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Fachgebiet Phytomedizin

IC-RT-PCR-RFLP zur Differenzierung von CLRV-Isolaten unterschiedlicher
Phylogenie
IC-RT-PCR-RFLP differentiation of phylogenetically diverse CLR V—isolates

Das Pollen— und Samen-—iibertragbare Kirschenblattrollvirus (Cherry leaf roll virus, CLRV) ist ein
weltweit verbreitetes Pathogen, das neben Gehdlzen auch krautige Pflanzen infiziert. Bislang wurde das
Virus in 17 verschiedenen Gehdlzgattungen nachgewiesen.

CLRYV besitzt isometrische Partikel mit einem bipartiten, einzelstrangigen, positiv orientierten RNA—
Genom. Aufgrund der langen, nicht—kodierenden Region am 3'-Ende (3'NCR) der viralen RNAs wird
das Kirschenblattrollvirus der Subgruppe C des Genus Nepovirus zugeordnet. Isolate aus
unterschiedlichen Wirtspflanzen differieren beziiglich ihrer RNA—Sequenzen und ihrer Erkennung durch
polyklonale und monoklonale Antikdrper. Eine Einteilung in sechs phylogenetische Gruppen anhand
einer Teilsequenz der viralen 3'NCR ist moglich. Die genetische Diversitit der Isolate wird dabei
vorwiegend durch die natiirliche Wirtspflanzenart bestimmt. Serologisch koénnen vier Gruppen
unterschieden werden, die mit der phylogenetischnen Einteilung der Virus—Isolate aufgrund der 3'NCR
im Wesentlichen tibereinstimmen (Rebenstorf et al., 2006).

Es sollte ein Verfahren entwickelt werden, um CLRV-Isolate unterschiedlicher Herkunft direkt in ihren
Original-Wirtspflanzen nachzuweisen und diese dabei genetisch gemdll der phylogenetischen
Gruppierung aufgrund der 3’'NCR zu differenzieren.

Durch Sequenzanalysen der ca. 420bp langen PCR—Amplifikate der 3’NCR wurde festgestellt, dass mit
Hilfe der Restriktion durch die Enzyme Bsp 1431, Alu I und Rsa I spezifische Bandenmuster erzeugt
werden konnen (Restriction—fragment—length—polymorphism, RFLP), die eine Einteilung der CLRV—-
Isolate in die phylogenetischen Hauptgruppen ermdglicht. Durch die Amplifikation der entsprechenden
Region mittels IC-RT-PCR gelang der Nachweis von CLRV direkt auch aus holzigen Wirtspflanzen.
Die anschlieBende Zuordnung der Virus—Isolate zu den phylogenetischen Gruppen mittels RFLP war
dann moglich, wenn das PCR—Produkt in hoher Konzentration amplifiziert werden konnte. Andernfalls
konnten zwischengeschaltete Schritte, wie die Reamplifikation der CLRV—spezifischen Sequenzbereiche
durch PCR genutzt werden, um ausreichend konzentrierte Amplikons fiir die RFLP—Analyse zu
generieren.
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