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Sazetak

Diplomskog rada studentice Eni Simeti¢, naslova

Pojavnost ekonomski znacajnih virusa kod sorte Lasina (Vitis vinifera L.)

Vinova loza kao najraSirenija vo¢na kultura ima dugu povijest uzgajanja. U skorijoj
povijesti otkriveni su i proucavani virusi koji mogu inficirati vinovu lozu. Ekonomski je
zna¢ajno manji broj virusa, ali zarazenost njima ima drasti¢ne posljedice na vinovu lozu. U
ovom radu istrazena je pojavnost ¢etiri ekonomski znacajna virusa vinove loze na sorti Lasina.
Uzorci su uzeti za vrijeme mirovanja vegetacije s bazalnog dijela trsa u obliku 2-3 dobro
odrvenjele rozgve duzine 10 — 15 cm. Uzorci su prikupljeni na glavnom uzgojnom podrucju
sorte Lasina (lokacije Plastovo, Promina, Suhovare i Badanj). Testiranje je provedeno metodom
ELISA i to na viruse infektivne degeneracije (virus mozaika guSarke — ArMV i virus lepezastog
lista vinove loze - GFLV) te viruse iz skupine uvijenosti lista vinove loze (uvijenosti lista
vinove loze pridruzeni virusi 1 i 3, GLRaV-1 i GLRaV-3). Provedenim istrazivanjem u kojem
je testirano ukupno 120 trsova sa 4 lokacije nije potvrdena prisutnost ArMV, ali je utvrdena
prisutnost ostalih virusa obuhvacenih istrazivanjem. Najzastupljeniji virus je bio GLRaV-3,
koji je utvrden u 84,17% uzoraka. U ne§to manjoj zastupljenosti pronaden je GLRaV-1
(28,33%) te GFLV (5,83%). Osim pojedinac¢nih zaraza utvrdena je ucestala pojava mjesovitih
zarazas dvaili tri virusa obuhvacenih istraZzivanjem, pri ¢emu su najucestalije bile kombinacije
GLRaV-1+GLRaV-3 (22,5%) te GLRaV-3+GFLV (4,16%). Provedeno istrazivanje ukazuje na
naruSeno zdravstveno stanje sorte Lasina u pogledu zaraZenosti virusima i potrebu za

intenziviranjem rada na njezinoj klonskoj i zdravstvenoj selekciji.

Kljuéne rije¢i: ekonomski znacajni virusi, vinova loza, Lasina, ELISA



Summary

Of the master’s thesis — student Eni Simeti¢, entitled

Occurrence of economically important viruses in variety Lasina (Vitis vinifera L.)

The grapevine, as the most widespread fruit crop, has a long history of cultivation. In
recent history, viruses that can infect grapevines have been discovered and studied.
Economically, the number of viruses is significantly lower, but infection with them has drastic
consequences on the grapevine. In this study, the occurrence of four economically important
grapevine viruses on the variety Lasina was investigated. The samples were taken during the
dormancy from the basal part of each vine in the form of a 2-3 well-wooded cuttings 10-15 cm
long. The samples were collected from main growing area of the variety Lasina (locations
Plastovo, Promina, Suhovare and Badanj). Testing was carried out using the ELISA method for
infectious degeneration viruses (arabis mosaic virus - ArMV and grapevine fanleaf virus -
GFLV) and viruses from the leafroll complex (grapevine leafroll-associated virus viruses 1 and
3, GLRaV-1 and GLRaV -3). The conducted research in which a total of 120 vines from 4
location were examined, the presence of ArMV was not confirmed, but the presence of other
viruses included in the research was determined. The most prevalent virus was GLRaV-3,
which was found in 84,17% of samples. GLRaV-1 (28,33%) and GFLV (5,83%) were found in
slightly lower abundance. In addition to individual infections, a frequent occurrence of mixed
infections with two or three viruses included in the research was found, with the most frequent
combinations being GLRaV-1+GLRaV-3 (22,5%) and GLRaV-3+GFLV (4,16%). The
conducted research indicates the impaired health of the Lasina variety in terms of virus infection

and the need to intensify work on its clonal and sanitary selection.

Keywords: economically important viruses, grapevine, Lasina, ELISA



1. Uvod

Vinova loza je jedna od najrasprostranjenijih kultura koja se uzgaja Sirom svijeta,
posebno u podrucjima s povoljnim klimatskim uvjetima. Prvobitno se vinova loza nalazila u
divljini, no otprilike 6000 godina prije Krista, ljudi su poceli prepoznavati potencijal ove biljke
(Lesinger, 2006). Hrvatska, sa svojom umjerenom Kklimom, kako kontinentalnom tako i
mediteranskom, idealno je podrucje za uzgoj vinove loze. Unutar vinogradarskih regija u
Hrvatskoj utvrdeno je ¢ak 130 autohtonih sorti, iako znacajan udio u proizvodnji zauzimaju
introducirane sorte. Razliciti se dijelovi vinove loze mogu iskoristiti, ukljucujuci lisée, vitice i
cvjetove u ljekovite te prehrambene svrhe, ali glavni razlog uzgoja vinove loze je zbog grozda,
koje se najcescée koristi za proizvodnju vina (Andabaka, 2015).

Sorta Lasina, iako nije veoma raSirena, ima vaznost u Dalmatinskoj zagori. Ima
potencijal za Sirenje na ve¢im povrSinama, ali potrebno je podici svijest javnosti 0 njezinim
karakteristikama i prednostima, prvenstveno stabilnim i redovitim prinosima. Podru¢je pod
ovom crnom sortom zauzima manju povrSinu u usporedbi s popularnijim sortama poput
Merlota, ali oCuvanje ove autohtone hrvatske sorte je i dalje vazno. Medutim, njezin uzgoj
uvelike otezavaju bolesti, ukljucujuéi gljivicne, bakterijske i virusne infekcije. Gljiviéne bolesti
se svake godine suzbijaju u razli¢itom obimu, ovisno o godi$njim klimatskim uvjetima, dok se
kod virusnih bolesti suo¢avamo s izazovima prevencije jer jednom zarazena biljka ne moZe biti
izlijeCena. Medu najzastupljenijim i najdestruktivnijim virusima vinove loze ubrajaju se virusi
naboranosti drveta, infektivne degeneracije, uvijenosti lista vinove loze i pjegavosti lista vinove
loze. U Republici Hrvatskoj, stanje Sirenja ovih virusa nije dovoljno istrazeno, pa je potrebno
uloziti dodatne resurse kako bi se omogudilo certificiranje i proizvodnja Cistog Sadnog
materijala (Maleti¢ i sur., 2015).

Ukratko, ekonomski isplativa proizvodnja grozda i vina suo¢ava se s brojnim izazovima,
a medu njima su i virusi. Vinova loza je doma¢in mnogim virusima, a za njihovu kontrolu vazno
je poznavanje zdravstvenog statusa sorata u proizvodnim nasadima (Andret-Link i sur., 2004).
Osim toga, Ministarstvo poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja u Hrvatskoj postavlja stroge
zahtjeve za testiranje sadnog materijala vinove loze na prisutnost virusa (Ministarstvo
poljoprivrede, ribarstva i ruralnog razvoja, 2020). Virusne infekcije predstavljaju ozbiljan
izazov u proizvodnji vinove loze, i stoga je vazno provesti kontinuirana istrazivanja kako bi se
razumjelo Sirenje i utjecaj ovih virusa na vinogradarsku industriju (Gomez Talquenca i sur.,
2023).



1.1. Ciljrada

Cilj rada je utvrditi pojavnost virusa mozaika guSarke, virusa lepezastog lista vinove
loze te uvijenosti lista vinove loze pridruZenih virusa 1 i 3 kod sorte Lasina u njezinim glavnim

uzgojnim podrucjima.



2. Pregled literature

2.1. Vinova loza — Vitis vinifera L.

Vinova loza (Vitis vinifera L.) biljka iz porodice lozica (Vitaceae), smatra se trajnom
penjacicom koja u prirodi moze dose¢i veli¢inu do 20 metara. Rezidbom se u uzgoju ne dopusta
rast u beskraj ve¢ se ograni¢ava najc¢es$ée na 2 do 3 metara, ali moze biti i viSe i manje. Vinova
loza kao plod daje grozde koje moze biti razliCite veliCine, oblika, boje; odnosno drukcijih
olfaktornih i vizualnih karakteristika (Parihar i Sharma, 2021). Porijeklo vinove loze smatra se
Zapadna Azija, podruc¢je oko Kavkaza i Kaspijskog jezera (Aghbali i sur., 2013), a jo$ se 6000
prije nove ere uzgajala u Egiptu. Iz Egipta preko Grcke dolazi do Rima odakle se pocinje Siriti
Europom. Vino, nastalo kao sekundarni produkt vinove loze, smatra se pi¢em hrabrih (Lesinger,
2006). Vinova loza, odnosno vino, usko je povezano sa KrS¢anstvom; poslovi i obaveze u
vinogradu prate religiju. Svi vazniji radovi u vinogradu koherentni su sa crkvenim blagdanima,
stoga se na dan Svetog Vinka prvi put u godini posjeéuje vinograd, zatim strah od ,,ledenih
svetaca“ zapoCinje sa Svetim Filipom i zavrSava sa Svetom Sofijom. U tom razdoblju loza krece
sa kolanjem sokova i vrlo je osjetljiva na mraz. Berba grozda pocinje sa danom Svetog Mihaela
1 najcesSce traje do dana Svete Terezije. Nakon toga most vrije do dana Svetog Martina
(Lesinger, 2006).

Vinova loza je brzorastuéa biljka koja se uzgaja u svim podru¢jima umjerene klime,
zbog tolike rasprostranjenosti nastale su razne sorte. Smatra se da je opisano oko 10 000 sorti
vinove loze, dok je u Hrvatskoj ¢ak 130 autohtonih sorata (Bucar, 2008), a jedna od njih je i
sorta Lasina. Sagledavajuci vinovu lozu opc¢enito, biljka je dugovjecni grm s jakim, dubokim 1
dobro razvijenim korijenom. Korijen najces¢e prodire do 3 metara u dubinu, ali u pojedinim
slucajevima moze i dublje, pa ¢ak i do 10 — 12 metara (Lesinger, 2006). Kora se na stablu trsa
ljusti uzduzno. Iz starog stabla izlaze mlade izbrazdane grane smede-sive ili tamnocrvene boje
koja ovisi o sorti (slika 2.1.1). Ti izdanci dalje razvijaju jednogodis$nje zelene mladice sa zutim
ili crvenim pigmentima koje na jesen odrvene. Mladice se pomocu vitica pridrZzavaju za razlicite

konstrukcije (Bucar, 2008).



Slika 2.1.1. Trs vinove loze
Izvor: https://www.agroklub.com/vinogradarstvo/lipanj-je-vrijeme-za-optrgavanje-vinove-loze-prvo-krenite-s-

rajnskim-rizlingom/68963/ (pristupljeno 12.8.2023.)

Grozde je primarni produkti vinove loze i prvenstveno se uzgaja zbog plodova. Listovi
su vazan organ vinove loze; zelene su boje, a nali¢je im je prekriveno vunenim dlacicama, no
kod nekih je sorata golo. Imaju od tri do pet jace izrazenih zila koje dijele list, a moze biti slabije
ili jace razdijeljen (slika 2.1.2.). Rubovi lista su nazubljeni i ovisno o sorti mogu biti razli¢itih
oblika; okrugli, jajasti, srcoliki (Lesinger, 2006). Lis¢e vinove loze se nerijetko koristi u
medicini zbog svojih antigljiviénih, antivirusnih, protuupalnih te ostalih karakteristika. Cesto

se koristi kao prehrambeni sastojak ili kao dodatak prehrani (Fernandes i sur., 2013).

Slika 2.1.2. Slbije (lijevo) i jace (desno) razdijelejn list
Izvor: https://ovinu.info/prepoznavanje-sorti-grozdja/ (pristupljeno 18.9.2023.)



https://www.agroklub.com/vinogradarstvo/lipanj-je-vrijeme-za-optrgavanje-vinove-loze-prvo-krenite-s-rajnskim-rizlingom/68963/
https://www.agroklub.com/vinogradarstvo/lipanj-je-vrijeme-za-optrgavanje-vinove-loze-prvo-krenite-s-rajnskim-rizlingom/68963/
https://ovinu.info/prepoznavanje-sorti-grozdja/

Cvat vinove loze €ini skup cvjetova slozenih u grozd, a oblikuje se u zimskim pupovima.
Cvatovi su smjesten na mladici koja je na koljencu nasuprot lista (slika 2.1.3.). Cvatnja
zapocinje kada se dnevne temperature krecu izmedu 10 °C u jutarnjim satima i do 25 °C u

popodnevnim satima, ali kada krene u cvatnju to traje 10 — 20 dana (Mirosevic, 1996).

Slika 2.1.3. Cvat i grozd nasuprot listu
Izvor: https://www.newworldencyclopedia.org/entry/File:Vigne inflorescence 2.jpg (pristupljeno 12.8.2023.)

Berbom grozda zapocinje se krajem kolovoza i traje do pocetka listopada. U danasnje
se vrijeme uzgaja na tisucée razlicitih sorti vinove loze; veéi broj sorti je lokalnog znacaja, dok
je tek nekoliko sorti gospodarski znacajno na globalnoj razini. Sorte vinove loze dijele se na
stolne 1 vinske sorte. Daleko vise je vinskih sorti koje se dalje dijele na bijele i crne. Kod vinskih

sorti postoji neformalna podjela prema kvaliteti vina koja se od njih dobivaju (Martelli, 2014).

2.1.1. Sorta Lasina
Sorta Lasina lokalnog je karaktera i nije poznata Siroj populaciji. Naime, Hrvatska ima
Cetiri vinogradarske regije, a sorta Lasina uzgaja se u regiji Dalmacija. Uzgoj sorte Lasina
bazira se na podregiju Dalmatinska zagora, no moze se je u nesto manjem broju naci i u ostalim
podregijama Primorske regije. Sorta Lasina naziva se jo§ i Krapljenica, Zlarinstina, Zlarina,
Ku¢ mali, PoSipanj; autohtona je Hrvatska sorta koja je implementirana na Nacionalnu listu
priznatih kultivara vinove loze gdje je uvedena kao preporucena sorta za podregije Sjeverna

Dalmacija i Dalmatinska zagora (Ministarstvo poljoprivrede, 2020).


https://www.newworldencyclopedia.org/entry/File:Vigne_inflorescence_2.jpg

Na podrucju podregije Dalmatinska zagora, sorta Lasina vrlo je cijenjena Sto se moze
zakljuciti po staroj uzrecici ,,Nema vina do Lasina‘“ koja je i dalje aktualna u govoru mjestana
(Andabaka, 2015), ali svejedno nije se proSirila van odredenog podru¢ja. Prema
Vinogradarskom registru kojeg vodi Agencija za pla¢anja u poljoprivredi, ribarstvu i ruralnom
razvoju, 2015. godine bilo je svega 12 hektara povrSine vinograda pod sortom Lasina na
podrucju Republike Hrvatske, dok je primjerice sorte Babi¢ bilo na vise od 180 hektara ili pak
sorte Merlot na oko 260 hektara. lako Lasina nije najzastupljenija, odnosno najbrojnija sorta,
gospodarski je vrlo vazna na podru¢ju podregije Dalmatinska zagora (slika 2.1.1.1.) gdje je uz

sortu Plavina najznacajnija crna sorta (Andabaka, 2015).

EEEENEEEEN
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Slika 2.1.1.1. Podruc¢je Dalmatinske zagore i uzgoja sorte Lasina
Izvor: https://www.cimerfraj.hr/slike/zajednica/vinski-turizam-hrvatska-vinske-regije.jpg (pristupljeno
15.8.2023.)

Lasina je sorta koja daje grozde crne boje; nije poznata kod veceg broja potrosaca zato
Sto se tradicionalno u procesu proizvodnje vina, grozde ove sorte uglavnom mijesa s nekim
drugim sortama. Odlika ove sorte je nakupljanje velike koli¢ine Secera u mesu bobica tijekom
dozrijevanja, ali slabijeg nakupljanja antocijana u kozici (Maleti¢ i sur., 2015). Zbog toga su
vina proizvedena od Lasine &esto nedovoljno obojena. Cesto se grozde Lasine koristi kao
osnova pri izradi desertnih vina (Vracar, 2011). Zreli grozd (slika 2.1.1.2.) poprima oblik
lijevka srednje zbijenosti i veliCine, a bobe su blago jajastog oblika. Kozica bobe prelazi od
tamnocrvene boje pa do ljubicaste, ali unutraSnjost boba nije obojana. Rast ove sorte je brz i
bujan. Listovi su srednje veli¢ine, klinastog oblika i zilama podijeljeni na tri dijela, a peteljka

poprima oblik slova V (Maleti¢ i sur., 2015).


https://www.cimerfraj.hr/slike/zajednica/vinski-turizam-hrvatska-vinske-regije.jpg

Slika 2.1.1.2. Zreli grozd sorte Lasina
Izvor: https://www.njuskalo.hr/voce/cabernet-sauvignon-gradacija-20-drnis-oglas-32412155 (pristupljeno

15.8.2023.)

S fenoloske strane, uzimajuci u obzir kretanje vegetacije, Lasina je srednja kasna sorta,
dok je prema dozrijevanju kasna sorta. Prinos koji daje je redovit svake godine. Zbog svoje jake
bujnosti preporuca se nasad podizati na propusnim, odnosno $krtijim tlima, ali sa dovoljno
raspoloZive koli€ine Zeljeza. Sorti najviSe odgovaraju niski uzgojni oblici kratkog reza sa
otprilike 10 pupova po trsu. Lasina u jako plodnim tlima iziskuje redovito plijevljenje kako bi
doslo do bolje prozra¢nosti i slabijeg razvijanja bolesti te bolje oplodnje sto dovodi do punog
kapaciteta pojedine jedinke. Od plodova Lasine proizvode se laganija vina koja su najc¢e$ce u
kombinaciji sa Plavinom, te kao §to je ve¢ je navedeno grozde Lasine moze se iskoristi za
proizvodnju desertnog vina proSeka zbog izuzetno dobre kvalitete i ¢injenice da se lako susi,
no to nije jedina moguc¢nost iskoristenja. Sorta Lasina smatra se gotovo ugrozenom, iako joj je
trenutno populacija stabilna. Problem se stvara kod toga $to nema nekog znacajnijeg interesa
za podizanje novih nasada, niti se vidi moguénost Sirenja sorte van svog prvobitnog uzgojnog

podrucja (Maletic i sur., 2015).

2.2. Bolesti vinove loze

Poput covjeka, tako i biljku mogu napasti razliite bolesti biotskog uzro¢nika ili
abiotskog porijekla. Neovisno o uzro¢niku bolesti, biljka gubi normalan ritam Zivotnih procesa.
U bolesnoj biljci dolazi do promjene u iskoriStavanju vode te hranjiva iz tla, otezane
proizvodnje organskih spojeva i problema u translokaciji sokova unutar biljke. Vinovu lozu
napadaju bolesti uzrokovane gljivama, bakterijama, virusima te nesto rjede fitoplazmama i

viroidima (Maleti¢ i sur., 2015).


https://www.njuskalo.hr/voce/cabernet-sauvignon-gradacija-20-drnis-oglas-32412155

Mikoze i pseudomikoze koje su najzastupljenije u vinogradima poput plamenjace
(Plasmopara viticola), pepelnice (Uncinula necator), sive plijesni (Botrytis cinerea) ili pak crne
pjegavosti (Phompsis viticola) javljaju se redovite svake godine u ja¢em ili slabijem intenzitetu.
Suzbijanje gljivicnih bolesti bazira se na razli¢itim agrotehnickim mjerama i raznim
fungicidima, ali i pomoc¢u nekih bioloskih preparata. Gljive su sposobne napraviti veliku Stetu
u vinogradima i uvelike smanjiti prinos, ali ako se u vinogradu odrzava pravilna obrada te
redovno prati stanje biljaka moguce je u potpunosti zadrzati zdrav i puni kapacitet loze (Maleti¢
i sur., 2015).

Osim gljivicnih bolesti, vinovu lozu napadaju 1 bakterijske bolesti. Jedna od
najrasirenijih bakterija, koja je zastupljena diljem svijeta gdje se uzgaja vinova loza, je
Agrobacterium vitis, a ona je uzro¢nik raka vrata korijena. Tumori uzrokovani ovom bakterijom
mogu se pojaviti na bilo kojem dijelu biljke vinove loze, nadzemno i podzemno (KriZanac,
2021). Borba protiv bakterijskih bolesti je zahtjevnija i kompliciranija u odnosu na suzbijanje
gljivicnih bolesti. Kod zaraze bakterijom potrebno je puno paznje obratiti na sterilnost alata, ali
i sterilnost te higijenu samog nasada. Ukoliko se zaraza uoci rano i bakterija nije zahvatila veci
dio biljaka, potrebno je eliminirati zarazene biljke i unistiti ih. Tijekom tog postupka vazno je
unistiti sve dijelove biljaka te ne izlagati ostale biljke zarazi. Kod zaraze veceg dijela nasada
moze do¢i do znaCajne ekonomske Stete ako se sve zarazene biljke uniStavaju. Kod takve
situacije potrebno je suzbijanju bolesti pristupiti na drugi nacin. Dakle, pri jacoj zarazi
preporucuje se smanjenje prihrane duSikom i1 povecanje prihrane kalijem. Upotrebom folijarnih
gnojiva te njegom nasada, praenjem nematoda i kukaca vektora moguce je odrZavati visoku
razinu produktivnosti (Krizanac, 2021).

Zlatna Zutica vinove loze (eng. grapevine yellow phytoplasma, GYp) predstavlja jednu
od najznacajnijih fitoplazmi koje utjeCu na vinovu lozu u Republici Hrvatskoj. Ova bolest
uzrokuje ozbiljne Stete na vinogradima te predstavlja znacajan ekonomski problem za
vinogradare. Fitoplazme su mikroorganizmi bez stani¢ne stijenke i genetski su sli¢ne
bakterijama, ali se razlikuju po nacinu prenoSenja i patogenosti. Prenosnik zlatne Zutice vinove
loze je americki skakavac Scaphoideus titanus, koji se hrani na vinovoj lozi i usput prenosi
fitoplazmu s jedne biljke na drugu. Kada vinova loza postane zarazena zlatnom zuticom, dolazi
do poremecaja u normalnom razvoju biljke. Simptomi bolesti ukljuc¢uju Zuéenje listova,
zadebljanje grozdova, te smanjenje prinosa i kvalitete grozda. IstraZivanja o prisutnosti i Sirenju

zlatne Zutice vinove loze u Republici Hrvatskoj provode se kontinuirano, a pravodobno



prepoznavanje i suzbijanje od kljucne su vaznosti za oCuvanje vinogradarske proizvodnje u

zemlji (Crnogorac i sur., 2021).

2.3. Virusne bolesti vinove loze

Virusne bolesti su veoma Stetne, poglavito u viSegodiSnjim nasadima. Kada virusi
jednom udu u biljku 1 po¢nu parazitirati u njoj ne postoji mogucénost lijecenja te biljke. Dakle,
zarazene biljke se ne mogu izlijeciti, a jedina opcija koja je tada moguca je uniStavanje tih
biljaka (Meng i sur., 2017). Virusne bolesti su prisutne u biljkama puno prije nego $to su postale
ekonomski znacajne. Ekonomska Steta uzrokovana virusima u vinogradima pocinje biti
znacajnija nakon 1860. godine. U to vrijeme iz Amerike preko sadnog materijala biva prenesen
razoran Stetnik trsov uSenac/filoksera (Viteus vitofoliae Fitch). Nakon dugotrajnog istrazivanja
borba protiv filoksere krenula je sa cijepljenjem europskih kultivara na americke podloge
(Rotim, 2018). Posljedi¢no, s time promet sadnim materijalom se znacajno povecao $to je
dovelo do rasprostranjivanja virusa unato¢ vizualnom pregledu biljaka (Uyemoto i sur., 2009).

Virusi unutar zaStitnog virusno-kodiranog proteinskog omotaca sadrze RNA ili DNA
genom. Infekcija biljke zapocinje na nacin da virus odbaci proteinski omota¢ unutar biljne
stanice gdje ispusti virusni genom. Virus se razmnozava unutar biljke i tako se §iri po svim
organima biljke (Modrow, 2013). Poznato je da se vinova loza vegetativno razmnozava od
pocetka komercijalnog uzgoja, Sto znaci da se od mati¢ne biljke dobije nova biljka. Svaka
novonastala biljka kojoj je ishodiSna mati¢na biljka zaraZena imati ¢e virus unutar svojih
stanica, odnosno biti ¢e zarazena. Ovaj proces je glavna problematika Sirenja viroza povezanih
uzro¢nika. Osnova odrzivog uzgoja bezvirusne vinove loze je program certificiranja; odnosno
razmnoZzavanje, prodaja i uzgajanje iskljuCivo nezarazenih biljaka i eliminacija specifi¢nih
virusa (Soltani i sur., 2021).

U literaturi je opisano 95 virusa koji inficiraju vinovu lozu §to predstavlja ozbiljnu
prijetnju vinogradarstvu na globalnoj razini, ne samo uzrokuju¢i propadanje vinograda vec i
smanjenjem prinosa te narusavanjem enoloske kvalitete (Gomez Talquenca i sur., 2023). Ipak,
30-ak virusa je opisano kao znacajniji u kulturi vinove loze te uzrokuju siroki spektar simptoma,
tj. malformacije liS¢a i1 grancica, diskoloracije lis¢a (crvenilo, zutilo, kloroti¢na ili svijetlo zuta
pjegavost, prstenaste pjege i linijski uzorci), brazde i/ili rupicasti nabori na centralnom cilindru,
odgodeno otvaranje pupova te zaostajanje u rastu i propadanje (Maretlli, 2014). lako se ve¢
godinama velike vinogradarske sile poput Francuske, Portugala, Argentine i ostalih bore protiv

virusa, Hrvatska je s prouc¢avanjem zdravstvenog stanja i klonskom selekcijom zapocela prije
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otprilike 20-ak godina. Premalena posvecenost istrazivanjima biljnih virusa dovodi do loseg
zdravstvenog stanja sadnog materijala autohtonih sorata te do nedostatka certificiranih cijepova
(Von¢ina i sur., 2019).

Najrasprostranjeniji i ekonomski najznacajniji virusi u Republici Hrvatskoj su
podijeljeni u tri skupine; naboranost drveta, uvijenost lista i infektivna degeneracija, ali sve
¢esce se pojavljuje 1 virus pjegavosti lista vinove loze (eng. grapevine fleck virus, GFKV).
Kultivari zarazeni virusom pjegavosti lista uglavnom su bez simptoma, ali dolazi do
deformacije lista, smanjenja vegetativnog rasta te propadanja glavnih zila. GFkV se primarno
Siri preko zarazenog materijala i do sada nije poznat vektor koji prenosi ovaj virus. Vrlo Cesto
virus je prisutan u biljnim stanicama zajedno u kombinaciji s nekim drugim biljnim virusima.
Smatra se da je prijenos GFKV sporiji u odnosu na ostale viruse koji se mogu rasprostranjivat

vektorima (Crnogorac i sur., 2021).

2.3.1. Virus mozaika gusarke

Virus mozaika guSarke, akronim ArMV (od eng. arabis mosaic virus) spada u skupinu
infektivne degeneracije. ArMV je vrsta virusa iz roda Nepovirus iz porodice Secoviridae, a osim
vinove loze napada i jagode, hmelj, rabarbaru. Inficira Siroki raspon biljaka diljem svijeta, u
svim regijama gdje se uzgaja vinova loza (Komorowska i sur., 2021). Smatra se da su nematode
iz porodice Longidoridae prijenosnici ArMV, ali dokazana je uloga u prijenosu virusa samo
europskom kopljastom nematodom (Xphinema diversicaudatum). lako je dokazan i prijenos
sjemenom ipak glavni nacin §irenja je vegetativno razmnoZzavanje. ArMV ima virusni genom
sacinjen od dvije jednolan¢ane RNA (Komorowska i sur., 2021). Zaraza ¢esto moze biti bez
vidljivih simptoma na biljci, odnosno virus moze biti u latentnom obliku. Ukoliko su simptomi
vidljivi njihova jacina izrazenosti ovisi o opéem stanju biljke, starosti, sorti, bujnosti, ali i 0 Soju
virusa. Virusi s ribonukleinskom kiselinom, poput ArMV i kasnije opisanog virusa lepezastog
lista, imaju visoku tendenciju adaptivnog potencijala. Virus upravo zbog tog potencijala ima
sposobnost brze prilagodbe u novom okruzenju, promjene u svojstvima, stvaranja novih sojeva
koji slabe otpornost biljke ili pak stjecanja veceg broja domacina (Hewitt, 1985).

Vinova loza zarazena ArMV-om, osim §to daje plodove losijih karakteristika, rezultira
i smanjenim prinosom. Takoder, moze biti skracen i Zivotni vijek zarazene loze. U rasadnickoj
proizvodnji dolazi do negativnog utjecaja na nain da je zarazenim biljkama smanjena
sposobnost ukorjenjivanja podloge, smanjena sposobnost ,,primitka“ cijepova, odnosno

njihovog sras¢ivanja (Ivi¢ i Fazini¢, 2011). Simptomi zaraze (slika 2.3.1.1.) najbolje se
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uocavaju u proljece, a zaraze mogu biti deformiraju¢im sojem virusa ili kromogenim sojem
virusa (Voncina, 2021). Deformacije se mogu pojaviti na svim biljnim organima. Simptomi na
listovima su asimetri¢nost, naboranost, izrazenija nazubljenost rubova. Rozgve razvijaju duple
nodije, ali sa skracenim internodijima, dolazi do neprirodnog grananja mladica. Virus zahvaca
i plodove (slika 2.3.1.2.); grozdovi su manji sa smanjenim brojem boba, a njihovo dozrijevanje
ne nastupa ujednaceno. Kromogrni soj virusa uzrokuje promjene boje najcescée na listovima, ali

do Zuéenja moze doéi i na cvatu, mladicama i viticama (Ivi¢ i Fazini¢, 2011).

i b NP
Slika 2.3.1.1. Simptomi zaraze virusom mozaika gusarke na vinovoj lozi. S lijeva na desno — zuéenje

lista, skraceni intrnodiji, nazubljenost rubova listova
Izvor: https://gd.eppo.int/taxon/ARMV00/photos (pristupljeno 18.8.2023.)

Slika 2.3.1.2. Usporedba grozda s trsa zarazenog virusom mozaika gusarke (desno) s onim s
bezvirusne biljke (lijevo)
Izvor: https://www.hapih.hr/wp-content/uploads/2021/07/virusi-vinove-loze.pdf (pristupljeno 18.8.2023.)
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2.3.2. Virus lepezastog lista vinove loze

Virus lepezastog lista vinove loze (eng. grapevine faleaf virus, GFLV) poput virusa
mozaika guSarke spada u skupinu infektivne degeneracije. Jedan je od najrasirenijih virusa
vinove loze 1 gospodarski najznacajniji upravo zbog svoje rasprostranjenosti. Vrlo je seroloski
slican ArMv-u te takoder se klasificira u rod Nepovirus. Virusi iz roda Nepovirus prenose se
obli¢ima (NEmatodama), a oblik virusnih Cestica je poliedri¢an (POliedar). GFLV se konkretno
prenosi americkom kopljastom nematodom (Xiphinema indeks) koja se hrani na korijenu
vinove loze (Hewitt, 1958). Kao rezultat prijenosa virusa nematodom u vinogradu nastaju
,oaze" zarazenih biljaka (slika 2.3.2.1.).
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Slika 2.3.2.1. Distribucija virusa lepezastog lista vinove loze unutar vinograda
Izvor: https://www.flickr.com/photos/99758165@N06/36331242221 (pristupljeno 18.8.2023.)

Folijarni simptomi mijenjaju oblik lista i on poprima oblik lepeze; primarne zile se
pribliZe i list poprima otvoreni sinus, dolazi do asimetri¢nosti i iskrivljenosti. Ostali simptomi
ocituju se u zuc¢enju; pojavljuju se krom-zute mrlje, zuti mozaik, mijenja se boja zila. Zarazene
biljke vinove loze imaju krace internodije i dolazi do dvostrukog grananja ili ,,cik-cak* rasta
mladica (Andret-Link i sur., 2004). Grozdovi zarazene biljke su manji od uobicajenog, no to
nije lako vidjeti i primijetiti. Uo¢ljiviji je znak rehuljavost ploda, odnosno male i tvrde bobice
na grozdu te neujednacena zrioba. Nerijetko je grozde sa zarazenih biljka neiskoristivo (Ivi¢ i
Fazini¢, 2011). Tijekom cijele godine moguce je vidjeti zarazu na mladicama, ali lakSe ju je
uociti nakon sto lis¢e padne. Promijene na grozdovima najizrazenije su u periodu dozrijevanja
i fazi zrelosti, dok je simptome na liS¢u najlakse detektirati u proljece ili po¢etkom ljeta (Andret-
Link i sur., 2004). Simptomi virusa lepezastog lista (slika 2.3.2.2.) prisutniji su i uo¢ljiviji nego
kod zaraze mozaikom guSarke. Osim ove razlike ta se dva virusa razlikuju i po broju domacina.

GFLV ima ograniCen broj alternativnih domacina, dok ArMV ima §iri raspon domacina.
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Opravdanost sli¢nosti simptoma je u seroloSkom srodstvu GFLV-a i ArMV-a. U vinovoj lozi

ova se dva virusa ¢esto pojavljuju u mjesovitoj zarazi te zajedno Stete biljkama (Andret-Link i
sur., 2004).

Slika 2.3.2.2. Simptomi zaraze virusom lepezastog lista vinove loze
Izvor: https://www.cabidigitallibrary.org/doi/10.1079/cabicompendium.26189 i

https://extension.okstate.edu/programs/digital-diagnostics/plant-diseases/grapevine-fanleaf-virus.html
(pristupljeno 19.8.2023.)

2.3.3. Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virusi 1 i 3

Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virusi 1 i 3 (eng. grapevine leafroll- associated
virus 1 and 3; GLRaV-1 i GLRaV-3) imaju vec¢i genom, S$tetniji su i rasprostranjeniji od
GLRaV-2, GLRaV-4 i GLRaV-7. Prema trenutno dostupnim podacima GLRaV-1 je drugi
najraSireniji i ekonomski najvazniji virus uz GLRaV-3 (Naidu, 2017). Virusi uvijenosti lista
pripadaju u porodicu Closteroviridae s pozitivnom jednolan¢anom RNA. Ova porodica sadrzi
Cetiri roda, a to su Ampelovirus koji ima podskupinu | (GLRaV-1, GLRaV-3) te podskupinu |1
(GLRaV-4 sa svojim sojevima), zatim rod Closterovirus (GLRaV-2), Velarivirus (GLRaV-7)
te rodovi Crinivirus, Menthavirus te Bluvavirus (Martelli i sur., 2012;
ICTV_Master_Species_List_2022_MSL38.v2).
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Virusi uvijenosti lista mogu parazitirati ve¢inu kultivara vinove loze, nakon zaraze na
biljkama su vidljivi tipi¢ni simptomi bolesti uvijanja lis¢a (eng. grapevine leafroll disease,
GLD). Pojava simptoma moze varirati ovisno o zemljopisnom polozaju i sorti (Burger i sur.,
2017). Karakteristi¢ni folijarni simptomi kod crnih sorti vinove loze oc€ituju se u crvenim,
crveno-ljubicastim bojama meduzilnog prostora, dok uske trake sa obije strane primarnih i
sekundarnih zila ostaju zelene boje. Kultivari s bijelim plodovima imaju slabije vidljive
simptome, ali listovi poprimaju blago zute ili kloroti¢ne pjege. Simptomi na listovima postaju
vidljivi u fazi zrelog liS¢a, to jest u vrijeme promjene boje koZice ploda. Odmicanjem vegetacije
simptomi na listovima postaju sve viSe izraZzeniji (Naidu i sur., 2014). U kasnoj fazi vegetacije,
odnosno u razdoblju kasnog ljeta, simptomati¢ni listovi se kre¢u uvijati k svome nali¢ju (slika
2.3.3.1.). Navedeni simptomi su neke opcenite karakteristike zaraze virusa, medutim, simptomi
se znatno mogu razlikovati ovisno o kombinaciji plemke 1 podloge, okoliSnim uvjetima, sorti 1
sli¢no. Terensku dijagnozu otezava simptomatologija crvene palezi vinove loze (Pseudopeziza

tracheiphilla) te neka mehanicka, odnosno abiotska osStecenja (Burger i sur., 2017).
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Slika 2.3.3.1. Simptomi virusa uvijenosti lista vinove loze na crnoj (A) i bijeloj (B) sorti
Izvor: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2013.00082/full (pristupljeno 21.8.2023.)

Kao i kod drugih virusnih bolesti tako i kod uvijenosti lista glavni nacin Sirenja je
zarazenim sadnim materijalom. Poznati prijenosnici GLRaV-a su neke vrste Stitastih usi iz
porodica Pseudococcidae i Coccidae koji se hrane sokovima iz floema bodenjem i sisanjem
(Naidu i sur., 2014).

Virus znac¢ajno moze nastetiti prinosu pri ¢emu prosjecni gubitak godiSnje moZe iznositi
10% - 40%. Osim §to se gubi na prinosu, zarazene biljke daju plodove losije kvalitete,

prvenstveno u razini Secera, Sto posljedi¢no utjece na preradevine. Strategije suzbijanja temelje
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se na prevenciji, naju¢inkovitiji pristup je koriStenje nezaraZzenog biljnog materijala u procesu
razmnozavanja. Dakle, prva linija obrane je podizanje nasada zdravim, certificiranim
cijepovima. Nadalje, redovitim pracenjem detektiraju se zarazene biljke i uklanjaju iz
vinograda. Sirenje virusa moZe se znacajno usporiti suzbijanjem vektora, ali ta mjera nije
dovoljno ucinkovita za potpuno unistenje virusa (Burger i sur., 2017). Direktiva Europske
komisije 2005/43/EZ o stavljanju na trziSte materijal za razmnoZavanje vinove loze regulira
viruse u Republici Hrvatskoj te obvezuje proizvodace sadnog materijala na kontrolu uzro¢nika
infektivne degeneracije (ArMV 1 GFLV), virusa pjegavosti vinove loze (GFkV) te uzro¢nika
uvijenosti lista (GLRaV-1 i GLRaV-3).

2.4. Klonska i zdravstvena selekcija vinove loze

Vinova loza i voéne vrste, ali i veéina ostalih viSegodi$njih biljaka razmnozava se
vegetativnim putem, pupovima ili reznicama, a time se svojstva mati¢ne biljke identicno
prenose na potomstvo i to se naziva kloniranje. Nove sorte nastaju generativno, odnosno kao
rezultat oplodnje, a zatim se sorta vegetativno/klonski Siri iz ishodi$ne/majéinske biljke
(Maleti¢ i sur., 2016). Iako je teorija kako su sve novonastale biljke vegetativnim putem od iste
mati¢ne biljke jednakog genotipa, zapravo nisu. Do promjena u genotipu (mutacije) i fenotipu
(modifikacije) dolazi zbog utjecaja okoline; biotskih ili abiotskih faktora. Mutacije se odnose
na promjene genetskog materijala, stoga su one usadene u genom prenose na potomstvo
(Regener i sur., 2000). Pomocu klonske selekcije tijekom niza godina izabiru se, proucavaju i
certificiraju jedinke s karakteristikama boljima od prosjeka sorte (Maleti¢ 1 sur., 2016).

Klonska selekcija temelji se na unutarsortnoj varijabilnosti na osnovi elitnih trsova,
odnosno potencijalnih mati¢nih biljka. Danas se procesom klonske selekcije poboljSavaju
postojece sorte, zapravo klonska je selekcija najznacajniji nacin oplemenjivanja vinove loze.
Do oplemenjivanja je doslo iz razloga Sto proizvodaci favoriziraju tradicionalne sorte 1 skloni
su osudivanju novih sorata, stoga se ovom selekcijom nastoji u $to ve¢oj mjeri poboljSati
postojece autohtone sorte (Maleti€ i sur., 2016). Temeljni fokus klonske selekcije je poboljsati
karakteristike neke sorte, ali time ne utjecati na njezina glavna obiljezja te saCuvati genom
izvornih sorti. Primjerice, ukoliko je sorta prebujna i sklona gljivicnim oboljenjima, potrebno
je selekcijskim postupkom posti¢i manju bujnost kako bi cirkulacija zraka bila veca §to ce
pridonijeti manjoj vlaznosti i samim time slabijem razvoju gljiviénih oboljenja unutar trsa
(Regener i sur., 2000).
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Zdravstvena selekcija vinove loze, poznata 1 kao sanitarna selekcija, predstavlja kljucni
korak u oCuvanju i unapredenju proizvodnje vinove loze u Dalmatinskoj zagori, ali i Sirom
svijeta. Ovaj proces temelji se na izboru i razmnozavanju isklju¢ivo zdravih biljaka kako bi se
osigurala visoka kvaliteta i produktivnost vinogradarskih nasada. Prvi korak u zdravstvenoj
selekciji je pazljiv odabir mati¢nih biljaka. Vinogradari pazljivo biraju trsove koji su potpuno
zdravi i slobodni od virusnih i bakterijskih oboljenja. Ova selekcija je kljucna kako bi se
osigurala ¢istoca sorti i sprijecilo unosenje bolesti u reprodukcijski materijal. Pravilna selekcija
mati¢nih biljaka osigurava temelj za dobivanje zdravih potomaka. Nakon odabira mati¢nih
biljaka, slijedi proces razmnozavanja. Najces¢i nafin razmnozavanja je vegetativnim putem,
kroz rezanje ili cijepljenje. Ovaj proces osigurava da se genetski identi¢ni klonovi mati¢nih
biljaka Sire kako bi se oCuvala sortna Cisto¢a. Klju¢no je napomenuti da se ovaj postupak
provodi pod strogo kontroliranim uvjetima kako bi se izbjegla moguénost kontaminacije. Jedna
od glavnih prijetnji vinogradima u Dalmatinskoj zagori su virusne bolesti koje se lako prenose
putem vegetativnog razmnozavanja i vektora. Stoga je redovito pracenje i testiranje biljaka na
prisutnost ovih bolesti klju¢no za odrzavanje zdravlja vinograda (Maleti¢ i sur., 2016).
Suvremene dijagnosticke tehnike poput molekularnih testova, kao Sto je PCR (polimerazna
lancana reakcija), koriste se za detekciju prisutnosti virusa. Vinogradari takoder provode
testiranje metodom ELISA (eng. enzyme-linked immunosorbent assay) kako bi potvrdili
odsutnost virusa kao sto su GFLV, GLRaV-1, GLRaV-3 i ArMV, koji su posebno Stetni za
vinovu lozu. Samo biljke koje su negativne na prisutnost ovih virusa smatraju se zdravima i
prikladnima za reprodukciju. Sanitarna selekcija vinove loze igra klju¢nu ulogu u ofuvanju
bogatstva autohtonih sorti i osigurava da vinogradarska proizvodnja bude odrziva i otporna na
bolesti. Ovaj proces doprinosi oCuvanju kulturne i1 genetske raznolikosti vinove loze te
omogucava proizvodnju vrhunskih vina koja su prepoznata Sirom svijeta (Martelli, 2014,
Andabaka, 2015; Maleti¢ i sur., 2015).

Danas, zdravstveno Stanje materijala namijenjenog za vegetativno razmnozavanje
vinove loze strogo je regulirano putem Pravilnika o stavljanju na trZiste materijala za
vegetativno umnazanje loze i njegovih kasnijih izmjena i dopuna ( "Narodne novine" br. 133/06,
67/10, 30/11, 77/13, 49/20). Ovaj Pravilnik postavlja visoke standarde za reprodukcijski
materijal, zahtijevajuci da bude gotovo potpuno slobodan od $tetnih organizama koji bi mogli
narus$iti njegovu korisnost i kvalitetu. Pravilnik takoder zahtijeva da se reprodukcijski materijal
uskladi s odredbama koje se odnose na karantenske Stetne organizme 1 karantenske Stetne

organizme zaStiCenih podru¢ja u Europskoj uniji. Ovi zahtjevi detaljno su definirani u
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provedbenim aktima. Vazno je napomenuti da se u procesu uzorkovanja i ispitivanja
zdravstvenog stanja reprodukcijskog materijala primjenjuju protokoli koji su priznati na
medunarodnoj razini. To ukljucuje protokole Europske i Sredozemne organizacije za zastitu
bilja (EPPO) i druge medunarodno priznate protokole. Ovi protokoli osiguravaju da se
zdravstveno stanje materijala za vegetativno umnazanje vinove loze pazljivo prati 1 ispituje

kako bi se osigurala visoka kvaliteta i o€uvao integritet biljaka (Peji¢ i sur., 2023).

2.5. Seroloske metode detekcije biljnih virusa — metoda ELISA

U cilju implementacije integriranog sustava proizvodnje, koji naglasava uzgoj zdravih
usjeva uz minimalno narusavanje agroekoloskih sustava, postaje sve vaznije razvijati brze i
precizne metode za identifikaciju i kvantifikaciju biljnih bolesti. Primjena seroloskih
dijagnostickih metoda omogucava nam otkrivanje i identifikaciju mnogih znacajnih virusa u
vinovoj lozi. Jedna od tih metoda je enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (eng. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA), a to je laboratorijski dijagnosti¢ki postupak koji koristi
specifi¢na protutijela za otkrivanje razlicitih Cestica (Meng i sur., 2017). Ovaj postupak sastoji
se od dvije kljuéne reakcije: imunoloske 1 kemijske. Imunoloska reakcija odnosi se na
interakciju izmedu epitopa (specificna antigena odrednica u antigenu) i1 paratopa (mjesto na
protutijelu koje se veze za antigen), dok se kemijska reakcija odnosi na interakciju izmedu
enzima i supstrata, $to rezultira promjenom boje supstrata (Purisi¢ 1 sur., 2003.).

Prvi opis ovog postupka datira iz radova Engwalla i Perlmanna (1971.), a njihovo
istrazivanje bilo je inspirirano principima radioimunoloSkih metoda koje su razvijene Sesdesetih
godina proslog stolje¢a. Umjesto koristenja radioaktivnih oznaka za mjerenje reakcije izmedu
antigena (epitopa) i protutijela (paratopa), ELISA je koristila enzime, pri ¢emu je najceSce
koristen enzim alkalna fosfataza. Ovaj prijelaz s radioaktivnih Cestica na enzime omogucio je
Sire koriStenje imunoloSkih testova u laboratorijskim istrazivanjima. Dodatno, upotrebom
plasticnih povrSina koje su bili oblozene antigenom ili protutijelom, postupak je znatno
pojednostavljen. U 1974. godini, plasticne povrSine zamijenjene su mikrotitarskim plocicama
za dijagnosticiranje malarije, a nakon toga se osnovna metoda nije znac¢ajno mijenjala. ELISA
se pocela koristiti za otkrivanje biljnih virusa, $to je znacajno doprinijelo §iroj primjeni ove
metode u razliCitim kontekstima. Danas je ELISA najc¢eS¢e koriStena seroloska metoda za
otkrivanje prisutnosti virusa kod ljudi, Zivotinja i biljaka; moze se prilagoditi razli¢itim
uzorcima i razinama osjetljivosti, Sto omogucava brzu i preciznu analizu velikog broja terenskih

uzoraka. (Meng i sur., 2017).
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Metoda ELISA obi¢no se izvodi unutar dva dana i1 zahtijeva visoku koncentraciju
tijekom rada kako bi se izbjegle lazno pozitivne reakcije i kontaminacija uzoraka. Najcesce se
metoda provodi na mikrotitarskim ploCicama sa 96 jazica. Postoje Cetiri osnovne izvedbe
metode ELISA: dvostruka sendvi¢ metoda (eng. double antybody sandwich, DAS-ELISA),
dvostruka protutijelna sendvi¢ indirektna (eng. double antibody sandwich indirect, DASI-
ELISA) te izravna (eng. direct ELISA) i neizravna (eng. indirect ELISA). U biljnoj virologiji
najéesce se koristi DAS-ELISA izvedba (Meng i sur., 2017).

U ovom istrazivackom radu koristila se DAS ELISA metoda; postupak (slika 2.5.1.)
ukljucuje kompleksan proces detekcije prisutnosti antigena, Cesto u sirovim ekstraktima.
Princip DAS ELISA metode temelji se na tome da se uzorak (antigen) nalazi izmedu dva
protutijela, poznata kao primarno i sekundarno protutijelo. Pocetno, primarno protutijelo se
veze za antigen koji se nalazi u sirovom ekstraktu koji se ispituje. Nakon toga, provodi se
ispiranje kako bi se uklonili nespecificni spojevi. Sljede¢i korak ukljucuje dodavanje
konjugiranih protutijela koja se takoder vezu za antigen. Kao zavr$ni korak, dodaje se enzim
alkalna fosfataza, koji reagira s odgovaraju¢im supstratom. Ova reakcija dovodi do promjene
boje, koja se moze kvantitativno ili kvalitativno izmyjeriti. Metoda omogucuje precizno
ocitavanje prisutnosti antigena u uzorku na temelju promjene boje, §to ¢ini DAS ELISA metodu
korisnom u razli¢itim laboratorijskim postupcima, ukljuujuéi detekciju prisutnosti virusa,

bakterija, ili drugih antigena u biolo§kim uzorcima (Purisi¢ i sur., 2003; Meng i sur., 2017).

Slika 2.5.1. Shematski prikaz metode DAS- ELISA
Izvor: https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-elisa-
formats.html#Sandwich (pristupljeno 9.9.2023.)
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3. Materijali i metode

3.1. Materijali

Za potrebe istrazivanja sakupljeno je sveukupno 120 uzoraka. Uzorci su uzeti za vrijeme
mirovanja vegetacije tijekom 2022. i 2023. godine iz vise vinograda lociranih u glavnom
uzgojnom podrucju sorte Lasina, dok je deset trsova/uzoraka uzeto s klonskih kandidata na
Bastici, eksperimentalnom vinogradu kraj Zadra (tablica 3.1.1). Svaki uzorak safinjavao je
dvije do tri dobro odrvenjele rozgve/mladice uzete s bazalnog dijela trsa. Odrezane rozgve
duzine 10-15 centimetara stavljene su u zasebne plasticne vreéice oznacene odredenom
oznakom te do testiranja ¢uvane su na temperaturi od 4 °C u hladnjaku.

U sklopu Zavoda za fitopatologiju (Sveuciliste u Zagrebu, Agronomski fakultet)
provedeno je laboratorijsko testiranje svih 120 uzoraka komercijalnim priborom Agritest
(Valenzano, lItalija) koji se temelji na izvedbi DAS-ELISA. Uzorci su testirani na cetiri
ekonomski znacajna virusa:

o virus mozaika gusarke — (arabis mosaic virus, ArMV)
o virus lepezastog lista vinove loze — (grapevine fanleaf virus, GFLV)
o uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1 — (grapevine leafroll-assoiated virus 1,

GLRaV-1)

o uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 — (grapevine leafroll-assoiated virus 3,

GLRaV-3)

Tablica 3.1.1. Broj i oznake uzoraka s pojedinih lokacija ukljuéenih u istrazivanje

Oznake uzoraka Broj uzoraka Lokacija PolozZaj
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3.2. Metode

Prije provedbe metode ELISA i pripreme uzoraka potrebno je pripremiti pufere,
odnosno njihova razrjedenja prema naputku proizvodaca (Agritest, Valenzano, Italija). Potrebni
koncentrirani puferi (slika 3.2.1.) se razrjeduju s destiliranom vodom prema odredenom omjeru
te im je potrebno podesiti pH koncentriranom klorovodi¢nom kiselinom (HCI) ili
koncentriranom natrijevom luzinom (NaOH) ukoliko za to postoji potreba nakon razrjedivanja

s destiliranom vodom. Puferi, njihova razrjedenja te radni pH su navedeni u tablici 3.2.1.

Slika 3.2.1. Koncentrirani puferi koristeni za detekciju virusa
Izvor: original

Tablica 3.2.1. Koristeni ELISA puferi, njihova radna razrjedenja te radni pH

Volumen i omjer
ELISA puferi (koncentriranog pufera pH
/destilirana voda)

Pufer za oblaganje 100 mL / 400 mL 96
(Coating buffer) 1:4 '
Ekstrakcijski pufer 100 mL / 300 mL 74

(Extraction buffer) 1:3 '
Konjugirani pufer 100 mL / 400 mL 74

(Conjugate buffer) 1:4 '
Supstratni pufer 100 mL / 400 mL 98
(Substrate buffer) 1:4 '
Pufer za ispiranje 100 mL /1900 mL 74
(Washing buffer) 1:19 '

20



Pripremljeni puferi ¢uvani su u hladnjaku na 4 °C do upotrebe. Osim pufera pripremljena
su i protutijela. Prema uputama proizvodaca (AGRITEST, Valenzano, Italija) primarna
protutijela su razrijedena u puferu za oblaganje naprama omjeru 1:1000 za GFLV te 1:1500 za
ArMV, GLRaV-1 i GLRaV-3. Sekundarna su protutijela razrijedena u konjugiranom puferu
prema omjeru 1:1500 za sva Cetiri virusa. Kvaliteta ove metode osigurana je pozitivnim 1
negativnim kontrolama; koriStene su liofilizirane kontrole (slika 3.2.2.), dobivene u kompletu
za provodenje metode ELISA, razrijedene sa destiliranom vodom (pozitivne kontrole za viruse
ArMV i GFLV sa 2 mL, a ostale kontrole sa 4 mL).

Slika 3.2.2. Liofilizirane kontrole
Izvor: original

3.2.1. Priprema uzoraka i provedba metode ELISA

Za pripremu uzoraka sa svake rozgve iz pojedinog uzorka skinut je vanjski sloj kore
kako bi se mogao sastrugati floemski dio rozgve. Ostrim nozem ostrugano je 0,1 — 0,2 grama
zelene floemske mase (slika 3.2.1.1.). Odvagana masa stavljena je u tarionik te uz pomo¢
tekuceg dusika smrvljena u sitni prah. Dobiveni prah u tarioniku je pomijesan s ekstrakcijskim
puferom u volumenu od 1,5 mL (na 0.1 gram smrvljenog uzorka). Pripremljeni uzorak prebacen
je u tubicu s oznakom jednakom onoj na vrecici. Pripremljeni uzorci u tubici su stavljeni na
centrifugiranje s ciljem odvajanja tekuce faze od krute (slika 3.2.1.2.) kako bi pipetiranje bilo
lakSe, a uzorak bez necisto¢a. Pripremljeni uzorci ¢uvani su u hladnjaku na 4 °C za vrijeme
pripreme/oblaganja plocica.

Tijekom cijele pripreme vrlo je vazno odrzavati radni stol ¢istim i sterilnim. Noz kojim
se struze potrebno je sterilizirati izmedu svakog uzoraka, takoder i tarionik mora biti Cist 1
sterilan za svako novo mrvljenje tj. novu pripremu uzorka. Nakon §to se sastruze dovoljno tkiva

rozgve radna povrsina se brise i krece se s novim uzorkom.
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Slika 3.2.1.1. Struganje floemskog tkiva
Izvor: original

Slika 3.2.1.2. Pripremljen uzorak u oznacenoj tubici (oznaka na ¢epu)
Izvor: original

Nakon dovrSene pripreme uzoraka slijedi priprema mikrotitarskih plo¢ica. Najprije se u
svaku jazicu dodaje 200 pl primarnih protutijela koja su prethodno otopljena u puferu za
oblaganje. Po zavrSetku punjenja svih plo¢ica primarnim protutijelima nastupa faza inkubacije
gdje se u trajanju od 2 sata mikrotitarske plo¢ice inkubiraju na 37 °C u termostatu (MaxQ 4450,
Thermo Scientific, SAD). Nakon uklanjanja pufera za oblaganje pomoc¢u multikanalne pipete
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jazice se ispiru 3 puta sa 200 pl pufera za ispiranje. Iza ispiranja krece se s punjenjem jazica
pripremljenim uzorkom prema prije napravljenom rasporedu kako bi se znalo u kojem je redu
i kojem stupcu odredeni uzorak, te se stavljaju dvije pozitivne i dvije negativne kontrole na
svaku plocicu, ukljucujuéi i dvije jaZice napunjene samo s ekstrakcijskim puferom (blank)

(slika 3.2.1.3.). Inkubacija ploc¢ica odvija se preko noéi u hladnjaku na 4°C.

O S

Slika 3.2.1.3. Punjenje mikrotitarskih plo¢ica uzorcima i kontrolama
Izvor: original

Sljede¢i dan plocice su ponovno isprane puferom za ispiranje tri puta s 200 pl po jazici.
U isprane jazice dodana su razrijedena sekundarna protutijela u puferu za konjugaciju koja su
pripremljena prema navodima proizvodaca. Nakon inkubacije od 2 sata plocice su isprane kao
i prethodnih puta te su napunjene s 200 ul po jazici supstratnog pufera u kojem je bio otopljen
supstrat — p-nitrofenilfosfat (Sigma-Aldrich). Supstratni pufer tj. supstrat mijenja boju otopine
u jazicama ovisno o zastupljenosti virusa unutar njih. Nakon dva sata inkubacije na tamnom
mjestu pri sobnoj temperaturi uslijedilo je oCitavanje rezultata sa mikrotitarskih plo¢ica pomocu
EL800 spektrofotometra (Biotek, SAD) pri valnoj duljini od 405 nm. Pozitivnim su smatrani
oni uzorci ¢ija je vrijednost spektrofotometrijskog o€itanja bila barem tri puta veca od prosjecne
vrijednosti o€itanja negativnih kontrola, dok su uzorci sa spektrofotometrijskim ocitanjem
izmedu dvostruke i trostruke prosjecne vrijednosti ocitanja negativnih kontrola smatrani s

niskom koncentracijom virusa.
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4. Rezultati
Prisutnost ArMV, GFLV, GLRaV-1 i GLRaV-3 ispitana je seroloSkom imuno-

enzimskom reakcijom na ¢vrstoj fazi (ELISA) na 120 uzoraka sorte Lasina s razli¢itih podrucja.
Dobiveni rezultati pokazuju najveci postotak zaraze S GLRaV-3 (84,17%), nesto manje sa
GLRaV-1 (28,33%) i GFLV (5,83%) dok nije utvrdena zaraza s ArMV sa 100% sigurnoscu.
Odreden broj uzoraka (GLRaV-3 10 uzoraka, 8,33%; GLRaV-1 4 uzorka, 3,33%; GFLV 13
uzoraka, 10,83%; te ArMV 5 uzoraka, 4,16%) pokazalo se upitnima, to jest uzorci su bili sa
spektrofotometrijskim ocitanjima izmedu dvostruke i trostruke prosjecne vrijednosti negativnih
kontrola. Od svih testiranih uzoraka njih Sest (5%) su potvrdeni kao bezvirusni, odnosno bez
zaraze od Cetiri ispitana virusa. Svih Sest bezvirusnih trsova su s lokacije Promina (dva sa
polozaja Oklaj, a ostala Cetiri sa polozaja Mratovo). Detaljan prikaz utvrdenog zdravstvenog
stanja u pogledu zaraze virusima za svaki pojedini trs prikazan je u Tablici 4.1.

Od testiranih 120 uzoraka niti jedan nije bio zarazen s ArMV. GFLV je utvrden u 7
trsova (tri s podrucje Plastova i Cetiri s podru¢ja Badanj). GLRaV-1 je potvrden u 34 trsa (13
na lokaciji gore Promina, 20 u mjestu Badanj te 1 na lokaciji Plastovo). Najzatupljeniji virus
bio je GLRaV-3 potvrden u 101 uzorku. Detaljan prikaz postotaka zarazenosti po pojedinim
virusima i lokacijama prikazan je u tablici 4.2. Ukupni postotak zarazenosti GFLV-om iznosi
5,83%; na podrucju Plastova je 2,5%, na Badnju 3,33% biljaka zarazeno, dok na lokaciji
Promina i Suhovare nema zaraze. Kod GLRaV-1 ukupni postotak zaraZenosti iznosi 28,33%;
na podru¢ju Plastova 0,83%, podrucje gore Promina ima 10,83% zarazenih trsova, a Badanj
16,67%, dok na podrucju Suhovara nije detektirana zaraza. Zaraza GLRaV-3 sveukupno je
iznosila 84,17%, te je virus potvrden na svim lokacijama; Plastovo 18,33%, Promina 30,84%,
Suhovare 8,33% i Badanj 26,67%. U nekim je trsovima primijecena mjesovita zaraza, a od 120
uzoraka 114 ih je bilo zarazeno barem jednim virusom. Dakle 95% testiranih trsova bilo je
zarazeno S jednim ili viSe virusa ukljucenih u istrazivanje.

Mjesovita zaraza najce$ce je bila uzrokovana infekcijom GLRaV-3 i GLRaV-1, a
detektirana je u 27 (22,5%) trsova, a od toga najviSe na podru¢ju Badanj s ukupno 59,26%,
odnosno 16 zarazenih uzoraka. Druga najzastupljenija mjeSovita zaraza bila je kombinacija
GFLV i GLRaV-3 utvrdena u 5 uzoraka 4,16%, dok je u dva trsa (1,67%) pronadena zaraza sa
tri virusa (GFLV, GLRaV-1i GLRaV-3).

Svi uzorci uzeti s podrucja Suhovare pokazali su pozitivnu reakciju na GLRaV-3, dok
su na podruc¢jima Promina, Plastova i Badanj ipak utvrdene jedinke bez ovog virusa, ali neke

biljke su bile zarazene ostalim virusima ili su u skupini s niskom koncentracijom virusa.
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Tablica 4.1. Spektrofotometrijska o¢itanja dobivena kod testiranih trsova/uzoraka. Pozitivni uzorci prikazani su

ruzi¢astom, upitni zutom, dok su bezvirusne biljke oznacene zelenom bojom. ArMV — virus mozaika gusarke,

GFLV —virus lepezastog lista vinove loze, GLRaV-1 i GLRaV-3 — uvijenosti lista vinove loze pridruZeni virusi

1i3.
Virusi
Oznaka uzorka ArMv GFLV GLRaVv-1 GLRaV-3 Lokacija

LAS 3 0,178 0,196 0,116 2,145
LAS 4 0,151 0,195 0,132 2,748
LAS 5 0,138 0,219 0,141 1,815
LAS 6 0,165 0,171 0,141 2,12
LAS 7 0,143 0,219 0,13 1,597
LAS 8 0,128 0,19 0,119 2,033
LAS 9 0,132 0,181 0,129 1,61
LAS 10 0,137 0,199 0,118 1,263
LAS 12 0,202 1,151 0,145 1,874
LAS 13 0,137 0,193 0,136 2,478
LAS 14 0,158 0,182 0,161 2,653
LAS 15 0,162 0,178 0,122 2,231 Plastovo
LAS 16 0,165 0,172 0,163 1,929
LAS 19 0,146 0,197 0,135 1,989
LAS 20 0,135 0,166 0,141 1,732
LAS 21 0,136 0,179 0,125 1,596
LAS 22 0,162 3,135 0,179 1,994
LAS 23 0,138 0,182 2,017 0,348
LAS 24 0,169 0,845 0,152 2,064
LAS 25 0,169 0,166 0,132 1,925
LAS 26 0,123 0,181 0,129 0,876
LAS 27 0,123 0,153 0,12 1,441
LAS 28 0,151 0,161 0,121 1,037
LAS 29 0,122 0,196 0,116 1,444
LAS 30 0,195 0,197 0,151 1,728
LAS 31 0,235 0,379 0,24 3,002
LAS 32 0,194 0,253 2,007 2,394
LAS 33 0,302 0,272 0,15 3,397
LAS 34 0,231 0,242 0,554 2,331
LAS 36 0,203 0,354 0,402 2,829
LAS 37 0,269 0,357 0,256 3,293
LAS 38 0,404 0,303 1,432 0,267 .
LAS 39 0,355 0,237 0,221 0,54 Promina
LAS 40 0,14 0,237 0,181 2,078
LAS 41 0,199 0,2 1,705 2,838
LAS 42 0,181 0,21 0,172 0,156
LAS 43 0,141 0,221 1,405 3,303
LAS 44 0,146 0,237 0,162 2,578
LAS 46 0,271 0,504 0,153 3,199
LAS 47 0,208 0,285 0,523 2,361
LAS 48 0,209 0,335 0,106 3,164
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Tablica 4.1. Nastavak

Virusi
Oznaka uzorka ArMmv GFLV GLRaVv-1 GLRaV-3 Lokacija
LAS 49 0,128 0,211 0,934 0,157
LAS 50 0,129 0,211 1,376 0,18
LAS 51 0,14 0,243 0,956 3,13
LAS 52 0,161 0,228 0,133 0,13
LASRK 1 0,236 0,273 0,204 0,151
LASRK 2 0,133 0,205 0,138 2,932
LASRK 3 0,137 0,205 0,137 2,719
LAS RK 4 0,152 0,254 0,15 0,132
LAS RK 20 0,361 0,399 0,29 0,543
LASRK 21 0,417 0,168 1,028 0,836
LAS RK 22 0,379 0,542 1,481 0,797
LAS RK 23 0,349 0,546 0,276 0,723
LAS RK 24 0,264 0,645 0,543 0,766
LAS RK 25 0,246 0,639 0,143 0,76
LAS RK 26 0,256 0,426 0,177 0,233
LAS RK 27 0,284 0,305 0,915 0,25
LASRI1 0,188 0,259 0,226 3,104 Promina
LASRI 2 0,134 0,233 0,123 1,33
LASRI 3 0,247 0,329 0,161 1,835
LAS Rl 4 0,248 0,232 0,139 2,029
LASRI5 0,181 0,296 1,669 2,931
LASRI 6 0,151 0,344 0,128 2,598
LASDZ 1 0,145 0,23 0,657 1,612
LASDZ2 0,142 0,254 0,149 1,978
LASDZ3 0,14 0,333 0,154 2,753
LASDZ5 0,175 0,255 0,124 2,044
LASDZ6 0,226 0,356 0,155 2,024
LASDZ7 0,258 0,434 0,15 3
LASDZ8 0,2 0,23 0,241 1,274
LASDZ9 0,126 0,209 0,135 2,832
LASDZ 10 0,167 0,231 0,125 3,037
LASDZ 11 0,166 0,27 0,134 2,089
LAS DZ 12 0,134 0,271 0,125 3,039
LASDZ 13 0,17 0,546 0,136 2,404
LAS B1 0,17 0,185 0,157 2,579
LAS B2 0,131 0,247 0,144 1,734
LAS B3 0,144 0,168 0,175 1,631
LAS B4 0,124 0,18 0,135 1,799
LAS B5 0,145 0,159 0,114 1,337
LAS B6 0,128 0,168 0,122 1,836 Suhovare
LAS B7 0,128 0,178 0,112 1,265
LAS B8 0,199 0,22 0,225 1,635
LAS B9 0,153 0,251 0,13 1,918
LAS B10 0,143 0,254 0,133 1,818
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Tablica 4.1. Nastavak

Virusi
Oznaka uzorka ArMmv GFLV GLRaVv-1 GLRaV-3 Lokacija
LAS 53 0,266 2,372 0,589 3,117
LAS 54 0,236 0,986 0,149 2,777
LAS 55 0,237 0,18 0,831 3,065
LAS 56 0,196 0,218 1,372 2,424
LAS 57 0,269 2,669 0,169 3,063
LAS 58 0,123 0,299 0,209 2,67
LAS 59 0,163 0,308 1,552 3,146
LAS 61 0,166 0,468 1,98 3,007
LAS 62 0,145 0,223 1,182 1,453
LAS 63 0,188 0,253 1,133 1,946
LAS 64 0,311 0,244 0,143 1,805
LAS 65 0,249 0,263 1,314 1,936
LAS 66 0,226 1,756 0,826 2,043
LAS 67 0,383 3,471 0,134 2,934
LAS 68 0,127 0,23 0,166 3,054
LAS 69 0,129 0,249 1,907 1,885
LAS 70 0,125 0,243 0,129 2,247
LAS 71 0,214 0,315 0,305 2,21 Badanj
LAS 72 0,224 0,237 1,364 1,452
LAS 73 0,421 0,259 0,145 1,243
LAS 74 0,154 0,187 0,211 1,989
LAS 75 0,175 1,242 0,134 2,444
LAS 76 0,145 0,224 0,151 2,103
LAS 77 0,155 0,26 1,276 0,933
LAS 78 0,133 0,214 1,529 2,62
LAS 79 0,197 0,272 1,182 1,64
LAS 80 0,302 0,311 0,187 1,217
LAS 100 0,32 0,622 2,23 1,004
LAS 102 0,426 0,825 0,793 0,907
LAS 103 0,56 0,711 2,844 0,916
LAS 104 0,39 0,813 2,105 0,859
LAS 106 0,247 0,614 2,874 0,721
LAS 108 0,241 0,736 2,168 0,717
LAS 109 0,217 0,523 1,407 1,15
LAS 110 0,262 0,423 1,168 1,058

NAPOMENA: razli€iti uzorci su za isti virus bili analizirani na razli¢itim mikrotitarskim plo¢icama zbog cega
nisu navedena ocitanja negativnih kontrola iz kojih su raunate grani¢ne vrijednosti (negativan, upitan -
moguca niska koncentracija virusa, pozitivan). To je i razlog zasto su neki uzroci upitni/pozitivni na ve¢im, a
neki na manjim vrijednostima spektrofotometrijskih o¢itanja.
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Tablica 4.2. Prikaz postotka zaraZenosti pojedinim virusima po lokacijama

13,04%

4,35%

95,65%

0%

52 0% 0% 25% 71,15% 11,54%
10 0% 0% 0% 100% 0%
35 0% 11,42% 57,14% 91,43% 0%
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5. Rasprava

Vinova loza (Vitis vinifera L.), sa Sirokim arealom uzgoja u gotovo svim dijelovima
Hrvatske vodeca je voéna kultura, ali samo se na manjem podruc¢ju uzgaja sorta Lasina. Zbog
male rasprostranjenosti, ali i brojnosti, nema mnogo potencijalnih mati¢nih biljaka za Sirenje
sorte, a Vegetativno razmnozavanje biljaka i prijenos putem vektora predstavljaju glavne nacine
Sirenja virusa vinove loze (Meng, 2017). Jedan od glavnih izazova u detekciji ovih virusa je §to
se pojava i ozbiljnost simptoma mogu razlikovati ovisno o mnogim faktorima, ukljucujuéi
starost biljke, vrste virusa, klimatskih uvjeta, tipa tla i mnogih drugih ¢imbenika (Fazini¢ i Ivi¢,
2011). Cesto se u vinogradima javlja problem latentne infekcije, gdje se virus ne manifestira
jasno, a jedini nacin otkrivanja je putem laboratorijskih metoda kao Sto su seroloske analize
(ELISA), molekularne tehnike (RT-PCR) i bioloski testovi (indeksiranje, mehanicka
inokulacija).

Fokus ovog istrazivanja bio je analizirati rasprostranjenost Cetiri ekonomski znacajna
virusa na sorti Lasina u njenim glavnim uzgojnim podru¢jima. S obzirom na to da se sorta
Lasina uzgaja na relativno ograni¢enom geografskom podrucju i da je razmnozavana putem
ograni¢enog broja mati¢nih biljaka, za ocekivati je bilo da ¢e zdravstveno stanje u pogledu
virusnih infekcija biti slicno kao i kod drugih sorti koje se uzgajaju u nasem priobalnom
podrucju. Od sveukupnih uzetih i testiranih uzoraka samo je Sest uzoraka odnosno trsova bilo
negativno na sva Cetiri testirana virusa. Svi ostali uzorci bili su zarazeni minimalno jednim
virusom, a nekolicina ih je bilo inficirano mjeSovitom zarazom dva ili tri virusa. lako u
uzorcima nije potvrdena niti jedna zaraza ArMV-om, kod nekih uzoraka nije iskljucena
mogucénost prisutnosti virusa u niskim koncentracijama, odnosno da se radi o nedavnoj
infekciji. Visoka zastupljenost virusa u testiranim uzorcima moze se povezati sa nedostatkom
kvalitetnog sadnog materijala, ali i sa staro§¢u samih vinograda. lako bi se neki virusi znacajno
mogli usporiti uklanjanjem zarazenih biljka u velikoj veéini to nije slucaj iz razloga Sto
vinogradari nisu skloni kréenju svoga vinograda. S druge strane upitna je i osvijeStenost 1
informiranost vinogradara o samoj problematici virusa vinove loze. Najprakti¢nija je mjera
podizanja nasada zdravim 1 certificiranim sadnim materijalom, ali to nije moguce ukoliko je
vinograd zasaden prije 50 i viSe godina kada nije bilo Europske direktive, nije bilo seroloskih
metoda kao ni certificiranih loznih cijepova. Prema trenutno vazeéem hrvatskom
zakonodavstvu za sadni materijal vinove loze, postoje zahtjevi za testiranjem rasadnika na
prisutnost Cetiri razli¢ita virusa, a to su ArMV, GFLV, GLRaV-1 i GLRaV-3. Dodatno, podloge

(tj. podloga na kojoj se uzgaja vinova loza) moraju se testirati na prisutnost virusa pjegavosti
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vinove loze (grapevine fleck virus, GFkV). Ovi zakonski zahtjevi usmjereni su na ouvanje
zdravlja i kvalitete vinove loze, sprjeavanje Sirenja virusnih infekcija i oCuvanju vinogradarske
proizvodnje u Hrvatskoj.

U nedavnom istrazivanju kojeg su proveli Voncina i suradnici (2019), ispitivana je
rasprostranjenost virusa kod 14 hrvatskih autohtonih sorti vinove loze na trsovima iz vinograda
u regiji Dalmacije. Ukupno je testirano 1116 trsova primjenom metode ELISA na prisutnost
devet razliCitih virusa. Rezultati su potvrdili prisutnost osam razli¢itih virusa, a postotci
zarazenosti virusima iznosili su: GLRaV-3 (79,6%), GLRaV-1 (40,8%), GFLV (19,6%) i
ArMV (3,2%). Kod 8,3% trsova nije utvrdena prisutnost nijednog od testiranih virusa. Dobiveni
rezultati i ucestalost pojave pojedinih virusa u velikoj mjeri poklapaju se s rezultatima
utvrdenima kod sorte Lasina, pogotovo u pogledu zaraze s GLRaV-3.

Cetverogodisnje istraZivanje na prisutnost &etiri ekonomski zna¢ajna virusa vinove loze
(ArMV, GFLV, GLRaV-1 i GLRaV-3) dalo je rezultate visoke zastupljenosti zaraze.
Koristenjem metode DAS-ELISA, analizirano je ukupno 781 uzoraka 18 autohtonih sorti
vinove loze prikupljenih diljem istarskog poluotoka. Rezultati istrazivanja pokazali su da su
virusi GFLV, GLRaV-1 i GLRaV-3 prisutni na gotovo svim ispitanim lokacijama, a vecina
sorata bila je zarazena. Ukupno je utvrdeno da je 82,2% vinove loze bilo zaraZeno virusima, pri
¢emu je 69,0% trsova bilo zarazeno jednim virusom, dok je 31,0% bilo zaraZeno s vise razlicitih
virusa. Najzastupljeniji virus bio je GLRaV-3, prisutan u 69,1% slucajeva, dok su GFLV
(23,9%) i GLRaV-1 (17,2%) takoder bili prisutni. Virus ArMV nije bio detektiran tijekom
istrazivanja (Poljuha 1 sur., 2010). Rezultati dobiveni provedenim istraZivanjem na sorti Lasina
podudaraju se u kontekstu najucestalijeg virusa, ali takoder i u kontekstu odsutnosti ArMV te
znacajnog postotka mjeSovitih infekcija.

U istrazivanju Karoglan Konti¢ i suradnika (2009.), takoder se koristila imuno-enzimska
metoda ELISA kako bi se analiziralo zdravstveno stanje autohtonih sorata vinove loze.
Prikupljeno je i testirano 1352 uzoraka. U Dalmaciji je najrasprostranjeniji virus bio GLRaV-
3, s prisutnoS¢u od oko 80% zarazenih trsova. Na sjevernim podru¢jima, posebno u
kontinentalnoj Hrvatskoj, gotovo polovica analiziranih biljaka bila je negativna u testiranju,
dok je najzastupljeniji virus bio GLRaV-1. Prisutnost oba nepovirusa, GFLV i ArMV, bila je
relativno niska, s posebno niskom pojavnoséu ArMV. Takoder, uoc¢ene su mjesovite infekcije
s dva ili viSe virusa, pri ¢emu je najéeS¢a kombinacija bila infekcija s GLRaV-1 i GLRaV-3,
Sto se pokazalo prisutnim u 25% svih ispitanih trsova, te u viSe od 50% trsova Dalmacije.

Razli¢ite regije Hrvatske pokazuju znacajne razlike u pojavnosti virusa na vinovoj lozi. U
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kontinentalnim regijama Hrvatske, kao §to je prikazano u istrazivanju, virus GLRaV-3 ima
znatno manju prisutnost, manje od 10% testiranih trsova. S druge strane, u tim kontinentalnim
regijama, zabiljezena je najviSa pojavnost GLRaV-1. Ove razlike u zastupljenosti virusa u
razli¢itim regijama mogu biti posljedica razlicitih klimatskih uvjeta, vrsta tla, sorti vinove loze
koje se uzgajaju, ali i drugih ¢imbenika kao $to su razli¢ite vektorske vrste. Usporedujuci
rezultate utvrdene kod sorte Lasina sa ranije spomenutim rezultatima i ovdje se u prili¢noj mjeri
podudara pojavnost GLRaV-3 te takoder znacajan udio mjesovitih infekcija, kao i relativno
mala pojavnost/odsutnost virusa iz skupine infektivne degeneracije (GFLV i ArMV).
Vinogradarska proizvodnja u Hrvatskoj predstavlja zahtjevan proces i poznavanje
brojnih ¢imbenika i specifi¢nosti tipi¢nih za pojedina uzgojna podru¢ja. Razumijevanje tih
razlika pomaze vinogradarima i stru¢njacima za vinogradarstvo prilagoditi strategije zastite
vinove loze 1 suzbijanje virusa prema specifiénim uvjetima svake regije kako bi se ocuvalo
zdravlje vinove loze i kvaliteta grozda. lako se uvijek naglasava kako je osnova borbe protiv
virusnih infekcija koriStenje zdravog sadnog materijala, nikako se ne smije izostaviti utjecaj
vektora u Sirenju virusa. Osim $to vektori prenose virus sa loze na lozu, mogu ga prenijeti i na
neke vrste korova (Poljuha i sur., 2010; Von¢ina i sur. 2023). U tom sluéaju postoji moguénost
zaraze novo zasadenog vinograda zdravim certificiranim sadnim materijalom. Kako je
suzbijanje Stetnika svake godine teZze zbog ukidanja registracija aktivnih tvari, vektori mogu
postati sve vec¢i problem u zastiti vinove loze. Opca pretpostavka da se virusno opterecenje
povecava kako biljna tkiva postaju starija je ¢esto tocna. U mnogim slu¢ajevima, virusi se mogu
akumulirati tijekom vremena u biljkama $to moze biti razlog ,,polu-pozitivne* odnosno ,,slabo-
pozitivne* reakcije na viruse kod nekih uzoraka. Ovaj fenomen moze uzrokovati da se simptomi
virusnih infekcija €esto pocinju manifestirati ranije u starijim biljnim organima ili lis¢u. Ova
pretpostavka takoder ima vazne implikacije za postupke uzorkovanja za testiranje virusa. Kada
se uzorkuju biljke za testiranje, obi¢no se preferiraju stariji dijelovi biljke ili dijelovi koji su
vi§e izlozeni mogucem Sirenju virusa. To omogucuje bolje Sanse za otkrivanje prisutnosti
virusa, buduci da se u starije dijelove biljke ¢esto akumulira veéi broj i koli¢ina virusa (Naidu,
2017). Osim toga, razumijevanje ovog principa takoder moze pomoc¢i u pracenju i upravljanju
virusnim infekcijama u vinogradima i poljoprivrednim usjevima. Pravovremeno uzorkovanje i
testiranje moze pomo¢i u identifikaciji inficiranih biljaka i poduzimanju mjera za kontrolu 1

sprecavanje daljnjeg Sirenja virusa.
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6. Zakljukci

Nakon provedenog istrazivanja pojavnosti ekonomski znac¢ajnih virusa (ArMV, GFLV,

GLRaV-1i GLRaV-3) kod sorte Lasina moze se zakljuciti sljedece:

1. Ukupna zarazenost ispitanih uzoraka vinove loze barem jednim virusom iznosila je 95%

2. Kao najzastupljeniji virus utvrden je GLRaV-3 (84,17%), neSto manje GLRaV-1
(28,33%) i GFLV (5,83%), a zaraza s ArMV nije utvrdena

3. Najcesc¢a mjeSovita zaraza virusima bila je kombinacija GLRaV-3 i GLRaV-1 (22,5%),
kombinacija GFLV i GLRaV-3 utvrdena je u 5 uzoraka (4,16%), a zaraza s GFLV,
GLRaV-3 i GLRaV-1 pronadena je kod dva uzoraka (1,67%)

4. Zaraza po lokacijama se razlikuje u broju zaraZenih trsova, ali na svim lokacijama je
bilo najvise trsova zarazenih S GLRaV-3. Podru¢je Suhovara se blago razlikuje iz
razloga S§to nije utvrdena zaraza S GFLV i GLRaV-1, dok je na ostalim lokacijama
potvrdena infekcija ovim virusima. Na svim lokacijama, osim Promine, svaki je trs bio

zarazen barem S jednim virusom

5. Sest detektiranih bezvirusnih trsova potjecali su s lokacije Promina (dva s poloZzaja
Oklaj, a ostala Cetiri s polozaja Mratovo). Dakle, od svih 120 testiranih uzoraka samo
kod njih Sest (5%) nije potvrdena prisutnost istrazivanih virusa, ¢ime je potvrdeno
relativno loSe zdravstveno stanje sorte Lasina u Republici Hrvatskoj. Medutim, ovih
Sest trsova su razmnoZeni i posadeni kao klonski kandidati, s ciljem izdvajanja i

registriranja klona ili klonova s najboljim gospodarskim karakteristikama.
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8. Zivotopis

Eni Simeti¢, hrvatske nacionalnosti, tijekom svoje karijere radila je kao ugiteljica
razredne nastave u Osnovnoj Skoli Vladimira Nazora u Pazinu od 2. svibnja 2023. godine do
21. lipnja 2023. godine. Ovo iskustvo stekla je u mjestu Sveti Petar u Sumi. Takoder je progla
kroz praksu za profesora u Srednjoj $koli Mate Balota u Pore¢u. Tijekom svog $kolovanja,
stekla je znacajno radno iskustvo. Sudjelovala je u praksi tijekom studija u Institutu za
poljoprivredu i turizam u Porecu od 14. lipnja 2021. do 28. lipnja 2021. godine. Tijekom ovog
razdoblja, stekla je prakti¢na iskustva vezana za svoje podrucje studija. Imala je praksu tijekom
Skolovanja u Istarskom vodovodu d.o.o. u Buzetu, gdje je radila u laboratoriju i provodila
analizu vode.

Sto se ti¢e obrazovanja, Eni je upisala 8. listopada 2021. magistarski studij na
Sveudilistu u Zagrebu, Agronomski fakultet, gdje trenutno studira. Tijekom svog obrazovanja
od 3. rujna 2022. do 20. oZujka 2023., stekla je pedagoske kompetencije na Sveucilistu Josipa
Jurja Strossmayera u Osijeku. Prethodno je pohadala preddiplomski studij od 1. listopada 2018.
do 20. rujna 2021. te je stekla titulu sveuciliSne prvostupnice inzenjerke Primijenjene ekologije
u poljoprivredi na Sveucilistu u Zadru, Odjelu za ekologiju, agronomiju i akvakulturu. Njen
pocetak obrazovanja zapoceo je u Prirodoslovnoj i grafi¢koj skoli Rijeka, gdje je stekla zvanje

ekoloSkog tehnicara.
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