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Epidemiologische Untersuchungen zum European mountain ash ringspot-
associated virus (EMARAYV) an Eberesche (Sorbus aucuparia L.)

Epidemiological investigations on the European mountain ash ringspot-
associated virus (EMARAYV) on European mountain ash (Sorbus aucuparia L.)

Janina Vincenzl*, Martina Bandtel, Nicole Mielkez, Hans-Peter Miihlbach?
und Carmen Biittner'

Einleitung

Im gesamten Verbreitungsgebiet der Eberesche (Sorbus aucuparia L.) - von Nord- bis Mitteleuropa —
lasst sich die ,,Ringfleckigkeit der Eberesche beobachten. Die Erkrankung an Ebereschen zeigt sich
durch chlorotische Ringflecken und Scheckungen der Blitter und ist mit einem neuen RNA-Virus
assoziiert, dem European mountain ash ringspot-associated virus (EMARAYV). Das EMARAYV repré-
sentiert eine neue Gattung der ssSRNA-Viren, dem Emaravirus. Auf der Grundlage der Genomorgani-
sation, Sequenzanalyse und Morphologie besteht eine gewisse Verwandtschaft zur Familie Bunyaviri-
dae sowie ein Zusammenhang zu drei anderen nicht klassifizierten RNA-Viren, Pigeon pea sterility
mosaic virus (PPSMV), High Plains virus (HPV) und Fig mosaic-associated virus (FMaV). Diese drei
viralen Krankheitserreger werden durch Gallmilben (Eriophyoidea) iibertragen. Fiir das nicht mecha-
nisch tibertragbare EMARAYV ist bisher noch kein Vektor bekannt. Das vielfach beobachtete Auftreten
zahlreicher Gallen auf den Blattunterseiten von erkrankten Ebereschen und die Ubertragung der drei
phylogenetisch verwandten Viren durch Gallmilben, fiihrte uns dazu, die Ubertragbarkeit des EMA-
RAYV durch Gallmilben zu priifen.

Material und Methoden

Die Untersuchungen zur Ubertragbarkeit des EMARAV durch Gallmilben wurden vor zwei Jahren
initiiert. Dazu wurden insgesamt 300 zweijdhrige nicht-EMARAV-infizierte Ebereschensdmlinge mit
Gallmilben inokuliert, unter Freilandbedingungen weiter kultiviert und regelméBig visuell bonitiert.
Zur Ubertragung wurden Blitter mit Gallen von EMARAV-infizierten Ebereschen um den Stamm
nicht-infizierter Ebereschen unterhalb der Blattknospen mit jeweils einer Holzklammer geklammert.
Als Referenz wurden Ebereschensédmlinge unter den gleichen Bedingungen kultiviert die a) mit Blét-
tern mit Gallen von nicht EMARAV-infizierten Ebereschen inokuliert und b) keiner Behandlung un-
terzogen wurden. Das Inokulum wurde von Ebereschen des Forstamts Grunewald (Berlin) entnom-
men.

Zur Priifung der Ubertragung des EMARAV mit den Gallmilben wurde ein Jahr nach der Inokulation
Blattmaterial dieser Ebereschen entnommen und einer Gesamt RNA-Isolierung (Mielke et.al, 2007)
mit nachfolgender RT-PCR (Mielke et al., 2008) unterzogen. Dariiber hinaus wurden Milben aus Gal-
len, die sich an Blittern der Ebereschensédmlinge gebildet hatten, isoliert und ebenfalls mit Hilfe einer
RT-PCR auf eine Kontamination mit EMARAV gepriift. Mit der RT-PCR wird ein 204 bp langes
Fragments aus der RNA 3, innerhalb der nicht-kodierenden Region des putativen Nucleocapsid-
proteins, amplifiziert.

Ergebnisse und Diskussion

Ein Jahr nach der Inokulation der Ebereschensdmlinge wiesen etwa 5% der Pflanzen Gallen auf; an
den unbehandelten Kontrollpflanzen waren keine Gallen zu erkennen. Virusverdichtige Blattsympto-
me konnten an keiner der 300 Versuchspflanzen beobachtet werden.

Ein Nachweis des EMARAYV war dennoch sowohl aus Bléttern als auch Milben mit Hilfe der RT-PCR
moglich. Bisher wurden etwa 20% der inokulierten Sdmlinge und Milben aus einer von 12 im Sommer
2009 entnommenen Gallen auf eine Infektion mit dem Erreger iiberpriift. Ein Sdmling ist als
EMARAV-infiziert anzusprechen (Abb.1). Die getesteten Milben aus einer Galle eines mit Milben
einer EMARAV-infizierten Eberesche inokulierten Sdmlings lieBen nach gelelektrophoretischer Tren-

65. ALVA-Tagung, Schloss Puchberg, 2010 262



nung der RT-PCR-Amplifikate ein Amplikon erkennen. Dieses Amplikon muss noch kloniert und
sequenziert werden, um die Kontamination der Gallmilbe mit dem Erreger abzusichern.

Die Ebereschensdamlinge werden weiterhin regelméfig bonitiert, beprobt und molekularbiologisch auf
eine Infektion mit EMARAYV gepriift. Von Gehdlzen ist bekannt, dass sich hiufig erst Jahre nach der
Infektion charakteristische virusinduzierte Symptome erkennen lassen. Die Ubertragungsrate kann
daher frithestens 2 Jahre nach der kiinstlichen Inokulation ermittelt werden.

Abbildung 1:

Gelelektrophoretische Trennung von RT-
PCR Amplifikaten aus Blattmaterial sym-
ptomloser mit Gallen EMARAYV-
infizierter Ebereschen inokulierte Simlin-
ge (Spur 2-7), Wasserkontrolle (Spur 1)
und Marker (Spur M)

Zusammenfassung

Zur Ubertragung des European mountain ash ringspot-associated virus (EMARAV) liegen noch keine gesicher-
ten Daten vor. Das vielfach beobachtete Auftreten zahlreicher Gallen auf den Blattunterseiten von erkrankten
Ebereschen und die Ubertragung von drei phylogenetisch verwandten Viren durch Gallmilben, fiihrte uns dazu,
die Ubertragbarkeit des EMARAV durch Gallmilben zu priifen. Vor zwei Jahren wurden daher Ubertragungs-
versuche an etwa 300 Ebereschensdmlingen initiiert, indem nicht-EMARAV-infizierte Ebereschen mit Gallmil-
ben inokuliert und unter Freilandbedingungen weiter kultiviert wurden. Von diesen Ebereschen wurden Blattma-
terial und Gallmilben mittels einer RT-PCR auf eine Infektion/Kontamination mit EMARAYV gepriift. Erste
Untersuchungen bestitigen eine Kontamination der Gallmilben sowie eine Infektion des Blattgewebes inokulier-
ter Ebereschen mit EMARAV.

Abstract

So far there are no reliable data on the transmission of European mountain ash ringspot-associated virus
(EMARAYV). The occurrence of numerous galls on the lower surface of the leaves of infected mountain ash and
the transmission of three phylogenetically related viruses by gall mites, caused us to initiate transmission ex-
periments. Two years ago approximately 300 European mountain ash seedlings were inoculated with gall mites
of EMARA V-infected respectively non-infected mountains ash and cultivated under field conditions. Leaf mate-
rial and gall mites of these seedlings were tested in regard to an infection/a contamination with EMARAV by
RT-PCR. First results confirm the contamination of gall mites as well as the infection of leaf material of inocu-
lated seedlings with EMARAV.
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