i R

SLU

Rhodococcus fascians
— patogenicitet, vaxtinteraktion och 6verlevnad |
jord

Rhodococcus fascians — pathogenicity, plant interaction and survival in

soil

Linnea Rundgvist

Sjalvstandigt arbete ¢ 15 hp

Sveriges lantbruksuniversitet, SLU
Fakulteten for landskapsarkitektur,
tradgards- och vaxtproduktionsvetenskap
Institutionen for Biosystem och teknologi
Alnarp 2024







Rhodococcus fascians — patogenicitet, vaxtinteraktion och

Overlevnad i jord
Rhodococcus fascians — pathogenicity, plant interaction and survival in soil

Linnea Rundqvist

Handledare: Ida Lager, Sveriges lantbruksuniversitet, institutionen for vaxtforadling

Examinator: Anna Karin Rosberg, Sveriges lantbruksuniversitet, Institutionen for
Biosystem och Teknologi

Omfattning: 15 hp

Niva och férdjupning: G2E

Kurstitel: Sjalvstandigt arbete i Biologi

Kurskod: EX0855

Program/utbildning: Tradgardsingenjor: odling — kandidatprogram
Kursansvarig inst.: Institutionen for Biosystem och teknologi

Utgivningsort: Alnarp

Utgivningsar: 2024

Nyckelord: knippebakterios, patogen, cytokinin, auxin, actinomyceter, vaxthormon,
mikrobiologi, jordbakterier, vaxtpatogen

Sveriges lantbruksuniversitet
Fakulteten for landskapsarkitektur,
tradgards- och vaxtproduktionsvetenskap
Institutionen for Biosystem och teknologi



Publicering och arkivering

Godkéanda sjalvstandiga arbeten (examensarbeten) vid SLU publiceras elektroniskt.
Som student &ger du upphovsratten till ditt arbete och behdver godkanna
publiceringen. Om du kryssar i JA, sa kommer fulltexten (pdf-filen) och metadata
bli synliga och s6kbara pa internet. Om du kryssar i NEJ, kommer endast metadata
och sammanfattning bli synliga och sokbara. Fulltexten kommer dock i samband
med att dokumentet laddas upp arkiveras digitalt.

Om ni &r fler an en person som skrivit arbetet sa galler krysset for alla forfattare,
ni behover alltsa vara Overens. Las om SLU:s publiceringsavtal har:
https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/registrera-och-
publicera/avtal-for-publicering/.

JA, jag/vi ger harmed min/var tillatelse till att foreliggande arbete publiceras
enligt SLU:s avtal om dverlatelse av ratt att publicera verk.

[0 NEJ, jag/vi ger inte min/var tillatelse att publicera fulltexten av féreliggande
arbete. Arbetet laddas dock upp for arkivering och metadata och sammanfattning
blir synliga och sokbara.


https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/registrera-och-publicera/avtal-for-publicering/
https://www.slu.se/site/bibliotek/publicera-och-analysera/registrera-och-publicera/avtal-for-publicering/

Sammanfattning

Sedan Rhodococcus fascians upptécktes 1927 har kontinuerliga forsok gjorts for att forsta denna
bakterie. Trots detta finns fortfarande flera obesvarade frgor. Dessa innefattar hur R. fascians
inducerar symptom hos sin vardvaxt, vilka amnen som ar inblandade och deras ursprung, samt hur
lange bakterien formar Gverleva i jord.

Symptom hos vérdvéxter uppkommer genom en hormonell obalans orsakad av véaxtpatogena
stammar av R. fascians. En eller flera typer av cytokinin, samt troligen auxin, & &mnen som spelar
en nyckelroll i symptomutvecklingen. Véxtpatogenicitet hos R. fascians tros bero pa nérvaro av en
virulent plasmid, &ven om undantag forekommer.

De flesta studier tyder pa att R. fascians har en begransad 6verlevnadsformaga i jord utan icke-
nedbrutet véaxtmaterial, pa upp till sju manader. Langden pa varaktigheten hos bakterien kan
paverkas av fuktighetsniva i jorden, temperatur, bakteriestam och jorddjup.

Nyckelord: knippebakterios, patogen, cytokinin, auxin, actinomyceter, vaxthormon, véxtpatogen,
mikrobiologi, jordbakterier

Abstract

Since the discovery of Rhodococcus fascians in 1927, continuous efforts have been made to
understand this bacterium. However, there are still several unanswered questions. These include
how R. fascians induces symptoms in its host plant, the substances involved and their origin, as well
as how long the bacterium is able to survive in soil.

Symptoms in host plants arise from a hormonal imbalance caused by plant pathogenic strains of
R. fascians. One or more types of cytokinin, and probably auxin, are the substances that play a key
role in symptom development. Plant pathogenicity of R. fascians is believed to be caused by the
presence of a virulence plasmid, although there are exceptions.

Most studies suggest that R. fascians has a limited survival capacity in soil without non-
decomposed plant material, of up to seven months. The length of the duration of the bacteria can be
affected by soil moisture, temperature, bacterial strain, and soil depth.

Keywords: leafy gall, pathogen, cytokinin, auxin, actinomycete, plant hormones, plant pathogen,
microbiology, soil bacteria
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Forkortningar och forklaringar

Dpi
IAA
PBTS

Spp.

Endofyt

Epifyt

Fasciation

Isolat
Operon

Plasmid

Senescence

Stam

Translation

Days post-infection

indole-3-acetic acid, en typ av auxin
Pistaschio buschy top syndrome
Species, arter i plural

Organism som lever inuti en levande vaxt

Organism som lever pa ytan av en levande véxt
Morfologisk forandring hos véxter, som kan bero pa
hormonbalans eller genetisk mutation. Uttrycks ofta som
flertalet stammar eller blommor som sitter ihop

Specifika prov fran en bakterieart

DNA-sekvens med flera gener

DNA-molekyl som finns hos bakterier och kan éverforas till
andra organismer

Den gradvisa nedbrytningen av en organisms celler
En undertyp fran arten, vilka har gemensamma genetiska
egenskaper.

Processen dér ett protein bildas, baserat pA mMRNA
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1. Inledning

Rhodococcus fascians, pa svenska kallat knippebakterios, &r en véaxtpatogen
bakterie som kan orsaka missvaxt hos ett stort antal vaxter (Putnam & Miller 2007,
Depuydt et al. 2008). Bland vardvaxterna aterfinns en del prydnadsvéxter av relativt
stor ekonomisk betydelse — bland annat dahlia (Dahlia x pinnata) och krysantemum
(Chrysanthemum spp.) (Putnam & Miller 2007). Bakterien orsakar vanligen
onormal tillvaxt och hdmmad blomsterproduktion (Van Hoof et al. 1979).

Genom en Okande globalisering av marknaden for vaxtmaterial, samt genom
moderna vaxtférokningsmetoder, Okar bakteriens utbredning och betydelse i
vaxtbranschen (Depuydt et al. 2008). Pa grund av R. fascians utbredning 6kar dven
de forluster som orsakas av bakterien. Bakterien har bland annat orsakat stora
forluster i produktionen av nejlikor (Dianthus spp.) och krysantemum i England
och av pelargoner (Pelargonium spp.) i USA (Dhaouadi et al. 2020).

Enligt California Department of Food and Agriculture (CDFA 2022) orsakar
bakterien aven forluster for pistaschproducenter, da den utvecklar en sjukdom
kallad Pistaschio bushy top syndrome” (PBTS) hos pistaschtrdad (Pistacia vera).
CDFA har darfor klassat R. fascians som en stor ekonomisk risk for
plantskoleindustrin i USA.

Bakterier bestar av en ensam cell och kan hittas nastan éverallt (Hultberg 2014).
De har ingen cellkdrna och arvsmassan finns i cellens cytoplasma som en
bakteriekromosom. Vissa bakterier har, utéver denna kromosom, &ven DNA i form
av plasmider. Med hjalp av plasmider kan DNA latt 6verféras mellan organismer,
och bakterier med plasmider &ar darfor till stor hjalp vid véxtbioteknik enligt
Hultberg (2014).

Aven om bakterier finns s& gott som Gverallt, har vissa miljéer en hogre
koncentration av bakterier an andra, da miljén dar sarskilt gynnar bakteriers tillvaxt
(Hultberg 2014). Marken ar en sadan miljo (Reid & Wong 2005). Vissa
bakteriearter har god dverlevnadsformaga och kan i aratal utsta forandringar i deras
levnadsmiljo, s& som extrema temperaturer, torka eller svalt. Andra bakterier kan
daremot vara kansliga mot dven sma forandringar i narmiljon. R. fascians kan dka
i populationsstorlek i temperaturer mellan 3-33 grader Celsius, och tal bade mycket
sura jordar (pH 4) och svagt alkaliska jordar (Faivre-Amiot 1967).

Vissa bakterier lever i och runt véxter, vilka tillsammans bildar ett symbiotiskt
forhallande som gynnar bada parter (Kawaka 2022). Andra bakterier kan dven de
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leva i och runt vaxterna, men samtidigt asamka skada pa vaxten, och dessa kallas
da for véaxtpatogena bakterier (Hultberg 2014).

1.1. Upptackt och taxonomi

Bakterier kan delas upp i tva grupper: Gram-positiva och Gram-negativa (Hultberg
2014). Dessa grupper baseras pa om de fargas in av ett visst fargamne eller ej, och
varje grupp har sérskilt utméarkande egenskaper. Gram-positiva bakterier saknar
bland annat ett yttre membran, men har en tjockare cellvdgg an Gram-negativa
bakterier. De flesta véxtpatogena bakterier ar Gram-negativa (Hultberg 2014), men
R. fascians &r en Gram-positiv bakterie (Vereecke et al. 2000).

R. fascians placeras vidare in i gruppen Actinomycetales (Putnam & Miller
2007). Denna bakteriegrupp har liknande egenskaper som svampar, genom att de
formar mycel och ibland bildar sporer (Britannica 2022). R. fascians bildar dock
inte sporer och saknar rorelseformaga (Bell et al. 1998). Vidare placeras R. fascians
in i underordningen Corynbacterinae, och familjen Nocardiaceae (Putnam &
Miller 2007).

Inom R. fascians finns flera stammar, dar ”D188” &r den framst undersokta
vaxtpatogena varianten (Francis et al. 2012). Sedan finns aven stammen ”D188-5”,
som inte dr vaxtpatogen (Stes et al. 2013). Det &r tva olika arter av Rhodococcus
som orsakar PBTS pa pistaschtrad, och den stam som ar av arten R. fascians kallas
”"PBTS2” (Vereecke et al. 2021).

Enligt Dhaouadi et al. (2020) har R. fascians sedan 1927 ansetts problematisk i
tradgardsbranschen. Bakterien antogs forst vara en specialiserad variant av
Agrobacterium tumefaciens (sv: rotkrafta), pd grund av den relativt snarlika
skadebilden (Brown 1927). Tilford (1936) observerade att denna variant ej beter sig
pa ett satt som liknar A. tumefaciens, och kunde fran angripna plantor isolera en
annan bakterie. Denna dopte Tilford till Phytomonas fascians. Under arens lopp har
bakteriens korrekta tillhorighet diskuterats och den har tillskrivits slaktet Bacterium
(Lacey 1939) samt Corynebacterium (Dowson 1942). Sedan 1984 hor bakterien till
slaktet Rhodococcus, pa grund av dess biokemiska egenskaper, DNA-sekvens samt
fenotyp (Goodfellow 1984).

1.2. Syfte och fragestallningar

Syftet med denna litteraturstudie dr att sammanstélla aktuell forskning om
processerna bakom symptomutveckling hos véxter angripna av Rhodococcus
fascians, samt sammanfatta resultat av studier gdllande R. fascians
overlevnadsformaga i jord.

Fragorna som amnas besvaras ar:
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Vad anses vara de bakomliggande orsakerna till att symptom utvecklas hos
vaxter angripna av R. fascians?

Kan R. fascians dverlevnadsformaga i jord faststallas, baserat pa tidigare utforda
studier?
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2. Metod

Detta sjalvstandiga arbete utformas som en litteraturstudie, baserad pa relevanta
vetenskapliga artiklar och studier. Dessa har sedan analyserats for att identifiera
trender eller motsatser. Bade aldre och nyare publikationer har anvéants for att en sa
bred forstaelse for R. fascians som mojligt ska uppnas. For att hitta publikationerna
har relevanta sokord anvénts i databaser s som Web of Science, Scopus, Google
Scholar och PubMed.

2.1. Genomforande

Denna litteraturstudie har sammanstallt aktuell forskning om R. fascians och
bakteriens interaktion med vaxter. | studien beskrivs vad forskning anser &ar de
bakomliggande orsakerna till symptomutveckling pa véxter, vilka &mnen som
spelar aktiva roller i symptomutveckling och deras ursprung, samt i vilket stadie R.
fascians inducerar symptom.

| studien har utforda forsok kring R. fascians Overlevnadsformaga i jord
identifieras och sammanstélls. En analys av forsokens resultat har gjorts, bland
annat med hjalp av diagram for att fa det mer 6verskadligt.

Angaende begreppet jord, vilket genomgaende anvands i detta arbete: vad jord
bestar av ar oklart, och oftast anvands begreppet substrat. | de artiklar och studier
som denna litteraturstudie baserats pa har dock ordet jord (eng: soil) anvants i
majoriteten av artiklarna. | flera fall beskrivs inte jorden och dess egenskaper
ytterligare. P4 grund av detta har ordet jord” dven anvénts i denna studie.
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3. Resultat

3.1. R. fascians interaktion med vaxter

3.1.1. Faktorer avgorande for vaxtpatogenicitet

| vissa bakterier finns plasmider — sma DNA-molekyler som forokas i cellerna hos
andra organismer (Clark et al. 2019). Dessa ar oftast cirkuldra, men &r hos
Rhodococcus fascians linjara. Ibland bérs patogena bakteriers patogenicitet pa
plasmiderna, och sa ar fallet for R. fascians. Vaxtpatogena stammar av R. fascians
har plasmider med generna fas och att (Dhaouadi et al. 2020), se figur 1 pas. 16.
Dessa gener anses vara vasentliga for patogenicitet. Narvaron av plasmider som
béade ar linjara och virulenta ar unikt for R. fascians, som ar den enda patogen med
sadana plasmider (Francis et al. 2012). Tidigare véxtpatogena stammar av R.
fascians kan omvandlas till icke-patogena om denna plasmid elimineras (Francis et
al. 2016).

Angripna vaxters symptomutveckling tros vara avhangande av att bakterien
syntetiserar olika typer av cytokinin (Vereecke et al. 2021). Cytokinernas
syntetisering kodas av de fas-gener som sitter pa virulensplasmiden hos majoriteten
av de vaxtpatogena isolaten av bakterien. Saknar plasmiden fas-gener (ett s.k.
operon) tappar bakterien sin patogenicitet (Depuydt et al. 2008). Eftersom det &ven
finns stammar av R. fascians som inte ar vaxtpatogena, maste patogenicitet hos
bakterien bekréaftas hos angripna véxter innan slutgiltig diagnos kan stallas
(Dhaouadi et al. 2020). Symptom som liknar de som induceras av R. fascians kan
aven uppkomma vid angrepp av andra bakterier — sa som A. tumefaciens (Ludwig-
Muller 2014). Narvaron av en R. fascians-stam ar alltsa ej tillracklig for att slutsats
ska kunna dras att eventuella symptom beror pa bakterien.

Creason et al. (2014a) har via genomsekvensering hittat att arten R. fascians har
stor genetisk variation inom sig. Forfattarna menar att resultatet kan innebdra att
arten egentligen innefattar flera olika arter. Bland de 20 genetiskt skilda isolaten i
studien, aterfanns sju stycken som ej har virulenta plasmider, och fem stycken som
ej ar vaxtpatogena. Detta resultat indikerar att tva isolat dr véxtpatogena trots
avsaknad av virulenta plasmider. Forfattarna hypotiserar kring att patogeniciteten
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hos de stammar utan plasmid kan bero pa att en gendverforing skett mellan
plasmidens DNA och bakteriekromosomerna. Dock rapporterar Nikolaeva et al.
(2009) att dessa plasmider kan forloras vid kulturodling av bakterien, ndgot som
upptacktes nar flera gener lokaliserade pa plasmiden ej langre uppvisades via
molekylara metoder. P grund av detta menar Nikolaeva et al. (2009) att faktiska
vaxtpatogena stammar kan upptrdda som icke-patogena stammar efter att stammen
isolerats och odlats upp i labbmiljo.

Creason et al. (2014a) och Nikolaeva et al. (2009) anser att det ar troligt att
narvaron av flera stammar av R. fascians ar nodvandigt for att symptom ska kunna
utvecklas hos en vardvaxt.

Savory et al. (2017) fann att vissa icke-patogena stammar av R. fascians kan
bilda en mutualistisk symbios med sin vérdvéxt. Bakterierna dkade bland annat
vaxternas rotomfang, nagot som forfattarna menar kan ¢ka vaxternas narings- och
vattenupptagningsformaga.

Gen for
auxinsyntes

Bakteriekromosom Plasmid

att-operon fas-operon

Figur 1. Forenklad illustration 6ver en bakteriecell av R. fascians med en plasmid.
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3.1.2. Patogenicitetens processer

Enligt Putnam (2018) kan bakterien finnas utanpa vaxtens blad (epifytiskt stadie)
under flera manaders tid. Bakterien vidhaftas till vaxtens yta genom att skapa ett
biofilms-liknande lager (Francis et al. 2016). R. fascians kan sedan initiera sitt
endofytiska stadie, dar bakterien aktivt tar sig in i vaxtens vavnader, for att darefter
orsaka symptom (Cornelis et al. 2002; Putnam 2018). Anledningen till
transformationen mellan de tva stadierna ar annu oklar enligt Putnam (2018).
Goethals et al. (2001) menar emellertid att bakterien orsakar symptom hos
vardvéaxten redan i det epifytiska stadiet, och tar sig in i vardvaxten forst efter detta.
Syftet som det endofytiska stadiet fyller ar fortfarande oklart enligt Goethals et al.
(2001). Val i vaxten finns bakterien framst i de intercelluldra utrymmena, och
framfor allt i de yttre cellskikten. Dhandapani et al. (2018) och Jameson (2019)
antyder att olika stammar av R. fascians antingen ar epifytiska eller endofytiska —
beroende pa om de ar vaxtpatogena eller ej. De menar att endast vaxtpatogena
stammar av bakterien initierar ett endofytiskt stadie.

Forstaelsen for R. fascians 6kade efter att en specifik virulensplasmid (pFiD188)
upptécktes (Stes et al. 2013). Ett starkt samband mellan nérvaron av denna plasmid
och bakteriens vaxtpatogenicitet har pavisats, bland annat av Creason et al. (2014b)
samt Stange et al. (1996).

Pa plasmiden finns tva operon, fas-generna och att-generna, vilka ar nédvéandiga
for att bakterien ska vara patogen (Depuydt et al. 2008). Enligt Stes et al. (2013)
har att-genen inte hittats hos nagon annan bakterie, och dess funktion tros vara
kopplad till att bakterien plotsligt tar sig in i vardvéxten, samt att den &r kopplad till
att aktivera translationen av fas-gener. Genom att fas-generna aktiveras kan dessa
borja syntetisera cytokinin — ett hormon som Stes et al. (2013) menar &r kopplat till
att symptom uppkommer hos angripna véxter. Enligt Cornelis et al. (2002) uttrycks
att-generna enbart i bakteriens epifytiska stadie. Vid nérvaron av en vardvéaxt
aktiveras en sjalvreglerande mekanism i plasmiden via att-generna, och bakterien
overgdr fran en oskadlig epifyt till en sjukdomsframkallande endofyt (Stes et al.
2013). Samtidigt okar genuttrycket for fas-gener hos plasmiden, vilka kodar for en
biosyntesvag for cytokininer. Genom dessa cytokininer kan R. fascians paverka
vaxters respons och utveckling, och pa sa vis utvinna naring fran véxten (Vereecke
et al. 2021; Dhandapani et al. 2017). Stes et al. (2013) menar att bakteriens
cytokininer stimulerar vaxten till att syntetisera auxiner och polyaminer — tva
amnen som bidrar till att 6ka symptomutvecklingen.

| studien av Stes et al. (2013) presenteras fem olika cytokinin som syntetiseras
av plasmiden hos den virulenta R. fascians-stammen “D188”. Dessa framjar
virulensen hos R. fascians och ar orsaken till att symptom uppstar hos vardvéxten
enligt Stes och medforfattare. Dessa fem cytokinin syntetiseras dven i lagre
kvantiteter av stammen ”D188-5" — vilken varken har plasmider eller &r
vaxtpatogen. Detta menar Stes et al. (2013) kan innebéra att patogenicitet snarare
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avgors av mangd syntetiserat cytokinin, dn typ av cytokinin som syntetiseras.
Baserat pa bada stammarnas formaga att syntetisera dessa cytokinin, anser Stes et
al. (2013) att syntetiseringen kan kodas bade av plasmider, samt av bakteriens egna
kromosomer. D&remot presenterar Creason et al. (2014b) att enbart en typ av
cytokinin spelar en aktiv roll i avgérandet om patogenicitet hos R. fascians. Denna
hypotes stdds av Jameson (2019), som menar att en unik typ av cytokinin (2-MeiP)
syntetiseras av patogena stammar av R. fascians. Vereecke et al. (2000) foreslar
emellertid mojligheten att symptom inte beror pa syntetisering av cytokinin, utan
snarare pa syntetiseringen av ett annu ej identifierat &mne fran R. fascians.

3.1.3. Symptomutveckling hos vaxter

Vid infektion av bakterien bildas flertalet sma skott vid véxtens bas, och den apikala
dominansen rubbas (Vereecke et al. 2000), se figur 2 nedan. Symptomatisk
vaxtvavnad &r kontinuerligt aktiv i sin produktion av skott. Symptomatisk
vaxtvavnad verkar aven ha en fordrojd senescence, da den forblir gron langt efter
att icke-symptomatisk vaxtvavnad hos véxten vissnat. Produktionen av den stora
mangden skott har dven tolkats som en absolut form av apikal dominans, déar
vardera skott hindrar de andra fran att fortsétta utvecklas (Vereecke et al. 2000;
Goethals et al. 2001). Aven Akesson (1993) beskriver att symptomen framst
framtrader som en Gverdriven skottproduktion vid véxtens bas. Hon menar vidare
att de skott som bildas ofta ar missbildade. Den stora méngden skott som bildas
beror pa att bakterien aktiverar vilande meristem, vars skott ar oférmogna att
utvecklas (Depuydt et al. 2008). Vidare menar Depuydt et al. (2008) att antalet
producerade blommor kan minska, och den generella tillvaxten bli hammad.

e \ ‘\;\ e T ] 3 % i I PHRA
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Andra symptom som kan uppsta ar deformerade blad, och sa kallade haxkvastar,
vilket framst syftar pa en onormal produktion av flertalet tita skott i tradkronor
(Goethals et al. 2001).

Symptomutvecklingen och dess allvarlighetsgrad paverkas av flera faktorer,
bland annat véxtens alder (Vereecke et al. 2000), vilken art som angrips (Lacey
1939) och vilken bakteriestam som angriper véxten (Eason et al. 1995). En smittad
véxt kan inte bli fri fran bakterien och bor slangas (Putnam 2014). Morfologiska
forandringar orsakade av R. fascians observeras framst pa meristem, men ibland
bildas symptom &ven pa differentierade celler (Vereecke et al. 2000). Enligt
Goethals et al. (2001) innebdr detta att bakterien har férmagan att omprogrammera
vardvaxtens celler. Baserat pa Tilfords (1936) forskning ar det sallan symptom syns
pa vaxtens rotter. Lacey (1939) rapporterar dock att symptom pa rétterna kan uppsta
vid sérskilt allvarliga angrepp, vilka enligt Goethals och medférfattare (2001)
uttrycks som en minskad mangd adventivrétter. Aven Dhandapani et al. (2017)
rapporterar att rétternas utveckling kan bli hdmmad vid angrepp.

Putnam (2014) menar att R. fascians kan finnas pa vaxten i flera manader, utan
att nagra symptom utvecklas. Detta stods av Stes et al. (2013), vilka menar att den
langvariga samexistensen utan symptomutveckling ar mgjlig genom de
motatgarder som aktiveras hos véxten som reaktion pa angrepp av R. fascians.
Variation i hur snabbt symptom uppkommer kan bero pa niva av virulens hos den
angripande bakteriestammen, samt p& vaxtens mottaglighet (Lacey 1939). Aven
Akesson (1993) menar att bakterien kan finnas latent hos véxter, vilket forsvara
urskiljandet av friska mot angripna plantor. Akesson (1993) lyfter férdelen med att
valja meristemforokat utgangsmaterial. Dock har Putnam och Miller (2007) kunnat
isolera R. fascians hos in-vitro plantor.

3.1.4. Hormoner

Cytokinin

De effekter som cytokinin har pa véxter generellt &r att cytokinin stimulerar
celldelning och skottutveckling, motverkar bladsenescence och kan bryta véxtens
apikala dominans (Evert & Eichhorn 2013).

Vid patogen-véxt-interaktionens bdrjan 6kar méngden cytokinin i de infekterade
vaxtvavnaderna, for att snart aterigen minska nar vaxtens forsvarsmekanismer
aktiveras (Stes et al. 2013). En av férsvarsmekanismerna &r nedreglering av vaxtens
egna cytokininsyntesgener. Trots véxtens forsvarsmekanismer har véxten svart att
hantera det cytokinin som bakterien syntetiserar (Pertry et al. 2009). Detta leder till
att det bakteriellt framstéllda cytokininet ackumuleras i véxten, varvid
morfologiska fordndringar sker. Pertry et al. (2009) menar att det cytokinin som
syntetiseras av bakterien i sin tur stimulerar véxtens syntetisering av putrescin och
auxin - vilka bada &r aktiva dmnen i symptomutveckling. Detta stods delvis av en
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studie av Depuydt et al. (2009), vilka menar att ackumulering av putrescin i
angripna véxtdelar kan vara en del av symptominducerande signalering. I en studie
av Stes et al. (2013) observerades att véaxten vid angrepp aktiverar flertalet
forsvarsreaktioner. Dessa bestod bland annat av reaktiva syreradikaler, salicylsyra
och forsvarsmetaboliter. Dock kunde forfattarna inte notera att forsvarsreaktionerna
hade ndgon storre paverkan pa bakterien.

Enligt Vereecke et al. (2000) ar det en mer komplex process som inducerar
symptom pa véxter vid angrepp av denna bakterie, an mangd ackumulerat
cytokinin. Forfattarna kom till denna slutsats da de ej kunnat observera signifikanta
skillnader av cytokinin i matningar mellan friska och angripna kulturer. Forfattarna
foreslar darfor att R. fascians producerar signalamnen som urskiljer sig fran
cytokinin kring struktur och aktivitet.

Om angripet vaxtmaterial placeras pa ett naringsmedium spetsat med
antibiotika, dor bakterien och symptom upphor (Vereecke et al. 2000). Detta
innebar att de flertalet skott som tidigare varit oférmogna att utvecklas, nu kan fa
en normal utveckling; nagot som enligt Veerecke et al. (2000) innebér att bakterien
eventuellt kan anvandas for effektivare véaxtforokning.

Auxin

Aven om cytokinin tros inneha en viktig roll i symptomutveckling, har dess roll for
symptomutveckling diskuterats (Eason et al. 1996; Goethals et al. 2001). Enligt
Vereecke et al. (2000) kan dven andra amnen spela en aktiv roll i bildandet av
symptom. Bland dessa aterfinns auxin. Auxin bibehaller vaxtens apikala dominans,
stimulerar differentiering av kérlceller samt tillvaxten av kambiet (Evert &
Eichhorn 2013). Auxinnivaerna (IAA) hos vaxter inokulerade med R. fascians var
hogre &n hos friska véaxter (Vereecke et al. 2000). Hos inokulerade véxter
fortjockades nerver och bladskaft som ett resultat av uppsvullnande celler — vilket
enligt Vereecke et al. (2000) beror pa auxinresponser. Delvis stdds detta av Jacobs
och Mohanty (1951) observationer pa angripna véaxter. De menar att vissa av
symptomen indikerar ett 6verflod av auxin i véxten. Dock lyfter de dven att andra
symptom snarare indikerar pa en minskad mangd auxin. Vereecke et al. (2001)
menar att ytterligare andra molekyler av bakteriellt ursprung pa nagot vis kan vara
inblandat i symptomutveckling.

Stes et al. (2012) visar att auxin syntetiseras av vaxten, vars auxinsyntes
stimulerats via bakteriesyntetiserat cytokinin. Vandeputte et al. (2005) har dock
visat att bakterien i sig syntetiserar auxin, nagot som forfattarna menar ar en vanligt
forekommande praxis hos véxtpatogena bakterier. Hos R. fascians syntetiseras
stora mangder 1AA hos bade den patogena stammen D188 och hos den icke-
patogena ’D188-5". Detta indikerar att generna for IAA-syntetisering framfor allt
finns hos bakteriens kromosom, snarare &n pa plasmider. Detta illustreras i figur 1
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pas. 16. Depuydt et al. (2009) menar att syntetiseringen av auxin kan spela en viktig
roll i bakteriens forhindrande av férsvarsreaktioner hos vaxten.

Genom ackumulationen av bade cytokinin och auxin, hammas auxintransport
och saledes kan skottmeristem aktiveras flera ganger om, vilket bibehaller
symptomutveckling (Stes et al. 2012).

3.1.5. Bakteriens motiv till att inducera symptom

Bakterien anskaffar sig naring fran véaxten (Vereecke et al. 2021). Vid inokulering
av R. fascians i artor (Pisum sativum) kunde Dhandapani et al. (2017) observera att
hjartbladen forblev grona hos de infekterade plantorna. Forfattarna menar att detta
kan bero pa att bakteriens cytokinin stimulerar klorofyllsyntesen hos hjartbladen,
vilket forser bakterien med metaboliter. Dhandapani et al. (2017) kom fram till
denna hypotes da plantor infekterade med en véxtpatogen stam av R. fascians hade
oerhort storre mangd klorofyll i hjartbladen (1.1 mg g 35 dpi), jamfart med plantor
infekterade med en icke-patogen stam, samt jamfort med kontrollplantorna (<0.2
mg g 35 dpi)

Dhandapani et al. (2017) visar i deras studie att bakterien anvander véxten som
en kalla till kolhydrater, da den véxtpatogena bakterien 6kar transkriptionen av
gener for sockertransport. De menar dven att resultat fran Depuydt et al. (2009) —
dar enzymaktiviteten var hogre hos vaxter in med ”D188” — stddjer deras hypotes
att vaxten agerar kolhydratkélla for bakterien. R. fascians dkar dven transkriptionen
av gener for aminosyratransport, varvid vaxten ocksa kan forse aminosyror till
bakterien (Dhandapani et al. 2017). Aven Depuydt et al. (2009) menar att de
forhojda nivaerna av aminosyror hos D188 -inokulerade vaxter, kan betyda att
bakterien anvéander vardvéxten som kvévekélla. Bakterien kan tillskansa sig naring
fran vaxten bade i det epifytiska och i det endofytiska stadie (Depuydt et al. 2009).

3.1.6. Spridning

Enligt Putnam (2014) sker spridning frdmst genom vegetativ delning av véxter och
genom cirkulerande bevattningsvatten. Det &r inte troligt att spridning sker genom
vind eller insekter menar Putnam (2014). Dock fann ett forsok av van Hoof et al.
(1979) att bakterien kunde spridas via bladloss i laboratoriemiljo. Eftersom
bakterien kan finnas latent hos vaxter kan spridning ske omedvetet vid vegetativ
vaxtforokning, vilket tros vara den huvudsakliga spridningsorsaken (Putnam &
Miller 2007; Putnam 2014). Stes et al. (2013) menar ocksa att anvandandet av
tillvaxthormoner vid véxtforokning ger liknande morfologiska forandringar vilket
mojliggor bakterien att undga upptéackt. Bakterien kan dven spridas mellan plantor
via verktyg, dock krdvs en stor koncentration av bakterier for att 6verforing ska ske
(Gordon et al. 2024). Hos vissa vaxter har bakterien funnits i fron, varvid fréplantor
blivit angripna (Tilford 1936; Lacey 1939; Van Hoof et al. 1979).

21



Aven om manga véxtfamiljer angrips av R. fascians, finns stor variation i
mottaglighet hos arter, och ibland dven sorter (Lacey 1939). Faivre-Amiot (1967)
stodjer detta och lyfter mgjligheten i att resistenta sorten kan vara ett sétt att minska
bakteriens spridning. Faivre-Amiot (1967) betonar &ven vikten i att destruera
angripna véxter och att regelbundet desinfektera arbetsredskap.

3.2. R. fascians 6verlevnadsformaga - sammanfattning
av relevanta studier

Forsta isoleringen av R. fascians gjordes av Tilford 1936. Initiativet till att isolera
bakterien kom fran producenter av luktart (Lathyrus odoratus) i Ohio.
Producenterna ville veta mer om sjukdomen som orsakar fasciation (onormal
tillvaxt) pa luktart, da forlusterna pa grund av sjukdomen var stora. For att utforska
sjukdomens spridningsformaga utfordes forsok pa luktart. Totalt 50 luktartsfron
ytsteriliserades med en 5 % l6sning av formaldehyd i fem minuter och skoljdes
darefter med sterilt vatten. Hélften av frona saddes direkt i krukor med steriliserad
jord (kontroll), och halften gnuggades forst med angripet vaxtmaterial innan de
ocksa saddes i krukor med steril jord. Av 20 kontrollplantor som grodde var alla
friska. Av 22 plantor som grodde fran kontaminerade fron uppvisade 8 symptom.
Detta var 6 veckor efter sadd.

Tilford utforde ytterligare ett experiment, dar formaldehyd-behandlade frén
saddes i jord insamlad fran ett véxthus dar en stor mangd luktértsplantor blivit
angripna. | ena behandlingen saddes frona direkt i denna jord, i en annan
steriliserades jorden genom autoklavering innan sadd. | den osteriliserade jorden
grodde 13 plantor, varav 8 uppvisade symptom. | den steriliserade jorden grodde
12 plantor, och en av dessa uppvisade ocksa symptom. Baserat pa dessa tva forsok,
samt pa observationer fran luktartsproducenterna, konstaterades att bakterien var
smittsam. Det konstaterades dven att smittan till viss del kunde spridas via fron, da
plantor kunde uppvisa symptom trots formaldehyd-behandlade fron. Genom att lata
fron dra i en alkohol-16sning 20 minuter upphdrde symptom hos plantor sadda i
steriliserad jord.

Under 1930-talet utforde Lacey (1939) flera inokulationsforsok med R. fascians, pa
flertalet olika véxtarter. Inokulation skedde framst genom att vattna steriliserad jord
med bakteriekulturer samtidigt som sadd av fron skedde, eller genom att sticka unga
véxter med nalar doppade i bakteriekultur. Genom detta kunde flertalet vardvéxter
for bakterien bekréftas eller strykas. En intressant iakttagelse gjordes: Vid
inokulation av bade jord och genom nal-stickning hos gladiolus (Gladiolus spp.)
uppvisade vaxterna inga symptom. Gladiolus har tidigare bekréftats som vardvéxt
(Lacey 1939). Vid forsok att aterigen isolera bakterien fran jorden upptéackte Lacey
att bakterien ej Gverlevt. Hon drog slutsatsen att detta berodde pa att jordens
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forhallanden ej varit tillrackligt gynnsamma for att bakterien skulle overleva.
Tidsspannet for forsoket rapporteras inte.

Jacobs and Mohanty (1951) testade infektionsgraden av olika stammar av R.
fascians. De inokulerade unga luktartsplantor, vilka placerats i provror, genom att
tillsatta bakterien till det sterila vattnet i provroren. Fyra av dessa bakteriestammar
hade forfattarna fatt fran Margaret Lacey, med meddelandet att stammarna behallit
sin patogenicitet efter fem till sex ar av regelbunden kulturodling. Jacobs och
Mohanty (1951) kunde trots detta enbart observera negativa inokuleringsférsok
fran dessa bakteriestammar, trots flertalet forsok. Detta ledde bland annat till
slutsatsen att dessa fyra bakteriestammar troligen tappat sin patogenicitet.

| Frankrike utforde Faivre-Amiot (1967) tva forsok kring R. fascians 6verlevnad i
jord:

a. Faivre-Amiot (1967) lyckades isolera R. fascians fran jord som
inokulerats med bakterien atta manader tidigare. Detaljer om
jordens sammansattning rapporteras ej, heller ej om jorden holls i
trada.

b. Forfattaren rapporterar dock att bakterien ofta var svar att isolera
pa icke-steriliserad jord i laboratoriemiljo redan efter tretton dagar.
Baserat pa, i rapporten ej beskrivna, faltobservationer menar Faivre-Amiot att
det ar troligt att bakterien kan dverleva fyra till fem ar i falt.

Vid ett forsok av Oduro (1975) kontrollerades R. fascians formaga att dverleva i
jord. Smittade delar av jatteprastkrage (Leucanthemum X superbum)
inkorporerades i tva krukor. Under forsokets genomférande pa tre manader
vattnades enbart en av krukorna — nagot som ledde till att vaxtmaterialet i denna
kruka bréts ned. I den kruka som ej vattnades brots det smittade materialet inte ned.
Oduro kunde endast isolera bakterien i jord om ej nedbrutet smittat véxtmaterial
var narvarande. | den kruka dar vaxtmaterialet formultnat kunde bakterien ej
isoleras. Oduro (1975) menar att det pd grund av detta, samt den besprutning som
sker pa falt, kan antas att bakterien ej blir ett problem nastkommande sésong. Oduro
menar vidare att spridning nog framst sker via véxtdelning, &n via jord.

Boylen och Mulks (1978) testade oOverlevnadsformagan hos R. fascians under
svaltforhallanden. Efter 56 dagar i svéltperiod observerades en minskning pa 15 %
av torrvikt hos bakterierna, och forfattarna anser att bakterien kommer nyttja 50 %
av sitt intracellulara kol 105 dagar efter att svalt inletts. Boylen & Mulks (1978)
visar i sin studie att bakterier av slaktet Corynebacterium (dit R. fascians tidigare
horde) verkar ha en langre dverlevnadstid vid svalt &n andra patogena bakterier.
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| en studie av Putnam (2014), inokulerades sandig lerjord hamtad fran falt, samt
vanlig planteringsjord, med R. fascians. Efter tre dagar kunde det noteras att
bakteriepopulationen borjat minska. Vid méatning av bakterierna i samtliga jordar
fann de att populationerna minskat till endast 1-14 % av den ursprungliga
populationen. Putnam observerar dock att dverlevnadsformagan hos bakterien
mojligen Okar vid nérvaro av icke-formultnat véxtmaterial, och hanvisar till vidare
studier som annu ej ar publicerade. Putnam foreslar att bakterien troligen inte
kommer Gverleva en langre period i jord sa lange jorden halls fri fran levande
vaxtmaterial.

| en studie av Fichtner et al. (2018) testades R. fascians Gverlevnadsformaga i
nordvastra USA.

a. |jord insamlad fran falt i Kalifornien, Arizona och New Mexico,
inokulerades bakterien. Resultatet visade att efter inokulation i
februari 2017, hade bakterierna vid april minskat med 99%. |
augusti fanns enbart sparmangder kvar. Forfattarna menar att
bakterien har en begransad formaga att dverleva i jord pa friland.
Den faktiska sammanséattningen av jorden framgar inte.

b. Fichtner et al. (2018) testade dven R. fascians dverlevnadsférmaga
i olika planteringsjord inomhus. De fann att om jorden hélls torr
gick det efter en vecka inte att ater-isolera bakterien. Om jorden
vattnades (1 ggr/ vecka till behallarens maxkapacitet) forlangde
bakteriens dverlevnadslang ndgot, men inte i alla planteringsjordar
som testades. Efter 14 veckor kunde endast sparméangder av
bakterien detekteras.

Inom R. fascians finns flera olika stammar. Bland dessa finns ”PBTS2”, som &r en
av bakterierna som orsakar PBTS hos pistaschtréd. | en studie av Vereecke et al.
(2021) testades Overlevnadsformagan hos denna stam i jord pa falt. Forsoken
utfordes bade sommar- och vintertid. Samtliga forsok utfordes pa ett falt i
Kalifornien. Trastickor som doppats i bakterieldsning placerades i meshpasar och
planterades pa 15 samt 75 cm djup i faltet. Vid alla forsok, bade vid plantering av
pasar samt vid testning av trastickor, insamlades tre jordprover vid vardera jorddjup
for att avldsa fuktigheten i jorden.

a. Sommarforsoken skedde i augusti bade 2016 och 2017. Pasarna
med trastickor togs upp ur jorden efter en veckas tid. Bada
sommarforsoken fann att bakterien ej kunde hittas pa nagon av
trastickorna efter en veckas tid. Forfattarna noterar att
fuktighetsnivan i jorden var relativt 1dg bada somrarna (mellan
0.23 % och 5.67 %).
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b. Vinterforsoket 2016 visade att Overlevnadsgraden hos bakterien ej
paverkades av planteringsdjup, men varierade beroende pa typ av
isolat som anvants. Vid méatningar efter en och tva manader, hade
bakteriepopulationen 6kat jamfort med vid inokulationstillfallet.
Matningen efter sex manader visade dock att bakterien ej kunde
detekteras.

c. |vinterforsoket 2017 paverkades dverlevnadsférmagan av bade
planteringsdjup och bakterieisolat. Vid métningar skedde enbart
minskningar av bakteriepopulationerna, till skillnad fran de tva
forsta matningarna i vinterforsoket 2016. Hos trastickor nedgravda
pa 75 cm djup kunde endast sparmangder detekteras efter en
manad. P& matningar gjorda efter en, respektive tva manader hos
de trastickor pa 15 cm djup, noterades en populationsminskning pa
70 %, samt 87 % jamfort med bakteriepopulationen vid
inokulationstillfallet. Vid métning efter fyra manader kunde
bakterien inte langre detekteras. Forfattarna noterar att
fuktighetsnivan i jorden var hogre under forsoket ar 2016, och
foreslar att en koppling mellan detta och bakteriens
overlevnadsformaga i jord kan finnas.

3.2.1. Sammanstallning av resultat pa studier kring R. fascians
overlevnad i jord

Av nio forsok gallande R. fascians dverlevnadsformaga som gjorts i jord, kunde en
kraftig populationsminskning observeras hos atta av dem. Dessa observationer
varierade kraftigt tidsmassigt, fran tre dygn till sju manader (se figur 3 pa s. 26). |
Faivre-Amiots (1967) forsok “a” rapporterades inte huruvida en Okning eller
minskning av populationen skett, enbart att R. fascians kan Gverleva minst atta
manader i jord.
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Det forsok av Lacey (1939) med gladiolus inbegrips ej av diagrammet, eftersom
tidsspann ej rapporterats.

Rhodococcusfascians overlevnadsformagai jord

Faivre-Amiot 1967a
Faivre-Amiot 1967b
Oduro 1975

Putnam 2014
Fichtner et al. 2018a
Fichtner et al. 2018b
Vereecke et al. 2021a
Vereecke et al. 2021b
Vereecke et al. 2021c

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Méanader

Figur 3. Diagram 6ver R. fascians 6verlevnadsformaga. Sammanstallt fran publicerade studier.
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4. Diskussion

Det uttrycks pa flera hall oro 6ver R. fascians. Delvis hos plantskolor, men dven
hos hobbyodlare ar oron stor. Detta visar sig inte minst bland de som soker rad i
olika grupper pa Facebook!. Bland dessa grupper sprids en del felaktig information,
vilket oavsiktligt kan orsaka onddig radsla for bakterien — nagot som tyvarr kan
paverka hobbyodlarens odlingsgladje. Sarskilt det okade intresset for dahlior
(Mwansa 2023; Naskovic 2021; Paulsson 2023), kan ta skada. Den 0kade
forsaljningen och den dkade vegetativa forokningen av vaxter, kan leda till en 6kad
utbredning av bakterien (Depuydt et al. 2008). Ju fler som far in drabbade vaxter i
sin odling, desto fler kan riskera att tappa intresset for att dverhuvudtaget odla
vaxtslag som kan angripas av R. fascians.

Denna studie visar att det, trots mycket forskning kring R. fascians, fortfarande
finns oklarheter kring bakterien. Dessa oklarheter innefattar sarskilt vilka &mnen
som har en aktiv roll i vaxt-patogen-interaktionen och ursprunget pa dessa amnen,
hur och i vilket stadie bakterien inducerar symptom hos sin vardvéxt, samt huruvida
och hur lange bakterien férmar 6verleva i jord.

4.1. Patogenicitet och orsak till symptomutveckling

Det finns bade véxtpatogena och icke-vaxtpatogena stammar av R. fascians (Stange
et al. 1996: Stes et al. 2013; Creason et al. 2014a). Flertalet studier pekar pa att
eventuell patogenicitet hos bakterien har ett starkt samband med narvaron av en
virulent plasmid (Stange et al. 1996; Depuyt et al. 2008; Creason et al. 2014b).
Sambandet som observerats beror pa att vasentliga gener (fas och att) for
patogenicitet ar beldgna pa plasmiden, och inte pa bakteriens kromosom. Dock har
Creason et al. (2014a) isolerat tva isolat av R. fascians som ar vaxtpatogena trots
avsaknad av plasmid hos bada isolat och avsaknad av fas-operon hos ett av isolaten.
Detta utmanar teorin att plasmiden ar nédvandig for patogenicitet och antyder att
andra faktorer ocksa kan vara inblandade. Creason et al. (2014a) anser att dessa tva
isolat av vaxtpatogena bakterier uppkommit genom 6verféring av DNA mellan
plasmid och bakteriekromosom. Att isolaten uppkommit genom DNA-6verforing

! Diverse inlagg fran Facebook-gruppen “Dahliaentusiasterna”.
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ar inte omojligt, eftersom sadan overforing latt kan ske med plasmider enligt
Hultberg (2014). Aven den stora genetiska variation som finns inom arten R.
fascians antyder att utbyte av DNA kan vara vanligt forekommande, och stodjer
hypotesen fran Creason et al. (2014a). Dock finns dven mojligheten att plasmiden
hos dessa isolat forlorats under kulturodling — en foreteelse som tidigare
rapporterats av Nikolaeva et al. (2009).

4.1.1. Cytokinin och auxin

Det ar tydligt att bade cytokinin och auxin ar av stor vikt vid symptomutveckling
hos véxter angripna av R. fascians. Karaktéristiska symptom som utvecklas &r
beskrivna bade som typiska for en Gverproduktion av cytokinin och for en
overproduktion av auxin (Jacobs & Mohanty 1951; Vereecke et al. 2021).
Overvagande ar det framst cytokinin som anses inneha storst roll (Pertry et al. 2009;
Francis et al. 2012; Stes et al 2012; Stes et al. 2013). Anledningen bakom bakteriens
syntetisering av vaxthormon diskuteras inte alltid i studierna. Vereecke et al. (2000)
ar den studie dar fordelarna med bakteriens syntetisering av cytokinin framst lyfts
fram i form av hormonets formaga att fordroja senescence och pa sa satt forlanga
den tid som bakterien kan utvinna naring fran véxten. Depuydt et al. (2009) menar
att bakteriellt framstallt auxin kan vara en vasentlig del i R. fascians motrespons pa
vaxtens forsvarsreaktioner vid angrepp. Generellt verkar det som att anledningen
bakom véxtpatogena bakteriers formaga att syntetisera véxthormoner ar ett
mysterium (Kudayarova et al. 2014; Costacurta & Vanderleyden 1995), vilket kan
vara anledningen till att det séllan diskuteras.

Eftersom flera av de effekter som auxin och cytokinin ger vaxter kan observeras
samtidigt i en angripen véxt ar det svart att direkt siga att endast ett av dessa hormon
ar det avgorande for symptomutveckling. Det bakteriellt framstallda cytokininet
stimulerar véxtens syntetisering av auxin, vilket kan vara en forklaring for att
symptom tillskrivna bada dess hormon kan observeras vid samma tillfalle (Pertry
et al. 2009; Stes et al. 2013). Cytokinin och auxin kan, baserat pa de symptom som
tillskrivs de olika hormonerna, nastan anses verka antagonistiskt mot varandra, dar
en balans mellan celldelning och -differentiering uppnas. Symptomutveckling och
-bibehallande kan dock &ven vara en an mer komplex fraga an sa, och innefatta fler
an dessa tva hormon — precis som Vereecke et al. (2000) beskriver det. Ett av dessa
amnen kan vara putrescin — nagot som bade Pertry et al. (2009) och Depuydt et al.
(2009) menar &r delaktigt i symptomutveckling.

Stes et al. (2013) menar att symptom uppstar pa grund av fem olika cytokinin
som bakterien syntetiserar. Creason et al (2014b) menar dock att enbart en typ av
cytokinin dr avgorande for symptomutveckling. Bada dessa hypoteser vederlaggs
dock av observationer fran Vereecke et al. (2000), dar ingen skillnad i méngd
cytokinin hos angripna véxter, jamfort med friska vaxter, kunnat noteras. Dock kan
denna franvaro av en dkad méangd cytokinin hos angripna vaxter méjligen bero pa
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vaxtens nedreglering av den egna cytokininsyntetiseringen, vilken rapporterats som
en av vaxternas forsvarsreaktioner av Stes et al. (2013). Eftersom Pertry et al.
(2009) beskriver hur vardvaxter har svart att hantera bakteriellt syntetiserat
cytokinin, kan cytokinin - trots fynd fran Vereecke et al. (2000) — ha en avgoérande
roll i att symptom uppkommer pa angripna vaxter. Att observationer fran Vereecke
et al. (2000) inte uppvisar forhojda nivaer av cytokinin hos angripna vaxter, kan
eventuellt dven bero pa val av undersokt véaxt. Det ar majligt att variation kring
véxters resistens mot R. fascians forekommer. Detta illustreras bland annat av
Lacey (1939) som beskriver just denna variation bade inom mellan olika arter men
aven mellan olika sorter av en art.

De olika fynden indikerar ett komplext forhallande mellan patogen och vardvéxt.
For att fa battre inblick i hur, och i vilken ordning processer i bade patogen och
vardvaxt sker, kravs en battre forstaelse i hur samspelet mellan cytokinin, auxin
samt andra hormoner och amnen paverkar véxtens fysiologi samt ursprunget pa
dessa amnen.

Dér forskningen &r ense om att det cytokinin som ackumuleras i véxten framfor
allt syntetiseras av R. fascians, gar asikterna daremot isér gallande syntetiseringen
av auxin. Enligt Pertry et al. (2009) och Stes et al. (2012) syntetiseras auxin framfor
allt av vaxten. Vandeputte et al. (2005) och Depuydt et al (2009) menar daremot att
det framst &r bakterien som syntetiserar auxin. Auxinet ar en viktig del av bakteriens
motverkan pa vaxtens forsvarsreaktioner vid infektionens borjan (Depuydt et al.
2009), och dess syntetisering &r vanligt forekommande hos véxtpatogena bakterier
(Vandeputte et al. 2005). Vid angrepp initierar vaxten forsvarsreaktioner, vilka inte
observerats ha nagon effekt pa bakterien. Majligen kan detta just bero pa R. fascians
auxinsyntetisering. Dessa resultat tydliggor behovet av ytterligare forskning for att
klargdra auxinet ursprung och exakta roll i symptomutvecklingen. Det &r mojligt
att bade patogen och vardvaxt syntetiserar auxin, men under olika faser eller
mojligen beroende pa olika abiotiska faktorer.

Genom ackumulationen av bada typerna av hormon, hammas auxintransport och
sdledes kan skottmeristem aktiveras flera ganger om, vilket bibehaller
symptomutveckling (Stes et al. 2012).

4.1.2. Stadie vid symptomutveckling

Det finns delade meningar kring i vilket stadie R. fascians utvecklar symptom hos
sina vérdvéxter: enligt Stes et al. (2013), Cornelis et al. (2002) och Putnam (2018)
etableras R. fascians forst som en oskadlig endofyt pa en vardvéxt. Efter etablering
aktiveras att-gener for att 6verga till det endofytiska stadiet, varvid bakterien forst
da utvecklar symptom hos véxten. Aven Dhandapani et al. (2018) och Jameson
(2019) anser att symptom utvecklas av endofytiska bakterier.

Déremot anser Goethals et al. (2001) att det epifytiska stadiet & mer an bara en
forberedelsefas infor infektion. De menar att symptom primart uppstar i det
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epifytiska stadiet och att bakterien tar sig in i véxten forst efter detta. Bakteriens
endofytiska stadie har &nnu inte ett klarlagt syfte enligt Goethals et al. (2001).

Att forsta i vilket stadie som R. fascians inducerar symptom éar viktigt for att veta
hur bakteriens infektionsprocess ser ut och hur den bést kan bek&mpas. De olika
perspektiv som presenterats i denna studie visar att vidare forskning behovs for att
avgora vad som avgor dvergangar mellan de olika stadierna, samt for att avgora
vilket stadie som inducerar symptom hos vardvaxten.

4.2. R. fascians dverlevnadsférmaga i jord

4.2.1. Overlevnad i jord

| tta av nio forsok gallande R. fascians 6verlevnadsformaga i jord observerades att
bakterien inte Overlevde langre an sju manader. | de fall dar bakterien kunnat
detekteras i jord senare &n tre manader har det handlat om sparmangder. | flera
forsok kunde en stor populationsminskning av bakterien observeras redan dagar
efter att inokulation &gt rum. | det forsok dar bakterien Overlevt langre an sju
manader rapporteras inga detaljer om de forhallanden som bakterien levde i —
forutom det faktum att det var i jord. Detta kan innebéara att den ovanligt langa
éverlevnaden berodde pa narvaron av levande véxter.

Vid ett forsok av Lacey (1939) upptacktes att bakterien dott i jord inokulerad
med bakterien, trots ndrvaro av en vérdvaxt. Lacey gjorde observationen att miljon
i jorden inte kunde halla bakterien vid liv. Att utforska just vad som gjorde
levnadsmiljon oduglig hade varit intressant, men dessvérre beskrivs inga detaljer
kring forsoket.

Att bakterien kan Gverleva i jord maste nog ses som ett faktum. Fragan &r bara
hur lange och vilka faktorer som paverkar éverlevnaden? Faivre-Amiot (1967)
kunde isolera bakterien fran jord inokulerad atta manader tidigare, vilket ar den
langsta pavisade Overlevnaden for bakterien. Faivre-Amiot anser att bakterien
troligtvis kan 6verleva upp till fem ar i falt, men en motivering till denna hypotes
ges inte, annat an att den ar baserad pa faltobservationer. Faivre-Amiot (1967)
beskriver dock hur bakterien ar ett problem i jordgubbsodlingar, och att dess
spridning bistas av en nematod (Aphelenchoides fragariae). Eftersom samma
jordgubbsplantor ar i bruk flera ar i rad kan det antas att observationerna bland annat
baserats pa dessa odlingar. Huruvida observationer pa falt med annuella véxtslag
och med vaxelbruk gjorts &r oklart. Det hade varit intressant att veta, da véaxelbruk
kan leda till en 6kad mikrobiell mangfald, vilket kan paverka jordlevande bakterier
negativt (Sun et al. 2023).

| tre forsok kunde enbart oerh6rt sma mangder av R. fascians detekteras efter
som hdgst en veckas tid i jord (Putnam 2014, forsok b av Fichtner et al. 2018 och
forsok ~b” av Vereecke et al. 2021). | tva forsok rapporteras att bakterien inte
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kunnat detekteras efter tre manader i jord (Oduro 1975 och férsok a” av Fichtner
et al. 2018). | forsok ”b” och ”c” av Vereecke et al. (2021) samt i forsok ~a” av
Faivre-Amiot (1967) rapporteras de langsta overlevnadstiderna — mellan fyra och
atta manader. Observera att Faivre-Amiot (1967) inte ndmnt vare sig en minskning
eller 6kning av bakteriepopulationen vid atta manaders tid, till skillnad fran évriga
forsok namnda i detta stycke.

Dessa variationer i R. fascians Overlevnadsférmaga tyder pa att abiotiska
faktorer paverkar levnadslangden. Studierna har tagit upp majligheten att
éverlevnadsformagan kan paverkas av temperatur, fuktighetsniva, sammanséttning
av substrat och pH, samt av vilken stam av R. fascians som anvénds.

Narvaro av levande vaxtmaterial

R. fascians éverlevnadsformaga i jord tros vara starkt kopplad till narvaron av icke-
nedbrutet vaxtmaterial (Oduro 1975; Putnam 2014). | Oduros foérsék (1975) dog
bakterien inom tre manader utan narvaron av icke-nedbrutet vaxtmaterial. Dock
ledde nérvaron av en levande vardvéxt inte till bakteriens kvarvarande i forsoket
med Lacey (1939). Om Oduros (1975) och Putnams (2014) teori kring att
bakteriens Gverlevnad &r avhangande pa icke-nedbrutet vaxtmaterial stammer,
skulle en eventuellt kontaminerad jord bli brukbar igen genom att halla jorden i
trada en sdsong. Mojligtvis skulle det &ven ga att minska forekomsten av R. fascians
genom att odla icke-vardvaxter pa platsen — detta maste dock bekraftas eftersom
inga studier gjorts kring detta. Att halla en jord i trada innebar dock egna
utmaningar — séarskilt om bakterien skulle forekomma i perenna planteringar.

Overlevnad i annat &n jord

Boylen och Mulks (1978) visade att R. fascians hade en ovanlig formaga att
dverleva perioder av svalt. Jamfors dessa resultat med resultaten fran andra studier
star sig Boylen och Mulks (1978) resultat nastan i motsats till dvriga: Nar Faivre-
Amiot odlade R. fascians i laboratoriemiljo var bakterien efter tretton dagar ofta
omojlig att isolera, varvid slutsatsen var att den ej Overlevt; Putnam (2014)
observerade en minskning pa upp till 99 % bara dagar efter inokulering; Fichtner et
al. (2018) observerade en minskning pa 99 % inom tre manader; Vereecke et al.
(2021) observerade enbart sparmangder kvar efter sju dagar-sex manader beroende
pa miljoforhallande. Mojligtvis kan det naringsmedium som Boylen & Mulks
(1978) anvande varit bidragande till R. fascians levnadslangd, samt mojligen
avsaknaden av konkurrerande organismer. Eftersom flera av de férsok med en
kortare observerad Overlevnadstid utforts i varierade typer av jordar, kan utfallet
mycket vél paverkats av eventuell mikroaktivitet, sarskilt som jordarna i flera fall
inte steriliserats innan forsokets borjan. R. fascians &r troligen kanslig for
konkurrens fran andra mikroorganismer, och bakteriens 6verlevnadsférmaga starkt
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kopplad till eventuell narvaro eller avsaknad av mikroaktivitet. Det skulle forklara
varfor R. fascians ibland uppvisar korta éverlevnadstider och ibland langre.

Framsta spridningsvag

Tilford (1936) visade i sina forsok med luktért, dar 8 av 13 plantor uppvisade
symptom, att R. fascians kan smitta om kontaminerad jord anvands. Smitta uppkom
aven till viss del i den jord som steriliserats och anvandes som kontroll. Detta kan
antingen bero pa att inte alla bakterier dog vid steriliseringsprocessen, att nagon
kontaminering under forsokets genomfdrande skett, eller pa att bakterien befunnit
sig pa frona som anvandes. Spridning sker framst via vegetativ forokning av vaxter,
snarare an via kontaminerad jord (Oduro 1975; Putnam & Miller 2007; Putnam
2014). Angripna plantor kan vara svara att urskilja pa grund av bakteriens fallenhet
for att finnas latent hos véxter (Akesson 1993). Vanligen kan meristemforokade
plantor i sadana fall rekommenderas, men risken finns att R. fascians kan finnas
aven i dessa plantor (Putnam & Miller 2007).

4.2.2. Faktorer for overlevnad

Lacey (1939) upptackte att jord ibland kunde uppvisa dalig kapacitet som
levnadsmiljo till R. fascians. De faktorer som paverkar jordlevande bakterier
overlag ar framfor allt tillgang till en passande naringskalla, men &ven
fuktighetsniva, syretillgang och temperatur (Burges & Raw 1967). Konkurrens
mellan olika organismer ar ocksa en paverkande faktor, och vissa organismer kan
aktivt forsoka forhindra nérvaron av andra organismer genom att producera
antibiotiska &mnen (Reid & Wong 2005). R. fascians tillhdr de bakterier som ar
sérskilt kansliga for antibiotiska amnen enligt Jacobs och Mohanty (1951).
Forfattarna menar att narvaron av tva, i jord vanligt forekommande,
antibiotikaproducerande bakterier (Bacillus subtilis och B. mesentericus) eventuellt
kan inhibera tillvaxten av R. fascians. For en 6kad konkurrens mellan organismer
kravs en mikrobiellt aktiv jord. Genom att tillféra organiskt material, odla
grongodslingsgrodor och undvika kompaktering av jorden kan den mikrobiella
aktiviteten 0ka (Reid & Wong 2005). Att tillampa véxtfoljd kan ocksa bidra till
bek&mpning av véxtpatogena bakterier (Hultberg 2014). Riskerna med att odla
samma groda ar efter ar fortydligas av Miller et al. (1980), som beskriver hur
otroligt hdga populationer av R. fascians i liljefalt kan bero pa avsaknaden av
vaxtfoljd.

Vereecke et al. (2021) observerade att R. fascians hade en langre 6verlevnadstid
under forsoket 2016 an 2017, och reflektioner ifall den hogre fuktighetsnivan i
jorden 2016 kan ha paverkat bakteriepopulationen positivt gjordes. Att fuktighet i
viss grad paverkar R. fascians positivt stods av observationer fran Fichtner et al.
(2018), dar bakterien kunde isoleras fran planteringsjord som vattnats en vecka efter
inokulation, men inte fran planteringsjord som holls torr. | Oduros (1975) forsok
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daremot Gverlevde R. fascians i den kruka som ej vattnades, medan bakterien inte
overlevde i den kruka som fick tillgang till vatten. Oduro drog slutsatsen att
bakteriepopulationens dod berodde pa att vaxtmaterial brots ned snabbare vid hogre
fuktighetsniva. Detta tyder pa att en fin balansgang kravs for att den miljé som R.
fascians kan Gverleva i ska uppnas — det far inte finnas brist pa fukt, men det far
heller inte vara sa pass fuktigt att véaxtmaterial bryts ned snabbare an nytt
vaxtmaterial hinner borja vaxa pa platsen.

4.3. Metoddiskussion

Overraskande fa studier har gjorts for att avgéra hur pass jordburen denna bakterie
ar. Det vore positivt om fler studier gjordes, for att kunna avgdra dess
overlevnadsformédga med storre sakerhet. Aven studier baserade pa fler
observationer, kan vara bra for att 6ka resultatets trovardighet. En av studierna —
Oduro 1975 — har till exempel gjorts i valdigt begrdnsad omfattning, med bara en
kruka per behandling. Fler forsok skulle behéva géras med ett liknande upplagg for
att se om forsoket kan upprepas med liknande resultat.

De studier som gjorts har manga ganger fatt olika resultat, &ven om det verkar
finnas ett samband mellan nérvaro av ej nedbrutet vaxtmaterial eller fuktighetsniva
och langden pa o6verlevnaden. Genom att genomfora fler studier kan tidigare
resultat valideras och fa storre trovardighet.

Ett frustrerande problem som uppstatt under processen till denna litteraturstudie
ar att flera artiklar anger ett dverlevnadsintervall hos R. fascians, utan att redovisa
i vilken kontext bakterien dverlevt, och ibland inte heller kéllan till informationen.
Detta kan vara “farligt” d4 information genom detta mojligen kan spridas utan att
den &r verifierad — vilket kan bilda en felaktig uppfattning om bakterien.

Manga studier finns ej online, och bestallning av fysiska kopior har varit
nodvandigt. | de flesta fall har bestallningar kommit fram bara efter ett nagra dagar,
men ibland innebér det ett drojsmal pa narmare tva veckor. | fallet av en bestallning
invantas leverans fortfarande — ca 30 arbetsdagar efter bestéllning...

Studier gjorda pa sprak utover svenska eller engelska har 6versatts via ”Google
translate” samt Al, vilket kan medfora att viktig information géar forlorad vid
Overséattningen. FOr att undvika detta har flera dversattningsredskap anvénts, och
Overséattningarna korsrefererats.
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5. Slutsats

5.1. Vad anses vara de bakomliggande orsakerna till
att symptom utvecklas hos vardvaxter till R.
fascians?

Vid angrepp inducerar R. fascians en hormonell obalans hos vardvéxten genom att
syntetisera cytokinin och eventuellt auxin. Dessa hormon kan leda till forandringar
I de &mnen som véxten sjélv syntetiserar, vilket kan leda till morfologiska
forandringar. Vardvéxter verkar ha svarare att hantera bakteriellt syntetiserade
amnen, varvid dessa kan ackumuleras i véxten och leda till morfologiska
forandringar i vaxten. Symptomutvecklingen &r komplex, och kan involvera flera
amnen som annu ej ar identifierade.

R. fascians patogenicitet ar troligen avhangande pd narvaro av en virulent
plasmid, eftersom gener for patogenicitet finns pa denna plasmid. Vissa isolat ar
dock patogena trots avsaknad av plasmid, varvid teorin utmanas. Eventuellt kan
patogenicitetsgenerna overforts fran plasmid till bakteriekromosom genom
Overforing av DNA.

Det ar troligt att R. fascians inducerar symptom hos vardvéxter i sitt endofytiska
stadie, da flertalet studier pavisat detta. Vissa forskare anser dock att symptom
uppstar i det epifytiska stadiet.

5.2. Kan R. fascians overlevnadsformaga i jord
faststallas, baserat pa tidigare utforda studier?
R. fascians dverlevnadsformaga i jord kan inte faststdllas med sakerhet, da det
finns vissa osakerheter att beakta. Majoriteten av studierna visar dock att R. fascians

har en begransad formaga att dverleva i bar jord, och av bakteriepopulationerna
fanns oftast endast sparamnen kvar inom sju manader.

34



Studier visar att dverlevnadsformagan i jord hos R. fascians kan paverkas av
temperatur, bakteriestam, tillgang till icke-nedbrutet vaxtmaterial, jorddjup och
fuktighetsniva i jorden. Andra faktorer som vanligen paverkar jordlevande bakterier
ar aven syretillgang och konkurrens fran andra organismer.

R. fascians sprids framst via vegetativ forékning av vaxter, snarare &n genom
kontaminerad jord. Bakterien kommer troligtvis inte Gverleva langre perioder i en
jord som halls fri fran levande vaxter och icke-nedbrutet vaxtmaterial.

| framtida forskning hade det varit intressant att undersdka hur pass olika
stammar av R. fascians frambringar olika resultat kring 6verlevnadsférmaga i jord,
hur 6verlevnadsformagan ser ut i ett vinterklimat, samt hur méangd och grad av icke-
nedbrutet vaxtmaterial paverkar éverlevnadsformagan hos R. fascians.
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Bilaga 1

Vardvaxter till Rhodococcus fascians:

Vaxtfamilj Vetenskapligt namn Svenskt namn
Acanthaceae Acanthus mollis Mjukakantus
Apocynaceae Catharanthus roseus Rosenskona
Asteraceae Chamaemelum nobile Romersk kamomill
Asteraceae Artemisia annua Sommarmalort
Asteraceae Chrysanthemum spp. Krysantemumsléktet
Asteraceae Dahlia spp. Dahliaslaktet
Asteraceae Helianthus annuus Solros

Asteraceae Argyranthemum spp. Margeritslaktet
Asteraceae Aster x frikartii Kokardaster
Asteraceae Coreopsis spp. Ogonblomsslaktet
Asteraceae Cosmos atrosanguineus Chokladskéra
Asteraceae Heliopsis helianthoides Dagoéga
Asteraceae Leucanthemum x superbum | Jattepréstkrage
Asteraceae Tagetes erecta Stor tagetes
Asteraceae Tagetes patula Sammetstagetes
Asteraceae Tanacetum coccineum Rosenkrage
Balsaminaceae Impatiens walleriana Flitiga Lisa
Begoniaceae Begonia x tuberhybrida Kndélbegonia
Brassicaceae Arabidopsis thaliana Backtrav
Brassicaceae Erysimum x marshallii Sommarkarel
Brassicaceae Erysimum cheiri Gyllenlack

Brassicaceae

Erysimum asperum

Prariekarel

Brassicaceae

Iberis gibraltarica

Gibraltariberis

Brassicaceae Iberis sempervirens Vinteriberis
Campanulaceae Campanula x 'Sarastro’ Blaklocka
Caprifoliaceae Viburnum opulus Skogsolvon
Caryophyllaceae Gypsophila paniculata Brudsloja

Caryphyllaceae

Dianthus caryophyllus

Tradgardsnejlika

Caryphyllaceae

Dianthus barbatus

Borstnejlika

Convolvulaceae

Ipomoea purpurea

Purpurvinda

Crassulaceae Kalanchoe blossfeldiana Vareld
Crassulaceae Phedimus spurius Kaukasiskt fetblad
Euphorbiaceae Euphorbia pulcherrima Julstjarna
Fabaceae Sesbania rostrata -

Fabaceae Lathyrus odoratus Luktart

Geraniaceae

Pelargonium x hortorum

Zonalpelargon

Geraniaceae

Pelargonium zonale

Héstskopelargon

Geraniaceae

Perlargonium domesticum

Engelsk pelargon
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Iridaceae Gladiolus spp. Gladiolslaktet
Liliaceae Gloriosa spp. Klangliljesléktet
Liliaceae Hosta spp. Funkiasléktet
Liliaceae Lilium longiflorum Trumpetlilja
Liliaceae Lilium regale Kungslilja
Liliaceae Lilium speciosum Praktlilja
Liliaceae Tulipa gesneriana Tulpan

Malvaceae Alcea rosea Stockros
Malvaceae Lavatera spp. Sommarmalveslaktet
Onagraceae Fuchsia spp. Fuchsiaslaktet
Onagraceae Gaura spp. Sommarljusslaktet
Onagraceae Oenothera berlandieri -

Papaveraceae Papaver somniferum Opievallmo
Poaceae Zea mays Majs
Polemoniaceae Phlox spp. Floxsléktet
Primulaceae Primula spp. Viveslaktet
Ranunculaceae Consolida ajacis Romersk riddarsporre
Salicaceae Populus tremula x O. alba Asp
Saxifragaceae Heuchera sanguinea Blodalunrot
Saxifragaceae Tiarella sp. Spetsmdossesléktet
Scrophulariaceae Antirrhinum majus Lejongap

Scrophulariaceae

Digitalis lanata

Grekisk fingerborgsblomma

Scrophulariaceae

Nemesia spp.

Nemesiaslaktet

Scrophulariaceae

Verbascum spp.

Kungsljusslaktet

Scrophulariaceae Veronica spicata Axveronika
Solanaceae Atropa belladonna Belladonna
Solanaceae Nicotiana plumbaginifolia -

Solanaceae Schizanthus spp. Fjarilsblomsterslaktet
Solanaceae Nierembergia spp. Niembergiasléaktet
Solanaceae Petunia sp. Petuniaslaktet
Tropaeolaceae Tropaeolum majus (Indian-)Krasse
Verbenaceae Verbena spp. Verbenasléktet
Violaceae Viola spp. Violslaktet
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