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IVADAS

Temos aktualumas

Bulves (Solanum tuberosum) — viena ekonomiskai svarbiausiy augaly
rusiy pasaulyje, ju produkcija yra ketvirta po kvieCiy, kukurizy ir ryziy
(Hawkes, 1999). 2007 metais bulvémis buvo apsodinta vir§ 19 mln. ha dirbamy
zemes ploty i8 kuriy prikasta daugiau nei 325 min. tony bulviy (FAO, 2008).
Be vartojimo maistui, i§ bulviy gumby iSgaunamy medziagy pagaminama vir$
200 jvairiy produkty: etilo spirito, klijy, plastmasiy, acetono, krakmolo,
gliukozés ir kt.

Vieni 1§ pavojingiausiy bulviniy (Solanaceae) Seimos kenkéjy yra cistas
ant bulviniy augaly Sakny sudarantys auksinis Globodera rostochiensis ir
blyskusis Globodera pallida bulviniai nematodai. De¢l bulviniy cistiniy
nematody ypatingos specializacijos, glaudaus rySio su augalais Seimininkais,
gebéjimo plisti, unikalios adaptacijos ilga laika isbuti dirvoje be augalo
Seimininko patiriami dideli derliaus nuostoliai. Nustatyta, kad prarandama
apytikriai 2t/ha bulviy kiekvienam 20 nematodu kiausinéli/g dirvozemio
(Brown, 1969), ir net apie 80 % derliaus gali bti prarandama, kai nesiimama
jokiy prevencijos priemoniy. Siuo metu abi bulviniy cistiniy nematody
G. rostochiensis ir G. pallida riSys itrauktos { pasaulio, Europos ir Lietuvos
karantininiy' organizmy sarasg (CD, 2000). Lietuvoje uz karantininiy
organizmy, tame trape G. rostochiensis ir G. pallida importa, eksporta ir
vietiniy karantininiy zidiniy paieSka atsakinga, bei likvidavima atlieka
Valstybiné augalininkystés tarnyba prie Zemés {ikio ministerijos.

Bulviniy cistiniy nematody identifikacija pagal morfologinius pozymius
reikalauja daug kruopstaus darbo, igiidziy, specialiy darbo priemoniy, dideliy
laiko sanaudy. Be to, identifikuojant G. rostochiensis ir G. pallida susiduriama

su morfologiniais rii§iy panasumais ir morfometriniy matavimy persidengimais

! Karantininiais organizmais vadinamos tos risys, kurios neaptiktos 3alyje, tadiau gali biiti
iveztos ar savarankiskai patekti i ja, arba ribotai paplitusios Salies teritorijoje, taciau oficialiai
kontroliuojamos, ir kurios gali zenkliai kenkti augalams ar gadinti augaling produkcija, t. y. -
ekonomiskai svarbios (FAO, 2007).
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(Baldwin, Mundo-Ocampo, 1991; Brzeski, 1998; Manduric, Anderson, 2004;
Dobosz et al., 2006). D¢l Sios prieZasties tikslesniam rasiy identifikavimui
taikomi molekuliniai metodai, vienas dazniausiai naudojamy — polimerazinés
grandininés reakcijos metodas, panaudojant raisiai specifinius DNR pradmenis
(Fullaondo et al., 1999; Zouhar et al., 2000; Pylypenko et al., 2005). Kadangi
tik tokie Siuolaikiniai metodai leidzia tiksliai identifikuoti bulviniy cistiniy
nematody riisis, juos biitina taikyti norint patikimai nustatyti, kokios rtsys
aptinkamos Lietuvoje.

Prasidéjus S$iltajam mety laikui iS bulviniy nematody cistose esanciu
kiausinéliy ritasi antros juvenilinés stadijos nematodai (pirmos juvenilinés
stadijos nematodai vystosi kiauSin¢liuose) ir migruoja link augalo Seimininko
Sakny (Weischer, 1959). Poriniai chemoreceptoriai — amfidés, iSsidésciusios
nematody galvin¢je dalyje, yra svarbiausi chemoreceptoriniai organai, kuriy
déka nematodai jaucia cheminius stimulus ir taip orientuojasi dirvozemio
aplinkoje (Jones et al., 1994). Bulviy Saknys iSskiria | dirvozemj nematodams
patrauklius cheminius junginius (Weischer, 1959; Clarke, Hennessy, 1984;
Devine, Jones, 2003), taciau kol kas neidentifikuotas nei vienas junginys (ar ju
misinys), patrauklus bulviniams cistiniams nematodams. Tam reikalingi ne tik
detaltis nematody elgsenos, bet ir bulviy Sakny i$skiriamy bioaktyviy cheminiy
medziagy tyrimai. NustaCius Sias medZiagas, atsirasty galimybé sutrikdyti
iprasta nematody elgseng — augalo Seimininko Sakny aptikima. Sia elgsena
sutrikdyti biity imanoma ir slopinant nematody amfidziy veikla. Visa tai galéty
biti pritaikyta biologinei kovai su bulviniais cistiniais nematodais, t. y. atsirasty
galimybé ijtakoti juy elgsena ir taip kontroliuoti ju paplitima bei sumazinti
daromg zala bulviy derliui. Tad gilesnis nematody chemoekologiniy saveiky

pazinimas svarbus ne tik fundamentiniy ziniy, bet ir taikomaja prasme.



Darbo tikslas

Nustatyti bulviniy cistiniy nematody rtsing sudéti ir paplitima Lietuvoje

bei ju chemoekologiniy saveiky su augalu Seimininku ypatumus.

Darbo uzdaviniai

1. I8 dirvozemio méginiy, surinkty visose 10 Lietuvos apskri¢iy, iSskirti
nematody cistas ir morfologiniais bei molekuliniais metodais identifikuoti
G. rostochiensis ir G. pallida rii$is, nustatyti ju paplitima Lietuvoje.

2. Nustatyti bulviy Sakny iSskiriamo nespecifinio metabolito linalolio
toksiSkumg bulviniams cistiniams nematodams.

3. Nustatyti bulviy Sakny iSskiriamo nespecifinio metabolito linalolio ir
specifinio metabolito o—solanino poveiki bulviniy cistiniy nematody
elgsenai.

4. Atlikti bulviniy cistiniy nematodu G. rostochiensis ir G. pallida
chemoekologiniy ypatumy, susijusiy su reakcijomis | augala Seimininka,
lyginamajq analize.

5. Nustatyti, ar cinko sulfatas slopina bulviniy cistiniy nematody elgsenines
reakcijas, susijusias su $iy nematody priviliojimu prie augalo Seimininko
1$skiriamy cheminiy junginiy.

6. lvertinti, ar bulviy Saknys toje augimo faz¢je, kuri nematodams

atraktyviausia, i§skiria minétai fazei bidingy cheminiy junginiy.



Darbo naujumas

Pirma karta tiksliu Siuolaikiniu molekuliniu metodu patvirtinta, jog
karantininés rasies G. pallida Lietuvoje néra bei jvertintas
G. rostochiensis paplitimas.

Sukurtas originalus testas bulviniy cistiniy nematody elgsenos tyrimams.
Pirmg karta nustatytos augalo Seimininko iSskiriamos cheminés
medziagos, atraktyvios bulviniams cistiniams nematodams.

Pirma karta nustatyta, jog cinko sulfato vandeninis tirpalas slopina
nematody elgsenines reakcijas, susijusias su priviliojimu prie cheminio
stimulo.

Pirma karta nustatyta, kad bulviy Saknys atraktyviausioje nematodams

augimo fazéje iSskiria budingy cheminiy junginiy.

Moksliné ir praktiné darbo reikSmé

Darbo rezultatai papildo kol kas labai negausias bulviniy cistiniy

nematody cheminés ekologijos bei elgsenos Zinias. Jie yra svarbiis ir gali biiti

taikomi:

1)
2)
3)
4)

5)

bulviniy cistiniy nematody rasiy plitimo stabdymui;

bulviniy cistiniy nematody kairomony paieskai;

bioaktyviy medziagy bulviy Sakny nuoplovose tyrimams;

biologiSkai aktyviy stimuly parinkimui bulviniy cistiniy nematody
chemosensorikos elektrofiziologiniams ar kitiems tyrimams;

kuriant ekologiskai nepavojingas kovos priemones su bulviniais cistiniais

nematodais.



Ginamieji darbo teiginiai

1. Lietuvoje paplitusi tik viena karantinin¢ bulviniy cistiniy nematody riisis
— G. rostochiensis, G. pallida Lietuvoje néra.

2. Bulviniy cistiniy nematody ir augalo Seimininko saveikai svarbis
cheminiai stimulai: tiek nespecifiniai (biidingi daugeliui augaly), tiek
specifiniai (budingi tik augalui Seimininkui).

3. Abiejy morfologiskai ir ekologiskai labai artimy rasiy bulviniy cistiniy

nematody reakcijos i cheminius stimulus yra skirtingos.

Darbo aprobavimas ir publikacijos

Disertacijos medziaga buvo pristatyta SeStojoje VU mokslinéje
konferencijoje ,,Mokslas gamtos moksly fakultete (VU botanikos sodas,
Kairénai, 2010), 26 bei 27 tarptautinése Cheminés ekologijos draugijos
konferencijose (Tours, Pranciizija, 2010; Brity Kolumbija, Kanada, 2011).
Tyrimy rezultatai paskelbti penkiose publikacijose: trijuose moksliniuose
straipsniuose (vienas 1§ ju itrauktas 1 Mokslinés Informacijos Instituto (ISI

WOS) duomeny bazes su impact faktoriumi) bei dviejose konferencijy tezése.

Darbo struktiira

Disertacija sudaro Sie skyriai: [vadas, Literatiiros apzvalga, Medziaga ir
metodika, Rezultatai ir juy aptarimas (skyrius susideda i§ triju poskyriu),
ISvados, 286 Literatiiros Saltiniy sarasas, autorés Moksliniy publikacijy
disertacijos tema sarasas, Priedai. Disertacijos apimtis — 104 puslapiai,
8 lentelés ir 15 paveiksly. Disertacija parasyta lietuviy kalba, o disertacijos

santrauka — angly kalba.



Padékos

Nuosirdziai dékoju uz visokeriopa pagalba ir patarimus darbo vadovui
prof. habil. dr. Vincui Budai bei visiems Gamtos tyrimy centro Ekologijos
instituto Cheminés ekologijos ir elgsenos laboratorijos darbuotojams. Uz
galimybe¢ atlikti tyrimus Fitosanitariniy tyrimuy laboratorijoje (Valstybinés
augalininkystés tarnybos prie ZUM) esu labai dékinga buvusiai laboratorijos
vedéjai dr. Loretai Taluntytei. Taip pat visiems Sios laboratorijos darbuotojams
uz palaikyma, supratinguma ir pagalba, ypac¢ dr. Vaidai Jogaitei (buvusiai
bendradarbei) taikant molekulinés biologijos metodus bulviniams cistiniams
nematodams tirti. Dékoju Julius Kiihn institutui (Vokietija) bei Augaly
apsaugos tarnybai (Pranciizija) uz medziaga tyrimams. Taip pat labai dékoju
Silvijai Budaviciatei (Helsinkio universitetas) uz prieiga prie moksliniy
publikacijy bei Joseph R. Laroza (Kalifornijos universitetas) uz redakcinius
angly kalbos pataisymus. Uz suteikta stipendija dékoju Lietuvos valstybiniam
mokslo ir studijy fondui bei Vilniaus universitetui — uz suteikta galimybe

studijuoti doktoranttroje.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Bulviniy cistiniy nematody biologija

Bulviniy cistiniy nematody Globodera rostochiensis (Wollenweber,
1923) Behrens, 1975 ir Globodera pallida (Stone, 1973) Behrens, 1975
gyvenimo ciklas susideda i§ 6 stadijy: kiauSin¢lio, 4 juveniliniy (jaunatviniy),
tarp kuriy vyksta kutikulés nérimasis, ir suaugélio. Bulviniai cistiniai
nematodai yra skirtaly€iai. Maisto medziagy kiekis aplinkoje itakoja lyc¢iy
vystymasi: esant jy pakankamai — formuojasi daugiau pateliy, esant trilkumui —
patiny (Trudgill, 1967). DirvoZzemyje ziemoja nebegyvos patelés — cistos, kuriy
viduje buna keli Simtai kiauSinéliy.

Pirmos juvenilinés stadijos (J1) nematodai i$sivysto dar kiausinélyje. Po
J1 nérimosi, 1§ kiauSinélio iSsirita antros juvenilinés (J2) stadijos nematodai.
Paprastai ritimasi stimuliuoja bulviniy (Solanaceae) Seimos augaly Sakny
iSskiriamos medziagos, daugiausia ju iSskiria Sakny galiukai (Rawsthorne,
Brodie, 1986). ISsirita apie 80 % cistos nematody (Fenwick, 1949). J2 gali
ristis spontaniSkai — nesant augalui Seimininkui, tac¢iau esant pakankamai
drégmés ir tinkamai dirvozemio temperatiirai (vir§ 10 °C) (Ferris, 1956), tada
ritimasis siekia 30 % (Oostenbrink, 1950; Devine ef al., 1999).

Nustatyta, kad bulviy Sakny nuoplovos stimuliuoja ne tik ritimasi, bet ir
J2 judéjima (movement) bei migracijq (Weischer, 1959; Clarke, Hennessy,
1984; Devine, Jones, 2003). Chemoreceptoriais pajut¢ augalo Seimininko Sakny
iSskiriamas patrauklias chemines medziagas (Jones et al., 1994), bulviniy
cistiniy nematody J2 migruoja i$ cistos link augalo Seimininko Sakny ir i jas
isiskverbia. Sios stadijos nematodai nesimaitina, todél per 6-11 dieny turi surasti
augala Seimininka, antraip, iSnaudoj¢ endogeninius energijos Saltinius, gali ziti
(Robinson et al., 1987a). D¢l to, kad J2 nesimaitina, dar kitaip yra vadinami
invazingés stadijos nematodais.

J2 patenka i augala per Saknies galiukus pradurdami stiletu (burnoje

esancia tus¢iavidure vamzdelio formos struktiira) epidermio lasteles. Pateke 1
11



augala nematodai audiniais keliauja link Zievés, periciklio ar endodermio
lasteliy ir neriasi. Nematody lytis apsprendZiama J2 stadijos gale. Trecios
juvenilinés (J3) stadijos nematodai maitinasi pradiir¢ lasteles (zievés, periciklio
ar endodermio) stiletu ir siurbdami jo pagalba maistingas medziagas. D¢l
nematody iSskiriamy fermenty pradurtos bei jos Sonuose esanciu lasteliy
sienelés lizuojasi ir susiformuoja viena didelé daugialasté maitinancioji lastelé
vadinama syncytium. Ketvirtos juvenilinés (J4) stadijos pateliy kiino forma
keiciasi — apvaléja. J4 patinai lieka kirméliskos formos, nustoja maitintis, ju
suformuotas syncytium pradeda nykti. Augantis suaugelés patelés kiinas
praplésia zieve ir iSlenda 1 Saknies pavirSiy, Saknyje lieka tik kaklas ir galva.
ISlind¢ 1 Saknies pavirSiy J4 patinai neriasi, virsta suaugéliais ir apvaisina
pateles. Patinai gyvena apie 10 dieny (Evans, 1970). Apvaisinty pateliy
kutikulés dangalas sustoré¢ja, keiciasi jo spalva: G. rostochiensis 18 pradziy biina
baltas, véliau — geltonas (auksinis) ar rudas; G. pallida — i§ baltos spalvos virsta
tiesiai | ruda (Carta et al., 2005). Apvaisintos patelés mirsta, ju kutikulé virsta
apsaugine cista su 200-500 kiauSinéliais. Cistos atitriiksta nuo Saknies ir taip
ziemoja. Schematizuotas cistiniy nematody gyvenimo ciklas pavaizduotas
1.1.1 paveiksle.

Vystymosi trukmé nuo J2 ritimosi iki suaugélio trunka 38-45 dienas
(Spears, 1968). Cista dirvoZemyje be augalo Seimininko gyvybinga gali iSlikti iki
20-30 mety (Turner, 1996). Per viena vegetacijos periodg iSsivysto viena
nematody karta, nes nematodams prie§ iSsiritant 1§ cistos, biitinas ramybés

periodas (Turner, Evans, 1998).

12



Kiaus$inéliai | |
cistoje

1.1.1 pav. Cistiniy nematody (dvily¢iy) gyvenimo ciklo schema skersiniame
Saknies pjuvyje (Lilley et al., 2005). A. Dirvozemyje ziemoja cista su jos
viduje esanciais kiauSinéliais. B. Esant palankioms aplinkos salygoms iSsirit¢
i§ kiauSinéliy antros juvenilinés stadijos (J2) nematodai migruoja link augalo
Seimininko Sakny. C. J2 isiskverbia i Saknj ir migruoja lastelémis link zievés,
periciklio ar endodermio Iagsteliy. D. TreCios juvenilinés (J3) stadijos
nematodai suformuoja maitinimosi lasteles — syncytium. E. Ketvirtos
juvenilinés (J4) stadijos pateliy kiino forma keiciasi — apvaléja, o J4 patinai
lieka kirméliskos formos, nustoja maitintis, jy suformuoti syncytium pradeda
nykti. F. J4 patinai prasiskverbia { Saknies pavirSiy, neriasi ir apvaisina pateles,
kuriy kiinai btna iSlind¢ | pavirSiy (iSskyrus kakla ir galva). KiauSinéliai

formuojasi patelés kiine, kuris patams¢ja ir virsta cista.

Bulviniai cistiniai nematodai skirstomi i patotipus pagal ju gebéjimag
daugintis ant bulviniams cistiniams nematodams atspariy Solanum genties
augaly, turinCiy atsparumg lemiancius genus ar ju kompleksus. Atsparumo
nematodams genai nustatyti Andy laukinése ir kultiirinése bulvése. Atsparumu
pasizymincios augaly Saknys iSskiria tokias pat atraktyvias nematodams
medziagas kaip ir neatsparios veislés, taiau nematodai negali ant Siy augaly
Sakny vystytis, nes syncytium nekrotizuojasi, ko pasekoje nematodai zista

(Rice et al., 1987). Pastebéta, kad kai kurie G. rostochiensis ir G. pallida
13



nematodai gebéjo daugintis ant atspariy nematodams bulviy. Taip ilgalaike
koevoliucija su augalais Seimininkais suformavo rusies viduje genetiSkai ir
virulentidkai besiskiriangius G. rostochiensis ir G. pallida patotipus. Siuo metu
skiriami penki G. rostochiensis patotipai (Ro1-Ro9) ir trys G. pallida patotipai
(Pal-Pa3) (Canto Saenz, de Scurrah, 1977; Kort et al, 1977). Pasaulyje
labiausiai paplites G. rostochiensis Rol ir G. pallida Pa2 patotipai (Turner,
Evans, 1998). Iki Siol Lietuvoje nustatytas tik G. rostochiensis, uzregistruotas
1948 metais (Mastauskis, 1955; Kupsnsnosa, 1963), ir identifikuotas jo Rol
patotipas (CaBoTHuKOB, 1986).

Augalai Seimininkai — vienas svarbiausiy biotiniy veiksniy, itakojanciy
bulviniy cistiniy nematody paplitima bei populiacijos gausuma. Kiti biotiniai
veiksniai, tokie kaip ligas sukeliantys organizmai, parazitai ir pléSriinai, dar
néra pakankamai istirti. Bulviniy cistiniy nematody paplitimas ir gausumas taip
pat priklauso nuo daugelio abiotiniy veiksniy: temperatiiros — G. rostochiensis
tiek ritasi, tiek dauginasi geriau esant Siltesnéms (15-25 °C) aplinkos
salygoms, o G. pallida — vésesnéms (10-21 °C) (Franco, 1979; Robinson ef al.,
1987b); drégmes; dirvozemio tipo — geriausia tarpsta smelinguose
dirvozemiuose (Dekker, 1969) ir kt. Nematodai plinta prisitvirting ant bulviy
gumby, taip pat su uzkréstu dirvozemiu, zemés ukio padargais, juos gali
pernesti gyvinai, zmonés, tekantis vanduo, véjas. Tad, net jei ir imamasi

apsaugos priemoniy, nematody plitimas — sunkiai stabdomas procesas.

1.2. Bulviniy cistiniy nematody pagrindiniai morfologiniai poZymiai

Bulviniy cistiniy nematody rtasys paprastai skiriamos pagal cisty ir J2
stadijos nematody morfologinius pozymius. Bitent cistos su jose esanciais
kiauSineliais ir J2 (jei yra iSsiritusiy) aptinkamos dirvozemio méginiuose (kurie
renkami pavasari arba rudeni), paimtuose tirti Siy nematody paplitima.

Bulviniy cistiniy nematody cistos (patelés) rutuliskos, kartais kriausés
formos su kysancia cefaline dalimi, apie 450 pm skersmens (Baldwin, Mundo-

Ocampo, 1991). Cistos kutikulé su aiSkiomis zigzago formos raukslémis,
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analiné anga ir vulva i$sidést¢ greta. Cistos viduje esantys kiauSinéliai yra apie

100 pm ilgio, 4 pm skersmens (Baldwin, Mundo-Ocampo, 1991). J2 kiinas

kirmeliSkas, | galus smailéja, kiino ilgis — 445-510 um (Stone, 1973).

Svarbiausi bulviniy cistiniy nematody rasiy skiriamieji pozymiai yra
(skliausteliuose pazymétos vidutinés vertés) (1.2.1 pav., 1 lentelé¢) (Baldwin,
Mundo-Ocampo, 1991; Brzeski, 1998; Manduric, Anderson, 2004; Dobosz et
al., 2006):

v' cistos kutikulés rauksliy skaiCius tarp analinés angos ir vulvos —
G. rostochiensis — 16-31 (>14); G. pallida — 8-20 (<14);

v' Granek‘o indeksas, skai¢iuojamas dalinant atstuma nuo analinés angos iki
artimiausio vulvos krastelio 1§ vulvos skersmens — G. rostochiensis —
1,3-9,5 (>3) um; G. pallida — 1,2-3,5 (<3) pm;

v’ ]2 kuino ir stileto ilgis — G. rostochiensis — 425-505 (468) um ir
19-23 (21,8) um; G. pallida — 440525 (484) um ir 22-24 (23,8) um;

v stileto pagrindo gumbeliy (stileto sustoréjimai, prie kuriy tvirtinasi stileta
judinantys raumenys) forma ir plotis — G. rostochiensis — nuo priekyje
suploty iki apvaliy, 3,2—4,0 um; G. pallida — nusitgse 1 prieki, 4-5 pm.
Pasaulyje zinoma 13 Globodera genciai priklausan¢iy nematody,

parazituojanciy jvairias augaly riisis. Visos jos morfologiskai labai panasios, o

kai kuriy rusiy poZymiai persidengia, tai apsunkina ju identifikacija. Europoje

bulviy laukuose be bulviniy cistiniy nematody sutinkamos dar trys Globodera
rusys, kurios apsunkina bulviniy nematody identifikacija. Tai — Globodera
achilleae, Globodera artemisiae (paplitusios Siaurin¢je Europos dalyje) bei

Globodera tabacum (paplitusi pietinéje Europos dalyje) (1 lentele) (Baldwin,

Mundo-Ocampo, 1991; Brzeski, 1998; Manduric, Anderson, 2004; Dobosz et

al.,, 2006). Taciau tik G. tabacum gali parazituoti bulves, kity dviejuy rasiy

augalai Seimininkai yra paprastoji kraujazolé (Achillea millefolium) ir

paprastasis kietis (Artemisia vulgaris).
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D

1.2.1 pav. Bulviniy cistiniy nematodu Globodera rostochiensis (A, C) ir
Globodera pallida (B, D) cisty analinio—vulvarinio pjivio vaizdas (x1000)
(A, B) ir antros juvenilinés stadijos priekiné kiino dalis (x1000) (C, D) (autorés
nuotraukos). A — analin¢ anga; V — vulva; KR — kutikulinés rauksles; S —

stiletas; SG — stileto gumbeliai.
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Identifikuojant bulviniy cistiniy nematody risis molekuliniai metodai yra
patikimesni. Vienas labiausiai paplitusiy budy raSims atskirti yra tarprisSiniy
DNR grandinés skirtumy nustatymas polimerazinés grandininés reakcijos
(PGR) metodu, panaudojant rusiai specifinius DNR pradmenis (Fullaondo et
al., 1999; Zouhar et al., 2000; Pylypenko et al., 2005). Sis metodas skirti

bulviniy cistiniy nematody rtisis Lietuvoje dar netaikytas.
1.3. Augaly parazitiniy nematody chemorecepcija

Pagrindiniai augaly parazitiniy nematody chemoreceptoriniai organai yra
burnos Sonuose i§sidésciusios porinés struktiiros, vadinamos amfidémis (Jones
et al., 1994). Be amfidziy, nematody galvin¢je dalyje yra iSsidésciusios SeSios
iSorinés ir vidinés liipy sensilés bei keturios galvos kutikulines sensilés

(1.3.1 pav.).

Ant.

Post.

1.3.1 pav. Daugelio augaly riSiy endoparazito Pratylenchus penetrans
suaugelio priekinés kiino dalies sensiliy i$sidéstymo schema (Trett, Perry,
1985a). A — amfid¢; AK — amfidés kanalas; GS — galvinés sensilés; VLS —

vidings liipy sensilés; ISLS — iSorinés lupy sensilés; S — stoma.

18



Vidinés liipy sensilés savo sandara panasios | amfides ir, manoma, taip pat
atliecka chemosensoring funkcija (Wright, 1983; Jones, 2002). Nematodai 18§
Secernentea klasés (jai priklauso ir bulviniai cistiniai nematodai) turi lytiniy
feromony receptorius — fazmides, kurios yra i$sidés¢iusios uodegos Sonuose
(Wang, Chen, 1985). Jos savo sandara taip pat panasios i amfides.

Kiekviena amfidé atsiveria i iSore aiSkiai matoma pora kutikul¢je, per
kuria amfidéje iSsidéstg chemoreceptoriai saveikauja su aplinka (1.3.1 pav.).
Amfidés sudarytos 1§ apvalkaliniy liaukiniu (sheath cell) ir atraminiu (socket
cell) lasteliy, kurios sudaro amfidés kanalg bei i amfidés kanala nusitgsusiy
neurony dendrity — chemoreceptoriy (1.3.2 pav.). Dendritus gaubia
apvalkalinés liaukinés lastelés, kuriy i8skyry pagalba molekulés keliauja link
chemoreceptoriy. Skirtingy nematody risiy dendritiniy ataugy skaicius skiriasi.
Dauguma augaly parazitiniy nematody turi 7 dendritus, nusitesusius 18
skirtingy neurony, ir 2-5 dendritus — i§ vieno neurono, taCiau pastaryjy
funkcija kol kas nenustatyta, t. y. néra aisku, kaip ji susijusi su chemorecepcija
(Wergin, Endo, 1976; Trett, Perry, 1985a; Jones ef al., 1994).

Tiek G. rostochiensis, tiek G. pallida amfidziy anatomija per gyvenimo
cikla nesikei¢ia (Jones et al., 1994). Elektrofiziologiniais tyrimais jrodyta, kad
G. rostochiensis amfidés yra atsakingos uZ chemosensoring funkcija (Riga et
al., 1996; Rolfe et al., 2000). Be to, nustatyta, kad déka amfidziy, Sios riisies
patinai atskiria pateliy i§skiriamus feromonus (Riga et al., 1996, 1997).

Daugumos augaly parazitiniy nematody raSiy: galus ant Sakny
sukelian¢io Meloidogyne incognita (Baldwin, Hirschmann, 1973; Wergin,
Endo, 1976), sojos cistinio Heterodera glycines (Baldwin, Hirschmann, 1975;
Endo, 1980), G. rostochiensis (Jones et al., 1994) J2 stadiju, ir M. incognita,
H. glycines bei daugelio augaly risiy endoparazito Pratylenchus penetrans
suaugeliy amfidziy sandaros panaSios (Baldwin, Hirschmann, 1973, 1975;

Trett, Perry, 1985a) (1.3.1 pav.).
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Nematodo priekiné kiino dalis

VeRaEa
. .

1.3.2 pav. Schematizuotas iSilginis laisvai dirvoZzemyje gyvenancio ir
bakterijomis mintan¢io Caenorhabditis elegans (A) (pagal Perkins, 1986) ir
Globodera rostochiensis (B) (pagal Jones et al., 1994) amfidés pjiivis. ALL —
apvalkalin¢ liaukiné lastelé (sheath cell); AL — atraminé lastelé (socket cell);
AK — amfidés kanalas; K — kutikulé¢; D — dendritai; VT — dendritai, kurie
reaguoja 1 vandenyje tirpias chemines medZziagas; L — dendritai, kurie reaguoja
1 lakias medziagas; T — dendritai, kurie reaguoja 1 temperatiira

(termoreceptoriai).

Augaly parazitiniy nematody amfidziy sandara panasi ir i kity ekologiniy
grupiy nematody. Pavyzdziui, 1 laisvai dirvoZemyje gyvenancio bei

20



bakterijomis mintancio nematodo Caenorhabditis elegans. Yra Zinoma, kad
C. elegans amfidéje yra iSsidést¢ 8 dendritai, kurie reaguoja { vandenyje tirpias
chemines medZiagas, t. y. atsakingi uz skonio jutima bei 6 dendritai,
reaguojantys i lakias medziagas — atsakingi uz kvapo jutima (O‘Halloran ef al.,
2006) (1.3.2 pav.). Manoma, kad augaly parazitiniy nematody amfidés ir savo
funkcijomis panasios i kity ekologiniy grupiy nematody amfides (Jones et al.,
1994), t. y. augaly parazitiniai nematodai skiria ir skonj, ir kvapa. Be to,
analizuojant G. pallida, M. incognita ir H. glycines genoma nustatyta, kad Sie
nematodai turi panaSius | vabzdziy genus, kurie atsakingi uz baltymo,

pernesancio kvapy molekules link receptoriy, sinteze (Jones et al., 1992).

1.4. Bulviniy cistiniy nematody sukeliami paZeidimai bulvéms ir kovos

biidai su Siais kenkéjais

Bulviniai cistiniai nematodai yra obligatiniai bulviniy Seimos parazitai,
parazituojantys bulves, pomidorus, baklaZzanus ir dar apie 90 Sios Seimos
atstovy. Taciau bulvés (Solanum tuberosum) yra vienos i§ pagrindiniy ir
ekonomiskai svarbiausiy bulviniy cistiniy nematody augaly Seimininky
(Twomey, 1995).

Globodera rostochiensis ir G. pallida pazeidimy simptomai bulvéms
nespecifiski ir gali buti klaidingai priskiriami kity patogenuy pazeidimams.
Nematodai pazeidzia augalo Seimininko Sakny sistema, sutrikdydami vandens
ir maistingy medziagy absorbcija, ko pasekoje sutrinka fotosintezeé, augalai
blogai auga ir vystosi. Uzsikréte bulviniais cistiniais nematodais augalai btina
Zzemesni, apvytusiais ir pageltusiais lapais, iSauga tik keli stiebai (1-3),
formuojasi mazi stiebagumbiai ir jy biina maziau (Klimakova et al, 1983).
Rudeni ant uzkrésty augaly Sakny susiformuoja aiSkiai matomos nematodu
cistos. Pazeisdami bulviy Saknis, nematodai atveria kelius ir Kkitiems
patogenams: bakterijoms, grybams, virusams. Gausus uzkrétimas nematodais
atsiranda tuomet, kai kasmet tame paciame lauke auginami bulviniy Seimos
augalai (Marshall, 1993).
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Dabar abi bulviniy cistiniy nematody raiSys jraSytos 1 pasaulio, Europos ir
Lietuvos karantininiy organizmy sarasus (CD, 2000). Globodera rostochiensis
paplitusi 65 pasaulio Salyse, o G. pallida — 41 (Smith et al., 1997). Pagal
paskutinius — 2008 m. publikuotus duomenis, Lietuvoje bulviniais cistiniais
nematodais uzkrésta vir§ 7000 ha dirvozemio ploty (VAAT, 2008).

Pagrindiniai kovos su bulviniais cistiniais nematodais budai yra
s¢jomaina, jiems atspariy bulviy veisliy auginimas bei nematocidy taikymas
(Klimakova et al., 1983; Smith et al., 1997). Kontrolés efektyvumui padidinti
dazniausiai naudojami keli metodai i$ karto.

Lietuvoje, kaip ir daugelyje pasaulio $aliy, nematocidai nenaudojami
bulviniams cistiniams nematodams kontroliuoti, nes esami cheminiai
preparatai yra toksiski aplinkai bei brangts, nors ir efektyvis.

Séjomaina, kai uzkréstame nematodais lauke auginami ne augalai
Seimininkai, pavyzdziui, javai, ankstinés kulttros, daugiametés zolés ir pan.,
yra vienas efektyviausiy buidy bulviniams cistiniams nematodams kontroliuoti.
Taciau Sis budas yra ekonomiskai nenaudingas, nes laukuose, uzkréstuose
bulviniais cistiniais nematodais, bulves rekomenduojama auginti ne anks¢iau
kaip po SeSiy mety (CD, 2007). Be to, séjomaina prasminga taikyti, kai
augintojai turi galimybe auginti keleta skirtingy kultiiry lauke.

Bulviniams cistiniams nematodams atspariy bulviy veisliy auginimas yra
efektyvus ir ekologiSskas kovos budas su Siais kenkéjais. Auginant atsparias
bulviy veisles nematodais uzkréstame lauke, nematody gali sumazéti iki 80 %
per sezona (Whitehead, Turner, 1998). Dazniausiai iSvedamos atsparios
G. rostochiensis Rol patotipui bulviy veislés (NIVAA, 1997). Taciau
pastarosios imlios ne tik kitiems S§ios riiSies, bet ir G. pallida patotipams.
ISvedama ir veisliy, atspariy keletui patotipy 1§ karto. Lyginant su
G. rostochiensis, G. pallida atspariy bulviy veisliy iSvedama maziau. Norint
uzkréstame bulviniais cistiniais nematodais lauke auginti atsparias bulviy
veisles svarbu Zinoti, koks nematody patotipas vyrauja lauke. Tam nematodais
reikia uzkrésti skirtingo atsparumo augalus, o tai reikalauja nemazai léSy, laiko

ir pastangy. Be to, nuolatinis atspariy veisliy auginimas neuzkerta kelio kity
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patotipy vystymuisi ar kitos bulviniy cistiniy nematody riisies isivyravimui
bulviy laukuose (Minnis ef al., 2002).

Vienas 1§ novatoriSkiausiy biologinés kovos su bulviniais cistiniais
nematodais buidy galéty buti ju normalaus gyvenimo ciklo, t. y. nematody
elgsenos, svarbios atpazjstant augala Seimininka, sutrikdymas. Tai atlikti biity
imanoma veikiant juos natiraliomis — augalo Seimininko iSskiriamomis
cheminémis medziagomis arba ju analogais — sintetinémis medziagomis. Tam
reikalingi ne tik detalis nematody elgsenos, bet ir bulviy i$skiriamy bioaktyviu
cheminiy medziagy tyrimai. Kita vertus, zinant kokios cheminés medziagos
galéty slopinti svarbiausiy nematoduy chemosensoriniy organy — amfidziy
veikla, t. y. slopinti nematody reakcija 1 Zinomg atraktyvy chemini stimula,
atsirasty galimybé sutrikdyti normalia nematody orientacija aplinkoje ne tik
ieSkant mitybai tinkamo augalo Seimininko, bet ir partnerio dauginimuisi

(Perry, 1994).

1.5. Bulviy iSskiriamos medziagos

Bulvés 1 aplinkg iSskiria jvairiausiy grupiy junginius (1 priedas,
1 lentelé): terpenoidus (Kaneko et al., 1977; Brindle et al., 1983; Heftmann,
1983; Berdis et al., 1993; Aburjai et al., 1998; Agelopoulos et al, 2000;
Weissbecker et al., 2000; Brown, 2005; Martel et al., 2005; Szafranek et al.,
2005, 2006), alkaloidus (Prelog, Jeger, 1960; Ripperger, Schreiber, 1968;
Leete, 1983; Dréger et al., 1995; Keller et al., 1996; Siegmund et al., 1999;
Kavvadias et al, 2000; Keiner et al., 2000; Friedman et al., 2003, 2006;
Sviqdrych et al., 2004), fenolinius junginius (Harborne, 1962, 1964; Hegnauer,
1990; Dao, Friedman, 1992; Keller et al., 1996, Negrel et al., 1996; Baumert et
al., 2010) bei riebaly riig§¢iy antrinius metabolitus (Simko ef al., 1997).

IS minéty, bulviy | aplinkg iSskiriamy, cheminiy junginiy steroidiniai
alkaloidai/glikoalkaloidai yra vieni biidingiausiy Solanaceae Seimos specifiniy
antriniy metabolity (jie kartais jvardijami kaip ,,Solanum alkaloidai®). Tik

lelijiniy (Liliaceae) Seimos augalai iSskiria pora tokiy paciuy glikoalkaloidy
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(solaniding ir solasoding) kaip ir bulviniai augalai (apZvalga: Eich, 2008).
Vienas labiausiai paplitusiy Solanum spp. glikoalkaloidy yra a—solaninas. Be
to, jis yra vienas 1§ labiausiai dominuojanciy kulttiriniy bulviy glikoalkaloidu
(Friedman, McDonald, 1997; Friedman, 2006).

o—Solanino biosintezé bulvése prasideda iskart po sudygimo visose
metaboliSkai aktyviose augalo dalyse — tigliuose, lapuose, Saknyse ir gumbuose
(Friedman, Dao, 1992; Friedman, 2006). Sio metabolito kiekis vairuoja ne tik
augale, bet ir skirtingose bulviy veislése (apzvalga: Jansen, 2008). Pavyzdziui,
tirty bulviy veisliy stiebagumbiuose yra 0,58-5,9 ng/100g a—solanino
(Friedman, Dao, 1992). Aplinkos stresa (sausra, kenkéjy atakas ir pan.)
patiriantys augalai iSskiria beveik 50 % didesni Sios medZiagos kieki (Hlywka
et al., 1994; Friedman, McDonald, 1997; Papathanasiou et al., 1999; Bejarano
et al., 2000). Bulviy lauky dirvozemyje nustatyti nedideli (2 %), lyginant su
bulvése esanciais, gilkoalkaloidy (tame tarpe ir a—solanino) kiekiai (Jansen et
al., 2009a, b). Manoma, kad o-—solaninas kartu su vandeniu i§ bulviy
nuplaunamas i dirvozemi (Friedman, Dao, 1992). Be to, Siek tiek jo patenka i$
augaly, palikty bulviy laukuose, po derliaus nuémimo.

Nepaisant pateikty ziniy apie bulviy | aplinka iSskiriamas chemines
medziagas, literatiroje mazai duomeny apie bulviniy cistiniy nematody
elgseng veikiancias Siy augaly iSskiriamas medziagas. Todél tolimesniuose
skyreliuose pateikiama daugiau duomeny apie Zinomas chemines medziagas,
itakojancias ne tik bulviniy cistiniy, bet ir kity augaly parazitiniy nematody

elgseng bei svarbiausius metodus joms nustatyti.
1.6. Augaly parazitiniy nematody chemoekologinés saveikos

Augaly parazitiniai nematodai tarpsta tiek antzeminése augalo dalyse,
tieck Saknyse arba dirvozemyje Salia ju. Dirvozemio aplinkoje, kur gyvena
daugelis su augalais susijusiy parazitiniy nematody, yra ivairiy augaly
iSskiriamy cheminiy junginiy: jonuy, laisvo deguonies, vandens, fermenty ir kity

anglies turin¢iy pirminiy ir antriniy metabolity (Uren, 2000; Bertin et al., 2003;
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Bais et al., 2006). Ju ypa¢ gausu zonoje ties jauny Sakny galiukais (Griffin et
al., 1976; Hawes, Brigham, 1992). Kaip minéta prie§ tai, nematodai turi keleta
chemoreceptoriy, kuriais junta aplinkoje esancius cheminius junginius. Dalj
augalo 1 aplinka iSskiriamy junginiy nematodai atpazista kaip signalus,
informuojancius apie tai, ar augalas tinkamas nematodo mitybai (Perry, 1996).
Biitent augaly iSskiriamos medziagos salygoja nematodo migracija link augalo,
maitinimosi vietos pasirinkima ir netgi nematody vystymasi (Hirsch et al.,
2003). Visos Sios medziagos priskiriamos kairomonams.

Kairomonai skirstomi { tiesiogiai ir netiesiogiai elgseng veikiancius.
Tiesiogiai veikiantys sukelia staigia nematody reakcija i stimula, o netiesiogiai
— létus nematody fiziologinius atsakus (Ruther ef al., 2002). Pastarieji skatina
nematody ritimasi 1§ kiauSinéliy ir nematologijoje yra vadinami ritimosi
veiksniais (hatching factors). Tiesiogiai nematody elgseng veikiantys
kairomonai toliau skirstomi | nespecifinius ir specifinius. Nespecifiniai — tai
tokie kairomonai, kurie nematoda igalina aplinkoje iSskirti augalus, t. y.
kairomonai, veikiantys nematody elgsena i$ toli (long distance) (Perry, 1996).
Jie veikia keleto centimetry atstumu (Spence et al, 2008). Specifiniai,
nematody elgsena veikiantys 1§ arti (short distance), kairomonai leidzia
nematodams nustatyti tinkama mitybai vietg augale (Lilley ez al., 2005).

Dirvozemio aplinkoje augaly parazitinius nematodus vilioja ir cheminés
medziagos, kurios nepriskiriamos kairomonams. Sios medZiagos vadinamos
atraktantais (Mohl, 1985).

Cheminés medziagos, kurios veikia nematody elgsena ir jas i aplinka
iSskiria patys nematodai vadinamos feromonais (Wilson, Bossert, 1963).
Feromonai elgsena gali veikti tiesiogiai arba netiesiogiai. Prie tiesiogiai
elgseng veikianciy feromony, sukelianciy staigia reakcija i stimula, priskiriami
lytiniai feromonai. Netiesiogiai elgsena veikiantys feromonai (primer
pheromones) sukelia létas elgsenines reakcijas i stimula, létai keisdami

fiziologing biiklg.
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1.6.1. Augaly parazitiniy nematody elgseniniai testai chemoekologinéms

saveikoms nustatyti

Nematody priviliojimo testai. Tiriant kaip ir kokios cheminés
medziagos veikia augaly parazitiniy nematody elgsena, atsizvelgiama {
nematody biologija ir ju gyvenamosios aplinkos salygas: fizines (drégme,
temperatiira, apSvietima ir kt.) bei chemines savybes.

Visiems nematodams biitina drégmé: tiek riiSims, kurios gyvena augalo
Seimininko audiniuose, tiek toms, kurios tarpsta Salia augaly tarpuose tarp
dirvozemio daleliy. D¢l Sios priezasties atraktyvumo testams paprastai
ruos$iamos vandeninés terpés — dazniausiai agaro (Greet et al., 1968; Klink et
al., 1970; Robinson et al, 1979; Papademetriou, Bone, 1983; Riddle, Bird,
1985; Castro et al., 1989; Aumann, Hashem, 1993; Hewlett et al., 1997; Riga
et al., 1997; Rithm et al., 2003; Spiegel et al., 2003; Zhao et al., 2007). Ant jo
pavirSiaus ar jame nematodai laisvai juda, juos lengva stebéti. Biotestai gali
buti atliekami ir dirvozemyje, paprastai smulkaus drégno smélio terpése
(Hough, Thomason, 1975; Prot, 1979; Evans, Wright, 1982; Clarke, Hennessy,
1984; Robinson, 1995; Abou-Setta, Duncan, 1998; Zhao et al., 2000; Twomey
et al., 2002). Tyrimams atlikti dazniausiai naudojamos jvairaus skersmens Petri
lekStelés bei vamzdeliai. Biotesty metu | terpes/ant terpiy paskleidZiama
tiriama cheminé medziaga. Po kurio laiko dél cheminés medziagos difuzijos
susiformuoja tam tikras cheminés medziagos koncentracijos gradientas. Lakiy
ir nestabiliy medziagy garavima nuo vandeningés terpés galima létinti uzdengus
tirlamos medZiagos uzneSimo vieta filtriniu popieré¢liu (Rithm ez al., 2003) ar
agaro plokstele (Robinson, Saldana, 1989). Lakios medziagos gali biti tiesiog
leidziamos nedideliu srautu pro plonyti kapiliara vir§ terpés ar i ja (Klingler,
1972; Viglierchio, 1990; Robinson, 1995).

Priklausomai nuo tiriamy medziagy cheminiy savybiy, nematodai i terpes
perkeliami prie§ arba po medZziagos paskleidimo. Biotestai atlickami tamsoje
bei nematodams tinkamoje aplinkos temperatiiroje, (pavyzdziui, 21-23 °C)

(Robinson, 1995). Po pasirinkto laiko ant vandeniniy terpiy pro mikroskopa
26



stebima nematody reakcija: nematody sankaupos (Klingler, 1972; Castro ef al.,
1989; Viglierchio, 1990; Zhao et al., 2000; Spiegel et al., 2003; Spence et al.,
2008) judejimo kryptys, trajektorijos. Visa tai gali buti fotografuojama (Riddle,
Bird, 1985) arba filmuojama (Dusenbery, 1983; Pline, Dusenbery, 1987). IS
elgsenos pokyc€iy sprendziama, ar tiriamoji medziaga turi poveiki nematody
elgsenai (Spiegel et al., 2003) ir koki. Smelio terpése i§ cheminés medziagos
uznesSimo vietos tiesiog iSimamas smélis, jis iSplaunamas ir suskaic¢iuojami
nematodai, rezultatai lyginami su kontrole (Zhao et al., 2000).

Elgseniniai tyrimai gali buti atliekami su medziagomis, apie kurias
Zinoma, jog 1 jas reaguoja nematody uoslés ar skonio chemoreceptoriai, t. y. su
medziagomis, kurias §ie organizmai junta. Pastaryju nustatymui pasitelkiami
elektrofiziologiniai tyrimai. Jy metu nematodas fiksuojamas kapiliare ir prie
cefalinés dalies prijungiami mikroelektrodai. Tiriamas nematodas nardinamas i
tirpala su tiriama chemine medziaga ir registruojami elektriniai receptoriy
atsakai (Riga et al., 1996, 1997; Rolfe et al., 2000). Ryskis receptoriy atsakai {
dirginima rodo, kad nematodas tiriamas medziagas junta. Ar jos sukelia
elgsenines reakcijas ir kokias — nustatoma biotestuojant.

Nematody ritimosi biotestai. Siltajam mety laikui prasidéjus i§ augaly
parazitiniy nematody rusiy, kuriems budinga cistiné stadija, cistoje esanciy
kiauginéliy i$sirita nematodai. Cia svarbiis aplinkos cheminiai signalai.
Ritimosi biotestais nustatoma, kokios cheminés medZziagos atsakingos uz
ritimosi reakcijos sukélimg. Tam cistos ar kiauSinéliai panardinami { indus —
Petri 1éksteles (Zhao et al., 2000; Castillo, Vovlas, 2002; Pridannikov et al,,
2007) ar Sulinélius (Den Nijs, Lock, 1992; LaMondia, 1995; Devine, Jones,
2000; Byrne ef al., 2001) su tiriamy medziagy tirpalais. Indai su nematodais
laikomi tamsoje, optimalioje temperatiiroje (pavyzdziui, 20 °C) (Fenwick,
1951). Stebint per mikroskopa nustatoma ritimosi dinamika tirpale ir

kontroléje.
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1.6.2. Kairomonai, jy poveikis ir cheminé sudétis

Nespecifiniai kairomonai. Iki Siol Zinomi tik keli nespecifiniai
kairomonai, veikiantys augaly parazitiniy nematody elgsena. Daugiausia
tyrimy atlikta su anglies dioksidu ir nustatyta, jog jis veikia daugelio nematody
rusiy elgsena. Tai, greiCiausiai, susije su tuo, kad dél augale vykstanciu
metaboliniy procesu prie jo yra padidéjes anglies dioksido kiekis. IStirta ir
keletas organiniy junginiy — augaly iSskiriamy riigs¢iy: askorbo, giberelino
(Bird, 1959), asparto ir glutamo (Jones, 1960) bei iSaiskintas ju kairomoninis
poveikis (2 priedas, 1 lentelé).

Specifiniai kairomonai. Specifiniai kairomonai Zinomi dviem augaly
parazitiniy nematody rasims: pusiniam stiebiniam nematodui Bursaphelenchus
xylophilus, kuris sukelia puSy vytulj, ir avizy cistiniam nematodui Heterodera
avenae (2 priedas, 2 lentel¢). [domu, kad pirmosios paminétos nematody riisies
augalo Seimininko — puSies (Pinus massoniana) sveika ksilema ir pusinio
nematodo vektoriaus — vabalo (Monochamus alternatus) lervos iSskiria tas
pacias tris nematodui atraktyvias medziagas: longifolena, o— ir f—pinenus,
(Zhao et al, 2007), taciau kiek skirtingu santykiu. Vienu santykiu jos
atraktyvios nematodo reproduktyviajai (Jn), kitu — plitimo (JII) stadijai.
Bursaphelenchus xylophilus atraktyvios ir kitos augalo Seimininko i$skiriamos
cheminés medziagos — lanolino riigStis (Miyazaki et al., 1977), 1-monooleinas
(Tominaga et al., 1982) ir f—mircenas (Ishikawa et al., 1986). Avizy cistiniam
nematodui H. avenae atraktyviis kairomonai iSskirti 1§ avizy Sakny. Tai —
avizy, mugininé ir 2—deoksimugining riigstys (Lung, 1993).

Bandyta nustatyti ir kitiems augaly parazitiniams nematodams atraktyviy
kairomony, esan¢iy mitybiniy augaly nuoplovose, sudéti. Tai runkeliniam
nematodui Heterodera schachtii (baltosios garstyCios (Sinapis alba)
nuoplovose, Rithm ef al, 2003), stieby ir gumbuy nematodui Ditylenchus
dipsaci (svogiinu (Allium cepa) Sakny nuoplovose, Spiegel et al., 2003), galus
ant lapy sukelian¢iam nematodui Orrina phyllobia (siauralapio baklazano

(Solanum elaeagnifolium) lapy nuoplovose, Robinson, Saldana, 1989), sojos
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cistiniam nematodui H. glycines (sojos (Glycine max) Sakny nuoplovose,
Papademetriou, Bone, 1983) bei bulviniams cistiniams nematodams (bulviy
Sakny nuoplovose, Weischer, 1959; Clarke, Hennessy, 1984; Devine, Jones,
2003), taciau kol kas nesékmingai, nes konkreti kairomony sudétis
neidentifikuota. Tiriant bulviniy cistiniy nematody elgseng nustatyta tik tiek,
kad vandenyje iSsirit¢ G. rostochiensis ir G. pallida yra viliojami ty paciy
bulviy Sakny nuoplovy frakcijy, o bulviy Sakny nuoplovose issirite — skirtingy
(Devine, Jones, 2003). Be to, teigiama, kad abi bulviniy cistiniy nematody
rusys, iSsiritusios bulviy Sakny nuoplovose, skirtingai iSmoksta atpazinti ta pati
augala Seimininka (Devine, Jones, 2003).

Atraktantai. Turima gana daug Ziniy apie nesudétingy cheminiy
medziagy poveiki nematody elgsenai. Zinomi 45 $iai grupei priklausantys
junginiai, atraktyviis {vairiems augaly parazitiniams nematodams (2 priedas, 3
lentel¢). Kadangi nematodai parazituoja skirtingus augalus, §i atraktanty
Ivairove sietina ir su augaly, ir su dirvozemiy, kuriuose auga nematodams
tinkamos augaly rtsys, cheminés sudéties ypatumais. leskant atraktanty tirtos
ir medziagos, veikiancios vabzdziy elgseng (vabzdziy fagostimuliacings, t. y.
skatinan¢ios vabzdzius maitintis medziagos) ir, remiantis kai kuriy junginiy
preliminaria atranka elektrofiziologiniy tyrimy metodais bei elgseniniais testais
(Riga et al., 1997), nustatyta, kad pateiktos 2 priedo 3 lenteléje medziagos

nematodams yra atraktyvios.

1.6.3. Ritimosi veiksniai, jy poveikis ir cheminé sudétis

Specifiniai ritimosi veiksniai. Cistiniai nematodai, kurie parazituoja
skirtingy Seimy augalus, esant palankioms drégmés ir temperatiiros salygoms,
ritasi spontaniskai (vandenyje) (HamLen et al., 1973; Khan, 1985; Gaur ef al.,
1992; Den Nijs, Lock, 1992; Jones et al., 1998; Gaur et al., 2000; Perry, 2002;
Robinson, 2002; Turner, Rowe, 2006). Taciau nematody rasys,
parazituojancios tik tam tikry Seimu augalus (pavyzdziui, Globodera spp.,

Heterodera spp., Meloidogyne spp.), nors Siek tiek ritasi vandenyje, ritimasis
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labiausia priklauso nuo specifiniy medziagy, kurias i$skiria augaly Seimininky
Saknys (HamLen ef al., 1973; Chen et al., 1997; Jones et al., 1998; Devine,
Jones, 2000; Perry, 2002; Hirsch et al., 2003; Turner, Rowe, 2006). Ju
iSskyrimas sinchronizuoja nematodo ir augalo Seimininko gyvenimo ciklus.
Ritimosi veiksnius gali iSskirti ir antzeminé augalo dalis, pavyzdziui, bulves
stiebai ir lapai bulviniams cistiniams nematodams (Devine et al., 1996).
Pirmasis ritimosi veiksnys, identifikuotas augaly parazitiniams
nematodams — glicinoeklepinas A (2 priedas, 4 lentel¢). Tai sojos cistinio
nematodo H. glycines specifinis ritimosi veiksnys, iSskirtas 1§ darzinés pupelés
(Phaseolus vulgaris) Sakny (Masamune et al., 1982). Véliau i§ §io augalo
Sakny iSskirti dar du panasaus aktyvumo ir cheminés struktiiros ritimosi
veiksniai — glicinoeklepinai B ir C (Fukuzawa et al., 1985). Globodera
rostochiensis ir G. pallida ritimosi veiksnys (E—2—[9a,15—dihidroksi—6—
metoksi—4,4,13—trimetil-2,7—diokso—14,17-karbonyl-3,10—epoksi—B(9a)—
homo—(13)—gona-5,18—dien—17—il] ciklopropankarboksiliné riigstis), iSskirtas
i§ bulviy ir pomidory Sakny, struktiriSkai panasus { glicinoeklepinus,
pavadintas solanoeklepinu A (Schenk et al., 1999). Gausiis ankstesni bandymai
identifikuoti $i ritimosi veiksni buvo nesékmingi (Marrian et al, 1949;
Johnson, 1952; Hartwell er al., 1959; Clarke, 1970; Voinilo, 1976; Mulder et
al., 1992). Dar du aktyvis komponentai, i$skirti 1§ bulviy Sakny nuoplovy —
o—solaninas ir a—Cakoninas yra G. rostochiensis ritimosi veiksniai (Devine et
al., 1996; Byrne et. al., 2001). Manoma, kad bulviy Saknys i$skiria ne maziau
kaip devynis G. rostochiensis ritimosi veiksnius (Byrne et al., 1996; Devine,
Jones, 2000). Be to, nuoplovose yra ne tik ritimasi skatinanciy, bet ir
slopinanciy veiksniy bei ritimosi veiksniy stimuliatoriy (Byrne et al., 1998).
Ritimosi inhibitoriai slopina ritimosi veiksnio indukuota ritimasi. Ritimosi
veiksnio stimuliatoriai stimuliuoja augala iSskirti didesni ritimosi veiksnio
kiekj ir sukelia nematody ritimasi, kai kiausinéliai patenka i ritimosi veiksnio ir
jo stimuliatoriaus aplinka (Byrne e al., 1998). Zinoma, kad ir H. glycines
augalo Seimininko Sakny nuoplovose yra ritimosi veiksniy, juy inhibitoriy ir

stimuliatoriy (Okada, 1972a, b; Charlson, Tylka, 2003).
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Nustatyta, kad G. rostochiensis ir G. pallida skirtingai reaguoja 1 augala
Seimininka: G. rostochiensis reaguoja i ankstesnéje, o G. pallida — i vélesnéje
augalo augimo stadijoje iSskirtus ritimosi veiksnius (Byrne et al., 2001).
Frakcionuotose bulviy Sakny nuoplovose nustatytos trys grupés aktyviy
medziagy, skirtingai veikianCiy abi bulviniy cistiniy nematody rasis:
indukuojan¢iy ritimasi abiem r@i§im, taCiau vienai rasiai geriau nei Kkitai;
specifiniy — indukuojancios ritimasi tik vienai ra§iai; ir medZiagy,
indukuojanc¢iy ritimasi abiem risims vienodai (Byrne et al., 2001). Be to,
G. rostochiensis geriau ritasi vandenyje nei G. pallida (Den Nijs, Lock, 1992).

Augalai Seimininkai gali biiti daugiau ar maziau atsparlis juos
parazituojantiems nematodams. Skirtingo atsparumo nematodams augalai
Seimininkai 1 aplinka iSskiria nevienoda ritimosi veiksniy kieki. Pavyzdziui,
sojos pupelés atsparumo lygmuo koreliuoja su issiritusiu H. glycines nematody
skai¢iumi (Sikora, Noel, 1996; Chen et al., 1997).

Nespecifiniai ritimosi veiksniai. Tiriant jvairiy junginiy poveiki
cistiniams nematodams, nuo paprasciausiy metaly drusky iki jvairiausiy
sudétingy junginiy: herbicidy (Hengstebeck, Gleissl, 1988), insekticidy (Steele,
1983), nematocidy (O‘Brien et al., 1939; Boyd, 1942; Berge, Cuany, 1972;
Hough, Thomason, 1975; Huang, Van Gundy, 1978; Steele, 1983), fungicidu
(Clarke, Shepherd, 1968; Whitehead, 1992) ir panaSiy { juos junginiy (Calam et
al., 1949; Clarke, Shepherd, 1968), antiseptinky (Rademacher, Schmidt, 1933;
Winner, 1957; Moriarty, 1963; Clarke, Perry, 1977; Reversat, 1981; Steele,
1983; Charlson, Tylka, 2003), trasuy (Clarke, Shepherd, 1966b), vitaminy
(Clarke, Shepherd, 1968; Rao, Jayaprakash, 1978), pastebétas nematody
ritimasi stimuliuojantis poveikis (2 priedas, 5 lentel¢).

Dirbtiniam nematody ritimosi skatinimui naudojami nespecifiniai —
dirbtiniai ritimosi veiksniai. Tai cinko chloridas — ritimasi sukeliantis
daugumai augaly parazitiniy nematody riisiy (Clarke, Shepherd, 1965, 1966b;
Steele et al., 1982; Tefft, Bone, 1984; Di Vito, Sasanelli, 1990; Greco ef al.,
1992; Hashmi, Krusberg, 1995), vanadaty druskos (Clarke, Shepherd, 1966a,

1966b; Di Vito, Sasanelli, 1990; Sasanelli, D'Addabbo, 1992; Whitehead,
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1992; Byrne et al, 2001), natrio tiocianatas (Maher, 2001), anhidrotetrono,
pikro (Clarke, Shepherd, 1968) bei pikrolono (Clarke, Shepherd, 1966a, 1968;
Byrne ef al., 2001) rugstys.

1.6.4. Feromonai, jy poveikis ir cheminé sudétis

Lytiniai feromonai. Augaly parazitiniai nematodai dauginasi lytiSkai bei
partenogenezés biudu (Papadopoulou, Traintaphyllou, 1982; Yeates, 1987;
Lambert, Beckal, 2002). Iki Siol nustatytas tik vienas augaly parazitiniy
nematody lytinis feromonas — vanilino rugstis. Jg iSskiria sojos cistiniy
nematody H. glycines patelés, taip priviliodamos patinus (Huettel ez al., 1988;
Jaffe et al., 1989). Tirta ir kity augaly parazitiniy nematody: H. schachtii (Jonz
et al., 2001), B. xylophilus (Riga, 1992), deSimties cistiniy nematody rasiy i8
Heterodera ir Globodera genciu (Greet et al., 1968; Green, Plumb, 1970;
Green, 1980; Riga ef al., 1996, 1997) feromony cheminé sudétis, taciau jos
nustatyti kol kas nepavyko. Zinoma, kad bulviniy cistiniy nematody lytiniai
feromonai sudaryti 1§ poliniy organiniy junginiy su keliais aktyviais
komponentais, greiCiausiai, neutraliy ar amfoteriniy bei fiziskai stabiliy su
lakiomis ir nelakiomis frakcijomis (Green, Plumb, 1970). ISaiskinta, kad is$
deSimties Heterodera ir Globodera rusiy didesnioji dalis pateliy buvo
viliojamos keliy rasiy patiny ir dauguma patiny rasiy reagavo | daugiau nei
vieng rusi pateliy (Green, 1980).

Netiesiogiai elgsena veikiantys feromonai. Kad yra nematody elgsena
netiesiogiai jtakojanc¢iy feromony, pastebéta tiriant cistinius nematodus.
Nustatyta, kad G. rostochiensis cistos komponenty — kiauSinéliy ir cistos
sienelés vandeniniai homogenatai bei ju nuoplovos stimuliuoja gausesni
nematody ritimasi lyginant ne tik su steriliu distiliuotu vandeniu (kontrole), bet
ir su bulviy Sakny nuoplovomis (Kaul, 1962; Shepherd, Cox, 1967;
Pridannikov et al., 2007). Be to, nustatyta, kad cistos homogenate yra ir
ritimosi veiksniy inhibitoriy. Ritimosi veiksniy inhibitoriy ir stimuliatoriy taip

pat yra ir H. glycines cistos sienelés ir kiauSinéliy nuoplovose bei
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homogenatuose (Okada, 1972a, 1972b; Charlson, Tylka, 2003). Pastebéta
teigiama koreliacija tarp cistoje esanciy kiauSinéliy tankumo ir nematody
ritimosi — kuo daugiau cistoje kiauSinéliy, tuo didesnis procentas juy iSsirita
(Masler et al., 2008).

Manoma, kad feromonai gali veikti ne tik ritimosi, bet ir agregacijos
elgseng (Huettel, 1986; Spence et al, 2008) bei gali biiti susij¢ ir su lyties
apsprendimu. Pavyzdziui, net plika akimi matomas D. dipsaci agregacijas,
vadinamas ,,nematody vilna* (Christie, 1959), galétu sukelti agregacijos
feromonai. Kitas pavyzdys — partenogenetines Meloidogyne spp. populiacijas
sudaro patelés, bet dél nepalankiy mitybiniy salygu 1§ kiauSinéliy ima vystytis
ne patelés, o patinai (Papadopoulou, Traintaphyllou, 1982). Manoma, kad tai
gali buti susij¢ su cheminiy medziagy, tame tarpe feromony poveikiu. Deja,
junginiy, itakojan¢iy minéta nematody elgsena, cheminé sudétis iki Siol
nenustatyta (de Bono, 2003; McSorley, 2003).

Apibendrinat pazymétina, kad chemoekologinés saveikos tirtos ty augaly
parazitiniy nematody rasiy, kurios yra ekonomiskai svarbios. Tai susij¢ su
perspektyvomis nematody elgseng itakojancias medziagas panaudoti biologinei
kovai su Siais parazitais. Jau yra zinomi penki nespecifiniai kairomonai 12
nematody rasiy (2 priedas, 1 lentelé), specifiniai kairomonai — dviem augaly
parazitinéms nematody riiSims (2 priedas, 2 lentel¢); Zinomos 45 nesudétingos
cheminés medziagos (druskos, rugstys, kt.), atraktyvios ivairiy riiSiy augaly
parazitiniams nematodams (2 priedas, 3 lentelé). Zinoma specifiniy ritimosi i§
kiauSin¢liy veiksniy cheminé sudétis trims augaly parazitinéms nematody
rasims (2 priedas, 4 lentel¢), kur kas daugiau nespecifiniy — 79 junginiai 18
rasiy (2 priedas, 5 lentele). ISkirtas ir identifikuotas vienintelis augaly
parazitiniy nematody lytinis feromonas — vanilino riigstis, kuria sojos cistiniy
nematody H. glycines patelés vilioja patinus. Manoma, kad augaly parazitiniai
nematodai turi feromonuy, jtakojan¢iy nematody ritimasi, agregacijos feromonu
bei feromony, veikian¢iy populiacijos lyCiy santyki. IS minéty medziagu

nustatyti septyni bulviniy cistiniy nematody elgsena veikiantys atraktantai
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(2 priedas, 3 lentele), 12 nespecifiniy (2 priedas, 5 lentele) ir tik trys augalinés

kilmés medZziagos, itakojancios Siy nematody ritimasi (2 priedas, 4 lentele).

1.7. Augaly parazitiniy nematody chemoreceptorius slopinancios

medziagos

Augaly parazitiniy nematody pagrindiniy chemosensoriniy organy —
amfidziy veikla buvo slopinta ivairiomis medziagomis. Panaudojus antikiiny
savybe susijungti su amfidziy specifiniy liaukiniy lasteliy iSskyromis, buvo
slopinta gilus ant augaly Saknu sukelian¢iu Meloidogyne genties nematoduy
chemorecepcija, ko pasekoje buvo sutrikdyta nematody reakcija i augala
Seimininka (Stewart ef al., 1993a, b). Tokiu pat biidu buvo slopinta ir bulviniy
cistiniy nematody amfidziy veikla: po elektrofiziologinio testo nustatyta, kad
buvo sutrikdyta G. rostochiensis reakcija 1 bulviy Sakny nuoplovas (Rolfe,
1999) bei sumazinta G. pallida invazija 1 augalg Seimininka (Fioretti et al.,
2002). Baltymas lektinas taip pat slopino Meloidogyne spp. amfidziy veikla:
imaiSytas | uzkrésta nematodais dirva, sumazino nematody sukeliamy galy
susidaryma ant augaly Seimininky Sakny (Marban-Mendoza et al., 1987; Davis
et al., 1988). Laboratorinémis salygomis H. glycines ir G. pallida nematodu
chemoreceptoriai buvo slopinti genetiSkai modifikuoty bulviy Sakny
nuoplovomis, kurios turéjo chemoreceptorius slopinanti peptida (Liu et al.,
2005). Nematocidas  aldikarbas  (2-metil-2—(metiltio)propanal—O—(N—
metilkarbamoil)oksimas) slopino augaly parazitiniy nematody P. penetrans
(Trett, Perry, 1985b) ir Meloidogyne javanica (Liu et al, 2005)
chemoreceptoriy veiklg ir sumazino M. javanica nematodo invazijg | augala

Seimininkg (Hough, Thomanson, 1975).
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2. MEDZIAGA IR METODIKA

2.1. Medziaga

Bulviniai cistiniai nematodai ruSiy atskyrimui. RaSiy atskyrimui
bulviniy cistiniy nematody cistos buvo isrinktos i§ 2815 dirvoZzemio méginiy,
paimty 1§ 556 ha ploto lauky i§ visy 10 Lietuvos apskri¢iy — Alytaus, Kauno,
Klaipédos, Marijampolés, Panevézio, Siauliy, Tauragés, TelSiy, Utenos bei
Vilniaus. Dirvozemio meéginiai buvo pristatyti 1 Valstybinés augalininkystés
tarnybos (buvusios Augaly apsaugos tarnybos) prie Zemés iikio ministerijos,
Fitosanitariniy tyrimy laboratorijg (skyriy) (FTL) nematologiniams tyrimams.

Vadovaujantis standartine procedira, dirvozemio meéginiai tiriamame
lauke buvo imami pusiau cilindriniu (2,5 cm skersmens) dirvozemio paémimo
graztu arba kastuvéliu i§ ne maZiau kaip 5 cm gylio (VZ, 2001). Méginiai imti
einant lauku staciakampe gardele arba zigzagu ir sustojant kas kelis (5-6)
zingsnius. Vienam 400-500 g méginiui sudaryti buvo imama po 100
meginuky, kuriy vieng sudaré¢ 4-5 mL dirvoZzemio. Paimtas dirvoZemis buvo
supilamas { polietileno maiSelius. Méginiai buvo imti i§ lauky, kur buvo
auginami kaupiamieji (bulvés, morkos, cukriniai runkeliai ir pan.), varpiniai ar
dekoratyviniai augalai, taip pat i§ pievy, pudymuy ir medelyny. Bulviy
séklininkystés fikiuose i§ vieno hektaro lauky buvo imami astuoni dirvozemio
méginiai, o i§ visy kity lauky — keturi (VZ, 2001). Informacija apie priessélio
tipa ir dirvoZzemi nebuvo renkama, tod¢l neanalizuota.

Ivairiy cistiniy nematody riiSiy cistos bei panasaus dydzio dalelés is
dirvozemio meéginiy FTL flotacijos metodu (Southey, 1986) buvo iSplautos ant
filtrinio popieriaus naudojant pusiau automating Schuiling‘o centrifuga (450—
500 apsisukimy/min., sunaudojant ~6,5 L vandens vienam dirvoZzemio
meéginiui iSplauti, Volkers & Zonen, Olandija). ISplauti ant filtrinio popieriaus
dirvozemio méginiai analizuoti binokuliariniu mikroskopu (didinimas 7,5 x —
12,5 x, Nikon SMZ 1500, Japonija). Rastos Globodera spp. cistos apibtidintos
iki rasies pagal morfologinius pozymius. D¢l bulviniy cistiniy nematody rusiy
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morfologiniy panaSumy ir morfometriniy matavimy persidengimy tikslesnis
rusiy identifikavimas atliktas cisty DNR polimerazinés grandininés reakcijos
(PGR) metodu panaudojant riSims specifinius pradmentis.

Bulviniai cistiniai nematodai elgsenos tyrimams. Elgseniniams
bulviniy cistiniy nematody testams cistos buvo gautos i$ Julius Kiihn instituto
(Vokietija). Nematody J2 1§ kiauSin¢liy ritinti pagal Byrne er al. (2001)
metodika. Globodera rostochiensis Rol (Ecosse populiacija) ir G. pallida Pa2
(Kalle populiacija) cistos savaitei sudétos 1 atskiras Petri 1¢kSteles ant
distilivotu vandeniu sudrékinto filtrinio popieriaus | termostatg 1 21 °C
(MIR 253, Sanyo, Japonija). Termostate Petri 1¢kstelés laikytos tamsoje, nuolat
papildant iSgaravusia drégme. Po to cistos perpjautos skalpeliu vandens lase
ant objektinio stiklelio. Visas cisty turinys su iSsiritusiais J2 ir neiSsiritusiais
kiausin¢liais nedideliu vandens kiekiu (~50 pL) nuplautas { 60 mm skersmens
Petri leksteles (atskiras kiekvienai nematody rasiai) su 1,5 % 1-2 mm storio
agaro sluoksniu (Carl Roth, Vokietija). Po to Sios l€kstelés buvo perkeltos i
tamsy termostatag { 21°C. Vandeniui susigérus | agarg (po keliu valanduy),
aktyviai judantys J2 stadijos nematodai panaudoti elgsenos tyrimuose (lenkta
entomologine adatéle perkelti ant terpiy su testuojamomis medziagomis).

I$ Julius Kiihn instituto elgseniniams testams gautas nedidelis nematody
cisty kiekis, todél nematodai buvo dauginti laboratorinémis salygomis
vazonuose su bulvémis modifikavus de Scurrah (1981) metoda. FTL Siltnamio
kameroje, pritaikytoje dauginti karantininius organizmus, 1 deSimt 500 mL
talpos vazony su autoklavuotu smeéliu pasodinta po Désirée (Prancuzija)
veislées bulve. Sios veislés bulvés yra neatsparios (imlios) bulviniams
cistiniams nematodams (NIVAA, 1997). Po trijy savaiciy kiekvienas vazonas
buvo inokuliuotas iSsiritusiais J2 i§ penkiy cisty: penki vazonai inokuliuoti
G. rostochiensis Rol ir penki — G. pallida Pa2. Kameroje nustatyta 60 %
drégmé, Sviesos ir tamsos ciklai (14:10 val.), palaikyta 22°C. Po 72 dienu
bulvés buvo iSrautos ir kartu su vazone likusiu sméliu sudétos | metalinius
padéklus bei paliktos i8dzitti kambario temperatiroje. Po dvieju savaiciy

neatitrikusios nuo bulviy Sakny cistos surinktos pincetu i Petri 1éksSteles. Nuo
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Sakny atitrukusios cistos 1§ smelio iSplautos flotacijos metodu (naudojant
Schuiling‘o centrifuga) ant filtrinio popieriaus ir taip pat surinktos { Petri
leksSteles. LékStelese cistos laikytos savaite kambario temperatiroje (kad

i8dzitity), po to sudétos { 1,5 mL mégintuvélius ir laikytos 6 mén. +4 °C

(ramybes periodas) iki J2 ritinimo.

2.2. Metodai

2.2.1. Bulviniy cistiniy nematody rasiy identifikavimas

Nematody rasiy identifikavimas pagal morfologinius pozZymius. IS
dirvozemio méginiy flotacijos metodu ant filtrinio popieriaus iSplautos
Globodera spp. cistos (vizualiai nuo kity cistiniy nematody genciy atskirtos
pagal apvalia cistos formg su kySancia cefaline dalimi) adatéle perkeltos ant
objektinio stiklelio 1 vandens lasa. Nupjovus cistos analing—vulvaring dali
skalpeliu, 18 jos atsargiai adatéle iSkrapsStyti kiauSinéliai ir 1§ kiauSinéliy i$sirite
J2 (jet juy buvo). Nupjauta cistos dalis, kiauSinéliai bei J2 nematodai uzdengti
dengiamuoju stikleliu. Stiklelio krasteliai patepti bespalviu nagy laku. Laikini
preparatai analizuoti Sviesiniu mikroskopu (didinimas 40 x — 1000 x, BX51,
Olympus, Japonija), sujungtu su video dokumentavimo sistema, susidedancia
i§ skaitmeninés kameros (Nikon Coolpix 4500, Japonija), prijungtos prie
kompiuterio. Nematodai nufotografuoti (preparatai su J2 prie§ tai kelias
sekundes pakaitinti liepsnoje, kad nematodai nejudéty), iSmatuoti kompiuterine
programa (Image Pro Plus 3, Media Cybernetics, JAV) ir, remiantis
morfologiniais pozymiais, apibiidinti iki riisies (1 lentel¢) (Baldwin, Mundo-
Ocampo, 1991; Brzeski, 1998; Manduric, Anderson, 2004; Dobosz et al.,
20006).

Nematody rasiy identifikavimas PGR metodu.

DNR isskyrimas i§ cisty. Cisty DNR isskirta naudojant NucleoSpin

Tissue DNR skyrimo rinkini pagal gamintojo rekomenduojama protokola

(Macherey—Nagel, Vokietija). Prie§ DNR iSskyrimg cistos 24 val. pamerktos 1
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distiliuota vandeni. Po to perkeltos 1 1,5 mL mégintuvéelius su 180 pL lizes
tirpalu bei sutrintos mikrograstuveliu. ISskirta DNR laikyta — 20 °C.

DNR amplifikacija. Darbo pradzioje G. rostochiensis ir G. pallida cisty
DNR amplifikacijai buvo naudojami Fullaondo ez al. (1999) nustatyti DNR

pradmenys bei PGR salygos:
v 5’ GCAAGCCCAGCGTCAGCAAC3’,
5’GAACATCAACCTCCTATCGG3’ — G. rostochiensis atveju;
v 5TGTCCATTCCTCTCCACCAG3’,
5’CCGCTTCCCCATTGCTTTCG3’ — G. pallida atveju.
Ruosiant miSini DNR amplifikacijai su §iais pradmenimis sunaudota daugiau
medziagy bei laiko, todél tolimesniems S§io darbo tyrimams pasirinktos
Pylypenko et al. (2005) nustatytos DNR pradmeny sekos bei PGR salygos:
v' PITSr3 5’ AGCGCAGACATGCCGCAA3’ ir tiesioginis
5‘CGTAACAAGGTAGCTGTA3’ pradmuo G. rostochiensis genomo
daliai;
v' sPITSp4 5’ACAACAGCAATCGTCGAG3’ ir tiesioginis
5‘CGTAACAAGGTAGCTGTA3’ — G. pallida genomo daliai.
DNR amplifikacijai paruostas 25 pL. miSinys, sudarytas is:
v 1 x Tagq buferio su KCI (Thermo Scientific, Lietuva);
v" 1,5 mM MgCl, (Thermo Scientific, Lietuva);
v' 0,2 mM dNTP (dezoksinukleozidtrifosfaty) misinio (Thermo Scientific,
Lietuva);
v" 1 vieneto rekombinantinés 7ag DNR polimerazés (Thermo Scientific,
Lietuva);
1,5 uM pradmens PITS r3 (Biomers, Vokietija);
1,5 uM pradmens sPITS p4 (Biomers, Vokietija);
1,5 uM tiesioginio pradmens (Biomers, Vokietija);
5 uL (apie 20 ng) cistos DNR;
DEPC (dietilpirokarbonatas) H,O (Roth, Vokietija) pridéta tiek, kad

AN N N RN

miSinio galutinis tiiris biity 25 pL.
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Kiekvieng karta atlikus tiriamy méginiy DNR amplifikacijg tuo pat metu ir
tomis paciomis salygomis buvo amplifikuotos teigiamos ir neigiamos kontrolés
meginiy DNR:

v' neigiama kontrolé¢ — DEPC H,O;

v’ teigiamos kontrolés: G. rostochiensis bei G. pallida DNR (Valstybinés
Augaly apsaugos tarnybos nematologijos laboratorija, Pranctizija).
Amplifikacija vykdyta termocikleryje (Mastercycler personal 5332,

Eppendorf, Vokietija), kur periodiskai keista reakcijos tirpalo temperatira.
Cisty DNR amplifikavimui naudota programa:

v" 94 °C — 3 min. — pradiné DNR denatiiracija;

v' 94 °C — 30 sek. — DNR denatiiracija;

v' 55°C —30 sek. — pradmeny prisijungimas; 40 cikly

v' 72 °C - 30 sek. — naujos DNR sintetinimas;

v' 72 °C — 5 min. — baigiama sintetinti nauja DNR.

Elektroforezé. DNR amplifikacijos produktai, pridéjus bromfenolio mélio
(0,3 png/pL), analizuoti horizontaliosios elektroforezés metu 1,5 % agarozes
gelyje su etidzio bromidu (0,5 pg/uL) 1 x TAE (triso, acto rugsties ir EDTA
(etilendiaminotetraacto rtigstis)) buferyje, 72 V (6 V/cm) ijtampoje. DNR
amplifikacijos produktai stebéti ultravioletinéje Sviesoje, DNR fragmenty ilgis
nustatytas pagal DNR ilgio Zymeni — GeneRuler'™ 100bp DNA Ladder
(Thermo  Scientific, Lietuva). Gelio vaizdas dokumentuotas geliy

dokumentavimo sistema (Easy Win 32, Herolab, Vokietija).

2.2.2. Augalo Seimininko (bulviy) ir ne Seimininko (cukriniy runkeliy)
Sakny nuoplovy paruoSimas

Pradiniame bulviniy cistiniy nematody elgsenos tyrimy etape buvo
svarbu aptikti ir statistiniais metodais ivertinti skirtumus tarp reakcijos i
vandenines bulviy Sakny nuoplovas, kurios bulviniams cistiniams nematodams
yra atraktyvios (Weischer, 1959; Clarke, Hennessy, 1984; Devine, Jones,

2003) ir vandens (kontrol¢), kuris nematodus veikia neutraliai (nei vilioja, nei
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atstumia, nes nattraliai nematodai tarpsta drégnoje aplinkoje — augalo
audiniuose, vandens pripildytose dirvozemio porose ir pan.). Rezultaty
tvertinimui statistiniais metodais pasirinktos ir kitos, ne augaly Seimininky —
cukriniy runkeliy, priklausan¢iy balandiniy (Chenopodiaceae) Seimai,
vandeninés Sakny nuoplovos, apie kurias zinoma, kad jos bulviniams
nematodams néra atraktyvios (Rolfe et al., 2000).

Bulviy Sakny nuoplovy paruoSimas. Vandeninés bulviy Sakny
nuoplovos paruostos pagal Pridannikov et al. (2007) metodika, i§skyrus bulviy
Sakny nuoplovy filtravima. Filtravimo buvo atsisakyta todé¢l, kad filtruojant per
filtrini popieriy gali biiti prarandamos (susigerti 1 filtrin popieriy) bulviy Sakny
nuoplovose esancios cheminés medziagos. Trys Désirée bulviy veislés gumbai
pasodinti { 400 mL vazonelius su autoklavuotu sméliu FTL Siltnamyje, kur
nustatyta 60 % drégme, Sviesos ir tamsos ciklai (14:10 val.), palaikyta 22 °C.
Po trijy savaiiy bulvés iSrautos, nepazeistos Saknys nuplautos distiliuotu
vandeniu, taip paSalintos likusios smélio dalelés. Po to kiekvienos bulvés
Saknys atskirai pamerktos i 100 mL distiliuoto vandens 24 val. Siltnamyje.
Paruostos nuoplovos iki naudojimo laikytos +4 °C.

Cukriniy runkeliy Sakny nuoplovy paruoSimas. Vandeninés cukriniy
runkeliy (Beta vulgaris) Belmonte veislés (Danija) Sakny nuoplovos paruostos
pagal Perry ir Beane (1989) metodika. Cukriniy runkeliy séklos sudaigintos
pagal Harju (2003) metodika. Seklos 4 val. mirkytos vandenyje, po to atsargiai
trintos | sieta, kad nuo sékly atlipty prie§ tai ant juy platintojo aplikuoti
pesticidai (fungicidai, insekticidai). Po to séklos 24 val. laikytos Petri Iekstel¢je
ant drégno filtrinio popieriaus esant 21 °C. Penkiolika sudygusiu daigy
pasodinta 1 400 mL talpos vazona su autoklavuotu sméliu FTL Siltnamyje, kur
nustatyta 60 % drégme, Sviesos ir tamsos ciklai (14:10 val.), palaikyta 21 °C.
Po septyniy savaiciy cukriniai runkeliai iSrauti, jy Saknys nuplautos distiliuotu
vandeniu (taip paSalintos smélio dalelés) ir pamerktos 1 100 mL distiliuoto

vandens 24 val. Siltnamyje. Paruostos nuoplovos iki naudojimo laikytos +4 °C.
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2.2.3. Bulviy $Sakny nuoplovy ekstrahavimas

Prie§ atliekant bulviy Sakny i substrata (Siuo atveju smélj) iSskiriamy
medziagy analiz¢ dujy chromatografijos metodu, Sias medziagas reikéjo i
substrato mikroekstrahuoti. Siuo tikslu buvo svarbu patikrinti, ar n—heksanas
(grynumas 99 %, Fluka, Vokietija) (daznai naudojamas tirpiklis cheminiy
medziagy ekstrakcijai) yra tinkamas ekstrahuoti Sias (bulviy Sakny i$skiriamas)
medziagas. Tam bulviy Sakny nuoplovos buvo ekstrahuotos pagal Godfrey ir
Slater (1994) metodika. PenkiasdeSimt mikrolitry vandeniniy bulviy Sakny
nuoplovy buvo ekstrahuota 50 mL »—heksanu vieng karta 5 min. Heksaninis
ekstraktas buvo sukoncentruotas kambario temperattroje iki sausumo, po to 1 ji
ipilti 3 mL distiliuoto vandens. Gautas ekstraktas naudotas nematody elgsenos
tyrimuose, tokiu biidu nustatytas tirpiklio tinkamumas bulviy Saknuy

nuoplovose esanc¢iy medziagy ekstrahavimui.

2.2.4. Linalolio kiekio nustatymas bulviy Sakny nuoplovose

Bulviniy cistiniy nematody elgsena veikianciy, bulviy Sakny i aplinkg
iSskiriamy medziagy paieskai i§ daugelio §io augalo i aplinka iSskiriamy
medziagy (1 priedas, 1 lentelé) pasirinkta mazos molekulinés masés cheminé
medziaga — linalolis (3,7—dimetil-1,6—oktadien—3—olis; molekulin¢ mas¢ —
154,25). Dirvozemyje lengvos cheminés medziagos juda greiiau ir jas iS$
tolesnio atstumo gali pajusti aplinkoje esantys organizmai, Siuo atveju —
nematodai.

Linalolio kiekis bulviy Sakny nuoplovose, kurios buvo naudojamos
nematody elgsenos tyrimuose, nustatytas kietafazés mikroekstrakceijos
(Pawliszyn, 1997) — duju chromatografijos (Rouessac, Rouessac, 2007)
metodu. I 10 mL talpos kolbutg ipilta 1 mL vandeniniy bulviy Sakny nuoplovy
ir pridéta 0,3 g NaCl. Kolbuté sandariai uzdengta trimis sluoksniais aliuminio
folijos ir patalpinta { 40 °C vandens termostata. Po 15 min., nusistovéjus

terminel pusiausvyrai tarp skys€io ir gary fazés, | kolbutés virSerdvy ileistas
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kietafazés mikroekstrakcijos siiilas (PDMS-DVB, 65 um, Supelco, JAV).
Pries ekstrakcija Sis sitilas kondicionuotas dujy chromatografo garintuve pagal
atitinkamas gamintojo rekomendacijas (250 °C). Ekstrahuota 60 min. 40 °C.
Sorbuoti junginiai tuojau pat buvo desorbuojami chromatografo garintuve
I min. esant 240 °C. Sorbuoty junginiy analiz¢ atlikta dujy chromatografu
(Clarus 500, Perkin Elmer, JAV) su liepsnos jonizacijos detekcija (FID),
kolon¢lé — DB-Wax (30 m x 0,25 mm, sorbento sluoksnio storis 0,25 pk,
Restek, JAV). Garintuvo ir detektoriaus temperatiira — 240 °C. Kolonéliy
termostato temperatira programuota tokiu biidu: 2 min. laikyta 40 °C, po to
5 °C/min. kelta iki 200 °C, toliau 10 °C/min. kelta iki 240 °C ir tokia palaikyta
2 min. Linalolio kiekis apskai¢iuotas iSorinio standarto metodu, t. y. paruostas
atitinkamos — 8,7 ng/uL koncentracijos linalolio standarto tirpalas, kuris tuo
paciu budu kaip ir méginys sorbuotas ant siiilo ir analizuotas prie§ ir po
méginio.  Linalolio  koncentracija  apskaiiuota remiantis  standarto

koncentracija bei standarto ir analizés smailiy plotais.

2.2.5. Bulviniy cistiniy nematody elgsenos tyrimai

Elgseniniy reakcijy j augalo Seimininko (bulviy) ir ne Seimininko
(cukriniy runkeliy) Sakny nuoplovas testas. Testas G. rosfochiensis ir
G. pallida elgsenai tirti buvo atliktas modifikavus Rithm et al. (2003)
metodika. Petri 1ekStelés (32 mm skersmens), uzpildytos 1,5 % 1-2 mm storio
agaro sluoksniu (Carl Roth, Vokietija), centre uzdétas 5 mm skersmens filtrinio
popieriaus (Schleicher & Shuell Microscience, Vokietija) gabalélis. Ant
filtrinio popierélio 2 val. prie§ atliekant biotesta uZzlaSinti 7 pL vandeniniy
bulviy Sakny nuoplovy arba kontroliy: vandens ar vandeniniy cukriniy runkeliy
Sakny nuoplovy. Dar 7 pLL Sakny nuoplovy buvo uzlasinta 1 val. pries biotesto
pradzia (kad nusistovéty bulviy ir cukriniy runkeliy Saknuy nuoplovy
koncentracijos gradientas). Po 2 wval. filtrinis popierélis buvo nuimamas ir

keturi G. rostochiensis arba G. pallida J2 nematodai ant terpés buvo uznesami
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vienodais atstumais vieni nuo kity ir 1,1 cm atstumu nuo centro (pries tai Petri

leksteleés dugno pazymétuose taSkuose) (2.2.5.1 pav.).

Cheminés medziagos
uznesimas ant terpés
(centre), dryZuotas

plotas Zymi Rezultatai:
medziagos difuzijg Jl:1de“.m:ds e
. - cheminio
Sakny nuoplovos Fittrinis = stimulo —
popierélig” Nematody teigiamas
n b uznesimas ant atsakas j

terpés (taskai) cheminj stimulg

a-Solaninas

2.2.5.1 pav. Bulviniy cistiniy nematody elgseniniy reakcijy 1 vandenines ir n—
heksanu ekstrahuotas augalo Seimininko (bulviy) ir vandenines ne Seimininko
(cukriniy runkeliy) Sakny nuoplovas bei sintetinius cheminius junginius

(linalolj ir o—solaning) schema (Petri 1€kSteliy nuotraukos - autores).

Toks atstumas pasirinktas tam, kad Petri 1¢kStelés plotas biity padalintas { du
lygius plotus: vidinis plotas su tiriamos medziagos koncentracija, iSorinis
plotas — be tiriamos medziagos (2.2.5.1 pav.). Po 30 min. ir po 60 min. nuo
nematody uZneS$imo ant terpés su tiriama chemine medZiaga, binokuliariniu
mikroskopu (didinimas 7,5 x — 112,5 x, Nikon SMZ 1500, Japonija) buvo
registruojama nematodo padétis. Nematodu judéjimas link cheminio stimulo
Saltinio traktuotas kaip teigiamas atsakas i chemin¢ medziaga, o judéjimas
prieSinga kryptimi — kaip neigiamas. Testuota po keturis nematodus penkiose
lekstelese, eksperimentai pakartoti Sesis kartus su bulviy Sakny nuoplovomis ir
kontrolémis. Cheminés medZiagos atraktyvumas jvertintas kiekybiskai lyginant
judéjusiy link cheminio stimulo nematody skaiciy su visu teste tirty nematody
skai¢iumi ji iSreiSkus procentais.

Elgseniniy reakcijy | n-heksanu ekstrahuotas bulviy Sakny
nuoplovas testas. Bulviniy cistiniy nematody elgseniniai testai | »—heksanu
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ekstrahuotas bulviy Sakny nuoplovas atliktas lygiai taip pat, kaip ir teste {
augalo Seimininko ir ne Seimininko Sakny nuoplovas (2.2.5.1 pav.). Kontrolei
pasirinktos vandeninés bulviy Sakny nuoplovos ir distiliuotas vanduo. Po
30 min. ir po 60 min. nuo nematody uzne$imo ant terpés su tiriama chemine
medziaga buvo registruojama nematodo padétis. Testuota po keturis
nematodus penkiose lékstelése, eksperimentai pakartoti SeSis kartus su n—
heksanu ekstrahuotomis bulviy Sakny nuoplovomis ir kontrolémis.

Linalolio toksi§kumo testas. Zinoma, kad linalolis dvejopai veikia
dirvoZzemyje gyvenanc¢iy nematody elgsena, vienoms riiSims jis yra atraktyvus
(Hong, Sommer, 2006; Hong et al., 2008; Kollner et al., 2008), kitoms —
toksiskas (Chatterjee ef al., 1982; Malik et al., 1987; Sangwan et al, 1990,
Leela et al., 1992; Walker, Melin, 1996; Ibrahim et al., 2006; Kong et al.,
2007). Tad pirmiausia buvo tiriamas Sios medziagos toksiSkumas bulviniams
cistiniams nematodams.

I viena laikrodini stikleli su 2 pL distiliuoto vandens buvo perkelta 50
G. rostochiensis, 1 kita — 50 G. pallida J2 nematody. Po to i Siuos stiklelius su
nematodais buvo pilti 2 mL sotaus 1 x 10~ M linalolio (raceminis, grynumas
— 97 %, Sigma—Aldrich, Vokietija) tirpalo. Kontrolés atliktos su distiliuotu
vandeniu. Laikrodiniai stikleliai idéti | Petri léksSteles, uzdengti ir laikyti
kambario temperatiiroje, tamsoje. Kas tris dienas linalolio tirpalas (ir vanduo)
buvo pakeifiamas Svieziu tam, kad blity minimizuotas galimas koncentracijos
pakitimas dél nugaravimo. Nematody mirtingumas stebétas 12 dieny 1§ eilés
pro binokuliarini mikroskopa (didinimas 7,5 x — 112,5 x, Nikon SMZ 1500,
Japonija). Negyvais laikyti tie nematodai, kuriy kiinas buvo tiesus bei nejudéjo
po mechaninio dirginimo — palietimo entomologine adatéle (Kong e al,
2006). Viso atlikti keturi biotesto pakartojimai kiekvienai nematody riiSiai.
Nematody mirtingumas skai¢iuotas procentais.

Elgseniniy reakcijy j linalolj testas. Nematody elgseniniy reakcijy i
linalolj tyrimas su tam tikrais pakeitimais, kurie iSvardyti Zemiau, atliktas taip,
kaip ir elgseniniame teste i augalo Seimininko ir ne Seimininko Sakny

nuoplovas (2.2.5.1 pav.). Paruosti vandeniniai linalolio nuo 1 x 10° M iki
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1 x 10°° M koncentracijos tirpalai. Ant filtrinio popierélio 2 val. prie§ atlickant
testa uzlaSintas 1 pL Zinomos linalolio koncentracijos tirpalo arba kontrolés —
distiliuoto vandens. Kaip dar viena kontrolé pasirinktos vandeninés bulviy
Sakny nuoplovos, ant terpés jos buvo uznestos taip, kaip nurodyta testuojant
nematody elgseng | augalo Seimininko ir ne Seimininko Sakny nuoplovas
(2.2.5.1 pav.). Po 2 val. filtrinis popierélis buvo nuimamas ir ant terpés buvo
uzneSami nematodai. Po 30 min. ir po 60 min. nuo nematody uzne$imo ant
terpés su tiriama chemine medziaga buvo registruojama nematodo padétis.
Testuota po keturis nematodus penkiose l¢kStelése, eksperimentai pakartoti
Sesis kartus su skirtingomis linalolio koncentracijomis ir kontrolémis. Bulviniy
cistiniy nematody elgseniniy reakciju 1 linaloli teste reakcija 1 distiliuota
vandeni laikyta neutralia ir prilyginta 50 %.

Elgseniniy reakcijy j a—solaning testas. a—Solanino poveikio bulviniy
cistiniy nematody elgsenai tyrimas su tam tikrais pakeitimais, kurie iSvardyti
zemiau, atliktas taip, kaip ir elgseniniame teste i augalo Seimininko ir ne
Seimininko Sakny nuoplovas (2.2.5.1 pav.). Paruosti o—solanino (grynumas
~95 %, Sigma—Aldrich, Vokietija) absoliutaus etanolio (grynumas 99 %) nuo
1 x 10" M iki 1 x 107 M koncentracijos tirpalai. Vienas mikrolitras Zinomos
o—solanino koncentracijos arba kontrolés (absoliutaus etanolio) uzlasinti Petri
leksStelés centre (testuojant o—solanino poveiki nematodams filtrinis popierélis
nenaudotas). I§ karto po medziagy uZzneSimo ant terpés buvo perkeliami ir
testuojami nematodai. Kaip dar viena kontrolé¢ pasirinktos vandeninés bulviy
Sakny nuoplovos, ant terpés jos buvo uznestos taip, kaip nurodyta testuojant
nematody reakcija i augalo Seimininko ir ne Seimininko S$aknuy nuoplovas
(2.2.5.1 pav.). Testo rezultatai fiksuoti po 15; 30 ir 60 min. nuo nematody
uzne$imo ant terpés su tiriama chemine medziaga. Testuota buvo po keturis
nematodus penkiose I¢kstelése, eksperimentai kartoti 12 karty su skirtingomis
o—solanino koncentracijomis ir kontrolémis. Bulviniy cistiniy nematoduy
elgseniniy reakciju i1 a—solaning teste reakcija i tirpikli — absoliuty etanoli

laikyta neutralia ir prilyginta 50 %.
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Bulviniy cistiniy nematody chemoreceptoriy slopinimo testas.
Zinoma, kad cinko sulfatas slopina Zinduoliy uoslés (Alberts, 1974) ir vabzdziu
uoslés bei skonio (Bakakrishnan, Pollack, 1997; Groh et al., 2002; Bauziené,
Biida, 2010) receptoriy veikla, todél Sios druskos tirpalas testuotas su
bulviniais cistiniais nematodais. Kontrolei pasirinkta kita cheminémis
savybémis i cinko sulfata panasi dvivalen¢io metalo sulfato druska — magnio
sulfatas ir distiliuotas vanduo. Tyrimams naudota 3 mM cinko sulfato ir
magnio sulfato vandeniniy tirpaly koncentracija. Sios koncentracijos drusky
tirpalai yra kai kuriy augaly parazitiniy nematody riiSiy atraktantai arba
ritimosi veiksniai (2 priedas, 3; 5 lentelé) (Clarke, Shepherd, 1966b, 1968;
Evans, 1969; Papademetriou, Bone, 1983; Tefft, Bone, 1984; Riddle, Bird,
1985; Di Vito, Sasanelli, 1990; Behm et al., 1995; Charlson, Tylka, 2003),
todel neturéty pastebimai neigiamai veikti nematody elgsena. Bulviniy cistiniy
nematody G. rostochiensis ir G. pallida anatomija, fiziologija ir ekologija labai
panasios, todél chemoreceptoriy slopinimo { atraktyvy cheminj stimulg
tyrimams buvo pasirinkta tik viena rtisis — G. pallida.

I laikrodini stikleli ipilta 50 pL. 3 mM koncentracijos ZnSO, 7H,0O
vandeninio tirpalo. [ ji buvo perkelta 20 G. pallida J2 nematody. Tirpale
nematodai buvo laikomi 2; 5; 15 arba 30 min. Kontrolé¢ atlikta su 3mM
koncentracijos MgSO,-7H,0 vandeniniu tirpalu ir distiliuotu vandeniu. Po to
nematodai 1§ tirpalo lenkta entomologine adatéle buvo perkeliami i Petri
leksSteles su agaru, kur registruota jy reakcija | a—solaning taip, kaip nurodyta
elgseniniy reakcijy 1 a—solaning teste (2.2.5.1 pav.). Nematody elgsena fiksuota
po 15 min., testuota po keturis nematodus penkiose léksteleése, bandymai
kartoti Sesis kartus.

Statistinis bulviniy cistiniy nematody elgseniniy testy rezultaty
vertinimas. Nematody elgseniniy reakcijuy skirtumy i cheminius stimulus
statistinis patikimumas buvo jvertintas y* kriterijumi, rezultatai buvo apdoroti

kompiuterine statistikos programa Statistica 6.0 (SatSoft, JAV).
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2.2.6. Bulviy Sakny iSskiriamy medziagy mikroekstrakcija ir
chromatografiné analizé

Bulviy Sakny | substrata iSskiriamy medzZiagy mikroekstrakcija.
Bulviy Sakny 1 substrata, Siuo atveju sméli, iSskiriamy medZziagy
mikroekstrakcija atlikta pagal Mohney et al. (2009) metodika naudojant
silikono vamzdelius. Silikono vamzdelis (skersmuo 0,31 mm (iSorinis) X
0,64 mm (vidinis), Helix Medical Europe KG, Vokietija) sukarpytas i 1 m ilgio
fragmentus, 1§ viso paruostos keturios vamzdeliy poros. [ vieng vamzdelio gala
atsargiai verta Svirksto (5 mL, Momina Krepsot, Bulgarija) adata tirpiklio — n—
heksano prasvirkstimui pro vamzdelj. Prie§ eksperimenta vamzdeliai pamerkti
24 val. i tirpikli (n—heksana), po to i§ jo iStraukti ir iSdziovinti 70 °C
termostate.

Trys Désirée veislés bulviy gumbai atskirai pasodinti 1 L talpos
stikliniuose vazonuose su drenazu dugne i autoklavuota sme¢lj (2.2.6.1 pav.).
Sodinant i kiekvieno vazono sméli idéti du silikono vamzdeliai taip, kad supty
augancias bulviy Saknis: vienas vamzdelis idétas 5 cm aukStyje nuo vazono
dugno, kitas — Salia bulvés gumbo. Abiejy vamzdeliy galai iStraukti ir palikti
vazono iSoréje. Vazonai buvo apsukti aliuminio folija, kad nepatekty saulés
Sviesa. Vamzdeliy galai su ir be §virksto adatos apsukti parafilmo juostele, kad
1 vamzdeli nepatekty pasalinés medziagos. Augalai auginti FTL Siltnamyje, kur
nustatyta 60 % drégme, Sviesos ir tamsos ciklai (14:10 val.), palaikyta 19 °C.
Esant poreikiui bulvés laistytos po 100 mL distiliuoto vandens. Kontrolei
pasirinktas vazonas su autoklavuotu smeéliu be augalo (bulvés).

Iki Siol néra duomeny apie tai, kada bulvés i8skiria bulviniams cistiniams
nematodams atraktyvias medziagas. Yra Zinoma, kad tre€ig savait¢ po bulviy
sudygimo ritasi didziausi Siy nematody kiekiai (Farrer, Phillips, 1983;
Rawsthorne, Brodie, 1986), o iSsirit¢ nematodai per 6—-11 dieny pasiekia
augalo Saknis (Robinson et al., 1987a). Tuo remdamiesi daréme prielaida, kad
treCig savaitg po bulviy sudygimo bulvés iSskiria ir J2 stadijos nematodus
viliojancias medziagas. Dél Sios priezasties kas savait¢ SeSias savaites 1§ eilés
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po bulviy pasodinimo i$ kiekvieno vazono vamzdeliy imti méginiai. Pro
vamzdelius prasvirksta po 500 pL n—heksano, po to po 400 uL oro, kad i$
vamzdeliy galutinai pasiSalinty visas tirpiklis. Surinkti ekstraktai laikyti

— 20 °C iki tolimesnés analizés.

2.2.6.1 pav. Bulviy Sakny 1 substratg (sméli) iSskiriamy medziagy
mikroekstrakcija panaudojant silikono vamzdelius (autorés nuotrauka). SV —

substrate (smélyje) ikasto silikono vamzdelio galai.

Bulviy Sakny | substraty iSskiriamy medziagy analizé dujy
chromatografijos metodu. Bulviy Sakny iSskiriamos medZziagos (gautos jas 1§
smélio mikroekstrahuojant n—heksanu) analizuotos dujy chromatografu (Clarus

500, Perkin Elmer, JAV) su liepsnos jonizacijos detektoriumi (FID), koloné¢lé —
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DB-Wax (30 m x 0,25 mm, sorbento sluoksnio storis 0,25 pk, Restek, JAV)
(Rouessac, Rouessac, 2007). Detektoriaus ir injektoriaus temperatiira — 250 °C,
Kolon¢lés termostato temperatiira programuota tokiu budu: pradine — 60 °C
palaikyta 2 min., po to 7 °C/min. kelta iki 160 °C, tokia palaikyta 2 min. ir
toliau kelta 10 °C/min. iki 250 °C ir dar palaikyta 7 min. NeSanc¢iy dujy (H,)

greitis — 1,5 mL/min. Injekcijos tiiris — 3 pL.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Lietuvos populiacijos bulviniy cistiniy nematody riasiy

identifikavimas PGR metodu

I8 visy 10 Lietuvos apskri¢iy (Alytaus, Kauno, Klaipédos, Marijampolés,
Panevézio, Siauliq, Tauragés, TelSiy, Utenos bei Vilniaus) surinkty 2815
dirvozemio méginiy rastos ir, remiantis morfologiniais pozymiais,
identifikuotos 2419 cistos. Visos jos apibudintos kaip G. rostochiensis,
G. pallida cisty nenustatyta. 1§ apibtudinty 187 G. rostochiensis cisty (i§ visy
Lietuvos apskriciy) i$skirta DNR ir iStirta PGR metodu. PGR tyrimas, atliktas
naudojant Pylypenko ef al. (2005) rekomenduojamus PGR pradmenis ir
salygas, parodé, kad tirty cistuy DNR amplifikacijos produktai buvo specifiniai
G. rostochiensis rusiai — 423 bp, tuo tarpu G. pallida risiai budingy DNR
amplifikacijos produkty — 254 bp — negauta (3.1.1 pav.).

9 10 Ki+ K2+ K-

500

423 B,
400 D 5 W - WD G w» a» - g

3.1.1 pav. Globodera rostochiensis cisty DNR polimerazinés grandininés
reakcijos (PGR) produktai. Cistos surinktos i§ 10 Lietuvos apskri¢iy: 1 —
Alytaus; 2 — Kauno; 3 — Klaipédos; 4 — Marijampolés; 5 — Panevézio; 6 —
Siauliy; 7 — Taurages; 8 — TelSiy; 9 — Utenos; 10 — Vilniaus. K1+ — teigiama
G. rostochiensis kontrolé; K2+ — teigiama Globodera pallida kontrolé; K— —
neigiama kontrolé¢ — DEPC H,O. M — atitinkamas DNR ilgio zymuo. Rodyklés
rodo DNR amplifikacijos produkty zZyme¢. PGR pradmenys ir salygos pagal

Pylypenko et al. (2005).
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Pradiniame §io tyrimo etape bulviniy cistiniy nematody DNR PGR tyrimas
atliktas naudojant Fullaondo ef al. (1999) rekomenduojamus PGR pradmenis ir
salygas. Siuo atveju tirty cisty DNR amplifikacijos produktai taip pat buvo
specifiniai G. rostochiensis rusiai — 315 bp (3.1.2 pav.), G. pallida rusiai
budingy DNR amplifikacijos produkty — 798 bp — negauta (3.1.2 pav. Sie

produktai nepateikiami).

3.1.2 pav. Globodera rostochiensis cisty DNR polimerazinés grandininés
reakcijos (PGR) produktai. Cistos surinktos i§ penkiy Lietuvos apskriciy: 1 —
Kauno; 2 — Panevézio; 3 — TelSiy; 4 — Utenos; 5 — Vilniaus; 6 — teigiama
G. rostochiensis kontrolé; 7 — neigiama kontrolé — DEPC H,O0; M —
atitinkamas DNR ilgio zymuo. Rodyklé rodo DNR amplifikacijos produkty
zymg. PGR pradmenys ir salygos pagal Fullaondo ez al. (1999).

IS 187 tirty cisty tik 80 cisty (42,8 %) DNR amplifikacija buvo sékminga
(2 lentele).
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2 lentelé. Bulviniy cistiniy nematody, surinkty i§ visy 10 Lietuvos apskriciy,

polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) analizés rezultatai.

PGR metodu tirtos cistos, n (%)

Lietuvos
Teigiami rezultatai
apskritis Viso
G. rostochiensis G. pallida
Alytus 12 8 (66,7) 0
Kaunas 12 1(8,3) 0
Klaipéda 15 7 (46,7) 0
Marijampolé 26 10 (38,5) 0
Paneveézys 5 3 (60) 0
Siauliai 10 5 (50) 0
Taurage 32 16 (50) 0
Telsiai 19 4 (21) 0
Utena 18 13 (72,2) 0
Vilnius 38 13 (34,2) 0
Viso 187 80 (42,8) 0

Kaip parodé¢ Sio tyrimo rezultatai, kai kuriy, i§ dirvoZemio meéginiy
i$skirty, nematody cisty DNR amplifikacijos produkty nesusidaré (2 lentelé).
Tai galéjo lemti Sios priezastys: tirtos cistos galéjo priklausyti morfologiSkai
labai panasioms, kartu su bulviniais cistiniais nematodais daznai dirvoje
tarpstancioms nematody rusims — G. achilleae, kuri parazituoja paprastasias
kraujazoles (Achillea millefolium) 1ir G. artemisiae, kuri parazituoja
paprastuosius kieCius (Artemisia vulgaris); kita priezastis — tiriamuose
meéginiuose galéjo biiti per mazos nematody DNR koncentracijos. Nustatyta
koreliacija tarp iSskirtos 1§ cistoje esanciy kiauSinéliy DNR koncentracijos bei
iy kiausinéliy gyvybingumo (Fleming ef al., 1998). Cistos DNR tyrimams
buvo surinktos i§ nematody nattraliy buveiniy (zemés tkio paskirties lauky

dirvozemio méginiy). Gali buti, kad ilgiau zeméje iSbuvusiy cisty kiauSineliai
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del dirbamuose laukuose taikomos s¢jomainos, nepalankiy aplinkos salygu,
ilgo cisty ramybés periodo gali biti maZiau gyvybingi, o tai gali itakoti
1§skirtos DNR koncentracija.

Bulviniy cistiniy nematody monitoringas ir ju zidiniy likvidavimas
Lietuvoje atlickamas nuo 1948 m. (Bapmanosuua, 1972; Klimakova et al.,
1983; nsansarene, 1986; VAAT, 1999-2007), nuo tada, kai tais paciais metais
pirmg karta Lietuvoje buvo uzregistruota G. rostochiensis (Mastauskis, 1955;
Kupsbsnosa, 1963). Identifikuojant dirvoZemio méginiuose rastas cistas pagal
morfologinius  pozymius 1948-2006 metais Lietuvoje aptikta tik
G. rostochiensis, G. pallida neaptikta (Mastauskis, 1955; Klimakova et al.,
1983; Ulnsnsarene, 1986; VAAT, 1999-2007). Misuy tyrimy metu, atlikus
bulviniy cistiniy nematody identifikacija remiantis tiek morfologiniais
pozymiais, tiek molekuliniais metodais, taip pat patvirtinta, kad visose
Lietuvos apskrityse paplitusi G. rostochiensis, o G. pallida neaptikta. Gali biiti,
kad pastaroji rasSis Lietuvoje neaptikta dél teisingai parinktos s€¢jomainos ir
pakankamai gerai vykdomos fitosanitarijos Salyje (Mastauskis, 1955;
KupssnoBa, 1963; Bapmanosuua, 1972; Klimakova et al, 1983; VAAT,
1999-2007). Daugumoje Europos valstybiu G. pallida paplitusi maziau nei
G. rostochiensis (Smith et al., 1997; Pylypenko et al., 2005). Tai galéty biiti
dar viena prieZastis, kod¢l G. pallida Lietuvoje nebuvo aptikta.

Siuo metu daug bulviy bei kitos augalinés produkcijos importuojama {
Lietuva i§ Vokietijos, Olandijos, Svedijos, Lenkijos (Lukogiate, 2005), kur jau
yra rasta karantininé¢ G. pallida nematody rusis (Smith ez al., 1997). Neseniai
Sis cistinis nematodas aptiktas ir Ukrainoje (Pylypenko et al., 2005), tad yra
didele tikimybé G. pallida patekti i Lietuvos teritorijq ir ¢ia paplisti.

3.2. Bulviniy cistiniy nematody chemoekologinés sgveikos

3.2.1. Nematody reakcija | augalo Seimininko (bulviy) ir ne Seimininko
(cukriniy runkeliy) Sakny nuoplovas
Atlikus bulviniy cistiniy nematody G. rostochiensis it G. pallida J2

elgseninius testus 1 vandenines augalo Seimininko — bulviy Sakny nuoplovas ir 1
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tirpikli — distiliuota vandeni pastebéta, kad bulviy Sakny nuoplovos bulviniams
cistiniams nematodams buvo Zymiai patrauklesnés nei distiliuotas vanduo
(P<0,05) (3.2.1.1 pav.). Tokie rezultatai iSliko abiem nematody elgsenos
fiksavimo laikais — po 30 min. ir po 60 min. nuo nematody uZne$imo ant terpés
su cheminiu stimulu. Tirtiems nematodams bulviy Sakny iSskiriamos
medziagos taip pat buvo zymiai patrauklesnés nei ne augalo Seimininko —
cukriniy runkeliy Sakny iSskiriamos medziagos (P < 0,05) abiem nematoduy

elgsenos registravimo laikais (3.2.1.1 pav.).
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Stimulai
3.2.1.1 pav. Bulviniy cistiniy nematody reakcija { bulviy (BSN) ir cukriniy
runkeliy (CRSN) $akny nuoplovas bei i distiliuota vandenj (dH,O) po 30 min.
ir po 60 min. nuo nematody uzneSimo ant terpés su cheminiu stimulu.
Zvaigzdutés vir§ stulpeliy rodo statistiSkai patikimus reakcijy { stimulus

skirtumus lyginant su reakcija i distiliuota vandenj (y*—testas, P < 0,05).

Panasy i $i tyrima atliko bei panasSius rezultatus gavo Rolfe ez al. (2000). Taigi
Sio tyrimo rezultatai liudija, jog Sio darbo tolimesniems bulviniy cistiniy

nematody elgsenos tyrimams numatomas taikyti testas yra visiSkai tinkamas,

54



nes testuojant 1§ anksto Zinomus du skirtingus stimulus (patrauklius ir

nepatrauklius nematodams) gauti rezultatai visiSkai atitiko laukiamus.

3.2.2. Linalolio poveikis bulviniams cistiniams nematodams

Linalolio toksiSkumo bulviniams cistiniams nematodams tyrimas.
Distiliuotame vandenyje abiejuy riiSiy — G. rostochiensis ir G. pallida 12
iSgyveno visg stebéjimo laika, t. y. 12 dieny. ISgyvenamumas sieké 99 %.
Sociame linalolio tirpale (1 x 10° M) per ta pat{ laikotarpi iSgyveno
95+2,1 % G. rostochiensis ir 97 = 1,7 % G. pallida nematody. Lyginant
linalolio ir kontrolés (distiliuoto vandens) poveiki nematodams nenustatyta
jokiy statistiskai patikimy skirtumy. Tirta linalolio 1 x 10~ M koncentracija
(sotus tirpalas) yra didziausia galima vandeniné Sios medziagos koncentracija
ir ji nematodams nebuvo toksiska. De¢l Sios priezasties kity linalolio
koncentracijy toksiSkumas nematodams tirtas nebuvo. Apibendrinus $io tyrimo
rezultata galima teigti, kad linalolis néra toksiSkas bulviniy cistiniy nematody
J2 stadijai.

Bulviniy cistiniy nematody elgseninés reakcijos i linalolj. Atlikus
bulviniy cistiniy nematody elgseninius testus 1 linalolj, nustatyta, kad linalolis
buvo atraktyvus tiek G. rostochiensis, tiek G. pallida J2 stadijai. Taciau skyrési
abiejy nematody rasiy reakcijos i S§i jungini. Pirmiausia nustatyta, kad
G. rostochiensis buvo jautresné linaloliui lyginant su G. pallida (3.2.2.1 pav.).
Tiek po 30 min., tiek po 60 min. nuo nematody uzneSimo ant terpés su tiriama
chemine medziaga G. rostochiensis maziausia atraktyvi linalolio koncentracija
buvo 1 x 10™* M, o jos atraktyvumas statistiskai patikimai nesiskyré nuo bulviy
Sakny nuoplovy atraktyvumo (P > 0,05) (3.2.2.1 pav.). Tuo tarpu G. pallida po
30 min. nuo nematody uzne$imo ant terpés su testuojama chemine medziaga,
maziausia atraktyvi linalolio koncentracija buvo 1 x 10 M, o po 60 min. —
1x10° M ir taip pat statistiskai patikimai nesiskyré nuo bulviy 3akny
nuoplovy atraktyvumo (P > 0,05).
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3.2.2.1 pav. Globodera rostochiensis ir Globodera pallida reakcija i skirtingas

linalolio koncentracijas (M) po 30 min. ir po 60 min. nuo nematody uznesimo

ant terpés su testuojama medziaga. Balti stulpeliai Zymi reakcija i linalolj, pilki

— { bulviy 8akny nuoplovas (BSN). Punktyriné linija Zymi reakcija i distiliuota

vandeni, zvaigzdutés vir$ stulpeliy — statistiSkai patikimus reakcijy i stimulus

skirtumus lyginant su reakcija i distiliuota vandenij (y*—testas, P < 0,05).

Taip pat skyrési ir bulviniams cistiniams nematodams atraktyviy linalolio
koncentracijy diapazonas. Po 30 min. ir po 60 min. nuo nematody uZneSimo
ant terpés su testuojama medziaga G. rostochiensis buvo atraktyvios tos pacios
~1x10>M -1 x 10* M linalolio koncentracijos (3.2.2.1 pav.). Tadiau
G. pallida po 30 min. — 1 x 10" M ir 1 x 10> M, o po 60 min. §is
koncentracijy intervalas prasiplét¢ tiek 1 mazesnés, tiek i didesnés
koncentracijos srit{ ir apémé koncentracijas nuo 1 x 10° M iki 1 x 10° M
(3.2.2.1 pav.). Didziausios koncentracijos linalolio miSiniai (1 x 10° M ir

1 x 107" M), atvirk§ciai negu G. pallida J2 nematodams, G. rostochiensis J2
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nebuvo atraktyvis lyginant su kontrole (distiliuotu vandeniu) (P > 0,05) abiem
rezultaty registravimo laikais (po 30 min. ir po 60 min.). Tai paaiSkintina tuo,
jog yra zinoma, kad pernelyg didelés cheminés medziagos dozés slopina
ivairiy organizmy reakcijas (Diez, Dusenbery, 1989; Stamps, Linit, 1998).

Linalolio kiekio bulviy Sakny nuoplovose nustatymas. Linalolio
koncentracija bulviy Sanky nuoplovose, naudotose elgseniniams tyrimams,
vertinta dujuy chromatografijos metodu ir nustatyta, kad ji buvo vidutiniskai
lygi 9,7 x 10°M (3.2.2.2 pav.). Si koncentracija yra tris kartus maZesné nei
linalolio koncentracijos, 1 kurias bulviniy cistiniy nematody J2 stadija reagavo
teigiamai (slenkstinés koncentracijos 1 x 10 M ir 1 x 10° M). Taiau
natiiraliomis salygomis Saknyse turéty biti didesnés linalolio koncentracijos
nei bioteste naudoty Saknuy nuoplovose. Bulviy Saknys, prie§ paruoSiant
nuoplovas, buvo perplaunamos vandeniu sme¢lio dalelém pasalinti, d¢l to kartu
buvo paSalinama ir dalis cheminiy medziagy, tame tarpe ir linalolio.

Zinoma, kad linalolis dvejopai veikia keleto dirvoZemyje gyvenandiy
nematody raSiy elgsena. Linalolis veikia kaip atraktantas nematoda
Pristionchus maupasi, kurio gyvenimo ciklas glaudziai susijgs su vabzdziu:
vabzdzio Seimininko (Melolontha hippocastani) iSskiriamo fenolio poveikis
nematodui sinergetiskas su vabzdzio mitybiniy augaly (Quercus rubra, Prunus
serotina ir Carpinus betulus) 1Sskiriamomis lakiomis apsauginémis
medziagomis, 1§ kuriy viena — linalolis (Hong, Sommer, 2006). Nustatyta, kad
linalolis atraktyvus ir kitiems su vabzdZiais susijusiems nematodams —
Diplogasteriodes magnus (Hong et al, 2008) ir Heterorhabditis megidis
(Kollner et al., 2008).
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Linalolis toksiSkai veikia kai kuriuos augaly parazitinius nematodus:
galus ant augaly Sakny sukelianCius Meloidogyne arenaria (Walker, Melin,
1996), M. incognita (Chatterjee et al., 1982; Leela et al., 1992; Ibrahim et al.,
2006) ir M. javanica; sékly galus sukelianti Anguina tritici; pupuoliy cistini
Heterodera cajani; citrusiniy augaly parazita Tylenchulus semipenetrans
(Malik et al., 1987; Sangwan et al., 1990) ir pusini stiebini B. xylophilus (Kong
et al, 2007). Po linalolio toksiSkumo tyrimo bulviniams cistiniams
nematodams paaiskéjo, kad, prieSingai nei kai kurioms kitoms augaly
parazitiniy nematody rasims, linalolis néra toksiSkas bulviniams cistiniams
nematodams. Atvirks¢iai, po elgseninio testo i Siq medziaga nustatyta, kad
linalolis yra atraktyvus tiek G. rostochiensis, tiek G. pallida J2 stadijai.

Vandenyje (spontaniskai) iSsirit¢ G. rostochiensis ir G. pallida J2 stadijos
nematodai yra viliojami ty paciy bulviy Sakny nuoplovy frakcijy, o bulviy
Sakny nuoplovose iSsiritge — skirtingy (Devine, Jones, 2003). Misy
elgseniniame teste buvo tiriama tik vandenyje iSsiritusiy nematody elgsena, o
ju jautrumas atraktyviam junginiui skyrési. Norint istirti linalolio poveiki
bulviy Sakny nuoplovose iSsiritusiems nematodams, reikéty atlikti papildomus
tyrimus.

Iki $iol nustatyta keletas cheminiy medziagy, kurios stimuliuoja bulviniy
cistiniy nematody ritimasi 1§ kiauSineliy (2 priedas, 4; 5 lentel¢) (Devine et al.,
1996; Byrne ef al., 2001; Maher, 2001). Taip pat keletas cheminiy medziagy,
atraktyviy J2 stadijos (Rode, 1965; Evans, 1969) ir suaugusiems bulviniy
cistiniy nematody patinams (2 priedas, 3 lentele) (Riga ef al., 1997). Nepaisant
zinomy medziagy, atraktyviy J2, iki §iol nebuvo nustatyta jokia augalinés
kilmés cheminé medziaga, atraktyvi Sios stadijos nematodams. Taigi miisy
atlikto tyrimo metu pirma karta nustatytas G. rostochiensis ir G. pallida J2
nematodams patrauklus augalinés kilmés cheminis junginys — linalolis.
Linalolj i dirvozemio aplinka i$skiria ne tik bulviy Saknys, bet ir daugelis kity
augaly ruSiy (Knudsen et al, 1993). Tad jis galéty atlikti nespecifinio

atraktanto vaidmeni atskiriant aplinkoje augalus nuo ne augaly.
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Yra duomeny apie tai, jog keletas bulviy Sakny nuoplovy frakcijy vilioja
bulvinius cistinius nematodus (Devine, Jones, 2003). Be to, atsizvelgiant 1
miisy atlikto tyrimo rezultatus, nors statistiSkai nepatikima, tac¢iau gali biti, jog
bulviy Sakny i$skiriamy cheminiy medziagy miSinys yra patrauklesnis abiem
bulviniy cistiniy nematody raSims nei atskirai paimta medziaga — linalolis
(3.2.2.1 pav.). Tai rodo, kad be linalolio bulviy Sakny nuoplovose turi biiti
daugiau junginiy ar jy miSiniy, veikian¢iy bulviniy cistiniy nematoduy J2
elgseng ir besiskirianciy specifisSkumu.

Apibendrinant miisy gautus rezultatus, galima teigti, jog linalolis,
iSskiriamas bulviy Saknuy, néra toksiskas abiejy ruSiy bulviniy cistiniy
nematody J2 stadijai. Linalolis yra atraktyvus tiek G. rostochiensis, tiek
G. pallida J2. Nustatyti dvieju karantininiy bulviniy cistiniy nematody
tarprusiniai chemoekologiniai skirtumai — G. rostochiensis jautresné linaloliui

nei G. pallida (slenkstinés koncentracijos 1 x 10 *Mir 1 x 10> M).

3.2.3. a—Solanino poveikis bulviniams cistiniams nematodams

Atlikus bulviniy cistiniy nematody elgseninius testus i a—solaning
nustatyta, kad jis buvo atraktyvus tiek G. rostochiensis, tieck G. pallida 12
stadijai. Abi bulviniy cistiniy nematody riiSys reagavo | tas pacias a—solanino
koncentracijas — 1 x 10™* M ir 1 x 10~ M, reakcija { jas statistiskai patikimai
skyrési nuo reakcijos i tirpikli — etanolj (P < 0,05) (3.2.3.1 pav.). Be to, buvo
nustatyti tarpriiSiniai nematody reakcijy skirtumai i §i chemini jungini.
Pastebétas G. rostochiensis reakcijos vélavimas laike 1 o—solaning lyginant su
G. pallida. Globodera pallida 1 jungini reagavo grei¢iau — po 15 min. nuo
nematody uzneSimo ant terpés su chemine medZiaga, tafiau trumpai —
vélesniais rezultaty registravimo laikais — po 30 min. ir po 60 min. G. pallida
reakcija 1 o—solaning iSnyko (3.2.3.1 pav.). Globodera rostochiensis 1 jungini

reagavo léciau — po 30 min. ir po 60 min. ir reakcija 18liko ilgiau (3.2.3.1 pav.).
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Stimulai
3.2.3.1 pav. Globodera rostochiensis ir Globodera pallida reakcija 1 skirtingas
o—solanino koncentracijas (M) po 15; 30 ir 60 min. nuo nematody uzneSimo
ant terpés su tiriama chemine medziaga. Balti stulpeliai Zymi reakcija 1 a—
solanina, pilki — { bulviy $akny nuoplovas (BSN). Punktyrin¢ linija Zymi
reakcija 1 tirpikli — etanolj, zvaigzdutés vir§ stulpeliy — statistiSkai patikimus

reakcijy i stimulus skirtumus lyginant su reakcija i etanolj (y*—testas, P < 0,05).

o—Solaninas — vienas 1§ labiausiai dominuojan¢iy kultivuojamuy bulviy
alkaloidy (Friedman, McDonald, 1997; Friedman, 2006). Jis yra specifiné
G. rostochiensis ritimasi 1§ kiauSinéliy inicijuojanti medziaga, taciau tokios
reakcijos nesukelia G. pallida nematodams (Devine et al., 1996; Byrne et al.,
2001). Literatiiroje teigiama, kad bulviniy cistiniy nematody ritimosi veiksniai
galéty buti ir jiems atraktyvios medziagos (Perry, 1998). Tad, atlikus bulviniy

cistiniy nematody elgsenos tyrimus | o—solaning, nustatyta, kad $is, specifinis
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bulviy i8skiriamas antrinis metabolitas yra ir atraktyvus ne tik G. rostochiensis,
bet ir G. pallida J2 nematodams.

Nors agaro lékstelés biotestuose nejmanoma nustatyti tikslios cheminés
medziagos, kuri sukelia nematody reakcijas, koncentracijos (Perry, 2001),
G. rostochiensis ir G. pallida Siame elgseniniame teste galéjo reaguoti | tas
panasias a—solanino koncentracijas, kurios sukelia G. rostochiensis ritimasi 18
kiauginéliy — 1 x 10 M ir 1 x 10~ M (atraktyvios nematodams yra 1 x 10™* M
ir 1 x 10° M koncentracijos) (Devine et al., 1996). Dél to, kad a—solaninas
néra G. pallida ritimosi veiksnys, galéjo atsirasti ir tarpriiSiniai reakcijos 1
cheminj stimula skirtumai — skirtingi reakcijos laikai.

Nustatyta, kad vandenyje i8siritusiems abiejy bulviniy cistiniy nematody
rusiy J2 atraktyvios tos pacios bulviy Sakny nuoplovy frakcijos, o bulviy Saknuy
nuoplovose — skirtingos (Devine, Jones, 2003). Sio tyrimo metu vandenyje
i8siritusiy G. rostochiensis ir G. pallida nematody reakcija i atraktyvy chemini
stimulg — a-solaning skyrési. Norint nustatyti, ar skirtysi bulviy Sakny
nuoplovose iSsiritusiy bulviniy cistiniy nematody reakcija i a—solaning nuo
vandenyje iSsiritusiy, reikéty atlikti papildomus tyrimus.

Dirvoje dél grybuy bei gruntinio vandens mikroorganizmy poveikio a—
solaninas skyla 1 mazesnés molekulinés masés junginius (y— ir d—solaning bei
solaniding) (apzZvalga: Jansen et al, 2009a). VirSutiniame dirvoZzemio
sluoksnyje bulviy laukuose glikoalkaloidy (tame tarpe ir a—solanino) kiekis
palyginti su kiekiu bulvése yra labai mazas — tik 2 %, ir jis per Ziema pakinta
mazai (Jansen et al, 2009a, b). GreiCiausia, sudygus bulvéms bei pradéjus
gamintis o—solaninui, per pirmasias savaites galéty susikaupti pakankamas
(Farrer, Phillips, 1983; Rawsthorne, Brodie, 1986; Devine, Jones, 2003) kiekis
o—solanino, reikalingo bulviniy cistiniy nematody judéjimui link augaly
Seimininky stimuliuoti. I8sirit¢ J2 stadijos nematodai per 6—11 dieny pasiekia
augalo Saknis (Robinson et al., 1987a). Tikriausiai, kad po to did¢janti a—
solanino koncentracija prie bulviy nematody elgsenai jtakos nebeturi. Tad,

remiantis bulviy cistiniy nematody elgseninémis reakcijomis i a—solaninag,
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galima teigti, kad 1 x 10 M ir 1 x 10~ M koncentracijos a—solanino visiskai
pakakty suzadinti nematody judéjima link augalo Seimininko.

Literatiiroje néra duomeny apie G. rostochiensis ir G. pallida J2 stadijos
nematodams atraktyvias augalinés kilmés chemines medziagas. Miisy
ankstesniy tyrimy metu pirma karta nustatyta augalo Seimininko — bulviy
iSskiriama nespecifiné cheminé medziaga — linalolis, atraktyvi bulviniams
cistiniams nematodams (3.2.2.1 pav.). Sio tyrimo metu pirma kartg nustatytas
specifinis bulviy i aplinka iSskiriamas cheminis junginys — o—solaninas
(apzvalga: Eich, 2008), atraktyvus abiem bulviniy cistiniy nematody rasims.
Zinoma, kad keletas bulviy $akny nuoplovy frakcijy vilioja bulvinius cistinius
nematodus (Devine, Jones, 2003), todé¢l gali biti, kad be linalolio ir a—solanino
bulviy Sakny nuoplovose gali biiti daugiau ir specifiSkesniy medziagy ar ju
misiniy, viliojan¢iy abi bulviniy cistiniy nematody rusis.

Apibendrinant bulviniy cistiniy nematody elgseniniy reakcijy i o—
solaning tyrima nustatyta, kad a—solaninas yra atraktyvus Siems karantininiams
nematodams. Pagal jautruma a—solaninui nebuvo uzregistruota tarprisiniy
skirtumy, taciau skyrési bulviniy cistiniy nematody reakcijos greitis 1 $i
cheminj stimula: Globodera pallida | jungini reagavo grei¢iau — po 15 min.
nuo nematody uzneSimo ant terpés su chemine medziaga, taciau trumpai —
vélesniais rezultaty registravimo laikais — po 30 min. ir po 60 min. G. pallida
reakcija 1 a—solaning iSnyko; G. rostochiensis 1 jungini reagavo lé€iau — po

30 min. ir po 60 min. ir reakcija iSliko ilgiau.

3.2.4. Bulviniy cistiniy nematody chemoreceptoriy slopinimas

Paveikus G. pallida J2 stadijos nematodus 3 mM koncentracijos cinko
sulfato vandeniniu tirpalu reakcija i atraktyvy chemini jungini — a—solanina
buvo slopinama. Sis cinko sulfato poveikis nematodams i§liko visame poveikio
druskos tirpalu trukmiy intervale — nuo 2 min. iki 30 min. bei statistiSkai
patikimai skyrési nuo distiliuoto vandens poveikio (P < 0,05) (3.2.4.1 pav.).

Pastebéta, kad trumpai — 2 min. paveikus nematodus tokios pat koncentracijos
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kaip cinko sulfatas vandeniniu magnio sulfato tirpalu, taip pat buvo slopinama
G. pallida 12 stadijos nematody reakcija { a—solaninag (3.2.4.1 pav.). Si
nematody reakcija taip pat statistiSkai patikimai skyrési (P < 0,05) nuo
nematody reakcijos i a—solaning veikiant distiliuotu vandeniu. Po ilgesnés
ekspozicijos — 5-30 min. magnio sulfato tirpalu nematody reakcijos i o—
solaning slopinimas iSnyko — nematodai adaptavosi Sios druskos poveikiui
(3.2.4.1 pav.). Toks rezultatas galéty biti aiSkinamas ne pacios cheminés
medziagos, bet aplinkos pasikeitimo, t. y. streso sukeltu poveikiu. Per ilgesni
ekspozicijos laikg nematodai prie magnio sulfato tirpalo priprato ir lieckamojo

poveikio reakcijoms i atraktyvig medziagg (o—solaning) neliko.
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3.2.4.1 pav. Globodera pallida reakcija 1 a—solaning po poveikio cinko sulfato
(pilki stulpeliai) ir magnio sulfato (dryzuoti stulpeliai) vandeniniais tirpalais
bei distiliuotu vandeniu (balti stulpeliai) priklausomai nuo poveikio trukmeés.
StatistiSkai patikimai besiskirian¢ios atrakyvumo reikSmés pazymétos

skirtingomis raidémis (a, b, ¢) (y*—testas, P < 0,05).
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Apie cinko sulfato tirpalo, kuris slopina Zinduoliy uoslés (Alberts, 1974)
bei vabzdziy uoslés ir skonio receptoriy veikla (Bakakrishnan, Pollack, 1997,
Groh et al., 2002; Bauziene, Bida, 2010) nematody, tame tarpe ir bulviniy
cistiniy chemoreceptoriy slopinama poveiki iki Siol duomeny nebuvo.
Literattiroje yra tik negausiy ziniy apie kitas medziagas, slopinancias bulviniy
cistiniy nematody chemoreceptoriy veikla. Atlikus elektrofiziologini testa
nustatyta, kad, panaudojus antikiiny savybe susijungti su amfidziy specifiniy
liaukiniy lasteliy  iSskyromis, slopinami bulviniy cistiniy nematody
chemoreceptoriai: sutrikdoma G. rostochiensis reakcija 1 bulviy Saknuy
nuoplovas (Rolfe, 1999) bei sumazinama G. pallida invazija { augalg
Seimininka (Fioretti et al., 2002). Globodera pallida chemoreceptoriy veikla
taip pat slopina genetiSkai modifikuoty bulviy Sakny nuoplovos, kurios turi
chemoreceptorius slopinantj peptida (Liu ef al., 2005).

Cinko sulfato tirpalas yra keliy cistiniy Heferodera genties (Clarke,
Shepherd, 1966b, 1968; Teftt, Bone, 1984; Di Vito, Sasanelli, 1990; Behm et
al., 1995; Charlson, Tylka, 2003) bei tabakinio cistinio G. tabacum (Clarke,
Shepherd, 1966b, 1968) nematody ritimasi sukelianti medziaga. Cinko sulfato
tirpalas taip pat yra sojos cistinio nematodo H. glycines atraktantas
(Papademetriou, Bone, 1983). Sio darbo metu, atlikus G. pallida J2 stadijos
nematody chemoreceptoriy slopinimo cinko sulfato tirpalu tyrima, paaisSkéjo
kita Sio metalo druskos tirpalo savybé — 3mM koncentracijos tirpalas slopina
nematody chemoreceptoriy reakcija 1 atraktyvy chemini stimula — a—solanina.
Magnio sulfato vandeninis tirpalas taip pat yra G. rostochiensis ir daugelio
augaly raSiy parazito Rotylenchulus reniformis atraktantas (Evans, 19609;
Riddle, Bird, 1985). Lyginant su magnio sulfato vandeniniu tirpalu, cinko
sulfato tirpalas efektyviai slopina G. pallida chemoreceptoriy veikla, nes
nematody reakcija i o—solaning buvo slopinama visame ekspozicijos Sia druska
intervale — nuo 2 min. iki 30 min.

Chemoreceptoriuy slopinimo tyrimams pasirinkti G. pallida J2 stadijos
nematodai greifiau reaguoja i testavimui pasirinkta medziagg — o—solaning, kg

parod¢ Sio darbo ankstesni rezultatai (3.2.3.1 pav.). PaZymétina, kad toks
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reakcijos laikas leido sutrumpinti tiek testavimo, tiek ir viso bandymo trukmg.
Kadangi bulviniy cistiniy nematody rtsSys yra labai artimos, manytina, kad
cinko sulfato tirpalas turéty slopinti ir G. rostochiensis chemoreceptoriy veikla.

Apibendrinant bulviniy cistiniy nematody chemoreceptoriy veiklos
slopinimo tyrima pirma karta nustatyta, jog cinko sulfato vandeninis tirpalas
slopina G. pallida elgsening reakcija i atraktyvy chemini stimula — o—solaning.
Trumpalaiké ekspozicija magnio sulfato vandeniniu tirpalu taip pat sukelia
panaSia 1 minéta nematody reakcija, taciau ilgéjant ekspozicijos laikui
nematodai adaptuojasi Sios druskos poveikiui, todél trumpalaikis poveikis
priskirtas stresui sukeliamam nematodui, kai jis patenka i tirpala. Cinko
sulfatas efektyviai sutrikdo normalia nematody elgseng i atraktyvy chemini
stimulg. Trikdymo efektas sukeliamas tiek po trumpalaikés (2 min.), tiek ir po
ilgesnés ekspozicijos (5-30 min.) tirpale. Tad miisy aptiktas slopinimas cinko
sulfato tirpalo poveikis yra naujas ir gali biti panaudotas tiek

elektrofiziologijos, tiek elgsenos lauko salygomis tyrimuose.

3.3. Bulviy Sakny iSskiriamy medziagy tyrimas

Bulviy Sakny | substrata iSskiriamy medZziagy tirpiklio tinkamumo
patikra elgseniniu testu. Atlikus bulviniy cistiniy nematody G. rostochiensis
ir G. pallida J2 stadijos elgseninius testus { n—heksanu ekstrahuotas bulviy
Sakny nuoplovas ir nematody elgseng fiksuojant po 30 min. ir po 60 min. nuo
nematody uznesimo ant terpés su chemine medziaga, nustatyta, kad »—heksanu
ekstrahuotos bulviy nuoplovos buvo atraktyvios abiem bulviniy cistiniy
nematody riasims (3.3.1 pav.). Reakcija { jas statistiSkai patikimai skyrési nuo
reakcijos 1 kontrolg — distiliuvota vandeni (P < 0,05). n—Heksanu
neekstrahuotos, t. y. vandeninés bulviy Saknuy nuoplovos taip pat buvo
atraktyvios G. rostochiensis ir G. pallida (3.3.1 pav.). Nustatyti statistiSkai
patikimi J2 nematody reakcijos skirtumai | vandenines bulviy Sakny nuoplovas
ir 1 distiliuota vandeni (P < 0,05) abiem elgsenos i Sias medZiagas fiksavimo

laikais (3.3.1 pav.). Statistiniy skirtumy tarp reakcijos i »—heksanu ekstrahuotas
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ir 1 vandenines bulviy Sakny nuoplovas nenustatyta (P > 0,05) (3.3.1 pav.), t. y.
tiek n—heksanu ekstrahuotos, tiek vandeninés bulviy Saknuy nuoplovos abieju
rusiy nematodams buvo atraktyvios. Taigi Sio elgseninio testo metu nustatyta,
kad n—heksanas yra tinkamas tirpiklis ekstrahuoti bulviy Saknuy i aplinka

iSskiriamas nematodams atraktyvias chemines medziagas.
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3.3.1 pav. Globodera rostochiensis ir Globodera pallida reakcija { n—heksanu
ekstrahuotas (BSN*) ir vandenines (BSN) bulviy $akny nuoplovas bei i
distiliuota vandeni (dH,O) po 30 min. ir po 60 min. nuo nematody uznesimo
ant terpés su cheminiu stimulu. Zvaigzdutés vir§ stulpeliy rodo statistiskai
patikimus reakcijy i stimulus skirtumus lyginant su reakcija 1 distiliuota

vandenj (Xz—testas, P <0,05).
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Bulviy Sakny | substraty iSskiriamy medziagy analizé dujy
chromatografijos metodu. Sesiy savai¢iy bulviy $akny i substrata i§skiriamy
medziagy n—heksaniniy ekstrakty lyginamoji analizé parod¢, jog be daugelio ty
paciy junginiy, stebimy 1-6 savaités ekstrakty chromatogramose, 3—6 savaités
ekstraktuose iSrySkéja trys junginiai, kuriy sulaikymo trukmés yra 28,4; 29,8 ir
31,2 min. (3.3.2 pav.). Sio tyrimo metu bulvés sudygo per pirmaja savaite po
pasodinimo. Tad Sie trys junginiai, aptinkami bulviy iS§skyrose jau nuo tre¢ios
savaités, gali biiti vertintini kaip potencialiai bioaktyvis junginiai, veikiantys
bulviniy cistiniy nematodu G. rostochiensis ir G. pallida J2 stadijos elgsena.
Sestos savaités chromatogramoje matyti, kad chromatogramos piky smailés
(kuriy plotas atspindi medziagos kieki) zeméja (3.3.2 pav.). Tai rodo, kad
aptikty triju cheminiy medziagy S$ia savaite bulviy iSskiriamy medZziagy
misSinyje jau ima mazéti. Tai atitinka zinomus duomenis: po penktos savaités
po bulviy sudygimo bulviy Sakny iSskyros dél sumazéjusio bulviy Sakny
iSskiriamy medziagy aktyvumo nebeinicijuoja bulviniy cistiniy nematody
ritimosi (Rawsthorne, Brodie, 1987).

Ankstesniuose §io darbo tyrimuose nustatyta, kad linalolis ir a—solaninas
yra atraktyviis tieck G. rostochiensis, tieck G. pallida J2 stadijai (3.2.2.1;
3.2.3.1 pav.). Linalolio kiekio bulviy Saknuy nuoplovose chromatografinio
tyrimo metu nustatyta, kad linalolio sulaikymo trukmé chromatografo
kolon¢l¢je yra 13,2 min. (3.2.2.2 pav.), o a—solanino neimanoma nustatyti dujy
chromatografijos metodu dél jo fiziniy savybiy. Sio junginio lydymosi
temperatiira yra 271-273 °C — aukStesné nei kolon¢lés termostato temperatiira
(pagal gamintojo rekomendacijas) — 250 °C. Sprendziant pagal bulviy Sakny
iSskiriamy medziagy chromatografini profili, i substrata i§ bulviy Saknuy
iSsiskiriami trys potencialiai bioaktyviis junginiai (3.3.2 pav.) yra kiti nei

linalolis ar a—solaninas.
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Yra zinoma, jog atraktyviy bulviniams cistiniams nematodams junginiy
esama daugelyje bulviy Sakny nuoplovy frakcijy (Devine, Jones, 2003), t. y.
atraktyviy medZziagy turi buti gana daug. Antraip, esant vienai atraktyviai
cheminei medziagai, pakitus augalo Seimininko fiziologijai, nematodai
neisgyventy (Devine, Jones, 2003). Sioms prielaidoms nepriestarauja miisy
gauti tyrimo rezultatai: bulviy Sakny nuoplovose be linalolio ir a—solanino
nustatyti ne maziau nei dar trys junginiai, kurie gali biti susij¢ su bulviniy
cistiniy nematody priviliojimo prie Sakny.

Silikono vamzdeliai augaly Sakny 1 aplinka iSskiriamy medziagy
mikroekstrakcijai pradéti taikyti neseniai (Weidenhamer, 2005; Barto,
Cipollini, 2009; Mohney et al.,, 2009). Pirma karta miisy darbe Sis metodas
pritaikytas bulviy Sakny iSskiriamoms cheminéms medziagoms ekstrahuoti.
Norint identifikuoti potencialiai bioaktyviy cheminiy medziagy, galin¢iy veikti
bulviniy cistiniy nematody elgsena, cheming sudéti, reikalingi tolimesni

tyrimai, kuriems galéty pasitarnauti miisy gauti rezultatai.
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4. ISVADOS

1. Atlikus morfologing ir molekuling (PGR) bulviniy cistiniy nematody cistuy,
surinkty dirvozemio meéginiuose i§ visy 10 Lietuvos apskri¢iy, analize
nustatyta, kad Lietuvoje aptinkama tik G. rostochiensis rusis (paplitusi
visose apskrityse), o G. pallida — neaptinkama.

2. Skirtingai nei kity augaly parazitiniy risiy nematodams, linalolis néra
toksiSkas G. rostochiensis ir G. pallida J2 stadijos nematodams.

3. Bulviy Sakny iSskiriamas nespecifinis metabolitas linalolis ir specifinis
metabolitas a—solaninas yra atraktyviis bulviniy cistiniy nematody
G. rostochiensis ir G. pallida J2 stadijai.

4. G. rostochiensis jautrumas linaloliui didesnis yra nei G. pallida (slenkstinés
koncentracijos 1 x 10 M ir 1 x 107 M). Pagal jautrumo slenkstj a—
solaninui tarprusiniy skirtumy neuZregistruota, taciau skiriasi reakcijos
greitis: G. pallida 1 o—solaning reaguoja greic¢iau (po 15 min. nuo nematody
uznes$imo ant terpés su cheminiu stimulu), taciau trumpai, véliau (po 30 min.
ir po 60 min.) reakcija i ji iSnyksta; G. rostochiensis 1 a—solaning reaguoja
léciau (po 30 min. ir po 60 min.) ir reakcija iSlieka ilgiau.

5. Cinko sulfato 3 mM koncentracijos vandeninio tirpalo dviejy minuciy ir
ilgesn¢ ekspozicija slopina G. pallida J2 stadijos chemoatraktyvuma
veikiant a—solaninu.

6. Elgseniniu testu nustatyta, jog bulviniy cistiniy nematody G. rostochiensis ir
G. pallida priviliojimg prie augalo Seimininko lemiancias chemines
medziagas galima ekstrahuoti n—heksanu.

7. Atlikus bulviy Sakny iSskiriamy medziagy, ekstrahuoty n—heksanu,
lyginamaja analiz¢ dujy chromatografijos metodu, nustatyta, jog emisijose
yra ne maziau nei trys cheminiai junginiai, kurie atsiranda tuo laikotarpiu,
kai bulviy $aknys nematodams yra atraktyviausios. Sie junginiai yra kiti, nei
misy nustatyti atraktantai — linalolis ir a—solaninas, nes sulaikymo laikai

dujy chromatografijos kolon¢l¢je yra skirtingi 28,4; 29,8 ir 31,2 min.
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PRIEDAI
1 Priedas

1 lentelé. Bulviy (Solanum tuberosum) isskiriamos medziagos.

Cheminés medZiagos Literataros Saltiniai

o—Kadinolis

Germakren—D—4—olis Szafranek et al., 2005

p—Seskvifelandrenas

Ledolis
Szafranek et al., 2006

Kunzeaolis

o—Zingiberenas

Biciklogermakrenas

(R)—~(+)-Limonenas

Dekanalis

Nonanalis Weissbecker et al., 2000

Linalolis

(E)-4,8-Dimetil-1,3,7-nonatrienas

2—Feniletanolis

f—Selinenas

p—Kariofilenas

(E)-p-Farnezenas

Germakren—D—4—olis Agelopoulos et al., 2000

f—Bisabolenas

(Z,Z2)—a—Farnezenas

(E)-Kariofilenas

o—Humulenas

Tiobismetanas

Berdis et al., 1993
Heksenalis

(Z)-3—Heksen—1-olis

(2)-3—Heksenilacetatas

Metilsalicilatas Martel et al., 2005
Lubiminas

Risitinas Brindle et al., 1983
Solavetivoninas
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Nikotinas Leete, 1983; Siegmund et

Nornikotinas al., 1999

Kalisteginas Aj

— Dréger et al., 1995; Keiner
Kalisteginas B,

et al., 2000; Friedman et al.,

Kalisteginas B, 2003

Kalisteginas B,

Temazepamas

: Kavvadias et al., 2000
Diazepamas
dopaminas
Norepinefrinas Sviedrych et al., 2004
Epinefrinas

p—Hidroksibenzoinés rigsties 4—pf—D—

glikozidas

Vanilino riigSies 4—f—D—glikozidas Keller et al., 1996
Salicilo ragsties 2—f—D—glikozidas

Arbutinas

Barogeninas Kaneko et al., 1977

a—Cakoninas

f—Cakoninas

y—Cakoninas

o—Solaninas

f—Solaninas

y—Solaninas

Dehidrokomersoninas Friedman, 2006

Komersoninas

Demisinas

Leptininas [

Leptinas [

Leptininas II

Leptinas II
Tomatidenolis Ripperger, Schreiber, 1968
Solanidinas Prelog, Jeger, 1960
Cholekalciferolis Aburjai ef al., 1998
Liuteinas

Brown, 2005
Zeaksantinas
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Violaksantinas

Tuberono riigstis

Simko et al., 1996

Skopolinas Baumert ez al., 2001
Chlorogeno riigstis Dao, Friedman, 1992
Feruloiltiraminas

Negrel et al., 1996
Feruloiloktopaminas
Paucinas

Keller et al., 1996
Subafilinas

Kamferolio glikozidai

Kvercetino glikozidai

Harborne, 1962

Peonaninas

Delfinidinas

Malvidinas

Pelargonidinas

Petunidinas

Harborne, 1964

Lariciresinol 9—glikozidas

Hegnauer, 1990

Lanost—8—en—3/—olis

Lanosterolis

24—Metilenlanost—8—en—34-olis

Cikloartanolis

24-Metilencikloartanolis

Heftmann, 1983

2 Priedas

1 lentelé. Augaly parazitinius nematodus viliojantys nespecifiniai kairomonai.

Aktyviis Augaly parazitiniy
Literaturos Saltiniai
junginiai nematody rusys
. Ditylenchus dipsaci o
Deguonis Johnson, Viglierchio, 1961
Heterodera schachtii
Aphelenchoides fragariae Klingler, 1970
Johnson, Viglierchio, 1961; Croll,
Anglies dioksidas  Ditylenchus dipsaci

Viglierchio, 1969; Klingler, 1972

Heterodera schachtii

Bird, 1960; Johnson, Viglierchio, 1961

Meloidogyne hapla

Johnson, Viglierchio, 1961, Wang et
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al., 2009

Meloidogyne incognita

Pline, Dusenbery, 1987; Robinson,
1995

Meloidogyne javanica

Bird, 1960; Johnson, Viglierchio,
1961; Robinson, 1995

Meloidogyne naasi

Johnson, Viglierchio, 1961

Rotylenchulus reniformis

Johnson, Viglierchio, 1961; Robinson,
1995

Pratylenchus sp.

Pratylenchus mynius

Bird, 1960

Pratylenchus penetrans

Edmunds, Mai, 1967; Klingler, 1970

Tylenchulus semipenetrans

Johnson, Viglierchio, 1961

) Meloidogyne hapla )
Askorbo rugstis Bird, 1959
Meloidogyne javanica
Asparto rugstis Ditylenchus dipsaci Jones, 1960
Giberelino riigStis ~ Meloidogyne hapla
¢ & v Bird, 1959
Meloidogyne javanica
Glutamo riigstis
Ditylenchus dipsaci Jones, 1960

2 lentelé. Augaly parazitinius nematodus viliojantys specifiniai kairomonai.

Augaly parazitiniy

Aktyviis junginiai Literatiiros Saltiniai
nematody rasys

Longifolenas

o—Pinenas Zhao et al., 2007

p—Pinenas

i Bursaphelenchus xylophilus i
f—Mircenas Ishikawa et al., 1986

Linolino ruigstis

1-Monooleinas

Miyazaki et al., 1977

Tominaga et al., 1982

Avizy rugstis

Mugininé rugstis

Heterodera avenae

Deoksimugininé riigstis

Lung, 1993
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3 lentelé. Augaly parazitiniy nematody atraktantai.

Aktyviis junginiai

Augaly parazitiniy

nematody rasys

Literatiiros Saltiniai

Natrio chloridas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Tylenchulus semipenetrans

Natrio karbonatas

Natrio hidrokarbonatas

Meloidogyne javanica

Abou-Setta, Duncan, 1998

Natrio hidrofosfatas,

Neotylenchus linfordi

Klink et al., 1970

Natrio sulfatas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Magnio chloridas

Heterodera glycines

Papademetriou, Bone, 1983

Magnio sulfatas

Globodera rostochiensis

Evans, 1969

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Kalio chloridas

Tylenchulus semipenetrans

Abou-Setta, Duncan, 1998

Kalio cianidas

Meloidogyne hapla

Meloidogyne javanica

Meloidogyne incognita

Wang et al., 2010

Kalcio chloridas

Heterodera glycines

Winter et al., 2002

Tylenchulus semipenetrans

Abou-Setta, Duncan, 1998

Kalcio sulfatas

Heterodera glycines

Papademetriou, Bone, 1983

Aliuminio chloridas

Tylenchorhynchus martini

Ibrahim, Hollis, 1967

Cinko chloridas

Cinko sulfatas

Heterodera glycines

Papademetriou, Bone, 1983

Kadmio chloridas

Tylenchorhynchus martini

Ibrahim, Hollis, 1967

Amonio chloridas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Amonio karbonatas

Neotylenchus linfordi

Klink et al., 1970

Amonio nitratas

Globodera rostochiensis

Rode, 1965

Amonio sulfatas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Natrio formiatas

Tylenchulus semipenetrans

Abou-Setta, Duncan, 1998

Natrio acetatas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Tylenchulus semipenetrans

Abou-Setta, Duncan, 1998

Magnio acetatas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

Kalio formiatas,

Kalio acetatas

Tylenchulus semipenetrans

Abou-Setta, Duncan, 1998

Amonio acetatas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985
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Sacharozé Meloidogyne naasi Balhadere, Evans, 1994
Glicinas Globodera pallida Riga et al., 1997
Meloidogyne javanica

Acto rigstis

Meloidogyne incognita

Metansulfo rugstis

Meloidogyne hapla

Wang et al., 2009

Druskos riigstis

Neotylenchus linfordi

Klink ef al., 1970

Sieros riigstis

Perchlorato riigstis

Skruzdziy rugstis

Propiono riigstis

Pieno riigstis

Meloidogyne hapla

Gintaro riigstis

Citriny ragstis

Piridino hidrochloridas

Piridino metansulfonatas

Wang et al., 2009

y—Aminobutiriné riigstis

Globodera pallida

o—Aminobutiriné rugstis

Globodera rostochiensis

Riga et al., 1997

L—Glutamo riigstis

Globodera pallida

Acetilcholinas

Globodera rostochiensis

3¢,5‘~Adenozinmonofosfatas

5‘—~Adenozinmonofosfatas

Rotylenchulus reniformis

Riddle, Bird, 1985

4 lentelé. Augaly parazitiniy nematody specifiniai ritimosi veiksniai.

Aktyviis junginiai

Augaly parazitiniy

nematody rasys

Literatiuiros $altiniai

Glicinoeklepinas A

Glicinoeklepinas B

Glicinoeklepinas C

Heterodera glycines

Masamune et al., 1982

Fukuzawa ef al., 1985

o—Solaninas

a—Cakoninas

CI8H24()8>1<

C19H2808*

Globodera rostochiensis

Devine et al., 1996; Byrne et.
al., 2001

Marrian et al., 1949

Johnson, 1952
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C13H1203>l<

Hartwell et al., 1959

Ci1H;604*

C27H3OO9*

Solanoeklepinas A

Globodera rostochiensis

Globodera pallida

Clarke, 1970

Mulder et al., 1992

Schenk et al., 1999

* Spéjama empiriné formulé

5 lentelé. Augaly parazitiniy nematody nespecifiniai ritimosi veiksniai.

Aktyviis junginiai

Augaly parazitiniy

nematody rasys

Literatiiros $altiniai

Licio chloridas

Natrio chloridas

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1966b

Wallace, 1956

Natrio hipochloritas

Heterodera glycines

Charlson, Tylka, 2003

Heterodera solanacerum

Clarke, Perry, 1977

Natrio tiocianatas

Natrio metavanadatas

Globodera pallida

Globodera rostochiensis

Mabher, 2001

Clarke, Shepherd, 1966a,b;
Whitehead, 1992

Heterodera fici

Di Vito, Sasanelli, 1990;
Sasanelli, D'Addabbo, 1992

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1966a

Natrio vanadatas

Globodera pallida

Natrio pirovanadatas

Globodera rostochiensis

Byrne et al., 2001

Kalio chloridas

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1966a

Wallace, 1956

Kalio permanganatas

Heterodera sacchari

Reversat, 1981

Kalio heksachloroplatinatas

Globodera tabacum

Heterodera trifolii

Heterodera cruciferae

Clarke, Shephered, 1966b

Heterodera schachtii

Clarke, Shephered, 1968

Kalcio chloridas

Kalcio sulfatas

Heterodera glycines

Lehman ef al., 1971

Nikelio chloridas

Heterodera cruciferae

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1966b

Nikelio sulfatas

Heterodera glycines

Tefft, Bone, 1984
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Heterodera schachtii

Cinko chloridas

Globodera pallida

Globodera rostochiensis

Clarke, Shephered, 1966b

Globodera tabacum

Clarke, Shepherd, 1965

Heterodera carotae

Clarke, Shepherd, 1965,
1966b

Heterodera ciceri

Greco et al.,1992

Heterodera cruciferae

Clarke, Shepherd, 1965,
1966b

Heterodera fici

Di Vito, Sasanelli, 1990

Heterodera glycines

Clarke, Shepherd, 1966b;
Tefft, Bone, 1984

Heterodera goettingiana

Clarke, Shepherd, 1965

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1965,
1966b

Heterodera trifolii

Clarke, Shepherd, 1966b;
Steele et al., 1982

Heterodera zeae

Hashmi, Krusberg, 1995

Cinko nitratas

Heterodera cruciferae

Heterodera schachtii

Clarke, Shephered, 1966b

Cinko sulfatas

Globodera tabacum

Heterodera carotae

Clarke, Shepherd, 1966b,
1968

Heterodera fici Di Vito, Sasanelli, 1990
Clarke, Shepherd, 1966b;
Tefft, Bone, 1984; Behm et
Heterodera glycines

al., 1995; Charlson, Tylka,
2003

Heterodera schachtii

Heterodera trifolii

Clarke, Shepherd, 1966b,
1968

Stroncio chloridas

Heterodera cruciferae

Kadmio chloridas

Globodera tabacum

Heterodera goettingiana

Gyyvsidabrio chloridas

Heterodera schachtii

Clarke, Shephered, 1966b

Wallace, 1956

Svino chloridas

Heterodera cruciferae

Clarke, Shephered, 1966b
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Kalcio chloracetatas

Sidabro laktatas

Sidabro benzoatas

Sidabro proteinatas

Askorbo riigstis

Heterodera schachtii

O*‘Brien et al., 1939

Boyd, 1942

Wallace, 1956

Boro riigstis

Heterodera cruciferae

Clarke, Shepherd, 1966b,
1968

Citriny ragstis

Flaviano riigstis

Globodera rostochiensis

Voinilo, 1976

Janzen, 1968

Heterodera cruciferae

Clarke, Shepherd, 1967,
Janzen, 1968

Heterodera glycines

Clarke, Shepherd, 1967;
Okada, 1972a

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1967,
1968

Fumaro raigstis

Globodera rostochiensis

Voinilo, 1976

Nikotino riigstis

Heterodera schachtii

Pikro rtigstis

Globodera rostochiensis

Heterodera schachtii

Clarke, Shepherd, 1968

Heterodera trifolii

Maas, Heijbroek, 1982

Pikrolono raigstis

Globodera rostochiensis

Clarke, Shepherd, 1968;
Voinilo, 1976; Byrne et al.,
2001

Tanino rugstis

Heterodera glycines

Tefft, Bone, 1984

Chen et al., 1997

Meloidogyne hapla

Meloidogyne incognita

Hewlett et al., 1973

Meloidogyne javanica

Riddle, Bird, 1985

Anbhidrotetrono ruigstis

Globodera rostochiensis

Calam et al., 1949; Clarke,
Shepherd, 1968

o—Acetiltetrono riigstis

Anbhidrotetrono riigsties metilo

esteris

Heterodera schachtii
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Clarke, Shepherd, 1968

Calam et al., 1949; Clarke,
Shepherd, 1968

Clarke, Shepherd, 1968




o—Etoksikarbonil—y—

feniltetrono rugstis

a—FEtoksikarboniltetrono

ragstis

o—Aminobenzoiné riigstis

3,9—diamin—7—ctoksiakridinas

(Rivanolas)

Karbamidas

Aliltiokarbamidas

N,N’-Dietiltiokarbamidas

N,N —Difeniltiokarbamidas

Etilentiurammonosulfidas

Polietilentiuramdisulfidas

Natrio

etilenbis(ditiokarbamatas) Heterodera schachtii

(Nabamas)

Cinko sulfatas/Natrio
etilenbis(ditiokarbamatas)

(Nabamas)

Magnio sulfatas/Natrio
etilenbis(ditiokarbamatas)

(Nabamas)

Mangano
etilenbis(ditiokarbamatas)

(Manebas)

Cinko
etilenbis(ditiokarbamatas)

(Zinebas)

Meloidogyne javanica

Calam et al., 1949; Clarke,
Shepherd, 1968

Clarke, Shepherd, 1968

Moriarty, 1963

Wallace, 1956

Clarke, Shepherd, 1966b,
1968

Clarke, Shepherd, 1966a,
1968

Hough, Thomason, 1975

2-Metil-2—(metiltio)propanal—  Meloidogyne arenaria

Berge, Cuany, 1972

O—(N-metilkarbamoil)oksimas ~ Tylenchulus

(Aldikarbas) semipenetrans

Huang, Van Gundy, 1978

2,2-Dimetil-2,3—dihidro-1—  Heterodera schachtii

benzofuran—7-il

Steele, 1983
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metilkarbamatas

(Karbofuranas)

Metil[1-
[(butilamino)karbonil |-1H—

Globodera pallida
benzimidazol-2—il]karbamatas

(Benomilas)

Whitehead, 1992

3,5—dijod—4-
hidroksibenzonitrilas/(+)—(R)—
2—(2,4-
] ) ] Heterodera schachtii
dichlorfenoksi)propiono
rugsties drusky misinys

(Botrolis DP)

Hengstebeck, Gleissl, 1988

Metil-2—(dimetiltiamino)—

N—[(metilkarbamoil)oksi]-2—
Globodera pallida
oksoetanimidotionatas

(Oksamilas)

Whitehead, 1992

o0—Chlorfenolindo—2,6—

dichlorfenolis

o—Bromfenolindofenolis

m—Chlorfenolindofenolis

Tartrazinas Heterodera schachtii

Tolueno mélis

Lizamino geltonis

3—Metil-4-nitro—1—

fenilpirazol-5—onas

Clarke, Shepherd, 1968

Tiamino hidrochloridas Heterodera oryzicola

Rao, Jayaprakash, 1978

3,9-Diamino—7—etoksiakridino

laktatas (Rivanolis)

9—Aminoakridinas

9—Aminoakridino

hidrochloridas Heterodera schachtii

Gliukozé

Fruktozé

Sacharozé

Maltozé

Rademacher, Schmidt,
1933; Winner, 1957

Winner, 1957

Moriarty, 1963

Wallace, 1956
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Kofeinas

DL—-o—Alaninas

Gliutaminas

DIL—-Izoleucinas

DL-1 eucinas

DIL—Valinas

DL-Triptofanas
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