Prijenos H-virusa vinove loze pomocu lozine stitaste
usi (Planococcus ficus sign.)

Marijanovié, Anda

Master's thesis / Diplomski rad
2022

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Agriculture / SveuciliSte u Zagrebu, Agronomski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:136388

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-25

Repository / Repozitorij:

Repository Faculty of Agriculture University of

Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:204:136388
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://repozitorij.agr.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/agr:2673
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/agr:2673
https://dabar.srce.hr/islandora/object/agr:2673

$
~ k) v e r - . ~
gz Q H % SveuciliSte u Zagrebu University of Zagreb

& Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
&

PRIJENOS H-VIRUSA VINOVE LOZE POMOCU
LOZINE STITASTE USI (PLANOCOCCUS FICUS
SIGN.)

DIPLOMSKI RAD

Anda Marijanovic

Zagreb, rujan, 2022,



FAKU, .
£ e

&

& >

; ’ % SveuciliSteu Zagrebu  University of Zagreb

. ., & Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
N

2

GRONOy

RS VPaty

Diplomski studij:

Fitomedicina

PRIJENOS H-VIRUSA VINOVE LOZE POMOCU
LOZINE STITASTE USI (PLANOCOCCUS FICUS
SIGN.)

DIPLOMSKI RAD

Anda Marijanovic

Mentor:

izv. prof. dr. sc. Darko Voncina

Zagreb, rujan, 2022,



FAKL,
+ e,

% SveuciliSte u Zagrebu University of Zagreb
& Lo
.' & 010]]0111\|\1fa]\Ll]Eet Faculty of Agriculture
- & ’ i

1’f MY

C,\LO NOy, ‘s

1ZJAVA STUDENTA
O AKADEMSKOJ CESTITOSTI

Ja, Anda Marijanovi¢, JMBAG 0178126799, rodena 21.03.1999. u Mostaru,

izjavljujem da sam samostalno izradila diplomski rad pod naslovom:

PRIJENOS H-VIRUSA VINOVE LOZE POMOCU LOZINE STITASTE USI
(PLANOCOCCUS FICUS SIGN.)

Svojim potpisom jam¢im:

— dasam jedina autorica ovoga diplomskog rada;

— da su svi koristeni izvori literature, kako objavljeni tako i neobjavljeni, adekvatno citirani
ili parafrazirani, te popisani u literaturi na kraju rada;

— da ovaj diplomski rad ne sadrzi dijelove radova predanih na Agronomskom fakultetu ili
drugim ustanovama visokog obrazovanja radi zavrSetka sveuciliSnog ili stru€nog studija;

— daje elektronicka verzija ovoga diplomskog rada identi¢na tiskanoj koju je odobrio
mentor;

—  da sam upoznata s odredbama Eti¢kog kodeksa Sveugiliita u Zagrebu (Cl. 19).

U Zagrebu, dana

Potpis studenta / studentice



YAK E':’rf/'

‘1\‘-\ 6),
g ’ S Sveuciliste u Zagrebu University of Zagreb
g ) L e 2 e
Z, ., & Agronomski fakultet Faculty of Agriculture
£ = & ¢ S &
dopxyt
1ZVJESCE

O OCJENI | OBRANI DIPLOMSKOG RADA

Diplomski rad studentice Ande Marijanovi¢ JMBAG 0178126799, naslova

PRIJENOS H-VIRUSA VINOVE LOZE POMOCU LOZINE STITASTE USI
(PLANOCOCCUS FICUS SIGN.)

obranjen je i ocijenjen ocjenom , dana

Povjerenstvo: potpisi:

1. izv. prof. dr. sc. Darko Von¢ina mentor

2. doc. dr. sc. Domagoj Stupic¢ ¢lan

3. prof. dr. sc. Tanja Gotlin Culjak ¢lan




Zahvala

Ovom prilikom Zelim se zahvaliti svom mentoru izv. prof. dr. sc. Darku Voncini koji mi je pruzio
veliku cast omogucivsi izradu ovog rada pod svojim vodstvom, te na iskazanom povjerenju,
pruzenoj pomoci, ulozenom trudu, vremenu i znanju tijekom izrade rada.

Takoder se zahvaljujem Martinu Jagunicéu mag. ing. agr. koji je uvijek bio dostupan kako za
eksperimentalni dio, tako i za pruzanje svih informacija i pomoci oko izrade ovog rada.

Zahvaljujem se svim profesorima Agronomskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu koji su svojim
znanjem nadopunjavali moje, kako bi ovaj lijepi period skolovanja privela kraju.

Na samom kraju zZelim zahvaliti svojoj obitelji i prijateljima na velikoj podrsci tijekom cijelog
akademskog Zivota, Sto su uvijek bili moj najveci oslonac i vjerovali u mene, pa cak i onda kada
ja nisam.

Veliko hvala svimal!



N o o bk

Sadrzaj

(Yo o USSP 1
1.1, CiljiStraZiVANJA ........cooooiiiiiiiiieee e e re e 1
Pregled HEEIrature .. ... ... 2
2.1, Vinova loza (Vitis VINITEra L.) ....coeiiiiec ettt 2
2.1.1. VIPUSE VINOVE TOZE ...ttt sttt ettt et seeeneenaenre s 2
2.2, RO VITIVITUS......octieii ittt sttt s et e e e saestaeaesteeneentenre s 3
2.2.1. Morfologija, organizacija i replikacija genomMa...........ccueeruerererierienienieneieeeeee e 3
2.2.2. Prijenos 1 SEEIMOST...c.ververueertertieieste ettt ettt sttt ettt b et sb e sae e b sbe e besaeenes 4
2.2.3.  A-virus vinove loze (GVA) i B-virus vinove 10ze (GVB) ....cccccveeeveveeveieceeiecieeen, 5
2.24. H-Virus VINOVE 10Z€ (GVH) .....ccviiceeee ettt sttt et 6
2.3 SHEASLE U ....vvoveverieiieceseeis et 8
2.3.1.  Lozina Stitasta uS (P1anococcus fiCUS SIgN.) ..ccevieeeviiieieiiceertes e 8
Materijali I METOAE. ..o 10
B L MIAEETTJANT. ...t 10
3.1.1. AV o] AT (U7 USRS 10
3.1.2.  Koristene test DiljKe/KOTOVI ..c.eeiiiiiiiiiiiiieiii ettt 11
3.1.3.  Lozina §titasta u$ (P1anococcus fiCUS SIQN.) .eecvreerierieieriirieieseeeesie et 12
KT 1Y/ =) (o [ OSSOSO 13
3.2.1.  Sjetvatest DiljaKa/KOrOVa ........ccceeviiiiieieieceecececeee ettt st e 13
3.2.2. Ishrana lozine stitaste usi (Planococcus ficus Sign.) na zaraZzenim mladicama vinove loze -

LAY A o] | T VOSSPSR 14
3.2.3. Prijenos Stitastih usi na test biljKe/KOrove ..........ccocieiieiieiieiiinieeeeeereeee e 15
3.2.4.  Testiranje biljaka na prisUtNOSt VIFUSA.........cccevereerieirieeerieieeie e eeeste e eee e e e 17
3.24.1. RT-PCR u stvarnom vremenu (RT-gPCR).......ccoviieevienereeieseeeseeeese e 17
3.24.2. Konvencionalni RT-PCR.......cccouiiiiriririnesesieeee ettt 19
Rezultati istraZivanja...............c.ccoooiiiiiiiiii 21
RESPIAVA ... 24
ZAKIJUCAK ... e 26
POPIS HEEFATUIE ... bbbttt 27

ZAVOTODIS ......c..cvoceeeeeeeeeeeee e eee e ees et s st st nsen s en et 31



Sazetak

Diplomskog rada studentice Ande Marijanovi¢, naslova

PRIJENOS H-VIRUSA VINOVE LOZE POMOCU LOZINE STITASTE USI
(PLANOCOCCUS FICUS SIGN.)

Veliki broj virusa moze zaraziti jednu od najuzgajanijih kultura u svijetu, a to je vinova loza
(Vitis vinifera L.). Medu njima je i novootkriveni H-virus vinove loze (grapevine virus H, GVH)
koji pripada rodu Vitivirus. Prijenos pojedinih virusa vinove loze, uz zarazeni sadni materijal,
moguc¢ je i pomocu Stitastih usiju. U laboratorijskim uvjetima, pokusi prijenosa GVH pomocu
lozine $titaste usi (Planococcus ficus Sign.) na sadnice vinove loze sorte Zlahtina bili su
uspjesni, Sto je i dokazano njihovim testiranjem metodom lancane reakcije polimerazom nakon
obrnutog prepisivanja (RT-PCR) u stvarnom vremenu (real-time). Od 19 biljaka vinove loze,
kod dvije je potvrdena zaraza. Isto je potvrdeno i pomoc¢u konvecionalnog RT-PCR-a, a njegovi
produkti su vizualizirani provedbom horizontalne gel elektroforeze. Ostatak test biljaka/korova
ukljucenih u istrazivanje (korovi Paper rhoeas, Abuthilon theophrasti, Amarathus retroflexus,
Amrosia artemisifolia, dvije zeljaste test biljke Nicotiana benthamiana i Chenopodium murale)
pokazale su se negativnim u provedenim molekularnim testovima.

Kljuéne rije¢i: vinova loza, korovi, zeljaste test biljke, prijenos, $titaste usi, H-virus vinove
loze, RT-PCR



Summary

Of the master’s thesis — student Anda Marijanovi¢, entitled

TRANSMISSION OF GRAPEVINE VIRUS H BY THE VINE MEALYBUG
(PLANOCOCCUS FICUS SIGN.)

Many different viruses have been reported to infect one of the most commonly grow plants,
grapevine ( Vitis vinifera L.). One of these is the recently discovered grapevine virus H (GVH),
which belongs to the genus Vitivirus. Transmission of some grapevine viruses occurs through
mealybugs, in addition to the use of contaminated planting material. Under experimental
conditions, we obtained successful transmission of GVH by vine mealybug (Planococcus ficus
Sign.) to seedlings of grapevine cv. Zlahtina, which was confirmed by real-time RT-PCR. Two
out of 19 vine seedlings tested positive. The same was confirmed by conventional one-step
reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) and the products were visualized by
horizontal gel electrophoresis. Other plants used in the study (weed species Paper rhoeas,
Abuthilon theophrasti, Amarathus retroflexus, Amrosia artemisifolia; and two herbaceous test
plants Nicotiana benthamiana and Chenopodium murale) tested negative using the real-time
RT-PCR.

Keywords: grapevine, weeds, herbaceous test plants, transmission, mealybugs, grapevine virus
H, RT-PCR



1. Uvod

Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najraSirenijih vo¢nih kultura u svijetu. Prema
podacima Medunarodne organizacije za vinovu lozu i vino (OIV), u 2020. godini je pod
vinovom lozom bilo 7,3 milijuna hektara svjetskih poljoprivrednih povrSina. Ova kultura
podlozna je napadu raznih Stetodina i patogena medu kojima i infektivnih intracelularnih
uzro¢nika (virusi, viroidi, prokarioti ograni¢eni floemom i ksilemom), prilikom ¢ega mogu
nastati i veliki gubitci, skracujuéi produktivni vijek vinograda i ugrozavajuéi sam opstanak
zahvacene loze (Martelli 2014a). Do danas je poznato da vinovu lozu moze zaraziti preko 80
virusa, no na srecu mali broj se smatra ekonomski znacajnim virusima. Jednom zarazena biljka
vinove loze ostaje zarazena tijekom cijelog svojeg zivota. Za razliku od gljivi¢nih bolesti koje
se uspjesno kontoliraju pomoc¢u fungicida, za biljne viruse jo§ uvijek nemamo adekvatno
rjeSenje. Stoga se kontrola virusa bazira na koristenju zdravog sadnog materijala za podizanje
novih vinograda, te suzbijanju njihovih vektora (Voncina 2021.).

Najces¢im prijenosnicima tj. vektorima virusa smatraju se lisne usi ( por. Aphididae), no
kod vinove loze puno znacajnije su $titaste usi (por. Coccidae i Pseudococcidae) te nematode
(por. Longidoridae) (Fuchs 2020.). Od velike vaznosti za sve viruse koje inficiraju vinovu lozu
jeste upravo i potreba njihovog istrazivanja u smislu prijenosa vektorima, kako bi se lakse
moglo pristupiti zastiti novopodignutih i nezarazenih vinograda.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj istrazivanja je utvrditi da li se H-virus vinove loze (grapevine virus H, GVH) moze
prenositi lozinom Stitastom usi (Planococcus ficus Sign.) sa zaraZene na bezvirusne loze te
potencijalne druge domacine (korove i zeljaste test biljke).

Sukladno cilju ovo istrazivanje ima dvije hipoteze:
1. Lozina $titasta us (Planococcus ficus Sign.) vektor je H-virusa vinove loze

2. H-virus vinove loze moZe se prenijeti lozinom Stitastom usi sa zaraZene loze na bezvirusne
biljke vinove loze, te alternativne domacine (korove 1 zeljaste test biljke).



2. Pregled literature

2.1.  Vinova loza ( Vitis vinifera L.)

Vinova loza (Vitis vinifera L.) pripada porodici Vitaceae i rodu Vitis. Listopadna,
drvenasta i1 grmolika penjacica s viticama (Hulina, 2011.). Jedna je od najce$¢e uzgajanih
drvenastih poljoprivrednih kultura u svijetu.

Organi vinove loze dijele se na vegetativne i generativne. U skupinu vegetativnih organa
pripadaju pupovi, mladice, lis¢e, korijen, a u skupinu generativnih organa priprada cvijet, cvat,
bobica, grozd, vitica, sjemenka. Vegetativni organi sluze za proizvodnju asimilata, usvajanje
vode i potrebnog hranjiva. Generativni organi sluZe za razmnoZavanje biljaka putem sjemena
(Mirosevi¢, 1996.). Uz generativno razmnozavanje vinove loze, razmnozavanje se vrsi i
vegetativnim putem. Vrste vegetativnog razmnozavanja:  cijepljenjem, reznicama,
grebenicama, in vitro. Kroz povijest na¢ini vegetativnog razmnoZzavanja su se mjenjali zbog
pojave filoksere (trsne usi) koja je opustosila sve vinograde. Nakon toga, najzastupljeniji na¢in
vegetativnog razmnoZzavanja postaje cijepljenje (Gaspar i sur. 2011.). Cijepljenjem vinove
loze (plemke) na ameri¢ke podloge otporne na filokseru. Uglavnom su se precjepljivali slabo
rodni trsovi radi promjene sorte ili razmnozavanje rijetke sorte (Mirosevi¢ 2007.). Na uspjesan
uzgoj vinove loze najveci utjecaj imaju vremenske prilike. Za vinovu lozu kao visegodi$nju
kulturu treba odabrati lokaciju s povoljnim okoli$nim uvjetima, medu kojima najveci znacaj
imaju pogodno tlo i klima.

Najzastupljeniji Stetnici vinove loze su: crveni voéni pauk (Panonychus ulmi), grozdovi
moljci ( Lobesia botrana i Eupoecilia ambiguella), pipe (Curculionidae), americki cvréak
(Scaphoideus titanus) te bolesti koje se pojavljuju u vinogradu: crna pjegavost rozgve
(Phomopsis viticola), plamenjac¢a (Plasmopara viticola), pepelnica vinove loze (Erysiphe
necator), siva plijesan (Botrytis cinerea) (Cvjetkovi¢, 2010.).

U Republici Hrvatskoj, prema Drzavnom zavodu za statistiku, u 2021. godini ukupna
povrsina pod vinovom lozom iznosi 21 213 ha (DZS, 2022.).

2.1.1. Virusi vinove loze

Vinova loza je osjetljiva na Sirok raspon viroza i virusima sli¢nih patogena. Opseg i razina
negativnih uc¢inaka virusa ovise o tipu prisutnih virusa, kombinacijama prisutnih virusa,
osjetljivosti kultivara, starosti i kondiciji zarazenog trsa (Cabaleiro i sur., 1999; Alabi i sur.,
2016.). Virusne bolesti mogu ozbiljno nastetiti produktivnosti vinograda, kvaliteti grozda i
proizvoda od vina (Porotikova i sur. 2021.). U 2018. godini podrucje koje zauzimaju nasadi
grozda diljem svijeta obuhvacalo je oko 7,4 milijuna hektara (prema OIV-2019).

Poznato je da virusi 1 drugi patogeni mikroorganizmi, kao $to su viroidi, fitoplazme 1
bakterije ogranicene floemom 1 ksilemom, uzrokuju razne infekcije unutar biljnog stanicja.
Infekcija virusa zapocinje unutar biljne stanice gdje dolazi do oslobadanja proteinskog
omotaca (kapside) te ispustanja virusnog genoma, odnosno RNA ili DNA (Modrow, 2013.).



Virusi su jedinstveni medu biljnim patogenima zbog toga Sto se nakon inicijativne
infekcije pocinju sistemicno Siriti po cijeloj biljci, te se vrlo jednostavno mogu prenijeti sa
zarazenih na zdrave jedinke.

Do danas je iz vinove loze izolirano oko 86 vrsta virusa, svrstanih u porodice:
Alphaflexiviridae,Betaflexiviridae,Bromoviridae,Bunyaviridae,Caulimoviridae,
Closteroviridae,Endornaviridae,Geminiviridae,Luteoviridae,Partitiviridae,Phenuivirida,
Potyviridae, Reoviridae, Secoviridae, Tombusviridae, Tymoviridae, Virgaviridae koji se
prenose razli¢itim vektorima kao S$to su: Stitaste usi, lisne usi, nematode, grinje.

Preventivne metode suzbijanja virusa imaju glavnu ulogu u sprje¢avanju Sirenja viroza
koriStenjem zdravog, bezvirusnog sadnog materijala te suzbijanje vektora.

2.2. Rod Vitivirus

Rod Vitivirus pripada porodici Betaflexiviridae (potporodica Trivirinae), stvoren je 1997.,
koja je svrstana u red Tymovirales, a nazvan je prema rodu Vitis, domacinu svog glavnog
predstavnika - A-virusa vinove loze (grapevine virus A, GVA) (Blouin i sur. 2018.). Porodica
Betaflexiviridae danas ukljucuje rodove Foveavirus, Trichovirus i Vitivirus.

Nakon $to je u Italiji 1980. prvi puta zabiljezen GVA te 1993. B-virus vinove loze
(grapevine virus B, GVB), u sljedecih nekoliko godina pronaden je veci broj danasnjih
predstavnika roda Vitivirus, a 2018. godine su zabiljezena ¢ak Cetiri nova virusa iz ovog roda:
G-virus vinove loze (grapevine virus G, GVG), H-virus vinove loze (grapevine virus H,
GVH), I-virus vinove loze (grapevine virus I, GVI), J- virus vinove loze (grapevine virus J,
GVJ)(Maree i sur. 2020; Nikoli¢ 2021).

Rod Vitivirus sluzbeno sadrzi 9 vrsta, odnosno virusa koji inficiraju vinovu lozu, a to su
GVA, GVB, GVD, E-virus vinove loze (grapevine virus E, GVE), F-virus vinove loze
(grapevine virus F, GVF), GVA, GVH, GVI, GVJ (ICTV, 2020; MSL #36).

Simptomi koji se javljaju na vinovoj lozi su uglavnom na drvetu. Javljaju se udubljenja na
drvetu, plutasta kora. Ovakvi simptomi se javljaju kod GVA,GVB, GVD, GVE te GVF.
Zarazene loze oslabe te vrlo ¢esto odumiru nekoliko godina nakon infekcije (Porotikova i sur.
2021.).

2.2.1. Morfologija, organizacija i replikacija genoma

Virusi koji pripadaju rodu Vitivirus imaju dimenzije od 725-785 x 12 nm, a Cestice
pokazuju filamentoznu oblik, te su spiralno gradene s nagibom od 3,3-3,5 nm i po 10
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podjedinica po okretu spirale. Od ukupne tezine, 5% Cestice virusa €ini pozitivno orijentirana
molekula RNA koja je jednolancana (ssRNA) , a ujedno je i genom virusa. Relativna
molekulska masa virusne &estice iznosi 2.6-3,05 x 10°%. Linearni ssRNA(+) genom je veligine
7,6 kb, kodira za pet proteina (ima pet otvorenih okvira ¢itanja — eng. open reading frame,
OREF) te je 5' kraj zatvoren, a 3' je poliadeniliran (du Preez i sur. 2011.).

RNA polimeraza (RdRp) se proizvodi izravno iz genomske RNA. Drugi ORF se prepisuju
kao subgenomske mRNA. Tijek replikacije je sljedeci: virus najprije prodire u stanicu
domacina, zatim genomska RNA se razmata i oslobada u citoplazmi. Virusna RNA se prevodi
kao monocistronska mMRNA za proizvodnju RdRp (kodiranog 5' proksimalnim ORF). Iz
genomske ssRNA(+) se sintetizira genom dsRNA koji se transkribira/replicira, ¢ime se
dobivaju virusne mRNA/nove ssRNA(+) genomi. Unutarnji subgenetski promotori se koriste
za transkripciju SgRNA koja daje pokret proteinima. Shematski prikaz organizacije genoma
te prepisivanja prikazan je naslici 2.2.1.1. (ViralZone, 2022).

RdRp | mp | RBP
5’J nanaashiAbAy 3"
i 20k A
5,| RdRp R
Genomic RNA 20k f
5 AannhARRAR 3

Putative

Subgenomic RNAs REP '
' WMMD"UME
5

Slika 2.2.1.1. Organizacija genoma vitivirusa. Oznake: RdRp — enzim replikaza
(replicase); 20k — nekodirajuca regija veli¢ine 20000 parova baza; MP — protein za

kretnju (movement protein); CP — protein omotaca (coat protein)
Izvor: https://viralzone.expasy.org/resources/Vitivirus_genome.png - pristupljeno 19.06.2022.

2.2.2. Prijenos i Stetnost

Porodici Flexiviridae pripadaju rodovi Trichovirus i Vitivirus koji se uglavnom prenose
semiperzistentno svojim vektorima, a to su Stitaste usi (Koch i sur. 2020). Po svojim
karakteristikama semiperzistentni nacin prijenosa nalazi se izmedu perzistentnog i
neperzistentnog. U odnosu na neperzistetni prijenos, kod semiperzistentnog potreban je duzi
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vremenski period za usvajanje virusa, a tako i za sami prijenos. Vektor tijekom hranjenja moze
usvojiti virus za 30 minuta, no prijenos je uspjesniji ako ishrana vektora na inficiranoj biljci
traje nekoliko sati. Nakon §to usvoji virus, vektor zadrzava sposobnost prijenosa tri do Cetiri
dana. Semiperzistentni virusi, kao $to su ve¢ spomenuti vitivirusi dolaze u floemu. Dokazan
je prijenos GVB pomocu lozine Stitaste usi Planococcus ficus (Martelli i sur. 2007). Osim
prijenosa pomocu vektora, poznato je da se vitivirusi prenose i mehanickim putem, te
sadnog materijala (Martelli i Boudon-Padieu 2006). Kod vegetativnog razmnoZavanja
domacina, Sirenje virusa na velike udaljenosti odvija se prvenstveno kroz distribuciju
zarazenog sadnog materijala.

2.2.3. A-virus vinove loze (GVA) i B-virus vinove loze (GVB)

A-virus vinove loze (GVA) je jedan od ¢lanova roda Vitivirus koji je uzro¢nik kompleksa
naboranosti drveta. (Meng i sur. 2017.). Virusne Cestice su savitljive niti, dugac¢ke oko 800
nm (Slika 2.2.3.1.). Nukleinska kiselina je jednolanc¢ana,+RNA molekula (Martelli i sur.
2006.). GVA se moze prenijeti vegetativno, a takoder i $titastim usima. Vektori koji prenose
GVA su zvjezdasta Stitasta u§ (Pseudococcus longispinus), lozina $titasta us (Planococcus
ficus), limunov crvac (Planococcus citri), §ljivina §titasta u§ (Partenolecanium corni), Ceska
Stitasta u$ (Heliococcus bohemicus) i dr. (Roscgilione i sur. 1985; Tanne i sur 1996; Hommay
i sur 2008.). Trgovina zarazenog biljnog materijala predstavlja glavni nacin prijenosa u druga
podru¢ja. Simptomi se ocituju na drvu vinove loze, a ono postaje naborano na centralnom
cilindru debla, tkivu kambija i kore, plutavosti tkiva, dolazi do nekroze pupa, te lis¢e na kro$nji
krajem vegetacije postaje crveno (Slika 2.2.3.2.) (du Preez i sur. 2011.).

Prema Martelli i sur. (2006) B-virus vinove loze (GVB), takoder je jedan od ¢lanova roda
Vitivirus, koji je seroloski daleko povezan s GVA, no GVB uzrokuje simptome plutaste kore
vinove loze. Ovaj virus ima istu strukturnu organizaciju kao GVA (Martelli i sur. 2006).
Vektori GVB su: limunov crvac (Planococcus citri), lozina Stitasta u§ (Planococcus ficus),
zvjezdasta Stitasta u§ (Pseudococcus longispinus), javorova $titasta u§ (Phenacoccus aceris),
P. affinis (Boscia i sur. 1993; Tanne i sur. 1996.).

Simptomi naboranosti drva opcenito su vrlo nespecifi¢ni i teSko uocljivi. Simptomi koji
se Cesto javljaju nakon zaraze vinove loze GVA 1 GVB su zadebljanja na mjestu sras¢ivanja
podloge i plemke (Ivi¢ 2011.).



Slika 2.2.3.1. A-Virus vinove loze (GVA) snimljen pod elektornskim mikroskopom

(Izvor: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Grapevine virus A f78-11-9780123846846.png —

pristupljeno 16.6.2022.)

Slika 2.2.3.2. Simptomi A-virusa vinove loze (GVA): a) primarna nekroza pupa; b)
ograniceni proljetni rast; ¢) nepotpuno odrvenjavanje mladica; d) purpurno crveno lis¢e
krajem vegetacije

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Symptomatology-of-grapevine-virus-A-GVA-associated-Shiraz-Disease-a-
primary-bud_figl 343280662 - pristupljeno 17.06.2022.)

2.2.4. H-virus vinove loze (GVH)

H-virus vinove loze (GVH) takoder pripada rodu Vitivirus, te porodici Betaflexiviridae
koji inficira vinovu lozu (Candresse i sur. 2018; Panailidou i sur. 2021). GVH je prvi puta
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otkriven u Portugalu 2018. godine u nepoznatom kultivaru vinove loze. U Europi je, osim u
Portugalu, virus zabiljezen i u Grckoj i to kod sorte Assyrtiko gdje je od devet testiranih
uzoraka GVH otkriven u pet (Panailidou i sur. 2021). Kod otkrica GVH u Portugalu uz
novootkriveni virus potvrdena su jo$ tri virusa i dva viroida. Medutim, unato¢ potvrdenom

virusu, na zarazenim biljkama se nisu uocavali jasni simptomi infekcije (Candresse T. i sur
2017.).

U Hrvatskoj je GVH prvi put potvrden 2021. godine kod devet sorti vinove loze: Babica
plosnata, Bljuzgavac, Brajdica bijela, Gustopupica, Kozjak, Malvazija istarska, Muskatel,
Plav¢ina, Svrdlovina crna (Jagunic i sur. 2021.).

Na filogenetskim stablima rekonstruiranima koriStenjem RdRp te CP regije genoma

predstavnika roda Vitivirus vidljivo je da se za obje regije GVH izdvaja u posebnu skupinu,
tj. ¢ini zasebnu vrstu unutar roda (GVF)(Slika 2.2.4.1.).

A 100 I JN427014 Actinidia virus A (partial)

NC_016404 Actinidia virus B
i|- AY913795 mint virus 2 (partial)

o NC_003602 grapevine virus B

99 grapevinevirus H A

NC_018458 grapevine virus F

] 91 NC_003604 grapevine virus A
82-[ NC_035202 grapevine virus K

NC_034264 arracacha virus V

_{ NC_011106 grapevine virus E

91

NC_034833 Agave tequilana leaf virus

Y15892 grapevine virus D (partial)

0.1
B

100 1JQ031715 grapevine virus D
92 |

NC 035202 grapevine virus K

3 NC 003604 grapevine virus A
EI— NC 018458 grapevine virus F

grapevine virus H A

99

X79270 Heracleum latent virus
—' AY913795 mint virus 2
99 NC 003602 grapevine virus B
I JN427014 Actinidia virus A
98 NC 016404 Actinidia virus B
NC 034264 arracacha virus V

NC 011106 grapevine virus E
100 I

NC 034833 Agave tequilana leaf virus

Slika 2.2.4.1. Filogenetska analiza H-virusa vinove loze u odnosu na druge pripadnike
roda Vitivirus u regijama replikaze (RdRp, A) i proteina omotaca (CP, B).

(Izvor:https://link.springer.com/article/10.1007/s00705-017-3587-7- pristupljeno 09.07.2022.)



https://link.springer.com/article/10.1007/s00705-017-3587-7

2.3. Stitaste usi

U svijetu je zabiljezen veliki broj Stitastih usi na vinovoj lozi, no broj vrsta koje se mogu
smatrati gospodarski vaznim $tetnicima je manji (Masten Milek T. 2021). Po taksonomiji
pripadaju nadredu Hemiptera (ril¢ari), redu Homoptera, podredu Sternorrhyncha i
nadporodici Coccoidea (Stitaste usi). To su vrlo sitni kukci, duzine tijela izmedu 2-5 mm,
Zenke su apodne, bez krila, te zdepastog tijela prekrivenog razli¢itim izlu¢inama ili §titi¢ima
koji mogu biti izgradeni od voska i svlakova. Usni ustroj zenke podeSen je za sisanje. Za
razliku od Zenki, muzjaci imaju noge, jedan par krila i tijelo s jasnom segmentacijom. Usni
aparat je reduciran, zbog Cega se ne hrane, stoga zive vrlo kratko. Vecina vrsta Stitastih usiju
izluCuje ljepljive izlucine tj. mednu rosu. Na mednu rosu naseljavaju se gljive cadavice, zbog
kojih biljka dobije tamni izgled, te se tako smanjuje asimilacijska Sposobnost lisca.
Razmnozavaju se spolno ili partenogenetski. Licinke iz kojih se razvija zenka imaju
nepotpunu preobrazbu, dok li¢inke iz kojih se razvija muzjak imaju potpunu preobrazbu.
Primarne Stete ¢ine li¢inke 1 zenke koje ubadaju rilo sve do provodnih snopova iz kojih siSu
sokove. Ponekad kroz rilo izlu€uju slinu u biljne organe zbog ¢ega dolazi do deformacije
biljnih organa (Maceljski 2002.).

2.3.1. Lozina §titasta us (Planococcus ficus Sign.)

Vrsta Planococcus ficus pripada porodici Pseudococcidae. Rasprostranjena je uglavnom
U tropskom 1 suptropskom podrucju, a kao Stetnik navodi se u Europi, Bliskom istoku,
sjevernoj Africi, juznoj Africi, juznoj Americi, Kaliforniji i Meksiku (Ben-Dov 1995.).

Hrani se na svim dijelovima vinove loze i korovskim biljkama. Pored vinove loze, kao
domacini lozine Stitaste usi navode se jabuka, smokva, agrumi te razli¢ite korovske biljne
vrste. Odrasle jedinke 1 li¢inke hrane se sisanjem biljnih sokova iz floema biljaka domacina
te nerijetko razviju brojne kolonije (Maceljski 2002.).

Prema Waltonu (2003) tijekom godine lozina $titasta us razvije naj¢esce tri generacije, a
najvecu brojnost populacije ove vrste biljezimo tijekom svibnja. Spolni dimorfizam je izraZen.
Odrasle zenke duge su oko 4 mm, Siroke oko 2 mm, nemaju krila te su veé¢e od muzjaka (Slika
2.3.1.1.). Imaju segmentirano, bjelkasto tijelo. Tijelo im je prekriveno bijelim, praskastim
voskom. Muzjaci su dugi oko 1-2 mm, imaju smede tijelo te jedan par krila. Muzjaci ne
posjeduju dijelove usta, te vrlo kratko zive (Slika 2.3.1.2.). Ova vrsta moze prenositi GVA te,
GVB. Glavnim prijenosnici su li¢inke 2. i 3. stadija koje su pokretne.

Vrsta P. ficus je vazan Stetnik vinove loze Sirom svijeta (Daane i sur., 2012; da Silva i sur.,
2016). Vrsta uzrokuje ekonomski znacajne gubitke na vinskim i stolnim sortama vinove loze.
Osim toga, vrsta je prijenosnik razli¢itih uzro¢nika bolesti vinove loze. Prenosi i razne
uzro¢nike bolesti ukljucujuci i uvijenost lista vinove loze (eng. grapevine leafroll disease)



(Douglas i Kruger 2008) i bolest plutavosti kore ¢iji uzro¢nik je GVA i GVB (Tanne i sur.
1989).

Slika 2.3.1.1. Odrasla zenka vrste Planoccocus ficus

(Izvor: https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Planococcus-ficus-Signoret-femmina-adulta_figl 282575129 -
pristupljeno 29.05.2022. )

Slika 2.3.1.2. Odrasli muzjak vrste Planoccocus ficus

(Izvor: https://www.fitosanitario.mo.it/files/1615/3958/5768/Cocciniglie_farinose_vite.pdf - pristupljeno
02.06.2022.)



https://www.researchgate.net/figure/Figura-1-Planococcus-ficus-Signoret-femmina-adulta_fig1_282575129
https://www.fitosanitario.mo.it/files/1615/3958/5768/Cocciniglie_farinose_vite.pdf

3. Materijali i metode

3.1. Materijali

3.1.1. lzvor virusa

Kao izvor GVH koristene su biljke sorata Malvazija istarska i Plav¢ina iz kolekcijskog
nasada vinogradarsko-vinarskog pokusalista Jazbina (slika 3.1.1.1.). Sa biljaka ukljucenih u
istrazivanje tijekom lipnja uzete su mladice duge 30 cm te su stavljene u vodu kako bi se
odrzao turgor, s ciljem da se li¢inke Stitastih uSiju mogu na njima nesmetano hraniti (slika
3.1.1.2).

Slika 3.1.1.1. Kolekcijski nasad vinogradarsko-vinarskog pokusaliSta Jazbina. Na
donjoj slici su naznaceni trsovi zarazeni GVH pri ¢emu su plavom bojom naznaceni trsovi
koristeni kao izvor GVH u istrazivanju

(Izvor: original)
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Slika 3.1.1.2. Trs sorte Plav¢ina na pokusalistu Jazbina (lijevo) te mladica Malvazije
istarske u vodi za vrijeme istrazivanja (desno)

(Izvor: original)

3.1.2. Koristene test biljke/korovi

U testovima prijenosa virusa koristene su sljedece biljne vrste: vinova loza (Vitis vinifera
L.), divlji mak (Papaver rhoeas L.), europski mra¢njak (Abuthilon theophrasti L.),
ostrodlakavi §¢ir (Amaranthus retroflexus L.), ambrozija (Ambrosia artemisifolia L.) te
zeljaste test biljke duhan (Nicotiana benthamiana L.) i loboda kamenjarska (Chenopodium
murale L.). Sjeme test biljaka/korova koje je koristeno u svrhu istrazivanja sijano je na Zavodu
za fitopatologiju.
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3.1.3. Lozina stitasta us$ (Planococcus ficus Sign.)

Za prijenos virusa sa zarazene Vvinove loze sorti Malvazija istarska i Plav¢ina, na
nezarazene test biljke vinove loze, korove te zeljaste test biljke koriStena je lozina Stitasta us

(Planococcus ficus Sign.). Kolonija spomenute vrste uzgojena je i odrzavana na muskatnoj
tikvi (Cucurbita moschata). (Slika 3.1.3.1.)

Slika 3.1.3.1. Kolonija stitastih usi (PI. ficus) na vrsti Cucurbita moschata u staklenom
terariju

(Izvor: original)
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3.2. Metode
3.2.1. Sjetva test biljaka/korova

Sjetva test biljaka/korova izvrSena je na Zavodu za fitopatologiju. Od svake biljne vrste
posijano je oko 50 sjemenki (Slika 3.2.1.1.). Biljne vrste posijane su u loncic¢e s tresetnim
supstratom. Klijanje i nicanje odvijalo se u optimalnim uvjetima kako temperature tako i vlage
zraka (Slika 3.2.1.2.). Mjesec dana nakon klijanja, kada su biljke imale 4-6 listova, vrsio se
proces inokulacije koristenjem lic¢inki $titastih usiju. Za istrazivanje su izabrane samo biljke
dobrog zdravstvenog stanja.

Slika 3.2.1.1. Klijanje posijanih test biljaka/korova

(Izvor: original)
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Slika 3.2.1.2. Klijanci vrste A. theoprasti

(Izvor: original)

3.2.2. Ishrana lozine Stitaste usi (Planococcus ficus Sign.) na zarazenim
mladicama vinove loze - akvizicija

Li¢inke prvog i drugog razvojnog stadija pomocu kista prenosene su na zarazene mladice
vinove loze kako bi usvojile virus (Slika 3.2.2.1.). Ukupno je preneseno 300-400 li¢inki po
mladici vinove loze. Li¢inke su ostavljene na mladicama u periodu od 48h kako bi usvojile
virus — period akvizicije.

Slika 3.2.2.1. Prijenos li¢inki prvog i drugog stadija pomocu kista na zarazene mladice
vinove loze

(Izvor: original)
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3.2.3. Prijenos Stitastih usi na test biljke/korove

Nakon akvizicije na zarazenim mladicama vinove loze pomocu kista li¢inke drugog i
treCeg razvojnog stadija su prenesene na nezarazenu lozu (sjemenjake), odnosno test
biljke/korove. Na svaku pojedinacnu biljku preneseno je ukupno deset li¢inki. Nakon §to su
licinke dospjele na zeljaste biljke, po€inje njihovo inokulacijsko razdoblje koje je trajalo 48h.
Kod biljaka vinove loze, osim slobodnog pustanja na list, ispitivana je i metoda stavljanja
licinki u kaveze (Slika 3.2.3.1.). Kavezi su koriSteni da sacuvaju li¢inke na biljkama, te
onemoguc¢e njihovo slobodno kretanje. Kod ostalih biljaka ukljuCenih u istrazivanje,
ukljucujuéi 1 biljke vinove loze, omoguceno je slobodno kretanje li¢inki po biljkama (Slika
3.2.3.2)).

Slika 3.2.3.1. Li¢inke S$titaste usi s kavezom

(Izvor: original)
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Slika 3.2.3.2. Li¢inke Stitaste usi bez kaveza
(Izvor: original)

Nakon §to su li¢inke provele dva dana na nezarazenim biljkama, iste su tretirane
insketicidom na bazi aktivne tvari imidakloprid kako bi se li¢inke uklonile s biljaka i kako ne
bi remetile daljnje analize. Tri mjeseca nakon stavljanja li¢inki, odnosno po isteku perioda
inkubacije (slika 3.2.3.3.) biljke u pokusu testirane su na prisutnost GVH pomocu lancane
reakcije polimerazom nakon obrnutog prepisivanja u stvarnom vremenu (eng. Real-time RT-
PCR), te metodom konvencionalog RT-PCR-a.

Slika 3.2.3.3. Test biljke/korovi za vrijeme inkubacijskog perioda

(Izvor: original)
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3.2.4. Testiranje biljaka na prisutnost virusa

3.24.1. RT-PCR u stvarnom vremenu (RT-gPCR)

Za izolaciju ukupnih ribonukleinskih kiselina od svake biljke odvojeno je 0,1 g lisnih
peteljki, te smrvljenih tu¢kom uz dodatak tekuc¢eg dusika (Slika 3.2.4.1.1.). Svaki uzorak
razrijeden je s 1,8 mL ekstrakcijskog pufera (0.015 M Na2CO3, 0.035 M NaHCO3, 0.0005
M PVP 40, 1 g/500 mL serum albumin, 0.25 g/500 mL tween 20, pH9,6), te stavljen u
epruvetu od 2 mL.

Nakon toga uzorci su stavljeni u centrifugu na 13 200 o/min tijekom 10 minuta (Slika
3.2.4.1.2.). Nakon toga je 4 p supernatanta je pomijesano s 50 uL GES (glycine-EDTA-
sodium) pufer ( 0,1 M glycine, 50 mM NaCl, 1mM EDTA, 0,5% Triton X, 1% pB-
mercaptoethanol, pH 9.0 sa NaOH) i denaturirano na 95°C na 10 minuta u Mastercycleru
(Eppendorf, Njemacka). Kvaliteta i koli¢ina izolirane RNA odredene su spektrofotometrijski
na uredaju NanoPhotometer P330 (Implen, Miinchen, Njemacka).

Umnozavano je podrucje enzima RNA ovisne RNA polimeraze (RdRp), a za internu
kontrolu izolirane RNA koristena je 18S rRNA. Zatim je pripremljena reakcijska smjesa za
qPCR volumena 20 pl. U mikroepruveti prema preporuci proizvodaca pripremljen je
mastermiks dodavanjem 0.4 uM pocetnica, 0.150 uM probe, 5 pl TagMan™ Fast Virus 1-
Step Master Mix enzima te 10.6 pL ultraiste vode (UPW). Nakon toga, u svaku jazicu
pipetom je ispusteno po 18 pl mastermiks smjese uz dodavanje po 2 pl uzorka s denaturiranom
RNA. Pripremljeni uzorci premjesteni su u PCR uredaj Thermo Fisher Scientific 7500 real-
time PCR system (Applied Biosystems, SAD) (slika. 3.2.6.1.) gdje su reakcijski uvjeti bili
nakon denaturacije na 95 °C od 10 minuta: 40 ciklusa denaturacije na 94 °C po 15 sekundi, te
produljivanje lanaca na 60 °C na 1 minutu.

Tablica 3.2.4.1.1. Pocetnice 1 sonde za GVH 1 18 S rRNA

Ciljani
. o . . o Velitina
Cilj Pocetnica  Smjer dio Sekvenca pocetnice 5'-3 Izvor
produkta
genoma
GVH-F1 | Uzvodni
GVH-R1 | Nizvodni - Al Rwahnih i
GVH GVH-F2 | Uzvodni RdRp - 136 pb Diaz-Lara
- - (usmena
GVH-R2 | Nizvodni - komunikacija)
GVH-P Proba
18S | 18SrRNA . 18S
FRNA 449f Uzvodni RNA GTGACGGAGAATTAGGGTTCGA 70 pb
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18?;5:\"6‘ Nizvodni CTGCCTTCCTTGGATGTGGTA
VIC-
mj?rgNA Proba CCGGAGAGGGAGCCTGAGAAACGG-
P TAMRA

Osman i
Rowhani
(2006.)

Slika 3.2.4.1.1. Priprema uzoraka peteljki s teku¢im dusikom

(Izvor: original)

Slika 3.2.4.1.2. Uzorak nakon centrifugiranja

(Izvor: original)
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Slika 3.2.4.1.3. Thermo Fisher Scientific 7500 real-time PCR system (Applied Biosystems,
SAD)

(Izvor: original)

3.2.4.2. Konvencionalni RT-PCR

Konvencionalna RT-PCR metoda provedena je u svrhu potvrdivanja rezultata metode
PCR u stvarnom vremenu (Slika 3.2.4.2.1.). RT-PCR proveden je u jednom koraku na
Mastercycler uredaju (Eppendorf, Njemacka) pod uvjetima: reverzna transkripcija 30 minuta
pri 52°C, inicijalni aktivacijski korak 15 minuta pri 95°C, 35 ciklusa od 30 sekundi na 94°C,
45 sekundi na 55 °C, 1 minuta na 72°C, te zavr$no izduzivanje lanaca 7 minuta na 72°C.
Vizualizacija RT-PCR produkata izvedena je na 2%-tnom agaroznom gelu koji je pripremljen
u 1XTBE purefu, uz dodatak jedne kapi GelRed fluorescentne boje za nukleinske kiseline
(Olerup, Svedska).
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Tablica 3.2.4.2.1. Podetnice koristene u konvencionalnom RT-PCR-u

L Smjer Sekvenca pocetnice Podrugje Veli¢ina )
Pocetnica Literatura
5.3 genoma produkta
GVH-RDRP-F1 Uzvodni ACTTGCGCAATTCCTTCAAGTC Replikaza
GVH-RDRP-R1 Nizvodni ACCTCAGGTTTGACATGTACCC (RdRp) 400 pb Diaz-Lara i
GVH-CP-F1 Uzvodni ATCTCGAAACCATCTTCGGGTA Protein sur.
—— omotaca (CP) 400 ob (2019.)
GVH-CP-R1 Nizvodni TTCAGACCTTGGATCACAGTCG P

(Izvor: original)

Slika 3.2.4.2.1.Provedba elektroforeze na 2%-tnom agaroznom gelu
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4. Rezultati istraZzivanja

Vektorskim prijenosom sa zarazene vinove loze na nezarazene sjemenjake vinove loze i
test biljke/korove, nakon tromjese¢nog inkubacijskog perioda, od ukupnog broja testiranih
biljaka prisutnost GVH je sa obje detekcijske metode (real-time i konvencionalni PCR)
potvrdena kod dvije biljke vinove loze i to u izvedbi prijenosa bez kaveza. Navedenim
rezultatima potvrden je sposobnost prijenosa od 10,5% (2/19).

Detaljan prikaz biljaka koristenih u istrazivanju te rezultata njihovog testiranja nalazi se u
Tablici 4.1., dok su rezultati testiranja sa dvije razli¢ite izvedbe RT-PCR-a prikazane na
slikama 4.1. te 4.2.

Tablica 4.1. Popis koristenih i GVH pozitivnih biljaka

Broj GVH
pozitivnih
Tip Ukupni (%)
Vrsta biljke Inokulacija broj 1ZVOR
Vitis vinifera (bez Vinova 2 (10,5 %)
kaveza) N loza 11.06.2021. 19
Vitis vinifera (sa 0
kavezom) C 11.06.2021. 10
Papaver rhoeas korovi 11.06.2021. 2 0
. . 0
Abuthilon theophrasti 11.06.2021. 6
0 10BI19D
Amaranthus retroflexus 11.06.2021. 11
Ambrosia artemisifolia 11.06.2021. 12 0
Zeljaste 0
test
Nicotiana benthamiana biljke 11.06.2021. 1
Chenopodium murale 11.06.2021. 11 0
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Slika 4.1. Amplifikacijske krivulje dobivene metodom RT-gPCR na prisutnost GVH. Crvena
oznaka predstavlja trenutak prijelaza preko linije razgranicenja (eng. threshold) kod dva
pozitivna uzoraka
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Slika 4.2. Rezultati testiranja metodom konvencionalnog RT-PCR-a na prisutnost GVH.
Amplikoni 1 12 dobiveni su koristenjem CP pocetnica, dok su amplikoni 3 i 4 dobiveni
koriStenjem pocetnica za RdRp regiju. Prikazani amplikoni odgovaraju o¢ekivanoj veli¢ini
PCR-produkta od 400 parova baza
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5. Rasprava

Na rast i razvoj vinove loze Cesto moze utjecati pojava razli¢itih virusa. Na na$im
podrucjima ekonomski najznacajnijim virusima vinove loze smatraju se: virus lepezastog
lista vinove loze (grapevine fanleaf virus, GFLV), virus mozaika guSarke (arabis mosaic virus,
ArMV) uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virusi 1, 2 1 3 (grapevine leafroll-associated
virus 1, 2 i 3; GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3) te A-virus vinove loze (grapevine virus A,
GVA) (Voncina 2021.). Virusi vinove loze mogu se $iriti na nekoliko nacina, medu kojima su
najzastupljenija dva, a to su preko sadnog materijala i pomocu vektora. Najucestaliji nacin je
prijenos preko sadnog materijala na ve¢e udaljenosti, no danas je dosta raSiren prijenos
pomocu vektora 1 to na manje udaljenosti. S ciljem sprjecavanja ili usporavanja Sirenja
pojedinih virusa potrebno je pratiti te pravovremeno suzbijati ili drzati pod kontrolom
populaciju vektora, $to je od osobite vaznosti u novopodignutim vinogradima koristenjem
bezvirusnog sadnog materijala. Prisutnost GVH je prvi puta potvrdena u Hrvatskoj 2021.
godine i to u sklopu kolekcijskog nasada na pokusalistu Jazbina (Jaguni¢ i sur. 2021.).
Potaknuti ¢injenicom da su drugi predstavnici ovog roda prenosivi Stitastim uSima formirano
je ovo istrazivanje.

Ovim istraZivanjem potvrden je prijenos GVH pomocu vektora lozine Stitaste usi
(Planococcus ficus Sign.) na sjemenjake vinove loze metodom PCR u stvarnom vremenu
(gPCR) uporabom specificnog seta pocetnica kojeg su razvili Al Rwahnih i Diaz-Lara.
Prijenos je utvrden u 2 od 19 testiranih sjemenjaka vinove loze, §to u postotku predstavlja
10,5%.

GVA koji takoder pripada rodu Vitivirus moze se prenositi pomoc¢u vektora, odnosno §ljivine
Stitaste usi (Partenolecanium corni). Prvi stadij liinke $ljivine Stitaste usi koriSten je u
prijenosu GVA sa zarazene biljke vinove loze Pinota crnog na deset bezvirusnih sadnica.
Nakon akvizicije, dvije od deset sadnica vinove loze pokazale su se pozitivnim, §to ¢ini 20%
ispitanih (Hommay 2007.). Prema Bertinu i sur. (2016.) dokazano je da Planococcus ficus
prenosi GVA na sjemenjake vinove loze. Nakon akvizicije, 27 od 51 biljke vinove loze bilo
je pozitivno (53%). Takoder, Rosciglione i Castellano (1985.). koristili su dvije $titaste usi
(Planococcus ficus i Planococcus citri) u pokusu prijenosa GVA na nezarazene biljke vinove
loze gdje su ustanovili da P. ficus bolje prenosi GVA, nego $to to ¢ini P. citri jer nije bilo
pojedinac¢nih infekcija gdje uz GVA nije dolazio niti jedan drugi virus. Utvrdeno je da se B-
virus vinove loze (GVB) moze prenijeti na semiperzistentni nain pomocu Stitastih usi (P.
longispinus, P. affinis, P. ficus i P. citri (Velasco i sur., 2006; Garau i sur., 2005; Tanne i sur.,
1989).

Utvrdeno je kako se H-virus vinove loze (GVH) kao i GVA i GVB iz roda Vitivirus moze
prenositi na sjemenjake vinove loze pomocu vektora.

Istrazivanjem iz 1995. godine (Garau i sur.) ispitivan je prijenos GVA 1 GVB pomocu
Pseudococcus ficus s biljaka vinove loze na zeljaste biljke Nicotiana occidentalis, N. cavicola,
N. benthamiana, N. clevelandi i Gomphrena globosa. Prema dobivenim rezultatima zarazene
biljke s GVB bile su: N. occidentalis i N. cavicola, a GVA pozitivna bila je N. benthamiana
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na kojoj su vidljivi simptomi zaraze. Medutim, u ovom istrazivanju nije potvrden prijenos
GVH s vinove loze na korove/zeljaste biljke.

Pored utvrdene vektorske uloge lozine Stitaste usi u slucaju GVH 1 otkrivene sposobnosti
prijenosa sa loze na lozu od 10,5%, s ciljem dobivanja kompletnije slike o ekologiji i
epidemiologiji ovog virusa te formiranja potrebnih mjera kontrole, istrazivanja bi trebalo
prosiriti na druge vrste Stitastih usi koje su prisutne na vinovoj lozi i na razlicite sorte vinove
loze koje se uzgajaju u Hrvatskoj, kako autohtone tako i introducirane.
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6. Zakljucak

U ovom istrazivanju zakljuceno je sljedece:

Lozina $titasta us (Planococcus ficus Sign.) vektor je H-virusa vinove loze.

Istrazivanjem je utvrdena uspjesnost prijenosa sa zarazene na zdravu vinovu lozu u iznosu od
10,5%.

Pored vinove loze nisu utvrdeni alternativni domac¢ini H-virusa vinove loze medu korovnim i
zeljastim test biljkama.
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