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Glede na pojav hmeljeve uvelosti v slovenskih hmeljiicih je v leto3nji pomladi potrebno
posvetiti najvec pozornosti simptomom, ki jih podrobno opisujemo v tej Stevilki. Vsa mati¢na
hmeljiséa bodo pregledovali strokovnjaki IHP Zalec. Vse hmeljarje pa pozivamo, da med
delom v svojih nasadih rastlino opazujejo in javijo sumljivo domiranje, venenje in susenje
hmelja.
Slika je z lanskega pregledovanja hmeljis¢ v juliju (ko so simptomi najbolj opazni), ki ga
Je vodila mag. Marta Dolinar. Mag. Dolinarjeva je glivici potrdila Ze leta 1974, v letih
1997 in 98 pa je zacela tudi boj proti letalni obliki uvelosti. Mag. Dolinarjeva je 2. marca
1999 na cetrtem slovenskem posvetovanju o varstvu rastlin v PortoroZu za svoje bogato
delo na podrocju fitopatologije prejela priznanje - srebrno znacko, ki ga podeljuje Drustvo
za varstvo rastlin Slovenije.
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OSREDNJA
#NJIZNICA

37. SEMINAR O HMELJARSTVU - UGOTOVITVE IN POBUDE

22.1in 23. februarja je Institut za hmeljarstvo in pivovarstvo
Zalec v sodelovanju s Kmetijsko svetovalno sluZbo
Ministrstva za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano RS
organiziral Ze tradicionalni, tokrat 37. seminar o
hmeljarstvu.

Na letosnjem seminarju v Zalcu je bilo 97 udeleZencev.
Zal se minister za kmetijstvo ni odzval povabilu, seminarja
pa sta se tudi letos udeleZila ¢lana Odbora za kmetijstvo,
gozdarstvo in prehrano pri DrZavnem zboru RS:
%odpredsednik Geza DZuban in sekretarka Dragana

uljkovi€. Prisotne je pozdravil tudi Zupan ob¢ine Zalec
Lojze Posedel.

Za 37. seminar o hmeljarstvu je programski odbor razpisal
Stiri glavne teme: perspektivnost slovenskega hmeljarstva
v mednarodnem prostoru, tehnike pridelave hmelja in
moZne racionalizacije, problematika oblikovanja sortne
politike, varstvo hmelji§¢ in karantenske bolezni v
hmeljid¢ih. Ve€ino prispevkov so pripravili strokovnjaki
InStituta za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec. S prispevkom
o identifikaciji hmeljnih kultivarjev sta sodelovala tudi
avtorja z BiotehniSke fakultete v Ljubljani, v prispevku o
podzemnem kaplji¢énem namakanju je bila soavtorica z
Vodnogospodarskega inStituta v Ljubljani, s prispevkom
o kakovosti slovenskih kultivarjev hmelja pa se je vkljucil
tudi strokovnjak Poljoprivrednega instituta v KriZevcih.
V sklopu sortne politike so se na letoSnjem seminarju s
prispevkom in konstruktivno razpravo aktivno vkljucili
tudi predstavniki trgovcev hmelja s Hmezad Exporta v
Zalcu.

Razprava je bila Zivahna predvsem v sklopu oblikovanja
sortne politike. Iz predavanj, razprav ter pogovorov
povzemamo za nadaljnje delo nekaj ugotovitev in pobud:

V okviru Hmeljarskega zdruZenja Slovenije-GIZ se bomo
hmeljarji - v sodelovanju z Ministrstvom za kmetijstvo,
gozdarstvo in prehrano in Vladnim uradom RS za evropske
zadeve - aktivno vkljuéili v spremljanje zakonodaje EU s
podro¢ja hmeljarstva.

Svetovalna sluZba na In§titutu za hmeljarstvo in
pivovarstvo v Zalcu bo ponudila hmeljarjem moZnost
analiziranja gospodarnosti pridelave hmelja, saj
ugotavljamo, da je premalo pozornosti posveene razvoju
novih tehnik pridelave hmelja in racionalizaciji
posameznih postopkov pridelave. V okviru moZne
racionalizacije je bila na letodnjem seminarju poudarjena
racionalizacija gnojenja in postopka napeljave vodil.
Hmeljis¢a so v glavnem prekomerno zaloZena s fosforjem
in kalijem, zato je nujno, da gnojimo na osnovi redne
kemicne analize tal. Iz poskusov na kultivarju aurora pa je
razvidno, da pomeni eno vodilo na sadilno mesto v
primerjavi z dvema vodiloma na sadilno mesto majhno
razliko v pridelku na hektar, vendar precej$nje zmanjSanje
stroSkov.

Kot nova tehnika namakanja se dobro uveljavlja podzemno
kaplji¢éno namakanje, ki ima v primerjavi s klasi¢no
tehnologijo namakanja prednosti predvsem s stali§¢a
varstva okolja, saj je pri tej tehniki vsebnost nitratov v
talni raztopini in v storZkih hmelja manj3a.

Kot vse vecji problem hmeljarjev je bila izpostavljena tudi
nenacrtna sortna politika. Skupna ugotovitev je bila, da
morajo za uspe$no dolgoro¢no sortno politiko pri
oblikovanju sodelovati trgovina, stroka in pridelovalci,
Hmeljarsko zdruZenje Slovenije - GIZ pa se naj Se bolj
dejavno vkljuci v promoviranje slovenskega hmelja in v
oblikovanje sortne politike. Poudarjeno je bilo, da je na
svetovnem trgu veliko povpraSevanje po grenéi¢nih
kultivarjih hmelja in da bi bilo potrebno slovenski
sortiment nujno prilagoditi. Trenutna trZna situacija kaZe,
da je moZno prodati okrog 500 t slovenskega aromatskega
hmelja, 1000 t cv. aurore s srednjo vsebnostjo alfa kislin,
ostalo pa naj bi bil hmelj z vsebnostjo alfa kislin nad 12
%. V Sloveniji je v sortni listi od grenci¢nih kultivarjev
samo cv. magnum, zato je potrebno pospeSeno vzgajati
sadilni material in raz§irjati ta kultivar.

Na seminarju so bile dane smernice, kako opraviti
predizbiro genskega materiala za potrebe Zlahtnjenja in
introdukcije. UdeleZenci seminarja so se seznanili z
rezultati introdukcije cv. nugget in magnum in z rezultati
poskusnega varjenja piva s cv. magnum, taurus, columbus,
kriZancem 132/151 in auroro 12. Ugotovili smo, da je
potrebno raz3iriti sortiment gren¢i¢nih kultivarjev v
Sloveniji, zato je bila dana pobuda, da v letu 1999 pri¢nemo
z introdukcijo cv. taurus in columbus in nadaljujemo s
klonsko selekcijo cv. aurore na poviSano vsebnost alfa
kislin.

Predstavljena je bila tudi ugotovitev, da so pridelki v
brezvirusnih nasadih vedji in bolj kakovostni, zato je nujno
nadaljevati z uporabo brezvirusnega sadilnega materiala.
Zaradi velikih stro§kov vzgoje sadik in testiranja mati¢nih
nasadov je pomo¢ drZave neobhodna. Za nemoteno in
pravocasno pripravo sadilnega materiala pa je potrebno
le-tega pravoCasno narocati.

Hmeljarji so bili seznanjeni tudi z moZnostmi identifikacije
slovenskih hmeljnih kultivarjev s PCR metodo in analizo
sekundarnih metabolitov.

V okviru varstva hmelji¥¢ so bile podrobneje predstavljene
znacilnosti varstva hmelja v letu 1998 in  smernice za
varstvo hmelji3¢ v letu 1999. Najbolj pere¢ problem je
bila vsekakor hmeljeva uvelost (Verticillium spp.). Za
preprecevanje Sirjenja te bolezni je v prihodnje nujna
izvedba nekaterih tehnik pridelave hmelja, upoStevanje
higienskih standardov ter natan¢no spremljanje
zdravstvenega stanja hmeljiS¢, potrebno pa bo tudi prouciti
obcutljivost kultivarjev, ki jih Ze pridelujemo v Sloveniji,
in Zlahtniti nove tolerantne kultivarje hmelja na hmeljevo
uvelost.

Vsi preucevani slovenski kultivarji hmelja so okuZeni tudi
s hmeljevim latentnim viroidom (HLVd), medtem ko
hmeljevega stunt viroida (HSVd) v naSih kultivarjih
zanesljivo ni.

Ugotovili smo tudi, da lahko z zmanjSano koli¢ino vode
hmeljii¢a prav tako uc¢inkovito varujemo pred boleznimi
in Skodljivci.

za programski odbor:
dr. DuSica Majer
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HMELJEVA UVELOST (Verticillium albo-atrum Reinke at
Berthold in Verticillium dahliae Klebahn) V SLOVENIJI

Marta DOLINAR, * Andrej SIMONCIC*
IZVLECEK

Blaga oblika hmeljeve uvelosti je bila v Sloveniji prvi¢
ugotovljena leta 1974. Kot povzrociteljici sta bili
identificirani glivi Verticillium albo-atrum in Verticillium
dahliae. Na obmocju Gomilskega pa smo ugotovili leta
1997 bolj patogeno, letalno obliko, ki jo povzroca
Verticillium albo-atrum. OkuZenih je 22 ha hmeljis¢.
Proucevali smo znamenja obolenja. Le-ta ustrezajo
opisu, ki velja v Angliji za progresivno obliko. Od blage
oblike se razlikuje predvsem po tem, da rastline odmirajo
in da se bolezen hitro Siri v nasadu in v druga hmeljisca.
Ker sta glivi Verticillium albo-atrum in Verticillium
dahliae na listi A2 karantenskih Skodljivih organizmov,
predvsem pa, ker obstaja nevarnost za slovensko
hmeljarstvo, so bili izvedeni vsi ukrepi, da preprec¢imo
Sirjenje bolezni.

1 UVOD

Hmeljeva uvelost, ki jo povzrocata glivi Verticillium
albo-atrum in Verticillium dahliae, je bolezen
vaskularnega sistema ne samo na hmelju, temve¢ tudi
na drugih gojenih rastlinah. Glivi napravita najvec §kode
na hmelju, zato so ju uvrstili na listo karantenskih
Skodljivih organizmov, ki jo pripravlja Evropska
organizacija za varstvo rastlin (EPPO-European Plant
Protection Organization). Ker smo jo leta 1974 nasli v
Sloveniji, je uvr$¢ena tudi na slovensko A2 listo
karantenskih Skodljivcev.

Na hmelju se bolezen manifestira v blagi in letalni obliki,
kar je odvisno od patogenosti soja in od obcutljivosti
kultivarja. Blago obliko so prvi¢ ugotovili leta 1924 v
Angliji (Harris, 1927). Leta 1933 pa se je pojavila
progresivna oblika hmeljeve uvelosti. Znamenja obolenja
je opisal Keyworth (1942). Bistvena razlika med obema
je, da pri progresivni uvelosti rastline odmirajo, pri blagi
pa se opomorejo in naslednje leto normalno rastejo
naprej, Ceprav lahko tudi ta oblika povzroci ekonomsko
$kodo. Skodo povzroda predvsem Verticillium albo-
atrum, medtem ko Verticillium dahliae kaZe na hmelju
le blaga znamenja obolenja. Izjema je na Bavarskem,
kjer naj bi gliva V. dahlie povzroc¢ala pogojno
progresivno obolenje (Zinkernagel, 1981).

Hmeljeva uvelost, predvsem njena letalna oblika, je bila
v Angliji nevarna bolezen hmelja in je to Se danes. Od
kar se je pojavila se nezadrZno Siri. Leta 1955 je bilo
okuZenih Ze 100 farm, leta 1960 pa 2.400 ha hmeljis¢
(Jary, 1961).

Drugo obmocje, kjer se hmeljeva uvelost pojavlja in dela
Skodo, je Hallertau na Bavarskem. Prvic so jo zasledili

*Mag., Intitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec /Institut fiir
Hopfenfosrschung und Brauerei/Institute of Hop Research and
Brewing Zalec

leta 1952 (Zattler, 1960 b). Deset let kasneje Ze ni bilo
pridelka na 150 ha, leta 1973 pa Ze na 807 hektarjih
hmelji$¢. Zinkernagel (1981) pravi, da je nem3ki soj
pogojno progresiven, kar pomeni, da njegova agresivnost
niha glede na vremenske razmere pa tudi glede na
obcutljivost kultivarja. V Sestdesetih in sedemdesetih
letih se je hmeljeva uvelost razsirila skoraj na vseh
hmeljarskih obmo¢jih Evrope, vendar le njena blaga
oblika.

Glivi sta hmelju nevarni predvsem zato, ker ni kemi¢nega
pripravka, s katerim bi obolelost preprecevali ali celo
zdravili ter zato, ker se hitro Sirita po nasadu in v druga
hmeljis¢a. Zivita v zemlji kot parazita ali saprofita ter
parazitirata na raznih plevelih, ne da bi kazali znamenja
obolenja. S svojimi trajnimi organi pa preZivita neugodne
razmere tudi vec let. Njun infekcijski pritisk v zemlji
hitro naraS¢a in pocasi pojenjuje. Kot ukrep proti
hmeljevi uvelosti so uspedni le tolerantni kultivarji v
kombinaciji s spremenjenim nacinom pridelovanja
hmelja in z upoStevanjem higienskih mer, posebno v ¢asu
obiranja.

2 BLAGA OBLIKA HMELJEVE
UVELOSTI V SLOVENIJI

Hmeljeva uvelost naj bi se v Sloveniji domnevno prvi¢
pojavila leta 1955, ko je bila ugotovljena ena okuZena
rastlina v Strmcu. V vecji meri pa smo jo ugotovili leta
1974: najprej na obmocju Vojnika in v Arclinu na
kultivarju aurora, ki so ga zaceli pridelovati dve leti prej.
Oboleli so skoraj vsi dve- in triletni nasadi aurore v
Savinjski dolini, pa tudi izven nje.

Naslednje leto je sicer bilo po obsegu okuzenih vec
nasadov, izraZzeno v relativhem delezu (%) pa manj
(Tabela 1). Tudi znamenja obolenja niso bila tako mo¢no
izraZena, kot leto poprej. OkuZzba je v naslednjih letih Se
pojenjala. Od 1977 naprej pa se je hmeljeva uvelost
pojavljala le na kultivarju aurora, po letu 1982 pa tudi
na bobku in kultivarjih C- generacije. Tu in tam smo
nasli odebeljene trte. Leto 1974 je bilo ugodno za razvoj
hmeljeve uvelosti. Maj in junij sta bila hladna in leto je
bilo sploh bolj mokro. V tem letu smo ugotovili skupno
21 uvenelih in suhih rastlin, naslednje leto le tri, potem
pa vse do leta 1997, ko smo ponovno ugotovili suhe
rastline v Slovenj Gradcu, nobene ve¢. Razmere za razvoj
hmeljeve uvelosti so na KoroSkem ugodnejse, nasad pa
je bil mo¢no gnojen s kokoSjim gnojem.

2.1 ZNAMENJA OBOLENJA V BLAGI
OBLIKI

Pri blagi obliki hmeljeve uvelosti se zaénejo pojavljati
vidna znamenja obolenja od druge polovice julija pa vse
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Tabela 1: Okuzba aurore z Verticillium spp., 1975

Table 1: Infestation of hops cv. Aurora by Verticillium spp., 1975
Tabelle 1: Mit Verticillium spp. erkrankte Hopfen- giirten, 1975

nadaljuje, zaénejo veneti stranski
poganjki. Listi se posusijo in
odpadejo Storzki, ki so v tem Casu
Ze formirani, se posusijo in navadno

Leto | Zdravi nasadi (ha) Oboleli nasadi (ha) Vsota | % obolelih nasadov ostanejo na rastlini. Nadzemni deli
Year | Healthy fields (ha) Erkrankte Anlagen (Ha) | Sum % of infested fields rastline se posusijo (slika 2). Od
Jahr | Gesunde Anlagen Infested fields (ha) Summe | % der erkrankten Anlagen blage oblike obolele rastline, tudi
1974 6.0 28,0 34,0 82,35 povsem suhe, naslednje leto
1975 26,7 42,0 68,7 61,14 normalno odganjajo in rastejo.

1976 55,76 13,5 69,3 19,5

do spravila pridelka. Najprej za¢nejo rumeneti primarni
listi - od tal navzgor po rastlini, nakar se pojavijo nekroze
narobovih listov in med Zilami. Robovi listov se zavihajo
navzgor in Ce se lista dotaknemo, odpade. V tem ¢asu je
invazija  patogena
najmocnejSa oziroma
so znamenja obolenja
najbolj zaznavna. Pri
blagi obliki za¢nejo v
tem Casu trte postajati v
spodnjem delu
debelejSe (fat bines),
kar je obrambna
reakcija rastline
gostiteljice, saj gliva
povzroci hiperplazijo
ksilema. Skorja postaja
premajhna, poka in
postane hrapava.

Tega pojava navadno
pri progresivni obliki ni
ali pa je neznatno
izraZen. Odebelitev trt
poteka od tal navzgor.
Navadno se proces v
tem stadiju ustavi. Trte
odebelijo v spodnji
polovici rastline. (5'
trto v viSini 1 metra nad tlemi prereZemo in razpolovimo,
vidimo nekroti¢no prevajalno tkivo, kar je zanesljivo
znamenje, da gre za hmeljevo uvelost. Ce se pa proces

Foto: M. Zolnir

Slika 1: Zaradi verticilija odebeljene
trte hmelja. Trte se debelijo od tal
navzgor.

Foto: M. Zolnir

Slika 2: Na odebeljenih trtah se primarni listi od spodaj navzgor susijo
in odpadajo.

Ker se je hmeljeva uvelost v zaCetku

sedemdesetih let pojavila v tako
katastrofalni obliki v Nemciji, je obstajala bojazen, da
se bodo enake razmere ponovile v Sloveniji. Problema
hmeljeve uvelosti smo se lotili naértno. Najprej smo glivi
izolirali in identificirali (Dolinar, 1975, 1976). Ugotovili
smo Verticillium albo-atrum, ki prevladuje na teZjih tleh,
in Verticillium dahliae, ki prevladuje na laZjih (Dolinar,
1974b). Izvedli smo vse ukrepe, da se bolezen ne bi
prenaSala v druga hmelji§¢a in da se ne bi vecal
infekcijski pritisk glive v tleh.

Proucili smo znamenja obolenja, ki so ustrezala opisu
Harrisa (1927) za laZjo obliko, kar je potrdil tudi Talboys
iz East Mallinga. Domace in tuje kultivarje smo testirali
na odpornost in ugotovili, da je aurora obcutljiva.
Ugotovili smo tudi, da se virulence posameznih izolatov
Verticillium albo-atrum in Verticillium dahliae ne
razlikujejo. Reinfekcije smo delali v naravi, na povsem
izoliranem mestu. Proucili smo nekatere ekoloske
pogoje, ki vplivajo na razvoj hmeljeve uvelosti. Ugotovili
smo, da so pri razvoju hmeljeve uvelosti bistvenega
pomena gnojenje z duSi¢nimi gnojili in pa talne razmere,
predvsem toplota tal v globini 10 cm. Z duSi¢nimi gnojili
pregnojena hmelji§¢a in hmelji§¢a na tezkih, hladnih tleh
so bila najmocneje okuZena. Raziskovanja smo leta 1978
zakljucili s predpostavko, da gre za zelo blago obliko
obolenja, ki nima posebnega vpliva na pridelek hmelja.

3 LETALNA OBLIKA HMELJEVE
UVELOSTI

Leta 1997, tik pred obiranjem hmelja, so nas opozorili
na venenje in suSenje rastlin v hmeljid¢u bobka na
Gomilskem. Ko smo si ogledali nasad, kjer je bilo ZariSce
uvenelih in tudi Ze suhih rastlin, nismo bili povsem
prepricani, da gre za hmeljevo uvelost, ker trte niso bile
znalilno odebeljene. Odebeljene trte so simptom, po
katerem smo doslej razpoznavali hmeljevo uvelost na
polju. Sele po mikroskopskem pregledu, kjer smo nasli
Verticillium spp., smo ugotovili, da gre dejansko za
hmeljevo uvelost. Sumili smo, da gre za hujSo obliko.
Ker smo videli zadnjo razvojno fazo hmeljeve uvelosti
na rastlinah, smo se odlo¢ili, da z dokon¢nim mnenjem
poc¢akamo, da dobimo popolnejSo sliko o znamenjih
obolenja.

3.1 ZNAMENJA OBOLENJA LETALNE
OBLIKE

Pri letalni obliki hmeljeve uvelosti se znamenja obolenja
pojavijo Ze v maju. Ko smo si konec aprila ogledali
zZariS¢a, smo videli, da je nekaj rastlin odmrlo Ze prek
zime, del pa je slabo odganjal (slika 3). V drugi polovici
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Primarno Zari$¢e letalne oblike
hmeljeve uvelosti se je v
kompleksu hmeljis¢ Klinca II
domnevno pojavilo Ze leta 1995

Tabela 2: Sirjenje okuzbe hmelja z Verticillium albo-atrum, 1997-1998.
Table 2: Spreading of plants affected by Verticillium albo-atrum, 1997-1998.
- Tabelle 2: Verbreitung der Erkrankung des Hopfens mit Verticillium spp.

Hmeljiice Stevilo (1997) Stevilo (1998) o} :
Hopfenanlage Number/ Zahl (1997) Number/ Zahl (1998) v nasadu savinjskega goldinga. Po
Hop field obolelih rastlin propadlih rastlin obolelih rastlin propadlih rastlin pripovedovanju v! astnika se je
. affected plants/ dead plants/ affected plants/ dead plants/ okuZba v nasadu 8irila, tako da je
erkrankte Pfl. abgestorbene Pfl. erkrankte Pfl. abgestorbene Pfl. lastnik hl’l‘lel_] leta 1996 izkré&il.
OroZim 16 8 115 30 Leta 1997 pa smo ZzariSce
Trogar 5 3 57 17 ugotovili na sosednji njivi, v istem

EET s zf
Foro M. Zolnir

Slika 3: Pri letalni obliki uvelosti rastline preko zime odmirajo in
spomladi slabo odganjajo.

meseca maja pa je hmelj Ze propadal, predvsem tiste
rastline, ki so po rezi slabo odganjale. Prav te rastline so
bile v predhodnem letu v avgustu suhe. Listi so kazali
tipi¢na znamenja obolenja z glivo Verticillium albo-atrum,
to je rumenenje, nekroze ob robovih in med Zilami. Robovi
so se zasukali navzgor. Cim smo se lista dotaknili, je
odpadel. Naslednja stopnja je bila, da so odpadli vsi listi,
rastlina se je posusila in propadla.

Pri letalni obliki uvelosti rastline druga za drugo obolevajo,
venijo, se susijo in odmirajo. Znamenja obolenja so najbolj
zaznavna v drugi polovici julija do obiranja hmelja, ko je
invazija patogena na rastline najvecja. V tem ¢asu so
rastline Ze dorasle in imajo formirane storzke. Znamenja
obolenja pa so podobna kot pri blagi obliki. Rastline, ki
obolijo v tem ¢asu, odmrejo prek zime ali pa v naslednji
vegetacijski dobi. Primarni listi rumenijo od tal navzgor
po rastlini, se posusijo in odpadejo. Veneti za¢nejo stranski
poganjki. Vsi listi na rastlini se posu$ijo in odpadejo.
Storzki, Ceprav suhi, ostanejo na rastlini. Trte se pri tej
obliki naeloma ne debelijo. Le tu in tam je mogoce
zaslediti nekoliko debelejSo trto, kar pa ni zanesljiv
simptom. Ce trto prereZemo in razpolovimo, vidimo
znacilno nekroti¢no prevajalno tkivo. Znamenja obolenja
popolnoma ustrezajo opisu progresivne oblike v Angliji
(Keyworth, 1942).

3.2 SIRJENJE OKUZBE PO NASADU IN V
DRUGA HMELJISCA

Okuzba se §iri v hmeljis¢u v smeri obdelave in v stranske
vrste. Siri se hitro, & upostevamo, da je bilo spomladi v
hmeljis¢u obolelih 10, konec julija pa Ze 74 rastlin (Tabela
2), do obiranja pa je okuzba Se narasla.

kompleksu, na kultivarju bobek.
1z slike 4 je razvidno, da je danes
ugotovljenih osem Zari3¢. V dveh sosednjih hmeljis¢ih
pa sta okuZeni Se ena do dve rastlini. Skoraj vsa Zari§¢a
se nahajajo v premeru dveh kilometrov, le eno je
oddaljeno cca 4 km od primarnega. Vsega skupaj je
okuZenih 22 ha hmelji§¢. Posamezni lastniki imajo
okuZenih po ve¢ hmelji¢, kar pomeni, da so si okuzbo
Ze prenesli - domnevno z obdelovalnimi stroji.
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Slika 4: Zari¥¢a okuzb z Verticillium spp. v
hmelji3¢ih. / Scattered groups of hop plants infected
by Verticillium spp. / Die Herde der Erkrankungen
mit Verticillium spp.

3.3 STA V SAVINJSKI DOLINI NA
HMELJU RAZLICNO PATOGENA SOJA
Verticillium albo-atrum ?

Predno odgovorimo na vpraSanje, je prav, da
pogledamo, kaj je na tem podrocju narejenega v Angliji,
kjer je bila hmeljeva uvelost najvecji problem in
pomeni Se danes potencialno nevarnost za hmelj.

Keyworth (1948) je dognal, da sta v Angliji v pokrajini
Kent razli¢no patogena soja Verticillium albo-atrum,
ki se morfolosko ne razlikujeta. Eden povzroc¢a blago
(fluctuating wilt), drugi pa letalno obliko hmeljeve
uvelosti (progressive wilt). Ko so Ze mislili, da so
patogena sredi Sestdesetih let s strogimi higienskimi
merami, s spremenjenim nacinom pridelovanja in s
tolerantnimi kultivarji obvladali, sta se pojavila Se bolj
patogena soja, ki sta povzrocala §kodo tudi na
tolerantnih kultivarjih. Sewell in Wilson (1984) sta
identificirala med razli¢nimi izolati tri moc¢no
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virulentne: PV1, PV2 in PV3. Vsi trije izzovejo na
ob¢utljivih kultivarjih znamenja progresivne oblike
obolenja. Identificiran je Se blagi soj (F), ki izzove blaga
znamenja obolenja na obc¢utljivih kultivarjih.

Za dolocitev patogenosti sojev so v tem Casu razvili
hitrej§o metodo s pomocjo indikatorskih kultivarjev
(Clarkson in Heal, 1985). Testiranja se odvijajo v rastnih
komorah in ne ve¢ na prostem. Izolate razvr§¢ajo glede
na ucinek, ki jih imajo na indikatorske kultivarje. To je
bistvenega pomena, kajti znamenja obolenja so odvisna
od tolerance oziroma od obcutljivosti kultivarja in od
patogenosti soja.

Pravo zmedo je sproZil med znastveniki pojav zelo
patogenega soja PV3 na drugem hmeljarskem obmocju,
kjer letalne oblike hmeljeve uvelosti dotlej niso poznali.
Pojavil se je kljub strogi odredbi (The progresive wilt of
Hops Order), ki naj bi onemogocala Sirjenje bolezni na
druga obmocja. Se danes ni povsem jasno, ali je bil
prenesen soj PV3 s sadilnim materialom ali je nastal z
evolucijo iz F soja (Griffin at all, 1997). Mnenja
znastvenikov so razli¢na. Zagovorniki nastanka novega
soja z evolucijo so s poskusi dokazali, da nastanejo novi
soji z rekombinacijo genov s pomocjo paraseksualnega
ciklusa (Clarkson in Heal, 1985a) v rastlini. Oba avtorja
sta raziskovala heterokariontsko kompatibilnost in
genetsko rekombinacijo v rastlini med razli¢nimi izolati
Verticillium albo-atrum (Clarkson in Heal, 1985b).

Pri pojavu novega soja je potrebno ¢im hitreje ugotoviti
njegovo patogenost. Se vedno jo ugotavljajo na bolj ali
manj klasi¢en nacin z reinfekcijami dolocenih
indikatorskih kultivarjev. Ze v osemdesetih letih so
intenzivno delali na tem, da bi s hitrej§imi metodami,
predvsem molekularnimi, biokemi¢nimi in seroloSkimi,
dolo€ili virulenco posameznih izolatov. Vsi poskusi so
bili neuspesni.

S PCR- tehniko lo¢ijo le posamezne vrste Verticillium
spp. med seboj (Nazar et all, 1991). Najbolj obetavna je
bila APD finger print metoda (Griffin at all, 1997).
Analizirali so ribosomalno in mitohondrijsko DNK z
RFLP metodo, hkrati pa delali APD fingerprint.
Ugotovili so genetsko razliko med hmeljnimi in
lucernimi fenotipi Verticillium albo-atrum. 27 hmeljevih
izolatov so uvrstili v 13 APD fenotipov, ki pa niso imeli
ni¢ skupnega s patogenostjo niti z geografsko lokacijo.
Kar zadeva razlikovanje virulence posameznih izolatov
oziroma patogenosti posameznih sojev Verticillium spp.,
so se torej vse novejSe metode izkazale bolj ali manj
neuspesne.

Poraja se vpraSanje, ali gre pri nas za razli¢no patogena
soja Verticillium albo-atrum: eden je blag, ki je raz§irjen
v Sloveniji Ze od leta 1974, drugi pa je bolj patogen, saj
povzro¢a odmiranje rastlin. Dopu$¢amo pa tudi moZnost,
da gre le za eno obliko, ki se je leta 1997 oziroma
domnevno 1995 pojavila zaradi dolo¢enih okoli§€in v
bolj patogeni obliki. Po Talboysu (1967) zunanji
dejavniki moc¢no vplivajo na sezonska nihanja znamenj
obolenja. Pomembni so vremenski dejavniki v maju in
juniju (Sewell, Wilson, 1974 ), po mnenju nemskih
avtorjev (Zinkernagel, 1982) pa vso vegetacijsko dobo,
ki vplivajo na razvoj hmeljeve uvelosti, kar lahko
potrdimo tudi mi.

Ze 1974 smo ugotovili, da se Verticillium spp. dobro
razvija, ¢e je leto bolj hladno in vlaZno in e so tla teZka
in vlaZna ter s tem hladna. Zadnji dve leti sta bili
predvsem v poletnem ¢asu bolj vlaZni in hladni od
predhodnih deset let, ko hmeljeve uvelosti skoraj nismo
ugotovili. Ta dejstva govorijo v prid drugi tezi.

Vendar pa na podlagi znamenj obolenja in glede na to,
- da izhaja okuZba iz enega Zarisca,

- da je dokazano, da lahko nastanejo novi, bolj patogeni
soji z evolucijo,

- da se okuzba hitro §iri v hmeljis¢u samem in v druga
hmeljisca,

- da ni mogoce, da bi se ta soj prenesel od drugod,
predvsem pa dejstvo,

- da se hmeljeva uvelost na istem kultivarju pojavlja v
dveh oblikah, domnevam, da gre za nov, bolj patogen
soj Verticillium albo-atrum. Za ugotovitev patogenosti
so nujno potrebne raziskave predvsem zato, da se
dokon¢no ugotovi, kako je bolezen nevarna slovenskemu
hmelju.

Ne glede na vse pomisleke pa menim, da je prav, da smo
storili vse, da se bolezen ne bi $e bolj razfirila. Ze
spomladi 1998 smo pripravili pridelovalne in higienske
ukrepe za lastnike, ki imajo okuZena hmeljisca.
Priporocali smo manjSo porabo dusi¢nih gnojil in sprotno
odstranjevanje in zaZiganje okuZenih rastlin.

Poseben program pa je bil sprejet za Cas obiranja. Gliva
se namre¢ najbolje razvija na odpadlih delih rastline.
Hmeljarji pa pogosto Se v ¢asu obiranja vozijo Se sveZe
hmeljeve ostanke nazaj na njivo. Priporo¢ali smo
termi¢no obdelavo ostankov hmeljevine ter odvoz teh
ostankov na ustrezno odlagali§¢e. Ker sta oba patogena
na hmelju na listi karantenskih Skodljivih organizmoyv,
je kmetijski inSpektor odredil lastnikom okuZenih
hmelji$¢, da izkr¢ijo hmeljiS¢a in jih posejejo s travami
oziroma z Ziti. Hmelji§¢e mora ostati v premeni najmanj
4 leta. Na ta nain se zmanjSuje infekcijski pritisk glive
v tleh.

Narejen je tudi program aktivnosti, s katerim
nameravamo hmeljevo uvelost omejiti in v ¢im krajSem
Casu izkoreniniti. ReSevanje tega vpraSanja se bo v
prihodnje odvijalo na dveh ravneh: na svetovalno
strokovnem in na raziskovalnem. Med strokovnimi in
svetovalnimi nalogami so najpomembnejse naslednje:

- redno in sistemati¢no spremljane karantenskega
Skodljivega organizma,

-----

ki so v premeni,

- pripravljanje navodil in ukrepov za izvajanje higienskih
mer v celotnem postopku pridelave hmelja in ravnanja s
hmeljevino,

- prilagajanje tehnologije pridelave hmelja, ki bo
zmanjSala pojav in Sirjenje bolezni.
Ker smo dejali, da se je letalne oblike hmeljeve uvelosti

mogoce ubraniti le s tolerantnimi kultivarji, je to
prednostna naloga pri Zlahtnjenju hmelja, za kar pa je
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potrebno uvesti metode testiranja na obcutljivost za
hmeljevo uvelost Ze obstojecih kultivarjev in tudi novih.
Ni¢ manj pomembna pa ni dolo€itev patogenosti soja in
ugotovitev, ali imamo opravka z dvema sojema, o ¢emer
smo Ze govorili.

4 ZAKLJUCEK

Na obmoc¢ju Gomilskega je bila ugotovljena letalna
oblika hmeljeve uvelosti, ki jo povzroca gliva Verticillium
albo-atrum. OkuZba se v nasadu in tudi v druga hmeljiS¢a
hitro Siri. V nasadu se $iri v smeri obdelave in tudi v
sosednje vrste. Doslej smo ugotovili osem ZariS¢.
OkuZenih pa je 22 ha hmeljis¢.

Na podlagi znamenj obolenja, ki ustrezajo opisu
Keywortha za letalno obliko, po tem, da izhaja okuZba
iz enega ZariS¢a, da ni moZnosti, da bi se ta soj prenesel
od drugod ter, da je dokazano na primeru Verticillium
albo-atrum s hmelja, da lahko nastanejo novi, bolj
patogeni soji z rekombinacijo genov s pomocjo
paraseksualnega ciklusa v rastlini iz blagih, domnevam,
da gre za nov, bolj patogen soj. Kako patogen je soj, pa
na podlagi dveletnih izkuSenj Se ne moremo reci. Za
ugotovitev patogenosti soja so nujno potrebne posebne
raziskave, s katerimi se tudi ugotovi, ali gre za nov soj.

Proti letalni obliki hmeljave uvelosti so uspe$ni le
tolerantni kultivarji ob spremenjenem nadinu
pridelovanja hmelja na kmetijah, kjer se je pojavila
hmeljeva uvelost in dosledno upoStevanje higienskih
mer, posebno v Casu obiranja hmelja.

Ker je povzrocitelj bolezni na listi karantenskih
Skodljivih organizmov, je bilo storjeno vse, da se bolezen
ne bo 3e bolj razSirila. Nevarnost je toliko vedja zaradi
velike koncentracije hmelji$¢ v Savinjski dolini.

Vericillium wilt on hops (Verticillium albo-atrum Reinke at
Berthold in Verticillium dahliae Klebahn) in Slovenia

ABSTRACT

Mild form of Vericillium wilt had been detected for the first time
in Slovenia in 1974. Fungi Verticillium albo-atrum and
Verticillium dahliae were identified as pathogens. In 1997 more
pathogen, lethal form of verticillium wilt was found in Gomilsko,
caused by Verticillium albo-atrum. 22 ha of hop gardens were
found infected in Slovenia. The symptoms of lethal strain were
observed and they correspond to the description of progressive
form of wilt in England. Mild (fluctuating) and severe (lethal)
form can be distinguished first of all by dieing of affected plants
at lethal form. Lethal form has ability to spread intensively
through the field and to the other hop gardens. Since are fungi
Verticillium albo-atrum in Verticillium dahliae on hops on the
Slovenian and EPPO A2 list of quarantine organisms and they
endanger Slovenian hop growing all necessary measures were
performed to prevent spreading of the disease.

Key words: Hops, Verticillium albo-atrum, Verticillium dahliae,
symptoms, Aggressiveness
Der Welkeerreger (Verticillium albo-atrum Reinke at

Berthold und Verticllium dahliae Klebahn) auf dem Hopfen
in Slowenien

KURZFASSUNG

In Slowenien wurde die Hopfenwelke 1974 auf der Sorte Aurora
zum erstenmal festgestellt. Als Krankheitserregern wurden
Verticillium albo-atrum und Verticillium dahliae identifiziert. Die
Symptome waren schwach ausgeprigt und entsprachen der
Beschreibung von Harvis (1927) fiir milde Form der Welke. In
der Umgebung von Gomilsko (Savinjatal) wurde 1997 eine

agrressivere Verticillium albo-atrum- Population auf den Sorten
Bobek, Aurora und Celea entdeckt. Die Pflanzen starben ab. Die
Krankheit breitete sich in der Anlage, so wie in andere
Hopfengirten schnell aus. Die Symptome der Erkrankung
entsprachen der Beschreibung von Keyworth (1942) fiir
preogressive Form der Hopfenwelke. Verticillium dahliae und
Verticillium albo-atrum sind in der A2 Liste der Quarantaenische
Organismen. Es wurden alle Massnahmen unternommen, damit
sich die Krankheit nicht weiter verbreiten sollte.

Stichwaorter: Hopfen, Verticillium albo-atrum, Verticillium
dahliae, Symptome der Erkrankung, Aggressivitat.
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Hmeljevino iz okuZenih hmeljis¢ so v letu 1998 hmeljarji kompostirali
na domacdih povr¥inah, nato pa so jo organizirano in pod nadzorom
in3pekcije prepeljali na komunalno deponijo.
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IZOLACIJA IN IDENTIFIKACIJA POVZROCITELJIC
HMELJEVE UVELOSTI (Verticillium albo-atrum Reinke &
Berthold in Verticillium dahliae Klebahn)

Andreja CERENAK!', Marta DOLINAR?, Magda RAK?

IZVLECEK

Glivici Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold in
Verticillium dahliae Klebahn sta bili v Sloveniji izolirani
in identificirani iz hmelja leta 1974. Zaradi pojava bolj
patogene oblike Verticillium spp. na obmocju
Gomilskega (Spodnja Savinjska dolina) smo Zeleli
povzrociteljici hmeljeve uvelosti ponovno izolirati. Pri
prenosu glive iz in vivo v in vitro pogoje smo ugotavljali
najustreznejsi Cas inkubacije okuZenega rastlinskega
materiala in tehniko prenosa. Za najprimernejSo se je
izkazala dvodnevna inkubacija. Uporabili smo dve
tehniki prenosa gliv v sterilne pogoje, pri Cemer se je
direktni prenos okuZenega tkiva izkazal za znatno
boljSega. V Smartnem pri Slovenj Gradcu se redno
pojavlja blaga oblika hmeljeve uvelosti, ki jo povzro¢ata
obe glivici. Iz vzorca, nabranega na omenjeni lokaciji,
smo izolirali Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold
ter Verticillium dahliae Klebahn in ju po 20-ih dnevih
inkubacije dolo¢ili na podlagi trajnih organov (trajni
micelij ali mikrosklerocij). V hmeljnih steblih (trtah),
nabranih na obmodju Gomilskega, kjer se pojavlja bolj
patogen sev, smo zaenkrat ugotovoli le Verticillium albo-
atrum Reinke & Berthold.

1 UVOD

Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold in
Verticillium dahliae Klebahn (razred Ascomycetes),
vretenasti talni glivi, sta povzrociteljici hmeljeve uvelosti
(uvr$€eni na seznam karantenskih Skodljivih
organizmov). V uravnoteZenih pogojih in na drugih
rastlinah gostiteljicah nista nevarni, s spremenjenimi
ekoloSkimi pogoji ali z uvajanjem obcutljivejSih
kultivarjev pa se infekcijski potencial obeh poveca. Obe
glivici preZivita v obliki micelija v tleh ali na rastlinskih
ostankih gostitelja. V razvoju patogena je temperatura
eden izmed pomembnejSih dejavnikov (optimalna
temperatura 17-20°C). Pri ustreznih pogojih so trosi
glivic (konidiji) ali micelij sposobni prodreti skozi
ranjeno povrhnjico in mlade, neposkodovane korenine,
ki Se nimajo dovolj lignificirane celi¢ne membrane, v
prevajalno tkivo. V njem se razraste micelij
(traheomikoza), ki onemogoca pretok vode in v njej
raztopljenih hranilnih snovi. Posledica zamasSitve
prevajalnega sistema je venenje in celo odmiranje
rastline. Hmeljeva uvelost se pojavlja v blagi (fluctuating
wilt) in letalni (bolj virulentni) obliki (progressive wilt).
Pri blagi obliki se pojavlja odebeljenost trt od korenike
navzgor, rastlina pa pri¢ne naslednje leto z normalnim
razvojem. Pri bolj virulentni obliki so znaki obolenja

! dipl.biol., ? mag. * univ.dipl.inZ.agr. In§titut za hmeljarstvo in
pivovarstvo Zalec

podobni (prisotni ves ¢as vegetacije), le da okuZena
rastlina popolnoma propade. Zgolj vizualni znaki
(zvijanje listov navzgor, rumenenje in rjavenje listnih
robov, odpadanje le-teh) niso zanesljivi, saj sovpadajo s
fizioloSkimi motnjami rastline. Bolezen je zelo nevarna,
zlasti pri hmelju, ki je vecletna rastlina. Glivici namrec
napadata e druge gojene rastline: paradiZnik, krompir,
kumare, papriko, meto, sladkorno peso, lucerno, oljno
ogricico, oljko in nekatere okrasne rastline.

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

2 MATERIALI IN METODE

Glivici smo izolirali s prenosom Vv in vitro pogoje.
Uporabili smo komercialno pripravljen PDA substrat
(potato-dextrose agar) z dodanim antibiotikom
(streptomicin sulfat), umerjen na pH 4,8. Za izvorni
material smo uporabili obolela stebla hmeljnih rastlin
(trt), pri katerih smo v rastni dobi opazili znacilne znake
uvelosti hmelja. Vzorce smo nabrali na obmoc&ju
Gomilskega in Sentruperta v Savinjski dolini ter
Smartnega pri Slovenj Gradcu.

Uporabili smo tehniki prenosa glive v sterilno okolje.
Trte, razpolovljene po dolZini, smo inkubirali v vlaZni
atmosferi, pri sobni temperaturi in dnevni svetlobi. S
prevajalnega dela stebla smo po doloéenem cCasu
inkubacije postrgali bel, puhast micelij. V primeru, da
smo pod lupo opazili znacilno vretenasto razrast
trosonoscev glive iz rodu Verticillium, smo micelij iz
omenjenih vzorcev nacepili na poSevna gojisca. Pri drugi
tehniki prenosa patogena v tkivno kulturo pa smo s
sterilno tehniko na goji§¢a direktno nanesli ko3cke
okuZenega prevajalnega tkiva trt, nabranih iz devetih
razli¢no lociranih hmelji§¢. Pri prvi metodi prenosa glive
smo primerjali dvo-, §tiri- in sedemdnevni Cas inkubacije.
Po 14-dnevni inkubaciji smo s svetlobnim mikroskopom
lo&evali obe glivici na podlagi trajnih organov, na osnovi
katerih je glivici sploh mogoce razlikovati.

3 REZULTATI IN DISKUSIJA

S primerjavo razli¢ne dolZine trajanja inkubacije smo
ugotovili, da je najprimernej$a dvodnevna inkubacija.
PodaljSevanje asa inkubacije se odraza z vecjo
navzoc¢nostjo drugih, neZelenih organizmov (saprofitov)
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Slika 1: Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold; bel, puhast micelij
(foto: J. Rode)

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

na vzorcih trt. Za tehniko prenosa glive v sterilne pogoje
se je izkazal znatno boljsi direktni prenos okuzenega
tkiva na gojiSce (brez predhodne inkubacije). Omenjena
metoda se je izkazala za uspeSnejSo, saj smo z rastlinskim
materialom manj manipulirali in smo s tem zmanjSali
verjetnost okuZbe.

V Smartnem pri Slovenj Gradcu se redno pojavlja blaga
oblika hmeljeve uvelosti, ki jo povzro¢ata obe glivici.
Iz vzorca, nabranega na omenjeni lokaciji, smo izolirali
Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold in
Verticillium dahliae Klebahn in ju po 20-ih dnevih
inkubacije dolo¢ili na podlagi trajnih organov.

Verticillium dahliae Klebahn oblikuje mikrosklerocije,
Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold pa odebeljen
micelij temne barve. Razlikovali pa smo ju tudi glede
na velikost konidijev (2-4 mm) ter Stevilo fialid (4-7).
Fialide so vejasto razvejane in potekajo iz trosonoscev
(konidioforov). Na vsaki fialidi je samo en konidij, ki je
enoceliCen, prozoren in elipsoidne oblike, lahko pa je
tudi enkrat septiran. V trtah, nabranih na obmo¢ju
Gomilskega, kjer se pojavlja letalna (virulentna) oblika
hmeljeve uvelosti, smo zaenkrat ugotovili le Verticillium
albo-atrum Reinke & Berthold.

Cista kultura patogena, prenesena v in vitro pogoje, je
izrednega pomena za nadaljnje proucevanje virulentnosti
glive ter dolocitve seva oz. sevov, prisotnih v slovenskih
hmelji§¢ih. Zaenkrat Se ni na voljo pripravka, s katerim
bi ucinkovito preprecili pojav in Sirjenje glivic.
Najuspe3nejsi nacin, s katerim se v svetu borijo proti
hmeljevi uvelosti, je vzgoja odpornejsih (tolerantnih)
kultivarjev, kar pa bo v prihodnje tudi ena prioritetnih
nalog slovenskih Zlahtniteljev hmelja.

4 ZAKLJUCKI

Na podlagi opravljenega poskusa lahko zaklju¢imo:

- S primerjavo razli¢ne dolZine trajanja inkubacije smo
ugotovili, da je najprimernejSa dvodnevna inkubacija.

- Za tehniko prenosa glive v sterilne pogoje se je izkazal

znatno boljsi direktni prenos okuZenega tkiva na gojisce
(brez predhodne inkubacije).

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

Izolacija in identifikacija glivic Verticillium albo-atrum
Reinke & Berthold in Verticillium dahliae Klebahn je
izrednega pomena, saj omogoc¢a nadaljnje raziskave
virulentnosti ter doloCitve seva oz. sevov glivic, prisotnih
v slovenskih hmeljis¢ih.

ABSTRACT

ISOLATION AND IDENTIFICATION OF
PATHOGENIC AGENTS OF
VERTICILLUM WILT (Verticillium albo-
atrum Reinke & Berthold and Verticillium
dahliae Klebahn)

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

Key words: hop (Humulus lupulus L.), identification,
isolation, Verticillium albo-atrum Reinke & Berthold,
Verticillium dahliae Klebahn, verticillium wilt
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UKREPIV ZVEZI S HMELJEVO UVELOSTJO V SLOVENIJI V LETIH
1998 IN 1999

Andrej SIMONCIC!, Marta DOLINAR?

1 UVOD

V prispevku je predstavljen potek pojava in Sirjenja
hmeljeve uvelosti, ki jo povzrocata glivi Verticillium
albo-atrum in Verticillium dahliae, od zacetka avgusta
1997 dalje, ko smo dobili prve informacije o susenju
posameznih hmeljnih rastlin v hmelji§¢u na obmocju
Gomilskega.

V prispevku bomo predstavili aktivnosti, ki jih
nameravamo s pridelovalci hmelja ter s fitosanitarno
inSpekcijsko sluzbo izvajati v leto§njem letu z namenom
pravoCasnega odkrivanja okuZenih rastlin in hkrati
ukrepanja, da se bolezen ne bi Sirila. Aktivnosti bodo
potekale vzporedno na dveh nivojih. Prvi del bo
vkljuceval predvsem strokovno-svetovalno delo, medtem
ko bo drugi del aktivnosti povezan z raziskovalnim
delom.

V zadnjem delu prispevka pa smo dali poudarek
posameznim dejavnikom in agrotehni¢nim ukrepom, s
katerimi lahko prepreCujemo ali po drugi strani
pospeSujemo nastanek in tudi Sirjenje omenjene bolezni.

2 AKTIVNOSTI V LETU 1998

Letalna (progresivna) oblika bolezni uvelosti hmelja se
izkazala kot zelo nevarna. V sedemdesetih letih je v
Nemciji unicila okoli 800 ha hmeljiS¢, v Angliji sicer
manj, vendar je ravno tako v veliki meri prizadela
hmeljarje v vec predelih Anglije. Nevarna je posebej zato,
ker na svetovnem trZiS€u ni kemi¢nega pripravka, s
katerim bi jo bilo mogoce preprecevati, in pa zaradi
dejstva, da lahko Zivi kot parazit ali saprofit na §tevilnih
drugih gojenih rastlinah pa tudi na plevelih. Infekcijski
pritisk v tleh hmeljiS¢a namre¢ pocasi pada in je zato
potrebno kar nekaj let (tudi do 7 let), da se infekcijski
pritisk omenjenih povzrociteljev zmanj$a do te mere,
da je varno ponovno pridelovanje hmelja.

Ker gre za povzrocitelja bolezni, ki je tako na slovenski
kot na evropski in EPPO listi karantenskih $kodljivih
organizmov, smo takoj priceli z aktivnostmi, ki naj bi
potrdile sum glede navzo¢nosti omenjenih povzroditeljev
hmeljeve uvelosti, saj bi lahko naredili ogromno §kodo
tudi slovenskemu hmeljarstvu.

Zacetek aktivnosti sega v 5. avgust 1997, ko je
pridelovalec z Gomilskega obvestil InStitut za
hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec o propadanju
posameznih rastlin v Stiriletnem hmeljis¢u bobka
(lokacija Klinca 2). Pri pregledu je bilo ugotovljeno, da
so podobne znake opazili tudi v sosednjem hmeljiScu
drugega lastnika (Lokacija Betonka). Mikroskopski

"2mag. agr. zn., Intitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec
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sum, da gre za hmeljevo uvelost, vendar simptomi v
hmelji§¢u niso bili povsem identi¢ni tistim, ki jih
povzro¢a nam Ze znana blaga oblika hmeljeve uvelosti.
Ker se je vse to dogajalo tako reko€ Ze v ¢asu obiranja,
smo sklenili, da bomo v naslednji sezoni pozorno
spremljali zdravstveno stanje omenjenih hmeljisc.

V zacetku aprila 1998 smo v omenjenih dveh hmeljiscih
na Gomilskem zopet opazili propadanje hmeljnih rastlin,
katerih znake smo pripisovali posledicam obolelosti
hmelja s hmeljevo uvelostjo. Ker sta glivi povzrociteljici
Verticillium alboatrum in Verticillium dahliae na hmelju
v Sloveniji uvr§¢eni na seznam karantenskih Skodljivih
organizmov, Smo sum prisotnosti hmeljeve uvelosti takoj,
to je 7. aprila 1998, javili kmetijski inSpekcijski sluzbi
v Zalcu. Vsi nadaljnji ukrepi in priporo¢ila pridelovalcem
v zvezi s hmeljevo uvelostjo so bili nato koordinirani z
InSpektoratom RS za kmetijstvo, lov in ribi§tvo v
Ljubljani in v Zalcu ter s SluZbo za varstvo rastlin pri
Ministrstvu za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano
(MKGP).

QOd tega trenutka dalje smo na inStitutu takoj presli na
tako imenovano “izredno stanje”. Za hmeljisca s
posameznimi obolelimi rastlinami smo odredili
karanteno. Od maja dalje smo vsakodnevno opravljali
zdravstvene preglede hmeljis¢. Ko pa smo opazili, da
se znaki uvelosti hmelja kaZejo tudi SirSe, izven prvih
dveh nahajali$¢, smo obseg in natan¢nost pregledov Se
povecali in sicer na vse nasade v bliZini okuZenih
hmeljis¢, kot tudi na vsa hmeljiS¢a, ki jih obdelujejo
lastniki okuZenih hmeljis¢. Hkrati pa smo priceli
intenzivno pregledovati vsa mati¢na hmeljis¢a pri nas,
saj so le-ta lahko pomemben vir okuzbe.

Med letom 1998 smo odkrili povzrocitelja hmeljeve
uvelosti Se dodatno na drugih njivah izven omenjenih
kompleksov Klinca 2 in Betonka. Simptome smo nasli
Se v hmeljiS¢u v kompleksu Klinca 1, vendar zaenkrat
le na posameznih obolelih oziroma propadlih rastlinah.
Kasneje smo hmeljevo uvelost dodatno ugotovili e na
nasprotni strani ceste kompleksa Klinca 1 in 2, nalokaciji
med avtocesto in reko Bolsko, v Sentrupertu, v bliZini
bencinskega servisa, v drugi polovici avgusta pa Se v
bliznji Orli vasi, kjer je bilo v nasadu savinjskega
goldinga vecje Stevilo okuZenih rastlin. Glede na
obcutljivost posameznih hmeljnih kultivarjev lahko na
podlagi dosedanjih pregledov ugotovimo, da hmeljeva
uvelost ni posebej izbirala kultivarjev, saj smo jo nasli
na vseh najpogosteje zastopanih kultivarjih pri nas.

Ob koncu hmeljne sezone smo tako od zacetnih nekaj
obolelih rastlin zabeleZili skupno prek 21 ha hmeljis¢ z
vedjim Stevilom okuZenih rastlin ter dve hmeljis¢i z eno
oziroma z dvema okuZenima rastlinama.
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Na Injtitutu za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec smo
takoj, ko smo nasli prva hmelji§¢a s propadlimi in
propadajocimi rastlinami hmelja, pripravili Navodila o
ukrepih za preprecevanje Sirjenja hmeljeve uvelosti na
obmocju Gomilskega (28. apr. 1998). O omenjeni
glivi¢ni bolezni smo razpravljali tako na rednih
tehnolo$kih sestankih hmeljarjev in tudi pisali v strokovni
reviji Hmeljar in v Hmeljarskih informacijah.

-----

precej vzorcev, ki smo jih mikroskopsko pregledali in
ugotovili, da gre za glivo Verticillium spp. Dokon¢no
pa smo glivo s postopkom izolacije determinirali ter o
tem obvestili MKGP in In$pektorat 1. oktobra 1998, ko
je bilo ugotovljeno, da so pregledani vzorci okuZeni le z
glivo Verticillium albo-atrum. Hkrati smo vzorce hmelja
poslali na analizo v Anglijo, od koder pa §e nismo dobili
odgovora, ki bi dokon¢no potrdil nase rezultate.

Konec julija in v avgustu smo obiskali vse pridelovalce
z okuZenimi hmeljis¢i in se z njimi dogovorili za pravilno
ravnanje s hmeljevino z okuZenih hmeljis¢, predvsem
za njeno deponiranje in termi¢no obdelavo. Isto¢asno
smo obiskali tudi vse pridelovalce hmelja, ki obirajo
hmelj na skupnem obiralnem stroju v Gomilskem, da bi
tudi njih seznanili z nevarnostmi prenosa bolezni z
okuZeno hmeljevino. S tem v zvezi smo pripravili
“Strokovna navodila za pravilno ravnanje s hmeljevino
ob okuZbi hmeljiS¢ z verticilijem” (18.08.1998) ter
“Mnenje o primernosti lokacij za deponiranje in termi¢no
obdelavo hmeljevine, okuZene z verticilijem” (18.08.
1998). Na podlagi teh mnenj so pridelovalci kasneje od
in§pekcijske sluZbe prejeli odlo¢be o izvajanju
omenjenih ukrepov.

Pridelovalci z okuZenimi hmelji§¢i so priporodila
upostevali, skrbno so izvedli spravilo hmelja in deponirali
oziroma odstranili hmeljevino na dogovorjen nacin.

Konec leta 1998 pa je vecina pridelovalcev, pri katerih
rastlin, hmeljne rastline v skladu z odlo¢bo inSpekcijske
sluzbe unicila s herbicidom in pozneje izorala.
Pridelovalci, ki jih je jeseni prehitel sneg, pa so ukrep
unicenja in izoravanja hmelja opravili v leto$njem letu.
Tu gre skupno za Ze prej omenjenih 21 ha hmeljis¢.

.....

eno oziroma dve okuZeni rastlini, pa so le-ti morali uniciti
posamicne okuZene rastline ter hmeljne rastline v
neposredni bliZini zaradi suma, da so obolele, ¢eprav
simptomov niso kazale. Ta hmelji§¢a in tudi posamezna
oCiS¢ena mesta bomo v letu 1999 $e posebej natanéno
pregledovali in spremljali.

3 AKTIVNOSTI V LETU 1999

Po koncani lanski rastni dobi smo na institutu s Sluzbo
za varstvo rastlin pri MKGP priceli pripravljati strategijo
reSevanja problematike pojava progresivne oblike
hmeljeve uvelosti. V letoSnjem letu nameravamo na
indtitutu s pridelovalci v Se vefjem obsegu izvajati
razli¢ne ukrepe z namenom preprecevanja in §irjenja
bolezni, med katerimi bodo najpomembne;jsi:

1. Redno in sistemati¢no bomo spremljali karantenski
Skodljivi organizem v okviru preverjanja zdravstvenega
stanja rastlin. To je zaradi prepre¢evanja vnosa in Sirjenja
karantenskega Skodljivega organizma, pravocasnega
izvajanja ukrepov in za njegovo zatiranje izrednega
pomena. Pri tem bodo posebne pozornosti delezna
mati¢na hmelji§¢a, iz katerih nabiramo sadilni material.
Tudi v tem primeru je potrebno poudariti, da je zelo
pomembno tesno sodelovanje s hmeljarji, saj so le ti tisti,
tem prvi, ki lahko opazijo kakrSnekoli nepravilnosti v
rasti in razvoju hmelja.

2. Spremljali bomo infekcijski pritisk bolezni s
posaditvijo kontrolnih hmeljnih rastlin v hmeljiicih, ki
S0 izorana in so v premeni.

3. Podrobneje bomo pripravili navodila in predlagali
ukrepe glede upoStevanja higienskih mer ali standardov
(razkuZevanje in CiS¢enje strojev in opreme).

4. Preverjali bomo moZnosti uvajanja spremenjenih
oziroma prilagojenih tehnologij pridelave hmelja, ki
zmanjSujejo, ¢e Ze ne preprecujejo pojav in Sirjenje
bolezni (odoravanje, rez, gnojenje, kultiviranje,
uni¢evanje odveénih poganjkov, vsejavanje podorin,
unicevanje plevelov in mulcenje...)

5. Preverjanje razli¢nih moZnosti glede ravnanja s
hmeljevino z okuZenih hmeljiS¢ (prevozi, deponiranje,
kompostiranje), pri ¢emer velja posebna pozornost
predvsem spravilu hmelja z obiralnimi stroji, ki so v
skupni rabi, ter iskanju primernih mest za deponiranje
in kompostiranje hmeljevine.

6. Redno bomo obves¢ali fitosanitarno inSpekcijsko
sluZbo ter SluZbo za varstvo rastlin in vsestransko
sodelovali z njima pri pripravi predlogov
administrativnih ukrepov kot tudi strokovnih podlag za
eradikacijo bolezni pri pridelovalcih z okuZenimi
hmeljis¢i ter pri varovanju sosednjih, §¢ neokuZenih
hmeljis¢, da se bolezen ne bi Sirila.

Ob omenjenih strokovno svetovalnih aktivnostih bo
potrebno priceti tudi z obseZnej$imi raziskavami na
podroCju ugotavljanja patogenosti naSega soja
povzrocitelja hmeljeve uvelosti in dolo€iti ob&utljivost
nasih hmeljnih kultivarjev na povzrocitelja hmeljeve
uvelosti. Hkrati nas ¢akajo raziskave na podrocju
zlahtnjenja oziroma vzgoje kultivarjev, ki so na hmeljevo
uvelost tolerantni ali vsaj manj obcutljivi, kar je eden
nasih glavnih ciljev.

Strategija pristopa reSevanja obolelosti hmelja z letalno
obliko hmeljeve uvelosti je po strokovni plati sicer jasna,
vendar pa je samo ukrepanje odvisno od razli¢nih
dejavnikov. Precej aktivnosti je ¢asovno omejenih in bi
jih morali priceti kot tudi dokoncati v kar najkrajsem
¢asu. Kot obi¢ajno pa je ve€ina potrebnih aktivnosti
povezanih z veliko dela in denarja. Se posebej zadnji
del, v katerem bo potrebno opravljati raziskave na
podroc¢ju Zlahtnjenja ter ugotavljanja ob&utljivosti
hmeljnih kultivarjev v kontroliranih pogojih, bo zahteval
precej vloZenega €asa in primerne opreme. Zato upamo,
da bomo pri reSevanju omenjenih teZav naleteli na
pozitiven odziv na ustreznih ministrstvih.
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4 PRIPOROCILA ZA PRIDELOVALCE NA
OGROZENIH OBMOCJIH
(VELJA TUDI ZA VSE OSTALE)

V zadnjem delu bi vas radi opozorili na nekatere ukrepe,
ki niso stvar raziskav, temve¢ so dejavniki, za katere
vemo, da so v tesni povezavi s hmeljevo uvelostjo in bi
jih bilo zaradi tega potrebno upostevati. Omenjena
priporocila sicer veljajo predvsem za lastnike okuZenih
hmeljiS¢, bilo bi pa zeZeleno, da bi jih v glavnem
upoStevali tudi pridelovalci v sose$¢ini oziroma vsi ostali
hmeljarji.

Opozorili bi vas radi predvsem na naslednje ukrepe:

4.1 Higienski ukrepi pri oskrbovanju hmeljis¢ in
obiranju hmelja

Pri tem je zelo pomembno razkuZevanje strojev in
opreme ter vrstni red oskrbovanja hmeljiS¢, pri ¢emer
najprej oskrbimo zdrava oziroma najmanj rizi¢na
hmeljiS¢a. Vec¢ini hmeljarjev so te ali podobne zahteve
Ze znane iz priporocil ukrepov glede prepreéevanja
Sirjenja povzrociteljev virusnih obolenj (slika 1).

Foto: A. Simondic¢

Slika 1: RazkuZevanje orodja, strojev in pranje traktorskih ter dmg:h
koles je nujen ukrep po obdelavi okuZenih hmeljis¢,

4.2 Redni pregledi hmeljis¢ in javljanje vseh
nepravilnosti v hmeljis¢ih,

ki bi lahko bile povezane z omenjeno boleznijo. Na
oddelku za varstvo rastlin in na inStitutu namre¢ brez
vaSe pomoc¢i ne bomo mogli pravo€asno izslediti vsakega
novega izbruha bolezni in tako kar najhitreje ukrepati,
kar je pri tej bolezni najpomembneje. Sprotno in
pravocasno odstranjevanje obolelih rastlin lahko namre¢
v veliki meri reSi hmelji$¢e pred celotnim uni¢enjem.

4.3 UpoStevanje navodil svetovalne in strokovne
sluzbe

na inStitutu glede tehnologije pridelovanja in obiranja
hmelja kot tudi deponiranja in kompostiranja ostankov
hmelja (slika 2).

4.4 Priporocila v zvezi s tehnologijo pridelave:

- gnojenje: Znano je, da dusik kot tudi druga mikro in
makro hranila za normalne pridelke potrebujemo v

Foto: A. Simoncic

Slika 2: Pri obiranju okuZenih hmeljisé moramo poskrbeti, da vse ostanke
(hmeljevino) brez trofenja deponiramo na za to dolocenem mestu.

kolicinah, ki so znane kot odvzem rastlin. Hkrati pa je
iz raziskav o hmeljevi uvelosti znano, da zmanjSani
odmerki duSika zmanjSajo odstotek obolelelih in
propadlih rastlin. Zato je najmanj, kar lahko pridelovalci
v tem primeru naredite, da redno spremljate zaloZenost
tal ter strogo upoStevate gnojilne norme. Za vse, ki pa iz
analiz tal vedo, da so njihova tla prekomerno zaloZena,
kar je v hmeljarstvu zelo pogost pojav, pa velja
priporocilo, da se posvetujte 0 mozZnostih uporabe
manjSih odmerkov od sploSno predpisanih. Za vse pa
velja priporo€ilo, da ne uporabljate ve¢ kot 180 kg duSika
na ha, kar je za marsikoga Se vedno ustaljena praksa.

- Obdelava tal zelo ugodno vpliva na Sirjenje bolezni,
saj omogo¢i glavni prenos povzrociteljev bolezni ravno
uporaba traktorjev in razli¢nih orodij, ki meSajo in
prenaSajo zemljo in rastlinske ostanke. Z minimalno
obdelavo bi zato lahko v najvelji meri preprecevali
oziroma upocasnili Sirjenje bolezni. S tem v zvezi je zato
priporoéljivo, da vse ukrepe v hmeljis¢ih opravljate
skladno s priporo€ili, pravocasno in v Casu, ko so tla
primerna za posamezne tehnoloSke postopke obdelave.

- Pri kemi¢nem ¢iSc¢enju odveénih hmeljnih poganjkov
se moramo odre¢i uporabi amonsulfata oziroma UANa,

. ki Se dodatno povecujeta skupno koli¢ino dusika. V ta

namen bi bilo potrebno zopet razmiSljati o uporabi
herbicidov, kot je npr. dikvat (reglone 14), ki je tudi v
Nemc¢iji zopet namensko dovoljen za uporabo predvsem
zato, da bi zmanj3ali porabo dusika. Na Zalost moramo
v tej situaciji izbirati med dvema neZelenima ukrepoma:
med herbicidi in med duSi¢nimi gnojili. Tudi herbicidi
namre¢ pri hmeljarski pridelavi niso Zeleni in je njihovo
uporabo brez resni¢no pomembnih vzrokov izredno
tezko opraviciti. Vendar v primeru pojava hmeljeve
uvelosti mislimo, da bi bilo smiselno vsaj v hmel;jisCih,
ki jih Skropimo po nemSkem Skropilnem programu,
pridobiti dovoljenje za uporabo dikvata, ki bi kemi¢no
Cistil odvecne poganjke.

- Zatiranje plevelov bi morali izvajati tako, da z
obdelavo tal ne bi $irili bolezni, torej bi bili za takSne
razmere najugodnejsi herbicidi, ki pa pri nas zaenkrat
niso dovoljeni. Tudi v tem primeru bi bili herbicidi (lahko
tudi foliarni, kratkoobstojni in zato okolju in hmelju
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Foto: A. Simondi¢

Slika 3: Sirokolistni pleveli pomagajo prefiveti glivicam iz rodu
Verticillium spp., zato jih je potrebno zatirati,

povsem nenevarni) v veliko pomo¢ pri preprecevanju
Sirjenja bolezni. Ne glede na to pa bo potrebno herbicide
na podlagi glifosata uporabiti v hmelji§¢ih pri
posami¢nem unicevanju obolelih rastlin in na mestih,
kjer smo unicili in odstranili posamezne obolele in
odmrle rastline, saj bo v naslednjih $tirih letih obvezne
premene potrebno vzdrZevati povrsino brez Sirokolistnih
plevelov.

Foto: A. Simondi¢

Slika 4: Hmeljevino na deponiranem mestu prekrijemo s folijo, da
doseiemo pregrevanje in s tem unicenje glivic.

- Kompostiranje hmeljevine bo potrebno izvajati povsod
in to na nacin, ki bo zagotovil uni¢enje povzrociteljev
hmeljeve uvelosti ter s tem preprecil ponovni vnos
okuZene hmeljevine v hmeljis¢a. Kljub vsemu pa se
moramo tudi v tem primeru ponovno vprasati, ¢e je
neobdelano hmeljevino (tudi tisto, ki z verticilijem ni
okuZena) smiselno vracati v hmeljii¢a, saj se s tem
tveganje za neugodne ucinke na zdrav nasad veca.

5 ZAKLJUCEK

Pri aktivnostih v zvezi s hmeljevo uvelostjo je bilo zaradi
obseZnosti dela Ze do sedaj vkljucenih precej ljudi. Zato
se Zelimo ob tej priloZnosti zahvaliti vsem sodelavcem.
Hkrati se zahvaljujem tudi SluZbi za varstvo rastlin pri
MKGP, ki nam je zagotovilo sredstva in na podlagi
sprejete strokovne naloge pomagala pri izvajanju nalog
monitoringa in diagnosticiranja hmeljeve uvelosti v
Sloveniji leta 1998. Zahvala gre tudi Indpektoratu za
kmetijstvo, lov in ribistvo, s katerim smo vso sezono
sodelovali in usklajevali naSe aktivnosti. Upamo, da
bomo uspeli s skupnimi mo¢mi in napori hmeljevo
uvelost v kar najve¢ji meri zadrZati v obstojecem obsegu
in jo v najkrajSem moZnem Casu izkoreniniti iz nasih
hmelji§¢. Pri tem pa bomo morali sodelovati vsi:
pridelovalci, strokovne sluzbe kot tudi Ministrstvo za
kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano s svojimi sluzbami.
Kajti, ¢e kje, potem v primeru hmeljeve uvelosti
zagotovo velja, da je preprecevati bistveno laZe kot
zdraviti.

Measures concerning Verticilium wilt in Slovenia
in 1998 and eradication program in 1999

Abstract

All the activities connected with outbreak of Verticillium
wilt in Slovenia in 1998 are described in the paper. In
1998 over 21 ha of hop were identified to be infested.
Until now only the Verticillium albo-atrum has been
identified after isolation from suspect plant tissue.
Besides the control and preventive measures which were
applied last year as well as the activities which wil have
to be done this year to prevent the spread of disease are
discussed in the paper.

Foto: V. Knapic
Slike 1 - 3:

V nekaj nasadih hmelja smo
v letih 1996, 1997 in 1998
opazili simptome
zaostajanja v rasti v juniju,
deformacije polnorazvitih
listov, odklanjanje rastnih
vriickov od opore in
razbarvanje mlajsih listov.
Simptomatiéne rastline so
rastle v skupinah. Tako
Sirjenje okuZbe je znacilno
za povzrocitelje, ki se Sirijo
z obdelavo (talne glive,
virusi, viroidi).
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VIROIDI V SLOVENSKEM HMELJU

Vlasta KNAPIC!, Branka JAVORNIK?

Viroidi so najmanjsi rastlinski patogeni, ki so se sposobni v
rastlinski celici sami razmnoZevati. Pri tem uporabljajo
mehanizme in gradnike rastlinske celice in podobno kot virusi
slabijo rastline na celicnem nivoju. Do sedaj so odkrili 26
vrst viroidov, ki okuZujejo razliéne vrste rastlin. V slovenskih
kultivarjih hmelja smo z metodo povratne elektroforeze na
poliakrilamidnem gelu (R-PAGE) dokazali okuZenost vseh
vzorcev s hmeljevim latentnim viroidom (HLVd), medtem
ko drugega viroida, ki okuZuje hmelj, hmeljevega stunt viroida
(HSVd), nismo mogli najti. Pregledali smo vzorce cv. savinjski
golding, cv. aurora in cv. apolon, ki so slovenskega porekla
ter cv. magnum, ki je k nam introduciran iz Nem¢ije. Analizo
istih vzorcev na prisotnost HSVd v slovenskem hmelju so
opravili na Univerzi Hirosaki na Japonskem. Uporabili so
razli¢ne metode elektroforeze na poliakrilamidnem gelu in
metode hibridizacije. Vse metode dolodevanja so pokazale,
da slovenski kultivarji hmelja niso okuZeni s HSVd, ki je na
Japonskem karantenski organizem.

1 UVOD

Rastlinske bolezni povzro¢ajo razliéni organizmi kot so: glive,
nematode, pajkovci, ZuZelke pa tudi enostavnejse oblike kot
so bakterije, fitoplazme, riketcije, virusi in organizmi, ki so
manj8i od virusov. Bakterije so najmanjsi enoceli¢ni
organizmi, saj virusi in manjsi mikroorganizmi nimajo celi¢ne
memebrane, citoplazme ali celi¢nega jedra. Viruse sestavlja
nukleinska kislina in proteinski plas¢. Subviralni patogeni,
ki pa Se proteinskega pla$€a nimajo, so: viroidi, sateliti in
majhne RNK. Viroidi so najmanjsi rastlinski patogeni, ki se
lahko samostojno razmnoZujejo. Njihov RNK genom je dolg
le 246 - 375 nukleotidov. Lahko povzro€ijo resne simptome
na rastlinah in zmanj3ajo pridelek. V naSih razmerah lahko
okuZujejo hmelj, krompir, paradiZnik in sadne vrste.

Viroidi so premajhni, da bi jih zaznali z elektronsko
mikroskopijo in ker nimajo beljakovin, jih tudi s seroloskimi
testi (kot je ELISA) ne moremo zaznati in so molekularne
metode edini mogo¢i nadin detekcije. Molekularne tehnike
za doloCanje subviralnih patogenov, ki jih v Sloveniji uvajamo,
so: povratna elektroforeza na poliakrilamidnem gelu (R-
PAGE), hibridizacijska metoda z obeleZeno sondo in veriZzna
polimerazna reakcija (Reverse Transcription-Polymerase
Chain Reaction; RT-PCR).

Slika 4: Shema zgradbe viroida. Viroid je enolinijska ribonukleinska
kislina, kjer se baze med seboj prival&ijo in tvorijo navidezne pare. T1,
T2- prva in druga terminalna cona, na katerih se viroidi spajajo z
drugimi molekulami; P- cona patogenosti, ki doloca gostitelja; C-
konservirani center, ki je pri sorodnih viroidih zelo podobno sestavljen;
V-cona variabilnosti, v kateri nastaja najvec sprememb v zaporedju baz
(po Keese in Symonsu cit. v Hanold, 1993).

luniv.dipl.in%.agr, Intitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Zalec, *
prof.dr, Biotehniska fakuteta, Center za rastlinsko biotehnologijo in
Zlahtnjenje, Ljubljana

Evropski hmelj je vsesplo$no okuZen s Hop latent viroidom -
HLVd, ki povzro€a latentno bolezen hmelja in simptomov ne
kaZe, slabi pa rastline na celi¢ni ravni in s tem vpliva na
pridelek alfa kislin in eteri¢nih olj. V Angliji so v primerjavi
z viroidi okuZenih in neokuZenih rastlin ugotovili pri razli¢nih
kultivarjih od 20 do 50% zniZanje pridelka alfa kislin in imajo
uteceno pridelavo brezvirusnih in brezviroidnih sadik hmelja
(Morton er al., 1993). Predhodna testiranja, ki so jih opravili
na hmeljarskem inStitutu v Huellu in na Max-Planck inStitutu
za biokemijo v Nemciji (Dolinar, 1993) so pokazala, da je
tudi slovenski hmelj okuZen s hmeljevim latentnim viroidom.

V nekaj nasadih hmelja pa smo v letih 1996, 1997 in 1998
opazili simptome zaostajanja v rasti v juniju (aurora),
deformacije polnorazvitih listov (aurora, magnum),
odklanjanje rastnih vr§i¢kov od opore (apolon, aurora) in
razbarvanje mlajdih listov (aurora). Simptomaticne rastline
so rastle v skupinah v vrstah ali v krogih, imele so mo¢no
zniZan pridelek, simptomi pa so se pojavili v stresnih razmerah
(suSa, nihanje temperature, pregloboka rez korenike). Opisani
simptomi ustrezajo tistim, ki jih povzro¢a hmeljev stunt viroid
(HSVd), ki je karantenski organizem na Japonskem (slike 1-
3 na strani 42).

S povratno elektroforezo viroidne RNK na poliakridnem gelu
(R-PAGE - return polyacrylamid gel electrophoresis), je
mogoce loditi ribonukleinski kislini obeh viroidov od
rastlinske RNK in DNK. Ker je R-PAGE metoda dovolj
zanesljiva za doloCanje viroidov, primerna tudi za serijsko
testiranje in hkrati najcenejSa molekularna metoda, smo jo
prilagodili in z njo preverili zastopanost HLVd in HSVd v
slovenskih kultivarjih hmelja.

2 MATERIALI IN METODE

Z metodo povratne elektroforeze na poliakrilamidnem gelu
(R-PAGE) smo analizirali vzorce cv. savinjski golding, cv.
aurora in cv. apolon, ki so slovenskega porekla ter cv. magnum,
ki je k nam introduciran iz Nemcije. Junija 1997 smo nabrali
mlade, polnorazvite liste z listnimi peclji in avgusta $e dozorele
storZke posameznih kultivarjev. Polovico vsakega rastlinskega
vzorca smo posusili na 60°C, drugo polovico pa zamrznili na
-20°C. Vzor¢enje smo ponovili v letu 1998.

Spomladi se zaradi prenizkih temperatur viroidi slabse
izrazijo, ¢eprav so jih dokazali Ze v mladih poganjkih hmelja
v maju (MatouSek, 1994). V Angliji se je pokazalo
najuspes$nejse nabiranje v juniju, ko hmelj doseZe vsaj 2 tretjini
konéne viSine (Adams, 1992).

Za en vzorec smo nabrali do 10 g suhega rastlinskega tkiva.

Liste ali sveZe storZke je potrebno nabrati v PVC vrecke
debelejse stene, da se ne izsusijo in jih takoj porabiti. V
hladilniku jih lahko hranimo dva dni, dlje ¢asa pa jih hranimo
na —20°C. Viroidi se ohranijo tudi v posuSenih storzkih v
temnem prostoru na sobni temperaturi. V letu 1997 smo
nabrali 19 sveZih vzorcev mladih listov v juniju in 176 vzorcev
posuSenih zrelih storzkov, ki smo jih odbrali iz arhivskih
vzorcev pri prevzemu hmelja za prodajo. V zmrzovalnik na —
20°C smo shranili naklju¢no izbrane vzroce glavnih
kultivarjev hmelja, ki jih pridelujemo v Sloveniji in sicer: 34
vzorcev savinjskega goldinga, 106 vzorcev aurore, 23 vzorcev
bobka, 8 vzorcev celeje in 5 vzorcev magnuma. V letu 1998
smo nabrali 14 sveZih vzorcev v juniju in 171 vzorcev
storzkov.
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Ekstrakcija in dolo¢anje viroidne RNK je teZavno, saj je v
rastlinskem materialu v nizkih koncentracijah in je je v
primerjavi z rastlinsko RNK neprimerno manj, zlahka pa se
tudi kontaminira z ribonuleazami (RNAze), ki jo razgradijo.
Zato moramo posebej razkuZevati delovne povriine,
steklovino, uporabljati “RNAse free” reagente in nositi
rokavice. Vse postopke hladimo, vso vodo za reagente pa
tretiramo z dietil pirokarbonatom (DEPC), terilnice temeljito
operemo in namo¢imo za 10 min v 10 % KOH ali NAOCI (5
g/600 ml), splaknemo z DEPC tretirano vodo in posusimo v
suSilniku. Elektroforetske posode napolnimo s 3% H,0O, in
jih po 10 minutah splaknemo z avtoklavirano DEPC vodo.
Zaradi rabe organskih topil in hlajenja delamo ekstrakcijo v
digestoriju.

2.1 EKSTRAKCIJA CELOKUPNIH
NUKLEINSKIH KISLIN

Za ekstrakcijo viroidne RNK iz hmelja smo uporabili
modificiran postopek, ki ga opisuje fa Sano in Shikata (1988).
Preizkusili smo vec nacinov ¢iséenja nizkomolekularnih RNK,
kot predlagajo avtorji Schumacher (1986), Puchta (1988),
Schroedter (1989), Hataya (1992) ter Wah in Yang (1996).

PreizkuSali smo ekstrakcijo iz razliéne koli¢ine izhodi$énega
rastlinskega materiala. Zatehte rastlinskega tkiva (posu$enih
zrelih celih storzkov in listov) so bile: 0,3 g, 0,5 g, 1,0 g in
1,5 g. Proporcionalno zatehti smo izbirali tudi centrifugirke
(1,5ml, 2,5 ml in 30 ml) in koli¢ino dodanega ekstrakcijskega
pufra (0,5 ml, 1 ml in 10 ml). V postopku ekstrakcije, ki za en
vzorec traja dva dni, smo dobili v vodi ali TE pufru raztopljene
nukleinske kisline, med katerimi so bile tudi viroidne. Te
raztopine smo analizirali v postopku povratne elektroforeze,
kjer se molekule razporedijo pod vplivom elektri¢nega toka
po njihovi teZi. Ker je viroidna RNK zelo majhna, potuje hitro
skozi gel, zato jo lahko prepoznamo.

2.2 ELEKTROFOREZA NA
POLIAKRILAMIDNEM GELU

Za doloevanje hmeljevega latentnega viroida (256
nukleotidov) smo uporabili razli¢ne koncentracije
poliakrilamida (PAA): od 5% (Singh, 1994) do 15 % (Shikata,
1985). Najpogosteje smo uporabili nedenaturacijski 6% in 7
% PAA gel (AA:bisAA=30:0,75), v katerem se uspesno lo¢ijo
nukleinske kisline s 75 do 470 baznimi pari (Sambrook, 1989).

Slika 5: R-PAGE izkori¥¢a sekundarno strukturo viroida, ki je v naravnem
stanju palicaste oblike, v denaturacijskih razmerah (kot je npr.
segrevanje) pa se vezi med komplementarnimi baznimi pari pretrgajo in
nastane krozna molekula RNK (Morris in Wright, 1975). Tav gelu potuje
pocasneje od ostalih ravnih rastlinskih RNK in DNK molekul in se na
ta nacin od njih loéi.

Vzorcem je potrebno pred nanaSanjem dodati barvilo in
glicerol, ki omogo¢i usedanje vzorca na dno Zepka v gelu in
s tem enakomeren zaCetek potovanja. Elektri¢ni tok stece skozi
gel s pomocjo pufra, ki ga obdaja. Elektroforeza je potekala
prvo smer (od - k +; negativno nabite nukleinske kisline
potujejo navzdol) v pufru s 5% razt. koncentrirane TBE
(TRIS-trizma base, borova kislina - H,BO, in 0,5M EDTA
pH 8) ob hlajenju pri konstantnem toku 88 - 91 mA za dve
vertikalni plo§¢i velikosti 15 x 16 cm in 15 mm debel gel. Na
vsak gel lahko nanesemo 14 ali 22 vzorcev. Pri tem 15 1
vzorcaredéimo s 15 1 nan$alnega pufra (glicerol, ksilencianol,
bromfenol modro in TBE). Ko barvilo bromfenol modro
pripotuje do roba plo$ée, ustvarimo denaturacijske pogoje s
segrevanjem gela. Za povratno elektroforezo obrnemo
elektri¢ni tok, gel pa vstavimo v pufer z 1,25% raztopino
10x koncentrirane TBE, segret na 95 °C. Povratna
elektroforeza je potekala pri 68 °C poloviéni ¢as prve
eletroforeze.

Slika 6: Poliakrilamidni gel vlijemo med stekleni plo3¢i, zvrha vstavimo
glavnik, ki oblikuje Zepke, v katere kasneje, ko je gel polimeriziran
(strjen), nanesemo vzorce z raztopljenimi nukleinskimi kislinami.
Elektroforeza lahko hkrati poteka z dvema, Stirimi ali Sestimi geli, vsak
ima po 14 ali 20 vzorcev.

2.3 BARVANJE GELOV

V prozornem gelu razvr§cene nukleinske kisline postanejo
vidne Sele po barvanju. Pasove nukleinskih kislin smo
pobarvali s srebrom in ob presvetlevanju slikali
elektroforegram. Barvanje s srebrom je modificiran Promega
protokol (Promega Silver Sequence): fiksiranje gelas 7,5%
ledeno hladno ocetno kislino za 2 minuti, €emur sledi trikratno
spiranje gela z destilirano vodo in nato 30 min barvanje s
srebrom (5 ml 20 % AgNO, in 1,5 ml 37 % formaldehida na
liter raztopine). Razvijanje gela poteka v ohlajeni raztopini
natrijevega karbonata (dodamo 0,15% raztopino 37%
formaldehida in 2 mg/l Na tiosulfata) dokler ne dobimo Zelene
intenzitete ¢rt v gelu. Razvijanje ustavimo z ocetno kislino.

2.4 DODATNE ANALIZE HSVD

Z R-PAGE smo nasli pas s hmeljevim latentnim viroidom
(HLVd), medtem ko drugega viroida, ki okuZuje hmelj,
hmeljevega stunt viroida (HSVd), nismo mogli najti. Analizo
istih vzorcev hmelja na prisotnost HSVd v slovenskem hmelju
so opravili na Univerzi Hirosaki na Japonskem. Za vzorce iz
hmeljis¢, ki so kazali simptome, podobne stunt viroidu, so
uporabili tri metode elektroforeze na poliakrilamidnem gelu
(povratno - R-PAGE, sekvenéno - S-PAGE in
dvodimenzionalno - 2D-PAGE), kontrolno Northern
hibridizacijo in $e dot-blot hibridizacijo s cRNA sondo,
oznaceno z dioksigeninom.
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3 REZULTATI IN DISKUSIJA

Prva diagnostika viroidov je temeljila na simptomih
gostiteljskih in testnih rastlin ter na analizi primarnih
metabolitov gostiteljskih rastlin. Oboje je pri HLVd
nezanesljivo, saj znacilnih vidnih simptomov v obicajnih
rastnih razmerah ne povzroéa. Nato so poskusili izolirati
povzrotitelja z ekstrakcijo s fenolom in razliénimi pufri ter s
sedimentacijo (Shikata, 1985), kar je podlaga dolo¢anja Se
sedaj. Pri ekstrakciji je kljucni korak odstranitev beljakovin
in inaktivacija encimov, kar doseZemo z ekstrakcijo vodne
raztopine nukleinskih kislin z organskimi topili (fenol :
kloroform : izoamilakohol). Vendar pa fenolna ekstrakcija ne
zadosca za odstranitev encimov ribonukleaz (RNAaze), ki
lahko hitro razgradijo viroidno ssRNA. Ribonukleaze lahko
obnovijo aktivnost po mnogih oblikah tretiranja (kot je npr.
kuhanje). Reducent kot je beta-merkaptoetanol jih inaktivira,
pomaga razbiti celico, hkrati je antioksidant, ki prepreci
oskidacijo fenolov in s tem rjaveneje vzorcev. Dodatek
natrijevega dodecil sulfata (SDS - sodium dodecyl sulfat) sluZi
za separacijo lipidov in proteinov, hkrati je tudi reverzibilni
inhibitor ribonukleaz.
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Slika 7: Pri dobro ¢iscenih vzorcih lahko vidimo tako kroino obliko
viroida (C-cirkularno), kot linearno obliko (L), ki v gelu pripotuje dlje.
1 - Marker; 2 - aurora '93 list; 3 - brezvirusna aurora "96/list; 4 - 7
aurora 89/storzki; 8 - savinjski golding; 9 - apolon "93; 13, 14 - magnum
97. magnwm ima v primerjavi z ostalimi kultivarji tudi veliko sekundarnih
metabolitov, ki motijo detekcijo viroida - tako kroZno kot linearno oblike
zaznamo kot enoten pas (Sano, 1998).

Viroidna RNA je v rastlinskem materialu v zelo nizkih
koncentracijah, zato je razvoj u€inkovite metode ekstrakcije
viroidne RNK bistvenega pomena za njihovo nadaljnje
dolocevanje. Na Ceskem je bila koncentracija HLVd 4,3 pg/
mg lista hmelja iz nasada in 25 pg/mg lista iz meristema
vzgojene rastline v rastlinjaku (MatouSek, 1994). Ker je
viroidna RNK v rastlinskem materialu v zelo nizkih
koncentracijah, je tudi po ekstrakciji dobimo v majhnih
koli¢inah. Pri metodi, kot je R-PAGE pa je od koli¢ine viroidne
RNK odvisna intenzivnost pasu v gelu - ve¢ ko je viroida,
laZe ga zaznamo kot viroidno ¢rto v gelu. Delno lahko reS§imo
ta problem s povecevanjem zacetne koli¢ine vzorca. V prvih
objavah o dolo¢anju hmeljevega stunt viroida so ekstrakcijo
opravili iz 200 g zmrznjenih hmeljevih listov (Shikata, 1985),
danes pa jo delamo iz 0,5 g do 1,5 g vzorca. Velika zacetna
koli¢ina vzorca namreé zahteva velike epruvete, ki jih je po
uporabi potrebno prati, in veliko porabo hlapljivih organskih
topil, ki so zdravju zelo Skodljiva. Da se temu izognemo
opravljamo fenolno ekstrakcijo v mikrocentrifugirkah za
enkratno uporabo, ki vsaka sprejme le 0,15 -0,3 g vzorca.

Ekstrakcija RNK iz tkiva hmelja ali vinske trte, ki je bogato s
polifenoli in polisaharidi, je $e teZja, saj vzorci ob oksidaciji

. # A i : e

Slika 8: Ciscenje rastlinskih vzorcev je pri ekstrakeiji izredno pomembno.
Vsi vzorci so zreli hmeljni storzki, razen $t. 9, ki je list - listi imajo
veliko vecjo vsebnost sekundarnih metabolitov, ki motijo vidnost pasov
nukleinskih kislin in jih teZko ocistimo. Poleg vzorcev nanasamo marker
(M), v katerem so nukleinske kisline z znano dolZino oziroma molekulsko
teZo. Viroidni pas v vzorcih primerjamio z zadnjimi §tirimi pasovi
markerja. Ciscenje ekstrahiranih nukleinskih kislin iz hmelja je bilo tu
uspeino, vendar se je precej viroidne RNK v povecanem Stevilu korakov
razgradilo.

Slika 9: Isti vzorci, kot na sliki 8 po povratni elektroforezi. Puscica
oznacuje Sibke viroidne psove v vzorcih hmelja: 1 japonski hmelj H.
Jjaponicus ; 2 Aurora Log; 3 japonski hmelj H. japonicus; 4 Apolon
Korokka s simptomi; 5 Savinjski golding §t. 332 brez LiCl; 6 Magnum
s simptomi; 7 Savinjski golding §t. 332 z LiCl; 8 Magnum s simptomi z
LiCl; 9 - 11 PL pozitivna kontrola; M - marker. ta slika ne more potrditi
pozitivnih vzorcev.

porjavijo in to se kasneje opazi tudi na gelih. MoteCe spojine
med barvanjem $e potemnijo in zakrijejo pasove nukleinskih
kislin, ki jih v gelu dolo€amo vizualno. Vzorce je s
ponavljanjem korakov ¢i$¢enja in precipitacije sicer mogoce
ocistiti, vendar pri tem veéamo moznost, da se vzorci
kontaminirajo z RNAzami in se koli¢ina RNK spet zmanjSa

(Sliki 8 in 9).

Modificirali smo tudi skrajSan postopek Ci3Cenja po
Schroedterju (1989), ki ne daje Cistih vzorcev in lepih slik,
vendar so viroidni pasovi $e jasno vidni. Pri ekstrakciji
viroidne RNA nastopi tudi ta tezava, da po precipitaciji z LiCl
analiziramo supernatant - tisti del, ki ga drugi raziskovalci
obi¢ajno zavrzejo in obdrZijo &ist skupek visokomolekularnih
nukleinskih kislin.

Postopek hitre ekstrakcije (traja 6 ur) kot jo opisuje Schroedter
za viroid vretenatosti iz krompirjevih gomoljev za hmelj ni
uporaben, ker vzorce premalo o€isti. Obi¢ajna ekstrakcija iz
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Slika 10: Hitra ekstrakcija nukleinskih kislin iz hmelja, prirejena iz
originalne ekstrakcije iz krompirjevih gomoljev po Schroedterju ne daje
lepe in jasne slike, daje pa dokaj zanesljivo viden viroidni pas.

hmelja traja skupno 30 ur (delo 12-15 ur in precipitacija preko
noci). To dejstvo govori proti uporabi R-PAGE za rutinsko
testiranje hmeljnih vzorcev, saj je kljub temu, da lahko pri
elektroforezi analiziramo veliko Stevilo vzorcev hkrati,
postopek priprave teh vzorcev preve¢ zamuden. Manj
natanéno ekstrakcijo in ¢iS€enje zahtevajo metode
hibridizacije, pri katerih za vizualizacijo vzorca z viroidom
poskrbijo oznacene sonde (sonda je zaporedje nukelotidov,
ki kot klju¢ prepozna viroidno “klju¢avnico”), ki med vsemi
nukleinskimi kislinami poi$¢ejo znacilna zaporedja v viroidnih
RNK in vzorec se s pomodjo oznadevalca obarva (Sliki 11 in
12). Predvsem metoda dot-blot hibridizacije je primerna za
rutinsko testiranje hmeljnih vzorcev (Adams, 1995).

4 ZAKLJUCKI

Slika 11: Vzorce hmelja, ki so kazali simptome, kot bi jih povzrocal
stunt viroid, so analizirali tudi na Univerzi Hiroshaki na Japonskem. 1,
2,3 -AURORA - 89; 4, 5 - APOLON - 93, 6, 7 - MAGNUM - 97; 8 -
HSVd pozitivno. Uporabili so t.i. Northern blot metodo, kjer po koncani
elektroforezi prenesejo nukleinske kisline na nylon membrano, znadilno
zaporedje viroida pa prepozna (DIG) oznacena sonda, kar izboljsa
natancnost detekcije. V primerjavi s HSVd pozitivno japonsko kontrolo
na nasih vzorcih niso zazanali stunt viroida.

# |#2 (#3 |#4 |45 |#6 |#7 [#8 | #9 | #10
st b Ixlllxt Ixt Ix]l sl =l ik =]
#1 | #2 |#3 |#4 | #5 | #6 | #7 | #8 | #9 | #10
x10| x10| x10| x10| x10| x10| x10{ x10 | x10{ x10
#11| #12| #13 | #14 |HSVIHSV
xlta P hiiee Bixl Ixvl

#11| #12] #13| #14|HSV|HSV|
x10| x10| x10| x10(x10 |x10

x 1: original solution, x 10: 10-times diluted solution
HSV: 2M LiCl soluble nucleic acids extracted from HSVd infected hop
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Slika 12: Vzorce hmelja, ki so kazali simptome, kot bi jih povzrocal
stunt viroid, so analizirali tudi na Univerzi Hiroshaki na Japonskem.
Uporabili so dot-blot metodo, ki jo uporabljajo za serijsko testiranje:
vseh 14 vzorcev iz Slovenije je bilo HSVD negativnih. (Orig. Sano, 1998)

Za dolo&anje viroidov v rastlinskem materialu je znanih ved
metod, vse pa zaradi strukture viroidov temeljijo na
identifikaciji in karakterizaciji ribonukleinskih kislin. Razli¢ne
metode imajo vsaka svoje prednosti in slabosti, njihova
uporabnost pa je odvisna od vrste patogena in vrste okuZenih
rastlin ter namena in obseZnosti dela. Za prve raziskave nekega
viroida je smiselno uporabljati PCR tehniko, ki je izredno
natancna, a za serijsko testiranje predraga. R-PAGE je sicer
na videz enostavna in cenena, vendar zahteva dobro pripravo
materiala - doboro ekstrakcijo in veliko ¢asa. Po evropskih
izkus$njah je za serijsko testiranje najprimernej$a dot-blot
metoda hibiridizacije, ki je sorazmerno enostavna, ne zahteva
Ciste ekstrakcije, hkrati pa sonda, ki prepozna dolo¢eno
zaporedje v viroidni RNK dovolj zanesljivo najde viroidno
RNK. Ce pri tem uporabljamo neradioaktivne obeleZevalce
sond (kot je dioksigenin), je uporaba toliko bolj prijazna.

Za analizo na R-PAGE smo uporabljali fenolno ekstrakcijo
celokupnih RNK, ki so primerne za metodo dot blot
hibridizacije in R-PAGE. Opravili smo tudi dodatno ¢i§¢enje
z LiCl, ki odstrani visokomolekularne RNA. Predvsem zaradi
velike aktivnosti ribonukleaz, ki se sprostijo pri razgradnji
celice in ki so vsepovsod v okolici ter lahko kontaminirajo
vzorce, je ekstrakcija RNK mnogo teZja kot DNK. Skrbeti
moramo za ¢imbolj sterilno, hladno okolje in uporablajti
inhibitorje ribonukleaz.

Ugotovili smo, da so za analizo najprimerneji posudeni celi,
zreli storzki hmelja. Listi vsebujejo namreé preveé
sekundarnih metabolitov, ki motijo detekcijo viroidne RNK.
Teh je v listnih pecljih sicer manj, vendar je vsebnost viroidov
v njih nestabilna in manjSa kot v listih in storzkih (Solarska,
1997).

Pri povratni ekletroforezi na poliakrilamidnem gelu je
primerna 7% koncentracija gela z razmerjem akrilaamid:
bisakrilamid = 30 : 0,75, da Se dovolj dobro in hitro lo¢imo
viroidno RNA od rastlinskih. S hmeljevim latentnim viroidom
so okuZeni pregledani kultivarji: aurora, apolon, savinjski
golding in magnum.

Razli¢ne elektroforetske metode so ovrgle sum, da je hmelj
okuZen s HSVd. Pravilno dolo€itev sta potrdili Northern-blot
in dot blot metoda hibridizacije, ki so jih opravili na Univerzi
Hiroshaki na Japonskem. Pregledani kultivarji, ki so kazali
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simptome zakrnele rasti, vendar niso okuzeni s HSVd ali z
drugimi znanimi subviralnimi povzro€itelji: so aurora, apolon
in magnum. Vsi ti vzorci pa so bili okuZeni s HLVd.

Zastavlja se nam torej vpraSanje, ali hmeljev latentni viroid
vendarle povzroca tudi vidne simptome, e so hmeljne rastline
v stresu ?

Viroids in Slovenian hop varieties (Humulus lupulus L.)
ABSTRACT

Viroids - the smallest infectious agents which could replicate
itself - are capable to cause serious damage in different plants
and yield loose. Virods have very small RNA genomes which
are 246 -375 nucleotides in length. Their secondary structure
looks like single stranded covalent rod-like shape with
intramolecular base pairing. They are too small to be visible
by electron microscopy. They do not encode any proteins, so
serological tests are not useful, as well. Therefore using
molecular methods is the only way to detect viroid in plant.
Knowledge of the complete sequence of the viroids genome
enables designing different probes and primers used at
molecular detecting of viroids. In our research Slovenian
hop varieties were examined on the presence of Hop latent
viroid (HLVD), which has been detected as widely spread
pathogen in European hops. We tested our varieties on the
presence of Hop stunt viroid (HSVD) as well, although it had
been proven only in Asian hops. HLVD has only 1 sequence
and infects only hops. HSVD has 32 variants, causes 18 plant
diseases and it has been found in European countries in
grapevine, citrus, cucumber, plum, peach, and other Prunus
species. HLVD was detected after specific extraction of 2M
LiCl soluble nucleic acids from dried or frozen hop leaves or
cones by return polyacrylamid gel electrophoresis (R-PAGE).
Hop varieties Aurora, Apolon, Savinjski Golding and Magnum
were HLVd positive and HSVD negative. Further tests
(sequential PAGE, 2D-PAGE, Northern blot and dot-blot with
DIG labelled HSVd cRNA probe) on presence of HSVd and
other viroid like RNAs of hop samples which showed
symptoms of stunting and curling were done at the Hiroshaki
University in Japan. HSVd and other viroid-like RNAs were
not detected but all samples were HLVd positive. It seems
that HLVd can cause symptoms as leaf curling, stunting and
yellowing in stress conditions as strict cutting of root-stock
in April, draught and high temperatures in spring.

Simptomi na hmelju, ki jih povzroca hmei}ev stunt viroid: zakrnela rast,

odklanjanje vrickov in krempljasto zvijanje listov (Orig. v Shikata,
1985).
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Celje - skladisce
D-Per

LETALNA OBLIKA HMELJEVE UV, 701999
(Verticillium spp.) @ﬂ\ﬂﬂ,\ﬂ,ﬁwﬂﬂﬂ Hﬂ !jl!ﬂlH I

COBISS e

Tipicni simptomi letalne oblike V. albo-atrum na
primarnih listih: rumenenje, nekroze ob robovih
in med Zilami. Uvelo listje odpada.

Ze v maju okuZene rastline slabo odganjajo in
kaZejo znake odmiranja.

Simptomi so najbolj zaznavni od Pri letalni obliki wuvelosti
druge polovice julija dalje. rastline prek zime odmro.
Podobno kot pri blagi obliki se Okuizba se Siri vzdolzZ vrste na
rastline susijo. sosednje rastline.
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