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Dat je prikaz rasprostranjenosti fitoplazmoza na vinovoj lozi u Srbiji za period od 2003.
do 2005. godine. Ukupno je pregledano 505 vinograda u 25 vinogorja. Rezultati pokazuju
rasirenost fitoplazmoza po vinogorjima Srbije, zatim zarazenost najzanacajnijih sorata vinove
loze, kao i vrste patogena koji su identifikovani.

Prisustvo fitoplazmoza dokazano je u 22 od 25 vinogorja, odnosno u 354 od 505
osmatrana vinograda. Pojava fitoplazmoznih oboljenja registrovana je na cokotima svih sorata
obuhvacenih u ovom radu, ali u nejednakom intezitetu.

Visok stepen zaraze (pojedini sluajevi preko 50%) utvrden je u Siéevadkom, Zupskom,
Trstenickom i Negotinskom vinogorju. S druge strane, fitoplazmozna oboljenja na vinovoj
lozi nisu nadena, odnosno dokazana u Pocerskom, Prokupackom i Razanjskom vinogorju.

Jak stepen zaraze utvrden je na sortama Plovdina (90%) i Sardone (67%), srednji na
Zupskom bojadiseru (34%), Frankovki (29%) i Smederevki (27%), osetna zaraza dokazana
je na Crnom burgundcu (20%), Rajnskom (18%) i Italijanskom rizlingu (9%) a zaraza u
tragovima otkrivena je na sorti Prokupac (4%).

Prisustvo fitoplazmi u Cokotima sa simptomima fitoplazmoznih oboljenja dokazana
je molekularnobioloskim metodama (PCR). Utvrdeno je prisustvo dve fitoplazme i to
»Candidatus Phytoplasma vitis« prouzrokovac zlatastog zutila (Flavescence dorée - FD) i
»Candidatus Phytoplasma solani« prouzrokovac crnila drveta (Bois noir - BN). »Candidatus
Phytoplasma vitis« dokazana na vinovoj lozi u nas pripada 16SrV-C soju.

Kljucne reci: vinova loza, fitoplazmoze, identifikacija, FD, BN, rasprostranjenost,
vinogorja Srbije.

Rad je realizovan u okviru Projekta 20051 Ministarstva za nauku i tehnoloski razvoj Republike
Srbije
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UvVOD

Fitoplazmozna oboljenja vinove loze, zadnjih decenija, privukle su paznju
kako proizvodaca tako stru¢ne i nau¢ne javnosti. Krajem sedamdesetih godina 20.
veka Babovi¢ i Perisi¢ (1977) opisali su pojavu zutila li§¢a na sortama Italijanski
rizling 1 Muskat hamburg u nekim vinogorjima severoistocne Srbije. Desetak
godina kasnije, sli¢ne simptome na sorti Sardone zapazio je Kuzmanovi¢ (1986),
u Zupskom vinogorju. To Zutilo li¥¢a na &okotima pomenutih sorti podseéa, po
svojim osnovnim karakteristikama, na »zlatasto zutilo« (Flavescence dorée) —
ve¢ dobro poznatu fitoplazmozu vinove loze (Levadoux, 1955. loc.cit. Bovey
and Martelli, 1992., Boudin-Padieu, 2003., 2005.). I druge patoloske promene
karakteristicne za navedenu fitoplazmozu vinove loze zapazene su i opisane u
vinogorjima Srbije. Tako su, Pesi¢ (1997), a zatim i Milosavljevi¢ (1999), na
okotima nekih obojenih sorata vinove loze, u Zupskom vinogorju, zapazili poja-
vu crvenila lis¢a. Ivanovi¢ i Ivanovi¢ (2000) su, pored zutila i crvenila na vinovoj
lozi u nas, opisali i pojavu skracenosti internodija, suSenja cvasti i grozdova, kao
i uginjavanje ¢itavih ¢okota, istakavsi da takve patoloske promene izazivaju pa-
togeni iz grupe fitoplazmi. Isto stanovniSte zauzeo je i Osler (2004) posle posete
Zupskom vinogorju 1998. godine.

Istrazivanja obavljena u nas u preteklom periodu pokazala su da napred po-
menute simptome na vinovoj lozi izazivaju fitoplazme (Kuzmanovic¢ i sar., 2002,
Duduk i sar., 2003a, 2003b, Kuzmanovi¢, 2007, Kuzmanovi¢ et al., 2008b).
Detaljnijim ispitivanjima utvrdeno je da su od ovih patogena u Srbiji na vino-
voj lozi prisutne » Candidatus Phytoplasma vitis« (prouzrokovac zlatastog zutila
— Flavescence dorée - FD), »Candidatus Phytoplasma solani« (prouzrokovac
crnila drveta — Bois noir - BN) i »Candidatus Phytoplasma prunorum«
(prouzrokovac evropskog zutila kosticavih vo¢aka - ESFY) (Duduk et al., 2004a;
2004b; Kuzmanovi¢ et al., 2004; Duduk, 2005; Josi¢ et al., 2005, 2006a, 2006b,
Kuzmanovi¢, 2007, Kuzmanovi¢ i sar., 2008a). Pomenute fitoplazme, registrova-
ne su u skoro svim vinogorjima Srbije i na svim ispitivanim sortama (Jevremovic
1 Paunovi¢, 2005; Duduk et al., 2006b; Kuzmanovi¢ 1 sar., 2006a, 2006b, 2007,
2008a, Kuzmanovic, 2007).

Cilj ovih nasih istrazivanja bio je da utvrdimo raSirenost fitoplazmoznih
oboljenja vinove loze u najznacajnijim vinogorjima Srbije. Na taj nacin dobila bi
se jedna potpunija slika o znacaju tih bolesti vinove loze u nas.
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MATERIJAL I METODE

Ova istrazivanja obuhvatila su pregled i utvrdivanje broja vinograda sa simp-
tomima fitoplazmoznih oboljenja, zatim prikupljanje uzoraka i proveravanje pri-
sustva patogena.

Pregled terena i utvrdivanje raSirenosti
fitoplazmoza u vinogorjima Srbije

Pregledano je ukupno 505 vinograda u 25 vinogorja Srbije. Osmatranja su
obavljena u vinogradima zasadenim sa slede¢im sortama: Plovdina, Crni bur-
gundac, Italijanski rizling, Rajnski rizling, Smederevka, Zupljanka, Prokupac,
Zupski bojadiser, Sardone i Frankovka.

Obavljena su dva pregleda, prvi u junu a drugi krajem septembra. Ovaj drugi
pregled podesen je periodu vegetacije kada se na ¢okotima obolelim od fitoplaz-
moza mogu videti karakteristicni simptomi, koji ¢ine tz. ,,sindrom fitoplazmo-
za vinove loze“ (Levadoux,1955, loc. cit. Bovey and Martelli, 1992, Boudon-
Padieu, 1999, Kuzmanovi¢ i sar., 2002, Duduk i Ivanovi¢, 2004c, 2006a, Martelli
and Boudon-Padieu, 2006). Kao kontrolni, osmatrani su cokoti iste sorte bez
simptoma fitoplazmoznih oboljenja.

Oboleli ¢okoti, koji su ispoljavali karakteristicne simptome, obelezeni su i
evidentirani radi daljeg i detaljnijeg osmatranja. Od mnogih, od tako obelezenih
cokota, prikupljeni su uzorci za etioloska ispitivanja, odnosno za proveravanje
prisustva patogena iz grupe fitoplazmi infektivnih za vinovu lozu.

Proveravanje prisustva i identifikacija patogena

Prisustvo fitoplazmi u kolekcionisanim uzorcima vinove loze, kao i identi-
fikacija patogena, obavljeno je tz. ,,metodom lancane reakcije polimeraze* (PCR),
kao i ,,izvedenom PCR metodom® (nested PCR). Ukupne nukleinske kiseline
ekstrahovane su iz biljnog materijala prema proceduri Ahrens and Seemiiller
(1992), koju su modifikovali Malisano et al. (1996). U cilju utvrdivanja prisustva
fitoplazmi u uzorcima prikupljenim u periodu od 2003. do 2005. godine, koris¢en
je par prajmera P1/P7 (Deng and Hiruki, 1991; Schneider et al., 1995) univerzal-
nih za detekciju prisustva fitoplazmi pri ¢emu je umnozena sekvenca 16S-23S
ribozomalnog gena DNK molekula fitoplazme veli¢ine od oko 1800 bp (Angelini
et al., 2004). Dobijeni fragment od 1800 bp je obraden nested PCR metodom
koris¢enjem R16F2n/R16R2 prajmera (Lee et al., 2003) i dobijen je fragment
16S-23S ribozomalnog gena DNK molekula fitoplazme velic¢ine od oko 1200 bp
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(Angelini et al., 2004). Kao pozitivne kontrole koris¢eni su identifikovani izolati
fitoplazmi iz inficirane vinove loze: Elm yellows, EY1 (16SrV-A) i Stolbur, P-TV
(Stol) (16SrXII-A) (Martini et al., 2002), dok je sterilna destilovana voda imala
ulogu negativne kontrole.

Sekvence DNK molekula koje su umnozene PCR reakcijama podvrgnute
su digestiji specifi¢nih restrikcionih enzima u cilju identifikacije detektovanih
fitoplazmi. Restrikcioni enzimi koji su primenjeni u analizi polimorfizma
duzine restrikcionih fragmenata (RFLP) su 7ag/ (na P1/P7 amplifikatu) i Trul
(na amplifikatima nested — PCR reakcija), (Fermentas, Vilnius, Lithuania).
U gelovima su koriS¢éeni slede¢i markeri: ¢X174 digestiran sa HAEII (MBI
Fermentas, Vilnius, Lithuania); 1Kb DNA (Ladder Amersham Biosciences); 1Kb
plus (Gibco BRL); 1Kb (Gibco BRL); Gene Ruler DNA (Ladder Mix, Fermentas,
Vilnius, Lithuania). Gelovi su bojeni 1% etidum bromidom 10 minuta, a zatim
su posmatrani na UV transiluminatoru. Kao pozitivane kontrole u RFLP analizi
koris¢eni su identifikovani izolati fitoplazmi iz inficirane vinove loze: Elm yel-
lows EY'1 (16SrV-A) i Stolbur, P-TV (Stol) (16SrXII-A) (Martini et al., 2002).

REZULTATI I DISKUSIJA
RaSirenost fitoplazmoza u vinogorjima Srbije

U pregledanim vinogradima, na cokotima napred pomenutih sorti, konstato-
vana je pojava dva osnovna simptoma, zutilo kod tz. belih sorti (sl. 1) i crvenilo
lis¢a kod obojenih sorti (sl. 2). Brojnost vinograda sa takvim simptomima po
lokalitetima i vinogorjima prikazana je u tabeli 1, kao i rezultati koji se odnose na
prisustvo fitoplazmoza u pregledanim vinogradima i ucestalost zaraze.

Od ukupno pregledanih 505 vinograda fitoplazmozna zaraza utvrdena je u
354 (tabela 1). Jak stepen zaraze (preko 50%) utvrden je u Si¢evackom, Zupskom,
Trsteni¢kom i Negotinskom vinogorju (Plovdina, 90% i Sardone, 67%). Srednji
stepen zarazenosti (20-50%) bio je prisutan u Fruskogorskom (Sardone, 43%),
Vriatkom (Frankovka, 34%), Belocrkvanskom (Sardone, 30%) i Vinara¢kom vi-
nogorju (Sardone, 20%). Osetna zaraza (5-20%) utvrdena je vinogorju Deliblatske
pescare (Zupljanka, 20%), Rajackom (Frankovka i Sardone, 20%), Levatkom
(gardone, 20%), Kutinskom (Sardone, 12%), Vlasinskom (Plovdina, 10%),
Dzervinskom (Sardone, 10%) i Oreovackom vinogorju (Rajnski rizling, 10%).
Fitoplazmozna zaraza u tragovina (do 5%) utvrdena je u Pirotskom (Plovidna,
4%), Palickom (Rajnski rizling, 3%), Belopalanackom (Rajnski rizling, 2%),
Mihajlovackom i1 Vrbickom vinogorju (Plovdina, 2%). Prisustvo fitoplazmoza
vinove loze nije otkriveno u Pocerskom, Prokupackom i Razanjskom vinogorju.
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SI. 1 - Fitoplazmozni simptomi na sorti vZupljanka
Fig. 1 - Phytoplasma symptoms on cv. Zupljanka

SL 2 - Fitoplazmozni simptomi na sorti Frankovka
Fig. 2 - Phytoplasma symptoms on cv. Frankovka
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Jak stepen zaraze (preko 50%) utvrden je na sortama Plovdina (90%) i
Sardone (67%), srednji stepen zaraZenosti (20-50%) na Zupskom bojadiseru
(34%), Frankovki (29%) 1 Smederevki (27%), osetna zaraza (5-20%) na Crnom
burgundcu (20%), Rajnskom (18%) i Italijanskom rizlingu (9%), a zaraza u tra-
govima na Prokupcu (4%).

Identifikacija patogena prouzrokovaca
fitoplazmoza vinove loze u Srbiji

Dokazivanje prisustvafitoplazmiuvinovoj lozi sa simptomima fitoplazmoznih
oboljenja obavljeno je metodom lancane reakcije polimeraze (PCR). Kombinovan
je direktan i izvedeni (nested) postupak. Za direktni postupak primenjen je par
prajmera P1/P7, koji je univerzalan za fitoplazme (sl. 3). Za izvedeni (nested)
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SL 3 - 1% agarozna gel elektroforeza nested-PCR produkata umnozenih parom
prajmera P1/P7 zatim parom prajmera R16F2n/R16R2, iz uzoraka poreklom iz
razli¢itih vinograda u Srbiji i referentni soj fitoplazme FD-C P127. H,O - negati-
vna kontrola; M - Marker, 1kb DNA Ladder (Amersham Biosciences).

Fig. 3 - Electrophpresis on 1% agarose gel of nested-PCR products amplified
by P1/P7 primers, according R16F2n/R16R2 primers of grapevine samples from
different vineyards in Serbia and reference straine of FD-C P127. H,O - negativ
control; M - Marker, 1kb DNA Ladder (Amersham Biosciences).

postupak, koji je izvoden po zavrSetku direktne PCR, kori$¢en je par prajmera
R16F2n/R16R2. Primenjenim postupcima dobijen je umnozeni produkt DNK
fitoplazme od oko 1200 bp. Taj karakteristicni produkt utvrden je kod vecine
ispitivanih uzoraka, odnosno ¢okota vinove loze sa simptomima proucavanih
oboljenja, kao i kod kontrolnih uzoraka — standarda. Fragmenti dobijeni nested
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PCR-om su obradeni restrikcionim enzimimom 7ru/I (sl. 4). P1/P7 amplifikati
pozitivnih uzoraka na FD su obradivani restrikcionim enzimom 7agq I, radi
utvrdivanja tipa fitoplazme (sl. 5).
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Sl. 4 - RFLP analiza nested-PCR produkata umnozenih parom prajmera P1/P7
zatim parom prajmera R16F2n/R16R2, iz uzoraka poreklom iz vinograda u
Srbiji. PCR produkti su obradeni 7ru/1 enzimom i razdvojeni elektroforezom na
5% poliakrilamidnom gelu. M, — Marker 1Kb Ladder Gibco BRL; M, — Marker
GeneRuler DNA Ladder Mix, Fermantas, Lithuania. P1 27 — Plovdina, pozitivna
kontrola.

Fig. 4 - RFLP analysis of nested-PCR products amplified by P1/P7 following
by R16F2n/R16R2 of grapevine semples from different vineyards in Serbia.
PCR products digested with 7rull and separated by electrophoresis through 5%
polyacrylamid gel. M, — 1Kb Ladder Gibco BRL; M, — MarkerGeneRuler DNA
Ladder Mix, Fermentas, Lithuania. Pl 27 — Plovdina, positiv control.

26 m27 M 57
= nY SI. 5§ - Tagl RFLP analiza PCR produkata
2 — ~— 1650 umnozenih P1/P7 parom prajmera iz uzoraka
‘ 830 vinove loze iz Srbije razdvojenih na 5% po-
- N liakrilamidnom gelJu. M - I\J/Iarker 1kb plius
v -«— 300 Gibco BRL ; P1 27 — Plovdina, pozitivna kon-
' y trola.
~— 300

Fig. S - Tagl RFLP analysis of P1/P7 amplicon
of FD detected grapevine samples from Serbia
separeted on 5% agarose gel. M- Marker 1 kb
plus Gibco BRL; P1 27— Plovdina, positiv con-
trol.
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Uporedivanjem restrikcionog profila umnozenih P1/P7 produkata, dobijenog
koris¢enjem 7agl restrikcionog enzima sa FD-C 1 FD-D (sl. 5), utvrdeno je da svi
nasi izolati pripadaju fitoplazmi 16SrV-C soja.

Analiza zarazenosti sorti vrstom fitoplazme, upucuje na ¢injenicu da u naSim
uslovima nije dokazano prisustvo fitoplazme BN na sorti Plovidna, kao ni FD na
sorti Sardone.

Rezultati nasih ispitivanja, obavljenih u periodu od 2003. do 2005. godi-
ne, pokazuju da su fitoplazmozna oboljenja na vinovoj lozi prisutna u 22 do 25
istrazivanih vinogorja u Srbiji. Duduk i saradnici (2004a, 2006b) su dokazali
prisustvo fitoplazmoza na vinovoj lozi u 15 vinogorja Srbije a Krnjaji¢ i sarad-
nici. (2006) otkrili su prisustvo Scaphoideus titanus — vektora FD u svim vino-
gorjima Srbije pa ¢ak i u onim rejonima u kojima nije otkrivena pojava FD, kao
Sto je VrSacko vinogorje. Podatak koji pokazuje da je S. titanus prisutan u svim
vinogorjima Srbije ukazuje na mogucnost da je fitoplazmoza vinove loze, koju
izaziva FD, prisutna u svim vinogorjima u nas.

Nasa istrazivanja pokazala su, takode, da je sorta vinove loze Plovdina izu-
zetno osetljiva prema fitoplazmoznim oboljenjima, na $ta je i ranije ukazivano
(Kuzmanovi¢ i sar., 2003., 2006a). Visoku do srednju osetljivost prema ovim
oboljenjima ispoljile su sorte Sardone, Crni burgundac i Frankovka a srednju
osetljivost Zupljanka, Smederevka i Italijanski rizling. Najmanju osetljivost pre-
ma fitoplazmoznim oboljenjima tokom ovih nasih istrazivanja ispoljila je sorta
Prokupac. Sli¢ne rezultate navode i Boudon-Padieu (2005), Martelli and Boudon-
Padieu (2006), koji su posebno ukazali na izrazenu osetljivost sorti Sardone i
Crni burgundac na bolesti tipa Zutila.

Nasa istrazivanja pokazuju da su fitoplazmoze vinove loze opSte rasirene u
nas. Ta oboljenja izazivaju znacajne patoloske promene na vinovoj lozi, koje za
posledicu imaju velike Stete u vinogradarskoj proizvodnji, kako su to pokazali
drugi istrazivaci (Martelli and Boudon-Padieu, 2006; Morone et al., 2007; Zahavi
et al., 2009 ). Ta problematika, odnosno Stetnost fitoplazmoza vinove loze u nas,
bic¢e predmet nasih buducih istrazivanja.

Rezultati na$ih istrazivanja ukazuju i na izvor i Sirenje fitoplazmoznih
oboljenja na vinovoj lozi u nas. To se veoma dobro vidi na primerima sorata
Sardone i Plovdina. Zasadi sorte Sardone podizani su, uglavnom, uvezenim sad-
nim materijalom. U tim zasadima, koji su novijeg datuma, utvrdeno je prisustvo
fitoplazmoze poznate pod imenom BN. U starijim vinogradima i vinogradima po-
dignutim sa sadnim materijalom proizvedenim u nas fitoplazmoza BN nije nadena,
odnosno nije se u njima prosirila. S druge strane, u zasadima sorte Plovdina, koji
su podignuti kalemovima proizvedenim u nas (Trsteni¢ko vinogorje), utvrdeno
je prisustvo fitoplazmoze poznate pod imenom Flavescence dorée. Ovi podaci
upucuju na zakljucak da su fitoplazme patogeni vinove loze uneti u nasu zemlju
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sadnim materijalom i da se, takode, Sire u nas na taj na¢in. Stoga je poptrebno da
se zdravstvenom stanju kalemova vinove loze posveti posebna paznja.
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WIDESPREAD OF GRAPEVINE PHYTOPLASMAS
DISEASE IN SERBIA
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SUMMARY

The widespread of phytoplasmasa of the grapevine in Serbia was investigated
from 2003 to 2005. A total of 505 vineyards were examined in 25 vineyard areals.
According to results geographical distribution of phytoplasmas in vineyards in
Serbia was obtained, as wel as the disease severity and types of pathogens that
were identified. Phytoplasmas presence has been proved in 22 of 25 vineyards
areals, and in 354 of 505 observed vineyards. Incidenece of phytoplasmas were
registred in the vines of all varieties observed and tested, but in unequal severity.
High level of infection of vine (in some cases over 50%) was found in vineyard
areals of Si¢evo, Zupa, Trstenik and Negotin. On the other hand, phytoplasmas
were not found or not prowed in areals of Pocersko, Prokupacko and Razanjsko.

The high severity were detected at vine cvs. Plovdina (90%) and Chardonnay
(67%), medium at cvs. Zupski bojadiser (34%), Frankovka (29%) and Smederevka
(27%), low at Black Burgundy (20%), Rhine Riesling (18%) and Italian Riesling
(9%), and in trace at cv. Prokupac (4%).

The presence of two phytoplasmas were proved by PCR: »Candidatus
Phytoplasma vitis« (Flavescence dorée - FD) and » Candidatus Phytoplasma
solani« (Bois noir - BN). It was proved that »Candidatus Phytoplasma vitis«
in Serbia belongs to 16SrV-C strain.

Key words: grapevine, phytoplasmas, identification, FD, BN, distribution
and the region of Serbia.
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