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Das Kirschenblattrollvirus ( Cherry leaf roll virus , CLRV) aus der Gattung Nepovirus (Sub-gruppe ! C, Fam.
Comoviridae ) ist ein weltweit verbreiteter Erreger an Obstgehšlzen, Zi er- und GemŸsepflanzen (z.B.
Prunus avium , Juglans regia , Sambucus spec. , Rheum rhabarbarum ). Die natŸrliche †bertragung erfolgt
hauptsŠchlich durch Samen und Pollen. CLRV (Abb. 1) besitzt ein bipartites, einzelstrŠngiges, positiv
orientiertes RNA-Genom (J ones 1 985, G iersiepen 1 993) .

Untersuchungen haben gezeigt, dass sich CLRV-StŠmme aus un terschiedlichen Wirtspflanzen in ihren
RNA-Sequenzen und ihren serologischen Eigenschaften unters cheiden. Die Untersuchung einer 280 bp
langen Sequenz innerhalb des hochkonservierten Genomabsc hnitts am 3'-Ende teilte die dabei
untersuchten CLRV-Isolate aus 17 Gehšlzarten wirtspflanz enspezifisch in sieben verschiedene Gruppen
ein (Abb. 2). Diese molekularbiologischen Ergebnisse wurd en durch serologische Untersuchungen
bestŠtigt (R ebenstorf 2 005).

Acht ausgewŠhlte CLRV-Isolate (Abb. 2) aus diesen Gruppen w urden hinsichtlich ihrer biologischen,
molekularbiologischen u nd s erologischen E igenschaften u n tersucht.

Zum Vergleich der Symptome einer CLRV-Infektion wurden Test pflanzen ( Chenopodium quinoa ) mit den
acht verschiedenen CLRV-Isolaten infiziert. Alle CLRV-Is olate verursachten innerhalb von fŸnf Tagen
deutliche Symptome wie chlorotische und nekrotische Lokall Šsionen auf den inokulierten BlŠttern (Abb.
3, 4, 5 ) u nd b reiteten s ich s ystemisch in C. q uinoa  a us.
Die Viruspartikel wurden mit Transmissionselektronenmik roskopie (TEM) untersucht und wiesen eine
einheitliche, C LRV-typische M orphologie a uf (A bb. 1 ).

FŸr serologische und molekularbiologische Untersuchunge n wurden die Viruspartikel aus den infizierten
Pflanzen a ufgereinigt.

Bei der Analyse der CLRV-Strukturproteine durch SDS-PAGE k onnten keine Unterschiede in der Grš§e der HŸllproteine der a cht
untersuchten Is olate fe stgestellt w erden (A bb. 6 ). E s w urde e ine M olekŸlmasse v on 5 2,4 k Da fŸ r d as C LR V-HŸllprotein b erechnet.

Desweiteren wurde ein polyklonales Antiserum (pAb E603) ge gen ein CLRV-Isolat aus Holunder hergestellt und zum Test mehre rer
CLRV-Isolate im Double Antibody Sandwich (DAS)-ELISA und We stern Blot eingesetzt. Mit Hilfe dieses Antiserums konnten
aufgereinigte CLRV-Isolate im Western Blot nachgewiesen w erden und bestŠtigten die durch die SDS-PAGE ermittelte Mole kŸlmasse
fŸr das CLRV-HŸllprotein. Beim Einsatz von pAb E603 in der IC- RT-PCR konnten die acht ausgewŠhlten CLRV-Isolate im

Bei der elektrophoretischen Auftrennung der viralen RNA im n ativen Agarosegel (Abb. 7A) zeigten sieben der acht
untersuchten CLRV-Isolate einheitliche RNA1- und RNA2-Ba nden. Lediglich Isolat E395 wies im Vergleich etwas niedriger
laufende RNA-Banden auf. Zur Ermittlung der GesamtgenomlŠ nge wurden zwei ausgewŠhlte, gereinigte CLRV-Isolate unter
denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch nach Grš§ e getrennt (Abb. 7B). FŸr die CLRV-RNA1 wurde eine LŠnge von
8,17 k b e rrechnet, d ie L Šnge v on C LRV-RNA2 b etrug  6 ,59 k b.

Zur weiteren Charakterisierung wurden HŸllproteinsequen zfragmente von vier CLRV-Isolaten aus unterschiedlichen G ruppen
sequenziert und miteinander sowie mit weiteren CLRV-HŸllp roteinsequenzen verglichen. Die Ergebnisse bestŠtigen die
Gruppierung d er C LRV-Isolate a bhŠngig v on d er O rigina l-Wirtspflanzenart.
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Pflanzenmaterial n achgewiesen w erden (T ab. 1 ).
Die Ergebnisse des DAS-ELISA weisen jedoch auf serologische
Unterschiede der verschiedenen Isolate hin, da sich mit pAB
E603 lediglich zehn von zwanzig untersuchten Isolaten
nachweisen lie§en. So konnten zum Beispiel die Isolate E327
und E395 im DAS-ELISA nicht nachgewiesen werden,
wŠhrend mit der empfindlicheren IC-RT-PCR ein Nachweis
gelang (T ab. 1 ).

Einf Ÿhrung

Abb. 1 CLRV E395, aufgereinigte Viruspartikel
(TEM, Vergrš§erung 80000 x ) 

Abb. 3  ,  4 Chenopodium quino a: chlorotische und nekrotische LokallŠsionen induziert durch CLRV E693 

Abb. 6 Coomassie-gefŠrbtes SDS-Polyacrylamidgel mit typischen CLRV-HŸllproteinbanden (52,4 kDa) 

Tab. 1 Ergebnisse aus DAS-ELISA und IC-RT-PCR mit polyklonalen Antikšrpern gegen E603 aus Holunder (graue Zellen kennzeichnen die ach t ausgewŠhlten CLRV-Isolate); AbkŸrzung n: nicht getestet 

Abb. 7 RNA-Gelelektrophorese mit aufgereinigten CLRV-Partikeln unter  nativen Bedingungen (A) 
sowie unter denaturierenden Bedingungen (B, mit Glyoxal) 

Sieben de r ac ht un tersuchten Vi rusisolate sin d be zŸglich ihr  er Ge nomgrš§e un d -o rganisation sowie de r Gr š§e de s HŸ llproteins ty pische CL RV-Isolate.

Das Iso lat E3 95 ze igt un typische RN A-Banden, ve rfŸgt ab e r Ÿb er ein  ty pisches HŸ llprotein. Zu dem werden in de r RT-PC R CL RV-spezifische Se quenzen am plifiziert.

Der Vergleich von HŸllproteinsequenzfragmenten aus vier C LRV-Isolaten unterstŸtzt die wirtspflanzenspezifische G ruppierung verschiedener CLRV-Isolate aufgrund

nichtkodierender Se quenzbereiche de s 3' -Terminus de r vir ale n RN A.

Zusammenf assung

Abb. 2 CLRV-Stammbaum (basierend auf Sequenzunterschieden 
in der 3' NCR) mit den acht ausgewŠhlten Isolaten 

Abb. 5 LokallŠsion im Detail (Lichtmikroskopie) 
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