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FAUNA CIKADA (HEMIPTERA: AUCHENORRHYNCHA) U VINOGRA DIMA
MAKEDONIJE | NJIHOVA ULOGA U EPIDEMIOLOGIJI’ CANDIDATUS
PHYTOPLASMA SOLANI

Rezime

Bois noir (BN), oboljenje koje izaziva stolbur ftlazma, nanosi velike Stete u
vinogradarskim regionima Sirom Evro-mediteranskagdma. Tokom 2012. i 2013. godine
preduzeta su epidemioloska istrazivanja za ddadje potencijalnih insekata vektora i
najvaznijih biljaka rezervoara BN fitoplazme u md&askim vinogradima, u jugoistoom
delu zemlje. Istrazivanjem diverziteta vrsta iz pmth Auchenorrhyncha uteno je
prisustvo 27 vrsta cikada u okviru 6 familija. Ukupje registrovana 21 vrsta familije
Cicadellidae, 2 vrste familije Cixiidae i po jedamedstavnik familija Aphrophoridae,
Delphacidae, Dyctiopharidae i Issidae. Tokom istafa utvdena je izrazita ¢estalost
glavnog vektora stolbur fitoplazme, cikadgalesthes obsoletudok drugi dokumentovani
vektor BN, Reptalus panzerinije zabelezen u makedonskim vinogradima. Molatnd
karakterizacija Candidatus Phytoplasma solani’ u analiziranom materijalu wes€e
analizom genskih regionaf, stampi vmplgena, RFLP metodom i sekvenciranjem. Cilj
karakterizacije je da se stekne detaljan uvid uekdhrnu raznolikost izolata stolbur
fitoplazme povezanih sa vinovom lozom, potencijalnbiljkama rezervoarimaUttica
dioica i Convolvolus arvensjsi jedinkamaH. obsoletussakupljenim na ovim biljkama.
Ukupno je analizirano 91 izolat stolbur fitoplazmeiu kojima je identifikovano 3uf, 5
vmpl i 11 razlgitih stamp genotipova. Na osnovu sveobuhvatmef/vmpl/stamp
genotipizacije utwteno je ukupno 12 genotipova stolbur fitoplazme.vidaj diverzitet
genotipova je identifikovan nde izolatima izH. obsoletussakupljenim naJ. dioica od
kojih je najc¢es¢e bio prisutan genotip tuf-ab/V18/M1 (43%). Tuf-RATA/STOL genotip
je utviden u 33% prirodno inficiranih biljaka vinove loZ8va genotipa stolbur fitoplazme
povezana su sd. dioica tuf-ab/V18/M1 (60%) i tuf-a/V3/M4 (40%), dok jeasio jedan
genotip (tuf-b/V2-TA/Rqg50) povezan €a arvensis

Klju €ne reci: zutila vinove loze, Bois noir, molekularna epidelogija, Hyalesthes
obsoletusvarijabilnoststampgena, stolbur fitoplazma.
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FAUNA OF CICADAS (HEMIPTERA: AUCHENORRHYNCHA) INTH E
VINEYARDS OF MACEDONIA AND THEIR ROLE IN THE EPIDEM IOLOGY
OF 'CANDIDATUS PHYTOPLASMA SOLANI'

Abstract
Bois noir(BN), induced by stolbur phytoplasma, is an imaottgrapevine yellows disease
that causes severe damage in viticultural regibramughout the Euro-Mediterranean basin.
Epidemiological survey to determine potential insesctors and the main reservoir plants
of BN phytoplasma in Macedonian vineyards was uiaten between 2012 and 2013 in
southeastern part of the country. The study of dpecies diversity from the suborder
Auchenorrhycha revealed the presence of 27 spdogtsnging to 6 families. The most
numerous was family Cicadellidae with 21 speciefipfved by family Cixiidae with 2
species, Aphrophoridae, Delphacidae, Dyctiopharigiag Issidae with only one species
recorded. Our study revealed the high abundancéhefprincipal vector of stolbur
phytoplasma, the planthoppédyalesthes obsoletywhile the second documented vector of
BN, Reptalus panzeriwas not recorded in Macedonian vineyards. n#olecular
characterization performed by sequence and/or RifhiAg of tuf, vmplandstampgenes,
was used to gain detailed insight into the moleacdlaersity of the stolbur phytoplasma
isolates associated with grapevine, tentative wveserplants Urtica dioica and
Convolvulus arvensjsandH. obsoletusassociated with them. Among 91 stolbur isolates
detected in diverse plant and insect hostsf35 vmpland 11 distincstampgenotypes
were identified. Overall, twelve comprehensive dggpes of stolbur phytoplasma were
detected according tmf/vmpIstampgenotyping. The highest diversity of genotypes was
detected among the isolates frémobsoletusassociated withJ. dioica of which the most
frequent genotype was tuf-ab/V18/M1 (43%). Tuf-b/VR/STOL comprehensive
genotype was found in 33% of naturally infectedpgranes. Two stolbur phytoplasma
genotypes were associated with dioica (i) tuf-ab/V18/M1 (60%) and tuf-a/V3/M4
(40%), while only one genotype (tuf-b/V2-TA/Rqg30s associated wit@. arvensis

Keywords: grapevine yellows, Bois noir, molecular epiderogy, Hyalesthes obsoletus,

stampvariability, stolbur phytoplasma.
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1. Uvod

U Makedoniji postoji duga tradicija gajenja vinokee i proizvodnje vina. Prema
poslednjem popisu poljoprivrede, iz 2007. godindat{Sticki godiSnjak Republike
Makedonije, 2007), vinova loza se gaji na povrsmi 17.160,42 ha sa godiSnjom
proizvodnjom od 210 000 tona. Naf§vedeo plodova obrduje se u vino, ali se talte
koristi za ishranu, kao stono gt# suseno voce ili preradeno u sokove.

Vinova loza je izloZzena napadima mnogih Steta i bolesti koje utiu na smanjenje
prinosa. U poslednjih petnaest godina, u Makedopjiprim&ena pojava i Sirenje
simptoma na vinovoj lozi koji se ispoljavaju u vidutila i crvenila listova, da bi kasnije
dolazilo do nekroze listova i suSenja celih biljalspoljavanje ovakvih promena na vinovoj
lozi ranije se pripisivalo raziitim faktorima ili nepoznatim bolestima (Hewitt aibvey,
1979; Bovey and Martelli, 1992; Martelli, 2003)zahvaljujiti savremenom razvoju nauke
i tehnike, posebno otk i usavrSavanju metoda molekularne biologije @rega PCR -
Polymerase Chain Reaction), wgno je da ovakve promene na vinovoj lozi izazvaju
fitoplazme.

Fitoplazme su floemski ograf@ni organizmi, koje se prenose putem kalemljenja,
parazitskih cvetnica i insekata vektora. Insekktod fitoplazmi pripadaju redu Hemiptera
i to su u najvéem broju cikade iz familija Cicadellidae, CixiidaeDelphacidae, kao i
nekoliko vrsta psila (familija Psyllidae) (Weinttaand Beanland, 2006).

Prvi podaci o prisustvu fitoplazmi na teritoriji Madonije datiraju iz 2003. godine,
kada je utvteno prisustvo Bois noir fitoplazme u vinovoj loSigrugaet al., 2003).

Bois noir (BN) je ekonomski zwajno oboljenje vinove loze, prouzrokovano
stolbur fitoplazmom iz 16SrXIl-A podgrupe, koja redavno opisana ka€andidatus
Phytoplasma solani' (Quagliret al 2013). Bolest je Siroko rasprostranjena SiromoRer
na podrdju Mediterana i na Bliskom istoku i izaziva ozb#jrekonomske gubitke u
proizvodnji vinove loze (Johannesenal 2012; Aryaret al. 2014; Cvrkow et al. 2014).

Stolbur fitoplazma izaziva zgajne Stete na vinovoj lozi i razitim gajenim
biljkama od ekonomskog z&aa, ukljwujuéi krompir, kukuruz, Seéernu repu i druge
(Gatineauet al 2002; Jou et al 2009; 2011). Potdeni vektori stolbur fitoplazme na
vinovoj lozi su polifagne cikade kserotetikih staniStaHyalesthes obsoletusReptalus
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panzerj koje pripadaju familiji Cixiidae (Maixner 1994 vékovi¢ et al. 2014). Poznato je
da i druge vrste, kao Sto feptalus quinquecostatusAnaceratagallia ribauti takaie
mogu da prenesu stolbur fitoplazmu na eksperimeatailjke ili na vesStki hranljivi
medijum, ali njihova sposobnost da prenose patogena&inovu lozu joS nije dokazana
(Pinzautiet al 2008; Riedle-Bauest al 2008; Aryaret al 2014; Cvrkow et al 2014).

Epidemiologija fitoplazmatskih bolesti determinigane interakcijom izmdu
vektora i patogena i njihovih zajedkih doma&ina. Epidemiologija BN povezana je sa
infekcijom domaina meiu korovskim biljkama, koje su primarni izvor hrape cikade, a
ujedno su i rezervoari patogena (Johanmteat 2012).

Prvi podaci o prisustvu BN fitoplazme u viSe vinogloh rejona u Makedoniji
datiraju iz 2003. godine (Serugd al, 2003), a daljim istraZivanjima utteno je da su
razlicite sorte vinove loze zarazene ovom fitoplazmora jedprocenat inficiranih biljaka u
vinogradu u konstantnom porastu tokom godina (Kbstavskaet al 2014). Sa druge
strane, veoma malo je d@no na diverzitetu cikada koje su prisutne na dejit
Makedonije. U poslednjih nekoliko godina analizijankvalitativan i kvantitativan sastav
cikada na vinovoj lozi u Makedoniji (Atanasowd al 2010, 2013). Ipak, nedostaju
informacije o diverzitetu cikada u vinogradima zamaim stolbur fitoplazmom i njihovoj
okolini, potencijalnim insektima vektorima i biljkea domainima koje su ukljgene u

epidemioloSke cikluse BN fitoplazme u vinogradimakddonije.



1.1. Cikade (Hemiptera: Auchenorrhyncha)

1.1.1. Morfologija, biologija i ekologija cicada

Cikade (Hemiptera: Auchenorrhyncha) su herbivonsekti koji pripadaju redu
Hemiptera, podredu Auchenorrhyncha. Zahvafjujuelikim gustinama populacija koje
ostvaruju i izrazenom diverzitetu vrsta, cikadedgtavljaju jednu od najdominantnijih
grupa herbivora i vaznu komponentu terésth zivotinjskih zajednica. S jedne strane, one
konzumiraju biljne asimilate i njihovu biomasu, & druge strane vazan su izvor hrane za
predatore i parazitoide (Nickel al, 2002). Cikade se hrane usisavnjem biljnih sokava
tkiva dom&na. Ve&ina vrsta hrani se sokom floema, ali neke krupnijgte Cicadella
viridis, Aphrophoridae), hrane se sokom ksilema. THakobrojne vrste prenose biljne
patogene, kao Sto su bakterije, virusi i fitoplazm@&eke od njih su ztajne kao Stetne
zitarica (Nickelet al, 2002).Ipak, u vecini zemalja zapadne i centralne Evrope, direktna
oStecenja gajenih biljaka od ishrane cikada su ograena, a uloga cikada u funkcionisanju
ekosistema je diskretna, jer se hrane biljnim sgkame biljnom biomasom (Nicket al,
2003). Metutim, njihov zn&aj ne treba potcenijivati, jer one moraju da trosleke kolicine
soka biljaka da bi dobile adekvatne Koile hranljivih materijaSa druge strane, hrahee
bilinim sokovima one prouzrokuju direktna o&aja biljnog tkiva, sisanjem sokova i
izlucivanjem produkata metabolizma. Na tagimauticu na smanjenje rasta i fizioloSke
kondicije napadnute biljke. Biljke osigu i tokom polaganje jaja u biljno tkivo. Ali,
smatra se da najztggnije Stete koje p¥injavaju cikade na biljkama, je njihova sposobnost
da kao vektori prenose biljne patogene: virusetdya& i fitoplazme.

Interakcije ove grupensekata sa biljnim domaéinima su veoma vazne. Cikade
koriste billke ne samo kao izvor hrane, nego i kaesto za parenje i ovipoziciju, kao
skloniSte i kao sredstvo komunikacije (Holzingsr al, 2003). Kao rezultat njihovog
visokog stepena specijalizacije u odnosu na biljtnacéina, i njihove sposobnosti da
prenose biljne patogene, mogu da promene konkleoidnose izmiu biljaka domacina,

Sto zauzvrat moze da & na sastav i strukturu biljnih zajednica.
Podred Auchenorrhyncha pripada redu Hemiptera,dnajesa joS tri podreda:

Heteroptera, Sternorrhyncha i Coleorrhyncha. Podkedhenorrhyncha obuhvata dve
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grupe: Fulgoromorpha i Cicadomorpha (Biederman &dxinghaus, 2004). Zajed#b za
sve vrste je to da formiraju jasne zvukove ili @itife kao oblik komunikacije.

Infrared Fulgoromorpha (planthoppers, spitzkopfdéw), predstavlja veliku grupu
fitofagnih insekata koji su rasprostranjeni Sirometa. Uglavhom se nalaze u tropskim
oblastima, iako su neke vrste prildgne za zivot u pustinjama i suvim oblastima, kao i
izrazito hladnim podrtjima severne Aljaske. Infrared Fulgoromorpha obtwdko 10.000
opisanih vrsta, svrstanih u 20 familija (Holzinggral, 2003), méu kojima su neke od
najzn&ajnijin Stet&ina gajenih biljaka u svetu. Vrste familije Cixigla Delphacidae su
najzn&ajnije sa stanoviSta prenoSenja patogena (virus&tehja i fitoplazmi) koji
prouzrokuju ozbiljne Stete na ragtim kulturama.

Infrared Cicadomorpha (leafhoppers, rundkopfzikadadrzi oko 30.000 opisanih
vrsta Sirom sveta, grupisanih u tri nadfamilje: &icidea, Cercopoidea i Membracoidea
(Holzingeret al, 2003). Brojne vrste su z¢ggne Stetdine razltitih useva, a predstavnici
familije Cicadellidae su najpoznatiji kao vektofljtih virusa, spiroplazmi i fitoplazmi.

Identifikacija cikada vrSi se na osnovu spoljnihrfotmSkih karakteristika, ali kao
najzna&ajniji taksonomski karakter sluzi genitalni apanatiZzjaka. Cikade su sitni insekti
C¢ija duzina tela ne prelazi 10 mm. Uglavnom imajuakéeristénu boju i Sare na telu, koje
se posebno zapazaju kada se insekti gledaju fiomptickin pomagala (lupa, binokular).
Usni aparat je prilagten za bodenje i sisanje. Donja usnha je izduzenadu ulice,
clankovita je i lI&no savijena, i u njoj su smesteni égisti stileti koji predstavljaju
preobrazene gornje i donje vilice. Gornja usna paekrsamo osnovu donje usne.
Maksilarne i labijalne palpe su potpuno redukovafdlica se nalazi na zadnjem
ventralnom delu glavene kapsule. Antene imaju dva@zena bazalna segmenta i éastim
vrhom, a stopala su #tana (Reemane & Wachmann, 1993; Richards & Daviégy).
Cikade imaju dva para krila, koja su krovoliko @djena. Kod véeg broja vrsta zapazena
je razlika u velkini krila. U okviru jedne populacije mogu se javithakropterne i
brahipterne forme. Timpanalni organ smesSten je wa piva abdominalna segmenta.
Timpanalni mi&ti nalaze se u unutrasnjosti apodema, na prvomgadrusternitu i drugom
i trecem tergitu. Oblik i veliina ovih apodema varira, i kod nekih grupa mogkaestiti
kao dijagnostiki karakteri.



Na osnovu morfoloskih karakteristika imaga, podfedchenorryncha podeljen je
na dva infrareda: Fulgoromorpha (Archaeorrhynct@gradomorpha (Clypeorrhyncha).
Osnovne karakteristike ovih podreda su:

Fulgoromorpha

- pipci se nalaze ventralno do slozendijg

- drugi antenalni segment (pedicellus) je ¢arei nosi bradavaste senzile;

- prisustvo tengula u formi jasti¢a, u osnovi prednjih krila kod ¥me vrsta,

- prisustvo Y — nerva kod ¢@e vrsta, odnosno oba nerva koji se spajaju naukla
prednjeg krila formiraju slovo Y;

- kukovi srednjeg para nogu su izduzeni, udaljerajedd drugog.

Cicadomorpha:

- imaju uvean klipeus;

- drugi antenalni segment (pedicelius) je mali b&akisutih senzila;
- flagellum jecekinjast;

- odsustvuju tegule na prednjim krilima;

- kukovi prednjih nogu su zaobljeni do pljosnatiiggeni su jedan do drugog.

Cikade su hemimetabolni insekiie larve izgledaju kao manje, beskrilne verzije
odraslih insekata. Ofmo, ori prolaze kroz pet larvenih stupnjeva, svaki progresivno veéi
od prethodnog. Jaja polazu direktno u tkivo biljkeposredno ispod povrSine lista, ispod
kore stabla ili u zemlju. Razvoj larvi traje od wéko nedelja do nekoliko godina, sto
zavisi od same vrste i vremenskih prilika. Broj geaja u toku jedne godine je raitikod
razlicitih vrsta i zavisi od nadmorske visine, ekspoeidgrena i klimatskih karakteristika
(Biedermann i Niedringhaus, 2004). Zivotni cikuskatla najvise zavisi od perioda
prezimljavanja u uslovima nepovoljnih zima, u ummeénme Kklimatskim regionima.
Prezimljavaju u svim razvojnim stadijumima, ali ¢&fe u stadijumu jaja i larvi

(Biedermann i Niedringhaus, 2004).



1.1.2. Istrazenost cikada vinove loze

Sva dosadasnja istrazivanja o cikadama odnose peoasavanje njihovog sastava
na razl€itim staniStima, na oddenoj teritoriji. Do otkréa vektorske uloge cikada u
prenoSenju fitoplazmi, postojali su oskudni podacifauni cikada na vinovoj lozi.
Poslednjih godina istrazivanja o cikadama usmesernaa protavanje njihovog diverziteta
na vinovoj lozi, naina zivota i kruga donéna, sa cillem da se utvrdi njihova uloga u
prenoSenju fitoplazmi na vinovoj lozi.

U zavisnosti od nana ishrane, cikade na vinovoj lozi mogu se podedéttri grupe:
obligatne (celokupno razté se odvija na vinovoj lozi), fakultativne (poreitiave loze za
svoje razute mogu da koriste i druge biljke) i shjne vrste (na vinovoj lozi Zive samo u
odreienom razvojnom stadijumu, kage kao imaga). M#&u fakultativnim vrstama, koje
nanose direktne Stete, zaga je zelena lozina cikadeErpoasca vitisGoethe).
Prezimljava kao imago n&éetinarima, a u prote prelazi na vinovu lozu gde vrSi
ovipoziciju. Nage&i simptomi koje prouzrukuje kod biljaka sisanjentirjin sokova su:
promena boje lisnih nervava, kovrdzanje listovatil@uili crvenilo listova, nekroza i
povremeno opadanje listova (Alma, 2002).

U grupi fakultativnih vrsta koje prouzrukuju indktea oStéenja vinove loze,
produkcijom velike koliine medne rose nalazi se vrMatcalfa pruinosaSay. Ova cikada
je polifag, cije larve i imaga koloniziraju biljke viSe od 50nfdija. Medna rosa koju
proizvodi predstavlja povoljnu sredinu za razvigljiva ¢adavica, ¢ime se smanjuje
asimilaciona povrsina listova, koji se pre vremsuse i opadaju (Mihajlogj 2007).

Najznaajnija oStéenja na vinovoj lozi ptinjavaju vrste koje su vektori fitoplazmi.
Vrsta Hyalesthes obsoletuSignoret spada u grupu &ajnih vrsta na vinovoj lozi. Njeni
primarni domaini su kopriva Urtica dioica) i poponac Convolvulus arvensjs gde
prezimljava u stadijumu larve. Imaga se javljajugitkom jula i aktivha su do kraja
avgusta i péetkom septembra. U tom periodu mogu se srestimavej lozi gde se hrane
listovima i prouzrukuju indirektne Stete prend@sgtolbur fitoplazmu, koja na vinoy lozi

prouzrokuje bolest “crno drvo” ili Bois noir (Maien, 1994).



VrstaScaphoideus titanuBall je monofag na vinovoj lozi i nanosi samo irditne
Stete prenoSenjem fitoplazridavescence doreéoja prouzrokuje pojavu zlatastog Zutila
vinove loze (Alma, 2002).

U zemljama koje okruzuju Republiku Makedoniju uemo je Kkoje su
najzastupljenije vrste cikada u vinogradima zaramestolbur fitoplazmom, kao i prisustvo
stolbur fitoplazme u nekoliko vrsta cikaddyalesthes obsoletuSignoret, 1865Reptalus
panzeri (Low, 1833), Reptalus quinquecostatusufour, 1833 iDyctiophara europaea
(Linnaeus, 1767), (Palernet al, 2004; Cvrkou et al,. 2011, Trivellonest al, 2005).

Veoma malo je reno na diverzitetu cikada koje su prisutne na dejiit
Makedonije. U poslednjih 10 godina istrazivane #ade — muzikante iz fam. Cicadidae
(Gogala et al, 2005), koje nisu registrovane kao Stete gajenih biljaka. Analiza
kvantitativhog i kvalitativnhog sastava cikada naoxioj lozi u Makedoniji s&énjena je od
strane Atanasovet al (2010, 2013), ali nije pr@avana njihova uloga u epidemiologiji
fitoplazmi.

1.2. Fitoplazme — identifikacija, molekularna karakterizacija i filogenija

Fitoplazme, ranije poznate kao "Mycoplasma-like amigms”, ili MLOs, su
specijalizovane bakterije koje su obligatni paiatdemskih sudova biljaka donma i
unutrasnjih organa nekoliko vrsta insekata. Pretjaja pleomorfne organizme bez
¢elijskog zida, koje karakteriSe pneik od 300 do 500 nm i veoma mali genom (680 — 1
600 kb).

Fitoplazme su uzkmici biljnih bolesti nekoliko stotina biljnih vrsta iz 98 familija,
ukljucujuci povrce 1 vocée, ukrasno bilje i razéite drvenaste biljke. Kao patogeni mogu da
izazovu izrazito zn@jne gubitke prinosa. One su obligatni simbionljpka i insekata, za
Cije Sirenje u prirodi su potrebnda domacina. U biljkama ostaju ograééne na floemsko
tkivo i Sire se u biljci kroz pore sitastih gk koje razdvajaju floemske sitaste cevi. U telo
insekata fitoplazme dospevaju ishranom floemskikoso inficirane biljke. Kada nasele
digestivni trakt prodiru u hemolimfu insekata i ddado svih tkiva i organa, rda kojima
su i pljuvane Zlezde, gde mogu da sedmau velikom broju unutarcelija ali i u
intracelularnom prostoru. Prilikom ishrane, vektioosi fitoplazme u floemsko tkivo biljke
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putem pljuvé&ke. Vreme izméu inicijalne akvizicije fitoplazmi od strane insakvektora
tokom hranjenja na inficiranoj biljci i mogoosti insekta da unese fitoplazmu u zdravu
biljku, odnosno postane vektorski sposoban, nagedatentni periodDuzina latentnog
perioda varira u zavisnosti od vrste fitoplazmesekta i krée se od 7 do 80 dana (Moya-
Raygoza and Nault, 1998; Murradt al, 1996). Kod biljaka simptomi infekcije
fitoplazmama mogu da se razvijuévaosle 7 dana od njihovog unosa u biljku (inoky&gi

ali do ispoljavanja moze pébi mnogo duzi vremenski period (6-24 meseca) usteosti

od vrste fitoplazme i biljke donéana.

Uobicajeni simptomi koje izazivaju fitoplazme su filoglijstanje u kome biljka
proizvodi listove umesto cvetova. Zutilo ili crvémiliséa biljaka, kao jedan od najéeséih
simptoma vezanih za prisustvo ovih organizama,vamaa je modifikacijom u sintezi
ugljenih hidrata. Smatra se da fitoplazme &avaju fotosintezu biljaka tako Sto inhibiraju
biosintezu hlorofila i karotenoida (Hogenhaaital, 2008). Biljke zarazene fitoplazmama
mogu pokazivati simptome virescencija — abnormainsustvo hlorofila u cvetovima kao
rezultat gubitka pigmenta ¢elijama latica (Leeet al, 2000). Ponekad se na biljkama
zarazenim fitoplazmama mogu pojaviti simptomi “¥vg8t metli” — proliferacija grana,
kao rezultat promene normalnog rasta koju izazivigkicija, sterilni cvetovi, nekroza
floemskog tkiva, izumiranje gréita ili drvenastog dela biljke. Sve te promene dtevdo
potpunog propadanja biljaka (Hogenhettl, 2008).

Fitoplazme su otkrivene 1967. godine od stranensigh istrazivda (Doi et al,
1967) koji su ih nazvali ,mikoplazmama &li organizmi” fnycoplasma-like organisms
MLOs), a danasniji naziv su dobile na Internacioogkonferenciji sistematizacije bakterija
odrzanoj 1996. godine na Floridi, USA (Seemiéeal., 1998).

Nova era u istrazivanju fitoplazmi pela je 90-tih godina, uvenjem metoda
zasnovanih na DNK analizamaratec¢i razvoj procedure za ekstrakciju fitoplazmatske
DNK iz zarazenih biljaka ili insekata (Kirkpatriek al, 1987; Lee and Davis, 1988; Sears
et al, 1989; Kollaret al,1990).

Fitoplazme se ne mogu gajiti &stoj kulturi, pa je teSko dobiti podatke o
genotipovima, avec¢ina njihovih fenotipskih osobina nisu primenjive za njihovu
klasifikaciju. Zbog toga su fitoplazme dugo bileigipane i diferencirane na osnovu
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simptoma koje ispoljavaju kod obolelih biljaka, k&ona osnovu kruga dortma i
interakcija sa vektorom.

U cilju reSavanja prepreka u taksonomiji fitoplazi2@04. godine, Internacionalni
Komitet za Sistematiku Bakterija (engl. InternaibnCommittee of Systematic
Bacteriology), podkomitet za taksonomiju molikuémgl. subcommittee on the Taxonomy
of Mollicutes) definisao je preporuke za opise howrsta fitoplazmi (Murray and
Schleifer, 1994; Murray and Stackebrandt, 1995)edmzio da se fitoplazme klasifikuju
unutar novog roda sa statusom ,kandidataCandidatus(Ca.) Phytoplasma” (IRPCM,
2004; Firracet al,, 2005). Na osnovu ovih preporuka n&vandidatusvrsta se opisuje kada
njena 16S rRNK sekvenca (duza od 1200 bp) ima maaj®7,5% identinosti sa bilo
kojom prethodno opisanoi@andidatusvrstom. Visoko konzervativna priroda 16S rRNK
gena, ne dozvoljava uvek precizno razdvajanje lftopi ¢ije su biolosSko-ekoloske
karakteristike jasno razite, pa su zbog toga definisani i dodatni kritenjwa opise novih
“Candidatus vrsta. Dve vrste fitoplazmi koje dele viSe od @, slinosti 16S rRNK
sekvence mogu biti definisane kao zasebne vrstaspkmjavaju sled& tri kriterijuma: i)
da se prenose raglim vektorima, ii) da imaju razite biljke dom&ine i iii) da postoji
jasan dokaz molekularnog diverziteta izine njih. Tokom poslednje decenije,
epidemioloSke studije su pokazale da su ¢#izBojevi fitoplazmi, koji su blisko povezani
na osnovu analize 16S rRNK gena, uédjni u sléne bolesti povezane sa r&#im
sortama useva u raglim geografskim regionima (Hogenhout i MésR010). Za kontrolu
bolesti, treba poznavati vezu izduwe razicitih sojeva fitoplazmi i njihove jedinstvene
ekoloske niSe.

Klasifikacija fitoplazmi se n&p&e vrSi na osnovu 16S rRNK gena, jer on
istovremeno poseduje i konzervativne i dovoljnoijghiine genske regione (Weisbueg
al., 1991). Kada je 16S rRNK region amplifikovan P@Rtodom, RFLP analize su mogle
po prvi put da se koriste za sveobuhvatnu klasifjkafitoplazmi na molekularnom nivou
(Seemdlleret al, 1998). Ovaj region se Koristi kao univerzaldodenetski marker za
klasifikaciju vetine grupa prokariota. Analizom sekvenci 16S rRNKaesve poznate
fitoplazme klasifikovane su u 16Sr grupe i podgrukeje predstavljaju zasebne
filogenetske linije fitoplazmi. 16S gen je pogodzm karakterizaciju svih fitoplazmi, ali
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zbog svoje konzervativnostesto nije dovoljno informativan i ne prikazuje dvielosSke
osobenosti analiziranog organizma, zldega se pored njegasto analiziraju i drugi geni.

Analize sekvenci joS jednog konzervativnog regiamaaiu 16S i 23S rRNK gena,
pokazuju veoma sinu klasifikacionu Semu kao rezultati dobijeni 168NK analizom.
lako se prostor iznd@e 16S i 23S manje koristi u filogenetskim analizateaje pogodan
region, jer je kré od 16S rRNK regiona (220-250 bp naspram 1530i lzbpg toga ga je
lakSe sekvencirati. Ovaj region je prisutan kochditoplazmi i manje je konzervativan od
16S rRNK regiona. Iz ovog razloga, mdguje dobiti detaljnije razlike izndel
fitoplazmatskih grupa (Seemdllet al, 1998).

Tuf gen, koji kodira factor elongacije (EF-Tu), jeaks konzervativni gen koji se,
takade, koristi za diferencijaciju i klasifikaciju fitd@gzmi. Schneideet al, 1997, dizajnirali
su prajmere koji se mogu koristiti za amplifikactjf genske sekvence koddee grupa
fitoplazmi (Langer and Maixner, 2004). Ribozomajmioteinski geni pl22+ps3) su
varijabilniji nego 16S rRNA gen Sto znatpoveéava kvalitet opisivanja raznih sojeva
fitoplazmi. Studije za diferencijaciju fitoplazmiokazale su da su analizomp genskih
sekvenci u okviru 16Sr podgrupe identifikovani sojditoplazmi koji nisu bili
identifikovani analizom 16S rRNK genskih sekvenbdlaftini et al, 2007; Leeet al,
2004). Set¥ i se® geni koji kodiraju protein translokazu, taie predstavljaju dobre
molekularne markere koji se koriste za karakterjaattoplazmi (Hodgettset al, 2008).
Drugi geni fitoplazmi koji se koriste za klasifikpc su imunodominanti membranski
protein (IMP), varijabilni membranski protein VmgVeintraub and Jones, 2010). Folatni
geni folP i folK) (Daviset al, 2003), NusA (Shaet al, 2006), pokazali su se korisnim u
diferencijaciji sojeva unutar 16Srl i 16SrXIl grupfnalizom ovih gena moge je prouiti
korelaciju genotipova fitoplazmi izolovanih iz iksga vektora, sojeva izolovanih iz
korovskih biljaka i iz biljaka sa simptomima fitg@maténog oboljenja. Na taj &a je

mogwe dobiti potpunu sliku o epidemioloSkom ciklusulréiih sojeva fitoplazmi.
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1.2.1. Fitoplazmatske bolesti vinove loze, sa osvrtom nacCa.
Phytoplasma solani’

Oboljenja koja izazivaju fitoplazme na vinovoj lazazivaju se Zutila vinove loze.
Prva bolest tog tipa opisana je u Francuskoj (Ca&lld@957), pod nazivorklavescence
dorée(FD). Oboljenja sa sihim sipmtomima konstatovana su i u drugim zemlj&veope
kao i u Severnoj Americi, Aziji i Australiji. Tigni simptomi koje izazivaju ova oboljenja
su: uvijanje liga prema spoljasSnjosti i njihova diskoloracija u widutila i crvenila,
neravnomeran ili potpuni nedostatak lignifikacijealdjika, pojava sterilnih cvetova i
odumiranje bobica.

Trenutno je u Evropi prisutno tri vrste Zutila kgja izazvana fitoplazmama koje se
svrstavaju u tri ribozomalne grupe: 16Sr¥lgvescence doréé Palatinate grapevine
yellows), 16SrXII-A (stolbur ili Bois noir) i 16StA (Aster Yellows) (Boudon-Padieu,
2003). Fitoplazme koje pripadaju 16SrV grupi masie zastupljene i ograténe su na
Francusku, Spaniju, Svajcarsku, ltaliju, Srbiju JADNemaku (PGY) (Boudon-Padieu,
2003). S druge strane, Bois noir fitoplazma jel@roasprostranjena Evropi, ukljucujudi i
Nemaku (Maixneret al, 1995), Spaniju (Lavinat al, 2006), Mdarsku (Palermet al,
2004), Srbiju (Dudulet al., 2004), Francusku (Sforzzt al, 1998), Italiju (Lessicet al,
2007), SlovenijuPetrovi¢ et al, 2003), Hrvatsku (Serugs al, 2003), Ukrajinu (Milkuset
al., 2005), a nedavno je otkrivena i u Crnoj GoridBgic¢ et al., 2009). lako se smatra da
je manje epidentna od FD, Bois noir fitoplazma je rasprostranjendse regiona.

Bois noir (BN), poznata i kao Vergilbungskrankh@éemaka) i Legno Nero
(Italija), javlja se u mnogim evropskim zemljamé,takode i u Izraelu i Libiji (Boudon-
Padieu, 2003, 2005). Kada je bila prvi put opisamaatralo se da prestavlja neku formu
FD, sa zajeddkom etiologijom. Kasnije je utdeno daS. titanus koji je vektor FD ne
prenosi BN (Caudwellet al, 1971). Fitoplazme 16SrXII-A grupe inficiraju mnoge
kulturne biljke i korove, ukljucujuéi i vinovu lozu. Najznéajniji vektor stolbur fitoplazme
je ciksidaH. obsoletus(Sforzaet al, 1998), iako je utdeno da i druge vrste familije
Cixiidae prenose stolbur fitoplazmu:Rentastiridius beiierWagner 1970, prenosi stolbur
Secerne trske (Gatineauet al, 2001; Lagner & Maixner, 2004), iReptalus panzeiriLow,
1833) prenosi stolbur na kukuruz i vinovu lozu (dat al, 2009, Cvrkou et al., 2014).
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DosadasSnja istrazivanja na teritoriji Makedonijetypdila su prisustvo BN
fitoplazme u vinovoj lozi (Serugat al, 2003), dok prisustvo FD nije utteno u vinovoj
lozi, ve¢ samo u pavitini Clematis vitalby, koja raste u neposrednoj blizini vinograda i
sluzi kao izvor zaraze vinove loze ovom fitoplazm@iippin et al, 2009).

Fitoplazme se odrzavaju ci&him smenama izndel biljaka i insekata vektora.
Tokom ishrane na vinovoj lozi, cikade prenose fdgme i na taj n@n loza postaje
dom&in fitoplazme. Najznéajnije korovske biljke, don@@ni vrste H. obsoletusu
vinogradima siConvolvolus arvensik., Calystegia sepiurh., Urtica dioica L. i Cardaria
draba(L.) Desv. (Sforzat al, 1998), ali samo poponac i kopriva su stalnoZarastolbur
fitoplazmom (Lagner & Maixner, 2004).

Kompleksne interakcije stolbur fitoplazme sa dilji gajenim, jednogodiSnjim i
viSegodiSnjim biljkama i insektima vektorima u i&lm ekosistemima mogu biti
odgovorne za geneéki i fenotipski diverzitet, Sto se i pokazalo koést biljke
Catharanthus roseuskoja je ispoljivala raztite simptome kada je bila inokulisana
razlicitim izolatima ,Ca. P. solani” (Marconeet al, 1999). Genetska raznovrsnost stolbur
fitoplazme se moze odrediti analizom nukleotidnégkvenci i virtuelnom digestijom.
Quaglinoet al (2009) su utvrdili visok stupanj gengéteé heterogenost nia razlitim
izolatima stolbur fitoplazme.

Na osnovu RFLP analizef gena, koji kodira faktor elongacije Tu (EF-Tuplbur
fitoplazma se sastoji od dva gewktirazlicita tipa, tuf-a i tuf-b, koji su ukljuteni u dva
razlicita epidemioloSka ciklusa BN u vinogradima (Langed Maixner 2004)Tuf-b tip
vezan je za popona€énvolvulus arvensjs koji je preferentna biljka dondan vrste H.
obsoletusu ist@nim i jugoist@nim regionima Evrope (Langer and Maixner 2004,
Johannsemt al 2012), mada moze inficirati i veliki broj drveniasbiljaka (Riedle-Bauer
et al 2008; Johannsest al 2012; Cvrkow et al 2014).Tuf-atip ‘Ca. P. solani’ vezan je
za koprivu Urtica dioica) koja predstavlja jedinu potenu biljku doméina ovog
genotipa stolbur fitoplazme (Langer and Maixner £0Qohannsenet al 2012).
Epidemioloski ciklus BN, koji je u asocijaciji saoprivom, najzastupljeniji je u
severozapadnim oblastima Evrope (Ne&kaa Svajcarska, severna Francuska), a nedavno je
registrovan i u Austriji (Aryaret al. 2014).
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Za prowavanje epidemiologije stolbur fitoplazme, potedl gena, koriste se i dva
stolbur specifina gena koja imaju e varijabilnost (Johanneser al 2012; Aryanet al
2014; Cvrkové et al 2014; Kostadinovskat al 2014; Kosovacet al, neobjavljeni
podaci). Ova dva gena kodiraju pretpostavljene nrangke proteine, odgovorne za
prepoznavanje i interakciju sa doémm: vmpli stampgen (Cimermart al 2009; Fabre
et al 2011; Pacificeet al 2009). Obimna molekularna karakterizacija stofiitoplazme na
osnovuvmpl gena je izvedena u okviru evropskog projekta ‘Glod&pidemiology of
phytoplasma diseases of economical importance iaothseastern Europe’ (SEE-
ERA.NET, www.phytoplasma.eu), gde je identifikovari®e od 20 genotipova na osnovu
RFLP analizemplgena. JoS uvek nije poznato dawe geneticke varijante imaju iste ili
razlicite biljke domacine i epidemiologiju. Kao molekularni marker, varijabilMmplgen,
trenutno se koristi za istrazivanja stolbur izolataevro-mediteranskom basenu, gde su
prisutni razlEiti insekti-vektori ili razlcite populacije istih insekata-vektora. Preliminarni
podaci pokazuju da su RFLP analiza i sekvenciojgrampl gena mo¢ni markeri za
razlikovanje izolata stolbur fitoplazmaeli potrebne su epidemioloske studije na vecem
broju izolata sakupljenile razli¢itih biljaka i insekata domacina (Cimermanret al., 2009).

Genettka diverzifikacija stamp gena izvrSena je nda kolekcijama stolbur
fitoplazme evro-mediteranskog basena. Vecina izolata stolbur fitoplazme poreklom iz
Francuske, ltalije i Hrvatske bila je grupisanaisi@j filogenetskoj grani. Druga grana
filogenetskog stabla korespondirala je sa izolatoeatralne i isttne Evrope, a urecu
granu su se grupisali izolati istto od mediteranskog basena dk&, Srbija, Libija i
Azerbejdzan), Sto pokazuje da je varijabilnesaimp gena u korelaciji sa geografskim
poreklom stolbur fitoplazme. Utdteno je da je ovaj gen ukljgn u interakcije izmiu
patogena i insekata vektora i da zbog toga evolamago brze od ostatka genoma, Sto ga
¢ini varijabilnijim od drugih gena (Fabet al, 2011).
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1.3. Uloga insekata vektora i billaka rezervoara fitoplami u
epidemiologiji bolesti

Epidemiologija u okviru biljne patologije definisage kao "nauka o populacijama
patogena u populacijanbéljaka domacina, i bolesti dobijenih iz toga, pod uticajem okoline
i ljudskiog faktora" (Kranz, 1990). Préavanje epidemiologije ima za cilj da jasno opiSe
interakcijeizmedu domacdina, patogena i okoline i da iskoristi ovu informacijuazvijanju
strategije za kontrolu bolesti. Prvi korak u op@iju epidemiologije fitoplazmatskog
oboljenja predstavlja opis i karakterizacija patmgeposebno Sto pojedine vrste ili sojevi
fitoplazmi imaju specitinu biologiju, koja se razlikuje od biologije &itih ili usko vezanih
fitoplazmi. Ove razlike mogu biti u vezi sa ekspresijom i rgewo bolesti, opsegom
domacina i vektora. Prowavanje relacije izm# odrefenih vrsta ili sojevditoplazmi moze
pomoci u pronalazenju njihovog porekla ili njihovih vektora.

Epidemiologija fitoplazmatskih bolesti u sustiaigovezana sa biologijom njihovih
insekata vektordJ Evropi, epidemiologija stolbur fitoplazme na vuap lozi je u direktnoj
vezi sa biologijom i Zivotnim ciklusom njenog primag vektoraH. obsoletugConstable,
2010). Hyalesthes obsoletusna jednu generaciju godiSnje (Bressetnal, 2007). Jaja
polaze u zemlji. Kada se izlegnlarve se razvijaju hranec¢i se korenom biljaka, odakle
mogu da usvoje fitoplazm®rezimljavaju u treCem larvenom stupnju i adulti se javljaju od
juna do kraja avgusta, u zavisnosti od klime i biljke domacina. U lzraelu,H. obsoletus
razvja dve generacije godiSnje, a aduli javljaju u proleée i jesen (Sharon, 2005;
Constable, 2010). LarvHE. obsoletushrangi se korenjem inficiranih biljaka koprive ili
poponca usvajaju stolbur fitoplazmdyalesthes obsoletys najaktivniji od popodneva do
veceri (15:00 — 21:00), pa se smatra da u tom penoficira i vinovu lozu (Bressaet al,
2007). Eksperimentalno je podano da se zivotni vek jedinK. obsoletusmanjuje posle
12 sati ishrane na vinovoj lozi, Sto Znala vinova loza nije odgovardudomacin za
vektora. Imagadd. obsoletuse sl¢ajno hrane na vinovoj lozi, pa blizina izdwekorovskih
biljaka zarazenih stolbur fitoplazmom i vinove lpeéice na westalosti BN u vinogradima
(Bressaret al, 2007).

Epidemiologija Bois noir na vinovoj lozi vezana p billku koja predstavija
rezervoar stolbur fitoplazme. Treba napomenuti darazlikuju populacije vektordd.
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obsoletuskoje se razvijaju na koprivi i poponcu. Populadige se razvijaju na koprivi
javljaju se ranije u poenju sa onima koje se razvijaju na poponcu (Johsemet al,
2008). Kopriva seesto javlja na krajevima vinograda, pa se, kaoltaztoga, oboljenje sa
najvisom incidencom javlja na ivicama vinograda, a ucestalost oboljenja opada sa
povecanjem rastojanja izmedu koprive i vinove loze (Maixner, 2006; Bressaet al, 2007).
Za razliku od koprive, poponac se & javlja izmeéu redova loze, tako da u vinogradu
oboljenje ima sléajnu distribuciju (Maixner, 2006). Ove razlike uoptornoj distribuciji
BN pomaZzu u identifikovanju izvora stolbur fitoptae i vektora, na osnowtega moze se
napraviti plan za kontrolu oboljenja.

Kontrola i zaustavljanje Sirenja fitoplazmatih oboljenja, postize se hemijskim
suzbijanjem vektora i uniStavanjem potencijalnifioia zaraze (napusteni usevi i zasadi,
biljke autohtone flore) i proizvodnjom zdravog sadn reproduktivnog biljnog materijala.
Poznavanje diverziteta i biologije cikada u vinalinraa kao i etiologije i epidemiologije
fitoplazmaténih oboljenja vinove loze, predstavlja osnov zdoyo uspesSno suzbijanje i

prevenciju.
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2. Ciljevi istrazivanja

Neistrazenost diverziteta i dinamike pojave cikadavinovoj lozi i dugogodisnje
prisustvo fitoplazmi, ukazuju na potrebu da se prdavalitativan i kvantitativan sastav
cikada u vinogradima Makedonije zarazenim fitoplaaa Da bi se Sto kompletnije
sagledao uticaj vektora u Sirem smislu na epidesgipl BN fitoplazme, ukljdujuci
odnose cikada sa vinovom lozom i korovskim biljkaraanovni ciljevi ovih istrazivanja
su:

- analiza kvalitativnog i kvantitativhog sastavkada u vinogradima Makedonije;

- utvrdivanje prisustvaCandidatusPhytoplasma solani’ u biljkama vinove loze

- utvrdivanje prisustva CandidatusPhytoplasma solani’ u cikadama lokalne faune,
kao i u billkama u neposrednom okruzenju inficiraminograda;

- utvrdivanje korelacije izméu procenta zarazenih cikada i zarazenih biljakawen
loze u vinogradima Makedonije

- utvrdivanje uloge cikada u epidemiologijiCandidatus Phytoplasma solani’ u
vinogradima Makedonije.

EpidemioloSki ciklus oboljenja BN obuhvata polifagwektore i alternativne biljke
dom&ine, Sto gacini kompleksnijim. Zbog toga trebacekivati prisustvo stolbur
fitoplazme u cikadama lokalne faune, kao i u bitfleau neposrednom okruzenju zarazenih
vinograda. Takde, treba ¢ekivati da postoji korelacija iznda procenta zarazenih cikada i
zarazenih biljaka vinove loze u vinogradima Makeapon

Na osnovu ovoga predpostavlja se da neke cikadetahtone faune vinogradarskih
podrutja mogu biti znaajni faktori u epidemiologiji BN fitoplazme, kao fmmcijalni
prenosioci ove bolesti, a korovske biljke rezervdaoplazme, Sto¢e u okviru ovih

istrazivanja biti obréeno i jasnije definisano.
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3. Materijal i metode

Metodoloski postupci koriS¢eni u istrazivanjima diverziteta cikada u vinogradima
zarazenim stolbur fitoplazmom podeljeni su na tsgkeni laboratorijske. Sakupljanje
cikada, uzoraka vinove loze i korovskih biljakaen® je tokom 2012. i 2013. godine, na
lokalitetima Strumikog regiona u Republici Makedoniji. Laboratorijskanalize
sakupljenog materijala obavljene su u laboratorgaduseka za Stetme bilja u Zemunu,

Instituta za zastitu bilja i zivotnu sredinu u Beady.

3.1. Istrazivanja diverziteta cikada na vinovoj lozi i utrini oko vinograda

Analiza kvalitativhog i kvantitativnog sastava daikana vinovoj lozi vrSena je na
pet lokaliteta Struntkog regiona, u Republici Makedoniji: Hamzali (N 29°48.45” E
22°45'0.44”), DobroSinci (N 41°31'22.68” E 22°480.50”), GradoSorci (N
41°28'59.28" E 22°37'30.24"), Petralinci (N 41°28.32" E 22°43'34.43") i Dobrejci
(N 41°27°'12.41" E 22°38'34.78").

Strumiki region se nalazi na 200-300 metara nadmorskmevis pripada grupi
regiona u kojima vlada kontinentalno—submediteraridikma. Kao rezultat toga, klimatske
uslove karakteriSwisoke srednje godi$nje temperature, veoma topla i suva leta, kiSovite
zime 1 jeseni koje su toplije od proleca.

Vinova loza u vinogradima u kojima su vrSena istraidja gaji se u komercijalne
svrhe, sa primenom standardnih agrot&kihi mera i redovnom hemijskom zastitom. Na
lokalitetu Hamzali dominantna analizirana sorta §mederevka, dok je na lokalitetu
GradosSorci i Dobrosinci dominirala sorta Vranac.

Sakupljanje cikada je vrSeno na svakih 15 dand,. edaja do 1. septembra, 2012. i
2013. godine, u vinogradima i na biljkama spontfipee oko vinograda. Sakupljenje
cikada sa biljaka vinove loze i korovskih biljakameiu redova i u neposrednoj blizini
vinograda, vrSeno je entomoloskim mrezama i usigawa usnim aspiratorom. Uhéene
jedinke su prebacivane u plasté tubice, sa 96% etanolomtuvane u laboratorijskim

uslovima, u frizideru, na temperaturi od 4 do 8 °C.
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Sakupljeni materijal je kvalitativno i kvantitatisranaliziran, sa ciljem odi&anja
faunistikog sastava cikada na vinovoj lozi u Makedoniji.

Vrste su identifikovane na osnovu spoljasnjih mia$&ih karakteristika i giée
genitalnog aparata muzjaka. Za determinaciju s@koipl vrsta kori€eni su kljuevi
sainjeni od strane Holzingest al, (2003), odnosno Biedermann i Niedringhaus, (2004
Sakupljeni primerci su preparovaniuvaju se u zbirci Odseka za State bilja u Zemunu,

Instituta za zastitu bilja i zivotnu sredinu u Beady.

3.2. Ispitivanje prisustva fitoplazmi u sakupljenim cikadama
Za ispitivanje prisustva fitoplazmi unutar popujactikada, insekti su sakupljani
paralelno sa sakupljanjem cikada za kvalitativikeantitativne analize, sa pet prethodno
opisanih lokaliteta (DobroSinci, Hamzali, Grado$oietralinci i Dobrejci). Sakupljeni
primerci su stavljeni u plastie tubice sa 96% etanolom. U laboratoriji, sakuygjerste su
identifikovane icuvane u zamrzivai, na temperaturi od -20°C, do ekstrakcije DNK. PCR

metodom ekstrahovana DNK je analizirana na prisustoplazmi.

3.3. Ispitivanje prisustva ‘ Candidatus Phytoplasma solani’ u vinovoj lozi
Listovi biljaka vinove loze koji su ispoljavali sptome karakteristhe za
inficiranost fitoplazmama, sakupljani su sa Sireglppcja StrumEkog regiona. Uzorkovani
listovi sa pojedinénih cokota (5-10 po biljci), stavljani su u plastie zip-kese, koje su
zatim obelezene i transportovane do laboratoriy\@kd sg&uvan materijal je u laboratoriji
razdvojen i po 1 gram tkiva lisnih nerava svakogrka, zapakovan je u aluminijumsku
foliju, obelezen Sifrom uzorka duvan na -20°C do ekstrakcije DNK. Primenom PCR

metode vrSena je analiza ekstrahovane DNK na pyvisssolbur fitoplazme.

3.4. lIspitivanje prisustva fitoplazmi u korovskim biljka ma
Vinogradi predstavljaju viSegodiSnje agrofitocenddefin gajenja loze, tj. primena
agrotehnikih i specifinih ampelotehrtkih mera stvaraju posebne agroekoloSke uslove
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koji uticu na formiranje korovskih zajednica vinove loze, @dreienim floristickim
sastavom.

Tokom dve godine ispitivanja, na svim lokalitetintlpminantnu korovsku floru u
vinogradima i utrini oko vinogradainile su biljke: Amaranthus retroflexu&., Capsella
bursa — pastorid_., Chenopodium alburh., Convolvulus arvensit., Cynodon dactylon
L., Solanum nigrumL., Panicum crus — galliL., Stellaria medialL., Urtica dioica L.,
Xanthium strumariunk. i Taraxacum officinald..

S obzirom da su pojedine korovske biljke, koje sisytne u vinogradima i na
utrinama oko vinograda, alternativni do¢ima fitoplazmi, sakupljeni su uzorci biljnih vrsta
koje su u literaturi poznate kao rezervoari stolbtaplazme. Pojedinai uzorci biljnog
materijala stavljeni su u plagtie kesice, obelezeni i transportovani do laboratokioren
svake biljke je ¢iS¢en icuvan na temperaturi od -20°C do ekstrakcija DNKRR@etodom

ekstrahovana DNK je analizirana na prisustvo stdliboplazme.

3.5. Molekularna detekcija i karakterizacija fitoplazmi
3.5.1. Ekstrakcija DNK

3.5.1.1. Ekstrakcija DNK iz insekata

Ekstrakcija DNK iz pojedingnih insekata vrSena je nedestruktivnom, delimi
modifikovanom TES metodom (Mahuku, 2004) koja ima#j ocuvanje fiztke celovitosti
jedinki radi daljih morfoloSkih analiza. Pojedimh adultni insekti su punktirani
kontrolisano pod binokularom Leica MS5 (Leica Migystems, Wetzlar, Germany)
sterilnom entomoloSkom iglom, lateralno, u predsjoja izmdu prva dva sternita.
Punktirane jedinke su pretene u Eppendorf tubice zapremine 2ml u koje jehoaito
sipano 40Qul TES ekstrakcionog pufera (20 mM TRIS, 10 mM EDT2% SDS) i 4ul
enzima proteinaze K (20 mg/ml) sa ciljem degra@aniekih tkiva insekta. Narednih 12
sati insekti su inkubirani na 56°C u vodenom kupatiakon inkubacije u tubicu je sipana
jednaka zapremina hloroforma (4Q0 i centrifugiranjem 10 minuta na 11000 obrtaja na

4°C, izdvojena je DNK. Supernatant je préda u novu Eppendorf tubicu zapremine 1.5
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ml i prethodni postupak ekstracije DNK hloroformgenponovljen. U narednom koraku
izdvojenom supernatantu je dodat izopropanol uj is&premini (400ul) Sto je nakon
narednog centrifugiranja od 20 minuta na 12000apdma 4°C dovelo do taloZzenja DNK
na dnu tubice. Izolovana DNK je isprana 96% etamplosuSena vazduSnim strujanjem
pod sterilnim digestorom i rastvorena u @OTE pufera (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH
7.6). Ekstrahovana DNEuvana je na -20°C.

Iz grupa od po 3-5 imaga ekstrahovane su ukupnkingke kiseline po CTAB
(cethyl-trimethyl-ammonium bromide) protokolu eledtcije, opisanom od strane Gatineau
et al, (2001).

Insekti su homogenizovani u Eppendorf tubicama odnl2 u t&nom azotu,
koris¢enjem Eppendorf Micropistille, nakafega je dodato 0,4 ml 2%-tnog CTAB pufera
(2% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 1,4 M dCl, 0,2% R3-
marcaptoethanol). Tubice sa homogenizovanim ingeksu inkubirane 30 minuta na 65°C
u vodenom kupatilu. Nakon inkubacije dodata je gd@nkoltina hloroforma (0,4 ml) i
DNK je izdvojena centrifugiranjem 10 minuta na 1@0fpm na 4°C. Supernatant je
preb&en u nove Eppendorf tubice zapremine 1,5 ml i ks@klodavanjem hloroforma jos
jednom je ponovljen. Dodavanjem jednake &ak ledeno-hladnog izopropanola (0,4 ml) i
centrifugiranjem 15 minuta na 12000 rpm na 4°C @obe istaloZzena DNK. Izolovana
DNK isprana je 96% etanolom, osuSena pod strujosnilrsdg vazduha u digestoru i
rastvorena u 5Ql TE pufera (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7,6). NakeRkstrakcije DNK

seduva u zamrzivéu na -20°C.

3.5.1.2. Ekstrakcija DNK iz biljaka

Ekstrakcija DNK iz biljaka je vrSena iz centralnogrva lista vinove loze i iz
korena korovskih biljaka, jer prisustvo inhibitdnmninaterija u listovima korovskih biljaka,
ometa odvijanje reakcije detekcije fitoplazmi. Ukepnukleinske kiseline izolovane su po
CTAB protokolu izolacije opisanom od strane Angeéhal., (2001).

Lisni nervi ili koren biljke tezine 1 g, svakog uka zasebno, usitnjen je u avanu sa
tuckom pome@u tecnog azota i homogenizovan u 7ml 3%-tnog CTAB pu{&té CTAB,
100 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 1,4 M NaCl, 0,2%mercaptoethanol). 1z ove
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suspenzije izdvojen je 1 ml, prelem u Eppendorf tubice zapremine 2 ml i inkubiran 20
minuta na 65°C u vodenom kupatilu. Nakon inkubadgdata je jednaka kdélna
hloroforma (1 ml) i DNK je izdvojena centrifugiraapn 10 minuta na 11000 rpm.
Supernatant je preban u nove Eppendorf tubice zapremine 1,5 ml, dogatgdnaka
koli¢ina izopropanola (0,75 ml), a zatim je centrifugjeam od 15 minuta na 11000 rpm
DNK istalozena na dnu rastvora. Izolovana DNK isprge 96% etanolom, osuSena pod
strujom sterilnog vazduha u digestoru i rastvoreri®Opul TE pufera. Tako ekstrahovana

DNK ¢uvana je u zamrziva na -20°C.

3.5.2. Utvr divanje prisustva fitoplazmi PCR/RFLP analizom 16S
rRNK

Ekstrahovana DNK iz uzoraka vinove loze analizirgnenetodom latane reakcije
polimeraze [engl. Polymerase Chain Reaction (PAR)rdivanje prisustva i identifikacija
detektovanih fitoplazmi vrSena je amplifikacijomgi@na 16S ribozomalne RNK (16S
rRNK) sa univerzalnim prajmerima speéifim za ovu grupu bakterija.

16S rRNK region je umnozen u direktnoj i nested RE€&Kciji. U direktnoj reakciji
amplifikovan je region koji obuhvata 16S rRNK g&6S-23S méugenski region i pietak
23S rRNK, ukupne duzine 1800 bp, kéggjem P1 (Deng and Hiruki, 1991) i P7 (Snedrt
al., 1996) prajmera (Tabela 1). Za nested reakcijiséeni su F2n i R2 prajmeri (Leet
al., 1998) (Tabela 1) koji obuhvataju fragment 163IKRgena u ukupnoj duzini od oko
1250 bp.

PCR umnozavanje u obe reakcije, direktnoj i nestegeno je u 2Qul zapremini
PCR smeSe sadrzaja: Taq pufer (1x), MgCI2 (1,5 ndW)TPs (300uM), prajmeri (600
nM), Taq polimeraza (Fermentas) (0.0375ul/U smeSu za direktni PCR dodat jal 1
1:100 razréene biljne DNK ili Jul koncetrovane DNK insekta. U smeSu za nested PCR
dodat je ul 1:50 razrdenog produkta direktne reakcije. Da ne bi doSloud@krsne
kontaminacije tokom pripreme uzoraka stavljanaggativha kontrola (dodatna tubica sa
svim reagensima potrebnim za umnozavanje DNK,elimesto lul uzorka sipan dul
molekularne vode) na svakih 10 uzoraka. UmnozavgejevrSeno u Eppendorf
Mastercycler®ep, po sledem protokolu: inicijalna denaturacija 94°C 90 spakerracija
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94°C 1 min, elongacija 50°C 2 min, ekstenzija 7Z°@in (34 ciklusa); finalna ekstenzija
72°C 10 min. Isti protokol je kow&n za direktni i nested PCR.

Posle zavrSenog umnozavanjal3PCR produkta svakog uzorka pusteno je na 1%
agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom i vizziedino pod UV transiluminatorom
sa ciljem utvdivanja prisustva fitoplazmi.

Uzorci u kojima su detektovane fitoplazme analizirsau upotrebom restrikcionih
endonukleaza u analizi polimorfizama duzine restoikih fragmenata [engl. Restriction
Fragment Lenght Polymorphism (RFLP)]. RFLP analgatetisanin PCR produkata
uzoraka i pozitivnih kontrola referentnih izolatarevedena je u svrhu odiiganja vrste
prisutne fitoplazme. PCR produkti F2nR2 fragmeri® tRNK gena fitoplazmi iseni su
Trull (Msd) restrikcionom endonukleazom (Fermentas). Digegé uraena u ukupnoj
zapremini od 15ul RFLP smeSe sadrzaja: 1x pufer za digestiju, 1klnem, 1-5ul PCR
produkta u zavisnosti od keine sintetisanih amplifikona i 8-1g1 Molecular Biology
Grade Water (Eppendorf). Da bi se osigurala potpdigastia PCR produkata ona je
trajala 16 sati. Temperatura digestije je 65°C Uadik sa uputstvom proizdeca.
Restrikcioni produkti su razdvojeni automatskom ikapom elektroforezom, odnosno
sistemom QIAxcel advanced (QIAGEN) korigteng.Screenin Gel Cartridg¢QIAGEN)
uz sledée parametre: voltaza injektiranja uzorka 5kV, vremgktiranja uzorka 30s,
voltaza separacije 6kV i vreme separacije 320sl.Epyg alignment markeod 15 bp do 5
kb (QIAGEN) je korigen za poravnanje dobijenih restrikcionih fragmena@X DNK
marker FX174/Haelll (QIAGEN) za patenje duzine fragmenata. Kao pozitivhe kontrole
reakcije i kontrole za potrebe daljih analiza divanja vrste fitoplazmi, koré&ene su DNK
referentnih izolata fitoplazmi 16Srl-B i I-C podgme (Dr. Elisa Angelini, Conegliano,
Italija), 16SrlI-E podgrupe izolovane iz prirodnaficiranih biljakaPicris hieracioidesiz
Srbije (Mitrovi¢ et al, 2012), 16Srlll-B podgrupe izolovane iz prirodindiciranih biljaka
Cirsium arvenseiz Srbije (Rati¢ et al, 2005), 16SrX-B (Dr. Bernd Schneider,
Dossenheim, Germany) i 16SrV-C i XII-A podgrupe l@@ne iz prirodno inficirane
vinove loze iz Srbije (Krnjadiet al, 2007; Cvrkou et al, 2014).

3.5.3. Detekcija ‘Candidatus Phytoplasma solani’
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Specifina detekcija stolbur fitoplazme (16SrXII-A) u ama@nim biljkama i
cikadama vrSena je umnozavanjem Stolll regionaj&okarakteristian za genom ove
fitoplazme (Daireet al, 1997). Stolll region ima speé¢iiu nukleotidnu sekvencu kod
fitoplazmi vrste CandidatusPhytoplasma solani’ (16SrXII-A grupe ili stolbutoplazme)

u odnosu na sve druge do sada opisane fitoplaztoBH.1Sregion obuhvata deo gena za
sintezu dihidrofolat reduktaze (folA gen) i deo getji kodira 1-acil-sn-glicerol-3-fosfat
aciltransferazu (plsC gen). Na osnovu amplifika@pog genskog regiona utieno je
prisustvo stolbur fitoplazme u analiziranom matduj

Stolll region genomske DNK stolbur fitoplazme unmemze u nested PCR
proceduri. Za direktni PCR kofiéni su Stol11f2 i Stol11rl prajmeri (Daie¢ al, 1997), a
za nested PCR Stol11f3 i Stol11r2 prajmeri (Céial, 2003) (Tabela 1) koji umnozavaju
segment duzine 720 bp. Umnozavanje DNK u obe rgakdirektnoj i nested, vrSeno je u
20 pl zapremini PCR smeSe sadrzaja: Taq pufer (1x), RIg@mM), dNTPs (300M),
prajmeri (750nM), KAPATaq DNA (Kapabiosystems) @GUf). U smeSu za direktni
PCR dodato je dl 1:100 razrdene biljne DNK ili Jul koncentrovane DNK insekta. U
smeSu za nested PCR dodat j@ 1:50 razrdenog produkta direktne reakcije. Kao
pozitivha kontrola reakcije kog&na je DNK izolovana iz vinove loze prirodno infame
stolbur fitoplazmom (16SrXII-A). UmnoZavanje je gr©® u Eppendorf Mastercycler®ep
po sledéem protokolu: aktivacija enzima 10 min na 95°Ccijaina denaturacija 92°C 90
S; denaturacija 92°C 40 s, elongacija 55°C 40 steekija 72°C 70 s (30 ciklusa); finalna
ekstenzija 72°C 5 min. Isti protokol je kar&h za direktni i za nested PCR.

Posle zavrSenog umnozavanjaul5PCR produkta svakog uzorka, uldiguéi i
pozitivhu i negativne kontrole, su razdvojeni etektretski na 1% agaroznom gelu
obojenom etidijum bromidom, da bi se utvrdilo uikojuzorcima je umnozen specifi

region CandidatusPhytoplasme solani’. Gel je vizualiziran pod U¥rtsiluminatorom.

3.5.4. Molekularna karakterizacija izolata * Candidatus Phytoplasma
solani’
Molekularna karakterizacija, odnosno ailv@nje genotipa stolbur fitoplazme u
analiziranom biljnom i insekatskom materijalu vrdege PCR-RFLP metodom i
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sekvenciranjem tri genska regiona: konzervativildggena koji kodira elongation faktor
Tu (EF-Tu) i funkcionalno &estvuje u procesu translacije (Schneideml, 1997) i dva

varijabilna membranska proteinan{plgen istampgen).

3.5.4.1. Analiza tuf gena

Karakterizacijatuf gena faktora elongacije Tu (EF-Tu) kojtastvuje u procesu
translacije izvrSena je PCR-RFLP metodom i analizmkleotidnih sekvenci ovog gena u
duzini od 940 bp.

U direktnoj PCR reakciji koreni su Tuflf i Tuflr prajmeri, a u nested reakciji
TufAYf i TufAYr prajmeri (Langer i Maixner, 2004)T@bela 1), koji umnozZavaju segment
genomske DNK fitoplazme duzine 940 bp. Umnozavamjgena u obe reakcije, direktnoj
i nested, vrSeno je u zapremini od gOPCR smeSe sadrzajdaq pufer (1x), MgClI2
(2mM), dNTPs (20QM), prajmeri (400nM), KAPAaq polimeraza (KAPA Biosystems)
(0.0375UL). U smeSu za direktni PCR dodato jd 1:100 razrdene biljne DNK ili Jul
koncentrovane DNK insekta. U smeSu za nested PCGiatde 1l 1:50 razrdenog
produkta direktne reakcije. UmnoZavanje je vr$erigppendorf Mastercycl@ep po istom
protokolu za direktni i nested PCR: aktivacija emai 10 min na 95°C; inicijalna
denaturacija 95°C 2 min; denaturacija 95°C 30 @pgdcija 45°C 1 min, ekstenzija 72°C
90 s (35 ciklusa); finalna ekstenzija 72°C 5 mima $vakih 10 uzoraka stavljana je jedna
negativna kontrola.

Posle umnozavanja dobijeni produkti su digestovatpall restrikcionom
endonukleazom (Fermentas). Digestija je vrSenaupnd] zapremini od 18 RFLP smeSe
sadrzaja: 1x pufer za digestiju, 1U enzima,ul48CR produkta u zavisnosti od ke
sintetisanih amplikona i 8-12 Molecular Biology Grade Water (Eppendorf). Diggsie
trajala 16 sati na temperaturi od 37°C u skladwgatstvom proizvdaca. Restrikcioni
produkti su razdvojeni automatskom kapilarnom etdktezom, QIAxcel advanced
(QIAGEN) po prethodno opisanoj proceduri. Kao porié kontrole za oba profilduf-a i
tuf-b) koris¢ene su DNK stolbur fitoplazme koje patiod prirodno inficiranih jedinkH.
obsoletusiz Mosel regiona u Nendkoj (obezbdeno od strane Dr Michael Maixner,
Bernkastel-Kues). Nested produkti izolata sa napuatp definisanim tuf-tipom su
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podrvgnuti sekvencioniranju u oba smera od stramerbyen Inc. (Seul, Juzna Koreja).
Dobijene  sekvence su pitane korisenjem softvera  FinchTV  v.1.4.0

(http://www.geospiza.cojn Porelenje sekvenci i utdivanje nukleotidnih razlika je

izvrSeno korigenjem programskog paketa Clustal W integrisanogofiver MEGAS5
(Tamuraet al, 2011).

3.5.4.2. Analiza vmpl gena

Karakterizacijavmpl gena koji kodira varijabilni membranski protein Ibtor
fitoplazme izvrSena je PCR-RFLP metodovimpl gen stolbur fitoplazme umnozen je u
nested PCR proceduri. U direktnoj reakciji kéesi su StolH10F1 i StolH10R1 prajmeri, a
u nested reakciji TYPH10F i TYPH10R prajmeri (Tabdl) (Muroloet al, 2010) koji
umnozavaju segment genomske DNK fitoplazme koyigejabilan u duzini. Duzinampl
regiona kod referentnog PO izolata stolbur fitoplezna osnovu kog je definisan ovaj
marker gen je 1200bp (Cimermanal, 2009), mdutim u kasnijim studijama je ut@eno
da je ovaj region n&¢&e duzine 1450bp, a moze biti i do 1700 bp (Fialeval, 2009;
Murolo et al, 2010). UmnoZzZavanjemplgena u obe reakcije, direktnoj i nesteddere je
u zapremini od 2@l PCR smeSe sadrzajaaq pufer (1x), MgCI2 (1.5 mM), dNTPs (300
uM), prajmeri (750 nM), KAPAaq polimeraza (KAPA Biosystems) (0.0375 W)/ U
smesu za direktni PCR dodato jgl 1:100 razrdene biljne DNK ili Jul koncentrovane
DNK insekta. U smeSu za nested PCR dodatyje1i50 razréenog produkta direktne
reakcije. UmnoZzavanje je Wl@no u Eppendorf Mastercycler®ep po protokolu zakdiri
PCR: inicijalna denaturacija 4 min na 94°C; deratijm 94°C 30 sec, elongacija 52°C 30
sec, ekstenzija 72°C 120 sec (35 ciklusa); finakatenzija 72°C 10 min; protokol za
nested PCR: inicijalna denaturacija 4 min na 94f€haturacija 94°C 30 sec, elongacija
52°C 30 sec, ekstenzija 72°C 90 sec (35 ciklugadjrfa ekstenzija 72°C 10 min.

Posle umnozavanja dobijeni produkti su analizirea Rsd restrikcionom
endonukleazom (Fermentas). Izolati Viap1profila dodatno su okarakterisani digestijom
sa dva enzimdad i Alul prema metodologiji razlikovanja V2 od V2-TmpZprofila
definisanoj prema Cvrkotiet al, 2014. Digestija je vrSena u ukupnoj zapreminilagl
RFLP smeSe sadrzaja: 1x pufer za digestiju, 1Uneszil-jul PCR produkta u zavisnosti
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od koli¢ine sintetisanih amplikona i 8-iRPMolecular Biology Grade Water (Eppendorf).
Digestija je trajala 16 sati na temperaturi od 31fGkladu sa uputstvom proiziega.
Restrikcioni produkti su razdvojeni automatskom ilklapom elektroforezom, odnosno
sistemom QIAxcel advanced (QIAGEN) po prethodncsapoj proceduri. Kao pozitivhe
kontrole korigeni su izolati stolbur fitoplazme koji poti iz prirodno inficiranih biljaka
vinove loze i cikad&. panzer(Cvrkovi¢ et al, 2014) kao i izolati obezldeni od strane Dr

Xavier Foissac (Bordeaux-France) (Fig. 1).

3.5.4.3. Analiza stamp gena

Prilikom amplifikovanja stamp gena za direktni PCR koégni su StampF i
StampRO prajmeri, a za nested PCR StampF1 i Stamppgheri (Fabreet al, 2011), koji
umnozavaju segment genomske DNK duzine 637 bp (@d)eUmnozavanjstampgena
u obe reakcije, direktnoj i nested, deao je u zapremini od 20 PCR smeSe sadrzajéaq
pufer (1x), MgClI2 (1.5 mM), dNTPs (3Q@M), prajmeri (750 nM), KAPAaq polimeraza
(KAPA Biosystems) (0.0375 ). U smeSu za direktni PCR dodato jd 1:100 razréene
biline DNK ili 1ul koncentrovane DNK insekta. U smeSu za nested &afat je 1l 1:50
razrelenog produkta direktne reakcije. Umnozavanje je dema u Eppendorf
Mastercycler®ep po protokolu za direktni PCR: ij@ltia denaturacija 4 min na 94°C;
denaturacija 94°C 30 sec, elongacija 52°C 30 sesterzija 72°C 90 sec (35 ciklusa);
finalna ekstenzija 72°C 7 min; protokol za nest€&RP inicijalna denaturacija 4 min na
94°C; denaturacija 94°C 30 sec, elongacija 52°Cs&6 ekstenzija 72°C 60 sec (35
ciklusa); finalna ekstenzija 72°C 7 min.

Nakon amplifikacije, PCR produkti uzoraka odiai za sekvenciranje gena, su
precis¢eni pom@u QIAquick® PCR Purification Kit-a (QIAGEN), prate uputstva
proizvadaca. Preisé¢eni uzorci su elektroforetski razdvojeni na 1% agaom gelu da bi se
proverilacistoca uzoraka, njihova molekulska tezina i kKola sintetisane DNK. Kalina
umnozenih fragmenatstampgena u svakom uzorku odena je poréenjem dobijenih
produkata sa fragmentima komercijalnog markeraBi@@NA Ladder (SERVA).

Reakcije sekvenciranja amplikona sudsae u Macrogen Inc. (Juzna Koreja) na
ABI Prism 3700 automatskom kapilarnom sekvenatd@mnoZzeni stamp gen stolbur

27



fitoplazme uzoraka sekvenciran je u jednom smentrapom StampF1 prajmera (Tabela
1). Provera kvaliteta sekvenci i njihovo préeoje u FASTA format je uteno u programu
FinchTV v.1.4.0 (http://www.geospiza.com). Pdeaje sekvenci sa referentnistamp
sekvencama (Fabrt al, 2011; Johannesest al, 2012; Aryanet al, 2014; Cvrkouw et
al.,2014) i utvdivanje nukleotidnih razlika je izvrSeno potwoCLUSTAL W programa
integrisanog unutar MEGAS (Tamueaal, 2011).

Za filogeneteske analize kofeén je GTR+I1+G model nukleotidne supstitucije, koji
je odreien programom jModeltest 2.1.7 (Darribtal, 2012), na osnovu kriterijuma AIC
(Akaike information criterion). U cilju dobijanjad celovitijin rezultata, kori&ene su dve
metode filogenetskih analiza: Monte Karlo metoddaai Markovljevih lanaca (MCMC) i
metoda maksimalne parsimonije (Maximum-parsimonfrogram MrBayes 3.1.2
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) kareh je sa sledem podeSavanjima: dva simultana
ponavljanja MCMC lanaca po 1 milion generacijafrekvencijom od 100 generacija pri
¢emu je odbé&no prvih 25% rezultata (burn-in). Ispravnost a®lodnosno konvergencija
MCMC lanaca, kao i stacionarnost proverena je kerfem programa Tracer 1.5
(Rambaut & Drummond, 2009). Analiza maksimalne ipaogije je sprovedena u
programu PAUP* 4.0b10 (Swofford 2002), sa 100 fgulija, kori€¢enjem TBR (tree
bisection—-reconnection) metode potrage za najbdjablom. Stabla dobijena na osnovu

obe analize su predstavljena u programu FigTreéRlambaut, 2012).
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Tabela 1. Spisak kokénih prajmera za utdivanje prisustva i molekularnu
karakterizaciju fitoplazmi.

Region Naziv prajmera Sekvenca prajmera u 5'- 3’ sraru
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
16SrRNK P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG
R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG
Stol11f2 TATTTTCCTAAAATTGATTGGC
Stoll1 Stol11rl TGTTTTTGCACCGTTAAAGC
Stol11f3 ACGAGTTTTGATTATGTTCAC
Stol11r2 GATGAATGATAACTTCAACTG
Tuflf CACATTGACCACGGTAAAAC
Tuf Tuflr CCACCTTCACGAATAGAGAAC
TufAYf GCTAAAAGTAGAGCTTATGA
TufAYr CGTTGTCACCTGGCATTACC
StampF GTAGGTTTTGGATGTTTTAAG
Stamp StampRO AAATAAAAGAACAAGTATAGACGA
StampF1 TTCTTTAAACACACCAAGAC
StampR1 AAGCCAGAATTTAATCTAGC
StolH10F1 AGGTTGTAAAATCTTTTATGT
Vmp 1 StolH10R1 GCGGATGGCTTTTCATTATTTGAC
StolH10F2 TGTCACAGGGAAACAGACAG
StolH10R2 CACAAACATGATGATTATCAACGA
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4. Rezultati

4.1. Diverzitet cikada na vinovoj lozi i utrini oko vinograda u regionu
Strumice
Analiza diverziteta cikada u vinogradima i utrirkoovinograda sprovedena je na
pet lokaliteta u regionu Strumice: Hamzali, Grado§dobrosinci, Petralinci i Dobrejci.
Rezultati kvantitativnih analiza zasnovani su n&3l2akupljene jedinke (Tabela 2) iz
podreda Auchenorrhyncha. Jedinke su sakuplienedogt&koSenja i usisavanjem poénio
usnog aspiratora.
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Tabela 2. Pregled vrsta i broj sakupljenih jedimkianaliziranim lokalitetima.

Vrsta Hamzali DobroSinci Gradosorci Dobrejci Petralnci
Hyalesthes obsol etus 138 0 0 49 49
Reptalus quinquecostatus 1 0 1 2 1
Kelisia sp. 2 0 0 0 1
Dictyophara europaea 20 0 10 3 3
Issus sp. 19 8 7 11 18
Philaenus spumarius 11 2 0 0 0
Macropsis fuscula 2 0 4 0 0
Anaceratagallia ribauti 8 2 0 2 5
Dryodurgades reticulatus 0 1 0 0 0
Aphrodes diminuta 0 7 0 0 0
Aphrodes makarovi 5 7 0 0 0
Aphrodes sp. 4 0 0 0 1
Cicadella viridis 9 4 0 0 10
Typhlocyba sp. 5 0 0 5 0
Fieberiella septentrionalis 2 0 3 0 2
Neoaliturus fenestratus 2 0 0 0 0
Macrosteles sp. 0 0 0 0 1
Doratura impudica 7 6 0 4 2
Platymetopius guttatus 1 0 0 0 0
Allygus cf. mixtus 6 0 1 0 0
Allygus communis 1 0 0 0 0
Allygidius commutatus 0 0 0 1 0
Euscelisincisus 75 27 0 4 7
Artianus mander stjernii 94 77 71 4 79
Psammotettix alienus 178 88 64 0 17
Jasargus obtusivalvis 0 1 0 0 0
Enantiocephalus cornutus 0 1 0 0 0
Ukupno 590 231 161 85 196
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Nakon razdvajanja i determinacije vrsta, na osnkljuceva sdinjenih od strane
Holzingeret al, (2003), odnosno Biedermann i Niedringhaus (200#&ydeno je prisustvo
22 vrste cikada u okviru 6 familija, a 5 taksonaopreieno do nivoa roda (Tabela.3)
Veéina evidentiranih vrsta, ukupno 21, pripadaju familiji Cicadellidae, 2 tasu iz familije
Cixiidae i po jedan predstavnik iz familija Aphrapidae, Delphacidae, Dyctiopharidae i

Issidae.

Tabela 3. Registrovane vrste cikada u vinogradimatrini oko vinograda na

analiziranim lokalitetima.

Familija Subfamilija Vrsta

Cixiidae Cixiinae Hyalesthes obsoletus Signoret, 1865
Reptalus quinquecostatus (Dufour, 1833)

Delphacidae Delphacinae Kelisia sp.

Dictyopharidae Dictyopharidae  Dictyophara europaea (Linnaeus, 1767)

Issidae Issinae Issus sp.

Aphrophoridae  Aphrophorinae Philaenus spumarius (Linnaeus, 1758)
Cicadellidae Macropsinae Macropsis fuscula (Zetterstedt, 1828)

Agallinae Anaceratagallia ribauti (Ossiannilsson,1938)
Dryodurgades reticulatus (Herrich-Schéaffer,1834)
Aphrodinae Aphrodes diminuta Ribaut, 1952
Aphrodes makarovi Zachvatkin, 1948
Aphrodes sp.
Cicadellinae Cicadellaviridis (Linnaeus, 1758)

Typhlocibinae Typhlocyba sp.

Deltocepnalinae Fieberiella septentrionalis Wagner, 1963
Neoaliturus fenestratus (Herrich-Schaffer,1834)
Macrosteles sp.
Doratura impudica Horvéath, 1897
Platymetopius guttatus Fieber, 1869
Allygus cf. mixtus (Fabricius, 1794)
Allygus communis (Ferrari, 1882)
Allygidius commutatus (Fieber, 1872)
Euscelisincisus (Kirschbaum, 1858)
Artianus manderstjernii (Kirschbaum, 1868)
Psammotettix alienus (Dahlbom, 1850)
Jasargus obtusivalvis (Kirschbaum, 1868)
Enantiocephalus cornutus Herrich-Schaeffer, 1838
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Iz analiza se moze zakdi da je najvéi diverzitet cikada na lokalitetu Hamzali.
Od svih navedenih vrsta (Tabela 3) na ovom loKaliteisu utvidene sledée vrste:
Dryodurgades reticulatysAphrodes diminutaMacrostelessp., Allygidius commutatys
Jasargus obtusivalvisEnantiocephalus cornutus

Na lokalitetu DobroSinci nije utdeno prisustvoHyalesthes obsoletufReptalus
guinquecostatysKelisia sp., Dictyophara europaeaMacropsis fuscula Aphrodessp.,
Typhlocyba sp., Fieberiella septentrionalis Neoaliturus fenestratysMacrosteles sp.,
Platymetopius guttatyuéllygus cf. mixtusAllygus communisAllygidius commutatus

Lokalitet GradoSorci ima najmaniji diverzitet cikadgle su utvtene samo vrste:
Reptalus quinquecostatusDictyophara europaea Macropsis fuscula Fieberiella
septentrionalis Allygus cf. mixtus Artianus manderstjernii Psammotettix alienus 7
jedinki iz rodalssus

Lokalitet Dobrejci karakteriSe prisustvo sléihevrsta cikadaHyalesthes obsoletus
Reptalus quinquecostatus Allygidius commutatys Euscelis incisus Artianus
manderstjernii Anaceratagallia ribauti Doratura impudica Dictyophara europaeavrste
iz rodovalssusi Typhlocyba

Na lokalitetu Petralinci determinisane su vrskyalesthes obsoletudReptalus
guinquecostatys Dictyophara europaea Anaceratagallia ribauti Cicadella viridis
Fieberiella septentrionalisDoratura impudica,Euscelis incisusArtianus manderstjernii
Psammotettix alienusao i vrste rodovaKelisia, Issus Aphrodes Macrosteles

Na svih pet lokaliteta najzastupljena vrsta e alienus (27,5%), zatimA.
manderstjernii(25,7%) iH. obsoletus(18,7%). VrstaE. incisusje zastupljena sa 8,9%,
vrste iz rodalssussp., sa 5,0%, vrstB. europaeasa 2,9%, vrst&. viridis sa 1,8%D.
impudica sa 1,5%,A. ribauti sa 1,3%. VrsteP. spumariusi Aphrodes makarovsu
zastupljene sa 1%. Ostale vrste imaju stopu zgshgsti manju od 1% (Grafik 1).
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E Hyalesthes obsoletus
M Dictyophara europaea
L Issus 5p.

® Philaenus spumarius
H Anaceratagalia ribauti
® Aphrodes makarowi

W Cicadella viridis

H Doratura impudica

il Euscelis incisus

® Artianus manderstjernii
E Psammotettix alienus

. Ostali

Grafik 1. Zastupljenost vrsta cikada na svim amaigm lokalitetima u 2012. i
2013. godini.

VrstaP. alienus(Slika 1) je u vinogradima i okolnoj utrini bilaiputna od péetka

maja do poetka septembra. Wena su dva maksimuma u brojnosti populaBijealienus

pocetkom juna i avgusta, ukazidjuina postojanje 2 generacije godisnje koje se ppegjli.
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Slika 1. Izgled imag&sammotettix allienus

Ova vrsta predstavlja pionirsku vrstu ganih, kserotermnih stanista, staniSta pod

intezivnim antropogenim dejstvom, a posebno visakdubrenih livada i oranica. Kao

glavne biljke doméni ove vrste navode se razne vrste trava, takgedajen nalaz na

biljkama utrina oko vinograda u visokoj brojnost locekivan (Grafik 2).

Psammotettix alienus
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= Hamzali == Dobrosinci == Grado3orci =——Dobrejci = Petralinci

Grafik 2. Dinamika populacije vrst®. alienusu vinogradima i utrinama na

analiziranim lokalitetima.
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Na svim analiziranim lokalitetima, vrsta manderstjerni(Slika 2) je bila prisutna
u vinogradima tokom cele vegetacije. Maksimum hwejnje dostigla u prvoj polovini jula,

nakonc¢ega joj je brojnost opadala.

Slika 2. l1zgled imag&rtianus manderstjernii

Artianus manderstjernii
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Grafik 3. Dinamika populacije vrst&. manderstjerniu vinogradima i utrinama na

analiziranim lokalitetima.
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Ova vrsta je vezana za umereno suvaiqes staniSta. Kao glavne biljke dotima
vrste A. manderstjerninavode se razne vrste familije Poaceae, Sto jéads sa pojavom
velikog broja jedinki ove vrste na biljkama utriolo vinograda (Grafik 3).

Vrsta H. obsoletus(Slika 3) registrovana je na lokalitetima Hamz@obrejci i
Petralinci, dok njeno prisustvo nije zabelezanorad@Sorcima i DobroSincima. Ova vrsta

ima jednu generaciju godisSnje i prezimljava u gtadu larve u zemijli.

Slika 3. Izgled imagé&lyalesthes obsoletus

U analiziranom vinogradu vrstd. obsoletuge zabeleZzana na korovskim biljkama
izmeadu cokota vinove loze i na utrini oko vinograda. Nadbtetima Petralinci i Dobrejci
sakupljena je sa biljaka koprive i poponca. Imagass pojavila sredinom juna dok su
maksimum brojnosti dostigli getkom jula. Nakon toga brojnost je opadala, takadda

sredine avgusta vrsta nije ni bila prisutna u viadg (Grafik 4).
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Grafik 4. Dinamika populacije vrstél. obsoletusu vinogradima i utrini na

analiziranim lokalitetima.

Vrsta E. incisus(Slika 4) je registrovana na lokalitetima HamzdipbrosSinci,
Dobrejci i Petralinci. Ova cikada je u vinogradimatrini oko vinograda bila prisutna od
pocetka maja do petka septembra. Mogu seditodva maksimuma u brojnosti populacija

ove vrste (20. maj i 15. jul), Sto ukazuje na pste dve generacije godiSnje (Grafik 5).

38



Euscelisincisus
25

20

15

10

06-maj 20-maj 03-jun 17-jun  O01-jul  15-jul  29jul 1Z-avg 26-avg

——Hamzali ——Dobrodinei Gradolorei —— Dobrejei —— Petralinci

Grafik 5. Dinamika populacije vrst&. incisusu vinogradima i utrinama na

analiziranim lokalitetima.

Euscelis incisuge izuzetno polifagna vrsta koja se nalazi nacanim, umereno
vlaznim i vlaznim stani$tima, uglavnom livadama, paSnjacima, vrtovima i parkovima.
Izrazen je sezonski dimorfizam, koji se ogleda u razliitoj obojenosti imaga i larvi. Njegove
glavne biljke domacini su vrste iz familija Fabaceae i Poaceae, Sto je u skladu sa pojavom
velikog broja jedinki ove vrste na biljkama utrioko vinograda. ldentifikovan je i kao
vektor raznih bolesti izazvanih fitoplazmama (Clopéyllody — CP, Clover dwarf — CD,
Stolbur) (Nickel, 2003).
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Slika 4. Zimska i letnja forma vrsteuscelis incisus

VrstaD. europaege registrovana na lokalitetima Hamzali, Gradogdbobrejci i
Petralinci. Prema grafiku dinamike populacije, wjerisustvo u vinogradima i utrinama
oko vinograda, na analiziranim lokalitetima, je ekiano pdetkom jula. Sve do kraja jula
njena brojnost je rasla, kada je dostigla maksimRosle toga brojnost polako opada, ali je

bila prisutna u utrini oko vinograda sve do krayguasta (Grafik 6).
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Grafik 6. Dinamika populacije vrst®. europaeau vinogradima i utrinama na
analiziranim lokalitetima.

Po literaturi,D. europaea(Slika 5) je vezana za stana, kserotermna staniSta na
razlicitim supstratima. Smatra se da je polifagna vrdtaja se ohino srée na
dikotiledonim travama, ali je zabelezana i na Zlstinai drvenastim biljkama, pa je njeno
prisustvo u utrini oko vinograda bil@ekivano.

Slika 5. l1zgled imaga i drugi larveni stupanj vrBlietyophara europaea
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4.1.1. Vrste cikada i njihova brojnost u vinogradu na lokditetu
Hamzali

Lokalitet Hamzali se pokazao kao mesto sa najbagatliverzitetom cikada. U
vinogradu na teritoriji Hamzali, konstatovano jespstvo 17 vrsta cikada, kao i vrste iz
rodovaAphrodeslissus Kelisia i Typhlocyba Sakupljeno je ukupno 356 jedinki u 2012. i
234 jedinke u 2013. godini. Dominantne vrste swe:li. alienus sa sakupljenim 91
primerkom u 2012. i 87 u 2013 godii; obsoletussa sakupljenih 103 primeraka u 2012.
i 35 primeraka u 2013. godink. manderstjernjisa sakupljenih 57 primeraka u 2012. i 37
u 2013. godini iE. incisussa sakupljenih 44 jedinki u 2012. i 31 u 2013.igpd/rste D.
europaea P. spumariusu imale brojnost od 10 do 30 jedinki. Ostaleevsi bile prisutne
sa brojno&u manjom od 10 jedinki u toku cele sezone (popjdatske brojnosti) (Grafik
7).

Grafik 7. Vrste cikada i njihova brojnost u vinoduana lokalitetu Hamzali u 2012.
i 2013. godini.

42



4.1.2. Vrste cikada i njihova brojnost u vinogradu na lokditetu
DobrosSinci

U vinogradu na teritoriji DobroSinaca konstatovgaoprisustvo 12 vrsti cikada i
vrsti iz rodalssus Sakupljena je ukupno 231 jedinka, odnosno 13ihjkedi 2012. i 94
jedinki u 2013. godini. Dominantne vrste su bie:alienus sa sakupljenih 52 primeraka u
2012. i 36 u 2013. godini i vrsta. manderstjernjisa sakupljenih 38 primeraka u 2012. i
39 u 2013. godini. Vrst&. incisusje imala srednju brojnost sa sakupljenih 17 prakeru
2012.1 10 u 2013. godini. Ostale vrste bile ssytne sa brojnés manjom od 10 jedinki u
toku cele sezone (populacije niske brojnosti) ({Braj.
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Grafik 8. Vrste cikada i njihova brojnost u vinodtana lokalitetu DobroSinci u
2012. i 2013. godini.

4.1.3. Vrste cikada i njihova brojnost u vinogradu na lokditetu
Gradosorci
Vinograd na teritoriji GradoSorci je pokazao najgiadiverzitet cikada. Zabelezeno
je prisustvo samo 7 vrsta cikada, kao i vrste @anssus Tokom 2012. i 2013. godine
sakupljena je ukupno 161 jedinka, odnosno 79 jedir®d012. i 82 jedinke u 2013. godini.
Dominantne vrste su biléd. manderstjernji sa sakupljenih 33 primeraka u 2012. i 38 u

2013. godini i vrstdP. alienus sa sakupljenim 41 primerkom u 2012. i 23 u 2@®Rlini.

43



Ukupno sakupljenih jedinki vrst®. europaege bilo 10, odnosno 2 primerka u 2012. i 8
primeraka u 2013. godini. Ostale vrste bile suytnie sa brojna® manjom od 10 jedinki u

toku cele sezone (populacije niske brojnosti) ({Bray.

Psammotettix
alienus

Artianus i
manderstjernii  Dictyophara
europaea

Grafik 9. Vrste cikada i njihova brojnost u vinoduana lokalitetu GradoSorci u
2012. i 2013. godini.

4.1.4. Vrste cikada i njihova brojnost na lokalitetu Dobrejci

Na lokalitetu Dobrejci registrovano je ukupno 8tvrsikada i vrste iz rodova
Typhlocybai Issus Sakupljeno je ukupno 85 jedinki, odnosno 52 jeein 2012. i 33 u
2013. godini. Dominantna vrsta je bl obsoletussa ukupno sakupljenih 49 primeraka,
odnosno 37 u 2012. i 12 u 2013. godini. Vrste idartssussu imale brojnost od 11
primeraka tokom dve godine ispitivanja, sa sakmghe’ primeraka u 2012. i 4 u 2013.
godini. Ostale vrste bile su prisutne sa brogao$ianjom od 10 jedinki u toku cele sezone
(populacije niske brojnosti) (Grafik 10).
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Grafik 10. Vrste cikada i njihova brojnost na laketiu Dobrejci u 2012. i 2013.
godini.

4.1.5. Vrste cikada i njihova brojnost na lokalitetu Petralinci

Na lokalitetu Petralinci, registrovano je ukupnowiéti cikada kao i vrste iz rodova
Aphrodes Kelisia, Macrostelesi Issus Sakupljeno je ukupno 196 jedinke, odnosno 50
jedinki u 2012. i 146 jedinki u 2013. godini. Doramtna vrsta je bil&. manderstjernisa
ukupno sakupljenih 79 primeraka, odnosno 7 u 20122 u 2013. godini. Druga po
brojnosti je bila vrstdd. obsoletussa sakupljenih 27 primeraka u 2012. i 22 u 2@d8ini.
Brojnost vrsteP. alienusje bila 6 jedinki u prvoj, odnosno 11 u drugoj godspitivanja.
Vrste iz rodalssussu imale brojnost od 18 primeraka tokom dve godsapétivanja, sa

sakupljenim jednim primerkom u 2012. i 17 u 201&digi. Ostale vrste bile su prisutne sa
brojno¥u manjom od 10 jedinki u toku cele sezone (Grafik 1
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Grafik 11. Vrste cikada i njihova brojnost na laketly Petralinci u 2012. i 2013.
godini.

4.2. Prisustvo fitoplazmi u populacijama cikada

Zbog visoke brojnost simptométih billaka vinove loze u analiziranim
vinogradima £50%), sakupljane su cikade za molekularne analizdlju utvrdivanja i
identifikacije fitoplazmi u njima. Sakupljane suste iz visoko brojnih populacija u
vinogradima, koje se u literaturi navode kao vekitrplazmi.

Tokom dvogodisSnjeg istrazivanja sakupljeno je ilairano ukupno 618 primeraka
7 vrsta cikada. PCR amplifikacijom 16S rRNK gertagdiazmi utvdeno je prisustvo ovih
bakterija u 6 vrsta cikad#&l. obsoletusD.europaeaE. incisus P. alienus A. ribauti i A.
manderstjerni{Tabela 3).

Na osnovu pordenja RFLP Seme umnozZenih fragmenata 16S rRNK &topi
izolovanih iz cikada, sa restrikcionom Semom refard izolata identifikovane su 16Sr
grupe kojima ove fitoplazme pripadaju (Slika 6).
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Slika 6. RFLP analiza ;FR, PCR produkataMsd enzimom. BA 271-278E.
incisus BA 280-292:P. alienus BA 296: A. ribauti; I-B, I-C, II, Ill, V-C, X i XIl —

referentni izolati stolbur fitoplazme; M — marké&X174Hadll: QX DNA (Qiagen).

Tabela 3Prisustvo fitoplazmi u populacijama cikada.

Vrsta 16Sr grupa
Hyalesthes obsoletus XII-A
Reptal us quinquecostatus -
Dictyophara europaea XII-A
Euscelisincisus I, 1-B
Psammotettix alienus I-B, I-C
Anaceratagalia ribauti I-C
Artianus mander stjernii XII-A

U jedinkama vrstéE. incisusutvrdeno je prisustvo dve grupe fitoplazmi: 16Srl-B

podgrupeaster yellowsgrupe i 16Srllpeanut witches'-broongrupe. Ove dve raziie

grupe fitoplazmi ututene su kod jedinki vrsti. incisussakupljenih sa raziitih lokaliteta,

DobrosSinci i Hamzali.

U jedinkama vrstd. alienusdetektovano je prisustvo dve podgrugster yellows

fitoplazme, 16Srl-B i 16SrI-C. U primercima alienussakupljenih sa lokaliteta Hamzali i

DobroSinci utvdeno je prisustvo obe podgrupe, dok primerci sakaplina lokalitetu

Petralinci bili su pozitivni samo na prisustvo 166rfitoplazme.

47



U jedinkama vrstéA. ribauti, sakupljenim na lokalitetu DobroSinci, detektovgeo
prisustvo 16Srl-C podgrusester yellowgrupe.

U ostale tri vrste cikaddd. obsoletusD. europaea A. manderstjerniutvrdeno je
prisustvo 16SrXII-A podgrupe stolbur fitoplazme.

U jedinkama vrst®. quinquecostatusije detektovano prisustvo fitoplazmi.

4.2.1. Prisustvo ‘Candidatus Phytoplasma solani’ u cikadama

Posle inicijalne detekcije fitoplazmi u cikadamalja istrazivanja bila su usmerena
samo nha prisustvo stolbur fitoplazme prouzrokavaboljenja Bois noir. Cikade koje su
sakupljane u vinogradima i na utrinama oko njihs@iéa pet lokaliteta, analizirane su PCR
metodom, na prisustvo stolbur fitoplazme. Analimoae ukupno 337 primerka 4 vrste
cikada. PCR amplifikacijom Stolll regiona, koji jarakteristtan za genom ove
fitoplazme, utvdeno je prisustvo stolbur fitoplazme u 3 vrste cika#l. obsoletus
(Auchenorrhyncha: Cixiidae)D. europaea (Auchenorrhyncha: Dictyopharidae) A.
manderstjernii (Auchenorrhyncha: Cicadellidae). VrstR. quinquecoststusiije bila
pozitivna na prisustvoCandidatusPhytoplasma solani’. Rezultati molekularnih areliz

prikazani su u Tabeli 4.

Tabela 4. PrisustvaCandidatusPhytoplasma solani’ u cikadama.

Primerci zarazeni BN
Vrsta Broj analiziranih fitoplazmom
primeraka Broj %
Hyalesthes obsoletus 294 90 30.6
Dictyophara europaea 19 4 21
Artianus mander stjernii 313 4 1.3
Reptalus quinquecostatus 4 0 0

Broj zarazenih jedinki i procenat zarazenosti vrséa razlikovao na razitim

lokalitetima. Rezultati analiza na pojedinim lokefima prikazani su u Tabeli 5.
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Tabela 5. Procenat jedinki zarazertahdidatusPhytoplasma solani’ na raglim lokalitetima.

Vrsta Hamzali DobroSinci GradosSorci Dobrejci Petrainci
Hyalesthes obsol etus 29/138 21% 0 0 0 0 31/119 | 26% 20/37 | 54%
Dictyophara europaea 1/9 11,1% 0 0 1/4 25% 1/3 33,39 1/3 33,3
Artianus mander stjernii 0/92 0 2/71 | 2.8% | 0/68 0 0/6 0 2/76 2.6%
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Rezultati PCR analiza cikada sakupljenih na logalitHamzali, pokazuju prisustvo
‘CandidatusPhytoplasma solani’ u 2 vrste cikad#: obsoletus D. europaeaOd ukupno
138 analiziranih jedinkiH. obsoletuskod 29 (21%) je utdeno prisustvo Candidatus
Phytoplasma solani’, dok je kod vrsie europaeaprisustvo fitoplazme registrovano u
11.1% analiziranih jedinki.

Na lokalitetu DobroSinci vrstéd. obsoletusi D. europaeanisu registrovane, a
prisustvo stolbur fitoplazme utdeno je u dve od 71 analizirane jedinke vr#e
manderstjernii

Na lokalitetu GradosSorci, prisustv@andidatusPhytoplasma solani’ je utdeno u
1 od 4 analizirane jedinke vrsi2 europaea(25%). Jedinke vrst&. manderstjerninisu
bile pozitivne na prisustvo stolbur fitoplazme, daktaH. obsoletusije bila prisutna na
ovom lokalitetu.

Na lokalitetu Dobrejci analizirani primerci vrsfe manderstjernisu bili negativni
na prisustvo stolbur fitoplazme, dok je prisustitofflazme utvéeno u 26% analiziranih
jedinki vrsteH. obsoletus 33,3% analiziranih jedinki vrste. europaea

Rezultati PCR analize cikada sakuplienih na I¢&ali Petralinci, pokazuju
prisustvo CandidatusPhytoplasma solani’ u sve 3 vrste cikaHaobsoletusD. europaea
i A. manderstjernii.Od ukupno 37 analiziranih jedinldl. obsoletus kod 20 primeraka
(54%) je utvdeno prisustvoCa. P. solani’. Procenat zarazenosti kod vidteeuropaege
bio 33,3%. Prisustvo stolbur fitoplazme je pdemo i kod dve od 76 analiziranih jedinki

vrsteA. manderstjernii

4.3. Prisustvo ‘Candidatus Phytoplasma solani’ u vinovoj lozi

Listovi biljaka vinove loze koji su ispoljavali sptome karakteristne za prisustvo
fitoplazmi kao Sto su parcijalna promena boje Jistekroza tkiva izm#u nerava i savijanje
listova prema natju, sakupljani su sa Sireg podja Strumtékog regiona. Ekstrahovano je i
analizirano PCR metodom ukupno 12 uzoraka vinovee.loPrisustvo Candidatus
Phytoplasma solani’ utdeno je umnozavanjem Stolll regiona u svih 12 aremtin

uzoraka vinove loze.
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4.4. Prisustvo stolbur fitoplazme u korovskim biljkama

Pojedine korovske biljke, koje su prisutne u viramima i u utrinama oko
vinograda predstavljaju alternativne damne fitoplazmi i imaju zn&jnu ulogu kao izvori
patogena za infekciju vektora. Dominantnu korovékuu u vinogradima i utrini oko
vinograda sucinile bilike: Amaranthus retroflexud.., Capsella bursa — pastoris.,
Chenopodium alburh., Convolvulus arvensit., Cynodon dactylori., Solanum nigrum
L., Panicum crus — gallL., Stellaria mediaL., Urtica dioica L., Xanthium strumariunt. i
Taraxacum officinalé_. Prisustvo stolbur fitoplazme utieno je u dve n&g&'e biljne vrste
prisutne na utrinama Strudkiog regionaConvolvulus arvensisUrtica dioica (Tabela 6).

Analizirane biljke nisu ispoljavale simptome karisticne za infekciju fitoplazmama.

Tabela 6 Prisustvo stolbur fitoplazme u biljkama utrina oknograda.

Biljke zaraZzene BN
Vrsta Broj analiziranih fitoplazmom
biljaka Broj %
Convolwulus arvensis 50 7 14
Urtica dioica 68 15 22

Rezultati molekularnih analiza pokazali su prisasstolbur fitoplazme u 7 od 50
(14%) analiziranih biljaka poponc& (arvensiyi u 15 od 68 (22%) analiziranih biljkaka
koprive U. dioica).

4.5. Molekularna karakterizacija stolbur fitoplazme

Molekularna karakterizacija Candidatus Phytoplasma solani’ u analiziranom
materijalu vrSena je analizom genskih regioufa stampi vmplgena, RFLP metodom i
sekvenciranjem. S obzirom da je procenat biljakeove loze sa izrazenim simptomima
infekcije fitoplazmom u zarazenim vinogradima biesok (oko 50%), izvrSena je
molekularna karakterizacija stolbur fitoplazme ptie u vinovoj lozi, cikadH. obsoletus
u alternativnim biljkamal. dioica i C. arvensiy koje predstavljaju billke dondame za

razvoj larviH. obsoletus
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4.5.1. Analiza tuf gena

Molekularna karakterizacijauf gena koji kodira faktor elongacij@u stolbur
fitoplazme urdena je restrikcionom analizom uzoraka ove fitoplazriipall
endonukleazom. Analiziran je ukupno 91 uzorak ojhkd2 uzoraka stolbur fitoplazme iz
vinove loze, 43 uzorka vrsté. obosletussakupljenih sa koprive, 14 uzorala obosletus
sakupljenih sa poponca, 15 biljaka koprive i 7aki$ poponca, sakupljenih na ispitivanim
lokalitetima. UspesSno je sekvencirano 94Qudmena.

RFLP obrazac uzoraka upden je sa referentnim izolatintaf-a i tuf-b izolovanih
iz prirodno inficiranihH. obsoletusiz Mosel i Middle-Rhine regiona u Netiaj (Dr
Michael Maixner, Bernkastel-Kues). Pdemje sa RFLP obrascima referentnih izolata
pokazalo je prisustvo oba tipa stolbur fitoplazmanaliziranim uzorcimatuf-a tipa koji je
definisan kao tip vezan za koprivuuf-b tipa koji je u asocijaciji sa poponcem (Langer i
Maixner, 2004). Na osnoudpall restrikcionih profila ututeno je da jeuf-atip prisutan u
25% inficiranih biljaka vinove loze (3 od 12), 40%Giciranih biljaka koprive (6 od 15) i u
48.8% inficiranih jedinkiH. obsoletussakupljenih na koprivi (21 of 43). PCR-RFLP
analiza potvrdila je prisustvtuf-b tipa u 75% inficiranih biljaka vinove loze, u svih
inficiranih biljaka poponca i u svih 14 jedinki. obsoletusakupljenih na poponcu. Tak®
je, ne@ekivano, u 9 od 15 (60%) biljaka koprive i 45% jadiH. obsoletusakupljenih na
koprivi, potvideno prisustvo RFLP profila koji odgovarauf-b tipu. Da bi sa sigurnog
mogli da tvrdimo koji jetuf tip u pitanju, sekvencionirani su uzorci koji sakpzivali
nespecifénetuf profile, zajedno sa uzorcima vinove loze. Mergem sekvenci utdeno je
prisustvo 3uf tipa: tuf-a, tuf-bi treceg tipa koji predstavlja intermedijarni tip nazvaifr-ab
(Atanasovaet al, 2015) (Tabela 7) koji se grupiSe zajedno ®&Hd-a tipom, a koji je
prethodno opisan katuf-b2 u asocijaciji sa koprivom (Aryaet al, 2014). Prisustvo
intermedijarnog tipa je pot#eno u svim izolatima sa koprive i u svim jedinkatda
obsoletussakupljenim sa koprive koji su na osnovu RFLP ifaaddreieni kaotuf-b tip,

kao i u 16.7% (2 of 12) uzoraka vinove loze (Tak®la
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4.5.2. Analiza vmpl gena

Dobijeni produkti nested PCR (1450 bp) su digestirsa Rsd, Tad i Alul
restrikcionim enzimima. RFLP analizom utena je varijabilnost restrikcionih fragmenata
za pet raztliitih profila, koje su ozngeni kao V2-TA, V3, V4, V14 i V18, a koji odgovaraju
prethodno opisanim profilima (Murolet al, 2010, 2013; Cvrkovi et al, 2014).
Restrikcioni fragmenti odvojeni su koéEnjem automatskog kapilarnog sistema
elektroforeze QIAxcel advanced (Qiagen). Kao refeeg za pordenjevmplrestrikcionih
paterna, kori&ni su sledé& fitoplazmatski izolati: GGY, vinograd iz Nertlee, V2 profil;
Rpg39,R. panzeriz Srbije, V2-TA profil; Hr-Br (HR-BR18-09), vinagd iz Hrvatske, V3
profil; Rqg50, R. quinquecostatug Srbije, V4 profil; 19-25, vinograd iz Neree, V5
profil; Vv5, vinograd iz Srbije, V14 profil. FX17&adll: QX DNA size marker (Qiagen).
Velicine markera (bp) (1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 234, 194, 118 i 72) i marker
QX 15 bp/5 kb (15 i 5000) su oztene (Slika 7).

Najzastupljeniji méu svim izolatima bio je V1&sd profil prisutan u 36% izolata,
a odmah iza njega V3 profil sa 33% zastupljenosiumizolatima. Za sve V1&mpl
profile bilo je karakteristino da pripadaju intermedijernotaf-ab tipu. Prisustvo ovog
vmpl profila bilo je utvdeno u vinovoj lozi, koprivi i populacijamal. obsoletus
sakupljenim na koprivama. Prisustvo W&pl profila je utvdeno u asocijaciji sauf-a
tipom u vinovoj lozi, koprivama i jedinkamid. obsoletussa koprive. Méu analiziranim
izolatima, rée su bili zastupljeni V2-TA, V4 i V14mdl profili. V14 profil je bio prisutan
samo u vinovoj lozi, V4 samo u jedinkarhia obsoletussakupljenim na poponcu, dok je
V2-TA profil bio prisutan u vinovoj lozi, poponcupiopulacijama. obsoletuss asocijaciji

sa poponcem.
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Slika 7.Rsd RFLP profili vmplmarkera stolbur fitoplazme povezani sa kdtan
dom&inima u vinogradima inficiranim BN u Makedoniji. M marker, FX174adIl: QX
DNA (Qiagen).

4.5.3. Analiza stamp gena

Sekvencionirano je ukupno 495 bp fragmestamp gena stolbur fitoplazme
izolovane iz uzoraka vinove loze, jedinki obsoletussakupljenih saJ. dioica, uzoraka
vrste H. obsoletussakupljenih saC. arvensiskao i iz uzoraka biljakdJ. dioica i C.
arvensis

Identifikovano je ukupno 11 genotipogtampgena sa maksimalom varijabiltos
izmedu sekvenci od 4,9%. Me identifikovanimstampgenotipovima, Sest genotipova je
bilo identicno sa prethodno opisanim referentnim izolatima 259-SB5, Rqg50, Vv24,
GGY i STOL), dok je pet genotipova prvi put uteno u ovim istrazivanjima. Ovi
genotipovi su nazvani: M1, M2, M3, M4 i M5 (Tabéla

54



Tabela 7 Stampgenotipovi stolbur fitoplazme prirodno povezanivggvom lozomH. obsoletusU. dioicai C. arvensis
sa odgovaraju¢im RFLP profilima vmp1i tuf gena.

Broj analiziranih/

broj stolbur pozitivnih Stamp Broj izolata za svaki genotip /| vmpl tuf
Doma¢in uzoraka genotip Broj izolata (procenat) profil profil
19-25 2/12 (16.7%) V18 tuf-ab
Vitisvinifera M3 3/12 (25%) V3 tuf-a
12/12 (100%) Vv24 3/12 (25%) V14 tuf-b
STOL 4/12 (33.3%) V2-TA tuf-b
M1 19/43 (44.2%) V18 tuf-ab
Hyalesthes obsoletus M2 10/43 (23.3%) V3 tuf-a
ex Urtica dioica M3 8/43 (18.6%) V3 tuf-a
227143 (18.9%) SB5 3/43 (7%) V3 tuf-a
19-25 3/43 (7%) V18 tuf-ab
M1 9/15 (60%) V18 tuf-ab
Urtica dioica 68/15 (22%) M4 6/15 (40%) V3 tuf-a
Rqg50 5/14 (35.7%) V2-TA tuf-b
Hyalesthes obsol etus 77/14 (18.2%) Rgg50 4/14 (29%) V14 tuf-b
ex Convolvulus GGY 4/14 (29%) V4 tuf-b
arvensis M5 1/14 (7.1%) V4 tuf-b
Convolvulus arvensis 50/7 (14%) Rqg50 717 (100%) V2-TA tuf-b
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Na osnovu Bayesian i Maximum parsimony (MP) anappévrdeno je prisustvo
dve velike filogenetske grupe (Slika 8). Prva griga asocijaciji sa poponcem i sastoji se
od tri graneb-1, b-1l i b-lll, dok su se analizirani izolati grupisali u okvipdll i b-1ll
klastera. Druga grupa je u asocijaciji sa koprivasastoji se od dva podklasteadi a2, u

okviru kojih su analizirani izolati.
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Slika 8. MP (Maximum parsimony) kladogram dobijersiampgenotipova stolbur
fitoplazmi detektovanih u vinovoj lozi, korovimeHi. obsoletusu Republici Makediniji i iz
referentnih izolata (Fabet al, 2011; Johanneset al, 2012; Aryaret al, 2014; Cvrkow
et al, 2014; Kostadinovskat al, 2014). Svakistamp genotip detektovan u naSim
istrazivanjima je boldiranStampgenotipovi koje su otkriveni u vinovoj lozi u Madkeniji
u prethodnim istrazivanjima Kostadinovsieal, (2014) su ozrigni crvenom bojom. “MP

bootstrap” vrednosti su prikazane za swakir klastera.
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Cetiri stampgenotipa prvi put utdena u ovim istzrazivanjima (M1- M4) grupisala
su se u okviru klastera (od kojih je 3 bilo grupisano a2 podklasteru a 1 izolat al
podklasteru). Peti genotip utien prvi put u ovim istrazivanjima (M5) se grupisaokviru
klasterab-lll (Slika 8). Najvéi broj izolata pripadao je genotipu M1.

U vinovoj lozi su identifikovanaetiri genotipastampgena. Por@enje sekvenci
pokazalo je da su dva a@etiri genotipa, koji su oziani kao Vv24 (klasteb-Il) i STOL
(klasterb-11l) identiéni kao referentnstampgenotipovi utvdeni u vinovoj lozi iz Srbije
(Cvrkovi¢ et al, 2014). Sekvenca treg genotipa je bila idedtha kao sekvenca
referentnog izolata 19-25 i klastrirala se u okwil podklastera, dok j&€etvrti genotip
(M3) bio prisutan samo u vinovoj lozi H. obsoletussa koprive i imao jedinstvenu
sekvencu koja se klastrirala u okval podklastera

U jedinkama vrsteH. obsoletussakupljenih saJ. dioicag identifikovano je pet
genotipovastampgena. Dva su bila idegha sa referenetnim izolatima SB5 iz Hrvatske i
19-25 iz Nemake i klastrirani su u okvirduf-a klastera, dok su genotipovi ozieai kao
MK1, MK2 i MK3 imali jedinstvene sekvence i klagtili su se unutar klastesa

Kod jedinki H. obsoletussakupljenih s&C. arvensisidentifikovana su 2 genotipa
stamp gena, ozn&na kao Rqg50 i GGY. Oba genotipa su idewti sa referentnim
genotipovimaH. obsoletus klastrirani su u okvirduf-b klastera.

U koprivama je identifikovano 2 genotipa sa jedmesim sekvencama u paenju
sa referentnim izolatima, oztena kaoM1 i M4. GenotipM1 je klastriran u okvirual
podklastera i pored koprive, bio je prisutan i wdifkamaH. obsoletusporeklom sa
koprive, dok se genotidl4 grupisao u okvir@a2 podklastera i bio prisutan samo u koprivi.

Svi izolati iz poponca i populacijd. obsoletusa poponca grupisale su se u okviru
b-Il klastera. Véina izolataH. obsoletus svi izolati poponca imali su sekvence idéng
sekvenci izolata Rqg50 detektovanoj u jedinkathaobsoletus biljkama vinove loze iz
Srbije i Austrije (Aryanet al, 2014; Cvrkow et al, 2014). Sekvenceetiri izolata H.
obsoletuspokazala su idertinost sa referentnim izolatimid.obsoletussakupljenim na
poponcu u Nemsoj (GGY) i Sloveniji (NGA9) (Fabret al, 2011).
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4.5.4. Sveobuhvatna karakterizacija na osnovuuf/vmpl/stamp gena

Na osnovu svih rezultata molekularne karakterieacietiri genotipa stolbur
fitoplazme identifikovano je u prirodno inficiranitiljkama vinove loze (Tabela 8). Na
osnovutuf/ivmpl/stamgkarakterizacije n&p&i genotip je bio tuf-b/V2-TA/STOL, koji je
bio prisutan u 33% biljaka vinove loze.

Takaie su u velikoj stopi u biljkama vinove loze biliigutni genotipovi: tuf-
b/V14/Vv24 i tuf-a/V3/M3, zastupljeni u po 25% uaéa. U dva od 12 izolata vinove loze
bio je prisutan tuf-ab/V18/19-25 genotip. Dva gépatstolbur fitoplazme su bila utena
u koprivi: tuf-ab/V18/M1 i tuf-a/V3/M4. Najv@ broj genotipova je bio utden u izolatima
H. obsoletusporeklom sa koprive: tuf-ab/V18/M1, prisutan u 44#taliziranih uzoraka,
tuf-a/V3/M2, utviden u 23% analiziranih uzoraka, tuf-a/V3/M3, prisuta 19% uzoraka,
tuf-ab/V18/19-25 i tuf-a/V3/SB5, utdeni u po 7% analiziranih uzoraka. Svi izolati stolb
fitoplazme prisutni \C. arvensis 35% izolata iz jedinkH. obsoletusa poponca, pripadali
su genotipu tuf-b/V2-TA/Rgqg50. Pored ovog genotipagiu izolatima iz jedinkiH.
obsoletussa C. arvensis utvideno je 3 genotipa stolbur fitoplazme: tuf-b/V14/Bfgu
29% zarazenili. obsoletustuf-b/V4/GGY, u 29% uzoraka i tuf-b/V4/M5, u 7%dinkiH.

obsoletual kojima je bilo utvdeno prisustvo stolbur fitoplazme.
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Tabela 8. Genotipovi stolbur fitoplazme wweni u Urtica dioica, Convolvulus arvensis Hyalesthes obsoletus

sakupljenim sdJ. dioicai C. arvensial vinogradima Makedonije

Broj analiziranih/

Broj (procenat)

broj stolbur kompletnih genotipova tuf/vmpl/stamp poznati genotipovf
Domaéin pozitivnih uzoraka tuf/vmpl/stamp genotipovi
3 (25%) tuf-a/V3/M3
12/12 (100%) 2 (17%) tuf-ab/V18/19-25 CPsM4_Atl
Vitisvinifera 3 (25%) tuf-b/V14/Vv24 Vv24g
4 (33%) tuf-b/V2-TA/STOL STOLg
227143 (18.9%) 3 (7%) tuf-a/V3/SB5
Hyalesthes obsoletus sa 10 (23%) tuf-a/V3/M2
U. dicica 8 (19%) tuf-a/V3/M3
3 (7%) tuf-ab/\VV18/19-25 CPsM4_Atl
19 (44%) tuf-ab/V18/M1
6 (40%) tuf-a/\V3/M4
Urtica dioica 68/15 (22%) 9 (60%) tuf-ab/V18/M1
77/14 (18.2%) 5 (35%) tuf-b/V2-TA/Rgg50
Hyalesthes obsoletus sa 4 (29%) tuf-b/V14/Rgg50 | Rqg50g=CPsM4_At12
C. arvensis 4 (29%) tuf-b/V4/GGY CPsM4_At9
1 (7%) tuf-b/V4/M5
Convolvulus arvensis 50/7 (14%) 7 (100%) tuf-b/V2-TA/Rqg50

@ tuf/vmpl/stamgenotipovi stobur fitoplazme detektovani u naStmazivanjima

P Kompletni genotipovi stolbur fitoplazme prema refetnom izolatima (Aryaret al, 2014; Cvrkow et al, 2014)
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5. Diskusija

Zutila vinove loze (Grapevine yellows, GY) su beiézazvane fitoplazmama koje
se javljaju u mnogim vinogradarskim podjima u svetu. Skoro iderti simptomi GY
sindroma su uzrokovani razlkim fitoplazmama. Pomenuti simptomi seoga uociti na
lis¢u, izdancima i Cokotima vinove loze, pojavljuju se pocetkom leta (najéesée u junu), a
najizrazeniji su u avgustu i septembru. Ivice lis¢a pocinju da se uvijaju prema nalicju, list
pozuti, ako je r& o belim sortama, odnosno pocrvenidkavenih sorti, §to je posebno
izrazeno uz lisnu nervaturu. LiS¢e je zbog nagomilavanja Secera krto, razvija se ranije, ali
otpada kasnije od nezarazenog liS¢a. PatoloSke promene vidljive su i na lastarima. Skra¢ene
su internodije, pa je liS¢e guSce rasporedeno. Poremeceno je odrvenavanje lastara, jer
krajem leta ili poc¢etkom jeseni ne odrvenavaju veé ostaju zeleni, a zatim se tokom zime
smrzavaju i propadnu.

Posto su Zutila vinove loze uvek prouzrokovanapfdemama i prenose se preko
insekata vektora — cikada, ra#ie bolesti se mogu definisati na osnovu patogerekiora
koji u¢estvuju u epidemioloskom ciklusu. Flavescence d{¥&y, je izazvana fitoplazmom
‘Candidatus Phytoplasma Vitis' (16SrV grupa, Elmllgws) i rasprostranjena je u
Francuskoj, Italiji, Portugaliji, Spaniji, SrbijiSloveniji i Svajcarskoj (Boudon-Padieu,
2005). Oboljenje Bois noir, poznato i kao Vergilgskrankheit i Legno nero,
rasprostranjeno je u zemljama juzne i centralneojasyr ali i u Izraelu i Libiji (Boudon-
Padieu, 2003, 2005). Kada je oboljenje bilo prvi mgistrovano, smatralo se da je neka
forma FD-a, sa mogom zajednikom etiologijom (Caudwell, 1961). Posle 10 godina
istrazivanja, utwteno je da BN fitoplazma ne moze biti preneta cikadécaphoideus
titanuskoja je vektor FD fitoplazme (Caudweit al, 1971). BN je vezana sa fitoplazmom
stolbur grupe koja pripada 16SrXII-A podgrupi i in@edloZzeno ime Candidatus
Phytoplasma solani’ jer je poznato da inficira r&# biljke familije Solanaceae (Firraz
al., 2005).

Poznavanje insekata vektora, njihove biologije, ponaSanja i1 spektra biljaka
domacina je preduslov za razumevanje epidemiologije Zutila vinove loze. Dosadasnja

istrazivanja o cikadama usmerena su na analizevgidp faunisitkog sastava nezlic¢itim



staniStima, na odredenoj teritoriji. Sa otkricem vektorske uloge cikada u prenoSenju
fitoplazmi, istrazivanja o cikadama se usmeravaupkokavanju raznolikosti cikada na
vinovoj lozi, njihovog n&ina zivota i kruga dont@na, kako bi se utvrdila njihova uloga u
prenoSenju fitoplazmi vinove loze.

Prema podacima dosadasnijih istrazivanja, uistabsoletuge najznéajniji vektor
Bois noir (Legno nero, Schwarzholzkrankheit) (Aletaal, 1987; Maixneret al, 1995)
koji je pronaten u oblastima pogenim ovom fitoplazmom (Palernei al, 2004; Lessi@t
al., 2007; Bergeet al, 2009; Seljak, 2004; Sforza, 1998). dd&m i drugi predstavnici
familija Cixiidae i Cicadellidae su potieni ili potencijalni vektori stolbur fitoplazmi
(Boudon-Padieu, 2005¢0niagnathus guttulinervu@irschbaum) (Garaet al, 2004.) na
Sardiniji i R. panzeriu Madarskoj i Italiji (Palermoet al, 2004; Bottiet al, 2005), su
okarakterisani kao potencijalni vektori stolburofitazme (Boudon-Padieu, 2005), ali
njihova vektorska uloga i sposobnost da prenesunBNinovu lozu nije bila dokazana.
Prema najnovijim istrazivanjima, potiena je vektorska ulogR. panzeriu prenoSenju
Bois noir fitoplazme (Cvrkovi et al, 2014). BN fitoplazma je otkrivena i kod radih
vrsta familije Cicadellidae u vinogradima Spanigalbatéet al, 2003). Neke od ovih vrsta
su bile sposobne da zaraze medijum na kome swaeééehali prenoSenje BN fitoplazme na
vinovu lozu u laboratorijskim uslovima nije dokapafiLavinaet al, 2006). Prisustvo BN
registrovano je i WReptalus quinquecostaty®ufour, 1833) u italijanskim vinogradima
(Trivellone et al, 2005), Anaceratagallia ribauti Ossiannilsson, 1938 u austrijskim
vinogradima (Riedle-Baueat al, 2008), kao i u nekoliko vrsta cikada u IzraegDrénstein
et al, 2003), ali joS uvek nije utitena njihova vektorska uloga.

Veoma malo je reno na diverzitetu cikada koje su prisutne na dejiit
Makedonije. Istrazivane su samo cikade iz famijeadidae (Gogalat al, 2005), koje
nisu registrovane kao Stétoe biljaka. Od strane Atanasogtal.,. (2010, 2013) udena je
analiza kvalitativnog i kvantitativhog sastava d&ana vinovoj lozi u Makedoniji, ali nije
prouwavana njihova uloga u epidemiologiji fitoplazmi.

U ovim istrazivanjima, u vinogradima Makedonijetrini oko vinograda utwveno
je prisustvo 22 vrste cikada iz 6 familija, a 5daka je odréeno do nivoa roda. Na svih pet
analiziranih lokaliteta najzastupljenija vrstaHe alienus(27,5%), zatimA. manderstjernii

61



(25,7%) iH. obsoletug18,7%). Uprkos visokoj brojnosti, utieno je da vrst®. alienusi
A. manderstjerninemaju ulogu u epidemiologijCandidatusPhytoplasma solani’.

Prema literaturnim podacima vrdta obsoletuge glavni vektor Bois noir (Sforzat
al., 1998; Aryanet al, 2014; Bergeet al, 2009; Johannenset al, 2007; Lessiet al,
2007; Weintraub, 2007)yalesthesobsoletusje polifagna vrsta koja preferira zeljaste,
visegodisnje biljke domacine, kao Sto suConvolvolus arvensis., Calystegia sepiunt.
(Convolvulacaeae)Ranunculus spp., (Ranunculaceaefenecio spp., Artemisia spp.
(Asteraceae) Urtica dioica L. (Urticaceae) (Maixner, 1994; Holzinger, 2003nger &
Maixner, 2004). Vinova loza ne predstavlja izvookaoluma vé su kao izvor infekcije
zna&ajne korovske biljke, kao rezervoari fitoplazmekdae H. obsoletusnajzn&ajniji
vektor Bois noir, vinova loza je ,dead-end hostnglaza ovu vrstu, jer je transmisija
stolbur fitoplazme sa loze na lozu neuspesSna pliteobsoletusi na taj nain se prekida
infekcijski ciklus.

U vinogradarskim regionima gde je mala brojnoste/ks obsoletusutvideno je da
druge cikade, kao Sto jR. panzermogu da prenosé€a. Phytoplasma solani’ (Cvrkoyet
al., 2014).

Intenzivna pojava simptoma BN fitoplazme u vinogog Makedonije inicirala je
prouwtavanje genetskog diverziteta stolbur fitoplazmeaorcima vinove loze, potencijalnim
insektima vektorima i biljkama spontane flore kawm@arnim rezervoarima infekcije, sa
ciliem da se razjasni epidemiologija BN.

U toku dvogodiSnjeg istrazivanja ustanovljeno jésystvo stolbur fitoplazme u
svim analiziranim primercima vinove loze. U nasSistrazivanjima, prisustvoCa. P.
solani’ utvideno je u cikadi H. obsoletus(Auchenorrhyncha: Cixiidae)D. europaea
(Auchenorrhyncha: Dyctiopharidae\i manderstjerni{fAuchenorrhyncha: Cicadellidae).

Tokom dvogodiSnjeg istrazivanja, vrstd. obsoletusregistrovana je samo na
lokalitetima Hamzali, Dobrejci i Petralinci. Na swva lokaliteta primerciH. obsoletus
sakupljeni su sa koprive i poponca. Pojava imageeledena je sredinom juna i do¢ptka
jula dostigla je maksimalnu brojnost. Tada brojnogtinje da opada tako da do sredine
avgusta, prisustvo ove vrste nije zabelezeno nvinavoj lozi ni na korovskim vrstama.
NaSa istrazivanja su u skladu sa istrazivanjimasioest al, (2007), Bergeet al, (2009),
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Johannenseat al, (2007), Sforzaet al, (1998), gde se kao preferentni domaéini vrste H.
obsoletugppominju kopriva i poponac.

U naSim istrazivanjima prisustvoCa. P. solani’ detektovano je i u cikadi
Dictyophara europaeaOva cikada je polifagna vrsta koja sedoloi srée na dikotiledonim
travama, ali je zabelezana i na zbunastim i druenadiljkama. Njeno prisustvo
registrovano je na lokalitetima Hamzali, GradoSo®obrejci i Petralinci, u vinogradu i
utrinama oko vinograda. Prema dosadaSnjim istrafiiva utvideno je da je vrstd.
europaeasposobna da prenese stolbur fitoplazmu na vinozu (Cvrkové, 2011. Nasa
istrazivanja su pokazala da je na svim lokalitetin@a kojima je ututeno prisustvoD.
europaeaodreieni procenat jedinki ove vrste bio pozitivan napstvo Ca. P. solani’. Na
osnovu velikog broja zarazenih biljaka u vinograainkao i malog broja sakupljenih
primeraka vrsteD. europaeapretpostavlja se da ova vrsta ne igracajrau ulogu u
epidemiologiji Ca. P. solani’ u vinogradima Makedonije, jer je jedah osnovnih uslova
za epidemijsko Sirenje fitoplazméatih oboljenja brojnost vektora koji su sposobni da
efikasno prenesu fitoplazmu. Da bi se utvrdila alddy europaeau epidemioloSkom
ciklusu 'Ca. P. solani’ neophodno je uraditi molekularnu kéealkaciju jedinki ove vrste
kao i testove prenoSenja fitoplazme na biljke vintnze.

Na svim analiziranim lokalitetima, vrstA. manderstjerniije bila prisutna u
vinogradima tokom cele vegetacije. Maksimum brojn@sdostizala u prvoj polovini jula,
nakoncega joj je brojnost opadala. Ova vrsta je vezanamzereno suva, pé&na stanista.
Kao glavne biljke domani vrste A. manderstjerninavode se razne vrste familije Poaceae,
Sto je u skladu sa pojavom velikog broja jedinkieovrste na biljkama utrina oko
vinograda. Uloga. manderstjerniu prenoSenjuCa. P. solani’ joS nije dokazana.

Pojava i rasprostranjenost biljnih patogena kojpsenose pomi insekata vektora
zavisi od brojnosti vektora, njihove pokretljivostl biljke do biljke i visine stope infekcije
(Power, 1992; Orensteiet al 2003; Trivelloneet al 2005). Stopa infekcijél. obsoletus
skupljenih sdJ. dioicai C. arvensidila je blizu 20%, a populacije ove vrste su bég®@ma
brojne u jugoisténoj Makedoniji. VrstaR. panzeri¢ija je vektorska uloga u prenoSenju
stolbur fitoplazme potdena u ranijim istrazivanjima (Cvrkaviet al, 2014), nije bila
prisutna u vinogradima, a potencijalni vekt®. quinquecostatuge bio prisutan u
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zanemarljivom broju i nije bio pozitivan na prisustCa. P. solani’. Sve to jasno ukazuje
daH. obsoletusma glavnu ulogu u epidemiologiju BN pr&avanih vinograda.

"Ca. P. solani’ ima S$irok spektar razli¢itih domacina, ukljucujuéi zeljaste i drvenaste
biljke (Maixner, 2006), a neki od njih su domacini i vrste H. obsoletusBiljke domacini su
klju¢ni faktori za gustinu populacije polifagnih vektar&ekvenciju zaraze vektora (Botti
et al, 2005; Credet al, 2004; Lagner & Maixner, 2004; Palerrabal, 2004; Seljalet al,
2003; Sharoret al, 2005; Weber & Maixner, 1998Wrtica dioica i C. arvensisigraju
znaajnu ulogu u epidemiologiju BN u Evropi. Obe biljke ¢esto mogu naci unutar ili na
utrini oko vinograda i njihova lokacija i gustingraju vaznu ulogu u Sirenju bolesti, jer
uticu na gustinu populacije i kretanje vektora ka viaoly i unutar vinograda (Maixner,
2006).Vitex agnus-castug Zbunasta bika koja je ¢est domacin H. obsoletusi Izraelu, ali
njegova uloga kao rezervoara fitoplazme jo$ ngamga(Sharoet al, 2005). Postoje i druge
zeljaste biljke koje su domacini BN fitoplazme kao $to je Taraxacum officinaligRiedle-
Baueret al, 2006 Credi, 2006), ali je potrebno dokazati da mogu da posluze kao izvor
inokuluma. Biljka domacin uti¢e na nacin Sirenja BN fitoplazme.

Dominantnu korovsku floru u analiziranim vinogradinn utrini oko vinograda
¢inile su biljke: Amaranthus retroflexysCapsella bursa — pastoti€henopodium album
Convolvulus arvensjCynodon dactylonSolanum nigrumPanicum crus — galliStellaria
medig Urtica dioica, Xanthium strumariumi Taraxacum officinalis Rezultati
molekularnih analiza potvrdili su prisustv&€a. P. solani’ u dve korovske vrst€.
arvensis, koji je bio izrazito ¢est korov unutar vinograda W. dioica koja je bila
zastupljenija na ivicama zarazenih vinograda.

Za utvdivanje epidemioloskih lanaca prenoSen{aa.’ P. solani’ neophodno je
odrediti koji genotipovi fitoplazme su prisutni unevoj lozi, vektorima i biljkama
spontane flore. Visoko konzervativni 16S rDNK genobitno koristi za detekciju stolbur
fitoplazme i nije pogodan za detaljnije studije giikog diverziteta i filogenetskih odso
izmedu izolata stolbur fitoplazme, kao ni za povezivanje odgovarajucih izolata sa biljkama
domacinima 1 geografskom distribucijom. Da bi se dobile informacije o molekularnoj

varijabilnosti BN izolata koriste se drugi, infortieniji geni.
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Tuf gen koji kodira faktor elongacije Tu (EF-Tu) odaibrje za analize jer se kao
konzervativni gencesto koristi u identifikaciji i karakterizaciji dtmur fitoplazme
(Schneideret al, 1997). U nekim skajevimatuf gen je koristan za odvajanje r&#ih
ekoloskih sojeva ili varijanti u okviru podgrupeS 6RNA (Langer and Maixner, 2004).

Utvrdeno je da jestampgen, koji kodira antigenski protein membrane, wddn u
interakcije izmdu patogena i insekata vektora i da zbog toga ewlmnogo brze od
ostatka genoma, Sto gemi varijabilnijim od drugih gena (Fabet al, 2011).

Za prokavanje genetskog diverziteta fitoplazmi prisutndd loiljaka i insekata, od
nedavno se koristivimplgen, koji kodira pretpostavljeni gen proteina meanike.

Dve najznaajnije dternativne biljke domacini BN fitoplazme, kopriva (. dioicg) i
poponac C. arvensiy predstavljaju domi@ne razltitin genotipova BN fitoplazma (Langer
& Maixner, 2004). Njihovim istrazivanjima utd#eno je da jeuf-b tip vezan z&. arvensis
koji predstavlja njen glavni rezervoar. Nasi reatilsu u skladu sa njihovim istrazivanjima,
jer smo detektovali ovaj genotip u poponcu Huobsoletussakupljnim seC. arvensis U
koprivi je utvideno prisustvotuf-a tipa stolbur fitoplazme, Sto je dokazano i u
istrazivanjima Lagner & Maixner (2004), Less# al, (2007), Bergeet al, (2009). U
jednom uzorkwH. obsoletukoji je bio sakupljen sa koprive utieno je prisustvauf-b tipa
stolbur fitoplazme. Ovo moze biti posledica polifagti insekata vektora ili neposredne
blizine korova, koji su se, na pojedinim lokalitei nalazili neposredno jedan pored
drugog.

Postoje dokazi ne samo o povezanosti fitoplazme sa domaé¢inom, nego i sa njenim
vektoromH. obsoletuskoiji koristi koprivu i poponac kao svoje jki¢é domacine (Maixner,
2010). Kao i mnoge vrste familije Cixiidae, svi razvojni stadijumi ove cikade Zive u zemjli,
hrane¢i se korenom biljaka domacina. Glavne biljke doméni ove cikade sIC. arvensid
U. dioica Predstavnici drvenastih biljaka doémea sulavandula angustifoliau juznoj
Francuskoj (Sforzat al, 1999) iVitex agnus-castus lIzraelu (Sharomt al, 2005). Jaja
polazu u blizini biljke domacina i1 prvi larveni stupanj dolazi do korena kojim se hrani i
odatle preuzima fitoplazmu. Na tapc¢in, odrasle cikade su ve¢ zarazene kad izadu iz
zemlje u junu/julu za vreme perioda letenja kaid¢rod 6-8 nedelja. Nivo infestacije se ne
menja znatno tokom perioda letenja, Sto naglaSaadag akvizicije fitoplazme tokom
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hranjenja larveHyalesthes obsoletye u stanju da efikasno inokulira vinovu lozu, kgs
svojoj nepreferentnosti prema ovoj biljci. Ovo seza objasniti kratkim periodom
inokulacije i ob&no visokim procentom zarazenih vektora (Bresshal, 2007). Do sada
nije dokazano daH. obsoletusmoze da usvoji Ca. P. solani’ iz vinove loze, zbog
neredovnog hranjenja i kratkog zivotnog veka odhnagtktora, jer samo adulti insekata se
povremeno hrane na lozi.

,Ciklus koprive®, odnosno sistem koji ukljije BN fitoplazmutuf-a tipa, u kojem
je U. dioica glavni rezervoar BN fitoplazme, a populadie obsoletusu najzastupljenije
na koprivi, uglavnhom je karakteriin za severnu ltaliju (Almat al, 2002), ali je
zabelezeno i Sirenje u drugim vinogradarskim reigi@angde uzrokuje pojavu Bois noir
(Maixner, 2006). Drugi epidemioloSki ciklus (,cildupoponac”), zasnovan na BN
fitoplazmituf-b tipa, u kome je&. arvensigglavni rezervoar BN fitoplazme, zastupljen je u
centralnoj Evropi i dominantan u juznoj Italiji (Eco et al,, 2007).

Raznolikost otkrivenih stolbur fitoplazmi, kako u biljnom tako i u insekatskom
materijalu, bila je ve€a u genima membranskih proteina u odnosu na konzervativne gene.
Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim pretpostavk da su fitoplazmatski geni koji
kodiraju membranske proteine, kao Sto stampi vmpl ukljuceni u interakcije sa
insektima vektorima zbogega oni brze evoluiraju od ostatka genoma (Cimeretaal.,
2009; Fabreet al, 2011). Izolati koji su okarakterisani u naSinragivanjima pokazali su
raznolikost u odnosu na biljni i insekatski matdrig koga su izolovane fitoplazme.

Pozitivan selekcioni pritisak koji pokazugtampgen dokazuje da ovaj gen ima
ulogu u interakciji sa insektom vektorom (Faleteal, 2011). Stolbur fitoplazmu prenose
razliciti vektori. Postoje najmanje tri vrste cikada féjaiCixiidae koje prenoseCa. P.
solani’ (Foset al, 1992; Maixner, 1994; Sforzt al, 1998; Gatineaet al, 2001; Jou et
al., 2009).

Vmplgen predstavlja genéki marker koji je jako varijabilan u odnosu na dsta
neribozomalne lokuse, jer su najmanjeviriplprofila povezana sa jedinstvenim profilom
tuf gena (Pacificet al, 2009) Sto je potdeno i u nasim istrazivanjima.

Prematuf/vmpl/stamptipizaciji utvideno je ukupno 12 genotipova duwe svim
izolatima. Cetiri genotipa povezana su sa vinovom lozom, sgegodkom zastupljenég
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tuf-a i tuf-b tipova. Na osnovu kompletnéuf/vmpl/stamptipizacije jedan od BN
genotipova, koji je utven u vinovoj lozi u makedonskim vinogradima, odgava@enotipu
(STOLQ) koji je najrasprostranjeniji u vinogradimsakupljenim cikadama u Srbiji, dok je
drugi genotip bio identan sa Vv24g koji je bi@est u inficiranoj vinovoj lozi u Srbiji
(Cvrkovi¢ et al, 2014). Genotiguf-a i prelaznituf-ab genotip, bili su identifikovani u
vinovoj lozi, koprivi i uH. obsoletusakupljenim sa koprive. Jedan od njih je id&artisa
tuf-ab/V18/19-25 koji je utvten u vinovoj lozi u Makedoniji (Kostadinovsled al, 2014).
Isti genotip je utwten i u vinovoj lozi,H. obsoletus koprivi sakupljenim u vinogradima
Austrije (genotip CPsM4_Atl) préemu je utvdeno da je to glavni genotip koji je
prouzrokovao epidemiju BN u Austriji (Aryaet al, 2014). Drugi je novstampgenotip
poznat kao tuf-a/V3/M3, koji je ogram@n na vinovu lozu H. obsoletussakupljen sa
koprive. Dva nova genotipa povezana su sa koprivoanaeni su kao tuf-ab/V18/M1 i
tuf-a/V3/M4 pri¢emu je prvi povezan sa odgovakgjm populacijorrH. obsoletusa drugi
je ogranten samo na koprivu. Visoki diverzitet genotipovallsir fitoplazme zapazen je i
kod H. obsoletusakupljenih sa koprive i poponca. Osim prethodoménutih genotipova,
pet genotipova povezano je iskljuo saH. obsoletusDva genotipa utdena su kodH.
obsoletussa koprive. Jedan je tuf-a/V3/SB5, koji je ranj® detektovan u Hrvatskoj
(Fabreet al, 2011), a drugi je novi genottpf-a/V3/M2. Tri genotipa otkrivena su kddl
obsoletus sakupljenih sa poponcatuf-b/V4/GGY, tuf-b/V4/M5 i tuf-b/V14/Rqg50.
Genotip tuf-b/V14/Rqg50 odgovara Rqg50g genotidentifikovanom u vinogradima u
Srbiji i genotipu CPsM4_At12 koji se javlja u vinaglima u Austriji. Mdu izolatima
poponca pron#en je samo jedan genotip, nazvan tuf-b/V2-TA/Rggb je bio identEéan
genotipu utvienom u vinovoj lozi u Crnoj Gori (Kosovac, neobjani podaci). U svim
izolatima profil V3 naSao se samo u asocijacijaafa tipom stolbur fitoplazme, Sto je u
saglasnosti sa prethodnim istrazivanjima (Foistaal, 2013). Profil V18 uvek je bio u
asocijaciji sa prelaznirtuf-abtipom.

Epidemioloski sistem oboljenja izazvanih fitoplazmama obuhvata najmanje tri
komponente: fitoplazmu, biljku domacina 1 insekta vektora koji Zivi na biljci domacinu.

Glavni element koji utie na efikasnosti epidemioloSkog ciklusa j€inazivota vektora,
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odnosno, broj generacija, period hibernacije, pggtra hrana i njegova mobilnost, odnosno
sezonska migracija.

Imaga H. obsoletushrane se razlitim biljkama ali u vreme razéa larvi kada
insekti usvajaju fitoplazme, samo nekoliko biljakariste u svojoj ishrani (Lagner and
Maixner 2004). Smatra se da (& arvensisprimarna biljka domén i rezervoar stolbur
fitoplazme, ali u poslednjoj dekadi. dioica postala je podjednako preferirana biljka
dom&in (Johanneseaet al, 2012). Do nedavno smatralo se da je kopriva gminrdomain
samo u ltaliji (Lessicet al, 2007). Novija protavanja naglasavaju da jaf-a stolbur
povezan sa koprivom n@g&i stolbur genotip, &J. dioica dominantna biljka dontan u
Nemaskoj, severoistdnoj Francuskoj, Svajcarskoj i Austriji, gde je @#to odgovoran za
masovnu pojaviH. obsoletusi ozbiljnu epidemiju BN (Johannesen and Riedle-dau
2014).

Prirodni ciklusi u epidemiologiji fitoplazmatskihboljenja sastoje se od viSe ili
manje sinptomatskih korovskih biljaka domacina i vektora koji nisu pogodeni
fitoplazmatskim infekcijama (Caudwell, 1983). U ovom slucaju, slaba virulentnost se
tumaci kao posledica duge koevolucije patogena i njegovog domacina (Elliott et al, 2003).
Epidemija mve bolesti je indukovana bilo produZenjem prirodnog ciklusa ka novim
biljkama koje su pogodne kao domacini za ishranu prirodnog vektora, ili preko introdukcije
novog vektora u staniSte gde oboje, prirodni domacin i kultura, ve¢ postoje. Stoga, pojava
bolesti na kulturnim biljkama moze da bude posledica Sirenja prirodnog epidemioloskog
ciklusa na nove biljne vrste, koje omogucavaju da fitoplazme eksploatiSu nove ekoloske
niSe (Leeet al, 1998). Ovo dovodi do pojave radlih genotipova fitoplazmi, ako su
sekundarni epidemioloski ciklusi izolovani od onginih (Leeet al, 1998).

Nasa istrazivanja pokazuju da su epidemiolosSkiusikBN u Republici Makedoniji
povezani sa poponcem i sa koprivom, kao biljkanmemearima stolbur fitoplazme, sa
nesto véom zastuplienad tuf-a tipa i H. obsoletusu asocijaciji sa koprivom, koja je
preferentna biljka dongn za H. obsoletusu ovoj zemlji. Ce¥a pojavatuf-a i tuf-ab
genotipova povezanih sa koprivom verovatno je tatrupoljopriviedne prakse u
jugoistainoj Makeoniji, koja uklj@uje intenzivno navodnjavanje u toku toplih i suigta i
omoguava pogodne uslove za razvoj koprive u neposretirjni vinograda. Posto
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kopriva ne pokazuje simptome fitoplazmatske infgkca biljke za utwtivanje prisustva
stolbur fitoplazme su sakupljane &nim izborom, samo dva raglia genotipa su
identifikovana kod inficiranih biljaka, rezervoastolbura. Sa druge strane, znatndive
diverzitet stampgenotipova utwten je u izolatimaH. obsoletusskupljenim sa koprive u
odnosu na izolate koji péti iz H. obsoletusakupljenih sa poponca.

Intenzivho Sirenje BN u Republici Makedoniji od lkage oboljenje prvi put
registrovano (Seruget al, 2003), kao i veliki broH. obsoletussakupljenih na koprivama
ukazuju na pojavu moga iznenadne epidemije i postojanje dve tggiraseH. obsoletus
od kojih je jedna vezana samo za koprivu, a driggpaponac. Ovo uguje na potrebu za
daljim istrazivanjima koja&e biti fokusirana na razdvajanit obsoletus: odnosu na biljku
domaina metu makedonskim populacijama vektora, a time i pdgtaye odgovarajéih

strategija za iskorenjivanje oboljenja.
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6. Zaklju ¢ak

Na osnovu rezultata dvogodisSnjih istrazivanja diteta faune cikada u

vinogradima Makedonije i njihove uloge u epidemgijo ‘ Candidatus Phytoplasma

solani’, doneti su sledezakljucci:

v

U sastavu faune cikada u vinogradima Makedonijerrdeno je prisustvo 22 vrste

cikada u okviru 6 familija, a 5 taksona je atao do nivoa roda; 21 vrsta pripada
familiji Cicadellidae, 3 vrste su iz familije Cixiae i po jedan predstavnik iz familija
Aphrophoridae, Delphacidae, Dyctiopharidae i Issida

Na svih pet lokaliteta najzastupljenija vrsta R alienus (27,5%), zatim A.
manderstjernii(25,7%) iH. obsoletug18,7%). VrsteE. incisusje zastupljena sa 8,9%,
vrste iz rodalssussa 5%, vrsteD. europaea sa 2,9%, vrst&. viridis sa 1,8%,D.
impudicasa 1,5%A. ribauti sa 1,3%. Vrstd®. spumariusi Aphrodes makarovsu

zastupljene sa 1%.

Prisustvo fitoplazmi utveno je u 6 vrsta cikad&. incisusP. alienusA. ribauti, H.

obsoletusD. europaed A. manderstjernii.

U vrsti E. incisusutvrdeno je prisustvo dve grupe fitoplazmi: 16Srl-B pagge aster
yellowsgrupe i 16Srlipeanut witches'-broorgrupe. U vrstiP. alienusdetektovano je
prisustvo dve podgrupaster yellowditoplazme, 16SrI-B i 16Srl-C. U vrsA. ribauti,
detektovano je prisustvo 16Srl-C podgr@ster yellowditoplazme.

U ostale tri vrste cikade. obsoletusD. europaeai A. manderstjerniiutvrdeno je

prisustvo Ca. Phytoplasma solani’.

Rezultati PCR analiza cikada sakupljenih na lo&alitHamzali, pokazuju prisustvo
‘Ca. Phytoplasma solani’ u 2 vrste cikadd:obsoletus D. europaeaOd ukupno 138
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analiziranih jedinkH. obsoletuskod 29 (21%) je utdieno prisustvoCa. Phytoplasma
solani’, dok je kod vrsteD. europaeaprisustvo fitoplazme registrovano u 11%

analiziranih jedinki.

Na lokalitetu DobroSinci vrsteH. obsoletusi D. europaeanisu registrovane, a
prisustvo stolbur fitoplazme utieno je u dve od 71 analizirane jedinke vréte

manderstjernii

Na lokalitetu GradoSorci, prisustv&Ca. Phytoplasma solani’ je ut#eno u 1 od 4
analizirane jedinke vrstB. europaea25%), jedinke vrsté. manderstjerninisu bile
pozitivne na prisustvo stolbur fitoplazme, dok arst obsoletusije bila prisutna na

ovom lokalitetu.

Na lokalitetu Dobrejci analizirani primerci vrsfe manderstjernisu bili negativni na
prisustvo stolbur fitoplazme, dok je prisustvo fitazme utvdeno u 26% analiziranih

jedinki vrsteH. obsoletus 33,3% analiziranih jedinki vrste. europaea

Rezultati PCR analize cikada sakupljenih na logalitPetralinci, pokazuju prisustvo
‘Ca. Phytoplasma solani’ u sve 3 vrste cikad#: obsoletus D. europaeai A.
manderstjernii.Od ukupno 37 analiziranih jedinli. obsoletus kod 20 primeraka
(54%) je utvdeno prisustvoCa. Phytoplasma solani’. Procenat zarazenosti koce vrst
D. europaege bio 33,3%. Prisustvo stolbur fitoplazme je pdéno i kod dve od 76

analiziranih jedinki vrsté\. manderstjernii

Prisustvo Ca. Phytoplasma solani’ utdeno je u svih 12 analiziranih uzoraka vinove

loze.

Prisustvo stolbur fitoplazme utieno je u dve nagXe biljne vrste prisutne na

utrinama Strungkog regionaConvolvulus arvensisUrtica dioica.
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v" Molekularna karakterizacijaCa. Phytoplasma solani’ u analiziranom materijalu nese
je analizom genskih region@f gena,stampgena ivmplgena, RFLP metodom i

sekvenciranjem.

v' Poralenje sa RFLP obrascima referentnih izolata pokaegbwisustvo dva tipa stolbur
fitoplazme u analiziranim uzorcimduf-a tipa koji je definisan kao tip vezan za
koprivu i tuf-b tipa koji je u asocijaciji sa poponcemuf-a tip je prisutan u 25%
inficiranih biljaka vinove loze, 40% inficiranih llaka koprive i u 49% inficiranih
jedinki H. obsoletussakupljenih na kopriviTuf-b tip je prisustan u 75% inficiranih
biljaka vinove loze, u svih 7 inficiranih biljakaponca i u svih 14 jedinldl. obsoletus

sakupljenih na poponcu.

v U 60% biljaka koprive, 45% jedinkH. obsoletussakupljenih na koprivi i u 17%

uzoraka vinove loze, ut&eno je prisustvo intermedijarnog tip&-ab.

v' RFLP analizonvmpl gena s&sd, Taqd i Alul restrikcionim enzimima utdeno je pet
razlicitih restrikcionih profila oznénih kao V2-TA, V3, V4, V14 i V18.

v Najzastupljeniji RFLP profil je bio V18, prisutan36% izolata. Svi V1&mp1profili
pripadali su intermedijernortuf-ab tipu i bili su prisutni u vinovoj lozi, koprivi i

populacijaméH. obsoletusakupljenim na koprivama.

v Prisustvo V3vmplprofila bilo je utvideno u 33% izolata koji su bili u asocijaciji sa

tuf-atipom u vinovoj lozi, koprivama i jedinkantd. obsoletusa koprive.
v' V14 profil je bio prisutan samo u vinovoj lozi, \8amo u jedinkamal. obsoletus

sakupljenim na poponcu, dok je V2-TA profil bio artan u vinovoj lozi, poponcu i

populacijaméaH. obsoletuss asocijaciji sa poponcem.
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Molekularnom karakterizacijom na osnogtampgena identifikovano je ukupno 11
genotipova sa maksimalom varijabildaS§izmetu sekvenci od 4,9%. Sest genotipova
je bilo identéno sa prethodno opisanim referentnim izolatima Z829-SB5, Rqg50,
Vv24, GGY i STOL), dok je pet genotipova prvi putmdeno u ovim istrazivanjima.
Ovi genotipovi su hazvani: M1, M2, M3, M4 i M5.

U vinovoj lozi su identifikovan&etiri genotipastampgena. od kojih su dva genotipa
Vv24 i STOL bili identéni kao referentnstampgenotipovi utvdeni u vinovoj lozi iz
Srbije. Sekvenca téeg genotipa je bila idedta kao sekvenca referntnog izolata 19-
25 iz Nemake, dok jecetvrti genotip (M3) bio prisutan samo u vinovoj ilazH.

obsoletussa koprive i imao jedinstvenu sekvencu.

U jedinkama vrsteH. obsoletussakupljenih saU. dioica identifikovano je pet
genotipova stamp gena. Dva su bila idardisa refernetnim izolatima SB5 iz Hrvatske
i 19-25 iz Nema&ke, dok su genotipovi oztiani kao M1, M2 i M3 imali jedinstvene

sekvence.

Kod jedinki H. obsoletussakupljenih saC. arvensis identifikovana su 2 genotipa
stampgena, ozng&na kao Rqg50 i GGY. Oba genotipa su bila ideatisa referentnim

genotipovimaH. obsoletus

U koprivi su identifikovana 2 genotipa sa jedinsive sekvencama u patenju sa

referentnim izolatima, oziena kadM1 i M4.

Svi izolati iz poponca imali su sekvence idéné sekvenci izolata Rqg50 detektovanoj

u jedinkaméeH. obsoletus biljkama vinove loze iz Srbije i Austrije.

Na osnovu tufivmpIstamp karakterizacije cetiri genotipa stolbur fitoplazme

identifikovano je u prirodno inficiranim biljkamanove loze. Najzastupljeniji genotip

je bio tuf-b/V2-TA/STOL, koji je bio prisutan u 33%iljaka vinove loze. Takie su u
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velikoj stopi u billkama vinove loze bili prisutrgenotipovi: tuf-b/V14/Vv24 i tuf-
a/V3/M3, zastupljeni u po 25% uzoraka. U dva odii@ata vinove loze bio je
prisutan tuf-ab/VV18/19-25 genotip.

Najveti broj genotipova je bio utden u izolatimaH. obsoletugporeklom sa koprive:
tuf-ab/V18/M1, prisutan u 43% analiziranih uzorakaf-a/V3/M2, utviden u 25%
analiziranih uzoraka, tuf-a/V3/M3, prisutan u 18%oraka, tuf-ab/V18/19-25 i tuf-

a/V3/SB5, utvdeni u po 7% analiziranih uzoraka.

U koprivama su bila utdena dva genotipa stolbur fitoplazme: tuf-ab/V18/Mduf-
a/V3/M4. Svi izolati stolbur fitoplazme prisutni@. arvensis 36% izolata iz jedinki
H. obsoletussa poponca, pripadali su genotipu tuf-b/V2-TA/R@gFored ovog
genotipa, méu izolatima iz jedinkiH. obsoletusaC. arvensisutvrdeno je 3 genotipa
stolbur fitoplazme: tuf-b/V14/Rqg50, u 28% zarabedi obsoletustuf-b/V4/GGY, u
28% uzoraka i tuf-b/V4/M5, u 7% jedinki. obsoletusu kojima je bilo utvdeno

prisustvo stolbur fitoplazme.
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Npwunor 1.

Usjasa o ayTopcTBy

Motnucann- BunjaHa ATaHacoBa

6poj nHaekca B3056/2012
UsjaBrbyjem
Aa je oKTopcka AucepTanumja nog HacnoBoM

®ayHa uvkapa (Hemiptera: Auchenorrhyncha) y BUHorpaauma MakefnoHuje v ibuxosa
ynora y enungemuonoruin 'Candidatus Phytoplasma Solani’

® pe3ynTart CONCTBEHOr UCTpaXuBadkor paga,

* Ranpeanoxexa guceprauunja y UEnvHN HX y AeroBuMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujatbe GUNO Kkoje AMMNOME Npema CTYAUCKUAM nporpaMmmMma  gpyrux
BMCOKOLLKONCKUX YCTaHOBA,

¢ [a Cy pe3ynTtaTty KOPeKTHO HaBeaeHU »

* Aa HuCaM Kpwuo/fia ayTopcka npasa W KOPWUCTMO VUHTENEKTyarHy CBOjUHY
APYyrux nuua.

MNornuc gokTopaHna

Y beorpagy, 14.04.2015
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 uCTOBETHOCTU WITaMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOpPCKor pana

Wme n npesnmve aytopa bunjaHa Atadacoea

Bpoj nHaekca B3056/2012
Ctynujckn nporpam Buonoruja

Hacnos paga ®ayHa uvkaga (Hemiptera: Auchenorrhyncha) y BuHorpanuma
MakefdoHvje v ruxosa ynora y enugemuonoruju 'Candidatus Phytoplasma Solani’

MenTop [pod. ap Xervko TomaHoewh, ap TaTtjaHa LiBpkosuh

INoTnucanw/a bunjaHa ATaHacoBa

VisjaBroyjem fa je wramnaHa Bepavja MOr AOKTOPCKOr paja UCTOBETHA €NEeKTPOHCKO]
BEpP3Wjn Kojy cam npeaao/na 3a objaBrbuMBake Ha noprtany JuruTanHor
peno3utopujyma YHusepauteta y Beorpagy.

Hossorbasam fa ce objase MOjW MWYHM NojauW BesaHn 3a Aobujarse akagemckor
3Barba [OKTOpa Hayka, Kao LWTOo Cy UMe 1 Npesume, rognHa i Mecto pofersa u aaTym
onbpaHe paga.

OBM nnyHM nogaum Mory ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTpaHWLama auruTanHe
GubnimoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukaumjama YHusepsuteTa y Beorpagy.

MNoTtnuc gokropaHaa

Y Beorpagy, 14.04.2015 /




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHusepauteTcky Gubrmoteky ,CseTozap Mapkosuh“ na y Ourutanuu
penosnTopujym YHusepsuteTta y Beorpagy yHece MOjy LOKTOPCKY AncepTaunjy nog
Hacnosom:

PayHa Lnkaga (Hemiptera: Auchenorrhyncha) y BuHorpaguma Makenoruje 1 irxosa
ynora y enngemuonorujy 'Candidatus Phytoplasma Solani’

Koja je moje ayTopcko aeno.

AucepTaupnjy ca cBUM npunosuma npegao/na cam Y €ITeKTPOHCKOM hopMaTy nMorogHom
3a TPajHO apxuBUpaH-E.

Mojy gokTopcky aucepraumjy noxpareHy y irntantyu penosntopujym YHusepauteTa
y Beorpany mory na kopucre ceu koju nowrtyjy oapeabe cagpxade y ogabpaHom TUny
nuueHue KpeatusHe sajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oAnyuduno/na.

1. AyTOpcTBO
(23 AYTOpPCTBO - HekoMepLmjanHo
3. AyTopcTBO — HeKoMepLUjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOPCTBO — HEKOMEpLMjanHO — AenUTI NOA UCTUM YCrIoBUMA
5. AyTtopcTBo — 6e3 npepage
6. AYyTOpCTBO — OEenuTV Nog UCTUM yCroBUMa

(MonuMo fa 3aokpyxute camo jeAHy op wecT noHyReHux nuvueHuUn, KpaTak onmc
nnUeHUn aaT je Ha nonefuHu nucta).

NoTtnuc gokTopaHpa

Y beorpagy, 14.04.2015 //




1. AyTopcTo - [losBorbasarte yMHOXaBae, AVCTPUBYLM)Y 1 jaBHO CaoniTaBare
Aena, n Npepafe, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpawe aytopa

wnn flaBaolia nuueHue, Jak u y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcriobogHuWja of, cBuX
JMLeHLw.

2. AyTOpCTBO — HekoMepLujanHo. [lossorbaBaTe yMHOXaBarbe, QUCTpubyuujy u jaBHo
caoniutasaroe Aena, u npepaje, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HauuH oppeRer of
CTpahe ayTopa unu gasaoua nuueHue. Osa nuleHLa He [03BOSbasa KomMepLujarnHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — Ge3s npepafde. [osBorbaBate yMHOXaBatse,
AncTpubyuwjy 1 jaBHO caonwiTaBare fena, 6es3 npomeHa, npeobnukosawa wunm
ynotpebe pena y cBom fAeny, ako ce HaBede uMe ayTopa Ha HauuH oppeheH of
CTpaHe ayTopa unu fasaoua nuuerue. OBa nuLeHla He [03BOIbasa KoMepumjanHy
ynotpeby fena. Y ofHoCy Ha CBe ocTane NULEHLE, 0BOM VLIEHLIOM ce orpaHu4yasa
Hajseh 0bum npasa kopuwhera gena.

4. AYTOpCTBO - HEKOMEPUMjanHO — AenuTU MOA UCTUM YCroBvMa. [o3Borbasate
yMHOX@Batbe, ANCTpUOYLMjy 1 jaBHo caonwTasare Aera, v npepafe, ako ce Hasede
MME ayTopa Ha Ha4uH oapefieH of cTpaHe ayTopa wnu faBaoua NULEHLE U ako ce
npepada AnuCTpuOyMpa Mo WCTOM WM CAMYHOM NMueHuom. OBa NWUEHUA He
A03BObaBa koMepLmjaniHy ynoTpeby gena u npepaga.

5. AytopcTeo — 6e3 npepage. [osrorbasare yMHOXaBarwe, ANCTpubyumjy U jaBHo
caoniitasak-e fena, 6es npomera, npeotnukosarsa unu ynotpebe aena y CBOM feny,
aKko Ce Hapefe ume ayTopa Ha HauuH ofpefeH of cTpaHe ayTopa wnu Aaesaoua
mmueHue. Osa nuueHua [o3BorbaBa KomepLUmjanHy ynotpeby pena.

6. AYTOPCTBO - [ennTU nog UCTM ycnosuma. [losBorbaBate yMHOXaBare,
AUCTPUOYLM]Y 1 jaBHO CaoniLTaBaree Aena, v Npepage, ako ce HaBele uve aytopa Ha
Ha4yuH oapefieH oA cTpaWe ayTopa wWaM AaBaoLa MULEHLE M ako ce npepaga
AncTpubynpa nop MCTOM WM CAMMHOM nvLeHuoMm. OBsa nnieHya [03sBorbasa
KomepuwjanHy ynoTpeby pena u npepaga. CrvuHa je coTBepckuM nuLEeHLama,
0HOCHO NULIEHL|[amMa 0TBOPEHOT KoAa.
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