initiierung der Translation 

beschrieben (Wang et al., 1997). Für die Translationsinitiierung am 5’-terminalen 

Startkodon der viralen RNA wird ein fast 4700 nt entfernt gelegener 100 nt langer 

Sequenzbereich innerhalb des nicht-kodierenden Bereiches zwischen ORF5 und 

ORF6 benötigt. Zusätzlich zeigt der gesamte 800 nt lange 3’-terminale Sequenzbereich 

(3’-UTR) des BYDV als cis-agierendes Element eine Funktion als Translationsregulator 

und wird für die Virusreplikation unbedingt benötigt (Guo et al., 2000; Koev et al., 

2002). Ähnliche Elemente werden für das noch keinem Genus in der Familie 

Luteoviridae zugeordnete BLRV vermutet (Domier et al., 2002). Auch wenn nach Mayo 

& Miller (1999) solche cis-agierenden Elemente im 3’-terminalen Sequenzbereich von 

Poleroviren nicht vorliegen und von Juszczuk et al. (2000) für PLRV gezeigt wurde, 

dass die 3’-UTR zumindest in vitro nicht mit der leader sequence der sgRNA 

interagiert, ist ein Einfluss der poleroviralen 3’-UTR nach den Ergebnissen von Prüfer 

et al. (1995) auf die virale Replikation wahrscheinlich. In gleicher Weise wie eine 
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Inkompatibilität der regulierenden Sequenz in der CABYV/BWYV Viruschimäre vorliegt, 

kann dies für die BMBCChi angenommen werden. Neben einer Reduktion der RNA-

Akkumulation und damit von nachweisbarem Hüllprotein in den Viruschimären, kann 

auch eine Inkompatibilität der BChVfl 3’-UTR mit der BMYV RdRp eine nachweisbare 

Akkumulation der Viruschimäre verhindert haben. Es ist anzumerken, dass die 3’-

terminalen Nukleotide des BChVfl aufgrund des ausgewählten Oligonukleotides genau 

der Sequenz des von Hauser et al. (2002) beschriebenen BChV-2a entsprechen. 

Bisher wurde von keinem BChV-Isolat durch 3’-RACE eine Determination der 

terminalen Nukleotidsequenz durchgeführt und alle 18 terminalen Nukleotide der 

bereits beschriebenen BChV-Isolate basieren auf einer Oligonukleotidsequenz, die von 

Hauser et al. (2002) von dem Polerovirusisolat BMYV-2ITB abgeleitet wurde. Da im 

Gegensatz zu BMYV- und BWYV-Isolaten stromaufwärts dieses 18 nt langen 

Sequenzbereiches nur eine geringe Sequenzübereinstimmung zwischen BChV- und 

BMYV-Isolaten festgestellt werden kann (siehe Anhang), ist es möglich, dass der 

BMYV und BChV 3’-terminale Sequenzbereich nicht vollständig identisch ist. Die 

exakte 3'-terminale Sequenz des BChV könnte durch die verwendeten Oligonukleotide 

verändert worden sein. Dadurch könnten innerhalb der 18 terminalen Nukleotide 

Austausche vorliegen oder das verwendete Oligonukleotid hybridisiert nicht am 

direkten 3'-Ende der BChV-RNA, sondern erst stromaufwärts in einem bei Poleroviren 

konservierten Sequenzbereich. Wie an anderer Stelle beschrieben, kann eine 

ungenügende Erkennungsreaktion zwischen viraler RdRp und dem 3’-terminalen 

Sequenzbereich sowohl den Replikationsdefekt der Viruschimäre BMBCChi als auch 

das Ausbleiben einer erfolgreichen Agroinfektion bei den selektierten BChVfl erklären.  

 

 

 

 

 

 

4.9 Abschlussbetrachtung und Ausblick 

In dieser Arbeit konnten erfolgreich die Nukleotidsequenzen der beiden deutschen 

Polerovirusisolate BMYV-IPP und BChV-IPP bestimmt werden. Das BMYV-IPP ist das 

zweite bisher vollständig sequenzierte BMYV-Isolat. Die Integration beider Isolate in 

ein polerovirales phylogenetisches System bestätigte wie erwartet, die nahe 

Verwandtschaft von B. vulgaris infizierenden Poleroviren in ihrem 3’-Gencluster und 

eine geringe Übereinstimmung im 5’-Genombereich. Die beiden BMYV-Isolate BMYV-

IPP und BMYV-2ITB zeigten in ihrem 5’-Genombereich eine erhöhte Übereinstimmung 
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mit CABYV, was die Vermutung von Guilley et al. (1995) bestätigt, dass beide Viren in 

diesem Genombereich einen gemeinsamen Ursprung besitzen.  

Auf Grundlage der ermittelten Nukleotidsequenzen des BMYV-IPP und BChV-IPP 

konnten von beiden Isolaten cDNA full-length Klone hergestellt werden. Nach 

Optimierung der Methode der Agroinfektion wurden infektiöse BMYVfl selektiert. Mit der 

durchgeführten Inokulation der BMYVfl-rekombinanten Agrobakterien konnten an N. 

benthamiana Infektionsraten von 100% erreicht werden. Durch BMYVfl-Agroinfektion 

von verschiedenen Testpflanzen konnte gezeigt werden, dass ein durch die Methode 

der Agroinfektion ermitteltes BMYV-Wirtspflanzenspektrum identisch mit den in der 

Literatur beschriebenen Wirtspflanzenspektra nach Übertragung durch Aphiden ist. Die 

Methode der Agroinfektion ermöglichte durch TPIA von agroinokuliertem 

Mesophyllgewebe die Unterscheidung zwischen lokal oder systemisch infizierten 

Wirtspflanzen. Dass die Methode der Agroinfektion nicht zu einer Erweiterung des 

bekannten BMYV-Wirtspflanzenspektrums geführt hat, muss in weiteren 

Untersuchungen mit anderen Wirts- und Nicht-Wirtspflanzen bestätigt werden und hat 

unter Umständen einen Einfluss auf die bisherige Einstufung der durchgeführten 

Arbeiten in die Sicherheitsstufe 2.  

Das Ausbleiben von erfolgreichen BChVfl-Agroinfektionen konnte nicht abschließend 

geklärt werden. Da zur Herstellung und Testung der Infektiosität die gleichen Methoden 

angewandt wurden, die zur Selektion eines infektiösen BMYVfl geführt haben, ist 

jedoch naheliegend, dass eine zum BChV-IPP abweichende Nukleotidsequenz des 

BChVfl die Infektiosität verhindert. Insbesondere das bisher noch nicht durch 3’-RACE 

bestimmte terminale Ende der BChV-RNA besitzt im BChVfl möglicherweise eine 

veränderte Nukleotidsequenz. Da dieser Sequenzbereich unter Umständen ein 

virusspezifisches Erkennungsmotiv für die virale RdRp enthält, erklärt auch das 

Ausbleiben von erfolgreichen Agroinfektionen mit den BMYV/BChV-Viruschimären 

BMBCChi und BCBMChi. Die Bestimmung des 3’-terminalen Sequenzbereiches des 

BChV  ist daher eine unbedingte Voraussetzung für die Herstellung eines neuen full-

length Klons. Ob die 3’-terminale Sequenz des BChVfl tatsächlich seine Infektiosität 

verhindert, kann zusätzlich durch Herstellung einer Viruschimäre unter Beibehaltung 

der BMYV-RdRp und der BMYV 3’-terminalen Sequenz aus dem BMYVfl überprüft 

werden. Nach einem Austausch von kodierenden Sequenzbereichen im BMYVfl 3’-

Gencluster mit entsprechenden Sequenzbereichen aus dem BChVfl, würde dann eine 

Infektiosität erwartet werden. 

Die Markierung des BMYVfl mit dem Green fluorescent protein (GFP) war erfolgreich. 

Die GFP-Integration unter Verwendung des funktionellen P2A-Sequenzbereichs des 

FMDV an den C-terminalen Bereich der BMYV-RdRp bzw. N-terminalen Bereich des 
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BMYV-P0 führte allerdings zu einer Reduktion der viralen Replikation. Dies wurde 

deutlich, da nach Agroinfektion mit GFP-markierten BMYVfl in weitaus weniger Zellen 

im Inokulationsbereich Hüllprotein nachweisbar war, als in BMYVfl-agroinfiziertem 

Mesophyllgewebe beobachtet wurde. Zusätzlich konnte eine GFP-Fluoreszenz nur in 

wenigen Zellen im agroinokulierten Bereich detektiert werden. Da die GFP-

Konzentration aufgrund des Integrationsortes direkt an die Konzentration der von 

genomischer RNA translatierten Proteine P0 oder P1/2 abhängig war, bestätigt die 

geringe Anzahl von GFP-markierten Zellen die Untersuchungen von Fomitcheva et al. 

(2004) und Pfeffer et al. (2002), dass beide Proteine in infizierten Pflanzen nur in 

geringer Konzentration vorliegen. Da keine systemische Ausbreitung von GFP-

markierten BMYVfl festgestellt werden konnte, ist zu vermuten, dass durch eine 

Verlängerung des viralen Genoms um über 700 nt keine effiziente Aufnahme der Virus-

RNA in das isometrische Partikel möglich ist. Die Integration der P2A-GFP Sequenz 3’-

terminal an den von subgenomischer RNA translatierten ORF3 und Deletion eines 

nicht für die Ausbreitung und Replikation benötigten Sequenzbereiches des ORF5 

(RTD) von ~700 nt würde unter Umständen zur Selektion eines GFP-markierten 

BMYVfl mit Möglichkeit zur systemischen Ausbreitung führen. 

Nach Transformation von N. benthamiana mit dem infektiösen BMYVfl konnten 

erfolgreich BMYV Amplicon-transgene Linien selektiert werden. Die Amplicon-

transgenen Pflanzen zeigten normales Wachstum und waren von BMYVfl-

agroinfizierten N. benthamiana nicht zu unterscheiden. Obwohl in diesen Pflanzen 

theoretisch jede Zelle die Möglichkeit besitzt den BMYVfl als Transgen zu exprimieren, 

konnte nur in einer geringen Anzahl an Mesophyllzellen eine BMYV-Infektion 

nachgewiesen werden. Die Ko-Infektion der Amplicon-transgenen-Pflanzen mit PVY, 

BYV oder PEMV-1/-2 führte zu einer Erhöhung des Virustiters in der Blattlamina und zu 

einer vermehrten Infektion von Mesophyllzellen. Im Großteil des Gewebes konnte aber 

weiterhin keine BMYV-Infektion nachgewiesen werden. Der Mechanismus, der eine 

effiziente Akkumulation des BMYV in einem Großteil des untersuchten Gewebes 

verhindert, wurde in dieser Arbeit nicht im Detail analysiert. Die Erhöhung des 

Virustiters in der Blattlamina von Ko-infizierten BMYV Amplicon-transgenen Pflanzen 

zeigte, dass eine synergistische Wirkung der Ko-infizierten Viren vorlag. Da zumindest 

für PVY und BYV nachgewiesen wurde, dass sie Suppressoren des RNA-Silencing 

besitzen, liegt es nahe, dass der BMYV-Virustiter zumindest teilweise aufgrund einer 

Suppression des pflanzlichen Abwehrmechanismus wie PTGS erhöht war. Da PVY 

und BYV das Mesophyllgewebe von N. benthamiana großflächig infizieren können und 

damit eine Suppression des PTGS in einem Großteil der Zellen stattfinden müsste, 

konnte im überwiegenden Anteil von Mesophyllzellen kein BMYV nachgewiesen 
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werden. In diesen BMYV-freien Zellen ist daher die Suppressorfunktion des Ko-

infizierten Virus nicht effektiv. Da virale Suppressoren kein TGS sondern nur PTGS 

unterdrücken bzw. aufheben können, ist zu vermuten, dass in BMYV-freien Zellen ein 

TGS etabliert ist. Grundsätzlich würde das bedeuten, dass in BMYV Amplicon-

transgenen Pflanzen sowohl PTGS als auch TGS vorliegt.  Für eine genaue Analyse 

des Silencing-Mechanismus müssten mit BMYV Amplicon-transgene Pflanzen eine 

Methylierungsanalyse des CaMV 35S-Promotors und ein Nachweis von Amplicon-

spezifischen siRNAs durchgeführt werden.  
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9 Anhang 

9.1 Nukleotidsequenzen von BMYV-IPP und BChV-IPP  
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Abbildung 9.1 (Fortsetzung) 
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Abbildung 9.1 (Fortsetzung) 
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Abbildung 9.1 (Fortsetzung) 

 

Abbildung 9.1: Die komplette Nukleotidsequenz des BMYV-IPP als DNA mit 

Angabe der Leserahmen, konservierter Bereiche und Motive (unterstrichen oder 

beschriftet) aus L189. 

 

 

Tabelle 9.1: Berechnung des relativen Molekulargewichts (Mr) der durch BMYV-

IPP kodierten putativen Proteine mit dem Programm PEPTIDEMASS (Wilkins et 

al., 1997). 

BMYV-IPP Protein Mr in kDa 

P0 28,24 

P1 72,01 

P1/2 121,67 

P3 22,57 

P3/5 74,15 

P4 19,47 
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Abbildung 9.2 
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Abbildung 9.2 (Fortsetzung) 
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Abbildung 9.2 (Fortsetzung) 
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Abbildung 9.2 (Fortsetzung) 

 

Abbildung 9.2: Die komplette Nukleotidsequenz des BChV-IPP als DNA mit 

Angabe der Leserahmen, konservierter Bereiche und Motive (unterstrichen oder 

beschriftet) aus L362. 

 

 

 
BChV-2a   (5710) AAGGATAGGCA-CGAATGTTCCCCTTATTTAAAGGGTTATACAGTAGGATCCTACGGCACTTCGGTGT 

BChV-IPP  (5706) AAGGATAGGCA-CGAGTGTTTCCCT----TAAAGGCTTATACAGTAGGATCCTACGGCACTTCGGTGT 

BChV-CR   (5679) AAGGATAGGCAACGAGTGTTACCCAT---TGCAGGGTTACAGAAG-GACTCCTACGGCACTTCGGTGT 

BMYV-2ITB (5668) AAGGATAGGCAACGAGTGTTTTAC------GCTGGG----ATAA---CTCCCTACGGCACTTCGGTGT 

BMYV-IPP  (5669) AAGGATAGGCAACGAGTGTTTTAC------GCTGGG----ATAA---CTCCCTACGGCACTTCGGTGT 

BWYV-FL1  (5587) ACGGATAGGCAACGAGTGTTTTAC------GCTGGG----AGAA---ATCCCTACGGCACTTCGGTGT 

CABYV     (5606) AAGGATAGGCAACGAACGTTCCCACG---TAGTGGAA-ACAGGGGGATTCCCCCTGGCGTTTCGGTGT 

Abbildung 9.3: Alignment der 3'-terminalen Nukleotidsequenzen als DNA von 

Poleroviren. Die 18 terminalen Nukleotide (unterstrichen) der Isolate BChV-2a 

und BChV-CR wurden von Hauser et al. (2002) nicht bestimmt, sondern von der 

Sequenz des BMYV-2ITB übernommen. Die 33 terminalen Nukleotide des BChV-

IPP (unterstrichen) wurden von dem Isolat BChV-2a abgeleitet. 
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Tabelle 9.2: Berechnung des relativen Molekulargewichts (Mr) der durch BChV-

IPP kodierten putativen Proteine mit dem Programm PEPTIDEMASS (Wilkins et 

al., 1997). 

BChV-IPP Protein Mr in kDa 

P0 28,29 

P1 71,86 

P1/2 121,52 

P3 22,57 

P3/5 74,49 

P4 19,47 

 

 

 

9.2 Sequenzvergleiche 

Die Aminosäuresequenzvergleiche wurden mit dem GAP Programm mit einer gap 

penalty von 8 und einer extension penalty von 2 berechnet (Huang, 1994).  

 

 

 

Tabelle 9.3: Vergleich der putativen Aminosäuresequenzen der P1-P5 des BMYV-

IPP mit entsprechenden Sequenzbereichen anderer Poleroviren. 

 BMYV-2ITB BChV-IPP BWYV-FL1 CABYV PLRV CYDV 

P0 91 24 26 41 22 21 

P1 95 30 33 47 30 30 

P2 98 57 57 66 55 56 

P3 98 92 92 66 63 62 

P4 93 88 93 41 40 39 

P5 96 86 88 37 38 41 

Aminosäuresequenz des P2 ab putativem Leserasterwechsel und des P5 ab Stopkodon 

des ORF3. 
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Tabelle 9.4: Vergleich der putativen Aminosäuresequenzen der P1-P5 des BChV-

IPP mit entsprechenden Sequenzbereichen anderer Poleroviren. 

 BChV-2a BMYV-IPP BWYV-FL1 CABYV PLRV CYDV 

P0 94 24 25 22 22 21 

P1 94 30 30 32 27 26 

P2 94 57 55 58 51 45 

P3 94 92 92 65 61 62 

P4 89 88 92 44 39 37 

P5 88 86 85 37 38 37 

Aminosäuresequenz des P2 ab putativem Leserasterwechsel und des P5 ab Stopkodon 

des ORF3. 

 

Das FLAG Alignment der Nukleotidsequenzen des BMYV-IPP und BChV-IPP wurde 

mit dem Programm FLAG Alignment Version 0.3 des Biomedical Engineering Center 

(BMEC) am Industrial Technology Research Institute (ITRI), Taiwan 

(http://bioinformatics.itri.org.tw/prflag/prflag.php) mit vorgegebenen Standard-

Einstellungen durchgeführt. 

 

 

 

Tabelle 9.5: Übersicht über die in den Sequenzvergleichen verwendeten 

Virussequenzen mit Angabe der GENBANK Accession Nummer. 

Virusisolate GENBANK Accession Nummer 

BWYV-FL1 AF473561 

CABYV X76931 

PLRV-Can D13954 

BChV-2a AF352024 

BMYV-2ITB X83110 

CYDV-RPV NC04751 
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Tabelle 9.6: Festgestelltes BMYV-Wirtspflanzenspektrum nach Agroinfektion im 

Vergleich zu Wirtspflanzenspektra, von denen in verschiedenen Versuchen nach 

BMYV-Blattlausübertragungen berichtet wurde. 
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Solanaceae         

N. benthamiana + +    - +  

N. clevelandii +  -   - +  

N. tabacum cv. 'Xanthi' -  -      

N. edwardsonii -        

N. rustica -        

N. glutinsoa -        

N. occidentalis -     -   

Chenopodiaceae         

B. vulgaris + + + + + +  + 

C. capitatum - - - +  +  - 

C. foliosum -  - +     

C. quinoa -  - -     

Brassicaceae         

C. bursa-pastoris + + + + + +  + 

B. napus -   - - -  - 

Lamiaceae         

L. purpureum +    +    
 bei freien Feldern wurden die entsprechende Pflanzenart nicht getestet. 

 + = Wirtspflanze; - = keine Wirtspflanze. 
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9.3 Auflistung festgestellter Virustiter und statistische Auswertungen 

9.3.1 Vergleich der BMYVfl-transgenen Linien 220.01. und 220.02.13 

Tabelle 9.7: Absorptionsmesswerte nach DAS-ELISA von Blattstielproben mit 

Angabe der Mittelwerte und Standardabweichungen. 

 Linie 220.01 

(n=9) 

Linie 220.02.13 

(n=10) 

Mittelwert 0,899 0,807 

Standardabweichung 0,32 0,26 

Messwerte 0,767 0,794 1,230 0,739 

 0,859 0,641 1,321 0,666 

 1,434 1,227 1,259 0,871 

 1,332 1,222 1,203 0,875 

 1,020 1,016 0,704 0,632 

 1,028 0,970 0,612 0,707 

 0,984 0,294 0,812 0,705 

 1,005 0,280 0,842 0,559 

 0,627  0,472 0,739 

 0,685  0,533 0,666 

Pro Probe wurden zwei Messwerte ermittelt (jeweils grau oder weiss innerhalb der 

Spalten). 

 

 

U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney bei unabhängigen Stichproben: 
Getestet zu α=0,05: Z=-0,980, p=0,356 
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9.3.2 Ko-Inokulation der Linie 220.01 mit PVY oder BYV 

Tabelle 9.8: DAS-ELISA Absorptionswerte aus Blattstielproben der Linie 220.01 

nach Ko-Inokulation mit PVY oder BYV und von nicht-transgenen N. 

benthamiana Kontrollpflanzen mit Angabe der Mittelwerte und 

Standardabweichungen. 

 220.01 nicht-transgene Kontrollen 

 ohne 

n=7 

+PVY 

n=8 

+BYV 

n=6 

ohne 

n=2 

+PVY 

n=2 

+BYV 

n=2 

Mittelwert 0,580 1,000 0,821 0,147 0,174 0,134 

Standardabweichung 0,129 0,287 0,147 0,024 0,012 0,024 

Messwerte 0,788 0,743 1,028 0,121 0,166 0,137 

 0,734 0,771 1,039 0,134 0,188 0,115 

 0,567 1,164 0,836 0,173 0,163 0,167 

 0,539 1,273 0,784 0,163 0,180 0,117 

 0,485 1,558 0,574    

 0,525 1,625 0,604    

 0,391 0,652 0,775    

 0,414 0,653 0,762    

 0,616 0,849 0,960    

 0,642 0,950 0,920    

 0,75 0,954 0,758    

 0,714 1,014 0,812    

 0,471 1,06     

 0,484 1,02     

  0,877     

  0,841     

Pro Probe wurden zwei Messwerte ermittelt (jeweils grau oder weiss innerhalb der 

Spalten). 
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Tabelle 9.9: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.8 dargestellten 

Absorptionswerte nach paarweisem Vergleich durch den U-Test nach Wilcoxon, 

Mann und Whitney: Auflistung der errechneten p- und Z-Werte und Vergleich zu 

α/5=0,01 (α-Adjustierung). 

 

 

220.0

1 

220.01

+PVY 

220.01+

BYV 

nicht transgen nicht transgen+ 

PVY 

nicht transgen+ 

BYV 

220.01 

   

p<0,00

1 

Z=-4,19

p<0,001

Z=-3,49 

p=0,003 

Z=-2,97 

p=0,003 

Z=-2,97 

p=0,003 

Z=-2,97 

220.01+PVY 

    

p=0,100

Z=-1,67 

p=0,002 

Z=-3,02 

p=0,002 

Z=-3,02 

p=0,002 

Z=-3,02 

220.01+BYV 

     

p=0,004 

Z=-2,91 

p=0,004 

Z=-2,91 

p=0,004 

Z=-2,91 

nicht 

transgen 

      

p=0,110 

Z=-1.56 

p=0,386 

Z=-0,87 

nicht 

transgen + 

PVY       

p=0,083 

Z=-1,73 

nicht 

transgen + 

BYV        

 b c c a a a 
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9.3.3 Ko-Inokulation der Linie 220.02.13 mit PVY, BYV oder PEMV-1/-2 

 

Tabelle 9.10: DAS-ELISA Absorptionswerte in Blattstielen (BS) und Blattlamina 

(BL) aus dem oberen Stängelbereich in Pflanzen der Linie 220.02.13 zwei (nicht 

Ko-infiziert, +PVY, +BYV) und drei (PEMV-1/-2) Wochen nach der Ko-Inokulation 

mit Angabe der Mittelwerte (Ø) und Standardabweichungen (St). 

 220.02.13 

n=9 

220.02.13+PVY 

n=10 

220.02.13+BYV 

n=8 

220.02.13+PEMV 

n=9 

BS BL BS BL BS BL BS BL 

Ø 0,684 Ø 0,253 Ø 0,979 Ø 0,316 Ø 0,132 Ø 0,060 Ø 0,479 Ø 0,264 

 

 

# St ± 0,18 St ± 0,07 St ± 0,16 St ± 0,11 St ± 0,12 St ± 0,07 St ± 0,33 St ± 0,24 

1 0,433 0,313 0,718 0,303 0,093 0,113 0,639 0,281 

 0,458 0,306 0,728 0,275 0,072 0,086 0,693 0,263 

2 0,462 0,337 0,986 0,428 0,114 0,000 0,635 0,644 

 0,486 0,317 0,981 0,426 0,150 0,000 0,716 0,683 

3 0,817 0,118 0,998 0,415 0,398 0,227 0,424 0,087 

 0,860 0,122 0,953 0,440 0,410 0,231 0,429 0,097 

4 0,649 0,191 0,843 0,444 0,071 0,000 1,183 0,248 

 0,688 0,202 0,860 0,423 0,060 0,034 1,152 0,258 

5 0,656 0,297 0,881 0,181 0,122 0,010 0,253 0,140 

 0,666 0,297 0,913 0,148 0,112 0,019 0,247 0,126 

6 0,677 0,279 0,781 0,193 0,000 0,100 0,212 0,148 

 0,667 0,312 0,868 0,208 0,000 0,105 0,244 0,113 

7 0,845 0,163 1,053 0,289 0,177 0,000 0,166 0,049 

 0,883 0,190 1,104 0,261 0,198 0,000 0,150 0,072 

8 0,539 0,314 1,229 0,180 0,035 0,009 0,105 0,051 

 0,566 0,338 1,127 0,217 0,103 0,025 0,117 0,068 

9 1,004 0,213 1,278 0,493   0,633 0,763 

 0,960 0,243 1,297 0,422   0,621 0,656 

10   0,994 0,295     

   0,985 0,288     

Pro Probe wurden zwei Messwerte ermittelt (jeweils grau oder weiss innerhalb der 

Spalten). 
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Tabelle 9.11: DAS-ELISA Absorptionswerte in Blattstielen (BS) und Blattlamina 

(BL) aus dem oberen Stängelbereich in Pflanzen der Linie 220.02.13 aus Tabelle 

9.10 vier (nicht Ko-infiziert, +PVY) und fünf (PEMV-1/-2) Wochen nach der Ko-

Inokulation mit Angabe der Mittelwerte (Ø) und Standardabweichungen (St). 

 220.02.13 

n=9 

220.02.13+PVY 

n=10 

220.02.13+PEMV 

n=9 

BS BL BS BL BS BL 

Ø 0,378 Ø 0,067 Ø 0,560 Ø 0,276 Ø 0,512 Ø 0,235 

 

 

# St ± 0,29 St ± 0,07 St ± 0,16 St ± 0,09 St ± 0,13 St ± 0,18 

1 0,595 0,137 0,507 0,315 0,397 0,090 

 0,664 0,137 0,554 0,351 0,365 0,088 

2 0,888 0,274 0,548 0,387 0,537 0,133 

 0,881 0,153 0,524 0,362 0,653 0,123 

3 0,287 0,005 0,339 0,118 0,791 0,074 

 0,217 0,010 0,265 0,197 0,787 0,062 

4 0,181 0,073 0,461 0,248 0,444 0,068 

 0,223 0,036 0,462 0,225 0,492 0,132 

5 0,193 0,038 0,464 0,126 0,529 0,128 

 0,174 0,062 0,482 0,140 0,519 0,111 

6 0,696 0,061 - - 0,345 0,152 

 0,808 0,082 - - 0,387 0,156 

7 0,112 0,009 0,641 0,375 0,550 0,063 

 0,125 0,016 0,648 0,274 0,629 0,073 

8 0,270 0,000 0,703 0,350 0,465 0,328 

 0,277 0,000 0,860 0,323 0,508 0,309 

9 0,097 0,085 0,703 0,350 0,486 0,284 

 0,108 0,026 0,860 0,323 0,335 0,296 

10   0,339 0,118   

   0,265 0,197   

Pro Probe wurden zwei Messwerte ermittelt (jeweils grau oder weiss innerhalb der 

Spalten). 
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Tabelle 9.12: DAS-ELISA Absorptionswerte in Blattstielen (BS) und Blattlamina 

(BL) aus dem mittleren Stängelbereich in Pflanzen der Linie 220.02.13 zwei (nicht 

Ko-infiziert, +PVY, +BYV) und drei (PEMV-1/-2) Wochen nach der Ko-Inokulation 

mit Angabe der Mittelwerte (Ø) und Standardabweichungen (St). 

 220.02.13 

n=9 

220.02.13+PVY 

n=10 

220.02.13+BYV 

n=8 

220.02.13+PEMV 

n=9 

BS BL BS BL BS BL BS BL 

Ø 0,728 Ø 0,158 Ø 0,620 Ø 0,384 Ø 0,808 Ø 0,895 Ø 1,060  Ø 1,140  

 

 

# St ± 0,24 St ± 0,19 St ± 0,50 St ± 0,16 St ± 0,28 St ± 0,46 St ± 0,31 St ± 0,58 

1 1,255 0,120 1,451 0,489 1,226 0,076 1,854 0,752 

 1,137 0,122 2,405 0,470 1,176 0,082 1,906 0,667 

2 0,925 0,085 0,959 0,301 1,012 0,737 1,100 2,306 

 0,917 0,074 0,715 0,319 1,097 0,664 1,074 2,033 

3 0,943 0,640 0,648 0,425 0,943 1,351 1,115 1,242 

 0,866 0,644 0,694 0,389 0,948 1,171 1,054 1,069 

4 0,776 0,204 0,584 0,309 0,928 1,279 0,967 1,283 

 0,789 0,204 0,508 0,296 0,958 0,978 1,023 1,192 

5 0,709 0,189 0,510 0,408 0,883 1,164 1,074 2,057 

 0,731 0,194 0,463 0,743 0,851 1,177 0,842 2,010 

6 0,604 0,018 0,341 0,574 0,701 1,533 0,866 0,784 

 0,677 0,026 0,421 0,546 0,585 1,440 1,018 0,826 

7 0,480 0,051 0,394 0,255 0,445 1,094 0,857 1,026 

 0,501 0,044 0,362 0,318 0,388 0,663 0,818 0,936 

8 0,476 0,000 0,348 0,676 0,396 0,391 0,809 0,720 

 0,458 0,002 0,317 0,430 0,398 0,510 0,792 0,727 

9 0,433 0,122 0,318 0,167    0,452 

 0,432 0,106 0,323 0,190    0,451 

10   0,417 0,163     

   0,212 0,215     

Pro Probe wurden zwei Messwerte ermittelt (jeweils grau oder weiss innerhalb der 

Spalten). 

 

 

 

 

 



                                                                                                                         Anhang 

 267

Tabelle 9.13: DAS-ELISA Absorptionswerte in Blattstielen (BS) und Blattlamina 

(BL) aus dem mittleren Stängelbereich in Pflanzen der Linie 220.02.13 aus 

Tabelle 9.10 vier (nicht Ko-infiziert, +PVY) und fünf (PEMV-1/-2) Wochen nach der 

Ko-Inokulation mit Angabe der Mittelwerte (Ø) und Standardabweichungen (St). 

 220.02.13 

n=9 

220.02.13+PVY 

n=10 

220.02.13+PEMV 

n=9 

BS BL BS BL BS BL 

Ø 0,553 Ø 0,040 Ø 0,710 Ø 0,475 Ø 0,634 Ø 0,235 

 

 

# St ± 0,25 St ± 0,03 St ± 0,32 St ± 0,28 St ± 0,16 St ± 0,18 

1 0,433 0,045 0,510 0,441 0,590 0,016 

 0,510 0,022 0,451 0,401 0,560 0,019 

2 1,215 0,105 1,083 0,494 0,474 0,397 

 1,087 0,052 1,010 0,443 0,663 0,404 

3 0,584 0,003 0,434 0,345 0,593 0,105 

 0,463 0,014 0,470 0,513 0,481 0,158 

4 0,272 0,014 0,654 0,769 0,510 0,053 

 0,300 0,011 0,734 0,860 0,669 0,035 

5 0,312 0,027 0,240 0,127 0,833 0,358 

 0,455 0,007 0,342 0,089 0,892 0,272 

6 0,442 0,079 - - 0,660 0,351 

 0,568 0,006 - - 0,590 0,279 

7 0,611 0,020 0,857 0,370 0,730 0,663 

 0,532 0,034 0,885 0,234 0,805 0,491 

8 0,727 0,036 1,296 1,017 0,725 0,177 

 0,661 0,016 1,443 1,095 0,916 0,206 

9 0,402 0,119 0,588 0,315 0,367 0,105 

 0,383 0,107 0,689 0,418 0,356 0,126 

10   0,434 0,345   

   0,470 0,513   

Pro Probe wurden zwei Messwerte ermittelt (jeweils grau oder weiss innerhalb der 

Spalten). 
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Tabelle 9.14: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 und Tabelle 9.12 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der nicht Ko-infizierten Pflanzen der 

Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und Z-

Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,008 

Z=-2,66 

p=0,678 

Z=-0,42 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,138 

Z=-1,48 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,008 

Z=-2,66 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 

 

 

Tabelle 9.15: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.11 und Tabelle 9.13 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der nicht Ko-infizierten Pflanzen der 

Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und Z-

Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,008 

Z=-2,66 

p=0,051 

Z=-1,95 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,260 

Z=-1,12 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,008 

Z=-2,66 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 
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Tabelle 9.16: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 und Tabelle 9.12 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der PVY Ko-infizierten Pflanzen der 

Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und Z-

Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

+PVY 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,005 

Z=-2,80 

p=0,074 

Z=-1,78 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,508 

Z=-0,663 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,114 

Z=-1,58 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 

 

Tabelle 9.17: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.11 und Tabelle 9.13 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der PVY Ko-infizierten Pflanzen der 

Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und Z-

Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

+PVY 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,008 

Z=-2,66 

p=0,110 

Z=-1,59 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,021 

Z=-2,31 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,021 

Z=-2,31 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 
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Tabelle 9.18: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 und Tabelle 9.12 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der PEMV-1/-2 Ko-infizierten Pflanzen 

der Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und 

Z-Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

+PEMV 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,021 

Z=-2,31 

p=0,011 

Z=-2,54 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,011 

Z=-2,54 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,953 

Z=-0,06 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 

 

Tabelle 9.19: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.11 und Tabelle 9.13 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der PEMV-1/-2 Ko-infizierten Pflanzen 

der Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und 

Z-Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

+PEMV 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,008 

Z=-2,66 

p=0,110 

Z=-1,59 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,314 

Z=-1,00 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,008 

Z=-2,66 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 
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Tabelle 9.20: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 und Tabelle 9.12 

dargestellten Absorptionswerte innerhalb der BYV Ko-infizierten Pflanzen der 

Linie 220.02.13 durch den Wilcoxon-Test: Auflistung der errechneten p- und Z-

Werte und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 

+BYV 

220.02.13 

Oben BS 

220.02.13 

Oben BL 

220.02.13 

Mitte BS 

220.02.13 

Mitte BL 

220.02.13 

Oben BS   

p=0,343 

Z=-0,94 

p=0,012 

Z=-2,52 

nd 

 

220.02.13 

Oben BL     

nd 

 

p=0,017 

Z=-2,38 

220.02.13 

Mitte BS     

p=0,484 

Z=-0,70 

220.02.13 

Mitte BL      

BS=Blattstiel; BL=Blattlamina; nd=nicht durchgeführt. 

 

Tabelle 9.21: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 bis Tabelle 9.13 

dargestellten Absorptionswerte der PEMV-1/-2  Ko-infizierten Pflanzen im 

Vergleich zu PVY Ko-infizierten Pflanzen der Linie 220.02.13 durch den U-Test 

nach Wilcoxon, Mann und Whitney: Auflistung der errechneten p- und Z-Werte 

und Vergleich zu α/3=0,0161 bzw. α/2=0,0252 (α-Adjustierung). 

 PVY Ko-infizierte Pflanzen der Linie 220.02.13 
 oberer Stängelbereich mittlerer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina Blattstiel Blattlamina 

220.02.13+PEMV     

3 Wochen1     

Oben Blattstiel p=0,001; Z=-3,02    

Oben Blattlamina  p=0,133; Z=-1,55   

Mitte Blattstiel   p=0,001; Z=-3,02  

Mitte Blattlamina    p<0,001; Z=-3,67 

5 Wochen2     

Oben Blattstiel p=0,489; Z=-0,75    

Oben Blattlamina  p=0,004; Z=-2,78   

Mitte Blattstiel   p=0,863; Z=-0,22  

Mitte Blattlamina    p=0,077; Z=-1,81 
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Tabelle 9.22: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 bis Tabelle 9.13 

dargestellten Absorptionswerte der PVY, BYV oder PEMV-1/-2  Ko-infizierten 

Pflanzen der Linie 220.02.13 im Vergleich zur nicht Ko-infizierten Kontrolle durch 

den U-Test nach Wilcoxon, Mann und Whitney: Auflistung der errechneten p- und 

Z-Werte und Vergleich zu α/3=0,0161 bzw. α/2=0,0252 (α-Adjustierung). 

 nicht Ko-infizierte Pflanzen der Linie 220.02.13 
 oberer Stängelbereich mittlerer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina Blattstiel Blattlamina 

220.02.13+PVY     
2 Wochen1     

Oben Blattstiel p=0,003; Z=-2,85    

Oben Blattlamina  p=0,447; Z=-0,81   

Mitte Blattstiel   p=0,008; Z=-2,57  

Mitte Blattlamina    p=0,013; Z=-2,44 

4 Wochen2      

Oben Blattstiel p=0,113; Z=-1,63    

Oben Blattlamina  p<0,001; Z=-3,31   

Mitte Blattstiel   p=0,258; Z=-1,14  

Mitte Blattlamina    p<0,001; Z=-3,48 

220.02.13+BYV      

2 Wochen1     

Oben Blattstiel p<0,001; Z=-3,46    

Oben Blattlamina  p=0,001; Z=-3,08   

Mitte Blattstiel   p=0,743; Z=-0,38  

Mitte Blattlamina    p=0,006; Z=-2,69 

220.02.13+PEMV     

3 Wochen1     

Oben Blattstiel p=0,113; Z=-1,63    

Oben Blattlamina  p=0,297; Z=-1,10   

Mitte Blattstiel   p=0,011; Z=-2,51  

Mitte Blattlamina     

p<0,001; Z=-3,48 

5 Wochen2     

Oben Blattstiel p=0,190; Z=-1,36    

Oben Blattlamina  p=0,024; Z=-2,25   

Mitte Blattstiel   p=0,136; Z=-1,54  

Mitte Blattlamina    p=0,003; Z=-2,87 
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Tabelle 9.23: Statistische Auswertung der in Tabelle 9.10 bis Tabelle 9.13 

dargestellten Absorptionswerte der PVY oder PEMV-1/-2 Ko-infizierten Pflanzen 

im Vergleich zu BYV Ko-infizierten Pflanzen der Linie 220.02.13 durch den U-Test 

nach Wilcoxon, Mann und Whitney: Auflistung der errechneten p- und Z-Werte 

und Vergleich zu α/3=0,016 (α-Adjustierung). 

 BYV Ko-infizierte Pflanzen der Linie 220.02.13 
 oberer Stängelbereich mittlerer Stängelbereich 

 Blattstiel Blattlamina Blattstiel Blattlamina 

220.02.13+PVY     
2 Wochen     

Oben Blattstiel p<0,001;  

Z=-3,55 

   

Oben Blattlamina  p<0,001; 

 Z=-3,29 

  

Mitte Blattstiel   p=0,034; 

 Z=-2,13 

 

Mitte Blattlamina    p=0,009;  

Z=-2,57 

220.02.13+PEMV     

3 Wochen     

Oben Blattstiel p=0,006;  

Z=-2,69 

   

Oben Blattlamina  p=0,015;  

Z=-2,40 

  

Mitte Blattstiel   p=0,059;  

Z=-1,92 

 

Mitte Blattlamina    p=0,606;  

Z=-0,57 
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9.4 Klonierungsstrategien, Vektorherstellung und Längenstandard 

 

Abbildung 9.4: Schematische Darstellung des Vektors V174. Das Ursprungs-

plasmid pUC57 (MBI Fermentas, GenBank # Y14837) wurde um einen doppelten 

CaMV 35S Promotor und eine CaMV Polyadenylisierungssequenz erweitert und 

ergab V174_pUE35AA. Die CaMV Transkriptionsregulatoren wurden aus pRT100 

(Töpfer et al., 1987, GenBank # X05868) entnommen und ergänzt. Die verdoppelte 

35S Promotorsequenz ist angelehnt an die im pRT100 beschriebene 35S 

Promotorsequenz (Töpfer et al., 1987).  

 

V174_pUE35AA 
3778 bp 

2x CaMV 35S Promoter 
       (414-1160) 

ori 
(1944-2558) 

Transkriptionsstart (1161) 

Polyadenylierungssignal (1489-1495) 

AmpR 
(2721-3578) 

Apa I  

Asc I 

Ava I  

Bgl II  

Bsp120 I  

BstAP I 

EcoR I  

Mfe I  

Nhe I  

Pst I  

Sda I

SnaB I  

Xba I  
BamH I  

BamH I  

EcoR V  

EcoR V  

Sph I  

Sph I  

Sca I 

Sca I  

Tat I  

Tat I  

Tat I  

Nsb I  

Nsb I  

Nsb I  
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Abbildung 9.5: Schematische Darstellung des Vektors pKali. Das Ursprungs-

plasmid pLitmus38 (NEB) wurde um Bereiche der MCS aus pNEB193 (NEB, Kpn 

I/HindIII) erweitert und ergab pLitmus193 (V146). In pLitmus193 wurde ein Kn-

Resistenzgen aus pUC4K (Pharmacia, GenBank # 06404) über Hinc II (blunt end) 

und Swa I/Hpa I (blunt end) integriert und ergab pKali (V168).  

 

 

Hind III  pKALI 
2997 bp 

lacZα 
(2577-2966)

ori 
(1808-2406) 

KnR 
(134-946) 

Apa I  

Asc I  

Asp718  

Bsp120 I  

BssH II  

EcoR I  

EcoR V  

Mfe I  

Nae I  

NgoM I  

Sac I  

SnaB I  

Sph I  

Xba I  

Kpn I  

BamH I  

BamH I 

Hind III  
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Abbildung 9.6: Schematische Darstellung des Vektors pBIN_SN. In den binären 

Vektor Bin19 (Bevan, 1984; Frisch et al., 1995; GenBank # U09365) wurde über 

EcoR I/Hind III eine MCS aus pSLNEB (V89) integriert und ergab pBIN_SN (V92). 

Der pSLNEB entstand durch Integration eines EcoR I/Xba I Fragmentes aus 

pNEB193 (NEB, pUC19 Derivat) in den pSL1180 (V75, Amershan Bioscience, 

GenBank # U13865, pUC118 Derivat).  

 

 

 

 

oriV

pBIN_SN 

11947 bp

npt II 
(8146-9128) 

npt III 
(2280-3071) 

putative TetR 
(4686-5684) 

nos-Promoter 
(9131-3101) 

nos-Termination 
(7673-7928) 

Linke Border
(6117-6142) 

Rechte Border 
(9470-9494) 

Age I  

Apa I  

Asc I 

BamH I  

Bsp120 I  

Bsp1407 I  

BstE II  

EcoR I 

Mfe I  

Nhe I  

Not I  

Sfu I  

SnaB I  

Xba I  

Sac I  

Sac I  
Hind III  
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Abbildung 9.7: Schematische Darstellung des Vektors p996. In den Vektor 

pGEMTeasy (Promega) wurde über Nco I und Pst I eine GFP-Sequenz integriert.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

p996
3732 bp 

ori 
(3097-3552) 

GFP 
(39-755) 

AmpR 

 (2057-2914) 

Apa I  

BamH I  

Bsp120 I 

Bsp1407 I  

BsrG I  

Nae I Nco I  

NgoM I  

Pst I  

Sac I  

Sda I  

Sph I  

Xba I  

Sca I  

Sbf I  Nsb I  

Nsb I  

Tat I  

Tat I  
Tat I  
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Abbildung 9.8: Schematische Darstellung des Vektors p442. In das 

Ursprungsplasmid  pT7T319U (Pharmacia) ist eine verdoppelte CaMV 35S 

Promotor Sequenz und ein Polyadenylierungssignal integriert worden. Die 

verdoppelte 35S Promotorsequenz ist angelehnt an die im pRT100 beschriebene 

35S Promotorsequenz (Töpfer et al., 1987). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ampr 

(2408-3268) 

Nsb I 

p442 
(pe35Stu_pA) 

3845 bp 

Polyadenylierungssignal 
(984-1193) 

2x CaMV 35S 
(217-960) 

Asp718 

BamH I 

Eag I 

EcoR I 

EcoR V 

Nae I 

NgoM I 

Pst I 

Sac I 

Sda I 

Sph I 

Tat 

Xba I 

Sca I 

Sbf I 

Kpn I 

Cla I 

Stu I 

Hind III 

Nsb I 

Transkriptionsstart  (961) 
 



                                                                                                                         Anhang 

 279

 

Abbildung 9.9: Schematische Darstellung des Vektors L140 der eine verdoppelte 

CaMV 35S Promotorsequenz (nach Töpfer et al., 1987) und eine Ribozymsequenz 

enthält. Nach NgoM IV / Bsa I Restriktionsspaltung und Auffüllreaktion mit 

Klenow wurde in einen pBluescript II SKM (Stratagene) aus dem Vektor  

pGEM7Zf(+) (Promega) ein Kpn I/BamH I Fragment integriert (L139). 

Anschliessend wurde aus dem V162 nach einer Cla I / Hind III Restriktions-

spaltung der verdoppelte CaMV 35S Promotor und die Ribozymsequenz in L139 

kloniert und ergab L140. 

 

 

 

L140 
3811 bp 

Ampr 

(2829-2686) 

2x CaMV 35s Promotor 

(629-1371) 

Asc I 

Bsp120 I 

EcoR V 

Not I 

Pst I 

SnaB I 

Xho I 

Cla I 

Hind III 
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Abbildung 9.10: Schematische Darstellung der Herstellung der Ribozymsequenz 

nach Shintaku et al. (1996) und Klonierung des V162 mit verdoppeltem CaMV 

35S-Promotor (Töpfer et al., 1987) und Ribozymsequenz. 
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Abbildung 9.11: Herstellung der funktionellen P2A-Sequenz durch Hybridisierung 

der Oligonukleotide P2 1 und P2 2 (Primerdimer) und Klonierungsteilschritte zur 

Herstellung von 3'REP-BMYVflGFP (L309-L312).  An der durch einen Pfeil 

gekennzeichneten P2A-Sequenz (PG/P) findet der Ribosomensprung (Donnelly et 

al., 2001a & 2001b) statt, der die Prozessierung von zwei Proteinen innerhalb 

eines Leserahmens zur Folge hat. 
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Abbildung 9.12: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie zur 

Herstellung der 5'P0-BMYVflGFP durch Integration einer GFP-P2A Sequenz an das 

5'-Ende des BMYVfl ORF0. Die Herstellung des Vektors p1000/9 ist in Abbildung 

9.11 beschrieben. 
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Abbildung 9.13:  Übersicht über Klonierungen zur Deletion von sechs 5'-

Fremdnukleotiden im BMYVfl durch Hybridisierung der Oligonukleotide Mut1s 

und Mut1as und Integration des Fragmentes in den BMYVfl. Der unterstrichene 

Sequenzabschnitt entspricht dem BMYVfl cDNA Bereich. 
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Abbildung 9.14: Klonierungsstrategie zur Herstellung des AscI∆BChVfl durch 

Integration des mit den Oligonukleotiden BChVAscI und BChVBstAPI 

amplifizierten  PCR-Fragmentes in den BChVfl. Die Lysate L407 und L408 sind 

Populationen aus jeweils 10 Einzellysaten. 
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Abbildung 9.15: Herstellung der (A) DIG-nptII und (B) DIG-35S Sonden zur 

Transgendetektion in BMYV-Amplicon transgenen N. benthamiana. (A) Das für 

die Herstellung der nptII-Sonde amplifizierte PCR-Fragment umfasst die gesamte 

nptII-Sequenz in pBIN19 (Abbildung 9.6) mit dem Bereich bis zur rechten  

Bordersequenz. Das PCR-Fragment wurde nach Hind III/Xba I in den 

Plamsidvektor pLitmus28 überführt und ergab p104. (B) In p1231 

(Ursprungsvektor pT7T3_18U) liegt eine verdoppelte CaMV 35S-

Promotorsequenz (Töpfer et al., 1987) vor. An p104 und p1231 wurden mit den 

universellen Oligonukleotiden M13U43 und M13R49 unter Verwendung des PCR 

DIG Labeling Kit (Roche) die beiden DIG-markierten Sonden amplifiziert. 
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Abbildung 9.16: Übersicht über verwendete Größenstandards mit Längenangabe 

(bp) oder Molekulargewicht (kDa) der aufgetrennten Fragmente: (A) λ-Pst I-

Größenstandard in einem 1%igen Agarosegel (Fragemente kleiner als 264 bp 

sind nicht dargestellt. (B) DNA-Größenstandard II (Roche) in einem 1%igen 

Agarosegel, eingesetzt als DIG-markierter Standard. (C) Prestained Protein-

Größenstandard (Prescision Plus Protein Standard©, Bio-Rad 161-0374, dual 

color). 
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