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24-2 - Detektion des Tabakmosaikvirus mit Antikörper-Mimics aus Phagen 
Bibliotheken 
Detection of tobacco mosaic virus with antibody mimics derived from a phage library 

Dominik Klinkenbuss, Edgar Maiss 
Leibniz Universität Hannover, Institut für Gartenbauliche Produktionssysteme, Abteilung Phytomedizin, Her-
renhäuser Straße 2, 30419 Hannover, Deutschland, - Kompetenznetz WeGa  

Für den Nachweis von Phytopathogenen werden weltweit routinemäßig serologische Methoden 
wie z.B. Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) eingesetzt. Neben diversen Vorteilen (u.a. 
Robustheit, relativ einfache Handhabung, Eignung für Massentests) hängen serologische Verfah-
ren jedoch von begrenzten Ressourcen ab, da die benötigten Antikörper produziert und validiert 
werden müssen. Das Ziel dieser Studie war die Verringerung dieser Nachteile durch die Verwen-
dung sogenannter antibody mimics. Diese stammen aus einer Phagen Bibliothek und sind, ähnlich 
wie Antikörper, gegen spezifische Zielmoleküle gerichtet. Die Bibliothek beinhaltet dabei Millio-
nen unterschiedlicher Phagen mit einzigartigen artifiziellen Fusionsproteinen und wird in einem 
sogenannten Biopanning verwendet. Dabei werden Kombinationen aus Phage und Fusionsprote-
in gesucht, die eine hohe Bindungsaffinität zum Zielmolekül aufweisen (Smith 1985). 
In dieser Arbeit wurden die kommerziell erhältlichen Phagen-Bibliotheken Ph.D.™-12 und Ph.D.™-
C7C (New England Biolabs GmbH) in Panningrunden gegen das Tabakmosaikvirus (TMV) einge-
setzt. Dieses phytopathogene Virus kann über 200 Pflanzenspezies infizieren (Scholthof 2004) und 
dabei zu stark ausgeprägten Symptomen bis hin zum Absterben der Wirtspflanzen führen. Es 
konnte bereits früher gezeigt werden, dass Phagen mit Virusproteinen eine Protein-Protein Bin-
dung eingehen können (z.B. Bai et al., 2002, Heng et al. 2007). 
In diesem Projekt konnten im Folgenden konservierte Sequenzen artifizieller Fusionsproteine von 
Phagen bestimmt werden, die positive Ergebnisse im ELISA mit TMV ergaben, während Phagen 
ohne die spezifischen Aminosäuremotive (Peptide) keinen Nachweis ermöglichten. 
Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass auf Phagen basierende „antibody mimics“ möglicherweise 
nützliche Werkzeuge für die Vereinfachung und Verbesserung von ELISAs beim Nachweis von 
Phytopathogenen sind. 
Diese Studie läuft innerhalb des WeGa Kompetenznetzes und wird vom Bundesministerium für 
Bildung und Forschung (BMBF) finanziert. 
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24-3 - Molekularbiologischer Assay zur schnellen Quantifizierung von Rhizoctonia 
solani AG2-2  
Molecular assay for rapid quantification of Rhizoctonia solani AG2-2 
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Rhizoctonia solani AG2-2 ist der Erreger der Späten Rübenfäule, er verursacht weltweit beträchtli-
che Schäden an Zuckerrüben (Beta vulgaris subsp. vulgaris). Ein hohes Bodeninokulumpotential 
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von R. solani ist eine der Hauptursachen für die Entwicklung der Wurzelfäule an Zuckerrüben. R. 
solani ist ein bodenbürtiges Pathogen und die Quantifizierung des R. solani-Inokulumpotentials 
eines Bodens ist schwierig. Bis heute existiert noch kein Monitoringsystem das routinemäßig für 
die Messung von R. solani-Bodenkonzentrationen eingesetzt wird. Um den Einfluss von verschie-
denen ackerbaulichen Maßnahmen auf das R. solani-Inokulumpotential zu untersuchen, wurde 
innerhalb dieses Forschungsprojektes ein spezifischer molekularbiologischer Assay zur 
Erregerquanti-fizierung im Boden entwickelt. Der Assay basiert auf der Kombination eines Köder-
verfahrens mit Quinoa (Chenopodium quinoa) Samen und der anschließenden Quantifizierung von 
R. solani AG2-2 mittels Real-Time PCR (qPCR) (Quinoa-qPCR-Assay). Entnommene Feldbodenpro-
ben werden zuerst gesiebt und anschließend in 300 g-Teilproben portioniert. Anschließend wer-
den Quinoa-Samen auf dem zu analysierenden Boden ausgelegt um dort das aktiv wachsende 
Myzel von R. solani zu ködern. Die Inkubationszeit beträgt 5 Tage, danach wird DNA aus den 
Quinoa Samen extrahiert um im Anschluss mittels qPCR R. solani AG2-2 zu quantifizieren. Um die 
Anzahl an Sklerotien im Boden mit dem Quinoa-qPCR-Assay abzuschätzen, wurde eine Standard-
kurve mit bekannten R. solani Mengen erstellt. Zur Inokulation wurden R. solani-infizierte Mohn-
samen, die in Größe und Form vergleichbar mit typischen Sklerotien von R. solani sind, verwendet. 
Wobei ein mit R. solani bewachsener Mohnsamen einem Sklerotium bzw. einer Infektionseinheit 
(IE) entspricht. Der Quinoa-qPCR-Assay war sehr sensitiv (1 IE in 1 kg Erde) und schnell (7 Tage). 
Eine Mischprobe von 300 g Erde war für eine Standard-Bodenbeprobung am kosten- und zeitef-
fektivsten. Je nach Ausstattung können bis zu 100 Bodenproben gleichzeitig analysiert werden. 
Erste Ergebnisse werden vorgestellt. 
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24-4 - Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) in der Virusdiagnose 
Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) for virus diagnosis 
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Loop-mediated isothermal amplification (LAMP) kann zur isothermalen Amplifikation von Nukle-
insäuren genutzt werden. Gegenüber herkömmlichen PCR-Methoden weisst LAMP einige Vorteile 
auf: Die Amplifkation bei konstanter Temperatur kann so z. B. auch in Wasserbädern oder Inkuba-
toren durchgeführt werden. Die besonderen Eigenschaften der genutzten Primer sowie der 
Polymerase erlauben eine schnellere Amplifikation der Zielregion im Vergleich zur (RT)-PCR, so 
dass positive Ergebnisse bereits nach 15 Minuten erzielt werden können; ein Extraschritt für die 
reverse Transkription von RNA entfällt. Zur Auswertung stehen verschiedene Methoden (Gel-
elektrophorese, Trübungsreaktionen, Farbumschlag, Fluoreszensmessung) zur Verfügung. Zur 
Diagnose von Pflanzenviren mit RNA- oder DNA-Genom wurden verschiedene LAMP-Protokolle 
erfolgreich entwickelt. 


