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Detektion av reversionsvirus
| svarta vinbarsplantor med hjalp av RT-PCR
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Sammanfattning

Reversion dr en av de allvarligaste sjuk-
domarna som kan drabba svarta vinbdrs-
plantor. Reversion orsakas av ett virus som
pa sikt gor buskarna helt sterila och bus-
karna kan da foljaktligen ej sdtta bér. Re-
versionsviruset sprids med vinbdrsgallkval-
stret (Cecidophyopsis ribis), en synnerligen
effektiv vektor, som snabbt dven smittar
friskt utgangsmaterial. Det finns idag
inga godkdnda vixtskyddsmedel mot vin-
barsgallkvalster eller reversionsvirus. Enda
majligheten att slippa ifran gallkvalster
och reversion, och darigenom kunna upp-
ritthalla lonsamheten i svartvinbdrsodling,
ar saledes tillgang till resistenta sorter.
Forsok att resistensforddla svarta vinbdr mot
reversionsvirus har pagatt under storre delen
av 1900-talet. Att dessa forsok inte haft
namnvdrd framgang, beror pa att det hit-
tills inte har funnits nagon snabb och siker
analysmetod for denna sjukdom. Den re-
versionsframkallande patogenen, svarta vin-
bars reversions virus (blackcurrant reversion
virus, BRV), blev inte isolerad och identifie-
rad forrin mot slutet av 1990-talet. Man
visste inte ens att sjukdomen orsakades av
ett virus. Det enda sdttet som fanns att testa
forekomsten av reversion i en planta, var
att skottympa den pd en svartvinbdarssort
som far tydliga blad- och blomsymptom av
BRV och sedan vinta ett dr eller mer pa
symptomen. Nu ndr den orsakande patoge-
nen dr funnen och karaktdriserad, kan viru-
set snabbt detekteras i laboratorium.

Vi har inom ramen for ett partnerskaps-
projekt satt upp en ny, kdnslig och spe-
cifik molekyldr metod (RT-PCR) som

Figur 1. Bild pa frisk buske med riklig sittning av svarta vinbdr. Svarta vinbirs reversionsvirus (BRV) dr en
allvarlig skadegirare pa vinbdr som pad sikt kan gora buskarna helt sterila men det kan vara svdrt att i tidigt
stadium beddma forekomst av virus t.ex. med hjilp av symptom pd blommor och blad. Nya molekylira PCR-
baserade metoder har nu visat sig vara bade tillforlitliga och snabba ndr det gdller detektion av BRV. (Foto:
Kimmo Rumpunen)

gor det majligt att pavisa BRV-RNA i
svarta vinbdr inom ndgra dagar. Metoden
har framgangsrikt testats pd olika sorter
och selektioner i syfte att pdskynda re-
sistensforddlingsarbetet av svarta vinbr.
Slutsatsen av vdra forsok, och forsok som
genomforts utomlands, dr att den moleky-
lara metoden bade dr effektiv och palitlig,
och kan anvindas som ett diagnostiskt
test, savil inom vixtforidling som vid for-
okning och certifiering av plantor for kom-
mersiell odling.

Reversion hos svarta vinbar

En rad olika skadegorare och sjukdo-
mar kan angripa svarta vinbir vilket
forsviarar och fordyrar kommersiell
odling. Sirskilt allvarlig dr sjukdo-
men reversion och dess vektor vin-
barsgallkvalstret  (Cecidophyopsis  ribis)
(SJV, Rapport 1999:16). Reversion
leder forr eller senare till sterilitet hos
blommorna och orsakas av ett vi-
rus som kan infektera bide roda och
svarta vinbir. Reversion medfor stora
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Tabell 1. Forekomst av gallkvalster (antal infekterade uppsvillda knoppar) och reversionsvirus (detekterat med
RT-PCR; + = firekommer, - = firekommer ¢j) hos olika selektioner och sorter i forsik med svarta vinbir pa
Balsgard 2010. Av varje sort planterades ursprungligen 7 plantor. Bedomningen och provtagning har utforts
efter 5 odlingssdsonger. De forsta gallkvalsterangreppen noterades 2009. Endast tvd sorter ("Ben Finlay’ och
"Poesia’) samt en selektion (SCRI 8944-13) har helt undgdtt angrepp av gallkvalster. Forekomst av rever-
sionsvirus (BRV) kunde pavisas i en selektion (BRi 9729-03-002) redan andra dret efter noterat gallkvals-
terangrepp. (Tabell modifierad efter Rumpunen & Oberg, 2011).

Sort Antal Buskar med Antal galler ~ Min antal Max antal  BRV
buskar galler per buske galler galler
’Ben Finlay’ 7 0 0.0 0 0 -
"Poesia’ 6 0 0.0 0 0 -
SCRI 8944-13 7 0 0.0 0 0 -
BRi 9502-10-148 7 1 0.1 0 1 -
BRi 9502-10-167 7 4 0.9 0 2 -
BRi 9344-1 7 2 1.0 0 6 -
BRi 9504-2-227 7 3 1.6 0 8 -
’Ben Gairn’ 7 5 1.9 0 5 -
BRi 9715-02-058 7 6 3.1 0 12 -
’Intercontinental’ 7 6 39 0 8 -
’Ben Hope’ 7 7 4.4 1 12 -
BRi 9764-03-217 7 7 6.0 1 16 -
BRi 9729-03-002 7 7 6.3 4 9 +
’Big Ben’ 7 6 6.6 0 16 -
*Titania’ 7 7 7.3 2 14 -
"Hildur’ 6 6 23.7 6 50 -

skordeminskningar och ir spridd over
stora delar av virlden (dock ej i Ame-
rika). Darmed riknas den som en av
de allvarligaste virussjukdomarna p3
vixter. Det finns minst tvd kinda for-
mer av reversionsvirus som angriper
svarta vinbir: den vanliga europeiska
formen (E) och den allvarligare ryska
formen (R) som pétriffats i Skandi-
navien och Finland (Jones et al. 1998,
Lehto et al. 2004). Bida formerna ger
bladsymptom samt minskad behiring
och okad firg pid blomknopparna.
Den ryska formen ger dessutom okat
antal sepaler (fordubbling av antalet
hos blommorna) och in kraftigare
fargforindringar hos blomknopparna.
Polska torsok har visat att bida for-
merna, vid inokulering i filt, gav upp-
hov till 8090 % skérdeminskningar
efter 6 ir (Pluta & Zurawicz 2002).
Nya undersokningar har karakteri-
serat viruset som blackcurrant reversion
(BRV) tillhorande sliktet Nepo-
virus och familjen Comoviridae (Jones
& McGavin 2002). Det ir mycket
svart att kontrollera sjukdomen p3 ett
effektivt sitt eftersom den sprids ge-
nom mikroskopiska vinbirsgallkvalster
nir de suger niring inuti knopparna.

virus

Sjukdomssymptomen utvecklas ibland
snabbt men oftare ganska lingsamt vil-
ket kan gora det svart att med sikerhet
detektera virustorekomsten visuellt.

Resistensforddling

av svarta vinbar

Avsaknaden av resistenta sorter och
effektiv behandling mot gallkvalster 1
ekologisk odling har medfort att det
endast ir en liten del av svart vinbirs-
produktionen, bide i Sverige och ut-
omlands, som idag odlas ekologiskt.
Gallkvalstren (Figur 2) ir ett stort
problem 3ven 1 konventionell odling,
de eftektivaste
vixtskyddsmedlen nyligen forbjudits.

framforallt  sedan
Bista sittet att kontrollera gallkvalster
och reversion ir att utnyttja genetiskt
betingad resistens mot skadegOraren/
sjukdomen. Vixtforadling av vinbir
bide 1 Sverige och utomlands har
darfor under ling tid haft som mal
att kombinera resistens mot mjoldagg
med resistens mot gallkvalster och re-
version.

Sliktet Ribes bestar av ca 150 olika
arter och dterfinns i tempererade om-
riden i framforallt Europa och Nord-
amerika. Samtliga arter 4r diploida och

kan enkelt korsas, och ett flertal arter
har anvints som genkillor for olika
indamadl (Brennan 1990). Resistens
mot gallkvalster har t.ex. himtats frin
krusbar (Ribes uva-crispa). For att skapa
nya sorter med resistens mot rever-
sionsvirus har 1 stor utstrickning R.
dikuscha anvints (Brennan & Gordon
2002). Ett exempel pd en nyare re-
versionsresistent sort av svarta vinbar
som nu dven salufors 1 Sverige ar den
skotska sorten 'Ben Gairn’. Denna
sort dr tyvarr inte resistent mot gall-
kvalster vilket innebir att gallkvalster
kan angripa knopparna och dirmed
paverka bide blomning, kartsittning
och avkastning. "Ben Hope’ ir ytterli-
gare en skotsk sort som tidigare ansetts
vara gallkvalsterresistent. Resistensen
ir numera bruten vilket bland annat
framgitt av forsok pa Balsgird (Rum-
punen och Oberg, 2011).

Detektion av

reversionsvirus i svarta vinbar
Resistensforadlingen mot reversion 1
svarta vinbir skulle kunna effektivise-
ras om man kunde anvinda en ana-
lysmetod som gjorde det mojligt att
snabbt kvantifiera virus. Tidigare var
det en tidskrivande procedur att av-
gora ifall svarta vinbirsbuskarna var
smittade av viruset. Standardmetoden
for att detektera BRV 1 svarta vinbir
ir att ympa kvistar eller skott av test-
sorten pd en icke infekterad standard-
planta (t.ex. 'Ojebyn’ eller "Baldwin’
som far tydliga bladsymptom av BRV),
och direfter undersdka utvecklingen
av eventuella symptom hos de fram-
vixande skotten pd standardplantan
under tvi ars tid (OEPP/EPPO 2008).
Nya undersokningar har visat att virus
sprider sig olika snabbt i olika sorter
och att det dirfor kan krivas minst tre
ars studier! Eftersom BRV sprider sig
ojaimnt i vinbirsbusken rekommen-
deras dessutom att testa flera skott per
planta vilket gor att metoden bade tar
ling tid och blir dyr. Nya molekylira
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metoder som ir bade sikra och myck-
et kinsliga gor det emellertid mojligt
att pa ett fital dagar avgora om plan-
torna ir infekterade (Jones & McGa-
vin 2002, Dolan et al. 2011). Med
denna metod kan virus bade detekte-
ras och kvantifieras, si att virushalten
och dirmed mottagligheten for BRV
hos olika buskar kan mitas och jaimfo-
ras. Vi har satt upp, anpassat och testat
denna molekylira metod under 2007—
2010 bade 1 pagiende sortforsok och
1 vaxtsamlingar for att identifiera re-
sistenskillor med varaktig resistens for
framtida nyttjande 1 vixtforadlingen
av svarta vinbir pa Balsgird. Metoden
finns nu kommersiellt tillginglig hos
ScanBi Diagnostics AB och beskrivs
oversiktligt nedan.

RT-PCR-analys av reversionsvirus
Vid analys av reversionsvirus krivs ett
representativt prov av vixtmaterial
fran den planta som ska testas. Det gar
bra att analysera bade blad och knop-
par men ett prov bestiende av fem
vilande knoppar som samlas frin fem
olika kvistar har visat sig vara bide en-
kelt att hantera och representativt med
tanke pd eventuell variation i fOre-
komst av virus hos olika delar av plan-
tan. Knopparna kan forvaras svalt om
de ska analyseras inom en vecka eller
vid -80°C for senare analys. Det forsta
steget vid analys dr extraktion och re-
ning av RNA ur vixtmaterialet. Dir-
efter gors en omvind transkribering
av virus-RNA till en komplementir
DNA-straing genom att utnyttja PCR
(polymerase chain reaction = polyme-
ras kedjereaktion) och slumpmissiga
“primers”. Nista steg dr att detektera
och kvantifiera mingden virus vil-
ket gors genom RI-PCR (realtime-
PCR). Med hjilp av ett BRV-specifikt
“primer-par” och en BRV-specifik
“probe” amplifieras den komplemen-
tira DNA-stringen under ett cykliskt
PCR-forlopp. Mingden amplifierad
produkt kan direfter direkt mitas

Figur 2. Symptomen for gallkvalsterangrepp dr mycket tydliga pa svarta vinbarsbuskar under senvintern och ti-
dig var. Angripna knoppar sviller upp for att senare torka in. Dessa knoppar bor avligsnas sd fort de blir synliga
for att pa sd sitt minska spridningen av gallkvalster som bér pd reversionsviruset. Bilden visar angrepp pd sorten
"Storklas’. Denna sort dr extremt mottaglig bade for gallkvalster och reversionsvirus och bor dérfor ef planteras i
omrdden ddr gallkvalster forekommer. (Foto: Kimmo Rumpunen).

spektrofotometriskt via okad fluores-
cens.

Erfarenheter vid anvdandning av
RT-PCR-analys av reversionsvirus
i svarta vinbar

Drygt 100 selektioner och sorter har
hittills testats 1 sortforsdk och vixt-
samlingar pd Balsgird. Metoden har
visat sig vara bade effektiv och pilitlig
och potentiella resistenskillor mot re-
version har identifierats.

Vid bedomning av gallkvalster samt
analys av reversionsvirus 1 ett ekolo-
giskt sortforsok som planterats pa Bal-
sgard 2006 angreps de forsta buskarna
av gallkvalster 2009. Vid utvirdering
2010 var den nya skotska sorten 'Ben
Finlay’, den skotska selektionen SCRI
8944-13 och den ryska sorten "Poesia’
de enda sorterna som helt undgatt
angrepp (Tabell 1). Bide ’Ben Fin-
lay’ och SCRI 8944-13 har en kind
resistensgen mot gallkvalster (Ce-gen
frin krusbir, Brennan et al. 2009) men

huruvida samma giller for "Poesia’
ir okint. 'Poesia’ har 1 ett sortforsok
i Litauen ocksd undgitt gallkvalster-
angrepp (Sasnauskas et al. 2009) och
kan dirfor vara av intresse for vidare
utvirdering for sin motstindskraft
mot gallkvalster. Reversionsvirus de-
tekterades i en selektion vilket visar
att viruset kan spridas mycket snabbt
(eftersom det kunde detekterades re-
dan ar tv3 efter det forsta konstaterade
gallkvalsterangreppet). For att tillfor-
litligt kunna bedoma mottaglighet/
motstindskraft mot gallkvalster och
reversion hos sorterna i detta forsok
krivs ytterligare flera odlingssisonger.

En sort av svarta vinbir som befun-
nits vara extremt mottaglig bide for
gallkvalster och reversion 4r den vid
fritidsodling mycket populira sorten
”Storklas”. Sorten kan av dessa anled-
ningar ej rekommenderas for odling
— dtminstone inte i omridden dir gall-
kvalster forekommer.

RT-PCR-analys av BRV 1 vinbir
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har nyligen jamforts med standardme-
toden (skottympning) och befunnits
vara tillforlitlig nog for att anvindas
vid certifiering av svarta vinbirsplan-
tor inom EU (Dolan et al. 2011). Ef-
tersom svarta vinbiar kan angripas av
flera olika virus som paverkar tillvixt
och avkastning, varav reversion ir det
allvarligaste, bor forokningsmaterial av
vinbir alltid vara certifierat.
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