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Sazetak

Diplomskog rada studenta Martina Jagunica, naslova

ALTERNATIVNI DOMACINI UVIJENOSTI LISTA VINOVE LOZE PRIDRUZENOG VIRUSA 3 | A-
VIRUSA VINOVE LOZE

Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV) i A-virus vinove loze (GVA) smatraju se
ekonomski vaznim virusima vinove loze. Europska vinova loza (Vitis vinifera L.) i americke
autohtone vrste te njihovi hibridi smatraju se njihovim glavnim domacinima, ali su takoder
zabiljezeni prijenosi na neke zeljaste test biljke. Pored prijenosa sadnim materijalom, oba
virusa su prenosiva Stitastim usSima. Pokusi u laboratorijskim uvjetima, pomocu lozine
Stitaste usi (Planococcus ficus), pokazali su upjesan prijenos GVA sa vinove loze na dva Cesta
korova u hrvatskim vinogradima: mracnjak (Abuthilon theophrasti) i oStrodlakavi Séir
(Amaranthus retroflexus) te na dvije test biljke: Chenopodium murale i Nicotiana
benthamiana; te prijenos GLRaV-3 na korove: bijela loboda (Chenopodium album),
sitnocvjetna konica (Galinsoga parviflora) i test biljike Nicotiana benthamiana i
Chenopodium murale. Takoder, utvrdena je i mogucnost povratnog prijenosa na lozu i to sa
ostrodlakavog $éira za GVA te sitnocvjetne konice i Chenopodium murale za GLRaV-3.
Uspjesnost prijenosa potvrdena je metodom ELISA i/ili lananom reakcijom polimeraze
nakon obrnutog prepisivanja (RT-PCR). Navedena otkriéa mijenjaju dosadasnja saznanja o
epidemiologiji ova dva virusa vinove loze.

Kljucne rijeci: korovi, test biljke, Stitaste usi, prijenos, ELISA, RT-PCR



Summary

Of the emaster’s thesis — student Martin Jaguni¢, entitled

ALTERNATIVE HOSTS OF GRAPEVINE LEAFROLL-ASSOCIATED VIRUS 3 AND GRAPEVINE
VIRUS A

Grapevine leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3) and Grapevine virus A (GVA) are considered
economically important viruses of grapevine. The European grapevine (Vitis vinifera L.) and
American grapevine species and their hybrids are considered to be their main hosts, but also
transfer to some test plants was recorded. In addition to the transmission by infected
planting material, both are transmitted by mealybugs. Experiments in laboratory conditions,
using vine mealybug (Planococcus ficus), showed successful transmision of GVA from
grapevine to two common weeds in Croatian vineyards: velvetleaf (Abuthilon theophrasti)
and redroot pigweed (Amaranthus retroflexus) and two test plants: Chenopodium murale
and Nicotiana benthamiana; and transfer of GLRaV-3 to common weeds: common
lambsquarters (Chenopodium album), and smallflower galinsoga (Galinsoga parviflora) and
test plants Nicotiana benthamiana and Chenopodium murale. Also, the possibility of
retransmission to the grapevine was determined from redroot pigweed for the GVA and
smallflower galinsoga and Chenopodium murale for GLRaV-3. The success of transmission
was confirmed by the ELISA and/or polymerase chain reaction after reverse transcription
(RT-PCR). These findings give additional knowledge to the epidemiology of these two
grapevine viruses.

Keywords: weeds, herbaceous hosts, mealybugs, transmission, ELISA, RT-PCR



1. Uvod

Virusni patogeni smatraju se vaznim uzrocnicima biljnih bolesti diljem svijeta. Na vinovoj lozi
parazitiraju brojni virusi, no ne iziskuju svi ekonomski opravdane mjere njihove kontrole.
Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (Grapevine leafroll-associated virus 3, GLRaV-3),
koji se smatra najznacajnijim ¢lanom i glavnim uzroénikom bolesti uvijenosti lista vinove loze
(GLD) i A-virus vinove loze (Grapevine virus A, GVA), koji pripada kompleksu naboranosti
drva, ekonomski su vazni virusi rasprostranjeni u svim vinogradarskim regijama svijeta. Ovi
virusi na vinovoj lozi uzrokuju brojne simptome koji imaju kvantitativan i kvalitativan utjecaj
na prinos. Dugo se vremena smatralo kako je vegetativho razmnozavanje, ukljucujuéi i
cijepljenje, jedini nacin njihova Sirenja. Velik doprinos ka boljem razumijevanju njihove
epidemiologije, dali su Rosciglione i suradnici (1983) iznoseéi dokaze da se GVA moze
prenijeti s loze na lozu te na vrstu Nicotiana clevelandi pomoéu imaga i liCinki Stitaste usi
Pseudococcus longispinus. Druga vrsta Stitaste usi, odnosno lozina Stitasta us (Planococcus
ficus), pokazala se kao prvi priznati bioloski vektor GLRaV-3 (Rosciglione i Gugerli, 1989;
Tanne i sur., 1989). Ovi nalazi bili su poticaj za istrazivanja koja su utvrdila Citav spektar
kukaca iz porodice Pseudococcidae, kao i drugih Stitastih usi, koje imaju ulogu u prijenosu
GLRaV-3 i GVA na nespecifican i semiperzistentan nacin (Almeida i sur., 2013; Krliger i sur.,
2006; La Notte i sur., 1997, Martelli, 2014). Ovi rezultati imali su utjecaj na razvoj strategija
kontrole, koje se u slucaju virusnih bolesti oslanjaju na preciznu detekciju te, posljedi¢no,
uklanjanje zarazenih biljaka i kontrolu vektora.

Ovo istrazivanje inspirirano je ¢injenicom da bi GLRaV-3 i GVA mogli biti prenosivi vektorima
s vinove loze na druge, prije svega korovne, domacdine. U prilog tome ide Cinjenica da je
GLRaV-3 prenosiv Stitastim usima na vrstu Nicotiana benthamiana (Prator i sur., 2017), a i
relativno brza reinfekcija novih vinograda podignutih koristenjem bezvirusnog sadnog
materijala i to na lokacijama bez blizine drugih vinograda, potencijalnih izvora infekcije. Novi
rezultati i saznanja u tom podrucju mogli bi razjasniti i poblize opisati spektar mogucih
biljaka kao alternativnih domadina ovih virusa, S$to bi zasigurno pomoglo boljem
razumijevanju epidemiologije ovih virusa, a time i osiguralo bolje preventivne mjere zastite.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi moguénost prijenosa GLRaV-3 i GVA lozinom Stitastom usi
(Planococcus ficus) sa zarazene vinove loze na zeljaste test biljke i korovne vrste. U sluc¢aju
pozitivnih rezultata utvrditi mogucénost povratnog prijenosa, odnosno s test biljaka/korova
na bezvirusnu lozu.



1.2. Vinova loza (Vitis vinifera L.)

Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najznacajnijih drvenastih poljoprivrednih kultura u
svijetu. Prema podacima Medunarodne organizaciju za vinovu lozu i vino (OIV), u 2017.
godini je pod vinovom lozom bilo 7 534 000 ha svjetskih poljoprivrednih povrsina, a svjetska
proizvodnja grozda iznosila je 73 000 000 tona, sa udjelom od 37 % u Europi. Dok povrsine
pod vinovom lozom pokazuju silazni trend, proizvodnja vina u svijetu pokazuje uzlazni trend
u posljednje dvije godine te u 2018. iznosi 279 000 000 hl, uklju¢uju¢i sokove i most, a tu
proizvodnju i dalje predvode tri Europske zemlje: Italija (17,4 %), Francuska (16,6 %) i
Spanjolska (14,7 %) (OIV, 2018).

U Republici Hrvatskoj je, prema DrZzavnom zavodu za statistiku, u 2017. godini proizvedeno
116 307 tona grozda na povrsini od 21 900 ha pod vinovom lozom (DZS, 2018).

1.3. Virusi vinove loze

Prema Mengu i sur. (2017) vinova loza je kultura koju parazitira najveci broj biljnih virusa,
njih vise od 70, specificnih ili nespecifi¢nih za vinovu lozu, koji su istrazeni u proteklih 60
godina. Svi oni pripadaju u 27 opisanih rodova iz 17 razliCitih porodica i puno njih moze biti
istovremeno prisutno u jednoj biljci bez jasne patogene uloge. Dok jedni ne predstavljaju
opasnost za rentabilnu proizvodnju grozda, drugi su ekonomski i gospodarski vrlo znacajni.
Oni su Siroko rasprostranjeni te uzrokuju citav niz simptoma na osnovu kojih govorimo o
kompleksima bolesti kao Sto su: infektivha degeneracija, uvijenost listova, naboranost drveta
i inkompatibilnost podloge i plemke. Sve ove bolesti u uznapredovalom stadiju imaju veliki
utjecaj na prinos.

1.3.1. Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (Grapevine leafroll-
associated virus 3, GLRaV-3)

GLRaV-3 se smatra najznacajnijim ¢lanom i glavnim uzrocnikom kompleksa bolesti uvijenosti
lista vinove loze (GLD), uz jo$ Cetiri preostala virusa. Po svom utjecaju na proizvodnju grozda,
uvrStava se u istu kategoriju sa najvaznijim gljivicnim bolestima vinove loze, kao S$to su
pepelnica (Uncinula necator) ili plamenjaca (Plasmopara viticola). Ovaj virus se prenosi
vegetativnim razmnoZavanjem, a uz to pripada porodici Closteroviridae, koja se s obzirom na
mogucnost vektorskog prijenosa, dijeli na Cetiri roda. Tako ovaj virus pripada rodu
Ampelovirus koji se uspjeSno prenosi Stitastim uSima. Prema Baltimoreovoj klasifikaciji
pripada Sestoj skupini virusa koji sadrze jednolanéanu +RNA molekulu kao nukleinsku
kiselinu, poznati i kao retrovirusi. lzgled Eestica je nitast i vrlo izduzZen, u rasponu od 1400 -
2000 nm te je drugi najveci od svih opisanih biljnih virusa (Slika 1.). Trenutno je opisano
osam razli¢itih filogenetskih grupa koje pripadaju GLRaV-3, ali jo$ uvijek nije poznat njihov
individualni doprinos razvitku kompleksa bolesti uvijenosti lista vinove loze (GLD) (Meng i
sur., 2017).



Slika 1. Negativno kontrastirane Cestice GLRaV-3 virusa pod svjetlosnim mikroskopom

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Transmission-electron-micrograph-of-negatively-stained-purified-
GLRaV-3-particles-using_figb_236173215)

Vedina kultivara vinove loze (Vitis vinifera L.) je osjetljiva na GLRaV-3 te nakon infekcije
pokazuju tipicne simptome GLD-a, koji se vecinom javljaju kasnije tijekom vegetacije
neovisno o prisutnosti virusa tijekom duljeg razdoblja u biljci, a mogu se zamijeniti sa nekim
gljivicnim bolestima, poput crvene paleZi vinove loze (Pseudopeziza tracheiphila). Tipi¢ni
simptomi su meduZilno crvenilo listova i nekroza uz uvijanje listova kod crnih sorata (Slika 2.)
te kloroticna mjesta na listu uz njegovo uvijanje kod bijelih sorata (Slika 3.).

Glavni utjecaji na proizvodnju ocituju se preko: smanjenog prinosa (5 do 70 %), slabijeg
vigora trsa (20 do 70 %), zakasnjelog dozrijevanja grozda, i slabije kvalitete grozda (Secer: 0
do — 2,5 Brix®, kiseline: 0 do + 1,5 g/L). Neke studije provedene u New Yorku (SAD) pokazuju
da se gospodarski gubici zbog zaraze ovim virusom kre¢u od 25,000 - 40,000 S po
ha/godisnje (Fuller i sur., 2015).



Slika 2. Tipi¢ni simptomi GLRaV-3 na listu crnih Slika 3. Tipi¢ni simptomi GLRaV-3 na listu bijelih

sorata vinove loze (izvor: sorata vinove loze (izvor:
https://www.frontiersin.org/files/Articles/45092/fmic https://www.frontiersin.org/files/Articles/45092/fmic
b-04-00082-HTML/image_m/fmicb-04-00082- b-04-00082-HTML/image_m/fmicb-04-00082-
g001.jpg) 8001.jpg)

1.3.2. A-virus vinove loze (Grapevine virus A, GVA)

Prema Mengu i sur. (2017) GVA je jedan od ¢lanova roda Vitivirus koji je uzro€nik kompleksa
naboranosti drveta. Osim $to ima isti tip nukleinske kiseline kao GLRaV-3, jednolancanu
+RNA molekulu, ¢estica ovog virusa takoder je nitasto izduzena, ali puno kraéa (duljine 700
nm i promjera 12 nm) (Slika 4.) te se uz vegetativno prenoSenje, moze prenijeti i vektorski,
Stitastim usSima.

oy h PO L

R P :L

Slika 4. Negativno kontrastirana Cestica GVA virusa pod elektronskim mikroskopom.
Oznaka predstavlja 100 nm.
(izvor: https://talk.ictvonline.org/ictv-reports/ictv_9th_report/positive-sense-rna-viruses-
2011/w/posrna_viruses/242/betaflexiviridae-figures)

Simptomi sindroma naboranosti drveta odituju se na centralnom cilindru debla, tkivu
kambija i kore, u vidu oticanja i plutavosti tkiva (Slika 5.) mladih sadnica nakon presadivanja,
pucanja kore uz viSe ili manje izrazenu proliferaciju i jamic¢avost drveta (Slika 6.).



| dok su ucinci GLRaV-3 na prinos vinove loze istrazeni i opisani, u¢inci GVA na prinos jo$ nisu
potpuno razjasnjeni.

Slika 5. Zdravo drvo (lijevo) i simptom Slika 6. Plutavost kore nakon inekcije
jamicavosti drveta (desno) virusima iz roda Vitivirus (izvor:
nakon infekcije virusom iz roda Vitivirus https://www.researchgate.net/figure/Sympto

(izvor: ms-observed-in-some-grapevine-cultivars-in-
https://www.researchgate.net/figure/Sym Brazilian-vineyards-leaf-
ptoms-observed-in-some-grapevine- without_figl 316534719)

cultivars-in-Brazilian-vineyards-leaf-
without_figl 316534719)

1.4. Stitaste usi

Stitaste usi vrlo su sitni kukci, dugi najée$ée 2 - 5 mm, a samo rijetki i vise. Po taksonomskoj
klasifikaciji pripadaju nadredu Hemiptera (ril¢ari), redu Homoptera, podredu Sternorrhyncha
i nadporodici Coccoidea (Stitaste usi). Kod svih vrsta izrazen je spolni dimorfizam. Prema
Maceljskom (2002.) Zenka ima zdepasto tijelo, uglavnhom bez nogu i krila, a tijelo im je
pokriveno razli¢itim vostanim izlucinama ili Stiticem, koji je vecinom izgraden od voska,
svlakova i raznih izlu¢ina. Usni ustroj im se sastoji od rila koji je podeSen za sisanje. MuZjaci
imaju tijelo s jasnom ¢lankovito$éu, dobro razvijenim nogama, jednim parom krila, Zive vrlo
kratko i gotovo se ne hrane. Stitaste usi mogu se razmnozZavati spolno i partenogenetski.

Stitaste usi ubrajaju se u primarne i sekundarne $tetnike poljoprivrednih kultura, uglavnom
drvenastih vrsta. Primarne Stete uzrokuju sisanjem sokova sa nadzemnih organa biljke $to na
kraju rezultira slabljenjem opce kondicije i vigora biljke. Sekundarne Stete ocituju se kroz
obilno izlu€ivanje medne rose koja pokriva listove i izboje, a na koje se potom naseljavaju
gljive ¢adavice smanjujuci asimilacijsku sposobnost biljke. Ista medna rosa i gljive ¢adavice
na plodovima smanjuju njihovu trziSnu vrijednost i mogucnost upotrebe. Unato¢ tome,
primarne i sekundarne Stete katkad nisu toliko izrazene kao njihova vektorska uloga u Sirenju



pojedinih biljnih patogena, kao $to su virusi. Naj¢eséi vektori su li¢inacki stadiji Stitastih usi
jer su najpokretljiviji i najvise se hrane na biljci (Maceljski, 2002).

Suzbijanje Stitastih usi treba usmjeriti na prevenciju unoSenja u nasad i sprjecavanje Sirenja
kroz certificirani sadni materijal. Od kurativnih mjera na raspolaganju su mehanicko
uniStavanje naseljenih dijelova biljaka i bioloSke metode borbe, budu¢i da se zbog svojih
specifiénih morfoloskih osobina i rezistentnosti vrlo tesko suzbijaju kemijski.

1.4.1. Lozina Stitasta us (Planococcus ficus)

Vrsta Planoccocus ficus pripada porodici Pseudococcidae i ubraja se u Stetnike
poljoprivrednih kultura iz ukupno 12 porodica, primarno na vinovoj lozi, smokvi i Sipku. Vrsta
je Siroko rasprostranjena u tropskom, suptropskom i mediteranskom klimatu Amerike,
Europe, Afrike i Azije.

Unutar vrste izraZen je spolni dimorfizam. Zenka je ve¢a od muZjaka s duljinom tijela od 2 — 4
mm, tijelo je pokriveno bijelo-sivim voskom te je pokretna zbog svojih produljenih nogu.
LiCinke Zenki i prva dva stadija li¢inki muZjaka sli¢ni su odrasloj Zenki. Duljina tijela muzjaka
iznosi 1,5 mm, imaju jedan par krila i Zive svega 1 — 2 dana. Slika 7. prikazuje odraslu Zenku i
muzjaka vrste Planococcus ficus.

Slika 7. Odrasli muzjak (lijevo) i odrasla Zenka (desno) vrste Planococcus ficus
(izvor: https://www.researchgate.net/figure/Adult-mealybug-males-are-winged-as-shown-here-for-
Planococcus-fi-cus-next-to-an-adult_fig2 267521901)



Tijekom svog Zivotnog ciklusa odrasle Zenke migriraju izmedu donjih dijelova trsa za vrijeme
vegetacijskog mirovanja te gornjih dijelova poCetkom kretanja vegetacije. Lozine Stitaste usi
(P. ficus) mogu imati 4 — 7 generacija godisnje. Glavnu Stetu pricinjavaju li¢inke koje siSu na
liS¢u i grozdu te izluCuju mednu rosu, Sto rezultira visSim sadrzajem kiselina i smanjenim
sadrzajem Secdera u grozdu. lako Stete prouzrokovane ishranom ne bi trebalo zanemariti,
glavna njihova Stetnost ocituje se u ¢injenici da kao vektori prenose viruse na vinovu lozu
(Plant Pests of the Middle East, 2018).



2. Materijali i metode rada

IstraZzivanje je provedeno na Zavodu za fitopatologiju (SveuciliSte u Zagrebu Agronomski
fakultet, AFZ), u razdoblju od travnja do listopada 2018. godine. Prva faza istrazZivanja
odnosila se na rad u stakleniku, a druga je ukljucivala laboratorijski rad. Oba prostora
zahtijevala su kontrolirane uvjete rada i postupanja s test biljkama/korovima i sadnicama
vinove loze. Korovi/test biljke uzgajane su iskljuivo za potrebe ovog istrazivanja,
koristenjem zbirke sjemena Zavoda za herbologiju (AFZ). U testovima prijenosa oba virusa
koristene su li¢inke prvog razvojnog stadija lozine Stitaste usi (Planococcus ficus). Istrazivanje
je provedeno na 6 zeljastih biljnih vrsta (Nicotiana i Chenopodium) te 13 korovnih vrsta,
Cestih u vinogradima Hrvatske. Sadnice vinove loze dobivene su od bezvirusnih maticnih
biljaka sorte Pinot crni i Chardonnay, koje su dio lozne kolekcije Zavoda za Fitopatologiju
AFZ-a.

2.1. lzvor virusa i detekcija

Kao izvor GLRaV-3 i GVA virusa upotrijebljena je biljka vinove loze sorte Vlaska, koja je dio
zavodske ,,in vivo” kolekcije pod internim kodom VVL-112 (Slika 8.). Prisutnost oba virusa
potvrdena je enzimatsko-seroloSkom metodom na Ccvrstoj fazi (eng. enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) i metodom lancane reakcije polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja (eng. reverse transcription polymerase chain reaction, RT- PCR). Detaljniji opis
obje metode nalazi se u nastavku rada. Od te maticne biljke dobivene su sadnice inficirane
virusom koje su kasnije koristene u postupku vektorskog prijenosa.

Slika 8. Biljka vinove loze sorte Vlaska (VVL-112) upotrijebljena kao izvor GLRaV-3 i GVA
(lzvor: M. Poletti Kopesic)



2.2. Osnivanje kolonije Stitastih usi i determinacija

Za potrebe vektorskog prijenosa virusa koristena je lozina Stitasta us (Planococcus ficus) koja
je prisutna i u nasim vinogradarskim krajevima, poglavito u Dalmaciji. Jedna je Zzenka ove
vrste prenesena na tikvu poznatiju i pod imenom , Butternut” tikva (Cucurbita moschata),
gdje je osnovala vlastitu koloniju usi. Tikva je sa uSima drzana u staklenom terariju sa
perforiranom mrezicom na vrhu, koja je omogucavala dovod zraka, ali i onemogudavala
izlazak licinki (Slika 9.).

Prije postupka prijenosa virusa, obavljena je determinacija vrste koristenjem 10 jedinki
razlic¢itih razvojnih stadija iz kojih je izolirana DNA koristenjem DNeasy Plant mini kit (Qiagen,
SAD), a sama determinacija provedena je pomocu PCR metode prema protokolu Daane i sur.
(2011).

U istrazivanju su koristene samo li¢inke prvog stadija, jer uz najveéu pokretljivost i kapacitet
ishrane od svih ostalih stadija, pokazuju najvecu vektorsku sposobnost za istraZivane viruse.

Slika 9. Kolonija Stitastih usi (P. ficus) na vrsti Cucurbita moschata u staklenom terariju
(lzvor: original)

2.3. Sjetva test biljaka/korova

Sjetva test biljaka/korova zapocela je u travnju 2018. godine u stakleniku Zavoda za
fitopatologiju. Od poveceg broja posijanih vrsta, nakon nicanja odabrano je Sest zeljastih test
biljaka (Nicotiana i Chenopodium) te 13 korovnih vrsta, za koje se procijenilo da su pogodnog
zdravstvenog stanja i brojnosti za daljna istrazivanja. Odabrane biljke podijeljene su u dvije
skupine: a) uobicajno koristene test biljke u viroloSkim istrazivanjima: Chenopodium
foetidum, Chenopodium murale, Chenopodium quinoa, Nicotiana benthamiana, N. rustica i
N. tabacum var. Samson; b) korovne vrste ¢esto prisutne u hrvatskim vinogradima: europski
mracnjak (Abutilon theophrasti), oStrodlakavi S¢ir (Amaranthus retroflexus), ambrozija
(Ambrosia artemisiifolia), poljski jarmen (Anthemis arvensis), rusomaca (Capsela bursa-
pastoris), bijela loboda (Chenopodium album), bodljikavi osjak (Cirsium arvense), kuznjak
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(Datura stramonium), divlja mrkva (Daucus carota), sitnocvjetna konica (Galinsoga
parviflora), kiseli dvornik (Polygonum lapathifolium), Stavelj (Rumex crispus) i crna
pomocnica (Solanum nigrum). Po karakteristikama lista sve ove biljke su Sirokolisne, a po
Zivotnom ciklusu viSegodiSnje biljke su: Stavelj, bodljikavi osjak i divlja mrkva, dok su sve
ostale jednogodisnje.

Prije sjetve, kod pojedinih vrsta, provedeni su laboratorijski tretmani prekidanja
dormantnosti sjemena koji su ukljucivali mehanicku skarifikaciju te umakanje sjemena u
otopinu kalijeva nitrata (KNOs). Tablica 1. prikazuje popis koristenih korovnih vrsta u
istrazivanju te provedene tretmane za prekidanje dormantnosti.

Tablica 1. Popis korovnih vrsta/test biljaka i provedenih tretmana sjemena

R. br. Korovna vrsta Tretman sjemena R. br. Test biljka Tretman sjemena

1. Abuthilon . skarifikacija 1. Cheno;.Jod/um i

theophrasti foetidum
2 Amaranthus 2%-tna KNOs - 2 Chenopodium i

) retroflexus 24h ) murale

3. Amb.ro.sm. KNO, 3. Chenopod/um i

artemisifolia quinoa
4, Anthemis arvensis - 4, N/cot/ar.m -

benthamiana
5. Gepesit b‘,”s"' KNOs; 5. Nicotiana rustica -
pastoris
6. Chenopodium KNO, 6. N. tabacum var. i
album Samson

7. Cirsium arvense KNO3
8. Daturq skarifikacija

stramonium
9. Daucus carota KNO;
10. Galln.soga i

parviflora
Poligonum

11. KNO

lapathifolium :
12. Rumex crispus skarifikacija
13. Solanum nigrum KNO;

Sjetva je izvrSena u lonci¢e napunjene humusnim supstratom (Slika 10.) na optimalu dubinu
(1 cm), nakon cega se klijanje i nicanje odvijalo na optimalnim i kontroliranim uvjetima
temperature (20— 25 °C) i vlage (poljski vodni kapacitet). Nakon pocetnog razdoblja klijanja,
biljike su presadene u 15 zasebnih lonciéa (Slika 11.) uz odrzavanje uvjeta i izolacijom
klijanaca od ostatka plastenika, zbog moguceg napada Stetnika uobicajenih za zasStiéene
prostore.
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Naposljetku je odabrano 10 biljaka iste vrste + dvije biljke po vrsti kao negativne kontrole,
koje su koristene u daljnjem istrazivanju. Svaka biljna vrsta dobila je svoj broj kao
indetifikacijski interni kod, a ujedno je i svaka jedinka unutar vrste dobila svoju oznaku, kako
bismo mogli to€no pratiti njezin pedigre kroz istrazivanje. Ukupno je u istrazivanju koristeno
174 jedinki test biljaka/korova koristenih za prijenos i 38 biljaka kao negativne kontrole.

U optimalnom periodu za inokulaciju virusom (4 - 6 dobro razvijenih listova) obi¢no mjesec
dana nakon klijanja (Slika 12.), klijanci su unoseni u laboratorij, gdje se pristupilo postupku
inokulacije pomocu li¢inki koje su se hranile na virusom zarazenoj lozi. Samo je u iznimnim
slu¢ajevima prirodne smrtnosti unutar pojedinih biljnih vrsta, prijenos obavljen na manje od
10 jedinki.

Slika 10. Sjetva vrste Nicotiana clevalendi
(lzvor: original)

Slika 11. Presadeni klijanci vrste A. theophrasti
(lzvor: original)
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Slika 12. Rumex crispus u optimalnom stadiju za inokulaciju
(Izvor: original)

2.4. Prijenos virusa Stitastim usima

Svi testovi vektorskog prijenosa kao i detekcije virusa u biljkama radeni su u viroloSkom
laboratoriju Zavoda za fitopatologiju AFZ-a u kontroliranim uvjetima. Oni se prije svega
odnose na sprjeCavanje kontaminacije testirane kolonije Stitastih usi drugim populacijama,
kao i adekvatno tretiranje inokuliranih biljaka insekticidom te njihovu daljnju izolaciju do
testiranja na viruse.

2.4.1. Prijenos nevirulentnih usi na virusima zaraZzene sadnice loze

Licinke prvog stadija lozine Stitaste usi prenoSene su pomodu kista i lupe s tikve na virusom
zarazene listove vinove loze (Slika 13.). Na svaku loznu sadnicu preneSeno je 300-tinjak
Stitastih usi, ¢ime su se za potrebe istrazivanja osigurale Cetiri virusima zaraZene lozne
sadnice. Nakon prijenosa osiguran je period akvizicije u trajanju od 48 sati.

Slika 13. Licinke lozine Stitaste usi na listu loze nakon prijenosa (lzvor: original)
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2.4.2. Prijenos usi s inficirane loze na zeljaste test biljke/korove

Nakon dva dana akvizicije, usi su s loze premjestane na zeljaste test biljke/korove istom
tehnikom. Po jednoj biljci/korovu stavljeno je 10 li¢inki. Nakon prijenosa li¢inki na zeljaste
biljke/korove (Slika 14.) odredeno je dvodnevno (48 sati) inokulacijsko razdoblje, unutar
kojeg je, kako bi se simulirali stvarni poljski uvjeti, omoguéeno li¢inkama da se slobodno
krecu po biljci dajuc¢i im mogucénost da napuste biljku. Ujedno je uspostavljena i prostorna
izolacija izmedu vrsta biljaka/korova, ali i jedinki unutar vrste. Po zavrSetku inokulacijskog
perioda, usi su mehanicki uklonjene, a biljke dodatno tretirane insekticidom na bazi aktivne
tvari imidakloprid (Slika 15.).

Slika 14. Licinke P. ficus na licu lista vrste G. parviflora nakon prijenosa sa loze
(lzvor: original)

a
Slika 15. Tretiranje biljaka insekticidom nakon zavrSetka perioda inokulacije

(lzvor: original)
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U Tablici 2. nalaze se test biljke/korovi koristeni u prijenosu, broj jedinki po vrsti i dan

inokulacije.

Tablica 2. Popis test biljaka/korova, njihov broj i dan inokulacije

R. br.

10.

11.

12,
13.

Korovne vrste

Abuthilon
theophrasti
Amaranthus
retroflexus

Ambrosia
artemisifolia

Anthemis arvensis

Capsela bursa-
pastoris
Chenopodium
album
Cirsium arvense
Datura
stramonium
Daucus carota
Galinsoga
parviflora
Poligonum
lapathifolium
Rumex crispus
Solanum nigrum

Dan inokulacije
(br. biljaka)

04.05.2018. (10)
09.05.2018. (10)
09.05.2018. (2)
11.05.2018. (10)
14.05.2018. (11)

02.05.2018. (10)
04.05.2018. (1)
25.05.2018. (10)

14.05.2018. (10)
07.05.2018. (10)

11.05.2018. (10)

04.05.2018. (10)
28.05. (10)

Test biljke

Chenopodium
foetidum
Chenopodium
murale
Chenopodium
quinoa
Nicotiana
benthamiana

Nicotiana rustica

N. tabacum var.
Samson

Dan inokulacije
(br. biljaka)

25.05.2018. (10)
23.05.2018. (10)
21.05.2018. (10)
23.05.2018. (10)
25.05.2018. (10)

28.05.2018. (10)

Inkubacijski period za umnaZanje virusa u test biljkama/korovima trajao je dva mjeseca,

nakon ¢ega se pristupilo njihovoj detekciji, najprije metodom ELISA, a zatim su biljke koje su

se pokazale pozitivhe dodatno testirane i metodom RT-PCR.

Slika 16. prikazuje jedan dio test biljaka/korova koristenih u prijenosu za vrijeme

inkubacijskog perioda.
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Slika 16. Test biljke/korovi za vrijeme inkubacijskog perioda
(Izvor: original)

2.4.3. Testiranje test biljaka/korova na GLRaV-3 i GVA
ELISA

Za potrebe detekcije virusa metodom ELISA odvagano je 0.1 g biljnog tkiva (uglavhom
peteljke lista) (Slika 17.) koje je uz pomoc¢ tekuceg dusika smrvljeno u tarioniku koristenjem
tuc¢ka u fini prah. Izmrvljeno biljno tkivo koriSteno je kao potencijalni izvor antigena u
detekciji uz primjenu ELISA pribora proizvodaca Agritest (Valenzano, Italija). U detekciji oba
virusa koriStena je dvostruka protutijelno-sendvi¢ metoda, a svi koraci testa provedeni su
sukladno uputama proizvodaca (Slike 18 - 20.). Rezultati metode ELISA ocitani su na
spektrofotometru EIX800 (Biotek, SAD) dva sata nakon dodavanja supstrata pri valnoj duljini
od 405 nm (Slika 21.). Spektrofotometrijska ocitanja barem tri puta veéa od prosjecne
vrijednosti negativnih kontrola smatrana su pozitivnima. Kod ELISA-pozitivnih uzoraka
prisutnost GLRaV-3 i/ili GVA dodatno je provjerena metodom RT-PCR.
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Slika 17. Odredena masa biljnog materijala Slika 18. Uzorci biljnog tkiva spremni za
za detekciju virusa usitnjavanje koristenjem tekuceg dusika
(Izvor: original) (lzvor: original)

Slika 19. Uzorak u tubici sa ELISA kodom Slika 20. Priprema uzoraka za testiranje biljaka
(Izvor: original) metodom ELISA (lzvor: original)
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Slika 21. Spektrofotometar ELX800 (Biotek, SAD)
(Izvor: original)

RT-PCR

Za izolaciju ukupnih ribonukleinskih kiselina (RNA) odvagnuto je 0,1 g peteljki lista koje su
smrvljene u tarioniku pomocu tucka koristenjem tekuéeg dusika te pomijeSane s 1,8 ml
ekstrakcijskog pufera - GGB ( 1,59 g / | Na2C03, 2,93 g / | NaHCO03, pH 9,6 koji sadrzi 2% PVP-
40, 0,2% serum albumin, 0,05% Tween 20). Nakon toga je svaki uzorak pretocen u vlastitu
tubicu s posebnom oznakom.

Za potrebe RT-PCR reakcije, usitnjeni uzorci stavljeni su na centrifugiranje na 10 min pri
brzini od 16000 okretaja/min (centrifuga 5415 R, Eppendorf, Njemacka). Nakon toga 8 pl
supernatanta pomijesano je sa 100 pl pufera za denaturaciju - GES (7.51 g/l glicina, 0.05 M
NaCl, 0.001 M EDTA, 0.5 % Triton X, pH 9,0), nakon cega je uslijedila denaturacija u
termocikleru (Eppendorf, Njemacka) na 95°C tijekom 10 minuta. Jedan mikrolitar
denaturirane RNA koriSten je u reakciji lanane reakcije polimerazom nakon obrnutog
prepisivanja (RT-PCR) pri reakcijskom volumenu od 10 ul, pri ¢emu se reakcijska smjesa
sastojala od: 5.8 pl mikrobioloski Ciste vode, 0.4 ul dNTP (10 uM), 0.6 ul svake pocetnice (10
uM), 0.4 ul enzimske smjese i 1 pl reakcijskog pufera. Pri dokazivanju virusa koriStene su
slijedece pocetnice: GLRaV-3 Glr3s: 5'-GCGTCGTTGTTGAACAGAT-3' i Glr3as: 5'-
GTACTTCACACCAACCTTCATC-3"' (Saldarelli, osobni kontakt) te za GVA H587: 5'-
GACAAATGGCACACTACG -3' i C995: 5'- AAGCCTGACCTAGTCATCTTGG -3' (Minafra i Hadidi,
1994), pri éemu su ocekivani produkti bili veli¢ine 150 i 430 parova baza (pb). Uvjeti RT-PCR
reakcije uz koristenje one-step RT-PCR pribora (Qiagen, SAD) su bili kako slijedi: reverzna
transkripcija 50°C u trajanju od 30 min, inicijalna deaktivacija 95°C 15 min; 35 ponavljanja:
denaturacija 94°C 1 min, prilijeganje pocetnica 55°C 30 s, izduzZivanje lanaca 72°C 1 min;
zavrsno izduzivanje lanaca 72°C u trajanju od 10 min.
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Dobiveni produkti vizualizirani su elektroforezom na 1,5 % agaroznom gelu u trajanju od 60
min pri 70 V/cm. U gel je prije hladenja i razlijevanja dodana 1 kapljica GelRed tekucine
(Olerup, Svedska). Nakon elektroforeze gel je prenesen na UV transiluminator (Bio-Rad, SAD)
te snimljen fotoaparatom, a slika prebacena u crno-bijelu verziju.

Na isti je ovaj nacin testirana ishodisna (mati¢na) biljka vinove loze po kodom VVL-112, koja
je posluZila kao izvor GLRaV-3 i GVA koristenih u istraZzivanju, kao i kasnije testirane sadnice
loze koristene za prijenos radi utvrdivanja moguénosti povratnog prijenosa virusa s korova
na lozu.

2.4.4. Prijenos neinficiranih li¢inki na inficirane test biljke/korove

Virusima zaraZene pojedinacne jedinke test biljaka/korova izdvojene su od ostalog
bezvirusnog materijala u laboratorij (Slika 22.) nakon c¢ega se pristupilo prijenosu
neinficiranih li¢inki iz kontroliranih uvjeta na inficirane biljke, po istom prethodno opisanome
postupku. Po zavrSetku prijenosa, osiguran je dvodnevni akvizicijski period, uz mogocénost
slobodne pokretljivosti li¢inki po biljci (Slika 23.).

Slika 22. Izdvojene inficirane biljke u viroloSkom laboratoriju

(Izvor: original)
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Slika 23. Li¢inke u akvizicijskom periodu na listu vrste A. theophrasti
(lzvor: original)

2.4.5. Prijenos licinki sa inficiranih korova na bezvirusnu lozu

Nakon perioda akvizicije pristupljeno je prijenosu usi, koje su se hranile na inficiranim test
biljkama/korovima, na bezvirusne sadnice loze. U tu svrhu osigurano je 10 sadnica vinove
loze (sorata Chardonnay i Pinot crni) za prijenos po jednoj inficiranoj korovnoj jedinki/test
biljci. Svaka sadnica vinove loze prethodno je testirana na viruse, po gore navedenim
metodama i protokolima te je dobila vlastitu oznaku temeljenu na sorti, broju i oznaci
korovne jedinke/test biljke s koje su usi prenosene (Slika 24.). Na svaku sadnicu preneseno je
po 10 li¢inki pomocu kista. Inokulacijski period trajao je dva dana (Slika 25.) nakon ¢ega su
usi sa loznih sadnica uklonjene mehanicki u kombinaciji s kemijskim tretiranjem insekticidom
imidaklopridom. Nakon tretmana proveden je dvomjesecni inkubcijski period unutar kojeg
se vodilo ra¢una o svim mjerama njege i kontrole Stetnika i bolesti vinove loze.
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Slika 24. Inficirani korov (lijevo) i njemu pridruZzena neinficirana lozna sadnica (desno)
sa svojim internim oznakama (lzvor: original)

Slika 25. Lozne sadnice za vrijeme inokulacijskog perioda

(Izvor: original)
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3. Rezultati istrazivanja

Prijenos virusa vektorskim putem od inficirane loze na korove/test biljke dokazan je
metodom ELISA, a kasnije potvrden metodom RT-PCR. Ispitivanja su pokazala razli¢itu
osjetljivost korova/test biljaka na GLRaV-3 i GVA, odnosno razli¢it spektar njihovih
potencijalnih domadina.

Fotografije mikrotitarskih plocica snimljene 2 sata nakon dodavanja supstrata prikazane su
na Slikama 26. i 27.

Slika 26. Mikrotitarska plocica broj 1 (lijevo) i broj 2 (desno) nakon ELISA reakcije za GLRaV-3
(Izvor: original)

Slika 27. Mikrotitarska plocica broj 1 (lijevo) i broj 2 (desno) nakon ELISA reakcije za GVA
(Izvor: original)

Rezultati RT-PCR reakcije dobivene testiranjem pojedinih ELISA-pozitivnih uzoraka
korova/test biljaka prikazani su na Slici 28., ukupni pregled rezultata dobivenih metodom
ELISA i RT-PCR kod razli¢itih korovnih vrsta/test biljaka prikazan je u Tablici 3., dok su
rezultati prijenosa sa zaraZenih test biljaka/korova na bezvirusnu vinovu lozu prikazani u
Tablici 4.
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Slika 28. Rezultati RT-PCR reakcija nakon elektroforeze na 1.5% agaroznom gelu. M = 100-500 DNA
marker (Bio Basic Inc., Kanada). Gornij red (GLRaV-3, veli¢ina produkta 150 parova baza): P —
izvorisna biljka vinove loze (VVL-112), 1 - Chenopodium album (14-10), 2 - Galinsoga parviflora (11-4),
3 - Chenopodium murale (27-1), 4 — Nicotiana benthamiana (34-8), 5 — inokulirane test biljke vinove
loze (5a CH6-29, 5b CH6-34, 5¢ CH6-14, 5d PN5-8), N — negativna kontrola vinova loza, N1 -
negativna kontrola Chenopodium album, N2 - negativna kontrola Galinsoga parviflora, N3 - negativna
kontrola Chenopodium murale, N4 — negativna kontrola Nicotiana benthamiana. Donji red (GVA,
veli¢ina produkta 430 parova baza): P —izvori$na biljka vinove loze (VVL-112), 1 — Abuthilon
theophrasti (16-4), 2 — Amaranthus retroflexus (2a 3-1, 2b 3-2), 3 - Chenopodium murale (27-1), 4 —
Nicothinana benthamiana (34-8), 5 — inokulirana test bilja vinove loze (PN5-3), N — negativna
kontrola vinova loza, N1 - negativna kontrola Abuthilon theophrasti, N2 - negativna kontrola
Amaranthus retroflexus, N3 - negativna kontrola Chenopodium murale, N4 - negativna kontrola
Nicothiana benthamiana. (lzvor: D. Voncina)
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Tablica 3. Rezultati prijenosa GLRaV-3 i GVA s vinove loze na korove/test biljke koristenjem Stitastih
usi vinove loze (Planococcus ficus). U prijenosu je koristeno 10 li¢inki Stitastih usi po biljci, a
uspjesnost prijenosa je provjerena metodom ELISA i RT-PCR dva mjeseca nakon inokulacije. Biljke sa
spektrofotometrijskim ocitanjima ve¢ima najmanje tri puta od ocitanja negativnih kontrola smatrane

su pozitivnima.

GLRaV-3
PE:;!SQI a Interni kod
Korovi/zeljaste test Broj vri'ei‘inost ELISA bl RT-
R.br b =rol ject o (ELISA PCR
iljke biljaka | negativne | pozitivne Sitani
kontrole iy
Korovi
Europski mracnjak
1. (Abuthilon 10 0,124 0 - nt>
theophrasti)
Ostrodlakavi §¢ir
2. (Amaranthus 10 0,115 0 - nt
retroflexus)
Ambrozija
3. (Ambrosia 2 0,148 0 - nt
artemisifolia)
Poljski jarmen
4. (Anthemis arvensis) 10 D L ) i
Rusomaca 1
5 (Capsella bursa- 0,152 1 10-6 (0,503) -
pastoris)
Bijela loboda 14-10
6. | (Chenopodium album) | 10 B 1 (0,431) *
7. Bodljikavi osjak 1 0,122 0 ; nt
(Cirsium arvense)
Kuznjak ’ )
8. (Datura stramonium) 10 0,124 1 20-3 (0,406)
Divlja mrkva
9. (Daucus carota) 10 U129 ¢ i nt
Sitnocvjetna konica 10 11411 |+
10. (Galinsoga 0,165 2 ) .
parviflora) e {30
Kiselic¢asti dvornik
11. (Poligonum 9 0,123 1 7-9 (0,327) -
lapathifolium)
Stavelj
12. (Rumex crispus) 10 0,133 1 12-1 (0,401) -
13, | <mapomocnica 12 | 0118 0 . .
(Solanum nigrum)
Test biljke
Chenopodium
1 foetidum 9 0,124 0 - nt
5 | Chenopodium murale 8 0,109 1 27-1(0,333) | +
3. Chenopodium guinoa 6 0,135 0 - nt
Nicotiana 34-4 (0,393 -
4. benthamiana 10 0.112 2 ﬁ +
5. Nicotiana rustica 10 0,118 0 - nt
N. tabacum var. 31-2 (0,422) -
6. samson 10 B0 2 31-4 (0,363)

Biljke oznacene - koristene su kao izvor virusa u prijenosu na bezvirusne biljke vinove loze. Oznake: +

pozitivna, - negativna, nt — nije provedeno testiranje; * biljka uginula prije RT-PCR testiranja.
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Tablica 4. Prijenos GVA i GLRaV-3 s korova/test biljaka na vinovu lozu. Prisutnost virusa je testirana

metodom RT-PCR (dva mjeseca nakon inokulacije) i metodom ELISA (tri mjeseca nakon inokulacije).

GVA GLRaV-3
Biljke izvor virusa Kod lozne sadnice ELISA RT-PCR ELISA RT-PCR
CH6-30 N/A N/A 0,125 -
) " . CH6-37 N/A N/A 0,157 -
(S(';:;;'ncs‘g;a:;';‘:;ffa) CH6-29 N/A N/A 0,139 .
11-4 CH6-34 N/A N/A 0,158 +
(GLRaV-3) CH6-28 N/A N/A * -
CH6-23 N/A N/A * -
CH6-26 N/A N/A * -
Chenopodium murale CH6-2 0,101 - 0,139
27-1 CH6-14 0,107 - 0,181 +
(GVA, GLRaV-3) PN5-8 0,119 - 0,133 +
Prosjecna vrijednost negativne kontrole/prazno 0,099/0,093 0,114/0,105
PN5-2 0,098 -
; L PN5-1 0,104 -
Ostro:Iakaw sa/r PN5-3 0,095 ;
(Amarant él_szretrof exus) PN 0,093 -
(GVA) PN5-5 0,095 -
PN5-6 0,145 -
PN5-7 0,095 -
PN5-11 0,099 -
PN5-12 0,095 -
L . PN5-13 0,097 -
N/cotlana::réthamlana PN5-15 0,096 :
(GVA) PN5-16 0,098 -
PN5-17 0,102 -
PN5-18 * -
PN5-19 0,101 -
CH6-14 0,098 -
Europski mracnjak CG6-17 0,168 -
(Abuthilon theophrasti) CH6-16 0,100 -
16-4 CH6-18 0,095 -
(GVA) CH6-20 * -
CH6-21 * -
Prosje¢na vrijednost negativne kontrole/prazno 0,099/0,093

* — biljke uginule od gljivi¢nih bolesti prije testiranja.

Nakon ELISA i RT-PCR testa, potvrden je prijenos GVA na dva cesta korova u naSim

vinogradima: mracnjak (Abuthilon theophrasti) i oStrodlakavi S¢ir (Amaranthus retroflexus) te

na dvije test biljke: Chenopodium murale i Nicotiana benthamiana; te vektorski prijenos

GLRaV-3 na korove: bijela loboda (Chenopodium album), sitnocvjetna konica (Galinsoga

parviflora) i test biljke Chenopodium murale i Nicotiana benthamiana.

Povratni prijenos virusa vektorskim putem od inficiranih test biljaka/korova na neinficirane

lozne sadnice takoder je dokazan spomenutim detekcijskim metodama. A-virus vinove loze

(GVA) uspjesno je prenesen Stitastim uSima na lozu preko inficiranog korova Amaranthus

retroflexus, a uvijenosti lista vinove loze pridruZeni virus 3 (GLRaV-3) preko korova Galinsoga

parviflora i test biljke Chenopodium murale.
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4. Rasprava

Dokazano je da Sirenju virusa u vinogradima mogu doprinijeti razlicite uzgojne mjere
(obrezivanje, vrsikanje, strojne radnje i sl.) te vektorske vrste Stitastih usi (Cabaleiro 2009,
Charles i sur., 2006; Jooste i sur., 2011). Ovo istrazivanje pokazuje potencijalni utjecaj
korova, Cesto prisutnih u vinogradima, kao potencijalnih izvora virusnog inokuluma za
GLRaV-3i GVA.

Do danasnjih dana je kao primarni nacin Sirenja virusa, osobito u novo podignutim
vinogradima, smatran sadni materijal, dok se Sirenju pomocu Stitastih usi davala sekundarna
uloga, odnosno uloga u Sirenju unutar istog ili susjednih vinograda. | dan danas, kontrola oba
istrazivana virusa oslanja se na uporabu certificiranog sadnog materijala, zbog ¢ega su oba
uklju¢ena u certifikacijske programe vecine zemalja kod kojih vinogradarstvo predstavlja
znacajnu granu nacionalne ekonomije. Ponovna infekcija novopodignutih vinograda
koristenjem zdravog sadnog materijala u relativno kratkom periodu (5 - 10 godina) i to na
podrucjima bez blizine starih vinograda, upudivala je na sumnju da moraju postojati i
alternativni izvori virusnih inokuluma. Na to upucuju i prijasnja istrazivanja koja govore kako
se osim na biljke iz roda Vitis, GVA mozZe uspjeSno mehanicki prenijeti s nekoliko vrsta
Stitastih usi na biljke Nicotiana benthamiana i N. clevelandii (Conti i sur., 1980; Minafra i sur.,
1998; Monette i James, 1990a, b), dok je je prijenos GLRaV-3 dokazan koristenjem vrste
Planococcus ficus na vrstu Nicotiana benthamiana (Prator i sur., 2017).

Ovo istrazivanje zamisljeno je na nacin da simulira stvarne agroekoloske uvjete u vinogradu.
Stoga su u pokusu koriStene razli¢ite biljne vrste (korovi), kakve se u sustavu danas vrlo
popularnog ,ekolosko vinogradarstva“ toleriraju kao biljni pokrovi. Takoder, postavljanjem
licinki vrste P. ficus na otvoreno podrucje listova (bez kaveza), dajuc¢i im moguénost da
napuste biljku bez hranjenja, simulirani su prirodni uvjeti i situacije do kojih moze dodi u
vinogradima. Koristenom metodom nije se Zeljela dobiti infekcija korova pod svaku cijenu,
vel se kroz pozitivne rezultate u laboratoriju ujedno Zeljela procijeniti moguénost zaraze do
koje mozZe dodi u prirodi. Dobiveni rezultati pokazali su da se u slu¢aju GLRaV-3 uspjesan
prijenos moZe posti¢i i sa znatno manjim brojem kukaca (njihovih li¢inki) i to uz njihovo
slobodno kretanje po biljci u odnosu na prethodne rezultate i koriStenje zatvorenog sustava
prijenosa tj. kaveza (Pratorisur., 2017).

Utjecaj i znadaj korova u pojavi, prijenosu i Sirenju virusnih oboljenja poljoprivrednih kultura
vec ranije je poznat i dokazan kod brojnih viroza (Duffus, 2003), no kod viroza vinove loze ne
pridaje im se veéi znacaj. Rezultati ovog istraZivanja daju nova saznanja o biologiji i
epidemiologiji GLRaV-3 i GVA kroz spektar njihovih sekundarnih domacdina te postavljaju
pitanje o sveukupnosti i ucinkovitosti trenutno koristenih mjera kontrole. Naime, kako je
ekoloska poljoprivreda postala suvremeni trend u svijetu, ne zaobilazeéi ni vinogradare,
postavljeni su standardi u proizvodnji koji naglasavaju potrebu za oCuvanjem ekosustava u
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neposrednoj blizini poljoprivrednog sustava, cCija uravnoteZena interakcija dovodi do
odredene razine samoodrzivosti u proizvodnji. Nesumnjivo je da su dio takvog agro-
ekosustava i korovi te ostala vegetacija, kojima se u takvom gospodarenju okolisSem daje
nezaobilazna vaznost. Uz sve dobrobiti i nedostatke koje zeleni pokrov unutar vinograda
donosi samoj proizvodnji, ovo istraZivanje definitivnho stavlja upitnik na utjecaj korova u
prijenosu viroza vinove loze. Za istraziti je predstavljaju li korovi u vinogradu svojevrsni most
za Sirenje virusa sa zarazene na nezarazenu lozu pomodu Stitastih usi, koje u velikom periodu
svog Zivotnog ciklusa imaju vrlo ograni¢enu pokretljivost te vektorsku sposobnost, koju
posjeduju gotovo iskljucivo kao licinke. To posebice dolazi do izrazaja u slu¢ajevima u kojima
se vinograd iskrci i gdje nije prisutan niti vektor niti kultura kao primarni domacin, ali gdje
postoji mogucénost da virus opstane u korovu. Buduéi da u istrazivanju na korovima
zarazenima s GVA i/ili GLRaV-3 nisu primije¢eni nikakvi simptomi, dodatno je otezano
njihovo vizualno prepoznavanje u vinogradima. Ukoliko se u obzir uzme ¢injenica da se na
lozi simptomi zaraze primjecuju tek u godini nakon infekcije i ovdje bi se moglo raditi o istom
efektu. Simptomi koji bi upudivali na virusnu infekciju nisu zabiljezeni niti kod ranije
ostvarenog prijenosa GLRaV-3 na vrstu N. benthamiana (Prator i sur., 2017).

Trenutno u nedostatku kurativnih mjera za kontrolu virusnih bolesti vinove loze, naglasak je
stavljen na preventive mjere. U prevenciji se poseban naglasak daje pravodobnim i preciznim
dijagnostickim metodama virusa, bilo u biljkama domacina ili u njihovim vektorima, koje
onda posljediéno ukljuCuju kontrolu/suzbijanje vektora ili kréenje pojedinacnih zaraZenih
biljaka. Cjelovite i sveobuhvatne epidemioloske studije na razini virus-domacin-vektor vrlo su
zahtjevne, ali i vazne, jer objasnjavaju epidemioloske mehanizme preko kojih virusi ostvaruju
infekciju. Osim osnovnog razumijevanja tog sustava, te nam studije sluZe za odabir
odgovaraju¢ih mjera kontrole, koje ne uklju¢uju samo pravodobnu detekciju virusa, vec i
mogucénosti sprjecavanja njihovog Sirenja.

Rezultati provedenog istraZivanja ostavljaju otvorena pitanja koliko su u vinogradima ceste
korovne biljke zarazene sa GLRaV-3 i/ili GVA te u kojem postotku je moguc prijenos na
zdravu/nezarazenu lozu pomocu vektora. Navedeni rezultati mogli bi imati utjecaj na bolju
kontrolu virusnih bolesti vinove loze kroz mogucu potrebu implementacije mjera usmjerenih
na kontrolu korova kao izvora virusnog inokuluma. Time bismo mogli znacajno produljiti
vijek ekonomske eksploatacije vinograda u podrucjima visoko rizicnim za virusne zaraze, ali i
sprijeiti prijenos na podrucja izvan epidemioloskog kruga djelovanja ekonomski znacajnih

virusa.
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5. Zakljucci

1. U laboratorijskim uvjetima, uz simulaciju prirodnih uvjeta, potvrden je prijenos GVA i

GLRaV-3 pomodu li¢inki prvog stadija Stitastih usi Planoccocus ficus na Cetiri korova
Cesta u hrvatskim vinogradima: GVA na europski mracnjak (Abuthilon theophrasti) i
ostrodlakavi $¢ir (Amaranthus retroflexus); GLRaV-3 na bijelu lobodu (Chenopodium
album) i sitnocvjetnu konicu (Galinsoga parviflora). Kumulativho, GVA se uspjesSno
prenio na pet jedinki test biljaka/korova iz Cetiri razliite vrste, a GLRaV-3 na Cetiri
jedinke test biljaka/korova iz Cetiri razlicite vrste (od 174 jedinke iz 19 vrsta koristenih
u testovima prijenosa).

U istim uvjetima i uz koristenje istih vektora dokazan je prijenos GVA i GLRaV-3 na
test biljke vrste Chenopodium murale i Nicotiana benthamiana.

Korovne/test biljke zarazene sa GLRaV-3 i GVA nisu iskazivale nikakve znakove
infekcije pored onih koji bi mogli upudivati na nedostatak hranjivih tvari, bududi su
isti primijeceni i kod negativnih kontrola.

Moguc je povratni prijenos sa zaraZzenih korova/test biljaka na vinovu lozu. Navedeni

prijenos dokazan je sa Galinsoga parviflora i Chenopodium murale u slu¢aju GLRaV-3
te Amaranthus retroflexus u slucaju GVA.
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Zivotopis

Martin Jagunié, roden 9. studenog 1995. godine u Zagrebu, Zivi
u mjestu PleSivica nedaleko grada Jastrebarskog, u
osmeroclanoj obitelji. Osnovnoskolsko obrazovanje zapocinje u
podrucénoj Skoli PleSivica, a nastavlja i zavrSava u Osnovnoj Skoli
Ljubo Babi¢ u Jastrebarskom. Srednju Skolu upisuje u istom
gradu, smjer opca gimnazija, gdje je maturirao 2014. godine.

Martin je roden kao pripadnik 4. generacije obiteljskih vinara i
od malih nogu sudjeluje u svim vaznijim poslovima obiteljske
vinarije, koja je poglavito orijentirana na proizvodnju pjenusavih

vina. Kao ljubitelj prirode i Zivog svijeta, a poucen iskustvom proizvodnje, 2014. godine

upisuje Agronomski fakultet SveucilisSta u Zagrebu studij “Zastita bilja”. Titulu univ. bacc. ing.

agr. stjece 2017. godine obranom zavrSnog rada naslova: “Zbrinjavanje ambalaze utrosenih

sredstava za zastitu bilja” pod mentorstvom izv. prof. dr. sc. Aleksandra MesSi¢a, Zavod za

poljoprivrednu zoologiju. Iste godine upisuje studij “Fitomedicina” na Agronomskom
fakultetu u Zagrebu. U akademskoj godini 2018/2019 izraduje diplomski rad pod

mentorstvom izv. prof. dr. sc. Darka Voncine na Zavodu za fitopatologiju.

Slobodno vrijeme Martin voli provoditi s prijateljima, sa Zivotinjama i biljkama, s gitarom te s

ponekom amaterskom glumackom ulogom.
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