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EINLEITUNG

Die Arbeitsgruppen fir "Funktionelle Genomik" und "Virologie und
Diagnostik" des Versuchszentrums Laimburg haben eine neue Me-
thode fir die DNA-Qualitatskontrolle der auf PCR (Polymerase-Ket-
tenreaktion) basierenden Detektion von Phytoplasmen, den Erre-
gern der Apfeltriebsucht, etabliert.

Die neue Vorgehensweise vereinfacht den Nachweis von Phytoplas-
men und kommt dartber hinaus auch fir andere Forschungszwecke
in Frage. Sie wurde aulRerdem vom Versuchszentrum Laimburg er-
folgreich patentiert.

PHYTOPLASMEN ALS KRANKHEITSERREGER

Phytoplasmen sind eine Gruppe von krankheitserregenden Bakte-
rien, die eine Vielzahl von Nutzpflanzenarten befallen [1] [2]. In be-
fallenen Apfelbdumen z. B. I0st eine bestimmte Phytoplasmenart
die sogenannte Apfeltriebsucht, auch bekannt als Besenwuchs, aus.
Die Anzahl der Insektenarten, die den verschiedenen Phytoplasmen
als Zwischenwirte dienen und sie beim Blattsaugen von Pflanze zu
Pflanze Ubertragen, ist ebenfalls hoch [1].

Eine zuverldssige Detektion von Phytoplasmen in befallenen Pflan-
zen und in den Wirtsinsekten ist flr die Forschung unabdingbar. Ei-
nes der Anliegen der Projekte in der Arbeitsgruppe "Funktionelle
Genomik" ist es, herauszufinden, ob noch andere Insektenarten au-
Rer den bisher bekannten das oben genannte Apfeltriebsucht-Phy-
toplasma tbertragen konnen.
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NACHWEIS VON PHYTOPLASMEN MITTELS
QUANTITATIVER PCR

Der Nachweis von Phytoplasmen in Blatt- und Insektenproben er-
folgt mittels quantitativer PCR (qPCR). Anhand dieser enzymati-
schen Reaktion wird Uberprift, ob die Proben Phytoplasmen-spezi-
fische DNA enthalten. Zu diesem Zweck missen zuerst Blattproben
von potenziell befallenen Baumen genommen oder potenzielle
Wirtsinsekten gefangen werden (Abb. 1, Abb. 2). Die daraus extra-
hierte Gesamt-DNA enthélt zum allergrofRten Teil DNA der Pflanze
bzw. des Insekts. Diese Wirts-DNA wird als eukaryotische DNA be-
zeichnet. Eukaryoten sind Lebewesen, die sich aufgrund ihres zellu-
laren Aufbaus und ihrer Biologie stark von Bakterien unterscheiden.
Falls vorhanden, macht die bakterielle Phytoplasmen-DNA nur einen
sehr kleinen Teil der gesamten DNA aus.

In der qPCR-Reaktion wird ein kurzer, spezifischer Phytoplasmen-
DNA-Abschnitt gezielt vervielfaltigt (Abb. 3). Mittels Fluoreszenz-
farbstoffen, die durch die Vervielfiltigung der DNA zu leuchten be-
ginnen, kommt es zur Bildung eines Fluoreszenzsignals in der Probe.
Nach einigen Amplifikationszyklen ist in positiven Proben gentigend
Phytoplasmen-DNA vorhanden, um vom PCR-Gerat als ansteigendes
Fluoreszenzsignal registriert werden zu konnen.

Die Vervielfaltigung der DNA erfolgt durch das Enzym DNA-Poly-
merase. Welchen DNA-Abschnitt die DNA-Polymerase vervielféltigt,
wird durch das in der qPCR-Reaktion verwendete Primerpaar be-
stimmt. Beim Primerpaar handelt es sich um zwei sehr kurze DNA-
Sequenzen, die vom Forscher so gewahlt wurden, dass sie in einem
bestimmten Abstand spezifisch an die zu vervielféltigende DNA bin-
den. Die DNA-Polymerase erkennt die Primer und amplifiziert den
dazwischenliegenden DNA-Abschnitt. Fiir den Nachweis von Phyto-



02/2020 Laimburg Journal

plasmen werden haufig Primer verwendet, die an das Phytoplas-
men-spezifische 16S rDNA Gen binden [3] [4].

Die Fluoreszenzquelle ist die sogenannte Sonde, eine dritte sehr
kurze DNA-Sequenz, die an einem Ende an einen Fluoreszenzfarb-
stoff gekoppelt ist. Die Sonde wird so gewahlt, dass sie zwischen den
beiden Primern an die Phytoplasmen-spezifische DNA bindet. Am
anderen Ende der Sonde ist ein Molekiil, der sogenannte Quencher,
das die Fluoreszenz unterdriickt. Wird die Sonde wahrend der Amp-
lifikation durch die DNA-Polymerase zerstort, wird der Fluoreszenz-
farbstoff vom Quencher getrennt und die Fluoreszenz aktiviert. Das
bedeutet, je mehr Fluoreszenzsignal desto mehr amplifizierte DNA.

VERMEIDUNG VON FALSCH NEGATIVEN ERGEB-
NISSEN

Ein sehr wichtiger Punkt fir eine zuverlassige molekulare Diagnostik
ist die Verringerung der Anzahl von falsch positiven und falsch nega-
tiven Ergebnissen. ,Falsch positiv sind Proben, die von nicht infi-
zierten Blattern oder Insekten stammen, in der gPCR-Reaktion je-
doch félschlicherweise zu einem Fluoreszenzsignal fiihren. Das kann
2.B. passieren, wenn die Proben mit DNA aus einer infizierten Probe
verunreinigt wurden. ,Falsch negative” Proben stammen dement-
sprechend von infizierten Blattern oder Insekten, geben in der gPCR-
Reaktion jedoch kein Fluoreszenzsignal ab. Die haufigsten Ursachen
fiir falsch negative Proben sind der Verlust oder der Zerfall der DNA
wahrend der Extraktion, oder, dass die aufgereinigte DNA noch Sub-
stanzen enthalt, die ihre Vervielfaltigung durch die DNA-Polymerase
inhibieren [5].

Um auszuschlieRRen, falsch negative Ergebnisse zu erhalten, verwen-
det man in der molekularen Diagnostik sogenannte interne bzw. en-
dogene Kontrollen in der gPCR-Reaktion [6]. Das heil3t, in derselben
PCR-Reaktion werden neben dem Phytoplasmen-spezifischen Pri-
merpaar und der Sonde ein weiteres Primerpaar und eine Sonde
verwendet, mit denen gezielt ein Pflanzen- oder Insekten-Gen ver-
vielfaltigt wird. Man spricht dann von einer ,Multiplex gPCR”, da in
einem Reaktionsansatz gleichzeitig mehrere Nachweise stattfinden
(Abb. 3).

Phytoplasmen- und Pflanzen- bzw. Insekten-Gen kdnnen voneinan-
der differenziert werden, da die jeweiligen Sonden an verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelt sind, welche das PCR-Gerat unter-
scheiden kann. Wenn das PCR-Geradt das Fluoreszenzsignal des
Pflanzen- oder Insekten-Gens registriert, bedeutet das, dass die
DNA-Aufbereitung erfolgreich war und keine Hemmstoffe im qPCR-
Ansatz vorhanden sind.

VORTEILE EINER UNIVERSELLEN INTERNEN DNA-
QUALITATSKONTROLLE

Bei Phytoplasmennachweisen wird als interne Kontrolle in der Regel
die spezifische DNA des Wirtes nachgewiesen [7] [8]. Sollen ver-
schiedene potenzielle Ubertréger oder Wirtspflanzen getestet wer-
den, misste immer eine andere interne Kontrolle eingesetzt wer-
den. Dies macht ein Screening vieler tausender Proben unterschied-
licher Wirtsspezies in kurzer Zeit nahezu unmaéglich. Es fehlten also
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ein Primerpaar und eine Sonde, die universell an dasselbe Gen in
allen Pflanzen- und Insektenarten binden kénnen, die auf Phytoplas-
menbefall getestet werden sollten. Idealerweise sollte sich diese
Kontrolle also fiir ein moglichst breites Spektrum eukaryoter Orga-
nismen eignen.

Deshalb haben die Arbeitsgruppen fiir "Funktionelle Genomik" und
"Virologie und Diagnostik" eine solche universelle endogene Kon-
trolle entwickelt. Diese erleichtert und beschleunigt die Arbeit mit
Proben, die aus verschiedenen Arten genommen werden, da nicht
mehr fir jede neu getestete Art eine eigene endogene Kontrolle
etabliert werden muss. Auch das Ansetzen der Multiplex-qPCR-Re-
aktionen ist dadurch effizienter, da fir alle Reaktionen dieselbe
Kombination von Primern und Sonden verwendet werden kann.

ENTWICKLUNG UND CHARAKTERISIERUNG DER
NEUEN KONTROLLE

Die entwickelte universelle interne Kontrolle fiir die DNA-Qualitat
besteht aus einem Primerpaar und einer Sonde, die an einen Ab-
schnitt des 28S rDNA Gens binden. Die Sequenz dieses Gens ist in
allen eukaryotischen Organismen sehr dhnlich, also evolutionsbiolo-
gisch ,konserviert”, denn das Genprodukt ist essenziell fiir die Pro-
teinsynthese dieser Organismengruppe.

Die Effizienz des neu entwickelten Primerpaares und der Sonde
wurde mit jener von zwei bereits existierenden artspezifischen en-
dogenen Kontrollen verglichen, die zum Phytoplasmennachweis im
Apfelbaum (Malus x domestica) verwendet werden. Die neue Kom-
bination funktioniert in qPCR-Reaktionen mindestens genauso gut
wie die beiden artspezifischen Kontrollen.

Zusatzlich wurde die Effizienz der universellen internen Kontrolle er-
folgreich in verschiedenen Multiplex-qPCR-Reaktionen getestet, in
denen gleichzeitig Phytoplasmen-DNA und eukaryotische DNA
nachgewiesen werden konnten.

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass die neue 28S rDNA-Kon-
trolle in qPCR-Reaktionen die DNA von liber 40 verschiedenen euka-
ryotischen Arten aus dem Reich der Pilze, der Pflanzen und der Tiere
(darunter DNA von (iber 20 verschiedenen Insektenarten sowie
menschliche DNA) erkennt.

EINSATZBEREICHE DER NEUEN METHODE

Die neu entwickelte, universell einsetzbare Methode zur DNA-Qua-
litatskontrolle stellt einen wichtigen Fortschritt bei der Detektion
von Phytoplasmen dar. Da Primerpaar und Sonde an die DNA von
vielen verschiedenen eukaryotischen Organismen binden, kann sie
daruber hinaus prinzipiell fiir die Diagnostik anderer Krankheitser-
reger in Pflanzen, Tieren und Menschen und fiir andere Forschungs-
zwecke verwendet werden. Die DNA-Sequenzen fir Primerpaar und
Sonde wurden vom Versuchszentrum Laimburg erfolgreich unter
Patentschutz gestellt. Der detailliert wissenschaftlich-technische Ar-
tikel wurde in der Wissenschaftszeitung BMC Plant Methods verof-
fentlicht [9].
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ANHANG: ABBILDUNGEN

Abb. 1: ,Klopfprobe“ in der Apfelanlage zum Fangen von Insekten, die auf die Prasenz von Phytoplasmen untersucht werden sollen. // Taking insect
samples in apple orchards to test them for the presence of phytoplasmas.

Abb. 2: Ein adultes Tier (links) und eine Nymphe (rechts) des Sommerapfelblattsaugers Cacopsylla picta, einem Ubertriger des Erregers der Ap-
feltriebsucht. // Adult (left) and nymph (right) stadium of Cacopsylla picta, a known host of the phytoplasmas that cause apple proliferation disease.
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Abb. 3: Grundprinzip der Multiplex gPCR zur Detektion von Phytoplasmen in Pflanzen- oder Insektenproben. (a) Ein eukaryotisches Gen (braune
Helix) und ein bakterielles Phytoplasmen-Gen (blaue Helix), wobei letzteres jedoch nur in positiven Proben vorkommt, werden von jeweils einem
Primerpaar (braune bzw. blaue Pfeile) spezifisch gebunden. Zwischen den Primerpaaren bindet jeweils eine Sonde (Linie mit zwei Kreisen). Die
beiden Sonden sind an verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe (griiner bzw. gelber Kreis) gekoppelt, die vom sogenannten Quencher (schwarzer Kreis)
inaktiviert werden. Die DNA-Polymerase (grau) erkennt die Primer, bindet an die DNA und amplifiziert das zwischen den Primern liegende DNA-
Fragment. (b) Am Ende des PCR-Zyklus hat sich die Anzahl der in der Probe vorhandenen spezifischen DNA-Fragmente verdoppelt. Da die Sonde
wahrend der Amplifikation von der DNA-Polymerase zerstort wird, kann der Quencher das Fluoreszenzsignal (groRRer griiner bzw. gelber Kreis) nicht
mehr unterdriicken. (c) In jedem weiteren Amplifikationsschritt wird die Anzahl der DNA-Fragmente verdoppelt und die Fluoreszenz nimmt expo-
nentiell zu. Das PCR-Gerét registiert die Zunahme der Fluoreszenzsignale mit der Zeit und stellt diese als typische Amplifikationskurven dar. (d) In
einer negativen Probe ist keine Phytoplasmen-DNA vorhanden. Deshalb wird nur das Fluoreszenzsignal des eukaryotischen Gens generiert und reg-
istriert. (e) Eine positive Probe enthélt von Anfang an mehr eukaryotische DNA als Phytoplasmen-DNA. Deshalb nimmt die Fluoreszenz des eukary-
otischen Signals schneller zu als die des Phytoplasmen-Signals. Beide Fluoreszenzsignale werden detektiert. // Working principle of multiplex gPCR
for the detection of phytoplasmas in plant or insect samples. (a) A eukaryotic gene (brown helix) and a phytoplasma gene (blue helix), with the latter
one only present in positive samples, are each specifically bound by a primer pair (brown or blue arrows). Between each primer pair a probe (line with
two circles) also binds to the gene. The two probes are associated with different fluorophores (green and yellow circles) that are kept inactive by a
quencher (black circles). The DNA polymerase (grey) recognizes the primers, binds to the DNA and amplifies the DNA fragment in between the two
primers of each primer pair. (b) At the end of the PCR cycle the quantity of specific DNA fragments in the probe has doubled. Since the probe has been
destroyed by the polymerase during DNA amplification, the quencher can no longer suppress the emission of the fluorescence signal (big green and
yellow circles) of the fluorophore. (c) During each following PCR cycle the quantity of DNA fragments doubles and fluorescence increases exponen-
tially. The PCR machine registers the increase in fluorescence over time and generates the typical amplification curves. (d) A negative sample does
not contain any phytoplasmal DNA. Therefore, only the fluorescence signal of the eukaryotic gene is generated and detected. (e) A positive sample
contains more eukaryotic DNA than DNA of phytoplasmal origin. Therefore, the fluorescence of the eukaryotic gene increases faster than that of the
phytoplasmal one. Both fluorescence signals are detected.
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