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IZVLECEK

Na zastopanost bakterij Agrobacterium sp. smo preiskall 35 vzorcev trsov in cepljenk, ki sma jih
zbrali v 3 slovenskih pokrajinah. 24 vzorcev je imelo sumljive rakaste izrastke, preostalih 11 pa ne.
Vzorce smo preiskovali s 4 metodami: z izolacijo kolonij na 4 selektivnih gojiscih, z dekazovanjem
zastopanosti onkogenov tmr, acs in vis na T-DNA z verizno reakcijo s polimerazo, z dolodanjem
opinov v tumornem tkivu in s testizanjem patogenosti izolatov na testnih rastiinah, Pri 19 vzorcih z
znameanji bolezni smo dokazali okuenost z 4. vitis z molekularno metodo, pri 14 pa smo dokazali
opine. Z molekularno metodo smo okuzenost z A. vitis dokazali tudi pri 1 vzorcu brez znamenj
bolezni. A. tumefaciens nismo naéli.

Kljuéne besede: Agrobacterium vitis, A. tumefaciens, vinska trta, rak, Slovenija, opini, verizna
reakcija s polimerazo

ABSTRACT
AGROBACTERIUM VITLS ON GRAPEVINE IN SLOVENIA

3% samples of grapevine plants and propagating material were taken in 3 slovene provinces and
tested for the presence of Agrobacterium sp. 24 samples had suspicious tumorous symptoms, the
others 11 did not. The samples were tested by 4 methods: isolation of colonies on 4 selective
media, detection of T-DNA carrying oncegenes i, acs and vis with the PCR, detection of opines
in tumor tissue and testing for pathoganicity on plants. 19 samples with symptoms were proved to
be infected with A. vitis by the molecular method and 14 by the cetection of opines. By the
molecular methed A, vilis was also proved in 1 sample without symptoms, A. tumefaciens was not
found.
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1 UuvoD

Na wvinski it lahko povzrotijo  bolezenska aamenjan 3 biovarii Agrobacieriim
fumefaciens. Biovarja 1 in 2 imata dirok spekter gostiteljskih rastlin in $kodo med drugim
povzrodata tudi na peckarjih in kos€icarjih, dodim bv. 3 povzrota skodo le na vinski trii
(15} A. tumefaciens bv. 3 so leta 1990 predlagali za novo vesto A, vitis 7.

Bolezenska znamenja na trsih in cepljenkah so izrastki, razpoke in odebelitve, ki se
obi¢ajno pojavijo zgodaj poleti. Rakasti izrastki se ponavadi razvijejo okoli ceplienega
mesta. Na starejsih rastlinah se lahko Sirijo okoli podolinih razpok, ki Z3jamejo  vso
rastiino. Rakaste tvorbe lahko najdemo tudi na podlagaly. Huje prizadete rastline hirajo in
lahko kmalu propadejo. Okuzba je lahko tudi latentna (2, 7.

Na podlagi bolezenskih znamenj ne moremo sklepati, ali gre za okuzbo z A tumefaciens
ali A. viris. Rakaste tvorbe lahko razlikujemo od kalusa z dolecanjem opinov v soku iz
maceriranepa sumljivega tkiva (25). Okufenost rastiin z Agrobacterium sp. lahko
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dokazemo pri rasthnab 2z bolezenskimi znamenji ali brez njih (Jatentna ckuzba) =z
dolocanjem biokemicnih in fiziolodkih lastnosti 1zoliranih bakierij z gojitvenimi metodami
ali z dolocanjem sestave mascobnih kislin v celicah (4, 12, 13, 14, 23}, Opisane so tadi
serologke metede, ki pa se zaradi metodoloskib tezav niso uveljavile (3). Patogenost
izolatov lahko dokazemo s testiranjem na testnik rastlinah in 2 molekularno bioloskimi
metodami, s katerimi lahko hkrati razlikujemo tadi vrsto povzroéitelja (10, 16,213,

Rakaste tvorbe, ki jik na vinski wrti povzrotajo agrobakterije se pojavljajo v Stevilnih
drzavah in kontinenth (7). Sumljive izrastke in propadanje huje prizadetih it opaZajo v
zadnjih letih pogosto tudi v nadih vinogradih in trsnicah (22). Pogosto jih opazajo v
Podravskem in Posavskem vinorodnem rajonu, v Primorskem pa zelo redko. Vider,
Stevilénost in razirjenost vzbujajo sum, da jih povaoda Agrobacterium sp.. Vzoree s
sumljivimi izrastki so feta 1998 poslali wdi na preiskavo v wjinoe, vendar povzroditelja niso
uspeli izolirati in dokazati.

Namen nasega dela je bil zbrad vzoree s sumljivimi izrastki in brez njilh v Posavskem in
Podravskem vinorodnem rajonu, ugotovit ali gre res za rakaste tvorbe, izolirai morebitne
povzrotitelje in jih diferencirati.

2 MATERIAL IN METODE

35 vzorcev za laboratorijske preiskave smo zbrali jeseni leta 1998 v 9 vinegradih in 6 trsnicah s
Podravskega in Posavskega vinorodnega rajona in v enem matiénjaku s Podravskega vincrodnega
rajona. Bolezenska znamenja je imelo vseh 15 vzercev trsov in polovica od 18 vzorcev cepljenk.
Vzorca iz matiéniaka nista imela bolezenskih znamen;.

Ckuzenost s patogenimi agrobakterijami smo dokazovali na 4 naéine. Opine ckiopin, nopalin in
vitopin smo dofodali v vzorcih trsov s sumljivimi izrastki po metodah, ki so jih opisali Otten in
Schilperoort (1878) ter Szegedi in sod. (1988) (18, 25).

Vzorce smo pripravili po metodah, ki so jih opisali Burr in Katz (1983), Moore in sed. (1888} in
Schultz (1892) ter jih nacepili na 4 gojisca, selektivna za vse tri biovarje Agrobacterium sp. (5, 6,
16, 19, 20).

Zastopanost genov tmr, acs in vis na T-DNA smo pri izolatih dokazovali po metod: Schultza (1993)
{21). Patogenost izolatov smo lestirali na rastlinah Kalanchoe daigremontiana kot sta opisala
Anderson in Moore {(1979) (16}

3 REZULTATI

A, tumefaciens by, 1 in by, 2 nismo dokazali kot povzrocitelja bolezni pri nobenem vzoreu,
ki so zrasle iz dveh wvzorcev, smo testirali z zacemim oligonukleotidom . Do
naminozitve znatilne sckvence ni prislo,

Kolonije, ki so zrasle iz vzorcev iz matiénjaka, nise bile sumljive za Agrobacteriim sp. in
jih nismo testirali naprei.

iz vseh vzorcev 7 bolezenskimi znamenji, tako tistih iz vinogradov, kakor tistth iz trsnic, 50
zrasle znacilne kolonije za A. viris vsaj na eneny od obeh za to bakierijo selektivinih gojisc.
Sumljive kelonije so zrasle tudi iz vzorcev nekaterih cepijenk brez bolezenskih znamen).
Vse kolonije, tipiéne alt sumljive za A wiziy smo analizirali z verizno reakeijo s polimerazo
z zacetnima oligonukleotidoma ey in vis, OkuZenost s patogenim A virls smo tako
dokazali pri 13 od 14 testiranih trsov in pri 6 od 9 vzorcev eepljenk 2 bolezenskimi
znamenji, pa tudi pri 1 cepljenki brez ajih.

Opine smo dokazali v 14 od 135 vzorcev wrsov z bolezenskimi znamenji in sicer v 1]
vzoreih oktopin in v po enem vzorcu nepalin, nepalin in oklopin ter oktopin in vitopin,
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Testiranja patogenosti izolatov na testnih rastlinah niso bila uspesna. Odebelitve se niso
pajavile niti na rastlingh, okuzenih s pozitivinimi kontrolami,

4 RAZPRAVA

Nasa raziskava je pokazala, da so bile rakaste tvorbe pri odvzetih trsih posledica
okuzenosti z A witis, saj smo pri 13 od 15 vzorcev okuzenost dokazali 2 zastopanostjo
opinov in znadilnih sekvene, pri 2 vzoreih pa vsaj 2 eno metodo. Uporabljene metode so
udinkovite tedi za dokazovanje latentne okuZenost cepljenk, saj smo A. viris izolirali tudi
iz ene cepljenke, ki ni kazala znamenj bolezni. To so prvi dokazi okuZenosti trie z A vitis v
Stoveniji.

Pri vzoreih, ki imajo izrazita bolezenska znamenja in ko velike izrastke, da iz njik lahko
izeedimo sok, za dokazovanje okuzenosti zadostuje analiza glede prisotnosti opinov.
Vitopin vsebujeio le izrastki, ki jih inducira A, vitis, medtem ko oktopin in nopalin luhko
vsebujgjo tudi izrastki, ki jil inducirata oba biovarja A. temefaciens (8, 23). Za Kalero vrsio
povzrocitelja gre. ugolovimo z izolacijo bakteri] na gojiscih, selekuvnih z2 posamezne
povzroditelje. Tudi latenino okuZenost lahko dokazemo le, ¢e povzrogitelja izoliramo na
gojidcu. Z molekularnimi metodami, ki smo jih uporabili, smo dokazali, da so izolirane
bakterije res agrobakterije. Uporabljeni zacetni oligonukleotdi mmr, acs in vis omogodajo
namneZitey znadilnih sckvene na deiu plazmida (T-DNA), ki se veradi v rastlinski genom,
in lahko povzroti tvorbo tumorja. Tako smo dokazali. da so izolirane bakterije imele
plazmide z geni za patogenost (9, 10, 20, 21).

Dejstve, da smo ob ugotavljanju okuZenost z Agrobacteriin sp. dokazali le A, vitis, lahko
pemeni da je, podobno kot v svetu, tudi pri nas (o tsta vista bakiterif, ki najbolj pogosto
povzroca rakaste tvorbe na vinski trti (2.6, 7, 24).

Vzrokov za nade neuspesno testiranje patogenosti na testnib rastlingh je lahko ved.
Okuzevali smo novembra, zato je verjetno, da so bile rastline K. daigremontiana slabse
dovzetne za okuzbo {1, 23). Znano je. da sevs lahko tzgubijo gene za pategenost. vendar pa
Je v nasem primeru metoda z verizno reakeijo s polimerazo dokazala, du so bili pri
izoliranih sevih onkogeni zastopani.

Deistvo, da vinogradniki v Primorskem vinorodnem okolisu, za razliko od drugih
slovenskih okolisev, opazajo rakaste tvorbe le izjemoma, je verjetno posledica ugodnejse
klime. Znano Je, du Agrobacrerium lahko razviie svoje paiogeno delovanie in povzrodi
rakaste tvorbe le ob poSkodbi trsa. Najpogoste)si vzrok poskodb so pozebe, te pa so v
Primorskem vinorodnem okolisu redkeje. Ta sklepanja se ujemajo z opaZanji, da so v
svetu in Lvropi, rakaste tvorbe pogosteise v drzavah, Kjer so wudi pozebe pogoste)se, npr. v
Nemdéji, Kanadi in ZDA (2, 8).

Z nadaljnjimi preiskavami bi kazalo dognati razSirienost okuzbe zlasti z Agrobacterium
vitis v Stoveniji in preizkusiti nadine za prepre¢evanje Sirjenja bolezni. kar bi omogogilo
tudi uvajanie usmerjenih preventivaih ukrepov,
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