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Multipotentnost cikad&uscelis incisugHemiptera, Cicadellidae,
Deltocephalinae) u prenoSenju i epidemiologijigiezmi (Candidatus
Phytoplasma’)
SAZETAK :

Euscelis incisuge polifagna vrsta, koja je Siroko rasprostranjeri@sta u raztitim
agroekosistemima. Ima dve generacije godiSnje kojeomoguwavaju da uspesno
ostvari kontakt sa razitim grupama i vrstama fitoplazmi. Od ukupno 51@lairanih
primerakaE. incisussakupljenih na 8 lokaliteta u Srbiji, 53 (10.4%)jilo pozitivno na
prisustvo razlitih fitoplazmi. RFLP analizom F2nR2 fragmenta 168\K regiona,
utvrdeno je prisustvo Sest 16S ribozomalnih grupa i osmdgrupa fitoplazmi u
jedinkamakE. incisus (16Srl-R, 16Srl-F, 16Srll-E, 16Srlll-B, 16SrIX-Q,6SrIX-E,
16SrXI-G i 16SrXIl-A). Najzastupljenija je bila 18&lI-A podgrupa prisutna u
jedinkamakE. incisussa dva multilokusna genotipa: STOLg i Rqg31g. ptaeme
16SrIX i 16SrXI grupe, kao i dve podgrupe unuhater yellowditoplazme, 16Srl-F i
16SrI-R zabelezene su po prvi put u Srbiji. Fitaple 16Srll-E, 16Srlll-B, 16SrIX-C,
16SrIX-E i 16SrXI-G grupe predstavljaju prve nalaagh patogena u jedinkamia.
incisus U biljnom materijalu je prvi put registrovano sustvo 16Srlll grupe fitoplazmi
u biljkama Cirsium vulgare Carduus acanthoidesLathyrus tuberosud Lathyrus
aphaca, dok je prisustvo 16SrIX grupe fitoplazmi ugeno prvi put u biljkama
Cichorium intybusi Knautia arvensisu Srbiji. Eksperimenti prenoSenja fitoplazmi
pomcaiu prirodno inficiranih populacija vrst&. incisuspokazali su da je ova vrsta
uspeSan prirodni vektor u prenoSenju fitoplazmirli6$16SrXIl grupe. Eksperimenti
prenoSenja fitoplazmi ponéa laboratorijski dobijene populacije vrsté. incisus
pokazali su da je ova vrsta uspeSan eksperimentakior u prenosenju fitoplazmi
16Srlll, 16SrV i 16SrXIl grupe.

KLJU CNE RECI: Euscelis incisus‘CandidatusPhytoplasma’ vrste, 16Sr fitoplazma
grupe, multilokusna karakterizacija, vektorski pwigal, prenoSenje fitoplazmi,
epidemiologija

NAUCNA OBLAST: Biologija

UZA NAU CNA OBLAST: Entomologija



Multipotency of leafhoppeEuscelis incisugHemiptera, Cicadellidae,
Deltocephalinae) in transmission and epidemioldgyhytoplasmas

(‘CandidatusPhytoplasma’)

ABSTRACT:

Euscelis incisuss polyphagous leafhopper widely distributed abdralant in diverse
agroecosystems. Two generations per year allowssgiecies to come into contact with
a plethora of different phytoplasmas. Among the ah@lyzedE. incisusspecimens
collected from eight localities in Serbia, 53 (BPd)Ytested positive for diverse€a
Phytoplasma’ taxa. RFLP analysis and sequence awsobpabased on the F2nR2
fragment of the 16S rRNA gene revealed the presaicsix 16S phytoplasma
ribosomal groups and eight subgroups En incisus (16Srl-R, 16Srl-F, 16Srll-E,
16Srlll-B, 16SriX-C, 16SriX-E, 16SrXI-G and 16SrXN). The most prevalent
phytoplasma subgroup identified i incisusspecimens was 16SrXII-A, represented
by two multilocus stolbur phytoplasma genotypesO&d and Rqg31g. Phytoplasmas
of 16SrIX and 16SrXI groups, as well as two subgeoafAster yellowsphytoplasma,
16SrI-F and 16SrlI-R, were recorded for the finstetiin Serbia. Phytoplasmas of 16Srll-
E, 16SrllI-B, 16SrIX-C, 16SrIX-E and 16SrXI-G graupepresent first records of these
pathogens irE. incisus The presence of the 16Srlll group was recordedHe first
time in Cirsium vulgare Carduus acanthoidesLathyrus tuberosusand Lathyrus
aphaca,while the presence of the 16SrIX group was reabrite the first time in
Cichorium intybusand Knautia arvensisn Serbia. Transmission trials using naturally
infected populations ofE. incisus have shown that this leafhopper successfully
transmitted phytoplasmas of the 16Srlll and 16Sgtbups, indicating their role as a
natural vector. Transmission trials usiBgincisuspopulation reared in laboratory have
shown that this species is a successful experitheetaor of phytoplasmas of the
16Srlll, 16SrV and 16SrXII groups.

KEY WORDS: Euscelis incisus' CandidatusPhytoplasma’ species, 16Sr phytoplasma
groups, multilocus characterization, vectoring pt#&, phytoplasma transmission,
epidemiology

SCIENTIFIC FIELD: Biology

SCIENTIFIC SUBFIELD: Entomology
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1.UvOD

1.1 Identifikacija i klasifikacija fitoplazmi

Fitoplazme predsivljaju grupu pleomorfnih praliotskih orginizama bez
¢elijskog zich. Otkrivene su 1967. godine od aste jppanskih istazivac¢a (Doi i sar.,
1967) koji su ih azvali ,mikoplazmama slicni organizmi” (engl. mycopksnu-like
organisms MLOs). Ove bakterije priygaju klasi Mollicutes, zajedno a
mikoplazmama, ureaplazmama, spirophzmama i aholeplazmama (Razin i sar., 1998).
Damsnji maziv dobile su a Internacionalnoj konferenciji sistematizacije keakh
odrzanoj 1996. godine na Floridi (Seemdller i SE998).

Fitoplazme su obligni intracelularni mikroorganizmi prenika od 300-500 nm
koji imaju jednoslojnuéelijsku membanu i poseduju jedan odiymanjih genoma meiu
Zivim organizmima, izmeiu 600 kb i 900 kb (Oshimi sar., 2004; Sugio i Hogenhout
2012). Ne mogu seafiti in vitro, a samim tim ni morfoloski definisti. Shodno tome
detekcip i karakterizacija fitoplazmi, zbog nedostka odgovarajde metodologije, nije
bila mog«¢a, pa su dugi niz godina bolesti koje prouzrokufoplazme pripisivane
drugim mtogenim (Bertaccini, 2007). U ptku njihova detekcijje bila zasnovana na
elektronskoj mikroskopiji tkiva floema zarazeniHjddia i na osnovu simptoma koje
ispoljavaju na biljkama kao Sto su virescencijmdije, diskoloracije ili patupljasti rast
(Bertaccini i Lee, 2018) (Slika 1). Detaljnije ptauvanje fitoplazmi pcinje razvojem
molekuhrnih metod, koje su omogtile nijhovo utvdivanje i karakterizaciju u

biljkama i insektima vektorima, saglecavanje etiologije i epidemiologije biljnih bolesti.

Danas se kasifikacija 1 karakterizacija fitoplazmi zasniva na preciznim
molekuhrnim metodma analize DNK, jer je dokzano ch odretem bolest ra biljci na
osnovu simptom mozZe d se povezeasnekoliko fitophzmi iz razlicitih, filogenetski
udaljenih grup. Isto ko, ist fitoplazma moZe iazvati razlic¢ite simptome a razli¢itim
biljkama domacinima, pa je jedinoanalizom DNK mogue utvrditi kop je fitoplazma u
pitanju. Zbog tog su molekulrne analize metod izboraa zetekciju i ksifikaciju
fitoplazmi, kako u billkkama tako i u insektima iz reda Hptara koji sluze kao vektori
(Schvester i sar., 1961).
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Slika 1. (A, B i C) simptomi koje fitoplazme izazivaju rmljnoj vrsti Catharanthus

roseus (D i E) fitoplazme u biljnom tkivu (preuzeto iz Chen i sar., 2009)

Sa pojavom prvih opia vrsta unutr grupe fitophzmi javila se potreb za
usposivljanjem psnih kriterijuma na osnovu kojih se nawvvrsta opisuje. Tokom 2004.
godine Meunarodni odbor za sistematiku bakterija (erigternational Committee of
Systematic Bacteriologyje predsivio i definisao kriterjume za opis nove vrste
fitoplazmi (IRPCM, 2004). Prate definisane kriterjume nova Candidatus
Phytoplasma’ vrsta se opisuje ukoliko njen 16S rRMgion (duzi od 1200 bp)
poseduje manje od 97.5% homologije sa sekvencalm&dje prethodno opisane vrste.
Zbog izuzetno visoke konzetwnosti 16S rRNK gem bioloSke i ekoloSke osobenosti
organizma se ne vide uvekagno iz sekvenci ovog genKod velikog brog fitoplazmi
fenotipske krakteristike se gsno nzlikuju izmeaiu vrsh, a razlika na genomskom 16S
rRNK regionu je mnja od 2.5%, p su zbog tog definisani dochtni kriterijumi za opise
novih 'Ca. Phytophsma’ vrsta. Da bi se dve Ca. Phytophsma’ vrste koje dele viSe od
97.5% slénosti 16S rRNK sekvence opis kao razlicite vrste, potrebno jeadispune
slede€e kriterijume: i) @ se prenoseatlic¢itim vektorima; ii) da imaju razlicite biljke
domacine; iii) da postoji psan dokaz molekuhrnog diverzited izmeiu njih. Za
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detljniju i precizniju Klasifikaciju, koristi se viSestruk karakterizacija na drugim
genima, méu kojima se istiu geni ribozomalnih proteingpl22-rps3 gen faktora
elongacije Tut{f gen), gen koji kodira protein translokaze¢Ygen), kao i drugi geni
koji su konzervativni, a ipak dovoljno varijabilda mogu da ukazu na razlike koje su
zn&ajne za ututivanje molekularnog diverziteta izmhe razl¢itin vrsta (Hodgetts i
Dickinson, 2010).

Klasifikacija fitoplazmi u okviru Ca. Phytoplasma’ vrsta primarno se vrsi na
osnovu sekvenci 16S rRNK genpri ¢emu se fitoplzme svrsivaju u ribozomlne
grupe i podgrupe anosnovu postanja odreienih restrikcionih pozicyj (Lee i sar.,
1998a; Wei i sar., 2007; Zhao i sar., 2009). Polfimam duzine restrikcionih
fragmenata (engl.Restriction Fragment Lenght PolymorphisntRFLP) sa 17
restrikcionih enzim koristi se z precizno odréivanje ribozomlnih grum i podgrup.
Odvajanje ve&ih grupm zasnowno je na slicnosti koeficijenata RFLP obrazaca za 1.2 kb
PCR (engl.Polymerase chain reactiprprodukta 16S rRNK gena (Lee i sar., 1998a).
Razgrani¢avanje podgrup zasniva se ra mestim restrikcije PCR produita. Nova
podgrupa se opisuje ukoliko nepatnzolat fitoplazme ima jedno ili viSe azlicitih
restrikcionih mest u odnosu a sve osile pozrmte izohte u toj grupi. Svaka podgrupa

je definisana jedinstvenom kombinacijom RFLP obcaz@hao i sar., 2010).

Po studiji Zlao i sar. (2010), khda fitoplazmi je podeljea na 3 odvojene
podklade na osnovu analize 16S rRNK sekvenci, koje obiaivasve do tada opisane
'Ca. Phytoplasma’ vrste kao i orgi opis joS nije potvden. Filogeniju dobijenu od
strane Zhao i sar. (2010) patuje i studija Miyazaki i sar. (2018) koji su pridikn
opisa Ca. Phytoplasma noviguineense’ vrste potvrdili obragagisanja u okviru tri
velike podklade (Slika 2).
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Podklada I

Slika 2. Podklade fitoplazmi dobijene na osnovu 16Sr RNKvenci (preuzeto iz Zhao

i sar., 2010- modifikovano).

Do 2018. godine, pritaéen je opis ukupno 4Xq. Phytophsma’ vrste. Pored
njih, status 8 vrsta fitoplazmi jos uvek nije jasalnje mogwe ch se ndi o potenciglno
novim vrsama (Safafova i sir., 2016). Do sda je pozmto i opisno 35 ribozoralnih
grupa fitoplazmi (Wei i @ar., 2007; Zho i Davis, 2016; Mdenli i sar., 2017; Miyzaki i
sar., 2018). U litesturi se avode dodtne dve 16S rRNK grupe (Pérez-Lopezi.s

2016)¢iji je status joS uvek nejasan (a&hi Davis, 2016).
1.2 Fitoplazme prouzrokovaci oboljenja bilj aka

Fitoplazme mogu biti unete u tkivo biljke dai¢ina na tri nacina: i) kalemljenjem
zarazenog biljnog materijala (Boudon-Padieu, 200i3)yvaskularnim povezivanjem
inficiranih i neinficiranih biljaka parazitskim ctricama Cuscutaspp. L.) (Dale i Kim,
1969); iii) ishranom insekata vektora iz reda Hedwetg na nezarazenim billkama
(Schvester i sar., 1961).a)éfikasniji i najce<i nacin prenoSenry fitoplazmi predsivlja

horizontlno prenoSenje putem insgk vektor.
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Ovi patogeni kontinuiano kruze izméu svojih biljnih domcina i inselkata
vektor i pritom od ola domacina zavisi uspesSnost njihovog preziwjanja i Sirenp u
ekosistemim. U zarazenim biljkama, kolonizuju floemske&selije, uzrokujéi razlicite
simptome ko Sto su zutilo ili crvenilo biljnih delay patuljast rast, filodije (retrogadna
metmorfoza cvetnih orgna u listove), virescencealfnormhno prisustvo hlorofd u
cvetovima), intezivno gananje tkiva u razvoju (vesttja meth; engl. witches’-broon),
propdanje i zakrzljalost biljke. Sve avedene promene su sistemskeahwataju delove
biljaka ili ¢itave billke i kao rezulat ovih promen ¢esto moze do do potpunog
propadanja biljaka (Hogenhout i & ., 2008).

Fitoplazme izazivaju oboljenja viSe stotina biljnirsta, uklj@Eujuéi mnoge
ratarske, povrtarske i ¢arske kulture, ukrasne biljke, kao i biljne vrstd zZn&aja za
drvnu industriju (Oshima i sar., 2011). EkonomsteteSkoje fitoplazme nanose gajenim
biljkama kre&u se od delintine redukcije u prinosu i kvalitetu, do potpunih taka
prinosa u biljnoj proizvodnji (Lee i sar., 2000; \Waub i Beanland, 2006).

Na osnovu 16S rRNK klasifikcije, nda 35 validnih opisanih grupa fitoplazmi,
u Srbiji je zabelezeno 8 grupa i 15 podgrupodici o prisustvu fitopdzmi kao
patogern u Srbiji pottu iz 1967. godine, dda su Aleksi¢ i saradnici prijavili prisustvo
stolbur fitophzme (Ca. Phytophsma sohni’) u veoma zmacajnim agronomskim

kulturama: vinovoj lozi, kukuruzu, pradajzu i krompiru.

Zbog nedositka razvijenih metod detekcije fitophzmi, calja prowavanja ovih
patogern su rastavljena tek od 2003. godineasradom Tanaskovi i Carraro koji u
kajsiji pronalaze ‘Ca. Phytoplasma prunorum’ kojpripada 16SrX-B podgrupi kaj je
pozrata | kao ESFY fitophzma (engl.European stone fruit yelloyjusU okviru 16Srl
ribozomalne grupe fitoplazmi, u Srbiji swbelezene podgrupeAs -B, -C i —P u
biljkama %rgarepe, topole i brokokj U okviru 16Srll grupe, u biljgma Picris
hieracioides L. utvrdeno je prisustvo 16Srll-E podgrupe (Mitrévi sar., 2012).
Fitoplazma 16Srlll-B podgrupe utviera je u biljkama Cirsium arvense (L.) Scop.
(Ranci¢ i sar., 2005)a takode je abelezen i u biljkama Media:go sitiva L. i Arnica
montna L. (Pavlovi¢ i sar., 2012b; Strovi¢ i sar., 2012). M teritoriji Srbije je utvdeno
prisustvo dve podgrupe 16SrV grupe. PodgrdpSrV-A zabelezen je u biljkama
Ulmus minorMill. i Ulmus kevisPall. (Jovi¢ i sar., 2008). U okviru 16SrV-C podgrupe
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nalaze seFlavescence doréedlder yellowsfitoplazme koje su abeleZene u vinovoj
lozi i u billkama koje secesto nlaze oko vinogada, kao Sto suClenutis vitalba L. i
Alnus glutinosaL.) Gaertn. (Duduk i sar., 2004; Cvrkévi sar., 2008; Filippin i sar.,
2009). Melu fitoplazmama koje dovode do oboljemjvocaka u Srbiji su registrovane
Apple proliferation(AP) na jabuci,European stone fruit yellomESFY) na kajsiji i
Pear decling(PD) na kruski. Sve ove fitoplazme pdaju 16SrX grupi, podgrupma —
A, -B 1 —C (Duduk i sr., 200&; Tanaskovi¢ i Carraro, 2003; Duduk i &., 2005).
Najproucavanija i najzastupljenip fitoplazma u Srbiji je stolbur fitopdzma koja pripada
vrsti ‘Ca. Phytoplasma sehi’ i podgrupi 16SrXIIA. ZabeleZzen je u velikom broju
gajenih biljaka kao i u biljkama sponine flore (Duduk i &r., 2004; Jo\i i sar., 2009b;
lvanovi¢ i sar., 2011; Kuzmanovi¢ i sar., 2011; Trkula i sar., 2011; Rvlovi¢ i sar.,
2011; 2013; 2014; 2014b; Srovic i sar., 2012; 2013; Mitrovd i sar., 2012; 2013;
201%; JoSt i sar., 2012; 2013; 2015; Kose® i sar., 2013; 2019;Adamovi¢ i sar.,
2014; Medt Pap i sar., 2018). Vrsi ‘Ca. Phytoplasma convolvuli’ prigla podgrupi
16SrXIl-H i u Srbiji je abelezea u biljci ConvolvulusarvensisL. (Martini i sar.,
2012). Fitoplzma koja pripada 16SrXIV grupi i kop je karakteristicna za predsivnike
familije Poaceae, detektowna je u Srbiji u biljciCynodon dctylon(L.) Pers. (Mitrové i
sar., 2015b), dok je u biljicRamnus athartica L. od stane Jové i sar. (2011),
utvrdeno prisustvo Ca. Phytoplasma emni’ vrste prigdnika 16SrXX-A podgrupe
fitoplazmi (Prilog - Tabeh 1).

1.3 Karakteristike insekata vektora fitoplazmi

Vektori fitoplazmi su insekti iz reda Hemiptelkoji se hane floemskim
sokovima biljaka, meiu kojima je mjveci broj vrst cikada (podred Auchenorrhyncha) i

nekoliko vrsta psila (podred Sternorrhyncha) (Weinb i Beanland, 2006).

Cikade ko mjznacajniji vektori fitoplazmi imaju centalnu ulogu u
epidemiologiji biljnih bolesti izzvanih ovim mtogenima. Rasprostanjenost, deshlost
i uticaj fitoplazmati¢nih oboljena na biljke zavise od osetljivosti bilike o delowanje
fitoplazmi, kao i od bioekoloSkih osobenosti vekiot) kompleksnoj inteikciji vektor-
fitoplazma-biljka, vektori imaju kljuc¢nu ulogu u epidemiologiji bolesti, gde&astalost
fitoplazmi u odréienim biljkama zavisi od tog koje su biljke primarni domacini samog

vekton.
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Cikade imaju stlnu i evolutivno sibilnu vezu s fitoplazmama Sto ih ¢ini
uspesnim vektorim Njihova ishrana nije destruktiva za biljke na kojima se hane, 5to
dovodi do uspesne inokudije vaskularnog sistem insekh domacina. EpidemioloSki
ciklus fitoplazmati¢nih oboljena biljaka ukljucuje tri osnovne komponente: i) biljku
rezervoar infekcije i izvor inokuluma; ii) insekteektora; iii) obolelu biljku sa ili bez

karakteristtnih simptoma infekcije fitoplazmom (Slika 3).

pljuvacna zlezda

period akvizicije

obolela biljka inficirana cikada

latentni period

umnoZavanje

umnoZavanje

zdrava biljka

infektivna cikada

period inokulacije ¢elijafloema

Slika 3. Epidemioloski ciklus oboljenja izazvanih fitopfaama (preuzeto iz Oshima i

sar., 2011- modifikovano).

Tipican proces prenosemnfitoplazme se &stoji iz tri faze: i) periodakvizicije
(AAP) kada insekt sigju¢i floemske sokove uaya fitoplazmu iz bilpka i postje
inficiran; i) latentni period (LP, LAP) tokom kojeg se fitaphma umnozava i krece u
telu inseka vektow; iii) period inokuhcije (IAP) kada se pomoéu inseké vektom,
fitoplazma prenosi isrenom dilje na biljke. Periodakvizicije moze d traje od nekoliko
minuta do nekoliko sti (Purcell, 1982). Duzim AAP period, utice m uspesSnost
prenosery patogera. Uswjanje mtogera iz floema najcege olavljaju nimfe koje su se
razvijale ma zaraZzenoj biljci (Alma i sar., 2015). DuZia latentnog period varira u
zavisnosti od vrste fitopkzme, izvoa inokuluma i insekk vektom i moze a traje od 7

do 80 dna, a najceke je oko 25 ana (Nagaich i sar., 2008). Tokomadtentnog perioal
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fitoplazme se kréu i umnoavaju u telu vektos, pa je trajanje latentnog perioal u
direktnoj korehciji sa brzinom umno@vanja i kretanja fitoplazme kroz telo insekt
Nakon prohska kroz epitelnetelije i srednje crevo, umnozeielije fitoplazme prodze
kroz lazalnu membsanu i ukze u hemolimfu,a odatle u skoro s¥ tkiva i organe,
ukljucuju¢i i pljuvacne Zlezde u kojima se umnozZavaju (Ammar i Hogenh?006)
(Slika 4). Fitoplazme cirkuliSu kroz hemolimfu ktmase akumuliraju u drugim tkivima
(Kawakita i sar., 2000). Kée¢i se kroz telo insekta, fitoplazme moraju dadurdroz
dve glavne prepreke, crevo i pljuvee zlezde (Bosco i D’Amelio, 2010). Inokulaciju
uglavnom obavljaju adulti insekata (Alma i sar.190) Smatralo se da kada se jednom
inficira, insekt takav ostaje do kraja Zivota (Glensen i sar., 2005). katim, nedavne
studije su pokazale da titar fitoplazme u telu ktgenoze da se smanji tokom vremena
(Bosco i sar., 2007; Aryan i sar., 2014).

pljuvaéna zlezda

hemocel
3 ke "'ﬁ";‘-z;dnji B
4 5 preanji deo o
pc?moczna X “ - .!.,. = ereva 3 creva
pljuvaéna & O e TN o J
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zZlezda \{1 X :‘. ,_:_;- ‘!‘,.,_.‘" .\),Jsrednje crevo
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71l pliuvaéni ‘:0,.,\
kanal za ‘} kanal
hranu £

Slika 4. Kretanje fitoplazme kroz telo insekt(preuzeto iz Weinaub i sar., 2019-

modifikovano).

Natin ishrane insekata vektora i fitoplazmi koje premosu meéusobno
povezani. Dok su neki vektori speigti i prirodni vektori amo jedne fitopdlzme (npr.
Saphoideus titnus Ball, 1932 koji je vektorFlavescence doréétoplazme), neki su
oligo- i polifagni geneilisti i mogu ¢ prenesu nekoliko aeli¢itin fitoplazmi
(Weintraub i Beanland, 2006; Esnilzadeh-Hosseini i &., 2007). Pojedine fitopkme
imaju visoku speciftnost prem vektorima i prenosi ih smo jedm vektorsk vrsta. Sa

druge stine, fitophzme a niskom specifinogu prem insektima vektorima mogu biti
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prenete pom@u viSe nzlicitih vrsta inselkata. Primer 2 to je vrsi 'Ca. Phytophsma
asteris’, koju prenose 24 vrste ata vektom i pritom moZze d izazove viSe od 70

oboljenja na raztitim biljnim vrstama (Lee i sar., 1998a; 2004a).

Infekcija fitoplazmom kod nekih cikada moze dovesti do éapaih promena u
njihovoj biologiji. Sto su duzeapogen i doméin u asocijaciji jedni sa drugim, njihov
odnos moze aevoluira iz patogenog u mutalisticki (Purcell, 1982). Fitopzme mogu
da uticu ma insekte vektore samjujuci ili povecavajuc¢i njihovo prezivlpvanje i
fekunditet ili mogu biti bez utiga (Bresan i sar., 200%; 2005b; DAmelio i sar., 2008;
Kingdom i Hogenhout, 2007).

1.4 Potfamilija Deltocephalinae Dallas 1870

Podred Auchenorryncha je podeljen na dva infrareffalgoromorpha
(Archaeorrhyncha) i Cicadomorpha (Clypeorrhynchal) okviru infrareda
Cicadomorpha nalaze se 3 nadfamije (CercopoideeadGidea i Membracoidea).
Najbrojniju familiju nadfamilije Membracoideani familija Cicadellidae koja obuhvata
40 potfamilija, méu kojima je i potfamilija Deltocephalinae.

Potfamilija Deltocephlinae se sstoji od 39 tribus, 926 rodow, oko 6700
opisanih vrsk i 274 podvrste. Oblik njihovog telje vitak ili umereno robusn, dok
velicina moze d varira, a naj¢cese je duzine tela od 2-11 mm. Mogu bitaknopterne
ili brahipterne (Zhniser i Dietrich, 2013) (Slik5). Kod ovih hemimabolnih inselata
larveni stupnjevi suako sliéni adultima (Dmitriev, 2002). Ovo je ekonomski veam
zmacajna grupm koja sadrzi brojne vektore biljnih gogera (Weintraub i Beanland,
2006). Vise od 75% svih eksperimanb potvidenih vektoa fitoplazmi pripada
potfamiliji Deltocephalinae (Wilson i Weintaub, 2007).
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Slika 5. Predstvnici potfamilije Deltocephlinae. (A) Neoaliturus fenestratus(B)
Platymetopius major(C) Psammotettix aliengugD) Euscelis incisus(E) Scaphoideus

titanus (F) Errastunus ocellaris(G) Mocydia crocea(H) Fieberiella septentrionalis

Predsivnici potfamilije Deltocephlinae se hine floemskim sokom velikog
broja vaskularnih biljaka. Mogu biti monofigne i polihgne (Z&hniser i Dietrich, 2010).
Ceste su i brojne u skoro svim klitskim obhstima (Slika 6), a najveci diverzitet vrsa
se moze #&i u travnatim ekosistemima u kojima veliki broj biljnih vrst predsivlja
rezervare razlicitin grupa fitoplazmi (Wilson i Weintaub, 2007; Zhniser i Dietrich,
2010). Vrste ove paimilije prenose fitoplzme koje iazivaju oboljenp razlic¢itin
mono- i dikotiledonih viSegodisSnjih bila, kao Sto su Sgerm trska, vinova loza,
koSticavo voce, Zitrice, povie i ukrasno bilje (Martini i sar., 2018; De Oliveir sar.,
2018).

10
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Slika 6. Rasprostanjenje cikada potfamilije Deltocephaingpreuzeto sa

http://zahniser.speciesfile.org/).

1.5 VrstaEuscelis insicugKirschbaum, 1858)

Euscelis incisuge palearkticka, Siroko asprostanjem cikada u Evropi (Slika 7).
Pripada potfamiliji Deltocephalinae i tribusu Athysanini (Zahniser i Dietrich, 2013)
(Slika 8). Naseljava najée&e surtana, vlazna ili umereno suw, eutrofr ili oligotrofna
staniSta, uglavnom livade, mSnpke, rapusten polja, ali se atkode ¢esto moZze axi i na
travnatim povrSirama urbanih sredira (Nickel, 2003). Ko nitrofilna i polifagna vrsta E.
incisusje ¢est u agroekosisteminrn na korovskoj flori unur i pored azli¢itih usewa
(Maczey i ar., 2005; Orsagova i sar., 2011). ZabeleZena j;mogvadima (Cvrkow i
sar., 2011; Orsagova i sar., 2011; Mazzoni i 0Q1), kukuruziStima (Joii sar.,
2009a; 2009b) i zasadima krompira (Mitrovisar., 2016; Girsova i sar., 2016).

Ima dve genercije godiSnje koje seapteke ozracavaju kao letnp i zimska
genexncija koje karakteriSe drugcija obojenost (svetlije obojaretnja i tamnije obojea

zimska forma) i morfoloSke #zlike u izgledu kopulatornih struktura muzjaka

(aedeagups(Biedermann i Niedringhaus, 2004).

11
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Slika 7. Distribucija vrste E. incisus u Evropi (preuzeto sa http://www.eu-

nomen.eu/portal/index.php).

Superfamily:
Membracoidea

Family:
Cicadellidae

Subclassis:

Subfamily:
Deltocephalinae

Tribe:
Athysanini

Genus:
N Euscelis

Phylum:
Arthropoda

Kingdom:
| . /

Euscelis
incisus
Kirschbaum,

Slika 8. Taksonomska klasifikacija vrske incisus

12
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lako izgled smih kopulatornih strauktura muzjaka omdgua identifikaciju
vrsta, za pouzcdin opis se koriste geadska distribucip, tempesturni i klimatski
faktori, ochbir biljaka domméina, poraSanje popudcije i jedinki, akusticni sigrali
(Stribing i Drosopoulos, 2006). Zbog swegavedenog identifikcija vrsta je

najpotpunija kombinownjem Sto viSe grametra.

Pojava sezonske arijabilnosti kod rod EuscelisBrullé 1832, asnowne ra
duzini chna pozrata je jos iz 50-ih godia 20. vek (Muller, 1954). U studiji Stribing i
Drosopoulos (2006) pakano je c postoji ¢itav niz prehznih formi, razvanih
eunomskim linigma, koje se odnosearpigmenaciju i veli¢inu tela kod formiincisusi
plebejus Formaincisus(engl.incisus morphksje zimska forma, javlja se tokom prée
i odlikuje se mnjom velcinom teh i tamnijom obojeno&u, dok seplebejusforma
(engl.plebejus morphgavlja tokom let, jedinke su krupnije i svetlije. Zbog tihalika
u veli¢ini i obojenosti, dugo se stimalo da je plebejusforma zapravo odvojem vrst, E.
plebejus Fallén (Strubing i Drosopoulos, 2006). athoratorijski eksperimenti &
menpnjem duzine #janja svetlog i macnog period dana, su doveli do paye
meduformi. Isti metodi gjenja pod nzli¢itim uslovima, pokazali su promenu u vedini
kopulatornih struktura kotdhcisusi plebejusforme (Slika 9) (Stribing i Drosopoulos,
2006). Tada se rmetnulo pitnje ch li uvek vazi sistem “kljw-brava” ukoliko se
velicina kopulatornih strukturaaelikuje kodincisusi plebejusforme. Kunze (1959) je
pokazao da veli¢ina kopulatornih struktura ne & ra priviacenje i fertilitet Zenki. St
viSe, kao bitniji faktor su se podzali akusticni sigmali, koji su pokazali da Zenke
podjedrako odgowraju na akusticne sigrale obe forme, ostljaju¢i plodno potomstvo.
To je dokzalo da formeincisusi plebejuspripadaju istoj vrsti oznéenoj kaoE. incisus
(Kirschbaum, 1858) (Stribing i Drosopoulos, 2006).

13
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Varijabilnost kopulatornih struktura muzjaka

od kratkog dana do dugog dana

S R M RN AN AAGAYY

Slika 9. Promene u valini i izgledu kopulatornih struktura muzjaka koatisus(kratki

dan) i plebejus (dugi dan) forme (preuzeto iz Stribing i Drosopsyl 2006-
modifikovano).

Rezultati istrazivanja su kao odgovakgubiljke za Zivot i razvoj ove cikade
naveli Trifolium repensL., Chrysanthemum carinaturh., Vicia faba L., Senecio
vulgaris L., Pisum sativumL., dok su neodgovaraja billke Rubus fruticosud..,
Lycopersicum esculenturh., Mentha rotundifolia(L.) Huds., Fragaria ananassa

DuchesneCallistephus chinensid..) Nees iBromus inermid.eyss. (Btak, 1979).
1.6 Vektorska uloga vrsteE. incisus

VrstaE. incisusgje vektor ili nosilac razéitih vrsta i grupa fitoplazmi. U ltaliji je
zabelezena kao prirodni (Conti i sar., 1988) i ekspentalni vektor (Bosco i sar., 1997;
Alma i sar. 2001) 16Srl-B podgrupe u asocijaciji bdjkama C. carinatum
Chrysanthemum frutescerfs.) Sch. Bip. iVitis vinifera L. (engl. Chrysanthemum
yellows phytoplasmaCY) (Prilog - Tabela 2). U Engleskoj je zabelegd@o prirodni i
eksperimentalni vektor u prenoSenju 16Srl-C podgruengl. Clover phyllody
strawberry i Strawberry green petal disegséFrazier i Posnette, 1957; Posnette i
Ellenberger, 1963; Bak, 1979) i prirodni vektoClover witches’-broonfitoplazme
koja pripada 16SrVI grupi (Posnette i Ellenberge963). Jedinke ove vrste cikade
ucestvuju u epidemiologiji Clover phyllody (CP) fitoplazme u Svajcarskoj,
Cehoslovikoj, Francuskoj, Italiji, Rumuniji i Nenikoj (Bréak, 1979). Fitoplazma CP
je takaie zabelezena u tadasnjoj Jugoslaviji, izazigiajaboljenje jagoda (engl.
Strawberry green petal disegse deteline (Btak, 1979) koje su lvanauskas i sar.

(2014) kasnije zabelezili i u Litvaniji (Prilog -abela 2).

14
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Kao potencijalan vektor 16SrI-F podgrupe (endgster yellows phytoplasma
unutar vinograda, opisan je(ieskoj (Orsagova i sar., 2011). Takoiako nije dokazan
vektor, pretpostavlja se da ima ulogu u prenoSditpplazme 16Srlll grupe na
masl&ak u Litvaniji i u zasadima krompira u Rusiji (heuskas i sar., 2014; Girsova i
sar., 2016). U svojoj studiji Bressan i sar. (20@8) pokazali da jeE. incisus
eksperimentalni vektoFlavescence doré@-D) fitoplazme u Francuskoj, usvajéiju

fitoplazmu iz zarazenih biljaka boba (Prilog - TEb2).

Oboljenje deteline&Clover dwirf (CD), koje iaziva patuljasti rast biljke, akode
je zabelezeno Wehoslowuckoj, Italiji, Nemackoj i Madarskoj (Bréak, 1979). Ututeno
je ca je E. incisusu prirodnim uslovim uspesn vektor ovog oboljerj na osnovu
eksperimeniinog injektiranja ekstakta inficiranih cikada u telo zdavih jedinki vrsteE.
incisus i testovim prenosSenj u kojima su dobijene inficanje biljke bele deteline
(Brcak, 1979). Pokzano je d jedinke vrsteE. incisusmogu @& prenesu CD @
predstvnike iz familije Poaceae Hordeum distichuni., Avena sativd.., Poa annua
L.), dok na iste biljne predstavnike nisu uspelipganesu CP patogene, Sto je otvorilo
pitanje epidemiologije ova dva oboljenja kod ZitariBak, 1979). Vektorska uloga
vrste E. incisus u prenoSenju pomenutih patogena, zavisi i ochdilyrste koja je
uklju¢ena u proces prenosSenja patogena. ZabeleZendgeileisusmoZze vrlo efikasno
da inficira biljnu vrstuVinca rosea(danasCatharanthus roseud..) G. Don) CP i CD
patogenom, dok je znatno manja verovamo efikasnost usvajanja fitoplazme iz te
biljne vrste (Btak, 1979).

Kao potencilni prirodni vektor jedne odadjznacajnijih, najrasprostanjenijih i
najistrazivanijih fitoplazmi u Evropi, fitophzme iz 16SrXII grupe (stolburls. incisusie
zabelezen uCeskoj, Fancuskoj i Sloveniji, a bilkama krompira, beloj detelini i
vinovoj lozi (Valenta i sar., 1961; Posnette i Ellenberger, 1963; Fas., 4992; Mehle i
sar., 2011; Sfarova i @ir., 2018). Owu vrst je bila deo istaZivanja faune cikada u
vinogradima Srbije koji su zrazeni stolbur fitoplzmom. JedinkeE. incisus su
promdene u vinogrdima u VrScu, Topoli i Rjcu i svud je njera brojnost bih zmcajna
(Cvrkovi¢, 2009; Jakovljewi sar., 2013).

Sva pomenud saznanja, kao i ¢injenica da je, zbog svog Zivotnog ciklasvrst

E. incisusprisutra tokom cele godine u prirodnim ekosistemjm kojima lako dohkzi u
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kontakt sa razlicitim fitoplazmama, ukazuju ra njenu potencilnu ulogu u azli¢itim
epidemioloskim ciklusira fitoplazmati¢nih oboljena i Sirenju biljnih @togern u
prirodi. Zbog tog su ow istrazivanja usmerea na prowavanje vrsteE. incisuskao
bioindikatora prisustwa fitoplazmi unutr razli¢itin ekosistem, interkcija ove cilade s
razlicitim fitoplazmama i njene potencilne uloge u prenoSenju fitgg@maticnih
oboljenp, Sto moze imati vaznu ulogu u otkrignju i predvidanju uticaja oboljenp

nastalih prenoSenjem giogera pomau inseka vektom na razli¢ite biljne vrste.
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2. CILJEVI

Opsti cilj ove disertacije jeste utlivanje prisustva fitoplazmi u jedinkama vrste
E. incisus(Cicadellidae, Deltocephalinae) i ispitivanje wakke uloge ove cikade u
prenoSenju razlitin grupa i vrsta fitoplazmi. Za dobijanje podatak potencijalnoj
multipotentnosti ove vrste, prethodni uslovi su adimevali ispitivanje i ptenje
biologije E. incisus njeno reproduktivno ponaSanje, rasprostranjenpgeferentnost
prema biljkama domi@nima. Istrazivanje je zahtevalo informacije o kalina na kojima

se populacije vrstE. incisushrane i/ili prave agregacije.

Molekularne analize su imale za cilj uliwanje diverziteta fitoplazmi koje ova
vrsta moze da usvoji i/ili prenese kao i uspostany§ korelacije izméu fitoplazmi
utvrdenih u primercimaE. incisusi u simptomatskim i asimptomatskim biljkama
sakuplienim na lokalitetima Sirom Srbije. Molekular karakterizacija fitoplazmi na
osnovu nekoliko genskih lokusa je imala za ciljrditvanje diverziteta fitoplazmi
zastupljenih u jedinkamg. incisuskao i u biljnim vrstama na razitim lokalitetima

gde su jedinke sakupljane.

Na osnovu navedenog, glavni ciljevi ove disertasije

* Utvrdivanje zastupljenosti vrstE. incisusu fitocenoloSkim sklopovima u

kojima su prisutne raziite fitoplazme;

* |Ispitivanje preferentnosti populacija. incisus prema odréenim biljnim
dom&inima;

*  Utvrdivanje inficiranosti populacija vrsté. incisusrazli¢itim fitoplazmama

u prirodnim uslovima;

* |spitivanje vektorke uloge vrste. incisuskoris&¢enjem prirodno inficiranih i

laboratorijski dobijenih populacija;

* Utvrdivanje diverziteta, identifikacije i karakterizagijrazltitih grupa
fitoplazmi u ¢ijim epidemioloskim ciklusima kao vektorcestvuje vrsteE.

incisus
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3. MATERIJAL | METODE
3. 1 Opisi lokaliteta

Sakupljanje primeraka vrst. incisusu cilju utvidivanja populacija prirodno
zarazenih fitoplazmama, vrSeno je na ukupno 15liteka, dok su sa 6 lokaliteta
sakupljane jedinke koje su kaféhe kao prirodno inficirane u testovima prenoSenja
fitoplazmi. Sakupljanjem je obuh@no 12 okruga Sirom Srbije: Juznoékia Sremski,
Grad Beograd, Juznobanatski, Beaviski, Sumadijski, Mé&anski, Moraviki, Borski,
Pirotski, NiSavski i Binjski (Tabela 1, Slika 10).

Lokaliteti na kojima su sakupljani
primerci E. incisus za detekciju
fitoplazmi.

. Lokaliteti na kojima su sakupljani

primerci E. incisus za detekciju
fitoplazmi i za testove prenosenja
fitoplazmi.

Slika 10. Mapa lokaliteta na kojima su sakupljani primeEi incisusza detekciju
fitoplazmi 1 za testove prenoSenja fitoplazmi pdinoe inficiranim populacijama

(preuzeto sa https://d-maps.com/carte.php?num_0@t&lang=en).
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Tabela 1.Spisak lokaliteta za sakupljanje primerd&kancisusza detekciju fitoplazmi u prirodno inficiranim pdpaijama i za testove prenoSenja

fitoplazmi populacijama iz prirode.

Oznaka Lokalitet Okrug GPS Dominantne biljne vrste Broj sakupljenih
lokaliteta koordinate primeraka za
(Slika 10) analizu/broj sakupljenih
primeraka za testove
prenoSenja
1 Cerevi Juznobaki N45 12.767  Vitis vinifera, Convolvulus arvensiSalvia pratensis 37
e E1989.902
2 Slankamen Sremski N45 8.358 Medicago sativa, Trifolium pretense, Trifolium regeAlopecurus 18
. E2014.998 _ pratensis, Hordeum murinum, Lolium perenne, Poauann
3 Zemun Sremski N44 52.102 Carduus acanthoides, Cirsium arvense, Picris higraes, Coronilla 30
E20 20.601  varia, Lathyrus aphaca, Lens culinaridedicago lupulina, Melilotus
indica, Trifolium campestre, Trifolium repens,Vieiagustifolia, Vicia
__________________________________________________________________________ villosa, Lolium perenne, Poa pratensgorghum halepense
4 Dobanovci Grad Beograd N44 50.890 Carduus acanthoides, Cirsium arvense, Picris hieviges, Medicago 132 /520
E20 10.089 lupulina, Melilotus indica, Lathyrus aphaca, Lathgrcicera, Lathyrus
tuberosus, Trifolium pretense, Trifolium repengi&angustifolia, Briza
__________________________________________________________________________ media, Hordeum murinuPoa annuaSorghum halepense
5 Bela Crkva Juznobanatski N44 53.572 Solanum tuberosum, Sonchus arvensis, Senecio igjl§atentila reptans 30
o E2126710
6 PozZarevac Brabevski N44 35.328 Trifolium pratense, Convolvulus arvensis, Poa anmR@a pratensis 21
... 2113769 Setariaviridis .
7 Topola Sumadijski N44 13.468 Achilea millefolium, Crepis foetida, Lathyrus tubsus, Medicago 50/500
E20 40.198 lupulina, Trifolium campestre, Trifolium pratengejfolium repens, Vicia
angustifolia, Vicia villosa, Salvia pratensis, ¥ittinifera, Plantago
__________________________________________________________________________ lanceolata, Lolium perenne, Poa anp&rghum halepense
8 Zavlaka Mévanski N44 27.876  Solanum tuberosum, Solanum dulcamara, Amaranthusflexus, 19
. E1929978  Sonchusarvensis
9 Gua Moraviki N43 47.518  Solanum tuberosunConvolvulus arvensis,Mentha piperita, Chenopodiu@6
. E2014.999  album, Agropyrum repens, Sefariavirdis
10 Doniji Borski N44 31.501 Cichorium intybus, Doricnium herbaceum, Genistatinia, Lathyrus 41 /210
Milanovac E22 02.500 latifolius, Knautia arvensi, Knautia dipsacifoliaScabiosa lucida
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Dominantne biljne vrste Broj sakupljenih
primeraka za
analizu/broj sakupljenih
primeraka za testove

prenoSenja
Convolvulus arvensis, Agropyrum repebsactylis glomerata, Poa
__________________________________________________________________________ T eSS
Carduus acanthoides, Cirsium arvense, Crepis faetidithyrus 61/330

N44 16.604
E22 30.484

tuberosusLotus corniculatusKnautia arvensis, Salvia pratensis, Daucus
carota, Falcaria vulgaris, Convolvulus arvensisharia genistifolig
Linaria vulgaris, Alopecurus pratensis, Lolium pene, Poa annua

Bela Palanka  Pirotski

N43 14.068
E22 18.669

Crepis foetida, Medicago lupulina, Lotus cornicuist Trifolium 26
pratense, Trifolium repens, Briraedia,Poa pratensis, Setaria viridis

N43 21.610
E22 35.688

Lathyrus pratensis, Medicago falcata, Ononis spidsifolium 18
campestre, Trifolium montanum, Vicia grandifloragglica sylvestris,
Gentiana lutea, Chelidonium majus, Vaccinium miysjlAlopecurus
pratensis, Bromus sterilis, Poa annua

N43 21.909
E22 01.341

Crepis foetida, Picris hieracioides, Trifolim praigs Clematis vitalba, 88/780
Dactylis glomerata, Hordeum murinum

Babin zub Pirotski
Jasenovik NiSavski
Vranje Rinjski

N42 29.308
E21 53.757

Centaurea maculosa, Cichorium intybus, Crepis @zetPicris 90/ 845
hieracioides, Genista tinctoria, Lathyrus tuberosustus corniculatus,

Medicago lupulina, Trifolium campestre, Trifoliumapense, Trifolium

repens, Ononis spinosa, Vicia pannonica, Viciaosdl, Knautia arvensis,

Knautia dipsacifolia, Scabiosa lucida, Scabiosarotduca, Festuca

pratensis, Lolium perenne
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Lokaliteti su obuhvatali razlite tipove vegetacije, uklfiwju¢i napustene livade
i pasnjake, umereno viazne do vlazne livade i keemmna ruderalna staniSta. Na
lokalitetima Topola i Jasenovik jedinke su sakumjaa korovskoj flori u vinogradima i
njihovoj okolini, dok je u Beloj Crkvi, Zavlaci i &i sakupljanje vrSeno u zasadima
krompira. Zastupljenost biljnih vrsta je variralaavisnosti od tipa stanista i nadmorske
visine, ali su na svim lokalitetima dominantne biteste familija Poaceae, Fabaceae,

Asteraceae i Caprifoliaceae.

3.2 Sakupljanje insekatskog materijala

Adulti vrste E. incisus sakupljani su metodom koSenja, standardnim

entomoloskim mrezama i usnim ekshaustorima.

3.2.1 Sakupljanje insekatskog materijala za det@kditoplazmi

Materijal za ispitivanje i pkgenje biologije i ekologije vrst&. incisuskao i za
utvrdivanje prisustva fitoplazmi u njima, sakupljan jd pcaietka aprila do peetka
septembra u periodu od 2013. do 2018. godine (&abel

Na svakom od 15 lokaliteta odien je transekt dimenzija 50 x 3 m, u kome su
adulti sakupljani standardnim entomoloskim mrezamatodom koSenja i usisavanja
usnim ekshaustorom. Sakupljeni primerci prebacigani kriotubice od 2 ml (Sarstedt,
Numbrecht, Nem&a) napunjene 96% etanolom i wmom frizideru, na temperaturi od
10°C, prenoSeni do laboratorije gde su determinipaa stereomikroskopom Leica
MZ7.5, na osnovu spoljasnje morfologije muzjakamnk i izgleda muskog genitalnog
aparata, koriste taksonomske kljgeve Biedermann i Niedringhaus (2004). Nakon
zavrSene determinacije, insekti uvani u tubicama sa 96% etanolom, na 4°C do
ekstrakcije DNK.

Na svim lokalitetima, izuzev Dobanovaca, sakuplgunisamo primerci vrste.
incisus dok su na lokalitetu Dobanovci sakupljane svadékoje su bile u asocijaciji
sa billkkamaC. arvensdpalamida) da bi se utvrdilo prisustvo fitoplaz@@&Srlll grupe u

njima.
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3.2.2 Sakupljanje insekatskog materijala za testgvenoSenja fitoplazmi

Od ukupno 15 lokaliteta na kojima je vrSeno salamé jedinkiE. incisusza
detekciju fitoplazmi, izabrano je 6 lokaliteta: Dmiwvci, Topola, Negotin, Donji
Milanovac, Jasenovik i Vranje (Tabela 1, Slika Hd) kojima su sakupljane prirodno
zarazene jedinke za testove prenoSenja ¢rlali grupa fitoplazmi. Primerci su
sakupljani na biljkama familije Fabaceae na kojsnase javljale agregacije populacija
vrsteE. incisus Tako sakupljeni primerci prebacivani su u pkasdi cilindre zatvorene
pomciu surdera, koji su imali deo sa mrezicom zbog cirkulaggzduha (Slika 11). U
cilindrima su se nalazile biljke iz familije Fabaeei Poaceae koje su sluzile kao hrana

insektima tokom prenosenja do laboratorije.

Cilindri sa insektima su do laboratorije transpeaii u r&nom prenosivom
frizideru na temperaturi od 10°C na kojoj je aktgh insekata je bila smanjena i
njihovo prebacivanje na test biljke je bilo olak8aPo dolasku u laboratoriju, 4-5
primeraka iz svakog cilindra je izdvajano u alkoheiSena je identifikacija vrste, kako
je opisano (3.2.1). Nakon potiane identifikacije, uz ponto usnog ekshaustora
primerci su prebacivani u cilindre sa test biljka(Bika 11).

Slika 11 Plasténi cilindri. (A) cilindar za prenoSenje insekata thiboratorije; (B)

cilindar sa test biljkom koré&&n u testovima prenoSenja fitoplazmi.
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3.2.3 Sakupljanje insekatskog materijala za gajetgboratorijske populacije

Za formiranje laboratorijske populacije, koja jeskge kori€ena za préenje
biologije vrsteE. incisusi za testove prenoSenja fitoplazmi, sakupljanadulti zimske
generacije tokontetiri godine (2013 - 2016), od kraja marta dé@qi@a maja, jer je u
ovom periodu bio prisutan najiebroj gravidnih Zenki koje su svoje razeii polaganje
jaja nastavljale u kontrolisanim laboratorijskimlaysma. Adulti su sakupljani na
lokalitetima Zemun, Dobanovci i Topola (Slika 12pjik su izabrani na osnovu
prethodno utwtene visoke brojnosti populacija cikade incisus(Tabela 2). Adulti
sakupljani na isti nan kao za testove prenosSenja fitoplazmi, smestanu kaveze

namenjene gajenju laboratorijske populacije.

Slika 12.1zgled lokaliteta u Topoli.

Tabela 2.Broj sakupljenih adult&. incisusza formiranje laboratorijske populacije.

Godina sakupljanja  Period sakupljanja  Broj sakupljenih adulta

VVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVVV

2013, 24.03.-30.03. 2420 o
2014, 08.04.-08.05. 2600
2015, 22.04.-01.05. 1280
2016. 13.04.-20.04. 2300

3.3 Sakupljanje biljnog materijala za detekciju fitoplazmi

Biljni materijal je sakupljan na 7 lokaliteta uvoku 6 okruga u Srbiji (Tabela 3).
Pet lokaliteta (S&anj, Ruma, Zemun, Stari Tami$ i Dobanovci) izabrg@ozbog
prisustva velikog broja biljaka iz rodozirsium Mill i CarduusL. (Asteraceae) koji su
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pokazivali simptome multiplih glavica, karakteréstih za fitoplazme 16Srlll grupe,
opisane u radu Rait i sar. (2005). Na ostalim lokalitetima najaepaznja usmerena je
na sakupljanje biljaka iz familija Asteraceae, Fadze i Caprifoliaceae. Na svim
lokalitetima vrSeno je uzorkovanje i simptomatskasimptomatskih biljaka.

Tabela 3. Sakupljanje uzoraka biljnog materijala na lokaimte u Srbiji, u cilju

utvrdivanja prisustva fitoplazmi u njima.

Lokalitet Okrug EPS . Uzorkovane biljne vrste Broj uzoraka
oordinate
Se&anj Srednjebanatski Egg 2%?;5 Cirsium arvense 10
Ruma Sremski Efg igggg Cirsium arvense 10
Cirsium arvense o
_Lathyrus aphaca 6
_Medicago lupulina S
_Melilotus indica S
Vicia angustifolia 5
Zemun  Sremski N44 52102 gt e g
E20 20.601 T I DDA R LR L L L LR E PR PR E P EEEEP
_Trifolium pratense 4
_Trifoliumrepens 2
_Lensculinaris 3
Viciavillosa 3
__________________________________________________________ Coronillavaria 3
. . . . N44 52.062 Cirsium arvense 10
StariTamis Juznobanaiskl 2045333 Cirsium vulgare 6 T
Cirsium arvense 12
_Carduus acanthoides 8
_Cirsiumvulgare S
_Tanacetum vulgare S
_Arctum lappa S
_Lathyrus tuberosus S
_Lathyrus cicera S
_Lathyrus aphaca S
Genista tinctoria 5
Dobanovci  Grad Beograd a4 90890 e gaius onobrychis g
E20 10.089 TR T L
_Lotus corniculatus S
_Knautia arvensis S
_Myosotis arvensis S
_Symphytum officinale S
_Dipsacus laciniatus S
_Ballotanigra S
_Sanguisorba minor S
_Rubusidaeus S
__________________________________________________________ Galiumverum .5 ..
_Knautia arvensis 12
Doniji , N44 31501 Cichorumintybus 8
Milanovac ~ EOrSK! E22 02500 -ocapiosalucida D
_Knautia dipsacifolia S
Lathyrus latifolius 4
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Lokalitet Okrug EPS . Uzorkovane biljne vrste Broj uzoraka
oordinate
_Scabiosa ochroleuca 31
_Trifolium campestre L
_Trifoliumrepens L
Vranje Rinjski okrug N4229.308  Lotuscorniculatus L
E21 53.757 _Picris hieracioides L
_Ononis spinosa. S
_Centaurea maculosa S
Vicia pannonica 4

Sakupljanje je vrSeno tokom letnjih meseci 201R21&, 2017. i 2018. godine.
Prilikom uzorkovanja biljakaC. arvenseposebna paZnja posiaa je speciénoj
biologiji ove vrste, koja se ogleda u formiranjubdkog i veoma razgranatog
korenovog sistema koji omo@gava vegetativno Sirenje biljke. Kako bi se izbeglo
sakupljanje biljaka jednog klona uzorkovane su sdoifke koje su méusobno

udaljene najmanje 15 m od druge.

Za sve pomenute biljne vrste, vrSeno je uzorkavdigtova, osim za vrste
podtribusa Carduinae kod kojih su uzorkovane i mweglavice. Sakupljeni uzorci
pojedin&nih biljaka stavljani su u plagtie zip kese, obelezeni i u prenosivoninem
frizideru, na temperaturi od 10°C, transportovaailaboratorije. U laboratoriji su od
sakuplijenog materijala pravljeni uzorci¢eajem glavnog nerva sakupljenih listova ili
pravljenjem mesSovitog uzorka cvetnih glavica i lisnerava u skaju vrsta podtribusa
Carduinae. Tako pripremljeni uzorci tezine od 02 # grama, pakovani su u

aluminijumsku foliju i¢uvani u zamrzivéu na -20°C do ekstrakcije DNK.

Biljke rodovaCirsiumi Carduussa lokaliteta Zemun su analizirane prajmerima
specifcnim za 16Srlll grupu fitoplazmi, dok su sve ostélgne vrste analizirane

univerzalnim prajmerima na prisustvo ré&ilh grupa fitoplazmi (3.5.3).
3.4 Eksperimentalne procedure
3.4.1 Gajenje biljaka u kontrolisanim uslovima

Istrazivanja za potrebe ovog doktorata zahtevalkosiSenje biljaka gajenih iz
semena, u kontrolisanim uslovima koji su podrazwaheemperaturu 24+1°C i 16/8 h

perioda dan/n@
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Za pravljenje kaveza i razvoj larvi i adulta unmgi kori€eno je seme crvene
(Trifolium pratensel.) i bele detelineT. repen¥, koje je stavljano direktno u saksije sa
zemljom i zatim u velike praste kutije prekrivene mrezom kako bi se speulazak
Stet@ina. Tako napunjene kutijaivane su u klima komori gde su se deteline razuijal

U kaveze su stavljane saksije u kojima su detelgieile razvijene (Slika 13).

Semena ostalih biljnih vrsta koje su koeBe u eksperimentima prenoSenja
stavljana su u petri Solje, na vlazan filter papu.su se razvijali klijanci koji su nakon
razvoja dva lista predevani u saksije. Saksije su stavljane u kutijuvane u klima
komorama u kontrolisanim uslovima, docptka eksperimenata prenoSenja. Spisak
biljnih vrsta koje su kori&ene za testove prenoSenja réth grupa fitoplazmi, kao i za

proveru prirodne vektorske uloge vr&eincisus dat je u Tabeli 4.

Tabela 4. Biljne vrste korigene u eksperimentima prenoSenja tdtdh grupa

fitoplazmi.

Grupa fitoplazme  Biljna vrsta koriS éena u testovima prenoSenja

aesell Catharanthusroseus
Catharanthus roseuysCirsium arvensg Cirsium creticum
16Srlll Cirsium eriophorum, Cirsium oleraceum, Cirsium panictum
______________________________ Carduus acanthoidecarduus nutans
iesrv. Catharanthus roseu¥itis vinifera
aesrx o Catharanthusroseus
16SrXIl Catharanthus roseuy¥itis vinifera Convolvulus arvensis

3.4.2 Gajenje laboratorijske populacije vrste Eciaus

Gajenje laboratorijske populacije vrsEe incisusimalo je za cilj préenje
biologije, ekologije i dinamike razéa ove vrste, kao i kor&nje nove, nezarazene
populacije u testovima prenosenja réth grupa i vrsta fitoplazmi.

Insekti sakupljeni na lokalitetima Dobanovci, Zemiuropola prebacivani su iz
plasténih cilindara u kaveze sastavljene od drvenih raan@bloZzenih mrezom,
dimenzija 30 x 25 x 45 cm (Slika 13). U kavezimassunalazile biljke crvenerl(
pratensg i bele deteline T. repeny gajene iz semena u kontrolisanim uslovima, u

kojima su Zenke vrSile ovipoziciju. Reno je ponaSanje jedinki u kavezima i stanje
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biljaka i uslova sredine. Redovno odrzavanje kavegzapodrazumevalo péanje
eventualnih pojava Stetnih organizama (bilijne va#si, grinje) kao i patogena koji
izazivaju pepelnicu ili bdii njihovo suzbijanje da bi se razei vrsteE. incisusi proces

ovipozicije nesmetano odvijali.

Slika 13.Kavezi za gajenje laboratorijske populacije visténcisus.

Paetak i duzina trajanja svake etape raaulirektno je zavisila od vremenskih
uslova. Pojava jaja na listovima deteline je¢praa svakodnevno. Tokom ovipozicije,
adulti su sukcesivno prebacivani u nove kavezesgdeastavljali razée, dok su biljke
iz kaveza gde su jaja &epolozena, seene. Svaki list je pregledan pod
stereomikroskopom Leica MZ7.5 i brojana su jajastdvi sa jajima su stavljani u
plasténe kutije dimenzija 13 x 11 cm i petri Solje dimgaZ5 x 3 cm do pojave prvog
larvenog stupnja. U kutije sa jajima i larvama sake®dnevno dodavani svezi listovi
deteline, gajene iz semena, na kojima su se hrianie. Svakodnevno su ispiljene larve
brojane i prebacivane u nove kaveze sa detelingenga iz semena. Dalje razei
odvijalo se u kavezima sve do pojave adulta kojikedsteni u eksperimentima i

testovima prenosenja.

DuZina i Sirina jajeE. incisusmerena su na stereomikroskopu Leica MZ7.5 a za
izracunavanje srednjinh vrednosti kat&ha je destriptivna statistika u programu
Statistica 5.1 (Statistica 5.1, StatSoft).
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3.4.3 Eksperimenti prenosenja fitoplazmi prirodnoficiranim populacijama vrstek.

incisus

Eksperimenti sa primercima sakupljenim na terenaliisu za cilj da se utvrdi
prirodna vektorska uloga vrste. incisusu prenoSenju raziitih grupa fitoplazmi na
razlicite biljne vrste. Izbor biljnih vrsta kojée biti kori$ene u eksperimentima
prenoSenja zavisio je od &gostoj€ih podataka o biljkama dorti@ima odrelene
grupe fitoplazmi kao i od péanja brojnosti populacija vrste. incisusna odréenim
biljnim vrstama. Testovi prenoSenja su postavljakbm Sest eksperimentalnih godina,
od 2013. do 2018. godine.

Lokaliteti na kojima su sakupljane jedinke incisusza utvdivanje vektorske
uloge izabrani su na osnovu prethodno deéwog prisustva fitoplazmi na tom lokalitetu.

Testovi prenoSenja su postavljani za fitoplazmerlb36SriX i 16SrXII grupe.
Testovi prenoSenja 16Srlll grupe fitoplazmi

Dobanovct Na ovom lokalitetu je prethodno u@ieno prisustvo velikog broja
biljaka C. arvensesa simptomima multiplih inflorescenci karaktetisth za 16Srlll
grupu fitoplazmi. Tokom jula 2013. godine, ukupreo gakupljeno 180 primeraka.
incisusi po 30 je stavljeno da se hrani 48h na 3 bifkeoseugperivinka) i 3 biljkeC.
arvensegajene iz semena. Po dve dodatne biljke perivingalamide su sluzile kao

kontrolne biljke.
Testovi prenoSenja 16SrIX grupe

Vranje: Lokalitet Vranje je izabran nakon identifikacij@6SrIX grupe u
primercimaE. incisussakupljenim na ovom lokalitetu. Sakupljanje jedinkste E.
incisus vrSeno je tokontetiri eksperimentalne godine (2015 - 2018). Tokorake
eksperimentalne godine po 30 sakupljenih primeiakencisusse hranilo na ukupno 6
perivinki, u periodu od 48h. Dodatne 3 perivinkazde su kao kontrolne biljke tokom

svake eksperimentalne godine.

Donji Milanovac: Na ovom lokalitetu je talde utvideno prisustvo 16SriX
grupe u jedinkamé. incisusOvaj lokalitet se odlikovao zfajno manje brojnom

populacijom, tako da je sakupljanje sprovedeno spotetkom avgusta 2018. godine
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kada je po 30 primerakB. incisuspostavljeno na Sest perivinki, na period od 48h.

Dodatne tri perivinke su kodgne kao kontrolne biljke.
Testovi prenoSenja 16SrXIl grupe

Tokom 2014. i 2016. godine, eksperimenti prenasesy postavljani sa
populacijama vrsteE. incisus sakupljenim na lokalitetima Topola, Jasenovik i
Dobanovci, gde je prethodno ufeno postojanje 16SrXIl grupe fitoplazmi, dok je

2018. sakupljanje primeralia incisusvrSeno na lokalitetu Negotin.

Dobanovct Eksperimenti su postavljeni tokom 2014. godine.3® jedinkiE.
incisus stavljano je na 6 biljak&. roseusi 4 biljke C. arvensis(poponac), tokom

perioda od 48h. Po dve biljk&. roseus C. arvensikoris¢ene su kao kontrolne biljke.

Topola: Sakupljanje prirodno inficirane populacijg. incisus za testove
prenoSenja, sprovedeno je u julu 2014. i 2016. godiokom prve eksperimentalne
godine po 30 primeraki. incisusse hranilo 48h na 6 perivinki, dok je tokom druge
eksperimentalne godine po 30 primer&kancisusstavljano na 6 perivinki i 4 vinove
loze sorte Sardone (en@hardonnay. Tokom prve eksperimentalne godine, 3 bilke
roseussu sluzile kao kontrolne biljke, dok su tokom drugpdine kori&ene 3 perivinke

i dve vinove loze kao kontrolne biljke.

Jasenovik Eksperimenti su postavljeni tokom 2014. i 201é&dige. Krajem jula
2014. godine, po 30 jedinE. incisusje stavljeno na Sest perivinkietiri vinove loze
sorte Sardone na period inokulacije od 48h. Krajela 2016. godine, po 30 jedinki
stavljeno je na period od 48h na 6 perivinki, 4ovia loze i 4 biljke poponca. Tokom
prve eksperimentalne godine, 3 perivinke i 2 vineuekori€ene kao kontrolne biljke,

dok su tokom druge godine kai@&he 3 perivinke, 2 vinove loze i 2 biljke poponca.

Negotin: U drugoj polovini jula 2018. godine, postavijeje 10 replikacija u
kojima se po 30 primerak. incisushranilo 48h na billkkam&. roseus Dodatne 3

perivinke su sluZile kao kontrolne biljke.

Nakon perioda inokulacije, sve test i kontrolnejkieil cuvane su u klima
komorama na temperaturi 24+1°C i 16/8 h perioda/rd#n gde je préena pojava
simptoma. Sve biljke su uzorkovane i analizirane pnigustvo fitoplazmi nakon 3

meseca dok je vinova loza analizirana nakon godana.
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Sve biljke koje su kori&ne u testovima prenosSenja fitoplazmi putem pricodn
inficiranih jedinki E. incisus analizirane su opStim prajmerima na prisustvapfazmi.
Pozitivni uzorci su seeni MSd enzimom RFLP analizom. Karakterizacija fitoplazmai
osnovu razliitih genskih lokusa, vrSena je umnozavanjem ciljrejiona speciénim
prajmerima za oddenu grupu fitoplazmi i sekvenciranjem. lzuzetak detekcija
16Srlll grupe gde je inicijalna identifikacijadana pomoéu specifénih prajmera za

umnozavanje 16S rRNK regiona 16Srlll grupe.

3.4.4 Eksperimenti prenoSenja fitoplazmi u laborafskim uslovima

Testovi prenoSenja fitoplazmi u cilju dokazivanjaktorske uloge vrsté.
incisusu laboratorijskim uslovima postavljani su tokaetiri eksperimentalne godine,
od 2013. do 2016. godine.

Testovi prenoSenja 16Srlll grupe

Tokom prve eksperimentalne godine, postavljenieksperimenti u kojima su
koris¢ene biljke C. arvensesa simptomima multiplih inflorescenci (16Srlll gau
fitoplazmi), sakupljene na terenu i u svezem stargmsportovane do laboratorije, i
jedinke vrsteE. incisuskoje su dobijene laboratorijskim gajenjem u kolisemim
uslovima (odeljak 3.4.2). U testovima prenoSenjapumio se 400 adulta hranilo na
simptomatskim biljkamaC. arvense tokom 48h akvizicijskog perioda, a zatim su
preb&eni u nove kaveze sa crvenom i belom detelinom, guaeproveli 28 dana
latentnog perioda potrebnog za umnozavanje fitopéaas telu insekta. Nakon tog
perioda, po 30 potencijalno inficiranih adulta p&mo je da se hrani u trajanju od 24h

na Sest perivinki i 6 palamida gajenih iz semena.

Tokom iste eksperimentalne godine, na lokalitetuo@wvci, sakupljene su
biljke Carduus acanthoideqL.) koje su pokazivale tiphe simptome multiplih
inflorescenci. Na sakuplijene biljke je stavlenoupko 400 adultaE. incisus
laboratorijski dobijene populacije, na 48h akvigciNakon akvizicije preziveli adulti
Su preb&eni u kaveze sa belom i crvenom detelinom, na 2f&.dRo isteku latentnog
perioda, po 30 adultd. incisuspreb&eno je da se hrani 24h na 6 biljaRaroseud 4

biljke C. arvensggajene iz semena pod kontrolisanim uslovima.

32



//@\. -MATERIJAL | METODE-

Tokom druge eksperimentalne godine postavljeni @iathi testovi prenoSenja
16Srlll grupe fitoplazmi, na biljne vrsteCirsium creticum(Lam.) D'Urv., Cirsium
eriophorum(L.) Scop.,Cirsium oleraceungL.) Scop, Cirsium pannonicunfL.f.) Link i
Carduus nutand.. (familija Asteraceae, podtribus Carduinae). ptka 850 jedinki iz
laboratorijski dobijene populacije su se hranileh 48 simptomatskim biljkam&.
arvensesakupljenim u prirodi. Nakon tog perioda svi pvedi adulti prebaeni su u
kaveze sa detelinom na 28 dana, a zatim je stavipen30 primerakde. incisusna
svaku od eksperimentalnih biljaka u 4 replikaaie,period od 24h.

Dodatno, 830 primeraka iz laboratorijske populachjeanilo se 48h na
inficiranim biljkamaC. roseusa nakon 28 dana latentnog perioda u kavezima, po 30
prezivelih primeraka stavljeno je na eksperimemdhiljke podtribusa Carduinae u 4
replikacije i na 6 perivinki.

Nakon zavrSenog perioda inokulacije, adulti iz sgksperimenata su poiho
usnog aspiratora skinuti sa biljaka, stavljeni o Kubice od 2 ml napunjene 96%
etanolom i odlozene na -20°C do DNK ekstrakcije.tiPbiljke C. roseud C. arvense
kao i po 2 biljke svake od ostalih vrsta podtrib@saduinae, koje su gajene i feae u
istim uslovima, a nisu doSle u kontakt sa potehmjanficiranim insektima, sluZzile su

kao kontrolne biljke.

Biljke iz testova i kontrolne biljke su drzane unkmlisanim uslovima u klima
komorama na temperaturi 24+1°C i na 16/8 dahfreriod. Tokom naredna 3 meseca je
praéena pojava simptoma. Nakon 3 meseca, listovi svifaka su uzorkovani i
analizirani. Svi insekti su analizirani pojedéna na prisustvo 16Srlll grupe fitoplazmi.
Identifikacija 16Srlll grupe u insektima i simptotekim test biljlkama je utkena
specifenim prajmerima za umnozavanje 16S rRNK regiona d6§upe.

Testovi prenoSenja 16Srll grupe

Tokom 2014. i 2015. godine postavljeni su ekspentin prenoSenja sa
fitoplazmom 16Srll grupe. Tokom dve eksperimentajodine, ukupno 700 primeraka
laboratorijski dobijene populacije hranilo se naiygekama inficiranim 16Srll grupom.
Nakon 48h ishrane na zaraZzenim biljkama insekipraba&eni u kaveze na 28 dana, a
zatim je po 30 primeraka stavljeno da se hrani hiadravih sejanaca biljk€. roseus

(po 6 u svakoj godini). Dodatne 3 perivinke u syafodini sluzile su kao kontrolne
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biljke. Posle 24h ishrane na zdravim biljkama, ktissu preb&eni u tubice od 2 ml sa
96% etanolom ¢uvani u zamrzivéu na -20°C i kasnije pojeditiao analizirani, a biljke
su pr&ene u klima komori pod kontrolisanim uslovima naperaturi 24+1°C i na 16/8
dan/n@ period. Test i kontrolne biljke su uzorkovane abairane nakon 3 meseca na

prisustvo 16Srll grupe fitoplazmi.
Testovi prenoSenja 16SrV grupe

Tokom 2014. i 2015. godine postavljeni su ekspentmgrenoSenja fitoplazme
16SrV grupe. Za usvajanje fitoplazme 16SrV grupeskene su zarazene biljké.
vitalba (pavitina) i perivinke. U prvoj godini se 580 primaka laboratorijski dobijene
populacije hranilo 48h na zarazenoj biljci pavitidenetoj iz prirode, a zatim su
preziveli adulti preb&ni u kaveze. Nakon 28 dana, po 30 primeraka pijaéme
inficiranih insekata stavljeno je na 6 zdravih pirki | 4 vinove loze sorte Sardone na
period od 24h. Dodatne 3 perivinke i 2 vinove Iazesluzile kao kontrolne biljke. U
drugoj eksperimentalnoj godini, 570 primeraka g/éno na zarazersljke C. roseus
da se hrane u toku 48h, a zatim su pteba u kaveze. Nakon latentnog perioda od 28
dana, po 30 primeraka je stavljeno na 6 perivinkivinove loze. Posle 24h ishrane na
zdravim billkama, insekti su predni u tubice sa 96% etanoloniuvani u zamrzivéu
na -20°C i kasnije pojedidao analizirani. Dodatne 3 perivinke i 2 vinove loge
sluzile kao kontrolne biljke. Test i kontrolne k#j su¢uvane u klima komorama pod
kontrolisanim uslovima na temperaturi 24+1°C i ®&3ldan/né, gde je préena pojava
simptoma. Perivinke iz eksperimenata kao i kon#ofperivinke su uzorkovane i
analizirane nakon 3 meseca, dok su sejanci vinmxe $orte Sardone iz eksperimenata i
kontrolne biljke vinove loze uzorkovane nakon 12sew. Svi insekti su analizirani

pojedin&no na prisustvo fitoplazme 16SrV grupe.
Testovi prenoSenja 16SrXIl grupe

Tokom cetiri eksperimentalne godine (2013 - 2016) postawlsu eksperimenti
prenoSenja stolbur fitoplazme, koja pripada 16Sr¥tupi, pomdu laboratorijski
dobijene populacije. Akvizicija je vrSena satiri perivinke koje su u sebi nosile
razlicite genotipove stolbur fitoplazme: i) STOLwib/V2-TA/STOL), ii) Rqg50g tuf-
b/V2-TA/STOL), iii) BG4560g (uf-b/V7-A/BG4560) i iv) 19-25gt(f-ab/V18/19-25).
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Ukupno 550 jedinki je usvajalo stolbur fitoplazmaengtipa BG4560g tokom
48h na inficiranim perivinkama. Nakon 28 dana lateg perioda, po 30 jedinkt.

incisusje stavljano da se hrane 24h na 6 perivinki ifbve loze sorte Sardone.

Ukupno 830 jedinkiE. incisusje tokom dve godine vrSilo akviziciju na
perivinkama koje u sebi imaju genotip stolbur flegpne STOLg. Nakon 48h
akvizicije, insekti su 28 dana bili u kavezima satetinom. Po zavrSetku latentnog
perioda, po 3. incisusse hranilo tokom 24h na 6 perivinki i 4 vinove dolokom
svake godine.

Usvajanje fitoplazme sa perivinki koje su zarazgeaotipom Rqg50g stolbur
fitoplazme vrSeno je od strane ukupno 910 primer&kaincisus tokom dve
eksperimentalne godine. Nakon 48h akvizicije, s\dekti su prelgeni u kaveze sa
detelinom na 28 dana latentnog perioda. Nakon tpge30 primeraka je stavljano na

test biljke, na ukupno 12 perivinki, 8 vinovih loz4 poponca.

Tokom dve eksperimentalne godine akvizicija jéersa sa perivinkama koje su
bile zarazene genotipom 19-25g stolbur fitoplaztdeobe godine po 500 jedinki je
vrsilo akviziciju tokom 48h, a nakon 28 dana labenf perioda, po 30 jedinK. incisus

stavljano je na po 6 perivinki i 4 vinove loze rexipd inokulacije od 24h.

Nakon 24h inokulacijskog perioda u svakom ekspemnimepreziveli insekti su
ubaeni u tubice sa 96% etanolomyvani na -20°C i analizirani pojediE&r@o na
prisustvo fitoplazmi. Tokom svake eksperimentalo€ige, biljke koje su korégne u
eksperimentima (po 3 perivinke, 2 vinove loze i iBkb poponca) sluzile su kao
kontrola. Biljke sucuvane u klima komorama pod kontrolisanim uslovima n
temperaturi 24+£1°C i 16/8 dan/fijogde je préena pojava simtoma. Test i kontrolne
perivinke i poponac uzorkovane su i analiziraneomaR meseca, dok su biljke vinove

loze analizirane nakon 12 meseci.

3.5 Molekularne analize fitoplazmi

3.5.1 Ekstrakcija DNK iz biljaka

Ekstrakcija DNK iz biljnog materijala vrSena je listova ili iz meSovitih

uzoraka lisnih nerava i cvetnih glavica kod biljgd@dtribusa Carduinae. Ukupna DNK
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je izolovana iz biljnog materijala po CTAB (engkthyl-trimethyl-ammonium bromide

protokolu izolacije opisanom od strane Angelinai.42001).

Svaki uzorak usitnjen je u avanu sackibm pom@u tetnog azota |
homogenizovan u 7 ml / 1 g uzorka 3% CTAB pufer® (3TAB, 100 mM Tris-HCI
pH 8, 10 mM EDTA, 1.4 M NacCl) u koji je dodat PVEngl. polyvinylpyrrolidong u
koncentraciji od 3% iB-merkaptoetanol u koncentraciji od 0.2%. Iz takdipme
suspenzije, izdvojen je 1 ml svakog uzorka, péebau plastine tubice zapremine 2 ml
i inkubiran 20 minuta na 65°C u vodenom kupatilakbin toga, u svaku tubicu je dodat
1 ml hloroforma i izdvojena je DNK centrifugiranjeb® minuta na 11000 obrtaja/min
na sobnoj temperaturi. Supernatant je p¥ebau novu tubicu od 1.5 ml i dodato je 750
ul ledeno-hladnog izoprapronola. Nakon centrifugg@ammd 15 minuta na 11000
obrtaja/min na sobnoj temperaturi istalozena je DINKdnu rastvora. Tako izolovana
DNK isprana je sa 1 ml 96% ledeno-hladnog etanatsusena strujanjem sterilnog
vazduha u digestoru. Dobijena DNK rastvorena j@@ il TE pufera (10 mM TRIS, 1
mM EDTA, pH 7.6), ostavljena preko ¢iada se rastvara u frizideru, a sléelg dana je

odlozena na daljguvanje u zamrziva na -20°C.

3.5.2 Ekstrakcija DNK iz insekata

3.5.2.1 Ekstrakcija pojedinénih primeraka insekata

Ukupna DNK je ekstrahovana iz pojedinéh primaraka nedestruktivhom
metodom opisanom u radu Kosovac i sar. (2018) kmjedstavlja modifikaciju
protokola ekstrakcije TES (Tris-EDTA-SDS) opisaneadovima Rees i sar. (2001) i
Mahuku (2004). Svaki analizirani primerdk incisusje punktiran sterilnom iglom
izmedu drugog i tréeg tergita toraksa. Primerak je stavljen u tubidi2anl u kojoj se
nalazilo 400ul TES pufera za ekstrakciju (0.5% SDS, 20 mM Ti@,mM EDTA) i 4
ul proteinaze K (Fermentas) u koncentraciji 18A&mL™. Tubice sa insektima u
puferu su inkubirane preko éiau vodenom kupatilu, na 56°C. Nakon inkubacijefepu
u kome su se insekti nalazili prélea je u tubicu od 1.5 ml, dok je primerak insekta
neoStéen cuvan u 96% etanolu u frizideru. Ekstrakcija je aaena dodavanjem 750
ul hloroforma i centrifugiranjem 10 min na 4°C i 1D obrtaja/min. Supernatant u
kome se nalazila DNK prebtan je u novu tubicu od 1.5 ml i ponavljan je komak

hloroformom. Nakon joS jednog koraka centrifugieargod vé opisanim uslovima,
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supernatant je preban u novu tubicu od 1.5 ml i dodato je 7pl0ledeno-hladnog
izoprapronola koji omogdiava dehidrataciju i precipitaciju. Centrifugiranjed 15 min
na 4°C i 12000 obrtaja/min izolavana je DNK, kog zatim isprana sa 1 ml 96%
ledeno-hladnog etanola i osuSena pod strujom rstgrivazduha u digestoru. Dobijena
DNK rastvorena je u 50l TE pufera (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 7.6), ostavla
preko n@i da se rastvara u frizideru a slédg dana odloZzena na dakevanje u

zamrziv&u na -20°C.

Opisana metoda ekstrakcije omoégua u potpunosti duvanje i zadrzavanje

svih morfoloSkih karakteristika primeraka incisus

DNK iz primerakaE. incisuskoji su sakupljeni u malom broju ekstrahovana je
DNeasy Blood & Tissue kdam (Qiagen, Limburg, Holandija), préteuputstva
proizvadata. Ova metoda izolacije DNK je tak® omogudila o¢uvanje morfologije

analiziranih primeraka.

3.5.2.2 Ekstrakcija insekata u grupama

Primerci razléitin vrsta podreda Auchenorrhyncha sakupljani nkalitetu
Dobanovci, od kraja juna do petka avgusta 2013. godine, analizirani su u grupama
(engl. poolg od 3-5 jedinki, zavisno od véline samih primeraka. Ovaj tip ekstrakcije
primenjen je za dobijanje petnih informacija o prisustvu fitoplazme 16Srlliuge u
cikadama. Primerdt. incisuskoji su sakupljani ovom prilikom, take su analizirani u

grupama. Svi ostali primerci ove vrste analizirsunipojedinano.

Ekstrakcija u grupama je vrSena korétmodifikovanu CTAB metodu prema
Gatineau i sar. (2001). CTAB protokol koji se ktrma ekstrakciju DNK iz insekatskog
materijala je veoma sfan protokolu za ekstrakciju DNK iz biljnog matel§aRazlike u

pomenutim protokolima patil od razlika samog tkiva iz koga se vrSi ekstrakDINK.

Grupe od 3 do 5 primeraka stavljane su u tubici? odl i uz pomd Stapta
(engl. micropestl¢ usitnjeni u ténom azotu. U tubice je zatim dodato 4d®%-tnog
CTAB pufera (2% CTAB, 1 M TRIS, 1.4 M NaCl, 20 mMDEA) sa 0.2%-
merkaptoetanola i one su inkubirane na 65°C u vahekupatilu. Nakon 30 minuta u
svaku tubicu je dodato 40 hloroforma. Tubice su centrifugirane 10 min na&4°

11000 obrtaja/min i izdvojena je DNK. Supernatanpjebden u novu tubicu od 1.5 mi
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i korak sa dodavanjem hloroforma je ponovljen. NekaavrSenog procesa
centrifugiranja, supernatant je préba u nove tubice od 1.5 ml i dodato je 440
ledeno-hladnog izopropanola nakdega je, tokom joS jednog procesa centrifugiranja
od 15 min na 4°C i 12000 obrtaja/min istalozena DK#&ja je isprana sa 1 ml ledeno-
hladnog etanola i ostavljena da se suSi pod strgteniinog vazduha u digestoru.
Dobijena DNK je rastvorena u 1Q0 TE pufera (10 mM TRIS, 1 mM EDTA, pH 7.6),
ostavljena preko rio da se rastvara u frizideru a slédg dana odlozena raivanje u

zamrziv&u na -20°C.

3.5.3 Detekcija i identifikacija fitoplazmi u biljom i insekatskom materijalu

Identifikacija razléitih grupa fitoplazmi u biljnom i insekatskom majaiu
izvrSena je umnozZavanjem 16BNK gena poméu univerzalnih P1 i P7 prajmera
(Deng i Hiruki, 1991; Smart i sar., 1996) u direitiPCR reakciji. Zatim su umnoZzeni
produkti iz direktne PCR reakcije kofeéni za sledau amlifikaciju, tzv. nested PCR,
koriste&ei kombinacije prajmera P1A i P7A (Lee i sar., 2004R16F2n i R16R2
(Gundersen i Lee, 1996) ili 16s758f i M23Sr (Gibkar., 1995; Padovan i sar., 1995)
(Tabela 5, Prilog - Tabela 3). UmnoZavanje je woSenEppendorf Mastercycler ep
gradient S, po modifikovanom protokolu (Lee i sa@Q98b). Prajmeri za direkni PCR
umnozavaju region 16S rRNK, 16S-23Sdugenski region i p&etak 23S rRNK gena,
ukupne duzine oko 1850 bp. Umnozavanje DNK u olakaige, direktnoj i nested,
uradeno je u 2Qul zapremine PCR smesSe (Tabela 5) i ciljne DNK Kejai direktnoj
reakciji predstavljala lul genomske DNK izolovane iz jedinkk. incisusili 1:10
razrelene DNK biljaka, a u nested reakciji 1:50 ramm produkt direktne reakcije
umnozavanja. Isti termalni protokol je primenjen daektnu i nested reakciju
amplifikacije i sastoji se iz tri faze. U prvoj fadolazi do inicijalne denaturacije DNK
na temperaturi od 94°C u trajanju od 1 min i 30sdridgoj fazi se 34 puta ponavlja
ciklus od tri koraka: 1. denaturacija na 94°C/ hnd. hibridizacija prajmera na 50°C/
2min; 3. elongacija na 72°C/ 3 min. U poslednjog¢dj fazi PCR amplifikacije, dolazi

do finalne elongacije na 72°C/ 10 min.

Kako bi se izbegla mogunost unakrsne kontaminacije tokom pripreme uzoraka
na svakih 10 uzoraka stavljana je jedna negatiomdr&la, koju je predstavljala dodatna

tubica sa svim reagensima potrebnim za umnozauaNje¢, ali je umesto lul uzorka
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koris¢en 1 ul vode (engl.nuclease-free waterQIAGEN). Kao pozitivne kontrole
kori&eni su referentni izolatil6Srl-C (obezb#en od strane E. Boudon-Padieu, Dijon,
Francuska); 16Srl-B (obezien od strane E. Angelini, CRA-VIT, Conegliano, ijejt
16SrlI-C,Faba bean phyllodyFBP) i 16Srll-D,Tomato big budTBB) (obezbéden od
strane A. Bertaccini, Bologna, Italija); 16Srll-golati izP. hieracioidesz jugoist@ne
Srbije (Mitrovi¢ i sar., 2012); 16Srlll-F (VAC izolat) iz eksperinmtalno inficirane
perivinke (obezbéen od strane E. Angelini, CRA-VIT, Conegliano, ife@t 16SrV-C,
Flavescence doré@-D-C) izolat iz prirodno zaraZzene vinove lozeSibije; 16SrXII-A,
eksperimentalno inficirana perivinka fitoplazmomjikge prenedHyalesthes obsoletus
Signoret, 1865 iz Srbije.

Nakon umnozavanja, po |3 nested PCR produkata, uldjyuci i pozitivnu i
negativne kontrole, elektroforetski je razvojenol¥% agaroznom gelu u TBE puferu
(90 mM Tris-Borate, 1 mM EDTA) obojenom etidijumoonidom i vizualiziranom pod

UV transiluminatorom.

Dalja diferencijacija i identifikacija razitih grupa fitoplazmi vrSena je
primenom RFLP metode. Produkti dobijeni u neste®R P€akciji sa R16F2n i R16R2
prajmerima, ukupne duzine 1250 bp, podvrgnuti g)estiji koja je urdena u ukupnoj
zapremini 15ul RFLP smeSe koja je sadrzala 3l4H,0, 1.5ul 10 x pufer za digestiju,
1 U MSd enzima (Fermentas, Litvanija) koncetracije 1QIUf0.1 pl) i 10 ul PCR
produkta. Digestija je trajala 16 sati na temperabd 65°C u skladu sa uputstvom
proizvaiata. Restrikcioni fragmenti su razdvojeni pofnoautomatskog sistema za
kapilarnu elektroforezu QIAxcelAdvanced (QIAGEN) upotrebom kertridzaHigh
Resolution Gel Cartridge(QIAGEN) pod sledém uslovima: voltaza injektiranja
uzorka 5 kV, vreme injektiranja uzorka 8-10 s, ab# separacije 6 kV i vreme
separacije 320 Alignmentmarker (QIAGEN) 15 bp/5 kb je kotién za poravnanje
poreienih fragmenata, a QX DNK FX174/Haelll (QIAGEN) keri&en za poréenje

duzine fragmenata.

Pratéi preporuke studije Zhao i sar. (2009), virtuelngegdtija dobijenih izolata
16SrXI grupe fitoplazmi je potkrepljena pravom ditiwm u kojoj su dobijeni izolati
poreieni sa najblizom opisanom podgrupom 16SrXI grupigestija F2nR2 regiona

16S rRNK gena 16SrXI grupe fitoplazmi pow Tag enzima je urdena nakon
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provere koja restrikciona endonukleaza pokazujd dite duzine fragmenata &nja
kod 16SrXlI grupe u programu pDRAW 32 (AcaClone ®afe,
http://www.acaclone.com). Produkti digestije su drageni vertikalnom odnosno
poliakrilamidnom elektroforezom, korigie13% poliakrilamidni gel (HO, TBE x 5,
40% akrilamid-bis, TEMED, 0.1% APS) koji je omagm da gel bude dovoljnévrst i

da se fragmenti DNK na njemu dobro razdvoje.

Dodatna identifikacija na 16S rRNK genu deaa je za pozitivhe uzorke 16Srlll
i 16SrV grupe fitoplazmi. U oba slaja, kori€ena je vé opisana direktna PCR
reakcija, ¢iji su produkti dobijeni kori&njem P1 i P7 prajmera, sa istim termalnim
protokolom i PCR smeSom (Tabela 5) kao i kod ialog identifikacije fitoplazmi.
Nested PCR reakcije su deme sa prajmerima speciiim za pomenute grupe:
R16(lII)F2/R1 za 16Srlll grupu i R16(V)F1/R1 za ¥§Sgrupu (Prilog - Tabela 3),

koristeli istu PCR smesSu i termalni protokol kao i u diretPCR reakciji.

3.5.4 Molekularna karakterizacija fitoplazmi u bitjiom i insekatskommaterijalu

Molekularna karakterizacija svih pozitivnin uzoaakbiljaka i insekata
sakupljenih u prirodi, kao i biljaka koje su kadefie u testovima prenoSenja pa@mo
prirodno inficiranih populacija, izvrSena je na osu: i) dva ribozomalna gena -16S
ribozomalna RNK i operon gena ribozomalnih protdioa se sastoji odplV (rpl22) i
rpsC (rpsd gena koji kodiraju ribozomalne proteine L22 i $3;dva house-keeping
gena -secYgenski region koji obuhvata 3’ kraj gena ribozonagj proteina L15 secY
gen koji kodira protein translokazuuf gen koji kodira faktor elongacije translacije Tu;
iii) dva gena membranskih proteina — gen antigegskembranskog proteirgtampi
gen varijabilnog membranskog proteinanpl zavisno od vrste odnosno grupe
ispitivanih fitoplazmi.

Umnozavanje ciljnih regiona je ui@no u direktnim i nested PCR reakcijama.
Dalja analiza dobijenih produkata je vrSena RFLBliaom (16S rRNK vmpZlregioni)

ili sekvenciranjem dobijenih produkata (16S rRNHKI22-rps3 secY stamp tuf
regioni). Za potrebe sekvenciranja, molekulskan@Zi kolicina DNK su odrédeni
vizuelnim pordenjem sa DNK markerom 100 HpNK Ladder ExtendedSERVA).
Dobijeni produkti su sekvencirani u Macrogen Irfse(l, Juzna Koreja) na ABI Prism
3700 automatskom sekvenatoru. Prajmeri kens za sekveniranje raziiih genskih
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regiona su dati u Tabeli 6 i u Prilogu - TabelaD®bijene sekvence su oldr@ane u
programu FinchTV v.1.4.0 (http://www.geospiza.cona), sréivanje, poravnanje i
kompletiranje sekvenci je izvrSeno poénoClustal W programa (Thompson i sar.,
1994), integrisanog unutar softverskih paketa ME&sA (Tamura i sar., 2011) i MEGA
7.0 (Kumar i sar., 2016). Sekvence su deponovaréCil bazu podataka (engl.

National Center for Biotechnology Informatidmttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
3.5.4.1 16S rRNK

16S rRNK region genomske DNK se koristi za molekulaidentifikaciju i
klasifikaciju fitoplazmi. Ovaj region je vrlo pogad za méusobno poréenje, jer
poseduje i konzervativne i varijabilne delove gelambinacijom prajmera opisanih u
poglavlju 3.5.3. postignuta je viSestruka amplifika svakog ciljnog dela 168RNK
(Tabele 5 i 6, Prilog - Tabela 3). Nukleotidne sakse razliitih 16S rRNK grupa i
podgrupa fitoplazmi su deponovane u NCBI banku geod pristupnim brojevima
KP663643-KP663648 i MN047255-MN047263.

3.5.4.2 rplV (rpl22) i rpsC (rps3) geni

Analiza rp gena omogéava razlikovanje i razgratavanje izolata koji ne
pokazuju jasne razlike samo analizom 1683NK (Martini i sar.,, 2007). V@
varijabilnost sekvencirp gena,¢ini ih boljim molekularnim alatom za klasifikaciju
fitoplazmi. Genetski udaljene fitoplazme koje se megu razlikovati na veoma
konzervativnom 168RNK genu, mogu da pokazu razlike na varijabilniipngenima.
Region operona ribozomalnih proteimd22-rps3ukupne duzine od 1000 bp — 1142 bp,
zavisno od ispitivane 16Sr grupe fitoplazmi, ummoje pomdu specifénih prajmera
za odréenu grupu (Tabela 6, Prilog - Tabela 3). Uslovko#a, PCR smeSe (Tabela 5)
i termalni protokoli su se razlikovali zavisno @gitivane grupe fitoplazmi, ali su uslovi
u okviru iste grupe bili identni za direktni i nested PCR. Dobijene sekverp22-rps3
regiona su deponovane u NCBI banku gena pod pristugrojevima KP663649-
KP663654 i MNO76655-MN076662.

PCR smesa je bila idetitia za 16Srl, 16Srll, 16SrIX i 16SrXIl grupu fitophai
(Tabela 5), dok je iderian termalni protokol koré&n za 16Srl, 16Srll i 16SrIX grupu.
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16Srl, 16Srll, 16SrIX grupa 16Srlll grupa
, o inicijalna r inicijalna
1 94°C - o
I denaturacija I 30" 94°C denaturacija
1. 71 94°C denaturacija 1. 1 94°C  denaturacij
, o hibridizacija hibridizacije
2. 2 50°C - 38 ’ ° .
I prajmera X 22 50°C prajmera x34
3. 3 72°C glongacua By 3. 3 72°C  elongacij
Il 7 72°C finalna elongacija i 7 72°C finalna elongacija

16SrXII grupa

| 2' 94°C inicijalna denaturacija
1. 71 94°C denaturacija

Il 2. 45" 53°C hibridizacija prajmera
3. 2 72°C elongacija

1 8’ 72°C finalna elongacija

x40

Za izolate 16Srlll ribozomalne grupe PCR smeSarpvlgna po protokolu
opisanom u studiji Martini i sar. (2007) dok je neni protokol podrazumevao

modifikaciju u odnosu na protokol opisan u pomejnstadiji.

Termalni protokol kori&n za umnozavanppl22-rps3regiona 16SrXIl grupe je

podrazumevao modifikaciju protokola opisanog u hartsar. (2007).
3.5.4.3 SecY gen

Genski region ukupne duzine 1504 bp, koji obuh@ateraj gena ribozomalnog
proteina L15 isecYgen koji kodira protein translokaze umnozen je k6&rlll grupe.
Kod 16Srl, 16SrIX i 16SrXII grupe, umnoZen i sekeean je samaecYgen (Tabela 6,
Prilog - Tabela 3). Sekvence su deponovane u NGBlkb gena pod pristupnim
brojevima: KP663655-KP663660 i MNO76647-MN076654.

Za umnozavanjeecYregiona 16Srl grupe, kotiéna je PCR smeSa (Tabela 5) i
termalni protokol opisan u radu Lee i sar. (2004a).

SmesSa za PCR bila je idefrita za umnoZavanjgecYgena fitoplazmi 16Srlll i
16SrIX grupe (Tabela 5). Razlikovali su se jedimajmeri specifni u odnosu na grupu
fitoplazmi. Umnozavanje izolata 16Srlll grupe fitapmi uraieno je po modifikovanom
protokolu opisanom u radu Lee i sar. (2010).
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16Srl grupa 16Srlll grupa
| 1 94°C inicijalna | 1 94°C inicijalna )
denaturacija denaturacija
1" 94°C denaturacija 1. 30" 94°C denaturacija
, o hibridizacija , R hibridizacija
I 2. 2 55°C prajmera x38 2 1 55°C prajmera x35
3’ 72°C elongacija 3. 3 72°C  elongacija
1 7' 72°C finalna elongacija 1 10" 72°C finalna elongacija
16SrIX grupa 16SrXIl grupa: direktni PCR/.n(.es.t.eld PCR
, o~ inicijaina | 3’ ggec  'Micyaina
! ! 9ac denaturacija . _ denaturacija
1. 30" 94°C denaturacija 1. 30 95°C denaturacija
Il 2. 1' 50°C hibridizacijia | ,4e 2. 30 54°C/ hibridizaciia |
3. % 68°C  elongacija 307/ 62°C p:ajmera_l_
Il 10" 72°C finalna elongacija 3. 1301 72°C glongacia —
Il 10’ 72°C finalna elongacija

Zbog dobijanja nejasnih sekvendecY regiona 16SrIX grupe, dodatna
sekvenciranja su utana sa joS dva reverzna prajmera: secYR1(IX) i B&{¥X)

(Tabela 6, Prilog - Tabela 3). Termalni protokad lpg identéan kao u radu Lee i sar.
(2010).

Razliit termalni protokol za direktni i nested PCR, zmnoZavanjesecY
regiona, primenjen je kod 16SrXIl grupe. Razlikassestoji u raztiitoj temperaturi
hibridizicaje prajmera i duzini procesa elongaclRCR smeSa (Tabela 5) i termalni
protokol preuzeti su iz studije Fialova i sar. (2P0

3.5.4.4 Tuf / stamp /vmpl geni

Za Kkarakterizaciju pozitivnih uzoraka u okviru XB8 grupe fitoplazmi
koris¢ena su dodatna tri gena:hipuse-keepingentuf koji kodira faktor translacije Tu;
dva gena membranskih proteina - ii) gen antigenskembranskog proteirgtampi iii)
gen varijabilnog membranskog proteinanpl Sva tri gena su kokgna za

multilokusnu karakterizaciju (englMultilocus Sequence Typing MLST) izolata
16SrXIl grupe.

Konzervativnituf gen kodira faktor elongacije cestvuje u procesu translacije.
Koristi se za klasifikaciju fitoplazmi, u filogersdim analizama i u epidemioloSkim
divergencijama fitoplazmi iz 16SrXIl grupe (Langesar., 2003; Langer i Maixner,

2004). Protokol po kome je umnozZen ovaj regionpgean u studiji Langer i Maixner
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(2004). Termalni protokoli za direktni i nested PQGR razlikuju u temperaturi
hibridizacije prajmera. Oddévanje tuf profila je raieno sekvenciranjem produkta
nested PCR reakcije i RFLP analizom koistepall restrikcionu endonukleazu, po
proceduri opisanoj u odeljku 3.5.3, koja pokaz@agitite paterneuf-a i tuf-b tipa. C.
Phytoplasma solani’ DNK kori&na kao pozitivha kontrola za pdemje restrikcionih
profila i tuf-a i tuf-b RFLP tipa potie iz prirodno inficiranih primerakBl. obsoletusz
Middle-Rhine i Mosel regiona u Nerkoj (nabavljeni od strane M. Maixner,
Bernkastel-Kues). Produkti digestije su razdvojppmaiu automatskog sistema za
kapilarnu elektroforezu QlAxcéldvanced QIAGEN), kao Sto je weopisano u odeljku
3.5.3. Oba prajmera iz nested amplifikacije su ¥ena za sekvenciranje dobijenih
produkata (Tabela 6, Prilog - Tabela 3). Sekvendagena je deponovana u NCBI
banku gena pod pristupnim brojem: MNO76646.

Stampgen predstavlja varijabilni gen koji kodira antig&i membranski protein.
Ovaj gen ima evolutivhu ulogu u interakciji fitoplae 16SrXIl grupe sa insektom
vektorom (Fabre i sar., 2011). PCR smeSa (Tabeladésmalni protokol su opisani u
radu Fabre i sar. (2011). Razlike u termalnom altou direktnom i nested PCR-u su
u razlikama temperature hibridizacije prajmera, kao duzini procesa elongacije.
Dobijeni produkti su deponovani u NCBI banku genad poristupnim brojevima:
MNO76644 i MNO766645.

Filogenetski odnosi, kao i pretla genotipovi fitoplazmi, najbolje se mogu
prikazati izradom haplotipske (genotipske) mre&tamp genotipovi fitoplazmi su
analizirani metodom statigkie parsimonije u okviru programa TCS 2.1 (Clemesri,
2000) i metodommedian-joining kalkulacije (Bandelt i sar., 1999) integrisane u
program NETWORK 4.6. (http://www.fluxus-engineeriogm). U analizu su ukljieni
izolati dobijeni iz jedinkiE. incisussakupljenih na terenu i biljnih vrsta u kojima je
detektovana stolbur fitoplazma, nakon testova @en@ prirodno inficiranim

populacijaméE. incisus kao i referentni izolati grupe autora Cvrkevsar. (2014).

Vmplgen kodira varijabilni membranski protein kod fitazmi 16SrXIl grupe.
Za ovaj gen su karakterigtie varijacije u duzini i sekvencama i one moguaitioa
njihovu preferentnost prema doér@ama (Cimerman i sar., 2009). Protokol po kome su

raiene PCR reakcije je opisan u radu Fialova i s@®%92 Termalni protokol koré&&n u
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direkthnom i nested PCR-u se razlikovao u temperdtiloridizacije prajmera. Zbog
postojanja varijabilnosti u duzini dobijenih prod#,vmplgen nije sekvenciran vge
pripadnost odrdenomvmplprofilu odreiena RFLP analizom produkta nested PCR-a,
se&enjem Rsal restrikcionom endonukleazom po proceduri opisan@deljku 3.5.3.
Dodatno razlikovanje profila V2 i V2-TA je utano RFLP digestijom sAlul i Taql
restrikcionim endonukleazama, prat@rethodno opisan metod za razlikovanje V2 i
V2-TA profila (Cvrkovi i sar., 2014).

Sledéi izolati i profili su koriZeni kao referentni za patenje restrikcionih
paternavmplgenskog lokusa: V1 profil —vinova loza iz Itali}2 profil —vinova loza
iz Nemake; V2-TA profil -Reptalus panzeliLow, 1883) iz Srbije; V3 profil —vinova
loza iz Hrvatske; V4 profil Reptalus quinquecostaty®ufour, 1833) iz Srbije; V5
profil —vinova loza iz Nemgke; V14 profil —vinova loza iz Srbije; V15 profilH-
obsoletusiz Francuske. Referentni izolati su preuzeti izrkovi¢ i sar. (2014) ili

nabavljeni od X. Foissac (Bordeaux-France).

tuf gen: direktni PCR / nested PCR stampgen: direktni PCR / nested PCR

, o inicijalna , o inicijalna
! 2 95°C denaturacija ! 4 94°C denaturacija

30" 95°C denaturacija 1. 30 94°C denaturacija

" o o hibridizacija " ° o hibridizacija

Il 2. 30" 45°C/53°C prajmera x35 2. 30 56°C/52°C prajmera x35

60" 72°C elongacija 3. 13071 72°C elongacija

, R finalna , o finalna
! S 2°C elongacija . ! 2°C elongacija

vmplgen: direktni PCR / nested PCR

I 4 94°C inicijalna
denaturacija
307 94°C denaturacija
I 2. 30" 52°C/55°C hibridizacija a5
prajmera
-2 12°C elongacija
1] 10’ 72°C finalna elongacija
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Tabela 5 Sastojci i koncentracije u PCR smeSi za sve ainatie 16Sr grupe i gene.

Sastojak Koncentracija Finalna kocentracija u PCR smeSi
u stoku
gen . i16SIRNK :  rpl22-rps3  : secY i tuf | Stamp/vmpl
LILILEX, :
R i M SIS AT e N A
H20* : : : : : : : :
Buffer A 10x D Ax 1x X 1x 1x P 1X D AX X
(15 mM : : : : : : :
MgCl) | | | | | | |
MgCl, 25 mM Ll 1 0.5mM 1/ » 05mM : 15mM : O5mM: 05mM 0.%m
dNTPs 10 mM . 03mM | 02mM | 02mM: 02mM; 04mM; @& [02mM ; 0.3mM
F prajmef  20uM 1 0.6 uM + 0.4 uM 1 0.4uM + 0.4 uM 1 0.8uM 1 0.75uM 1 0.4puM {1 0.75uM
Rprajmef  20uM . 0.6 uM . 0.4uM 0.4pM  104pM  10.8uM 1 0.75pM  {0.4uM | 0.75uM
Taq 5 UM 1 0.375U/ ;0.375U/ :0.375U/ :0.375U/ :0.375U/ ;0.375U/ :0.375U/;0.375 U/uM
UM M | uM UM | uM | uM ' uM |

*- dodaje se u finalnoj PCR smesi

* . spisak prajmera kowgnih za amplifikaciju i sekvenciranje svakog pojetihog gena dati su u Tabeli 6 a sekvence svih prajmer
Prilogu - Tabela 3.
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Tabela 6.Prajmeri i protokoli kori&eni za identifikaciju i karakterizaciju fitoplazmiasocijaciji s&. incisus

Gen 16S rRNK grupa
fitoplazmi

16SrRNK  16Srl, 16Srll,
16Srlll, 16SriX,

16SrXI, 16SrXIl

dPCR par prajmera

P1/P7

Reference

Deng i Hiruki, 1991,

Smart i sar., 1996

nPCR par prajmera

R16F21/R16R2

P1A/P7A
165758 M23Sr
R16(IF2 /R1
R16(V)F1/R1

Refeence

Gundersen i Lee, 1996
Lee i sar., 2004b

Gibb i sar., 1995; Padovan i

sar., 1995
Lee i sar., 1994
Lee i sar., 1994

-MATERIJAL | METODE-

Uslovi reakcije (Reference)

Lee i sar., 1998b

____________________________________________________________________________________________________________ e T T T T T T e

rpl22-rps3  16Srl
16Srll

16Srlll
16SrIX

16SrXIl

16Srlll

16SrIX

16SrXIl

rpF1/rpR1
rpF1C/rp()R1A

rpl2F3/rp(NR1A
rpF1/rpR1
rpF1C/rp()R1A

rpStolF / rpStolR
L15F1A(l)/MapR1A(l)
L15F1A(I)/MapR1A(II)

L15F1/MapR1

PosecF1/PosecR1

Lim i Sears, 1992
Martini i sar., 2007

Martini i sar., 2007
Lim i Sears, 1992
Martini i sar., 2007
Martini i sar., 2007
Lee i sar., 2010
Lee i sar., 2010

Lee i sar., 2010

Fialovéa i sar., 2009

rp(DFIkp()R1A
rp(INHip(IR2

rp(FL /rp(1IHRL
rpEp()R1A

rp (IX)E2p(IX)R2
rp$E2 /rpStolR

S¥F2 (II)"/SecYRL (Illy

L15F2 (iIx)apR2 (IX)
secYR1 (IX]
secYR2 (IX]
P@&PcBecR3

Martini i sar., 2007
Martini i sar., 2007;,
Mitrovi¢ i sar., 2012
Martini i sar., 2007
Martini i sar., 2007
Martini i sar., 2007
Martini i sar., 2007
Lee i sar., 2006
Leei sar., 2010

Leei sar., 2012

Fialova i sar., 2009

Martini i sar., 2007

Lee i sar., 2004b

modifikacija protokola Lee i
sar., 2010

Lee i sar., 2010

Fialova i sar., 2009

Cimerman i sar., 2009 YPH10F/TYPH10R

___________________________________________________________________________________________________ T e T T epupupepp———

16SrXIl

StampF/StampRO

*
prajmeri korigeni za sekvenciranje

Fabre i sar., 2011

Stanm@EmpR1

Fabre i sar., 2011

Fabre i sar., 2011
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3.5.5 Pordenije virtuelnih RFLP obrazaca i izréunavanje koeficijenta stinosti

Poretenje virtuelnih RFLP obrazaca ictananje koeficijenta sinosti je uraeno
za svaki pozitivan uzorak sa cillem da se odre#isdaomska pozicija fitoplazmi
detektovanih u prirodno inficiranim primercinia incisus RFLP koeficijent slinosti je
automatski réunat korigenjem online programa iPhyClassifier
(https://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bimvese/iphyclassifier.cgi) za sve 16Sr
grupe fitoplazmi za koje u pomenutoj bazi postogelari i sve definisane podgrupe.
Raunanje koeficijenta sihosti zasnovano je na F2nR2 regionu 16S rRNK, u&upn
duzine 1250 bp. Ubacivanjem ciljnih sekvenci, zgeKe trebalo odrediti taksonomsku
pripadnost, u programuPhyClassifier vrSeno je programsko pieeje sa svim
postojeéim podacima o postojanju 16Sr grupa i podgrupaodi@livanje pripadnosti
odreienoj pogrupi, sekvence F2nR2 regiona 16SrIX i 16dpe su, u programu za
in silico restrikcionu analizu pDRAW32, i&ene pomou 17 restrikcionih enzimaA{ul,
BarH|, Bfal, BstUl (Thal), Dral, EcaRl, Hadll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl,
SaBAI (Mbol), Msd, Rsd, Ssp i Tad) koji se koriste za diferencijaciju sojeva
fitoplazmi (Lee i sar., 1998b; Wei i sar., 2007)odficijent sltnosti (F) je rdunat
primenjujwi formulu (Nei i Li, 1979; Lee i sar., 1998b). Zbogdovoljno podataka o
podgrupama 16SriX i 16SrXI grupe ¢tananje koeficijenta sinosti je obavljeno kno
primenjuji istu formulu.

Prag koeficijenta sinosti za odréivanje nove podgrupe u okviru postage
grupe je jednak ili manji od 0.97 (Zhao i sar., 2DXKoeficijent slénosti od 0.85 ili
manje ukazuje na postojanje nove grupe fitoplazthaf i sar., 2009). Rezultati studije
su pokazali da nektélanovi odreéienih podgrupa pokazuju RFLP obrasce koji nisu
identiéni reprezentativnim ¢lanovima odgovarajiih podgrupa, sa koeficijentima
sli¢cnosti od 0.99 i 0.98. Ovi tipovi uzoraka se nazivagrijantama oddene podgrupe i
oznaeni su jednom ili dvema zvezdicama (* ili **) pratedgovarajiée oznake grupa
(npr. 16Srl-A* i 16Srl-A**) (Wei i sar., 2008; Zhaiosar., 2009).

Koeficijent slénosti na osnovu 17 enzima taleoje odréen zarpl22-rps3i secY
gene kod predstavnika 16SrIX-E podgrupe u okvine lse podgrupe obelezavaju sa E1

i E2, za oba gena. Zasnovano na posimjepodacima, prag koeficijenta &hosti za
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odrelivanje nove podgrupe kogp gena je maniji ili jednak 0.91 dok kacYgena

iznosi manje ili jednako 0.90 (Lee i sar., 2012).

3.5.6 Filogenetske analize izolata fitoplazmi idéikovanih u prirodno inficiranim
jedinkama E. incisus na osnovu 16S rRNK genskogue&

Filogenetski odnosi iznd@l izolata prirodno inficiranih primeraka. incisusove
doktorske teze i pripadnika radtih grupa i podgrupa fitoplazmi, su definisani za
analizirane gene. Referentne sekvence 16S rRNIR2-rps3i secYgena svih grupa i
podgrupa koje su sluzile za pdemje i definisanje filogentskih odnosa, uzete su iz
NCBI banke gena i kort&ne za konstruisanje filogenetskih stabala. Filetgke
analize odabironNeighbor-joining(NJ) i Maximum parsimonyMP) metoda odkene
su u okviru softverskih programa MEGA 5.2 i MEGA).7uz podrSku od 500 ili 1000

replikacija (englbootstrap) za dobijenu topologiju.

Filogenetske pozicije i odnosi fitoplazmi izolovanz E. incisusi referentnih
izolata 16Sr grupa i podgrupa €a. Phytoplasma’ vrsta ut#eni su analizom 16S
rRNK gena NJ algoritmom implentiranim u MEGA 7.0ftger. Odraieno je 1000
ponavljanja da bi se pokazala stabilna podrSkaoltgija. Glavno 16S rRNK stablo je
konstruisano pordenjem 42 do sada opisan@a. Phytoplasma’ vrste i 8 poznatih al
joS uvek neopisanih vrsta (Prilog - Tabela 4). Raaljeg grupisanja sekvenci i bolje
rezolucije samog stabla, za potrebe konstruisaitpgeinetskog stabla kotiéne su
filogenetski udaljenije vrsté&choleplasma laidlawi{Sabin, 1941) Edward i Freundt,
1970 (M23932) Acholeplasma palma@ully et al. 1994, sp. nov. (L33734)Bacillus
subtilis (Ehrenberg, 1835) Cohn, 1872 (MH978625). Klade kvira filogenetskog
stabla su definisane prema Zhao i sar. (2010). cH@znaSih izolata preciznije su
definisane formiranjem pojeditiaih filogenetskih stabala sa referentnim izolatima
razlicitih podgrupa u okviru svake grupe fitoplazmi (Bgl- Tabela 5). Za filogenetske
analize 16Srl grupe, kofiéne su samo podgrupe severne hemisfere. Fokus
filogenetskih analiza 16Srll grupe je bio na pradsicima evropskih podgrupa, dok su
za 16SrXIl grupu korigne samo potdene podgrupe. Pristupni brojevi svih
referentnih izolata koré&&nih za konstruisanje glavnog filogenetskog staiadati u
Prilogu - Tabela 4, dok su pristupni brojevi i opeferentnih sojeva 16Sr podgrupa dati
u Prilogu - Tabela 5.
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3.5.7 Multilokusna i epidemioloSka karakterizacija

Osnovna identifikacija | karakterizacija fitoplaznutvrdenin u prirodno
inficiranim jedinkamaE. incisusi biljkama iz testova prenoSenja dema je na osnovu
16S rRNK genskog regiona. Za detaljniju klasifilgadiepidemioloSku karakterizaciju,
koriste se drugi geni koji imaju razli stepen konzervativnosti. U odeljku 3.5.4 su
opisani svi dodatni genski lokusi kai@éhi za karakterizaciju izolata svih grupa

fitoplazmi identifikovanih u nasim istrazivanjima.

Uporedne filogenetske analize na osnoyl22 i rps3 gena su ukene
poreienjem uzoraka naSih analiza i sekvenui22-rps3 gena odréenih podgrupa,
uzetih iz NCBI baze. Ribozomalni gemul22-rps3su reSili nejasnie u formiraju klada
i podklada dobijenih analizom 16S rRNK gena. Pravtaxtini i sar. (2007), izolati
poreklom iz prirodno inficiranih jedinKE. incisusi testova prenoSenja, updemi su sa

19 opisanih podklada.

Sekvence operona gena ribozomalnih proteipl@2-rps3 i secY gena, su
poreiene sa referentnim izolatima date grupeCa.'Phytoplasma’ vrstama za dati
genski marker: Ca. Phytoplasma asteris’ (16Srl; Lee i sar., 2004a;6200Ca.
Phytoplasma aurantifolia’ (16Srll; Martini i sar2007), Ca. Phytoplasma pruni’
(16Srlll; Davis i sar., 2013)Ca. Phytoplasma phoenicium’ (16SrIX; Lee i sar., 20i.2)
'Ca. Phytoplasma solani’ (Fabre i sar., 2011; Quaglirgan., 2013; Cvrkovii sar.,
2014).

16Srl ribozomalna grupa

Multilokusna karakterizacija izolata 16Srl grupeptmercimaE. incisusje
uraiena na osnovu 979 bp 16S rRNK regioh@b1 bprpl22-rps3i 1211 bpsecYgena.
Za sva tri gena, 10 izolata iz Srbije je ptewvo sa referentnim sekvencama 16Srl grupe
(Lee i sar., 2004a; Lee i sar., 2006) preuzetinN@BI banke gena i kord&nim za
kontruisanje filogenetskih stabala. Radi Sto bolgrgpisanja sekvenci, za potrebe
konstruisanja stabla koti&ne su filogenetski udaljene sekvence vistdaidlawii, A.
palmaei B. subtilisza 16S rRNKA. laidlawii zarpl22-rps3i ‘Ca. Phytoplasma ulmi’

zasecYgen.
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16Srll ribozomalna grupa

Multilokusna karakterizacija izolata 16Srll grupeprimercimaE. incisusje
uraiena na osnovu 985 bp 16S rRNK i 951 rpfP2-rps3 gena. Sveetiri sekvence
izolata iz jedinkiE. incisusiz Srbije, pordene su sa referentnim sekvencama 16Srli
grupe (Matrtini i sar., 2007; Mitrogii sar., 2012) koje su preuzete iz NCBI banke gena.
Radi dobijanja Sto bolje rezolucije i preglednasmog stabla, kokgéne su sekvence
udaljenijin vrstaA. laidlawii i A. palmaeza 16S rRNK A. laidlawii i 'Ca. Phytoplasma
mali’ zarpl22-rps3gene.

16Srlll ribozomalna grupa

Za dobijanje informacija o filogeniji, diverzitetu varijabiljnosti 16Srlli
fitoplazme, okarakterisane su biljke sakupljene teg@enu sa simptomima prisustva
16Srlll grupe, dve asimptomatske biljkeathyrus tuberosus. i Lathyrus aphacd..)
kao i primerciE. incisus Karakterizacija svih pozitivnih uzoraka jedema analizom
1169 bp 16S rRNK, 1024 bmpl22-rps3i 1491 bpsecYgenskih markera. Za sva tri
gena, sekvence dobijene u ovoj studiji su fene sa referentnim sekvencama 16Srlll
grupe fitoplazmi (Zhao i sar., 2009; Amaral Mellcsar., 2011; Davis i sar., 2013;
Galdeano i sar., 2013; Lee i sar., 2014) preuzetitldCBI banke gena i korigne za
konstruisanje filogenetskih stabala. Radi boljeoheaje filogenetskih stabala, kao
filogenetski udaljenije grupe koti&éne suCa. Phytoplasma mali’ (16SrX grupa) za 16S
rRNK, 'Ca. Phytoplasma phoenicium’ (16SrIX-B podgrupa) gd22-rps3 genski
region i 16Srll-C pogrupadotton phyllody phytoplasmaasecYregion.

16SrIX ribozomalna grupa

Multilokusna karakterizacija izolata 16SrIX grupeprimercimaE. incisusi
biljkama sakupljenih na terenu, je dema na osnovu 987 bp 16S rRNK, 1062bi@2-
rps3 gena i 1215 bpsecYgena. Svih osam sekvenci izolata iz jediBkiincisusiz
Srbije, kao i iz biljnih uzoraka sakupljenih naeen, pordeno je sa referentnim
sekvencama 16SrIX grupe (Lee i sar., 2012) kojerawzete iz NCBI banke gena.
Zbog Sto boljeg grupisanja sekvenci za potrebe tkoisanja filogenetskog stabla
koris¢ene su sekvence udaljenijih vr@aholeplasmasp. Edward i Freundt, 197@®(
laidlawii i A. palmag i B. subtilisza 16S rRNK i Ca. Phytoplasma trifolii’ zapl22-

rps3i secYgene.
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16SrXI ribozomalna grupa

Karakterizacija izolata 16SrX| grupe u primercifa incisussakupljenim na
terenu urdena je na osnovu 982 bp 16S rRNK gena. Dve sekventaa iz jedinkiE.
incisusiz Srbije, pordene su sa referentnim sekvencama 16SrXI grupe (Jsag,
2003; Saffova i sar., 2016) koje su preuzete iz NCBI bankeag&bog bolje rezolucije
samog filogenetskog stabla, k@efie su sekvence udaljenijih vr#aholeplasmasp.

(A. laidlawii i A. palmag i B. subtilis
16SrXIl ribozomalna grupa

Multilokusna karakterizacija izolata 16SrXIl grupe primercimaE. incisus
sakupljenim na terenu i u biljkama iz testova pgampa poméu prirodno inficiranih
populacijak. incisus je uratena na osnovu 987 bp 16S rRNK, 1000 iRg2-rps3gena,
708 bpsecYgena, 474 btampgena, 1302 bwymplgena i 873 bduf gena. Sve
sekvence izolata iz Srbije, pdene su sa referentnim sekvencama 16SrXIl grupe
(Langer i sar., 2003; Langer i Maixner, 2004; Falsar., 2011; Quaglino i sar., 2013;
Cvrkovi¢ i sar., 2014; Mitrou i sar., 2016) koje su preuzete iz NCBI banke g&bag
Sto boljeg grupisanja sekvenci za potrebe konstnjgsfilogenetskog stabla kote&ne

su sekvence udaljenijih vrstecholeplasmap. @. laidlawiii A. palmagi B. subtilis

Pripadnost odi@enom vmpl profilu je utvidena na osnovu opisanih RFLP
profila prema Murolo i sar. (2010; 2013), kdesjemRsd enzima. Profil V2-TA je
potvrden na osnovu digestije kotEnjemTad i Alul restrikcionih enzima (Cvrkovii
sar., 2014).
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4. REZULTATI
4.1 Biologija vrsteE. incisus

Tokom Sest eksperimentalnih godina, ¢grea je biologija vrstée. incisus u
poljskim i u laboratorijskim uslovima. Pojava i prost jedinki préeni su od marta do
kraja novembra, u cilju stvaranja sveobuhvatneestikponasSanju i biologiji ove vrste.
Utvrdeno je da postoje dve generacije, aame kao letnja i zimska. Najranije
zabelezeni primerdt. incisusu prirodi sakupljeni su 23. marta na lokaliteturdm, a
najkasnije 22. novembra na lokalitetu Dobanovciac®mjem stupnjeva raza,
utvrdeno je da jedinke ove vrste prezimljavaju primakam adulti u Srbiji. Zenke
zimske generacije polazu jaja tokom aprila, a jkeeliove generacije su prisutne do
pocetka jula. Letnja generacija je zastupljena odeiaa maja do pfetka septembra, a
tokom citavog juna i poetkom jula se moze tazajedno sa zimskom generacijom.
Zenke letnje generacije polaZu jaja krajem junadetkom jula, a jedinke nove zimske
generacije se mogu ¢éaod septembra do decembra, kada adulti odlaze na

prezimljavanje.

Sezonski dimorfizam se ogleda u razlikama ucugli obojenosti tela i izgledu
genitalnog aparata muzjaka (Slika 14). Primerciup§kni tokom aprila i maja
odgovaraju zimskoj generaciji koja se odlikuje nmanji tamnije obojenim telom
(ozna&ava se kao nominalna formecisug, dok su primerci letnje generacije,
sakupljani od kraja juna do petka septembra, krupniji i svetlije obojeni (ozaxaju se
kao plebejusforma (Slika 14). Izgled kopulatornih struktura Zjaka se zn&jno
razlikuje kod muzjaka letnje i zimske generacijeudjhci letnje generacije odlikuju se
kopulatornim strukturama koje imaju spedife trnove (engithorng koji su iste duzine
kao udubljenje na vrhu kopulatornih strukturasii duzi od ovog udubljenja (Slika 14,
al). Kopulatorne strukture muzjaka zimske generagij cevastog oblika i ne sadrze
trnove (Slika 14, bl).
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1mm

100 um

bl b2

Slika 14. Sezonski dimorfizam cikadE. incisus (A) letnja forma plebejusFallén
forma); al - ventralni prikaz kopulatornih strukdunuzjaka; a2 - desni lateralni prikaz
kopulatornih struktura muzjaka; (B) zimska formarnnalnaincisus forma); bl -
ventralni prikaz kopulatornih struktura muzjaka;-@esni lateralni prikaz kopulatornih

struktura muzjaka.

4.2 Razvte i reproduktivno ponaSanje vrsteE. incisus

Reproduktivno ponaSanje i stadijumi raavi praeni su tokom cetiri
eksperimentane godine u poljskim i laboratorijskinslovima. Na lokalitetima
Dobanovci, Zemun i Topola sakupljani su adulti prede generacijeE. incisus u
periodu od kraja marta do fEtka maja, kada su najbrojnije bile gravidne Zenke.
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Tokom istraZivanja nije u@na zn#&ajna razlika u brojnosti adulta na istrazivanim

lokalitetima.

U Tabeli 7 prikazan je broj sakupljenih jedinkindmika i trajanje pojediaih
faza razuwta, koje su zavisile pre svega od temperaturnihugitir uslova sredine.
Ovipozicija je vrSena u kavezima (Slika 13) u ka@irau se nalazile bilike beld.(
repens i crvene detelineT(. pratensg Literaturni podaci navode da se vrEtaincisus
najuspesnije gaji na biljkama boba (Stribing i Ppaxsulos, 2006), ali je naSe iskustvo
pokazalo da je kompletan zivotni ciklus uspeSahiligama crvene i bele deteline.

Tabela 7. Broj sakupljenih jedinkE. incisus broj jaja i ispiljenih larvi tokontetiri

eksperimentalne godine.

Godina Broj sakupljenih adulta/ Broj jaja/ Broj ispiljenih larvii %

sakupljanja period sakupljanja period polaganja jaja period izleganja :spiljenih
arvi
2013. 2420/ 24.03.-30.03. 4303/ 12.04.-30.04. 3600/ 05.05.-17.05.’ 83.7
2014. 2600/ 08.04.-08.05. 5346/ 30.04.-17.05. 3782/ 12.05.-09.06. 70.7
2015.  1280/22.04.-01.05. 9290/ 27.04.-25.05. 8691/ 11.05.-16.06. 93.6
2016. 2300/ 13.04.-20.04. 8315/ 05.05.-09.06. 5691/ 11.05.-25.06. 68.4

Zenke jaja polazu po obodu listova i uz centrimi nerv, westalije na nadju
nego na licu listova deteline. Jaja su svetlo Zelsto — Zuta, u srediSnjem delu blago
zakrivljena tako da imaju formu bumeranga. P¢naeduzina jaja je 1.26 £ 0.07 mm
(opseg 1.16 — 1.37, n=30), a Sirina 0.32 £ 0.03 (mpseg 0.26 — 0.37, n=30).

Na jednom listu ih moze biti i po nekoliko deset{&ika 15). Sa razvojem jaja,
menja se njihova obojenost, od blage zéemosti preko biserno bele, do svetlozute, a u
fazi pred piljenje mogu se tibi tamne tg&kice na vrSnom delu starijih jaja, koje
predstavljaju zéetke ocela. Za potpuno sazrevanje jaja i pojavegitarvenog stupnja
potrebno je 7-10 dana. VrdE incisusima 5 larvenih stupnjeva koji se ozaaaju kao
L1 - L5 (Slika 16).
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Celokupni ciklus razvia ove cikade, od polaganja jaja do pojave aduhasiz
oko 35 - 40 dana, a trajanje odeeog perioda u razéi zn&ajno zavisi od uslova

sredine. Larve se od adulta razlikuju po nedostedkuijenih krila.

i s

Slika 15. Stadijumi razwa vrsteE. incisus (A) adult i poloZeno jaje; (B) poloZena jaja,

L1 larva i adult; (C) poloZena jaja na listu deteli

Tokom 2013. godine temperature u aprilu su bileveta, tako da je masovno
polaganje jaja zagelo 12. aprila i trajalo do kraja aprila. Ukupnogelozeno 4303
jaja, na obodima i uz glavni lisni nerv listova @late. Listovi sa poloZenim jajima su
preba&eni u plasitne kutije (13 x 11 cm) i petri Solje (15 x 3 cmjlegie préena pojava
larvi. Od 5. do 17. maja, ukupno se ispilelo 368il odnosno 83.7% (Tabela 7). U
naredne dve godine, 2014. i 2015., pénke temperature su bile niZze, pa je polaganje
jaja zapdelo krajem aprila i trajalo do 25. maja. Tokom 20fédine polozeno je
ukupno 5346 jaja iz kojih se uspesno ispilelo 3&82e (70.7%) do 9. juna. Od 9290
poloZenih jaja od 27. aprila do 25. maja 2015. gedukupno se ispilela 8691 larva
(93.6%) do 16. juna. U 2016. godini zabeleZen jkasmiji paetak polaganja jaja, kada
je u periodu od 5. maja do 9. juna ukupno poloZ3ib jaja. Za razliku od prethodnih
godina, tokom 2016. piljenje larvi je zavrSeno &%k juna, do kada se ispilela 5691
larva (68.4%).
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Slika 16. Morfologija larvenih stupnjeva (L1 - L5) i adulasteE. incisus
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4.3 ldentifikacija fitoplazmi kod prirodno inficira nih populacija vrste E. incisus

Tokom cetiri istrazivake godine, na 15 lokaliteta u okviru 12 okruga bijsr
ukupno je sakupljeno 687 primeraka incisusza utvdivanje prisustva fitoplazmi u
njima. NajviSe primeraka sakupljeno je na lokailitet Dobanovci, Vranje i Jasenovik,
dok je najmanje jedinki sakupljeno u Pozarevcu,l&@@y Slankamenu i na Babinom
zubu (Tabela 1, Slika 17).

H Dobanovci

M Jasenovik

M Vranje

H Negotin

H Topola

M Donji Milanovac
Cerevi¢

O7emun

ki Bela Crkva

OcGuda

D Bela Palanka
Poiarevac
Zavlaka

DSlankamen

L Babin zub

Slika 17.Zastupljenost primerala. incisussakupljenih za analize na 15 lokaliteta u
Srbiji. Obojena polja predstavljaju lokalitete rgjikna je identifikovana fitoplazma u

primercimakE. incisus

Prirodno inficirane populacije vrst&. incisus zabeleZzene su na 8 od 15
ispitivanih lokaliteta, na kojima je ukupno sakeplp 510 jedinkE. incisus ratunajui
i jedinke sakupljane u Dobanovcima za prvobitnuvpra inficiranosti raziiitin vrsta
podreda Auchenorryncha. Me jedinkama analiziranim na prisustvo raitih grupa
fitoplazmi, analizom 16S rRNK genskog lokusa PCRadem pozitivna su bila 53

primerka (10.4%). RFLP analiza kar@&jemMsd dijagnostékog enzima pokazala je
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prisustvo Sest raziitih grupa u primercim&. incisus 16Srl, 16Srll, 16Srlll, 16SrIX,
16SrXl1i 16SrXIl (Tabela 8).

Mezofilna livada na lokalitetu Dobanovci izabrara kao najpogodnija za
identifikaciju potencijalnih vektora uklfienih u prenoSenje 16Srlll grupe na bilj€e
arvense zbog viSegodisSnjeg prisustva simptoma multiptiladrescenci na pomenutoj
vrsti podtribusa Cardiunae (Slika 18). Zbog toganauovom lokalitetu sakupljani svi
predstavnici podreda Auchenorrhyncha, nekoliko put@eriodu od kraja juna do
pocetka avgusta 2013. Godine (Tabela 9). Ukupno jeidgno 1097 primeraka iz 6
familija, 8 potfamilija i 19 vrsta, uklgujuci i vrstu E. incisus Najzastupljeniji su bili
predstavnici familije Cicadellidae, sa ukupno 8akupljenih jedinki, méu kojima su
se po brojnosti isticali predstavnici potfamilijaelbcephalinae i Typhlocybinae.
Najveti broj sakupljenih jedinki zabelezen je za vrBsammotettix alienu@ahlbom,
1850) vrsteMacrostelessp. Fieber, 1866, zatim za vrgigginidia pullula(Boheman,
1845), E. incisusi Emelyanoviana mollicul§Boheman, 1845). Miei predstavnicima
ostalih familija po brojnosti se isticala jedinosta Philaenus spumariugLinnaeus,
1758), koja pripada familiji Cercopidae, dok suterestalih familija bile znatno manje
brojne. Jedinke sakupljenih vrsta nisu bile u dp&w] asocijaciji sa biljkameC.
arvense kao glavnim izvorom hrane, #esu bile prisutne kao siajni posetioci na ovoj
biljnoj vrsti. Sakupljene cikade analizirane surugama od 3 ili 5 jedinki, zavisno od
velicine primeraka razitih vrsta. Od svih sakupljenih predstavnika poared
Auchenorryncha, samo su jedinke vriteincisusbile pozitivne na prisustvo 16Srlll
grupe fitoplazmi, sa 8 od 30 pozitivnih grupa ukarakoji su se sastojali od po 3
jedinke (Tabela 9).
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Slika 18. Simptomi multiplih inflorescenci (CMI) na biljkam@&. arvense prirodno
inficiranim 16SrllI-B fitoplazmom na lokalitetu Dalmovci. (A) izgled inficirane biljke
in sity; (B) cvetne glavice sa multiplim inflorescencama.

Nakon utvdivanja prisustva fitoplazme 16Srlll grupe, primekEei incisussa
ovog lokaliteta su analizirani pojedit® da bi se utvrdila frekvencija pojave
fitoplazme. Pozitivno je bilo ukupno 5 od 42 pojeatno analizirane jedinke (Tabela 8,
Slika 19).

Tokom svih istrazivékih godina, u najv&m broju primerakaE. incisus
identifikovano je prisustvo stolbur fitoplazme (188 grupa). Ova grupa je zabeleZzena
u 18 primeraka sakupljenih na 5 od 8 lokalitetab&wovci (2/132), Bela Crkva (2/30),
Topola (3/50), Negotin (7/61), Jasenovik (4/88)ptimercimaE. incisussakupljenim
na biljnoj vegetaciji prisutnoj u zasadu krompita lokalitetu Bela Crkva, u vinogradu
na lokalitetu Topola i na napuStenoj livadi sa mvédon biljnom vegetacijom u
Negotinu, utvdeno je prisustvo jedino stolbur fitoplazme, dok sa lokalitetu
Jasenovik, na kamenitoj livadi zapadne ekspoziaijgsimercimaE. incisuszabelezene
16SrXIl i 16Srl grupa fitoplazmi (Tabela 8, Slik8)1
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U primercimaE. incisussakupljenim na planinskim kamenitim padinama, na
1593 m nadmorske visine (Babin zub, jugais# Srbija) i ha kserotermnim ruderalnim
padinama Vranja u juznoj Srbiji, take je registrovana 16Srl grupa. Ukupno 3 od 18
primeraka sakupljenih na lokalitetu Babin zub i @ 80 primeraka sakupljenih na
lokalitetu Vranje, bilo je pozitivho na prisustviboplazme 16Srl grupe (Tabela 8, Slika
19).

Najveli diverzitet fitoplazmi u populaciji vrsté&. incisus zabelezen je na
kserotermnoj ruderalnoj padini u Vranju, gde jegqubd 6Srl grupe u primercima bilo
identifikovano i prisustvo 16Srll i 16SrIX grupe. od 90 analiziranih primeraka iz
Vranja, detektovano je prisustvo 16Srll ribozomabpeipe, dok je u 5 primeraka

registrovana 16SrIX grupa (Tabela 8, Slika 19).

Prisustvo fitoplazmi koje pripadaju 16SrIX i 163r)rupi utvideno je u
jedinkama sakupljenim na lokalitetu Donji Milanovadsta:noj Srbiji, ha napustenim
padinama izméu Velikog i Malog Kazana. U 3 od ukupno 41 analime jedinke
identifikovana je 16SrIX grupa, dok je prisustvoSiEI grupe utvdeno u 2 od 41
analizirane jedinké&. incisus(Tabela 8, Slika 19). Identifikacija 16SrIX i 168grupe
u primercima vrsté&. incisuspredstavljaju prvi nalaz ovih grupa fitoplazmi tbi i u

jedinkamaE. incisusvrste uopste.
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Tabela 8.Prisustvo fitoplazmi u jedinkama vrdie incisussakupljenim na razlitim tipovima stanista.

Lokalitet (GPS) Tip staniSta Datum Broj sakupljenih  Broj fitoplazma 16S rRNK podgrupa
sakupljanja i analiziranih pozitivnih
‘ primeraka primeraka
Dobanovci Mezofilna livada 26-Jun-2013 38 2 16SrlIl-B
(N44 50.890, 17-Jul-2013 24 3 16SrllI-B
E20 10.089, 73m) 23-Jul-2013 28 3 16Srlll-B
1-April-2017 20 3 16Srlll-B
. o24dun2017 ¥ 2 16SXIFA
Bela Crkva Zasad krompira 14-Jul-2016 " 9 0 -
(N44 53.572, 21-Jul-2017 10 2 16SrXII-A
E2126.710,84m) 22Juk2018 11 O -
Topola Vinogradarski region  13-Apr-2016 16 0 -
(N44 13.468, 16-Jul-2016 20 0 -
E2040.198,288m) 2-Avg-2017 14 3 16SXI-A
Donji Milanovac Napusteni pasnjak  21-Apr-2017 8 2 16SrXI-G
(N44 31.501, isto¢ne ekspozicije  20-Jul-2017 8 1 16SrIX-C
E22 02.500, 229m) 11-Avg-2018 17 2 16SrIX-C
... O5Sep2018 10 0 -
Negotin Napustena livada 30-Jun-2016 % 0 -
(N44 16.604, juzne ekspozicije 14-Jul-2016 3 0 -
E22 30.484, 73m) 18-Avg-2016 3 3 16SrXII-A
3-Apr-2017 2 0 -
16-Jun-2017 1% 0 -
21-Jul-2017 20 3 16SrXII-A
4-Sep-2017 2 1 16SrXII-A
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Lokalitet (GPS) Tip stanista Datum Broj sakupljenih  Broj fitoplazma 16S rRNK podgrupa
sakupljanja i analiziranih pozitivnih
primeraka primeraka
e 28Apr2018 A1 O e
Babin zub Planinska kamenita 27-Apr-2017 12 3 16SrI-R
(N43 21.610, padina juzno-zapadne5-Sep-2017 6* 0 -
_E2235688,1593m) ekspozicie
Jasenovik Kamenita livada 19-April-2016 17 0 -
(N43 21.909, zapadne ekspozicije 18-Maj-2016 14 0 -
E22 01.341, 429m) 28-Jul-2017 30 6 16SrlI-R (4), 16SrXII-A (2)
. 22-Avg2017 27 2 16SIXIA
Vranje Kserotermna 14-Apr-2016 8 0 -
(N42 29.308, ruderalna padina 2-Maj-2017 4 0 -
E21 53.757, 405m) juzZno-zapadne 4-Avg-2017 12 2 16SrIX-E
ekspozicije 2-Jul-2018 18 2 16SrIX-E
26-Jul-2018 29 5 16Srll-E (4), 16SrIX-E (1)
13-Avg-2018 19 3 16SrI-F

" letnja generacijd: zimska generacija” me%ovite jedinke.

" jedinke analizirane u grupama od po 3 jedinke.
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Tabela 9.Uc¢estalost Ca. Phytoplasma pruni’- srodnog soja 16Srlll-B grugegdlazme u vrstama podreda Auchenorrhyncha naiteial

Dobanovci, gde je zabeleZena dugogodiSnja pdfavavensesa simptomima multiplih inflorescenci.

Familija

Cixiidae

Potfamilija

Cixiinae

Vrsta

Cixius wagneri
Reptalus quinquecostatus

Broj sakupljenih
primeraka

Broj PCR
pozitivnih/analiziranih
primeraka

0/17

Tettigometra
impressopunctata

Aphrodinae

Typhlocybinae

Aphrodes diminuta
Aphrodes makarovi
Emelyanoviana mollicula
Empoasca decipiens
Eupteryx atropunctata
Zyginidia pullula

Deltocephalinae

Neoaliturus fenestratus
Macrostelesp.
Platymetopius major
Euscelis incisus
Psammotettix alienus
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Ei625 = Eil78 [bp]

[bp]
Haelll
pozitivne kontrole
5000 =— = 5000
=== = 872
872 —503 — ——d — — 603
() —_ ____ _ P he
3 ————— 2
x 310 EE—— — 310 ;
3 271 = | I _ = 271 &
a 234 — |- — 234
194 194
118 — E— — — — 18
72— — 72
15, = - - 15

MSel restrikciona endonukleaza

16Sr RNA > P1,P7 / F2n, R2

L6Sil
16Srll
16Sr111

16SrV.

Slika 19. Utvrdivanje prisustva raalitih 16Sr grupa fitoplazmi RFLP digestijom F2nRadmenta, ukupne duzine 1250 bp, pomilSd

restrikcione endonukleaze.
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4.4 Analiza biljnog materijala na prisustvo fitoplazmi

U cilju utvrdivanja prisustva 16Srlll grupe fitoplazmiQ arvensena 5 lokaliteta
u severnoj Srbiji u julu 2012. godine sakupljenoujaipno 27 biljakaC. arvense 1
biljka Cirsium vulgare (Savi) Ten. i 3 biljkeC. acanthoidessa simptomima multiplih
inflorescenci. Prisustvo fitoplazme 16Srlll gruprdeno je u svim simptomatskim
biljkama. Nijedna od asimptomatskih biljaka sakepip na ovim lokalitetima nije bila

pozitivna na prisustvo fitoplazmi (Tabela 10).

U daljem istrazivanju, na lokalitetu Dobanovci, datb je sakupljeno i testirano
na prisustvo 16Srlll grupe fitoplazmi 95 uzoraka Hifnih vrsta iz osam familija.
Prisustvo 16Srlll grupe utdeno je u dve vrste iz familije Fabacede: tuberosus
(pozitivne 2/5) iL. aphaca (pozitivne 1/5). Ove biljke nisu pokazivale simpi®
prisustva fitoplazmi, ali su jedinkg. incisusna njima formirale agregacije. Sve ostale

sakupljene asimptomatske biljke su bile negativa@nmsustvo fitoplazmi (Tabela 11).
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Tabela 10.Lokaliteti na kojima su prisutne biljk€. arvensesa simptomima multiplih inflorescenci (Ml) cestalost Ca. Phytoplasma

pruni’- srodnog soja 16Srlll-B grupe fitoplazmi inptomatskimC. arvense srodnim vrstama.

Region Lokalitet; Biljna vrsta ZabeleZeni Broj analiziranih biljaka Broj pozitivnih biljaka n a prisustvo
GPS - simptomi 16Srlll-B fitoplazme
Srem Dobanovci; Cirsium arvense MI 7 7
N44 50.890,
E20 10.089
______________________________ asimptomatska 5 .0
Carduus acanthoides Ml 3 3
______________________________________________ asimptomatska 5 .0
Zemun; Cirsium arvense Ml 5 5
N44 52.102,
E20 20.601
______________________________________________ asimptomatska 5 .0
Ruma; Cirsium arvense Ml 5 5
N44 57.798,
E19 48.303
____________________________________________________________ asimptomatska 5 0.
Banat Séan;; Cirsium arvense Mi 5 5
N45 21.912,
E20 47.122
______________________________________________ asimptomatska 5 0.
Stari Tami§; Cirsium arvense MI 5 5
N44 52.062,
E20 45.333
______________________________ asimptomatska 5 .0
Cirsium vulgare Ml 1 1
____________________________________________________________ asimptomatska 5 .0
31 Ml bilika 31

35 asimptomatskih biljaka

68



@\\ -REZULTATI-

Tabela 11.Prisustvo‘Ca. Phytoplasma pruni’- srodnog soja 16SrllI-B fitoptez u
asimptomatskim biljkama na lokalitetu Dobanovci, zbelezenom dugogodiSnjom

pojavomC. arvensesa simptomima multiplih inflorescenci.

Familija Biljna vrsta Broj Broj biljaka pozitivnih na
analiziranih  prisustvo 16SrllI-B
biljaka fitoplazme

Asteraceae Cirsium arvense 5 0

Cirsium vulgare 5 0
Carduus acanthoides 5 0
Tanacetum vulgare 5 0
Arctium lappa 5 0

Boraginaceae = Myosotis arvensis 5 0
oo Symphytum officinale 5 O
_Caprifoliaceae Knautia arvensis S O
_Dipsacaceae _ Dipsacus laciniatus 5 O

Fabaceae Lathyrus tuberosus 5 2

Lathyrus aphaca 5 1

Lathyrus cicera 5 0

Genista tinctoria 5 0

Astragalus onobrychis 5 0
oo Lotus corniculatus S . O
_Lamiaceae __ Ballotanigra S . O

Rosaceae Sanguisorba minor 5 0
o Rubusidaeus S . O

Rubiaceae Galium verum 5 0

Na lokalitetu Donji Milanovac sakupljeno je 34 ukar5 biljnih vrsta. Prisustvo
simptoma fitoplazmi utveno je jedino kod biljaka vrst€ichorium intybusL.
Simptomi su bili u vidu pojave ves8ijih metli pri osnovi rozeta. Uzorkovano je 5
simptomatskih i 3 asimptomatske biljke ove vrstéjkB ostalih vrsta uzorkovanih na
ovom lokalitetu bile su asimptomatske. Svih 5 aanih simptomatskih biljak&.
intybus bilo je pozitivnho, dok su 3 asimptomatske biljsige negativne na prisustvo
fitoplazmi. Jedna od dvanaest sakupljenih biljaksteKnautia arvensigL.) Coult. je
takade bila pozitivna na prisustvo fitoplazmi (Tabela).l1PCR analizom opStim
prajmerima, RFLP analizom poidwoMsd restrikcione endonukleaze i sekvenciranjem

16S rRNK regiona utdeno je da svi pozitivni uzorci sadrze 16SrIX grdipoplazmi.

Na lokalitetu Vranje je tokom tri godine, od krgima do pdetka septembra,
ukupno sakupljeno 73 uzorka 8 biljnih vrsta iz flyaiAsteraceae, Caprifoliaceae i
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Fabaceae. NajviSe uzoraka je pripradalo Bstbiosa ochroleuch. (Tabela 12). PCR

analizom utvdeno je da nijedan uzorak nije pozitivan na prisoisiéoplazmi.

Tabela 12.Biljne vrste sakupljane na lokalitetima Donji Milavac i Vranje, u cilju

identifikacije fitoplazmi u njima.

Lokalitet Familija Biljna vrsta Broj Broj pozitivnih
sakupljenih  biljaka na
biljaka prisustvo
fitoplazmi
Doniji Asteraceae  Cichorium intybus 8 5
Milanovac - prifoliaceae Knautia arvensis 12 i
Knautia dipsacifolia 5 0
Scabiosa lucida 5 0
‘Fabaceae  Lathyrus latifolius 4 o
Vranje Asteraceae  Centaurea maculosa5 | o
Picris hieracioides 7 0
‘Caprifoliaceae Scabiosa ochroleuca3l o
‘Fabaceae  Lotus corniculaus 7 0
Ononis spinosa 5

Trifolium campestre 7
Trifolium repens 7

o O O O o

Vicia pannonica 4

*simptomatske biljke

4.5 Vektorska uloga prirodno inficiranih populacija vrste E. incisus

Eksperimenti prenoSenja 16Srlll, 16SrIX i 16SrXhuge fitoplazmi prirodno
inficiranim populacijama vrst&. incisusimali su za cilj da se utvrdi uloga ove vrste
kao prirodnog vektora u prenoSenju fitoplazmi. ®essu postavljani od 2013. do 2018.
godine. Jedinke vrstg. incisus sakupljene za testove prenosenja fitoplazmipata 6
lokaliteta: Dobanovci, Topola, Negotin, Donji Milewac, Jasenovik i Vranje (Tabela
1).
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Testovi prenoSenja 16Srlll grupe

Testovi prenoSenja fitoplazme 16Srlll grupe prirodparaZzenim primercima
cikadeE. incisussakupljenim na lokalitetu Dobanov@pkazali su da je ova cikada
visoko efikasan vektor ove fitoplazme. PCR analiztast biljaka, prisustvo 16Srlll
grupe je zabelezeno u 2 od 3 biljge roseus 3 od 3 biljkeC. arvensgTabela 13).
Razvoj simptoma u@n je nakon 4 nedelje kod 2 perivinke, prvo u vidjave vrsnih
virescenci, a zatim viSestrukim kompletno razvienirescencama i filodija u kasnijim
fazama. Prisustvo fitoplazme 16Srlll grupe je dé&no u obe biljkeC. roseussa
simptomima virescenci i filodija. Dve biljk€. arvensesu razvile simptome multiplih
inflorescenci nakon 2 meseca, dok jecarebiljka pokazivala odsustvo cvetanja i
simptome skré&nih internodija. Sve kontrolne biljke su bile aptomatske i u njima
nije utvideno prisustvo fitoplazmiCetiri meseca nakon inokulacije sve tri test bil{ke

arvensesu pokazale ubrzano propadanje i uvenu

Testovi prenoSenja 16SrIX grupe

Sposobnost prirodno inficiranih jedinl. incisussakupljenih na lokalitetima
Vranje i Donji Milanovac, u prenosenju fitoplazméSkIX grupe nije ututena.
Rezultati su pokazali da nijedna od perivinki kage korigene u testovima nije
pokazivala simptome fitoplazmatskih oboljenja, rj@i bila pozitivha na prisustvo
fitoplazme 16SriX grupe (Tabela 13).

Testovi prenoSenja 16SrXIl grupe

Rezultati testova vektorske uloge prirodno zardzgedinki vrsteE. incisusu
prenoSenju stolbur fitoplazme pokazali su da ovstavima sposobnost da prenese
16SrXIl grupu fitoplazmi na biljkeC. roseus C. arvensis Od ukupno 40 perivinki na
kojima su se hranile jedink. incisussakupljene na lokalitetima Dobanovci, Topola,
Jasenovik i Negotin, 15 biljaka je bilo pozitivha prisustvo stolbur fitoplazme. Biljke
su nakon 2 meseca razvile simptome Zutila i @kamje internodija. Analizom
eksperimentalnih biljak&. arvensisutvrdeno je prisustvo stolbur fitoplazme u 1 od 8
C. arvensisc¢ime je dokazana sposobnost viStancisusda prenese ovu fitoplazmu na
biljke poponca. Vektorska uloga vrske incisusu prenosenju stolbur fitoplazme na

vinovu lozu nije utv@ena, jer nijedna od 12 biljaka vinove loze kojekswis¢ene u
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eksperimentima prenoSenja nije bila pozitivna naustvo stolbur fitoplazme (Tabela
13).

Tabela 13 Test biljke korigene u testovima prenoSenja fitoplazmi pémgrirodno
inficiranih populacijaE. incisus

Lokalitet Broj Test biljka Broj analiziranih Identifikovana
sakupljenih biljaka/broj 16Sr grupa
primeraka pozitivnih biljaka*  fitoplazme
za testove
prenoSenja

Dobanovci 520 Cirsiumarvense  3/3 . esrill

Catharanthus roseus 3+6 /2+1 16Sriil/

____________________________________________________________ 16Sxi
_____________________________________ Convolvulus arvensis4/0 -
Topola 500 Catharanthus roseus 6+6 /3+4 16SrXIl/

____________________________________________________________ 16Sxi
_____________________________________ vitis vinifera.__ 4/0 -

Doniji 210 Catharanthus roseus 6 /0 -

Milanovac
Negotin__ 330 Catharanthus roseus 10/3 . 16Sexi
Jasenovik 780 Catharanthus roseus 6+6 /2+2 16SrXIl/
____________________________________________________________ 16Sexi
Vitis vinifera_ - 4+4/0+0 SO
_____________________________________ Convolvulus arvensis 4/1  16SrxIl
Vranje 845 Catharanthus roseus 6+6+6+6/0+0+0+0 -

*+ ozn&ava postavljanje testova tokom viSe godina

4.6 Vektorska uloga laboratorijski gajenih populacja vrste E. incisus

Testovi prenoSenja fitoplazmi powlaboratorijski gajenih populacija imali su
za cilj da pokazu sposobnost vrdie incisusda usvaja i da prenosi raite grupe

fitoplazmi u kontrolisanim uslovima.

Testovi prenoSenja 16Srlll grupe

Tri meseca nakon inokulacije, svih 6 perivinki pé&lamida razvilo je simptome
tipicne za infekciju fitoplazmom, Sto je PCR analizaotvpdila. Perivinke su najpre
pokazivale simptome virescenci, a zatim i prisudiladija, da bi na kraju doSlo do
skr&tivanja internodija, pojave sitnih listova i simptartipiénih za sistemsku infekciju
(Slika 20).
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Slika 20. Simptomi na biljciC. roseusnficiranoj CMI fitoplazmom (16Srlll) poméu
laboratorijski gajenih adult&. incisus (A) simptomi virescenci; (B) simptomi filodija;
(C) izgled biljke 6 meseci nakon inokulacije.

Biljke C. arvensesu pokazivale simptome skemih internodija, gusto grananje
stabljike sa razvojem sitnih listova, kovrdZanjestdva, simptome multiplih
inflorescenci ili odsustvo cvetanja (Slika 21). Sest biljkeC. arvensesu uvenule 5
meseci nakon inokulacije. Kontrolne biljke su b#simptomatske i negativhe na
prisustvo fitoplazmi.

) bom’m

laboratorijski gajenih adult&. incisus (A) skraene internodije; (B) kovrdZanje listova.
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Svih 360 primerak&. incisuskoji su kori&eni u eksperimentu, preziveli su 24h
inokulacije na test billkama Sto pokazuje da su bbge pogodne za kratkotrajnu
ishranu. Adulti su pojedigao analizirani na prisustvo fitoplazmi i dobijergzultati
pokazuju visoku stopu inficiranosti 16Srlll gruposg prosénom vredno&u od 83%
(opseg: 73-93%, n=12) (Tabela 14). Ovaj nalaz ujeada jeE. incisusefikasan vektor
16Srlll grupe fitoplazme. Nivo inficiranosti naj@Szavisi od dostupnosti inficiranih

biljaka kao izvora patogena.

Tokom iste eksperimentalne godine, na lokalitetub@wmwvci sakupljene su
simptomatske biljkeC. acanthoides na njih je stavljeno ukupno 400 novoispiljenih
jedinki E. incisusna akviziciju. Prisustvo 16Srlll grupe identifikano je u 3/6 perivinki
i 2/4 bilike C. arvense Pozitivne perivinke su pokazivale &pe simptome prisustva
fitoplazmi, virescence i filodije, dok se kod paaitih C. arvensemoglo uditi

skr&tivanje internodija, kovrdzanje listova i uvesubiljaka nakon 5 meseci.

Od ukupno 300 prezivelih jedinKt. incisuskoje su korigeni u testovima
prenosenja, 272 (90.7%) su bile pozitivne na ptisufitoplazme 16Srlll grupe. Ovaj
rezultat ukazuje da vrst. incisusima sposobnost da usvoiji fitoplazmu 16Srlll grupe
sa zarazenih biljak&. arvensei C. acanthoidesu veoma visokom procentu i da je

uspesno prenese na indikator bilfRuroseus bilijku C. arvense

Nakon potvdene vektorske uloge vrste. incisusu prenoSenju 16Srlll grupe
fitoplazmi, tokom 2014. godine, postavljena su phéa eksperimenta u kojima je
ispitivana sposobnost usvajanja i prenoSenja 1b6&mlpe fitoplazmi, na 5 biljnih vrsta
podtribusa Carduinae. Analizom je uteno da samo jedna biljk@. oleraceumna
kojoj su se hranile jedinke koje su usvajale 183itbplazmu sa zarazendg. arvensge
u sebi nosi 16Srlll grupu. Ostale test biljke, kdmntrolne biljke su bile negativne na
prisustvo fitoplazme 16Srlll grupe. Od ukupno 60@lta koji su korigeni u testovima
prenoSenja, 312 je bilo pozitivno na prisustvo 16Sgrupe (52%). Dodatni
eksperiment se sastojao od kéei§ja inficiraneC. roseuskao bilike za akviziciju.
Nakon tri meseca od inokulacije nijedna test biljkge pokazivala simptome
fitoplazmattnog oboljenja. Prisustvo fitoplazme 16Srlll grupée nutvrideno u

analiziranim test i kontrolnim biljkama, kao ninsektima.
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Tabela 14.Testovi prenoSenja CMI fitoplazme (16Srlll-B) Ga arvense C. roseus

pomaiu laboratorijski gajene populaciia incisus

biljka

Eksperimentalna Postavka

Cirsium arvense 1

Catharanthus
roseus

2

10

11

12

Broj
inficiranih E.
incisugbroj
izlozenih
22/30
27/30
24/30
23/30

26/30

26/30
25/30
28/30

300/360
(83%)

PrenoSenje OpaZeni simptomi

odusustvo cvetanja, slene
internodije, susenje biljke
odusustvo cvetanja, slene
internodije, kovrdZanije listova
multiple inflorescence, skeme
internodije, susenje biljke
multiple inflorescence, skeme
internodije, suSenje biljke
multiple inflorescence, skeme
internodije, suSenje biljke
multiple inflorescence, skeme
internodije, susenje biljke
virescence, filodije, intenzivno
grananje

filodije, skréene internodije i
petiole, vestije metle

filodije, skréene internodije i
petiole, vestije metle
virescence, filodije, intenzivno
grananje

virescence, filodije, intenzivno
grananje

virescence, filodije, intenzivno
grananje
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Testovi prenoSenja 16Srll grupe

Sposobnost vrstd. incisusu prenoSenju fitoplazme 16Srll grupe pamo
laboratorijski gajene populacije nije ufiena. Nakon tri meseca od inokulacije, nijedna
od 12 indikator biljaka nije pokazivala simptomerddderisttne za fitoplazme.
Analizirane su sve test i kontrolne biljke kao iseékti koji su korigeni u

eksperimentima i svi su bili negativni na prisusfitoplazme 16Srll grupe (Tabela 15).

Tabela 15 Testovi prenoSenja 16Srll grupe pamdaboratorijski gajene populaciie

incisus
Godina  Biljka na Test biljka Broj Broj pozitivnih/
kojoj je vrSena pozitivnih/broj ukupan broj
akvizicija izloZzenihE. biljaka
incisus
Catharanthus roseus0/30
Catharanthus roseus0/30
2014 Catharanthus Catharanthus roseus0/30 0/6
roseus Catharanthus roseus0/30
Catharanthus roseus0/30
_____________________________________ Catharanthus roseus0/30
Catharanthus roseus0/30
Catharanthus roseus0/30
2015 Catharanthus Catharanthus roseus0/30 0/6

roseus Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30

Testovi prenoSenja 16SrV grupe

Rezultati eksperimenata prenoSerijdavescence doréditoplazme (16SrV
grupa) pomoéu laboratorijski gajene populacije pokazali su dstakE. incisusmoze da
prenese ovu fitoplazmu na eksperimentalnu bifkwoseusdok sposobnost prenoSenja
FD fitoplazme na vinovu lozu, nije utdena. RFLP analizom i &enjem saMSd
enzimom je utwteno prisustvo 16SrV grupe u 2 od ukupno 12 periyiSko je
potvideno i sekvenciranjem 16S rRNK regiona. Insekti spedno preneli FD
fitoplazmu samo kada su je usvajali sa zarazerkebQ. vitalbg dok kada su je
usvajali sa zarazene indikator biljk€. roseus nisu uspeli da je prenesu na

eksperimentalne biljke. Svi insekti su bili negatina prisustvo fitoplazmi (Tabela 16).
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Biljke koje su bile pozitivne na prisustvo 16SrVupge fitoplazmi, pokazivale su

simptome Zutila i patuljastog rasta.

Tabela 16 Testovi prenoSenja 16SrV grupe pamdaboratorijski gajene populaciie

incisus

Godina Bilika na Test biljka Broj Broj pozitivnih/
kojoj je vrSena pozitivnih/ ukupan broj
akvizicija broj izlozenih  biljaka
E. incisus
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Clematis Catharanthus roseus 0/30
vitalba _Catharanthus roseus0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
____________________________________ vitis vinifera 030
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus roseus 0/30
Catharanthus Catharanthus roseus 0/30
roseus _Catharanthus roseus0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30

216

2014

0/6

2015

Testovi prenoSenja 16SrXIl grupe

Eksperimenti usvajanja i prenoSenja stolbur féapie poméu laboratorijski
dobijene populacijeE. incisus postavljani su tokontetiri eksperimentalne godine
(2013-2016). Akvizicija je vrSena sa 4 perivinkejek su u sebi nosile 4 raglia
genotipa stolbur fitoplazme: STOLgtufb/V2-TA/STOL), Rqg50 tuf-b/V2-TA,
Rqg50), BG4560gtf-b/V7-A/BG4560) i 19-25¢gt(f-ab/V18/19-25). Rezultati testova

prenoSenja prikazani su u Tabeli 17.

Tokom dve eksperimentalne godine jedirkeincisussu vrSile akviziciju na

perivinki sa genotipom STOLg. Insekti su uspeSrempl ovaj genotip na 5 od ukupno
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12 perivinki i na 3 od 8 vinovih loza u obe ekspentalne godine. Sve pozitivne biljke
C. roseussu pokazivale simptome Zutila, dok su listovi pierih sejanaca vinove loze
pokazivali zutilo i savijali se prema ngli lista. Od 600 analiziranih primeraka
incisus samo 5 (0.83%) je bilo pozitivho na prisustvdlaio fitoplazme.

VrstaE. incisusje uspesno prenela i genotip Rqg50g, koji je ukvg zarazene
perivinke, tokom dve eksperimentalne godine. PC&izom i sekvenciranjem utideno
je prisustvo ovog genotipa fitoplazme u 4 od ukup@agerivinki, 2 od 8 vinovih loza i
3 od 4 poponca. Sve bhiljke vinove loze iz ekspentaeao i kontrolne biljke, posle
godinu dana od inokulacije, bile su asimptomatdRee perivinke je karakterisao
patuljasti rast nakon tri meseca, dok su dve imalenptome Zutila i patuljastog rasta.
Sve 3 pozitivne biljke poponca su bile asimptomatsBve kontrolne biljke su bile
asimptomatske i negativne na prisustvo fitoplazimiiciranost insekata je bila vrlo
niska. Od ukupno 720 analiziranih insekata, sam& j€0.97%) bilo pozitivho na

prisustvo fitoplazme.

JedinkeE. incisuskoje su bile na akviziciji na perivinki zarazerggnotipom
BG4560g, uspesSno su prenele ovaj genotip na 2pmtiginki, dok su sve biljke vinove
loze i svi insekti bili negativni na prisustvo filazmi. Na zaraZzenim perivinkama

simptomi zutila su se razvili nakon tri mesecamakulacije.

Sposobnost vrste. incisusu prenoSenju genotipa 19-25g nije pdama. Tokom
dve eksperimentalne godine testovi prenoSenja wgtdiitoplazme su postavljeni sa
adultimaE. incisus koji su usvajali fitoplazmu sa perivinke zarazéufeab tipom koiji je
iskljucivo povezan sa koprivom. PCR analizom nije déwo prisustvo stolbur
fitoplazme u testiranim, kao ni u kontrolnim biljka. Svi analizirani insekti su tate

bili negativni na prisustvo fitoplazme.
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Tabela 17 Testovi prenoSenja 16SrXIl grupe patudaboratorijski gajene populacije

E. incisus
Biljka na kojoj je vrSena  Test biljka Broj pozitivnih/broj Broj pozitivnih/ukupan
akvizicija izlozenih E. incisus broj test biljaka
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30 2/6
Catharantus roseus Catharantus roseus  0/30
BG4560g Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
(tuf-b/V7-A/BG4560) Vitis vinifera o/30 T
Vitis vinifera 0/30 0/4
Vitis vinifera 0/30
________________________________ vitis vinifera o0
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  1/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  2/30
Catharantus roseus  1/30 5/12
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus Catharantus roseus  0/30
STOLg Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
(WFLNV2-TAISTOL)  catharantusroseus /30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 1/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30 3/8
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
________________________________ vitis vinifera o030
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  2/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30 412
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  1/30
Catharantus roseus Catharantus roseus  0/30
Rqg50g Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
(WFbNV2-TA'STOL)  catharantusroseus /30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 1/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30 2/8
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 1/30
Vitis vinifera 0/30
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Biljka na kojoj je viSena  Test biljka Broj pozitivnih/broj Broj pozitivnih/ukupan
akvizicija izloZenih E. incisus broj test biljaka
Convolvulus arvensis 0/30
Convolvulus arvensis  0/30 3/4
Convolvulus arvensis 1/30
________________________________ Convolvulus arvensis 030
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30 0/12
Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30

Catharantus roseus Catharantus roseus  0/30
19-25g Catharantus roseus  0/30
Catharantus roseus  0/30
(tu-ab/\18/19-25) Catharantusroseus  0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30 0/8
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30
Vitis vinifera 0/30

4.7 Taksonomska karakterizacija fitoplazmi u prirodno inficiranim populacijama

E. incisusna osnovu 16S rRNK genskog regiona

Kod svih jedinki E. incisus koje su bile pozitivne na prisustvo fitoplazmi
uspesno je umnozen i sekvenciran 16S rRNK genglomditoplazmi u okviru koga se
nalazi taksonomski vrlo informativan F2nR2 fragmddentifikovano je ukupno devet
razlicitin tipova sekvenci 16S rRNK regiona. Pdeejem sa referentnim izolatima
odgovarajdih ‘Ca. Phytoplasma’ taksona (Prilog - Tabela 4) déma je njihova
genetska stnost, a poréenjem sa referentnim podgrupama, dém je njihov RFLP
koeficijent slénosti i odgovarajéa taksonomska pripadnost (Prilog - Tabela 5).

Za pet od devet tipova sekvenci, sa koeficijensdnosti F=1.00, utwteni su
standardni restrikcioni obrasci 16S rRNK podgrug®Srl-F, 16Srll-E, 16Srlll-B,
16SrIX-C i 16SrXIl-A) koje su do sada definisanealfEla 18). Preostalkéetiri tipa
sekvenci razlikovala su se u digestiji sa jedninzimom, od taksonomski najblizih
izolata. Na osnovu ovih rezultata, @oepozitivnim jedinkamde. incisusregistrovana je
varijanta 16Srl grupe (16SrI-R**) i varijanta 16%rgrupe (16SrIX-E**), kod kojih je
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koeficijent sltnosti F=0.98. Takde, identifikovana je i nova podgrupa, 16SrXI-G, kod
koje je koeficijent stinosti bio F=0.97, u odnosu na taksonomski najidtidliat 16SrXI-

C podgrupe (Tabela 18).

Ukupno je mdu inficiranim jedinkamakE. incisus identifikovano Sest Ca.
Phytoplasma’ vrsta, od kojih je pet pokazivalo dere nukleotidne razlike u patenju
sa referentnim izolatima:Ca. Phytoplasma asteris’Ca. Phytoplasma aurantifolia’,
‘Ca. Phytoplasma pruni’,Ca. Phytoplasma phoenicium’ Ca. Phytoplasma oryzae’, a
vrsta Ca. Phytoplasma solani’ bila je 100% ideima sa referentnim izolatom.

4.7.1 ‘Ca. Phytoplasma asteris’ (16Srl grupa)

Od 10 izolata koji pripadaju 16Srl grupi u okvirGd. Phytoplasma asteris’-
srodnih sojeva, tri izolata sakupljena na lokalitétanje imala su n@isobno identine
sekvence i pripadala su 16Srl-F podgrupi. U gengu sa referentnim izolatom
podgrupelLeafhopper-borne phytoplasm&VB, AY265212), ova tri izolata 16Srl-F
podgrupe imala su koeficijent &hosti 1.00 i p-distancu koja iznosi 0.2% (Tabela 18

Preostalih sedam izolata u okviru 16Srl grupe gugla su varijanti 16Srl-R
podgrupe, sa koeficijentom &tiosti 0.98 u porenju sa referentnim izolatom
Strawberry phylloid frui{StrawPhF, AY102275) i p-distancama koje varirajuOol do
0.2% zbog varijacija nukleotidnih sekvenci kojeutgu na restrikciona mesta i RFLP
obrasce stinosti (Tabela 18). Tri od sedam izolata pripadalgpsmercimaE. incisus
sakupljenim na lokalitetu Babin zub, dok su prelastatiri bila iz jedinki sa lokaliteta
Jasenovik. Od 17 dijagno&kih enzima koji se koriste za razlikovanje RFLP adaca
16S rRNK podgrupan silico restrikcionim profilima dobijenim ponto Hadll enzima
utvrdene su razlike izn@el izolata 16Srl-R podgrupe nasih istrazivanja erehtnih
izolata (Slika 22, Tabela 18).

81



D -REZULTATI-

Tabela 18.Taksonomska i epidemioloSka karakterizacija fid@phi detektovanih u prirodno inficiranim jedinkaiBaincisus

Taksonomska pripradnost na osnovu 16S rRNK jena Epidemioloska karakterizacija
16Sr 16Sr RFLP koeficijent Dijagnosti¢ki 'Ca. Phytoplasma’ vrste rps3-rpl22 secY tuf/vmpl1/stamp Epidemioloske korelacije
grupa ky)aodgrupa sliénosti®/p-distance’ enzim
iesr F . 100002% - _____________'CaP asteris-srodnisoj _______ pON____ . secY()N ____na_________________ Lesfperbome (CVB)
16Srl R** 0.98/0.1-0.2% Haelll 'Ca.P. asteris'- srodni soj rp(l)-C secY(l)-C n.a. Cirsiumyellows phytoplasma (CirY),
16Srll E 1.00/1.1% - 'Ca. P.aurantifolig- srodni soj rp(I1)-E2 n.a. n.a. Italian alfa-alfa witches’-broom
podkladaxviii (IAWB),
. Picsechioidephyllody (PEP)
16Srlll B 1.00/0.3% - Ca.P. pruni'-srodni soj rp(ll)-B secY(lll)-B n.a. Cirsium arvensenultiple inflorescence
podkladaiv (CMI), Carduus acanthoidesathyrus
tuberosusL. aphacaclover yellow
. egeCYE)
lesrx € 100001% - _____________'CaP. phoenicium-srodnisoj _rp(IX)-Cl______secY(X)-Cl an. _____________ Picris echioides/ellows (PEY),
16SrIX Ex* 0.98/0.4% Hhal ‘Ca.P. phoenicium'- srodni soj  rp(IX)-E3 secY(IX)-E3 an. Knautia arvensiphyllody (KAP),
Vicia sativa
16SrXI G, nova 0.97 (16SrXI-C)/1.8% Tad 'Ca.P. oryzae'- srodni soj n.a. n.a. n.a. Leafhoppenédphytoplasma (BVK),
eoobodgrupa o _______________Cirsium arvensarodanCa. P. cirsiit___
16SrxXil A 1.00/0.3% - '‘Ca.P. solani' rp(XI-A STOL11 tuf-b/V2-TA/STOL" Hyalesthes obsoletwex Crepis foetida
(STOLY Reptalus panzetransmisioni putevi
GGY tuf-b/V2-TA /Rqg3f  H. obsoletusx Convolvulus arvensis

transmisioni putevi
n.a. — nije analizirano;
#zasnovano na filogenetskoj rekontrukciji éwaanju RFLP koeficijenta sfnosti;
P odralivanje podgrupe je udeno na osnovu praga RFLP koeficijentaralisti za odréivanje nove podgrupe koji iznosi 0.97 (Wei i s@008). Varijante RFLP obrazaca koje imaju koefitije
slicnosti 0.98 u porenju sa standardnim obrascem referentnog izolati@de podgrupe, obeleZene su sa dve zvezdice (*8)Staje predloZzeno u Wei i sar. (2008) i Zhaari §009);
“automatsko raunanje korigenjemiPhyClassifier (Zhao i sar., 2009) i¢no u sl¢aju 16SrIX i 16SrXI grupa za koj@hyClassifier baza nije imala precizno opisane pautg (Bertaccini i Lee,
2018);
drazunate na osnovu 16S rRNK gena F2nR2 regionadesiém MEGA 7.0. p-distance suwmate poréenjem sa referentnim izolatima 16Sr podgrupa daffilogu - Tabela 5;
€‘Ca. Phytoplasma’ vrste su odiene prema pravilima predloZzenim od strane PhytaméSpiroplasma Working Team u okviru IRPCM (IRPCR004), ukljiujuéi vodi¢ na osnovu kojeg se
fitoplazma izolati sa minimalnim razlikama u sekveama 16S rRNK gena u pdenju sa referentnim izolatim&a. Phytoplasma’ vrste oztavaju kao "srodni" odeenoj vrsti. Ovo pravilo nije
primenjeno u sleaju ‘Ca. Phytoplasma solani’, prefieopis fitoplazma vrste (Quaglino i sar., 2013);
zasnovano na patenju sekvenci sa referentnim izolatima i RFLP pirof na osnovu Lee i sar. (2004a; 2006; 2012), Mirsar. (2007) i Davis i sar. (2013);
9prema Cimerman i sar. (2009) i Quaglino i sar. @01
"u skladu sa oznakama genotipova na osnovu C\tkaer. (2014).
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Slika 22. Virtuelni RFLP obrasciin silico
digestijie 16S rRNK regiona koji razlikuju
16Sr podgrupe i njihove varijantedadll
dijagnostéki  enzim  razlikuje  16SrI-R
podgrupu od 16Srl-R**. Strelice sa brojevima
predstavljaju pozicije razdvojenih fragmenata
(bp). 16Srl-R: referentni sojStrawberry
phylloid fruit (StrawPhF, AY102275); 16Srl-
R**. izolat iz E. incisuskoji pripada varijanti
16Srl-R podgrupe  MNO047255 i/ili
MNO047259. MW: marker ¢pX174MHadll.
Velicina fragmenata (bp) od vrha ka dnu:
1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194,
118, 72.

4.7.2 ‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’ (16Srll grupa)

Cetiri izolata 16Srll grupe, koji pripadajuCa Phytoplasma aurantifolia’-

srodnim sojevima imala su wkhesobno identine nukleotidne sekvence i RFLP

koeficijent slénosti 1.00 u por#enju sa referentnim izolatom 16Srll-E podgrieris
echioidesphyllody (PEP, Y16393) (Tabela 18). Ipak, vrednost p distaje iznosila

1.1% i filogenetsko grupisanje je pokazalo diskoetrdvajanje podgrupa. Pripadnost

izolata 16Srll-E podgrupe iz naSe studije vré€ia.' Phytoplasma aurantifolia’ u okviru

16Srll-B podgrupe a neCa Phytoplasma aurantifolia’ vrsti u okviru 16Srll-D

podgrupe je oddena usled kasnijeg opisa (White i sar., 1998) kog u skladu sa

pravilima odrédenim od stranePhytoplasma/Spiroplasmd&adnog Tima u okviru

IRPCM (2004) a koji se ogleda u njihovoj visokojngéckoj slicnosti sa prethodno

opisanom Ca. Phytoplasma aurantifolia’ (Zreik i sar., 1995).

4.7.3 ‘Ca. Phytoplasma pruni’ (16Srlll grupa)

Ukupno 11 izolata 16Srlll grupe ‘iCa. Phytoplasma prunisrodnih sojeva

identifikovanih tokom rada na ovom doktoratu, imau meusobno identine
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nukleotidne sekvence i RFLP koeficijentéalbsti 1.00 u pordenju sa referentnim
izolatom 16SrllI-B podgrup€lover yellow edgéCYE, AF173558) (Tabela 18).

4.7.4 ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’ (16SrIX grupa)

Po prvi put na teritoriji Srbije utdeno je prisustvo 16SrIX grupe.
Identifikovano je ukupno osam izolata na dva tdailokaliteta koji pripadajuCa.
Phytoplasma phoenicium’-srodnim sojevima. Tri izalalentifikovana su u jedinkama
E. incisus sa lokaliteta Donji Milanovac, kod Gvozdene kapip@a Dunavu, sa
koeficijentom sknosti od 1.00 i p-distancom 0.1% u pieaju sa referentnim izolatom
16SrIX-C podgrupePicris echioidesyellows(PEY, Y16389) (Tabela 18). Preostalih 5
izolata ciji RFLP obrazac pokazuje pripadnost 16SrIX grugpientifikovani su u
primercima sakupljenim na jezeru u okolini Vrarlgolati sa ovog lokaliteta poseduju
razlicito mesto sé&enja pomoéu enzimaHhal sa koeficijentom stinosti 0.98 i p-
distancom 0.4%, u patenju sa referentnim izolatom 16SrIX-E podgrujiperus
witches’-broom(JunWB, GQ925918) (Tabela 18). Zbog svega navegleoa izolati
predstavljaju varijantu 16SrIX-E podgrupe (Slikg.23

\b%‘\$ @‘Cﬁ

Slika 23. Virtuelni RFLP obrascin silico
digestije 16S rRNK regiona koji razlikuju
16Sr podgrupe i njihove varijantédhal

313 dijagnostéki enzim razlikuje 16SrIX-E
podgrupu od 16SrIX-E**. Strelice sa
brojevima predstavljaju pozicije
razdvojenih fragmenata (bp). 16SrIX-E:
referentni soj Juniperus witches’-broom
JunWB (GQ925918); 16SrIX-R**: izolat iz
E. incisuskoji pripada varijanti 16SrIX-E
podgrupe (MNO047261). MW: marker
bX174Madll. Veli ¢ina fragmenata (bp) od
vrha ka dnu: 1353, 1078, 872, 603, 310,
281, 271, 234,194, 118, 72.

F2nR2 > Hhal
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4.7.5 ‘Ca. Phytoplasma oryzae’ (16SrXI grupa)

Najkompleksnija taksonomska determinacija vezanzajd6SrXI grupu, koja,
pored toga Sto je prvi put identifikovana u Srbijijedinkama vrst&. incisus razlita
je od obe do sada opisane vrste koje pripadajuXi@8rozomalnoj grupi fitoplazmi:
‘Ca. Phytoplasma oryzae’ koja pripada 16SrXI-A podgiu@a. Phytoplasma cirsii’ u
okviru 16SrXI-E podgrupe. Dva izolata identifikovaatokom istrazivanja najsrodnija
su sa 16SrXI-C podgrupom, ali se i od nje jasndikajn. Filogenetske analize i p-
distance pokazuju bliskije odnose izolata iz SrbgeCa. Phytoplasma oryzae’ nego sa
‘Ca. Phytoplasma cirsii’, Sto se objasSnjava getkatn razlikama F2nR2 regiona 16S
rRNK gena, koje iznose 2.1% u pdeaju izolata iz Srbije s&Ca. Phytoplasma oryzae’
I 2.9% sa Ca. Phytoplasma cirsii’. PoSto prag za opis no@a.'‘Phytoplasma’ vrste
iznosi 2.5% geneatke razlike na F2nR2 regionu 16S rRNK gena (IRPCBD4, a
vrednosti manje od 2.5% se tretiraju kao "srode\wt mi smo isolate 16SrXI grupe

iz Srbije oznaili kao sojeve srodneCa. Phytoplasma oryzae’ vrsti.

RFLP koeficijent skinosti i p-distance pokazuju najreslicnost sa referentnim
izolatom 16SrXI-C podgrupd.eafhopper-borne phytoplasm@BVK, X76429), sa
koeficijentom slénosti od F=0.97 i genénim distancama od 1.8% (Tabela 18). Prag
koeficijenta skénosti za opis nove 16Sr podgrupe iznosi 0.97 (Wairi, 2008; Zhao i
sar., 2009), pa bi, na osnovu toga, 16SrXI grumntifikovanu u izolatima iz Srbije
trebalo opisati kao novu podgrupu. Péatgreporuke Zhao i sar. (2009), potvrdili smo
in silico restrikcioni obrazac razlikovanja nove podgrupejdj najblize 16SrXI-C,
RFLP digestijom pom@u Tad restrikcionog enzima i ozidi je kao 16SrXI-G
podgrupu (Tabela 18, Slika 24).
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Slika 24. Virtuelna in silico
RFLP digestija pomiu Tad
enzima Kkoji razlikuje novu
16SrXI-G od 16SrXI-C
podgrupe dobijena analizom
F2nR2 dela 16S rRNK genskog
regiona (levo) i RFLP digestija
sa istim enzimom prikazana na
poliakriladmidnom gelu (desno).
16SrXII-A:  referentni  Ca.
Phytoplasma  solani’ izolat
STOL11 (AF248959); 16SrXI-
C: referentni Leafthopper-borne
(BVK) izolat 16SrXI-C
podgrupe (X76429); 16SrXI-G:
izolat nove 16SrXI-G podgrupe

F2nR2 > Tagl

izolovan iz E. incisus
(MNO047262); MW: marker
bX174Madll (Fermentas).

Veli¢ine fragmenata (bp) od vrha
ka dnu: 1353, 1078, 872, 603,
310, 281, 271, 234, 194, 118, 72.

4.7.6 ‘Ca. Phytoplasma solani’ (16SrXIl grupa)

Svih 18 izolata 16SrXIl grupe, identifikovanih na razlicitih lokaliteta,
pokazali su mé&usobno identine 16S rRNK sekvence i 4 nukleotidne razlike u adno
na 16SrXII-A referentni izolat (STOL11l, AF248959RFLP koeficijent sknosti
iznosio je 1.00 u podenju sa istim referentni izolatom (Tabela 18). |&koizolati iz
Srbije pokazuju 0.3% p-distance u odnosu na referézolat, oni ispunjavaju sva ftri
kriterjuma opisana u radu Quaglino i sar. (2018)ji ih svrstavaju u vrstuCa.

Phytoplasma solani’.

4.8 Filogenetske analize izolata fitoplazmi identikovanih u prirodno inficiranim

jedinkama E. incisusna osnovu 16S rRNK genskog lokusa

Filogenetske pozicije i odnosi izolata fitoplazrdentifikovanih u primercima
E. incisusiz Srbije i referentnih izolata svih do danas pi#n 16S rRNK grupa i
opisanih ili predlozenihCa. Phytoplasma’ vrsta, odteni su poméu Neighbor-joining
analize 16S rRNK gena. U analizu su uéfoe 42 opisaneCa. Phytoplasma’ vrste i
osam izolata koji joS uvek nisu opisani kao zaselda Phytoplasma’ vrste, ali

pokazuju razlike u odnosu na sve do sad pozngisane vrste (Prilog - Tabela 4). Sve
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‘Ca. Phytoplasma’ vrste ukliigne u filogenetske analize grupisane su u 35 grupa
fitoplazmi, koje su do sada opisane. Na filogeratsistablu definisane su, sa visokim
vrednostima podrske, tri glavne filogenetske podé&ldzolati iz primerak&. incisusiz
Srbije grupisani su u dve podklade, podkladu I(Slika 25), dok se nijedan od nasih
izolata ne nalazi u okviru podklade IIl u okviruj&se nalaze izolati fitoplazme 16SrX

grupe i srodnih 16Sr grupa/vrstapple proliferatiorn.

U filogenetske analize su, tad®m ukljuteni izolati fitoplazmi 16Srl, 16Srll i
16SrXII grupe, koji su do sada registrovani u $rbij

Filogenetske pozicije Sest radlih grupa fitoplazmi, identifikovanih u
jedinkamakE. incisus na filogenetskom stablu, poduju njihov diverzitet i genetku
segregaciju (Slika 25). U okviru svake grupacije stablu, koja je predstavljala
izdvajanje odréene grupe fitoplazmi, udane su detaljnije filogenetske analize da bi se

razreSile njihove asocijacije i odnosi.

U okviru podklade | nalaze se izolati fitoplazmiSk6i 16SrXIl grupe. Izolati
16SrXIl-A podgrupe m&usobno su identhi sa vé poznatim izolatima iz Srbije i
grupiSu se sa referentim izolatom STOL11. T&kau Srbiji je zabelezena i 16SrXII-H
podgrupa koja pripada vrstta. Phytoplasma convolvuli’, ali se ona nalazi u genoj

kladi u okviru 16SrXII grupe.

Podgrupe 16Srl-F i 16Srl-R su bliske sa 16SrI-BSr1-C podgrupama koje su
registrovane u Srbiji. Izolati koji pripadaju 1691 podgrupi se jasno izdvajaju sa
referentnim izolatom —R podgrupe i predstavnikompedgrupe. Nasi izolati 16SrI-F
grupe formiraju zajedoku grupu sa referentnim izolatom —F pogrupe, uzr§adod
96% (Slika 25).

U okviru podklade Il nalaze se izolati preostédiri grupe fitoplazmi koje su
registrovane u ovim istrazivanjima. lzolati 16S#Ipodgrupe smesteni su u okviru
bazalne grupe podklade zajedno sa 16SrXV-A podgny@di kao odvojena grana od
prethodno identifikovanih izolata koji su zabelezanokviru iste podgrupe Wicris
hieracioides (PHBS) iz Srbije. Linije u okviru 16Srll grupe jasrsu odvojene sa
visokom podrSkom. Izolati iz naSe studije se grupsga izolatomltalian alfalfa
witches’- broom(IAWB), dok referentni izolat 16Srll grupe (PEPYy&¢ opisani izolat
iz Srbije (PHBS) formiraju odvojenu liniju sa pokioin od 87% (Slika 25).

87



o -REZULTATI-

Izolati 16Srlll grupe fitoplazmi identifikovani ueginkamaE. incisus su
identiéni sa nukleotidnim sekvencama dobijenim analizompsomatskih biljakaC.
arvense C. vulgarei C. acanthoides asimptomatskiiL. tuberosus L. aphaca sa
lokaliteta Dobanovci. Oni su deo nageepodklade u okviru 16Srlll klade. PodrSke

unutar same grupe su veoma niske (Slika 25).

Podgrupe 16SrIX grupe se grupiSu zajedno sa 16SOQtupom, u okviru
podklade II, s tim Sto postoji jasno razdvajanjensg/&im nivoom podrSke izmii
ovih grupa. U okviru 16SrIX grupe, izolati iz nasadije, koji pripadaju —C i —E
podgrupama grupiSu se, sa podrskom od 87%, saengfém izolatima pomenutih

podgrupa, kao i sa referentnim izolatima 16SrIX—ipodgrupe (Slika 25).

Prvi put identifikovana 16SrXI-G podgrupa formirdwoejenu granu u okviru
grupe koji ¢ine 16SrXI i 16SrXIV grupa, a u kome se nalaziGa: Phytoplasma
cynodontis’ vrsta koja je zabeleZzena u Srbiji. Navu grupisanja koje se vidi na
stablu na slici 25, izolat iz Srbije pripada gruju bazalnu granwini 16SrXI-E
podrupa, odnosnoCa. Phytoplasma cirsii’. PodrSke za odvajanje glavgiapa u
okviru 16SrXI grupe su veoma niske.

4.9 Multilokusna (MLST) i epidemioloSka karakterizacija izolata fitoplazmi

detektovanih u populacijama vrsteE. incisusi u testovima prenosenja

Osnovna identifikacija i karakterizacija izolataoflazmi identifikovanih u
prirodno inficiranim jedinkam&. incisusi biljkama iz testova prenoSenja je deaa na
osnovu 16S rRNK genskog regiona. Getleivarijacije na 16S rRNK genu su detaljno
determinisane na osnovpl22-rps3i secYgena, dok su za izolate stolbur fitoplazme

koris¢ena tri dodatna genékia lokusatuf, stamp vmpZlgen.

Multilokusna karakterizacija je vrlo korisna za pabo razdvajanje izolata na
podgrupe i tipove u okviru svakog gena, Sto dajbrdoosnovu za detaljniji prikaz
epidemiologije odréene grupe iCa. Phytoplasma’ vrste. Izolati iz ovih istrazivanja,
iako pripadaju filogenetski veoma raaiim grupama, podgrupama i vrstama, pokazuju
bliske i srodne odnose sa izolatima koji vode plarék nekoliko prirodnih domana: i)
detelina Trifolium spp.), lucerka Nl. sativg, Lathyrus spp. i druge leguminoze; ii)
Picris echioided.. i P. hieracioidesiii) C. arvensgCarduinae) i iv) cikade.
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‘Ca. P. ulmi' 16SrV-A o 16STIXB
a. P. V-
\Ca. P rubi' 16SIV-E o 16SrIX-G 89) 16SrIII-A rmA operon
R - 16SrIX-F N27-2 ‘I. 16SrIII-A rmB operon
‘Ca.P. 16SrV-B -
... 16SrIX-H 16Srl11-H
'Ca. P. balanitae’ 16StV-F
, - 16StIX-D N 16SrI1I-E
Ca. P. trifolii 16STVI-A
'Ca. P. sudamericanum' 16SrVI-1 - 16SrIX-E 16Srl1I-G
e - 100 Ei1090 16SrIX-E 16SrI11-1
‘Ca. P. fraxini’ 16STVIL-A - . & - -
Ei230 16SrIX-C
'Ca. P. luffac’ 16SrVII-A 16SrI1l-V
; 9 16SrIX-C 16S111-U
'Ca. P. malaysianum' 16SEXXXII-A o) il
B - 16SrIX-F GLL-Hon S
Ca. P. phoenicium 16SH1X-B — of 16SITX-A 16Srlll-R
'Ca. P. omanense’ 16SEXXIX-A L L6SIXXIX-A 16SrIII-J
‘Ca. P. pruni' rmB 16StII-A CMI-Ei 16Sr11I-B
'Ca. P. pruni' rmA 16SrI11-A Ei1327 16Sr1II-B
'Ca. P. castaneae’' 16SrXIX-A 16SrlI1-B
'Ca. P. pini’ 16SrXXI-A 16SrllI-K
*Ca. P. cocostanzaniae' 16SHYV-C 100] 16SH11-Q
'Ca. P. palmicola’ 16SIXXII-A 16Sr11-D
'Ca. P. noviguineense' 16StIV-related / new group 16SrII1-F
*SBS phytoplasma 16SEXXIV-A g 16SrXI-E 168tl11-C
*Ca. P. palmae’ 16SHV-A T 1681XI-C I
*SC phytoplasma D3T2 16SIXXVII-A T 4| ERE. 168eX1-5} oo 16STIII-M
- 16SrXI-D e
*SC phytoplasma D3T1 16SIXXVI-A - 80
‘Ca. P cirsii 16SEXI-E - 15 oL oo
e 84l 16SrXI-F 93| 16SrI11-W
'Ca. P. oryzac' 16SIXI-A 0005 i
'Ca. P. cynodontis' 16SIXIV-A Subclade I1 IZS’XI;‘A _____________ sop  16StII-A
'Ca. P. wodyetiae' 16SIXXXVI-A ALY 16SrlI-D
‘Ca. P. aurantifolia’ 16Srl1-B 16SrlI-C
'Ca. P. brasiliense’ 16SEXV-A gg| 9L 16Srll-B
*WTWB phytoplasma 16StXXV-A 16SrI-R 7y
‘Ca. P. thamni’ 16STXX-A Ei208 16SrI-R 100 T
' - 84 Ei620 16SrI-R P 16SH1I-E IAWB
Ca. P. allocasuarinac' 16SIXXXII-A N
ic 4 CCPh16SH-C__> =i %l Eil155 16Sr1I-E
‘Ca. P. tamaricis’ 16SIXXX-A Subcladenfy \-.yt __ =7 = SCPRIGMLC 2 el
» CAY-WB 16Sr1-A> . 16SrXV-A
'Ca. P. spartii' 16SrX-D Ei1096 T6STLF
D 0 1 Sri-|
.?" P. pmlr:orum 16SrX-B L6SILE
a. P, mal 16StX-A 16Sr1-E
‘Ca. P. pyri' 16STX-C 16Sr1-M
‘Ca. P. asteris' 16St1-B 16SHI-N
'Ca. P. lycopersici’ 16Stl-Y 16SrI-L
*Derbid phytoplasma 16SIXXVIII-A 16Sr1-D
*BVGY phytoplasma 16STXXI11-A <A
'Ca. P. hispanicum' 16SrXIII-A PopWBl6StlP> 16SrXII-D
'Ca. P. meliae' 16SrX111-G 16Sr1-O T 16SrXII-E
'Ca. P. japonicum'’ 16SrXI11-D 16Sr1-Q 94 3B
'Ca. P. fragariae' 16SKXII-E 16SrI-K = 16SrXII-B
‘Ca. P. convolvuli’ 16SIXI1-H 16Srl-Y 16SrXI11-C
'Ca. P. americanum’ 16SIXVII-A Subclade I 81 <STOL 16SrXII-A>
'Ca. P. australiense' 16SrX11-B Ei22 16SrXII-A
‘Ca. P. solani’ 16SIXT1-A ; 16SrXII-A
'Ca. P. graminis' 16SIXVI-A 16SrXI1I-G
'Ca. P. caricae' 16SEXVIL-A = 16SrXII-F
"Ca. P. costaricanum’ 16SEXXXI-A 0005 16SIXVI-A
Acholeplasma laidlawii 98] 16SrXVII-A
Acholeplasma palmae. 16SIXVIII-A
Bacillus subtilis
0.02
'Ca. Ph; izolati prethodno i i i u Srbiji
<——> 16811 group < 16SrllI group <——= 16SrXII group 'Ca. Phytop ! strains in Euscelis incisus in this study

Slika 25. Filogenetski odnosi nde fitoplazmama razitih grupa i podgupa detektovanih i incisusi 50 do sada opisanih ili
predloZenih Ca. Phytoplasma’ taksona.
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4.9.1 16Srl ribozomalna grupa

Karakterizacijom na osnovu 16S rRNK gena, @wio je da izolati iz jedinkE.
incisuskoji pripadaju 16Srl-F podgrupi formiraju zasedmiju sa referentim izolatom
16SrI-F podgrupe, identifikovanim u cikadi iz Netka (CVB) i da su sa njim
najsrodniji, sa 99.8% siosti nukleotidnih sekvenci odnosno dva nukleotidalike
(Tabela 18, Slika 26). lIzolati koji pripadaju 16®1pokazuju dva razlita obrasca
nukleotidnih sekvenci. Izolati iz primeraka incisussa lokaliteta Babin zub su idetrti
sa referentnim izolatom —R podgrupe (StrawPhF) €lali8), dok izolati iz jedinkk.
incisussa lokaliteta Jasenovik pokazuju jednu nukleotidialiku u odnosu na izolate sa
Babinog zuba i referentnog izolata. Izolati kojipadaju 16Srl-R podgrupi pokazuju
slicnost od 99.8-99.9%, u palenju saCirsium yellows phytoplasm&irY, AF200431)
identifikovanoj u C. arvenseu Litvaniji i sa fitoplazmom prorienoj u Trifolium
sativum(Schreb.) Crome u Kanadi (CPh, AF222065). Naslaizdormiraju posebnu
kladu na filogenetskom stablu sa referentnim izwatl6SrI-R podgrupe i referentnim
izolatom 16SrI-C podgrupe u koju spada i izolatiételine CPh (Tabele 18 i 23, Slika
26), sa podrskom od 73%.

Karakterizacija na osnovpl22-rps3i secYgena je potvrdila pomenute nalaze.
Pratéi identifikaciju i karakterizaciju na osnovu 16SNR gena, identifikovane su dve
rp grupe mdu izolatima prondenim u prirodno inficiranim jedinkam&. incisus
Analiza rpl22-rps3 gena na osnovu 1051 bp sekvenci izolata iz Sibrgferentnih
izolata pokazala je da su sve sekvencel6SrI-F ppdgméusobno identine, kao i da
su identéne sa sekvencom izolata iz cikade (CVB, AY2648&bji odgovara rp(l)-N
ribozomalnoj podgrupi. Sekvence izolata jediBkiincisusiz Jasenovika, koji pripadaju
16Srl-R podgrupi, pokazuju 99.9% d¢losti nukleotidnih sekvenci (1 nukleotidna
razlika) sa izolatima fitoplazme identifikovaneTu sativum(CPh, AY264862), dok
izolat poreklom izE. incisussa lokaliteta Babin zub pokazuje 99.8%crsbisti (2
nukleotidne razlike) sa drugim izolatom fitoplazmdentifikovane uT. repens(Clover
phyllody phytoplasmaKVG, AY264860). Svi izolati koji pripadaju 16SR-podgrupi
odgovaraju rp(l)-C ribozomalnoj podgrupi na osnaopl22-rps3gena (Tabele 19 i 23,
Slika 26).
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Karakterizacija na osnovu 1211 bp sekvesmtYgena prati karakterizaciju na
osnovu 16S rRNK ipl22-rps3gena. SekvencgecYgena izolata koji pripadaju 16Srl-F
podgrupi su identne, kako méusobno tako i sa referentnim izolatom iz cikade BCV
AY803172) i odgovaraju secY(l)-N podgrupi (Tabel8 1L 23, Slika 26). Sekvence
izolata identifikovanih u primercim&. incisusiz Jasenovika, koji pripadaju 16Srl-R
podgrupi su 100% ideri sa referentnim izolatom izolovanim iz biljke sativum
(CPh, AY803179), dok izolati iE. incisussa lokaliteta Babin zub pokazuju 99.9%
identiteta (1 nukleotidna razlika) sa pomenutimerehtnim izolatom. Svi izolati koji
pripadaju 16SrI-R podgrupi okarakterisani susegY genu kao pripadnici secY(l)-C
podgrupe (Tabele 18 i 23, Slika 26). Izolati iz ifgrtxoji pripadaju secY(I)-C podgrupi,
formiraju odvojenu grupu sa podrskom od 100% sareeftnim izolatima secY(l)-C
podgrupe. Takide, naSe sekvence koje pripadaju secY(l)-N podgegasno grupisSu sa

referentnim izolatima te podgrupe (Slika 26).

4.9.2 16Srll ribozomalna grupa

Nukleotidne sekvence 985 bp 16S rRNK gena izolajadu srodni vrsti Ca.
Phytoplasma aurantifolia’ iz jedinkE. incisus sakupljenih na lokalitetu Vranje,
mediusobno su identne i pokazuju 99.8% (3 nukleotidne razlikeXsbsti sekvenci sa
izolatom fitoplazme 16Srll grupe iz vrsid. sativaiz Italije (IAWB, EF193356). U
odnosu na referentni izolat 16Srll grupeRz echioides(PEP), sknost naSih izolata
iznosi 98.9% (14 nukleotidnih razlika) (Tabela 1&)k je u odnosu na izolat iz vrdee
hieracioidesregistrovan u Srbiji (PHBS, JQ743505)¢ebst 99.2% (10 nukleotida
razlike) (Slika 27). Nasi izolati formiraju podkladu okviru 16Srll-E podgrupe, sa
izolatom IAWB, sa podrskom od 99%. (Slika 27).
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Slika 26. Filogenetska stabla konstruisana na osnovu 16&KrRN22-rps3i secYgena 16Srl ribozomalne grupe fitoplazmi, detekieva

primercimakE. incisus Podrske ispod 50% nisu prikazane. Pristupni brajeNCBI banci gena su dati u zagradama.
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Analizom 951 bprpl22-rps3gena utwieno je da svaetiri izolata 16Srll grupe
iz jedinki E. incisusiz Vranja, imaju méusobno identine nukleotidne sekvence, dok sa
izolatom identifikovanim uM. sativaiz Italije (IAWB, EF193380), pokazuju 99.8%
identiteta (2 nukleotidne razlike) Sto odgovarazbmalnoj subkladkviii i drugoj kladi
rp(I)-E ribozomalne podgrupe definisanoj u radurte i sar. (2007). Ova klada
ribozomalne podgrupe je odiena kao rp(ll)-E2 na osnovu sistema kodirapja secY

podgrupa, koji odgovara 16S rRNK klasifikaciji podga (Tabelae 18 i 23, Slika 27).

rp(11)-A, PaWB (EF193375)
70 p(I1)-A, SPWB (EF193376)
rp(1)-A, SEPN (EF193377)

rp(1)-D, TBB (EF193373)

16S rRNK rpl22-rps3 g4] (1D, AIWB (EF193371)
. Ol 1p(11)-D, GrapeA (EF193372)
16SrII-A, PnWB (L33765) 1 5 p(11)-E, PEP (EF193381)
168111-D, PpYC (Y10097) 1p(ll)-E, PHBS (JQ743509) ] PIERE
16Sr11-C, FBP (X83432) Eil217
16St11-B, WBDL (U15442) 73 o E20 p(ID)-F
16Sr11-E, PHBS (JQ743505) - —— rp(1D)-E2
16SrlI-E, PEP (Y16393) o Eill55 (MN076658)
Ei1217 mp(I)-E, IAWB (EF193380)
Eil219 16SrII-E log  PUIMC SOYP (EFISG8I6)
Eil170 70) mp(11)-C, FBP (EF186817)
Eil155 (MIN047258) 100] p(11)-B, LWB (EF186815)
16Sr1I-E, IAWB (F193356) p(11)-C, CoP (EF186814)
palmae (1L33734) S “Ca. Phytoj li” (EF193366)

laidlawii (M23932) laidlawii (M74771)

Slika 27. Filogenetska stabla konstruisana na osnovu 16KrRXpl22-rps3 gena
16Srll ribozomalne grupe fitoplazmi, detektovangnmercimakE. incisus Podrske

ispod 50% nisu prikazane. Pristupni brojevi u N®Bhci gena su dati u zagradama.

4.9.3 16Srlll ribozomalna grupa

Svi izolati 16Srlll grupe identifikovani u jedinkarvrsteE. incisusu asocijaciji
sa CMI inficiranim billkama na terenu, kao i u tdsijkama nakon inokulacije,
okarakterisani su da bi se izvrSila determinacijpripadnost podgrupama, odredila
varijabilnost i filogenetski odnosi unutar grupaarkkterizacija je ukljtila izolate C.
arvense(oznaka Ca) sa simptomima multiplih inflorescersa, svin 5 lokaliteta (27
izolata), jedan izolat i£. vulgare(oznaka Cv), tri izolat&. acanthoideqCra), dva
izolatalL. tuberosugLt), jedan izolal. aphaca(La) i 11 pozitivnih primeraka prirodno

inficirane populacije. incisusiz Dobanovaca (Slika 28).
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Analizirani genski markeri su pokazivali ragle nivoe varijabilnosti.
Filogenetskom analizom 1169 bp 16S rRNK ge@a. ‘Phytoplasma pruni’-srodnih
sojeva utvdeno je da su sekvence svih izolata iz prirodnairgnih jedinkiE. incisusi
zarazenih biljakaC. arvense C. vulgare C. acanthoidesL. tuberosusi L. aphaca,
medusobno identine. Takde, izolati iz Srbije pokazuju 99.7% &liosti sa referentnim
izolatom 16Srlll grupe (CYE) koji je poreklom iEk. repensiz Litvanije (Tabela 18,
Slika 28). Sa podrskom od 50%, nasi izolati forfuirgrupu sa referentnim izolatima
16Srlll-B i 16Srlll-K podgrupe.

Parcijalne sekvence 1024 bpl22-rps3 gena identifikovanog u izolatima iz
Srbije pokazuju 99.9% shosti (1 nukleotidna razlika) sa izolatom iz detelu Kanadi
(CYE-C, JQ360962) i time odgovaraju ribozomalndpldadi iv (Martini i sar., 2007) i
rp(ll)-B ribozomalnoj podgrupi (Tabele 18 i 23,il@& 28). Ovaj nalaz dodatno
potvrduje pripadnost izolata iz Srbije 16Srlll-B podgrufia podrSkom od 100%, nasSi

izolati se klastriraju sa referentnim izolatom H)¢{B podgrupe (Slika 28).

Kompletne sekvence od 1491 hpl5-secYgena izolata iz Srbije dasobno su
identicne i pokazuju 99.6% sinosti (5 nukleotidnih razlika) sekvenci sa izolat@n
deteline (CYE, GU004332) i time odgovaraju secY{BIpodgrupi (Tabele 18 i 23). Sa
podrskom od 100% naSi izolati se klastriraju saenaitnim izolatom secY(ll)-B

podgrupe (Slika 28).

Poredéi filogenetske odnose iznie sva tri gena, topologija dobijenih stabala je
bila slicna i izolati iz Srbije su se grupisali sa refer@mtizolatom 16Srlll-B podgrupe

(CYE) koji potice iz biljke Trifolium spp. iz Kanade i Litvanije (Slika 28).
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16S rRNK

165rlll-A, CX (L33733)

91 165rll-A, PX11CT1 rrA (JQ044393)

16Srlll-A, PX11CT1 rrnB (JQ044392)

165r1I-H, PoiBl (AF190223)

165rlli-L, EF-MM (EU169138)

16Srlll-G, WWB rrnA (AF190226)

165rlll-l, VGY (AFO60875)

16SrlII-E, SP1 (AF190228)

165rlll-U, EBO2-Br06 (HM589213)

16Srlll-V, PassWB Br4 (GU292082)

16SrllI-R, CirWL rrnA (AF373105)

16Srlll-J, EBO1-Br03 (HM589212)

165rlllI-B, CMI-Ei (KP663643)(MN047259) Euscelis incisus - vektor

165rll-B, CMI-Ca (KP663644) Cirsium arvense - MI

165rill-B, CMI-Cv (KP663645) Cirsium vulgare- MI

165rl1I-B, CMI-Cra (KP663646) Carduus acanthoides - M1

16SrllI-B, CMI-Lt (KP663647) Lathyrus tuberosus - asimptomatska

50| '16SrI1-B, CMI-La (KP663648) Lathyrus aphaca- asimptomatska
16Srill-K, SLF (AF274876)

16Srlll-B, CYE (AF189288)

16SrilI-B, CYE-C (AF173558)

(i 16SrI11-K)

165ril1-P, DanVir rrnA (AF370119)
165rl1I-0, DanVir rrnB (AF370120)
165rlll-Y, CBFB (EF031544)

165rill-Q, BRWB (AF302841)

165rl11-D, GRI (F1376627)

165rlll-F, MWI (AF510724)

165rlll-C, PB1 (FI376626)

165rlll-N, PPT-AK6 (FI376629)
165rlll-M, PPT-MT117 (F1226074)
165rlll-F, VAC (X76430)

L— 165rllI-X, ConWBB (KC412027)
16Srlll-W, HetLL (KC412029)

‘Ca. Phytoplasma mali’, 165rX (AJ542541)

—_—
5

rpl22-rps3

165rllI-A, CX-95 (JQ360955)

76
165rlll-A, WX-95 (JQ360956)

165rlll-A, PX11CT1 (JQ360960)
165rlll-G, WWB (JQ360961)
165rlll-E, SP1 (EF186806)
165rlll-X, ConWB-B (KC412016)
165rlll-W, HetLL (KC412020)
165rlll-J, GDIIl (KC412014)
165rlll-B, CYE-C (JQ360962)
165rlll-B, CMI-Ei (KP663649) (MNO76659)
165rl1l-B, CMI-Ca (KP663650)
165rllI-B, CMI-Cv (KPE63651)
— 165rlll-B, CMI-Cra (KP663652)
165rlll-B, CMI-Lt (KP663653)
165rlll-B, CMI-La (KP663654)

165rlll-N, AKpot6 (JQ044381)

16SrllI-M, MT117 (JQ044380)

165rllI-F, VAC (EF186809)

‘Ca. Phytoplasma phoenicium’, 16SrIX (JX857836)

Euscelis incisus - vektor

Cirsium arvense - MI

Cirsium vulgare- MI

Carduus acanthoides - MI

Lathyrus tuberosus - asimptomatska

Lathyrus aphaca- asimptomatska

-REZULTATI-

rpl15-secY

165rlll-A, CX-95 (1Q268249)
165rlll-A, WX-95 (JQ268250)
165rlll-A, PX11CT1 (JQ268254)
165rlll-H, JR1Ph(PoiBI) (GU004328)
165rl11-G, WWB (JQ390054)
16SrllI-E, SP1 (GU004326)

165rllI-B, CYE (GU004332)

100| | 16571, CMI-Ei (KP663655) (MN076650)
165rl1l-B, CMI-Ca (KP663656)
165r111-B, CMI-Cv (KP663657)
165rlll-B, CMI-Cra (KP663658)

165rllI-B, CMI-Lt (KP663659)

53 165rlil-B, CMI-La (KP663660)

16Srlll-M, MT117 (GU004333)

165rlll-N, AKpot6 (GU004359)

165rllI-F, VAC (GU004360)

100 165rl1l-D, GR1 (GU004364)

165rlll-C, PBT (GU004361)
Cotton phyllody phytoplasma, 165rll (GU004350)

Slika 28. Filogenetska stabla konstruisana na osnovu 16KrRpl22-rps3i rpll5-secYgena 16Srlll ribozomalne grupe fitoplazmi,

detektovane u primercinta incisusi u eksperimentalnim biljkama na kojima su se hirgnirodno inficirani primerci. Podrske ispod 50%
nisu prikazane. Pristupni brojevi u NCBI banci genalati u zagradama.
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4.9.4 16SrIX ribozomalna grupa

Fitoplazma 16SrIX grupe je identifikovana u prirodimficiranim jedinkamek.
incisus sakupljenim na lokalitetima Donji Milanovac i Vijan kao i u biljkamacC.
intybus i K. arvensissakupljenim u Donjem Milanovcu. U testovima presmga, ova

grupa fitoplazmi nije identifikovana u biljnom majelu.

U okviru 'Ca. Phytoplasma phoenicium’-srodnih sojevdanovi 16SrIX-C
podgrupe identifikovani u jedinkam. incisusi biljlnom materijalu C. intybusi K.
arvensi$ sa lokaliteta Donji Milanovac, pokazuju twsobno identine 16S rRNK
sekvence i 99.9% sihosti sekvenci (3 nukleotidne razlike) sa PEY fit@mom
(Y16389) (Tabela 18, Slika 29).

Na osnovu analize 987 bp 16S rRNK regiona démp je da izolati
identifikovani u prirodno inficiranim jedinkana. incisussa lokaliteta Vranje, pripadaju
16SrIX-E podgrupi i pokazuju 99.6% &tiosti sekvenci (5 nukleotidnih razlika) sa
referentnim izolatom 16SrIX-E podgrupe (JunWB) (lab18, Slika 29). Izolati iz
Srbije, zajedno sa odgovaréin referentnim podgrupama, formiraju posebnu lingli

sa niskom podrskom (Slika 29).

Analizama je obuhv@eno 1062 bp sekvenepl22 i rps3gena. Utuieno je da su
sekvence izolata 16SrIX-C podgrupe 100% idewti sa italijanskim izolatom PEP
dobijenim iz kolekcije fitoplazmi u okviru INRA Bdo, Francuska (KJ806629) i 99.8%
slicne (2 nukleotidne razlike) sa referentnim izolatBariwinkle virescencétoplazma
iz ltalije (NaxY, JN712782) koje pripadaju rp(IX)iCribozomalnoj podgrupi (Tabela
18, Slika 29). Sekvence izolata 16SrIX-E podgrupé&azuju sknost od 98.1% sa
referentnim izolatom fitoplazme iz borovnice u Sigenim Amertkim Drzavama
(Blueberry stunt phytoplasma BBS3NJ, JN712787) koji pripada rp(IX)-E2
ribozomalnoj podgrupi. Zasnovano na rekonstrukdpigenetskih odnosa (Slika 29) i
RFLP koeficijenta stinosti, nasi izolati 16SrIX-E podgrupe formiraju @jenu liniju u
okviru rp(IX)-E izolata ribozomalnih podgrupa i Zptoga su okarakterisani katanovi
nove rp(IX)-E3 podgrupe (Tabele 18, 19 i 23, Si&. Nas izolat rp(IX)-E podgrupe
formira jasno izdvojenu kladu sa svim izolatimapdglgrupe, sa podrskom od 95%, dok
sa podrskom od 100%, referentni izolati —C podgrup®asi izolati koji pripadaju

pomenutoj podgrupi, formiraju posebnu kladu (SRI€.
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Tabela 19.RFLP koeficijent sinosti izmeu izolata iz jedinkiE. incisusi referentnih

izolata rp(IX)-E podgrupe.

Izolat rp podgrupa Pristupni broj RFLP koeficijent sli ¢énosti
1 JunWB-2Ccl rp(IX)-E1 IN712785
2 BBS3NJcl rp(IX)-E2 JN712787 0.92
3 Ei1090 rp(I1X)-E3 MNO76661 0.87 0.85

Poreienjem 1215 bp sekvensecYgena, izolati 16SrIX-C podgrupe pokazuju
slicnost sekvenci od 99.9% (1 nukleotidna razlika) malatima klona 3 referentnog
izolataP. echioidesz ltalije (PEY2c3, JN791247) koji pripadaju se®X)-C1 podgrupi
(Tabela 18, Slika 29). KompletneesY sekvence 16SrIX-E podgrupe imaju najve
sli¢cnost (95.5%) sa klonom 5 referentnog izolata izofnice (BBS3NJc5, JN791260)
koji pripada secY(IX)-E2 podgrupi. Na osnovu filoggske rekonstrukcije izolati
16SrIX-E podgrupe iz Srbije formiraju odvojenu guamlisku kladi secY(IX)-E
podgrupa E1 i E2 i zbog toga su okarakterisanidtamovi nove secY(IX)-E3 podgrupe
(Tabele 18, 20 i 23, Slika 29). Nas izolat secY{Epodgrupe formira jasnu liniju sa
svim izolatima —E podgrupe, ali sa niskom podrSkalok sa podrskom od 100%,
referentni izolati —C podgrupe i naSi izolati kgyripadaju pomenutoj podgrupi,

formiraju posebanu liniju (Slika 29).

Tabela 20.RFLP koeficijent stinosti izmeu izolata iz jedinkiE. incisusi referentnih
izolata secY(IX)-E podgrupe.

Izolat secYpodgrupa Pristupni broj RFLP koeficijent sli ¢énosti
1 JunWB-2Ccl secY(IX)-E1 JN791255
2 BBS3NJc5 secY (IX)-E2 JN791260 0.86
3 Ei1090 secY (IX)-E3 MNO076652 0.62 0.61
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16S rRNK

100

16Sr1X-B, AIWB (AF515636)
16SM1X-G. Al-1 (HQ407514)
16SHTX-F, N27-2 (HQ407532)
16SrIX-H, SAR-2 (KU892213)
16Sr1X-C, PEY (Y16389)

Ei1090 (MNO47261) (Euscelis incisus)
16SrIX-D, EchinWB (GU902973)
Ei230 (MN047260) (Euscelis incisus)
MCi2 (Cichorium intybus)

MKal (Knautia arvensis)

16Sr1X-E, BBS3NJ (JN791268)
16StX-F, GLL-Hon (AF361017)
16Sr1X-A, PPWB (AF248957)

Acholeplasma laidlawii (M23932)

Slika 29. Filogenetska stabla konstruisana na osnovu 16SKrRMpl22-rps3 i secY gena 16SrIX ribozomalne grupe fitoplazmi,

detektovane u primercinta incisusi u eksperimentalnim biljkama na kojima su se hir@nirodno inficirani primerci. Podrske ispod 50%

palmae (1.33734)

Bacillus subtilis (MH978625)

rpl22-rps3

16SrIX-C i 16SrIX-E
(i 16SrIX-H i 16Sr1X-D)

100

100

76
100)

a8
100]
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100

66

p(IX)-E, JunWB-2C c1 (IN712785)
p(1X)-E, JunWB-2C c3 (IN712783)
rp(IX)-E, JunWB-2C c2 (JN712784)
1p(IX)-E, BBS3NJ-2C ¢l (IN712787)
rp(IX)-E, BBS40NJ c1 (JN712786)
Ei1090 (MN076661) (Euscelis incisus)
1p(IX)-A, PPWBja (EF183496)
tp(IX)-A, PPWBH] (EF183495)
tp(IX)-A, RLL-FL (EF186799)
1p(IX)-A, PPWB (EF193383)
tp(IX)-A, PPWBpr (EF183497)
tp(IX)-F, GLL-Hon (EF186800)
p(IX)-C, NaxY c2 (IN712781)
p(IX)-C, PEY (EF186802)

Ei230 (MN076660) (Eusceis incisus)
MCi2 (Cichorium intybus)

p(IX)-C, NaxY ¢l (JN712782)
MKal (Knautia arvensis)

p(IX)-C, KAP (EF186801)

rp(IX)-B, AInWB-A112 (EF186803)

“Ca. P. trifolii’ (EF183486)

nisu prikazane. Pristupni brojevi u NCBI banci genalati u zagradama.

| I ) —

secY
100|
100)
100,
77
100]
99
H

secY(IX)-E, BBS3NJ 5 (IN791260)
secY(IX)-E, BBS3NJ c6 (IN791261)
secY(IX)-E, BBS4INJ ¢3 (IN791259)
secY(IX)-E, BBS4INJ c6 (IN791258)
secY (IX)-E, JunWB-2A c2 (JN791256)
secY(IX)-E, JunWB-2C c2 (IN791254)
secY(IX)-E, JunWB-2A cI (IN791257)
secY (IX)-E, JunWB-2C cl (JN791255)
Ei1090 (MN076652) (Euscelis incisus)
secY(IX)-C, NaxY ¢2 (JN791249)
secY(1X)-C, PEY1 ¢3 (JN791248)
secY(IX)-C, PEY2 ¢3 (IN791247)

secY (IX)-C, PEYAB c2 (JN791244)
secY(IX)-C, PEY2 c4 (IN791246)
MKal (Knautia arvensis)

secY(IX)-C, NaxY ¢l (JN791250)
secY(IX)-C, PEY2 ¢35 (IN791245)
MCi2 (Cichorium intybus)

Ei230 (MN076651) (Euscelis incisus)
secY(IX)-A, PPWB ¢l (IN791243)
secY(IX)-A, PPWB c2 (IN791242)
secY(IX)-C, KAP539 c1 (IN791253)
secY(IX)-C, KAPS8S c1 (IN791252)
secY(1X)-C, KAP585 ¢2 (JN791251)
secY (IX)-B, AImWBI112 ¢4 (IN791263)
secY(IX)-B, AImWB112 c3 (IN791264)
secY(IX)-B, AImWB112 c5 (JN791262)
“Ca. P. trifolii’ (GUO004315)

(i secY(IX)-A)
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4.9.5 16SrXI ribozomalna grupa

Analiza podgrupe 16SrXI-G, srodne vrsid Phytoplasma oryzae’ utana je
na osnovu 982 bp 16S rRNK gena. Na$i izolati nomaiidikovane podgrupe su
medusobno identini na 16S rRNK genu i pokazuju najwesrodnost sa referentnim
izolatom 16SrXI-C podgrupe (BVK), sa kojom dele 2. slicnosti sekvenci (Tabela
18). Ovi izolati formiraju odvojenu grupu sa refetr@m izolatima —D, -F i —B podgrupe
i izolatom BVK kao bazalnim za celu grupu, sa p&dms od 84%. Potdena je i
filogenetska povezanost sa izolato@a: Phytoplasma cirsii” fitoplazme koja pripada

16SrXI-E podgrupi i koja je u asocijaciji sa vrst@narvensgSlika 30).

Dva izolata koja pripadaju 16SrXI-G podgrupi su wiena samo na 16S rRNK
genu (Tabele 18 i 23). UmnozZavanje drugih gena digbijeno, verovatno zbog
jedinstvenosti sekvence i nesposobnosti prajmgueotokola da umnoze diverzitetne

izolate fitoplazmi.

— 16SrXI-E, CirYS (KR869146)

Slika 30. Filogenetsko
16SrXI-C, BVK (HQ589192)
stablo konstruisano na
1004l Ei461 (MN047262)
16SrXI-G
Eilate osnovu 16S rRNK gena
89 _ neseeen, Bes ewnsEs) 16SrXI ribozomalne grupe
57| 99| 16StXI-F, SC-Phy004 (HF586636) fitoplazmi detektovane u
Pl sesexa, sew xra) primercima E. incisus
—  1653TA, RYD{ARNS2T) PodrSke ispod 50% nisu
— Acholeplasma laidlawii (M23932) . . .
[ o] ' prikazane. Pristupni
L Acholeplasma palmae (1.33734) . ) .
brojevi u NCBI banci gena

Bacillus subtilis (MH978625)

su dati u zagradama.

4.9.6 16SrXIl ribozomalna grupa

Karakterizacija izolata Ca. Phytoplasma solani’ je obuhvatala 18 izolata
identifikovanih u jedinkam&. incisussakupljenih na pet razltih lokaliteta, kao i 16
izolata identifikovanih u biljkama na kojima su kaciju vrSili primerciE. incisussa

lokaliteta Topola, Jasenovik, Dobanovci i Negoiialjele 21 i 22).
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Analizom 987 bp 16S rRNK gena, ufeno je da svi izolati iz naSe studije imaju
identiéne nukleotidne sekvence i svi pripadaju 16SrXIl-8dgrupi. Sa podrSkom od
100%, izolati iz Srbije formiraju grupaciju sa nefatnim izolatima —A, -F i -G
podgrupe (Slika 31).

Analiza sekvencirpl22-rps3 gena, pokazala je da&Ca Phytoplasma solani’
izolati identifikovani u jedinkamaE. incisus sa razkitih lokaliteta kao i u
eksperimentalnim biljkama na kojima su bili primeE incisussa terena, pripadaju
istoj podgrupi, rp(XII)-A (Tabele 21, 22 i 23).

Prema tuf/secY/vmpl/stamxlasifikaciji, dva multilokusna genotipa stolbur
fitoplazme su identifikovana nda primercimak. incisussakupljenim na terenu. Prvi je
STOLg (uf-b/STOL/V2-TA/STOL), identifikovan u 15/18 jedink. incisus koje su
bile pozitivne na prisustvo stolbur fitoplazme (€818 i 22, Slika 32). Ovaj genotip je
pronaien nacetiri lokaliteta: Dobanovci, Bela Crkva, NegotinJasenovik. Drugi
genotip je Rqg31gf-b/GGY/V2-TA/Rqg31) koji je pronden u 3/18 stolbur pozitivnih
jedinki E. incisussakupljenih na terenu (Tabele 18 i 22, Slika B)e tri jedinke u
kojima je bio prisutan ovaj genotip sakupljane sunogradu u Topoli.

U 6 od 7 stolbur pozitivnih perivinki na kojima ile jedinke E. incisus
sakupljane na lokalitetu Topola, uspesSno su se ailan8 gena:secY vmpli stamp
Karakterizacijom na osnovu ovih gena demo je prisustvo GGY/V2-TA/STOL
genotipa. Jedna perivinka okarakterisana jempl(V2-TA) i stampgenu (STOL tip sa
jednom nukleotidnom razlikom), dok secY gen nije umnozio. U 2 od 4 stolbur
pozitivne perivinke na kojima su se hranile jedirikeincisussakupljene na lokalitetu
Jasenovik, identifikovan je genotip STOLguf(b/STOL/V2-TA/STOL) (Tabela 21,
Slika 32). Kod preostale 2 perivinke, identifikovnisti tip nasecYgenu i dva tipa na
stampgenu: Rgg31 i STOL tip sa dve nukleotidne razlikemplgen nije umnoZen
(Tabela 21). U poponcu na kome su se hranile jedinkncisusiz Jasenovika utdeno
je prisustvo STOL tipa nsecYgenu i Rqg50 tipa sa 1 nukleotidnom razlikomstemp
genu. Ostali geni nisu umnozeni za ovaj uzorak.ddvmki na kojoj su se hranili
primerci E. incisusiz Dobanovaca identifikovan je Rqg31guf{b/GGY/V4/Rqg31)
(Tabela 21, Slika 32). U 3 stolbur pozitivhe parke na kojima su se hranile jedinke

incisussakupljene u Negotinu utieno je prisustvo genotipa STOLWftb/STOL/V2-
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TA/STOL) (Tabela 21, Slika 32) koji je bio gage prisutan u primercimg. incisus

(15/18 jedinki).

Tabela 21 Karakterizacija eksperimentalnih biljaka pozitftvmna prisustvo

fitoplazme na kojima su bile jedinlee incisussakupljane u prirodi.

Lokalitet  16S rRNK rpl22-rps3

stolbur

vmpl*  tuf

V2-TA -
V2-TA -
V2-TA -

V2-TA -

V2-TA -

V2-TA -

V2-TA

V2-TA

Sifra Biljna vrsta
uzorka
MW42  Catharanthus
roseus
MW164 Catharanthus
roseus
MW165 Catharanthus
roseus
MW103 Catharanthus
roseus
MW108 Catharanthus
roseus
MW166 Catharanthus
roseus
MW167 Catharanthus
roseus
MW49  Catharanthus
roseus
MW50  Catharanthus
roseus
MW113 Catharanthus
roseus
MW114 Catharanthus
roseus
MConl10 Convolvulus
arvensis
MW58  Catharanthus
roseus
MW168 Catharanthus
roseus
MW169 Catharanthus
roseus
MW170 Catharanthus
roseus

Topola 16SrXI-A  rpXII-A
Topola 16SrXI-A  rpXII-A
Topola 16SrXI-A  rpXII-A
Topola 16SrXI-A  rpXII-A
Topola 16SrXI-A  rpXII-A
Topola 16SrXI-A  rpXII-A
Topola 16SrXI-A  rpXI-A
Jasenovik  16SrXII-A  rpXII-A
Jasenovik  16SrXII-A  rpXII-A
Jasenovik  16SrXII-A  rpXII-A
Jasenovik  16SrXII-A  rpXII-A
Jasenovik  16SrXII-A  rpXII-A
Dobanovci 16SrXII-A  rpXII-A

Negotin 16SrXI-A  rpXII-A
Negotin 16SrXI-A  rpXI-A
Negotin 16SrXI-A  rpXII-A

secY stamp
GGY STOL
GGY STOL
GGY STOL
- STOL
(Ant)
GGY STOL
GGY STOL
GGY STOL
STOL Rqg31
STOL STOL
(2nt)
STOL STOL
STOL STOL
STOL Rqg50
(Ant)
GGY Rqg3l
STOL STOL
STOL STOL
STOL STOL

V2-TA

V2-TA tuf-b

* ymp1profil je odrelen na osnovu opisanih RFLP profila prema Murolari £2010; 2013), koré&njem

Rsd enzima. Profil V2-TA je potwen na osnovu digestije koé&njemTadL i Alul restrikcionih enzima
(Cvrkovi¢ i sar., 2014) (Slika 32).

101



@\\ -REZULTATI-

|

Tabela 22 Karakterizacija primerakeE. incisus pozitivnih na prisustvo stolbur
fitoplazme sakupljanih u prirodi.

Sifra Lokalitet ~ 16S rpl22-rps3 secY stamp vmpl tuf
uzorka rRNK , \

Ei193 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL STOL V2-TA  tuf-b
Eila14 ~ DOPANOVC  4gcvi A rpxi-A  STOL STOL V2-TA  tufb
"Ei1332 16SrXII-A - rpXIl-A STOL ~ STOL V2-TA tufb
Eil2715 BERCIKVA  jagviA XA STOL sTOL V2-TA  tufb
“Ei22 16SrXII-A - rpXIl-A STOL  STOL V2-TA tufb
Ei191 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL sTOL V2-TA  tufb
Ei192 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL sTOL V2-TA  tufb
Ei194 Negotin 16SrXI-A  rpXIl-A  STOL sTOL V2-TA  tufb
Ei196 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL sTOL V2-TA  tufb
Ei1261 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL STOL V2-TA  tuf-b
Ei1426 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL STOL V2-TA  tuf-b
EIB1I6 16SrXIl-A rpXIl-A STOL  STOL V2-TA tufb
Ei1330 _ 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL STOL V2-TA  tuf-b
ginazr M esiaia pXIl-A  STOL STOL V2-TA  tuf-b
Ei14280 16SrXII-A  rpXIl-A  STOL STOL V2-TA  tfb
“Ei625 16SrXI-A - pXIk-A GGY  Rqg3l V2-TA  tufb
Ei1331 Topola 16SrXI-A  rpXII-A GGY Rqg31 V2-TA tuf-b
Ei1415 16SIXII-A  1pXI-A  GGY Rqg31 V2-TA  tuf-b

* vmplprofil je odreien na osnovu opisanih RFLP profila prema Murolari 2010; 2013), koré&njem
Rsd enzima. Profil V2-TA je potwten na osnovu digestije koéEnjemTadl i Alul restrikcionih enzima
(Cvrkovi¢ i sar., 2014) (Slika 32).

— Slika 31. Filogenetsko
ot o s stablo konstruisano na
16SFXILLG, BN-Fe (EUS36647) osnovu 16S rRNK gena
Ei22 (MN047263) (Euscelis incisus) e 168rX| I I’I bozom al ne g ru pe
o fitoplazmi detektovane u

MW113 (Catharanthus roseus)
16S rRNK

— 16SrXII-F, BN-Op30 (EU836652)

L— 16SrXII-A, STOL 11 (AF248959) _ primerCima E' inCiSuS i u
soll oo 1OSTXIIC, Strawy (A1243045) eksperimentalnim bll] kama
16SrXII-B, AUSGY (L76865) na kOJ|ma SU Se hl’anl|l
16SrX1I-H, GE27 (KF996537) . . . . . . -
100 preran inficirani primerci.
16SrXII-E, StrawY (DQ086423) o . .
16SrXI11-D, JHP (AB010425) POdrSke ISpOd 50% nISu
o Acholeplasma palmae (L33734) prikazane. Pristupni brojevi
' ol (12395 u NCBI banci gena su dati

Bacillus subtilis (MH978625)

u zagradama.
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Ei22 MWw58 MW42 MW103MW108MW113MW114MW164MW165MW166MW167 MW168MW169MW170

Vi V2 |[V2-TA V3 v4 V5 V14 | V15 bp]

[op]
|

5000 =—

603 — |————

234 —

118 —

15

RSal restrikciona endonukleaza
vmpl > stolH10 F1, R1/ TYPH1O F, R

Slika 32 RFLP digestijavmplgena uzoraka pozitivnih na prisustvo stolbur fid@gme pomoéu RS4 restrikcione endonukleaze. RFLP

profili jedinki E. incisussu identéni, pa je na slici predstavljan samo jedan izdt#?2. 1zolati eksperimentalnih perivinki na kojiraa bili

prirodno inficirani primerck. incisusobelezeni su oznakama MW42-MW170.
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Formiranje genotipskih mreza korisétgrograme TCS 2.1 i NETWORK 4.6. je
pokazalo identine obrasce klasifikacije, te su u daljem tekstikgmani rezultati
dobijenimedian-joiningmetodom kalkulacije (Slika 33). Ukupno je u analiddjuceno
60 sekvencstampgena, ukupne duzine od 495 baznih parova. U fomalporavnanju
sekvenci, utwtene su razlike u nukleotidnom sastavu, pa je nalskijucenja
nedostajaih mesta (englgapg, duzinastampsekvenci ukljgenih u analizu iznosila
474 bazna para. Ma 60 analiziranihstamp sekvenci, ukupno je utdeno 15
genotipova (G1-G15). Svi analizirani uzorci pripadgrupacijama Il i Illtuf-b tipa
(Slika 33). U okviru genotipa G1 grupisao se néij\@oj analiziranih izolata, ukupno
34. Sledi genotip G4 sa 10 izolata, zatim G5, G&¥1R sa po dva izolata i genotipovi
G2, G3, G6, G8, G9, G10, G11, G13, G14 i G15 s@gdoim izolatom. Najvé broj
izolata originalno sakupljenih iz jedinkk. incisusi test biljaka izlozenih vektoru
pripada genotipu G1 (26/34) (MW42, MW164, MW165, M¥8, MW166, MW167,
MW113, MW114, MW168, MW169, MW170, Eil93, Ei1414i1B32, Ei12715, Ei22,
Eil91, Ei192, Eil194, Ei196, Eil261, Eil426, Ei6 E1330, Eil427, Eil428) i ovi
izolati su ident@ini referentnim izolatima iz studije Cvrkavii sar. (2014) (Rpg39,
Rpm34, Rqg60, Rpm5, Rpgll, Vv21, GR328, STOL). @pnG1l3 kome pripada
analizirani uzorak perivinke (MW103) pokazuje jedmkleotidnu razliku u odnosu na
uzorke genotipa G1, dok uzorak MW50 koji pripadanaggu G14 pokazuje dve
nukleotidne razlike u odnosu na G1. U okviru ggmota G2 i G3, unutar grupe Il
nema analiziranih uzoralstlampgena dobijenih iz jedinkt. incisus kao iz test biljaka.
Unutar grupe II, analizirani uzorci perivinki (MWAMWS58) i jedinki E. incisus
(Ei625, EIi1331, Ei1415) pripadaju G4 genotipu, daje sa referentnim izolatima
Rqg31, Rqg50, Rpg47, Vv17 i Vv5 (Cvrkavisar., 2014). Dodatno, unutar grupe Il se
nalazi i genotip G15 kome pripada izolat dobijerbijke C. arvensiskoji pokazuje
jednu nukleotidnu razliku u odnosu na genotip G4utdr grupe Il nalaze se i
genotipovi G5, G6, G7 i G8, ali njima ne pripadgedan analizirani uzorak biljaka ili
jedinki E. incisus Klastriranje u potpunosti odgovara rezultatim#igmim u Cvrkové
i sar. (2014).
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G8
G5

c1g—Che G5

G6

tuf-b
klaster I
tuf-b
Kklaster I11

Cvrkovié i sar. (2014) Izolati istraZivanja ovog doktorata
G1 > Rpq39, Rpm34, Rqg60, RpmS, Rpgll, Vv21, GR328, Gl > MW42, MWI64, MWI65,
STOL MW108, MW166, MW167, MW113,
G2>P7 MWI114, MWI168, MWI169, MW170,
G3>Rpm35 Eil193, Eil414, Eil332, Eil2715, Ei22,

>Rqg31, Rqg50, Rpgd7, Vv17, Vvs Eil91, Eil92, FEil94, Eil96, Eil26l,

>NGA9, GGY Ei1426, Ei616, Eil1330, Ei1427, Eil428

>Vv24 >MW49, MWS58, Ei625, Eil331,

>BG4560, Rqgd2 Eil415

> 1646 G13>MW103
G9>STOLBUR C G14>MWs50
G10>PO >MConl0

GI11 >LG
G12 > G299, L973

Slika 33, Median-joining mreza stamp genotipova stolbur fitoplazme. Krugovi
predstavljaju stamp genotipove [G1 — G15]. Crne e su mutacije odnosno
pojedin&ne nukleotidne razlike iznde genotipova. Crvene dke su vektori odnosno
nedostajai genotipovi. Veléina kruga odgovara broju izolata koji dele isti gep.
Ispod mreze navedeni su referentni izolati preuzefivrkovic i sar. (2014) i originalni

izolati iz disertacije i njihovo grupisanje u okwiodretenih genotipova.
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Tabela 23 Pristupni brojevi izolata fitoplazmi iz primeraka incisus eksperimentalnih biljaka na kojima su se hragmiliodno inficirani

primerci i biljaka sakupljenih iz prirode, okarakgani na viSe raalitin genskih lokusa.

‘Ca.
Phytoplasma’
vrsta

'Ca P.
asteris'-srodni
S0j

16Sr
grupa

16Sr!

Lokalitet

Vranje

Izolat

Ei1096

16S rRNK

Pristupni
broj

MNO047257

rpl22-

rps3

rp()-N

Pristupni
broj

MNO076657

secY

secY(I)-N

Pristupni

broj stamp

MNO7654 n.a.

Pristupni broj

16Srl-R

MNO076656

secY(l)-C

n.a.

‘Ca P.
aurantifolia’-
srodni soj

Ei1155
Ei1170
Ei1217
Ei1219

rp(I)-E2

MNO076658

‘Ca P. pruni'-
srodni soj

16Srlil

Dobanovci

Ei1327
Ei1328
Ei1329
CMI- Ei
CMI-Ca
CMI-Cv
CMI-Cra
CMI-Lt

16Srl1ll-B

KP663643
KP663644
KP663645
KP663646
KP663647

KP663648

KP663649
KP663650
KP663651
KP663652
KP663653
KP663654

secY(lll)-B

KP663655
KP663656 n.a.
KP663657
KP663658
KP663659
KP663660

n.a.

'‘Ca P.
phoenicium'-
srodni soj

Doniji
Milanovac

secY(IX)-C1

MNG6651  n.a.

n.a.

secY(IX)-E3

MNG6652  n.a.

Pristupni

- tuf

broj

n.a n.a
n.a n.a

n.a n.a
n.a n.a
n.a. n.a.
n.a. n.a.

n.a.



‘Ca.

Phytoplasma’ 1?uSra
vrsta grup
‘Ca P.

oryzae'-srodni  16SrXI

Lokalitet

Doniji
Milanovac

1zolat

Pristupni
16S rRNK broj
16SrXI-G ~ MNO047262

rpl22-

Pristupni

-REZULTATI-

'Ca. P. solani' 16SrXIl

n.a. - nije analizirano

- - nije umnozeno

Jasenovik

Ei1332
Ei12715

 Eil415

16SrXII-A° MN047263

rps3 broj secY
n.a. n.a. n.a.
STOL11
(STOL)
rp(XIl)-A MNO76662
GGY

Pristupni
broj stamp
n.a. n.a.
STOL
MNO076653
"Rqg50
(1nt)
MNO076654 Rqg31

Pristupni . R
broj tuf Pristupni broj
n.a. n.an.a
MNO76644 tuf-b MNO076646
n.a. - n.a.
MNO76645 tuf-b  MNO76646
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5. DISKUSIJA

5.1 Biologija i rasprostranjenje vrsteE. incisus

E. incisusje polifagna, Siroko rasprostranjena vrsta zapgdPaearktika. Moze
se n&i na sukanim, vlaznim ili umereno suvim stanistima, od r&puaih livada i
paSnjaka, preko ruderalnih staniSta, pa sve doelagsistema i urbanih sredina (Nickel,
2003). Cesto je prisutna u agroekosistemima, kao $to sagvadi (Cvrkové i sar.,
2011; Orsagova i sar., 2011; Mazzoni i sar., 20RdkuruzisSta (Jovi i sar., 2009b) i
zasadi krompira (Mitrowii sar., 2016; Girsova i sar., 2016).

Prvi podaci navode da jedinke incisusprezimljavaju u poslednjim larvenim
stupnjevima (Btak, 1979), dok prema podacima Nickel (2003), okada prezimljava
u trecem ili ¢etvrtom larvenom stupnju ili u stadijumu jajetakdustali larveni stupnjevi
i adulti uginu tokom kasne jeseni. Ovi podaci smare za centralnu Evropu i razlikuju
se od podataka dobijenih istrazivanjima u okvirg oloktorske disertacije, u kojima je
utvrdeno da populacije iz jugoistoe Evrope pretezno prezimljavaju kao adulti. Naime,
vrstaE. incisusse u Srbiji javlja od kraja marta pa sve do novembBedinke koje su
prezimele i koje se pojavljuju ¥g¢okom marta, predstavljaju zimsku generaciju koja
polaganjem jaja daje narednu, letnju generacijinjaegeneracija je zastupljena tokom
najtoplijeg i najsutianijeg dela godine, od juna pa sve do septembrp, karakteriSe
svetlija obojenost tela. PoSto je pojava generadigzlicite obojenosti tela uslovljena
temperaturom i duzinom dana, kod populacija viSteincisusu Srbiji se javlja
preklapanje generacija tokom juna meseca. Tadepasd raste broj jedinki letnje
generacije, ali joS uvek ima i primeraka zimskeeganije. Sa sniZavanjem temperature
pocetkom jeseni, jedinke zimske generacije postajynjeoi dominantnije i kao adulti
odlaze na prezimljavanje, da bi dali narednu gemeraled€e godine. Letnju i zimsku
generaciju karakteriSe radglia obojenost (svetlije obojena letnja i tamnijeoma

zimska generacija) i izrazene razlike u morfolokgpulatornih struktura muzjaka.

lako je E. incisuspolifagna vrsta, tokom nasSih istrazivanja jasnougena
preferentnost ove cikade prema aldneim biljnim vrstama u meSovitim ekosistemima.
To se pre svega ogleda u formiranju agregacija ihgaima familije Fabaceae, na

kojima je sakupljen najéebroj jedinki na svim lokalitetima (Jakovljevi sar., 2015).
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5.2 Epidemioloski ciklusi razlitih vrsta i grupa fitoplazmi u kojima u ¢éestvuje

cikada E. incisus

Zbog Siroke rasprostranjenosti vrste. incisus prisutnosti u raziitim
ekosistemima, visoke brojnosti populacija zimshetmje generacij€ime je prakitno
stalno prisutna na stanistima tokom godine, kaaglasene polifagnosti, ova vrsta je
veoma pogodna za uspostavljanje kontakta sacttamlifitoplazmama koje inficiraju

razlicite biljne vrste.

Jedinstvena biologija fitoplazmi koja im omdgwa da se uspeSno umnoZzavaju
u biljnim i insekatskim don@nima, pretpostavlja postojanje raziih, ali prilagodljivin
interakcija sa dontnima koje dovode do promena biljnih fenotipovegakata vektora
i same okoline (Christensen i sar., 2005; Tomkinsai., 2018). Nedavne studije
nagovestavaju veliku sposobnost obligatnih patodrawasto su fitoplazme, da menjaju
I manipuliSu svojim eukariotskim doaima, da bi time osigurale svoje Sirenje
(Hogenhout i sar., 2008; Oshima i sar., 2011; Giles/i sar., 2015). Iz tog razloga
navode se brojne koevolutivne interakcije patoged@maina, koje mdutim, joS uvek

nisu jasno definisane ili razjasnjene (Beanlarati, 2000; Bressan i sar., 2006).

Prethodno dokazana prirodna i eksperimentalna vatdauloga vrst&. incisus
ukazivala je na njegovu multipotentnost, odnosnosepnost da nosi i/ili prenosi
razlicite fitoplazme (Conti i sar., 1988; Alma i sar.,04Q Bressan i sar., 2006; Bosco i
sar., 2007; Ivanauskas i sar., 2014; Girsova | 88d.6). U skladu sa tim, rezultati ovih
istrazivanja ukazali su na visoku filogenetsku mikost fitoplazmi povezanih sa
vrstom E. incisus.Zbog toga, ova cikada predstavlja bitnu kariku udemiologiji,

Sirenju i odrzavanju izvornih infekcija fitoplazmar prirodnim ekosistemima.

U nasSim istrazivanjima utiéeno je prisustvo ukupno Sest 16Sr grupa i osam
podgrupa fitoplazmi kod vrstE. incisus Fitoplazme 16Srll-E, 16Srlll-B, 16SrIX-C,
16SrIX-E i 16SrXI-G podgrupe predstavljaju prveard ovih patogena kod ove vrste.
Fitoplazme 16SrIX i 16SrXI grupe, kao i dve podgrumutarAster yellowditoplazme,
16SrI-F i 16Srl-R zabeleZzene su po prvi put u Srij ovim istrazivanjima je u
jedinkamaE. incisusregistrovano prisustvo 16SrXI-G podgrupe koja gdig vrsti Ca.

Phytoplasma oryzae’, koja do sada nije bila pozmasyvetu. U biljnom materijalu je
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prvi put registrovano prisustvo fitoplazme 16Srjlupe u biljkkamaC. vulgare C.
acanthoidesL. tuberosusi L. aphacau svetu, dok je prisustvo 16SrIX grupeQu

intybusi K. arvensigegistrovano prvi put u Srbiji.

Prikazani rezultati o identifikaciji Sest ragtih ‘Ca. Phytoplasma’ vrsta koH.
incisus potviduju navode o postojanju vektora koji mogu da uswige razléitih vrsta
i grupa fitoplazmi. Zbog visoke polifagnosti péesa se sposobnost ovog vektora da
usvoji viSe od jedne fitoplazme. Na lokalitetima |l8eCrkva, Topola, Negotin i
Jasenovik, u primercimg. incisusutvrdeno je prisustvo samo fitoplazme 16SrXII-A
podgrupe. Na svim ostalim lokalitetima je zabeleZgmisustvo viSe od jedne vrste
fitoplazme u analiziranim primercima. Identifikacipamo jedne vrste ili grupe u svakoj
analiziranoj jedinki moze biti posledica razlikekalicini titra fitoplazme koji se nalazi
u telu insekta. Identifikacijom fitoplazmi u anatemim jedinkama utdena je
korelacija izmdu odretenih grupa fitoplazmi i broja primeraka u kojimatge grupa
detektovana. U naj¢éem broju analiziranih primeraka identifikovana jéollsur
fitoplazma, koja je ujedno detektovana i na négwe broju istrazivanih lokaliteta. Kao
jedna od najSire rasprostranjenih fitoplazmi u jsrbisa najviSe poznatih biljaka
domaina, stolbur fitoplazma je bila pristufpaa jedinkamakE. incisus na svim
lokalitetima na kojima je utdeno njeno prisustvo. ZabeleZzena je u agroekosistami
(vinogradi, zasadi krompira) kao i na biljkama sjaoe flore oko agroekosistema koje

predstavljaju rezervoare iz kojih jedinke incisusmogu da usvoje fitoplazmu.

Prisustvo 16Srl-R podgrupe u primercimBaincisus sakupljenim na kamenitim
livadama i planinskim kamenjarima, sa dominacijoitjaka iz familije Asteraceae
(Crepis foetidalL., C. arvensgC. acanthoides ukazuju na potencijalnu ulogu ove vrste
cikade u epidemioloskim ciklusim@irsium yellowsfitoplazme. Na to dodatno ukazuje
nutritivno ponasanje vrste. incisusprema biljkama vrst€. arvensgJakovljevt i sar.,
2015). U jedinkamaE. incisus koje naseljavaju kserotermne ruderalne padine,
registrovano je i prisustvo 16Srl-F podgrupe u okwAster yellowsfitoplazme. Na
osnovu multilokusne karakterizacije, ova podgrupangjsrodnija izolatu CVB koji je
identifikovan u cikadi iz Nemi&ke (Schneider i sar., 1993; Lee i sar., 2004a) msige
da ukazuje na postojanje zajetkug hranidbenog izvora i billke koja predstavlja

rezervoar patogena izihe dve odvojene geografske regije.
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Molekularna karakterizacija na genima 16S rRNKpi22-rps3 izolata koji
pripadaju 16Srll-E podgrupi, pokazuje idéng sekvence sa filogenetski najblizim
izolatom IAWB koji je detektovan u inficirandyl. sativau juznoj Italiji (Marcone i
sar., 1997). U svetlu epidemiologije, vredi napoateda adulti vrsteE. incisusprave
agregacije i preferiraju ishranu na raelm mahunarkama (Jakovljevi sar., 2015), 5to
moze da ukazuje na mafost vrsteE. incisus da wWestvuje u epidemioloSkim
ciklusima fitoplazme 16Srll-E podgrupe. Dodatno§inaolati pokazuju 0.8% genékie
razlike u pordenju sa izolatima PHBS, oboljenja koje izaziva gle@ma 16SrlI-E
podgrupe koju prenosi vrsta cikadieoaliturus fenestratugHerrich-Schaffer, 1834)
(Mitrovi¢ i sar., 2012) i 1.1% genékie razlike sa izolatom PEP, poreklom iz biljne
vrste P. echioidesiz Italije (Marcone i sar., 1997). Ovo sugeriSe psstoji ekoloSka
povezanost sa biljkama iz ro@dcris, koja se ogleda u izboru staniSta i navika u ishran
Takade, utvdena povezanost sa fitoplazmama identifikovanimljxdrna rodaPicris,
ukazuje na asocijacije i povezanost sa dodatnimiimilizvorima pored vé poznatih

predstavnika familija Fabaceae.

Fitoplazme 16Srlll-B podgrupe se povezuju sa pajaepidemije takozvanog
X-oboljenja (engl.X-diseask u vatnjacima Severne Amerike (Staniulis i sar., 2002;
Davis i sar., 2013), dok su u Evropi registrovangnovoj lozi, borovnici, soji, tresnji i
visnji (Riolo i sar., 2006; Valiunas i sar., 20@Q09; Jomantiene i sar., 2000b; Landi i
sar., 2007) i u korovskim biljlkama (Jomantiene 1i.,s8000a; 2002; Valiunas i sar.,
2007). Pored toga, 16Srlll-B podgrupa je zabelezkaa jedna od najzgajnijih
fitoplazmi u zasadima krompira u Rusiji, gde jeadRE. incisusidentifikovana kao
potencijalni vektor (Girsova i sar., 2016). Stoga&mosobnost vrstE. incisusda unese
fitoplazmu 16Srlll grupe u razite ekosisteme mogla biti vrlo z&gna |

zabrinjavajéa Sto zahteva dalje @renje i kontrolu.

Prisustvo vrste Ca. Phytoplasma pruni’, opisano je u biljkania pratensei
Trifolium hybridumL. u Litvaniji (Staniulis i sar., 2000) i Chenopodium alburh. u
Ceskoj (Saffova i sar., 2011). Razlte podgrupe 16Srlll grupe fitoplazmi su
identifikovane u razéitim biljnim vrstama i @éekuje se da buda istrazivanja pokazu
dodatne ekoloSke i geografske podatke vezane zaizmaetno diverzitetnu grupu
fitoplazmi. Svi ovi podaci dodatno ukazuju na Siokasprostranjenost i raglie

asocijacije fitoplazme 16Srlll grupe sa biljnim dammima. Ipak, znatno manje
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podataka postoji 0 insektima vektorima 16Srlll grupnjihovom rasprostranjenju u

prirodnim ekosistemima, nafibo u Evropi.

CYE koja pripada 16SrllI-B podgrupi identifikovapa u detelini, palamidi i
poponcu u Litvaniji, Srbiji i Mdarskoj (Staniulis i sar., 2000; Palermo i sar.,4200
Rarti¢ i sar., 2005). Takie, ova fitoplazma je zabeleZzena u prirodno zarazeni
biljkamaEchinacea purpuredl.) Moench uCeskoj Republici, gde su inficirane biljke
pokazivale simptome filodija (Franova i sar., 2019 osnovu molekularnih analiza
utvrdeno je da postoje bliski odnosi izdweCMI fitoplazme iz Srbije i CYE fitoplazme
poreklom iz biljaka deteline iz Litvanije i Kanadeak, diverzitet na tri genska lokusa
(16S rRNK,rpl22-rps3i secYgen), pokazuje male razlike u odnosu na CYE féaopiu,
dok varijabilnost nije priména médu izolatima dobijenim iz raalitih biljnih
doma&ina, insekata vektora ili onih koji su poreklomraalicitin lokaliteta. Ovi podaci
sugerisSu na ekolosku speéiipst i jedinstvenost i jasno odvajanje CMI od faogski
bliskih fitoplazmi, pa su potrebne dodatne studj@ekoloskih svojstava, puteva
prenoSenja i ciklusa oboljenja da bi se razumelgut®interakcije fitoplazme 16Srlli

grupe sa drugim biljnim vrstama iz okruzenja.

Prisustvo 16Srlll-B podgrupe u dve relativno Sirokasprostranjene éeste
biljne vrste iz familije Fabaceaé..(tuberosusi L. aphacd na lokalitetu Dobanovci,
ukazuje na to da su pomenute vrste Wdne u prirodne epidemioloske cikluse 16SrlllI-
B grupe. Ove biljne vrste se mogu smatrati biljkadoanainima za adulte i/ili larvee.
incisusi time predstavljaju potencijalni rezervoar 168BIfitoplazme. Obe biljne vrste
su viSegodisSnje i ne pokazuju simptome fitoplaztméti oboljenja, Sto ukazuje na

komensalni odnos biljke i fitoplazme.

Navike u ishrani i preferentnost ka r&#im mahunarkama ptéane su za
jedinke letnje generacije koje su sakupljane nanter Njihova ishrana na biljkan@
arvenseje okarakterisana kao shjna i povremena poseta, jer na pomenutim biljkama
nisu zabelezene agregacije primerdka incisus koje bi ukazivale na speacifiu
povezanost. Stopa inficiranosti jedinEi incisus16Srlll-B fitoplazmom na terenu u
poreienju sa stopom infiranosti u kontrolisanim laborgg&im uslovima, potutuje
ovo zapazanje. Procenat jedinki sakupljenih nanterdoje nose u sebi 16SrllI-B

podgrupu je relativno nizak (10%), dok je proceadtlta laboratorijske populacije koje
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su se hranile na zarazenim simptomatskim biljkataarvensei uspesSno usvojile
fitoplazmu vrlo visok (83%). Ishrana na biljkar@a arvenseu laboratorijskim uslovima

je nametnuta tako da jedinke incisusnisu imale izbora kao Sto je &) sa prirodnim
populacijama koje u svom okruzenju imaju Sirok izlbadjnih dom&ina. UspeSnost
vrste da prenese ovu fitoplazmu na eksperimenizniginke i palamide potdena je u
100% biljaka na kraju eksperimenta. Td&p izuzetno visoka sposobnost usvajanja
16Srlll grupe fitoplazmi i prenoSenja na eksperitaére perivinke i palamide, uidena

je i za jedinke koji su se hranile na zarazenink&haC. acanthoidesZnatno manja
uspesnost utdena je pri akviziciji s&. arvensa prenosSenjem na ragiie biljne vrste

tribusa Carduinae, gde je samo jedna bifkaleraceumuy sebi nosila 16Srlll grupu.

Nasi rezultati sugeriSu postojanje retkih i¢slmih kontakata izmi#u jedinki E.
incisus i inficiranih biljaka C. arvense kao i preferentnu ishranu ove cikade na
mahunarkama u prirodnim uslovima. 8gim, SirenjeC. arvenseu prirodi uglavnom
vegetativnim razmnoZavanjem, moZe p@te procenat inficiranih i simptomatskih
biljaka, jer infekcija jedne biljke uzrokuje na kranfekciju ¢itavog klona, Sto povava
zn&aj C. arvensai epidemiologiji fitoplazme 16Srlll-B grupe.

Koristeti zapazanja sa terena i rezultate eksperimenateo$eaja, ututeno je
da je izuzetno snazan uticaj infekcije CMI fitoptaam na rast biljak&. arvenseSve
inficirane biljke dobijene u testovima prenoSenjazvile su atipino viSestruko
grananje, véina njih je ispoljila simptome multiplih infloresoei i uvenula nakon 5
meseci. U poljskim uslovima, inficirane biljke swkazale simptome sistemske
infekcije, pra&ene simptomima multiplih inflorescenci na cvetnimmdancima,
viSestrukim grananjem mladih raéitu izdanaka i potom brzim isuSivanjem i kénam
suSenjem celog klona sity, uklju¢uju¢i njegove nadzemne i podzemne delove. Prema
tome, negativan uticaj CMI fitoplazme na biljKe arvensenoze imati zn&ja u brzom
uklanjanju i uniStavanju ovog vrlo konkurentnog dwat iz useva u agroekosistemima,
kao Sto su livade i paSnjaci, posebno u sistemirganske proizvodnje hrane koji imaju

problem sa uklanjanjem ovog korova.

CMI fitoplazma nije zabeleZena kao Zagn biljni pathogen za dve inficirane
vrste mahunarki iz rodd.athyrus a njeno prisustvo nije ut#eno u ostalih 14

analiziranih biljaka na pra@avanom lokalitetu u Dobanovcima. Ovi rezultati,ezijo sa
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uticajem koji je zabeleZzen za vrs@ arvensei druge vrste podtribusa Carduinae,
nagovestavaju da bi interakcije izduepatogena, biljne vrste i vrste. incisuskao
vektora, mogle biti odgovor koji je spec#in za usko srodne biljne vrste iz istog
podtribusa. Treba imati na umu, da su ove vrstéripaga Carduinae dvogodisnje, tako
da najverovatnije imaju manje zZizga u epidemiologiji CMI fitoplazme. Migitim,
posmatrane interakcije ta® mogu biti specifine za istrazivane lokalitete. Stoga su
potrebna dodatna eksperimentalna ispitivanja dasebiutvrdile speciéine reakcije
(simptomatologija) izm#u CMI fitoplazme, vrsta podribusa Carduinae i vristanilije

Fabaceae.

Uloga vrste E. incisus kao eksperimentalnog vektorglavescence dorée
fitoplazme utvdena je u eksperimentima koje su sproveli Bressan.i(2006). U nasSim
eksperimentima jedinke laboratorijske populacije cikade su uspesSno prenele 16SrV
grupu na dve perivinke. Rezultatima ovih testowai@ se pitanje o potencijalnoj ulozi
E. incisus u epidemioloSkom ciklusuFlavescence dorégFD) fitoplazme, koja
predstavlja izuzetno destruktivno oboljenje vindeee, koje je unistilo preko 80%
zasada vinograda u Francuskoj (Magarey, 1986)d o 50% vinograda u severnoj
Italiji (Belli i sar., 1997). Od 2004. godine ovo oboljenje je skorootppnosti unistilo
nekoliko zng&ajnih vinogorja u Srbiji (Duduk i sar2004; Krnjaj¢ i sar, 2007;
Kuzmanove i sar, 2008). Glavni vektor FD fitoplazme je monofagmataScaphoideus
titanusBall, 1932 (Constable, 2010), ali je uteno da u epidemioloSkom ciklusu ovog
oboljenja moze dadestvuje i polifagna vrst®ictyophara europaedlinnaeus, 1767)
(Filippin i sar, 2009). S obzrom da je. incisuspolifagna vrsta koja je prisutna tokom
osam meseci na biljkama spontane flore u vinograd8rbije, kao i da je utdena
njena sposobnost da prenese FD fitoplazmu, pretg@sise da ova vrsta moze da ima
ulogu intermedijernog vektora i da na tagimaucestvuje u epidemioloSkom ciklusu FD

fitoplazme, odrzavajti permanenetno prisustvo patogena u ekosistemu.

Studija koju su objavili Conti i sar. (1988) pokkzge da se koncentracija
fitoplazme Chrysanthemum yellowlsoju su usvajale mlade nimfe vrske incisussa
inficiranih biljaka C. carinatumsmanijivala u telu insekta sa prolaskom vremena. U
testovima prenoSenja 16SrV grupe, pdémdaboratorijski gajenih jedinki vrsté&.
incisus pokazana je eksperimentalna vektorska uloga oste,vjer su kao rezultat

prenoSenja dobijene dve pozitivne perivinke od wkud2 koje su koriene u
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testovima. Jedink&. incisuskoje su gestvovale u testovima prenosSenja 16SrV grupe
analizirane su 4 nedelje nakon akvizicije i nijedsé analiziranih jedinki nije bila
pozitivha na prisustvo fitoplazme. Pretpostavljadse je koltina fitoplazme u telu
insekta nakon 4 nedelje bila izuzetno niska, paopemogdena njena detekcija

klasiinom PCR metodom.

'Ca. Phytoplasma phoeniciumkoja pripada 16SrIX grupi, izazivaitches'-
broomoboljenje na bademu, breskvi i nektarinama nargeed Istoku sa postojanjem
rizika za Sirenje ovog oboljenja na evro-meditekangemlje (Verdin i sar., 2003;
Tedechi i sar., 2015). Prema literaturnim podacibtigsko srodna 16SrIX-C podgrupa,
koja je u nasSim istrazivanjima u vezi sa vrstemincisus identifikovana je u biljkama
iz familija Asteraceae, Apiaceae, Rubiaceae i Cbmaceae u lItaliji (Marchi i sar.,
2015). Zbog Sirokog rasprostranjena 16SrIX-C pogrumredpostavlja se da se ova
fitoplazma prenosi ili vektorongija je ishrana izuzetno polifagna ili éen brojem
vektora koji se mogu rau razlitim ekoloSkim niSama (Casati i sar., 2016). Uijital
su vrSena istrazivanja fitoplazmi u spontanoj fianograda i zabelezeno je da pored
stolbur fitoplazme dominiraju predstavnici 16SriXuge, Sta viSe, ove dve fitoplazme
su imale zajedidke biljke domaine (Marchi i sar., 2015). Ovo istaZzivanje je pakaz
sposobnost zadrZzavanja inokuluma fitoplazme duzigudina, kolonizujéi korenov
sistem biljaka kao Sto j€. arvense(Marchi i sar., 2015). VrstdN. fenestratuge
uspesSno prenela 16SrIX-C podgrupu @&horium sp. (Ermacora i sar., 2013). Ista
podgrupa fitoplazmi izaziva pojav@hicory phyllodyna biljkama vrsteC. intybusi
infekciju mahunarkeVicia sativa L. (Martini i sar., 2012b). Dodatno, ova grupa
fitoplazmi je u asocijaciji s&nautia arvensis phyllod{KAP) i PEY koji su prijavljeni
od strane Marcone i sar. (1997). Stoga, identifjgafitoplazmi 16SrIX-C pogrupe u
jedinkamaE. incisusukazuje na epidemioloSku povezanost ove cikadestama roda
Picris i razlicitim predstavnicima familije Fabaceae. NaSi rezulanalize biljnog
materijala sa lokaliteta Donji Milanovac pokazujuispstvo 16SrIX-C podgrupe u
biljkama C. intybusi K. arvensis EkoloSka asocijacija izolata 16SrIX-E podgrupe sa
vrstom E. incisustreba da se utvrdi i definiSe u buétha istrazivanjima, zato Sto ova
fitoplazma pokazuje genékiu divergenciju na sva tri analizirana genska lekus
odnosu na sve poznate izolate ove podgrupe i dmjsadentifikovana samo u biljkama

severnoamexkih stanista (Lee i sar., 2012).
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U naSem istrazivanju, nova podgrupa 16SrXI grumkviru 'Ca. Phytoplasma
oryzae’ vrste, ozrn@na kao 16SrXI-G, identifikovana je u primercinga incisus
sakupljenim na napusStenom pasnjakuciséoekspozicije na lokalitetu Donji Milanovac,
koji se nalazi izméu Velikog i Malog Kazana na Dunavu, na delu kojegstavlja
prodor sa istoka. Time se objasSnjava veza fitopiak®@SrX| grupe ndene na ovom
lokalitetu sa izvornim poreklom sojeva pomenutepgrkoji potéu iz Azije (Jung i sar.,
2003). Fitoplazma 16SrXI-G podgrupe detektovana gamo dva primerkg. incisus
Sto ujedno predstavlja i prvi nalaz ove grupe ui\Esincisus Mala brojnost primeraka
u kojima je utvdeno prisustvo ove fitoplazme objasSnjava se timgodauvek nije
identifikovana billka domé&n ove vrste u Srbiji. Identifikovana 16SrXI-G padga
pokazuje 98.2% slnhosti sekvence sa 16SrXI-C podgrupom (izolat BVK9)ja je
identifikovana u cikadPsammotettix cephalotésierrich-Schaffer, 1834) (Jung i sar.,
2003) i 97.1% stinosti sekvenci sa vrstonCa. Phytoplasma cirsii’ (16SrXI-E) koja
inficira billke C. arvensei Dahlia sp. Cav., Sto potduje veliki diverzitet izolata i
sojeva unutar 16SrXI| grupe (Skféia i sar., 2016), kao i asocijacije u ishrani iZzme
vrste E. incisusi biljke C. arvense Biljke palamide zarazene 16SrXI-E podgrupom
pokazuju simptome Zutila, inflorescenci i prolifeija biljnog tkiva (Saféova i sar.,
2016). Bitno je napomenuti da je 16SrXI grupacedie u korelaciji sa biljkama iz
familije Poaceae i predstavlja izuzetno &jaog patogena piréa i Se&erne trske u
juznoj Aziji i Australiji (Jung i sar., 2003; Viswathan i sar., 2011; Ramaswamy i sar.,
2013; Blanche i sar., 2003), dok su izolati 16SEXI¢Ca. Phytoplasma cirsii’)

podgrupe zabeleZeni za sada samo u Evropii@afa sar., 2016; Duduk i sar., 2018).

Predstavnici cikada koji uspesSno prirodno i ekspentalno prenose 16SrXI
grupu fitoplazmi su vrst&ephotettix cincticepgUhler, 1896),Nephotettix virescens
(Distant, 1908) Nephotettix nigropictugStal, 1870). Ove vrste rletim, nisu prisutne
u Evropi vé& samo u Aziji, Africi i Australiji (Jung i sar., 28). Vrste koje prenose ovu
fitoplazmu u Aziji su iDeltocephalus vulgari®ash & Viraktamath, 1998 (Srivastava i
sar., 2006),Matsumuratettix hiroglyphicugMatsumura, 1914) (Hanboosong i sar.,
2002), Yamatotettix flavovittatuMatsumura, 1914 (Hanboosong i sar., 2006). Sve ove
vrste pripadaju familiji Cicadellidae i potfamilijiDeltocephalinae. Vektori ove
fitoplazme u Evropi joS nisu otkriveni, tako da incisus moze biti potencijalni

kandidat, jer kao i svi pomenuti vektori sa drudgbntinenata, pripada potfamiliji
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Deltocephalinae i u bliskoj je evolutivnoj vezi Bjnom vrstomC. arvenseu kojoj je

identifikovana 16SrIX-E podgrupa.

Dva genotipaCa. Phytoplasma solani’ identifikovana su u prirodnbananim
jedinkamakE. incisus Preovladajéi je multilokusni genotip STOLQg, u literaturi pozna
kao referenti soj stolbur fitoplazme koji paiiz paprika iz Srbije (Quaglino i sar.,
2013) i u asocijaciji je sa izolatima iz jugoist@ Evrope (Cvrkow i sar., 2014;
Kosovac i sar., 2016). Ovaj genotip je prethodnasap kao preoviujucéi u
epidemioloskim ciklusima bolesti koje izaza¥@a. Phytoplasma solani’, a koje prenosi
cikadaR. panzeru poljoprivrednim usevima u severoi&oj Srbiji kao 5to su: crvenilo
kukuruza (englmaize rednessVIR) na kukuruzupois noir (BN) oboljenje na vinovoj
lozi i stolbur oboljenje krompira (Javii sar., 2007; 2009b; Cvrkavii sar., 2014;
Mitrovi¢ i sar., 2016). Takie, genotip STOLg je prodan u vinogradima istme
Srbije zarazenim BN fitoplazmom, gde je izvor indg& biljna vrstaC. foetidai u
primorskom delu Crne Gore gde je izvor biljkdtex agnus-castuk. U oba sldaja
fitoplazmu 16SrXIl grupe je sa biljaka rezervoara hiljke vinove loze prenela
odgovarajda populacija vrsted. obsoletus(Kosovac i sar., 2016; 2019). Drudra.
Phytoplasma solani’ genotip identifikovan u jedimi@E. incisusje Rqg31g koji je
prethodno registrovan u vinovoj lozi i u populani@a vrste R. quinquecostatus
sakupljenim u vinogradima Srbije (Cvrkévi sar., 2014). Takie, ovaj genotip je
utvrden i u populacijama vrsta. panzeri H. obsoletukoje su sakupljane u zasadima
krompira u severnoj Srbiji. Eksperimentalno prempSaa biljke krompira i vinove loze
bilo je uspeSno samo sa vrstdin obsoletuskoja je u asosijaciji sa biljkama poponca
(Mitrovi¢ i sar., 2016; Kosovac i sar., 2019).

Rezultati testova prenoSenja 16SrXII-A podgrupeplézmi pokazali su da je
vrsta E. incisus uspeSan vektor ove podgrupe, kako u prirodnim taka
eksperimentalnim uslovima, ali da postoje razlikaigpeSnosti prenoSenja réilh
genotipova Ca. Phytoplasma solani’. U testovima prenoSenja pamg@rirodno
inficiranih  populacija E. incisus, stolbur fitoplazma je uspeSno preneta nha
eksperimentalne perivinke i poponac, dok biljkeovie loze nisu bile inficirane. Na
biljke C. roseus uspesSno je bilo prenoSenje sa populacijama sh kkaliteta
(Dobanovci, Topola, Negotin i Jasenovik) na kojirma u jedinkamaE. incisus

registrovani raztiiti genotipovi stolbur fitoplazme, dok je uspeSnemmsenje na biljku
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C. arvensisregistrovano za populaciju sa lokaliteta Jasenavikojoj je detektovano
prisustvo STOLg genotipa. lako je prenoSenje naowinlozu sa jedinkama ove
populacije bilo neuspesSno, u testovima prenoSerga laboratorijski gajenom
populacijom, nakon akvizicije na perivinki sa STOdgnotipom, fitoplazma je uspesno
preneta na 3/8 biljaka vinove loze, so@@dardonnay Takaie, u eksperimentalnim
uslovima uspesno su preneti i genotipovi BG456Bg@50. Jedini genotip koji jedinke
E. incisusnisu uspele da prenesu jeste 19-25g, Sto se gdyasiinjenicom da je ovaj
genotip vezan za epidemioloSke cikluse u koje jgut&na biljkaUrtica dioica L., a
populacijeE. incisusjoS uvek nisu registrovane u asocijaciji sa tofnbm vrstom. S
obzirom da je laboratorijska populacija pokazalpedsost u prenoSenju stolbur
fitoplazme na vinovu lozu, a da stolbur fitoplazmg utvidena u biljkama vinove loze
inokulisanim putem prirodno zarazene populaEijencisus moze se pretpostaviti da je
koncentracija fitoplazme u insektima koji stestvovali u testovima, kao i u biljkama
vinove loze na kojima su se hranili zarazeni insékia niska i da zbog toga nije mogla
da bude detektovana klasom PCR metodom. Druga pretpostavka koja se jandja
osnovu ovih rezultata, ukazuje na mégost daE. incisusnije zn&ajan kao vektor koji
unosi fitoplazmu u vinograd, zbog nepostojanja guexitnosti i koevolutivhe
povezanosti sa vinovom lozom, ali je njegova ulegama zné&ajna u Sirenju ovog
patogena unutar drugih ekosistema.

Sirenje stolbur fitoplazme u ekosistemima je vedwmpleksno usled kretanja
vektora izméu korovskih i gajenih biljaka, postojanja r&#ih korovskih biljaka koje
predstavljaju rezervoare patogena i usled divaezitasocijacija izmiéu cikada vektora
i billaka domaina (Cvrkovt i sar., 2014; Chuche i sar., 2016; Kosovac i 28ax16).

EpidemioloSka povezanost patosistema istrazivamivaj disertaciji smatra se
vrlo kompleksnom i postoje pretpostavke o dodataistama cikada koje se ponaSaju
kao intermedijarni vektori izn@ prirodne vegetacije staniSta koja okruzuju
agroekosisteme i samih useva. Intermedijarni vektoukljweni u Sirenje i odrzavanje
patogena unutar ekosistema (Cvrkowvsar., 2014; Kosovac i sar., 2016). NaSi nalazi d
populacije E. incisusnose STOLg i Rqg31lg genotipove, eksperimentalniarge
njihove vektorske sposobnosti da prenesu STOLg,38Gg i Rqg50g genotip i njihova
Zivotna strategija dugozivéh polifagnih insekata, dovodi do zakika da ova vrsta

moze biti jedan od zkajnih vektora unutar slozenih epidemioloskih cikluszItitih
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oboljenja izazvanih Ca. Phytoplasma solani’ fitoplazmom. Ulogk&. incisus u
specifcnim odnosima biljka - patogen i efikasnost u premp$ patogena na Sirem
geografskom podtiju, povezujéi sve delove epidemioloSkih ciklusa bolesti, treba
dodatno razraditi i potvrditi.

U prirodnim uslovima, oboljenja biljaka koje uzrguuitoplazme najeke su
povezane sa spor&dim deSavanjima u kojima zaraZzene biljke pokazugkenod
karakteristtnih simptoma kao Sto su zutilo ili crvenilo, veéfi metle, skréivanje
internodija, pojava virescenci i filodija. Broj Jaka inficiranih fitoplazmom koje
ispoljavaju simptome u prirodnim ekosistemima jtreno mali, dok se&ini da je broj
asimptomatskih biljaka koje nose u sebi fitoplazznatno veéi. Primer biljaka koje ne
ispoljavaju simptome, a u sebi nose patogena jbistditoplazma identifikovana u
biljkama Sorghum halepensk., C. arvensisU. dioica V. agnus-castus C. foetida
(Jovic i sar., 2009b; Kosovac i sar., 2016; 2019), kab65rlll-B podgrupa uL.
tuberosud L. aphaca U naSim istrazivanjima simptome tpe za prisustvo fitoplazme
ispoljavale su biljkeC. arvenseC. vulgarei C. acanthoidess kojima je registrovano
prisustvo 16Srlll-B podgrupe, dok su sve ostalgk®ilsakupliene na terenu bile
asimptomatske. Nazalost, istrazivanja fitoplazmivepstveno su zasnovana na
ispitivanju i sakupljanju biljaka sa prepoznatljivisimptomima koje izazivaju ovi
patogeni, a nedostatak istrazivanja koja se bavesugivom fitoplazmi u
asimptomatskim biljkama, otezZavaju uKijpanje ovog segmenta u interakcije izine
biljaka domaina i patogena koje, u Sirem smislu, mogu imati akeeristike
komensalnih odnosa. U pojedinim &jevima su asimptomatske biljke, kao prirodni
rezervoari patogena, bile od 2aga za razumevanje epidemioloskih puteva ekonomski
vrlo zna&ajnih fitoplazmi (Arnaud i sar., 2007; Filippin as, 2009; Kosovac i sar.,
2016; 2019). Primer za ovo je FD fitoplazma kojaygi@a vinovu lozu u evropskim
vinogradima, a koja ne izaziva simptome kod dvgnéilvrste koje predstavljaju
rezervoare patogen@, vitalbai Alnusspp Mill. lako se pojava FD prvobitno vezuje za
pojavu epidemija u francuskim vinogradima sredinproslog veka (Schvester i sar.,
1963), prirodni rezervoari ovog patogena su otkriveek 50 godina kasnije, jer
zarazene biljke nisu pokazivale simptome fitoplazéméh oboljenja (Angelini i sar.,
2004; Malembic-Maher i sar., 2007; Filippin i s&009; Jeger i sar., 2016; Kistisar.,
2018).
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Diverzitet fitoplazmi utvéen u istraZzivanim populacijam@. incisusu Srbiji,
ukazuje da je ova polifagna cikada bioindikatorspstva fitoplazmi unutar razitih
ekosistema, Sto moze imati vaznu ulogu u otkrivanpredvidanju uticaja oboljenja
nastalin prenoSenjem patogena pomoinsekata vektora. Ta#e, sposobnost
prenosenja tri grupe fitoplazmi na r&#k biljne vrste, ukazuje na potencijal vréie
incisus da westvuje u epidemiologiji razitih fitoplazmattnih oboljenja. Prisustvo
visoko brojnih populacije ove vrste tokom celog e®givnog perioda u razliim
ekosistemima na teritoriji Srbije, sugeriSe da evsta moze veoma lako dad®u
kontakt sa biljnim patogenima koje moze da usvgrenese dalje svojom ishranom.
Preferentnost u ishrani prema biljkama familija &&dme, Asteraceae i Caprifoliaceae,
medu kojima je zabelezen znatan broj korovskih vrstaguoekosistemimaiini ovu
vrstu zngajnim c¢lanom epidemioloskih ciklusa razlih grupa i vrsta fitoplazmi i

omoguava Sirenje fitoplazmatnih oboljenja Sirom Srbije.
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6. ZAKLJU CCI

Prowavanije biologije, ekologije i rasprostranjenosstercikadeEuscelis incisukao i

prowavanje diverziteta fitoplazmi koje jedinke ove ershogu da usvoje i/ili prenesu,

doveli su do sledeh zakljutaka:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

E. incisusje Siroko rasprostranjena vrsta u Srbiji. Kao &z polifag naseljava
livade, paSnjake, napustena polja i ruderalna &takioja se odlikuju meSovitim

biljnim sastojinama sa dominacijom biljnih vrstefamilija Fabaceae | Poaceae.

VrstaE. incisusima dve generacije godisnje koje karakteriSe ¢daliobojenost
tela adulta i razlike u morfologiji genitalnog aptr muzjaka. Ima 5 larvenih
stupnjeva. Celokupan ciklus raz&j od polaganja jaja do pojave adulta iznosi
35-40 dana, a trajanje odenog perioda u razéi zna&ajno zavisi od uslova

sredine.

PopulacijeE. incisusprirodno inficirane fitoplazmama zabeleZene su &l 85

istrazivanih lokaliteta.

Molekularnim analizama utieno je prisustvo Sest rastin 16S ribozomalnih
grupa i osam podgrupa u primercinka incisus 16Srl (16Srl-F, 16Srl-R),
16Srll (16SrlI-E), 16Srlll (16Srlll-B), 16SriX (168-C, 16SriX-E), 16SrXI
(16SrXI-G) i 16SrXIl (16SrXII-A).

Tokom svih istrazivékih godina, u najyéem broju primeraka, identifikovana je

16SrXIl grupa, poznatija kao stolbur fitoplazm&# Phytoplasma solani’).

Identifikacija 16SrIX i 16SrXI grupe u primercimaste E. incisuspredstavlja
prve nalaze ovih fitoplazmi u Srbiji.

Podgrupe 16Srl-F i 16SrI-R predstavljaju prve nalazih podgrupa na teritoriji
Srbije.

123



G

) -ZAKLJUCCI-

8) U biljnim vrstama sakupljenim na lokalitetima gde yrSeno i sakupljanje
populacijak. incisus identifikovane su dve grupe fitoplazmi: 16SrlIL6SrIX.

Pomenute grupe su zabelezene i u simtomatskinsinupgomatskim biljkama.

9) Eksperimenti prenoSenja fitoplazmi poéooprirodno inficiranih populacij&.
incisus pokazali su da je ova vrsta uspeSan prirodni vektoprenoSenju
fitoplazmi 16Srlll i 16SrXIl grupe, dok prenosSerjéSrIX grupe nije utwvteno.

10)Eksperimenti prenosenja fitoplazmi poéoolaboratorijski dobijene populacije
vrste E. incisuspokazali su da je ova vrsta uspeSan eksperimentekior u
prenosenju fitoplazmi 16Srlll, 16SrV i 16SrXIl grypdok prenosSenje 16Srli

grupe nije utwieno.

11)Ukupno je méu inficiranim jedinkamaE. incisus identifikovano Sest Ca.
Phytoplasma’ vrsta, od kojih je pet pokazivalo déree nukleotidne razlike u
poreienju sa referentnim izolatima: Ca. Phytoplasma asteris’, Ca.
Phytoplasma aurantifolia’, Ca. Phytoplasma pruni’, Ca. Phytoplasma
phoenicium’ i Ca. Phytoplasma oryzae’, a vrst€a. Phytoplasma solani’ je

bila 100% identina sa referentnim izolatom.

12)Multilokusna karakterizacija je koiéna za potpunu identifikaciju izolata do
nivoa podgrupa i tipova u okviru svakog gena, &adalo dobru osnovu za

detaljniji prikaz epidemiologije oddene grupe iCa. Phytoplasma’ vrste.

13)lzolati iz ovih istrazivanja, iako pripadaju filogetski veoma raalitim
grupama, podgrupama i vrstama, pokazuju bliske@drse odnose sa izolatima
koji vode poreklo iz nekoliko prirodnih dorfiaa: (i) detelina Trifolium spp.),
lucerka M. sativg, Lathyrus spp. i druge leguminoze, (ifp. echioidesi P.

hieracioides  (iii) C. arvense (Carduinae), [ (iv)  cikade.
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Tabela 1.Lista do sada zabelezenih sojeva fitoplazmi u Bnbipsocijaciji sa razitim biljnim i/ili insekatskim domainima (vektor ili

nosilac), na osnovu 16S rlRNyrupe/podgrupe i odgovarapi‘Ca. Phytoplasma’ vrste.

16Sr grupa
fitoplazme

16SrI-A

16Srl-B

16SrI-C

16Srl-P

16Srll-E

16Srlll-B

16SrV-A

Trivajalno ime izolata (akronim)

Aster yellows witches’- broof\Y-WB) ‘Ca.Phytoplasma asteris’-srodni soj

Aster yellowgAY)

Clover phyllody(CPh)

Witches'- broom diseasgne topole
(PopWB)
Picris hieracioidedbushy stun{fPHBS)

Multiple inflorescence disease biljci
Cirsium arvense

Elm yellows(EY)

‘Ca. Phytoplasma’ vrsta

‘Ca. Phytoplasma asteris’

Ca. Phytoplasma asteris’- srodni soj

‘Ca.Phytoplasma asteris’- srodni soj

‘Ca. Phytoplasmaurantifolia- srodni

soj

‘Ca. Phytoplasma pruni’- srodni soj

‘Ca. Phytoplasma ulmi’- srodni soj

Biljka i/ili insekt
domagéin u Srhiji

Sargarepa, topola,
Anaceratagallia laevis,
Psammotettix confinjs
Ophiola decumana

Sargarepmkoli,
Psammotettix alientis
Anaceratagallia ribauti

Mocydia crocea
Psammotettix alienys
Psammotettix confinjs
Errastunus ocellaris
Jassargus obtusivalyis
Mocuellus collinus

topola

Picris hieracioides
Neoaliturus fenestratys
Dictyophara europaea
Cirsium arvense,
Medicago sativa, Arnica
montana

Ulmus minor Ulmus

Reference

Duduk i sar., 2008b
Drobnjakovt i sar., 2010
Mitrovi¢ i sar., 2011

Duduk i sar., 2007; 2008b
Jovi¢ i sar., 2009b
Mitrovi¢ i sar., 2012

Jovi i sar., 2009b
Drobnjakovt i sar., 2010
Mitrovi¢ i sar., 2012

Mitrovi¢ i sar., 2011

Mitrovi¢ i sar., 2012

Rarti¢ i sar., 2005
Pavlovi i sar., 2012b
Starovt i sar., 2012

Jovi i sar., 2008; 2010
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16Sr grupa
fitoplazme

16Srv-C

16SrX-A
16SrX-B

16SrX-C

16SrXII-A

Trivajalno ime izolata (akronim)

Flavescence doré@D-C)
Alder yellows(AldY)

Apple proliferation(AP)
European stone fruit yellowWESFY)

Pear decling(PD)

"Stolbur" (STOL11)

‘ Ca. Phytoplasma’ vrsta

‘Ca. Phytoplasma mali’

‘Ca. Phytoplasma prunoruny’
‘Ca. Phytoplasma pyri’

Ca. Phytoplasma solani’

-PRILOZI-

Biljka i/ili insekt Reference

domacin u Srbiji

laevis Hyalesthes

luteipes

grapevineClematis Duduk i sar., 2004
vitalba, Alnus glutinosa, Cvrkovi¢ i sar., 2008
Scaphoideus titanys Filippin i sar., 2009
Dictyophara europaea

jabuka Duduk i sar., 2008a
kajsija TanaskomCarraro, 2003
kruSka Duduk i sar., 2005

vinova loza, kukuruz,  Aleksi¢ i sar., 1967
krom_pw, paradajz,_ . Duduk i sar., 2004
paprika, celer, kelj, pasulj,
duvan, Sargarepa, persun,Jovi i sar., 2009b
valerijana, pastrnak,
borovnica, kupina,
Convolvulus arvensijs
Urtica dioica, Crepis
foetidg Sorghum
halepensgCynodon
dactylon Daucus carota .
Erigeron annuugPicris ~ 1'Kuliaisar., 2011
hieracioidesMedicago  pavlovi i sar., 2011; 2012a;
sativg Dianthus barbatus, 2014a; 2014b
Calendula officinalis
Oenothera biennjs
Cichorium intybus
Saponaria officinalis
Hypericum perforatum
Hypericum barbatum
Plantago majoy

Drobnjakovt i sar., 2010
Cvrkovi¢ i sar., 2011
lvanovi¢ i sar., 2011

Kuzmanovt i sar., 2011

Starovt i sar., 2012; 2013

Mitrovi¢ i sar., 2012; 2013;
2015a; 2016

Jost i sar., 2012; 2013; 2015
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16Sr grupa Trivajalno ime izolata (akronim) ‘ Ca. Phytoplasma’ vrsta Biljka i/ili insekt Reference
fitoplazme domacin u Srbiji
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Y
/N

Echinacea purpurea Kosovac i sar., 2013; 2019
Hyalesthes obso_letus Adamovi i sar., 2014
Reptalus panzeri
Reptalus quinquecostatus Medi¢ Pap i sar., 2018
Dictyophara europaga

Anaceratagallia laevis

Anaceratagallia ribauti

Anaceratagallia venosa

Psammotettix alienys

Psammotettix confinjs

Psammotettix striatus

16SrXII-H Bindweed yellowfBY-S57/11) Ca Phytoplasma convolvuli’ Convolvulus arvensis Martini i sar., 2012a

16SrXIV-C Bermuda grass white le@RS304/13) ‘Ca. Phytoplasma cynodontis’- srodni Cynodon dactylon Mitrovi¢ i sar., 2015b
S0j

16SrXX-A Rhamnus witches’- broom ‘Ca Phytoplasma rhamni’ Rhamnus cathartica Jovi¢ i sar., 2011

* Ne mogu se formalno opisati ovi sojevi fitoplazraiokzasebni taksoni jer u njihovim 16S rRNK gens&gkvencama ne postoje zajeghioligonukleotidi specifini
za vrstu (Malembic-Maher i sar., 2011).
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Tabela 2. Lista fitoplazmi na osnovu 16S rBNgrupe/podgrupe, bilijka doréia ili eksperimentalna biljka prodana u asocijaciji s&.

incisus(Kirschbaum) (plebejusFallén) kao potencijalnim ili dokazanim vektoronkuropi.

16Sr grupa
fitoplazmi
/pogrupa

16SrI-B

16SrI-C

16Srl-F

16Srlll-P
16Srlll-P, 16Srlll-O
16Srv-D

16SrVi
16SrXII-A

Asocijacija sa oboljenjem,
trivijalno ime fitoplazme

Chrysanthemum yellows
phytoplasmgCY)

Clover phyllody,

Strawberry green petalisease

Aster yellows phytoplasma

Bilijka domaéin ili
eksperimentalna biljka

Status vektora i geografsko
poreklo

Chrysanthemum frutescens, Cprirodni ili eksperimentalni

carinatumi Vitis vinifera
bela detelina

vinova loza, korovi izméu
redova vinove loze

Dandelion virescence phytoplasma Taraxa@pp.

Potato phytoplasma

zasad krompira

Flavescence dorée phytoplasma vinova loza

Clover witches’-broom
Stolbur

bela detelina
biljke u zasadima krompira,
bela detelina, vinova loza

vektor, Italija
prirodni ili eksperimentalni
vektor, Engleska

potencijalni vektorCeska

potencijalni vektor, Litvanija
potencijalni vektor, Rusija
eksperimentalni vektor na
vestakoj podlozi, Francuska
prirodni vektor, Engleska
prirodno inficiran potencijalni
vektor,Ceska, Francuska,
Slovenija

Referenca

Conti i sar., 1988

Alma i sar., 2001

Frazier i Posnette, 1957
Posnette i Ellenberger, 1963
Break, 1979

Orsagova i sar., 2011

Ivanauskasi.s2014
Girsosar., 2016
Bressan i sar., 2006

Posneileinberger, 1963
Valenta i sar., 1961
Posnette i Ellenberger, 1963
Fosisar., 1992
Mehle i sar., 2011
Saf&ova i sar., 2018
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Tabela 3.Sekvence prajmera koé@nih za identifikaciju i karakterizaciju fitoplazmi

asocijaciji sa vrstork. insicus

Gen

16S rRNK

rpl22-rps3

secY

16S rRNK

grupa
fitoplazme

16Srl, 16Srll,

16Srlll,
16SrlIX,
16SrXl,
16SrXIl

16SrIX

16Srlll

16SrIX

Naziv
prajmera

P1

P7
R16F2n
R16R2
P1A
P7A
16s758f

R16(IIF2
R16(1)R1
R16(V)F1
R16(V)R1

rpR1
rp(NF1A
rp(DR1A

rp(DR1A
rp(lF1
rp(1R2
rpL2F3
rp(DR1A
rp(llF1
rp(l1R1

rpF1C
rp(DR1A
rp(IX)F2
rp(IX)R2
rpStolF
rpStolR
rpStolF2
L15F1A(l)
MapR21A(l)
AYsecYF1
AYsecYR1
LISF1A(I)

MapR1A(IIl)

SecYF2(Ill)
SecYR1(lll)

MapR1
L15F2(1X)

5’-3' sekvenca prajmera

AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT
CGTCCTTCATCGGCTCTT
GAAACGACTGCTAAGACTGG
TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG
ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC
CCTTCATCGGCTCTTAGTGC
GTCTTTACTGACGCTGAGGC
TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG
AAGAGTGGAAAAACTCCC
TCCGAACTGAGATTGA
TTAAAAGACCTTCTTCGG
TTCAATCCGTACTGAGACTACC
GGACATAAGTTAGGTGAATTT
ACGATATTTAGTTCTTTTTGG
TTTTCCCCTACACGTACTTA
GTTCTTTTTGGCATTAACAT
ATGGTDGGDCAYAARTTAGG
GTTCTTTTTGGCATTAACAT
GCTCTTACTCGTAAAYATGTAGT
ATTTTTTAACTTCCGTTTTTAC
WCCTTGGGGYAAAAAAGCTC
GTTCTTTTTGGCATTAACAT
TTAGAGAAGGCATTAAAC
CTCTTTCCCCATCTAGGACG
GGACATAAGTTAGGTGAATTT
ACGATATTTAGTTCTTTTTGG
ATGGTDGGDCAYAARTTAGG
GTTCTTTTTGGCATTAACAT
GCACAAGCTATTTTAATGTTTACACCC
CAAAGGGACTAAACCTAAAG

CGTACAAAATAATCGGGAGA
CGAAACAAAAGGTTTACGAG
AAACTTGGTCACGTAGTTCC
CTTCTGGTAAAGGACATAAAGG
GTTCTTCGTGCAAAGATGTACC
CAGCCATTTTAGCAGTTGGTGG
CAGAAGCTTGAGTGCCTTTACC

CTTCTGGTAAAGGACATAAAGG
GGTTCTTCGTGCAATTGCAAACC
TGAAGGYGGACAAATCCCT
GACCTGCTTTTCTCATTATAGC

CCTGGTAGTGGYAMTGGWAAAAC
ATTARRAATATARGGYTCTTCRTG
TTCAAAGAATTCCTAAAAGAGG
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16S rRNK

grupa
fitoplazme

16SrXIl

16SrXIl

16SrXIl

Naziv
prajmera

MapR2(1X)
secYR1(IX)
secYR2(IX)
PosecF1
PosecR1
PosecF3
PosecR3
Tuflf

Tuflr
TufAYf

StolH10F1
StolH10R1
TYPH10F
TYPH10R

StampRO
StampF1
StampR1

-PRILOZI-

5'-3' sekvenca prajmera

GTACAACTGCTTCGTTTACAGA
CCCACTATAATTAAAAGACT
TAGTATAATAAAGAATAGGGAT

TCTGCTTTGCCTTTGCCTTT
ATTAGTAAACTAGTTCCTCC
GGATTGATAGATGCTGCCCC
GCCCCTATAACGGTGATTTTGA
CACATTGACCACGGTAAAAC
CCACCTTCACGAATAGAGAAC
GCTAAAAGTAGAGCTTATGA
CGTTGTCACCTGGCATTACC
AGGTTGTAAAATCTTTTATGT
GCGGATGGCTTTTCATTATTTGAC
AACGTTCATCAACAATCAGTC
CACTTCTTTCAGGCAACTTC
GTAGGTTTTGGATGTTTTAAG
AAATAAAAGAACAAGTATAGACGA
TTCTTTAAACACACCAAGAC
AAGCCAGAATTTAATCTAGC
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-PRILOZI-

Tabela 4.16S rRNK sekvence referentnih sojeGa.’ Phytoplasma’ vrsta kodénih za

filogenetsku rekonstrukciju.

‘Ca Phytoplasma’ vrsta

‘Ca. Phytoplasma asteris’
‘Ca. Phytoplasma lycopersici’
‘Ca Phytoplasma aurantifolia’
‘Ca Phytoplasma prunirnA
‘Ca. Phytoplasma prunirnB
‘Ca. Phytoplasma palmae’

Referentni soj

‘Ca. Phytoplasma cocostanzaniae’ LD

‘Ca. Phytoplasma ulmi’

‘Ca. Phytoplasma ziziphi’
‘Ca. Phytoplasma rubr’

‘Ca. Phytoplasma balanitae’
‘Ca. Phytoplasma trifolii’

‘Ca. Phytoplasma sudamericanum’

‘Ca. Phytoplasma fraxini’

‘Ca Phytoplasma luffae’

‘Ca. Phytoplasma phoenicium’
‘Ca. Phytoplasma mali’

‘Ca. Phytoplasma pyri’

‘Ca. Phytoplasma spartii’

‘Ca. Phytoplasma prunorum’
‘Ca. Phytoplasma oryzae’

‘Ca. Phytoplasma cirsii’

‘Ca. Phytoplasma solant’

‘Ca. Phytoplasma australiense’
‘Ca Phytoplasma japonicum’
‘Ca Phytoplasma fragariae’
‘Ca Phytoplasma convolvuli’
‘Ca. Phytoplasma hispanicum’
‘Ca. Phytoplasma meliae’

‘Ca. Phytoplasma cynodontis’
‘Ca. Phytoplasma brasiliense’
‘Ca Phytoplasma graminis’
‘Ca. Phytoplasma caricae’
‘Ca Phytoplasma americanum’
‘Ca Phytoplasma castaneae’
‘Ca Phytoplasma rhamni’
‘Ca Phytoplasma pini’

‘Ca. Phytoplasma palmicola’

(akronim) grupa/ podgrupa
OAY 16Srl-B
THP 16Srl-Y
WBDL 16Srll-B

PX11Ct1 16Srlll-A

LY 16SrIV-A

16SrIvV-C
EY1l 16SrV-A
JWB-G1 16SrV-B
RuS 16SrV-E
BItWB 16SrV-F
CP 16SrVI-A
PassWB-Br3 16SrVI-I
AshY1l 16SrVII-A
LfwB 16SrVIII-A
A4 16SriX-B
AP15 16SrXx-A
PD1 16SrX-C
SpawB 16SrX-D
ESFY-G1 16SrX-B
RYD-Th 16SrXI-A
CiryS 16SrXI-E
STOL11 16SrXII-A
AUSGY 16SrXII-B
JHP 16SrXII-D
StrawY 16SrXII-E
BY-S57/11 16SrXII-H
MPV 16SrXIlI-A
ChTY-Mo3 16SrXII-G
BGWL-C1 16SrXIV-A
HibwB26 16SrXV-A
SCYLP 16SrXVI-A
PAY 16SrXVII-A
APPTW12-NE 16SrXVIII-A
CnwB 16SrXIX-A
BWB 16SrXX-A
Pin127S 16SrXXI-A
LYDM-178 16SXXII

Klasifikacija 16Sr

Pristupni
brojevi u Banci
gena

M30790
AY787136
U15442

JQ044393

JQ044392

U18747

X80117
AY197655
AB052876
AY197648
AB689678
AY390261
262081
AF092209
AF248956
AF515636
AJ542541
AJ542543
X92869
AJ542544
AB052873
KR869146
AF248959
L76865
AB010425
DQ086423
INGEH
AF248960
KU850940
AJ55@98
AF14870
AY725228
AY725234
D122
AB054986
X76431
AJ632155
KF751387
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‘Ca. Phytoplasma’ vrsta

Buckland valley grapevine yellows

phytoplasma

Sorghum bunchy shoot

phytoplasma

Weeping tea witches’-broom

phytoplasma

Sugarcane phytoplasma D3T1
Sugarcane phytoplasma D3T2
Derbid phytoplasma

‘Ca Phytoplasma omanense’
‘Ca Phytoplasma tamaricis’

‘Ca. Phytoplasma costaricanunm’
‘Ca Phytoplasma malaysianum’
‘Ca. Phytoplasma allocasuarinae’
‘Ca. Phytoplasma wodyetiae’
‘Ca. Phytoplasma noviquineense’

Referentni soj
(akronim)

BVGY

IM-1
SCwB1
SoyST1cl
MaPV
AlloY

Klasifikacija 16Sr

grupa/ podgrupa

16SrXXII-A
16SrXXIV-A

16SrXXV-A

16SrXXVI-A
16SrXXVII-A
16SrXXVII-A
16SXXIX-A
16SrXXX-A
16SrXXXI-A
16SrXXXII-A
16SrXXXII-A

FPYD Bangi-216SrXXXVI-A

BCS-Bo

* Slucajno citirane ili predloZzene nove vrste.

16SrlV-srodna,
nova grupa

-PRILOZI-

Pristupni
brojevi u Banci
gena

AY083605
AF509322

AF521672

AJ539179
AJ539180
AY744945
EF666051
FJ432664
126830
EU37293
AY135523
KC844879
LC228755
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-PRILOZI-

Tabela 5.16S rRNK sekvence referentnih sojeva podgrupa gga I, 11, 11, IX, Xl i

XIl koriS¢ene za detaljniju filogenetsku rekonstrukciju ungpaupe.

Referentne 16Sr podgrupe

Klasifikacija
16Sr

grupa/podgrupa

16Srl-A

16Srl-B
16Srl-C
16Srl-D
16SrI-E
16Srl-F
16Srl-K
16Srl-L
16Srl-M
16SrI-N
16Srl-O
16Srl-P

16Sr1-Q
16Srl-R

16Srll-A
16Srll-B
16Srll-C
16SrlI-D
*16SrlI-E
16Srll-E
16SrlI-E

*16SrllI-A_rrnA
16Srlll-A_rrnB
*16Srlll-B

Soj (akronim)” Pristupni
brojevi u
Banci gena

Tomato big bud (BB)/[Aster yellows witches’- broom AY180955

(AY-WB)]

Onion yellows (OAY)/[Aster yellows (AY)] M3790
Clover phyllody (KVG)/[Clover phyllody (CHh AY265218
Paulownia witches’- broom (PawB) AY265206
Blueberry stunt (BBS3) AY265213
Leafhopper borne (CVB) AY265212
Strawberry witches’- broom (STRAWB?2) U96616
Aster yellows (AV2192) AY180957
Aster yellows (AVUT) AY265209
Opomoea obscuraitches’- broom (IOWB) AY265205
Soybean purple stem (SPS) AF268405

Potato Purple Top-RU (Rus103-2)/[Witches’- broom EU333397
disease of black poplar (AY-WB)]

Cherry little leaf (ChLL) AY034089
Strawberry phylloid fruit (StrawPhF) AY102275
‘Hoja de perejil’ (THP) AY787136
 Peanut witches™- broom (PnWB) L33765
Lime witches’- broom (WBDL) ul15442
Faba bean phyllody (FBP) X83432
Papaya yellow crinkle (PpYC) Y10097
Picris echioidegphyllody (PEP) Y16393
Picris hieracioidesushy stunt (PHBS)] JQ743505
Italian alfalfa witches’- broom (IAWB) ERB356
Peach X-disease (PX11Ctl) ~ JQ044393
Peach X-disease (PX11Ct1) JQ044392
Clover yellow edge (CYE) AF173558
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Referentne 16Sr podgrupe

Klasifikacija
16Sr

grupa/podgrupa

16Srlll-B

16Srlll-C
16Srlll-D
16Srlll-E
16Srlll-F
16Srll-G_rrnA
16Srlll-H
16Srlll-I
16Srlll-J
16Srlll-K
16Srlll-M
16SrllI-N
16Srlll-Q
16Srll-R_rrnA
16Srlll-U
16Srlll-V
16Srlll-wW
16Srlll-X
16SrIX-A
16SrIX-B
16SrIX-C
16SrIX-D
16SrIX-E
"16SrIX-F
16SrIX-F
16SrIX-G
16SrIX-H
16SrXI-A
16SrXI-B
16SrXI-C

Soj (akronim)”

-PRILOZI-

Pristupni
brojevi u
Banci gena

[Cirsium arvensenultiple inflorescence disease (CMI- KP663643

Ei)]

Pecan bunch (PB1)

Goldenrod yellows (GRI)

Spiraea stunt (SP1)

Milkweed yellows (MW]I)

Walnut witches’ - broom (WWB)

Poinsettia branch - inducing (PoiBlI)
Virginia grapevine yellows (VGY)

Eggplant giant calyx (EB01-Br03)
Strawberry leafy fruit (SLF)

Potato purple top (PPT-MT117)

Potato purple top (PPT-AKG6)

Black raspberry witches’- broom (BRWB)
Cirsium white leaf (CirwWL)

Eggplant giant calyx (EB0O2-Br06)

Passion fruit witches’- broom (PassWB Br4
Heterothalamus little leaf (HetLL)

Conyza witches’- broom (ConWBB)

Pigeon pea witches’- broom (PPWB)
Almond witches’ - broom (AIWB)

Picris echioidegellows (PEY)

Echinops witches’- broom (EchinWB)
Juniperus witches’ broom (JunWB)
Almond and stone fruit witches’- broom (N27-2)
Honduran Giliricidia little leaf (GLL-Hon)
Almond and stone fruit witches’- broom (A1-1)
Sarson phyllody (SAR)

Rice yellow dwarf (RYD)

Sugarcane white leaf (SCWL)
Leafhopper-borne (BVK)

FJ376626
FJ376627
AF190228
AF510724
AF1908
AFI223
AF060875
HM589212
AF274876
FJ226074
FJ376629
32841
AF373105
HM589213
GU292082
KC4129
KC412027

AF24895
AF515636
Y16389
GU902973
GQ925918
HQ407532
AF361017
HQ407514
KU892213

AB052873
X76432
X76429
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Referentne 16Sr podgrupe

Klasifikacija
16Sr
grupa/podgrupa
16SrXI-D
16SrXI-E

16SrXI-F

Soj (akronim)”

Sugarcane white leaf (BS3)
Cirsium phytoplasma (CirYS)
Sugarcane grassy shoot (SC-Phy004)

-PRILOZI-

Pristupni

brojevi u

Banci gena
KR020685

KR869146

"16SrXII-A
16SrXII-A
16SrXII-B
16SrXII-C
16SrXII-D
16SrXII-E
16SrXII-F
16SrXII-G
16SrXII-H

" Izolati fitoplazmi detektovani u Srbiji su datiuglastim zagradama;

Stolbur (STOL11)

[Stolbur (STOL)]

Australian grapevine yellows (AUSGY)
Strawberry lethal yellows (StrawLY)
Japanese hydrangea phyllody (JHP)
Yellows diseased strawberry (Strawy)
“Nois noir” (BN-Op30)

“Nois noir” (BN-Fc3)

[Bindweed yellows (BY-S57/11)]

AF248959
X76427
LI65
ATZH5
ABQE04
[39023
EU836652
EU836647
JN833705

* Referentni izolati 16Sr podgrupa ka@e#i za izrédunavanje RFLP koeficijenta &fiosti i p-

distanci.
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BIOGRAFIJA
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centralnom Balkanu primenom geometrijske morforjeetrioblika krila” pod
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

MNoTnucanun-a MurbaHa JakoBrbeBuh
6poj uHgekca _b53002/2012

UsjaBrbyjem

Aa je JOKTopCcKa AncepTaumja nog HacrnoBoMm

MyntunoteHTHOCT umnkage Euscelis incisus (Hemiptera, Cicadellidae,

Deltocephalinae) y npeHowemny 1 enngemmonorujn putonnasmu (‘Candidatus

Phytoplasma’)

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTpaXkMBaydKor paaa,

e [0a npeanoxeHa aucepraumja y UenvMHUW HU Yy Oenosuma Huje 6una
npegnoxeHa 3a [obuvjake OMNoO koje gunnome npema CTyAujCKUM
nporpamMmmma Apyrmx BUCOKOLLKOSICKMX YCTaHOBA,

* [a Cy pe3ynTtatu KOPeKTHO HaBeadeHn n

* [a HMCaM KpLuMo/na ayTopcka npaBa U KOPUCTUO UHTENEKTYarHy CBOjUHY
APYrux nuua.

MoTnuc pokrtopaHAaa

Y Bbeorpagy, .2019. , :
/{U/[; e(/:/) [ZL/{.GJ—:' c"%




Mpunor 2.

MU3jaBa 0 NCTOBETHOCTM LUTaMMNaHe U eNleKTPOHCKe
Bep3unje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesnme aytopa _MwurbaHna JakoBibeBuh

Bbpoj nHpekca 63002/2012
Ctyaunjckn nporpam Buonoruja
Hacnos paga MyntunoTteHTHOCT umkage Euscelis incisus (Hemiptera,

Cicadellidae, Deltocephalinae) y npeHowenwy 1 envgemmonorujn putonnasmm

(‘Candidatus Phytoplasma’)

MeHTOop npod. gp Kerbko TomaHosuh, ap TaTjaHa LiBpkosuh

NoTnucaHu/a MwvrbaHa JakoBrbeBuh

NsjaBrbyjem pa je wTamnaHa Bep3uvja MOr [OOKTOPCKOr paja WCTOBETHa
€NeKTPOHCKO] Bep3nju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBare Ha nopTtany
OvrntanHor peno3sutopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe MOjU NMYHM nogjaun Be3aHn 3a pobujamse
akageMcKor 3Barba AOKTOpa Hayka, Kao WTO Cy MMe M npe3ume, roguvHa u
MecTo pofera n gatym oabpaHe paga.

OBu nuyHM nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuamMa gurntanHe
omnbnuoteke, y €neKTpOHCKOM KaTtanory u y nybnukauvjama YHuBepsuteTa y
Beorpaay.

MoTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, 2019,
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Mpwunor 3.

U3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky 6ubnmnoteky ,CBetozap MapkoBuh® ga vy
AurntanHn penosuTtopujym YHuBep3uteTa y beorpagy yHece Mojy OOKTOPCKY
aucepTaunjy nog HacrioBOM:

MyntnnoteHTHOCT umkage Euscelis incisus (Hemiptera, Cicadellidae,

Deltocephalinae) y npeHoweny 1 enngemmosnorujn putonnasmu (‘Candidatus

Phytoplasma’)

Koja je Moje ayTOpCKo Aeno.

AucepTtaunjy ca cBum npunosmma npegao/na cam y enekTpoHCKoMm dopmaTty
NnorogHOM 3a TpajHO apXmBUpaHeE.

Mojy [OOKTOpCKYy AgucepTtauujy rnoxpakweHy Yy [durutanHu penosvtopujym
YHuBep3uteta y beorpagy mory ga Kopucte CBM Koju nowTyjy oapenbe
cagpxaHe y opgabpaHom Tuny nuueHue KpeatmBHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a Kojy cam ce ogny4duo/na.

1. AytopcTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUUjarnHo
@AyTOpCTBO — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarnHO — AeNUTK Nog UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTM NOA UCTUM YCrOBMMA

(Monumo ga 3aoKpyxuTe camo jedHy O LUeCT MoHyheHux nuueHuu, kpaTak
OnNuC NULEHUM AaT je Ha nonefhuHn nucra).

MoTnuc pokrtopaHAaa

Y Beorpagy, 2019.
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe YMHOXaBawe, OUCTpUbyumjy ©  jaBHO
caornwTaBawe fJena, v npepage, ako Ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH
ogpeheH of cTpaHe ayTopa wnu gasBaoua nuvueHue, Yak Uy KomepuujanHe
cepxe. OBO je HajcnoboaHuja og CBUX NULEHUM.

2. AyTOpCTBO — HEKOMepLUMjanHo. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, ANCTprbyuujy u
jaBHO caonwTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH
ogpefheH o cTpaHe aytopa wunuM faBaoua nuueHue. OBa nuvueHua He
[03BOSbaBa komepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HEkOoMepLumjanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBake,
ANCTpUByLMjy 1 jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka Unm
ynotpebe genay cBoMm ferny, ako ce HaBede MmMe aytopa Ha HavmH ogpeheH of
CTpaHe ayTopa wunuM pfasBaoua nuueHue. OBa nuueHua He [J03BOSbasa
KomepumjanHy ynoTtpeby gena. Y ofgHOCYy Ha cBe oOCTane nuvueHue, OBOM
NMLEHLIOM ce orpaHudaBa Hajsehu obum npasa kopuwhekwa gena.

4. AyTOpCTBO - HekoMepuujanHo — [enuTtv nog WUCTUM  YCroBMMA.
[lo3BorbaBate ymHOXaBawe, OUCTpubyunjy M jaBHO caonwTaBawe Adena, u
npepage, ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HaunH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unm
AaBaolua nvueHue n ako ce npepaga guctpubympa nog UCTOM UMK CRMYHOM
nuueHuom. OBa nuueHua He [03BOfbaBa KomepuwmjanHy ynotpeby gena wu
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [o3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUlyuUnjy n
jaBHO caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBaka unu ynotpebe agena
y CBOM [eny, ako ce HaBeAe nume aytopa Ha HauvH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
unn pasaoua nuueHue. OBa nuvueHUa [o03BOSfbaBa KOMepuuvjanHy ynoTpeby
aena.

6. AyTOopCTBO - OenuTu nog uUcTuMm ycnosuma. [lo3BosbaBaTe yMHOXaBaHe,
ANCTpUbyUMjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, W npepaje, ako ce HaBege ume
ayTopa Ha HauyuH ogpeheH of cTpaHe ayTopa unu gasaoua fuvueHLe U ako ce
npepaga avctpmbyupa nog MCTOM MM cnudHoM nuueHuom. OBa nuvueHua
AO3BO/baBa koMepuujanHy ynotpeby pgpena u  npepaga. CnuyHa je
CcoPTBEPCKUM NMLEeHLama, OOHOCHO nuLeHLama OTBOpPEHor Koaa.



