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IZVLECEK

Glivici Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold in Verticillium dahliae Klebahn sta bili v Sloveniji
izolirani in identificirani iz hmelja leta 1974. Zaradi pojava bolj patogene oblike Verticillium spp. na
obmotju Gomilskega (Spodnja Savinjska dolina) smo Zeleli povzroditeljici hmeljeve uvelosti
ponovno izolirati. Pri prenosu glive iz in vivo v in vitro razmere smo ugotavljali najustreznejsi cas
inkubacije okuZenega rastlinskega materiala in tehniko prenosa. Za najprimernej$o se je izkazala
dvodnevna inkubacija. Uporabili smo dve tehniki prenosa gliv v sterilne razmere, pri ¢emer se je
direkini prenos okuzenega tkiva izkazal za znatno boljgega. V Smartnem pri Slovenj Gradcu se
redno pojavlja blaga oblika hmeljeve uvelosti, ki jo povzrocata obe glivici. Iz vzorca, nabranega na
omenjeni lokaciji, smo izolirali Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold ter Verticillium dahliae
Klebahn in ju po 20 dnevih inkubacije doloéili na podiagi trajnih organov (trajni micelij ali
mikrosklerocij). V hmeljnih steblih (trtah), nabranih na obmocju Gomilskega, kjer se pojavija bolj
patogen sev, smo zazdaj ugotovili le Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold.

Kljuéne besede: hmelj (Humulus lupulus L.), hmeljeva uvelost, identifikacija, izolacija, Verticillium
albo-atrum Reinke & Berthold, Verticillium dahliae Klebahn.

ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF FUNGI VERTICILLIUM
ALBO-ATRUM REINKE & BERTHOLD AND VERTICILLIUM DAHLIAE
KLEBAHN ON HOPS (HUMULUS LUPULUS L.)

Fungi Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold and Verticillium dahliae Klebahn were first time
isolated and identified on hops in Slovenia in the year 1974. Due to outbreak of more pathogenic
type of Verticillium sp. in Gomilsko area (Savinja Valley, Slovenia) we wanted to isolate and identify
this new type of verticillium wilt. Transfer of the fungus from in vivo in in vitro conditions enabled us
to study different methods of transfer and the duration of incubation. Direct transfer of infected
tissue was considerable better than other tested methods. Two days incubation proved as the most
convenient. In Smartno near Slovenj Gradec the fluctuating type of verticillium wilt appears ordinary
and is caused by Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold and Verticillium dahliae Klebahn. They
were identified on the bases of resting organs (resting mycelium and microsclerotia) after 20 days
of in vitro cultivation. On hop stems (branches) collected in Gomilsko area where the more
pathogenic strain appears only Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold was present.

Key words: hop (Humulus lupulus L.), identification, isolation, Verticiflium albo-atrum Reinke &
Berthold, Verticillium dahliae Klebahn, verticillium wilt
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1 UvoD

Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold in Verticillium dahliae Klebahn (skupina
Deuteromycotina), vretenasti talni glivi, sta povzro€iteljici hmeljeve uvelosti (uvrs¢eni na
A2 seznam karantenskih Skodljivih organizmov). V uravnoteZenih razmerah nista nevarni,
s spremenjenimi ekolo$kimi razmerami ali z uvajanjem obcutljivej§ih kultivarjev pa se
infekcijski potencial obeh poveca. Obe glivici prezivita v obliki micelija v tleh ali na
rastlinskih ostankih gostiteja. V razvoju patogena je temperatura eden izmed
pomembnejsih dejavnikov (optimalna temperatura 17-20°C). Pri ustreznih razmerah so
trosi glivic (konidiji) ali micelij sposobni prodreti skozi ranjeno povrhnjico in mlade,
neposkodovane korenine, ki $¢ nimajo dovolj lignificirane celi¢ne membrane, v prevajalno
tkivo. V njem se razraste micelij (traheomikoza), ki onemogoca pretok vode in v njej
raztopljenih hranilnih snovi. Posledica zamasitve prevajalnega sistema je venenje in celo
odmiranje rastline. Hmeljeva uvelost se pojavlja v blagi (fluctuating wilt) in letalni (bolj
virulentni) obliki (progressive wilt). Pri blagi obliki se pojavlja odebeljenost rozg od
korenike navzgor, rastlina pa zafne naslednje leto z normalnim razvojem. Pri bolj
virulentni obliki so znamenja obolenja podobna (zastopana vso rastno dobo), le da okuZena
rastlina popolnoma propade. Sami vizualni znaki (zvijanje listov navzgor, rumenenje in
rjavenje listnih robov, odpadanje le-teh) niso zanesljivi, saj se ujemajo s fizioloskimi
motnjami rastline. Bolezen je zelo nevarna, zlasti pri hmelju, ki je ve¢letna rastlina. Glivici
namre¢ okuzujeta $e druge rastline: paradiznik, krompir, kumare, papriko, meto, sladkorno
peso, lucerno, oljno ogricico, oljko in nekatere okrasne rastline.

Glivici sta bili v Sloveniji prvi¢ izolirani iz hmelja Ze leta 1974 (Dolinar, 1975) in sicer
povzrotiteljici blage oblike. Zaradi pojava bolj virulentne oblike Verticillium spp. na
obmod&ju Gomilskega, smo Zeleli povzrociteljici hmeljeve uvelosti ponovno izolirati in ju
identificirati.

2 MATERIALI IN METODE

Glivici smo izolirali s prenosom v razmere in vitro. Uporabili smo komercialno pripravijen PDA
substrat (potato-dextrose agar) z dodanim antibiotikom (streptomicin sulfat), umerjen na pH 4,8. Za
izvorni material smo uporabili obolela stebla hmeljnih rastlin (trt), pri katerih smo v rastni dobi
opazili znatilna znamenja uvelosti hmelja. Vzorce smo nabrali na obmo&ju Gomilskega in
Sentruperta v Savinjski dolini ter Smartnega pri Slovenj Gradcu. Uporabili smo dve tehniki prenosa
glive v sterilno okolje. Rozge, razpolovljene po dolzini, smo inkubirali v viazni atmosferi, pri sobni
temperaturi in dnevni svetlobi. S prevajalnega dela stebla smo po doloc¢enem ¢asu inkubacije
postrgali bel, puhast micelij. V primeru, da smo pod lupo opazili znacilno vretenasto razrast
trosonoscev glive iz rodu Verticillium, smo micelij iz omenjenih vzorcev nacepili na poSevna gojisca.
Pri drugi tehniki prenosa patogena v tkivno kulturo pa smo s sterilno tehniko na gojis¢a direktno
nanesli koscke okuZenega prevajalnega tkiva irt, nabranih iz devetih razli¢no lociranih hmeljis¢. Pri
prvi metodi prenosa glive smo primerjali dvo-, &tiri- in sedemdnevni ¢as inkubacije. Po 14-dnevni
inkubaciji smo s svetiobnim mikroskopom logevali obe glivici na podlagi trajnih organov, na osnovi
katerih je glivici sploh mogoce razlikovati.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

S primerjavo razliéne dolZine trajanja inkubacije smo ugotovili, da je najustreznejSa
dvodnevna inkubacija. PodaljSevanje Casa inkubacije se odraza z veljo zastopanostjo
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drugih, nezelenih organizmov (saprofitov) na vzorcih trt. Za tehniko prenosa glive v
sterilne razmere se je izkazal znatno boljsi direktni prenos okuZenega tkiva na gojisce (brez
predhodne inkubacije). Omenjena metoda s¢ je izkazala za uspesnejSo, saj smo z
rastlinskim materialom manj manipulirali in s tem zmanjali verjetnost okuzbe.

V Smartnem pri Slovenj Gradcu se redno pojavlja blaga oblika hmeljeve uvelosti, ki jo
povzrocata obe glivici. Iz vzorca, nabranega na omenjeni lokaciji, smo izolirali Verficillium
albo-atrum Reinke & Berthold (slika 1) in Verticillium dahliae Klebahn in Ju po 20 dnevih
inkubacije dolo€ili na podlagi trajnih organov. Verticillium dahliae Klebahn oblikuje
mikrosklerocije, Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold pa odebeljen micelij temne
barve. Razlikovali pa smo ju tudi glede na velikost konidijev (2-4 pm) ter &tevilo fialid (4-
7). Fialide so vejasto razvejane in potekajo iz trosonoscev (konidioforov). Na vsaki fialidi
je samo en konidij, ki je enoceli¢en, prozoren in elipsoidne oblike, lahko paje tudi enkrat
septiran. V rozgah, nabranih na obmog&ju Gomilskega, kjer se pojavlja letalna (virulentna)
oblika hmeljeve uvelosti, smo zazdaj ugotovili le Verticillium albo-atrum Reinke &
Berthold.

Slika 1: Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold:; bel, puhast micelij
(foto: J. Rode)

Figure 1: Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold; white, puff micelium
(photo: J. Rode)

Cista kultura patogena, prenesena v razmere in vitro, je izrednega pomena za nadaljnje
proucevanje virulentnosti glive ter doloditve seva oz. sevov, zastopanih v slovenskih
hmeljis¢ih. Zazdaj %e ni na voljo pripravka, s katerim bi ucinkovito prepre€ili pojav in
Sirjenje glivic. Najuspesnej3i nacin, s katerim se v svetu borijo proti hmeljevi uvelosti, je
vzgoja odpornejdih (tolerantnih) kultivarjev, kar pa bo v prihodnje tudi ena izmed
prioritetnih nalog slovenskih Zlahtnjiteljev hmelja.

4 SKLEPI

Na podlagi opravljenega poskusa lahko sklenemo:
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oS primerjavo razli¢ne dolZine trajanja inkubacije smo ugotovili, da je najustreznej$a
dvodnevna inkubacija.

e Za tehniko prenosa glive v sterilne razmere se je izkazal znatno bolj8i direkini prenos
okuZenega tkiva na gojisée (brez predhodne inkubacije).

o1z vzorca, nabranega v Smartnem pri Slovenj Gradcu, smo izolirali Verticillium albo-
atrum Reinke & Berthold in Verticillium dahliae Klebahn. V rozgah, nabranih na
obmotju Gomilskega, kjer se pojavlja letalna oblika hmeljeve uvelosti, smo zazdaj
ugotovili le Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold.

1zolacija in identifikacija glivic Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold in Verticillium
dahliaze Klebahn je izrednega pomena, saj omogoca nadaljnje raziskave virulentnosti ter
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