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NOVA ODKRITJA PRI RAZISKAVAH BOLEZNI RUMENIC, KIJIH PRI VINSKI
TRTY(VITIS VINIFERA L) POVZROCAIJO FITOPLAZME

Boris KORUZA!

Kmetijski indtitut Slovenije, Ljubljana

1ZVLECEK

Povzrotiteljice rumenic vinske trte {Vitis vinifera L.) so fitoplazme. Te povzrogaje vinogradnistvu velike
gospodarske skode. Vetina doslej odkritih fitoplazem, ki okuzujejo vinsko trto, uvriéajo v dve glavni
skupini - skupino rumenic bresta (Elm yellows group) in skupino rumenic "stolbur' (Stolbur yellows
group). Detekeija povzroditelja bolezni se lahko opravi s seroloskimi (ELISA) ali molekularnimi (PCR)
metodami. Slednje omogocajo specificno detekcijp fitoplazem iz razfi€nih skupin ter njihovo
razvriCanje v skupine, in to tako pri gostiteliskih rastlinah, kot pri naravnih prenadafcih. Nove
detekcijske metode so prispevale k odkritiu novik tipov rumenic, naravnih prenadalcev ter razlignih
povezav med gostiteliskimi rastiinami in vektorji fitopfazem. Moznost okuzb trsov prek cepilnega
materiala sicer cbstafa, vendar je majhna. Mnogo vedja je moZnost okuZb prek naravnih prenasatcev,
med katere spadajo predvsem fkrzati. Redevanje problema ote2uje deistve, da se vedina naravnih
prenasalcev rumenic prehranjuje na vinski ii le obZasno, preteZnc pa Zivijp na drugih rastlinskih
vrstah, od koder prenasajo ckuzbe na vinsko trio,

Klju¢ne besede: etiologia, fitoplazme, trsne rumenice, vinska trta.

ABSTRACT

NEW FINDINGS IN THE RESEARCH OF YELLOWS DISEASES CAUSED BY
PHYTOPLASMAS IN GRAPEVINE (VITIS VINIFERA 1.

Grapevine {Vitis vinifera L.} yellows diseases are caused by phytoplasmas which have brought heavy
economic damage to viticulture. The majority of phytopiasmas determinated until now which attack
grapevine are classified in two groups - Elm yellows graup and Stolbur yellows subgroup. Detection of
disease causal agents could be made using serological {ELISA) or molecutar (PCR) methods. The
latter allow more specific detection of phyteplasmas from different groups and their classification into
groups both in host plants and in natural vectors. New detection methods have contributed to datection
of new types of grapevine yellows, natural vectors and various links between vectors and
phytoplasmas. The posibility of infecting the vines by means of plant propagation material exists but it
is not very frequent. Much greater is the possibility of infections by natural hests, specially leafhoppers
and planthoppers. The solution of the problem is rather difficult due to the fact that the majority of
natural phytoplasmas vectors feed on the grapevine cnly temporarily and they live on other (wild or
cultivated) plant species acting as a vector of infections to grapevine,

Key words:; eticlogy, grapevine, grapevine yellows diseases, phytoplasmas.

1 UuvoD

Povzrogiteljice rumenic vinske trie (Fitis vinifera L.) so fitoplazme. To so prokariontski
mikroorganizmi brez celiénih sten, ki prek naravnih prenagaleev okuZijo celice rastlinskih
prevadnih tkiv. Doslej znani naravni prenagalei fitoplazem so nekatere ZuZelke iz podreda
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Skrzatov (Cicadoidea; red Homoptera), ki se prehranjujejo s sesanjem rastlinskih floemskih
sokov. Dokazano je. da se vsi do danes odkriti tipi fitoplazem, ki okuzujcjo vinsko o, lahko
prenadujo tudi 7 latentno okuZenimi deli rastlin pri vegetativiem razmnozevanju. Trsne
rumenice povzroéajo v evropskih vinogradih obéutne gospodarske skode, zato so odkrivanije,
identifikacija povzrociteljev, ugotavlanje naravnib prenasalcev in uvajanje postopkov za
preprecevanje Sirjenja teh bolezni, postadi nujen ¢len v sanitarnem delu selekeije vinske trie in
podlag,

Fitoplazem za zdaj Se ne znamo gojiti v &istih kulturah (i viro). njihov razvojni krog je e
dokaj slabo znan, Zato je bil za napredek pri spoznavanju povzrociteljev trsnih rumenic
izrednega pomena razvoj uinkovitih detekeijskil metod. o pa, zaradi pizkih titrov patogena
in velike vsebnosti fenolnih snovi v tkivih vinske trte, ki otedujejo izolacijo fitoplazmatske
DNK, ni bils lahka naloga. Na podlagi analiz ribosomske DNK so tako Scle nedavno odkrili,
da fitoplazme, ki jih povezujejo 2 razlicnimi tipi trsnih rumenic, dejansko spadajo v najmanj
dve razliéni skupini (Daire of of,, 1993; Padovan ef af.. 1996}, Fitoplazma, povzroéiteljica
zlate trsne rumenice (Flavescence doreé-FD), je bila uvriena v skupino rumenic bresta
(Elm  yellows  group-EYG).  Rumenici  tipa “¢mi les”  (Bois  noir-BN)  in
"Vergilbungskrankheit” pa sta bili uvriceni v skupino rumenic aster (Aster yeltows group),
ali po novem v njeno podskupine rumenic tipa "stoibur” {Stolbur vellows subgroup-8Y Gy
(Bertaccini e of, 1993} Medtem so v severni haliji, Avstraliji, [zraelu in v severni
Ameriki odkrili S¢ nove tipe fitoplazem, ki povzroéajo trsne rumenice, a jih dosiej $e niso 2
gotovostjo uvrstili v nobeno od navedenih skupin (Padovan e, of., 1996).

V nasprotju s precejdnjo razliénostjo fiteplazem, se simptomi rumenice. ki jih fe-le povzrocajo
pri vinski trti, med seboj zelo malo razlikujejo. zato jih za determinacijo poverogitelja ne
moremo uporabiti, KaZe, da so razlike v zunanjih znamenjik rumenic bolj odvisne od sorte
vinske trie. kot ed tipa fitoplazme s katere je trta okuZena (Maixner ¢ wf.. 1997). Dedatno
tezavo pri Sirjenju trsnih rumenic na sploh pa predstavljajo trsne podlage. ki ne kaZejo
zunanjih znamenj bolezni (SO4, Kober 5BB. 3C, 161-49). ali pa so znamenja slabo
izrazena oziroma netipiéna (420A, Richter 110, 140 Ruggeri, 1103 Paulsen).

2 METODE ZA DETEKCLJO FITOPLAZEM
2.1 Seroloske metode

Metode s Kkaterimi lahko laboratorijsko doloéimo razliéne tipe fitoplazem delimo na seroloske in
molekularne. Med serolegkimi je najpomembnejia metoda ELISA, za katero so Ze uspeli izdelati
specifitne antiserume in monoklonalna protitelesa za ved tipov fitoplazem, med njimi tudi za FD in
fitoplazme iz skupine SYG. Vendar tezave pri nadinu priprave vzorcev, ki se pri posameznih tipih
fitoplazem nekoliko razlikufejo, zmanjsujejo specificnost metode in prepredujejo njeno siroko uporabo
(kot npr. za detekcijo virusov vinske trte). S to metodo lahko dolotéamo tudi zastopanost fitoplazem v
zuzelkah prenasalcih (npr. v Skrzatih), vendar so na ta nagin, v primerjavi z melekularnimi tehnikami,
lahko edkrili le 60 % okub {Kuszala, 1996).

2.2 Molekularne metode

Mnogo bol; natanéne od seroloskih so molekularne metode, pri katerih se opravi analiza DNK, bodisi s
hibridizacijo bedisi s PCR tehnikami {Polymerase Chain Reaclion). Za 1o je potrebno iz zuZelke
prenasalke ali iz okuzenih rastlinskih tkiv, najprej ekstrahirati fitoplazmatsko DNK. Ekstrakcijo iz listov
{listne Zile) opravimo v juljt ali avgustu, ko se na rastlinah Ze vidijo zunanja znamenja rumenic.
Kasneje pa filoplazemsko DNK lahko ekstrahiramo tudi iz floema lesa oku?enega trsa. Priprava
vzorcev za ekstrakeijo je zazdaj Se dokaj zapletena, saj tkiva vinske trte vsebujejo precej polifenoloy, ki
lahko negativno vplivaje na kasnejse postopke pri hibridizaci)i DNK {Daire et af., 1997).
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Metoda hibridizacije DNK je nekoliko bolj natanéna od seroloskih tehnik detekcije fitoplazem. Uporablja
se predvsem za hilre preglede vecjega $tevila vzorcev, kar je posebej pomembne pri ugotavljanju
ckuZenosti 2uzelk prenasalk. Pravi napredek pri detekciii fitoplazem pa j& prinesia Sele uporaba
metode PCR, ki je stokrat cbeutlivejsa od metade hibridizacie. Omogota specifigno detekcijo
fitoplazem iz razli€nih skupin (med njimi tudi iz skupin SYG in EYG) ter njihovo razvriéanje v razligne
skupine, in to tako pri gostiteliskin rastlinah ket pri zuzelkah prenadalkah. Detekcija poteka na podiagi
laberatorijske primerjave sekvenc genov ribosomske ali neribosomske DNK z ustreznimi standardnimi
vzorcl. V zacetni fazi raziskav 50 za te namene uporabliali predvsem 165 rDNK, ki pa je zaradi dokaj
majhne stopnie polimorfizma manj primerna za doloéanije raziiénih sevov sorodnih fitoplazem. znotraj
posameznih skupin. Zato so se v zadnjih nekaj letih posvetili razvoju novih tehnik PCR, kjer za
detekcijo fitoplazem uporabljajo neritcsomske DNK (Boudon-Padieu et ai, 1997). Posledica uporabe
obcutijivejih metod detekcije so Stevilna odkritja novih fitoplazem ter spoznanje, da je raznolikost tipov
fitoplazem znotraj skupine SYG mnogo manjéa kol znolraj skuping EYG, Fitoplazme skupine SYG so
mnoge bolj "univerzalne”, povzrogajo rumenice pri velikem $tevilu diviin ter kulturnib rastlin, ter se
prenadajo z Zuzelkami. Metoda je seveda splosno uporabna tudi v druge namene, na primer za
razlikovanje sortin klonov vinske trie, ugotavijanje mutacy, detekcijo virusov itn.

3 REZULTATI NOVEJSIH RAZISKAV FITOPLAZEM PRI VINSKI TRTI

31 Skupina rumenic bresta (Elm vellows group-EYG)

Ce rumenice iz skupine SYG fahko najdemo v skoraj vseh vinogradnih regijah Evrope ter
njihovi okotici, pa je bila zlata trsna rumenica soricto sensu (FI). K jo uvrséamo v skupino
rumenic bresta (EYG), po dosiej znanih podatkih odkrita Ie na obmodiih juzne Francije.
severne Spanijc in severne Halije. Omejena je torej na Usta obmocja, kier Zivi tadi njen
naravni prenasalec - Skrzat Scaphoidens tranns Ball(Cicadellidae - pravi skrzatd), V
Sloveniji I'TY ¢ ni bila cksperimentalno dokazana. Ceprav se je omenjent Skrzat Ze naselit v
primorskih vinogradih (Seljak. 1987). Bolezen se. glede na razlicno obéutljivost sort
vinske trie. kaze v spomiadanskem zaostajanju rasti, delnem ali popolnem suSenju
grozdicey, znadilnem zvijanju in nenormalni kovinske-rumenkasti barvi listov (pri rdecih
sortah je barva listov rdeckasto-rumenkasta). nekrozah na listih ter nedozorevanju mladik.
Kjer ni naravnepa prenaSalea se FID lahko prenasa prek latenino okuzencga cepilnega
materiala, tore] s trsnimi ceplienkami. Ena najobcutljivejsih sort je Chardonnay. ki sc
uporablja tudi kot indikatorska rastlina za vse tipe tesnih rumenic,

Nov tip fttoplazme podobne FI so na vinski trti odkrili v Nemdiji, kjer pa §krzat S0 fifcon ne
Zivi. V tem primeru primarni gostitel) bolezni i vinska tria, temved druge rastlinske vrste kot
npr. Alus glutinosa Mill, (Sroa jelia). Rubuy sp. (robida) in Prows sp. (slive). ki rastejo v
blizin vinogradov. Zastopanost nove filoplazme so dokazati wdi v ielSevi bolSiei (Psyila alni;
Psylliddac). Ta sicer primarne zivi in se preheanjuje na jelsah, v mangiem Stevilu pa so jo nasli
tudi na vinski i, Raziskave, s katerimi bi fahko poirdili moznost okuZbe vinske trie z novo
fitoplazmo prek jelseve boldice, so 3¢ v teku (Reinert. 1997).

32 Skupina rumenic tipa "stolbur” (Stolbur vellows subgroup-SYG)

Bolezen "¢rmi les" (Bois noir) je znana 7e od feta 1980, Najprej je bila odkrita v severno-
francoskih vinogradih. Znamenja bolezni so zelo podobna kot pri FD. se ne prenaga s
Skrzatom S. ritanies, njena etiotogija pa je bila do pred kratkim neznana. Sele rzvoj ehnik za
laboratorijske raziskave DNA (PCR), je omogoéil adkritie povzrogitelja, ki so ga uvrstili med
fitoplazme 1z podskupine "stolbur” (3Y G) (Daire ef of.. 1993}, podobno ket wdi povzroéitelja
bolezni "Vergitbungskrankheit” v Nemciii (Maixner er of,, 1993). Bolezni, ki jik povzroéajo
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fitoplazme iz te podskupine, sta v vzhodni Evropi kot viroze prvic opisala Subov in Vovk Ze
leta 1946, opazili pa so jih najprej na paradizniku, papriki in tobake. Kot naravni prenaSalec
fitoplazem iz te skupine je bil potrjen Skrzat Hyalestes obsolerus Sign. (Civiidae - svetledi
SkrZati). Kasneje je bila ta povezava potrjena tudi v Franciji pri rastlinah iz druZine
razhudnikovk (Sofanaceac) ter v Francyji in Neméiji, v primeru bolezni "Crni les” ter
"Vergilbungskrankheit” pri vinski i (Maixner, 1994),

Raziskave, ki so jih v Franciji opravili v zadnjih letih so pokazale, da sta potencialna
prenaalea rumenic iz skupine SY G, poleg Skrzata /L obsoletus, S¢ najmanj dva drupa skrzata
iz druzine Cicadellidae in sicer Mocydia crocea Herrich-Shaeffer ter Euhemiptera lineolarus
Brullé. Prav tako so dokazali, da so z omenjenimi fitoplazmami okuZzene tudi Stevilne
rastlinske vrste, ki rastejo v vinogradih ali njihovi neposredni bliZini. kot npr. Convolvielus
arvensis L. (njivski slak), Cardaria draba Desv. (navadni poprovnik - sinonim je Lepidizm
draba 1)), Catharanthus rosens 1. (vista zimzelena - sinonim je Finca rosed), Datura
stramoniwm L. {knistavee), Fieus carica L. (smokva), Syringa vadgaris L. (Spanski bezeg),
cednja (Prunus sp. L) in brest (Ufmus sp. L), Analize so pokazale wudi, da so bili odrasli
osebki krzata H obsolerus okuZeni s fitoplazmo 1akoi. ko so se pojavili. To navaja na
sklep, da so se okuZili Ze v stadiju liéinke v teh, ko so se hranili na koreninah okuzenih
gostiteljskih rastlin, Izkazalo se je, da je prav njivski slak ena najpomembnej§ih
gostiteljskih rastlin tega Skrzata. Powrdili so tudi, da so okuZeni tudi Skrzati na obmog&jih
kjer ni vinogradov, in tu predstavljajo potencialni rezervoar za irjenje rumenic (Sforza er
al., 1997).

1z tepa izhaja, da bolezai "¢mi les™, kakor tudi drugib rumenic iz podskupine 8YG, ne bomo
mogli zatreti s standardnimi metodami. Kot u¢inkovit ukrep, ki mmanjda Stevilénost populacije
skrzata M. obsoletus, priporotajo vzdrzevanje &istih tal v vinogradu, ter zimsko oranje tistih
zemljis¢ v neposredni okolici vinogradov, ki bi lahko bila potencialni rezervoar Sirjenja
bolezni rumenic. Z veliko verjetnostjo domnevajo tudi, da so povzroéitelji in naravii
prenadalel bolezni "Crni les” in "Vergilbungskrankheit” v obeh primerib isti, da pa nekatere
razlike v zunanjih znamenjih bolezni obstajajo predvsem zaradi drugacnega okolja in drugih
sort vinske trie, pri katerih so ju opazili (Sforza er al., 1997).

Podobne rezultate so dobili wdi alijanski fitopatologi na obmodju Ligurije. OkuZenost s
fitoplazmami iz podskupine SYG, so potrdili pri divjerastocih rastlinskih vrstah  Plantago
media L. (srednji trpotec), Pramus spinosa L. (&mi um), Spartivm juncewn L, (navadna Zuka),
Linaria sp. Mill. (madronicica) in Rubuy sp. (robida). Pogostnost okuzb pri vinski trii. je bila
tesno povezana 7 zastopanosjo navedenih rstlinskih vrst v neposredni blizini vinogradov ali
v samth vinogradih. Prav tako pa so bili s emi fitoplazmami okuZeni osebki vsaj dveh vrst
Skrzatov iz druzine Cicadellidae: 1o sta Euscelis incisus Kirschbaum ter Euscelidiuy
variegarus Kirschbaum, ki se primamo hranita na drugih rastlinah. ob&asno pa so ju nash tudi
na vinski trii (Contt er al., 1997} Z nadaljniimi poskusi so dokazali, da rumenice prek
naravnih vektorjev krozijo v vseh smerch, od okoliskega rastlinga na vinsko 1o in nasprotno.

Vpradanje je, koliko obolelih trsov je prislo v vinograd Ze z okuZenimi cepljenkami, koliko pa
je naknadnib okuzb prek ZuZelk prenasalk. V Daliji je bilo ugotovljeno, da je prenos bolezni
prek cepilnepa materiala redek {do 1 % okuzb), inkubacijski cas v katerem se na trsih pojavijo
znamenja bolezni pa je najvet 18 mesecev (Osler er al, 1997). Po tem Casu lahko z
gotovesijo trdimo, da sc okuZba ni razsirila prek trsnih cepljenk, temved prek naravnih
prenadalcev. S postavitvijo loncev s testnimi rastlinami v izoliran rastlinjak in v vinograd so
ugotovili. da se rastline v rastiinfaku niso okuZile. Pag pa je bilo v eni rastni dobi okuZenih 68
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% testnih trsov, ki so jih v loneih postavili v vinograd, med 7 rumenicami okuZene trse. S tem
seveda ne Zelimo zmanjSevati pomena vzgoje zdravih trsnih cepljenk, predvsem na tistib
obmotjib, ki z rumenicami 3e niso okuZena. Poudariti Zelimo le, da lahko neprimerno vedji
deleZ okuzb pripisemo naravnim prenagalcem, kot pa okuzenemu sadilnemu materialu,

4 SKLE?

Problemi s katerimi se sreCujemo pri bolezni rumenic vinske trie so veéplastni. Njihovo
reSevanje zahleva zdruZitev mo€i in znanja strokovnjakov ({vinogradnih tehnologov,
fitopatologov in biologov), ki morajo pojav bolezni opredeiiti z etiolodkega, epidemioloskepa
in tehnoloskepa vidika; drzavne uprave (MKGP), da uveljavi ustrezno regulative, ki bo
vinogradnike v skupnem interesu zavezovala k izvajanju predpisanih  ukrepov: ter
vinogradnikov, ki so za refitev tega problema neposredne zainteresirani. Na podlagi
dosedanjih ugotovitev raziskav, so strokovnjaki Ze izdelali priporoila. s katerimi je mogode
zjezitl nastajajo¢o skodo. V primeru zlate tsne rumenice je to predvsem sajenje zdravih
trsnih ceplienk in izvajanje ustreznega programa Skroplienja proti $kriatu S ritanus. V
primeru trsnih rumenic in naravnih prenasaleev. katerih primarni gostitelj ni vinska trea, pa
priporo¢ajo:

- dase v vinogradih in neposredni okolici ne dopui¢a razragéanie plevelov:

- dase fzrojene vinograde dosledno i2kréi in odistt ostankov starega trsja:

- da se izogibamo vsake kombinacije vinske trte z zelnatimi poljseinami v vinogradu ali
njcgovi bhizini;

- dase iz vinogradov sproti odstranjujejo trsi z vidnimi znamenji rumenic;

- e, da se po opravljeni rexi roZje odstrani iz vinograda in sefge.

Z nekaterimi omenjenimi ukrepi bi ponckod seveda drastiéno posegli v ichnologijo pridelave

grozdja, ckologijo fal in okolia na sploh ter postavili pod vprasaj marsikatero zahtevo

integriranega gojenja vinske trie {predvsem nadini zastiranja tal, ekolodke miSe z divie Zivali

ob nasadib, pajavrost predatorskih Zuzelk. itn.). Sami se bomo morali odloéiti. ali in v

kolikini meri bomo omenjene ukrepe izvajali, oziroma ali ne bo cena njihovega zvajanja

vi§ja od $kode. ki jih v vinogradih povaroéajo trsne rumenice.
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