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Mladen Krajacic, Dijana Skori¢ i Ana Sarié
Prirodoslovno-matematicki fakultet Sveucilista u Zagrebu

ZUTICA VINOVE LOZE UZROKOVANA
FITOPLAZMAMA - POJAVA BOLESTI U HRVATSKO]

Uvod

Na nekim sortama vinove loze uzgajanim u Hrvatskoj primijeceni su simptomi koji
odgovaraju bolestima poznatim pod nazivom Zutice vinove loze (bolesti Zucenja vinove
loze - engl. grapevine yellows diseases). Uzrocnici tih bolesti su patogeni ranije
oznacavani kao organizmi sli¢ni mikoplaimama (mycoplasma like organisms - MLOs),
a u novije vrijeme poznati pod nazivom fitoplazme. U preliminarnim istrazivanjima
umnozena je fitoplazmina DNA u lan¢anoj reakciji pohmerazom ¢ime je potvrdena
prisutnost ovog patogena u nekim simptomaticnim uzorcima vinove loze. lako
istrazivanja fitoplazmi upucuju na njihovu siroku rasprostranjenost, njihova prisutnost
na vinovoj lozi u Hrvatskoj do nedavna nije bila zabiljezena.

Opis bolesti

Simptomi zuéenja vinove loze koji se uklapaju u opis bolesti uzrokovanih fitoplaz-
mama, uodeni su u novije vrijeme u vinogradima sjeverozapadne Hrvatske i Istre (slike
u boji na naslovnoj stranici). Simptomi se najvise oituju na sortama “Chardonnay” i
“Pinot sivi”. Simptomi se pojavljuju poc¢etkom ljeta, a najizrazeniji su u rujnu i listopadu.
Rubovi listova se pocinju uvijati prema dolje, lisne plojke pozute, dok Zile na listovima
ostaju zelene. Proces ligniziranja je poremecen, izbojci ne odrvenjuju, pa biljke cesto
ugibaju naredne zime zbog smrzavanja. Na zelenim dijelovima stabljike mogu se pojav-
iti karakteristicne pustolozne tvorbe. Bobe ili cak cijeli grozdovi postaju smeZurani i suse
se (Saric et al.,, 1997.). Neki autori opisuju smanjenje uroda kod takvih oboljelih biljaka i
do 50 % u prvoj godini nakon pojave simptoma. Do ugibanja oboljele loze obi¢no dolazi
dvije do tri godine nakon pojave prvih simptoma. Niti jedna od bole3¢u zahvacenih bi-
ljaka nije se dosad uspjela oporaviti. Bolest je prisutna u brojnim alternativnim
domacinima i &ri se vrlo brzo, pa se u buducénosti mogu ocekivati znatni gubici u
hrvatskom vinogradarstvu i vinarstvu.

Fitoplazme kao uzrocnici bolesti vinove loze

Bolesti vinove loze poznate pod zajednickim nazivom Zutice vinove loze opisane su
u Europi, ali i u drugim dijelovima svijeta (Sari¢ 1977., Daire et al. 1997.). lako se radi o
bolestima gotovo jednake simptomatologije, zabiljeZene su razlike u epidemiologiji te
prihvatljivosti na razlicitim sortama vinove loze. Najpoznatija od opisanih bolesti
opéeprihvacenog naziva “flavescence doree” prvi puta je registrirana u Francuskoj
(Caudwell et al. 1971.), a potom u Spanjolskoj i Italiji (Belli et al., 1973.). Pojava bolesti
redovito je povezana s prisutno3cu fitoplazme koja parazitira u pmvodnom tkivu (floe-
mu), a prenose je kukd iz skupine cikada, najéesce Scaphoideus titanus (Caudwell 1990.).
1 ostale bolesti iz navedene skupine povezuju se s prisutnodcu fitoplazmi, sto je u
mnogim sluéajevima evidentirano elektronskom mikroskopijom.

I na drugim poljoprivrednim kulturama kao npr. kruski (Sari¢ i Cvjetkovié, 1985.),
jabuci, kukuruzu, rajcici (Panjan et al., 1970.), salati, kokosovoj palmi te ukrasnom bilju i
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Sumskom drvecu opisane su diljem svijeta bolesti za koje je opéenito prihvaceno da ih
uzrokuju fitoplazme iako se Kochovi postulati nisu mogli zadovoljiti pri utvrdivanju
takve etiologije. Fitoplazme su, naime, prokariotski organizmi koji se ne mogu uzgajali
na umjetnim hranjivim podlogama pa je nemogude uzgojiti ¢istu kulturu patogena.
Tesko se prenose sa zarazenog tkiva, narocito drvenastih biljaka u kojima se nalaze u
vrlo niskoj koncentraciji (Nienhaus i Sikora, 1979.). Kao i mikoplazme od bakterija se raz-
likuju po jo$ nekim bitnim obiljeZjima npr. nemaju stani¢nu stijenku pa su pleomorfne
(sl. T) (Marcone i Ragozzino, 1996.).

Fitoplazme se mogu otkriti elektronskim mikroskopom u floemu domacina u kojem
postizu dovoljno visoku koncentraciju. U drvenastim domadinima populacija fitoplazmi
je slabo i nejednoliko zastupljena, Sto otezava primjenu elektronske mikroskopije pri

Slika 1. Pleomorfue stanice fitoplazmi u zarazenom biljnom tkivu (elekironsko-mikroskopska
snimka, skala oznacuje 500 nm).

detekciji. Unato¢ tome, elektronska mikroskopija zadovoljava kao metoda za
proudavanje ultrastrukturnih osobina fitoplazmi. Radi proucavanja bioloskih svojstava
fitoplazme se obicno prenose cijeplienjem, parazitskom biljkom “vilinom kosom”
(Cuscuta campestris) ili pomocu kukea-vektora, ukoliko je poznat, na pokusnog domacina
Catharantus roseus. U eksperimentalnim uvjetima fitoplazma koja uzrokuje bolest
“flavescence doree” uspjesno se odrzava na bobu (Vicia faba) i prenosi kukcem Euscelidius
variegatus. Taj domadin kao 1 kukac - vektor sadrZe relativno veliku koli¢inu fiteplazmi
pa su pogodni za djelomicnu purifikaciju tih patogena i pripravljanje specificnog seru-
ma kojim se fitoplazme mogu dokazati u vektoru Scaphoideus titanus sabranom na
zarazenim cokotima.

Molekularna detekcija i identifikacija

U posljednjih nekoliko godina za detekciju i identifikaciju fitoplazmi najvide se
upotrebljavaju molekularne metode, a posebice lan¢ana reakcija polimerazom (PCR) i
elektroforetska analiza fragmenata dobivenih djelovanjem restrikcijskih endonukleaza
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na dijelove fitoplazmine DNA umnozZene PCR-reakcijom (restriction fragment length
polymorphism - RFLP). Ovaj izbor metoda ima nekoliko vaznih prednosti pred ostalim
npr. visoku osjetljivost, razmjernu jednostavnost, moguénost primjene na veliki broj
uzoraka, te mogucnost detekcije razli¢itih skupina fitoplazmi. PCR-metoda osjetljivija je
od elektronske mikroskopije, serologije i molekularne hibridizacije, $to je ¢ini izrazito
pogodnom za detekciju pri niskim koncentracijama fitoplazmi u drvenastim biljkama.

Nakon izolacije ukupne DNA iz tkiva loze, specifi¢ni parovi DNA-klica primjenjuju
se za umnozavanje fitoplazmatskih nukleotidnih slijedova i identifikaciju fitoplazmi.
Lancanom reakcijom polimerazom najceSce se umnozava konzervirana regija gena za
165-ribosomsku RNA koja se nalazi u genomu svake fitoplazme, a razlikuje se od DNA
ostalih organizama. Tehnika RFLP zajedno s PCR-umnozavanjem, $to se temelji na
upotrebi DNA-klica specificnih za odredenu filogenetsku skupinu fitoplazmi (nested-
PCR), omogucuje razlikovanje i identifikaciju pojedinih skupina i podskupina fitoplaz-
mi koje parazitiraju na vinovoj lozi (Alma et al., 1996.; Vibio et al., 1996; Marcone ¢t al.,
1996.).

Elektronska mikroskopija i nadalje osigurava podatke o morfologiji kao i brojnost te
distribucije stanica fitoplazmi u zaraZenom tkivu loze.

Zakljucak

Fitoplazmoza na vinovoj lozi nije vise ograni¢ena samo na zemlje zapadne i jugoza-
padne Europe. ZabiljeZeno je njeno Sirenje prema srednjoj i isto¢noj Europi
(HonetSlegerova et al., 1996.; Seljak i Osler, 1997.), pri ¢emu niti Hrvatska nije zaobidena
(Sarié et al., 1997.).

Sirenju bolesti pogoduje promet sadnim materijalom. Zato je i u Hrvatskoj potreb-
no razvijati relevantnu metodologiju kakvu pri detekciji i identifikaciji fitoplazmi koriste
najrazvijeniji svjetski laboratoriji. Ta bi metodologija ubuduce mogla biti koriStena za
rutinsko testiranje sadnog materijala loze. Osim toga, dobio bi se uvid u rasprostran-
jenost bolesti te zastupljenost i rasprostranjenost vektora. Dobiveni rezultati bili bi
polaziste u borbi protiv navedene bolesti jer bi omogudili najefikasnije suzbijanje kukca-
vektora te pravovremenu eliminaciju zarazenih biljaka kao izvora $irenja zaraze.

Buduéi da fitoplazme zarazavaju i druge poljoprivredne kulture, sustavna
istrazivanja temeljena na molekularnim metodama imala bi u hrvatskoj poljoprivrednoj
praksi znacenje koje prelazi okvire vinogradarstva i vinarstva.
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