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Sazetak

Cikada Scaphoideus titanus Ball (Auchenorrhyncha: Cicadellidae) je nova
StetoCina u vinogradima na teritoriji Srbije. Poreklom iz Severne Amerike, ova cikada
je introdukovana u Evropu krajem pedesetih godina proslog veka. Direktne Stete
koje S. titanus nanosi vinovoj lozi su zanemarljive, ali ova cikada ima veliki
ekonomski znacaj kao jedini poznati vektor fitoplazme Flavescence dorée (FD),
prouzrokovaca najdestruktivnije bolesti vinove loze - zlatastog Zutila.

U vinogradima na teritoriji Republike Srbije registrovane su 32 vrste cikada,
od kojih je S. titanus najzastupljeniji. Ova cikada je prisutna na gotovo celoj povrSini
Republike Srbije, sa brojnoS¢u populacija koja varira od male do izrazito velike.
Dinamika Sirenja S. titanus u vinogorjima iznosi 5-10 km godiSnje.

S. titanus je monofagna vrsta koja razvi¢e zavrSava isklju€ivo na vinovoj lozi,
dok na razlicitim korovskim billkama moze preZiveti od 5 do 12 dana. Ima jednu
generaciju godiSnje, a prezimljava u stadijumu jaja. Piljenje jaja u Srbiji pocinje
sredinom maja i traje sve do kraja juna. Tokom razvi¢a S. titanus ima pet larvenih
stupnjeva. Prva imaga se javljaju u trecoj dekadi juna i prisutna su u prirodi do kraja
septembra.

Molekularnim analizama FD fitoplazma detektovana je u primercima S.
titanus iz razli¢itih okruga u visokom procentu (12,5-45%). Zbog svoje izrazite
monofagnosti, S. titanus utiCe na brzo Sirenje ove fitoplazme u vinogradima. Ukupna
povrSina zasada vinove loze u Republici Srbiji ugroZzena fitoplazmom iznosi preko
40%, sa tendecijom daljeg porasta. Areal rasprostranjena FD obuhvata Sremski,
Beogradski, Podunavski, Rasinski, NiSavski, Zajecarski, Toplicki i Jablanicki okrug.
Fitosanitarna situacija u ugroZenim vinogradima je dramati¢na, gde je stopa
zarazenosti od 70% do 100%. U pojedinim okruzima (NiSavski, Rasinski,
Fruskogorski) epidemija zlatastog Zutila velikih razmera preti da u potpunosti ugrozi
vinogradarsku proizvodnju.

FD je po prvi put u Srbiji detektovana u biljkama pavitine (Clematis vitalba L.),
koja je Cesta na ogradama i medama u vinogradarskim podrucjima. Inficirane biljke
pavitine pronadene su u svim regionima gde je ova fitoplazma prisutna u vinovoj
lozi. Molekularnim analizama (PCR i RFLP) 3 razli¢ita regiona, utvrdeno je da je u
vinovoj lozi, pavitini i S. titanus prisutna ista fitoplazma koja pripada podgrupi 16SrV-
C.

FD je takode po prvi put detektovana u cikadi Dictyophara europaea L. Cesto
prisutnoj na pavitini i vinovoj lozi u Srhiji.

Klju€ne reéi: vinova loza, Scaphoideus titanus, rasprostranjenost, biologija, Stetnost,
cikade, vektori, Flavescence dorée, fitoplazme, PCR
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Abstract

Cicada Scaphoideus titanus Ball (Auchenorrhyncha: Cicadellidae) is a new
pest in vineyards of Serbia. It originates from North America and was introduced to
Europe during the past century. S. titanus is of great economic importance as the
only known vector of the Grapevine golden yellowing phytoplasma Flavescence
dorée.

In total, 32 cicada species were identified in vineyards of Serbia, out of which
S. titanus was the most dominant. This cicada is present in most vineyard regions of
Serbia, with a population density varying from low to extremely high. S. titanus
spreads through vineyards 5-10 km a year.

S. titanus is a monophagous species developing on grapevine exclusevily. In
experimental conditions, larvae and adults were fed on different weeds and survived
from 5 to 12 days. In Serbia S. titanus has one generation per year, overwintering in
the egg stage. Larvae hatch from the second half of May till the end of June. The
first adults appear in late June and are present in the field untill September.

Molecular analysis confirmed presence of Flavescence dorée phytoplasma in
S. titanus specimens from different vineyard regions in very high percentage (12.5-
45%). S. titanus caused rapid spread of this phytoplasma in vineyards in short
period of time. Grapevine golden yellowing is present in 40% of vineyard regions
with noted tendency of increasing. Distribution area includes Sremski, Beogradski,
Podunavski, Rasinski, NiSavski, ZajeCarski, Toplicki and Jablani¢ki county. The
phytosanitary situation in vineyards is quite dramatic, with infection rates from 70%
to 100%. In the most affected counties, NiSavski, Rasinski, FruSkogorski, severe
epidemics of golden yellowing threathens to completely destroy the vine production.

Flavescence dorée was detected for the first time in Serbia on the plant Old
Man’s Beard (Clematis vitalba L.), which is regularly present bordering vineyards.
Infected C. vitalba plants were found in all regions where Flavescence dorée was
detected in vineyards.

Molecular analysis (PCR and RFLP) of 3 different genetic regions confirmed
the presence of the same strain of Flavescence dorée belonging to subgroup
16SrV-C in grapevines, C. vitalba and S. titanus.

Flavescence dorée was also detected for the first time in another cicada
Dictyophara europaea, which is present on C. vitalba and grapevine in Serbia.

Key words: grapevine, Scaphoideus titanus, distribution, biology, harmfulness,
cicada, vectors, Flavescence dorée, phytoplasmas, PCR

A copy of this thesis is placed in the Library of the Faculty of Agriculture, University of Novi Sad
(93 pages, 17 tables, 4 graphs, 57 original photographs, original manuscript in Serbian with summary
in Serbian and English.
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1.UVOD

Vinogradarstvo i proizvodnja vina na prostoru Republike Srbije imaju dugu
tradiciju. Zbog povoljnih klimatskih i edafskih uslova vinova loza se 50-tih godina
XX veka gajila na preko 132 000 ha. Od tada do danas povr3ine su se smanjivale
tako da se danas u Srbiji gaji izmedu 65-70.000 ha (Avramov i sar., 1999;
Republicki zavod za statistiku Srbije, 2006). Zbog izvesnih klimatskih i edafskih
razlika, tradicije gajenja vinove loze, razli€itog loznog sortimenta, kao i pripadnosti
administrativno-teritorijalnim jedinicama, gajenje vinove loze na teritoriji Srbije
podeljeno je na devet vinogradarskih rejona (Suboticko - Horgo3ki, Juznobanatski,
Fruskogorski, Pocersko - Podgorski, Sumadijsko - Velikomoravski, Timocki,
Zapadnomoravski, NiSavsko-Juznomoravski, i Kosovsko-Metohijski) (Milosavljevi€,
1998) (slika 1). U okviru nekih rejona postoje i podrejoni sa vecim brojem
vinogorja. Vinogorja su najmanje vinogradarske povrsine sa specificnim ekoloSkim

i ekonomskim specificnostima.

Gajenje vinove loze sve do kraja XIX veka bilo je relativno jednostavno. Usled
nepostojanja znacajnih patogena i StetoCina koje bi ugroZavale njeno gajenje nije
bilo potrebe za primenom pesticida i drugih mera zastite. Vinova loza se
umnozavala vegetativno, oZiljavanjem reznica. Medutim, u periodu 1848-1878.
godine od prve pojave filoksere (Viteus vitifoliae Fitch) u Evropi, naCin gajenja
vinove loze se promenio (Dent, 2008). Posto je u tom periodu od samo 25-30
godina unisteno vise od 100.000 ha ili preko 30% vinograda, sa nesagledivim
ekonomskim i socijalnim posledicama u Francuskoj (Strapazzon and Girolami,
1985) bilo je neophodno veoma brzo pronaci re$enje. Kao jedino reSenje
nametnulo se kalemljenje plemenite loze na podloge poreklom od americke divlje
loze. Tako je svuda moralo doci do obnove vinograda podignutih sa kalemljenom
vinovom lozom (Strapazzon et al., 1986). U Srbiji filoksera je prvi put zapazena

1881. godine i za samo 30 godina svi vinogradi plemenite loze su bili unisteni.



Slika 1. Vinogradarski rejoni u Srbiji

Sa unoSenjem divlje americke loze, zbog kalemljenja nazalost doslo je i do
unoSenja novih bolesti vinove loze (plamenjaéa - prouzrokovaé Plasmopara
viticola (Berk. & M.A. Curtis) Berl & De Toni i pepelnica — prouzrokovaé¢ Uncinula
necator (Schw.) Burr.). Ove nove bolesti su takode dovele do promene nacina
gajenja vinove loze, tako da se ona danas ne moze gajiti bez intenzivne hemijske

zastite od prouzrokovaca ovih bolesti.



Sredinom pedesetih godina XX veka u Evropu je une$ena nova StetoCina iz
Severne Amerike koja je indirektno ugrozila gajenje vinove loze (Caudwell, 1957).
To je severno-americka vrsta cikade Scaphoideus titanus Ball 1932
(Auchenorrhyncha, Cicadellidae), koja ne nanosi direktne Stete vinovoj lozi, ali je
njen znacaj i Stetnost u tome, 5to koliko je do sada poznato, jedino ona prenosi
jednu od najdestruktivnijin bolesti koja se naziva “Zlatasto Zutilo vinove loze”, a

koju izaziva fitoplazma Flavescence dorée.

Dosadas$nja istraZivanja ove bolesti u Evropi su bila obimna i detaljna. Cesto se
ispoljavanje crvenila na vinovoj lozi pripisivalo razliCitim drugim faktorima ili
nepoznatim bolestima (Hewitt and Bovey, 1979; Bovey and Martelli, 1992; Martelli,
2003). Tek poslednjih godina u etiolodkim ispitivanjima ovog oboljenja dosta se
napredovalo, zahvaljujuci savremenom razvoju nauke i tehnike, posebno otkricem
i usavrSavanjem metoda molekularne biologije (pre svega PCR - Polymerase
Chain Reaction). Biologija S. titanus, kao i mogucnost njene kontrole raznim
hemijskim i drugim merama je takode dobro prou¢ena (Boudon-Padieu, 2003). |
pored primenjenih mera borbe kojima se spre€ava pojava ili Sirenje ove bolesti i
danas se gotovo redovno i iz jod nepoznatih razloga pojavljuju nova Zarista bolesti.

Pojava bolesti je uvek pracena propadanjem i susenjem vinograda.

Kod nas su ova bolest i njen vektor znatno manje istraZzeni. Zvanic¢no prisustvo ove
bolesti i njenog vektora registrovano je tek 2004. godine (Duduk et al., 2004;
Magud i ToSevski, 2004). lako su se prvi simptomi, iz iskustva proizvodaca javili
potetkom 1990-tih godina, oni bili su pripisivani uvek nekim drugim faktorima
(nepovoljni klimatski uslovi, kisele kie, nedovoljno i neadekvatno dubrenje,
nedostatak makro i mikro-elemenata, mehanitka oStecenja, virusnim oboljenjima i
mnogim drugim nepoznatim uzrocima) (Milosavljevi¢, 1969; Suti¢, 1995;
Milosavljevi¢, 1998; Duduk, 2005; Duduk, 2006; Kuzmanovi¢, 2007). Prvi koji su
ukazali na mogucnost da se radi o bolestima prouzrokovanim fitoplazmama bili su

Ivanovi¢ i lvanovi¢ (2000).

Zbog obima i karaktera $teta od ovog oboljenja koje su nastale poslednjih godina
u Srbiji ukazala se potreba da se sveobuhvatnije istraze kako epidemiologija,

etiologija i patogeneza bolesti, tako i biologija, radirenost i moguc¢nost suzbijanja



njenog jedinog poznatog vektora. Takode, ukazala se i potreba ispitivanja
postojanja biljaka iz lokalne flore, kao i cikada iz lokalne faune koji mogu biti
uklju€eni u neke nove, dosada neotkrivene epidemioloSke lance prenoSenja i

odrzavanja ove bolesti u naSim agroekoloSkim uslovima.

2. PREGLED LITERATURE

2.1. Klasifikacija cikada

Cikade, insekti iz reda Hemiptera rasprostranjene su 3irom sveta. Od ostalih
insekatskih redova razlikuju se po prisustvu specificnog usnog aparata za bodenje
i sisanje i kod imaga i kod larvi, koji se koristi uglavhom za ishranu sokovima
biljaka.

Prema najstarijoj klasifikaciji postojala su dva reda: Homoptera i Hemiptera.
Kasnije klasifikacije red Hemiptera (syn. Rhynchota) dele na dva podreda:
Heteroptera i Homoptera, dok je prema najnovijoj klasifikaciji (Biederman and
Niedringhaus, 2004) ovaj red podelien na 4 podreda: Heteroptera,
Auchenorrhyncha, Sternorrhyncha i Coleorrhyncha. Filogenetitke veze izmedu
ova Cetiri podreda nisu jo$ uvek jasno definisane, uklju€ujuci i pitanje da li je
Auchenorrhyncha monofileticka grupa ili nije (Campbell i sar., 1994, 1995,
Sorensen i sar., 1995, Von Dohlen i sar., 1995, Bourgoin i sar., 1997, Bourgoin i
Campbell, 2002,).

Podred Coleorrhyncha obuhvata malobrojne vrste juzne zemljne hemisfere, dok
su predstavnici ostala tri podreda: Heteroptera, Sternorrhyncha i Auchenorrhyncha

prisutni na svim kontinentima.

Podred Auchenorrhyncha Duméril, 1806 (syn. Cicadina Burmeister, 1835) u
koji spada i cikada S. titanus vodi poreklo iz ranog Paleozoika. Ova grupa je slabo
istrazena, kako zbog malih dimenzija jedinki, tako i zbog te$koca u identifikaciji
vrsta. Vrste koje pripadaju podredu Auchenorrhyncha veoma su rasprostranjene

Sirom sveta, a zahvaljuju¢i velikoj brojnosti i gustini populacije, pripadaju
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najbrojnijim fitofagnim grupama i predstavljaju znacajan deo kopnenih Zivotinjskih
zajednica. Sve vrste se hrane bilinim sokovima, te svojom ishranom oStecuju
sprovodne sudove biljka. Pored direktnih oStecenja, neke vrste prenose biljne
patogene (bakterije, viruse i fitoplazme). Njihova identifikacija vr3i se na osnovu
spoljnih morfolo3kih karaktera, kao i na osnovu izgleda genitalnog aparata. Duzina
tela kod najveteg broja vrsta ne prelazi 10 mm. Telesni omota¢ je &vrst. Postoji
izrazita polimorfnost u izgledu pojedinih vrsta, pa €ak i izmedu predstavnika iste
vrste. Pored razlika u obliku, veliC¢ini i obojenosti tela, kod vrsta podreda
Auchenorrhyncha prisutna je i raznolikost u izgledu i veli€ini krila. U okviru iste
vrste nalaze se brahipterne i makropterne forme, uglavhom u okviru jedne
populacije. Vecina vrsta je na prvi pogled neuglednih boja, dok se posmatranjem
pod binokularom, razlike u boji i Sarama jasno vide. Larve su primarne i po izgledu
podsecaju na imaga. Od odraslih oblika se razlikuju po tome §to kod njih nisu
obrazovani nikakvi krilati dodaci, ili imaju kratke, nepokretne krilne mede, koje su
povezane celom Sirinom svoje osnove sa toraksom. Krila imaga potpuno su
obrazovana, dok su kod brahipternih oblika povezana sa telom jednim malim
¢lankom u osnovi (Biederman and Niedringhaus, 2004 Na osnhovu spoljnih
morfolodkih karakteristika, podred Auchenorrhyncha podeljen je u dve grupe:
Fulgoromorpha (Archaeorrhyncha) i Cicadomorpha (Clypeorrhyncha).

Klasa: Insecta
Podklasa: Pterygota
Nadred: Condylognatha
Red: Hemiptera (Rhynchota)
Podred: Sternorrhyncha
Heteroptera
Auchenorrhyncha
Grupa: Fulgoromorpha
Grupa: Cicadomorpha
Familija: Cicadellidae
Podfamilija: Deltocephalinae
Tribus: Athysanini
Rod: Scaphoideus
Vrsta: titanus

2.2. Podela cikada prema naéinu Zivota i ishrani

Cikade (Auchenorrhyncha) imaju veliki ekonomski znacaj u agroekosistemima. U
glavnim vinogradarskim rejonima Evrope javlja se nekoliko desetina vrsta. Prema

nainu Zivota i ishrani cikade koje se nalaze u vinogorjima se uslovno mogu



podeliti na tri grupe: obligatne, fakultativne i slu¢ajne vrste. Prema ovoj podeli
obligatne vrste su one Cije je celokupno razvice vezano iskljucivo za vinovu lozu;
fakultativne vrste pored vinove loze za svoje razviée mogu koristiti i druge biljke;
dok se slucajne vrste sre¢u u vinogradima samo u odredenoj fazi razvica,
najCe$ce kao adulti. Takode, prema Stetnosti koju nanose mogu se podeliti na
vrste koje nanose direktne Stete (hraneci se direktno floemskim sokovima) i vrste
koje nanose indirektne Stete (produkcija medne rose i voska ili vektorska uloga,
odnosno prenosenje patogena koji izazivaju razli€ita oboljenja vinove loze) (Alma,
2002).

Slika 2. Empoasca vitis

Tako, zelena lozina cikada (Empoasca vitis Goethe)(slika 2) spada u grupu
fakultativnih vrsta koje nanose direktne Stete. Ova vrsta cikade deo deo Zivota
provodi na vinovoj lozi, a deo na Cetinarima. Promene izazvane ishranom nimfi i
imaga ogledaju se u promeni boje lisnih nerava, kovrdzanju li¢a, zutilu ili crvenilu
li5¢€a, centripetalnoj nekrozi lista i prevremenom opadanju li$¢a (Herrmann et al.,
2000).

Jedna od vrsta koja bi takode spadala u grupu fakultativnih, ali koja nanosi
indirektne 3tete, je Metcalfa pruinosa Say (slika 3). Ova vrsta je polifagna i Zivi na
bilikama iz preko 50 razli€itih familija. Njena Stetnost se ogleda u produkciji velike
koli¢ine medne rose koja predstavlja dobar medijum za razvoj gljiva tipa €adavica
(Wilson and Lucchi, 2007; Mihajlovi€, 2007). Osim toga, njena 3tetnost se ogleda i
u vektorskoj ulozi u preno3enju fitoplazmi prve grupe (16Srl-B, -G) (Weintraub and
Beanland, 2006).



Slika 3. Metcalfa pruinosa

Vrsta Hyalesthes obsoletus Signoret (slika 4) po ovoj podeli pripada grupi
slu¢ajnih vrsta na vinovoj lozi, jer su njeni primarni domacini kopriva (Urtica dioica
L.) i poponac (Convonvulus arvensis L.) (slika 5). Ove biljne vrste su ujedno i
prirodni rezervoari stolbur fitoplazme u prirodi. Ova cikada nanosi indirektne tete
kao vektor stolbur fitoplazme, koja na vinovoj lozi izaziva bolest “crno drvo” ili Bois
Noir (Maixner, 1994).

Slika 4. Hyalesthes obsoletus



Slika 5. Convonvulus arvensis

zaraZen sa Stolbur fitoplazmom

Jedna od obligatnih vrsta, a koja nanosi samo indirektne Stete na vinovoj lozi i to
kao vektor najdestruktivnije bolesti vinove loze — Zlatastog zutila (ili crvenila)
vinove loze, koju izaziva fitoplazma Flavescence dorée (FD) je Scaphoideus
titanus Ball (Alma, 2002) (slika 6).

Slika 6. Scaphoideus titanus (muzjak i genitalije muzjaka)



2.3. Rasprostranjenost Scahoideus titanus u Evropi

Cikada Scaphoideus titanus (Ball, 1932) je poreklom iz Severne Amerike. Ova
nearktiCka vrsta (Barnett, 1977) slu€ajno je introdukovana u Evropu krajem
pedesetih godina XX veka (Caudwell, 1957). Od tada do danas, tokom poslednjih

50 godina, Sirenje S. titanus je registrovano u mnogim delovima Evrope. Tako je

danas prisutan i radiren u Francuskoj (Caudwell, 1957), Italiji (Belli et al., 1984),
Austriji (Zeisner, 2005; Steffek et al., 2007), Spaniji (Torres et al., 2005), Portugaliji
(Quartau et al., 2001), Svajcarskoj (Gugerli, 2006), Sloveniji (Seljak, 1985),
Hrvatskoj (Budins€ak i sar., 2005), Madarskoj (Der et al., 2007) i Bosni i
Hercegovini (Deli¢ et al., 2007). U Srbiji je po prvi put registrovana kao Stetocina
vinove loze tek 2004. godine (Magud i ToSevski, 2004) (slika 7).

£ L

N I

Slika 7. Distribucija S. titanus u Evropi

2.4. Znadaj i Stetnost S. titanus u vinogradarskoj proizvodnji u Evropi

lako se u literaturi navodi da se ova vrsta u Severnoj Americi moze hraniti na

vecem broju drvenastih biljaka (ukljuujuéi divlje i gajene loze) (Barnett, 1977;
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Maixner et al. 1993; Wolf, 2004), ona je u Evropi vezana isklju€ivo za divlju i
gajenu vinovu lozu (Alma, 2004; Lessio and Alma, 2004b).

Smatra se da je danas ovo jedna od najznacajnih Stetoina vinove loze kod nas.
Njena Stetnost se ne ogleda u direktnim Stetama, jer ¢ak ni pri izrazito visokoj
brojnosti populacija ove vrste nisu zapazeni vidljivi simptomi oStecenja. Po
dosada$njim literaturnim navodima S. titanus je jedini poznati vektor fitoplazme
Zlatastog Zutila vinove loze (Schvester et al. 1963; Boudon-Padieu, 2003; Lessio
and Alma, 2004b). U epidemioloskom smislu za Sirenje ove bolesti najznacajniji
faktor su inficirani sadni materijal kao i ishrana i prirodno 3irenje vektora
(Schvester et al. 1961, Schvester et al. 1969), koje moZze biti 5 - 10 km godiSnje
(EPPO/CABI, 1997).

Obzirom da je epidemiologija centralni problem u suzbijanju ovog fitoplazmaticnog
oboljenja vinove loze i primenjene mere suzbijanja njenog vektora su do sada bile
u ovom kontekstu (Boudon-Padieu, 2003, Bertaccini, 2007). Biologija, ekologija i
distribucija ove cikade, kao i potencijalne interakcije ove fitoplazme sa drugim
cikadama u novom okruzenju na podrucju Srbije su u potpunosti neistrazene.
Takode u literaturi ne postoje podaci koji se odnose na kvalitativne i kvantitativne
podatke o cikadama u agro-ekosistemima vinograda, kako kod nas tako i u svetu.
Sa druge strane, diverzitet cikada u vinogorjima Srbije do sada nije detaljnije
istrazivan, pa time nije ni poznat potencijalni uticaj cikada stani$ta na nove i do
sada nepoznate lance u epidemiologiji Sirenja Flavescence dorée u vinogorjima
Srbije. Cinjenica da se i pored intenzivnih mera prevencije i zastite koje se
sprovode u zemljama zapadne Evrope pogodenim epidemijom FD fitoplazme, ova
bolest i dalje pojavljuje u formi fokalnih Zarista, ukazuje da nije u potpunosti

rasvetljena epidemiologija FD-a u vinogradima.

U Evropi cikada S. titanus se nalazi na A2 listi karantinskih Stetocina, kao vektor
fitoplazme Flavescence dorée. U Srbiji ova Steto€ina se takode nalazi na A2 listi
karantinskih StetoCina. Rasprostranjenost ove cikade u Srbiji do sada nije bila

precizno utvrdena, iako se radi o karantinskoj $teto€ini u nasim vinogradima.

Dramati¢nu fitosanitarnu situaciju u vinogradima zahvacenim epidemijom FD

dodatno komplikuje i to $to je prisustvo bolesti po prvi put potvrdeno u autohtonoj
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flori, prvo u Italiji (Angelini et al., 2004), a potom i kod nas i to u pavitini (Clematis
vitalba L., Ranunculaceae) (Mitrovi€ i sar., 2006; Krnjaji¢ i sar. 2007a; Fillipin et al.,
2007). Pavitina (pavit, obi¢na pavit, obi¢na pavitina, obi¢na vinjaga, guzva, bela
loza) je invazivna, viSegodidnja, drvenasta lijana koja Cesto raste na ivicama
svetlih Suma, pored puteva i izmedu meda u vinogradarskim regionima. Kao
viSegodiSnja biljka moze predstavljati stalni prirodni rezervoar ove fitoplazme u
prirodi. Biljke pavitine inficirane sa FD pronadene su u svim regionima gde je ova
fitoplazma prisutna u vinovoj lozi u Srbiji kao i u regionima u kojima nema FD
fitoplazme pa €ak i u regionima u kojima nema ni vinove loze, 5to dodatno
komplikuje fitosanitarnu situaciju (Fillipin et al. 2007, Krnjaji¢ i sar. 2007a). Ovaj
nalaz predstavlja realnu moguénost za stvaranje novih epidemioloskih lanaca sa
cikadama lokalnog staniSta, kao i za obnavljanje zarita FD, ukoliko se pored
kr€enja zarazene vinove loze, ne suzbija i pavitina. Zbog toga je posebna paznja
posvecena sakupljanju i analizi cikade Dictyophara europaea L., Cestoj vrsti na
pavitini. U ltaliji je prvi put registrovana FD fitoplazma i u ovoj vrsti (Angelini i sar.,
2004). U uzorcima D. europaea sakuplienim na vinovoj lozi na razli€itim
lokalitetima u Srbiji, utvrdeno je prisustvo fitoplazme FD. Procenat inficiranih
primeraka cikade D. europaea u vinogradima je znaCajan i ukazuje na njenu
mogucu ulogu kao vektora, 5to dodatno ukazuje na kompleksne epidemiolodke
lance fitoplazmati¢nih oboljenja na vinovoj lozi (Cvrkovi¢ i sar., neobjavljeni

podaci).

2.5. Fitoplazme - taksonomija

Fitoplazme su otkrivene 1967. godine od strane japanskih istrazivaca (Doi et al.
1967) koji su ih nazvali mikoplazmama sli¢ni organizmi (MLOs). Fitoplazme su
dobile dana3nji naziv na Internacionalnoj Konferenciji Sistematizacije Bakterija
odrzanoj 1996. godine na Floridi, USA (Seemidiller et al., 1998). To su iskljucivo
intracelularni mikroorganizmi koji nastanjuju floemske sitaste celije biljaka kao i
celije vise tkiva insekata vektora (cikade i psile). One predstavljaju monofiletsku
grupu u klasi Mollicutes i od ostalih predstavnika ove klase se razlikuju po veoma
maloj veli€ini (0,3-0,5 pm) i nedostatku celijskog zida (Agrios, 1997; Hogenhout,
2004). Takode ono 5to ih €ini jedinstvenim medu bakterijama je i ranije pomenuta

¢injenica da uspesno nastanjuju Celije organizama dva razli¢ita carstva (Bai et al.,
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2006). Usled nedostatka ¢elijskog zida nemaju stalan oblik. Na bazi sekvencionih
analiza nekoliko konzervativnih gena fitoplazme su podeljene na 15 podgrupa
(IRPCM, 2004). Novi taksonomski status jo3 uvek nije definisan, pa su pojedine
vrste, grupe i podgrupe opisane u statusu “Candidatus Phytoplasma” (Lee et al.,
2004; IRPCM, 2004; Firrao et al., 2005).

Do razvoja molekularne dijagnostike, fitoplazme su klasifikovane na osnovu
biolodkih karakteristika, kao 3to su simptomatologija kod obolelih biljaka, krug
domacina i interakcija sa vektorom. Danas se klasifikacija i karakterizacija
fitoplazmi zasniva na preciznim molekularnim metodama analize DNK, jer je
dokazano da odredenu bolest na biljici na osnovu simptomatologije mozemo
povezati sa nekoliko fitoplazmi iz razliitih, filogenetski udaljenih grupa. Takode,
ista fitoplazma moze izazvati razliCite simptome na razligitim biljkama domacinima,
pa je jedino analizom DNK moguce utvrditi koja je fitoplazma u pitanju. Zbog toga
su molekularne metode primarni kriterijum za klasifikaciju fitoplazmi, a biolo3ki
karakteri sluze kao mehanizmi za tumacenije etiologije i epidemiologije bolesti (Lee
et al., 2000).

2.6. Fitoplazme - znaé&aj i Stetnost

Do sada je utvrdeno da fitoplazme prouzrokuju preko 700 oboljenja razliCite
simptomatologije na nekoliko stotina biljnih vrsta iz 98 familija, uklju€ujuci biljke
spontane flore, ratarske i povrtarske kulture, vocke i druge drvenaste biljke
(Weintraub i Beanland, 2006). Tako npr. fitoplazma Aster Yellow nanosi zna¢ajne
Stete na povrcu i ukrasnim biljkama; Peach Yellow na kajsiji; Peach X disease na
breskvi, kajsiji i trednji; Flavescence dorée na vinovoj lozi; Pear decline, European
stone fruit yellows i Apple proliferation na vockama; Beet leafhopper-transmitted
virescence na Secernoj repi; Stolbur fitopazme na krompiru, vinovoj lozi (Bois Noir)
i Maize redness na kukuruzu (McCoy et al., 1989; Kirkpatrick, 1992; Lee et al.,
2000; Trivelone et al., 2005; Milicevi€ i sar., 2006; Jovic et al., 2007).

Ekonomske Stete koje fitoplazme nanose gajenim kulturama se krec¢u od
parcijalne redukcije u prinosu i kvalitetu, do potpunih gubitaka prinosa u biljngj
proizvodnji (Lee et al., 2000; Weintraub i Beanland, 2006). Fitoplazma Elm yellow
je skoro u potpunosti unistila proizvodnju bresta u Evropi i Severnoj Americi, a
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fitoplazma Pear decline proizvodnju kruSke u Italiji (Bertaccini, 2007). Fitoplazma
Flavescence dorée je ugrozila proizvodnju vinove loze u ltaliji i Francuskoj, gde je
polovinom pro$log veka, u rejonu Armagnac i Chalosse (Francuska) uniSteno
100% vinograda, a u oblasti Venetto (Italija) 70% vinograda (EPPO/CABI, 1997).
Odredeni broj fitoplazmi je ve¢ ukljuen u liste karantinskih patogena, 6 se nalazi
na A1, a 4 na A2 listi (EPPO/CABI, 1997). U cilju prevencije daljeg Sirenja i
introdukcije ovih fitoplazmi u nove regione, promet biljnog materijala je ogranicen

medunarodnim fitosanitarnim regulativama.

2.7. Fitoplazme - simptomatologija

Simptomi koje ispoljavaju fitoplazmama zarazene biljke mogu biti veoma raznoliki i
mogu se ispoljiti u vidu: zutila ili crvenila lis¢a (slika 8), skracivanja internodija,
smanjenja veli€ine lis¢a (redukcija lisne povrsine), proliferacija grana koje daju
oblik “vesti¢ijih metli”, filodije (slika 9), virescencija (slika 10), sterilni cvetovi,
nekroza floemskog tkiva, izumiranje grandica ili drvenastog dela bilike (McCoy et
al., 1989; Kirkpatrick, 1992; Agrios, 1997). Obzirom da fitoplazme ostvaruju
sistemiCnu zarazu i sve navedene promene su uvek sistemske promene i

zahvataju delove ili Citave biljke.

Slika 8. Crvenilo kukuruza izazvano Stolbur fitoplazmom (simptomi na listu i klipu)
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Slika 9. Filodije kao simptom prisustva fitoplazme na perivinki (Catharnthus roseus)

Slika 10. Virescencija kao simptom prisustva fitoplazme na perivinki (Catharnthus roseus)
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2.8. Fitoplazme na vinovoj lozi

Fitoplazmati¢na oboljenja vinove loze (Grapevine yellows — GY) su oboljenja koja
su poznata poslednjih 50 godina. Posle prvih otkrica Flavescence dorée u
jugozapadnoj Francuskoj 50-tih godina proslog veka (Caudwell, 1957) sli¢na
oboljenja su zapazana i u vinogradima kako u Evropi tako i u Severnoj Americi,
Aziji i Australiji. Sva ova oboljenja dovodena su u vezu sa fitoplazmama, ali su
Cesto nazivana generalno kao Zutila vinove loze (grapevine yellows — GY) sve dok
nije proucena i objasnjena njihova priroda (Boudon-Padieu, 2003). Obzirom da se
fitoplazme ne mogu odgajiti in vitro, a samim tim ni morfolo$ki definisati, njihova
detekcija i karakterizacija zbog nedostatka odgovarajue metodologije nije bila
moguca, pa su dugi niz godina bolesti koje one prouzrokuju pripisivane
mikoplazmama (Bertaccini, 2007). Tek poslednjih 15-tak godina, zahvaljujuci
savremenim molekularnim analizama, moguce je ih je tatno razlikovati. Ranije se,
takode, Cesto za ova obolienja smatralo da su ona posledica fizioloskih
poremecaja, sve dok se ove promene nisu dokazale u eksperimentalnim uslovima

kalemljenjem i prenoSenjem vektorima (Schvester et al., 1961).

Na vinovoj lozi se javljaju sedam razli¢itih fitoplazmi i sve izazivaju slicne
simptome i nazivaju se zajedni¢kim imenom Zutila vinove loze. To su fitoplazme iz
grupa 16Srl, 16Srll, 16Srlll, 16SrV, 16SrVII, 16SrX i 16SrXIl (Gibb et al., 1999;
Varga et al., 2000; Boudon-Padieu, 2003). U Evropi su na vinovoj lozi dosada
registrovane fitoplazme iz Cetiri grupe i to 16SrV (Flavescence dorée i Palatinate
GY), 16SrXII-A (Stolbur ili Bois Noir), 16SrX (Apple proliferation) i 16Srl-A grupa
(Aster Yellows) (Maixner, 2006). Kod nas je registrovano prisustvo tri grupe
fitoplazmi i to 16SrV (Flavescence dorée i Palatinate GY), 16SrXII-A (Stolbur ili
Bois Noir), i 16SrX (Apple proliferation)(Duduk, 2005).

Prvi simptomi se ogledaju u tome $to pupoljci na zarazenim Cokotima u prolece
krecu kasnije ili uopste ne krec¢u (Doi et al., 1967; Credi et al., 1990; Martelli and
Boudon-Padieu, 2006). Ovakve simptome €esto mogu prouzrokovati i brojni drugi
faktori (izmrzavanje, nepovoljni ekolodki uslovi u vreme formiranja okaca, kao i
prisustvo drugih patogena) (Krake et al., 1999). Veliki broj autora je opisao
simptome na lastarima koji se ispoljavaju u skracenosti internodija, zaostajanju u

porastu, nedovoljnom odrvenjavanju i izmrzavanju tokom zimskog perioda.
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Simptomatologija fitoplazmati€nih oboljenja na vinovoj lozi pracena je deliminom
promenom boje lista i pojavom nekroze izmedu glavnih nerava (slika 11) a u
kasnijoj fazi, uocljivim savijanjem lista po obodu prema nali¢ju Kod sistemski
izmenjenih biljaka, boja listova je varijabilna i zavisi od sorte vinove loze (slika 12).
Inficirani listovi su tamno ljubiCaste do svetlo crvene boje kod crnih sorti, a svetlo
zuti do zlatno Zute boje kod belih sorti. Ovi simptomi se mogu lako prepoznati i
pouzdani su znak pogor$ane fitosanitarne situacije u vinogradu. Cesto dolazi i do
nekroze cvasti tako da nema formiranja grozdi¢a, a ako se oni i formiraju oni su
rehuljavi, smezurani i lodeg kvaliteta (Caudwell et al., 1957, Bovey and Martelli,
1992; Girolami et al., 1989; Quacquarelli and Barba, 1992; Martelli and Caudwell,
1993; Boudon-Padieu, 1999; Krake et al. 1999). Ovi simptomi su skoro identi¢ni
kod svih fitoplazmi na vinovoj lozi i ne mogu se razlikovati. Zbog toga se jedino
PCR metodoma mogu medusobno razlikovati i ove metode se za sada koriste kao
najpouzdanija metoda detekcija fitoplazmi do vrsta (Caudwell et al., 1971; Daire et
al., 1993; Bartaccini et al., 1995; Batlle et al., 2000; Boudon-Padieu, 2003;
Angelini et al., 2001).

Slika 11. Nekroza lista vinove loze izmedu glavnih nerava
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Slika 12. Varijabilnost simptoma u zavisnosti od sorte vinove loze

2.9. Rasirenost FD u Evropi

Ulogu fitoplazmi u etiologiji zlatastog Zutila vinove loze dokazao je
eksperimentalno Caudwell et al., 1971. U ovom momentu ra$irenost zlatastog
Zutila vinove loze se uglavnom poklapa sa raSireno$¢u njenog vektora, osim u

SAD gde je S. titanus Cest, ali za sada nije dokazano da ova cikada moze biti
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vektor fitoplazmi na americkoj lozi, niti je dokazano prisustvo FD fitoplazmi u SAD
(Maixner et al., 1993).

Nakon prve pojave u Francuskoj (Caudwell, 1957) FD fitoplazma se raSirila i u:
ltaliji (Belli et al., 1984), Austriji (Zeisner, 2005), Spaniji (Torres et al., 2005),
Portugaliji (Quartau et al., 2001), Svajcarskoj (Gugerli, 2006), Sloveniji (Seljak,
1985) i Hrvatskoj (Seljak, 1987; Budin$€ak i sar., 2005) i Srbiji (Duduk, 2004).
Ra8irenost FD fitoplazme u vinogradima u Evropi je direkino povezana sa

istovremenim prisustvom njenog vektora cikade S. titanus.

2.10. Nacgini prenosenja fitoplazmi

Do sada su dokazana tri naCina zarazavanja biljaka fitoplazmama i to su:

a) vegetativno ili kalemljenjem zarazenog biljnog materijala (Boudon-Padieu,
2003);

b) preno3enje parazitskim cvetnicama iz roda Cuscuta spp. (Dale and Kim, 1969) i

c) preno3enje vektorima (Schvester et al., 1961).

Postoje i opisi Cetvrte mogucnosti prenoSenja fitoplazmi semenom (kod lucerke i
kokosa), ali nisu jo3 uvek eksperimentalno dokazani i potvrdeni (Khan et al., 2002;
Cordova et al., 2003).

Vektori fitoplazmi su insekti iz reda Homoptera, psile (Sternorrhyncha: Psyllidae) i
cikade (Auchenorrhyncha: Cicadellidae, Cixiidae, Delphacidae, Dyctiopharidae i
dr.). Medu njima je veliki broj vrsta, od monofagnih do polifagnih koje mogu
prenositi jednu ili vide fitoplazmi (Weintraub i Beanland, 2006). Kako su fitoplazme
isklju€ivo intracelularni mikroorganizmi koji nastanjuju floemske celije, jedino
insekti koji se hrane sokovima iz floema mogu ih potencijalno usvaijiti i prenositi.

Medutim ni medu njima ne mogu svi biti vektori fitoplazmi.

Pri otkricu neke nove bolesti koja je prouzrokovana fitoplazmama veoma malo se
zna o njenog epidemiologiji, jer se najce3€e nije utvrden njen vektor. Da bi se
utvrdili njeni vektori potrebno je pre svega prouciti entomofaunu iz neposredne

okoline zarazenih biljaka. Moraju se sprovesti ispitivanja tokom cele sezone
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(Weintraub i Beanland, 2006). Najce$¢e metode su postavijanje lepljivih klopki
raznih boja u neposrednoj blizini obolelih biljaka (Weintraub and Orenstein, 2004).
Metode sakupljanja pomocu entomoloskih mreza (Pilkington et al., 2004) i usnog
aspiratora (Weintraub and Orenstein, 2004) koriste se za sakupljanje zivih
insekata za dalja proucavanja. Takode, metode za sakupljanje Zivih insekata sa
visokih biljaka su otresanje u velike entomoloSke mreze (Carraro et al., 2004) i
malezeove klopke (Irwin et al., 2000). Kako se obi¢no sakupi veliki broj vrsta
insekata, neophodno je predhodno povezati brojnost i uCestalost neke vrste u
okruzenju bolesnih biljaka, 3to moze ukazati na potencijalne vektore. Od svih
insekata najuspedniji vektori fitoplazmi su cikade. Nakon toga neophodno ih je
testirati na prisustvo fitoplazmi, jer samo vrste koje u sebi imaju fitoplazme mogu
biti i vektori. Na kraju eksperimentalno preno3enje fitoplazmi u kontrolisanim
uslovima jedino moze potvrditi pravu vektorsku ulogu nekog insekta u

epidemiolo3kom lancu (Tedeschi et al., 2002).

2.11. Nacini usvajanja i umnozavanja fitoplazmi u cikadama

Cikade se hrane floemskim sokovima biljaka i pasivnho unose fitoplazme u svoj
organizam. Potrebno vreme da se unese dovoljna koli¢ina inokuluma naziva se
akvizicijski period i ono se moze kretati od nekoliko minuta do nekoliko sati
(Purcell, 1982; Bressan et al., 2005b). Vreme koje je potrebno da prode od
vremena uno$enja fitoplazmi do mogucnosti da ih cikada prenese na drugu biliku
naziva se latentni period ili period inkubacije (Nagaich et al., 1974). Latentni period
uglavnom zavisi od temperature i krece se od nekoliko do 80 dana (Murral et al.,
1996). Kod S. titanus period inkubacije iznosi 21 dan za FD fitoplazmu. U telu
insekata, fitoplazma se moze umnoZzavati u pljuvacnim zlezdama, srednjem crevu,
malpigijevim cevima, masnom tkivu, nervnhom tkivu i reproduktivnim organima
(Lherminier et al., 1990; Nakashima and Hayashi 1995; Lefol et al., 1994;
Kawakita et al. 2000). Prou&avajuci interakcije FD i njenih vektora (kod S. titanus i
Euscelidis variegatus Kbm. u laboratorijskim uslovima) Lefol et al. (1993) su nasli
da se fitoplazme vezuju sa crevni trakt, hemolimfu i pljuva¢ne zZlezde cikada.
Samo prisustvo fitoplazmi u cikadama ne mora znadciti i da su one sposobne da
budu vektori (Vega et al., 1993; Vega et al., 1994). Da bi se fitoplazme prenele

mora da produ nekoliko membrana pljuva¢nih Zlezda i umnoziti se u odredenim,

19



specificnim celijama zadnjeg acinusa pljuvacnih Zlezda (posterior acinar cells)
(Kirkpatrick, 1992).

2.12. Interakcije cikada i fitoplazmi

Interakcije fitoplazmi i cikada mogu biti veoma kompleksne i raznovrsne. Mnoge
fitoplazme (Aster Yellows, Western X) mogu biti preno3ene sa vise vektora
(Ebbert et al., 2001; Lee et al., 1996), a takode jedan vektor moze preneti dve ili
viSe vrsta fitoplazmi (Lee et al., 1996). Za sada nema podataka da vektor
selektivno moze usvojiti jednu fitoplazmu iz biljke koja je zarazena sa viSe
fitoplazmi (Zhang et al., 2004). Smatra se da se fitoplazme ne mogu prenositi na
potomstvo. U nekim radovima istraZivanja pojedinih autora ukazivala su na
izvesne mogucnosti transovarialnog prenoSenja fitoplazmi (Alma et al., 1997;
Kawakita et al. 2000), ali ona nisu opSte prihvacena i dokazana. Uticaj fitoplazmi
na vektore moze biti pozitivan, Stetan i neutralan. Poznati su primeri gde je
produzena duzina Zivota i povecana plodnost Zenki Macrosteles quadrilineatus
Forbes koje su u sebi imale Aster Yellow (Beanland et al., 2000). Stetan uticaj X-
disease fitoplazmi na svog vektora domacina Paraphlepsius irroratus samo na
nizim temperaturama saop$tili su Garcia-Salazar et al. (1991). Takode Bressan et
al. (2005a) navode da FD fitoplazme mogu imati negativan uticaj na S. titanus.
Najces¢i je sluCaj kada fitoplazme nemaju nikakav uticaj na svoje domacine
(Fletcher et al., 1998).

Interakcije fitoplazmi i vektora takode mogu zavisiti i od pola cikade. Tako su
Chiykowski and Sinha (1970) i Swenson (1971) utvrdili razlike u akviziciji i dinamici

preno$enja fitoplazmi u zavisnosti od pola cikade.

2.13. Interakcije cikada i biljke domaéina

Interkacije izmedu vektora i bijke domacina takode imaju veliku ulogu u 3irenju
fitoplazmi. Polifagne cikade imaju mogucnost da inficiraju veci krug domacina
(Marzachi et al., 1998., Ebbert et al., 2001). U laboratorijskim eksperimentima je
potvrdeno da i cikade koje se u prirodnim uslovima ne hrane na nekoj biljci mogu
usvoijiti i preneti fitoplazme (Lefol et al., 1994). Takode postoje i primeri kada se
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neke biljke mogu inficirati fitoplazmama, ali ne mogu biti dalji izvor zaraze,
odnosno cikade koje se hrane na njima ne mogu se inficirati. Takve biljke se
nazivaju poslednjim domacinima (dead-end host). Tako je ciklama (Cyclamen
persicum L.) poslednji domacin za Aster Yellows (Alma et al., 2000), a celer za
Chrysanthemum Yellows (Bosco et al., 1977b). Vinova loza je takode posledniji
domacin za Stolbur fitoplazmu koju prenosi cikada H. obsoletus (Weintraub i
Beanland, 2006). Mehanizmi zbog ¢ega su neke biljke poslednji domacini za neke
fitoplazme nisu prouceni. Neki autori ukazuju da inficirane biljke koje ispoljavaju
hlorozu ili Zutilo mogu biti atraktivnije za cikade i tako dodatno uticati na Sirenje
bolesti (Tod et al., 1990).

2.14. Antropogeni faktor Sirenja fitoplazmi i vektora

Jedan od vaznih faktora koji utiCu na Sirenje kako fitoplazmati¢nih oboljenja tako i
cikada je antropogeni faktor. Veliki je broj primera 3irenja fitoplazmi, posebno u
cveCarstvu. Tako su neke fitoplazme (16Srlll-H) iskoris¢ene da bi se dobile
neobicne i dekorativne biljne hibride Euphorbia pulcherrima Wild, poznatija kao
bozi¢no drvo (Lee et al., 1995). Fitoplazme se takode Cesto koriste za dobijanje
dekorativnih formi biljne vrste Euphorbia lactea Hort.. Ovakve biljke mogu biti izvor
inokuluma i mogu predstavljati potencijalno izvorite novih epidemiolo3kih lanaca
ove bolesti. Tako je slu€ajnim unoSenjem nove StetoCine na vinovoj lozi
endemicna bolest F. dorée postala epidemijska u svim reonima gde se rasirio i

njen vektor S. titanus (Weintraub i Beanland, 2006).

2.15. Nacini spre¢avanja Sirenja fitoplazmi

U kontroli fitoplazmati¢nih oboljenja, primarna stvar je spre€avanje daljeg Sirenja,
Sto se postize hemijskim suzbijanjem vektora i unidtavanjem potencijalnih izvora
fitoplazmi (napusteni usevi i zasadi, biljke autohtone flore), uspostavljanjem
regiona za biljnu proizvodnju bez prisustva patogena i vektora (tzv. Pest free area,
OEPP/EPPO, 2002) i proizvodnjom zdravog sadnog i reproduktivnog biljnog
materijala. Za izradu programa integralne zastite koja Ce obezbediti uspeSno

suzbijanje i prevenciju fitoplazmati¢nih bolesti, neophodno je u potpunosti istraziti
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njihovu etiologiju i epidemiologiju. Koliko je ova problematika kompleksna
potvrduju gore navedeni primeri sa FD o viSe potencijalnih vektora fitoplazmi,
medu kojima ima i polifagnih vrsta, kao i autohtona flora kao prirodni izvor i

rezervoar fitoplazmi i novih epidemija.

3. MATERIJALI | METODE

3.1. Rasprostranjenje S. titanus i registracija njegovih populacija

Sakupljanje insekata vreno je u periodu 2004.-2007. od poCetka maja do kraja
septembra u proizvodnim vinogradima i na populacijama divlje loze. Materijal za
kvalitativne i kvantitativne studije je sakupljan u intervalima od 15 dana koristeCi
sledece metode: (i) vizuelna inspekcija i sakupljanje cikada usnim aspiratorom, (ii)
koSenje entomoloSskom mrezom sa biljaka, (iii) postavljanje lepljivih zZutih klopki i

(iv) nocni lov sa svetlosnim izvorom.

3.1.1. Vizuelna inspekcija

Pregled i sakupljanje podataka vizuelnom metodom u vinogradima i na
populacijama divlje vinove loze vrSena je od poCetka piljenja nimfi (Ls-L3 larveni
stupanj), od polovine maja do sredine juna do pojave imaga (slike u prilogu - 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 i 20). Pregledom su bili obuhvaceni nali¢je listova u donjem
delu ¢okota, u neposrednoj blizini viSegodi3njih lastara. Brojanje nimfi vreno je na
5 listova po Cokotu, u transektu koji je polazio od jednog ugla vinograda, a
zavr3avao dijagonalno, na suprotnom uglu vinograda, kako kod piramidalnih tako i
kod Spalirskih zasada vinove loze. Transektom je obuhvaéeno 10 Cokota, odnosno
ukupno 50 listova. U slu€aju velikih parcela, sakupljanje insekata je vr$eno na
dijagonalnom transektu duzZine od oko 50 metara, pri ¢emu su pregledani Cokoti
koji su medusobno bili udaljeni 5 - 10 metara. U kvantitativnom smislu, sakupljeni
materijal je ocenjivan na sledeci nacin: od 1-10 larvi - populacija je ocenjena kao

populacija niske brojnosti (+), od 11 - 50 larvi - srednje brojnosti (++), 51 - 100 larvi
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- populacija visoke brojniosti (+++) i preko 100 larvi - populacija izuzetno visoke

brojnosti (++++).

3.1.2. Metod koSenja entomoloSskom mrezom

Ovaj metod sakupljanja insekata primenjen je za sakupljanje imaga cikada na
vinovoj lozi. Zbog specifitnih bionomijskih karakteristika vrste S. titanus, ovaj
metod je modifikovan u skladu sa pona$anjem adulta na biljici domacinu. Imaga S.
titanus pokazuju izrazitu noénu aktivnost (Lessio and Alma, 2004a), dok danju
uglavnom miruju, zaklonjeni listovima vinove loze. Zbog toga, metod koSenja je
modifikovan upotrebom dve entomoloSke mreze istovremenim udarcima po
listovima Cokota sa dve naspramne strane Cime je spreen beg adulta koji su bili
prisutni na biljci. Ulovljeni adulti su zatim usisani usnim aspiratorom, a zatim
prebaceni u krio-tubice 4,5 x 1 cm (Sarsted, Nemacka) sa 96% etil-alkoholom.
Tubice sa sakupljenim insektima su na terenu ¢uvane na temperaturi od 7-11°C u

poljskom frizideru.

Slika 21. Sakupljanje imaga entomoloSkom mrezom

u FD inficiranim vinogradima u TuleSu
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Sakuplieni materijal je ¢uvan u laboratoriji na temperaturi od -20 ‘C. U
kvantitativnom smislu, sakuplieni materijal je ocenjivan na sledeci nalin: na
ulovljenih 1-5 adulta populacija je ocenjena kao niske brojnosti (+), od 6 - 20
srednje brojnosti (++), 21 - 50 populacija visoke brojniosti (+++) i preko 50 adulta

populacije izuzetno visoke brojnosti (++++)(slika 21).

3.1.3. Identifikacija populacija S. titanus pomoc¢u zutih lepljivih klopki

Ovaj metod je primenjen u cilju sveobuhvatnijeg sagledavanja populacija S. titanus
na Sirem podrucju teritorije Srbije, a naro¢ito u podrucjima gde su prisutni
ekstenzivni zasadi vinove loze, odnosno na populacijama divlje vinove loze
izmedu znacajnih vinogorja. Zute lepljive klopke (tipa Csalomon, Madarska) su
postavljane od pocetka jula meseca, kada pocinje rojenje adulta, odnosno njihova
pojaCana aktivnost, kako unutar zasada tako i izmedu zasada vinove loze. Klopke
su menjane svakih 15 do 20 dana, u najmanje 2, a najviSe 4 intervala zamene
¢ime je pokriven period najvece aktivnosti adulta. U zavisnosti od konfiguracije
terena i veli€ine zasada, postavljeno je najmanje 2, a najviSe 4 klopke po lokalitetu
na visini od 1 -1,5 m. Determinacija i brojanje zalepljenih primeraka vr3ena je
vizuelnim pregledom pod binokularnom lupom Leica MS5 u laboratorijskim
uslovima. U kvantitativnom smislu, sakupljeni materijal je ocenjivan na sledeci
nacin: 1 - 5 adulta populacija je ocenjena kao populacija niske brojnosti (+), od 6 -
20 - populacija srednje brojnosti (++), 21 - 50 populacija visoke brojnosti (+++) i

preko 50 adulta populacija izuzetno visoke brojnosti (++++).

3.1.4. Metoda noénog lova sa svetlosnim izvorom

Ova metoda je koriSCena za masovno sakupljanje zivih imaga S. titanus iz
vinograda sa njenom brojnijom populacijom, a koji su kasnije koris¢eni u
eksperimentima. Kori§€en je pokretni elektricni izvor energije (akumulator za kola)
i halogene lampe. Lampe su postvaljane iznad belog ili Zutog platna. Privucene

cikade i drugi no¢ni insekti su sakupljani usnim aspiratorom (slika 22).

24



Slika 22. Noéni lov cikada - masovno sakupljanje cikada

iz FD zarazenih vinograda na Fruskoj Gori

3.2. Materijal za kvalitativnu i kvantitativhu analizu cikada u vinogradima sa

fitoplazmati€nim simptomima

Sakupljanje cikada za ova istrazivanja vrSena su u Cetiri reprezentativna vinograda
na lokalitetima Aleksandrovac, Uméari i Mutalj u 2004. godini, odnosno
Aleksandrovac, Mutalj i Jasenovik (Si¢evo) u 2005. i 2006. godini. Za sakupljanje
cikada kori§¢en je metod obostranog kosenja entomoloSkom mrezom u trajanju od
15 minuta. U 2004. godini cikade su lovljene po€ev od 15. jula do 1. oktobra u
2004. u intervalima od oko 15 dana, dok su u 2005. i 2006. godini cikade

sakupljane od 15. maja do 1. oktobra.

Vrste su determinisane na osnovu klju¢eva sacinjenih za centralno evropske vrste
(Holzinger et al., 2003; Biedermann and Niedringhaus, 2004). Sve vrste su
determinisane na osnovu pregleda genitalne armature (slika 23). U nejasnim

sluCajevima, determinaciju je potvrdio dr Pavel Laitatuter (Brno, Ceska Republika).
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Sakupljeni primerci su preparovani i nalaze se u zbirci Odseka za StetoCine bilja u

Zemunu, Instituta za za$titu bilja i Zivotnu sredinu Beograd.

Slika 23. Genitalije muzjaka (a - S. titanus; b - R. panzeri; ¢ - R. quingecostatus

3.3. Materijal za bionomijska istrazivanja i eksperimentalne potrebe

U cilju istrazivanja fenologije S. titanus sakupljani su 2-4 godine stari lastari vinove
loze sa lokaliteta gde je registrovana visoka brojnost ove cikade u prethodnoj
godini. Veli€ina uzorka je odredena duzinom sakupljenih lastara koja je iznosila
100 £ 10 duznih metara biljinog materijala. Po 25 metara lastara stavljeno je u
Cetiri kaveza dimenzija 90 x 60 x 70 cm (slika 24), pri €emu su dva bila izloZzena
ve¢im dnevnim temperaturnim promenama (temperaturni rezim unutar staklare), a
druga dva manjim promenama (postavljeni su u mrezasti insektarijum zasti¢en od

sunca).

U metodoloSkom smislu, na ovaj naéin su simulirane temperaturne promene koje
su prisutne i u vinogradima, jer se po pravilu, vinogradi nalaze na kserotermnim
stani$tima sa velikim promenama dnevnih temperatura. Temperature unutar
kaveza su svakodnevno merene digitalnim termometrom pri €emu su registrovane
maksimalne i minimalne dnevne temperature. U centralnom delu kaveza je bila

postavljena loza zasadena u saksiji sa 3-4 lista za agregaciju ispiljenih Ly nimfi.
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Slika 24: Kavez za pracenje piljenja jaja S. titanus

Svakodnevno su Ls nimfe sakupljane usnim aspiratorom i prebrojavane izmedu
15-17". Ispiliene larve su delom stavljene u 96% etanol, a delom za potrebe
eksperimenata i pracéenja dinamike razvi¢a, prebacivane u plasti€ne cilindre sa
zasadenom lozom na gajenje. Dinamika piljenja je prac¢ena u dve eksperimentalne
godine, a materijal za gajenje je u prvoj godini (sezona 2005) sakuplien na
lokalitetu selo Tule$ (GPS: N 43° 30’ 005”; EO 21° 06’ 513”; nm.=340m) (Zupsko
vinogorje), drugoj godini (sezona 2006) sa lokaliteta selo Gornji Matejevac (GPS:
N 43° 20’ 8707; EO 21° 57’ 842”; nm.=318m) (matejevacko-si¢evacko vinogorje).

3.4. Testovi ishrane i interakcija S. titanus na biljkama stanista

U cilju istrazivanja potencijalnih trofickih odnosa izmedu biljaka staniSta i vrste S.
titanus vrSeni su testovi ishrane i prezivljavanja L4, L3 i adulta na biljkama koje su

Cesto prisutne kao korovske vrste unutar i oko loznih zasada (Partenocisus
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tricuspidata Siebold and Zuccarini, Partenocissus quinquefolia L., Bilderdykia
convonvulus L., Chenopodium album L., Bryonia dioica Jacq., Triticum aestivum
L., Zea mays L., Setaria glauca (L.) Beauv., Echinochloa crus-galli (L.) Beauv.,
Cissus rhombifolia Vahl., Ballota nigra L., Stelaria media (L.) Vill., Convonvulus
arvensis L., Clematis vitalba L.). Testiranje prezivljavanja jedinki na drugim biljnim
vrstama je vrdeno u uslovima ,bez izbora® - jedinkama se nudi za ishranu samo
jedna biljna vrsta, pri ¢emu je kontrola originalna biljka domacin, u ovom slucaju
vinova loza. Po 12 jedinki, razliCitog stepena razvi¢a (Ls, Ls i imago) su bili
obuhvaceni ovim testom u 4 ponavljanja, na ukupno 14 biljnih vrsta. Ocena testa
je vrSena u zavisnosti od prihvatanja bilike od strane testiranih jedinki tako 3to je
pocetkom testa prvog dana pregled vrSen na svakih 60 minuta, a kasnije jedan put
dnevno. Test je realizovan u plasti¢nim cilindrima (35 cm x 10 cm), sa unapred
pripremljenim biljkama koje su bile zasadene u plastitne saksije, koje su Cinile
donji deo cilindra. Povriina zemlje u saksijama je bila posuta slojem peska
(gradacija br. 2) debljine oko 2 cm kako bi se sprecila preterana vlaga unutar
cilindra. Za svaku biljnu vrstu, iskazana je srednja vrednost preZivljavanja u satima

ili danima u zavisnosti od perioda prezivljavanja.

3.5. Detekcija i genotipizacija FD fitoplazmi molekularnim metodama

U periodu od 2004.-2006. godine sakupljani su uzorci biljnog i insekatskog
materijala za detekciju fitoplazmi molekularnim metodama. Uzorci su sakupljani u
25 okruga u kojima su vizuelnom metodom detektovani simptomi fitoplazmaticnih
oboljenja vinove loze. Na svim lokalitetima sakupljan je materijal simptomatskih
biljaka vinove loze i cikade S. titanus. Uzorci pavitine (C. vitalba) su sakupljani sa
viSe lokaliteta na teritoriji Srbije. U cilju utvrdivanja potencijalnih novih
epidemiolo3kih lanaca FD fitoplazme, na lokalitetu Jasenovik u NiSkom vinogorju
tokom 2005. sakupljane su i druge prisutne cikade u cilju utvrdivanja prisustva FD
fitoplazme u njima. Definisanje tipa FD fitoplazme prisutnih u biljnom i insekatskom

materijalu uradeno je analizom tri genomska regiona ove fitoplazme
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3.5.1. Ekstrakcija DNK

3.5.1.1 Ekstrakcija DNK iz vinove loze

Ukupne nukleinske kiseline izolovane su iz svezih listova i lisnih nerava svakog
pojedinacnog uzorka vinove loze. Izolacija je uradena po CTAB (cethyl-trimethyl-

ammonium bromide) protokolu izolacije opisanom od strane Angelini i sar. 2001.

Jedan gram lisnih nerava svakog uzorka usitnjen je u te€nom azotu pomocu tu¢ka
i avana i homogenizovan u 3%-tnom CTAB puferu za ekstrakciju DNK (3% CTAB,
100mM Tris-HCI pH8, 10mM EDTA, 1,4M NaCl, 0,2% R-marcaptoethanol). Jedan
mililitar ove suspenzije prebacen je u Eppendorf tubicu zapremine 2ml i inkubiran
20 minuta na 65°C u vodenom kupatilu. Nakon inkubacije u tubicu je sipana
jednaka koli€ina hloroforma (1ml) i DNK izdvojena centrifugiranjem 10 minuta na
11000 rpm u vidu supernatanta koji je prebacen u novu Eppendorf tubicu
zapremine 1,5ml. U izdvojenu DNK dodata je jednaka koliina izopropanola
(0,75ml) a zatim iz rastvora istaloZzena centrifugiranjem 15 minuta na 11000 rpm.
Izolovana DNK isprana je 96% etanolom, osuSena pod strujom sterilnog vazduha
u digestoru i rastvorena u 100ul TE pufera (10mM Tris, 1mM EDTA, pH 7,6).

3.5.1.2. Ekstrakcija DNK iz pavitine (Clematis vitalba)

Ukupne nukleinske kiseline izolovane su iz svezih listova i lisnih nerava svakog
pojedinatnog uzorka pavitine. Izolacija je uradena po modifikovanom CTAB
(cethyl-trimethyl-ammonium bromide) protokolu izolacije opisanom od strane
Angelini i sar. (2001).

Koristeci protokol za izolaciju DNK, opisan u poglavlju 3.5.1.1., dobijena je DNK sa
visokim sadrzajem inhibitornih materija. Da bi se dobila Cistija DNK, posle izolacije
sprovedeno je preti§¢avanje, koje je vise puta ponovljeno sve dok se nije dobila
Cista DNK. Preciscavanje je uradeno postupkom potpunog rastvaranja “prljave”,
skoro crne DNK u 700 pl molekularne vode i dodavanjem jednake koliine

izopropanola. Precis¢ena DNK je iz rastvora istalozena centrifugiranjem 15 minuta
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na 11000 rpm. Posle ove procedure vecina inhibitornih substanci, ili ¢ak sve,
ostajale su rastvorene u te€noj fazi tako da je dobijena kvalitetnija DNK. Kod
izolata kod kojih su se inhibitorne materije teze rastvarale ova procedura je
ponavljana 4 do 5 puta ili dok DNK ne bi bila Cista. Evidentno je da se u ovoj
proceduri jedan, mada ne znacajan, deo DNK izgubio, ali je CistoCa preciscene
DNK bila zna€ajno poboljSana. Detekcija fitoplazmi u precis¢enim uzorcima bila je
moguca u razredenju 1:10, dok pre preci§¢avanja to nije bilo moguée sem ukoliko

su uzorci razredeni 10.000 puta.

3.5.1.3. Ekstrakcija DNK iz insekata

Ukupne nukleinske kiseline ekstrahovane su iz svakog pojedinacnog insekta po
modifikovanom CTAB protokolu ekstrakcije opisanom od strane Angelini i sar.
(2001).

Svaki pojedinacni insekt usitnjen je u te€nom azotu u Eppendorf tubici zapremine
2 ml kori§¢enjem Eppendorf Micropistille. Usitnjeni uzorak homogenizovan je u 0,4
ml 2%-tnog CTAB pufera (2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH8, 10 mM EDTA, 1,4 M
NaCl, 0,2% R-marcaptoethanol) i inkubiran 30 minuta na 65°C u vodenom
kupatilu. Nakon inkubacije u tubicu je sipana jednaka koli¢ina hloroforma (0,4 ml) i
DNK je izdvojena centrifugiranjem 10 minuta na 11000 rpm na 4°C. Supernatant je
prebacen u novu Eppendorf tubicu zapremine 1,5ml i proces ekstrakcije DNK
hloroformom jo3 jednom ponovljen. Izdvojena DNK je istalozena dodavanjem
jednake koli¢ine izopropanola (0,4 ml) i centrifugiranjem 15 minuta na 12000 rpm
na 4°C. Izolovana DNK isprana je 96% etanolom, osu3ena pod strujom sterilnog

vazduha u digestoru i rastvorena u 50 pl TE pufera.

3.5.2. Detekcija FD fitoplazmi umnozavanjem FD9 regiona metodom lan&ane

reakcije polimeraze - Polymerase Chain Reaction (PCR)

U cilju utvrdivanja prisustva FD fitoplazme u biljnom i insekatskom materijalu
primenjena je metoda lanane reakcije polimeraze (PCR). Kori§¢enjem specifi¢nih

prajmera, ova metoda omogucava specificno umnozavanje delova genoma ove
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fitoplazme i time detekciju njenog prisustva. Spisak svih kori§¢enih prajmera dat je
u Tabeli 1.

Za specificnu detekciju FD fitoplazme u vinovoj lozi, pavitini i cikadama
umnozavan je FD9 region neribozomalnog fragmenta DNK fitoplazmi EIm yellows
(EY) grupe (16S rRNK V-grupa) u nested PCR proceduri. FD9 region obuhvata
gen za sintezu ribozomalnog proteina /15 (rp/15 gen) i gen koji kodira ribozomalni
protein /15 (rp/15 gen) i gen koji kodira protein translokazu (SecY gen) i
prepoznatljivo je drugadiji kod fitoplazmi 16S rRNK V-grupe u odnosu na sve
druge do sada opisane fitoplazme. UspeSna sinteza ovog regiona ukazuje na

prisustvo FD fitoplazme u analiziranom materijalu.

Za direktni PCR kori§¢eni su FD9f2 (Angelini i sar., 2001) i FD9r (Daire i sar.,
1997) prajmeri, a za nested PCR FD9f3 i FD9r2 (Angelini i sar., 2001) prajmeri koji
umnozavaju segment finalne duzine 1150 bp. Umnozavanje DNK u obe reakcije,
direktnoj i nested, uradeno je u 20 pl zapremini PCR sme3e sadrzaja: Taq pufer
(100 mM Tris-HCI (pH 8.8 na 25°C), 500 mM KCI, 0.8% Nonidet P40) (1x), MgCl.
(3 mM), dNTPs (300 pM), prajmeri (750 nM), Taq polimeraza (Fermentas)
0.0375U/p i 1 ul 1:10 razredene DNK uzorka. Da bi se eliminisala mogu¢énost da je
tokom pripreme uzoraka doSlo do unakrsne kontaminacije izmedu njih, na svakih
10 uzoraka stavljana je negativha kontrola. Negativhu kontrolu je predstavljala
dodatna tubica sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje DNK, ali je umesto
1 Wl uzorka sipan 1 pl molekularne vode. Umnozavanje je uradeno u Eppendorf
Mastercycler®ep po slede¢em protokolu za direktni PCR: inicijalna denaturacija
92°C 90 sec; denaturacija 92°C 30 sec, elongacija 46°C 40 sec, ekstenzija 72°C
90 sec (35 ciklusa); finalna ekstenzija 72°C 5 min. Protokol za nested PCR je bio
modifikovan viSom temperaturom elongacije (47°C 30 sec) i skracenim vremenom

ekstenzije (72°C 75 sec). Ukupno je primenjeno 39 ciklusa.

Da bi se utvrdilo u kojim uzorcima je umnozen specificni region FD fitoplazme, 5 ul
PCR produkta svakog uzorka uklju€ujuéi i negativne kontrole pusteno je na 1%
agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom i vizualizirano pod UV

transiluminatorom.

31



3.5.3. Genotipizacija FD fitoplazmi metodom polimorfizma duzine

restrikcionih fragmenata (RFLP) i sekvencioniranjem

Analiza tipa FD fitoplazme uradena je na tri genomska regiona: 16S-23S rRNK

regionu, FD9 regionu (rpl15 i SecY gen) i rpV regionu (rpl22 i rps3 gen).

3.5.3.1. Analiza 16S-23S rRNK regiona

Region 16S-23S ribozomalne RNK (16S-23S rRNK) umnozZen je metodom
lancane reakcije polimeraze u nested PCR proceduri. Za direktni PCR kori§¢eni su
P1 (Deng i Hiruki, 1991) i P7 (Smart i sar., 1996) prajmeri koji umnozavaju ceo
16S rRNK region, 16S-23S rRNK meduprostor i pocetak 23S rRNK, ukupne
duzine 1800 bp. Za nested PCR koris¢eni su 16r758f (Gibb i sar., 1995) i M23Sr
(Padovan i sar., 1995) prajmeri koji obuhvataju deo 16S rRNK, 16S-23S rRNK
meduprostor i poCetak 23S rRNK region u ukupnoj duzini od 1050 bp. PCR
umnozavanje u obe reakcije, direktnoj i nested, uradeno je u 20 pl zapremini PCR
smede sadrzaja: Taq pufer (1x), MgCl, (1,5 mM), dNTPs (300 pM), prajmeri (600
nM), Taqg polimeraza (Fermentas) 0.0375 U/u i 1 pl 1:10 razredene ekstrahovane
DNK uzorka. Umnozavanje je uradeno u Eppendorf Mastercycler®ep po slede¢em
protokolu: inicijalna denaturacija 94°C 90 sekundi; denaturacija 94°C 1 min,
elongacija 50°C 2 min, ekstenzija 72°C 3 min (34 ciklusa); finalna ekstenzija 72°C
10 min. Da bi se utvrdilo prisustvo fitoplazme i procenila koliina sintetisanog
produkta, posle zavrSenog umnozavanja 5 pl PCR produkta svakog uzorka
pusteno je na 1% agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom i vizualizirano pod

UV transiluminatorom.

Posle uspednog umnozavanja PCR produkt 16S-23S rRNK uzoraka podvrgnut je
digestiji sa Taql restrikcionom endonukleazom (Fermentas). Digestija je uradena u
ukupnoj zapremini od 15 pl RFLP sme3e sadrzaja: 1 x pufer za digestiju, 1U
enzima, 1-5 pl PCR produkta u zavisnosti od koli¢ine sintetisanog PCR produkta i
8-12 ul Molecular Biology Grade Water (Eppendorf). U cilju potpune digestije PCR
produkata ona je trajala 16 sati. Temperatura digestije je bila 65°C u skladu sa

uputstvom proizvodaca. Produkti digestije su razdvojeni elektroforetski na 13%

32



poliakrilamidnom gelu u TBE (Tris-Borate 90mM, EDTA 1mM) puferu, obojeni

etidijum bromidom i vizualizirani pod UV transiluminatorom.

3.5.3.2. Analiza rp regiona (operona gena ribozomalnih proteina)

Region operona gena ribozomalnih proteina (rp) EY grupe fitoplazmi (rpV)
umnozen je PCR metodom u nested PCR proceduri. Za direktni PCR kori$cen je
par prajmera specifican za umnozZavanje ribozomalnih proteina EY grupe
fitoplazmi: rp(V)F1(Lee i sar., 1998) i rpR1 (Lim i Sears, 1992). Za nested PCR
kori§cen je drugi par prajmera specifi€an za umnozavanje rp regiona fitoplazmi EY
grupe: rp(V)F1A i rp(V)R1A (Lee i sar., 2004). Produkt nested PCR-a sa ovim
prajmerima duzine je oko 1200 bp i obuhvata region koji kodira ribozomalne
proteine s3 (rps3) i 122 (rpl22). PCR umnozavanje u obe reakcije, direktnoj i
nested, uradeno je u 20 yl zapremini PCR sme$e sadrzaja: Taq pufer (1x), MgCl,
(3 mM), dNTPs (300 uM), prajmeri (600 nM), Taq polimeraza (Fermentas) 0.0375
U/M i 1 Jl 1:10 razredene ekstrahovane DNK uzorka. Umnozavanje je uradeno u
Eppendorf Mastercycler®ep po protokolu istom kao i za umnozavanje 16S-23S

rRNK regiona.

Da bi se utvrdilo prisustvo fitoplazme i procenila koli€ina sintetisanog produkta,
posle zavrSenog umnozavanja 5 Pl PCR produkta svakog uzorka pudteno je na
1% agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom i vizualizirano pod UV

transiluminatorom.

Posle uspeSnog umnozavanja PCR produkt rp regiona uzoraka stavljen je na
digestiju sa Tru1l restrikcionom endonukleazom (Fermentas). Digestija je uradena
u ukupnoj zapremini od 15yl RFLP sme$e sadrzaja: 1x pufer za digestiju, 1U
enzima, 1-5 yl PCR produkta u zavisnosti od jaCine sintetisanog produkta na
agaroznom gelu i 8-12 pl Molecular Biology Grade Water (Eppendorf). U cilju
potpune digestije PCR produkata ona je trajala 16 sati. Temperatura digestije je
bila 37°C u skladu sa uputstvom proizvodaca. Produkti digestije su razdvojeni
elektroforetski na 13% poliakrilamidnom gelu u TBE (Tris-Borate 90 mM, EDTA 1

mM) puferu obojeni etidijum bromidom i vizualizirani pod UV transiluminatorom.
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3.5.3.3. Analiza FD9 regiona

FD9 region obuhvata gen koji kodira ribozomalni protein /15 (rp/15 gen) i gen koji
kodira protein translokazu (SecY gen) umnozZen je po protokolu opisanom u
poglavlju 3.5.2. Posle zavrSenog umnozavanja 5 pl PCR produkta svakog uzorka
pusteno je na 1% agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom i vizualizirano pod
UV transiluminatorom. Posle uspeSnog umnozavanja PCR produkt FD9 regiona
uzoraka stavljen je na digestiju sa Taq/ restrikcionom endonukleazom (Fermentas)

po protokolu opisanom u poglavlju 3.5.3.1.

U cilju detaljnije analize FD fitoplazmi prisutnih u uzorcima vinove loze, pavitini i
cikadama, FD9 region, koji je najvarijabilniji od 3 analizirana regiona, je
sekvencioniran. Posle provere uspe$nosti sinteze FD9 regiona, PCR produkti
uzoraka odredenih za sekvencioniranje preci§ceni su pomo¢u QIAGEN QIAquick
PCR Purification Kit-a pratec¢i upustvo proizvodaca. Precis¢eni uzorci ponovo su
pusteni na 1% agaroznom gelu da bi se proverila Cistota uzoraka, njihova
molekularna tezina i koli¢ina DNK u svakom uzorku poredenjem sa markerom
(SERVA DNA 100 Bp DNA Ladder).

Tabela 1. Spisak kori§¢enih prajmera

Region Naziv prajmera | Sekvenca prajmera u 5'—3' smeru
FD9f2 GCTAAAGGTGATTTAAC
FD9 FDOr TTTGCTTTCATATCTTGTATCG
FDOf3* GGTAGTTTTATATGACAAG
FD9r2* GACTAGTCCCGCCAAAAG
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
16S-23S P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
rRNK 16r758f* GTCTTTACTGACGCTGAGGC
M23Sr* TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG
rp(V)F1 TCGCGGTCATGCAAAAGGCG
rpVv rpR1 ACGATATTTAGTTCTTTTTGG
rp(V)F1A* AGGCGATAAAAAAGTTTCAAAA
rp(V)R1A* GGCATTAACATAATATATTATG

*prajmeri za nested PCR protokol

Reakcije sekvencioniranja uradene su u BMR Genomics (Padova, ltaly) na ABI

Prism 3700 automatskom kapilarnom sekvencionatoru. Umnozeni FD9 region
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uzoraka sekvencioniran je u oba smera upotrebom oba prajmera koris¢ena za

umnozavanje DNK.

Poravnjanje sekvenci (alignment) uraden je u CLUSTAL W Multiple Sequence

Alignments programu verzija 1.81 (http://align.genome.jp/).

4. REZULTATI

4.1. Rasprostranjenje S. titanus na teritoriji Srbije

U periodu od 15.07.-5.10. 2004. ukupno je pregledano 116 vinograda na podrucju
Zupe Aleksandrovac, Velike Drenove, Vrca, Bele Crkve, okoline Beograda i
Fruske Gore. Na nekim lokalitetima u Zupi Aleksandrovac (okolina sela Tule$)
potetkom septembra, zabelezena je izuzetno visoka brojnost S. titanus u
vinogradima zarazenim fitoplazmom. Broj primeraka nije mogao da se kvantifikuje,
jer je u pojedinim zamasima mreze bilo registrovano na stotine primeraka (slika
25). Takode zabelezen je i veliki broj egzuvija na nali¢ju lista, $to ukazuje na
njihovu veliku brojnost i moze da pomogne u identifikaciji prisustva ove cikade u

vinogradu (slika 26).

Na svim pregledanim lokalitetima u 2004. godini (tabela 2) registrovano je
prisustvo S. titanus. Njihove populacije su na lokalitetima u juznom Banatu
ocenjene kao niske (Vr8ac, Bela Crkva) do umerene (okolina Beograda,
Slankamen, Mandelos, Sremski Karlovci, Stala¢). U pregledanim vinogradima, koji
su po pravilu pokazivali visok procenat simptoma tipi¢nih za prisustvo fitoplazme,
populacije S. titanus su ocenjene kao visoke (Banstol) ili kao izuzetno visoke

(Tule$, Velika Drenova, Kukljin, Medveda, Um¢ari, Mutalj).
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Slika 26. Velika brojnost egzuvija S. titanus na nali€ju lista
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Tabela 2: Pregled vinograda u Srbiji na prisustvo S. titanus u periodu od 15.07-

5.10.2004
S. titanus B -
Broj brojnost GPS Status Detekcija FD
Lokaliteti pregledanih | populacije u koordinate acada
vinograda | pregledanim potesa u lozi u
vinogradima vektoru
Visnjica proizvodni
Beograd 2 o ) zasad ) -
l\?:::tSSIe(% 1 ++ - okucnica - R
Tules * N 43°30'005" | proizvodni
Aleksandrovac 12 *+* | B0 21°06' 513" | zasad * +
Tules, N 43°30'025" | proizvodni
Aleksandrovac 7 *+* | EO 21°07488" | zasad * +
N 44°41'755" ) )
Grocka 6 ++ EO 20040353 | Proizvodni | ]
elev:177m zasad
N 44°36'055 —vodni
Pudarce 2 -+ E020° 43' 550; | PLo=vodn | ;
elev:244m
N 44°34.963 ) _
Uméari* 1 +hit EO 20°44' 863 | Proizvodni | )
elevi141m zasad
Vrsacki 5 + ) proizvodni ) j
vinogradi zasad
Bela Crkva 4 + _ proizvodni ) _
zasad
N 45°09'198" | proizvodni
Stankamen 15 T EO 20°13'047" | zasad - -
N 45°08'632" roizvodni
Banstol 13 . EO 19°58'539" gasa | } .
elev. 227m
N 45°06'351" ) )
Mandelos 5 ++ EO 19°38'184" proizvodni _ )
elev. 173 m zasad
N 45°06' 364" ) )
Mutalj* 4 T EO19042225" | Proizvodni |, N
elev. 200 m zasad
N 4511 433° roizvodni
Sr. Karlovci 4 ++ EO 19°55'961" gasad ) )
elev. 129m
N 43°35'836" ) )
Ribnik 4 - EO 21°03'478" | Proizvodni } .
elev. 171m zasad
N 43°37' 912" ) )
Medveda 6 +hit EO 21°03'%624" | Proizvodni |, .
elev. 198m zasad
N 43°38' 164" . )
V. Drenova 6 ++++ EO 21°09'520" proizvodni + .
elev. 203m zasad
N 43°367225" proizvodni
Kukljin 8 S EO 21°14'195" | P28 + +
elev. 203m
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N 43°36'561" roizvodni
Stala¢ 1 ++ EO 21°18'913" [P - -
zasad
elev. 150m
Ukupno 116

+ - populacija niske brojnosti; ++ - srednje brojnosti; +++ - visoke brojniosti; ++++ -
izuzetno visoke brojnosti
* lokaliteti na kojima je sakupljen materijal za kvalitativnu i kvantitativu analizu

cikada u vinogradima

U 2005. godini detaljnije su pregledani i regioni koji nisu bili obradeni u 2004.
godini. Tako je ukupno pregledano novih 127 vinograda, oku¢nica i divljih loza
pored glavnih puteva. Prema rezultatima prikazanim u tabeli 2 vidi se da je u svim
pregledanim regionima Srbije registrovano prisustvo S. titanus. U severnim
delovima zemlje (Pali¢, Sanad, Coka, Backo Gradiste, Biserno Ostrvo)
registrovana je niska brojnost populacije, osim u Horgo3u na divljim lozama gde je
registrovana srednja brojnost. U vrSatkom regionu takode je registrovana niska
brojnost cikada, kao i u Deliblatskoj pes¢ari (Kajtasovo, Gaj). Generalno u vecini
vinograda u isto¢noj Srbiji registrovana je niska do srednja brojnost, dok je u
fru§kogorskom i beogradskom regionu registrovana srednja do visoka brojnost S.
titanus (samo u nekim vinogradima, Umcari i Irig-Tursko brdo, registrovana je
izuzetno visoka brojnost). U centralnim i juznim delovima Srbije (kruSevacki
region— Brus, Medveda, Velika Drenova, Konjuh i nidki region — Gornji Matejevac,
Gornja Vrezina) uglavnom su cikade prisutne u visokoj i izuzetno visokoj brojnosti
(tabela 3).

Tabela 3: Pregled vinograda u Srbiji na prisustvo S. titanus u 2005. godini

S. titanus Detekcija
Broj brojnost GPS Status FD**
Lokaliteti pregledanih | populacije u koordinate zasada
vinograda | pregledanim potesa u. u
vinogradima U lozi | vekdoru
N 45°08'635" . .
Vranja$ 1 ++ E019°8'606" pro'z""g”' - -
elev. 213 m zasa
N 45°05'847" . )
Rivica 1 ++ EO 19°48'548" pro'z"o(?”' - -
elev. 221 m zasa
Irig - Tursko N 45086'849” proizvodni
4 — E019°51'310" + +
Brdo zasad
elev. 237 m
N 45°06'856" . )
Krugedol 2 ++ EO 19%7'3g2" | Proizvodni | -
elev. 192 m zasad
N 44%37'065" roizvodni
Smederevo 3 * EC20°54050" | & 2asad - -
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elev. 206 m

i N 45°09'216" ] ]
Novi 2 - EO 20°131051" | Proizvodni
Slankamen clov. 220m sasad
N 45°06'449" ) i
Vrsac 2 + EO 21°19'730" proizvodni
elev. 136 m zasad
N 44°50'485"
Kajtasovo 1 + EO 21°16'206" divlja loza
elev. 48 m
N 44%48'010"
Gaj 1 ++ EO 21°05'337" | divlja loza
elev. 53 m
N 45°06'364" ] i
Mutalj* 3 T+ EO 19°42'225" proizvodni
elev. 200 m zasad
N 45°09'158" ) i
Beska 12 T+ EO 20°03'414" proizvodni
elev. 158 m zasad
N 44734'963" ] ]
Uméari 2 bt EO 20%44'863" | PTOZoIM
elev. 141 m zasa
N 44°38'861" . )
Brestovik 1 ++ EO 20°45'775" prOIZVO(cjim
elev. 213 m zasa
N 44°50'389"
Zemun 2 ++ EO0 20°24'377" | okuénica
elev. 84 m
Aleksandrovac zasad
elev. 340 m
N 45725201" ] ]
Brus 2 e+ EO 21°03'265" proizvodni
elev. 509 m zasad
N 43°37'891" ) i
Medveda 3 e+ EO 21°03'629" proizvodni
elev. 180 m zasad
N 43735'755" ] ]
Gorniji Ribnik 1 I EO 21903'438" pronzvogm
elev. 160 m zasa
Velika N 430307'589” proizvodni
4 +H+t EO 21°07'813"
Prenova elev. 154 m zasad
N 43°38'248" ) i
Konjuh 2 e+ EO 21911'354" proizvodni
elev. 241 m zasad
Nis - Gornja N 43039'268” proizvodni
30 4 +H+t E021%°59'278"
Vrezina sasad
elev. 247 m
N 42°56'001" ] ]
Grdelica 6 b+ EO 22°05'469" prmzvo(cjjm
elev. 375 m zasa
Gornji N 430200'870” proizvodni
; 3 +H+t EO 21°57'842"
Matejevac elev. 318 m zasad
N 44°35'328" ] i
PoZarevac 1 4 EO 21%13'769" proizvodni
elev. 92 m zasad
Sremski N 450101 '4.33” » | proizvodni
Karlovci 1 ++ EO 19%55'973 Josad
elev. 96 m
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Sremski

i N 45°12'518" . _
Karlovci - + EO 19%52'234" proizvodni
vinogradi sasad

i elev. 171 m
Navipa
; N 44°07'865" ) i
Novi o EO 20%15'333" proizvodni
Slankamen sasad
elev. 161 m
N 45°04'264" ] ]
Surduk e+ EO 20°19'295" prmzvo(cjjm
elev. 122m zasa
N 45°08'640" _ _
Kuzmin e+ EO 19°58'605" proizvodni
elev. 213 m zasad
N 43°48'660"
Erdevik ++ EO 21°53'262" | divlja loza
elev. 327 m
N 43°59'633" _ _
Divos T+ EO 22°18'085" proizvodni
elev. 222 m zasad
N 46°05'997" _ _
Pali¢ + EO 19%45'838" prmzvo(cjjm
elev. 92 m zasa
N 46°07'003"
Horgo$ ++ EO 19°48'559" | divlja loza
elev. 102 m
N 46°00'396"
Sanad 1 + EO 20°06'025" | divlja loza
elev. 84 m
N 45758'349"
Sanad 2 + EO 20°07'257" | divlja loza
elev. 84 m
N 45°57'123"
Coka + EO 20°08'241" | divlja loza
elev. 90 m
Backo N 45”302'2223" —
Gradiste + E0 20°03'941" | divlja loza
elev. 84 m
N 45733'192" . _
Biserno ostrvo + EO 20°04'017" prmzvo(cjjm
elev. 88 m zasa
N 43%21'330" _ _
Gomji Ribnik bt EO 22°01'901" | Proizvodni
elev. 352 m zasad
N 43°21'356" . ;
Medveda bt EQ 22°02'754" proizvodni
elev. 190 m zasad
Velika N 430201 426" | broizvodni
++t EO 22°02'081"
Drenova zasad
elev. 343 m
N 43721'875" _ _
Kukljin bt EO 22°01'705" pro'zvoé’”'
elev. 401 m zasa
N 43°21'914" ) i
Jasika e+ EO 22°01'699" proizvodni
elev. 407 m zasad
N 43°22'365" _ _
Paracin 4 EO 22°02'441" proizvodni
elev. 463 m zasad
N 43°20'610" _ _
Umcari I EO 22°03'551" prmzvo(cjjm
elev. 440 m zasa
Sicevo * ++++ N 43° 20.642’ proizvodni
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Jasenovik EO22" 03.719 zasad
elev. 452 m
N 43%45'140" ) i
Despotovac 1 RFR. EO 21%26'617" | Proizvodni ) )
elev. 141 m zasad
N 43°44'856" _ _
Cicevac 1 +* EO 21927719 | PrOZvOdnt | ;
elev. 157 m zasa
N 44°31'768" _ _
Grabovica 2 4 EO 22°41'433" proizvodni ) )
elev. 61 m zasad
N 44°18'637" ) i
Kladovo 1 + EO 22930'217" proizvodni ) )
elev. 108 m zasad
N 44°32'644" _ _
Milutinovac 1 + EO 22°39'868" prOIZVO(cjim . .
elev. 45 m zasa
N 44°15'648" _ _
Negotin 1 ++ EO 22%87209" | Prozvodni [ -
elev. 49 m zasad
N 43°46'558" . )
Paracin 1 + EO 21%26'313" proizvodni ) )
elev. 187 m zasad
N 43%45'547" ) i
Pojate 1 + EO 21°26405" | PrOZvOdNT | ]
elev. 153 m zasa
N 44°05277" vodni
Tamni¢-Rajac 3 ++ EO 22°31'429" pr0|zvod ni } )
elev.81m zasa
N 44°06'071" . )
Rajac 2 ++ EO 22%34'199" | Pro2vodnt | ]
elev. 70 m zasa
N 43°75'073"
Cajetina 1 ++ EO 19°72'109" | okuénica - -
elev. 931 m
Dl\t/jl'i'gﬁi\gc’ 1 + - okucnica - R
Sabac 1 + - oku¢nica - i
Ukupno 127

+ - populacija niske brojnosti; ++ - srednje brojnosti; +++ - visoke brojniosti; ++++ -

izuzetno visoke brojnosti

* lokaliteti na kojima je sakupljen materijal za kvalitativnu i kvantitativu analizu
cikada u vinogradima

Pregledima novih vinograda u 2006. godini potvrdeno je prisustvo S. tifanus u 23
od ukupno 29 regiona u Srbiji (osim u Vranju i na Kosovu i Metohiji) (slika br. 27;
tabele 4 i 5). Krajnja tacka na jugu Srbije gde je registrovano prisustvo cikade bila
je u Grdelici gde je brojnost bila izuzetno visoka. Takode, pregledani su i severno-
zapadne delove Srbije, koji nisu izrazito vinogradarski regioni (Apatin, Sombor,
Kljajicevo), ali su i tamo redovno pronalazene cikade u niskoj brojnosti, €ak i u
centralnim delovima naselja pri oku¢nicama. Detaljnijim pregledima u pojedinim
regionima, gde su i predhodnih godina nalazene cikade potvrdena je njihova

visoka i izrazito visoka brojnost u kruSeva¢kom regionu — Trstenik, Medveda;
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niskom regionu—Jasenovik, Mal€a; fruS§kogorskom regionu-Irig, Mutalj, Banstol. U
Sumadijskom regionu (Kragujevac, Topola) zabelezena je takode visoka brojnost u

mnogim vinogradima.

(O - Flavescence doree fitoplazma 16SrV-C

@ - Bois Noir fitoplazma 16SrXII-A

- Scaphoideus titanus

_ Kikinda
=

Vojvodina

b s Lrenjanin

osglblll‘

Slika 27. Distribucija zutila vinove loze i cikade S. titanus u Srbiji u 2007.god.
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Tabela 4: Pregled vinograda u Srbiji na prisustvo S. titanus u 2006. godini

S. titanus . .
Broj brojnost GPS Status Detekcija FD
Lokaliteti pregledanih | populacije u koordinate
. . zasada ! u
vinograda pregledanim potesa u lozi
vinogradima vektoru
Vranje 12 - - proizvodni - -
zasad
Grdelica 8 ++++ - proizvodni + +
zasad
G. Zunice 5 +++ - proizvodni + +
zasad
Apatin 6 + - okucnica - -
Sombor
Del. Pesak 6 + - proizvodni - -
zasad
Banatsko 3 ++ - proizvodni - -
Novo Selo zasad
Kljajicevo 2 + - proizvodni - -
zasad
Apatin 3 + - okuc¢nica - -
Mutalj 2 +++ N 45°06'336" proizvodni + +
EO 19°41'137" zasad
ELEV.212m
Topola, 6 +++ - proizvodni + +
Trnava zasad
Malca 2 +++ - proizvodni + +
zasad
Jasenovik 2 +++ - proizvodni + +
zasad
Topola, Vinca 3 + N 44°13'5632" proizvodni - -
EO 20°40'224" zasad
ELEV. 298 m
Jagodina 9 + - proizvodni - -
zasad
Um¢ari 4 ++ - proizvodni - -
zasad
Beska 2 + N 45°09'172" proizvodni - -
EO 20°03'358" zasad
elev. 147 m
Banstol 3 ++ N 45°08'612" proizvodni - -
EO 19°58'607" zasad
elev. 220 m
Banstol 3 + N 45°08'631" proizvodni - -
EO 19°58'586" zasad
elev. 223 m
Banstol 2 ++ N 45°08'607" proizvodni - -
EO 19°58'694" zasad
elev. 221 m
Irig 2 ++ N 45°07'092" proizvodni + +
EO 19°51'158" zasad
elev. 252 m
Irig 2 +++ N 44°51'325" proizvodni + +
EO 20°22'628" zasad
elev. 99 m
Irig 2 +++ - proizvodni + +
zasad
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Banstol, Brdez 3 ++ N 45°08'776" proizvodni
EO 19°58'549" zasad
elev. 230 m
M. Zunite 3 +++ N 43°36'210" proizvodni
EO 22°16'944" zasad
elev. 278 m
Rajac 2 + N 44°07'298" proizvodni
EO 22°34'334" zasad
elev. 65 m
Zarkovo 1 ++ N 45°09'164" proizvodni
EO 20°03'412" zasad
elev. 154 m
S.Slankamen 3 + N 45°09'216" proizvodni
EO 20°13'051" zasad
elev. 229 m
S.Slankamen 2 + N 45°09'156" proizvodni
EO 20°11'445" zasad
elev. 64 m
S.Slankamen 3 + N 45°08'992" proizvodni
EO 20°13'844" zasad
elev. 188 m
S.Slankamen 3 + N 45°08'666" proizvodni
EO 20°13'726" zasad
elev. 96 m
S.Slankamen 3 + N 45°08'633" proizvodni
EO 20°14'573" zasad
elev. 140 m
S.Slankamen 2 +++ N 45°09'075" proizvodni
EO 20°11.40% zasad
55m
S.Slankamen 2 ++ N 45°08'610" proizvodni
EO 20°14'572" zasad
elev. 139 m
Vrljak 2 + N 75°14'213" proizvodni
EO 48°32'503" zasad
elev. 237 m
Kragujevac 3 +++ N 75°10'417" proizvodni
EO 48°32'731" zasad
elev. 230 m
Trstenik 10 ++++ - proizvodni
zasad
Medveda 3 ++++ N 75°04'191" proizvodni
EO 48°31'747" zasad
elev.212m
Stragari 2 +++ N 75°12'558" proizvodni
EO 48°33'938" zasad
elev. 230 m
Bogdanje 2 +++ N 75°03'403" proizvodni
EO 48°33'055' zasad
elev. 313 m
Lukinac 2 +++ N 75°01'567" proizvodni
EO 48°33'135" zasad
elev. 321 m
Grocka 2 ++ - proizvodni
zasad
Ukupno 142

+ - populacija niske brojnosti;

izuzetno visoke brojnosti

++ - srednje brojnosti; +++ - visoke brojnosti; ++++ -
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Tabela 5: Status i distribucija S. fitanus na teritoriji Republike Srbije

OKRUG ZASADI VINOVE LOZE (ha) PRISUSTVO
S. titanus
Severno Backi 1,179 +
Srednje Banatski 303 +
Severno Banatski 382 ++
Juzno Banatski 2,869 +++
Juzno Backi 1,945 +++
Sremski 2,473 ++++
Macvanski 113 +
Kolubarski 16 ++
Podunavski 2,556 ++++
BraniCevski 5,676 ++++
Sumadijski 3,349 +
Pomoravski 4,821 +++
Borski 6,188 ++
ZajeCarski 5,359 ++
Moravicki 10 +
Raski 35 ++++
Rasinski 8,411 ++++
Nisavski 7,535 ++++
Toplicki 360 +++
Pirotski 2,585 +
Jablanicki 5,152 ++++
Beograd 1,125 ++++
Pcinjski -

+ - populacija niske brojnosti; ++ - srednje brojnosti; +++ - visoke brojnosti; ++++ -

izuzetno visoke brojnosti

4.2. Kvalitativna i kvantitativna analiza cikada u vinogradima sa simptomima

fitoplazmati€nih oboljenja

Registrovane vrste cikada, njihova brojnost i procentualna zastupljenost su

prikazane u tabelama 6, 7 i 8. Lokalitet u Umcarima obraden je samo u 2004.

godini, jer su Eokoti tokom zime 2005. godine velikim delom stradali od fitoplazme,

pa je zbog toga ovaj vinograd pocetkom leta 2005. godine iskrcen.
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Tabela 6: Zbirni rezultati zastupljenosti cikada u vinogradima na teritoriji Srbije (Jul-

Oktobar, 2004)

2004
Aleksandrovac (selo Tules) Umcari Mutalj
Vrsta cikade priri:'ja Kka % Vrsta cikade prir:::ja Kka % Vrsta cikade priri:'ja Kka %
Scaphoideus Scaphoideus Scaphoideus
titanus 417 71,9 | titanus 388 79,2 | titanus 311 76,8
Cixius wagneri 8 1,4 | Cixius wagneri 4 0,8 | Cixius wagneri 12 3,0
Reptalus Reptalus Reptalus
panzeri 0 0 panzeri 0 0 panzeri 4 1,0
Platymetopius Platymetopius Platymetopius
major 1 0,2 | major 0 0 major 0 0
Dicranotropis Dicranotropis Dicranotropis
hammata 1 0,2 [ hammata 0 0 hammata 2 0,5
Dictyophara Dictyophara Dictyophara
europaea 12 2,1 | europaea 6 1,2 | europaea 1 0,2
Stictocephala Stictocephala Stictocephala
bisonia 4 0,7 | bisonia 6 1,2 | bisonia 9 2,2
Philenus Philenus Philenus
spumarius 2 0,3 | spumarius 5 1,0 | spumarius 6 1,5
Aphrophora Aphrophora Aphrophora
alni 3 0,5 | alni 1 0,2 | alni 0 0
Cicadella Cicadella Cicadella
viridis 2 0,3 | viridis 14 2,9 | viridis 1 0,2
Fieberiella Fieberiella Fieberiella
septemtrionalis 37 6,4 [ septemtrionalis 6 1,2 | septemtrionalis 2 0,5
Neoaliturus Neoaliturus Neoaliturus
fenestratus 2 0,3 | fenestratus 0 0 fenestratus 0 0
Mocydia Mocydia Mocydia
crocea 3 0,5 [ crocea 2 0,4 | crocea 6 1,5
Psammotettix Psammotettix Psammotettix
alienus 30 5,2 | alienus 42 8,6 | alienus 36 8,9
Euscelis Euscelis Euscelis
incisus 4 0,7 | incisus 0 0 incisus 3 0,7
Empoasca cf. Empoasca cf. Empoasca cf.
vitis 54 9,3 | vitis 16 3,3 | vitis 12 3,0
Ukupno 580 Ukupno 490 Ukupno 405
Tabela 7: Zbirni rezultati zastupljenosti cikada u vinogradima na teritoriji Srbije (Maj-
Oktobar, 2005)
2005
Aleksandrovac (selo Tules) Mutalj Jasenovik
Vrsta cikade priri:'ja Kka % Vrsta cikade priri:'ja Kka % Vrsta cikade priri:'ja Kka %
Scaphoideus Scaphoideus Scaphoideus
titanus 623 78,7 | titanus 455 74,7 | titanus 497 69,0
Cixius wagneri 0 0 | Cixius wagneri 4 0,7 | Cixius wagneri 0 0
Cixius similis 0 0 Cixius similis 0 0 Cixius similis 2 0,3
Reptalus Reptalus Reptalus
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panzeri 0 0 panzeri 7 1,1 | panzeri 4 0,6
Reptalus Reptalus Reptalus
quinquecostatus 0 0 | quinquecostatus 2 0,3 | quinquecostatus 0 0
Platymetopius Platymetopius Platymetopius
major 1 0,1 | major 0 0 major 0 0
Dicranotropis Dicranotropis Dicranotropis
hammata 4 0,5 | hammata 0 0 hammata 3 0,4
Dictyophara Dictyophara Dictyophara
europaea 22 2,8 | europaea 6 1,0 | europaea 21 2,9
Asiraca Asiraca Asiraca
clavicornis 0 0 clavicornis 0 0 clavicornis 4 0,6
Stictocephala Stictocephala Stictocephala
bisonia 7 0,9 | bisonia 6 1,0 | bisonia 12 1,7
Issus Issus Issus
coleoptratus 9 1,1 | coleoptratus 17 2,8 | coleoptratus 2 0,3
Philenus Philenus Philenus
spumarius 12 1,5 | spumarius 19 3,1 | spumarius 16 2,2
Aphrophora alni 12 1,5 | Aphrophora alni 4 0,7 | Aphrophora alni 12 1,7
Cicadella viridis 5 0,6 | Cicadella viridis 10 1,6 | Cicadella viridis 0 0
Fieberiella Fieberiella Fieberiella
septemtrionalis 3 0,4 | septemtrionalis 2 0,3 | septemtrionalis 3 0,4
Neoaliturus Neoaliturus Neoaliturus
fenestratus 3 0,4 | fenestratus 0 0 fenestratus 23 3,2
Anaceratagallia Anaceratagallia Anaceratagallia
ribauti 3 0,4 | ribauti 4 0,7 | ribauti 3 0,4
Jassargus Jassargus Jassargus
obtusivalvis 2 0,3 | obtusivalvis 6 1,0 | obtusivalvis 16 2,2
Mocydia crocea 5 0,6 | Mocydia crocea 2 0,3 | Mocydia crocea 8 1.1
Psammotettix Psammotettix Psammotettix
alienus 42 5,3 | alienus 42 6,9 | alienus 64 8,9
Psammotettix Psammotettix Psammotettix
confinis 0 0 confinis 0 0 confinis 2 0,3
Euscelis incisus 6 0,8 | Euscelis incisus 0 0 Euscelis incisus 2 0,3
Laodelphax Laodelphax Laodelphax 0
striatella 0 0 striatella 0 0 striatella 5
Agalmatium Agalmatium Agalmatium
flavescens 0 0 flavescens 0 0 flavescens 1 0
Mocydiopsis Mocydiopsis Mocydiopsis
intermedia 0 0 intermedia 0 0 intermedia 1 0
Cosmottetix Cosmottetix Cosmottetix
panzeri 0 0 | panzeri 0 0 | panzeri 1 0
Empoasca cf. Empoasca cf. Empoasca cf.
vitis 33 4.2 | vitis 23 3,8 | vitis 26 3,6
Ukupno 792 Ukupno 609 Ukupno 728
Tabela 8: Zbirni rezultati zastupljenosti cikada u vinogradima na teritoriji Srbije (Maj-
Oktobar, 2006)
2006
Aleksandrovac (selo Tules) Mutalj Jasenovik
Vrsta cikade priri:'ja Kka % Vrsta cikade pri rI::'Ja Kka % Vrsta cikade pri 2:_; Kka %

Scaphoideus Scaphoideus Scaphoideus

titanus 655 76,2 | titanus 371 70,5 | titanus 565 71,7

Cixius wagneri 0 0 Cixius wagneri 4 0,8 | Cixius wagneri 0 0

Cixius similis 0 0 Cixius similis 0 0 Cixius similis 2 0,3

Reptalus Reptalus Reptalus
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panzeri 0 0 panzeri 0 0 panzeri 4 0,5
Reptalus Reptalus Reptalus

quinquecostatus 0 0 quinquecostatus 5 1,0 | quinquecostatus 0 0
Reptalus Reptalus Reptalus

cuspidatus 6 0,7 | cuspidatus 0 0 cuspidatus 0 0
Hyalesthes Hyalesthes Hyalesthes

obsoletus 1 0,1 | obsoletus 0 0 obsoletus 4 0,5
Platymetopius Platymetopius Platymetopius

major 0 0 major 0 0 major 0 0
Asiraca Asiraca Asiraca

clavicornis 0 0 clavicornis 0 0 clavicornis 3 0,4
Dicranotropis Dicranotropis Dicranotropis

hammata 6 0,7 | hammata 3 0,6 | hammata 3 0,4
Dictyophara Dictyophara Dictyophara

europaea 26 3,0 | europaea 11 2,1 | europaea 26 3,3
Stictocephala Stictocephala Stictocephala

bisonia 6 0,7 | bisonia 8 1,5 | bisonia 12 1,5
Issus Issus Issus

coleoptratus 11 1,3 | coleoptratus 16 3,0 | coleoptratus 2 0,3
Philaenus Philenus Philenus

spumarius 12 1,4 | spumarius 14 2,7 | spumarius 16 2,0
Aphrophora alni 3 0,3 | Aphrophora alni 2 0,4 | Aphrophora alni 12 1,5
Cicadella viridis 5 0,6 | Cicadella viridis 2 0,4 | Cicadella viridis 0 0,0
Fieberiella Fieberiella Fieberiella

septemtrionalis 1 0,1 | septemtrionalis 0 0,0 | septemtrionalis 3 0,4
Anaceratagallia Anaceratagallia Anaceratagallia

ribauti 12 1,4 | ribauti 10 1,9 | ribauti 5 0,6
Jassargus Jassargus Jassargus

obtusivalvis 17 2,0 | obtusivalvis 4 0,8 | obtusivalvis 0 0
Errastunus Errastunus Errastunus

ocellaris 23 2,7 | ocellaris 3 0,6 | ocellaris 2 0,3
Neoaliturus Neoaliturus Neoaliturus

fenestratus 0 0 fenestratus 0 0 fenestratus 23 2,9
Mocydia crocea 7 0,8 | Mocydia crocea 5 1,0 | Mocydia crocea 8 1,0
Psammotettix Psammotettix Psammotettix

alienus 23 2,7 | alienus 34 6,5 | alienus 64 8,1
Psammotettix Psammotettix Psammotettix

confinis 0 0 confinis 0 0 confinis 2 0.3
Euscelis incisus 5 0,6 | Euscelis incisus 4 0,8 | Euscelis incisus 2 0,3
Euscelis Euscelis Euscelis

distinguendus 0 0 distinguendus 0 0 distinguendus 2 0,3
Enantiocephalus Enantiocephalus Enantiocephalus

cornutus 0 0 cornutus 0 0 cornutus 12 1,5
Empoasca cf. Empoasca cf. Empoasca cf.

vitis 41 4.8 | vitis 30 5,7 | vitis 16 2,0
Ukupno 860 Ukupno 526 Ukupno 788

Na svim lokalitetima koji su bili obuhvaceni istrazivanjima, kao najbrojnija vrsta u

sve tri istraZivatke godine bila je S. titanus. Zastupljenost ove cikade na sva tri

obradena lokaliteta u tri istrazivacke sezone bila je izmedu 76,8-79,2 % u 2004.,

69,0-78,7% u 2005. i 70,5-76,2% u 2006. godini.
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Od drugih cikada prisutnih u svim ispitivanim lokalitetima ukupno je registrovano

32 vrste, iz 9 familija i 23 roda:

fam. Cixiidae:

Cixius wagneri China, 1942 (slika 28 - u prilogu)

Cixius similis Kirschbaum, 1868 (slika 29 - u prilogu)
Reptalus panzeri Léw, 1883 (slika 30 - u prilogu)

Reptalus quinquecostatus Dufour 1833 (slika 31 - u prilogu)
Reptalus cuspidatus Fieber 1876 (slika 32 - u prilogu)
Hyalesthes obsoletus Signoret 1865

Platymetopius major Kirschbaum 1868 (slika 33 - u prilogu)

fam. Delphacidae:

fam.

fam.

fam.

fam.

fam.

fam.

fam.

Asiraca clavicornis Fabricius 1794 (slika 34 - u prilogu)
Dicranotropis hamata Boheman 1847 (slika 35 - u prilogu)
Laodelphax striatella Fallén 1826 (slika 36 - u prilogu)

Dictyopharidae:
Dictyophara europaea Linnaeus 1767 (slika 37 - u prilogu)

Membracidae:
Stictocephala bisonia Kopp & Yonke 1977 (slika 38 - u prilogu)

Issidae:
Issus coleoptratus Fabricius 1781 (slika 39 - u prilogu)

Agalmatium flavescens Olivier 1791

Cercopoidea:
Philaenus spumarius Linnaeus 1758 (slika 40 - u prilogu)

Aphrophoridae
Aphrophora alni Fallén 1805 (slika 41 - u prilogu)

Cicadellidae

pod-fam. Typhlocybinae

Empoasca cf. vitis Goéthe 1875

Cicadellidae

pod-fam. Deltocephalinae:

Scaphoideus titanus Ball 1932 (slika 20 - u prilogu)

Cicadella viridis Linnaeus 1758 (slika 42 - u prilogu)

Fieberiella septentrionalis Wagner 1963 (slika 43 i 44 - u prilogu)
Anaceratagallia ribauti Ossiannilsson 1938 (slika 45 - u prilogu)
Jassargus obtusivalvis Kirschbaum 1868 (slika 46 - u prilogu)
Errastunus ocellaris Fallén 1806 (slika 47 - u prilogu)
Neoaliturus fenestratus Herrich-Schaffer 1834 (slika 48 - u prilogu)
Mocydia crocea Herrich-Schaffer 1837 (slika 49 - u prilogu)
Psammotettix alienus Dahlbom 1850 (slika 50 - u prilogu)
Psammotettix confinis Dahlbom 1850 (slika 51 - u prilogu)
Mocydiopsis intermedia Remane 1961

Euscelis incisus Kirschbaum 1858 (slika 52 - u prilogu)

Euscelis distinguendus Kirschbaum 1858 (slika 53 - u prilogu)
Enantiocephalus cornutus Herrich-Schaffer 1838

Cosmotettix panzeri Flor 1861

Od cikada koje su bile prisutne na sva tri lokaliteta, sa visokom gustinom

populacija, treba napomenuti vrstu Mocydia crocea (Cija se brojnost kretala do
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1,5%), Aphrophora alni (do 1,7%), Jassargus obtusivalvis (do 2,0%), Stictocephala
bisonia (do 2,2%), Errastunus ocellaris (do 2,7%), Cicadella viridis (do 2,9%),
Issus coleoptratus (do 3,0%), Cixius wagneri (do 3,0%), Philenus spumarius (do
3,1%), Dictyophara europaea (do 3,3%), Fieberiella septemtrionalis (6,4%),

Psamotettix alienus (do 8,9%) i Empoasca cf. vitis (do 9,3%).

Poznati vektor stolbur fitoplazme na vinovoj lozi Hyalesthes obsoletus, bio je retko
prisutan na istrazenim lokalitetima, odnosno, samo nekoliko primeraka ove vrste je
registrovano na lokalitetima Tule$ (Aleksandrovac) i Jasenovik (Si¢evo) u 2006.

godini (tabela 8).

4.3. Bionomijska istrazivanja S. titanus

Piljenje S. titanus predstavlja najvazniju kariku u sagledavanju dinamike populacije
ove cikade. Dinamika piljenja determini§e prevenciju pojave odnosno Sirenje
fitoplazme FD unutar vinograda i u direktnoj je korelaciji sa odredivanjem termina

za suzbijanje ove cikade.

Neuobicajeno niske temperature tokom aprila i prve polovine maja 2005. godine
uticale su na dinamiku pojave svih 3tetoCina u agro-ekosistemima, ovakve
vremenske prilike uslovile su kasnjenje vegetacije. Prvo piljenje larvi S. titanus na
viSem temperaturnom rezimu registrovano je 12. maja (grafikon 1), a na nizem
rezimu 23. maja 2005. god (grafikon 2). Pad temperature u periodu izmedu 13. i
19. maja naknadno je usporio piljenje larvi. Broj ispilelih larvi poCeo je da raste
posle 23. maja da bi izmedu 24. maja i 2. juna postigao maksimum na visem i
izmedu 27. maja i 8. juna na nizem rezimu. U tom periodu ispilelo se 87,7%

odnosno 81.6% jaja.

Period pocetka pilienja u 2006. godini je bio neznatno kasniji nego u 2005. godini.
Na visem temperaturnom rezimu pilienje je pofelo 4 dana, a na nizem
temperaturnom rezimu svega 1 dan kasnije. U periodu od 19. do 25. maja
postignut je maksimum piljenja na visem temperaturnom rezimu, kada se ispilelo
76,25% jaja (grafikon 3). Na nizem temperaturnom rezimu, u periodu kada je

trebalo ocekivati da ¢e se ostvariti maksimum pilienja dos$lo je do naglog pada
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temperatura (grafikon 4). Tako je u periodu od 30. maja do 15. juna doSlo je do
pada temperatura u proseku za oko 7°C i doSlo je prakticno do zaustavljanja
pilienje jaja S. titanus. Do tada se ispilelo 63,19 % jaja. Nakon ovog perioda

pilienje jaja se nastavilo sve do 30.06.2006.god.
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Grafikon 1. Piljenje jaja S. titanus u 2005. god.(vidi temperaturni rezim)
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Grafikon 2. Piljenje jaja S. titanus u 2005. god.(nizi temperaturni rezim)
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Grafikon 3. Piljenje jaja S. titanus u 2006. god.(vidi temperaturni rezim)
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4.4. Testovi ishrane i interakcija S. titanus sa biljkama stanista

Kao 3to se vidi po rezulatima u tabeli 9 u uslovima gladovanja, bez dopunske
ishrane larve L, S. titanus su sve uginule u intervalu izmedu 6 i 7 Casova. Jedinke
koje su se hranile na raznim korovskim i gajenim biljkama Zivele su do 2 dana na
pSenici, Panicum cruss-galli, Setari glauca, Balota nigra i Stelaria media.
Istovremeno su se Partenocissus tricuspidata, Partenocissus. quinquefolia,
Bilderdykia convonvulus, Chenopodium album, Zea mays - kukuruz, Cissus
rhombifolia, Convonvulus arvensis i Clematis vitalba pokazale kao neznatno bolji
domacini i na njima su larve zZivele 3 dana. Najpovoljnija biljka, na kojoj su larve

Zivele do 5 dana bila je B. dioica.

Larve treceg stupnja su neznatno duze Zivele u uslovima gladovanja u odnosu na
mlade larve (6-8 casova). Samo su na pSenici zZivele 2 dana. Na P. tricuspidata, B.
convonvulus, Ch. album, Z. mays, B. nigra i S. media su Zivele do 3 dana. Na
ostalim billkama (S. glauca, P. cruss-galli, C. arvensis, C. rhombifolia, P.

quinquefolia i B. dioica) su Zivele najduze i to 5 dana (tabela 10).

Imaga su Zivela neznatno duze od larvi u uslovima gladovanja (6-10 €asova). Pri
ishrani na vecini biljaka Zivela su do 4 dana. Na P. quinquefolia i C. rhombifolia su
Zivela 5 dana, na C. vitalba 6 dana, Ch. album 8 dana, a najduze na B.

convonvulus do 12 dana (tabela 11).

Tabela 9. Prezivljavanje L1 larvi S. titanus na alternativnim domacinima

?Ijna vrsta Procenat uginuﬁh larava larava L, S. titanus nakon ishrane u casovima na bﬁkama
Sati 112]3)] 6 7 |8]10]11 112 ] 24 | 48 | 72 | 96 | 120 | 144 | 168 | 192
Bez hrane 0] 167 ] 100
(gladovanje)

P. tricuspidata 0 83 | 91,7 | 100
B. convonvulus 0 583 | 91,7 | 100
Ch. album 0 | 167 | 333 | 667 | 100
B. dioica 0 0 0 83 | 167 ] 750 ] 100
Psenica 0 23,3 100
Kukuruz 0 167 | 383 | 83 ] 100
S. glauca 0 583 | 100

P. cruss-galli 0 833 | 100

P. quinquefolia 0 500 | 83 ] 100
C. rhombifolia 0 | 500 ] &3] 10
B. nigra 0 833 | 100

S. media 0 | 250 ] 583 | 100

C. arvensis 0 B3| 67 ] 100
C. vitalba 0 | 383] 67] 10
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Tabela 10. Prezivljavanje Ljlarvi S. titanus na alternativnim domacinima

Biljna vrsta Procenat uginulih larava larava L, S. titanus nakon ishrane u ¢asovima na biljkama
Sati 1 2 3 6 7 8 10 11 12 24 48 72 96 | 120 | 144 | 168 | 192
Bez hrane 0 16,7 | 666 | 833 | 100
(gladovanje) _
P. tricuspidata 0 %3 | 83| 100
B. convonvulus 0 66,7 | 833 ] 100
Ch. album 0 167 | 500 | 833 | 100
B. dioica 0 0 0 167 | 333 | 667 | 100
Psenica 0 500 | 100
Kukuruz 0 250 | 417 | 750 | 100
S. glauca 0 83 | B3| 583 | &3 ] 10
P. cruss-galli 0 67 | 833 | 917 100
P. quinquefolia 0 167 | 500 | 667 | 83 | 100
C. rhombifolia 0 250 | 583 ] 667 | 83 ] 100
B. nigra 0 67 | 833 | 100
S. media 0 167 | 4.7 | 667 | 100
C. arvensis 0 250 | 883 | 917 100
C. vitalba 0 167 | 333 | 583 | 833 ] 100
Tabela 11. Prezivljavanje imaga S. titanus na alternativnim domacinima
Biljna vrsta Procenat uginulih larava larava L, S. titanus nakon ishrane u ¢asovima na biljkama
Sati 3 6 7 8 10 11 | 24 | 48 72 96 | 120 | 144 | 168 | 192 | 216 | 240 | 264 | 288 | 312
Bez hrane 0167 ] 33| 667 | 83| 100
(gladovanje)
P. tricuspidata 0 831 167 | 750 | 833 ] 100
B. convonvulus 0 831 83 1250] 250 ] 250 ) M7 | M7 | M7 | 47 | 500 ]| 1667 | 100
Ch. album 0] 167 ] 53]53] 67]6,7] 50| 83| 10
B. dioica 0 83 | 500 ] 83| 100
P&enica 0 83 | 500 ] 83| 10
Kukuruz 0 83 | 500 ] 83 100
S. glauca 0 83 500 | 833 ] 100
P. cruss-galli 0 83 500 | 833 ] 100
P. quinquefolia 0 66,7 | 667 | 750 | 833 100
C. rhombifolia 0 ] 167 | 583 ] 750 | 83 | 100
B. nigra 0 83 | 500 ] 83| 100
S. media 0 83 | 500 ] 83| 100
C. arvensis 0 83 500 | 833 ] 100
C. vitalba 0 83 50 ] 667 | 83 ] 10

4.5. Detekcija i genotipizacija FD fitoplazmi molekularnim metodama

Uzorci vinove loze i cikade S. titanus sakupljani su i analizirani u 25 od ukupno 30
okruga Srbije. Ovim istrazivanjma nije obuhvaceno samo 5 okruga koji se nalaze
na Kosovu i Metohiji. Na prisustvo FD fitoplazme ukupno je analizirano 346
uzoraka vinove loze i 654 primerka S. titanus. Prisustvo FD fitoplazme u drugim
cikadama faune vinograda praceno je na jednom lokalitetu (Jasenovik - NiS).
Uzorci pavitine sakupljeni su u 9 okruga i 118 uzoraka je analizirano na prisustvo

FD fitoplazme.
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4.5.1. Detekcija FD fitoplazmi umnozavanjem FD9 regiona

4.5.1.1. Detekcija FD fitoplazmi u vinovoj lozi

Uspe3no je ekstrahovano i analizirano PCR metodom, 346 uzoraka vinove loze.
Umnozavanjem FD9 regiona fitoplazme Flavescence dorée njeno prisustvo je
utvrdeno u 174 uzorka vinove loze iz 8 okruga (tabela 12, slika 54). Prisustvo FD
fitoplazme u vinovoj lozi utvrdeno je u: Sremskom, Beogradskom, Podunavskom,
Rasinskom, Nisavskom, Zajearskom, Toplickom i Jablani¢kom okrugu. U
uzorcima vinove loze sa simptomima fitoplazmati€nog oboljenja sakupljenim u

ovih 8 regiona, FD fitoplazma je utvrdena u 72,0 - 100%.

Tabela 12. Prisustvo FD fitoplazme u vinovoj lozi u Srbiji

Okrug Broj Broj FD Procenat FD
analiziranih pozitivnih pozitivnih
uzoraka uzoraka uzoraka
vinove loze vinove loze vinove loze

Zapadno Backi 6 0 0

Severno Backi 12 0 0

Severno Banatski 15 0 0

Juzno Bagki 9 0 0

Srednje Banatski 5 0 0

Juzno Banatski 11 0 0

Sremski 30 30 100

Maé&vanski 12 0 0

Beogradski 28 26 92,9

Kolubarski 6 0 0

Podunavski 25 18 72,0

Branicevski 10 0 0

Borski 11 0 0

Sumadijski 8 0 0

Zlatiborski 13 0 0

Moravicki 7 0 0

Pomoravski 0 0

Raski 12 0 0
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Rasinski 32 32 100
NiSavski 26 26 100
Zajecarski 15 13 86,7
Toplicki 12 9 75,0
Pirotski 7 0 0

Jablaniéki 20 20 100
P&injski 5 0 0

Ukupno 346 174 50,3

4.5.1.2. Detekcija FD fitoplazmi u insektima

U svim regionima u kojima je sakupljana vinova loza za analizu, sakupljani su i
primerci cikade S. titanus, osim u P&injskom okrugu u kome do sada nije utvrdeno
prisustvo ove cikade. Uspe$no je ekstrahovano i analizirano PCR metodom 654
primeraka cikade S. ftitanus. Inficiranost S. titanus FD fitoplazmom utvrdeno je
umnozavanjem FD9 regiona fitoplazme Flavescence dorée. Prisustvo FD
fitoplazme u ovoj cikadi utvrdeno je u 8 regiona u kojima je ova fitoplazma
detektovana i u vinovoj lozi (slika 54). Procenat inficiranosti primeraka S. titanus

unutar njegovih lokalnih populacija kretao se od 10,0 - 40,5% (tabela 13).

Tabela 13. Prisustvo FD fitoplazme u S. titanus u Srbiji

Okrug Broj Broj FD Procenat FD
analiziranih inficiranih inficiranih
S. titanus S. titanus S. titanus
Zapadno Backi 25 0 0
Severno Badki 21 0 0
Severno Banatski 23 0 0
Juzno Backi 20 0 0
Srednje Banatski 22 0 0
Juzno Banatski 24 0 0
Sremski 48 11 22,9
Macévanski 20 0 0
BeogradskKi 32 4 12,5
Kolubarski 20 0 0
Podunavski 38 5 13,2
BraniCevski 21 0 0
Borski 22 0 0
Sumadijski 23 0 0
Zlatiborski 20 0 0

56



Moravicki 21 0 0
Pomoravski 21 0 0
Raski 22 0 0
Rasinski 36 6 16,7
NiSavski 42 17 40,5
ZajeCarski 40 4 10,0
Toplicki 38 4 10,5
Pirotski 22 0 0
Jablanicki 33 4 12,1
P&injski - - -
Ukupno 654 55 8,4

Na lokalitetu Jasenovik u NiSavskom okrugu tokom 2005. godine sakupljeno je 20

vrsta cikada koje su analizirane na prisustvo FD fitoplazme (tabela 14). Uspe3no

je ekstrahovano 387 primeraka ovih cikada i PCR metodom analizirano na

prisustvo FD fitoplazme. U 18 vrsta analiziranih cikada prisustvo FD fitoplazme

nije utvrdeno. U 14 od 102 analizirana primerka cikade S. titanus sa ovog

lokaliteta detektovana je FD fitoplazma. U 2 od 89 analiziranih primeraka cikade D.

europaea detektovano je prisustvo FD fitoplazme.

Tabela 14. Prisustvo FD fitoplazme u cikadama lokalne faune na lokalitetu
Jasenovik (NiSavski okrug) u 2005. godini.

Lokalitet | Vrste insekata Broj Broj Procenat
/godina analiziranih | FD FD
primeraka | inficiranih | inficiranih
Cixius similis 3 0 0
Hyalesthes obsoletus 16 0 0
Asiraca clavicornis 3 0 0
Stenocranus major 2 0 0
o Laodelphax striatella 5 0 0
§ Dictyophara europaea 89 2 2,2
' Philaenus spumarius 27 0 0
% Issus coleoptratus 3 0 0
§ Agalmatium flavescens 1 0 0
3 Aphrophora alni 37 0 0
Fieberiella septentrionalis 1 0 0
Neoaliturus fenestratus 3 0 0
Mocydia crocea 8 0 0
Mocydiopsis intermedia 1 0 0
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Euscelis incisus 25 0 0
Psamottetix alienus 38 0

Scaphoideus titanus 102 14 13,7
Jassargus obtusivalvis 21 0

Cosmottetix panzeri 1

Enantiocephalus cornutus 1 0 0
Ukupno 387 16 41

- O e e S . -

- O e S . S ———

Rasirs< akrug

- e R e e

SBjesaieki o

ENE 36 B

- e e o —

HEk ckng

- . ——

Jabhlen G4 Shrug

Slika 54. Analiza uzoraka vinove loze i S. titanus na prisustvo FD fitoplazme po
regionima. Analiza je uradena umnozavanjem FD9 regiona fitoplazme u nested
PCR protokolu sa FD9 f2r i FD9 f3r2 prajmerima. Simboli: V- vinova loza, St-
Scaphoideus titanus, FD- pozitivna kontrola FD fitoplazme, B- negativna

kontrola, M- marker 100 bp (SERVA)
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4.5.1.3. Detekcija FD fitoplazmi u pavitini (C. vitalba)

Uzorci pavitine (C. vitalba) sakupljani su na 9 lokaliteta u 9 okruga Srbije i

analizirani na prisustvo FD fitoplazme. Uspe3no je ekstrahovano i PCR metodom

analizirano 118 uzoraka pavitine. Prisustvo FD fitoplazme utvrdeno je u 31 uzorku

iz 6 okruga (tabela 15). Prisustvo FD fitoplazme u pavitini utvrdeno je u slede&im

okruzima: NiSavskom, Rasinskom, Beogradskom, Sumadijskom, Brani¢evskom i

Jablani¢kom. Procenat inficiranih biljaka od ukupnog broja analiziranih uzoraka
kretao se od 20 — 100%.

Tabela 15. Prisustvo FD fitoplazme u pavitini u Srbiji

Okrug Broj Broj Procenat Tip FD

analiziranih |pozitivnih pozitivnih fitoplazme

uzoraka uzoraka uzoraka detektovan u

pavitine pavitine pavitine pavitini
NiSavski 81 16 19,8 FD-C
Rasinski 14 8 57,1 FD-C
Beogradski 1 1 100 FD-C
Sumadijski 5 2 40,0 FD-C
Branicevski 5 1 20,0 FD-C
Borski 5 0 /
Jablanicki 5 3 60,0 FD-C
P&injski 1 0 0 /
Sremski 1 0 0 /
Ukupno 118 31 26,3

4.5.2. Genotipizacija FD fitoplazmi metodom polimorfizma duzine

restrikcionih fragmenata (RFLP) i sekvencioniranjem

Analiza tipa FD fitoplazme uradena je na tri genomska regiona: 16S-23S rRNK

regionu, FD9 regionu (rp/15i SecY gen) i rpV regionu (rpl22 i rps3 gen).
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4.5.2.1. Analiza 16S-23S rRNK regiona

Uspe3no su digestovani PCR produkti 16S-23S rRNK uzoraka vinove loze i S.
titanus iz svih 8 regiona Srbije u kojima je detektovano prisustvo FD fitoplazme.
RFLP analiza 16S-23S regiona ribozomalne RNK sa Taql/ enzimom pokazala je da
svi analizirani uzorci imaju isti nacin se€enja, odnosno pokazuju isti RFLP obrazac
(slika 55). RFLP obrazac uzoraka uporeden je sa referentnim izolatima EY
fitoplazme (elm yellows fitoplazma odrzavana u perivinkama (Catharanthus roseus
(L.) G.Don)), koju je obezbedio W.A. Sinclair, New York), FD-C fitoplazme
(prirodno inficirana vinova loza FD-C fitoplazmom iz Veneto regiona, obezbedila E.
Angelini, Conegliano, Italija) i FD-D fitopazme (prirodno inficirana vinova loza FD-
D fitoplazmom iz Veneto regiona, obezbedila E. Angelini, Conegliano, ltalija).
Poredenje sa RFLP obrascima referentnih izolata pokazalo je prisustvo FD-C

fitoplazme 16S rRNK V-C podgrupe u svim uzorcima vinove loze i S. titanus.

V1 VB V12 V16 Vg V22 V25 V30 EY FD-C FD-D M

iy (e pew e e et el ot PR Y TR

P1IFF = 16rr3afih235r = Tagl

Slika 55. RFLP analiza 16S-23S regiona FD fitoplazme iz uzoraka vinove loze,
umnozenog u nested PCR protokolu sa 16r758/M23Sr prajmerima i digestovanog
sa Taql restrikcionim enzimom. Simboli: V- vinova loza, EY- pozitivha kontrola
fitoplazme 16Sr RNK V-A grupe, FD-C- pozitivha kontrola fitoplazme 16Sr RNK V-
C grupe, FD-D- pozitivha kontrola fitoplazme 16Sr RNK V-D grupe, M- marker
®X174 DNA/BsuRI (Haelll), Fermentas

60



4.5.2.2. Analiza rp regiona (operona gena ribozomalnih proteina)

Uspe3no su digestovani PCR produkti rp regiona uzoraka vinove loze i S. titanus
iz svih 8 regiona Srbije u kojima je detektovano prisustvo FD fitoplazme. RFLP
analiza regiona operona gena ribozomalnih proteina sa Tru1/ enzimom pokazala
je da svi analizirani uzorci imaju isti naCin secenja (slika 56). RFLP obrazac
uzoraka uporeden je sa referentnim izolatima EY, FD-C i FD-D fitoplazme.
Poredenje sa RFLP obrascima referentnih izolata pokazalo je prisustvo FD-C

fitoplazme grupe V, podgrupe C.

W2b  wad  EY FD-C  FD-D |

eV IF1rpR1 = rp(W)F 1A/ (VIR 1A = Trull

Slika 56. RFLP analiza rp regiona FD fitoplazme iz uzoraka vinove loze,
umnozenog u nested PCR protokolu sa rp(V)F1A/rp(V)R1A prajmerima i
digestovanog sa Tru1l restrikcionim enzimom. Simboli: V- vinova loza, EY-
pozitivna kontrola fitoplazme 16Sr RNK V-A grupe, FD-C- pozitivna kontrola
fitoplazme 16Sr RNK V-C grupe, FD-D- pozitivha kontrola fitoplazme 16Sr RNK
V-D grupe, M- marker ®X174 DNA/BsuRI (Haelll), Fermentas
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4.5.2.3. Analiza FD9 regiona

UspeSno su digestovani PCR produkti FD9 regiona uzoraka vinove loze i S.
titanus iz svih 8 regiona Srbije u kojima je detektovano prisustvo FD fitoplazme.
RFLP analiza FD9 regiona koji obuhvata gen koji kodira ribozomalni protein /15
(rp15 gen) i gen koji kodira protein translokazu (SecY gen) sa Taql enzimom
pokazala je da svi analizirani uzorci imaju isti RFLP obrazac (slika 57). RFLP
obrazac uzoraka uporeden je sa referentnim izolatima EY, FD-C i FD-D
fitoplazme. Poredenje sa RFLP obrascima referentnih izolata pokazalo je prisustvo

FD-C fitoplazme.

L A L R T - I # WE3 W30 S8 SE3 FD-C FD-O0

Py

b= oy

SE—f= _-iw--—:l--ti -

= i — ——l_ B B ] ol

FO9 M1r2f FOO Er2 = Tagl

Slika 57. RFLP analiza FD9 regiona FD fitoplazme iz uzoraka vinove loze,
umnozenog u nested PCR protokolu sa FD9f3r2 prajmerima i digestovanog sa
Taql restrikcionim enzimom. Simboli: V- vinova loza, St- Scaphoideus titanus, EY-
pozitivna kontrola fitoplazme 16Sr RNK V-A grupe, FD-C- pozitivha kontrola
fitoplazme 16Sr RNK V-C grupe, FD-D- pozitivna kontrola fitoplazme 16Sr RNK V-
D grupe, M- marker ®X174 DNA/BsuRlI (Haelll), Fermentas

Uspe3no je sekvencionirano 1164bp FD9 regiona uzorka vinove loze, S. titanus i
pavitine sa lokaliteta Jasenovik u NiSavskom okrugu. Poravnjanje izmedu ove tri

nukleotidne sekvence sa referentnim izolatom FD-C fitoplazme iz Veneto regiona,
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Italija pokazalo je da su one medusobno identi¢ne i da imaju istovetan raspored

nukleotida kao i referentni izolat (tabela 16).

Tabela 16. Poravnanje sekvenci FD izolata iz vinove loze (V24_FD9f3r2),
S. titanus (St22_FD9f3r2), pavitine (CL3_FD9f3r2) i vinove loze
iz Veneto regiona, ltalija (FD-C Italy FD9f3r2).

CLUSTAL W (1.81)

V24 _FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22 FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FDIE3r2

multiple sequence alignment

GGTAGTTTTATATGACAAGATTAATTAATTTTTTAGTAGATAAAAAAAAAACAATTAAAA
GGTAGTTTTATATGACAAGATTAATTAATTTTTTAGTAGATAAAAAAAAAACAATTAAAA
GGTAGTTTTATATGACAAGATTAATTAATTTTTTAGTAGATAAAAAAAAAACAATTAAAA
GGTAGTTTTATATGACAAGATTAATTAATTTTTTAGTAGATAAAAAAAAAACAATTAAAA

KKk kkk kA KAk kA Kk kA kkhh Ak hk kK hkh Ak hhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA khk Ak khkkk kK Kk * %

AAATTTTTTTCACTTTATTTATTATTTTGGTTTATGTTATTGGTACTAGAATTTATATTC
AAATTTTTTTCACTTTATTTATTATTTTGGTTTATGTTATTGGTACTAGAATTTATATTC
AAATTTTTTTCACTTTATTTATTATTTTGGTTTATGTTATTGGTACTAGAATTTATATTC
AAATTTTTTTCACTTTATTTATTATTTTGGTTTATGTTATTGGTACTAGAATTTATATTC

KKk k ok k kA KAk kA Kk kA kkh kA khk kK hkh Ak hhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK Kk x %

CTTTTTTAGACAAATCTTACTATTCACCCTCAAAATTACCGCCAGATTTAAAATTTTTGG
CTTTTTTAGACAAATCTTACTATTCACCCTCAAAATTACCGCCAGATTTAAAATTTTTGG
CTTTTTTAGACAAATCTTACTATTCACCCTCAAAATTACCGCCAGATTTAAAATTTTTGG
CTTTTTTAGACAAATCTTACTATTCACCCTCAAAATTACCGCCAGATTTAAAATTTTTGG

Kk kk ok k kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk h Ak hkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK Kk * %

AATCAATATTTAGTAGTAATCCTTCTTTATGTATTTTATCTTTGGGAGTTATGCCTTATG
AATCAATATTTAGTAGTAATCCTTCTTTATGTATTTTATCTTTGGGAGTTATGCCTTATG
AATCAATATTTAGTAGTAATCCTTCTTTATGTATTTTATCTTTGGGAGTTATGCCTTATG
AATCAATATTTAGTAGTAATCCTTCTTTATGTATTTTATCTTTGGGAGTTATGCCTTATG

KKk k ok k kA KAk kA Kk h Ak khh Ak kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK Kk * %

TTACTGCTTCTATTGTTATTCAATTGAGTCAAAAGGTATTTCCTTTTATGAAAGAATGGC
TTACTGCTTCTATTGTTATTCAATTGAGTCAAAAGGTATTTCCTTTTATGAAAGAATGGC
TTACTGCTTCTATTGTTATTCAATTGAGTCAAAAGGTATTTCCTTTTATGAAAGAATGGC
TTACTGCTTCTATTGTTATTCAATTGAGTCAAAAGGTATTTCCTTTTATGAAAGAATGGC

Kk kk ok k kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak k kA k kA Kk kkkk kK k* %

AAGAACAAGGAGAAAAAGGAAAACGTAAAATTAATATATGGACTAGAATTTTGACTATTT
AAGAACAAGGAGAAAAAGGAAAACGTAAAATTAATATATGGACTAGAATTTTGACTATTT
AAGAACAAGGAGAAAAAGGAAAACGTAAAATTAATATATGGACTAGAATTTTGACTATTT
AAGAACAAGGAGAAAAAGGAAAACGTAAAATTAATATATGGACTAGAATTTTGACTATTT

Kk kk ok k kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk kA khhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK k* %

TGTTATCTTTAGGTCATGGATGGACATTTATTCAAATTGAATCCCCATCATTATTATCAT
TGTTATCTTTAGGTCATGGATGGACATTTATTCAAATTGAATCCCCATCATTATTATCAT
TGTTATCTTTAGGTCATGGATGGACATTTATTCAAATTGAATCCCCATCATTATTATCAT
TGTTATCTTTAGGTCATGGATGGACATTTATTCAAATTGAATCCCCATCATTATTATCAT

Kk kk ok k kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk h Ak khk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK k* %

CTAATTTTATATTTCGAACACTCTTTTTTTTAACAGTCGGCGTTTTTATATCTGTTTGGT
CTAATTTTATATTTCGAACACTCTTTTTTTTAACAGTCGGCGTTTTTATATCTGTTTGGT
CTAATTTTATATTTCGAACACTCTTTTTTTTAACAGTCGGCGTTTTTATATCTGTTTGGT
CTAATTTTATATTTCGAACACTCTTTTTTTTAACAGTCGGCGTTTTTATATCTGTTTGGT

Kk kkkk kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK Kk * %

TAGCTGATTTAATAACTTCTAAGGGATTAGGAAATGGAATTTCTATATTAATAGCTATAG
TAGCTGATTTAATAACTTCTAAGGGATTAGGAAATGGAATTTCTATATTAATAGCTATAG
TAGCTGATTTAATAACTTCTAAGGGATTAGGAAATGGAATTTCTATATTAATAGCTATAG
TAGCTGATTTAATAACTTCTAAGGGATTAGGAAATGGAATTTCTATATTAATAGCTATAG

Kk k ok ok k kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk h Ak hkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA khk Ak kkkkk kK kx %

GGATGGCAGATAAATTATATAAAACTTTTGAATATTTGTTATTTACAAATGGTTCAGAAA
GGATGGCAGATAAATTATATAAAACTTTTGAATATTTGTTATTTACAAATGGTTCAGAAA
GGATGGCAGATAAATTATATAAAACTTTTGAATATTTGTTATTTACAAATGGTTCAGAAA
GGATGGCAGATAAATTATATAAAACTTTTGAATATTTGTTATTTACAAATGGTTCAGAAA

Kk kk ok k kA KAk h kK hk kA kkhkh Ak kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK k* %

TACAACGTATATTAATTTTAATTTCTTATTTTATTTTATTAATATTAACAATTATCTTAT
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St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24_FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_Ttaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

V24 _FD9f3r2
St22_ FD9f3r2
FD-C_TItaly FD9f3r2
CL3_FD9f3r2

TACAACGTATATTAATTTTAATTTCTTATTTTATTTTATTAATATTAACAATTATCTTAT
TACAACGTATATTAATTTTAATTTCTTATTTTATTTTATTAATATTAACAATTATCTTAT
TACAACGTATATTAATTTTAATTTCTTATTTTATTTTATTAATATTAACAATTATCTTAT

Kk kk ok k kA KAk kA Kk kA kkh kA k kA Kk h Ak hhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK Kk x %

CTTCAGCTTATTTAAAAATTCCTATTAATTACGCTATAAATAGAAATAATGATAAAATTG
CTTCAGCTTATTTAAAAATTCCTATTAATTACGCTATAAATAGAAATAATGATAAAATTG
CTTCAGCTTATTTAAAAATTCCTATTAATTACGCTATAAATAGAAATAATGATAAAATTG
CTTCAGCTTATTTAAAAATTCCTATTAATTACGCTATAAATAGAAATAATGATAAAATTG

Kk kk ok k kA KAk kA Kk h Ak kh kA k kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK k* %

ATAAATACATTCCTATTAAATTAAATACATCTGGTATTTTACCAATTATTTTTGCAGATG
ATAAATACATTCCTATTAAATTAAATACATCTGGTATTTTACCAATTATTTTTGCAGATG
ATAAATACATTCCTATTAAATTAAATACATCTGGTATTTTACCAATTATTTTTGCAGATG
ATAAATACATTCCTATTAAATTAAATACATCTGGTATTTTACCAATTATTTTTGCAGATG

Kk kkkk kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk h Ak hkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA kkkkkk kK Kk * %

CTTTTTTAAATTTAATAAAACAAATATCAGTATTTTTTCCTAAAAATGGAACATTTTCGA
CTTTTTTAAATTTAATAAAACAAATATCAGTATTTTTTCCTAAAAATGGAACATTTTCGA
CTTTTTTAAATTTAATAAAACAAATATCAGTATTTTTTCCTAAAAATGGAACATTTTCGA
CTTTTTTAAATTTAATAAAACAAATATCAGTATTTTTTCCTAAAAATGGAACATTTTCGA

Kk kk ok ok kA KAk kA Kk h Ak khh Ak kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA khk Ak kkkkk kK k* %

GATATATTGATATTTTTGTAAGATCGCGATCAGAATTAGGAATATATTTTTTTGTTTATG
GATATATTGATATTTTTGTAAGATCGCGATCAGAATTAGGAATATATTTTTTTGTTTATG
GATATATTGATATTTTTGTAAGATCGCGATCAGAATTAGGAATATATTTTTTTGTTTATG
GATATATTGATATTTTTGTAAGATCGCGATCAGAATTAGGAATATATTTTTTTGTTTATG

Kk kk ok k kA KAk kA Kk hkhkhkh Ak kA Kk kA khkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk k& k* %

TTTTATTAATTATGTTATTTTCTTTTTTTTCATCTTTTATGACTATCAATCCGAARAGATG
TTTTATTAATTATGTTATTTTCTTTTTTTTCATCTTTTATGACTATCAATCCGAARAGATG
TTTTATTAATTATGTTATTTTCTTTTTTTTCATCTTTTATGACTATCAATCCGARAGATG
TTTTATTAATTATGTTATTTTCTTTTTTTTCATCTTTTATGACTATCAATCCGARAGATG

Kk k ok ok k kA KAk kA Kk kA kkh kA k kA Kk h Ak hkhk kA k kA Kk hhk A Xk kA k kA Kk kkk k& Kk * %

TAGCGGAACATTTGTCAAAACAAAATGCTTATTTAAAAGATGTTCAACCTGGATTGCCTA
TAGCGGAACATTTGTCAAAACAAAATGCTTATTTAAAAGATGTTCAACCTGGATTGCCTA
TAGCGGAACATTTGTCAAAACAAAATGCTTATTTAAAAGATGTTCAACCTGGATTGCCTA
TAGCGGAACATTTGTCAAAACAAAATGCTTATTTAAAAGATGTTCAACCTGGATTGCCTA

Kk kk ok k kA KAk kA Kk h Ak khh Ak kA Kk kA kkhk kA k kA Kk hhk Ak k kA k kA Kk kkk k& Kk * %

CTGTTAAAAAAATAGTTCGCGAAATGTTTAAAATTACTTTTCTTGGTAGTTGTTTTTTGA
CTGTTAAAAAAATAGTTCGCGAAATGTTTAAAATTACTTTTCTTGGTAGTTGTTTTTTGA
CTGTTAAAAAAATAGTTCGCGAAATGTTTAAAATTACTTTTCTTGGTAGTTGTTTTTTGA
CTGTTAAAAAAATAGTTCGCGAAATGTTTAAAATTACTTTTCTTGGTAGTTGTTTTTTGA

KKk k ok k kA kA kA Kk kA kkhh Ak kA Kk h Ak hkhk kA k kA Kk hhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK Kk * %

CTTTATTAGCTGCTACTCCTGATATAATTAATTATCTAGCAGGAAGTGAAATATCTCAAA
CTTTATTAGCTGCTACTCCTGATATAATTAATTATCTAGCAGGAAGTGAAATATCTCAAA
CTTTATTAGCTGCTACTCCTGATATAATTAATTATCTAGCAGGAAGTGAAATATCTCAAA
CTTTATTAGCTGCTACTCCTGATATAATTAATTATCTAGCAGGAAGTGAAATATCTCAAA

Kk k ok ok k kA KAk kA Kk kA kkhh Ak kA Kk kA kkhk kA khk Ak hkhhk Ak hk kA k kA Kk kkkk kK k* %

AAATTACTTTTGGCGGGACTAGTC
AAATTACTTTTGGCGGGACTAGTC
AAATTACTTTTGGCGGGACTAGTC
AAATTACTTTTGGCGGGACTAGTC

B e

5. DISKUSIJA

Od kada je prvi put registrovana na Evropskom kontinentu, na teritoriji Francuske
sredinom XX veka (Caudwell and Dalmasso, 1985), cikada Scaphoideus titanus
se brzo proSirila i zahvatila areal od preko 2.500 x 1.500 km. U Severnoj Americi

ova vrsta je rasprostranjena izmedu 30° i 50° severne geografske Sirine, tacnije u
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juznoj Kanadi i 38 zemalja USA (Alma, 2002). U Evropi, ova cikada odomacila u
vecini zemalja umereno-kontinentalnog regiona. Tako je njeno prisustvo potvrdeno
u 11 zemalja (Francuska - Caudwell, 1957; Italija - Belli et all., 1984; Slovenija -
Seljak, 1985; Portugalija - Quartau et al., 2001; Srbija — Magud i ToSevski, 2004;
Austrija - Zeisner, 2005; Spanija - Torres et al., 2005; Svajcarska - Gugerli, 2006;
Hrvatska - Budind€ak i sar., 2005; Madarska — Der et al. 2007 i Bosna i
Hercegovina — Deli¢ et al., 2007). Sve ove zemlje se nalaze izmedu 40 i 47°

severne geografske 3irine.

Zbog sve ociglednijin klimatskih promena moze se ocCekivati da ¢e se areal
rasprostranjenja ove cikade u Evropi jo$S viSe prosiriti. U Nemackoj je vec
zabelezeno povecanje srednje dnevne temperature u vinogradarskim regionima.
Ove promene ve¢ sada uticu i na fenologiju vinove loze. Zbog intenzivne
medunarodne trgovine sadnim materijalom moguci su i akcidentni (slu€ajni) unosi
ovog vektora i u nemacke vinograde. Opravdano se strahuje da u juznim
vinogradarskim regionima ve¢ sada postoje povoljni uslovi za prezivljavanje takvih
populacija ovog vektora. Zbog toga su u Nemackoj preduzete mere konstantnog
monitoringa kako bi se na vreme mogle preduzeti mere eradikacije S. titanus
(Maixner, 2005).

U Francuskoj je takode zabeleZeno povec€anje areala rasprostranjenosti S. titanus.
Tako su danas u severnoj Burgundiji registrovane znacajne populacije ovog
vektora, iako se 1990-tih smatralo da su ovo regioni nepovoljni za S. titanus
(Boudon - Padieu, 2000).

lako je kod nas prisustvo utvrdeno tek 2004. godine (Magud i ToSevski, 2004)
rezultati istrazivanja u okviru ove disertacije su pokazali da je ova cikada ra3irena
na teritoriji cele Srbije. Obzirom da se ova cikada moze prirodno S$iriti 5-10 km
godidnje (EPPO/CABI, 1997), ovaj podatak ukazuje da stvarno prisustvo cikade S.
titanus na teritoriji naSe zemlje datira mnogo ranije, ali da nije bilo zvani¢no

registrovano.

Do sada S. ftitanus je jedini poznati vektor fitoplazme FD, jedne od
najdestruktivnijin bolesti na vinovoj lozi (Schvester et al. 1962; Vidano, 1964;
Boudon-Padieu, 2002; Lessio and Alma, 2004b). RaSirenost FD bolesti je uvek
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povezana i sa prisustvom njenog vektora, ali samo prisustvo vektora ne mora
znaciti i prisutvo bolesti (Maixner et al., 1993; Boudon-Padieu, 2003; Projekat
TITANUS, 2004-2006; Krnjaji¢ i sar., 2006; Weintraub and Beanland, 2006;
Bressan et al., 2006; Cvrkovi¢ i sar., 2007; Krnjaji¢ et al., 2007b; Bertaccini, 2007;
Steffek et al., 2007). Ova fitoplazma Sirena svojim vektorom je prouzrokovala
velike epidemije sa teSkim ekonomskim posledicama u vinogradarskoj proizvodnji
u tim zemljama (Martini et al., 1999; Bertaccini et al., 1997; Boudon-Padieu, 2000;
Krnjaji¢ i sar., 2006; Cvrkovic i sar., 2007; Bertaccini, 2007).

Kao posledica epidemijskog 3irenja FD do3lo je i do ugrozavanja proizvodnje
vinove loze i vina u ltaliji i Francuskoj, gde je polovinom pro3log veka, u rejonu
Armagnac i Chalosse (Francuska) uniSteno 100% vinograda, a u oblasti Venetto
(Italija) 70% vinograda, S$to je takode znacajno ugrozilo i proizvodnju vina
(EPPO/CABI, 1997). Slicne posledice od ove bolesti su i u Srbiji, jedino se
razmere Steta do sada nisu sagledale u potpunosti. Vinogradarska proizvodnja u
tri  velika rejona (Zapadnomoravskom, NiSavsko - juznomoravskom i
FruSkogorskom) je ugroZena i znatno smanjena. Proizvodnja loznog sadnog
materijala u Velikoj Drenovi i okolini direktno je ugrozena. Zbog toga su veliki
proizvodaci sadnog materijala, kao i proizvodaci vina poku$ali da izmeste svoju
proizvodnju u druge regione. Medutim, 3to zbog neznanja 3to zbog
neobavestenosti, proizvodnju su izmestali u podrucja Aleksinca i Fruske Gore, u

kojima je osim 3to je raSiren vektor prisutna i FD fitoplazma.

Zbog ozbiljnosti situacije u Francuskoj i Italiji su preduzete sve raspolozive mere
borbe sa ciljem zaustavljanja epidemije ove bolesti, a time i propadanja vinograda.
Pre svega, na drzavnom nivou su doneti zakoni i uredbe o obaveznoj borbi protiv
ove bolesti svih proizvodaca vinove loze u tim zemljama. Kr¢enje i eliminacija svih
zarazenih Cokota je uvedena kao obavezna mera. Pracenje i pojava vektora sa
preporukama rokova za tretmane hemijskim insekticidima protiv larava i imaga S.
titanus izdignuto je na nivo od nacionalnog interesa. Uz donete mere prevencije i
zastite Francuska i Italja su uvele rigoroznu kontrolu mati€¢nih zasada loznih
podloga i mati¢nih zasada umati€enih sorti na prisustvo fitoplazmati€nih biljaka
kako vizuelnom detekcijom, tako i primenom molekularnih analiza. Obaveza o
vodenom tretmanu na visokim temperaturama u cilju suzbijanja FD fitoplazme u

loznim kalemima pre sadnje, predstavlja najradikalniju meru koja je uvedena u
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Francuskoj i dokaz je o prirodi ove destruktivne bolesti, odnosno poku$aja njene
eliminacije iz proizvodnih zasada. Zahvaljuju¢i ovako preduzetim merama, kao i
visokoj svesti proizvodaca o pridrzavanju neophodnih mera suzbijanja, epidemije
izazvane fitoplazmom FD su zaustavljene (Barba, 2005; EPPO/CABI, 1997).

Kao i kod nas, prve Stete od fitoplazme FD u Francuskoj i Italiji su bile pripisivane
drugim faktorima. Spekulisalo se sa mogucim uzrocima propadanja vinograda kao
8to su posledica sude, pogre$nog i neadekvatnog dubrenja, nedostatka mikro i
makro elemenata, kiselih ki$a, nepovoljnih klimatskih uslova, virusnih oboljenja,
mehanickim oS$te€enjima i mnogim drugim nepoznatim uzrocima (Hewitt and
Bovey, 1979; Bovey and Martelli, 1992; Martelli, 2003).

U Srbiji do sada nema preciznih i zvani¢nih podataka o razmerama Steta od ove
bolesti. lako su se prvi simptomi uoCeni znatno ranije (Ilvanovi¢ i Ivanovi¢, 2000),
identifikacija uzroka suSenja i propadanja vinograda u aleksandrovackom i niSkom
regionu usledila ja znatno kasnije (Duduk et al., 2004, Kuzmanovi¢ et all, 2004),
kada su vec iskr€eni ili oboleli veliki kompleksi pod vinovom lozom. Kao u
Francuskoj i Italiji, uzroci su Cesto pripisivani drugim razlozima kao Sto je Siroka

lepeza biotickih i abioti¢kih faktora (Milosavljevi¢, 1998; lvanovic i lvanovi¢, 2000).

Zbog toga se ukazala potreba da se sveobuhvatnije istraze kako epidemiologija
ove bolesti, tako i biologija, radirenost i uloga njenog vektora u ovom problemu.
Pojava novih zaridta (u Francuskoj i Italiji) i u regionima u kojima se sprovode
rigorozne mere kontrole, takode su ukazala i na potrebu prou€avanja i drugih
biljaka potencijalnih alternativnih domacina, kao i drugih cikada iz lokalne faune
koji bi mogli biti uklju¢eni u nove epidemioloSke lance preno$enja i odrzavanja ove

bolesti u agroekosistemima.

Tek prve zvanicne podatke o pojavi ove bolesti i njenog vektrora navode Duduk et
al. (2004), Kuzmanovic i sar. (2004) i Magud i ToSevski (2004). Odmah nakon ovih
nalaza reagovalo je Ministarstvo poljoprivrede, 3Sumarstva i vodoprivrede
Republike Srbije pokretanjem istrazivackih projekata sa ciliem re$avanja ovog
problema. Istovremeno, izdate su tri uredbe Ministarstva o obaveznim merama
suzbijanja ove bolesti i njenog vektora (Sluzbeni glasnik br. 25/2005, Sluzbeni
glasnik br.48/2005, Sluzbeni glasnik br. 114/2005). Takode, preduzete su i
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konkretne akcije organizovanog hemijskog suzbijanja S. titanus u dva najveca
ZariSta (u Aleksandrovcu i Nisu). Cilj ovih akcija je bio da se proizvodagima vinove
loze u najugroZenijim podrucjima ukaze da se uz odgovarajuce mere borbe moze
sprovesti uspeSna proizvodnja vinove loze i pored prisustva bolesti i njenog
vektora u okruzenju. Zbog toga je drzava dve godine finansirala i nabavku
odgovarajucih insekticida kako bi se proizvodali u najugrozenijim podrucjima
uverili u njihovu efikasnost i mogucnost stavljanja epidemije bolesti pod kontrolu
(Desan€i¢ i Krnjajic, 2005). Slitne obavezujuce mere sa rigoroznom kaznenom
politikom preduzimane su i u ltaliji, gde se i danas, nakon zaustavljanja epidemije i
dalje sprovode mere suzbijanja S. titanus primenom hemijskih insekticida, kao i

uklanjanje svih zarazenih ili sumnijivih ¢okota (Barba, 2005).

Istrazivanja sprovedena u ovom radu u periodu 2004. — 2007. godine pokazala su
da je S. titanus rasprostranjen u svih 8 vinogradarskih rejona Srbije (osim
Kosovsko - Metohijskom), koji obuhvataju 23 od 29 regiona (osim u Vranjanskom
regionu i Kosovu i Metohiji) (Krnjaji¢ i sar. 2006; Krnjaji¢ i sar. 2007b, Cvrkovic€ i
sar. 2007). Tokom istrazivanja u periodu od 2004. do 2006. godina pregledano je
ukupno 385 vinograda na teritoriji Srbije. U 2004. godini pregledano je 116
vinograda sa podrucja Zupe Aleksandrovacke, V. Drenove, Vrica, Bele Crkve,
okoline Beograda i Fruske Gore, a u 2005 godini predledom je obuhvaéeno 127
novih vinograda iz istih podruéja ali i iz $ireg regiona Ni$a, Pali¢a, Sanada, Coke,
Backog Gradista, Bisernog Ostrva, Deliblatske pe$Care. Tokom 2006. godine
pregledano je novih 142 vinograda €ime su bila obuhvacena i podrucja juzne i
istoéne Srbije kao i severo-zapadni delovi zemlje koji nisu izrazito vinogradarski

regioni (Apatin, Sombor, Kljajicevo).

Rezultati istrazivanja jasno ukazuju da je ova cikada, zbog brojnosti njene
populacije i distribucije na Sirokom prostoru republike Srbije, bila prisutna u
vinogradima mnogo ranije nego $to je prvi put zvani¢no potvrdena (Magud i
ToSevski, 2004). Sprovedena intenzivna istrazivanja dinamike populacije S.
titanus, kako u proizvodnim vinogradima tako i na divljim lozama, ukazala su da je
ova cikada prisutna u visokoj brojnosti u vecini vinogradarskih regiona, pogotovo
tamo gde su veci vinogradarski kompleksi. NiZza brojnost je bila u nekim
podrucjima Vojvodine, u subotickom i vr§ackom regionu. Do sli¢nih rezultata o

brojnosti cikada u nadim vinogradima do3ao je i Kuzmanovi¢ (2007). Isti autor
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navodi da je sorta Plovdina najpovoljnija sorta za razvice i umnozavanje S. titanus
(Kuzmanovi¢ et al., 2006), ali na osnovu rezultata ovog rada nije moguce zakljuciti
da je sorta Plovdina ili bilo koja druga sorta povoljnija za razvi¢e cikada. Takode,
nije literaturno poznato da je neka sorta manje ili viSe pogodna za ishranu i
prezivljavanje same cikade. Medutim, razliCita osetljivost sorti prema FD i drugim
fitoplazmama je poznata u literaturi. Refati et al. (1992) navode da su sorte kao $to
su Chardonnay, Pinot blanc, Perreira i Pinot gris najée$ce napadnute u jacem
intenzitetu od drugih sa FD u severo-istonom regionu ltalije (Fruli - Venecija). U
EPPO/CABI (1997) navode se takode sorte Chardonay i Baco 22 kao osetljivije od
drugih sorti. U regionima gde se tradicionalno i redovno primenjuju insekticidi za
suzbijanje grozdovog smotavca (L. botrana), brojnost svih cikada, a pogotovo S.
titanus je znatno smanjena, podjednako na svim sortama (Refatti et al., 1992;
Alma, 2002; Lessio and Alma, 2004b).

S. titanus je Siroko rasprostranjen u Srbiji i u vecini regiona se nalazi u srednjoj i
visokoj brojnosti, €ime je ostvarena pretpostavka o epidemijskoj pojavi FD
fitoplazme. Tokom istrazivanja iz svih gore navedenih vinograda su pored cikada
sakupljani i simptomati¢ni uzorci vinove loze za PCR analize na prisustvo
fitoplazmi. Prema rezultatima drugih domacih autora, FD fitoplazma je pristutna
jedino na podru€ju Aleksandrovca i sela Vrela kod NiSa (Duduk, 2005; Jevremovi¢
i Paunovi¢, 2005; Duduk, 2006; Duduk et al. 2006; Kuzmanovi€ i sar., 2004, JoSsi¢
et al.,, 2006; Kuzmanovi¢, 2007). Sprovedena istrazivanja su pokazala da je

fitosanitarna situacija u vinogradima Srbije dramati¢no drugacija.

Primenom molekularnih metoda prisustvo fitoplazmati¢nih oboljenja vinove loze
registrovano je u svim vinogradarskim regionima Republike Srbije. Prisustvo
Flavescence dorée registrovano je u 8 vinogradarskih regiona (Sremskom,
Beogradskom, Podunavskom, Rasinskom, Nisavskom, ZajeCarskom, Toplickom i
Jablani¢kom okrugu) kako u vinovoj lozi tako i u cikadi S. titanus. Pozitivan nalaz u

bilikama je uvek bio u korelaciji sa brojnim populacijama vektora u tom podrucju.

Poslednjih godina inteziviran je rad na epidemiologiji fitoplazmi koje su prisutne na
vinovoj lozi u Sirem smislu, a u cilju iznalazenja potencijalnih epidemiolo$kih
lanaca sa fitoplazmama 16SrV grupe koje su filogentski bliske sa FD fitoplazmom

(Arnaud et al., 2007). U Nemackoj oblasti poznatoj po gajenju vinove loze

69



Rhineland-Palatinate, prisutna je na lozi fitoplazma pod nazivom Zutilo loze
Palatinate ili PGY (Palatinate Grape Yellows). Ova fitoplazma, kao i FD fitoplazma
na lozi, pripadaju 16SrV-C podgrupi, medutim originalna biljka domacin ove
fitoplazme joha (Alnus glutinosa). Na osnovu poznate epidemiologije (Maixner et
al.,, 1995), ovu fitoplazmu izmedu joha prenosi cikada Oncopsis alni (Schrank)
(Auchenorrhyncha: Cicadellidae). Takode, isti vektor moze preneti ovu fitoplazmu i
na vinovu lozu. Interesantno je napomenuti da su nedavno na teritoriji Srbije
identifikovane jo$ dve fitoplazme iz 16SrV grupe i to, fitoplazma na johi iz 16SrV-C
podgrupe (Cvrkovi¢ i sar., 2008) i na brestu 16SrV-A (Jovi¢ i sar., 2008). Treba
ista¢i da fitoplazma na johi, kojoj inaCe pripada patogen koji izaziva bolest loze
PGY u jugozapadnoj Nemackoj, moze dodatno uticati na epidemiolo$ku situaciju
po pitanju Zzutila vinove loze u Srbiji. Sa druge strane fitoplazma 16SrV-A
podgrupe je izuzetno destruktivna i odgovorna je su$enje za bresta u severnoj

Americi, Francuskoj i Italiji.

Medutim, istrazivanja na epidemioloSkom i molekularnom nivou koja su direktno
pokrenuta u cilju sagledavanja interakcije izmedu prisustva fitoplazme 16SrV-C
grupe u pavitini (Clematis vitalba) i FD fitoplazme na vinovoj lozi rezultirala su
otkriéem potpuno nepoznatog epidelmiolodkog lanca. Molekularne analize na 16S-
23S rRNK, FD9 (rp/15 i SecY gen) i rp5 (rpl22 i rps3 gen) regionu koji su od
znacaja za sistematiku fitoplazmi 16SrV-C podgrupe, pokazale su da je na teritoriji
Srbije ova fitoplazma potpuno identicna u svim oblastima koje su zahvaéene
epidemijom FD, kako u obolelim biljkama vinove loze, tako i u pavitini i cikadama
S. titanus i Dictyophara europaea. Od najveceg znacaja je Cinjenica da je ova
fitoplazma registrovana u pavitini u oblastima gde FD na vinovoj lozi nije prisutna
(BraniCevski okrug) ili u oblastima gde nije prisutan S. titanus i fitoplazma FD, kao
na primer u Makedoniji (Fillipin et al., 2007). Ovo jasno ukazuje da je fitoplazma
FD prisutna autohtono u pavitini, i da je ova biljka permanentni izvor inokuluma, a
da je specificni vektor koji prenosi fitoplazmu sa pavitine na pavitinu, verovatno
cikada D. europaea. Naime, D. europaea je jedina cikada u kojoj je FD fitoplazma
dokazana tokom sprovedenih molekularnih analiza i Cesto je prisutna na vinovoj
lozi i pavitini. U tom konteksu, pavitina kao veoma &est korov iz neposrednog
okruzenjg loznog zasada, predstavlja biliku visokog rizika za izbijanje epidemije,

narocCito ako je u vinogradu prisutna populacija cikade S. titanus.
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Proucavanjem dinamike leta i disperzije cikada kao vektora fitoplazmaticnih bolesti
bavili su se mnogi autori (Power, 1992; Jermini et al., 1993; Nestel and Klein,
1995; Bosco et al.,, 1997a; Lehmann et al., 2001; Lessio and Alma, 2004b). U
trogodisnjem proucavanju faune cikada u vinogradima u Srbiji, dominantna vrsta
bila je S. titanus. Brojnost ove vrste se kretala i do 79,2% u odnosu na ukupnu
brojnost drugih cikada, a populacije najce$¢e ocenjene kao izuzetno visoke,

naroCito u vinogorjima centralne Srbije i severnog Srema.

Ekspozicija i naCin postavljanja Zutih klopki moZe biti od znacaja za registrovanje
brojnosti S. titanus u vinogradima. Prema rezultatima Lessio and Alma (2004a)
adulti S. titanus se retko hvataju na klopkama iznad 2,4 m, odnosno na klopkama
postavljenim iznad biljaka. Taylor (1974) navodi da kod razli¢itih cikada postoje
grani€ne visine u kojima one lete, pa bi ovakva detaljnija istrazivanja trebalo
sprovesti i za S. titanus, kako bi se utvrdila optimalna visina za postavljanje klopki.
Lehmann et al. (2001) navode da prva generacija Empoasca vitis Zivi na nizim
delovima biljke, dok druga generacija zivi u viS§im delovima biljke. Takode, njihova
brojnost moze zavisiti i od broja biljaka po jedinici povrSine i od blizine drugih
vinograda. Kod cikada prisutnih u vinogradima Jermini et al. (1993) i Bosco et al.
(1997a) su utvrdili da ukoliko je brojnost ¢okota vec€a i ukoliko je u blizini veci broj
vinograda, veca je i brojnost cikada. Medutim Castro et al. (1992) i Power (1992)
navode suprotne primere gde je cikada Dalbulus maidis (Delong & Wolcott), vektor
Zbunaste zakrzljalosti kukuruza (Maize bushy stunt phytoplasma), manje brojna u

gusCim usevima kukuruza (Nault and Ammar, 1989; Oliveira et al. 1998).

Za pracenje dinamike populacija cikada na Sirem podrucju Srbije koris¢ene su
zute lepljive klopke Csalomon — Madarska. Dobijeni rezultati o brojnosti populacija
odgovaraju realnom stanju na lokalietu posle izvr§enih poredenja sa drugim
metodima koji su primenjivani u cilju sagledavanja brojnosti cikada. Medutim,
pogodnost klopki razli¢itih boja je dosta prouCavana i u nekim ogledima za
privlaCenje imaga S. titanus boljim su se pokazale crvene lepljive klopke talasnih
duzina 200-580 nm (Lessio and Alma, 2004a). Kod vecine drugih cikada
(Macrosteles fascifrons Stal., Paraphlepsis spp., Erythroneura spp., Exitianus
exitiosus Uhler) boljim su se pokazale zute klopke u odnosu na bele, zelene, plave
i crvene (Alverson et al. 1977). Do sli¢nih rezultata da je najatraktivnija Zuta boja

kod cikada Dalbulus maidis i D. quinquenotatus doSli su i Todd et al. (1989). Zbog
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toga bi trebalo posebno za svaku vrstu prouditi atraktivnost razligitih kako boja
tako €ak i nijansi boja. Na ovaj nacin bi se za svaku vrstu mogao odabrati

adekvatan tip klopke koji bi u praksi davao najbolje rezultate.

Agregaciju cikada u »zariStima«, registrovali su Nestel and Klein (1995) kod
cikada Asymmetrasca desedens Paoli i Edwardsiana rosae L. u jabutnjacima.
Nasuprot njima ravnomernu ra$irenost cikade Scolypopa australis Walker

registrovali su Tomkins et al. (2000).

Generalno, distribucija cikada unutar staniSta je direkno proporcionala stepenu
njihove polifagnosti. Lehmann et al. (2001) su utvrdili vecu raSirenost kod
polifagnih (Empoasca vitis Goethe i E. fabae Harris) u odnosu na monofagne (S.
titanus) cikade. Medutim, ako se vinograd posmatra kao specificno staniste,
istraZivanja u Srbiji su pokazala da izrazito ve€u ra$irenost ima upravo monofagna
S. titanus, €ak u odnosu na sve druge cikade koje su prisutne u nasim

vinogradima, naravno u uslovima kada nisu primenjivani insekticidi.

Nielson (1979) u svom radu navodi da je preko 70 vrsta cikada do sada
registrovano kao potencijalni vektori fitoplazmi, dok Weintraub and Beanland

(2006) navode da ¢ak 92 vrste prenose fitoplazmu.

Istrazivanjima u okviru ove disertacije osim najbrojnijeg S. titanus, registrovan je
veCi broj drugih vrsta cikada na vinovoj lozi. Najznacajnije su bile Hyalesthes
obsoletus, Jassargus obtusivalvis, Asiraca clavicornis, Empoasca vitis, Fieberiella
septemtrionalis, Psamotettix alienus, Stictocephala bisonia i Dictyophara
europaea. Osim njih, na vegetaciji u neposrednoj blizini vinograda nalazen je veliki

broj drugih vrsta cikada, koje inace nisu bile prisutne u vinogradu.

Od ukupno 32 registrovane vrste u vinogradima u na3oj zemlji, kao vektori ili
potencijalni vektori fitoplazmi u domacoj i stranoj literaturi registrovano je 10 vrsta
(tabela 17). Od toga 5 vrsta, H. obsoletus, R. quinquecostatus, D. europaea, P.
spumarius i P. alienus su registrovani kao vektori fitoplazmi na vinovoj lozi. Zbog
toga mogu biti od znacaja i cikade koje se nalaze u manjoj brojnosti u
vinogradima. Njihova potencijalna uloga u eventualnoj epidemiologiji i Sirenju FD

fitoplazme u vinogradima bi mogla razjasniti pojave novih Zarista u ltaliji i
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Francuskoj i to u regionima u kojima je epidemija FD suzbijena, a gde se cikade

primenom hemijskih tretmana drze pod kontrolom.

Tabela 17. Cikade vektori (ili potencijalni vektori) fitoplazmi u vinogradima u Srbiji

vrsta cikade tip fitoplazme biljka domacin izvor
Cixius wagneri Stolbur/16SrXII-A jagoda Foissac et al., 2001
Reptalus panzeri Stolbur/16SrXII-A kukuruz Jovi¢ et al., 2007
Reptalus quinquecostatus Stolbur/16SrXII-A vinova loza Trivellone et al., 2005
Hyalesthes obsoletus Stolbur/16SrXII-A vinova loza Maixner, 1994
Dictyophara europaea Flavescence dorée vinova loza Fillipin et al. 2007
Philaenus spumarius Xylella fastidiosa vinova loza Purcell, 1989
Fieberiella florii (kod nas F. | Apple proliferation 16SrX-A | jabuka Krczal et al., 1988
septentrionalis)
Neoaliturus fenestratus Lettuce phylody salata Salehi et al., 2007
safflower Klein, 1992
Psammotettix alienus 16SrI-B, 16SrV-A, 16SrX-A vinova loza Vanda et al., 2006
psenica Lapierre et al., 1991
Euscelis incisus Phylody Rubus Brcak, 1999
Stolbur/16SrXII-A krompir

Takode, potrebno je istaci da i cikada S. bisonia moze da napravi o$teCenja na
lastarima vinove loze, nakon Cega se na listu ispoljavaju simptomi sli¢ni onima
koje izazivaju fitoplazme. Medutim, pazljivim vizuelnim pregledom mogu se uociti
ostecenja od cikada. Slicna zapazanja navodi i Zorloni (2007), uz napomenu da

obi¢no takva o3tecenja u Italiji nisu ekonomski zna€ajna.

Bosco et al. (1997a) navode da su u vinogradima u ltaliji u regionu Piemonte

registrovali 32 vrste cikada iz razliCitih familija (Macropsinae, Agalliinae,
Penthimiinae, Aphrodinae, Cicadellinae, Typhlocybinae i Deltocephalinae). Medu
ovim vrstama mnoge su poznate i kao moguci vektori nekih fitoplazmi na drugim

kulturama (Cattaneo and Arzone, 1983; Klein, 1992; Alma et al., 1993).

Pocetak piljenja jaja S. titanus u 2005. i 2006. godini koji je pracen na dva
temperaturna reZima pokazalo je da piljenje pocCinje izmedu 12. i 24. maja.
Maksimumi piljenja su se kretali izmedu 24. maja i 2. juna u 2005. godini, odnosno
19. do 25 maja u 2006. godini. Ovi rezultati su od velikog prakticnog znacaja, jer
se na osnovu njih mogu odrediti termini suzbijanja larvi S. titanus. Po$to je period
akvizicije fitoplazme FD za larve S. titanus oko 3-4 nedelje (Alma 2002; Bressan et

al., 2005b), prvi tretman u nasim uslovima treba sprovesti poCetkom juna meseca,
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a drugi tretman 15 do 20 dana kasnije. Medutim, treba imati u vidu da vreme
pilienja zavisi od mikroklimatskih prilika i da ono varira svake godine u zavisnosti
od temperaturnih prilika. OCigledan uticaj promene vremenskih prilika na S.titanus
se moze videti iz grafikona 1, 2, 3 i 4. 1z ovih razloga neophodno je konstantno
pracenje kako bionomijskih karakteristika tako i stanja populacija S.titanus na
podrucju Srbije. Ovakav monitoring je neophodan radi pravovremenog alarmiranja

vlasnika vinograda o tatnom vremenu suzbijanja ove StetoCine.

Sli€no kao i u Srbiji, u Italiji pilienje jaja takode pocinje pocetkom maja, a pojava
prvih imaga je sredinom jula (Vidano, 1964), medutim u naSim uslovima prva
imaga smo registrovali ve¢ poCetkom jula meseca. Imaga su prisutna sve do kraja
septembra i poCetka oktobra (Bosco et al., 1997a), 5to se poklapa sa rezultatima
dobijenim u Srbiji, ¢ime je potvrdeno prisustvo imaga u vinogradima u period od
preko 3 meseca. Posto su tek larve treceg stupnja sposobne da, 28 — 35 dana
nakon ishrane na zarazenim biljkama, postanu vektori FD i da prenesu fitoplazme
na zdrave biljke vinove loze ne preporucuje se njihovo suzbijanje odmah nakon
pilienja (Schvester et al., 1969). U ltaliji se prvo suzbijanje protiv larvi preporucuje
30 dana nakon prvog piljenja larava, odnosno vreme primene insekticida je
uskladeno sa biologijom 3teto¢ine i na¢inom preno$enja fitoplazme vektorima
(Boudon-Padieu, 2003; Bressan et al., 2003; Barba, 2005).

U istrazivanjima sprovedenim u toku izrade ove doktorske disertacije, larve i imaga
S. titanus su pronalazene kako u proizvodnim tako i u mati€nim zasadima
ameriCke i plemenite loze i na oku¢nicama. Takode smo ih nalazili i na divljim i
samoniklim lozama pored puteva, na obalama reka, u Sumskim sastojinama. U
literaturi se uglavnom navodi da je S. titanus monofagna cikada i da se hrani samo
na vinovoj lozi (Vidano, 1964; Alma, 2004; Lessio and Alma, 2004b). Pojedini
autori navode da se imaga alternativno mogu hraniti na nekim drvenastim biljkama
u Sumskim sastojinama i da odatle mogu preletati u vinograde (Barnett, 1977;
Maixner et al. 1993; Wolf, 2004; Lessio et al., 2007).

U laboratorijskim (no choise) uslovima ispitivan je veCi broj potencijalnih
alternativnih domacina. Biljke su uglavnom birane iz neposredne okoline
vinograda (Clematis. vitalba, Bryonia. dioica, B. convonvulus, C. album, S. glauca,

E. crus-galli, B. nigra, S. media, C. arvensis), bilke iz familije Vitaceae
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(Partenocissus tricuspidata, Partenocissus. quinquefolia, Cissus rhombifolia), kao i
neke gajene biljke koje se inae €esto mogu naéi u neposrednoj blizini vinograda
(pSenica i kukuruz). Ispitivanja su vrSena na L1, Lz larvama i odraslim cikadama.
Prema rezultatima dobijenim u toku ovog rada vidi se da S. fitanus ne moze u
potpunosti da zavrsi svoje razvi€e na drugim biljkama, osim na vinovoj lozi. Ovaj
podatak je od izuzetne vaznosti jer moze objasniti prirodnu migraciju imaga S.
titanus iz vinograda u vinograd, ¢ak i na udaljenost od 5 — 10 km (EPPO/CABI,
1997). Imaga su aktivnija noCu i Cesto su privucena na okolna svetla pri
okuénicama ili lampama uz puteve, gde inae nema biljaka vinove loze. Pri
ovakvim migracijama imaga se obicno slete na biljke koje su u neposrednoj blizini,

a koje mogu koristiti kao alternativne biljke.

Larve su uglavnhom sedalne do Lj stupnja kada postaju znatno pokretnije, ali
njihova migracija je uglavnom limitirana na susedne biljke vinove loze. U tom
slu€aju ako su zarazene fitoplazmom FD mogu prenositi patogen, $to se oslikava
kroz infekciju biljaka u redovima kod S$palirskih zasada ili u krugovima kod
piramidalnog nacina uzgoja vinove loze. Zbog toga, pojava simptoma
fitoplazmati€ne infekcije kod susednih biljaka, uz prisustvo vektora FD unutar
zasada vinove loze, predstavlja u epidemiolodkom smislu moguc¢nost da se radi o

pojavi FD unutar zasada.

Zbog fenologije i biologije vrste S. titanus, i njegove Siroke distribucije na teritoriji
Srbije, pre svega na vinovoj lozi koja se nalazi van fitosanitarne kontrole, vise je
nego verovatno da ¢e problem kontrole vrste S. titanus biti perzistentan.
Interakcija sa nespecifiénim vektorima kao 3to je D. europaea i prirodni rezervoari
fitoplazme FD u pavitini (Krnjaji¢ i sar., 2007a, Fillipin et al., 2007), dodatno
komplikuju fitosanitarnu situaciju, tako da potvrduju pretpostavljenu perzistentnost
problema sa fitoplazmom FD u vinogradima Srbije. Na osnovu dosada$njih
rezultata koji su prezentovani u ovoj tezi, viSe od 50% postojecih zasada vinove

loze u Srbiji ugrozeno je fitoplazmom Flavescence dorée.

6. ZAKLJUCCI
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Istrazivanja u okviru ove disertacije sprovedena su tokom 2004.-2007. godine.
Ukupno je pregledano 385 vinograda u svim vinogradarskim regionima u Srbiji.
Tokom 2004. godine pregledano je 116 vinograda, u 2005. godini pregledano je
127 vinograda i u 2006. godini pregledano je 142 vinograda.

Cikada Scaphoideus titanus je dosada jedini poznati vektor zlatastog Zutila vinove
loze (fitoplazme Flavescence dorée) i prisutna je na gotovo celoj teritoriji
Republike Srbije, u 23 od 29 regiona (osim u Vranjanskom regionu i Kosovu i
Metohiji).

Severna tacka na kojoj je utvrdeno prisustvo S. titanus bila je Horgo$, a juzna

tacka je bila u Grdelici.

Izrazito visoke populacije S. titanus registrovane su u Rasinskom, RaSkom,
Brani¢evskom, Podunavskom, Jablanickom i Beogradskom regionu, kako u
velikim vinogradarskim kompleksima, tako i u malim vinogradima, okuénicama i

divljim lozama pored puteva i Suma.

Visoke populacije S. titanus registrovane su u Juzno Banatskom, Juzno Backom,

Pomoravskom i Toplickom regionu.

Srednje i niske populacije S. titanus registrovane su u Severno Batkom, Srednje
Banatskom, Severno Banatskom, Madvanskom, Kolubarskom, Sumadijskom,
Borskom, Pirotskom, Zaje€arskom i Moravi¢kom regionu.

U vinogradima Srbije ukupno je registrovano 32 vrste cikada, iz 9 familija i 23
roda. Najbrojnija vrsta bila je S. titanus koja je procentualno bila zastupljena

izmedu 70,51 79,2% u odnosu na sve druge cikade.

Piljenje i dinamika piljenja jaja S. titanus direktno zavise od temperaturnih uslova u

toku proleca. Piljenje u Srbiji po€inje sredinom maja i traje sve do kraja juna.

Cikada S. titanus celokupno razvice moze zavrSiti samo na vinovoj lozi.
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Larve S. titanus mogu preziveti 5 dana na raznim korovskim biljkama (Setaria
glauca, Panicum cruss-galli Convonvulus arvensis, Cissus rhombifolia,

Parthenocissus quinquefolia i Bryonia. dioica).

Imago S. titanus moze preziveti i do 12 dana na Bilderdykia convonvulus.

Na prisustvo fitoplazmi ukupno je analizirano 346 uzoraka vinove loze, 118

uzoraka pavitine i 654 primeraka S. titanus.

Prisustvo FD fitoplazme u vinovoj lozi utvrdeno je u: Sremskom, Beogradskom,
Podunavskom, Rasinskom, NiSavskom, Zaje€arskom, Toplickom i Jablanickom
okrugu. PovrSina zasada vinove loze na ovom podrucju iznosi preko 40 % od

ukupnih povrsina u Republici Srbiji.

Prisustvo FD fitoplazme u S. titanus utvrdeno je Sremskom, Beogradskom,
Podunavskom, Rasinskom, NiSavskom, ZajeCarskom, Toplickom i Jablanickom

okrugu

Prisustvo FD fitoplazme u pavitini utvrdeno je u NiSavskom, Rasinskom,

Beogradskom, Sumadijskom, Brani¢evskom i Jablanitkom okrugu.

Procenat inficiranosti primeraka S. titanus unutar njegovih lokalnih populacija bio
je visok i kretao se od 10,0 - 40,5%.

Prisustvo FD fitoplazme utvrdeno je u cikadi Dictyophara europaea.

RFLP analizom 16S-23S regiona ribozomalne RNK sa Taq/ enzimom utvrdeno je

prisustvo FD-C fitoplazme u vinovoj lozi i S. titanus.

RFLP analiza FD9 regiona sa Taql enzimom utvrdeno je prisustvo FD-C

fitoplazme u vinovoj lozi i S. titanus.
RFLP analizom regiona operona gena ribozomalnih proteina sa Tru1/ enzimom

utvrdeno je prisustvo FD-C fitoplazme grupe V, podgrupe C u vinovoj lozi i S.

titanus.
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Sekvencioniranje 1164bp FD9 regiona uzorka vinove loze, S. titanus i pavitine i
njihovo poravnjanje sa referentnim izolatom FD-C fitoplazme iz Veneto regiona,
Italija pokazalo je da su one medusobno identi¢ne i da imaju istovetan raspored

nukleotida kao i referentni izolat.
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