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Korosec - Koruza Z.: Proucevanje ustreznih metod za odkrivanje viroz v selekciji
vinske trte ( Vitis vinifera)

V primerjavi z rezultati opravljene selekcije vinske trte v Sloveniji je bila
preizkugena in standardizirana metoda ELISA {enzimsko imunosorbcijski test)
in indeksiranje za GFV {grapevine fanleaf virus}), GLRaV's {grapevine leafroll
associated viruses) in za kompleks bolezni razbrazdanja lesa, GSP (grapevine
stem pitting complex}. Zanesljivost ELISA je velika od 88% do 98% pri odkrivanju
GFV, za ostale bolezni mora biti metoda kombinirana z indeksiranjem. V
neselekcioniranem materialu cv. 'rebula’ in starih trt je veliko okuzb z GFV
(do 34%) in tudi od 2% - 12 % okuzb v trsih, odbranih za razmnozevanije.
Visina odkritih okuzb je obratnc sorazmerna s stopnjo selekcije. Ugotovljena
je prepletenost pojava deformacije plodnice v cvetu z okuzbo GFV. Preliminarni
ELISA testi za GLRaV so odkrili tip I pri cv. 'refosk’ in 'zametovka', manj je
tipov II in III, nikoli v mesani okuzbi. Etiologija bolezni GLR in GSP ni
povsem pojasnjena. Podana je shema zdravstvene in klonske selekcije za
vinograde v Sloveniji, ki sledi podobnim shemam v drzavah EGS.

upc 632.38:576.858.8:634.835

Korosec - Koruza Z.: The study of adequate methods for virus diseases
diagnosis in the selection of grapevine ( Vitis vinifera)

Enzyme immunosorbent assay (ELISA) and the indexing procedure for GFV
(grapevine fanleaf virus), GLRaV's (grapevine leafroil associated viruses) and
grapewine wood desorders diseases were standardised and compared with the
results of the grapevine selection work in Slovenia. The accuracy of the
ELISA showed to be high in detecting GFV (88% to 98%). In the case of the
other non selected vines of cv. ‘rebula’ and some old grapevine varieties the
incidence of the GFV is high up to 34%, in the group of the selected vines
the infections are less frequent from 2% to 12%. The incidence of the GFV is
reverse proportional to the degree of the selection work. The GFV is often
intermixed with the staminate flower. The preliminary ELISA for the GLRaV
revealed the infections with the type I for cvs. 'refosk’ and 'zametovka', type
II and 1II are rare, they never occured in the mixed infections. The etiology
of the grapevine leafroll and wood desorders diseases has not been cleared
out completely. The scheme for the clonal and sanitary selection work in
viticulture in Slovenia have been proposed following the programmes in the
CEE countries.
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1.1 OBRAZLOZITEV TEME

Vinogradnistvo se v iskanju kakovostne in racionalne proizvodnje vse bolj
obraca k selekciji. Trto sadimo in odbiramo za 20 let ali ve¢ in mnogokrat
kasnejsi agrotehnicni ukrepi ne presezejo rezultatov pravilno zastavljene in
opravljene selekcije.

Ker se trta za proizvodnjo razmnozuje le vegetativno, je selekcija osnovni nacin
zlahtnenja, po katerem se dobre lastnosti najdejo, prenasajo in ohranjajo.

V selekciji vinske trte, ki traja odkar ¢lovek goji trto, se je v zadnjih letih
poleg genetske t.i. klonske selekcije uveljavil 3¢ pojem zdravstvene selekcije.
Pri vegetativhem razmnozevanhju trte se enako in obenem z genetskimi last-
nostmi prenasajo tudi virusi in njim podobni organizmi. Njthova prisotnost
lahko izzove motnje, ki povsem prekrijejo dobre genetske lastnosti trte. Odkri-
vanje in preucevanje teh motenj je naloga zdravstvene selekcije. Tako kot v
drugih vejah rastlinske proizvodnje so se tudi v vinogradnistvu zacele uveljavljati
sodcbne metode za prepoznavanje in odpravijanje virusnih in njim podobnih
bolezni.

V Sloveniji ima vinogradnidtvo &e vedno pomemben delez tako po povrsini,
kakor tudi po gospodarskem delezu proizvodnje, ¢eprav so se vinogradi od
39.000 ha pred drugo svetovno vojne zmanjsali na sedanjih 21.000 ha. Krizo, v
kateri se je znaslo vinogradnistvo obenem 2z ostalim gospodarstvom in 3ze
posebej s kmetijstvom, lahko prebrodi le z visoko kvaliteto in c¢imboljsim
izkoristkom naravnih danosti. To nudi doma¢, visocko selekcioniran sadilni
material. '

Mnozicna pozitivna selekcija, predvsem zlahtnih trt, manj pa podlag, se v Slo-
veniji opravlja zakonsko 2ze vrsto let in iz tega osnovnega deia izhajajo tudi ze
prvi rezultati kionske selekcije. Kar tej selekciji manjka, je zdravstvena selekcija,
kot jo opravljajo v ostalih vinogradnisko pomembnih dezelah Evrope in v
svetu.

Pri opravijanju pozitivhe mnozi¢ne selekcije sem opazila veliko virusnih obotlenj
in spoznala, da okuzbe ostajajo v mladih vinogradih kljub temu, da so bili
izhodis¢ni maticni trsi zanje ze vizuelno pregledani. Z zactetki klonske selekcije
je bilo nujno vpeljati nove metode za odkrivanje virusov in jih tudi prilagoditi
oziroma povezati z vsem selekcijskim delom v program, primeren za proizvodnjo
brezvirusnega ali testiranega trsnega materiala.

Enzimsko - imunosorbcijske metode, predvsem ELISA test, so uspesno vpeljane
pri proizvodnji brezvirusnih rastlin pri mnogih kulturah. Ker je bil tudi nam
potreben test, ki bi lahko vkljutil ve¢je serije materiala, sem se odlocila, da ga
preizkusim.
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Najprej sem ga uporabila za odkrivanje najbolj znane bolezni, kuzne izrojenosti
{povzrocitelji NEPQ virusi), nato pa $e za kompleks bolezni zvijanja listov in
razbrazdanja lesa (povzrotitelji closterovirusi). V mejah moznosti zastavljenega
dela sem izbrani enzimsko - imunosorbcijski test preizkusila v primerjavi z
biotesti, predvsem z indeksiranjem, ki je za nekatere belezni edini rutinski
test.

Z rezultati prvih testiranj sem 2elela dobiti podatke ¢ tehnicnih zahtevah testa,
kasneje pa iz dobljene zdravstvene slike testiranih skupin napotek za izbiro
metode ali njihove kombinacije. Ze v mnozicni selekciji sem se pri negativni
odbiri srecala z zelo razlitno zdravstveno sliko odvisno od tega, kako razlicna je
bila pot do sadilnega materiala, kaksen je bil izvor materiala in stopnja selekcije.
Zelo me je zanimalo ali z izpopolnjenimi metodami {ahko postavimo ostrejso
sliko med genetsko in zdravstveno pogojenimi lastnostmi.

Najve¢ testov sem opravila s trsi iz primorskega vinorodnega rajona (cvs.
"rebula’, " refosk’, ' zelen' ). 1z posavskega in podravskega rajona sem testirala
manj trsov, ki pa niso ni¢ manj pomembni, saj gre za material, ki je ze na visoki
stopnji klonske selekcije (cvs. ' lagki rizling' , ' Zametovka' ). Za osnovni objekt
sem izbrala selekcijski vinograd rebule v Ampelografskem vrtu v Novi Gorici,
ki je poskusno posestvo Biotehniske fakultete Ljubljana. Za rebulo sem se
odlo¢ila zato, ker je avtohtona sorta, dovolj raz§irjena in zanimiva za pridelavo
v brigkem in vipavskem okolisu, vendar premalo selekcionirana., Enak pomen in
vlogo ima v preostalem delu rajona, to je v koprsko - kraskem okolisu, refosk.

Prve enzimsko - imunosorbcijske teste sem opravila 1. 1983 v laboratoriju
Instituta za zastitu bilja Fakultete poljoprivrednih znanosti v Zagrebu, kasnejse
pa na Katedri za sadjarstvo in vinogradnistvo Biotehnitke fakultete v Ljubljani
in v selekcijskem centru za krompir Kmetijskega instituta Slovenije v Komendi.
Indeksiranje in selekcijsko delo mi je omogocila trsnica Vrhpolje, KK Vipava.
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1.2 VIRUSNE BOLEZNI VINSKE TRTE IN NJIHOVI POVZROCITELJI

V zadnjih tridesetih letih je poznavanje virusnih bolezni vinske trte zelo
napredovalo in tovrstne raziskave se sirijo v vseh vinogradniskih dezelah.
Najpomembnejsi mejniki v zgodnjih raziskavah so bili:

- dokaz, da se bolezen kuzne izrojenosti prenasa z nematodo Xiphinema
index, Hewitt s sod., 1958 (42}

~ mehanicni prencos povzrocitelja kuzne izrojenosti in rumenega mozaika s
sokom obolele trte na zeljaste rastline, Cadman s sod., 1960 (i1}

- izolacija, purifikacija in identifikacija virusa kuzne izrojenosti (Grapevine
fanleaf virus GFV), Dias, 1963 (20)

- uporaba toplotne terapije in meristemske kulture za vzgojo zdravih trt,
Gifford in Hewitt, 1961 (29), Galzy, 1964 (26).

Poleg virusov so bili kot povzrogitelji bolezni odkriti $e drugi organizmi:

- mikoplazmam podobni (mycoplasma-like organism MLO) povzrocitelji zlate
trsne rumenice (Flavescence dorée - FD), Caudwell s sod., 1971 (14},

- rickettsiam podobne bakterije kot povzrocitelji Pierce-ve bolezni, Goheen s
sod., 1973 (34).

Seznam virusov odkritih na trti je vse daljsi, po Martelli~ju, 1988 (56) jih je
28, vendar $e vedno ostaja veliko bolezni z oznako "virozam podobne”. Veliko
je 3¢ kompleksov bolezni, pri katerih ni pojasnjena vloga posameznih povzrocgi-
teljev in interakcije med njimi. Po pomenu in razsirjenosti prevladujejo pri trti
virusi dveh skupin in sicer NEPQO virusi in closterovirusi.

1.2.1 NEPO virusi

To je dobro znana in razgirjena skupina rastlinskih virusov poliedricne oblike,
ki jih v tleh prenasajo nematode rodov Xiphinema Cobb in Longidorus
{ Micoletzky) Filipjev (Nematode transmissible, Poly hedral}, Harrison in Murant,
1977 (11). Tipski predstavnik skupine je virus obrockaste pegavosti tobaka
{Tobacco ringspot virus, TobRSV). Virus pahljacavosti listov vinske trte -
grapevine fanleaf virus GFV in virus mozaika repnjaka - arabis mosaic virus
ArMYV glede na lastnosti delcev predstavijata svojo podskupino, Quacquarelli s
sod., 1979 (62). Na trti je bilo do zdaj odkritih 12 NEPO virusov (56}). V Evropi
sta pogosta in ekonomsko pomembna le GFV in ArMV, v severni Ameriki na
krizancih amerigkih in evropskih vrst rodu Vitis povzroc¢ajo propadanje vinogradov
tudi: virus obrotkaste pegavosti tobaka (TobRSV), virus obrockaste pegavosti
paradiznika (TomRSV), virus rozetastega mozaika breskve (PRMV) in virus
lisavosti listov borovnic {BELMV}. ‘
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GFV - Grapevine fanleaf nepo virus - virus pahljacavosti listov vinske trte.

V starejsi literaturi je omenjen kot eden od virusov bolezni kuzne izrojenosti
ali infekciozne degeneracije.

Osnaovni opis virusa povzemam po Hewitt-u s sod. (43).

Trta reagira na okuzbo z GFV zelo razlicno. Najpogostejse so deformacije
listov in mladic, mozaik, slaba rast trsov in osipanje cvetov. Bolezen poznamo
pod mnogimi imeni - panachura, court-noué¢, Reisigkrankheit, arricciamento,
ipd. Ime virusa so prevzeli po pahljacastih listih, ki jih po okuzbi z GFV dobi
trtni indikator Vitis rupestris var. St. George. Na okuzeni trti se namrec¢ koti
med listnimi zilami zmanjsajo in list dobi obliko pahljace.

Motnje v cvetenju in oplodnji po katerih ima trta osipane in slabo dozorele
grozde so gospodarsko najbolj skodljive in merljive posledice okuzb z GFV
(8). Cesto smo jih ugotavljali tudi v nasih vinogradih (45).

Virus je povsod razsirjen, menijo celo, da je trtin naravni spremljevalec, ki se
je tisocletja uspe&no siril z introdukcijo trt in kasneje $e s cepljenjem (32, 44).

V naravi je GFV omejen na rod Vitis, vendar ga mehani¢cno lahko prenesemo
na &tevilne zeljaste rastline. Prenos na Chenopodium quinoa Willd in
C. amaranticolor Coste et Reyn je pomemben v proucevanju in diagnostiki
virusa.

V vinogradu se virus prenasa z nematodo Xiphinema index Thorne et Allen,
dokazali so tudi prenos s X. italiae Meyl(10). Vendar je glavna pot Sirjenja
bolezni in virusa z uporabo okuzenih cepicev in podlag pri razmnozevanju trte.
Neposredne odpornosti med zlahtnimi trtami niso odkrili (95), znane pa so razlike
v odpornosti podlag in amerigkih trt na nematodo prenasalko (16, 57, 65, 72).

GFV je srednje imunogen in so ga ze zgodaj dokazovali serolosko (6, 35).
Biokemicna identifikacija virusa je bila opravljena tudi glede na posamezne
izolate iz trte ali iz C. quinoa, ki kazejo razlicne znake in stopnje bolezni (62,
81, 92).

ArMV - Arabis mosaic nepo virus - virus mozaika Arabis-a.
Osnovni opis povzemam po Murant-u, 1970 (59).

Na trti se okuzba z ArMV ne kaze z izrazitimi znaki, lahko pride do rahlega
rumenenja listov, ki pa ga zlahka prezremo. V naravi je najden le v Evropi, tu
pa ima sirok krog gostiteljev in povzroca ve¢ znanih bolezni. Na hmelju povzroca
deformacijo "koprivina glava" (nettle head), na malinah rumenenje in krzljavost
rastlin, na kumaricah mozaik in pritlikavost, na solati in zeleni klorozo in
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pritlikavost, najti ga je na sladkorni pesi, hrenu, rabarbari, beli detelji in se
kje. Prenasa se s sokom okuzenih rastlin, v tleh z nematodo Xiphinema
diversicaudatum (Micoletzky) Thorne. Pri mnogih zeljastih rastlinah med katerimi
so stevilni pleveli je dokazan prenos s semenom. ArMV prenagajo tudi vrste
predenice (Cuscuta sp.).

ArMYV je dober imunogen in prav z novejsimi imunokemijskimi metodami ga bolj
pogosto odkrivajo tudi na trti. Zanimiva a nepojasnjena je njegova vioga v
mesanih okuzbah (78).

V primeru propadanja sorte vinske trte "Kerner”, je Stellmach, 1987 (79) v
podlagi obolelih trt praviloma odkril ArMV,

1.2.2 Closterovirusi

Glavne znacilnosti skupine povzemam po Bar-Joseph-u in Murant-u, 1982 (4).
Virusi te skupine imajo dolge vretenasto nitaste in zelo fleksibilne delce. Po
dolzini jih razvri¢ajo v tri skupine, 730 nm, 1250-1450 am in 1650-2000 nm.
Tipski predstavnik je virus rumenenja repe {Beet yellows virus, BY V}.

Krog gostiteljev za posamezne closteroviruse, razen za BYV, je razmeroma
ozek, v glavhem povzrocajo rumenenja zaradi nekroze floema, tam je tudi najti
znatilne skupke virusnih delcev in akumulacije mesickov.

Closterovirusi niso prenosljivi z dotikom ali s semenom. V naravi jih prenasajo
usi in tudi 3citaste usi.

GVA - grapevine closterovirus A - trthi virus A

Iz tobaka okuzenega s sokom trte, ki je imela bolezen razbrazdanja lesa je
Conti s sod., 1.1980, {18) izoliral in identificiral closterovirus in ga imenoval
GSP-AV - grapevine stem-pitting associated virus. Na podlagi izdelanih serumov
je Milne s sod. 1984 (58) z metodo ISEM (= imunosorbent electronmycroscopy)
ugotavljal pogostost virusa v trtah, Virus so takrat preimenovali v GVA -
grapevine virus A, ker je bila najdena vetja korelacija z GLR kot z znaki raz-
brazdanja. Okuzenost trt razlitnega izvora in razli¢tne zdravstvene slike z GLR
je bila zelo pogosta.

Dolzina delca je 800 nm. Krog gostiteljev je zelo ozek, od 24 testnih rastlin
sta reagirala le Nicotiana clevelandii Gray in N. megalosiphon L. Virus se ne
prenasa s semenom ali z usjo Myzus persicae, ki je pogosti prenasalec ostalih
closterovirusov. Dokazan je prenos s Pseudococcus Ilongispinus Targioni,
Tozetti, Planococcus ficus Signoret in Planacoccus citrii Risso (68,69,71),
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1.2.3 Kompleksne in virozam podobne bolezni z nepojasnjeno etiologijo

Zvijanje listov - grapevine leafroll disease {GLR) je zelo razsirjena in Ze dolgo
znana bolezen vinske trte. Po tem, da se prenasa pri vegetativnem razmnoze-—

vanju in cepljenju so sklepali na virozo {30).

Oboleli trsi dobijo v drugi polovici poletja moZno navzdol uvihane liste, ki se
predcasno barvajo in sicer rdece pri rdecih in rumeno pri belih sortah, obzilni
pas lista ostane zelen. Grozdje se slabse obarva, neenakomerno dozoreva in ima

manj sladkorja (8, 30).

S termoterapijo so dobili zdrave trse z normalno obarvanimi grozdi. To je bil
se en dokaz, da gre za virozo (33). Povzrocitelja bolezni niso uspeli mehanicno
prenesti na zeljaste rastline in ga izolirati. V programih proizvodnje zdravih
trt so.bolezen odkrivali s trsnimi indikatorji.

Razbrazdanje lesa - grapevine stem pitting - {GSP) je bolezen, ki so jo inten-
zivho raziskovali v preteklih 10 letih. Poskodbe v obliki vecjih ali manjsih
jamic, zlebickov ali brazd se pojavijo na lesu {deblu) podlage in/ali zlahtnega
dela trte. Zaradi zmanjsanja obsega ksilema, trta trpi suso, zaostaja v rasti in
propade. Bolezen so 1.1979 natanko opisali v Italiji (1), marsikje v literaturi za
to bolezen %e uporabljajo italijanski izraz “legno riccio”. Pri nas smo jo v
vecjem obsegu prvic registrirali leta 1976 v vinogradih sorte cv. ' refosk’ na
Krasu (51) in na cv. ' kardinal' v Makedoniji (61}. Tudi to bolezen so dokazovali
in v selekciji odkrivali le s trtnimi indikatorji (27,28).

Plutavost lubja - corky bark (CB) je po znakih na listju bolezen podobna GLR,
a je lahko za trto bolj usodna. Obarvani listi v jeseni dolgo ostanejo na trti.
Les nekaterih kultivarjev pokaze globoke brazde, prekrite z vec¢ sloji plute. Les
na oshovi rozg lahke rahlo nabrekne in lub poci. Lesni cilinder, kambij in pluta
pri mnogih sortah zelo degenerirata. Pri mnogih zlahtnih trtah je bolezen
latentna. Pojavi pa se ze v obliki inkompatibilnosti pri cepljenju na nekatere
ameriske podlage (31). O bolezni je pri nas manj znanega kot v Ameriki, Teliz
s sod., 1980 (87) je porocal celo o hitrem Sirjenju v vinogradih v Mehiki.

Kakor se po znakih na indikatorjih bolezni lotijo med seboj, pa njihova etiologija
ni razciscena. V povezavi z njimi so nasli razlicne virusne delce, najveckrat
podobne onim iz skupine closterovirusov, manjse izometricne - sfericne celice

in celo viroide.

V iskanju povzrociteljev GLR je Tanne s sod., 1977 (84) purificirala in opisala
poty virus (grape{'ine poty virus - GPV). Namba s sod., 1979 (cit. po Tanne,
1985) (85) je prvi porocal o prisotnosti closterovirus-like delcev pri trtah z
znaki GLR. To povezavo je potrdil tudi Faoro s sod., 1981 (25).
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dela trte. Zaradi zmanjsanja obsega ksilema, trta trpi suso, zaostaja v rasti in
propade. Bolezen so 1.1979 natanko opisali v Italiji (1), marsikje v literaturi za
to bolezen se uporabljajo italijanski izraz "legno riccio”. Pri nas smo jo v
ve¢jem obsegu prvi¢c registrirali leta 1976 v vinogradih sorte cv. 'refosk’ na
Krasu (51) in na cv. ' kardinal’ v Makedoniji (61). Tudi to bolezen so dokazovali
in v selekciji odkrivali le s trtnimi indikatorji (27,28).

Plutavost lubja - corky bark (CB) je po znakih na listju bolezen podobna GLR,
a je lahko za trto bolj usodna. Obarvani listi v jeseni dolgo ostanejo na trti.
Les nekaterih kultivarjev pokaze globoke brazde, prekrite z vec sloji plute. Les
na osnovi rozg lahko rahlo nabrekne in lub poci. Lesni cilinder, kambij in pluta
pri mnogih sortah zelo degenerirata. Pri mnogih zlahtnih trtah je bolezen
latentna. Pojavi pa se ze v obliki inkompatibilnosti pri cepljenju na nekatere
ameriske podlage (31). O bolezni je pri nas manj znanega kot v Ameriki, Teliz
s sod., 1980 (87) je porocal celo o hitrem sirjenju v vinogradih v Mehiki.

Kakor se po znakih na indikatorjih bolezni lo¢ijo med seboj, pa njihova etiologija
ni razc¢is¢ena. V povezavi z njimi so nasli razlicne virusne delce, najveckrat
podobne onim iz skupine closterovirusov, manjse izometricne - sferitne celice
in celo viroide.

V iskanju povzrociteljev GLR je Tanne s sod., 1977 (84) purificirala in opisala
potyvirus (grapevine poty virus - GPV). Namba s sod., 1979 (cit. po Tanne,
1985) (85) je prvi porocal o prisotnosti closterovirus-like delcev pri trtah z
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Conti s sod., 1980 (18). je iz trt z znaki razbrazdanja lesa izoliral closterovirus
in ga imenoval GSP-AV-grapevine stem pitting associated virus. Antiserum na
ta virus, ki so ga kasneje preimenovali GVA je Milne s sod., 1984 (58) uporabil,
da je z metodo imunosorbcijske elektronske mikroskopije (ISEM) dokazal
povezavo teh delcev z znaki razbrazdanja lesa in zvijanja listov. Povezavo med
GVA in boleznijo GLR sta potrdila tudi Engelbrecht in Kasdorf, 1985 (24), ter
obenem dokazala prenos clostero-delcev v naravi. Virusne delce dveh dolzin
{clostero-like, 700 nm in 1300 nm), ter specificne delce sta Corbett in Wid,
1985 (19} nasla na trtah z znaki GLR, GSP in CB, ter tudi na trtah brez znakov
teh bolezni. Se najmanj potrditev so bile delezne povezave bholezni z viroidi,
Pena-lIglesias s sod. (63), Semancik s sod., 1987{77).

1z obolelih trt so poleg closterovirusov in njim podobnih dolgih nitastih
delcev ¢esto nasli manjie specificne delce, ki pa niso bili ze znani in na trti
odkriti NEPO virusi {5, 13).

Gugerli s sod., 1984 {40) je opisal dva tipa ciostero-like delcev drugaé¢nih od
GVA in je zanje razvil ELISA test. Rosciglione in Gugerli, 1986 (70) sta z
mikroskopskimi in serologkimi raziskavami te delce povezala z GLR in GSP.

Zee s sod., 1987 (94) je s SDS imunodifuzijo, ELISA testi in IEM testi na
closteroviruse dokazal vlogo teh delcev v bolezni zvijanja listov. Barba s sod.,
1987 {2) je v izolatih trt z GLR odkril closteroviruse, ki niso reagirali na tipe
[, II. ali na GVA tip.

Sliko kompleksa bolezni je dopolnilo odkritje, da Planococcus ficus ne prenasa
samo delcev GVA, ampak tudi closteroviruse, povezane z boleznijo GLR -
serotip III (86).

Vse ved avtorjev je potrdilo, da je locevanje bolezni v osnovi mozno z indeksi-
ranjem in Martelli (56) je postavil locitveno shemo indeksiranja, po kateri
dolocimo naslednje 3tiri tipe bolezni - zvijanja listov - GLR.

- plutavost lubja - CB

- jamic¢avost lesa tipa Rupestris - RSP

- zlebitavost lesa tipa Kober 5BB.
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1.3 DIAGNOSTIKA VIRUSOV IN VIROZ

Vizuelna diagnoza bolezni po znakih na okuzeni trti (morfoloska zdravstvena
selekcija) je lahko le osnovna orientacija za nadaljne preiskave. Te se opravijo
na posredovalnih rastlinah (biotesti), serolosko ali z elektronsko mikroskaopijo.

1.3.1 Prenos virusov na zeljaste rastline

Viruse, ki so mehani¢no prenosljivi s sokom okuzene rastline lahko dokazujemo,
razmnozujemo in locujemo na razli¢nih zeljastih rastlinah. Te rastline stalno in
specifi¢tno reagirajo na dolo¢teno okuzbo. Za vsak mehani¢no prenosljiv virus je
znan krog gostiteljev z znac¢ilno reakcijo.

Pri trti tako dokazujemo predvsem NEPO viruse. Dobra testna rastlina je
Chenopodium quinoa. Na GFV reagira z lokalnimi lezijami in sistemicnim

mrezastim mozaikom (43).

Slaba stran testa je v tem, da ni povsem zanesljiv, tako se npr. pri temparaturi
nad 229C znaki maskirajo in test postane neuporaben.

Zaradi enostavnosti in kratkotrajnosti postopka je biotest z zeljastimi rastlinami
lahko prvi izloc¢ilni (screening) test (52). Lahko je tudi locilni test v mesanih
okuzbah, kjer pa se zahteva ¢cim &irsi krog gostiteljev - zeljastih test rastlin.

1.3.2 Dokazovanje bolezni s trtnimi indikatorji

Te vrste biotestov slone na dveh predpostavkah:

- okuzba (=virus) se prenese s cepljenjem, ne glede na nacin cepljenja.

- trta - indikator, ki mora biti brez znanih viroz, stalno in za posamezno
bolezen znacilno reagira na okuzbo po cepljenju z virusnim materialom.

Zahtevane lastnosti indiktorjev so: dobro ukoreninjanje, enostavna oskrba
(odpornost za glivicne bolezni) in dobra kompatibilnost z evropskimi trtami
(17, 21, 85).

Indikator mora odkriti predvsem maskirane ali latentne okuzbe ter take, kjer
povzrocitelj se ni definiran in zanj nimamo ustreznih imunokemijskih metod.

Prvotna tehnika cepljenja je bila "chip budding”, kjer je oko trte - kandidata
pri katerem ugotavljamo okuzbo, cepljeno na ukoreninjen indikator (55). Mladica
indikatorja pokaze okuzbo v dveh ali treh letih. Hitrejsa je metoda cepljenja na
zeleno, ali strojnega cepljenja, kjer je trta kandidat v vlogi podlage, indikator
pa cepi¢. Uveljavljajo se tudi postopki mikrocepljenja (7).

Seznam indikatorjev so v zadnjih letih zelo razsirili predvsem zaradi kom-
pleksnih bolezni. Po priporoc¢ilu OIV in ICVG iz . 1987 (60) je potrebno
indeksirati osem bolezni vinske trte, tab. 1.
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Tabela 1: Seznam indikatorjev za dolocanje viroz vinske trte, ICVG 1987 OIlV,

1987 (60)
zap.
st. Bolezen Indikator
Kuzna izrojenost (fanleaf) Vitis rupestris var. St. George
2. Zvijanje listov (leafroll) * V. vinifera cv. ' modri pinot’',
" cabernet franc', ' Mission'
3. Razbrazdanje lesa V. rupestris var. St. George,
(stem pitting) (V. berlandieri x V. riparia) Kober 5BBX)
(Couderc 1613 x V. vinifera cv. ' Thompson
Seedless') - LN 33XX)
4. Plutavost lubja(corky bark) LN 33
Mozaik lucerne V. vinifera cv. ' chardonnay"’
(alfalfa mosaic)
6. Flek (fleck) Vitis rupestris var. St.George
Obzilni mozaik Vitis riparia Gloire de Montpellier
(vein mosaic)
8. Zilna nekroza (vein necrosis) (V. rupestris x V. berlandieri) -110 Richter

* Med indikatorji za zvijanje listov priporocajo izbiro glede na klimatske
razmere kraja, kjer se indeksiranje opravlja.

x) v nadaljnjem besedilu Kober 5BB

xx) v nadaljnjem besedilu LN 33

Se bolj natancno razdelitev indeksiranja je napravil Martelli za kompleks
bolezni GLR - GSP (56), tab. 2.
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Tabela 2: Reakcije posameznih indikatorjev na bolezen zvijanja listov in kompleks
razbrazdanja lesa, diferencialno indeksiranje (56).

indikator/ znaki

bolezen LN 33 V. rupestris | V. vinifera® Kober SBB**
zvijanje listov - zvijanje in
(leaf roll - GLR) 0 0 rdecenje listov 0

- zeleni obzilni

pas

jamicavost lesa - jamicast les
tipa rupestris 0 izpod cepljet ? 0
(rupestris stem nega mesta
pitting)

plutavost lubja rdecenje - 2lebicast le
(corky bark) listov ? 0
- 7lebicast les
- odebelitve in
razpoke na

mladici
- pritlikava
rast
zlebicavost lesa - zlebicast les,
tipa Kober 0 0 ? brez znakov

na listju

* - glede na razlitcne geografske lege priporotajo cvs. 'Cabernet franc',
' Cabernet sauvignon', ‘' Mission', ' modri pinot’
*#*- velja tudi za ostale krizance ameriskih trt (podlage)

0 - ni znakov - odsotnost znakov je ena od glavnih potrditev bolezni
? - znaki niso definirani

1.3.3  Imunokemijske metode odkrivanja virusov

Virusni delci so s svojim velikostnim razredom in zunanjim beljakovinskim
plascem, ki je sestavljen iz mnogih identi¢nih podenot, v glavnem dobri antigeni.
Seroloski testi so lahko odlocilni v kone¢ni identifikaciji nekega neznanega
virusa in pri proucevanju povezav med sorodnimi izolati ali soji (96).

Osnova serologkih testov je imunogena reakcija virusov pri pridobivanju seruma
in zmoznost vezave, ki jo imajo posamezna antitelesa (=serum) do njim lastnih
specificnih (homolognih) antigenov, to je virusov.

Ko se vezeta ustrezna kolicina antigenov in antiteles v netopno obliko, pride
do vidne precipitacijske reakcije ali obarjanja. To vidno obarjanje se lahko
izvede v tekotem ali v gel sistemu. Slednje teste imenujemo imunodifuzijski
testi.
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1.3.3.1 Imunodifuzija v gelu

Reakcija antitelo - antigen se opravi v agar gelu. Skozi njegovo mrezasto
strukturo pronicajo reagenti, na mestu vezave zaznamo precipitacijski krog ali
linije.

Med razlicnimi oblikami imunodifuzije v gelu se najces¢e uporablja test dvojne
difuzije, znan kot Ouchterlony test. Uporabljali so ga predvsem za proucevanje
in dokazovanje sferi¢cnih virusov, ki zlahka prodirajo skozi gel, ter jih ni
potrebno posebej tretirati.

Pri trti so tako identificirali in doloc¢evali sorodnost raznim NEPO virusom (6,

35, 55). Ena od prednosti je tudi v tem, da lahko uporabljamo nepreciscen
rastlinski sok, ter majhne kolicine seruma.

1.3.3.2 Enzimsko-imunosorbcijski test (ELISA - Enzyme Linked Immunosorbent
Assay, Enzyme Linked Immunospecific Assay)

V rastlinsko virologijo so bile te metode prenesene iz medicine in veterine.
Osnovne znacilnosti testa za dolo¢anje rastlinskih virusov sta postavila Clark
in Adams, 1977 (15).

Predvsem je ta test uporaben za dokazovanje virusov, ki so v rastlini v zelo
majhni koncentraciji. Uveljavil se je kot test za rutinsko preverjanje zdravstve-
nega stanja sadilnega materiala pri rastlinah, ki jih razmnozujemo vegetativno.

Glavne prednosti enzimsko-imunosorbcijskega testa so:

- velika obc¢utljivost in specifi¢cnost,

- zanesljivost rezultatov, ki so merljivi,

- moznost testiranja velikih serij vzorcev in

- moznost avtomatizacije postopka ter obdelave podatkov.

V grobem razlikujemo tri oblike testov, kompetitivni, indirektni in test dvojnega
sendvica. Slednjega v fitopatologiji najveckrat uporabljajo.

Princip testa dvojnega sendvica je v tem, da neko trdno podlago (polistirenske,
mikrotitrirne ploice, palicice ali kroglice) najprej oblozimo oziroma previecemo
s specificnimi antitelesi (=serum). Nanje se vezejo antigeni, to je virusi, ki jih
dobimo v neprec¢is¢enem soku rastline, ki jo testiramo. Na kompleks antitelo -
antigen vezemo spet antitelesa, ki so tokrat markirana z enzimom. Po dodatku
enzimskega substrata dobimo reakcijo s hidrolizo substrata, ki je obenem barvna
reakcija. To obarvanje ugotavljamo na oko ali merimo spektrofotometri¢no.
Najpngosteje uporabljene mikrotitrirne plosce imajo oblikovane bazencke -
luknjice, v katerih potekajo opisane reakcije z zelo majhnimi koli¢inami reagentov
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(100-200 [t1/luknjico). Pregled uporabnosti testov po Gugerliju, 1983 (39) obsega
60 del, v fitopatologiji predvsem za ugotavljanje virusov krompirja, hmelja, sarke
slive in klorotitne pegavosti listov jablane.

Sutula s sod., 1986 (80} ugotavlja, da je problem pri uporabi teh metod nepo-
polna ali nepravilna interpretacija rezultatov, vendar o tem pri dolocanju rast-
linskih virusov ne pise skoraj nihce (1}. Tijsen, 1985 (89) je natanc¢no opredelil
te probleme pri uporabi metod v medicini, v fitopatologiji teh studij ni, zato je
veéasih tezko oceniti ali primerjati posamezna testiranja.

Pri vinski trti se je ELISA test uveljavil po letu 1980 jn to predvsem za NEPO
viruse (9, 23, 49, 83). Nekaj serumov je na razpolago tudi ze za trtne clostero-
viruse (40, 88).

Veliko specificnost postopka so se povetali z uporabo monokionalnih anti-
teles (38, 48).
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1.4. ZDRAVSTVENA SELEKCIJA VINSKE TRTE

Pod zdravstveno selekcijo v $iréem pomenu besede razumemo vse metode s
katerimi pridemo do zdravega materiala za razmnoZevanje. Zdrav pa pomeni
brez znanih virusnih in njim podobnih bolezni, ki se sicer prenasajo pri vege-
tativnem razmnozevanju in poslabgajo rast ali pridelek vinske trte.

1.4.1 Pridelava zdravega trsnega materiala v svetu

Osnovni ukrep za pridelavo zdravih trt je vizuelni pregled mati¢nih rastlin
zlahtne trte in podlag na znake znanih bolezni. To selekcijo imenujemo tudi
negativna, ker iz nadaljnega razmnozevanja izklju¢imo rastline z znaki bolezni.
Te znake pa zlahka zamenjamo s podobnimi nevirusnimi motnjami na trti, ali
pa so znaki viroz latentni ali maskirani. Se posebej to velja za podlage. Zato
je vizuelna zdravstvena selekcija dokaj nezanesljiva. To je le prvi izlocilni krog
odbire, ki spremlja mnozi¢no selekcijo. Na vseh vigjih stopnjah odbire vkljucujejo
bioteste in imunokemijske metode (52).

Brez siroko zasnovane klonske selekcije ni smiselno nobeno testiranje. Campbell
1985 (12) opozarja na nevarnosti pri Sirjenju genetsko (in seveda proizvodno)
odlicnega materiala z neznano zdravstveno sliko. Pri tem lahko pride do preve-
like akumulacije nekega virusa v danem okolju in do novih izbruhov bolezni
predvsem zaradi vpliva spremenjenega okolja, zaradi mutacije virusa ali zaradi
sinergizma z novimi neznanimi patogeni. Zelo pogosti so primeri zloma tolerance
pri cepljenju razli¢nih podlag in zlahtne trte (22, 74).

V ZDA, predvsem v Kaliforniji, so ze leta 1970 (31, 55) sprejeli stroge predpise
za registracijo in priznavanje vinske trte, ki temeljijo predvsem na testiranju za
viroze. Registrirana je lahko le cepljenka, ki je izsla iz zdravstvene selekcije.
Mnogo manj so poudarjali genetsko selekcijo, kar je po eni strani razumljivo,
ker zaradi kratke dobe razvoja vinogradnidtva in Sirjenja trt (dobrih 100 let),
nimajo tako raznolikega in selekcije potrebnega trsnega materiala (32).

Vinogradniske dezele Evrope, predvsem Francija in Nemc¢ija so v okviru EGS v
letu 1968 sprejele vrsto predpisov o proizvodnji in prometu s trsnim sadilnim
materialom (75). Predpisi temeljijo na principu klonske selekcije, zascite sort,
povecane kakovosti pridelave in velikem pomenu zdravstvenih pregledov.
Uvedene so bile tri kategorije sadilnega materiala:

- standardni (brez testiranja na viroze),

- certificirani (testiran in negativen na virus),

- bazni (izhodis¢ni testirani).

Slednja dva sta na visji kakovostni ravni predvsem zato, ker sta brez znanih
viroz in razmnozena pod nadzorom, ki prepreci reinfekcijo.
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V Italiji je bil po letu 1977 organiziran obsezen program vrednotenja in pridelave
certificiranega materiala (55). Na 22 raziskovalnih postajah v vseh vinogradniskih
obmoc¢jih so v prvih letih testirali preko 4000 klonov - kandidatov za ve¢ kot
200 razli¢nih trtnih kultivarjev.

V juzni Italiji so leta 1970 postavili program za klonsko in zdravstveno selekcijo,
predvsem za izlo¢evanje bolezni razbrazdanja lesa in zvijanja listov (73). Podobne
programe v Italiji uvajajajo tudi v velikih trsnicah kot je trsnica v Rauscedo, iz
katere stalno prihaja trsni sadilni material v Slovenijo (21).

Zelo znana je shema klonske selekcije in pridelave zdravega trsnega materiala

iz Francije (90). Ze od 1. 1977 so vanjo vkljucene vse velike drzavne in strokovne

indtitucije:

INRA - opravlja bazne raziskave in dolota metodologijo dela

ANTAV - je tehni¢tno jedro in organizator pridelave z velikimi povrginami za
kolekcije baznega materiala in

ONIVIT - zagotavlja nadzor nad testiranji in pridelavo, ter izdaja certifikate
za sadilni material.

V Nemciji, kjer klonska selekcija poteka ze ve¢ kot 100 let so kmalu po letu
1965 vpeljali za klone vsa mozna testiranja na viroze. Delez okuzenih trsov v
tem materialu je bil zelo nizek. Zaradi stevilnih novih odkritij in velike moznosti
reinfekcije predvsem z NEPO virusi preko tal, so veliki selekcijski centri (npr.
Geisenheim) po letu 1985 zaceli z retestiranjem vseh baznih in mati¢nih vino-
gradov (67).

Uporaba tkivne kulture za pridobivanje zdravih trt je zelo pogosta, vendar &e
ni presegla raziskovalnih programov in ni posegla na podrocje selekcije (3, 36).

1.4.2 Zdravstvena slika maticnih vinogradov v Sloveniji

Z redno opravljeno negativno selekcijo so iz vecine vinogradov v Sloveniji izkre¢ili
najbolj ocitne osipace in hiravce, nosilce GFV. Pozitivha selekcija, kjer je bila
poglavitna naloga odbira bujnih in zelo rodnih trsov je tako tudi izlocila iz
razmnozevanja slabo rastoce trte (Reisigkrankheit) (52, 66).

Kljub temu se po tretjem krogu selekcije ob ustreznem pregledu najdejo dosti
okuzenih trsov. To si razlozimo z maskiranjem znakov, z latentnimi okuzbami
podlag ali z reinfekcijo preko nematod, kjer se obnavlja vinograd na vinograd
brez razkuzevanja ali poc¢ivanja tal. Ker se je v preteklih letih veliko materiala,
Se zlasti kljucev podlag, prineslo iz drugih vinorodnih okolij z nizjo stopnjo
selekcije je tudi v tem dober in stalen vir novih okuzb.

Se bolj zaskrbljujoce kot pri GFV je stanje glede okuzb z boleznijo zvijanja
listov (GLR), ki jo zelo redko posebej izlocajo in je pojav predcasnega rdecenja
listov ponavadi opisan kot nekaj normalnega. Zaradi pomanjkljive zascite trte
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pred boleznimi in skodljivci, zaradi suse in fizioloskih motenj so vizuelni
pregledi na GLR mnogokrat skoraj nemogoci. Po pregledu mati¢nih vinogradov
ocenjujemo, da je to $e resnejsi primer kot bolezen kuzne izrojenosti.

Drugih bolezni v zdravstveni selekciji ne oznactujejo, tudi oznake "degeneriran
trs” v selekcijskih knjigah ni ve¢ najti. Bolezen razbrazdanja lesa e po desetih
letih prvih objav o pojavu bolezni pri nas (31) ostaja "nova” in redko kje je
zajeta v preglede ob negativni selekciji.

Pregled nad zdravstvenim stanjem naj bi dale selekcijske knjige, ki pa so
redkokdaj opremljene s fitosanitarno oceno ali natan¢nim popisom bolezni,
obsegom okuzb ipd. Ker se fitosanitarno pregledujejo le’ pozitivni trsi, kar je
priblizno 30% vseh trt v vinogradu, nimamo pregleda nad obsegom bolezni v
celoti.

Tudi material, ki je bil v klonski selekciji, ni bil sistematicno pregledan na
viroze ali retestiran, le v zadnjih mnozitvah po letu 1985 je bil cepljen na
zdravstveno preverjene podlage (52). Razen nekaj klonskega materiala iz uvoza
imamo tako v prometu le standardni material (82).
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2 MATERIAL IN METODE DELA
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21 TESTIRANI MATICNI TRSI

Za testiranje sem odbrala predvsem trse, ki po pridelovalnih lastnostih ustrezajo
za vstop v klonsko selekcijo ali so ze selekcionirani in razmnozeni kot potencialni
kloni, niso pa $e bili testirani na znane viroze. En trs predstavlja en vzorec,
ker pri trtnih virusih velja sistemicna okuzba, vsi vegetativni deli enega trsa
imajo isto zdravstveno sliko.

Med sortami sem se odlocila predvsem za tiste domace samonikle kultivarje
(sorte)l, ki imajo dovolj velik delez v pridelavi in so trzno zanimivi. Pri njih
smo vezani na lastni razmnozevalni material (cepici) in na domaco selekcijo.

Drug kriterij izbire so bili ve¢ji zdravstveni problemi, npr. obsezna okuzba z
GFV, nepojasnjena etiologija bolezni (GSP, GLR), povezave med posameznimi

boleznimi in podobno.

211 Cv. 'rebula

Rebula je zanimiva kot bela in kot nasa samonikla sorta, ki je se vedno na
nizki selekcijski stopnji z obilico tipov. Ti tipi niso ampelografsko definirani,
sliko se zakrivi visok odstotek trsov z znaki kuzne izrojenosti (GFV), ki se
ponekod zamenjujejo z lastnostjo tipa. Tako je ze Vertovc |. 1844 (91) opisal
tipe, ki se osipajo (sipka ali sipa), tip nore rebule, ki ni¢ ne rodi in 3e druge.

Za osnovni mati¢ni vinograd sem izbrala poskusni vinograd v Ampelografskem
vrtu (Nova Gorica). Zasajen je bil 1. 1971 s selekcioniranim materialom. Gojitvena
oblika je dvokraki Guyot. Od skupaj 1032 trsov jih je bilo v letu 1983 po
koncani petletni pozitivni masovni selekciji v postopku se 830 med njimi jih je
40% imelo pozitivho znacko. Veliko trsov je imelo znake kuzne izrojenosti,
med njimi so bili tudi trsi z zelo dobro oceno za pridelek. Zato sem se
najprej odlocila za obsezen GFV - ELISA test, ki sem ga dopolnila z indeksiranjem.

Za prvo testiranje z ELISA sem naklju¢no izbrala 70 pozitivho in 70 negativno
oznacenih trsov. Kasneje sem v testiranje vkljuc¢ila se druge po pridelku dobre
trse in trse z oznako "nora rebula” - VBG - brez grozdja. Skupaj je bilo tes-
tiranih 221 trt. Vsaka ima $ifro, ki pomeni vrsto in sadilno mesto. Npr. Rb 1.15:
rebula prva vrsta petnajsti trs. Pregled trsov je v prilogi 1. Kolikor so nam
dovoljevale tehni¢ne zmogljivosti rastlinjaka in laboratorija, smo nekatere trse
vzporedno indeksirali na Rupestris St. George in preizkusili v testu na zeljaste
rastline (C. quinoa, C. amaranticolor).

1) V vinogradnistvu izraz kultivar (cv.) $e ni povsem nadomestil izraza sorta, v
tekstu ju uporabljam enakovredno oz. sinonimno
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Testirali smo tudi nekaj trsov iz mati¢nih vinogradov Preserje, Zalosce (evidenca
po selekcijski knjigi, trsnica KK Vipava, Vrhpolje, reb V 1-5).

Pri rebuli v selekciji niso bili posebej oznaceni trsi z znaki GLR ali GSP na
closteroviruse smo testirali le en elitni in en trs brez grozdja - VBG.

21.2 Cv. 'refosk’

Refosk je trta Krasa (teranovka) in Istre, ki je potrebna temeljite selekcije, da
si povrne izgubljeno pridelovalno vrednost.

Obsirno zdravstevno selekcijo refoska smo zaceli po letu 1978, ko smo ugotavlja-
li obseg propadanja mladih trt in povezovali to propadanje z boleznijo razbraz-
danja lesa (GSP). Takrat je bilo pregledanih 25 vinogradov v starosti od 3-6
let, na stirih podlagah (K 5 BB, S04, Rupestris 420 A). Propadlo je povprecno
19% trt, v nekaterih vinogradih tudi 30% ali 50% (51). V enem od teh vinogradov
(Skrlj-Tomaj, 1500 trsov, 19% propadlih) smo 1. 1980 zasadili indikatorje LN 33
in Rupestris St. George, da bi ugotovili, ali gre za prenasalca v vinogradu.

Edini selekcijski vinograd refoska v letu 1983 je bil vinograd Sveto v Komnu
na Krasu s skupno 4300 trsi. Za spremljanje sem odbrala spodnji del s skupno
1870 trsi. Ker so zaceli selekcijo tudi v manjsih vinogradih, sem v preglede
vkljue¢ila tudi te. Zaradi potreb po boljsih cepicih so bili po letu 1979 v selekcijo
vkljuceni tudi zelo stari trsi (ve¢ kot 30 let) iz razlicnih lokacij na Krasu.
S tem so hoteli ohraniti stare tipe kraskega refoska. Cepic¢i teh trsov so bili
leta 1979 cepljeni na stiri podlage (420 A, K 5BB, S04, Rupestris) in poskusno
posajeni v Tomaj (Vodopivec). Ta vinograd sem 1. 1983 izbrala kot drugi
mati¢ni vinograd za cv. 'refosk'. Zanimiv je zaradi zdravstvene slike starih
mati¢nih trsov in cepljenja na z razlicne podlage.

Poleg ELISA _ GFV in GLRaV testa smo opravili $e indeksiranje na LN 33,
modri pinot in Rupestris, ter natanc¢no ponovno vizuelno selekcijo za bolezni
GLR in GSP.

213 Trsi iz programa klonske selekcije in stare sorte.

Klonsko selekcijo cvs. ' laski rizling' in 'sauvignon' je zacel inz. S. Matekovic
v Mariboru ze leta 1958. Poleg tega poteka odbira zametovke v Kriskem od |I.
1972 (53). Tam so eni in drugi ze v tretji mnozitvi. Do zdaj niso bili testirani
na znane viroze, bili pa so redno in natan¢no zdravstveno pregledani. V GFV
- ELISA test sem vkljucila laski rizling 178 (pet subklonov - 27, 29, 30, 32, 36)
in"dve zametovki: 12/6 in I1I-3/4 (vzorec 39, 43). Trse 1. rizlinga smo testirali
posamic, pri zametovkah, ki so posajene v repeticiji po pet trsov, so trsi v



20

KOROSEC-KORUZA Z. Proucevanje ustreznih metod za odkrivanje viroz vinske
trte ... v selekciji. Disertacija, Zagreb, 1990

repeticiji dali vsak ena siljenko, le-te smo zdruzili v en vzorec kakor pri
sondiranju materiala v trsnici. Poleg tega sem iz istega vinograda vkljucila dva
trsa z molnim rdecenjem listov (vzorec 42, 46),

V primorskem rajonu je v zacetni fazi klonske selekcije le cv. ' zelen” (maticni
vinograd Slap pri Vipavi). Leta 1983 je bila zakljutena pozitivna selekcija. Po
opravljeni vizuelni zdravstveni selekciji so bili za testiranje na ELISA zanimivi
trsi z oceno P 2 3.0, v selekcijski knjigi je bilo opisanih mnogo primerov

osipanja - sum na GFV,

Po letu 1982 je zelo naraslo zanimanje za cv. ' beli pinot’ , posebno se v vipavskem
okolisu. Zato je bila zastavljena obsirna pozitivha mnozicna selekcija tega
kultivarja. Zaradi velikega povprasevanja po sadilnem materialu so bila izdana
dovoljenja za rez cepicev e v tretjem letu selekcije. Zato smo se odlocili za
vzoréno testiranje teh cepitev na GFV (mati¢ni vinograd Preserje) z ELISA
testom. V januarju sem si pripravila siljenke za listne ekstrakte. V vsakem od
11 snopov cepicev {50 rozg/snop) smo narezali 10 kratkih kljucev za siljenke
in jih razdelili v dva vzorca po 5 kljucev. Tako smo izracunali, da z 22 vzorci
mrezno pretestiramo cca 3300 cepicev,

Shema sondiranja:

10-12 mati¢nih - 30 rozg

(6 oCes vsak
trsov cu:es?

5-a vzorec

— 1 snop —> 10 kljucev <S-b VZ Orec

Za namen ohranjanja starih sort in njihovega proucevanja sta v Lozah pri
Vipavi in v Ampelografskem vrtu postavljena dva kolekcijska nasada, skupaj
preko 25 sort. Med njimi so zanimive predvsem zelen, glera, pinela, poljsakica,
pagadebiti, pergolin, vitovska grganja in kot edina rdeca sorta se sladkocica.
Ker so vse na nizki selekcijski stopnji, me je zanimalo njihovo zdravstveno
stanje. Pregled po testih in obsegu dela je v prilogi 2.

214 Cv. ' malvazija

V sortimentu belih sort primorskega rajona ima malvazija stalno mesto, ¢eprav
se marsikje zlorablja njena sposobnost, da veliko rodi. V starih maticnih
vinogradih smo opazili mnogo znakov bolezni kuzne izrojenosti, se posebej
deformacij listov in osipanja grozdov. Novih maticnih vinogradov ni, oskrba s
cepici se resuje z materialom iz hrvaske Istre. Tudi maticni vinograd v Ampelo-
grafskem vrtu smo izlo¢ili iz selekcije ze v letu 1980 zaradi velikega 3stevila
{40%) trsov z. znaki kuzne izrojenosti. Povzrocitelj bolezni GFV je bil dokazan
z zeljastim in seroloskim testom {imunodifuzija v gelu) (81). lz vzorca zemlje
v tem vinogradu je bil tudi izoliran in identificiran prenasalec virusa, to je
nematoda Xiphinema index (46).
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Zato sem se odlocila, da sem med temi trsi s tipicnimi znaki okuzbe z GFV
izbrala pozitivnhe kontrolne trse, kot stalni vir GVF - izolata (sl. 1).

2.1.5 Podlage in indikatorji

Slovenija se s podlagami vinske trte oskrbuje v glavnem od drugod. V letu
1983 smo imeli le cca 16 ha maticnjakov, zato tudi selekcije podlag prakticno
ni. Nase testiranje je bilo le vzor¢no.

Iz proizvodnega mati¢njaka podlag (V. berlandieri x V. riparia) - 420 A2) v
Ampelografskem vrtu, ki je bil zasajen I. 1968 s selekcioniranim materialom iz
Francije, smo med 950 trsi naklju¢no izbrali 45 trsov za ELISA test na GFV.

V poskusnem vinogradu imamo tudi dve certificirani podlagi 420 A in (V.
berlandieri x V. riparia) SO43) iz Davis-a v Kaliforniji (ZDA), posajene 1. 1974.
Enakega izvora so indikatorji. Certificiran in indikatorski material smo po nekaj
letih dolzni retestirati. Vse maticne trse indikatorjev (Rupestris St. George,
Mission, LN 33 in Baco 22A) smo retestirali z ELISA testom na GFV, za katerega
je najvetja moznost okuzbe preko nematod prenasalk v tleh.

V trsnici Vrhpolje smo med razpolozljivimi podlagami (kljuc¢i), pripravljenimi
za cepljenje v letu 1985 odbrali 36 vzorcev za ELISA teste na GFV.

Shema vzorc¢enja:

§t. snopa podlaga vzorec / oznaka (primer)
3309 a 3309 1a
504\ b 3309 1b
S04 o 3309 1c
S04 d 3309 1d
K S BB
K 5 BB
K 5 BB

420 A
420 A

O 0N U s Ly by

Snop ima 50 rozg dolzine 2 m, v vsakem sem narezala 20 kljucev in jih
razdelila v &tiri vzorce po pet kljucev. Po siljenju sem za listni ekstrakt enega vzoi
nabrala listice iz vseh petih kljucev v vzorcu.

2) V nadaljnjem besedilu 420 A
3) V nadaljnjem besedilu SO4
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2.2 METODE ZA VREDNOTENJE MATICNIH TRSOV
2.2.1 Pozitivna mno2itna selekcija (P}

Pozitivha mnozi¢na selekcija je dolotena z metodo za odbiranje in potrjevanje
maticnih trsov v vinogradih in maticnjakih, ki je sestavni del pravilnika o
nacinu odbiranja in potrjevanja maticnih rastlin in enotnih metodah za opravljanje
strokovne kontrole nad pridelovanjem sadik (66).

Selekcija traja pet let, trsi, ki dobijo dovolj visoko pozitivho oceno, gredo v
nadaljnje razmnoZevanje. Del te odbire je tudi negativha odbira na virusne in
njim podobne bolezni. Trsi s temi znaki se izloc¢ijo iz razmnozevanja kljub
eventuelno pozitivii cceni pridelka. Pozitivni trsi morajo dati sortno primeren
pridelek, izkazovati morajo visjo odpornost na glivicne bolezni in to ne glede
na leto in obremenitve.

Pozitivhe ocene iz posameznih let petletne odbire se lahko sestevajo in pri
delitvi s stevilom let dobimo povpre¢no oceno pozitivne selekcije (Ps+ npr.:
ocene (3, 3, 4, 5, 3) dajo povpretno oceno 3,6.

Tako smo izracunavali ocene in razvrscali trse pri sorti rebula v matichem
vinogradu v Ampelografskem vrtu, evidenca selekcije je v selekcijski knjigi,
posebej sem vodila kartoteko odbranih trt.

2.2.2 Odbira tipov in elit

Najboljse trse z visoko oceno (P + 2 3,0) in z znacilnostmi zelenega tipa smo
imenovali elitni trsi. To so izhodis¢ni trsi za klonsko selekcijo, ki so na prvi
stopnji podvrzeni testiranju na znane viroze. Tipska in klonska selekcija morata
biti opravljeni v mnogo vecjem obsegu in v vet letih kot je bilo mogoce opraviti
v okviru te teme,

Elitne trse preverjamo po pridelku individualno. Vsi trsi so obremenjeni s
priblizno enakim stevilom oces (pri cv. 'rebula’ od 24 do 30 otes/trs). Za
vsak trs sem prestela grozde, stehtala pridelek in iz teh dveh podatkov izracu-
nala povpre¢no tezo grozda za trs.

Pri dolocanju kvalitete grozdja sem tehtala tezo 100 jagod, dolotala sladkorno
stopnjo {merjeno z refraktometrom v % ali ©0e¢) in s titracijo z NaOH dolotila
skupne kisline (v g/1) jagodnega soka - mosta.

Iz vrednosti teze grozda, teze 100 jagod in razmerja pridelek : sladkor sem
okvirno dolocila tipe. Dodatne oznake so mozne $e po posebnih znacilnostih
sorte. Pri nekaterih trsih sem ugotavljala kaljivost peloda v 15% raztopini
saharoze.
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2.3 DOKAZOVANJE VIRUSOV Z BIOTESTI
2:34 Prenos na zeljaste rastline

Pri trtnih virusih je test z zeljastimi rastlinami v postopku selekcije uporaben
predvsem kot prvi izlocilni test {mrezni test). Kot testne rastline sem uporabila
Chenopodium quinoa in C. amaranticolor. Sejala sem jih v rastlinjaku v Novi
Gorici od februarja do marca. Pri trsih - kandidatih za testiranje sem pozimi
narezala kljuce, ki sem jih dala v vodo v topel prostor. Po nekaj tednih trta
zbrsti in mlade listice sem uporabila za inokulum.

Kot ekstrakcijski pufer sem uporabila 2 % raztopino nikotinske baze (55). Testne
rastline sem opazovala 30 dni po inokulaciji, temperatura v prostoru je bila
kontrolirana in ni presegla 22 C.

2.3.2 Indeksiranje

Prenos okuzbe na trsni indikator - indeksiranje je pri vecini virusnih okuzb
vinske trte glavni dokazni postopek. Indeksiranje sem opravila po metodi
cepljenja suho na suho. Trs kandidat je podlaga, indikator je cepi¢c. Drugi
nacin je chip budding - okuliranje na suho, pri ¢emer je podlaga indikator. Ta
nacin sem uporabila tam, kjer nismo imeli na razpolago dovolj lesa (kljuce)
trsa ki smo ga testirali ali pa je bil v slabsem stanju in ni bilo pricakovati
2elenega koreninjenja. Cepljenje in siljenje sem opravila v trsnici KK Vipava, v
Vrhpolju, v ¢asu vsakoletnega cepljenja od marca do aprila. Siljenje nacepljenih
indikatorjev je potekalo po standardni metodi v trsnic¢arski pridelavi. Za vsako
kombinacijo trs/indikator sem imela najmanj pet cepljenk.

Indikatorje sem sadila v kartonazni tehniki in jih prvo leto gojila v rastlinjaku.
Naslednja leta sem jih sadila v kontrolirano indeksno trsnico v Ampelografskem
vrtu.

Indikatorje iz programa OIV imamo v svojem mati¢njaku brezvirusnih podlag in
sort. Sadili smo ga iz osnovnega materiala, ki nam ga je prijazno odstopil
prof. A.C. Goheen iz univerze Davis (Kalifornija, ZDA). Iz instituta Conegliano
(Italija) smo kasneje dobili se indikator "cabernet franc”.
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2.4 ELISA TEST

Prve teste sem opravila v letu 1983 za GFV, kasneje je bilo delo opravljeno po
serijah glede na ¢as, material, namen in razpolozljive serume. Obseg in namen
dela po posameznih serijah je prikazan v tab. 3.

Prvih osem serij je bilo za odkrivanje GFV. lzbor materiala je bil prilagojen
selekcijskemu delu in rezultatom prejsnjih testov, predvsem za cv. ' rebula’' . Prve
serije so bile namenjene tehni¢ni izvedbi testa, obenem sem ze pricakovala prve
rezultate za vkljucevanje v klonsko selekcijo cv. 'rebula’. Zaradi ugotavljanja
zanesljivosti testa sem v sedmi seriji presla na spektrofotometri¢no odc¢itavanje
rezultatov. S tem se je tudi pojavil problem postavitve lo¢nice E*/E~. Zato sem
pod serijo 8 predstavila rezultate dveh let (1986 in 1988). V seriji 9 sem v
manjsem obsegu testirala trs s sumljivimi znaki osipanja §e na drugi soroden nepo
virus - ArMV, ki ga povezujejo z boleznijo kuzne izrojenosti (55, 78). Nadaljnje
serije so za GFV predstavjale rutinski test, zacela pa sem s testiranji na
closteroviruse, povezane s kompleksom bolezni GLR - GSP, obenem so bili ze
na razpolago prvi serumi zanje. Po nasih in mednarodnih predpisih pa smo dolzni
selekcijski material za oznako "testiran" preizkusiti vsaj glede GLR. S tem se
je tudi spremenil izbor materiala, od rebule sem se obrnila k refosku in
zametovki, ki sta problemati¢ni sorti za GLR - GSP kompleks.

2.4.1 Tehnicna izvedba, kemikalije, serumi in oprema

Med enzimsko-imunosorbcijskimi testi sem se odlocila za test dvojnega sendvica
(double antibody sandwich method, das ELISA)Y po Clark-u in Adams-u, 1977
(15). Shema postopka je v prilogi 3.

Kot testni material sem povsod, kjer ni drugace oznateno, uporabila mlade
trtne liste. Nabrala sem jih v vinogradu v ¢asu rasti ali pa sem si v c¢asu
mirovanja v laboratoriju iz kljucev rozg (2-3 ocesa) pripravila siljenke, ki brez
tezav vzbrstijo v vodi ob sobni temperaturi.

Reagenti so bili pripravljeni po standardni recepturi (37), le za ekstrakcijski
pufer sem uporabila PBS z dodatkom 2% nikotinske baze, kot je priporo¢eno
za trto (97). Pri zadnjih testih za GLRaV sem uporabila tris HCl pufer (40).
Preizkusila sem naslednje kombinacije:

- ekstrakcijski pufer BIOREBA (Ki+)

- ekstrakcijski pufer BIOREBA + 2% nikotina (K2+)

~ PBS brez nikotina (K3+)

- PBS + 2% nikotina (K4+)

4) - v nadaljnjem besedilu ELISA ali ELISA test



Tabela 3: Razpored, obseg in namen ELISA testov - zbirni podatki po serijah (1 - 12), glej tudi prilogo 1

Zap.- 8t. mesec/ &t. plod& vrsta it. namen testa testni laboratorij nac&in op..
serije  leto v seriji  materiala VZ Orcev odtitavanja
podlage - Jaska 12 -odkrivanje GFV,

1 marec 1983 3 rebula P+ in P-Avrt 88 -standardizacija postopka Zavod za zastitu vizuelno -vet ponovitev
kontrolni test {mlvz) 8 -zanesljivost testa bilja (FPZ Zagreb) na plo&ti
indikatorji 8 -preverjanje K+ in med
refosk - Kras/LN33 11 -povezanost GFV in GSP plodtami
L. rizling - osipanje 2

2 junij 1983 4 rebula P+, P- A.vrt 89 -odkrivanje GFV po vizuelno -dve plo¥&i
mati&ni trsi znakih vizuelne selekcije Zavod za zastitu iz zmrzo-
stare sorte 6 -GFV in rumeni mozaik bilja (FPZ Zagreb) valnika nista
indikatorji kontrole 8 -uporaba predhodno dali reakcije

o lozenlli:r plo&t

3 julij 1983 4 rebula A. vrt P+, P- 67 -standardizacija postopka Katedra za vizuelno

indik +K 14 -odkrivanje GFV vinogradniitvo
-uporaba domatih plo§¢ (BF Ljubljana)

4 april 1984 1 rebula A. vrt - 12 -ponovitev +/- reakcij Zavod za vizuelno
stare sorte, pinot 16 -ugotavljanje GFV in zastitu bilja

osipanja, vzortenje (FPZ Zagreb)
indikatorji 4

5  september 1983 2 rebula A, v. P+P- 42 -preizkus tasa vzortenja  katedra za vizuelno

kontrole 6 za GFV (pomlad vs. jesen) vinogradniftvo
{BF Ljubljana)

6 maj 1985 2 rebula A. v. 30 -selekcija (GFV) Zavod za vizuelno
mati&ni trsi( Preserje) -selekcija, povezava GFV  za&titu bilja in spektro-
zelen (Slap) 63  in osipanja (FPZ Zagreb) fotometritno

a3
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Tabela 3: nadaljevanje

Zap. 8t. mesec/

St. plos¢ vrsta

¥t. namen testa testni laboratorij nac&in op.
serije leto v seriji materiala VZOrceyv * odtitevanja
7 junij 1985 3 rebula 34 -selekcija na GFV (A.vrt, Zavod za spektro-
Preserje) zadtitu bilja fotometriéno
-postavitev praga E+/E- (FPZ Zagreb) in vizuelno
podlage 46 ~vzortenje v trsnici
indikatoriji 7  -retestiranje
mlvz 10 -zanesljivost testa
pinela, zelen 2
8 maj 1986 2 Zametovka 7  -selekcija klonov GFV zavod za vizuelno
1. rizling 4 -selekcija subklonov GFV zastitu bilja in spektro-
b. pinot 22 -vzortenje v trsnici GFV (FPZ Zagreb) fotometri¢no
junij 1988 1 rebula 50 -selekcija na GFV
9 sept. 1985 2 rebula 71 -odkrivanje ArMV zavod za vizuelno
julij 1986 1 indikatoriji 6 -ponovitev testa za zadtitu bilja in spektro-
stare sorte 3 ArMV (FPZ Zagreb) fotometriéno
10 junij 1988 3 refoik 54 -odkrivanje GFV in GLRaV Center za krompir spektro-
rebula 32 -elite in tipi za GFV Komenda (KIS) fotometri&no
11 julij 1989 2 stare sorte 16 -odkrivanje GFV - Center za krompir spektro-
rutinski test Komenda (KIS) fotometri¢no
refodk 12 -GFV vs GLRaV
12 oktober 1989 1 refosk 12 -odkrivanje GLRaV tip 1 Biologija spektro-
¥ametovka 15 (pomovitev serije) ( BF Ljubljana) fotometri&no
l. rizling 8

* vitete so ponovitve

** rezultati prikazani zdruZeno v prilogi
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Kot trdno osnovo, na katero vezemo antitelesa, sem uporabljala standardne
poly styrenske mikrotitrirne plosce s 96 vzor¢nimi luknjicami tuje (INOTECH-
BIOREBA) ali domace izdelave (GOLIAS). Uporabljala sem sveze oblozene
plosce ali take, ki smo jih z antitelesi oblozili nekaj mesecev prej in jih do
uporabe hranili pri -209C.

Inkubacijski ¢as in temperaturo (30°C - 7 h, 37°C - 4 h) sem prilagajala
poteku in obsegu dela. V nekaj primerih sem kot modifikacijo uporabljala
polovi¢no kolitino reagentov (100 {I) na vzorec.

Zaradi zanesljivosti postopka sem vsak listni ekstrakt (=vzorec) testirala v
dveh sosednjih luknjicah (leva in desna ponovitev testa). Pri spektrofotometricnem
odc¢itku sem vzela srednjo vrednost obeh odc¢itkov. Vec¢je odstopanje med levim
in desnim odc¢itkom je znak napake (robni efekt, napacno oblaganje, prelivanje
vzorcev pd.). Na vsaki plos¢i so bili poleg 43 vzorcev vedno se kontrolni
vzorci in sicer: K+ (pozitivni vzorec), K~ (negativni vzorec - listni ekstrakt trte
preverjeno brez okuzbe, npr. indikator St. George za GFV) in vc¢asih e vzorec
cistega ekstrakcijskega pufra.

Poleg odcitavanja rezultatov na oko po spremembi barve, sem v nekaterih
primerih lahko uporabljala tudi ¢italec - spektrofotometer (Dynatech Microplate
Reader MR 700). V prilogi 4 je kopija od¢itka.

Za dokazovanje trtnih virusov nimamo domacih serumov. Na voljo sem imela
reagente, ter serume (IgG in conjug. 1gG, AP-1gG poliklonalni serum) svicarske
izdelave (BIOREBA AG).

2.4.2 Metode za interpretacijo rezultatov

V testih, kjer smo obarvanje plos¢ odeitavali na oko, sem po dogovoru vse
sumljive (slabo vidne) reakcije ponovila in po ponovitvi v primeru +/- reakcije
upostevala, da je test pozitiven.

Pri spektrofotometri¢nem od¢itavanju sem za vsak primer posebej na tri nacine
izracunala mejo med pozitivnimi in negativnimi vzorcid 2x K™ ali 3xK~, ter iz
povprecne vrednosti odcitka v skupini negativnih vzorcev (;‘neg]- To skupino
sem izbrala na podlagi odcitkov kontrolnih vzorcev. meja ali lo¢nica med
pozitivhimi (virusnimi) in negativnimi (zdravimi) vzorci (E*/E") je 3x Xneg ali
4x Xpeg- Podoben izracun je s postavitvijo standardne deviacije za skupino
negativnih vzorcev, meja je pri )‘(neg+3sd (ali X + 4sd= kjer je sd + ... , n je
stevilo testov (37).

Pri interpretaciji rezultatov koristi tudi prikaz le-teh s frekven¢no distribucijo
(histogram) za posamezno plos¢o ali skupino testov (80). Za absorbcijske
vrednosti (OD - optical density) sem izbrala ustrezen interval (0,1 ali 0.2 enote)
in vanje razporedila rezultate glede na pogostost pojavljanja. S tem nac¢inom sem
prikazala smiselnost izracunavanja lo¢nic po razlicnih metodah (E*/E~) za nekaj

znacilnih serij.
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3 REZULTATI
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3.1 UPORABNOST ELISA TESTA ZA ODKRIVANJE GFV

Na podlagi obsezne literature in prvih razpolozljivih serumov sem preizkusila
ELISA test za GFV.

3.1.1 Tehni¢ne zahteve testa in njegova zanesljivost

V prvi seriji testov sem dobila rezultate povsem odgovarjajo¢e Zze znanemu
GFV statusu testiranih trsov. Vse ponovitve na mikrotitrirnih plos¢ah so se
ujemale. Pozitivhe kontrole so reagirale z moc¢nim, jasno rumenim obarvanjem
2e nekaj minut po dodajanju enzimskega substrata. Nobena od negativnih kontrol
ni dala obarvanja.

Plosce, predhodno oblozene z antitelesi, hranjene nekaj dni do dveh mesecev
pri -209C, so dale enako dobre reakcije kot sveze oblozene, razen v primeru,
da smo jih uporabili direktno iz zmrzovalnika, takrat niso reagirali niti pozitivni

kontrolni vzorci (serija 2).

Dve kombinaciji dolzine trajanja inkubacije in temperature (2 uri na 37°C ali 4
ure na 320C) sta dali enako dobre rezultate, prilagodila sem jih poteku dela.

Pri dodajanju 100 ul reagenta na bazen namesto 200 pl sem dobila pri istih
vzorcih enako jasne reakcije.

Mikrotitrirne plosce domace izdelave so pokazale nekaj ve¢ odstopanj med levo
in desno ponovitvijo testa. Pri domacih plos¢ah smo odkrili vel mehani¢nih
poskodb in odstopanja pri dimenziji bazenckov.

Med ekstrakcijskimi pufri za GFV so enako dobro reakcijo dali pripravljeni
BIOREBA preparati kot tudi pufri z dodatkom nikotina.

Za potrditev uvajanja ELISA testov v selekcijo sem potrebovala podatek o
zanesljivosti odkrivanja GFV. V stevilnih ponovitvah znotraj serije, med serijami
v zaporedju, med razlicnimi sortami in med razli¢cno okuzenim materialom,
sem dobila podatke o zanesljivosti testov, kot jih kaze tab. 4.

Od 55 trsov, ki sem jih veckrat testirala v isti ali v razli¢nih serijah, sem
dobila stiri take, ki so dali sumljivo +- reakcijo. Pri tem smo steli drugo in
vsako nadaljno ponovitev kot eno. Pri dveh trsih predvidevamo, da gre lahko
tudi za novo okuzbo, saj sta med drugo in sedmo serijo potekli dve leti. Iz
teh podatkov smo dobili tudi lastne pozitivhe in negativhe kontrolne trse
(npr. trsi Mlvz 2.5, Mlvz 2,6, Mlvz 2.9).
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Tabela 4: Zbirni prikaz rezultatov ponovljenih ELISA testov za GFV, po posa-
meznih trsih in serijah testov (1983-1985)

zap. trs serija (ponovitev) testa zakljucna
st. 1 5 3 Thi 3 > ocena E testa

Rb 2.10 + = sumljiv
2.16 + = sumljiv

2.25 —= =
2.26 = + nova okuzba**
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* serija 5 je izguSCena iz primerjave ker je slo tam za vzorcenje v septembru,
{(i %_Ell ne obravnavamo za enakovredno zaradi nizje koncentracije GFV v
istih;

* lmoZnost nove okuzbe v vinogradu, ¢asovni razmik serije "2" in "7" je dve
eti.
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3.1.2 Interpretacija rezultatov

Prva odcitavanja smo opravili vizuelno - s prostim ocesom po obarvanju.
Sumljive ali slabo vidne reakcije smo ponovili, vendar jih nikoli ni bilo ve¢ kot
2-3 na plosco.

V seriji 7 sem prvi¢ primerjala vizuelne in spektrofotometri¢cne odcitke. Spektro-
fotometricne odcitke, razvrscene po velikosti od najvisjega do najnizjega, sem
uporabila za izracun praga med pozitivnimi (GFV/E*) in negativnimi (GFV/E")

vzorci, tab. 5.

Primer 1:
Ce za velikost razreda negativnih vzorcev vzamemo n=26 (vsi vzorci, ki dajo
odeitke nizje od tistega za ekstrakcijski pufer), in je Xneg Povprecna vrednost
odc¢itka za razred negativnih vzorcev, dobimo:
Xneg = 0.131 prag a = Xpeg + 3sd
sd = 0.0237 = 0.201

prag b =Xpep + 4sd
= 0.224
prag d = 3 X Xpeg = 0.393

Glede na razlitno izbrane kriterije se giblje meja E*/E~ od zap. st. 20 do
vkljueno zap. §t. 25. Torej imamo 3%est vzorcev, ki so lahko napacno pozitivni ali
napac¢no negativni. V tej skupini je tudi vizuelno dolo¢ena meja. Med 3zestimi
neopredeljenimi vzorci so se trije (Rb 5.54, 5.86 in Mission) v drugih testih
pokazali kot negativni, en vzorec (Mlvz 2.13) pa kot pozitiven za GFV. Dveh
vzorcev iz sondiranja (Rb, V) nismo mogli ponoviti. Meja navzgor proti pozitivnim
vzorcem je dokaj ostra (0,518/0,399), meja navzdol pa ne (0,203/0,194).

Vrednost za ektrakcijski pufer je dokaj visoka in blizu E*/E~. Ce vzamemo to
vrednost in jo mnozimo s 3 (0.516), pridemo ze v obmocje pozitivnih vzorcev

kot je mlvz 2.3.

Visoke vrednosti kazejo na nespecifi¢cne reakcije (background), ki pa so dokaj
enake za vsako posamezno plosco ali celo serijo.
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Tabela 5: Primerjava spektrofotometritnega odcitavanja ELISA testov za GFV
(%= 405 nm) in vizuelnega odcitka po rumeni barvi (viz +; viz -;
viz + -), ter izra¢un praga, serija 7, 1985

zap. trs oznaka odcitek meja po
st. spektrofotometri¢cno vizuelno izracunu
1 Mlvz 2.10 1.778 *

2 27 1.762 ¥

3 29 1.672 *

4 Pinela 217 1.599

5 Mlvz 2.6 1.504 ¥

6 2.16 1.493 +

7 2.19 1.484 4

8 Rb 3.9 1.390 +

9 2.30 1.314 ¥

10 Mlvz 2.3 1.280 *

11 Rb 3.42 (nora) 1.279 ¥

12 302 1.279 *

13 2.60 (nora) 0.955 ¥

14 6.42 (nora) 0.840 *

15 6.31 (nora) 0.751 +

16 2.26 0.719 ®

17 Rb 4 V 0.685 +

18 " V(enacije) 0.548 ¥

19 Mlvz 2.3 0.518 +

21 Rb 1V 0.276 +
22 " SV 0.234 e c = vizuelna meja
23 ’ 5.54 0.232 b

24 Mission 0.226 - b = Xpeg + 4 sd
7 R 314 0:19% -

: : a=x +

27 Zelen 5 0.183 = neg + 3 sd
28 Rb 3V 0.175 -

29 Eks.pufer 0.172 -

30 Rb 3.66 0.168 -

31 " 2.81 0.168 -

32 Mlvz 2.20 0.161 -

33 Rb 5.35 0.159 B
34 e 2.93 0.147 -

35 " 2.22 0.146 -

36 i 7.43 0.145 =

37 " 3.35 0.144 -
38 Salt Creek 1 0.137 5

39 Rb 3.31 0.134 -
40 " 2.10 0.133 -

41 " 4.88 0.132 -
42 S0O4-2 0.132 -
43 Rb 1.13 0.130 =
44 " 115 0.129 =

45 " 1.39 0.112 e

46 LN 33 1 0.111 -
47 Rb 3.15 0.108 =
4.8 2.80 0.108 -
49 Do RidFe 1 0.105 =
50 420 A 0.105 =

51 Rb 2.87 0.103 -

52 " 2V 0.103 ~
53 " 6.37 0.100 -
54 Baco22A 1 0.095

Vzorci rebule z oznako V (1 V - 5 V) so iz sondiranja cepi¢ev v trsnici, 10 rozg
istega snopa je en vzorec.
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Na podlagi podatkov iz tabele 5 smo v grafu 1 predstavili frekventno porazde-
litev od¢itkov za ELISA-GFV reakcije. Krivulja negativnih vzorec ne predstavlja
normalne razporeditve. Velik "rep” v desno oz. velika disperzija vzorcev
predstavlja problem pri postavitvi praga. Odcitavanje za kontrolni pozitivni
vzorec dale¢ odstopa od vrednosti za neopredeljene vzorce.

frekvei{ma

30 *F&)L

20 - T ¥ XjepF 3sd=0:201
b # Xpegt4sd 7 0.224
c 3 mejaipri vizuelnem odc¢itavanju
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»u/.[/ Mlvz2.9-(K*)
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Graf 1: Histogram rezultatov ELISA za GFV, 54 vzorcev (rebula-selekcija A.v.,
podlage, indikatorji, E* kontrole - tabela 5) puscice oznacujejo izracu-
nane E*/E~.

Primer 2:

Pri podlagah, kjer je en vzorec predstavljal ve¢ trsov, je po razli¢nih kriterijih
izbrana meja E*/E~ zelo siroka in obsega 16 neopredeljenih vzorcev, ki so
napa¢no pozitivni ali napa¢no negativni, tab. 6.

Pri negativhem vzorcu n=21 (zap.st. 29) so meje naslednje:

Xnheg = 0.180 prag a = Xneng 3sd =0.215
sd =0.0115 prag b = 3Xp = 0,489
prag ¢ = 3Xpeg = 0.540
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Tabela 6: Spektrofotometri¢no od¢itavanje rezultatov ELISA za GFV (A =405 nm)
pri podlagah vzorcenih iz trsnice in izracun praga, serija 7, 1985

Zap. st. trs/oznaka odcitek meja po izra¢unu
% Mlvz 2.9v 1.351
2 Pinela 2.17 1.169
3 Mlvz 2.7 1.116
4 podlage: 3309C-1c 0.519 b ¢
5 S04 -5¢ 0.424
6 3309C-1d 0.418
7 S04-2b 0.406
8 S0O4-3b 0.348
9 SO4-2a 0.346
10 K5BB-8a 0.331
11 SO4-5a 0.326
12 KSBB-9a 0.321
13 KBBB-8b 0.320
14 420A-11c 0.267
15 SO4-4c 0.258
16 K5BB-6¢ 0.256
17 3309C-1b 0.242
18 SO4-5d 0.228
19 KSBB-9d 0.223
20 SO4-4a 0.219 a
21 K5BB-6d 0.214
22 KSBB-7a 0.213
23 KSBB-8c¢ 0.212
24 3309C-1a 0.210
25 420A-11d 0.205
26 K5BB-9b 0.203
27 420A-11b 0.199
28 420A-10c 0.197
29 K5BB-7b 0.196
30 SO4-4b 0.193
31 S0O4-3a 0.190
32 S04-3c¢ 0.190
33 KSBB-9c 0.189
34 KS5BB-6b 0.189
35 K5BB-7a 0.187
36 S04-2¢ 0.186
37 SO4-2d 0.186
38 S0O4-4d 0.182
39 420A~10b 0.180
40 K5BB-6a 0.180
41 KS5BB-9d 0.179
42 S0O4-3d 0.176
43 420A-10a 0.175
44 K5BB-7c 0.175
45 Ekstr.pufer 0.172
46 420A-11a 0.170
47 420A-10d 0.167
48 Ekstr.pufer 0.163
49 SO4~5B 0.148

* Zap.5t. 1,2,3 so pozitivne kontrole
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Graf 2: Histogram rezultatov ELISA za GFV za 46 vzorcev podlag in 3 E*
kontrole vzorcev, (tabela 6), puscice oznacujejo E¥/E~ vrednosti

Meja (E*/E~ = 0.219/0.214) je zelo nejasna in spet gre za primer, da sondirani
vzorci nastopajo z visokim nepojasnjenim ozadjem.

Iz histrograma (graf 2) bi sklepali na isto visoko nespecifi¢no ozadje pri odcitkih
za podlage - torej za napa¢no pozitivne vzorce ali za napatno negativne vzorce.
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Primer 3:

Ker so za razlitno ozadje v spektrofotometri¢nih od¢itkih lahko vzroki v raz-
licnosti testiranega trsnega materiala (sorta, starost lista), smo se odlocili na
eni plosci testirati izenacen elitni material z vecjim stevilom pozitivnih vzorcev)
tab. 7.

Pri negativhem vzorcu n =12 (vse vrednosti, ki so manjse ali enake vrednosti
za negativno kontrolo - K~ Rupestris), je meja E*¥/E~ naslednja:

Xneg = 0.024 prag a =3 X Xpeg = 0.072

Meja E*/E~ je zelo ostra (0.523/0.038), neopredeljenih vzorcev ni, se pa iz
histograma (graf 3) vidi divergenca med pozitivnimi kontrolnimi vzorci. Delno
lahko tako ugoden rezultat pripisemo standardizaciji postopka.

Tabela 7: Spektrofotometricno odéitavanje rezultatov ELISAza GFV (l= 405nm)
pri rebuli (elite) in pri pozitivnih® (E ) trsih, serija 8, 1988

zap. &t. trs /oz naka odcitek izracunani prag
1 rebula 8.2 1.073
2 35 1.069
3 6.3VBG 0,977
4 6.51 0.977
5 379 0.927
6 4.38 0.944
7 8.6 0.903
8 K*Mlvz 2.9 0.876
9 89 0.844
10 5.7VBG 0.829
1 1.48VBG 0.822
12 3.66 0.798
13 2.59 0.531
14 2.34 0.523 a
15 (rebula-elite)1.18 0.038
16 2.11 0.037
17 1.32 0.035
18 2.43 0.034
19 2.15 0.034
20 2.16 0.034
21 2.32 0.033
22 1.33 0.031
23 K Rup 0.030
24 1.15 0.030
25 5.53 0.029
26 2.19 0.028
27 5.32 0.027
28 315 0.027
29 2.25 0.025
30 1.38 0.024
31 4.39 0.023
32 8.15 0.020
33 9.18 0.016

34 7.16 0.011
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Graf 3: Histogram rezultatov ELISA za GFV, 34 vzorcev (rebula elite in E*
kontrole, tabela 7)

Rutinski postopek za evidenco in interpretacijo rezultatov testiranja v postopku
selekcije je prikazan v prilogi 4

3.1.3 Cas vzortenja in vrsta materiala za ELISA teste

Zaradi razlicne koncentracije virusnih delcev v listih v razlicnem ¢asu je pri-
porocljivo jemati vzorce mladih vrhnjih listicev v ¢asu od maja do konca junija,
ali mladih listicev iz siljenih rozg (50, 97).

V seriji 5 sem preizkusila zanesljivost ELISA testa kadar vzor¢imo starejse
(jesenske) liste. V dveh primerih od devetih pri pozitivnih trsih v jeseni istega
leta nismo dobili reakcije na GFV. Nekatere trse sem retestirala se v kasnejsih
serijah in med skupaj 25 vzorci odkrila 3 napatno negativne (%), tab. 8.

Septemberski test sem vzela kot manj zanesljiv in pri kon¢ni odlocitvi o GFV
okuzbi pri posameznih trsih nisem upostevala rezultata serije 5.
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Tabela 8: Primerjava rezultatov testiranja (ELISA)} za GFV ob vzorcenju maj -
junij vs. september, v istem letu in/ali kasnejsih letih

zap. trs/oznaka vzorcenje 1983 referenca 1984-1988
&t maj/ junij september maj/ junij
1 Rb 1.15 - ~ ~

2 1.32 - ~

3 1.38 - -
4 1.48 VBG + +

5 2.34 + + +
6* 2.53 + -

7 3.5 VBG + +

8 3.15 - - -

9 3.42 VBG + + +
10 3.66 * + +
1* 4.38 + - +
12 4.39 - - -
13 4.40 - -

14 5.13 + +

15 5.20 - - -
16 5.38 - -
17 5.46 - -
18 - 5.50 - -
19 5.54 - -—
20% 6.42 VBG - +
21 6.51 VBG + +
22 6.52 VBG + +
23 6.61 - -

24 zelen S + +

25 mlvz 2.9 + + ++4

Opazila sem, da pri pripravljanju listnega ekstrakta vzorci starejsih listov
mnogo hitreje oksidirajo in je treba ¢as od ekstrakcije do oblaganja plosec z
rastlinskim ekstraktom c¢im bolj skrajsati.

V primeru, da nimamo na razpolago svezih listov trte, le-te lahko zamrznemo.
Pri nekaterth kontrolnih pozitivnih trsih (Mlvz 2.6, Mlvz 2.9} sem iz takih
vzorcev redno dobila GFV pozitivnho reakcijo. Pozitivho je reagiral tudi sok
grozdne jagode teh trsov testiran nekaj dni pred trgatvijo.

Tudi neodgnana ali komaj vzbrstela ocesa GFV okuzenih trt so dala pozitivho

reakcijo.

V poskusu, da bi odkrila GFV v vzorcu floema in lesa, nisem uspela. Uporabljala
sem le PBS-nikotinski ekstrakcijski pufer, ki je po nekaterih avtorjih uporaben
le za ekstrakcijo virusa iz listov (97).

GFV sem odkrila v listih metlike Chenopodium quinoa, ki smo jih okuzili
mehanicno s sokom trte Mlvz 2.6, Enak rezultat sem dobila, ¢e sem testirala
sveze liste metlike ali liste, ki smo jik po okuzbi hranili §tiri mesece pri -20°C.
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3.2 SELEKCIJA MATICNIH TRSOV cv. ' REBULA'
3.21 Vrednotenje rezultatov pozitivne selekclije z ELISA testi na GFV

Po petletni pozitivni selekciji sem v dveh naklju¢no izbranih skupinah dobrih
{P+) in slabih trt (P-) dobila sliko okuzenosti z GFV po testiranju z ELISA,
zbirni podatki so v tab. 9 (priloga 1b, c).

Tabela 9: Prekrivanje rezultatov pozitivhe selekcije in testov ELISA za GFV,
grupiranje po pozitivni selekciji.

ocena v Stevilo testov z reakcijo na GFV skupaj trsov
pozitivni

selekciji E- % E+ (%}

P+ {dobri trsi) _ 58 12 (17%)* 70

P- {slabi trsi} 29%*  (41%) 41 70

skupaj trsov 87 (61%) 53 (38%) 140

* krititna skupina trt (P+ E+) pri katerih zaradi dobrega pridelka jemljemo
cepice, ob tem pa prenasamo latentne okuzbe z GFV

*% Skupina (P~ E-) je sicer brez GFV okuzb, vendar je ne razmnozujemo
naprej, ker je proizvodno slaba (majhni pridelki, slabsi tip grozda, pre-
obeutljivost za suso, za gnilobo). Visok odstotek te skupine znotraj slabih
trsov kaze na nizko selekcijsko stopnjo obravnavanega materiala.

3.2.2 Zastopanost posameznih znakov kuzmne izrojenostl v E+ in E- skupini

Pri bolezni kuzne izrojenosti se pokazejo na trti zelo razlicni znaki, ki so
specificni odgovor rastline na dologten virus v danem okolju. Podrobnosti
interakcije teh treh elementov bi pojasnile marsikaj o odpornosti, maskiranosti
ali latentnosti bolezni po sortah, tipih, ipd. Pri rebuli smo raz¢lenili kompleks
znakov, potem ko smo z ELISA testom grupirali trte v dve skupini brez okuzbe
{E7), z okuzbo (E*), tab. 10.

Tabela 10: Zastopanost posameznih znakov bolezni kuzna izrojenost v E+ in E-

skupini, rebula, Ampelografski vrt, 1983-1986

st trsov z znaki

GFV brez dislocirana deformacije osipanje trs brez

okuzba znakov  vitica® lesa grozdja z
E+ 3 2 15 18 - 15 53
E- 6 22 23 7 ' 0 58

* samo ta znak
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Posebnosti, ki smo jih opazili so naslednje:

- pri trsih rebule z GFV okuzbo nikoli ne najdemo petersiljavosti listov, tako
tipicne pri nekaterih drugih sortah npr. malvaziji.

- okuzbe ne zavirajo rasti ("Reisigkrankheit”) celo nasprotno, pri trsih s
popolnoma osipanimi grozdi {"nora” rebula) je zaradi izostanka depresijskega
vpliva pridelka, rast %e bujnejsa.

- zelo veliko je primerov premaknjene (dislocirane) vitice in manjsih deformacij
lesa (krajsi medclenki), ki niso povezane z GFV okuzbo ugotovijeno z ELISA
testom.

3.2.3 Razlike v pridelku med selekcijskimi skupinami

Pridelek selekcijskega vinograda v Ampelografskem vrtu v letu 1982 je bil
6.800 kg ali 6.5 kg/trs in v letu 1983 5200 kg ali 5 kg/trs. V letih 1984 in
1985 je bil vinograd moc¢no poskodovan od toce. V skupinah 70 P+ in 70 P-
smo testirali razliko v pridelku po trsu {priloga 1b, ic):

Xp+ 531,95 Xp+ 7.60 kg/trs
Xp- 268,70 Xp- 3.84 kg/trs
d =3.08 s2 = 0.50

t =265 sd = 0.092

Razlika v pridelku je statisticno znacilna. Znotraj skupin je opaziti veliko
variabilnost, ki ni posledica zdravstvenega stanja in je tezko izbrati vzoréne
skupine, To variabilnost pripisujemo nizki selekcijski stopnji in neuspesnemu
ugotavljanju zdravstvenega stanja trt.

Poleg tega smo izracunali povpre¢ne vrednosti ostalih elementov rodnosti po
skupinah pozitivne selekcije in ELISA testov, tab 1.

Tabela 1}: Povpretne vrednosti treh elementov rodnosti (za n sttrsov v
skupini}, rebula Ampelografski_vrt, 1983

selekcijske skupine

element P+ P- P+E+ P+E-
rodnosti n=70 n=70 (59)* n=12 n=58
1. pridelek {kg/trs) 7.51 4.50* 6.80 7.90
2. teza 1 grozda {(g) 182 145 189 179
3. stev.grozdov/trs 46.5 31.5 37.4 49.8
* niso vitete VBG trte .
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3.2.4 Primerjava rezultatov biotestov in testov ELISA za GFV

Pri 25 trsih preverjenih po vseh treh metodah smo dobili 15 negativnih, osem
pozitivnih in dve sumljivi reakciji, tab. 12.

Zaradi enostavnosti prenosa GFV s sokom trte na zeljaste rastline smo vsako
leto vzporedno z indeksiranjem in ELISA testi uporabili te prenose kot prvi
izlocilni test.

Testi na Chenopodium spp., so dali se slabge rezultate kot indeksiranje. Od
12 E* trsov so pozitivho reagirali le stirje, pri dveh smo dobili negativne in
pozitivne, torej vprasljive rezultate, ostalih sestih GFV okuzb pa s tem testom
nismo izsledili.

Nobena od trt brez grozdja ni daia reakcije na zeljastih rastlinah, zato smo
krog testov v 1. 1986 razsirili §e na Nicotiana tabacum var. Samsun, Phaseolus
vulgaris (Top Crop) in Vigna sinensis (Midget). Za 10 trsov z GFV (E+)
reakcijo nismo nikjer dobili znakov.

Tabela 12: Primerjava rezultatov biotestov in ELISA testov za GFV pri cv. "rebula’,
Ampelografski vrt (1983 - 1985) za 25 trsov in njihove povpre¢ne
ocene v pozitivni selekciji (P)

Zap. trs P testi na indeksiranje ELISA
st. vrednosti zeljastih na Vitis rupestris za
rastlinah St.George GFV
1. 1.15 4.4 - - --
2. 1.18 2.8 - - -
3. 1.40 2.4 -- + +
4. 2.11 3.2 -+ ++ +
5. 2.13 3.2 - -
6. 215 1.8 - -
7. 2.19 1.8 -- - -
8. 222 2.8 +- - -
9. 2.28 1.4 -- + +
10. 35 * 1.2 -- - +
11 3.8 = 1.2 -+ - ¥
12 3.16 2.2 - - -
13 3.18 4.2 - - -
14 3.31 3.4 - = -
15 3.42% 1.0 - - +
16 3.65 24 -= - -
17 3.66 24 —+ + +
18 3.80 2.2 ++ ++ +
19 3.81 24 - ++ +
20 4.38 1.6 + +- +
21, 5.20 1.2 - - -
22. 3.21 1.6 + ++ +
23. 5.35 3.4 - - -
24. 6.9 2.2 + -+ +
25. 7.39% 1.1 - + +

* “nora rebula” - VBG
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Graf 4: Primerjava biotestov in ELISA testov za odkrivanje GFV, rebula, Ampelo-

1986), reakcije po P skupinah

grafski vrt (1983

rebula

Ugotavljanje in vrednotenje tipov cv. '

3.2.5

po nasih pregledih in meritvah

Ze Vertovc (91) je opisal vec tipov rebule

lo¢imo naslednje tipe:

kvalitetni tip)

B zelena rebula (masovni tip s slabso kvaliteto)

A rumena rebula (zeleni,

C zelena osipka (slaba po koli¢ini in kakovosti)

C rumena osipka (z zelo malo pridelka, visoki sladkoriji)

VBG

D nora rebula (nerodna, bujne rasti, moski cvet) -

Podatki o koli¢ini in kvaliteti pridelkov, tab. 13, kazejo, da ima tip A kolicinsko

pridelek nad povprecjem in vendar visoke sladkorne stopnje. Variabilnost med
leti in med trsi je najmanjsa. V susnih letih 1983 in 1988 grozdje tega tipa ni

venelo. Tip spoznamo po valjasto-kopastem grozdu z enako velikimi rumen

jagodami, brez drobnih slabo oplojenih, zelenih jagod (sl.

imi

2).
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Zeleni tip (B) ima velik piramidalen grozd, ¢esto z moc¢nim prigrozdom.
Jagode so zeleno-rumene barve, v konici grozda ¢esto drobnejse, manjie
nedozorele jagode je najti tudi v ostalih delih grozda. Ob susi grozdje vene in
ne dozori. V pozitivhi mnozicni selekciji ta tip dobiva visoke ocene, ker najvec
rodi.

Tabela 13: Podatki o pridelkih pri razli¢nih tipih rebule, Ampelografski vrt, 1988

pridelki po trsu kakovost pridelka

zap. stev. teza povp. | pridelek |teza (g) | sladkor |skupne tip
s5t. |trta | grozdov| grozda (g} | (kg) 100 jagod | Oe kisl.(g/1)

-1 1.15 38 195 7.40 197 65 10.9 B
-2 118 3 123 3.80 180 84 - 132 ?

3 120 22 207 4.35 164 72 109 C

4 132 30 238 7.5 277 66 1i.4 ?

5 1.61 33 200 6.60 240 75 9.3 A

6 2.5 10 160 1.60 229 73 i1.4 c-C

7 226 29 219 6.35 259 75 7.6 A

8 2.34 32 150 4.80 215 65 1.1 B-C

g 2.43 38 292 Hia 240 74 11.3 A
10 2.74 41 207 8.50 258 70 10.8 A-B
11 3.4 44 197 8.70 194 69 10.3 B
12 3.18 47 200 9.40 239 73 10.2 A
13 3.22 33 200 7.00 240 74 9.7 A
14 331 10 130 1.30 308 83 9.3 C
15 356 39 141 5.50 216 71 10.4 B-C
16 3.72 15 147 2.20 247 73 10.0 C
17 3.80 22 157 3.45 199 61 10.7 C
18  3.81 41 176 7.20 219 73 9.6 A-B
19 4.27 41 222 9.10 216 66 11.8 B
20 435 10 120 1.20 307 80 8.8 C
21 4.52 28 159 4.45 260 74 10.7 Cc-C

Trgatev je bila 21. septembra

Tip zelene osipke (C) je po obliki grozda podoben prejsnjemu, vendar je
manjsi in ima ve¢ drobnih nedozorelih jagod. Stopnja osipanja je iz leta v leto
razlitna pri istem trsu.

Rumena osipka (C) tma v grozdu le nekaj debelih rumenih jagod z visoko
stopnjo sladkorja, ostale jagode so drobne ali kmalu po oplodnji odpadejo,
pridelki po trsu redko presezejo 2 kg.

Tip nore rebule (D) smo opazovali zaradi hipoteze, da je popolna nerodnost
povezana z okuzbo z GFV. Druga predpostavka je, da gre za kombinacijo
klonske linije, ki ima obenem z gensko "napako” {moski tip cveta) e okuzbo
GFV. Ker trsi niso rodni, smo jih ovrednotili le po cvetu in prirastu lesa.

Ob c¢vetenju ima nora rebula normalno razvita socvetja, kabrnike. V letu 1985
sem nastela pri 10 trsih tega tipa povpretno 22 socvetij na trs, pri tipu A pa 18.



44
KOROSEC-KORUZA Z. Proucevanje ustreznih metod za odkrivanje viroz vinske
trte ... v selekciji. Disertacija, Zagreb, 1990

Povpre¢na dolzina socvetja je bila pri nori rebuli 7,9 cm pri rumeni rebuli pa
11 cm. Kapice odpadajo od 3 do 9 dni kasneje kot pri ostalih tipih ali pa sploh
ne odpadejo in porjavijo. Pri natanénem pregledu socvetij sem opazila, da je
zenski del cveta deformiran ali zakrnel v razlicnih stopnjah in obsegu, ¢emur
tudi sledi razli¢na stopnja osipanja in izpada pridelka. Na isti trti se pojavijo
lahko tudi grozdi z nekaj jagodami. Prehodne oblike deformacij so:

- zakrnela, razklana ali bradavicasta brazda,

- plodnica brez brazde in delno zakrnel vrat plodnice,

- samo ostanki zakrnele, bradavicaste plodnice (sl. 3).

Prasniki so normalno razviti, pelod preverjen v letu 1985 za 15 trsov je bil
normalno kaljiv v primerjavi s pelodom ostalih tipov. Trsi so zelo bujni z
moc¢nimi rozgami. Povpretna teza porezanega lesa na trs pri obremenitvi 30 oces
je 6,8 kg, pri elitnih trsih pa le 4,20 kg. Vecina cepicev nore rebule preseze
zgornjo doloceno mejo debeline, to je 12 mm.

V selekcijskem vinogradu Ampelografskega vrta je med 800 pregledanimi trsi
26 trsov tega tipa (3.2%). Med 15 trsi testiranimi na GFV jih je 14 dalo jasno
E+ reakcijo v dveh ali treh ponovitvah, en trs je dal sumljivo (+ in -) reakcijo.
V ostalih selekcijskih vinogradih je tega tipa nekoliko manj.
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3.3. ODKRIVANJE GFV V MATERIALU KLONSKE SELEKCIJE, STARIH SORT
IN PRI VZORCENJU V TRSNICI - ELISA TEST

V selekcijskem vinogradu Kriko smo testirali klone - kandidate. Od 3estih trsov
zametovke (dva klona 12/6 na SO4 in &tirje kloni 3/4 na SC) ni nobeden dal
pozitivne reakcije, trta (KV 47) z osipanimi grozdi iz standardne populacije pa
je pokazala GFV okuzbo. V gestih letih ni bilo reinfekcije. Tudi 3tirje trsi laskega
rizlinga kl. 178 so se pokazali zdravi glede na GFV - ELISA test.

Med cepici rebule {Rb 1V-3V) iz mati¢nih vinogradov {Preserje, Zalosze) je dal
pozitivno reakcijo na GFV | snop, dva vzorca sta bila sumljiva in dva negativna.
Pri taki okuzenosti je premalo sondiranje 10 rozg/snop. Vzorec trte z znacilnimi
enacijami na sprednji strani lista je reagiral pozitivho na GFV.

Pri cv. ' beli pinot’ (mati¢ni vinograd Preserje) smo pri 22 vzorcih {11 snopov
cepictev) odkrili 2 E+ vzorca za GFV. V primeru pridelave bi retestirali dva snopa
(a 50 rozgl), to je 100 vzorcev, skupaj 122 vzorcev namesto 550 potrebih pri
nesondiranem vzorcu.

V edinem maticnem vinogradu cv. *zelen’ (Slap pri Vipavil sem med 63 testi-
ranimi vzorci nasla mnogo manj GFVokuzb kot je bilo pritakovati glede na
pogosto osipanje grozdja. Med 54 P+ vzorci sta dva dala pozitivno reakcijo na
GFV, med 9 P- trsi z mo¢no osipanimi grozdi pa je bil en trs z GFV ELISA
pozitivno reakcijo. Pozitivna selekcija tu ni nacin za odkrivanje GFV, ampak za

genetsko slabe trse.

Pri podlagah iz certificiranega materiala (420 A, SO4, K 5BB, Ampelografski
vrt, Bazni maticnjak - Titograd) nisem nasla okuzb GFV, torej po 10 letih ni
bilo reinfekcije preko tal, ceprav so bile v bliznjem vinogradu najdene nematode
prenasalke GFV {46).

Pri podlagah vzortenih v trsnici (tab. 6, graf 2) ob najbolj kriti¢ni postavitvi
lo¢nice E*/E~ dobimo od skupno 46 vzorcev en GFV - ELISA pozitiven vzorec
(3309C-1c). V primeru, da predvidevamo ob sondiranju razredcitev virusa, ki ni
vec detektibilna z ELISA testom, ponovimo test za vet vzorcev npr. za OD
vrednosti od 0,348 do 0.242..

Med starimi neselekcioniranimi sortami (genska banka) sem pri 22 vzorcih nasla
15 GFV - ELISA pozitivnih, kar je najvsji odstotek od vseh testiranih skupin.
Vedno so te okuzbe povezane s slabim pridelkom, predvsem z osipanimi ali
drobno zrnatimi grozdi ali krizasto jagodo. Pri vitovski grganji sem pri okuzenih
trsih poleg krizaste jagode nasla v cvetu podobno zakrnelo plodnico kot pri
trsih nore rebule.
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34 ODKRIVANJE ArMV Z ELISA TESTOM

Zaradi moznosti latentnih okuzb z virusom mozaika Arabis-a (ArMYV) in zaradi
njegove potencialne vloge v sinergisticnem delovanju z GFV ali z drugimi
virusi sem opravila dve seriji testov na oba virusa (serija 9). Za rebulo so
prikazani rezultati zbirno pod serijo 9 (priloga 1).

V prvem testiranju rebule na ArMV sem le v enem primeru odkrila oba virusa.
Prekrivanje okuzb je v tab. 14.

Tabela 14: Mesane okuzbe z GFV in ArMV pri cv. rebula, Ampelografski vrt,
1985, ELISA test

GFV stevilo trsov z reakcijo

ArMV + - +- skupaj
+ 1 0 1 2
= 24 30 3 57
+- 2 7 3 12
skupaj 27 37 7 71

Drugic v letu 1986 sem ponovila test na ArMV pri 29 trsih, vendar sta od 2
trsov, ki sta prej reagirala pozitivno na ArMV, oba dala negativno reakcijo.
Tudi na novo odkritih okuzb ni bilo.

Pri 59 testiranih trsih cv. 'zelen' sem nasla 2 pozitivni reakciji na ArMYV, trsa
nista nosila GFV okuzb. Za pozitivho kontrolo sem imela le okuzeni material
hmelja, odctitavanja so bila le vizuelna.
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3.5 UGOTAVLJANJE BOLEZNI RAZBRAZDANJA LESA (GSP} IN ZVIJANJA
LISTOV {GLR}

Omenjeni bolezni nastopata v kompleksu, ki 8e ni povsem razjasnjen in so
prikazani rezultati le prva stopnja v iskanju povezav in vzrokov zanju.

351  Znaki in obseg bolezni pri cv. 'refodk’ - morfologka selekcija

V selekcijskem vinogradu Sveto (Komen) sem med 960 pregledanimi trsi cv.
' refosk’ nasla 18 takih z znaki razbrazdanja. Tipicnega zvijanja listov ni bilo,
veliko je trsov s predcasnim rdecenjem. V pregledu zdravstvene selekcije sem
locila tri razlicice obarvanja; e TP S
a) listna povrsina predcasno rdeci, pas ob zilah ostane zelen, list naguban in
krhek,

b) listi so predtasno svetlo do bakreno rdeci po vsej povrsini, = - . .xii rat.
¢) listi postanejo predcasno temno rdeci po vsej povrsini N O
Pri razbrazdanih trsih gre predvsem za globoko zlebicavost ali jamni¢avost na
podlagi (verjetno KSBB), redkeje na zlahtnem delu trte.

V selekcijskem vinogradu Tomaj, kjer je cv. ' refosk’ sajen na razli¢nih podlagah,
sem ugotovila veliko $tevilo prizadetih trsov, vendar v odstotkih najmanj pri
podlagi K5BB, tab. i3.

Tabela 15: Trsi z znaki razbrazdanja, cv. ‘refosk’ Tomaj (Vodopivec M.},
1985-1988 po podlagah.

podlaga §t. pregledanih st trsov z znaki razbrazdanja X P
trsov skupaj na podlagi zgoraj oboje

K S5BEB 30 15 1 0 16 )

Rupestris du Lot 82 22 7 1 30 37

SO 4 : 27 7 4 .0 11 40

420 A ' 83 19 10 2 31 37

Skupaj 502 63 22 3 88 17.5

V mladem vinogradu v Tomaju (Skrlj), ki je v 1. 1979 imel 19% propadlih trsov,
se je do leta 1984 propadanje ustavilo. Na 18 trsih indikatorjev, ki smo jih leta
{981 v tem vinogradu podsadili nisem opazila zadebelitve mladik, le na enem
trsu LN 33 sem opazila rahlo rdecenje listov. V letu 1983 je lastnik prazna
mesta in indikatorje podsadil z drugo sorto, tako da nadaljne spremljanje ni
bilo mozno. Pri pregledu istega vinograda v letu 1988 sem med 1200 trsi nasla
204 take z znaki razbrazdanja, kar je 17%. skoraj enako kot pred 10 leti.
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Od znanih znakov bolezni GLR lahko pri cv. 'refosk’ opazimo le predcasno
rdeCenje. Listi se ne uvijajo. Nasli nismo nobenih zvez med pogostostjo znakov
razbrazdanja in predc¢asnega rdecenja listov.

3.5.2 Povezave GSP z boleznijo kuzne izrojenosti - GFV

V seriji 1 sem opravila ELISA test na GFV za devet trsov cv. 'refosk’, ki so
imeli v vinogradu znake razbrazdanja, noben trs ni dal pozitivne reakcije. Dva
trsa z moc¢no osipanimi grozdi in petersiljastimi listi sta reagirala na GFV
pozitivno. Vse trse, ki so bili v ELISA testu na GLRaV tipe, smo testirali tudi na
GFV. Spet med razbrazdanimi trsi ni bilo okuzb z GFV. V petih ponovitvah teh
testov sem dobila enake rezultate.

Za razliko od rebule so GFV pozitivni trsi cv. 'refosk’ prizadeti v rasti, zato
so lahko obremenjeni le z dvema &paronoma in jih ponavadi iz razmnozevanja
izloci 2e pravilno opravljena mnozic¢na pozitivna selekcija. Pogosto se kot znak
GFV pojavijo tudi petersiljasti listi.

353 Znaki in obseg bolezni pri cv. Zametovka - morfoloZka selekcija

Znaki GLR, predvsem predcasno rdecenje listov, so bili znani pri tej sorti v
toliksni meri, da smo predvideli, da gre za popolno okuzenost kultivarja in za
indikatorske sposobnosti zametovke (52). Sorta se odlikuje po neenakomernem

dozorevanju in zelenih jagodah v dozorelem grozdu.
Bun -

V selekcijskem vinogradu Stara vas {Sentjernej) je med 440 trsi tezko najti v
C¢asu trgatve takega brez obarvanih listov. Obzilni pas je vedno zelen, listi se
delno uvihavajo navzdol.

Razbrazdanje se pojavi na podlagi, veckrat v obliki drobnik povezanih vdolbinic
na lesu. Marsikdaj je skorja gobasta in tezko loc¢ljiva. Med 440 trsi je bilo 87
trsov (20%) s temi znaki.

as4 Indeksiranje na GSP in GLR bolezni

Obseg in rezultati indeksiranja v letih 1984 - 1988 so v tab. 16. Stevilo indika-
torjev z znaki smo dobili po treh letih opazovanja.

Iz rezulfatov je razvidno, da imamo pri obravnavanih trsih zelo kompleksno
sliko bolezni razbrazdanja lesa in zvijanja listov. Rezultati morfoloske selekcije
se ne ujemajo s sliko GSP - GLR kompleksa kot jo dobimo po diferencialnem
indeksiranju.
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Uspeh cepljenja {cca 20%) je prenizek, da bi pri majhnem &tevilu nacepljenih
indikatorjev lahko postavili zanesljivo diagnozo bolezni. Vendar je bilo pri
ve¢ini trsov s hujsimi znaki bolezni (zametovka) tezko narezati vec kot IS
cepitev/trs, ter so prikazani rezultati iz dveh ali treh let zapored.

Pri indikatorju Rupestris St. George je bilo cepljenje bolj uspesno tudi zato,
ker ima sposobnost mocnega odganjanja specih stranskih oc¢es in se mnogo
boljse obnese pri cepljenju kandidat/indikator. Pri ostalih dveh indikatorjih
spodnja ocesa ob siljenju pogosteje propadejo.

Tabela 16: Zbirni rezultati indeksiranja na GLR - GSP kompleks za refosk in
zametovko, 19841988

indikator

Zap. Trs Morf Rupestris LN33 V. vinifera bolezen
at. oznaka selekc A - B A - B A -B (Martelli)

1 ref 3.2(Skrlj} GSP 5/3 3 5/2 0 - - Rup-S_l-’_

2 347 " GSP 1072 1 5/0 0 5/1 1 Rup-SP+GLR

3 4.17 0 15/0 O /0 0 5/0 0 neuspelo

4 4.35 0 10/4 0 1071 0 5/1 0 0

5 ref 7.35(selJGSP+GLR 8/3 3 5/2 2 872 0 Rup-SP+CB

6 7.41 GLR 106/2 0 5/1 1 - - CB

7 8.78 8/4 0 1072 0O - - 0

8 8.80 GSP+GLR?} 1072 O 5/1 1 - - CB

9 8.81 0 6/3 1] 31 0 6/0 0 0
10 ref 11/11 Tomaj O 1072 2 5/2 1 - - Rup-SP+CB
1 11/24 0 10/4 0 4/1 0 471 0 0
12 14741 0 10/5 0 15/1 0 4/2 0 D
13 ref 2.10A.vrt GSP 1673 2 - - - - Rup - SP
14 ref 51 Tomaj GLR 18/2 0 - - ~ - 0
5 52 GSP 19/2 2 5/0 0 5/1 1 Rup-SP+GLR
16 zam 7.26 GSP+GLR 1572 0 5/1 0 6/2 2 GLR
17 7.17 GSP+(GLR?} /1 1 5/2 0 5/0 0 Rup-SP
18 6,21 GSP+GLR 5/2 2 5/0 0 3/0 0 Rup-SP
19 6.17 GSP+GLR 4/1 0 572 0 5/0 0 0
20 6.23 GLR 4/0 O i15/1 0 3/0 0 0
Skupaj uspeh cepljenja 189/47 117/20 64/10

(25%) {(17%) (16%)

legenda: A: &t. cepljenih indikatorjev/st. uspelih cepljen;j
B: &t. indikatoriev z znaki okuzbe
Q: ni znakov (ni definirane bolezni) - zdrav
-: ni bilo cepljeno

Pri indikatorju LN 33 sem vedno opazila le rdec¢enje listov, nikoli pa zadebelitve
mladic, ki so omenjene kot znacilnost bolezni plutavosti lubja (CBJ.

Rezultati so orientacijski predvsem za GLR in CB, manjka indeksiranje za
razbrazdanje tipa Kober, pri oznaki GLR v morfoloski selekciji gre za rdecenje
listov z zelenim cobzilnim pasoni.
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3.6 ODKRIVANJE CLOSTEROVIRUSOV Z ELISA TESTOM

Od razpolozljivih serumov je bil sele v letu 1988 nam prvic na razpolago serum
za GLRaV tip I. V letu 1987 smo nekaj vzorcev za testiranje paoslali dr. Gugerliju
(Nyon, Svica), tab. 17 (osebna informacija). Njegove rezultate sem uporabila kot

referenco za lastna testiranja v letu 1988-89,

GLR in z znaki razbrazdanja lesa GSP (Gugerli, 1987 os. inform.)

Tabela 17: Rezultati ELISA testov za liste trt z znaki zvijanja in rdetenja -

Zap. Sorta, trs, vizuelna QD vrednosti
&t. lokacija ocena GLRaV GLRaV GVA
GLR GSP tip 1 tip II1
L Pagadebiti A. vrt + - 149 148 150
140 138 139
2. Refosk 7.35 Komen ? + 130 151 - > b
- - 487
3. Refosk 741 o + - 130 150 148
- 135 150
4. Refosk 8.78 v ? - 140 143 150
138 146 147
5. Refosk 8.80 " ? + 138 153 144
138 147 143
6. Refozk 8.81 " - - 139 142 140
137 143 145
7. Sladko¢rn 10 Loze - - 1470) 147
14577/ 146
8. Glera 3.9 " + - 141 148 148
140 151 149
9, Zametovka 6.17 Stara vas + + 639) 147 147
749/ % 141 141
10, Zametovka 621 " ? + 719) 145 144
7417 % 149 149
11. Zametovka 6.23 " + - 143 1523)+ 159
135 1543 159
12. Zametovka 7.17 ? + 327] . 146 147
225 150 138
i3. Zametovka 7.18 " + ? 530)+ 547 147
649 620 138
14. Zametovka 7.26 " * + 293) 146 107
301/* 145 171
15. Negativna kontrola 135 166 174
141 162 184
16. Pozitivna kontrola 800) 2000} 743 )
79477 + 774 7%

2000

Na GLRaV-l so reagirali vsi trsi zametovke z znacilnim rdecenjem listov, ne pa
beli sorti glera in pagadebiti z moc¢no zvitimi listi. Trs 6.23 kljub moc¢nemu
rdecenju ni reagiral na serum tipa 1, ampak na tip IlI. Tesa 7.17 in 7.26, ki sta
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dala po Gugerliju negativnho reakcijo na tip I, vendar sta imela visoko OD
(> 2 x OD negativne kontrole), sta dala na isti serum pozitivho reakcijo pri
ponovitvi testa v letu 1988.

Nobeden od refoskov z moc¢nim rdecenjem ni dal reakcije na GLRaV-I ali III v
letu 1987.

V letih 1987-88 sem poslala na testiranje nekaj listnih vzorcev refo3dkov z
moc¢nim razbrazdanjem lesa in vsi so dali pozitivho reakcijo na GLRaV-tip |
(Gugerli - osebna inf.).

Enega od teh trsov (Ref 52 Tomaj) sem zato kasneje v testih uporabila kot
K*, tab. 18.

V letu 1988 sem testirala vzorce refoska in 2ametovke na GLRaV-I (4 plosce),
vendar nisem dobila nikakrinih reakcij. Zadnji odeitki so bili 90 minut po
dodajanju enzimskega substrata.

V letu 1990 sem teste ponovila, reakcije so se pokazale sele naslednji dan (cca
12 ur po dodajanju enzimskega substrata). Rezultati teh testov z referen¢nimi
podatki testiranja za nekatere trse so v tab. 18. Poleg standardnih listnih
ekstraktov smo testirali se zmrznjene liste, les in jagode.
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Tabela 18: Rezultati ELISA za GLRaV tip 1. (zametovka, laski rizling, refosk),
1989, po velikosti od¢itka

Zap. st. trs/oznaka OD odcitek referenca (Gugerli, 1987, 1988}
GLRaV-1 GLRaV-II GLRaV-III

1 Ref 15/11 Tomaj selekc. 834
2 M. pinot A.v. 2.5 685
3 Ref 52 Tomaj 544 + ? -
4 Ref 52 Tomaj {K*) 430 *
5 Z. ¢r. 42 Krsko 379 a
6 Ref 12/42 Tomaj selekc. 354 ,
7 Z. ¢r. 7.26 Stara vas 346 -+ + -
8 Ref 16/2 Tomaj selekc. 342
9 Ref 53 Tomaj 327

" 10 Z. ¢r. 7.16 Stara vas 290
1 Z. ¢r. 6.21Stara vas 288 +4 ~ -
12 Z. ¢r. 46 Krsko 279
13 Z. ¢r. 39 Krsko, klon 264
14 Z. ¢r. 7.17 Stara vas 255 - b
15 Z. ¢r. 43 Krsko, klon 251
16 Z. ¢r. 7.26 les 244
17 Z. ¢r. 6,17 Stara vas 236 ++
18 Z. ¢&r. MB - Zafosnik 183
19 Z. ¢r. 7.26 zmrz. list 183 +
20 Z. ¢r. 6.23 Stara vas (K™} 175 -
2t Z. ¢r. 6.23 Stara vas 181 o= +
22 L. rizling 27 Krsko 174
23 " 29 " 171
24 " 36 grozdje 169
25 B 36 " les 168
26 Mlvz 2.20 167
27 Neoplanta 1 A.v. 165
28 Ref A.v. 1.7 164
29 L. rizling 30 Krsko 163
30 L. rizling 36 Krsko 156
31 Ref 11724 Tomaj seleke. 154
32 Rebula 5.14 A.v - elita 153
33 L. rizling 29 Krsko - les 152 _
34 Zweigelt 112 Krsko 152 - + -
35 Ref 3.11 A.v, 151
36 Z. ¢r. 42 Krsko - les 150
37 Mivz 2.9 149
as Ref A.v. 2.10 148
39 Ref 20 Tomaj 147
40 L. rizling 32 Krsko 147
41 Rebula 5.14 Av. - les 146
42 Rebula 5.7 A.v. - VBG 144
43 Z. ¢r. 6.17 zmrznjen list 14.3
44 Mlvz 2.9 zmrznjen list 141
45 Ref 14/41 Tomaj selekc. 140
46 Ref 3.11 A.v. - les 139
47 Ref 51 Tomaj 138

48 Ekstrakcijski pufer 138
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1z razporeditve OD odgitkov po velikosti {tab. 18) se vidi, da je K* vzorec
{Ref 52 Tomaj) v obeh ponovitvah dal visoke vrednosti. Vzorec K~ ima ponovitev
v vzorcu Z.¢r. 6.23 in oba vzorca sta dala skoraj enaka odé_itka.

V grobem sem mejo med E* in E™ vzorci dolocila z 2 x OD za K~ (=350} ali
Z 2 x OD za pufer (=276). Vrednosti med tema dvema so sumljive do pozitivne.

Med refoski z znaki motnega razbrazdanja je poleg K* v skupini sumljivih reagiral
le 3¢ en trs (Ref 53 Tomaj), ostalih pet (Ref 51, 20, A. v. 1.7, 2.10, 3.11) pa ne.

Med petimi selekcijskimi trsi starega tipa refoska (Tomaj) so trije z visoko
vrednostjo OD, eden celo z visjo kot je za K*. Vsi trsi zametovke, ki so po
Gugerliju dali pozitivno reakcijo na GLRaV tip I, so v zgornjem delu tabele,
ceprav tudi med sumljivimi in negativnimi. Standardni listni ekstrakti iz svezih
listov so dali mnogo visje vrednosti kot ekstrakti iz zmrznjenih listov, lesa ali
grozdja.

Vseh pet subklonov laskega rizlinga 178 je v negativni skupini. Dva klona zametov-
ke, za katera je bil vzorec sestavljen iz listov petih trt v repeticiji (Z.c. 39 in 43)
sta dala visje vrednosti na meji s sumljivimi. Dva vzorca z moc¢nim rdecenjem iz
istega vinograda (Z.c. 42, 46} sta v pozitivni oziroma sumljivi skupini.

Vzorec listov 400 let stare zametovke {zap. 5t. 18} iz Maribora je na negativni
strani tabele, listi so v letu 1989 kazali predcasno rdec¢enje. Vzorec modrega
pinota z mocnim rdecenjem listov je dal OD vrednosti visje od K*.

Vzorci rebule {nora) in malvazije z znano GFV okuzbo niso reagirali na GLRaV
tip 1, kakor tudi ne elitni trs, ki je v 1. 1989 kazal znake pred¢asnega rumenenja
listov.

V grafu 5 je prikazana frekventna porazdelitev od¢itkov ELISA za GLRaV tip L.
Tudi tu imamo velik odklon negativnih vzorcev v desno, med njimi so napacno
pozitivni ali napacno negativni vzorci.

Visoke in razlicne nespecificne reakcije (background} med vzorci razlitnega
izvora ali sort ter dolga inkubacijska doba (12 ur}) otezujejo postavitev jasne
meje E*/E~. Devet vzorcev iz razreda OD 0.250 - 0.350 in mejne vzorce je
treba ponovno testirati.
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Graf 5: Histogram rezultatov ELISA za GLRaV tip 1., 48 vzorcev {zametovka,
1. rizling, refosk), 1989, tab 18
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4 RAZPRAVA
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4.1 UPORABNOST IN REZULTATI ENZIMSKO-IMUNSKEGA TESTA (ELISA)

ELISA test sem uspedno uporabila za odkrivanje okuzb z virusom pahljacavosti
listov vinske trte (GFV), ki je v pregledanih vinogradih glavni povzrocitelj
bolezni kuzne izrojenosti.

Tehnictno test ni zahteven, nekatere ¢asovho zamudne operacije (priprava
vzorca, pranje plosc¢) se z avtomatizacijo postopka lahko skrajsajo, s cimer je
mozno povecati obseg dela in stevilo vzorcev v seriji. V literaturi je dosti
razprav na temo kdaj in katere vrste materiala vzorcimo. Z razli¢nim vzorcenjem
smo potrdili mnenje vecine avtorjev (9, 49, 50, 97), da so najprimernejsi mladi
zgornji listici ob cvetenju. Bovery s sod. (9) je pri vzorcenju junij - sept.
ugotovil padec OD vrednosti od 1.930 (2=405 nm) na 0,560 oz. v odstotku odkritih
okuzb od 100% na 86%, kar je vecji padec, kot smo ga opazili pri nasem
jesenskem vzorcenju. Zanimivo je, da so vrednosti za negativhe kontrole pri
vseh avtorjih zelo nizke, vendar tudi zelo razlicne od 0.00 do 0.150. Slabsge
rezultate smo dosegli s testiranjem rozg (lesa in floema), kar naj ne bi
predstavljalo problema, ker je 3 mesecni optimalni termin za vzorcenje listov
lahko podaljsati s siljenjem rozg od januarja naprej. Tehnicne meje testa so
drugje, predvsem pri odc¢itavanju in interpretaciji rezultatov.

Ceprav je vizuelno odcitavanje obarvanja plos¢ mozno, je za rutinsko preverjanje
zdravstvenega stanja potrebno spektrofotometri¢no od¢itavanje, kjer se izognemo
subjektivni napaki in kar je najbolj pomembno, rezultati so dokumentirani in
primerljivi. Kot je predstavil Valat (90) organizacijo selekcije v Franciji, gre
tudi pri podobnih rutinskih programih drugje za strokovno podprto in strogo
nadzorovano delo, ki zahteva metodo kot je ELISA. Standardizacija postopka
je pokazala, da moramo imeti tudi pogoste in stalne kontrolne vzorce, da je
dobro grupirati vzorce na podlagi podobnosti materiala (ista sorta, starost
listov, vrsta materiala). Z vsem tem moramo ¢imbolj zmanjsati skupino vzorcev
s sumljivo zdravstveno sliko. Zanesljivost testa je bila v nasem primeru od
92 - 85% in se je vecala z vsakim nadaljnjim testom.

Kot je ugotovil Sutula s sod. (80), je med c¢lanki, ki obravnavajo uporabo
ELISA, zelo malo takih, ki povedo, po kak&ni metodi so bili interpretirani
rezultati. Med pomembnejsimi navedenimi ¢lanki v tem delu le stirje od osmih
povedo, da gre za izracun mejne vrednosti glede na 2x ali 3x vrednost negativne
kontrole ali izracunane sd, kakor je predlagal Gugerli (37). Po Tijssen-u (89) je
uporaba sd vrednosti nelogicna, ker ne gre za normalno razporeditev vrednosti,
kar je razvidno tudi iz grafov 1 in 2. Mo¢ni odklon negativnih vrednosti v desno
(rep z napac¢no pozitivnimi ali napa¢no negativnimi vzorci) smo obravnavali kot
skupino vzorcev, ki mora biti ponovno testirana. Kot je prikazal Sutula (80) na
primeru selekcije - elit borovnic za TobRV, je razporeditev OD vrednosti
zdravega materiala idealna, skoncentrirana ob najnizjih vrednostih. Podobno
idealnn  bimodalno razporeditev smo mi dobili pri testiranju elitnih trsov
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rebule (graf 3), kjer interpretacija rezultatov in postavitev E+/E- meje ni bila
vprasljiva. Ceprav v primeru fitopatologije odlocitve niso tako usodne kot v
medicini, se strinjamo s trditvami Tijssen-a (89), da je treba postopek standar-
dizirati, vzorce &ifrirati in z enotnim postopkom interpretacije prepregiti
napake ali zlorabo. V primerih testiranja moé¢no okuzenega ali skoraj ¢istega
materiala je treba upostevati, da se zaradi razlik v odstotkih ckuzenosti zelo
spremeni DI {indeks detektibilnosti). Teoretsko izracunana zanesljivost pozitivnih
vzorcev pri 2% okuzbah (selekcija rebuie) je 85%, pri 30% okuzbah (genska
banka starih sort) je 79%, mnogo man} je napat¢no pozitivnhih. Zato je tudi
priporocljivo vkljucevanje vecje skupine kontrolnih vzorcev na vsaki plosei.

V primerjavi z ugotavljanjem bolezni zvijanja listov in razbrazdanja lesa smo z
ELISA testi manj dosegli, vendar predvsem zaradi kompleksa bolezni, test je
tu bolj db(:utljiv na nestandardizirano pripravo vzorcev, kar se vidi v visokem
backgroundu (OD odcitki 0.200 za K-) in zabrisani meji E+/E-. Ker gre
verjetno za sorodne, a ne homologne antigene, kot je za ameriske izolate
closterovirusov ugotovil Zee s sod. (94), bo treba opraviti $e ve& testov, ker
glede na preliminarne rezultate gre pri nagih trtah za mesane okuzbe,

Z rezultati ELISA testov smo predvsem izpopolnili sliko okuzb, pojavnih oblik
in vpliva na pridelek pri cv. 'rebula’.

Odkrili smo kriticno skupino trsov, ki glede na dobre proizvodne lastnosti
ostane v prometun, vendar povzrot¢i pravo akumulacijo virusa v dani populaciji.
Kot komentira Campbell (12) je tako sirjenje "neskodljivega™ virusa potencialna
nevarnost za nenadne izbruhe beolezni predvsem zaradi moznosti sprememb na
relaciji gostitelj (trta) - virus - okolje in zaradi moznosti sinergisticnega
delovanja ve¢ virusov. Do tega pri trti hitro pride, ker imamo vedno duet
podlaga/cepi¢ in zaradi pri nas zelo obsezne in stalne introdukcije trsnega
materiala. Pridruzila bi se mnenju Goheen-a (32), da je treba sistemati¢no in v
najvecjem moznem obsegu testirati sadilni material ob najstrozji karanteni kot
so to napravili v ZDA.

V primeru "nore” rebule, ki je popolnoma okuzena z GFV, lahko postavimo dve

predpostavki:

- okuzba z GFV povzroc¢i opisano deformacijo plodnice,

~ tip z deformirano plodnico je genetski tip, ki pa obenem tudi ves nosi GFV
okuzbo.

Zanimivo je, da tudi pojav premaknjene vitice, ki po ELISA testu ne sovpada z
okuzbami GFV, kaze na to, kako v ampelografskih opisih ne znamo loc¢iti med
genetsko in virolosko pogojenimi lastnostmi. "Se bolj izstopajoc je primer
narezanosti lista in oblike listnih zobcev, ki sta med glavnimi ampelografskimi
znaciinostmi sorte, pa sta lahko tako pod udarom neke virusne cokuzbe {npr:
malvazija - GFV}.
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Vazna ugotovitev ELISA testov pri vzorcenju materiala v trsnici je, da je med
podlagami manj GFV okuzb kot med cepici, kjer pa je dalet najvisji odstotek
pri selekcijsko najnizji skupini materiala (genska banka).

Test na ArMYV je odkril majhno oz. nepotrjeno vlogo tega virusa v bolezni
kuzne izrojenosti, ¢eprav bi morali testirati ve¢ trsov in tudi ve¢ iz drugih
krajev v Sloveniji, ¢e je, kot trdi Martelli {56} virus prevladujo¢ v severni in
centralni Evropi. Glede na sirjenje cv. ' Kerner' v Sloveniji in njegovo obcutljivost
za ArMYV v podlagi (28, 79), problem ni zanemarljiv.

Glede zdravstene oz. etioloske slike kompleksa GLR - GSP se nismo dobili jasnih
odgovorov. Razni avtorji (24, 25, 40, 54, 58, 69, 85, 94} so ugotovili povezavo
vec razli¢nih clostero delcev, vendar v dokaj nasprotujoc¢ih si rezultatih. To
me je navedlo na misel, da gre za posebnosti reakcije gostitelj - virus, mozne
sinergizme in veliko paleto v malenkostih razli¢nih delcev. V nasih avtchtonih
cvs. z izrazitimi znaki GLR - GSP smo pri Zametovki nasli najve¢ okuzb z
GLRaV-1., ki simptomatolosko odgovarjajo tipichemu zvijanju listov pri cv.
"modri pinot” (70). Pri cv. 'refosk’ smo nasli ve¢ tipov rdecenja, kot jih je
opisal Legin s sod. (54), vendar ELISA testi niso bili pozitivni za GLRaV-I. Ta
je bil pogosteje povezan z znaki razbrazdanja, vendar ne v taki meri kot GVA
po Rasciglione-ju (70}). Z dosedanjimi rezultati ne moremo potrditi njegove
povezave med serclosko reakcijo na GVA in pozitivnim indeksiranjem na Rupestris.
Za preliminarne ELISA rezultate lahko povemo, da kazejo na mesane okuzbe, da
imamo malo primerov GVA, sortno znacilne reakcije, vendar med njimi in rezultati
morfoloske selekcije ni logi¢ne povezave. Zanemarili smo opazovanje za bolezni
plutavosti lubja in uporabili preozek krog indikatorjev, kar pa je vse tehni¢na
omejitev. Zelo malo ali ni¢ je znanega o populaciji moznih prenasalcev clostero-
virusov v vinogradu pri nas (76). Vendar podobne raziskave presegajo okvir
zastavljene teme.
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4.2 USPESNOST METOD ZDRAVSTVENE SELEKCIJE

Zdravstvena slika vinogradov v Sloveniji je slaba, kljub temu, da ze nekaj let
opravljamo osnovno selekcijo. Po Huglin-u s sod. {47), Valat-u {90) in drugih
je vkljutevanje zdravstvene selekcije v klonsko nuja, vendar le takrat, ko
imamo opraviti z visjo stopnjo selekcije, drugace je obseg dela prevelik in
rezultati preskromni. Pojavi pa se tudi druga dilema, da zaradi suma na virus
izlotimo pridelovalno vreden material (12, 44).

Iz primera rebule smo videli, da je pri morfoloski selekciji prevelika moznost
napacne odbire glede na zdravstveno stanje. Pri primerjavi GLR - GSP kompieksa
se je morfologka selekcija pokazala kot popolnoma neuspeina, razen v primeru
zametovke (Krizko), kjer je klonski material nekoliko cistejsi.

V primerjavi ELISA in zeljastih testov se pridruzujemo mnenju ve¢ avtorjev, da
prvi dale¢ prednjacijo sposaobnost odkrivanja virusov (49, 64, 93). Indeksiranje, ki
je nuja za locevanje kompleksa GLR - GSP bolezni, Martelli (56}, ima mnogo
ve¢ tehnitnih omejitev kot ELISA testi. Po Goheen-u (31) je prenos GSP uspesen
le, ¢e je v kombinaciji kandidat cepi¢ okuliran na podlago Rupestris, zaradi
tesar so verjetho propadle nase kombinacije kandidat - podlaga cepljen s
cepicem indikatorja v postopku suho/suho. Teh posebnosti pri indeksiranju
GFV ne poznamo. Sirok krog zahtevanih indikatorjev {60) in sicer osem za
vsak vzorec zelo razsiri obseg indeksiranja in zahteva mnogo vecje materialno
moznosti izvedbe programa (rastlinjak, deviska zemlja za indeksno trsnico,
razpolozljivi indikatorji).

Vse nastete in obravnavane metode odkrivanja virusov imajc svoje omejitve,
vendar glede na zastavljen problem lahko med njimi izberemo ustrezno kombi-
nacijo, ¢e dobro poznamo osnovno virolosko sliko populacije, ki jo testiramo.



60
KOROSEC-KOQRUZA Z. Proucevanje ustreznih metod za odkrivanje viroz vinske
trte ... v selekciji. Disertacija, Zagreb, 1990

4.3 PROGRAM VKLJUCEVANJA ZDRAVSTVENE SELEKCIJE V SELEKCIJO
VINSKE TRTE V SLOVENIJI

Selekcija vinske trte je v Sloveniji ze vpeljana, ceprav nekatera razvojna obdobja
niso bila naklonjena tovrstnim strokovnim nalogam. Vsi, ki danes v svetu
govorijo o selekciji, govorijo tudi in v veliki meri o zdravstveni selekciji, ki je
dobila posebno mesto tudi na obravnavi v nasi najvisji mednarodni instituciji
O1V (60). Ceprav je zastavljeni okvir teme na raziskovalni ravni, je rezultate
mozno vkljuciti v teoretitne osnove za postavitev aplikativhega programa
pridelave brezvirusnega trsnega sadilnega materiala. Shema je povzeta po
[astnjh izkusnjah dela v organizacifi selekcije v Sloveniji in po shemi, kot so jo
predlagali Converse "17} in Goheen (32) za ZDA, Egger (21) in Martelli (36) za
Italijo, ter Huglin (47} in Valat {90) za Francijo.

PROIZVODNI VINOGRAD

Pozitivha masovna Neﬁativ_na m0£folé>ska
selekcija (5 let) selekcija {vsako drugo leto)

Standardni material

za obnovo ocena samo po:
ocena po: : vizuelnih znakih
— pride?ku {za znane, nevarne bolezni) --- - -»
- odpornosti - kuzno izrojenost (GFV)
- bujnosti - zvijanje listov (GLRaV}
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Izbira metod pri odkrivanju viroz vinske trte je bila odvisna od ve¢ predpostavk,
ki so oblikovale zastavljeno temo.

Prva odlocitev je bila glede na to, s kaksnimi problemi se srecujemo v nasih
vinogradih, s katerimi vrstami bolezni in v kakinem obsegu. Vazni so predpogoji
za izvedbo posameznih metod, dosedanje delo in v nasem primeru predvsem
stopnja 2e dosezene selekcije. Naslednja odlocitev je bila glede na to, kar se
iz sirsega raziskovalnega dela in obsezne, predvsem tuje literature ponuja kot
resitev za ugotovijene probleme. Zadnja, ¢eprav ne najmanj pomembna izbira je
bila zal opravijena glede na to, kar sem v danih, predvsem materialnih in
organizacijskih razmerah lahko opravila.

Ceprav dale¢ od tega, da bi z dobljenimi rezultati resila problem odkrivanja
viroz vinske trte v selekciji, vidim v rezultatih prispevek k resevanju teh
problemov. Rezultati morda ne bodo zanimivi le za ozko vinogradnidko podrocje,
ampak tudi za sorodne panoge npr. sadjarstvo, ter za bazne raziskave.

Delo ni le ocena in primerjava posameznih metod, ampak so le-te ze dale
povratno informacijo o tem, kakina je zdravstvena slika obdelanega trsnega
materiala'in kje so nadaljnje usmeritve v raziskavah in njihovi aplikaciji.

Enzimsko-imunosorbcijski test (ELISA), ki sem ga uporabila in primerjala
predvsem z morfolosko selekcijo in biotesti, je dobil svoje mesto, Ceprav ne
brez zadrzkov, vendar z znanimi omejitvami. V vseh obravnavanih primerih se
je pokazala velika prepletenost med genetsko in zdravstveno selekcijo, ter
nuja, da se opravljata povezano in usklajeno.



62
KOROSEC-KORUZA Z. Proucevanje ustreznih metod za odkrivanje viroz vinske
trte ... v selekciji. Disertacija, Zagreb, 1990

3 SKLEPI
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- Enzimsko-imunski test je ob ustreznih standardih (kontrolni vzorci, pravo
vzoréenje, grupiranje vzorcev) najbolj ustrezna pot za odkrivanje okuzb z
GFV,

- S testom ELISA smo pri elitnih trsih cv. ' rebula’ delno lahko locili genetske
in zdravstvene tipe. Rumeni tip (A) priporotamo za razmnozevanje. Kriticna
skupina trt s prikrito GFV okuzbo (17%) je prevelika, da bi selekcijsko delo
na viroze zakljucili z morfolosko selekcijo.

- Indeksiranje na vse mozne indikatorje ostane glavni nac¢in odkrivanja in
lotevanja bolezni znotraj kompleksa GLR-GSP. Preliminarni ELISA testi za
closteroviruse so pokazali v glavhem GLRaV okuzbe. Delno se vidi razlike v
virologki sliki med sortami, kar je posledica njihove dosedanje selekcijske
poti, treba je raziskati ali gre za razlike v odpornosti med sortami. Morfolozka
selekcija v primeru bolezni zvijanja listov popolnoma odpove.

- Pokazalo se je, da je okuzenost z virozami v veliki meri odvisna od stopnje
selekcije v posamezni populaciji. Med starimi sortami je odstotek GFV okuzb
najvisji, vprasanje je ali te okuzbe prekrivajo dobre lastnosti ter jih je zato
treba vkljueiti in ohraniti v genski banki.

- Glede na rezultate primerjalnih metod lahko postavimo shemo za pridelavo
zdravega trsnega materiala v Sloveniji. S §irsim ugotavljanjem zdravstvene slike
nasih vinogradov, bi dobili povratno informacijo o nadaljnjih smereh in
ustreznih metodah za odkrivanje virusov vinske trte.
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7 POVZETEK

Na podlagi ze opravljenega selekcijskega dela v Sloveniji so bile preizkusene
razlicne metode za odkrivanje viroz vinske trte.

Kot osnovna primerjalna metoda je bil izbran enzimsko-imunosorbcijski test
(ELISA), opravljen po principu dvojnega sendvica, ki se je pokazal kot najpri-
mernejsi za odkrivanje okuzb z virusom pahljacavosti listov vinske trte (GFV).

Za primer GFV je bila napravljena tehni¢na standardizacija testa, ki zahteva
predvsem stalne kontrolne vzorce, grupiranje vzorcev na podlagi iste sorte,
iste vrste in starosti materiala in isto predhodno obdelavo. Najbolj primeren
material so svezi mladi listi¢i, nabrani ob c¢asu cvetenja ali listi¢ci iz siljenk,
pripravljeni v ¢asu mirovanja. Za interpretacijo rezultatov in primerjavo testov
se zahteva spektrofotometri¢no odcitavanje s smiselno postavljeno mejo E+/E-.
Interpretacija rezultatov pri zelo visokih nespecificnih reakcijah (OD 0.200) je
vprasljiva, potrebno je ponoviti ve¢ testov. Ponavljanje testov je pokazalo visoko
zanesljivost (od 88% do 98%).

V selekcijskem vinogradu cv. 'rebula’ je bilo med 232 trsi odkritih 34% okuzb
z GFV (43% c¢e vstejemo tudi VBG trte), od tega med nakljuéno pozitivho
odbranimi od 12% do 17%. Morfoloska selekcija te kriticne skupine torej ne
odkrije. ELISA test je delno loctil genetske in zdravstvene tipe rebule, za
razmnoZevanje je priporoc¢en rumeni (A) tip. Vsi trsi z oznako 'nora rebula’
(VBG) so tudi nosilci GFV. Ugotovljena je delna ali popolna deformacija
zenskega dela cveta (plodnice). Hipoteticno gre za dve moznosti: stalno
kombinacijo virus - genetska napaka ali za moc¢an vpliv virusa GFV.

Pri ugotavljanju virologke slike se je pokazalo, da so najbolj okuzene populacije
z najnizjo selekcijsko stopnjo (genska banka 67%) najmanj pa klonski kandidati
ali vsaj mnozicno selekcioniran vinograd (2% elite - 12% P+ trsi).

Indeksiranje kot druga uporabna metoda v diagnostiki viroz vinske trte se je
pokazalo kot tehnilno zahtevno in problematicno, predvsem zaradi nizkega
prijema cepljenja (22%), Vendar v kompleksu bolezni zvijanja listov (grapevine
leaf roll, GLR) in razbrazdanje lesa (grapevine stem pitting, GSP) ostaja
indeksiranje glavni dokazni postopek.

Uspel je prenos znakov razbrazdanja na indikator V. rupestris St. George, ki
je potrdil razsirjenost bolezni "Rupestris stem-pitting"”, predvsem na cv. ' refosk’ .
Indikator LN 33 nikoli ne pokaze tipitnega znaka zvijanja listov (GLR) ali
zadebelitve in pokanja mladic (plutavost lubja, corky bark, CB).

V preliminarnih ELISA testih na closteroviruse povezane z boleznijo GLR-GSP
je bila pogosta pozitivha reakcija na closterovirus GLRaV | pri cv. 'refosk’ in
cv. 'zametovka', manj je tipa I in IIl in nikoli v mesani okuzbi. Vendar se
slika znakov bolezni iz morfoloske selekcije ne prekriva z rezultati indeksiranja
in ELISA, iz cesar lahko sklepamo na kompleksno etiologijo teh bolezni, kot
jo ugotavljajo tudi stevilni tuji avtorji. Morfoloska selekcija je tu kot metoda
za diagnostiko viroz zelo nezanesljiva. Ta del raziskav zahteva razsiritev
indeksiranja na vse mozne indikatorje in doloc¢itev populacije closterovirusov
za avtohtone sorte.

Glede na velik pomen selekcijskega dela v vinogradu lahko s kombinacijo
preizkusenih metod za diagnostiko viroz postavimo model za vklju¢evanje teh
metod v selekcijo. Vsaki vi§ji stopnji genetske selekcije je potrebno vzporedno
postaviti ¢im bolj uspesne metode za odkrivanje viroz, vse pa je potrebno
povezati v sistem selekcije, testiranje in priznavanja trsnega razmnozevalnega
materiala kot velja v skupnosti EGS.
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8 SAZETAK

Na osnovu vec¢ obavljenog selekcijskog rada u Sloveniji, istrazeni su najpogodniji
metodi za otkrivanje virusnih zaraza vinove loze.

Kac osnovni komparativii metod odabran je enzimsko- imunosorbcijski test na
principu dvostrukog sendvi¢c metoda (ELISA) koji se pokazao kao najpogodniji
za otkrivanje zaraza virusom lepezavosti lista vinove loze (GFV).

Na primeru GFV izradjena je tehnitka standardizacija postupka u kojoj se trazi
izbor stalnih kontrolnih uzoraka, njihovo grupisanje uz izbor sorte, materijala i
prethodne obrade, Najpogodniji materijal su svezi mladi listici za vreme cvatnje
loze ili isti od poteranih reznica u zimsko doba. Za interpretaciju rezuitata i
komparaciju testova preporucuje se citanje spektrofotometrom sa logi¢no
postavljenom granicom E*/E~. Interpretacija rezultata sa vrlo visckom nespe-
cificnom reakcijom (OD = 0.200) je pod upitnikom, treba ponaviti vige testova.
Pouzdanost testa je visoka - od 88% do 98%.

U selekcicnom vinogradu cv. 'rebula’ je od 232 ¢okota otkriveno 34% GFV
zaraza {43% ako ubrajamo i cokote VBG-bez roda), od tog broja medju slucajno
odabranim pozitivnim cokotima od 12% do 17% {¢okoti kriti¢na grupa). Morfologka
selekcija prema tome ne otkriva zaraza ove kriticke grupe.

ELISA test je delimitno odvojio genetske i zdravstvene tipove rebule, za
razmnozavanje je preporuc¢en zuti {A) tip. Svi ¢okoti sa oznakom VBG su i
nosioci GFV zaraze. Utvrdjena je delimicna ili potpuna deformacija zenskog
dela cveta {plodnika). Hipoteticki se radi o dve mogucnosti: Stalnoj kombinaciji
virus- genetska deformacija ili o velikom uticaju zaraze na plodnik.

Kod postavljanja viroloske slike vinograda se pokazalo da je najvec¢a zaraza u
populaciji na najnizem stepenu selekcije (banka gena - 68%) i najniza uz
klonske kandidate ili vinograd pozitivine masovne selekcije (2% - 12%).

indeksiranje kao drugi metod koji se upotrebljava u dijagnostici virusnih
zaraza pokazalo se kao tehni¢ki slozeno i problematicno, naro¢ito zbog niskog
prijema kalemljenja (22%). Medjutim, u kompleksu bolesti uvijanja lis¢a {GLR) i
deformacija drveta {GSP) indeksiranje ostaje glavni dokazni postupak.

Izvrien je prenos simptoma uzlebljenosti drveta na indikator Vitis rupestris
St. George time je potvrdjena prosirenost bolesti "Rupestris stempitting”, i to
narocito na cv. 'refosk’'. Indikator LN 33 ni u jednom slucaju nije pokazivao
tipicne simptome uvijanja lis¢a (GLR} ili zadebljanja i pucanja mladica (corky
bark, CB}.

U preliminarnim ELISA testovima na closteroviruse povezane sa GLR-GSP
kompleks bolesti bila je ¢testa pozitivna reakcija na closterovirus GLRaV I kod
cv. 'refosk’ i cv. ' zametovka', manje ima tipa I i IlI, ali nikada u mesovitoj
zarazi. Simptomi bolesti iz morfoloske selekcije nisu u logicnoj vezi sa rezul-
tatima indeksiranja i ELISA testa, 3to indicira na kompleks svojstva etiologije
bolesti, kao s$to su to utvrdili i mnogi strani autori. Morfoloska selekcija u
tim bolestima nije od nikakve koristi. Ovaj deo istrazivanja trazi prosirenje
indeksiranja na sve raspolozive indikatore i determinaciju populacije closterovirusa
za autohtone sorte.

S obzirom na veliki znataj selekcijskog rada u vinogradarstvu, kombinacijom
proverenih metoda za dijagnostiku virusnih zaraza mogli bismo postaviti model
za ukljucivanje ovih metoda u selekcijski rad. Svakom visem stepenu genetske
selekcije treba paralelno postaviti §to uspesnije metode za otkrivanje virusnih
zaraza i njihovo povezivanje u sistem selekcije, testiranja i priznavanja loznog
sadnog materiala kakvi vaze u Evropskol ekonomskoj zajednici.
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9 SUMMARY

Different methods for detecting virus diseases of the grapevine were tested
on the basis of the previous selection work in viticulture in Slovenia.

Double sandwich enzyvme-linked immunosorbent assay (das ELISA) was chosen
as the main comparative method and as the best known way in the detection
of the grapevine fanleaf virus disease (GFV).

In the case of GFV the required standards for ELISA were as follows: the
standard negative and positive control samples, the grouping of samples
according to the grapevine cultivar, the age and the source of the plant
material, and the preliminary treatment. Y oung leaves sampled at bloom time
in the vineyard or on the dormant cuttings forced to grow in greenhouse
were the best source of the material. To interprete the ELISA data the
spectrofotometric reading is necessary where the positive/negative threshold
{E+/E-) is well defined. The high non-specific reactions of the negative
controls {OD 0.200) were questionable and the results called for repeating
the tests. The procedure gave the high acuracy of 88% to 98%.

In the mother block vineyard of cv. 'rebula’ the group of 232 vines were
sampled randomly and 34% of vines showed to be positive to GFV (43% when
VBG -vines with no crop were included). The group of positive vines showed
lower incidence of virus disease (12% to 17%). This is critical group because
it is never detected as the diseased material by morphological visual selection
work. ELISA partially differentiated between genetic and sanitary types of cv.
‘rebula’, the type A being recommended for tha viticultural practice. All the
vines noted as VBG, gave the positive GFV reaction. The partial of the complete
deformation of the pistile in the VBG group was established. Two hypotetic
conclusions are proposed: the constant coincidence of the genetic abnormatity
and the GFV infection of the strong negative influence of the GFV on the
development of the grape flower.

Establishing the sanitary status of the vineyards the less selected polulations
{the old collections) showed the highest incidence of GFV (64%) and the
clonal or positive mass selected plots showed the lowest GFV infections (2%
- 12%).

We transmitted the "Rupestris stem pitting” symptoms for cv, 'refosk’ to the
Rupestris St. George. In contrary to the field symptoms the indicator LN 33
showed no tipical leaf rolling or shoot swelling or cracking knovn from the
corky bark disease (CB).

Preliminary ELISA for the GLR associated closteroviruses revealed the presence
of the GLRaV type I (cv. 'refosk’ and cv. 'Zametovka') more frequently as the
types 1l od IIl, but no mixed infections have been detected. The sanitary
status of the vineyard does not correspond to the results of the indexing
and the ELISA, the eticlogy of the diseases has not been cleared out completely.
The visual selection is not the adequate method in this case. The expanded
indexing procedure to all possible indicator varieties is recommended especially
for the autochtone grapevine cultivars.

According to the great impact of the selection work in viticulture the scheme
of the diagnostic methods for virus diseases and the clonal selection work is
proposed. All the elaborate selection work ahould be combined with the
diugnostic methods for known virus dise2scc as it is proposed in all viticulture
countries in CEE. :
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10 PRILOGE
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SEZNAM PRILOG

la Zbirni podatki selekcije cv. 'rebula’' , Ampelografski vrt, 1983-1989
1b Zbirni podatki selekcije cv. 'rebula’, dobri trsi (P +70)

lc Zbirni podatki selekcije cv. 'rebula’, slabi trsi (P-70)

2 Zbirni pregled testiranja starih sort primorskega rajona

3 Shema uporabljenega ELISA testa

4  Evidenca ELISA testa (primer)

5  Slike



Priloga 1a: Zbirni podatkl selekcije cv. 'rebula’, Ampelografskl vrt, 1983 - 1989

zap, | trta mno2itna selekcija biotesti ELISA (GFV) serija AT pridelki
it zitlvna | negativna (znaki) | zel), |indk. [1 |2 | 3| 4 |5 |6 |7 |8 |9 [leto |kg/trs| Stevilo X teXa |sladkor | kisl, teXa 100
X [P _|A i Bl c]DpD grozdov | grozda | 0% | g/1 Jagod
1 113 3.2 + x - - = .
2 115 44 * - - - - -~ - B3 17.10 1o 155
87 10.40 1 170
88 7.40 195 65 10.9 197
3 118 28 + X X X - - = 83 10.15 . 73 138
87 5.90 131
88 380 3l 123 81 13.2 180
4 124 30 + x -
5 127 28 + X %X +
6 131 28 + - - 83 7% 39 185
e7 6. 57 117
88 4.15 27 154
7 132 34 + - - 8; 9.00 46 196
8 7.60 53 143
88 7.45 30 238 66 14 277
8 133 28 + = - 83 9.03 46 196
87 3.2 23 137
9 138 22 - x - - - % 83 380 24 182
gg 5. 31 192
10 1.39 3.4 + X - 6. 33 191
1 140 24 - X X - + + + 83 3.58 px 154
; 88 210 16 131
12. 143 32 + ¥
13 148 10 - x + + 83 0 0 0
14 150 30 + =
15 61 3.0 + = 88 6.60 33 200 75 9.3 240
16 66 16 & % - B3 0 0 0
17 69 1.0 = +
18 J4 28 *: x x =
19 177 34 + X X -
20 181 10 - X X +
2 185 1.0 - X + + 83 0 Q
22 25 30 + x - 88 160 10 160
23 27 20 - x -
24 B8 2.4 + x -
23 29 20 - X X X & 83 8.30 48 173
88 4.35 27 180
26 210 24 + X X + + - B3 5.80 39 226
BB ﬁgg 30 203
& + B9 3 25 140
27 21 32 9+ x x z + + - - 83 440 21 210
28 J2 2.8 + x 2 - B3 4.90 7 216
29 213 32 + x - - - 83 910 24 207
30 214 30 r x -
a z15 18 - egno riccio - - - - * 83 33 32 103
87 8.& 43 138
88 1. 12 83
32 216 30 X X + - - - 1 8 8.58 a 267
3\ 217 34 0+ X X 83 5.50 23 241
34 A8 2.6 + -
35 19 1.8 - - - - - = 83 3.35 g‘{ 160
86 1089 o S 1
¥ 3% 3% x t - ) 83 638 N 187
v + x + -
38 223 28 + X X x B? I 38 191
8 . 28 168
39 225 22 t 83 3 i i1t
- x @ = =
] %
88 3.15 15 210
40 226 40 + x x - - c.; T 748 a8 188
A T S S
41 227 22 - zvijanje + 83 6.15 §7 166
42 228 14 x - + - * 83 448 37 123
43 2. 42 + x = - + B; ; 38 189
87 44 194
88 5. 36 164
44 230 28 B + + 83 B 3% 240
88 4 2 205
89 7.50 - - 74 1.5 223
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zap-| trta mnofitna selekelfa ELL s MY pridetkl
it. pozitivna ativaa lznak) | zely. Jindk. f1 |2 j3 {4 |5 16 |7 |8&( 9 |ieto [kg/tzx| Stevilo % teXa [|sladkor | kisl. teza 100
x|P (alBlClD grozdov | grozda | 0% g/l Jagod
02 642 10 - x - + - B3 1] ] 0
23 649 2.4 + b3 -
204 651 1O - X + + 1 o8 0 1] 0
208 652 1.0 - + + - B3 o 4] 0
206 668 2.4 - x® - - ~ 33 3.98 2% 150
207 662 32 + x - K] 5.5 tﬁ 122
208 563 24 - X - 83 6.70 139
209 665 2.0 - + %] 2.48 26 92
88 8 1]
210 664 1O - x * 83 0 O
6656 1.4 - x + 83 3.5 as 82z
22 74 20 + x x -
gs ;?0 %i - - 83 4.20 38 120
. - x -
213 704 18 - X x + - B3 3.40 9 "
37 738 38 o X I
; + -
A8 1.27 2.8 * x - 83 7.40 6 205
Mo 735 38 * -
220 739 10 - x - + + &8 0 0 0
22 74l 26 + X X + 83 g% gg ’8;
% o743 83 % : & & % 177
R . x - - . .
g§ 6.25 as - 179
224 T44 30 0+ X - 8 8.85 k- 253
25 763 2.0 - * - - .13 £.20 30 140
26 2270 310 + x -
207 176 I8 + -
222 B2 20 - x - 89 7.00 - It 80 102 229
29 86 26 + X X + 89 + 20 26 %2
230 69 18 + ® +
231 B8I5 2.8 + X -
23 918 30 + ®x -

LEGENDA:
pozitivna R = izratun vrednostl: vaota ooen/it, let
selekeil p 2 gzpaka za pozitivno muoZitno selekeljo
+ pridelovalne dobra trta
- pridelovainc siaba trta
neFati\ma (znaki) A - premaknjena vitica
sclekija B - deformacije na rozgl (dvoini &lenkl, bifarkacije)
X - trs C - oslpanje
ek D - tria brez grozdja, “mora” ali VBG
bictesti:zelj - zeijasta rastl. {Chepopodiow sp)
indk ~ trtnl indlkator
- brez reakcije (zbrez virusa)
+ 2 reakeljo {z virnsom)
ELISA: 1 do 9: zaporedua Etevilka serije
- brez reakcije {negativna reakoija - bres virusal
+ z reakdjo {pozitivina reakclla - z virwsom)
* sumlfva reakdja
pridelkl: 0 - ni pridelkov,
- al podatka

o



Priloga fb: Zbirnl podatkl selekclje cv. ‘rebala’, dobrt trsi (70 P+)

tela 100
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siadkor
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6
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4|5
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3

2
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Priloga fc: Zbirni podatki selekcije cv. ‘rebula’, slabi trsi (70 P-)
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Priloga 2: Zbirni pregled testiranja starih sort primorskega rajona

zap. sorta namen, lokacija indeksiranje ELISA
5t $t. trsov na GFV GFEV GLRaV 1
+ -
1 zelen 67 Slap - selekcija @ 6+ 61- o
mocno osipanje
5 Loze muzejski nasad + 4+ 1- a
2  pinela 2 genska banka + 2+ a
15 selekcija - 2+ 10~
1 Loze 1+
3 glera 3 genska banka Loze + 1+ L7/
S A vrt 4~ 1-
4 vitovska 9 Kras - selekcija 3+ 6- Q@
grganja 1 A. vrt - gen. banka 1- -
5 pagadebiti 2 A. vrt - 2- @
genska banka
6  klarnica 2 A. vrt - 2+ ~
7 pika 1 A, vrt - 1+ -
Skupaj 22 genska banka 15+ 7- (68%) 3+
91 selekcija 1+ 80-(14%) @

Legenda: + pozitivni test
- negatjvni test
@ test ni bil opravljen



Priloga 3: Shema uporabljenega ELISA testa (double
antibody sandwich method)

1. Oblaganje plo&c z antitelesi
dedaj 200 ml (100 pl) mesanice pufra in IgG
v vsako luknjico in tesno prekrij plosco

2. Inkubacija pri 30°C za 41 (37°C za 2l

3. Pranje po inkubacifl - izprazni plosce -
in jih 3x do 4x pazljivo izperi s pralnim
pufrom {250 - 500 ul/luknjico)

4. Dodajanje rastlinskega ekstrakta
na 1 g listov dodaj 10 ml ekstr. pufra
zgneti in precedi, ter dodaj 200 pl/luknjico

5. Inkubacija pri 6°C za 6P (mozno tudi
4% - 10° in 120 - 20M

6. Pranje kot zgoraj

7. Dodajanje konjugiranega IgC
Razred¢i conj.— IgG v konjugantnem pufru
in dodaj 200 pl/luknjico, tesno prekrij

8. Inkubacija pri 30°C za 5B (4P - 379¢)
9. Pranje isto kot zgoraj

10. Dodajanje encimskega substrata
dodamo 200u]l p-nitropheny Iphosphate sub-
strata v diethanolnem pufru

11. Inkubacija

60 min pri sobni temperaturi v temi!

12. Ustavljanje reakcije, ¢e je potrebno
s 30 pl/luknjico 3M NaQOH

13. Vrednotenje, vizuelno po rumeni barvi
ali s spektrofotometrom pri 405 ym

Reakcija: AP
p-Nitropheny lphosophate + HyO ————— phosphate + p-nitrophenol



Priloga 4:

sifra
86
87
88
89
20
91
a2
93
94
a5
96
97
98
101*
102
103
104
105
106
107
108
109

¥ VZ

Evidenca ELISA testa (primer}

a) seznam vzorcev - sifriranje

b) izpisek OD vrednosti iz ¢italca in shema
¢} rezultati

d} fotografija (pagojno) sl. 4

vzorec - trs sifra vzorec - trs
Rb 3.84 110 Rf 6 R-T
Rb 2.81 3] Rf T
Rb 7.4 112 Rf 1 RT
Rb 1.27 113 Pika
Rb 1.74 114 Rb 2.29
6.25 15 Rb 7.29
6.49 116 Mlvz 2.20 K+
7.44 117 Rb 5.80
Vit, grg. 4 118 Rb 5.68
L. rizl. Loze 119 Rb 4.70
Vit. grg. 18 120 Rb 5.84
Rb 6.16 121 Rb 4.70
Rb 7.25 122 Rb 3.4
Rf IV/30-R 123 Rb 1.61
Rf I1/56-R 124 Rb 3.40
Rf 1/45-R 125 Rb 1.24
Rf 28 R-ST 126 Rb 6.26
Rf 19 R-8T 127 Rb 5.70
Rf 17 R-8T 128 Rb 2.84
Rf 27 R-K 129 Rb 3.11
Rf 24 R-K 130 Rb 5.82
Rf 1 Ki+ - ekst. pufer BIOREBA 2
K2+ PVP +2% nikotin
K3+ PVP brez nikotina
K4+ ekst. pufer BIOREBALI
K5+ BIOREBA 2 + 2% nikotin

orca 99, 100 izvzeta zaradi vecjega 3tevila pufrov



b) Priloga 4: 1zpisek OD wrednosti iz citalca

DN TEZH L@ Tl e

elr_v "1'6 MR72@ PRINTOUT OFTION 1

DUAL MODE REF FILTER S TEST FILTER 2 THRESHOLD = 1.99 CALIBRATION = l.ﬂﬁ

PLATE ru:_a":‘s-- DATE: A%}- 8.‘! -:uPERATDm_K'_S:_lﬁb_'

= 8 = = <} = < z = = 10 13 1=

A BANC  0.003  0.070 @51 0.0 0S5 Q.52 .49 0398 .48 Qe AT
) = 0.058 0.0 0.975 @4 e0M 1430 059 0.0M QI 0.6 2184 0176
e 0.3 .45 0068 Q.62 0148 QU0 QU520 0484 0069 a7t 8213
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¢) Rezultat ELISA - 13.7.1989 - GFV - ploscica at. 3
< rangiranje OD vrednosti max —— min

PVP brez nikot.

- E+ / E-

sifra  vzorec oD Op. gifra  vzorec oD Op.
116 Mlvz 220  over 130 Rb 5.82 174
108 Rf 24 R over 106 Rf 17 R-§T 173
K 4 kontrola 1.630 TRIS HCl 124 Rb 340 173
K 1+ kontrola 0,975 TRIS HClL 123 Rb 1.61 172
117 Rb 5.80VBG 0.686 114 Rb 2.29 168
113 Pika 0.670 92 Rb 6.49 168
K 5+ kontrola 0.599 105 Rf 19 R-§ 168
K 2+ kontrola 0.488 PVP+nikotin 98 Rb 7.25 166
127 Rb 5.70VBG 0.461 95 L. rizl. Loce 165
89 Rb 1.27 0.419 E+«/E- K+ St. G. 162
128 Rb 2.84 0.272 rob 104 Rf 18-R-§ 161
129 Rb 3.1 0.236 rob 86 Rb 3,84 161
12 Rf 1IR-T 0.229 rob 103 Rf I. 45-R 160
18 Rb 5.68 0.224 rab 119 Rb 4.70 157
15 Rb 7.29 0.214 91 Rb 6.25 154
110 Rf GRT 0.210 rob 96 Vtg 18 154
126 Rb 6.26 0.210 107 Rf 17-R-K 153
P pufer-¢isti  0.194 97 Rb 6.16 153
101 Rf IV/30-R 0.193 87 Rb 2.21 152
122 Rb 3.4 0.192 a8 Rb 7.4 151
120 Rb 5.84 0.190 102 Rf II.56-R 148
125 Rb 1.24 0.190 K 3+ Kontrola 144
P pufer-¢isti 0.188 94 VTG-4 140
109 Rf R-T 0.184

121 Rb 4.70 0.182

93 Rb 7.44 0.180

90 Rb 1.74 0.179

m 0.174.

Rf R-T



Priloga 5: Slike

Slika 1: Znaki bolezni kuzne izrojenosti na K+ trsu - Mlvz 2.7

slika 2: Tipi rebule levo - tip C - zelena osipka
v sredini C - rumena osipka
desno A - rumena rebula



Slika 3: Zakrnela plodnica tipa nore rebule VBG

Slika 4: Evidenca ELISAtesta
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Od 1. 1984 zasedam mesto visjega strokovnega sodelavca za podrocje vino-
gradnistva in s ciklusi predavanj in vaj sodelujem v pedagoskem procesu.






