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Sazetak

Diplomskog rada studentice Elene Zrnié, naslova

EKONOMSKI ZNACAJNI VIRUSI VINOVE LOZE U KOLEKCIJI AUTOHTONIH
SORATA VINOGRADSKO-VINARSKOG POKUSALISTA JAZBINA

Vinova loza bez sumnje predstavlja jednu od gospodarski najvaznijih kultura koja se uzgaja
Sirom svijeta. Na profitabilnosti proizvodnje te kvalitetu uroda, izmedu ostalih skupina
patogena, utjecu i virusi kojih je do danas kod loze opisano 86 iz 18 porodica i 35 rodova. U
ovome radu testirani su metodom ELISA uzorci rozgve pet autohtonih hrvatskih sorata vinove
loze iz pokusaliSta ,,Jazbina“ na 0osam gospodarski znacajnih virusa: virus mozaika gusarke
(ArMV), virus lepezastog lista vinove loze (GFLV), uvijenosti lista vinove loze pridruzeni
virus 1 (GLRaV-1), uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 2 (GLRaV-2), uvijenosti lista
vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV-3), A-virus vinove loze, B-virus vinove loze te virus
pjegavosti lista vinove loze (GFkV). Testiranjem je obuhvaéeno ukupno 472 uzorka slijede¢ih
sorata: Debit (23 uzorka), Marastina (47 uzoraka), Plavina (79 uzoraka), Plavac mali (153
uzorka) te Posip (170 uzoraka). Dokazana je prisutnost Sest od osam virusa, odnosno ArMV,
GFkV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, dok prisutnost GFLV i GVB nije potvrdena.
Najveci postotak kolekcijskog nasada bio je zarazen s GFkV (28%), slijedili su ga GVA (8%),
zatim GLRaV-2 i GLRaV-3 (2%), dok je najmanja zaraza utvrdena sa ArMV (manje od 1 %).
Najlosije zdrastveno stanje pokazala je sorta Debit gdje je od 23 trsova, broj biljaka slobodnih
od virusa iznosio cetiri (17%), dok je najbolje zdravstveno stanje u pogledu zaraze virusima
utvrdeno kod sorte Plavina sa 79 (100%) trsova slobodnih od testiranih virusa. Od 472
testirana uzorka, na vise od 30% nije identificiran niti jedan virus §to ukazuje na kvalitetu

sadnog materijala, dobru vinogradsku praksu i pridrzavanje preventivnih mjera.

Kljuéne rijeci: ELISA, autohtone sorte, virusi vinove loze



Summary

Of the master’s thesis — student Elena Zrnié, entitled

ECONOMICALLY IMPORTANT GRAPEVINE VIRUSES IN THE COLLECTION
OF AUTOCHTHONOUS GRAPEVINE VARIETIES IN WINE AND VITICULTURE
EXPERIMENTAL STATION "JAZBINA"

The vine is without a doubt one of the most economically important crops grown around the
world. The profitability of production and the quality of the crop, among other groups of
pathogens, are also influenced by viruses, of which 86 from 18 families and 35 genera have
been described in the vine to date. In this work, ELISA samples of five autohtonus grapevine
cultivars from the Jazbina experimental site were tested for eight economically significant
viruses: arabis mosaic virus (ArMV), grapevine fanleaf virus (GFLV), grapevine leafroll-
associated virus 1 (GLRaV-1), grapevine leafroll-associated virus 2 (GLRaV-2), | grapevine
leafroll-associated virus 3 (GLRaV-3), grapevine virus A, grapevine virus B and grapevine
fleck virus (GFKV). The testing included a total of 472 samples of the following varieties:
Debit (23 samples), Marastina (47 samples), Plavina (79 samples), Plavac mali (153 samples),
and PoSip (170 samples). The presence of six of eight viruses, ArMV, GFkV, GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, was proven, while the presence of GFLV and GVB was not
confirmed. The highest percentage of collection plantations was infected with GFKV (28%),
followed by GVA (8%), GLRaV-2 and GLRaV-3 (2%), while the lowest infection was found
with ArMV (less than 1%). The worst health condition was shown by the variety Debit, where
out of 23 samples, the number of plants free of viruses was four (17%) while the best health
condition was shown by variety Plavina with 100% of vines free of viruses. Of the 472
samples tested, no virus was identified in more than 30%, indicating the quality of planting

material, good agricultural practice and adherence to preventive measures.

Keywords: ELISA, autochthonous cultivars, grapevine viruses, experimental site Jazbina



1. Uvod

Vinova loza jedna je od gospodarski najznacajnih kultura uzgajanih Sirom svijeta.
Dodatno bogatstvo i specificnost svake vinogradske zemlje predstavljaju njene autohtone
sorte za Ciju su odrzivost i uvodenje potrebni kolekcijski nasadi i mati¢njaci koji
proizvodac¢ima omogucuju kvalitetan sadni materijal. Uz patogene, na kvalitetu uroda utjecu i
mnogi virusi, kojih je danas opisano 86 vrsta iz 18 porodica i 35 rodova (Meng i sur., 2017).
Na srecu, samo njihov manji broj smatra se ekonomski znacajnim. U ovome radu biti ¢e
opisano osam najznacajnijih virusa. Iz skupine infektivne degenracije biti ¢e spomenuti virus
lepezastog lista vinove loze (Grapevine fanleaf virus, GFLV), te virus mozaika guSarke
(Arabis mosaic virus, ArMV), iz skupine uvijenosti lista (Grapevine leafroll complex), bit ¢e
opisani uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virusi 1,2 i 3 (Grapevine leafroll-associated
virus 1, 2, 3; GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3), a skupine naboranosti drveta (Rugose wood
complex) A- i B- virus vinove loze (Grapevine virus A, GVA; Grapevine virus B, GVB), te
virus pjegavosti lista vinove loze (Grapevine fleck virus, GFkV). Svi ti virusi znacajno utjecu
na kvalitetu biljke, smanjuju sadrzaj Secera, kiselina i suhe tvari u grozdu, negativno utjecu na
fotosintezu te vigor biljke, te smanjuju kvalitetu i ubrzavaju proces odumiranja (Ivi¢, Fazini¢,

2011).

Kako navode Maleti¢ i sur. (2015) vinova loza pojavila se na podru¢ju Hrvatske puno
prije stanovnis$ta, $to dokazuju i okamine lista izumrlog roda Cissetes stari oko 60 milijuna
godina. Prema vinogradskom registru (APPRRR, 2013.) danas vinogradi vinove loze
zauzimaju oko 21.184,45 hektara, a najces¢e zastupljene sorte su GraSevina, Malvazija
istarska, te Plavac mali. Osim $to predstavljaju prirodno bogatstvo, posebnu vaznost sorata

dokazuju i mnoge turisticke manifestacije i dogadanja vinogradsko-vinarskog sadrzaja.

1.1. Cilj istrazivanja

Cilj rada je utvrditi prisutnost 1 ucestalost pojave ekonomski najznacajnijih virusa u
kolekcijskom nasadu autohtonih sorata vinove loze koji se nalazi u sklopu vinogradarsko-

vinarskog pokusalista ,,Jazbina®.



2. Pregled literature

2.1. Ekonomski znacajni virusi vinove loze

Ekonomski najznacajnije viruse vinove loze mozemo, prema simptomima razvrstati u
4 skupine. Prvoj skupini pripada virus lepezastog lista vinove loze (GFLV), te virus mozaika
gusarke (ArMV). Prema simptomima uzrokuju infektivnu degeneraciju. Drugoj skupini
pripadaju virusi koji uzorkuju uvijenost lista vinove loze, a to su uvijenosti lista vinove loze
pridruzeni virus 1 (GLRaV-1), uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 2 (GLRaV-2), te
uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV-3). Simptomi tre¢e skupine virusa
takoder su vidljivi na listu u vidu pjega, a uzrokuje ih virus pjagavosti lista vinove loze
(GFkV). Cetvrta skupina virusa radi najvece $tete na drvu, te tu pripadaju A-virus vinove loze
(GVA), te B-virus vinove loze (GVB) (Ivi¢, Fazini¢, 2011).

2.1.1. Virus lepezastog lista vinove loze (GFLV)

Virus pripada porodici Secoviridae, rodu Nepovirus, te se prenosi americkom
kopljastom nematodom (Xiphinema index, Micoletzky). Smatra se jednim od najstetnijih
virusa upravo zbog nematode koja se hrani na korijenu te nakon ishrane ostaje infektivna i do
12 tjedana (Voncina, 2019). Andret-Link i sur, (2004.) navode kako je virus lepezastog lista
vinove loze prvi poznati virus, a naden je prije 160 godina. Uzrokuje infektivnu degeneraciju,
odnosno smanjen prinos, kvalitetu grozda te sadrzaj Seera u bobicama, te moze uzrokovati
kra¢i zivotni Vvijek biljke. MoZe se prepoznati po karakteristicnim simptomima kao §to su
kloroti¢na isaranost, te deformacija lista u oblik lepeze (slika 2.1.1.1). Ja¢ina simptoma ovisi
o osjetljivosti kultivara, okoliSu te soju virusa. Simptomi se takoder mogu pojaviti na drvenim
dijelovima biljke u vidu abnormalnog grananja rozgve i asimetri¢nog rasta (Andret-Link i
sur., 2004).



Slika 2.1.1.1. Kloroti¢na iSaranost lista uzrokovana virusom lepezastog lista vinove loze
(GFLV) (izvor: https://www.nexles.com/articles/grapevine-fanleaf-grapevine-fanleaf-virus/ )

2.1.2. Virus mozaika gusSarke (ArMV)

Uz prethodno navedeni virus, bitno je spomenuti i virus mozaika gusarke koji pripada
istoj skupini virusa, te se prenosi na isti na¢in, ali pomoc¢u europske kopljaste nematode,
Xiphinema diversicaudatum (Poturicek, 2019). Simptomi zaraze ovim virusom sli¢ni su
simptomima prethodnog. Prepoznatljiv je po mozai¢no iSaranom listu Zutom bojom koja
moze varirati ovisno o osjetljivosti i intezitetu zaraze. Takoder se na biljkama zaraZzenim ovim
virusom mogu primjetiti dvostruki nodiji, skraceni internodiji, rehuljavost grozda te smanjena
nazubljenost listova (Voncina, 2019). Do Stete moZe do¢i 1 u rasadnicima gdje je kao
posljedica zaraze smanjena sposobnost sras¢ivanja podloge i plemke (Ivi¢ i Fazini¢, 2011).
Rasprostranjen je u svim vinogradskim regijama svijeta, no najvecu $tetu radi na podrucju
Europe (slika 2.1.2.1.).



Slika 2.1.2.1. Rasprostranjenost virusa mozaika gusarke
(izvor: https://gd.eppo.int/taxon/ ARMV00/distribution)

2.1.3. Virusi uvijenosti lista vinove loze (GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3)

Viruse iz ove skupine prvi puta je opisao Fibre 1853. godine koji je primjetio
odsutnost zelene boje na crvenim kultivarima, dok je na podrucju Jugoslavije, bolest prvi put
opisao Dimitrijevi¢ 1970. godine (Meng, 2017). Virusi uvijenosti lista vinove loze pripadaju
porodici Closteroviridae, koja sadrzi 4 roda. Uvijenosti lista vinove loze pridruZeni virusi 1 i
3 (GLRaV-1; GLRaV-3) pripadaju rodu Ampelovirus, dok uvijenosti lista vinove loze
pridruzeni virus 2 (GLRaV-2) pripada rodu Closterovirus. Najée$¢i prenosioci ovih virusa su
vunaste Stitaste usi (Pseudiciccudae) koje ubadanjem rila unose virus do floema biljke
(Pavleti¢, 2019). GLRaV-2 jedini je virus iz ove skupine ¢iji vektor nije poznat (Sharma i sur.,
2015).

Virusi uvijenosti lista vinove loze uzro¢nici su do 62% svjetskih gubitaka u
proizvodnji grozda (Little i sur., 2001). Pripadaju gospodarski najznacajnijim virusima, te
rade ekonomske stete u svim regijama svijeta. Na vinovoj lozi mogu se pronaéi pojedina¢no

ili u kombinaciji s drugim virusima (Meng i sur., 2017).

Kod crvenih kultivara list poprima crvenkastu boju, dok nervatura lista ostaje zelena.
Suprotno tome, kod bijelih sorti uo¢ava se blaga kloroza lista (slika 2.1.3.1.) koja se ¢esto u

vinogradima ne primjeti na vrijeme. Listovi se uvijaju prema nali¢ju (Meng i sur., 2017).



Slika 2.1.3.1. Simptomi na crvenim kultivarima (A) simptomi na bijelim kultivarima (B)
(izvor: https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2013.00082/full)

2.1.4. Virus pjegavosti lista vinove loze (GFkV)

Virus pjegavosti lista vinove loze (GFkV) ¢lan je porodice Tymoviridae, roda
Maculavirus. Virus se nalazi u floemu biljke, a prenosi se putem razmnoZzavanja i cijepljenja.
Alternativni domacini, kao i vektor ovog virusa, nisu poznati (Constable i Radoni, 2011).
Virus pjegavosti lista vinove loze naziv je dobio prema karakteristi¢cnom simptomu vidljivom
na nali¢ju lista sorte Vitis rupestris (slika 2.1.4.1.). Nervatura mladeg liS¢a poprima svjetliju
nijansu, dok stariji listovi poprimaju mozai¢ni uzorak. Stariji listovi se takoder mogu iskriviti,
odnosno uviti prema licu lista. Simptomi su vidljivi u proljece za vrijeme blagih temperatura,
dok s rastom temperatura nestaju (Constable i Radoni, 2011). Najstetniji je na vrsti Vitis
rupestris koja se koristi i kao indikator njegove prisutnosti i reagira sa ranije opisanim
simptomima (Bagi i sur., 2016). GFkV u kombinaciji s drugim virusima moze uzrokovati

smanjenje rasta trsa.



Slika 2.1.4.1. List zarazen s virusom pjegavosti lista vinove loze (GFkV)
(izvor: https://www.wineaustralia.com/getmedia/b1e5038d-cc30-48d8-b3c2-
25844af8e795/201107-Grapevine-fleck-and-associated-viruses?ext=.pdf)

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

Virusi iz skupine naboranosti drveta predstavnici su porodice Flexiviridae, roda
Vitivirus (Vonc¢ina, 2011). A-virus vinove loze (GVA) prenosi se pomocu Stitastih usi na
poluperzistentan nac¢in (Rosciglione i Castellano, 1985), ali kao glavni nacin Sirenja Bagi i
sur. (2016.) navode cijepljenje. Prema Bagi i sur. (2016.) simptomi zaraze ovim virusom
opisani su kao naboranost drveta vinove loze (rugose wood complex), po ¢emu je i cijela
skupina dobila ime. Uzrokuju bradzanje, jamiCavost i naboranost kore drveta vinove loze

(slika 2.1.5.1.).

B-virus vinove loze (GVB) prema simptomima pripada istoj skupini virusa odnosno
uzrokuje plutavost kore vinove loze (corky bark), udubine i brazde koje su vidljive na
povrsini kore. Takoder, virus se moZe prepoznati po ,,internodijalnom zadebljanju mladica“

(Voncina, 2011).



Slika 2.1.5.1. Simptomi zaraze virusima iz kompleksa naboranosti drveta.

(izvor: https://glossary.wein.plus/rugose-wood-complex)

2.2. Pregled dosadasnjih istrazivanja u Hrvatskoj

Vinova loza (Vitis vinifera L.) jedna je od najznacajnijih kultura na podrucju
Republike Hrvatske, te su na njoj provedena brojna istrazivanja u svrhu detekcije
rasprostranjenosti  gospodarski najvaznijih virusa. 1z skupine simptoma infektivne
degeneracije prvi puta otkriveni su na podruéju Istre 1959. godine (Sarié¢ i Corte, 1959.), dok

je 1960. godine otkriven i na podruju kontinentalne Hrvatske (Sari¢ i Hranueli, 1977).

U istraZzivanju provedenom 2007. (Voncina i sur., 2011.) godine analiziralo se po 95 uzoraka
iz Nacionalne zbirke autohtonih sorata u pokusaliStu ,Jazbina“, te 95 uzoraka iz zbrike
,»Risika® smjeStene na Krku. Uzorci su testirani na osam najznacajnijih virusa (ArMV, GFLV,
GFkV, GLRaVv-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA i GVB) metodom ELISA. Rezultati su
pokazali dominantnost zaraze s uvijenosti lista vinove loze pridruzenim virusom 3 (GLRaV-
3) na oba lokaliteta. Na lokalitetu Jazbina, 75 uzoraka (78,9%) bilo je zarazeno s GLRaV-3,
dok je na lokalitetu Risika bilo zarazeno 73 uzorka (76,8%). S GVA na lokalitetu Jazbina bilo
je zarazeno 57 uzoraka (60%), a u Risici 35 (36,8%). Na GFkV u Jazbini pozitivne
vrijednosti pokazalo je 23 uzoraka (24,2%), a na lokalitetu Risika 35 uzoraka (36,8%). GFLV
1 GVB pokazali su sli¢ne vrijednosti na oba lokaliteta, u Jazbini samo dva uzorka (2,1%), au
Risiki jedan uzorak (1,1%). Deset uzoraka u Nacionalnoj zbirci u Jazbini bilo je slobodno od

virusa (10,5%), dok je na lokalitetu Risika negativne vrijednosti pokazalo njih 7 (7,4%).



2009. godine provedeno je istrazivanje u kojem je testirana 21 hrvatska autohtona sorta na
virus lepezastog lista vinove loze (GFLV), virus mozaika gusarke (ArMV), te dva virusa iz
skupine klosterovirusa (uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1,GLRaV-1; uvijenosti
lista vinove loze pridruzeni virus 3, GLRaV-3). Provodilo se na 1351 uzoraka iz kontinentalne
Hrvatske, Istre i Dalmacije. Najvec¢i problem predstavljala je Dalmacija gdje je samo 11%
uzoraka bilo nekontaminirano, u Istri 30%, dok je najbolje rezultate pokazao kontninentalni
dio Hrvatske sa 50% uzoraka slobodnih od virusa. GLRaV-1 ¢es¢e je naden u sjevernoj
Hrvatskoj, dok je 86% uzoraka s podru¢ja Dalmacije bilo kontaminirano s GLRaV-3. S
ArMV bilo je zarazeno samo 23 uzorka, od toga dva s kontinentalnog dijela. GFLV je
dijagnosticiran na 16% uzoraka s podrucja Dalmacije, dok je u srediSnjem dijelu Hrvatske
pronaden na samo dva uzorka. Od 21 sorte, najgore zdrastveno stanje je pokazala sorta Plavac
mali, najrasprostranjenija sorta Dalmacije, na kojoj je od 122 uzorka, samo sedam bilo

slobodno od virusa (Karoglan Kontic¢ i sur., 2009).

Sli¢ne rezultate pokazalo je i nedavno istrazivanje Voncine i sur. (2019.) provedeno na 14
autohtonih sorata u vinogradima na podru¢ju Dalmacije. Testirano je ukupno 1116 trsova
sorata Babica, Babi¢, Dobrii¢, Glvinusa, Grk, Ljutun, Marastina, Mladenka, Nincusa,
Plavina, Plavac mali, PoSip, Vlaska i Vugava na osam prethodno spomenutih virusa (ArMV,
GFLV, GFkV, GLRaV-1, GLRaV-2, GLRaV-3, GVA, GVB). Od njih 1116, samo 8,3 % nije
bilo zaraZeno niti jednim virusom. Na osam sorata od 14 (Babica, Babi¢, Dobri¢i¢, Glavinusa,
Ljutun, Mladenka, Ninc¢u$a i Vlaska) detekirano je svih osam virusa. 888 (79,6 %) od 1116
trsova bilo je zarazeno s GLRaV-3, 685 (61,4 %) s GVA, 455 (40,8 %) s GLRaV-1, 223,
(19,9 %) s GFkV, 219 (19,6 %) s GFLV, 46 (4,1 %) s GLRaV-2, 36 (3,2 %) s ArMV te 35
(3,1 %) s GVB. Najbolje zdrastveno stanje pokazala je sorta Grk kod koje je na 70 testiranih
uzoraka, 37 (52,9 %) bilo slobodno od virusa. MozZe se zakljuéiti da su na podru¢ju Hrvatske
najvise su prisutni virusi uvijenosti lista vinove loze i to GLRaV-1 i GLRaV-3. GLRaV-3
najzastupljeniji je na podrucju Istre i Dalmacije (do 100%) dok je GLRaV-1 viSe prisutan na
kontinentalnom dijelu Hrvatske (oko 45%) (Voncina, 2021).

U 18 godina starom nasadu kultivara RefoSk, na lokaciji Komen (Slovenija) provedeno je
istrazivanje utjecaja GVA na vinovu lozu. Analiza je pokazala da trsovi zarazeni ovim
virusom imaju manju tezinu i broj bobica u grozdu.18% trsova na kojima je bio vidljiv
simptom karakteristiCan za ovaj virus (naboranost kore drveta) umrlo je osam godina nakon
sadnje Sto takoder predstavlja prvo izvjesce o utjecaju GVA na vinovu lozu (Tomazi¢ 1 sur.,

2005). Od tada pa to danas navedeni virusi znacajno su se prosirili te predstavljaju prijetnju u
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cijeloj Hrvatskoj. Prema Voncini (2021.) A- i B- virus vinove loze znacajno su zastupljeni na
priobalnom podru¢ju Hrvatske (GVA do 100% na pojedinim lokacijama), dok na

kontinentalnim dijelovima njegova prisutnost iznosi oko 48%.

2.3. Pokusaliste ,,Jazbina*

Vinogradsko—vinarsko  pokusaliste ,,Jazbina*“ sluzi kao znanstveno—hastavno
pokusaliste Sveucilista u Zagrebu Agronomskog fakulteta. Datira jos od 1939. godine, a danas
zauzima ¢ak 8.5 hektara povrsSine, od kojih sest hektara ¢ine vinogradi (www.agr.unizg.hr)
PokusaliSte je smjeSteno u neposrednoj blizini fakulteta, te Sume Dotr§¢ina, na obroncima
zagrebackih gora (www.agr.unizg.hr). Koordinate pokusalista su 45°51'27" N, 16°0016" E
(slika 2.3.11). Pokusaliste ,,Jazbina“ takoder je najveca kolekcija autohtonih sorata vinove

loze u Hrvatskoj, a sorte obuhvaéene ovim istrazivanjem bit ¢e opisane U nastavku.

Slika 2.3.1. Satelitski prikaz pokusalita ,,Jazbina“ uz polozaj kolekcije autohtonih sorata
(izvor:
https://earth.google.com/web/search/poku%c5%alali%c5%alte+jazbina/ @45.85645215,16.0
03698,233.10483806a,632.10838994d,35y,29.44084402h,58.92767971t,360r/data=CoABGI
YSUA0IMHgONzY 1ZDIKMTYwNzIwZGE50jB40DIiY TRKZmMyNjA3NzIkY hmr56T3jel
GQCGY9tIvugAWQCoVcGIrdcWhYWxpxaF0ZSBqgY XpiaW5hGAEgASIMCiQJ66MarShw
RKAR3bz4TOfsRkAZxM4ss-8HMEAhTk5yUcD7L0A)



2.3.1. Debit

Sorta Debit, sinonima Puljizanac, prema Maleticu i sur. (2015.) pripada rijetko
ugrozenim sortama ¢ije je podrijetlo nepoznato, no smatra se da dolazi iz talijanske pokrajine
Apulija. Najrasprostranjenija je na podrucju Dalmacije, te pripada jednoj od najvaznijih
bijelih sorata toga podrucja (Maleti¢ i sur, 2015). Danas je zastupljen na 415,93 ha i pripada
desetom mjestu po zastupljenosti u Republici Hrvatskoj (Andabaka, 2015).

2.3.2. Marastina

Mnogi ju smatraju autohtonom sortom Hrvatske iako je po karakteristikama identi¢na
talijanskom kultivaru Malvasia Lunga (Ivandija, 2008). Najve¢im dijelom zastupljena je na
podru¢ju srednje i juzne Dalmacije (Andabaka, 2015). Vecinom nije glavni kultivar u
vinogradima, ve¢ dolazi u kombinaciji s drugim bijelim sortama. Uzgaja se isklju¢ivo radi
dobivanja vina, te se u proslosti proSek ovog kultivara prodavao u ljekarnama (Maleti¢ 1 sur,
2015). Pripada dvanaestom mjestu po zastupljenosti u Hrvatskoj, odnosno zastupljena je na
319,73 hektara (Andabaka, 2015).

2.3.3. Plavac mali

Plavac mali crni autohtona je Hrvatska sorta sto je 1 potvrdeno pomoc¢u SSR markera
(Maleti¢ 1 sur., 2015). Pripada vode¢im sortama srednje i juzne Dalmacije, no vinogradi ovog
kultivara zastupljeni su i na otoku Krku, te u Dalmatinskoj Zagori. Zastupljen je na 1715,84
hektara vinograda, te pripada tre¢em mjestu po zastupljenosti u Hrvatskoj (Andabaka, 2015).
Dobre je rodnosti, te minimalnih uzgojnih zahtjeva kao i osjetljivosti. Vino ovog kultivara

prvo je vino zasticenog zemljopisnog podrijetla u Republici Hrvatskoj (Maleti€ 1 sur., 2015).

2.3.4. Plavina

Porijeklo ove sorte nemoguce je sa sigurno$éu utvrditi. Prema istraZivanjama
temeljenim na genetic¢koj analizi utvrdeno je potomstvo sorte Primitivo. Od uvijek se smatrala
autohtonom sortom Dalmacije iako je najrasprostranjenija na podru¢ju Primorske Hrvatske.

Uz sortu Plavac mali predstavlja vode¢u crnu sortu vinogorja. Prema APPRRR (2013.) uzgaja
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se na 701,91 ha. Rijede se proizvodi kao ¢isto sortno vino, ve¢ u kombinacijama s robusnijim

vinima juga (Maleti¢ i sur., 2015).

2.3.5. PoSip bijeli

Prema Maleti¢ i sur (2015.) postojale su dvije hipoteze o podrijetlu ovo sorte od kojih
je u jednoj utvrdeno da je PoSip bijeli autohtona Hrvatska sorta podrijetlom iz Korcule, a
druga je glasila da je ovaj kultivar ,,donesen morem®. Toc¢nost prve hipoteze dokazana je
2002. (Piljac i sur. godina) pomo¢u molekularnih markera. Koo $to je prethodno navedeno,
vinogradi PoSipa najviSe su zastupljeni na otoku Korculi, ali i po susjednim otocima, te

podrucju Dalmacije (Maleti¢ i sur.,2015).

Slika 2.3.5.1. Kolekcijski nasad autohtonih sorata na pokusalistu ,,Jazbina“
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2.4. Imunoenzimska metoda ELISA

Imunoenzimska ELISA metoda (eng. enzyme linked immunosorbent assay) je
laboratorijsko — dijagnosticki postupak koji koristi protutijela odredenog virusa kako bi otkrio

Cestice kao $to su peptidi, proteini, protutijela te hormoni (Meng i sur., 2017).

Prema Durisi¢ i sur. (2003.) analiza se sastoji od dvije osnovne reakcije, a to su imunoloska i
kemijska. Imunolosku reakciju predstavlja reakcija epitopa (specifi¢na antigena odrednica
koja se pojavljuje u antigenu) i paratopa (mjesto vezanja antigena na protutijelo), dok
kemijsku predstavlja reakcija enzima i supstrata koja se oCitava U promjeni obojenja supstrata.
Prvi puta su ju opisali Engwall i Perlmann (1971.) te je njihovo ispitivanje pratilo
radioimunolosko nacelo nastalo 60-tih godina 20. stolje¢a (Yalow i Berson, 1960). Umjesto
mjerenja antigen (epitop) - protutijelo (paratop) reakcije koristenjem radioaktivnosti, ELISA
se koristila enzimom (najces¢e alkalna fosfataza). Prestankom koriStenja radioaktivnih
Cestica, imunoloski test poceo se koristiti u svrhe razli¢itih laboratorijskih istrazivanja. Uz to,
uvodenjem plastike koja se presvlac¢ila antigenom ili protutijelom, znafajno su se
pojednostavila testiranja. 1974. godine plastika je zamijenjena mikrotitarskim plo¢icama u
svrhu dijagnosticiranja malarije (Voller i sur., 1974.), te se nakon toga metoda analize nije
mnogo mijenjala. Prema Clark i Adams (1977.), metoda je koristena za detekciju biljnih
virusa, medu kojima je bio i virus mozaika gusarke (ArMV) $to je doprinjelo naglom porastu
koristenja ove metode u razli¢ite svrhe. ELISA je danas naj¢eS¢e koriStena seroloska metoda

za utvrdivanje prisutnosti ljudskih, animalnih, te biljnih virusa (Meng, 2017).

2.4.1. Protutijela

Pouzdanost rezultata izvedbe ELISA metode znacajno ovisi o kvaliteti protutijela koja
se koriste. Postoje dvije vrste protutijela, poliklonska i monoklonska (Meng, 2017.), a njihove
razlike navedene su u tablici 2.4.1.1. Poliklonska protutijela (PAbs) proizvedena su u
zivotinjama kao §to su zecevi, ovce 1 koze. Ove Zivotinje koriStene su radi jednostavnosti
smjestaja 1 koli¢ine dobivenih protutijela. Proizvode se pri injektiranu prociS¢enog virusa u
zivotinju. Monoklonska protutijela (Mabs) proizvedena su najéesc¢e jednim klonom limfocita

B koji su ekstrahirani iz mi$a i hibridizirani sa stanicom mijeloma (Meng, 2017).
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Tablica 2.4.1.1. Razlika izmedu poliklonalnih i monoklonalnih protutijela koja se koriste u
metodi ELISA (izvor: https://hr.strephonsays.com/difference-between-monoclonal-and-

polyclonal-antibodies)

POLIKLONSKA MONOKLONSKA

RAZLIKA Odnose se na mjesavinu Odnose se na homogenu

molekula imunoglobulina populaciju antitijela koja je

koje se izlucuju protiv proizvedena jednim klonom
odredenog antigena B stanica plazme
POPULACIJA Heterogena Homogena
ANTITIJELA
INTERAKCIJA Djeluju s razli¢itim Djeluju s odredenim
epitopima na istom antigenu epitopom na antigenu
VJESTINA Manje zahtjevna Zahtjevna
VRIJEME POTREBNO Krace Duze
ZA PROIZVODNJU
PREDNOSTI -> Visoki afinitet —> Visoka specifi¢nost
-> Tolerancija na manje —> Visoka reproduktivnost
promjene

—> Snaznija detekcija
CIJENA Jeftinija Skuplja

2.4.2. Cetiri osnovne izvedbe metode ELISA

Metoda ELISA izvodi se najcesée na mikrotitarskim ploc¢icama sa 96 jazica/bazencica.

Obi¢no sama izvedba testa traje 2 dana, a ovo su Cetiri osnovne izvedbe:

1. DAS ELISA (Double antibody sandwich ELISA) — metoda koja se koristi sistemom
,»sendvica®, odnosno uzorak (antigen) se nalazi u sendvicu izmedu dva protutijela:
primarnog i sekundarnog (slika 2.4.2.1). Za primarno protutijelo veZe se antigen iz
sirovog ekstrakta ¢ije prisustvo se ispituje. Nakon ispiranja dodaju se konjugirana
protutijela koja se vezu na antigen. U zadnjem koraku dodaje se enzim alkalna
fosfataza koji stupa u reakciju sa supstratom te se ocitavaju rezultati na osnovi

promjeni boje koja oznacava prisutnost antigena (Purisi¢ i sur. 2003).
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Slika 2.4.2.1. Shematski prikaz metode DAS- ELISA
(izvor: https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-

elisa-formats.html)

2. DASI ELISA (Double antibody sandwich indirect ELISA) - razlika izmedu DAS i
DASI ELISA-e je dodavanje tercijarnih protutijela konjugiranih enzimom koja se vezu
na sekundarna protutijela, sto je prikazano na slici 2.4.2.2. Glavna prednost ove vrste
ELISA-e proizlazi iz visoke osjetljivosti na razlike u sastavu slozenih smjesa antigena,
cak 1 kada je specificno protutijelo za otkrivanje prisutno u relativno malim

koli¢inama (Meng, 2017).

Y - jfi__, mp ~ ji/ W/L\ =

—— ——

Slika 2.4.2.2. Shematski prikaz DASI ELISA testa
(Izvor: https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-competition-

elisa-formats.html)

3. IZRAVNA (DIREKTNA) ELISA - antigen je imobiliziran u jazici mikrotitarske
plocice, te se zatim detektira protutijelom izravno konjugiranim na enzim (slika
2.4.2.3). Otkrivanje ovom metodom puno je brze od ostalih ELISA tehnika jer je

potrebno manje koraka. Analiza je takoder manje sklona pogreSkama jer je potrebno
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manje reagensa odnosno nije potrebno sekundarno protutijelo s potencijalnom
unakrsnom reakcijom. Medutim, postoje nedostaci ove metode. Kako imobilizacija
antigena nije specificna, moze se primijetiti ve¢i pozadinski efekt u usporedbi s
neizravnim ELISA testom. To je prije svega zato §to ¢e se svi proteini u uzorku,
ukljucujuéi i ciljni protein, vezati za plocu. Ova metoda je takoder manje fleksibilna
jer je za svaki ciljani protein potrebno konjugirano primarno antitijelo. Kako se ne
koristi sekundarno antitijelo, nema pojacanja signala, §to smanjuje osjetljivost

ispitivanja (Meng, 2017).

Slika 2.4.2.3. Shematski prikaz metode direktne ELISA-e
(izvor: https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-

competition-elisa-formats.html)

4. NEIZRAVNA (INDIREKTNA) ELISA - Ova metoda osjetljivija je od izravne
ELISA metode jer se viSe od jednog obiljeZenog sekundarnog antitijela moZe vezati na
primarno protutijelo. Takoder je ekonomiénija od izravne ELISA-e, jer je potrebno
manje obiljeZenih protutijela. Neizravna ELISA daje vecu fleksibilnost jer se razlicita
primarna protutijela mogu koristiti s jednim oznacenim sekundarnim antitijelom.
Medu nedostacima je mogucnost unakrsne reaktivnosti sekundarnog antitijela na
adsorbirani antigen, §to moze povecati pozadinski efekt. Takoder, neizravnim ELISA
testovima treba viSe vremena nego izravnim, jer je potreban dodatni korak inkubacije
sekundarnog antitijela. Ova metoda najprikladnija je za odredivanje ukupne

koncentracije protutijela u uzorcima (Meng, 2017).
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Slika 2.4.2.4. Shematski prikaz indirektne ELISA metode
(izvor: https://www.bio-rad-antibodies.com/elisa-types-direct-indirect-sandwich-
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3. Materijali i metode
3.1. Materijali

Laboratorijski dio istrazivanja je proveden u sklopu Zavoda za fitopatologiju, Sveuciliste
u Zagrebu Agronomskog fakulteta, dok je terenski dio istrazivanja proveden na
vinogradarsko-vinarskom pokusalistu ,,Jazbina®“. U razdoblju mirovanja vegetacije, 2020. i
2021. godine, skupljena je rozgva vinove loze iz kolekcijskog nasada autohtonih sorata. Sa
svakog trsa uklju¢enog u istrazivanje uzeto je po tri dobro odrvenjele reznice iz bazalnog
dijela trsa. Uzorci su oznaceni, stavljeni u plasti¢ne vrecice u kojima su do testiranja uvani u
hladnjaku na temperaturi od 4 °C. Prilikom analiza koristeni su komercijalni ELISA-pribori
tvrtke Agritest (Valenzano, Italija), a detaljan postupak analiza biti ¢e prikazan u nastavku.

Svaki od uzoraka testiran je na prisutnost osam virusa:

e Virus lepezastog lista vinove loze (GFLV) - DAS ELISA

e Virus mozaika gusarke (ArMV) - DAS ELISA

e Virus uvijenost lista vinove loze pridruzeni virus 1 (GLRaV-1) - DAS ELISA
e Virus uvijenost lista vinove loze pridruzeni virus 2 (GLRaV-2) - DAS ELISA
e Virus uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV-3) - DAS ELISA
e Avirusvinove loze (GVA) - DAS ELISA

e B virus vinove loze (GVB) - Indriketna ELISA

e Virus pjegavosti vinove loze (GFkV) - DAS ELISA

Sorte obuhvacene istrazivanjem bile su: Debit (jedan klon, 23 uzoraka), Marastina (dva klona,
47 uzoraka), Plavac mali (pet klonova, 153 uzoraka), Plavina (Cetiri klona, 79 uzoraka), te

Posip (Cetiri klona, 170 uzoraka).
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3.2. Provedba metode ELISA

3.2.1. Priprema pufera, protutijela i kontrola

Za potrebu provedbe metode ELISA koristeni su puferi pripremljeni prema
preporukama proizvodaca (Agritest, Valenzano, Italija). Koncentrati pufera razrjeduju se u
destiliranoj vodi u razliCitim omjerima nakon Cega je pH pufera podeSen na pH metru
2645060 RCT basic (IKA, Njemacka) koristenjem klorovodi¢ne kiseline (HCI) ili natrijeve
luzine (NaOH). Preporuke proizvodaca te nazivi pufera prikazani su u tablici 3.2.1.1, a puferi
na slici 3.2.1.1.

Tablica 3.2.1.1. Priprema pufera prema preporukama proizvodaca

OMJER pH
PUFER ZA OBLAGANJE 1:4 9.6
(Coating buffer)
EKSTRACIJSKI PUFER 1:3 8.2
(Extraction grapevine)
KONJUGACIJSKI 1:4 7.4
PUFER (Conjugate buffer)
SUPSTRATNI PUFER 1:4 9.8 uz dodatak HCI
(Substrate buffer)
PUFER ZA ISPIRANJE 1:19 7.4

(Washing buffer)
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Primarna protutijela pripremljena su prema preporukama proizvodaca, te razrijedena u
puferu za oblaganje u omjeru 1:1000 za GFkV, GFLV, GLRaV-3, GVB, odnosno u omjeru
1:500 za GLRaV-1, GLRaV-2, ArMV, GVA. S druge strane, sekundarna protutijela
pripremaju se u konjugiranom puferu, te su razrijedena u omjerima 1:500 za GLRaV-1,
GLRaV-2, GLRaV-3, ArMV, GFLV, GVA, GVB, odnosno 1:1000 za GFkV.

Za pozitivnu i negativhu kontrolu koriStene su liofilizirane kontrole dobivene za

priborom koje su prije koristenja razrijedene s 2 odnosno 4 ml destilirane vode (slika 3.2.1.2.).
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Slika 3.2.1.2. Pozitivne kontrole koristene u metodi ELISA (A) te uzorak negativne kontrole

(B)

3.2.2. ELISA - prvi dan

Uzorci su primremljeni za analize na nacin da je od svakog uzorka odvagano 0,1 g
floemskog biljnog tkiva dobivenog struganjem sa rozgve, te je pomocu tekuéeg dusika u
tarioniku smrvljen u teku¢u homogenu smjesu na koju je dodano 1,5 ml ekstrakcijskog pufera.
Tako pripremljen uzorak vinove loze premjesten je u prethodno oznaenu tubicu (Slika
3.2.2.1)).
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Slika 3.2.2.1. Uzorak pripremljen za metodu ELISA

Nakon pripremljenih uzoraka, u jazicu se stavlja 100 ili 200 ul pufera za oblaganje (ovisno o
izvedbi) s otopljenim protutijelima. Tako pripremljene plo¢ice, premjeStene su u termostat na
inkubaciju u trajanju od 2 sata na 37°C (slika 3.2.2.2). Budu¢i da se za detekciju GVB radila

indirektna ELISA izvedba, na dno bazena se prvo stavljao antigen.

Slika 3.2.2.2. Inkubacija plocica s protutijelima u termostatu.
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Nakon dva sata plocice su isprane tri puta puferom za ispiranje (200 ul po jazici). U isprane
plocice s vezanim primarnim protutijelima puni se 100 ili 200 ul ekstrakta/uzorka po jazici,
ovisno o izvedbi. U 92 jazice stavljeni su uzorci, dok su u 4 jaZice stavljene kontrole (2
pozitivne, 2 negativne). Za GVA izvedbu, na antigen se odmah stavljaju sekundarna
protutijela u koli¢ini 100 pl. Tako pripremljene jazice stavljaju se preko noéi u hladnjak na

4°C. Zbog niskih temperatura antigen se sedimentira na dno i veze na primarno protutijelo.

3.2.3. ELISA - drugi dan

Plo¢ice izvadene iz hladnjaka ponovno se ispiru istim postupkom kao prvi dan, te se
pune sekundarnim, konjugiranim protutijelima, 100 ili 200 pl ovisno o izvedbi te se zatim
stavljaju na inkubaciju (termostat 37 °C, 2h). Nakon ponovnog ispiranja jazice se pune
supstratnim puferom, 100 pl po jazici za GVA, odnosno 200 ul po jazici za ostale, u kojem su
prethodno otopljene tablete supstrata (p-nitrofenil fosfat) u omjeru 1 mg : 1ml. Plo¢ice se
prekrivaju folijom, te se inkubiraju na sobnoj temperaturi 2 sata. Rezultati, vidljivi u pojavi
zute boje, su ocitani vizualno, odnosno na spektrofotometru ELX 800 (Biotek, SAD), pri
valnoj duljini od 405 nm. Pozitivnima na antigen su smatrani spektrofotometrijska ocitanja

koja su iznosila 3x vise od prosjeka ocitanja negativnih kontrola.

3.3. Simptomi virusnih infekcija

Vizualni pregled nasada obavljen je u srpnju 2021. godine, odnosno nakon S§to su
rezulati laboratirsjkih pokazali zarazu pojedinih trsova. Od vidljivih simptoma utvrdeni su
jedino simptomi koji se mogu dovesti u vezu s virusima iz skupine naboranosti drva, odnosno
A-virusom vinove loze, na sorti Plavac mali, klonu PMC-119. Na slici 3.3.1. vidljiv je
karakteristican simptom zaraze s GVA u vidu zadebljanja na mjestu sras¢ivanja podloge 1
plemke. Budu¢i da se vizualni pregled na zarazu izvrSio nakon dobivenih rezultata, pojedini
trsovi su bili iskréeni. Simptomi karakteristi¢ni za ostale viruse potvrdene istraZivanjem nisu

primijeceni tijekom vizulanog pregleda.
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Slika 3.3.1.

Simptom naboranosti drva na sorti Plavac mali
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4. Rezultati

Nakon provedenog ELISA testa, prvi rezultati mogu se primjetiti vizualno, a u vidu
promjene boje pozitivnih uzoraka na antigen (slika 4.1.). Dva sata nakon dodavanja supstrata
rezultati su o€itani i na spektrofotometru, a detaljan prikaz rezultata dobiven za razliite sorte,

odnosno njihove klonove prikazan je u tablici 4.1.

Slika 4.1. Vizualno oéitanje rezultata. Zuto obojenje indicira uzorke u kojima je prisutan

testirani virus (virus pjegavosti lista vinove loze — GFkV)
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Tablica 4.1. Detaljan prikaz rezultata virusnih infekija utvrden metodom ELISA kod razli¢itih

sorata, odnosno njihovih klonova. Kratice — ArMV — virus mozaika gusarke, GFLV - virus

lepezastog lista vinove loze, GLRaV-1 - uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1,

GLRaV-3 — uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3, GVA — A-virus vinove loze,

GFkV — virus pjegavosti lista vinove loze, GVB — B-virus vinove loze, GLRaV-2 — uvijenosti

lista vinove loze pridruzeni virus 2.

Broj

Sortilio(r)énaka testiranih le};gfzini Broj uzoraka / trsova zaraZenih s pojedinim virusom (%)
uzoraka
Bc';/:j ArMV | GFLV GL_FiaV GLgaV' GVA | GFkV | GVB GLF;aV'
24 12 0 0 0 0 0 12 0 0
POS - 124 50 50
48 2 0 0 0 0 0 0 0 2
Pog - 089 4,16 4,16
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POS - 068
75 36 0 0 0 0 0 36 0 0
POS - 022 48 48
X 50 48 2
POSIP 170 29 41 0 0 0 0 0 28,23 0 1,66
23 19 0 0 0 0 0 18 0 1
DEB - 265 82,60 78,26 4,34
19 18 1
DEBIT 23 82.60 0 0 0 0 0 78.26 0 4.34
23 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PLA-292 0
20 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PLA-264
19 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PLA-224
17 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PLA-019
PLAVINA 79 L 0o | o 0 0 o | o | o 0
24 19 0 0 0 0 19 0 0 0
PMC-119 79,16 79,16
23 2 0 0 1 1 0 0 0 0
PMC-116 8,69 4,34 4,34
25 2 1 0 1 0 0 0 0 0
PMC-099 8 4 4
25 2 0 0 0 0 0 0 0 2
PMC-095 8 8
56 4 0 0 0 0 0 4 0
PMC-025 7,14 7,14
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29 1 2 1 19 | 4 2
PLAVACMALL 183 1 1505 (065 | ° | 130 | 065 |1241| 261 | ° | 130
31 10 0 0 1 1 0 8 | 0 0
MAR-045 32,25 3,22 322 25,80
16 1 0 0 0 0 0 1 0 0
MAR-027 6,25 0.2
. 11 1 1 9
MARASTINA 47 23,40 0 0 2,12 | 212 O |11 ° °
109 1 3 2 19 | 79 5
UKUPNO 472 2300 | 002 | © | 063 | 042 | 402 1673 © | 1,05

Kao sto je vidljivo u tablici broj 4.1. na sorti Posip, od testiranih 170 uzoraka, 48 njih
pokazalo pozitivne rezultate na GFkV, odnosno 28,23% od ukupnog broja testiranih uzoraka.
Dva uzorka odnosno 1,66% zarazeno je virusom GLRaV-2. Na 23 analizirana uzorka sorte
Debit, 18 uzoraka (78,26%) bilo je pozitivno na GFKV, a jedan uzorak (4,34%) na GLRaV-2.
Sorta Plavina imala je ukupno 79 testiranih uzoraka i nije bila pozitivna niti na jedan virus.
Od 153 uzorka sorte Plavac mali jedan uzorak (0,65%) bio je pozitivan na ArMV, dva uzorka
(1,30%) na GLRaV-1, jedan uzorak (0,65%) bio je pozitivan na GLRaV-3, 19 uzoraka
(12,41%) na GVA, cetiri uzorka (2,61%) na GFkV te je dva uzorka (1,30%) pokazalo
pozitivne vrijednosti GLRaV-2. Od 47 analiziranih uzoraka sorte Marastina, jedan (2,12%) je
bio pozitivan na GLRaV-1, jedan (2,12%) uzorak pokazao je pozitivne vrijednosti na
GLRaV-3, dok je devet uzoraka (19,14%) bilo je pozitivno na GFkV.

Osim pojedina¢nih infekcija kod razliitih sorata utvrdene su i istovremene zaraze, odnosno
mjeSovite infekcije, sa dva, tri ili ¢ak Sest virusa. Detaljan prikaz pojedina¢nih, mjesovitih i

bezvirusnih trsova prikazan je u tablici 4.

Tablica 4.2. Broj testiranih uzoraka, onih bez virusa te sa pojedinacnim i mjeSovitim
infekcijama utvrden kod sorata PoSip, Debit, Plavina, Plavac mali te Marastina koriStenjem

metode ELISA.

Sorta i Broj Broj Broj uzoraka/trsova zaraZzenih s razli¢itim brojem virusa (1-
oznaka testiranih uzoraka 6)
klona uzoraka bez virusa %
% 1 2 5
Posip 170 120 0 50 0
70,58 29,41
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Debit 23 4 19 0 0
17,23 82,62
Plavina 79 79 0 0 0
100
Plavac 153 124 0 0 29
mali 81,04 18.95
MarasStina 47 36 0 11 0
76,59 23,40
Ukupno 472 363 69 11 29
% 76,90 14,61 2,33 6,14

U tablici broj 4.2. vidljivo je da najveci broj uzoraka u isto vrijeme zarazeno S dva virusa, to

jest 14,61% uzoraka. S tri virusa zarazeno je 11 uzoraka (2,33%), dok je s najvi§im brojem

virusa (Sest) zarazeno 6,14%, odnosno 29 uzoraka/trsova sorte Plavac mali.

U tablici broj 4.1. detaljnije su navedeni uzorci po pojedinim virusima. U kombinaciji s

tablicom broj 3.2. moze se izvesti zaklju¢ak s toénom kombinacijom virusa na pojedinoj sorti

tako da kombinacija dva virusa GFkV i GLRaV-2 nalazi se na sortama PoS$ip i Debit, a

ukupan broj uzoraka je 69, Sto ¢ini 14,61% od ukupnog broja testiranih uzoraka. Kombinacija

tri virusa, GLRaV-1, GLRaV-3, te GFkV nalazi se na sorti Marastina i ukupan broj uzoraka
je 11, odnosno 2,33%. Kombinaciju Sest virusa ¢ini ArMV, GLRaV-1, GLRaV-3, GVA,

GFkV, te GLRaV-2 na 29 uzoraka (6,14%) sorte Plavac mali.
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5. Rasprava

Vegetativno razmnozavanje biljaka, kao i prijenos vektorima glavni su nacini Sirenja
virusa na vinovoj lozi (Meng, 2017). Jedan od glavnih problema detekcije je §to pojava i
jacina simptoma ovisi 0 mnogo faktora, kao §to su starost biljke, soj virusa, klimatski uvijeti,
podloga i mnogi drugi (Fazini¢ i Ivi¢, 2011). Vrlo Cesto problem je njihova “nevidljiva®,
odnosno latentna zaraza te je jedini na¢in detekcije mogué laboratorijskim metodama kao §to
su seroloSke (ELISA), molekularne (RT-PCR), te bioloski testovi (indeksiranje, mehanicka

inokulacija).

Uzorci testirani u ovome radu rezultat su sanitarne i klonske selekcije provedene 2007/2008.
godine (Vonéina i sur., 2011.) u kolekcijskom nasadu Nacionalne zbirke autohtonih sorata u
Jazbini (Zagreb), te na lokalitetu Risika na Krku. Pupovi njihovih mati¢nih biljaka posadeni
su na lokalitetu Bastica (kod Zadra), te su u tom postupku biljke testirane na virus mozaika
gusarke (ArMV), virus lepezastog lista vinove loze (GFLV), uvijenosti lista pridruzeni virus 1
(GLRaV-1), uvijenosti lista pridruzeni virus 2 (GLRaV-2), uvijenosti lista pridruzeni virus 3
(GLRaV-3), te A-virus vinove loze (GVA), ali nisu bile testirane na virus pjegavosti lista
vinove loze (GFkV) koji se §iri vegetativnim razmnozavanjem te cijepljenjem (Constable i
sur., 2011). To je rezultiralo visokom zarazom GFKV u kolekcijskom nasadu Jazbina.
Trenutno vaze¢e hrvatsko zakonodavstvo za sadni materijal vinove loze zahtjeva testiranje
rasadnika na Cetiri virusa (ArMV, GFLV, GLRaV-1, GLRaV) dok se podloge dodatno moraju
testirati na prisutnost GFkV (Voncina i sur., 2011.). Iako su dosadasnja istrazivanja pokazala
dominantnost zaraze uvijenosti lista pridruzenim virusom 3 (GLRaV-3), najviSe na podrucju
Istre i Dalmacije, u ovome radu rezultat analize na 472 uzorka pokazali su zarazu na samo
dva, odnosno na sorti Plavac mali te Marastina (ukupno 2,12%). Pozitivne vrijednosti na
uvijenosti lista vinove loze pridruZeni virus 2 (GLRaV-2) i A- virus vinove loze (GVA) mogu
se povezati s pojavom lisnih usi u vrlo velikoj populaciji 2015. godine na lokalitetu Bastica
kod Zadra koje su viruse vjerojatno donjele iz okolnih komercijalnih vinograda. Najmanji broj
uzoraka bio je zaraZen s virusom mozaika guSarke (ArMV) odnosno samo jedan uzorak
(0,02%) na sorti Plavac mali. Kako navodi Poljuha i sur (2010.) i ostala istrazivanja na
podrucju Hrvatske, ArMV vrlo je rijedak, stoga su ovakvi rezultati bili ocekivani. Podsjetimo
se da je u istrazivanju Karoglan Konti¢ i sur. (2009.) na testiranih 1352 uzorka,
dijagnosticirano samo na 23 uzorka od ¢ega dva na kontinentalnom dijelu Hrvatske. Svi

testirani uzorci/trsovi bili su slobodni od virusa iz skupine infektivne degeneracije, odnosno
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virusa lepezastog lista vinove loze (GFLV) Kkoji se prenosi kopljastom nematodom
(Xiphinema index), stoga se moze re¢i da u blizini nasada nije bilo izvora virusa. Takoder, svi
su uzorci bili slobodni od B-virusa vinove loze (GVB). U istrazivanju Vonéine i sur. (2011.)
testirano je po 95 uzoraka iz dva kolekcijska nasada: Jazbina i Risika. Rezultati analize
pokazali su minimalnu zarazu ovim virusom, odnosno samo dva uzorka na lokalitetu Jazbina
(2,1%), te jedan uzorak (1,1%) na lokalitetu Risika, stoga mozemo reci da i ovaj virus pripada

kategoriji 'rijetkih' na podrjucju Hrvatske.
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6. Zakljucci

Provedenim istrazivanjem na 5 hrvatskih autohtonih sorata (Posip, Debit, Plavina,

Plavac mali te Marastina) moze se zakljuciti:

1. Od 472 uzorka, na 79 (16,73%) uzoraka potvrdena je zaraza virusom pjegavosti lista
vinove loze (GFkV), 19 uzoraka (4,02%) pokazalo je pozitivne vrijednosti na A-virus vinove
loze (GVA), pet uzoraka (1,05%) su bila pozitivna na uvijenosti lista vinove loze pridruzeni
virus 2 (GLRaV-2), tri uzorka (0,63%) bilo je pozitivno na uvijenosti lista pridruzeni virus 1
(GLRaV-1), dva uzorka (0,42%) bilo je pozitivno na uvijenosti lista vinove loze pridruzeni
virus 3 (GLRaV-3), jedan uzorak (0,42%) bio je pozitivan na virus mozaika gusarke (ArMV),
dok virus lepezastog lista vinove loze (GFLV) i B-virus vinove loze (GVB) nisu

dijagnosticirani.
2. 0d 472 uzorka, 363 uzorka (79,60%) bilo je slobodno od virusa.

2. Od 170 uzoraka sorte Posip, 48 uzoraka (28,23%) bilo je pozitivno na virus pjegavosti lista
vinove loze (GFkV), te dva uzorka (1,66 %) na GLRaV-2.

3. Kod sorte Plavac mali dijagnosticirana je kombinacija zaraze sa Sest virusa. Od 153
testirana uzorka, njih 19 (12,41%) pokazalo pozitivne vrijednosti na A-virus vinove loze
(GVA), cetiri uzorka (2,61 %) na virus pjegavosti lista vinove loze (GFkV), po dva uzorka
(1,30 %) na uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 1 (GLRaV-1) i uvijenosti lista vinove
loze pridruzeni virus 2 (GLRaV-2) te po jedan uzorak (0,65% ) na virus mozaika guSarke

(ArMV) i uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV-3).

4. Od 47 testiranih uzoraka sorte Marastina, njih 9 (19,14%) bilo je pozitivnho na Virus
pjegavosti lista vinove loze (GFkV), te po jedan uzorak (2,12%) na uvijenosti lista vinove

loze pridruzeni virus 1 (GLRaV-1) i uvijenosti lista vinove loze pridruzeni virus 3 (GLRaV-

3).

5. Najbolje zdravstveno stanje utvrdeno je kod sorte Plavina gdje na 79 testiranih uzoraka nije

utvrdena prisutnost niti jednog od virusa obuhvacenih istrazivanjem.
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aromati¢nog bilja te se u slobodno vrijeme bavi izradom prirodne kozmetike, macerata i
hidrolata. Nakon zavrSenog Agronomskog fakulteta, u planu je upisati studij

Fitoaromaterapije na privatnom uciliStu Galbanum kako bi usavrsila svoj daljni rad.
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