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Differenzialdiagnose der Pathogene

Pseudomonas syringae pv. aesculi und Phytophthora spp.
an Aesculus spp. im Hamburger Stadtgebiet

Wiéhrend der dritten Reihenuntersuchung in der Freien
und Hansestadt Hamburg an Aesculus spp. wurden 94
Rosskastanien der Arten A. hippocastanum und A. carnea
auf die Phytopathogene Pseudomonas syringae pv. aesculi
und Phytophthora spp. untersucht. Die Baume wurden
gezielt nach dem makroskopisch erfassten Schadbild und
der rdumlichen Verteilung im Stadtgebiet ausgewdhlt.
Das Verfahren der Probenahme wurde minimalst invasiv
durchgefiihrt. Die molekularbiologische Untersuchung
erfolgte am Tag der Probenahme, sodass bereits am Fol-
getag die Laborbefunde vorlagen. Insgesamt wurden 82
Rosskastanien positiv auf P. syringae pv. aesculi und 7
Rosskastanien positiv auf Phytophthora spp. getestet. Die
Sequenzierung ergab, dass es sich bei dem Phytophthora-
Erreger um Phytophthora cactorum handelt. Zuséatzlich
wurde an 3 Rosskastanien eine Koinfektion festge-
stellt.

Stichworter: Pseudomonas syringae pv. aesculi,
Phytophthora cactorum, Aesculus hippocastanum,
Aesculus carnea, PCR, Hamburg, Rindenkrankheit

Differential diagnosis of the pathogens
Pseudomonas syringae pv. aesculi and Phytophthora spp.
at Aesculus spp. in the urban area of Hamburg

During the third survey in the Free and Hanseatic City of
Hamburg on Aesculus spp. 94 horse chestnut trees of the
species A. hippocastanum and A. carnea with bleeding can-
ker symptoms were examined. Subject of the screening
were the pathogens Pseudomonas syringae pv. aesculi and
Phytophthora spp. The trees were selected according to
the macroscopically recorded damage pattern and the
spatial distribution in the urban area. The sampling pro-
cedure was performed in a minimally invasive manner.
The molecular biology examination was carried out on
the day of sampling, allowing the laboratory findings to
be available the following day. In total, 82 horse chestnut
trees were tested positive for P. syringae pv. aesculi and 7
horse chestnut trees for Phytophthora spp. The sequencing
revealed that the Phytophthora pathogen is Phytophthora
cactorum. In addition, co-infection with both pathogens
was found in 3 Horse Chestnut trees.

Key words: Pseudomonas syringae pv. aesculi,
Phytophthora cactorum, Aesculus hippocastanum,
Aesculus carnea, PCR, Hamburg, Bark disease
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Pseudomonas syringae Bakterien kommen in mehr als 50
genetisch differenzierten Pathovarietiten an Geholzen
vor. Bereits in 26 Lindern wurden seit der Jahrtausend-
wende 55 Krankheitsausbriiche an Holzgewachsen doku-
mentiert, davon knapp die Halfte in Europa (LAMICHHANE
et al., 2014). Der wirtsspezifische Schaderreger Pseudo-
monas syringae pv. aesculi (Pae) wurde erstmals 2007 im
deutschsprachigen Raum durch eine molekulare Identifi-
zierung in Hamburg nachgewiesen (DUJESIEFKEN et al.,
2008). Charakteristische Anzeichen der Pseudomonas-
Rindenkrankheit sind punktférmige, rostbraune Leck-
stellen am Stamm und in der Krone (ebd. 2008). Im Win-
ter 2011/2012 wurden weitere Sekundarerreger an Ross-
kastanien mit Ausflusssymptomen entdeckt (GAISER et
al., 2013). Die Komplexerkrankung, an der unterschied-
liche Basisdiomyceten beteiligt sind, folgt der bakteriel-
len Infektion mit dem Pathovar aesculi (GAISER et al.,
2013; MULLER-NAVARRA et al., 2014), daher gilt dieser als
Primérerreger (DUJESIEFKEN, 2018). ,Blutende“ Rosskas-
tanien wurden bereits Mitte der 1970er Jahre in Grof3-
britannien beschrieben — Horse Chestnut Bleeding Can-
cer. Der Ausloser war der eukaryotische Organismus
Phytophthora (BRASIER und STROUTS, 1976). Geographisch
sind Phytophthora-Arten weltweit verbreitet und befallen
je nach Art, einen sehr engen oder weiten Wirtspflanzen-
kreis (WERRES, 2011). In Deutschland haben WERRES et al.
(1995) Phytophthora-Arten an groferen Rosskastanien-
bestdnden erstmals Mitte der 1990er Jahre als Krank-
heitserreger identifiziert. McEvoy et al. (2016) unter-
suchten 1587 Rosskastanien in Irland und fanden bei
61% der untersuchten Baume Ausflusssymptome. Eine
Stichprobenanzahl (n = 61) der Biume wurde molekular-
biologisch untersucht. Keine Probe enthielt Phytophthora
Erreger, aber rund ein Drittel die DNA von P. syrinage pv.
aesculi (ebd., 2016). Das Rosskastanien-Sterben im 6ffent-
lichen Griin wird auch in Deutschland mit P. syrinage pv.
aesculi assoziiert (DUJESIEFKEN und GAISER, 2014). Die Gat-
tung Aesculus ist ein fester Bestandteil im urbanen Stadt-
griin der Freien und Hansestadt Hamburg. Rund 8400
Rosskastanien sind als Einzelbaum im digitalen Baum-
kataster erfasst, wovon ca. 6200 Exemplare an den
Stralden stehen (MELZER, 2018). Bereits 2007 wurde die
erste Reihenuntersuchung an 100 Rosskastanien mit
Ausflusssymptomen im Stadtgebiet durchgefiihrt. Die
Auswahl der Baume erfolgte zuféllig {iber eine Auswer-
tung des digitalen Baumkatasters nach dem Kriterium
HAusfluss“. Die Phytopathogene P. syringae pv. aesculi
und Phytophthora spp. wurden mikrobiologisch diagnos-
tiziert. Eine eindeutige molekularbiologische Bestimmung
des Pathovars aesculi war zu der Zeit nicht moglich. Um
eine Verwechslung mit Pseudomonas syringae pv. syringae
auszuschliel3en, wurden die 20 positiven Nachweise mit-
tels der Polymerasekettenreaktion (PCR) molekularbio-
logisch untersucht (Hinz und Sapowska-RyBak, 2008). In
32 Proben konnten mittels traditioneller Kultivierung
Phytophthora-Erreger nachgewiesen werden, die aber
keiner Art zugeordnet wurden. Die 20 Pae-Verdachts-
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bdume wurden teilweise im Rahmen der zweiten Reihen-
untersuchung 2014 erneut untersucht und der Verdacht
bestétigt. Mit dem von ScHMIDT et al. (2009) entwickel-
ten Schnelltest war die molekularbiologische Identifizie-
rung iiber das Genom des Bakteriums moglich. Mit dem
PCR-Verfahren wurde 2014 ausschlief3lich Pae diagnosti-
ziert. Rund 40% der Bdume konnten der Pseudomonas-
Rindenkrankheit zugeordnet werden (DORENDORF und
LUDEWIG, 2014). In Ankara wurden an Rosskastanien mit
Ausflusssymptomen und Absterbe-Erscheinungen in der
Krone ausschliel3lich Phytophthora-Erreger diagnostiziert
(INTINI et al., 2002; AkiLLI et al., 2012). Bei der ersten Rei-
henuntersuchung in Hamburg kamen Phytophthora-
Erreger in 30% der untersuchten Proben vor. Eine Ver-
wechslung der Pathogene kann aufgrund der dhnlichen
Symptomatik daher nicht ausgeschlossen werden (WERRES
und WAGNER, 2015; DUJESIEFKEN et al., 2018). An verein-
zelten Rosskastanien haben GaIser et al. (2013) zudem
beide Phytopathogene in Nordrhein-Westfalen nachge-
wiesen, eine Koinfektion ist daher ebenso denkbar. 2007
wurden in Hamburg bei der Probenentnahme Rinden-
fenster von ca. 10 bis 20 cm in der Hohe und 5 bis 10 cm
in der Breite bis zum Splintholz reichend entnommen.
2014 war das entnommene Material zwar deutlich gerin-
ger, aber es entstanden erneut Wunden, die bis zum
Splintholz reichten. Auch an nachweislich gesunden Béu-
men blieben nach den Untersuchungen grof3ere Verlet-
zungen zuriick, die als mogliche Eintrittspforten fiir
P. syringae pv. aesculi oder andere Schaderreger fungie-
ren konnten (ScHMIDT et al., 2014). Das Projektziel der
dritten Reihenuntersuchung war die Differenzialdiagnose
von P. syringae pv. aesculi und Phytophthora spp im
offentlichen Griin der Freien und Hansestadt Hamburg.
Die Rosskastanien wurden nach den makroskopisch erfass-
ten Symptomkomplexen und der raumlichen Verteilung
im Stadtgebiet ausgewéhlt. Der mogliche Unsicherheits-
faktor wahrend der visuellen Begutachtung, war daher
ein zentrales Element dieser Reihenuntersuchung. Das
Probenmaterial wurde molekularbiologisch iiber das
PCR-Verfahren mit spezifischen Primerpaaren unter-
sucht und eine Teilmenge sequenziert, um die Ergebnisse
zu verifizieren und die Phytophthora-Art zu bestimmen.

Symptomatische Rosskastanien werden neben der regu-
laren Bezirksbaumkontrolle und der Dokumentation im
Baumkataster seit 2016 in einer gesonderten Geodaten-
bank in der Behorde fiir Umwelt und Energie (BUE) erfasst.
Seit 2017 fiihrt die BUE zudem ein umfangreiches Ross-
kastanien-Monitoring durch (MeLzER und DooOBE, 2019).
Bisher sind in Hamburg ausschlief3lich die weiblithende
Art A. hippocastanum und die rotblithende Art A. carnea
betroffen. Aktuell stehen rund 600 Rosskastanien im
Stadtgebiet unter Verdacht, mit Pae infiziert zu sein.
(MELZER, 2018). Aus dieser Teilmenge wurden zwischen
Juni und August 2018 94 Badume beprobt. Die Schadsym-
ptomatik der ausgewdhlten Verdachtsbdume deckt sich
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in der Regel mit den Symptomkomplexen, wie sie von
WERRES und WAGNER (2015) oder DUJESIEFKEN et al. (2018)
fiir die beiden Pathogene detailliert beschrieben wurden.
Vor der Probenentnahme erfolgte die Tauchdesinfektion
der Arbeitsmaterialien in Natriumhypochlorid, zur che-
mischen Inaktivierung der Bakterien und des eukaryoti-
schen, pilzdhnlichen Organismus Phytophthora. Das am
Arbeitsmaterial verbleibende organische Material wurde
nach der Probenahme mittels physikalischem Desinfek-
tionsverfahren thermisch entfernt (BANDTE und BUTTNER,
2006; KeHr et al., 2010). Eine Probenmenge von unge-
fahr 300 mg wurde aus dem sekundéren Phloem, im Uber-
gangsbereich frischer Leckstellen, zwischen gesundem
und nekrotischem Gewebe entnommen. Dazu wurde an
einer moglichst kleinen, frischen Leckstelle die Borke
entfernt, das Probenmaterial mit einem Stecheisen ent-
nommen und mit einer Pinzette in den Probenbehélter
(Sarstedt Schraubrohre 50 ml) tiberfithrt. Das Gefa3 mit
dem Probenmaterial wurde direkt gekiihlt und noch am
selben Tag in das Labor eingeliefert. Der stets zackige
Verlauf im Ubergangsbereich, die rétliche Farbung und
die mosaikartige Scheckung sind fiir die Pseudomonas-
Rindenkrankheit typisch (Abb. 1) (DuJESIEFKEN et al.,
2008; KeHRr et al., 2010). Die fiir die Standard-PCR ver-
wendeten Positiv-Kontrollen fiir Pseudomonas syringae
pv. aesculi und Phytophthora spp. wurden vom Pflanzen-
schutzdienst Hamburg zur Verfiigung gestellt. Als Nega-
tivkontrolle wurden Milli-Q Wasser und Gesamt-DNA aus
einer nicht symptomatischen Rosskastanie verwendet.
Die Gesamt-DNA Extraktion erfolgte aus diesem Uber-
gangsbereich, bei dem die Aktivitit der Erreger am
hochsten ist (KEHR et al., 2010; WERRES, 2011). Das Pro-
benmaterial wurde im Labor direkt aus dem Proben-
behélter in einen Einmalbeutel (BioReba Extraction Bag)
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iiberfiihrt. Unter Zugabe von 3-4 ml Extraktionspuffer
(50 mM Na-PO4 pH 7,0) wurde das Material mit einem
Hammer homogenisiert und die fliissige Phase des Homo-
genats in ein 1,5 ml Reaktionsgefal$ pipettiert. Aus der
Losung wurden anschliefend 100 pl fiir die DNA Extrak-
tion verwendet. Die DNA Isolation mit dem DNeasy Plant
Mini Kit (Qiagen) wurde nach Angaben des Herstellers
durchgefiihrt. Die photometrische Bestimmung von Rein-
heit und Konzentration der zu untersuchenden Nuklein-
sduren erfolgte mittels NanoDrop One€ (Thermo Scienti-
fic). Fiir die Ermittlung wurden je 2 pl Nukleinsiure-
Losung eingesetzt. Als Template fiir die Standard-PCR
diente aus dem Probenmaterial extrahierte Gesamt-DNA.
Der molekularbiologische Nachweis von Pseudomonas
syringae pv. aesculi erfolgte durch Amplifikation der par-
tiellen Gyrase B Sequenz mit den Primerpaaren G1/G2
(ScumipT et al., 2008) und G5/G6 (ScHMIDT et al., 2009).
Dabei wurden 30 Zkylen von 30 s bei 94°C, 30 s bei 60°C
und 30 s bei 72°C mit einer initialen Denaturierung von
2 min bei 94°C und einer finalen Elongation von 5 min
bei 72°C durchgefiihrt. Der Nachweis einer Phytophthora
spp. Infektion der Rosskastanien erfolgte mittels Standard-
PCR mit dem Primerpaar YPh1F/YPh2R aus dem ras-be-
zogenen Proteingen (Exon 3 und Exon 6) entwickelt fiir die
Detektion von ca. 15 Geholz gefahrdenden Phytophthora-
Arten (ScHENA et al., 2007). Die PCR wurde nach dem
gleichen Schema wie oben beschrieben durchgefiihrt.
Dabei wurde lediglich das Annealing auf 58°C bei 45 s
gedndert und die finale Elongation um 5 min erhoéht. Zur
Erh6hung der DNA-Ausbeute auf Phytophthora spp. wurde
dem Reaktionsansatz 5% DMSO (FARELL and ALEXANDRE,
2012) hinzugefiigt und die Anzahl der Zyklen von 30 auf
40 erhoht. Nach der Gelelektrophoretischen Auftren-
nung (75 V fiir 45 min) wurden die PCR-Fragmente mit-

Abb.1. Nekrotisches Rinden-
gewebe (dunkel) mit zackigem
Ubergangsbereich
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tels UV-Transilluminator sichtbar gemacht und fiir die
Sequenzierung mit dem innuPREP Gel Extraction Kit
(Analytic Jena) extrahiert. Die PCR-Produkte wurden
durch Eurofins Genomics (Deutschland) sequenziert. Die
Auswertung der Sequenzen erfolgte mit den Program-
men MEGA (Version 6.06, megasoftware) und BLAST
(ALTScHUL et al., 1997).

Ergebnisse

Insgesamt erfolgte bei 89 der 104 untersuchten Proben
ein positiver Nachweis von Pseudomonas syringae pv.
aesculi. Dabei wurde in allen 89 Proben das PCR-Frag-
ment mit dem Primerpaar G5/G6 amplifiziert. Im Ver-
gleich dazu zeigten nur 84 Proben einen positiven Nach-
weis mit dem Primerpaar G1/G2. Exemplarisch dafiir
sind die in Abb. 2 aufgefiihrten Proben B4 und M3.

Die 104 untersuchten Proben verteilen sich auf 94
Rosskastanien. Davon gehoren 74 Exemplare zu der weil3-
blithenden Art A. hippocastanum und 20 zu der rotblii-
henden Art A. carnea. Abziiglich der Bdume, die mehr-
fach beprobt wurden, konnte bei 82 EinzelbAumen Pae
nachgewiesen werden. Das Bakterium P. syringae pv.
aesculi hat sich homogen in Hamburg verbreitet (Abb. 3).
Die positiven Pae-Nachweise sind als roter Punkt auf der
Karte dargestellt und die negativen als griiner. Die aktu-
ellen Verdachtsbidume, die mit der Pseudomonas-Rin-
denkrankheit assoziiert werden, sind blau gekennzeich-
net. Die weillen Punkte bilden den erfassten Einzelbaum-
bestand der Rosskastanien im Stadtgebiet ab.

Ein Phytophthora-Befall konnte bei 7 Rosskastanien
der Art A. hippocastanum, nachgewiesen werden. Diese
Rosskastanien sind als schwarze Punkte auf der Karte
dargestellt (Abb. 3). Die Sequenzierung ergab, dass es
sich bei allen Proben um die Phytophthora-Art cactorum
handelt. An 3 der 7 Rosskastanien wurde eine Koinfek-
tion mit P. syringae pv. aesculi festgestellt. Die Koinfektion
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Abb. 2. Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten aus
Phloem symptomatischer Aesculus. spp in 1%igem Agarosegel mit
Pseudomonas syringae pv. aesculi spezifischem Primerpaar G1/G2 (A)
und G5/G6 (B)

M = BenchTop 100 bp DNA Ladder, += Pseudomonas syringae pv. aes-
culi (Positivkontrolle), -= nicht symptomatische Kastanie (Negativ-
kontrolle), B1, B2, B3, B4, B5, B6, H1, H2, H7, M2, M3, M4 = Proben zur
Reihenuntersuchung

wurde jeweils aus dem gleichen Probenmaterial, sprich
aus einer Probeentnahmestelle, diagnostiziert. An 8 Ross-
kastanien konnte keiner der untersuchten Schaderreger
nachgewiesen werden. Zudem wurde ein grofdes Spek-
trum der in Hamburg vorkommenden Altersklassen ab-
gedeckt. Die Altersklassen wurden in die Jugendphase
(0-15 Jahre), in die Reifephase (15-80 Jahre) und in die
Alterungsphase (> 80 Jahre) eingeteilt. Die Z&hlung der
Jahre beginnt mit dem Pflanzjahr am Standort (RUST,
2013). Die Reifephase ist in die 1. Reifephase bis 40 Jahre
am Standort und die 2. Reifephase bis 80 Jahre am Stand-
ort unterteilt. Die Rosskastanien mit einer Koinfektion
wurden von der Gesamtsumme abgezogen (Tab. 1).

Neben den vielen klaren Befunden wahrend dieser
Reihenuntersuchung kam es auch zu unklaren Ergebnis-
sen. Die Beprobung &lterer Leckstellen fiihrte in der ers-
ten Halfte des Projektzeitraums zu zwei negativen Befun-
den, die bei einer weiteren Probenentnahme widerlegt
wurden. Daher wurde an 4 Rosskastanien, mit frischen
und eingetrockneten Leckstellen, eine doppelte Beprobung
durchgefiihrt (n=8). Bei allen acht Proben wurde P.
syringae pv. aesculi nachgewiesen. Eine Rosskastanie im
Bezirk Harburg zeigte typische Leckstellen der Pseudo-
monas-Rindenkrankheit im oberen Stammbereich, aber
am Stammful$ eine Leckstelle, die auf einen Phytophthora-
Befall schlieBen lieR. Die Probe am Stammfuf$ enthielt
beide Schaderreger - die Probe am oberen Stamm aus-
schliel}lich den Pathovar aesculi. Eine Rosskastanie in
Hamburg Nord mit sehr starkem Ausfluss am Stammfuf3,
Stamm und im Kronenbereich wurde, um eine Koinfek-
tion auszuschliel3en, an drei Stellen beprobt. In allen drei
Proben wurde ausschliellich das Bakterium P. syringae
pv. aesculi nachgewiesen. An einem Altbaum in Hamburg
Bergedorf mit dhnlichem Schadbild, allerdings weiter
fortgeschritten, wurden ebenfalls zwei Proben entnom-
men. Eine am Stammfuf} und eine im oberen Stamm-
bereich. Bei dieser Entnahme wurde ausschlief3lich der
Erreger Phytophthora cactorum nachgewiesen. Zudem
wurde von zwei im Februar geféllten Altbdumen - der
Stammfufd war noch nicht gerodet - aus frischen Leck-
stellen Probenmaterial entnommen. Der Pathovar aesculi
konnte auch hier nachgewiesen werden. Der Nachweis
und die Verifizierung der Ergebnisse erfolgten mittels Blast-
Analyse (BlastN) (ALTScHUL et al., 1997). Dazu wurden
zwei der Proben, in denen jeweils nur mittels G5/G6 Pri-
merpaar ein Fragment generiert werden konnte, sequen-
ziert.

Dabei zeigten die als P. syringae pv. aesculi positiv
deklarierten Proben eine Sequenziibereinstimmung von
100% zur partiellen Gyrase B Sequenz von Pseudomonas
syringae pv. aesculi. Alle mit den Primern YPh1F/2R
amplifizierten Fragmente wurden sequenziert und
stimmten zu 100% mit Phytophthora cactorum iiberein.

Diskussion

Die Reihenuntersuchung im Sommer 2018 war bereits
die dritte in Hamburg (Tab. 2). Da die Methodik der
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Reihenuntersuchung 2018
Pseudomonas syringae pv. aesculi / Phytophthora cactorum
negativ (P. syringae pv. aesculi}

positiv (P. syringae pv. aesculi)

Phytophthora cactorum

Verdachtsbaume Mai 2018

Erfasste Rosskastanien BK Mai 2018 (weilier Punkt)

LN Rel

Rosskastanien-Monitoring

Freie und Hansestadt Hamburg
.l- Behérde fir Umwelt und Energie

NGE 1 - Stadtbaummanagement
Bearbeiter: Torsten Melzer &
Datum: 03.02.2019

—n

Abb. 3. Ergebnisse der Reihenuntersuchung 2018 in Hamburg

Tab. 1. Laborbefund der 94 untersuchten Rosskastanien in Altersklassen unterteilt

Jugendphase 1. Reifephase 2. Reifephase Alterungsphase Gesamt
(+) Pae 6 43 17 16 82
(+) P. cactorum - 5 - 2 7
(+) Negativ - 4 - 8
(-) Koinfektion - 2 0 1 3
(=) Gesamt 6 50 21 17 94

Untersuchung sich in den Jahrgdngen unterscheidet,
sind die Ergebnisse nur bedingt vergleichbar. Dennoch
zeigen sie, dass seit 2007 Hamburgs Rosskastanien von
beiden Schaderregern befallen werden und die seither
gewonnenen Erkenntnisse dazu gefiihrt haben, dass die
visuelle Einschédtzung der Symptome deutlich hoher mit
dem Laborbefund korreliert. Hervorzuhebende Unter-
schiede bei der methodischen Herangehensweise zwischen
2007 und 2018 waren: die zuféllige und gezielte Baum-
auswahl, die mikrobiologische und molekularbiologische
Laboranalytik sowie die Vorgehensweise wéhrend der
Probenentnahme. In den Untersuchungen von 2014 und
2018 wurde nach der von ScHwmiDT et al. (2009) ent-
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wickelten Methodik vorgegangen, um eine Vergleichbar-
keit der molekularbiologischen Untersuchung zu gewéhr-
leisten.

Die rdumliche Verteilung zeigt deutlich, dass in fast
allen Stadtteilen, in denen Rosskastanien stehen, nach-
weislich das Bakterium vorkommt. Der makroskopische
Verdacht der MitarbeiterInnen aus der Hamburger Baum-
kontrolle wurde in ca. 90% aller Félle bestétigt. Dies zeigt,
dass in Hamburg bereits eine sehr sichere visuelle Ein-
schdtzung zum Pathogenverdacht in der Baumkontrolle
besteht. Im Abschlussbericht der zweiten Reihenunter-
suchung 2014 wurde auf eine erneute Beprobung unter-
schiedlicher Standorte hingewiesen. Der Probeentnahme-
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Tab. 2. Diagnostizierte Pathogene der Reihenuntersuchungen zwischen 2007 und 2018 in Hamburg

Jahr; Anzahl/Bdume 2007 (n = 93)

2014 (n = 101) 2018 (n = 94)

P. syringae pv. aeculi 20 (P. syringae)

Phytophthora spp. 33 (lediglich die Gattung

bestimmt)
Koinfektion 7 (Phy.spp/P.syringae)
Probengesamtzahl 93

43 (Pae)
nicht untersucht

82 (Pae)
7 (P.cactorum)

entfallt 3 (P.cactorum/Pae)
101 94

zeitpunkt war bereits im Oktober und die Leckstellen
waren eingetrocknet. Der Befund lag an der Nachweis-
grenze oder das negative Laborergebnis passte nicht zu
dem dokumentierten Symptomkomplex (DORENDORF und
LUDEWIG, 2014). Ein Grund hierfiir konnte die Beprobung
sehr alter Leckstellen auRerhalb des Ubergangsbereiches
sein. Die Probeentnahme an bereits eingetrockneten
Leckstellen (n = 2) fiihrte zu Beginn dieser Reihenunter-
suchung ebenfalls zu unklaren Ergebnissen. Daher stellte
sich die Frage, wie hoch der Unsicherheitsfaktor bei der
Beprobung élterer Leckstellen ist. Versuchsweise wurde
deshalb an vier Rosskastanien mit eingetrockneten und
frischen Leckstellen (n = 8) eine doppelte Probenentnah-
me durchgefiihrt. Entgegen der erwarteten Annahme,
dass eine Teilmenge der Proben einen Negativnachweis
erhélt, wurde bei jeder Probe eindeutig das Bakterium P.
Syringae pv. aesculi nachgewiesen. Die anfinglich ange-
nommene Hypothese, das eingetrocknete alte Leckstel-
len zu einem negativen Ergebnis fithren miissen, wurde
dadurch falsifiziert. Die Untersuchungen dieser Studie
bestitigen demnach nur, mit einen kleinen Stichproben-
umfang, dass die Auswahl der Leckstelle ein Unsicher-
heitsfaktor fiir das Ergebnis der Analyse sein kann. Im
Weiteren wird das abgestorbene Rindengewebe nach
dem Gewebetod durch Sekundérerreger besiedelt (KEHrR
et al., 2010). Eine konsequente Desinfektion der Werk-
zeuge und die Probenentnahme an frischen Leckstellen,
im Ubergangsbereich des nekrotischen Rindengewebes
sind ausschlaggebend fiir zuverlédssige und replizierbare
Ergebnisse. KEHR et al. (2010) weisen darauf hin, dass
Ethanol die DNA der Pathogene nicht zerstort und damit

Abb. 4.

Leckstelle, 20-fach vergréfert und Phloem-Nekrose

das sensitive PCR-Verfahren bei mangelnder Desinfek-
tion zu fehlerhaften Ergebnissen fiihrt. Dies ist bei der
DNA-Extrahierung im Labor und bei der Probeentnahme
zu beachten, um eine Verschleppung zu vermeiden (KEHrR
et al., 2010; FrROHLICH et al., 2016b). Die Probenaufberei-
tung wurde daher in einem Einmalbeutel durchgefiihrt.
Dieses Vorgehen hat sich bei der groen Probenstiickzahl
bewéhrt und das Risiko einer Verschleppung bei der Zer-
kleinerung im Labor konnte dadurch deutlich minimiert
werden. Die Ubergangsstelle sollte daher bei der Probe-
nahme identifiziert und eine ausreichende Materialmenge
aus dem sekundiren Phloem entnommen werden. Die
Borke und der Schleimfluss miissen entfernt werden.
Den Ausfluss besiedeln zahlreiche saprophytische Bakte-
rien und Pilze (KEHR et al., 2010). Als besonders geeignet
haben sich kleine Leckstellen erwiesen, da in diesem
Bereich nur wenig Borke entfernt werden muss. Abb. 4
zeigt eine solche Leckstelle, dieselbe Leckstelle in 20-facher
VergroBerung und das darunter liegende nekrotische
Rindengewebe.

Um eine moéglichst baumschonende, minimalst invasive
Probenentnahme durchzufiihren, wurde in der Test-
phase mit Kleinstmengen experimentiert. Ein Probenstiick
von ca. 300 mg ist fiir den routineméfRigen Nachweis von
Pseudomonas syringae pv. aesculi und Phytophthora spp.
geeignet (KEHR et al., 2010). Allerdings sollten die Proben
den charakteristischen Grenzbereich zwischen nekroti-
schem und nicht befallenem Gewebe beinhalten, der die
hochste Aktivitdt der Pathogene aufweist (GREEN et al.,
2009; KeHR et al., 2010; WERRES, 2011). In der Regel
wurde eine Probe pro Baum entnommen. Weitere Proben
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am selben Baum wurden nur bei unklarem Ergebnis oder
bei einer Unsicherheit wahrend der Baumansprache
genommen. In den vorangegangenen Reihenuntersuchun-
gen in Hamburg wurde noch bis zum &ufBeren Splintholz
Rindengewebe entnommen. KeHR et al. (2010) empfeh-
len ebenfalls eine Probentiefe bis zum dufleren Splint-
holz. Fiir die molekularbiologische Analyse wurden in
dieser Untersuchung Kleinstmengen aus dem Bast ent-
nommen. Die geringe Menge an Probematerial reduziert
den Materialaufwand fiir die Probenahme, erleichtert die
Weiterverarbeitung im Labor und bewirkt durch kleinere
und flachere Wunden geringeren Aufwand an Abwehrre-
aktionen des zu beprobenden Baumes (SHIGO, 1984). Das
Rindengewebe verfiigt iiber unterschiedliche Strategien
zur Wundheilung. Das Bast-Gewebe verférbt sich nach
dem Eingriff dunkel und die Ausdehnung nach der Ver-
letzung ist aufgrund des hoheren Parenchymanteils und
der kleineren Siebrohren deutlich geringer als im tiefer-
liegenden Gewebe. Der beschidigte Bereich wird linsen-
formig abgeschottet und die Parenchymzellen teilen sich
parallel zum Wundrand und bilden das Wundperiderm
(DUJESIEFKEN et al., 2008). Die natiirliche Wundreaktion
wird unterstiitzt und Eintrittspforten fiir weitere Patho-
gene werden schneller verschlossen. Die natiirliche
Wundreaktion der beprobten Baume zeigen (Abb. 5) und
(Abb. 6). Die Bilder entstanden wihrend einer der ersten
Probenentnahmen am 03.07.2018 und ca. ein halbes
Jahr spater am 11.01.2019 bei einer erneuten Begutach-
tung des Baumes.

Die Probenahmestelle von 2007 wurde bereits mit einem
Flachenkallus iiberwallt, der Eingriff 2014 war bereits
deutlich kleiner, aber reicht auch bis zum Splintholz. Das
Rindenfenster wurde nicht {iberwallt. 2018 wurde das
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Probenmaterial aus dem sekundédren Phloem des Bast-
Gewebes entnommen (Abb. 7). Die Rosskastanie wurde
bei jeder Analyse positiv auf P. syringae pv. aesculi getes-
tet.

Mitunter reagiert die Gattung Aesculus aus unterschied-
lichsten Griinden mit Ausfluss, diese konnen ebenso
durch Verletzungen hervorgerufen oder auch génzlich
unspezifischer Natur sein (DUJESIEFKEN et al., 2018). Auf
dem Billstedter Marktplatz, in Hamburg Mitte, wurden
zwei Rosskastanien beprobt die absterbende Kronen-
partien und Ausflusssymptome zeigten. Die beiden Pro-
ben waren negativ und ein moéglicher Grund fiir die an-
getroffene Schiadigung der Baume konnte auf die stadti-
schen Stressfaktoren zuriickzufithren sein. Rust (2013)
beschreibt die vitalitidtsgefihrdende Verkettung unter-
schiedlicher Stressfaktoren, die in der Stadt vorkommen
und zu nachhaltigen Baumschéaden fiihren. Am Billsted-
ter Marktplatz sind dies der mutmal3liche Streusalzein-
satz, die starke Bodenverdichtung, der hohe Versiege-
lungsgrad und der regelméBig stattfindende Wochen-
markt mit den Auf- und Abbauarbeiten. Der molekular-
biologischen Untersuchung sollte daher eine detaillierte
Begutachtung und Dokumentation am Standort vorange-
hen (WERrEes, 2011). Die Baumansprache und Begutach-
tung der drei Symptomkomplexe — Phytophthora-Erkran-
kung, Pseudomoas-Rindenkrankheit und Komplexkrank-
heit der Rosskastanie — wurde von WERRES und WAGNER
(2015) oder DUJESIEFKEN et al. (2018) detailliert beschrie-
ben. Bei unklarer Symptomatik oder bei Problemen wih-
rend der Probenahme, sollte mindestens eine weitere
Probe am Einzelbaum entnommen werden (KEHR et al.,
2010). Die Phytophthora-Art cactorum ist weltweit ver-
breitet und hat einen ungefdhren Wirtspflanzenkreis von

Abb. 5. Probenentnahmen am
03.07.2018
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Abb. 6. Wundreaktion: ca. 6
Monate spdter

Abb. 7.

1560 Pflanzengattungen in 54 Familien (WERRES, 2011).
In Deutschland wies JUNG (2009) P. cactorum als haufigs-
tes Pathogen der Gattung Phytophthora in urbanen
Baumbestinden an der Gattung Fagus nach. Fiir die Gat-
tung Aesculus kommen die Hamburger Untersuchungen
zu dem gleichen Schluss. CERNY et al. (2009) haben in
Tschechien an Fagus sylvatica und Aesculus hippocastanum
ebenfalls P. cactorum als Schaderreger diagnostiziert. In
einer Parkanlage in Ankara wurde 2002 erstmalig in der
Tiirkei Phytophthora cactorum nachgewiesen. Ausfluss-
symptome und absterbende Teile in der Krone wurden
auch hier an Rosskastanien im Zusammenhang mit P.
cactorum dokumentiert (INTINI et al., 2002). Im Jahr 2012

Entwicklung der Probenentnahme von 2007 bis 2018 in Hamburg

wurde in Ankara ein weiterer Phytophthora-Erreger fest-
gestellt, aber an keiner der untersuchten Rosskastanien
mit Ausflusssymptomen wurde Pae diagnostiziert (AKILLI
et al., 2012). Im westlichen Europa wurden die ersten
Félle von Pae aus den Niederlanden und Grof3britannien
gemeldet (DUJESIEFKEN et al., 2008). Den 6stlich gelegens-
ten empirischen Nachweis haben Pirc et al. (2018) in
Slowenien erbracht. Daher lasst sich vermuten, dass Pae
noch nicht von Westeuropa bis zum Bosporus vorgedrun-
gen ist, aber ein ostwarts Trend ist zu beobachten. In
Irland erfolgte der Erstnachweis von Pae bereits 2010
(EPPO, 2018). McEvoy et al. (2016) konnten an keiner
Rosskastanie mit Ausflusssymptomen Phytophthora-
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Erreger feststellen. Obwohl Phytophthora-Erreger in Irland
seit dem 19. Jahrhundert erfasst wurden und inzwischen
ca. 27 unterschiedliche Arten auf der Insel diagnostiziert
wurden (O’HanLoN et al., 2016). Bei der stichproben-
artigen Untersuchung wurde neben weiteren Erregern
hauptsichlich P. syrinage pv. aesculi mit dem Verfahren
der Realtime-PCR ermittelt (McEvoy et al., 2016). Die
Studien aus Irland und der Tiirkei lassen Riickschliisse
auf Hamburg zu. In der Freien und Hansestadt ist die
Phytophthora-Erkrankung, dhnlich wie in Ankara, zwar
vorhanden, aber es sind keine grofseren Bestédnde betrof-
fen, sondern nur Einzelbdume. 61% der 1537 unter-
suchen Rosskastanien in Irland zeigten Ausflusssympto-
me. Die Untersuchung einer Stichprobe von 61 Bdumen
ergab, dass 20% der untersuchten Proben die DNA der
Pae Bakterien enthielten (ebd., 2016). Rund 460 Ross-
kastanien mit Symptomen der Komplexkrankheit muss-
ten seit 2013 in Hamburg gefillt werden und rund 600
Rosskastanien zeigen aktuell Symptome der bakteriellen
Infektion. Es sind nicht nur Einzelbdume, sondern ganze
Straldenziige betroffen. Zusammengerechnet sind dies
rund 15% der erfassten Rosskastanien - ausgehend vom
Bestand 2013 (MELZER, 2018). Dies zeigt, dass Pae an der
Rosskastanie deutlich 6fter vorkommt und die Verbrei-
tung wesentlich schneller ist. P. syringae pv aeculi gilt als
Primérerreger der Komplexerkrankung (DUJESIEFKEN, 2018)
und die Ergebnisse dieser Reihenuntersuchung bestati-
gen Pae als verantwortliches Phytopathogen fiir das Ross-
kastanien-Sterben im o6ffentlichen Griin der Freien und
Hansestadt Hamburg. Durch den molekularbiologischen
Schnelltest nach ScumMIpT et al. (2009) standen bereits am
Folgetag die Ergebnisse zur Verfiigung, konnten ausge-
wertet und mit den aufgenommenen Standortdaten ver-
glichen werden. Eine erneute Probenahme erfolgte bei
unklarem Ergebnis. Ein mdglicher Einflussfaktor fiir die
geringere Zuverldssigkeit der G1/G2-Primer konnte die
Lange der PCR-Fragmente in Zusammenhang mit dem
jeweiligen Pathogen-Titer der untersuchten Probe spie-
len. Probleme im Nachweis groerer PCR-Fragmente aus
Geholzen konnte bereits bei dem prunus necrotic ringspot
virus (PNRSV) nachgewiesen werden (ROSNER et al.,
1997). Dabei konnte gezeigt werden, dass Primer, die ein
kurzes PCR-Fragment amplifizieren, sowohl héhere Men-
gen an PCR-Produkt generieren, als auch bei geringem
Pathogen-Titer einen zuverldssigeren Nachweis erbrach-
ten. Da sich alle Gyrase B Primer zur routineméfigen
Untersuchung von Pseudomonas syringae pv. aesculi an
Aesculus spp. eignen (ScHMIDT et al., 2009), sollte unter
Beriicksichtigung der in diesem Projekt beobachteten
Unterschiede in der Sensitivitdt vorrangig das Primer-
paar G5/G6 fiir den Pathogen-Nachweis verwendet wer-
den. Die Quantifizierung der extrahierten DNA mittels
NanoDrop zeigte sehr geringe DNA-Ausbeuten von 0,4
bis 13,9 ng/ul. Sowohl mit der geringsten als auch der
hoéchsten DNA-Menge erfolgte ein positiver Nachweis fiir
Pseudomonas syringae pv. aesculi mit beiden verwendeten
Primerpaaren (G1/G2 und G5/G6). Weiterhin konnte
keine Korrelation zwischen der Quantitiat der extrahier-
ten DNA und dem positiven Nachweis von Pseudomonas
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syringae pv. aesculi oder Phytophthora spp. gefunden wer-
den. Die beiden amplifizierten Pseudomonas-Fragmente
zeigten eine eindeutige Ubereinstimmung mit dem
Pathogen Pseudomonas syringae pv. aesculi. Die Fragmen-
te, amplifiziert mit den YPh1F/2R-Primern, zeigten eine
eindeutige Homologie mit Phytophthora cactorum. Beson-
ders beim Nachweis einer Koinfektion von Pseudomonas
und Phytophthora sollte ein Nachweis mit erhohter Sen-
sitivitdt gewéhlt werden. So waren bei einem Nachweis
von Pae die Banden, des amplifizierten PCR-Fragmentes,
des Phytophthora-Erregers deutlich schwicher als in
den weiteren positiven Phytophthora-Befunden (Abb. 8).
Auffallig ist, dass mit Ausnahme der Probe W1 alle weite-
ren positiven Nachweise von P. cactorum nur nach Modi-
fikation des PCR-Protokolls erfolgten. Um auswertbare
PCR-Fragmente zu generieren, wurde daher das Additiv
DMSO verwendet, das die Formation von Sekundéarstruk-
turen in GC-reichen DNA-Templates unterbindet (FARELL
and ALEXANDRE, 2012).

Neben einem allgemein geringen Pathogen-Titer kann
zusatzlich die Prasenz von Pseudomonas einen destrukti-
ven Einfluss auf Phytophthora ausiiben. So konnte bei-
spielsweise nachgewiesen werden, dass volatile organi-
sche Verbindungen, welche von verschiedenen Pseudo-

PCR YPh1F YPh2R Primer

PCR YPh1F YPh2R Primer
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Abb. 8. Gelelektrophoretische Auftrennung von PCR-Produkten aus
Phloem symptomatischer A. hippocastanum in 1%igem Agarosegel
mit Phytophthora spp. spezifischem Primerpaar YPh1F/YPh2R

A: PCR-Ansatz ohne DMSO, PCR 30 Zyklen

B: PCR-Ansatz mit DMSO, PCR 40 Zyklen

M = BenchTop 100 bp DNA Ladder, += Phytophthora ramorum (Positiv-
kontrolle), + (1:10)= Phytophthora ramorum und nicht symptomati-
sche Kastanie im Verhiltnis 1:10, -= nicht symptomatische Kastanie
(Negativkontrolle), H20=Milli-Q (Negativkontrolle), W1, Wy,
N9 = Proben zur Reihenuntersuchung
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monaden abgesondert werden, eine inhibierende Wirkung
auf das Wachstum von Phytophthora infestans haben
(HuNzIKER et al., 2015). Dieser Effekt konnte eine Erkla-
rung dafiir sein, warum Phytophthora-Erreger nur an
einer sehr geringen Anzahl von Rosskastanien identifi-
ziert wurden. GAISER et al. (2013) haben ebenfalls eine
Koinfektion der Pathogene an Rosskastanien festgestellt.
Bei der Untersuchung von 36 Rosskastanien mit Sympto-
men der Komplexkrankheit - verteilt auf drei Bundeslan-
der - wurde an zwei Rosskastanien Pae und P. cactorum
diagnostiziert. In den 104 untersuchten Proben dieser
Reihenuntersuchung wurde an drei Rosskastanien mit
Ausflusssymptomen eine Koninfektion mit Pae und P.
cactorum festgestellt. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchung und die von Gaiser et al. (2013) zeigen, dass
Koinfektionen nicht auszuschlief3en sind. Dies sollte bei
der Baumansprache, insbesondere bei Unsicherheiten
zum makroskopisch erfassten Verdacht, beriicksichtig
werden.

In Hamburg miissen jahrlich Rosskastanien mit Sympto-
men der Komplexkrankheit gefillt werden, weil die Ver-
kehrssicherheit nicht mehr gewéhrleistet werden kann
(MEeLzER und DooBE, 2019). Das Bakterium Pseudomonas
syringae pv. aesculi gilt als Primarerreger der Komplex-
krankheit der Rosskastanie (DUJESIEFKEN, 2018) und wird
als relativ junger Schaderreger in Europa mit dem Ross-
kastanienschdden im oOffentlichen Raum assoziiert.
(DuJEsIEFKEN und GaISER, 2014; WERRES und WAGNER,
2015, McEvoy et al., 2016; HAUSER, 2018; DUJESIEFKEN,
2018). Langjahrige Erfahrung in der visuellen Erfassung
zu den Symptomkomplexen fithrt zu einer zuverldssigen
Diagnose und ein flichendeckender Befall konnte im
Stadtgebiet der Freien und Hansestadt Hamburg nach-
gewiesen werden. Die Differentialdiagnose der Patho-
gene Phytophthora spp. und Pseudomonas syringae pv.
aesculi ist iber das gleiche Probenahme-Verfahren mit
anschlieRender molekularbiologischer Untersuchung zu
empfehlen. Dabei sollte unbedingt der Ubergangsbereich
des nekrotischen Rindengewebes gewiahlt werden, da die
Aktivitat der Schaderreger hier am hdchsten ist (KeHR et
al., 2010; WERRES, 2011). Das PCR-Verfahren ist sehr sen-
sitiv und verbleibende Kleinstmengen am Werkzeug kon-
nen zu einer Verschleppung der Schaderreger fithren
(KEHR et al., 2010, FROHLICH et al., 2016b). Die beschrie-
bene Technik der Probenahme und die Vorgehensweise
im Labor hat sich in diesem Projekt (n =104) bewéhrt.
Fiir die chemische Inaktivierung der Pathogene sollte ein
Mittel mit Chlor, Chlordioxid oder Wasserstoffperoxid
verwendet werden bzw. eine thermische Desinfektion
erfolgen (BANDTE und BUTTNER, 2006; KEHR et al., 2010).
Die Baumansprache sowie eine detaillierte Begutachtung
und Dokumentation der Krankheitssymptome sollten der
molekularbiologischen Untersuchung vorangehen. Etwa
20% der zufillig ausgewédhlten Rosskastanien im Jahr
2007, konnten dem Verdacht der bakteriellen Infektion
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zugeordnet werden. 2014 waren es etwas mehr als 40%
und 2018 fast 90%. Die hohe Steigerung ist nicht auf ein
exponentielles Ansteigen der erkrankten Bdume zuriick-
zufiihren, sondern auf die bessere Einschiatzung der
Symptomkomplexe, die gezielte Probenentnahmetech-
nik, die verbesserte Labordiagnostik und die Dokumen-
tation von Pae im Hamburger Baumkataster. Dennoch ist
der aktuelle Anstieg besorgniserregend und ein Ausfall
von weiteren Rosskastanien in den kommenden Jahren
zu erwarten. Die folgende Komplexerkrankung der Ross-
kastanie ist in der Regel der Grund fiir Fallungen und die
Symptomatik der bakteriellen Infektion fithrt nicht zwin-
gend zu einem verkehrsgefdhrdenden Zustand der Béu-
me. Zumindest solange nicht, wie der Baum vital ist und
keine weiteren Schaderreger auftreten (DUJESIEFKEN et
al., 2008). Ist ein Baum erkrankt, sollte dieser im Rah-
men der Baumkontrollen halbjahrlich kontrolliert wer-
den, um die Vitalitdt wihrend Vegetationsperiode und
mogliche Pilzfruchtkoérper in den Wintermonaten zu er-
kennen (DuJESIEFKEN, 2018). In Hamburg werden Ross-
kastanien erst dann gefallt, wenn die Verkehrssicherheit
nicht mehr gegeben ist. Negative Labornachweise von er-
sichtlich kranken Rosskastanien konnen mit der Qualitat
bzw. dem Alter der Leckstelle und einer zu geringen Ak-
tivitdt der Erreger zusammenhéngen. Bei Unsicherheiten
sollte eine erneute Probenentnahme an einer frischen
Leckstelle zu einem anderen Zeitpunkt durchgefiihrt
werden. Fiir die molekularbiologische Untersuchung von
Pae konnte mit grof3erer Sicherheit ein Fragment der Pae-
DNA generiert werden, wodurch dementsprechend bei
geringem Budget das G5/G6 Primerpaar die bessere
Wahl ist. Die Zusammenarbeit zwischen dem Pflanzen-
schutzamt der Behorde fiir Wirtschaft, Verkehr und
Innovation (BWVI) und dem Stadtbaummanagement
der Behorde fiir Umwelt und Energie (BUE) wird im Jahr
2019 fortgesetzt. Das methodische Vorgehen dieser
Reihenuntersuchung soll iiber den gesamten Jahres-
verlauf ausgeweitet werden und zum Erkenntnisgewinn
der Aktivitidt von P. syringae pv. aesculi beitragen. Die
Phytophthora-Erkrankung und die Verbreitung im Stadt-
gebiet werden weiter beobachtet, stehen aber aktuell
nicht im Vordergrund. Die Diagnostik erfolgt daher in
erster Linie nur noch bei einem makroskopischen Ver-
dacht zum Symptomkomplex oder bei einem erhéhten
Unsicherheitsfaktor wiahrend der Baumansprache.
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