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SAMENVATTING

Wortelknobbel veroorzaakt door de bacterie Agrobacterium tumefaciens zorgt met
regelmaat voor problemen in de teelt van rozen. De aanwezigheid van wortel-
knobbel kan een achteruitgang in het aantal rozen dat de plant produceert
veroorzaken, alsmede een afname in de gemiddelde dikte en lengte van de
bloemstelen. Bestrijdingsmogelijkheden van wortelknobbelaantasting zijn beperkt.
In de praktijk worden meestal de wortelknobbels verwijderd. Kosten van
chemische bestrijding zijn hoog en bestrijding is alleen zinvol in de vorm van een
preventieve behandeling. A. tumefaciens wordt wereldwijd succesvol bestreden
met behulp van de biologische bestrijder A. radiobacter isolaat K84 in verschil-
lende gewassen, zoals roos, perzik, appel, peer, en framboos. Onderzoek naar de
mogelijkheden van deze biologische bestrijdingsmethode in teelt van rozen is
gewenst. Verschil in de gevoeligheid van rozencultivars voor infectie door A.
tumefaciens dient eveneens onderzocht te worden als onderdeel van de bestrijding
van wortelknobbel in de teelt van kasrozen.
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1. INLEIDING

Wortelknobbel veroorzaakt door de bacterie Agrobacterium tumefaciens zorgt in
toenemende mate voor problemen in de teelt van rozen. Voor Nederland zijn geen
exacte cijfers beschikbaar met betrekking tot het voorkomen van de bacterie en
mogelijke schade, maar bijvoorbeeld in Zuid-Frankrijk wordt ieder jaar 20% van het
areaal geinfecteerd (Poncet et al, 1995). De bacterie geeft met name problemen in
houtige gewassen. De Franse onderzoekers wijten het ontstaan van recente
problemen in de rozenteelt onder glas aan vernieuwde vermeerderingstechnieken
zoals stenten (Poncet et al, 1995). Voor Nederland geldt ondermeer dat opkweek
van stekmateriaal in warmere landen een verhoogd risico van besmetting met zich
meebrengt. Voor zover bekend, is hier echter geen onderzoek naar verricht.

Voor bestrijding van bacterieziekten in land- en tuinbouw zijn maar beperkte
mogelijkheden beschikbaar. In veel gevallen vormen sanitaire maatregelen de enige
bestrijding tegen verspreiding van de ziekteverwekker (het pathogeen). In de
Nederlandse tuinbouw geeft wortelknobbel problemen in de fruitbomenteelt en in
de rozenteelt. Curatieve bestrijding bestaat voornamelijk uit het verwijderen van de
wortelknobbels,

Doelstelling

De doelstelling van dit literatuuronderzoek is het verkrijgen van alle relevante
informatie over het voorkomen en bestrijden van Agrobacterium in roos. Aan de
hand van deze literatuurgegevens kunnen we adviezen geven over oplossingen en
onderzoeksrichtingen.



2. HET PATHOGEEN

Agrobacterium is een gram-negatieve bodembewonende bacterie die in staat is
een groot aantal verschillende dicotyle planten aan te tasten (Kerr, 1980; Horst,
1983). Naast de ziekteverwekkende soorten, komen voornamelijk niet-ziekte-
verwekkende soorten van Agrobacterium in de grond voor {Clare & McClure,
1994). Deze niet-pathogene isolaten van de bacterie worden A. radiobacter
genoemd. De oorspronkelijke naamgeving van de verschillende Agrobacterium-
soorten is gebaseerd op het ziekteverwekkende vermogen van de bacterie. Tumor-
vormende soorten, waaronder de wortelknobbelbacterie, worden A. tumefaciens
gencemd. De soorten die woekering van wortelweefsel veroorzaken worden
geclassificeerd als A. rhizogenes. Verder is een apart tumorvormend isolaat
beschreven voor met name druif en chrysant (A. vitis). Parallel aan de naamgeving
gerelateerd aan het ziekteverwekkend vermogen van de bacterie, is een naam-
geving ontwikkeld gebaseerd op groei van de bacterie op specifiek medium. Hierbij
worden drie verschillende biotypen of biovars onderscheiden, biovar 1, 2 en 3.
Van de pathogene soorten bestaat A. tumefaciens voornamelijk uit biovar 1, A.
rhizogenes uit biovar 2, en A. vitis uit biovar 3 (Clare & McClure, 1994). Voor A.
radiobacter worden alle drie biovars beschreven. De biovar-naamgeving is
geintroduceerd omdat het ziekteverwekkend vermogen van een bacterie niet
soortgebonden is, waardoor bijvoorbeeld een niet-pathogeen isolaat kan overgaan
in een pathogeen isolaat.



3. SYMPTOMEN EN SCHADE

Een aantasting van Agrobacterium op roos openbaart zich in de vorm van
woekeringen op zowel bovengrondse als ondergrondse delen van de plant (Fig. 7).
Tumoren zijn over het algemeen rond met een ruw onregelmatiqg opperviak. Ze
kunnen in grootte variéren van 0,5 cm tot enkele centimeters in diameter. Jonge
tumoren zijn lichtgroen tot bijna wit van kieur en het weefsel is zacht. Met het
verouderen van de tumoren worden ze donkerder en hard. Deze woekeringen
kunnen onbeperkt doorgroeien, waarbij de aanwezigheid van levende bacterién
niet meer nodig is (Horst, 1983).

Figuur 1- Wortelknobbel op roos veroorzaakt door Agrobacteriurmn turmnefaciens

Hoewel de aangetaste plant niet direct afsterft kan de schade als gevolg van A.
tumefaciens groot zijn. Schade wordt met name veroorzaakt door de
energiebehoefte van de groeiende tumor. De tumor onttrekt water en voedings-
stoffen aan de plant. De plaats van de tumor op de plant is van inviced op het
optreden van schade (Horst, 1983). Slechts een beperkte hoeveelheid informatie
is beschikbaar over schade veroorzaakt door A. tumefaciens in roos (Poncet et al,
1985). Dit onderzoek uitgevoerd door Franse onderzoekers bij kasrozen, gaf de
volgende resultaten:

- Als gevolg van aantasting door A. tumefaciens neemt de gemiddelde
stengeldoorsnede van aangetaste planten af tot 63% van de controleplanten.

- In de opkweekfase vindt men in geinfecteerd materiaa! een uitval van 5,5%
terwijl bij gezond materiaal 0,6% uitval gevonden wordt.

- De bloemproductie van gezonde planten was gemiddeld 9,7 bloemen per plant
gedurende de waarnemingsperiode, terwijl in dezelfde periode de aangetaste
planten 6,2 bloemen per plant produceerden.

- De totale bloemlengte bij aangetaste planten was significant lager in verge-
lijking met de totale bloemlengte bij gezonde planten.

Wanneer we bedenken dat in Frankrijk per jaar 20% van het areaal geinfecteerd

raakt dan hebben we te maken met een aanzienlijke economische schadepost.



Voor Nederland zijn er geen exacte gegevens beschikbaar over het voorkomen van
wortelknobbel in rozen en de economische gevolgen hiervan.
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4. EPIDEMIOLOGIE

Agrobacterium-soorten inclusief de ziekteverwekkende isolaten, komen algemeen
voor in de grond. Aantasting van planten door A. tumefaciens vindt alleen plaats
wanneer de plant beschadigd is en vers wondweefsel aanwezig is. Wanneer de
bacterie een plant infecteert veroorzaakt het ongeremde groei van plantencellen
als gevolg van een verstoorde hormoonproductie. Dit is zichtbaar in de vorm van
de tumor (wortelknobbel) die gevormd wordt. Tijdens infectie vindt overdracht van
genetisch materiaal {T-DNA of transfer DNA) van de bacterie naar de plantencel
plaats (Clare & McCiure, 1994; Hooykaas & Beijersbergen, 1994, Nester et al,
1984; Horst, 1983). Dit genetische materiaal veroorzaakt de verhoogde hormoon-
productie in de plantencel. Deze DNA-overdracht kan alleen plaatsvinden wanneer
het plantenweefsel beschadigd is. Het wondweefsel produceert een stof
{acetosyringone) die de bacterie aanzet om de plant te infecteren (Clare &
McClure, 1994; Binns & Howitz, 1994). Infectie wordt verder beinviced door een
lage pH en de aanwezigheid van verschillende suikers in de omgeving van het
wondweefsel (Binns & Howitz, 1994). De plant is gedurende een aantal dagen na
de verwonding zeer gevoelig voor infectie en deze gevoeligheid neemt in de loop
van de tijd af als gevolg van wondherstel. Buiten een verstoorde
hormoonproductie, worden de celien in de wortelknobbel tevens aangezet tot de
productie van een aantal voedingsstoffen die alleen door bacterién gebruikt
kunnen worden (Hooykaas & Beijersbergen, 1994). Dit kan een snelle
vermeerdering van de bacterie tot gevolg hebben.

Optimale groeitemperatuur voor de bacterie ligt rond 28°C. Bij deze temperatuur
kan makketlijk infectie van beschadigd weefsel plaatsvinden. Verspreiding van de
bacterie vindt veelal plaats door middel van besmette grond. De wortelknobbels
manifesteren zich voornamelijk op de ondergrondse delen van de plant. Alleen
biovar 3, die druif en chrysant kan infecteren, is in staat om zich systemisch
binnen een aangetaste plant te verspreiden (Miller, 1975; Jones & Raju, 1988}. In
Frankrijk zijn een aantal experimenten bij roos uitgevoerd en deze laten zien dat
verspreiding van aantasting binnen het teeltsysteem weinig voorkomt (Reynders-
Aloisi et al, 1998). Hierbij zijn geen gegevens beschikbaar over het voorkomen van
Agrobacterium in het teeltsysteem en het is niet bekend of Agrobacterium zich
kan verspreiden via het drainwater, om vervolgens andere planten te infecteren.
Dezelfde onderzoekers hebben gekeken naar de gevoeligheid van verschillende
rozenonderstammen voor wondinoculatie door A. tumefaciens. Hierbij werden
veertien lijnen van Rosa indica getest en negen lijnen van R. muftiflora, Grote
verschillen in gevoeligheid werden waargenomen. De onderzoekers concludeerden
dat de gevonden resuitaten het opzetten van een selectieprogramma voor
resistente onderstammen zinvol maken (Reynders-Aloisi et al, 1998).

11



5. DETECTIE

De drie verschillende Agrobacterium-biovars kunnen door groei op selectief
medium van elkaar onderscheiden worden {Lelliott & Stead, 1987). Omdat niet-
pathogene isolaten van Agrobacterium algemeen voorkomen in de grond is het van
belang onderscheid te kunnen maken tussen pathogene en niet-pathogene
isolaten. Het ziekteverwekkend vermogen van een isolaat wordt meesta! getest in
een biotoets waarbij het vermogen van een isolaat om wortelknobbel op een plant
te veroorzaken, bijvoorbeeld op tabak, bepaald wordt. De afgelopen jaren zijn
echter verschillende moleculaire detectietechnieken ontwikkeld om pathogene en
niet-pathogene isolaten aan te tonen en van elkaar te anderscheiden. Hierbij wordt
ondermeer gebruik gemaakt van zogenaamde hybridisatietechnieken. Er kan met
zekerheid bepaald worden welke Agrobacterium-soort aanwezig is maar de
mogelijkheid om kleine aantallen aan te tonen is beperkt. Verschillende
onderzoekinstellingen, waaronder het IPO-DLO hebben de afgelopen jaren gewerkt
aan de ontwikkeling van een detectiemethode met behulp van PCR (“polymerase
chain reaction”}, zie ondermeer Van der Wolf et al, 1998. Voor deze methodieken
wordt een klein stukje plantenweefsel fijngemalen en hieruit wordt plantsap
gehaald. Het sap wordt toegevoegd aan selectief groeimedium waardoor de
aanwezige bacterie zich zal vermeerderen. DNA wordt vervolgens uit de
vermeerderde bacterién geisoleerd. Met behulp van een PCR kan specifiek DNA
van een bepaalde bacteriescort aangetoond worden. Deze toets is zeer gevoelig en
selectief voor ziekteverwekkende isolaten van Agrobacterium. Een belangrijk
voordeel ten opzichte van de conventionele detectiemethoden is dat deze methode
relatief snel is (binnen 1 week resultaat). Deze toets wordt in Nederland door de
NAKB gebruikt voor het testen van plantmateriaal.
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6. BESTRLJIDING

6.1. VOORKOMEN BETER DAN BESTRIJDEN

In het geval van een bacterieziekte zoals hier beschreven geldt veelal dat voor-
komen beter is dan bestrijden. De bestrijdingsmogelijkheden zijn over het algemeen
zeer beperkt. Er moet uitgegaan worden van onbesmet plantmateriaal en een
ontsmet teeltsysteem. Besmette grond kan door stomen antsmet warden. De
dodingstemperatuur van Agrobacterium ligt tussen 50 en 55°C (IKC-AT, 1992).
Verder moeten tijdens de teelt maatregelen genomen worden om verspreiding van
een eventueel ontstane aantasting te voorkomen. Wortelknobbels kunnen
verwijderd worden waarbij de snoeimessen en scharen regelmatig ontsmet moeten
worden.

6.2. CHEMISCHE BESTRIJDING

Omdat de ziekte vercorzaakt wordt door een bacterie zou bestrijding door een
specifiek bacteriedodend middel {bactericide} moeten plaatsvinden. Chemische
bactericiden zijn in het algemeen risicovol in het gebruik {(antibiotica) of schadelijk
voor het milieu {koperverbindingen). De toelating van deze middelen is dan cok
beperkt. Het gebruik van antibiotica is niet toegelaten voor bestrijding van
Agrobacterium in kasrozen. Een belangrijke bijkomstigheid is dat alleen preventieve
behandeling schade als gevolg van aantasting door Agrobacterium kan voorkomen.
Wanneer een plant geinfecteerd is groeit de wortelknobbel door, onafhankelijk van
de aanwezigheid van de ziekteverwekker. Een preventieve behandeling zou
uitgevoerd moeten worden met behulp van voorbehandeling van stekmateriaai,
waarbij vooral het wond-/snijvlak beschermd zou moeten worden. Onderzoek heeft
aangetoond dat een wond van drie tot vier dagen oud het meest gevoelig is voor
bacterieinfectie. Echter, ook hier geldt dat de mogelijke inzet van chemische
middelen beperkt of niet mogelijk is.

6.3. FYSISCHE BESTRIJDING

Behalve chemische bestrijding zijn er een beperkt aantal voorbeelden beschreven
van fysische bestrijdingsmethoden tegen A. turefaciens, onder andere door
middel van warmwaterbehandeling. Aangetoond is dat behandeling van plant-
materiaal gedurende 30 minuten bij een temperatuur van 50°C voldoende is om
een belangrijk deel van de aanwezige bacterién te doden {Burr et al, 1989). Deze
methode werkt echter alleen voor biovar 3-bacterién. Biovars 1 en 2 zijn minder
gevoelig voor een warmwaterbehandeling. Dit zijn met name de isolaten die ziekte
veroorzaken Op roos.

6.4. BIOLOGISCHE BESTRIDING

In Nieuw-Zeeland en Australié is de afgelopen 20 jaar met behulp van biologische
bestrijding A. tumefaciens zeer succesvol bestreden in diverse teelten. Deze
bestrijding is preventief. Hierbij wordt gebruik gemaakt van een niet-ziekte-
verwekkend isolaat van A. radiobacter stam K84 (Kerr, 1980; Moore & Warren,
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1979). Deze stam is een biovar 2bacterie die in de jaren * 70 is geisoleerd uit
grond van een vruchtboomgaard. In laboratoriumproeven werd gevonden dat
aanwezigheid van stam K84 een groeiremmend effect heeft op andere Agro-
bacterium-stammen. De groeiremming wordt veroorzaakt door een gifstof die door
K84 geproduceerd wordt, Agrocine 84, De structuur Agrocine 84 lijkt veel op die
van een van de bouwstenen van DNA (adenosine). Als werkingsmechanisme van
Agrocine 84 wordt een verstoring van de DNA-synthese van A. tumefaciens het
meest waarschijnlijk geacht met als gevoig groeiremming van de bacterie (Kerr,
1980; Roberts et al, 19377). De afgelopen 20 jaar zijn zeer veel resultaten
gepubliceerd van succesvolle bestrijdingsproeven met stam K84 tegen A.
tumefaciens. Voorbeelden hiervan zijn beschreven voor roos, chrysant, amande-
len, perzik, appel, peer, framboos, kers, abrikoos, en anderen {Kerr, 1980; Moore
& Warren, 1979; Lopez et al, 1981; Stockwell et al, 1996; Penvalver et al, 1994;
Lopez et al, 1989; Moore, 1979). Het gebruik van K84 voor bestrijding van A.
tumefaciens is toegelaten in diverse landen zoals Australié, Nieuw-Zeeland,
Canada, Verenigde Staten, Spanje en Griekenland. Bestrijding van A. tumefaciens
met behulp van stam K84 is niet altijd succesvol (Moore & Warren, 1979; Lopez
et al, 1981; Panagopoulos et al, 1979). Een mogelijke verklaring hiervoor is het
voorkamen van agrocine-resistente A. tumefaciens-isolaten. Agrocine-resistentie
van stam KB4 kan overgaan op hiet-resistente isolaten van A. tumefaciens
(Stockwell et al, 1996}. Om dit te voorkomen is een agrocine-producerende stam
ontwikkeld, K1026, waarvan de agrocine-resistentie niet kan overgaan op A.
tumefaciens (Jones & Kerr, 1989). Er zijn echter voorbeelden beschreven waar
K84 succesvol was in de bescherming van planten tegen agrocine-resistente A.
tumefaciens-stammen (McCiure et al, 1998). Een mogelijke verklaring hiervoor is
dat K84 meerdere gifstoffen produceert die actief zijn tegen A. tumefaciens. Hier
wordt momenteel onderzoek naar uitgevoerd. In Nederland is door Van der Scheer
{1978a en b} onderzocht of de biologische bestrijder K84 ingezet kan worden voor
de bestrijding van wortelknobbel bij vruchtbomen. Dit leverde toen teleursteliende
resultaten op.

De bestrijding van A. tumefaciens in rcos met behulp van K84 is tot op heden niet
even succesvol geweest. Hiervoor kunnen diverse corzaken zijn. Het is beschreven
dat de gastheer van invlioed kan zijn op het al dan niet slagen van de biologische
bestrijding (Moore & Warren, 1979). Tevens kan de vochthuishouding van de
plant en de pH van de grond van belang zijn. Gegevens over inzet van stam K84 in
substraatteelten zijn voor zover bekend niet beschikbaar.

6.5. ANDERE FACTOREN VAN BELANG OM WOEKERING TE VOORKOMEN

Uit onderzoek is naar voren gekomen dat hodemontsmetting met behulp van
fungiciden een hogere wortelknobbelaantasting van planten gaf ten opzichte van
planten op niet ontsmette grond {Lopez et al, 1981). Hierbij werden de planten
kunstmatige besmet met A. tumefaciens. Dit zou te verklaren zijn door het
bestaan van een natuurlijk evenwicht in de grond of bij de plant, die infectie door
Agrobacterium remt (biologische buffering). Onderzoek zou vitgevoerd kunnen
worden waarbij specifiek gekeken wordt naar biologische factoren in de grond die
de infectie van planten door A. tumefaciens beinvioeden. Deze factoren zouden
ingezet kunnen worden ter voorkoming van aantasting door A. tumefaciens in
besmette grond.
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7. DISCUSSIE EN CONCLUSIE

De doelsteliing van dit literatuuronderzoek was om alle relevante informatie over
het voorkomen en bestrijden van Agrobacterium in roos goed te kunnen over-
wegen en aan de hand van literatuurgegevens adviezen kunnen geven over
oplossingen en/of onderzoeksrichtingen.

Uit het literatuuronderzoek is niet naar voren gekomen in hoeverre Agrobacterium
in roos een probleem is in Nederland en hoeveel schade er wordt veroorzaakt in de
rozenteelt onder glas. Een inventarisatie onder de rozentelers over het voorkomen
van Agrobacterium is gewenst. Behalve het bepalen van eventuele economische
schade, zou deze inventarisatie ook inzicht kunnen geven op mogelijke infectie-
bronnen en verspreiding van de ziekte in een teeltsysteem.

Het tegengaan van aantasting is één van de belangrijkste manieren om schade
veroorzaakt door A. tumefaciens binnen de perken te houden. Sinds kort is een
snelle detectie van Agrobacterium in roos mogelijk. Hierdoor kan besmetting in
stekmateriaal in een vroeg stadium aangetoond worden. Aangetast plantmateriaal
in de vermeerderingsfase moet verwijderd of ontsmet worden. Zoals hierboven
reeds is aangegeven, zijn de mogelijkheden voor ontsmetting echter beperkt.
Antibiotica zijn niet toegelaten en een fysische ontsmetting met behulp van
warmwaterbehandeling is, voor zover bekend, niet effectief tegen Agrobacterium-
isolaten die roos aantasten (biovar 1 en 2}. Mogelijkheden voor toepassing van
biologische bestrijding met behulp van A. radiobacter dienen verder onderzocht te
waorden. Hierbij moet gekeken worden naar de teelt van onderstammen en
uitgangsmateriaal in de grond. Een fundamentele kant van het onderzoek zou zich
kunnen richten op het mogelijk bestaan van een biologisch evenwicht in de grond
welke effectief zou werken tegen infectie door Agrobacterium,. Dit onderzoek is
echter zeer complex en resultaten op korte termijn zijn niet te verwachten.
Behalve bestrijding van het pathogeen, bestaan er ook mogelijkheden voor het
gebruik van resistente cultivars. Onderzoek in Frankrijk heeft aangetoond dat er
variatie bestaat in gevoeligheid van verschillende rozenonderstammen voor infectie
door A. tumefaciens (Reynders-Aloisi et al, 1995 en 1998}. In een sortiments-
toets zou onderzocht moeten worden wat de gevoeligheid is van verschillende
rozencultivars en in Nederiand gebruikte onderstammen, voor infectie door A.
tumefaciens. Een selectie van resistente cultivars zou voor vermeerdering gebruikt
moeten worden,
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