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Uvod

1. Uvod

Fitoplazme su jedinstvena skupina patogenih prokariota iz razreda Mollicutes koje uzrokuju
bolesti velikog broja biljnih vrsta. Parazitiraju u floemu zarazenih biljaka te utjecu na fizioloske
1 metabolicke funkcije, Sto najcesSce rezultira suSenjem i odumiranjem biljke (Musetti 2010,
Sugio i Hogenhout 2012). Osnovni nacin prijenosa fitoplazmi je putem vektora —kukaca iz reda
Hemiptera koji se hrane floemskim sokom 1 koji prenose fitoplazme na perzistentan nacin

(Weintraub i1 Beanland 2006).

Nekoliko vrsta fitoplazmi moze zarazavati brijest (Ulmus sp.), no najznacajnija medu njima je
fitoplazma ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ (Lee i sur. 2004b). Na bolest zucenja brijesta
uzrokovanu ovom fitoplazmom osobito su osjetljive americke vrste kao Sto su U. americana
L., U. rubra Muhl., U. alata Michx., U. serotina Sarg. 1 U. crassifolia Nutt., no bolest pogada
i europske vrste, U. minor Mill. sensu latissimo, U. glabra Huds. i U. laevis Pall. te je do sad
detektirana u nekoliko europskih zemalja ukljuujuéi Italiju, Francusku, Njemacku, Cesku i
Srbiju (Méurer i sur. 1993, Marcone i sur. 1997, Boudon-Padieu i sur. 2004, Navratil i sur.
2009, Jovi¢ 1 sur. 2011). Upravo je karakterizacija izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ s podrucja
Europe pokazala da je genska raznolikost ove vrste fitoplazmi znatno veca nego Sto je
pretpostavljano pri poc¢etnom opisu vrste (Jovi¢ i sur. 2008, Navratil i sur. 2009, Jovi¢ i sur.

2011).

Kako na suSenje brijesta, osim fitoplazmi, utjece 1 holandska bolest brijesta koju uzrokuju gljive
mjesinarke, Ophiostoma ulmi i O. novo-ulmi (Brasier 1 Buck 2001), usporedno istrazivanje ovih
razli¢itih patogena brijesta moglo bi biti od velikog znacaja. Medutim, dosadasnja istrazivanja
nisu obuhvadala istovremenu detekciju ovih patogena niti je istrazena mogucénost njihove
medusobne interakcije. Ovo istrazivanje provedeno je s osnovnim ciljem utvrdivanja pojave i
zastupljenosti fitoplazmoze brijesta u razliitim vrstama brijesta u Hrvatskoj, identifikacije
vrsta fitoplazmi koje uzrokuju fitoplazmozu brijesta te molekularne karakterizacije
najznacajnijeg uzroc¢nika, fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Fitoplazme brijesta nisu do sad
istrazivane u Hrvatskoj, stoga ¢e dobiveni rezultati predstavljati prve spoznaje o ovim
znacajnim patogenima na podru¢ju Hrvatske, dok c¢e utvrdivanje genske raznolikosti
detektiranih izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ doprinijeti karakterizaciji ove vrste fitoplazmi.
Obzirom da je pojava holandske bolesti brijesta zabiljezena u Hrvatskoj, istrazit ¢e se i

zastupljenost fitopatogenih gljiva Ophiostoma ulmi i O. novo-ulmi. To ¢e pokazati uCestalost
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mijeSane zaraze razli¢itim patogenima te omoguciti usporedbu njihovog utjecaja na populacije

brijesta u Hrvatskoj.

1.1. Osnovna svojstva europskih vrsta brijesta (Ulmus sp.)

Rod Ulmus L. pripada porodici Ulmaceae Mirabel 1 obuhvaca velik broj vrsta Siroko
rasprostranjenih u sjevernom umjerenom podru¢ju (osim zapada Sjeverne Amerike) te u
subtropskom podrucju srednje Amerike i jugoistocne Azije (Wiegrefe i sur. 1994). Brijestovi
su listopadne drvenaste vrste koje karakterizira simpodijalno razgranjenje habitusa i
karakteristi¢no izbrazdana kora. Cvjetovi su dvospolni, skupljeni u cvatove, a ocvijece nalikuje
caski. Vecina vrsta cvjeta u proljece prije listanja, no neke vrste kao Sto su U. serotina Sarg i
U. parvifolia Jacq. cvjetaju u jesen. Plod je jednosjemeni okriljeni orasci¢ (perutka ili samara)
koji se raznosi pomocu vjetra. Pojedine vrste se mogu vegetativno razmnozavati. Listovi su
jednostavni i imaju naizmjeniCan raspored. Baza lisne plojke je izrazito asimetri¢na ili skoro
simetricna (Nikoli¢ 2013). Osim $to su znacajni u prirodnim ekosustavima, brijestovi su
stolje¢ima imali veliku prakticnu primjenu. Koristili su se za izradu alata, oruzja i namjestaja
(Stipes 1 Campana 1981). Vecina brijestova ima kvalitetno drvo, otporno na uvjete koji vladaju
u vodi i stoga pogodno za gradnju drvenih objekata koji su u stalnom dodiru s vodom (Nikoli¢
2013). Koristili su se kao sto¢na hrana, a pojedinim vrstama pripisuju se ljekovita svojstva.
Nadalje, brojne vrste i kultivari brijesta su cijenjeni u hortikulturi. Cesto se sade kao ukrasne
vrste zbog svoje ljepote i1 tolerantnosti na zagadenja u urbanim sredinama (Stipes 1 Campana

1981, Herath 1 sur. 2010, Nikoli¢ 2013).

Taksonomska struktura roda Ulmus vrlo je kompleksna i tijekom povijesti istrazivanja postojale
su razli¢ite taksonomske podjele ovog roda (Armstrong i Sell 1996). Podjelu roda na pojedine
vrste otezava nedostatak jednoznacnih taksonomskih svojstava uslijed postojanja jednostavnih,
reduciranih cvjetova i plodova, varijabilnih morfoloskih svojstava te moguénosti interspecijske
hibridizacije (Wiegrefe i sur. 1994). Prema Richens (1983) europske vrste brijesta ukljucuju
treperavi brijest ili vez (U. laevis Pall.), gorski, glatki ili planinski brijest (U. glabra Huds.) 1

nizinski ili poljski brijest (Ulmus minor Mill. sensu latissimo).

Brijest vez (U. laevis Pall) pripada sekciji Blepharocarpus. Rasprostranjen je u srednjoj te
jugoistocnoj Europi 1 na podru¢ju Kavkaza (Idzojti¢ 2009). Moze narasti do visine oko 30 m te

ima Siroku, razgranatu, piramidalnu kroSnju i dobro razvijen korijenov sustav koji prodire u
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dubinu i Sirinu. Kora je tamnosivosmeda, uzduzno raspucana i tanko se ljusti. Mlade grancice
imaju smedu, tanku, glatku i dladicama posutu koru (Sili¢ 1973). Lisne plojke su elipti¢ne do
obrnuto jajaste, najSire iznad sredine, §iljastog vrha, ostro i dvostruko napiljenog ruba, s izrazito
asimetricnom bazom. Listovi su odozgo svjeze zeleni, sjajni, ve¢inom hrapavi, a odozdo
sivkasto zeleni, mekano dlakavi, bez posebno izraZenih dlac¢ica u kutovima Zzile. Peteljka lista
je dlakava (Idzojti¢ 2009). Cvjetovi se nalaze u rahlim Cupercima na dugackim stapkama.
Perutka je okruglasta do Siroko jajasta, po rubu gusto trepavicasto dlakava, a sjeme se nalazi u
sredini (Sili¢ 1973, IdZojti¢ 2013). Po¢inje plodonositi u starosti od 30. do 40. godine. Puni
urod daje svake dvije do tri godine (Idzojti¢ 2013). Ova vrsta ima vrlo malu sposobnost
vegetativnog razmnozavanja te je reproduktivno izolirana od drugih europskih vrsta
(Mittempergher i La Porta 1991, Goodal-Copestake i sur. 2005). Nasuprot tome, nizinski brijest
(U. minor Mill. sensu latissimo) 1 gorski brijest (U. glabra Huds.) koji pripadaju sekciji Ulmus
mogu se krizati. Prirodni hibrid ovih vrsta Ulmus x hollandica (holandski brijest) rasprostranjen

je na podrucju Europe (Petrokas i Baliuckas 2012).

Za gorski brijest (U. glabra Huds.) je znacajna Siroka rasprostranjenost u Europi, uglavnom u
gorskim podruc¢jima, ali se javlja i u zapadnoj Aziji (Idzojti¢ 2009). Raste do visine od oko
35 m, ima masivno deblo, jake grane i gustu kros$nju, a korijenov sustav je jako razvijen te
povrsinski. Kora je tamno siva, duZe vremena glatka, a kasnije plitko ispucala (Sili¢ 1973).
Lisne plojke su Siroko obrnuto jajaste do elipticne, Cesto s vise vrhova, krupno i dvostruko
napiljenog ruba, te zaobljene do klinaste, slabije kose osnove. Listovi odozgo tamnozeleni, bez
dlaka ili gusto, kratko ¢ekinjasto dlakavi, glatki ili hrapavi, dok je nali¢je svjetlije, slabije
dlakavo, stariji listovi samo u kutovima zila i duz zila dlakavi (Idzojti¢ 2009). Cvjetovi se nalaze
(Sili¢ 1973). Razmnozava se iskljudivo spolno (Goodal-Copestake i sur. 2005). Podinje
plodonositi u starosti od 35. do 40. godine, a puni urod daje svake druge godine (Idzojti¢ 2013).
Nizinski brijest (U. minor Mill. sensu latissimo) moZe narasti do visine oko 40 m i ima pretezno
uzduzno, duboko ispucanu koru, crvenkastomrke boje (Sili¢ 1973), a osim na podru¢ju Europe
rasprostranjen je i1 u jugozapadnoj Aziji i sjevernoj Africi (Idzojti¢ 2009). Ima obrnuto jajaste,
jajaste do okrugle lisne plojke, Siljastog vrha, dvostuko napiljenog ruba i kose osnove. Listovi
su odozgo zeleni do tamnozeleni, goli, sjajni 1 ve¢inom glatki, a odozdo svjetliji, goli s
cupercima dlacica u pazuscima zila prvog reda, dok je peteljka vec¢inom slabo dlakava (Idzojti¢
2009). Cvjetne stapke su kratke. Sjeme je smjesteno ekscentri¢no u gornjem dijelu krilca te urez

na vrhu krilca dopire do njega (Sili¢ 1973, IdZojti¢ 2013). MoZe se razmnoZavati generativno i
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vegetativno, ali se u sjevernijim podrucjima rasprostranjenosti rijetko razmnozava sjemenom

(Goodal-Copestake i sur. 2005).

Sve tri opisane vrste brijesta prirodno su rasprostranjene na podrucju Hrvatske. Brijestu vezu
odgovaraju vlaznija stanista te se moze naci u poplavnim Sumama uz obale rijeka. Javlja se u
Sumi brijesta veza i poljskog jasena, a znaCajnije je zastupljen i u poplavnim Sumama vrbe,
topole i hrasta luznjaka (Sili¢ 1973, Vukeli¢ i Raus 1998). Nizinski brijest se u kontinentalnom
podrucju javlja naj¢eS¢e u Sumama hrasta luznjaka, kitnjaka i obi¢nog graba te juZnije u
zajednici hrasta medunca i crnog jasena, dok u mediteranskom podrucju raste u zajednici s
hrastom meduncem te u Cistim sastojinama, a uz vece rijeke kao §to su Cetina, Kupa i Neretva
se pojavljuje u zajednicama bijele topole (Zebec 1 sur. 2010). Gorski brijest se javlja u raznim
asocijacijama brdske bukove Sume i mijesane Sume bukve i jele (Sili¢ 1973, Vukeli¢ i Raus

1998).

Razli¢iti bioticki 1 abiotiCki ¢imbenici mogu negativno djelovati na populacije brijesta na
odredenom podrucju. U Europi se kao najznacajniji cimbenici koji mogu ugroziti brijest navode
gubitak i fragmentacija staniSta te pandemija holandske bolesti brijesta koju uzrokuju
fitopatogene gljive Ophiostoma ulmi 1 Ophiostoma novo-ulmi (Brasier 1 Buck 2001, Collin
2002, Goodal-Copestake i sur. 2005). Osim toga, znacajnu prijetnju predstavlja i fitoplazmoza
brijesta (Griffiths i sur. 1999, Lee i sur. 2004b). Brojna istrazivanja provode se s ciljem
oCuvanja ove znacajnih biljnih vrsta, izmedu ostalog i istrazivanja navedenih patogena (Goodal-
Copestake 1 sur. 2005, Temple 1 sur. 2006, Solla i sur. 2008, Brasier 1 Kirk 2010, Herath 1 sur.
2010, Jovi¢ 1 sur. 2011, Oliveira i sur. 2012). Istrazivanja provedena u Hrvatskoj ukazala su da
promjena i gubitak staniSta nepovoljno utjecu na rasprostranjenost brijesta, a opaZzeno susenje
brijesta u hrvatskim Sumama pripisuje se u najve¢oj mjeri Sirenju holandske bolesti brijesta
(gpiranec 1971, Juresa 1976, Stojkovi¢ 1995, Zebec i sur. 2010, Hrasovec 2013). Medutim,
istrazivanja koja bi utvrdila prisutnosti 1 utjecaj fitoplazmoze na brijest u Hrvatskoj nisu do sad

provedena.
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1.2. Otkrice i prve spoznaje o fitoplazmama

Jos pocetkom 20. stolje¢a opisane su bolesti zu¢enja biljaka (eng. yellows diseases) koje je
karakterizirala pojava Zucenja listova te razli¢ite morfolosSke promjene na vegetativnim i
generativnim organima. Znanstvenici su pretpostavili da ove bolesti uzrokuju virusi jer je
utvrdeno da se prenose kukcima, a simptomi su bili sli¢ni simptomima opisanih virusnih bolesti,
no nisu to uspijevali potvrditi (Lee i sur. 2000). Doi i sur. (1967) primijetili su u floemu biljaka
sa navedenim simptomima pleomorfne prokariote bez stani¢ne stijenke, promjera 200 do
800 nm koji su bili osjetljivi na tetraciklinske antibiotike te nalikovali mikoplazmama,
uzro¢nicima bolesti zivotinja i ¢ovjeka. Nakon ovog otkri¢a brojne biljne bolesti povezane su s
novootkrivenim patogenima koji su zbog morfoloske slicnosti s mikoplazmama nazvani
mikoplazmama-sli¢ni organizmi (MLO) te svrstani u razred Mollicutes. Osim Mycoplasma sp.,
ovom razredu pripadaju i Ureaplasma sp., Spiroplasma sp., Acholeplasma sp. te druge bakterije
bez stani¢ne stijenke (Razin i sur. 1998). Sli¢nost s mikoplazmama u morfologiji i ultrastrukturi
bila je jedini kriterij prema kojem su se ovi organizmi svrstavali u razred Mollicutes.
Pronalazenje dodatnih dokaza koji bi to potvrdili otezavala je nemogucénost njihovog uzgoja na
hranjivim podlogama. Sve do razvoja metoda molekularne biologije, ovi patogeni su bili slabo
istrazeni, a njihov taksonomski polozaj bio je nesiguran. Primjenom molekularnih metoda
utvrden je vrlo nizak udio GC baznih parova (23 — 26,2 mol %) u genomu MLO (Kollar 1
Seemuler 1989) sto je prethodno bilo dokazano i za druge predstavnike ovog razreda (Razin
1985) te slicnost u veli¢ini genoma izmedu MLO i mikoplazmi (Lim 1 Sears 1991, Neimark i
Kirkpatrick 1993). Pripadnost mikoplazmama-sli¢nih organizama razredu Mollicutes
potvrdena je na temelju analize nukleotidnog slijeda gena za 16S rRNA (Lim i Sears 1989,
Kuske i1 Kirkpatrick 1992, Namba i sur. 1993, Gundersen i sur. 1994, Seemiiller i sur. 1994) te
gena za ribosomske proteine (Lim 1 Sears 1992, Toth i sur. 1994). Pokazalo se da ovi biljni
patogeni imaju najviSe slicnosti s predstavnicima roda Acholeplasma, na §to je osim
nukleotidnog slijeda navedenih gena ukazivala i primjena UGA kodona kao stop kodona, a ne
kao kodona za triptofan, Sto je karakteristicno za mikoplazme (Lim 1 Sears 1989) te sli¢nost u
gradi stanicne membrane (Lim 1 sur. 1992). Stoga je naziv mikoplazmama-sli¢ni organizmi
promijenjen u naziv fitoplazme (Tully 1993) koji se i danas koristi za ovu raznoliku skupinu

prokariota bez stani¢ne stijenke koji koloniziraju floem biljaka i kukce.
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1.3. Taksonomski polozaj i metode klasifikacije fitoplazmi

Fitoplazme predstavljaju monofiletski takson unutar razreda Mollicutes. Pretpostavlja se da su
fitoplazme evoluirale od pretka slicnog dana$njim predstavnicima roda Acholeplasma pred oko
180 milijuna godina (Gundersen i sur. 1994, Firrao i sur. 2007, Sugio i Hogenhout 2012). Zbog
nemogucnosti kultiviranja fitoplazmi na umjetnim hranjivim podlogama, pri njihovoj
klasifikaciji ne mogu se primijeniti minimalni standardi za opis vrsta iz razreda Mollicutes
(Brown 1 sur. 2007). Umjesto toga, prihvacena je taksonomska kategorija ‘Candidatus’ koju su
predlozili Murray i Schleifer (1994) za organizme koji se ne mogu kultivirati te su opisani samo
na temelju DNA sekvenci. Prema predlozenom konceptu fitoplazme su svrstane u rod
‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ (IRCPM 2004). Usporedo s imenovanjem ‘Ca. Phytoplasma’
vrsta, primjenjuje se i podjela fitoplazmi na ribosomske skupine i podskupine na temelju analize
duljine restrikcijskih fragmenata 16S rDNA (Lee i sur. 1998, Zhao i sur. 2010) pri ¢emu se
pretpostavlja da svaka skupina predstavlja najmanje jednu ‘Ca. Phytoplasma’ vrstu (Gundersen

1sur. 1994).

1.3.1. Metode detekcije, identifikacije i klasifikacije fitoplazmi

Dugo vremena nakon otkri¢a fitoplazmi metode koje su se mogle primijeniti u istrazivanjima
ovih znac¢ajnih patogena bile su ogranicene. Prije uvodenja molekularnih metoda, istrazivanja
fitoplazmi zasnivala su se na opazanju simptoma, utvrdivanju prirodnog kruga domacina i
vektora te promatranju ultratankih prereza provodnog tkiva elektronskim mikroskopom
(Seemiiller i sur. 1998, Lee i sur. 2000). Iako je uocavanje pleomorfnih stanica fitoplazmi u
floemu priliéno pouzdan nacin detekcije, fitoplazme se ne mogu klasificirati na temelju
ultrastrukture. Klasifikacija na temelju simptoma te specifi¢nosti prema vektoru i domacinu
vrlo je neprecizna jer pojedine fitoplazme mogu zarazavati vrlo Sirok krug domacina te ih mogu
prenositi razli¢iti vektori (Lee i sur. 2004a, Quaglino i sur. 2013), nadalje razli¢ite fitoplazme
mogu izazvati pojavu sli¢nih simptoma (Prince i sur. 1993), a jednako tako ista vrsta fitoplazmi
moze uzrokovati pojavu razli¢itih simptoma u srodnih biljnih vrsta (Sinclair i sur. 2000).
Seroloske metode te primjena Southern analize predstavljale su napredak u metodologiji, no
tek je uvodenje metode umnozavanja fitoplazmatskih gena lan¢anom reakcijom polimerazom
(PCR) omogucilo razvoj u¢inkovitih sustava identifikacije i klasifikacije fitoplazmi (Lee i sur.
2000). Deng i Hiruki (1991) sintetizirali su pocetnice koje su omogucile specificno
umnozavanje gena za 16S rRNA fitoplazmi, mikoplazmi i spiroplazmi, dok su Gundersen i Lee

6
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(1996) primijenili ugnijezdenu lanCanu reakciju polimerazom (Nested PCR) pri kojoj se kao
kalup koristi umnoZeni odsjecak dobiven u direktnoj lan¢anoj reakciji polimerazom te se koriste

dva para pocetnica, §to znacajno povecava specificnost i osjetljivost reakcije.

Precizno utvrdivanje biljnih vrsta koje neka fitoplazma zarazava te vrsta kukaca koji su vektori
te fitoplazme od velikog je znacaja, ali zbog kompleksnosti interakcije fitoplazmi s domac¢inima
i vektorima, nije prikladno kao osnova za klasifikaciju. Gen za 16S rRNA najcesce se
primjenjuje kao osnovni parametar pri klasifikaciji fitoplazmi. Lee i sur. (1993) te Schneider i
sur. (1993) primijenili su analizu polimorfizma restrikcijskih fragemenata (RFLP) umnoZzenog
odsjecka gena za 16S rRNA kako bi klasificirali fitoplazme, Sto se pokazalo kao prakti¢na i
pouzdana metoda. Na temelju RFPL analize 16S rDNA fitoplazme se svrstavaju u ribosomske
(16Sr) skupine i podskupine. Lee i sur. (1998) analizirali su restrikcijske obrasce dobivene
cijepanjem oko 1200 baznih parova dugog odsjecka 16S rDNA pomocu 17 razli¢itih
restrikcijskih enzima. Istrazivanje je ukljucilo 34 reprezentativna izolata fitoplazmi te je
rezultiralo klasifikacijskom shemom prema kojoj se fitoplazme dijele u 14 ribosomskih (16Sr)
skupina. Ovakav pristup ubrzo je prihvacen od strane drugih fitoplazmologa te se do danas broj
detektiranih skupina fitoplazmi povecao na 33 (16Srl-16SrXXXIII) (Bertaccini i1 sur. 2014).
Tome je pridonio razvoj tehnologije 1 uvodenje sekvenciranja DNA kao standardne metode u
bioloSkim istrazivanjima i razvoj raunalnih programa koji simuliraju cijepanje restrikcijskim
enzimima. Primjena virtualne RFLP analize omogucila je detektiranje brojnih novih skupina i

podskupina fitoplazmi (Wei i sur. 2007, 2008b, Zhao 1 sur. 2009).

Iako je sekvenciranje i1 analiza 16S rDNA sekvence vazna pri identifikaciji fitoplazmi i opisu
‘Ca. Phytoplasma’ vrsta, ova sekvenca vrlo je konzervirana te Cesto nije dovoljna za utvrdivanje
raznolikosti fitoplazmi. Osim toga, razli¢ite vrste fitoplazmi ponekad imaju vrlo veliku sli¢nost
u nukleotidnoj sekvenci gena za 16S rRNA (Lee i sur. 2004b, Quaglino i sur. 2013). Stoga se
pri klasifikaciji fitoplazmi, osim gena za 16S rRNA, analiziraju i1 drugi varijabilniji genski
lokusi primjenom univerzalnih pocetnica ili pocetnica specifinih za odredenu skupinu
fitoplazmi kao $to su integensko podrucje izmedu 16S i 23S rRNA (Smart i sur. 1996), gen tuf
koji kodira elongacijski faktor Ef-Tu (Schneider i sur. 1997), geni za ribosomske proteine
(Martini 1 sur. 2007) te geni secY (Lee 1 sur. 2010) 1 sec4 (Hodgetts i sur. 2008) koji kodiraju
komponente Sec proteinskog translokacijskog sustava. Analiza veceg broja genskih lokusa
omogucuje precizniju klasifikaciju fitoplazmi, diferencijaciju srodnih, ali ekoloski razli¢itih

fitoplazmi, te odredivanje njihove genske raznolikosti.
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U novije vrijeme se sve viSe primjenjuje lanCana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu
(Real Time PCR) koja povecava brzinu i osjetljivost detekcije fitoplazmi, omogucéava
kvantifikaciju te preciznu identifikaciju uz primjenu pocetnica specificnih za odredenu skupinu
fitoplazmi (Torres 1 sur. 2005, Herath 1 sur. 2010). Nadalje, 1 analiza polimorfizama
jednolan¢ane DNA (SSCP) pokazala se kao ucinkovita metoda za odredivanje molekularne
varijabilnosti fitoplazmi (Seruga Musié i sur. 2008). Potencijal navedenih metoda je velik,
osobito u opseznim epidemioloskim istrazivanjima kada je potrebno analizirati velik broj
uzoraka s velikom preciznoS¢u u relativno kratkom vremenu. Medutim, umnozavanje
fitoplazmatskih gena, osobito gena za 16S rRNA, koji se zatim sekvenciraju ili cijepaju (stvarno
ili virtualno) restrikcijskim enzimima jo$ uvijek se najéeS¢e primjenjuje za detekciju,
identifikaciju i klasifikaciju fitoplazmi. Takoder, Contaldo i sur. (2012) uspjeli su kultivirati
nekoliko fitoplazmi iz 16SrI-D, 16SrII-D, 16SrX-C, 16SrXII-A i 16SrIIl podskupine. Daljnji
napredak u kultiviranju fitoplazmi mogao bi znacajno doprinijeti razumijevanju ovih

jedinstvenih organizama.

1.3.2. Opis vrsta roda ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’

Rod ‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ pripada razredu Mollicutes, redu Acholeplasmatales i
porodici Acholeplasmataceae. Osnovno pravilo za imenovanje novih ‘Ca. Phytoplasma’ vrsta
odnosi se na sli¢nost u nukleotidnom slijedu gena za 16S rRNA. Nova vrsta moze se opisati
ukoliko se utvrdi da pokazuje manje od 97,5% sli¢nosti 16S rDNA (>1200 bp) s prethodno
opisanim vrstama fitoplazmi (IRPCM 2004). Medutim, dvije fitoplazme ¢iji geni za 16S rRNA
imaju vise od 97,5% sli€nosti mogu imati vrlo razli¢ita bioloska, fitopatoloSka i molekularna
svojstva te ih je potrebno taksonomski razdvojiti (Lee i sur. 2004b, Seemdiller i Schneider 2004,
Quaglino i sur. 2013). Stoga, ukoliko se dokaze da dvije fitoplazme prenose razliciti vektori 1
da su razli¢ite biljne vrste prirodni domacini tih fitoplazmi (ili u istog domacina uzrokuju
razli¢ite promjene) te se dokaze znacajna raznolikost na molekularnom nivou (DNA probe,
seroloske reakcije, PCR), moguce je takve fitoplazme opisati kao zasebne ‘Candidatus’ vrste
(IRPCM 2004). Uvodenje kategorije ‘Candidatus’ u taksonomiju fitoplazmi omogucilo je
klasifikaciju na temelju podataka dobivenih molekularnim metodama, ali uzimajuci u obzir 1
bioloSka svojstva §to je vrlo znacajno u epidemioloSkim istraZzivanjima biljnih bolesti koje
fitoplazme uzrokuju. Do danas je opisano preko trideset vrsta fitoplazmi te je za neke

fitoplazme predloZen status nove vrste (Kube i sur. 2012, Bertaccini i sur. 2014). Filogenetski
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odnosi opisanih i predlozenih vrsta prikazani su na Slici 1. Obzirom na raznolikost ove skupine
patogena, vjerojatno je da ¢e se broj vrsta unutar roda ‘Ca. Phytoplasma’ i dalje povecavati.

‘Ca. P. ulmi’ (AY197655.1), 16SrV-A
‘Ca. . vitis' * (AY197645.1), 16SrV-C

‘Ca. P. rubi’ (AY197648.1), 165rV-E
\— ‘Ca. P. ziziphi' (AB052875.1), 165rV-B
’— ‘Ca. P. trifolii’ (AY390261.1), 165rVI-A
“Ca. P. fraxini’ (AF092209.1), 165¢VII-A

99 ‘Ca. P. sudamericanum’ (GU292081), 165rVI-1

“Ca. P. castaneae’ (AB054986.1), 165rXIX

*Ca. P. pini’ (AJ632155.1), 16SrXXI

‘Ca. P: cynodontis’ (A]550984.1), 165rXIV-A

99
{ ‘Ca. P oryzae’ (D12581.2), 165rXI-A

85
‘Ca. P. omanense’ (EF666051.1), 16SrXIX-A
{ ‘Ca. P. phoenicium’ (AF515636.1), 165rIX-B
‘Ca. P. brasiliense’ (AF147708.1), 165rXV-A
68 100 “Ca. P. aurantifolia’ (U15442.1), 16SrI1-B
{Ca. P. australasia’ (Y10097.1), 16Sr1I-D
67 ‘Ca. P. allocasuarinae’ (AY135523.1)
4‘——:R rhamni’ (X76431.1), 165rXX
“Ca. P tamaricis’ (FJ432664.1), 165r XXX
76 — ‘Ca. P. spartii’ (X92869.1), 165rX-D

o1 ‘Ca. P. prunorum’ (A]542544.1), 165rX-B
4|87 — “Ca. P.malf’ (NC_011047), 165rX-A
62 ‘Ca. P. pyri’ (A]542543.1), 165rX-C

“Ca. P. costaricanum’ (F]226068.1), 16SrXXXI

|: “Ca. P. asteris’ strain OY-M (NC_005303), 165r1-B

‘Ca. P. asteris’ strain AY-WB (CP000061.1), 165rI-A

‘Ca. P. Iycopersici’ (AY787136.4)

‘Ca. P. fragariae’ (DQ086423.1), 165rXII-E

‘Ca. P. japonicum’ (AB010425.2), 165rX11-D

‘Ca. P. australiense’ (NC_010544), 165rXII[-B

‘Ca. P. americanuny’ (DQ174122.1), 16SrXVIII-A

r ‘Ca. P.solani’ (AF248959.1), 165rXI1-A

‘Ca. P. caricae’ (AY725234.1), 16SrXVII-A

98 [ ‘Ca. P. graminis’ (AY725228.1), 165rXVI-A

A. laidlawii strain PGS (U14905.1)

20

Slika 1. Filogenetsko stablo dobiveno metodom najvece Stedljivosti (Maximum Parsimony) na
temelju gena za 16S rRNA opisanih i predloZenih (*) ‘Ca. Phytoplasma’ vrsta uz Acholeplasma
laidlawii kao vanjsku skupinu. Genom je u potpunosti sekvenciran za one fitoplazme koje su

tiskane tamnije (prilagodeno prema Kube i sur. 2012)
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1.4. Genom fitoplazmi

Parazitski nacin Zivota, potreba za prilagodavanjem na razliCite Zivotne sredine prilikom
prijelaza iz floema biljaka u stanice kukaca i obrnuto te Zivot u sredini koja je bogata
nutrijentima utjecali su na oblikovanje genoma fitoplazmi (Oshima i1 sur. 2004). Tijekom
evolucije fitoplazme su izgubile velik broj gena koji sudjeluju u kljuénim metabolickim
procesima. Redukcija genoma utvrdena je i u drugih predstavnika razreda Mollicutes te u drugih
parazitskih 1 endosimbiontskih organizama (Razin 1985, 1998, Sakharkar i1 sur. 2004, Pérez-
Brocal 1 sur. 2006), no genom fitoplazmi pokazuje najveci stupanj redukcije i jedinstven je u
zivom svijetu. Osim gubitka mnogih metaboli¢kih gena, za sve fitoplazme je znacajan i vrlo
mali udio GC baznih parova, postojanje relativno malog broja gena za tRNA te dva rRNA
operona. U sastavu fitoplazmatskog rRNA operona su tri rRNA gena, 5'-16S-23S-5S-3", au
intergenskom podrudju izmedu gena za 16S i 23S rRNA nalazi se gen za tRNA™ (Kollar i
Seemuler 1989, Kuske i Kirkpatric 1992, Kube i sur. 2012). Dva rRNA operona ponekad se
mogu razlikovati u istog izolata fitoplazme (Liefting i sur. 1996). Nasuprot brojnim sli¢nostima,
izmedu pojedinih fitoplazmi postoje i znacajne razlike u genomu koje bi mogle biti povezane s
prilagodbom na odredeni uzi ili Sir1 krug domacina i vektora (Sugio 1 Hogenhout 2012).
Metodom elektroforeze u pulsiraju¢em elektricnom polju (PFGE) utvrden je Sirok raspon
veli¢ine genoma fitoplazmi (Neimark i Kickpatrick 1993, Marcone i sur. 1999). Najmanji
kromosom, veli¢ine samo oko 530 kb, pronaden je u ‘Ca. Phytoplasma cynodontis’ (Bermuda
grass white leaf phytoplasma), dok je najvec¢i kromosom, veli¢ine 1350 kb, pronaden u ‘Ca.
Phytoplasma solani’ (izolat STOLF) (Marcone i sur. 1999). Vecina fitoplazmi ima kruzni
genom, no ‘Ca. Phytoplasma mali’, ‘Ca. Phytoplasma prunorum i ‘Ca. Phytoplasma pyri’ imaju
linearan genom, §to je rijetkost u bakterija (Kube i sur. 2008). Osim kromosomske DNA, mnoge
fitoplazme imaju 1 ekstrakromosomsku DNA odnosno jedan ili vise plazmida (Firrao i sur.

2007).

Do sad je u potpunosti sekvenciran genom dva izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma asteris’:
OY-M (16SrI-B podskupa) (Oshima i sur. 2004) i AY-WB (16SrI-A podskupini) (Bai i sur.
2006); dva izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma australiense’ (16SrXII-B podskupina):
AUSGY (tuf-Australia I; rp-A) (Tran-Nguyen i sur. 2008) 1 SLY (tuf-New Zealand I, rp-B)
(Andersen 1 sur. 2013); te izolata AT koje pripada vrsti ‘Ca. Phytoplasma mali’ (Kube i sur.
2008). Veli¢ina sekvenciranih genoma krece se od 601 943 bazna para (linearni genom
fitoplazme AT) do 959 779 parova baza (kruzni genom fitoplazme SLY), dok se udio GC

baznih parova krece u rasponu od 21,4% (linearni genom fitoplazme AT) do 28% (kruzni
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genom fitoplazme OY-M). Sekvenciranje genoma pokazalo je da su fitoplazme sposobne za
osnovne stani¢ne funkcije kao §to su DNA replikacija, transkripcija i translacija, ali su izgubile
sposobnost sinteze aminokiselina, masnih kiselina i nukleotida te im nedostaju metabolicki
putevi kao Sto su Krebsov ciklus, oksidacijska fosforilacija, ciklus uree, put pentoza-fosfata i
drugo. Uslijed redukcijske evolucije genoma, fitoplazme su postale u potpunosti ovisne o
svojim domacinima. U skladu s tim utvrdeni su brojni transportni sustavi koji omogucavaju
unos metabolita iz stanice u kojoj fitoplazma parazitira. Nadalje, pronaden je Sec proteinski
translokacijski sustav koji omogucéava ugradnju membranskih proteina te sekreciju proteina u
stanice domacina (Oshima i sur. 2004, Bai i sur. 2006, Kube i sur. 2008, Tran-Nguyen i sur.
2008, Andersen i sur. 2013). Do sada istrazeni sekrecijski proteini djeluju kao faktori
virulentnosti (efektori) fitoplazmi koji utjeCu na fizioloske i1 razvojne procese u biljkama 1
modificiraju interakcije biljaka i kukaca, dok membranski proteini sudjeluju u interakciji
fitoplazmi s domacdinima i vektorima (Suzuki i sur. 2006, Hoshi i sur. 2009, Galetto i sur. 2011,
MacLean i sur. 2011, Sugio i sur. 2011a, Boonrod i sur. 2012). Takoder, u genomu fitoplazmi
su pronadeni geni za brojne potencijalne efektore, Cija funkcija nije istraZzena. Jedinstveno
svojstvo, koje je do sada utvrdeno samo u fitoplazmi, je nedostatak FoFi-tipa ATP sintaze. Jo$
uvijek nije potpuno jasno na koji nacin fitoplazme sintetiziraju ATP te mogu li ga i na koji nacin
unositi iz svoje okoline (Oshima i sur. 2004, Bai i sur. 2006, Kube i sur. 2008, Tran-Nguyen i
sur. 2008, Andersen i sur. 2013). Proces glikolize je predlozen kao osnovni put dobivanja ATP-
a (Oshima i sur. 2004) i mogu¢ je u vecine fitoplazmi, no genom ‘Ca. Phytoplasma mali’ ne
kodira sve enzime potrebne za proces glikolize niti su utvrdeni alternativni putevi dobivanja
energije, koji postoje u nekih vrsta iz razreda Mollicutes (Kube 1 sur. 2008, 2012). Nasuprot
tome, postoje geni za P-tip ATPaza slicnih Na'/K" i H'/K" pumpama Kkoje vjerojatno
omogucavaju stvaranje membranskog potencijala utvrdenog u fitoplazmi (Christensen 1 sur.

2005, Bai i sur. 2006).

Osim redukcije vaznih metabolickih gena, za genom fitoplazmi znacajno je postojanje
ponovljenih otvorenih okvira Citanja (ORF) koji su uglavnom organizirani u jedinstvene
elemente nazvane potencijalni mobilni elementi (eng. potential mobile units, PMU) (Bai i sur.
2006). Postojanje razli¢itog broja PMU i PMU-sli¢nih sekvenci u velikoj mjeri pridonosi razlici
u veli¢ini genoma (Bai i sur. 2006, Andersen i sur. 2013). Ovi elementi kodiraju razli¢ite gene
kao $to su geni potrebni za replikaciju DNA, transpoziciju te sekrecijske i membranske
proteine, a pronadeni su i dokazi koji upucuju na horizontalni prijenos PMU izmedu razlicitih

vrsta fitoplazmi (Chung i sur. 2013, Ku i sur. 2013). Brojni analizirani PMU elementi su
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djelomicni te se vjerojatno vise ne mogu samostalno kretati u genomu fitoplazmi, no pojedini
se ¢ine sposobni za transpoziciju (Bai i sur. 2006, Tran-Nguyen i sur. 2008, Andersen 1 sur.
2013). ZaPMUI1 fitoplazme AY-WB dokazano je da se moZze izrezati iz kromosoma te postojati
u dvije forme, linearnoj (L-PMU) i kruznoj (C-PMU). Kruzna forma moZe se neovisno
replicirati te je prisutna u ve¢em broju kopija u kukcima nego u biljkama (Torufio i sur. 2010).
Osim toga, geni smjeSteni na PMU potencijalni su efektori fitoplazmi (Sugio i Hogenhout
2012). Vise od polovine gena za sekrecijske AY-WB proteine (SAP), od kojih je za neke
dokazano da imaju funkciju fitoplazmatskih efektora, nalazi se na PMU, pri cemu su neki jace
eksprimirani u biljkama, dok su drugi jace eksprimirani u kukcima (Bai i sur. 2009, MacLean i
sur. 2011, Sugio i Hogenhout 2012). Prema tome, ¢ini se da je uloga PMU u evoluciji
fitoplazmatskog genoma bila znacajna te da ovi geneti¢ki elementi sudjeluju u prilagodbi
fitoplazmi na razli¢ite zivotne sredine i doprinose njihovoj virulentnost prema domacinu. Prema
Jomantiene 1 Davis (2006) te Jomantiene i sur. (2007) skupine ponovljenih ORF-ova u genomu
fitoplazmi nazivaju se ,,sequence-variable mozaicism™ i pretpostavlja se da su rezultat
ponovljenih insercija mobilnih elemenata te da je njihov nastanak povezan s napadima
bakteriofaga (Wei 1 sur. 2008a). Medutim, ovakva hipoteza nije sa sigurnoS¢u potvrdena

(Torufio i sur. 2010).

Zarazliku od ‘Ca. Phytoplasma mali’ (Kube i sur. 2008), ‘Ca. Phytoplasma australiense’ i ‘Ca.
Phytoplasma asteris’ imaju plazmide koji su takoder sekvencirani (Nishigawa i sur. 2002a,
Oshima i sur. 2004, Bai 1 sur. 2006, Liefting 1 sur. 2006, Tran-Nquyen i1 Gibb 2006). U oba
izolata ‘Ca. Phytoplasma australiense’ pronaden je jedan plazmid, dok su u izolata OY-M
pronadena dva plazmida, a u izolata AY-WB cetiri plazmida. Na plazmidima se nalaze geni rep
i ssb, Ciji produkti sudjeluju u replikaciji plazmida mehanizmom kotrljaju¢eg kruga (eng.
rolling-circle replication). Zanimljivo je da gen rep u nekim od analiziranih plazmida pokazuje
slicnost s biljnim (Bai 1 sur. 2006) ili Zivotinjskim virusima (Oshima 2001). Na plazmidima se
nalaze 1 dodatni geni ¢ija funkcija nije poznata, ali bi mogli biti sekrecijski ili membranski
proteini. Plazmidi bi mogli imati znacajnu ulogu u prijenosu fitoplazmi putem vektora te
utjecati na specificnost prema domacinu, a rekombinacije plazmida mogle bi biti jedan od

mehanizama koji doprinosi raznolikosti fitoplazmi (Nishigawa 1 sur. 2002b, Ishii i sur. 2009a,

b).
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1.5. Zivotni ciklus fitoplazmi i interakcija s biljkama i kukcima

Fitoplazme su razvile jedinstvenu sposobnost uspjeSnog koloniziranja domacina iz razliitih
carstava — Planta 1 Animalia. lako se pomocu kukaca prenose i neki drugi patogeni organizmi,
samo su fitoplazme 1 neke spiroplazme razvile sposobnost razmnozavanja i u stanicama biljaka
i u stanicama kukaca (Hogenhout i sur. 2008, Gasparich 2010). ViSe stotina biljnih vrsta, kako
kritosjemenjaca tako i golosjemenjaca, potencijalni su domacini fitoplazmi, dok kukeci koji
prenose fitoplazme pripadaju redu Hemiptera. Osim posredstvom kukaca, fitoplazme se mogu
Siriti 1 vegetativnim razmnozavanjem te posredstvom parazitskih biljaka kao sto je Cuscuta sp.,
ali ne mogu se prenositi mehanickim putem (Lee i sur. 2000). Fitoplazme su pronadene u
sjemenu i embriju nekih biljaka (Bertelli i sur. 2002, Cordova i sur. 2003, Nipah i sur. 2007),
iako biljke izrasle iz zarazenog sjemena nisu uvijek i same bile zarazene (Nipah i sur. 2007).
Takoder, pronadene su i u spolnim organima, jajima i licinkama nekih vrsta kukaca (Kawakita
i sur. 2000, Hanboonsong i sur. 2002, Tedeschi i sur. 2006) §to upucuje na mogucénost
vertikalnog prijenosa. Bez obzira na to, Zivotni ciklus fitoplazmi neizostavno ukljucuje 1 biljke
1 kukce. Stoga su fitoplazme tijekom evolucije razvile vrlo slozene mehanizme interakcije s

domacinima i vektorima kako bi osigurale svoj opstanak i Sirenje.

1.5.1. Utjecaj fitoplazmi na biljke

Biljke zaraZene fitoplazmama razvijaju niz morfoloskih i anatomskih promjena koje su
povezane s promjenama na biokemijskom nivou. Na vegetativnim i reproduktivnim biljnim
organima mogu se uociti razli¢iti simptomi kao §to su virescencija (ozelenjavanje cvjetnih
dijelova), filodija (transformacija cvjetnih dijelova u listove), sterilnost cvjetova, proliferacija
aksilarnih pupova i razvoj vjesticjih metli, promjene u duzini internodija, promjena boje
(zucenje ili crvenjenje) te morfologije i anatomije listova, preuranjeno opadanje listova i
zakrzljalost (Lee i sur. 2000). Cesto dolazi do povecanog taloZenja kaloze u floemu i propadanja
sitastih cijevi i stanica pratilica te nekroze floema (Braun 1 Sinclair 1976, Leljak-Levanic¢ 1 sur.
2010, Musetti 2010). U brojnih biljnih vrsta dokazana je promjena u koncentraciji razlicitih
biljnih hormona te promjena u ekspresiji gena koji sudjeluju u njihovoj biosintezi (Aguilar i
sur. 2009, Ding i sur. 2013, Ehya i sur. 2013). Narusavanje hormonske ravnoteze moglo bi biti
uzrok opazenih promjena u normalnom razvoju biljke. Osim toga, utvrdene su promjene u
ekspresiji brojnih gena povezanih s razvojnim procesima (Pracros i sur. 2006, Wei i sur. 2013),

te promjena u ekspresiji gena €iji su produkti ukljuceni u razli¢ite metaboli¢ke procese (Hren i
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sur. 2009). Dokazani su poremecaji u metabolizmu Secera i nakupljanje Secera u razvijenim
listovima, dok se koncentracija u mladim listovima i korijenu smanjuje (Lepka i sur. 1999,
Maust 1 sur. 2003, Giorno i sur. 2013), nakupljanje Skroba u kloroplastima te promjena u
ultrastrukturi tilakoidnih membrana (Musetti 2010), zatim znacajno smanjenje fotosintetske
ucinkovitosti fotosustava II, smanjena ekspresija gena koji kodiraju podjedinice komponenti
fotosintetskog aparata i smanjena koncentracija fotosintetskih pigmenata (Maust i sur. 2003,
Curkovié¢ Perica i sur. 2007, Hren i sur. 2009, Leljak-Levani¢ i sur. 2010, Endeshaw 1 sur.
2012). Zaraza fitoplazmama moze utjecati na koncentraciju ukupnih proteina (Leljak-Levanic¢
i sur. 2010, Zafari i sur. 2012) te koncentraciju brojnih sekundarnih biljnih metabolita (Musetti
2010) kao i na aktivaciju enzima ukljucenih u antioksidativni odgovor biljke (Leljak-Levani¢ i
sur. 2010, Zafari 1 sur. 2012). Zaraza fitoplazmama najcesc¢e dovodi do susenja i odumiranja
biljke, iako u rijetkim slucajevima nije pracena pojavom simptoma. Ponekad dolazi do
privremenog ili trajnog nestanka simptoma bolesti i oporavka biljke (Lee 1 sur. 2000, Santi i

sur. 2013).

Fitoplazme su detektirane u gotovo svim biljnim organima, gdje su uglavnom lokalizirane u
sitastim cijevima floema. Prolaskom kroz pore sitastih cijevi, fitoplazme se mogu od mjesta
zaraze $iriti zajedno s floemskim sokom u druge dijelove biljke (Hogenhout i sur. 2008, Kube
i sur. 2012). Ponekad se mogu uociti i u stanicama pratilicama te u stanicama parenhima, no
nacin prelaska iz jedne stanice u drugu nije u potpunosti razjasnjen (Rudzinska-Langwald 1
Kaminska 1999, Christensen 2005, Hogenhout 1 sur. 2008). U mnogih drvenastih vrsta
dokazane su sezonske promjene u distribuciji fitoplazmi. Krajem vegetacijske sezone
fitoplazme se nakupljaju u korijenu gdje prezimljuju te se u proljeée mogu ponovo Siriti u
nadzemne dijelove biljke (Braun i Sinclair 1976, Baric i sur. 2011), iako je u roda Prunus bilo
moguce detektirati fitoplazme u nadzemnim dijelovima i tijekom perioda dormancije (Jarausch
1 sur. 1999). U mnogim slucajevima dokazana je pozitivna korelacija izmedu koncentracije
fitoplazmi i pojave te jaCine simptoma, iako nije uvijek tako (Christensen 2005, Marcone 2010).
Razli¢iti ¢imbenici mogu utjecati na razvoj 1 tijek bolesti uzrokovanih fitoplazmama,
ukljucujuéi svojstva 1 patogenost fitoplazmi, osjetljivost biljne vrste te djelovanje okolisnih
¢imbenika (Marcone 2010). Pojava odredenih tipova simptoma te tijek bolesti mogu se
znacajno razlikovati ¢ak i kad se radi o vrlo srodnim biljnim vrstama (Sinclair 1 sur. 2000).
Jednako tako, razliiti izolati iste vrste fitoplazmi mogu pokazivati znaCajne razlike u

virulentnosti prema domacinu (Oshima i sur. 2001).
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1.5.2. Utjecaj fitoplazmi na kukce

Prijenos fitoplazmi u najve¢oj mjeri ovisi o kukcima koji se hrane floemskim sokom. Kukci
vektori fitoplazmi pripadaju redu Hemiptera koji obuhvaca vise od 60 000 vrsta svrstanih
unutar tri podreda: Heteroptera, Stenorryncha i Auchenorrhyncha (Wilson i Weintraub 2007).
Najve¢i broj vektora fitoplazmi pripada podredu Auchenorrhyncha, mnadporodici
Membracoidea, porodici Cicadellidae te nadporodici Fulgoroidea, porodicama Cixidae,
Delphacidae, Derbide 1 Flastidae, a znacajni vektori pripadaju i podredu Stenorryncha porodici
Psyllidae. Za neke vrsta iz reda Heteroptera takoder je utvrdeno da mogu prenositi fitoplazme
(Weintraub 1 Beanland 2006). Ove vrste kukaca imaju hemimetabolnu preobrazbu, a licinke i
odrasle jedinke sli¢no se hrane pri ¢emu ne uzrokuju oStecenja provodnog sustava biljke.
Prilikom hranjenja kukaca floemskim sokom zarazenih biljaka fitoplazme dospijevaju u
probavni sustav svojih vektora. Iz stanica probavnog sustava prelaze u hemocel i putem
hemolimfe se prenose u razli¢ite druge organe, izmedu ostalog i zlijezde slinovnice. Tijekom
perioda inkubacije (naj¢esce 10 do 30 dana) fitoplazme se razmnozavaju u stanicama vektora
nakon ¢ega se mogu prilikom hranjenja putem sline prenijeti na biljku (Slika 2) (Weintraub i
Beanland 2006, Sugio i sur. 2011b). Prijenos fitoplazmi kukcima odvija se na perzistentan na¢in
te jednom zaraZen kukac prenosi fitoplazme do kraja Zivota (Carraro 2001). Neke fitoplazme
moze prenositi samo jedan ili mali broj vektora, dok druge prenosi velik broj razli¢itih vektora.
Broj vektorskih vrsta neke fitoplazme (polifagni, oligofagni ili monofagni) te nain hranjenja
utjeCu na Sirenje fitoplazmi 1 broj vrsta biljaka domacina. Istrazivanja utjecaja fitoplazmi na
kukce vektore pokazala su da zaraza fitoplazmama moZze imati pozitivan u¢inak na duzinu
zivota i broj potomaka, iako je ponekad utjecaj negativan ili neutralan (Benland i sur. 2000,
Bressan i sur. 2005). Fitoplazme mogu utjecati i na broj biljnih vrsta kojima se kukac hrani
(Hogenhout 1 sur. 2008, Sugio 1 sur. 2011b). Utjecaj zaraze fitoplazmama na kukce vektore
usko je povezan s modifikacijama interakcije kukaca i biljaka koje uzrokuju fitoplazme (Sugio
i sur. 2011b). Pretpostavlja se da duza povezanost odredene fitoplazme i vrste kukca tijekom
evolucije rezultira smanjenjem virulentnosti fitoplazme prema toj vrsti te da u konacnici kukac

moze imati korist od zaraze fitoplazmama (Beanland i sur. 2000, Hogenhout i sur. 2008).
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b) period inkubacije

/ﬁ N
h

a) Zaraiavanje kukca fitoplazmama ¢) Prijenos fitoplazmi prilikom hranjenja

Fitoplazma Prabavni sustav Zlijezde slinovnice Probavni sustav

Hemalimfa Hemolimfa
s Fitoplazma -

d) Sustavna zaraza biljke

Slika 2. Zivotni ciklus fitoplazmi: a) nezaraZen kukac se zarazava fitoplazmama (Zute tockice)
prilikom hranjenja floemskim sokom zarazene biljke; b) tijekom perioda inkubacije fitoplazme
se razmnozavaju u tijelu kukca; c) zarazeni kukac prenosi fitoplazme na zdrave biljke tijekom
hranjenja; d) fitoplazme se razmnoZzavaju u floemu biljke te dolazi do razvoja simptoma bolesti

(prilagodeno prema Sugio 1 sur. 2011b)

1.5.3. Mehanizmi interakcije fitoplazmi s biljkama i kukcima

Mehanizmi interakcije fitoplazmi s biljkama i kukcima te mehanizmi modifikacije interakcija
kukaca 1 biljaka posredstvom fitoplazmi nisu u potpunosti razjasnjeni. Na pojavu odredenih
simptoma u zarazenih biljaka moze utjecati ometanje protoka tvari u floemu ili gubitak
nutrijenata koje uzimaju fitoplazme (Oshima i sur. 2004), no istrazivanja ukazuju na vrlo
kompleksne mehanizme patogenosti. U tome bi znacajnu ulogu mogli imati virulentni proteini
ili efektori. Postojanje efektora koji se izlu¢uju u stanice domacina te imaju razli¢ito djelovanje
utvrdeno je u drugih patogenih organizama (Bai i sur. 2009, Sugio i sur. 2011b). Sekvenciranje

genoma fitoplazmi omogucilo je identifikaciju potencijalnih fitoplazmatskih efektora za koje
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se pretpostavlja da se izluuju u stanice domacina Sec proteinskim translokacijskim sustavom.
Do sada je istrazena funkcija nekoliko sekrecijskih i membranskih proteina. Za sekrecijski AY-
WB protein SAP11 koji je kodiran genom smjestenim na PMU utvrdeno je da ima signalnu
sekvencu koja omogucava transport ovog efektora u jezgru stanice domacina te putem
destabilizacije CIN-TCP transkripcijskih faktora dovode do smanjene ekspresije enzima
lipoksigenaze2 (LOX2) ukljucenog u sintezu jasmonata. Jasmonat ima ulogu u procesima
razvoja 1 senescencije te u obrani biljke od kukaca. Smanjena sinteza ovog biljnog hormona
pogoduje vektoru Macrosteles quadrilineatus koji producira veci broj potomaka kada se hrani
AY-WB zarazenim biljkama (Bai i sur. 2009, Sugio i sur. 2011a). Signalna sekvenca za
transport u jezgru biljne stanice pronadena je i u sekvenci SAP22, SAP30 i SAP42, no funkcija
ovih proteina, koji bi takoder mogli utjecati na ekspresiju gena biljke domacina, jos uvijek nije
istrazena (Bai i1 sur. 2009). Poremecaj u razvoju cvijeta povezan je s djelovanjem SAP54.
Ekspresija ovog proteina u transgenim biljkama Arabidopsis thaliana uzrokovala je sli¢ne
promjene u razvoju cvijeta kakve se mogu uociti na biljkama zarazenim AY-WB fitoplazmom
kao Sto su filodija i virescencija, no mehanizam djelovanja ovog efektora jo$ nije utvrden
(MacLean 1 sur. 2011). Za protein TENGU pronaden u izolata OY-M (‘Ca. Phytoplasma
asteris’) potvrdena je jaca ekspresija u biljkama nego u kukcima te djelovanje na razvoj biljke.
Ekspresija ovog proteina u transgenim biljkama Arabidopsis thaliana i Nicotiana benthamiana
rezultirala je razvojem vjesti¢jih metli te patuljastim rastom. Osim toga, utvrdena je promjena
u ekspresiji brojnih gena koja ukazuje da TENGU utjece na odgovor biljke na auksine te na
smanjenu sintezu ovog fitohormona (Hoshi i sur. 2009). Biljke procesiraju TENGU na nacin
da stvaraju male funkcionalne peptide, Sto bi moglo biti povezano s mehanizmom djelovanja
ovog efektora (Sugawara i sur. 2013). Sva tri istrazena fitoplazmatska efektora pronadena su u
stanicama floema, ali i u drugim biljnim stanicama. Obzirom da se radi o vrlo malim proteinima
koji bi mogli prolaziti kroz plazmodezmije, pretpostavlja se da se fitoplazmatski efektori mogu
transportirati kroz simplast iz floema u druge stanice i tkiva (Bai i sur. 2009, Hoshi i sur. 2009,
MacLean i sur. 2011). Zanimljivo je da je pronaden veci broj potencijalnih efektora u onih
fitoplazmi koje mogu zarazavati veci broj biljnih vrsta, no potrebna su daljnja istrazivanja koja

bi potvrdila pozitivnu korelaciju izmedu broja domacina i broja efektora (Sugio i sur. 2011Db).

Osim fitoplazmatskih efektora, znacajnu ulogu u interakciji fitoplazmi s domacinima i
vektorima mogli bi imati i membranski proteini. Analiza imunodominantnih membranskih
proteina (IDP) u razlicitih fitoplazmi pokazala je da se oni mogu podijeliti u tri skupne koje

nisu medusobno homologne: 1) imunodominantni membranski protein — imp; 2)
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imunodominantni membranski protein A — idpA; 3) antigenski membranski protein — Amp
(Kakizawa i sur. 2006). Protein Amp fitoplazme OY-W (‘Ca. Phytoplasma asteris’) stvara
kompleks s mikrofilamentima stanica probavnog sustava kukaca samo u onih vrsta koji mogu
biti vektori ove fitoplaze (Suzuki i sur. 2006). Protein Amp fitoplazme CYP (chrysanthemum
yellows phytoplasma — ‘Ca. Phytoplasma asteris’) veze se za aktin i ATP sintazu vektora
Euscelidius variegatus (Galetto i sur. 2011). Za imunodominanti protein Imp fitoplazme LWB
(lime witches broom) koja pripada 16SrIl skupini dokazana je interakcija s proteinima vektora
Hishimonus phyctis u in vitro uvjetima (Siampour i sur. 2011). Navedena istrazivanja upucuju
na znacaj imunodominantnih membranskih proteina u prijenosu fitoplazmi te u specifi¢nosti
interakcije fitoplazmi i kukaca vektora. Medutim, utvrdeno je da Amp stvara komplekse i s
aktinskim molekulama biljaka (Boonrod i sur. 2012) te se pretpostavlja da bi ovi proteini mogli
imati znacajnu ulogu u interakciji s biljkama te pokretljivosti fitoplazmi unutar stanica

domacina i vektora (Galetto i sur. 2011, Boonrod i sur. 2012).

Pretpostavlja se da fitoplazme modificiraju razvojne procese i morfologiju biljaka kao i
interakcije biljaka s kukcima kako bi osigurale svoje prezivljavanje i rasprostranjivanje.
Fitoplazme modificiraju biljke kako bi postale privla¢nije kukcima i uzrokuju morfoloske
promjene kao S§to su razvoj vjesti¢jih metli te virescenciju i filodiju koje su usmjerene prema
povecanom razvoju vegetativnih dijelova kako bi se osigurala ve¢a povrSina za hranjenje i
razmnozavanje kukaca vektora. Osim toga, odgadanje senescencije, koje obi¢no slijedi nakon

reproduktivne faze u jednogodisnjih biljaka, takoder pogoduje fitoplazmama.
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1.6. Fitoplazmoze brijesta

Fitoplazmozu brijesta prvi puta je detaljno opisao Swingle (1938) koji navodi da su najcesci
simptomi u americkog brijesta (U. americana L.) epinastija i uvijanje krajeva lisne plojke
prema gore, zatim Zucenje listova koje se $iri na cijelu kroSnju, preuranjeno opadanje listova te
nekroza floema i pojava karakteristicnog mirisa koji potjece od metil-salicilata u kasnijim
stadijima bolesti. SuSenje stabala uslijedilo bi vrlo brzo nakon pojave prvih simptoma. Smatralo
se da bolest uzrokuje virus, obzirom da u to vrijeme fitoplazme joS uvijek nisu bile poznate
(Swingle 1938). Pravog uzrocnika bolesti otkrili su Wilson 1 sur. (1972) kada su pomocu
elektronskog mikroskopa uocili okrugle, ponekad ovalne te rjede filamentozne fitoplazmatske
stanice u floemu simptomaticnog americkog brijesta (Slika 3). Prvi dokaz prisutnosti
fitoplazmoze brijesta na podru¢ju Europe dali su Pisi 1 sur. (1981), a do danas je bolest
detektirana u vise europskih zemalja ukljudujuéi Italiju, Francusku, Njemac¢ku, Cesku i Srbiju
(Méurer i sur. 1993, Marcone i sur. 1997, Sfalanga i sur. 2002, Boudon-Padieu i sur. 2004,
Carraro i sur. 2004, Navratil 1 sur. 2009, Jovi¢ i sur. 2011).

Slika 3. Fitoplazme brijesta u sitastim cijevima vrste Ulmus americana L. — morfologija
fitoplazmatskih stanica pri manjem (a) i ve¢em (b) povecanju; bar = 1um (preuzeto iz Braun i

Sinclair 1976).

Najznacajniji uzrocnik fitoplazmoze brijesta (Ulmus sp.) na podrucju Sjeverne Amerike i
Europe pripada skupini 16SrV koja se jos nazivai EY skupina (eng. elm yellows group). Prema
klasifikacijskoj shemi koju su uveli Lee 1 sur. (1998) te nadopunili Davis i Dally (2001), na
temelju RFLP analize gena za 16S rRNA skupina 16SrV dijeli se na pet podskupina (16SrV-A
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do E) 1 predstavlja jednu od najve¢ih skupina fitoplazmi. Osim fitoplazmi brijesta, u ovoj
skupini nalaze se uzrocnici bolesti razli¢itih biljnih vrsta kao $to su vinova loza, joha, kupina,
viSnja, te vrste iz roda Spartium 1 Ziziphus (Lee 1 sur. 2004b, Malembic-Mabher i sur. 2011).
Fitoplazme koje zarazavaju brijest svrstane su u 16SrV-A podskupinu te su 2004. godine
opisane kao nova ‘Candidatus’ vrsta nazvana ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ (Lee 1 sur.
2004b). Takoder, fitoplazme iz 16SrV-B podskupine koje zarazavaju vrstu Ziziphus jujuba na
podrucju Azije opisane su kao vrsta ‘Ca. Phytoplasma ziziphi’ (Jung i sur. 2003), a fitoplazme
iz 16SrV-E podskupina koje zarazavaju vrste Rubus sp. 1 Rosa canina opisane su kao vrsta ‘Ca.
Phytoplasma rubi’ (Malembic-Maher i sur. 2011). Opis ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ kao nove vrste
temeljio se na analizi gena za 16S rRNA, ribosomske proteine i gena secY. Unutar sekvenci
navedenih genskih lokusa pronadeni su oligonukeotidni slijedovi jedinstveni za fitoplazme
brijesta (Tablica 1) §to je, uz specificnost prema vektoru i domacinu, omogucilo izdvajanje ovih

fitoplazmi kao nove vrste uz izolat EY1 kao referentni izolat (Lee i sur. 2004b).

Tablica 1. Jedinstvene oligonukleotidne sekvence fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

(Lee i sur. 2004b)

Gen Jedinstvena sekvenca 5— 3° Polozaj
GGAAA 827-835

16S rRNA  —cGrTAGTTGCC 1098-1108
TTACGCTTGCC 284-294

rpl22 i rps3 CATTTAATAAAATTGCTATT 739-758
AAATTCTATTTCTATGGGAAT  910-932

TTTGATCCAATGTTAA 350-365

GTCTTTCGGTCATGGATTGA 595614
secY ATTTAGTCTAAT 616627

CAAATAGAACAA 10531064

Prihvaceni naziv bolesti koju uzrokuje fitoplazma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ je bolest
zucenja brijesta (eng. elm yellows disease), no kako se u razliCitih vrsta brijesta mogu uociti
razli¢iti simptomi, bolest je u literaturi poznata i kao nekroza floema brijesta (eng. elm phloem
necrosis) te bolest vjestic¢jih metli (eng. elm witches broom disease). Americke vrste kao §to su
U. americana L., U. rubra Muhl., U. alata Michx., U. serotina Sarg. 1 U. crassifolia Nutt.
izrazito su osjetljive na zarazu ovom fitoplazmom. U ovih vrsta ubrzo nakon razvoja simptoma
na listovima, dolazi do nekroze floema te se stablo susi najéesce prve ili druge godine nakon
pojave simptoma. U vrste U. rubra Muhl. razvoj simptoma se obi¢no moze pratiti tijekom dvije

vegetacijske sezone, a tijekom druge sezone Cesto dolazi do razvoja vjesti¢jih metli (Braun 1
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Sinclair 1979, Sinclair i sur. 2000). Analiza anatomskih promjena u vrste U. americana L.
pokazala je da dolazi do taloZenja kaloze u floemu vrlo brzo nakon zarazavanja te do propadanja
sitastih cijevi 1 stanica pratilica. Slijedi hiperaktivacija kambija te stvaranje novih floemskih
elemenata koji s vremenom takoder propadaju. Osim toga, primijeceno je nakupljanje Skroba u
paranhimskim stanicama (Braun i Sinclair 1976). Europske i azijske vrste kao Sto su U. minor
Mill. sensu latissimo, U. laevis Pall., U. glabra Huds., U. parvifolia Jacq. 1 U. pumila L. manje
su osjetljive, no zaraza fitoplazmama moze rezultirati suSenjem i ovih vrsta. Medutim, rjede
dolazi do intenzivnog taloZenja kaloze i nekroze floema. Cesto se razvijaju vjesti¢je metle,
osobito u nizinskog brijesta (U. minor Mill. sensu latissimo) te se moze pojaviti kloroza listova,
usporen rast i zakrzljalost (Braun i Sinclair 1979, Sinclair 1 sur. 2000). Takoder, u ovih vrsta
zabiljezena je 1 pojava asimptomatske zaraze (Mittempergher 2000, Carraro i sur. 2004). U
zarazenim stablima fitoplazme se mogu detektirati u listovima, granama i korijenu (Marcone i
sur. 1997, Navratil i sur. 2009, Herath i sur. 2010, Jovi¢ i sur. 2011). Uocene su samo u
razvijenim sitastim cijevima te u podrucju pora sitastih ploca, ali ne i u stanicama pratilicama
ili stanicama parenhima (Slika 3). Broj opaZenih fitoplazmatskih stanica bio je znatno veéi u
manje osjetljivih europskih vrsta nego u americkog brijesta (Braun i Sinclair 1976, 1979, Pisi i
sur. 1981). Obzirom da je u americkog brijesta utvrdeno propadanje elemenata floema krajem
vegetacijske sezone u nadzemnim dijelovima, pretpostavlja se da fitoplazme prezimljuju u
korijenu gdje floemski elementi ostaju funkcionalni te se u proljece, kada dode do formiranja
novih provodnih elemenata, ponovo mogu Siriti u nadzemne dijelove (Braun i Sinclair 1976).
Bertelli 1 sur. (2002) detektirali su fitoplazme i u cvjetovima, plodovima i sjemenu, ali mlade
biljke nisu bile zarazene te je upitno mogu li se fitoplazme brijesta prenositi na ovaj nacin.
Najznacajniji kukei vektori ovih fitoplazmi su Scaphoideus luteolus Van Duzee na podrucju
sjeverne Amerike te Macropsis mendax Fieber na podrucju Italije (Carraro 1 sur. 2004).
Medutim, druge vrste kao Sto su Philaenus spumarius L., Hyalesthes luteipes Fieber, Lepyronia
guadrangularis Say, Allygus atomarius Fabricius 1 Latalus sp. mogle bi doprinositi Sirenju

fitoplazmi brijesta (Navratil i sur. 2009, Jovi¢ i sur. 2010, Rosa i sur. 2014).

Istrazivanja genske raznolikosti fitoplazmi brijesta pokazala su srodnost izolata s podrucja
Sjeverne Amerike i Europe. Iako pri pocetnom opisu vrste ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije
utvrdena velika raznolikost, novija istrazivanja pokazala su znacajnu gensku raznolikost izolata
s podrucja Europe (Arnaud i sur. 2007, Jovi¢ i sur. 2008, Navratil i sur. 2009, Jovi¢ i sur. 2011).
Opisani su izolati u kojih je postojala varijabilnost unutar jedinstvenih oligonukleotidnih

sekvenci koje su za vrstu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ definirali Lee i sur. (2004b) te su potrebna
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dodatna istrazivanja kako bi se omogucila bolja karakterizacija ovog znacajnog patogena

brijesta.

Iako je najznacajniji uzro¢nik fitoplazmoze brijesta, fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije
jedna fitoplazma koja moze zarazavati brijest. Kao uzro¢nik suSenja americkog brijesta (U.
americana) u SAD-u, savezna drzava Ilinois, detektirana je fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma
trifolii’, podgrupa 16SrVI-C (Jacobs i sur. 2003). Medutim, zaraza ovom fitoplazmom nije do
sad utvrdena na drugim podrucjima Sjeverne Amerike niti u Europi. Fitoplazme koje pripadaju
16SrI skupini, odnosno vrsti ‘Ca. Phytoplasma asteris’, zarazavaju preko 80 razliCitih biljnih
vrsta te ih moze prenositi preko 30 vrsta kukaca (Lee 1 sur. 2004a). Zaraza ovim fitopazmama
utvrdena je u americkih i europskih brijestova, Cesto u mjeSovitoj zarazi zajedno s ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ ili ‘Ca. Phytoplasma trifolii’ (Lee i sur. 1995, Jacobs 1 sur. 2003). Nadalje,
fitoplazme iz 16SrI-B podskupine uzrokovale su simptome vjesticjih metli u vrste U. parvifolia
u Kini (Gao i sur. 2011). Takoder, zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’ utvrdena je i
u azijskih vrsta U. chenmoui i U. parvifolia koje su unijete na podrucje Italije (Lee i sur. 1995,
Sfalanga 1 sur. 2002). Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma solani’, kao 1 ‘Ca. Phytoplasma asteris’
ima vrlo Sirok krug domacina i vektora (Quaglino 1 sur. 2013). Ovu fitoplazmu detektirali su
Credi i sur. (2006) u pet od Sest analiziranih uzoraka nizinskog brijesta u sjevernoj Italiji, ali

znacajniji utjecaj ove fitoplazme na brijest nije poznat.

1.7. Holandska bolest brijesta

Holandska bolest brijesta je traheomikoza koju uzrokuju fitopatogene gljive mjeSinarke
(Ascomycota) iz roda Ophiostoma — Ophiostoma ulmi (Buism.) Nannf. 1 Ophiostoma novo-
ulmi Brasier. Do sada su zabiljezene dvije pandemije ove bolesti. Prvu pandemiju, koja je
zapocela u sjeverozapadnoj Europi oko 1910. godine, a zatim se proSirila Europom, Sjevernom
Amerikom te sjeverozapadnom i centralnom Azijom, uzrokovala je vrsta O. ulmi. Druga
pandemija holandske bolesti jo§ uvijek traje, a uzrokovana je virulentnijom vrstom Ophiostoma
novo-ulmi. Ova vrsta zastupljena je s dvije podvrste — O. novo-ulmi subsp. novo-ulmi Ciji je
centar Sirenja istoCna Europa gdje se pojavila oko 1940. godine i O. novo-ulmi subsp.
americana koja se pojavila na sjeveroistoku Sjeverne Amerika, a zatim je unijeta oko 1960.
godine u Europu. Danas se na podrucju Europe areali dviju podvrsta O. novo-ulmi u velikoj
mjeri preklapaju (Brasier i Buck 2001, Brasier i Kirk 2010). Nedavno je otkriveno da su gljive
O. ulmi i O. novo-ulmi prisutne na podrucju Japana (Masuya i sur. 2010). Osim spomenutih
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vrsta koje su kao uneseni patogeni na podru¢ju Europe uzrokovale intenzivno suSenje brijesta,
postoji 1 tre¢a vrsta, O. himal-ulmi, no ova vrsta je endemicna na podrucju Himalaja te je vrlo
slabo virulentna prema vrstama brijesta koje su tamo prirodno rasprostranjene (Brasier i
Mehrotra 1995). Obzirom da su americke i europske vrste brijesta vrlo osjetljive na holandsku
bolest brijesta, za razliku od azijskih, pretpostavljeno je da bi i O. ulmi 1 O. novo-ulmi mogle
potjecati iz Azije, no dosadasnja istrazivanja nisu uspjela potvrditi ovu pretpostavku (Brasier

1990, Brasier i Kirk 2010).

Uzro¢nici holandske bolesti brijesta mogu rasti kao jednostani¢ni oblici (kvasci) i1 kao
viSestani¢ni nitasti (filamentozni) oblici. Dimorfizam je povezan s okoliSnim ¢imbenicima, pri
¢emu je jedan od kljuénih faktora koji utjee na formu rasta izvor dusika (Hornby i sur. 2004,
Nadal i sur. 2008). RazmnoZzavanje ovih vrsta moze biti spolno i nespolno. Tijekom nitastog
rasta nespolno razmnozavanje odvija se pomocu konidija. Postoje dva anamorfna (nespolna)
stadija, jedan karakterizira formiranje konidija na pojedina¢nim konidioforima (Sporotrix), dok
drugi karakterizira razvoj koremija gradenih od veceg broja povezanih konidiofora (Graphium
ili Pesotum) (Stipes i Campana 1981). Spolno razmnozavanje odvija se pomocu askospora i
moguce je samo izmedu jedinki koje pripadaju razli¢itim MAT tipovima parenja, Sto je
odredeno alternativnim idiomorfima MAT-1 1 MAT-2 na MAT genskom lokusu (Paoletti i sur.
2005). Osim toga, jednostanic¢ni oblici mogu se razmnozavati pupanjem (Stipes i Campana

1981).

Sirenju bolesti u najve¢oj mjeri doprinose potkornjaci (red Coleoptera, porodica Scolytidae).
Na podrucju Europe utvrdeno je nekoliko vektorskih vrsta, no najznacajnije su vrste Scolytus
scolytus i S. multistriatus, pri ¢emu je S. scolytus ucinkovitiji vektor (Webber 1990, 2004).
Potkornjaci buSe hodnike u kori bolesnih i oslabljenih stabala brijesta gdje polazu jaja. Li¢inke
se hrane floemom busec¢i nove hodnike koji su obi¢no okomiti na primarni hodnik, a zatim se
zakukulje. U hodnicima potkornjaka odvija se saprofitska faza gljive. U ovoj fazi gljiva raste
nitasto i stvara mnostvo spora. Spore se lijepe za tijelo mladih kukaca koji odlaze hraniti se na
zdravim stablima. Putem oStec¢enja nastalih prilikom hranjenja, spore gljive dospijevaju u
provodni sustav brijesta. Tada zapocCinje patogena faza gljive u kojoj dominira jednostani¢na
forma koja omogucava lako Sirenje gljive kroz ksilem, dok nitasta forma omogucava prijelaz u
susjedne elemente ksilema. Osim toga, patogen se moze Siriti od zarazenih do zdravih stabala

brijesta i putem anastomoza korijena (Stipes i Campana 1981, Ghelardini i Santini 2009).

Razvoj bolesti ovisi o vrsti brijesta, starosti stabla, vrsti i svojstvima patogena, nacinu i mjestu

zaraze (anastomozama korijena ili potkornjacima), periodu u vegetacijskoj sezoni kada je
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zaraza nastupila te Cimbenicima okoliSa kao S§to su temperatura, vlaznost 1 kvaliteta tla
(Sutherland 1 sur. 1997, Webber 2004, Ghelardini 1 Santini 2009). Kao prvi znakovi bolesti
javljaju se venuce i Zuéenje te susenje i opadanje listova, a ponekad suhi listovi ostaju duze na
granama. Ponekad se listovi brzo osuse, ali ne pozute pa se na stablu uo¢avaju tamnozeleni suhi
listovi. U slu¢aju akutnog oblika bolesti susenje se obi¢no prvo uocava na mladim listovima, a
simptomi se mogu brzo prosiriti cijelom kro$njom i rezultirati susenjem stabla. Ovakav oblik
bolesti javlja se u mladih stabala te ako je zaraza nastupila ranije tijekom sezone. Kroni¢ni oblik
bolesti karakterizira polako odumiranje stabala koje moZze trajati nekoliko godina i obi¢no se
javlja u starijih stabala. Osim vanjskih simptoma javljaju se 1 unutarnji simptomi koji se mogu
uociti na popre€nom prerezu zarazenih grana kao tamno obojenje ksilema u obliku isprekidanog

ili cjelovitog prstena (Stipes i Campana 1981, Glavas 1999)

lako pripadaju istom rodu i posjeduju brojene zajednicke karakteristike, smatra se da su se vrste
O. ulmi i O. novo-ulmi odvojile davno u evoluciji, a moguce ih je razlikovati obzirom na brojna
bioloska, fizioloska i molekularna svojstva (Brasier 1991, Brasier i Kirk 2010). Jednostavna
metoda identifikacije vrsta zasniva se na razlici u temperaturnom optimumu. Optimalna
temperatura rasta vrste O. novo-ulmi je 20-22°C, dok je optimalna temperatura rasta vrste O.
ulmi 30°C te je na temelju rasta 1 morfologije kolonije pri razliitim temperaturama moguce
determinirati uzro¢nika bolesti. Osobito je znacajna razlika u virulentnosti. Vrsta O. novo-ulmi
znatno je jaci patogen od O. ulmi (Brasier 1991). Kako se ova agresivnija vrsta Sirila, tako je
postupno zamjenjivala manje agresivnu vrstu O. ulmi, koja je uslijed toga vrlo rijetka u Europi
(Hoegger i sur. 1996, Santini 2005, Dvotak i sur. 2007). Obje podvrste O. novo-ulmi vrlo su
virulentne, iako se O. novo-ulmi subsp. novo-ulmi smatra nesto manje virulentnom u odnosu na
O. novo-ulmi subsp. americana. Ove podvrste razlikuju se obzirom na morfologiju peritecija te
pokazuju odredenu razliku u morfologiji kulture (Brasier 1986, Brasier i Kirk 2001), no
pouzdaniji naCin za determinaciju podvrsta zasniva se na primjeni molekularnih metoda
(Hoegger i sur. 1996, Konrad i sur. 2002, Solla i sur, 2008, Brasier i Kirk 2010). Uslijed
postojanja reproduktivne barijere, hibridizacija izmedu vrsta O. ulmi i O. novo-ulmi vrlo je
rijetka, a nastali hibridi slabo su virulentni i brzo se gube u populaciji (Brasier i sur. 1998). Za
razliku od toga, izmedu podvrsta O. novo-ulmi postoji samo djelomic¢na reproduktivna barijera,
a prisutnost fertilnih hibrida ovih vrsta dokazana je u prirodi (Konrad i sur. 2002, Santini 1 sur.

2005, Solla i sur. 2008, Brasier i Kirk 2010).

Pojava bolesti u Hrvatskoj zabiljeZzena je 1929. godine i od tada uzrokuje susSenje brijesta,

osobito nizinskog (Skori¢ 1943, Spai¢ 1955, Glavas 1999). Analiza uzoraka s nekoliko
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lokaliteta u Hrvatskoj pokazala je da su osamdesetih godina na podrucju Hrvatske bile prisutne
1 O. ulmi i obje podvrste O. novo-ulmi (Brasier i Kirk 2001). Noviji podaci o uzro¢nicima
holandske bolesti brijesta u Hrvatskoj nisu dostupni, iako je uocena aktivnost potkornjaka te

suSenje brijesta u hrvatskim Sumama (Hrasovec 2013).

1.8. Ciljevi istraZivanja

Vise od 40 godina poznato je da bolest Zu¢enja brijesta uzrokuju fitoplazme, a uzro¢nik ove
bolesti, fitoplazma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, formalno je opisan prije 10 godina (Lee 1
sur. 2004b), no u Hrvatskoj prisutnost ovog znacajnog patogena brijesta nije do sada
istrazivana. Pretpostavka o prisutnosti i genskoj raznolikosti fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma
ulmi’ u Hrvatskoj zasniva se na prethodnim istrazivanjima koja su pokazala da je ovaj patogen
Siroko rasprostranjen i geneticki raznolik u Europi te prisutan u podrucjima geografski
susjednim Hrvatskoj (Jovi¢ i sur. 2008, 2011). Medutim, ne moze se iskljuciti ni prisustvo
drugih fitoplazmi koji mogu zarazavati brijest. Osim toga, dosadasnja istrazivanja pokazala su
da je propadanje brijesta u Hrvatskoj povezano s holandskom bolesti brijesta koju uzrokuju
gljive Ophiostoma ulmi 1 O. novo-ulmi (Glavas 1999, Hrasovec 2013). Poznato je da je
virulentnija vrsta, O. novo-ulmi, osamdesetih godina proslog stolje¢a ve¢ bila prisutna u
Hrvatskoj (Brasier i Kirk 2001). Moze se pretpostaviti da je virulentniji patogen, vrsta O. novo-
ulmi, do sad u potpunosti zamijenio manje virulentnog uzro¢nika holandske bolesti, vrstu O.
ulmi, obzirom da je slicna situacija zapaZena na do sad istrazenim podruc¢jima u Europi (Brasier
1 Buck 2001). Uz pretpostavku da su fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i gljive koje uzrokuju
holandsku bolest prisutne na istom podrucju, postoji moguénost detekcije mijeSane zaraze ovim

patogenima.
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Obzirom na navedeno postavljeni su slijedeci ciljevi istrazivanja:

1. Utvrditi prisutnost i zastupljenost fitoplazmoze brijesta te identificirati fitoplazme koje
uzrokuju fitoplazmoze brijesta u triju vrsta brijesta, nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu

latissimo), gorskog (U. glabra Huds.) 1 brijesta veza (U. laevis Pall.) u Hrvatskoj

2. Molekularno karakterizirati izolate fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ koji zarazavaju
brijest u Hrvatskoj na temelju analize sekvence gena za 16S rRNA, gena rpl22 i rps3
koji kodiraju ribosomke proteine L22 i S3, gena secY koji kodira komponentu Sec

proteinskog translokacijskog sustava te gena map koji kodira metionin aminopeptidazu

3. Utvrditi filogenetske odnose 1 medusobnu srodnost izolata fitoplazme “Ca.
Phytoplasma ulmi’ s podrucja Hrvatske te srodnost s prethodno opisanim izolatima ove

vrste fitoplazmi

4. Utvrditi prisutnost i zastupljenost holandske bolesti brijesta te identificirati uzro¢nika
ove bolesti u triju vrsta brijesta, nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu latissimo), gorskog

(U. glabra Huds.) i brijesta veza (U. laevis Pall.) u Hrvatskoj

5. Utvrditi ucestalost mijeSane zaraze fitoplazmama i fitopatogenim gljivama koje
uzrokuju holandsku bolest brijesta te procijeniti utjecaj ovih razli¢itih patogena na

populacije brijesta u Hrvatskoj

26



Materijali i metode
2. Materijali i metode

2.1. Uzorci brijesta

Tijekom lipnja i srpnja 2012. godine uzorkovana su stabla nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu
latissimo), gorskog (U. glabra Huds.) 1 brijesta veza (U. laevis Pall.) na Sest lokaliteta na
podrucju Hrvatske: Donji Miholjac, Nova Kapela, Purdevacka Bilogora, Kalnik, Jastrabarsko
i Cetina (Slika 4). Sa svakog stabla prikupljeni su listovi koji su koriSteni u istrazivanju
fitoplazmi te grancice promjera 1 — 2 cm koje su koriStene za izolaciju uzro¢nika holandske
bolesti brijesta. Ukupno je uzorkovano 139 stabala brijesta, od toga 79 stabala brijesta veza (10
na lokalitetu Nova Kapela, 18 na lokalitetu Donji Miholjac, 15 na lokalitetu Purdevacka
Bilogora, 16 na lokalitetu Jastrebarsko 1 20 na lokalitetu Cetina), 37 stabala nizinskog brijesta
(13 na lokalitetu Nova Kapela, 2 na lokalitetu Donji Miholjac, 10 na lokalitetu Purdevacka
Bilogora, 9 na lokalitetu Jastrebarsko 1 3 na lokalitetu Cetina) i 23 stabla gorskog brijesta

(prikupljeni na lokalitetu Kalnik).

Za svako uzorkovano stablo zabiljezena je pojave slijede¢ih simptoma: Zuéenje, susenje i
opadanje listova, pojava vjesti¢jih metli, promjena boje ksilema (Slika 5) i1 suSenje stabla.
Obzirom da nije uvijek moguce procijeniti jesu li simptomi na listovima povezni s jednim od
istrazivanih patogena (Kirisits 2013) te kako bi se mogao usporediti utjecaj razli¢itih patogena
na pojedine vrste brijesta, procijenjen je intenzitet opazenih simptoma na listovima (zuéenja
1/ili susenja i/ili opadanja listova) te je svakom uzorkovanom stablu dodijeljena jedna od pet
kategorija intenziteta simptoma: 0 — nema simptoma na listovima; 1 — do 10% krosnje
zahvaceno simptomima; 2 — do 50% kroSnje zahvaceno simptomima; 3 — do 75% kroSnje
zahvaceno simptomima; 4 — preko 90% kroSnje zahvaceno simptomima. Odabrani primjeri
uzorkovanih stabala prikazani su na Slici 6. Ukoliko su na stablu opaZeni simptomi koji bi
ukazivali na fitoplazmozu i/ili holandsku bolest, uzorci (pet listova i tri grancice) su uzeti s
dijela krosnje gdje su simptomi bili vidljivi pri ¢emu su uzeti samo simptomaticni listovi i
granice koji su jo$ uvijek Zivi, ali ne i potpuno suhi listovi ili potpuno suhe grancice. Ukoliko
na stablu nisu uo¢eni simptomi, uzorci (pet listova i tri grancice) su uzeti nasumicno s razli¢itih
dijelova krosnje. Nakon $to su uzorci doneseni u laboratorij izrezani su glavna zila i peteljka
listova i pohranjeni na -20°C do daljnje analize, a gran¢ice su ¢uvane na 4°C do izolacije

uzro¢nika holandske bolesti brijesta.

27



Materijali i metode

SREUA

BOSNAI
HERCEGOVINA

1 — Donji Miholjac
2 —Nova Kapela

3 — Purdevacka Bilogora
4 — Kalnik

5 — Jastrebarsko

6 — Cetina

Slika 4. Lokaliteti na podrucju Hrvatske na kojima su prikupljeni uzorci brijesta.

Slika 5. Prikaz grancica brijesta na kojima nisu vidljivi simptomi holandske bolesti brijesta (a i
d) i grancica na kojima je vidljivo tamno obojenje ksilema (oznaceno strelicom) koje ukazuje

na holandsku bolest brijesta (b, ¢, e 1 f).
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Slika 6. Uzorkovano stablo nizinskog brijesta intenziteta simptoma 4 (a), dio uzorkovanog
stabla gorskog brijesta koji pokazuje simptome zucenja i susenja listova (b), uzorkovani listovi

stabla brijesta veza sa simptomima Zucéenja (c).

2.2. Izolacija i identifikacija uzro¢nika holandske bolesti brijesta

2.2.1. Izolacija i odrZavanje izolata

Gljiva koja uzrokuje holandsku bolesti brijesta izolirana je iz uzoraka grancica, najvise tjedan
dana nakon prikupljanja. Za izolaciju je koristena kruta MEA podloga (Malt Extract Agar,
Biolife) priredena prema uputama proizvodaca: 35,6 g praSkaste podloge pomijesano je s 1000
mL destilirane vode, smjesa je zagrijana do vrenja, sterilizirana autoklaviranjem 15 minuta pri
120°C 1 zatim razlivena u sterilne plasticne Petrijeve zdjelice promjera 90 mm. Tako

pripremljena podloga potpunim hladenjem prelazi u kruto stanje.
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Izolacija uzro¢nika holandske bolesti brijesta radena je prema Brasier (1981), bez dodatka
antibiotika u podlogu. Prikupljene grancice brijesta su povrSinski dezinficirane 70%-tnim
etanolom, kora je oguljena te su pomocu skalpela izrezani komadi¢i ksilema (veli¢ine oko 1
cm) 1 stavljeni na krutu MEA podlogu. Komadi¢i ksilema na MEA podlozi inkubirani su na
sobnoj temperaturi u mraku i svakodnevno vizualno analizirani. Ukoliko je uzorak bio zaraZen,
micelij gljive bi nakon nekoliko dana prorastao podlogu (Slika 7), ali bi se Cesto razvili i drugi
mikroorganizmi. Cista kultura gljive dobivena je na na¢in da je izrezan komadi¢ podloge s
micelijem sa poc€etne podloge te prenesen na novu MEA podlogu. Nakon prorastanja micelija
na novoj podlozi, precjepljivanje je ponovljeno na isti nacin. Ponekad je bilo potrebno

precjepljivanje ponoviti viSe puta kako bi se kultura u potpunosti procistila.

Za odrzavanje Ciste kulture gljive koriStena je ista hranjiva podloga koja je koriStena za
izolaciju. Svjeza kultura gljive u laboratoriju je odrzavana kontinuiranim precjepljivanjem
svaka tri tjedna. Za duZe Cuvanje izolata gljive, koriStena je 22%-tna otopina glicerola
sterilizirana autoklaviranjem. Nakon prorastanja i sporulacije izolata, izrezani su mali komadi¢i
podloge s micelijem i nekoliko komadica stavljeno je u mikroepruvetu sa sterilnom 22%-tnom

otopinom glicerola. Ovako priredeni uzorci pohranjeni su na -20°C.

Razlijevanje podloge, precjepljivanje izolata te priprema uzoraka za duze cuvanje radena je u

laminaru kako bi se izbjegla zagadenja.

Slika 7. Prorastanje izolata gljive iz zaraZenih komadic¢a grancica na krutoj MEA podlozi (a).

Na uvecanom prikazu (b i c) vidljivo je stvaranje nespolnih spora.
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2.2.2. Identifikacija uzroc¢nika holandske bolesti brijesta

Kako bi se odredilo pripada li izolirana gljiva vrsti Ophiostoma ulmi ili O. novo-ulmi, analiziran
je rast pri 20°C i 33°C te morfologija kulture pri 20°C. Izolate O. ulmi karakterizira sporiji rast
pri temperaturi 20°C koji se krec¢e u rasponu od 2,0 — 3,1 mm/danu, dok rast pri 33°C iznosi 1,1
— 2,8 mm/danu. Izolate O. novo-ulmi karakterizira brzi rast na 20°C koji iznosi 3,1 — 4,8
mm/danu, a pri 33°C rast je vrlo spor i krec¢e se u rasponu od 0 — 0,5 mm/danu. S obzirom na
morfologiju kulture izolate O. ulmi karakterizira glatka, voStana konzistencija micelija ili
produciraju vrlo malo nediferenciranog zra¢nog micelija, a dnevne zone raste slabo su vidljive,
dok izolati O. novo-ulmi razvijaju zra¢ni micelij (eng. fibrous-striate appearence, a petaloid

pattern) s uocljivim dnevnim zonama rasta (Brasier 1981, 1991).

Rast kulture pri 20°C odredivan je tako da je izrezan komadi¢ MEA podloge s micelijem
dimenzije 2x2 mm, stavljen na sredinu nove MEA podloge i inkubiran u mraku pri 20°C. Rast
kulture mjeren je nakon 2 dana i ponovno nakon 7 dana rasta u mraku na nacin da je mjeren
promjer dva puta pod kutom od 90°. Nakon toga Petrijeve zdjelice prenesene su na dnevno
svijetlo te inkubirane pri 20 - 25°C tijekom 10 dana kako bi se odredila morfologija kulture.
Rast kulture pri 33°C odredivan je na isti nacin kao i pri 20°C, osim $§to je vremenski raspon
izmedu prvog i drugog mjerenja promjera kulture iznosio 10 dana. Brzina rasta izraZzena u

mm/danu izraCunata je prema formuli:

D2 - D1/2 x (T2 — T1) = brzina rasta

gdje su D1 i D2 vrijednosti izmjerenog promjera kolonije (srednja vrijednost dva mjerenja pod
kutom od 90°) prilikom prvog i drugog mjerenja, a T1 1 T2 vrijeme kada su vrSena mjerenja (2.
1 7. dana pri 20°C odnosno 2. i 12. dan pri 33°C) (Brasier 1981, Brasier i Webber 1987). Za

svaki izolat opisano mjerenje rasta ponovljeno je tri puta.
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2.3. Detekcija, identifikacija i karakterizacija izolata fitoplazmi

2.3.1. Izolacija ukupne DNA

Ukupna DNA izolirana je iz izrezanih Zila prikupljenih listova brijesta pomocu trziSnog paket
OmniPrep for Plant (G-Bioscience) u skladu s uputama proizvodaca, uz manje prilagodbe.
Odvagano je 50 — 70 mg tkiva i usitnjeno pomocu sterilnog, ohladenog tarionika i tuc¢ka uz
dodatak tekuceg dusSika. Usitnjeno tkivo je prebaceno u mikroepruvetu volumena 2 ml u koju
je dodano 500 pl pufera za lizu (Genomic Lysis Buffer) i 5 ul proteinaze K. Smjesa je
promuckana rukom i inkubirana 60 minuta na 60°C uz povremeno mijeSanje. Nakon hladenja
na sobnu temperaturu dodano je 250 ul kloroforma, snazno promuckano rukom te
centrifugirano 15 minuta pri 14000xg na sobnoj temperaturi. Supernatant je pazljivo prebacen
u novu mikroepruvetu. Dodano je 50 pl otopine za odvajanje komponenti (DNA Stripping
Solution), promijeSano okretanjem nekoliko puta i zatim inkubirano 10 minuta na 60°C. Nakon
toga dodano je 100 pl otopine za precipitaciju (Precipitation Solution) te snazno mijeSano na
vrtloznoj mjesalici. Ukoliko se u pojedinom uzorku nije stvorio talog, dodavano je po 50 ul
otopine za precipitaciju (Precipitation Solution) sve dok se nakon mijeSanja talog ne bi pojavio.
Nakon pojave bijelog taloga, uzorci su inkubirani na ledu 15 minuta te centrifugirani pri
14000xg 10 minuta na sobnoj temperaturi. Supernatant je pazljivo prebaen u novu
mikroepruvetu te je dodano 500 pl izopropanola, promijeSano okretanjem nekoliko puta i
centrifugirano 5 minuta pri 14000xg na sobnoj temperaturi kako bi se DNA istalozila. Nakon
centrifugiranja supernatant je pazljivo dekantiran i bacen, a u mikroepruvetu je dodano 700 ul
70%-tnog etanola kako bi se talog isprao. Uzorci su centrifugirani 5 minuta pri 14000xg na
4°C. Supernatant je ponovo bacen, a talog ostavljen da se osusi na zraku kako bi etanol ishlapio.
Nakon susenja talog je otopljen u 70 ul sterilne deionizirane vode. Uzorci nukleinskih kiselina

cuvani su na 4°C krace vrijeme, a za duzu pohranu uzorci su ¢uvani u hladnjaku na -20°C.

2.3.2. Odredivanje koncentracije i ¢isto¢e DNA

Masena koncentracija ukupne DNA odredena je spektrofotometrijski, mjerenjem apsorbancije
uzorka na valnoj duljini 260 nm pomocu instrumenta NanoDrop 2000c¢ (Termo Fisher
Scientific, SAD). Koncentracija je mjerena u 2 ul pri ¢emu je sterilna deionizirana voda

koristena kao slijepa proba. Vrijednosti koncentracije su izrazene u jedinicama ng/pl. Cisto¢a
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uzorka odredena je na temelju omjera apsorbancije pri 260 nm i 280 nm (A260/A280). Pri valnoj
duljini 280 nm najveca je apsorbancija proteina, stoga omjer Azso/A280 ukazuje na zaostale

proteine u uzorku. Cista DNA ima omjer A2eo/a2s0 koji iznosi 1,8 — 2.

2.3.3. Umnozavanje fitoplazmatskih gena ugnijeZdenom lan¢anom reakcijom
polimerazom

Obzirom da je udio fitoplazmatske DNA relativno mali u uzorku ukupne DNA izolirane iz
zarazenog biljnog tkiva, za umnozavanje analiziranih genskih lokusa primijenjena je metoda

ugnijezdene lancane reakcije polimerazom (Nested PCR).

Pri tome su korisSteni GoTaq Flexi DNA polimeraza i smjesa deoksiribonukleozid-trifosfata
(ANTP) tvrtke Promega (SAD) te pocetnice koje je sintetizirala tvrtka Invitrogen (Life

Technologies, SAD). Nukleotidne sekvence koristenih pocetnica navedene su u Tablici 2.

Tablica 2. Nukleotidne sekvence pocetnica koriStenih za umnoZzavanje fitoplazmatskih gena

Genski lokus Naziv pocetnice Nukleotidni sekvenca 5" — 3~
P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT
PI1A AACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC
16S rDNA
P7A CCTTCATCGGCTCTTAGTGC
R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG
p(V)F 1 TCGCGGTCATGCAAAAGGCG
. pR 1 ACGATATTTAGTTCTTTTITGG
rpl22 i rps3
p(V)F1A AGGCGATAAAAAAGTTTCAAAA
p(V)RIA GGCATTAACATAATATATTATG
FDOf GAATTAGAACTGTTTGAAGACG
FDOr TTTGCTTTCATATCTTGTATCG
secY FD9f2 GCTAAAGGTGATTTAAC
FDOf3 GGTAGTTTTATATGACAAG
FD9r2 GACTAGTCCCGCCAAAAG
FDOf5 CAAAAAATTACTTTTGGCGGGAC
MAPr1 TGCTCAAAATGAGCGCTTAAAC
secY-map
FDof6 GTCGCTTTAGAATCGACACA
MAPr2 TCGGAAGTAACAGCAGTCCA
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Za umnozavanje gena za 16S rRNA koristene su univerzalne pocetnice pomocu kojih je bilo
moguce detektirati razli¢ite fitoplazme, dok su za umnozavanje ostalih genskih lokusa koristene
pocetnice specificne za 16SrV skupinu kojoj pripada fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. U
svakoj direktnoj 1 ugnijezdenoj PCR reakciji kao pozitivna kontrola koriSteni su standardni
sojevi fitoplazmi EY-C (‘Ca. Phytoplasma ulmi’; 16SrV-A); HYDB (‘Ca. Phytoplasma
asteris’; 16SrI-B) i SA-1 (‘Ca. Phytoplasma solani’; 16SrXII-A) uzgajani u kulturi tkiva biljke
Catharantus roseus te FD70 1 FD92 (Flavescence dorée; 16SrV-C i 16SrV-D) koje je ustupila
doc.dr.sc. Martina Seruga Musi¢ (PMF, Zagreb), a kao negativna kontrola koristeno je zdravo

biljno tkivo i sterilna destilirana voda.

2.3.3.1. UmnoZavanje gena za 16S rRNA

U direktnoj PCR reakciji pomocu para pocetnica P1/P7 (Deng i Hiruki 1991, Schneider i sur.
1995) umnozen je odsjecak veli¢ine oko 1,83 kb koji obuhvaca gen za 16S rRNA, integensko
podrucje izmedu 16S 1 23S rRNA te 3" kraj 23S rRNA. Reakcijska smjesa sadrzavala je 1xPCR
pufer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,2 uM svake pocetnice, 0,625 U GoTaq polimeraze i
20 ng DNA kalupa u ukupnom volumenu 25 pl. Uvjeti reakcije prikazani su u Tablici 3.

U ugnijezdenoj PCR reakciji kao kalup koristeno je 0,5 pl produkta dobivenog direktnom PCR
reakcijom. Za umnozavanje su koriStena dva para pocetnica u dvije odvojene reakcije. Pomocu
pocetnica P1A/P7A (Lee 1 sur. 2004a) umnozen je odsjecak veli¢ine oko 1,8 kb. Reakcijska
smjesa je sadrzavala 1xPCR pufer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,4 uM svake pocetnice, 1
U GoTaq Polimeraze u ukupnom volumenu 25 pl. Uvjeti reakcije navedeni su u Tablici 3.
Pomocu pocetnica R16F2n/R2 (Lee i sur. 1993, Gundersen i Lee 1996) umnozZena je djelomi¢na
sekvenca 16S rRNA gena veli¢ine oko 1,2 kb. Reakcijska smjesa sadrzavala je 1XxPCR pufer,
1,5 mM MgCly, 200 uM dNTP, 0,2 uM svake pocetnice, 0,625 U GoTaq Polimeraze u ukupnom

volumenu 25 pl. Uvjeti reakcije navedeni su u Tablici 3.

Ukoliko je za neki uzorak reakcija bila negativna, odnosno nije doslo do umnozavanja
fitoplazmatskog gena za 16S rRNA, direktna i1 ugnijezdena PCR reakcija su ponovljene uz
jednake uvjete te na nacin da je u direktnoj PCR umjesto 20 ng kalupa koriSteno 10 ng i 50 ng

kako bi se rezultat provjerio te potvrdilo da taj uzorak nije zarazen fitoplazmama.
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Tablica 3. Uvjeti umnozavanja 16S rDNA lancanom reakcijom polimerazom.

Pocetnice Reakcijski koraci V{;{ﬁ:‘;e Tem?oecr;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 2 95
Denaturacija 1 95
P1iP7 35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 1 50
Produljivanje lanca 2 68
1 ciklus Zavr$no produljivanje lanca 10 68

Pocetnice Reakcijski koraci V{;{ﬁ:‘;e Tem?oecr;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 2 94
Denaturacija 1 94
P1AiP7A 35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 2 55
Produljivanje lanca 3 72
1 ciklus Zavr$no produljivanje lanca 7 72

Pocetnice Reakcijski koraci V{;{ﬁ:‘;e Tem?oecr;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 1 94
Denaturacija 1 94
R16F2n i R16R2 35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 2 50
Produljivanje lanca 3 72
1 ciklus Zavr$no produljivanje lanca 7 72

2.3.3.2. UmnoZavanje gena za ribosomske proteine

Dio operona koji kodira ribosomske proteine umnozen je u direktnoj PCR reakciji pomocu para
pocetnica rp(V)F1/rpR1 (Lim i Sears 1992, Lee i sur. 1998). Pri tome je koristeno 20 — 50 ng
DNA kalupa. U ugnijezdenoj PCR reakciji koriStene su pocetnice rp(V)F1A 1 rp(V)R1A (Lee
i sur. 2004b) kako bi se umnozio odsjecak velic¢ine oko 1,2 kb koji obuhvaca gene rp/22 i rps3
koji kodiraju ribosomske proteine L22 i S3. Kao kalup koristeno je 0,5 pl produkta direktne
reakcije. Reakcijska smjesa u obje reakcije sadrzavala je 1xPCR pufer, 1,5 mM MgCl,, 200 uM
dNTP, 0,4 uM svake pocetnice, 1,25 U GoTaq Polimeraze u ukupnom volumenu 25 pl.

Takoder, obje reakcije su se odvijale pri jednakim uvjetima koji su opisani u Tablici 4.
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Tablica 4. Uvjeti umnoZavanja gena za ribosomske proteine lan¢anom reakcijom polimerazom.

Reakcijski koraci V(rrirj;::;e Tem?oeé;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 2 94
Denaturacija 1 94
38 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 2 50
Produljivanje lanca 3 68
1 ciklus Zavrsno produljivanje lanca 10 68

2.3.3.3. UmnoZavanje gena secY

Gen secY umnoZen je parom pocetnica FD9f/r u direktnoj PCR reakciji (Daire i sur. 1997).
Pomoc¢u navedenih pocetnica umnozen je odsje¢ak duzine oko 1,4 kb. Ovaj odsje¢ak oznacen
kao FD9 genski lokus obuhvac¢a 3" kraj plO koji kodira ribosomski protein L15 te gen secY.
Reakcijska smjesa sadrzavala je 1xPCR pufer, 3,5 mM MgCl,, 250 uM dNTP, 0,25 uM svake
pocetnice, 1 U GoTaq Polimeraze u ukupnom volumenu 20 pl. Uvjeti reakcije prikazani su u
Tablici 5. Volumen od 0,5 pl produkta dobivenog u direktnoj reakciji koristen je kao kalup u
ugnijezdenoj PCR reakciji s dva para pocetnica FDIf2/r 1 FD9f3/r2 (Angelini i sur. 2001).
Ocekivana veli¢ina produkta ugnijezdene PCR reakcije je oko 1,2 odnosno 1,1 kb. Reakcijska
smjesa u obje reakcije sadrzavala je IxPCR pufer, 2,5 mM MgCl, 250 uM dNTP, 0,5 uM svake
pocetnice, 1 U GoTaq Polimeraze u ukupnom volumenu 25 pl. Uvjeti reakcija prikazani su u

Tablici 5.
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Tablica 5. Uvjeti umnozavanja gena secY lan¢anom reakcijom polimerazom.

Pocetnice Reakcijski koraci V{;{ﬁ:‘;e Tem?oecr;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 1:30 92
Denaturacija 0:30 92
FD9f i FD9r 35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 0:30 52
Produljivanje lanca 1:20 72
1 ciklus Zavrsno produljivanje lanca 10 72
Pocetnice Reakcijski koraci V{;{ﬁ:‘;e Tem?oecr;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 1:30 92
Denaturacija 0:30 92
FD9f2 i FD9r 35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 0:30 47
Produljivanje lanca 1:15 72
1 ciklus Zavrsno produljivanje lanca 10 72
Pocetnice Reakcijski koraci V{;{ﬁ:‘;e Tem?oecr;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 1:30 92
Denaturacija 0:30 92
FD913 i FD9r2 35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 0:30 48
Produljivanje lanca 1:15 72
1 ciklus Zavrsno produljivanje lanca 10 72

2.3.3.4. UmnoZavanje genskog lokusa secY-map

Za umnozavanje genskog lokusa secY-map u direktnoj PCR reakciji koristene su pocetnice
FD9f5 1 MAPr1 koje umnozavaju 3’kraj gena secY i ve¢i dio gena map (Arnaud i sur. 2007).
Ocekivana veli¢ina umnozenog produkta je 875 parova baza. Kao kalup koriSteno je 20 ng
ukupne DNA. U ugnijezdenoj reakciji pomocu pocetnica FD916 i MAPr2 (Arnaud i sur. 2007)
umnozen je odsjecak duzine oko 803 para baza, a kao kalup koriSteno je 0,5 pl produkta
direktne PCR reakcije. Reakcijska smjesa za obje sadrzavala je 1XPCR pufer, 2 mM MgCl,,
200 uM dNTP, 0,5 uM svake pocetnice, 1 U GoTaq Polimeraze u ukupnom volumenu 25 pl.

Uyvjeti reakcije prikazani su u Tablici 6.
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Tablica 6. Uvjeti umnozavanja genskog lokusa secY-map lanCanom reakcijom polimerazom.

Reakcijski koraci V(l;i];:l:r)le Tem?oeg;ltura
1 ciklus Pocetna denaturacija 1 92
Denaturacija 0:30 92
35 ciklusa  Sparivanje pocetnica i kalupa 0:30 55
Produljivanje lanca 1:30 66
1 ciklus Zavrsno produljivanje lanca 10 66

2.3.4. Horizontalna elektroforeza u agaroznom gelu

Produkti direktne i ugnijezdene lancane reakcije polimerazom za sve umnozavane genske
lokuse fitoplazmi analizirani su horizontalnom elektroforezom u 1%-tnom agaroznom gelu.
Agarozni gel je pripremljen otapanjem agaroze u 0,5 x TBE puferu (45 mM Tris-borat, 1
mM EDTA, pH 8,3). U jazice je nanoseno 5 pul PCR produkta pomijeSanog s 1 pl obojenog
pufera za nanosenje uzorka (koncentriranog 6x, kona¢na koncentracija 1x). Kao standard za
odredivanje duljine odsjecaka DNA koristen je GenRuler 1 kb DNA Ladder (Fermentas, Termo
Fisher Scientific, SAD). Elektroforeza se odvijala u kadici Wide Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-
Rad, SAD) u 0,5 x TBE puferu pri konstantnom naponu 100V tijekom 1h. Kako bi se PCR
produkti nakon elektroforeze mogli vizualizirati, u gel je dodana DNA boja Stain G (Serva
Electrophoresis GmbH, Njemacka). Za vizualizaciju PCR produkta koristen je GelVue UV
transiluminator (Singene, Synoptic Ltd., Velika Britanija).

wew 7

2.3.5. ProciS¢avanje produkata ugnijeZdene lan¢ane reakcije polimerazom

Za procis¢avanje produkata ugnijezdene lancane reakcije polimerazom umnozenih pomocu
pocetnica P1A/P7A, rp(V)F1A/R1A, FD9f2/r i FD9f6/MAPr2 koristen je GenElute PCR
Clean-up Kit (Sigma-Aldrich, SAD) prema uputama proizvodaca. U kolonu (GenElute plasmid
mini spin column) je dodano 0,5 ml otopine za pripremu kolone (Column Preparation Solution)
koja osigurava bolje vezivanje DNA na silica membranu i zatim centrifugirano 30 sekundi pri
12 000 x g. Jedan volumen PCR produkta pomijesan je s pet volumena otopine za vezivanje
(Binding Solution) te je smjesa prenijeta u pripremljenu kolonu. Nakon centrifugiranja tijekom

1 minute pri 14 000 x g eluat je bacen, a DNA koja je ostala vezana na membrani kolone isprana
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je dodatkom 0,5 mL otopine za ispiranje (Wash Solution) u koju je prethodno dodan etanol (4
volumena apsolutnog etanola na 1 volumen otopine za ispiranje). Uzorci su centrifugirani 1
minutu, a nakon $to je eluat bacen, centrifugiranje je ponovljeno pri 14 000 x g tijekom 2 minute
kako bi se otopina za ispiranje u potpunosti uklonila. Nakon toga, kolona je premjeStena u novu
mikroepruvetu te je u kolonu dodano 50 pl otopine za eluiranje (Elution Solution) i inkubirano
1 minutu na sobnoj temperaturi. Pro¢iS¢eni PCR produkti eluirani su centrifugiranjem 1 minutu

pri 14 000 x g te pohranjeni na -20°C.

2.3.6. Sekvenciranje fitoplazmatskih gena

Proc¢is¢eni PCR produkt volumena 5ul pomijeSan je s 5 ul pocetnice za sekvenciranje
koncentracije 5 pmol/ul te sekvenciran u Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska). Za sve
uzorke sekvenciranje je bilo dvosmjerno, pomoc¢u najmanje dvije pocetnice. Gen za 16S rRNA
umnozen parom pocetnica P1A/P7A je sekvenciran pocetnicama R16F2n i R16R2, a odabrani
uzorci (NK20 i KA2) dodatno su sekvencirani poc¢etnicama P1A i P7A. Gen secY umnoZen
parom pocetnica FD9f2/r je sekvenciran pocetnicama FD9f3 i FDOr2. Za sekvenciranje gena
za ribosomalne proteine te gena map koriStene su iste pocetnice koje su koriStene i za

umnozavanje navedenih gena.

Rezultati sekvenciranja dobiveni razli¢itim pocetnicama sravnjeni su u programu
DNADynamo. Na temelju sravnjenih sekvenci odredena je konsenzus sekvenca koja

predstavlja konacni nukleotidni slijed tog uzorka.

2.3.7. Analiza sekvenci i filogenetska analiza

Dobivene sekvence usporedene su sa sekvencama pohranjenim u banci gena (GenBank, NCBI)
primjenom algoritma BLAST (Basic Local Alignment Search Tool). Za visestruko sravnjivanje
nukleotidnih sekvenci te translatiranih sekvenci koriSten je program CLASTALW2
implementiran u program MEGAG6 (Tamura i sur. 2013). Pri viSestrukom sravnjivanju sekvenci
koristene su standardne postavke programa CLASTALW2 (gap opening penalty: 15,00; gap
extension penalty: 6,66). Po potrebi su sravnjene sekvence dodatno uredene pomocu programa

BioEdit (Hall 1999). Postotak identi¢nosti sekvenci uzimajuéi u obzir i postojanje delecija i
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insercija, izraCunavan je u programu BioEdit. Isti program koristen je i za odredivanje udjela

GC baznih parova te za translaciju dobivenih nukleotidnih sekvenci.

Za filogenetsku analizu primjenom metoda najvece Stedljivosti (Maximum Parsimony) i
najvece vjerojatnosti (Maximum likelihood) koristen je program MEGAG6 (Tamura i sur. 2013).
Pri rekonstrukciji filogenetskog stabla primjenom metode najvece Stedljivosti koristen je SPR
algoritam (Subtree-Pruning-Regrafting), a analiza je obuhvatila sve polozaje, ukljucujuéi i
praznine (gap) (opcija: use all sites). Najprikladniji model nukleotidne supstitucije pri
rekonstrukciji stabla primjenom metode najvece vjerojatnosti odreden je u programu MEGA6
na osnovu najmanje BIC vrijednosti (Bayesian Information Criterion). Za statisticku analizu

vjerodostojnosti grupiranja koristena je metoda samoucitavanja (Bootstrap) u 1000 ponavljanja.

Na opisani nacin filogenetska stabla rekonstruirana su na temelju svakog sekvenciranog gena.
Osim sekvenci dobivenih u ovom istrazivanju u filogenetsku analizu ukljucene su i sekvence
fitoplazmatskih gena preuzete iz banke gena (GenBank, NCBI) koje su prikazane u Tablici 7.
U filogenetskoj analizi gena za 16S rRNA koriStene su i sekvence vrsta Acholeplasma laidlawii
PG-8A (pristupni broj CP000896), Acholeplasma palmae J233 (pristupni broj L33734) i
Bacillus subtilis 168 (pristupni broj AL009126) takoder preuzete iz banke gena (GenBank,
NCBI).

Sekvence koristene za virtualnu RFLP analizu porezane su na duzinu od oko 1,2 kb u programu
BioEdit (Hall 1999). Za in silico cijepanje pomocu 17 restrikcijskih enzima (A/ul, BamHI, Bfal,
BstUI (Thal), Dral, EcoR1, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Msel (Sau3Al), Rsal, Sspl
1 Taql) te vizualizaciju virtualnih RFLP obrazaca koriSten je program pPDRAW?32 1.0 (Acaclone
software). Koeficijent sli¢nosti virtualnih RFLP obrazaca izmedu dvije sekvence (x i y)

izraCunat je prema formuli:
F=2x Ny /(Nx+Ny)

gdje su Nx 1 Ny ukupan broj DNA fragmenata dobiven cijepanje pomocu svih 17 prethodno
navedenih restrrikcijskih enzima za sekvencu x, odnosno sekvencu y, a Nyy je broj fragmenata
koji je zajednicki analiziranim sekvencama. Grani¢na vrijednost koeficijenta sli¢nosti za opis

nove podskupine fitoplazmi iznosi 0,97 (Wei i sur. 2007, 2008b, Zhao i sur. 2010).
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Tablica 7. Nukleotidne sekvence preuzete iz banke gena (GenBank, NCBI). Kosa crta (/)

oznacava da sekvence za pojedini genski lokus nisu poznate ili nisu koriStene u ovom

istrazivanju.
16Sr . Pristupni broj
Izolat skupina Porijeklo
p 16S rDNA  rpl22irps3 secY secY-map
Ulmus americana
%k -

EYI1 16S1V-A (' SAD AY197655  AY197675  AY197690 /

EY125* 16SrV-A f{;ﬁf mnor AY197656  AY197676 / /

EY626* 16SrV-A Ilt]z’fj’f minor AY197657  AY197677  AY197691 /

EY627* 16SrV-A I(t];'l‘;s minor AY197658  AY197678 / /

EYCZI 16SrV-A (C]i’s”lf; minor EU194021 EU116428 EU116429 /

EY24 SRB 16SrV-A gfggf minor HMO038460  HMO038464  HMO038470  HM038480

EY! SRB 16SrV-Al é’f{,’}f mmor HMO038455  EUS592500  HMO038465  HM038471

EY10 SRB 16SrV-Al gfg’;}f laevis HMO038457  EUS592501  HMO038467  HMO038474

EY18 SRB 16SrV-Al gfggf laevis HMO038457  HMO038462  HM038468  HMO038478

EY20 SRB 16SrV-Al gfg’%‘f laevis HMO038459  HMO038463  HMO038469  HMO038479

E04-D438 16Sry-A  Ulmus minor / / / AM384900
Francuska

E04-D714 l68ry-p  Ulmus glabra / / / AM384901
Francuska

JWB 16SrV-B i’izli{:h”””/ uba AY 197661 AY 197681 AY 197695 /

PY-In 16SrV-B ﬁ’é‘g’;‘s persica AY197660  AY197680  AY197694 /

CLY-5 16SrV-B Zﬁ:”s avium AY197659  AY197679  AY197693 /

ALY 16SrV-C file‘i‘jsagl”’inosa AY197646  AY197666  AY197684  AM384885

ALY882 16srv-c  Alnus glutinosa AY197642  AY197662  AY197692 /
Njemacka

ALY1068 16SrV-C fii:ﬁjsagl”””m AY197647  AY197667 / /

AI04-2-4 16sry-c  Alnus glutinosa / / / AM384884
Italija

HDI1 l6sry-c  Apocynum AY197654  AY197674  AY197687  AM3848902
cannabinum SAD

FD70 l6sry-c  Vitis vinifera AY 197643 AY197663 AY197686  AM238512
Francuska

V02-101 l6Srv-c  Vifis vinifera / / / AM384887
Francuska

V03-9-2 l6sry-c  Vitis vinifera / / / AM384888
Francuska

V04-11-19 l6Srv-c  Vifis vinifera / / / AM384889
Francuska

V04-11-01 l6sry-c  Vitis vinifera / / / AM384890
Francuska

PGY-A l6Srv-c  Vifis vinifera / / / AM384892
Njemacka
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Tablica 7. Nastavak

16Sr . Pristupni broj
Izolat . Porijeklo
skupina .
16S rDNA  rpl22irps3 secY secY-map

PGY-B l6Sry-c  Vitis vinifera / / / AM384893
Njemacka

VI04-C28 l6Sry-c Vs vinifera / / / AM384894
Italija

VI04-Toscanal l6Srv-c  Vitis vinifera / / / AM384895
Italija

V104-188-04 16SrV-C Vitis vinifera / / / AM384896
Italija

WJ1444-32 168rv-c  Abnus glutinosa / / / AM384897
Francuska

S104-S4 l6Srv-c Vs vinifera / / / AM384899
Italija

FD-C 16SrV-C K;’l’;:’”’f era AY197645  AY197665  AY197688 /

SpaWB229 16SrV-C iﬁﬁj ;’”’” Junceum AY197652  AY197672  AY197680 /

SpaWB251 16S1V-C iiij pum junceu AY197653  AY197673 / /
Parthenocissus

VC-F1 16SIV-C L ofolia SAD AF305198 / / /

FD-D 16SrV-D K;’l’lj;’”’f erd AY197644  AY197664  AY197685 /

V00-SP5 l6srv-p  Lilis vinifera / / / AM384886
Francuska

RuSR19 l6sry-p  Rubus caesius AY197651  AY197671 / /
Njemacka

RuS400 16StV-E ﬁ:ﬁ;‘;f ruticosus AY197649  AY197669 / /

RuS971 lesrv-p  Rubus idacus AY197650  AY197670 / /
Svicarska

RUS 16SrV-E ﬁ:ﬁ;{;] runicosus AY197648  AY197668  AY197696  AM384898

AY-WB leSiA e satva NC_007716 / NC_007716 /
Lycopersicon

BB 16St1-A e SAD AF222064 / / /

. Allium cepa

OnionD2 16St1-A SAD AY 180931 / / /

OY-M 16Sr1-B Chrysanthemum . 45303 / / /
coronarium
Oenothera hookeri

OAY 16Sr1-B SAD M30790 / / /

ELM-ZHY 16511-B gfﬁ;” parvifolia GU356333 / / /

ELM-TA 16Sr1-B gfr’:’a’” parvifolia GU356532 / / /

CPh 16Sr1-C Trifolium sativum AF222065 / / /
Kanada

KVE 16811-C Trifolium repens AY265217 / / /
Njemacka

PaWB 16St1-D Paulownia spp. AY265206 / / /
Tajvan
Vaccinium spp.

BBSI 16St1-E SAD AY525220 / / /
Vaccinium spp.

BBS3 16St1-E SAD AY265213 / / /

ACLR-AY l6Srlp  Lrunus aremeniaca - 5yoes)yy / / /
Njemacka
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Tablica 7. Nastavak

16Sr . Pristupni broj
Izolat skupina Porijeklo
p 16S rDNA  rpl22irps3 secY secY-map

CVB 16SrI-F Cicadellidae AY265212 / / /
Njemacka

STRAWB2 16SrI-K Fragaria x U96616 / / /
ananassa SAD

98UW166B 16S11-0 SG iyg"e max AF268405 / / /

. Populus nigra

Populus nigra 16SrI-P Hrvatska AF503568 / / /

CherLL 16S11-Q Prunus cerasus AY034089 / / /
Litva

COAHI0 16S11-S Solanum tuberosum ¢ 15, 4654 / / /
Meksiko

COAHI9 16St1-T Solanum tuberosum ¢ 19, 463q / / /
Meksiko

JALG 16StI-U Solanum tuberosum ) 465 / / /
Meksiko

SONI18 16St1-V Solanum tuberosum ¢ 1514647 / / /
Meksiko

PRU0382 16St1-W Prunus persica HQ450211 / / /
Kanada

STOL11 16SrXII-A Capsicum annuum AF248959 / / /
Srbija

Rus-PPT97 16SrX11-A Solanum tuberosum — p1y34 4096 / / /
Rusija

BN-Fc3 16SrXI11-A Vitis vinifera EU836647 / / /
Italija

BN-Op224 16SrXII-A Vitis vinifera EU836658 / / /
Italija

BN-Op123 16SIXII-A Vitis vinifera EU836657 / / /
Italija

BN-Mal98 16SrXII-A Vitis vinifera FJ409898 / / /
Italija

BN-Mal93 16SrXII-A Convolvulus FJ409897 / / /
arvensis Italija

134 04 16SrXII-A Vitis vinifera EU014780 / / /
Italija-Francuska

2005/02 16SrXII-A Zea mays DQ222972 / / /
Srbija

VK 16SrXII-A Vitis vinifera X76428 / / /
Njemacka

3-21-36 16SrXTI-A Trifolium repens EUS 14645 / / /
Ceska
Pisum sativum

G66 16SrXII-A Poliska JN887313 / / /

P1/P7- 16SrXII-A Convolvulus IN561702 / / /

Conv2/2010-Bg arvensis Bugarska
Vitis vinifera

125/10 16SrXII-A Srbija JQ730745 / / /

5043 16SrXII-A Solanum JX311953 / / /
lycopersicum Grcka
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16Sr ) Pristupni broj
Izolat skupina Porijeklo
p 16S rDNA  rpl22irps3 secY secY-map
Ca. P. australiense 16SEXII-B Vitis vif.1.ifera L76865 / / /
AUSGY Australija
Ca. P. australiense 16SrXII-B Fragaria x - AJ243045 / / /
SLY ananassa Australija
Ca. P. japonicum 16SrXIL-D Hydrangea spp. AB010425 / / /
JPH Japan
‘Ca. P. fragariae' Fragaria x ananassa
16SrXII-E ) DQ086423 / / /
StrawY Litva
‘Ca. P. trifolii’
Ca rifolii 16SIVI-A Solanum tuberosum AY 197682 / / GU004316
PWB Kanada
Ca. P. fraxini 16SrVII-A  Fraxinus americana AF092209 / / /
AshY1 SAD
Ca. P. mali 16SrX-A Malus Sp- NC 011047 / / /
AT Njemacka -

* izolati fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ analizirani pri opisu vrste (Lee i sur. 2004b)

2.3.8. Statisticka analiza

Za testiranje statistiCke znacajnosti opazenih razlika u ucestalosti zaraze pojedine vrste brijesta

istrazivanim patogenima koriSteni su Fisherov egzaktni test 1 ¥2 test, dok je za statisticku

analizu intenziteta simptoma koriSten Kruskal-Wallis test. Fisherov egzaktni test te Kruskal-

Wallis test 1 post hoc test provedeni su u programu STATISTICA 12 (Statsoft, Inc, Tulsa, SAD)

uz razinu znacajnosti 1%, dok je za y2 test koriSten program STATISTICA 12 i aplikacija In-

Silico Statistical Tools (Joosse i Hannemann, In-Silico Statistical Tools, [14.06.2014.]).
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3. Rezultati

3.1. Fitoplazmoze brijesta u Hrvatskoj

Zaraza fitoplazmama dokazana je umnozavanjem gena za 16S rRNA u 64 od ukupno 139
analiziranih uzoraka listova triju vrsta brijesta, nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu latissimo),
gorskog (U. glabra Huds.) 1 brijesta veza (U. laevis Pall.). Od toga je u 36 uzoraka bilo moguce
detektirati fitoplazme ve¢ u direktnoj PCR reakciji pocetnicama P1/P7. U ostalih 28 uzoraka je
prisutnost fitoplazmi dokazana tek ugnijezdenom PCR reakcijom pomocu parova pocetnica
R16F2n/R2 i P1A/P7A (Tablica 8). Analizom sekvenciranih odsjecaka gena za 16S rRNA te
usporedbom dobivenih sekvenci sa sekvencama pohranjenim u banci gena (GenBank, NCBI),
Sto je detaljno opisano u narednim poglavljima, utvrdeno je da detektirane fitoplazme pripadaju
trima vrstama, ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, ‘Ca. Phytoplasma asteris’ i ‘Ca. Phytoplasma
solani’. Vecina detektiranih fitoplazmi, 62 od 64, pripadala je vrsti ‘Ca. Phytoplasma ulmi’.
Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma asteris’ je detektirana u jednom uzorku nizinskog brijesta
prikupljenom na lokalitetu Nova Kapela, dok je u jedinom zarazenom stablu gorskog brijesta
detektirana fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma solani’ (Tablica 8).

Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ zarazavala je brijest vez i nizinski brijest, ali je broj
zarazenih stabala brijesta veza bio znacajno veci. Od ukupno 79 analiziranih uzoraka brijesta
veza, 59 je bilo zarazeno. Na lokalitetu Purdevacka Bilogora zaraza je dokazana u svim
analiziranim stablima ove vrste brijesta, dok je na ostalim lokalitetima najmanje polovina
analiziranih stabala brijesta veza bila zarazena ovom fitoplazmom. Nasuprot tome, od 37
analiziranih stabala nizinskog brijesta, samo 3 su bila zarazena fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma
ulmi’ (2 s lokaliteta BPurdevacka Bilogora te 1 s lokaliteta Jastrebarsko). Fisherov egzaktni test
pokazao je statisticku znaCajnost opazenih razlika u ucestalosti zaraze fitoplazmom ‘Ca.

Phytoplasma ulmi’ ovisno o vrsti brijesta (Tablica 9).
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Tablica 8. Rezultati detekcije 1 klasifikacije fitoplazmi umnozavanjem gena za 16S rRNA
pomocu para pocetnica P1/P7 u direktnoj lancanoj reakciji polimerazom i parova pocetnica
R16F2n/R2 i P1A/P7A u ugnijezdenoj lanCanoj reakciji polimerazom. Svi uzorci u kojima je
zaraza fitoplazmama utvrdena u direktnoj lanc¢anoj reakciji polimerazom, bili su ponovno

potvrdeni u ugnijezdenoj lancanoj reakciji polimerazom.

Broj UmnoZavanje gena za
Lokalitet ‘I.I:Sta analiziranih - 1§S rRNA —~ a2 -Ca.Phytoplasma’ vrsta
brijesta stabala Direktni Ugnijezdeni
PCR PCR
U. laevis 10 3 5 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Nova Kapela
U. minor 13 0 1 ‘Ca. Phytoplasma asteris’
U. laevis 18 6 14 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Donji Miholjac
U. minor 2 0 0 /
Purdevacka U. laevis 15 15 15 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Bilogora U. minor 10 0 2 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Kalnik U. glabra 23 0 1 ‘Ca. Phytoplasma solani’
U. laevis 16 10 13 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Jastrebarsko -
U. minor 9 0 1 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
U. laevis 20 2 12 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
Cetina
U. minor 3 0 0 /
U. laevis 79 36 59 ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
U minor 37 0 4 ‘Ca. Phytoplasma ulmli 1’
Ca. Phytoplasma asteris
Ukupno
U. glabra 23 0 1 ‘Ca. Phytoplasma solani’
139 36 64

Tablica 9. Prikaz kontingencijske tablice koriStene za Fisherov egzaktni test kako bi se testirala
statistiCka znacajnost postojanja razlike u uCestalosti zaraze razliCitih vrsta brijesta fitoplazmom

‘Candidatus Phytoplasma ulmi’.

U. laevis U. minor Ukupno

Broj stabala zaraZenih

‘Ca. Phytoplasma ulmi’ 59 3 62

Broj nezarazenih 20 34 54
stabala

Ukupno 79 37 116

Fisherov egzaktni test p < 0,001
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3.2. Uzroc¢nik holandske bolesti brijesta u Hrvatskoj

Holandska bolest brijesta dokazana je izolacijom uzro¢nika na krutoj MEA podlozi u 55 od 139
analiziranih uzoraka grancica triju vrsta brijesta, nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu latissimo),
gorskog (U. glabra Huds.) i brijesta veza (U. laevis Pall.). Rezultati testiranja rasta pri 20°C i
33°C ukazali su da je zarazu uzrokovala vrsta Ophiostoma novo-ulmi (Tablica 10). Rast vecine
izolata pri 20°C nalazio se u rasponu od 3,1 — 4,8 mm/danu, dok je rast pri 33°C bio u rasponu
od 0 — 0,5 mm/danu. Iznimka su jedan izolat s lokaliteta Kalnik te tri izolata s lokaliteta
Jastrebarsko €iji je rast pri 20°C bio manji od 3,1 mm/danu, no njihov rast pri 33°C nalazio se
u rasponu vrijednosti koja odgovara vrsti O. novo-ulmi. Takoder, dva izolata s lokaliteta Nova
Kapela pokazivali su ve¢i rast od 0,5 mm/danu, no rast pri 20°C odgovarao je vrsti O. novo-
ulmi. Na isti zaklju¢ak upucuje i analiza morfologije. Svi izolati razvijali su zra¢ni micelij s
dobro uocljivim dnevnim zonama rasta pri uzgoju na dnevnom svjetlu i temperaturi od priblizno
20°C, sto odgovara vrsti O. novo-ulmi (Slika 8 ).

Na lokalitetu Donji Miholjac nije utvrdena prisutnost holandske bolesti brijesta, dok je na
ostalim analiziranim lokalitetima bolest bila prisutna, iako je na lokalitetu Cetina samo jedno
stablo brijesta veza bilo zarazeno. Zaraza fitopatogenom gljivom O. novo-ulmi dokazana je u
svih analiziranih vrsta brijesta, no uCestalosti zaraze razlikovala se ovisno o vrsti brijesta, §to je
pokazao x2 test. UCestalost zaraze brijesta veza bila je manja u odnosu na nizinski brijest kao 1
u odnosu na gorski brijest, dok se ucestalost zaraze nizinskog i gorskog brijesta nije statisticki

znacajno razlikovala (Tablica 11).
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Slika 8. Morfologija odabranih izolata gljive Ophiostoma novo-ulmi s lokaliteta Nova Kapela
(a), Purdevacka Bilogora (b), Kalnik (c) i Jastrebarsko (d) nakon rasta u mraku 7 dana i zatim
na dnevnom svjetlu 10 dana pri temperaturi 20°C na krutoj MEA podlozi u Petrijevim

zdjelicama promjera 90 mm.
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Tablica 10. Rezultati izolacije 1 klasifikacije uzro¢nika holandske bolesti brijesta na temelju
mjerenja rasta pri 20°C 1 33°C. Vrijednosti rasta prikazane su kao srednja vrijednost +
standardna devijacija, a raspon od najmanje do najvece izmjerene vrijednosti prikazan je u
zagradi. Na lokalitetu Cetina se prikazana vrijednost brzine rasta pri 20°C 1 33° C odnosi samo

na jedan izolat pronaden na tom lokalitetu.

Broj Brzina rasta (mm/dan)
. Vrsta rac o Broj Uzro¢nik
Lokalitet .. analiziranih .
brijesta stabala izolata 20°C 33°C zaraze
. 3,59 +£ 0,37 0,20+0,13 .
N Kanel U. laevis 10 4 (323 - 4.00) (0.12 - 0.41) O. novo-ulmi
OYERAPER U. minor 13 10 3,75+0,35 0.32+0,28 O. novo-ulmi
’ (3,33-4,23) (0,08 - 0,88) )
.. U. laevis 18 0 / / /
Donji
Milipljac U. minor 2 0 / / /
. 3,59+ 0,31 0,19+ 0,08 .
Durdevatka U 1€ 15 3 (338-383) (012-0025)  O-novo-ulmi
Bilogora . 3,67+0,20 0,18+ 0,11 .
U. minor 10 8 (338 3.83) (0.12 - 0.25) O. novo-ulmi
. 3,63 +£ 0,40 0,15+0,07 .
Kalnik U. glabra 23 15 (3.03—437) (0,00 - 0,25) O. novo-ulmi
. 3,58 +£0,51 0,18+0,11 .
Jastrebarsko U. laevis 16 5 (3.02-442) (0,07 - 0,29) O. novo-ulmi
U. minor 9 9 3,58+ 0,51 0,18 +0,09 O. novo-ulmi
’ (2,77-3,95)  (0,00-0,29) ’
U. laevis 20 1 3,67 0,10 O. novo-ulmi
Cetina
U. minor 3 0 / / /
U. laevis 79 13 3,55+0,42 0,18+0,10 O. novo-ulmi
U. minor 37 27 3,56 +£0,39 0,23 +£0,20 O. novo-ulmi
Ukupno
U. glabra 23 15 3,69 + 0,40 0,15+ 0,07 O. novo-ulmi
139 55
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Tablica 11. Prikaz 2x3 kontingencijskih tablica koristenih za y* test kako bi se testirala

statisticka znaCajnost postojanja razlike u ucestalosti zaraze razliCitih vrsta brijesta
fitopatogenom gljivom Ophiostoma novo-ulmi.

U. laevis U. minor  U. glabra Ukupno

Broj stabala
zaraZenih gljivom 13

27 15 55
0. novo-ulmi
Broj nezaraZenih 66 10 8 84
stabala
Ukupno 79 37 23 139
2 2
% test x =41,24; p<0,001
U. laevis U. minor Ukupno
Bl‘(‘):] stabala zarazenlp 13 27 40
gljivom O. novo-ulmi
Broj nezarazenih stabala 66 10 76
Ukupno 79 37 116
1 test 1 =35,63; p <0,001
U. laevis U. glabra Ukupno
Bl‘(‘):] stabala zarazenlp 13 15 28
gljivom O. novo-ulmi
Broj nezarazenih stabala 66 8 74
Ukupno 79 23 102
1 test 1 =21,27; p <0,001
U. minor U. glabra Ukupno
Bl‘(‘):] stabala zarazenlp 27 15 4
gljivom O. novo-ulmi
Broj nezarazenih stabala 10 8 18
Ukupno 37 23 60
1 test 1 =041;p=0,5239
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3.3. Utjecaj fitoplazmi i gljive Ophiostoma novo-ulmi na brijest u Hrvatskoj i

ucestalost mijeSane zaraze

Udio simptomati¢nih stabala u ukupnom uzorku iznosio je 86,49% za nizinski brijest, 82,61%
za gorski te 46,84% za brijest vez, §to ukazuje na loSe zdravstveno stanje brijesta u Hrvatskoj.
Sva stabla zarazena gljivom O. novo-ulmi pokazivala su simptome zZucenja, suSenja i opadanja
listova. Takoder, u ovih stabala postojali su i unutarnjih simptomi, odnosno tamno obojenje
ksilema vidljivo na poprec¢nom prerezu grancice (Slika 5). Stabla u kojih zaraza gljivom O.
novo-ulmi nije dokazana imala su normalnu pigmentaciju ksilema. Zuéenje i opadanje listova
utvrdeno je 1 u 21 stabla brijesta veza zarazenog fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ te u 2
stabla nizinskog brijesta, od kojih je jedno bilo zarazeno vrstom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, a
drugo vrstom ‘Ca. Phytoplasma asteris’. lako se razvoj vjesti¢jih metli smatra karakteristiénim
simptomom fitoplazmoze nizinskog brijesta (Braun i Sinclair 1979, Macrone 1 sur. 1997),
pojava vjesti¢jih metli nije utvrdena u ovom istrazivanju. Osim za simptomati¢na stabla, zaraza
fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ dokazana je i za 32 stabla brijesta veza koja nisu

pokazivala vidljive simptome u trenutku uzorkovanja.

Pojava mijeSane zaraze, odnosno istovremene zaraze i fitoplazmama 1 gljivom O. novo-ulmi,
utvrdena je na lokalitetima Purdevacka Bilogora, Jastrebarsko 1 Kalnik u ukupno 9 uzoraka.
Uz gljivu O. novo-ulmi, mijeSanu zarazu 6 stabala brijesta veza te 2 stabala nizinskog brijesta
uzrokovala je fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, dok je u gorskog brijesta utvrdena vrsta ‘Ca.
Phytoplasma solani’. Sva stabla u kojih je postojala mijeSana zaraza pokazivala su simptome
na listovima kao i obojenost ksilema. Detaljan prikaz broja simptomati¢nih stabala, stabala
zarazenih fitoplazmama, stabala zarazenih gljivom O. novo-ulmi te stabala s mijeSanom

zarazom nalazi se u Tablici 12.

Intenzitet simptoma uzorkovanih stabala brijesta prikazan je u Tablici 6. Obzirom na mali broj
stabala nizinskog brijesta u kojih je utvrdena zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ te
mijeSana zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i gljivom O. novo-ulmi, ovi podaci nisu
ukljuceni u statisticku analizu simptoma. Osim toga, niti jedno stablo gorskog brijesta nije bilo
zarazeno fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ niti je postojala mijeSana zaraza fitoplazmom
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ 1 gljivom O. novo-ulmi u ove vrste brijesta. Statisticka analiza
intenziteta simptomatic¢nosti ovisno o vrsti patogena koji je uzrokovao zarazu i vrsti brijesta za
one kombinacije za koje je postojao dovoljan broj podataka, pokazala je da O. novo-ulmi

uzrokuje jednak intenzitet simptoma u svih vrsta brijesta, dok fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma
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ulmi’ u brijesta veza nije uzrokovala statisticki znacajnu simptomati¢nost u odnosu na
nezarazena stabla. Nadalje, mijeSana zaraza brijesta veza uzrokovala je jednak intenzitet

simptoma kao i zaraza uzrokovana samo gljivom O. novo-ulmi (Slika 9).

Tablica 12. Prikaz broja i udjela (%) simptomati¢nih stabala nizinskog (Ulmus minor Mill.
sensu latissimo), gorskog (U. glabra Huds.) i brijesta veza (U. laevis Pall.), broja stabala
zarazenih fitoplazmama, broja stabala zarazenih gljivom Ophiostoma novo-ulmi te broja stabala
u kojih je detektirana mijeSana zaraza. Navedeni broj stabala zarazenih fitoplazmama i stabala
zarazenih gljivom Ophiostoma novo-ulmi ne obuhvaca stabla s mijeSanom zarazom. Podaci za
broj stabala zarazenih fitoplazmama odnose se na vrstu ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, ukoliko nije
drugacije naznaceno. Za stabla zarazena fitoplazmama naveden je broj zarazenih stabala koja
su bila simptomati¢na (S) i1 broj zarazenih stabala u kojih nisu postojali vidljivi simptomi na
listovima (As). Sva stabla zarazena gljivom O. novo-ulmi bila su simptomati¢na, kao i sva stabla

s mijeSanom zarazom.

Omier Broj stabala zaraZenih  Broj stabala .
Vrsta simpto ni'a ticnih fitoplazmama zaraZenih B"O_J. svtabala S
Lokalitet - P . gljivom mijesanom
brijesta i uzorkovanih S A 0. novo- zarazom
stabala (%) s o
ulmi
U. laevis 8/10 (80%) 4 1 4 0
Nova Kapela
U. minor 13/13 (100%) 1* 0 10 0
Donji U. laevis 6/18 (33,33%) 6 8 0 0
Miholjac U. minor 02 0 0 0 0
Durdevatka U. laevis 8/15 (53,33%) 5 7 0 3
Bilogora U. minor  10/10 (100%) 1 0 7 1
Kalnik U. glabra  19/23 (82,61%) 0 0 14 [**
U. laevis 11/16 (68,75%) 5 5 2 3
Jastrebarsko
U. minor 9/9 (100%) 0 0 8 1
U. laevis 4/20 (20%) 1 11 1 0
Cetina
U. minor 0/3 0 0 0 0
U. laevis  37/79 (46,84%) 21 32 7 6
Ukupno U. minor 32/37 (86,49%) Ak 0 25 2
U. glabra  19/23 (82,61%) 0 0 14 [**

* zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’
** zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma solani’

*** jedno stablo zarazeno fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, a drugo fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’
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Tablica 13. ZabiljeZeni intenzitet simptoma nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu latissimo),
gorskog (U. glabra Huds.) 1 brijesta veza (U. laevis Pall.) ovisno o zarazi fitoplazmom
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ i gljivom Ophiostoma novo-ulmi. Intenzitet simptoma izrazen
je kao medijan i raspon od najmanjeg do najveceg intenziteta simptoma, osim za nizinski brijest
zarazen fitoplazmom ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ za koji je prikazan intenzitet simptoma
jednog stabla koje se nalazilo u toj skupini, te za mijeSanu zarazu nizinskog brijesta gdje je

prikazan intenzitet simptoma dvaju stabala iz te skupine.

Stabla Stabla
NezaraZena zaraZena zaraZena Mije$ana
stabla fitoplazmom gljivom zaraza
‘Ca. P. ulmi’ 0. novo-ulmi
Broj stabala 13 53 7 6
U. laevis —
Intenzitet simptoma 0(0-1) 0 (0-3) 3(1-4) 3(3-4)
Broj stabala 8 1 25 2
U. minor
Intenzitet simptoma 0(0-1) 5 3(1-4) 3i4
Broj stabala 8 0 15 0
U. glabra —
Intenzitet simptoma 0(0-1) / 3(1-4) /
KruskalWallis test: H (df 7, N = 135) = 96,447 p < 0,001
O Medijan b b b b
= [J25%-75%
T Min-Max
a
3 —_
€
3
é 2
I
i 4
0 - n - . .
1 2 3 4 5 8 7 8

Skupine stabala brijesta

Slika 9. Rezultati statisticke analize intenziteta simptoma primjenom Kruskal-Wallis i post hoc
testa. U analizu su ukljucene slijedece skupine: nezarazena stabla brijesta veza (1), nezarazena
stabla nizinskog brijesta (2), nezarazena stabla gorskog brijesta (3), stabla brijesta veza zarazena
fitoplazmom ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ (4), stabla brijesta veza zaraZena gljivom
Ophiostoma novo-ulmi (5), stabla nizinskog brijesta zarazena gljivom Ophiostoma novo-ulmi
(6), stabla gorskog brijesta zaraZzena gljivom Ophiostoma novo-ulmi (7), mijeSana zaraza
brijesta veza (8).
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3.4. Fitoplazma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ u Hrvatskoj

3.4.1. Varijabilnost sekvenciranih genskih lokusa

3.4.1.1. Varijabilnost gena za 16S rRNA

Djelomicna sekvenca gena za 16S rRNA umnozena je parom pocetnicama P1A i P7A te
dvosmjerno sekvencirana pomocu pocetnica R16F2n i RI16R2. Analizom dobivenih
kromatograma odredeni su nukleotidni sljedovi duzine 1187 parova baza koji predstavljaju
odsjecak gena za 16S rRNA fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ od polozaja 170 do
poloZzaja 1356 u odnosu na referentni izolat EY 1. Detaljnom analizom sekvenciranog odsjecka
odredena su dva 16S rRNA genotipa ove vrste fitoplazmi, oznacena kao 16S-1 1 16S-2, koja su
se medusobno razlikovala samo u jednom nukleotidu (supstitucija C u T na polozaju 405).
Sekvenca genotipa 16S-1 bila je u potpunosti identicna 16S rDNA sekvenci fitoplazmi koje
zarazavaju brijest na podrucju Srbije (izolati EY1 SRB, EY10 SRB, EY18 SRB i
EY20 SRB), dok je u odnosu na referentni izolat EY'1 utvrdeno 99,8% identi¢nosti. Sekvenca
genotipa 16S-2 nije bila u potpunosti identi¢na niti jednoj sekvenci pohranjenoj u banci gena
(GenBank, NCBI), a postotak identi¢nosti u odnosu na 16S rDNA izolata EY'1 iznosio je 99,7%.
Ukupno su postojala tri varijabilna mjesta u genotipova 16S-11 16S-2 u odnosu na EY'1. Jedno
varijabilno mjesto (polozaj 1100 u odnosu na sekvencu referentnog izolata EY1 gdje je doslo
do supstitucije T u C) nalazilo se unutar jedinstvene oligonukleotidne sekvence vrste ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ prikazane u Tablici 1. (Lee i sur. 2004b). Navedena promjena unutar
jedinstvene oligunukleotidne sekvence postojala je i u genotipa 16S-1 i u genotipa 16S-2, kao
1 u izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ porijeklom iz Srbije (izolati EY1 SRB, EY10 SRB,
EY18 SRB i EY20 SRB) i Ceske (izolat EYCZ1). Ova promjena uzrokuje pojavu dodatnog
restrikcijskog mjesta za enzim Bfal Sto je karakteristicno za podskupinu 16SrV-A1l koja
predstavlja restrikcijski podprofil 16SrV-A podskupine. Promjene u nukleotidnoj sekvenci
gena za 16S rRNA prikazane su u Tablici 14., a postotci identicnosti sekvenci nalaze se u
Tablici 15. Radi pojednostavljenja prikaza identi¢ne sekvence izolata iz Srbije predstavljene su
izolatom EY20 SRB. Sukladno sli¢nosti u nukleotidnom slijedu, analizirane sekvence
genotipova 16S-1 1 16S-2, kao i sekvenca referentnog izolata EY'1, imale su sli¢an sadrzaj G 1
C baznih parova koji je iznosio 45,58% za genotip 16S-1, 45,49% za genotip 16S-2 te 45,41%
zaEY1.
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Tablica 14. Nukleotidne promjene sekvenciranog odsjecka gena za 16S rRNA izolata
fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena
(GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 7. Polozaj promjena odreden je u odnosu na sekvencu
referentnog izolata EY 1. Tockice oznacCavaju identicne nukleotide. Crveno oznacena promjena
nalazi se unutar jedinstvene oligonukleotidne sekvence fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’

navedene u Tablici 1.

Nukleotidne promjene 16S rDNA
Oznaka

) 7 ) °

= 5§ § =
EY1 C C A T
EY626 C
EY24 SRB C .
EY20 SRB C C
EYCZ1 T C C
16S-1 . . C C
16S-2 . T C C

Tablica 15. Postotak identi¢nosti nukleotidnih sekvenci gena za 16S rRNA izolata fitoplazme

‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena (GenBank,

NCBI) nalaze se u Tablici 7.

Oznak = § g| g| S ; :/'q)
znakKka
Bl R R R T
= =
EY1 100
EY626 99,9 100

EY24_SRB | 99,9 | 100 | 100
EY20_SRB | 99,8 | 99,9 | 99,9 | 100

EYCZ1 99,4 1994 | 994 | 99,5 | 100
16S-1 99,8 99,9 | 99,9 | 100 | 99,5 | 100
16S-2 99,7 1 99,8 99,8 |999 |994 | 999 | 100
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3.4.1.2. Varijabilnost gena za ribosomske proteine

Produkt ugnijezdene PCR reakcije umnozen pocetnicama rp(V)F1 i rpR1 je sekvenciran
pomocu istih pocetnica koje su koriStene za umnozavanje te je odredena nukleotidna sekvenca
dijela operona ribosomskih proteina duzine 1069 parova baza koja ukljucuje djelomi¢nu
sekvencu gena rpl22 i cijelu sekvencu gena rps3. Analizom dobivenih sekvenci odredeno je 5
razli¢itih genotipova, oznacenih kao rp-1 do rp-5. Detektirani genotipovi medusobno su se
razlikovali u jednom do tri nukleotida te je postotak identicnosti sekvence bio u rasponu od
99,7% do 99,9%. Sekvenca genotipa rp-1 bila je najsli¢nija sekvenci EY1 (postotak identi¢nosti
sekvence iznosio je 99,4%) te identicna sekvenci gena za ribosomske proteine izolata ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ s podruc¢ja Srbije (izolati EY1 SRB, EY10 SRB, EYI18 SRB i
EY20 SRB). U usporedbi sa sekvencom referentnog izolata EY'1, ukupno je postojalo 10
varijabilnih mjesta u genotipova ribosomskih proteina pronadenih u ovom istrazivanju. Tri
varijabilna mjesta nalazila su se u podrucju gena rpl/22, a preostalih 7 u podrucju gena rps3.
Cetiri varijabilna mjesta, jedno u podru¢ju gena rpl22 i tri u podruéju gena rps3, nalazila su se
unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci gena za ribosomske proteine fitoplazme ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ prikazanih u Tablici 1 (Lee 1 sur. 2004b). Sve promjene nukleotidne
sekvence gena za ribosomske proteine rpl22 1 rps3 prikazane su u Tablici 16., a postotci
identi¢nosti sekvenci prikazani su u Tablici 17. Radi pojednostavljenja prikaza identicne
sekvence izolata iz Srbije predstavljene su izolatom EY20 SRB. Sadrzaj G i C baznih parova
sekvenci detektiranih genotipova ribosomskih proteina iznosio je od 25,35% do 25,63%, a
sli¢an sadrzaj, 25,16%, utvrden je 1 za sekvencu referentnog izolata EY 1.

Usporedbom translatiranih sekvenci dijela operona za ribosomske proteine utvrdeno je da
vec¢ina nukleotidnih promjena ne uzrokuje promjenu aminokiseline (sinonimne promjene). U
podrucju gena rpl22 samo je jedna promjena u genotipa rp-5 bila nesinonimna, dok su u
podrucju gena rps3 postojale dvije nesinonimne promjene u genotipova rp-1, rp-2 i rp-3 te tri u
genotipova rp-4 i rp-5 uslijed kojih je doslo do promjene aminokiseline u translatiranoj sekvenci
(Slika 10). Prema tome, fitoplazme rp-1, rp-2 i rp-3 genotipa ribosomskih proteina medusobno
se ne razlikuju obzirom na translatiranu sekvencu gena rp/22 i rps3. Takoder, u translatiranoj
sekvenci gena rpl22 nije bilo razlike izmedu genotipova rp-1, rp-2 1 rp-3 i genotipa rp-4, no
genotip rp-4 razlikovao se obzirom na genotipove rp-1, rp-2 i rp-3 u translatiranoj sekvenci
gena rps3. Genotip rp-5 razlikovao se obzirom na translatiranu sekvencu oba gena za
ribosomske proteine u usporedbi s genotipovima rp-1, rp-2 i rp-3, dok se u odnosu na rp-4

razlikovao samo obzirom na translatiranu sekvencu gena rp/22.
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Tablica 16. Nukleotidne promjene gena za ribosomske proteine rp/22 i rps3 izolata fitoplazme
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena (GenBank,
NCBI) nalaze se u Tablici 7. Polozaj promjena odreden je u odnosu na sekvencu referentnog
izolata EY1. Tockice oznacavaju identi¢ne nukleotide. Crveno oznacene promjene nalaze se
unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ navedenih

u Tablici 1, a zvjezdica (*) oznaCava polozaj nesinonimnih promjena.

Nukleotidne promjene
rpl22 rps3
Oznaka .
4 8 3 38 B AT L S ==
EY1 T C G T T T T T G A T A A T
EY626 C G
EY24 SRB . . . . .
EY20 SRB T C c . C G . G
EYCZ1 . . cC A C G C G
rp-1 T C C C G G
rp-2 T C C C G G G
rp-3 T c |[c c c . G G
rp-4 T . C C C T G G
rp-5 T T C C C T G G

Tablica 17. Postotak identi¢nosti nukleotidnih sekvenci analiziranog dijela operona za
ribosomske proteine izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama

preuzetim iz banke gena (GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 7.

2| 2
Oznaka < :I :| S|
ol I I O O~ O O O 2 O A
2| 2| &2 | & |&| ||| e]|e
EY1 100
EY626 99,8 | 100
EY24 SRB | 100 | 998 | 100
EY20_SRB 99,4 | 99,2 | 994 | 100
EYCZ1 994 1 99,2 | 994 | 99,6 | 100
rp-l 99.4 | 99,2 | 994 | 100 99,6 | 100
rp-Z 99,3 |1 99,1 | 99,3 | 99,9 | 99,5 | 99,9 100
rp-3 99,3 1 99,1 | 99,3 | 999 | 99,5 | 99,9 | 99,8 100
rp-4 99,3 1 99,1 99,3 1999 | 99,5 | 99,9 | 99,8 | 99,8 100
rp-5 99,2 | 99 99,2 1 99,8 | 99.4 | 99,8 | 99,7 | 99,7 | 99.9 | 100

57



Rezultati

10 20 30 40 50 60 70
BT I IR | R I (S A | R I IR |
EY1 RLVADLIRGKHVKEAEAILMFTSKSSAPVIFKLLKSAVANAVHNFNFNKDDLFVEEI FVDEGLRLPRLFP
EY626 L B
EY24 SRB . . . . . ... .. ... .. o L .
EY20.SRB . . . . . . . . E . L
EYCZ1 L
el L e e e e e e e e e e e e e
rp-2 s e e e E E e E B
rp=3 s e e e E E R
rp-4 e
w5 . e e e e e e e e C... ...
80 30 100
. I N L - | I | -1 . B
EY1 RAKGKTDKRKKRMSRYK I FLSSFKKEIQEMQVNGSKE*
EY626 L e . e P
EY24 SRB . . . .. . ... *
EY20SRB . . . ... ... ... ... .. *
EYCZ1 L . L P
rp-1 . Lo . o ST
rp-2 e e P e *
p-3 *
rp-4 L *
rp-5 B L =

10 20 0 40 50 60 70
EY1 MGOQKSNPNGLRLGI IRTWESKWYDVDKKVPFLVGEDFKIRTLIKNHYPKSTISQIEIKRLKKSNDEFIEI
EY626 L e Lo . o
EY24 SRB . . . .. . .. e
EY20 SRB . . . . .. e o .
rp-1 e e e e e
p-2 L L
rp-3 s
p-5

] o0 100 110 120 120 40
- - JEEE | LR LI SRR IEREENN IR S [ .

EY1 DLYTSKIGI IQGPENKNKNSLINKIEKLINKKIQINIFEVKAFNKIAILVAQNIAMQLQAQRAFYKAVLKS

EY24_ SRB . . . .

EY20SRB . . . . . ... ... ...

EYCZ1 e

rp-1 e

wwn .

p-5

150 180 170 180 190 200 210

T T e (O O A [
EY1 AIQKALKSGIKGIKI I ITGRLGGAEKARRNS ISMGIVPLNTLRADIDYAFEEAHTTYGVLGVKVIINHGE

220 230 240 250

Slika 10. VisSestruko sravnjene translatirane djelomic¢ne sekvence gena rpl/22 (a) i sekvence gena
rps3 (b) izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama preuzetim iz
banke gena (GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 2. Tockice oznacavaju identi¢ne

aminokiseline.
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3.4.1.3. Varijabilnost gena secY

Produkti ugnijezdene PCR reakcije umnozeni pocetnicama FD9f2 i FD9r dvosmjerno su
sekvencirani pocetnicama FD9f3 i FD9r2 §to je omogucilo odredivanje nukleotidnog slijeda
odsjecka gena secY. Analizom dobivenih sekvenci odredena su 24 razli¢ita genotipa (secY-1
do secY-24). Gen secY bio je znatno varijabilniji u odnosu na ostale analizirane genske lokuse.
Iako su se neki genotipovi razlikovali samo u jednoj nukleotidnoj promjeni u drugih su
pronadene znacajne razlike te se postotak identi¢nosti sekvence kretao od 92,8% do 99,9%.
Osim nukleotidnih supstitucija, postojale su delecije 1 insercije veceg broja nukleotida zbog
¢ega se duzina analizirane sekvence razlikovala u pojedinih genotipova i kretala se u rasponu
(postotak identi¢nosti sekvence iznosio je 98,2%) dok je najveca razlika u odnosu na EY1
uoCena u genotipa secY-15 (postotak identi¢nosti sekvence iznosio je 94,5%). U odnosu na
EY1 sekvencu duzine 1107 parova baza, u analiziranih genotipova pronadeno je ukupno 56
varijabilnih mjesta na kojima je doslo do nukleotidne supstitucije te Cetiri delecije i tri insercije.
Delecije su ukljucivale gubitak od 6 do 39 nukleotida dok su insercije ukljucivale dodatak 3 do
6 nukleotida. Delecija je utvrdena u ukupno 12 genotipova pri cemu je u dva genotipa (secY-2
1 secY-3) do delecije doslo na dva mjesta, a insercija je utvrdena u 8 genotipova pri ¢emu je u
tri genotipa (secY-22, secY-23 i secY-24) do insercije doslo na dva mjesta. Nukleotidne
promjene te delecije i insercije utvrdene su u tri od Cetiri jedinstvene oligonukleotidne sekvence
fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ prikazane u Tablici 1 (Lee 1 sur. 2004b). U
pojedinim slucajevima delecija je obuhvatila cijelu ili gotovo cijelu jedinstvenu
oligonukleotidnu sekvencu. Promjene jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci gena secY
prikazane su u Tablici 18., a postotci identi¢nosti sekvenci prikazani su u Tablici 19. Obzirom
na sadrzaj G 1 C baznih parova koji se kretao od 23,98% do 24, 48%, monolokusni genotipovi
analizirani u ovom istrazivanju nisu se znacajno razlikovali u odnosu na soj EY1 u kojeg je
sadrzaj G i1 C baznih parova u analiziranom dijelu secY sekvence iznosio 24,39%.

Analiza translatirane sekvence pokazala je da opaZene delecije i insercije dovode do
odgovarajuceg smanjenja ili povecanja broja aminokiselina, ali ne uzrokuju pomak okvira
Citanja. Takoder je utvrdeno da je velik dio nukleotidnih promjena nesinoniman, ukljucujuéi i
12 promjena unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci, medutim svi detektirani
genotipovi medusobno su se razlikovali obzirom na translatiranu secY sekvencu. Ukupno je u
cijeloj translatiranoj sekvenci pronadeno 37 polozaja na kojima je doSlo do promjene

aminokiseline u odnosu na translatiranu sekvencu referentnog izolata EY 1 (Slika 11).
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Tablica 18. Nukleotidne promjene izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ koje se
nalaze unutar jednistvenih nukleotidnih sekvenci gena secY od polozaja 350 do polozaja 365
(a), od polozaja 595 do 614 (b) te od polozaja 616 do 627 (¢) u odnosu na sekvencu referentnog
izolata EY1. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena (GenBank, NCBI) nalaze se u
Tablici 7. Tockice oznacavaju identi¢ne nukleotide, crtice (-) oznacavaju deleciju, a kosa crta

(/) oznacava da insercija nije prisuta. Polozaj nesinonimnih promjena oznacen je zvjezdicom

(*).

a)

Nukleotidne promjene gena secY (350-365)

Oznaka

Ins.

=1 350
= | 351%
=352
© | 353+
> | 354
=355
O | 356*
O 357%
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= | 360%
@1 361
— 1362
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EY1
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EY24 _SRB
EY1 _SRB ... A
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secY-17 - - - - - - - - - - o -
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b)

Rezultati

Oznaka

Nukleotidne promjene gena secY (595-614)
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EY1

Ol 595
1 596
a1l 597
—| 598
—1 599
~1 600
Ol 601%
2 602
| 603+
| 604
21 605
> 606*
=1 607
| 608
| 609+
> 610
=611
= 612+
Ol 613%

>| 614

EY-626

EY24 SRB

EY1 SRB

EY10_SRB

EY18 SRB

EY20_SRB

secY-1

secY-2

secY-3

secY-4

secY-5

secY-6

secY-7

secY-8

[elielielieliolE

secY-9

secY-10

A EdEd A g

secY-11

secY-12

secY-13

secY-14

secY-15

secY-16

secY-17

secY-18

secY-19

secY-20

secY-21

N N B N N B e B N B N B N Y N N B N B B B N e N N Y Y S

secY-22

GCA

secY-23

GCA

secY-24

A EdEd A

Qlae
> > >

GCA

61




Oznaka

Nukleotidne promjene gena secY (616-627)
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Tablica 19. Postotak identi¢nosti nukleotidnih sekvenci gena secY izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama

preuzetim iz banke gena (GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 7.

= § & 2 ¢ ¢ £ 5 3 3z ¥¢$ 2 zozgoz iifiiiiiiiiozoiogiocz
5 & & & & & B & & & & & & & & 3% 3% & & & & & & 3% & & & & & g

EY1 100

EY-626 999 100

EY24_SRB 99,7 99,8 100

EY1_SRB 948 948 948 100

EY10_SRB 985 98,6 986 956 100

EY18_SRB 978 979 979 963 989 100

EY20_SRB 975 97,6 976 965 984 99,1 100

secY-1 972 973 973 946 985 980 973 100

secY-2 956 957 957 928 966 961 955 97,5 100

secY-3 955 956 956 927 965 960 955 974 999 100

secY-4 972 973 973 946 985 980 973 999 974 973 100

secY-5 97.1 972 972 946 984 979 973 999 974 973 998 100

secY-6 971 972 972 946 984 979 973 995 973 972 994 994 100

secY-7 973 974 974 948 986 98,1 974 995 973 972 994 994 996 100

secY-8 970 97,1 97,1 945 982 97,7 97,1 984 963 962 983 983 985 989 100

secY-9 979 980 980 954 993 986 980 984 964 963 983 983 983 985 982 100

secY-10 982 983 983 955 997 990 983 988 968 967 987 987 987 989 985 99,6 100

secY-11 953 953 953 983 963 958 955 956 942 942 955 955 955 958 955 962 965 100

secY-12 979 980 980 955 993 986 980 984 964 963 983 983 983 985 982 998 996 962 100

secY-13 979 979 979 955 992 985 979 983 963 962 982 982 982 985 982 995 995 962 995 100

secY-14 946 947 947 921 960 955 948 969 945 945 969 968 967 967 956 959 962 929 959 957 100

secY-15 945 946 948 920 959 954 947 968 944 944 968 967 966 966 955 958 961 928 958 956 999 100

secY-16 947 948 948 920 959 954 949 965 945 945 965 964 965 965 955 958 961 928 958 956 994 993 100

secY-17 948 949 949 920 960 955 948 966 946 946 966 965 966 966 955 959 962 928 959 957 995 994 999 100

secY-18 980 98,1 981 963 991 998 99,1 980 961 960 980 979 979 981 97,7 986 990 958 986 985 955 954 954 955 100

secY-19 979 98,0 980 964 990 999 992 981 962 961 98,1 980 980 982 978 987 991 959 987 986 955 955 955 955 999 100

secY-20 974 975 97,5 958 987 994 986 977 956 955 97,7 976 97,5 97,7 974 982 986 954 982 982 952 951 951 952 994 993 100

secY-21 974 975 975 958 985 994 986 976 955 955 976 975 974 976 973 981 984 954 981 980 951 950 949 950 994 993 998 100

secY-22 970 97,1 97,1 961 97,7 984 988 965 948 947 965 964 964 965 962 97,3 974 947 973 972 939 939 940 939 984 983 984 984 100

secY-23 971 972 972 960 978 985 989 965 948 948 965 965 965 966 963 972 975 948 972 97,1 940 939 941 940 985 984 985 985 999 100

secY-24 969 970 970 961 976 983 987 964 947 946 964 963 963 966 963 972 974 947 972 972 939 938 939 939 983 982 983 983 999 998 100
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Slika 11. ViSestruko sravnjene translatirane

‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena (GenBank,

NCBI) nalaze se u Tablici 7.
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Slika 11. Nastavak s prethodne stranice
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3.4.1.4. Varijabilnost genskog lokusa secY-map

Produkt ugnijezdene PCR reakcije umnozen pocetnicama FD9f6 i MAPr2 je sekvenciran
pomocu istih pocetnica koje su koriStene za umnozavanje Ukupna duzina sekvenciranog
odsjecka bila je 719 ili 718 parova baza i obuhvacala je 3 'kraj gena secY duzine 52 para baza,
intergensko podrucje izmedu gena secY i map te djelomicnu sekvencu gena map duzine 606
parova baza. Analizom sekvence lokusa secY-map utvrdeno je 7 genotipova oznacenih kao
map-1 do map-7. Opazena razlika u ukupnoj duzini sekvence rezultat je delecije jednog
nukleotida u intergenskom podrucju u 2 od 7 genotipova. Medusobno su se detektirani
genotipovi relativno malo razlikovali, u jednoj do dvije nukleotidne promjene ili samo uslijed
delecije u intergenskom podrucju te je postotak identi¢nosti sekvence iznosio 99,5% do 99,8%.
U banci gena (GenBank, NCBI) nalaze se sekvence secY-map lokusa prethodno opisanih izolata
fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ duzine 675 parova baza. Stoga je samo prvih 675 parova
baza sekvenci dobivenih u ovom istrazivanju moglo biti usporedeno s referentnim sekvencama.
Obzirom da prilikom prvog opisa vrste ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ lokus secY-map nije analiziran,
kao referentni izolat uzet je izolat E04-D714 izoliran iz gorskog brijesta s podruc¢ja Francuske
koji je obzirom na ovaj lokus identi¢an izolatu EY1 (Arnaud 1 sur. 2007, Jovi¢ i sur. 2011). U
odnosu na izolat E04-D714 u podrucju genskog lokusa secY-map u genotipova detektiranih u
ovom istrazivanju postojalo je ukupno 10 varijabilnih mjesta od koji se veéina nalazila u
podru¢ju gena map, dok u podrucju gena secY nije bilo promjena. Genotip map-5 bilo je
najsli¢niji izolatu E04-D714, postotak identicnosti sekvence iznosio je 99,1 %. Osim toga,
sekvenca genotipa map-5 bila je identi¢na sekvenci izolata EY1-SRB iz Srbije. Promjene u
nukleotidnoj sekvenci lokusa secY-map prikazane su u Tablici 20, a postotci identi¢nosti
sekvence prikazani su u Tablici 21. Sadrzaj G i C baznih parova u analiziranoj sekvenci lokusa
secY-map za izolat E04-D714 iznosio je 25,89% dok je za genotipove detektirane u ovom
istrazivanju bio u rasponu od 25,89% do 26,42%.

Djelomicna sekvenca gena map translatirana je kako bi se utvrdio utjecaj nukleotidnih promjena
na slijed aminokiselina. Pokazalo se da su ¢etiri mutacije nesinonimne od ¢ega su dvije prisutne
u svih genotipova. Genotipovi map-1, map-3 i map-4 nisu se medusobno razlikovali obzirom
na translatiranu sekvencu gena map. Medusobne razlike nisu postojale ni izmedu genotipova
map-5, map-6 i map-7, dok se genotip map-2 razlikovao u translatiranoj sekvenci u usporedbi

sa svim ostalim detektiranim genotipovima (Slika 12).
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Tablica 20. Polozaj nukleotidnih promjena intergenskog podrucja izmedu gena secY i map 1
djelomicne sekvence gena map izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o
sekvencama preuzetim iz banke gena (GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 7. Polozaj promjena
odreden je u odnosu na soj E04-D714. Tockice (.) oznacavaju identi¢ne nukleotide, crtice (-)
oznacavaju deleciju, kosa crta (/) oznaCava da insercija nije prisuta, a * oznacava polozaj

nesinonimnih promjena.

PoloZaj nukleotidne promjene
secY-map
Oznaka intergensko map
podrucje
~
7] — wn > < o > =] ~ w) & w en - o (=] w
o o =\ o~ Y o ~ o < wn R (—] o o > =] (=2 o [ o -
o ~ — T~ [>-] — - o on en en on A - w w w o o o
E04-D714 G A |/ T TTTTG CATT CAGTTTGT
E04-D438 A A G G C G c C
EY24_SRB oo
EY1_SRB o G T T C C C
EY10_SRB oo G T G T C C C
EY18_SRB .. A G T T C C C
EY20SRB T . / G T T C C C
map-1 / G T T C C C T
map-2 / G T T C C C T A
map-3 ... - ¢ T T C C C T
map-4 - G T T C C C T
map-5 / G T T C C C
map-6 / G C T T C C C
map-7 .. ! G G T T C C C
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Tablica 21. Postotak identi¢nosti sekvenci lokusa secY-map hrvatskih 1 prethodno opisanih

izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke

gena (GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 7.

=2 8lz 2|8 &
=~ < 7)) 7 7)) 7
e I I I = B B B 4 A -
E04-D714 100
E04-D438 98,8 | 100
EY24 SRB 100 | 98,8 | 100
EY1 SRB 99,1 | 98,8 | 99,1 | 100
EY10 SRB 98,9 | 98,6 | 98,9 | 99.8 | 100
EY18 SRB 98,9 | 98,9 | 98,9 | 99.8 | 99,7 | 100
EY20 SRB 98,9 | 98,8 | 98,9 | 99.8 | 99,7 | 99,7 | 100
map-1 98,9 | 98,6 | 98,9 | 99,8 | 99,7 | 99,7 | 99,7 | 100
map-2 98,8 | 98,5 | 98,8 | 99,7 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 99,8 | 100
map-3 98,8 | 98,5 | 98,8 | 99,7 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 99.8 | 99,7 | 100
map-4 98,8 | 98,5 | 98,8 | 99,7 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 99,8 | 99,7 | 99,7 | 100
map-5 99,1 | 98,8 | 99,1 | 100 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,8 | 99,7 | 99,7 | 99,7 | 100
map-6 98,9 | 98,6 | 98,9 | 99,8 | 99,7 | 99,7 | 99,7 | 99,7 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 99,8 | 100
map-7 98,9 | 98,6 | 98,9 | 99,8 | 99,7 | 99,7 | 99,7 | 99,7 | 99,5 | 99,5 | 99,5 | 99,8 | 99,7 | 100
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Slika 12. ViSestruko sravnjen aminokiselinski slijed translatirane djelomi¢ne sekvence gena

map hrvatskih 1 do sada opisanih sojeva fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Podaci o

sekvencama preuzetim iz baze gena (GenBank) nalaze se u Tablici 7. Tockice oznacavaju

identiéne aminokiseline.
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3.4.2. Zastupljenost genotipova fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

Svi izolati fitoplazme °‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ s lokaliteta Nova Kapela, Donji
Miholjac, Purdevacka Bilogora i Jastrebarsko bili su identi¢ni obzirom na sekvencu gena za
16S rRNA i imali su genotip 16S-1, dok je genotip 16S-2 bio ogranicen na lokalitet Cetina.
Izolati s lokaliteta Cetina razlikovali su se od izolata s ostalih lokaliteta i prema sekvenci gena
za ribosomske proteine .22 i S3. Na lokalitetu Cetina bila su zastupljena dva genotipa
ribosomskih proteina, rp-4 1 rp-5, pri ¢emu je genotip rp-5 bio zastupljen samo s jednim
izolatom, dok su svi ostali izolati imali genotip rp-4. Najzastupljeniji genotip ribosomskih
proteina na drugim lokalitetima bio je genotip rp-1, dok je genotip rp-2 pronaden samo u jednog
izolata s lokaliteta Nova Kapela, a genotip rp-3 u jednog izolata s lokaliteta Durdevacka
Bilogora. Na lokalitetima Donji Miholjac, Purdevacka Bilogora i Jastrebarsko pronadeno je po
7 secY genotipova, a na lokalitetima Nova Kapela i Cetina pronadena su po dva secY genotipa.
Vecina secY genotipova je bila zastupljena samo na jednom lokalitetu, iako je u pojedinim
slu¢ajevima sli¢nost u sekvenci izmedu genotipova s razlicitih lokaliteta bila ve¢a nego izmedu
izolata s istog lokaliteta (Tablica 19). Jedini genotip koji je bio prisutan na vise lokaliteta je
genotip secY-1 koji je utvrden u 6 izolata s lokaliteta Donji Miholjac i dva izolata s lokaliteta
Purdevacka Bilogora. Najces¢i secY-map genotip bio je genotip map-1 koji je pronaden u
ukupno 32 izolata s lokaliteta Donji Miholjac, Purdevacka Biologora, Jastrebarsko i Cetina.
Genotipovi map-2 i map-5 takoder su utvrdeni na razli¢itim lokalitetima (Donji Miholjac, Nova
Kapela 1 Burdevacka Bilogora), dok su ostali genotipovi pronadeni samo na jednom lokalitetu
pri ¢emu je samo genotip map-6 utvrden u viSe od jednog izolata. Odvajanje fitoplazmi s
lokaliteta Cetina nije bilo vidljivo na temelju analize ovog lokusa. Jedino je izolat koji se
razlikovao od ostalih izolata s ovog lokaliteta 1 obzirom na genotip ribosomskih proteina i gena

secY, imao jedinstven genotip lokusa secY-map (map-5) (Tablica 22).

Obzirom da zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije detektirana za gorski brijest te da
su samo tri stabla nizinskog brijesta bila zarazena, nije moguce sa sigurno$¢u utvrditi razlikuje
li se genotip izolata koji zarazavaju razliCite vrste brijesta. Izolati porijeklom iz nizinskog
brijesta imali su identiCan genotip gena za 16S rRNA i ribosomske proteine te secY-map
genotip, a medusobno su se razlikovali obzirom na gen secY. Medutim secY sekvenca izolata
porijeklom iz nizinskog brijesta bila je identi¢na secY sekvenci pojedinih izolata porijeklom iz
brijesta veza s istih lokaliteta. To ukazuje da se fitoplazme koje zarazavaju razliCite vrste

brijesta vjerojatno genotipski medusobno ne razlikuju.
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Tablica 22. Zastupljenost genotipova fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ na
lokalitetima Donji Miholjac (DM), Nova Kapela (NK), Purdevacka Bilogora (KP),
Jastrebarsko (J) 1 Cetina (C).

Genotip Lokalitet (broj izolata) Vrsta brijesta
16S rDNA
16S-1 DM (14), NK (5), KP (17),J (14) U. laevis, U. minor
16S-2 C(12) U. laevis
Ribosomski proteini

rp-1 DM (14),NK (4), KP (16),J (14) U. laevis, U. minor
rp-2 NK (1) U. laevis

p-3 KP (1) U. laevis

p-4 Cc(11) U. laevis

p-5 Cc() U. laevis

secY

secY-1 DM (6), KP (2) U. laevis, U. minor
secY-2 DM (1) U. laevis

secY-3 KP (2) U. laevis

secY-4 DM (1) U. laevis

secY-5 J(1) U. laevis

secY-6 DM (2) U. laevis

secY-7 C(1) U. laevis

secY-8 c(11 U. laevis

secY-9 DM (1) U. laevis

secY-10 KP (1) U. laevis

secY-11 KP (8) U. laevis

secY-12 KP (1) U. laevis

secY-13 J(2) U. laevis, U. minor
secY-14 NK (4) U. laevis

secY-15 NK (1) U. laevis

secY-16 J(2) U. laevis

secY-17 J(3) U. laevis

secY-18 DM (1) U. laevis

secY-19 DM (2) U. laevis

secY-20 KP (1) U. laevis

secY-21 KP (2) U. laevis, U. minor
secY-22 J(4) U. laevis

secY-23 J(1) U. laevis

secY-24 J(1) U. laevis

secY-map

map-1 DM (6), KP (9),]J (6), C (11) U. laevis

map-2 KP (4),J(2) U. laevis, U. minor
map-3 NK (1) U. laevis

map-4 C(1) U. laevis

map-5 NK (4), DM (7), KP (4) U. laevis

map-6 J(6) U. laevis

map-7 KP (1) U. laevis
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3.4.3. Raznolikost genotipova fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’

Obzirom da su metodom najvece Stedljivosti 1 metodom najvece vjerojatnosti dobiveni sli¢ni
rezultati koji su doveli do jednakih zakljucaka, prikazana su samo filogenetska stabla dobivena
metodom najvece Stedljivosti.

Filogenetska analiza na temelju 16S rDNA sekvence pokazala je jasno odvajanje fitoplazmi
16SrV skupine u zasebnu filogenetska skupinu u koju su se svrstali i genotipovi 16S-11 16S-2

(Slika 13). Zbog velike sli¢nost 16S rDNA sekvence sve fitoplazme iz ove skupine grupirale su
se zajedno, osim fitoplazmi 16SrV-B podskupina (‘Ca. Phytoplasma ziziphi’), odnosno izolata
CLYS5, JWB, PY-In (Lee i sur. 2004b) koje su se izdvojili kao zasebna grana. Postojanje dva
klastera unutar 16SrV skupine potvrduju visoke vrijednosti dobivene metodom samoucitavanja
od 99% 1 98%. Fitoplazme detektirane u ovom istrazivanju grupirale su se zajedno s izolatima
EYCZ1 i EY20_ SRB koje zarazavaju brijest u Ceskoj i Srbiji (Navratil i sur. 2009, Jovié i sur.
2011), dok su se izolati EY1, EY125, EY626, EY627 koje su analizirali Lee i sur. (2004b)
prilikom opisa vrste ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i EY24 SRB izolat iz Srbije (Jovi¢ i sur. 2011)
izdvojili na drugoj grani, iako vjerodostojnost ovakvog grupiranje nije potvrdena visokom
vrijednos¢u dobivenom metodom samoucitavanja. Za razliku od toga, grupiranje izolata RUS,
RuS971, RuS400 i RuSR19 (Lee i sur. 2004b) koji pripadaju 16Sr-E podskupini (‘Ca.
Phytoplasma rubi’) podrzano je visokom vrijednoséu dobivenom metodom samoucitavanja.
Obzirom da se izolati fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nisu jasno odvojili od ostalih
fitoplazmi iz 16SrV skupine, filogenetski odnosi fitoplazmi brijesta nisu se mogli precizno

utvrditi analizom gena za 16S rRNA.

Geni rpl22 i rps3, te geni secY 1 map pokazali su se kao znatno ucinkovitiji filogenetski
parametri u odnosu na 16S rDNA. Filogenetska stabla dobivena analizom gena za ribosomske
proteine (Slika 14), gena secY (Slika 15) te genskog lokusa secY-map (Slika 16) ukazuju na
monofiletsko porijeklo fitoplazmi brijesta koje predstavljaju zasebnu filogenetsku skupinu
unutar 16SrV skupine fitoplazmi, Sto potvrduje visoka vrijednost dobivena metodom
samoucitavanja. S druge strane, ovi genski lokusi ukazali su na varijabilnost fitoplazme ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ i podjelu na vise filogenetskih linija. Prema Jovi¢ i sur. (2011) na temelju
sekvence gena za ribosomske proteine moguce je razlikovati dvije filogenetske linije fitoplazme
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (rp-EY1 i rp-EY2) kao i na temelju gena secY (secY-EY1isecY-EY2)
te tri filogenetske linije na temelju lokusa secY-map (Map-EY1, Map-EY2 1 Map-EY3).

Postojanje navedenih filogenetskih linija potvrdeno je ovim istrazivanjem. Svi izolati
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detektirani u ovom istrazivanju svrstali su se zajedno s izolatima iz Srbije unutar filogenetskih
linijarpV-EY2, secY-EY2 te Map-EY3, jasno odvojenih od filogenetski linija rpV-EY1, secY-
EY1 i Map-EY1 koje su formirali referentni izolat EY'1 zajedno s izolatima EY125, EY626 i
EY627 (Lee i sur. 2004b) te izolat EY24 SRB (Jovi¢ 1 sur. 2011). Medutim, ¢eski izolat
EUCZ1 (Navratil 1 sur. 2009) za koji je poznata sekvenca gena za 16S rRNA, ribosomske
proteine i gena sec?, ali ne i gena map, nije se grupirao unutar opisanih filogenetskih linija, ve¢
se izdvojio kao zaseban. Vjerodostojnost ovakvog grupiranje potvrduje visoka vrijednost

dobivena metodom samoucitavanja.

Na filogenetskom stablu dobivenom analizom gena za ribosomske proteine vidljivo je
odvajanje izolata s lokaliteta Cetina u odnosu na izolate s ostalih lokaliteta. Genotipovi rp-4 1
rp-5 pronadeni na lokalitetu Cetina formirali su zasebnu granu za koju je vrijednost dobivena
metodom samoucitavanja iznosila 86%. Na filogenetskom stablu dobivenom analizom genskog
lokusa secY-map vidljivo je grupiranje genotipova map-1, map-2, map-3 i map-4 podrzano s
81% koji su se odvojili od ostalih genotipova detektiranih u ovom istrazivanju, no daljnja
diferencijacija fitoplazmi brijesta na temelju ovog genskog lokusa nije bila moguca. Uslijed
velike varijabilnosti gen secY pokazao se kao najinformativniji filogenetski parametar. Na
filogenetskom stablu dobivenom analizom gena secY vidljivo je grupiranje genotipova secY -
22, secY-23 i secY-24 s lokaliteta Jastrebarsko koji su se zajedno s EY] SRB i EY20 SRB
(Jovi¢ i sur. 2011) odvojili od ostalih izolata secY-EY2 klastera. Takoder je vidljivo grupiranje
pojedinih genotipova s istih lokaliteta, kao na primjer secY-20 i secY-21 s lokaliteta
Purdevacka Bilogora, secY-15 1 secY-14 s lokaliteta Nova Kapela, secY16 i secY-17 s
lokaliteta Jastrebarsko te secY-7 i secY-8 s lokaliteta Cetina. Medutim, zajedno su se grupirali
1 pojedini izolati s razlicitih lokaliteta kao $to su izolati secY-9, secY-12 i secY-13 s lokaliteta
Donji Miholjac, Purdevacka Bilogora i Jastrebarsko te secY-2 i secY-3 s lokaliteta Donji
Miholjac 1 Purdevacka Bilogora. Navedeno ukazuje na zajednicko porijeklo 1 medusobnu
srodnost svih izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ s podrucja Hrvatske detektiranih u

ovom istrazivanju.
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Slika 13. Filogenetsko stablo dobiveno analizom djelomi¢ne sekvence gena za 16S rRNA
primjenom metode najvece Stedljivosti (Maximum Parsimony). Pristupni brojevi sekvenci
preuzetih iz banke gena (GenBank, NCBI) prikazani su u zagradi, a ostali podaci nalaze se u
Tablici 7. Kao vanjska skupina koriStena je 16S rDNA sekvenca vrste Bacillus subtilis. Na
desnoj strani oznaceno je grupiranje 16S rDNA sekvenci fitoplazmi iz 16SrV skupine.
Genotipovi 16S rDNA fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ detektirani u ovom
istrazivanju oznaceni su zeleno. DuZina grana proporcionalna je broju promjena (bar = 10
promjena). Brojevi u C¢voriStu grana predstavljaju vrijednosti dobivene metodom

samoucitavanja u 1000 ponavljanja, prikazane su samo vrijednosti vece od 50%.
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Slika 14. Filogenetsko stablo dobiveno analizom djelomi¢ne sekvence gena rpl/22 i cijele
sekvence gena rps3 koji kodiraju ribosomske proteina L22 i S3 primjenom metode najvece
Stedljivosti (Maximum Parsimony). Filogenetska analiza je obuhvatila sekvence fitoplazmi
16SrV skupine, a sekvenca fitoplazme PWB (Potato witches'-broom) koja pripada skupini
16SrVI koristena je kao vanjska skupina. Pristupni brojevi sekvenci preuzetih iz banke gena
(GenBank, NCBI) prikazani su u zagradi, a ostali podaci nalaze se u Tablici 7. Sekvence izolata
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ oznacene su sivo. Na desnoj strani oznacene su filogenetske
skupine fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ koje su na temelju analize gena za ribosomske
proteine opisali Jovi¢ i sur. (2011). Duzina grana proporcionalna je broju promjena (bar = 10
promjena). Brojevi u CvoriStu grana predstavljaju vrijednosti dobivene metodom

samoucitavanja u 1000 ponavljanja (prikazane su samo vrijednosti vece od 50%).
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Slika 15. Filogenetsko stablo dobiveno analizom djelomi¢ne sekvence gena secY primjenom
metode najvece Stedljivosti (Maximum Parsimony). Filogenetska analiza je obuhvatila
sekvence fitoplazmi 16SrV skupine, a sekvenca fitoplazme AY-WB (‘ Candidatus Phytoplasma
asteris’, 16Srl skupina) koriStena je kao vanjska skupina. Pristupni brojevi sekvenci preuzetih
iz banke gena (GenBank, NCBI) prikazani su u zagradi, a ostali podaci nalaze se u Tablici 7.
Sekvence izolata ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ oznacene su sivo. Na desnoj strani oznac¢ene
su filogenetske skupine fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ koje su na temelju analize gena
secY opisali Jovi¢ i sur. (2011). Duzina grana proporcionalna je broju promjena (bar = 10
promjena). Brojevi u CvoriStu grana predstavljaju vrijednosti dobivene metodom

samoucitavanja u 1000 ponavljanja (prikazane su samo vrijednosti vece od 50%).
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Slika 16. Filogenetsko stablo dobiveno analizom genskog lokusa secY-map primjenom metode
najvece Stedljivosti (Maximum Parsimony). Filogenetska analiza je obuhvatila sekvence
fitoplazmi 16SrV skupine, a sekvenca fitoplazme PWB (Potato witches'-broom) koja pripada
skupini 16SrVI koriStena je kao vanjska skupina. Pristupni brojevi sekvenci preuzetih iz banke
gena (GenBank, NCBI) prikazani su u zagradi, a ostali podaci nalaze se u Tablici 7. Sekvence
izolata ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ oznacene su sivo. Na desnoj strani oznacene su
filogenetske skupine fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ koje su na temelju analize genskog
lokusa secY-map opisali Arnaud i sur. (2007) 1 Jovi¢ i sur. (2011). Duzina grana proporcionalna
je broju promjena (bar = 10 promjena). Brojevi u ¢voristu grana predstavljaju vrijednosti
dobivene metodom samoucitavanja u 1000 ponavljanja (prikazane su samo vrijednosti vece od

50%).
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3.5. Ostale fitoplazme koje zarazavaju brijest u Hrvatskoj

3.5.1. ‘Candidatus Phytoplasma solani’

Za jedini izolat ‘Candidatus Phytoplasma solani’ (oznaka KA2) koji je detektiran u ovom
istrazivanju produkt ugnijezdene PCR reakcije umnozZen pocetnica P1A 1 P7A je sekvenciran
primjenom cetiri pocetnice (R16F2n, R16R2, P1A i P7A) te je odredena nukleotidna sekvenca
odsjecka gena za 16S rRNA duzine 1244 parova baza. U odnosu na sekvencu referentnog
izolata STOL11 pronadene su 4 nukleotidne promjene (Tablica 23) te je postotak identicnosti
sekvence iznosio 99,6%. Nukleotidne supstitucije se nisu nalazile unutar jedinstvenih
oligonukleotidnih sekvenci ili DBS sekvenci (eng. distinguishing sequence blocks)
karakteristi¢nih za vrstu ‘Ca. Phytoplasma solani’ (Quaglino i sur 2013). Nadalje, utvrdeno je
da fitoplazme identi¢ne obzirom na analizirani odsjeCak gena za 16S rRNA izolata KA2
zarazavaju veci broj kultiviranih i divljih vrsta kao $to su rajCica, grasak, krumpir, vinova loza,
poljski slak, crvena djetelina u razli¢itim dijelovima Europe. Sadrzaj G i C baznih parova
analizirane sekvence uzorka KA2 iznosio je 46,62%, dok je za sekvencu referentnog izolat

STOL11 iznosio 46,54%.

Tablica 23. Nukleotidne promjene sekvenciranog odsjecka gena za 16S rRNA izolata
fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma solani’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena
(GenBank, NCBI) nalaze se u Tablici 7. Polozaj promjena odreden je u odnosu na sekvencu

referentnog izolata STOL11.

Nukleotidne promjene 16S rDNA
Oznaka

") a (o] o

Q = S S
STOL11 T A C T
Rus-PPT97 A G T C
P17P7-Conv2/2010-Bg A G T C
G66 A G T C
125/10 A G T C
3-21-36 A G T C
KA2 A G T C
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Obzirom da opisane nukleotidne supstitucije nisu utjecala na promjenu restrikcijskih mjesta,
restrikcijski obrasci dobiveni in silico cijepanjem djelomic¢ne sekvence 16S rRNA referentnog
soja STOL11 iizolata KA2 pomocu svih 17 restrikcijskih enzima koji se uobicajeno koriste za
analizu ovog fitoplazmatskog gena nisu se medusobno razlikovali (Slika 17) te je koeficijent

slicnosti virtualnih RFLP obrazaca (F) iznosio 1.

I _s_zss =% £33 - I _s5_=23s33F £33 .
25t 5323 8323885288333 3 SEFZ3EF 888853233873
S T o806 8 TITITIT ¥ Zce & & = o x@® 8 O T IIITI X222 d & =

Slika 17. Virtualni RPLP obrasci djelomi¢ne sekvence 16S rRNA (1,2 kb) izolata KA2 i
referentnog izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma solani’ STOLI11 dobiveni
restrikcijskim enzimima Alul, BamHl, Bfal, BstUl (Thal), Dral, EcoRIl, Haelll, Hhal, Hinfl,
Hpal, Hpall, Kpnl, Msel (Sau3Al), Rsal, Sspl 1 Tagl. MW: standard duljine odsjeCaka Phi-
X174 Hae 11 digest.
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3.5.2. ‘Candidatus Phytoplasma asteris’

Za jedini izolat ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (oznaka NK20) koji je detektiran u ovom
istrazivanju produkt ugnijezdene PCR reakcije umnozZen pocetnica P1A 1 P7A je sekvenciran
primjenom Cetiri pocetnice (R16F2n, R16R2, P1A i P7A) te je odreden nukleotidni slijed
odsjecka gena za 16Sr RNA duzine 1452 parova baza. Analizirana sekvenca imala je najvecu
slicnost sa 16S rRNA sekvencom fitoplazmi koje pripadaju podskupini 16Srl-B. U usporedbi
sa sekvencom referentnog izolata OAY utvrdeno je 5 polozaja na kojima je doslo do
nukleotidne supstitucije te tri delecije (Tablica 24), a postotak identi¢nosti sekvence iznosio je
95,5%. U odnosu na izolat OY-M koji kao i OAY pripada podgrupi 16SrI-B pronadene su 4
nukleotidne promjene te je postotak identi¢nosti sekvence iznosio 99,7%. Poznata sekvenca
16S rDNA izolata ELM-ZHY 1 ELM-TA koji su izolirani iz vrste Ulmus parvifolia v Kini
duzine je 1236 baznih parova. U ovom dijelu sekvence izolat NK20 razlikovao se od izolata
ELM-ZHY i ELM-TA za 7 odnosno 5 nukleotida. Supstitucija na polozaju 228 u 16S rDNA u
izolata ELM-ZHY i ELM-TA nalazila se unutar jedinstvenih oligonuleotidnih sekvenci
karakteristi¢nih za fitoplazmu ‘Ca. Phytoplasma asteris’ (Lee i1 sur. 2004a), no ova promjena
nije utvrdena u izolata NK20. Takoder, ni ostale promjene u izolata NK20 u odnosu na
referentni soj OAY nisu se nalazile unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci. Sadrzaj G
i C baznih parova analizirane sekvence uzorka NK20 iznosio je 46,45%, dok je za sekvencu

referentnog izolata OAY iznosio 46,63%.
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Tablica 24. Nukleotidne promjene gena za 16S rRNA izolata fitoplazme ‘Candidatus
Phytoplasma asteris’. Podaci o sekvencama preuzetim iz banke gena (GenBank, NCBI) nalaze
se u Tablici 7. Polozaj promjena odreden je u odnosu na izolat OAY. Tockice (.) oznacavaju
identi¢ne nukleotide, crtice (-) oznacavaju deleciju, a upitnik (?) polozaje koji nisu poznati.
Crveno oznacena promjena nalazi se unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci fitoplazme

‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (Lee 1 sur. 2004a).

Promjene u nukleotidnom slijedu gena za 16 S rRNA
Oznaka
AN N QN = o O &
DL o\ T o - =R . I o BT ¢ T - B = B - B — T B — T 7 o I T o T B o |
A A & R0 = = NS WXL SN S = AN e, T
QA = e = AN AN A T T NN O 0O v v e e o e e e
OAY G GA GCGAGGGACATAGTGTCCG
OoY-M . G - - T . - T
AY-WB ... T .. T T . . - - T . T G A . - A
ELM-ZHY ?7 ? T - - G T C c - 7 7
ELM-TA 2. . . . T . - - . G T . -7 7
NK20 T . . G . . . . - - T G A -

Primjena in silico restrikcijske analize pokazala je razliku u virtualnom RFLP obrascu za enzim
Alul izolata NK20 u odnosu na sve do sad opisane izolate 16Srl podskupine. Opazena razlika
rezultat je supstitucije A u G na polozaju 898 uslijed koje je nastalo dodatno restrikcijsko mjesto
za enzim Alul. Kao i na temelju analize nukleotidne sekvence gena za 16S rRNA, izolat NK20
imao je najvecu slicnost s 16SrI-B podskupinom u odnosu na koju se razlikovao samo na
temelju restrikcijskog obrasca za enzim A/ul (Slika 18), dok se u odnosu na ostale izolate 16Srl
podskupine razlikovao u restrikcijskom obrascu za dva ili viSe enzima. Medutim, koeficijent
sli¢nosti virtualnih RFLP obrazaca (F) izmedu izolata NK20 i fitoplazmi koje pripadaju 16SrI-
B podskupini iznosio je 0,97, sto je grani¢na vrijednost za opis nove podskupine (Wei i sur.
2008b, Zhao 1 sur. 2010) te bi izolat NK20 mogao predstavljati novu podskupinu unutar 16Srl

skupine fitoplazmi.
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Slika 18. Virtualni RFLP obrasci djelomi¢ne sekvence 16S rRNA (1,2 kb) izolata NK20 i
referentnog izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ OAY i dobiveni restrikcijskim
enzimima Alul, BamH]l, Bfal, BstUI (Thal), Dral, EcoRl, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall,
Kpnl, Msel (Sau3Al), Rsal, Sspl i Tagl. MW: standard duljine odsjeCaka Phi-X174 Hae 111
digest.

3.5.3. Filogenetski odnosi izolata fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma solani’

i ‘Candidatus Phytoplasma asteris’

Filogenetska analiza na temelju djelomicne sekvence gena za 16S rRNA (Slika 19) pokazala je
grupiranje izolata KA2 zajedno s ostalim izolatima fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma
solani’ te grupiranje izolata NK20 zajedno s ostalim izolatima fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma
asteris’. Obje vrste fitoplazmi predstavljale su jasno odvojenu filogenetsku skupinu, medutim
zbog male varijabilnosti ovog genskog lokusa filogenetski odnosi unutar tih skupine nisu se
mogli jasno razluciti, osobito za fitoplazmu ‘Ca. Phytoplasma solani’. Unutar filogenetske
skupine koju su €inili izolati fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma asteris’ vidljivo je odvajanje izolata
pojedinih podskupina te najveca srodnost izolata NK20 s izolatima 16SrI-B podskupine.
Filogenetska analiza na temelju dodatnih, varijabilnijih genskih lokusa mogla bi preciznije
pokazati polozaj izolata KA2 1 NK20 i dati bolji uvid u filogenetske odnose izolata ‘Ca.

Phytoplasma solani’ te izolata ‘Ca. Phytoplasma asteris’.
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Slika 19. Filogenetsko stablo dobiveno analizom djelomi¢ne sekvence gena za 16S rRNA
primjenom metode najvece Stedljivosti (Maximum Parsimony). Pristupni brojevi sekvenci
preuzetih iz banke gena (GenBank, NCBI) prikazani su u zagradi. Kao vanjska skupina
koristena je 16S rDNA sekvenca vrste Bacillus subtilis. Na desnoj strani oznaceno je grupiranje
16S rDNA sekvenci izolata ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ i ‘Candidatus Phytoplasma
solani’. Izolati detektirani u ovom istrazivanju oznaceni su crvenom i plavom bojom. Duzina
grana proporcionalna je broju promjena (bar = 10 promjena). Brojevi u ¢&voriStu grana
predstavljaju vrijednosti dobivene metodom samoucitavanja u 1000 ponavljanja, prikazane su

samo vrijednosti vece od 50%.
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Provedeno istrazivanje pokazalo je prisutnost 1 veliku gensku raznolikost fitoplazme
‘Candidatus Phytoplasma ulmi’, uzrofnika bolesti zucenja brijesta, u Hrvatskoj. Na
istrazivanim lokalitetima uz prisutnost fitoplazme ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ dokazana je
i prisutnost gljive Ophiostoma novo-ulmi, uzro¢nika holandske bolesti brijesta. Fitoplazma ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ te fitopatogena gljiva O. novo-ulmi uzrokuju vrlo intenzivno susenje brijesta
(Ulmus sp.) u Sjevernoj Americi i Europi (Lee i sur. 2004b, Brasier 1 Kirk 2010). Poznato je da
se holandska bolest brijesta pojavila u Hrvatskoj priblizno u isto vrijeme kada se prosirila i u
drugim dijelovima Europe te da je i danas prisutna (Skori¢ 1943, Spai¢ 1955, Glavas 1999,
Hrasovec 2013), iako uzro¢nik bolesti nije detaljno istrazen. Medutim, pojava fitoplazmoze
brijesta nije do sada istrazivana, stoga ovo istrazivanje predstavlja prvi dokaz prisutnosti
fitoplazmoze brijesta u Hrvatskoj. Najznacajniji uzro€nik fitoplazmoze brijesta bila je
fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ koja je detektirana u 62 od 64 zaraZena stabla brijesta
(Tablica 8). To je bilo i ocekivano obzirom da je ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ najznacajniji uzro¢nik
fitoplazmoze brijesta 1 u drugim do sad istrazenim podru¢jima Europe (Maurer i sur. 1993,
Marcone 1 sur. 1997, Boudon-Padieu i sur. 2004, Navratil 1 sur. 2009, Jovi¢ i sur. 2011).
Medutim, fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije bila jedina identificirana fitoplazma u
analiziranim uzorcima brijesta. Na istrazivanom podrucju detektirana je i zaraza brijesta
fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma asteris’ te fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma solani’, iako je
ucestalost zaraza ovim fitoplazmama bila niska. Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma asteris’
detektirana je u jednom uzorku nizinskog brijesta, dok je ‘Ca. Phytoplasma solani’ detektirana

u jednom uzorku gorskog brijesta.

Susenje brijesta zbog Sirenja holandske bolesti u Hrvatskoj je prvi puta zabiljezeno 1929.
godine na podrucju Slavonije za vrijeme trajanja prve panfitocije koju je uzrokovala gljiva O.
ulmi (Skorié 1943, Spai¢ 1955, Glavas 1999, Brasier i Buck 2001). Druga panfitocija, koja jos
uvijek traje, uzrokovana je virulentnijom vrstom O. novo-ulmi. Gljiva O. novo-ulmi je veé
1980.-1ih godina bila rasprostranjena na podruc¢ju Hrvatske, iako je u to vrijeme joS$ uvijek bila
prisutna i1 vrsta O. ulmi (Brasier 1 Kirk 2001). Provedeno istrazivanje nije pokazalo prisutnost
vrste O. ulmi. Za nekoliko izolata utvrdeno je odstupanje od karakteristicnih vrijednosti rasta
pri 20°C 1ili pri 33°C, no kombinacija analize rasta pri 20°C i pri 33°C te analize morfologije
ukazuje da svi izolati detektirani u ovom istrazivanju pripadaju vrsti Ophiostoma novo-ulmi

(Tablica 10, Slika 1). Na temelju navedenog moze se pretpostaviti da je do danas virulentniji
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patogen, vrsta O. novo-ulmi, u potpunosti istisnuo manje virulentnu vrstu O. ul/mi na ovom
podrucju. Sli¢na situacija utvrdena je i u drugim Europskim zemljama. Svi izolati prikupljeni
na podruéju Svicarske u periodu od 1979. do 1994. pripadali su vrsti O. novo-ulmi (Hoegger i
sur. 1996), kao i svi izolati s podrucja Italije koje su analizirali Santini 1 sur. (2005) te svi izolati
iz Ceske koje su analizirali Dvotak i sur. (2007) dok je samo 6 od 106 izolata iz Spanjolske
koje su analizirali Solla i sur. (2008) pripadalo vrsti O. ulmi. Sukcesivna zamjena jednog
patogena drugim odvijala se brzinom od priblizno 10% godiSnje i vjerojatno je posljedica
antagonizma dviju vrsta, razlike u virulentnosti, ali 1 ¢injenice da je O. novo-ulmi vjerojatno
bolje prilagodena umjerenom klimatskom podrucju (Brasier i Buck 2001). Prema Brasier i Kirk
(2001) u Hrvatskoj je u najvecoj mjeri zastupljena podvrsta O. novo-ulmi ssp. novo-ulmi, iako
je zabiljezena i podvrsta O. novo-ulmi ssp. americana, no kako se radi o starijim podacima,
zastupljenost podvrsta u Hrvatskoj trebalo bi ponovo istraziti. Analizom morfologije izolata
nije moguce precizno odrediti podvrstu O. novo-ulmi. Kako cilj ovog znanstvenog istrazivanja
nije bila karakterizacija uzro¢nika holandske bolesti brijesta, ve¢ samo detekcija uzro¢nika
bolesti kako bi se mogao ustanoviti doprinos gljive O. novo-ulmi simptomima zaraze i razluciti
utjecaj fitoplazmi od utjecaja gljive na domacina, u ovo istrazivanje nisu uklju¢ene dodatne
metode koje bi omogucile determinaciju podvrsta O. novo-ulmi. Dostupni podaci ukazuju da se
na podru¢ju Hrvatske preklapaju areali dvaju podvrsta (Brasier i Buck 2001, Brasier i1 Kirk
2001). Obzirom da je pojava hibridizacije podvrsta te Sirenje fertilnih hibrida zabiljezeno na
podruc¢jima gdje se njihovi areali preklapaju (Konrad i sur. 2002, Santini i sur. 2005, Solla i sur.
2008, Brasier i1 Kirk 2010), moze se pretpostaviti da je do hibridizacije doslo 1 na podrucju
Hrvatske. U ovom istrazivanju holandska bolest brijesta detektirana je na 5 od 6 analiziranih
lokaliteta u ukupno 55 od 139 analiziranih uzoraka, (Tablica 10), odnosno gotovo 40%
analiziranih stabala bilo je zarazeno ovim patogenom. Na lokalitetima Nova Kapela,
Purdevacka Bilogora, Kalnik 1 Jastrebarsko patogen je bio zastupljen u veéem broju
analiziranih stabala, dok je na lokalitetu Cetina pronadeno samo jedno zarazeno stablo.
Medutim, kako je patogen ipak prisutan na lokalitetu Cetina, postoji moguénost da ¢e se
prosiriti kroz populaciju. Takoder, utvrden je znacajan utjecaj bolesti, osobito na nizinski i
gorski brijest (Tablica 13, Slika 9). HraSovec (2013) isti¢e da je tijekom 2013. zabiljezena
povecana aktivnost potkornjaka te intenzivnije susenje brijesta u hrvatskim Sumama. Navedeno
ukazuje na potrebu detaljnije karakterizacije patogena na molekularnom nivou te utvrdivanje

prisutnosti i zastupljenosti pojedinih podvrsta te prisutnosti i zastupljenosti njihovih hibrida.
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Ucestalost zaraze fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i gljivom O. novo-ulmi razlikovala se
ovisno o vrsti brijesta. Ucestalost zaraze brijesta veza fitoplazmom ‘Ca. phytoplasma ulmi’ bila
je znatno veca u odnosu na nizinski brijest, dok u gorskog brijesta zaraza ovim patogenom nije
dokazana (Tablica 8 1 9). Za razliku od toga, gljiva O. novo-ulmi znatno je ceS¢e zarazavala
nizinski 1 gorski brijest u usporedbi s brijestom vezom (Tablica 10 i 11). Zaraza nizinskog
brijesta fitoplazmom ‘Ca. phytoplasma ulmi’ opaZena je u dosadaSnjim istraZivanjima na
podrucju Europe (Lee i sur. 1993, Maurer i sur. 1993, Marcone i sur. 1997, Griffiths i sur. 1999,
Baudon-Padieu i sur. 2004, Carraro i sur. 2004, Arnaud i sur. 2007, Navratil i sur. 2009, Jovi¢
isur. 2011). Prilikom opisa vrste ‘Ca. phytoplasma ulmi’ analizirani su izolati koji su zarazavali
nizinski brijest na podrucju Italije (Lee i sur. 2004b). Takoder, zaraZena stabla gorskog brijesta
utvrdena su u Njemackoj i Francuskoj (Maurer i sur. 1993, Mittempergher 2000, Arnaud i sur.
2007). U pojedinim dosada$njim istrazivanjima analiziran je i odreden broj stabala koja nisu
pokazivala simptome bolesti. Jovi¢ 1 sur. (2011) dokazali su zarazu fitoplazmama u 11 stabala
nizinskog brijesta i 14 stabala brijesta veza te su u istrazivanje ukljucili i Cetiri stabla nizinskog
brijesta koja nisu pokazivala simptome zaraze kao kontrolu. Medutim, na istrazivanim
lokalitetima Jovi¢ 1 sur. (2011) uzorkovali su samo simptomati¢na stabla pri ¢emu ne navode
jesu li na tim lokalitetima uocena i stabala koja nisu pokazivala simptome zaraze, a kontrolna,
nesimptomati¢na stabla nisu se nalazila na istom lokalitetu gdje je zaraza fitoplazmama
detektirana. Boudon-Padieu i sur. (2004) analizirali su stabala nizinskog i gorskog brijesta u
umjetnim 1 prirodnim populacijama koja nisu pokazivala simptome te u tim stablima nisu
detektirali fitoplazme, no u drugim istrazivanjima dokazana je mogucénost izostanaka
specificnih simptoma uslijed zaraze fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ te pojave potpuno
asimptomatskih zaraza ovom fitoplazmom kod prirodno i eksperimentalno zarazenih stabala
europskih 1 azijskih vrsta brijesta te razli¢itih hibrida (Braun i Sinclair 1979, Mittempergher
2000, Sinclair 1 sur. 2000, Carraro i sur. 2004). U ovom istrazivanju zaraza fitoplazmama
dokazana je u znacajnom udjelu stabala brijesta veza koja nisu pokazivala simptome Zucéenja i
opadanja listova. Od 53 stabla koja su bila zarazena samo fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’,
cak 32 stabla nisu pokazivala vidljive simptome zaraze (Tablica 12). Navedeno ukazuje da je
za utvrdivanje zastupljenosti fitoplazmi brijesta na nekom podrucju vazno analizirati i stabla
koja ne pokazuju jasne simptome bolesti. Razlika u ucestalosti zaraze fitoplazmom ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ moze se povezati s razlicitim ¢imbenicima. Moguce je da postoje razlike u
osjetljivosti istrazivanih vrsta brijesta (Mittempergher 2000), no na Sirenje zaraze ne utjece
samo osjetljivost domacina, ve¢ vrlo znacajnu ulogu ima i zivotni ciklus vektora. Iako su

moguci 1 drugi nacini prijenosa (Lee i sur. 2000), najznacajniju ulogu u prijenosu fitoplazmi
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imaju kukci (red Hemiptera) koji se hrane floemskim sokom (Weintraub i Beanland 2006).
Vrsta Macropsis mendax potvrdeni je vektor fitoplazmi brijesta u Italiji (Carraro 1 sur. 2004),
ali bi i druge vrste kukaca, kao §to su Hyalesthes luteipes, Philenus spumarium, Allygus
atomarius mogle biti vektori fitoplazmi brijesta u Europi (Jovi¢ 1 sur. 2009, Navratil 1 sur.
2009). Nije poznato koje su vrste kukaca odgovorne za Sirenje fitoplazmoze brijesta u
Hrvatskoj, ali velika zastupljenost fitoplazmi brijesta ukazuje na prisutnost ucinkovitog
vektora. Istrazivanja potencijalnih vektora fitoplazmi brijesta u Hrvatskoj, njihove
rasprostranjenosti te dinamike hranjenja na pojedinim vrstama brijesta mogla bi doprinijeti
razumijevanju opazenih razlika u ucestalosti zaraze kod nizinskog, gorskog 1 brijesta veza.
Upravo specificnost vektora prema domacinu moZe objasniti opazenu razliku u ucestalosti
zaraze gljivom O. novo-ulmi. Potkornjaci Scolytus scolytus i S. multistriatus koji su
najznacajniji vektori gljive O. novo-ulmi u Europi i kod nas (Glavas 1999, Hrasovec 2013)
preferiraju nizinski brijest u usporedbi s gorskim 1 brijestom vezom (Webber 1990, 2004,
Pajares 2004). Na lokalitetu Kalnik prisutan je samo gorski brijest, medutim na ostalim
lokalitetima gdje je zabiljezena holandska bolest zajedno su rasla stabla nizinskog i brijesta
veza. Vjerojatno je ¢eS¢e razmnozavanje 1 hranjenje potkornjaka na stablima nizinskog brijesta
rezultiralo veéim stupnjem zaraze ove vrste. Pri tumacenju razlika u ucestalosti zaraze
pojedinim patogenom brijesta treba uzeti u obzir i moguénost njihove medusobne interakcije.
Zastupljenost fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i gljive O. novo-ulmi na istom podrucju te
postojanje mijeSane zaraze ovim patogenima dokazano je u provedenom istrazivanju. Ukupno
su 6 stabala brijesta veza i 2 stabla nizinskog brijesta bila zaraZzena i jednim 1 drugim patogenom
na dva analizirana lokaliteta, Purdevacka Bilogora 1 Jastrebarsko (Tablica 12). lako se radi o
vrlo znacajnim patogenima brijesta, njihova interakcija nije istrazena. Europske vrste brijesta
osjetljivije su na zarazu gljivom O. novo-ulmi nego fitoplazmom ‘Ca. phytoplasma ulmi’, §to
je potvrdeno i ovim istrazivanjem (Slika 9). U najjednostavnijem slucaju, kod europskih vrsta
brijesta zaraza virulentnijim patogenom, gljivom O. novo-ulmi, mogla bi uzrokovati brzo
suSenje i odumiranje stabla prije nego Sto koncentracija fitoplazmi dosegne razinu detekcije
PCR reakcijom. S druge strane, mogle bi postojati i slozene interakcije ova dva patogena.
Dokazane su brojne promjene na fizioloSkom i molekularnom nivou uslijed zaraze gljivom O.
novo-ulmi kod razlicitih vrsta brijesta i hibrida koji pokazuju razliCit stupanj osjetljivosti na
holandsku bolest brijesta (Aoun i sur. 2009, 2010, Oliveira i sur. 2012, Durkovié i sur. 2014).
Takoder, u literaturi je opisan vrlo Sirok raspon utjecaja razlicitih fitoplazmi na zaraZzene biljke

(Hogenhout i sur. 2008, Musetti 2010, Sugio i sur. 2011b), ukljucujudi i izolat fitoplazme ‘Ca.
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Phytoplasma ulmi’ (izolat EY-C) na vrstu Catharantus roseus u in vitro uvjetima (Curkovi¢

Perica i sur. 2007, Leljak-Levani¢ i sur. 2010).

Razlika u intenzitetu simptoma koji su opazeni na stablima zaraZenim fitoplazmom ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ i stablima zarazenim gljivom O. novo-ulmi ukazuje da holandska bolest
brijesta predstavlja znatno vecu prijetnju populacijama brijesta u Hrvatskoj. Gljiva O. novo-
ulmi uzrokovala je pojavu simptoma u svih zaraZzenih stabala nizinskog, gorskog 1 brijesta veza
(Tablica 12). Tako se intenzitet simptoma kod pojedine vrsta brijesta uzrokovan gljivom O.
novo-ulmi nije razlikovao (Slika 9), uzimajuéi u obzir ucestalost zaraze (Tablica 11) moze se
zakljuciti da ova bolest u Hrvatskoj ima najveci utjecaj na nizinski i gorski brijest. Intenzivno
suSenje nizinskog brijesta povezano s holandskom bolesti koje je utjecalo na sastav i strukturu
nizinskih $uma u Hrvatskoj opaZeno je i u prethodnim istrazivanjima (Spiranec 1971, Stojkovié
1995, Zebec i sur. 2010). Za razliku od toga, gorski brijest nije bio zarazen fitoplazmom ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’, broj zarazenih stabala nizinskog brijesta bio je relativno mali, a viSe od pola
zarazenih stabla brijesta veza nije bilo simptomati¢no u trenutku uzorkovanja te intenzitet
simptoma brijesta veza povezan s zarazom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije bio statisticki znacajan.
Intenzitet simptoma uzrokovan mijeSanom zarazom bio je jednak intenzitetu simptoma koji je
uzrokovala gljiva O. novo-ulmi, $to podrzava zakljucak da je O. novo-ulmi znatno jaci patogen
europskih vrsta brijesta u usporedbi s ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Ovakvi rezultati ukazuju da
fitoplazmoza brijesta ne predstavlja znacajan problem u Hrvatskoj. Medutim, ne moze se
zanemariti velika zastupljenost ovog patogena. Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ detektirana
je na svim analiziranim lokalitetima, osim na lokalitetu Kalnik gdje je bio zastupljen samo
gorski brijest, dok se udio zaraZenih stabala brijesta veza kretao u rasponu od 50% na lokalitetu
Nova Kapela do ¢ak 100% na lokalitetu Purdevacka Bilogora (Tablica 8). Do sli¢nog zakljucka
dosao je Mittempergher (2000), koji navodi da bolest Zu¢enja brijesta ne predstavljaju znac¢ajnu
prijetnju za nativne populacije brijesta u Italiji, ali je patogen prisutan te postoji moguénost
Sirenja u slucaju unosa osjetljive biljne vrste. Osim toga, zaraza fitoplazmama moze oslabiti
stablo 1 uciniti ga podloznijim drugim negativnim okoliSnim ¢imbenicima (Sinclair i Griffiths
1994, Mittempergher 2000). Braun i Sinclair i1 sur. (1979) utvrdili su da se simptomi na
listovima u brijesta veza uocCavaju tijekom prve dvije godine nakon eksperimentalnog
zarazavanja fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, nakon ¢ega ne dolazi do pojave simptoma
na listovima, ali stablo zakrzlja. Takoder, zaraza brijesta veza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma
ulmi’ u prirodi moze biti pracena sporijim rastom i razvojem stabala (Mittempergher 2000).

Rezultati ovog istrazivanja te istrazivanja drugih znanstvenih grupa ukazuju na potrebu
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viSegodiSnjeg pracenja utjecaja zaraze fitoplazmama i gljivom O. novo-ulmi na razvoj
simptoma 1 ucestalost odumiranja zarazenih stabala. VisegodiSnja istrazivanja omogucila bi

bolju procjenu utjecaja fitoplazmi na populacije brijesta u Hrvatskoj.

Glavni cilj ovog istrazivanja bila je molekularna karakterizacija izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’.
U istrazivanju je primijenjen multigenski pristup koji je obuhvatio analizu gena za 16S rRNA,
gena rpl22 i rps3 koji kodiraju ribosomske proteine L.22 i S3, gena secY koji kodira komponentu
Sec proteinskog translokacijskog sustava te genskog lokusa secY-map koji obuhvaca 3’kraj
gena secY 1 veci dio gena map koji kodira metionin aminopeptidazu. Analiza gena za 16S rRNA
ima velik znacaj u istrazivanjima fitoplazmi, kao 1 u istrazivanjima drugih prokariota (Woese i
sur. 1980, 1987, Yarza i sur. 2008, Zhao i sur. 2010) te je osnova za opis novih ‘Ca.
Phytoplasma’. Medutim, kako je 16S rDNA sekvenca vrlo konzervirana, bioloski i ekoloski
razli¢ite fitoplazme mogu imati visok stupanj slicnosti ove sekvence. Obzirom da sve
fitoplazme 16SrV skupine, kojoj pripada i fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, imaju veliku
sli¢nost 16S rDNA sekvence (Lee i sur. 2004b), analiza varijabilnijih genskih lokusa vazna je
kako bi se fitoplazme brijesta mogle razlikovati od srodnih fitoplazmi iz 16SrV skupine.
Ovakav pristup koristen je i pri po¢etnom opisu vrste ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ koja je 2004.
godine opisana kao nova vrsta fitoplazmi koja zarazava brijest (Ulmus sp.) uz izolat EY1 kao
referentni izolat (Lee i sur. 2004b). Primjena multigenske karakterizacije koja je ukljucila
analizu gena za 16S rRNA, gena za ribosomske proteina te gena secY, utvrdivanje jedinstvenih
oligonukleotidnih sekvenci unutar svih analiziranih gena te postojanje specifi¢nosti prema
domacinu i1 vektoru omogucilo je odvajanje fitoplazmi brijesta od ostalih fitoplazmi 16SrV
skupine s kojima fitoplazme brijesta dijele vrlo visok stupanj sli¢nosti sekvence gena za 16S
rRNA, veci od vecu od 97,5% (Lee i sur. 2004b) $to je grani¢na vrijednost za opis nove ‘Ca.
Phytoplasma’ vrste (IRPCM 2004). Medutim, za utvrdivanje raznolikosti fitoplazmi brijesta
vazan je ne samo broj analiziranih genskih lokusa ve¢ i1 broj analiziranih izolata. Pri poCetnom
opisu analizirana su samo cetiri izolata fitoplazmi brijesta, izolat EY1 koji je i referentni izolat
ovih fitoplazmi te tri izolata porijeklom iz Italije. Medusobna slicnost u sekvenci analiziranih
gena za ova Cetiri izolata bila je vrlo velika (99,9% za 16SrRNA, 99,7% za ribosomalne proteine
1 99,5% za secY) §to je upucivalo na malu raznolikost unutar vrste ‘Ca. Phytoplasma ulmi
(Lee 1 sur. 2004b). Istrazivanja koja su uslijedila ukazala su na postojanje znacajnih razlika u
izolata koji potjeCu s razli¢itih geografskih podruc¢ja (Jovi¢ i sur. 2008, 2011, Navratil i sur.
2009). U ovom istrazivanju analizirana su 62 izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’.

Dobiveni rezultati potvrduju postojanje velike geneticke raznolikosti unutar ove skupine
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fitoplazmi. Jovi¢ 1 sur. (2011) opisuju izolate detektirane u Srbiji kao nove sojeve ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’, a ne kao ‘Ca. Phytoplasma ulmi’-srodne sojeve, bez obzira na postojanje
razlika unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci u odnosu na referentni izolat EY'1, ¢ak i
u 16S rDNA sekvenci. Izraz ,,pripadnost®, a ne ,,srodnost” vrsti ‘Ca. Phytoplasma ulmi’

prihvacena je 1 u ovom istrazivanju.

Gen secY pokazao se kao najvarijabilniji genski lokus fitoplazmi brijesta, znatno varijabilniji u
odnosu na ostale analizirane genske lokuse. Na temelju analize nukleotidne sekvence ovog gena
odredena su 24 razli¢ita genotipa (secY-1 do secY-24) pri ¢emu su izmedu pojedinih
genotipova postojale znacajne razlike koje su ukljucivale ne samo nukleotidne promjene vec i
delecije 1 insercije. Vrlo je vazno da delecije i1 insercije uocene u sekvenci gena secY nisu
poremetile okvir Citanja. Prema tome, iako je proteinski produkt gena secY za odredeni broj
aminokiselina kraci ili duzi u usporedbi s izolatom EY1, moze se pretpostaviti da je i1 dalje
funkcionalan (Tablica 18, Slika 11). Prethodna istrazivanja ukazala su na veliku varijabilnost
sekvence gena secY medu razli¢itim fitoplazmama, ali i medu izolatima iste skupine fitoplazmi
(Filippin i sur. 2009, Lee i sur. 2010). Istrazivanja fitoplazmi brijesta takoder su pokazala da je
medu dosad analiziranim genskim lokusima gen secY najvarijabilniji (Lee i sur. 2004b, Jovi¢ i
sur. 2011, Navratil 1 sur. 2009). Najmanja varijabilnost utvrdena je za 16S rDNA sekvencu. Na
temelju sekvence ovog genskog lokusa bilo je moguce razlikovati dva genotipa (16S-1 1 16S2)
koji su se medusobno razlikovali samo u jednoj nukleotidnoj promjeni (Tablica 14 ). Mali broj
16S rDNA genotipova te male razlike izmedu njih u skladu su sa konzerviranom prirodom 16S
rDNA sekvence. Geni rpl22 1 rps3 koji su dio operona ribosomskih proteina bili su varijabilniji
nego 16S rDNA, ali znatno manje varijabilni u usporedbi s genom sec?, $to je bilo ocekivano
obzirom na dosadasnja istrazivanja (Martini i sur. 2007). Analizom gena za ribosomske proteine
odredeno je 5 genotipova koji su se medusobno razlikovali u najvise tri nukleotida (Tablica 16).
Genski lokus secY-map pokazao je nesto vecu varijabilnost u odnosu na gene za ribosomske
proteine, ali manju u odnosu na gen secY. Analizom genskog lokusa secY-map odredeno je 7
genotipova koji su se medusobno razlikovali u najvise tri nukleotida, ali je kod dva genotipa
utvrdena i delecija koja se nalazila u intergenskom podruc¢ju izmedu gena secY 1 map (Tablica
16). Arnaud 1 sur. (2007) analizirali su sekvence gena map 1 uvrB-degV fitoplazmi iz 16SrV
skupine, ukljucujuci i americke i europske izolate ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Iako je njihov cilj
bio odredivanje filogenetskih odnosa fitoplazmi vinove loze (FD) i johe (ALY), dobiveni
rezultati bili su znacajni i za istrazivanja fitoplazmi brijesta te je gen map predlozen kao

prikladan marker za finiju diferencijaciju ovih fitoplazmi. U istrazivanju Jovi¢ i sur. (2011) u

90



Rasprava

sekvenci genskog lokusa secY-map utvrdeno je manje promjena nego u sekvenci gena secY, no
broj genotipova odredenih na temelju ovih genskih markera bio je jednak. Medutim, Jovi¢ i sur.
(2011) odredili su nukleotidnu sekvencu samo onih izolata za koje se razlikovao RFLP obrazac
gena secY dobiven cijepanjem restrikcijskim enzimom Msel, dok je u ovom istrazivanju
odredena nukleotidna sekvenca svih detektiranih izolata. Rezultati dobiveni u ovom
istrazivanju ukazuju da je gen secY bolji pokazatelj raznolikosti fitoplazmi brijesta u odnosu na

gen map.

Veca varijabilnost gena secY u odnosu na gene za ribosomske proteine 1 gen map vidljiva je i
na temelju usporedbe translatiranih sekvenci. Uslijed sinonimnih mutacija usporedbom
translatiranih sekvenci gena za ribosomske proteine te gena map nije utvrdena jednaka
raznolikost izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ kao usporedbom nukleotidnih sekvenci
navedenih gena. Za razliku od toge, bilo je moguce razlikovati sve detektirane secY genotipove
obzirom na translatiranu secY sekvencu, iako je 1 u sekvenci ovog genskog lokusa znacajan

udio nukleotidnih promjena bio sinoniman.

Niti jedan izolat detektiran u ovom istrazivanju nije bio identi¢an referentnom izolatu EY'1 niti
nekom od izolata koje su analizirali Lee 1 sur. (2004b). U sekvenci gena za 16S rRNA,
ribosomske proteine 1 genskog lokusa secY-map utvrden je veci broj promjena kada su izolati
iz ovog istrazivanja usporedeni s izolatom EY 1 nego kada su medusobno usporedeni (Slike 15,
17, 21). Medutim, to nije uvijek bio slucaj kada je usporedena sekvenca gena secY; pojedini
izolati imali su veci postotak identi¢nosti sekvence s izolatom EY 1 nego medusobno obzirom
na sekvencu gena secY (Tablica 19). Ovi rezultati takoder ukazuju na veliku varijabilnost ovog

genskog lokusa, ali i veliku raznolikost izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’.

Lee i sur. (2004b) su pri opisu vrste definirali jedinstvene oligonukleotidne sekvence specificne
za fitoplazme brijesta. Dvije takve sekvence nalaze se unutar gena za 16S rRNA, tri unutar gena
za ribosomske proteine te Cetiri unutar gena secY. Medutim, u svih izolata analiziranih u ovom
istrazivanju pronadene su promjene unutar jedinstvenih oligonuklotidnih sekvenci, ¢ak i u
konzerviranoj sekvenci gena za 16S rRNA. Promijene jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci
gena za 16S rRNA te gena za ribosomalne proteine ukljucivale su samo nukleotidne promjene,
no u tri od cetiri jedinstvene oligonuklotidne sekvence gena secY pronadene su opsezne
promjene koje su kod nekih genotipova ukljucivale deleciju cijele jedinstvene oligonukleotidne
sekvence (Tablica 18). Jedinstvene oligonukleotidne sekvence utvrduju se za pojedinu ‘Ca.
Phytoplasma’ vrstu kako bi se upotpunio opis vrste i olakSala diferencijacija srodnih

taksonomskih skupina (Firrao 1 sur. 2005). Prema tome, jedinstvene oligonukleotidne sekvence
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trebale bi predstavljati karakteristiku vrste 1 olaksSati identifikaciju fitoplazmi, no postojanje
ovako znacajnih promjena, koje su utvrdene i kod ¢eSkog izolata EYCZ1 (Navratil i sur. 2009)
te izolata iz Srbije (Jovi¢ i sur. 2008, 2011) dovodi u pitanje primjenjivost jedinstvenih
oligonukletidnih sekvenci pri identifikaciji izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Jovi¢ i
sur. (2011) istaknuli su potrebu za kontinuiranom evaluacijom i verifikacijom jedinstvenih
oligonukleotidnih sekvenci te ukazali na problematiku nedovoljnog broja izolata analiziranih
pri opisu ’Ca. Phytoplasma“ vrsta. Rezultati ovog istrazivanja upuéuju na isti zakljucak. U
ovom istrazivanju utvrdena je velika raznolikost fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ te dodatne
promjene unutar jedinstvenih oligonukleotidnih sekvenci koje nisu dokazane u istrazivanju
Jovié i sur. (2011). Cini se da su fitoplazme brijesta Siroko rasprostranjena i vrlo raznolika
skupina fitoplazmi na podrucju Europe. Daljnja istraZzivanja koja bi utvrdila podrucje
rasprostranjenosti fitoplazmi brijesta te njihovu raznolikost na razliCitim podrucjima

rasprostranjenosti mogla bi rezultirati preciznijim opisom vrste.

Metodoloski pristup koji je odabran u ovom istrazivanju imao je za cilj omoguéiti $to bolji uvid
u gensku strukturu fitoplazmi brijesta u Hrvatskoj. Ovo istrazivanje obuhvatilo je do sad najveéi
ukupan broj izolata fitoplazmi brijesta te najveci broj izolata koji su prisutni u pojedinacnoj
populaciji brijesta za koje je odredena nukleotidna sekvenca Cetiri genska lokusa, gena za 16S
rRNA, gena za ribosomske proteine, gena secY 1 genskog lokusa secY-map. Dosadasnja
istrazivanja obi¢no su ukljucivala manji broj izolata i/ili analizu manjeg broja genskih lokusa
ili su odredene sekvence samo onih izolata koji su imali razli¢it RFLP profil (Marcone 1 sur.
1997, Lee 1 sur. 2004b, Arnaud i sur. 2007, Jovi¢ i sur. 2008, 2011, Navratil i sur. 2009). Iako
su navedena istrazivanja dala velik doprinos karakterizaciji fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
te ukazala na postojanje varijabilnosti ove vrste fitoplazmi, zbog razlike u metodologiji
istrazivanja tesko je usporediti raznolikost opazenu u ovom istrazivanju s raznolikos¢u koja je
utvrdena u prethodnim istrazivanjima. Na svim lokalitetima na podru¢ju Hrvatske koji su
analizirani u ovom radu utvrdena je prisutnost genetickih razli¢itih izolata fitoplazme ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’. Sukladno prethodno opisanoj varijabilnosti gena secY, geneticka
raznolikost izolata s istog lokaliteta u najvecoj je mjeri bila povezana s postojanjem razlika u
sekvenci ovog gena, iako je ponekad razlika bila povezana 1 s promjenama u sekvenci genskog
lokusa secY-map. Unutar istog lokaliteta svi izolati imali su identi¢nu sekvencu gena za 16S
rRNA. Takoder, ve¢ina izolata s istog lokaliteta imala je identi¢nu sekvencu gena za
ribosomske proteine, izuzev jednog izolata s lokaliteta Nova Kapela, jednog izolata s lokaliteta

Purdevacka Bilogora i jednog izolata s lokaliteta Cetina Cija se sekvenca gena za ribosomske
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proteine razlikovala u usporedbi s ostalim izolatima s istog lokaliteta. Najveci broj identi¢nih
izolata detektiran je na lokalitetu Cetina gdje je 11 od 12 izolata bilo identicno obzirom na
sekvencu svih analiziranih lokusa. Usporedba izolata s razliitih lokaliteta ukazuje na
postojanje razlika izmedu lokaliteta Cetina 1 ostalih lokaliteta. Izolati s lokaliteta Cetina
razlikovali su se u odnosu na izolate s ostalih lokaliteta ne samo obzirom na najvarijabilniji
genski lokus, gen secY, ve¢ i obzirom na manje varijabilne lokuse, gene za 16S rRNA i
ribosomske proteine. Suprotno o¢ekivanom, diferencijacija izolata s lokaliteta Cetina nije bila
vidljiva na temelju genskog lokus secY-map obzirom da je vecéina izolata imala genotip map-1
koji je bio najzastupljeniji 1 na lokalitetu Purdevacka Bilogora te prisutan na lokalitetima Donji
Miholjac i Jastrebarsko. Postojanje razlika medu izolatima fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
s lokaliteta Cetina i ostalih lokaliteta moglo bi biti povezano s geografskim polozajem lokaliteta
Cetina koji je udaljen od ostalih lokaliteta te se nalazi pod utjecajem drugacijih klimatskih
uvjeta. Manja raznolikost izolata na lokalitetu Cetina mogla bi se objasniti moguc¢im kra¢im
prisustvom patogena na tom lokalitetu u usporedbi s ostalim lokalitetima, no samo na temelju
rezultata ovog istrazivanja tesko je pretpostaviti §to je klju¢ni ¢imbenik koji je utjecao na

opazene razlike.

Stabla nizinskog 1 brijesta veza uzorkovana su na lokalitetima Donji Miholjac, Nova Kapela i
Jastrebarsko kao i na lokalitetu Cetina koji pripada ekstrazonalnom podrucju rasprostranjenosti
brijesta veza. Planirano je uzorkovanje priblizno jednakog broja stabala ovih vrsta brijesta na
svakom lokalitetu kako bi se moglo istraziti postoji li razlika izmedu izolata koji zarazavaju
razli¢ite vrste brijesta na istom lokalitetu. Medutim, broj stabala nizinskog brijesta bio je manji
na svakom od navedenih lokaliteta, vjerojatno zbog holandske bolesti brijesta ¢iji je znac¢ajan
utjecaj na propadanje ove vrste potvrden i u ovom radu. Takoder, u ovom istrazivanju
detektirana su samo tri stabla nizinskog brijesta koja su bila zarazena fitoplazmom °‘Ca.
Phytoplasma ulmi’. Zbog postojanja razlike kako u broju analiziranih uzoraka tako i u broju
izolata tesko je donijeti konacni zakljucak, no izolati porijeklom iz nizinskog brijesta analizirani
u ovom istrazivanju nisu se razlikovali u usporedbi s izolatima porijeklom iz brijesta veza. To
ukazuje da se vjerojatno izolati koji zarazavaju nizinski 1 brijest vez geneticki ne razlikuju, Sto
bi nadalje znacilo da je isti vektor/vektori odgovoran/odgovorni za Sirenje zaraze u obje vrste

brijesta.

Filogenetska analiza pokazala je zajedniC¢ko porijeklo izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
detektiranih u ovom istrazivanju i prethodno opisanih izolata ove vrste fitoplazmi. Pokazalo se

da je u¢inkovitost primjene analiziranih genskih lokusa u procjeni filogenetskih odnosa izolata

93



Ra sprava

‘Ca. Phytoplasma ulmi’ proporcionalna njihovoj varijabilnosti, obzirom da je najvarijabilniji
gen secY bio i najinformativniji filogenetski parametar. Ovaj zakljuc¢ak u skladu je s
dosadasnjim rezultatima istrazivanja kako fitoplazmi brijesta (Lee i sur. 2004b, Navratil i sur.
2009, Jovi¢ i sur. 2011), tako 1 drugih fitoplazmi (Lee i sur. 2006, Filippin i sur. 2009, Lee i
sur. 2010). Na temelju filogenetske analize 16S rDNA sekvence (Slika 13) moze se zakljuciti
da su fitoplazme 16SrV skupine medusobno srodne te evolucijski odvojene od ostalih
fitoplazmi. Skupina 16SrV je velika i heterogena skupina koja ukljucuje viSe razliCitih
fitoplazmi povezanih s razli¢itim domac¢inima i vektorima (Lee i sur. 2004b). Do sada su unutar
ove skupine opisane tri ‘Ca. Phytoplasma’ vrste - ‘Ca. Phytoplasma ziziphi’ (Jung 1 sur.
2003), ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ (Lee i sur. 2004b) i ‘Ca. Phytoplasma rubi’ (Malembic-Maher i
sur. 2011). Medutim, uslijed velike sli¢nosti 16S rDNA sekvence, filogenetska analiza na
temelju ovog genskog lokusa nije pokazala jasnu diferencijaciju razlicitih fitoplazmi iz 16SrV
skupine (Slika 13). Iako su se izolati 16SrV-B podskupine ( ‘Ca. Phytoplasma ziziphi’) koji su
filogenetski udaljeniji od ostalih fitoplazmi iz ove skupine odvojili kao zaseban klaster te je
vidljivo i medusobno grupiranje izolata 16SrV-E podskupine (‘Ca. Phytoplasma rubi’),
grupiranje izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije bilo podrzano visokom vrijednos¢u dobivenom
metodom samoucitavanja. Za razliku od toga, filogenetska analiza na temelju gena rpl22 1 rps3,
te gena secY i map pokazala je da iako su srodne s ostalim fitoplazmama 16SrV skupine,
fitoplazme brijesta predstavljaju zasebnu filogenetsku skupinu monofiletskog porijekla.
Postojanje vise filogenetskih linija fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ vidljivih na stablima
koja su dobivena analizom gena za ribosomske proteine (Slika 14), gena secY (Slika 15) te
genskog lokus secY-map (Slika 16) ukazuje na gensku raznolikost ove skupine fitoplazmi. Na
veliku varijabilnost izolata detektiranih u ovom istrazivanju osobito je ukazala filogenetska
analiza na temelju gena secY. Medutim, usprkos postojanju znacajnih razlika, svi izolati iz ovog
istrazivanja medusobno su srodni te pripadaju istoj filogenetskoj liniji oznacenoj kao rp-EY2
na filogenetskom stablu dobivenom na temelju gena za ribosomske proteine, secY-EY2 na
filogenetskom stablu dobivenom na temelju gena za secY te Map-EY 3 na filogenetskom stablu
dobivenom na temelju genskog lokusa secY-map. Najvecu srodnost hrvatski izolati pokazuju s
izolatima iz Srbije s kojima su se zajedno grupirali unutar navedenih filogenetskih linija, dok
su evolucijski udaljeniji od referentnog izolata EY1 koji pripada drugoj filogenetskoj liniji
oznacenoj kao rp-EY1 na filogenetskom stablu dobivenom na temelju gena za ribosomske
proteine, secY-EY1 na filogenetskom stablu dobivenom na temelju gena za secY te Map-EY1
na filogenetskom stablu dobivenom na temelju genskog lokusa secY-map. Obzirom da se ¢eski

izolat nije grupirao unutar opisanih filogenetskih linija ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, moze se
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pretpostaviti da bi raznolikost na Sirem podrucju rasprostranjenosti fitoplazmi brijesta mogla
biti jo§ i veca.

Iako je analiza sekvence i1 zastupljenosti genotipova pokazala da su svi detektirani secY
genotipovi, osim secY-1, zastupljeni samo na jednom lokalitetu (Tablica 22), filogenetska
analiza na temelju gena secY ukazuje da ne postoji jasna diferencijacija fitoplazmi s razlicitih
lokaliteta (Slika 15). Obzirom na analizu nukleotidnih sekvenci te zastupljenost pojedinih
genotipova svih analiziranih gena, uoCeno je postojanje razlike izmedu lokaliteta Cetina i
ostalih lokaliteta. Na odvajanje izolata s lokaliteta Cetina ukazuje filogenetska analiza gena za
ribosomske proteine. Grupiranje izolata s lokaliteta Cetina koje ukazuje da su oni medusobno
najsrodniji vidljivo je i na filogenetskom stablu koje je dobiveno analizom gena secY (Slika
14). Medutim, vidljiva je i njihova srodnost s izolatima s drugih lokaliteta te pripadnost istoj
filogenetskoj liniji. Srodnost izolata s razlicitih lokaliteta istrazenih u ovom radu, kao i srodnost
s izolatima iz susjednih podrucja te njihova velika varijabilnost ukazuju da bi fitoplazme
brijesta mogle biti dugo prisutne na ovom podrucju. To ide u prilog hipotezi da su fitoplazme
brijesta nativne na podrucju Europe (Jovi¢ i sur. 2011). Velika raznolikost fitoplazmi brijesta u
Europi uz malu virulentnost prema europskim vrstama brijesta, $to bi moglo biti rezultat ko-
evolucije domacina i patogena, ukazuje da bi fitoplazme brijesta mogle potjecati iz Europe.
Mogu¢énost europskog porijekla dokazana je za fitoplazme 16SrV-C i 16SrV-D koje su srodne
fitoplazmama brijesta (Arnaud i sur. 2007, Filipin i sur. 2009). Daljnja karakterizacija izolata
iz Europe te detaljnija karakterizacija izolata iz Sjeverne Amerike mogla bi potvrditi

pretpostavku da se centar Sirenja fitoplazmi brijesta nalazi u Europi (Jovi¢ 1 sur. 2011).

Pretpostavlja se da bi nastanak novih fitoplazmoza kultiviranih biljnih vrsta mogao biti povezan
s prirodnim ciklusom fitoplazmi koji ukljucuje divlju biljnu vrstu, manje ili viSe osjetljivu na
zarazu fitoplazmama u koje je Cesto zaraza asimptomatska te vektora na kojeg zaraza
fitoplazmama znacajno ne utjece. Uslijed unosa odgovarajuc¢ih biljnih vrsta na kojima ce se
postojeci vektor hraniti ili unosa nove vektorske vrste moze do¢i do Sirenja prirodnog ciklusa
te nastanka novih bolesti. Pri tome divlja biljna vrsta moze sluziti kao stalni izvor inokuluma
ili moze do¢i do potpunog izdvajanja novonastalog epidemioloSkog sustava koji u konacnici
moze voditi ka nastanku geneticki razli¢itih sojeva fitoplazmi (Maixner 2010). Tesko je
pretpostaviti kolika je mogucnost da se sli¢no dogodi i sa fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
obzirom na brojne ¢imbenike koji na to utjeCu. Kako se radi o raznolikoj skupini fitoplazmi

zastupljenoj na Sirem podrucju Europe, karakterizacija izolata ove fitoplazme vazna je i zbog
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toga Sto se ne moze u potpunosti iskljuciti mogucénost Sirenja ciklusa fitoplazmi brijesta (Jovié¢

isur. 2011).

Osim fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, u ovom istrazivanju detektirana je i zaraza brijesta
fitoplazmama ‘Ca. Phytoplasma asteris’ (16SrlI skupina) i ‘Ca. Phytoplasma solani’ (16SrXII-
A podskupina). Obje ove vrste fitoplazmi imaju vrlo Sirok krug domacina i vektora (Lee 1 sur.
2004a, Quaglino i sur. 2013) te su i prethodno detektirane u uzorcima brijesta, ponekad u
mijeSanoj zarazi s ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, no njihov znacajniji utjecaj na brijest u Europi nije
dokazan (Lee 1 sur. 1995, Credi i sur. 2006). U ovom istrazivanju utvrdena je niska ucestalost
zaraze brijesta ovim fitoplazmama. Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma asteris’ detektirana je u
jednom uzorku nizinskog brijesta s lokaliteta Nova Kapela sa simptomima Zucenja listova koji
su mogli biti povezani sa zarazom, dok je fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma solani’ detektirana u
jednom uzorku gorskog brijesta s lokaliteta Kalnik, no to je stablo bilo zarazeno 1 gljivom O.
novo-ulmi te je tesko procijeniti je li na Zucenje i susenje listova koje je opazeno na ovom stablu
utjecala i zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma solani’. Analiza 16S rDNA sekvence pokazala
je da se izolat ‘Ca. Phytoplasma solani’ (oznaka KA?2) koji je detektiran u uzorku gorskog
brijesta nije razlikovao od izolata ‘Ca. Phytoplasma solani’ koji su prethodno pronadeni u
uzorcima kultiviranih i divljih vrsta kao $to su raj¢ica, grasSak, krumpir, vinova loza, poljski slak
i crvena djetelina u razli¢itim dijelovima Europe. Medutim, izolat ‘Ca. Phytoplasma asteris’
(oznaka NK20) se razlikovao od prethodno opisanih izolata ove vrste fitoplazmi. Najvecu
slicnost u sekvenci gena za 16S rRNA izlat NK20 pokazivao je s izolatima 16SrI-B podskupine,
no RFLP obrazac dobiven in silico cijepanjem 16S rDNA sekvence enzimom A/ul razlikovao
se u odnosu na RFLP obrazac 16Srl-B podskupine. Kako je koeficijent sli¢nosti virtualnih
RFLP obrazaca (F) izmedu izolata NK20 i izolata koje pripadaju 16SrI-B podskupini iznosio
0,97, §to je grani¢na vrijednost za opis nove podskupine (Wei i sur. 2008b, Zhao i sur. 2010),
izolat NK20 bi mogao predstavljati novu podskupinu unutar 16Srl skupine fitoplazmi.
Filogenetska analiza na temelju gena za 16S rRNA (Slika 19) pokazala je jasno grupiranje
izolata NK20 s izolatima fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma asteris’ te grupiranje izolata KA2 s
ostalim izolatima fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma solani’, no potrebna je analiza varijabilnijih
genskih lokusa koja bi omogucila bolju karakterizaciju izolata iz ovog istrazivanja te preciznije
utvrdivanje filogenetskih odnosa unutar ovih skupina fitoplazmi. Obzirom na nisku ucestalost
zaraze fitoplazmama ‘Ca. Phytoplasma asteris’ i ‘Ca. Phytoplasma solani’, moguce je da se
radi o sporadi¢noj zarazi povezanoj s polifagnim vektorom koji se povremeno hrani na brijestu,

no postojanje razlika izmedu izolata ‘Ca. Phytoplasma asteris’ koji zarazavaju brijest u
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Hrvatskoj 1 ostalih izolata ove skupine fitoplazmi moglo bi biti znacajno. Potrebna su dodatna
istrazivanja koja bi pokazala moguénost Sirenja fitoplazmi ‘Ca. Phytoplasma asteris’ 1 ‘Ca.

Phytoplasma solani’ u populacijama brijesta u Hrvatskoj.

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da podrucje rasprostranjenosti fitoplazme ‘Ca.
Phytoplasma ulmi’ obuhvaca i Hrvatsku, $to do sad nije bilo poznato te je utvrdeno da je od tri
vrste brijesta koje su prirodno rasprostranjene na podrucju Hrvatske brijest vez najcesc¢e zarazen
ovom fitoplazmom. Nadalje, molekularna karakterizacija gena za 16S rRNA, gena za
ribosomske proteine te gena secY 1 map izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ s podrucja
Hrvatske dala je nove spoznaje o raznolikosti ovog znacajnog patogena brijesta. Uz fitoplazmu
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ detektiran je i jedan izolat fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma asteris’ u
uzorku nizinskog brijesta i jedan izolat fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma solani’ u uzorku gorskog
brijesta te je potvrdena prisutnost holandske bolesti uzrokovane gljivom O. novo-ulmi i po prvi
puta je opisana pojava mijeSane zaraze uzrokovane fitoplazmama i gljivom O. novo-ulmi. Velik
udio analiziranih stabala brijesta bio je simptomatican $to ukazuje na loSe zdravstveno stanje
brijesta u Hrvatskoj. Iako je tome u ve¢oj mjeri doprinijela zaraza gljivom O. novo-ulmi, nego
zaraza fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ potrebna su daljnja istrazivanja i jednog i drugog

patogena pojedinac¢no kao i njihovog zajedni¢kog utjecaja na brijest u Hrvatskoj.
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5. Zakljuéci

= Fitoplazma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’ prisutna je i Siroko rasprostranjena na
podrucju Hrvatske. Ucestalost zaraze ovom fitoplazmom razlikuje se ovisno o vrsti
brijesta te je znatno veca za brijest vez (Ulmus laevis Pall.) u odnosu na nizinski brijest
(U. minor Mill. sensu latissimo), dok u gorskog brijesta (U. glabra Huds.) zaraza ovom

fitoplazmom nije detektirana.

=  QOsim fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’, brijest u Hrvatskoj zarazavaju i fitoplazma
‘Ca. Phytoplasma solani’ te fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma asteris’, no ucestalost zaraze
ovim fitoplazmama je niska; fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma solani’ detektirana je u
jednom uzorku gorskog brijesta, a detektirani izolat je obzirom na 16S rRNA sekvencu
bio identi¢an izolatima koji zarazavaju ve¢i broj kultiviranih i divljih vrsta na podrucju
Europe; fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma asteris’ detektirana je u jednom uzorku nizinskog
brijesta, a detektirani izolat bi mogao predstavljati novu podskupinu 16SrI skupine

fitoplazmi.

= Holandska bolest brijesta na podru¢ju Hrvatske je wuzrokovana virulentnijim
uzro¢nikom, gljivom Ophiostoma novo-ulmi, dok prisutnost manje virulentnog
uzro¢nika, vrste O. ulmi, nije utvrdena. Uclestalost zaraze gljivom O. novo-ulmi
razlikuje se ovisno o vrsti brijesta te je veca za nizinski (U. minor Mill. sensu latissimo)

1 gorski brijest (U. glabra Huds.) nego za brijest vez (U. laevis Pall.).

= Fitoplazme i fitopatogene gljive mogu istovremeno zarazavati brijest; mijeSana zaraza
fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i gljivom O. novo-ulmi utvrdena je za Sest stabala
brijesta veza (U. laevis Pall.) te dva stabla nizinskog brijesta (U. minor Mill. sensu
latissimo); fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma solani’ bila je prisutna u mijeSanoj zarazi s

gljivom O. novo-ulmi.

= Holandska bolest brijesta predstavlja vecu prijetnju populacijama brijesta u Hrvatskoj;
zaraza gljivom O. novo-ulmi uvijek je povezana s pojavom simptoma bolesti, dok zaraza

brijesta fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ moZze biti asimptomatska.
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Izolati fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ predstavljaju monofiletsku skupinu velike
raznolikosti unutar koje je moguce razlikovati vise filogenetskih linija; izolati s podrucja
Hrvatske pokazuju veliku varijabilnost, ali su medusobno srodni te pripadaju istoj
filogenetskoj liniji ove skupine fitoplazmi; jasna diferencijacija izolata s razlicitih
lokaliteta u Hrvatskoj te diferencijacija izolata koji zarazavaju razliite vrste brijesta

nije utvrdena.

Od cetiri analizirana genska lokusa, gena za 16S rRNA, dijela operona ribosomskih
proteina koji obuhvaca djelomi¢nu sekvencu gena rp/22 i cijelu sekvencu gena rps3 koji
kodiraju ribosomke proteine .22 1 S3, gena secY koji kodira komponentu Sec
proteinskog translokacijskog sustava te gena map koji kodira metionin aminopeptidazu,

najbolji pokazatelj raznolikosti fitoplazmi brijesta je gen secY.
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7. Sazetak

Fitoplazme su patogeni prokarioti iz razreda Mollicutes koji uzrokuju bolesti brojnih biljnih
vrsta. Kako bi se istrazila prisutnost i zastupljenost fitoplazmoze brijesta u Hrvatskoj te
identificirale vrste fitoplazmi koje uzrokuju fitoplazmoze brijesta, na Sest lokaliteta na podrucju
Hrvatske prikupljeni su uzorci triju vrsta brijesta, nizinskog (Ulmus minor Mill. sensu
latissimo), gorskog (U. glabra Huds.) 1 brijesta veza (U. laevis Pall.). Detekcija 1 identifikacija
fitoplazmi provedena je umnoZzavanjem te sekvenciranjem gena za 16S rRNA. Zaraza
fitoplazmama dokazana je u 64 od 139 analiziranih uzoraka brijesta, od ¢ega je u 62 uzorka
identificirana fitoplazma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
detektirana je u uzorcima brijesta veza i nizinskog brijesta, no ucestalost zaraze brijesta veza
bila je znacajno veca. Zaraza gorskog brijesta fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ nije
utvrdena, ali je u jednom uzorku gorskog brijesta detektirana fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma
solani’. Nadalje, u jednom uzorku nizinskog brijesta detektirana je fitoplazma ‘Ca.
Phytoplasma asteris’ koja bi mogla predstavljati novu podskupinu 16SrI skupine fitoplazmi.
Istrazena je 1 prisutnost holandske bolesti brijesta koja moze biti uzrokovana fitopatogenim
gljivama Ophiostoma ulmi /ili O. novo-ulmi kako bi se mogao ustanoviti doprinos pojedinih
patogena simptomima zaraze te razluciti utjecaj fitoplazmi od utjecaja gljiva na domacina.
Dobiveni rezultati potvrdili su prisutnost i veliku zastupljenost holandske bolesti u Hrvatskoj.
Ustanovljeno je da holandsku bolest brijesta na podru¢ju Hrvatske uzrokuje virulentnija vrsta,
gljiva Ophiostoma novo-ulmi, koja je znatno ¢eS¢e zarazavala nizinski 1 gorski brijest nego
brijest vez. Prisutnost manje virulentnog uzrocnika, vrste O. ulmi nije utvrdena. Osim toga,
dokazana je pojava mijeSane zaraze fitoplazmom ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ i gljivom O. novo-
ulmiu Sest stabala brijesta veza i dva stabla nizinskog brijesta te je fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma
solani’ takoder bila prisutna u mijeSanoj zarazi s gljivom O. novo-ulmi. Velik udio
simptomati¢nih stabala, osobito stabala nizinskog i gorskog brijesta, ukazuje na lose
zdravstveno stanje brijesta u Hrvatskoj. Fitoplazma ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ je bila rasirena na
istrazivanom podrucju, ali velik broj zarazenih stabala nije pokazivao simptome bolesti u
trenutku uzorkovanja. Medutim, zaraza gljivom O. novo-ulmi uvijek je bila povezana s pojavom
simptoma bolesti, Sto ukazuje da holandska bolest predstavlja veéu prijetnju populacijama

brijesta u Hrvatskoj.

Kako bi se istrazila genska raznolikost izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ na podrucju

Hrvatske, uz 16S rDNA sekvencu analizirane su i sekvence varijabilnijih genskih lokusa, gena
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za ribosomske proteine te gena secY 1 map. Najveca varijabilnost utvrdena je za gen secY koji
je bio najbolji pokazatelj velike raznolikosti fitoplazmi brijesta u Hrvatskoj. Medutim,
postojanje varijabilnosti utvrdeno je i u sekvencama ostalih genskih lokusa. Sekvence
analiziranih genskih lokusa svih izolata fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ detektiranih u ovom
radu razlikovale su se od sekvence referentnog izolata EY 1. Varijabilnost je utvrdena 1 unutar
jedinstvenih oligonukleotinih sekvenci gena za 16S rRNA, ribosomske proteine i secY koje bi
trebale biti karakteristika ove skupine fitoplazmi. Filogenetska analiza pokazala je zajedni¢ko
porijeklo izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ detektiranih u ovom istrazivanju i prethodno opisanih
izolata ove vrste fitoplazmi. Zaklju¢eno je da izolati fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma ulmi’
predstavljaju monofiletsku skupinu velike raznolikosti unutar koje je moguce razlikovati vise
filogenetskih linija. Iako pokazuju veliku varijabilnost, utvrdeno je da su svi izolati fitoplazme
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ detektirani u ovom istrazivanju medusobno srodni te pripadaju istoj
filogenetskoj liniji. Jasna diferencijacija izolata ‘Ca. Phytoplasma ulmi’ s razliCitih lokaliteta u

Hrvatskoj te diferencijacija izolata koji zarazavaju razliCite vrste brijesta nije utvrdena.
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8. Summary

Phytoplasmas are pathogenic prokaryotes of the class Mollicutes that cause diseases of many
plant species. In order to investigate presence and distribution of elm phytoplasmosis in Croatia
and determine ‘Ca. Phytoplasma’ species that infect elm species, samples of tree elm species,
field elm (Ulmus minor Mill. sensu latissimo), wych elm (U. glabra Huds.) and European white
elm (U. laevis Pall.), were collected at six localities in Croatia. Detection and identification of
phytoplasmas was performed by amplification and sequencing of 16Sr RNA gene sequence.
Phytoplasma infection was proven in 64 out of 139 analysed samples, of which 62 samples
were infected with elm yellows phytoplasma ‘Candidatus Phytoplasma ulmi’. Elm yellows
phytoplasma was detected in samples of white elm and field elm, but incidence of infection was
significantly higher for white elm. Infection of wych elm with this phytoplasma has not been
determined, but one sample of this elm species was infected with 'Ca. Phytoplasma solani'.
Furthermore, 'Ca. Phytoplasma asteris' isolate that could represent a new 16rl subgroup was
detected in one sample of field elm. Also, presence of Dutch elm disease which can be caused
by phytopathogenic fungi Ophiostoma ulmi and/or O. novo-ulmi was tested in order to
determine the contribution of each individual pathogen to the observed symptoms and to
distinguish the impact of phytoplasma from the impact of the fungi on the host. The results
confirmed the presence of Dutch elm disease, which in Croatia is caused by more virulent
species, Ophiostoma novo-ulmi. This fungus infected field and wych elm more often than white
elm. The presence of less virulent species, O. u/mi, has not been detected. In addition,
occurrence of mixed infection caused by 'Ca. Phytoplasma ulmi' and O. novo-ulmi in six
samples of white elm and two samples of field elm was demonstrated. 'Ca. Phytoplasma solani'
was also present in a mixed infection with O. novo-ulmi. A large proportion of symptomatic
trees, especially trees of field and wych elm, indicate poor health of elms in Croatia. 'Ca.
Phytoplasma ulmi' was widespread at investigated area, but many trees infected with 'Ca.
Phytoplasma ulmi' showed no symptoms of the disease at the time of sampling. In contrast,
infection with O. novo-ulmi has always been associated with development of disease symptoms,

indicating that Dutch elm disease represent greater threat to populations of elms in Croatia.

In order to investigate the genetic diversity of 'Ca. Phytoplasma ulmi' isolates in Croatia, aside
16S rDNA sequence, more variable genetic loci were analysed, namely genes for ribosomal
proteins and genes secY and map. The most variable genetic locus, secY, was the best indicator

of the high diversity of elm yellows phytoplasma in Croatia. However, variability was also
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found in the sequences of other genetic loci. The sequences of the analysed genes of all elm
yellows phytoplasma isolates detected in this study differed from the EY1 reference strain.
Variability was determined in oligonucleotide sequences for 16S rRNA gene, ribosomal protein
genes and secY that represent the signature sequence for ‘Ca. Phytoplasma ulmi’. Phylogenetic
analysis revealed a common origin of 'Ca. Phytoplasma ulmi' isolates detected in this study and
the previously described isolates of this phytoplasma. It was concluded that isolates of 'Ca.
Phytoplasma ulmi' represent monophyletic group of great diversity with distinguishable several
phylogenetic lineages within this group. The isolates detected in this study were variable but
they were related to each other and belonged to the same phylogenetic lineage. A clear
differentiation of 'Ca. Phytoplasma ulmi' isolates from different localities in Croatia or

differentiation of isolates infecting different elm species was not confirmed.
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