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Santrumpuy, terminy sarasas

angl. — angly kalba

A, C, G, T —adeninas, citozinas, guaninas, timinas.
ATP — adenozinotrifosfatas.

bp — baziy pora.

"Ca. P.¢ — "Candidatus Phytoplasma“.

dNTP — deoksinukleozidtrifosfatas .

EDTA — etilendiamintetraacto riigstis.

kbp — 1000 baziy pory.

pM — pikomolis.

MLO — i mikoplazmas panasSus organizmas.

mM — milimolis.

PGR — polimeraziné grandininé reakcija.

'DNR — ribosominé DNR.

RFIP — restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmas.
rRNR — ribosominé RNR.

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametiletilendiaminas
Tris — tris(hidroksimetil)aminometanas.

U — aktyvumo vienetas.

UDP — uridindifosfatas.

X-Gal — 5-bromo-4-chloro-3-indolil-B-D-galaktopiranozidas.
Bendra DNR - i§ augalo/vabzdzio lgsteliy i$skirta bendra augalo/vabzdzio ir

fitoplazmos DNR.



IVADAS

Geltligés — zinomos, kaip didelg zalag naudingiesiems augalams ir, savo
ruoztu, didelius nuostolius zemés tikiui padarancios ligos.

Ilga laikg buvo manoma, jog geltligiy sukéléjai yra virusai. 1967 metais
japony mokslininkai naudodami elektroninés mikroskopijos metodus, pazeisty
augaly audiniy mikropjiviuose aptiko j mikoplazmas panaSius organizmus
(MLO). Sis atradimas atskleidé ne tik nauja mikroorganizmy grupe, bet ir leido
véliau juos priskirti prie pagrindiniy geltligiy sukéléjy (Doi et al., 1967;
Bertaccini, Duduk, 2009).

Fitoplazmos — tai lastelés sienelés neturincios, Mollicutes klasei
priklausancios, aptinkamos augaly karnienos bei vabzdziy perneséjy
audiniuose, augaly ligas sukelian¢ios, nekultivuojamos bakterijos. Siuo metu
pasaulyje yra nustatyta keli Simtai augaly rusiy, kurias pazeidzia biitent Sie
mikroorganizmai. Ypatingai daug zalos fitoplazmos padaro tkiams
uzsiimantiems sumedéjusiy augaly, tokiy kaip: kokosinés palmés, vynmedziai,
kaulavaisiai, obelys auginimu (Bertaccini, Duduk, 2009). Bandymai jveikti Sias
infekcijas naudojant antibiotikus, termoterapija, atkiirima i§ meristemy yra tik
laikini, daug darbo bei 1éSy reikalaujantys sprendimai, todél efektyviausias
kovos su fitoplazminémis infekcijomis metodas vis dar yra augaly
sunaikinimas arba prevencinis gausus pesticidy naudojimas siekiant sumazinti
ar eliminuoti pernes$¢jy populiacijas bei piktzoles. Svarbu kuo daugiau
iSsiaiskinti apie $iy bakterijy gyvybinius ciklus, plitimo aplinkoje ir augale
kelius, gamtinius Seimininkus bei jy tarpusavio santykius, antropogeniniy
veiksniy jtaka. ISsiaiSkinus Siuos aspektus bus jmanoma sukurti strategijas bei
modelius, kaip sustabdyti ar sumazinti ligos plitimg, kaip efektyviai apsaugoti
augalus, galbiit net pakeisti paciy augaly savybes (McCoy, Williams, 1982;
Staniulis, 1988; Davis, Lee, 2000; Bove, Garnier, 2002; Bertaccini, 2007).

Lietuvoje fitoplazmy tyrimai pradéti prie§ tris deSimtmecius (Staniulis,
1988). Per paskutiniuosius  desimtmecius, atsiradus pazangesniems

molekulinés biologijos metodams, tapo jmanoma jvairilose zoliniuose bei



sumedéjusiuose augaluose aptikti bei identifikuoti (pagal Lee et al., 1998a
identifikacijos sistemg) penkiy grupiy bei septyniolikos pogrupiy fitoplazmas
(Staniulis et al., 2000; Jomantiené et al., 2000; 2002a, b; Samuitiené et al.,
2002; Urbanavic¢iené et al., 2005; Valiunas, 2003; Valiunas et al., 2000, 2001a,
b, 2004; 2006, 2009, 2010). Siame darbe pateikiami rezultatai apie naujai
augaluose aptiktas fitoplazmas ir jy padétj klasifikacinéje sistemoje. Taip pat
nurodomi, kai kuriy fitoplazmy galimi perne$éjai bei atlikty perkélimo

cikadelémis bandymy rezultatai.

Darbo tikslas: aptikti ir identifikuoti Lietuvoje paplitusias fitoplazmas
vabzdziuose, surinktuose nuo jvairiy augaly su fitoplazminiais simptomais ir
nustatyti fitoplazmy vabzdzius perneséjus bei atskleisti identifikuoty ir kity

fitoplazmy filogenetinius giminingumus.

UZdaviniai:

1. Apibudinti galimus vabzdzius platintojus surinktus nuo augaly su
iSreikStais fitoplazminiais simptomais.

2. Naudojant lizdinés PGR, RFIP metodus nustatyti galimus fitoplazmy
vabzdzius platintojus ir augalus Seimininkus.

3. ldentifikuoti ir klasifikuoti fitoplazmas aptiktas surinktuose vabzdziy
ir simptomatiniy augaly pavyzdziuose, atliekant 16S rRNR, rp ir
secY geny seky analizg.

4. Palyginti gautus duomenis su paskelbtais literatiiros Saltiniuose.

5. Atlikti fitoplazmy pernesimo vabzdziais bandymus siekiant nustatyti
Jjuy geb¢jimg pernesti fitoplazmas tarp augaly, nuo kuriy jie buvo
surinkti.

6. Atlikti nuskaityty 16S rRNR ir ribosominiy baltymy geny
filogeneting analize bei palyginti juos su kity fitoplazmy genais

esanciais internetinése geny seky duomeny bazése.



Temos aktualumas

Fitoplazmy sukeliamos naudingyjy augaly epidemijos gali atnesti didelius
nuostolius agrariniy Saliy ekonomikoms. Lietuvoje fitoplazmos pazeidzia
tokius svarbius naudinguosius augalus kaip: avietés, avizos, mieziai, morkos,
rapsai, svogiinai, taip pat nustatytos eilé¢je dekoratyviniy augaly

Lietuvoje jau Zinomos keletas labiausiai paplitusiy fitoplazmy grupiy bei
pogrupiy, taip pat aptikta nemaZzai jy augaly-Seimininky. Siame darbe
nustatytos fitoplazmos sukelia svarbiy naudingyjy augaly: braskiy, geltekliy,
juodyjy serbenty, obely, treSniy, vySniy bei pramoniniy augaly: pusy, egliy,
pazeidimus bei epidemijas. Duomeny apie galimus §iy bakterijy pernes¢jus
Lietuvoje beveik néra. Perneséjy identifikavimas ir tyrimas padés kurti
veiksmingesnes strategijas bei sistemas kovai su fitoplazminémis infekcijomis,
leis anksciau aptikti dar neatrastas ir galimai invazines fitoplazmas. Fitoplazmy
ir jy perneséjy identifikavimas suteiks svarbiy duomeny tiriant $iy patogeny
ekologija, paplitima, kilme, epidemiologija, plitimo kelius. Informacija bus
naudinga Lietuvos ir kaimyniniy Saliy augaly apsaugai (karantino jstaigoms),
augaly augintojams. Taip pat galés padéti nustatant galimy invaziniy vabzdziy

rasiy bei fitoplazmy kamieny atsiradimg Lietuvoje dél klimato kaitos.

Mokslinis darbo naujumas

Pietinés, vakary ir centrinés Europos Salyse atlickamos i§samios studijos
siekiant nustatyti fitoplazmy vabzdzius perneséjus, tafiau ryty ir Siaurés
Europos regione tokiy tyrimy dar neatlikta, tod¢l Lietuvoje gauti rezultatai yra
ypa¢ vertingi siekiant nustatyti vabzdziy perneséjy jvairove ir fitoplazmy
paplitimo tikimybe miisy regione.

Fitoplazmos Lietuvoje tyrin¢jamos jau trisdeSimt mety. Pacioje tyrimy
pradzioje Sie patogenai bei jy platintojai buvo tyrinéjami nagrinéjant audiniy
ultrapjiivius elektroniniu mikroskopu, taciau tai leido tik patvirtinti Sias
infekcijas ir nustatyti bakterijos morfologinius bruozus. Pritaikius molekulinés
biologijos metodus tapo jmanoma tiksliai ir efektyviai aptikti bei klasifikuoti

fitoplazmas, o taip pat nustatyti jy biojvairove ir paplitima Lietuvoje. Sio darbo



metu pirmg kartg Lietuvoje molekuliniais metodais buvo iSaiskinti fitoplazmy
vabzdziai pernesSéjai. Daugelis aptikty fitoplazmy pogrupiy nustatytos
identifikotuose vabzdziuose pirmg kartg, kaip Lietuvoje taip ir pasaulyje.
Dvejose vabzdziy ruSyse fitoplazmos aptiktos pirma karta Lietuvoje ir
pasaulyje. Misy aptiktos naujos galimy vabzdziy perneséjy rusys suteikia
naujy duomeny apie fitoplazmy platintojy spektra miisy regione. Penkiose
augaly raSyse fitoplazmos aptiktos pirmg karta Lietuvoje. Darbo metu
nustatytas vienas visiskai naujas Lietuvai ir pasauliui ir vienas naujas Lietuvai
fitoplazmy pogrupiai bei jy augalai Seimininkai, kas prisideda prie Lietuvoje

bei pasaulyje aptinkamy fitoplazmy paplitimo ir biojvairovés tyrimo.

Ginamieji teiginiai:

1.Hemiptera biirio vabzdziai yra potencialis fitoplazmy pernes¢jai
Lietuvoje. Vienuolika identifikuoty vabzdziy rusiy yra galimi
fitoplazmy perneséjai Lietuvoje. Aptiktos penkios augaly riSys yra
nauji fitoplazmy Seimininkai Lietuvoje.

2.Aptiktos fitoplazmos priklauso 16Srl-A, B, C, 16SrllI-B, P, T ir
16SrXXI-A fitoplazmy pogrupiams.

3.Identifikuoti galimi vabzdziai perne$¢jai gali turéti platesne perneSamy
fitoplazmy jvairove.

4.E. incisus Lietuvoje pernesa fitoplazmas pagal klasifikacijos schema
priskirtas 16Srl-C fitoplazmy pogrupiui.

5.1dentifikuotos fitoplazmos labiausiai giminingos 16Srl-A, B, C, 16Srlll-
B, P, T ir 16SrXXI-A pogrupiy fitoplazmom aptiktom Lietuvoje ir
kitose Salyse.

6.16SrlI-T ir 16Srlll-P pogrupiy fitoplazmos gali priklausyti tai paciai
rusiai.

7.Medienos indy lagsteliy sultimis mintancios cikadelés, kaip ir karnienos

indy lagsteliy sultimis mintancios cikadelés sugeba jgyti fitoplazmas.



Darbo aprobavimas ir publikacijos

Disertacijos medziaga buvo pristatyta dviejose tarptautinése (Sitges
Ispanija, Neustadt Vokietija) ir vienoje konferencijose (Vilnius) Lietuvoje.
Tyrimy rezultatai publikuoti keturiuose moksliniuose straipsniuose (Plant

disease, Bulletin of Insectology, Zemdirbysté) bei konferencijy tezése.

Disertacijos struktara

Disertacijg sudaro: Jvadas, Literatliros apzvalga, Medziagos ir metodai,
Rezultatai ir jy aptarimas, ISvados, 216 literatiiros Saltiniy sgrasas ir Moksliniy
publikacijy sarasas. Disertacijos apimtis — 133 puslapiai, 6 lentelés ir 45

paveikslai. Disertacija paraSyta lietuviy kalba, santrauka — angly kalba.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Fitoplazmy tyrimy apzvalga

Pirmosios uZuominos apie fitoplazmy sukeliamus augaly pazeidimus mus
pasiekia 1§ senoves kiny metraS¢iy bei japony archyvy. Prie§ tiikstant] mety
Kinijoje Song dinastijos valdymo laikais (960-1227) ,,Yao-geltonieji* veislés
bijiinai buvo garbinami, d¢l jy ypatingo grozio, tafiau augalai biidavo maziau
gyvybingi, o zalsvi ziedai nesubrandindavo sé¢kly (Wang, Maramorosch, 1998;
Maramorosch, 2011). Kitos uzuominos mus pasiekia i$ Japonijos — Sioje Salyje
buvo apraSytos Paulovnijy ,,ragany Sluotos*™ (Paulownia Tengu-su — japoniskai;
Tengu - mitiné japony biitybé; goblinas) liga, kuri pasireik§davo augalo
zemaiige bei gausiu pridétiniy ir Soniniy tgliy iSvesé¢jimu (Hoshi et al., 2009).
Taip pat Sioje Salyje apraSyti vieni pirmyjy Silkmedzio Zemaiigés atvejy (1603
metai) (Okuda, 1972). Ilgai buvo manyta, jog geltligés yra virusines kilmés
ligos, dél gaunamy neigiamy rezultaty filtruojant augaly audiniy sultis per
bakteriologinius filtrus (McCoy et al., 1989;. Van der Want, Dijkstra, 2006).
Geltligiy sukélejy tyrimai atskleidé nemazai fakty apie jy biologines savybes.
Pastebéta, kad jy inaktyvavimosi temperatira (40°-50°C) yra Zemesné nei
daugumos virusy (Kunkel, 1926; Staniulis, 1988). Kunkel (1926) pirmasis
nustaté, kad Siuos sukéléjus tarp augaly platina vabzdziai. Maramorosch (1952)
patvirtino, kad patogenas yra virusinés kilmés ir dauginasi vabzdzio
organizme. Apie geltos sukéléjy vabzdzius platintojus ir augaly Seimininky ratg
nemazai duomeny savo darbuose pateiké Valenta (1958), Musil, Misiga
(1961).

Tikroji geltligiy sukeéléjo prigimtis buvo atskleista tik atsiradus ir
iStobulinus elektroninés mikroskopijos metodus (Roingeard, 2008). Grupé
japony mokslininky 1967 metais aptiko geltliges sukelian¢ius organizmus. Jie
tai atliko tirdami pazeisty augaly karnienos audiniy ultrapjiavius elektroninés
mikroskopijos metodu. Naujai atrastiems organizmams, dél jy panaSumo |

mikoplazmas, buvo suteiktas pavadinimas MLO — mycoplasma-like organisms
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(liet. — § mikoplazmas panasiis organizmai) (Doi et al., 1967). Vélesni tyrimai
parodé, jog Sie organizmai yra jautriis tetraciklinui ir atsparts penicilinui bei
streptomicinui, kas véliau leido $ig savybe panaudoti MLO identifikavimui
(Davis, Lee, 1982; Bertaccini, 2007; Maramorosch, 1958; 2011).

Tesiant MLO tyrimus pavyko i8aiskinti kitg augaly vidulgstelin] patogena
— spiroplazmas. Jos taip pat priklauso Mollicutes klasei ir neturi Iastelés
sienelés. Nuo MLO skiriasi spiraline Igstelés forma, kas yra keista savybé
sienelés neturin¢iom bakterijoms (Bove, Garnier, 2002). Pirmasis spiroplazmas
atrado ir jas pradéjo auginti dirbtinése terpése R. E. Davis (Davis, Worley,
1973; Fletcher et al., 1998). Be sienclés neturin¢iy (MLO, spiroplazmos)
augaly rétiniuose induose taip pat buvo aptiktos ir lgstelés sienele turincios,
Gram-neigiamos Liberibacter bei Phlomobacter genc¢iy bakterijos (Bove,
Garnier, 2002).

MLO sandaros bei vystymosi ypatumai yra tyrin¢jami tik nagrinéjant
augaly audiniy ultrapjivius elektroninés bei skanuojancios mikroskopijos
metodais, kadangi dirbtinése terpése kultivuoti jy nepavyksta (Staniulis, 1988;
Lee et al., 1998). Laboratoriniams bandymams MLO saugomos augaly audiniy
kultiirose, nuolat apkrecCiant sveikus augalus arba uzsaldytuose infekuotuose
vabzdziuose bei augaluose (Staniulis, 1988).

Pirmosios  Siy  mikroorganizmy  klasifikacijos schemos  buvo
sudarin¢jamos remiantis jy specifiniy augaly-Seimininky, vabzdziy platintojy,
sukeliamy simptomy augaluose pagrindu (McCoy et al., 1989; Davis, Lee,
2000; Gasparich, 2009).

Ilga laika MLO aptikimui infekuotuose augaluose bei pernesé¢juose buvo
naudojami DNR-DNR homologijos bei serologinio reakcingumo pagrindu
sudaryti metodai, kuriuose naudojami specifiniai klonuoti MLO DNR
fragmentai, mono- ir polikloniniai antikiinai. Infekuoty augaly lasteliy
nustatymui naudojami DAPI (4,6-diamidino-2-fenilindolas) bei Diene dazai.
DAPI dazymas specifinis nukleoriig§tims, o Diene dazas — MLO metabolitams
Taip pat serologiniais metodais buvo koncentruojamos patogeno lastelés, kuriy

DNR buvo panaudojama tolimesniuose tyrimuose (Deeley et al., 1979; Jiang,
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Chen, 1987; Sinclair, 1989; Malinowski et al., 1996; Lee et al., 1998; Davis,
Lee, 2000; Bertaccini, 2007).

IStobulinti DNR analizés metodai tokie, kaip PGR, RFIP bei filogenetiné
analizé leido daug efektyviau bei tiksliau iStirti MLO savybes bei santykj su
kitais mikroorganizmais. Siais metodais atlikus 16S rRNR ir ribosominiy
baltymy geny analizg, Sie organizmai buvo i$skirti 1 didel¢ monofileting grupe
Mollicutes klaséje (Lee et al., 2000; Bove, Garnier, 2002; Davis, Bertaccini,
2007). MLO buvo priskirti Mollicutes klasei pagal tam tikras Siai klasei
budingas savybes tai — lastelés sienelés nebuvimas, panasus guanino (G) —
citozino (C) santykis DNR, genomo dydziy panasumas, 16S rRNR geny seky
palyginimas isskyré jas j grupge Mollicutes klas¢je bei parodé filogenetinj
giminingumg su Acholeplasma/Anaeroplasma grupe; UGA kodonas
naudojamas ne triptofanui koduoti, o kaip terminacinis, kas leidzia manyti, jog
jos ir acholeplazmos kilme yra senesnés nei spiroplazmos (Bove, Garnier,
2002; Bai et al., 2006).

Surinkus pakankamai duomeny bei jrodymy apie MLO savybes
iSskiriancias jas tarp kity Mollicutes atstovy, fitoplazmy tyrimo grupé,
atstovaujanti palyginamosios mikoplazmologijos tarptautinj tyrimy projekta
(IRPCM), sutiko 1992 metais pavadinimg ,,fitoplazma* panaudoti Siai grupei
priklausanciy bakterijy identifikavimui bei esamos padéties apraSymui, 0 1994
metais pavadinimas ,,fitoplazma“ buvo oficialiai priimtas vietoj ,,MLO* (Bove,
Garnier, 2002).

Iki Siol nepavyko auginti fitoplazmy dirbtinése terpése, todel juy
Klasifikacija remiasi 16S rRNR, 16S/23S tarpgeninés srities rDNR,
ribosominiy baltymy, elongacijos faktoriaus, sekrecinés sistemos geny seky
analize (Davis, Lee et al., 2000). Siy geny seky padauginimui naudojamas
lizdinés PGR metodas, kuris sudarytas i§ dviejy etapy. Per pirmaji etapa gautos
tam tikros DNR sekos kopijos panaudojamos antrajame, kur nuo jy
pagausinami mazesni Siy seky fragmentai, tod¢l padidéja metodo jautrumas,
kas leidzia aptikti fitoplazming DNR bendrame DNR tirpale su mazu jos kiekiu

jame. Tai palengvino fitoplazmy aptikimg sumedéjusiuose augaluose bei
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augaluose apkréstuose keliomis fitoplazmomis (Lee et al., 1998; Dauvis, Lee,
2000).

Tobuléjant ir gil¢jant Zinioms apie DNR ir jos analizés metodus, tapo
jmanoma vis detaliau aprasyti fitoplazmy molekulinius bei filogenetinius
bruozus, todél Miuréjus ir Schleiferis 1994 metais pasiiilé laiking ,,Candidatus®
statusg galimy naujy nekultivuojamy taksony genties ir rasies lygmenyje
apraSymui (Bove, Garnier, 2002), kas véliau leido fitoplazmas i$skirti j atskirg
Mollicutes klasés Acholeplasmataceae seimos ‘Candidatus Phytoplasma® gent;j
(Bove, Garnier, 2002; Bai et al., 2006).

1.2. Fitoplazmy platintojai

Pirmieji duomenys apie fitoplazmy platintojus sutinkami darbuose
nagrinéjanciuose geltligiy perneSimo mechanizmus, kai dar buvo manoma, jog
jas sukelia virusai. 1883 metais buvo iSsiaiskinta, kad ryziy zematges sukéléja
perneSa cikadelés, o Kunkel‘is 1§ Boyce Thompson instituto 1924 metais
nustaté, kad Macrosteles fascifrons cikadelé sugeba pernesti astry geltos
sukeléja 1§ vieno augalo kitam, bet nerades jokiy bakterijy ar gryby buvimo
augaluose pozymiy, mané, jog kaltininkas yra virusinés kilmés (Zaitlin,
Palukaitis, 2000; Maramorosch, 2011). Nuo to laiko buvo atlikta gausybé
perneSimo tyrimy siekiant nustatyti galimus pernes¢jus, taciau molekuliniy
metody nebuvimas bei rémimasis tik simptomais nustatant galima sukéléja
paliko daug neaiskumy ir buvo klaidinantys. Moderniis molekulinés biologijos
metodai leido tiksliai jvertinti, kokius fitopatogenus sugeba pernesti tiriamas
perneséjas (Weintraub, Beanland, 2006). Siandien Zinoma, kad pagrindiniai
fitoplazmy platintojai yra Hemiptera burio vabzdziai, mintantys augaly
karnienos sultimis bei laidziyjy audiniy lastelémis. Gamtoje Sias bakterijas gali
platinti ne vien vabzdziai, bet ir parazitinis augalas — brantas (Cuscuta spp.).
Tyrimuose brantas naudingas tuo, kad sugeba pernesti fitoplazmas tarp

taksonomiskai tolimy augaly rasiy. Tokiu budu fitoplazmas galima perkelti
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nuo sumed¢jusiy augaly ant parankesniy, lengviau auginamy augaly — Ziemiy
(Catharanthus roseus (L.) G.Don). Infekcijg gali platinti zmogus skiepijant
arba platindamas vegetatyvinius augaly sodinukus (Staniulis, 1988; Lee et al.,
2000). Manoma, jog fitoplazmos negali plisti séklomis dél sékly dehidratacijos
sukeliamo patogeno zities bei karnienos indy nekontaktavimo su brestanciu
gemalu, taciau fitoplazmos buvo aptiktos kokoso riesuto bei liucernos sékly
gemaluose, o i8 jy iSauge augalai turéjo geltligiy simptomy, ta¢iau to neuzteko
jrodyti, jog Sie organizmai gali plisti séklomis (Weintraub, Beanland, 2006;
Bertaccini, 2007).

Hemiptera tai didelis bei jvairius birys, kurj sudaro daugiau nei 50000
risiy, taciau fitoplazmy perneséjai aptinkami tik keliose Seimose: Cercopidae,
Cicadellidae, Cixiidae, Delphacidae, Derbidae ir Psyllidae, i$
Auchenorrhyncha ir Sternorrhyncha pobiariy (1.1. pav.) (Weintraub, Beanland,
2006; Bosco, D‘Amelio, 2010; Weintraub, Wilson, 2010). DidZiausig
platintojy grupe sudaro vabzdziai i§ Membracoidea antSeimio, kurioje visi iki
Siol zinomi platintojai aptinkami Cicadellidae $eimoje. Sioje $eimoje daugiau
nei 75 procentai visy patvirtinty perne$é¢jy randami Deltocephalinea
poseimyje, kurj sudaro mono- ir oligofagai sugebantys pernesti daugiau nei
vieng fitoplazmy rii§j. Sie vabzdziai gausiai paplite Zolinése ekosistemose,
taCiau yra zinomi pernes$¢jai i§ Opsinii, Macrostelini, Scaphodeini,
Scaphtyopiini triby, kuriy gyvybiniai ciklai néra susij¢ su Zoliniais augalais.
Macropsinae poseimis i§ Cicadellidae Seimos uzima antrg vietg pagal
patvirtinty perne$éjy skaidiy. Sio poSeimio atstovai dazniausiai minta ant
sumed¢jusiy augaly. Fitoplazmy pernesejai aptinkami keturiose Seimose
jeinanciose j Fulgoromorpha infrabuirj: Cixiidae, Delphacidae, Derbidae ir
Flatidae. Pirmos trys Seimos turi bent po vieng rus] perneSanig palmiy
mirtinosios geltligés fitoplazmy grupés fitoplazmas, bei keleta rasiy
pernesanciy stolburo grupés (STOL) fitoplazmas. Flatidae seima turi tik vieng
patvirtintg ras$j Metcalfa pruinosa (Say) platinantj astry geltos fitoplazmas.
Siuo metu tik dvi gentys i§ Psyllidae Seimos turi patvirtintus pernesé¢jus. Keli

Cacopsylla spp. atstovai patvirtinti, kaip obely proliferacijg sukelianciy
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fitoplazmy pernes¢jai, platinantys Sias fitoplazmas tarp obely ir kaulavaisiy.
Antra 1§  paminéty gen¢iy turi tik  vieng  patvirtinta  ras§]
Biirys Hemiptera
Pobiiris Auchenorrhyncha
AntSeimis Cercopoidea
Seima  Cercopidae
AntSeimis Membracoidea
Seima  Cicadellidae
Poseimis Deltocephalinea
PoSeimis Macropsinae
Antseimis Fulgoroidea
Seima  Cixiidae
Seima  Delphacidae
Seima  Derbidae
Seima Flatidae
Pobiiris Sternorrhyncha
AntSeimis Psylloidea
Seima  Psyllidae
Pobiris  Coleorrhyncha

Pobiiris  Heteroptera

1.1. pav.: Fitoplazmy vabzdZiy pernes¢jy taksonominé padeétis pagal ITIS
(Integrated  Taxonomic  Information  System) duomeny baze,
http://www.itis.gov.

Bactericera trigonica Hodkinson (Font et al., 1999) pernesantj stolburo
fitoplazmas morkose (Weintraub, Beanland 2006; Weintraub, Wilson, 2010).
Fitoplazmas perneSantys vabzdziai tapo puikiais fitoplazmy platintojais
dél siy savybiy: (a) suaugéliai bei nimfos maitinasi tose paciose vietose bei tuo
paciu budu ir abiejose stadijose gali pernesti fitoplazmas, (b) maitinasi tik ant
specifiniy augaly ir specifiniais augalo audiniais, nepazeisdami laidziyjy
audiniy bei nesukeldami imuninio atsako, (c) fitoplazmos juose nuolat gyvena

ir dauginasi; (d) vabzdziuose aptinkami obligatiniai, simbiotiniai prokariotai,
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kurie gali buti perduoti palikuonims transovariniu keliu, tuo paciu keliu gali
biti perduotos ir fitoplazmos (Weintraub, Beanland, 2006; Weintraub, Wilson,
2010).

Fitoplazmos aptinkamos augalo karnienos audiniuose. Jy perneséjai yra
prisitaike misti karnienos sultimis, ta¢iau grupés mintancios karniena, mediena
ar parenchima (Tonkyn, Whitcomb, 1987) néra grieztai apibréztos (Bosco,
D‘Amelio, 2010). Riba atskirianti karniena mintanéius vabzdZzius nuo mediena
mintan¢iy gali bati labai neaiski - ypatingai tarp laidziyjy audiniy lastelémis
mintan¢iy cikadeliy (Wayadande, 1994). Maitinimasis karniena yra viena i$
salygy lemianciy gebéjimg jas pernesti, taciau atmesti galimybés, kad mediena
mintantys vabzdziai irgi gali biiti pernes¢jais, negalima (Bosco, D‘Amelio,
2010). Tai patvirtino Crews et al. (1998) tyrimai, kurie parodé, kad Philaenus
spumarius rasies cikadelés (medienos lasteliy sultimis mintanc¢ios), gali
pradurti karnienos lasteles ir turi galimybe jsiurbti jy sul¢iy. Rosa et al. (2014)
patvirtino, kad medienos sultimis mintancios cikadelés (Lepyronia
quadrangularis) gali pernesti fitoplazmas. IS kitos pusés, nemazai amary ir
baltasparniy riiSiy minta fitoplazmomis infekuoty augaly karnienos lasteliy
sultimis, bet eksperimentiskai jrodyta, kad pernesti fitoplazmy negali (Cainelli
et al., 2007). Apibendrinus, maitinimasis karniena nebitinai yra lemianciu
veiksniu pernesant Sias bakterijas (Bosco, D Amelio, 2010).

Laboratorinémis salygomis bandyminj augala zieme¢ (Catharanthus
roseus (L.) G.Don) jmanoma infekuoti daugeliu fitoplazmy kamieny
priklausanciy skirtingoms grupéms. Gamtoje fitoplazmy augaly-Seimininky
spektras apsprendziamas vabzdzio maitinimosi jprociais ir augaly Seimininky
rato dydziu, todél jie skirstomi j polifagus, oligofagus ir monofagus. Plataus
fitoraciono vabzdziai yra itin problematiski, nes gali paskleisti bakterijas
placiame augaly diapazone. Maitindamiesi ant augaly, kurie gali jeiti | kity
perne$éjy maitinimosi raciong, dar labiau praplatina fitoplazmy augaly ir
vabzdziy Seimininky ratg (Bosco, D‘Amelio, 2010). Fitoplazmos gali biiti
auksto arba Zemo specifiskumo Seimininkui (Davis, Lee, 2000). Astry geltos

fitoplazmos perneSamos deSim¢iy vabzdziy rasiy ant Simty augaly rasiy (Lee et
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al., 2000), o ,,flavescence doree* fitoplazma pernesama tik Scaphoideus titanus
Ball ant vynmedziy (Schvester et al., 1963). Sios bakterijos taip pat skirstomos
1 auksSto specifiskumo perneséjui ir zemo augalui (runkeliy-cikadeliy-
perneSamas pageltimas; angl. - beet-leafhopper-transmitted virescence
(BLTV)) bei atvirksciai Zemo specifiskumo perneséjui ir auksto augalui (obely
proliferacijos fitoplazma) (Weintraub, Beanland, 2006; Weintraub, Wilson,
2010). Tokie susiraizge fitoplazmy ir jy Seimininky rySiai apsunkina jy
tyrinéjima, todél manoma, jog atrasti nauji perneséjai ir augalai seiminikai gali
nesutapti arba prieStarauti duomenims apie Siuo metu zinomus Seimininkus
(Bosco, D*Amelio, 2010).

Pernesimo specifiSkumg taip pat lemia ir geografiniai veiksniai. Daznai
introdukuotos invazinés augaly ir vabzdziy riSys sukelia didelés zalos
vietinéms ekosistemoms bei dkiui. S. titanus vabzdziy paplitimas piety
Europos vynuogynuose lémé epideminj ,.flavescence doree“ fitoplazmos
paplitima, o Euscelidius variegatus Kirschbaum itrodukuotas Siaurés
Amerikoje tapo X-ligos bei Amerikos astry geltos perneséju. Todél galima
manyti, kad geografiskai atskirti ir dar nezinomi, kaip pernesé¢jai vabzdziai turi

potencialg jais tapti (Bosco, D*‘Amelio, 2010; Weintraub, Wilson, 2010).

1.3. Fitoplazmuy ir Seimininky saveikos bei simptomai

Fitoplazmos neauga dirbtinése terpése, kas apsunkina jy patogenezés bei
patekimo ir plitimo vabzdyje mechanizmy tyrimus. Spiroplazmos yra
filogenetiskai ir morfologiskai artimos fitoplazmoms bakterijos, kurios yra
kultivuojamos in vitro ir sukelia panaSius ligy simptomus augale, todél
duomenys gauti tyrinéjant Siuos organizmus naudojami sudarant hipotetines
fitoplazmy patogenezés schemas. Manoma, jog spiroplazmos vabzdziuose
jveikia zarnyno ir seiliy liauky barjerus déka specifiniy pavirSiniy membranos
baltymy, kurie sgveikaudami su Seimininko lgsteliy receptoriais inicijuoja

patogeno lgsteliy pernasg endocitozés budu (Fletcher et al, 1998; Bai et al.,
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2006; Gasparich, 2009). Taip pat nustatyta, kad fitoplazmy lastelés prisijungia
prie perneséjy lgsteliy iSskirty i§ Zarnyno, seiliy liauky ar hemolimfos, bet
nereaguoja 1 raumeny ar lytiniy organy lgsteles. Daug tyrimy atliekama su
fitoplazmy membraniniu Amp baltymu. Nustatyta, kad S$is baltymas gali
specifiskai jungtis su perneséjo mikroplauseliy kompleksu, sudarytu is aktino ir
miozino, bei dar trimis baltymais (Lefol et al., 1993; Suzuki et al., 2006;
Galetto, et al., 2008; Marcone, 2012). I§ to galima spresti, kad fitoplazmy
perneSimo specifiSkumas priklauso nuo fitoplazmy geb¢jimo atpaZinti ir

prisitvirtinti prie perneséjo lasteliniy membrany, taciau to dar neuztenka, tam

Zarnynas Seiliy liauka

Igijimas

Sergantis augalas Infekuota cikadelé
~— Latentinis periodas

Dauginimasis

Dauginimasis

Sveikas
augalas

Infektyvi cikadelé

Karnienos
lastelé

Inokuliacija

1.2. pav.: Fitoplazmy gyvybinis ciklas. Apskritimai
vaizduoja fitoplazmas. Oshima et al., 2011.

kad fitoplazma bity sékmingai pernesta. Fitoplazmy gyvybinis ciklas (1.2.
pav.) prasideda, kai vabzdys pradeda maitintis ant uzkrésto augalo. Vabzdys
turi maitintis tam tikra laiko tarpa vadinamga jgijimo periodu, kuris gali trukti
nuo keliy minuciy iki valandy, kuo ilgesnis periodas tuo didesnj titrg bakterijy
pasisavina perneséjas ir tuo didesné jgijimo tikimybé. Po to seka latentinis arba
inkubacinis periodas, per kurj fitoplazmos pasidaugina vabzdzio organizme

(1.3. pav.). Inkubacinio periodo pabaigoje, kuris yra priklausomas nuo
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temperatiiros ir Seimininko gali trukti nuo keleto iki 80 dieny, pernes¢jas igyja

gebéjimg platinti fitoplazmas, bet yra duomeny jrodanciy, kad vabzdziai,

C GS CFN{N M TM IP CG

Penkios savaités po jgijimo AStuonios savaités po jgijimo

1.3. pav.: Fitoplazmy jud¢jimas ir dauginimasis vabzdzio viduje
(Lefol etal., 1994).

C - smegenys ; GS - seiliy liaukos ; CF - filtravimo kamera ; MY -
micetoma; IM — viduriné zarna; TM — Malpigijaus vamzdeliai; IP —
galiné zarna; CG — riebalinis kiinas. Trikampiai vaizduoja fitoplazmas.

kuriuose Sie mikroorganizmai sugeba daugintis nebiitinai yra infektyvis (Vega
et al., 1993; Weintraub, Beanland, 2006; Bosco et al., 2007; Weintraub,
Wilson, 2010). Manoma, kad sékmingg dauginimasi Seimininko organizme
lemia prisitaikymas prie jo imuninés sistemos bei seiliy liauky barjero sudaryto
net i$ trijy komponenty (bazalinio laksto, bazalinés plazmalemos ir apikalinés
plazmalemos). Nepernesanciuose vabzdziuose fitoplazmy titras seiliy liaukose
biina Zymiai mazesnis (apie 700 Igsteliy nanogramui vabzdzio DNR iSskirtos 1§
jo galvos) nei pernesanciuose (4000-8000 lasteliy) (Galetto et al., 2009; Bosco,
D‘Amelio, 2010). Jveikus visas Sias klifitis ir patekus j augalg yra tikimybé,
kad fitoplazma toliau nebus platinama, nes pateko j ,,akligatvinj“ (angl. - dead
end) Seimininkg. Manoma, jog tai susij¢ su netolygiu fitoplazmy pasiskirstymu

tokiame augale, skirtingu maitinimosi pobiidziu ant skirtingy augaly ar
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fitoplazmy sukeliamu biocheminiu disbalansu (Choi et al., 2004; Weintraub,
Beanland, 2006; Bosco, D Amelio, 2010).

Perneséjai besimaitindami ant skirtingy ar net to pacio augalo turi
galimybe jgyti daugiau nei vieng fitoplazma, kas sukelia konkurencing jtampa
tarp bakterijy dél vidiniy iStekliy. To rezultate perneséjas ir patogenas gali
visi§kai specializuotis. Taip pat perneséjas infekuotas viena fitoplazma gali
tapti atsparus kity fitoplazmy infekcijai. Platintojai perneSantys daugiau neli
vieng fitoplazma, dél skirtingy latentiniy periody bei paciy bakterijy skirtingo
virulentiskumo laipsnio, turi skirtingus jy pernesimo pobudzius. Kuo
trumpesnis periodas ir virulentiSkesnis organizmas, tuo jis efektyviau
pernesamas (Bosco, D‘Amelio, 2010).

Fitoplazmy poveikis perneséjo organizmui gali bati jvairus, manoma, jog
tai priklauso nuo sgveikos tarp vabzdzio ir §iy mikroorganizmy trukmeés.
Nustatyta, kad tam tikros grupés fitoplazmos infekavusios kai kuriuos
vabzdzius gali sutrumpinti jy gyvenimo trukme ir sumazinti visluma, taciau yra
duomeny ir apie tai, jog fitoplazmos pailgino perneséjo gyvybiskumg ir
padidino vaisinguma (Weintraub, Beanland, 2006, Marcone, 2012). Taip pat
iSkeltos teorijos, kad Sie patogenai pakeicia augalg tokiu buidu, kad jis tapty
labiau tinkamu vabzdziui. Infekuotas augalas turi susilpnintg gynybos sistema,
todél sunkiau gali apsisaugoti nuo juo mintanciy vabzdziy. Infekcija padidina
laisvyjy amino riig§ciy bei cukraus kiekj augale, kurie yra puikus, lengvai
virSkinamas maistas pritraukiantis vabzdzius (Weintraub, Beanland, 2006).
Pastebéta, kad pagelte augalai labiau pritraukia cikadeles. Manoma, kad dél
fitoplazminés infekcijos sukelto pageltimo augalas tampa patrauklesnis
pernes¢jui (Todd et al., 1990). "Candidatus Phytoplasma mali‘ apkréstos
obelys iSskiria allomonus (medziagos panaSios j feromonus), kurie privilioja
daugiau vabzdziy (Cacopsylla picta), kas padidina pernesimo tikimybe (Mayer
et al., 2008).

Nustatyta, kad vabzdzio lytis bei amzius turi didele jtaka fitoplazmy
pernes§imo efektyvumui. MoteriSkos arba vyriskos lyties cikadelés yra

efektyvesni perneséjai, priklausomai nuo pernes¢jo rasies (Weintraub,

21



Beanland, 2006). Tai grindziama vabzdziy elgesio skirtumais ant augalo
Seimininko. Patinéliai ant augalo ir nuo augalo ant Kito augalo migruoja daug
dazniau (Hunt et al., 1993). Pirmos stadijos vabzdziy platintojy nimfos zymiai
sunkiau jgyja fitoplazmas nei penktos stadijos nimfos. Pirmy stadijy nimfos
yra pernelyg gleznos tam, kad jveikty augalo audinius ir galéty pilnavertiskai
maitintis (Palermo et al., 2001). Tai pat nustatyta atvejy, kai fitoplazmy
perneSimo efektyvumas padidéja tuomet, kai jas jgyja nimfos, o ne suaugéliai
(Murral et al., 1996.).

Vabzdziy judéjimas ekologinéje erdveje bei agrokrastovaizdis turi Zymig
jtaka perneséjy bei fitoplazmy sklidimui, todél j juos biitina atsizvelgti sudarant
fitoplazmy plitimo schemas (Tscharntke, Brandl, 2004). Tokiose schemose
matoma, jog tokie veiksniai, kaip laikas, vieta, patogenas ir perneséjas turi
sutapti bei atitikti, kitaip schema yra neveiksni. Nustatyta, kad tarp misko ir
dirbamy lauky pereinamyjy juosty augaly bei vabzdziy-plésruny sudétis
apriboja kai kuriy cikadeliy sklidimg (Nicholls et al, 2001), ta¢iau tuo paciu ir
sudaro salygas kitoms plisti (Irwin et al., 2000). Vienos cikadeliy rusys,
padedant véjui, sugeba migruoti milziniSkus atstumus, taip paskleisdamos
patogenus placiose teritorijose. Kitos maitinasi tam tikrg laiko tarpa ant vieno
augalo, kol gauna impulsg pradéti migracija (Weintraub, Beanland, 2006).
Tankus augaly-Seimininky i$sidéstymas gali lemti, kad pernes¢jas turés
mazesnj stimulg ieSkoti kity augaly, taiau dazniau judés tarp jy (Power, 1992).
Visa tai parodo sistemy veiksniy jvairove ir svarbg tiriant patogeno plitimg
(Weintraub, Beanland, 2006).

Augaluose fitoplazmos aptinkamos rétiniuose induose bei rétiniy indy
lydimosiose lgstelése, taCiau jy pasiskirstymas visame augale yra nevienodas ir
svyruoja priklausomai nuo aplinkos sglygy (Bertaccini, Duduk, 2009).

Fitoplazmy neaugimas dirbtinése terpése apsunkina jy patogeniskumo bei
patogenezés tyrimus. Jy svarbg ligos vystymuisi pavyko jrodyti nustacius:
bakterijy lokalizacijg augaly audiniuose, juose sukeliamas patogeninés

reakcijas, ligos simptomy vystymasis perkélus fitoplazmas j sveikus augalus
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bei ligos simptomy susvelnéjimas ir fitoplazmy nykimas naudojant tetracikling
ir termoterapija (Davis et al., 1996; Davis, Lee, 2000).

Infekuotame augale fitoplazmos sukelia augalo pageltimg (yellowing)
(1.4. pav, B), augimo sulétéjima (stunt), lapo gysly nekroze ir chloroze,
ziedlapiy pazaliavimg (virescence) (1.4. pav. D), gausiai susidaro papildomi
Soniniai tgliai, isivysto vadinamosios ,,ragany Sluotos” (witch‘s-broom) (1.4.
pav. A), filodija (phyllody) (1.4. pav. C), kai vietoje ziedlapiy vystosi
vegetatyviniai lapeliai, mazesniy lapy issivystyma (little leaf) (Bos, 1957; Lee

5367233

5382082

1.4, pav.: A — uosiy (Fraxinus americana L.) ,,Ragany Sluotos* (witch‘s-
broom). (Pagal William Jacobi, Colorado State University, Bugwood.org)

B — kokosiniy palmiy (Cocos nucifera L.) pageltimas (yellowing). (Pagal
Monica Elliott, University of Florida, Bugwood.org)

C — kosméjy (Cosmos spp. Cav.) ziedy filodija (phyllody). (Pagal Whitney
Cranshaw, Colorado State University, Bugwood.org)

D - hortenzijy (Hydrangea macrophylla (Thunb.) Ser.) ziedlapiy
pazaliavimas (virescence). (Pagal Shigetou Namba, Suzuki et al., 2006.)
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et al., 1998; Davis, Lee, 2000). Manoma, kad tokio pobudzio simptomai
augaluose-seimininkuose i8$sivysto dél hormony balanso sutrikimo (Davis, Lee,
2000), pavyzdziui, fitoplazmy sukelta augaly zematigiSkuma galima gydyti
giberelino ragstimi, kas rodo sutrikdytg giberelino (augalinis hormonas)
pusiausvyrg augale (Maramorosch, 1957).

Spiroplazmos yra filogenetiskai bei struktiiriSkai artimos fitoplazmoms. Taip
pat Sios bakterijos aptinkamos augaly karnienos Igstelése ir vabzdziy
audiniuose bei sukelia panaSius | fitoplazmy ligy simptomus. Jos yra
auginamos dirbtinése terpése, todél jy tyrimai gali padéti atskleisti fitoplazmy
patogenezés augaluose principus. Paaiskéjo, jog spiroplazmos pasisavina
nemazg dalj augalo fruktozés iStekliy. Augalo lastelés fruktoze panaudoja
sacharozes perneSimui ] rétinius indus, o spiroplazmos - kaip anglies Saltin;.
Nustatyta, kad fruktoz¢ indukuoja spiroplazmy geny ekspresijg, kuriy
produktai slopina augaly genus, atsakingus uz angliavandeniy transporta,
fotosinteze, fitosteroliy biosintezg (steroidiniy augimo reguliatoriy pirmtakai)
(Jagoueix-Eveillard et al., 2001; Bai et al., 2006).

Keliy fitoplazmy genomy seky palyginimas atskleidé, jog Sie
mikroorganizmai stokoja svarbiy metabolizmo geny ir turi nemaZzai geny
koduojanc¢iy transportines sistemas. Manoma, kad daugelis reikalingy
metabolity yra pasisavinami i§ Seimininko lasteliy citoplazmos, taip sutrikdant
metabolizmg Igstelése. Be to, transportinés sistemos gali sekretuoti jvairius
toksinus bei kenksmingus Seimininkui baltyminius junginius, kas suzadina
imuning augalo sistemg (Oshima et al., 2004; Bai et al., 20006).

Nors fitoplazmos nekultivuojamos, taCiau jmanoma ekspresuoti jy
baltymus lasteliy kultiirose bei augaluose. Tokiu biidu galima tirti pasirinkty
baltymy savybes ir jy poveikj bei sudélioti juos j galimg patogenezés
mechanizmo granding. Jau atrasta keletas baltymy, kurie galéty biiti atsakingi
uz fitoplazmy patogeniskuma: TENGU, SAP11, SAP54, imunodominantiniai
membraniniai baltymai (angl. - immunodominant membrane proteins-1DPs)
(Kakizawa et al., 2006a; Hogenhout et al., 2008; Bai et al., 2009; Hoshi et al.,
2009.; MacLean et al., 2011; Sugio et al., 2011). TENGU (~4,5kDa) baltymo
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dalyvavimas sukeliant hormoninius pazeidimus augale jau jrodytas. Augaluose
Sis baltymas sukelia stieby sutrumpé¢jimg bei ragany Sluotas. Jo veikimas
pagristas auksiny biosintezés bei signaly perdavimo keliy blokavimu, tai buvo
jrodyta stebint su auksino gamyba susijusiy geny raiskos lygius mikrogardeliy
metodu (Hoshi et al., 2009). SAP11 baltymo vaidmuo patogenezéje dar
nezinomas, taciau zinoma, jog S§is baltymas yra vienas i§ 56 ‘Candidatus
Phytoplasma asteris‘ sekretuojamy baltymy, atsakingy uz sgveika su augalo ir
vabzdZio lastelémis, kuris turi signalinj peptida nukreipiant] §j baltyma j
augalinés lgstelés branduolj. Manoma, jog branduolyje Sis baltymas vienas ar
komplekse su kitais fitoplazmos baltymais kei€ia jvairiy Seimininko geny
ekspresija (Bai et al., 2009). IDP baltymai sudaro didziaja dalj visy
membraniniy fitoplazmy baltymy ir dalinami ] tris skirtingus tipus:
imunodominantiniai membrany baltymai (Imp), imunodominantiniai
membrany baltymai A (IdpA) ir antigeniniai membrany baltymai (Amp). Visi
Sie baltymai atsakingi uZz sgveikg tarp Seimininko lgsteliy ir fitoplazmos
(Barbara et al., 2002; Kakizawa et al., 2006ab). Be to, nustatyta, kad
fitoplazmy Amp baltymai gali sgveikauti su vabzdZio Zarnyno mikrofilamenty
kompleksais. Manoma, kad Siy elementy sgveika lemia fitoplazmy
perneSamumg vabzdziuose (Suzuki et al., 2006).

Augalo meristeminiy lgsteliy likimas nulemia jo organy formavimosi
pobiid] bei viso augalo morfotipg. GenetiSkai nustatyti pokyciai salygoja
laipsniSka meristeminiy lasteliy per¢jima nuo vegetatyviniy link generatyviniy
organy formavimo (Kater et al., 2006). Manoma, kad jprastomis sglygomis $is
procesas yra negrjztamas (Levy, Dean, 1990). Nustatyta, kad fitoplazmos gali
sustabdyti procesus, vykstan¢ius meristeminése lgstelése kurie lemia augalo
peréjimg link zydéjimo ir aktyvinti grizimg prie vegetatyvinio augimo.
Pastebéta, kad iSsivysto skirtingi ligos simptomai, priklausomai nuo to, kada
meristeminés Igstelés buvo paveiktos (Wei et al., 2013).

Manoma, jog fitoplazmy sukelti simptomai padeda joms plisti, nes
jrodyta, kad vabzdziai minta bei deda kiauSinius dazniau ant jauny zaliy arba

pageltusiy augalo organy. Be to, atlikti bandymai, kuriy metu nustatyta, jog
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fitoplazmos gali praplésti vabzdZio raciong padidindamos augalo tinkamuma jo

mitybai (Hogenhout et al., 2008; Hoshi et al., 2009).

1.4. Fitoplazmy morfologija ir genomas

Fitoplazmy lgstelés (1.5. pav.) padengtos tik trisluoksne elementarigja
membrana. Lastelés sienclés nebuvimas leidzia jgauti jvairias formas: ovalias,
- apvalias, pailgas, Sakotas. Manoma,
{ kad vystymosi ciklo pradZioje biina
pailgy formy, o ,subrendusios
jgauna apvalias formas (Verdin et
8 al., 2003).

Fitoplazmy genomas yra

# vienas i§ maziausiy Vidulgsteliniy

L S PR~

- - parazity grupéje. Jo dydis, kaip ir
1.5. pav.: Fitoplazmy lastelés augalo

karnienos lasteléje. (Prof. Assunta
Bertaccini, varijuoja nuo 530 iki 1350 kbp.
http://www.costphytoplasma.ipwgnet.
org/WG1/WGL1 _photogallery.htm)

kity bakterijy Mollicutes klaséje,

Mikoplazmy genomo dydis
varijuoja nuo 580 iki 1380 kbp, o
spiroplazmy nuo 780 iki 2200 kbp. Mikoplazmoms giminingoje Acholeplasma
gentyje genomo dydis varijuoja tarp 1500 ir 1650 kbp (Marcone et al., 1999;
Davis, Lee, 2000).

Siuo metu pilnai nusekvenuoti tik keturiy fitoplazmy genomai, nes yra
sudétinga gauti aukStos kokybés fitoplazmy DNR i§ infekuoty augaly.
Nusekvenuotos buvo ‘Ca. Phytoplasma asteris’ — giminingi onion yellows
mutantas (OY-M) (Oshima et al., 2004) ir aster yellows witches'-broom (AY-
WB) kamienai (Bai et al.,2006), ‘Ca. Phytoplasma australiense’ (Tran-Nguyen
et al., 2008) bei ‘Ca. Phytoplasma mali’ (Kube et al., 2008) genomai.

Fitoplazmy genoma sudaro viena ziedin¢ arba linijiné chromosoma, kurig

sudaro dvigrandé DNR ir ekstrachromosominiai DNR elementai (1-4)
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(plazmidés) (Marcone, 2012). Chromosomos dydis varijuoja nuo 530 iki 1350
kbp (Marcone et al., 1999), G+C santykis DNR siekia 23-29 mol% (Kaollar,
Seemiiller, 1989; Davis, Lee, 2000).

Filogenetiné analizé parodé, jog labiausiai tikétinas fitoplazmy protévis
yra Acholeplasma laidlawii. Joje, kaip ir fitoplazmose triptofang koduojantis
tripletas yra UGG, o ne UGA. Spiroplazmose bei mikoplazmose jis atlieka
,,stop* kodono funkcijg (Lim, Sears, 1991; Toth et al, 1994; Bertaccini, 2007).

2004 metais japony mokslininky grupé nusekvenavo pirmaji fitoplazmy
genomg. Tai buvo 16Srl-B pogrupio fitoplazmy (‘Candidatus Phytoplasma
asteris‘ OY kamienas) genomas (Oshima et al., 2004). Nustatyta, kad genomag
sudaro viena 860631 bp ilgio ziediné chromosoma ir dvi plazmidés: EcOY ir
pOY, kuriy ilgis — 5025 ir 3932 bp. Chromosomoje yra 754 genai, 1§ kuriy 446
turi nustatytg funkcijg. G+C kiekis chromosomoje siekia 28%, plazmidése
EcOY -25%, pOY — 24%. EcOY turi 6 genus, 0 pOY -5 (Oshima et al., 2004).

Véliau buvo nusekvenuotas ir antras 'Candidatus Phytoplasma asteris*
AY-WB kamieno genomas. Sis genomas taip pat turi vieng zieding 706569 bp
ilgio DNR chromosomg ir keturias plazmides: AY-WBpl, AY-WBpll, AY-
WBplIl, AY-WBplV. Chromosomos DNR G+C kiekis — 27%, turi 671 gena,
1§ kuriy 450 funkcija iSaiSkinta. PlazmidZziy DNR G+C kiekis — pl 25,6%, pll
23,9%, pllI 21,8%, plV 25,5%, o geny skai¢ius — pl 5, pll 4, plll 7, pIVV 6 (Bai
et al., 2006).

Palyginus abu genomus, nustatyta, jog OY kamieno chromosoma yra 154
bp ilgesné uz AY-WB kamieno. Skirtumas susidaro dé¢l to, kad OY kamieno
chromosomoje yra daugiau pasikartojanciy seky, kurios sudaro 22,7% seky, o
AY-WB - 13,8%. Koduojanciy ir nekoduojanciy seky skaicius abiejuose
kamienuose mazdaug vienodas: 61,2% koduojanciy ir 25% nekoduojanciy
seky AY-WB kamiene, 50,3% koduojanciy ir 27% nekoduojanciy seky OY
kamiene (Bai et al., 2006).

‘Candidatus Phytoplasma australiense’ genomas sudarytas i§ vienos
ziedinés 879324 bp ilgio chromosomos ir vienos 3,7 kb plazmidés pCPa.

Chromosomos G+C kiekis siekia 27%. Ji koduoja 839 genus, tarp kuriy 502
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turi nustatytg funkcija, o like 337 nezinomos funkcijos hipotetiniai baltymai.
‘Ca. Phytoplasma australiense‘ chromosoma yra 18693 bp didesné ir turi
didesn; skai¢iy geny koduojanciy zinomos funkcijos ir hipotetinius baltymus
palyginus su ‘Ca. Phytoplasma asteris* OY ir AY-WB kamienais (Tran-
Nguyen et al., 2008).

Linijiné 'Candidatus Phytoplasma mali‘ AT kamieno chromosoma yra
601943 bp ilgio. G+C kiekis siekia 21,4% ir yra vienas 1§ maziausiy tarp visy
zinomy mikoplazmy ir daugumos sienele turin€iy bakterijy. Plazmidziy AT
kamienas neturi. Nuo 'Ca. P. asteris‘ OY ir AY-WB kamieny chromosomy
‘Ca. P. mali‘ chromosoma skiriasi tuo, jog i$ 497 nustatyty geny 68%  turi
nustatytas funkcijas, tuo tarpu OY (754 genai) ir WB (671 genas) kamieny
funkcijos nustatytos tik 54% ir 52% geny. Mazesnis geny skaicius tai ne tik
mazesnio genomo, bet ir mazesnio pseudogeny bei mazo daugiakopijiniy geny
skaiCiaus rezultatas (89-AT, 202-AY-WB, 250-0OY-M) (Kube et al., 2008)

Fitoplazmos neturi geny, koduojan¢iy fosfotransferaziniy, UDP-
galaktozés metabolizmo iki gliukozés-1-fosfato bei pentoziy ciklo sistemy. IS
to galima spresti, jog fitoplazmos turi specifing metaboling bei medziagy
transporto sistema (Oshima et al., 2004).

Palyginus mikoplazmy ir fitoplazmy genomus, paaiSkéjo, jog
fitoplazmos kaip ir mikoplazmos neturi geny koduojanciy baltymus reikalingus
aminoriigsciy, riebiyjy riagsciy sintezei, trikarboniniy ragsciy ciklui ir
oksidaciniam fosforilinimui (Oshima et al., 2004).

Daugeli metabolity jos paima i§ Seimininko lgsteliy citoplazmos, tuo
galima paaiSkinti metaboliniy geny stoka. Fitoplazmos turi 27 genus
koduojancius transporto sistemas, skirtas aminoriig§ciy, nukleoriigs¢iy, ATP
bei angliavandeniy perneSimui. Viena i§ jy ABC transporto sistema perneSanti
maltozg, taCiau maltoze prisijungiantis baltymas giminingas ir trehaliozei
(vabzdziy organizme aptinkamas angliavandenis), sacharozei bei palatinozei
(Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006).

Skirtingai nei mikoplazmos, jos turi malato transportui bei metabolizmui

skirtus genus. Malatas yra pagrindinis anglies bei energijos Saltinis. Jj naudoti
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labai patogu, nes jo apstu Seimininko citoplazmoje, jo metabolizmui reikia
maziau energijos, o tai ypa¢ svarbu, nes fitoplazmos neturi ATP sintetaziy
(Oshima et al., 2004; Bai et al., 2006).

Kitas fitoplazmas nuo mikoplazmy skiriantis bruozas yra sugebéjimas
biosintetinti 1gstelés membranai reikalingus fosfolipidus (Bai et al., 2006).

Nustatyta, jog fitoplazmos neturi recA geno, kurio produktas reikalingas
homologinés rekombinacijos procesui. Sis genas mikoplazmose salygoja
atsparumg Seimininko imuninei sistemai, jis lemia geny seky pertvarka,
salygojanciy lastelés membranos struktiiry sinteze¢ (Bai et al., 2006).

Fitoplazmos jprastos rekombinacinés sistemos nebuvimg kompensuoja
genomo plastiSkumu. Jis yra salygotas netolygaus GC pory pasiskirstymo ir
dideliy mobiliy pasikartojanéiy seky. Siose sekose yra daug inserciniy seky bei
geny, koduojané¢iy membrany baltymus. Mobiliyjy seky delecijos, insercijos,
replikacinés transpozicijos, padidina fitoplazmy prisitaikymo galimybes prie
skirtingy Seimininky (Bai et al., 2006).

Sios bakterijos, prisitaikiusios gyventi kaip vidulasteliniai parazitai,
»atsikraté® jvairiy jy gyvenimo budui nereikalingy funkcijy. Tokios redukcinés
evoliucijos pozymius galima sekti per pseudogeny (neveikliy geny) atsiradima.
Du tokius genus PfolP ir WfolK fitoplazmy genome atrado ir iStyré Davis et al.
(2003). Sie genai homologiski kitose bakterijose aptinkamiems folP ir folK
genams, kurie koduoja dihidropteroato sintaz¢ (DHPS) ir 6-hidroksimetil-7,8-
dihidropterinpirofosfokinaze (HPPK). Abu baltymai dalyvauja folaty sintezéje.
IS to galima spresti, kad fitoplazmos negali gaminti folaty de novo, todél turi
naudoti transportines sistemas jy pasisavinimui i§ Seimininko. Tai gali bati
vienas i§ virulentiSkumo veiksniy (Davis et al., 2003).

Dar viena jdomi fitoplazmy chromosomy savybé - variabiliy seky
mozaikos (SVM-(angl.)sequence—variable mosaics), sudarytos i§ profagy
genomy lieckany. Manoma, jog kilo i§ Caudavirales virusy (Wei et al., 2008).
Sios mozaikos sudaro nemaza OY-M ir AY-WB fitoplazmy chromosomy dalj.
Sie regionai sudaryti i§ tvarkingai i§sidés¢iusiy profago genomo geny lickany

reikalingy replikacijai, rekombinacijai, pakavimui, lizei bei morfogenezei. Taip
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pat Siy mozaiky hipervariabiliose srityse aptinkama svetimy geny (morony),
kurie pagal kilm¢ nepriklauso profagui ir greiciausiai buvo atnesti i$ kity
organizmy horizontalaus pernesimo biidu (Jomantiene, Davis, 2006;
Jomantiene et al., 2007). SVM regionai uzima nemazg chromosomos dalj (OY-
M-31%; AY-WB-22,7%). Manoma, kad Sie regionai gali salygoti dydziy, o
taipogi ir savybiy skirtuma tarp fitoplazminiy genomy (Wei et al., 2008).

1.5. Fitoplazmy identifikavimas, rrn operonas ir lizdiné PGR

Fitoplazmy genomo sudétyje yra du ribosomoniai operonai, j kuriy sudét;
jeina labai konservatyvus 16S rRNR genas bei 23S, 5S genai ir dvi tarpiklinés
(angl. — spacer) sritys (1.6. pav. A.). Didziausig i$skirtinumg turi 16S rRNR
nukleotidy seka, pagal kurig Siuo metu identifikuojamos fitoplazmos bei
tarpiklinis regionas (mazdaug 300 bp) koduojantis izoleucino tRNR ir dalj
alanino tRNR seky. Sios sekos leidZia atskirti fitoplazmas nuo kity Mollicutes
klasés atstovy (Kuske, Kirkpatrick, 1992; Firrao et al., 1993; Padovan et al.,
1995; Marcone, Seemiiller, 2001; Ho et al., 2001). Dviejy fitoplazmy kamieny
rRNR geny palyginimas parodé, jog sekos koduojancios valing ir asparaging
pernesancias tRNR issidésciusios uz 5S rRNR geno, o tai yra isskirtinis
fitoplazmy pozymis (Ho et al., 2001).

Tyrimams 16S rRNR genas pagausinamas lizdinés PGR metodu, kuris
susideda i§ dviejy PGR reakcijy. Pirmosios reakcijos metu padauginamas 1800
bp fragmentas, kuris susideda i§ dalies 16S rRNR geno, tarpgeninio tarpiklio ir
23S geno 5° galo (1.6. pav. B.), tam naudojama universaliy pradmeny pora
P1/P7. Antrai reakcijai naudojami pirmos reakcijos produktai. Jos metu
padauginamas pats 16S 1200 bp. dydzio rDNR fragmentas (1.6. pav. C.), tam
naudojama kita pora universaliy pradmeny R16F2n/R16R2 (Lee et al., 1998).

Galutinio PGR produkto RFIP profiliai lyginami su klasifikacijos schemos
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A. TSsu
5’ 16S rRNR tRNR'®

23S rRNR 5S rRNR 3’

B. TSsu
tRNR'"® 23S P1/P7 PGR fragmentas
(~1,8 kbp)
C. R16F2n/R16R2 PGR fragmentas

(~1,2 kbp)

1.6. pav. Fitoplazmy rRNR operonas ir 16S rDNR pagausinimo (lizdinio
PGR) schema, kur TS — tarpgeniné sritis. Nupiesta pagal Ho et al., 2001.

profiliais (Lee et al., 1998) (1 priedas). Taip pat 16S 1200 bp fragmentas yra
klonuojamas ir nuskaitomas, o gauta seka lyginama su zinomy fitoplazmy
sekomis bei atliekama jos virtuali RFIP analizé ir palyginimas su zinomy
grupiy fitoplazmy profiliais (Wei et al., 2007) (2 priedas).

Didelis 16S rRNR geno sekos konservatyvumas ir rRNR operony
heterogeniSkumas apsunkina artimai giminingy fitoplazmy kamieny atskyrima,
todé¢l tikslesniam jy atskirimui naudojami papildomi filogenetiniai Zymenys
(rp, secY, tuf, 23S rRNR, 16S-23S rRNR tarpgeninés srities geny sekos) (Lee
et al., 1998; Martini et al., 2007).

15.1. Ribosominiy baltymuy operonas fitoplazmy Kklasifikacijoje

Konservatyvios ribosominiy baltymy geny sekos Klasifikacijoje

naudojamos dél jy didesnio variabilumo. Dazniausiai analizuojami yra didziojo
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50S subvieneto rpl22 (1.7. pav.) ir mazojo 30S subvieneto rps8, rps3 genai
(Jomantiene et al., 1998; Lee et al., 1998; Valitinas, 2003).

5 rps1l9 rpl22 rps3  rpl1i6 3’

rpF1/rpR1 PGR fragmentas
(~1,2-1,3 kbp)

1.7. pav.: Fitoplazmy ribosominiy baltymy operono fragmentas ir rpl22

geno pagausinimo schema. Nupiesta pagal Lim, Sears, 1991.

Ribosominiy baltymy geny pagausinimui naudojamas taip pat lizdinés
PGR metodas, taciau naudojamos kitos pradmeny poros: rpFl/rpR1 (Lim,
Sears, 1991; Lee et al., 2004; Martini et al., 2007). Gaunamas 1,2-1,3 kbp
DNR fragmentas su rpl22. Véliau sis DNR fragmentas naudojamas RFIP
analizéje su Alul, Msel ir Tsp509I1 (Lee et al., 2004) ar Alul, Dral, Taqgl ir

Tsp5091 (Martini et al., 2007) restrikcijos endonukleazémis ir nuskaitomas.

1.5.2. Kitos fitoplazmy klasifikacijoje naudojamos geny sekos

tuf genas koduojantis elongacijos faktoriy Tu (EF-Tu) yra pakankamai
konservatyvus ir atlieka pagrinding funkcijg transliacijos procese. Jis
naudojamas ne tik fitoplazmy, bet ir kity bakterijy analizei (Schneider et al.,
1997). Fitoplazmy klasifikacijoje jis naudojamas pogrupiy atskyrimui 16Srl
(Marcone et al., 2000) ir 16SrXIl ‘Ca. Phytoplasma australiense’ grupése
(Streten, Gibb, 2005). 16Srl, Ill, X ir XIlI grupiy fitoplazmy analizei
naudojamas elongacijos faktoriy G (EF-G) koduojantis fus genas (Berg,
Seemuller, 1999). Be auks¢iau paminéty detalesnei fitoplazmy analizei bei

grupiy ir pogrupiy atskyrimui naudojami sekrecinés sistemos secY (Lee et al.,
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2006), secA (Hodgetts et al., 2008), kars¢io Soko groEL (Mitrovic et al., 2011),
RNR polimerazés B-subvieneto rpoB (Valiunas et al., 2013) geny sekos. Taip
pat Siy bakterijy tyrimams bandoma pritaikyti fitoplazmy pasikartojancias
konservatyvias sekas (angl. - repeated conserved sequences — RCS)
(Jomantiene, Davis, 2007), imunodominantiniy baltymy, antigeniniy
membraniniy baltymy, fitoplazmy plazmidziy genus (Hodgetts, Dickinson,
2010).

1.6. Fitoplazmy taksonominé padétis

Fitoplazmy taksonominé padétis pagal Bergey (Garrity et al., 2001)
sistemg, Gundersen et al., (1994) bei geny banko duomeny bazg (Www.
ncbi.nlm.nih.gov) yra tokia:

Skyrius. FIRMICUTES (GRAM+ zemo GC EUBAKTERIJOS,
Bacillus/Clostridium grupé)
Klasé. Mollicutes (be 1astelés sienelés)
Eilé I. Mycoplasmatales
Seima I. Mycoplasmataceae
Gentis |. Mycoplasma
Gentis IV. Ureaplasma
Eil¢é II. Entomoplasmatales
Seima I. Entomoplasmataceae
Seima II. Spiroplasmataceae
Gentis |. Spiroplasma
Eile I11. Acholeplasmatales
Seima I. Acholeplasmataceae
Gentis I. Acholeplasma
Gentis Il. "Candidatus Phytoplasma’
Eilé IV. Anaeroplasmatales

Seima I. Anaeroplasmataceae
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Gentis I. Anaeroplasma

1.7. "Candidatus Phytoplasma’ gentis ir ‘Candidatus Phytoplasma’ raSies

samprata

1995 metais Mollicutes taksonomijos grupé suteiké fitoplazmoms laiking
Candidatus statusg, kadangi jy nustatymas bei klasifikavimas atlickami tik jy
gyvenamosios aplinkos, morfologijos, membranos komponenty ir
nukleortig§¢iy, o ne biocheminiy ir fiziologiniy tyrimy kultiirose pagrindu. Dél
ju nekultivuojamumo dirbtinése terpése. 'Candidatus Phytoplasma‘ genciai
priklauso organizmai: neturintys lastelés sienelés, apsupti vien tik membrana ir
jautriis tetraciklino, bet ne penicilino poveikiui (Doi et al., 1967). Savo forma
yra pleomorfiski, lastelés apimtis svyruoja nuo 200 iki 800 nm. Tai obligatiniai
parazitai, aptinkami augaly karnienoje ir vabzdziy platintojy, mintanciy augaly
sultimis, hemolimfoje, zarnyne bei seiliy liaukose (Kirkpatrick, 1991). Jy
genomo dydis varijuoja nuo 530 iki 1350 kbp (Marcone et al., 1999). DNR
G+C Kkiekis siekia 23-29% (Kollar ir Seemiiller, 1989). Tarpgeninéje srityje

tarp 16S ir 23S rRNR turi tRNR'" (transportiné izoleucino ribonukleortigstis)

sekg (Kuske, Kirkpatrick, 1992; Smart et al., 1994; Gundersen, Lee, 1996;).
UGA tarnauja kaip ,,stop®, o ne triptofano kodonas (Lim, Sears, 1991; Toth et
al., 1994). Specifiniy nukleotidiniy parasy charakteristikos: A — 242 pozicijoje,
T - 286 ir 1247 pozicijoje (IRPCM, 2004). 16S rRNR geno unikalaus regiono
oligonukleotidine seka yra - CAAGAYBATKATGTKTAGCYGGDCT
(IRPCM, 2004).

Atlikus zinomy fitoplazmy 16S rDNR seky sekoskaitg ir RFIP analize,
iSskirta vir§ 30 taksonominiy grupiy ir 90 pogrupiy (1.1. lentelé) (Wei et al.,
2007; 2011), kuriose grupiy homologija siekia 97,5%. Siy grupiy atstovai jau
apraSomi kaip 'Candidatus Phytoplasma‘ genties rasys (IRPCM, 2004; Firrao
et al., 2005). Tolesni tyrimai parodé, jog ruSys kandidatés tarpusavyje gali

turéti ir didesnj nei 97,5% seky panasuma, taciau jy genomo, fitopatologinés ir
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Kitos savybés skiriasi, o tai jrodo taksonominés padéties skirtumg (Firrao et al.,
2005; IRPCM, 2004).

IRPCM  (International = Research  Projekt  for = Comparative
Mycoplasmology) fitoplazmy/spiroplazmy tyrimo grupé pasiilé taisykles
naujy “Candidatus Phytoplasma‘ rasiy, kuriy 16S rDNR seky homologija
didesné nei 97,5%, aprasymui. Kamienai priklauso skirtingoms rasims jei: 1.)
platinami skirtingy vabzdziy; 2.) jy augalai-Seimininkai yra skirtingi arba jy
elgesys tame pacCiame Seimininke yra skirtingas; 3.) yra jrodymy apie
reik§mingus skirtumus gautus DNR hibridizacijos, serologiniy reakcijy ar PGR
pagrindu sudarytais metodais (IRPCM, 2004; Firrao et al., 2005). Siuo metu
daugiau nei 30 'Candidatus Phytoplasma‘ riiSiy jau aprasytos, o dar kelios
rasys laukia savo aprobavimo (Lee et al., 1998; Bertaccini, 2007; Wei et al.,
2007, 2011; Zhao et al., 2009, 2009a; Martini et al., 2012; Davis et al., 2013,;
Quaglino et al., 2013).
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1.1. lentelé: Fitoplazmy klasifikacija paremta in silico RFIP 16S rRNR geny
seky analize. Pagal Wei et al., 2007.

Fitoplazmy 16Sr grupé Fitoplazmy kamienas l(\l;lgnq banko
LeSel: Aster wellows group
[-A Aster vellows witches-broom phyto plasma NC_MFTle
[AYWEB) rrnd
I-A Aster vellows witches'-broom phytoplasma NC_WFTle
[AYWBEB) reaB
I-B Omion vellows phytoplasma mild strain MC_ 5303
[OY-M) rrad
I-B Omnion yellows phytoplasma mild strain W 5303
[OY-M] rraB
I-B “Ca. Phytoplasma asteris’ MR
[-C Clover phyllody phytoplasma strain CPh AFXY a5
- Aster vellows phytoplasma strain PaWB AY 265206
I-E Blueberry stunt phytoplasma strain BBS3 AY265213

I-F

LSl Peanut WE group
-4
-8B
-
-0

LSl X-disease group
-4
-

LeSrIV: Coconut lethal vellows group
V-4

n-B
nv-D

L65eV: Elm vellows group
WA
V-B
WA
V-G

165rVIE: Clover proliferation group
VI-A
165rVIL: Ash vellows group
WVII-A
L6SeVIIE Loofah witches'-broom group
VIII-A
L6SrIX: Pigeon pea witches'-broom group
DE-A
CX-D
L65eX: Apple proliferation group
X-A
X
XD
X-F
l65rXI: Rice vellow dwarf group
XI-A
LeSeXIl: Stolbur group

Aster vellows phytoplasma strain ACLR-AY AY265211

Peanut witches-broom phytoplasma L33Ta5
“Ca. Phvtoplasma aurantitolia’ 1115442
Cactus witches'-broom phytoplasma Al9321a
‘Ca. Phvtoplasma australasiae’ ¥ 1T
Western X-disease phytoplasma LiMaa2
Clover yvellow edge phytoplasma AFLA92IRR
Coconut lethal vellowing phytoplasma AF498307
[LY]-C8)
Phytoplasma sp. LAYS(FE&S)-axaca AFS00334
Canlwdovica pabnata leaf vellowing photo- AF23Tal5
plasrma
‘Ca. Phytoplasma ulmi’ AY 197855
‘Ca. Phytoplasma ziziphi' strain [WHB-G1 ABOS2ETG
Alder yellows phytoplasma strain ALYAR2 AY19Ta42
‘Ca. Phvtoplasma ziziphi'-related strain ABOS2IATS
I'WE-Eaorl
‘Ca. Phytoplasma trifoli’ AYI261
‘Ca. Phytoplasma fracini’ ARG
Loofah witches'-broom phytoplasma AF35340r0)
Pigean pea witches' -broom phytoplasma AF2484957
‘Ca. Phytoplasma phoenicum’ AF515636
“Ca. Phytoplasma mali’ Al542541
‘Ca. Phytoplasma pyri' Al542543
‘Ca. Phytoplasma spartii’ K92pe
“Ca. Phytoplasma prunoram’ A542544
‘Ca. Phytoplasma oryzae’ ABOS2ATS
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Fitoplazmy 16Sr grupé

Geny banko

Fitoplazmy kamienas

Nr.

MI-A

XI-B
X0-C
XO-D
XI-E
16Se XTI Mexican perwinkle virescence
group
XII-A
LeSeXIV: Bermudagrass white leaf group
XIV-A
Lese XV Hibiscus witches-broom group
XV-A
1653V Sugar cane vellow leaf syndrome
group
XVI-A
LeSrXVIL Papaya bunchy top group
XVIEL-A
LeSe XV American (TX +NE] potato
purple top wilt group
EVIE-A
L6Se XN Japanese chestnut witches'-broom
group
XIK-A
16533 Buddhorn witches' broom group
EX-A
lesr XL Pine shoot proliferation group
XXI-A
LeSe3XII: Migerian coconut lethal decline
(LDN) group
XXI-A
LeSe NI E Buddand Valley grapevine
vellows group
XXII-A

LeSe XXV Sorghum bunchy shoot group
EXIV-A
LeSe3NV: Weeping tea tree witches'-
broom group
XXV-A
163 XNVE Mauritins sugar cane vellows
D3TL group
XHVI-A
LeSe RNV Mawritins sugar cane vellows
D3T2 group
XXVIE-A
LeSe 3N VIILE Havana derbid phytoplasma
group
XXVIM-A

‘Ca. Phytoplasma solani’

‘Ca. Phvtoplasma australiense’
Strawbery lethal vellows phyvtoplasma
‘Ca. Phvtoplasma japonicum’

‘Ca. Phytoplasma fragariae’

Mexican periwinkle virescence phytoplasma
‘Ca. Phvtoplasma cynodontis’

‘Ca. Phytoplasma brasiliense’

‘Ca. Phytoplasma graminis’

‘Ca. Phytoplasrma caricae’

‘Ca. Phvtoplasma amercanum’

‘Ca. Phvtoplasma castaneae’
"Ca. Phyvtoplasma rhamni’

‘Ca. Phytoplasma pini’

Phytoplasma sp. strain LN

Buckland valley grapevine vellows phyto-

Plasma

Sorghum bunchy shoot phytoplasma

Weeping tea witches'-hroom phytoplasma

Sugar cane phytoplagma D3TL

Sugar cang phvtoplana DIT2

Drerbid phytoplasma

AJ9e4%ed

L76865
AJM3045
ABOL0425
DO086423

AF248%:0
AJ 550984

AF147708

AYTISXIR

AYTIENHY

DI 7T4122

ABO5498E
H7e431

AJed2155

Y4175

AYDEIS05

ARSI

AFSI1eT2

AJSIRLTG

A3 180

AYT44%45
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1.8. Fitoplazmeos ir ju tyrimai Lietuvoje

Fitoplazmy tyrimai Lietuvoje pradéti mazdaug prie§ tris deSimtmecius.
Tuometiniai tyrimo metodai buvo pagrjsti ultrapjaviy stebéjimais elektroniniu
mikroskopu, ko neuzteko tiksliai iStirti Lietuvoje paplitusiy fitoplazmy
jvairovés. Per § laikotarp; buvo atlikta eile darby, kuriuose nustatyti MLO
augalai Seimininkai bei apraSyti jy sukelti pazeidimai. MLO buvo nustatyti ir
aprasyti naudinguose augaluose, tokiuose kaip: dobilai, morkos, salotos,
svogiinai, bei piktZolése: gyslocial, kiaulpienés, kreisvés, Sunramunés, usnys
(Staniulis, Genyte, 1974; Staniulis, Genyte, 1976; Staniulis, Sutkute, 1979;
Staniulis, 1980). Taip pat buvo tiriamas tetraciklino ir temperattiros poveikis
bakterijoms ir ligos eigai (Genyte, 1975; Genyte, Staniulis, 1975ab). Nustatyti
vabzdziai (Aphrodes bicinctus, Philaenus spumarius, Macrosteles laevis)
galintys pernesti MLO ir atlikti perneSimo su jais bandymai (Genyte, 1975;
Genyte, Staniulis, 1975a) Atlikti cikadeliy auginimo bandymai ir jy biologijos
tyrimai (Genyte, Staniulis, 1976). MLO buvo nustatyti ir jy sukeliami
simptomai buvo apraSyti eil¢je dekoratyviniy augaly (Makutenaite-
Navalinskiene, 1981). Visi Sie darbai padéjo pagrindus ir palengvino vélesnius
fitoplazmy tyrimus.

Tik atsiradus naujiems molekulinés biologijos metodams tapo jmanoma
atlikti patikimga fitoplazmy identifikacijg ir klasifikacija. R. Jomantiené ir D.
Valitinas pirmieji pradéjo tirti fitoplazmas molekuliniais metodais, atskleidé jy
jvairove ir augalus Seimininkus Lietuvoje. Véliau prie jy prisidéjo M.
Samuitien¢ tirdama fitoplazmas dekoratyviniuose augaluose ir L.
Urbanaviciené aptikusi Siuos mikroorganizmus griidinése kulttirose.

Lietuvoje aptinkamy fitoplazmy (1.2. lentelé) 16S rDNR seky analizé
RFIP metodu priskyré jas penkioms grupéms: 16Srl, 16SrIII 16SrV, 16SrXIl,
ir 16SrXXI bei septyniolikai pogrupiy: 16SrI-A, I-B, I-C, I-L, I-M, I-Q, I-R, I-
S; 16SrlllI-B, I1-F, HI-P, 1I-R, HI-T; 16SrV-C, V-E; 16SrXII-E; 16SrXXI-A
(Staniulis et al., 2000; Almintaite et al., 2001; Samuitiené et al., 2002;
Valiunas, 2003; Urbanaviéiené et al., 2005, 2006a,b, 2007; Valiunas et al.,
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2000, 20014, b, 2004; 2006, 2009, 2010; Jomantiené et al., 2000; 2002a, b,

2010).

1.2. lentelé. Lietuvoje aptiktos fitoplazmos.

16Sr fitoplazmy
Radavieté Augalas Seimininkas
pogrupés
Kauno r., Raseiniy r., | Aviza, eglé, hiacintas,
16Srl-A o
Vilniaus r. kermékas, morka
Aukstaitijos nacionalinis | Baltasis dobilas,
16Srl-B parkas, Kauno r., Varénos r., | s¢jamasis miezis,
Vilniaus r. kriausé, obelis
Kauno r., Kédainiy r., | Usnis, baltasis dobilas,
16SrI-C o
Vilniausr. miglé
16Srl-L Kédainiy r., Vilniaus . Rapsas, kardelis
Alytaus ., Kaunor., | Svogtnas, valerijonas,
16SrI-M Klaipédos r., Prieny r., | hiacintas, usnis, gzuolas
Vilniaus r.
16Sr1-Q Neringa Vysnia
16Srl-R Siauliy r. Vysnia
16Srl-S Klaipédos r. Alyva
16Srlli-B Ignalinos r., Kauno r. Raudonasis dobilas
Aukstaitijos nacionalinis | Mélyné
16Srlll-F
parkas, Rokiskio r.
16Srll1-P Kaunorr., Kiaulpiené
16SrllI-R Prieny r. Usnis
16Srl-T Kauno r. Vysnia
Aukstaitijos nacionalinis | Juodalksnis, baltalksnis
16SrV-C
parkas, Varénosr.
16SrV-E Vilniausr. Avieté
16SrXII-E Anyks¢iy r. Braskeé
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16SrXXI-A Kauno r., Varénos r. Pusis

Lietuvoje aptinkamos 16Srl grupés fitoplazmos filogenetiskai labiausiai
giminingos "Candidatus Phytoplasma. asteris® raSiai. 16SrIIl  grupés
giminingos "Ca. P. pruni‘ rasiai. 16SrV grupés aptikta ALY-L fitoplazma
parod¢é didziausia giminingumg 'Ca. P. ulmi‘, kuri priklauso tai paciai 16SrV
grupei. Avietése aptikta 16SrV-E pogrupio fitoplazma parodé didziausig
giminingumg su ‘Ca. Phytoplasma rubi‘ (Davis et al., 2013; Valiunas, 2007), o
pusyse aptikta 16SrXXI-A pogrupio fitoplazma labiausiai gimininga "Ca. P.
pini rasiai (Schneider et al., 2005).

Surinkus pakankamai duomeny, su braskiy (Fragaria X ananasa
Duschene) liga susijusiai fitoplazmai, buvo pasiiilyta suteikti 'Ca. P. fragariae
naujos rusies statusg (Valiunas et al., 2006).

Europoje labiausiai paplitusios fitoplazmos priklauso SeSioms grupéms
16Srl, 16Srlll, 16SrV, 16SrX, 16SrXI ir 16SrXII (Lee et al., 1998; Seemiiller
etal., 1998).

1.9. Augaly apsauga

Fitoplazmos ekonomiSkai Zalingi daugelio naudingyjy augaly patogenai
sukeliantys zymy derliaus sumazéjima. Norint apsisaugoti nuo fitoplazminiy
infekcijy imamasi jvairiy priemoniy. Vieni metodai paveikia naudingajj augala
supancig aplinka, Kiti veikia patj augala.

Veikiant aplinkg svarbiausias uzdavinys yra sustabdyti fitoplazminés
kilmés ligy plitimg (vabzdziai platintojai) bei sunaikinti nattralius jy zidinius
(piktzolés). Siam tikslui Zzemés tkyje dazniausiai naudojami pesticidai bei
agrariniai metodai (McCoy, Williams 1982; Staniulis, 1988). NemaZiau svarbu
zinoti, kurj aplinkos elementg paveikti, kad rezultatas buty optimaliausias.

Pilkington et al. (2004) pastebéjo, kad apdorojus sisteminiais insekticidais tik
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lauko pakrascius, vabzdZziy platintojy populiacijos ir ligy protrikiai Zymiai
sumazéjo. Mori et al. (2008) nustaté atvirks$éig reiSkinj, kai insekticidy
naudojimas visame vynuogiy lauke zenkliai nesumazino Hyalesthes obsoletus
Signoret vabzdziy rtsies populiacijos. Manoma, tokie rezultatai gauti, nes
vynuogés néra H. obsoletus ,mégstami augalai — ant jy maitinasi tik
atsitiktinai (Weintraub, Willson, 2010). Sie duomenys parodo, kad svarbu yra
kontroliuoti ir piktzoliy — natiiraliy infekcijos Saltiniy paplitimg. Tyrimais
jrodyta, kad tam tikros laukiniy augaly raiSys (Cirsium arvensis, Urtica dioica)
sukuria palankesnes salygas ligos plitimui (Bressan et al., 2007; Maixner,
2007), o tinkamu laiku atliktas piktZoliy sunaikinimas, efektyviai sumaZina
vabzdziy platintojy populiacijas (Stark-Urnau, Kast, 2008).

Siekiant apsaugoti naudinguosius augalus sukuriami jvair@is barjerai.
Augalai apsupami kitais augalais, kurie atbaido arba pritraukia vabzdzius nuo
ju (Arocha et al., 2009; Zahavi et al., 2007). Apsaugai naudojami dirbtiniai ir
naturalis mulciai, kurie atbaido arba paveikia platintojy vystymosi ciklg
(Summers, Stapleton, 2002; Weintraub, Willson, 2010). Vienas i$
efektyviausiy apsaugos biidy yra tinkleliy nuo vabzdziy naudojimas (insect-
exclusion screening - angl.). Siag priemone galima panaudoti tik tam tikry
kultiiry, pavyzdZiui, papajy (Elder et al., 2002), vynmedziy (Mannini, 2007),
Svelnaus klimato regionuose apsaugai (Weintraub, Willson, 2010). Barjeriném
priemoném priskiriami taip pat neorganiniy (mineraliniy) medziagy purSkiami
preparatai, kurie sukuria ant augalo mineralines pléveles. Dazniausiai
naudojami yra kaolino (aliuminio silikatas) milteliai (Weintraub, Willson,
2010). Jie veikia dvejopai: uzblokuoja vabzdzio perne$é¢jo kvépavimo takus
arba kliudo jam maitintis ir déti kiauSinélius ant augalo (Puterka et al., 2003).
Kaolinas yra lengvai nuplanamas vandeniu, todél dazni lietiis ir pavirSinio
laistymo sistemos labai sumazina jo efektyvuma (Weintraub, Willson, 2010).

Viena i$ ekologiskiausiy priemoniy kovai su fitoplazmy pernes¢jais yra jy
gamtiniy prieSy: vorai (Araneae), zolblakés (Miridae), bei parazitoidy: vyciy
(Dryinidae, Mymaridae), pipunkulidy (Diptera) panaudojimas (Weintraub,

Willson, 2010). Taip pat bandoma sukurti sistemas, kuriose biity panaudojami
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vabzdziy platintojy Simbiontiniai mikroorganizmai. Siuos miroorganizmus
norima pakeisti taip, kad jie vienu ar kitu budu sukliudyty pernesti fitoplazmas
(Alma et al., 2010).

Efektyviausi biidai sumazinti fitoplazmy sukeliamus Zzemés ikio
nuostolius yra: atspariy rusiy sukiirimas, augalo natiiraliy gynybos sistemy
aktyvavimas ir pacio augalo genetiniy savybiy pakeitimas. Rezistentinés riisys
sukuriamos augaly selekcijos metodais ir pasizymi atsparumu fitoplazmoms
arba savybémis trukdan¢iomis maitintis vabzdziams platintojams (Weintraub,
Willson, 2010). Issiaiskinta, kad kai kurios vynuogiy veislés patiria visiskg
fitoplazminiy simptomy remisijg (Osler et al., 2003; Maixner, 2006). Taip pat
pastebéta, kad augalai jgyja sisteminj atsparumg (systemiC acquired resistance
— angl.) paveikti nariuotakojy ar kity patogeny (Sticher et al., 1997). Remiantis
Siais duomenimis, vykdomi tyrimai siekiant dirbtinai aktyvinti augalo
gynybinius atsakus. Atsakas susidaro sukeliant augalams stresg, naudojant
agrotechninius metodus (gen¢jimas, augalo iSrovimas, dalinis iSrovimas)
(Romanazzi, Murolo, 2008) arba chemines medziagas (benzotiadiazolas,
auksinas, chitozanas, oligosacharidai) (Sticher et al., 1997; Curkovic Perica,
2008; Weintraub, Willson, 2010).

Kitas metodas yra genetiskai modifikuoti augalus, jterpiant j juos genus,
kuriy produktai stabdyty fitoplazmy augimg bei metabolizmg (Bove, Garnier,
2002; Weintraub, Willson, 2010). Tuo tikslu bandoma modifikuoti augaluose
gaminamus lektinus (baltymai suriSantys angliavandenius) taip, kad jie
sutrikdyty vabzdziy perneséjy mitybg arba biity toksiski jiems (Saha et al.,
2006; Weintraub, 2007).

Jau infekuotus augalus galima gydyti naudojant termoterapija ir
krioterapija, O ypacC vertingas augaly ruSis galima atkurti 1§ apikaliniy
meristemy (Bove, Garnier, 2002; Wang, Valkonen, 2008). Augaly gydymui
taip pat naudojami antibiotikai (tetraciklinas) (Davis et al., 1968). Nors tai
efektyvi, taciau trumpalaiké bei brangi priemoné (McCoy, 1982; Kaminska,
Silwa, 2003). Efektyviausiu biidu kontroliuoti ligos plitima, infekcijai patekus j
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naudinguosius augalus (ypa¢ daugiamecius), iSlieka serganciy augaly
naikinimas (Weintraub, Willson, 2010).

Dar neinfekuoty tam tikromis fitoplazmomis teritorijy apsaugojimui
svarbu grieztai laikytis karantino taisykliy (Davis, Lee, 2000; Bertaccini,
2007). Viena i§ karantino priemoniy yra vynmedziy sodinuky apdorojimas
kar$¢iu - taip sunaikinami pernes$éjy kiausinéliai bei fitoplazmos (Caudwell,

1966; Mannini, 2007).

2. TYRIMU MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

Genominés DNR isvalymo rinkinys (Genomic DNA Purification Kit) (MBI
Fermentas).

Klonavimo rinkinys (InsTAclone™ PCR Cloning Kit) (MBI Fermentas).
Plazmidziy i8skyrimo rinkinys (GeneJET Plasmid Miniprep Kit) (MBI
Fermentas).

Agarozé (TopVision Agarose) (MBI Fermentas).

Bisakrilamidas (ROTH).

Etanolis (UAB Stumbras).

Trichlorometanas (ROTH).

TEMED (Sigma-Aldrich).

Amonio persulfatas 98% (Sigma-Aldrich).

Skystas azotas (UAB Elme Messer Lit).

DNR polimerazés:

Tag DNA Polymerase (MBI Fermentas).
AmpliTaq Gold® DNA Polymerase with Buffer (Lifetechnologies).
10x TA (Tris acetatinis) buferis: Tris bazé - 48,669, EDTA

(etilendiaminotetraacto rugstis) — 7,44g, lediné acto rugstis — apie 15ml, iki pH

8, dist. vanduo — iki 1 litro.
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10x TBE (Tris-borato-EDTA) buferis: Tris bazé — 108g, boro rtigstis — 55g,
0,5M EDTA pH8 — 40ml, dist. vanduo - iki 1 litro.

LB terpé (skysta arba agarizuota):

Bakto-triptonas 10g, Bakto-mieliy ekstraktas 5g, NaCl 10g, distiluotas vanduo
—iki 1 litro. Standinimui pridéti 15g agar-agaro.

Restrikcijos buferiai:

Paimti i§ atitinkamos restrikcijos endonukleazés rinkinio (MBI Fermentas)

Buferis 1 — 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 10 mM MgCl,, 0,1 mg/ml BSA

(jaucio serumo albuminas);

Buferis 2 — 10mM Tris-HCI (pH 8,5), 10 mM MgCl,, 100 mM KClI, 0,1

mg/ml BSA;
Buferis 3 — 33mM Tris-acetatas (pH 7,9), 10 mM Mg-acetatas, 66 mM
K-acetatas, 0,1 mg/ml BSA (MBI Fermentas).
Restrikcijos endonukleazés 10 U/ul: Alul, Bfal, Msel, Kpnl, Hhal, Haelll,
Hpall, Rsal, Hinfl, Tagl (MBI Fermentas).

Etidzio bromidas: koncentruotas tirpalas — 10 mg/ml; darbinis tirpalas- 0,5-1

ug /ml.

Dazai:

EtidZio bromidas (Boehringer Mannheim GmbB)

Agaroziniam geliui: 6 x Loading Dye — 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 0,03%
bromfenolio mélis, 60% glicerolis, 60 mM EDTA (MBI Fermentas).
Bisakrilamidiniam geliui: 6 x Loading Dye (MBI Fermentas).

DNR dydZio Zzymenys:

GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder (MBI Fermentas).

phiX174 DNA/BsuRI (Haelll) (MBI Fermentas).

2.2 Vabzdziy pavyzdziy rinkimas ir paruosSimas

Vabzdziy pavyzdziai nuo zoliniy augaly buvo pagauti naudojant

entomologinj graibstg. Nuo sumedéjusiy augaly vabzdziai buvo renkami
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naudojant mustukg ir padékla. Sugauti vabzdziai buvo atrinkti naudojant
ckshauster] ir numarinti etanolio tirpale. Tolimesniems tyrimams bei
saugojimui vabzdziai buvo sugrupuoti pagal morfologinius pozymius ir

perkelti j ependorfinius mégintuvélius su 90% etonalio tirpalu.

2.3. Vabzdziy identifikavimas ir klasifikacija

Cikadeliy pavyzdziai, naudojant Europoje paplitusiy Hemiptera biirio
vabzdziy apibtdintojus (Ossiannilsson, 1978; 1981; 1983), buvo identifikuoti
ir klasifikuoti pagal morfologinius kiuino daliy ir lytiniy organy pozymius,
stebint juos pro binokuliarg. Sunkiai apibtidinami vabzdziai buvo nusiysti
entomologui dr. G. Sdderman j Suomijos aplinkotyros instituta (Finnish
Environment Institute, Helsinki, Finland). Vabzdziy nuotraukos gautos
naudojant gamtos tyrimy centro laisvosios prieigos centro binokuliarg (Nikon

SMZ 800) su jmontuota kamera (Nikon DS-Fil) ir fotovaizdinimo jranga.

2.4. Tyrimams pasirinkti vabzdziai

Anaceratagallia ribauti (Ossiannilsson 1938)
Auchenorrhyncha pobtirio Cicadellidae seimos Agallinae poseimiui

priklausanti rGsis (2.1. pav.) placiai paplitusi Europoje ypac¢ vakary

2.1. pav.: Anaceratagallia ribauti.

palearktiniame regione, aptinkama sausose pievose, kopose, saulétose
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pakran¢iy atodangose. Ziemoja suaugélés patelés. Per metus issivysto viena
karta. Suaugéliai aptinkami kovo — balandzio ir liepos — spalio ménesiais;
aptinkamos ant Plantago genties ir Fabaceae, Lamiaceae Seimos augaly
(Ossiannilsson, 1981; Nickel, Remane, 2002).

Aphrodes sp. Curtis 1829
Auchenorrhyncha pobitrio Cicadellidae seimos Aphrodinae poseimiui

priklausanti gentis (2.2. pav.). Danijoje ir Fennoskandijos regione aptinkamos

2.2. pav.: Aphrodes sp..

dvi Sios genties raSys A. makrovi Zachvatkin 1948 ir A. bicincta (Schrank,
1776). Abi aptiktos taip pat ir Lietuvoje (Séderman et al., 2009). Sios rays
morfologiskai labai panasios, todél daznai yra painiojamos. A. makrovi placiai
paplitusi palearktiniame ir nearktiniame regionuose. Aptinkama pievose,
lankose, dirbamuose laukuose. Ziemoja kiausino stadijoje. Per metus i$sivysto
viena karta. Suaugé¢liai aptinkami geguzés — spalio meénesiais. Polifagai —
daznai aptinkami ant Urtica dioica, Taraxacum sp. ir kity augaly. A. bicincta
reCiau Europoje aptinkama riisis. Pagrindinés jy buveinés sausos ir Slapios
pievos, laukai. Suaugéliai pasirodo liepg — rugséji. Oligofagai — daZniausiai
maitinasi ant Fabaceae $eimos augaly. Per metus subresta viena karta. Ziemoja
kiausinio stadijoje (Ossiannilsson, 1981; Nickel, Remane, 2002; S6derman et
al., 2009).
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Aphrophora alni Fallen 1805
Auchenorrhyncha pobirio Aphrophoridae Seimai priklausanti rasis (2.3.

pav.) gausiai paplitusi visoje Europoje, Alzyre, Maroke, Siaurés, centrinéje ir

P

2.3. pav.: Aphrophora alni.

ryty Azijoje. Suaugeliai aptinkami birzelio-rugséjo menesiais. Per metus
subresta viena karta. Ziemoja kiausinéliai. Nimfos daZniausiai aptinkamos
dideliuose puty gumuluose ant dviskil¢iy augaly stieby pamatiniy daliy.
Polifagai — suaugéliai gali maitintis ant sumedéjusiy augaly (Betula pubescens,
Alnus glutinosa, Salix sp.), nimfos aptinkamos tik ant Zoliniy (Ossiannilsson,
1981; Nickel, Remane, 2002).

Arthaldeus striifrons (Kirschbaum 1868)

Auchenorrhyncha pobiirio Cicadellidae Seimos Deltocephalinae

2.4. pav.: Arthaldeus striifrons.

poseimiui priklausanti rasis (2.4. pav.) paplitusi visoje Europoje — ypac
Vidurzemio regione, retai aptinkama Siaurés ir ryty Europoje. Randama
drégnose ir pajirio pievose bei lankose. Monofagai — dazniausiai maitinasi ant
Festuca genties augaly. Per metus iSsivysto 1-2 kartos. Suaugéliai aptinkami

liepos — rugpjii¢io ménesj (Ossiannilsson, 1983; Nickel, Remane, 2002).
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Cacopsylla mali (Schmidberger 1836)
Sternorrhyncha pobirio Psyllidae Seimai priklausanti rasis (2.5. pav.)

paplitusi visame palearktiniame regione, daznai aptinkama piety ir centrinéje

-
5

2.5. pav.: Cacopsylla mali.

Ryty Fennoskandijos dalyje, introdukuota Siaurés Amerikoje, Australijoje.
Ziemoja kiausinéliy stadijoje. Kiauginéliai dedami rugpjacio-rugséjo ménesiais
ant Ziemojan¢iy pumpury, jauny tgliy ir Sakeliy. Per metus iSsivysto viena
karta. Nimfos pradeda ristis balandzio-geguzés ménesj. Suaugeliai aptinkami
birzelio ir spalio ménesj. Oligofagai — dazniausiai maitinasi ant Malus genties
augaly, taip pat aptinkami ant Pyrus genties augaly. Zinomi kaip sody kenkéjai
(Ossiannilsson, 1992).

Cicadella viridis (Linnaeus 1758)
Auchenorrhyncha pobiirio Cicadellidae seimos Cicadellinae poseimiui

priklausanti rusis (2.6. pav.) paplitusi Europoje bei palearktinéje Azijos dalyje.

2.6. pav.: Cicadella viridis.

Aptinkama pievose, lankose, pelkése, miskuose. Ziemoja kiauginélio stadijoje.
Kiausinélius deda bei daznai aptinkama ant Juncus, Carex, Scirpus genties
augaly. Per metus iSsivysto 1-2 kartos. Polifagai — besimaitinantis ant 166

augaly rasiy i§ 39 Seimy. Zinoma, kaip vaismedziy, vynmedZiy, javy, cukriniy
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runkeliy, kopiisty ir Alnus, Betula, Salix kenkéjas. Augalus pazeidzia patelés

kiauSinéliy déjimo metu (Ossiannilsson, 1983; Nickel, Remane, 2002).

Euscelis incisus (Kirschbaum 1858)

Auchenorrhyncha pobiirio Cicadellidae Seimos Deltocephalinae
poseimiui priklausanti rasis (2.7. pav.) paplitusi visame palearktiniame
regione, iSskyrus jo Siaurines dalis. Aptinkama jvairaus tipo pievose, kopose.
Per metus subresta 1-2 kartos. Ziemoja kiauginélio arba nimfos stadijoje.

Suaugeéliai pasirodo balandzio —

2.7. pav.: Euscelis incisus.
geguzés ir birZzelio -
rugséjo ménesiais. Oligofagai — maitinasi ant Fabaceae ir Poaceae Seimos

augaly (Ossiannilsson, 1983; Nickel, Remane, 2002).

Lepyronia coleoptrata (Linnaeus 1758)
Auchenorrhyncha pobtrio Aphrophoridae Seimai priklausanti riisis (2.8.

pav.). Aptinkama visame palearktiniame regione. Polifagai — dazniausiai

2.8. pav.: Lepyronia coleoptrata.

aptinkami ant Poaceae ir dviskil¢iy augaly. Taip pat minta ir ant sumedéjusiy
augaly (Salix, Populus, Betula, Corylus), todél Sig rasj galima rasti ne tik

pievose, bet krimynuose ir miskuose. Ziemoja kiausinéliai. Per metus i$sivysto
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viena karta. Suaugéliai pasirodo birzelj — rugséjj (Ossiannilsson, 1981; Nickel,
Remane, 2002).

Macrosteles sexnotatus (Fallen 1806)
Auchenorrhyncha pobiirio Cicadellidae seimos Deltocephalinae

poseimiui priklausanti rasis (2.9. pav.) paplitusi visame palearktiniame

2.9. pav.: Macrosteles sexnotatus.

regione. Randama jvairaus tipo pievose, dobily laukuose, ganyklose, paezeriy
ir pajirio pievose, pelkynuose. Per metus i§sivysto dvi kartos. Ziemoja
kiauSin¢lio stadijoje. Suaugéliai aptinkami birzelj — rugséji. Polifagai — daznai
aptinkami ant Poaceae, Juncaceae, Cyperacea Seimos augaly (Ossiannilsson,
1983; Nickel, Remane, 2002).

Philaenus spumarius (Linnaeus 1758)
Auchenorrhyncha pobiirio Aphrophoridae seimai priklausanti rtsis (2.10.

pav.) dazna visame palearktiniame regione. Aptinkama pievose, dirbamuose

2.10. pav.: Philaenus spumarius.

laukuose, krimynuose, miskuose. Per metus issivysto viena karta. Ziemoja
kiauSinéliuose. Nimfos apsisaugojimui apsigaubia putu gumulais. Suaugéliai

randami birzelio — spalio ménesiais. Polifagai — daZniausiai minta ant
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dviskil¢iy Zoliniy augaly, taciau gali misti ir ant sumed¢jusiy augaly jauny
tgliy. Suauge individai gali skraidyti, bet tik trumpus atstumus. Migracijos
kryptis priklauso nuo vyraujancio véjo krypties (Ossiannilsson, 1981; Nickel,
Remane, 2002).

Stenocranus minutus (Fabricius 1787)
Fulgoromorpha pobiirio Delphacidae Seimos Stenocraninae posSeimiui

priklausanti raisis (2.11. pav.) dazna vakary palearktikos regione. Aptinkama

2.11. pav.: Stenocranus minutus.

pievose, kopose, smélétose lygumose pelkése ir miskuose. Ziemoja suaugéliai.
Per metus subresta viena karta. Suaugeliai aptinkami rugséjj-birZel;.
Monofagai — minta ant Dactylis genties augaly — dazniausiai ant Dactylis

glomerata, D. polygama (Ossiannilsson, 1978; Nickel, Remane, 2002).

2.5. Fitoplazmuy perneSimo vabzdziais bandymai

Pernesimo bandymams atlikti atskiroje Siltnamio sekcijoje 1§ sékly buvo
iSaugintos sveiky augaly baltyjy dobily (Trifolium repens L.); Ziemiy
(Catharanthus roseus (L.) G.Don) ir branto (Cuscuta sp.) sodinukai. Cikadelés
(Euscelis incisus (Kirschbaum 1858) kolonijos jveisimui buvo surinktos i$
pievy, kuriose nebuvo aptikta fitoplazmomis uzkrésty augaly. Vabzdziai buvo
patalpinti j tinkleliu uzdengtus insektariumus su baltaisiais dobilais. Véliau jie
bei augalai, kuriais jie mito buvo patikrinti, siekiant nustatyti fitoplazmines
infekcijas. Rezultatai parodé, jog augalai bei cikadelés neuzkrésti

fitplazmomis.
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Infekuoti dobily filodijos (CPh) fitoplazma baltieji dobilai buvo surinkti
1§ lauky (Kauno raj.), kur anks¢iau buvo aptiktos Sios fitoplazmos. Infekuoti
augalai buvo panaudoti CPh fitoplazmos perkélimui branto pagalba 1 sveikas
ziemes, kurios véliau buvo panaudotos §ios fitoplazmos perkélimui j sveikus
baltyjy dobily daigus. Sie savo ruoztu buvo panaudoti cikadeléms uzkrésti.
Visi augalai prie§ ir po CPh fitoplazmos perkélimo bandymy nuo dobilo
dobilui buvo tikrinami d¢l fitoplazminio uzkrétimo.

Perkélimo cikadelémis bandymui buvo atlikti Silthamyje bei spintoje su
regulivojamu ap$vietimo rezimu. Vabzdziy kontrolei buvo panaudoti
geltonieji, lipnieji lapai-gaudyklés. Dirbtinai veisiamy, sveiky E. incisus 3-4
stadijos nimfy 20-30 individy grupés buvo patalpintos j insektariumus su CPh
fitoplazma uzkréstais dobilais 14 dieny ,,jgijimo* laikotarpiui. ISgyvene
individai (20-25-23 — min-max-vidurkis) buvo surinkti bei perkelti |
insektariumus su sveikais dobilais 2-3 savaitéms inokuliacinio maitinimosi
laikotarpiui. Kontrolei buvo panaudoti sveiki baltyjy dobily daigai, patalpinti j
insektariumus be cikadeliy. Po inokuliacinio laikotarpio augaly bei vabzdziy
pavyzdziai buvo surinkti fitoplazmy aptikimui bei identifikacijai, o augalai
nupurksti insekticidu. Per visg bandymy laikotarpj augalai buvo laikomi
uzdaruose insektariumuose. Po 2-3 savai¢iy inokuliacinio laikotarpio augalai

buvo pakartotinai patikrinti dél fitoplazminio uZzkrétimo.

2.6. Simptomatiniai augalai

Pavyzdziai buvo surinkti jvairiose Lietuvos vietovése nuo augaly su
budingais fitoplamom simptomais (2.2. lentel¢): pageltimas, filodija, ziedlapiy
pazaliavimas, zemaiige, krimijimas, ragany Sluotos, augalo apmirimas ir kt.
Méginiai buvo dedami ] politileninius maiSelius su sudrekinty filtriniu
popieriumi ir uzregistruojami. Laboratorijoje pavyzdziai buvo susmulkinti,
iSpjaustytos gyslos ir sudéti ] mazesnius maiSelius su detalesniais aprasymais
(méginio numeris, surinkimo data, riisis, vietove, simptomai) bei uzSaldyti -

20°C temperatiiroje.
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2.7. Augaly ir vabzdziy DNR iSskyrimas

Skyrimas atliekamas naudojant Genominés DNR i§valymo rinkinj pagal
gamintojo rekomendacijas su modifikacijomis — ilgesni centrifugavimo
intervalai: 1.) +0,5min.; 2.) +8 min.; 3.) +6-7 min.

Skiriamojoje DNR yra augalo/vabzdzio DNR kartu su santykinai maza
koncentracija fitoplazmy DNR. Pasirinktg méginj sutriname grastuvélyje
naudojant skystg azotg. Nedidel; kieki méginio (apie 25-30 mg) suberiame |
Eppendorfo mégintuvelj ir uzpilame 200 pl dejonizuoto vandens. Po to jpilame
400 pl lizés tirpalo ir inkubuojame meégintuvelius 10 min 65 °C vandens
vonioje. ISémus i§ vonios, jpilame | meégintuvélius 600 pl chloroformo.
PamaiSome mégintuvélio turinj apveréiant 3-5 kartus ir centrifuguojame
Eppendorfo mikrocentrifugoje 2,5 min 16000 aps./min. 80 ul precipitacijos
tirpalo (DNR nusodinimui) jpilame j naujg Eppendorfo mégintuvélj ir
pridedame 720 ul dejonizuoto vandens. | paruostg tirpalg supilame virSuting
vandeningaja (angl. - aqueous) nucentrifuguoto tirpalo fazg. PamaiSome 1 min
ir centrifuguojame 10 min 16000 aps./min. Po centrifugavimo, atsargiai
nupilame skystj. Likusig ant dugno DNR istirpiname 100 pl NaCl (1,2 M)
tirpalo, jsitikiname, kad iStirpo. Po to jpilame 300 pul 95% (Salto) etilo
alkoholio, kad vél nusodintume DNR ir pamaiSome. Tirpalg laikome 1-20 val.
-20 °C temperatiiroje. Po to tirpalg vél centrifuguojame 6 min 13000 aps./min.
Etilo alkoholj iSpilame ir vél jpilame 70% etilo alkoholio. Centrifuguojame 10
min 16000 aps./min, iSpilame etilo alkoholj ir palaikome pravirus
meégintuvélius, kad galutinai i§garuoty alkoholis. Véliau DNR istirpiname 80 pl
dej. vandens. Vandenyje istirpinta DNR galima saugoti ilgesnj laikg 4 °C

temperatiiroje.
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2.8. Lizdiné PGR

ParuoSiame PGR reakcijos miSin; dviem reakcijoms. | Eppendorfo

mégintuvelj jpilame 59,5 pl dejonizuoto vandens, 16 ul 25 mM MgCly , 10 pl

10 x PGR buferio, 8 pl 2,5 mM dNTP miSinio, 2 pl 20 pM/ universalaus P1A
(5'-AACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC-3") pradmens ir 2 pl 20 pM
universalaus 16S-Sr (5'-GGTCTGTCAAAACTGAAGATG-3') pradmens,
viskg pamaiSome ir jpilame 0,5 pul 5 U/ul Taq DNR polimerazés, viskg vél
pamaiSome ir trumpai centrifuguojame (keleta sekundziy). I kontrolinj
meégintuvélj jpilame 48,5 pl reakcijos misinio ir 1,5 pl dejonizuoto vandens. |
reakcin] mégintuvélj jpilame taip pat 48,5 pl rekcijos misinio ir 1,5 pl bendros
DNR tirpalo. Vél trumpai centrifuguojame ir vykdome PGR reakeijg naudojant
Eppendorf termociklerj. Reakcijos sglygos: 1.) 94 °C 2 min; 2.) 94 °C 1 min;
3.) 55 °C 2 min; 4.) 72 °C 3 min; 5.) 2-4 etapai kartojami 35 kartus; 6.) 72 °C
20 min. UZbaigus pagrinding reakcija, reakcijos miSinys atSaldomas iki 4 °C.
Sios PGR reakcijos metu padauginome 1,8 kb ilgio fragmenta, kuriame yra
16S rRNR geno sekos, tarpgeninis tarpiklis ir 23S rRNR 5° galas.

Antrajai PGR reakcijai paruoSiame tokj patj reakcijos misinj, tik jdedame
kita pradmeny pora po 20 pM/ul - R16F2n/R16R2n  (5'-
GAAACGACTGCTAAGACTGG-3'/5'-TGACGGGCGGTGTGTACAAAC-
3"), amplifikuojancig 16S rDNR sekas. MiSinius kontrolei ir reakcijai
supilstome taip pat, kaip ir pirmai reakcijai, tik vietoj bendros DNR tirpalo
pilame 1,5 pl pirmoje reakcijoje gauto PGR produkto, praskiesto santykiu 1:50.
Antroji PGR reakcija vykdoma tokiomis paciomis sglygomis, kaip ir pirmoji

reakcija.

2.9. PGR produkty RFIP analizé

Restrikcijos  miSinius  paruoSiame naudodami §ias  restrikcijos

endonukleazes: Alul, Bfal, Msel, Kpnl, Hhal, Haelll, Hpall, Rsal, Hinfl, Taql.
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I Eppendorfo meégintuvélius jpilame po 13 pl dejonizuoto vandens, po 4 ul
PGR produkto, po 2 ul endonukleazei specifinio buferio, pateikto restrikcijos
endonukleazés rinkinyje, ir po 1 pl kiekvienos restrikcijos endonukleazés.
Trumpai nucentrifuguojame (keleta sekundziy) ir inkubuojame termostate 37

°C temperatiiroje 4-12 val.

2.10. DNR elektroforezé

PGR produkty elektroforezé 1% agaroziniame gelyje

DNR elektroforezé atlickama 1% agaroziniame gelyje 1 x TA
buferiniame tirpale 1 val., naudojant horizontalias agarozés ploksteles, esant
80-90 V jtampai. Pagausinty PGR produkty dydzio nustatymui naudojamas
DNR dydzio markeris - GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder, kurio fragmenty
dydziai yra: 3000, 2000, 1500, 1200, 1000, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200,
100 bp. Po elektroforetinio frakcionavimo gelis dazomas etidzio bromido
tirpale (20 min.) (1pg/ml) bei atplaunamas nuo nesuristo dazo vandenyje (10
min.). ISsiskirs¢iusi DNR buvo stebima UV S§viesoje transiliuminatoriumi.
Gautas gelio vaizdas fiksuojamas Bio-Rad GelDoc XR geliy dokumentavimo

sistema.

Restrikcijos fragmenty vertikalioji elektroforezé 5% bisakrilamidiniame
gelyje

Vertikalioji elektroforezé 5% bisakrilamidiniame gelyje vykdoma po
restrikcijos miSiniy inkubacijos. 5% bisakrilamidinio gelio sudétis: 18 ml dist.
vandens, 2,5 ml 10 x TBE buferio, 4,5 ml 40% bisakrilamido, 310 ul 10%
amonio persulfato, 15,6 pul 99% TEMED. Kambario temperatiiroje gelis
polimerizuojasi mazdaug 45 min. Po to gelj jstatome vertikaliai |
elektroforezés prietaisg ir jpilame 1 x TBE buferio.

Pries elektroforezg i restrikcijos miSiniy meégintuvélius jpilame 3,3 ul

dazo (6 x Loading Dye, MBI Fermentas). | krastinius Sulinélius jpilame
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markerio, phiX174 DNAJ/BsuRl (Haelll), restrikcijos fragmenty ilgio
nustatymui, kurio fragmenty dydziai yra: 1353, 1078, 872, 692, 310, 281, 271,
234, 194, 118, 72 bp. Elektroforezé vykdoma 1 val, naudojant 160 V (150-
180V) jtampa. Po elektroforezés gelis dazomas 20 min etidzio bromido tirpale.
Po to praplaunamas distiliuotu vandeniu 10 min.. DNR stebima UV §viesoje
fotovaizdinimo kameroje (Bio-Rad Molecular Imager® Gel Doc™ XR+
System). Gelio vaizdas fiksuojamas Bio-Rad GelDoc XR geliy

dokumentavimo sistema (Image Lab™),

2.11. PGR pagausinty genu klonavimas

PGR pagausinti 16S rRNR, rpl22/rps3, secY genai buvo klonuoti j
pUC57 klonavimo vektoriy, naudojant Inst/Aclone™ PCR Product Cloning
Kit klonavimo rinkinj. Klonavimas buvo atliktas pagal gamintojy nurodymus.
Rekombinantiniai  klonai buvo atrinkti pagal [(-galaktozidazés o-
komplementacijos testg. Klonai buvo atrinkti pagal Alul, Msel, Hhal, Hpall,

Hinfl, Rsal, Bfal restrikcijos profilius.

2.12. rDNR nukleotidinés sekos nuskaitymas (sekoskaita)

Fitoplazmy rDNR nukleotidinés sekos nustatymui buvo padaugintos ir
iSvalytos rekombinantinés plazmidés, o taip pat paruosti atitinkami, sekoskaitai
skirti pradmenys. Plazmidés is$skirtos naudojant GeneJET Plasmid Miniprep
Kit (MBI Fermentas) plazmidziy skyrimo rinkinj pagal gamintojo
rekomendacijas. DNR sekoskaita buvo atliktas automatiniu metodu
Biotechnologijos instituto ir ,,Macrogen* sekoskaitos centruose.

Sekvenavimui naudoti Sie pradmenys:
16S rDNR F2n/R2n; rpl22 F1A/R1A; secY F1/R1 PGR produktams

sekvenuoti;
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F2n 5’-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’

R2n 5’-TGACGGGCGGTGTGTACAAAC-3’
FIA5-TTTTCCCCTACACGTACTTA-3’

R1A 5>-GTTCTTTTTGGCATTAACAT-3’
F15-GGACATAAGTTAGGTGAATTT-3’

R1 5’-ACGATATTTAGTTCTTTTTGG-3’

Sekoskaitai nuo plazmidinio vektoriaus pUC57 naudoti M13F, M13R.
MI13F 5’-GAAACGACTGCTAAGACTGG-3’

MI13R 5’-CGGGGTTTGTACACACCGCCCGTCA-3’

2.13. Nukleotidiniy seky kompiuterinis apdorojimas ir analizé

Visi darbai atlikti remiantis Lee et al. (1998), Zhao et al. (2009)
straipsniais bei kompiuteriniy programy naudojimo vadovy apras§ymais.

Nuskaitytos 600-700bp ilgio sekos buvo apjungiamos ] vientisg seka,
naudojant DNASTAR programg SeqManTMII kelig. Sekos persidengé
tarpusavyje 2-4 kartus, kas buvo biitina rezultaty tikslumui.

Seky palyginimas. Surinkty ir iSsaugoty tiriamyjy rDNR seky
palyginimas buvo atliekamas DNASTAR MegAlign pagalba. Tiriamosios
DNR sekos buvo sudedamos j programos langg ir toliau DNR seky tyrimas
buvo atliekamas pagal programos pagalbos rekomendacijas.

Gautos sekos buvo palygintos su NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov)
duomeny bazéje esanciomis fitoplazmy geny sekomis naudojant Sios bazés
internetin] jrankj BLAST pagal NCBI interneting¢je svetain¢je pateiktas
rekomendacijas.

iIPhyClassifier (http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-
bin/resource/iphyclassifier.cgi) (Zhao et al., 2009) internetinis jrankis buvo
panaudotas siekiant nustatyti fitoplazmy giminingumg atitinkamam fitoplazmy
pogrupiui pagal gautas fitoplazmy 16S rRNR geny sekas. Taip pat tuo paciu

jrankiu buvo sudaryti seky virtualios RFIP analizés profiliai. Visi veiksmai
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buvo atlikti  vadovaujantis  §io  jrankio  svetaingje  pateiktomis
rekomendacijomis.

Nuskaitytos ir surinktos rDNR sekos kartu su i§ tarptautinio Geny banko
duomeny bazés (GenBank, www.ncbi.nlm.nih.gov) gautomis sekomis buvo
analizuojamos, konstruojant filogenetinius evoliucinius medzius. Taip buvo
nustatytas fitoplazmy giminingumas ir evoliucija. Filogenetiniai medziai buvo
konstruojami naudojant MEGAS.2 kompiutering programg (Tamura et. al.,
2011). I8 pradziy paruostos vienodo ilgio 16S rDNR sekos buvo iSsaugomos
Microsoft notepad programoje, pagal medziy konstravimo programy gamintojy
rekomendacijas Text only formatu. Po to buvo atidaroma MEGAS.2, ClustalX
programa, ir tiriamos sekos sudedamos ] atitinkamg langg. Sekos buvo
palyginimos, paSalinamos seky vietos su iSkritomis ir nubraiZomas Neighborn
joining (N-J) medis, naudojant artimiausiy grupiy apjungimo metodg pagal
1000 medziy statistinio patikimumo analizg. Atskaitos tasku buvo pasirinkta
Acholeplasma laidlawii ribosominiy baltymy seka ir Acholeplasma palmae
rDNR seka, kaip labiausiai filogenetiSkai nutolusio protévinio organizmo seka,
ir toliau TreeView arba MEGAS.2 programoje, buvo gaunamas filogenetinis
evoliucinis medis. Filogenetinis medis buvo atitinkamai apipavidalinamas

jvairiomis kompiuterinémis grafinémis programomis.
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3. DARBO REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Identifikuotos vabzdziy ir augaly rasys

Tyrimo metu buvo surinkti vabzdziy pavyzdziai priklausantys 35

Hemiptera biirio rGsims: astuonios i§ jy identifikuotos iki genties lygio. (3.1

lentelé).

3.1. lentelé: Vabzdziy rasys ir gentys.

VabzdZio rusis ‘ Vieta ’ Data
Pobiiris: Auchenorrhyncha

Antseimis: Cercopoidea

Seima: Aphrophoridae

Aphrophora alni Dvarcionys, Vilniaus r. 2012.08.25
Aphrophora alni Mazieji Gulbinai, Vilniaus r. | 2012.08.30
Aphrophora alni Muniskiai, Kauno r. 2012.08.07
Aphrophora alni Muniskiai, Kauno r. 2010.08.28
Lepyronia coleoptrata Muniskiai, Kauno r. 2012.08.12
Neophilaenus sp. Muniskiai, Kauno r. 2010.09.08
Philaenus spumarius Dvarcionys, Vilniausr. 2012.08.24
Philaenus spumarius Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.29
Philaenus spumarius Muniskiai, Kauno r. 2012.08.09
Philaenus spumarius Muniskiai, Kauno r. 2010.09.09
AntSeimis: Membracoidea

Seima: Cicadellidae

Poseimis: Agalliinae

Agallia sp. Muniskiai, Kauno r. 2010.08.25
Anaceratagallia ribauti Muniskiai, Kauno r. 2010.08.26
PoSeimis: Aphrodinae

Aphrodes sp. Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.31
Aphrodes sp. Muniskiai, Kauno r. 2012.08.08
Aphrodes sp. Muniskiai, Kauno r. 2010.08.27
Poseimis: Deltocephalinae

Arthaldeus pascuellus Munigkiai, Kauno r. 2010.08.29
Arthaldeus pascuellus Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Arthaldeus striifrons Munigkiai, Kauno r. 2010.08.30
Arthaldeus striifrons Munigkiai, Kauno r. 2012.08.02
Athysanus sp. Muniskiai, Kauno . 2010.08.31
Balclutha calamagrostis | Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
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Balclutha punctata

Muniskiai, Kaunor.

2010.09.01

Elymana sulphurella Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Elymana sulphurella Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Errastunus ocellaris Munigkiai, Kauno r. 2010.09.03
Euscelis incisus Munigkiai, Kauno r. 2012.08.11
Euscelis incisus Munigkiai, Kauno r. 2010.09.04
Graphocraerus ventralis | Muniskiai, Kauno r. 2010.09.05
Jassargus flori Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Macrosteles cristatus Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Macrosteles sexnotatus Muniskiai, Kauno r. 2010.09.06
Macrosteles sexnotatus Dvarc¢ionys, Vilniaus r. 2012.08.24
Macrosteles sp. Muniskiai, Kauno r. 2010.09.07
Macrosteles sp. Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Psammotettix alienus Muniskiai, Kauno r. 2010.09.10
Psammotettix confinis Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Psammotettix confinis Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Psammotettix sp. Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Sagatus sp. Muniskiai, Kauno r. 2010.09.11
Verdanus abdominalis Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Poseimis: Cicadellinae

Cicadella viridis Mazieji Gulbinai, Vilniaus r. | 2012.08.10
Cicadella viridis Muniskiai, Kauno r. 2010.09.02
PoSeimis: Typhlocibinae

Chlorita paolii Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Chlorita paolii Mazieji Gulbinai, Vilniaus r. | 2012.08.23
Edwardsiana sp. Muniskiai. Kauno r. 2012.08.02
Edwardsiana sp. Ziezmariai, Kai§iadoriy r. 2012.08.02
Edwardsiana sp. Dvarc¢ionys, Vilniaus r. 2012.08.24
Empoasca vitis Dvarcionys, Vilniaus r. 2012.08.24
Empoasca vitis Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Eupteryx atropunctata Dvarc¢ionys, Vilniaus r. 2012.08.24
Notus flavipennis Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Zygina flammigera Dvarcionys, Vilniausr. 2012.08.24
AntSeimis: Fulgoroidea

Seima: Delphacidae

Poseimis: Delphacinae

Javesella pellucida Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Javesella pellucida Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23
Xanthodelphax straminea | Muniskiai, Kauno r. 2012.08.02
Poseimis: Stenocraninae

Stenocranus minutus Dvarc¢ionys, Vilniaus r. 2012.08.24
Stenocranus minutus Mazieji Gulbinai, Vilniausr. | 2012.08.23

Pobiris: Sternorrhyncha
AntSeimis: Psylloidea
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Seima: Psyllidae

Cacopsylla mali

Muniskiai, Kauno r.

2012.08.02

Cacopsylla mali

Ziezmariai, KaiSiadoriy r.

2012.08.02

Surinkti augaly pavyzdziai priklauso 39 rasims: trys i$ jy identifikuotos

iki genties lygio (3.2 lentele).

3.2. lentelé: Visy surinkty ir bandymams naudoty simptomatiniy augaly

sgrasas.
Augalo rusis Vietove Simptomai
Allium cepa L. — Valgomasis svogiinas | Babtai, Filodija
Kauno r.
Alnus glutinosa (L.) Gaerth. — Tamosava, Pageltimas
Juodalksnis Traky r.
Apium graveolens L. — Salieras lapinis | Tamosava, Pageltimas
Traky r.
Armoracia rusticana P.Gaertn., B. Mey | Punia, Pagelte lapo
et Scherb. — VValgomasis krienas Alytausr. pakrasciai, gyslos
rySkiai geltonos,
sunykes ziedas
Campanula sp. L. — Katilélis Punia, Filodija
Alytaus r.
Cannabis sativa L. — Séjamoji kanapé Tamosava, Pageltimas
Trakyr.
Caragana arborescens Lam. — Merkinés Kriimijimas
Paprastoji karagana piliakalnis,
Varénos r.
Centaurium erythraea Rafn — Skétiné Muniskiai, Pageltimas,
Sirdazolé Kaunor. zemauge,
kriimijimas
Cirsium arvense (L.) Scop. — Dirviné Muniskiai, Sakojimasis,
usnis Kauno r. pageltimas,
Zemauge
Cirsium arvense (L.) Scop. — Dirviné Balbieriskis, | Pabale lapai
usnis Prieny r.
Convolvulus arvensis L. — Dirvinis Liskiavos Pageltimas
vijoklis piliakalnis,
Varénos r.
Dactylis glomerata L. — Paprastoji Muniskiai, Pageltimas,
Sunazolé Kauno r. zemauge
Echinops sphaerocephalus L. — Merkinés Pageltimas,
Apskritagalvis bandrenis piliakalnis, kriimijimas
Varénos r.
Epilobium sp. — Ozkarozé Muniskiai, Sakojimasis,
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Kauno r. pageltimas

Euonymus europeatus L. — Europinis Punia, Pagelte

ozekSnis Alytausr. vir§tininiai lapai,
susirauksléje,
patankéje

Fragaria x ananassa Duchesne — Dvar¢ionys, | Filodija, zematigé

Braskeés Vilniaus r.

Malva sp. — Dedesva Tamosava, Pageltimas

Trakyr.
Melilotus officinalis (L.) Pall. — Merkinés Pageltimas
Geltonziedis barktinas piliakalnis,
Varénos r.
Oenotera rubricaulis Kleb. — Nakvisa Liskiavos Sakota stiebo
raudonstiebé piliakalnis, vir§tnélé
Varénos .

Origanum vulgare L. — Paprastasis Babtai, Filodija

raudonélis Kauno r.

Picea abies (L.) Karst. — Paprastoji eglé | Girionys, Pageltimas,

Kauno r. Sakojimasis

Picris hieracioides L. — Paprastasis Muniskiai, Pageltimas

kartylis Kauno r.

Pinus sylvestris L. — Paprastoji pusis Liskiava, Ragany §luotos,

Varénos r., spygliy
Girionys, susmulkéjimas,
Kauno r. apmirimas
Populus sp. — Tuopa Tamosava, Ragany Sluotos,
Trakyr. pageltimas
Prunus avium (L.) L. — Tresné Muniskiai, Pageltimas,
Kaunor. apmirimas
Prunus avium (L.) L. — Tresné Babtai, Apmirimas
Kauno r.
Prunus cerasus L. — Paprastoji vySnia Babtali, Apmirimas,
Kauno r. velyvas
zydéjimas,
Sakojimasis
Prunus domestica L. — Slyva Muniskiai, Sakalés su lapy
Kauno r. proliferacija,
pageltimas
Quercus robur L. — Paprastasis gzuolas | Liskiavos Pageltimas,
piliakalnis, sumazgje lapai
Varénos r.

Ribes nigrum L. — Juodasis serbentas Vilniaus r. Sakeliy
deformacija,
sutrumpé€jimas

Rosa rugosa Thunb. — Raukslétalapis Liskiavos Kriimijimas
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erskétis piliakalnis,
Varénos r.
Rubus idaeus L. — Avieté Vilniaus r. Pageltimas
Scorzonera hispanica L. — Valgomosios | Tamosava, Pageltimas
gelteklés Traky r.
Syringa vulgaris L. — Paprastosios Tamosava, Apmirimas,
alyvos Trakyr. pageltimas
Stellaria media — Zliagé Vilniaus r. Filodija
Taraxacum officinale F. H. Wigg — Muniskiai, Pageltimas,
Paprastoji kiaulpiené Kauno r. filodija, lapy
deformacija
Thalictrum minus L. — Mazasis vingiris | Merkinés Pageltimas
piliakalnis,
Varénos r.
Trifolium pratense L. — Raudonasis Muniskiai, Filodija
dobilas Kauno r.
Trifolium repens L. — Baltasis dobilas Babtai, Zemaiige, filodija
Kauno r.
Valeriana officinalis L. — Vaistinis Babtai, Pageltimas
valerijonas Kauno r.
Vincetoxicum luteum Woffrugg. Et Liskiavos Pageltimas
Link. — Kregzdiiné piliakalnis,
Varénos r.

3.2. Dar neiStirtos galimy perneséjy rasys

Tyrimo metu buvo istirti vabzdziy pavyzdziai priklausantys vienuolikali
rasiy. Like 24 riisiy vabzdZziy pavyzdZziai dar netirti, taciau kai kurie 1§ jy jau
zinomi kaip galimi fitoplazmy pernesé¢jai.

Balclutha punctata Fabricius 1775 paminéta, kaip Silkmedzio Zematigés
(16Srl-B fitoplazmy pogrupis) (Han, 2012) bei dar keturiy fitoplazmy grupiy
Aliaskoje (Pantoja et al., 2009) perneséja. Balclutha genties vabzdziai yra
galimi migdoly ragany $luotos (16SrIX fitoplazmy pogrupis) (Dakhil et al.,
2011) ir stolburo (16SrXII-A fitoplazmy pogrupis) (Riedle-Bauer et al., 2006)
sukéléjy platintojali.
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Errastunus ocellaris (Fallen 1806) vabzdziy pavyzdziuose buvo aptiktos
stolburo fitoplazmos (Riedle-Bauer et al., 2006) bei 16Srl-F pogrupio
fitoplazmos (Orsagova et al., 2011).

Javesella pellucida (Fabricius 1794) rasis zinoma kaip galima 16SrI-C ir
16SrI-F pogrupio fitoplazmy perneséja (Orsagova et al., 2011). Taip pat ji yra
OSDV (angl. — Oat Sterile Dwarf Virus), MRDV (angl. — Maize Rough Dwarf
Virus) ir EWSMV (angl. — European Wheat Striate Mosaic Virus) virusy
platintoja (Kunz et al., 2010).

Macrosteles cristatus (Ribaut 1927) riSies vabzdziai uzfiksuoti Kkaip
dobily filodijos (16SrI-C fitoplazmy pogrupis), dobily Zemaiigés (16SrIlI-B
fitoplazmy pogrupis) (Weintraub, Beanland, 2006) bei stolburo (16SrXII-A
fitoplazmy pogrupis) perneséjai (Btezikova et al., 2007).

Psammotettix genties cikadelés: P. alienus, P. confinis Europoje yra
zinomos kaip stolburo (16SrXII-A fitoplazmy pogrupis) platintojos (Fos et al.,
1992). P. confinis cikadelése buvo aptiktos 16SrI-A ir 16Srl-C pogrupiy
fitoplazmos (Drobnjakovi¢ et al., 2011), todél jas galima priskirti galimiems
Siy pogrupiy perneséjams Lietuvoje. P. alienus rasis identifikuojama kaip
BMWR (angl. — band mosaic of wheat and rye) ir WDV (angl. — Wheat Dwarf
Virus) virusy platintoja (Kunz et al., 2010).

3.3.  16SrlI grupés fitoplazmos
Sios grupés fitoplazmos yra vienos i§ daZniausiai aptinkamy Lietuvoje.

Tyrimo metu surinktuose jvairiose Lietuvos vietovése vabzdziy ir augaly

pavyzdziuose aptiktos 16SrI-A, 16Srl-B ir 16Srl-C pogrupiy fitoplazmos.
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3.3.1. 16Srl-A pogrupio fitoplazmos

Simptomatiniy augaly (3.1. pav.) pavyzdziai buvo surinkti Kauno ir

Vilniaus rajonuose. Tose paciose vietovése surinkti vabzdziy pavyzdziai nuo

3.1. pav.: A - Eglés infekuotos 16Srl-A pogrupio fitoplazma simptomai:
spygliy pageltimas, Sakojimasis, Zematigé. Girionys, Kaunor..

B - Braskiy infekuoty 16Srl-A pogrupio fitoplazma simptomai: Zemauge,
filodija. Dvarcionys, Vilniaus r..

augaly su fitoplazminiais simptomais.

I§ augaly bei vabzdziy pavyzdziy isskirta bendra DNR buvo panaudota
lizdinéje PGR reakcijoje su fitoplazmy universaliais pradmenimis P1A/16S-Sr
(Lee et al.,, 2003; Lee et al.,, 2006) ir R16F2n/R16R2n (Lee et al., 2006).
Gautas 1,2 kbp dydzio fitoplazmos rDNR fragmentas patvirtino fitoplazming
infekcijg Stenocranus minutus cikadelése, paprastojoje egléje (Picea abies (L.)
H. Karst.) bei braskéje (Fragaria x ananassa Duchesne). Atlikus pagausinto
fragmento RFIP analize su devyniomis restrikcijos endonukleazémis (3.2.
pav.), fitoplazma pagal literatiiroje pateikta fitoplazmy klasifikacijos schemg
(Lee et al., 1998) buvo priskirta 16Srl grupei, I-A pogrupiui (pomidory geltos
(angl. - tomato big bud) pogrupis). Nuo kity 16SrI grupés fitoplazmy iSsiskyré

Bfal endonukleazés sukuriamu profiliu.

65



IS eglés pavyzdziy pagausinti 16S rRNR geno ir ribosominio baltymo
(rpl22/rps3) geno fragmentai naudojant klonavimo rinkinj su pUCS57

M123456738M

SaulAl

Hpal
Hpall
HKp ol
Msel
Rsal
Sspl
Taqgl

MWW

Haelll
Hhal
Hirnfl

3.2 pav.: Fitoplazmos 3.3 pav.: 16Srl-A pogrupio

priskirtos 16Srl-A pogrupiui
16S rRNR geno RFIP analizés
profilis. 1-Alul, 2- Kpnl; 3-
Hhal; 4-Haelll; 5-Hpall; 6-
Rsal; 7-Hinfl; 8-Bfal; M-
markeris (phiX174
DNA/BsuRI (Haelll)
fragmenty dydziai: 1353, 1078,
872, 692, 310, 281, 271, 234,
194, 118, 72 bp).

fitoplazmos 16S rRNR geno
sekos gautos 1§ eglés virtualios
RFIP analizés profilis sudarytas
naudojant iPhyClassifier (Zhao
et al., 2009). (MW- markeris
phiX174 DNA/BsuRl (Haelll)
fragmenty dydziai: 1353, 1078,
872, 692, 310, 281, 271, 234,
194, 118, 72 bp).

klonavimo vektoriumi buvo klonuoti j E. coli. Atrinkti klonai nusiysti j
sekoskaitos jmone. Nuskaityta 16S rDNR ir ribosominio baltymo geno seka
buvo palyginta su kitais fitoplazmy kamienais naudojantis NCBI duomeny
bazés internetiniu jrankiu BLAST
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BI
BlastSear&LINK_LOC=blasthome). Palyginimas parodé, kad tiriamos
fitoplazmos sekos turi didZiausig panaSuma su 16Srl-A pogrupio fitoplazmy
sekomis. Tai pat

naudojantis iPhyClassifier

(http://plantpathology.ba.ars.usda.gov/cgi-bin/resource/iphyclassifier.cgi)
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internetiniu jrankiu buvo patvirtintas giminingumas su 16Srl-A fitoplazmy
pogrupiu bei sudarytas RFIP analizés virtualaus gelio atvaizdas (3.3. pav.),
kuris buvo palygintas su Zhao et. al. (2009) ir Lee et al. (1998) klasifikacijos
schemos atvaizdais.

Apibendrinimas: 16Srl-A pogrupio fitoplazmos priklauso vienai
didZiausiy astry geltos (angl. - aster yellows) grupei. Sio pogrupio kamienai
aptikti Kanadoje, JAV Teksaso valstijoje, Serbijoje bei Rusijoje (Khadhair et
al., 2002; Lee et al., 2003; Girsova et al., 2008; Drobnjakovic et al., 2011).

Lietuvoje ankstesniy tyrimy metu Sio pogrupio fitoplazmos buvo aptiktos
plac¢iame augaly rate. Jos buvo aptiktos naudinguosiuose augaluose: morkose
(Daucus sativus Rohl.) (Valitinas, 2003); séjamosiose avizose (Avena sativa
L.) (Jomantiene et al., 2002b; Urbanaviciene et al., 2007), svogiinuose (Allium
cepa L.) (Jomantiene et al., 2010) bei jvairiuose dekoratyviniuose augaluose
mélynosiose kurpelése (Aconitum napellus L.), karpytalapiuose kermékuose
(Limonium sinuatum (L.) Mill.), rytiniuose hiacintuose (Hyacinthus orientalis
L.) daugiametéje saulutéje (Bellis perennis L.), puosniosiose gailiardijose
(Gaillardia pulchella Foug.), rudbekijose (Rudbeckia hirta L.), saulainése
(Helenium autumnale L.), mietveinése (Pachysandra terminalis (Siebold &
Zucc.)), auskarélivose (Dicentra formosa (Haw.) Walp.), kardeliuose
(Gladiolus sp. L.), raguoliuose (Consolida ajacis (L.) Schur), eleboruose
(Helleborus lividus Aiton), kininiuose burbuliuose (Trollius chinensis Bunge),
ziognagése (Geum coccineum Lindl.) (Valitnas, 2003; Samuitiené et al.,
2007).

Misy duomenys parodé, kad S. minutus vabzdziy rtsis yra galima 16Srl-
A pogrupio fitoplazmos pernes¢ja miisy regione. Vietovéje, kur buvo sugauti
Sie vabzdziai taip pat buvo aptiktos braSkés infekuotos ta pacia 16Srl-A
pogrupio fitoplazma. Pagal literatiiros duomenis Sie vabzdziai minta i$skirtinai
ant Dactylis genties augaly, todél tikétina, jog §i riiSis atsitiktinai gali platinti

arba pasisavinti sias bakterijas nuo braskiy.
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Duomeny apie Siose cikadelése aptiktas ar perneSamas fitoplazmas misy
regione bei pasaulyje aptikti nepavyko, todél tyrimo rezultatai papildo 16Srl-A
pogrupio Seimininky bei galimy platintojy spektra.

Lietuvoje 16Srl-A pogrupio fitoplazmos egléje bei braskéje aptiktos
pirma kartg. Lenkijoje $io pogrupio fitoplazmos buvo aptiktos dygiojoje egléje
(Picea pungens Engelm.) (Kaminska et al., 2011). Lietuvoje braskése taip pat
aptinkamos 16SrXII-E (‘Candidatus Phytoplasma fragariae’ - braskiy geltos)
pogrupio fitoplazmos (Valiunas et al., 2006).

3.3.2. 16Sr1-B pogrupio fitoplazmos

Tyrimams simptomatiniy augaly (3.4. pav.) ir vabzdziy pavyzdZziai,

kuriuose buvo aptiktos 16Srl-B pogrupio fitoplazmos, surinkti KaiSiadoriy,

3.4. pav.: A-Raudonyjy dobily infekuoty 16Srl-B pogrupio fitoplazma
simptomai: filodija, lapy paraudimas. Muniskiai, Kauno r..

B-Tresnés infekuotos 16Srl-B  pogrupio fitoplazma simptomai:
apmirimas. Kauno r..

C-Obels infekuotos 16Srl-B pogrupio fitoplazma simptomai: pageltimas,
Sakojimasis, apmirimas. KaiSiadoriy r..

Kauno ir Vilniaus rajonuose. Pagausinus 1,2 kb dydzio 16S rDNR fragmenta,
lizdinés PGR metodu, fitoplazminés infekcijos buvo nustatytos vabzdziy: A.

alni, Aphrodes sp., C. mali, C. viridis, L. coleoptrata, P. spumarius
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pavyzdziuose bei augaly: kaukazinés slyvos (Prunus cerasifera), obels (Malus
domestica), paprastojo Kartilio (Picris hieracioides), raudonojo dobilo
(Trifolium pratense), slyvos (Prunus domestica), Sirdazolés (Centaurium
erythraea), Sunazolés (Dactylis glomerata), juodojo serbento (Ribes nigrum),
valgomosios gelteklés (Scorzonera hispanica L.) ir zlitigés (Stellaria media
(L.) Vill.) pavyzdziuose. Atlikus gauty fragmenty RFIP analiz¢ bei palyginus
gautus profilius (3.5. pav.) su fitoplazmy klasifikacijos schemos profiliais,
nustatyta, kad fitoplazmos priklauso fitoplazmy 16Srl grupés B pogrupiui
(pagal Hhal profil)).

M12 3 456 7 8M

Aful
BarnrHI
Bfal
Bstul
Dral
EcoRl
Haelll
Hiral
Hinfl
Hpal
Hpall
Kpnl
Sau3dAl
Msel
Rsal
Sspl
Tagl
111 raw

L1 raw

: - 3.6. pav.. 16Srl-B pogrupio
3.5. pav.: Fitoplazmos priskirtos fitoplazmos 16S rRNR geno sekos
16Sr1-B  pogrupiui 16S rRNR i§ AY1A112 kamieno (GenBank
geno RFIP analizés profilis. 1- no. KC283215) virtualios RFIP
Alul, 2-Msel; 3-Kpnl; 4-Hhal; 5- analizés profilis sudarytas
Haelll; 6-Hpall; 7-Hinfl; 8-Bfal; naudojant iPhyClassifier (Zhao et
M-markeris (phiX174 al., 2009). (MW- markeris
DNA/BsuRI (Haelll) fragmenty phiX174 DNA/BsuRI (Haelll)
dydziai: 1353, 1078, 872, 692, fragmenty dydziai: 1353, 1078,
310, 281, 271, 234, 194, 118, 72 872, 692, 310, 281, 271, 234, 194,
bp). 118, 72 bp).

16S rDNR ir ribosominiy baltymy pagausinti fragmentai, gauti i§ augaly

kaukazinés slyvos, valgomosios gelteklés bei vabzdziy C. viridis, Aphrodes sp.
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pavyzdziy buvo Kklonuoti j E. coli. Sekoskaitai klonai buvo atrinkti pagal PGR
reakcijy rezultatus ir RFIP analizés profilius. Sekoskaita atlikta Lietuvos bei
uzsienio sekoskaitos jmonése. Gautos sekos buvo palygintos su NCBI
duomeny bazéje esancCiomis fitoplazmy sekomis ir tai leido patvirtinti, kad
tirlama fitoplazma priklauso 16Srl-B ir rpl-B pogrupiui. Seky analizé,
panaudojant iPhyClassifier internetinj jrankj bei jo pagalba sudarytas virtualus
gelio atvaizdas (3.6. pav.), patvirtino gautus duomenis.

Apibendrinimas: 16Srl-B pogrupio fitoplazmos sudaro didziausig
skirtingy kamieny telkini 16Srl grupéje bei yra placiai paplitusios visame
pasaulyje zoliniuose ir sumedéjusiuose augaluose (Lee et al., 1998; Lee et al.,
2004).

Lietuvoje kiti tyréjai Sias bakterijas aptiko liucernose (Medicago sativa
L.) (Jomantiene et al., 2000), gluosniuose (Salix sp.), karaganose (Caragana
arborescens Lam.), tresnése (Prunus avium), vysniose (Prunus cerasus),
vaistiniuose valerijonuose (Valeriana officinalis L.), kriausése (Pyrus
communis L.) (Valitinas, 2003; Valiunas et al., 2009). Urbanavi¢iené et al.,
2005; 2006; 2007) 16SrI-B pogrupio fitoplazmas aptiko tokiuose svarbiuose
zemés ukiui augaluose, kaip avizos (A. sativa) ir mieziai (Hordeum vulgare
L.). Samuitiené et al. (2007) jas aptiko eiléje dekoratyviniy augaly:
gosStautinése gaisrenose (Lychnis chalcedonica L), naktiziedése (Silene
orientalis Hort.), Silokuose (Sedum spectabile Boreau), darzeliniuose
pentiniuose (Delphinium cultorum), skeltaziedziuose (Schizanthus pinnatus
Ruiz et Pav.).

A. alni vabzdziai literatiroje minimi, kaip galimi fitoplazmos
sukelian¢ios obely proliferacija (16SrX-A fitoplazmy pogrupis) platintojai,
tacCiau to patvirtinti dar nepavyko (Seemiiller et al., 1990).

Vyriskos lyties individy truikumas leido tyrimo metu aptiktus Aphrodes
sp. genties vabzdziy pavyzdzius Klasifikuoti tik iki genties lygio. Europoje A.
bicincta cikadeliy rasis patvirtinta, kaip 16Srl-A, 16Srl-C, 16SrllI-B, 16SrlV ir
16SrXII-A (stolburas) fitoplazmy pogrupiy perneséja (Bréak, 1979; Lee et al.,
1998; Weintraub, Beanland, 2006).
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Siaurés Italijoje C. mali pavyzdziuose buvo aptiktos obely proliferacijos
fitoplazmos (16SrX-A fitoplazmy pogrupis) (Baric et al., 2010). Keletas Sios
genties rasiy: C. melanoneura, C. picta, C. pruni, C. pyri, C. pyricola, C.
pyrisuga yra pagrindiniai fitoplazmy sukelian¢iy tokiy ligy epidemijas, kaip
obely proliferacija (16SrX-A fitoplazmy pogrupis), Europos kaulavaisiy gelta
(16SrX-B) bei kriausiy apmirimas (16SrX-C) platintojai (Weintraub, Beanland
2006).

Mazai yra zinoma apie C. viridis vabzdziuose aptinkamas fitoplazmas.
Tik Mazzoni (2001) su bendraautoriais paminéjo §j vabzdj, kaip galimag
geltligiy pernes¢ja.

Kiti tyréjai P. spumarius vabzdziuose aptiko 16SrI-F pogrupio (Orsagova
et al., 2011), 16SrV grupés (Matteoni, Sinclair, 1988), 16SrllI-A pogrupio
(Landi et al., 2007) ir 16SrX grupés fitoplazmy (obely proliferacijos
fitoplazmy grupé) (Seemiiller, 1990).

L. coleoptrata rusis paminéta, kaip galima obely proliferacijos
fitoplazmos (16SrX-A fitoplazmy pogrupis) perneséja (Seemiiller, 1990).

Misy tyrimo duomenimis A. alni, Aphrodes sp., C. mali, C. viridis, P.
spumarius, L. coleoptrata pavyzdziuose 16Srl-B pogrupio fitoplazmos
Lietuvoje ir pasaulyje buvo aptiktos pirmg kartg — tai praplecia aptinkamy
fitoplazmy jvairove Siose cikadelése.

A. alni, Aphrodes sp., C. mali, C. viridis, P. spumarius, L. coleoptrata
galima priskirti galimiems 16Srl-B pogrupio platintojams Lietuvoje bei miisy
regione.

Pagal literatiirinius duomenis A. alni, Aphrodes sp., C. viridis, P.
spumarius, L. coleoptrata riisies vabzdziai yra polifagai bei sugeba maitintis ne
tik ant zoliniy, bet ir ant sumedéjusiy augaly, todél juos galima jvardinti, kaip
galimus 16Srl-B pogrupio fitoplazmy platintojus tarp augaly, kuriuose buvo
aptiktos §io pogrupio fitoplazmos misy ir ankstesniy tyrimy metu.

A. alni, C. viridis, L. coleoptrata, P. spumarius priklauso
Auchenorrhyncha vabzdziy grupei, kuri minta tik medienos indy Igsteliy
sultimis (Purcell, 2008; Weintraub, Wilson, 2010). Miisy tyrimo metu $iuose
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cikadelése buvo aptiktos fitoplazmos, kas patvirtina Crews et al. (1998) tyrimo
rezultatus, kad pozicionuodami
savo stiletus (3.7. pav. A), sie
vabzdziai gali pradurti karnienos
lasteles bei jsiurbti jy turinj.
Taip pat Rosa et al. (2014)
B nustate, kad Lepyronia
quadrangularis Say gali pernesti

16SrV ~ grupés  fitoplazmas

fitoplazmas. Remiantis  $iais

duomenimis, j Siuos vabzdzius

3.7. pav.: Cikadelés burnos aparatas.
A — Stiletai reikéty zitiréti ne tik kaip j juose
B — Labium

aptikty fitoplazmy Seimininkus,

bet ir kaip 1 jy galimus pernes¢jus.
C. mali yra monofaginé raisis mintanti ant Malus genties augaly, todél Sia
ris] galima pripazinti galimu 16Srl-B pogrupio fitoplazmy platintoju tarp
obely Lietuvoje ir misy regione. Taip pat ji zinoma, kaip obely proliferacijos

fitoplazmos pernes¢ja, todel svarbu vykdyti jos kontrole.

3.3.3. 16Srl-C pogrupio fitoplazmos

Simptomatiniy augaly (3.8. pav.) ir vabzdziy pavyzdziai, kuriuose véliau
buvo aptiktos 16Srl-C pogrupio fitoplazmos, buvo surinkti i§ pievy bei sody
esan¢iy Kauno rajone.

Tyrimo metu 1,2 kbp dydZio 16S rDNR fragmentai lizdinés PGR metodu
buvo gauti i8: A. ribauti, Aphrodes sp., A. striifrons, E. incisus, L. coleoptrata,
M. sexnotatus, P. spumarius, kaukazinés slyvos (Prunus cerasifera), baltojo
dobilo (Trifolium repens), dirvinés usnies (Cirsium arvense), bendros DNR
pavyzdziy. Tai patvirtino fitoplazming infekcija. Gauti fragmentai buvo

panaudoti RFIP analizéje, kurios profiliai (3.9. pav.) buvo palyginti su
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fitoplazmy klasifikacijos schemos zinomy fitoplazmy RFIP profiliais, pagal
juos (skyriasi Alul, Msel profiliai) fitoplazmos buvo klasifikuotos j 16Srl
grupés C pogrupi.

Fitoplazmy pernesimo E. incisus cikadelémis tarp baltyjy dobily (T.
repens) eksperimenty duomenys patvirtino Siy vabzdziy gebéjima pernesti

16SrI-C pogrupio fitoplazmas tarp baltyjy dobily Lietuvoje.

ol

3.8. pav.: A - Usniy infekuoty 16Srl-C pogrupio fitoplazma simptomai:
zematigé, proliferacija. Muniskiai, Kauno r..

B - Baltyjy dobily infekuoty 16SrI-C pogrupio fitoplazma simptomai:
filodija. Muniskiai, Kauno r..

A. ribauti, Aphrodes sp., E. incisus, M. sexnotatus, P. spumarius
pavyzdziuose aptikty fitoplazmy markeriniai Zymenys buvo Kklonuoti.
Plazmidés i§ atrinkty klony buvo isskirtos ir nusiystos sekoskaitai. Gautos
sekos BLAST jrankio pagalba palygintos su NCBI duomeny bazéje esanciy
fitoplazmy sekomis. Naudojantis iPhyClassifier internetiniu jrankiu buvo gauti
virtualts RFIP analizés profiliai (3.10. pav.). Abi analizés parodé, kad tiriamy
fitoplazmy sekos labiausiai panasios j 16SrI-C pogrupio fitoplazmy sekas. Sis
fitoplazmy pogrupis iSsiskiria ribosominiy operony heterogeniskumu, todél abi
analizés taip pat atskleidé seky gimininguma rrnA arba rrnB ribosominiam

operonui.
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Analizuotos sekos buvo jkeltos j geny banko duomeny bazg (angl. —
GenBank Database). Joms suteikti sekos numeriai: KC283213, KC283214,
KC283218.

M 1 2 3 456 7 8M

Hpal
Hepall
Kpnl
Saw3Al
Msel
Rsal
Sspl
Taqgl

Haelll
Hial
Hinfl

3
H

3.9. pav.: Fitoplazmos priskirtos 2 3.10. pav.: 16SrI-C pogrupio

16SrI-C  pogrupiui  16S rRNR
geno RFIP analizes profilis.
Realioji RFIP analiz¢ parodo
abiejy heterogenisky operony
fragment profilius. 1-Alul, 2-
Msel; 3-Kpnl; 4-Hhal; 5-Haelll,
6-Hpall; 7-Hinfl; 8-Bfal; M-
markeris (phiX174 DNA/BsuRI
(Haelll) fragmenty dydziai: 1353,
1078, 872, 692, 310, 281, 271,
234,194, 118, 72 bp).

fitoplazmos 16S rRNR geno
sekos CPhM15-7 (GenBank no.
KC283214) virtualios RFIP
analizés  profilis  sudarytas
naudojant iPhyClassifier (Zhao
et al., 2009). Matomas tik vieno
i§ dviejy: rrnA operono sekos
analizés profilis. (MW-
markeris phiX174 DNA/BsuRI
(Haelll) fragmenty dydziai:
1353, 1078, 872, 692, 310, 281,

271, 234,194, 118, 72 bp).
Apibendrinimas: Sio pogrupio fitoplazmos paplitusios visame pasaulyje.
Jos aptinkamos, kaip vienskilCiuose, taip ir dviskil¢iuose augaluose (Lee et al.,
2004).
Lietuvoje 16SrlI-C pogrupio fitoplazmos buvo aptiktos baltosiuose
dobiluose (Trifolium repens L.) (Staniulis et al., 2000), pievinése miglése (Poa

pratensis L.), gailiardijose (Gaillardia aristata Pursh) (Valiunas et al., 2007),
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nendriniame erai¢ine (Festuca arundinacea Schreb.) (UrbanaviCiené et al.,
2006).

A. ribauti vabzdziy rasis Kitose Europos Salyse zinoma, kaip daug
nuostoliy Zzemés ukiui atneSancios stolburo ligos, kurig sukelia 16SrXII-A
pogrupio fitoplazma, platintoja (Riedle-Bauer et al., 2008; Drobnjakovi¢ et al.,
2011).

E. incisus vabzdZiai zinomi, kaip dobily filodijos (dabar zinomo, kaip
16Sr1-C pogrupio fitoplazma), dobily ragany Sluotos, dobily stolburo, dobily
7emaiigés ir parastolburo sukéléjo perneséjai (Nielson 1968). Siuo metu yra
patvirtinta, kad Sios rtsies vabzdziai sugeba pernesti fitoplazmy kamienus
priklausancius 16Srl-B, 16Srl-C, 16SrVI ir 16SrXII-A pogrupiams (Brcak,
1979; Weintraub, Beanland, 2006). Taip pat Siuose vabzdziuose buvo aptiktos
16SrI-F bei 16Srll1-B pogrupio fitoplazmos (Orsagova et al., 2011).

M. sexnotatus rusies cikadelés kituose regionuose zinomos kaip hiacinty
,Lissers® fitoplazmos, 16Srl-A, 16Srl-B, 16SrXII pogrupio fitoplazmy
perneséjos (Batlle, 2000, Weintraub, Beanland, 2006; Duduk et al., 2008).

Misy tyrimo metu A. striifrons, L. coleoptrata, P. spumarius vabzdziy
pavyzdziuose 16SrI-C pogrupio fitoplazmos Lietuvoje bei pasaulyje buvo
aptiktos pirma karta. Sie duomenys prapledia aptinkamy fitoplazmy jvairove
Siose cikadelese.

Tyrimo metu neaptikta literatiiriniy duomeny apie tai, kokios fitoplazmos
buvo aptiktos A. striifrons vabzdziuose ir kokias fitoplazmas §i risis galéty
platinti kituose pasaulio regionuose. Miisy duomenys praplatina galimy 16SrI-
C pogrupio fitoplazmy galimy perneséjy ratg.

A. ribauti, Aphrodes sp., E. incisus ir M. sexnotatus vabzdziy
pavyzdziuose 16SrI-C pogrupio fitoplazmos aptinkamos ir kitose salyse, tac¢iau
Sio tyrimo metu Lietuvoje jos aptiktos pirma kartg.

L. coleoptrata, M. sexnotatus, P. spumarius yra polifaginés, 0 E. incisus,
oligofaginé rasis (Nickel, Remane, 2002), todél augaly ratas sudarantis jy
fitoraciona gali buti labai platus ir persiklojantis. Zinoma, kad §ios rasys

daugiau linkusios maitintis ant Poaceae ir Fabaceae Seimy augaly
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(Ossiannilsson, 1981; 1983; Nickel, Remane, 2002), todél didziausia tikimybé,
kad jos pernesa fitoplazmas tarp Siy Seimy augaly.

A. striifrons vabzdziai yra monofagai ir dazniausiai maitinasi ant Festuca
genties augaly (Nickel, Remane, 2002), todél tikétina, kad jie yra galimi 16Srl-
C pogrupio fitoplazmos perneséjai tarp nendriniy erai¢iny.

A. ribauti ir M. sexnotatus rasys yra patvirtintos, kaip stolburo
fitoplazmos sukelian¢ios naudingyjy augaly epidemijas perneséjos, todél

svarbu vykdyti jy kontrole.

3.4. 16Srl grupés fitoplazmuy filogenetiniai medziai

Filogenetiniai medziai (3.11.; 3.12.; 3.13. pav.) buvo sudaryti
analizuojant gautas tyrimo metu ir paimtas i§ NCBI geny banko Zinomy
fitoplazmy 16S rDNR, rpl22/rps3 bei secY geny sekas.

16Srl grupés medis buvo sukurtas naudojant 46 fitoplazmy ir vienos
acholeplazmos (Acholeplasma palmae) 16S rDNR sekas (3.11. pav.). Jis
parodé giminingumus tarp anks¢iau nustatyty bei musy tyrime aptikty 16SrI-A,
16Srl-B ir 16Srl-C pogrupiy fitoplazmy kamieny. Medzio Sakojimasis
patvirtino aptikty fitoplazmy priskyrimg atitinkamiems 16Srl  gupés
pogrupiams.

16Srl-A  pogrupio fitoplazma aptikta egléje labiausiai gimininga
Lietuvoje (oat proliferation, plantago virescence, gaillardia yellows) bei kituose
pasaulio regionuose (Texas potato purple top, carrot phytoplasma sp.) aptiktom
16Srl-A pogrupio fitoplazmom.

Aphrodes sp. vabzdziy pavyzdziuose aptikta 16Srl-B pogrupio fitoplazma
didZiausig giminigumg parodé su Jungtinése Amerikos Valstijose aptikta
16Srl-O pogrupio fitoplazma bei Lietuvoje aptikta Scorzonera hispanica
16SrI-B pogrupio fitoplazma.

16SrI-C pogrupio fitoplazmy aptikty Aphrodes sp., E. incisus, M.

sexnotatus ir P spumarius vabzdziuose iSsidéstymas ant filogenetinio medzio
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Saky, parodo jy giminguma su anksCiau Lietuvoje augaluose aptiktom
gaillardia yellows, poa stunt, cirsium yellows ftoplazmom bei jy rrnA ir rrnB
operonais.

Filogenetinéje analizéje bei filogenetiniy medziy konstravimui buvo
panaudotos ne tik 16S rDNR bet ir pagalbiniy Zymeny: ribosominiy baltymy
(rpl22/rps3) ir sekrecinés sistemos (secY) geny sekos.

Ribosominiy baltymy geny (rpl22/rps3) seky filogenetinis medis (3.12.
pav.) buvo sudarytas panaudojus 28 rpl grupés fitoplazmy ir 1 acholeplazmos
(Acholeplasma laidlawii) rpl22/rps3 geny sekas. | analize taip pat buvo
jtraukta rp geno seka, gauta i§ fitoplazmos, aptiktos maumedzio (Larix sp.)
pavyzdziuose i§ Ukrainos. Medzio Sakojimosi tvarka patvirtina fitoplazmy
priskyrimg 16SrI-A;-B;-C pogrupiams. Ukrainoje paplitusi rpl-B pogrupio
fitoplazma yra maziau gimininga lietuviskajai ir i$siskiria j atskirg Saka.

Sekrecinés sistemos baltymy geno seky filogenetinis medis (3.13. pav.)
sudarytas pagal 21 secY-l grupés fitoplazmy ir 1 acholeplazmos
(Acholeplasma laidlawii) secY geny sekas. Medzio Saky iSsidéstymas parodé,
kad i$ Aphrodes sp., E. incisus, A. ribauti gautos secY geno sekos labiausiai
giminingos aster yellows fitoplazmy KVG, CPh ir KVE kamienams, kurie

priklauso secY-I-C pogrupiui.
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13 M86340| Western aster yellows |I-B
50 ﬂE AF322644| Maryland aster yellows 1-B
JQ772016| Tilia platyphyllos |I-B
9 L FJ231729| Cherry proliferation I-B
HM138659| Scorzonera hispanica |-B
— I p

6 AF268405| Aster yellows phytoplasma I-O
12
I?: KC283215| Aphrodes I-B*

AY034089| Cherry little leaf 1-Q
23 —E AF177384] Alfalfa stunt I-B

S1=—"1__ AY102273] Valeriana yellows rmB I-M

AY?265210| Primrose virescence I-B
AY265208| Maize bushy stunt I-B
7 FJ008869| Periwinkle proliferation 1-B
42 1 ) 11 AY180957| Aster yellows I-B
4|£ EF634457| Chrysanthemum yellows |-B
0 AY685056| Mulberry dwarf I-B

AY265205| Aster yellows I-N

0
41|E AY102274| Valeriana yellows rrnA I-M
FJ204397| Iranian cherry |

45 10
FJ263627| Syringa oblata proliferation 1-D
—— | Syring oblal p
|_|: FJ263621| Paulownia witches-broom I-D
R FJ263623| Peanut yellows I-D

51 —— AY265220] Blueberry stunt I-E

L EF042898| Strawberry multiplier I-K
61— AF510323| Aconitum proliferation I-A
22 L AF510323| Aconitum proliferation I-A
Eglé I-A*

DQ174116| Texas potato purple top I-A

62

45 EU215424| Carrot phytoplasma sp. I-A
26 TG'E AF453416]| Oat proliferation I-A
37 AY265216| Plantago virescence phytoplasma I-A

67,— EF583066| Gaillardia yellows I-C
L Aphrodes I-C rrnB*

9 KC283214| M. sexnotatus I-C rrnA*
3 4|£ KC283213| E. incisus I-C rrnA*
P. spumarius I-C rrnA*
EF583065| Gaillardia yellows I-C
AY102275| Strawberry phylloid fruit I-R
4

4
KC283211| E. incisus I-C rrnA*
AF222066| Clover phyllody I-C
20 434|£ DQ640502| Poa stunt I-C
P. spumarius I-C rrnB*
— AF200431] Cirsium yellows I-C
AF222065| Clover phyllody I-C
42 —'E DQ640501| Poa stunt I-C
2 Aphrodes I-C rrnA*

7
0
48
L33734| Acholeplasma palmae

35

71 41

37

3.11. pav.: Filogenetiniame medyje pavaizduotas identifikuoty 16SrI-A,
16Sr-B ir 16Sr-C fitoplazmy pogrupiy filogenetinis rySys su kitais 16Srl
grupés fitoplazmy atstovais. Fitoplazmy filogenetinis medis sukonstruotas
pagal 46 fitoplazmy ir 1 acholeplazmos (Acholeplasma palmae) 16S rDNR.
Acholeplazma pasirinkta bendru protéviu. Priekyje nurodomas geny banko
sekos numeris. Roméniski skai¢iai nurodo fitoplazmy 16S rDNR RFLP
grupes, didZiosios raidés - pogrupius. Skaiciai Salia Saky nurodo Bootstrap
vertes. rrnA, rmB fitoplazmy 16S rDNR heterogenisky operony
pavadinimai. Paryskintos — Lietuvoje aptiktos fitoplazmos. * — tyrimo metu
aptikty fitoplazmy pogrupis ir jy Seimininkas.



7 JF767009.1| Larch phytoplasma I-B
AY264854.1| Primrose virescence phytoplasma I-B

AY264857.1| Paulownia witches-broom phytoplasma |-D

1 GU228514.1| Onion proliferation phytoplasma I-L/B
5
Aphrodes21 I-B*

AY264856.1| Aster yellows phytoplasma |-B

88
JX184926.1]| Tilia platyphyllos phytoplasma I-B

96

AY183708.1| Aster yellows phytoplasma I-B

AY264859.1| Ipomoea obscura witches-broom
phytoplasma I-F
5 5 AY264858.1| Maize bushy stunt phytoplasma I-L

JQ323100.1] Ixeris chinensis fasciation phytoplasma I-C

P. spumarius I-C*

Aphrodes I-C*

66
4 HM164408.1| Gaillardia yellows phytoplasma I-C

HMO067757.1| Lilac little leaf phytoplasma I-C

.

20
AY264861.1| Clover phyllody phytoplasma I-C

AY264860.1| Clover phyllody phytoplasma I-C
1 A. ribauti rp I-C*
AY264866.1| Apricot aster yellows phytoplasma I-N

99
11 AY264865.1| Leafhopper-borne phytoplasma I-N

|
Tl

AY264864.1| Grey dogwood witches-broom
25 phytoplasma I-M

AY183686.1| Aster yellows phytoplasma I-A

11 18

&

Eglé I-A*

AY264867.1| Plantago virescence phytoplasma |-A

.
i

10 AY264869.1| Chrysanthemum yellows phytoplasma I-A

:

18 AY264868.1| Hydrangea phyllody phytoplasma I-A

AY264863.1| Blueberry stunt phytoplasma I-E

U96617.1|PSU96617 Phytoplasma sp. STRAWB2 I-J

M74771.1| Acholeplasma laidlawii

3.12. pav.: Filogenetiniame medyje pavaizduotas identifikuoty rpl-A, rpl-B,
rpl-C pogrupiy fitoplazmy filogenetinis rySys su Kitais rpl grupés fitoplazmy
atstovais palyginus ribosominiy baltymy rpl22/rps3 geny sekas. Medis
sukonstruotas pagal 28 rpl grupés fitoplazmy ir 1 acholeplazmos
(Acholeplasma laidlawii) ribosominiy baltymy rpl22/rps3 geny sekas.
Acholeplazma pasirinkta bendru protéviu. Priekyje nurodomas geny banko
sekos numeris. Roméniski skai¢iai nurodo fitoplazmy rp RFIP grupes,
didziosios raidés - pogrupius. ParySkintos — Lietuvoje aptiktos fitoplazmos. *
— tyrimo metu aptikty fitoplazmy pogrupis ir jy Seimininkas.
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AY803170.1| Aster yellows phytoplasma strain CHRYM I-A

84
90 AY803185.1| Aster yellows phytoplasma strain PVM I-A
49 AY803178.1| Aster yellows phytoplasma I-A
— AY803166.1| Aster yellows phytoplasma strain ACLR-AY I-F
47

99 | AY803172.1| Aster yellows phytoplasma strain CVB I-F

— AY803169.1| Aster yellows phytoplasma strain BBS-3 I-E
70 | S AY803180.1| Aster yellows phytoplasma strain STRAWB2 |-K

E. incisus |-C*

AY803183.1| Aster yellows phytoplasma strain KVG |-C

Aphrodes I-C*

52
AY803179.1| Aster yellows phytoplasma strain CPh I-C

A. ribautil I-C*

AY803174.1| Aster yellows phytoplasma strain KVE |-C

A.ribauti3 I-C*

AY803182.1| Aster yellows phytoplasma strain IOWB I-N

29 I_ AY803175.1| Aster yellows phytoplasma strain MBS I-B

33 |_ AY803184.1| Aster yellows phytoplasma strain PawB |-D

DQ787851.1|] Chrysanthemum yellows phytoplasma |-B

AY803167.1| Aster yellows phytoplasma strain AV2192 |1-B

18
10 AY803177.1| Aster yellows phytoplasma strain AY1 |-B

AYB803168.1| Aster yellows phytoplasma strain AVUT I-M

FO681347| Acholeplasma palmae

3.13. pav.: Filogenetiniame medyje pavaizduotas identifikuoty secY-1-C
pogrupio fitoplazmy filogenetinis rysys su kitais secY-I grupés fitoplazmy
atstovais. Medis sukonstruotas pagal 21 16Srl grupés fitoplazmy ir 1
acholeplazmos (Acholeplasma laidlawii) secY geny sekas. Acholeplazma
pasirinkta bendru protéviu. Priekyje nurodomas geny banko sekos
numeris. Roméniski skaiciai nurodo fitoplazmy secY RFIP grupes,
didziosios raidés - pogrupius. * — tyrimo metu aptikty fitoplazmy pogrupis
ir jy Seimininkas.
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3.5. 16Srlll pogrupio fitoplazmos

Tai zymiai reciau Lietuvoje aptinkamos fitoplazmos. Tyrimo metu buvo
aptikti 16SrIll grupés B, P ir naujas T pogrupiai. 16SrllI-B pogrupio
fitoplazmos buvo aptiktos A. ribauti cikadeléje ir raudonajame dobile; 16Srll1-
P — Aphrodes sp. ir E. incisus vabzdziuose bei kiaulpienéje; 16SrIII-T -

vysnioje.

3.5.1. 16Srl111-B pogrupio fitoplazmos

Vabzdziy ir raudonyjy dobily (T. pratense) (3.14. pav.), su isreikstais

filodijos, pageltimo, lapy susmulkéjimo simptomais, pavyzdziai surinkti

pievoje Kauno rajone.

3.14. pav.: Raudonyjy dobily infekuoty 16SrIII-B pogrupio fitoplazma
simptomai: filodija, pageltimas.

Tyrimams buvo panaudota bendra DNR isskirta i§ A. ribauti ir raudonyjy
dobily pavyzdziy. Gauti lizdinés PGR reakcijos metu su universaliais
fitoplazmy pradmenim 16S rDNR 1,2 kbp dydzio fragmentai buvo panaudoti
RFIP analizéje. RFIP analizés profiliai (3.15. pav.) palyginti su klasifikacijos

schemos profiliais. Profiliy palyginimas atskleidé, kad aptikta fitoplazma
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priklauso 16SrIlIl grupés B pogrupiui (pagal Hpall endonukleazés profilj). 16S

rRNR geno fragmentas buvo klonuotas j E. coli. Atrinkti klonai nusiysti

M 123 4567 38M

Hpal
Hpall
el
Sau3Al
M=sel
Rsal
Sspl
Taqgl
MY

Haelll
Hiiral
HireF1

3.15.  pav.: Fitoplazmos
priskirtos 16SrllI-B pogrupiui

3.16. pav.: 16Srlll-B pogrupio
fitoplazmos 16S rRNR geno

16S rRNR geno RFIP analizés
profilis. 1-Alul, 2-Msel; 3-
Kpnl; 4-Hhal; 5-Haelll; 6-
Hpall; 7-Hinfl; 8-Bfal, M-
markeris (phiX174
DNA/BsuRI (Haelll)
fragmenty  dydziai: 1353,
1078, 872, 692, 310, 281, 271,
234,194, 118, 72 bp).

sekos CYEAl (GenBank no.
KC283217) virtualios RFIP
analizés  profilis  sudarytas
naudojant iPhyClassifier (Zhao
et al., 2009). (MW- markeris
phiX174 DNA/BsuRl (Haelll)
fragmenty dydziai: 1353, 1078,
872, 692, 310, 281, 271, 234,
194, 118, 72 bp).

sekoskaitai. Gauta seka jkelta j geny banko duomeny baze — jai suteiktas
identifikacinis numeris: KC283217. Seka palyginta su NCBI duomeny bazéje
esan¢iomis sekomis patvirtino, kad aptikta fitoplazma pagal seky panasuma yra
artimiausia 16SrlIll grupés B pogrupio fitoplazmom. Naudojant iPhyClassifier
internetinj jrankj nustatyta fitoplazmos klasifikaciné priklausomybé 16SrIlI-B
pogrupiui bei sudarytas virtualus RFIP analizés profilis (3.16. pav.).
Apibendrinimas: 16Srll1-B pogrupio fitoplazmos aptinkamos jvairiuose

pasaulio regionuose Zoliniuose ir sumedéjusiuose augaluose (Jomantiené et al.,
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1998b; Lee et al., 1998; Seemuller et al., 1998; Postman et al., 2001; Montano
etal., 2011).

AnksCiau Lietuvoje Sios bakterijos buvo aptiktos raudonuosiuose
dobiluose (Trifolium pratense L.) (Staniulis et al., 2000), sojose (Glycine max
(L.) Merr.) ir gailiardijose (Gaillardia pulchella Foug.) (Jomantiene et al.,
2000, 2002a).

Nustatéme, kad A. ribauti cikadeliy pavyzdziuose 16SrIlI-B pogrupio
fitoplazmos Lietuvoje ir pasaulyje aptiktos pirmg kartg, kas suteikia naujy
duomeny apie Siy vabzdziy gebéjima pernesti jvairiy grupiy fitoplazmas.

A. ribauti galima priskirti galimiems 16Srlll-B pogrupio fitoplazmy
perne$éjams miisy regione. Si rugis galima 16Srlll-B pogrupio fitoplazmy

platintoja tarp raudonyjy dobily.

3.5.2. 16Srl11-P pogrupio fitoplazmos

Tyrimo metu fitoplazmoms budingas 1,2 kbp dydzio 16S rRNR geno

fragmentas buvo gautas i§ Aphrodes sp., E. incisus vabzdziy ir simptomatinés

kiaulpienés (T. officinale) (3.17. pav.) pavyzdziy, surinkty Muniskése (Kauno

3.17. pav.: A-B - Kiaulpieniy (Taraxacum officinale)

infekuoty 16Srll1-P pogrupio fitoplazma simptomai: ziedy
pazaliavimas, lapy pageltimas, proliferacija.

r.). Palyginus $io fragmento RFIP analizés profilj (3.18. pav.) su klasifikacijos

schemos profiliais, fitoplazma buvo priskirta 16SrllI-P pogrupiui. Nuo kity
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zinomy 16Srlll grupés fitoplazmy $is pogrupis skiriasi Hhal ir Haelll
endonukleaziy RFIP profiliais (Lee et al., 1998; Jomantiené et al., 2002).

M1 2 3456 7 M

3.19. pav.: 16Srlll-P pogrupio
fitoplazmos 16S rRNR geno
sekos DanVirA213 (GenBank no.
KC283216)  virtualios  RFIP

3.18. pav.: Fitoplazmos
priskirtos 16Srlll-P  pogrupiui
16S rRNR geno RFIP analizés

rofilis. 1-Alul 2-Msel: 3-Hhal: analiz@:s _ proﬁlis__ sudarytas
2_&;&?”. 5_l|J_|IE)a”. Sg-l’—li?)nfl' a7: naudojant iPhyClassifier (Zhao et
Rsal:  M-markeris (phiX’l74 al., 2009). Matomas tik vieno i$
DNA/BsuRI (Haelll) fragmenty dviejy: rmA operono  sekos

analizés profilis. (MW- markeris

dydziai: 1353, 1078, 872, 692, )
phiX174 DNA/BsuRl (Haelll)
310, 281, 271, 234, 194, 118, 72 fragmenty dydziai: 1353, 1078,

bp)- 872, 692, 310, 281, 271, 234, 194,
118, 72 bp).

16S rRNR geno fragmentai gauti i§ Aphrodes sp. ir E. incisus pavyzdziy
buvo klonuoti bei nusiysti sekoskaitai. Gautos sekos palygintos su NCBI
duomeny bazéje esanCiomis sekomis. Taip pat sudarytas virtualaus gelio
atvaizdas (3.19. pav.), naudojant iPhyClassifier internetinj jrankj. Sio pogrupio
fitoplazmoms budingas ribosominiy operony heterogeniSkumas, todél abi
analizés atskleidé, kad klonuotas fragmentas priklauso - rrnA operonui.

Apibendrinimas: Sio pogrupio fitoplazma pirmoji aptiko Jomantiené su

bendradarbiais (2002a). Pagal zieduose sukeliamg simptomg kiaulpienése
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aptiktai fitoplazmai buvo suteiktas DanVir (angl. — dandelion virescence)
pavadinimas (Jomantiené et al., 2002a).

Misy tyrimo metu 16Srlll-P pogrupio fitoplazmos buvo aptiktos
Aphrodes sp. ir E. incisus vabzdZziy pavyzdziuose. Iki Siol Lietuvoje ir
pasaulyje galimi 16SrllI-P pogrupio fitoplazmy perneséjai nebuvo Zinomi,
todél galime Siuos vabzdzius priskirti prie potencialiy Siy bakterijy platintojy.

Aphrodes sp. vabzdziy pavyzdziuose buvo aptiktos 16SrI-B, 16Srl-C,
16Srll1-P pogrupiy fitoplazmos. Sie vabzdziai zinomi kaip polifagai, todél jy
perneSamy fitoplazmy ir augaly ratas yra Zymiai platesnis nei monofaginiy
rasiy. Dirbamuose laukuose svarbu kontroliuoti $iy vabzdziy paplitimg ir
skai¢iy, tam kad, sumazinti fitoplazminiy infekcijy rizikg ir poveikj.

E. incisus vabzdziy biologinés savybés (polifagai) ir stolburo fitoplazmos
perneSimo gebéjimas (Kituose regionuose) gali sukelti rimtg grésme Lietuvos
zemés tkiui, del klimato pokyc¢iy sukelto patogeny geografinio paplitimo sriciy

poslinkio.

3.5.3. 16Sr111-T pogrupio fitoplazmos

Sio pogrupio fitoplazmos buvo aptiktos simptomatiniy vysniy (Prunus
cerasus) (3.20. pav.) pavyzdziuose, surinktuose Kauno rajono sode.
Surinktuose vabzdziy pavyzdZziuose Sio pogrupio fitoplazmy aptikti nepavyko.

Bendra DNR gauta i§ vysnios pavyzdziy buvo panaudota lizdinéje PGR
reakcijoje su P1A/16S-Sr (Lee et al.,, 2003; Lee et al., 2006) ir
R16F2n/R16R2n (Lee et al., 2006) pradmeny porom. PGR reakcijos 1200 bp
dydzio produkty profiliai agaroziniame gelyje patvirtino, kad augalai uzsikréte
fitoplazmomis. RFIP analizés profiliai bisakrilamidiniame gelyje (3.21. pav.)
buvo palyginti su fitoplazmy klasifikacijos schemos RFIP profiliais (Lee et al.,
1998; Marcone et al., 2001; Jomantiené et al., 2002a).
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3.20. pav.: 16SrllI-T pogrupio fitoplazmy pazeistas augalas paprastoji
vySnia (Prunus cerasus). Simptomai: apmirimas, vélyvas zydéjimas.

Kaunorr..

M12 3456728 9M

3.21. pav.:16SrllI-T  pogrupio
fitoplazmos 16S rDNR RFIP
analizés restrikcijy profiliai, kur
DNR dydzio markeris
®x174/Haelll fragmenty dydziai:
1353, 1078, 872, 692, 310, 281,
271,234,194, 118, 72 bp.

1-Alul, 2-Msel; 3-Kpnl; 4-Hhal; 5-
Haelll; 6-Hpall; 7-Rsal; 8-Hinfl;
9-Taql M-markeris

P 1353
#1078

872

692
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mMww
Al
BaamHI
Bfal
BstuUl
Dral
EcoRI1
Haelll
Hiral
HirrAl
Hp=al
Hpall
Kp ol
Saul3Al
s el
Rsal
Sspl
Tagl
MW

3.22. pav.: 16Srlll-T pogrupio
fitoplazmos 16S rRNR geno
sekos ChD (GenBank no.
FJ231728)  virtualios  RFIP
analizés  profilis  sudarytas
naudojant iPhyClassifier (Zhao
et al.,, 2009). (MW- markeris
phiX174 DNA/BsuRIl (Haelll)
fragmenty dydziai: 1353, 1078,
872, 692, 310, 281, 271, 234,
194, 118, 72 bp).



Fitoplazma aptikta vySnios pavyzdziuose priskirta visiSkai naujam
16Srlll-T pogrupiui, nes neatitiko Hinfl Klasifikacijos schemos profilio.
Aptiktos 16SrllI-T pogrupio fitoplazmos 16S rDNR genas buvo klonuotas.
Atrinkti bei patikrinti klonai issiysti sekoskaitai. Gautos sekos palygintos su
NCBI duomeny baze¢je esanCiomis sekomis bei panaudotos filogenetingje
analizéje bei filogenetiniy medziy braizymui. iPhyclassifier jrankiu sudarytas
virtualus RFIP atvaizdas (3.22. pav.). Analiziy duomenys pavirtino, kad
tiriama fitoplazma turéty biti iSskirta j atskirg fitoplazmy pogrupj. Tyrimo
rezultatai kartu su bedraautoriais aprasSyti straipsnyje (Valiunas et al., 2009).

Apibendrinimas: Lietuvoje 16SrllI-T pogrupio fitoplazma vySnioje
aptikta pirmg karta, kas praplecia 16Srlll grupés jvairove Lietuvoje ir
pasaulyje. Lietuvoje vySniose dar aptikta 16Srl-Q pogrupio fitoplazma
(Valiunas et al., 2009a). Fitoplazmos vysniose aptiktos Vengrijoje (16SrX-B;
16Srl-B) ir kitur (Varga et al., 2001; Valiunas et al., 2009a).

Dar nezinoma, kas galéty pernesti Sias fitoplazmas Lietuvoje. Tikétina,
kad jas galéty platinti miisy tyrimo metu aptikti vabzdziai perneSantys 16SrIlI-
P pogrupio fitoplazmas (E. incisus, Aphrodes sp.), dél jy giminingumo

tirlamom 16Srl11-T pogrupio fitoplazmom ir polifaginés vabzdziy prigimties.

3.6. 16SrllII grupés fitoplazmy filogenetinis medis

16S rRNR geno filogenetinis medis (3.23. pav.) buvo sudarytas pagal 34
16SrIIl grupés fitoplazmy, jskaitant gautas tyrimo metu ir 1 acholeplazmos
(Acholeplasma palmae) 16S rDNR nukleotidines sekas. Jis rodo filogenetinius
giminingumus tarp zinomy 16SrIIl grupés fitoplazmy ir Lietuvoje aptikty
16Sril-B, 16Srlll-P ir naujo 16SrlllI-T pogrupio fitoplazmy. Medzio
Sakojimosi tvarka patvirtina aptiktos fitoplazmos priskyrimg naujam 16SrllI-T
pogrupiui. ChD fitoplazmos 16S rDNR parod¢ didelj gimininguma su

dandelion virescence rrnB operono 16S rDNR seka, tai galéty reiksti, kad abi
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fitoplazmos priklauso tai paciai rasiai. Misy nagrinéjamoji fitoplazma yra
labiausiai nutolusi nuo 16SrllI-A pogrupio western X-disease fitoplazmos.

Tyrimo metu A. ribauti vabzdziuose aptikta 16SrIII-B pogrupio
fitoplazma labiausiai gimininga anks¢iau Lietuvoje aptiktai (Jomantiené et al.,
2002) gaillardia phyllody fitoplazmai ir atsiskiria nuo kity pasaulyje aptinkamy
16Srll1-B pogrupio fitoplazmy.

E. incisus ir Aphrodes sp. vabzdziuose aptikty fitoplazmy 16S rDNR
sekos labiausiai giminingos dandelion virescence 16SrlllI-P  pogrupio
fitoplazmy rrnA operono 16S rDNR sekai bei issiskyré j atskirg Saka nuo
16Srl11-P pogrupio fitoplazmy turin¢iy rrnB operong.
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AF373106 Cirsium white leaf phytoplasma IlI-R
AF373105 Cirsium white leaf phytoplasma IlI-R
FJ404775 Melia azedarach decline phytoplasma IlI-B
JQ766309 Cabbage stunt phytoplasma I1I-U
GU292082 Passion fruit witches-broom Il1-U
KC412032 Allium sativum phytoplasma I11-J

KC412024 Bellis perennis phytoplasma IlI-J

FJ914646 Mexican potato purple top phytoplasma IlI-S
FJ914645 Mexican potato purple top phytoplasma IlI-S
GU004372 Goldenrod yellows phytoplasma IlI-D

D12580 Tsuwabuki witches-broom phytoplasma I11-B
FJ376626 Pecan bunch phytoplasma III-C
DQ164213 Heracleum yellows phytoplasma IlI-F
5 I: FN298626 Cirsium arvense phytoplasma finland
FN298621 Taraxacum sp. phytoplasma finland
AF370120 Dandelion virescence phytoplasma rrB IlI-P

FJ231728 Cherry decline IlI-T*

AF370119 Dandelion virescence phytoplasma rrnA IlI-P
KC283212 E. incisus llI-P rrnA*

KC283216 Aphrodes IlI-P rrnA*
AF189288 Clover yellow edge phytoplasma I11-B

HQ589194 Grapevine yellows phytoplasma IlI-B
4 KC283217 A. ribautiAl 1lI-B*
3 AY049029 Gaillardia phyllody phytoplasma IlI-B
8 A.ribautiA5 11I-B*
5 ————— AF060875 Virginia grapevine yellows phytoplasma Ill-I
HQ589205 Poinsettia branch-inducing phytoplasm Il1-H

4
2 JQ044394 Walnut witches-broom phytoplasma rrnB I11-G
2 HQ589206 Spirea stunt phytoplasma IlI-E
3 JQ044395 Walnut witches-broom phytoplasma rrnA I11-G

— HQ589204 Peach X-disease phytoplasma IlI-A
8 L FJ376628 Western X phytoplasma IlI-A
KC412029Heterothalamus alienus phytoplasma I11-W

L33734 Acholeplasma palmae

3.23. pav.: Filogenetiniame medyje pavaizduotas identifikuoty 16SrllI-B,
16Sril1-P, 16Srlll-T pogrupiy fitoplazmy filogenetinis rySys su kitais
16Srlll grupés fitoplazmy atstovais. 16SrIIl grupés fitoplazmy filogenetinis
medis sukonstruotas pagal 34 16Srlll fitoplazmy grupiy ir 1 acholeplazmos
(Acholeplasma palmae) 16S rDNR. Acholeplazma pasirinkta bendru
protéviu. Priekyje nurodomas geny banko sekos numeris. Roméniski
skaic¢iai nurodo fitoplazmy 16S rDNR RFIP grupes, didziosios raidés -
pogrupius. Skaiciai Salia Saky nurodo Bootstrap vertes. rrnA, rrnB
fitoplazmy 16S rDNR heterogenisky operony pavadinimai. Paryskintos —
Lietuvoje aptiktos fitoplazmos. * — tyrimo metu aptikty fitoplazmy
pogrupis ir jy Seimininkas.
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3.7. 16SrXXI-A pogrupio fitoplazmos

Tyrimams spygliy bei Ggliy pavyzdziai buvo surinkti nuo pusy (3.24.

pav.) su iSreikStais Zematigés, spygliy sutrumpéjimo, pageltimo, ragany Sluoty

3.24. pav.: A ir B - Pusy infekuoty 16SrXXI-A pogrupio fitoplazma

simptomai: ragany Sluota. A-Girionys, Kauno r.; B-Neringa.

C - Pusy infekuoty 16SrXXI-A pogrupio fitoplazmg simptomai:

zematige, spygliy sutrumpéjimas, apmirimas. Liskiava, Varénos r.
simptomais i§ trijy Lietuvos vietoviy: LiSkiavos apylinkiy, Girioniy ir KurSiy
nerijos. Taip pat buvo surinkti vabzdziy pavyzdziai, tac¢iau juose fitoplazmos
nebuvo aptiktos. I$skirta bendra DNR buvo panaudota lizdinéje PGR reakcijoje
su universaliais fitoplazmy pradmenimis. Gauti 1,2 kbp 16S rRNR geno
fragmentai patvirtino fitoplazmine infekcija. Siy fragmenty RFIP analizés
profiliai (3.25. pav.) buvo palyginti su fitoplazmy klasifikacijos schemos
profiliais, i§ kuriy paaiskéjo, kad aptikta fitoplazma priklauso 16SrXXI-A
pogrupiui (pagal Msel, Haelll endonukleaziy profilius). 16S rDNR fragmentas

buvo klonuotas bei nusiustas sekoskaitai. Gauta seka palyginta su NCBI
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duomeny bazeje esanciomis sekomis bei sudarytas jos virtualios RFIP analizés

M123456738M

EcoRl
Haelll
Hpal
Hpall
HKp ol
Sau3dAal
Msel

Hhial
Hirrfl

?
Q

3.26. pav.: 16SrXXI-A pogrupio
fitoplazmos 16S rRNR geno

3.25. pav.: 16SrXXI-A
fitoplazma pogrupio RFIP
analizés profilis. 1-Alul, 2-
Msel; 3-Kpnl; 4-Hhal; 5-
Haelll; 6-Hpall; 7-Hinfl; 8-
Bfal; M-markeris (phiX174
DNA/BsuRI (Haelll)
fragmenty dydZziai: 1353,
1078, 872, 692, 310, 281,

sekos PineBT (GenBank no.
GU289676)  virtualios  RFIP
analizés profilis sudarytas
naudojant iPhyClassifier (Zhao et
al., 2009). (MW- markeris
phiX174 DNA/BsuRIl (Haelll)
fragmenty dydziai: 1353, 1078,
872, 692, 310, 281, 271, 234, 194,

271, 234, 194, 118, 72 bp). 118, 72 bp).

profilis (3.26. pav.) naudojantis iPhyClassifier jrankiu. Lietuvoje aptiktam
kamienui suteiktas ,,pine bunchy top phytoplasma (PineBT)“ pavadinimas.
Preliminariis rezultatai pristatyti konferencijoje (Valiunas et al., 2010).

Apibendrinimas: 16SrXXI-A pogrupio fitoplazmos aptinkamos tik
plikasékliuose augaluose priklausanciuose pusiniy (Pinaceae) Seimai: Pinus
halepensis, Pinus sylvestris, Abies procera, Picea pungens, Pinus banksiana,
P. mugo, P. nigra, P. tabuliformis, Taxodium distichum var. imbricarium,
Tsuga canadensis (Schneider et al., 2005; Sliwa et al., 2008; Huang et al.,
2011; Kaminska, Berniak, 2011; Kaminska et al., 2011).
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Sio pogrupio filtoplazmos gali biiti platinamos skiepijant, tatiau kas jas
platina gamtoje dar neZinoma.

Medienos pramoné bei eksportas yra svarbios Lietuvos ekonomikai
sritys, sukuriancios nemazai darbo viety bei pelno, todél svarbu issiaiskinti Siy

patogeny paplitimo masta, plitimo kelius bei poveik; misky ekosistemoms.

3.8. 16SrXXI grupés filogenetinis medis

Filogenetinis medis (3.27. pav.) sudarytas panaudojus keturiy fitoplazmy
priklausanciy 16SrXXI-A pogrupiui ir vienos acholeplazmos (Acholeplasma
palmae) 16S rDNR sekas. MedzZio $akojimosi pobiidis parodo, kad Lietuvoje
aptikta fitoplazma daugiau gimininga Lenkijoje ir Vokietijoje aptiktiems

kamienams nei Ispanijoje aptiktam kamienui.

36_ AJ310849.2| Phytoplasma sp. PinP XXI-A Vokietija

72 —— EF128037.1| Candidatus Phytoplasma pini XXI-A Lenkija

GU289676| Pine bunchy top PineBT XXI-A Lietuva*

AJ632155.1] Candidatus Phytoplasma pini XXI-A Ispanija

L33734| Acholeplasma palmae

3.27. pav.: Filogenetiniame medyje pavaizduotas identifikuoty 16SrXXI-A
pogrupio fitoplazmy filogenetinis rysSys su kitais 16SrXXI grupés fitoplazmy
atstovais palyginus 16S rDNR geny sekas. Medis sukonstruotas pagal 4
16SrXXI grupés fitoplazmy ir 1 acholeplazmos (Acholeplasma palmae) 16S
rDNR geny sekas. Acholeplazma pasirinkta bendru protéviu. Priekyje
nurodomas geny banko sekos numeris. Roméniski skaic¢iai nurodo fitoplazmy
16Sr RFIP grupes, didZiosios raidés - pogrupius. Skai¢iai $alia Saky nurodo
Bootstrap vertes. * — tyrimo metu aptikta fitoplazma.
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3.9. Apibendrinimas

Tyrimo metu buvo aptiktos 16Srl-A, B, C; 16SrllI-B, P, T ir 16SrXXI-A
pogrupiy fitoplazmos. 16SrXXI-A pogrupio fitoplazma Lietuvoje, o 16SrllI-T
pogrupio fitoplazma Lietuvoje ir pasaulyje aptiktos pirma karta.

Fitoplazmos buvo aptiktos bei identifkuotos vabzdziy pavyzdZiuose
priklausan¢iuose deSiméiai raSiy bei vienai neidentifikuotai raSiai,

priklausanciai Aphrodes genciai (3.3. lentelé). Nustatytos dvi naujos galimos

3.3. lentelé: Vabzdziy riisys ir juose aptiktos fitoplazmos.

Vabzdziy Viso/infekuot Identifikuoto Aptikty Kamienas*/
rasis/gentis y vabzdziy fitoplazmy fitoplazmy GenBank
kamieno 16S rRNR palyginamoj
16Sr geno seky 0 kamieno
pogrupis GenBank  numeris
nr.
Anaceratagallia 6/4 16Sril1-B KC283217 CYE
ribauti /AF173558
16SrI-C N CPh/L33762
Aphrodes sp. 6/6 16SrllI-P KC283216 DanVir/AF3
70119
16Srl-B KC283215 AY1/L33767
CPh/L33762
16Srl-C N
Aphrophora 1/1 16SrI-B N AY1/L33767
alni
Arthaldeus 4/4 16Srl-C N CPh/L33762
striifrons

93



Cacopsylla mali  10/8 16Srl-B

Cicadella 3/3 16SrI-B
viridis
Euscelis incisus 10/10 16Srl-C

16Srlll-P
Lepyronia 5/5 16Srl1-B
coleoptrata

16Srl-C
Macrosteles 10/3 16SrlI-C
sexnotatus
Philaenus 5/4 16Srl1-B
spumarius

16Srl-C
Stenocranus 5/3 16Srl-A
minutus

KC283211
KC283213
KC283212
N

N
KC283214

KC283218
N

AY1/L33767

AY1/L33767

CPh/L33762
DanVir/AF3
70119
AY1/L33767
CPh/L33762

CPh/L33762

AY1/L33767
CPh/L33762

BB/AF22206
4

Kamienas* — Aptikto fitoplazmy 16Sr pogrupio palyginamasis kamienas

ParySkintas — PerneSimo bandymais patvirtintas fitoplazmy vektorius

CYE-clover yellow edge, AY1-Maryland aster yellows, DanVir-dandelion

virescence, CPh-clover phyllody.
N - Néra

vabzdziy perneséjy rasys (A. striifrons, S. minutus). Pirma karta miisy regione

16Srl-A, -B, -C; 16SrllI-B, -P pogrupiy fitoplazmos buvo identifikuotos: A.

alni, A. ribauti, Aphrodes sp., A. striifrons, C. mali, C. viridis, L. coleoptrata,

M. sexnotatus, P. spumarius ir S. minutus vabzdziuose. Tai papildo Zinias apie

Siy fitoplazmy perneséjy ir Seimininky jvairove.
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Surinktuose

augaly pavyzdZiuose

fitoplazmos

buvo  aptiktos

aStuoniolikoje augaly rasiy (3.4. lentelé). Penkiose augaly rasyse (eglé,

3.4. lentelé: Augaly rasys ir jose aptiktos fitoplazmos

Nr. | Augalo rasis Fitoplazmy 16Sr pogrupis | Vietove

L | Centaurium erythraea | 16Sr1-B Muniskiai,
Kauno r.

2 Cirsium arvense 16Srl-C Muniskiai,
Kauno r.

3 Dactylis glomerata 16Srl1-B Muniskiai,
Kauno r.

4 Fragaria x anannassa | 16Srl-A Dyar_clonys,
Vilniaus m. sav.

> Muniskiai,

Malus domestica 16Sr1-B Kaunor.,

Ziezmarial,
KiaSiadoriy r.

6 | Picea abies 16Srl-A Girionys,
Kaunor.

" | Picris hieracioides 16Srl-B Muniskiai,
Kaunor.

8 Pinus sylvestris 16SrXXI-A G_'f'Q“YS,
Liskiava

9| Prunus avium 16Sr1-B Muniskiai,
Kaunor.

10| prunus domestica 16Srl-B Muniskiai,
Kaunor.

111 prunus cerasifera 16Sr1-B; 16Sr1-C MuniSkiai,
Ziezmarial

12. | Prunus cerasus 16SrlI-B; 16SrllI-T Kauno .

13. | Ribes nigrum 16Srl1-B Vilniaus r.

14. Scorzonera hispanica | 16Srl-B Tamosava,
Trakyr.

15. | Stellaria media 16Srl1-B Vilniaus .

16. - Muniskiai,

Taraxacum officinale | 16SrllI-P

Kaunor.

7| Trifolium pratense 16Srl-B Muniskiai,
Kaunor.

18. Trifolium repens 16Srl-C Muniskiai,
Kauno r.

geltekle, pusis, Sirdazole, zlitige) fitoplazmos aptiktos pirma kartg Lietuvoje.

Filogenetin¢ fitoplazmy geny seky analizé ir sukonstruoti medziai

patvirtino aptikty fitoplazmy priskyrima 16SrI-A, B, C; 16Srlll-B, P, T ir
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16SrXXI-A pogrupiams bei parodé jy giminingumg su Lietuvoje bei pasaulyje
aptiktom fitoplazmom.

Tarptautingje Geny banko duomeny bazeje deponuotos 8 fitoplazmy
kamieny 16S rRNR nukleotidines sekos, gautos i§ fitoplazmy aptikty vabzdziy

ir geltligémis pazZeisty augaly pavyzdziy.
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4. ISVADOS

1. Tyrimo metu apibtdintos 35 Hemiptera biirio vabzdziy riiSys (astuonios
iki genties lygio). Nustatyta, kad 11 vabzdziy rasiy buvo infekuota
fitoplazmomis,  priklausan¢iomis  septyniems fitoplazmy  16Sr
pogrupiams. Identifikuoty risiy vabzdziai yra potencialiis Siy pogrupiy
fitoplazmy perneséjai Lietuvoje. Penkiose augaly rasyse fitoplazmos
aptiktos pirma kartag Lietuvoje. Sios ri§ys yra nauji fitoplazmy augalai
Seimininkai.

2. Atlikus fitoplazmy aptikty vabzdziy ir augaly pavyzdziuose 16S rRNR,
rp ir secY geny seky analizg, nustatyta, kad aptiktos fitoplazmos
priklauso 16Srl-A, B, C, 16SrllI-B, P, T ir 16SrXXI-A fitoplazmy
pogrupiams. 16SrllI-T pogrupio fitoplazma Lietuvoje ir pasaulyje
aptikta pirma karta.

3. Nustatyta, kad dvi aptiktos vabzdziy rasys (Arthaldeus striifrons,
Stenocranus minutus) yra nauji galimi fitoplazmy vektoriai Lietuvoje ir
pasaulyje. Duomenys atskleidé, kad identifikuotos 8 vabzdziy rasys gali
turéti platesng perneSamy fitoplazmy jvairove. Misy duomenys
praplecia aptikty fitoplazmy Seimininky jvairove bei galimy vektoriy
ratg ne tik Lietuvoje, bet ir pasaulyje.

4. Eksperimentiniais tyrimais patvirtinta, kad E. incisus rusies vabzdziai
platina 16Srl-C pogrupio fitoplazmas baltuosiuose dobiluose (Trifolium
repens).

5. Filogenetiné aptikty fitoplazmy geny seky analizé parodé, kad tiriamos
fitoplazmos labiausiai giminingos Lietuvoje jau anksCiau aptiktiems
fitoplazmy kamienams.

6. Filogenetiné analizé parodé, kad 16SrIlII-T pogrupio fitoplazmos 16S
rRNR geno sekos fragmentas labiausiai giminingas 16SrllI-P pogrupio
fitoplazmos rrnB operono sekai, tai galéty reiksti, kad abi fitoplazmos

priklauso tai paciai riiSiai.
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7. Tyrimy duomenys patvirtina, kad medienos sultimis mintantys
vabzdziai, gali jgyti fitoplazmas, todél yra tikimybé, kad jie gali biiti ne

tik jy Seimininkai, bet ir perneséjai.
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Finansiné parama

COST parama stazuotei ltalijoje ir sekvenavimo kursam Vilniuje pagal
FAO0807 (Integrated management of phytoplasma epidemics in different crop
systems) veikla.

LMT remiamas mokslininky iniciatyva parengtas (mokslininky grupiy IV
kvietimas) projektas, Reg. Nr. MIP-13287, ,,Spygliuo¢iy patogeny molekulinis
identifikavimas UNESCO saugomoje KurSiy nerijoje®, sutarties Nr. MIP-
51/2013.

LMT doktoranto stipendija uz akademinius pasiekimus DOK-12653,
DOK-13605.
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1 Priedas
Fitoplazmy Kklasifikacijos schema pagal 16S rDNR RFIP analizés profilius
(Lee et al., 1998).
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2 priedas
Fitoplazmy klasifikacijos schema pagal 16S rDNR virtualius RFIP
analizés profilius (Wei et al., 2007).

165ei-A Aster yellows witches'-broom phyt 16501-B Onion yellows phytoplasms mild strain mA/mB.  16Sr1-C Clover phyflody phytoplasma strain CPh 16S1-D Aster yellows phytoplasma strain PaWB

rmA/mB (NC_007716) (NC_005303) and *Ca. Phytoplssma asteris’ (M30790) (AF222065) (AY265206)

168-E Blueberry shnt phytoplasma strain BBS3 16SH1-F Aster yellows phrytoplasma sirain ACLR-AY 16S¢i1-B *Ca. Phytoplasma sursatifolia’
(AY265213) (AV265211) (L33765) (U15442)

tlow edge phytoplasma

165¢11-C Cactus witches'-broom phytoplasma 16Sr1-D *Ca. Piy sustralasise” 16Sri11-B Clover
lVW (L04682) uﬁnml)

(A1293216)

16Se1V-A Coconut lethal yellowing phytoplasma (LYJ-CS) 165r1V-B Phytoplasma sp. LIYS(PESS)-Ouxsca 16Se1V-D Castudovica palmata beaf yellowing phytoplasma 168¢V-A *Ca. Phytoplasma ulmi®
(AF498307) (AFS00334) (AF237615) (AY197655)

16SrV-B  *Ca. Phytoplasma ziziphi® (JWB-G1) 6SeV-C Alder yellows phytoplasma strain ALY 882 16SrV-G *Ca. Phytoplasma ziziphi'-related strain JWB-Korl 16SeVI-A *Ca. Phytoplasma trifolii’
(AB0O52876) (AY197642) (AB052879) (AY390261)

16SVIII-A Loofah witches™-broom phytoplasma 16S¢iX-D ‘Ca. Phytoplasma phoeniciam’
(AF3S; 7 {

) (AFS15636)

168¢X-A *Ca. Phytoplasma mali® 16SeX-C ‘Ca. Phytoplasma pyri” 16SeX-D ‘Ca. Phytoplasma spartii® 16SrX-F *Ca. Phytoplasma prumorum’
(AJS42541) (AJ542543) (X92869) (AJ542544)
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168XI-A *Ca. Phytoplasms oryzae" 168¢X11-A *Ca. Phytoplasma solani’ 16SrX11-C Strawberry lethal yellows phytoplasma 16SrX11-B *Ca. Phytoplasma australiense’
(AB0S2873) (AJ964960) (AJ243045) (L76865)

16SrXI1-D *Ca. Phytoplasma japonicum’ 16SeXI1-E *Ca. Phytoplasma fragariae’ 16SrXI11-A Mexican periwinkle virescence phytopiasma 16SeXIV-A *Ca. Phytoplasma cynodontis’
(ABO10425) (DQO86423) (AF248960) (AJS50984)

16SrXV-A *Ca. Phytoplasma beasiliense’ 16SrXVI-A ‘Ca. Phytoplasma graminis® 16SrXVII-A ‘Ca. Phytoplasma caricae’ 16SrXVINI-A *Ca. Phytoplasma americanum’
(AF147708) (AY725228) (AY725234) (DQI74122)

16SrXIX-A ‘Ca. Phytoplasma castaneae’ 16SrXX-A ‘Ca. Phytoplasma thamni® 165¢XXI-A ‘Ca. Phytoplasma pini’ 16SrXX11-A Phytoplasma sp., strain LDN
(AB054986) (X76431) (AJ632155) (Y14175)

16SrXXI11-A Buckland valley grapevine yellows 16SeXXIV-A Sorghum bunchy shoot phytoplasma 16SeXXV-A Weeping tea witches'-broom Phytoplasma 16SrXXVI-A Sugarcane phytoplasma D3T1
phytoplasma (AY083605) (AF509322) (AF521672) (AJ539179)

16SeXXVI1-A Sugarcane phytoplasma D3T2 16SEXXV1I1-A Derbid phyloplasma
(AJ$39180) (AY744943)
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