Etablierung einer IC-RT-PCR zum Nachweis von CLRV
in Pollen aus Birke (Betula spp.)
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Das pollen- und sameniibertragbare Cherry leaf roll virus (CLRV), ein weitverbreitetes Nepovirus aus der Familie Secoviridae, ist ein
bedeutendes Virus an Birken (Bandte et al., 2009; Biittner et al., 2011). Pollen wurde bisher nicht fiir den CLRV-Nachweis verwendet. Ziel
der Arbeit war es, einen sensitiven RT-PCR basierten Routinenachweis von CLRV in Birkenpollen zu etablieren.
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Abb. 1: Beprobung von Betula spp. mit virustypischen Symptomen (a) Vermehrte Tumorbildung am gesamten Baumstamm (b) chlorotische Ringflecken (c) chlorotische Fleckung (d)

Einsatz eines Baumkletteres, um Aste aus unterschiedlichen Baumbereichen zu entnehmen (e) reife Birkenkitzchen (f) Aufbreitung der Proben im Gewichshaus unter vollstandiger
Schutzkleidung der Mitwirkenden (g) Trennung des Pollens von den Katzchen

Im Frﬁhjahr 2011 und 2012 wurde Pollen von 48 Tab. 1: Ubersicht beider IC-RT-PCR Methoden unter Angabe des eingesetzten Homogenats, der verwendeten
Primer, der zu erwartenden Fragmentgrofe und den PCR-Bedingungen ( Methode A = nach Gentkow et al. (2007);

Birken (Betula pendula, Betula pubescens und Nttt I b A okt

Hybriden beider Arten) entnommen (Abb. 1). Es
wurden Birken mit virustypischen Symptomen sowie
solche ohne Symptome beprobt. Von diesen konnten
insgesamt 69 Pollenproben mit zwei CLRV-
spezifischen IC-RT-PCR Methoden vergleichend
untersucht werden (Tab. 1). Blattmaterial von CLRV-
infizierten Chenopodium quinoa (10'-10*) wurde in

die IC-RT-PCR eingesetzt, um die Sensitivitit der FragmentgroBe 420 bp 353 bp
swei Primerkombinationen zu testen. PCR-Protokoll 2 min 94 °C; 30 x 1 min 94 °C, 45 5 55 °C, 1 min 72 °C; 5 min 72 °C

Verdiinnung Homogenat 10, 102 10-, 1072
cDNA-Synthese GTC GGA AAG ATT ACG TAA AAG G; Werner et al. (1997)
Primer PCR FW: GTC GGA AAG ATT ACG TAA AAG G; Werner et al. (1997)

RW: TGGCGACCGTGTAACGGCA CATGCGACCGGTCCTAGTAGTA
Werner et al. (1997) (diese Arbeit)
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* Verwendung der neuen Primerkombination (Methode
B) fiihrt zu mindestens 10fach héheren Sensitivitét
der IC-RT-PCR (Abb. 2)

* Inhibierung der IC-RT-PCR bei einer Verdiinnung des
Pollenextraktes bei 10-'. Nachweis von CLRV erst in
verdiinnten Pollenextrakten von 102 moglich (Abb. 3)

+ Die modifizierte IC-RT-PCR fiihrte bei gleichen Mcmodc‘: A L] I:ll“th‘;gc; -
. . ensitivitit der IC-RT-PCR in 3: Vergleich von vier IC-RT-PCR-Varianten zum
Proben zu hoheren Amplﬁkatlonsraten (Abb' 4)' Abhiingigkeit von den eingesetzten PCR. Nachweis von CLRV aus Birkenpollen. Primer: (a;c) Werner et
) Primer; Methode A: Werner et al. 1997, al. 1997; (b;d) diese Arbeit; Verdiinnung Pollenextrakt:
% Methode B: diese Arbeit (a;b) 102, (c;d) 102
E *« Die Modifikationen (Methode B) filhrten bei den Tab. 2: Anzahl CLRV-positiver Birkenpollen in Abhingigkeit vom Probenahmestandort und der gewahlten
—8 . . IC-RT-PCR Methode (Methode A = nach Gentkow et al. (2007); Methode B = diese Arbeit)
& gleichen Pollenproben zu 31 Proben mit CLRV-
‘uj positivem Testergebnis (Tab. 1). 2011 2012
* Von 15 positiv getesteten Einzelbdumen konnte in Standort Baume CLRV pos. Bdume CLRV pos.
beiden Kalenderjahren Pollen analysiert werden. 8 Methode Methode Methode Methode
davon waren in beiden Jahren CLRV-positiv, wahrend A A B

die Birkenpollen von den iibrigen 7 Einzelbdumen nur Im Schwarzen Grund 1
in einem Kalenderjahr als CLRV-positiv
anzusprechen waren

* Der CLRV-Nachweis in dem Pollen korreliert nicht
mit der Symptomauspragung der Blatter
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Insgesamt

* FEin sensitiver und zuverldssiger CLRV-Routinenachweis konnte etabliert Bandte et al. (2009): Jahrbuch der Baumpflege,
215-221.
werden
. . . . . . . Gentkow J et al. (2007): Jahrbuch der Baumpflege,
* Die CLRV-spezifische IC-RT-PCR ist mit der neuen Primerkombination = 279-302
sensitiver Il Landgraf et al. (2010)
. . o . c B R et al. (1997): Journal of Forest Pathology 27,
* Inhaltsstoffe im Pollenextrakt wirken inhibierend auf die IC-RT-PCR ‘5 303_;‘“1; et al. (1997): Journal of Forest Pathology

* CLRV war im Pollen von symptomatischen und asymptomatischen Birken-
Arten nachweisbar
» In fast der Hélfte der untersuchten Birken (23/48) war der CLRV-Nachweis {iber
ip: : : : . : Wir bedanken uns bei der Deutschen Forschungsgemeinschaft
d(?n Pollen .posmv., was auf eine weite Verbreitung des Virus in (DFG) fir die Forschungsforderang (BUSSO/14.1,
Birkenpopulationen hindeutet BU890/23-1).
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