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|ZVLECEK

Za bakterijske bolezni rastlin ni u¢inkovitega kemijskega varstva, zato je njihova dolocitev in
identifikacija Se posebgl pomembna, saj omogoca pravocasno izloc¢anje oboldlih rastlin in s
tem omejitev Skode. Pri okrasnih rastlinah so pogosti povzrocitelji bakterijskih bolezni
bakterije iz rodov Xanthomonas in Pseudomonas, ki povzroc¢ajo znacilne pege na listih in s
tem zmanjSujgo vrednost rastlin. Veliko gospodarsko skodo lahko povzrocajo tudi
povzrociteljice mehkih gnilob iz rodov Pectobacterium in Dickeya. V preteklih letih smo
pojav bakterij testirali na okrasnih rastlinah pelargonij, krizantem in bozi¢nih zvezd, redkee
tudi na vzorcih orhidgj, brdjana, lovorikovca, maceh in nageljnov. Z uporabo kombinacij
razlicnih laboratorijskih diagnosticnin metod smo nagveckrat potrdili pojav bakterije
Xanthomonas campestris pv. pelargonii v pelargonijah, pri krizantemah pa pojav bakterij
povzrociteljic mehkih gnilob. Pri vzorcih bozi¢nih zvezd smo v letu 2009 prvi¢ v Sloveniji
laboratorijsko potrdili pojav bakterije Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola. Ta
bakterija je uvrscena na seznam A2 organizacije EPPO na osnovi andlize tveganja (PRA),
pogostejSega pojavljanja v zadnjih letih ter ob¢asnega povzrocanja velike Skode. Bakterijo
smo izolirali iz peg na listih bozi¢nih zvezd. Bakterijo smo identificirali z analizo DNA
zaporedja gena gyrB in analizo prstnih odtisov DNA bakterij s testom BOX-PCR. Patogenost
bakterije smo potrdili stestom patogenosti na bozi¢nih zvezdah.

Kljuéne besede: okrasne rastline, Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola, bakterijske
bolezni rastlin, boZi¢ne zvezde, molekularne analize

ABSTRACT

BACTERIAL LEAF SPOT OF POINSETTIA AND OTHER BACTERIAL DISEASES OF
ORNAMENTAL PLANTS

Common bacterial pathogens of ornamental plants come from genera Xanthomonas and
Pseudomonas that cause characteristic spots on leaves and thereby reduce the value of
plants. Bacteria from genera Pectobacterium and Dickeya cause soft rot which can also lead
to severe economic losses. Since there is no effective chemical protection for bacterial
diseases of plants, their determination and identification is particularly important because it
allows the timely elimination of diseased plants, and thus limit the damage. Several different
species of ornamental plants were tested for the presence of bacterial pathogens in recent
years. Most commonly tested were pelargoniums, chrysanthemums and poinsettias. We
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have also received samples of orchids, ivy, Cherry laurel, pansies and carnations. Using
combinations of laboratory diagnostic methods we have confirmed the presence of
Xanthomonas campestris pv. pelargonii in pelargoniums and the presence of soft-rot bacteria
in chrysanthemums. Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola in poinsettia plants was
confirmed in Slovenia for the first time in 2009. This bacterium is listed on the A2 list of
EPPO organization based on Pest Risk Analysis (PRA), because of its increasing occurrence
and sometimes extensive damage to the plants. X. axonopodis pv. poinsettiicola bacteria
were isolated from spots on poinsettia leaves. Bacterial DNA of purified typical colonies was
subject to sequence analysis of the gyrB gene and analysis of DNA fingerprints with the
BOX-PCR. Pathogenicity of the isolates was confirmed by the pathogenicity test on
poinsettias and subsequent reisolation and confirmation of their identity of bacteria.

Keywords: ornamental plants, Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola, bacterial
diseases of plants, poinsettias, molecular methods

1 uvoD

S povecanjem svetovne trgovine v Evropo in Slovenijo prihaja ¢edalje ve¢ okrasnih rastlin,
med njimi tudi nove vrste. Skupaj z rastlinami prihgjgjo tudi novi povzrocitelji bolezni. Ti
lahko povzrocijo, da rastline v celoti propadejo ali imgo zaradi izrazenih bolezenskih
Zznamenj zmanjSano vrednost, sgj ne ustrezajo za prodajo.

Rastlinske patogene bakterije se pogosto nahajajo na rastlinah, vendar povzrocajo bolezenska
znamenja pogosto le takrat, ko so ugodne razmere za njihovo rast in razmnozevanje. Navadno
se bolezenska znamenja razvijejo ob visoki zracni vlagi, ¢e so rastline pretesno skupaj in ob
slabem krozenju zraka med rastlinami. Za bakterijske okuzbe so rastline dovzetne tudi ob
stresu, ki pa ga lahko povzrocijo razlicni dejavniki: premalo ali prevec vode, slaba osvetlitev,
nihanje temperature, slabo odvajanje vode iz zemlje, preveliki ai premaghni loncki ter
pomanjkanje ali presezek hranil (Pfleger in Gould, 2009).

Bakterije, ki najpogosteje povzrocao bolezenska znamenja pri okrasnih rastlinah so iz rodov
Xanthomonas in Pseudomonas ter bakterije, ki povzrocajo mehko gnilobo in so bile nekdaj
uvrséene v rod Erwinia, sedg pa so jih taksonomsko uvrstili v rodova Pectobacterium in
Dickeya. Pri rastlinskih patogenih bakterijah je zelo pogosta razvrstitev v patovarje, ki niso
taksonomska enota, vendar so vezani na gostiteljsko rastlino. Pogosto je patovar doloc¢ene
vrste bakterije slabo definiran, kar moéno otezuje ali celo ne omogoca klasifikacije novih
izolatov. Metode dolocanja so tako pogosto generi¢ne, ¢as testiranja je neposredno odvisen od
natancnosti opisa vrste bakterij in obstoja zanje specificnih reagentov (protiteles,
oligonukleotidnih zacetnikov) in lahko traja od enega do ve¢ tednov. Dodatno se ¢as
testiranja podaljSa zaradi potrditve Kochovih postulatov z izvedbo testa patogenosti na
gostiteljski rastlini, iz katere smo pridobili izolat, ter reizolacije bakterij in potrditve
identi¢cnosti izolatov. Celotno testiranje in identifikacija povzrocitelja je zelo pomembna
predvsem z vidika pravilnega pristopak zatiranju ter razumevanja bolezni.

V preglednici 1 so zbrane nekatere ngpogostejSe povzroditeljice bakterijskih bolezni pri
okrasnih rastlinah z bolezenskimi znamenji, ki jih povzrocajo. Nekateri od teh organizmov se
nahajajo na seznamih Skodljivih organizmov, ki so priloge Direktivi Sveta 2000/29/ES (UL L
169, 10.07.2000) ai na seznamih skodljivih organizmov organizacije EPPO (European and
Mediterranean Plant Protection Organization; http://www.eppo.org/). Primer je bakterija
Ralstonia solanacearum (preglednica 1), ki ima zelo Sirok krog gostiteljskih rastlin. Bakterija
je napodlagi gostiteljskih rastlin razdeljena v razli¢ne rase in na osnovi sposobnosti uporabe
treh heksoznih akoholov in treh disaharidov v biovarje (Hayward, 1994). Za Slovenijo je
najpomembnej Sa bakterija Ralstonia solanacearum rasa 3, biovar 2, ki povzroca rjavo gnilobo
krompirja. Med drugim je bakterija v Evropo prisla iz Kenije s potaknjenci Pelargonium
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zonale (Janse et al., 2004). Na seznam A2 skodljivih organizmov organizacije EPPO sta
uvrséeni tudi bakteriji Xanthomonas axonopodis pv. dieffenbachiae, ki povzroca bolezenska
znamenja na difenbahijah in pa bakterija Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola, ki
okuzuje bozicne zvezde in nekatere druge rastline (preglednica 1). V letu 2009 smo
andlizirali vzorec boZicne zvezde, ki je imel znatilna bolezenska znamenja za bakterijo
Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola. Do takrat je bila bakterija v Evropi opisana leta
2003 v Itdiji in Nemgiji ter leta 2007 na Ce3kem in v Avstriji (EPPO, 2010). Diagnostigni
protokol za dolocanje te bakterije ni na voljo, zato smo za potrditev te bakterije izbrali
priporocene metode iz literature ter uporabili dolocene genericne metode (BOX-PCR,
sekvenca gena gyr B ter biokemijske teste).

Preglednica 1: Seznam najpogostejSih rastlinskih patogenih bakterij, gostiteljskih rastlin, ki jih okuZujejo ter

naj pogostej Sa bolezenska znamenja, ki jih povzrocajo (Daughtrey et al., 1995, Janse 2006)

Bakterija

Gostiteljskarastlina

Bolezenska znamenja

Pseudomonas cichorii

Sirok krog gostiteljskih rastlin med
okrasnimi rastlinami in zelenjadnicami
(npr. Pelargonium spp., Hedera helix,
Calathea, Dieffenbachia, Dendranthema
x grandiflorum,...)

pege nalistih

Pseudomonas viridiflava

Od okrasnih rastlin ngjpogosteje
Euphorbia, Hibiscus, Capsicum,
Hydrangea

Razjede, pege na listih, uvelost
ovrdnih listov in popkov

Patovarji bakterije Pseudomonas syringae

pv. hibiscus Hibiscus rosa-sinensis

pv. tagetis Tagetes sp.

pv. primulae Primula spp.

pv. syringae Sirok krog gostiteljskih rastlin

Mastne pege nalistih

Patovarji bakterije Xanthomonas hortorum

pv. pelargonii

Pelargonium in Geranium spp.

Mastne pege na listih, venenje
rastlin

pv. hederae

Hedera helix

Mastne pege nalistih

Patovarji bakterije Xanthomonas axonopodis

pv. poinsettiicola*

Euphorbia pulcherrima, Euphorbia mili,
Codiaeum variegatum

Mastne pege nalistih, nekateri

pv. begoniae Begonia o e X
pv. diffenbachiae* Dieffenbachia spp. E:sttcl)?/r?m povzrocao venenje
pv. fici Ficus spp.

pv. malvacearum Hibiscusrosa-sinensis

Ralstonia Sirok krog gostiteljskih rastlin (rasa 3, Rumenenje spodnjih listov, ki

solanacearum**

biovar 2; Solanum tuberosum,
Pelargonium zonale, ...)

postanejo nekroti¢ni, venenje
celotnih rastlin

Pectobacterium spp.,
Dickeya spp.***

Sirok krog gostiteljskih rastlin (npr.
Begonia spp., Dahlia spp.,
Chrysanthemum spp., Zea mays,
Diffenbachia spp, Solanum tuberosum,
Philodendron spp...)

Gniloba steblain korenin

Agrobacterium
tumefaciens

Sirok krog gostiteljskih rastlin (npr.
Aster spp., Chrysanthemum spp., Ficus
spp, Rosa spp.,...)

Tumorji narazli¢nih delih
rastlin

*  Bakterijauvr&Xenana A2 seznamu Skodljivih organizmov organizacije EPPO
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**  Bakterija uvr&ena na seznam |.A.ll Direktive Sveta 2000/29/ES in na A2 seznam skodljivih organizmov
organizacije EPPO

***  Bakterija Erwinia chrysanthemi pv. dianthicola uvr&ena na seznam I1.A.Il Direktive Sveta 2000/29/ES na
rastlinah Dianthus L. za saditev ter bakterija Dickeya (Erwinia) chrysanthemi na A2 seznam Skodljivih
organizmov organizacije EPPO

2 MATERIAL IN METODE

V letu 2009 in 2010 smo v testiranje za pojav bakterije Xanthomonas axonopodis pv.
poinsettiicola prejeli 22 vzorcev bozi¢nih zvezd razli¢nih kultivarjev (Christmas feeling pink,
Christmas carol, Saturnus red, Crazy marble star, Cortez red, Tosca red in drugi) z
bolezenskimi znameniji v obliki nekrotiénih peg. Tkivo, izrezano iz okolice peg, smo inkubirali

.....

kjer smo opazili bakterije, ki so po morfologiji ustrezale bakterijam iz rodu Xanthomonas, smo
izvedli test hipersenzitivne reakcije na rastlinah paradiznika ter identifikacijske teste: test
BOX-PCR (Versalovic et al., 1994), biokemijske teste, ter analizo talilne temperature PCR
produkta gena gyrB. Izolat prvega prejetega vzorca D1632-4 smo poslali v potrditev v FERA
(The Food and Environment Research Agency) laboratorij v Veliko Britanijo, kjer so izvedli
sekvenciranje gena gyrB (Parkinson et al. 2009) Test patogenosti izolatov smo izvedli na
bozi¢nih zvezdah s prSenjem suspenzije na spodnje povrsine listov (Lelliot in Stead, 1987).
Po razvoju bolezenskih znamenj na testnih rastlinah, smo izvedli reizolacijo bakterij in jih
identificirali z metodo BOX-PCR. Na podlagi vpeljanih metod in rezultatov smo izdelali
shemo testiranja zastopanosti bakterije Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola v vzorcih
bozi¢nih zvezd.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Od prejetih 22 vzorcev boziénih zvezd s sumom na bakterijo Xanthomonas axonopodis pv.
poinsettiicola ali druge bakterije, smo to bakterijo potrdili pri 9 vzorcih (41 %) kjer so tudi
bila izrazena tipi¢na bolezenska znamenja. Pri ostalih vzorcih pa so bile opazene pege dli
nekroze lahko posledica zastopanosti drugega organizma ali fizioloskih dejavnikov. Za
potrditev bakterije Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola je bilo potrebnih vpeljati tako
biokemijske kakor tudi molekularne teste. Rezultate testov izoliranih bakterij smo primerjali s
tipskim sevom patovarja bakterije Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola LMG 849.
Ugotovili smo, da enako kakor sev LMG 849, tudi vs izolati povzrocao hipersenzitivno
reakcijo na paradizniku, so negativni na oksidazo, imajo sposobnost hidrolize Skroba in
tributirina in tvorijo kislino iz saharoze ter Sibko oksidativno razgrajujejo glukozo. Z metodo
BOX-PCR smo ugotovili, da se prstni odtisi nasih izolatov v primerjavi s sevom LMG 849
razlikujejo le enem fragmentu, kar je pri¢akovana raznolikost za to bakterijo v tem testu. Prvi
izolat (D1632/09-4) smo podlali v potrditev (verifikacijo) v tuj laboratorij, kjer so na podlagi
sekvence gena gyrB izolat identificirali kot Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola (99%
identi¢cnost z referencnim sevom Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola LMG 5401).
Kot aternativo metodi sekvenciranja smo uvedli tudi analizo talilne temperature PCR
produkta gena gyrB s katero lahko hitro identificiramo izolate v laboratoriju. 1zolati so po 10
dneh inkubacije na testiranih rastlinah bozi¢nih zvezd povzrocili razvoj znacilnih peg. 1z njih
smo izvedli reizolacijo bakterij ter reizolirane izolate identificirali z BOX-PCR. Andliza je
pokazala, daimajo izolati pred testom patogenosti in po njem identicni prstni odtis DNA, kar
pomeni, da so testirani izolati povzrocili opazena bolezenska znamenja.

Na podlagi vpeljanih metod in pridobljenih rezultatov iz vseh pozitivnih in negativnih
vzorcev v preteklih dveh letih smo izdelali shemo testiranja boZi¢nih zvezd na pojav bakterije
Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola, ki je del diagnosticnega postopka v sistemu
kakovosti, na podlagi kateregaizvgamo testiranje.
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Rezultati analiz kazejo, da se ta bakterija v zadnjih letih precej pogosto pojavljain povzroca
tezave proizvgjalcem. NagboljSe varstvo pred to bakterijo je zdrav rastlinski material ter
ustrezna higiena pri razmnozevanju ter gojenju rastlin. Ob pojavu bolezni pa ¢im hitrejSe
odstranjevanje obolelih delov in ustrezno unicenje.

4 SKLEPI

S povecanjem svetovne trgovine tudi v Slovenijo prihaja vec okrasnih rastlin iz tujinein stem
Se povecuyje tudi moznost vnosa za Slovenijo novih Skodljivih organizmov. Tak primer je bil v
letu 2009 tudi vnos bakterije Xanthomonas axonopodis pv. poinsettiicola na bozZi¢nih
zvezdah. Bakterija sicer redkgle povzroca propad cele rastline, vendar ze zaradi videza,
obolele rastline izgubijo ekonomsko vrednost. Poleg tega, da bakterije lahko povzrocajo
Skodo na okrasnih rastlinah pa je Se pomembnejSe, da so te rastline vir za prenos na ostale
kulturne rastline, kakor je primer prenosa bakterije Ralstonia solanacearum iz pelargonij na
krompir. Zato sta nadzor in analiza okrasnih rastlin na rastlinske patogene bakterije zelo
pomembna.

5 ZAHVALA

Zahvaljujemo se sodelavcem Fitosanitarne inSpekcije za nabrane vzorce in koristne informacije o
stanju pri pridelovalcih ter Fitosanitarni upravi RS in Fitosanitarni inSpekciji za sofinanciranje ter Lidiji
Mati€i¢, AleSu Blatniku in Speli Prijatelj Novak za pomoc¢ pri izvedbi laboratorijskih testov.
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