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1ZVLECEK

Predstavljeni so podatki o pojavljanju fitoplazem povzrociteljic metlicavosti jablan (apple
proliferation - Candidatus Phytoplasma mali) in odmiranja hrusk (pear decline -
Candidatus Phytoplasma pyri) v drevesnicah in mati¢nih nasadih, ugotovljeni pri delu
fitosanitarne inSpekcije v obdobju od leta 2000 do 2008. Da bi ugotovili fitosanitarni status
razmnoZzevalnega materiala je bilo v drevesnicah in mati¢nih nasadih odvzetih veliko vzorcev,
ki so jih analizirali z uporabo razli€nih molekulskih PCR detekcijskih metod. Rezultati
kazejo na konstantno zastopanost obeh fitoplazem v razmnozevalnem materialu. Pomembno
je, da pridelujemo in sadimo neokuzene sadike, da s tem zmanjSamo na minimum zacetni
inokulum povzrociteljev bolezni v sadovnjakih, ker so populacije vektorjev velike in ker je
uspesnost zatiranja vektorjev v Sloveniji pogosto premalo ucinkovita.

Klju¢ne besede: Candidatus phytoplasma mali, Candidatus phytoplasma pyri, fitosanitarni
ukrepi, jablana, hruska

ABSTRACT

RESULTS OF SURVEILLANCE OF OCCURRENCE OF AP (CANDIDATUS
PHYTOPLASMA MALI) IN PD (CANDIDATUS PHYTOPLASMA PYRI) PHYTOPLASMA IN
SLOVENIA

Data on occurrence of apple proliferation disease (c.o. Candidatus Phytoplasma mali) and
pear decline disease (c.0. Candidatus Phytoplasma pyri) in nurseries and plantations of
mother trees, carried out by phytosanitary inspection services are presented for the period
from 2000 to 2008. Many samples were taken in nurseries and plantations of mother trees
and were subjected to different molecular detection PCR methods to evaluate the presence
of phytoplasma and the phytosanitary status of propagation material. Results show constant
presence of both phytoplasmas on propagation material. It is very important to produce and
to plant healthy stocks to minimize the starting inoculum of phytoplasma at planting of new
orchards, since vector populations in Slovenia are big and their control is usually not
sufficient.

Key words: apple, Candidatus phytoplasma mali, Candidatus phytoplasma pyri,
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1 UvOD

Povzrociteljici fitoplazmoz metli¢avosti jablan (v nadaljevanju AP — Apple proliferation —
Candidatus phytoplasma mali) in odmiranja hrusk fitoplazma (v nadaljevanju PD — Pear
decline — Candidatus phytoplasma pyri) sta nadzorovana Skodljiva organizma s seznama
ILA.Il iz priloge I, del A Direktive Sveta st. 2000/29/ES in liste karantenskih Skodljivih
organizmov A2 organizacije EPPO. Obe fitoplazmi sta uvrs€eni v skupino fitoplazem apple
proliferation. Glavna gostiteljska rastlina AP je jablana (Malus domestica Borkh.), medtem ko
je gospodarsko najpomembnejsa gostiteljska rastina PD hruska (Pyrus communis L.). Posebej
nevarni sta zato, ker povzrocata velike izgube pridelkov in ker se ju s kemicnimi in
biocidnimi sredstvi ne da zatirati. Proti njima se lahko borimo le s preventivnimi ukrepi.
Skode, ki jih povzro¢ata so velike in trajne. V primeru okuzb s PD navadno delno ali
popolnoma propadajo okuzena hruSeva drevesa, medtem, ko se pri jablanah okuzenih z AP
sooCamo predvsem z veliki izgubami kakovosti pridelka, drevje pa ne propada.

Na osnovi vizualnih opaZanj znakov okuzb sumimo, da se v Sloveniji PD vedno pogosteje
pojavlja ze od sedemdesetih let naprej (Vrabl, 1981; Macek, 1986). Z laboratorijskimi
postopki je bila potrjena PD v Sloveniji leta 2000 (Seljak in Petrovi¢, 2001). AP smo v
Sloveniji prvi¢ uradno potrdili leta 1985 (Sari¢ in Cvjetkovié, 1985) v okolici Ormoza, kjer je
bilo v 10 ha sadovnjaku jablan sorte 'Rdeci deliSes' najdenih 70 % dreves z znacilnimi
znamenji. Od tedaj naprej domnevamo, da sta obe fitoplazmi v Sloveniji trajno zastopani.
PrenaSata se z razmnozevalnim in sadilnim materialom (s cepljenjem) ter naravnimi
prenasalci iz skupine bolSic rodu Cacopsylla (Homoptera: Psyllidae) na persistenten nacin
(Purcel, 1982). Obstaja velika verjetnost, da je mogo¢ tudi prenos preko koreninskega
sistema med sosednjimi gostiteljskimi drevesi, zlasti v primeru okuzb z AP (Les$nik s sod.,
2008). PrenaSalci fitoplazem iz skupine metliCavost jablan, so tako glede mehanizmov
prenosa in glede gostiteljskih rastlin, vrstno specializirani (Carraro s sod. 2001; Osler in
Ermacora, 2003). V primeru AP so kot naravni prenasalci ugotovljene bolSice Cacopsylla
melanoneura in Cacopsylla costalis, v primeru PD pa je v na$ih krajih najpomembnejsa
Cacopsylla pyri, medtem ko je Cacopsylla pyricola v nasih razmerah manj pomemben
prenasalec PD, ker se pojavlja pogosto. Z ekolosko in integrirano pridelavo sadja se
povecujejo populacije naravnih prenaSalcev, kar poveCuje naravno Sirjenje fitoplazem.
Rastline so le sekundarni in slucajni gostitelji fitoplazem, primarni gostitelji so bolSice. S
staliS€a fitosanitarne kontrole je pomembno stalno nadziranje pridelave sadilnega in
razmnozevalnega materiala v drevesnicah, mati¢nih nasadih in zarodi$¢ih podlag. V primeru
najdb okuzenih rastlin pa je potrebno hitro in u€inkovito odrejanje fitosanitarnih ukrepov.
Vzoréenje v objektih za pridelavo sadilnega in razmnoZevalnega materiala sadnih rastlin za
izvajanje laboratorijskih testov je eden od preventivnih ukrepov za preprecevanje Sirjenja
obeh fitoplazem.

2 MATERIAL IN METODE DELA

Fitosanitarna inSpekcija pri rednih zdravstvenih pregledih objektov pridelave sadilnega in
razmnozevalnega materiala in pooblas€eni uradni pregledniki v postopku uradnega
potrijevanja opravljamo zdravstvene preglede v drevesnicah, mati¢nih nasadih in zarodiscih
podlag (v nadaljevanju mesta pridelave) s pripadajo€imi varovalnimi pasovi. InSpekcija
opravlja preglede v objektih sadnih rastlin vzgojne stopnje standard, pooblad¢eni pregledniki
(KIS) pa v objektih pridelave sadnih rastlin vzgojne stopnje osnovni I, Il in certificirano.
Preglede rodnih nasadov in vrtov s sadnimi rastlinami se izvaja v primeru prijav strank o
sumu na okuzbe. Pri pregledih opazujemo drevesa in sadike na pojav znacCilnih znamen;
okuzbe (metlice, rozetavost, povecani prilisti¢i, rdecenje, spremembe listnih robov...).Vzorce
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za laboratorijsko testiranje se odvzame, ¢e se opazijo znamenja okuzbe z nadzemnih delov
rastlin (poganjki) ali pa korenine v primeru vzoréenja na latentne okuzbe. Po posebnih
zahtevah s seznama IV.A.ll. (posebne zahteve v notranjosti in pri uvozu) Direktive Sveta §t.
2000/29/ES je predpisano testiranje na pojav AP z indikatorskimi rastlinami. Doloc€ila
omenjenega predpisa so glede testiranj zastarela, saj so zdaj razvite Ze mnogo bolj
obCutljive in hitrejSe uradno potrjene laboratorijske detekcijske metode (npr. razli¢ne
molekularne metode kot je PCR), ki se pri laboratorijskih testih zdaj redno uporabljajo.
Najprimernejsi ¢as za vzorCenje je oktober in november, pred odpadanjem listja, ko so
koncentracije fitoplazem v nadzemnem delu dreves najvecje. Vzorce se poSilia v
laboratorijsko analizo na NIB, kjer vzorce testirajo z ELISA in/ali molekulskimi PCR testi.
Mesta pridelave z gostiteljskimi rastlinami AP in PD indpektorji in pregledniki pregledamo
dvakrat letno, drugi pregled v Casu jeseni je za opazovanje znacCilnih znamenj obeh
fitoplazmoz bolj ugoden, saj so znamenja bolj izrazita v jesenskem €asu pred odpadanjem
listja.

3 REZULTATI IN RAZPRAVA

Stevilo vzorcev po letih se z izjemo leta 2000, ki je bilo zaetno leto sistemati¢nega
vzorcenja in leta 2001, ko je bila izvedena S§irSa akcija vzorCenja zaradi preverjanja pojava in
razSirjenosti AP, bistveno ne razlikuje.

3.1 Rezultati in razprava glede analize pogostosti okuzb z AP fitoplazmo

Preglednica 1: Stevilo odvzetih in z laboratorijskimi testi dokazano okuzenih vzorcev z AP za obdobje 2000-
2008

Stevilo odvzetih vzorcev 2000-2008

Leta 2000 | 2001 | 2002 | 2003 | 2004 | 2005 | 2006 2007 2008 Skupaj
Proizvodni 14 0 0 0 0 5 2 3 1 25
nasadi
Mesta 7 106 82 54 56 60 56 67 53 541
pridelave
Skupayj 21 106 82 54 56 65 58 70 54 566

Stevilo in odstotek pozitivnih vzorcev 2000-2008

Proizvodni 13 0 0 0 0 0 0 0 1 14
nasadi
Mesta 6 10 6 9 9 2 2 9 7 60
pridelave
Skupaj 19 10 6 9 9 2 2 9 8 74

(90,5%)| (9,4%) | (7,3%) [(16,7%)|(16,1%)| 3,1%)| (3,4%) [12,5%)| (14,8%) | (13,1%)

Po oceni je vsaj polovica vzorcev bila odvzeta za testiranje na latentne okuzbe. Pri oceni
razmerja med skupnim Stevilom odvzetih in pozitivnih vzorcev je to dejstvo potrebno
upostevati. Opazamo, da obstaja zelo visoka korelacija med pozitivnimi rezultati (potrjena
okuzba) in pojavom znamenj okuzbe na drevesih ali sadikah. Tako da z natancno opravljenim
pregledom lahko najdemo okuzena drevesa z razvitimi znamenji v visokem odstotku
(optimisti¢na ocena tudi do 80 %). Z vzorenjem na latentne okuzbe (ni vizualnih znamen;)
lahko le naklju¢no najdemo latentno okuzene rastline. V obdobju 2000-2008 je bilo 74
analiziranih vzorcev od skupno 566 odvzetih pozitivnih kar znasa 13 %. OkuZbe so bile
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najdene na mestih pridelave sadilnega in razmnozevalnega materiala vzgojne stopnje
standard ter v rodnih nasadih in vrtovih. V nasadih certificiranih sadik, maticnem nasadu
osnovne [ stopnje in zarodis¢ih podlag osnovni I stopnje in II stopnje, prisotnost AP ni bila
potrjena. Okuzbe so bile potrjene po obmocju celotne Slovenije razprSeno v odvisnosti od
mest pridelave.

3.2 Rezultati in razprava glede analize pogostosti okuzb z AP fitoplazmo

Izpreglednice 2 je razvidno, da je Stevilo odvzetih vzorcev ne glede na leto odvzema vecje na
mestih pridelave razmnoZevalnega materiala, saj je izvajanje nadzora bolj pomembno pri
sadilnem in razmnoZevalnem materialu, kot v rodnih nasadih in vrtovih.

Preglednica 2: Stevilo odvzetih in z laboratorijskimi testi dokazano okuZenih vzorcev s PD
za obdobje 2004-2008

Stevilo odvzetih vzorcev 2004-2008

Leta 2004 2005 2006 2007 2008 Skupaj
Cslvedinl 12 4 4 2 5 27
nasadi-vrtovi
Mesta
R T - 30 29 17 34 27 137
Skupaj 42 33 21 36 32 164
Stevilo in odstotek pozitivnih vzorcev 2004-2008
Leta 2004 2005 2006 2007 2008 Skupaj
Proizvodni
nasadi- vrtovi 10 2 3 2 1 18
Mesta
pridelave 10 13 5 3 9 40
Skupaj 20 15 8 5 10 58

47,6%) | 454%) | 381%) | 13,9%) | (31,2%) | (35.3%)

Vzorci so bili odvzeti veCinoma na sadilnem in razmnoZevalnem materialu hrusk kategorije
standard. V povprec¢ju od leta 2004 do 2008 je bilo pozitivnih 35 % vzorcev od skupno
odvzetih 164. Vzorci so bili odvzeti za laboratorijsko testiranje ob sumu na pojav AP in le v
redkih primerih na latentne okuzbe. Zaradi tega je tudi odstotek okuzenih vzorcev vecji kot
pri testiranjih na AP. Tudi pri PD opaZamo, da se okuZzbe pojavljajo po celotni Sloveniji v
odvisnosti od lokacij rastiS¢ hruske. Problem pri prepreCevanju Sirjenja je pojav naravnih
prenaSalcev, pri katerih se razvija odpornost na fitofarmacevtska sredstva in pomanjkanje
sredstev za zatiranje v primeru ekoloske in integrirane pridelave. Pri izvajanju vzorcenj v
drevesnicah opazamo na sadikah znacilna znamenja za okuzbo s PD, vendar laboratorijski
testi okuzbe vedno ne potrdijo. Sadike imajo lahko podobna znamenja v primeru drugih
fizioloskih motenj, kot so slabo zrasla mesta med podlago in cepi¢em, prevezana sadika s
stisnjenimi prevodnimi cevmi, inkompatibilnost med podlago in cepi¢em, neustrezna reakcija
tal in podobno, ki u¢inkujejo na podoben nacin kot motnje zaradi okuzbe s PD.

Obseg pojavljanja PD fitoplazme v Sloveniji ni povsem dokumentiran. Glede na vizualna
opazovanja v naravi se zdi, da je fitoplazma veliko bolj razSirjena, kot kazejo rezultati
vzorcenja in testiranja (Lesnik, 2008).
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Lahko recemo, da je obseg nadzora razmnozevalnega materiala v pogledu odkrivanja okuzb
in zagotavljanja ustrezne kakovosti zadovoljiv. S tega staliS¢a izvajamo ustrezne ukrepe za
omejevanje Sirjenja AP in PD. Stopnje okuzenosti nasadov so dokaj visoke, kljub temu, da
sadimo kakovosten sadilni material. Pri praktiénem delu ugotavljamo, da zelo verjetno nismo
dovolj ucinkoviti pri omejevanju populacij vektorjev. Pri AP je potrebno najvecjo pozornost
nameniti populacijam vrste C. melanoneura. Ta bolSica se iz gozdov seli v nasade Ze zgodaj
spomladi v zaCetku marca, to je bolj zgodaj, kot zacnemo s Skropilno sezono pri jablanah.
Osnovno strokovno vprasSanje v zvezi z zatiranjem bolSic je, kako Siroko je zatiralno okno?
Po navedbah iz starejSe literature bolSice v trenutku, ko se preselijo iz gozdov Se niso
sposobne prenaSati AP fitoplazme, kljub temu, da jo lahko imajo v hemolimfi Se iz jesenskega
obdobja prejsnjega leta (Frisinghelli s sod., 2000; Carraro s sod., 2001; Tedeschi s sod., 2002,
2003; Seemiiller s sod. 2003, Jarausch s sod., 2003, 2004). Nekaj ¢asa se morajo hraniti
(akvizicijsko in celacijsko obdobje) in Sele nato, ko se tudi floemi dreves aktivirajo, lahko
prenaSajo fitoplazmo. Danes nekateri teh ugotovitev ne podpirajo ve¢ popolnoma in puséajo
tudi moznost, da lahko bolSice v dolo¢enem obsegu prenasajo AP fitoplazmo takoj, ko se
preselijo (Jarausch s sod., 2007; Carraro s sod., 2007, Tedeshi in Alma, 2007; Pedrazzoli s.
sod., 2007). Ce to drzi tudi za naSe razmere, je potrebno biti previden in opraviti dvoje
nanosov insekticidov proti njim. Enega v zaetnem obdobju preleta in Se enega pozneje ob
klasi¢nem predspomladanskem Skropljenju. Taksna taktika, je Se posebej priporocljiva za
objekte pridelave razmnozevalnega materiala.

Pri PD so razmere glede zatiranje vektorjev $e bistveno teZje, saj je vektor (C. pyri) sposoben
prenaSati PD fitoplazmo vecji del rastne dobe (vsaj 9 mesecev). Med rastno dobo je potrebno
pri izbiri insekticidov upoStevati vse integrirane strategije za upocasnjevanje pojavov
odpornosti na insekticide. Eden od dodatnih ukrepov je tudi uporaba insekticidov pred
zimskim mirovanjem. S tem in zgodnjo spomladansko uporabo insekticidov zmanjSamo
moznost zgodnjih spomladanskih reinfekcij dreves. Pri hruskah cepljenih na kutino ima obseg
spomladanskih reinfekcij z bolSicami zelo velik vpliv na stopnjo izrazanja bolezenskih
znamenj. Morda je bolje ve¢ insekticidov uporabiti zgodaj spomladi in jeseni, kot pa med
letom.

4 SKLEPI

Glede na rezultate opravljenih pregledov za obdobje 2000-2008 lahko trdimo, da sta obe
fitoplazmi AP in PD trajno zastopani na obmocjih ugodnih za pridelavo sadnih gostiteljskih
rastlin v Sloveniji. Na mestih pridelave sadilnega in razmnozevalnega materiala vzgojne
stopnje standard sta zastopani in nadzorovani, ukrepi zatiranja se redno izvajajo. V objektih
za pridelavo sadilnega in razmnozevalnega materiala vzgojne stopnje certificirano in osnovni
maticni nasadi, Se niso bile potrjene, kljub vsakoletnim laboratorijskim testom in vizualnim
pregledom, kar kaze na ustrezno kakovost certificiranega razmnozevalnega materiala.
Zavedati se moramo, da sajenje sicer zdravih neokuZzenih sadik ne da rezultatov, ¢e jih sadimo
v okolje, kjer je velik vektorski kuznostni potencial, zaradi katerega so lahko nasi nasadi
latentno okuZzeni in kot taki, ne nudijo podlage za ekonomsko uspesno pridelovanje sadja.
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