
Nachweis des Cherry leaf roll virus (CLRV) in  
gepfropften Betula pubescens  

finnischer Herkunft mittels (semi-) nested RT-PCR 
 
 

Einleitung 
Seit 2002 werden an Birken in Finnland zunehmend CLRV-typische 
Symptome wie Adernbänderung, Blattrollen, Chlorosen und 
stellenweise Nekrosen beobachtet, die mit Degenerations- und 
Absterbeerscheinungen einhergehen (JALKANEN et al. 2007, 
BÜTTNER et al. 2013, Abb. 3). Das Cherry leaf roll virus (CLRV) ist ein 
Nepovirus der Subgruppe C (Familie Secoviridae). Es besteht aus 
einem bipartiten, ss (+) RNA-Genom (Abb. 7). Bisherige Studien haben 
gezeigt, dass es trotz hoch sensitiver Methoden nicht immer möglich 
ist, CLRV in Moorbirken, insbesondere finnischer Abstammung, nach 
zu weisen (BREUHAHN et al., 2013). Daraufhin wurden (semi-) nested 
RT-PCRs entwickelt und getestet. 

Material und Methoden 
Mit CLRV infizierte Birkenreiser (B. pubescens) finnischer Herkunft wurden im Jahr 2011 auf 
zweijährige Birkensämlinge deutscher Herkunft (B. pubescens) gepfropft. Die Bäume wurden 
auf CLRV Symptomausprägung (Abb. 4) in der Vegetationsperiode von März bis August 2013 
regelmäßig bonitiert (Abb. 1 und 2). Es wurden Blätter unterschiedlicher Astregionen 
entnommen und zur RNA-Isolierung verwendet. Gesamt-RNA wurde in 3 verschiedenen 
(semi-) nested RT-PCR Verfahren eingesetzt. Die verwendeten Primer-Kombinationen sind 
spezifisch für drei partielle Genomregionen des Virus (CP, RdRp, 3´ UTR, Abb. 7). Amplifizierte 
Genombereiche des CLRV wurden kloniert, sequenziert und mit bisher charakterisierten 
Sequenzen verglichen. 

Abb. 1:Versuchsstandort 
der gepfropften Birken 
in Berlin 

Abb. 3: CLRV-typische Symptome an 
gepfropften Birken -  Adernbänderung sowie 
Blattrollen und kleine Blätter 

Abb.7 : Genomorganisation des CLRV und Primer-Bindungsstellen 
der 1. und 2. CLRV (semi-) nested RT-PCR 

PCo = Proteinase Cofaktor; NTB = NTP - Bindungs Protein; VPg = Virales 
Genom gebundenes Protein, Pro = Proteinase;  Pol. (RdRp) =Polymerase; MP 
= Movement Protein (Transportprotein); CP = Coat Protein (Hüllprotein); 3´ 
UTR = untranslated region (Nicht-translatierte Region); p (A) = Poly-A-
Schwanz; X1/X3/X4 = putative Proteine  

Ergebnisse  

Abb. 4: CLRV-typische Symptome an 
 finnischen gepfropften Moorbirken, 
Vegetationsperiode Juli bis August.  
A  B und D chlorotische Adernbänderungen C Blattrollen und Scheckungen 
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 74 % der bonitierten gepfropften Moorbirken 
aus Finnland entwickelten in der 
Vegetationsperiode März bis August CLRV-typische 
Symptome (Abb. 4 und Tab. 1).  

 
 In  18 von 19 finnischen Moorbirken konnte 
mindestens eine der drei Genomregionen des CLRV 
amplifiziert und somit eine Infektion mit dem Virus 
gezeigt werden (Abb. 5 und 6).  

 
 Mindestens ein gepfropfter Sämling von jedem 
Spenderbaum war CLRV infiziert, darunter auch 
Bäume ohne CLRV-typische Symptome (Tab. 1).  

 
 Ein Sequenzvergleich mit bisher 
charakterisierten CLRV-Isolaten aus der Datenbank 
des NCBI zeigte, dass die CLRV-Varianten in den 
gepfropften Moorbirken überwiegend der 
phylogenetischen Gruppe A (REBENSTORF et al. 
2006) zuzuordnen sind. 
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Spenderbaum Gepfropfte 
Sämlinge 

CLRV-
Symptome 

CLRV -positiv 
getestet mittels 

nested PCR 
B. pubescens 3 7 6 7 
B. pubescens 4 2 1 1 
B. pubescens 7 5 3 5 
B. pubescens 12 1 1 1 
B. pubescens 20 2 1 2 
B. pubescens 320 2 2 2 

Abb. 2: gestauchtes 
Wachstum (Zwergwuchs) 

Tabelle 1: CLRV-infizierte finnische Spenderbäume (JALKANEN et al. 2007); 
Anzahl der überlebenden gepfropften Sämlinge; Anzahl der gepfropften 
Sämlinge, die CLRV-Symptome zeigten und Anzahl der 2013 CLRV-positiv 
getesteten gepfropften Moorbirken  
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Abb. 5: CLRV-Nachweis in Blattmaterial finnischer Birken 
durch Amplifikation eines 318 bp langen Fragments der RdRp-
kodierenden Region mittels nested-PCR; (+) Positivkontrolle- 
deutsche B. pendula, (-) Negativkontrolle-MiliQ H₂O, (1-15) 
finn. Birkensämlinge, (M) Größenstandard 1 kb 

Abb. 6: CLRV-Nachweis in Blattmaterial finnischer Birken 
durch Amplifikation eines 627 bp langen Fragments der 
CP-kodierenden Region mittels nested-PCR; (+) 
Positivkontrolle- deutsche B. pendula; (-) Negativkontrolle- 
MilliQ H₂O; (1-15) finn. Birkensämlinge; (M) 
Größenstandard 1 kb  

Finanziell wurde das Projekt 
BU 890/15-1 durch die DFG 
unterstützt. 
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