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Einfﬂhrung Das Kirschenblattrollvirus ( Cherry leaf roll virus , CLRV) aus der Gattung Nepovirus (Sub-gruppe ! C, Fam.
Comoviridae ) ist ein weltweit verbreiteter Erreger an Obstgehslzen, Zi er- und GemYsepflanzen (z.B.
Prunus avium, Juglans regia, Sambucus spec. , Rheum rhabarbarum ). Die natYrliche thertragung erfolgt
hauptsSchlich durch Samen und Pollen. CLRV (Abb. 1) besitzt ein bipartites, einzelstrSngiges, positiv
orientiertes RNA-Genom (Jones 1985, Giersiepen 1993)

Untersuchungen haben gezeigt, dass sich CLRV-StSmme 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 GehSlzarten wirtspflanz enspezifisch in sieben verschiedene Gruppen
ein (Abb. 2). Diese molekularbiologischen Ergebnisse wurd en durch serologische Untersuchungen
bestStigt (Rebenstorf 2005).

Acht ausgewShlte CLRV-Isolate (Abb. 2) aus diesen Gruppen w urden hinsichtlich ihrer biologischen,

Abb.1 LRV E395, aufgereinite Viruspartice! molekularbiologischen und serologischen Eigenschaften un tersucht.
(TEM, VergrsSerung 80000X)

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

Morphologische Untersuchungen

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 fYnf Tagen
deutliche Symptome wie chlorotische und nekrotische Lokall Ssionen auf den inokulierten BlSttern (Abb.
3, 4, 5) und breiteten sich systemisch in C. quinoa aus.

Die Viruspartikel wurden mit Transmissionselektronenmik  roskopie (TEM) untersucht und wiesen eine
einheitliche, CLRV-typische Morphologie auf (Abb. 1).

FYr serologische und molekularbiologische Untersuchunge n wurden die Viruspartikel aus den infizierten
Pflanzen aufgereinigt.

Abb. 3,4 Chenopodium quin chlorotische und nekrotische LokallSsionen induziert durch CLRV E693  Abb. 5 LokaliSsion im Defail (Lichtmikroskopie)

Serologische Untersuchungen

Bei der Analyse der CLRV-Strukturproteine durch SDS-PAGE k onnten keine Unterschiede in der Gr38e der HYllproteine der a  cht
untersuchten Isolate festgestellt werden (Abb. 6). E s wurde eine MolekYImasse von 52,4 kDa fYr das CLR V-HYllprotein berechnet.

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 bestStigten die durch die SDS-PAGE ermittelte Mole  kYImasse
fYr das CLRV-HYllprotein. Beim Einsatz von pAb E603 in der IC- RT-PCR konnten die acht ausgewShiten CLRV-Isolate im

b6 s it typischen CL Pflanzenmaterial nachgewiesen werden (Tab. 1).

Tab.1  Ergebnisse aus DAS-ELISA und IC-RT-PCR mit polykionalen Anikrpern gegen 603 aus Holunder h RV-isolate); AbK n: icht getestet Die Ergebnisse des DAS-ELISA weisen jedoch auf serologische
CLRV-Isolat  |E111|E120 |E325 |E327 | EA41 |EB06 |E395 | E676 |EB02 |E326 | E156 |E443 |E485 |EA92 |E568 |E576 | ES83 [E603 | E622 |E693 |EB04 Unterschiede der verschiedenen Isolate hin, da sich mit pAB
Gruppe At | AL | AL | AL | AL | a8 | 8 clot|oz|e| e |el|lel|lelelelelele E603 lediglich zehn von zwanzig untersuchten Isolaten
DAS-ELISA nachweisen lie§en. So konnten zum Beispiel die Isolate E327
mitpAbEGO3 | | C | T | T | | |ttt und E395 im DAS-ELISA nicht nachgewiesen werden,
:ﬁ;ﬁ“;;”bc'éms O S I I IS U IR B wShrend mit der empfindlicheren IC-RT-PCR ein Nachweis

gelang (Tab. 1).
Molekularbiologische Untersuchungen

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 GesamtgenomlS  nge wurden zwei ausgewShlte, gereinigte CLRV-Isolate unter
denaturierenden Bedingungen elektrophoretisch nach Grs§ e getrennt (Abb. 7B). FYr die CLRV-RNAL wurde eine LSnge von
8,17 kb errechnet, die LSnge von CLRV-RNA2 betrug 6,59 kb.

Zur weiteren Charakterisierung wurden HYllproteinsequen  zfragmente von vier CLRV-Isolaten aus unterschiedlichen G ruppen
sequenziert und miteinander sowie mit weiteren CLRV-HYllp  roteinsequenzen verglichen. Die Ergebnisse bestStigen die

A 5 Gruppierung der CLRV-Isolate abhSngig von der Origina  |-Wirtspflanzenart.
Ao, 7 Feparken uner
Sowie nterdentterandee Bedingungen (3, it Ghyoxs)
Zusammenfassung
Sieben der acht untersuchten Virusisolate sind bezYglich ihr er Genomgri8e und -organisation sowie der Grs8e des HY liproteins typische CLRV-Isolate.

Das Isolat E395 zeigt untypische RNA-Banden, verfYgt abe r Yber ein typisches HVYllprotein. Zudem werden in der RT-PC R CLRV-spezifische Sequenzen amplifiziert.
Der Vergleich von HYllproteinsequenzfragmenten aus vier C  LRV-Isolaten unterstYtzt die wirtspflanzenspezifische G ruppierung verschiedener CLRV-Isolate aufgrund
nichtkodierender Sequenzbereiche des 3-Terminus der virale n RNA.
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