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IZVLECEK

Metlitavost jablan (Apple proliferation, AP), propadanje hrusk (Pear decline, PD) in
leptonekroza kosticarjev (European stone fruit yellows, ESFY) so nevarna fitoplazem-
ska obolenja sadnega drevja, ki v posameznih obmocjih Evrope Ze resno ogroZajo
pridelavo sadja. V zadnjih letih na osnovi vizualnih pregledov sadovnjakov porocajo
o povedani zastopanosti in girjenju teh obolenj v Sloveniji. Uvedli smo molekularno
biologke in serologke metode za hitro in zanesljivo odkrivanje fitoplazem na sadnem
drevju. V letu 2000 smo na izbranih lokacijah v Sloveniji z omenjenimi metodami
analizirali 48 sadnih dreves ter nekatere potencialne ZuZeltje prenasalce. Rezultati
laboratorijskih testiranj so potrdili sum na obstoj vseh treh fitoplazem sadnega drevija
v Sloveniji.

Kljuéne besede: detekcija, ELISA, fitoplazme, PCR, RFLP, sadno drevje

ABSTRACT

FIRST RESULTS ON LABORATORY ANALYSES
OF PHYTOPLASMAS ON FRUIT TREES

In Europe, all rosaceous fruit trees are severely affected by diseases caused by phyto-
plasmas. Recently, progress of these diseases in Slovenia is reported based on visual
assessments of symptoms. For the routine detection of fruit tree phytoplasmas new
sensitive and specific molecular and serological methods were introduced. The pres-

tuniv. dipl. biol., SI-1000 Ljubljana, Vetna pot 111

¢ dr. biol. znan., SI-1000 Ljubljana, prav tam

* mag., dipl. ing. kmet., SI-5000 Nova Gorica, Primorska 18
“red. prof., Vialle delle Science 208, I-33100 Udine, Italy

> dr., raziskovalni doktorand, prav tam

*red. prof., prav tam

*dr., raziskovalec, prav tam

*dipl. ing. kmet., prav tam

" zasl. prof., prav tam

¥ prof. dr. biol. znan., SI-1000 Ljubljana, Vetna pot 111



Zbornik predavanj in referatov 5. slovenskega posvetovanja o varstvu rastlin

ence of Apple proliferation (AP), Pear decline (PD) and European stone fruit yellows
(ESFY) phytoplasmas was tested in 48 fruit trees from different regions in Slovenia.
The results confirmed the presence of all three fruit tree phytoplasma.

Key words: detection, ELISA, fruit tree, PCR, phytoplasma, RFLP

1. UVOD

Fitoplazme so majhne bakterije brez celitne stene, ki Zivijo le v floemskih celicah
rastlinskih gostiteljev. Povzrodajo neozdravljiva obolenja rastlin, ki se prenasajo z
zuzel¢jimi vektorji in cepljenjem. Metlicavost jablan (Apple proliferation, AP),
propadanje hrusk (Pear decline, PD) in leptonekroza kos¢icarjev (European stone fruit
vellows, ESFY) so nevarna fitoplazemska obolenja sadnega drevija, ki v posameznih
obmogjih Evrope Ze resno ogroZajo pridelavo sadja (Osler s sod., 1999). Fitoplazme AP,
PD in ESFY so sorodne fitoplazme iz skupine metli¢avosti jablan (Apple proliferation
group) (Seemiiller s sod., 1994). Vse tri so na evropski karantenski listi A2. V Sloveniji
sta AP in PD na A2 in ESFY na A1 listi. V zadnjih letih na osnovi vizualnih pregledov
sadovnjakov porotajo o povecani zastopanosti in Sirjenju teh obolenj v Sloveniji
(Seljak in Petrovi¢, 2000). Zanesljiva potrditev bolezenskih povzrotiteljev je mozna le
z laboratorijskimi analizami, ki so bile dosedaj opravljene v zelo omejenem obsegu v
tujini. V zadnjih dveh letih smo zato na Oddelku za rastlinsko fiziologijo in
biotehnologijo NIB, v Centru Planta, ob pomoti laboratorija Univerze Udine, Italija ter
ob sodelovanju s Kmetijsko veterinarskim zavodom Nova Gorica, uvedli laboratorijske
postopke za rutinsko odkrivanje fitoplazem na sadnem drevju. Z novimi ob&utljivimi
in specificnimi molekularno biologkimi in serclo$kimi metodami je mo#no hitro in
zanesljivo odkrivanje vseh treh fitoplazem sadnega drevja. V letu 2000 smo z omen-
jenimi metodami analizirali 48 sadnih dreves ter nekatere potencialne Zuzeldje

prenadalce na izbranih lokacijah v Sloveniji.
2. MATERIAL IN METODE
2. 1. Vzorcenje

Drevesa za analizo zastopanosti fitoplazem sadnega drevja smo izbrali na podlagi
znacilnih bolezenskih znamenj fitoplazemskih obolenj. Analizirali smo 27 jablan, 8
hrusk in 13 ko&¢icarjev (nektarin, sliv in marelic) iz razli¢nih predelov Slovenije (pre-
glednica 1). Veé&ino dreves smo analizirali veckrat, od maja do oktobra v letu 2000.
Vzorcili smo liste iz razliénih delov krognje, pri jablanah tudi veje in korenine.
Nabirali smo Zuzel&je vektorje ESFY (Cacopsylla pruni) in PD fitoplazme (Cacopsylla
pyri) ter odrasle osebke uporabili za analizo prisotnosti fitoplazem.

2. 2. Molekularne metode detekcije fitoplazem
2. 2. 1. Polimerazna veriZzna reakcija (PCR)

Celokupno DNA iz 1,5 g rastlinskega tkiva (prevodno tkivo listov, vej ali korenin) smo
ekstrahirali po postopku za obogatitev s fitoplazmami (Kirckpatrick, 1993). DNA iz
zuzeldjih vektorjev smo ekstrahirali po Doylu s sod. (1990) iz 10-20 osebkov. S PCR
reakcijo smo dolotili zastopanost fitoplazem skupine metlicavosti jablan z uporabo za
to skupino specifi¢nih oligonukleotidnih zadetnikov f01/r01 (Seemiiller s sod., 1996).
Vzorce, kjer nismo dobili pomnozenega PCR produkta smo naknadno analizirali z
metodo “nested” PCR: pomnoZene PCR produkte dobljene z univerzalnim parom
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oligonukleotidnih zadetnikov P1/P7 smo ponovno pomnoZili z f01/r01 oligonuk-
leotidnimi zacetniki (Seemiiller s sod., 1996). PCR produkte smo analizirali z agarozno
gelsko elektroforezo (1% agaroza, 100 V, 20 min).

2. 2. 2. Analiza polimorfizma dolZin restrikcijskih fragmentov (RFLP analiza)

Posamezne fitoplazme znotraj skupine metlicavosti jablan smo dolo¢ili na osnovi RFLP
analize. PCR produkte, dobljene z uporabo oligonukleotidnih zacetnikov f01/r01, smo
obdelali z restrikcijskima encimoma Sspl in BseAl (Boehringer-Mannheim). Dobljeni
restrikcijski profil, ki je znadilen za posamezno fitoplazmo skupine metlic¢avosti jablan
(Seemiiller s sod., 1996), smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo (2% agaroza, 75
V, 90 min.).

2. 3. Seroloske metode detekcije fitoplazem

S serologkima metodama encimsko imunskega testa (ELISA) in imunofluorescence
{(IF) smo dolocali le zastopanost fitoplazme metli¢avosti jablan (AP) za katero so na
voljo specifidna monoklonska protitelesa.

2.3.1. ELISA

1 g floemskega tkiva jablan (listov, vej ali korenin) smo analizirali po postopku kot ga
priporota proizvajalec specifitnih protiteles za fitoplazmo AP (Bioreba AG, Reinach,
Svica).

2.3 2 IF

Analizirali smo 1-2 ¢cm dolge in 0,5-1 cm debele ko&cke vej in korenin jablan z monok-
lonskimi protitelesi specifi¢nimi za fitoplazmo AP (1F4/1E2, darilo N. Loi, Univerza
Udine, Italija) po postopku opisanem v Loi s sod. (1998).

3. REZULTATI IN DISKUSIJA

V zadnjih dveh letih smo uvedli rutinske laboratorijske analize zastopanosti fito-
plazem v sadnem drevju in njihovih prenasalcih. Prvi rezultati laboratorijskih testiranj
v letu 2000 so potrdili sum na obstoj vseh treh fitoplazem sadnega drevja v Sloveniji
(preglednica 1), ki je izhajal iz vizualnih pregledov obolelih rastlin (Seljak in Petrovig,
2000).

Obstoj fitoplazme AP smo potrdili v 20 jablanah na obmotju Pohorja in v dveh na
obmo¢ju Ljubljane (preglednica 1). Potencialnih prenasalcev nismo analizirali.
Fitoplazmo PD smo potrdili v 6 hruskah na obmocju Primorske medtem, ko je v
prenasalcu Cacopsylla pyri (Carraro s sod., 1998b) nismo nasli (preglednici 1 in 2).
Fitoplazmo ESFY smo potrdili v 9 ko&dicarjih in v ZuZel¢jem prenasalcu Cacopsylila
pruni (Carraro s sod., 1998a) iz obmo¢ja Primorske (preglednici 1 in 2).
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Preglednica 1: Prikaz rezultatov testiranj na obstoj fitoplazem sadnega drevia z
molekularnimi in sercloskimi metodami v letu 2000. Testirana drevesa so bila izbrana
na podlagi vizualne ocene bolezenskih znamenj v razli¢nih predelih Slovenije (AP-
metli¢avost jablan, PD-propadanje hrugk, ESFY-leptonekroza kos¢icarjev).

Table 1: Results of laboratory tests on fruit tree phytoplasmas in year 2000. Symp-
tomatic trees were selected in different regions of Slovenia and tested with molecular
and serological methods (AP-Apple Proliferation, PD-Pear Decline, ESFY-European
stone fruit yellows).

VRSTA SORTA LOKACIJA RASTISCE  STAROST &T. POZITIVNIH/ FITOPLAZMA
DREVES  ST. TESTIRANIH
jablana Z1. deliges Zrkovci drevesnica 1 leto 6/8 AP
jablana Elstar Bukovica  drevesnica 1 leto 1/1 AP
jablana Idared Poh. Dvor nasad 12 let 5/5 AP
jablana Z1. delies Poh. Dvor nasad 12 let 3/3 AP
jablana Melros ePoh. Dvor nasad 12 let 1/2 AP
jablana Gloster Poh. Dvor nasad 12 let 2/2 AP
jablana Elstar Poh. Dvor nasad 12 let 2/2 AP
jablana ni podatka Lj.-Vie vrt 20 let 1/1 AP
jablana ni podatka Dobrenje vrt 10 le t1/3 AP
hrugka razlicne sorte Bilje intr. nasad 5 let 5/7 PD
hruska ni podatka Komen vrt 7 let 1/1 PD
sliva razli¢ne sorte Bilje intr. nasad 5 let 3/4 ESFY
marelica ni podatka Komen vrt 7 let 5/5 ESFY
nektarina ni podatka Potode nasad 6 let 1/4 ESFY

Preglednica 2: Prikaz rezultatov testiranj na zastopanost fitoplazem v ZuZel&jih
prenasalcih PD (Cacopsylla pyri) in ESFY (Cacopsylla pruni) v letu 2000 (PD-
propadanje hrusk, ESFY-leptonekroza kos¢itarjev).

Table 2: Results of laboratory tests on fruit tree phytoplasmas in insect vectors of PD
(Cacopsylla pyri) and ESFY (Cacopsylla pruni) in year 2000 (PD-Pear Decline, ESFY-
European stone fruit yellows).

VEKTOR GOSTITEL] LOKACIJA VZORCENJE FITOPLAZMA
Cacopsylla pyri hrugka introdukcijski nasad Bilje 16.5.00 ni prisotna
Cacopsylla pyri hruska nasad v okolici N. Gorice 20.6.00 ni prisotna
Cacopsylla pruni breskev introdukcijski nasad Bilje 20.6.00 ESFY

Iz rezultatov laboratorijskih analiz omejenega Stevila analiziranih dreves lahko
sklepamo o precejs$nji zastopanosti fitoplazme AP v Sloveniji. Fitoplazmi PD in ESFY
smo za zdaj potrdili le na obmogju Primorske. ESFY fitoplazmo smo prvi¢ potrdili tudi
v ZuZelgjem prenadalcu Cacopsylla pruni (Carraro s sod., 1998a), ki je v Sloveniji
splosno razsirjen (Seljak in Petrovi¢, 2000). Verjetnost dirjenja ESFY je zato velika in
je smiselna njena Cimprej$nja uvrstitev na slovensko karantensko listo A2.

V prihodnje so potrebne sistemati¢ne raziskave zastopanosti fitoplazem sadnega drev-
ja v Sloveniji, vklju¢no z inventarizacijo znanih in potencialnih prenasalcev ter anal-
izo njihove okuZenosti. Le na osnovi realne ocene raziirjenosti teh bolezni in njihovih
prenasalcev je moZno odlo¢anje o ukrepih kot so kontrola prena3alcev, prenos dreves-
nic v neokuZena podrodja ali celo opustitev dolotenih nasadov (Osler s sod., 2001).
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4. SKLEPI

Z novimi ob&utljivimi in specifi¢nimi molekularno biologkimi in seroloskimi metoda-
mi smo potrdili sum na obstoj fitoplazem metlicavosti jablan (AP), propadanja hrusk
(PD) in leptonekroze kogticarjev (ESFY) v Sloveniji. Uvedene rutinske laboratorijske
analize zastopanosti fitoplazem sadnega drevija so nujna podlaga za sistematiCen
fitosanitarni nadzor cepilnega in sadilnega materiala, ki je za zdaj edini nac¢in omeje-
vanja §irjenja teh karantenskih organizmov.
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