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IZVLECEK

V skupnih dveletnih proucevanjih so bili preizkuSani domaci kultivarji koruze na
odpornost proti stebelni trohnobi koruze. V preizkusanje sta bili vkljuceni 2 slovens-
ki populaciji, 4 slovenski ter 15 hrvagkih hibridov koruze. V prvem letu je bil napad
bolezni znatno vedji na dveh lokacijah na Hrvagkem (Rugvica, Ludbreg) kot v Sloveniji
(Jable, Ljubljana). Sorazmerno s tem je bil povecan tudi lom stebla. Statisti¢no
znatilne razlike so bile v tolerantnosti kultivarjev na stebelno trohnobo v razmerah
naravne okuZbe. Najodpornejsi so bili hibridi H-13/99, H-9/99, H-5/99 in H-7/99,
najobcutljivejsi pa H-4/99, H-6/99 ter obe populaciji. Leta 1999 je bil prvi¢ v Sloveniji
zabeleZen tudi koruzni oZig na steblu, ki ga povzroca gliva Colletotrichum graminico-
la ([Ces.] G. W. Wils.). V Jablah je bilo okuZeno, odvisno od kultivarja, od 2% do 35%
rastlin. V drugem letu preizku3anja je bilo v Jablah prvi¢ izvedeno testiranje na imen-
ovano glivo z umetno infekcijo. Med hibridi so bile ugotovljene nekatere signifikantne
razlike samo v razmerah umetne okuZbe, ki je bila ob¢utno mocnejsa kot v razmerah
naravne okuZbe, kjer med hibridi ni bilo signifikantnih razlik. Med hibridi ni
povezave na odpornost glede na lokacijo ali nadin okuzbe, pri umetni okuZbi sta
najobcutljivejsa H-15/00 in H-7/00, najodporneja pa H-2/00 in H-13/00. Pri naravni
okuzbi pa so ob¢&utljivi H-6/00, H-7/00 (Jable) ter H-13/00 in H-10/00 (Rugvica),
odporni pa H-4/00, H-13/00 (Jable) ter H-12/00 in H-15/00 (Rugvica).

Kljutne besede: koruza, hibridi, trohnoba stebla, Colletotrichum graminicola,
Fusarium spp.

ABSTRACT
THE TOLERANCE OF LOCAL MAIZE CULTIVARS TO STALK ROT

The resistance against stalk rot of two slovenian populations, and four slovenian and
15 croatian maize hybrids, was investigated during two years. In the first year, the
attack was stronger on two locations in Croatia (Rugvica, Ludbreg), when compared
with the slovenian locations (Jable, Ljubljana). The incidence of broken stalks was
higher in locations where the disease was more severe. There were significant differ-
ences for stalk rot (in field conditions). The most tolerant hybrids were H-13/99, H-
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9/99, H-5/99 and H-7/99, but H-4/99, H-6/99, and both populations were found to be
the most susceptible. In 1999, the stalk anthracnose, caused by the fungus
Colletotrichum graminicola {[Ces.] G. W. Wils.) was detected in Slovenia for the first
time. In the experimental station at Jable, 2-35 % of the plants of various hybrids were
affected by this fungus. The first artificial inoculation with this fungus took place in
2000. The significant differences among the studied cultivars were found only when
the plants had been artificially inoculated. The most susceptible cultivars were H-
15/00 and H-7/00, and the most tolerant were H-2/00 and H-13/00. However, in natu-
ral conditions the most susceptible were H-6/00 and H-7/00 at Jable, and H-13/00 and
H-10/00 at Rugvica, but H-4/00 and H-13/00 (Jable), and H-12/00 and H-15/00
(Rugvica) appeared to be tolerant.

Keywords: maize, hybrids, stalk anthracnose, Colletotrichum graminicola, Fusarium spp.

1. UVOD

Trohnoba stebla je $e vedno ena od najpomembnejsih bolezni koruze v svetu
{Christensen, Wilcoxson, 1966). Obolenje vpliva direkine na zniZanje pridelka zaradi
predcasnega venenja stebla ter skrajsanja dobe polnjenja zrnja. Indirektno pa vpliva na
zniZanje pridelka tudi zaradi loma stebla, kar predstavlja izgube pri mehaniziranem
spravilu. Glive rodu Fusarium, kot so Fusarium graminearum (Schw.), Fusarium
moniliforme (Sheldon) in Fusarium subglutinans ([Woll. et Reink.] Nelson, Toussoun
et Marasas} so najpogostejsi povzrotitelji stebelne trohnobe na Hrvagkem (Milatovié,
1969), v Sloveniji pa Fusarium subglutinans in Fusarium graminearum {Milevoj,
1978, Milevoj, 1981).

Na Hrvaskem se pojavlja tudi gliva Colletotrichum graminicola ({Ces.] G. W. Wils.)
{Milatovid, Palaversi¢ 1979, Milatovi¢ in sod. 1983), ki je znatno mo&nejsi parazit in
ki v razmerah umetne okuzbe stebla pri obcutljivih genotipih ob&utno poveca stevilo
strohnelih in polomljenih rastlin. Kot navajata Visvary in Warren (1982) je prezimitev
te glive omejena, zaradi tega je koruzni oZig bistveno bolj raziirjen v primeru ozkega
kolobarjenja. Najbolj$i nac¢in varstva koruze pred navedenimi glivami je %e vedno
vzgoja odpornih kultivarjev.

Cilj raziskav je prougiti odpornost domacih hibridov in populacij koruze za glivo
Colletotrichum graminicola v razmerah umetne okuzbe ter hkrati spremljati pojav
glive in jakost okuzbe.

2. MATERIAL IN METODE DELA

V 1. 1999 smo v poljskih razmerah z naravno infekcijo prougevali odpornost proti ste-
belni trohnobi Fusarium spp. 14 kultivarjev koruze na dveh lokacijah v Sloveniji
(Ljubljana, Jable) in na dveh lokacijah na Hrvagkem (Rugvica, Ludbreg). V poskus smo
vkljucili 9 novih hibridov, dve populaciji ter tri standarde. Vsak kultivar je bil posajen
po dve vrsti/parcelo v treh ponovitvah. Jakost okuZbe stebla smo ocenjevali s pri-
tiskanjem s palcem in kazalcem prvega podaljSanega internodija. Vse rastline, katerih
internodiji so se pod pritiskom pokazali kot mehki, smo ocenili kot strohnele.
Prikazan je odstotek strohnelih rastlin. Kjer je bilo potrebno, smo izvedli tudi trans-
formacije podatkov z ?x ali arc sin ?x (Gomez in Gomez, 1984). Z analizo variance smo,
na osnovi povpre¢nih vrednosti ter LSD, kultivarje razvrstili po odpornosti na 5
skupin (Krueger, Weiler, 1975):

povpr. posk. + > 1 LSD - zelo obcutljiv
povpr. posk. + 1 LSD - obcutljiv

povpr. posk. = 12 LSD 0 srednje obcutljiv
povpr. posk. - 1 LSD + srednje odporen
povpr. posk. - > 1 LSD ++ odporen
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V Jablah smo v naravnih razmerah ocenili samo pojav koruznega oZiga brez ocene
jakosti okuZbe, prikazan v odstotku obolelih rastlin. V naslednjem letu smo posejali 12
novih hibridov in tri standarde, ki smo jih umetno okuzili z glivo C. graminicola.
OkuZevali smo z veterinarsko ir éelxm]o z 1g10 premera 2 mm ter s stransko lukn]o 1 ml
inokuluma, ki je vseboval 1x10° spor/ml (I-99 I-171) smo vbrizgali v prvi podaljani
internodij v ¢asu 7+1 dni po 50 % svilanju. Jakost okuZbe stebla z glivo C. graminico-
la v razmerah tako naravne kot umetne infekcije smo ocenjevali vizualno na osnovi
zunanjega obolenja stebla po skali 1-9 (odporna-obéutljiva).

3. REZULTATI IN DISKUSIJA

V prvem letu preizkudanja se je trohnoba stebla pojavila precej mocneje na obeh
lokacijah na Hrvagkem kot na lokacijah v Sloveniji (slika 1), zaradi Cesar je bil na teh
lokacijah tudi vegji lom stebla. Med kultivarji so ugotovl]ene statisti¢no znacilne raz-
like glede strohnelih rastlin in loma stebla (pregl. 1 in 2). Odporni hibridi so H-13/99,
H-9/99, H-5/99 in H-7/99, obcutljivi pa H-6/99 in populacije H-10/99 in H-3/99. V L.
1999 je bil v Sloveniji plviC zabeleZen tudi koruzni oZig na steblu, ki ga povzroci gliva
C. gmmmlco]a ¢eprav je bila gliva, ki povzroca to bolezen, izolirana iz listov koruze
ze prej {Milevoj, 1991).

Slika 1: Povpretne vrednosti % strohnelih in polomljenih rastlin 14 kultivarjev
koruze v 1. 1999.

Figure 1: Mean values of % rot and broken stalk of 14 maize cultivars in 1999.
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Preglednica 1: Tolerantnost 14 kultivarjev koruze na stebelno trohnobo v poskusih na
4 lokacijah v Sloveniji in na Hrvaskem v 1. 1999.

Table 1: Tolerance of 14 maize cultivars against stalk rot on 4 locations in Slovenia
and in Croatia in 1999.

% strohnelih rastlin

Kultivar Ljubljana Jable Rugvica Ludbreg
H-13/99 0,6+ 0+ 16,0++ 11,14+
Stand. 2 0,6+ 1,8+ 26,2+ 6,2++
H-9/99 0++ 1,1+ 17,04+ 19,2+
Stand. 3 0++ 0+ 18,8++ 20,3+
H-5/99 0,6+ 2,8+ 10,14+ 30,6+
H-7/99 ¢ 0+ 22,8++ 26,7+
H-2/99 8,0+ 7,24 63,0- 21,64+
H-15/99 2,3+ 19,4 63,7- 51,6
Stand. 12,4+ 17,8 72,9-- 77,1-
H-12/99 0++ 21,3 87,5--- 87,5~
H-3/99 32,4-- 53,4-- 58,4- 95,8--
H-6/99 32,0-- 44 ,8--- 90,1--- 90,8--
H-10/99 34,4-- 58,5-- 80,1-- 97,1--
H-4/99 55,8-- 85,2-- 76,2-- 89,5--

Preglednica 2: Tolerantnost 14 kultivarjev koruze na lom stebla na 4 lokacijah v
Sloveniji in na Hrvaskem v 1. 1999.

Table 2: Tolerance of 14 maize cultivars against stalk lodging on 4 locations in
Slovenia and in Croatia in 1999.

% zlomljenih rastlin

Kultivar Ljubljana Jable Rugvica Ludbreg
Stand. 2 0 0 0,5+ 0,5++
Stand. 3 0 0 1,1+ 1,6++
H-13/99 0 0 3,8 3,84+
H-9/99 0,6 0 3,3 5,4+
H-5/99 0 0 4,4 6,0+
H-7/99 0 ¢l 3,8 7,6+
H-2/99 0 0 4,9 10,3+
H-15/99 0 0 3,8 20,7
H-12/99 0 1,1 3,3 29,9-
H-4/99 1,1 1,2 1,1 38,6-
Stand. 1 0.6 2,4 5,4 46,7--
H-3/99 7,6 3,6 7,1- 37,5--
H-6/99 2,7 0,6 6,5 65,8--
H-10/99 18,6 23,6 24,5-- 50,0--

Odstotek okuZenih rastlin s koruznim oZigom je prikazan na sliki 2.

Med odstotkom strohnelih rastlin in rastlinami, na katerih se je pojavil koruzni ozig,
smo dobili pozitivno korelacijo (r=0,83) (slika 3). Najobc¢utljivej§a na koruzni oZig sta
bila H-4/99 in populacija H-10/99 s 36,4 oz. 35,1 % okuZenih rastlin. V drugem letu
smo v Sloveniji preizkusali odpornost na glivo C. graminicola v poljskih razmerah z
umetnim okuZevanjem. Dobili smo majhne, vendar statisti¢no znacilne razlike v stop-
nji odpornosti preizkuganih hibridov (pregl. 3).
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Slika 2: Tolerantnost kultivarjev koruze na trohnobo in lom stebla v razmerah naravne
infekcije v 1. 1999.

Figure 2: Tolerance of maize cultivars against stalk rot and lodging in field conditions
with natural infection in 1999.
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Slika 3: Tolerantnost kultivarjev koruze na koruzni oZig v razmerah umetne infekcije
v primerjavi z % strohnelih rastlin v 1. 1999 - Jable (r=0,83).

Figure 3: Tolerance of maize cultivars against stalk anthracnose in field conditions
with artificial infection in relation with % stalk rot in 1999 — Jable (r=0,83).
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Preglednica 3: Tolerantnost domatih kultivarjev koruze na koruzni ofZig
{(Colletotrichum graminicola) v razmerah naravne in umetne okuzbe v 1. 2000.

Table 3: Tolerance of local maize cultivars against stalk anthracnose {Colletotrichum
graminicola) in field coditions with natural and artificial infections in 2000.

Colletotrichum graminicola (1-9)

Naravna okuzba Um. okuZba
Kultivar Rugvica Jable Jable
H-2/00 4.9 1,46 2,98
H-3/00 5,1 1,51 4,25
H-5/00 4.8 1,40 3,29
H-6/00 4,3 1,68 4,57
H-9/00 4.8 1,36 4,32
H-11/00 3.8 1,33 3,90
H-12/00 2,7 1,41 4,36
H-15/00 2,5 1,42 4,93
Stand. 1 5,1 1,54 4,96
Stand. 2 2,0 1,71 3,03
H-13/00 5,0 1,24 3,17
H-10/00 5,0 1,44 4,41
H-7/00 4.1 1,57 4,88
H-4/00 4.8 1,28 3,69
Stand. 3 1,2 1,37 3,95

V Jablah je bila povpretna ocena okuzbe z naravno okuzbo 1,44, medtem ko se je
ocena pri umetni okuzbi dvignila na 4,39. Visoka povprecna ocena naravno okuzenih
rastlin 4,0 je bila v Rugvici, kar je posledica pridelave koruze v monokulturi. V nar-
avnih razmerah v Rugvici je precej vegji razpon med najodpornej§im in najobdutlji-
vejsim hibridom (3,5), medtem ko je v Jablah z umetno okuZbo ta razpon bil le 1,98.
Ti rezultati niso v prid ocenjevanja zunanjega obolenja stebla in bi v razmerah umetne
infekcije bil boljsi pokazatelj odstotek strohnelih in zlomljenih rastlin.

Med hibridi ni bilo korelacije med odpornostjo glede lokacije in nac¢inom okuZbe. Pri
umetni infekciji so bili najob¢utljivejsi H-15/00, H-7/00, najodpornejsi pa H-2/00 in H-
13/00. V razmerah naravne infekcije so bili najobcutljivejsi H-6/00, H-7/00 (Jable), H-
13/00 in H-10/00 (Rugvica), odporni pa so bili H-4/00 in H-13/00 (Jable), H-12/00 in
H-15/00 (Rugvica).

4. SKLEPI

V skupnih dveletnih proutevanjih razli¢nih kultivarjev koruze na stebelno trohnobo
{Fusarium spp.) smo ugotovili na Hrvaskem vegji pojav stebelne trohnobe kot v
Sloveniji. V prvem letu preizku3anja so bile na vseh lokacijah ugotovljene sig-
nifikantne razlike v tolerantnosti kultivarjev na stebelno trohnobo (Fusarium spp.) v
naravnih razmerah. V drugem letu so ugotovljene signifikantne razlike v tolerantnos-
ti na koruzni ozig (C. graminicola) v Jablah samo v razmerah umetne okuzbe. V
Rugvici so ugotovljene signifikantne razlike tudi v razmerah z naravno okuzbo, kjer je
bila tudi mnogo mo¢nej3a okuZba v primerjavi z naravno okuzbo v Ljubljani. V letu
1999 je bil v Sloveniji prvi¢ identificiran tudi pojav koruznega oZiga, ki ga povzrota
gliva Colletotrichum graminicola, ckuZenih je bilo, odvisno od kultivarja, 2-35 %
rastlin. Ugotovljena je bila tudi pozitivna korelacija med % strohnelih rastlin in rastli-
nami, okuZenimi s koruznim oZigom (C. graminicola).
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PRIMERJAVA POJAVA LISTNIH BOLEZNI KORUZE V SLOVENUI
IN NA HRVASKEM

Branko PALAVERSIC’, Ludvik ROZMAN?, Lea MILEVOJ?, Franci CELAR®
, [nstitut za oplemenjivanje i proizvodnju bilja, d.d., Zagreb, Hrvaska
" Biotehnigka fakulteta, Oddelek za agronomijo, Ljubljana, Slovenija

IZVLECEK

Z namenom spremljanja listnih bolezni koruze je bil v 1. 1999 posejan poskus na dveh
lokacijah na Hrvaskem (Rugvica, Ludbreg) in v Sloveniji (Ljubljana, Jable). Najbolj
pogoste bolezni na vseh lokacijah v obeh drZavah sta bili koruzna progavost
{Exserohilum turcicum, [Pass] K. J. Leonard in E. G. Suggs) in koruzna rja (Puccinia
sorghi Schw.). Koruzni ozig (Colletotrichum graminicola [Ces.] G. W. Wils.) in o&esna
pegavost (Kabatiella zeae, Narita in Hiratsuka) sta se pojavila samo v sledovih in e to
samo na ob¢utljivih linijah. S testiranjem razli¢nega linijskega materiala v rastlinjaku
je bila prvi¢ v Sloveniji determinirana rasa 2 glive Exserohilum turcicum. Vseh 11 izo-
latov iz 7 lokacij na Hrvaskem je bilo prav tako iz rase 2. V dveh letih je bila
preizkusena z umetno infekcijo tudi odpornost 4 slovenskih in 15 hrvaskih hibridov
koruze ter 2 populacij iz Slovenije in sicer v Ljubljani na listno progavost koruze rase
1, v Rugvici pa na raso 2. V prvem letu preizkuganja so bili odporni na obe rasi hibri-
di H-13/99, H-7/99; obcutljivi pa H-2/99 in H-12/99, medtem ko so bila v drugem letu
preizkusanja odporna na raso 2 H-5/00 in H-4/00, obgutljivi pa H-2/00, H-4/00 in H-
10/00. V razmerah umetne okuzbe z raso 1 sta bila srednje ob¢utljiva H-5/00 in H-
12/00, najbolj ob¢utljiva pa sta bila H-13/00 in H-2/00.

Klju¢ne besede: koruza, hibridi, koruzna progavost, koruzni ozig, koruzna rja

ABSTRACT

THE INVESTIGATION OF INCIDENCE OF SOME MAIZE LEAF
DISEASES IN CROATIA AND IN SLOVENIA

In 1999, on the two locations in Croatia (Rugvica, Ludbreg) and on the two locations
in Slovenia (Ljubljana, Jable) the incidence of maize leaf diseases was investigated.
The most frequent disease in both countries were the northern corn leaf blight
(Exserohilum turcicum, [Pass.] K. J. Leonard in E. G. Suggs) (NCLB) and the maize rust
(Puccinia sorghi Schw.); whereas the stalk anthracnose (Colletotrichum graminicola
[Ces.] G. W. Wils.) and maize eyespot (Kabatiella zeae, Narita in Hiratsuka) were only
slightly present. For the first time the test of different line materials in the glasshouse
showed that the race 2 of the fungus Exserohilum turcicum is present also in Slovenia.
This race was determined in all 11 isolates from 7 croatian locations. During the past
two years we have been testing (with artificial inoculation) the tolerance/resistance of
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4 slovenian and 15 croatian hybrids, and 2 slovenian populations. In the first year, H-
13/99 and H-7/99 were found to be tolerant cultivars to the races 1 and 2 of
Exserohilum turcicum, but H-2/99 and H-12/99 were susceptible. In the second year
it was found that H-5/00 and H-4/00 were tolerant, and H-2/00, H-4/00 and H-10/00
susceptible to the race 2. In artificial conditions (when inoculated with the race 1) the
most susceptible appeared to be H-13/00 and H-2/00.

Key words: maize, hybrids, Exserohilum turcicum, Colletotrichum graminicola, Pucci-
nia sorghi

1. UVOD

Sprememba sortimenta in razmer v pridelavi koruze, kot je npr. gostota sklopa,
razlitna obdelava ali namakanje lahko bistveno vplivajo na razdirjenost doloc¢enih
povzrotiteljev bolezni oz. njihovih patotipov. Program spremljanja bolezni koruze se
je na Hrvaskem zagel 1. 1985 po zgledu ameriskega programa (Smith, 1977). V petih
letih spremljanja ni bila ugotovljena nobena nova bolezen (Brekalo in sod., 1991). V L
1994 je bila ugotovljena rasa 2 glive Exserohilum turcicum (Pass.] K. J. Leonard in E.
G. Suggs), ki je potem na Hrvaskem postala dominantna (Palaversic¢ in sod., 1996,
1997). V Sloveniji od listnih bolezni, e vedno najve¢ §kode povzrodi rasa 1 glive E.
turcicum (Rozman in sod., 1998). Cilj raziskav je skupno spremljanje pojava in jakosti
okuzbe listnih bolezni koruze kot tudi moZen pojav novih povzroditeljev bolezni ali
patotipov. Z umetnimi okuZbami smo v ta namen preizkusili odpornost domacih hib-
ridov in populacij koruze na obe rasi glive E. turcicum.

2. MATERJAL IN METODE

Z namenom spremljanja bolezni koruze je bil v 1. 1999 na dveh lokacijah v Sloveniji
{Ljubljana, Jable) in na dveh lokacijah na Hrvaskem (Rugvica, Ludbreg) posejan poskus
z enim SC hibridom in 9 linijami koruze, ki so razlino odporni proti povzrotiteljem
listnih bolezni. Sest do osem tednov po cvetenju smo ocenili jakost okuzbe po skali
(0,5-5, odporna-obcutljiva) (Elliot, Jenkins, 1946).

Iz nabranih vzorcev okuZenih listov je bilo v ¢isti kulturi na PDA agarju izoliranih 11
izolatov glive E. turcicum iz Hrvaske in dva iz Slovenije. Patotipi glive E. turcicum so
bili identificirani v rastlinjaku v Botincu. V lontke premera 10 cm smo posejali po 10
zrn, ki smo jih kasneje prered¢ili na 3-4 rastline v enem loncu. V fazi razvoja 4-5 lis-
tov smo rastline okuzili s suspenzijo spor v koncentraciji 3-5x10% spor/ml, z vsakim
izolatom po dve ponovitvi (dva lontka) razli¢nih linij. Po infekciji smo rastline za 12
ur postavili v vlazno komoro. Jakost okuzbe z glivo E. turcicum smo ocenjevali po 14
dneh. Za odporne kultivarje (R) so znatilne rumene klorotitne pege, za ob&utljive kul-
tivarje (S) pa so znatilne elipsaste sivo-olivne do rjave pege. V skupini, kjer so bile lin-
ije Lin-10/99, Lin-11/99, Lin-13/99 in Lin-14/99 bi pri rasi 1 moralo biti (S, R, R, R),
prirasi 2 pa (S, S, S, R).

Odpornost 14 oz. 15 kultivarjev koruze na glivo E. turcicum smo preizkusili v poljskih
razmerah z umetno infekcijo po metodi épehar in Palaversi¢ D. (1970) v letih 1999 in
2000 in sicer v Ljubljani na odpornost na raso 1, v Rugvici pa na raso 2 glive E. turci-
cum. Poleg tega smo spremljali tudi pojav drugih listnih bolezni koruze.

3. REZULTATI IN DISKUSIJA
Rezultati spremljanja listnih bolezni koruze so prikazani v preglednicah 1-3. Koruzna

progavost (E. turcicum) in koruzna rja (Puccinia sorghi, Schwein.) sta bili najbolj
pogosto zastopani listni bolezni koruze na preizkuganih lokacijah tako v Sloveniji kot
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na Hrvaskem (pregl. 1 in 2). Mo¢na okuZba s koruzno progavostjo je bila v Rugvici in
v Ljubljani, slab8a okuzba v Jablah, medtem ko se je v Ludbregu ta bolezen pojavila
samo v sledovih. Mo¢na okuZba z rjo se je pojavila na dveh lokacijah v Sloveniji.

Preglednica 1: Pojav in jakost okuZbe koruze s koruzno progavostjo (Exserohilum tur-
cicum) na §tirih lokacijah v Sloveniji in na Hrvagkem v 1. 1999.

Table 1: Appearance and intensity of infections by northern corn leaf blight (NCLB)
on 4 locations in Slovenia and in Croatia in 1999.

Exserohilum turcicum (0-5)

Kultivar Ljubljana Jable Rugvica Ludbreg
Lin-1/99 () - 4 (+)
Lin-2/99 -) 0,8 3 (+)
Lin-4/99 5 0,8 5 (+)
SC-5/99 4 0 2 (-)
Lin-7/99 2 2 1,5 -
Lin-8/99 1 - - -
Lin-10/99 1 1 3 +
Lin-11/99 1 1,3 3 -
Lin-13/99 0,5 0,5 1,5 +
Lin-14/99 0,5 0,5 0,5R -

Opomba: (} - suho listje, dryly leaves,
+ - pojav v sledovih, slightly appearance.

Preglednica 2: Pojav in jakost okuzbe koruze s koruzno rjo (Puccinia sorghi)
na §tirih lokacijah v Sloveniji in na Hrvagkem v 1. 1999.

Table 2: Appearance and intensity of infections by maize rust (Puccinia sorghi)
on 4 locations in Slovenia and in Croatia in 1999.

Puccinia sorghi (0-5)

Kultivar Ljubljana Jable Rugvica Ludbreg
Lin-1/99 (-) 4 - (-)
Lin-2/99 () - - -
Lin-4/99 2 3 - (-)
SC-5/99 4 4 0,5 )
Lin-7/99 2.5 5 - 3.5
Lin-8/99 1 3 - -
Lin-10/99 3,5 3 1 3
Lin-11/99 3,5 5 1 3,5
Lin-13/99 1 5 - -
Lin-14/99 1 - - -

Opomba: () — suho listje, dryly leaves,
+ - pojav v sledovih, slightly appearance.

Koruzni oZig (Colletotrichum graminicola [Ces.] G. W. Wilson.) ter koruzna pegavost
(Bipolaris zeicola /G.L. Stout/ Shoemaker) sta se pojavili samo na Hrvagkem in e to
samo na obcutljivih linijah (pregl. 3). V preglednici 4 so prikazani rezultati determinacije
patotipov E. turcicum v 1. 2000. Prvi¢ je bila v Sloveniji ugotovljena tudi rasa 2 glive E.
turcicum. Po novi terminologiji se rasa 1 imenuje rasa 0, rasa 2 pa rasa 1 (Leonard in
sod., 1989), ki pa se do sedaj uporablja predvsem samo $e v ameriski literaturi.
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Preglednica 3: Pojav in jakost okuzbe koruze s koruzno pegavostjo (Bipolaris zeicola)
ter koruznim oZigom na steblu (Colletotrichum graminicola) na dveh lokacijah na
Hrvagkem v 1. 1999.

Table 3: Appearance and intensity of infections by maize eyespot (Bipolaris zeicola)
and by stalk anthracnose (Colletotrichum graminicola) on 2 locations in Croatia in
1999.

Bipolaris zeicola Coll. graminicola
Kultivar Rugvica Ludbreg Rugvica Ludbreg
Lin-1/99 - (-) 3 (+)
Lin-2/99 4,5 (+) - -)
Lin-4/99 - (=) _ )
SC-5/99- (-) - ()
Lin-7/99 - () - -
Lin-8/99 - - 3 +
Lin-10/99 - - - -
Lin-11/99 + - - -
Lin-13/99 - - - -

Lin-14/99 - - - -
Opomba: () — suho listje, dryly leaves,
+ - pojav v sledovih, slightly appearance.

Preglednica 4: Determinacija patotipov glive Exserohilum turcicum
v rastlinjaku in na polju v 1. 2000.

Table 4: Determinations of pathotypes of fungus Exserohilum turcicum in glasshouse
and in the field in 2000.

Stevilo izolatov

Lokacija DrZava rasa 1 rasa 2
Rakican SLO 0 2
Rugvica HR 0 4
Oborovo HR 0 1
Ludbreg HR 0 1
Kraljevac HR 0 1
Blato HR 0 2
Matakovo HR 0 1
N. Gradigka HR 0 1
Skupaj 0 13

V prvem letu preizkuganja v razmerah umetne infekcije sta bila na obe rasi glive E. tur-
cicum odporna hibrida H-13/99 in H-7/99, obcutljiva pa H-2/99 in H-12/99 (pregl. 5).
V drugem letu sta bila odporna na raso 2 hibrida H-5/00 in H-4/00, ob¢utljivi pa H-
2/00, H-7/00 in H-10/00. Na raso 1 sta bila srednje obtutljiva hibrida H-5/00 in H-
12/00, ob&utljiva pa H-13/00 in H-2/00 (pregl. 6). Pri izbiri hibridov za setev v
Sloveniji, je potrebno upostevati tudi tolerantnost hibridov na koruzno progavost.
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Preglednica 5: Tolerantnost domacih hibridov in populacij koruze na koruzno pro-
gavost (Exserohilum turcicum) v razmerah naravne in umetne okuzbe v 1. 1999,

Table 5: Tolerance of local maize hybrids and populations to NCLB (Exserohilum tur-
cicum) in conditions of natural and artificial infections in 1999.

Exserchilum turcicum (0-5)

Umetna okuzba Naravna okuZba

Kultivar Rugvica Ljubljana Jable

rasa 2 rasa 1 rasa 1
Stand. 1 2,6 3,1 0,0
H-2/99 3,8 3,5 2,5
H-3/99 1,4 2,8 0,0
H-4/99 2,5 2,4 0,5
H-5/99 1,9 2,4 3,0
H-6/99 3.4 2,5 1,0
H-7/99 1,9 1,3 1,3
Stand. 3 2,9 3,1 2,3
H-9/99 1,6 2,6 2,5
H-10/99 3,5 2,4 0,5
Stand. 2 2,1 3,5 2,5
H-12/99 2,8 3,8 1,0
H-13/99 1,6 1,0 1,0
H-15/99 2,1 2,6 2,0
Povpretje 2,4 2,6 1,5
LSDp:0,0S 1,03 1,27

Preglednica 6: Tolerantnost domacih hibridov koruze na koruzno progavost
(Exserohilum turcicum) v razmerah naravne in umetne okuZbe v 1. 2000.

Table 6: Tolerance of local maize hybrids to NCLB (Exserohilum turcicum) in
conditions of natural and artificial infections in 2000.

Exserohilum turcicum (0-5)
Umetna okuzba

Kultivar Rugvica Ljubljana
rasa 2 rasa 1
H-2/00 3,5 4,40
H-3/00 2,0 3,51
H-5/00 1.4 2,55
H-6/00 2,4 3,52
H-9/00 2,4 3,43
H-11/00 2,8 3,62
H-12/00 2,1 2,73
H-15/00 2,3 3,11
Stand. 1 3,6 4,51
Stand. 2 2,8 3,43
H-13/00 2,5 3,60
H-10/00 3.3 3,47
H-7/00 3.4 3,07
H-4/00 1,5 3,06
Stand. 3 2,9 3,58
Povpredie 3,56
LSDp=0,05 0,97
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4. SKLEPI

Tako v Sloveniji kot na Hrvagkem sta koruzna progavost (Exserohilum turcicum) in
koruzna rja (Puccinia sorghi) najpogostejsi bolezni listov koruze, medtem, ko sta se
koruzni ozig (Colletotrichum graminicola) ter koruzna pegavost (Bipolaris zeicola)
pojavili samo na Hrvaskem. V 1. 2000 je bila v Sloveniji prvi¢ ugotovljena tudi rasa 2
glive glive Exserohilum turcicum. V obeh letih preizku$anja sta v razmerah umetne
infekcije bila odporna na obe rasi omenjene glive po dva hibrida, po dva oz. trije pa
ob¢utljivi, kar je potrebno upostevati pri izbiri hibridov za Slovenijo.
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BAKTERIJSKA UVELOST PELARGONU Xanthomonas campestris
pv. pelargonii (Brown 1923) Dye 1978

Tina DEMSAR’, Tanja DREO?, Maja RAVNIKAR®
% Nacionalni ingtitut za biologijo,

Oddelek za rastlinsko fiziologijo in biotehnologijo,
Vetna pot 111, 1000 Ljubljana, Slovenija

IZVLECEK

Bakterijsko uvelost pelargonij povzroca bakterija Xanthomonas campestris pv. pelargonii
(Brown 1923) Dye 1978, ki okuZuje rastline iz rodu Geranium in Pelargonium.
Zastopanost in izraZenost bolezenskih znamenj na rastlini sta odvisna od gostiteljske
rastline (vrsta in kultivar), razmer okolja in seva patogene bakterije. Na ckuZenih
rastlinah se sprva na spodnji povrini listov pojavijo majhne, vdrte, vlaZzne pege, ki so
kasneje opazne tudi na zgornji povrsini listov. Na listih se pojavijo tudi znacilna kli-
nasta klorotiéna in nekroti¢na ocbmod¢ja. Bakterija se po Zilnem sistemu $iri po okuzeni
rastlini in povzroca venenje celotne rastline. Bakterija lahko prezivi leto dni na odm-
rlem rastlinskem tkivu, na povr§ju negostiteljskih rastlin in tudi epifitsko na gos-
titeljskih rastlinah ne da bi povzrogala razvoj bolezenskih znamenj. Glavni vir okuzb
je vrtnarsko orodje, ki se uporablja za locevanje potaknjencev od mati¢ne rastline.
OkuZba se &iri tudi s gkropljenjem vode po rastlinah, z odtekanjem vode iz visedih
kosar na spodaj postavljene obéutljive rastline, s fizi¢nim kontaktom med rastlinami
in tudi posredno z nekaterimi ZuZelkami. Preprecevanje bolezni temelji na uporabi
pregledanih, neokuZenih mati¢nih rastlin in strogih higienskih predpisov.

Za zanesljivo diagnozo je potrebno izolirano bakterijo dolociti z razli¢nimi testi kot so
cija na listih tobaka.

Klju¢ne besede: Pelargonium sp., rastlinske patogene bakterije, Xanthomonas
campestris pv. pelargonii

ABSTRACT

BACTERIAL BLIGHT OF GERANIUM Xanthomonas campestris
pv pelargonii (Brown 1923) Dye 1978

Bacterial blight, caused by Xanthomonas campestris pv. pelargonii (Brown 1923) Dye
1978, is the most destructive disease of Pelargonium and Geranium cultivars.
Symptoms vary depending on the cultivar and species affected environmental condi-
tions and the strain of the bacterium. Infected plants first develop small, sunken,
water-soaked spots on the lower leaf surface. After several days spots become appar-
ent on the upper surface of the leaves. The spots are then followed by wedge-shaped
areas of chlorosis and necrosis. The bacterium moves into the vascular system and

"univ. dipl. biol., SI-1000 Ljubljana, Vetna pot 111
* Studentka mikrobiol., prav tam
* prof., dr. biol. znan., SI-1000 Ljubljana, Vetna pot 111
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eventually causes wilt of the entire plant. The bacterium can survive for at least a year
in undecomposed plant tissues, on foliage of nonhost plants and epiphytically on
pelargonium and geranium leaves without causing symptoms. The most common
means of spreading the bacterium is by cutting tools during propagation, by splashing
water, dripping of water from hanging baskets above a susceptible crop, plant to plant
contact and by some insects which can transmit the bacterium from diseased to
healthy plant. Control measures must be based upon establishing pathogen-free certi-
fied plants and following strict sanitary procedures.

The laboratory conformation of isolated bacteria is based on different media, immuno-
fluorescence and biochemical tests and hypersensitivity reaction on tobacco leaves.
Key words: Pelargonium sp., plant pathogenic bacteria, Xanthomonas campestris pv.
pelargonii

1. UVOD

Bakterija Xanthomonas campestris pv. pelargonii (Brown 1923) Dye 1978 okuZuje
rastline iz rodu Pelargonium in Geranium. Povzrota bakterijsko uvelost ali ¢rno
gnilobo stebel in pegavost listov pelargonij. Bolezen je razirjena v vecini drZav, kjer
gojijo pelargonije, tudi v Sloveniji. Najbolj ob&utljive na okuZbo so gojene pelargonije:
Pelargonium hortorum, Pelargonium peltatum in Pelargonium domesticum. Na
geranijah se bolezen pojavlja redko.

2. OPIS BOLEZNI IN BOLEZENSKA ZNAMENJA

Bolezenska znamenja bakterijske uvelosti pelargonij se pojavljajo na listih, steblu in
potaknjencih v obliki pegavosti listov, sistemskega venenja in nekroz stebel.
Zastopanost in izrazenost bolezenskih znamenj na rastlini sta odvisna od vrste in vari-
etete gostiteljske rastline, seva patogene bakterije in razmer okolja.

Okuzba listov se izvr$i preko listnih reZ, hidatod in ran. Najprej se na spodnji povrSini
lista pojavijo majhne, okrogle, temnozelene, vlazne pege, ki se kasneje povetajo, rahlo
vdrejo in rdete rjavo obarvajo, nikoli pa niso vetje od 2-3 mm v premeru. Rob peg je
zelenorumen in jasno viden. Pege lahko postanejo &rne, trde in suhe. Pri nekaterih
varietetah pelargonij se pege lahko pojavljajo tudi v zelo nepravilni obliki-kot nekroze.
Iz listnih peg se bakterija lahko 3iri v Zilni sistem rastline ter pri tem povzroca sis-
temske simptome venenja listov in suho gnitje stebla. Znacilna so tudi klinasta (v obli-
ki érke V) kloroti¢na in nekroti¢na obmodja. Listi ostanejo na rastlini ali pa odpadejo.
Primarno bolezensko znamenje okuZbe rastline preko koreninskega sistema je venen-
je spodnjih listov.

Zilni sistem stebla pribliZno 2-4 tedne po primarni ckuzbi potemni, lahko postane ¢rn.
Ce tkivo stebla prereZemo na prehodu med zdravim in bolnim delom, opazimo
izlotanje bakterijskega izcedka. OkuZeni poganjki pogosto izgubijo liste. Redko se
pojavi gnitje korenin. Véasih si okuZene rastline opomorejo in razvijejo na videz
zdrave poganjke, ki kmalu zatem propadejo.

OkuZeni potaknjenci ne tvorijo koreninskega sistema. Steblo pocasi gnije od svoje baze
navzgor. Najprej venejo spodnji listi, vCasih se na njih pojavijo tudi nekroti¢na
obmogja nepravilnih oblik. Steblo potaknjenca po priblizno 2-4 tednih v zemlji
postane temno, suho (Smith et al., 1988; Daughtrey et al., 1995)
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3. DEJAVNIKI, KI VPLIVAJO NA RAZVOJ BOLEZNI
3. 1. Gostiteljska rastlina

Med klju¢nimi dejavniki, ki vplivajo na razvoj bolezni so: starost rastlin in njihovo
fiziolosko stanje ter razli¢na obé¢utljivost posameznih varietet pelargonij. Najbolj
obtutljive pelargonije so P. hortorum (P. zonale) in P. peltatum. Slednje so pogosto
latentno okuZene. Delno rezistentne pelargonije so P. domesticum Martha Washington
in P. graveolens. Rezistentne pelargonije so P, cordifolium, P. cucullatum, P. tomento-
sum, in P. scarboriae Sweet (Daughtrey et al., 1995).

3. 2. Patogena bakterija

Razli¢ni sevi bakterije Xanthomonas campestris pv. pelargonii so razli¢no virulentni.
Razlikujejo se v sposobnosti tvorbe lokalnih in sistemskih okuZb (pegavosti listov in
gnitja stebel).

3. 3. Okolje

Optimalna temperatura za rast bakterije Xanthomonas campesiris pv. pelargonii je 24-
26°C.

Visoka vlaZnost zraka in visoka vlaga v zemlji, zaradi prekomernega zalivanja, ustvar-
jata idealne razmere za $irjenje okuzbe. Optimalne razmere za razvoj bakterij nastane-
jo tudi, ko so hranilne snovi v tleh pod optimumom za rast rastline. Pri prekomernem
gnojenju rastlin z dudikom se bolezenska znamenja hitreje izrazijo. Tudi prekomerno
gnojenje s fosforjem, ki zmanjSa absorbcijo anorganskega dugika in povzro&i hitrejse
staranje rastlin, poveca ob&utljivost rastline na okuZbo. Razvoj bakterij lahko posred-
no povzro¢i tudi akumulacija amino kislin in amidov v rastlini, ki se dogodi zaradi
pomanijkanja kalija.

Najbolj vitalne in najmanj obc¢utljive na okuzbo so navadno tiste rastline, ki jih gnoji-
mo z zmanj$animi koncentracijami dusika in fosforja in povetanimi koncentracijami
kalija in kalcija (Kivilaan in Scheffer, 1958).

4. SIRJENJE BOLEZNI

Glavni vir okuZb je vrtnarsko crodje, ki se uporablja za lotevanje potaknjencev od
mati¢ne rastline. OkuZba se 5iri tudi s skropljenjem vode po rastlinah ali pri povigani
vlaZnosti zraka, ko so listi na rastlinah vlaZni in mokri. Bakterija lahko ve& mesecev
preZivi na listih rastlin (tudi negostiteljskih rastlin), ne da bi pozrotila razvoj bolezen-
skih znamenj. OkuZba se lahko &iri tudi s fizi¢nim kontaktom med rastlinami. Vir
okuzbe so tudi okuZena tla, v katerih bakterija prezivi tudi 6 mesecev in ve&. OkuZba
se e posebno hitro 3iri tedaj, ko so rastline na gosto posajene in je vlaga v tleh, zara-
di prekomernega zalivanja, poviana. Bakterija se prena&a tudi posredno z nekaterimi
ZuZelkami (3¢itkar Trialeurodes vaporariorum, resarji). Pomemben vir okuZb so
latentno okuZene rastline; najpogosteje so to br§ljanaste pelargonije Pelargonuium
peltatum ter Pelargonium graveolens (Munnecke, 1954).

5. ZATIRANJE BOLEZNI, UKREPI

Zatiranje bolezni temelji na vzgoji zdravih mati¢nih rastlin. Zelo enostaven test
zastopanosti bakterij, ki se $e vedno uporablja v proizvodnji, je metoda “culture index-
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ing”. Po tej metodi se izbrani rastlini odstrani zgornji del stebla in ga vkorenini v steril-
nem substratu. Spodnji del stebla te rastline se segmentira in inkubira v hranilnem
gojidu za bakterije. Ce je test na bakterije negativen, se vkoreninjeni poganjek lahko
uporabi kot mati¢na rastlina za potaknjence. Danes se pri vzgoji zdravega,
neokuZenega rastlinskega materiala uporabljajo Se druge diagnosti¢ne metode:
razlitna gojista, seroloski testi, zlasti imunofluorescenca in v zadjem ¢asu moleku-
larne metode (PCR) (Nameth et al., 1999).

Glavni ukrepi za prepredevanje okuzbe in irjenja bolezni so: razkuzevanje vrinarskega
orodja med lofevanjem potaknjencev od matiénih rastlin, gojenje potaknjencev v
logenih loncih in sterilnem substratu, ne prekomerno zalivanje in skropljenje rastlin z
vodo, uravnoteZeno gnojenje rastlin, zatiranje §kodljivcev in izvajanje strogih higien-
skih predpisov.

6. LABORATORIJSKO DOLOCANJE

Bolezenska znamenja bakterijske uvelosti pelargonij so podobna tistim, ki jih
povzrotajo nekateri drugi povzroéitelji bolezni pelargonij: Pythium sp., Fusarium
oxysporum, Verticillium sp., Botrytis cinerea, Ralstonia solanacearum, Pseudomonas
syringae, Pseudomonas cichorii; zato je za postavitev diagnoze potrebna laboratorijs-
ka dolocitev.

Na Nacionalnem institutu za biologijo dologamo zastopanost bakterije Xanthomonas

campestris pv. pelargonii v rastlinah z izraZenimi bolezenskimi znamenji in v latent-
no okuZenih rastlinah.

Izbrane dele rastlin z izraZenimi bolezenskimi znamenji najprej povriinsko razkuZimo
v 70% etanolu in spiramo v sterilni bidestilirani vodi. Izrezane koscke tkiva na pre-
hodu med zdravim in okuZenim delom, inkubiramo v fosfatnem pufru ter ekstrakt
nanesemo na YDCA gojisce (yeast dextrose chalk agar) in stekelca za izvedbo sero-
loskega testa imunofluorescence. V primeru latentno okuZenih rastlin naredimo izo-
lacijo loGeno iz listov, stebel in korenin. Za preverjanje oziroma potrditev sumljivih
bakterijskih izolatov uporabljamo 3e gojis¢a SPA, King B agar in SX agar, test indirek-
tne imunofluorescence, hipersenzitivno reakcijo na listih tobaka in razli¢ne bioke-
micne teste (Klement ef al., 1990; Schaad, 1988)
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PRVI REZULTATI UPORABE NOVIH LABORATORISKIH METOD
ZA UGOTAVLIJANJE ZASTOPANOSTI VIRUSA, KI POVZROCA
RAZBRAZDANIJE LESA NA VINSKI TRTI V SLOVENUI
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IZVLECEK

Uvajamo laboratorijske metode za ugotavljanje zastopanosti povzroéitelja bolezni
razbrazdanja pri vinski trti (Rupestris stem pitting associated virus 1, RSPaV-1): sero-
loske metode (imunski pivnik in ELISA) in RT-PCR. Preliminarne analize kaZejo
okuzenost Sestih od $estih analiziranih trsov indikatorske trte Vitis rupestris sorte St.
George in okuZenost §tirih od petih analiziranih trsov Vitis vinifera sorte Refosk.
Zanimivo je dejstvo, da nobeden od okuzenih trsov V. rupestris in dva od $tirih
okuZenih trsov Refoska ne kaZe nikakrénih znamenj razbrazdanja.

Klju¢ne besede: detekcijske metode, RSPaV-1, vinska ftrta, virus razbrazdanja lesa
vinske trte, Vitis vinifera, Vitis rupestris

ABSTRACT

FIRST RESULTS ON THE USE OF LABORATORY METHODS FOR
DETECTION OF RUPESTRIS STEM PITTING ASSOCIATED VIRUS 1
IN GRAPEVINES IN SLOVENIA

We are introducing laboratory methods for a detection of the causal agent of rupestris
stem pitting disease, a rupestris stem pitting associated virus 1 (RSPaV-1): serological
methods (ELISA and Western blot) and RT-PCR. The techniques have generated some
interesting preliminary results on the presence of the RSPaV-1 in indicaor vines of V.
rupestris cv. St.George, and in V. vinifera cv. Refosk. Analyses showed the infection of
six (out of six analysed) St. George plants, and the infection of four (out of five
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analysed) Refogk vines. Interestingly, all infected St. George vines and two of the pos-
itively analysed Refosk vines show no symptoms of rugose wood.

Key words: detection methods, grapevine, rugose wood, Rupestris stem pitting asso-
ciated virus, RSPaV-1, Vitis vinifera, Vitis rupestris

1. UVOD

Rupestris stem pitting (RSP) je leta 1976 odkril A. C. Goheen v Kaliforniji (Goheen,
1998). Novejée objave kaZejo, da je RSP ena zelo razdirjenih bolezni, ki jo povzroca
virus, povezan z razbrazdanjem lesa vinske trte Vitis rupestris cv. St. George (angl.
Rupestris stem pitting associated virus 1, RSPaV-1) (Meng s sod., 1998; Zhang s sod.
1998; Meng s sod. 1999b).

Klasigen nacin ugotavljanja okuZenosti vinske trte z virusom RSPaV-1, ki je eden od
povzroditeljev bolezni razbrazdanja lesa, je indeksiranje na lesni indikator V. rupestris
cv. Saint George, kjer se po cepljenju v obdobju 2-3 let opazuje pojav znacilnih simp-
tomov (Goheen, 1998). Ker je RSP ena zelo razsirjenih in gospodarsko pomembnih
virusnih bolezni vinske trte, je razvoj hitrejéih diagnosti¢nih metod zelo pomemben za
zdravstveno selekcijo klonov vinske trte ter za nadzor pri mednarodnem prometu s
sadilnim materialom. Na osnovi dolo&itve sekvence genoma RSPaV-1 je bilo razvitih
ved metod: seroloske metode na osnovi pridobitve protitelesa, kjer so uporabili virus-
ni plagéni protein izrazen v bakterijah Escherichia coli kot antigen za imunizacijo
kuncev (ELISA, imunski pivnik, Meng 1999a) in RT-PCR (Meng s sod. 1998).

2. MATERIAL IN METODE

Analizirali smo 3est trsov Vitis rupestris sorte St. George (A, B, C, D, E, F, Ampelo-
grafski vrt Biotehniske fakultete v Kromberku pri Novi Gorici) in pet trsov Vitis
vinifera sorte Refosk iz nasada zbirke klonov Refo$ka v Komnu na Krasu.

Za analizo smo uporabili sveZe nastrgan floem prevodnega dela encletnih olesenelih
poganjkov (rozg) ali pa floem sveZe zmrznjen pri —20 0C.

ELISA

Uporabili smo indirektni postopek ELISA (Clark in Bar-Joseph, 1984) ter poliklonska
primarna protitelesa (As 7-276, Cornell University, Meng 1999a), pridobljena z rekom-
binantnimi tehnikami, v razmerju 1:1000 in sekundarna protitelesa, konjugirana z
alkalno fosfatazo (Sigma, A-8025), v razmerju 1:5000. Ostale razmere: Substrat para
nitrofenil fosfat (Sigma, 104-105) v koncentraciji 1mg/ml, mikrotiterske plostice Nunc
Maxi sorp, ¢italec Dynatech MR 5000 pri 405 nm.

Imunski pivnik

Metodo smo priredili po postopkih opisanih v Dunbar, 1994. Uporabili smo primarna
specifi¢na protitelesa za RSPaV-1 (As 7-276, Cornell University), v razmerju 1:2000, in
sekundarna protitelesa z vezano alkalno fosfatazo (Biorad, 170-6518), v razmerju
1:6000. Uporabili smo kemiluminiscenten substrat (Biorad, 170-5018) ter markerske
proteine za dologanje molekulskih mas pa so bili Prestained SDS-PAGE Standards,
Low range (Biorad, 161-0305). PAGE elektroforeza in prenos proteinov iz gela na mem-
brano sta potekala v aparatu za elektroforezo Trans Blot Mini Cell (Biorad). Proteine
smo iz gela prenesli na najlonsko membrano (Sigma), ki smo jo izpostavili delovanju
sekundarnih protiteles in substrata ter konc¢ni produkt zasledili po izpostavljanju
filmu (Kodak x-omat, Sigma 19H1287).
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Ekstrakcija virusne ds RNK (dvojnovijacne RNK) in RT-PCR (reverzna transkripci-
ja in veriZna reakcija polimeraze)

Ekstrakcija dsRNK RSPaV-1 je potekala po postopku prirejenem po Hu s sod., 1990.
Za RT-PCR po postopku opisanem v Meng s sod. (1999b) smo uporabili reverzno tran-
skriptazo (N808-0018, Perkin Elmer) in Taq polimerazo (N801-0060) ter par zacetnih
sintetskih nukleotidov, ki dolota pomnoZevanje 498 bp dolgega fragmenta virusne
cDNK (zacetnika 9 in 10, Meng s sod. 1999b): RSP 9: 5-GGCCAAGGTTCAGTTTG-3;
RSP 10: 5-ACACCTGCTGTGAAAGC-3.

RT in PCR reakciji sta potekali v GeneAmp PCR System 9700 (Perkin Elmer).

3. REZULTATI IN DISKUSIJA

V Preglednici 1 so zbrani podatki o okuzenosti Sestih trsov V. rupestris St. George z
virusom RSPaV-1, ki so bili testirani po treh metodah. Rezultati vseh treh metod so
pozitivni pri floemu rozg trsov V. rupestris B, C in E. Za te trse tako lahko z gotovostjo
trdimo, da se v floemu njihovih rozg nahajajo virusi RSPaV-1. Eksperimentalno je bilo
dokazano, da je od obeh seroloskih testov (ELISA in imunski pivnik) bolj obgutljiv
imunski pivnik. S to metodo torej lahko zaznamo manjse koncentracije virusa. Tako
lahko za V. rupestris D in V. rupestris F, pri katerih so bili rezultati ELISA negativni,
rezultati imunskega pivnika pa pozitivni, predvidevamo, da je do negativnega ELISA
rezultata priglo zaradi manjie obcutljivosti tega testa, ki ne zazna dovolj majhnih kon-
centracij virusa v rastlinskem tkivu. Dodatno potrdilo za okuZenost floema rozg trsa V.
rupestris D nam daje pozitiven rezultat testa RT-PCR. V primeru, ko pri RT-PCR nismo
dobili pozitivnega rezultata, moramo upogtevati naslednje pomanjkljivosti te metade:
1) virusno dsRNA pri ekstrakciji lahko izgubimo in 2) zagetniki 9 in 10 ne zajamejo
vsega spektra sekven¢nih razli¢ic genoma RSPaV-1 (Meng, 1999a).

Preglednica 1: Primerjava rezultatov treh razlignih diagnosti¢nih metod za analizo
virusa RSPaV-1 (ELISA, imunski pivnik in RT-PCR), po katerih so bili testirani trsi V,
rupestris St. George (trsi A-F) in prikaz zastopanosti znamenj obolelosti razbrazdanja
lesa na testiranih trsih.

Table 1: Comparison of the results of three different methods of analyses of RSPaV-1
virus (ELISA, Western blot and RT-PCR), on Vitis rupestris cv. St. George (vines A-F),
and description of the presence of rugose wood symptoms on each of the tested vines.

Vitis rupestris ELIS Almunski pivnik  RT-PCR  Bolezenska znamenja
St. George razbrazdanja lesa
A + + - Jih ni
B + + + Jih ni
C + + + Jih ni
D + + Jih ni
E + + + Jih ni
F - + Jih ni

Preglednica 2 zajema skupen prikaz rezultatov treh diagnosti¢nih metod za trse V.
vinifera sorte Refogk . Z njeno pomocjo si lahko, kakor pri trsih V. rupestris razloZimo,
kateri trsi so okuZeni z RSPaV-1, oziroma ki s tem virusom niso okuZeni. Pri Ref,
38VIIl/44 in Ref. 24V/61 negotovosti ni, saj smo z vsemi uporabljenimi metodami
dokazali, da sta okuZena z virusom RSPaV-1. Ref. 61I/18 je pozitiven po obeh sero-
logkih metodah in negativen po RT-PCR, kar lahko razlozimo podobno kot v primeru
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V. rupestris A (pomanijkljivosti RT-PCR metode). Ref. 20V/4 je z virusom RSPaV-1
okuZen, Ceprav ELISA tega ni pokazala, kajti, kot je bilo Ze omenjeno, je imunski
pivnik obcutljivejsa metoda od metode ELISA. Gotovost, s katero lahko trdimo ali je
trs okuZen ali ne, pa je molno zmanj$ana pri Ref. 23V/60, pri katerem je bil virus
dokazan le z RT-PCR.

Analiza zastopanosti RSPaV-1 pri vseh analiziranih trsih je pokazala, da so
uporabljene laboratorijske metode izredno pomembne, saj lahko ugotovimo virus v
rastlini preden (¢e sploh) se pokaZejo kakrinakoli bolezenska znamenja. Tako smo za
tri trse Refoska, ki ne kaZejo znamenj obolelosti razbrazdanja lesa, dokazali virus
RSPaV-1 z eno (Ref 23V/60), z dvema (Ref 611/18) ali z vsemi tremi (Ref 24V/61) meto-
dami. Tudi tu (kot pri V. rupestris St. George) lahko sklepamo na latentno okuzbo z
RSPaV-1 in na mo#no toleranco. MoZno pa je tudi razmisljati, da razbrazdanje
povzroa nek tretji, neznan, nedolofen, neizoliran patogen, saj etiologija bolezni
razbrazdanja lesa §e ni popolnoma znana (Goheen, 1998; Meng s sod., 1999b). Za
dokonéno potrditev zanesljivosti hitrih diagnostiénih metod bi bilo potrebno vzpored-
no z njimi izvajati klasien nadin preverjanja okuZenosti vinskih trsov z RSPaV-1 — s
cepljenjem na zdrav indikator V. rupestris St. George in na vecjem Stevilu rastlin.

Preglednica 2: Primerjava rezultatov treh razlicnih diagnosti¢nih metod za analizo
RSPaV-1{ELISA, imunski pivnik in RT-PCR), po katerih je bilo testiranih pet trsov Vitis
vinifera sorte Refosk ter prikaz znamenj obolelosti razbrazdanja lesa na testiranih trsih.

Table 2: Comparison of the results of three different methods of analyses of RSPaV-1
virus (ELISA, Western blot and RT-PCR) on five vines of Vitis vinifera cv. Refosk, and
description of the presence of rugose wood symptoms on each of the tested vines.

Vitis vinifera Refosk  ELISA  Imunski pivnik RT-PCR Bolezenski znamenja
{oznaka trsa) razbrazdanija lesa

Ref. 20V / 4 - + + Razbrazdanje na podlagi
Ref. 611/18 + + - Bolezenskih znamenj ni
Ref. 38 VIII / 44 + + + Razbrazdanje na zgornjem delu
Ref. 23 V/ 60 - - + Bolezenskih znamenj ni
Ref. 24 V /61 + + + Bolezenskih znamenj ni

4, SKLEPI

NaSe analize opravljene z vsemi tremi tehnikami kaZejo okuZenost Zestih trsov (od
gestih testiranih) V. rupestris Saint George in okuZenost §tirih trsov (od petih testi-
ranih) V. vinifera sorte Refogk. Zanimivo je, da nobeden od Sestih trsov St. George ne
kaZe bolezenskih znamenj razbrazdanja lesa. Dva od pozitivno testiranih trsov Refogka
ne kaZeta nobenih znamenj razbrazdanja lesa, eden kaZe izrazito razbrazdanje na pod-
lagi (SO 4), eden pa na zgornjem delu. Ti preliminarni rezultati nakazujejo, da so lab-
oratorijske metode lahko izredno pomembne za odkrivanje virusa RSPaV-1 ter za
odkrivanje povezanosti tega virusa z boleznijo razbrazdanja lesa.

Prednosti hitrih diagnostiénih metod so relativno visoka ob&utljivost, hitra izvedba,
sposobnost odkrivanja latentnih okuzb in moZnost njihove priredbe za rutinsko
uporabo (RT-PCR in ELISA).
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IZKUV§NJE S CRNO PEGAVOSTJO JAGOD IN NJENA
RAZSIRJENOST V JAGODNIH NASADIH V SLOVENUI
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[ZVLECEK

Leta 1998 smo v jagodnih nasadih v Sloveniji prvi¢ ugotovili ¢rno pegavost jagod.
Povzroéa jo gliva Colletotrichum acutatum Simmonds, ki jo uvr§¢éamo med karan-
tenske gkodljive organizme. V vlaznih in toplih obdobjih gliva povzroci precej$njo
izgubo pridelka. V letih 1999 in 2000 smo vpeljali metode za njeno odkrivanje in iden-
tifikacijo ter v okviru sistemati¢nega nadzora raziskali njeno razéirjenost in pomen v
obmo¢jih pridelovanja jagod v Sloveniji.

Klju¢ne besede: Colletotrichum acutatum, ¢rna pegavost jagod, Slovenija, razgirjenost

ABSTRACT

EXPERIENCE WITH STRAWBERRY BLACK SPOT AND ITS
DISTRIBUTION IN STRAWBERRY FIELDS IN SLOVENIA

In 1988, Strawberry black spot, caused by Colletotrichum acutatum Simmonds, was
first confirmed in strawberry fields in Slovenia. The fungus is a quarantine organism
and causes significant loss particularly during warm and wet weather. In the years
1999 and 2000 we introduced laboratory techniques for detection and diagnosis of
Colletotrichum acutatum and investigated its distribution in strawberry growing areas
in Slovenia.

Key words: Colletotrichum acutatum, diagnostics, distribution, Slovenia, strawberry
black spot

1. UVOD

Crno pegavost jagod povzrota gliva Colletotrichum acutatum Simmonds. Razirjena je
v vseh vegjih pridelovalnih obmotjih jagod v Evropi in v letih, ko so vremenske
razmere za njen razvoj ugodne, povzro¢a velike izgube pridelka. V Evropski zvezi in
tudi pri nas glive uvritamo med karantenske $kodljive organizme. V Sloveniji smo jo
prvi¢ ugotovili leta 1998 {Munda, 1999) in jo leta 2000 uvrstili na listo A 2 seznama
karantenskih $kodljivih organizmov (Pravilnik o spremembi pravilnika o zdravstveni
kontroli posiljk rastlin pri trgovanju ez drzavno mejo in na notranjem trZis¢u, 2000).
V okviru sistemati¢nega nadzora smo v letith 1999 in 2000 raziskovali njeno
raz8irjenost, pomen in mo#nosti za omejevanje njenega irjenja.

' dr., mag. agr. znan., univ. dipl. inZ. kmet., SI-1000 Ljubljana, Hacquetova 17
*univ. dipl. inZ. kmet., prav tam
3 univ. dipl. inZ. kmet, SI-1000 Ljubljana, Parmova ulica 33
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2. MATERIAL IN METODE DELA
2. 1. Vzorcenje

Vzorcenje smo opravili v sodelovanju s fitosanitarnimi inspektorji. Pregledovali smo
uvozene sadike jagodnjaka Fragaria x ananassa Duch. na meji, ob razkladanju, pri
dodelovalcih sadik ter v pridelovalnih nasadih (t. i. pregled pri kon&nem uporabniku).
Nabrali smo 157 vzorcev iz 67 nasadov in objektov za dodelavo sadik ter 26 primerkov
uvoZenega sadilnega materiala (frigo sadike). Za laboratorijsko analizo smo nabrali
najstarejSe Se zelene liste jagodnjaka skupaj s peclji, po en list s posamezne rastline.
Vzorec za laboratorijsko analizo je praviloma obsegal 300 listov iz posamezne sorte,
nasada ali posiljke. S tako velikim $tevilom primerkov lahko teoreti¢no odkrijemo Ze
zelo nizke stopnje okuZbe (1 % okuZenih rastlin v 95 % primerov).

2. 2. Odkrivanje okuzbe

Ceprav oku#i gliva vse dele rastline, so znamenja bolezni - temne uleknjene pege, ki
jih prekriva roZnata gmota trosov - izrazita in prepoznavna le na dozorevajotih
plodovih. Tedaj lahko odkrijemo okuzbo Ze z vizualnim pregledom in jo kasneje
potrdimo v laboratoriju. Med vegetativno rastjo in v letih, ko se zaradi vremenskih
razmer bolezenska znamenja na plodovih ne pojavijo, pa je za odkritje ckuzbe (t. i.
skrita ali latentna okuZba) potrebna laboratorijska analiza listnih pecljev. OkuZbo
najbolj zanesljivo ugotovimo na dnig¢u listnih pecljev in na prilistih. Glivo moramo
najprej spodbuditi, da na okuZenih delih rastline oblikuje trosiica. V ta namen upora-
bimo herbicid parakvat, s katerim obdelamo listne peclje in jih nato $est dni inkubi-
ramo na vlaznem filtrirnem papirju, pri temperaturi 250 C in na svetlobi (Cook, 1993).
Na okuZenih pecljih se razvijejo nespolna trosis¢a - acervuli, ki so velika do 0,5 mm
in prekrita z gmoto roZnatih trosov.

2. 3. Mikroskopski pregled

Vrsto C. acutatum prepoznamo po naslednjih morfoloskih znacilnostih:

- velikost trosov: 8,5 — 16,5 x 2,5 — 4 um

- oblika trosov: vretenasta do konicasta

- velikost set: 12,5 — 22,5 x 3 -5 pm, se redko razvijejo

- velikost apresorijev: 6,5 — 11 x 4,5 — 7,5 pm

- oblika apresorijev: kijasta ali jajcasta.

Micelij je svetlo siv z belim robom, na spodnji strani roznat, na gojistu iz krompir-
jevega agarja (PDA) priraste 9 mm / dan pri temperaturi 270 C.

Identifikacija glive je teZavna zaradi pogoste zamenjave z vrsto C. gloeosporioides
(anamorf Glomerella cingulata /Stoneman/ Spauld. et Schrenk.), ki povzro¢a podobna
bolezenska znamenja. Razlikujemo jo po nekoliko vegjih in valjastih trosih (9 - 24 x 3
— 4,5 pm) ter daljdih setah (45 —162 x 2,5 — 5 um) in hitrejdi rasti micelija (13 — 14 mm
/ dan pri temperaturi 270 C, PDA).

2. 4. Serolosko testiranje

Uporabili smo ga tako za identifikacijo iste kulture glive kot za odkrivanje okuzbe v
rastlinskem materialu. Pri slednjem smo listne peclje najprej obdelali s herbicidom
parakvat in inkubirali §tiri dni pri T 250 C in stalni svetlobi. S spiranjem in ponovno
inkubacijo za 5tiri dni smo dosegli, da se je biomasa glive povedala in povisala kon-
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centracija trosov v suspenziji, ki smo jo analizirali (t. i. bicamplifikacija). Pri analizi
giste kulture glive smo zlahka dobili suspenzijo z zadostno koli¢ino trosov in postopek
bioamplifikacije ni bil potreben. Za identifikacijo glive smo uporabili monoklonska
protitelesa MAFF 26 (Adgen), ki so specifi¢na za glivo C. acutatum in pta (plate
trapped antigen) ELISA test, pri katerem se vzorec veze neposredno na plo$tico
(Hughes, Lane, Cook, 1997).

3. REZULTATI IN UGOTOVITVE

Okuzbo smo ugotovili v 65 % pregledanih nasadov v vseh predelovalnih cbmoéjih
jagod v Sloveniji: Posavje, Dolenjska, Primorska, Gorenjska, okolica Ljubljane, Stajer-
ska, Pomurje. OkuZenih je bilo 43 % analiziranih vzorcev jagod. Poleg vrste C. acuta-
tum smo v okuZenem rastlinskem materialu ugotovili tudi vrsto C. gloeosporioides (en
primerek), drugih povzrogiteljic antraknoze na jagodah (C. dematium in C. fragariae)
nismo ugotovili. Med razli¢nimi sortami jagod ni bilo ve&jih razlik v stopnji okuzenos-
ti, v nekoliko vedjem obsegu so bile okuZene ‘Elsanta’, ‘Evita’, ‘Miss’ in ‘Selva’. Med
pregledanimi primerki uvozenega sadilnega materiala so bili okuzeni trije: dve posiljki
iz Nizozemske in ena iz Italije. Fitosanitarna ingpekcija je v nasadih, kjer je bila ugo-
tovljena okuZba, odredila uporabo fitofarmacevtskih sredstev in kolobarjenje ter pre-
povedala maloprodajo okuZenih sadik.

Slika 1: Razgirjenost glive Colletotrichum acutatum Simmonds v Sloveniji

Figure 1: Distribution of Colletotrichum acutatum Simmonds in Slovenia

Codletpirichuin acutatin
Simmondy

Opazili smo precejénje razlike v stopnji okuZenosti med posameznimi leti: leta 1999
je bilo okuZenih 55 % vzorcev, leta 2000 pa le 26 % (izguba pridelka to leto nikjer ni
bila vedja kot 5 %). Manjsi pojav bolezni v letu 2000 lahko pripisemo topli in susni
pomladi, ki je zavirala razvoj bolezni vse do konca obiranja, ko je izbruhnila po neka-
jdnevnem deZju in ponovno v vlazni in deZevni jeseni. Ugotovimo lahko, da je bolezen
sicer zastopana v vseh pridelovalnih obmogjih jagod v Sloveniji, njen pojav in inten-
zivnost pa sta izrazito odvisna od vremenskih razmer.
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Primerjava diagnosti¢nih metod, ki smo jih uporabili za odkrivanje okuzbe in identi-
fikacijo glive C. acutatum pokaZe, da je pri odkrivanju nizkih stopenj okuZbe
mikroskopski pregled listnih pecljev natantnejsi in zanesljivejsi kot seroloski test. V
takih primerih je koncentracija trosov v suspenziji prenizka, da bi jo s serologkimi
metodami zaznali, hkrati pa vsebnost rastlinskega soka reakcijo inhibira. Prednost
serologkega testiranja je predvsem v nedvoumni identifikaciji vrste C. acutatum, ki jo
zaradi velike variabilnosti tezko z gotovostjo prepoznamo po morfologkih znagilnos-
tih. Pri izbiri diagnosti¢ne metode je odlotilna tudi njena hitrost, kar je e zlasti
pomembno pri preverjanju okuZenosti sadilnega materiala ob uvozu. Mikroskopski
pregled zahteva sicer krajdi ¢as inkubacije (6 dni), vendar je pri velikem 3tevilu
vzorcev zelo zamuden, s serologkim testom pa dobimo rezultat v devetih dnevih.
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PROSTO ZIVECE ENTOMOFAGNE VRSTE V ZELENJAVI
V SEVEROVZHODNI SLOVENUI

Draga ZADRAVEC' in Martina BAVEC*
Kmetijska svetovalna sluzba Slovenije, Kmetijski zavod Maribor

IZVLECEK

Z vnosom uvoZenih entomofagnih vrst v zagCitene prostore v Sloveniji se je povecalo
tudi poznavanje prosto Zivetih entomofagnih vrst. V zaggitenih prostorih v Podravju,
vkljudenih v sistem integrirane pridelane zelenjave, je poleg pikapolonic (Coccinella
septempunctata in Coccinella bipunctata) zabeleZena Se zastopanost navadne
tan¢idarice (Crysoperla carnea) - naravnega sovraznika listnih usi in tripsov; plenilske
stenice (Orius majusculus) - naravnega sovraznika tripsov, listnih uéi in navadne
préice; plenilske hrzice (Aphidoletes aphidimyza) - naravnega sovraznika breskove
listne usi in parazitske osice (Aphidius matricariae} - naravnega sovraznika listnih ui,
med drugim tudi ¢rne fizolove usi (Aphis fabae). Navedene entomofagne vrste so
raziirjene v za¥¢itenih prostorih tudi na 30-50 km oddaljenih lokacijah od najbliZjih
vnosov. Vse cmenjene vrste smo v letu 2000 zasledili tudi pri pridelavi zelenjave na
prostem. Pojav sedempikgaste pikapolonice je v zai¢itenih prostorih v Podravju
pogostejsi od dvopikdaste. Populacija le-teh je stevilénej$a pri mognejSem napadu sive
breskove ugi (Myzus perzicae) in ¢rne fiZzolove usi. Navadna tanticarica (Crysoperla
carnea), ki jo v Slovenijo tako kot pikapolonic $e nismo uvazali in vnagali v za8¢itene
prostore v Podraviu, je bila v letu 2000 zastopana v nasadih paprike, jaj¢evca in solat-
nih kumar v vedini za3¢itenih prostorov, pogosto pa tudi pri pridelavi vrinin na
prostem. V letu 1999 pa smo jo zasledili na dveh lokacijah. Roparska stenica (Orius
majusculus) je bila zastopana v letu 1999 na lokaciji Murska Sobota, kjer e sploh ni
bilo nobenega vnosa te predatorske vrste. Ta vrsta je bila zastopana tudi na lokaciji
Trgovisde, kjer v prejénjem letu ni bilo vnosa. V letu 2000 smo jo zasledili v vseh
zaiCitenih prostorih v Podravju in Pomurju ter tudi pri pridelovanju paprike in kumar
na prostem na 9 lokacijah v Podravju in 3 v Pomurju — zlasti v nasadih paprike in
kumar moc¢neje napadenih s tobakovim resarjem (Thrips tabaci). Na lokaciji v Stojncih
je bila vedja populacija plenilske stenice zastopana v nasadu paprike od 3. 7. do 16.
10. 2000, medtem ko je na sosednji parceli ¢ebule, mo&no napadene s tobakovim resar-
jem nismo zasledili. OpaZeno je, da se ta plenilska vrsta nerada zadrzuje na
paradizniku, ki je motno napaden z navadno prdico. Prosto Ziveca plenilska hrzica
(Aphidoletes aphidimyza) je bila v letu 2000 zastopana v zaSCitenem prostoru v
Pekrah in na prostem v Miklavzu v nasadu jedilnih bugk in kumar pri zelo mo¢nem
pojavu listnih udi. Parazitska osica (Aphidius matricariae) je bila v letu 2000
zastopana pri pridelavi zelenjave na prostem na 11 lokacijah v Podravju in 2 v
Pomurju. Julija smo jo zasledili tudi na klasih p3enice ter parazitirane listne usi s klasi
prenesli v zagtitene prostore. Ta vrsta parazitira tudi na liginke in odrasle osebke
pikapolonic.

Klju¢ne besede: entomofagne vrste, zelenjava, §kodljivci

“univ. dipl. inz. kmet., Kmetijska svetovalna sluzba Slovenije, Kmetijski zavod Maribor, Vinarska 14
*dr., univ. dipl. inZ. kmet., prav tam.
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ABSTRACT

NATURAL ENEMIES AGAINST VEGETABLE PESTS IN THE
NORTHEAST OF SLOVENIA

By introducing imported natural enemies against pests in protected vegetable produc-
tion in Slovenia, knowledge about domestic natural enemies rose up, too. In protect-
ed area in the northeast of Slovenia were noticed beside Coccinella septem punctata
and Coccinella bipunctata also Crysoperla carnea, Orius majusculus, Aphidoletes
aphidimyza and Aphidius matricariae. They were found in locations 30 to 50 km
apart from inputs and in the year 2000 also on the open field vegetable production.
Key words: natural enemies, vegetable production

1. UVOD

Kot pozitivno posledico vnosa uvozenih entomofagnih vrst v zaititene prostore v
Sloveniji ugotavljamo tudi boljSe poznavanje in ugotavljanje zastopanosti domacih
entomofagnih vrst na posameznih lokacijah v Podravju. V zadnjih treh letih ugotavi-
jamo v vseh zasgitenih prostorih v Podraviju, ki so bili vkljuceni v sistem pridelave in
nadzora integrirano pridelane zelenjave vetje Stevilo entomofagnih organizmov. Razen
pikapolonic (Coccinella septempunctata in Coccinella bipunctata) v zas&itenih pros-
torih in pri pridelavi zelenjave na prostem ugotavljamo $e navadno tancicarico
(Crysoperla carnea), naravne sovraznike listnih ugi in resarjev, plenilske stenice (Orius
majusculus), naravne sovraznike resarjev, listnih ugi in navadne préice, plenilske
hrzice (Aphidoletes aphidimyza), naravne sovraZnike breskove listne usi in parazitske
osice (Aphidius matricariae), naravnega sovraznika listnih ugi, med drugim tudi
fizolove listne usi (Aphis fabae). Navedenih entomofagne vrste ugotavljamo tudi v kra-
jih, oddaljenih 30-50 km od lokacije, kjer smo opravili najbliZji vnos v rastlinjake, pa
tudi vrste, ki jih $e nismo vnasali v rastlinjake. Zato sklepamo, da so posamezne
koristne vrste tako kot so nam zagotovili strokovnjaki iz sosednje Avstrije, razsirjene
tudi v naSem prostoru. Vse omenjene vrste smo letos ugotavljali tudi pri pridelavi
zelenjave na prostem (Guyer, Stiissi, Zuber,1996).

2. MATERIAL IN METODE

Analizo razdirjenosti prostoZiveéih entomofagnih vrst v zelenjavi v severovzhodni
Sloveniji smo ugotavljali pri rednih dvotedenskih ogledih pri pridelavi zelenjave v
za§Citenih prostorih in pri pridelavi na prostem pri pridelovalcih, ki so bili v letu 1999
in v letu 2000 vkljuceni v projekt poskusne integrirane pridelave zelenjave v Podravju.
Pri delu smo evidentirali datum zastopanosti prvih osebkov posameznih prosto-
Zivetih entomofagnih vrst, vrtnino na kateri smo jo evidentirali, §kodljivca na katerem
je prostoZiveca entomofagna vrsta bila evidentirana, stevil¢nost entomofagne vrste in
gkodljivcev, datum zadnjega evidentiranja zastopanosti entomofagne vrste in oceno
ucinkovitosti entomofagnih organizmov pri zatiranju gkodljivcev.

3. REZULTATI IN DISKUSIJA

V rastlinjakih v Podravju pogosto sretamo sedempikdasto pikapolonico, ki je
pogostejSa od dvopikgaste. Ti vrsti smo ugotavljali pri moénejsem napadu breskove
listne u8i (Myzus persicae), zelo pogosto pa tudi na rastlinah, ki so mot¢neje napadene
s fizolovo listno ugjo.
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Navadno tanéicarico {Crysoperla carnea), ki je v Slovenijo e nismo uvazali in pose-
bej vnasali v zad¢itene prostore v Podravju, smo letos ugotavljali pri pridelavi paprike,
jajéevca in solatnih kumar v vedjem §tevilu rastlinjakov v Podravju. To vrsto smo v
letu 2000 opaZali zelo pogosto tudi pri pridelavi vrtnin na prostem. V letu 1999 smo
jo opazili v Spodnji Polskavi in Brungviku.

Roparska stenica (Orius majusculus) je bila v letu 1999 ugotovljena v Murski Soboti,
kjer Se sploh ni bilo nobenega vnosa te plenilske vrste. Ugotavljali smo jo tudi v
TrgovigCu, kjer v lanskem letu ni bilo opravljenega vnosa. Strokovnjaki za zelen-
jadarstvo iz Kmetijsko-gozdarske zbornice Gradec, kot tudi strokovnjaki iz podjetja
Biohelp iz Dunaja, ki se ukvarjajo z razmnoZevanjem, distribucijo in svetovanjem
uporabe koristnih vrst v za8¢itenih prostorih, so nam zagotovili, da je ta vrsta normal-
no razdirjena v jugovzhodnem delu Avstrije in da je zastopana tudi pri pridelavi na
prostem. V letu 2000 smo je zasledili v vseh rastlinjakih v Podravju in v Pomurju, kot
tudi pri pridelovanju paprike in kumar na prostem v ve&jem obsegu na lokacijah
Formin, Goridnica, Stojnci, Trgoviite, Velika Nedelja, Cerkvenjak, Miklavz, Spodnja
Polskava in Pekre v Podravju kot tudi na lokaciji Norsinci, Murska Sobota in
Branoslavci v Pomurju. To plenilsko stenico smo ugotavljali na posevkih paprike in
kumar mocneje napadenih s tobakovim resarjem (Thrips tabaci). V Stojncih smo ugo-
tavljali plenilsko stenico Orius majusculus na posevku paprike od 3. julija do 16. okto-
bra. Kljub velikemu $tevilu osebkov plenilske stenice na parceli paprike pa na parceli
moc¢no napadeni od istega $kodljivca na sosednji parceli pod ¢ebulo, omenjene ple-
nilske vrste nismo opazili. Enako smo ugotavljali, da se ta plenilska vrsta nerada
zadrzuje na paradiZniku, ki je bil mo¢no napaden z navadno prsico, kljub zago-
tovilom, da je ta vrsta tudi njen naravni sovraznik.

Plenilsko hrzico Aphidoletes aphidimyza, naravnega sovraznika listnih usi smo ugo-
tavljali v letu 2000 v Pekrah in v Miklavzu na Dravskem polju, pri pridelavi jedilnih
buck in kumar na prostem. Ta plenilska vrsta je v naravi razsirjena le pri zelo motnem
pojavu listnih usi.

Parazitsko osico Aphidius matricariae smo v letu 2000 ugotavljali pri pridelavi zelen-
jave na prostem v Forminu, PobreZju pri Ptuju, Trgoviséu, Veliki Nedelji, Miklavzu,
Pekrah, Lokavcu, Kidri¢evem, Branoslavcih, Norsincih, Cerkvenjaku, Brungviku in
Spodnji Polskavi. To koristno vrsto smo v letu 2000 registrirali tudi na posevkih
pSenice na klasih v juliju. V nekatere rastlinjake smo zato odnesli listne usi, ki so bile
pararazitirane od parazitske osice kar na pieni¢nih klasovih. Zal pa pri tej vrsti ugo-
tavljamo, da parazitira tudi na odraslih osebkih in li¢inkah pikapolonic.

4. SKLEPI

ProstoZivete entomofagne vrste vplivajo na vzpostavitev ravnovesja med gkodljivimi
in koristnimi vrstami pri pridelavi zelenjave v Podravju. Njihova u&inkovitost pri zati-
ranju 8kodljivih vrst je zelo odvisna od rastline-gostiteljice.

Pri pridelavi zelenjave vplivajo na zmanj$anje populacije 8kodljivih organizmov, zelo
redko pa so ti organizmi dovolj za zagotavljanje Stevila §kodljivih organizmov pod
pragom Skodljivosti.

Potrebno je opraviti dodatno izobraZevanje pridelovalcev zelenjave za spoznavanje
prostozivedih entomofagnih organizmov, saj je od njihove zastopanosti zelo odvisna
izbira fitofarmacevtskih pripravkov.

Nekatere prostozivete entomofagne vrste bi se ob manjsih vlaganjih in dodatnem izo-
brazevanju, dalo dodatno razmnozevati v Sloveniji ter na ta nacin prispevati k irjen-
ju bioti¢nega varstva zelenjave pred Skodljivei.
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EQUATION PRO - KORAK NAPREJ PRI ZATIRANJU
PERONOSPORE VINSKE TRTE IN KROMPIRJEVE PLESNI

Ljiljana KREZIC
Aropi d.o.0., SI-2327 Race, Slovenija

1ZVLECEK

Equation Pro je nov fungicid za zatiranje peronospore vinske trte in kromirjeve plesni,
ki temelji na novi aktivni snovi famoksadon, odkriti v podjetju Du Pont.

Equation Pro vsebuje 22,5% famoksadona, ki deluje vetinoma preventivno. Zoosporam,
izpostavljenim famoksadonu, je onemogoten dotok kisika, izgubijo gibljivost in se v
nekaj minutah razkrojijo. Druga aktivna snov v proizvodu je cimoksanil, ki deluje kura-
tivno. Rast micelija ustavi pri do en dan stari okuzbi pri krompirju in pri dva do tri dni
stari okuzbi pri vinski trti. Zaradi izredne oprijemljivosti z vo$€enimi snovmi listov se
Equation Pro trdno prilepi na povrhnjico, zaradi ¢esar po dezju ostane priblizno do 80%
pripravka na rastlini. Equation Pro je najbolj u¢inkovit pri preventivni uporabi ali v
zadetnih fazah razvoja okuzbe.

V pripravi je tudi razgiritev registracije za uporabo v paradizniku, kumarah in ¢ebuli.
Equation Pro se povsem vkljucuje v integrirano varstvo rastlin.

ABSTRACT

EQUATION PRO — A STEP FORWARD IN THE CONTROL OF
GRAPE DOWNY MILDEW AND POTATO LATE BLIGHT

Equation Pro is the new fungicide in the control of grape downy mildew and of potato
late blight, which base on famoxate, the novel fungicide discovered by Du Pont.
Equation Pro contains 22,5% of famoxate, which acts mainly as a protectant compound.
Zoospores exposed to famoxate exhibit cessation of oxygen consumption within sec-
onds, lose mobility and lyse within minutes. The second active ingredient in the prod-
uct is cymoxanil, which has curative properties. It is able to stop mycelial growth of one
day old infections of potato and two to three days old infections of grapes. Thanks to its
strong affinity for lipids, Equation Pro adheres very firmly to the cuticle and to the waxy
substances of the bunches and leaves. For this reason about 80% of the product is unaf-
fected by rainfall after treatment. Equation Pro is most effective when applied preven-
tively or at very early stages of infection. In arrangement is also extension of registration
for use in tomato, cucumber and onion. Equation Pro is suitable for integrated crop-pro-
tection programmes.

Do konca redakcije integralnega besedila nismo prejeli.
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RELDAN 40 EC - VECLETNE IZKUSNJE ZATIRANJA
SKODLJIVCEV V SADJARSTVU IN VINOGRADNISTVU

Ljiljana KREZIC', Andrea MACELJSKI?
' Aropi d.o.0., SI1 2327 Race,
*Dow AgroScience M.B.H, HR-10000 Zagreb

IZVLECEK

Reldan 40 EC je dotikalni insekticid na osnovi klorpirifos-metila. Ima §irok spekter
delovanja na razli¢ne skodljivce pri razliénih kmetijskih rastlinah.

Uveljavil se je v integriranem varstvu rastlin — predvsem v sadjarstvu za zatiranje
jabolénega zavijaca (Cydia pomonella) in zavijacev lupine sadja (Adoxophyes orana)
ter v vinogradnistvu za zatiranje grozdnih sukagev (Eupoecilia ambiguella in Lobesia
botrana).

Na posterju prikazujemo vecletne uginkovitosti tega standardnega pripravka.

ABSTRACT

RELDAN 40 EC ~ YEARS OF EXPERIENCES IN THE CONTROL
OF PESTS IN FRUIFGROWING AND IN GRAPEVINE

Reldan 40 EC is contact insecticide on the base of chlorpirifos-methyl. It has a wide
spectrum of acting to many different pests in various agricultural crops.

Very suitable for integrated crop-protection programmes — above all in fruit-growing
for control of Cydia pomonella and Adoxophyes orana and in grapevine for control
of Eupoecilia ambiguella and Lobesia botrana.

On the poster we are showing experiences in last-years of efficiency of Reldan 40 EC.
Do konca redakcije integralnega besedila nismo prejell.
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DOLOCANJE RASTLINSKIH PATOGENOV Z UPORABO METOD
NA OSNOVI POLIMERAZNE VERIZNE REAKCIJE

Jelka SUSTAR-VOZLIC', Marta SABEC-PARADIZ?,
Mojca VIRSCEK-MARN®, Gregor UREK?,

Vladimir MEGLIC?, Mojca SKOF*

Kmetijski intitut Slovenije, Ljubljana

IZVLECEK

Za detekcijo posameznih fitopatogenih in fitofagnih organizmov ter njihovih biologkih
ras, sojev ali razlickov uvajamo na Kmetijskem institutu Slovenije razlitne moleku-
larne tehnike, osnovane na polimerazni veriZni reakciji (PCR). Tako smo uvedli
metodiko, ki je kombinacija tehnik immunocapture in RT-PCR, s katero lahko hitro in
zanesljivo dolo¢imo zastopanost PVY™" razlicka krompirjevega virusa Y. IC-PCR
metodo vpeljujemo tudi za razlikovanje dveh virulentnih sevov ¢edpljeve sarke (PPV),
seva D in M, ki se razlikujeta tudi po svoji epidemiologiji. Z uporabo specifi¢nih
zatetnih oligonukleotidov dolotamo bakterijo Agrobacterium vitis, ki povzroca bak-
terijski rak koreninskega vratu na vinski trti, hkrati pa razlikujemo tudi njene biovar-
je. Za detekcijo krompirjevih ogoréic, Globodera rostochiensis in Globodera pallida
smo uvedli multipleks PCR metodo.

Klju¢ne besede: Agrobacterium vitis, Globodera rostochiensis, Globodera pallida,
immunocapture, polimerazna verizna reakcija, PPV, PVYY™, RT-PCR

ABSTRACT

THE USE OF PCR-BASED METHODS FOR DETECTION
OF PLANT PATHOGENS

For detection of certain phytopathogenous and phytophagous organisms, their strains,
pathotypes or races different molecular methods, based on the polymerase chain reac-
tion (PCR) are being introduced at the Agricultural Institute of Slovenia.
Immunocapture RT-PCR method was applied as a quick and reliable method for detec-
tion of NTN strain of potato virus Y. IC-PCR is tested for distinguishing two virulent
strains of plum pox virus (PPV), strains M and D. With the use of specific primers the
causal agent of crown gall disease of grape, Agrobacteriumn vitis and its biovars can be
identified. For detection of potato nematodes Globodera rostochiensis and Globodera
pallida multiplex PCR method was introduced.

Key words: Agrobacterium vitis, Globodera rostochiensis, Globodera pallida,
immunocapture, polymerase chain reaction, PPV, PVY™™, RT-PCR
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1. UVOD

Molekularne tehnike, osnovane na polimerazni verizni reakciji (PCR), se v zadnjem
¢asu veliko uporabljajo tudi za diagnostiko rastlinskih patogenov. Prednosti teh metod
pred tradicionalnimi metodami diagnostike so predvsem v njihovi hitrosti in
obtutljivosti detekcije. Z njimi lahko dolo¢imo tudi razlicke, katerih sploh ni mogote
dolocati z drugimi metodami, oz. je doloanje s tradicionalnimi metodami (razli¢ne
morfometrijske in biologke metode) ali s serolodkimi metodami dolgotrajnejse in/ali
manj zanesljivo.

2. KROMPIRJEV VIRUS PVY™™

Leta 1987 se je v Sloveniji pojavil nov razliéek krompirjevega virusa Y (PVY), oznacen
kot PVY™™ in se je razlikoval od do tedaj znanega razlicka PVY™. PVY™™ ki je od vseh
razlitkov Y virusa najbolj virulenten, povzroga nekrotitne pege na gomoljih (slika 1).
Po letu 1988 je skoraj onemogocil semensko pridelavo krompirja v Sloveniji ter
povzrodil spremembo sortne sestave (Dolnicar, 1998). Eden od najpomembnejsih cil-
jev sedanjega programa Zlahtnjenja krompirja na institutu je vzgoja sort, odpornih
proti PVY™™,

Razlikovanje PVY® od PVY™™ ni mozno z vpeljanimi serologkimi metodami. Za detek-
cijo virusa pri odbiri odpornih klonov v procesu Zlahtnjenja ter pri pregledu
uvoZenega in domacega sadilnega materiala pa je potrebna zanesljiva in hitra metoda.
Zato smo uvedli metodiko, ki zdruZuje tehniki immunocapture in RT-PCR (Dedi¢ in
Ptagek, 1998). Virus izoliramo s specifi¢nimi protitelesi (IgG, Bioreba) na elisa plo3¢ici
ali v mikrocentrifugirki, kjer izvedemo tudi postopek reverzne transkripcije. V
polimerazni veriZzni reakciji uporabimo specifitna zacetna oligonukleotida S3 in S4
{Weilguny in Singh, 1998). Najboljse rezultate dobimo, &e izoliramo RNA iz sveZih ali
zamrznjenih listov oz. rastlinic iz tkivne kulture. Intenzivnost ¢rt na gelu je slabsa
(slika 2), e kot izhodis¢ni material uporabimo gomolje z nekrozami, zato je potrebno
postopek v tem primeru optimizirati.

Slika 1: Nekroti¢ni obro¢ki na gomolju krompirja, ki jih povzroca virus Y¥™.
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Slika 2: Elektroforetski prikaz rezultata RT-PCR reakcije 11 analiziranih vzorcev
krompirja (M - lestvica, 1 - negativna kontrola, 2, 5, 12 — gomolji z nekrozami sorte
‘Igor’, 3, 4, 6-11 — listi pozitivnih rastlin razlignih sort iz postkontrole).

M 12 3 4 5 6 7 8 9 10 1112

3. BAKTERIJSKI RAK KORENINSKEGA VRATU NA VINSKI TRTI
(AGROBACTERIUM VITIS)

Razvoj tumornih izrastkov (slika 3) lahko inducirajo le agrobakterije, ki imajo Ti plaz-
mid. Del dedne informacije s Ti plazmida {T-DNA} agrobakterije se prenese v kromosom
rastlinske celice. Tako spremenjena rastlinska celica tvori rastlinske rastne hormone, ki
pospesujejo rast in razmnoZevanje spremenjenih in okoligkih celic in s tem tvorbo
tumorjev. Hkrati spremenjene rastlinske celice tvorijo tudi specifiéne snovi, opine, ki
olaj§ajo razmnoZevanje agrobakterij v tumorjih. Razli¢ni sevi agrobakterij lahko induci-
rajo sintezo razli¢nih opinov: oktopina, nopalina ali vitopina (Burr ef al., 1998).

Z verizno reakcijo s polimerazo lahko z uporabo specifi¢nih zagetnih oligonukleotidov
dolo¢imo zastopanost znacilnih sekvenc na T-DNA (slika 4}. Zagetni oligonukleotid Ia
omogoda namnoZitev dela acs gena nopalinskih in oktopinskih sevov v dolzini 421 bp,
zadetni oligonukleotid V/Ib pa dela vis/6b regije vitopinskih sevov A. vitis v dolZini
571 bp. Z uporabo molekularne metode po protokolu, ki so ga opisali Schultz et al.
(1993), tako lahko identificiramo izolirane bakterije kot A. vitis in dokaZemo, da imajo
Ti plazmid in del potrebnih genov za indukcijo tvorbe tumorjev ter hkrati razlikujemo
oktopinske/nopalinske seve od vitopinskih. Dobljene rezultate potrjujemo s testiran-
jem patogenosti na testnih rastlinah in dolotanjem vrste opina, ki ga vsebujejo
tumorni izrastki s papirno elektroforezo (Otten in Schilperoot, 1978).

Slika 3: Tipi¢na bolezenska znamenja so tumorni izrastki, ki se najprej pojavijo okoli
cepljenega mesta.

485




486

Zbornik predavanj in referatov 5. slovenskega posvetovanja o varstvu rastlin

Slika 4: S PCR namnozZeni znacilni fragmenti dokazujejo zastopanost genov na T-DNA
delu Ti plazmida izoliranih bakterij: fragment dolzine 421 bp zastopanost gena acs pri
izoliranih oktopinskih in nopalinskih sevih, 571 bp pa zastopanost regije vis/6b pri
vitopinskih sevih A. vitis)

4. SARKA - PPV (PLUM POX VIRUS)

V Evropi prevladujeta dva seva 3arke, sev M in sev D. Sev M se z ugmi prenasa hitre-
je od seva D in povzroCa resnejde simptome na breskvah. Sev D okuZuje predvsem
slive in marelice in se s teh gostiteljev redko prenasa na breskve (Lépez-Mova et al.,
2000). Razlikovanje med tema dvema sevoma je pomembno zaradi razlik v njuni epi-
demiologiji.

Za potrebe raziskovalnega dela in kot dopolnilno metodo za potrjevanje in preverjan-
je rezultatov serologkega testiranja (ELISA) uvajamo metodo IC-PCR (immunocapture
PCR) po Corvo in Sousa Santos (1995). V primerjavi z ELISA testi so metode na pod-
lagi PCR obcutljiveje. Pri metodi IC-PCR v postopku ekstrakcije za vezavo virusa
uporabljamo za PPV specifigna protitelesa. Po reverzni transkripciji uporabljamo za
namnoZevanje specifi¢nih fragmentov zatetne oligonukleotide PPV 1 in PPV 2 po
Wetzel et al. (1991). Z restrikcijsko analizo namnoZenih fragmentov z endonukleazo
Rsa I'lahko razlikujemo sev M od seva D. Pri sevu M dobimo po restrikciji 2 &rti (okrog
60 bp in okrog 180 bp), pri sevu M pa ostane ena &rta s 243 bp.

5. KROMPIRJEVE OGORCICE, GLOBODERA ROSTOCHIENSIS IN GLOBODERA
PALLIDA

Krompirjevi ogorcici, Globodera rostochiensis (GRO) (slika 5) in Globodera pallida
(GPA) sta karantenska 8kodljivca, ki lahko povzrogita veliko gkodo v krompirjevih
nasadih (Urek, 1998). Rezim uporabe kontaminiranih zemljist za nadaljnjo pridelavo
krompirja je odvisen od vrste krompirjeve ogortice, ki povzroza gkodo.

Poleg klasi¢nih morfometri¢nih metod je za detekcijo in diferenciacijo na voljo vrsta
imunokemi&nih, biokemiénih ter molekularnih metod. Vetina le-teh je kompleksnih ali
dolgotrajnih. Uvedli smo multipleks PCR metodo, ki je primerna za nase razmere ter je
relativno hitra in natan¢na (Mullholland et al., 1996; Zouhar et al., 2000). Zado&a Ze
DNA, ekstrahirana iz ene ciste. GRO in GPA razlikujemo s pomodjo specifiénih zadetnih
oligonukleotidov, ki se veZejo na regijo med ITS1 in 5.8S rRNA genom. Amplifikacija
GPA da fragment dolzine 391 bp, GRO pa fragment dolZine 238 bp (slika ).
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Slika 5: Rumena krompirjeva ogoréica, ciste na korenini.

Slika 6: Determinacija s pomoc¢jo PCR: vzorec 1 in 2 sta kontroli GPA in GRO, vzorec
3 GPA in vzorec 4 GRO iz cist ekstrahiranih iz okuZenega vzorca prsti.

6. SKLEP

Predstavljene metode na osnovi polimerazne veriZne reakcije, ki smo jih uvedli oz. jih
uvajamo na Kmetijskem ingtitutu Slovenije, nam omogodajo hitro in zanesljivo detek-
cijo nekaterih rastlinskih virusov (krompirjev virus YNTN, &edpljeva Sarka: sev M in
sev D), bakterij (Agrobacterium vitis) in ogor¢ic (Globodera rostochiensis in Globodera
pallida ) ter njihovih razlickov ali sevov, ki jih z drugimi metodami ni mogote lociti,
oz. je doloZanje z njimi dolgotrajnejge ali manj zanesljivo. Uporabljamo jih tako za
raziskovalne kot za diagnosti¢ne namene.
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UPORABA TKIVNIH KULTUR ZA IZBOLJSANJE DETEKCIJE
FITOPLAZEM V VINSKI TRTI
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Oddelek za rastlinsko fiziologijo in biotehnologijo,
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IZVLECEK

Neenakomerna razporejenost, nizka vsebnost in sezonska nihanja vsebnosti fito-
plazem v trsih predstavljajo glavne ovire pri uvajanju in standardizaciji protokolov za
rutinsko uporabo molekularno-biologkih laboratorijskih detekcijskih metod za potrebe
potrjevanja in karantenskega nadzora. Rezultati so pokazali vijo vsebnost in
enakomernej$o porazdelitev fitoplazem v okuZenih rastlinah Vitis vinifera in
Catharanthus roseus gojenih v tkivni kulturi v primerjavi z rastlinami, ki so rasle v
zemlji, kar nakazuje moZnost uporabe tkivnih kultur kot alternativne metode za
izbolj8anje razmer za ugotavljanje fitoplazem v vinski trti, posebej, kadar gre za njiho-
vo izredno nizko vsebnost v specifiénih vzorcih ter pri odkrivanju morebitnih latent-
nih okuzb.

Klju¢ne besede: Catharanthus roseus, detekcijske metode, fitoplazme, tkivna kultura,
trsne rumenice, vinska trta, Vitis vinifera

ABSTRACT

THE USE OF TISSUE CULTURE FOR IMPROVED DETECTION
OF PHYTOPLASMA IN GRAPEVINES

Heterogenous distribution, low concentration and seasonal variations of grapevine
yvellows phytoplasma in grapevines remain as main problems which prevent the intro-
duction and standardization of molecular biology-based quick laboratory detection
protocols for their routine use in certification and quarantine. The results showed
increased phytoplasma concentration and homogenous distribution in infected Vitis
vinifera and Catharanthus roseus grown in tissue culture in comparison to plants
grown in soil. Present results indicate the potential use of tissue culture as an alterna-
tive tool in improving laboratory methods of phytoplasma detection in grapevines,
especially in detecting extremely low concentrations of phytoplasma in specific sam-
ples of grapevine, and in discovering latent infections.

Key words: Catharanthus roseus, detection methods, grapevine yellows, grapevine,
phytoplasma, tissue culture, Vitis vinifera
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1. UVOD

Na vinski trti se pojavlja vet gospodarsko pomembnih bolezni, ki jih povzrocajo
razli¢ni tipi fitoplazem. Te lahko nastopajo posami¢ ali v obliki meganih ckuzb, v
vsakem primeru pa povzrotajo enaka bolezenska znamenja (Boudon-Padieu in
Maixner, 1998).

Za ugotavljanje zastopanosti fitoplazem, ki povzrocajo bolezni trsnih rumenic na vin-
ski trti je opisanih Ze kar nekaj ob&utljivih, specifi¢nih in zanesljivih laboratorijskih
metod (Lee 1993; Daire s sod., 1997). Posamezne tipe fitoplazem je mogote dolotati z
analizami DNK in vzorenjem primernega izhodnega tkiva. Zaradi nehomogene raz-
poreditve in nizke koncentracije fitoplazem ter vpliva inhibitorjev je ekstrakcija fito-
plazemske DNK motno odvisna od izhodnega materiala (specifi¢nega tkiva, njegove
priprave, letnega ¢asa...).

Se vedno pa so pri vseh metodah teZave: neenakomerna razporejenost, nizka vseb-
nost in sezonska nihanja v vsebnosti fitoplazem v trsih. Le-ti so glavne ovire pri uva-
janju in standardizaciji protokolov za rutinske uporabo molekularno-biologkih in
seroloskih hitrih laboratorijskih detekcijskih metod za potrebe potrjevanja in karan-
tenskega nadzora.

Prejénje izkusnje kaZejo na povelanje koncentracije in na homogeno razporeditev
virusov v vseh organih v rastlinah krompirja (Petrovi¢ s sod., 1995) in vinske trte
(Tanne, 1997), ki jih gojimo v tkivni kulturi. Predvidevali smo, da se bo zaradi speci-
fienih razmer rasti v tkivni kulturi podobno pokazalo pri rastlinah vinske trte in
Catharanthus roseus, ki so okuZene s fitoplazmami. Sklepali smo, da bi lahko z
uporabo metodike tkivnih kultur poskusali resiti teZave, ki nastopajo pri analizi fito-
plazem na vinski trti.

2., MATERIAL IN METODE

Za izvoren rastlinski material smo uporabili trse Vitis vinifera iz Ampelografskega vrta
Biotehni8ke fakultete v Kromberku in sicer pet trsov sorte Chardonnay, dva sorte
Rebula in en sorte Modri pinot, ki kaZejo bolezenska znamenja okuzbe s fitoplazmami
Ze vel let. Analizirali smo jih kot rastline iz vinograda (nabrano septembra 1999) in
kot rastline iz tkivne kulture.

Poleg tega smo analizirali tudi rastline Catharanthus roseus okuZene z izolati rumenic
skupin: Aster (AY), X-disease (X-D) in Stolbur (STOL), ki smo jih dobili na Univerzi v
Udinah, Italija in C. roseus okuZene z izolati rumenic Flavescence doree (FD70) in
Bois noir (STOL C), ki smo jih dobili iz INRA v Dijonu, Francija. Te rastline so nam
sluzile za izolacijo fitoplazemske kontrolne DNK. Testirali smo jih v obliki rastlin
vzgojenih v lon¢kih v rastlinjaku in v obliki in vitro vzgojenih rastlin.

Negativne kontrole so predstavljale zdrave rastline C. roseus in V. vinifera sorte Zelen,
ki je bil vzgojen iz kulture meristema. Tudi te smo analizirali kot rastline vzgojene v
zemlji in kot rastline iz tkivne kulture.

Pri rastlinah, ki so rasle v zemlji, smo za testiranje uporabili listne Zile iz ved razli¢nih
poganjkov, pri in vitro rastlinah pa smo logeno testirali celotne poganjke in korenine.

Sterilizacija rastlinskega materiala in vzpostavitev tkivne kulture stebelnih nodijev

Iz mladih, $e zelenih, neolesenelih poganjkov (mladic) smo odstranili liste in nadaljn-
je delo opravljali v laminariju. Mladice smo razrezali na 3 - 4 nodije in jih sterilizirali
v 1% natrijevem hipokloritu, ¢emur je sledilo spiranje v avtoklavirani bidestilirani
vodi, ki ga ponovimo trikrat po 5 minut. Na vsake 3 - 4 tedne smo rastline prestavljali
na sveze gojisce.
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Razmere rasti v tkivni kulturi

Kot osnovno gojisée za nodijsko kulturo vinske trte in C. roseus smo uporabili 1/2 MS
gojiste (Murashige in Skoog) po 10 ml v epruvetah 20x150 mm. Osvetljevali smo z
sarnicami OSRAM L36 W/386, Fluora, Nemcija. Fotoperioda v rastnih komorah je bila
16 ur svetlobe {temperatura 21°C) in 8 ur teme (temperatura 19C).

Ob prenosu rastlinic iz epruvet kot tudi ob prenosu v vodi ukoreninjenih poganjkov
vinske trte iz vinograda v lontke smo uporabili sterilno zemljo pomeSano s foto
(Huminsubstrat N3, Neuhaus).

Detekcijske metode za analizo fitoplazem

Za analizo fitoplazem v vinski trti in C. roseus smo uporabili metodi ekstrakcije DNA
in PCR z uporabo univerzalnih oligonukleotidnih zac¢etnikov P1/P7 in U3/U5 (nested
PCR) opisani v Daire s sod., 1997. Pozitivne kontrole so predstavljali vzorci C. roseus
okuZeni z referen¢nimi sevi fitoplazem tipov AY, X-D, and STOL, ki nam jih je pri-
jazno podaril prof. Ruggero Osler (Univerza Udine, Italija) ter razlickov fitoplazem
trsnih rumenic STOL C in FD70, ki nam jih je prijazno podarila gospa Elisabeth
Boudon-Padieu (INRA, Dijon, Francija). Za negativne kontrole smo uporabili zdrave
rastline C. roseus in V. vinifera sorte Zelen gojene v tkivni kulturi stebelnih nodijev.

3. REZULTATI IN DISKUSIJA

Rezultati, prikazani v preglednici 1, jasno kaZejo, da je vsebnost fitoplazem v vinski
trti precej manjsa kot v rastlinah C. roseus. Razvidno je tudi, da je zaradi izredno nizke
vsebnosti fitoplazem v vinski trti uporaba Znested” PCR tehnike za povelanje
obtutljivosti analize Se vedno neizogibna. Rezultati kaZejo povetano vsebnost fito-
plazem v rastlinah vinske trte in C. roseus, ki rasejo v tkivni kulturi, v primerjavi z
rastlinami, ki rasejo v tleh. Pri tem je potrebno opozoriti, da je teZa izhodnega tkiva za
izolacijo DNK pri vinski trti v tkivni kulturi enkrat niZja kot pri rastlinah raslih v
zemlji. Zanimivo je dejstvo, da so fitoplazme v rastlinah, raslih v tkivni kulturi,
zastopane tako v poganjku kot tudi v koreninah in da je v slednjih koncentracija fito-
plazem celo vidja kot v poganjkih.
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Preglednica 1: Rezultati PCR analize vinske trte (Vitis vinifera) (z izraZenimi znamenji
okuZenosti s fitoplazmami trsnih rumenic, sort Chardonnay, Rebula in Modri pinot ter
sorte Zelen kot negativna kontrola) ter Catharanthus roseus (okuZen s fitoplazmami
tipov AY, X-D in STOL)}, z uporabo parov univerzalnih oligonukleotidnih zaéetnikov
P1in P7 ter U3 in U5 za Znested’ PCR.

Table 1: Results of PCR analysis of grapevine (V. vinifera) (with expressed symptoms
of infection with grapevine yellows phytoplasma, cvs. Chardonnay, Rebola and Pinot
Noir, and cv. Zelen as negative control) and C. roseus (infected by AY, X-D, and STOL),
using universal primers P1/P7, and by nested PCR using primers U3/U5.

VZORCI RASTLINE V TLEH TKIVNA KULTURA
Vinograd Rastlinjak POGANJKI KORENINE

Vinska trta PCR ‘nested” PCR ‘nested’ PCR ‘nested’ PCR ‘nested’
(kultivar) P1/P7 PCR P1/P7 PCR P1/P7 PCR P1/P7 PCR

U3/Us Us/Us U3/us U3/U5
Chardonnay - - - - - + - ++
Rebula - - - - - + - o+
Modri pinot - - - - - 4 - +
Zelen - - - - - - -
C. roseus
AY okuzen NT NT - + ot +4++ NT NT
X-D okuZen NT NT ++ +++ ++ bt + ++
STOL okuzen NT NT ++ okt +++ +++ NT NT

NT: ni bil testiran; - : ni bilo vidnega PCR produkta, +, ++ in +++ : tri stopnje intenzivnosti PCR pasu

oziroma produkta.

Potrebno je poudariti, da je koncentracija fitoplazem v rastlinah ocenjena le glede na
koli¢ino PCR produktov, ki jih dobimo pri postopku PCR v enakih razmerah. Razlike
v tako ocenjeni vsebnosti fitoplazem v razlicnih rastlinah, tkivih ali v razliénih
razmerah rasti niso nujna posledica dejanskih razlik v vsebnosti fitoplazem, temved so
labko tudi posledica razlitno moénih inhibitornih ucinkov (na primer razliéne vseb-
nosti inhibitorjev PCR reakcije, kot so ogljikovi hidrati in fenoli). Pri nadaljnjem delu
bomo priredili tudi alternativne metode za izolacijo fitoplazemske DNK po obo-
gatitvenih postopkih.

4. SKLEPI

Uporaba tkivnih kultur predstavlja alternativo za izboljfanje razmer za ugotavljanje
zastopanosti fitoplazem v vinski trti, posebej, kadar gre za izredno nizko vsebnost fito-
plazem v specifi¢nih vzorcih ter pri odkrivanju morebitnih latentnih okuzb. Tkivna
kultura s fitoplazmami okuZenih rastlin kaZe tudi na nove moznosti pri $tudiju inter-
akcij med rastlinami in fitoplazmami, gibanja fitoplazem po rastlini, ¢iggenja fito-
plazem za pripravo protiteles in za ohranjanje dologenih fitoplazemskih sevov in
mutant.
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