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1ZVLECEK

Okuzbe vinske trte z virus zvijanja listov vinske trte (GLRaV) ali s trsnimi rumenicami
pomembno vplivagjo na pridelavo vinske trte. To velja predvsem za GLRaV-1 in -3 ter trsne
rumenice, zlata trsna rumenica (Flavescence doree) pa je tudi na seznamu karantenskih
Skodljivih organizmov. Bolezenska znamenja GLRaV in trsnih rumenic so precej podobna.
Teoreti¢no je tipi¢na bolezenska znamenja mozno lociti med seboj, v praksi pa je locevanje
obi¢gno teZje ai celo nemogoce. Mnogokrat znamenja na okuZenih trsih niso tipi¢na, ker
nanje poleg patogenega mikroba vplivajo tako zunanji deavniki, kot tudi stanje rastline.
Poleg tega pa so problemati¢ne tudi meSane okuzbe, ko so lahko bolezenska znamenja enega
ali vec prisotnih patogenih mikrobov prikrita. V okviru CRP projekta V4-0313 smo v letih
2007 in 2008 andlizirali 53 vzorcev na zastopanost GLRaV-1, GLRaV-3 in fitoplazem in
popisali bolezenska znamenja z namenom ugotoviti, ai lahko okuzbe z GLRaV in s trsnimi
rumenicami v nasih klimatskih razmerah z dovolj veliko zanedljivostjo vizualnho lo¢imo. Pri
nekaj vzorcih z bolezenskimi znamenji tipicnimi za fitoplazme, npr. sektorsko rdecenje in
neenakomerna olesenelost poganjkov, nismo potrdili okuZzbe s fitoplazmami. Ravno tako pa
tudi pri dolocenih vzorcih z bolezenskimi znamenji GLRaV prisotnosti obeh iskanih virusov
nismo potrdili. 1z rezultatov opravljenih analiz lahko povzamemo, da samo na osnovi
opazovanja bolezenskih znamenj na rastlinah ne moremo odlociti, kdo je njihov povzrocitelj.
Znamenja se lahko pojavljgjo zaradi okuzbe s fitoplazmami, virusi ai zaradi meSanih okuzb,
podobna znamenja pa se na vinski trti pojavljgo tudi zaradi drugih dejavnikov. Za potrditev
okuzbe s posameznim patogenom je potrebna |aboratorijska identifikacija.

Kljuéne besede: GLRaV, trsne rumenice, vinskatrta, bolezenska znamenja
ABSTRACT

DETECTION OF VIRUSES AND PHYTOPLASMA ON SYMPTOMATIC
GRAPEVINE SAMPLES

Grapevine leafroll-associated virus (GLRaV) infections and infections with phytoplasma
greatly influence the grapevine production, especially GLRaV-1, GLRaV-3 and phytoplasma.
Typical symptoms induced by these pathogens are different but when they are not typical it is
very difficult to differentiate between them. The appearance of symptoms is influenced by
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pathogen, host plant and environmental factors. In mixed infections the symptoms can be
more complex and the presence of one or more pathogens can be masked. In frame of CRP
project 53 grapevine samples were visually inspected and analysed for the presence of
GLRaV-1, GLRaV-3 and phytoplasma to establish the possibility to differentiate between
virus and phytoplasma infection on the basis of visual inspection. In some samples with
typical phytoplasma-like symptoms (e.g. sectorial yellowing or reddening, incomplete
lignifications of shoots) the phytoplasma infection was not confirmed. Similarly the GLRaV
infection was not confirmed in some samples with typical virus-like symptoms. The results of
the study show that only on the basis of visual inspection it is not possible to conclude what
is the cause of the disease — virus or phytoplasma infection. Laboratory identification is
needed for infection confirmation.

Key words: GLRaV, grapevine yellows, grapevine, symptoms
1 uvoD

Okuzbe vinske trte z virus zvijanja listov vinske trte (GLRaV) ali s trsnimi rumenicami
pomembno vplivao na pridelavo vinske trte. Za GLRaV je znano, da pomembno vplivgjo na
koli¢ino in kvaliteto pridelka, predvsem veljato za GLRaV-1 in GLRaV-3. Zastopanost obeh
virusov je obvezno testirati tudi pri pridelavi zdravega sadilnega materiala vinske trte. Tudi
okuzba trte s trsnimi rumenicami pomembno vpliva nakvaliteto pridelka, povzrociteljica zlate
trsne rumenice (Flavescence dorée; ‘ Candidatus Phytoplasma vitis') pa je tudi na seznamu
karantenskih Skodljivih organizmov. Bolezenska znamenja GLRaV in trsnih rumenic so
precel podobna.

Bolezenska znamenja zlate trsne rumenice se v vinogradih zacnejo pojavljati konec junija do
konca julija in se proti jeseni vedno bolj stopnjujgjo. Na okuzenih trtah opazimo najprej
bledikavost listov, pri belih sortah listje nato porumeni, pri rdecih pa pordeci. Listni robovi se
vihgo navznoter, listi postangjo togi, hitro dozorevajo in predcasno odpadejo. Tkivo slabo
oleseneva, zato so rozge povesene, enoletne pa pozimi pogosto pozebeo in odmrejo. Mocna
znamenja se kazejo tudi na grozdju, sa se okuZene trte po cvetenju mo¢no 0sipg o, preostale
oplojene jagode pa veng o, se susijo in odpadajo. Poskodovana je tudi pecljevina, ki je Sibka,
tako da odpadajo tudi celi grozdi. OkuZeni trsi spomladi pozneje in neenakomerno odganjao
in tudi ne kazejo vsako leto enako mocnih znamenj okuzbe, z leti pa shirgjo in se posusijo.

Kot Ze omenjeno, stamed virusi zvijanjalistov vinske trte gospodarsko pomembna predvsem
GLRaVv-1 in GLRaVv-3. GLRaV, podobno kot fitoplazme naseljujgo vecinoma floem
okuzenih rastlin in s tem vplivajo na pretok hranil. Veliko bolezenskih znamenj, ki jih na
okuzenih rastlinah opazimo po okuzbi z GLRaV, je povezanih z zmanjSanim pretokom hranil
po rastlini. Bolezenska znamenja, ki jih ngbolj opazimo, so zvijanje listov navzdol ter
rde¢enje oziroma rumenenje listov pri rdecih oziroma belih sortah (Martelli in Boudon-
Padieu, 2006; Goheen, 1988). Na trsih je grozdov manj, pridelek je dabs, lahko tudi za
polovico, grozdje kasnegje in neenakomerno zori. Pri rdecih sortah je grozdje slabse obarvano
in vsebuje manj antocianov, pogosto na rdece obarvanih listih ostangjo listne Zile zelene.
Bolezenska znamenja se zacnejo pojavljati pri bazi poganjkov. Pri belih sortah sta bolj opazna
zvijanje listov in rumenenje. Podobna znamenja lahko opazimo tudi zaradi drugih bolezni in
Skodljivcev, prehranskih tezav in vplivov okolja (Flaherty in Wilson, 1988; Jubb, 1988).
Teoreticno je tipi¢na bolezenska znamenja mozno lociti med seboj, v praks pa je obi¢gno
locevanje tezje ai celo nemogoce. Mnogokrat znamenja na okuzenih trsih niso tipi¢na, ker
nanje poleg patogena vpliva o tako zunanji dejavniki, kot tudi stanje rastline. Poleg tega pa so
problematicne tudi meSane okuzbe, ko so lahko bolezenska znamenja enega ali vec patogenov
prikrita. Zato smo v okviru CRP projekta z naslovom 'Diagnostika povzrociteljev bolezni
vinske trte' analizirali vecje Stevilo vzorcev na pojav GLRaV in fitoplazem z namenom
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ugotoviti, ali lahko okuzbe z GLRaV in okuzbe s trsnimi rumenicami v naSih rastnih
razmerah z dovolj veliko zanedljivostjo vizualno lo¢imo.

2 MATERIAL IN METODE
2.1 DETEKCIJA FITOPLAZEM

Za ekstrakcijo DNA fitoplazem smo uporabili novo metodo, ki olajSa nacin ekstrakcije DNA
za nadaljnje analize (Boben in sod., 2007; Pirc in sod., 2009). Za preverjanje zastopanosti
fitoplazem smo po izolaciji celokupne DNA uporabili molekularno metodo - PCR v realnem
¢asu (Hren in sod., 2007). Analize z 18S rRNA (Applied Biosystems) so predstavljale
kontrolo ekstrakcije DNA iz rastlinskega materiala, saj z njo dolo€amo rastlinsko DNA, ki se
izolira skupaj z DNA fitoplazem. S specificnima setoma zacetnih oligonukleotidov in sond
smo ugotavljali fitoplazmo, povzrociteljico zlate trsne rumenice (Flavescence doree, FD) in
pocrnelost lesa (Bois noir, BN). Vzorce smo testirali tudi z za fitoplazme univerzalnim setom
zacetnih oligonukleotidov in sonde, s katerim lahko ugotavljamo tudi druge tipe fitoplazem, ki
nastopajo na vinski trti v Evropi.

2.2 DETEKCIJA GLRAV

Za detekcijo GLRaV smo uporabili serolosko metodo DAS-ELISA, uporabljali smo protitelesa
proizvajalca Bioreba. Testiranja smo izvajali po navodilih proizvajalca. V predhodnih
raziskavah smo preverili zanesljivost detekcije GLRaV v razli¢nih obdobjih v rastni sezoni in
ugotovili, da je za testiranje manj primeren spomladanski ¢as, medtem ko je pozno poleti in
jeseni detekcija virusa ob&utno boljSa. To nam je omogocilo, da smo za izvedeno raziskavo
uporabljali iste vzorce za detekcijo fitoplazem in virusov.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

V obdobju od 2007 do 2008 smo skupno andlizirali 53 vzorcev vinske trte na zastopanost
fitoplazem in virusov GLRaV (preglednica 1). V letu 2007 smo na fitoplazmo in GLRaVv
andlizirali 17 vzorcev, ki so bili vzorceni s sumom na okuzbo s fitoplazmo. Rezultati
testiranja na fitoplazme so bili v vseh primerih negativni, tudi pri vzorcih, ki so kazali tipi¢na
znamenja okuzbe s fitoplazmami. Pri testiranju na GLRaV pa smo ugotovili okuzbo z
GLRaV-3 pri 10 vzorcih, med njimi je bilo nekaj vzorcev z bolezenskimi znamenji tipic¢nimi
zafitoplazme.

V letu 2008 smo na GLRaV in fitoplazme analizirali 36 vzorcev vinske trte. Od teh je bilo 16
vzoréeno s sumom na okuzbo s fitoplazmami, 20 pa s sumom na okuzbo z GLRaV. V petih
vzorcih je bila potrjenafitoplazmatipa ¢rni les, v 17 vzorcih pa okuzba z GLRaV-3. Pri dveh
vzorcih smo potrdili okuzbo tako s fitoplazmo ¢rni les, kot tudi okuzbo z GLRaV-3, pri 12
vzorcih pa so bili rezultati analiz negativni. Od 16 vzorcev s sumom na okuzbo s
fitoplazmami je bila le-ta potrjena v 6 vzorcih, od tega pri dveh vzorcih v meSani okuzbi z
GLRaV-3, 7 vzorcev pa je bilo okuzenih z GLRaV-3. Od 20 vzorcev s sumom na okuzbo z
virusi smo v 10 vzorcih dokazali okuzbo z GLRaV-3, v enem vzorcu pa okuzbo s fitoplazmo
tipacrni les.

Pri analizi teh vzorcev smo ugotovili, da samo na osnovi pojavljanja bolezenskih znamenj na
rastlinah ne moremo sklepati, kdo je njihov povzrocitelj. Pri neka vzorcih, pri katerih smo
opazili bolezenska znamenja tipicna za fitoplazme, npr. sektorsko redéenje in neenakomerno
olesenelost poganjkov, nismo potrdili okuzbe s fitoplazmami. Ravno tako pa pri dolocenih
vzorcih z bolezenskimi znamenji GLRaV pojava obeh iskanih virusov nismo potrdili. V 18
vzorcih nismo potrdili niti okuzbe z virusi, niti okuzbe s fitoplazmami. Znano je, da se
podobna znamenja pojavljgo tudi zaradi drugih bolezni in Skodljivcev, prehranskih tezav in
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vplivov okolja, zato je mozno, da so bila pri omenjenih vzorcih znamenja posledica delovanja
drugih dgjavnikov.

Preglednica 1: Seznam analiziranih vzorcev s sumom na okuzbo z virusi ai fitoplazmami in rezultati analiz

lokacija | sorta | &. vzorcev | sumna | fitoplazme | virusi

leto 2007

Ankaran Malvazija 1 fitoplazme negativno GLRav-3
Skofije Refosk 2 fitoplazme negativno GLRav-3
Metlika Chardonnay 1 fitoplazme negativno GLRav-3
Metlika Chardonnay 1 fitoplazme negativno negativno
Metlika Traminec 1 fitoplazme negativno negativno
SeZana Vitovska Grganja 1 fitoplazme negativno negativno
Debeli Rti¢ Syrah 1 fitoplazme negativno negativno
Debeli Rti¢ Syrah 3 fitoplazme negativno GLRav-3
Skofije Merlot 3 fitoplazme negativno negativno
Skofije Merlot 2 fitoplazme negativno GLRav-3
K oper neznana 1 fitoplazme negativno GLRaV-3
leto 2008

Ricorvo Chardonnay 1 fitoplazme BN (¢rni les) negativno
Ankaran Rumeni Muskat 3 fitoplazme negativno GLRav-3
Baredi Chardonnay 2 fitoplazme negativno GLRaVv-3
Baredi Chardonnay 1 fitoplazme BN (¢rni les) GLRaVv-3
Gornja Radgona Sauvignon 1 fitoplazme BN (&rni les) negativno
KostanjevicanaKrki | Modra Frankinja 1 fitoplazme BN (¢rni les) negativno
Vrenska Gorca Chardonnay 1 fitoplazme BN (¢rni les) negativno
Kostanjevica Zametna Crnina 1 fitoplazme negativno GLRav-3
Smarje Malvazija 2 fitoplazme negativno negativno
Debeli rti¢ Malvazija 1 fitoplazme negativno negativno
Labor Malvazija 1 fitoplazme negativno GLRav-3
Secovlje Merlot 9 virusi negativno negativno
Secovlje Merlot 10 virusi negativno GLRav-3
Secovlje Merlot 1 virusi BN (¢rni les) negativno
Secovlje neznana 1 fitoplazme BN (¢rni les) GLRav-3

Na podlagi rezultatov naSe raziskave lahko sklepamo, da je vizuano ugotavljanje okuzbe s
fitoplazmami in/ali GLRaV naterenu zelo tezavno in v vecini primerov v praksi nezanesljivo.
Posebno tezavo povzrocgjo meSane okuzbe z obema vrstama patogenov, podobna znamenja
pa se lahko pojavljgo kot posledica drugih bolezni in Skodljivcev, prehranskih tezav ali
vplivov okolja. Tako lahko na podlagi bolezenskih znamenj sklepamo na okuzbo z
omenjenimi patogeni, vendar so za potrditev okuzbe potrebne ustrezne |aboratorijske analize.
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