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CRVENILO KRUŠKE U SRBIJI
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Izvod: Simptomi Pear decline fitoplazme su primećeni u  komercijalnim zasadima 
kruške u Srbiji već izvestan broj godina. Prvi simptomi koji su ukazivali na prisustvo ove 
fitoplazme na krušci u plantažnim zasadima u Vojvodini, potiču iz davne 1969. godine  
(Vojvodić i Grbić, 1969). U centralnoj Srbiji Duduk i saradnici su 2005. godine,  pri-
menom PCR metode dokazali prisustvo ove fitoplazme na krušci. U republikama bivše 
Jugoslavije, u oblasti Dalmacije utvrđeno je prisustvo simptoma na krušci 1976. godine 
(Cvetković, 1976), a primenom PCR metode potvrdjeno je njeno prisustvo na krušci i u 
području Republike Srpske 2003. godine (Trkulja i saradnici, 2004), na kojoj su simptomi 
tipa fitoplazmi prisutni od 1990. godine. Tokom avgusta 2004. godine u lokalitetu Deč 
obavljen je pregled zasada kruške starosti dve godine sorti Vilijamovka i Abata fetel, i 
stabala istih sorti kruške, starosti 10-15 godina, u lokalitetu Crvenka, početkom septem-
bra meseca 2007.godine. Vizuelnim pregledom utvrđeno je prisustvo simptomima tipa 
crvenila na većem broju stabala. Ova stabla su obeležena i sa njih je uzorkovan biljni 
materijal za analize. Uzorci su obradjeni za posmatranje na elektronskom mikroskopu i 
za PCR analizu. Na ultratankim presecima floemskog tkiva glavnih lisnih nerava obole-
lih stabala kruške, utvrdjeno je prisustvo organizama, koji po obliku, veličini 350-480 x 
600-700nm i strukturi, odgovaraju fitoplazmama. Rezultati PCR analiza, sa univerzalnim 
R16F2n/R16R2 i specifičnim prajmerom fO1/rO1  ukazali su na prisustvo fitoplazme 
Pear decline. 
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Uvod

Fitoplazme su mali, intracelularni mikroorganizmi koji nastanjuju floem i to ćelije 
sitastih cevi različitih biljnih vrsta. Inficiraju i biljke i insekte vektore (Blomquist and 
Kirkpatrick, 2002). Pear decline (PD) phytoplasma prouzrokuje vrlo značajno oboljenje 
kruške, čije je prisustvo utvrdjeno u  Evropi, Aziji i Severnoj Americi. Štetnost PD zavisi 
od podloge na koju je kruška kalemljena, pa su u skladu sa tim poznata dva tipa oboljenja 
brzo i sporo sušenje (decline) kruške, zatim starosti i lokliteta. Najpoznatiji simptomi su 
u vidu lisnog uvijanja, prevremenog crvenjenja koji se ispoljavaju tokom avgusta meseca, 
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kao i preranog opadanja lišča koje počinje u našim uslovima, već krajem avgusta i po-
četkom septembra. Ovi simptomi su naročito intenzivni u uslovima stresa, u toku i posle 
kraćih ili dužih sušnih perioda tokom vegetacije. Obolela stabla kruške u narednoj godini  
mogu ispoljiti smanjen vršni porast, proređenu lisnu masu, smanjeno cvetanje i vrlo često 
su bez plodova. Intenzitet simptoma može varirati iz godine u godinu. Neka stabla mogu 
ispoljiti oporavak, odnosno prikriti simptome, a neka progresivno slabe i suše se. Kod oba 
tipa razvoja bolesti, može se uočiti braon linija na mestu kalemljenja.  

Vektor PD je kruškina buva psylla, Cacopsylla pyricola u Sevenoj Americi (Jensen et 
al., 1964) i Velikoj Britaniji (Davies et al., 1992), a verovatno C. pyri u Španiji (Avinent 
et al., 1997) i Italiji (Carraro et al., 1998). Imajući u vidu da je u našim uslovima prisutna 
C. pyri, može se zaključiti da je ona vektor PD i u Srbiji.

Simptomi Pear decline fitoplazme su primećeni u  komercijalnim zasadima kruške u 
Srbiji već izvestan broj godina. Prvi simptomi koji su ukazivali na prisustvo ove fitoplaz-
me na krušci u plantažnim zasadima u Vojvodini, potiču iz davne 1969. godine  (Vojvodić 
i Grbić, 1969). U centralnoj Srbiji Duduk i saradnici su 2005. godine,  primenom PCR 
metode dokazali prisustvo ove fitoplazme na krušci. U republikama  bivše Jugoslavije, 
u oblasti Dalmacije utvrđeno je prisustvo simptoma na krušci 1976. godine (Cvetković, 
1976), a primenom PCR metode potvrdjeno je njeno prisustvo na krušci i u području 
Republike Srpske 2003. godine (Trkulja i saradnici, 2004), na kojoj su simptomi tipa 
fitoplazmi prisutni od 1990. godine. 

Dokazivanje prisustva fitoplazmi u biljnom tkivu može se obaviti posmatranjem ul-
tratankih poprečnih preseka iz zone sprovodnih tkiva (floem) obolelih biljaka (McCoy, 
1979, Caudwell et al., 1981, Quaroni et al., 1991, Credi, 1994, Lherminier et al., 1999, 
Kuzmanović i sar., 2003), ali daleko više  primenom molekularnih tehnika lančnom re-
akcijom polimeraze, koje su vrlo osetljive za dokazivanje fitoplazmi (Lee et al., 1998; 
Carcia-Chapa et al., 2002; Duduk et al., 2005).

Materijal i metode

Biljni materijal. Tokom avgusta 2004. godine u lokalitetu Deč obavljen je pregled 
zasada kruške starosti dve godine sorti Vilijamovka i Abata fetel i stabala istih sorti kruš-
ke, starosti 10-15 godina, u lokalitetu Crvenka, početkom septembra meseca 2007.go-
dine. Vizuelnim pregledom utvrđeno je prisustvo simptomima tipa crvenila na većem 
broju stabala. Ova stabla su obeležena i sa njih je uzorkovan biljni materijal za analize. 
Uzorkovano je lišće sa više grana da bi se izbegla greška zbog neravnomernog prisustva 
fitplazmi. Istovremeno je uzorkovano lišće sa zdravih stabala istih sorti, koje je poslužilo 
kao kontrola. Uzorci su čuvani na temperaturi od 4˚C do ispitivanja.

Elektronska mikroskopija u dokazivanju PD. Lisne peteljke su poslužile kao polazni 
materijal za dalja ispitivanja. Delovi lisne peteljke sa listova koji su ispoljavali simptome 
crvenila su sečeni u fiksativu (2,5% glutaraldehid u kakodilatnom puferu pH 7,2) i čuvani 
na temperaturi od 4˚C 24 h. Fragmenti tkiva za histopatološka ispitivanja isecani su iz 
zone sporvodnih sudova i dalje obrađeni po metodi koju su opisali Hopkins i saradnici 
(1973). Fiksirani  isečci su potapani u 1% osmijum tetroksidu 3h u mraku, na 4˚C, zatim 
dehidratirani 2 puta po 15‘ u 25% etanolu i 2 puta po 15‘ u 50% etanolu, dalje bojeni u 
1% uranilacetatu u 75% etanolu, preko noći na 4˚C, pa ponovo dehidrirani u 100% eta-
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nolu 4 puta na sobnoj temperaturi, isečci su zatim potapani u propilenoksid 15-20’, pa u 
mešavinu propilen oksida i epona (1:1) u trajanju od 1 h i na kraju u epon 3 h. Uorci su 
zatim preneti u kapsule sa smolom radi polimerizacije u trajanju od 48 h pri temperaturi 
od 55˚C, pa potom sečeni na ultramikrotomu i nanošeni na mrežice gde su bojeni olo-
voacetatom. Ovako spremljeni uzroci su posmatrani na elektronskom mikroskopu pod 
uvećanjem od  16000 x.

Elektronska mikroskopija pripremljenih preseka obavljena je u Laboratoriji za elek-
tronsku mikroskopiju na Vojnomedecinskoj Akademiji u Beogradu.

PCR tehnika u dokazivanju PD. Korišćena je PCR tehnika u dokazivanju PD u uzor-
kovanom biljnom materijalu. DNA je izolovana iz jednog grama lisnih nerava svežeg 
biljnog materijala, po proceduri koje je opisana u EPPO PM7/62. Lisni nervi  su isitnjeni 
u ekstrakcionom puferu (1.4 M NaCl, 20 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8) i dobijeni 
ekstrakt je inkubiran 30 minuta na 65°C i centrifugiran 2 minuta na 2000 g. Supernatant 
je prečišćen sa jednakom zapreminom hloroform-isoamilalkohola (24 : 1) i centrifugiran 
5 minuta na 13000 g. Supernatant je prebačen u nove tubice i pomešan sa 0.8 zapremine 
hladnog etanola, sve je centrifugirano 10 minuta na 15000 g. Talog je ispran sa 70 % 
etanolom i rastvoren u 100 μl destilovane vode.

PCR reakcija je uradjena sa parom univerzalnih prajmera R16F2n i R16R2 (Lee et 
al.,1998) i parom specifičnih prajmera fO1 i rO1 (Lorenz et al.,1995).

Rezultati i diskusija

Simptomi. Utvrđeno je prisustvo oba tipa simptoma crvenila kruške u pregledanim 
voćnjacima. Prvi tip simptoma ispoljava se u vidu brzog sušenja, takva stabla su bila 
prisutna u oba ispitivana lokaliteta na obe sorte, Ova stabla su bila zahvaćena intenzivnim 
crvenilom, već u mesecu julu, vrlo brzo, naročito mlade sadnice mogu  poleći u zoni ka-
lemljenja usled nekroze, i vrlo brzo stablo se na tom mestu prelomi, kod starijih stabala, 
nakon pojave prvih simptoma na listu do potpunog uvenuća može proći i manje od mesec 
dana (sl. 1).

Sl. 1.  Crvenilo kruške: sasušeno stablo kruške
Pear decline: quick decline
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Sporiji tip sušenja, bio je takodje prisutan u oba lokaliteta na obe sorte. Kod ovih staba-
la prvi simptomi su bili vidljivi na lišću, u vidu intenzivnog crvenjenja i uvijenosti ka licu 
liske, sto je karakterističan simptom za crvenilo kruške (sl. 2), već početkom avgusta me-
seca. Ove biljke su donosile plodove, sitnije, kamene i komercijlno neupotrebljive (sl. 3).  

Sl. 2.  Crvenilo kruške: prevremeno crvenilo i uvijenost liske
Pear decline: premmature reddening and leaf

Sl. 3.   Crvenilo kruške: neupotrebljivi plodovi
Pear decline: useless fruits

U oba tipa simptoma  brzom i  sporom vidljiva je delimična nekroza stabla na popreč-
nom preseku, kao i crna linija u zoni kalemljenja (sl. 4). 
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Sl. 4.  Poprečni presek obolelog stabla kruške od crvenila
Cross section of the trunk

Ovi rezultati potvrdjuju, davno postavljenu pretpostavku da su uočeni simptomi tipa 
crvenila na krušci u vezi sa mikoplazmama sličnim organizmima (Vojvodić i Grbić, 
1969), ali  i skorije  utvrdjeno prisustvo ove fitoplazme na krušci Srbiji (Duduk i sarad-
nici, 2005) i u Bosni i Hercegovini (Duduk et al., 2005), koji su primenom molekularnih 
metoda dokazali ovu fitoplazmu na krušci. Ovi rezultati ukazuju na činjenicu da je bolest 
prisutna u Srbiji mnogo pre nego što su objavljeni prvi rezultati o njenom prisustvu.

Opisani simptomi na krušci, odgovaraju u potpunosti, promenama koje su opisali 
mnogi istraživači vezano za crvenilo kruške (Avineent et al., 1997; Davies et al., 1992; 
Del Serrone, et al., 1988; Duduk et al., 2005; Garcia-Chapa et al., 2003; Jarausch et Do-
sba, 1995; Schneider, 1970).

Elektronska mikroskopija. Na ultratankim presecima floemskog tkiva glavnih lisnih 
nerava obolelih stabala kruške, utvrdjeno je prisustvo organizama, koji po obliku, veličini 
i strukturi, odgovaraju fitoplazmama (sl. 5). Vidljive strukture su bez organizovanog jedra 
sa ćelijskom organizacijom sličnom bakterijama, bez ćelijskog zida su, ali sa vidljivom 
troslojnom membranom. Prisustvo ovih struktura dokazano je u svim presecima ukalu-
pljenih lisnih nerava uzorkvanih sa stabala kruške sa simptomima crvenila. Ove strukture 
nisu utvrdjene u uzorcima koji su poticali sa zdravih stabala kruške. Dimenzija struktura 
je različita i iznosila je od  350-480 x 600-700nm.  

Sl. 5.  Fitoplazme u sprovodnim sudovima kruške
Phytoplasmas present in  sieve tube of pear
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Sl. 6.  Identifikacija PD fitoplazme primenom specifičnih prajmera fO1/rO1, u uzor-
cima lišća poreklom sa različitih stabala  kruške sa simptomima crvenila. M, 
marker (DNA Ladder Mix, Fermentas), K+ referentni izolat 16SrX-C Candidatus 
Phytoplasma pyri iz kolekcije  Univerziteta u Bolognji, dobijen ljubaznošću prof. 
Bertaccini
Identification of pear decline phytoplasma by specific primers fO1/rO1 in the  co-
llected samples from pear with redness symptoms. M, marker (DNA Ladder Mix, 
Fermentas), K+ reference phytoplasma strain 16SrX-C Candidatus Phytoplasma 
pyri from the University of Bologna,  cordialitly obtain from  prof. Bertaccini

Prikazani rezultati elektronske mikroskopije po dimenzijama, obliku i strukturi su 
u skladu sa opisanim rezultatima Hibino and Schneider (1970). Fitoplazme utvrdjene u 
floemu sprovodnih sudova u lisnim nervima kruške obolele od crvenila imale su okru-
glast do blago izdužen oblik, dimenzija 350-480 x 600-700 nm. Navedene karakteristike, 
dimenzije i oblika čestica su u popunom skladu sa podacima koje su utvrdili Hibino and 
Schneider (1970), koji su opisali čestice veličine od 50 do 800 nm, pri čemu su one imale  
izdužen i sferičan oblik. 

PCR analiza. Primenom para univerzalnih prajmera R16F2n i R16R2, u testiranim 
uzorcima dokazano je prisustvo fragmenta molekulske težine 1200 bp, što je ukazivalo  
na prisustvo fitoplazmi. Daljom primenom specifičnog prajmera fO1/rO1 omogućili su 
identifikaciju do grupe fitoplazme 16SrX  kojoj pripada i fitoplazma PD (slika  5).

Zaključak

Crvenilo na krušci zaokuplja pažnju stručnjaka u ovoj oblasti, jer je ova pojava sve 
više zastupljena u Srbiji. Simptomi crvenila su primećeni u više lokaliteta širom Srbije u 
manjim zasadima, ili na pojedinačnim stablima, obzirom da je broj većih komercijalnih 
zasada kruše poslednjih godina znatno smanjen. 

Imajući u vidu činjenicu da je u prirodi šire  Cacopsylla pyricola (Davies et al., 1992; 
Jensen et al., 1964) i C. pyri (Avinent et al., 1997; Carraro et al., 1998),  kao prva i osnov-
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na mera borbe protiv crvenila kruške je uredno suzbijanje vektora. Hraneći se sisajući 
pupoljke, mladice i mlado lišće zaražene kruške samo nekoliko sati vektor može usvajiti 
fitoplazmu na perzistentan način za sledeće tri nedelje.  

Jedna od mera borbe, mogla bi biti, i uvodjenje sistema za navodnjavanje, čime bi se 
izbegli stresni uslovi za biljku tokom sušnih perioda u vegetaciji.

Drugi način prenošenja PD je kalemljenje. Ovu činjenicu treba imati u vidu, naročito 
ako se kruška kalemi na dunju, pa je neophodno pre obavljenog kalemljenja obaviti de-
taljan pregled i analizu podloge i plemke. U literaturi su podaci o osetljivosti podloga i 
plemki kruške prema fitoplazmi PD, vrlo oskudni, za razliku od dobro proučenog ovog 
odnosa kada je u pitanju Candidatus Phytoplasma mali, prouzrokovača proliferacije ja-
buke. U svakom slučaju, jedan od ciljeva budućih istraživanja trebalo bi da bude analiza 
medjuodnosa plemki kruške i podloga na koje su kalemljene.
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PEAR DECLINE PHYTOPLASMAS IN SERBIA
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Summary

Symptoms of Pear decline (PD) have been observed in commercial orchards in Serbia 
a few years ago. First appearance of PD in Vojvodina have dated from 1969 year (Vojvo-
dić and Grbić, 1969). Duduk et al., 2005. by using PCR method proved the presence of 
PD in  the Central Serbia. On terrytory of ex Yugoslavia, this phytoplasma had found in 
part of Dalmatia (Cvjetković, 1976), and in Republic of Srpska (Trkulja et al., 2004). 

 Typical symptoms of PD  were observed in commercial orchards on two years old pe-
ars during the August of 2004, in the locality Deč, and in the begining of september 2007,  
in the locality Crvenka.  The original material for these investigations was collected for 
the electron micrography and PCR identification.

On the ultrathin cross-sections of conductive vessels of the main leaf vein,  organisms 
corresponding to phytoplasmas in shape, size and structure were observed at the electron 
microscope. The dimensions of phytoplasmas cells were from 350-480 x 600-700nm. 
The PCR identification by using specific primers fO1/rO1 proved the presence of PD.
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