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IZVLECEK

Fitoplazme, najmanj§i znani celi¢ni organizmi, naseljene v sitastih ceveh floema povzrocajo
ved sto gospodarsko pomembnih bolezni rastlin, ki se prenasajo z Zuzel¢jimi vektorji in
vegetativiim razmnoZevanjem. Sadno drevje iz druZine roZnic v Evropi resno ogroZajo
fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan (skupina 16SrX), v katero spadajo fitoplazme
metli¢avosti jablan (apple proliferation, AP), leptonekroze kos€iCarjev (european stone fruit
yellows, ESFY) in propadanja hrusk (pear decline, PD). Nadzor fitoplazemskih obolenj
sadnega drevja temelji na vizualnih zdravstvenih pregledih gostiteljskih rastlin in potrditvenih
laboratorijskih testih, ki pa so v primerih zakasnelega izraZanja znamenj na sadilnem
materialu ter latentnih okuZb nekaterih sort tudi edini na€in odkrivanja. V zvezi s tem bomo
izpostavili teZave, ki nastopajo pri odkrivanju bolezenskih znamenj in diagnostiki obolenj.
Nedavno smo odkrili fitoplazme tudi v koreninah &eSenj, kar je v lu€i novih spoznanj o
poteku fitoplazemskih bolezni morebiti povezano z njihovim propadanjem v zadnjih letih.
Predstavili bomo zbrane podatke o zastopanosti posameznih fitoplazem na sadnem drevju v
Sloveniji.

Kljuéne besede: detekcija, fitoplazme, leptonekroza, metliavost, sadno drevje
ABSTRACT
FRUIT TREE PHYTOPLASMAS

Phytoplasmas are uncultivable, wall-less and the smallest known cellular organisms related to
Gram positive bacteria. They live exclusively in the sieve tubes of their plant hosts and cause
several hundred important vector-borne and graft-transmissible plant diseases. In Europe, fruit
trees of Rosaceae family are seriously affected by phytoplasmas of apple proliferation group
(16SrX group), which include apple proliferation (AP), european stone fruit yellows (ESFY)
and pear decline (PD) phytoplasma. The control of these quarantine diseases is based on
prompt removal of infected plants in nurseries and orchards. Advantages and drawbacks of
visual and laboratory detection will be put forward in particular regarding latent infections
and delayed symptom expression in nursery stocks. Since we have recently detected
phytoplasmas in cherry trees the possibility of phytoplasma aetiology of cherry tree decline
observed in recent years will be discussed. Current data of fruit tree phytoplasma occurrence
in Slovenia will be presented.
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1. UVOD

Fitoplazme, majhne bakterije brez celiéne stene, povzrodajo veg sto bolezni rastlin (Seemiiller
s sod., 2002). Zivijo v sitastih ceveh floema in se prenaajo z ZuZel&jimi prenaSalci in
vegetativnim razmnozevanjem. Sadno drevje iz druZine roZnic v Evropi resno ogroZajo
fitoplazme iz skupine metliCavosti jablan (16SrX), to so fitoplazme metliavosti jablan (apple
proliferation, AP), leptonekroze ko$¢iCarjev (european stome fruit yellows, ESFY) in
propadanja hrusk (pear decline, PD), ki so uvr§¢ene na A2 listo EPPO in na seznam [/A2
karantenskih $kodljivih organizmov v Evropski skupnosti. Zastopanost fitoplazem sadnega
drevja in njenih prenadalcev v Sloveniji predstavlja nevarnost za §irjenje teh bolezni (Seljak in
Petrovi¢, 2000). V zadnjih letih smo uvedli potrditvene laboratorijske teste, ki temeljijo na
molekularno bioloskih metodah vgnezdene verizne reakcije s polimerazo (nested PCR) ter
polimorfizmu dolZin restrikcijskih fragmentov (RFLP), za dolofanje AP pa je na voljo tudi
serolodki ELISA test (Brzin s sod., 2001). Za uspefen nadzor fitoplazemskih obolenj je
bistveno odkrivanje prikritih (latentnih) okuZb predvsem sadilnega materiala, ki temelji na
poznavanju tolerantnih sort in laboratorijskem testiranju korenin (Brzin s sod., 2003a; Brzin s
sod., 2003b). Predstavili bomo zbrane podatke o zastopanosti posameznih fitoplazem na
sadnem drevju v Sloveniji ter nekatere rezultate, ki kaZejo na moZnost povezave med
fitoplazmami in propadanjem ¢e$enj na Primorskem v zadnjih letih.

2. MATERIAL IN METODE

V letih od 2000 do 2004 so bila vzoréena drevesa jablan, hrusk in razli¢nih koi¢icarjev z
znamenji fitoplazemskih obolenj iz razliénih predelov Slovenije (Preglednica 1). Za analize
latentnih okuzb smo vzoréili evropske sorte sliv in mirabolane brez znadilnih znamen;j
bolezni. Vzor€ili smo poganjke iz razli€nih delov krosnje v ¢asu od julija do septembra in za
odkrivanje latentnih okuZb korenine oziroma koreninske poganjke tekom celega leta. Za
dolo¢anje AP smo v primerih ve¢jega Stevila vzorcev pred molekularno bioloskimi testi kot
presejalni test uporabili serolo§ki ELISA test (Brzin s sod., 2003b). Za molekularno biologke
analize smo izolirali celokupno DNA iz listnih Zil po predhodnem koncentriranju fitoplazem z
diferencialnim centrifugiranjem (Ahrens in Seemiiller 1992) in iz korenin ali lubja po
prirejenem postopku kot v Brzin s sod. (2003). DNA fitoplazem sadnega drevja smo testirali
z ugnezdeno veriZno reakcijo s polimerazo (nested PCR). V prvi PCR reakciji smo uporabili
univerzalni par oligonukleotidnih zacetnikov P1/P7 (Seemiiller s sod., 1996), ki pomnoZuje
DNA wvseh tipov fitoplazem. Produkte prve reakcije smo 100-krat red¢ili v vodi in
pomnoZevali v drugi reakciji z uporabo oligonukleotidnih zagetnikov f01/r01, ki so specifi¢ni
za fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan (Lorenz s sod., 1995). V letu 2004 smo vzorce, ki
so kazali znamenja bolezni in so bili negativni na fitoplazme sadnega drevja, analizirali z
dodatno ugnezdeno PCR, kjer smo v drugi reakciji uporabili univerzalne oligonukleotidne
zaletnike U3/US (Seemiiller s sod., 1996). Identiteto fitoplazem smo ugotovili z analizo
dolZin restrikcijskih fragmentov (RFLP; Seemiiller s sod., 1996) po obdelavi PCR produktov
z encimoma Ssp I (Roche Diagnostics, Nemcija) in Bsad I (New England Biolabs, VB).
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3. REZULTATI IN RAZPRAVA

Fitoplazmo AP smo potrdili na obmogju Ljubljane, Celja in Maribora (Preglednica 1), vendar
je razsirjenost zelo verjetno §irSa. Odkrivanje metli¢avosti praviloma ni problematicno, ker so
znamenja bolezni, za razliko od PD in ESFY, zelo znalilna. Prav tako ni tezavno
laboratorijsko potrjevanje, saj v poganjkih praviloma ni tezav z inhibitorji PCR, ki bi ovirali
molekularno biologke teste, poleg tega pa je na razpolago tudi seroloski ELISA test. Kljub
znacilnim znamenjem metliGavosti pa se lahko pojavljajo na mladem sadilnem materialu
(Lesnik s sod., 2005) ali v primeru t.i. »ozdravitve« (recovery, Osler s sod., 2001) latentne
okuzbe, ki jih je mogoée odkriti le z laboratorijskimi testi. »Ozdravitev« se pojavlja pri
starejdih drevesih, na katerih ni vidnih znamenj bolezni, fitoplazme pa se praviloma nahajajo
le v koreninah.

»Ozdravitev« matiénih dreves, ki se uporabljajo za podlage, lahko predstavlja nacin Sirjenja
bolezni s sadilnim materialom, kar bi bilo v prihodnje smiselno preveriti z laboratorijskimi
analizami korenin.

Fitoplazmo PD smo potrdili v ve&ini obmo¢ij Slovenije (Preglednica 1). Znamenja propadanja
hrugk, kot je pred¢asno in moéno rdedenje listov ter zavrta rast, so lahko posledica razli¢nih
dejavnikov, zato je laboratorijsko potrjevanje PD nepogresljivo. Najprimernej§i ¢as za
vzordenje je pozno poletje in jesen, ko so znamenja najznacilnejSa, vendar so poganjki v
pozni jeseni lahko problematiéni zaradi inhibitorjev PCR.

Fitoplazmo ESFY smo prav tako potrdili v vzorcih iz skoraj vseh obmocij Slovenije
(Preglednica 1). Zaradi prisotnosti inhibitorjev PCR je problemati¢no testiranje v pozni jeseni
(oktobra), saj ESFY v nekaterih vzorcih dreves z znailnimi znamenji z molekularno
biologkimi metodami nismo uspeli potrditi, kijub temu da so bile ugotovljene fitoplazme z
nespecifiéno mikroskopsko metodo barvanja DNA z barvilom DAPL Leptonekroza, poleg
marelic in breskev, prizadene predvsem slive kitajsko japonskega izvora, medtem ko so slive
evropskega izvora in mirabolane tolerantne (Carraro s sod., 1998). Slednje so kot podlage
lahko vir okuzbe z ESFY, kar lahko zanesljivo odkrivamo le z laboratorijskimi analizami
korenin ali koreninskih poganjkov. Na obmogjih z motnim pritiskom ESFY je sajenje
tolerantnih sort, npr. domace ¢edplje, tudi edini nadin omejevanja bolezni. Fitoplazma ESFY
naseljuje tudi okrasne in divje vrste rodu Prunus, zato je le-te potrebno upostevati kot moZen
rezervoar bolezni (Carraro s sod., 2002; Brzin s sod., 2003a).

Cetnje in visnje naj bi bile na ESFY odporne, saj do okuzb pride le redko in dreves ne
prizadenejo moéno. Fitoplazme iz skupine metliavosti smo potrdili le v enem vzorcu
poganjka &e¥nje z znamenji kloroze in zvijanja listov. V zadnjih letih opaZamo propadanje
geSenj in visenj na Primorskem, katerega vzrok ni znan. Poganjki spomladi ob cvetenju
popolnoma uvenejo, verjetno zaradi maSenja prevodnih elementov nad mestom cepljenja, saj
je les na tem mestu mo¢no porjavel. Zanimivo je, da smo spomladi 2004 v vzorcih korenin
GeSenj s §ibkimi znamenji venenja po dodatnem &is¢enju DNA z molekularno bioloskimi
metodami potrdili fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan (podatki niso prikazani). Prav
tako smo v koreninah opazili fitoplazme z mikroskopsko metodo barvanja z DAPL. V floemu
korenin in poganjkov smo opazili e fluorescenco, znacilno za monomerne fenolne snovi,
katerih kopienje in polimerizacija v floemu spremlja zna&ilno znamenje fitoplazemskih
obolenj - nekroze floema (Brzin, 2004). Sklepamo, da so nekroze floema, ki smo jih opazili v
poganjkih, posledica transporta fenolnih snovi iz korenin, kjer nastanejo kot odziv na okuzbo
s fitoplazmami. Fenolne snovi smo v koreninah opazili tudi v ksilemu, zato bi njihova
polimerizacija nad mestom cepljenja lahko prekinila oskrbo z vodo in s tem povzro€ila
venenje. Dosedanji rezultati torej dopusajo domnevo, da se spomladi, morebiti zaradi
dejavnikov okolja kot je npr. susa v predhodni sezoni, fitoplazme razmnoZijo v koreninah
sicer odpornih &efenj. Odziv rastline, ki vkljutuje mo&no produkcijo fenolnih snovi, omeji
okuZbo in hkrati prizadene prevodni sistem dreves.
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Preglednica 1. Rezultati laboratorijskih testiranj sadnega drevja iz razlicnih obmocdij
Slovenije na fitoplazme metliavosti jablan (AP), propadanja hrusk (PD) in leptonekroze
koscicarjev (ESFY) v letih 2000 do 2004. Vzoréeno je bilo drevje z bolj ali manj izrazitimi
znamenji fitoplazemskih obolenj in z ugnezdeno verizno reakeijo s polimerazo (nested PCR)
testirano na fitoplazme sadnega drevja. Z analizo polimorfizma dolZin restrikcijskih
fragmentov (RFLP) je bil praviloma potrjen tudi tip fitoplazme.

Table 1. Results of laboratory analyses of fruit trees in Slovenia on apple proliferation (AP),
pear decline (PD) and European stone fruit yellows (ESFY) phytoplasmas in the period from
2000 to 2004. Samples from trees with more or less typical symptoms were tested with nested
PCR for the presence of fruit tree phytoplasmas (apple proliferation group). Phytoplasma type
was in most cases identified with restriction fragment length polymorphism (RFLP).

Obmotje* AP l PD l ESFY**
(§tevilo vseh vzorcev / §tevilo pozitivnih vzorcev)

Nova Gorica 1/0 25/17 146 /102
Koper / / 35/16
Kranj / / /
Ljubljana 5/4 13/2 2/1
Novo mesto 8/0 1/0 3/1
Celje 124 /23 17/4 14/4
Maribor 57/3 3/3 7/3
Murska Sobota 3/0 7/4 2/2
Slovenija skupaj 198 /40 66 /30 199 /129

* po enotah InSpektorata RS za kmetijstvo, gozdarstvo in hrano

** testirane slive, mirabolane, breskve, marelice, ¢ednje, ¢rni trn in lovorikovec

4. SKLEPI

e Vse tri fitoplazme sadnega drevja so v Sloveniji dokaj razsirjene.

e  ZauspeSen nadzor fitoplazem sadnega drevija je bistveno odkrivanje latentnih okuZzb.

e  Na obmodjih z moénim pritiskom ESFY je priporo¢ljivo uvajanje tolerantnih sort.

¢  Propadanje ¢esenj na Primorskem bi lahko bilo povezano s fitoplazmami v koreninah.

5.ZAHVALA

Zahvaljujemo se in§pektorjem Fitosanitarne inspekcije InSpektorata RS za kmetijstvo,
gozdarstvo in hrano ter vsem ostalim, ki so sodelovali pri vzoréenju. Raziskave so potekale v
okviru projektov CRP (Ministrstvo za kmetijstvo, gozdarstvo in prehrano (MKGP) in
Ministrstvo za Solstvo, znanost in §port Republike Slovenije), PHARE (European Community
External Aid), bilateralnega projekta med Slovenijo in Italijo ter strokovnih nalog MKGP.
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