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Diagnostik von Phytoplasmosen im Obstbau

Seit Beginn des Obstanbaus in der Schweiz sind Phytoplasmen (friiher Mycoplasmen) prasent:

Apfeltriebsucht, Birnenverfall und Europaische Steinobstvergilbungs-Krankheit. Phytoplasmen

kénnen zu Ertrags- und Qualitatseinbussen, ja sogar zum Absterben der Obstbaume fiihren. Seit

2001 gelten die genannten Phytoplasmen als Quarantane-Organismen. Um grossere Probleme bei

der Obstproduktion in der Schweiz zu verhindern, werden die zertifizierten

Edelreiserschnittgarten periodisch auf Befall iiberpriift. Dazu ist eine moéglichst zuverlassige und

kostenglinstige Nachweismethode erforderlich.
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Im Obstbau sind drei verschiedene Phytoplasmen-Ar-
ten weit verbreitet: die Apfeltriebsucht (AP vom engl.
apple proliferation, Candidatus phytoplasma mali), der
Birnenverfall (PD vom engl. pear decline, Candidatus
phytoplasma pyri) und die Europdische Steinobstvergil-
bungs-Krankheit (ESFY vom engl. European stone fruit
yellows, Candidatus phytoplasma prunorum).
Phytoplasmen sind Bakterien ohne Zellwand, die
sich ausschliesslich im Phloem der von ihnen befalle-
nen Wirtspflanzen vermehren. Die Ausbreitung der
Krankheit geschieht {iber verschiedene Wege:
e durch die Verwendung von kontaminiertem Verede-
lungsmaterial (Edelreiser oder Unterlagen)
e durch pflanzensaugende Insekten (Psyllen bzw. Blatt-
sauger)
e und mit hoher Wahrscheinlichkeit auch durch Anas-
tomosen des Wurzelsystems (Wurzelverwachsungen)
Phytoplasmosen sind iiber die ganze Schweiz verteilt.
Vor allem sind Hochstamm-Obstgérten betroffen. Es
wird geschétzt, dass zirka 10 bis 35% Hochstamm-Apfel-
bdume mit AP und rund 60 bis 80% Hochstamm-Birn-
bdume mit PD infiziert sind. ESFY ist besonders im Kan-
ton Wallis weit verbreitet; dort werden jdhrlich bis 5%
der Aprikosenbdume wegen ESFY gerodet. Der jahrliche
Schaden bei Aprikosen wird auf 500 000 Franken ge-
schitzt. In Apfel- und Birnenanlagen gibt es weit weni-
ger kranke Bdume, weil die Baumschulparzellen sowie
das zertifizierte Ausgangsmaterial wie Edelreiser und
Unterlagen jahrlich kontrolliert werden.

Verschiedene Nachweismethoden moglich

In einem befallenen Baum sind die Phytoplasmen
nicht gleichméssig verteilt; zudem verdndert sich die
Verteilung mit den Jahreszeiten. Aus diesen Griinden
istdie Labordiagnose schwierig und die klassischen se-

rologischen (ELISA) oder molekularbiologischen (PCR)
Methoden sind nicht immer ausreichend empfindlich,
um diese Mikroorganismen routineméassig und zuver-
lassig nachweisen zu kdnnen. Im Labor fiir Phytoplas-
mologie von Agroscope in Changins wird als Referenz-
methode fiir die tiber Tausend Proben, die jedes Jahr zur
Priifung eintreffen, gegenwiartig die nested-PCR-Metho-
de (nPCR) verwendet, auf Deutsch: «verschachtelte»
PCR.

n-PCR wird in zwei aufeinanderfolgenden Schritten
mit zwei verschiedenen Primer-Paaren durchgefiihrt:
Das erste Paar bindet an stabile Bereiche des Genoms
der Phytoplasmen, das zweite Paar setzt innerhalb die-
ser Bereiche an und vervielféltigt einen DNA-Abschnitt,
mit dem sich die Zugehorigkeit der betreffenden Phyto-
plasmen zu einer Gruppe bestimmen ldsst.

In den letzten Jahren wurde von Fachpersonen im
Pflanzenschutzdienst immer hiufiger die Frage gestellt,
ob die nPCR letztlich ausreichend empfindlich ist, ins-
besondere im Vergleich zu ultra-sensitiven technologi-
schen Entwicklungen wie Real-Time-PCR (auch: Echt-
zeit- oder quantitative PCR oder engl. quantitative real-
time PCR, abgekiirzt: qPCR). Im vorliegenden Artikel
wird ein Vergleich der nPCR mit einer Variante der qPCR
beschrieben und analysiert. Der Vergleich fand mit rund
Hundert Proben statt, die von Baumen mit und ohne
Symptome entnommen und im Rahmen der Pflanzen-
pass-Kontrollen und der Priifung fiir zertifiziertes Mate-
rial an unser Labor gesandt wurden.

Herkunft der Blattproben

Die Blattproben von Apfel- und Birnbdumen wurden
unter der Aufsicht von Agroscope gesammelt. Grund-
satz fiir die Probennahme: Mischprobe von drei Bau-
men mit jeweils vier Bldttern pro Baum. Die Blattproben
wurden im Zusammenhang mit den Pflanzenpass-Kon-
trollen in einer Baumschule und im Rahmen einer Gen-
ressourcen-Sammlung (Erhalt von alten Obstsorten) fiir
das Projekt Nationaler Aktionsplan (NAP) entnommen
und untersucht.
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Bei den Aprikosenbdumen wurden unter der Anlei-
tung des Kantonalen Pflanzenschutzdienstes (KPSD)
des Kantons Wallis Proben aus dem Wurzelwerk ent-
nommen. Diese Proben stammen aus den Sammlungen
von Agroscope (Standort Conthey) und des Kantons (bei
Chéateauneuf). Die Proben wurden zwischen September
2011 und Mérz 2012 gesammelt. Die Beschreibung des
genauen Vorgehens im Labor fiir die Diagnostik kann
bei den Autoren eingeholt werden.

DNA-Amplifikation mit nPCR und qPCR

In den Abbildungen 1, 2 und 3 sind Beispiele der Reakti-
onsprodukte dargestellt, entweder in einem Agarose-
Gel mit Ethidiumbromid oder nach der Analyse im Ro-
tor-Gene-System.

Wenn bei der nPCR das erwartete Amplikon (1071 Ba-
senpaare) nachgewiesen wird, ist das Ergebnis fiir die be-
treffende Probe positiv. Im Zweifelsfall wird die Analyse
wiederholt. In der gPCR zeigt die Intensitdt des Fluores-
zenzsignals (SYBR Green) eine positive Reaktion an.

Mit einem Ct-Wert < 30 ist eine Probe stark positiv,
Ct-Werte zwischen 30 und 37 entsprechen positiven
Proben und Ct-Werte von 38 bis 40 gelten als schwach
positive oder nicht eindeutige Ergebnisse.

Vergleich zwischen nPCR und qPCR

Fiir die vergleichende Studie wurden insgesamt 116 Pro-
ben von Apfel-, Birnen- und Aprikosenbdumen wieder-
verwendet, die vorgidngigbereitsim Rahmen der Priifung
von zertifizierten Edelreisermuttergirten oder von Ma-
terial der NAP-Sammlung getestet worden waren (Ta-
belle).

Die bei -20 °C gelagerte DNA wurde mit nPCR erneut
getestet. Die Ergebnisse waren identisch mit der ersten
Diagnose (positive Proben waren erneut positiv, negative
wieder negativ). Die Analyse derselben DNA mit qPCR
bestédtigte die vorhergehenden Ergebnisse in dem Sinne,
dass die mit nPCR positiv ausgefallenen Proben auch bei
der qPCR positiv waren. Dagegen wurden fiinf zuvor ne-
gative Proben mit qPCR positiv getestet, wobei sich der
Ct-Wert zwischen 35 und 36 (positive Proben) bewegte.
Aufgrund dieser Daten schliessen wir, dass mit Real-Ti-
me-PCR (mit SYBR Green) positive Proben empfindli-
cher nachgewiesen werden konnen als mit nPCR. Der
Unterschied (5 von 116 Biumen) betrigt 4.3%.

Vor- und Nachteile der beiden
Diagnosemethoden

Real-Time-PCR mit SYBR Green (qPCR) weist gegen-
tiber Nested-PCR (nPCR) einige Vorteile auf: eine einzi-
ge PCR statt zwei, Verzicht auf Agarose-Gels und Ethidi-
umbromid (krebserregend) zugunsten einer digitalen
und sofortigen Verarbeitung der Ergebnisse im System
sowie stark abgekiirzte Zyklen (Denaturierung/Hybridi-
sierung/Polymerisation). Im Rahmen der Testkampag-
nen fiir die zertifizierte Jungpflanzenproduktion im
Obstbau fallen mehr als Tausend Proben an (zwischen
2010 und 2012 wurden jdhrlich 1000 bis 1400 Bdume ge-
testet). Mehr als 90% des Arbeitsaufwands im Labor wird
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Abb. 1: Amplikon nach nPCR bei Wurzelproben von Aprikosenbiumen. Die
leuchtenden Banden bei 1071 bp zeigen Phytoplasmen-positive Proben an.
M = Grossenmarker, bp = Basenpaare.

Abb. 2: Priifung der Ubereinstimmung des Amplikons nach qPCR bei Proben
von Aprikosenbdumen. M = Grossenmarker, bp = Basenpaare.

Abb. 3: Melting-Kurven (= Trennung der beiden homologen DNA-Strénge) fiir
die qPCR bei Proben von Aprikosenbdumen.

Anzahl positiv getesteter Proben von Apfel-, Birn- und Aprikosenbdumen bei
einer Analyse durch nPCR und qPCR.

Baum Anzahl Entnommenes Organ PositivbeinPCR Positivbei qPCR
Apfelbaum 23 Blatt 1 1
Birnbaum 3 Blatt 0 0
Aprikosenbaum 30 Blatt 9 11
Aprikosenbaum 60 Wurzeln 18 21
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Abb. 4:Vorzeiti-
ger Austrieb bei
der Aprikosen-

sorte Bergarouge.

fiir die Praparation und Verpackung des Pflanzengewe-
bes (etikettieren, zuschneiden, wégen) aufgewendet,
bevor die DNA extrahiert und gereinigt werden kann.
Aus diesem Grund ist die Zeitersparnis durch den Ein-
satz der qPCR letztlich nur gering. Die Reagenzien fiir
gPCR sind jedoch teurer als fiir nPCR.

Der Unterschied positiv getesteter Proben zwischen
nPCR und gPCR liegt bei 4.3%. Diese geringe Abwei-
chung hat vermutlich nur leichte Auswirkungen fiir die
Sanierungskampagnen (Beseitigung erkrankter Biu-
me), die im Rahmen der Pflanzenpass-Kontrollen
durchgefiihrt werden. Sie sind allerdings relevant bei
der Produktion von zertifiziertem Obstjungpflanzen,
insbesondere bei zertifizierten Edelreisermuttergérten,

Abb. 5: Ausgeprégte Rotung des Laubs in einem Birnen-Obstgarten.
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in denen die Mutterbdume jéhrlich Hunderte von Edel-
reisern produzieren und somit eine grosse Anzahl Jung-
pflanzen veredelt werden konnen.

Optimale Probennahme ist auschlaggebend
Selbst bei einer qPCR-Analyse wiirden mit Sicherheit
einzelne kontaminierte Baume durch die Maschen des
Tests schliipfen und als negativ deklariert. Die Ursache
fur diese falsch-negativen Ergebnisse ist jedoch eher bei
der Probennahme im Feld als bei der Empfindlichkeit
der Analysemethode zu suchen.

Das Sammeln der Proben ist bei Baumen kein uner-
heblicher Faktor, da dabei Symptome beriicksichtigt
werden miissen, die Hinweise darauf geben, an welcher
Stelle die Proben entnommen werden sollten. In vielen
Féllen ist das Krankheitsbild nicht klar, was die Qualitét
der Testergebnisse erheblich beeintrachtigen kann.
Zum Beispiel ldsst sich ein typisches Symptom von
ESFY, der vorzeitige Austrieb (Abb. 4), in der Schweiz sel-
ten erkennen, wihrend er weiter im Siiden Europas
leicht zu beobachten ist. Umgekehrt deutet ein hdufiger
sichtbares Symptom wie die ausgeprigte Rotung eines
Baums (Abb. 5) nicht eindeutig auf eine Phytoplasmose.
Im Fall des Birnbaums gibt es kein zuverldssiges Symp-
tom zur visuellen Diagnose des PD. Vergrosserte Neben-
bléatter sind ein zuverldssiges Symptom fiir die AP
(Abb. 6) —bei der Probennahme ist dieses Symptom aber
leicht zu {ibersehen und statt der symptomatischen Blat-
ter konnen normale, gesunde Bldtter beprobt werden.

Die systematische Analyse Hunderter von Apriko-
senbaum-Proben, die bei verschiedenen Geweben und
Organen (Wurzel, Zweig, zweijdhriges Holz, Blatt, Bliite,
griine Frucht, reife Frucht), von verschiedenen Sorten
und zu verschiedenen Zeitpunkten der Anbausaison ge-
sammelt wurden (Genini und Schaerer, nicht veroffent-
lichte Ergebnisse), zeigt, dass die Konzentration der
Phytoplasmen je nach Jahreszeit, Gewebe und Organ
variiert. Deshalb kann die Probe eines kranken Baums
negativ getestet werden, wenn sie zu einem ungtinstigen
Zeitpunkt oder an einer ungeeigneten Stelle entnom-
men wurde.

Vergleiche unterschiedlicher

Probennahmen

Wie ldsst sich bei all diesen Einschréankungen die Quali-
tat der Tests verbessern? Ein Ansatz besteht darin, pro
Baum geniigend Material zu sammeln, zum Beispiel et-
wa Hundert (oder mehr) Blétter aus der ganzen Belau-
bung. Mit diesem Ansatz kann zwar die Wahrscheinlich-
keit des Nachweises der Phytoplasmen maximiert wer-
den, erist jedoch sehr ressourcenintensiv.

Eine Verbesserung der Tests kann auch durch die
Wahl von Geweben oder Organen angestrebt werden,
bei denen der Phytoplasmennachweis am aussichts-
reichsten ist. So werden bei Aprikosenbdumen unter
den Bedingungen im Wallis die besten Ergebnisse er-
zielt, wenn Ende Mdrz Wurzelgewebe gesammelt wird
(Genini und Schaerer, nicht verdffentlichte Ergebnis-
se). Die Entnahme und Extraktion von Wurzeln oder
Holz erfordert aber einen zusétzlichen Arbeitsauf-
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wand sowohl im Feld als auch im Labor. In Edelreiser-
schnittgdrten werden immer drei Baume zusammen
in einer Blattmischprobe (pro Baum vier Blétter) be-
probt.

Phytoplasmosen sind komplexe Krankheiten und die
schwierige Probennahme ist nur eines von vielen Hin-
dernissen. Gegenwdrtig ist die Art der Probennahme
entscheidender als die Analysemethode. Diese Unsi-
cherheiten lassen sich im Moment nicht vollstindig
ausrdumen, trotz aller Bemiihungen, die Auswirkungen
moglichst gering zu halten.

Fazit

o Ein Vergleichstest zwischen nPCR (Nested-PCR) und
qPCR (Real-Time-PCR mit SYBR Green) bei Proben
von 116 Obstbdumen zeigt, dass die qPCR praziser ist
als die nPCR.

o Die Testergebnisse stimmten bei fiinf Biumen nicht
iiberein, was 4.3% der getesteten Proben entspricht.

e Dieser Empfindlichkeitsunterschied ist unerheblich
bei Sanierungskampagnen, die im Rahmen der Pflan-
zenpass-Kontrollen durchgefiihrt werden, kann je-
doch bei der Produktion von zertifiziertem Vermeh-
rungsmaterial (Edelreiser) betrachtliche Auswirkun-
gen haben, insbesondere durch die Ubertragung der
Erreger bei der Veredlung.

e Welche der beiden molekularbiologischen Methoden
zum Einsatz kommt, ist fiir die Prédzision der Kontrol-
le eines Obstgartens weniger entscheidend als der
korrekte Zeitpunkt und die richtige Art der Proben-
nahme.
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Diagnostic de phytoplasmoses en
arboriculture

La PCR nichée (nPCR) et la PCR en temps réel (qPCR)
sont des techniques utilisées routinierement pour di-
agnostiquer les phytoplasmoses en arboriculture frui-
tiere, comme la prolifération du pommier, le dépé-
rissement du poirier et 'enroulement chlorotique de
l'abricotier.

Sur la base de 116 échantillons de pommier, poirier
et d’abricotier, les résultats de la nPCR, utilisée nor-
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Abb. 6:Vergrosserte Nebenblitter bei einem erkrankten Apfelbaum.
(FoTo: SUDTIROLER BERATUNGSRING)
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malement dans le laboratoire de phytoplasmologie a
Changins, ont été comparés a ceux de la qPCR. Cette
comparaison montre que la qPCR est légerement plus
précise. Cette faible différence peut cependant avoir
un impactsignificatif surla production de matériel vé-
gétal arboricole certifié. Toutefois, le facteur d’impré-
cision le plus déterminant est lié au moment et au
mode d’échantillonnage choisi.
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