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. Kurzbericht

1. Aufgabenstellung

Die Gerstengelbmosaikvirose ist eine durch den bodenbuirtigen Vektor Polymixa graminis
Ubertragene Virusinfektion, welche bei Auftreten zu drastischen Ernteausféllen bis zu 50 % fiihren
kann. Seit einiger Zeit hdufen sich die Beobachtungen von Virussymptomen und serologische
Nachweise des Virus in Pflanzen, welche Resistenzgene gegen die Gelbmosaikviren tragen, sodass
die Verbreitung von neuen resistenzbrechenden Virusvarianten anzunehmen ist. Da eine direkte
Bek&dmpfung des Virus nicht mdglich ist, missen die Varianten schnellstmoglich identifiziert und
charakterisiert werden, um zum nachst moglichen Zeitpunkt die zeitintensive Zlchtung neuer
resistenter Sorten realisieren zu kdnnen. Ziel dieser zweijahrigen Studie ist es daher durch Versuche
mit Gerstensorten mit unterschiedlichen Resistenzeigenschaften eine Viruscharakterisierung
durchzufiihren und neue Varianten funktionell zu charakterisieren. Aufgrund der mangelnden
Spezifitdt von Standard ELISA Assays soll ein auf Basis der hochspezifischen Mediatorsonden-
Technologie basierender PCR-Assay entwickelt werden, was eine Virusdifferenzierung der bereits

bekannten Virustypen und zukiinftig eine Erweiterung auf neue Virustypen erméglicht.

Die Mediatorsonden-PCR (MP-PCR) ist eine Weiterentwicklung der quantitativen Echtzeit-PCR, die
auf einem zweistufigen Nachweisprinzip basiert (Abbildung 1). Zunachst bindet eine spezielle
Mediator-Sonde spezifisch an die Zielsequenz. Wéahrend der Amplifikation wird dabei ein kurzes
Mediator-Oligonukleotid freigesetzt. Dieses Oligo dient anschlieBend als Ausléser fir eine
sekundare Reaktion, in der ein universeller Reporter (UR) aktiviert wird. Der Reporter erzeugt
schlie3lich ein Fluoreszenzsignal, das detektiert und quantifiziert werden kann. Der entscheidende
Vorteil dieser Technologie ist, dass Einzelnukleotidpolymorphismen (SNPs) hochspezifisch
detektiert werden kénnen (Calabrese et al. 2023; Faltin et al. 2012; Neugebauer et al. 2024). Ebenso
ist die Trennung von Target-Erkennung und Signalbildung ein wesentlicher Vorteil dieser
Technologie, denn dadurch kdnnen universelle Reporter-Sonden fir unterschiedliche
Zielsequenzen eingesetzt werden, was die Methode besonders flexibel, spezifisch und
multiplexfahig macht. Dies pradestiniert die Mediator-Sonden-PCR vor allem fir Anwendungen in

der klinischen Diagnostik, Pathogennachweisen und Multiplex-Analysen.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung zur SNP Detektion mittels der Mediator-Sondentechnologie. Oben:
Korrekte Mediatorsondenbindung am Target. Als Folge wird die Mediatorsonde so gespalten, dass eine Signalgenerierung
am UR moglich ist. Unten: Nicht korrekte Bindung der Mediatorsonde am Target, da SNP-Marker nicht vorhanden ist. Die
Mediatorsonde wird nicht an der vorgesehenen Stelle gespalten, sodass es in der Folge zu keiner Signalgenerierung
kommt.

2. Planung und Ablauf des Vorhabens

Ziel dieses Forschungsvorhabens ist die Etablierung eines MP-PCR basierten Nachweisverfahren
zur Differenzierung der Gelbmosaikvirus Varianten. Da sich die Varianten vermutlich nur in einzelnen
Nukleotiden unterscheiden (sog. SNPs, engl. Single Nucleotide Polymorphism) bedarf es einer
prazisen molekularen Nachweismethode, um diese zu detektieren. Mittels der hochspezifischen
Mediator-Sonden PCR (MP-PCR) soll ein SNP basierter Multiplex Nachweis auf RNA-Ebene zur
Detektion von den Gerstengelbmosaikviren (BaYMV1 & 2) und mildem Gerstenmosaikvirus
(BaMMV) entwickelt werden. Aufgrund der Komplexitat der genetischen Zielbereiche der RNA-Viren
erfordert die Entwicklung hdchste Prazision, welche mit herkémmlichen Hybridisierungsverfahren
nicht erreicht werden kann. Die Zielsequenzen des viralen RNA-Genoms sollen nach erfolgter
cDNA-Synthese direkt und ohne weitere Zwischenschritte amplifiziert werden. Fir die SNP-
Detektion werden Universal Reporter genutzt, welche zunachst im Singleplex-Ansatz zum
Einzelnachweis der Virusvarianten und spater in der Multiplex Reverse Transkription MP-PCR (RT-
MP-PCR) eingesetzt werden. Zur spéateren Erweiterung des Nachweises werden Richtlinien fir das
Design definiert und validiert, um auch zukinftig neue Zielsequenzen mit in den Nachweis
integrieren zu konnen. Des Weiteren sollen Bestandsproben mittels dieses Nachweisverfahrens

analysiert werden, sodass eine erste Ubersicht tiber die Befallsrate gewonnen wird.



3. ReslUmee der wesentlichen Ergebnisse

a) Arbeitspakete und Meilensteine

Arbeitspakete (AP)  Bearbeitungszeitraum @ Zielerreichung

(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)

AP 2.1 01/2023 his 12/2023 Die Singleplex RT-MP-PCR konnte fiir alle Virustypen
Singleplex RT-MP-PCR etabliert werden. Dies konnte sowohl mit synthetischer
Design, Entwicklung und DNA als auch mit Gerstenproben gezeigt werden.

Optimierung fur BaYMV-
1, BaYMV-2 und BaMMV

AP 2.2 01/2024 bis 10/2024 Es konnte ein Multiplex MP-RT-PCR Assay etabliert
Kombination der werden, welche den Nachweis und eindeutige
optimierten Singleplex Differenzierung der verschiedenen Virusinfektionen
RT-MP-PCR -Systeme zu ermoglichen. Dies konnte sowohl mit synthetischer DNA
einer Multiplex RT-MP- als auch mit Gerstenproben gezeigt werden.

PCR zum Nachweis von
BaYMV-1, BaYMV-2 und

BaMMV

AP 2.3 11/2024 bis 12/2024 Es wurden neun Gerstenproben mit dem etablierten

Analyse von Multiplex MP-RT-PCR Assay analysiert. Dabei konnte

Gerstenproben gezeigt werden, dass die zu Projektbeginn festgelegten
Zielsequenzen (BaMMV, BaYMV-Typ 1, BaYMV-Typ 2)
nachgewiesen werden konnten.

Meilensteine (M) Falligkeit Zielerreichung

(It. Planung im Antrag) (It. Balkenplan im Antrag)

M21 12/2023 Singleplex RT-MP-PCR erfolgreich fur alle Virustypen

Singleplex-Nachweise etabliert

erstellt

M 2.2 10/2024 Multiplex MP-RT-PCR Assay erfolgreich etabliert

Multiplex RT-MP-PCR

funktional

M2.3 12/2024 Multiplex MP-RT-PCR Assay erfolgreich an Gerstenproben

Erste Anwendung der RT- getestet, weitere Feldversuche werden durchgefiihrt

MP-PCR auf Feldproben
b) Zusammenfassung

Zusammenfassend kann beschrieben werden, dass stabile PCR-Assays basierend auf der
Mediatorsonden Technologie etabliert wurden, mit welchen sich alle fur dieses Projekt relevanten

Virustypen zuverlassig und hochspezifisch in Single- und Multiplex Ansétzen detektieren lassen.



II. Ausfuhrliche Darstellung der Ergebnisse

1. Erzielte Ergebnisse

Nachfolgend werden die erzielten Ergebnisse zur Etablierung der Single- und Multiplex MP-PCR
Assays im Detail aufgefuhrt. Hierbei wird gezeigt, dass erfolgreich ein hochspezifisches PCR-
System fir die Detektion aller relevanten Virusvarianten etabliert werden konnte. Zusatzlich wird

gezeigt, dass dieser PCR-Assay ebenfalls funktionell fiir die Analyse von Gerstenproben ist.

Arbeitspaket 2.1: Singleplex RT-MP-PCR Design, Entwicklung und Optimierung fir
BaYMV-1, BaYMV-2 und BaMMV

Ziel dieses Arbeitspakets war die Etablierung und Optimierung von Singleplex-Mediatorsonden(MP)-
PCR-Assays zur Identifikation und Diskriminierung von Gerstengelbmosaikvirus (BaYMV)-1,
BaYMV-2 und des milden Gersten-Mosaikvirus (BaMMV). Hierfir wurden Universal Reporter,
Mediatorsonden und Primer fir alle Virustypen designt sowie teilweise innerhalb einer ersten

Versuchsreihe experimentell getestet.

Fur die Differenzierung der beiden Varianten BaYMV-1 und BaYMV-2 wurde fur das MP-PCR-
Design in Absprache mit den Projektpartnern des JKI die dritte Base des fur die Resistenzbrechung
verantwortlichen Basentripletts genutzt. Nach Rolland et. al 2013 ist dieses an der Position 4053-
4055 in der Virussequenz lokalisiert. Fir die vorliegenden Sequenzvariationen des BaYMV-1 ist die
dritte Base ein Guanin. Fir den Typ 2 hingegen liegt hier entweder eine Thymin- oder eine Cytosin-

Base vor.

Zielsequenzen (Resistenzbrechendes Basentriplett rot markiert; dritte Base unterstrichen, grau

markierter Bereich reprasentiert Primer Bindungsstellen)

Bezeichnung | Sequenzausschnitt in 5-3* Richtung

BaYMV-1 G GCTTGTTGTTGGACACCATCAGCGGAAGCTACTAGAAGAAACAGCTAATGTTGTTATCAAGGACACGAAGGGAGCTGCGCACAAGATGGAAATTTCACAGCA
- TGATCCAGATTTTCTGGAGCAGAATGGGTCCGGCAAAGTTGGGTATCCAGAACACCGAGGACAGTTTCGGCAGGAAGG

BaYMV- 2 T GCTTGTTGTTGGACACCATCAGCGGAAGCTACTAGAAGAAACAGCTAATGTTATTATCAAGGACACGAAGGGAACTGCGCACAATATGGAAATTTCGCAGCA
- TGATCCAGATTTTCTGAAGCAGAATGGGTCTGGCAAAGTTGGGTATCCAGAACACCGAGGACAGTTTCGGCAGGAAGG

BaYMV- 2 C GCTTGTTGTTGGACACCATCAGCGGAAGCTACTAGAAGAGACAGCTAATGTTATTATCAAGGACACGAAAGGAACTGCGCACCACATGGAAATCTCACAGCA
- TGATCCAGATTTTCTGAAGCAGAATGGGTCCGGCAAAGTTGGGTATCCAGAACACCGAGGACAGTTTCGGCAGGAAGG

BaMMV TCAAAGATCTGAAGAAATATGATAGGCCACCACACGCAAATG CTGTCAGGACACACTAACCAAAGCTAAACATAAGATGATCAGCATCCTCGAGGAAG
CAGGCATGGGAAGGACCCTAGTACGAACCACCGAGCAGGTCTTGCTTGACATGGCGTGGACCACCTCCGGTGGACCCT

Entsprechend wurden Primer bestimmt, welche eine Amplikonlange von 138 bp erzielen und in
Consensus-Bereichen liegen, um eine hohe Bindungsstéarke zu erzielen. Hinsichtlich der Detektion
des resistenzbrechenden Basentripletts anhand der dritten Base, wurden verschiedene
Mediatorsonden (MPO1, MP05, MP06, MP11) mit der Software OligoPad der Herstellers GNWI



erstellt. Passende Universal Reporter-Strukturen (UR11, UR05, UR06) wurden ermittelt sowie eine

Wabhl fur Fluorophor und Quencher entsprechend vier verschiedener Detektionskandle getroffen.

Fur die Detektion des BaMMV wurden separat Primer ermittelt in einem Bereich mit méglichst hoher
Ubereinstimmung der unterschiedlichen Varianten, welche vom JKI eingegrenzt wurden. Die
Amplikonlange wurde identisch zum Gelbmosaikvirus MP-PCR-Design gewahlt, sodass keine der
beiden Reaktionen in dem spateren Ansatz einer Multiplexdetektion bevorzugt werden sollte und die
Reaktionen mit gleicher Geschwindigkeit ablaufen. Fir das Sondendesign wurde ebenfalls ein

Universal Reporter-Typ (URO1) erstellt und eine entsprechende Mediatorsonde (MPO1) designt.

Primer und Mediatorsonden BaYMV Typ 1 und 2 sowie BaMMV (in 5-3‘ Richtung)

Bezeichnung Sequenz in 5-3‘ Richtung

fwd Primer BaYMV AGCGGAAGCTACTAGAAGA

rev Primer BaYMV GGTGTTCTGGATACCCAACTT

MPO5 BaYMV1_G (entsprechend URO5) TCGATGTCCCAGGTGATGGAAATTTCACAGCATGATCCAGATTTTCTG
MPO6 BaYMV2_T (entsprechend UR06) GAAGGCAGGTAGGCTATGGAAATTTCGCAGCATGATCCAGATTTTCTG
MP11 BaYMV2_C (entsprechend UR11) TTCGACGTGCTCTAGTGGTGCGCAGTTCCTTTCGTGTCCTT

fwd Primer BaMMV GATAGGCCACCACACGCAA

rev Primer BaMMV GTGGTCCACGCCATGTCAA

MPO1 BaMMV (entsprechend UR0O1) GTTCTGGGCTCTACGATGTTTTCTGTCAGGACACACTAACC

Universal Reporter-Strukturen

Bezeichnung | Sequenz in 5‘-3 Richtung Detektionskanal | Farbstoff | Quencher

URO5 ATTCGGCTAAGACGCGCCGAASTGTTGCACCTGGGACATCGACTAT Green 8 = dT- | BMN-Q-
FAM 535

URO1 GACCGGCCAAGACGCGCCGGT7TGTTGGTCGTAGAGCCCAGAACGA Red 7=dC- BHQ2
Atto647N

UR11 GAGCGGTGCAGAACCCGCT7CTAGTCCTAGAGCACGTCGAAGC Orange 7 = dC- | BHQ2
Cy5.5

URO6 GACGCGTAGTACAGAACGCGT7TGTTCAGTGAGCCTACCTGCCTTC Crimson 7 = dC- | BHQ2
Rox




Experimentell konnte Uber eine Mediatorverlangerung die Aktivierung der einzelnen Reportertypen
gezeigt werden. In anschlielBenden Singleplex-PCR real-time Ansatzen wurde die Funktionsweise
der Designs fir BaYMV-1, BaYMV-2 und BaMMV bestatigt. Fir die Testung der Singleplex-Assays
wurden die Zielsequenzen in unterschiedlichen Konzentrationsstufen eingesetzt. Die
Fluoreszenzsignale wurden entsprechend dem Design in den Detektionskanélen Grin (BaYMV-1),
Crimson (BaYMV-2_T), Orange (BaYMV-2_C) und Red (BaMMV) gemessen.

Die Ergebnisse sind den folgenden Abbildungen zu entnehmen. Die hieraus errechneten ct-Werte
mit jeweils automatisch gesetzten Grenzwerten sowie die resultierenden Werte fir die Effizienz und

R2 sind tabellarisch aufgefthrt.

Ergebnisse zu Abbildung 2 (Effizienz, R?, gesetzter Treshold, ct-Werte) der Qiagen Rotor-Gene
Q 6000-6-Plex Singleplex-MP-PCR fir BaYMV-1 (griiner Detektionskanal), BaYMV-2_T (Crimson),
BaYMV-2_C (Orange) und BaMMV (Red)

Zielsequenz | Detektions | Effizienz | R? Gesetzter | Targetkonzentration pro Reaktion

-kanal Threshold
0 pg

100pg | 10pg | 1pg
(NTC)

Errechneter ct-Wert (bis Zyklus 30)

BaYMV-1 Grin 0,83 1,00 | 0,07 - 7,30 11,21 | 14,91
0,02 | +£0,19 | 0,16

BaYMV-2_T | Crimson 0,84 0,98 | 0,08 - 7,51 11,59 | 15,03
0,22 | +0,61 |+£0,38

BaYMV-2_C | Orange 0,78 0,99 | 0,023 - 7,50 11,32 | 15,48

0,16 |0,03 |0,51

BaMMV Red 0,67 0,96 | 0,07 - 9,54 13,30 | 18,57

+0,52 | +0,51 | +1,00
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Abbildung 2: Amplifikationskurven der Qiagen Rotor-Gene Q 6000-6-Plex Singleplex-MP-PCR fir
BaYMV-1 (Green), BaYMV-2_T (Crimson), BaYMV-2_C (Orange) und BaMMV (Red).

Anhand der ct-Werte, welche aus den Verdinnungsreihen hervorgehen, kann eine vergleichbare
Performanz fir BaYMV-1, BaYMV-2_T und BaYMV_2_C festgehalten werden. Lediglich die Werte

fur die Variante BaMMV zeigen eine niedrigere Effizienz, sind jedoch nach wie vor in einem

signifikant hoher messbaren Bereich im Vergleich zur Kontrolle (NTC).

Im Hinblick auf die Zusammenfihrung zu einer Multiplex-MP-PCR stellt dies, sowie die erreichten
R2-Werte gréRer 0,96 eine gute Voraussetzung fir ein ausgeglichenes Assay-System dar.

Dementsprechend wurde die Etablierung einer multiplex RT-MP-PCR zum Nachweis aller

Zielsequenzen in einem Reaktionsansatz durchgefihrt.



Arbeitspaket 2.2: Multiplex RT-MP-PCR Design, Entwicklung und Optimierung flr
BaYMV-1, BaYMV-2 und BaMMV

Um zu prifen, ob das MP- und Primer-Design auch fur multiplex Ansatze geeignet ist, wurden
verschiedene Kombinationen der vorliegenden Amplikon-Zielsequenzen getestet. Hierbei wurden

Duplex-, Triplex- und 4-Plex-Experimente durchgefiihrt.

Die nachfolgenden Ergebnisse (Tabelle, Abbildungen) zeigen die relevanten Daten der 4-Plex
Experimente, welche basierend auf den Optimierungsarbeiten der Duplex und Triplex Experimente

durchgefuhrt wurden.

Ergebnisse zu Abbildung 3 (Effizienz, R?, gesetzter Treshold, ct-Werte) der 4-Plex-MP-PCR fir
BaYMV-1 (gruner Detektionskanal), BaYMV-2_T (Crimson), BaYMV-2_C (Orange) und BaMMV
(Red)

Zielsequenz | Detektions | Effizienz | R? Gesetzter | Targetkonzentration pro Reaktion
-kanal Threshold | 0 pg

(NTC) 100pg | 10pg | 1pg
Errechneter ct-Wert (bis Zyklus 30)
BaYMV-1 Griin 1,26 0,94 | 0,07 - 10,40 | 13,22 | 16,06
+0,23 | +0,82 | +0,94
BaYMV-2_T | Crimson 0,94 0,96 | 0,09 - 8,54 11,5 +| 17,39
+0,35 | 0,92 +1,24
BaYMV-2_C | Orange 1,08 0,96 | 0,0098 - 10,92 | 15,41 | 20,54
+1,02 | +£0,52 |+1,21
BaMMV Red 1,6 0,83 | 0,094 - 13,60 | 16,97 | 18,41
+0,40 | +1,17 | +0,93
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Abbildung 3: Amplifikationskurven der 4-Plex-MP-PCR fir BaYMV-1 (Green), BaYMV-2_T (Crimson),
BaYMV-2_C (Orange) und BaMMV (Red) durchgefiihrt im Qiagen Rotor Gene Q 6000 6 Plex.

In diesem experimentellen Ansatz wurde alle vorliegenden Zielsequenzen (BaYMV_1 G,
BaYMV_2 T, BaYMV_2 C und BaMMV) in einer Reaktion nachgewiesen. Hierbei wurden drei
Reaktionsansatze mit einer jeweiligen Zielsequenzkonzentration von 0.1 ng, 0.01 ng und 0.001 ng
erstellt. Die Reaktionsbedingungen waren identisch zu den Singleplex Experimenten. Die Analyse
der Daten zeigt, dass alle Zielsequenzen spezifisch im 4-Plex Ansatz nachgewiesen werden kdnnen.
Es ist lediglich eine groRere Streuung der einzelnen Amplifikationskurven zu beobachten. Mit einem
durchschnittlichen R2-Wert von 0,92 zeigt sich jedoch, dass die Assay-Stabilitat auch in diesen

Reaktionsansatzen gewahrleistet und eine klare Unterscheidung der einzelnen Targets in den

jeweiligen Detektionskanalen mdglich ist.



AP 2.2 Multiplex MP-dPCR Design, Entwicklung und Optimierung fir BaYMV-1, BaYMV-2 und
BaMMV fiur das QIAcuity One System

Als zusatzliches Arbeitspaket wurde die Ubertragung des real-time MP-PCR Assays auf digitale
PCR (dPCR) Systeme durchgefihrt. Dies ermdglicht eine absolute Quantifizierung ohne die
Notwendigkeit einer Standardkurve. Zwar ist die notwendige Quantifizierung im etablierten real-time
PCR Assay bereits gegeben, jedoch lie3e sich mit einem dPCR Assay durch die signifikant héhere

Anzahl an Replikaten (einzelne Reaktionen) noch effizienter Quantifizieren.

Die nachfolgenden Daten zeigen die Durchfiihrung verschiedener experimenteller Anséatze im
QIlAcuity One System. Hierbei wurden dieselben MPs, URs und Primer wie aus dem real-time PCR
Assay verwendet (Tabelle Seite 2). Aufgrund der verfiigbaren Detektionskanéle des Geréts werden
die URs jedoch teilweise in andere Farbkanale detektiert als im real-time PCR-Ansatz (nachfolgende

Tabelle). Dies hat jedoch keinen Einfluss auf die Qualitat der Daten.

Target Detektionskanal Farbstoff Quencher
BaYMV_1 G Green 8 = dT-FAM BMN-Q-535
BaYMV_2 C Red 7 = dC-Rox BMN-Q-535
BayMC 2 T Far-red 7 =dC-Cy5.5 BHQ2
BaMMV Crimson 7 = dC-Atto 647N BHQ2

Die nachfolgenden Daten (Abbildung 4) zeigen einen fir jede Zielsequenz durchgefihrten
Singleplex Ansatz sowie einen 4-Plex Assay. Die eingesetzte DNA Menge lag hierbei bei 10.000
Kopien/Reaktion. Dies entspricht bei der vorliegenden Amplikonlange einer Konzentration von 2,5

Femtogram/Reaktion.
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Abbildung 4: Populationsplots (1-D) der Singleplex und 4-Plex-MP-dPCR fur BaYMV-1 (Green), BaYMV-2_T (Far-
Red), BaYMV-2_C (Red) und BaMMV (Crimson) im QlAcuity One System.
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Die vorliegenden Daten der durchgefuhrten Experimente zeigen eine spezifische Detektion der
vorliegenden Targets BayYMV_1 G, BaYMV_2_T, BaYMV_2_C und BaMMV. Die Populationen in
den Singleplex-Experimenten lassen sich signifikant voneinander unterscheiden und es sind
vernachlassigbare Crosstalk-Signale vorhanden. Auch der 4-Plex Versuchsansatz zeigt eine
eindeutige Detektion aller Targets. Demensprechend ist der designte Assay mit dem QIAcuity One

kompatibel und generiert ebenfalls in der dPCR valide Datensatze.

Des Weiteren wurde diskutiert, ob es mdglich ist, zwei verschiedene Targets in einem Ansatz zu
detektieren, wenn grof3e Konzentrationsunterschiede gegeben sind. Dieser Versuchsaufbau soll
eine potenzielle Co-Infektion einer Pflanze mit zwei Virusvarianten simulieren. Eine solche Co-
Infektion charakterisiert sich oft mit einer deutlich hoheren Viruslast der einen Virusvariante im
Vergleich zur anderen, was eine Detektion beider Virusvarianten mit der bisherigen Methodik als
sehr schwierig gestaltet. Aufgrund dessen wurde ein experimenteller Ansatz designt, bei welchem
eine hohe Konzentration der Variante BaYMV_2_ T (10.000 Kopien/Reaktion) und eine 10-fach
geringere Konzentration der Variante BaYMV_2 C (1.000 Kopien/Reaktion) vorliegt. Diese
Kombination wurde in Ricksprache mit dem JKI gewahlt, da eine solche Co-Infektion in der
Wintergerste haufig beobachtet wird. Die nachfolgenden Daten zeigen die Ergebnisse dieses

Assays.
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Abbildung 5: Populationsplots (1-D) der Duplex-MP-dPCR fur BaYMV-2_T (Far-Red) mit 10.000 Kopien und BaYMV-
2_C (Red) mit 1.000 Kopien im QlAcuity One System.
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Die Ergebnisse dieses Versuchsaufbaus (Abbildung 5) zeigen eine erwartete schwachere aber
deutlich detektierbare Population der niedrig konzentrierten BaYMV_2_C Target Sequenz sowohl
im Singleplex als auch im Duplex Ansatz. Wie zu erwarten, ist die Population der hoher
konzentrierten BaYMV_2_C deutlich starker. Somit zeigt dieser Versuchsaufbau, dass auch bei
groRen Konzentrationsunterschieden mehrere Targets verlasslich detektiert werden kdnnen. Als
nachsten Schritt wird dieser Versuch nochmals wiederholt mit einem Konzentrationverhaltnis von
1:100.

AP 2.2 Multiplex MP-dPCR Design, Entwicklung und Optimierung fiir BaYMV-1, BaYMV-2 und
BaMMV fir das NiO+ System (Stilla)

Zusatzlich wurde der etablierte Assay auch auf einem NiO+ Gerat von Stilla getestet, um zu prifen
ob die fur den RT-MP-PCR Assay verwendeten MPs und URs auch ohne Anpassungen hier
funktional sind. Dadurch kdnnte der Assay direkt und ohne Anpassungen auf einem anderen System
verwendet werden. Es wurden lediglich die Konzentrationen der Mediatorsonden von 10 uM auf 30
KM angepasst, gemal den intern etablierten Protokollen. Die nachfolgenden Ergebnisse (Abbildung
6) zeigen die Populationsplots eines 4-Plex Assays mit einer DNA Input Menge von 3000
Kopien/Reaktion. Aufgrund der verbauten Detektionskanale des Geréts emittieren die URs
nochmals in andere Farbkanale als im dPCR-Ansatz des QIlAcuity One Systems (nachfolgende
Tabelle).

Target Detektionskanal Farbstoff Quencher
BaYMV_1 G Blue 8 = dT-FAM BMN-Q-535
BaYMV_2 C Yellow 7 = dC-Rox BMN-Q-535
BaYMC 2. T Far-red 7 =dC-Cy5.5 BHQ2
BaMMV Red 7 = dC-Atto 647N BHQ2
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Abbildung 6: Populationsplots (2-D) der 4-Plex-MP-dPCR fur BaYMV-1 (Green), BaYMV-2_T (Far-Red), BaYMV-2_C
(Red) und BaMMV (Crimson) im NiO+ System.

Die Ergebnisse der 4-Plex Experimente im NiO+ System zeigen eine deutliche Detektion aller
Targets in den jeweiligen Fluoreszenzkanélen. Dabei liegt die Signalstéarke aller Targets zwischen
10.000 und 15.000 a.u. und grenzt sich dadurch deutlich von den negativen Populationen ab.
Lediglich die Messung des Targets BaYMV_2_C im gelben Kanal zwischen 4000 und 8000 a.u. ist

etwas schwacher, jedoch noch immer deutlich von der negativen Population abgegrenzt.

Zusammenfassend kann beschrieben werden, dass ein fiur die Detektion der verschiedenen
Virusvarianten (BaMMV, BaYMV-Typ 1und BaYMV-Typ 2) spezifisches Assay System sowohl fur
die real-time PCR als auch die dPCR mit der Mediatorsonden Technologie etabliert wurde. In
Anbetracht dessen erfolgte als letzter Projektabschnitt die Testung dieser Technologie mit
Feldproben. Hierbei wurden Blattproben verschiedener Gerstenkulturen analysiert. Dies erforderte
eine RNA-Extraktion aus dem Blattmaterial sowie eine cDNA Synthese gefolgt von der eigentlichen

Durchfihrung des Assays.
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Arbeitspaket 2.3: Multiplex RT-MP-PCR, Anwendung bei infizierten Pflanzenproben

Um zu prifen, ob der etablierte RT-MP-PCR Assay auch fur die Analyse infizierter Pflanzenproben
geeignet ist, wurden Experimente mit verschiedenen Blattproben der Wintergerste durchgefihrt
(nachfolgende Tabelle). Zuvor wurde mittels NGS untersucht, fir welche Virusvarianten die

jeweiligen Proben anféllig sind und welche Infektionen tatsachlich vorlagen.

Pflanzenproben der Wintergerste: Auflistung aller durch den Projektpartner (Julius-Kihn-Institut)

bereitgestellten Pflanzenproben. Hierbei handelt es sich um Blattproben.

Probe Name Virusinfektion Feld Jahr Beschreibung
Nr. Probennahme
1 Healthy No Substrat 03.2025 Kontrolle Gesund
(Greenhouse)
2 Sun-Jul-17 BaMMV Sunstedt 03.2023 Gerstenkultivar nur
anfallig fir BaMMV
3 Su-Orb-21 BaYMV-Typ2 Sunstedt 03.2023 Gerstenkultivar nur
anfallig fur BaYMV
4 Sun-New- BaMMV/BaYMV- Sunstedt 03.2023 Gerstenkultivar
10 Typ2 anfallig fur BaMMV
und BaYMV-Typ 2
5 Sch-Ava-60 | BaMMV Schladen 03.2023 Gerstenkultivar nur
anfallig fir BaMMV
6 Sch-Orb-58 | BaYMV-Typ2 Schladen 03.2023 Gerstenkultivar nur
anfallig fir BaYMV
7 Sch-New-56 | BaMMV/BaYMV- Schladen 03.2023 Gerstenkultivar
Typ2 anfallig fur BaMMV
und BaYMV-Typ 2
8 Fr-Ava-6 BaMMV Braunschweig 03.2023 Gerstenkultivar nur
Frilhbeet anfallig fur BaMMV
9 Fr-Jak-1 BaYMV-Typl Braunschweig | 03.2023 Gerste auch anfallig
Frilhbeet fur BaMMV, in
Teilprobe  jedoch
kein BaMMV
nachweisbar
10 Fr-Jakubus | BaMMV/BaYMV- Braunschweig | 03.2024 Gerstenkultivar
Typl Frilhbeet anfallig fur BaMMV
und BaYMV-Typ 1
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Die nachfolgenden Ergebnisse (Tabellen, Abbildungen) zeigen die relevanten Daten der
Pflanzenproben-Experimente, welche basierend auf den Optimierungsarbeiten der Multiplex RT-
MP-PCR Experimente mit Amplikonsequenzen durchgefiihrt wurden. Zu Beginn wurde getestet, ob
die Fluoreszenz-Signale bei der Analyse der gesunden Kontrolle (Probe 1) identisch zu denen der
NTC ist. Die reprasentativen Ergebnisse (Abbildung 7) mehrerer Experimente konnten dies
bestatigen. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass bei der Analyse der gesunden Kontrolle

unspezifische Signale entstehen.
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Abbildung 7: Reprasentative Ergebnisse der Analyse der gesunden Kontrolle (Healthy) im Vergleich zur NTC. Die
dargestellten normalisierten Fluoreszenzen zeigen die Signale im 60. Zyklus der RT-MP-PCR durchgefiihrt im Qiagen
Rotor-Gene Q 6000-6-Plex. Hierbei wurden jeweils drei technische Replikate analysiert (n=3).

Nachfolgend erfolgte die Analyse zweier Gerstenproben, welche mit BaMMV infiziert sind (Probe 4

und 5). Hierbei wurde im roten Kanal zur Detektion von BaMMV gemessen (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Reprasentative Ergebnisse der Analyse von Probe 4 und 5 im Vergleich zur gesunden Kontrolle
(Healthy) zur Detektion von BaMMV im roten Kanal. Die dargestellten normalisierten Fluoreszenzsignale zeigen die
Werte im 60. Zyklus der RT-MP-PCR durchgefiihrt im Qiagen Rotor-Gene Q 6000-6-Plex. Hierbei wurden jeweils drei
technische Replikate analysiert (n=3). Statistische Analyse mittels paired student t Test.
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Die in Abbildung 8 aufgefiihrten Ergebnisse zeigen ein signifikant hdheres Signal in beiden
analysierten Proben im Vergleich zur gesunden Kontrolle. Dies weist darauf hin, dass die Infektion
der beiden Individuen mit BaMMV erfolgreich nachgewiesen werden konnte. Eine Analyse der
Amplifikationskurven (Abbildung 9) zeigte zusatzlich ein signifikant hoheres Signal der beiden

infizierten Proben (Probe 4 und 5) im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Healthy).
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Abbildung 9: Amplifikationskurven der Qiagen Rotor-Gene Q 6000-6-Plex MP-RT-PCR zur Analyse der

Gerstenproben infiziert mit BaMMV (Probe 4 und Probe 5) und der gesunden Kontrolle (Healthy). Jede Kurve
reprasentiert die Analyse drei technischer Replikate (n=3).
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Ergebnisse zu Abbildung 8 und 9 (Effizienz, R?, gesetzter Treshold, ct-Werte) der MP-RT-PCR
fuir BaMMV (Red). Die hier aufgefihrten ct-Werte entsprechen den Mittelwerten aus drei

technischen Replikaten.

Probe Detektions-Kanal | Effizienz R? Gesetzter Errechneter ct-
Threshold Wert bei 100 ng
DNA aus Probe
Healthy Red - - 0,0628 45
4 (BaMMV) Red 0,81 0,86 0,0628 23,96
5 (BaMMV) Red 0,34 0,77 0,0432 18,66

Die Analyse der errechneten ct-Werte zeigt eine eindeutige Detektion von BaMMV in den
untersuchten Proben (Probe 4 und 5) zu erkennen anhand der deutlich niedrigeren ct-Werte bei den
infizierten Proben im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Healthy). Die Effizienz zeigt einen Wert bei
Probe 4 (0,81) ist jedoch bei Probe 5 mit 0,34 deutlich niedriger. Dennoch konnte dieses Experiment

eine zuverlassige Detektion von BaMMYV in infizierten Blattproben der Wintergerste nachweisen.

Im Anschluss an die erfolgreiche Testung der zuvor genannten Gerstenproben (Probe 4 und 5)
erfolgte die Analyse zweier weiterer Gerstenproben (Probe 6 und 7) zum Nachweis ein BaMMV und
BaYMV_2 T Infektion. Die Nachfolgenden Abbildungen zeigen die hierflr relevanten Daten.
Abbildung 10 und Abbildung 11 zeigen hierbei signifikant hohere Fluoreszenzsignale bei Probe 6
und Probe 7 im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Healthy). Diese Ergebnisse belegen damit den

eindeutigen Nachweis einer Infektion der Proben mit BaMMV und BaYMV_2_T.
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Abbildung 10: Reprasentative Ergebnisse der Analyse von Probe 6 und 7 im Vergleich zur gesunden Kontrolle
(Healthy) zur Detektion von BaMMV im roten Kanal und BaYMV_2 T im Crimson Kanal. Die dargestellten
normalisierten Fluoreszenzen zeigen die Signale im 60. Zyklus der RT-MP-PCR durchgefuhrt im Qiagen Rotor-Gene Q
6000-6-Plex. Hierbei wurden jeweils drei technische Replikate analysiert (n=3). Statistische Analyse mittels paired student
t Test.
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Abbildung 11: Amplifikationskurven der MP-RT-PCR zur Analyse der Gerstenproben infiziert mit BaMMV und
BaYMV_2_ T (Probe 7 und 6) sowie der gesunden Kontrolle (Healthy). Jede Kurve reprasentiert die Analyse drei
technischer Replikate (n=3).
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Ergebnisse zu Abbildung 10 und 11 (Effizienz, R?, gesetzter Treshold, ct-Werte) der MP-RT-
PCR fur BaMMV (Red) und BaYMV-Typ 2 (Crimson). Die hier aufgefiihrten ct-Werte entsprechen

den Mittelwerten aus drei technischen Replikaten.

Probe Detektions-Kanal | Effizienz R? Gesetzter Errechneter ct-
Threshold Wert bei 100 ng
DNA aus Probe
Healthy Red/Crimson - - 0,08 31,85
6 (BaYMV-Typ 2) Crimson 1,00 0,94 0,08 3,09
7 (BaMMV) Red 0,55 0,98 0,1493 19,84

Die Analyse der errechneten ct-Werte zeigt eine eindeutige Detektion von BaMMV und BaYMV_2_T
in den untersuchten Proben (Probe 6 und 7), zu erkennen anhand der deutlich niedrigeren ct-Werte
bei den infizierten Proben im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Healthy). Die Effizienz zeigt einen
Wert von 1,00 bei Probe 6, ist jedoch bei Probe 7 mit 0,55 deutlich niedriger. Dennoch konnte dieses
Experiment eine eindeutige Detektion von BaMMV und BaYMV_2_T in infizierten Blattproben der

Wintergerste nachweisen.

Zum Nachweis einer BaYMV_1_G Infektion wurden zwei weitere Gerstenproben (Probe 9 und Probe
10) getestet. Die Ergebnisse (Abbildung 12) zeigen auch hier signifikant hbhere Fluoreszenzsignale
im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Healthy). Dadurch konnte gezeigt werden, dass mit dem
etablierten MP-RT-PCR Assay eine Infektion mit BaYMV_1_G zuverlassig nachgewiesen werden
kann. Die Analyse der Amplifikationskurven (Abbildung 13) zeigt zusatzlich einen eindeutigen
Signalanstieg bei den infizierten Gerstenproben (Probe 9 und Probe 10) im Vergleich zur gesunden
Kontrolle (Healthy).
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Abbildung 12: Reprasentative Ergebnisse der Analyse von Probe 9 und Probe 10 im Vergleich zur gesunden
Kontrolle (Healthy) zur Detektion von BaYMV_1_G im grinen Kanal. Die dargestellten normalisierten Fluoreszenzen
zeigen die Signale im 60. Zyklus der RT-MP-PCR durchgefiihrt im Qiagen Rotor-Gene Q 6000-6-Plex. Hierbei wurden
jeweils drei technische Replikate analysiert (n=3). Statistische Analyse mittels paired student t Test.
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Abbildung 13: Amplifikationskurven der MP-RT-PCR zur Analyse der Gerstenproben infiziert mit BayMV_1_G
(Probe 9 und Probe 10) sowie der gesunden Kontrolle (Healthy). Jede Kurve repréasentiert die Analyse drei technischer
Replikate (n=3).
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Ergebnisse zu Abbildung 12 und 13 (Effizienz, R?, gesetzter Treshold, ct-Werte) der MP-RT-
PCR fir BaYMV-Typ 1 (Green). Die hier aufgefiihrten ct-Werte entsprechen den Mittelwerten aus

drei technischen Replikaten.

Probe Detektions-Kanal | Effizienz R? Gesetzter Errechneter ct-

Threshold Wert bei 100 ng

DNA aus Probe
Healthy Green - - 0,0233 52,84
9 (BaYMV-Typ 1) Green 1,03 0,96 0,0268 23,43
10 (BaYMV-Typ 1) | Green 0,80 0,973 0,0189 23,15

Die Analyse der errechneten ct-Werte zeigt eine eindeutige Detektion von BaMMV und BaYMV_1 G
in den untersuchten Proben (Probe 9 und 10) zu erkennen anhand der deutlich niedrigeren ct-Werte
bei den infizierten Proben im Vergleich zur gesunden Kontrolle (Healthy). Fir Probe 9 wurde eine
Effizienz von 1,03 bestimmt, wohingegen Probe 10 einen Effizienzwert von 0,80 aufweist. Durch
dieses Experiment konnte eine zuverlassige und eindeutige Identifizierung der BaYMV_1_ G-

Infektion in Wintergerste nachgewiesen werden.

Fur den verlasslichen Nachweis einer BaYMV_2_T Infektion in zwei Gerstenproben (Probe 3 und
Probe 4) wurde eine optimierte cDNA-synthese durchgefuhrt bei welcher spezifische Primer
verwendet wurden, da die vorherige Standard cDNA-Synthese keine Detektion von BaYMV_2 T in
diesen beiden Proben ermdglichte. Im Anschluss wurde die etablierte MP-RT-PCR Analyse
durchgefiihrt, um eine Infektion in diesen Gerstenproben nachweisen zu kénnen. Die Analyse der
Fluoreszenzsignale (Abbildung 14, a) zeigte ein signifikant héheres Signal bei Probe 3 im Vergleich
zur gesunden Kontrolle (Healthy). Bei der Analyse von Probe 4 konnte ein leicht erhdhtes jedoch
nicht signifikant hdheres Signal detektiert werden (Abbildung 14, b). Dies war ebenfalls bei der
Analyse der Amplifikationskurven sichtbar (Abbildung 15).
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Abbildung 14: Reprasentative Ergebnisse der Analyse von Probe 3 (a) und Probe 4 (b) im Vergleich zur gesunden
im Crimson Kanal. Die dargestellten normalisierten
Fluoreszenzwerten zeigen die Signale im 60. Zyklus der RT-MP-PCR durchgefiihrt im Qiagen Rotor-Gene Q 6000-6-Plex.
Hierbei wurden jeweils drei technische Replikate analysiert (n=3). Statistische Analyse mittels paired student t Test.
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Abbildung 15: Amplifikationskurven der Qiagen Rotor-Gene Q 6000-6-Plex MP-RT-PCR zur Analyse der
Gerstenproben infiziert mit BaYMV_2_T (Probe 3 und Probe 4) sowie der gesunden Kontrolle (Healthy). Jede Kurve

reprasentiert die Analyse drei technischer Re

plikate (n=3).
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Ergebnisse zu Abbildung 14 und 15 (Effizienz, R?, gesetzter Treshold, ct-Werte) der MP-RT-
PCR fur BaYMV-Typ 2 (Crimson). Die hier aufgefhrten ct-Werte entsprechen den Mittelwerten

aus drei technischen Replikaten.

Probe Detektions-Kanal | Effizienz R? Gesetzter Errechneter ct-
Threshold Wert bei 100 ng
DNA aus Probe
Healthy Crimson - - 0,11 -
3 (BaYMV-Typ 2) Crimson 0,59 0,122 0,11 5,05
4 (BaYMV-Typ 2) Crimson 0,65 0,052 0,07 11,16

Die Analyse der errechneten ct-Werte zeigt eine eindeutige Detektion BaYMV_2_T in den
untersuchten Proben (Probe 3 und 4), zu erkennen anhand der ct-Werte bei den infizierten Proben.
Fur die gesunde Kontrolle (Healthy) konnte in diesem Experiment kein ct-Wert ermittelt werden. Fur
Probe 3 wurde eine Effizienz von 0,59 bestimmt, wohingegen Probe 4 einen Effizienzwert von 0,65
aufweist. Die Effizienten liegen damit vergleichsweise in deutlich niedrigeren Bereichen als in den
vorherigen Experimenten. Jedoch fuhrte hier die Anwendung einer optimierten cDNA-Synthese zu

deutlich héheren Fluoreszenzsignalen als in den vorherigen Ansatzen.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Zusammenfassend kann beschrieben werden, dass ein hochspezifisches RT-MP-PCR System
etabliert wurde, welches es ermdglicht alle relevanten Infektionen (BaMMV, BaYMV Typ | und Typ
II) nachzuweisen. Der hier etablierte Assay ermdglicht zudem den Nachweis mehrerer Infektionen
in einem Individuum beziehungsweise in einer Probe. Zusétzlich wurde der Assay aul3erdem auf

zwei dPCR Systeme Ubertragen, was eine bessere Quantifizierung ermdglicht.

Da sich alle Virusvarianten durch den in diesem Projekt etablierten Assay eindeutig detektieren und
unterscheiden lassen, kann die hier entwickelte Technologie folglich fur Feldversuche in Betracht
gezogen werden. Dadurch kann das in diesem Projekt angestrebte Ziel, die Etablierung eines PCR
basierten Nachweisverfahren zur Differenzierung der Gelbmosaikvirus-Varianten, als erfolgreich
abgeschlossen betrachtet werden. Der hier etablierte Assay kann zudem fiir die Detektion anderer
Virusinfektion in Pflanzen verwendet werden und ermdéglicht dadurch ein kostenglinstiges und

effizientes Monitoring von Nutzpflanzen.
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2. Verwertung

a) Erfindungen/Schutzrechtsanmeldungen

Die MP-PCR wurde von der Universitdt Freiburg entwickelt (Faltin et al. 2012; doi:
10.1373/clinchem.2012.186734) und patentiert W02013079307].

b) Wirtschaftliche Erfolgsaussichten nach Projektende

Ziel dieser Studie ist es, durch Einsatz der hoch spezifischen RT-MP-PCR, die verschiedenen
Virusvarianten (BaMMV, BaYMV-Typ lund BaYMV-Typ 2) in der Wintergerste nachzuweisen. Mit
der Entwicklung einer RT-MP-PCR soll eine Basistechnologie entwickelt werden, welche in Zukunft
auf neue Virustypen direkt erweiterbar ist. Diese dient so als Monitoring-Werkzeug, um
Verbreitungsmuster weiterer Virusvarianten schnell zu ermitteln und landwirtschaftlichen Schaden

abzuwenden.

Durch die spezifischen Eigenschaften der MP-PCR im Vergleich zu herkdmmlichen PCR-
Nachweisverfahren wird die Detektion von Punktmutationen (wie zur Unterscheidung von BaYMV-1
und BaYMV-2) wesentlich verbessert und es kénnen Multiplex-Panels zur ldentifizierung und
Quantifizierung verschiedener Viren innerhalb einer Analyse bereitgestellt werden. Zichtern und
Pflanzenschutzstellen kann so ein effektives Werkzeug flr Zichtungsprogramme flr neue resistente
Sorten sowie die frihzeitige Charakterisierung neuer Erreger bereitgestellt werden. In Bezug auf
dieses Projekt bedeutet dies konkret, dass verlasslich, schnell und kostenglnstig
Wintergerstenkulturen auf Virusinfektionen untersucht werden konnen, was eine préazise und
effektive ldentifizierung der Virenart mit sich bringt und letztendlich dazu fuhrt, dass schneller und
effektiver Malinahmen ergriffen werden kdnnen. In Anbetracht dessen kdnnte die in diesem Projekt
etablierte Technologie fur die Implementierung eines Kits zur kommerziellen Verwendung in
Betracht gezogen werden. Zudem konnte die Technologie fir Landesmonitoringprogramme

eingesetzt werden.

c) Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten nach Projektende

Durch die Veroffentlichung der Forschungsergebnisse werden die Projektpartner ihre Stellung bei
der Erforschung von Pflanzenviren und der von ihnen verursachten Krankheiten weiter ausbauen
und sich als kompetente Partner flr Kooperationen im europaischen Raum und international

prasentieren kénnen. Ein Manuskript hierfar ist in Arbeit und soll publiziert werden.

Optimierte Universal Reporter-Sequenzen und die prazise Signalgenerierung der MP-PCR kdnnen
die Detektion von Punktmutationen wesentlich vereinfachen. Die Technologie kann somit auf weitere
Anwendungsfelder insbesondere auch im Bereich des Genom-Editing in der Pflanzenzucht

angewendet werden.
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d) Wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit

Die im Projekt etablierten Protokolle zur Entwickelung einer Multiplex RT-MP-PCR sollen auch nach
Projektabschluss dem Projektpartner und der internationalen Community zur Verfigung stehen, um

eine schnelle Integration neuer Virustypen in den bestehenden Nachweis zu ermdglichen.

Die erforschten Nachweisreaktionen werden als Basis weiterer Projekte im Bereich der
Agrardiagnostik genutzt. Hierdurch soll die eigene Expertise in diesem Bereich ausgebaut und die
MP-PCR als Analysemethode bei Anwendern etabliert werden. Durch Veréffentlichung der
Projektergebnisse und Kontakte zu Landwirten, Zichterverbanden, Zichterhausern und
Pflanzenschutzstellen (in Zusammenarbeit mit dem Projektpartner JKI) kdnnte sich die Technologie
im Bereich der Agrardiagnostik verbreiten und in zukiinftige Kooperation von 6ffentlich gefoérderten

Forschungsprojekten miinden.

Tabellarischer Verwertungsplan

Wirtschaftliche Erfolgsaussichten der Verwertung

Verwertung Instrumente Zeithorizont

Steigerung der Wettbhewerbsfahigkeit | Die Prasentation des Projektes auf | Kurzfristig

durch Erh6éhung des | der IMTEK-Website ist erfolgt
Bekanntheitsgrades der MP-PCR -
Technologie.

Prasentationen der

Mittelfristig  bis
Projektergebnisse im Rahmen von

Konferenzen (z.B. EUDIP) /[
Netzwerktreffen nach erfolgter
Publikation

langfristig

Auslizenzierung der MP-PCR-

Technologie auf Basis bestehender Die MP-PCR-Basistechnologie ist | Langfristig

Schutzrechte  nach erfolgreicher bereits patentrechtlich geschiitzt.

Entwicklung Nach erfolgreicher Entwicklung

kdnnten Lizenzen an Diritte

vergeben werden.
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Wissenschaftliche und/oder technische Erfolgsaussichten der Verwertung

Verwertung

Instrumente

Zeithorizont

Die in ChanGE entwickelte RT-MP-
PCR

Gelbmosaikviren stellt eine wichtige

zum Nachweis der
technische Weiterentwicklung dar. Sie
erlaubt es den Anwendern Pathogene
prézise zu bestimmen, wodurch die
Kultivierung der
Zukunft

gestaltet

Agrarprodukte in

effizient und nachhaltig
Die

Projektergebnisse, inshesondere die

werden kann.
Leitlinien zum Design fur die Multiplex
RT-MP-PCR, werden der Offentlichkeit
entsprechend durch Open Access

Dokumente zugéangig gemacht.

Das Projekt wird die Sichtbarkeit und
Expertise von IMTEK auf nationaler
und internationaler Ebene, in Bezug
molekulare

auf Pflanzendiagnostik

steigern.

Veroffentlichung der Ergebnisse
als Open Access Publikation

durch das IMTEK

Implementierung der Technologie

durch Anwender

Die Prasentation des Projektes auf
der IMTEK-Website ist erfolgt

Prasentationen im Rahmen von
Onlinekonferenzen und
Netzwerktreffen

Publikation

nach erfolgter

Mittelfristig

Langfristig

Kurzfristig

Langfristig
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e) Stand der Erreichung der in der Vorhabenbeschreibung aufgefiihrten

Verwertungsoptionen, Forschungsdaten

Ziel dieses Forschungsvorhabens war die ldentifikation und Detektion verschiedener Varianten der
Gelbmosaikviren sowie die Erkennung vorherrschender Virusvarianten durch einen Molekularen
Nachweis (MP-PCR). Dies ermdglicht die gezielte Auswahl adaquater resistenter Gerstensorten,
wodurch der Ertrag je Flache aufrechterhalten werden kann. Der hier etablierte Assay stellt somit
die Basis zur Erkennung neuer Gelbmosaikvirusvarianten. Als Ergebnis dieses Vorhabens kdnnten
gezielt neue Resistenzziichtungen initiiert und folglich die Sortenwahl fur kontaminierte Felder
optimiert werden. Die notwendige Differenzierung der Erreger kann nun mittels des neu entwickelten
molekularen Nachweises ermdglicht werden. Die Erweiterbarkeit des Nachweises stellt zudem
sicher, dass neue Virusvarianten integriert werden kénnen und stellt somit langfristig die Basis flr

ein solides molekulares Monitoringwerkzeug.

3. Erkenntnisse von Dritten

Es sind uns keine neuen Ergebnisse von dritter Seite bekannt, die flr das Teilvorhaben relevant
sind. Bekannte Patente Dritter werden gemeinsam mit den Patentanwalten der Universitét Freiburg
analysiert und die Relevanz dieser fur die Verwertung der Ergebnisse des Forschungsvorhaben
evaluiert.

4. Veroffentlichungen

Geplant ist die Veroffentlichung der Ergebnisse als Open Access Publikation durch das IMTEK
(Manuskript in Arbeit) sowie die Vorstellung der Ergebnisse in Form einer Prasentation auf einer

wissenschaftlichen Konferenz.
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