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Einleitung

Das Kirschenblattrollvirus (Cherry leaf roll virus, CLRV) ist ein Nepovirus (Comoviridae) der Untergruppe C. Die ikosaedrischen Viruspartikeln (Abb. 1)
weisen einen Durchmesser von 28 nm auf. Das einzelstrangige, lineare RNA-Genom ist bipartit und wird getrennt enkapsidiert. CLRV ist weltweit in
Gehdlzen und krautigen Pflanzen verbreitet und in Deutschland vor allem in Holunder, Birke, Kirsche und Walnuss zu finden. Die natlrliche
Ubertragung erfolgt durch Pollen und Samen sowie mechanisch durch Verletzungen. In den Abbildungen 3-6 sind typische Symptombeispiele
dargestellt.

Eine phylogenetische Rekonstruktion auf Grundlage der Sequenzunterschiede im Bereich der nicht kodierenden Region am 3'Ende (3'NCR) beider
RNAs ergab eine Gruppierung der untersuchten Isolate in 5 Gruppen, die durch die Wirtspflanzenart definiert werden und mit den beobachteten
Serogruppen korrelieren (REBENSTORF et al., 2006).
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Abb. 3-6: Symptombeispiele bei CLRV-Infektion

Abb. 3: Ringfleck auf Rhabarberblatt

Abb. 4: symptomatische Laubblatter bei Birke

Abb. 5: Birkenlaubblatt mit Banderung entlang der Blattadern
Abb. 6: Scheckung auf Holunderlaubblatt

Methoden des CLRV-Nachweises

Zum Nachweis von CLRV in Gehodlzen kommen sowohl serologische als auch molekulare Verfahren zur Anwendung. Eine schnelle Diagnose ist mit
Hilfe der Transmissionselektronenmikroskopie (TEM, Abb. 1) mdglich. Der DAS-ELISA eignet sich zum Testen groBer Probenmengen sowie zur
serologischen Differenzierung unterschiedlicher CLRV-Isolate. Die serologische Differenzierung korrelierte beim Einsatz eines polyklonalen
Antikdrpers gegen das CLRV-Isolat E603 aus Holunder mit der Gruppierung der Isolate auf Grundlage der Sequenzanalyse eines 420 bp groBen
Fragments aus dem Bereich der 3' NCR (Tab. 1). Durch die Kombination serologischer und molekularer Methoden in Form einer IC-RT-PCR
(Immunocapture-reverse transcription-polymerase chain reaction) nach WERNER et al. (1997) ist das Virus in Gehdlzen und krautigen Pflanzen mit
hoher Spezifitat und Effektivitat nachweisbar. So war ein CLRV-Nachweis in der optimierten IC-RT-PCR bis zu einer Konzentration von 1pg/ul moéglich
(Abb. 7). Durch den Immunocapture-Schritt werden Viruspartikeln aus dem Pflanzenmaterial aufkonzentriert und sekundare Pflanzenstoffe, die
storend auf die anschlieBenden Reaktionen wirken, durch die Waschschritte entfernt. Mit dieser Methode konnten im Unterschied zum DAS-ELISA alle
untersuchten CLRV-Isolate detektiert werden (Abb. 8). Als Testmaterial sind Laubblatter, Bliten, Knospen, Samen und Friichte geeignet (Abb. 9).
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Proben: B - Blattmaterial, F - Friichte
Marker: 1 kb DNA Ladder (Fermentas), rot umrandet: 500bp

eines 420 bp Fragmentes,
Proben: CLRV-Isolate im Experimentalwirt Chenopodium quinoa.
Marker: 50 bp DNA Ladder (Fermentas), rot umrandet: 500bp

Gruppen mittels DAS- Holunder-Isolates E603.

Tab. Dif von CLI aus
ELISA beim Einsatz des polyklonalen Antikorpers pAb E603 Marker: 50 bp DNA Ladder (Fermentas), rot umrandet: 500bp

Schlussfolgerungen

Die IC-RT-PCR als universeller und empfindlichster CLRV-Nachweis ist die bevorzugte Methode zum Screening groBer Pflanzenbestdnde. Eine
anschlieBende Differenzierung der Isolate im Hinblick auf die Serogruppen und die biologischen Eigenschaften kann dariber hinaus sinnvoll sein,
wenn epidemiologische Folgeuntersuchungen notwendig sind. Ein Beispiel dafiir wire die Evaluierung des Risikos einer CLRV-Ubertragung z.B. aus
Parks, Wildgehélzquartieren oder Randbegriinung auf Obstplantagen bzw. forstwirtschaftlich relevante Bestédnde. Durch eine schnelle Uberpriifung
symptomatischer Baume koénnen in solchen Fallen rechtzeitig MaBnahmen zur Verhinderung der Verbreitung von CLRV in Gehdlzen von
Baumschulen, 6ffentlichem Griin und Forst ergriffen werden. Das umfasst beispielsweise das Entfernen erkrankter Pflanzen aus dem Bestand und
die Dekontamination der Arbeitsgerate (BANDTE & BUTTNER, 2006).
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