PFLANZENSCHUTZ

Nachweis von Obstbaum-Phytoplasmen

Phytoplasmen, die die Apfeltriebsucht, den Birnenverfall und die Europdische Steinobst-Vergil-
bungskrankheit verursachen, gelten als Quarantdne-Organismen. Analog zur Entwicklung neuer
Methoden fiir den Nachweis von Viren (Hilber et al. 2003) werden im Diagnoselabor der Agro-
scope FAW Wddenswil (FAW) auch fiir die Erfassung von Phytoplasmen moderne, empfindliche,
schnelle und sichere Nachweismethoden getestet. Die Testung erfolgt, um den moglichen laten-
ten Befall von neu importierten Sorten und Unterlagen sowie in zetifizierten Edelreiser-Schnitt-
gdrten moglichst rasch feststellen zu kénnen und um die Ausbreitung der Krankheitserreger aus-
gehend von infizierten Junganlagen in unseren Anbaugebieten zu verhindern. Es wird daran ge-
arbeitet, die klassische Methode mit Indikatortests (Gehdlzindikatoren) durch eine schnellere
molekularbiologische Diagnose zu ergdnzen und damit den EU-Empfehlungen nachzukommen.
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hytoplasmen (frithere Bezeichnung: Mycoplas-

men oder MLO) sind zellwandlose Bakterien der
Klasse Mollicutes (siche Tab.), die nur in den Sieb-
rohren befallener Pflanzen vorkommen. Die Orga-
nismen sind sehr klein (< 1um) und koénnen unter
dem Lichtmikroskop nur nach der Firbung mit Flu-
oreszenzfarbstoff erkannt werden. Phytoplasmen
lassen sich nicht auf kuinstlichem Medium ziichten,
da sie sich nur in lebenden Pflanzenzellen vermeh-
ren.

Die Obstbaum-Phytoplasmen besiedeln die Wur-
zeln und steigen im spiten Frithling mit dem Saft-
strom in die oberirdischen Pflanzenteile auf. Es wird
angenommen, dass eine Ubertragung von Pflanze zu
Pflanze durch Wurzelverwachsungen moglich ist
(Harzer 2003); dadurch liesse sich der nesterweise
Befall in den Obstanlagen erkliren. Charakteristisch
ist das unregelmissige Auftreten von Symptomen; sie
konnen in einem Jahr sehr deutlich ausgeprigt sein
und in den folgenden Jahren nicht mehr auftreten.
Oft scheint latenter Befall vorzuliegen, der schwer

nachzuweisen ist. Nach Beobachtungen von Seemtil-
ler (Seemiiller et al. 1984) und anderen Phytoplas-
men-Spezialisten ist eine Gesundung kranker Biume
nicht moglich. Gustav Schmid erwihnt in seiner Pub-
likation (1989), dass eine zuverlissige Evaluation des
Krankheitsverlaufs langjihrige Beobachtungen einer
befallenen Anlage erfordert.

In der Schweiz hauptsGchlich auftretende
Obstbaum-Phytoplasmosen und ihre
Symptome

Die Apfeltriebsucht (Abb. 1, <Hexenbesen», engl. ap-
ple proliferation) ist in der Schweiz seit langem be-
kannt; die Krankheit tritt unterschiedlich hiufig auf
(Schmid 1989) und ist zur Zeit vor allem in dlteren
Anlagen zu finden. Sie ist heute in fast allen Lindern
Mittel- und Stideuropas verbreitet. Aus den Nachbar-
lindern Deutschland und Italien wird seit dem Jahr
2000 starkes Auftreten mit grossen Ausfillen gemel-
det.

Die Symptome der Apfeltriebsucht sind die typi-
schen Besentriebe (Hexenbesen) an einjihrigen Trie-
ben und die Produktion kleiner, fader und schlecht
gefirbter Friichte. In machen Fillen ist eine vorzei-

Bakterien, Mollicuten und Viren als Erreger von Pflanzenkrankheiten.

Merkmale Bakterien Mollicuten Viren

Zellwand ja nein nein

Sichtbar mit Lichtmikroskop ja ja nein

Nukleins@uren DNA, RNA DNA, RNA DNA oder RNA

Spiroplasmen* Phyfoplasmen**

Wachstum auf kinstlichen ja ja nein Nein

Nahrboden

Befallenes Gewebe Parenchym, Xylem Phloem, Blten Phloem Parenchym, Phloem
extrazelluldr intrazelluldr intrazelluldr infrazelluldr

* Beispiel: Asternvergilbung Sellerie ** Beispiele: Apfeltriebsucht, Birnenverfall, Europdische Steinfruchtvergilbung
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tige Herbstverfirbung, meist verbunden mit der
Ausbildung vergrosserter Nebenblitter, das einzige
Symptom.

Der Birnenverfall (pear decline) ist in unseren An-
baugebieten vor allem auf Hochstimmen weit ver-
breitet. In Intensivanlagen ist die Krankheit in den
letzten Jahren nur vereinzelt aufgetreten. Gemiss Be-
obachtungen von Fachleuten kann ein durch Mani-
pulationen am Baum (Schnitt, Veredlung) oder Witte-
rungsbedingungen verursachter Stress das plotzliche
Auftreten von Symptomen verursachen, das heisst
aus einem latenten kann ein akuter Befall entstehen
(Alfred Husistein, miindliche Mitteilung).

Die Krankheitssymptome sind eine frithe Rotver-
firbung der Blitter, Kleinblittrigkeit und Kleinfriich-
tigkeit, verbunden mit reduziertem Triebwachstum.
Der Befall kann ein langsames Absterben der Biume
verursachen.

Die Europiische Steinobst-Vergilbungskrankheit
(european stone fruit yellows, ESFY) konnte in der
Schweiz bis jetzt nur im Wallis auf Aprikosen nachge-
wiesen werden (Ramel et al. 2001). In Frankreich ist
die Krankheit seit langem bekannt, seit einigen Jah-
ren auch in Spanien, Italien und anderen siideuropii-
schen Lindern; 1998 wurde sie erstmals in Oster-
reich nachgewiesen (Richter 1999).

Die zahlreichen Symptome sind sehr unterschied-
lich; sie hingen von der Anfilligkeit der Sorten und
Unterlagen sowie von den Kulturbedingungen ab
(sieche FAW-Merkblatt «Europidische Steinobst-Vergil-
bungskrankheit, ESFY» und Ramel et al. 2003).

Viele der erwihnten Symptome konnen auch
durch Miusefrass, Frostschiden oder mangelhafte Af-
finitit zwischen Unterlage und Edelreis hervorgeru-
fen werden (Schmid 1989).

Die verursachenden Phytoplasmen der aufgefiihr-
ten Krankheiten sind nah miteinander verwandt und
konnen deshalb mit der gleichen Methode nachge-
wiesen werden.

Ubertragung der Phytoplasmosen: Im Freiland
werden die Phytoplasmosen durch saugende Insek-
ten (Cacopsylla) tibertragen (Seemiiller et al. 2003).
Eine Ubertragung ist auch durch alle Arten der vege-
tativen Vermehrung kranker Pflanzen moglich (Pet-
ruschke 2003).
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Methoden fiir den Nachweis von
Phytoplasmosen

In unserer Publikation zum Nachweis von Apfelviren
werden der Ablauf der Testung von Obstgehdlzen an
der FAW und die verwendeten Nachweismethoden
ausfiihrlich erortert und schematisch dargestellt
(Hilber et al. 2003). Der herkommliche Test auf
Phytoplasmenbefall in Obstgeholzen erfolgt analog
zum Test auf Virusbefall mit Gehdlzindikatoren.

Molekularbiologische Methode

Im EU-Projekt FAIR CT 97-3889 wurden serologische
und molekularbiologische Methoden validiert; sie
werden von den Experten fiir die Testung von zertifi-
zierten Obstgeholzen empfohlen (Laimer et al. 2002).
Der Nachweis von Phytoplasmen stellt hohe An-
spriiche an die Methodik, da die unregelmissige Ver-
teilung in der Wirtspflanze sowie latenter Befall zu
falsch negativen Resultaten fithren konnen (Heinrich
et al. 2001).

Die Phytoplasmen-DNA wird je nach Jahreszeit aus
Wurzeln, Blattmittelrippen oder Triebkambium ex-
trahiert. Mit Hilfe von PCR (Polymerase-Kettenreakti-
on) wird eine fiir Obstbaum-Phytoplasmen spezifi-
sche Gensequenz vermehrt (Jarausch et al. 2003; Lo-
renz et al. 1995) und im BioSystem nachgewiesen
(Hilber et al. 2003).

Resultate

Die molekularbiologische Methode wurde fiir den
Phytoplasmen-Nachweis an befallenen Apfel-, Birnen-
und Aprikosenbiumen eingesetzt und ergab positive
Resultate. Es zeigte sich, dass die Phytoplasmen im
Spatsommer und Herbst in Blattmittelrippen und im
Triebkambium nachgewiesen werden konnen, und
dass der Nachweis in den Wintermonaten an Wurzel-
proben gemacht werden muss. Bei Wurzelproben ist
darauf zu achten, dass die extrahierte DNA gentigend
gereinigt wird; bei dlteren Wurzeln werden auch Sub-
stanzen wie Phenole extrahiert, die die PCR hemmen
konnen. Nach unseren Beobachtungen sind die
Phytoplasmen im System einer Pflanze unregelmissig

Abb. 1: Apfeltrieb-
sucht/Hexenbesen
auf Arlet.

(Foto: Ueli Gremmin-
ger, LBBZ Liebegg,
Grénichen)

Abb. 2: ESFY auf
Aprikose Hargrand.
(Foto: Maria-Elena
Ramel, RAC)
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RESUME

verteilt; die Probengrosse muss diesem Umstand an-
gepasst werden.

Es besteht der Verdacht, dass Birnbiume mit
«Affinititsproblemen» vom Birnenverfall befallen
sind. Durch die Untersuchung von Wurzeln oder
Blattmittelrippen mit PCR und spezifischen Primern
konnen allenfalls vorhandene Phytoplasmen und
damit die Ursache der Probleme eindeutig nachge-
wiesen werden.

Seit dem Jahr 2003 werden die im Kanton Thurgau
neu gepflanzten Aprikosenanlagen regelmassig visu-
ell auf mogliche Symptome der Europidischen Stein-
obst-Vergilbungskrankheit kontrolliert, da sie aus ei-
nem verseuchten Anbaugebiet stammen; bei Ver-
dacht auf Befall wurden Proben im Diagnose-Labor
molekularbiologisch auf Phytoplasmenbefall unter-
sucht. Alle bisher untersuchten Proben waren nega-
tiv.

Schlussfolgerungen

Wie bei den Virosen wird die Testung der Obstbiume
auf Phytoplasmen mit Geholzindikatoren in Zukunft
durch die molekularbiologische Methode erginzt.
Die PCR ist die sensitivste Nachweismethode, die
auch den Nachweis eines latenten Befalls ermogli-
chen soll (Jarausch 2003). Dies ist besonders wichtig,
da die Symptome der Phytoplasmosen sehr unregel-
missig auftreten. Die Methode wurde im EU-Projekt
FAIR CT 97-3889 validiert (Laimer et al. 2002); in der
Publikation wird darauf hingewiesen dass «... die An-
wendung von hochsensitiven Diagnostikmethoden
einen bedeutenden Fortschritt in der Verhinderung
der Ausbreitung von Virosen und Phytoplasmosen in
Obstgeholzen darstellt ...».

Die Nuklearstock-Obstbiume der FAW werden mit
Hilfe der molekularbiologischen Methode periodisch
auf Phytoplasmen-Befall iiberpriift. In den zustindi-
gen Gremien werden auch regelmissige Kontrollen
der Biume in den zertifizierten Edelreiser-Schnittgir-
ten diskutiert.

Die molekularbiologische Methode kann auch fiir
die Erfassung von latentem Befall auf alten Sorten im
Obsterhaltungsprojekt beigezogen werden.

Glossar

e DNA: Desoxyribonukleinsiure (Erbsubstanz der
Pflanzen und Tiere)

e MLO: Mycoplasma-like organisms (Mycoplasma
alte Bezeichnung fiir Phytoplasma)

e PCR: Polymerase chain reaction = Polymerase Ket-
tenreaktion

e Primer: Starter
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Dépistage de phytoplasmes sur les arbres fruitiers

Comme pour les viroses, les tests de dépistage de phytoplasmes sur les arbres fruitiers au moyen d'indicateurs dendrolo-
giques vont étre complétés a l'avenir par la méthode biomoléculaire. Le PCR est la méthode de dépistage la plus sensible
qui devrait méme permettre a l'avenir de détecter une infestation latente (Jarausch 2003). C'est d'autant plus important
que les symptomes d'une phytoplasmose se manifestent de maniere tres irréguliére. La méthode a été validée dans le cadre
du projet UE FAIR CT 97-3889 (Laimer et al. 2002). Dans la publication, il est noté que «... l'utilisation de méthodes de
diagnostic bypersensibles représente un progres important dans la lutte contre la prolifération de viroses et de phyto-
plasmoses dans les arbres fruitiers».
Les arbres fruitiers du matériel végétal de base de I'Agroscope FAW Wiidenswil (FAW) sont testés périodiquement a l'aide
de la méthode biomoléculaire pour détecter une éventuelle infestation par les phytoplasmes. Dans les organes compétents,
on discute également de la mise en place de controles réguliers des arbres dans les cultures de matériel de propagation.

La méthode biomoléculaire peut également servir a détecter une infestation latente sur les espeéces anciennes dans le cadre
du projet de conservation de la diversité variétale.
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