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Mit der Polymerdse-Ketten-Reaktion (PCR) steht eine neue v_ielvers;.:reclien-f: :
_ de Diagnosemethode zur Verfiigung, welche Pflanzenpathogene an ihrer "
. Erbsubstanz erkennt und sich durch eine hohe Spezifitéit und Sensitivitit

PCR-Methode ZUr Diagh@se |
von Pflanzenviren

David DUBOIS und Eveline JENNY, Bidgendssische Forschungsanstait fiir landwirtschaftlichen Pflanzen-

bau, Reckenholz (FAR), CH-8046 Zilrich

auszeichnet, Anhand der Diagnose des Gelbverzwergungsvirus der Gerste

werden die Arbeitsschritte der PCR-Diagnose von Pflanzenviren darge-

stellr;

- Anders alg béi.Schﬁdi'ingen-.und vielen

_ ' Sc_:_hadpil'zen sind Virusktankheiten an Kul-

turpflanzen meist nur schwierig zu diagno-

. stizieren. Die im Feld auftietenden Sym-
. ptome (Abb. 1) sind oft unspezifisch, leicht

it Wachstumsstotangen verschiedenster

Ursache zu ‘verwechseln {(Mangelernith-
‘Tung, Staunisse,’ Herbizidschaden usw.)
* und gehen mehrheitlich rasch in generelle
. Altérungserscheinungen - iiber.. ~ Optisch
- sind Viren nar mit dem Elektronenmikro-
~ . skop festzustellen, so dass fiir einen siche-
.ren und rascher Nachweis meist Labor-

" methoden éingesetzt werden miissen.

Vielfach werden serologische Diagnose-

tests verwendet. Fiir spezifische Fragestel--

“lungen; wie Zum_ Beispiel die Unterschein
dung nahe " verwandter - Virusstimme,
befriedigen diese jedoch riicht. Mit der Po-
lymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ertsffnen
sich nun neve Diagnosemoglichkeiten.’

' Was macht die PCR?

Die PCR érmdglicht in einer komplexen

-Mischung extrahierter Erbsubstanz (DNS)
Kleinste Menigen einer gesuchten DNS-Se-
quenz " aufzufinden und - innert weniger

- Stunden mehrere Millionen Kopien des ge-

~suchten DNS-Abschnittes in-vitro za syn-
thetisieren: Dadurch wird dieser DNS-Ab-

. schnitt leicht nachweisbar und zeigt, zam
. Béispiel bei der Krankheitsdiagnose, die
- ‘Existénz des betreffendén Pathogens an,

Wie funktioniert die PCR?
Das Prinzip der PCR wirde von Vogeli et
~ al. 1994 indieser Zeitschrift bereits vorge-
seellt (Agrarforschiung 1.(2), 1994). Des-
halb werden hier nur hoch die wichtigsten
Schritte der Reaktion aufgefiibrt.

 Ausgangsmaterial fiir die PCR ist ein DINS-
- Extrakt, welcher zum Beispiel aus einer

Pflanzenprobe hergestellt wurde. Dieser
wird mit dem Enzym DNS-Polymerase
und den’ zur DNS-Synthese benétigten

Bausteinen im Reaktionspuffer gemischt.

Abb. 1. Ist diese Gerstenpflanze durch das G
Labordiagnose gibt Auskenft. ) :
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- Zusdtzlich werden zwei DNS-Stiicke (Pri- -

- mers) in ausreichender Konzentration zirge-
_geben, die zu éinem bestimmten Abschnitt
.der gesuchten DNS beziehungweise zu des-
_sen komplementiiren Strang passen.

~Der Ablauf der PCR basiert auf drei Réak-

tionsschuritten {Abb. 2):

Ll D_‘urch Erhitzen auf 92 bis 95°C werdeﬁ
.- die DNS-Doppelstringe getrennt (Denatu-
" rierung). oo

2. Nach Abkiihlung auf 42 bis 55°C lagern
sich die zwei Primer an die gesuchte DNS
an (Annealing).

elbverzwergungsvirus der Gerste befallen? Die
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1. Zyklus

DNS-Doppelstringe
trennen sich.

{Denaturierung)

"lagern sich an

che gesuchten

DNS Sequenzen. _
-(Annealmg)

Das Enzym DNS--
Poiymerase syn-
thetnsmrt neuen,
;_'T'_t; l{llll |7’| T Il‘lél ) .IJJ 'TLT . S komplementaren
e DNS-Strang ( [ITT)

T (Extension)
2. Zyklus -
i Denatunerung
_ Annealmg
. Extension
3. Zykius e

. Abb, 2, Ablauf der Rgukﬁb’nséchi-iﬂé sines Zyklus dei"'P_6[ylﬁerﬁég#Kéﬂen-Reuktion {PCR)

Fachbegrnﬁe

BYDV: Gelbverzwelgungsvuus der Gelste . C

DNS : Desoxyribonukleinséure; Hauptbestandte:l dm Erbsubstanz .
. DNS-Polymerase: Enzym, welches die Synthese 1 neuer DNS-Ketten katalysmﬂ
Molekulare Hybridisierung: Prozess der Bindung eines DNS Achhmttes an einen
DNS- Strang mit komplemeiitirer Ba%ensequenz
- PCR: Polymerase Ketten-Reaktion -
. Primer: kurzes DNS- StuckemerausgewahltenBasensequenz welcheq mitder gesuchten
" _DNS hybridisiert und damit die PCR ermoglicht :

RNS: Rlbonukiemsaure eme ‘zZor DNS zusatzhche Form genetlsche Information zu

' '-'spewhem IR :

Thermocycler: Gelat ZHr automatlschen Temperamrsteuemng der Proben wahlend der
' PCR : ‘ s
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3. Dann beginnt die DNS-Polymerase, in

Verdingerung der Primer den fehlenden

komplementiiven DNS-Strang bei 72°C zun
synthetisieren (Primer extension).

Die Primers sind so ausgewihit, dass die

dort ansetzende DNS-Synthese an beiden

DNS-Stringenin Richtung des gegeniiber--

liegenden Primers verlauft. -~ -~
Nach Beenden der Primer-Extension wird -~

der Reaktionszyklus éreut - gestartet. Da -

nun -auch die newsynthetisierten - ,,DNS-

Kopien® als* Ausgangsiattizen “fiir ‘den -

nichsten Synthesezyklus d1enen, wnd der
_gesuchte DNS: Abschmtt bt wiederhol- _
 teri Durchlaufen dieses’ Reaktionszyklus ./
~-exponentiell vermehrt, Davon leitet sich -
die Bezeichnung Polymerasé-Ketten-Re- .~
aktion ab. Meist werden 20 bis 40 Reakii-
“onszyklen in éinem Thermocyclér automa-
_ tisch durchgefiihrt, wobei bereits bei 20

Zyklen éine millionenfache (279 Vermeh-

. rungder DNS- Koplenzahlemeltwnd Lag . -
~die gesuchte DNS in der Probe vor; fiihrt
‘dies zu einer Anhdufung des gesuchten, -
darch die beiden Primer abgegrenzten -

DNS»«Absqhnitts; dem PCR~P1'0di1k£.

| Emfuhrung der PCR

T Jaht 1984 f01mu11e1“ce Kary Mulhs ERIEE
“Kalifotnien das Prinzip der Polymerase-- .

Ketten-Reaktion (PCR-von Englisch’,po~

 Iymerase chain reaction). Anfanglich

wurde eine DNS-Polymerase des Bakteri~

ums Escherichia coli verwendet. Da diese . =

durch Hitze zerstort wird, m‘u_ssté sienach .
jeder Denaturierung erneut zupipettiert
werden. Mit der Einfiihrung éiner hitze-

-stabilen Form der DNS-Polymerase um
1988 entfiel das erneute Zugeben dieses

Enzymes nach jedem Erhitzangsschritt.
Die Kettenreaktion konnte automatisxert

© werden.

Die Vel‘fugbaikext der neuen Techmk er-
dffnete grundlegend neue Maglichkeiten

auf dem ganzen Gebiet der Molekular-
, biologle Der Einsatzder PCR zur Diagno- -~
~sé'von Viren und Pathogenen von Pflan-
- zen fanid rasch Verbleltung Dies zeigt die
. seit 1988 beinahe exponentielle Zunatime -

afi. Pubhkauonen Uber diese Anwendung

von PCR

Dlagnose R
der Gelbverzwergung

Das Gelbverz_wmgungswrus dar Gerste_
tiitt in der Schiweiz sporadisch auf und -

‘kann bei frithen Infektionen von Gerste

Ertragsverluste von 20 bis 80 % verursa-
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Probe sammein.

RNS extrahieren, par-
tiell reinigen und in
DNS umschreiben.

- Bel der PCR w:rd in
- 35 Zyklen der ge- |
. suchte Abschmtt des

" 500

200

bp

: Zeit (Min.)

v:ralen Genoms m-
_,wtro mllllonenfach
' verv:elfalt:gt

| "'Nur bei wrusmfnzter-
ten Proben ist das
'PCR-Produkt auf |

r"dem gefarbten Elek-

trophoresegel slcht- ol
 bar.

Nach Spaltung der
~ PCR-Produkte mit -

dem Restriktions. =
B enzym lassen sich
 die Virusst&mme

gut unterschmden

. -Abb 3 ‘Arbeitsschritte bei “der Dlagnose und Unterschendung verschiedsner Stimme des
. _Gelbverzwergungsv:ms det’ Gersie (BYDV) mittels PCR, {S:ehe avch Kasten Seite 418)

- -'chen Das Vnus zahIt 74 den Luteovuen
. Bs wir
Sairgen

I Pflanzem'zft von viruskran-

. ken auf gesunde Pflanzen ubmtragcn'

Fiinf Stimme des Gelbverzwergungsvirus
' der Gerste _(BYDV) sind bekannt. Diese

2

‘durch’ gewisse Blattlause beim -

{interschiedliche

: unterscheld_en sich sowohl in 1h1_'er Viru- s
lenz gegeniiber Gerste als auch durch die

Blattlausart, von welcher sie vorwiegend

' libertragen werden. Da dicse Blattliuse -
Uberwinterungswirte

und Zeitpunkte des Herbstfluges haben,

417

ergibt sich je nach BYDV-Stamm eine
unterschiedliche epidemiologische Situa-
tion, _

Um die Infektion von Wintergerste durch
Blattisuse za vermindern, sind Frithsaaten
zu vermeiden oder gezielte Insektizidsprit-

" zangen gemiss einem noch aufzubauvenden

Warnsystem ndtig, Ertragsverluste” kinn-

- tenin Zukunft auch duich BYDV-toler ante :

Gerstensorten vermieden werdér, Alldiese

_ Massnahmenmussenjedochauf denj jewei-
“ligen- Stamm. des Gelbverzwe1gungsvuus
ausgerichtet werden:

Es stellte sich deshalb die F1age wclche

. Stimmie des BYDV. in.der Schweiz vor- . -
~herrschen. Da herkommhche Immunosew

ren oder wiederholte Blatttausubmtragun—

*gungen die veischlede_nen BYDV-Stimme
" nicht befriedigend zu unterscheiden ver-

mochten, warde dies mittels PCR versucht,

Zwei Stémme

~vorherrschend =~
* Nach dém Sammeln erster Isolate aus der
Schweiz scheinen voralierm zwei BYDV-
© . Stamime auf Gerste pall dominieren: Es sind

dies der Stafnri, welcher effizient durch

die T; 1aubenk1rschenblattiau‘; und ]enex, .

~ welcher vorwiegend duich dié grosse Ge-
| treideblattlans tbertragen witd (BYDV-
'PAV und BYDV-MAV).. Dabel Schemt'
: der erste. Stamm haufxge; aufzu‘u eten

".Hohe Sensmvﬂ t der PCR

’ Die PCR erlaubt Konzent:aﬁonen von
o Viren nachzuwmsen die viel tiefer sind
. als beim ‘Nachwels ‘mit gebriuchiichen

Immunoqcxen_ {(im " Schnitt drer’ bis vier

" Zehnerpotenzen geringere Konzentratio-

"nen). Dies ermoglicht, latente Virusinfek-
. tioven friher zu erkennen, ohne dass zu-
-vor eine zeitraubende Virusvermehrung
. induziert werdén muss. Selbst an einzel-
- nen Blattliusen ist eine Virusdiagnose

ochch Die hohe Sensitivitit der PCR -

- - “wird ohiné Binsatz von Radioaktivitit er-
- zielt. Sie beruht auf der Eigenheit dieser
‘Methode, das gesuchte Signal (einen Ab-
“schnitt der viralen ¢DNS) in-vitro expo-
B nentiell zu- vermehren. Dadurch wird der
. gesuchte DNS-Abschnitt nicht nar nach-
~ weisbar, sondern kann zugleich als Aus-
gangsmaterial fur we1t31c Abklarungen

: 'chenen ' N

Hohe Spez:flt t der PCR

KDle PCR zeichriet’ smh durch ihre hohc :

Spezifitit aus, Diese kommt durch die
molekulare Hybridisierung der Primer mir

AGRARFORSCHUNG |
P



Arbeitsschritte der 'Virusdiug-nose

1. Die Erbsubstanz des Gelbverzwergungsvirus der Gerste liegt in den Pflanzen als Ketten
von Ribonukleinsduren (RNS) vor. Sie muss zuerst aus der Pflanzenprobe extrahiert und
“tellweise gereinigt werden (Abb. 3).
2. :Mit Hilfe des Enzyme% Reverse Transkriptase wird eine zur RNS kompiementale DNS
n-vitro hergeste]lt ' _
3. ‘Bei der anschliessenden PCR kommen Zwei. aner ZUm Emsatz d1e 7u speziellen

. »Sequenzen passen. Diese Sequenzen kodieren fiir das virale Hiillprotein und sind bei alien
- Luteoviren gleich zusammengesetzt, das heisst; sie sind fiir diese V1rengmppe typisch. Die’

* Abfolge der Nukleinisauren (Adenin A, Guanin G, Thymm T, Cytosm C degeneneﬂe
: Position R) dieser zwei Primer- lautet:
_ aner 1:°5° CCAGTGGTI‘RTGGTC 3

Primer 2 5 GTC’[‘ ACCTATTTGG 3" o
" Pie Auswahi der Primer erfolgte. aufgrund von pubhzterten Angaben ubex die Nukleinsiu-
resequenzcn von BYDV-Stdmmen und einer Vielzahl von Luteoviren.

Die PCR erfolgt uniter folgenden Temperaturschritten; 94°C fiir das Denatunex en{l5sec), '
42°C- fite' das Anlagem der anei (] Min). und 72°C fiir die DNS Synt‘neqe bei der

X Pmmerextensmn (1Y, Min)."

o Dieser Reakuonszyklm wn'd in'einem Thermocycler 35 mai wxederhelt .

* 4. Fin Teil dér PCR-Probe wird anschiiessend auf ein Gel zur Elektrophorese aufgetl agen
-und l#nft im angelegten elektrischen Feld zur Anode: Nach Féirben des Gels mit Ethidium-

E .'ibrormdlstbeiPCR Proben, welche die gesuchten viralen Sequenzen enthielten, im UV-Licht

¢in deutliches DNS—B and erkehnbar. Dieses DNS-Band ist eine Anhiufung des wihrend der

- PCR Vewleli‘altigten DNS-Abschnittés des gesuchten Luteovirus. Die Grosse dieses PCR-

"~ Produktes’ wird durch die Primer definiert. Es befriigt im beschrlebenen Beispiel etwa 530
'Bdsenpaare Bei erusfrelen Proben Liegt kein PCR-Produkt dieser Grossse vor.

5 Nachdem die BYDV-Proben ‘als- luteovn'enhalttg diagnostiziert wurden, werden die
: -PCR-ondukte de1 verscmedencn BYDV- Tsolate aufgrund einer Resmktlonsanalyse vergh—
chen. ‘Dazu wer den die PCR-Produkte mit einem Resmktlonqenzym gespalten. Da sich die
PCR: Produkte der fiinf BYDVuStamme in-ihren DINS-Sequenzen zwischen den Primern
uniterscheiden; ergibt dies je nach Stamm eine unterschiedliche Anzahl DNS-Fragmente

 uiiterschiedlicher Grossse, Nach elektrophoretischem Aufirennénund Anfitben werden diese

_ Restuktl_ons_fragmente _f_:rkennbar tind ef iauben es, die BYDV-Stimine zu unterscheiden.

den gésuchten DNS-Sequenzen zustande.
Die Wahi der geeigneten Primer gestaltet
‘sich je nach Fragestellung verschieden.
Ahnlich wie bei den Innninoseren kénnen
eng oder breit selektive, ganze Virenigrup-

: 'einzuset'zen,- bietet die PCR zudem eine
- vielseitig anwendbare Grundtechnik, die
nach geringen Anpassungen leicht zur
Detektion anderer DNS-Fragmente einge-
setzt werden kann. PCR mit zufillig aus-

- IFéxpression
‘chain reaction») représente urie métho-

. pen erfassende, Primer angewendet wer-
"den. Dabei basiert die Wahl des Primer-
*. paars auf umfangreichen. Angaben iiber
. Nukleinsdureseguenzen der gesuchten so-

- wie davon abzugrenzénden Viren. PCR

“erlaubt somit, im Gegensatz zur Diagnose
mit Immunoseren, ein Pathogen nach be- -
kannten, auch in andérén Labors nachvoll-

zichbaren Kriterien direkt nachzuweisen.
- Im Vergleich zu herkdmmiichen Labor-
riethoden waist PCR eine hihere Spezifi-

- titauf und erffnet so neue di'}.'gnbstisch'e

"Mogiichkelten Die PCR vermag zumn
" Beispiel Virenstimme, die mit monoklo-
nalen -Antikdrpern nicht unterschieden
werden kénnen, zu differenzieren.
Durch die Moglichkeit, andere Primers

gewihlten, kurzen Primérn (RAPD, -von
random * amplification ‘of “polymorphic
DNA) wird. zum Beispiel beim -geneti-
schen Fingerprinting zur Unterscheidung

- verschiedener DNS-Proben verwendet
- {Unterscheidung von isolierten Pathogen-
_stémmen, phylogenetische Studlen Bio-

dwels;tat usw).

Beschr&nkl' auf

‘bekannte Virusgruppen

Da éine differenzierte Diagnose mit PCR

_das Vorhandensein detaillierter geneti-

scher ' Informationen voraussetzt, be-
schriinkt sich diese Anwendung nur auf
gut bearbeitete Virengruppen. Ein weite-

rer Nachteil besteht im Aufwand fir die
Extraktion und Vorreinigung der Erbsub-
stanz. Der Zeitbedarf pro Probe ist derzeit
mindestens viermal so gross wie bei der
Diagnose mit Immunoseren, Ahnlich hi-
her sind momentan auch die Material- und
Apparatekosten. Weiter bedar{ es einér -

‘sehrexakten Arbeitsweise, da’mitdieémp—- -

findliche virale RNA' nicht. degradiert .-

wird, oder’ falsche Posﬂmewltate dizrch : L

kleinste Probenverschieppungen entste—'- =
hen. : :

'Ba!d Grundtechnlk

der Labord:ugnose

- Mit der PCR steht eiié neue v1elversp‘1‘e— :
* chende Methode. zur Vertiigung, die’
_ Pﬂanzenpathogene anhand von'Abschnit- ;

ten ihrey Erbsubstanz erkennt und sich -
" durch eine hohe Sensitivititund Spezifitit
“auszeichnet. Die Vereinfachungen beste-

hender FCR-Protokolleind deren Weiter-

entwicklung fiir neie Anwendangsgebie- . -

te werden dazu beéitragen, dass die PCR

batd zu den Grundtechniken der Labordia-

gnose von Pflanzenpathogenen zihlen

‘wird,

!.ITERATUR

Bin ausf“uhrllches L1tcramrvcuelchnzs ist belm Au— :
tor crhaltllch :

RESUME . S
PCR: une methode pour

"'d:ugnosﬂquer des phytovirus -

L’amphflcahon de génes in-viiro (PCR de
anglaise «polymerase

de de diagnostic prometteuse. Cette. -
méthode permettant de reconnaitre les
agents pathogénes par leur génome est

frés spécifique et hautement sensible.le |

pracédé de diagnostic des virus avec la
méthode PCR est présenté pour le cas de
la détection du virus de la jaunisse nani-
sante de l‘orge. -

SUMMARY ER

PCR in the dlagnosas of plant
vu‘uses L _
The poiymemse cham reuchon {PCR} re-

presents a promising new methad for '
diagnostic purposes: It recognizes plant

- pathogens by their genome and showsa

high specificity and senisitivity.

The procedure used to detect plant viru+ - :
. ses by PCRis presented with anexample -

of the cllagnos:s of the barley yellow
dwarf v:rus. : '

KEY WORDS: Diagriosis, PCR, plantvirus, BYDV
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