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ash ringspot-associated virus (EMARaV)

A novel virus in Sorbus aucuparia L.: Detection and distribution of European
mouniain ash ringspot associated virus (EMARaV)

von Jenny Robel, Martina Bandte, Hans-Peter Miihlbach,
Susanne von Bargen und Carmen Biufiner

Zusammenfassung

Wir beschiftigen uns mit der Charakterisierung
und der epidemiologischen Bedeutung des neuen
Geholzvirus European mountain ash ringspot-
associated virus (EMARaV) an der Eberesche
(Sorbus aucuparia 1.). Es reprasentiert ein neues
Genus der RNA-Viren. Da die okologische und dko-
nomische Bedeutung des Virus noch weitgehend
ungekldrt ist, untersuchen wir in umfangreichen
Forschungsarbeiten die geographische Verbreitung
des Virus und mogliche Vektoren. Die Kenntnis der
Ubertragungswege ist die Grundlage fiir die Ein-
schitzung des Wirtspflanzenkreises sowie fiir die
Entwicklung von phytosanitiren Mafnahmen.

1 Einleitung

Die Eberesche (Sorbus aucuparia L.) ist als heimi-
sches Geholz in weiten Teilen Europas verbreitet. Als
wichtige Pionierbaumart wiéchst sie auf nahrstoffar-
men Standorten und ist fiir die Sanierung kontami-
nierter oder zu rekultivierenden Boden von grofSer
okologischer Bedeutung (HamBerc et al. 2009). Zu-
dem wird sie aufgrund ihres hohen Zierwerts zuneh-
mend in der Landschaftspflege verwendet. Seit 1960
werden Symptome wie chlorotische Ringflecken und
Scheckungen an Blittern der Eberesche (Abbildung
1) sowie die Degeneration der Geholze in der Litera-
tur beschrieben. Das Krankheitsbild mit dem Namen
-Ringfleckigkeit der Eberesche wurde 1960 von Kee-
1Er eingefiihrt, Erst 2005 konnten diese Symptome

Summary

Our studies focus on the characterization of the
European mountain ash ringspot-associated
virus (EMARaY) in rowan trees (Sorbus aucupa-
ria L.). It represents a novel genus of RNA viruses
called Emaravirus. Currently the ecological and
economical importance of EMARaV is unknown.
Therefore, we are investigating the geographical
distribution and potential vectors of this virus. It
is essential to elucidate the modes of virus trans-
mission, to estimate the possible host range, and
to develop control mechanisms against virus
spread.

mit einem neuartigen Geholzvirus assoziiert werden
(BenThAck et al. 2005).

2 FEin neuartiges Virus an
der Eberesche: Geschichte
und Genomorganisation

30 Jahre nach der ersten Beschreibung virusverdéich-
tiger Symptome an der Eberesche gelang EBRAHIM-
Nesgar und Izapeaxan (1992) die Darstellung von
Tospovirus-dhnlichen Partikeln aus Préparaten von
Blittern mit Ringflecken im Elektronenmikroskop.
Ein weiteres Indiz fiir die virale Natur dieses Agens lie-
ferten FinrLinG und BUTINER (1995) indem sie zeigten,
dass durch Pfropfung eine Ubertragung des Krank-

Jahrbuch der Baumpflege 2013

285



4 Wissenschaftliche Kurzberichte

heitserregers auf eine nicht-infizierte Pflanze erfolgen
kann. Der Nachweis von vier virusspezifischen, dop-
pelstringigen Ribonukleinsiure (dsRNA)-Molekiilen
ausschlie8lich in Blattmaterial von Ebereschen mit
Ringflecken und Scheckungen unterstiitzte die These
einer Virusinfektion (BentHAck et al. 2005).

Die vollstindige Sequenzierung der vier dsRNAs zeig-
te, dass es sich bei diesem Erreger um ein neuartiges,
multipartites RNA-Virus mit negativer Orientierung
handelt (Mierke & Mimsach 2007). Jede der vier Ge-
nomkomponenten (RNA1 bis RNA4) besitzt einen offe-
nen Leserahmen, der fiir ein Protein (p1 bis p4) kodiert.
Sequenzvergleiche dieser kodierenden Bereiche der vier
EMARaV-RNAs mit den in der Datenbank NCBI (Vati-
onal Center for Biotechnology Information) hinter-
legten Sequenzen ermoglichten die Zuweisung einer
potentiellen Funktion der Proteine p1, p2 und p3.

Das grofte RNA-Molekiil (RNA1) kodiert fiir eine
putative RNA-abhangige RNA-Polymerase. Das RNA2-
kodierte Protein stellt moglicherweise einen Glyco-
proteinprecursor dar, dessen zwei Glycoproteine in die
Membranhiille des Virus eingebaut werden. Die RNA3
kodiert fiir das Nucleocapsidprotein des Virus. Die
Funktion fiir das RNA4-kodierte p4-Protein ist bislang
noch aufzukldren. Es existiert keine Sequenzhomolo-
gie zu Proteinen mit bekannter Funktion. Mit dieser
molekularen Charakterisierung erfolgte die Namens-
gebung European mountain ash ringspot-associa-
ted virus (EMARaV) (MiELke & MiHLBACH 2007).

EMARaV weist Ahnlichkeiten zu Mitgliedern der Fa-
milie Bunyaviridae auf. Diese Homologien sind so-
wohl in den Sequenzen als auch in der Organisation
des EMARaV als segmentiertes, negativ orientiertes
RNA-Virus zu finden. Allerdings unterscheidet sich
EMARaV durch die Anzahl der vorhandenen Gen-
produkte grundlegend von Vertretern der Familie
Bunyaviridae. Daraus folgend wurde 2011 das neue
Genus Emaravirus mit der Typspezies EMARaV vom
International Committee on Taxonomy of viruses
eingefithrt (MimLBacH & MieLke-Enrer 2011). Das Fig
mosaic virus (FMV) und das Rose rosette virus (RRV)
weisen Ahnlichkeiten beziiglich der Sequenz- bzw. Ge-
nomstruktur zum EMARaV auf, und wurden bereits
in das Genus Emaravirus eingegliedert. Als weitere
mogliche Mitglieder dieses Genus gelten das Maize red

stripe virus (MRSV), Pigeon pea sterility mosaic vi-
rus (PPSMV) und Raspberry leaf blotch virus (RLBY)
(MiIELKE-EHRET & MiHLBACH 2012).

3  Verbreitung des Virus

3.1 Symptome

Auf die Erstbeschreibung der Symptome der Ring-
fleckigkeit der Eberesche in Deutschland (KeGLER
1960) folgte eine sporadische Dokumentation in
anderen Landern Europas (Tabelle 1) wie Finnland,
Tschechien, Schweden und Grofbritannien (Jamarai-
NEN 1957, Porik et al. 1990, CooPer 1993, vON BARGEN
etal. 2013).

Das Syndrom der Ringfleckigkeit der Eberesche um-
fasst mehrere Symptome (Abbildung 1). Zu diesen
zdhlen makroskopisch sichtbare Farb- und Formver-
dnderungen sowie Absterbeerscheinungen. Sehr hiu-
fig treten Blattsymptome wie Scheckung (Abbildung
1A, 1B) und chlorotische Ringflecken (Abbildung 1D,
1E) auf, die je nach Standort, Vegetationszeitpunkt
und Pflanzenart sehr unterschiedlich ausgepragt
sein konnen, Zudem treten weitere virus-verdichtige
Blattsymptome, wie Adernvergilbung (Abbildung 1C),
Schmalblittrigkeit von Blattfiedern (Abbildung 1G),
Blattkrduselung (Abbildung 1H) sowie Eichenblatt-
muster (Abbildung 1I) an Blittern von Ebereschen
auf, die vermutlich ebenfalls mit einer EMARaV-Infek-
tion in Zusammenhang stehen.

Die beschriebenen charakteristischen Symptome tre-
ten dabei nicht an allen Blittern eines erkrankten
Baumes auf, sie kénnen unregelmifig in der Baum-
krone verteilt sein. Hiufig weist beispielsweise nur
eine Hilfte des Fiederblattes chlorotische Ringflecken
und Scheckungen auf (Abbildung 1F, 2).

Zum Ende der Vegetationsperiode kénnen die Sym-
ptome zudem durch eine virusinduzierte vorzeitige
Seneszenz der Blitter bzw. durch Schiiden maskiert
werden, die durch andere biotische oder abiotische
Faktoren verursacht sind. Eine visuelle Bonitur und
der reproduzierbare Nachweis des Virus mittels eines
zuverlissigen Diagnoseverfahrens sind daher notwen-
dige Voraussetzungen fiir ein Monitoring.
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Ein neuartiges Virus in Sorbus aucuparia L.

F = G

Abbildung 1: Symptome an Blattfiedern von Sorbus aucuparia A, B: Scheckung; C: Adernver-

H l

gilbung; D: chlorotische Ringflecken auf hellem Griin; E: chlorotische Ringflecken auf dunklem
Griin; F: Fiederblatt mit Ringflecken und Scheckungen; G: Scheckungen, Schmalblattrigkeit,
Deformation der Blattfiedern; H: Blattkrduselung und Scheckungen; I: Eichenblattmuster und

nekrotische Lisionen

3.2 Nachweis des EMARaV

Mit den Studien zur Charakterisierung des EMARaV
ergaben sich verschiedene Moglichkeiten fiir die De-
tektion des Virus in der Eberesche (Tabelle 1).

Die Isolierung von virusspezifischer dsRNA aus Blatt-
material von Ebereschen ausgewihlter urbaner und
forstlich genutzter Standorte fiihrte zum Nachweis von
EMARaV in Schleswig-Holstein, Hamburg, Berlin und
Baden-Wiirttemberg (BentHACK et al. 2005). GrofSe Pro-
bemengen sind erforderlich und das Verfahren ist recht
aufwindig, so dass diese Methode fiir die routinemafi-
ge Untersuchung ungeeignet ist.

Mit Kenntnis der Nukleotidsequenzen von EMA-
RaV konnten Primer zum Nachweis der vier viralen

RNAs fiir den routineméfigen Einsatz in der RT-PCR
(Reverse Transkription-Polymerase-Kettenreaktion)
entwickelt werden (MieLke et al. 2008). Mit diesen
Primern gelang der Nachweis von EMARaV in Blit-
tern und Rinde von Ebereschen, die virusverdichtige
Symptome zeigten. EMARaV konnte dabei zu unter-
schiedlichen Vegetationszeitpunkten in Ebereschen
aus dem Raum Hamburg und einer Plantage in Tirol
(Osterreich) nachgewiesen werden. In Untersuchun-
gen in Finnland wurden Ebereschen mit EMARaV-
typischen Symptomen mittels Dot-Blot, bei dem die
virale RNA durch Einsatz einer spezifischen Hybridi-
sierungssonde nachgewiesen wird, untersucht (Kar-
LINEN et al. 2009). Diese Methode zum Nachweis von
EMARaV ist im Vergleich zur RT-PCR weniger sensitiv.
Zum routinemifigen Nachweis von EMARaV wird
deshalb die RT-PCR bevorzugt eingesetzt. Eine Infek-
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Tabelle 1: Auftreten von EMARaV-verdichtigen Symptomen und Nachweis des Virus
in erkrankten Ebereschen in Europa

Land Vorkommen Symptombeschreibung | Nachweisverfahren Referenz
(Bundesland/Region)
Deutschland Einzelbefunde bei Buntblittrigkeit (gelbe Rindenschildchen- Baur 1907
Gartenvarietdten von Blattrinder, gelbfleckige Pfropfung
Sorbus aucuparia Blattspreiten)
dstliche Bundesliinder chlorotische Ringflecken, | Rindenschildchen- KEGLER 1960
Linienmuster, chlorotische | Pfropfung
Flecken
Hamburg, Niedersachsen, | chlorotische Ringflecken, Rindenschildchen- FOHRLING und BOTTNER
Nordrhein-Westfalen, Scheckungen Pfropfung, Okulation 1998
Schleswig Holstein
Hamburg, Schleswig chlorotische Ringflecken, | dsRNA-Analyse Bentrack et al. 2005
Holstein, Berlin, Scheckungen
Baden-Wiirttemberg
Hamburg chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA1-RNA4), MigLke und MOHLBACH
Scheckungen Northern Blot, Western Blot | 2007, MirixE et al. 2008
Berlin, Mecklenburg-Vor- chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA2, RNA3) diese Arbeit
pommern (Einzelbefund: Scheckungen
Usedom), Bayern (Einzel-
befund: Fichtelgebirge)
Finnland landesweit chlorotische Flecken und - Jaaramen 1957
chlorotische Ringflecken
landesweit Weif-gelbliche Flecken, - Coorer 1993
chlorotische Ringflecken,
Linienmuster
Mittel- und Siidfinnland chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA3), Dot-Blot KALLINEN et al. 2009
Scheckungen, Nekrosen Hybridisierung (RNA3)
Rovaniemi chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNAZ, RNA3) diese Arbeit
Scheckungen
Grofbritannien | landesweit Weifs-gelbliche Flecken, - Coorer 1993
chlorotische Ringflecken,
Linienmuster
Schottland Perth and Kinross Eichenblattmuster - unverdffentlicht
Highland, Perth and chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA2, RNA3) diese Arbeit
Kinross, Stirling Scheckungen
Osterreich Einzelbefund Plantage chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA1-RNA4) MiELkE et al. 2008
in Tirol Scheckungen
Russland Westkarelien (Viipuri) chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA3), Dot-Blot KaLuiven et al. 2009
Scheckungen Hybridisierung (RNA3)
Ostkarelien chlorotische Ringflecken RT-PCR (RNA3) VALKONEN und
Rinnit 2010
Schweden Nord- und Mittelschweden | chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNAI-RNA4) VON BARGEN et al.
Scheckungen eingereicht
Siidschweden chlorotische Ringflecken, RT-PCR (RNA2, RNA3) diese Arbeit
(Kdping, Stockholm) Scheckungen
Tschechien Mittel-Bohmen chlorotische Ringflecken - PoLak et al. 1990
und chlorotische Flecken
Bohmisches Tiefland chlorotische Ringflecken, - PoLAK und ZIEGLEROVA
Linienmuster, 1996
Panaschierung
Prag chlorotische Ringflecken RT-PCR (RNA1-RNA4) Grivovi et al. 2011
288 Jahrbuch der Baumpflege 2013
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R

Abbildung 2: Blitter einer EMARaV-infizierten
Eberesche vom Standort Rovaniemi (Finnland).
Links: rechtsseitige Ausprigung von chloro-
tischen Ringflecken. Rechts: Scheckung des
gesamten Fiederblattes

tion mit EMARaV konnte mit dieser Methode bei Eber-
eschen in Finnland, Schweden, Russland und weite-
ren Standorten in Deutschland nachgewiesen werden.

In neuesten Studien hat sich gezeigt, dass sich die
virale RNA2 und RNA3 des Virus als Zielregion der
Nukleinsdure-basierten Methode der RT-PCR beson-
ders eignet. Zum einen, weil die virale RNA2 in hihe-
rer Kopienzahl im Ebereschengewebe vorliegt als die
anderen Genomsegmente des EMARaV (SCHIATERMUND

2008), zum anderen weil durch die verwendeten Pri-
mer (MIELKE et al. 2008) lediglich kurze Fragmente in
der RT-PCR generiert werden,

Beide Primer-Paare wurden 2011 und 2012 zur Un-
tersuchung von Gesamt-RNA aus 19 Blattproben von
Ebereschen mit Ringflecken und Scheckungen ver-
schiedener Standorte in Schottland (Corrieshalloch
Gorge, Dunvegan, Kinlochleven, Ullapool), Schweden
(Koping, Stockholm), Finnland (Rovaniemi) und
Deutschland (Berlin, Fichtelgebirge, Usedom) in der
RT-PCR eingesetzt.

EMARaV konnte in 18 der 19 untersuchten Proben
mit virusverddchtigen Symptomen nachgewiesen
werden. In 14 Proben waren sowohl vRNA2 als auch
VRNA3 nachweisbar, wihrend in jeweils zwei Proben
aus Schottland bzw. Deutschland lediglich eines der
beiden Genomsegmente nachgewiesen wurde (Abbil-
dung 3). Diese Ergebnisse dokumentieren, dass das
Virus mit hoher Sicherheit mittels RT-PCR in Proben
unterschiedlicher geographischer Herkunft nachge-
wiesen werden kann, wenn mindestens zwei verschie-
dene Ziel-RNAs (Genomsegmente) parallel amplifi-
ziert werden.

3.3 Ubertragung des EMARaV

Die natiirlichen Ubertragungswege des Virus sind
bisher ungeklart. In Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass das Virus durch Pfropfung von EMARaV-

Schottland Schweden

Finnland Deutschland

ié!illlli"i!ill‘1*2

RNA3 RNA2

T3 l'-l(1. & 4 7
: I -300 bp
!!!I! - 204 bp

Abbildung 3: Nachweis von EMARaV aus Blittern von Ebereschen verschiedener europiischer Stand-
orte durch Amplifikation eines 300 bp langen Fragmentes der viralen RNA2 (oben) bzw. eines 204 bp
langen Fragmentes der viralen RNA3 (unten) in der RT-PCR, die im 1 %igen Agarosegel aufgetrennt
wurden. (M) 50 bp DNA Ladder (Thermo Scientific); (+) Positivkontrolle: EMARaV-infizierte Eber-
esche; () Negativkontrolle: nicht EMARaV-infizierte Eberesche
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infizierten Reisern auf eine nicht-infizierte Unterlage
iibertragen werden kann (FiHrLING & BUTINER 1995).
Eine krautige Indikatorpflanze konnte bisher nicht
identifiziert werden. Eine vertikale Ubertragung von
EMARaV durch Samen und Pollen ist bisher nicht be-
kannt.

Fiir die EMARaV-verwandten Viren FMV, PPSMV, MRSV,
RRV und RLBV konnte eine Ubertragung durch Gall-
milben (Eriophyidae) gezeigt werden (MIELKE-EHRET
& MonsacH 2012). Da EMARaV-infizierte Ebereschen
hdufig einen Befall mit Gallmilben aufweisen, sind
diese beziiglich ihrer potentiellen Funktion als Vektor
von Interesse. Die Gallmilben wurden als Phyfoptus
pyri identifiziert. Sie entwickeln sich in Gallen auf
der Blattunterseite von Ebereschen. Innerhalb einer
Galle finden sich unterschiedliche Entwicklungssta-
dien. Durch Immunofluoreszenz-Mikroskopie wiesen
MieLke-EHReT et al. (2010) das virale p3 Protein von
EMARaV in 80 % der Gallmilben aus einer Galle nach.
Zudem konnten neben den genomischen RNAs von
EMARaV auch Kopien dieser RNAs im Vektor nach-
gewiesen werden. Daher wird eine propagative Uber-
tragung des Virus durch die Gallmilbe angenommen
(MreLke-EHRET et al. 2010).

4 Wirtschaftliche Bedeutung/
Maf3nahmen fiir die Bekimpfung

EMARaV ist in Ebereschen, die im Unterholz von Wil-
dern sowie in Anpflanzungen des offentlichen Griins
natiirlich vorkommen, weit verbreitet. Der bisher
einzig bekannte mogliche Vektor dieses Geholzvirus
ist die Gallmilbe Phytoptus pyri. Andere natiirliche
Ubertragungswege sind noch nicht bekannt. Bislang
gibt es fiir die Bekimpfung von Pflanzenviren keine
kurativen MaRnahmen. Ausschlieflich prophylak-
tische MafSnahmen konnen zur Eindimmung der
Verbreitung dieser Gehdlzvirose ergriffen werden.
Eine wesentliche Mafnahme ist die Verwendung von
virusgetestetem Pflanzenmaterial. Bereits bei der Pro-
duktion von Ebereschen-Simlingen sollte das Pflan-
zenmaterial mit regelmaRigen Stichproben auf eine
Infektion mit EMARaV mittels RT-PCR untersucht
werden. Eine visuelle Bonitur erginzt das Verfahren.
Infizierte Baume sollten aus dem Bestand entfernt

werden, da eine weitere Verbreitung des Virus im Be-
stand nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Gallmilbe Phytoptus pyri besiedelt neben Sorbus
aucuparia weitere Mitglieder der Familie Rosaceae.
Adulte Stadien der Gallmilbe kénnen die Gallen ver-
lassen und iiber groe Entfernungen mit dem Wind
verbreitet werden (ScLiEsske 1995). Eine Ubertragung
des EMARaV auf wirtschaftlich bedeutende Obstgehol-
ze wie Malus spp. und Pyrus communis ist denkbar
und bleibt zu untersuchen.

5 Fazit

EMARaV ist an Sorbus aucuparia in Nord- und Mit-
teleuropa sowohl im Forst als auch im offentlichen
Griin sehr weit verbreitet. Die Aufklirung der Uber-
tragungswege ist von besonderer Bedeutung, um das
AusmaR der Verbreitung des Virus und die wirtschaft-
liche Bedeutung einschitzen und kontrollieren zu
konnen. Neben der Ubertragung durch den vermut-
lichen Vektor Phytoptus pyri miissen weitere Wege
fir die Verbreitung dieses Virus, wie zum Beispiel
das Inverkehrbringen infizierter Pflanzen, die Ver-
breitung durch Saatgut, Pollen und andere Vektoren
untersucht werden. Die Eberesche ist bisher die einzig
bekannte Wirtspflanze des Virus. Eine Ubertragung
von EMARaV durch die Gallmilbe auf andere, zum Teil
wirtschaftlich sehr bedeutende Rosaceae wie die Obst-
geholze Apfel und Birne, ist unbedingt aufzukliren.
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