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1. Abstract

DE

Das Feuerbakterium Xylella fastidiosa befallt hunderte von Gehdlzarten. Es stammt aus Nord-
und Mittelamerika. Wahrend die Verbreitung in landwirtschaftlichen Systemen relativ gut
bekannt ist, ist die Anfalligkeit von Waldbaumarten wenig erforscht. Um die Anfélligkeit von
mitteleuropaischen forst- und landwirtschaftlichen Gehodlzen zu testen, werden
Infektionsversuche mit verschiedenen Stammen des Bakteriums im
Hochsicherheitsgewachshaus der WSL durchgefiihrt.

FR

La bactérie Xylella fastidiosa est originaire d'’Amérique du Nord et d'/Amérique centrale et peut
infecter des centaines d'espéces d'arbustes et d'arbres. Alors que sa diffusion dans les
agroécosystémes commence a étre mieux comprise, peu de recherches ont été menées sur
les écosystémes forestiers et la sensibilité des espéces d'arbres forestiers. Afin d'évaluer la
sensibilité des arbres forestiers et agricoles d'Europe centrale, des essais d'infection seront
réalisés avec différentes souches de la bactérie dans la serre a haute sécurité du WSL.

IT

Il batterio Xylella fastidiosa & originario dell'’America centro-settentrionale e pud infettare
centinaia di specie di arbusti e alberi. Mentre la sua diffusione negli agroecosistemi comincia
ad essere meglio compresa, poche ricerche sono state condotte sugli ecosistemi forestali e
sulla suscettibilita delle specie arboree forestali. Per valutare la suscettibilita degli alberi
forestali e agricoli dell'Europa centrale, saranno condotti test di infezione con vari ceppi del
batterio nella serra ad alta sicurezza del WSL.

EN

The bacterium Xylella fastidiosa originates from North-Central America and can infect
hundreds of shrub and tree species. While its diffusion in agroecosystems begins to be better
understood, little research has been done in forest ecosystems and on the susceptibility of
forest tree species. To assess the susceptibility of Central European Forest and agricultural
trees, infection trials will be carried out with various strains of the bacterium in the WSL's high-
security greenhouse.



2. Zusammenfassung

DE

Das Feuerbakterium (Xylella fastidiosa) stammt urspriinglich aus Nord und Mittelamerika. Es
infiziert und blockiert die Leitbahnen (Xylem) von zahlreichen Gehdlzen, was zum Absterben
von Blattern und Trieben flhrt. X. fastidiosa wird durch Insekten Gbertragen. Da es sich nurim
Xylem der Pflanzen verbreiten kann, sind die Insekten, die es Ubertragen, nur solche die sich
vom Xylem erndhren (insbesondere verschiedene Zikaden-Arten). In Nordamerika verursacht
X. fastidiosa die «Pierce’s disease» auf Weinreben, eine der schlimmsten Krankheiten fur den
dortigen Weinbau. Im Ursprungsgebiet sind auch Laubbaume betroffen, insbesondere Eiche
und Ahorn, wo X. fastidiosa das vorzeitige Verdorren der Blatter im Sommer verursacht, und
so Uber die Jahre die Baume schwacht, bis hin zu Absterben. In Europa wurde X. fastidiosa
zum ersten Mal 2013 nachgewiesen. Es verursachte erhebliche Schaden an Oliven in Italien,
wo seither ganze Olivenhaine abgestorben sind. Das Bakterium wurde ebenfalls in Frankreich
und Spanien in den mediterranen Regionen eingeschleppt, wo es grosse Schaden diversen
Gehdlzen verursacht, sowie an verschiedenen Wildpflanzen in Sudfrankreich.

Die Schweiz ist momentan frei von X. fastidiosa. Aufgrund des erheblichen Schadpotentials
ist die Art jedoch als prioritar zu bekampfender Schadorganismus eingestuft (prioritarer
Quarantaneorganismus, PGesV-WBF-UVEK).

Uber die Anfélligkeit gegeniiber X. fastidiosa von Forstgehdlzen, sowie von
landwirtschaftlichen Geholzen in Mitteleuropa, ist noch wenig bekannt. Vorversuche mit
Forstgeholzen, die wir 2022-2023 an der WSL durchgeflihrt haben, liefern hinweise, dass
verschiedene Baumarten infiziert werden kénnen, aber keine Symptome zeigen. Ebenfalls
lieferten unsere Vorversuche erste Hinweise, dass die Wirtsspektren der X. fastidiosa
Unterarten schwierig zu ermitteln sind.

Deswegen entstand eine Zusammenarbeit zwischen WSL und Agroscope, um systematische
Infektionsversuche an relevanten Gehdlzarten aus der Forst- und Landwirtschaft
durchzufiihren. Das Ziel des vorliegenden Projekts war, den Infektionsverlauf und die
Symptomentwicklung an Gehdlzen zu dokumentieren, nachdem sie im Gewachshaus
kiinstlich mit verschiedenen Unterarten von X. fastidiosa infiziert wurden.

Es wurden 7 Geholzarten untersucht (Fagus sylvatica, Quercus petraea, Prunus avium, Rubus
fruticosus, Prunus armeniaca, Olea europaea und Vitis vinifera). Alle Gehdlzarten wurden mit
den Unterarten X. fastidiosa subsp. fastidiosa, X. fastidiosa subsp. multiplex und X. fastidiosa
subsp. pauca infiziert.

Das Vorhandensein von X. fastidiosa wurde mittels quantitativer Polymerasen-Kettenreaktion
(gPCR) an Blattern und Holz 4 Monate (Probenahme 1) und 11 Monate (Probenahme 2) nach
der kunstlichen Infektion untersucht. Um die Anfalligkeit der Pflanzen und die Verteilung des
Bakteriums im Pflanzengewebe zu bewerten, wurden die Prozentsatze der positiven Pflanzen
in Blattern und Holz ermittelt (d.h. Protzentsatz der fir X. fastidiosa positiven Pflanzen von
allen inokulierten Pflanzen einer Geholzart).

In den Blattern war die Positivitatsrate im Allgemeinen gering. In der ersten Probenahme wies
O. europaea die hochsten Werte auf (33,3 % der infizierten Pflanzen waren positiv fir X.
fastidiosa), gefolgt von F. sylvatica und Q. petraea (14,3 %), V. vinifera (13,3 %) und R.
fruticosus (6,7 %), wahrend P. armeniaca und P. avium negativ waren (d.h. bei keiner
infizierten Pflanze dieser beiden Arten konnte X. fastidiosa in den Blattern nachgewiesen
werden). In der zweiten Probenahme war die Blattpositivitat weiter reduziert und beschrankte
sich auf F. sylvatica, O. europaea und Q. petraea (alle jeweils 6,7 %). Im Holzgewebe waren
alle infizierten Pflanzen in der ersten Probenahme positiv, wahrend in der zweiten
Probenahme alle Pflanzenarten positiv waren, wenn auch mit unterschiedlichen Prozentsatzen
zwischen den Arten (O. europaea 86,7 %, V. vinifera und F. sylvatica 73,3 %, Q. petraea und
R. fruticosus 53,3 %, P. avium 40 % und P. armeniaca 30 %). Der Rickgang der Positivitat
zwischen den beiden Probenahmen hangt wahrscheinlich mit den saisonalen Bedingungen
zusammen. Wahrend der Ruhephase neigt X. fastidiosa dazu, sich im Blattgewebe zu
reduzieren und im mehrjahrigen Gewebe zu verbleiben, was die geringere Nachweisbarkeit in



den Blattern bei der zweiten Probenahme erklart. Darlber hinaus kann die geringe
Blattpositivitdt eine noch unvollstdndige Besiedlung in den frihen Stadien der Infektion
widerspiegeln, was darauf hindeutet, dass eine Beprobung der Blatter das Vorhandensein des
Erregers in der Pflanze unterschatzen kénnte.

Schliesslich zeigte die Analyse nach Unterarten eine hohe Infektionsfahigkeit von X. fastidiosa
subsp. pauca. In den Blattproben der ersten Probenahme wurde eine hohe Positivitat bei O.
europaea (5 von 5 Pflanzen), F. sylvatica und Q. petraea (jeweils 3 von 5 Pflanzen) festgestellt,
wahrend X. fastidiosa subsp. fastidiosa und X. fastidiosa subsp. multiplex jeweils nur bei 1 von
5 Pflanzen von V. vinifera nachgewiesen wurden.

Die visuelle Beurteilung der Symptome =zeigte, dass besonders gegen Ende der
Vegetationsperiode im Herbst die Symptome von Xylella sehr dahnlich sein kbnnen wie andere
Blattschaden und wie die beginnende naturliche Seneszenz. Bei der ersten Probennahme 4
Monate nach der Infektion konnte daher keinen Zusammenhang zwischen den
Blattsymptomen und dem Infektionsstatus der Pflanzen gefunden werden. Bei der zweiten
Probennahme (11 Monate nach der Infektion) im spaten Frihjahr, bestand hingegen einen
statistisch signifikanten, positiven Zusammenhang zwischen den Blattsymptomen und dem
Infektionsstatus. Die Bedeutung dieses Resultats ist jedoch gering, da 11 Monate nach der
kiinstlichen Infektion nur noch einzelne Pflanzen in den Blattern positiv getestet wurden.
Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass X. fastidiosa in allen untersuchten Arten und zu beiden
Probenahme-Zeitpunkten haufiger in Holzgewebe als in Blattern nachweisbar ist. Das
Vorhandensein molekular positiver, aber asymptomatischer Pflanzen, insbesondere der
Buche, deutet darauf hin, dass Blattsymptome mdglicherweise kein zuverlassiger Indikator fir
eine Infektion sind, und dass diese asymptomatischen Arten als Reservoirs dienen kdnnten,
mit einem mdglichen Risiko der Ausbreitung auf anfallige Pflanzen.

Die Analyse nach Unterarten deutet schliesslich auf eine héhere Infektionsfahigkeit von X.
fastidiosa subsp. pauca hin, die nicht nur Olivenbdume, sondern auch Waldbaumarten wie
Buche und Eiche infizieren konnte. Momentan sind in der Schweiz die klimatischen
Bedingungen fir die Etablierung von X. fastidiosa subsp. pauca noch nicht gegeben, dies
konnet sich aber mit der Klimaerwarmung andern.

Zusammenfassend zeigen die Resultate dieser Studie, dass 1) eine Beprobung der Blatter
nicht ausreichend ist, um infizierte Pflanzen zuverlassig zu identifizieren, besonders im Winter
und Frihling; 2) Sichtbare Symptome an den Pflanzen sind kein zuverlassiger Indikator fur
eine Infektion, da die Symptome, besonders gegen Ende der Vegetationsperiode, der
natlrlichen Seneszenz und Symptomen durch andere Schaden ahneln; 3) Die Unterart X.
fastidiosa subp. pauca hat moglicherweise ein breiteres Wirtsspektrum, als bisher aus den
Befallsgebieten in Mittelmeerraum bekannt war, und insbesondere auch fur die Schweiz
wichtige Waldbaumarten wie F. sylvatica und Q. petraea umfasst.

FR

La bactérie Xylella fastidiosa est originaire d’Amérique du Nord et d’Amérique centrale. Elle
infecte les canaux du xyléme en bloquant le transport de la séve dans nombreuses espéces
de plantes, ce qui provoque le dépérissement et éventuellement la mort des tissus végétaux
ligneux affectés. X. fastidiosa est transmise par des insectes vecteurs suceurs de séve (en
particulier diverses espéces de cicadelles). En Amérique du Nord, X. fastidiosa est
responsable de la « maladie de Pierce » de la vigne, 'une des maladies les plus graves pour
la viticulture de cette région. Dans sa zone d’origine, des arbres feuillus sont également
touchés, notamment le chéne et l'érable, chez lesquels X. fastidiosa provoque un
dessechement prématuré des feuilles en été, affaiblissant ainsi les arbres au fil des années,
jusqu’a entrainer leur mort. En Europe, X. fastidiosa a été détectée pour la premiere fois en
2013. Elle a provoqué des dommages considérables aux oliviers en lItalie, entrainant la
disparition de vastes oliveraies. La bactérie a eté également introduite en France et en
Espagne dans les régions méditerranéennes, ou elle provoque d’importants dommages a
divers végétaux ligneux, ainsi qu’a différentes plantes sauvages dans le sud de la France.
La Suisse est actuellement exempte de X. fastidiosa. En raison de son potentiel de dégats



considérable, cette espéce est toutefois classée comme organisme prioritaire a lutte
obligatoire (organisme de quarantaine prioritaire, PGesV-BFPT/UVEK).
La sensibilité des arbres forestiers, ainsi que des arbres cultivés en agriculture, a X. fastidiosa
en Europe centrale reste encore mal connue. Des essais préliminaires réalisés au WSL en
2022-2023 sur des arbres forestiers indiquent que plusieurs espéces peuvent étre infectées
sans toutefois présenter de symptdmes. Ces mémes essais préliminaires ont également fourni
les premiers indices que les spectres d’hbtes des sous-especes de Xylella fastidiosa sont
difficiles a déterminer.

C’est dans ce contexte qu’une collaboration a été établie entre le WSL et Agroscope afin de
réaliser des essais d’infection systématiques sur des espéces ligneuses d’intérét pour la forét
et 'agriculture. L’'objectif du projet présenté ici était de documenter le déroulement de I'infection
et le développement des symptémes sur ces plantes apres une inoculation artificielle en milieu
controlé (serre) avec différentes sous-especes de X. fastidiosa.
Sept espéces ligneuses ont été étudiées (Fagus sylvatica, Quercus petraea, Prunus avium,
Rubus fruticosus, Prunus armeniaca, Olea europaea et Vitis vinifera). Toutes ont été infectées
avec les sous-espéces X. fastidiosa subsp. fastidiosa, X. fastidiosa subsp. multiplex et X.
fastidiosa subsp. pauca.

L’infection par X. fastidiosa des plantes a été analysée par amplification quantitative de 'ADN
(gPCR) sur des échantillons de feuilles et de bois, quatre mois (prélevement 1) et 11 mois
(préléevement 2) aprés l'inoculation artificielle. Pour évaluer la sensibilité des plantes et la
répartition de la bactérie dans les tissus végétaux, le pourcentage de plantes positives au
niveau des feuilles et du bois a été déterminé, c’est-a-dire le pourcentage de plantes infectées
par X. fastidiosa par rapport a I'ensemble des plantes inoculées pour chaque espéce ligneuse.
Dans les feuilles, le taux de positiviteé était généralement faible. Lors du premier
échantillonnage, O. europaea présentait les valeurs les plus élevées (33,3 % des plantes
infectées étaient positives pour X. fastidiosa), suivie de F. sylvatica et Q. petraea (14,3 %), V.
vinifera (13,3 %) et R. fruticosus (6,7 %), tandis que P. armeniaca et P. avium étaient négatives
(c’est-a-dire qu’aucune plante infectée de ces deux espéces n'a montré la présence de X.
fastidiosa dans les feuilles). Lors du deuxiéme échantillonnage, la positivité des feuilles avait
encore diminué et se limitait a F. sylvatica, O. europaea et Q. petraea (toutes a 6,7 %). Au
niveau des tissus ligneux, 100% des plantes de toutes les espéces étaient positives lors du
premier prélévement, tandis que lors du deuxiéme, toutes les espéces étaient positives, mais
avec des pourcentages variables selon I'espéce (O. europaea 86,7 %, V. vinifera et F. sylvatica
73,3 %, Q. petraea et R. fruticosus 53,3 %, P. avium 40 % et P. armeniaca 30 %). La diminution
de la positivité entre les deux échantillonnages est probablement liée aux conditions
saisonniéres. Pendant la période de dormance de la plante, X. fastidiosa a tendance a
diminuer dans le tissu foliaire et a persister dans le tissu ligneux pluriennaux, ce qui explique
la détection plus faible dans les feuilles lors du deuxiéme échantillonnage. De plus, la faible
positivité dans les feuilles peut refléter une colonisation encore incompléte aux premiers
stades de l'infection, suggérant qu’'un prélévement foliaire pourrait sous-estimer la présence
de I'agent pathogéne dans la plante.

Enfin, 'analyse par sous-espéces a révélé un forte capacité d’infection de X. fastidiosa subsp.
pauca. Dans les échantillons de feuilles du premier prélevement, une forte positivité a été
observée chez O. europaea (5 plantes sur 5), F. sylvatica et Q. petraea (3 plantes sur 5
chacune), tandis que X. fastidiosa subsp. fastidiosa et X. fastidiosa subsp. multiplex n’ont été
détectées que chez 1 plante sur 5 de V. vinifera.

L'évaluation visuelle des symptdmes a montré que, surtout vers la fin de la période de
végeétation en automne, les symptomes de Xylella peuvent étre trés similaires a d'autres
dommages foliaires et au début de la sénescence naturelle. Lors du premier prélévement
d'échantillons, quatre mois apres l'infection, aucun lien n'a donc pu étre établi entre les
symptomes foliaires et I'état d'infection des plantes. Lors du deuxiéme prélévement (11 mois
apres l'infection) a la fin du printemps, il existait en revanche un lien positif statistiquement
significatif entre les symptémes foliaires et le statut infectieux. La signification de ce résultat



est toutefois faible, car 11 mois apreés l'infection artificielle, seules quelques plantes isolées ont
été testées positives au niveau des feuilles.

Dans I'ensemble, les résultats montrent que X. fastidiosa est plus fréquemment détectable
dans le tissu ligneux que dans les feuilles pour toutes les espéces étudiées et a chacun des
deux échantillonnages. La présence de plantes moléculairement positives mais
asymptomatiques, en particulier le hétre, suggére que les symptémes foliaires ne constituent
peut-étre pas un indicateur fiable d’infection et que ces espéces asymptomatiques pourraient
servir de réservoirs, avec un risque potentiel de propagation vers des plantes sensibles.
L’analyse par sous-espéeces indique enfin une plus grande capacité d’infection de X. fastidiosa
subsp. pauca, constatée non seulement chez les oliviers, mais également chez des arbres
forestiers tels que le hétre et le chéne. Actuellement, les conditions climatiques en Suisse ne
permettent pas encore I'établissement de X. fastidiosa subsp. pauca, mais cela pourrait
changer avec le réchauffement climatique.

En résumé, les résultats de cette étude montrent que 1) un prélévement des feuilles seul n’est
pas suffisant pour identifier de maniére fiable les plantes infectées, particulierement en hiver
et au printemps; 2) les symptdmes visibles sur les plantes ne constituent pas un indicateur
fiable d’infection, car les symptémes, surtout vers la fin de la période végétative, peuvent
ressembler a la sénescence naturelle et & des symptdmes causés par d’autres dommages ;
3) la sous-espéce X. fastidiosa subsp. pauca pourrait avoir un spectre d’hotes plus large que
ce qui était connu jusqu’a présent dans les zones infestées du pourtour méditerranéen, et
inclure notamment des especes forestiéres importantes pour la Suisse telles que F. sylvatica
et Q. petraea.

3. Ausgangslage

Das Feuerbakterium (Xylella fastidiosa) stammt urspriinglich aus Nord und Mittelamerika
(EPPO, 2023). Es verursacht das Absterben von Blattern und Trieben auf zahlreichen
Geholzen. X. fastidiosa wird durch Insekten Ubertragen. Da es sich nur im Xylem der Pflanzen
verbreiten kann, sind die Insekten, die es Ubertragen, nur solche die sich vom Xylem ernahren
(insbesondere verschiedene Zikaden-Arten). In Nordamerika verursacht Xylella fastidiosa die
«Pierce’s disease» auf Weinreben, eine der schlimmsten Krankheiten fir den dortigen
Weinbau (Almeida et al, 2015, Sicard, 2018). Im Ursprungsgebiet sind auch Laubbaume
betroffen, insbesondere Eiche und Ahorn, wo Xylella fastidiosa das vorzeitige Verdorren der
Blatter im Sommer verursacht, und so Uber die Jahre die Baume schwacht, bis hin zu
Absterben (Harris et al, 2014, Desprez-Loustau et al., 2021). In Europa wurde Xylella fastidiosa
zum ersten Mal 2013 nachgewiesen. Es verursachte erhebliche Schaden an Oliven in Italien,
wo seither ganze Olivenhaine abgestorben sind (Cariddi et al., 2014). Das Bakterium konnte
sich ebenfalls in Frankreich und Spanien in den mediterranen Regionen ausbreiten, wo es
grosse Schaden an Mandeln verursacht (Gattung Prunus), sowie an diversen Wildpflanzen in
Sudfrankreich (Marco-Noales et al., 2021, Olmo et al., 2017). Seit 2023 gibt es auch
Meldungen von befallenen Eschen in Portugal (EPPO 2026).

Die Schweiz ist momentan frei von Xylella fastidiosa. Aufgrund des erheblichen
Schadpotentials ist die Art jedoch als prioritéar zu bekdmpfender Schadorganismus eingestuft
(prioritarer Quarantaneorganismus, PGesV-WBF-UVEK). Der eidgendssische
Pflanzenschutzdienst fuhrt aus diesem Grund eine jahrliche Gebietsiberwachung durch, im
Rahmen dieser werden Pflanzen mit potentiellen Xylella fastidiosa-Symptomen, sowie zufallig
ausgewahlte Wirtspflanzen ohne Symptome beprobt und analysiert. Zudem werden in diesem
Rahmen auch potentielle Insekten-Vektoren (insbesondere die Wiesenschaumzikade
Philaenus spumarius) analysiert. Es ist jedoch vielfach nicht bekannt, wie sich die Symptome
nach einer Infektion an in der Schweiz haufigen Gehdlzen aus Forst und Landwirtschaft
entwickeln. Einzelne Studien aus mediterranen Regionen in Europa lassen vermuten, dass
besonders Forstgehdlze zwar infiziert sein kdnnen, aber keine Symptome zeigen, oder sich
die Symptome erst lange nach der Infektion entwickeln (Desprez-Loustau et al., 2021, Casarin
et al., 2023). In Gebieten mit einem starken Befall von Xylella in einer landwirtschaftlichen
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Kultur, zum Beispiel in der Nahe von Olivenhainen in Italien, gibt es bisher einzelne
Beobachtungen von befallenen Gehdlzen im Wald. Dies war in einer Studie aus ltalien der
Fall, in der Edelkastanien angrenzend an befallenen Olivenhainen analysiert wurden (Greco
et al., 2023). Die Edelkastanien hatten keine Symptome, aber eine genigende
Bakterienkonzentration im Gewebe, um die Krankheit weiter zu Gbertragen.

Wenn infizierte, aber symptomlose Geholze in der Landschaft vorhanden sind, kann die
Krankheit unbemerkt weiter Ubertragen werden, zum Beispiel auf anfallige Forst- und
landwirtschaftliche Gehdlze in der Nahe.

Das Abschatzen von mdglichen Verbreitungswegen wird noch durch die verschiedenen
Unterarten von Xylella fastidiosa erschwert. Die Unterarten befallen im Ursprungsgebiet
spezifische Geholzarten oder Artgruppen. Laubbdaume werden im Ursprungsgebiet meist von
der Unterart X. fastidiosa subsp. multiplex befallen (Harris et al., 2014), Weinreben dagegen
von X. fastidiosa subsp. fastidiosa (Sicard et al., 2018). Wie spezifisch diese Wirtsspektren
sind, ist jedoch bei europaischen Gehdlzarten unklar und schwierig abzuschatzen.
Vorversuche mit Forstgeholzen, die wir 2022-2023 an der WSL durchgefuhrt haben, liefern
ebenfalls hinweise, dass die Wirtsspektren der Unterarten schwierig zu ermitteln sind.
Wahrend die getesteten Geholzarten (Quercus robur, Acer pseudoplatanus, Ulmus glabra)
nach 6 Monaten noch keine Symptome zeigten, waren sie doch von X. fastidiosa
verschiedener Unterarten besiedelt (Wyss, 2023). Es handelte sich hierbei jedoch nur um
Vorversuche in einem kleinen Umfang, die nicht ausreichend sind, um systematischem
Rickschlusse zum Infektionsrisiko von verschiedenen Gehdlzarten zu ermitteln.

Um das Infektionsrisiko und den Krankheitsverlauf bei verschiedenen Gehdlzen abschatzen
zu kénnen, bevor X. fastidiosa in der Schweiz auftritt, ist es daher nétig, systematische
Infektionsversuche durchzufiihren.

Die Durchfiihrung solcher Versuche ist komplex, da es sich bei Xylella fastidiosa um ein
Quarantaneorganismus handelt. Es ist deswegen eine Gewachshaus- und Labor-Infrastruktur
der Biosicherheitsstufe 3 notwendig, welche an der WSL vorhanden ist. Agroscope hingegen
hat aufgrund der Gebietstiberwachung und einem Projekt zu der Erfassung von moglichen
Insekten-Vektoren, die noétige Erfahrung in der Laboranalyse von Xylella-Infiziertem
Pflanzengewebe.

Aus diesen Griinden ist eine Zusammenarbeit zwischen den zwei Institutionen entstanden,
welche es erlaubt hat, bei dem vorliegenden Projekt von der in der Schweiz vorhandenen
Expertise zu Xylella zu profitieren.

4. Projektziele

Das Hauptziel dieses Projekts ist die Beschreibung des Infektionsverlaufs mit X. fastidiosa in
relevanten Gehdlzarten fur den Wald und fur die Landwirtschaft in der Schweiz, sowie von
Gehdlzen an der Schnittstelle zwischen diesen zwei Okosystemen (Waldrand).

Die Antworten auf diese Fragen kénnen dazu verwendet werden, um gezieltere Massnahmen
fiir die Uberwachung von X. fastidiosa in der Forst- und Landwirtschaft zu erarbeiten.
Aufgrund der Resultate des Projekts kdnnen zum Beispiel Empfehlungen zu den Gehdlzen
gemacht werden, die Uberwacht werden sollten, sowie zu den Zeitpunkten der Beprobung
dieser Pflanzen innerhalb der Vegetationsperiode.

Es ist jedoch nicht das Ziel des Projekts, Empfehlungen fiir den zuklinftigen Anbau von
bestimmten Gehdlzarten zu erarbeiten. Hierfir waren gréssere Studien, auch mit Einbezug
der Insekten-Vektoren, notig.

Zudem sind diese Antworten wichtig, um weitere Forschungsprojekte zu entwickeln,
insbesondere solche zu der Ubertragung des Bakteriums mit Insekten in verschiedenen
Okosystemen.



5. Forschungsfragen

Im Rahmen dieses Hauptziels sind verschiedene Fragestellungen relevant, welche durch das
Projekt beantwortet werden kénnen. Dies sind folgende:

1) Welche Gehdlze in Forst- und Landwirtschaft sind besonders anféllig gegeniber X.

fastidiosa, welche kdnnen hingegen infiziert werden, bleiben aber symptomfrei?

2) Welche Unterarten von X. fastidiosa kdnnen welche Gehodlzarten infizieren? Welche

Kombinationen von Bakterien-Unterart und Gehodlzart filhren zu symptomatischen
Infektionen?

6. Methoden

Das Projekt beinhaltete klnstliche Infektionsversuche von verschiedenen X. fastidiosa-
Unterarten auf verschiedenen Gehdlzarten, die fur die Forstwirtschaft und die Landwirtschaft
in der Schweiz wichtig sind. Das Projekt war in folgende Arbeitsschritte gegliedert:

1.

Auswahl der Geholzarten: Folgende sieben Gehdlzarten wurden fir den Versuch
ausgewahlt: Waldbaumarten: Steineiche (Quercus petraea), Buche (Fagus sylvatica),
Kirsche (Prunus avium); Gehdlze Landwirtschaft: Weinrebe (Vitis vinifera), Olive (Olea
europaea), Aprikose (Prunus armeniaca); Gehdlz Waldrand: Brombeere (Rubus
fruticosus). Die Arten wurden anhand von verschiedenen Kriterien ausgewahlt.
Einerseits wurden Gehdlze gewahlt, die nahe verwandt sind mit bekannten
Wirtspflanzen (Prunus avium, Prunus armeniaca, Quercus petraea, Rubus fruticosus),
bereits bekannte Wirtspflanzen, die flir die Schweizer Landwirtschaft relevant sind oder
in der Zukunft relevant sein konnten (Vitis vinifera, Sorte Chardonnay, und Olea
europaea), sowie eine Art, die nicht als Wirtspflanze bekannt ist, aber sehr relevant fir
den Schweizer Wald ist (Fagus sylvatica).

Auswahl der Xylella fastidiosa Unterarten: es wurden je ein Stamm der drei
anerkannten Unterarten von Xylella fastidiosa ausgewahlt. Es sind die Unterarten
Xylella fastidiosa subsp. fastidiosa, Xylella fastidiosa subsp. multiplex, Xylella
fastidiosa subsp. pauca. Die drei Unterarten haben im Ursprungsgebiet verschiedene
Wirtsspektren, und haben deshalb vermutlich ein unterschiedliches Schadpotential flr
Geholze in der Schweiz.

Kinstliche Infektion der Setzlinge: Bakterienldsungen wurden in die Leitbahnen
(Xylem) der Setzlinge injiziert. Alle Kombinationen der Bakterienstdmme-Gehdlzarten
wurden getestet. Pro Kombination wurden 5 Replikate durchgefuhrt. Die kinstliche
Infektion wurde gemass dem Protokoll von Saponari et al., 2016, durchgefiihrt. Konkret
wurden bei jeder Pflanze an drei Stellen am Stamm (oder an drei verschiedenen Asten
bei buschartigen Pflanzen), ein Tropfen Bakterienlésung mit 10® Bakterienzellen pro
Mililiter platziert. Die Rinde wurde dann an dieser Stelle mit einer sterilen Nadel 10-20-
mal durchstochen, was eine Absorption der Bakterienlésung ins Xylem der Pflanze
bewirkte. Kontrollpflanzen wurden mit der gleichen Menge steriler Kochsalzlésung
inokuliert.

Pflege des Versuchs und visuelle Symptomerfassung: Die Pflanzen werden
wochentlich kontrolliert und nach Bedarf gegossen. Die Temperaturen in der
Gewachshauskabine variierten zwischen 10°C (tiefste Temperatur im Winter) und
35°C (hoéchste Temperatur im Sommer bei Sonneneinstrahlung). Die relative
Luftfeuchtigkeit im Gewachshaus variierte zwischen 50-80%. Einen Befall mit
Spinnmilben und Blattlausen wurde mehrfach mit Natural (Andermatt Biocontrol) und
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NeemAzal (Andermatt Biocontrol) behandelt. Spinnmilben und Blattlduse ernahren
sich vom Phloem (nicht vom Xylem), sie kénnen daher X. fastidiosa nicht Gbertragen.
Der Befall mit diesen Schadlingen im Gewachshaus hat daher den Versuch nicht
beeintrachtigt. Allfallige Symptome werden fotografisch dokumentiert. Bei beiden
Probennahmen (4 Monate respektive 11 Monate nach der kunstlichen Infektion), wurde
der Zustand aller Pflanzen systematisch dokumentiert.

5. Probenentnahme und Aufbereitung: 4 Monate und 11 Monate nach der Infektion
werden die Proben entnommen. Die Probenentnahme und Aufbereitung entsprachen
dem Standard der European Plant Protection Organization (EPPO) flr die Diagnostik
von Xylella fastidiosa (EPPO, 2023). Bei den Beprobungen wurden von jeder Pflanze
10 Blatter zufallig ausgewahlt, mit sterilen Scheren samt Blattstiel abgeschnitten und
dann in verschlossenen Plastiksacken bis zur DNA-Extraktion bei -20°C gelagert.
Holzproben fur die DNA-Extraktion wurden mit einem sterilen Skalpell direkt oberhalb
von einer Stelle entnommen, wo die Pflanze infiziert worden war (0-1 cm oberhalb von
einer der der Infektionsstellen). Pro Pflanze wurden von der gleichen Stelle mehrere
Holzspéane aus der Rinde (inklusive Xylem und Phloem) entnommen. Dies entsprach
ungefahr 0.2 g Material pro Pflanze. Die Blatter, welche fir die Ruckisolierung
verwendet wurden (ebenfalls 10 Blatter pro Pflanze) wurden direkt (ohne kuhl zu
lagern) verarbeitet. Pro Pflanze wurde aus einer Mischprobe von 10 Blatter der
Pflanzensaft gewonnen und in verschiedenen Verdinnungen auf Platten der fur Xylella
spezifischen Nahrmedien PD2 und BCYE (EPPO, 2023) ausgebracht. Die Platten
wurden fur 3 Wochen bei 28°C inkubiert. Danach wurden sie visuell untersucht, um
das Vorhandensein der typischen Xylella-Bakterienkolonien zu Gberprufen.

6. Molekularer Nachweis der Infektion: Aus den Blattstielen und Mittelrippen von 10
Blatter pro Pflanze wurde aus einer Mischprobe die DNA extrahiert. Hierbei wurde die
eine Standard-methode basierend auf eine CTAB-Extraktion verwendet (EPPO, 2023;
Doyle &Doyle, 1990). Diese Methode ist bei Agroscope mit dem ISO 17025 Standard
zertifiziert. Die aus den infizierten Pflanzenteilen gewonnene DNA wurde auf das
Vorhandensein von Xylella fastidiosa Uberprift. Es handelt sich bei der angewendeten
Methode um eine quantitative Polymerase-Kettenreaktion (QPCR), welche es auch
erlaubt, die Menge der Bakterienzellen pro Menge Pflanzenmaterial zu bestimmen.
Diese Nachweismethode entspricht dem von der EPPO bestimmte Standardprotokoll
(EPPO, 2023) basierend auf einer Methode von Harper et al. (2010).

7. Ergebnisse

7.1 Molekularer Nachweis von X. fastidiosa in kiinstlich infizierten Pflanzen

Blatter und Zweige wurden zu zwei Zeitpunkten, 4 Monate (Probenahme 1, Oktober 2024) und
11 Monate (Probenahme 2, Mai 2025) nach der kinstlichen Inokulation mit X. fastidiosa,
untersucht. Fur jede Pflanze und Behandlung wurden Blatt- und Holzproben separat
vorbereitet und mittels quantitativer Polymerasen-Kettenreaktion (QPCR) analysiert. Die
Diagnoseergebnisse wurden als positiv, negativ oder unklar (positiv, aber sehr nahe an der
Nachweisgrenze) klassifiziert. In beiden Probenahmezeitraumen wurden die Kontrollpflanzen
durchweg negativ getestet, was die Zuverlassigkeit des Nachweisverfahrens bestatigte. Alle
untersuchten Proben sind in Tabellen 1 und 2 im Anhang 1 aufgelistet.

Es wurden deutliche Unterschiede im Anteil der Pflanzen beobachtet, die positiv auf X.
fastidiosa getestet wurden, zwischen der Blatt- und der Holzdiagnostik (Abbildung 1). Anhand
der Ergebnisse der Blattdiagnostik (Abbildung 1A) war der Anteil der positiven Pflanzen im
Allgemeinen gering. Bei der ersten Probenahme wies O. europaea den héchsten Prozentsatz
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an positiven Pflanzen auf (33,3 %), gefolgt von F. sylvatica und Q. petraea (jeweils 14,3 %),
V. vinifera (13,3 %) und R. fruticosus (6,7 %), wahrend P. armeniaca und P. avium negativ
blieben. Bei der zweiten Probenahme ging der Anteil der positiven Pflanzen weiter zurtck,
wobei nur F. sylvatica, O. europaea und Q. petraea eine geringe Positivitat (6,7 %) aufwiesen
und alle anderen Arten (P. armeniaca, P. avium, R. fruticosus und V. vinifera) negativ getestet
wurden. Im Gegensatz dazu zeigte die Holzdiagnostik (Abbildung 1B) einen viel héheren
Anteil an Pflanzen, die positiv auf X. fastidiosa getestet wurden. Bei der ersten Probenahme
waren alle Arten positiv (100 %). Bei der zweiten Probenahme wurde zwar ein Rickgang
beobachtet, jedoch war der Anteil insgesamt immer noch hoch (30-86.7 %).

Der Rickgang der Anzahl der Pflanzen, die zwischen der ersten und zweiten Probenahme
positiv auf X. fastidiosa getestet wurden, kdnnte mit den niedrigeren Temperaturen (10-15 °C)
von November bis Marz zusammenhéngen. Tatséchlich kdnnen wahrend des Ubergangs der
Pflanzen in die Ruhephase das Vorkommen und die Konzentration von X. fastidiosa aufgrund
von Blattalterung, Bakteriensterblichkeit und der Wanderung lebensfahiger Bakterienzellen in
mehrjahrige Gewebe wie Triebe und Zweige, wo sie das ganze Jahr Uber Uberleben kdnnen,
abnehmen (Loureiro et al., 2024; Rapicavoli et al., 2018; Zecharia et al., 2024). Diese
saisonale Umverteilung kdnnte erklaren, warum im Mai (Probenahme 2) X. fastidiosa in den
Blattern weniger nachweisbar war als bei der Probenahme 1, obwohl das Holzgewebe
weiterhin infiziert war.
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Abbildung 1. Anteil der Pflanzen, die nach kinstlicher Inokulation zum Zeitpunkt der Probenahme (erste Probenahme im
Oktober, zweite Probenahme im Mai) positiv auf X. fastidiosa getestet wurden. A) Blatter und B) Holz. Es werden nur die
Ergebnisse von Pflanzen gezeigt, die mit X. fastidiosa-Stammen (fastidiosa, multiplex und pauca) inokuliert wurden;
Kontrollpflanzen sind ausgeschlossen, da alle negativ getestet wurden.

Alle ausgewahlten Wirtspflanzen wurden mit den drei X. fastidiosa-Unterarten subsp.
fastidiosa, subsp. multiplex und subsp. pauca infiziert. Hierbei zeigte sich, dass subsp. pauca
die grosste Anzahl Geholzarten infizieren konnte (Abbildung 2). Bei den Blattproben der
ersten Beprobung waren folgende Arten infiziert: Fagus sylvatica (3 von 5 Baumen positiv),
Olea euopaea (5 von 5 Baumen positiv), Quercus petraea (3 von 5 Baumen positiv) und Rubus
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fruticosus (1 von 5 Pflanzen positiv). Bei den mit subsp. fastidiosa und subsp. multiplex
infizierten Pflanzen war hingegen bei der ersten Beprobung nur je 1 von 5 Vitis vinifera positiv.
Im Gegensatz zu unseren Erwartungen waren die Infektionen X. fastidiosa subsp. fastidiosa
nur selten erfolgreich. Insbesondere konnte die Unterart nicht alle Weinreben-Pflanzen
komplett besiedeln, da nur eine Blattprobe nach 4 Monaten positiv war (Abbildung 2A). Nach
11 Monaten war keine der Weinreben-Blattproben positiv, jedoch eine Buchen-Blattprobe
(Abbildung 2C). Die Holzproben von den mit X. fastidiosa subsp. fastidiosa infizierten
Pflanzen waren jedoch auch bei der zweiten Beprobung noch bei allen Arten ausser R.
fruticosus zum Teil positiv. Von den drei Unterarten war X. fastidiosa subsp. fastidiosa
trotzdem die Unterart, bei welchen nach 11 Monaten die geringste Anzahl Holzproben positiv
waren (Abbildung 2D).

Auch X. fastidiosa subsp. multiplex, welches im Ursprungsgebiet Laubbaum-Arten befallt
(Sicard, 2018), konnte in unserem Versuch die Laubbaumarten (F. sylvatica, P. avium und Q.
petraea) nur in geringem Umfang infizieren. Weder bei der ersten noch bei der zweiten
Beprobung waren Blattproben dieser drei Baumarten infiziert (Abbildung 2A und 2C). Dies
konnte einerseits darauf hindeuten, dass die Infektion mit X. fastidiosa subsp. multiplex bei
Laubbaumarten langer dauert als die Versuchsdauer (d.h. langer als ein Jahr), oder aber dass
die getesteten Arten wenig anfallig fuir X. fastidiosa subsp. multiplex sind.

X. fastidiosa subsp. pauca hingegen konnte von den drei getesteten Unterarten die meisten
Gehdlzarten infizieren, sowohl bei den Blattproben als auch bei den Holzproben. Wie erwartet
waren bei der ersten Beprobung alle Blattproben der Olivenbdumchen positiv, was die grosse
Anfalligkeit von vielen Olivensorten fiir diese Unterart bestétigt (EFSA, 2017). Uberraschend
war, dass X. fastidiosa subsp. pauca auch Laubbdume infizieren kann (Abbildung 2A). Es
wurden zwar bereits asymptomatische Laubbaume in der Nahe von befallenen Olivenhainen
in Italien gefunden, insbesondere Edelkastanien (Greco et al., 2023). Buchen (F. sylvatica)
sind jedoch nicht als Wirtspflanzen von X. fastidiosa subsp. pauca bekannt (EPPO, 2026). Aus
der Literatur ist einzig eine natirliche Infektion an Fagus crenata in den USA bekannt (Huang
et al., 2003), jedoch wurde in dieser Studie die Unterart nicht bestimmt.

Die Erkenntnis, dass F. sylvatica von X. fastidiosa infiziert werden kann, und insbesondere
von der Unterart X. fastidiosa subsp. pauca, ist daher neu und von grosser Bedeutung fur die
Verhinderung von einer Einschleppung und Verbreitung von X. fastidiosa in Mitteleuropa.
Allgemein zeigt das Projekt RI-Xylella, dass die Wirtsspektren der Unterarten moglicherweise
breiter sind als bisher bekannt, und dass insbesondere die Unterart pauca, die bisher v.a. auf
Olive bekannt ist, auch eine potentielle Gefahr fur Waldbaumarten wie Buche und Eiche
darstellen kdnnte.

Besorgniserregend ist auch die Tatsache, dass X. fastidiosa subsp. pauca auch Arten
infizieren kann, die innerhalb und an der Schnittstelle zwischen Wald- und Agrarékosystemen
verbreitet sind, wie beispielsweise Rubus fruticosus; dies konnte die Ausbreitung des
Bakteriums in der Landschaft beguinstigen.
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Abbildung 2. Gesamtzahl der mittels gPCR auf X. fastidiosa analysierten Proben. A (Blatter) und B (Holz) entsprechen der
Analyse der ersten Probenahme (4 Monate nach der kiinstlichen Infektion). C (Blatter) und D (Holz) entsprechen der Analyse der
zweiten Probenahme (11 Monate nach der kiinstlichen Infektion).

7.2 Visuelle Beurteilung der Symptome

Die Bewertung der Pflanzensymptomatik wurde von drei verschiedenen Experten aus dem
Projektteam durchgefiihrt, die die Symptome der Pflanzen anhand von Fotos bewerteten, die
wahrend der ersten und zweiten Probenahme aufgenommen wurden (Abbildung 3). Einige
kiinstlich beimpfte Pflanzen zeigten typische X. fastidiosa-Symptome an den Blattern (O.
europaea, Q. petraea und V. vinifera), wahrend andere Baume symptomfrei blieben
(Abbildung 3).

Der Schweregrad der Symptome wurde visuell eingeschatzt und als Prozentsatz der
betroffenen Blattfliche ausgedrickt. Die Kategorien wurden wie folgt definiert: 0 %
(asymptomatisch), 1-2 % (sehr wenige sichtbare Symptome), 2-5 % (geringfligige Symptome,
wie kleine Flecken oder leichte Verfarbungen), 5-10 % (auffallige Symptome mit lokalisierten
Verfarbungen), 10-25 % (moderate Symptome, die einen deutlich sichtbaren Teil der
Blattflache betreffen), 25-50 % (erhebliche Symptome, die einen bedeutenden Teil der
Blattflache betreffen), 50-75 % (weit verbreitete Symptome, die den gréssten Teil der

14

|
|
|
4 5



Blattflache betreffen) und 75-100 % (schwere Symptome, die fast die gesamte Blattflache
betreffen und méglicherweise zu Welken, Blattverlust oder zum Absterben der Pflanze fihren).
Trotz vorgangigen Absprachen zwischen den drei Experten, und einer Zusammenstellung
Bildern als Beispiele der verschiedenen Schadenskategorien, waren die Unterschiede
zwischen den Bewertungen der Experten erheblich (Abbildung 13.1 Anhang 2). Es ist aus
der wissenschaftlichen Literatur bekannt, dass die Bewertung von Schadenskategorien durch
verschiedene Personen zu Unterschieden fuihren kann, die subjektiv bedingt sind (Chiang et
al, 2016). Dieser Effekt wurde auch im vorliegenden Projekt bestatigt.

Als zusatzliche Schwierigkeit kam in diesem Projekt hinzu, dass die von Xylella fastidiosa
verursachten Symptome sehr &hnlich wie andere Schaden sind, insbesondere Schaden durch
Trockenheit oder Nahrstoffmangel, sowie Blattvergilbungen durch Insektenbefall. Beim
vorliegenden Experiment hatten besonders der Befall mit Spinnmilben und Blattlausen einen
Einfluss auf die Blattgesundheit. Der Befall mit Spinnmilben und Blattldusen wurde zwar
behandelt, es blieben jedoch auch nach dem Befall Vergilbungen an den Blattern sichtbar.
Zudem neigte sich zum Zeitpunkt der ersten Probennahme, 4 Monate nach der kinstlichen
Infektion, die Vegetationsperiode dem Ende zu. Die beginnende natirliche Seneszenz
wiederum konnte visuell nicht klar von Symptomen durch X. fastidiosa unterschieden werden.
So variierten auch bei den Kontrollpflanzen die Blattschaden im Mittel (Abbildung 4) zwischen
2 und 12% (erste Beprobung im Herbst 2024) und zwischen 0 und 6% (zweite Beprobung im
Fruhling 2025).

Zudem waren die Blattschaden im Mittel bei der ersten Beprobung grosser als bei der zweiten
Beprobung (Abbildung 4), méglicherweise aufgrund der oben genannten Faktoren.

Abbildung 3: Beispiele fir Pflanzenzusténde in Replikaten, die bei gqPCR-Analysen von Blattproben positiv auf Xylella fastidiosa
getestet wurden: A) Vitis vinifera (Probe 1, infiziert mit der Unterart fastidiosa); B) Fagus sylvatica (Probe 1, infiziert mit der Unterart
pauca);; C) Quercus petraea (Probe 1, infiziert mit der Unterart pauca); D) Olea europaea (Probe 1, infiziert mit der Unterart
pauca); E) Olea europaea (Probe 2, infiziert mit der Unterart pauca); F) Fagus sylvatica (Probe 2, infiziert mit der Unterart
fastidiosa).
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Abbildung 4. Durchschnittlicher Prozentsatz der durch Xylella fastidiosa verursachten Schaden an kiinstlich beimpften Pflanzen.
A) Bewertung der ersten Probenahme, 4 Monate nach der kinstlichen Infektion. B) Bewertung der zweiten Probenahme, 11
Monate nach der kinstlichen Infektion.

Bei der Probenahme 1 zeigten die Blattdiagnoseergebnisse (Nachweis in den Blattproben
mittels gPCR) keinen Zusammenhang mit dem Gesamtschaden an der Pflanze (p-Wert =
0,2299). Bei der Probenahme 2 korrelierten die Blattdiagnoseergebnisse schwach, aber
signifikant mit dem Pflanzenschaden (p-Wert = 0,01153), Abbildung 6. Dieses Resultat deutet
darauf hin, dass das Vorhandensein von Blattsymptomen im Fruhjahr und Frihsommer ein
Indikator fur die Infektion der Pflanzen ist. Aufgrund der geringen Anzahl Pflanzen, die in
diesem Versuch im Frihjahr positiv auf Xylella getestet wurden (insgesamt 3 Blattproben von
3 verschiedenen Pflanzenarten, siehe Abbildung 2), sind diese Resultate nur sehr bedingt
aussagekraftig. Von den drei positiv getesteten Pflanzen war eine komplett asymptomatisch,
wahrend zwei deutliche Blattschaden aufwiesen (45%, resp. 100% der Blatter mit Schaden).
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Abbildung 6. Schadensanteile (% des beschadigten Blattgewebes), Mittelwerte der Bewertungen von 3 Experten, gruppiert nach
Diagnose der Blattanalyse (QPCR positiv oder negativ). Bei der ersten Probennahme waren die sichtbaren Schaden an Pflanzen
mit negativen (blau) und positiven (rot) Blattanalysen vergleichbar. Bei der zweiten Probennahme waren die Schaden (%) an
Pflanzen mit positiven Blattanalysen (rot) tendenziell grésser als die Schaden (%) an Pflanzen mit negativen Blattanalysen. Es
waren jedoch nur 3 Proben mit positiver Blattanalyse vorhanden (schwarze Punke in roter Box).

Im Allgemeinen wiesen sowohl infizierte als auch nicht infizierte Pflanzen erhebliche Schaden
an einigen Blattern oder an der gesamten Pflanze auf, was wahrscheinlich auf eine
Kombination aus abiotischen Faktoren (z. B. Wasserstress, Nahrstoffmangel, natirliche
Seneszenz) und biotischen Faktoren (z. B. Schaden durch Blattlduse, Spinnmilben)
zurtckzufuhren ist.

Zudem war die Variation zwischen den Bewertungen der verschiedenen Experten erheblich.
Aus diesen Grinden ist es sehr schwierig, allein anhand des Gesamtzustands der Pflanze
oder anhand sichtbarer Blattsymptome zu beurteilen, ob eine Pflanze mit X. fastidiosa infiziert
ist. Molekulare Analysen sind zuverlassiger und zwingend notwendig, um infizierte Pflanzen
sicher zu identifizieren.

7.3 Ruckisolierung von X. fastidiosa aus kiinstlich infizierten Pflanzen

Die Ruckisolierung von X. fastidiosa aus den kunstlich infizierten Pflanzen war erfolglos. Drei
Wochen nach der Inkubierung des Pflanzensafts aus Blattern von infizierten Pflanzen konnten
auf den semi-selektiven Nahrmedien PD2 und BCYE kein Wachstum von Xylella fastidiosa
festgestellt werden. Es wuchsen nur andere Mikroorganismen aus dem Blattsaft (Abbildung
7).

Die Isolation von X. fastidiosa aus Pflanzenmaterial gilt als schwierig (EPPO, 2023). Zudem
deutet die komplette Abwesenheit von Bakterienwachstum auf eine geringe Konzentration von
X. fastidiosa im Pflanzensaft hin. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass bei geringer
Bakterienkonzentration eine molekulare Diagnostik (qPCR) zuverlassiger ist als
mikrobiologische Methoden (EPPO, 2023).
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Abbildung 7: Beispiel fur BCYE- und PD2-Platten, die zur Isolierung von Bakterien aus kiinstlich beimpften Pflanzenblattern in
zwei Verdiinnungen des Pflanzensafts (10~ und 10-%) verwendet wurden. Nach mehr als acht Wochen Uberwachung wurde kein
Wachstum des Zielorganismus beobachtet; sichtbare Kolonien stellen lediglich Kontaminationen dar.

8. Nutzen fiir die Praxis

Xylella fastidiosa ist ein Bakterium, dass sowohl im der Forst- als auch in der Landwirtschaft
zu grossen Schaden an Geholzen flihren kann. Es ist zudem bereits in mehreren
Nachbarlandern der Schweiz (ltalien, Frankreich) vorhanden. Es ist somit fur die Praxis sehr
wichtig, praventive Massnahmen gegen die Einschleppung und Etablierung dieses Bakterium
in der Schweiz zu ergreifen. Hier deckt das Projekt RI-Xylella eine wichtige Wissenslicke ab,
indem die Symptome und der Krankheitsverlauf an Waldbaumarten sowie landwirtschaftlichen
Gehdlzen erforscht wurde. Die Resultate des Projekts kdnnen als Grundlage dienen, um die
Uberwachung von Waldgehdlzen zu optimieren, und so eine allfallige Infektion von Baumen
frihzeitig zu entdecken.

So ist nun besser bekannt, wie verschiedene Gehdlze auf eine Infektion mit Xylella fastidiosa
reagieren, und wie saisonale Faktoren einen Einfluss auf die Diagnostik bei Laubgehdlzen
haben kdnnen. Die Resultate aus dem Projekt sollten daher dazu beitragen, dass eine
mogliche Einschleppung in die Schweiz von X. fastidiosa schneller entdeckt und eingedammt
werden kann.

9. Schlussfolgerungen

Zusammenfassend zeigen die Resultate dieser Studie, dass 1) eine Beprobung der Blatter
nicht ausreichend ist, um infizierte Pflanzen zuverlassig zu identifizieren, besonders im Winter
und Fruhling, und besonders, falls es sich um die anfanglichen Stadien der Infektion handelt;
Holzproben, insbesondere Zweigproben, kdnnten bei Laubgehdlzen zusatzlich beprobt
werden; 2) Sichtbare Symptome an den Pflanzen sind kein zuverlassiger Indikator fur eine
Infektion, da die Symptome, besonders gegen Ende der Vegetationsperiode, der nattrlichen
Seneszenz und anderen Schaden ahneln; 3) Die Unterart X. fastidiosa subp. pauca hat
moglicherweise ein breiteres Wirtsspektrum, als bisher aus den Befallsgebieten in
Mittelmeerraum bekannt war, und insbesondere auch fir die Schweiz wichtige Waldbaumarten
wie F. sylvatica und Q. petraea umfasst.

Die kunstlichen Infektionen von verschiedenen Gehoélzen mit Xylella fastidiosa haben gezeigt,
dass insgesamt die Konzentration der Bakterien in den Blattern nach 11 Monaten (bzw. nach
dem Winter) gering ist. Interessant ware es, die Pflanzen Uber einen langeren Zeitraum zu
erhalten, um zu sehen, ob die Infektion z.B. nach 2 Jahren weiter fortgeschritten ist. Aus der
Literatur ist bekannt, dass es Uber ein Jahr dauern kann, bis das Bakterium sich in der ganzen
Pflanze verteilt hat (Saponari et al., 2016).
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Xylella fastidiosa wird von Insektenvektoren Ubertragen. Wahrend die Vektoren fur
Mitteleuropa bekannt sind (Di Serio et al., 2019; Cornara et al, 2019) und Agroscope bereits
auch laufende Projekte durchflihrt zu der Phanologie dieser Insekten in landwirtschaftlichen
Flachen (Maggini & Rizzoli, 2023), ist noch bekannt, zu welchem Zeitpunkt und auf welchen
Pflanzen sich diese Vektoren im Wald aufhalten. Um die Infektion an Forstgehdlzen zu
verhindern, ware es jedoch sehr wichtig zu wissen, welche potentielle Insektenvektoren in der
Schweiz im Wald leben.
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12. Anhang 1: Projektprodukte

13.1 Poster, Herbsttagung 2024 der Schweizerischen Gesellschaft fiir Phytomedizin

(SGP)

@ Verlauf von Xylella-Infektionen in forst- und |
landwirtschaftlichen Geholzen

Francesca Dennert", Denise Altenbach?, Laure Apotheloz Perret-Gentil, Valentin Queloz?, und Ramona Maggini®

hes Departement 15
Bildung und Forschung WeF

'Waldschutz Schweiz, WSL, Ziircherstrasse 111, 8903 Birmensdorf
2Molekulare Diagnostik geregelte Pflanzenschadorganismen, Agroscope, Route de Duillier 60, 1260 Nyon
3Neobiota, Agroscope, A Ramel 18, 6593 Cadenazzo

Xylella fastidiosa

» Stammt urspriinglich aus Nord- und Mittelamerika, dort v.a. an Weinreben in Kalifornien (“Pierce’s disease”), und an Laubbaumen.

» Seit 2013 in Europa, Schaden vor allem an Oliven in Italien, Mandeln in Spanien (Majorca).

> Durch saugende Insekten Ubertragen, die sich vom Xylem der Pflanzen ernahren. Die
Wiesenschaumzikade Philaenus spumarius L. wurde als Hauptiibertrager der Ausbriiche von X. fastidiosa in Europa identifiziert.

» Funf Unterarten mit verschiedenen Wirtsspektren und verschiedenen klimatischen Anforderungen.

> Die Schweiz ist bisher frei von Xylella fastidiosa, der Eidg. Pflanzenschutzdienst liberwacht Pflanzenpass-pflichtige Betriebe und fiihrt mit
den Kantonen ein jahrliches Monitoring durch (Gebietsiiberwachung).

x o X fostidiosa auf Symptome von X. fastidiosa auf Kirsche (Foto: EPPO)  Symptome von X, fastidiosa auf Weinrebe (Foto: EPPO) ges)
multplex auf PD2-Agar (Foto: Waldschutz
Schweiz)

Projekt RI-Xylella

» Fragestellung: Wie verlaufen Xylella-Infektionen in fiir die Schweiz wichtigen Gehdlzen aus Land- und Forstwirtschaft?
Welche Arten sind anfallig? Entwickeln sie Symptome? Was ist die Inkubationszeit bis zum Auftreten von Symptomen?

» Methode: Kiinstliche Infektionen im Biosicherheitsgewachshaus (BSL3). Wéchentliche Kontrolle der Symptome und
Analyse (qPCR) des infizierten Pflanzengewebes 3 und 12 Monate nach der Infektion.

» Stand der Arbeit: Kiinstliche Infektion im Sommer 2024 von 7 Pflanzenarten (Fagus sylvatica, Quercus petraea, Prunus
avium, Prunus armeniaca, Rubus fructicosus, Vitis vinifera, Olea europaea) mit 3 Xylella-Unterarten (X.f. subsp. fastidiosa,
X.f. subsp. multiplex und X.f. subsp. pauca). Die Pflanzen sind noch symptomlos.

» Dauer des Projekts: 06-2024-02.2026.

» Finanzierung: Wald- und Holz Forschungsférderung (BAFU).

Kiinstliche Infektion: ein Tropfen Kiinstliche Infektion: ein Zweig mit einem Arbeit im Biosicherheitsgewachshaus mit Kiinstlich infizierte, noch asymptomatische
Bakteriensuspension wird auf einen Tropfen Bakterienlosung wird mit einer Schutzkleidung (Foto: Waldschutz Schweiz) Pflanzen, im Biosicherheitsgewdchshaus (Foto:
Zweig gegeben (Foto: Waldschutz Nadel gestochen, damit die Flussigkeit von Waldschutz Schweiz)
Schweiz) der Pflanze aufgenommen wird (Foto:

Waldschutz Schweiz)

Kontakt: Francesca Dennert (francesca.dennert@wsl.ch), Denise Altenbach (denise.al admin.ch), Laure Ap Perret- til (laure.apot admin.ch), Valentin

Queloz (valentin.queloz@wsl.ch), Ramona Maggini (ramona.maggini@agroscope.admin.ch)
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13.2 Abstract, Vortrag Herbsttagung 2025 der Schweizerischen Gesellschaft flir
Phytomedizin (SGP)

Xylella fastidiosa : Enjeux et progression des infections chez les
especes ligneuses forestieres et agricoles — Résultats
préliminaires

Alice Pessina!, Laure Apotheloz-Perret-Gentil?>, Ramona Maggini®, Denise Altenbach?, Julia
Lopez Mercadal®, Valentin Queloz!, Francesca Dennert!

! Waldschutz Schweiz, WSL, Zircherstrasse 111, 8903 Birmensdorf
’Molekulare Diagnostik geregelte Pflanzenschadorganismen, Agroscope, Route de Duillier 60, 1260 Nyon
3Neobiota, Agroscope, A Ramel 18, 6593 Cadenazzo
alice.pessina@wsl.ch

Xylella fastidiosa est une bactérie phytopathogéne qui infecte une large gamme de plantes,
provoquant desséchements foliaires, un dépérissement général et, a terme, la mort des plantes.
Transmise par des insectes vecteurs piqueurs-suceurs, la bactérie existe en plusieurs sous-espéces,
chacune caractérisée par des préférences spécifiqgues en matiére d’hotes. Par exemple, la sous-
espéce fastidiosa est principalement associée a la vigne, ou elle est responsable de la maladie de
Pierce; multiplex infecte surtout les amandiers ainsi que diverses espéces forestieres; enfin, pauca,
provoque des infections sévéres chez l'olivier.

Depuis sa premiere détection en Italie en 2013, des foyers de X. fastidiosa sont apparus dans
plusieurs pays du bassin méditerranéen, notamment en Espagne, en France et au Portugal. Bien que
la Suisse ne soit pas encore touchée, X. fastidiosa constitue une menace importante pour le paysage.
La présence potentielle d’hdtes asymptomatiques, en particulier parmi les espéces forestiéres et
agricoles, pourrait favoriser une dissémination silencieuse de la bactérie vers des plantes sensibles
situées a proximité, augmentant ainsi le risque d’introduction et de propagation. En raison de son
impact économique et écologique significatif, la bactérie est classée comme organisme de
quarantaine prioritaire au niveau national.

Dans ce contexte, le projet a analysé le développement de l'infection par X. fastidiosa chez des
especes arborées importantes pour la sylviculture et I'agriculture suisse, ainsi que chez des plantes
présentes a l'interface entre les deux écosysteémes en lisiere forestiére. Les plantes hotes
sélectionnées étaient la vigne (Vitis vinifera), I'abricotier (Prunus armeniaca), le cerisier (Prunus
avium), l'olivier (Olea europaea), le hétre (Fagus sylvatica), le chéne (Quercus petraea) et la ronce
(Rubus fruticosus). Les tests ont été menés en conditions contrélées dans un laboratoire de
biosécurité de niveau 3 du WSL, afin d'évaluer la sensibilité des différentes espéces a X. fastidiosa,
leur aptitude a développer des symptomes, ainsi que les interactions possibles entre les sous-espéces
de la bactérie et leurs hétes potentiels. Les résultats obtenus contribueront a améliorer la
compréhension du pathosystéme et a renforcer les stratégies de surveillance, tout en orientant les
recherches futures sur les voies de propagation de la bactérie dans divers écosystemes.
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13. Anhang 2: Zusatzliche Tabellen und Abbildungen

Tabelle 1. Blatt- und Holzproben, welche bei der ersten Beprobung (4 Monate nach der kiinstlichen

Infektion) mittels gPCR untersucht wurden.

Arten Behandlung Anzahl der Pflanz?n- Positiv Negativ Unsicher Ungiiltig
Pflanzen material
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz o 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
Fagus sylvatica subsp. fa.st.‘idiosa 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 2 2 1 0
subsp. pauca 5 Holz 5 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
Olea europaea subsp. fa.st“idiosa Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 5 0 0 0
subsp. pauca Holz 5 0 0 0
Blatt 0 4 0 0
Kontrolle 4 Holz 0 4 0 0
X. fastidiosa 4 Blatt 0 4 0 0
Prunus armeniaca subsp. fastidiosa Holz 4 0 0 0
X. fastidiosa 3 Blatt 0 3 0 0
subsp. multiplex Holz 2 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 3 0 0
subsp. pauca 3 Holz 3 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
Prunus avium subsp. fastidiosa 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. pauca Holz 5 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
Quercus petraea subsp. fé{stfidiosa 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 2 2 1 0
subsp. pauca 5 Holz 5 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
Rubus fruticosus subsp. fastidiosa 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 1 4 0 0
subsp. pauca Holz 5 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 1 4 0 0
Vitis vinifera subsp. fastidiosa 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 1 4 0 0
subsp. multiplex 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. pauca Holz 5 0 0 0
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Tabelle 2. Blatt- und Holzproben, welche bei der zweiten Beprobung (11 Monate nach der kiinstlichen
Infektion) mittels gPCR untersucht wurden.

Anzahlder

Pflanzen-

Arten Behandlung . Positiv Negativ Unsicher Ungiiltig
Pflanzen material
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 1 4 0 0
Fagus sylvatica subsp. fa.stl‘idiosa Holz 2 3 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 4 1 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 1 0
subsp. pauca Holz 5 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
Olea europaea subsp. fa‘st“idiosa 5 Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 4 1 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 1 4 0 0
subsp. pauca Holz 4 1 0 0
Blatt 0 4 0 0
Kontrolle 4 Holz 0 4 0 0
X. fastidiosa 4 Blatt 0 4 0 0
Prunus armeniaca subsp. fa.sl.’idiosa Holz 2 2 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 4 0 0
subsp. multiplex 4 Holz 1 3 0 0
X. fastidiosa 3 Blatt 0 2 0 0
subsp. pauca Holz 0 2 0 1
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 2 0 0
Prunus avium subsp. fastidiosa Holz 1 4 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 3 2 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. pauca Holz 2 3 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
Quercus petraea subsp. fastidiosa 5 Holz 4 1 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 3 2 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 1 4 0 0
subsp. pauca Holz 1 4 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
Rubus fruticosus subsp. fa.st"idiosa Holz 0 5 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 3 2 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 4 0 0
subsp. pauca Holz 5 0 0 0
Blatt 0 5 0 0
Kontrolle 5 Holz o 5 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
Vitis vinifera subsp. fastidiosa Holz 3 2 0 0
X. fastidiosa 5 Blatt 0 5 0 0
subsp. multiplex Holz 5 0 0 0
X. fastidiosa Blatt 0 5 0 0
subsp. pauca 5 Holz 5 0 0 0
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Abbildung 13.1. Durchschnittlicher Prozentsatz der durch Xylella fastidiosa verursachten Schaden an kunstlich infizierten Pflanzen, bewertet von drei unabhangigen Experten. (A) Experte 1, erste
Probenahme, 4 Monate nach der Inokulation. (B) Experte 2, erste Probenahme, 4 Monate nach der Inokulation. (C) Experte 3, erste Probenahme, 4 Monate nach der Inokulation. (D) Experte 1, zweite
Probenahme, 11 Monate nach der Inokulation. (E) Experte 2, zweite Probenahme, 11 Monate nach der Inokulation. (F) Experte 3, zweite Probenahme, 11 Monate nach der Inokulation.
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