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Sazetak

Diplomskog rada studenta Kristiana Puri¢a-Stjepanoviéa, naslova

EKONOMSKI ZNACAJNI VIRUSI VINOVE LOZE U VINOGRADIMA U OKOLICI
PORECA

U svijetu je otkriveno preko 86 razli¢itih vrsta virusa koji parazitiraju unutar vinove loze, od
kojih samo mali broj predstavlja ekonomski znacajne viruse. Predstavnici vaznih virusnih
bolesti vinove loze, ovisno o literaturi i regiji uzgoja, uglavnom se ubrajaju u osam virusa koji
pripadaju trima skupinama: infektivna degeneracija (virus mozaika gusarke - ArMV, virus
lepezastog lista vinove loze - GFLV), uvijenost lista (uvijenosti lista vinove loze pridruzeni
virusi 1,2 i 3 - GLRAV-1,2,3) i skupini naboranosti drveta vinove loze (A-virus vinove loze -
GVA i B-virus vinove loze - GVB). Uz prethodno navedene pripadnike obi¢no se pribraja i
virus pjegavosti vinove loze (GFkV). Cilj istrazivanja bio je utvrditi prisutnost ekonomski
znacajnih virusa vinove loze unutar vinograda u okolici Pore¢a. Uzorci su prikupljeni sa 7
razli¢itih lokacija te su bili podvrgnuti testiranju koriStenjem imuno-enzimske metode na
¢vrstoj fazi (ELISA). Potvrdena je prisutnost svih ekonomski zna¢ajnih virusa vinove loze.
Najzastupljeniji medu njima bio je GLRaV-3 (50,1%), zatim ga slijede: GVA (18,3%), GFkV
(7,8%), GLRaV-1 (4,3%), GFLV (2,8%), GLRaV-2 (1,5%) te se na zadnjem mjestu nalazi
prisutnost ArMV (0,3%). Takoder je utvdena prisutnost mjeSovitih infekcija gdje je
najzastupljeniji kompleks GLRaV-3 + GVA - 16,6 %, s druge strane potvrdene su i druge
kombinacije, ali njihov postotak nije bio veéi od 6 %.

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



Summary

Of the emaster's thesis - student Kristian Puri¢-Stjepanovi¢, entilted

ECONOMICALLY IMPORTANT VIRUSES IN VINEYARDS NEAR POREC

Over 86 different types of viruses that parasitize within the grapevine have been discovered
worldwide, of which only a small number constitute economically significant viruses.
Representatives of important grapevine viral diseases, depending on the literature and the
region of cultivation, are mainly included in eight viruses that belong to three groups: infectious
degeneration (Arabis mosaic virus - ArMV, Grapevine fanleaf virus - GFLV), grapevine
leafroll (Grapevine leafroll-associated virus -1, 2 and 3 - GLRaV-1, 2 i 3) and rugose wood
(A-grapevine virus - GVA and B-grapevine virus - GVB). In addition to the aforementioned
groups, the Grapevine fleck virus (GFkV) is usually concluded. This study aimed to determine
the presence of economically important grapevine viruses within vineyards in the vicinity of
Pore¢. Samples were collected from 7 different sites and were subjected to the enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). The presence of all economically important grapevine viruses
was confirmed. The most common among them was GLRaV-3 (50,1%), followed by: GVA
(18,3%), GFkV (7,8%), GLRaV-1 (4,3%), GFLV (2,8%), GLRaV-2 (1,5%) and in the last
place is the presence of ArMV (0,3%) The presence of mixed infections was also confirmed,
with GLRaV-3 + GVA - 16,6 % as most common combination. On the other hand, other mixed
infections were confirmed, but their percantage did not exceed more than 6 %.

Key words: grapevine, economically important viruses , ELISA, mixed infections



1. Uvod

Vinova loza (Vitis vinifera L.) je jedna od najrasprostranjenijih drvenastih kultiviranih
vrsta koja potjece iz Europe i zapadne Azije. Karakterizira je bogata povijest koja je doprinijela
njenom Sirenju i domestikaciji na nova podrucja te je danas uzgoj vinove loze, proizvodnja
grozda i njegova prerada, raSirena na gotovo svim kontinentima, izuzev Antarktika (MiroSevi¢
i Karoglan Konti¢, 2008).

Hrvatska kao zemlja s bogatim rasponom klime (kontinentalna i mediteranska) veoma
je pogodna za razvoj i uzgoj vinove loze. Upravo tako povoljan ekoloski polozaj ,,lijepe nase*
razvio je izvanredne autohtone sorte koje pod utjecajem specificnih agroekoloskih uvjeta naSeg
geografskog podrucja daju znacajne proizvodne rezultate. Raznolikost asortimana, suvremeno
znanje i tehnologija daju prepoznatljive kvalitetne i vrhunske proizvode. Proizvode koji mogu
naci svoje mjesto i1 na izbirljivom svjetskom trzistu (BiSof i Herjavec, 1996). Tako na podrucju
Primorske Hrvatske najzastupljenija autohtona sorta je Malvazija istarska (19,6 %), a zatim
slijede Plavac mali (16,6%), Plavina (6,4%), Trbljan (5,5%), Kujndusa (3,9%), Babic¢ (3,4%),
Debit (3,3%) te Marastina (3%) (Voncina, 2011). U Republici Hrvatskoj vinogradarstvo
predstavlja jednu od vode¢ih gospodarskih grana, iako se u novijim istrazivanjima i
provodenjem statistickih podataka biljezi pad vinogradarskih povrSina (Hrvatska agencija za
poljoprivredu i1 hranu; godi$nje izvjesce, 2019). Prema podacima Vinogradarskog registra
(APPRRR, 2019) Republika Hrvatska ima 19.022,09 ha vinogradarskih povrsina, ali iste te
godine zabiljezen je nagli pad koji je rezultirao sa kré¢enjem 686,30 ha vinograda. U usporedbi
sa svjetskim povrSinama unutar zadnjeg desetljeca, pad vinogradarskih povrs§ina u Hrvatskoj
iznosi ¢ak 43 % (14 000 ha). Prema Maleti¢u 1 sur. (2015) prije pojave vinogradarske krize
koju je prouzrokovala filoksera (Daktulosphaira vitifoliae) u Hrvatskoj je bilo vise od 400
sorata vinove loze. Danas je njihova brojka drastiéno smanjena radi propadanja vinograda
djelovanjem Stetnika, gljivi¢nih bolesti 1 kriptogenih bolesti koje uzrokuju virusi (npr.
Daktulosphaira vitifoliae, Plasmopara viticola, Erysiphe necator, GLRAV-1,2,3, GFLV,
ArMV, itd.). Radi trenda pada vinogradarskih povrsina, zadnjih godina su ulozeni veliki napori
kako bi se ocuvala bioraznolikost vinove loze. U zadnjim desetljeCima pokrenuti su nizevi
razlicitih projekta koji poticu revitalizaciju, zaStitu 1 popularizaciju autohtonih sortimenata
vinove loze unutar cijele Hrvatske (Andabaka i sur. 2011; Maleti¢ i sur. 2015).

U vinogradarskoj regiji Primorske Hrvatske, podregija Istra sa svoja tri vinogorja
(zapadna, centralna i isto¢na Istra) ¢ini specifican areal u kojem se uzgajaju mnogobrojne
autohtone i introducirane sorte vinove loze (Vitis vinifera L.) (llak i Radeka, 2014). Istra
pripada jednoj od starijih vinogradarskih regija, smjeStena na sjeverozapadu Hrvatske cije
vinogradarske povrSine zauzimaju oko 3.030 ha, Sto ¢ini oko 18 % hrvatskog vinogradarskog
podrucja (Poljuha 1 sur. 2010). Kultura vinove loze na podrucju Istarskog poluotoka seze jos
iz antickih vremena od doba starih Rimljana. Jedan od najvecih rimskih kronicara, Plinije stariji
u svom djelu ,,Historiarum mundi‘ spominje vino ,,vinum Pucinum *“, koje obasipa pohvalama.
Prema opisanim karakteristikama smatra se da je rije¢ o crnoj sorti Teran, koja se i danas uzgaja
na podrucju Istre. Posebno znacajan dokument datira iz 1650. godine, gdje biskup Tommasini
iz Novigrada spominje 15 sorti grozda na podrucju Istarskog poluotoka; Hrvatica, Malvazija,
Muskat, Prosek, Rebula, RefSok, Teran i Trebjan (PerSuri¢ i sur. 2009). Podrucje Istre



karakterizira isprepletena geolosko-reljefna i klimatska raznolikost koja je doprinijela
razli¢itom autohtonom sortimentu. Najvaznija bijela sorta u Istri jest ,,Malvazija istarska® ¢iji
je detaljni ampelografski opis opisao Vitolovi¢ sa suradnicima 1960. godine. Ostale vazne
bijele sorte su: ,,Chardonnay*, ,,Pinot blanc*, ,,Pinot sivi“, ,,Sauvignon blanc®, i ,Bijeli
muskat®“. Najc¢eSce crvene sorte su: ,,Teran“, ,Borgonja®“, Merlot“, , Hrvatica“, ,,Cabernet
Sauvignon®, ,,Cabernet franc* i ,,Pinot noir* (Maleti¢ i sur., 2008).

Vinova loza se smatra najve¢im domacinom virusa medu uzgajanim voénim kulturama
(Martelli, 2018). Do danas je utvrdeno vise od 86 razli€itih vrsta virusa. U danasnjem svijetu
virusne bolesti se smatraju jednim od najvaznijih uzro¢nika biljnih bolesti te se traze brojna
rjeSenja u njihovoj kontroli. Nazalost, danasnja spoznaja o virusima nije se toliko unaprijedila
od pronalaska prvog biljnog virusa: virus mozaika duhana - TMV (lvanosky, 1892), a dodatno
problem povecava Cinjenica da jednom zaraZena biljka ostaje zarazena do kraja svog
eksploatacijskog vijeka. Takoder, virusne infekcije se ve¢inom ne mogu odmah uociti jer su
latentne prirode te nakon Sto dode do prvih vidljivih simptoma u vecini slucajeva je prekasno.
Problematika se javlja jer prakti¢no ne postoji mogucnost izlje¢enja jednom zarazenog trsa,
takav trs postaje trajni izvor zaraze pa virus putem vektora moze biti prebacen na druge zdrave
trsove te postoji opasnost od daljnjeg prijenosa virusa preko vegetativnog nacina
razmnoZavanja. Sirenju virusa vinove loze najvide je pridonio njen vegetacijski nacin
razmnozavanja. Introdukcija filoksere (1892.) unutar europskih vinogradarskih povr$ina,
doprinijela je masovnoj distribuciji virusa zbog cijepljenja europskih plemki na zarazne
americ¢ke podloge u svrhu ponovnog uzgoja tada ugrozene europske loze (Vonéina, 2011).
Suzbijanje virusnih bolesti kao i kod svih kultura, a posebice onih koje se uzgajaju vegetativnim
putem, zasnivaju se na koriStenju preventivnih mjera - naglasak se stavlja na Koristenje
certificiranog (virus-free) sadnog materijala te kontroli i suzbijanju vektora (Stitaste usi i
nematode). Uzgoj i izbor kvalitetnog sadnog materijala predstavlja jednog od temeljnih
preduvjeta uspjesne vinogradarske proizvodnje. U Republici Hrvatskoj ,,Pravilnik o izmjenama
i dopuni Pravilnika o stavljanju na trziste materijala za vegetativno umnazanje loze* (,,Narodne
novine®, br. 1010, NN 49/2020) nalaze kako se svi mati¢ni nasadi svake godine moraju
vizualno nadzirati na sve viruse i virusu sli¢ne organizme. Osnovni mati¢ni trsovi te mati¢ni
trsovi iz kojih se uzima certificirani sadni materijal moraju biti podvrgnuti laboratorijskim
analizama kako bi se utvrdila prisutnost ekonomski znacajnih virusa: virusa lepezastog lista
vinove loze (GFLV), virusa mozaika guSarke (ArMV), virusa povezanih sa uvijenosti lista
vinove loze 1i 3 (GLRaV-1, GLRaV-3) te virusa pjegavosti lista vinove loze (GFKV).

1.1 Cilj istrazivanja

Cilj rada je bio istraziti ucestalost pojave ekonomski najvaznijih virusa vinove loze kod
viSe razliCitih sorata i vinograda lociranih u okolici grada Porec¢a, primjenom enzimskog-
imunotesta na ¢vrstoj fazi - metoda ELISA.



2. Pregled literature:

2.1. Znacaj vinove loze u svijetu

Vinova loza (Vitis vinifera L.) predstavlja najvazniju drvenastu kulturu koja zauzima
vazno mjesto u poljoprivrednoj proizvodnji, a samim time i svjetskom gospodarstvu. Jedna je
od najstarijih uzgajanih drvenastih kultura na svijetu te se zbog svojih regenerativnih
Sposobnosti smatra i kao ,,drvo zivota® (Vivier i Pretorius, 2000). To je viSegodi$nja drvenasta
biljka penjacica koja pripada porodici Vitaceae s 11 rodova i oko 600 vrsta (MiroSevi¢ i
Karoglan Konti¢, 2008). Plodovi vinove loze dozrijevaju ovisno o sorti izmedu kolovoza i rujna
te predstavljaju okruglaste bobe (grozde) slatko-kiselog okusa. Zdravi trsovi vinove loze u
intenzivnom nasadu (vinograd), uz adekvatnu brigu i optimalne uvjete mogu biti ekonomski
isplativi do 30 godina. lako sama po sebi predstavlja skromnu kulturu, odabir lokacije za uzgoj
moze biti krucijalan ¢cimbenik koji ¢e se odraziti u prinosu i kvaliteti buduéeg grozda. Do druge
polovice 19. stoljeca trajalo je tzv. ,,zlatno doba vinogradarstva®, tada je u Europu introduciran
invazivni Stetnik iz Sjeverne Amerike trsov uSenac (Viteus vitofoliae F.) te u potpunosti mijenja
daljnji tijek uzgoja i razvoja vinove loze u Europi (Mirosevi¢ i Karoglan Konti¢, 2008; Maleti¢
i sur. 2015). Europska loza nije pokazivala otpornost na novo introduciranog $tetnika te je doslo
do masovnog propadanja. Prije najezde filoksere vinova loza se isklju¢ivo razmnozavala
reznicama (Kirgija, 2012). Problematika se rijesila nakon $to su sazvani stru¢ni entomolozi koji
su proucavali bioloski ciklus filoksere. Jedan od njih je bio ameri¢ki entomolog Charles V.
Riley (1869) koji je utvrdio da se bioloski ciklus u Americi znatno razlikuje od nacina Zivota u
Europi. Naime, autohtoni Stetnik iz Amerike se hranio lis¢em, dok se na europskoj vrsti hranio
iskljuivo korijenjem, radi ¢ega je doslo do propadanja 70% europskih vinograda. Riley prvi
predlaZze cijepljenje europskih osjetljivih vrsta loza na ameri¢ke podloge rezistentnih Kultivara.
Njegovo otkriée je spasilo europsko vinogradarstvo te Francuska vlada u znaku zahvalnosti
1889. Rileyu dodijeljuje najveéu nagradu ,,Légion d 'Honneur* (Gale, 2003; Sorensen i sur.
2008).

Medunarodna organizacije za lozu i vino (OIV?), koordinira sva istraZivanja i provodi
statistiku svjetskog vinogradarstva i vinarstva te njihovo zadnje izvjes¢e (OIV, 2020) govori
kako se u svijetu ukupna povrsina pod vinovom lozom koja se koristi u viSenamjenske svrhe
(vino i sokovi, stolno grozde i grozdice, kozmetika), procjenjuje na oko 7.300.000 ha (Graf 1.).
U usporedbi sa zadnja dva desetljeca biljezi se pad vinogradarskih povrS§ina za 7 % u svijetu,
odnosno za 500.000 ha. Procjenjuje se kako u svijetu ima oko 10.000 sorata, od kojih samo
200-300 ima ve¢u komercijalnu vrijednost, a u posljednjim godinama intenziviraju se nasadi s
vinskim sortama kao $to su: Cabernet Sauvingon, Chardonnay, Merlot, Sauvingon Blanc, Syrah
(Maleti¢, 2014). Svjetska proizvodnja vina, izuzev sokova i mosta u 2020. godini procjenjuje
se na 260.000.000 hl, sto u odnosu na 2019. oznacuje blagi porast od gotovo 3.000.000 hl (1%)
(Graf 2.). Iako se koli¢ina proizvedenog vina Cini izrazito velikom, u usporedbi s prethodne
dvije nestabilne godine isti¢e se nagla oscilacija gdje se broji gubitak od ¢ak 32.000.000 hl
(11%). Zanimljiva Cinjenica je da od ukupne svjetske proizvodnje vina ¢ak 135.800.000 (53

1 OIV - Organization international de la vigne et du vin.



%) pripada Europskoj proizvodnji od kojih se isticu: Italija (49.100.000 hl), Francuska
(46.600.00 hl) i Spanjolska (40.700.000 hl).

Vinova loza predstavlja ogroman znacaj u svjetskom gospodarstvu, ali isto tako prema
navedenim podacima biljezi se trend naglog pada vinogradarskih povrsSina. Uzrok tom trendu
napustanja i kréenja vinogradarskih povr§ina moze biti zbog raznih faktora. Trend se razvijao
skoro dva desetljeca, a razlog moze biti napustanje ruralnih podrucja za potragom novijih
modernijih zanimanja, prevelika konkurencija poznatih vinogradara, kao i1 nedovoljna
motivacija za probijanje mladih vinogradara na trziste. Citanjem literature i pra¢enjem
razlog tom silaznom trendu proizlazi iz toga sto je vinova loza kao kultura veoma zahtjevna za
odrzavanje, a u danaSnjem svijetu se javlja visok broj bolesti kao i viroza koje otezavaju
rentabilnu proizvodnju. Kao §to se u 19. stolje¢u pojavila problematika gubitka postoje¢ih
vinograda, tako se i u danasnjici javlja sve veca zabrinutost od virusnih oboljenja vinove loze.
Novija istrazivanja govore kako je do danas izolirano preko 86 razli¢itih virusa iz vinove loze
(Fuchs, 2020). Problematika se javlja zbog toga $to virusi uglavnom izazivaju sistemati¢na
oboljenja i jednom zaraZen trs vinove loze predstavlja izvor infektivnog inokuluma za druge
biljke, bilo to putem vektora ili vegetativnog nacina razmnoZzavanja, kao i nacjepljivanje
americkih podloga s europskim plemkama vinove loze.
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Graf 1. Razvoj ukupne svjetske povrsine pod vinovom lozom:
(Izvor: https://www.oiv.int/public/medias/7909/oiv-state-of-the-world-vitivinicultural-sector-in-2020.pdf)

Graf 2. Trend kretanja ukupne proizvodnje vina u svijetu:
(Izvor: https://www.oiv.int/public/medias/7909/oiv-state-of-the-world-vitivinicultural-sector-in-2020.pdf)
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2.2. Znacajni virusi vinove loze

Virusi po definiciji spadaju pod obligatne intracelularne parazite, koji u nacelu sadrze
RNA ili DNA genom okruzen zaStitnim virusno-kodiranim proteinskim omota¢em
(Gelderblom, 1996). Biljni virusi su $iroko rasprostranjeni i ekonomski znac¢ajni biljni patogeni.
Poznato je da virusi i drugi patogeni mikroorganizmi, kao $to su: viroidi, fitoplazme i bakterije
ograni¢ene floemom i ksilemom, uzrokuju razne infekcije unutar biljnog stani¢ja. Infekcija
virusa zapocinje unutar biljne stanice gdje dolazi do oslobadanja proteinskog omotaca
(kapside) te ispustanja virusnog genoma (RNA ili DNA). Kod nekih biljnih virusa ispusteni
genom zapocinje proces transkripcije novih (virusnih) gena koji pri tome mijenjaju genomski
kod biljnih stanica, odnosno dolazi do replikacije virusnih jedinki (Modrow, 2013). Takvi
paraziti se smatraju primarnim patogenima koji su Stetni za poljoprivredne usjeve, a posebice
se odnosi na kulture koje se vegetativno razmnozavaju (Maliogka i sur. 2015). Jednu od takvih
kultura ¢ini vinova loza koja se kroz Citavu povijest razmnozavala vegetativnim putem. Virusi
su jedinstveni medu biljnim patogenima zbog toga §to se nakon inicijativne infekcije po¢inju
sistemicno Siriti po cijeloj biljci te se vrlo jednostavno mogu prenijeti sa zarazenih na zdrave
jedinke. Prema najnovijim istrazivanjima ( Fuchs, 2020) iz vinove loze diljem svijeta izolirano
je 86 razlicitih virusa. Iako vinova loza predstavlja kulturu koju parazitira najveci broj virusa,
samo neki od njih predstavljaju ekonomske znacajne viruse koji smanjuju njen vijek trajanja,
prinos te kvalitetu grozda. Opcéenito, zbog svoje rasirenosti, potencijalne Stetnosti koje mogu
prouzrokovati unutar vinograda te nacina Sirenja, istiCu se virusi iz sljedece tri skupine:
infektivna degeneracija, uvijenost lista te naboranost drveta (Tablica 1.) (Ivi¢ i Fazini¢, 2011;
Mirosevi¢, 2007; Voncina, 2021). Pored njih u novije vrijeme se javlja sve veca prisutnost
virusa pjegavosti lista vinove loze (GFKV) koji uzrokuje izrazitu deformaciju lista. U daljnjem
pregledu rada slijedi sazet opis najzastupljenijih i ekonomski najznacajnijih virusa vinove loze.

Tablica 1. Gospodarski znacajni virusi vinove loze s pridruzenim kraticama i bolestima koje prouzrokuju:

. Krati S kupina kojoj
Engleski naziv virusa at .Ca Hrvatski naziv virusa S up. a xojo]
(akronim) pripada
. . . . . Infektivna
Grapevine fanleaf virus GFLV Virus lepezastog lista vinove loze ..
degeneracija
. L . . Infektivna
Arabis mosaic virus ArMmv Virus mozaika guSarke .
degeneracija
Grapevine leafroll- Uvijenosti lista vinove loze .. .
P GLRaV-1 J Uvijenost lista

associated virus 1 pridruZen virus 1

Grapevine leafroll- Uvijenosti lista vinove loze

. . GLRaV-2 . . Uvijenost lista
associated virus 2 pridruzen virus 2 )
Grapevine leafroll- Uvijenosti lista vinove loze .. .
P . . GLRaV-3 J L . Uvijenost lista
associated virus 3 pridruzen virus 3
Grapevine virus A GVA A-virus vinove loze Naboranost drva
Grapevine virus B GVB B-virus vinove loze Naboranost drva



2.2.1. Virus lepezastog lista vinove loze (Grapevine fanleaf virus, GFLV)

Virus lepezastog lista vinove loze (Grapevine fanleaf virus, GFLV) spada u porodicu
Secoviridae, rod Nepovirus (ICTV, 2020; MSL #36). Bolest infektivne degeneracije koju
izaziva virus GFLV se smatra najrasirenijim i najStetnijim virusom vinove loze uz uvijenost
lista vinove loze (Basso i sur. 2015). Radi se o najstarijoj virusnoj bolesti koja se u europskoj
literaturi spominje prije viSe od 170 godina. Simptomi virusa lepezastog lista vinove loze
(GFLV) po prvi puta su opisani u Francuskoj (Cazalis-Allut 1865), Austriji (Rathay 1882),
Italiji (Ruggeri 1895; Martelli 2014) i Njemackoj (Cholin 1896) (Meng i sur. 2017). Prema
Martelliju i Boudon-Padieu (2006) prvi simptomatski listovi pronadeni su u herbariju koji je
bio uspostavljen neposredno prije uvodenja americ¢kih podloga unutar Europe. Znakovi zaraze
vizualno se mogu uociti na listovima, mladicama i grozdovima, iako pojava i intenzitet
simptomatskih dijelova biljaka najviSe ovise o sorti, podlozi, soju virusa, starosti biljke i
brojnim drugim ¢imbenicima. U literaturi se ¢esto navodi kako biljke mogu biti zarazene
latentno, pri éemu se simptomi uo¢avaju tek kasnije ili biljke naizgled izgledaju zdravo. Cesto
dolazi u mjesovitim infekcijama sa drugim virusima pa simptomi znaju biti izraZeniji, no vrlo
je teSko po simptomima odvojiti i prepoznati to¢nu skupinu virusa. Virus lepezastog lista
vinove loze karakteriziraju dva simptoma uzrokovana razli¢itim sojevima virusa: deformirajuéi
I kromogeni (Martelli i Boudon-Padieu, 2006).

Deformirajuéi sojevi uzrokuju razne deformacije listova, koji poprimaju asimtericni i
naborani izgled te njihovi rubovi ¢esto znaju biti izrazenije nazubljeni, a na njima se ¢esto moze
uociti mozaicno ili kloroti¢no Sarenilo. Takav soj moZe uzrokovati karakteristi¢nu derformaciju
po kojoj je virus dobio ime — listovi zbog otvorenog sinusa i zbijenosti glavnih Zila poprimaju
oblik ,,lepeze“. Simptomi na rozgvi se o€ituju u vidu kracih internodija i ,,cik-cak® rasta
mladica, a u tezim slu¢ajevima dolazi do nenormalnog grananja mladica i pojave fascijacija.
Ovakav soj ima izvjestan ucinak na grozdove koji sadrze manje i tvrde bobice te dolazi do
neravnomjernog dozrijevanja grozda, tzv. rehuljavost grozdova (Slika 1 i 2).

Zuti mozaik induciran je pojavom kromogenog soja virusa. Simptomi zuéenja mogu se
uociti na ¢itavom trsu ili na pojedina¢nim listovima gdje je kloroza najuocljivija u proljece, a
priblizavanjem vrué¢ih ljetnih dana i poveéanjem temperatura simptomi uglavnom postaju
neprimjetni, odnosno latentni (Martelli 2014; Martelli i Boudon-Padieu; 2006).
Prirodni prijenosnik (vektor) GFLV-a je ektoparazitska kalifornijska kopljasta nematoda
(Xiphinema index). One se nalaze u svim tipovima tla, a populacija ovog vektora se smanjuje
s dubinom tla — 92% svih kopljastih nematoda se nalazi na dubini od 0 do 300 mm u kojoj se
takoder nalazi najveéi postotak korijenja vinove loze (Van Zyl i Walker 2012). Kroz zivotni
vijek prelaze male udaljenosti te se uglavnhom simptomi infektivne degeneracije pojavljuju
Unutar Zarista.



Slika 1. Karakteristi¢ni simptomi virusa lepezastog lista vinove loze koje uzrokuju dva osnovna soja virusa
(Ai B- karakteristi¢na pojava Zzucenja listova kod kromogenog soja, C - skraenje internodija i D - pojava
rehuljavosti grozdova), Izvor

(https://www.researchgate.net/publication/270963659_Control_of Viruses_Infecting_Grapevine)

Slika 2. Karakteristi¢ni simptom GFLV-a koji daje dojam ,,lepezastog™ lista,
(Izvor: https://grapes.extension.org/grapevine-fanleaf-degeneration-disease/)
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2.2.2. Virus mozaika gusarke (Arabis mosaic virus, ArMV)

Virus mozaika gusarke (Arabis mosaic virus, ArMV), po prvi puta otkriven na vinovoj
lozi i tre$nji u bivioj Jugoslaviji, na podru¢ju danagnje Hrvatske (Panjan i Sari¢, 1963). Takoder
pripada rodu Nepovirus porodice Secoviridae (ICTV, 2020; MSL #36, Sanfagon i sur. 2009).
Uz GFLV predstavlja ekonomski znacajan virus koji pripada skupini uzro¢nika infektivne
degeneracije. Vrlo je sli¢an virusu lepezastog lista vinove loze (GFLV) te isto tako negativno
utjece na koli¢inu i kakvocu prinosa te na vigor i zivotni vijek zarazene biljke (Ivi¢ i Fazini¢,
2011). Simptomatologija i jaCina izrazenih vidljivih simptoma kao i kod ostalih virusa ovisi o
sorti, starosti biljke, kao 1 njezinom opéem stanju soju virusa i drugim ¢imbenicima. Zaraza s
ArMV moze biti latentnog oblika, bez nazo¢nih simptoma. Na temelju poliklonskih antitijela,
svi dosad poznati sojevi ArMV blisko su povezani s virusom lepezastog lista vinove loze
(GFLV). Skoro pa identi¢ni odnos izmedu ArMV-a i GFLV-a doveo je do pretpostavke da dva
virusa mogu biti istog podrijetla (Hewitt, 1985). Unatoc¢ bliskim seroloskim odnosima, sojevi
ArMV mogu se razlikovati od GFLV-a po velikom rasponu domacdina, slabije izrazenim
simptomima te prenosivosti razli¢itim vektorom (CABI i EPPO).

Simptomi zaraze ArMV mogu biti vidljivi na listovima, mladicama i grozdovima.
Listovi Cesto znaju biti deformiranog oblika, manji i pokazivati odredenu klorozu. Internodiji
na mladicama su kraci, a rozgva slabije i sporije odrvenjava. Grozdovi neravnomjerno
dozrijevaju i postaju rehuljavi. GFLV i ArMV se ¢esto pojavljuju u mjeSovitim zarazama
unutar vinove loze te zajedno mogu dovesti do Steta u rasadniCarskoj proizvodnji. Naime,
zaraza ovim virusima znacajno moze smanjiti sposobnost ukorjenjivanja podloga i cijepova te
sras¢ivanja americkih podloga i europskih plemki (Slika 3.) (Ivi¢ i Fazini¢, 2011). AtMV se
prirodno prenosi europskim kopljastim nematodama (Xiphinema diversicaudatum). Sirenje
virusa je sporo te se simptomatski trsovi pojavljuju unutar malog radijusa pojedinog zarista.
Najveca razlika izmedu GFLV-a i ArMV-a lezi unutar spektra domacina, dok je kod GFLV-a
jedini vazan domacinski predstavnik vinova loza, ArMV ima vrlo §iroki krug domacina i moze
zaraziti stotinjak biljnih vrsta iz razli¢itih porodica. Uglavnom su to bitne agronomske kulture,
kao $to su jagoda, hmelj, kupina, ruza, tre$nja, vi$nja, §ljiva i ve¢i broj ukrasnih biljaka (Ivi¢ i
Fazini¢, 2011; Meng i sur., 2017; Suti¢ i sur., 1999).

Slika 3. Slab razvoj cijepova vinove loze kao posljedica zaraze s
ArMV-om
(Izvor: https://www.hapih.hr/wp-

content/uploads/2021/05/2.RNQP-Sadni-materijal-loze.pdf)



https://www.hapih.hr/wp-content/uploads/2021/05/2.RNQP-Sadni-materijal-loze.pdf
https://www.hapih.hr/wp-content/uploads/2021/05/2.RNQP-Sadni-materijal-loze.pdf

2.2.3. Virusi iz skupine uvijenosti lista vinove loze (GLRaV-1, GLRaV-2,
GLRaV-3)

Prvi opisi virusa iz skupine uvijenosti lista vinove loze datiraju iz 19. stoljeca. Izvjestaji
govore o naglom nastanku ,.crvenila®“ lis¢a vinove loze te se takav simptom pripisivao
fizioloskim poremecajima. Martelli i Boudon-Padieu (2006.) smatraju kako je to pored GFLV
najraSirenija i ekonomski najvaznija bolest vinove loze u vecini vinogradarskih regija. Tu
skupinu ¢ini viSe raznih virusa od kojih su najznacajniji GLRaV-1, GLRaV-2 i GLRaV-3.
Pripadaju porodici Closteroviridae, rodovima Ampelovirus (GLRaV-1 i GLRaV-3) i
Closterovirus (GLRaV-2) (ICTV, 2020 MSL #36). ,,Uvijenost lista“ vinove loze naziv je
sindroma koji je uzrokovan medusobno srodnim vrstama virusa koje se u ve¢em broju prenose
putem vunastih (Pseudococcidae) i Stitastih usi (Coccidae), koje putem svog rila duboko
ubadaju biljku do floema i unose virusne Cestice. Smatra se kako su se virusi unutar ove skupine
prosirili na tolike udaljenosti zbog introdukcije ameri¢kih podloga koje su bile zarazene, ali
nisu pokazivale nikakve vizualne simptome te su se tako cijepljenjem na europske plemke
indirektno unijele u na$ sortiment (Martelli, 2014; Martelli i Boudon-Padieu 2006).
Najvaznijim virusima unutar ove skupine smatraju se uvijenosti lista vinove loze pridruzen
virus 1 (GLRaV-1) i uvijenosti lista vinove loze pridruzen virus 3 (GLRaV-3). Simptomi
bolesti razvijaju se kasno u ljeto i jesen, a ukljucuju kloroti¢ne pjege u vidu crvenog ili
pozutjelog lis¢a ovisno o sorti. U pocéetku vizualnim pregledom prisutnosti simptoma moze se
zamjetiti difuzno crvenilo koje je u pocetku slabije izraZzeno, no s vremenom se postupno Siri,
postaje tamnije te u jesenskom razdoblju moze zahvatiti kompletni list (Slika 4.). Obi¢no zile
na listu ostaju zelene, a rubovi se savijaju prema nali¢ju i postaju krhki te lomljivi pritiskom
ruke (Ivi¢ i Fazini¢, 2011). Samim time ometaju fizioloSke procese biljke i smanjuju
asimilacijsku povrSinu te indirektno utjecu na udio Secera kao i na krajnju kvalitetu grozda. Dio
Secera zaraZenih biljaka je za 30 % manji od onih zdravih te dolazi do produZetka zrenja
njihovih plodova (Byzova i sur., 2018). Infekcija smanjuje vigor biljke i prosjec¢an prinos loze
za 15-20 % (Martelli i Boudon-Padieu, 2006). Koliko je znacajna bolest u ekonomskom
pogledu pokazuje nam podatak iz znanstvenog rada (Attalah i sur. 2012.) gdje je procijenjeno
da se troskovi bolesti unutar jedne vegetacije kre¢u izmedu 25.000 i 40.000 dolara po hektaru,
za vinograde u kojima se nije primjenjivala nikakva kontrolna mjera na viruse.

. GLRaV-1,
(Izvor:https://www.wineaustralia.com/getmedia/dcbd8f4f-5c90-
48a6-bce9-3d3ccfafd635/201404 Grapevine-leafroll.pdf)
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2.2.4. Virusi iz skupine naboranosti drveta (Rugose wood complex)

Kompleks naboranosti drveta (Rugose wood complex - RW) jedna je od ozbiljnijih
bolesti koja pogada vinovu lozu (Vitis spp.) Sirom svijeta. Prvi puta je identificirana 1961.
godine u juznoj Italiji (Graniti i Ciccarone, 1961). Danas je rasirena unutar svih vinogradarskih
regija svijeta (Martelli i Boudon-Padieu, 2006). Americ¢ke autohtone sorte vinove loze, kao i
europske loze koje su sadene na vlastitom korijenu te hibridi najces¢e ne pokazuju simptome
infekcije, veé su zarazeni latentno, a do prve pojave simptoma dolazi nakon cjepljenja podloge
1 plemke (Ivi¢ 1 Fazini¢, 2011; Meng i sur. 2017; Voncina 2011). Zahvacene loze imaju slabije
izrazeni vigor u odnosu na zdrave jedinke te dolazi do kasnijeg otvaranja pupova $to rezultira
kasnom vegetacijom. U slu¢ajevima kombinacija odredenih sorti i podloga, na zarazenim
trsovima dolazi do uvijanja listova prema nali¢ju koja je poprac¢ena promjenom boje lis¢a —
slicno kao $to je to slucaj kod virusnih bolesti iz skupine uvijenosti lista (GLRaV). Kompleks
¢ini grupu od znacajnih bolesti koje su dobile ime po simptomima na indikatorskim biljkama:
Vitis rupestris Scheele, Kober 5BB i LN33. S obzirom na reakcije na navedenim biljkama dijele
se u Cetiri skupine (Martelli i Boudon-Padieu, 2006):

1) Naboranost drveta Vitis rupestris (Grapevine rupestris stem pitting) —smatra se kako
je uzroénik ove bolesti Grapevine rupestris stem-pitting associated virus (GRSPaV).
Simptomatologija je jasno izrazena na indikatorskoj vrsti Vitis rupestris te se pojavljuju
u vidu udubina i nabora koji se Sire s inokulacijskog mjesta virusa prema tlu, dok LN-
33 i Kober 5-BB ne pokazuju simptome (Slika 5. i 6.).

2) Izljebljenost drveta kobera (Kober stem grooving) — pojava karakteristi¢nih Zljebova
na drvetu podloge Kober 5-BB, dok Vitis rupestris i LN-33 ne pokazuju nikakve
simptome. Patogen koji uzrokuje ovu pojavu bolesti prepisujemo A-virusu vinove loze
(Grapevine virus A, GVA) (Slika 7.).

3) Plutavost kore vinove loze (Grapevine corky bark) — javlja se kod vrsta Vitis rupestris
1 LN33, a vizualni dokazi zaraze pojavljuju se u obliku simptoma koji se o€ituju u
udubinama i brazdama po ¢itavoj povrsini drveta Vitis rupestris i LN33, dok Kober-
5BB ostaje bez vidljivih simptoma. Kod podloge LN-33 uz karakteristiénu pojavu
brazda 1 udubina, bolest je popracena Uvijanjem i crvenilom liS¢a te karakteristi¢nim
zadebljanjem internodija kod mladica. Smatra se kako je B-virus vinove loze
(Grapevine virus B, GVB) uzrokuje ovakav tip bolesti (Slika 8.).

4) l1Zljebljenost drveta hibrida LN-33 (LN33 stem grooving) — vrlo sli¢na simptomima
kao 1 onima kod plutavosti kore vinove loze, samo §to pojave brazda na mladicama nisu
popracene internodijalnim zadebljanjima i promjenama boja u listovima. Pojave se
ocitavaju samo kod drveta hibrida LN-33, a etiologija ovog virusa jo$ nije u potpunosti
istrazena.

Najvaznije tipove bolesti za vinogradrstvo uzrokuju A-virusi vinove loze (GVA) i B-virusi
vinove loze (GVB) i virus naboranosti drveta Vitis rupestris (GRSPaV) ¢iji intenzitet simptoma
ovisi ponajprije o kombinaciji podloge i plemke te klimatskim uvjetima. Kao i drugi virusi

mogu utjecati na smanjenje prinosa za 20-30 % (Martelli i Boudon-Padieu, 2006). To su virusi
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ograniceni floemom koji pripadaju porodici Betaflexiviridae, unutar dva roda Vitivirus (GVA,
GVB) i Foveavirus (GRSPaV) (Maliogka i sur. 2015).

Mnoge sorte vinove loze koje su inficirane ovim vrstama virusa imat ¢e izvjesno smanjeni
prinos i kvalitetu plodova. GVA i GRSPaV glavni su uzro¢nici bolesti kod sorata Shiraz i Syrah
u Australiji (Constable i Rodoni, 2010). Virusi povezani s kompleksom naboranosti drveta
prenose se vegetativnim razmnozavanjem i cjepljenjem podloga s plemkama. Medutim, postoje
zapisi prijenosa nekih vrsta virusa putem vektora. Nadalje, vrste GVA i GVB se prenose semi-
perzistentnim nacinom preko razli¢itih vrsta vunenastih Stitastih usiju rodova Heliococcus,
Planococcus, Pseudococcus i Phenococcus (Le Maguet i sur, 2012; Martelli i Boudon-Padieu,
20006). Studije koje su proveli razli¢iti istrazivaci sugeriraju da se prijenos GVA cCesto dogada
istodobno s GLRaV-1 i GLRaV-3 (Engelrecht i Kasdorf 1990; Fortusini i sur. 1997; Hommay
I sur. 2008; Zorloni i sur. 2006).

Slika 5. Pojava karakteristi¢nih nabora i udubina Slika 6. Utjecaj GRSPaV na Vitis rupestris, crvena
na drvu osjetljive vrste Vitis rupestris, (lzvor: strelica oznacava pojavu karakteristi¢nih udubina i
https://www.wineland.co.za/detection-and- nabora,(lzvor:
classification-of-grapevine-stem-pitting- https://www.wineaustralia.com/getmedia/b49bbcf2-
associated-virus) 3619-43c2-a7d0-d22e8f3eda/7/201106-Rugose-

wood-associated-viruses.pdf)

Slika 7. Karakteristi¢na pojava Zljebova na Slika 8. Drvo vrste LN33 inokulirano B-virusom
drvo |n0ku||ran0 A_Vlrusom Vlnove Ioze (GVA), Stl‘elica OZnaéaVa kal‘akteristiénu pOjaVu braZda 1
donja prikazuje zdravo drvo), (Izvor: udubina (desno), (Izvor: _
https://www.vineyardteam.org/files/resources/Al https://www.wineaustralia.com/getmedia/b49bbcf2-
9%20Rwahnih PlantMaterial SAE 11 15 2017. 3619-43c2-a7d0-d22e8f3eda77/201106-Rugose-
pdf) wood-associated-viruses.pdf)
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https://www.wineaustralia.com/getmedia/b49bbcf2-3619-43c2-a7d0-d22e8f3eda77/201106-Rugose-wood-associated-viruses.pdf
https://www.wineaustralia.com/getmedia/b49bbcf2-3619-43c2-a7d0-d22e8f3eda77/201106-Rugose-wood-associated-viruses.pdf

2.2.5. Virus pjegavosti lista vinove loze (Grapevine fleck virus, GFKV)

Virus pjegavosti lista vinove loze (GFkV) je floemski ograni¢en virus koji se ne moze
prenositi mehanickim putem. To je virus s izometrijskim Cesticama koji su otprilike 30 nm u
promjeru, zaobljenih kontura i povrSinskih struktura sli¢nih kao kod roda Tymovirus ili
Marafivirus (Sabanadzovic i sur. 2000). Pripada porodici Tymoviridae, a nalazi se unutar roda
Maculavirus koji je povezan s bole$¢u pjegavosti lista vinove loze. Kompleks bolesti pjegavosti
lista distribuirana je po ¢itavom svijetu gdje je moguc uzgoj vinove loze. Bolest je uglavnom
latentnog oblika kod europskih sorta 1 kod vecine americkih podloga. Unatoc¢ svojoj latentnosti,
simptomi dolaze do izrazenosti kod vrste Vitis rupestris St. George koja predstavlja
indikatorsku biljku za dokazivanje virusa. Simptomi se o¢itavaju u prosvijetljenju zila treceg i
cetvrtog reda uslijed cega nastaju pjege. Listovi s tako izraZenim pjegama poprimaju naborani,
deformirani oblik te se u nekim sluc¢ajevima rubovi listova blago uvijaju prema licu (Slika 9. i
10.) (Voncina, 2011).

lako se ne prenosi mehani¢kom inokulacijom, zabiljezeni su podaci kako je prijenos mogué
cijepljenjem, a njegova raSirenost je uzrokovana distribucijom zarazenog sadnog materijala
koji je bio latentne prirode (Martelli, 1993). U danasnjoj literaturi nigdje Se ne spominje poznati
prijenosnik virusa, ali je zabiljezeno njegovo rapidno Sirenje kroz vinograde u Juznoafri¢koj
republici (Engelbrecht i Kasdorf, 1990) i Italiji (Fortusini i sur. 1997), $to nam ukazuje da bi
nepoznati vektor ipak mogao postojati.

Slika 9. Zarazeni listovi s virusom pjegavosti lista
vinove loze (GFkV) na kojem se jasno vidi

Slika 10. Listovi zarazeni virusom pjegavosti lista
vinove loze (GFkV), prikazan je zarazen list ¢iji se

karakteristi¢no prosvijetljenje Zila treeg i Cetvrtog
reda uslijed kojeg nastaju pjege, lzvor:
https://issuu.com/zsdhr/docs/8.viroze 20vinove 20l
oze_20- 20 c4 8desto )

rubovi polako uvijaju prema licu, (I1zvor:
https://www.wineaustralia.com/getmedia/b1e5038d-
cc30-48d8-b3c2-25844af8e795/201107-Grapevine-
fleck-and-associated-viruses?ext=.pdf)

12


https://issuu.com/zsdhr/docs/8.viroze_20vinove_20loze_20-_20_c4_8desto_
https://issuu.com/zsdhr/docs/8.viroze_20vinove_20loze_20-_20_c4_8desto_
https://www.wineaustralia.com/getmedia/b1e5038d-cc30-48d8-b3c2-25844af8e795/201107-Grapevine-fleck-and-associated-viruses?ext=.pdf
https://www.wineaustralia.com/getmedia/b1e5038d-cc30-48d8-b3c2-25844af8e795/201107-Grapevine-fleck-and-associated-viruses?ext=.pdf
https://www.wineaustralia.com/getmedia/b1e5038d-cc30-48d8-b3c2-25844af8e795/201107-Grapevine-fleck-and-associated-viruses?ext=.pdf

2.3. Enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (ELISA)

U primijenjenim podrucjima poljoprivrednih znanosti, proizvodnja sadnog materijala
kao i razmnozavanje istog bez patogena, predstavlja jako bitnu stavku u suvrmenoj
poljoprivrednoj proizvodnji. Uvodenjem integriranog sustava proizvodnje, koji obuhvaca
pazljivu procjenu svih raspolozivih mjera zastite bilja gdje se stavlja naglasak na uzgoj zdravih
usjeva i nasada uz najmanje moguce narusSavanje agroekoloskih sustava, potaknut razvoj brzih
1 osjetljivih testova kako bi se lakSe mogle identificirati i kvantificirati odredene biljne bolesti.
Uporaba seroloski dijagnostickih metoda omogucava identifikaciju i otkrivanje mnogih vaznih
virusa vinove loze. Unazad nekoliko desetlje¢a (Clark i Adams, 1977) u biljnoj virologiji se
uvodi nova seroloska metoda pod nazivom ELISA - enzimski imunotest na ¢vrstoj fazi (eng.
enzyme linked immunosorbent assay). ELISA se moZe izvesti na viSe nacina, ovisno o
specifi¢nostima uzorka i potrebnoj osjetljivosti. ELISA omogucava osjetljivu i brzu analizu za
pregled velikog broja uzoraka s terena (Meng i sur. 2017). To je vrlo osjetljiva enzimatsko-
seroloska metoda (1-10 ng virusa/ml) za utvrdivanje virusa u biljnom tkivu (Von¢ina, 2018).
Metoda se zasniva na precipitacijskoj interakciji specificnih protutijela s homolognim
antigenima, a kako bi produkt njihovog vezivanja postao vidljiv primjenjuje se enzimatska
reakcija. Izvodenje ELISA-e ukljucuje barem jedno antitijelo koje je specifiéno za odredeni
antigen na koji se uzorak testira. Ta se antitijela mogu dobiti iz seruma imunizirane Zivotinje i
posebno ¢e reagirati kada dodu u doticaj s antigenom iz kojeg su nastali (Martelli, 1993).
Upravo jedan od takvih ELISA pribora, u kojem se nalaze ve¢ pripremljena antitijela, koristen
je tijekom laboratorijskih analiza pomo¢u metode ELISA. (Slika 11.)

Metoda ELISA se najc¢esce provodi unutar 2 dana i predstavlja vrlo kompleksnu metodu koja
podrazumijeva visoku koncentraciju pri radu kako ne bi doslo do laznih pozitivnih reakcija,
odnosno kontaminacije uzoraka.

ArMV 1000 teost

isa .
ArMV 500 test

Slika 11. Komercijalni dostupni
pribor za ELISU (Agritest) - sastoji
se od primarnih, sekundarnih
antitijela, kao i pozitivne i negativne
kontrole
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3. Materijali i metode rada

3.1. Lokacije uzorkovanja

Istrazivanje je provedeno na 7 razliCitih lokacija unutar vinograda koji se nalaze u
okolici Poreca, a u vlasni$tvu su tvrtke Agrolaguna d.d. Pregled lokacija, uzorkovanih sorata

kao i broj trsova ukljucenih u istrazivanje nalazi se u nastavku (Tablica 2.).

Tablica 2. Pregled lokacija, uzorkovanih sorata i broj testiranih trsova.

Lokacija

Vodopija

Puderica

Devi¢i

Mornarica

Boveda

Faragude

La Ville

Sorta

Broj testiranih

trsova
Cabernet Sauvignon 60
Malvazija 70
Merlot 70
Cabernet Franc 50
Cabernet Sauvignon 50
Cabernet sauvignon 100
Sauvignon bijeli 50
Merlot 150
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3.2. Odabir trsova unutar vinograda

Trsovi su odabrani nasumi¢no i dijagonalno po parceli vinograda. Sa svakog trsa
ukljucenog u istrazivanje u periodu mirovanja vegetacije, uzete su tri dobro odrvenjele reznice
prosjecne duzine oko 30 cm s bazalnih dijelova trsa. Svaki od uzoraka je dobio svoju
odgovarajucu oznaku te je bio zasebno zapakiran unutar plasti¢ne vrecice koje su do provedbe
metode ELISA ¢uvane u hladnjaku na temperaturi od 4°C. Testiranje je bilo provedeno na
jednoj autohtonoj hrvatskoj sorti (Malvazija istaraska) te 4 introducirane vinske sorte koje
uspijevaju na podruc¢ju Primorske hrvatske (Cabernet Sauvingon, Cabernet Franc, Sauvignon
bijeli te Merlot).

3.2.1. Postupak provodenja enzimskog imunotesta na ¢vrstoj fazi — ELISA

Eksperimentalni dio istraZivanja proveden je na Zavodu za fitopatologiju (Sveuciliste u
Zagrebu Agronomski fakultet, AFZ), u razdoblju trajanja od veljace do polovice ozujka 2020.
godine. Sveukupno je analizirano 600 uzoraka na 7 ekonomski znacajnih virusa:

1. Virus mozaika gusarke (Arabis mosaic virus, ArMV)

2. Virus lepezastog lista vinove loze (Grapevine fanleaf virus, GFLV)

3. Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1 (Grapevine leafroll-associated virus 1,
GLRaV-1)

4. Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 2 (Grapevine leafroll-associated virus 2,
GLRaVv-2)

5. Uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (Grapevine leafroll-associated virus 3,
GLRaVv-3)

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

7. Virus pjegavosti vinove loze (Grapevine fleck virus, GFkV)

Napomena prilikom provodenja ELISA metode koriSteni su razli€iti protokoli:

a) dvostruka protutijelna sendvi¢ ELISA (double antibody sandwich ELISA, DAS-
ELISA) za ArMV, GFLV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3

b) dvostruka protutijelna sendvi¢ indirektna ELISA (double antibody sandwich indirect
ELISA, DASI-ELISA) — za GFkV

€) dvostruka protutijelna sendvi¢ ELISA uz prethodno oblaganje mikrotitarskih plocica s
proteinom A (protein A double antibody sandwich ELISA, Protein A DAS-ELISA) —
za GVA

Za ekstrakciju virusa iz uzoraka odvagano je 0,1 g biljnog tkiva iz odrvenjele rozgve, koje
je pomocu tucka i tarionika uz dodavanje tekuceg duSika smrvljeno u fini prah. Unutar
smrvljenog biljnog tkiva dodano je 1,5 ml ekstrakcijskog pufera koje je zatim bilo prebaceno
unutar oznacene tubice s odredenim brojem uzorka. Nakon zavrSene ekstrakcije svih uzoraka,
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slijedila je faza centrifugiranja (centrifuga 5415 R, Eppendorf, Njemacka). Cilj centrifugacije
bila je odvajanje tekuce faze od krute kako bi se lakse vrsilo pipetiranje uzorka. U detekciji su
koristene MaxiSorp mikrotitarske plocice (Nunc, Danska) kao i ELISA pribori tvrtke Agritest.
Ocitavanje rezultata izvrSeno je dva sata nakon dodavanja supstrata (p-nitrofenil-fosfat) pri
valnoj duljini od 405 nm na spektrofotometru BIOTEK EL800 (BIOTEK, SAD). Pozitivni su
smatrani uzorci Cije je spektrofotometrijsko ocitanje bilo barem tri puta vece od prosjecnog

oCitanja negativnih kontrola.

U nastavku rada ukratko su objasnjeni koriSteni protokoli metode ELISA:

a) DAS-ELISA

Prvi dan

1.

Nakon prethodno opisane ekstrakcije uzorka, slijedi faza oblaganja mikrotitarskih
plocica s odredenim protutijelima:
a. Specifi¢na protutijela otopljena su u puferu za oblaganje (coating buffer)
b. Unutar svake jaZice se dodaje 200 pl primarnih protutijela

2. Faza inkubacije u termostatu pri 37°C u vremenskom trajanju od 2 sata
3. Ispiranje pomocu pufera za ispiranje (washing buffer) koristenjem multikanalne pipete
— 200 pl pufera unutar svake jazice, svaka mikrotitarska plocica se ispire po 3 puta uz
ostavljanje pufera u jazicama u trajanju od 3 minute
4. Punjenje mikrotitarskih plocica ekstraktom — 200 pl unutar svake jaZice, nanoSenje
pozitivne i negativne kontrole (2x) (Slika 19.)
5. Inkubacija mikrotitarskih plo¢ica na 4°C u hladnjaku preko no¢i (zavrsetak prvog dana)
Drugi dan
6. Ispiranje mikrotitarskih plo¢ica — na isti na¢in kao i u koraku 3.
7. NanoSenje sekundarnih (konjugiranih) protutijela
a. Sekundarna protutijela prethodno razrijedena pomocu pufera za
konjugaciju u preporu¢enom omjeru od strane proizvodaca ovisno o
vrsti virusa (od 1:500 do 1:1000)
b. Unutar svakog bazencica ispusteno je 200 pl razrijedenih konjugiranih
protutijela
8. Trece ispiranje mikrotitarskih ploc¢ica - uz pomo¢ pufera za ispiranje (washing buffer),
svaka mikrotitarska plocica se ispire po 3 puta uz ostavljanje pufera u jazicama u
trajanju od 3 minute
9. Punjenje mikrotitarskih plo€ica, odnosno individualnih bazenc¢ica supstratnim puferom

a. Kao supstrat se koristi p-nitrofenil fosfat koji je dostupan u obliku tableta
(1 tableta = 5 mg supstrata)

b. Za jednu mikrotitarsku plocicu potrebno je 19,2 ml supstratnog pufera
(92 jazice + 2 pozitivne + 2 negativne kontrole x 200 pl supstratskog
pufera =19 200 ul; 19,2 ml)
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c. Supstrat je otopljen u supstratnom puferu u omjeru 1 mg/1 ml
10. Inkubacija na sobnoj temperaturi, u tami u vremenskom trajanju od 2 sata
11. Ocitavanje rezultata
a. Na spektrofotometru BIOTEK EL800 (BIOTEK, SAD) pri valnoj
duljini od 405 nm

Postupak metode DAS-ELISA slikovito je prikazan na slici 12.

b) DASI-ELISA

Postupak je slican onome opisanog kod protokola DAS-ELISA. Razlika je jedino
izmedu drugog i tre¢eg koraka, odnosno izmedu nanoSenja uzoraka i stavljanja konjugiranih
protutijela uvodi se joS§ jedan specifican korak: nanoSenje monoklonskih protutijela koja se
otapaju u puferu za konjugaciju. Nakon njihovog nanoSenja slijedi faza inkubacije u trajanju
od 2 sata na 37°C te ispiranjem mikrotitarskih plo¢ica u 3 ponavljanja, uz ostavljanje pufera za
ispiranje prilikom svakog punjenja u trajanju od 3 minute. Nakon toga slijedi nanoSenje
sekundarnih (konjugiranih) protutijela i daljnji postupak prethodi postupku kao i kod DAS-
ELISA-e.

c) Protein A-DAS-ELISA

Postupak je identi¢an kao §to je to opisano kod DAS-ELISA uz par modifikacija.
Naime, na samom pocetku kod oblaganja mikrotitarske plo¢ice umjesto primarnih protutijela,
plocica se prvo oblaze proteinom A s ciljem povecanja osjetljivosti metode.

Oblaganje plo€ica proteinom A

a. Protein A razrijeden je u puferu za oblaganje u omjeru navedenom

od proizvodaca

U svaki bazenci¢ stavljeno je 200 pl razrijedenog proteina A

Inkubacija pri temperaturi od 37°C u vremenskom trajanju od 2 sata

d. Nakon inkubacije slijedi faza ispiranja ploCica - pomocu pufera za
ispiranje (washing buffer), svaka mikrotitarska plo€ica se ispire 3
puta uz ostavljanje pufera za ispiranje u trajanju od 3 minute

o T

Daljnji postupak je identi¢an onome opisanom kod protokola DAS-ELISA
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Homogenizacija uzorka
pomocu tekuéeg dusika

Oblaganje plocice primarnim
protutijelima

Inkubacija, 37°C, 2h

Dodavanje uzorka na plocicu te inkubacija
na 4 °C preko no¢i (kraj 1. dana)

y

- Ispiranje plocica, 3X

Inkubacija, 37°C, 2 h

Ispiranje, 3X,

Oblaganje plocice s
konjugiranim protutijelima

Priprema i dodavanje
supstratnog pufera

spektrofotometra EL800

Inkubacija na sobnoj —
F temperaturi, u tami 2 h Ocitavanje rezultata preko

Slika 12. Shematski prikaz metode DAS-ELISA
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4. Rezultati istraZivanja

Ocitavanje rezultata na spektrofotometru BIOTEK EL 800 (Biotek, SAD), nakon
provedene imuno-enzimske reakcije na ¢vrstoj fazi (ELISA) dokazalo je prisutnost svih
ekonomski znacajnih virusa vinove loze na koje su uzorci bili analizirani. Od ukupno 600
analiziranih uzoraka njih 336 se pokazalo pozitivnima na barem jednog znacajnijeg virusa, §to
znaci da je ukupni postotak zaraze iznosio 56 %.

Dobiveni rezultati nakon provedene metode ELISA ukazuju postotak pojedinacnih
infekcija u podrucju vinogradarske Istarske podregije gdje je najzastupljenija prisutnost
GLRaV-3, ¢iji postotak zaraze iznosi ¢ak 50,16 % (unutar 301 uzoraka), zatim slijedi GVA u
postotku od 18,3 % (110 uzoraka). Ostali znacajni ekonomski virusi su pronadeni u manjim
postotcima (< 10 %). Prikaz rezultata detaljnije je prikazan u tablici 3.

Rezultati analize takoder su pokazali prisutnost mjeSovitih infekcija kod pojedinih
uzoraka. Najzastupljenija pojava takvih infekcija je ustanovljena unutar vinograda Puderica,
gdje se pojavljuje kompleks GLRaV-3 + GVA u postotku od 91 %. Sveukupna zaraza istim
kompleksom iznosi 16,67 % te je pronadena unutar 100 uzoraka. Nadalje, kompleks izmedu
predstavnika infektivne degeneracije (GFLV i ArMV) nije ustanovljen. Ostali virusi koji su
pronadeni u kompleksima nisu iznosili viSe od 6 % (Tablica 4.).

Sto se ti¢e lokaliteta unutar kojih su se uzorci prikupljali, na lokaciji Puderica
ustanovljen je najveéi postotak zaraze od svih uzorkovanih vinograda. Unutar Puderice
dominira zaraza virusom iz skupine uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3, gdje je
identificirana 100%-tna zaraza, zatim ju slijedi A-virus vinove loze (91%), virus pjegavosti
lista vinove loze (38%), virus iz skupine infektivne degeneracije; virus lepezastog lista vinove
loze (17%) te na zadnjem mjestu virusi iz skupine uvijenosti lista vinove loze 1 i 2 u postotku
od 1,4%, dok virus mozaika gusarke nije identificiran.

Najmanji postotak zaraze je ustanovljen kod lokacije Boveda gdje je postotak zaraze
vrlo malen i iznosio je svega 10 %, od kojih su najzastupljeniji virus iz skupine uvijenosti lista
pridruzen virus 3 (7%), virus iz skupine infektivne degeneracije; virus lepezastog lista vinove
loze (2%) te virus iz skupine uvijenosti lista pridruzen virus 2 (1%).

U nastavku rada u Tablicama 3. i 4. prikazani su detaljni rezultati pojedina¢nih i mjesovitih
infekcija nakon provedene metode ELISA.
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Tablica 3. Rezultati testiranja na sedam ekonomski znacajnih virusa metodom ELISA po lokacijama i sortama. Kratice:
ArMV - virus mozaika gusarke; GFLV — virus lepezastog lista vinove loze; GFKV — virus pjegavosti lista vinove loze;
GLRaV-1, 2, 3 — uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1, 2 i 3; GVA — A-virus vinove loze.

. VIRUSI (%)
Broj
Lokacija Sorta testiranih
uzoraka | Arpy | GELV | GFKV G"Ffav' G"F;av' GLRav-3 | GVA
0 0 5 0 2 29 6
vosonia | Gl |0
(0%) (0%) (8,3%) (0%) (3,3%) (48%) (10%)
0 12 27 1 1 70 64
Puderica Malvazija 70
0%) | (171%) | (38,5%) | (1,4%) (1,4%) (100%) (91%)
0 1 0 0 5 63 18
Devici Merlot 70
(0%) (14%) (0%) (0%) (7,1%) (90%) (25,7%)
Cabernet 0 0 0 0 0 35 1
50
Franc 0% | ©) | ©%) | (©%) (0%) (70%) (2%)
Mornarica
Cabernet 0 0 0 0 0 29 0
- 50
Sauvignon %) | 0% | (©O%) (0%) (0%) (58%) (0%)
0 2 0 0 1 7 0
Boveda Sii?/?”;‘f)tn 100
g (0%) (2%) (0%) (0%) (1%) (7%) (0%)
: 0 0 7 25 0 17 20
Faragude SaLll)\i/_lgl?on 50
I (0%) %) | (14%) | (50%) (0%) (34%) (40%)
2 2 8 0 0 51 1
La Ville Merlot 150
13%) | (L3%) | (53%) (0%) (0%) (34%) (0,6%)
2 17 47 26 9 301 110
600
(03%) | (2.83%) | (7,83%) | (4,3%) (1,5%) | (50,16%) | (18,3%)
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Tablica 4. Prikaz mjeSovitih infekcija i broja pozitivnih uzoraka po lokacijama i sortama. Kratice: ArMV — virus mozaika gusarke; GFLV — virus lepezastog lista vinove loze; GFKV - virus pjegavosti

lista vinove loze; GLRaV-1, 2, 3 — uvijenosti lista vinove loze pridruZeni virus 1, 2 i 3; GVA — A-virus vinove loze.

Broj pozitivnih

MjeSovite infekcije

Sorta Broj
N testiranin |  UZ0raka(nabarem GFLV GFLV GFLV+ GFkV GFkV GFkV GFKV+ | GLRav-1 | GLRaVv-l | GLRav-2 | GLRaV-2 | GLRaV-3
Lokacija jedan virus) GFLV + GFkV +
uzoraka + + GVA GLRaV-3 + + + GLRaV-3 + + + + +
GFkV | GLRav-3 oy | GLRav-L | GLRav-3 GVA +GVA | GLRav-3 GVA GLRaV-3 GVA GVA
Cabernet o 2 0 0 0 0 0 3 1 1 0 0 1 0 6
Vodopija | Sauvignon (53,3%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (5%) (1,6%) (1,6%) (0%) (0%) (1,6%) (0%) (10%)
70 5 2 ) 7 1 27 % 3 1 1 1 1 64
Puderica Malvazija 70
(100%) (7.14%) | @7.14%) | @571%) | (5.71%) (142%) | (3857%) | (37.14%) | (32.85%) | (1.42%) (1,42%) (1,42%) (142%) | (91.42%)
63 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 5 1 18
Devici Merlot 70
(90%) (0%) (1,42%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (7,14%) (142%) | (2571%)
Cabernet . 35 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Franc (70%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (2%)
Mornarica
Cabernet - 29 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sauvignon (58%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Cabernet 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Boveda | Sauvignon (10%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
. 38 0 0 0 0 2 2 2 1 7 18 0 0 10
Sauvingong
Faragude bijeli 50
(76%) (0%) (0%) (0%) (0%) (4%) (4%) (4%) %) (14%) (36%) (0%) (0%) (20%)
Cabernet 150 58 0 1 0 0 0 7 0 0 0 0 0 0 1
Laville | Sauvignon (38,6%) (0%) (0,66%) (0%) (0%) (0%) (2.6%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0,66%)
335 5 14 ) ) 3 3 29 25 8 19 7 2 100
600 (55,8%) (0,83%) (2,3%) (1,83%) (0,66%) (0,5%) (6%) (4,83%) (4,16%) (1,3%) (3,.16%) (1,16%) 033%) | (16,67%)
UKUPNO UKUPNA ZARAZA (%)
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5. Rasprava

Glavni cilj ovog rada bio je ustanoviti i identificirati prisutnost nekih od ekonomski
najznacajnijih virusa vinove loze preko enzimskog-imunotesta na ¢vrstoj fazi — metode ELISA.
Ukupno je testirano 600 uzoraka iz razli¢itih vinograda u okolici Poreca, a analizirane sorte su
¢inile jednu od najrasprostranjenijih sorta unutar Istre — Malvaziju istarsku te neke strane sorte
koje su se dobro aklimatizirale i prilagodile nasim uvjetima: Cabernet Sauvignon, Merlot,
Cabernet Franc te Sauvignon bijeli. Najzastupljeniji virus unutar svih analiziranih uzoraka
pripada skupini uvijenosti lista vinove loze pridruzen virus 3 GLRaV-3, ¢iji je postotak zaraze
iznosio 50 % (301 uzorak), slijede ga virusi iz skupine naboranosti drva GVA - 18,3 % (110
uzoraka), virus pjegavosti lista vinove loze GFKV — 7,83 % (47 uzoraka), uvijenosti lista vinove
loze pridruzen virus 1; GLRaV-1 - 4,3 % (26 uzoraka), zatim slijedi virus iz skupine infektivne
degeneracije; virus lepezastog lista vinove loze GFLV — 2,8 % (17 uzoraka), virus uvijenosti
lista vinove loze pridruzen virus 2; GLRaV-2 - 1,5 % (9 uzoraka) te virus mozaika gusarke
(ArMV) koji je bio najmanje zastupljen i to u svega 0,3 % (2 uzorka). Zanimljiva ¢injenica je
ta da se uz pojavu virusa iz skupine uvijenosti lista vinove loze pridruzen virus 3 (GLRaV-3)
istodobno pojavljuje drugi virus iz skupine naboranosti drva GVA, koji zajedno ¢ine kompleks
mjesovitih infekcija i to u postotku od 16,6 % (100 uzoraka). Takoder su se pojavljali i drugi
kompleksi mjesovitih infekcija €iji postotak nije iznosio vise od 6 %. Unutar lokacije Puderica
gdje je zdravstveno stanje najlosije utvrdila se prisutnost kompleksa od ¢ak Cetiri vrste virusa
(GFLV + GFkV + GLRaV-3 + GVA) ¢iji je postotak zaraze iznosio 5,71 % (4 uzorka).
Lokalitet Puderica od svih uzorkovanih vinograda tijekom istrazivanja pokazala je prisutnost
skoro svakog od testiranih ekonomski znacajnih virusa (osim ArMV) u dosta visokom posotku.
Prisutnost virusnih patogena, osobito mjesovitih infekcija, sugerira da bi upotreba zarazenog
sadnog materijala za vinograde i nedostatak sustavnog prac¢enja njegovog kretanja mogli imati
vaznu ulogu u Sirenju analiziranih ekonomski znacajnih virusa.

U literaturi se Cesto spominju analize virusnih bolesti unutar Istarske podregije u
kojima su ustanovljeni sli¢ni rezultati nakon provedbe imuno-enzimske reakcije na ¢vrstoj fazi
- ELISA. Jedno od takvih istrazivanja provedeno je tijekom ¢etverogodiSnjeg istrazivanja,
(Poljuha i sur. 2010) gdje je nakon analize metode DAS-ELISA utvrdena pojava 3 ekonomski
znacajna virusa (GLRaV-3, GFLV, GLRaV-1l). Virusi su pronadeni u gotovo svim
uzorkovanim lokacijama, ¢ija je ukupna zaraza iznosila na 82,2 % analiziranih loza.
Najzastupljeniji virus je takoder bio GLRaV-3 (69,1%), zatim GFLV (23,9%) i GLRaV-1
(17,2%). Zabrinjavajuci rezultati se takoder spominju u znanstvenom radu (Karoglan-Konti¢ i
sur. 2009), gdje se istrazivao zdravstveni status autohtonih hrvatskih sorata vinove loze. U
Dalmaciji je najzastupljenija bila prisutnost GLRaV-3 (80%), dok je u kontinentalnim
sjevernijim regijama najzastupljeniji bio GLRaV-1 u sli¢cnom postotku. Novije istrazivanje
(Voncina i sur. 2019) temeljilo se na ucestalosti pojave ekonomski znacajnih virusa kod 14
hrvatskih autohtonih sorata s podrué¢ja Dalmacije. Ukupno je bilo testirano 1116 trsova pomoc¢u
metode ELISA. Nakon dobivenih rezultata samo kod 93 trsa (8,3%) nije detektirana prisutnost
istrazivanih virusa. Kod ostalih trsova pronadena je prisutnost 8 ekonomski znacajnih virusa u
slijede¢im postotcima: GLRaV-3 (79,6%), GVA (61,4%), GLRaV-1 (40,8%), GFkV (19,9%),
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GFLV (19,6%), GLRaV-2 (4,1%), ArMV (3,2%) i GVB (3,1%). Na temelju postotaka ovog
istrazivanja i usporedivanjem drugih istrazivanja, cjelokupna slika zdravstvenog stanja u
Hrvatskoj i nije najsjajnija. Visoki potencijal virusnih zaraza unutar nasih vinogradarskih regija
1 podregija prijeti potpunom gubitku nekih od hrvatskih autohtonih sorti. Kako bi sacuvali i
vratili njih u proizvodnju potrebno je stvoriti preduvjete za certificiranu proizvodnju biljnog
materijala bez virusa. lako je visok broj virusnih zaraza veliki problem, autohtone sorte se i
dalje mogu spasiti jer pronalaskom jedne virus-free biljke moZzemo klonskim putem napraviti
viSe njihovih potomaka. Upravo radi ocuvanja autohtonog sortimenta 2006. godine u sklopu
znanstveno istrazivackog projekta ,,Genetski i gospodarski resursi Vitis sp. i banka gena u Istri*
obavljena je genetska valorizacija autohtonih populacija vinove loze u Istri (PerSuri¢ i sur.
20006). Takoder, 2020. godine je pokrenut projekt klonske selekcije Kujundzuse i Trnjaka koje
predstavljaju nase vrijedne autohtone sorte (Agronomski fakultet u Zagrebu). Klonska selekcija
bi mogla predstavljati buduc¢nost uzgoja i proizvodnje vinove loze. To je postupak kojim se iz
populacije odredene sorte izdvajaju trsovi (potencijalni klonovi) kod kojih se uocavaju
pozitivne promjene nekog od gospodarski vaznih svojstava. Prije klonske selekcije potrebno je
napraviti zdravstvenu selekciju koja se provodi iz razloga kako bi dobili virusno ¢isti (virus-
free) sadni materijal. Ona podrazumijeva odabiranje zdravih trsova te se prije razmnozavanja
odabranih (potencijalnih) klonova trsovi provjeravaju na prisutnost uzro¢nika virusnih i
virusima sli¢nih bolesti vinove loze. S obzirom na to da su analize (seroloske ili molekularne)
za determinaciju odredenih virusnih ili virusima sli¢nih bolesti vrlo zahtjevne i uzimaju visoke
prihode, u postupak certifikacije kontroliraju se one bolesti koje uzrokuju najveéu gospodarsku
Stetu.

Poznato je da vinovu lozu parazitira preko 86 razli¢itih vrsta virusa, a smatra se kako
¢e se u buduénosti njihova pojava rapidno povecati (Fuchs, 2020; Martellil, 2018). Iako ne ¢ine
svi ekonomski znacajne Stete u vinogradima koje se o¢itavaju kroz smanjenje vigora, prinosa i
opcenito eksploatacijskog vijeka trsa, prisutnost virusa unutar biljnog stani¢ja nije pozeljna
pojava. Kako bi se smanjila pojava virusa unutar pojedinih vinograda potrebno je paZljivo
prouciti njihov raspon domacina 1 nacin prenoSenja. Na prvom mjestu bi trebao biti pazljiv
odabir te kupnja zdravih 1 certificiranih loznih materijala koji ¢e sluziti za daljnji tijek
razmnoZavanja i odrZavanja pojedinih trsova unutar vinograda koje zelimo ocuvati. Nadalje,
treba obratiti paznju na odredene vektore unutar vinograda koji prenose ekonomski znacajne
viruse vinove loze. Poznavanje simptoma virusnih bolesti najvec¢i znacaj zasigurno ima u
rasadniCarstvu, iako se nekada odredeni karakteristi¢ni simptomi mogu zamijeniti s drugim
fizioloSkim poremecajima ili bolestima. Rasadnicar 1 struénjak koji nadzire odredene
proizvodne povrSine moraju znati odabrati maticne trsove bez vidljivih karakteristicnih
simptoma, a mati¢ne trsove na koje se sumnja odredena virusna bolest treba podvrgnuti
daljnjem laboratorijskom ispitivanju ili ga jednostavno ukloniti iz daljnje reprodukcije. Koliko
je izbor zdravog sadnog materijala vazan nalaZze i zakonska obveza, koja se propisala
»Pravilnikom o izmjenama i dopuni Pravilnika o stavijanju na trziste materijala za vegetativno
umnazanje loze* (NN 49/2020, br. 1010). Gospodarski najvece Stete u Hrvatskoj izaziva:
ArMV, GFLV, GLRaV-1 i GLRaV-3. Radi toga §to izazivaju najvece Stete u gospodarskom
pogledu svi maticni trsovi se moraju testirati na navedene viruse. Sve biljke vinove loze koje
se koriste u mati¢nim nasadima namijenjenima za proizvodnju predosnovnog reprodukacijskog
materijala 1 predosnovni reprodukcijski materijal moraju se drzati u objektima koji su zasti¢eni
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od kukaca kako bi se osigurala sloboda od virusa uvijenosti lista vinove loze 1 (GLRaV-1) i
virusa uvijenosti lista vinove loze 3 (GLRaV-3) (Sluzbeni list Europske unije, 2020., L 41).
Prema Ministarstvu poljoprivrede u njihovom najnovijem godisnjem izvjes¢u o stanju
poljoprivrede u 2019. godini, doznajemo kako je broj proizvedenih loznih cijepova iznosio oko
1.385.621, dok je deklarirana koli¢ina sadnog materijala vinove loze iznosila samo 986.312
(Hrvatska agencija za poljoprivredu i hranu). To bi znac¢ilo da je oko 29 % loznog
reproduktivnog materijala bilo proizvedeno, a da prethodno nisu bili deklarirani od strane
nadleznih stru¢njaka. Tu se javlja mogucnost da ljudi koji drze svoje vinograde usputno
razmnozavaju svoje stare trsove, koji pritom nisu bili podvrgnuti analizi na ekonomski vazne
viruse.

Danas jedini nacin za brzu i jasnu dijagnostiku podrazumijeva koriStenje seroloskih
testova (ELISA) ili molekularnim dijagnostikama u koje ubrajamo PCR-testove koji su danas
zasigurno najsigurniji, ali kao i svaka metoda ima svojih nedostataka. Nedostatak metode
ELISA lezi u tome Sto analiza traje dva dana prilikom koje se nepaznjom i nespretnos¢u uzorci
vrlo lako mogu kontaminirati 1 pokazivati tzv. ,lazne pozitivne reakcije* (Aydin, 2015). S
druge strane analiza podrazumijeva samo jednu vrstu virusa unutar mikrotitarske plocice te ne
postoji razvijena metoda koja bi obuhvatila analizu vise virusa. Sto zna¢i da za analizu 7
razli¢itih virusa potrebno je imati 7 individualnih mikrotitarskih plocica koje itekako otezavaju
i produzavaju rad unutar laboratorija. Takoder problematika kod enzimskog-imunotesta na
¢vrstoj fazi se javlja kod specifi¢nih protutijela koji se dobivaju u laboratorijskim uvjetima
preko imunogene reakcije pojedinih Zivotinja (najéesée su to kuniéi). Sto znaéi da bez prisustva
specifi¢nog protutijela na koje se odredeni virus treba vezati, nec¢e doci do vizualne reakcije.

Virusi predstavljaju ogromni problem u suvremenoj poljoprivrednoj proizvodnji. Taj bi
problem mogao postati jo§ vec¢i buduéi da je Europska Unija objavila svoj plan prilikom koje
bi se do 2050. godine trebalo ukinuti do 50% danas djelotvornih insekticida (Uredba REACH
br. 1907/2006) koje uvelike pomazu pri odrzavanju odredenih vektora u tolerantnom broju, koji
bi inace pridonijeli vecoj distribuciji pojedinih virusa (posebice Stitastih usi). Nakon njihovog
ukidanja poljoprivrednici ¢e se morati osloniti viSe na preventivne i ekoloske mjere koje teSko
da ¢e moci u potpunosti eliminirati vektore biljnih bolesti. Sve ovo predstavljat ¢e velike
izazove za vinogradarsku proizvodnju u Hrvatskoj za koju je 1 ovim istrazivanjem potvrdena
problematika vezana uz virusna oboljenja kojima se jo$ uvijek ne pridaje dovoljna vaznost.
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6. Zakljucci

Provedenim istrazivanjem u vinogradima u okolici Pore¢a mogu se izvesti slijedeci
zakljucci:

1. Od ukupno 600 analiziranih uzoraka njih 335 (55,8%) se pokazalo pozitivnima na
barem jedan od virusa obuhvacenih istrazivanjem

2. Analizom 7 razli¢itih vinograda ukupno je utvrdena zaraza pojedina¢nim virusima u
slijede¢im postocima: GLRaV-3 - 50,16 %, GVA - 18,3 %, GFkV - 7,83 %, GLRaV-1
-4,3%, GFLV - 2,83 %, GLRaV-2-15% i ArMV - 0,3 %

3. Postotak mjesovitih infekcija unutar svih analiziranih uzoraka iznosio je 43,73 %, pri
¢emu su dominantne kombinacije bile GLRaV-3 + GVA - 16,67 % (100 uzorka) , zatim
GFkV + GLRaV-3 - 6 % (36 uzoraka), GFkV + GVA - 4,83 % (29 uzoraka), slijedi
kompleks od 3 razli¢ita virusa GFkV + GLRaV-3 + GVA - 4,16 % (25 uzoraka), GFLV
+ GLRaV-3 - 2,3 % (14 uzoraka), GFLV + GVA - 1,83 % (11 uzoraka), GLRaV-1 +
GLRaV-3 - 1,3 % (8 uzoraka), GLRaV-2 + GLRaV-3 - 1,16 % (7 uzoraka), GFLV +
GFkV - 0,83 % (5 uzorka), GFLV + GFkV + GLRaV-3 + GVA - 0,66 % (4 uzorka),
GFkV + GLRaV-1 - 0,5 % (3 uzorka) te na zadnjem mjestu sa najmanjim postotkom
zaraze GLRaV-2 + GVA - 0,33 % (2 uzorka).

4. Utvrdena je znacajna razlika u zarazi izmedu razlicitih lokacija, pri ¢emu je najlosije
zdravstveno stanje utvrdeno na lokaciji Puderica gdje se ustanovila 100%-tna zaraza
unutar 70 analiziranih uzoraka. Najbolje zdravstveno stanje pokazalo se na lokaciji
Boveda, gdje je utvrdena zaraza od samo 10 %, pri kojoj dominira prisustvo GLRaV-3
-7 %, GFLV - 2% i GLRaV-2 - 1 %.
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