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Viren an Betula pendula (Rotn.)

Analyse des Artenspektrums der Ordnung Hemiptera und Nachweis von
Cherry leaf roll virus (CLRV) in potentiellen Vektoren

Viruses on Betula pendula (Roth.)

Evaluation of the species spectrum of the order Hemiptera and detection of
Cherry leaf roll virus (CLRV) in potential vectors

von Martina Bandte, Anuna-Kathrin Schuster, Susanne von Bargen

und Carmen Biiliner

Zusammenfassung

Das Cherry leaf roll virus (CLRV) ist ein welt-
weit verbreitetes Pflanzenpathogen, das einen
sehr groffen Wirtspflanzenkreis hat und unter
anderem Birken infiziert. In dieser Arbeit stellen
wir die Ergebnisse einer Studie zur Ermittlung
des Spektrums Birken-assoziierter Hemipteren
(Schnabelkerfen) und Untersuchung von Ein-
zelindividuen auf eine Kontamination mit CLRV
vor. Mittels IC-RT-PCR wurde CLRV in Birkenwan-
zen (Kleidocerys resedae, Heteroptera) und erst-
mals in der Gemeinen Birkenblattzikade (Kybos
lindbergi, Cicadellidae) nachgewiesen, so dass
diese Spezies als potentielle Vektoren anzuspre-
chen sind. Die Bedeutung dieser Insekten an der
Verbreitung des Erregers — das Ausmaf und die
Effizienz der Ubertragung — wird noch ermittelt.

1 Einleitung

Das Cherry leaf roll virus (CLRV) ist ein in gemi-
Rigten Klimazonen weit verbreitetes Pflanzenpa-
thogen mit einem sehr groen Wirtspflanzenkreis.
Das Virus wurde bisher in 17 Gehdlzgattungen nach-
gewiesen, aber auch krautige Pflanzen wie Rittersporn
(Delphinium sp.) und Rhabarber (Rheum rhabar-
barum) werden infiziert (BUTTNER et al., im Druck).
CLRV kann zu wirtschaftlich bedeutenden Verlusten
beim Anbau von Steinfriichten wie beispielsweise Wal-
nuss, Kirsche und Olive fiihren (LaNGER et al., 2010).
Auch Laub- und Ziergeholze im Forst und offentlichen

Summary

Cherry leaf roll virus (CLRV) is a plant pathogen
with worldwide distribution which infects birch
(Betula spp.) among a wide variety of other hosts.
We present the results of an investigation concern-
ing the presence and abundance of insect species
on birch trees. Further, individual insects were
tested in regard to their contamination with
CLRV by applying molecular techniques. CLRV
was detected in the two species birch catkin bug
(Kleidocerys resedae, Heteroptera) and birch
leafthopper (Kybos lindbergi, Cicadellidae) by
IC-RT-PCR. Therefore, these species are consider-
ed to be potential vectors of that viral pathogen.
The impact and significance of identified insects
on the distribution of CLRV, especially on the ex-
tent and efficiency of virus transmission, have yet
to be ascertained.

Griin sind betroffen. Hierunter befinden sich unter
anderem zahlreiche Befula-Spezies (JALKANEN et al.,
2007; voN BARGEN et al., 2009), die in Finnland einen
bedeutenden Wirtschaftsfaktor der dortigen Papier-
und Holzindustrie darstellen.

Diesen wirtschaftlichen Einbufen kann nicht mit
kurativen chemischen Bekdmpfungsmafinahmen
begegnet werden. Daher kommt prophylaktischen
Mafinahmen eine besondere Bedeutung zu (BUTTNER
und BaNDTE, 2001). Dazu zdhlt die Unterbrechung
der Infektionswege beispielsweise durch die Verwen-
dung von virusfreiem Pflanzenmaterial, die Desin-
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fektion von Arbeitsgeriten und die Bekdmpfung von
Vektoren. Die Entwicklung geeigneter Strategien zur
Vektorkontrolle erfordert ein profundes Verstindnis
der Mechanismen, die der Verbreitung von CLRV zu-
grunde liegen.

2 Verbreitungsmoglichkeiten von CLRV

Das Cherry leaf roll virus ist ein samen- und pollen-
biirtiges Virus (CoopEr et al., 1984), das auch auf me-
chanischem Wege iiber Blattinokulation und Pfrop-
fung iibertragen werden kann (HorvatH, 1979; JoNES,
1985). Des Weiteren liegen Berichte zu dessen Ver-
breitung iiber Nahrlosung vor (BANDTE et al., 2007).
Das Verbreitungsmuster der in Finnland seit 2003
beobachteten CLRV-Infektionen, die Neuinfektion von
Altbestinden sowie der Nachweis in unterschiedlichen
Birkenarten legen nahe, dass weiteren Mechanis-
men eine bedeutende Rolle in der Epidemiologie des
Virus zukommt (JALKANEN et al., 2007; voN BARGEN et
al., 2009). Als biologische Ubertriger des CLRV wur-
den bisher Nematoden (Wane et al., 2002) und Myzus
persicae (SuLzer) (Griine Pfirsichblattlaus, Forp et al.,
1972) untersucht. Diese konnten in Ubertragungsver-
suchen nicht als Vektoren charakterisiert werden.

3 Zielstellung

Mit der hier vorgestellten Studie sollten zundchst
Insekten erfasst werden, die Betula pendula (Héin-
gebirke) besiedeln, und nachfolgend Einzelindivi-
duen auf eine CLRV-Kontamination gepriift werden,
um potentielle CLRV-Vektorspezies zu ermitteln. Die
Analysen fokussierten auf die Gruppe der pflanzen-
saugenden Hemiptera (Schnabelkerfen), welche als
die wichtigste Gruppe virusiibertragender Insekten
gelten (ANpreT-Link und Fucas, 2005; Huit, 2002) und
durch ihre Nahrungsaufnahme mit Hilfe stechend-
saugender Mundwerkzeuge fiir die Virusiibertragung
pradestiniert sind (NauLt, 1997).

4 Material und Methoden

Zur Erfassung des Artenspektrums der Ordnung He-
miptera wurden im Hochsommer 2009 an vier Ter-

Abbildung 1: Kronenbereich einer CLRV-infi-
zierten B. pendula am Standort der Proben-
nahme in Berlin-Zehlendorf (oben) und
charakteristische Krankheitssymptome an den
Blittern: chlorotische Ringflecken (unten links)
und chlorotische Adernbidnderung (unten rechts)

minen (16. und 23. Juli sowie 4. und 18. August) an
insgesamt acht CLRV-infizierten sowie drei nicht-
CLRV-infizierten Hangebirken (Betula pendula)
Klopfproben (STEINER, 1962) entnommen. Die Biume
stehen im Berliner Bezirk Steglitz-Zehlendorf, CLRV-
infizierte Birken weisen charakteristische Blattsymp-
tome auf (Abbildung 1).
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Das Abtoten der Insekten erfolgte mit Essigsaureethyl-
ester, die Lagerung in Ethanol (70 %). Die Artdetermi-
nierung erfolgte anhand morphologischer Parameter
mit Hilfe der Bestimmungsschliissel nach BIEDERMANN
und NIEDRINGHAUS (2004), Brackman und Eastop (1994),
HANNEMANN et al. (2000) und BAHRMANN (2008).

Birkenmaterial sowie Hemipteren-Einzelindividuen
wurden auf eine Infektion bzw. Kontamination mit
CLRV mit Hilfe einer IC-RT-PCR tiberpriift (GENTKOW
et al., 2007) wobei die polyklonalen Antikorper IgG 4
(gegen Serogruppe A) und IgG 23 (gegen Serogruppe
E) (ReBENSTORF et al., 2006) verwendet wurden.

5 Ergebnisse
5.1 Betula pendula besiedelnde Insekten

In den von Betula pendula entnommenen Klopf-
proben befanden sich circa 2400 Einzelarthropoden.

Abbildung 2 gibt eine Ubersicht der selektierten pflan-
zensaugenden Hemipterenarten, die qualitativ und
quantitativ néher analysiert wurden.

Insgesamt 1848 Individuen konnten dem Taxon
Heteroptera (Wanzen) zugeordnet werden und ge-
horen zu den Spezies Kleidocerys resedae, Elas-
mosthetus interstinctus, Stenodema laevigata,
Elasmucha grisea, Pentatoma rufipes und Lygocoris
sp.. Die quantitative Auswertung zeigte die deutliche
Dominanz der Birkenwanze (Kleidocerys resedae).
Von dieser Spezies wurden insgesamt 1828 Individuen
gezéhlt, worunter sich sowohl Nymphen (1070 Indi-
viduen) als auch Adulte (758 Einzeltiere) befanden.
Vertreter dieser Art waren iiber den gesamten Proben-
nahmezeitraum an allen beprobten Baumen vorhan-
den.

Des Weiteren befanden sich aus der Familie der
Zwergzikaden (Cicadellidae) 18 Individuen in den
Klopfproben, die insgesamt sieben verschiedenen Ar-

Anzahl an Einzelindividuen
Insekt untersucht CLRV-kontaminiert
Wanzen
Kleidocerys resedae 122 15
Elasmosthethus interstinctus 1 0
E. grisea 15 0
Lygocoris sp. 1 0
Pentatoma rufipes 2 0
Stenodema laevigata 1 0
| Zikaden
Kybos lindbergi i 1
Empoasca sp. 1 0
Graphocephala fennahi 1 0
Linnavuoriana decempunctata 5 0
Oncopsis tristis 2 0
0. flavicollis 2 0
0. subangulata 1 0
Zyginella pulchra 1 0
Pflanzenlduse
Calaphis flava 2 0 Tabelle 1: -
Eucallipterus punctipennis 15 0 N?Chwels YORICLRY vy
. tilige ; 1 0 Birkenproben und Ein-
Psylla betulae 20 0 zelindividuen (Adulte)
von Hemipteren mit
Summe 198 16 Hilfe einer IC-RT-PCR
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Zikaden (Cicadellidae)

VKybs zgz
7 Individuen

Graphocephala fennabi .
1 Individuum

Oncapsis flavicollis
2 Individuen

Linnavuoriana decempunctata
3 Individuen

~ Oncopsis subangulata
1 Individuum

Oncopsis tristis
2 Individuen

ohne Abbildung

Zyginella pulchra
1 Individuum

Empoasca sp.
1 Individuum

Wanzen (Hemiptera)

y:

Elésmostbetus inlerstinctus
15 Individuen

Elasmucha grisea
1 Individuum

Kleidocerys resedae
758 Adulte/1070 Nymphen

Lygocoris sp.
1 Individuum

Pentatoma rufipes
15 Individuen

Stenodema laevigata
2 Individuen

Pflanzenléuse (Sternorrhyncha)

Calaphis flava 2 Individuen
Callipterinella calliptera (Nymphe) 1 Individuum
Chaitophoridae (Nymphe) 1 Individuum
Eucallipterus tiliae 3 Individuen
Euceraphis punctipennis 17 Individuen
Euceraphis sp. (Nymphe) 11 Individuen
Myzocallis sp. (Nymphe) 5 Individuen
Periphyluus sp. (Nymphe) 2 Individuen
Psylla betulae 33 Individuen

Abbildung 2: Nach Entnahme von Klopfproben an Betula pendula in Berlin im Hochsommer 2009
ermittelte Hemipterenarten unter Angabe der Anzahl der Individuen (MaRstabsbalken = 1 mm)

ten (Oncopsis tristis, 0. flavicollis, 0. subangulata,
Kybos lindbergi, Linnavuoriana decempunciata,
Zyginella pulchra und Graphocephala fennahi) an-
gehorten. Ein Individuum gehorte zur Gattung Em-
poasca sp. Dabei war die Gemeine Birkenblattzikade
(Kybos lindbergi) als einzige Zikadenart mit sieben
Individuen haufiger vertreten und wurde an allen vier
Zeitpunkten der Probennahme gefunden.

Von den 117 Individuen, die zu den Psyllina (Blattflo-
he) und Aphidina (Blittl4use) innerhalb der Gruppe
der Pflanzenlduse (Stenorrhyncha) zihlten, konnten
73 Einzeltiere insgesamt neun Taxa (Calaphis flava,
Callipterinella calliptera, Chaitophoridae, Eucal-
lipterus tiliae, Euceraphis punctipennis, Euceraphis
sp., Myzocallis sp., Periphyluus sp., Psylla betulae)
zugeordnet werden. Am hiufigsten traten Psylla be-
tulae (33 Individuen) bzw. sowohl Nymphen als auch
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Adulte der Gattung Euceraphis (28 Einzeltiere) auf.
44 Individuen, vornehmlich Nymphen, konnten nicht
bestimmt werden.

5.2 Nachweis von CLRV in Hemipteren

Insgesamt 198 zu den Wanzen, Zikaden bzw. Pflan-
zenldusen zihlende adulte Einzelindividuen wurden
auf eine Kontamination mit CLRV gepriift (Tabel-
le 1). Wahrend keine der 38 Pflanzenlduse und nur
eine der 18 Zikaden eine Kontamination mit CLRV
erkennen lief}, waren 15 der 142 getesteten Wanzen
CLRV-kontaminiert. Sowohl bei den Wanzen als auch
bei den Zikaden erwiesen sich nur Einzelindividuen
einer Spezies — K. resedae respektive K. lindbergi —
als CLRV-kontaminiert. Der reproduzierbare Nachweis
von CLRV in Einzelindividuen von K. resedae bestatigt
die bereits in vorhergehenden Arbeiten von WERNER
et al. (1997) und ReBeNsTORF (2005) beschriebene
Detektion von CLRV an einem Einzelindividuum. In
K. lindbergi hingegen wurde CLRV bisher noch nicht
detektiert.

Dariiber hinaus wurden von an einem CLRV-infi-
zierten Baum am 4. August 2009 entnommene Proben
sowohl 21 Adulte als auch 20 Nymphen von K. resedae
einer Testung auf CLRV unterzogen. Dabei konnte das
Pflanzenvirus in fiinf Adulten sowie einer Nymphe
nachgewiesen werden.

Bei der Bewertung der Ergebnisse muss Beriicksich-
tigung finden, dass bisher nur eine begrenzte Zahl
von Einzelindividuen untersucht wurde. So kann ein
CLRV-negativer Befund beispielsweise aus der Tat-
sache resultieren, dass zuvor an einer nicht CLRV-
infizierten Astpartie eines CLRV-infizierten Baums
gesaugt wurde. Die Nachweisgrenze der verwendeten
IC-RT-PCR liegt bei 10 pg CLRV (GENTKOW et al., 2007).

6 Bedeutung einer potenziellen
Vektoriibertragbarkeit

Fine vektorielle Ubertragung des CLRV kann zum
Eintrag des Pathogens aus Virusreservoirs der umge-
benden Flora in Birkenbestinde fiihren. So kann es
zu einer schnellen Verbreitung der Erkrankung in den

Birkenbestinden kommen, wie sie beispielsweise an
verschiedenen Betula-Spezies in Finnland beobachtet
wurde (JALKANEN et al., 2007; voN BARGEN et al., 2009).
Diese epidemiologischen Entwicklungen werden ver-
mutlich durch die Klimaerwarmung unterstiitzt, da
die verdnderten Bedingungen hiufig eine Vermin-
derung der pflanzlichen Abwehr herbeifithren und
gleichzeitig langere Aktivititsperioden von Insekten
sowie einen Anstieg von Populationsgrofien fordern
(Avres und LoMBARDERO, 2000).

Zudem konnte eine effektive Ubertragung des CLRV
zwischen verschiedenen krautigen sowie holzigen
Wirtspflanzenarten durch Vektorinsekten stattfinden.
Dabei stellen die Vektoraktivitit und das Vektorver-
halten vermutlich wichtige Faktoren dar sowohl bei
der Verbreitung des Erregers als auch in Verbindung
mit der Effizienz der Virusiibertragung im Bestand der
Baume (JEGER et al., 2004). Ein besseres Verstindnis
dieser Beziehungen ist notwendig, um die Verbrei-
tungsmechanismen von CLRV zu verstehen und dann
erfolgreiche Bekdmpfungsstrategien entwickeln zu
konnen.

7 Ausblick

Mit dieser ersten Studie zum Artenspektrum der Ord-
nung Hemiptera konnte zun4chst fiir einen Standort
diejenigen Arten ermittelt werden, die B. pendula
im Hochsommer besiedeln. Es wurden sechs pflan-
zensaugende Wanzen- und acht Zikadenarten, sowie
neun Pflanzenlaustaxa determiniert. Weitere Pro-
bennahmen iiber mehrere Jahre sowie die gesamte
Vegetationsperiode hinweg sollen in weiterfilhrenden
Studien erfolgen, um die Diversitit moglicher CLRV-
tibertragender Insekten vollstindiger zu erfassen.
Dazu werden auch Birken anderer Standorte in die
Untersuchungen einbezogen.

Ein Vergleich der in den potentiellen Vektorinsekten
und den jeweils besiedelten CLRV-infizierten Biumen
detektierten phylogenetischen Gruppe des CLRV wird
erste Riickschliisse auf die Rolle der Insektenart in der
Epidemiologie des Virus ermoglichen.
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