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1ZVLECEK

Xylophilus ampelinus (Pananogopoulos, 1969) comb nov. (Willems ef al., 1987) povzroCa
bakterijski ozig vinske trte. Laboratorijsko dolo¢anje bakterij, ki skua slediti Kochovim
postulatom, je pri tej bakteriji $e posebej tezavno zaradi njene neenakomeme razporeditve po
odvzetega na podro&ju Primorske v letu 2002, ki je kazal za to bolezen znatilne pege na listih,
smo izolirali kolonije po morfologiji podobne kolonijam kontrolne bakterije. Z uporabo
biokemijskih in nutritivnih testov, profilom ma3Cobnih kislin, imunofluorescenco,
vgnezditveno PCR reakcijo, dologanjem zaporedja nukleotidov dela gena za 16S rRNA ter
testom patogenosti na rastlinah vinske trte gojene v tkivni kulturi smo potrdili, da gre res za X.
ampelinus. Pojavljanje znamenj bolezni ter u¢inkovitost diagnosti¢nih metod smo $e nadaljnji
dve leti spremljali v okviru posebnega nadzora bakterijskega oZiga vinske trte v koordinaciji
Fitosanitarne uprave Republike Slovenije.

Kljuéne besede: bakterijski oZig, laboratorijsko dolocanje, trta, Xylophilus ampelinus
ABSTRACT

LABORATORY DETECTION OF A SLOW-GROWING BACTERIUM OF
GRAPEVINE, Xylophilus ampelinus

Bacterium Xylophilus ampelinus (Pananogopoulos, 1969) comb nov. (Willems et al., 1987) is
a causative agent of bacterial blight of grapevine. Laboratory detection following Koch's
postulates is particularly demanding with these bacteria due to their uneven distribution in
plants and slow growth on artificial media. A sample of grapevine (Vitis vinifera L.) cv.
Rebula from a vineyard in Primorska region, exhibiting characteristic angular lesions on
leaves was recieved for testing in 2002. An isolate was obtained and confirmed as X.
ampelinus using biochemical and nutritional tests, fatty acid analysis, immuno-fluorescence,
nested PCR, partial sequencing of the 16S rRNA gene and pathogenicity test. The
pathogenicity test was performed on grapevine cv. Rebula grown in tissue culture. Symptom
development in the vineyard was followed and monitoring of X. ampelinus performed for two
subsequent years.
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1. UVOD

Bakterijski oZig vinske trte so prvi¢ opisali v poznem 19. stoletju v Franciji, kasneje pa so to
bolezen opazili v vegjem delu Mediterana in tudi v juzni Afriki (EPPO/CABI, 1998). Potem
povzrotitelja. Bakterija se je sprva imenovala Xanthomonas ampelina, kasneje pa se je
preimenovala v Xylophilus ampelinus (Willems et al., 1987). Bakterije naj bi ve¢inoma Zivele
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v ksilemu rastlin, zdruZene v skupke ali prilepljene na stene Zil (Grall and Manceau, 2003).
Na bolnih trtah opazimo razpoke in razjede vzdolZz poganjkov, razbarvanje ksilerna ter
poligonalne madeze na listih. OkuZeni poganjki odmirajo, predvsem pri bolj ob¢utljivih sortah
pa lahko v nekaj letih odmrejo celi trsi. Pogosta je v prikriti obliki in tak$na se uspe$no $iri s
sadilnim materialom. Laboratorijsko dolodanje bakterij, ki skufa slediti Kochovim
hkrati pa so nekateri diagnosti¢ni testi, predvsem potrjevanje patogenosti na rastlinah,
nezanesljivi. Ob prvi najdbi in potrditvi bakterije X. ampelinus v vzorcu vinske trte sorte
Rebula, odvzetem na obmodju Primorske v letu 2002, smo vpeljali in preverili ustreznost
metod, ki so na voljo za dolo¢anje te bakterije. Ustreznost vpelianih metod smo $e nadaljnji
dve leti preverjali ob testiranju vejega Stevila vzorcev odvzetih v istem vinogradu.
Opazovanje znamenj bolezni in odvzem vzorcev je potekalo v okviru posebnega nadzora
bakterijskega oZiga vinske trte v koordinaciji Fitosanitarne uprave Republike Slovenije.

2. MATERIAL IN METODE
2.1 Rastlinski material

Vzorci rastlin vinske trte sorte Rebula z znamenji bolezni v letih 2003 in 2004 so bili nabrani
v okviru posebnega nadzora bakterije X. ampelinus. Vzoréeno je bilo10 (leto 2003) oziroma 7
(leto 2004) trsov. Pred izolacijo bakterij smo vzorce 3 dni hranili pri temperaturi 15°C, kar
omogoda obogatitev iskanih bakterij (Serfontein er al., 1997). Vzorec 1-02 je bil odvzet v
istem vinogradu leta 2002,

2.2 Izolacija bakterij iz rastlinskega materiala

Razli¢na znamenja bolezni na posameznih trsih smo testirali loCeno (preglednica 1 in 2).
Ekstrakt smo pripravili tako, da smo izbrano tkivo razrezali v fosfatnem pufru, vorteksirali in
odstranili rastlinski material. Pripravijen ekstrakt smo z dodatkom glicerola (10 vol. %)
hranili pri temperaturi -80°C. Rastlinske ekstrakte in njihove red¢itve (1:10 in 1:100) smo
nanesli na hranilni agar (NA, Bacto Nutrient Agar, Difco) z dodatkom cikloheksimida (100

od Sestega dneva naprej. Pred potrditvenimi testi smo znalilne rumene kolonije €istili in
namnoZzevali na hranilnem agarju brez dodatka cikloheksimida.

2.3 Izolacija DNA in vgnezditvena reakcija PCR

Za izolacijo DNA iz 250 uL posameznega ekstrakta smo uporabili DNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen). Za vgnezditveno reakcijo PCR (Botha et al., 2001) smo uporabili po 1 pL izolirane
DNA in red¢itev (1:10 in 1:100). Rezultate smo opazovali po nanosu produktov reakcije PCR
na agarozni gel.

2.4 Potrditveni testi

Iz prvega vzorca vinske trte sorte Rebula odvzetega na podrodju Primorske v letu 2002, ki je
kazal za to bolezen znalilne madeZe na listih, smo izolirane kolonije potrjevali z uporabo
biokemijskih in nutritivnih  testov, profilom mas€obnih kislin, imunofluorescenco,
vgnezditveno PCR reakcijo (Botha ef al., 2001), dolo€anjem zaporedja nukleotidov dela gena
za 16S tRNA ter testom patogenosti na rastlinah vinske trte gojene v tkivni kulturi (Dreo ef
al., 2005).

Za potrjevanje kasnejsih izolatov bakterije smo uporabili molekularne metode pomnoZzevanja
specifiénih delov DNA s PCR (Botha et al., 2001)
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3. REZULTATI IN RAZPRAVA

Uporabnost diagnostiénih metod za dologanje bakterijskega oZiga vinske trte smo preverjali v
letih 2003 in 2004 na vzorcih odvzetih iz okuZenega vinograda na Primorskem v okviru
posebnega nadzora bakterijskega oZiga vinske trte v koordinaciji Fitosanitarne uprave
Republike Slovenije. Po moénejiem izbruhu bolezni v letu 2002 ko smo pri vecini trsov na
madeZih opazili znadilne poligonalne madeZe in bakterijo iz odvzetega vzorca prvi¢ izolirali
in laboratorijsko potrdili (Dreo ef al., 2005), je sledilo leto ko znamenj bolezni skoraj ni bilo.
V letu 2004 so bila znamenja spet bolj izraZena kar je v skladu z opaZanji o sporadi¢nosti
pojavljanja te bolezni. Dejavniki, ki vplivajo na izrazitost pojava bolezenskih znamenj v
posameznih rastnih dobah zazdaj niso znani.

Skupno smo testirali 40 podvzorcev iz 17 trt. Znamenja bolezni so vkljuCevala znacilne pege
na listih, razjede poganjkov s porjavelim ksilemom ter razjede rozg (preglednici 1 in 2). V
letu 2003, ko ni bilo zna&ilnih znamenj bolezni, smo preverjali tudi vzorce nekroz listov v
obliki »V« ter nakodrane liste, ki jih nekateri viri navajajo kot moZna znamenja okuZbe.
Preglednica 1: Znamenja bolezni in rezultati presejalnih testov za vzorce vinske trte odvzete v
letih 2002, 2003 in 2004

Znamenja bolezni' Vgnezditvena Izolacija na
Trta M V | KL | RP | RR | Kor reakcija PCR gojiscih

1-02

1-03

2-03
3-03
4-03

5-03

6-03

7-03 : - -

8-03

9-03

10-03 . - -

Legenda za P1 in P2: - = bolezensko znamenje je, M = pege na listih, V = nekroze na listih v
obliki “V”, KL = skodrani listi, RP = razjede poganjkov, RR = razjede na rozgah, Kor =
porjavele Zile v koreninah, d = dvomljiv rezultat
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Za presejalna testa pri dolodanju povzroditelja bakterijskega oZiga vinske trte, bakterije
Xylophilus ampelinus (Pananogopoulos, 1969) comb nov. (Willems ef al., 1987), smo izbrali
izolacijo na gojis¢u ter vgnezditveno reakcijo PCR (Botha et al., 2001).

tvorijo kolonije, je obi¢ajna in pogosto uporabljena metoda pri dolo€anju bakterij. Glede na
barvo, obliko in hitrost rasti kolonij izberemo tak3ne, kakr$ne i§¢emo. Pravilno izvedena
izolacija bakterije je obcutljiva metoda, ki naknadno omogoda potrditev lastnosti izoliranih
bakterij ter potrditev njihove patogenosti. S tem zadostimo Kochovim postulatom, zlatim
pravilom potrjevanja povzrogiteljev bolezni. V primeru X. ampelinus je izolacija na goji§éu
izredno teZavna, saj bakterija pocasi raste in dela zelo drobne kolonije. Mnoge bakterije
povrgja rastlin bolje in hitreje rastejo na gojis¢ih, zaradi Cesar iskane bakterije ne opazimo in
ne moremo izolirati. Pri testiranju pripravljenih ekstraktov iz leta 2003 in 2004 teZav z

ob rezi. V taksnih primerih je uporaba dodatne metode, ki temelji na drugacnem bioloskem
principu (seroloskem ali molekularnem) nujna. Z molekularnimi metodami, kakr$na je tudi
vgnezditvena reakcija PCR, rezultat dobimo v nekaj dneh. Podobno kot z drugimi
molekularnimi metodami, doloamo tudi mrtve bakterije. Pozitivni rezultat molekularne
metode torej §e ne potrjuje zastopanosti Zivih bakterij, sposobnih povzrotiti bolezen, vendar
pa visoka obcutljivost, specifiénost ter predvsem hitrost molekularnih metod v rutinski
diagnostiki odtehtajo to pomanjkljivost. Pri testiranju vzorcev z vgnezditveno reakcijo PCR
smo opazili inhibicijo pomnoZevanja zaradi preostalih snovi v izolirani DNA, zaradi Cesar je
priporo¢ljiva uporaba red¢itev izolirane DNA. Korelacija med rezultati obeh presejalnih
testov je bila pri vzorcih dobra. V letu 2004 smo bakterijo lahko ponovno izolirali iz znagilnih
madeZev na listih ter razjed na poganjkih in rozgah enega trsa (preglednica 2). Iz enega
podvzorca vzorca 1-04 bakterije kljub pozitivnemu rezuitatu molekularnega testa bakterije
nismo uspeli izolirati, kar je najverjetneje posledica suhega rastlinskega tkiva. Sklepamo, da
bakterije le kraj§i Cas preZivijo propad rastlinskega tkiva zaradi Cesar posuSeni deli za
vzoréenje ne ustrezajo. Pri preostalih podvzorcih istega vzorca smo opazili visoko

molekularne metode.

Preglednica 2: Znamenja bolezni in rezultati presejalnih testov za vzorce vinske trte odvzete v
letu 2004

Znamenija bolezni' Vgnezditvena reakcija Izolacija na

Trta M \4 KL | RP | RR | Kor PCR £0ji&&ih
- d +
+ +
1-04 + -
+ +
. d +
2-04 : - -
3-04 - - N
4-04 : - -
5-04 :
6-04 . - -
7-04 . - N




230 Tanja DREO et. al.: Laboratorijsko dologanje po€asi rastode bakterije Xvlophilus ampelinus na
vinski trti

Poskusi potrditve obstoja bakterije z izolacijo in molekularnimi metodami v letu z manj
izrazenimi znamenji bolezni, so bili neuspe$ni (preglednica 1). Bakterije, tudi ¢e so bile, so
bile pod mejo obcutljivosti diagnostiénih metod. Negativni so bili tudi vsi vzorci z znamenji
nekroz listov v obliki »V« ter nakodranimi listi, kar kaZe na to, da vsaj v tem primeru, ta
znamenja verjetno niso bila posledica bakterijskega oZiga vinske trte. Rezultati so potrdili, da
je koncentracija bakterij praviloma sorazmerna z izrazitostjo znamenj bolezni. V nekaterih
primerih je bila izolacija neuspesna kljub znadilnim poligonalnim pegam na listih. Podobne
izkuSnje imajo tudi drugi raziskovalci, zaradi &esar sumijo, da bi lahko ti bili posledica
bakterijskega toksina. V tem primeru je bakterija lahko precej dale¢ stran od znamenj bolezni,
medtem ko toksin potuje s tokovi po rastlini in povzro¢a znamenja bolezni.

Neenakomerno razporeditev bakterije po rastlini smo potrdili Ze ob analizi prvega vzorca iz
leta 2002, ko je bila izolacija bakterije moZna le iz enega od 3 podvzorcev, kljub temu, da je
§lo za sosednje tkivo (poganjek in iz njega rastoce liste). Neenakomerna razporeditev bakterij
po rastlinah je povezana z njihovim preZivetjem v Zilnem tkivu. V Zilah so bakterije lahko
proste in z vodo potujejo po rastlini, zlepljene v skupke, najpogosteje pa so prilepljene na
povrsine sten (Grall in Manceau, 2003). Tej neenakomerni razporeditvi je potrebno prilagoditi
vzorCenje pri katerem je priporocljivo vkljuéiti tkiva iz razliénih delov trsa, tudi taksna, ki ne
kaZejo znamenj bolezni. Neenakomerna razporeditev bakterij po rastlinah je ena od moZnih
razlag za relativno velik deleZ negativnih vzorcev z izraZenimi znadilnimi znamenji bolezni v
letu 2004. V tem letu je bilo vzoréenih tudi vegje §tevilo razjed v katerih so bakterije lahko
tudi mrtve.

Poleg izrazitosti znamenj bolezni ter neenakomerne razporeditve bakterije v rastlini, lahko na
uspesnost laboratorijskega potrjevanja vpliva tudi €as vzorfenja. Oba trsa v katerih smo
potrdili obstoj X. ampelinus, vzorca 1-02 in 1-04, sta bila odvzeta v maju. Vzorci v letu 2003
so bili vzordeni julija, ki naj bi bil po izkusnjah v Franciji najprimemnejsi ¢as vzoréenja. V
Spaniji se priporota vzor&enje v avgustu. Za oceno najprimernejiega &asa vzoréenja v naih
razmerah imamo s to boleznijo $e premalo izkusenj, glede na rezultate pa lahko sklepamo, da
je izolacija bakterij moZna vsaj kadar so znamenja bolezni mo¢no izraZena in ne prestara.

Ob upostevanju neenakomeme razporeditve bakterij po rastlini in ¢asu vzorlenja, sta metodi
dolo¢anje bakterijskega oziga vinske trte v wvzorcih listov, poganjkov in rozg. Z
vzpostavljenimi metodami za dolodanje bakterije X. ampelinus, lahko pridemo do prvih
znani v 1 mesecu. Z dodatnim testom patogenosti, ki je nujen kadar gre za najdbo na novem
obmodju, je predviden skupni &as testiranja 17 tednov.

Bakterijskemu oZigu vinske trte podobna znamenja bolezni so v Sloveniji na Primorskem
opazovali Ze v 60-tih letih prej$njega stoletja na Primorskem (JaneZzi€ ef al., 1965; Masten et
al., 1962). Zaradi obseZnega propadanje trt, predvsem obcutljivej§ih sort kot so Rebula in
Pinela, so njihovo gojenje zafasno opustili. Iz opisanih znamenj ter vzorca pojavljanja
bolezni, moc¢nejsih izbruhih v letih 1985 in 2002 z vmesnimi obdobji brez ali z malo znamenji
bolezni, ter tudi kasnejSe laboratorijske potrditve bakterije X. ampelinus na istem obmodgju
(Dreo et al,, 2005), lahko sklepamo, da je §lo prav za bakterijski ozig vinske trte. Prenos
bolezni je najuéinkovitejsi z okuZenim sadilnim materialom, ki je najverjetnej§i vzrok tudi za
pojav bolezni na Primorskem. V opazovanem vinogradu ocena Sirjenja bolezni med trtami
zaradi kratkega obdobja opazovanja in nihanj v izrazitosti znamenj bolezni v posameznih
sezonah ni bila mogoca. Kljub starosti vinograda (posajen je bil leta 1979) ni prislo do
obseznega propadanja celih trsov, v nasprotju z opazovanji v 60-tih letih prejinjega stoletja na
istem obmodju. Relativno pocasno propadanje trt bi lahko bilo povezano z le redkimi
mocnej§imi izbruhi bolezni, ki bi slabili trte. Kot je znaéilno za bakterijske bolezni,
fitofarmacevtska sredstva ter odstranjevanje obolelih poganjkov za zatiranje te bolezni niso
bila u¢inkovita. Zdrave trte nam, vsaj kar zadeva bakterijske bolezni, lahko zagotovi le zdrav
sadilni material.
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4. SKLEPI

metodi za ugotavljanje povzrotitelja bakterijskega oZiga vinske trte (X. ampelinus) v vzorcih
listov, poganjkov in rozg.
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