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Abb. 3: RFLP-Analyse der RNAl- und RNA2-3° NCRs der Isolate aus Walnuss
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Das Cherry leaf roll virus (CLRV) Ist ein weltweit verbreitetes Pflanzenvirus mit
umfangreichem  Wirtsspektrum, darunter zahlreiche Forst- und Obstgeholze . Das
bipartite CLRV-Genom weist zwel positivorientierte, einzelstrangige und getrennt
verpackte RNA-Molekule auf (Abb. 1). Die genomischen RNAs des CLRV besitzen die
langste 30nicht -kodierende Region (30NCR) aller derzeit charakterisierten  Nepoviren
(Fam . Secoviridae) .

Bislang wurde davon ausgegangen, dass zum Erhalt funktioneller Strukturen und der
Replikationsfahigkeit die 3° NCRs beider RNAs eines Isolates generell identisch sind.

Die Untersuchung von jewells 10 Klonen aus 3 unabhangigen RNA1- und RNAZ2-
spezifischen Amplifikationen der 3° NCRs sollen Aufschluss Uber die Homogenitat der
CLRV 3" NCRs von RNA1 und RNAZ2 geben.

Von verschiedenen CLRV-Isolaten aus Walnuss, Rhabarber, Kirsche, Holunder und
Himbeere wurde aus drei unabhangigen Gesamt -RNA-Praparationen die 3° NCRs der
viralen RNAs mit RNAl- und RNAZ2-spezifischen Primern amplifiziert und kloniert . Von
bis zu 10 der klonierten 3° NCR-Fragmente erfolgte ein Verdau mit den
Restriktionsenzymen  Alul, Dral und Hincll (RFLP-Analyse) . Reprasentative Klone mit
iIndividuellen  Bandenmustern wurden sequenziert . Erhaltene 3° NCR-Sequenzen
wurden verglichen und die Identitaten Innerhalb eines Isolats sowie nach Erstellung
einer Mastersequenz die Inter -Isolat -spezifischen Ahnlichkeiten berechnet .
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3°NC Tab. 1: Anzahl der individuellen Restriktionsmuster der 3" NCR der RNA1 und RNAZ2 fir funf
ORF1 NCR HaGL untersuchte CLRV-Isolate. Die Anzahl der Bandenmuster, die sowohl in der RNA1 als
RNA2, 6365nt (E395 Rhabarber-Isolat) auch auf der RNA2 vorkommen, sind unter RNA1/2 vermerkt.
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Es bestehen Isolat -abhangige Unterschiede In der Homogenitat der Restriktionsmuster

der RNA1- und RNA2-3ENCRs von CLRV (Abb. 3). Die Restriktion der 3E NCRs der
Virus -Isolate aus  Walnuss, Rhabarber und Kirsche fuhrte zu einheitlichen
Restriktionsmustern der RNA1l- und RNAZ2-Populationen . Sowohl das Himbeer -lIsolat
als auch das Holunder -Isolat zeigten dagegen eine (rofl3ere Heterogenitat der
generierten Bandenmuster (Tab. 1). Die Isolate aus Holunder und Himbeere wiesen Im
Gegensatz zu den drei anderen Isolaten kein Konsensus -Restriktionsmuster der beiden
genomischen 3ENCRs auf.

Der Vergleich der Mastersequenzen (Tab. 2) der funf CLRV-Isolate bestatigten die
RFLP-Untersuchungen nur bedingt . Die 3ENCRs eines Isolats zeigten hohe Sequenz -
Identitaten von 96,5-99,6 %. Der Sequenzvergleich der RNA1- und RNAZ2-3E NCRs

zwischen den Isolaten fuihrte zu geringeren Ahnlichkeiten von 72,1-91,9 %.

Die RFLP-Analyse der 3° NCRs der \viralen RNA1 und RNAZ2 aus drei
unabhangigen RNA - Populationen zelgte, dass CLRV -Isolate aus Rhabarber,
Walnuss und Kirsche Innerhalb dieses Genombereiches homogen sind .

Die RFLP -Analyse deutet auf das Vorhandensein von mehreren stabilen
Seqguenzvarianten Innerhalb  des Himbeer - und Holunder -lIsolates hin .

Die RFLP -Analyse ermoglicht es, Vvorherrschende Sequenzvarianten In den
untersuchten 3ENCR-Populationen  zu ermitteln

Die Sequenzierung ausgewahlter 3E NCRs mit heterogenen

Restriktionsmustern bestatigt die hohe Konservierung des bipartiten CLRYV -
Genoms Innerhalb dieser Region bel allen flnf untersuchten Isolaten

RFLP -Analyse und Sequenzierung lassen Isolat -spezifische Unterschiede Ig
der Sequenzvariabilitat innerhalb  der 3ENCRs von CLRV erkennen



