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Uvijenost lis¢a vinove loze (Grapevine Leafroll Disease = GLD) je najznacajnije
virusno oboljenje vinove loze. Do danas je u svetu utvrdeno ukupno devet razli¢itih izduzenih
Cestica, nazvanih “grapevine leafroll-associated viruses” (GLRaV-1-9), u biljkama obolelim
od uvijenosti lista. U pet znacajnijih vinogorja u Srbiji u periodu od 2002 do 2007 godine
testirano je ukupno 18 sorti vinove loze na prisustvo GLRaV1,2,3,5 i 7 primenom ELISA
testa. U Srbiji je identifikovano prisustva tri soja, i to GLRaV-1,2 13, GLRaV-1, je dokazan u
svih pet ispitivanih vinogorja, a GLRaV-3, nije konstatovan samo u Trsteni¢kom vinogorju. U
ispitivanim vinogorjima u Srbiji, najmanje je zastupljen GLRaV-2. Sve sorte kod kojih je bilo
dokazano prisustvo GLRaVs bile zarazene u svim sluc¢ajevima GLRaV-3.

Kljucne reci: vinova loza, GLRaVs, ELISA test

UvVOD

Vinova loza je domacin velikog broja virusa. Do sada je sa vinove loze izo-
lovano i okarakterisano ukupno 58 vrsta virusa. Virusne bolesti vinove loze su
grupisane u tri celine: (1) degeneracija vinove loze uzrokovana “fenlife” nepovi-
rusima, drugim Evropskim nepovirusima i Ameri¢kim nepovirusima, (2) sindrom
uvijenosti lis¢a i (3) sindrom plutavosti kore vinove loze (Martelli and Boudon-
Padieu, 2006).

Od navedenih virusnih bolesti, sindrom virusa uvijenosti li§¢a je najraspro-
lis¢a vinove loze (Grapevine Leafroll Disease = GLD) je najznacajnije virusno
oboljenje vinove loze. Ova bolest moze napasti sve Vitis vinifera sorte, hibride i

* Rezultat rada u okviru Projekta br. 20051, koji finansira Ministarstvo za nauku i tehnoloski razvoj RS.
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podloge, opisana je prvi put u Evropi pocetkom 19 veka, po podacima Goheen-a
(1970), 1979 godine utvrdjeno je prisustvo specificnog tipa virusnih cestica (clo-
sterovirus) u oboleloj lozi, a 1983 godine su otkrivene vasi prenosioci, vektori
nekih virusa iz ove grupe (Martelli, 2003, Martelli and Boudon-Padieu, 2006).
Sve do dokazivanja prenosenja kalemljenjem, koji je prvi uspesno primenio Sheu
(1935) etiologija ovog virusa je bila pod sumnjom. Nekoliko tipova virusnih
Cestica bilo je izolovano iz loze obolele od uvijenosti lis¢a, ukljucujuci potyviru-
sne Cestice, izometrijske (Castellano, 1983, Namba et.al., 1979) i klosterovirusne
veli¢ine od 1,400 to 2,200 nm, koje su bile najcece (Faoro et al., 1981, Castellano,
1983, Gugerli et al., 1984 Zee 1987, Zimmermann 1990).

Do danas je utvrdeno devet razlicitih izduzenih Cestica, nazvanih “grapevine
leafroll-associated viruses” (GLRaV-1-9), u biljkama obolelim od uvijenosti lista.
Svi GLRaVs pripadaju familiji Closteriviridae, GLRaV-2 rodu Closterovirus, a
GLRaV-1, 3, 4, 5, 6, 8 i 9 novoutvrdjenom rodu Ampelovirus, dok GLRaV-7
trenutno nije svrstan. Rosciglione and Gugerli (1986) prvi pominju sojeve GLRaV-
1,213, Huetal., (1990) GLRaV-4, Walter and Zimmermann (1991) GLRaV-5,
Boscia et al., (1995) GLRaV-6, Choueiri et al., (1996) GLRaV-7, Monis (2000)
GLRaV-8, Cornuet at al., (2003) GLRaV-10, koji je kasnije identifikovan kao
molekularni varietet GLRaV-4 i Alkowni et al., (2004) GLRaV-9.

Virusne cestice GLRaVs su izduzenog oblika (filamentozne), duzina varira
od 1400 do 2200nm, a Sirina oko 12nm, u zavisnosti od virusa.

GLRaVs se prenosi kalemljenjem, reproduktivnim materijalom (kalemokca,
podloge) kojim se ina¢e obavlja prenoSenje ovog virusa na velike distance i
vektorima. Do sada su poznati i identifikovani vektori samo za GLRaV-1, 3,
51 9. U prirodi se GLRaV-1 prenosi Pseudococcid mealybugs, Heliococcus
bohemicus 1 Pahenaecoccus aceris, kao 1 u manjoj meri insekt Pulvinaria vitis,
Parthenolecanium corni 1 Neopulvinaria innumerabilis. Vektori GLRaV-3 su
Planococcus ficus, Pl. citri, 1 Pseudococcus longispinus (Martelli and Boudon-
Padieu, 2006).

GLD je komplesno oboljenje, a zavisnost simptoma od sorte, okoline i vre-
menskog perioda je vrlo visoka, pa je tesko identifikovati ovu bolest iskljuc¢ivo
na osnovu vizuelne ocene. U nacelu, simptomi su ozbiljniji na obojenim
sortama vinove loze. Zarazena loza ne ispoljava tipi¢ne simptome krajem jula
ili pocetkom avgusta meseca. Jedna od ranih vizuelnih signala prisustva GLD
na obojenim sortama loze su pojave tipicnog uvijanja liske na nali¢je i crvene
i purpurno crvene obojenosti medjunervalnog prostora starijeg lis¢a blizeg
bazalnom deli biljke. Kako vegetacija odmice simptomi se Sire na vr$ne listove,
pa lisno medunervalno crvenilo postaje opsti simptom biljke, dok lisno tkivo
neposredno oko lisnog nerva, kao i lisni nerv ostaje zelen (Rayapati et al., 2008).
Simptomi na belim sortama ispoljavaju se razli¢ito. Na nekim sortama, kao Sto
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je Chardone, inficirano lis¢e moze ispoljiti opSte zucenje ili hlorozno Sarenilo pri
kraju vegetacije i u nekim slucajevima lisna ivica moze biti uvijena ka nali¢ju.
Neke bele sorte ne moraju ispoljavati nikakve simptome (Rayapati et al., 2008),
kao ineke inficirane podloge. U tim slucajveima, bolest se moze dijagnostifikovati
na drvenastim indikatorima kalemljenjem.

U vrlo tesnoj sprezi sa opisanim simptomima su i Stete koje nastaju usled
prisustva ovih virusa. U prvom redu, kvalitet zrna vinove loze je ugrozen, jer
lisna diskoloracija direktno uti¢e na smanjenje karbohidrata i Sefera u njima.
Siromasnija ishrana lastara dovodi do ranijeg kratanja u sledecoj vegetaciji, Sto
direktno uti¢e na smanjenje broja i veli¢ine zrna i odlaganje sazrevanja za 3-
4 nedelje (Rayapati et al. 2008). Ovako nedozrela zrna, sa manjim procentom
Secera daju nekvalitetnija vina. Velike Stete od ovi virusi nanose i rasadni¢koj
proizvodnji, jer zarazeni material ne moze biti polazni material u umnozavanju.

Sveobuhvatna analiza prisustva razli¢itih sojeva GLRaV na teritoriji Srbije,
do sada nije radjena. Prvi nalaz prisustva GLRaV na naSim prostorima dao je
Dimitrijevi¢ (1970). U domacoj literaturi postoje podaci o prisustvu virusa vi-
nove loze u zasadima, kao i primeni biotesta i ELISA testa u dokazivanju ovih
virusa (Kuzmanovi¢ i Gavran, 1988, 1989, 1992; Delibasi¢, 1991; Kuzmanovic,
1995; Delibasi¢ 1 sar., 2000; Kuzmanovi¢ 1 sar., 2002, 2003, Starovi¢ 1 sar.,
2007), o prisustvu virusa vinove loze u prporistima (Paunovi¢ i sar., 2007), ali i
o utvrdivanju novih virusa na vinovoj lozi, kao $to je virus zZbunaste krzljavnosti
maline na vinovoj lozi (Jevremovi¢ i Paunovi¢, 2007). Za sada ostaju usamljeni
primeri Dimitrijevica (1970) i Delibasic¢a i sar. (1992) o proucavanju GLRaV.
Problematici proucavanja ovog virusa, nije posveéena adekvatna paznja u Srbiji,
utoliko viSe §to je u nasem okruzenju postoje podaci o sanitarnom statusu vinove
loze (Martelli and Boudon-Padieu, 2006). Cilj ovog rada je bio da se, u prvom
redu, utvrdi koji sojevi GLRaV su prisutni na teritoriji Srbije, kakva je njihova ra-
sprostranjenost po vinogorjima, i da li postoji pravilnost njhove rasprostranjeno-
sti. U ovom radu predstavljeni su rezultati istraZivanja prisustva virusa uvijenosti
lis¢a vinove loze u 5 vinogorja u Srbiji u periodu 2002 — 2007 godine.

MATERIJAL I METOD RADA
Materijal
Tokom avgusta meseca 2002, 2005, 2006 i 2007 godine vrSeno je uzorko-
vanje biljnog materijala za seroloske analize u pet vinogorja u Srbiji: Zupskom,

Trstenickom, Vencackom, Podgorskom i Rajackom. Biljni material uzorkovan
je sa 18 sorti vinove loze koje su najzastupljenije u isptivanim lokalitetima: ka-
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darka, plovdina, prokupac, smederevka, zupski bojadiser, bagrina, otelo, tamnja-
nika bela, zacinak, game bojadiser, rajnski rizling, zimsko belo, italijanski rizling,
jagodinka, beli burgundac, frankovka, vranac i zametna crnina.

U ispitivanim vinogorjima pregledano je po 10 do 12 vinograda i uzorkova-
no je lis¢e koje je ispoljavalo prisustvo simptoma tipi¢nih za virus uvijenosti lis¢a
vinove loze. Uzorci su spakovani u plasti¢ne kese, obelezeni 1 u ruénom frizideru
translportovani u laboratoriju.

ELISA test

Za serolosku analizu (ELISA test) koris¢ene su lisne peteljke (Giorgio and
Gribaudo, 2006). ELISA test je obavljen po metodi Clark and Adams (1977),
koja je ve¢ ranije detaljno opisana (Ivanovi¢ i sar., 2006). Uzorci su testirani DAS
(GLRaVl, 3,51 7)1 TAS (GLRaV2) ELISA metodom, primenom poliklonskih
komercijalnih antiseruma (Sediag).

REZULTATI

SIMPTOMI

Cetvorogodisnje pra¢enje simptoma u odabranih pet vinogorja Srbije potvrdi-
la sunavedene tvrdnje inostranih autora o uticaju sorte, ali i doba godine na ispolja-
vanje simptoma. Pojava simptoma u vidu promene oblika, prvo, donjih, najstarijih
listova, uvijanjem na nali¢je (slika 1), se u naSem geografskom podruc¢ju manife-
stuje tokom avgusta meseca. Ovu promenu prati, prvo blaga, a kasnije intenzivna
promena boje. Kod crvenih i crnih sorti pojavljuje se prvo blago crvenjenje me-
djunervanlnog prostora, da bi kasnije ovo crvenilo postalo vrlo intenzivno (slika
2). Bele sorte vinove loze na prisustvo ovih virusa reaguju pojavom blage hloro-
ze lisnog tkiva, koje prelazi u intenzivno prevremeno zucenje (slika 3). Osnovna
dijagnosticka razlika u tipu simptoma koje izazivanju fitoplazme vinove loze od-
nosi se na boju lisnih nerava. Lisni nervi biljaka obolelih od GLRVs ostaju zeleni
(slika 4), za razliku od fitoplazmoznih koji obavezno poZzute.

Rezultati ELISA testa

U testiranim uzorcima vinove loze nije dokazano prisustvo GLRaV 51 7.
Rezultati ELISA testa na prisustvo GLRaV1,2 i 3 u uzorcima vinove loze u pet
vaznijih vinogorja u Srbiji tokom 2002; 2005; 2006 i 2007 godine prikazani su
u tabeli 1 i slici 5. Iz tabele jasno se moze zakljuciti da je najmanje zastupljen
GLRaV-2 uispitivanim vinogorjima Srbije. Prisustvo ovog soja dokazano je samo
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SI. 1-4 — Simptomi GLRVs. Uvijenost liske ka nali¢ju (SI. 1), crvenilo
medunervanlnog prostora liske (SI. 2), blaga hloroza lisnog tkiva kod belih sorata
(S1. 3), Zeleni lisni nervi lisca obolelig biljaka (Sl. 4).

Fig. 1-4 — Symptoms of GLRVs. Banding of leaves (Fig. 1), reddnes of leaves
betwwen the vains (Fig. 2), chlorosis of leaves of white cvs (Sl. 3), the green
vains of diseased leaves (Sl. 4).

u Trsteni¢kom i Rajadkom vinogorju, dok u Zupskom, Ven¢ackom i Podgorskom
nije dokazano njegovo prisustvo. GLRaV-1 i 3 su daleko raspostranjeniji u vino-
gorjima Srbije. Prisustvo GLRaV-1, je dokazano u svih pet ispitivanih vinogorja.
Prisustvo GLRaV-3, jedino nije konstatovano u Trsteni¢kom vinogorju.
Rezultati procentualnog prisustvo ispitivanih sojeva GLRaV— 1, 2 i 3, po
vinogorjima i godinama prikazani su u grafikonu 1. Tokom 2002 godine, nije
bilo dokazano prisustvo ni jednog od isptivana tri soja GLRaVs u Trstenickom
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Tabela 1 — Rezultati ELISA testa na prisustvo GLRaV-1, 213
uzoraka vinove loze u 5 ispitivanih vinogorja Srbije
tokom 2002, 2005, 2006 1 2007 godine

Table 1 — Results of ELISA detections GLRaV-1, 2 and 3
in grapevine samples from the 5 investigated regions in Serbia
during 2002, 2005, 2006 and 2007

Virusi/Viruses
Vinogorje/ GLRaV-1 GLRaV-2 GLRaV-3
Region
2002 2005 2006 2007 2002 2005 2006 2007 2002 2005 2006 2007
Zupsko 3/18 2/15 3/20 2/13 0/18 0/15 0/20 0/13 6/18 4/15 2/20 2/13

Trstenicko 0 7/29 9/28 10/21 0 2/29 3/28 3/20 0 029 O 0

Vencacko 0 /11 2/11 3/15° 0 0/11 O 0 3/15 5/11 6/11 8/15

Podgorsko 0 1/15 3/15 4/15° 0 0/15 O 0 2/15 4/15 5/15 5/15
0 0

Rajacko 0 1/8 2/8 0 0 2/8 0 0 0 1/8
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Graf. 1 — Zastupljenost i rasprostranjenost GLRaV-1,2 i 3 u 5 ispitivanih vino-
gorja Srbije tokom 2002, 2005, 2006 i 2007. godine

Graph. 1 — Presence and spread GLRaV-1,2 and 3 in the 5 investigated regions
in Serbia during 2002, 2005, 2006 and 2007
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Graf. 2 — Prisustvo GLRaV-1,2 i 3 na razli¢itima sortama vinove loze u Srbiji u
periodu 2002 1 2005-2007. godina

Graph. 2 — Presence of GLRaV-1,2 and 3 in the different grapevine variety in
Serbia in 2002 and 2005-2007.

1 Rajackom vinogorju, dok je preostala tri vinogorja utvrdjeno prisustvo samo
GLRaV-3. U 2005 godini u Rajackom vinogorju nije konstatovano prisustvo ispi-
tivanih virusa, u sva preostala Cetiri vinogorja dokazano je prisustvo GLRaV-1,
GLRaV-3 u Zupskom Vené¢ackom i Podgorskom, a GLRaV-2 samo u Trstenickom
vinogorju. Rezultati testiranja u 2006 godini ukazuju da je prisustvo virusa bilo
identi¢no kao i 2005, stim $to je u Rajackom vinogorju utvrdjeno prisustvo i
GLRaV-1. Tokom 2007 godine u Rajackom lokalitetu dokazano je prisustvo sva
tri soja GLRaV, GLRaV-11i3u Zupskom, Vencackom i Podgorskom, dok su u
Trstenickom kao i prethodne dve godine zastupljeni GLRaV-11 2.

Prisustvo GLRaV-1, 2 i 3 na razli¢itim sortama vinove loze u Srbiji prikaza-
no je u grafikonu 2. Analiza prisusustva virusa obuhvatila je uzorak od ukupno 18
razli¢itih sorti vinove loze. beli burgundac, frankovka, jagodina, vranac i zametna
crnina su sorte kod kojih nije dokazano prisustvo isptivanih sojeva GLRaVs. U
najvecem broju slucajeva ispitivane sorte su bile zarazene samo GLRaV-3 sojem
(zupski bojadiser, tamnjanika bela, zacinak i italijanski rizling), dok su Cetiri sor-
te domacini GLRaV-1 i 3 (kadarka, smederevka, game bojadiser i zimsko belo), a
dve su bile zaraZzene sa sva tri ispitivana soja (prokupac i bagrina). Interesanto je
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ista¢i i podatak da su sve sorte kod kojih je bilo dokazano prisustvo GLRaVs bile
zarazene u svim sluc¢ajevima GLRaV-3.

DISKUSIJA

Prikazani rezultati ukazuju na podatak da je u Srbiji prisutno od ukupno de-
vet samo tri soja GLRaV. Ovaj rezultat je u skladu sa ve¢ poznatim ¢injenicama
o prisustvu ovih virusa u zemljama naseg okruzenja, a u kojima je poznat zdra-
vstveni status vinove loze (Martelli, 2003, Pourrahim et al., 2004, Martelli and
Boudon-Padieu 2006,), a koji ukazuju na Cinjenicu da je u zemljama juznije od
Mediterana, od svih GLRaVs, najzastupljeniji GLRaV-3, dok je severnije prisut-
niji GLRaV-1.

Rezultati testiranja vinove loze i vaznijim vinogorjima u Srbiji koja su oba-
vljena u periodu 2002 do 2007 godina potvrdjuju napred navedene tvrdnje, pa
je tako dokazano prisustvo GLRaV-3 u svim ispitivanim vinogorjima, sem u
Trstenickom.

Martelli and Boudon-Padieu (2006) isticu ¢injenicu da je severnije od
Mediterana zastupljeniji GLRaV-1, Tomazi¢ i sar. (2005, 2008) da su u Sloveniji
prisutni GLRaV-1 i 2, a Saldarelli et al., (2005) o prisustvu GLRaV-1 u Skotskoj.
Imajuéi u vidu geografski polozaj Srbiji, navedeni rezultati su u skladu sa dobije-
nim rezultatima o prisustvu tri soja GLRaV u Srbiji. Interesantna je ¢injenica da
je u Srbiji najmanje prisutan soj 2 GLRaV. Njegovo prisustvo nije dokazano ¢ak
u tri vinogorja. Tumacenje uzroka njegovog odsustva, bas u ta tri lokaliteta, vrlo
je tesko, obzirom, da njegov vektor nije poznat. Slicno stanje zarazenosti vinove
loze u Hrvatskoj navode Poljuha i saradnici, (2004) Rasprostranjenost GLRaV— 1
i 3, verovatno je u skladu sa rasprostranjenoscu i brojnosc¢u njihovih vektora, Sto,
na zalost nije bio predmet ovih istrazivanja.

Interesanto bi bilo raspolagati podacima o prisustvu ovih virusa u severnijim
vinogorjima u Srbiji, $to ¢e sigurno i biti predmet buducih istrazivanja.
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