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Absterbende Birken im urbanen Griin Berlins —
eine Studie zur Virusinfektion

Declining urban birch trees in Berlin — a case study of viral infection

von Maria Landgraf, Jobannes Geblsen, Artemis Rumbou, Martina Bandte,
Susanne von Bargen, Martin Schreiner, Barbara Jickel und Carmen Biittner

Zusammenfassung

Seit Ende der 90er Jahre werden an Birken (Be-
tula spp.) im Berliner Bezirk Steglitz/Zehlendorf
virusverdichtige Symptome beobachtet. Diese
Stralenbdume zeigen oft Degenerationen und
fiir Viren typische Chlorosen und Nekrosen an
den Blattern. Derart auffilliges Blattmaterial
von 73 ausgewahlten Biumen wurde von Mai bis
Juli 2015 gesammelt und mittels molekularbio-
logischer Methoden auf eine Infektion mit den
folgenden in Birken bekannten Viren untersucht:
Cherry leaf roll virus (CLRV), Arabis mosaic vi-
rus (ArMV) und Apple mosaic virus (ApMV). Die
Infektion der Baume mit CLRV konnte bestitigt
werden. Eine solche Identifizierung des Erregers
ist notwendig, um das richtige Krankheitsma-
nagement einzuleiten, weil es 6konomisch nicht
vertretbar ist, falschen Ursachen nachzugehen.

1 Einleitung

Aus dem aktuellen StrafSenbaum-Zustandsbericht der
Senatsverwaltung fiir Stadtentwicklung und Umwelt
2015 ist zu entnehmen, dass im Jahr 2010 rund 40 %
aller iiber 15 Jahre alten Berliner Innenstadt-Straflen-
baume geschidigte Kronen aufwiesen (Senatsverwal-
tung fiir Stadtentwicklung und Umwelt 2015). Von
den 62.301 Straflenbdumen im Bereich des Untersu-
chungsgebietes Berlin Steglitz/Zehlendorf wurden im
Jahr 2014 insgesamt 521 Baume gefillt. Davon waren
96 (ca. 20 %) der gefillten Biume Birken (Strafien-
und Griinflichenamt Berlin 2014). Und dies obwohl
die Birke in Berlin Steglitz/Zehlendorf mit 3.896 Ex-
emplaren verglichen mit anderen Baumarten einen

Summary

Since the late 1990s virus suspected symptoms
have been observed in birch trees (Befula spp.)
in the Berlin area of Steglitz/Zehlendorf. Those
roadside trees show degeneration and the viral
symptoms chlorosies and necrosis in leaves. Ob-
vious symptomatic leaf material from 73 roadside
trees was collected in the vegetation period from
May to July 2015 and tested using molecular me-
thods for identification of the following birch as-
sociated viruses — Cherry leaf roll virus (CLRV),
Arabis mosaic virus (ArMV) or Apple mosaic
virus (ApMV). Thereby a CLRV infection in the
road side trees was confirmed. This identification
of the causative pathogen is necessary to initia-
te the correct disease management, because it is
economically not justifiable to invest time in the
wrong direction regarding the cause of the obser-
ved symptoms.

eher geringen Anteil von 6,25 % an den StraSenbiu-
men insgesamt hat. Virusinduzierte Blattsymptome
werden hdufig mit Symptomen anderer Schadursa-
chen verwechselt (HARTMANN 1995; BuTIN 2003).

2 Die Birke im Berliner Stadtgebiet

Birken konnen unter optimalen Lebensbedingungen
weit {iber 100 Jahre alt werden. Der Altersdurch-
schnitt der Birken im Untersuchungsgebiet betrigt
ca. 38,5 Jahre. Die Alterspyramide der Birken in Berlin
Steglitz/Zehlendorf im Diagramm 1 zeigt einen relativ
geringen Anteil von élteren Birken.
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Diagramm 1: Alterspyramide der Birken
(arteniibergreifend) im Berliner Bezirk Steglitz/
Zehlendorf (Stand 2015 bezogen auf Straflen-
baume, Quelle: Pflanzenschutzamt Berlin)

Aus der Alterspyramide ergibt sich, dass 85 % der Bitr-
ken jiinger als 50 Jahre sind. Wenn von allen Birken
jahrlich ca. 2,5 % (ca. 96 Birken, inklusive der Baufil-
lungen) gefillt werden, dann sind das auffallig viele
Birken in einem relativ jungen Alter. Eine derartig
grofle Zahl krankheitsbedingter Fillungen wire ein
Hinweis darauf, dass bei den Birken ein vorzeitiger
Verfall stattfindet.

Die umweltbedingte Belastung fiir StrafSenbdume ist
in der Regel grofSer als an einem natiirlichen Standort
und begiinstigt Krankheiten (BALDER 1997). Insbeson-
dere Viruserkrankungen konnen die Pridisposition
eines Baumes verdndern, zu vorzeitiger Seneszenz
fiihren und es kann zu Absterbeerscheinungen und
Sekundirinfektionen bis hin zum Absterben des Bau-
mes kommen (BUTTNER 1996). Einige abiotische Ein-
flussfaktoren wie z. B. ein sehr trockener Frithling und
Sommer begiinstigen verschiedene Pilzkrankheiten
(JALKANEN 2007). Ein Absterben virusinfizierter Biume
ist nicht selten die Folge, vor allem dann, wenn meh-
rere Stressfaktoren einwirken (EisoLp 2014). Straflen-
bdumen steht nur ein begrenzter und oft verdichteter
Wurzelraum zur Verfiigung. Der Bereich unter der
Baumkrone ist hdufig versiegelt. Dieses setzt die Vita-
litdt der Baume herab. Oft kommen mechanische Ver-
letzungen hinzu, die den Eintritt fiir holzzerstorende

Pilze und Viren begiinstigen (Rororr 2013). In jiinge-
rer Zeit wurde bei der Birke Kurzlebigkeit durch eine
Reihe von Krankheiten beobachtet (RoLorr 2013).

3 Vorkommen und Bedeutung
der Birke im urbanen Raum

Birken sind nicht nur eine dekorative Bereicherung,
sie haben sich auch als geeignet erwiesen, Feinstaub
zu binden, die Konzentration von Ozon, Stickoxiden,
S0, und CO zu senken und sind deshalb ideal fiir den
natlirlichen Immissionsschutz und die Luftverbesse-
rung an Straflen (Nowak 2006). Als Pionierbaumart
weist die Birke eine hohe Trockentoleranz und hohe
Frosthirte auf. Die Birke hat mit Stammdicken von
bis zu 80 cm ein sehr schnelles Wachstum. Der ge-
ringe Néhrstoffanspruch ermaglicht es der Birke, auf
einem breiten Standortspektrum zu siedeln und sogar
Trockenstress zu tolerieren (Rororr 2013).

Die Birke kann problemlos auf leichten und sauren
Boden wachsen, aber auch schwere, tonige Boden in
Straflennihe werden von Birken toleriert, selbst wenn
sie dort sauren Bodenreaktionen oder Salzstress und
Immissionen ausgesetzt sind (ASHBURNER & MCALLIS-
TER 2013). Aufgrund ihres hohen Immissionsschut-
zes und ihrem niedrigen Néhrstoffanspruch wird die
Birke im Stadtbereich gepflanzt (Nowak 2006). Laut
aktueller GALK-Stralenbaumliste (2012) ist Betula
spp. ein mit Einschrinkungen geeigneter Stadtbaum.

4 Virusinfektionen in Birke

Virustypische Symptome konnen hiufig an Laubge-
holzen des offentlichen Griins beobachtet werden. An
Birken im offentlichen Griin in Deutschland sind das
samen- und polleniibertragbare Cherry leaf roll vi-
rus (CLRV) und das Apple mosaic virus (ApMV) sowie
das Arabis mosaic virus (ArMV) nachgewiesen wor-
den (BANDTE & BUTTNER 2004). In BUTTNER et al. 2013
wurden auch das Prune dwarf virus (PDV), das Pru-
nus necrotic ringspot virus (PNRSV), das Tobacco
necrosis virus (TNV) und das Tomato ringspot virus
(ToRSV) an Birken beschrieben.
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5 Virusverdichtige Symptome an
erkrankten Birken im Berliner
Bezirk Steglitz/Zehlendorf

Unterschiedliche virusverdichtige Symptome konn-
ten an Straflenbdumen der Gattung Befula beobach-
tet werden. Unter anderem sind das Farbverinderun-
gen wie Chlorosen, die als Ringe, Flecken, Linien oder
grof¥flichig auftreten konnen. Chlorosen konnen
durch Chlorophylldefekte oder Chloroplastendegene-
ration entstehen. Das Spektrum der Symptome an den
untersuchten Bdumen reicht von chlorotischer Adern-
banderung iiber Eichenblattmuster bis hin zu Mosaik
und Panaschierung. Aber auch Kleinblittrigkeit oder
Nekrosen der Blitter sowie Aststerben und Kronenver-
kahlung (Abbildung 1) wurden beobachtet.

Formveranderungen (voN BARGEN 2014) werden durch
die unregelmiflige Entwicklung der Blattspreite her-
vorgerufen, was zu Blattrollen oder Blattkriuseln
fiihrt. Die Diversitit der auftretenden Symptome (Ab-
bildung 2) fiihrt zu der Annahme, dass verschiedene

”
D .F

Abbildung 2: Ausgewihlte Symptome an den Untersuchungsstandorten in Berlin Steglitz/Zehlendorf:

Abbildung 1: Ausgeprigte Kronenverkahlung
an Betula spp.
(Standort: Im Vogelsang, 14195 Berlin)

A — Nekrosen; B — chlorotische Adernbinderung; C — Chlorosen mit Blattrollen; D — Formanomalien;
E — Eichenblattmuster; F — chlorotische Fleckungen; G — Chlorosen entlang der Blattadern
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Abbildung 3: Nachweis von CLRV in ausgewihl-
ten Bléittern von Birken verschiedener Stand-
orte im Berliner Bezirk Steglitz/Zehlendorf
durch Amplifikation eines 627 bp und eines
789 bp langen Fragmentes aus der CP kodieren-
den Region der viralen RNA2 und eines 353 bp
langen Fragmentes aus der 3’NTR des Virus in
der RT-PCR, die in einem 1 %igen Gel aufge-
trennt wurden. (M) 1 kb DNA Ladder (Thermo
Scientific). CLRV war in den Negativkontrollen
nicht nachweisbar (nicht gezeigt).

Die Nummern (unten) kennzeichnen
unterschiedliche Biume.

Pflanzenviren zu den beobachteten Symptomen bei-
tragen und sich diese Viren moglicherweise gegensei-
tig beeinflussen. Eine Identifizierung der genannten
Viren ldsst sich am besten {iber den Nachweis der
virusspezifischen Nukleinsdure mittels PCR oder RT-
PCR durchfiihren.

6 Nachweis von Viren mittels RT-PCR
in Betula-Proben

In der Vegetationsperiode 2015 wurden an neun ver-
schiedenen Standorten im Berliner Bezirk Steglitz/
Zehlendorf Proben von symptomaufweisenden Blit-
tern von Birken aus den oberen Asten und Baumkro-
nen genommen. Insgesamt wurden von 73 StrafSen-
bdumen Proben gesammelt. Biume ohne Symptome
wurden aufgrund der Grofe der Baume nicht unter-
sucht, weil zum Ausschluss von Symptomen eine vi-
suelle Bonitur des gesamten Baumes notwendig wire.
CLRV, ArMV und ApMV-Infektionen wurden an ausge-
wihlten, fiir diese Viren typische Symptome aufwei-
senden Blittern mittels der RT-PCR untersucht. Dazu
wurde zuerst die Gesamt-RNA isoliert (Boom 1990, In-
viTrap® Spin Plant RNA Mini Kit) und diese mit Hilfe
von Random Hexamer Primern in cDNA transkribiert.

Die daraus resultierende ¢cDNA wurde nach MENZEL
(2002) in einer PCR mit Primern fiir das pflanzliche
nad5 Gen eingesetzt und auf Inhibitoren der PCR ge-
testet, um potenzielle falsch negative Ergebnisse der
PCR zu erkennen und richtig zu interpretieren. Auch
in der RNA konnen Inhibitoren vorhanden sein, die
bei der RNA-Extraktion nicht entfernt werden konn-
ten.

Es wurden Primersysteme zur Detektion des CLRV
innerhalb der Region des Hiillproteins (CP) und der
3’-terminalen nicht translatierten Region (3’'NTR)
in der PCR genutzt (WERNER 1997; ArNDT 2010; BiTow
2013; DEmIRAL 2014), um die bestmogliche Sensitivitat
und Spezifitit dieser PCRs miteinander zu kombi-
nieren. Die Primer von WErNER (1997) amplifizieren
innerhalb der hochkonservierten 3’NTR des Virus ein
420 bp langes Fragment. Birow 2013 leitete einen
weiteren Primer ab, der kombiniert mit einem Primer
von WERNER (1997) ein 353 bp grofles Fragment (Ab-
bildung 3) amplifizieren kann. DemiraL (2014) ver-
wendet Primer fiir die das Hiillprotein kodierende Re-
gion, wobei ein Fragment der Grofle 798 bp entstand
(Abbildung 3). Innerhalb dieses Fragmentes wurde
ein weiterer Primer von DEmIRAL (2014) genutzt, um
eine seminested PCR durchfiihren zu konnen. Dabei
entstand ein Fragment der Grofe 627 bp (Abbildung
3). Durch die Anwendung dieser Primersysteme aus
verschiedenen Genomregionen von CLRV sollte die
Spezifitit des Gesamtnachweises erhoht werden, so
dass die erwartete Variabilitdt in den natiirlichen Vi-
russtimmen der Proben erfasst werden wiirde.

6.1 Ergebnisse der PCR

Von den 73 untersuchten Bdumen konnte CLRV in 63
Biumen nachgewiesen werden. Dabei ist zu beachten,
dass erst mit Hilfe der sensitiven seminested PCR das
Virus auch in Proben nachweisbar war, die mit der
konventionellen PCR kein Ergebnis brachten. Hier
schlief3t sich die Vermutung an, dass in diesen Proben
nur sehr wenige Viruspartikel vorhanden waren. Das
Vorhandensein von Arabis mosaic virus wurde mit
Hilfe des PCR-Systems von BErToLINI 2002, welches ein
1400 bp grofles Fragment aus der RNA 1 amplifiziert,
fiir 43 ausgewihlte Proben iiberpriift. Es konnten mit
den genutzten Primern keine Baume in der Stichpro-

Jahrbuch der Baumpflege 2016

279



4 Wissenschaftliche Kurzberichte

Tabelle 1: Gegeniiberstellung der Symptome und der Ergebnisse der PCR (CLRY, ApMV, ArMV)
Abkiirzungen: Ab: Adernbéinderung; Chl: Chlorosen; Br: Blattrollen; Zs: Zweigsterben;
Bkr: Blattkrduseln; KrV: Kronenverkahlung; KBI: Kleinblittrigkeit; OLP: oak leaf pattern;
Chl IB: Chlorosen des Interkostalbereichs; Sch: Scheckungen; RFI: Ringflecken;
Va: Variegation; schrW: schriger Wuchs; AV: Astverkahlung; n. d.: nicht durchgefiihrt

Standort Symptome Anzahl der | Virus-Nachweis mittels RT-PCR
Baume CLRV | ApMV | ArMV

Schildhornstraf3e KrV, KB, Br, Bkr, Chl IB, RFI, 10 9/10 n.d. 0/10

(an Autobahnauffahrt) | Sch, Ab, SchW

Wilskistrafie AV, KrV, Br, Bkr, SchW, Zs, Chl, 12 8/10 n.d. 0/12

(Nebenstrafde) Sch

Agentinische Allee KrV, Chl, Sch, RFI, Ab, Chl IB, 8 8/8 0/1 0/8

(Hauptstraf3e) OLP

Im Schwarzen Grund | AV, KrV, Chl 2 2/2 n.d. 0/2

(Parkanlage)

Im Vogelsang Sch, Bkr, Br, RF1, Chl IB, OLP, 20 19/20 0/15 0/10

(Parkanlage) Va, KBI

Albrecht Thaer Weg AV, Chl, Br, Bkr 1 1 n.d. 0/1

(Hinterhof)

Hochsitzweg Chl, Br, Bkr 9 8/9 0/9 n.d.

(Nebenstrafde)

Piicklerstrafie KrV, Chl, Sch, RFI 7 6/7 0/7 n.d.

(Nebenstrafde)

Herrmannstrafle KrV, Chl, Br, 4 4/4 0/4 n.d.

(Nebenstrafde)

be gefunden werden, die mit ArMV infiziert waren. Fiir
ApMV wurden zwei Primersysteme an 36 ausgewihl-
ten Baumen getestet. Das Primersystem von WATPADE
2013 amplifiziert ein 614 bp grof3es Fragment und das
Primersystem von Menzer 2001 amplifiziert ein 262 bp
grofRes Fragment. Beide weisen Teile der Nukleotidse-
quenz des Hiillproteins nach. Auch das ApMV konnte
in keiner der untersuchten Proben nachgewiesen wer-
den (Tabelle 1).

6.2 Grenzen der konventionellen PCR-
Nachweisverfahren

Die Biume zeigten alle eindeutig virustypische Sym-
ptome wie z. B. chlorotische, gelbe Interkostalfelder
und Flecken an den Blittern, Blattrollen, Blattkriu-
seln, chlorotische Lésionen und Verkahlung. Bei ei-

nigen Biumen waren die Symptome deutlich stirker
in den hoheren Zweigen als in den unteren Zweigen.
Aufgrund dieser Symptomatik wird auch bei den Biu-
men, in denen bisher keine Virusinfektion erfasst wer-
den konnte, angenommen, dass eine solche besteht.
Hier stellt sich erstens die Frage nach der Sensitivitit
der Methode, insbesondere ob der Virustiter in den
Proben so gering ist, dass er mit den genutzten Pri-
mern nicht erfasst wurde. Zweitens stellt sich die Frage
nach der Spezifitit der Nachweismethode, ob es sich
in den Proben um ein anderes Virus oder eine andere
Virusvariante, als die auf die getestet wurde, handelt.

Da die Nachweisgrenzen fiir die verwendeten Primer-
systeme nicht bekannt sind, ist es schwer zu sagen, ob
die einzelnen Primerkombinationen (PCR-Systeme)
auch geringe Virustiter (10—100 Viruspartikel) erfas-
sen konnen. Da in einigen Proben erst mit der semi-
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nested PCR erfolgreich CLRV nachgewiesen werden
konnte, ist dies ein Hinweis auf sehr wenige Viruspar-
tikel in den Proben.

Bei geringer Effizienz der PCR wird das PCR-Ergebnis
als falsch negativ interpretiert, obwohl geringe Men-
gen Viren in der Probe vorhanden waren. Nur eine
PCR mit einer hohen Effizienz kann auch sehr ge-
ringe Nukleinsdurekonzentrationen erfassen und ist
fuir einen belastbaren diagnostischen Nachweis geeig-
net. Die Effizienz einer PCR-Reaktion kann mit un-
terschiedlichen Methoden erfasst werden, wobei das
Erstellen einer Standardkurve mit der real time PCR
eine der gangigsten ist (RasMussen 2001). Erst anhand
der Standardkurven und der mit der real time PCR
ermittelten Effizienz der PCR kann man Aussagen
tiber die Leistungsfihigkeit im Bereich der Nachweis-
grenzen eines diagnostischen PCR-Systems machen.
Die Auswertung der Ergebnisse der PCR wird dadurch
verldsslicher.

Je grofler das zu amplifizierende Fragment in der PCR
ist, desto niedriger ist die Effizienz der PCR. Bei den
hier verwendeten Primerkombinationen ist die Effi-
zienz der PCR nicht bekannt. Aufgrund der Grofe der
entstehenden Amplifikate fiir ArMV (1400 bp; Berto-
LINT 2002) und ApMV (614 bp; Warpapk 2013) konnte
man vermuten, dass sie nicht die optimale Effizienz
haben. Um die Nachweisempfindlichkeit herabzu-
setzen und die Effizienz zu erhohen, sollte {iber eine
Optimierung der PCR-Primer nachgedacht werden.
Eine eindeutige Aussage, ob die Proben frei von ArMV
und ApMV sind, ist deshalb mit diesen Primern derzeit
nicht moglich.

Hinsichtlich des Einflusses der Fragmentgrofle auf
die Effizienz liegt das Primersystem von MenzerL 2001
(ApMV) im optimalen Bereich. Es wire zu priifen, ob
die Effizienz der PCR fiir dieses Primersystem durch
Primerdimerbildungen herabgesetzt ist. Durch die
zusitzliche Sequenzinformation, die im Jahr 2015 im
Vergleich zu der aus den Jahren 2002 (BertoLint) und
2001 (Menzev) fiir die einzelnen Viren zur Verfiigung
steht, konnte auflerdem die Spezifitit der Primer und
der Nachweismethoden verbessert werden. Da es sich
bei den Verursachern fiir die gefundenen Symptome

auch um andere Viren oder noch unbekannte Viren
handeln kann, ist zu iiberlegen, die Biume in denen
bisher keine bekannten Viren nachweisbar waren,
mittels Hochdurchsatzsequenzierung auf unbekannte
Viren hin zu untersuchen.

7 Fazit

Um Straflenbdume der Gattung Befula auf virale In-
fektionen zu priifen, wurden 73 Birken mit virustypi-
schen Symptomen aus dem Berliner Bezirk Steglitz/
Zehlendorf beprobt. CLRV konnte in 63 Stralenbiu-
men mit virusverddchtigen Blattsymptomen nachge-
wiesen werden. Die viralen Erreger ApMV und ArMV
hingegen waren in den Birken nicht nachzuweisen.
CLRV scheint an den Straflenbdumen der Gattung
Betula im Berliner Bezirk Steglitz/Zehlendorf weit
verbreitet zu sein.

Insbesondere fiir die Selektion auf virusfreies bzw.
virusgetestetes Material zum Anlegen gesunder Pflan-
zenbestinde ist es wichtig, auch die Grenzen der
Nachweismethoden zu kennen, kritisch zu hinterfra-
gen und gegebenenfalls Sensitivitit und Spezifitit der
Nachweismethoden zu verbessern.

Solche Untersuchungen wie diese sind absolut be-
rechtigt, da Viren die Vitalitit der BAume mafgeblich
beeinflussen konnen (Eisorp 2014). Standfestigkeit
und Lebensdauer konnen in Folge der Virusinfektion
herabgesetzt werden. Zur Erhaltung der Verkehrssi-
cherheit miissen beispielsweise diese Biume intensiv
entastet oder friihzeitig gefillt werden. Die Symptome
der Viren werden leicht mit denen, die durch abioti-
schen Stress verursacht worden sind, wie zum Beispiel
Salzstress oder phytotoxische Reaktionen, verwech-
selt. Eine falsche Einstufung der Ursache einer Er-
krankung an Bdumen kann zu falscher Behandlung
und falschem Krankheitsmanagement fiihren. Das
bedeutet zusitzlichen 6konomisch nicht vertretbaren
Aufwand. Dies macht deutlich, wie notwendig es ist,
Kenntnisse iiber Viren in Bidumen des offentlichen
Griins zu erlangen und diesbeziiglich Aufklirungsar-
beit zu leisten.
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