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Prisutnost fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma prunorum'
u nasadima marelice u Baranji

The occurrence of 'Candidatus Phytoplasma prunorum'
in apricot orchards in Baranja

D. Ivi¢, Jelena Plavec, G. Ivancan

SAZETAK

Tijekom 2015. godine u Baranji je doslo do masovnog propadanja nasada marelice.
Iako sve upucuje da je uzrok pojave smrzavanje, odreden broj voénjaka je pregledan
kako bi se u njima utvrdila eventualna prisutnost biljnih bolesti. U osam nasada
marelice u Baranji sakupljena su 63 uzorka sa stabala sa simptomima odumiranja te su
analizirani na prisutnost patogena 'Candidatus Phytoplasma prunorum', uzro¢nika
europske zutice kostiCavog voca. Fitoplazma je utvrdena u Cetiri od osam nasada,
ukupno u 15 od 63 uzoraka (24 %). Masovno propadanje marelice u Baranji tijekom
2015. nije povezano sa zarazom fitoplazme 'Ca. Phytoplasma prunorum', no prisutnost
tog patogena potrebno je uzeti u obzir kod uzgoja osjetljivih vocnih vrsta i proizvodnje
sadnog materijala na tom podrucju.

Kljucne rijeci: europska zutica kosticavog voca, fitoplazma, Prunus armeniaca L.

ABSTRACT

During 2015, a massive dieback of apricot trees in orchards was recorded in
Baranja. Although all indicated that the main cause of such decline was freezing
damage, several orchards were inspected to determine the possible presence of plant
diseases. Sixty-three samples from trees with decline or dieback symptoms were
collected in eight apricot orchards in Baranja, and tested for the presence of 'Candidatus
Phytoplasma prunorum', the causal agent of European stone fruit yellows (ESFY).
ESFY phytoplasma was identified in four out of eight orchards, in 15 out of 63 samples
(24 %). Massive dieback of apricots in Baranja during 2015 was not caused by ESFY
phytoplasma, but the presence of this pathogen should be taken into account when
growing susceptible fruit species or producing planting material in this region.

Key words: European stone fruit yellows (ESFY), phytoplasma, Prunus
armeniaca L.
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UvoD

Europska zutica kostiCavog voca naziv je biljne bolesti koju uzrokuje
fitoplazma 'Candidatus Phytoplasma prunorum'. Bolest je prisutna u zemljama
Europe i mediteranskim zemljama Azije i Afrike, a javlja se na vrstama iz roda
Prunus (Marcone 1 sur., 2011.). Vektor fitoplazme je lisna buha Cacopsylla
pruni (Scopoli, 1763.) (Carraro i sur., 1998.).

Europska Zutica kosti¢avog vocéa osobito je Stetna na marelici (Prunus
armeniaca L.) 1 japanskoj Sljivi (P. salicina Lindl), koje se smatraju
bolesti na marelici nazivana ,kloroticno uvijanje liS¢a“ i navodila se kao jedan
od uzroénika ,,apopleksije”, iznenadnog odumiranja marelice. lako jacina
pojave simptoma ovisi ponajprije o sorti, podlozi i soju fitoplazme, Cest
je slucaj da se zarazena stabla kroz duZe ili krace razdoblje potpuno
osusSe (Marcone i sur., 2011.).

'Ca. Phytoplasma prunorum' u Hrvatskoj je nadena na marelici,
japanskoj Sljivi i breskvi (Prunus persica (L.) Batsch) u istrazivanju
provedenom od 2002. do 2005. (Krizanac i sur., 2010). Fitoplazma je utvrdena
u 11 uzoraka sakupljenih u Istarskoj, Primorsko-goranskoj, Viroviti¢ko-
podravskoj, PoZesko-slavonskoj, Zagrebackoj i Osjecko-baranjskoj zupaniji. U
istrazivanju su nadene i lisne buhe (C. pruni) zarazene fitoplazmom (Krizanac i
sur., 2010.). Europska zutica koSticavog voca od tada nije istrazivana u
Hrvatskoj. Prisutnost i rasprostranjenost bolesti u razli¢itim podruc¢jima nase
zemlje i u nasadima razliCitih vrsta kosticavog voca u velikoj je mjeri
nepoznata.

U isto¢noj Slavoniji i Baranji tijekom 2015. godine doslo je do masovnog
propadanja marelice u ve¢em broju intenzivnih nasada. Kako bi se utvrdili
moguci razlozi propadanja takvih razmjera, odreden broj vo¢njaka je pregledan
u svrhu utvrdivanja eventualne prisutnosti biljnih bolesti. lako je sve upucivalo
da su voénjaci marelice na istoku Hrvatske stradali od smrzavanja, u
pregledanim voc¢njacima sakupljeni su uzorci odumirucih stabala u svrhu
analize na prisutnost fitoplazme 'Ca. Phytoplasma prunorum'.

MATERIJALI I METODE

Vizualni pregledi nasada marelice provedeni su 5. lipnja, 18. rujna i 25.
rujna 2015. godine. Voénjaci su pregledani na prisutnost simptoma trulezi
korijena, trulezi drva, bakterijskog raka (Pseudomonas spp.) i europske Zutice
kosti¢avog voc¢a. U svrhu analize na 'Ca. Phytoplasma prunorum', sa stabala
koja se nisu potpuno osusila sakupljeno je 20 do 30 listova s razli¢itih dijelova
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kroS$nje. Sakupljena su ukupno 63 uzorka iz osam nasada, dva u okolici
Zmajevca te po jedan u podrucju Belog Manastira, Banske Kose, Draza,
Popovca, Suze i Knezevih Vinograda. Kultivari marelice s kojih su sakupljeni
uzorci bili su razli¢iti (Madarska najbolja, KeCkemetska ruza, Vitillo, Stark
Early Orange, Krupna rana, Bergeron, Portici).

Ekstrakcija ukupne DNA iz listova obavljena je izmijenjenim CTAB
protokolom (Angelini i sur., 2001.; Seruga i sur., 2003.) iz 1 g izrezanih lisnih
zila. Ekstrahirana DNA koriStena je u lancanoj reakciji polimerazom (PCR) s
parom pocetnica P1/P7 (Deng i1 Hiruki, 1991.; Schneider i sur., 1995.),
univerzalnima za fitoplazme. Uvjeti reakcije bili su: pocetna denaturacija 2
minute na 95°C, 35 ciklusa po 1 minutu na 95°C, 1 minutu na 58°C i 2 minute
na 68°C te konac¢no produljivanje 10 minuta na 68°C. Nakon prve PCR reakcije,
produkti su podvrgnuti ugnijezdenoj PCR reakciji s parom pocetnica
R16(X)F1/R1 (Lee i sur., 1994.), specificnima za 16SrX grupu. Uvjeti PCR
reakcije bili su: pocetna denaturacija 3 minute na 95C, 30 ciklusa po 1 minutu
na 94C, 2 minute na 50°C i 3 minute na 72°C te konacno produljivanje 5
minuta na ‘T Produkti su vizualizira ni na agaroznom gelu nakon
elektroforeze u 1 % TBE puferu. Ako ih je bilo, produkti su podvrgnuti analizi
polimorfizma duzine restrikcijskih fragmenata (RFLP) s Rsal 1 SSpl
restrikcijskim enzimima. Kao pozitivna kontrola koriSten je referentni izolat
GSFY2, a kao negativna kontrola DNA nezarazene biljke domacina te voda.
Produkti RFLP-a koji su imali fragmente profila kao referentni izolat smatrani
su pozitivnim nalazima fitoplazme 'Ca. Phytoplasma prunorum'.

REZULTATI I RASPRAVA

U svih osam pregledanih nasada marelice zabiljezeno je masovno
propadanje stabala. Propadanje je bilo razlicitih razmjera, od 10-ak do gotovo
100 % u nekim dijelovima pojedinih voénjaka. U nasadima su bila vidljiva
potpuno osusena stabla, djelomi¢no osusena stabla i stabla ¢iji dijelovi kroSnje
zute, a listovi se uvijaju. U veéini nasada gdje se kao podloga koristila
dzanarika (Prunus cerasifera Ehrh.) bilo je vidljivo bujno tjeranje izdanaka iz
podloge ispod osusenih ili djelomi¢no osuSenih stabala.

Uzorci za analizu na prisutnost fitoplazme 'Ca. Phytoplasma prunorum'
nastojali su se uzimati sa stabala na kojima je bilo vidljivo Zucenje i uvijanje
listova. Od 63 sakupljena uzorka, fitoplazma je utvrdena u njih 15 (Tablica 1.).
Najvisi postotak pozitivnih uzoraka, priblizno 40 %, zabiljezen je u nasadu u
okolici Zmajevca i u nasadu u Banskoj Kosi. U Cetiri voénjaka fitoplazma nije
utvrdena niti u jednom uzorku.
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Tablica 1. Ucestalost fitoplazme 'Candidatus Phytoplasma prunorum' u uzorcima
marelice s razli¢itih lokacija u Baranji.

Table 1. The incidence of 'Candidatus Phytoplasma prunorum' in apricot samples
from different locations in Baranja.

Broj pozitivnih uzoraka
Lokacija (voénjak) / broj uzoraka' % pozitivnih uzoraka
Location (orchard) No. of postive samples % of positive samples
/ No. of samples'
Zmajevac 1 4/10 40 %
Banska Kosa 7/18 39 %
Draz 3/11 27 %
Beli Manastir 1/4 25 %
Zmajevac 2 0/6 -
Popovac 0/6 -
Suza 0/4 -
Knezevi Vinogradi 0/4 -
Ukupno o
Total 15/63 24 %

! _ pozitivan uzorak: uzorak u kojem je utvrdena prisutnost fitoplazme 'Ca. Phytoplasma prunorum'’
! _ positive sample: sample in which the presence of 'Ca. Phytoplasma prunorum' was determined

Iako je uzro¢nik europske Zutice kosti¢avog voc¢a u Hrvatskoj potvrden prije
viSe godina (Krizanac i sur., 2010.), raSirenost fitoplazme 'Ca. Phytoplasma
prunorum' u komercijalnim nasadima marelice nije istraZivana. Provedeno
istrazivanje pokazuje da je fitoplazma prisutna na podrucju Baranje. Prisutnost
bolesti potrebno je uzeti u obzir pri planiranju uzgoja marelice na tom podrucju,
s obziron na ¢injenicu da europska Zutica kosticavog vo¢a moze biti jedan od
uzroka ,,apopleksije* marelice te da moze znatno umanjiti produktivnost nasada
(Zezlina i sur., 2016; Torres i sur., 2004; Marcone i sur., 1995).

Bez obzira na vaznost bolesti, rezultati pokazuju da naglo odumiranje
stabala marelice ne mora biti povezano s europskom Zuticom kosti¢avog voca.
Zaraza fitoplazmom potvrdena je u 24 % stabala sa simptomima suSenja te
samo u Cetiri od osam pregledanih vo¢njaka. Osim toga, simptomi europske
zutice kostiCavog voca na marelici Cesto su blazi, do masovnog propadanja
¢itavih nasada ne dolazi naglo, a kultivari se razlikuju u osjetljivosti (Marcone i
sur., 2011; Torres i sur., 2004; Laimer De Camara Machado i sur., 2001). Slucaj
masovnog odumiranja marelice na istoku Hrvatske u 2015. godini o€igledno je
povezan sa smrzavanjem stabala. Na smrzavanje upucuju simptomi, dinamika,
razdoblje i intenzitet pojave simptoma, kao i masovnost same pojave.
Ekstremno vruc¢a razdoblja te iznadprosjecno tople jeseni i zime mogu oduziti
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ulazak marelice u dormantnost ili potaknuti ranije kretanje vegetacije, nakon
cega nagli padovi temperatura biljku oStete u tolikoj mjeri da ona tijekom
proljeca i ljeta naglo propada. Uzevsi u obzir dogadaje iz 2015., jasno je da
najvecu prijetnju uzgoju marelice danas predstavljaju klimatski ekstremi.
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