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OKUZENOST JABLAN IN HRUSK Z VIRUSI V SLOVENLJI
Mojca VIRSCEK MARN?, Irena MAVRIC PLESKO?
Kmetijski institut Slovenije, Ljubljana
IZVLECEK

Najbolj razsirjeni virusi jablan in hrusk so virus mozaika jablane (Apple mosaic virus,
ApMV), virus kloroti¢ne pegavosti listov jablane (Apple chlorotic leaf spot virus,
ACLSV), virus razbrazdanja debla jablane (Apple stem pitting virus, ASPV) in virus
jamicavosti debla jablane (Apple stem grooving virus, ASGV). Okuzbe s temi virusi
pogosto ne povzroéajo vidnih znamenj okuzbe, predvsem v meSanih okuzbah pa
lahko povzro¢ajo znatne izgube pridelka. V letih 2014, 2015 in 2016 smo na prej
omenjene viruse s seroloskimi in molekularnimi metodami testirali 132 vzorcev
jablan in hrusk razli¢nih sort in starosti iz 15 lokacij po Sloveniji. Ker ti virusi nimajo
znanih prenaSalcev in se ne prenasajo s cvetnim prahom, so vir okuzbe predvsem
okuZene sadike. Ob vzoréenju smo zato, poleg podatkov o starosti rastlin in sorti,
zbrali tudi podatke o statusu sadik. Testirana stara drevesa v travniSkih nasadih in
vrtovih so bila vsa okuzena z vsaj enim virusom. Vecina je bila so¢asno okuzena s
tremi virusi. 1z tega lahko sklepamo, da se okuzbe z ApMV, ACLSV, ASGV in
ASPV v Sloveniji pojavljajo ze dlje. Tudi v intenzivnih nasadih smo potrdili zelo
visoko stopnjo okuzbe pri sortah, ki so bile vzgojene iz cepi¢ev zbranih v rodnih
nasadih in ne iz mati¢nih dreves. Pri obeh vzorcenih drevesih sorte Granny Smith, ki
sta bili vzgojeni iz nepreverjenega materiala iz rodnih nasadov, smo tako nasli
mesano okuzbo s kar Stirimi virusi. Nasprotno smo okuzbo s po enim virusom potrdili
le pri dveh od skupno 15 vzorcenih sort iz certifikacijske sheme. Drevesa CAC
(Conformitas Agraria Communitatis) izvora so bila bistveno bolj okuzena. Nasi
rezultati kazejo, da zagotavlja uporaba certificiranega razmnozevalnega materiala
skoraj popolno odsotnost virusov, medtem ko je lahko CAC material mo¢no okuzen.

Kljuéne besede: detekcija, hruske, jablane, razSirjenost virusov, virusi

ABSTRACT
VIRAL INFECTIONS OF APPLES AND PEARS IN SLOVENIA

Apple mosaic virus (ApMV), Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV), Apple stem pitting
virus, (ASPV) and Apple stem grooving virus (ASGV) are the most widespread viruses
of apple and pear. Infections with these viruses are frequently latent, but can cause
severe yield losses, especially in mixed infections. 132 samples from apples and pears
of different varieties and age from 15 locations in Slovenia were tested for the
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presence of ApMV, ACLSV, ASGV and ASPV in the years 2014, 2015 and 2016 using
serological and molecular methods. Since these viruses are not known to be
transmitted by vectors or pollen, the main source of infection is the planting material.
Data about the type of planting material was therefore collected in addition to the age
and variety of sampled trees. Old trees in extensive orchards and gardens were all
infected, most of them with a mixture of 3 viruses. These results show that infection
with ApMV, ACLSV, ASGV and ASPV have been present in Slovenia for at least 50
years. A very high infection rate with up to 4 viruses was observed in trees originating
from graftwood collected in production orchards and not from mother trees. On the
contrary only two out of 15 varieties sampled from certified material were infected,
each only with one virus. CAC (Conformitas Agraria Communitatis) material showed
much higher infection rate. Our results show that the use of certified propagation
material mostly ensures the absence of viruses, whereas CAC material can be heavily
infected.

Key words: apples, detection, pears, viral presence, viruses

1 uUvOoD

Okuzbe jablan in hrusk z ApMV (virus mozaika jablane, Apple mosaic virus, rod
larvirus), ACLSV (virus kloroti¢ne pegavosti listov jablane, Apple chlorotic leaf spot
virus, rod Trichovirus), ASPV (virus razbrazdanja debla jablane, Apple stem pitting
virus, rod Foveavirus) in ASGV (virus jamicavosti debla jablane, Apple stem
grooving virus, rod Capillovirus) so pogosto latentne (Paunovi¢ in Jevremovi¢, 2008),
kar pomeni, da ne kaZejo za virusno okuzbo znacilnih znamenj. Kljub temu lahko
povzrocajo celo do 60 % izgube pridelka (Arntjen in Jelkmann, 2010). Okuzb z virusi
ne moremo zdraviti, na voljo imamo le preventivne ukrepe. Pridelava in uporaba
brezvirusnega sadilnega materiala je najpomembnejsi ukrep borbe proti virusnim
obolenjem (Németh, 1986), Se zlasti, ¢e virusi nimajo prenaSalcev in se ne prenasajo s
cvetnim prahom. ApMV, ACLSV, ASGV in ASPV se v naravi prenasajo z
vegetativnim razmnozevanjem in morda tudi s stikom korenin, zato je sajenje
neokuzenih sadik dober na¢in omejevanja $kode zaradi okuzb z virusi, ki okuzujejo
peckato sadje.

V prispevku predstavljamo triletne rezultate vzor¢enja in testiranja jablan in hrusk iz
vrtov, ekstenzivnih in intenzivnih nasadov razli¢nih starosti, sort in vrste sadik.

2 MATERIAL IN METODE

V letih 2014-2016 smo vzorcili jablane in hruske. Vzorcili smo cvetove, plodie in
mlade liste v aprilu in maju. Ob vzor€enju smo zbirali tudi podatke o starosti dreves,
sorti in vrsti sadilnega materiala (certificiran, CAC, nepreverjen). Vse vzorce smo
testirali s seroloSko metodo (ELISA) s protitelesi za ApMV, ACLSV, AGGV in ASPV
(proizvajalca Bioreba AG (Reinach, Svica). Za preverjanje oz. potrditev rezultatov
seroloSkega testiranja smo pri Stevilnih vzorcih uporabili tudi metodo obratne
transkripcije in verizne reakcije s polimerazo (RT-PCR). V ta namen smo s kompletom
MagMAX™-96 Total RNA Isolation Kit (Thermo Fisher Scientific, ZDA) po priporo¢ilih
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proizvajalca izolirali RNA iz vzorcev ali ekstraktov za ELISA testiranje. Za izolacijo smo
uporabili napravo MagMAX Express (Ambion, Thermo Fisher Scientific, ZDA).

Alternativno smo uporabilo

tudi

imunsko vezavo (IC).

oligonukleotidi so predstavljeni v preglednici 1.

Uporabljeni

zacetni

Preglednica 1: Zacetni oligonukleotidi in metode uporabljeni za detekcijo ApMV, ACLSV, ASGV

in ASPV.
Virus Metoda . Zacetna_ Nukleotidno zaporedije Vir
oligonukleotida
ICin VP79 CGTCGAGGAAGTTTAGGTTG
ApMV  dvostopenjski Saade et al., 2002
RT-PCR VP77 GCHTCCYWTWKGGGGCATC
IC ali izolacija in ACLSV sense TTCATGGAAAGACAGGGGCAA Menzel et al.,
ACLSV  enostopenjski 2002
RT-PCR ’ AAGTCTACAGGCTATTTATTATAAGTCTAA
ACLSV antisense
IC ali izolacija in ASGV sense GCCACTTCTAGGCAGAACTCTTTGAA
. Menzel et al.,
ASGV  enostopen;jski 2002
RT-PCR ASGYV antisense AACCCCTTTTTGTCCTTCAGTACGAA
nov (Virs¢ek
IC ali izolacija in ASGV MVM fw AAGAGAGGATTTAGGTCCCT Marn)
ASGV  enostopenjski
RT-PCR ASGYV reverse ACACTAACCCGGAAATGC Gadiou et al.,
2010
IC ali izolacijain  ASPV247-F mod CARTAYTGYGCCTTYTAYGCRAAGC s
N modificirana po
ASPV  enostopenjski . Yao et al.. 2014
RT-PCR ASPV247-R mod CCATDGADCGMATGCGRTACATYTG "
modificirana po
Gadiou et al.,
IC ali izolacijain APV forward mod CWAAYCCWTTTGAAACWGG 2010
ASPV  enostopenjski
RT-PCR ASPV MVM re CAGCATGAGGTTCCAGACAT nov (Virséek
Marn)

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Skupno je bila vsaj z enim virusom okuzena polovica vzorcev jablan in tretjina
vzorcev hrusk. Najbolj so bila okuzena stara drevesa v travniskih nasadih in vrtovih
(preglednica 2). Vsa so bila okuzena z vsaj enim virusom, veéina pa je bila soasno
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okuZena s tremi virusi. Podobno so bile okuzene kar 4 od 5 sort iz intenzivnih
nasadov, zasajenih s sadikami cepljenimi s cepici iz rodnih nasadov in ne iz mati¢nih
dreves. Veginoma so bila drevesa okuZena z ve¢ virusi hkrati, pri obeh vzoréenih
drevesih sorte 'Granny Smith' pa smo nasli me$ano okuzbo z vsemi Stirimi virusi.
Mesane okuzbe so pri jablanah in hruSkah pogoste (Fajardo in Nickel, 2014) in
navadno povzrotajo $e vedje $kode od posami¢nih okuzb. Tudi na Ceskem so
Grimova in sod. (2016) pri testiranju starih sort v drevesnici in jablan iz starih
nasadov v okolici Prage potrdili zelo velik delez okuzb (80 %). 69 % vzorcev je bilo
okuzenih z ve¢ kot enim virusom hkrati. Tako Ceski kot nasi rezultati potrjujejo, da se
okuzbe jablan z ApMV, ACLSV, ASGV in ASPV na Ceikem in v Sloveniji
pojavljajo Ze dlje, saj je bila veéina testiranih starih dreves starej$a od 50 let.

Najve¢ vzorcev in sort je bilo okuzenih z ACLSV. Najvecji delez okuzb s tem
virusom smo potrdili v starih drevesih iz ekstenzivnih nasadov in vrtov, kjer je bilo z
ACLSV okuzenih kar 7 od skupno 8 vzorcev. Na Ceskem so v 57 starih sortah iz
drevesnice na Moravskem prav tako potrdili zelo visok delez okuzb z ACLSV, kar
91,2 %, pri vzorcih starih sort iz drevesnic in vzorcih iz starih nasadov v okolici Prage
pa je bilo z ACLSV okuZenih 70 % vzorcev (Grimova et al., 2016).

Najmanj vzorcev je bilo okuzenih z ApMV. OkuZzbo s tem virusom smo potrdili le pri
treh starih jablanovih drevesih iz ekstenzivnih nasadov, dveh drevesih ene jablanove
sorte vzgojenih iz nepreverjenega materiala ter pri edinem vzoréenem drevesu
hruseve sorte 'Viljamovka'. Podobno so tudi Cehi v starih drevesih in starih sortah iz
drevesnic ugotovili manj okuzb z ApMV (pod 20 %) v primerjavi z ACLSV, ASGV
in ASPV (Grimova et al., 2016). Znamenja okuzbe z ApMV so pri jablani navadno
omejena le na del kro$nje oz. nekaj vej in so lahko opazna le v dologenih letih. Vidna
so na listih kot rumene ali kremaste lise, mozaik ali razbarvanja ob Zilah, lahko pa se
razbarva del lista ali kar cel list (Desvignes, 1999). Ne glede na omejen obseg
znamenj okuzbe z ApMV le-ta pri preverjanju ali testiranju mati¢nih dreves ve¢inoma
najdemo in okuzena drevesa izlo¢imo, zato okuzb z ApMV pri jablanah vzgojenih iz
cerificiranih in CAC sadik nismo potrdili. Okuzbe hrusk z ApMV so latentne (Petrzik,
2005), zato okuzba Viljamovke CAC izvora ne preseneca.

Najmanj okuzb smo potrdili pri drevesih, ki so izhajala iz certifikacijske sheme, kar
pomeni, da je izvor sadik zelo pomemben. Drevesa CAC (Conformitas Agraria
Communitatis) izvora so bila bistveno bolj okuzena. Na$i rezultati kaZejo, da
zagotavlja uporaba certificiranega razmnoZevalnega materiala skoraj popolno
odsotnost virusov, medtem ko je lahko CAC material mo¢no okuzen.

Preglednica 2: Pregled okuzb, ugotovljenih v vzorcih razliénih sort, starosti in vrste materiala v letih 2014-
2016.

Vrsta St.
vzoréenega Vzoréelmh Stevilo hkrati okuZenih sort® /
materiala sort Stevilo okuzeni sort* / dreves z dreves z

(dreves) / &t.
okuzenih ) | $tirimi
sort! ApMV | ACLSV | ASGV | ASPV | enim | dvema | tremi virusi
(dreves)
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JABLANE

Intenzivni
nasadi do 10
let,
standardne
sorte,
certificiran
material

10 (20)/1
(2

0/0

1/2

0/0

0/0

172

0/0

0/0

0/0

Intenzivni
nasadi do 10
let, odporne

sorte,
certificiran
material

3(6)/1
7

0/0

1/2

0/0

0/0

172

0/0

0/0

0/0

Intenzivni
nasadi do 10
let,
standardne
sorte, CAC

16 (37) /6
(14)

0/0

4/10

4/8

3/5

3/6

317

m

0/0

Intenzivni
nasadi nad 10
let,
standardne
sorte, CAC

5(11)/4
(C)]

0/0

4/8

0/0

417

7

417

0/0

0/0

Intenzivni
nasadi
odporne sorte,
CAC?

14.(29) /8
(14

0/0

8/14

3/5

712

0/0

7111

2/3

0/0

Intenzivni
nasadi,
standardne
sorte,
nepreverjen
material®

6(12)/
5 (10)

12

4/8

417

5/8

212

213

213

1/2

stara
ekstenzivna
drevesa

8(8)/8
(C)]

3/3

717

4/4

7

171

171

6/6

0/0

HRUSKE

Intenzivni
nasadi do 10
let,
standardne
sort
certificiran
material

2(4)10
(0)

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

0/0

Intenzivni
nasadi nad
10let, CAC

3()/2
(€)]

7

1/2

0/0

1/2

7

1/2

0/0

0/0

! sorta dologene starosti, lokacije in izvora
2 ena sorta in M. floribunda stari nad 10 let

%4 sorte do 10 let, ena okrog 40 let
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Ponekod smo potrdili okuzbe z ACLSV, ASGV in ASPV le pri delu vzoréenih dreves
iste sorte, izvora in vrste materiala na isti lokaciji. Najverjetnejsi vzrok okuzbe le dela
dreves iste sorte in izvora na doloceni lokaciji je, da je bil okuzen le del cepicev in/ali
podlag, ki so bile uporabljene za vzgojo sadik. Vzrok je lahko tudi neenakomerna
razporeditev virusov po drevesu, zaradi katere se lahko zgodi, da kljub ¢im bolj
nakljuénemu vzorcenju v vzorcu ni virusa ali pa je koncentracije le-tega prenizka za
uspesno detekceijo.

4 SKLEPI

Najpomembne;jsi zakljucki triletnega testiranja jablan in hrusk na viruse so:

e stara drevesa jablan v travni$kih nasadih in vrtovih so moéno okuZena, torej se
okuzbe z ApMV, ACLSV, ASGV in ASPV v Sloveniji pojavljajo ze dlje,

e prav tako so moc¢no okuzena tudi drevesa jablan, katerih cepidi izvirajo iz
nepreverjenih rodnih dreves,

e okuzbe se pojavljajo tudi v nasadih CAC materiala,

e okuzbe certificiranega materiala so redke.

Nasi rezultati kazejo, da zagotavlja uporaba certificiranega razmnozevalnega
materiala skoraj popolno odsotnost virusov, medtem ko je lahko CAC material mo¢no
okuZen, kar lahko vpliva na koli¢ino in kakovost pridelka, bujnost rasti in druge
pomembne lastnosti dreves v pridelavi.

5 ZAHVALA

Delo je bilo opravljeno v okviru programa strokovnih nalog s podro¢ja zdravstvenega varstva
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