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DIAGNOSTIKA FITOPLAZEM NA VINSKI TRTI
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IZVLECEK

Prenasamo, razvijamo in uvajamo nove metode, ki nam bodo omogodile razlikovanje ter pregled
nad razéirjenostjo in pomenom fitoplazem, povzroditeliev trsnih rumenic (zlate trsne rumenice,
Flavescence dorée in ¢rnega lesa, Bois Noir). Dajemo kratek pregled nastetih povzrotiteljev botezni
in novih metoed za njhove dofofanje ter pomen uvajanja le-teh za potrebe nadzora bolezni in
selekeije vinske trte za vinogradnistvo v Sloveniji.

Kljuéne besede: Bois noir, detekcija, fitoplazme, Flavescence doree, molekularne metode,
vinska trta

ABSTRACT
DIAGNOSTICS OF PHYTOPLASMAS ON GRAPEVINE

We are in the process of transferring. developing, and introducing new molecular-based
technologies for detection of phytoplasmas which cause grapevine yellows diseases (Flavescence
dorée and Bois nair). Intreduction of new methods should enable us to estimate the impact of each
pathogen on grapevine, evaluate it's importance, and monitor’ it's presence and spread,
respectively. We present a short review of detection methods and their potential importance for the
routineg use in phytosanifary control and grapevine clonal selection certification schemes in
Slovenia.

Key words: Bofs noir, detection, Flavescence dorée, grapevine, molecular methods,
phytoplasmas

UuvoDn

V Centru Planta Nacionalnega indtituta za biologijo v sodelovanju z Biotehnisko fukuiteto
in Kmetijsko veterinarskim zavodom Nova Gorica, razvijanio in uvajamo nove metode 2z
dotocanje fitoplazem in nekaterih virusov na vinski 1rii. Tehnologije detekeije. ki jih
uvajamo, temeljijo predvsem na molekulamne biolokih metodah. Protokole tehnologi)
bodisi prenesemo iz priznanil referencnih laboratorijev v twjind ali pa jih razvijamo skupaj
z njimi. Uvajanje metod poteka tudi skladno z razliénimi mednarodnimi organizacijami
(Mednarodni svet za raziskave virusov in virusom podobnih bolezni na vinski 26, [CVG.
Mednarodni urad za trte in vino, OIV) in v okviru akcij/programov (COST, NATO S15).
ki adruzujejo, obvedajo in usklajufejo raziskovalee iz znanstvenih in strokovnih krogov na
tem podrogju. Kontni in glavni namen uvajanja metod je smiselna, koristna in potrebna
rutinska uporaba v vinogradniski praksi za potrebe nadzora in vrednotenja delocenih
povzrogiteljev bolezni v vinogradih ter pri pridelavi. selckeiji in uvozu sadilnega materiala.

' dr. biol. znan., dipl. biol., $1-1000 Ljubljana, Veena pot 1)



346 Nataga PETROVIC

Protokole za tehnologijo detekeije fitoplazem uvajamo s pomodjo Laboratorija za raziskave
fitoplazem na vinski trii, na francoskem drzavnem mStitute INRA v Dijonu. Omenjeni
laboratord] razvija, uvaia in nadzoruje rutinsko detekeijo trsnih rumenic za obmogje cele
drzave Francije, hkrati pa je mednarodni referenéni iaboratorij in najvigja avioriteta za
detekeijo fitoplazem na viaski trti.

ZLATA TRSNA RUMENICA ALI CRNI LES?

Bolezni zlate trsne rumenice in ¢rnega lesa povzrocata fiteplazmi, ki se ofitno raziikujeta
po svoji biologiil in nacinu prenadanja, ne pa tudi po bolezenskil znameniih, ki jih
povzrofata na okuZenih rastlinah vinske trte. Pogosto obe fitoplazmi nastopata tudi skupa,j.
Zlata trsna rumenica  (Flavescence dorde, FD) je ze dolgo znana pomembna karantenska
bolezen, ki je uvritena na evropsko in slovensko karantenske A2 liste Skodljivih
organizmov. Povzroéa jo {iloplazma iz skupine brestovih rumenic (angl. Elm yellows),
katere biologija in epidemiologija sta Ze dlje ¢asa dobro znani. Manj znana je biologija in
epidemiologija povzroCitelia bolezni ¢ri les  (Bois noir, BN} Najnovejle objave
potrjujejo, da bolezen BN povzrota fitoplazma iz skupine Stolbur in da je BN zelo
razfirjena in nevarna bolezen na vinski trd (Sforza s sod., 1998), ki bo zaradi tega morda
prav kmalo tudi uvri¢ena na listo karantenskih organizmov. Zaradi tega s¢ je pojavila
potreba po razlikovaniu obeh fitoplazem in po ustreznih (hitrih in zanesljivih) metodah
Zanju,

Sirjenje in razvoj bolexni sta tesno povezana z razvojnim krogom ZuZelk-prenadalk, v
katerih sc fitoplazmi tudi razmnozujeta, Naravni prenasalec fitoplazme FD je ampelofagni
skrzat Scaphoideus tiianus Ball., ki Zivi, se hrani in zakljuuie svoj razvojni krog izkljuéno
na vinski trtl. Fitoplazma BN se prenasa 2 naravnim prenaSalcem  skriatom Hyvalesthes
obsoletus Sipnoret (Memiptera, Fulgoromorpha, Cixildae), ki zivi, se hrani in zakljucuje
svoj razvojni krog na Stevilnih vrstah in celo druzinah rastling ki rastejo v okolici in v
vinogradib (Sforza s sod., 1998). Strategija zatiranja Zuzelk-prenasalk fitoplazem D in
BN je zaradi povsem drugacne biologije obeh vrst ZuZelk povsemy drugadna, kar znova
kaze kako pomemben je podatek s Katero floplazmo imamo opravka in na pomembno
vlogo. ki jo pri tem imajo laboratorijske metode.

O bolezni zlata rsna rumenica govorimo v Stoveniji ¢ nekaj let. Seljak (1987) je
prenagalea FI na Primorskem, kar nakazuje veliko moZnost zastopanosti tc rumcnice na
tem obmod&ju, Seljak in Osler (1997} s1a na osnovi analize devetih vzorcev, opravljene v
referenénem laboratoriju INRA v Franciji, potrdila zastopanost rumenice tipa BN v petih
rastlinah sort ‘chardonnay’ in *malvazija” na Primorskem. Tudi Sariceva s sodelavei (1997)
porofa o zastopanosti fitoplazem skupine astrinih rumenic v dveh od treh analiziranih
vzorcih vinske trte sort “chardonnay” in ‘rebula’ v Sloveniji; analize so opravili v
laboratoriju InStituta za rastlinsko patologijo na univerzi v Bologni v Ttaliji. ObSirneji
pregled pojavljanja bolezenskih znamenj trsnih rumenic v Sloveniji je podal Koruza
(1996), kjer navaja, da je po evidentiranju bolezni v vinogradih po Sloveniji v letih 1991-
1995 bilo najti od 20% do 40% rastlin z bolezenskimi znamenji trsnil rumenic. Prav zaradi
pomanjkanja ustreznih laboratorijskih metod pa do sedaj v evidentiranih rastlinah ni bilo
mogoce ugotoviti zastapanosti in identitete fitoplazem, povzroéiteljic trsnib rumenic.
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DIAGNOSTICNE METODE ZA RAZLIKOVANJE FD IN BN

Iitosanitarni postopek za pregled in dolocanje zastopanosti FD po BPPO standardu
(European Plant protection Organization. EPPO, standard PM 3/57 (1)) opisuje le bioloski
na¢in doloanja FD. Bioloski nacin dolocanja je indeksiranje z uporabo obéutljive
indikatorske rastline (zakoreninjene potaknjence hibrida Baco 22 A ali Firis vinifera.
kuluvarja Chardonnay in Aramon). 1sti EPPO standard hkrati za ugotavljanje zastopanosti
FID zaradi dolgotrajnosti postopka indeksiranja v okviru potrjevalne sheme za vinsko trto
(EPPO, 1994) svetuje le vizualni pregled simptomov. Vendar pa z vizualnimi pregledi ne
moremo opaziti priritih okzub z D in BN, kar $¢ posebej velja za cepljenke in druge
oblike dormantnega lesa, z indeksiranjem pa lahko ugotovimo le zastopanost fitoplazem na
splodne in nc moremo razlikovati med fitoplazmami razlicnih tipov., EPPO je Ze jzdal
priporotila, po katerih lahko dolotamo zastopanost posameznih tipov fitoplazem z
laboratorijskimi postopki, ki edini omogoéajo razlikovanje med fitoplazmama FD in BN,
hkrati pa tudi razlikovanje obeh od drugih fitoplazem. ki se lakko pojavljajo v vinski irti
(fitoplazme. ki povzrocajo rumenice sredozemskega, severnoameriskega in subtropskega
tipa) (EPPO Protocols for the identification of quarantine pathogens, 98/6876 a in b).
Laboratorijsko dolocanje, ki omogoca razlikevanje med fitoplazmama I in BN obscga
serolodki test (ELISA) z uporabo specificnih protiteles, s katerimi lahko loteno in
specifieno zasledujemo membranske beljakovine fitoplazem FD in BN v rastlinah ali v
Zuzelkah (Kuszala s sod., 1993). Kot seroloski test lahko ob uparabi istih protiteles
uporabimo tudi imunsko elektronsko mikroskopijo (Lehrminier s sod.. 1990) ali wehniko
imunskega pivoika (Scddas s sod., 1996),

Osnova hitrl in zanesljivi metodi dolo¢anja fitoplazemskega dednega zapisa (DNK), ki ga
ekstrahiramo kot ceiokupno DNK iz listnih 2il vinske trie, je analiza s pomodjo verizne
reakcije  polimeraze  (PCR). Pri tem  uporabimo univerzalne zadetne  sintetske
oligonukicotide, ki omogocajo pomnoZevanie 165 ribosomalne DNK fitoplazem vsch
skupin. Za natanénejdo omalizo. kateri skupini pripadujo fitoplazme, ki okuZujcjo nag
vzoree, analiziramo produkt PCR reakeije # metodo RFLP (angl. Restriction Fragment
Length Polymorphisan). S primerjanjem RFLP kontrolnib fiteplazem iz doloéenih skupin
labko vidimo, kateri skupini pripada {itoplazma, ki je zastopana v analiziranem rastlinskem
vzorcu (Raire s sod., 1992). Alternativna metoda za dodatno potrditey razlikovanja tipov
fitoplazem je PCR reakeiji, pri kateri lahko z uporabo za I'D oziroma BN specifiénega para
zaCetnih sintetskih ofigonukleotidov pomnoZujemo neribosomalne DNK wvsake izmed
fHoplazem (Daire 5 sod., 1997). Produkt e PCR reakeije je specificen za BN oziroma FI
fitoplazmo in omogoda natanéno razlikovanje med obema fitoplazmama brez dodatne
RFLP analize. Razlikovanje z mastetimi molekularnimi metodami je uspesno tudi kadar
obe fitoplazmi nastopata skupaj.

Poudariti velja, da nobena od nadtetih metod sama zase ni povsem zanesljiva. Prav zato
uporabimo na istem analiziranem vzoreu ved molekularnih metod hkrati, e je potrebno pa
tudi imunsko elekironsko mikroskopijo in druge seroloske metode.  Kljub femu so
laboratorijske metode v primerjavi z dolgotrajnim indeksiranjem ¢ vedno mnogo hitrejse
in cengjde. Z uporabo novih tehnologij rutinske detekeije si obetamo  potrditev,
razlikovanje in ovrednotenje razdirjenosti in pomena posameznih tipov trsnih rumenic v
Sloveniji.
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Zahvala

Uvajanje molekularnib metod za dolocanje in identifikacijo fitoplazem na vinski trti je del
projekta CRP Zemija (Kmetijstvo in podeZelje) “Evropa I z naslovom Uporaba rastlinske
biotehnologije za varstvo rastlin {Razvoj identifikacijskih meted za rasilinske patogene in
ovrednotenje transgenih rastlindg, ki ga finanéno podpirata Ministrsivo za znanost in
tehnologijo in Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano Republike Slovenije.
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