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Lecenje lekovitim biljem staro je koliko i ¢ove¢anstvo. Cak i danas, le¢enje biljem ima svoju
primenu i neprestano se razvija. Lekovite biljke predstavljaju skupoceno blago prirode kao
sirovina za lecenje, kao hrana i predmet trgovine. U oblasti proucavanja prirodnih lekovitih
sirovina postignuti su, do sada, veoma znacajni rezultati, koji su uticali na povecanje intereso-
vanja njihovog kori$¢enja u proizvodnji lekova. Gotovo da nema oblasti u savremenoj terapiji
gde fitofarmaka nema primenu. Fitoterapija u Sirem smislu reci podrazumeva terapiju svim
preparatima na bazi bilja. To mogu biti razni ekstraktivni preparati ili drugi galenski oblici
definisanog sastava: kapsule, tablete, masti, sirupi i dr. Zastupljenost vrsta lekovitog bilja u
Srbiji ¢ini oko 700 vrsta, $to predtavlja preko 19 % od ukupne flore Srbije. Zvani¢no je regis-
trovano oko 420 vrsta lekovitog bilja, a u prometu se nalazi oko 300 vrsta, od kojih najveéi
deo raste spontano u prirodi, a manji broj se gaji plantazno. Vrednost proizvodnje lekovitog
i aromati¢nog bilja procenjuje se na oko sedam miliona, a izvoz na oko cetiri miliona do-
lara. Raznovrsnost, brojnost i sve vec¢i ekonomski znacaj lekovitih biljaka, namece potrebu
proucavanja njihovih bolesti, medu kojima fitopatogene gljive zauzimaju znac¢ajno mesto, a
poslednjih desetak godina sve vedi znacaj preuzimaju fitoplazmoze. Fitoplazme su obligatni
intracelularni mikroorganizmi koji nastanjuju floem i to celije sitastih cevi razli¢itih biljnih
vrsta. U prirodi ih prenose insekti, vektori iz grupe cikada na perzistentan nacin. Fitoplazme
su uglavnom okruglastog, ali promenljivog oblika i veli¢ine (50-1000 nm u pre¢niku), koja
im omogucava prolaz kroz sitaste ploce floema. Vidljive su pod elektronskim mikroskopom.
REZIME Predstavljaju najsitnije prokariotske mikroorganizme, bez ¢elijskog zida, a obavijene su omo-
tacem, po ¢emu se i razlikuju od bakterija. Sadrze ribozome sa ribonukleinskim kiselinama
i dvospiralnu dezoksiribonukleinsku kiselinu. Imaju najmanji genom, koji je poznat, kod
prokariotskih organizama (680-1600 kb). Ni jedna fitoplazma nije, do sada, odgajena kao
¢ista kultura na vestackoj podlozi, pa je zbog toga njihova identifikacija jo$ uvek nesigurna i
neprihvacena. NajviSe citiran i Siroko prihvacen je sistem na osnovu sli¢nosti u sekvencama
njihovog 16S ribozomalnog gena i bioloSkih osobina. Fitoplazmoze karakteriSe niz patolos-
kih promena, a mogu se ispoljiti kroz Cetiri tipi¢na tipa simptoma: (1) filodija, (2) zutilo i
crvenilo, (3) ozelenjavanje ili virescencija i (4) proliferacije vrsnih pupoljaka ili ,, vesti¢ine me-
tle“. Na lekovitim vrstama u Srbiji tipi¢ni fitoplazmozni simptomi utvrdeni su na: Ehinacea
purpurea, E. Angustifolia, Hypericum perforatum, H. barbatum, Plantago major, Sapona-
ria officinalis, Digitalis purpurea, Origanum vulgare, Levisticum officinale, Carum carvi,
Trigonella foenum greacum, Melisa officinalis, Petroselinum sativum, Apium graveolens,
Valeriana officinalis, Rubus fruticosus, Vaccinium muyrtillus, Arnica montana, Calendula
officinalis, Cichorium intybus, Salix albai Chamomilla recutita. Elektronskom mikroskopi-
jom utvrdeno je prisusvo fitoplazmi u 5 vrsta lekovitih biljaka, a u ostalim vrstama primenom
tehnika molekularne identifikacije. Dve vrste fitoplazmi su utvrdene na lekovitim biljkama u
Srbiji: Stolbur fitoplazma (16SrXII grupa) i Clover yellow edge (16SrI11-B), na vise od dvadeset
vrsta lekovitih biljaka. Podaci o kvantitativnim i kvalitativnim promenama sekundarnih me-
tabolita fitoplazmoznih lekovitih biljaka su oskudni, pa ih treba podspesiti.
Kljucne reci: fitoplazmoze, lekovito bilje, simptomi, identifikacija
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Lecenje lekovitim biljem staro je koliko i
¢ovecanstvo. Cak i danas, le¢enje biljem ima svo-
ju primenu i neprestano se razvija. Lekovite biljke
predstavljaju skupoceno blago prirode kao sirovina
za leCenje, kao hrana i predmet trgovine (Amidzi¢
isar., 1999).

Od 250.000 visih biljaka na zemlji, preko
80.000 su lekovite. Lekovi se dobijaju ili iz cele bilj-
ke, ili iz razli¢itih oragana (lis¢a, stabljika, kora, ko-
ren, cvet, seme). U Srbijii raste veliki broj razli¢itih
biljnih vrsta sa lekovitim svojstvima, koje pripadaju
grupi ekonomski najznacajnijih biljaka i ¢ine 19 %
vrsta ukupne flore Srbije (Saric i sa., 1989).

Lekovite biljke treba da budu bez prisustva
mikroorganizma generalno, a narocito gljiva, jer u
vedini slucajeva gljive zarazavaju lisc¢e, Sto direkt-
no utice na fotosintezu reducirajuci produktivnost i
formiranje sekundarnih metabolita (Singh i Dubey,
2012).

Bolesti lekovitih biljaka koje prouzrokuju
patogeni mikroorganizmi mnogo su manje prouca-
vane u odnosu na bolesti gajenih biljaka. Najvise po-
dataka je vezano za gljive, mali broj odnosi se na vi-
ruse, dok o bakterijama kao prouzokovac¢ima bolesti
lekovitih biljaka skoro da nema podataka. Od pre
petnaestak godina pocinju istrazivanja fitoplazmi
kao prouzrokovaca bolesti lekovitih biljaka.

FITOPLAZMOZE: ISTORDAT, GRADA,
PRENOSENIJE, SIMPTOMI 1 EKONOMSKI ZNACAJ

Fitoplazme prouzrokuju bolesti na viSe od
200 razli¢itih vrsta vocaka, vinove loze i brojnih
jednogodisnjih i visSegodiSnjih zeljastih biljaka. Do-
macini fitoplazmi mogu biti Siroko zastupljene ko-
rovske i lekovite vrste, koje su i naj¢esci izvori zaraze
(Lee i sar., 2000; Martelli i Boudon-Padieu, 2006).
Bolesti koje fitoplazme uzrokuju (fitoplazmoze) su
raSirene Sirom sveta, ¢esto u epidemijskom obimu i
od karantinskog su znacaja.

Prvi podaci o fitoplazmama poti¢u iz 1967.
godine, kada su nazvane »mikoplazmama sli¢ni
organizmi« (MLO), a opisane su kao prouzrokovaci
biljnih bolesti, za koje se smatralo da su virozne pri-
rode (Doi i sar., 1967; Ishiie i sar., 1967; Nasu i sar.,
1967). I MLO i mikoplazme pripadaju klasi Molicu-
tes (Razin i Tully, 1975). Termin »fitoplazma « je po-
stao ime roda tek 1997. godine, kao patogen biljaka
u privremenom taksonomskom statusu Candidatus
(Firrao, 2004).

Fitoplazme su obligatni intracelularni
mikroorganizmi koji nastanjuju floem i to ¢elije

sitastih cevi razli¢itih biljnih vrsta. U prirodi ih
prenose insekti, vektori iz grupe cikada na per-
zistentan nacin (Lefol i sar., 1994). Fitoplazme su
uglavnom okruglastog, ali promenljivog oblika i
veli¢ine (50-1000 nm u pre¢niku), koja im omo-
gucava prolaz kroz sitaste ploce floema. Vidljive
su pod elektronskim mikroskopom. Predstavljaju
najsitnije prokariotske mikroorganizme, bez ¢e-
lijskog zida, a obavijene su omotac¢em, po ¢cemu
se i razlikuju od bakterija (Suti¢, 1995). Imaju
najmanji genom, koji je poznat, kod prokariot-
skih organizama (680-1600 kb). Medutim, i po-
red toga, njihov genom je nedovoljno poznat, jer
fitoplazme nemaju sposobnost razvoja na hran-
ljivim podlogama. Ovi organizmi, upravo zbog
tako malog genoma, nemaju potrebne kompo-
nente za sintezu jedinjenja neophodnih za opsta-
nak, pa ih koriste od domacina, biljaka ili inse-
kata (Bai i sar., 2006). Ni jedna fitoplazma nije,
do sada, odgajena kao ¢ista kultura na vestackoj
podlozi, pa je zbog toga njihova identifikacija joS$
uvek nesigurna i neprihvac¢ena. NajviSe citiran i
Siroko prihvacen je sistem na osnovu sli¢nosti u
sekvencama njihovog 16S ribozomalnog gena i
bioloskih osobina (Boudon-Padieu, 2005).

Fitoplazme se krec¢u u sitastim celijama
kroz pore sitastih plo¢a noSene strujanjem biljnih
sokova. Kretanje fitoplazmi je sporo, a njihova dis-
tribucija u biljci je neravnomerna (Martelli i Bou-
don-Padieu, 2006). Prisustvo fitoplazmi utvrdeno
je iu cvetnim delovima, plodu, semenu, dok u me-
ristemskom tkivu nisu nikad nadene (Pracros i sar.,
2006).

Vektori fitoplazmi su insekti iz reda Ho-
moptera (serija Auchenorrincha), uglavnom cika-
de iz familija Cicadellidae, Fulgoridae i Psyllidae,
hranec¢i se u tkivu floema inficiranih biljaka, u
¢ijim se sitastim celijama nalaze u najvisoj kon-
centraciji. Fitoplazme su perzistentne u vektori-
ma, ali se ne prenose na potomstvo inficiranjem
gravidnih Zenki ili se to desava vrlo retko (Mar-
telli i Boudon-Padieu, 2006). Period od usvajan-
ja fitoplazmi do postizanja infekcionog titra na-
ziva se latentnim periodom, on moze trajati od
nekoliko ¢asova do nekoliko nedelja i za brojne
odnose insekt - fitoplazma nije ta¢no utvrden
(Bertaccini, 2007). Vektori fitoplazmi mogu biti
mono ili polifagni, Sto uslovljava i potencijalni
krug domacina patogena koga prenose.

Dve vrste fitoplazmi koje su utvrdene na
lekovitim biljkama u Srbiji: Stolbur fitoplazma
(16SrXII grupa) i Clover yellow edge (16SrIII-B) pre-
nosi u prirodi veci broj vektora. U Evropi je od 12
poznatih vrsta vektora Stolbur fitoplazme - 16Sr-
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XII grupa (COST Action FA0807, 2012), dokazano
u Srbiji prisustvo Macrosteles laevis (Duduk i sar.,
2008), Reptalus panzeri, R. quinquecostatus (Jovi¢
isar., 2009), Anaceratagallia ribauti (Drobnjakovi¢
isar., 2009) i Hyalesthes obsoletus (Cvrkovic¢, 2009)
i 5 vrsta vektora fitoplazme Clover yellow edge -
16SrlIlI-B, dokazano u Srbiji prisustvo samo Mac-
rosteles laevis (Duduk i sar., 2008).

Vilina kosica (Cuscuta sp.) moze preneti
fitoplazme sa zarazenih na zdrave biljke (Raju
i sar., 1983; Marcone i sar., 1999). U eksperi-
mentalnim uslovima je potvrdeno prenoSenje
vise vrsta fitoplazmi ovim vektorom. Novija is-
trazivanja ukazuju na mogucénost prenosenja fi-
toplazmi semenom i to u slucaju Zutog suSenja
kokosa (Cordova i sar., 2003), kao i fitoplazmi iz
ribozomalnih grupa 16SrI, 16SrIl i 16SrXII seme-
nom limuna i paradajza (Khan i sar., 2002, Bot-
ti i Bertaccini, 2006). Znacajan i rasprostranjen
nacin Sirenja fitoplazmi je i putem kalemljenja
inficiranih biljaka na zdrave kod vegetativnog
razmnozavaja vinove loze i vo¢aka.

Prisustvo razli¢itih fitoplazmi, do sada, je u
svetu dokazano u gajenim vrstama lekovitih biljaka:
Galega officinalis L., Digitalis lutea L., Hyssopus of-
ficinalis L., Parietaria officinalis L., Tagetes patula
L., Spartium junceum L., Vinca rosea L. (Lee i sar.,
2000; Lawson i Hsu, 2006). Ash Yellow fitopazma
je dokazana na Hypericum perforatum L. (Bruni i
sar., 2005), » Candidatus Phytoplasma asteris« na
Plantago lanceolata (Franova i Simkova, 2009a), fi-
toplazma iz Aster Yellow grupe na Plantago major
(Borth i sar., 2006), Marticaria perforata L. (Khad-
hairisar., 1998), Echinacea purpurea (Hwang i sar.,
1997, Stanosz i sar., 1997, Radisek i sar., 2008, Fra-
nova i sar., 2009b), Valeriana officinale (Khadhair
i sar., 2008), Tagetes erecta (Rojas-Martinez 2003).
Fitoplazma Stolbur tipa potvrdena je na Plantago
lanceolata, Taraxacum officinale, Mentha arven-
sis, Malva sylvestris, Salix alba (Credi i sar., 2006).
Wau i saradnici (2011) su utvrdili prisustvo dve vrste
fitoplazmi iz Stolbur i iz Elm yellows grupe (,,Can-
didatus Phytoplasma australiense”) na Senna su-
rattensis. “Candidatus Phytoplasma aurantifolia® je
nadena na Plantago lanceolata L. (Alhudaib i sar.,
2009) i Calendula officinalis (Esmailzadeh-Hossei-
niisar., 2011).

Na borovnici (Vaccinium spp.) je u Severnoj
Americi dokazano prisustvo Blueberry stunt fito-
plazme (Chen 1971, Hartman i sar., 1972; Tozzi i sar.,
1993), zatim fitoplazme Cranberry false blossom
(laznocvetna fitoplazma) (Chen, 1971; Xu i Chen,
1996) i na kraju fitoplazme Vaccinium witches’
broom (vesticije metle) u Evropi (Bos, 1960; Kegler i

sar., 1973), kao i fitoplazma X disease (Valiunasi sar.,
2004). Na kupini su utvrdene X disease fitoplazma
u Velikoj Britaniji (Davies, 2000), ali i Elm yellows
fitoplazma u Severnoj Americi (Van der Meer 1987),
Velikoj Britaniji (Davies 2000), Italiji (Vindimian
i sar., 2004), Turskoj (Sertkaya i sar., 2004), kao i
“Candidatus Phytoplasma asteris” u Velikoj Britani-
ji (Reeder i sar., 2009) i Pakistanu (Fahmeed i sar.,
2009).

Simptom crvenila na lekovitim biljkama,
koji ukazuje na priusustvo fitoplazmi, u Srbiji je
prvi put uoc¢en pocetkom ovoga veka u plantaz-
nim zasadima kantariona u lokalitetu Pancevo.
Nakon nekoliko godina, ovaj simptom je primecéen
ina plantazama lekovitih biljaka kod brojnih koo-
peranata. Elektronskom mikroskopijom ultratan-
kih preseka lisnih nerava obolelih biljaka, kan-
tariona, ehinacea, bokvice i selena, utvrdene su
strukture, koje su po svom obliku i dimenzijama
ukazivale na prisustvo fitoplazmi (Pavlovi¢ i sar.,
2004a; 2004b; 2004c; 2005; 2010a; 2012a; Josic i
sar., 2012a). Ovo su bili prvi ohrabrujuéi rezulta-
ti, nakon kojih su usledila brojna, prvo terenska
istrazivanja prisustva i rasirenosti simptoma (Pav-
lovi¢ i sar., 2004a), a zatim i laboratorijska (Josi¢
i sar., 2009; 20104a; 2012; 2013;2014; Kuzmanovic¢
i sar., 2011; Pavlovi¢ i sar., 2004c; 2010a; 2010b;
2011; 2012b,c; d; 2014a; 2014b; Starovi¢ i sar.,
2012; 2013) Kkoja su bila ciljano usmerena na iden-
tifikaciju patogena.

Fitoplazmozni simptomi. Tip simptoma na
obolelim biljkama zavisi od vrste domacina, insekta
vektora i uslova spoljasnje sredine. Filodija su tipic-
nan simptom Kkoji se manifestuje preobrazavanjem
delova cveta u lis¢e, kao posledica poremecaja nor-
malnog nivoa regulatora rasta. Prisutan kod brojnih
domacina fitoplazmi tipa Stolbur i mnogi ga sma-
traju dijagnostickim. On se manifestovao na Fhina-
cea purpurea u lokalitetima Pancevo, Indija i Stara
Pazova (SL1, 2, 3). Prva pojava filodija uoc¢ena je u
fazi punog cvetanja, tokom jula u drugoj godini ga-
jenja (Pavlovic i sar., 2010a). Obolele biljke umesto
generativnih organa cveta razvijaju listove (Sl. 24,
25, 26). Biljke ne plodonose, ne donose seme i pot-
puno su neupotrebljive za preradu i primenu.

Zutilo, crvenilo i uvijanje li$¢a su najrasire-
niji tipovi simptoma, prouzrokovani promenama
u sintezi i transportu ugljenih hidrata i fotosinteze
(Bertamini i Neduchezhain, 2001). Poremecaji u
transportu ugljenih hidrata nastaju zbog prena-
mnozenih fitoplazmi u floemu, ¢ime je onemoguce-
no kretanje sokova.

Zutilo i crvenilo su najrasprostranjeniji tip
simptoma obolelih lekovitih biljaka kod nas i
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| A
Sl.1 E. purpurea: simptomi  SL2. E. purpurea: simptomi filodija. S1.3. E. purpurea: simptomi filodije
tipa filodija. Fig. 2. E.purpurea: phyllody symptom. cvetovi.
Fig.1. E.purpurea: phyllody Fig. 3. E. purpurea: flower phyllody.

symptom.

ok i R
Sl.4. E. angustifolia: intenzivnija pojava  SL.5. E. purpurea: crvenilo lica. Sl.6. H.perforatum: Zuto-crvena oboje-
crvenila na lisnim drSkama i listovima.  Fig.5. E. purpurea: reddening on nost lisca.
Fig.4. E. angustifolia: reddening on the the leaves. Fig. 6. H.perforatum: yellowing and
leaves. reddening.

SL7. H. barbatum: intenzivno ispoljeno  SL.8. P. major: crveniloi klobudZza- Sl 9. S. officinalis: crvenilo cvetnih
crvenilo lisca. vost lis¢a, bez formiranja cvasti. drski, deformacija i po¢etna nekroza
Fig. 7. H. barbatum: reddening on the Fig. 8. P major: reddening and le- cvasti.

leaves. afroll of the leafes. Fi.g 9. S. officinalis: reddening of the

flower stalk.
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registrovani su na velikom broju vrsta: ehinacei
(Ehinacia angustifolia) (S1. 4), (E.purpurea) (S1.5),
kantarionu (Hypericum perforatum) (SL. 6), (H.
barbatum) (S1. 7), bokvici (Plantago major) (S1. 8),
sapunjac¢i (Saponaria officinalis) (SL. 9), naprsku
(Digitalis purpurea), oreganu (Origanum vulga-
re) (S1.10), selenu (Levisticum officinale) (SL. 11),
kimu (Carum carvi), gr¢kom semenu (Trigonella
foenum greacum), mati¢njaku (Melisa officinalis)
(SL. 12), persunu (Petroselinum sativum) (S1. 13),
celeru (Apium graveolens) i valerijani (Valeriana
officinalis) (SL. 14) u lokalitetima: Pancevo, Indija,
Stara Pazova, Kovin i Vrdnik. Pojava hloroze lisc¢a
koje prelazi u blago, pa intezivno crvenilo zapaze-
na je u zasadima kupine (Rubus fruticosus) u lo-
kalitetima Si¢evo, Tule$ i Ljubava (SI. 15). U zasa-
dima borovnice (Vaccinium myrtillus) u okolini
Arandelovca, u drugoj godini gajenja, uoceni su
sli¢ni simptomi (Sl. 16). Obolelo lisce se susi i opa-
da, plodovi su gumozni, smeZzurani i komercijalno
neupotrebljivi.

Ozelenjavanje (virescencija) je jedan tip me-
taplazmatskih tranfsormacija tkiva u kojem se jedna
vrsta ¢elija preobraca u drugu, pri ¢emu novonasta-
le ¢elije u potpunosti menjaju svoju gradu i funkci-
ju. Prouzrokovaci ozelenjavanja uzrokuju promene
na c¢aSi¢nim listi¢cima, koji se izduzuju, medusob-
no srastaju i grade Cesto nekoliko puta vecu c¢aSicu
od normalne, zatvaraju¢i unutrasnje delove cveta
koji nastavljaju da se nepravilno razvijaju. Pras-
nici i tu¢ak ozelenjavaju, umanjeni su i izobli¢eni,
sto dovodi do sterilnosti cvetova (Lee i sar., 2000).
Istovremeno, ozelenjavanje se moze smatrati i cito-
hormonskom promenom, jer narocito citokinini, a
mogu i drugi hormoni ucestvovati u ozelenjavanju
(virescenciji) nezelenih biljnih delova (Doi i sar.,
1967). Fitoplazma stolbur tipa najcesce urzokuje
ovakve simptome izazivajuci ozelenjavanje cvetova
paradajza, duvana, jagode, maline, cvetno zelenilo
suncokreta i dr. Simptom tipa ozelenjavanja cvetova
uocen je na Ehinacea purpurea kod koje kruni¢ni
listi¢i dobijaju, umesto ruzicaste, intenzivno zele-
nu boju (SL 17). Oblik cveta je izmenjen i u slu¢aju
jaCe zaraze i prasnici ozelenjavaju, a cvet u celini ne
li¢i na cvet zdrave biljke (S1. 18). Blago ozelenjavanja
prasnika brdanke (Arnica montana), uoceno je u
Nacionalnom parku ,Tara“ i na planini Povlen (SI.
19).

Proliferacije vr$nih pupoljaka (,vesti¢ine
metle“), su takode Cest i tipican simptom, koji
moze ukazati na prisustvo fitoplazmi. Fitoplazme,
kao prouzrokovaci sistemi¢nih zaraza, deluju na
razvoj mladara poja¢anom deobom njihovih ¢elija
i nenormalnim grananjem. Ovaj tip simptoma se

ispoljava usled gubljenja dominacije vr$nog teme-
nog pupoljka, zbog ¢ega se razvija mnogo boc¢nih
izdanaka koji podsecaju na ,vesti¢ine metle“. Ove
simptome prati i netipi¢na duzina internodija.
Oboljenja koja se manifestuju proliferacijom uka-
zuju na hormonske poremecaje zarazenih biljaka,
a najcesca su ,vesticine metle® treSnje, Stira, me-
tlicavost lastara jabuke, stolbur poponca, metlic¢a-
vost bele deteline i dr. (Sutié, 1995, Musetti i sar.,
2010).

Blagi simptomi proliferacije vr$nih pupoljaka
uoceni su kod brdanke (SI. 20) na planinama Tara i
Povlen.

Tipi¢ni simptomi proliferacije vr$nih pupo-
ljaka zapaZzeni su na nevenu (Calendula officinalis)
(SL 21) u lokalitetu Pancevo. Bujna stimulacija cvet-
nih pupoljaka poprima izgled ,vectijinih metli“ (SI.
22).

Proliferacija stabla (S1. 23) i cvetova (SL. 24)
primecena je na samoniklim biljkama vodopije
(Cichorium intybus) u lokalitetu Obrenovac. Sta-
bljika je deformisana, spljostena, spiralno uvijena
sa izdiferenciranim velikim brojem boc¢nih lisnih
pupoljaka iz kojih izbijaju nitavi listi¢i. Stablo je
gumasto, cvet je izobli¢en i poprima izgled lep-
eze.

Tipi¢ni simptomi proliferacije vegetativnih
pupoljaka i , vesti¢inih metli“ uo¢eni suna granama
bele vrbe (Salix alba) u okolini Obrenovca i Beogra-
da (SL 25). Ovi simptomi se ispoljavaju na cvasti-
ma, u vidu mnoStva novih bledo crvenih, izduzenih
kruni¢nih listica, tako da ne podsecaju na cvasti
zdravih biljaka (Sl. 26).

Simptomi proliferacije cvetova primeceni su
na kamilici (Marticaria chamomilla) u lokalitetu
Pancevo (S1. 27, 28). Cvetne glavice su deformisane
sa mnos$tvom novoizdiferenciranih glavica na njima.
One su nekoliko puta ve¢ih dimenzija i izoblicene su
u odnosu na zdrave biljke. Kruni¢ni listi¢i zaostaju u
razvoju. Promene na obolelim biljkama nisu vidljive
do faze punog cvetanja.

Fitoplazme, takode mogu izazvati pojavu
brojnih atipi¢nih simptoma, koje se najcesce pripi-
suju reakciji biljke na ekstremne uslove spoljasnje
sredine (stres).

Ekonomski znacaj. Hemijski sastav sekun-
darnih metabolita lekovitih biljaka znacajno je
promenjen usled prisustva fitoplazmi (Bruni i sa-
radnici, 2005). Utoliko su fitoplazme Stetniji mi-
kroorganizmi za lekovite biljke od svih drugih,
jer pored znacajnog smanjenja prinosa - Kkoji je
zajednicki ekonomski pokazatelj Stetnosti pato-
gena, promena hemijskog sastava sekundarnih
metabolita, dovodi do smanjenja ili gubljenja le-
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S b e TR s _ _
SL. 10. O. vulgare: crvenilo lisca. Sl. 11. L.officinale: intenzivnija hloroza i Sl. 12. M. officinalis: crvenilo
Fig. 10. O. vulgare: reddening of the crvenilo liSca. lisca.
leaves. Fig. 11. L.officinale: hlorosis and reddening Fig. 12. M. officinalis: reddening

of the leaves. of the leaves.

3 N \ g :
Sl. 13. P sativum: biljke po rastu¢em Sl. 14. V. officinalis: zutilo i purpurno S1. 15. R. fruticosus: crvenilo lis¢a,
stepenu intenziteta simptoma crvenila. crvenilo lis¢a. neujednacena dozrelost plodova.
Fig. 13. P sativum: from lef - growing  Fig. 14. V. officinalis: yellowing and red-  Fig. 15. R. fruticosus: reddening of
level of symptoms intensity. dening of the leaves. the leaves and uneven maturity of

fruit.

kovitih svojstava. Koli¢ina etarskog ulja dobijena iz
kantariona (Hypericum perforatum L.) zarazenih
fitoplazmom Stolbur tipa, smanjena je i do 50%
u poredenju sa zdravim biljkama gajenim u istim
uslovima (Bruni i Sacchetti, 2005). Bruni i sarad-
nici (2005) su RH-HPLC analizom ekstrakta meta-
nola, dokazali zna¢ajno smanjenje flavonoida u za-
razenom kantarionu. Otporne biljke domacini na
fitoplazme, mogu razviti specifi¢ne varijacije me-
tabolizma u izmenjenim tkivima inhibirajuci put
biosinteze flavonoida na ra¢un povecanja biosinte-
ze kafeinske kiseline i cinaminskih derivata. Desti-
lacijom nadzemnog dela zdravih i fitoplazmoznih
biljaka kantariona dobijeno je iz zarazenih biljaka
7 puta manja koli¢ina etarskog ulja. U zaraZzenom
uzorku pokazano je niZe prisustvo monoterpen-
ske frakcije, za 52.35%, ali viSe prisustvo seskvi-
terpena za 12,7%. Promene B-Kariofilena (+15,5%),
Sl. 16. V. myrtillus: intenzivno crvenilo lis¢a. B _?lemena (+_1V5'7) i germacre_me D (,+12'1)_’ _bﬂe,s_u
Fig. 16. V. myrtillus: reddening of the leaves. evidentne. Sli¢ne podatke, ovi autori, dobili su i iz
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fitoplazmoznih biljaka lavande. Navedeni podaci o
promenama hemijskog sastava sekundarnih meta-
bolita na primeru ove dve biljke, autori dovode u
vezu sa nedostatkom adekvatnih hranljivih mate-
rija u cvetovima, zbog nefunkcionalnosti sprovod-
nih sudova.

Podaci o promeni hemijskog sastava sekun-
darnih metabolita obolelih lekovitih biljaka, vrlo su
oskudni, a njihova istraZivanja nedovoljna i u svetu
i kod nas, pa ih je potrebno podstaknuti.

IDENTIFIKACIJA FITOPLAZMI

U detekciji fitoplazmi koriste se razlicite la-
boratorijske metode. Vrlo zastupljene su serolos-
ke reakcije, kao Sto su ELISA i Western-blot test,
uz primenu poliklonskih i monoklonskih antite-
la proizvedenih na razli¢ite fitoplazme (Lee i sar.,
1992), kao i na fitoplazme prouzrokovace zlatastog
zutila (flavescence dorée) i Stolbur fitoplazme (Fos
i sar., 1992). Medutim, i pored visoke specifi¢no-
sti antitela, serologija omogucava vrlo ograni¢ene
informacije o meduodnosima fitoplazma-biljka
domacin.

Na lekovitim vrstama wu Srbiji tipi¢ni
fitoplazmozni simptomi utvrdeni su na: dve vrste
ehinacea i kantariona, bokvici, sapunjaci, naprsku,
oreganu (vranilovka), selenu, kimu, grékom
semenu, mati¢njaku, perSunu, celeru, valerijani,
kupini, borovnici, brdanki, nevenu, vodopiji,
beloj vrbi i kamilici. Elektronskom mikroskopijom
utvrdeno je prisusvo fitoplazmi u 5 vrsta lekovitih
biljaka, a u ostalim vrstama primenom tehnika
molekularne indentifikacije.

Transmisionoelektronska mikroskopska
detekcija fitoplazmi

Elektronska mikroskopija ultratankih prese-
ka obolelih biljnih tkiva, jedna je od metoda kojom
je moguce dokazati prisustvo fitoplazmi u odreden-
im tkivima. Ova metoda istovremeno omogucava i
proucavanje njihovog oblika i grade, kao i promena
koje one uslovljavaju u elementima floema (McCoy,
1979; Franova i sar., 2003; Iriti i sar., 2008; Lebsky i
sar., 2010; Museti i sar., 2010, 2011).

Elektronska mikroskopija dokazala je ulogu
parazitne cvetnice - viline kosice (Cuscuta) u
prenosenju fitoplazmi, ¢ineéi vidljivim fitoplazme
u njenim haustorijama (Lebsky i sar., 2010). Uz po-
mo¢ elektronske mikroskopije, nau¢no je potvrden
fenomen ,oporavka“ - supresije simptoma fitopla-
zmoznih biljaka. Na ultratankim presecima obole-
lih, pa zatim oporavljenih biljaka jabuke, (Musetti

isar., 2010) i duvana (Lherminer i sar., 2003) doka-
zano je prisustvo i lokalizacija jona Ca?’, agregacija
floemskih proteina Pp i taloZenja kaloze (specifi¢-
no ugljenohidratno jedinjenje), koji se mogu naci i
u zdravim ¢elijama, gde predstavljaju prepreku za
dalje Sirenje fitoplazmi zatvaraju¢i plazmodezme
izmedu zaraZenih i nezarazenih ¢elija.

Na ultratankim presecima kroz lisne nerve
obolele jabuke i vinove loze Museti i saradni-
ci (2010, 2011), konstatovali su talozenje kaloze
unutar sitastih ploca, a Iriti i saradnici (2008),
nekroze celija pratilica. Ovi autori su utvrdili
prisustvo enzima kalusne sintetaze u jabuci, koja
sisntetiSe floemski protein (Pp) koji stvara cepice
u porama sitastih cevi, omogucavajuci kretanje
biljnih asimilativa, a sprecavajuci prolazak fito-
plazmi u nove celije. Neravhomerna distribuci-
ja fitoplazmi u sitastim ¢elijama upravo moze da
se objasni efektom sintetisanih proteina (Leb-
sky i sar., 2010). Celije inficirane fitoplazmama
reaguju  promenama  protoplasta, imaju
smanjenu vakuolu, a u citoplazmi se smanjuje
broj ribozoma, mitohondrije su manje i imaju
uveéane membrane u unutra§njem prostoru,
pomerajuci se ka celijskom zidu ili jedru (Ber-
taccini i Marani, 1980). Cesto mitohondrije isce-
zavaju u celijama koje su zarazene fitoplazmama.
Veli¢ina hloroplasta se znac¢ajno smanjuje, a tila-
koidi skoro nestaju. Navedene promene uslovlja-
vaju i poremecaj propustljivosti u celiji i van nje,
$to dalje dovodi do promene turgora (unutrasnjeg
pritiska) na kojem se zasniva koloidno stanje pro-
toplasta i celine celijskih sastojaka. Dalje, prome-
ne u gradi remete normalan promet energije, koji
je u zdravim celijama na savr§enom nivou. Pato-
loske promene u ¢elijama u direktnoj su propor-
ciji sa brojem fitoplazmi u njima. Tako da celije sa
manjim brojem fitoplazmi imaju nepromenjene
protoplazmati¢ne strukture u odnosu na zdrave
biljke.

Pocetni materijal za elektronskomikroskop-
ska istrazivanja prikupljen je u lokalitetu Pancevo sa
obolelih ehinacea, kantariona i selena. Uzorkovane
su lisne peteljke i glavni lisni neravi sa po 2 vrste
ehinacea (Echinacea purpurea, E. angustifolia) i
kantariona (Hypericum perforatum, H. barbatum)
i selena (Levisticum officinale), koje su ispoljavale
prisustvo fitoplazmoznih simptoma. Ultratanki pre-
seci su nakon bojenja posmatrani na elektronskom
mikroskopu pod uvec¢anjem od 6.000-22.000 puta.

Na ultratankim presecima pripremljenim iz
zone sprovodnih sudova isec¢enih iz listova obolelih
Ehinacea purpurea (Sl. 29), Echinacea angustifo-
lia (S1. 30), (Pavlovi¢ i sar., 2004a,b,c; 2010a; 2011),
selena (Sl. 31), kantariona - H. perforatum (SL. 32)
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S1.17. E. purpurea: ozelenjavanje krunic¢nih listi¢a - rana
zaraza.

Fig. 17. E. purpurea: greening of the flowers - early infe-
ction.

SL.19. A. montana: ozelenjavanje prasnika.
Fig. 19. A. montana: greening of the flower.

(Pavlovi¢ i sar., 2012b), utvrdeno je prisustvo tvore-
vina, koji po obliku, veli¢ini i strukturi odgovaraju
fitoplazmama. Kao $to se na slikama moze videti
strukture su bez organizovanog i okruzenog jedra
sa celijskom organizacijom slicnom bakterijama,
pleomorfnog oblika. Nemaju ¢elijski zid, ali zato je
vidljiva troslojna membrana. Dimenzije nadenih
tvorevina, razlic¢ite su i krecu se od 0,15 x 0,25 do
0,6 x 1,2 pm.

Elektronska mikroskopija ne moze dati pre-
cizne odgovore o vrsti fitoplazme. Za dobijanje od-
govora na pitanje kojim fitoplazmama su zaraZzene
biljke, pribegava se primeni metoda molekularne
biologije.

ﬁ "!'.‘n 3

S1.18. E. purpurea: ozelenjavanje prasnika - kasna zaraza.
Fig. 18. E. purpurea: greening of the flowers - late infecti-

Molekularna detekcija i identifikacija fiotplazmi

Lancana reakcija polimeraze (Polimerase
Chain Reaction - PCR) je najviSe zastupljena teh-
nika koja se danas Kkoristi u dokazivanju fitoplazmi
(Lee i sar., 1992; Prince i sar., 1993; Bertaccini i sar.,
1995; Alma i sar., 1996; Daire i sar., 1997; Marcone
i sar., 1997; Seemuller i sar., 1998; Botti i Bertacini,
2003...). Analiza duzine restrikcionih fragmenata -
RFLP (restriction fragment length polymorphism)
PCR-umnozZene ribozomalne DNK je posluzila efi-
kasnoj klasifikaciji fitoplazmi na molekularnoj os-
novi (Lee et al., 1998), s obzirom da 16S rRNK geni
kod prokariota sadrze konzervativne i varijabilne
regione, $to ih ¢ini pogodnim za taksonomske stu-
dije. Vazeca Klasifikacija fitoplazmi je bazirana na
RFLP i analizi sekvenci PCR-amplifikovane ribozo-
malne DNK (Seemuller i sar., 1998; Lee i sar., 1998,
2000). Dodatna karakterizacija fitoplazmi vrsi se na
osnovu PCR amplifikacije i obrade ne-ribozomalnih
gena.

PCR metoda je omogudila laksu i pouzdaniju
detekciju fitoplazmi, jer njome moZze da se detektuje
DNK u malom broju kopija (niskoj koncentraciji).
Stalnim unapredenjem metodologije omogucéeno
je uspesno otkrivanje prisustva fitoplazmi i pri vrlo
niskom stepenu infekcije biljaka, ¢esto i pre pojave
simptoma. Razvijene su brojne metode za ekstrak-
ciju DNK, uklju¢ujuéi proceduru "obogacivanja” pre
ekstrakcije DNK (Kirkpatrik i sar., 1987; Ahrens i
Seemuler, 1992; Prince i sar., 1993; Daire i sar., 1992;
Bertaccini i sar., 1995). Daire i sar. (1997) objavili su
CTAB (hexadecyltrimethil-ammonium bromide)
protokol, a njegovu modifikaciju predlozili su An-
gelini i sar. (2001).
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PCR amplifikacija delova genoma fitoplazmi

Amplifikacija ribozomalnih regiona DNK.
Koris¢enjem PCR metode odabranim prajmerima
umnozava se DNK fitoplazmi i tako dobijen veliki
broj kopija moze se vizuelizirati. Dizajnirano je viSe
setova prajmera pogodnih za umnozavanje delova
genoma koji obuhvataju ribozomalne gene. Oligo-
nukleotidne prajmere P1/P7, koje su dizajnirali Deng
i Hiruki (1991) i Schneider i sar. (1997) koristili su
brojni autori u direktnim PCR reakcijama za ampli-
fikaciju fragmenata duzine 1.8 kb, a koji obuhvataju
16S rRNK gen, 16S-23S intergenski (spacer) region i
5’ kraj 23S rRNK gena. Ovaj set prajmera koris¢en je
i pri detekciji fitoplazmi lekovitih biljaka poreklom
iz Srbije: kupine (sl. 33a) (Kuzmanovi¢ i sar., 2011),
kantariona (Pavlovi¢ i sar. 2012a), bokvice (Josic¢ i
sar., 2012a) itd. U direktnim PCR reakcijama ¢esto
se koristi kombinacija prajmera P1 (Deng and Hi-
ruki, 1991) i 16S-SR (Lee i sar., 2004a), koja rezultira
produktima veli¢ine 1.5 kb. Iako prva kombinacija
prajmera rezultira amplifikacijom ribozomalnih de-
lova genoma ne samo fitoplazmi, ve¢ i drugih bak-
terijskih vrsta, brojni autori ove prajmere nazivaju
“fitoplazma- univerzalnim® jer se mogu primeniti
na sve vrste fitoplazmi. Drugi set prajmera je daleko
specifi¢niji, pa je viSe koriS¢en u nasim istrazivanji-
ma na lekovitim biljkama kao $to su ehinacea (sl.
33b) (Pavlovic¢ i sar., 2011), saponarija, selen, kim,
brdanka, naprstak, vrba, vodopija i persun.

Direktnim PCR nije uvek moguce utvrditi
prisustvo fitoplazmi u biljnom materijalu, pogoto-
vu ako su koncentracije vrlo niske ili postoje mate-
rije koje ometaju PCR reakciju, Sto predstavlja cest
slucaj kod lekovitih biljaka. Problem je prevaziden
koris¢enjem nested (umetnutog) PCR, Kkoji kao
matricu koristi produkte direktnog PCR, $to zna-
¢ajno poveceva polazni broj Zeljenih molekula za
amplifikaciju. Ovakav metod daje odli¢ne rezul-
tate ¢ak i u slucajevima kada se produkti direk-
tnog PCR ne mogu vizuelizirati. Prajmere R16F2n/
R16R2(R16F2n/R2), koji su koris¢eni u taksonom-
skim istrazZivanjima za RFLP analizu i omogudili
formiranje prihvacene taksonomske seme (Lee i
sar., 1998), dizajnirali su Gundersen i Lee (1996).
Ovi prajmeri se ¢esto koriste u nested PCR i ampli-
fikuju 1.2 kb dug fragment 16S rRNK gena (sl. 33¢)
unutar regiona od 1.8 kb dobijenog amplifikacijom
P1/P71li od 1.5 kb regiona posle amplifikacije praj-
merima P1/16S-SR.

Amplifikacija tufgena. Pored amplifikacije ri-
bozomalnih gena i identifikacije fitoplazmi na osno-
vu njih, mogu se amplifikovati i brojni ne-ribozo-
malni geni, ¢ijom analizom se dobijaju informativni

podaci za identifikaciju i molekularnu karakteriza-
ciju fitoplazmi. Brojni geni sa izrazenim konzerva-
tivnim sekvencama su koriS¢eni pri karakterizaciji
fitoplazmi: ribozomalni proteinski (rp- rpsC, rpl22,
rps3,... ) geni, seqY, recA, carA, vmp, map, degV,
uvrB.... (Angelini i sar., 2001; 2003; Lee i sar., 2004b;
Arnaud i sar., 2007). Na osnovu ne-ribozomalnih re-
giona dizajnirani su i specifi¢ni prajmeri za pojedine
grupe fitoplazmi, na primer FD9 (Daire i sar., 1992;
1997) za FD fitoplazme, kao i STOL4 i STOL11 za Sto-
Ibur fitoplazme. Ovi setovi prajmera koriSceni su i
za simultanu detekciju obe vrste fitoplazmi u istom
uzorku kod meSane infekcije koriS¢enjem multi-
pleks PCR (Daire i sar., 1997; Clair i sar., 2003).PCR
metodom mogu se umnoziti i fragmenti tuf gena
koji kodiraju fitoplazma elongacioni faktor Tu (EF-
Tu). Direktnom PCR reakcijom pomocu seta praj-
mera Tuflf/Tuflr (Tuflf/r) amplifikuju se fragmenti
tuf gena duzine oko 1050bp, akoristeci set prajmera
TufAyf/TufAyf (TufAyf/r) (Langer i Maixner, 2004)
u nested PCR, amplifikuju se fragmenti od ¢ 940 bp,
$to je prikazano na sl. 34 na primeru Saponaria of-
ficinalis. Obrada ovih fragmenata RFLP analizom ili
sekvenciranjem doprinosi boljoj karakterizaciji po-
jedinih fitoplazmi.

Polimorfizam duzine restrikcionih fragme-
nata - RFLP (restriction fragment length polymorp-
hism). Enzimi restrikcione endonukleaze poseduju
sposobnost se¢enja DNK sa specificnom sekven-
com, Sto rezultira dobijanjem prepoznatljivih i re-
producibilnih profila. Restrikcionoj analizi moze
biti podvrgnuta kako ukupna DNK, tako i molekuli
amplifikovani PCR metodom. Pri identifikaciji fito-
plazmi Koristi se viSe restrikcionih enzima, ¢&iji se
produkti digestije vizuelizuju na agaroznim ili po-
liakrilamidnim gelovima. Produkti amplifikacije
ribozomalne DNK mogu se izloziti digestiji brojnih
restrikcionih endonukleaza, ali su najvise korisce-
ni: Alul, Trul, Kpnl, Rsal, Hpal, Hpall, Hhal, Taql,
Mbol, Bfal, Dral, Haelll i BamHI, zavisno od praj-
mera koris¢nih u amplifikaciji i vrste fitoplazme.
Prema Lee i sar. (1998), da bi se identifikovala vrsta
fitoplazme, delimi¢na sekvenca 16S rDNK (¢1.2 kb)
amplifikovana nested PCR metodom koriS¢enjem
seta prajmera R16F2n/R2 podvrgava se digestiji
restrikcionim endonukleazama. Od vrste fitoplaz-
mi zavisi broj restrikcionih enzima koji moraju
biti primenjeni da bi se obezbedilo nedvosmisleno
identifikovanje fitoplazmi. U PCR-RFLP analizi fi-
toplazmi detektovanih na lekovitom bilju u Srbi-
ji, u nasim istrazivanjima amplifikovani fragmenti
R16F2n/R2 prajmerima koriS¢eni su za identifika-
ciju pomocu Alul, Kpnl, Hpall, Hhal i Trul restrik-
ctionih enzima, zavisno od vrste fitoplazme. Dobi-
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SL 20. A.montana: stimulacija  SL. 21. C. officinalis: proliferacija cvetnih ~ SL 22. C. officinalis: proliferacija cvetova (u

boc¢nih pupoljaka. pupoljaka, temeni potpuno zakrzljao. polju).
Fig. 20. A.montana: formation Fig. 21. C. officinalis: proliferation of Fig. 22. C. officinalis: proliferation of the flow-
of the lateral buds. axillary buds. ers (in the field).

Sl. 23. C. intybus: spljosteno, izuvijano stablo, prolife-  Sl. 24. C. intybus: deformisano, stablo, listovi i

racija bo¢nih pupoljaka. cvet.
Fig. 23. C. intybus: proliferation of the lateral buds. Fig. 24. C. intybus: deformation of the stem, leaf
and flower.

. -
SL25. S. alba: ,vesti¢ine metle“. S1.26. S. alba: proliferacija cvasti (dole), neprome-
Fig. 25. S. alba: ,witches’ broom symptoms. njena cvast zdrave biljke (gore).

Fig. 26. S. alba: proliferation of the flower cluster.
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jeni restrikcioni profili fitoplazmi koje su inficirale
ispitivane lekovite biljke uporedivani su sa restrik-
cionim profilima kontrolnih uzoraka fitoplazmi kao
referentnih: STOL, FD-C, PoiBI, CYE i AY. Pomoc¢u
RFLP metode identifikovano je prisustvo 16SrXII-A
(Stolbur) fitoplazme kod ehinacee (Pavlovi¢ i sar.,
2011) (sl. 35), kupine (Kuzmanovic i sar., 2011), kan-
tariona (Pavlovi¢ i sar. 2012a), bokvice (Josi¢ i sar.,
2012a), brdanke (Pavlovi¢ i sar., 2012¢), sapunjace
(Josi¢ i sar., 2013) itd.

Restrikcionom analizom PCR produkata od
1.2 kb, dobijenih R16F2n/R2 prajmerima iz uzoraka
arnike i lucerke, u nezavisnim digestijama endonu-
kleazama Alu I, Tru I, Hpa 1l i Hha I dokazano je
prisustvo fitoplazme podgrupe 16SrIII-B, tj. Clover
yellow edge (CYE). Kao referentni izolati kori$c¢eni
su uzorci Stol, AY, FD-C, PoiBI i CYE fitoplazme, a
RFLP profili iz svih uzoraka A. montana poreklom
sa Tare (sl. 36) i uzoraka lucerke 1.39-L41bili su iden-
ti¢ni CYE profilima (Pavlovi¢ i sar., 2012b; Starovic
i sar, 2012).Sekvenciranje. Prilikom identifikacije
fitoplazmi poZeljno je koriS¢enje 2 nezavisne meto-
de, kako bi se potvrdili dobijeni rezultati. U detek-
ciji fitoplazmi lekovotog bilja u nasim istrazivanjima
rezultati dobijeni RFLP analizom potvrdivani su se-
kvenciranjem odredenih delova genoma. Sekven-
ciranje fragmenata DNK amplifikovanih odabra-
nim prajmerima i deponovanje sekvenci u bazama
podataka nukleotidnih sekvenci (NCBI; EMBL,...)
omogucava njihovo uporedivanje. Ovi podaci pru-
7aju vazne informacije i o diverzitetu i evoluciji fi-
toplazmi.

Brojni su primeri koriS¢enja razli¢itih teh-
nika, iako je sekvenciranje zadrzalo primat. Is-
trazivanja bazirana na HMA (heteroduplex mobility
assay) potvrdena su analizom sekvenci intergensk-
og regiona 16/23S prilikom detekcije 16SrVII grupe,
subgrupe II fitoplazme kod E. purpurea u Kanadi
(Wang i Hiruki, 2001; Olivier i sar., 2009). Kod iste
biljne vrste u juznoj Bohemiji, u Ceskoj Republici,
detektovane fitoplazme iz ribozomalne podgrupe
16SrI-C, dodatno su okarakterisane na osnovu ribo-
zomalnih proteinskih gena (rpIC podgrupa) i gena
za elongacioni faktor Tu (tufIC podgrupa) (Franova
isar., 2009b).

Sekvenciranje ribozomalnih gena. Sekvenci-
ranjem 16S rRNK gena, 23S rRNK gena, a narocito
intergenskog regiona 16S-23S dobija se informativ-
na sekvenca koju je moguce uporediti sa jako velik-
im brojem ve¢ deponovanih sekvenci, $to je poseb-
no znacajno pri identifikaciji mikroorganizama, a
samim tim i fitoplazmi.

16SrXII-A podgrupa (Stolbur) fitoplazma.
RFLP analiza 16S rRNK gena, koji je umnozZen setom

prajmera R16F2n/R2 u nested PCR, ukazala je da
uzorci velikog broja lekovitih vrsta sa ispoljenim
simptomima imaju isti profil kao referentni STOL
(Josi¢ i Starovi¢, 2012b; Pavlovi¢ i sar., 2012b,c).
Prisustvo Stolbur fitoplazme kod reprezentativnih
izolata nekih lekovitih biljaka potvrdeno je sekven-
ciranjem istog gena, a sekvencesu deponovana u
NCBI GenBank databazi: Medicago sativa 142 -
JQ951960 (Starovic i sar, 2012), Vacciniumcorym-
bosum - KC960486 (Starovic i sar, 2013), Saponaria
officinalis -JX866951 (Josi¢ i sar., 2013), Calendula
officinalis - KJ174507 (Pavlovi¢ i sar., 2014a), Cicho-
rium intybus -KF661322 (Pavlovi¢ i sar., 2014b), itd.
Ove sekvence pokazuju visok nivo sli¢nosti sa de-
limi¢nim sekvencama 16S rRNK gena velikog bro-
ja STOL fitoplazmi: Stolbur-Rubus-Bg (Bulgarian
‘Rubus fruticosus’) fitoplazme (Bobev i De Jonghe,
2011), sa Italijanskim ‘Bois noir’ sojem CH-1 fitopla-
zme iz periwinkle (Kube i sar., 2010), Ruskim Stol-
bur-Rus sojem fitoplazme Rus93 (Lee i sar., 2010)
itd.

16SrIII-B podgrupa (Clover yellow edge)
fitoplazma. Pri identifikaciji uzro¢nika pojave fi-
toplazmati¢nih simptoma na Arnica montana L.
poreklom sa Tare upotrebljeni su prajmeri P1/P7,
P1/16S-SR i R16F2n/R2 ¢iji su produkti amplifikacije
bili o¢ekivanih duzina: 1.8, 1.5 i 1.2 kb, respektivno.
Poredenjem 16S rDNK sekvence reprezentativnog
izolata Am4 sa izrazenim simptomima, deponova-
nog pod brojem JX297491 u NCBI GenBank sa os-
talim fitoplazmama iz baze podataka, utvrden je
stepen homologije od 99% sa ¢lanovima 16Sr1II-B fi-
toplazma podgrupe: Clover yellow edge phytoplas-
ma strain CYE (JQ944798.1) (Franova i Cermakova,
2012), ‘Euscelidius variegatus’ phytoplasma strain
AP-T1 (HQ589197.1) (KubeM i sar., 2010), Clover phyl-
lody phytoplasma strain CP (HQ589196.1)(Kube, i
sar., 2010.), itd. Ovo je prvi sluc¢aj prirodne infekcije
i detekcije bilo koje fitoplazme na A. montana L. i
kod nas i u svetu. Kod 5% uzoraka Medicago sativa
sa simptomima fitoplazmi na lokalitetu Tule$ detek-
tovana je CYE fitoplazma. Sekvenca ove fitoplazme
reprezentativnog uzorka L41 -JQ951959 (Starovi¢ i
sar, 2012) pokazala je najveéi stepen sli¢nosti sa Ra-
nunculus sp. virescence phytoplasma (Kube i sar.,
2010). Ova fitoplazma je detektovana ranije kod Cir-
sium arvense (Rancic i sar., 2005) i kruske (Duduk i
sar., 2008) u Srbiji.

Sekvenciranje tuf gena. Parcijalne (deli-
micne) sekvence tuf gena, dobijene su prime-
nom nested PCR koristeci setove prajmera Tuflf/r
i TufAyf/r za amplifikaciju fragmenta od oko
940 bp. Parcijalna sekvenca elongacionog fak-
tora Tu (EF-Tu) od 666 bp iz uzorka kupine Ksl
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S1.27. M. chamomilla: proliferacija cvetne glavice. Sl. 28. M. chamomilla: levo-proliferacija, desno-zdrava biljka.
Fig. 27. M. chamomilla: proliferation of the flower Fig. 28. M. chamomiilla: left - proliferation, right — healthy
head. plant.

Sl. 29. Ultratanki presek kroz lisne nerve obolelih
biljaka E. purpurea sa fitoplazmoznim simptomi-
ma - fitoplazmozne partikule u celijama sitastih cevi  nik=1pm).

(razmernik= 1pm).
Fig. 29. Ultra-thin section of a sieve tube cell of E.
purpurea (ratio - 1 pm).

sa jako izrazenim simptomima deponovana je u
NCBI GenBank pod brojem JN808109 (Kuzma-
novié i sar., 2011). Ova sekvenca pokazuje visok
stepen sli¢nosti (99.85%) sa FJ394552.1 Candi-
datus Phytoplasma solani izolatom R47/5 (Ber-
geri sar., 2009), EU552455.1 Candidatus Phyto-
plasma solani izolatom 1-38-40 (Franovai sar.,
2009a) i GU220565.1 - GU220562.1 Phytoplasma
sp. (sojevi BN-Si238, BN-Ma202, BN-Op40 i BN-
Op437, respektivno) (Quaglino i sar., 2010). Se-
kvenca FJ394552.1 reprezentuje Stolbur tuf-tip II
fitoplazmu izolovanu sa vinove loze, a sekvenca
EU552455.1 Stolbur tuf-tip II fitoplazmu izolo-
vanu iz crvene deteline (Trifolium pretense). Se-

'-..l; % (9 P 5

Sl. 30. Ultratanki presek kroz sprovodni sud obolelih biljaka E. an-
gustifolia - pleomorfni oblik fitoplazmati¢nih struktura (razmer-

Fig. 30. Ultra-thin section of a sieve tube cell of E. angustifolia
(ratio - 1 pm).

kvenca JN808109 duga 666bp pokazuje visok ste-
pen homologije sa navedenim sekvencama, tako
da se moze izvesti zakljuc¢ak da se radi o Stolbur
tuf-tip II fitoplazmi, ali sa neophodnos¢u daljeg
ispitivanja, s obzirom na izvesne razlike u ostalom
delu sekvence do 919bp (neobjavljeni podaci).
Primenom molekularne detekcije fitoplaz-
mi, infekcija Stolbur fitoplazmom tokom protekle
dekade utvrdena je kod razli¢itih biljaka, ukljuc¢u-
juci ekonomski znacajne kulture kao vinovu lozu
(Duduk i sar., 2004; Kuzmanovic i sar., 2008; Josic¢
isar., 2010b), kukuruz (Duduk i Bertaccini, 2006),
krusku (Duduk i sar., 2008), tako i divlju popula-
ciju, npr. Cirsium arvense (Ranci¢ i sar., 2005). U
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Crnoj Gori utvrdeno je prisustvo 2 tipa Stolbur fi-
toplazmi u uzorcima vinove loze (Radonji¢ i sar.,
2009). Nekoliko poslednjih godina nasa istraziva-
nja su bila usmerena ka detekeiji fitoplazmi kod le-
kovitih biljaka sa ekonomskim znacajem, kao i kod
divlje populacije istih vrsta. Stolbur fitoplazma je
detektovana kod ehinacea - E. purpurea i E. an-
gustifolia (Pavlovic¢ i sar., 2010a; 2011), kupine Ru-
bus fructicosus (Kuzmanovi¢ i sar., 2011), bokvi-
ce Plantago major (Jo$i¢ i sar., 2012a), kantariona
Hypericum perforatum i H. barbatum (Pavlovi¢ i
sar., 2012b), sapunjace Saponaria officinalis (Josi¢
i sar.,2013), nevena Calendula officinalis (Pavlovi¢
i sar., 2014a), vodopije Cichorium intybus (Pavlo-
vi¢ i sar., 2014b), borovnice Vaccinium corymbo-
sum (Starovic i sar, 2012), turskog karanfila Diant-
hus barbatus (Josi¢ i sar., 2014),uskolisnog bozura
Paeonia tenuifolia (Adamovi¢ i sar., 2014a), Zu-
tog noc¢urka Oenothera biennis (Adamovic¢ i sar.,
2014b), itd.

U Srbiji, CYE fitoplazma koja pripada filoge-
netskoj grupi 16SrIII-B identifikovana je kod Cirsi-
um arvense (Rancié i sar., 2005), kruske (Duduk i
sar., 2008), lucerke (Starovi¢ i sar, 2012), a kod ar-
nike poreklom sa Tare prvi put je detektovana ova
vrsta fitoplazmi ne samo u Srbiji, ve¢ i u svetu (Pa-
vlovi¢ i sar., 2012).

KONTROLA SIRENJA - MERE BORBE

Jednom zarazene biljke fitoplazmama, ostaju
zarazene trajno. Kontrola Sirenja i pojave moze biti
teoretski moguca suzbijanjem vektora fitoplazmi
ili smanjivanjem brojnosti patogena u zaraZzenim
biljkama primenom antibiotika, uglavnom tetra-
ciklina ili nekih drugih hemikalija. Obe navedene
mere daju nedovoljno efikasne rezultate u poljskim
uslovima: prva, zato Sto je nemoguce eliminisati
sve vektore u okruzenju, i druga zato Sto je prime-
na antibiotika vrlo skupa i nedozvoljena u mnogim
zemljama, pa i kod nas. Do sada testirani antibio-
tici (tetraciklini, oksitetraciklini, streptomicin, eri-
tromicin A) su omogudili supresiju fitopalazoznih
simptoma i usporeno umnozavanje fitoplazmi, ali
ipak nisu blokirali pojavu fitoplazmoznih infekcija
(McManus i sar., 2002).

Rangaswami i Bagyaraj (2005) su ukazali na
mogucnost kontrolisanja zaraze breskve fitoplaz-
mom X-disease, primenom vodenog rastvora kvin-
hidrona (engdogenog radikala), bez negativnog
uticaja na samu biljku, a Sticker i saradnici (1997)
su sli¢ne rezultate dobili primenom fosetil alumini-
juma.

Suzbijanje fitoplazmoza pokusano je prime-

nom sekundarnih metabolita gljiva (cerkosporin,
Kladosporil i spirolaksin) i biljaka (pulegon i kar-
von), koji imaju antibiotske aktivnosti (Assante i
sar., 2006, Bava i sar., 2006, Chiesa i sar., 2007). Ova
istrazivanja su dovela do jedninstvenog zakljucka
da se na meduodnosu biljka-fitoplazma-jedinjenje
mora viSe raditi, da bi se rasvetlile fizioloSke modi-
fikacije u floemskim komponentama, kao i u ravno-
tezi regulatora rasta.

Lherminier i saradnici (2003) su postigli izve-
cija na duvanu, primenom criptogena (izolovan iz
Phytophthora cryptogea) i oligandrina (izolovan iz
Phytium oligandrum), stimuli$udi sintezu P prote-
ina i akumulaciju kaloze u sitastim cevima floema,
$to je dovelo do ometanja Sirenja fitoplazmi iz celije
u celiju. Ohrabreni postignutim rezultatima, ovaj
istrazivacki tim, ¢ak predlaze mogucu primenu na-
vedenih proteina, u stimulaciji rezistetnosti biljaka
prema fitoplazmama.

Savremene tendencije u sprecavanju pojave,
Sirenja i suzbijanja fitoplazmi koncipirane su kroz
brojne nauc¢ne projekte, pa se tako u okviru me-
dunarodnog projekta ,Integrated Management of
Phytoplasma Epidemics in Different Crop Systems*
(COST Action FA0807, 2012), izmedu ostalog, pred-
laZe da razvoj borbe protiv fitoplazmi bude zasno-
van na principima:

1. Pronalazenja i gajenja biljnih sorata koje su
otporne na fitoplazme, $to podrazumeva prethodno
prikupljanje podataka o osetljivosti razli¢itih sorti i
podloga, kao i razvoj novih otpornih sorata dobije-
nih oplemenjivanjem;

2. Ispitivanja uticaja biotickih i abiotickih
ekoloskih faktora na razvoj bolesti i simptoma, ana-
lize efikasnosti bioaktivnih supstanci, analize fiozi-
oloSkih paramtetara i uticaja klimatskih faktora na
razvoj simptoma;

3. Unapredjenja kontrole vektora, sa poseb-
nim osvrtom na smanjenje koncentracije prime-
njenih insekticida i broja tretmana. Razvoja novih
ekoloski odrzivih strategija kontrole vektora;

4. Definisanja mera kontrole i sprec¢avanja
unosenja novih fitoplazmi u odredjene regione (ka-
rantin).

5. Moguce kontrole fitoplazmi koriséenjem
endofitih mikroorganizama. Kolekcionisanju poda-
taka o mikroorganizmima koji poseduju inhibitorni
efekat na fiotplazme i

6. Ispitivanja mogucnosti primene blagih so-
jeva fitoplazmi koji mogu zastititi biljke od infekcije
virulentnim, agresivnim sojevima fitoplazmi (pre-
municija). Prikupljanja podataka o blagim sojevima
sa potencijalnim zastitnim dejstvom.
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Sl. 31. Ultratanki presek kroz sprovodni sud obolelih bilja- Fig. 32. Ultra-thin section of a sieve tube cell of H.perfo-
ka selena (Levisticum officinale) (razmernik = 300 nm).  ratum (ratio=300 nm).

Fig. 31. Ultra-thin section of a sieve tube cell of Levisti- SI. 32. Ultratanki presek lisnog nerva obolelih biljaka
cum officinale (ratio — 300 nm). kantariona H.perforatum (razmernik=300 nm).
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SI. 33. PCR amplifikacija 16S ribozomalne DNK Koris¢enjem (a) P1/P7 seta prajmera: linije 1-3. uzorci kupine sa simpto-
mima Ksl, Kt12, Klj7, 4. kupina bez simptoma Ks16; M- marker; (b) P1/16S-SR seta prajmera: linije 1-3. E. angustifolia sa
simptomima; 4. E. angustifolia bez simptoma; 5. Marker; 6. E. purpurea bez simptoma; 7. E. purpurea sa simptomima;
(c) nested PCR 16S rDNK koris¢enjem R16F2n/R2 prajmera (produkti 1.2 kb) koji kao matricu koriste produkte amplifi-
kacije P1/16S-SR seta prajmera kod bokvice: linije 1-13: Pc1; Pc2; Pcl15; Pcl6; Vd 22; Vd 23; Vd 25; Vd 26; Ko31; Ko32; Ko35;
Ko36; Ko 38; 14. M; Marker: GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).

Fig 33. PCR amplification of 16S ribosomal DNA using (a) P1/P7 primers: lane 1-3. Symptomatic blackberry samples Ks1,
Kt12, Klj7, lane 4. Asymptomatic blackberry sample Ks16; M - marker; (b) P1/16S-SR primers: lane 1-3. Symptomatic
E.angustifolia; 4. Asymptomatic E. angustifolia; 5. Marker; 6. Asymptomatic E. purpurea; 7. symptomatic E. purpurea;
(c) nested PCR 16S rDNK using R16F2n/R2 primers (product 1.2 kb) followed by primers P1/16S-SR in plantain: lane
1-13: Pc1; Pc2; Pc15; Pcl6; Vd 22; Vd 23; Vd 25; Vd 26; Ko31; Ko32; Ko35; Ko36; Ko 38; 14. M; Marker: GeneRuler DNA Lad-
der mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).
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SL 34. Amplifikacija tuf gena u uzorcima Saponaria officinalis kori$¢enjem setova prajmera (a) Tuflf/r (1050bp) i (b)
TufAyf/r (940 bp); Marker: GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).

Fig. 34. Amplification tufgen in Saponaria officinalis samples using primers (a) Tuflf/r (1050bp) i (b) TufAyf/r (940 bp);
Marker: GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).
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SI. 35. RFLP analiza 16S rDNA 1.2-kb PCR produkta (R16F2n/R2) obradena restrikcionim enzimom (a) Alul: linija 1. E.
angustifolia; 2. E. purpurea; 3. M; 4. FD-C izolovana iz vinove loze sorte Plovdina; kontrolni uzorci fitoplazmi 5. AY; 6.
16SrXII-A (STOL); 7. FD-C; (b) Trul: kontrolni uzorci fitoplazmi 1. STOL; 2. FD-C;4. M; 5. E. angustifolia; 6. E. purpurea.
¢) Kpnl: 1. M; kontrolni uzorci fitoplazmi 2. AY; 3. FD-C; 4. STOL; 5. E. angustifolia; 6. E.purpurea. M- Marker: GeneRuler
DNA Ladder mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).

Fig. 35. RFLP analysisof the 16S rDNA 1.2-kb PCR product (R16F2n/R2) diggested by (a) Alul: lane 1. E. angustifolia; 2.

E. purpurea; 3. M; 4. FD-C from grapevine cv. Plovdina; Control 5. AY; 6. 16SrXII-A (STOL); 7. FD-C; (b) Trul: Control 1.
STOL; 2. FD-C;4. M; 5. E. angustifolia; 6. E. purpurea. ¢) Kpnl: 1. M; Control 2. AY; 3. FD-C; 4. STOL; 5. E. angustifolia; 6.
E.purpurea. M- Marker: GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).
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SIL. 36. RFLP analiza 16S rDNA 1.2-kb PCR produkta (R16F2n/R2) obradena restrikcionim enzimom (a) Alul: linijel., 4.,
9.M; 2. A. montana Am2; 3. Am4; kontrolni uzorci fitoplazmi: 5. STOL; 6. AY; 7.PoiB; 8. CYE; (b) Trul: 1., 6. M; kontrolni
uzorci fitoplazmi 2.STOL; 3. AY; 4. PoiBI; 5.CYE; 7. A. montana Am2; 8. Am4; M-Marker: GeneRuler DNA Ladder mix
SM0331 (Fermentas, Lithuania).

Fig. 36. RFLP analysis of the 16S rDNA 1.2-kb PCR product (R16F2n/R2) digested by (a) Alul: lane 1., 4., 9.M; 2. A. mon-
tana Am2; 3. Am4; Control: 5. STOL; 6. AY; 7.PoiB; 8. CYE; (b) Trul: 1., 6. M; Control 2.STOL; 3. AY; 4. PoiBI; 5.CYE; 7. A.
montana Am2; 8. Am4; M-Marker: GeneRuler DNA Ladder mix SM0331 (Fermentas, Lithuania).
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Navedene principe mera borbe protiv fi-
toplazmi su nacelno koncipirana za gajeno bilje,
medutim neke od predlozenih mera ne mogu biti
primenjene u usevima lekovitog bilja, ¢ije gaje-
nje iskljucuje upotrebu pesticida. Sve altrenativne
mere, bez primene pesticida, mogu se i predloziti,
prvo za preliminarna ispitivanja, a neke od njih i za
zaStitu od fitoplazmi.

Mera sprecavanja unosSenja i Sirenja u nova
podrucja fitoplazmoznog biljnog materijala je jed-
na od vrlo vaznih preventivnih mera suzbijanja
bolesti. Fitoplazma Stolbur tipa (16SrXII) identi-
fikovana u najvec¢em broju slucajeva na lekovitim
biljkama u Srbiji, pripada karantinskim S$tetnim
organizmima koji se nalaze na A2 listi EPPO, S$to
znaci da je prisustvo patogena registrovano, ali da
se strogo kontrolise njihovo Sirenje. Stolbur fito-
plazma je obuhvacena i Pravilnikom o listama Stet-
nih organizama i listama bilja, biljnih proizvoda
i propisanih objekata, Republike Srbije (Sl.gl. RS,
41/09), koji je definisao listu Stetnih organizama
¢ije je unoSenje i Sirenje u Republici Srbiji zabra-
njeno (IA lista, I deo). Na ovoj listi se nalazi 9 vr-
sta fitoplazmi: ElImphloem necrosis phytoplasma,
Lime witches’ broom phytoplasma, Palm lethal
yellowing phytoplasma, Peach rosette phytopla-
sma, Peach X-disease phytoplama, Peach yellows
phytoplasma, Stolbur phytoplasma, Strawberry
witches’ broom phytoplasma i Elm phléem ne-
crosis mycoplasma. Lista IA II deo, sadrzZi ¢etiri fi-
toplazme cije je prisustvo poznato na ograni¢enom
podrucju u Republici Srbiji, ali je njihovo unosenje
i Sirenje u Republiku Srbiju zabranjeno: Candida-
tus Phytoplasma mali (Apple proliferation phyto-
plasma), Candidatus Phytoplasma prunorum
(European stone fruit yellows phytoplasma), Can-
didatus Phytoplasma pyri (Pear decline phytopla-
sma) i Grapevine flavescence doree phytoplasma.
Definisanjem lista podrazumeva se da se predu-

zimaju sve potrebne mere zastite Sirenja patogena
u prometu sadnog materijala, kao $to su analize
u prometu, karantinski nadzor, postkarantinski
nadzor u toku kojih se obavljaju poljski pregledi i
laboratorijske analize, a bilje se u tom periodu ne
moze razmnozavati, iznositi sa parcele, ili preme-
$tati na drugu parcelu, ¢ime je onemoguceno Sire-
nje patogena reproduktivnim materijalom. Rizik
da se patogen ipak prenese, pre nego $to se utvr-
di da je bilje zarazeno, postoji, i to putem vektora,
ako su prisutni u okruzenju. Zbog toga je bitno da
se poljski pregledi i laboratorijske analize, odrade
sinhronizovano u najkra¢em mogucem vremenu i
na taj nac¢in smanji rizik od unos$enja i Sirenja pa-
togena.

Na povrSinama plantaznog gajenja u loka-
litetu Pancevo, ispitivan je uticaj razli¢itih vrsta
endofitih mikroorganizama na pojavu i razvoj
fitoplazmoznih simptoma, kao i pojava supresije
simptoma na vec¢ obolelim biljkama (Jo$ic¢ i sarad-
nici, neobjavljeni podaci). Dobijeni su ohrabru-
jucéi rezultati, narocito pri koris¢enju mesSovitih
kultura mikroorganizama, koji upucuju na dalja
ispitivanja i razvoj preparata za bioloSku borbu
protiv fitoplazmi, koje su sve prisutnije i u svetu
i kod nas.

Suzbijanje fitoplazmi, kao i drugih obligatnih
patogena, treba da se zasniva, uglavnom, na preven-
tivnim merama. Ove mere su utoliko viSe opravda-
ne kada se radi o zastiti od bolesti lekovitih vrsta, u
kojima je primena hemijskih sredstava ogranicena
ili zabranjena. Iz tih razloga, kao jedina direktna
mera suzbijanja preostaje bioloSka borba.
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SUMMARY

PHYTOPLASMA DISEASES OF MEDICINAL PLANTS
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A diversity and incresing economic importance of medicinal plants demand a need to
study their diseases. Among them phytopathogenic fungi are of a considerable importance,
and in the last decade, phytoplasma diseases.

Phytoplasma are important obligate intracellular, insect - transmitted pathogenic agents,
found inside the phloem, in particular in the sieve tube cells of many plant species. These
plant pathogens are wall-less, non-cultivable prokaryotes belonging to the Mollicutes class.
They are the smallest prokaryotic organisms of a varied shape and size (50-1000 nm in
diameter) and visible under the electron microscope. Their genome is the shortest known
of all prokaryotic organisms (680-1600 kb). The most cited and widely accepted system of
identification is based on the similarity in the 16S ribosomal gene sequence as well as their
biological characteristics.

Phytoplasmas are associated with plant diseases in several hundred plant species, inclu-
ding many important vegetable, fruit crops, ornamental and medicinal plants. Disease
plants exhibit pathological changes (in plants) which are demonstrated through four ty-
pical types of symptoms: (1) phyllody, (2) yellowing and reddening, (3) virescence and (4)
proliferation of axillary buds or ,witch‘s broom".

Typical phytoplasma symptoms are confirmed on the following species of medicinal plants:
Ehinacea purpurea, E. Angustifolia, Hypericum perforatum, H. barbatum, Plantago
major, Saponaria officinalis, Digitalis purpurea, Origanum vulgare, Levisticum officina-
le, Carum carvi, Trigonella foenum greacum, Melisa officinalis, Petroselinum sativum,
Apium graveolens, Valeriana officinalis, Rubus fruticosus, Vaccinium muyrtillus, Arnica
montana, Calendula officinalis, Cichorium intybus, Salix alba and Chamomilla recutita.
The presence of phytoplasma was detected using electron microscopy (TEM) in 5 species of
medicinal plants in Serbia, and using molecular identification in order to identify phyto-
plasma in other species.

Two types of phytoplasma were identified on more than 20 species of the medicinal plants
in Serbia: Stolbur phytoplasma (16SrXII group) and Clover yellow edge (16SrIlI-B). There
are very few qualitative and quantitative data on the changes in secondary metabolites af-
fected by the phytoplasma and these data should be improved.
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