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144 - Reinigung doppelstriangiger RNA in Verbindung mit Hochdurchsatz-
sequenzierung als Werkzeug zum Nachweis von RNA Viren in Pflanzen

The combination of double-stranded RNA isolation and deep sequencing as an unspecific diagnostic
tool to assess the presence of RNA viruses in plants
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Die meisten Pflanzen infizierenden Viren besitzen einzelstréangige RNA-Genome und bilden wah-
rend der Replikation doppelstrangige RNA (dsRNA). Diese dsRNA kommt normalerweise nicht in
Pflanzenzellen vor und kann daher als ein erstes Indiz fiir eine Infektion mit Viren dienen. DsRNA
kann in Lésungen mit einem 16%igen Ethanolgehalt an Cellulose gebunden und so selektiv gerei-
nigt werden. Dieses bietet eine einfache Mdglichkeit fiir ein RNA-Viren-Screening in Pflanzen,
ohne Vorkenntnisse tiber das Virus zu besitzen.

Es ist jedoch zeit- und arbeitsintensiv mittels RT-PCR, Klonierung und Sequenzierung die einzelnen
Viren zu bestimmen. Hochdurchsatzsequenzierung kann hier helfen, diese Schwierigkeiten zu
umgehen. Darliber hinaus ermdglicht das Verfahren die Erfassung auch duf3erst geringer Menge
vorliegender Viren selbst in Mischinfektionen. Der Anteil von Virus-RNA kann jedoch im Vergleich
zu Pflanzen-RNA in der Probe sehr gering sein. Fir ein effizientes Virus-Screening einer Pflanze
muss daher eine Konzentration der Virus RNA erfolgen, bevor es als Ausgangsmaterial fir die
unspezifische Hochdurchsatzsequenzierung genutzt werden kann.

In einer Studie kombinierten wir gereinigte dsRNA Proben aus kontrolliert kultivierten Kleearten
und Dill fir eine Hochdurchsatzsequenzierung. Die Analyse der Daten ergab neben den bereits
bekannten Viren eine Vielzahl bislang unbekannter viraler Sequenzen, die mutmaBlich von laten-
ten und/oder kryptischen Viren stammen. Die Moglichkeiten, Effizienz aber auch die Grenzen der
Hochdurchsatzsequenzierung zur Identifikation bekannter und neuer Viren werden diskutiert.
Hierbei wird auch der Vergleich zu anderen Studien gezogen, welche andere Ansatze wie small
interfering RNAs, Gesamt-RNA aus Pflanzen oder ,Subtraktion-Libraries” fiir ein Virus-Screening
verwenden.
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