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1ZVLECEK

Orehov ozig povzro¢a bakterija Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Pierce 1901)
Vauterin, Hoste, Kersters in Swings 1995 (X. a. pv. juglandis). Bolezen se pojavlja na vseh
obmo¢jih pridelave orehov pri Cemer se sorte orehov razlikujejo po obcutljivosti, na sam
razvoj bolezni pa pomembno vplivajo klimatske razmere. Za doloCanje obcutljivosti
posamezne sorte za zdaj ni hitrih metod, zato smo v okviru nase raziskave preverili moznost
ocenjevanja obcutljivosti plodov z umetnim okuzevanjem. Orehe, nabrane v fenofazi GF +
30, smo povrsinsko dezinficirali in na treh tockah vbodli z iglo, impregrirano s X. a. pv.
juglandis. Po inkubaciji smo orehe pre¢no in vzdolzno prerezali ter odtisnili na gojisca.
Opazovali smo izrazanje bolezenskih znamenj in razSirjenost bakterij v plodovih ter ta
parametra primerjali med sortami.

Kljuc¢ne besede: obcutljivost orehov, orehov ozig, Xanthomonas arboricola pv. juglandis
ABSTRACT

ASSESING SUSCEPTIBILITY OF WALNUT FRUIT TO WALNUT BLIGHT USING
ARTIFICIAL INOCULATIONS

Walnut blight is caused by bacteria Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Pierce 1901)
Vauterin, Hoste, Kersters and Swings 1995 (X. a. pv. juglandis). The disease is present in
most walnut production areas. Although walnut cultivars are differently susceptibile, climatic
conditions can play a major role in disease development. There are no fast methods for
detection of walnut cultivar susceptibility that is why in our research we tried to examine the
response of different walnut cultivars to artificial inoculations as a possible method of
detection. Walnut fruits were collected at GF + 30 phenophase and surface disinfected. Each
fruit was inoculated at three points with a needle impregnated with X. a. pv. juglandis. Fruits
were incubated to allow development of symptoms then sliced vertically and horizontally and
printed on growth media. Development of symptoms and bacterial spread were observed
and compared among varieties.

Key words: Xanthomonas arboricola pv. juglandis, susceptibility of walnut, walnut blight
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1 UvOD

Xanthomonas arboricola pv. juglandis povzroca bakterijsko pegavost oreha, imenovano tudi
orehov ozig (Vauterin s sod., 1995). Bakterijo uvrs¢amo v skupino gospodarsko pomembnih
bakterij, saj lahko njen pojav povzroca velike gospodarske izgube. Bolezen orehovega oziga
je zastopana v vseh pridelovalnih obmocjih oreha (Loreti s sod., 2001). Bakterija napada vse
zelene dele rastline, tudi plodove, kar posledicno zmanjsa pridelek (Belisario s sod., 1999). V
splosnem velja, da je mlajSe tkivo bolj obcutljivo od starejSega, kar kaze na vlogo
sekundarnih metabolitov, tudi fenolov (Solar s sod., 2006).

V raziskavi smo preizkusili metodo ocenjevanja razvoja bolezenskih znamenj inokuliranih
plodov oreha, razlicno obcutljivih sort, razvito v okviru projekta COST873, ki smo jo
nadgradili z analizo slik odtisov pre¢no in vzdolZzno prerezanih orehov na hranilnem gojiscu.
Obcutljivost posameznih sort orehov smo ocenili z oceno izraZenih bolezenskih znamen;.

2 MATERIAL IN MATODE
2.1 Rastlinski material

Plodovi so bili nabrani v kolekcijskem nasadu Biotehnidke fakultete Univerze v Ljubljani, v
Mariboru. Vkljugili smo Sest sort (Seifersdorfski, Sampion, Cisco, Erjavec, Fernette in Zdole),
ki se med seboj razlikujejo po obcutljivosti plodov za orehov ozig. Med drugimi smo testirali
zelo obéutljivo sorto Sampion in manj obéutljivo sorto Fernette (Solar, 1995-2006). Plodove
smo nabrali v fenofazi GF + 30, jih povrSinsko dezinficirali v 4 % NaOCI, sprali v sterilni
deionizirani vodi in posusili na sterilnem filter papirju.

2.2 Inokulacija plodov

Plodove smo inokulirali s $panskim izolatom X. a. pv. juglandis, ki smo ga namnozili na
hranilnem agarju (starost kolonij 3-4 dni, rast pri 25 °C). Inokulacijo smo izvedli z vbodom
igle, s katero smo prej postrgali bakterije z agarja, v treh toCkah. Vbodli smo do mezokarpa,
pri Cemer smo si pomagali z distan&nikom. Oblikovali smo ga tako, da smo pri povpre¢nem
orehu iz posamezne serije izmerili oddaljenost vrhnje plasti do mezokarpa in s sterilnim
skalpelom odrezali odgovarjajo¢ del pokrov€ka igle. V primeru negativne kontrole (slepa
inokulacija), smo orehe vbodli s sterilno iglo.

2.3 Inkubacija in ocena razvitih znamenj bolezni

Inokulirane in slepo inokulirane orehe smo inkubirali pri temperaturi 25 °C, 16 urni fotoperiodi
in v razmerah visoke zraCne vlage (90 % relativha zracna vlaga). V posamezni seriji, ki je
predstavljala plodove orehov ene sorte, je bilo med 36 in 40 plodov, od tega 5 slepo
inokuliranih (negativna kontrola). Po inkubaciji (22 dni) smo plodove orehov prerezali.
Simptome smo ocenili na preéno prerezanih plodovih z lestvico od 1- 4, pri ¢emer 1
predstavlja poSkodbo tkiva ob umetni inokulaciji in 4 predstavlja nekroze v samem jedrcu.

2.4 AnalizarazSirjenosti bakterij v inokuliranih plodovih

Tako preéno kot tudi vzdolzno prerezane orehe vsake serije smo odtisnili na gojisCa
hranilnega agarja. Goji8¢a smo inkubirali do rasti kolonij in jih fotografirali. Za analizo
fotografij smo uporabili program ImageJ, razliico 1.41g. Dolocili smo povrSino odtisa oreha
in povrdino istega odtisa, ki je bilo na hranilnem agarju prekrito z bakterijsko rastjo.
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3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Oreh je pomembna rastlina v evropskem prostoru. Pridelavo lahko omejuje bolezen orehov
ozig, pri Cemer se sorte orehov razlikujejo po obcutljivosti, na sam razvoj bolezni pa
pomembno vplivajo klimatske razmere. Za dolo¢anje obcutljivosti posamezne sorte za zdaj ni
hitrih metod, zato smo v okviru nase raziskave preverili moznost ocenjevanja obcutljivosti
plodov z umetnim okuzevanjem.

Za okuzevanje plodov smo uporabili Spanski izolat bakterije X. a. pv. juglandis in metodo,
oblikovano v okviru projekta COST873, ki smo jo nadgradili z odtisovanjem okuzenih orehov
na gojis¢a. Metoda predvideva vbodno inokulacijo bakterije do mezokarpa plodov orehov v
fenofazi Gf + 30. V poskusih, v katerih smo plodove inokulirali z globljimi vbodi, je bil
razvoj bolezenskih znamenj v celotnem jedrcu izredno hiter (podatki niso prikazani).
Sklepamo, da je ob globlji inokulaciji obramba rastline premagana in razvita bolezenska
znamenja niso sortno specifi¢na. Za inokulacijo smo zato oblikovali distan¢nik, ki nam je
omogocil natan¢no inokulacijo celotne serije plodov do enake globine - mezokarpa.

Plodovi, sort orehov, uporabljenih v poskusu, so fenofazo Gf + 30 dosegli v razliénem casu in
so se razlikovali po zrelosti, velikosti in obliki. Pri vseh Sestih sortah je bila povprecna
vzdolzna povrsina prerezanega ploda med 13,71 in 16,47 cm®, povpre¢na pretna povrsina
oreha pa med 13,03 in 16,21 cm®. Razen dveh sort (podolgovata oblika), so imeli plodovi
ostalih sort kroglasto obliko.

Po umetni inokulaciji plodov z bakterijo X. a. pv. juglandis so se znamenja bolezni, znac¢ilna
za orehov ozig, razvila pri vseh Sestih testiranih sortah. Znamenja bolezni so se izrazala
predvsem v notranjosti oreha, mezokarpu in jedrcu, izredno redko pa na povrSini zelene
lupine.

Pri ocenjevanju bolezenskih znamenj smo opazili tako nihanje bolezenskih znamenj ob treh
tockah inokulacije znotraj posameznega plodu, kot znotraj sorte. Posamezen plod smo
inokulirali trikrat, pri ¢emer smo iglo impregrirali s X. a. pv. juglandis samo enkrat. Razpon
ocene bolezenskih znamenj znotraj plodu, med 1 in 3, ki smo ga posamicno opazili, je
najverjetneje posledica tega, da smo iglo ob inokulaciji plodu z bakterijo impregnirali le
enkrat in se zato lahko vnesena koli¢ina bakterije med posameznimi vbodi rahlo razlikuje.
Ravno tako je mogoce, da se debelina lupine ob to¢kah vboda pri nekaterih orehih razlikuje in
da smo ob vbodu bakterije vnesli do razlicne globine. Z dovolj velikim Stevilom plodov smo
kljub temu zagotovili zanesljivost rezultatov. Razpon bolezenskih znamenj posamezne sorte
je znacilno razlien, pri nekaterih sortah skoraj ne niha, pri drugih pa se giblje med 1 in 4, kar
potrjuje naso hipotezo, da lahko z metodo umetne inokulacije ugotovimo razlike v
obcutljivosti sort.

Korelacija med ¢asom vstopa sorte v fenofazo Gf + 30 in obcutljivostjo sort ob umetni
inokulaciji je bila Sibka. V nasprotju z razsirjeno predpostavko, da so zgodnejSe sorte bolj
obcutljive, sta bili ob umetni inokulaciji dve od treh zgodnjih sort zelo obcutljivi, najbolj
zgodnja pa je bila bolj odporna. Rezultat ni presenetljiv, saj je znano, da so za razvoj
orehovega oziga pomembni tudi klimatski dejavniki, ki se lahko med enim mesecem (Casovni
razpon v katerem so opazovane sorte dosegle fenofazo Gf + 30) precej sprementjo.
Nadgradnja metode z odtisom pre¢no in vzdolzno prerezanih orehov na plosce gojisca
hranilnega agarja, daje dodatne informacije o razSirjanju bakterije v notranjosti oreha ter
morebitni zastopanosti drugih bakterij. Analiza odtisa orcha na gojis¢e prikaze razporeditev
bakterij ob koncu inkubacije.

.....

.....

primerih lokalizirana na mesto inokulacije, vecinoma pa je prislo do preras¢anja bakterij po
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vecjem delu ali celotni povrSini odtisa. Z analizo slike pre¢nih odtisov s programom ImageJ
smo ugotovili povr§ino namnoZene bakterije na povrsino prereza. Opazili smo korelacijo med
izrazenimi bolezenskimi znamenji in povrSino bakterij. Sorti z najbolj izrazenimi simptomi
sta imeli tudi najvecji delez bakterij na povrsino precnega prereza.

Velika tezava pri doloCanju obcutljivosti orehov je zaradi sploSne razSirjenosti bakterije X. a.
pv. juglandis zagotavljanje zdravega izhodis¢nega materiala. Nadgradnja metode odtisovanja
okuzenih orehov omogoca naknadno izolacijo bakterij in njihovo analizo. Z uporabo
Spanskega izolata bakterije smo lahko le-tega naknadno razlikovali od drugih prisotnih
bakterij z uporabo metode BOX-PCR (rezultati niso prikazani). Vecina bakterij izoliranih iz
umetno okuZenih plodov sorte Seifersdorfski, je imela profil enak Spanskemu izolatu, kar
kaze na to, da so bila razvita znamenja bolezni posledica umetne okuzbe. 1z nekaterih orehov
smo, v€asih tudi ob Spanskem izolatu, iz notranjosti nekaterih orehov izolirali bakterijo X. a.
pv. juglandis, ki smo jo lahko razlikovali od Spanskega izolata, s katerim smo umetno
okuzevali orehe. Sklepamo, da so bili plodovi okuZeni Ze ob nabiranju, saj je kljub sterilni
notranjosti ploda na nekaterih plos¢ah negativne kontrole bila opazna rast bakterij. Predhodna
okuzba seveda lahko vpliva na odziv rastline ob ponovni okuZzbi, zato nadgradnja metode, ki
omogoca analizo bakterij ob koncu inkubacije okuzenih plodov, pomembno prispeva k
zanesljivosti metode in pravilni interpretaciji rezultatov.

druge bakterije ali vecje koli¢ine fluorescentnih bakterij rodu Pseudomonas. Te bakterije so
bile prisotne predvsem ob odpadli brazdi pesti¢nega cveta, v€asih pa tudi v notranjosti jedrca.
Glede na rezultate testa hipersenzitivne reakcije na tobaku gre za patogene bakterije, ki bi
lahko sodelovale bodisi pri vstopu bakterij Xanthomonas, bodisi same povzrocale razvoj
bolezenskih znamenj. Bakterije rodu Pseudomonas so pogosto povezane s poskodbami ob
zmrzali, kar olajSa vstop tudi drugim Skodljivim organizmom. Poleg prisotnih bakterij X. a.
pv. juglandis, imajo lahko ostali zastopani organizmi, pomembno vlogo pri razvoju
bolezenskih znamenj orehovega oziga in povezani S§kodi zaradi izgube pridelka.

4 SKLEPI

Glede na rezultate sklepamo, da metoda umetne inokulacije plodov orehov v fenofazi Gf +
30 pokaze razlike v odzivih plodov in razvitimi bolezenskimi znamenji med razli¢nimi
sortami. Metoda je enostavna in ustrezna za hkratno ocenjevanje obcutljivosti ve¢jega Stevila
sort. Nadgradnja z odtisovanjem prerezanih orehov na gojisc¢a nam daje dodatne informacije o
pojavu in $irjenju bakterij, tako tistih, s katerimi smo okuzevali, kot tudi drugih bakterij, ki so
lahko povezane z razvojem bolezni. V nadaljevanju bomo rezultate umetnega okuZevanja
primerjali z izrazenimi bolezenskimi znamenji v naravi in s spremembo metabolizma fenolnih
substanc v plodovih, okuzenih s v s X. a. pv. juglandis.

5 ZAHVALA

Za financiranje se zahvaljujemo CRP bakterije (V4-0523). Hvala sodelavcem v projektu COST 873
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