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IZVLECEK

V triletnem obdobju (2002-2004) smo izvajali poljske poskuse za preverjanje ucinkovitosti
iprodiona, vinklozolina, pirimetanila in ciprodinila+fludioksonila za zatiranje sive plesni na
grozdju pri sorti Rebula na lokaciji HruSevlje v Goriskih Brdih v letih 2002-2004 ter v letu
2004 na dodatni lokaciji na Slapu pri Vipavi. Po dveh aplikacijah sredstev smo tik pred
trgatvijo ocenili okuzbo grozdov s sivo plesnijo (Unterstenhéfferjeva lestvica) in izraCunali
stopnjo okuzbe (Thownsend-Heubergerjeva enacba). V vseh treh letih smo ob trgatvi dologili
tudi koli¢ino ostankov aktivnih snovi na grozdju s pomogjo plinskega kromatografa z masno
selektivnim detektorjem. V triletnem obdobju smo izvedli spontane vinske fermentacije za
vsako obravnavanje in spremljali njihovo dinamiko (HPLC) ter sledili deleZe posameznih vrst
kvasovk (PCR RFLP rDNK). Okuzba s sivo plesnijo je bila v vseh letih dokaj majhna, kljub
temu pa lahko uporabljena sredstva razvrstimo po vrstnem redu glede na ulinkovitost:
ciprodinil+fludioksonil, ki mu sledi pirimetanil, slabso uéinkovitost pa sta pokazala iprodion
in vinklozolin. Koli¢ine aktivnih snovi na grozdju v mg/kg niso presegle dovoljenih vrednosti
v nobenem letu in so bile niZje v letih z vi§jimi poletnimi temperaturami zraka in manj
padavinami (2003) kot pa v letih z niZjimi poletnimi temperaturami zraka in vecjo koli¢ino
padavin (2002 in 2004). Ostanki aktivnih snovi na grozdju, so kljub temu, da so bili pod
dovoljenimi vrednostmi, vplivali na rast in razvoj populacije ne-Saccharomyces vrst v
zatetnih fazah spontane fermentacije in s tem na njeno dolzino in kinetiko pojavljanja
posameznih vrst kvasovk med procesom.

Kljuéne besede: Rebula, Borrytis cinerea, ostanki fungicidov, kvasovke, vino
ABSTRACT

TESTING OF SOME FUNGICIDES AGAINST GREY MOULD (Botryotinia fuckeliana
(de Bary) Whetzel) ON GRAPEVINE (Vitis vinifera L.) AND IMPACT OF THEIR
RESIDUES ON COURSE OF SPONTANEOUS WINE FERMENTATION

In the three-year period (2002-2004) efficiency of iprodione, vinclozolin, pyrimethanil and
cyprodinil+fludioxonil against the grey mould on grapes were estimated. The field trials on
variety Rebula were performed in Hrugevlje (2002-2004) and Slap near Vipava (2004). After
two applications of the fungicides the infection of grapes with the grey mould was evaluated
(Unterstenhoffer scale) and the level of the susceptibility for each grapevine was calculated
(Thownsend-Heuberger formula). Each year of the experiment the amounts of fungicide
residues were determined with the combination of GC and MS detector and also the
spontaneous wine fermentation were carried out for the each treatment. Their dynamics were
followed by HPLC and determination of the yeast species in the different phases of the
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process were done (PCR RFLP of rDNA). Infection of grapes with the grey mould was very
low on both locations. However, the fungicides used in our experiment could be ranged
according to their efficiency: cyprodinil+fludioxonil followed by pyrimethanil; lower
efficiency was recorded for iprodione and vinclozolin. In the experimental years the fungicide
residues detected on the grapes did not overcome the permitted levels for grapes and were
higher in the year with higher summer day temperatures and lower precipitation (2003) in
comparison to the years with lower summer day temperatures and higher precipitation (2002
and 2004). In spite of the low level of fungicide residues found on grapes, they influenced the
duration of the spontaneous fermentation and had also impact on the shares of the yeast
species during the early stages of the fermentation.

. Keywords: Rebula, Botrytis cinerea, fungicide residues, yeasts, wine
1. UVOD

Sorta Rebula spada med najpomembnej$e bele sorte v vinorodni deZeli Primorska in je
obcutljiva na sivo plesen (Botryotinia fuckeliana (de Bary) Whetzel). Siva plesen lahko okuzi
vse organe vinske trte, vendar povzroca najvecjo Skodo ob okuzbi grozdov (Magek, 1990).
Vinogradnik mora ustrezno ukrepati za zmanjanje moZnosti okuzbe s sivo plesnijo na
grozdju, med katere §tejemo predvsem izbiro gojitvene oblike in obremenitev trsov, ustrezno
gnojenje z dulikom, pravoasno in pravilno opravljena zelena dela in ustrezno strategijo
varstva s kemi¢nimi sredstvi (Rosslenbroich in Steubler, 2000). Z uporabo fungicidov pa ne
zaviramo samo razvoja §kodljivih mikroorganizmov na vinski trti, ampak lahko vplivamo tudi
na zdruzbo mikroorganizmov grozdne jagode in posledi¢no na potek vinske fermentacije.
Vpliv ostankov aktivnih snovi fitofarmacevtskih sredstev v mostu na potek fermentacije je
odvisen od kemijske skupine, kateri aktivna snov pripada in tipa fermentacije, ki je lahko
spontana ali vzpodbujena (Viviani-Nauer in sod., 1997; Cabras in sod., 1999). Predvsem za
spontano vinsko fermentacijo v literaturi ni dovolj podatkov o vplivu ostankov aktivnih snovi
na njeno dinamiko in populacijo mikroorganizmov med procesom. Zato smo v na$em poskusu
Zeleli ovrednotiti u€inkovitost nekaterih fungicidov za zatiranje sive plesni, preveriti koli¢ino
ostankov aktivnih snovi na grozdju ob trgatvi in dolo¢iti vpliv ostankov aktivnih snovi na
kinetiko spontane fermentacije in populacijsko dinamiko kvasovk.

2. MATERIAL IN METODE

Poskus je bil postavljen v bloéni zasnovi v vinogradu sorte Rebula na lokaciji HruSevije v
vinorodnem okolifu Gorika Brda v letih od 2002 do 2004 ter v letu 2004 tudi v vinogradu
iste sorte na lokaciji slap v Vipavski dolini. Gojitvena oblika v vinogradu na lokaciji
Hrusevlje je bila enojni Guyot, na Slapu pa dvojni Guyot. Aktivne snovi vkljudene v poskus,
pripadajoCe kemijske skupine, trgovska imena pripravkov ter odmerki in poraba vode na ha
so navedeni v preglednici 1.

Preglednica 1: Aktivne snovi, pripadajoge kemijske skupine, trgovska imena pripravkov in
odmerki sredstev ter poraba vode na ha.

Table 1: Active substances, their chemical groups, trade names of the plant protection
products, applied dosage and volume of water used per ha.

Aktivna snov Kemijska skupina Trgovsko ime | Odmerek Poraba vode
pripravka (1/ha)

Iprodion Dikarboksimidi KIDAN 3000 ml/ha | 500

Pirimetanil Anilinopirimidini MYTHOS 2500 ml/ha | 500

Ciprodinil Anilinopirimidini 5

Fludioksonil | Fenilpiroli SWITCH 62,5 WG 800 gha 1 400
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Obravnavanja v nasem poskusu so predstavljala kombinacijo razli¢nih aktivnih snovi
fungicidov ob prvem in drugem Skropljenju in so navedena v preglednici 2. Pri aplikaciji
sredstev smo uporabili nahrbtno §kropilnico SOLO port 423. Skropili smo samo v obmogju
grozdja. V vseh letih smo izvedli dve Skropljenji: prvo ob zapiranju grozdov (razvojni stadij
29-30 po sistemu Eichhorn-Lorenz) in drugo v zacetku zorenja jagod (razvojni stadij 36).
Pred obema gkropljenjema smo opravili potrebna zelena dela: pletev zalistnikov in
odstranjevanje listov v obmo¢ju grozdja.

Preglednica 2: Obravnavanja v na§em poskusu, glede na uporabljena sredstva ob prvem in
drugem Skropljenju.
Table 2: Treatments in our trial according to used fungicides at first and second spraying date.

Aktivna snov ob 1.|Aktivna snov ob 2.|Oznaka obravnavanja

Skroplj. §kroplj.

Iprodion* Iprodion IPRODION

Fenheksamid Pirimetanil PIRIMETANIL

Ciprodinil in fludioksonil | Ciprodinil in | CIPRODINIL+FLUDIOKSONIL

fludioksonil
- KONTROLA

* namesto iprodiona smo v letu 2004 v obeh terminih uporabili fungicid z aktivno snovjo
vinklozolin.

Priblizno teden dni pred trgatvijo smo ocenili okuzbo grozdja s sivo plesnjo po
Unterstenhofferjevi lestvici (Smernica za ..., 1996) in izraCunali stopnjo okuzbe po
Thowsend-Heubergerjevi enagbi (Manual fiir ..., 1981) za vsak trs posebej. Ob trgatvi smo
povzorili dva kg grozdja za doloitev kolig¢ine ostankov aktivnih snovi na grozdju z uporabo
kombinacije plinske kromatografije in masne spektrometrije (GC/MS) (Baga-Cesnik in
Gregoréi¢, 2003). Preostanek grozdja iz posameznega obravnavanja smo potrgali in asepti€no
stisnili v most. Za vsako obravnavanje smo izvedli spontane (brez dodatka starterske kulture)
fermentacije v treh ponovitvah. Volumni fermenentorjev so bili 5000 ml (2002), 550 ml
(2003) in 200 ml (2004). V letih 2002 in 2004 mostu nismo dodali Zvepla, v letu 2003 pa smo
sveplali do koncentracije #vepla 30 mg/l. Temperatura zraka v prostoru, kjer so potekale
fermentacije, je bila med 18-20 °C. Dinamiko fermentacij smo spremljali s tehtanjem
fermentorjev in s teko&insko kromatografijo (konceniracije glukoze, fruktoze in etanola).
Populacijo kvasovk med fermentacijo smo spremljali z vzoréenjem mosta ob razli¢nih ¢asih
glede na dinamiko fermentacije in nacepljanjem na YM plosge, izolacijo predstavnikov
morfoloskih skupin in njlhOVO naknadno identifikacijo s pomogjo metode PCR RFLP rDNK
(Mbller in sod. 1992; Raspor in sod., 2001) in testi klasiéne identifikacije (Kurtzman in Fell,
1998; Yarow, 1998).
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3. REZULTATI

Na tem mestu prikazujemo rezultate za leto 2002 (slike 1, 3 in 4), razen za ostanke aktivnih
snovi na grozdju (slika 2), kjer so prikazani rezultati vseh treh let poskusa.
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Slika 1: Stevilo vseh (D) in §tevilo zdravih {H) grozdov ocenjenih na obravnavanje (32 trt)
ter mediana ([[[), povpredje (N in standardni odklon od povpregja okuzbe grozdov (&) na
lokaciji Hrusevlje v letu 2002.

Figure 1: Number of ail (_ }) and number of healthy () grapes per treatment (32 vines were
estimated) and median ([[[), average Q) and standard deviation &2 of grape infection on
location Hrusevlje in 2002.

Na sliki 1 je prikazana u€inkovitost sredstev po obravnavanjih z mediano in povprecjem
okuzb. Okuzbe z sivo plesnijo so bile na lokaciji Hrusevlje v tem letu precej nizke. Vrstni red
median okuZbe od najmanjSe proti najvedji je bil slede¢: ciprodinil+fludioksonil (0,0),
pirimetanil (0,9), iprodion (1,3) in kontrola (5,1). Delez popolnoma zdravih grozdov od vseh
grozdov na 32 trtah v posameznem obravnavanju se ni bistveno razlikoval med obravnavanji,
kjer smo uporabili sredstva (ciprodinil+fludioksonil (93,3 %), pirimetanil (92,6 %) in iprodion
(91,1 %)), je pa odstopalo obravnavanje kontrola (79,3 %).

Na sliki 2 so prikazani ostanki aktivnih snovi na grozdju v vseh treh letih. V nobenem letu
najvedje dovoljene vrednosti ostankov (MRL) niso bile presezene. NajniZje so bile v letu
2003, ki je bilo zelo susno in vrode in precej podobne v letih 2002 in 2004. Ob najvi§jih
vrednostih so kolid¢ine aktivnih snovi na grozdju dosegle 42,0 % (ciprodinil, 2004), 28,8 %
(pirimetanil, 2004), 26,0 % (iprodion, 2002) in 21,5 % (fludioksonil, 2002) najvisje dovoljene
vrednosti za posamezno aktivno snov.

Potek spontane fermentacije in populacijska dinamika kvasovk sta prikazana na sliki 3
(kontrola in iprodion) in sliki 4 (ciprodinil+fludioksonil in pirimetanil). Dolzina eksponentne
in stacionarne faze rasti kvasovk je bila razliéna med obravnavanji, kar je najbolj razvidno iz
dolzin fermentacij: 36 dni pri obravnavanjih kontrola in iprodion
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Slika 2: MRL vrednosti (.) in ostanki aktivnih snovi na grozdju v letih 2002 , 2003 d:b
in 2004 (.

Figure 2: MRL’s and fungicide residues on grapes in 2002 (&), 2003 (L)) and 2004 ().
50 dni obravnavanje ciprodinil+fludioksonil in 68 dni obravnavanje pirimetanil.

Fermentacije so trajale relativno dolgo, zaradi aseptiénih razmer pri trgatvi in predelavi
grozdja, kar je vplivalo na nizko zaetno Stevilo kvasovk v mostu (4,54 (pirimetanil) - 5,31
(iprodion) log cfu/ml). Poglavitne razlike v sestavi kvasovk v mos$tu med obravnavanji so bile
v delezu vrst Hanseniaspora uvarum (48,9 % (pirimetanil), 41,5 % (iprodion), 31,7 %
(ciprodinil+fludioksonil) in 29,3 % (kontrola)) in Candida stellata (65,9 %
(ciprodinil+fludioksonil), 51,2 % (kontrola), 35,6 % (pirimetanil) in 30,6 % (iprodion)) na
zadetku fermentacije (€as 0 dni), v Casu dologitve kvasovke Saccharomyces cerevisiae v
vecjem delezu (kontrola (8 dan, 50,1 %), iprodion (8 dan, 29,1 %), ciprodinil+fludioksonil (7
dan, 43,0 %) in pirimetanil (12 dan, 63,0 %)) in v ¢asu ter obsegu pojavljanja kvasovke
Dekkera bruxellensis, ki spada med kvarljivee vina. Na koncu posameznih fermentacij smo
dolocili naslednje deleze te kvasovke: 73,8 % (kontrola), 73,4 % (pirimetanil), 24,5 %
(iprodion) in 8,6 % (ciprodinil+fludioksonil).

4. SKLEPI

Na podlagi rezultatov lahko trdimo, da ob primerni gojitveni obliki, bujnosti rasti in
ampelotehniki ter “normalnih” koli¢inah padavin (lokacija Slap, 2004} uporaba fungicidov

za varstvo pred sivo plesnijo ni nujna. Uéinkovitost sredstev v naem poskusu od najvedje
proti najmanjst je bila slededa: ciprodinil+fludioksonil in fenheksamid (rezultati niso
prikazani), pirimetanil in iprodion ter vinklozolin. Ob pravilni uporabi sredstev lahko
pricakujemo, da bodo ostanki aktivnih snovi pod dovoljenimi koli¢inami. Ostanki
preiskovanih aktivnih snovi so bili ve¢ji v letih z vig§jimi poletnimi ternperaturami in manj§i v
letih z vi§jo koliéino poletnih padavin (2004>2002 >2003).
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Slika 3: DeleZi posameznih vrst kvasovk in dinamika spontanih fermentacij mosta pri
obravnavanjih kontrola in iprodion v letu 2002. Legenda: -e- log (cf/ml), -0- skupni sladkor,
-V - etanol; Hansemaspora uvarum, Il Candida stellata, Rhodotorula glutinis,
Pichia kluyven 4 Sporobolomyces roseus, HH Cryptococceus liquefaciens, Dekkera
bruxellensis, & Sacchar omyces cerevisiae.
Flgure 3: Percentage of yeast species in must and dynamic of spontaneous wine fermentation
in control and iprodione treatments in 2002. Legend: -e- log (cfw/ml), -r- sugar -V - ethanol;
Hanseniaspora uvarum, [ candida stellata, Ed Rhodotorula glutinis, N Pichia kluyveri,
Sporobolomyces roseus, [ Cryptococccus liquefaciens, Dekkera bruxellensis,
Saccharomyces cerevisiae.
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Slika 4: Delezi posameznih vrst kvasovk in dinamika spontanih fermentacij mosta sorte
Rebula pri obravnavanjih ciprodinil+fludioksonil in pirimetanil v letu 2002. Legenda: -e- lo
(cfw/ml), -o- skupni sladkor, - ¥ - etanol; ¢ Hanseniaspora uvarum, I Candida stellata, é
Pichia kluyveri, Y/ Pichia sp., &4 Sporobolomyces roseus, EH Cryptococccus liquefaciens ,
Dekkera bruxellensis, 233 Saccharomyces cerevisiae.

Figure 4: Percentage of yeast species in must and dynamic of spontaneous wine fermentation
in cyprodinil+fludioxonil and pyrimethanil treatments in 2002. Legend: -e- log (cfu/ml), -o-
sugar, - V - ethanol; 7 Hanseniaspora uvarum, Ml Candida stellata, N Pichia kluyveri,
Pichia sp., Sporobolomyces roseus, BE Cryprococceus  liquefaciens, Dekkera
bruxellensis, = Saccharomyces cerevisiae.

Koncentracija kvasovk in delei vrst kvasovk na grozdju in v mostu so bili odvisni od uporabe
fungicidov v vinogradu. Sestava populacije vrst kvasovk v mostu je bila v povezavi s sestavo
vrst kvasovk na grozdju (Cade? in sod., neobjavljeni rezultati). Ostanki aktivnih snovi
fungicidov so vplivali na potek spontane vinske fermentacije in sicer na trajanje procesa,
kinetiko rasti vinskih kvasovk med fermentacijo ter na sestavo vrst in sevov kvasovk S.
cerevisiae (rezultati niso prikazani) med procesom.
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