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Uloga evolucionih interakcija izmedu intracelularnog endosimbionta
(Wolbachia) i fitoplazme (Flavescence dorée) u promenama komponenti
adaptivne vrednosti i pravcima evolucije mitohondrijske DNK u prirodnim

populacijama Dictyophara europaea

SAZETAK:

Dictyophara europaea je Siroko rasprostranjena i ekonomski znac¢ajna cikada koja kao
alternativni vektor Flavescence dorée (FD) fitoplazme, ucestvuje u prenoSenju bolesti u
vinogradima Evrope. Sprovedena epidemioloska istrazivanja su ukazala na postojanje
populacija D. europaea sa veoma visokom stopom FD-infekcije, Wolbachia-inficiranih
populacija sa niskom stopom FD-infekcije (DeWo+) i odsustvo Wolbachia u
populacijama sa visokom stopom FD-infekcije (DeWo-). Ispitivano je nekoliko
mogucih uzroka ralicite stope infekcije vektora: i) populaciono-geneticke karakteristike
D. europaea i korelacija sa Wolbachia infekcijom, ii) efekat Wolbachia na komponente
adaptivne vrednosti laboratorijske kolonije DeWo+, i iii) stopa inficiranosti prirodnog
biljnog rezervoara FD fitoplazme i razlike u genotipovima fitoplazme u nisko- i visoko-
inficiranim populacijama. Genotipizacijom mitohondrijskog COIl gena evidentiran je
smanjen geneticki diverzitet DeWo+ u poredenju sa DeWo- populacijama i razlicita
evolucija fiksiranih haplotipova. Multilokusnom genotipizacijom Wolbachia izolata
identifikovan je isti soj, wEur, u svim DeWo+ populacijama. Diverzitet FD fitoplazme
nije bio u Kkorelaciji sa razlicitom stopom inficiranosti vektora. Utvrdeno je da
Wolbachia-infekcija nema direktnog efekta na adaptivnu vrednost D. europaea. Podaci
iz prirodnih populacija D. europaea ukazuju na kompeticiju Wolbachia i FD fitoplazme:
populacije koje su u niskoj stopi inficirane FD fitoplazmom su Wolbachia-inficirane i

vice versa.

KLJUCNE RECI: epidemiologija, ekologija, FD fitoplazma, Wolbachia, koevolutivne
interakcije, komponente adaptivne vrednosti, molekularna evolucija, mitohondrijska

DNK, Clematis vitalba, Dictyophara europaea
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The role of evolutionary interactions between intracellular endosymbiont
(Wolbachia) and phytoplasma (Flavescence dorée) on fitness components
and evolution of mitochondrial DNA in natural populations of Dictyophara

europaea

ABSTRACT:

Dictyophara europaea is widespread planthopper of economic importance, acting as an
alternative vector of the Flavescence dorée (FD) phytoplasma disease of grapevine in
European vineyards. Epidemiological studies have revealed D. europaea populations
that are heavily FD-infected, as well as populations with low FD-infection rates that are
naturally infected with Wolbachia (DeWo+), and highly FD-infected populations in the
absence of Wolbachia (DeWo-).Several possible causes of differences in vector
infection rates were examined: i) population genetic characteristics of D. europaea and
their correlation with Wolbachia infection, ii) Wolbachia effects on fitness components
of DeWo+ laboratory colony, and iii) the rate of reservoir plant FD-infection and
differences in FD genotypes harboured by low and high infected vector populations.
Genotyping of mitochondrial COI loci showed lower genetic diversity level in DeWo+
than in DeWo- populations of and divergent evolution of fixed haplotypes. Multilocus
genotyping of Wolbachia revealed that all DeWo+ populations were infected with the
same strain (i.e. wEur). Genetically diversified FD phytoplasma had no direct influence
on vector infection rates. No evidence of direct fitness effects on D. europaea was
registered with regard to Wolbachia infection status. Field data and the observed
negative correlation between FD-infection and Wolbachia-infection rates, indicate that

Wolbachia compete with FD phytoplasma within the host insect D. europaea.

KEY WORDS: epidemiology, ecology, FD phytoplasma, Wolbachia, coevolutionary
interactions, components of adaptive value, molecular evolution, mitochondrial DNA,
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1. UvOD

Bakterije su sigurno najznacajnija grupa mikroorganizama prisutna u svim delovima
ekosfere, a zbog svoje uloge u brojnim procesima od znacaja za celokupni zivot planete,
spadaju u grupu ogranizama koja je poslednjih dvestotine godina u najuzem fokusu
fundamentalnih istraZzivanja (Pepper et al., 2009). lako je njihov uticaj najve¢i na
procese razgradnje ugljenika, azota, fosfora i ostalih hemijskih elemenata koje koriste
zivi organizmi, postoji Sirok spektar interakcija koje ove mikroorganizme svrstavaju u
Stetne ili korisne, bar kada je u pitanju antropogena interpretacija njihovog delovanja
(Gyles et al., 2008; Sundh et al., 2012; Murillo et al., 2015).

Bakterije su deo Sire ekoloSke zajednice mikrobiota koje mogu znacajno uticati
na imunoloske, hormonalne i metabolicke homestaze eukariotskih organizama bilo da
su prisutne na njemu ili se nalaze unutar organizma. Interakcije izmedu bakterija i
visecelijskih organizama, od najprostijih protista do biljaka i Zivotinja, mogu po svojoj
prirodi biti simbiotske, komensalne ili parazitske (patogene). Interesovanje naucne
zajednice prema bakterijskim patogenima i dalje dominira poslednjih godina, zbog
velikog uticaja koje bakterije imaju na kvalitet ljudskog zivota, kao i zbog uticaja
bakterijskih patogena u procesima vezanim za proizvodnju Zivotnih namirnica

Zivotinjskog i biljnog porekla.

Upravo je odnos prema proizvodnji hrane doprineo da se sredinom proslog veka
teziste fundamentalnih istrazivanja interakcija izmedu biljnih patogena i strateski vaznih
biljnih kultura, promeni iz osnova. Ovakvoj promeni doprinela su nova saznanja u sferi
interakcija biljnih patogena i insekata vektora koji vrse njihovu disperziju, narocito kada
su u pitanju obligatne mikrobiote za ¢ije su razvi¢e i disperziju neophodni Zivi
organizmi kao prenosioci (Weintraub & Jones, 2010; Orlovskis et al., 2015; Perilla-
Henao & Casteel, 2016). Razvoj molekularnih metoda detekcije i klasifikacije
obligatnih bakterija, pocetkom 90-ih godina proSlog veka, omogucio je preciznu
identifikaciju i pocetak proucavanja veoma vazne grupe obligatnih bakterija, biljnih
patogena iz grupe fitoplazmi ('Candidatus Phytoplasma’, klasa Mollicutes) (Lee et al.,
1993; 1998; 2000). Otkricem ovih biljnih bakterija otvoren je potpuno novi front u
proucavanju do sada nepoznatih interakcija i epidemiologija koje prate njihovo

prisustvo (Hogenhout et al., 2008; Weintraub & Jones, 2010). 1z sli¢nih razloga, razvoja



nau¢nih mogucnosti u sagledavanju interakcija obligatnih intracelularnih bakterija i
domacina, rod Wolbachia odnosno raznovrsni genotipovi Wolbachia pipientis i njima
prate¢i fenotipovi uticaja na domacina predstavljaju izuzetno intrigiraju¢i subjekt
istraZzivanja evolucione biologije (Werren et al., 2008), ali i primenjenih bioloskih nauka
poput medicine, poljoprivrede ili bioloSke kontrole (Zug & Hammerstein, 2015).
Wolbachia su posebno interesantne sa evolucionog stanovista zbog svoje karakteristicne
interakcije sa domacinom tokom koje kao vertikalno prenosivi endosimbionti ne
razvijaju mutualisticki ve¢ primarno parazitski odnos, isklju¢ivo na sopstvenu Korist,

gde je benefit domacina samo slucajan, sporedan efekat.

Usled tripartitne interakcije izmedu biljaka, fitofagnih insekata vektora i
bakterija koje prenose, istraZzivanje prirode ovih odnosa je unapred optereceno
uporednim poznavanjem sva tri entiteta koji cine ovaj kompleksni epidemioloski sistem
koji je u medusobnoj interakciji koevoluirao (Hogenhout et al., 2008; Orlovskis et al.,
2015). U slucaju kada je zbog svoje bioloSke osobenosti, bakterijski entitet obligatni
parazit, od posebnog je znacaja poznavanje i sagledavanje interakcije izmedu ostalih
da su interakcije izmedu obligatnih bakterija i njihovih domacina pre svega pokretac
njihove koevolucije, ocekivani ishod je odredeni stepen komensalizma, a svako
izmesStanje bakterijskog entiteta izvan ovog stabilnog sistema moze dovesti do niza
poremecaja koji su najcesce nepovoljni ili fatalni po biljnog domacina koji nije prirodni
domacin patogena (eksprimiranje simptoma bolesti i uginuce biljke). Shodno tome,
interakcije sa ostalim bakterijskim entitetima u trokomponentnom epidemiolosko-
evolutivnom sistemu mogu znacajno uticati na adaptivnu vrednost svakog pojedina¢nog
ucesnika ovog sistema (Zug & Hammerstein, 2015). U cilju sagledavanja ovako
kompleksnih interakcija, kao imperativ se namece dobro poznavanje bioekoloskih i
molekularno-genetickih karakteristika svih ¢inilaca koji ucestvuju u ovom sistemu.
Otkri¢e endosimbiontske bakterije iz grupe Wolbachia u populacijama D. europaea
nisko- i visoko-inficiranih fitoplazmom Flavescence dorée (Krsti¢ et al., 2012) dodatno
je ukazalo na jo$ ve¢u kompleksnost interakcija izmedu ove cikade i bakterija koje prate

njene populacije.



1.1 Dictyophara europaea (Linnaeus, 1767): prirodni vektor fitoplazmi

Cikade ili "cvrcci" (Hemiptera: Auchenorrhyncha) predstavljaju brojnu, Siroko
rasprostranjenu i znacajnu grupu fitofagnih insekata koja naseljava razliCite, mahom
kopnene ekosisteme (Nickel, 2003). Po pravilu, radi se o polifagnim insektima
prilagodenim da za svoju ishranu i razvié¢e koriste biljne sokove. Auchenorrhyncha su
hemimetabolni insekti koji su jasno podeljeni u dve monofileti¢ke grupe, Cicadomorpha
i Fulgoromorpha. Infrared Fulgoromorpha ¢ini 20 familija sa preko 10.000 opisanih
vrsta (Holzinger et al., 2003). Po svom izgledu, veli¢ini i morfologiji spadaju u
najatraktivnije vrste medu cikadama, narocito vrste iz tropskog regiona. Medu ovim
atraktivnim cikadama posebno se izdvajaju vrste iz familije Dictyopharidae Spinola,
1839, sa preko 750 opisanih vrsta i viSe od 150 rodova (Song & Liang, 2011).

Rod Dictyophara Germar, 1833 (Fulgoromorpha, Dictyopharidae) je ogranic¢en
na region Palearktika, sastoji se od otprilike 40 vrsta, koje su prema duZzini, debljini i
obliku cefali¢nog nastavka, podeljene u pet podrodova (Emeljanov, 2003). Dictyophara
europaea (Linnaeus, 1767) je tipska vrsta roda, a zajedno sa bliskim vrstama D. asiatica
Melichar, 1912, D. lindbergi Metcalf, 1955 i D. subsimilis Linnavuori, 1953 svrstana je
u podrod Dictyophara. Prema literaturnim podacima, D. europaea je polifagna vrsta
cikade koja se hrani floemom biljaka. Rasprostranjena je Sirom zapadnog Palearktika, sa

pojedina¢nim nalazom u severozapadnoj Kini (Song & Liang, 2008).

Dictyophara europaea je Cesta vrsta cikade, nalazena u asocijaciji sa razli¢itim
vegetacijskim zajednicama, tipom stanista i klimatskim uslovima. Iako Cesta, podaci o
biologiji ove wvrste su retki i ograni¢eni na informacije o rasprostranjenju,
karakteristikama staniSta i ishrani, odnosno asocijacijama sa razli¢itim biljnim vrstama
(Nickel, 2003). U literaturi postoji generalni konsenzus o polifagnom nacinu ishrane
ove cikade. Na osnovu pregleda dosadasnjih studija i objavljenih podataka o
asocijacijama cikada i razlicitih biljnih zajednica, Holcinger i saradnici navode u svojoj
monografiji o cikadama centralne Evrope (Holzinger et al., 2003) da je D. europaea u
asocijaciji sa visegodisnjim biljkama, travama i Zbunastom vegetacijom, dok se prema
podacima Bidermana i Nidrinhausa D. europaea hrani zeljastim biljkama i travama
(Biedermann & Niedringhaus, 2004). Pored ovih opstih podataka, Achillea millefolium
L. (Asteraceae) se navodi kao Cesta biljka na kojoj je frekventno nalaZzena ova cikada

(Melichar, 1912). U skorijim istrazivanjima, Lesio i Alma navode da je D. europaea

3



Cesta cikada u asocijaciji sa biljnim vrstama Amaranthus retroflexus L.
(Amaranthaceae) i Urtica dioica L. (Urticaceae), pri ¢emu A. retroflexus navode kao
odgovarajucu biljku domacina za laboratorijsko gajenje ove cikade (Lessio & Alma,
2008). Medutim, u okviru epidemioloskih istrazivanja fitoplazmi, Filipini i saradnici su
ukazali na prisustvo D. europaea u agro-ekosistemima vinograda gde je zabelezena kao
brojna na pavitini (Clematis vitalba L., Ranunculaceae) (Filippin, 2009a). U pogledu
staniSta, za D. europaea se ¢esto navode ruderalna staniSta, kserotermne i suncane
padine, prevashodno sa ogoljenim delovima gde Zenke polazu jaja u zemlji (Holzinger
& Hausl-Hofstétter, 1994; Biedermann & Niedringhaus, 2004). Od dodatnih informacija
o biologiji, u literaturi se jo§ mogu naci opSti podaci o tome da ima jednu generaciju

godisnje i da prezimljava u stadijumu jajeta (Nickel, 2003; Nickel & Remane, 2002).

Interesovanje za biologiju, asocijacije sa biljkama domacinima i ponaSanje D.
europaea je u skorije vreme poraslo u nau¢noj zajednici usled dokaza o njenoj ulozi u
epidemioloskom ciklusu Flavescence dorée (FD) fitoplazme (16S rRNA grupa V,
podgrupa C), koja izaziva destruktivno oboljenje vinove loze (Filippin et al., 2009a).
Bolest vinove loze uzrokovana Flavescence dorée fitoplazmom je nanela ozbiljne Stete
u vinogradarskim regionima prvenstveno Francuske i Italije, a kasnije i Balkana, u
kojima je zbog epidemijskog Sirenja bolesti ugrozila proizvodnju vina (Steffek et al.,
2007).

Uloga D. europaea u epidemioloskom ciklusu FD fitoplazme je potvrdena
nakon eksperimentalnog prenoSenja ove fitoplazme sa prirodno inficirane pavitine, C.
vitalba, na zdrave klijance vinove loze. Multigenska karakterizacija (engl. Multi Locus
Sequence Typing, MLST) i genotipizacija je potvrdila isti tip fitoplazme u insektu i
testiranim biljkama vinove loze (Filippin et al., 2009a). Pored toga, Filipini i saradnici
(Filippin et al., 2009b), a zatim i Cvrkovi¢ i saradnici (2010), su registrovali u ovoj
cikadi prisustvo stolbur fitoplazme (16S rRNA grupa XII podgrupa A, ‘Candidatus
Phytoplasma solani’), koja izaziva fitoplazmati¢nu bolest Bois noir na vinovoj lozi. Ova
fitoplazma je nativno evropski patogen, registrovana na brojnim biljkama iz familije
Solanaceae (Quaglino et al., 2013) i ugroZava proizvodnju mnogih strateSkih
poljoprivrednih kultura kao Sto je krompir, kukuruz i vinova loza (Maixner, 1994; Jovié
et al., 2009; Ember et al., 2011; Mitrovi¢ et al., 2016). Pored navedenog, tokom

istrazivanja epidemiologije bolesti uzrokovane fitoplazmama u vinogradima juzne



Srbije (Mitrovié et al., 2012), potvrdeno je Cesto prisustvo stolbur fitoplazme u cikadi
D. europaea, ali i dodatno utvrdeno prisustvo fitoplazme 16Srll-E podgrupe (Picris
hieracioides bushy stunt fitoplazma, PHBS) koja izaziva simptome Zbunave
zakrZljalosti na vrsti Picris hieracioides L. (Asteraceae).

Saznanja o prisutnosti razli¢itih fitoplazmi u D. europaea, kao i njena
potencijalna vektorska uloga u prenoSenju i Sirenju ovih biljnih patogena, dodatno su
usloZzena otkricem da ova vrsta cikade moZe imati neuobicajeno Visoku stopu
inficiranosti fitoplazmama na populacionom nivou (Krsti¢ et al., 2012). Poznavanje
biologije vrste je imperativ za sagledavanje kompleksnih interakcija koje ona ima
unutar ekosistema ¢iji je ¢inilac, narocito kod onih vrsta koje mogu izazvati ekonomske
posledice. U slucaju D. europaea, metodoloski okviri rada sa populacijama ove cikade
bili su od posebnog znacaja i preduslov za bilo kakva istrazivanja, $to je direktno
ukazalo na potebu da se prouci do sada nepoznata biologija ove vrste. Sa druge strane,
polifagnost i Siroka rasprostranjenost D. europaea, odnosno potencijal za usvajanje, a
time 1 Sirenje tri razlicite fitoplazme, kao 1 ocekivana diverzitetna bakterijska flora koja
je karakteristicna za sve cikade, ¢ine D. europaea dobrim model organizmom za
proucavanje fundamentlnih i aplikativnih aspekata bioloskih sistema u kojima

ucestvuje.

1.2 Fitoplazme kao biljni patogeni koje prenose insekti vektori

Fitoplazme (‘Candidatus Phytoplasma’', Mollicutes) su obligatni intracelularni patogeni
biljaka i insekata vektora. Vode poreklo od gram-pozitivnih bakterija, nemaju celijski
zid 1 bliske su spiroplazmama. Ove bakterije su otkrivene 1967. godine od strane
japanskih istrazivaca (Doi et al., 1967) koji su ih tada imenovali mikoplazmama slic¢ni
organizmi (engl. Mycoplasma Like Organisms - MLOs), a naziv fitoplazma i status
vrste kandidata (‘Candidatus Phytoplasma’) su dobile na konferenciji Internacionalne
organizacije za mikoplazmologiju (IOM) odrZanoj 1996. godine na Floridi, USA
(Seemller et al., 1998). Fitoplazme su iskljuéivo intracelularni mikroorganizmi koji u
biljkama ostaju uglavnom vezani za floemsko tkivo (Doi et al., 1967; McCoy et al.,
1989). Kroz biljku se krecu koristeci pore sitastih ploca, koje dele floemske sitaste cevi.
Do razvoja molekularne dijagnostike, fitoplazme su klasifikovane na osnovu bioloskih
karakteristika, kao $to su ispoljavanje simptoma kod obolelih biljaka, krug domacina 1

interakcija sa vektorom (Lee et al., 2000). Ove bakterije izazivaju, u viSe stotina biljnih
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vrsta preko 700 oboljenja koja su vrlo Cesto fatalna za biljnog domacina (Weintraub &
Jones, 2010). Dobro poznati i karakteristi¢ni simptomi koje fitoplazme uzrokuju kod
obolelih biljaka ukljuéuju sledece: intezivno grananje tkiva u razvoju (vesti¢ja metla;
engl. witches” broom), filodije (retrogradna metamorfoza cvetnih organa u listove),
virescence (zelena obojenost ne zelenih delova cveta), crvenilo listova i stabljike,
generalizovano zutilo ili crvenilo, propadanje i zaostajanje rasta inficirane biljke,

praceno nekrozom floemskog tkiva.

Klasifikacija i karakterizacija fitoplazmi se isklju¢ivo zashiva na molekularnim
metodama analize DNK, jer su simptomi koje one izazivaju na biljkama opsti i
zajednicki za sve vrste fitoplazmi iako one mogu pripadati razli¢itim i filogenetski
udaljenim grupama. Sa druge strane, ista fitoplazma moze izazvati razliite simptome
na razli¢itim biljkama domacinima, zbog ¢ega su molekularne analize metod izbora za
potvrdu prisustva i identiteta fitoplazme, dok su bioloski karakteri vazni pokazatelji
etiologije i1 epidemiologije bolesti (Lee et al., 2000). Fitoplazme su klasifikovane na
osnovu analize sekvenci 16S rRNK gena u 16Sr grupe i podgrupe koje predstavljaju
zasebne filogenetske linije ili vrste. Na osnovu 16S rDNK rekonstrukcije filogenetskih
odnosa do tada poznatih fitoplazmi, Li i saradnici su izvrSili klasifikaciju ovih bakterija
koja je i danas u Sirokoj upotrebi, odnosno prihvacéena od vecine istrazivaca (Lee et al.,
1998). Prema ovoj klasifikaciji sve fitoplazme su podeljene na 14 16Sr grupa i 41
podgrupu (Lee et al., 1998). Danas, sa porastom broja dostupnih sekvenci 16S rRNK
gena fitoplazmi iz razlicitih delova sveta, poznato je 33 glavnih grupa fitoplazmi (16Srl-
XXXII) i preko 100 podgrupa (Zhao et al., 2010; Zhao & Davis, 2016) dok je ukupno
37 'Candidatus Phytoplasma' vrsta zvani¢no opisano (Zhao & Davis, 2016).

Internacionalni Komitet za Sistematiku Bakterija (engl. International Committee
of Systematic Bacteriology), podkomitet za Taksonomiju Molikuta (engl. Subcommittee
on the Taxonomy of Mollicutes) usvojio je 2004. godine kriterijume i definisao
preporuke za proceduru opisa vrsta fitoplazmi unutar provizionog roda sa statusom
kandidata, tj. 'Candidatus Phytoplasma' (IRPCM, 2004). Na osnovu ovih preporuka,
nova 'Candidatus Phytoplasma’ vrsta se opisuje kada njena sekvenca 16S rRNK gena (u
duzini vecoj od 1200 bp) ima manje od 97,5% homologije sa sekvencom poznate vrste.
Medutim, obzirom da je 16S rRNK gen visoko evoluciono konzervativan region

genomske DNK, cesto se fenotipske odlike organizma, u vidu njegovih bioloskih i



ekoloskih osobenosti, ne oslikavaju u sekvenci ovog gena. Postoji znacajan broj
fitoplazmi ¢ije su bio-ekoloske karakteristike jasno razli€ite od svih drugih vrsta, a da
genomski region 16S rRNK ne oslikava te razli¢itosti (razlika je manja od 2,5%) usled
Cega su definisani dodatni kriterijumi za opise novih vrsta roda ‘Candidatus
Phytoplasma’. Dve vrste fitoplazmi koje dele vise od 97,5% sli¢nosti 16S rRNK
sekvence mogu biti opisane kao zasebne vrste ako ispunjavaju sledeca tri kriterijuma: 1)
da se prenose razli¢itim vektorima, i1) da imaju razli¢ite biljke domacine, 1 ii1) da postoji
jasan dokaz molekularnog diverziteta, odnosno razli¢itosti, izmedu njih. Tre¢i kriterijum
podrazumeva analize sekvenci drugih konzervativnih gena koji su za date vrste
informativniji nego Sto je to 16S rRNK gen. Medu ovim genima najcesc¢e se analizira
operon gena ribozomalnih proteina (koji obuhvata gene za 122 i s3 ribozomalne
proteine), gen koji kodira protein translokazu (secY gen), gen faktora elongacije Tu (tuf
gen) i drugi konzervativni, a ipak dovoljno varijabilni geni da bi ukazali na razlike
znacajne za nivo vrste (Hodgetts & Dickinson, 2010).

Poznata su tri mehanizma unoSenja fitoplazmi u tkivo biljke domacina: i)
vegetativno Sirenje, kalemljenjem zarazenog biljnog materijala (Boudon-Padieu, 2003),
i) vaskularno povezivanje inficiranih 1 neinficiranih biljaka parazitskim cvetnicama
(Cuscuta spp.) (Dale & Kim, 1969), i iii) ishranom inficiranog (virulentnog) insekta
vektora na nezarazenim biljkama (Schvester et al., 1961). Najefikasniji je, i u prirodi
tip prenoSenja je uglavnom perzistentan, jer insekt vektor posle latentnog perioda
multiplikacije fitoplazmi nakon akvizicije ostaje infektivan do kraja zivotnog ciklusa
(Weintraub & Jones, 2010) (Slika 1). Zbog toga su fitoplazme fitopatogene bakterije sa
jedinstvenom Zivotnom strategijom jer im je za opstanak i Sirenje u prirodi neophodno
aktivno umnoZavanje u oba domacina: biljci i insektu vektoru. Ovakva biologija
fitoplazmi uzrokuje usko-specifi¢nu interakciju i koevolutivnu adaptiranost izmedu
bakterije, biljke domacina i insekta vektora (Hogenhout et al., 2008).

Vektori fitoplazmi su insekti iz reda Hemiptera, podredova Auchenorrhyncha
(cikade u Sirem smislu) i Sternorrhyncha (psile) koji se hrane floemskim sokom biljaka
domacina. U biljkama fitoplazme uglavnom kolonizuju samo floemske elemente, dok u
insektima vektorima prvo kolonizuju delije digestivnog sistema, a zatim putem

hemolimfe dospevaju do drugih organa (Hogenhout et al., 2008). Njihovo prisustvo i



umnozavanje u pljuvaénim zlezdama omogucava inokulaciju bakterija u floemske

sudove biljke prilikom ishrane vektora (Slika 1).

Inficirana cikada

Latentni period -
multiplikacija
fitoplazmi

Epidemioloski ciklus
FD fitoplazme

L
Obolela biljka -
izvor infekcije

Zdrava biljka

Virulentna cikada - vektor

Vektor J

Multiplikacija
fitoplazmi

Slika 1. Shematski prikaz zatvorenog epidemioloskog ciklusa Flavescence dorée (FD)
fitoplazme na vinovoj lozi.

Podaci o uticaju fitoplazmi na adaptivnu vrednost insekata vektora su skromni i
razli€iti, a variraju od negativnih, preko neutralnih do pozitivnih efekata (Christensen et
al., 2005). Proces testiranja komponenti adaptivne vrednosti polifagnih insekata je
dodatno komplikovan zbog znac¢ajnog efekta dostupnosti hrane u prostoru i vremenu, ali
i kvaliteta i diverziteta ishrane (Cates, 1981; Chown & Nicolson, 2004). Pomenuti
aspekt je veoma bitan za cikade jer njihov glavni izvor ishrane, floem, sadrzi samo oko
0.03-1% esencijalnih aminokiselina, znacajno nize nego druga biljna tkiva (Awmack &
Leather, 2002). lako oskudni, podaci iz literature ukazuju da uticaj fitoplazmi na
performansu vektora zavisi od vrste bakterije, insekta vektora, njihove interakcije i
koevolutivne adaptacije (pregled referenci u Hogenhout et al., 2008).

U slucaju kada prisustvo fitoplazme u biljkama izaziva patogeni efekat i kada su
u pitanju znacajne gajene kulture, Sirenje bolesti unutar zasada moze imati dramaticne

ekonomske posledice. Jednu od najznacajnijih bolesti vinove loze, Flavescence dorée



(FD), izaziva fitoplazma iz 16SrV grupe. Od polovine proslog veka, u epidemijskim
talasima, ova bolest je unistila preko 80% zasada vinograda u Francuskoj (Magarey,
1986), preko 50% vinograda u severnoj Italiji (Belli et al., 2011), a u Srbiji od 2004.
godine, unistila je skoro u potpunosti nekoliko znacajnih vinogorja, pre svega
fruskogorsko, matejevacko i aleksandrovacko (Duduk et al., 2004; Krnjaji¢ et al., 2007;
Kuzmanovi¢ et al., 2008). Sve dok nisu otkriveni prirodni rezervoari ove fitoplazme,
odnosno druge biljne vrste pored vinove loze, u kojima je registrovano prisustvo
genotipova srodnih FD fitoplazmi (Angelini et al., 2004; Arnaud et al., 2007; Filippin et
al., 2009a), za epidemioloski ciklus ove bolesti se pretpostavljalo da je zatvoren i da
ukljucuje samo cikadu Scaphoideus titanus Ball, 1932 (Constable, 2010) (Slika 1).
Saznanja da je FD fitoplazma prisutna asimptomatski u pavitini (Clematis vitalba,
Ranunculaceae) i u cikadi D. europaea, ukazala su da je epidemiologija ove bolesti
znatno kompleksnija (Filippin et al., 2009a) (Slika 2). Otkri¢e potencijalno novog
vektora u epidemiologiji FD fitoplazme je od posebnog znacaja za sagledavanje i
predvidanje interakcija ove fitoplazme u prirodnim staniStima i Sirenje u prirodi. Ovo je
posebno vazno ako se uzme u obzir da je D. europaea relativno ¢esta vrsta U evropskoj
fauni, a zbog njene nepoznate biologije, potencijalnu vektorsku ulogu u disperziji FD
fitoplazme nije bilo moguée sagledati. Medutim, informacije o njenoj asocijaciji sa
prirodno FD-inficiranim biljkama C. vitalba koja je ¢est korov u medama vinograda
jugoistocne Evrope (Filippin et al., 2007) i visokom incidencom asimptomatske
infekcije ovih biljaka ukazalo je na njihovu vaznu ulogu kao izvor inokuluma i

rezervoar infekcije (Filippin et al., 2009a).

-------------- " .
5% !/ms spp. FD fitoplazma Dictyophara
A vinova loza europaea

I FD fitoplazma l I FD fitoplazma
Scaphoideus Clematis vitalba ™ §
titanus pavitina

Slika 2. Shematski prikaz alternativnog puta unosa FD3 (FD-C) fitoplazme u ekosistem
vinograda putem cikade Dictyophara europaea kao vektora i Clematis vitalba kao
rezervoara bolesti i izvora inokuluma. Prema Filippini et al. (2009a).
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Stopa inficiranosti fitoplazmom prirodnih populacija D. europaea u severnoj
Italiji 1 Srbiji, podru¢jima koja su do sada detaljno istrazena, iznosi oko 3%, Sto je
neuobiCajeno nisko za efikasnog vektora (Hogenhout et al., 2008; Filippin et al.,
2009a). Preliminarna istrazivanja epidemiologije fitoplazme u vinogradima Crne Gore
ukazala su da je stopa inficiranosti populacija D. europaea znacajno visa, preko 60%,
pracena visokom efikasnos¢u prenosenja patogena. Preliminarni podaci o populacionoj
genetici vektora (Krsti¢ et al., 2012) ukazali su na neuobicajenu evolutivnu istoriju ove
vrste kao i ha moguc¢nost da su drugi endosimbionti/patogeni od znacaja u biologiji ove

cikade.

1.3 Epidemioloski ciklus i putevi prenoSenja Flavescence dorée (FD) fitoplazme

Ranije se smatralo da su distribucija i Sirenje FD fitoplazme direktno (i jedino) zavisni
od biologije i ekologije specificnog ampelofagnog insekta vektora Scaphoideus titanus
(Chuche & Thieéry, 2014), zatvorenog epidemioloSkog ciklusa prenosenja fitoplazme in
situ unutar vinograda (Caudwell, 1990), i puteva disperzije i unoSenja fitoplazme u
vinograd iz okolnih prirodnih rezervoara patogena (Arnaud et al., 2007; Filipin et al.,
2009a; Lessio et al., 2016). Cikada S. titanus je sredinom proslog veka slucajno
introdukovana iz severne Amerike u Francusku (Bonfils & Schvester, 1960),
najverovatnije tokom jednog introdukcijskog dogadaja (Papura et al., 2012), i od tada se
raSirila unutar evropskih vinograda lociranih u klimatskoj zoni izmedu 35° i 50° severne
geografske Sirine koja joj omogucava uspeSno razvice (Chuche et al., 2015).
Scaphoideus titanus je danas prisutan od Portugala i Spanije na zapadu do Rumunije na
istoku, oblasti Champagne na severu Francuske do oblasti Basilicata na jugu Italije
(Chuche & Thiéry, 2014). Cinjenica da FD fitoplazma nije prisutna u svim
vinogradarskim regionima u oblastima u kojima je prisutan S. titanus (Jeger et al., 2016)
ukazuje na spoljasnji izvor patogena i znacaj prirodnih rezervoara FD fitoplazme za
Sirenje bolesti. Drzave u kojima je prisustvo FD fitoplazme dugogodiSnje i gde znacajno
ugrozava proizvodnju vinove loze i vina su: Francuska, Italija, Spanija, Portugal,
Slovenija, Srbija, i od nedavno Svajcarska i Hrvatska (Jeger et al., 2016).

Na osnovu analiza nukleotidnih sekvenci 16S rRNK gena i intergenskog
prostora izmedu 16S i 23S rRNK utvrdeno je da FD fitoplazmu ¢ine geneticki prili¢no
homogeni sojevi, iako je evidentna njihova ekoloSka i epidemioloSska raznovrsnost
(Angelini et al., 2001; 2004; Arnaud et al., 2007; Filipin et al., 2009a; Lessio et al.,
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2016), i da se oni mogu svrstati u dve taksonomske podgrupe: 16SrV-C i -D (Lee et al.,
1998; 2004). Medutim, istorijski su utvrdene tri geografski izolovane epidemioloske i
epidemijske grupe sojeva, odnosno genotipova, FD fitoplazme koje su imenovane na
osnovu primarnog soja prouzrokovata epidemije, a oOkarakterisane na osnovu
varijabilnijih gena koji ucestvuju u interakciji fitoplazme sa domaé¢inom (kao npr. secY
gen za preprotein translokazu; Angelini et al., 2001): FD70, FD92 (FD-D) i FD-C.
Sojevi grupe FD70 i FD-C pripadaju taksonomskoj podgrupi 16SrV-C na osnovu 16S-
23S rRNK genskog regiona, dok FD-D sojevi pripadaju 16SrV-D podgrupi (Lee et al.,
2004). Naknadnom analizom drugog gena od znacaja za epidemioloska ispitivanja,
house-keeping gena koji kodira metionin aminopeptidazu (map gen), potvrdeno je da
postoje tri geografske grupacije sojeva (genotipova) FD fitoplazme: FD1
(=FD70=16SrV-C), FD2 (=FD-D=16SrV-D) i FD3 (=FD-C=16SrV-C) (Arnaud et al.,
2007). Geografska distribucija ovih genotipova je specificna i delimi¢no preklapajuca,
Sto ukazuje na razli¢ite epidemioloske izvore patogena. FD1 genotip je karakteristi¢an
za vinogorja zapadnog dela Francuske, dok je u ostalom delu prisutan FD2 genotip i to
u priblizno 80% zarazenih vinograda (Arnaud et al., 2007). U Francuskoj nije prisutan
FD3 genotip. U Spaniji, Portugalu i Svajcarskoj je detektovano isklju¢ivo prisustvo FD2
tipa FD fitoplazme u vinovoj lozi (Foissac & Maixner, 2013; Casati et al., 2017). U
Italiji je situacija neSto kompleksnija; sva tri tipa FD fitoplazme su identifikovana, ali je
u severozapadnoj Italiji dominantan FD1 genotip, dok je u severoisto¢noj dominantan
FD3 genotip (Agelini et al., 2001; Arnaud et al., 2007). Nadalje, FD2 i FD3 genotipovi
su identifikovani u Hrvatskoj i Sloveniji, ali je u obe zemlje FD3 tip dominantan (Mehle
et al., 2011; Plavec et al., 2015). U Srbiji je prisutan iskljuc¢ivo FD3, odnosno FD-C, tip
FD fitoplazme (Duduk et al., 2004; Filippin et al., 2009a).

Epidemiolodka slika koja prati ovu fitoplazmu ukazuje, medutim na jo$
kompleksniju situaciju. Dugo se smatralo da je epidemioloski ciklus FD fitoplazme
"zatvoren" 1 "monocikli¢an", tj. da je vinova loza izvor inokuluma i terminalna biljka
domacin patogena, i da se bolest inicira i Siri epidemijski (Slika 1; Constable, 2010).
Scaphoideus titanus je posmatran kao jedini vektor FD fitoplazme, a njegova
monofagnost i ¢injenica da kompletan zivotni ciklus, od jaja do adulta, ostvaruje na
vinovoj lozi objasnjavala je epidemijsko Sirenje ove bolesti. Medutim, nejasno je bilo na

koji nac¢in i pored obaveznih mera hemijskog tretiranja insekta vektora dolazi do pojave
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novih zariSta FD fitoplazme, koja zatim u slucaju prisutnosti specificnog vektora S.
titanus u dovoljnoj brojnosti, prelaze u epidemijsko Sirenje koje ugroZava cela
vinogorja. Tek je sa otkricem C. vitalba kao rezervoara FD3 (FD-C) genotipa FD
fitoplazme u Italiji i na Balkanu (Angelini et al., 2004; Filippin et al., 2009a), odnosno
Alnus glutinosa kao rezervoara FD2 (FD-D) genotipa (poznatog kao Alder yellows
fitoplazma) u Francuskoj, Italiji (Arnaud et al., 2007) i na Balkanu (Cvrkovi¢ et al.,
2008), utvrdeno da je epidemioloski ciklus otvoren i da se epidemija §iri monocikli¢no,

ali se zacinje policikli¢no tj. iz spoljasSnjeg izvora.

Inficirana cikada

Eelije flaama

Otvoreni
epidemioloski ciklus
FD fitoplazme

drava biljka

Pljuvatna
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Digestivi sistem

Slika 3. Shematski prikaz otvorenog epidemiolodkog ciklusa FD fitoplazme, genotipa
FD3 (FD-C) u ekosistemima vinograda jugoisto¢ne Evrope. Dictyophara europaea i
Clematis vitalba imaju znacajnu ulogu u inicijaciji ciklusa kao alternativni, autohtoni
vektor, odnosno prirodni rezervoar fitoplazme.

Samo je u slucaju epidemiologije FD3 genotipa FD fitoplazme dokazano,
molekularno-epidemioloskim mapiranjem i eksperimentalnim prenoSenjem, da je
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autohtona cikada Dictyophara europaea prirodni vektor ovog patogena i da vrsi unos
fitoplazme iz prirodnog rezervoara C. vitalba u zasad vinove loze gde infekciju
preuzima amplefogni, specifi¢ni vektor S. titanus koji infekciju dalje Siri epidemijski
(Slika 2 i 3). U slucaju iniciranja epidemije FD2 tipa FD fitoplazme u vinogradima
Francuske, na osnovu molekularno-epidemioloskih podataka se pretpostavlja, ali bez
eksperimentalnih dokaza, da autohtona cikada Oncopsis alni prenosi fitoplazmu sa
okolnih biljaka Alnus glutinosa na ¢okote vinove loze i tako zacinje epidemiju (Arnaud
et al., 2007). Nedavno je utvrdeno da postoji i tre¢i potencijalni izvor bolesti i to
genotipa FD2, za sada utvrdenog u Italiji i Svajcarskoj, sa svojim prate¢im vektorom,
cikadom introdukovanom iz Azije Orientus ishidae (Lessio et al., 2016; Casati et al.,
2017). lako je Sirenje FD fitoplazme evidentno kompleksno i zavisno od geografskih i
klimatskih specifi¢nosti pojedinih regiona, u uslovima Balkana i1 severoistoka Italije
nedvosmisleno je dominantan epidemioloski tip FD3, ¢ije je prirodni rezervoar pavitina
(C. vitalba), a prirodni vektor koji inicira infekciju D. europaea (Angelini et al., 2004;
Filippin et al., 2009a).

1.4 Endosimbionti insekata: Wolbachia kao reproduktivni parazit

Insekti predstavljaju najdiverzitetniju grupu Zivotinja sa preko milion i dvesta hiljada
vrsta, od kojih viSe od polovine poseduje endosimbiontske bakterije (Buchner, 1965;
Douglas, 1998; Baumann et al., 2000). Asocijacija endosimbionata i insekata je po
pravilu cesta pojava kod onih vrsta koje koriste nutritivno ogranicene izvore ishrane,
kao Sto su biljni sokovi, krv ki¢menjaka ili drvna masa, pri ¢emo je njihovo prisustvo
neophodno (obligatni endosimbionti) za prezivljavanje i normalno razvi¢e domacina
(Kikuchi, 2009). Zbog vaznosti u metabolizmu insekata, bakterijski endosimbionti
mogu biti prisutni u somatskim i germinativnim celijama. Takvi endosimbionti se
nazivaju primarnim i predstavljaju rezultat dugorocne asocijacije i koevolucije izmedu
bakterija 1 insekta domacina. Zbog znacaja koji imaju za uspeSno razvice insekata,
obligatni endosimbionti se prenose vertikalnim, odnosno materinskim putem na
potomstvo (Mira & Moran, 2002; Kikuchi, 2009). Nasuprot primarnim
endosimbiontima, veliki broj insekata poseduje i fakultativne ili sekundarne
endosimbionte. Ove endosimbionte karakteriSe neselektivna lokalizacija u telu
domacina, cest horizontalni transfer izmedu organizama i ¢injenica da nisu neophodni

za uspesno prezivljavanje i reprodukciju domacina (Clark et al., 2010). Za sekundarne
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endosimbionte se smatra da predstavljaju prelaznu fazu izmedu slobodno Zzivedih,
nespecificnin  bakterija 1 obligatnih mutualista (Kikuchi, 2009). Zbog toga,
sveobuhvatnu biologiju vrste insekta je nemoguce proucavati nezavisno od ekolosSkog
konteksta koji ¢ine pratece bakterije (Dillon & Dillon, 2004). Buchner (1965) je podred
Auchenorrhyncha opisao kao “gladnim za simbionte” i utvrdio da vecina vrsta iz ovog
podreda poseduje bar dva endosimbionta, a da kod nekih taj broj ide i do Sest. Sa druge
strane, Jing i saradnici (2014) su dosli do zakljucka da je kod insekata koji se hrane
floemskim sokovima relativno nizak bakterijski diverzitet u poredenju sa drugim
grupama insekata, i da je on sveden na ne vise od 10 taksona. Kao razlozi za niski
diverzitet se navode ishrana floemom za koji se pretpostavlja da je sterilna sredina bez
bakterija, zatim delovanje imunskog sistema same biljke i/ili antagonisti¢ke interakcije
izmedu samih bakterija (Sugio et al., 2015). lako nema podataka o broju i vrstama
primarnih i sekundarnih endosimbionta koji su prisutni kod vrste D. europaea, studija o
bakterijskoj flori filogenetski srodnih vrsta iz familije Dictyopharidae (Urban & Cryan,
2012), ukazuje na postojanje bar dva primarna endosimbionta i to: ‘Candidatus Vidania
fulgoroideae' i 'Candidatus Sulcia muelleri'. Oba organizma, zbog uloge u ishrani,
odlikuje duga asocijacija sa insektom domacinom i kodiverzifikacija. Dictyophara
europaea, kao i brojne druge cikade, za ishranu koristi floem biljaka. Biljni floem je
bogat Secerima, ali ne obezbeduje sve esencijalne aminokiseline insektu domacinu zbog
Cega predstavlja suboptimalnu hranu za ove organizme (Douglas, 2003; Chown &
Nicolson, 2004). Cikade ovaj problem “reSavaju” prisustvom odredenog broja
primarnih endosimbionata u telu koji im svojim metabolizmom “dopunjuju” ishranu.
lako nema konkretnih studija o tome, razumna je pretpostavka da su pomenuti primarni
endosimbionti prisutni i u telu D. europaea. Do sada je od sekundarnih endosimbionata
u Sirem smislu, u telu D. europaea potvrdeno samo prisustvo fitoplazmi (Filippin et al.,
2007; 2009a; Cvrkovi¢ et al., 2010; Mitrovi¢ et al., 2012). Sa druge strane, kod vrste
cikada iz podreda Auchenorrhyncha, koji su dokazani vektori fitoplazmi, otkriveno je
prisustvo nekoliko vrsta endosimbionata. Tako je u telu cikade Scaphoideus titanus,
primarnog vektora FD fitoplazme, dokazano prisustvo endosimbionta Cardinium
(Sacchi et al., 2008). Prisustvo Wolbachia je detektovano u telu cikade koja kao vektor
prenosi stolbur fitoplazmu (Hyalesthes obsoletus) (Gonella et al., 2011), kao i u cikadi

Hishimonoides sellatiformis, vektoru MD fitoplazme (Mulberry duarf - 16Srl-B)
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(Kawakita et al., 2006). U cikadama Macrosteles striifrons i M. sexnotatus, utvrdeno je
prisustvo Wolbachia i dve fitoplazme, Aster Yellows - AY (‘Candidatus Phytoplasma
asteris’) i Rice Yellow Dwarf - RYD fitoplazme (“Candidatus Phytoplasma oryzae™)
(Ishii et al., 2013). Wolbachia je izmedu ostalih endosimbionata, oznacena kao
potencijalni kandidat za bioloSku kontrolu insekata iz podreda Auchenorrhyncha koji
kao vektori prenose biljne patogene (Chuche et al., 2017). Bioloska kontrola insekata
putem Wolbachia koristi se kod suzbijanja komaraca, a time i bolesti koje kao vektori

prenose (lturbe-Ormaetxe et al., 2011).

Wolbachia je kao vrsta otkrivena znacajno ranije nego $to je njeno prisustvo u
telu insekta povezano sa brojnim efektima koje ona izaziva u kontekstu reproduktivne i
evolucione biologije domacina. Naime, Hertig i Wolbach su 1924. godine otkrili
intracelularno prisustvo bakterije u telu komarca Culex pipiens (French, 1978). Ta
bakterija je kasnije nazvana Wolbachia pipientis (Hertig, 1936). Tek 1971. godine je
prisustvo Wolbachia u telu insekta povezano sa poremecajem fertiliteta kod nekih vrsta
komaraca iz roda Culex. Yen i Barr (1971) su ovaj poremecaj nazvali citoplazmatska
inkompatibilnost (engl. cytoplasmic incompatibility - CI) i dokazali da je upravo
Wolbachia odgovorna za ovaj fenomen. Danas, nekoliko decenija kasnije, poznato je da
je uticaj i odnos koji ovi obligatni intracelularni endosimbionti artropoda i nematoda
ostvaruju sa domac¢inom veoma raznolik i da se po svom kvalitetu kre¢e od parazitizma
do mutualizma (Werren et al.,, 2008; Zug & Hammerstein, 2015). Na osnovu
multilokusne genotipizacije (MLST) (Baldo et al., 2006), Wolbachia je trenutno
podeljena na jedanaest supergrupa obelezenih slovima A-F i H-L. Supergrupe Ai B su
vezane za filum Arthropoda, dok su supergrupe C i D iskljuivo povezane sa
nematodama iz superfamilije Filarioidea (Ros et al., 2009). Supergrupa G je naknadno
izostavljena jer je utvrdeno da sojevi unutar ove supergrupe predstavljaju rekombinante
izmedu supergrupa A i B (Augustinos et al., 2011). Tipski soj, odnosno soj na osnovu
kojeg je prvobitno opisana vrsta Wolbachia pipientis, izolovan je iz komarca Culex
pipiens i svrstan je u supergrupu B. Pretpostavlja se da se supergrupa B odvojila od
supergrupe A pre vise od 60 miliona godina (Werren, 1997), a da su se supergrupe A i
B odvojile od supergrupa C i D pre viSe od 100 miliona godina (Bandi et al., 1998). Za
potrebe blizeg grupisanja i klasifikacije, unutar supergrupa je uvedena podela sojeva na

grupe na osnovu sekvenci wsp gena (Stouthamer et al., 1999). Ime grupe se sastoji od
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prva tri slova imena domacina iz koga je izolovan odredeni soj, & U grupe se svrstavaju
sojevi Cije sekvence pokazuju identitet ve¢i od 97.5% u odnosu na referentnu sekvencu
odredenu za svaku grupu. Na ovaj nacin je u okviru supergrupa A i B identifikovano 10,
odnosno 9 grupa (Stouthamer et al., 1999). Zvani¢no se svi do sada izolovani sojevi
formalno svrstavaju u okviru vrste W. pipientis i dok pitanje taksonomskog statusa ove
bakterije ne dobije finalni epilog veéina istraziva¢a konsenzusom u svojim radovima
koristi, atipi¢no i manje formalno, samo ime roda Wolbachia, bez obzira na pripadnost
supergrupi ili grupi (Lo et al., 2007).

Wolbachia pripadaju grupi gram negativnih bakterija klase Alphaproteobacteria
(red Rickettsiales) i smatra se da inficiraju preko dve trec¢ine svih vrsta danasnjih
artropoda (Zug & Hammerstein, 2012). Usled svoje Siroke rasprostranjenosti,
raznovrsnih efekata na reproduktivnu i1 evolucionu biologiju domacina i1 potencijalnih
aplikacija u kontroli Stetocina i vektora bolesti (Wong et al., 2011), Wolbachia su tokom
poslednje decenije posebno intezivno proucavane sa evolucionog, eckoloskog i
aplikativnog stanovista (Zug & Hammerstein, 2015). Wolbachia se u prirodi primarno
prenose vertikalno, sa roditelja na potomstvo unutar populacije domacina, a Sire se
horizontalno putem zajednickih parazita, parazitoida ili trofickih resursa na druge vrste
artropoda. lako se predominantno prenose vertikalno, sto po teoriji uslovljava evoluciju
mutualistickog odnosa sa domacinom (Zug & Hammerstein, 2015), Wolbachia
manipuliSe reproduktivnhom biologijom artropodnih domacina u sopstvenu korist, ¢esto
uzrokujuéi znacajno smanjenje adaptivne vrednosti domacina (Werren et al., 2008).
Ove manipulacije obuhvataju Cetiri glavne grupe Wolbachia-indukovanih fenotipskih
efekata: feminizacija, smrtnost genetickih muzjaka, indukovana partenogeneza i
citoplazmatska inkompatibilnost (CI) (Werren, 1997). Usled materinskog nasledivanja,
Wolbachia moze da uti¢e na evoluciju mitohondrijske DNK domacina favorizovanjem
haplotipova sa kojima je u asocijaciji, Sto za posledicu ima tzv. mitohondrijsko ¢iséenje,
odnosno smanjenje haplotipskog diverziteta.

Efekat Wolbachia na pravce evolucije mitohondrijske DNK je viSestruk. Zbog
na¢ina transmisije Wolbachia i time uzrokovanog indirektnog delovanja prirodne
selekcije na mtDNK domacina dolazi do procesa analognog evolutivhom procesu
poznatom pod nazivom geneticki draft (engl. genetic draft ili genetic hitchiking)
(Gillespie, 2000; Rokas et al., 2001). Indirektni efekti prirodne selekcije na mtDNK
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domacina podrazumevaju tzv. selektivno ¢is¢enje (engl. selective sweep), odnosno
poveéavanje ucestalosti samo onih haplotipova koji su ,,udruzeni” sa Wolbachia, tj.
nalaze se sa njima u c¢elijama, §to kao krajnju posledicu ima smanjenje genetickog
diverziteta populacije (Shoemaker et al., 2004, Narita et al., 2006).

Wolbachia moze, usled efekta CI, da uzrokuje i reproduktivnu izolaciju izmedu
inficiranih i neinficiranih populacija domacina, ¢ime se povecava selekcioni pritisak ka
geneti¢koj diferencijaciji populacija, divergenciji i na kraju specijaciji (npr. Engelstadter
& Hurst, 2009; Yu et al.,, 2011). Nasuprot fenotipova Wolbachia koji uzrokuju
poremecaj u odnosu polova domacina, CI uzrokuje selekciju zenki (i njihovih
mitohondrijskih haplotipova) koje poboljSavaju bakterijsko prenosenje, jer zenke koje
nisu inficirane ne ostavljaju potomstvo usled inkompatibilnosti sa inficiranim
muzjacima. Smatra se da upravo ovaj Wolbachia fenotip, usled ograni¢enih negativnih
efekata na domacina i postepenog prilagodavanja populacija domacina, predstavlja
najverovatnijeg parazitskog pretka mutualistickog fenotipa infekcije Wolbachia
(Engelstadter & Hurst, 2009). Savremena istraZzivanja odnosa Wolbachia i artropodnih
domacina su pokazala da Wolbachia mozZe imati pozitivan efekat na adaptivnu vrednost
domacina, odnosno da odnos moze evoluirati u mutualizam, fakultativnog ili obligatnog
tipa (pregled referenci u Zug & Hammerstein, 2015).

Zastita od patogena predstavlja jedan od efekata prisustva endosimbionta
(Wolbachia) kada domacin ostvaruje korist, jer simbiont deluje interferentno na
patogena (virus ili bakterija) prisutnog u zajednickom domacinu, pri Cemu Stiti
domacina (Haine, 2008; Brownlie & Johnson, 2009). Pretpostavlja se da efekat zastite
domacina evoluira kada je Wolbachia, kao vertikalno prenosiv simbiont, u kompeticiji
sa horizontalno prenosivim patogenom u istom domacinu. lako je u mnogim studijama
zabelezen anti-patogeni efekat Wolbachia (uglavnom zasnovan na povecanoj
rezistentnosti domacina) mali je broj onih u kojima su testirani efekti Wolbachia na
adaptivnu vrednost domacina, odnosno izneti dokazi o Wolbachia-posredovanoj zastiti
domacina koja ukljucuje anti-patogeni efekat i poboljSanje komponenti Zivotnih istorija
domacina (Hedges et al., 2008; Zélé et al., 2012; Ye et al.,, 2013). Molekularni
mehanizmi na kojima pociva Wolbachia-posredovan anti-patogeni efekat joS uvek su
nejasni. Na osnovu dve glavne hipoteze, koje nisu medusobno iskljuéive, Wolbachia-

uzrokovana interferenca patogena moZe biti posledica kompeticije sa patogenom za
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ogranic¢ene resurse domacina (Moreira et al., 2009; Frentiu et al., 2010; Wong et al.,
2011; Lu et al., 2012; Osborne et al., 2012) ili ushodnog regulisanja imunskog
odgovora domacina u prisustvu Wolbachia (Xi et al., 2008; Kambris et al., 2009;
Moreira et al., 2009; Bian et al., 2010; Pan et al., 2012). Medutim, rezultati dosadasnjih
analiza anti-patogenog efekta prisustva Wolbachia zasnovane su na studijama koje su
pratile uticaj Wolbachia u domacinima koji ili prirodno nisu Wolbachia-inficirani ili su
inficirani drugim sojem Wolbachia. Sa druge strane, brojne studije su zasnovane na
podacima o anti-patogenom efektu Wolbachia na patogena koji prirodno nije u
asocijaciji sa domacinom na kome se efekat testira (Zug & Hammerstein, 2015). Ovo je
vrlo znacajno sa stanovista primene rezultata u medicini, S obzirom na to da postoje
radovi u kojima je opisana smanjena inficiranost komaraca iz roda Aedes, denge
virusom, usled prisustva Wolbachia (koja je vestacki ubacena) u telu komarca (Moreira
et al., 2009; Bian et al., 2010; Walker et al., 2011; Blagrove et al., 2012; Mousson et
al., 2012).

Sa stanoviSa fundamentalnih istraZzivanja, postoji skepticizam ka objektivnom
sagledavanju anti-patogenog Wolbachia-posredovanog efekta i zastite domacina od
patogena, usled Cinjenice da je vec¢ina podataka o ovakvom efektu Wolbachia dobijena
putem transinfekcije, tj. vestackog ubacivanja Wolbachia u telo insekta (Kambris et al.,
2009; Moreira et al., 2009; Bian et al., 2010; Walker et al., 2011; Van den Hurk et al.,
2012; Ye et al.,, 2013). Naime, ne postoje podaci o efektima prirodnih sojeva
Wolbachia, koje su u asocijaciji sa prirodnim populacijama vektora in situ i bakterijskih

patogena koje prenose, izuzev pojedinih istrazivanja na komarcima (Zélé et al., 2012).

1.5 Insekt-endosimbiont-patogen interakcije

Kada su u pitanju fitoplazme, floem biljke je jedna od primarnih sredina za
prezivljavanje i razmnozavanje ovih patogena. Druga sredina koju ova bakterija
naseljava i koja joj omogucuje normalan zivotni ciklus je telo insekta vektora. U telu D.
europaea do sada su registrovane tri filogenetski razli¢ite grupe fitoplazmi (16SrIl,
16SrV i 16SrXIl) od kojih je za 16SrV grupu i dokazana vektorska uloga ove cikade
(Filippin et al., 2009a). Nema puno primera za potencijalne interakcije fitoplazme i
Wolbachia u prirodnim populacijama insekta vektora. Pomenuti radovi o prisustvu

Wolbachia u vektorima fitoplazmi Hishimonoides sellatiformis, Hyalesthes obsoletus,
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Macrosteles striifrons i M. sexnotatus, odnose se samo na registrovanje prisutnosti

bakterija, bez podataka o potencijalnim interakcijama i uticaju endosimbionta.

Sa druge strane, aspekti biologije i ekologije fitoplazmi opsezno su istrazene,
pocev od njihovog genoma, preko efektorskih proteina do interakcije sa insektima i
fenotipskih manifestacija (Christensen et al., 2005; Bai et al., 2006; Hougehout et al.,
2008; Sugio et al., 2011). Takode, istrazivanja Wolbachia su u poslednje dve decenije
napredovala, ponajvise zbog Sirokog repertoara reproduktivnih efekata kojim ova
bakterija ,,manipuliSe* domacinima (Werren, 1995, 1997; Zug & Hammerstein, 2015), a
zatim i potencijalnim antipatogenim efektom i antagonistiCckim interakcijama sa
virusima 1 bakterijama koje izazivaju bolesti kod coveka, a kao vektori ih prenose
insekti (Hedges et al., 2008; Brownstein et al., 2003). Ostaje nepoznato kako se dva
relativno dobro istrazena bioloSka entiteta, kakvi su fitoplazma i Wolbachia, ponasaju
kada prirodno inficiraju insekta domacina, i da li rezultanta njihovog odnosa ima (i

kakve) efekte na njegovu adaptivnu vrednost.

Direktan pozitivan efekat na adaptivnu vrednost domacina je, pored fenotipskih
efekata i reproduktivne manipulacije, sigurno Sirenje Wolbachia u naredne generacije.
Iako postoji neslaganje medu evolucionim biolozima i razli¢ito tumacenje, adaptivna
vrednost predstavlja konacan rezultat svih razvojnih i fizioloskih procesa realizovanih
kod jedinki u datim uslovima sredine. Takode, ukoliko postoje razlike izmedu jedinki
iste populacije u odredenim karakteristikama koje uti¢u na merljive razlike u adaptivnoj
vrednosti, onda te karakteristike predstavljaju komponente adaptivne vrednosti, od kojih
su osnovne fertilitet (broj potomaka) i vijabilitet (duzina zivota) (Tuci¢ & Tuci¢, 2000).
Do sada je direktan pozitivan efekat na adaptivnhu vrednost domacdina dokazan za
Wolbachia koje inficiraju nematode iz reda Filariidae (Weeks et al., 2002). Ukoliko se
antibiotskim tretmanom odstrani Wolbachia, nematode nisu u mogucnosti da produkuju
potomstvo. Sa druge strane, direktan negativan efekat je pokazan u slucaju
endoparazitskih osica Trichogramma deion i T. pretiosum, gde su Wolbachia-inficirane
osice imale smanjen fekunditet u poredenju sa neinficiranom kontrolom (Stouthamer &
Luck, 1993). Na promenama u komponentama adaptivne vrednosti se zasnivaju i novije
metode kontrole insekata vektora koje su bazirane na dve strategije (Douglas, 2007): i)
ometanje po insekta korisnih endosimbionata, koji im obezbeduju esencijalne materije

neophodne za normalno funkcionisanje, i ii) veStacko ubacivanje (transinfekcija) u telo
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insekta endosimbionata koji manipuliu reproduktivnim ponasanjem domaéina. Sto se
tice prve strategije, u preliminarnoj fazi istrazivanja tretiranje insekata antibiotikom
rezultovalo je dramaticno smanjenom stopom rasta i reprodukcije i umerenim
skracenjem duZzine Zivota. S obzirom na to da korisé¢enje antibiotika nije opcija iz
oc¢iglednih razloga, trenutno se traga za alternativnim nacinima ometanja
funkcionisanja, po insekta korisnih, endosimbionata. Druga strategija je istrazenija od
prve, pre svega $to je u metodoloSkom smislu pristupacnija za testiranje. Kod vektora
koji su prethodno Wolbachia-inokulisani izaziva se imunski odgovor insekta i sagledava
status patogena u populaciji vektora koji prenosi patogen na ¢oveka (slu¢aj komaraca iz
roda Anopheles i parazita Plasmodium kao i vrste Aedes koja prenose viruse Dengue i
Chickungunya). Ova strategija podrazumeva koris¢enje razlicitih sojeva Wolbachia koji,
kao manipulatori reprodukcije mogu u telu insekta vektora da eksprimiraju razlicit
fenotip (citoplazmatsku inkopatibilnost, feminizaciju ili smrt genetickih muzjaka) i time
utiCu na zivotni ciklus insekata, a zasniva se na pretpostavljenim interakcijama koje

negativno uticu na populaciju vektora.

Ako zbog dugotrajnog odnosa koevolucije zanemarimo primarne endosimbionte,
sekundarni se u telu insekta susreu sa ograni¢enim resursima i posledi¢no sa
kompeticijom za resurse i Sirenje kroz tkiva i generacije domacina (Vautrin et al.,
2008). Rezultati mogu da budu kontradiktorni ako se izuCavaju prirodno i vestacki
inficirane populacije insekta domacina. Tako su Goto i saradnici utvrdili antagonisti¢ke
interakcije izmedu Wolbachia i Spiroplasma u vestacki inficiranim voénim musSicama
Drosophila melanogaster (Goto et al., 2006), dok u prirodno inficiranim musicama
ovim endosimbiontima takva interakcije nije registrovana (Ventura et al., 2012).
Bakterije, za koje telo insekta predstavlja prirodno okruZenje i staniSte, mogu biti
ukljucene u razliite tipove interakcija sa drugim bakterijama i te se interakcije mogu
nalaziti u rasponu od antagonistickih do mutualistickih, a u slucajevima multiple
infekcije svi mikroorganizmi se nalaze u kompeticiji za ograni¢ene resurse domacina
(Vautrin & Vavre, 2009). Sama kompeticija predstavlja evolucioni pritisak koji moze
dovesti do preterane eksploatacije resursa, Sto za posledicu moze imati nemoguénost
odrzavanja multiple infekcije (Vautrin et al., 2008; Vautrin & Vavre, 2009 i reference
unutar rada). Sa druge strane, stabilno odrzavanje multiple infekcije predstavlja

preduslov za evoluciju odnosa dva endosimbionta ka kooperaciji. Stabilno odrZavanje
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multiple infekcije pretpostavlja da se oba endosimbionta vertikalno prenose kroz
generacije domacina (Vautrin et al., 2008). Do sada, nije utvrdena moguénost
zajedni¢ke transmisije Wolbachia i fitoplazme, jer se prva prenosi materinski, tj.
vertikalno, a duga horizontalno, odnosno svaka generacija insekta de novo usvaja

fitoplazmu hraneci se zarazenim biljkama.

Postojanje populacija D. europaea razlic¢itog statusa infekcije bakterijom
Wolbachia, predstavlja mogué¢nost da se izmedu prirodno inficiranih i neinficiranih
populacija D. europaea utvrde moguce interakcije izmedu Wolbachia i fitoplazme, a
zatim i njihov efekat na populacionu biologiju i molekularnu evoluciju ove cikade kao

domacina u veoma kompleksnom tripartitnom sistemu.
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2. CILJEVI

Opsti cilj ove disertacije jeste analiza uticaja Wolbachia na populaciono-geneti¢ku
dinamiku, komponente adaptivne vrednosti i zaStitu od patogena u prirodnim
populacijama prirodnog vektora fitoplazme Flavescence dorée, cikade Dictyophara
europaea. Za sagledavanje ovih interakcija prethodni uslov podrazumeva ispitivanje
biologije i ponaSanja vektora D. europaea, koje je nepoznato, kao i iznalaZzenje
metodologije gajenja insekta u kontrolisanim uslovima. Na osnovu molekularnih
ispitivanja genskih markera mitohondrijske i jedarne DNK moguce je proceniti inter- i
intra-populacionu varijabilnost domacina, a utvrdivanjem asocijacija mitotipova sa
Wolbachia uticaj endosimbionta na evolucione promene domacina. Karakterizacijom
sojeva fitoplazmi u visoko i nisko inficiranim populacijama vektora ispituje se uticaj
genotipa patogena na stopu inficiranosti vektora. Konac¢no, efekat prisustva/odsustva i
molekularnih osobenosti soja Wolbachia na geneti¢ku strukturu, karakteristike duzine
Zivota i potencijalnog fekunditeta insekta vektora, daje odgovor na pitanje da li
koevolucioni odnos izmedu Wolbachia i domacina uti¢e na adaptivnu vrednost D.

europaea i zastitu od drugih patogena.

Na osnovu navedenog, specificni ciljevi ove disertacije su:
e Ispitivanje biologije, ponaSanja i populacione genetike cikade Dictyophara

europaea.

e Analiza stepena inficiranosti vektora D. europaea fitoplazmom Flavescence

dorée.

e Ispitivanje molekularnih specifi¢nosti fitoplazme Flavescence dorée u nisko- i

visoko-inficiranim populacijama vektora.

e Utvrdivanje prisustva i uticaja Wolbachia na geneti¢ku strukturu populacija

domacina, cikade D. europaea.

e Ispitivanje prirodnog odnosa endosimbionta Wolbachia i cikade D. europaea i
uticaja ovog odnosa na adaptivnu dinamiku i zastitu od patogena u populacijama

domacina.
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Analize predvidene ciljevima disertacije omogucavaju utvrdivanje
karakteristika prirodnog tripartitnog odnosa izmedu insekta vektora (D.
europaea), horizontalno prenosivog patogena (fitoplazma Flavescence doree) i
vertikalno prenosivog endosimbionta (Wolbachia), ¢ije je sagledavanje od
fundamentalnog znacaja za definisanje koevolucijskih simbiontskih odnosa, kao

1 prakti¢nog znacaja u kontroli bolesti koje se prenose insektima vektorima.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Biologija, ekologija i diverzitet populacija D. europaea

3.1.1 Sakupljanje materijala

Materijal za studiju ispitivanja biologije i ponaSanja D. europaea, asocijacija sa
razli¢itim biljnim vrstama i sezonske dinamike populacija je sakupljan u periodu od
2010. do 2012. godine na odabranim lokalitetima na kojima je prethodno utvrdena
znacajna brojnost populacija ove cikade. Materijal za populaciono-geneticku studiju D.
europaea sakupljan je u periodu od 2011. do 2015. godine na teritoriji jugoistocnog
Balkana (Srbija, Crna Gora, Makedonija i Gr¢ka) i u periodu 2002-2007. u severnoj
Italiji (Filippin et al., 2009), dok su primerci za eksperimentalno gajenje sakupljeni na
lokalitetu Topola (GPS: N44 13.714 E20 41.112) tokom celog perioda studije.
Morfoloska identifikacija sakupljenih primeraka D. europaea izvrSena je na osnovu
opisa koje su predstavili Holcinger i saradnici (Holzinger et al., 2003). Sakupljanje
adulta D. europaea za pracenje dinamike populacija i asocijacija sa biljnim vrstama
vrdeno je na cetiri lokaliteta u centralnoj, isto¢noj i juznoj Srbiji, koji se medusobno

razlikuju po tipu staniSta, ekspoziciji i biljnim asocijacijama.

Za potrebe gajenja insekata u kontrolisanim uslovima, u cilju praé¢enja biologije i
ponasanja, sakupljanje adulta D. europaea je vrSeno na dva lokaliteta, od kojih je jedan
lociran u Crnoj Gori (Nudo, GPS: N42 40.312 E18 34.559), a jedan u Srbiji (Topola).
Na lokaciji Nudo (Tabela 1, Slika 1), adulti su sakupljani sa kserotermne livade u
okolini vinograda. Najzastupljenija biljna vrsta na ovoj lokaciji je bila pavitina C.
vitalba, a u prethodnim ispitivanjima (Krsti¢ et al., 2012) populacija D. europaea je na
ovom lokalitetu bila visoko inficirana FD fitoplazmom (preko 60%). Sa drugog
lokaliteta (Topola), adulti su za laboratorijsko gajenje sakupljani pretezno sa zalfije (S.
pratensis) i pavitine (C. vitalba). Za potrebe proucavanja biologije, reproduktivnog
ponaSanja i statusa cikade tokom perioda rojenja, adulti su sakupljani tokom 2010. i
2011. godine, od pocetka jula do kraja septembra. Sakupljeni adulti su zatim stavljeni u
dobro ventilisane plasticne cilindre i1 transportovani do laboratorije u poljskim

friziderima na temperaturi od 11-15°C.
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Za potrebe istrazivanja sposobnosti prenoSenja fitoplazme razlicitih populacija
D. europaea i uticaja Wolbachia na komponente adaptivne vrednosti domacina
koriS¢ena je, pored populacije iz Nuda, i populacija iz Aleksandrovca, gde epidemija
FD fitoplazme na vinovoj lozi pezistira od 2004. godine kada je prvi put zabeleZzena
(Duduk et al., 2004; Krnjaji¢ et al., 2007; Fillippin et al., 2009a). Inficiranost D.
europaea FD fitoplazmom na lokalitetu Aleksandrovac bila je u niskom procentu (oko
3%), dok je Wolbachia inficiranost iznosila 90-100%. Na oba lokaliteta sakupljanje
insekata je sprovedeno tokom septembra 2011. i 2012. godine, kako bi se osigurao
dovoljan broj primeraka za gajenje i eksperimente prenosenja fitoplazme u narednoj
godini, nezarazenim jedinkama koje su dobijene u kontrolisanim uslovima. Cikade su
uglavnom sakupljane sa pavitine (C. vitalba) i divlje Zalfije (S. pratensis) i

transportovane do laboratorije u poljskim friziderima.

Slika 4. Mapa lokaliteta na kojima je vrSeno sakupljanje populacija Dictyophara
europaea. Crnim krugovima su obelezeni lokaliteti koriS¢eni za pracenje dinamike
populacija; crvenim krugovima su obeleZeni lokaliteti koriS¢eni za proucavanje
bakterijskih asocijacija cikade; zelenom bojom su obelezeni lokaliteti koriS¢eni za
gajenje D. europaea. Cikade sakupljene sa svih 27 lokaliteta su koriS¢ene za
populaciono-geneticke studije. Brojevi lokaliteta odgovaraju spisku u Tabeli 1.
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Analiza  populaciono-genetickih  parametara  diverziteta i evolucije
mitohondrijske DNK D. europaea sprovedena je sa primercima sakupljenim na
podrucju jugoistoénog Balkana. Sakupljanje je vrSeno na 22 lokaliteta u Srbiji, Crnoj
Gori, Makedoniji i Grékoj. Adulti D. europaea su lovljeni entomoloSkom mrezom i
usnim aspiratorom. Sakupljeno je najmanje po 6 jedinki u svakoj populaciji. Adulti su
po sakupljanju stavljeni u plasti¢ne tubice 2 ml zapremine (Sarstedt) napunjene sa 96%
etanolom, kako bi se sa¢uvale za naknadne molekularne analize DNK. Izolati genomske
DNK primeraka D. europaea, sakupljenih sa 5 lokaliteta u severnoj Italiji u periodu
izmedu 2002. i 2007. godine u regionu Veneto u kom je zabelezena epidemijska pojava
FD fitoplazme, ustupljeni su za molekularne analize od strane kolega iz Centra za
istraZzivanja u vinogradarstvu CREA-VIT, Koneljano, Italija (CREA-VIT Centro di

Ricerca per la Viticoltura, Conegliano, Italy).

Tabela 1. Spisak i opis lokaliteta sakupljanja D. europaea koris¢enih za bioekoloske i
populaciono-geneticke studije.

Oznaka Zemlja Lokalitet GPS Dominantne biljne vrste  Broj
lokaliteta  porekla koordinate sakupljenih
primeraka
1 Crna Gora Nudo N42 40.312 Clematis vitalba, 14
E18 34.559 Frangula rupestris
2 Crna Gora Niksié N42 51.801 Crepis foetida, Sinapis 7

E18 56.186 arvensis, Capsela bursa
pastoris, Thymus
serpyllum

3 Crna Gora Sozine N42 14.055 Linaria dalmatica, Crepis 12
E19 04.110 foetida, Dorycnium
herbaceum, Kickxia

elatine
4 Crna Gora Godinje N42 13.359 Vitex agnus-castus, 12
E19 06.519 Clematis vitalba
5 Crna Gora Drusici N42 21.179 Rubus fruticosus, Crepis 6

E19 05.640 foetida, Origanum
vulgare, Scrophularia

canina
6 Crna Gora Podgorica N42 26.919 Clematis vitalba, 12
E19 12.509 Convolvulus arvense,

Lotus corniculatus,
Verbascum nigrum

7 Crna Gora Martinici N42 32.345 Crepis foetida, 12
E19 10.586 Convolvulus arvense,
Rubus fruticosus, Lotus
corniculatus

8 Srbija Backa Topola  N4550.893 Crepis foetida, 6
E19 31.928 Convolvulus arvensis,
Urtica dioica
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9 Srbija Senta N45 55.881 Urtica dioica 6
E20 01.083
10 Srbija Susara N44 57.428 Clematis vitalba, Crepis 10
E21 08.889 foetida, Lathyrus
tuberosus, Linum
perenne, Erysimum
odonatum
11 Srbija Dobanovci N44 50.891 Lathyrus tuberosus, 8
E20 10.055 Cirsium arvense, Genista
tinctoria, Linaria
vulgaris
12 Srbija Mladenovac N44 24.204 Crepis tectorum, 7
E20 44.575 Trifolium pratense,
Medicago arabica,
Mentha arvensis,
Achilea millefolium
13 Srbija Topola N44 13.714 Salvia pratensis, Crepis 10
E2041.112 foetida, Plantago
lanceolata, C. vitalba
14 Srbija Zlatibor N43 47.260 Clematis vitalba, Crepis 8
E19 44.154 foetida, Dorycnium
herbaceum, Silene
vulgaris, Alyssum
montanum
15 Srbija Aleksandrovac N43 29.587 Clematis vitalba, Crepis 12
E21 05.509 tectorum, Trifolium
pratense, Medicago
arabica
16 Srbija Jasenovik N43 21.993 Clematis vitalba 12
E22 01.256
17 Srbija Ni$ N43 18.244 Clematis vitalba 14
E21 59.446
18 Srbija Negotin N44 16.605 Rubus sp., Linaria 10
E22 30.595 genistifolia, L. vulgaris,
Kickxia elatine, Salvia
pratensis, Crepis foetida
19 Makedonija  Strumica N41 27.684 Urtica dioica, Clematis 10
E22 42.975 vitalba
20 Grcka Gallikos N40 51.618 Vitex agnus castus, 6
E22 53.461 Tamarix gallica
21 Grcka Vrasna N40 41.616 Vitex agnus castus, 7
E23 40.397 Tamarix gallica
22 Grcka Larissa N39 38.544 Convolvulus arvensis, 10
E22 16.981 Urtica dioica
23* Italija Gorizia N45 56.581 Clematis vitalba 6
E13 34.394
24* Italija Susegana N45 50.927 Clematis vitalba 7
E12 14.851
25* Italija Villorba N45 45.033 Clematis vitalba 14
E12 13.442
26* Italija Povegliano N45 45.952 Clematis vitalba 7
E12 12.546
27* Italija Olme N45 41.589 Clematis vitalba 4
E12 37.002

* DNK uzoraka dobijena zahvaljuju¢i Centru za istrazivanja u vinogradarstvu (CREA-

VIT), Koneljano, Italija.
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3.1.2 Pracéenje dinamike populacija D. europaea i 0pis lokaliteta

Sezonsko variranje u pojavljivanju i brojnosti adulta D. europaea i asocijacije sa
razli¢itim biljnim vrstama praceni su tokom 2011. i 2012. godine na cetiri lokaliteta
izabrana na osnovu razlika u tipu staniSta, ekspoziciji terena i dominatnim biljnim
vrstama: Topola, Mladenovac, Negotin i Jasenovik (Tabela 1; Slika 4). Na svakom od
lokaliteta sakupljanje je obavljeno duz pet dijagonalnih transekata duZine 30 m, na
svakih 15 dana, od pocetka jula do kraja septembra, koriste¢i metod koSenja
entomoloskom mrezom i sakupljanje insekata usnim aspiratorom. Nakon prebrojavanja,
primerci D. europaea su vraceni na biljke u okviru odgovarajuéeg transekta. Brojnost
insekata sa svakog pojedinacnog sakupljanja je zabelezena i prikazana sumarno na

grafiku za svaki lokalitet, datum sakupljanja i obe ispitivane godine.

Prvi lokalitet se nalazio u okolini Topole u centralnoj Srbiji (Tabela 1; Slika 4),
gde su adulti sakupljani sa zapuStene livade na kojoj dominira vrsta Salvia pratensis L.
(Lamiaceae) sa otprilike 30% pokrovnosti. Crepis foetida L. (Asteraceae) i Plantago
lanceolata L. (Plantaginaceae) su druga i treca najzastupljenija biljna vrsta na ovom
lokalitetu sa priblizno 10% zastupljenosti. Pored ovih biljnih vrsta, na livadi je prisutno
nekoliko vrsta leguminoza (Trifolium sp., Onobrychis sp. i Lathyrus spp.) kao i razli¢ite
vrste trava (uglavnom Hordeum murinum L. (Poaceae), Cynodon dactylon (L.) Pers.

(Poaceae), Festuca spp., Agropyron spp., Dactylis spp.).

Drugi lokalitet se nalazio u blizini Mladenovca i predstavlja kserotermnu livadu
sa jugozapadnom ekspozicijom (Tabela 1; Slika 4). Najzastupljenija biljna vrsta na
ovom lokalitetu je Crepis tectorum L. (Asteraceae), koja je pokrivala 60% livade, zatim
crvena detelina (Trifolium pratense L. (Fabaceae)) sa 20%, dok su Medicago arabica
(L.) Huds. (Fabaceae), Mentha arvensis L. (Lamiaceae) i A. millefolium (Asteraceae)

bile zastupljene sa 2% u ukupnom vegetacijskom pokrivacu.

Tre¢i lokalitet je bila ruderalna livada jugozapadne ekspozicije u blizini
Negotina (Tabela 1; Slika 4) sa raznovrsnom vegetacijom na kojoj su dominirale vrste
Rubus spp. (Rosaceae), Linaria genistifolia (L.) Mill. (Plantaginaceae), L. vulgaris Mill.
(Plantaginaceae), Kickxia elatine (L.) Dumort. (Plantaginaceae), S. pratensis
(Lamiaceae), Crepis foetida, Knautia arvensis (L.) Coult. (Caprifoliaceae), Xanthium

italicum Moretti (Asteraceae), Xeranthemum annuum L. (Asteraceae), Carduus
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acanthoides L., Centaurea stoebe L. (Asteraceae), Althaea officinalis L. (Malvaceae),
Lepidium campestre (L.) W.T. Aiton (Brassicaceae), Lotus corniculatus L. (Fabaceae),
Dorycnium herbaceum Vill. (Fabaceae), Lathyrus tuberosus L. (Fabaceae), Hypericum
perforatum L. (Hypericaceae) i trave iz rodova Brachypodium, Phleum, Ammophila,

Agrostis, Apera, Festuca, Bromus i Poa.

Cetvrti lokalitet je napusteni vinograd u selu Jasenovik u blizini Ni$a (Tabela 1;
Slika 4) koji je koris¢en kao lokacija za sagledavanje uticaja Zbunaste, viSegodisnje
vegetacije na sezonsko pomeranje populacije D. europaea i to u kontekstu puteva
prenoSenja FD3 epidemioloskog genotipa FD fitoplazme u vinogradima jugoistocne
Evrope. Na ovoj lokaciji je priblizno 80% biljnog pokrivaca ¢inila pavitina, C. vitalba,
koja predstavlja prirodni rezervoar FD3 fitoplazme i biljnu vrstu na kojoj su prethodno
registrovane brojne populacije D. europaea. Isti lokalitet je bio znaCajan zbog
realizovane epidemioloske studije prenoSenja i Sirenja FD fitoplazme u Srbiji na kome
je prisustvo D. europaea praceno u kontinuitetu od 2005. godine (Filippin et al., 2009a;
Mitrovi¢ et al., 2012).

3.1.3 Gajenje i pracenje ponasanja D. europaea

Za potrebe pracenja biologije i ponaSanja adulta D. europaea u kontrolisanim uslovima,
insekti su gajeni u dva tipa spoljnih kaveza: poljskim kavezima na oglednom polju
Instituta za zaStitu bilja i Zivotnu sredinu u Zemunu (Slika 5) i mobilnim spoljnim
kavezima (Slika 6A). Tokom jula 2010. i 2011. godine, skupine od 200 imaga,
sakupljenih na nekoliko lokaliteta u okolini Topole, postavljene su u svaki od tri poljska
kaveza dimenzija 210 x 210 x 190 cm (Slika 5). U kaveze su prethodno posadeni sejanci
S. pratensis, C. foetida, P. lanceolata, L. vulgaris i Agropyron repens (L.) P. Beauv.
(Poaceae) kao hrana za adulte. PonaSanje adulta D. europaea je posmatrano jednom
nedeljno, u tri vremenska intervala: i) ujutru, izmedu 8 i 9 Casova, ii) u podne, izmedu

12 i 13 Casova, i iii) popodne izmedu 17 i 18 ¢asova.

Detaljnije posmatranje ponaSanja adulta D. europaea sprovedeno je u Cetiri
mobilna kaveza dimenzija 30 x 30 x 45 cm, koji su postavljeni u kontejnere dimenzija
40 x 40 x 16 cm, ispunjene zemljom (Slika 6A). Dve strane mobilnih kaveza bile su
prekrivene staklom debljine 3 mm, a preostale mrezastim plantom. Kavezi su posadeni

sa sejancima prethodno navedenih biljnih vrsta i drzani u spoljnom insektarijumu.
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Tokom jula 2010. i 2011. godine u mobilne kaveze je ispusteno po 40 adulta D.
euoropaea i tokom naredna tri meseca (do kraja septembra) je detaljno praceno
reproduktivno i ovipozicijsko ponaSanje (Slika 6B, C). Kavezi su u spoljasnjim
uslovima ostajali do slede¢eg prole¢a. PonaSanje larvi i adulta D. europaea praceno je u

obe vrste kaveza.

Slika 5. Izgled poljskih kaveza (210 x 210 x 190 cm) kori$¢enih za gajenje D. europaea
na oglednom polju Instituta za zastitu bilja i Zivotnu sredinu u Zemunu. Spoljasnji (A) i
unutrasnji (B) izgled kaveza.

Za gajenje larvi sakupljana su tzv. ovipozicijska gnezda sastavljena od partikula
zemlje, u koje su utisnuta jaja, a koje Zenka formira na povrsini zemljista prilikom
ovipozicije (Slika 6C). Ovipozicijska gnezda su premestena iz spoljnih mobilnih kaveza
u laboratorijske uslove, u Petri kutije (pre¢nika 9 c¢cm) na vlazan fiter-papir gde su
Cuvana od novembra do pocetka marta, na temperaturi od 4-6°C. Prate¢i porast
spoljadnje temperature, poc¢etkom marta jaja su prebacena na sobnu temperaturu (23 +
1°C), na kojoj su i odrZavana sve do izleganja prvog larvenog stupnja. Larve prvog
larvenog stupnja (L1) stavljene su na ishranu na klijance biljnih vrsta C. foetida, S.
pratensis i Lolium perenne L. (Poaceae). Novoizlegle larve su ¢uvane u Petri kutijama
narednih 10 dana. Larveni stupnjevi L2-L3 su prebaceni u mobilne kaveze sa mladim

biljkama C. foetida, S. pratensis, P. lanceolata i Linaria vulgaris na dalje gajenje.
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Slika 6. (A) lzgled mobilnog kaveza za gajenje D. europaea (30 x 30 x 45 cm), (B)
adulti u parenju, i (C) ovipozicijska gnezda (strelicama su oznacena jaja).

3.1.4 Morfoloske karakteristike stadijuma razvi¢a D. europaea

Nomeklatura morfoloskih karaktera koris¢ena za opise karakteristika stadijuma i
stupnjeva razvica D. europaea preuzeta je iz studija koje su sproveli Snodgras, i
Holcinger i saradnici (Snodgrass, 1935; Holzinger et al. 2003). Procena broja larvenih
stupnjeva i njihovo morfolosko razlikovanje vrSeno je na osnovu karaktera duZine
dorzalnog dela glave koji se oznafava kao verteks (engl. vertex). Duzina verteksa
predstavlja morfoloski karakter koji se intenzivno menja tokom presvlacenja larvi.
Duzina verteksa larvi D. europaea merena je od vrha glave do pronotuma, prateci liniju

srediSnje karine verteksa (Slika 7).

Tokom gajenja larvi D. europaea u kontrolisanim uslovima, larve razlicite
veli¢ine i obojenosti tela su izdvajane usisavanjem pomoc¢u usnog aspiratora i zatim
Cuvane u plasti¢nim tubicama zapremine 2 ml sa 96% etanolom, na temperaturi od 4°C.
Izdvajanje je vrSeno neposredno nakon uoc¢enog presvlacenja. MorfoloSka merenja su
vrSena na binokularnoj lupi Leica MS5 na uvecéanju od 40 ili 64 puta za prva tri larvena
stupnja, i 25 puta odnosno 16 puta za L4, odnosno L5 larve. Odredivanje karakteristika
pojedina¢nih larvenih stupnjeva je vrSeno na osnovu rezultata merenja i morfoloskih

osobenosti sukcesivnih larvenih stupnjeva uo¢enih tokom gajenja.
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Srediinja karina
verteksa

Slika 7. Izgled glave i pronotuma D. europaea sa dorzalne strane.

Pod pretpostavkom normalne distribucije duZine verteksa svih larvenih stupnjeva,
multimodalna distribucija frekvencije je kori§¢ena kao indirektan metod za potvrdivanje
broja stupnjeva tokom larvalnog razvica (McClellan & Logan, 1994; Delbac et al.,
2010). Dodatno je testirano i Dajerovo pravilo (Dyar, 1890) koje polazi od pretpostavke
konstantane stope rasta karakteristika sukcesivnih larvenih stupnjeva, i kao takvo se
Cesto koristi u cilju determinacije broja larvenih stupnjeva. Na osnovu istrazivanja Hsia
I Kao (1987), poredena je opservirana stopa rasta i izraCunata stopa rasta, odnosno
srednja duzina verteksa stupnja L; podeljena sa srednjom duzinom verteksa stupnja Li.;.
Slike larvenih stupnjeva i kaudalnog dela abdomena Zenki sa ventralne strane dobijene
su uz pomo¢ skening elektronskog mikroskopa (JSM 6460 Scanning Electron
Microscope - JEOL USA Inc., Peabody, MA, USA).
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3.2 Molekularne analize D. europaea

3.2.1 Ekstrakcija DNK

Ekstrakcija DNK iz adultnih primeraka D. europaea izvrSena je po modifikovanom TES
(Tris-EDTA-SDS) protokolu ekstrakcije (Rees et al., 2001; Mahuku, 2004). Ova
metoda omogucava da se ekstrahovane ukupne nukleinske Kkiseline koriste za
populaciono geneticke studije insekta, kao i detekciju i multilokusnu genotipizaciju
(Multilocus Sequence Typing - MLST) i karakterizaciju fitoplazme i Wolbachia, a da

primerak insekta ostane morfoloski o¢uvan.

Pojedina¢ni primerci D. europaea su punktirani sterilnom iglom u predelu
toraksa izmedu drugog i treCeg tergita. Punktirani uzorci su inkubirani na 56°C tokom
noc¢i u plasti¢noj tubici zapremine 2,0 ml (Sarstedt), u rastvoru sacinjenom od 800 ul
TES pufera (20 mM Tris, 10 mM EDTA, 0.5% SDS) za lizu ¢elija i 8 pl proteinaze K
koncetracije 187.5 pg/ml (Fermentas). Slede¢eg dana proces ekstrakcije je nastavljen.
Nakon inkubacije insekt je izdvojen iz rastvora i sauvan za naknadne morfoloske
analize, a u rastvor DNK je dodata jednaka zapremina hloroforma (750 pl). Nakon
intezivnog mesanja rastvora, DNK je izdvojena centrifugiranjem 10 minuta na 11000
obrt/min na 4°C. Supernatant je prebacen u novu tubicu zapremine 1.5 ml (Sarstedt) i
proces ekstrakcije DNK hloroformom jo$ jednom ponovljen. I1zdvojena DNK je zatim iz
rastvora istaloZzena dodavanjem jednake zapremine ledeno-hladnog izopropanola (750
ul) i centrifugiranjem 15 minuta na 12000 obrt/min na 4°C. Istalozena DNK je isprana
pomocu 96% etanola, osuSena pod strujom sterilnog vazduha u digestoru i rastvorena u
50 ul TE pufera (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.6). Ekstrahovana DNK je ¢uvana na -
20°C do analiza. Primerci insekata iz kojih je ekstrahovana DNK ¢uvani su za dalje

morfoloske analize u tubicama zapremine 1.5 ml u etanolu na 4°C.

3.2.2 Amplifikacija DNK PCR metodom i sekvenciranje

U cilju ispitivanja geneticke strukture populacija D. europaea analizirani su
mitohondrijski genski marker citohrom oksidaza subjednica | (mtCOIl) i jedarni marker
— Internal Transcribed Spacer 2 (ITS2). Fragment mitihondrijske DNK duZine 580 bp
umnozen je uz pomo¢ prajmera C1-J-2183 i UEA8 (Tabela 2) u 20 pl zapremini PCR

smesSe sadrzaja:
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Koncetracija  Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 ul

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 12.05 ul
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x  1x (1.5 mM MgCly,) 2.0 ul
- MgCl;, 25 mM 1.5mM 1.2 ul
- dNTPs 10 mM 0.4 mM 0.8 ul
- C1-J-2183 10 uM 0.7 uM 1.4 ul
- UEAS8 10 uM 0.7 uM 1.4 ul
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea 1.0ul

Temperaturni protokol umnozavanja u Eppendorf Mastercycler proS je bio sledeéi:
inicijalna denaturacija DNK na 94°C u trajanju od 2 min; denaturacija na 94°C u
trajanju od 30 s, hibridizacija prajmera na 54°C u trajanju od 60 s, elongacija na 72°C u

trajanju od 90 s (37 ciklusa); finalna elongacija na 72°C u trajanju od 10 min.

Tabela 2. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju mitohondrijskog COIl i jedarnog I1TS2
genskog regiona za populaciono-geneticke analize D. europaea.

Region Naziv Sekvenca prajmera u 5'—3' smeru DuZina Literatura
prajmera (bp)*

mtCOl C1-J-2183 CAACATTTATTTTGATTTTTTGG 520 Simon et al., 1994
UAES8 AAAAATGTTGAGGGAAAAATGTTA Luntetal., 1996

ITS2 ITS2fw TGTGAACTGCAGGACACATG 528 Collins &

Paskewitz, 1996
ITS2rv ATGCTTAAATTTAGGGGGTA

* Duzina fragmenta genskog regiona kori$¢ena za populaciono-geneticka poredenja.

Jedarni genski marker 1TS2 koji je lociran untar ribozomalnog regiona izmedu
5.8S rRNK i 28S rRNK, duzine 528 bp, umnozen je uz pomo¢ prajmera ITS2fw koji se
vezuje za 5.8S region i ITS2rv koji se vezuje za 28S region (Collins & Paskewitz, 1996;

Tabela 2). PCR amplifikacija je vrSena u 20 ul zapremini PCR smeSe sadrZaja:

Koncetracija  Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 pl

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 14.05 pl
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x  1x (1.5 mM MgCly,) 2.0 ul
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- dNTPs 10 mM 0.4 mM 0.8 ul

- C1-J-2183 10 uM 0.5 uM 1.0 pl
- UEAS 10 uM 0.5uM 1.0 ul
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea 1.0 ul

PCR amplifikacija je uradena u u Eppendorf Mastercycler proS po slede¢em
temperaturnom protokolu: inicijalna denaturacija na 94°C u trajanju od 5 min;
denaturacija na 94°C u trajanju od 30 s, hibridizacija na 50°C u trajanju od 60 s,
elongacija na 68°C u trajanju od 90 s (35 ciklusa); finalna elongacija na 72°C u trajanju
od 10 min.

Amplifikovani fragmenti mitohondrijske i jedarne DNK su razdvojeni
elektroforetski na 1% agaroznom gelu u TBE puferu (Tris-Borate 90 mM, EDTA 1
mM), obojeni etidijum bromidom i vizualizirani uz pomo¢ UV transiluminatora. PCR
produkti su pre reakcije sekvenciranja pre¢is¢eni od slobodnih prajmera i nukleotida
pomoéu QIAquick® PCR Purification Kit-a (QIAGEN), prate¢i upustva proizvodada.
Njihova molekulska tezina i koli¢ina DNK odredena je vizuelnim poredenjem sa DNK
markerom 100 bp DNA Ladder Extended (SERVA). Sekvenciranje dobijenih produkata
je obavljeno u Macrogen Inc. (Seul, Juzna Koreja) na ABI Prism 3700 automatskom
sekvenatoru. Amplikoni su sekvencirani u oba smera upotrebom prajmera koris¢enih za
PCR umnozavanje, naznac¢enih u Tabeli 2. Dobijene sekvence su obradene u programu
FinchTV v.1.4.0 (http://www.geospiza.com), a poravnanje i kompletiranje sekvenci je
izvrSeno pomocu Clustal W programa (Thompson et al., 1994), integrisanog unutar
softverskog paketa MEGA 5.10 (Tamura et al., 2011).

Sekvence mtCOI 1 ITS2 genskih markera, kao i svih analiziranih gena i genskih
regiona dobijenih u ovoj studiji, deponovane su u NCBI bazu podataka (engl. National
Center for Biotechnology Information, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Nukleotidne
sekvence razli¢itih mtCOl haplotipova D. europaea deponovane su pod pristupnim
brojevima (GenBank Accession Numbers) KJ911165- KJ911190, dok su sekvence
jedarnih 1TS2 haplotipova D. europaea deponovane pod pristupnim brojevima
KJ911191- KJ911194.
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3.2.3 Genealogija gena

Populaciono-geneti¢ke specifi¢nosti, intraspecijsko variranje kao 1 utvrdivanje
predackih (ancestralnih) haplotipova, horizontalnog transfera gena ili postojanja
rekurentnih mutacija najbolje se prikazuju i sagledavaju na haplotipskoj mrezi. Za
razliku od filogenetskih stabala, na haplotipskoj mrezi se mogu uociti aspekti
konvergentne i retikulacijske evolucije (Posada & Crandall, 2001; Cassens et al., 2005;
Huson & Bryant, 2006). Genealogija gena i vizualizacija haplotipova mtCOI i ITS2
gena uradena je uz pomo¢ dve metode: statistiCke parsimonije I median-joining metode.
Metod statisticke parsimonije uraden je u okviru programa TCS 1.21 (Clement et al.,
2000) sa limitom poverenja od 95%. Median-joining mreZza (Bandelt et al., 1999) je
dobijena pomocu programa NETWORK verzija 5.0.0.1 (http://www.fluxus-

engineering.com/) koristeci parameter € = 0.

3.2.4 Filogenentske analize

Rekonstrukcija evolucionog stabla na osnovu mitohondrijskog COI genskog markera
uradena je Neigbour-joining metodom u okviru programa PAUP* verzija 4.0b10
(Swofford, 2002). Za odredivanje modela nukleotidne supstitucije koris¢en je program
jModelTest 2.1.7 (Darriba et al., 2012). Filogenetsko stablo je dobijeno podrskom za
topologiju od 500 replikacija (engl. bootstrap), a za njegovu Vvizualizaciju korisc¢en je
program FigTree verzija 1.4 (Rambaut, 2012). Dodatna filogenetska analiza je uradena
Bajesovom statistikom implementiranom u program MrBayes v3.1 (Huelsenbeck &
Ronquist, 2001; Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Podesavanja su ukljuéivala: dve
simultane analize Monte Karlo metodom Markovljevih lanaca (engl. Markov chain
Monte Carlo, MCMC) od million generacija, uzorkovanje na svakih 100 generacija i
odbacivanje 25 % pocetnih rezultata (“burn-in) radi eliminisanja mogucnosti greske.
Kvalitativna analiza rezultata i konvergencija Markovljevih lanaca verifikovana je
programom Tracer v1.5.0 (Rambaut & Drummond, 2009). Kao i u prethodnoj analizi
stablo sa posteriornim verovatno¢ama je vizualizirano uz pomo¢ programa FigTree 1.4

(Rambaut, 2012).

3.2.5 Molekularni diverzitet i analiza molekularne varijanse

Za testiranje asocijacije izmedu mtDNK variranja 1 razli¢itih hijerarhijskih nivoa

hapltotipske varijabilnosti, koris¢en je Fsr indeks (Weir & Cockerham 1984; Weir,
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1996) i analiza molekularne varijanse (AMOVA,; engl. Analysis of MOlecular
VAriance) u okviru programa Arlequin v3.5.1.2 (Excoffier & Lischer 2010). Da bi se
utvrdila uloga geografske distribucije, prisustva Wolbachia i fitoplazme na struktuiranje
geneticke varijabilnosti populacija D. europaea uradene su tri zasebne analize na
osnovu COI gena mitohondrijske DNK. U prvoj analizi testiran je stepen diferencijacije
populacija na osnhovu geografske podeljenosti. U drugoj analizi testirana je
diferencijacija Wolbachia inficiranih i neinficiranih populacija D. europaea. U trecoj
analizi testirana je diferencijacija populacija na osnovu visoke i niske stope inficiranosti
FD fitoplazmom. Znacajnost odstupanja Fsr indeksa je analizirana pomoc¢u 1000
permutacija. Da bi se utvrdila diferenciranost pojedina¢nih populacija uradena je analiza
medupopulacionog poredenja Fst vrednosti (engl. population pairwise Fsr). Sama
analiza kao 1 rezultujuce graficko predstavljanje matriksa poredenja medupopulacione

diferenciranosti takode su uradeni pomocu programa Arlequin 3.5.1.2.

Parametri molekularnog diverziteta (nukleotidni diverzitet (z), haplotipski
diverzitet - stepen mitohondrijske DNK varijabilnosti (Hd) i srednja vrednost
medusobnih razlika (k)) odredeni su na osnovu mitohondrijskog COI gena u programu
Arlequin. U cilju utvrdivanja delovanja selekcije ili populaciono-demografskih procesa
na populacije D. europaea, odnosno odstupanja od pretpostavki neutralne evolucije, u
pomenutom programu su uradeni i testovi neutralnosti i to: Tadzimin D test (Tajima,
1989) i Fuov Fs test (Fu, 1997). Tadzimin D test je zasnovan na frekvenciji
segregacionih varijabilnih mesta i bazira se na odbacivanju nulte hipoteze neutralnog
modela nukleotidne varijabilnosti koji predvida jednakost izmedu prosecnog broja
nukleotidnih razlika haplotipova i broja varijabilnin mesta. Fuov Fs test je zasnovan na
distribuciji haplotipova i bazira se na poredenju dobijenog broja haplotipova sa brojem
haplotipova koji se o¢ekuje u stanju ravnoteze za dobijeni broj nukleotidnih razlika. Za
vrednosti D i1 Fs bi se, prema pretpostavkama neutralne evolucije, ocekivalo da budu
blizu nule. Pozitivne vrednosti ovih parametara ukazuju na delovanje balansne selekcije
ili skorasnje mesSanje razli¢itih populacija, dok negativne vrednosti ukazuju na
negativnu selekciju, ekspanziju populacija ili selektivno ¢is¢enje (Yu et al., 2011;

Shoemaker et al., 2003).
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3.3 Molekularne analize FD fitoplazme

3.3.1 Sakupljanje biljnog materijala

Biljke Clematis vitalba (pavitine) su uzorkovane u cilju utvrdivanja nivoa inficiranosti
prirodnog biljnog rezervoara FD fitoplazme. Pavitina predstavlja zajedni¢kog domacina
fitoplazme i vektora D. europaea (Filippin et al., 2009a), odnosno rezervoar i izvor
inokuluma, usled ¢ega nivo inficiranosti pavitine FD fitoplazmom, kao jedan od faktora,
uti¢e na stopu inficiranosti vektora. Sredinom septembra 2011. i 2012. godine biljke
pavitine su sakupljane na dva prethodno izabrana i opisana lokaliteta u vinogorjima
Crne Gore i Srbije (Nudo i Aleksandrovac) na kojima je frekvenca prirodne inficiranosti
D. europea bila visestruko razlic¢ita. Sakupljanje je izvrSeno nasumi¢nim odabirom po
30 asimptomatskih biljaka pavitine po lokalitetu, sa kojih je sakupljeno 5-10 listova sa
peteljkama. Nakon uzorkovanja, pojedinacni uzorci biljnog materijala su stavljeni u
plasticne zip-kese, koje su zatim obelezene i prenete do laboratorije u poljskom
fridizeru, na temperaturi od 8°C do 11°C. Iz lisnog tkiva je izvrSena DNK ekstrakcija, a
ekstrahovana DNK analizirana na prisustvo FD fitoplazme PCR metodom.

3.3.2 Ekstrakcija DNK iz biljaka

Ekstrakcija DNK iz biljnog materijala vrSena je iz centralnog nerva lista i lisne peteljke.
Ukupne nukleinske kiseline izolovane su po CTAB (cethyl-trimethyl-ammonium

bromide) protokolu izolacije opisanom od strane Angelini i saradnika (2001).

Lisni nervi i peteljke biljaka pavitine tezine 1 g, svakog uzorka zasebno,
usitnjene su u avanu sa tuckom pomocu te¢nog azota i homogenizovane u 7ml 3%
CTAB pufera (3% CTAB, 100 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 1.4 M NaCl, 0.2%
R-mercaptoethanol). 1z ove suspenzije izdvojen je 1 ml, prebacen u plasti¢nu tubicu
zapremine 2 ml (Sarstedt) i inkubiran 20 minuta na 65°C u vodenom kupatilu. Nakon
inkubacije dodata je jednaka zapremina hloroforma (1 ml), i DNK je izdvojena
centrifugiranjem 10 minuta na 11000 obrt/min na ambijentalnoj temperaturi.
Supernatant je prebacen u novu tubicu zapremine 1.5 ml i dodata jednaka zapremina
ledeno-hladnog izopropanola (750 ul), a zatim je centrifugiranjem od 15 minuta na
11000 obrt/min DNK istalozena na dnu rastvora. Izolovana DNK isprana je 96%
etanolom, osuSena pod strujom sterilnog vazduha u digestoru i rastvorena u 100 ul TE

pufera. Ekstrahovana DNK cuvana je na -20°C.
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3.3.3 Detekcija fitoplazme

Identifikacija prisustva FD fitoplazme u biljnom materijalu C. vitalba i primercima D.
europaea sakupljenih u prirodi, izvrSena je umnozavanjem FD-specifi¢nog FD9 regiona
koji je karakteristican za genom ove fitoplazme (Angelini et al., 2001). FD9 region
parcijalno obuhvata gen za sintezu ribozomalnog proteina L15 (rpl15) i gen koji kodira
protein translokazu (secY) i prepoznatljivo je drugadiji kod fitoplazmi 16SV-grupe u

odnosu na sve druge do sada opisane fitoplazme (Lee et al., 2004).

FD9 region FD fitoplazme je umnozen po nested PCR proceduri prateci ranije
opisane uslove reakcije (Angelini et al., 2001). U direktnoj reakciji koris¢eni su FDf2 i
FDO9r prajmeri, a u nested reakciji FD9f3 i FD9r2 prajmeri (Daire et al., 1997; Angelini
et al., 2001; Tabela 3) koji umnozavaju segment duzine 1150 bp. Umnozavanje DNK u

obe reakcije, direktnoj i nested, vrSeno je u 20 pl zapremini PCR smeSe sadrzaja:

Koncetracija  Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 pl

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 13.55 pl
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x  1x (1.5 mM MgCl,) 2.0 ul
- MgCl, 25 mM 1.5mM 1.2 ul
- dNTPs 10 mM 0.3 mM 0.6 pl
- FD9f2 (FDIf3) 20 uM 0.75 uM 0.75 pl
- FD9r (FD9r2) 20 uM 0.75 uM 0.75 pl
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea ili 1:10 razredena DNK C. vitalba, 1.0 ul

ili 1:50 razreden produkt direktne reakcije amplifikacija

Da bi se eliminisala moguénost unakrsne kontaminacije tokom pripreme uzoraka na
svakih 10 uzoraka stavljana je jedna negativha kontrola. Negativhu kontrolu je
predstavljala dodatna tubica sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje DNK, ali je
umesto 1 ul uzorka koris¢en 1 pl vode (nuclease-free water, QIAGEN). Kao pozitivna
kontrola reakcije koris¢ena je DNK 16SrV-C (FD-C) izolata iz prirodno FD-inficirane
vinove loze iz Italije (Angelini et al., 2001). Umnozavanje je vrSeno po slede¢em
temperaturnom protokolu za direktnu reakciju: inicijalna denaturacija na 92°C u trajanju
od 90 s; denaturacija na 92°C u trajanju od 30 s, hibridizacija prajmera na 46°C u
trajanju od 40 s, elongacija na 72°C u trajanju od 90 s (35 ciklusa); finalna elongacija na

72°C u trajanju od 5 min. Temperaturni protokol za nested reakciju se razlikovao u
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temperaturi i vremenu datom za hibridizaciju prajmera (47°C u trajanju od 30 s),
vremenu elongacije (75 s) i broju ciklusa (39). Nakon reakcija umnozavanja, po 5Sul
nested PCR produkta svakog uzorka, ukljucuju¢i pozitivnu i negativne kontrole,
elektroforetski je razdvojeno na 1% agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom. Gel

je vizualiziran pod UV transiluminatorom i slikan digitalnim fotoaparatom.

3.3.4 Molekularna karakterizacija FD fitoplazme

U cilju sagledavanja uticaja genotipa fitoplazme na epidemiologiju bolesti i razli¢itu
prirodnu stopu inficiranosti vektora, izvrSena je MLST Kkarakterizacija izolata FD
fitoplazme detektovane u uzorcima C. vitalba i primercima D. europaea,
sekvenciranjem cetiri genska regiona fitoplazme: i) 16S rDNK, ii) operon gena
ribozomalnih proteina L22 i S3 (rpl22-rps3), iii) FD9 genski region koji obuhvata secY
gen za protein translokazu, i iv) secY-map genski region koji kodira metionin
aminopeptidazu. Geni za ribozomalnu RNK i ribozomalne proteine su odabrani kao
konzervativni genski regioni na osnovu kojih se moze sagledati filogenetska pripadnost
izolata fitoplazme (Lee et al., 2004), dok su varijablini secY i secY-map genski markeri
odabrani zbog njihove informativnosti za prac¢enje molekularne epidemiologije 16SrV
grupe fitoplazmi (Angelini et al., 2001; Arnaud et al., 2007; Filippin et al., 2009a; Jovi¢
etal., 2011).

UmnoZavanje 16S rRNK gena FD fitoplazme je izvrSeno pomoc¢u P1 (Deng &
Hiruki, 1991) i P7 (Smart et al., 1996) prajmera u direktnoj reakciji, odnosno P1A i
P7A (Lee et al., 2004) u nested reakciji (Tabela 3), prateci prethodno opisane uslove
(Lee et al., 2004). PCR umnoZavanje u obe reakcije, direktnoj i nested, uradeno je u 20

ul zapremini PCR smeSe sadrzZaja:

Koncetracija  Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 ul

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 15.05 pl
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x  1x (1.5 mM MgCl,) 2.0 ul
- dNTPs 10 mM 0.3mM 0.6 ul
- P1 (P1A) 20 uM 0.6 uM 0.6 ul
- P7 (P7A) 20 uM 0.6 uM 0.6 ul
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea ili 1:10 razredena DNK C. vitalba, 1.0 ul

ili 1:50 razreden produkt direktne reakcije amplifikacije
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Isti temperaturni protokol je primenjen za obe reakcije amplifikacije: inicijalna
denaturacija 94°C 90 sekundi; denaturacija 94°C 1 min, hibridizacija 50°C 2 min,
elongacija 72°C 3 min (34 ciklusa); finalna elongacija 72°C 10 min. Nakon uspesne
sinteze, PCR produkti su precis¢eni po prethodno opisanoj proceduri i sekvencirani
(Macrogen Inc., Seul, Juzna Koreja) u oba smera upotrebom prajmera kori$éenih u
nested reakciji umnozavanja, i dodatnih internih prajmera R16F2n (Lee et al., 1998) i
16r758f (Gibb et al., 1995) koji su koris¢eni samo za sekvenciranje (Tabela 3).
Nukleotidne sekvence razlicitih genotipova 16Sr RNK gena i geografskog porekla FD
fitoplazme su deponovane u NCBI banku gena pod pristupnim brojevima KJ911207-
KJ9112009.

Region operona gena ribozomalnih proteina rpl22-rps3 ukupne duZine priblizno
1150bp je umnozen pomocu rp(V)F1/rpR1 i rp(V)FLA/rp(V)R1A para prajmera (Lee et
al., 2004), prema istim uslovima reakcije PCR smeSe i temperaturnog protokola
navedenog za 16S rRNK genski marker. Sekvenciranje umnozenog regiona
ribozomalnih proteina je izvrSeno pomocu prajmera koris¢enih za nested PCR (Tabela
3), a sekvence razli¢itih rpl22-rps3 genotipova i geografskog porekla su deponovane u
NCBI banku gena pod pristupnim brojevima KJ911210- KJ911212.

SecY gen je umnozen po prethodno opisanoj proceduri i protokolu za
identifikaciju FD fitoplazme (umnozavanje FD9 regiona), a sekvenciranje je izvrSeno u
oba smera pomocu prajmera kori$¢enih za nested reakciju, tj. FD9f3 i FD9r2 (Tabela 3).
Nukleotidne sekvence razlicitih secY genotipova FD fitoplazme, razli¢itog geografskog
porekla, deponovane su u NCBI banku gena pod pristupnim brojevima KJ911213-
KJ911217.

Region secY-map koji obuhvata house-keeping gen za metionin aminopeptidazu,
umnoZzen je u nested PCR proceduri koris¢enjem prajmera FDOf5/MAPrl i
FDOf6/MAPr2 (Arnaud et al., 2007; Tabela 3). PCR umnozavanje u obe reakcije,

direktnoj i nested, uradeno je u 20 pl zapremini PCR smese sadrzaja:

Koncetracija Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 pl

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 13.15 pl
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x  1x (1.5 mM MgCl,) 2.0 ul
- MgCl, 25 mM 1.5mM 1.2 ul
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- dNTPs 10 mM 0.25 mM 0.5 ul

- FDOf5 (FDIf6) 20 uM 1.0 yM 1.0 pl
- MAPr1 (MAPr2) 20 uM 1.0 yM 1.0 pl
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea ili 1:10 razredena DNK C. vitalba, 1.0 ul

ili 1:50 razreden produkt direktne reakcije amplifikacije

Umnozavanje je uradeno po istom temperaturnom protokolu za direktnu i nested
reakciju: inicijalna denaturacija 92°C 1 min; denaturacija 92°C 30 s, hibridizacija 52°C
30 s, elongacija 66°C 90 s (35 ciklusa); finalna ekstenzija 66°C 10 min. Reakcije
sekvenciranja secY-map genskog regiona su izvrSene u jednom smeru pomocu zadnjeg
(engl. reverse) prajmera koriS¢enog za nested reakciju, tj. MAPr2 (Tabela 3).
Nukleotidne sekvence razli¢itih secY-map genotipova FD fitoplazme, razli¢itog
geografskog porekla, deponovane su u NCBI banku gena pod pristupnim brojevima
KJ911218- KJ911221.

Medusobno poredenje nukleotidnih sekvenci razlicitih genotipova svakog
pojedinac¢no okarakterisanog genskog markera FD fitoplazme vrseno je pomoc¢u Clustal
W (Thompson et al., 1994) programa integrisanog unutar softverskog paketa MEGA
5.10 (Tamura et al., 2011). Sekvence 16S rRNK, rpl22-rps3, secY i map genskog
regiona su zatim uporedene pomo¢u BLAST analize (engl. Basic Local Alignment
Search Tool) sa dostupnim sekvencama referentnih izolata FD i srodnih fitoplazmi u
NCBI bazi podataka (http://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast.cgi) i utvrden procenat njihove

sli¢nosti, odnosno srodnosti.

Na osnovu Clustal W i BLAST analize utvrdene su polimorfne nukleotidne
pozicije (SNP, engl. single nucleotide polymorphism) na svakom genskom markeru
identifikovanih sojeva FD fitoplazme. SNP pozicije medu razli¢itim FD genotipovima
koji su u asocijaciji sa razli¢itim populacijama vektora su analizirane za razvijanje
RFLP metoda (engl. Restriction Fragment Length Polymorphism) za jednostavno i
pouzdano detektovanje epidemioloski znacajnih genotipova. Sekvence su eksportovane
u in silico restrikcionu analizu i analizu obrazaca razdvajanja restrikcionih fragmenata
na virtuelnom gelu u programu pDRAW32, razvijenog od strane AcaClone Software
(http://www.acaclone.com). U ovom programu je uradena virtuelna digestija sekvenci

svih registrovanih genotipova FD fitoplazme. Analiza je pokazala da je samo rpl22-rps3
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genotipove FD fitoplazme mogucée razlikovati pomocu RFLP metode, jer se kod drugih
marker gena SNP pozicije nalaze van mesta prepoznavanja poznatih restrikcionih
enzima. Na osnovu in silico analize je utvrdeno da je restrikcioni enzim Hinfl
(G'ANT_C) (Fermentas) najpogodniji za identifikaciju rpl22-rps3 genotipova i sa njim
je izvrSeno proveravanje prisustva razli¢itih genotipova u svim detektovanim sojevima

FD fitoplazme.

Digestija rp(V)F1/rp(V)R1 amplikona rpl22-rps3 marker gena je uradena u
ukupnoj zapremini 15 ul RFLP smese koja je sadrzala 1.5 pl 10x pufer za digestiju, 1 U
Hinfl enzima koncetracije 10 U/ul (0.1 pl), 10 pl PCR produkta i 3.4 ul H,O (nuclease-
free water, QIAGEN). Digestija je trajala 16 sati na temperaturi od 37°C u skladu sa
uputstvom proizvodaca. Produkti digestije su razdvojeni pomocu automatskog sistema
za kapilarnu elektroforezu QIAxcel Advanced (QIAGEN) upotrebom kertridza High
Resolution Gel Cartridge (QIAGEN) pod slede¢im ulovima separacije: voltaza
injektiranja uzorka 5kV, vreme injektiranja uzorka 45 s, voltaza separacije 6kV i vreme
separacije 320 s. QX DNA alignment marker 15 bp/5 kb (QIAGEN) je koris¢en za
poravnjanje poredenih fragmenata, a FX174/Haelll QX DNA marker (QIAGEN) je

koriS¢en za poredenje duzine fragmenata.

U cilju dobijanja informacije o medusobnoj varijabilnosti i srodnosti MLST
genotipova FD fitoplazme koja je u asocijaciji sa nisko- i visoko-inficiranim
populacijama vektora, spojene sekvence (engl. concatenated sequences) sva Cetiri
genska markera (16S rRNK, rpl22-rps3, secY i map) su analizirane pomo¢u metoda
statistiCke parsimonije konstruisanja mreze genotipova u programu TCS v 1.21

(Clement et al., 2000) sa limitom poverenja od 95%.
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Tabela 3. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju genskih regiona za detekciju i MLST
karakterizaciju Flavescence doree (FD) fitoplazme u D. europaea i C. vitalba.

Region* Naziv Sekvenca prajmera u 5'—3' smeru Literatura
prajmera

16SrRNK  direktni PCR

(1446bp)  pg AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT Deng & Hiruki, 1991
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Smart et al., 1996
nested PCR
P1A ACGCTGGCGGCGCGCCTAATAC Lee et al., 2004
P7A CCTTCATCGGCTCTTAGTGC Lee et al., 2004
reakcija sekvenciranja
R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Leeetal., 1998
16r758f GTCTTTACTGACGCTGAGGC Gibb et al., 1995

rpl22-rps3  direktni PCR

(10780p)  \h)F1  TCGCGGTCATGCAAAAGGCG Lee et al., 2004
rpR1 ACGATATTTAGTTCTTTTTGG Lee et al., 2004
nested PCR
rp(V)FIA AGGCGATAAAAAAGTTTCAAAA Lee et al., 2004
rp(V)RLIA GGCATTAACATAATATATTATG Lee et al., 2004

secY direktni PCR

(1116bD)  rpory  GCTAAAGGTGATTTAAC Angelini et al., 2001
FDOr TTTGCTTTCATATCTTGTATCG Daire et al., 1997
nested PCR
FD9f3 GGTAGTTTTATATGACAAG Angelini et al., 2001
FD9r2 GACTAGTCCCGCCAAAAG Angelini et al., 2001

secY-map  direktni PCR

(674bP)  Epofs  CAAAAAATTACTTTTGGCGGGAC  Amaud etal., 2007
MAPrl1 TGCTCAAAATGAGCGCTTAAAC Arnaud et al., 2007
nested PCR
FDOf6 GTCGCTTTAGAATCGACACA Arnaud et al., 2007
MAPr2 TCGGAAGTAACAGCAGTCCA Arnaud et al., 2007

* Duzina fragmenta genskog regiona koriS¢ena za MLST poredenja diverziteta sojeva
FD fitoplazme.
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3.4 Molekularne analize Wolbachia

3.4.1 Detekcija Wolbachia

Primerci D. europaea sakupljeni za populaciono-geneticku studiju, kao i primerci
koris¢eni u eksperimentalnim procedurama testiranja komponenti adaptivne vrednosti,
analizirani su na prisustvo Wolbachia. Za inicijalnu detekciju kori$¢ena je PCR metoda
sa prajmerima ftsZunif i ftsZunir (Lo et al., 2002; Tabela 4) koji su se pokazali kao
protein sa ulogom u ¢elijskoj deobi (engl. cell division protein). Umnozavanje

fragmenata ftsZ gena vrseno je u 20 pl zapremini PCR smese sadrzaja:

Koncetracija  Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 pl

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 11.65ul
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x 1x (1.5mM MgCly) 2.0 ul
- MgCl;, 25 mM 2.5 mM 2.0 ul
- dNTPs 10 mM 0.8 mM 1.6 pl
- ftsZunif 10 uM 0.4 uM 0.8 ul
- ftsZunir 10 uM 0.4 uM 0.8 ul
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea 1.0 ul

Na svakih 10 uzoraka stavljana je jedna negativna kontrola koju je predstavljala dodatna
tubica sa svim reagensima potrebnim za umnozavanje DNK, ali je umesto 1 pl uzorka
koris¢en 1 ul vode (nuclease-free water, QIAGEN). Kao pozitivna kontrola reakcije
koriS¢ena je DNK vrste Microplontus millefolii (Curculionidae) prirodno inficirane sa
Wolbachia (Gassmann et al., 2011).

Temperaturni protokol je bio sledeéi: inicijalna denaturacija na 94°C u trajanju
od 2 min; denaturacija na 95°C u trajanju od 30 s, hibridizacija na 56°C u trajanju od 60
s, elongacija na 72°C u trajanju od 90 s (37 ciklusa); finalna elongacija na 72°C u
trajanju od 10 min. Da bi se utvrdilo prisustvo Wolbachia i procenila koli¢ina
sintetisanog produkta, posle zavrsenog umnozavanja, 5 ul PCR produkta svakog uzorka,
ukljucujuéi pozitivnhu i negativne kontrole, elektroforetski je razdvojeno na 1%
agaroznom gelu obojenom etidijum bromidom. Gel je vizualiziran pod UV

transiluminatorom i slikan digitalnim fotoaparatom.
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3.4.2 Molekularna karakterizacija Wolbachia

Za sve primerke D. europaea u kojima je utvrdeno prisustvo Wolbachia uradena je
standardna multilokusna (Multilocus Sequence Typing - MLST) karakterizacija PCR
metodom sa prajmerima specifiénim za pet genskih regiona: i) gatB gen koji kodira
protein aspartil/glutamil-tRNK(GIn) amidotransferazu, subjedinicu B, ii) coxA gen Kkoji
kodira citohrom c¢ oksidazu, subjedinicu I, iii) hcpA gen za konzervativan hipoteticki
protein, iv) ftsZ gen za protein koji ucestvuje u ¢elijskoj deobi, i V) fbpA gen koji kodira
fruktoza-bisfosfat aldolazu (Baldo et al., 2006). Pored ovih pet gena, dodatna
karakterizacija je uradena na osnovu visoko varijabilnog wsp gena koji kodira
Wolbachia povrsinski protein (engl. Wolbachia surface protein, wsp) ¢ija je upotreba u
karkterizaciji Wolbachia analogna upotrebi antigena u serotipizaciji patogenih bakterija
(Baldo et al., 2005). Umnozavanje fragmenata navedenih Sest genskih regiona za MLST
karakterizaciju Wolbachia je vrSeno pod istim uslovima reakcije, sa prajmerima

specifi¢nim za dati region (Tabela 4), u 20 ul zapremini PCR smeSe sadrzaja:

Koncetracija Finalna koncetracija Koli¢ine za 20 ul

u stoku u PCR smesi PCR smese
- H,O (nuclease-free water) 10.85ul
- KapaBiosystems pufer A +Mg 10x  1x (1.5 mM MgCl,) 2.0 ul
- MgCl, 25 mM 1.5mM 1.2 ul
- dNTPs 10 mM 0.4 mM 0.8 ul
- gatB_F1/coxA_F1/hcpA _F1/ 10 uM 1.0 uM 2.0 ul
ftsZ_F1/fbpA_Fl/wsp F1
- gatB_R1/coxA_R1/hcpA_R1/ 10 uM 1.0 uM 2.0 ul
ftsZ_R1/fbpA R1l/wsp R1
- KAPA Taq polimeraza 5U/ul 0.375 U/u 0.15 pl
- genomska DNK D.europaea 1.0ul

Temperaturni protokol umnoZavanja je bio isti za svih Sest genskih regiona: inicijalna
denaturacija na 94°C u trajanju od 2 min; denaturacija na 94°C u trajanju od 30 s,
hibridizacija prajmera na 54°C u trajanju od 1 min, elongacija na 72°C u trajanju od 90
s (37 ciklusa); finalna elongacija na 72°C u trajanju od 10 min. PCR produkti su pre
sekvenciranja precis¢eni, a reakcije sekvenciranja su izvrSene u oba smera pomocu
prajmera koris¢enih za umnoZavanje (Tabela 4). Sekvence su zatim obradene u
programu FinchTV v.1.4.0, a poravnanje i kompletiranje sekvenci je izvrSeno uz pomoé
metoda Clustal W u okviru MEGA 5.10 (Tamura et al., 2011).
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Nukleotidne sekvence Wolbachia genotipova razli¢itog geografskog porekla za
svaki MLST genski region (lokus) i wsp gen su deponovane u NCBI banku gena pod
pristupnim brojevima: KJ911201-2 (gatB), KJ911195-6 (coxA), KJ911203-4 (hcpA),
KJ911199-200 (ftsZ), KJ911197-8 (fbpA) i KJ911205-6 (wsp) (Tabela 5). Informacije o
alelima MLST lokusa i wsp gena genotipa Wolbachia su deponovane u bazu podataka
PubMLST Wolbachia (http://pubmlst.org/wolbachia) pod identifikacionim brojem: ID
1595. Tip sekvence Wolbachia genotipa je okarakterisan poredenjem sa svim do sada
deponovanim sojevima, prema "PubMLST Wolbachia MLST database”, a na osnovu
alelskog broja svakog od pet pojedinacnih MLST lokusa, wsp alelskog broja i broja
svakog od cetiri hipervarijabilna regiona wsp lokusa (HVR1-4).

Tabela 4. Prajmeri kori$¢eni za amplifikaciju genskih regiona za detekciju i MLST
karakterizaciju Wolbachia.

Region Naziv Sekvenca prajmera u 5'—3' smeru Duzina Literatura
prajmera (bp)*

gatB gatB_F1  GAKTTAAAYCGYGCAGGBGTT 471 Baldo et al., 2006
gatB_R1 TGGYAAYTCRGGYAAAGATGA Baldo et al., 2006

coxA  CcoxA_F1 TTGGRGCRATYAACTTTATAG 487 Baldo et al., 2006
coxA_R1 CTAAAGACTTTKACRCCAGT Baldo et al., 2006

hcpA  hcpA_F1  GAAATARCAGTTGCTGCAAA 515 Baldo et al., 2006
hcpA_R1  GAAAGTYRAGCAAGYTCTG Baldo et al., 2006

ftsZ ftszunif ~ GGYAARGGTGCRGCAGAAGA 737 Lo et al., 2002
ftsZunir  ATCRATRCCAGTTGCAAG Lo et al., 2002

ftsZ_F1 ATYATGGARCATATAAARGATAG 524 Baldo et al., 2006

ftsZ_R1 TCRAGYAATGGATTRGATAT Baldo et al., 2006
fopA  fbpA_F1 GCTGCTCCRCTTGGYWTGAT 509 Baldo et al., 2006
fopA_R1 CCRCCAGARAAAAYYACTATTC Baldo et al., 2006

wsp wsp_F1 GTCCAATARSTGATGARGAAAC 603 Baldo et al., 2005

wsp_R1 CYGCACCAAYAGYRCTRTAAA Baldo et al., 2005

* Duzina fragmenta genskog regiona koriséena za identifikaciju Wolbachia genotipa.
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Tabela 5. Pristupni brojevi i poreklo sekvenci analiziranih genskih markera D.
europaea, FD fitoplazme i Wolbachia koji su deponovani u NCBI bazi podataka.

NCBI pristupni Organizam Genski Haplotip/ Domacin Geografsko
broj region Genotip poreklo#
KJ911165 D. europaea mtCOl H1 - SRB
KJ911166 D. europaea mtCOl Ho - SRB
KJ911167 D. europaea mtCOl H3 - SRB, MNE
KJ911168 D. europaea mtCOlI H4 - MNE, MK, GR
KJ911169 D. europaea mtCOl HE - MNE
KJ911170 D. europaea mtCOl H6 - MNE, MK, GR
KJ911171 D. europaea mtCOl H7 - MNE
KJ911172 D. europaea mtCOl H8 - MNE, MK, GR
KJ911173 D. europaea mtCOl Ho - MNE
KJ911174 D. europaea mtCOl H10 - MNE
KJ911175 D. europaea mtCOl HLL - MNE
KJ911176 D. europaea mtCOl H12 - SRB
KJ911177 D. europaea mtCOl H13 - MNE, GR
KJ911178 D. europaea mtCOl H1a - MNE
KJ911179 D. europaea mtCOl HLS - MNE
KJ911180 D. europaea mtCOl H16 - MNE
KJ911181 D. europaea mtCOl H17 - MNE
KJ911182 D. europaea mtCOl - IT

H18
KJ911183 D. europaea mtCOl - IT

H19
KJ911184 D. europaea mtCOl - IT

H20
KJ911185 D. europaea mtCOI Ho1 - SRB
KJ911186 D. europaea mtCOl H22 - MK, GR
KJ911187 D. europaea mtCOl Ho3 - SRB
KJ911188 D. europaea mtCOl - GR

H24
KJ911189 D. europaea mtCOI Hos - GR
KJ911190 D. europaea mtCOl H26 - GR
KJ911191 D. europaea ITS2 hl - SRB, MNE ,IT , MK,

GR

KJ911192 D. europaea ITS2 h2 - SRB
KJ911193 D. europaea ITS2 h3 - MNE
KJ911194 D. europaea ITS2 h4 - SRB, IT
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KJ911195
KJ911196
KJ911197
KJ911198
KJ911199
KJ911200
KJ911201
KJ911202
KJ911203
KJ911204
KJ911205
KJ911206
KJ911207

KJ911208

KJ911209

KJ911210

KJ911211

KJ911212

KJ911213

KJ911214

KJ911215

KJ911216

KJ911217

KJ911218

KJ911219

KJ911220

KJ911221

Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
Wolbachia
FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

FD fitoplazma

COXA
COXA
fopA
fopA
ftsz
ftsZ
gatB
gatB
hcpA
hcpA
wsp
wsp
16SrRNK

16SrRNK

16SrRNK

rpl22-rps3

rpl22-rps3

rpl22-rps3

secY

secY

secY

secY

secY

secY-map

secY-map

secY-map

secY-map

14*
14*
4%
4%
177*
177*
4%
4%
40*
40*
61*
61*
genotip 1

genotip 1

genotip 2

genotip 1

genotip 1

genotip 2

genotip 1

genotip 1

genotip 2

genotip 3

genotip 4

genotip 1

genotip 1

genotip 2

genotip 3

. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea
. europaea

. europaea
. vitalba
. europaea
. vitalba

0000 U U O O OO U U 0O O 0O O O

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

D. europaea
C. vitalba

MNE

MNE

SRB

MNE

MNE

SRB

MNE

MNE

MNE

MNE

SRB

MNE

SRB

MNE

# SRB - Srbija; MNE - Crna Gora; MK - Makedonija; GR - Gréka; IT - Italija.
*Alelski profili prema Wolbachia MLST bazi podataka (http://pubmist.org/wolbachia).



3.5 Eksperimentalne procedure

3.5.1 Osnivanje i gajenje Wolbachia-inficiranih (DeWo+) i -neinficiranih (DeWo-)
kolonija D. europaea

Za potrebe osnivanja Wolbachia-inficiranih i -neinficiranih kolonija D. europaea
(DeWo+ i DeWo-) u cilju testiranja uticaja infekcije Wolbachia na komponente
adaptivne vrednosti domacina sakupljene su jedinke iz prirodno inficiranih 1
neinficiranih populacija sa dva prethodno pracena i detaljno proucavana lokaliteta. Prvi
lokalitet se nalazio u okolinu sela Nudo u zapadnoj Crnoj Gori, u blizini granice sa
Bosnom i Hercegovinom, lociran na priblizno 300 m nadomorske visine u Grahovsko-
Nudolskom podregionu (Tabela 1). Na ovom lokalietu je prisustvo FD fitoplazme u C.
vitalba i prisustvo Scaphoideus titanus na vinovoj lozi pra¢eno od 2008. godine
(Radonji¢ et al., 2012), a populacije D. europaea su bile visoko inficirane FD
fitoplazmom (>60%) i Wolbachia-neinficirane. Drugi lokalitet se nalazio u okolini
Aleksandrovca u centralnoj Srbiji gde je epidemija FD fitoplazme pracena od 2004.
godine (Duduk et al., 2004; Krnjaji¢ et al., 2007; Fillippin et al., 2009a). Populacije
vektora D. europaea su na ovom lokalitetu bile inficirane FD fitoplazmom u veoma
niskom procentu (oko 3%; Filippin et al., 2009a), i inficirane sa Wolbachia. Primerci iz
obe populacije su sakupljani u viSe prilika tokom septembra 2011. godine, u cilju
obezbedivanja dovoljnog broja adulta za zacetak laboratorijskih kolonija. Sakupljanje

jedinki i transport do laboratorije je vrSen po prethodno opisanoj proceduri.

Wolbachia-inficirane i -neinficirane kolonije D. europaea su gajene odvojeno,
prema statusu infekcije, u po dva poljska kaveza (210 x 210 x 190 cm) za svaku
koloniju. Skupine od po 200 adulta D. europaea sakupljene na prethodno opisanim
lokalitetima su stavljene u svaki od Cetiri kaveza. Na pocetku formiranja kolonija 50
adulta po lokaciji testirano je na prisustvo/odsustvo Wolbachia PCR umnozavanjem ftsZ
gena. Insekti su gajeni na slede¢im biljnim vrstama: Crepis foetida, Salvia pratensis,
Plantago lanceolata, Linaria vulgaris i Agropyron repens. Sve biljke koris¢ene za
osnivanje kolonije i kasnije za eksperimente uticaja na komponente adaptivne vrednosti,
su gajene iz semena kako bi se izbegao moguéi transfer fitoplazme i/ili Wolbachia.
Ponasanje adulta je prac¢eno na dnevnom nivou, a posebno ponasanje tokom ovipozicije

1 dogadaji uginuca jedinki. PoCetkom novembra, nakon uginu¢a adulta, iz svakog
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kaveza su sakupljana tzv. ovipozicijska gnezda (oko 150 gnezda sa 400-450 jaja po
kavezu) koja su zatim prebacena u laboratoriju na prezimljavanje u kontrolisanim
uslovima, prema prethodno opisanoj proceduri. PoCetkom marta naredne godine,
simuliraju¢i porast spoljasnje temperature, jaja dobijena od DeWo+ i DeWo- Zenki su
preneta sa temperature prezimljavanja (4-6°C) na sobnu temperaturu (23+1°C) gde su
cuvana do izleganja. Tek izlegle larve su ¢uvane na mladim sejancima dok nisu dostigle
L3 stupanj. Larve su pocetkom juna prenete u mobilne spoljne kaveze (30 x 30 x 45
cm), pripremljene po prethodno opisanoj proceduri. Unutar svakog od kaveza je
stavljeno po 50 larvi D. europaea. Ukupno je formirano 10 kaveza DeWo+ i 10 kaveza
DeWo- larvi za gajenje kolonija. Od sredine juna je zabelezena eklozija adulta u
kavezima, a do pocetka jula su svi primerci presli u adultni stadijum. Kavezi su nakon
ovog perioda drzani u spoljnom insektarijumu. Gajenje kolonija i testovi uticaja

Wolbachia na komponente adaptivne vrednosti domacina su sprovedeni tokom 2012. i
2013. godine.

3.5.2 Komponente adaptivne vrednosti DeWo+ i DeWo- kolonija D. europaea

Za testiranje efekta prisustva Wolbachia na osobine zivotne istorije D. europaea
koriS¢eni su mali mobilni kavezi (30 x 30 x 45 cm). Testirane su odgajene populacije
koje su prirodno Wolbachia inficirane (Aleksandrovac, Srbija) i poredene sa

neinficiranom populacijom koja je sluzila kao kontrola (Nudo, Crna Gora).

Sagledavanje fekunditeta zenki D. europaea izvrseno je na uzorku od 40 jedinki
iz obe populacije. Uz pomo¢ staklenog usnog aspiratora i binokularne lupe Leica MZ75
adulti iz svake populacije su pocetkom avgusta razdvojeni po polovima i prebaceni u
dva mobilna kaveza sa odgovaraju¢im biljkama za ishranu. Radi utvrdivanja pocetka
ovipozicije, inspekcija kaveza sa insektima je vrSena jedanput dnevno. Disekcije zenki
je izvrsena krajem avgusta, nakon Sto je u kavezima primecéeno prvo polaganje jaja
odnosno poSto su prvi put primecena oSte¢enja na krilima Zenki. Prilikom disekcije,
brojana su potpuno formirana jaja. Svi testirani primerci su provereni na prisustvo

Wolbachia PCR amplifikacijom ftsZ gena po prethodno opisanom protokolu.

Testiranje uticaja Wolbachia-infekcije na masu tela adulta D. europaea uradeno
je sa po 100 jedinki po populaciji. Jedinke su uz pomo¢ staklenog usnog aspiratora i

stereomikroskopa odvojene po polovima kako bi se osiguralo testiranje jednakog broja
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muzjaka i zenki. Adulti su zatim usnim aspiratorom prebaceni u mobilne kaveze sa
odgovarajuc¢im biljkama za ishranu, gde je svakog dana u 17 ¢asova vrSena inspekcija
vijabilnosti jedinki. Krajem avgusta, po 40 Zivih muzjaka i Zenki je usisano usnim
aspiratorom, a zatim je svaki pojedinacni primerak stavljen u tubicu od 2 ml i izmeren
na elektronskoj vagi (Shimadzu BL220H). Obzirom na male tezine adulta i variranja u
tezini tubica, pre svakog merenja je vaga tarirana praznom tubicom od 2 ml u kojoj je
zatim izvrSeno merenje primerka. Svi testirani primerci su provereni na prisustvo

Wolbachia PCR amplifikacijom ftsZ gena.

Duzina zivota je belezena za adulte oba pola DeWo+ i DeWo- kolonija i to za po
100 jedinki po populaciji (50 muzjaka i 50 zenki) u zasebnim mobilnim kavezima. Kada
su pocetkom jula jedinke u kavezima za gajenje presle u stadijum adulta, duzina Zivota
je merena u danima. Svi adulti koji su eklozirali istog dana prebaceni su u zaseban
mobilni kavez i tretirani kao kohorta iste starosti. Primerci oba pola su drzani zajedno u
kavezima. Do polovine avgusta, odnosno do pocetka kopulacija, inspekcija je vrSena u
intervalima od dva dana. Nakon uocenih kopulacija inspekcija je vrSena jednom
dnevno, pri ¢emu su mrtvi adulti uklanjani iz kaveza. Svaka uginula jedinka je stavljena
u tubicu sa alkoholom i zabelezen je datum uginuca i pol jedinke. Test je zavrSen
krajem oktobra nakon uginuc¢a poslednje jedinke. Po zavrSetku testa, Svi primerci su

provereni na prisustvo Wolbachia PCR amplifikacijom ftsZ gena.

Osnovni parametri deskriptivne statistike i analiza varijanse osobina Zivotne
istorije izraCunati su u okviru softverskog paketa STATISTICA (StatSoft, 1997).
Dodatno je za rezultate testiranja duzine zivota uradena Kaplan-Mejerova analiza
prezivljavanja, za koju je ulazni podatak bio broj zivih jedinki svakog dana. Log-rank
test je koriS¢en za testiranje znacajnosti razlika u rezultuju¢im krivama prezivljavanja.
Obe analize su uradene koriS¢enjem online programskog paketa OASIS (engl. Online
Application for Survival analyslS, https://sbi.postech.ac.kr/oasis/surv/) (Yang et al.,
2011).

3.5.3 Eksperimenti prenoSenja FD fitoplazme prirodno inficiranim populacijama D.

europaea

U cilju potvrdivanja vektorske sposobnosti populacija D. europaea koje su prirodno

visoko inficirane FD fitoplazmom, izvedeni su eksperimenti prenoSenja fitoplazme na
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sejance vinove loze. Adulti D. europaea sakupljeni su metodom koSenja entomoloSkom
mrezom uz pomo¢ usnog aspiratora tokom jula 2011. godine na lokalitetima u okolini
Nuda u Crnoj Gori. Sakupljene cikade stavljane su u plasti¢ne cilindre dimenzije 10 x
30 cm u kojima su se nalazile biljke vinove loze, sorta Plovdina, odgajene iz semena u
laboratorijskim uslovima. Ukupno 10 biljaka vinove loze je bile izlozeno ishrani D.
europaea u trajanju od 48h. Skupine od po 12 primeraka prirodno FD-inficiranih cikada
stavljene su u dvodelni plasti¢ni cilindar (10 x 30 cm). Donji deo cilindra je predstavljao
saksiju sa biljkom, a gornji, mobilni deo cilindra, je bio prekriven gazom. Insekti i
eksperimentalne biljke su transpostovani do laboratorije u mobilnom elektricnom
frizideru na temperaturi od 15°C. Po prispecu, eksperimentalne biljke su drzane u klima
komori na temperaturi 24+1°C (16/8 casova dan/no¢ period). Test je uraden u 10
ponavljanja, a kontrolu je predstavljalo Sest biljaka vinove loze odgajenih iz semena
koje nisu bile izlozene ishrani D. europaea. Prezivljavanje insekata praceno je na svakih
8h 1 uginuli primerci su odmah stavljani u tubice zapremine 2 ml sa 96% etanolom na -
20°C. Posle 48h svi preziveli primerci D. europaea su pomocu usnog aspiratora
sklonjeni sa biljaka i stavljeni u 96% etanol na -20°C. Insekti su individualno analizirani
na prisustvo FD fitoplazme. Eksperimentalne biljke su dalje ¢uvane u klima komori na
temperaturnom rezimu 24+1°C (16/8h dan/no¢ period) i pra¢ena je pojava simptoma
infekcije fitoplazmom. Tri meseca od postavke eksperimenta obavljeno je uzorkovanje
listova svih test biljaka i kontrolnih biljaka koje su zatim PCR analizirane na prisustvo

FD fitoplazme umnozavanjem FD9 genskog regiona.
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4. REZULTATI

4.1 Karakteristike biologije D. europaea

Prikazani rezultati istrazivanja biologije i1 ekologije vrste cikade D. europaea
predstavljaju podatke dobijene nakon sprovedenih visegodisnjih observacija u poljskim,

kontrolisano-poljskim i laboratorijskim uslovima.

4.1.1 Populaciona dinamika i asocijacija sa biljkama

Vremenska dinamika i sezonsko pojavljivanje adulta D. europaea praceno je polju
tokom 2011. i 2012. godine. Dinamika adulta i asocijacija sa biljkama je pra¢ena u
periodu od jula do oktobra, na lokalitetima sa razli¢itim vegetacijskim sklopom. Tokom
jula nije uo€ena znacajna razlika u brojnosti adulta na istrazivanim lokalitetima (Slika 8)
ili duz transekta istih. Na ovim lokalitetima je brojnost adulta zna¢ajno opadala tokom
avgusta, kada je svega nekoliko primeraka moglo biti skupljeno po lokalitetu. Opadanje
brojnosti se poklapalo sa suSenjem zeljastih biljaka koje su ¢inile biljni pokriva¢ tokom
jula meseca. Dodatnim istrazivanjem ovih lokaliteta tokom avgusta i septembra,
utvrdeno je da se adulti D. europaea sakupljaju (tj. u agregaciji su) na biljkama koje su
bolje adaptirane na suSu (npr. S. pratensis) ili se pomeraju ka Zbunastim biljkama u
okolini livade. Na svim lokalitetima je utvrdeno da je Clematis vitalba biljka izbora za

ovu cikadu na kraju vegetacijskog perioda, krajem avgusta i pocetkom septembra.

Na cetvrtom lokalitetu Jasenovik, gde je C. vitalba dominantna biljna vrsta,
utvrdena je nesto drugacija vremenska dinamika adulta (Slika 8), potvrdujuci prethodno
zapazanje o agregaciji ove vrste na zbunaste biljke na kraju leta. Do pocetka avgusta,
svega nekoliko primeraka D. europaea je sakupljeno; nasuprot tome vrhunac brojnosti
je zabelezen sredinom avgusta i po¢etkom septembra. Takode, u poredenju sa prethodna
tri lokaliteta, ukupan broj uhvacenih jedinki je bio veéi, pogotovo u vreme vrhunca
brojnosti populacije. 1z prethodno navedenog se moze zakljuciti da ovo nije posledica

preferentnosti D. europaea ka vrsti C. vitalba, ve¢ posledica susenja zeljaste vegetacije.
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Slika 8. Sezonska dinamika adulta D.europaea prac¢ena na Cetiri lokaliteta u periodu od

jula do oktobra 2011. i 2012. godine.

4.1.2 Reproduktivno ponasanje

Ukupno je zabelezeno 69 kopulacija i poljskim kavezima i 18 kopulacija u mobilnim

poljskim kavezima. Kopulacije su primecene tokom avgusta u podnevnim ¢asovima.

Smrtnost jedinki u kavezima, tokom jula ili u prvoj polovini avgusta, nije zabelezena.

Smrtnost je, od sredine avgusta, polako rasla i to muzjaka koji su pre toga, verovatno,

ucestvovali u kopulaciji. U kavezima u polju, do sredine septembra su svi muzjaci

uginuli. Isti trend je primeéen na sva Cetiri lokaliteta.

Ponasanje D. europaea prilikom polaganja jaja je prouc¢avano u kontrolisanim

uslovima. Prvo polaganje jaja je zabeleZzeno tokom zadnje nedelje avgusta i to u obe

pracene godine. Pre samog akta polaganja, zenke su veci deo vremena provodile na

povrsini zemlje, Sto je za posledicu imalo evidentnu iskrzanost krajeva krila.
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0.5mm

Slika 9. Genitalni segment Zenke, ovipozicijska gnezda i jaja cikade D. europaea A)
Ventralni izgled zadnjeg dela abdomena Zenke sa strukturama genitalnog aparata
ukljucenim u proces ovipozicije: s8 — osmi sternit; vl — prva valvula;, v2 — druga
valvula; v3 — treca valvula; as — analni segment. B) i C) Analni segment Zenke ventralno
sa zalepljenim delovima zemlje. D) lzgled ovipozicijskih gnezda u kojima su poloZena
jaja. E) Pozicija jaja unutar ovipozicijskin gnezda. F) Izgled jaja izvadenih iz
ovipozicijskih gnezda.
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Neposredno pre polaganja jaja, koje se deSava na povrsini zemlje, Zenke su sakupljale
sitne delove zemlje sa povrSine lepeci ih za zadnji deo abdomena, praveci lepljivo blato.
Kao posledica ove aktivnosti, Cestice blata ispunjavaju prostor izmedu analnog
segmenta i1 3. valvule koji okruzuje otvor legalice (Slika 9A, B, C). Uz pomo¢ analnog
segmenta i 3. valvule, Zenke meSaju Cestice blata prave¢i nepravilne strukture pre¢nika
do 4 mm. Zenke polazu dva do Getiri jaja unutar takve strukture od blata, koja se zatim

odvaja od Zenke i pada na povrsinu zemlje (Slika 9D, E, F).

D. europaea prezimljava u stadijumu jajeta. Pojavljivanje prvih L1 larvi, u
kavezima u poljskim uslovima, zabelezeno je sredinom maja meseca. Ovaj podatak
takode vazi 1 za jaja sakupljena iz mobilnih kaveza koja su prebacena na gajenje u
laboratorijskim uslovima. Iz Cetiri mobilna kaveza, postavljenih 2010. godine, tokom
maja 2011. godine ispililo se 560 larvi. Sve larve su sakupljene za morfoloske analize.
Na istrazenim lokalitetima u Srbiji primeéeno je da su adulti bili parazitirani osicama
koje pripadaju fam. Dryinidae (Hymenoptera). Ukupno je registrovano 9 parazitiranih
primeraka od 560 pregledanih adulta (1.6%). Na osnovu molekularne identifikacije
vrste parazitoida u asocijaciji sa D. europaea, utvrdena je divergentnost od 22-28% u
poredenju sa javno dostupnim sekvencama. Zbog ograni¢enog broja vrsta i/ili sekvenci
u bazama BOLD (http://www.boldsystems.org/index.php/databases) i NCBI GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), kao i zbog divergentnosti od preko 20%,

identifikacija je bila moguca jedino do nivoa familije.

4.1.3 Aspekti ponasSanja i morfologije razlicitih stadijuma razvi¢a D. europaea

Na osnovu duzine verteksa (Slika 10) i morfoloSkih karakteristika (Slika 11; Tabela 6)
determinisano je pet larvenih stupnjeva. Prva dva stupnja su determinisana vizuelno tj.
sve ispiljene larve iz jajeta su L1 a sve presvucene L1 larve su predstavljale L2 stupanj.
Takode, samo presvucene larve su koriS¢ene za morfoloske analize kasnijih stupnjeva.
Ukupno 223 larve i 30 odrasle jedinke (15 Zenki i 15 muzjaka) su koriS¢eni za

proucavanje morfologije i merenje duzine tela i verteksa.

Jaja (Slika 9F) - izduzena, ovalna, zuckasto-zelena sa providnim horionom,
duzine 0.93 £ 0.05 mm (u rasponu od 0.88-1.02, izmereno=25 primeraka), Sirine 0.42 +

0.01 mm (u rasponu od 0.40-0.45, izmereno=25 primeraka). Vrsni deo jaja je biserno
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bele boje sa grupom kratkih nastavaka duzine 0.12 + 0.02 mm (u rasponu od 0.07-
0.17mm).

Larva prvog stupnja (L1) (Slike 11A i 12A) - srednja duzina verteksa iznosi
0.34 £ 0.03 mm (u rasponu od 0.29-0.38, izmereno=34 primerka), duZina tela
ukljucujuéi cefalicni nastavak iznosi 1.12 + 0.09 mm (u rasponu od 0.94-1.25,
izmereno=34 primerka). L1 larve su dvobojne, glava i toraks su braon-crne boje,
abdomen je biserno bele boje, skoro providan. Verteks i frons su tamno braon-crne boje
sa crnim 1 biserno belim tatkama izmedu srediSnje 1 bo¢ne karine fronsa. Pronotum je
dorzalno sa jednim redom senzornih rupica. Noge su bele boje. Neposredno nakon
pocetka hranjenja tj. aktivacije, L1 larve izlu¢uju vostane ekskremente na zadnem delu
tela. One su nepokretne, ne menjaju poziciju tokom hranjenja i nakon tri do Cetiri dana,

na sobnoj temperaturi (23 + 1 °C), se presvuku u L2 larvu.
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Slika 10. Multimodalna distribucija frekvencije izmerene duzine verteksa larvenih
stupnjeva i adulta D. europaea.
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Slika 11. Izgled larvenih stupnjeva i adulta D. europaea. A-E) L1-L5 larve, F) Adult.

Larva drugog stupnja (L2) (Slike 11B i 12B) - srednja duZina verteksa iznosi
0.52 + 0.04 mm (u rasponu od 0.40-0.59, izmeren=31 primerak), duzina tela
ukljucujuéi cefaliéni nastavak iznosi 2.60 + 0.19 mm (u rasponu od 2.02-2.98,
izmeren=31 primerak). L2 larve su viSebojne, naj¢esée je osnovna boja glave i toraksa
sivo-zelena, dok su neki primerci svetlije ili tamnije braon boje. Osnovna boja
abdomena je biserno bela sa obojenim tackama po sredini i bo¢no a dorzalno sa pet
redova belih tacaka. Verteks i frons su sivo-zelene boje sa crnim i belim tackama
izmedu srediSnje 1 bo¢ne karine fronsa. Dorzalno se na pronotumu nalazi jedan red od 7
senzornih rupica. Noge su zelenkasto-bele boje. L2 larve su takode nepokretne i nakon
pet do Sest dana, na sobnoj temperaturi (23 + 1 °C), se presvuku u L3 larvu.
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Larva treceg stupnja (L3) (Slike 11C i 12C) - srednja duzina verteksa iznosi
0.83 £ 0.06 mm (u rasponu od 0.71-1.02, izmereno=48 primeraka), duzina tela
ukljuc¢ujuéi cefali¢ni nastavak iznosi 3.63 £ 0.31 mm (u rasponu od 2.42-4.50
izmereno=48 primeraka). L3 larve su visebojne, najces¢e je osnovna boja glave i
toraksa maslinasto zelena sa retkim beliCastim mrljama. Abdomen je nesto svetlije boje
sa pet redova belih tacaka dorzalno postavljenih. Verteks i frons su maslinasto zelene
boje sa crnim 1 belim tackama izmedu srediSnje i bocne karine fronsa. Dorzalno se na
pronotumu nalaze dva reda senzornih rupica. Noge su svetlo zelene boje. L3 larve su
pokretne i tokom hranjenja se najce$¢e nalaze na bazalnim delovima biljke. Nakon Sest

do osam dana, na sobnoj temperaturi, se presvuku u L4 larvu.

x130 100pm f x130 100pm ‘\ x50 200um

Slika 12. Senzorne jamice na pronotumu (engl. pronotal sensory pits (psp)) larvenih
stupnjeva Dictyophara europaea. (A) Larva prvog stupnja - L1, (B) Larva drugog
stupnja - L2, (C) Larva treceg stupnja - L3 (D) Larva Cetvrtog stupnja - L4, (E) Larva
petog stupnja - L5.

Larva éetvrtog stupnja (L4) (Slike 11D i 12D) - srednja duZina verteksa iznosi

1.15 + 0.04 (u rasponu od 1.04-1.24, izmereno=80 primeraka), duzina tela ukljucujuéi
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cefali¢ni nastavak iznosi 5.19 + 0.32 mm (u rasponu od 4.53-5.98, izmereno=80
primeraka). L3 larve su viSebojne, vrlo Cesto zelene ili maslinasto zelene boje sa svetlo
braon nijansama, dok su neki primerci svetlo braon boje, tamno braon ili crvenkato-
braon boje. Abdomen je neSto svetlije boje sa Cetiri reda belih tacaka dorzalno
postavljenih. Frons je sa crnim i belim tackama izmedu srediSnje i bo¢ne karine.
Dorzalno se na pronotumu nalaze tri reda senzornih rupica. Noge su svetlo zelene boje.
L4 larve su aktivnije i ¢esto menjaju polozaj prilikom hranjenja. Nakon sedam do deset

dana, na sobnoj temperaturi, se presvuku u L5 larvu.

Larva petog stupnja (L5) (Slike 11E i 12E) - srednja duzina verteksa iznosi 1.31
+ 0.05 mm (u rasponu od 1.21-1.39, izmereno=30 primeraka), duzina tela ukljucujuci
cefali¢ni nastavak iznosi 6.23 + 0.47 mm (u rasponu od 5.41-7.11, izmereno=30
primeraka). L5 larve su obi¢no zelene boje. Abdomen je sa pet redova belih tacaka
dorzalno postavljenih. Frons je sa crnim i belim tackama izmedu srediSnje i bo¢ne
karine. Dorzalno se na pronotumu nalaze tri ili Cetiri reda senzornih rupica. Noge su
bledo zelene boje, tarzusi su Zuckasto-braon boje. L5 larve su vrlo aktivne i1 Cesto
menjaju biljke tokom hranjenja. Nakon osam do dvanaest dana, na sobnoj temperaturi,

se presvuku u adulta.

Kod svakog larvenog stupnja duzina verteksa se povecavala srednjom stopom od
1.41, §to je izraCunato na osnovu Dajerovog pravila (Dyar’s rule) (Tabela 6). lako je
originalno namenjen za determinisanje larvenih stupnjeva kod leptira (Lepidoptera),
Dajerovo pravilo se, kod D. europaea, moze primenti zbog toga $to izraunate vrednosti
duzine verteksa ulaze u raspon izmerenih vrednosti. Stopa rasta duzine verteksa kasnijih
larvenih stupnjeva se kod D. europaea smanjuje, za razliku od Dajerovog pravila, Sto
moZe biti uzrokovano brojnim sredinskim faktorima (Klingenberg & Zimmermann,
1992; Hunt & Chapman, 2001).

Multimodalna distribucija frekvencije (Slika 10) je potvrdila dve zapazanja: i) da
D. europaea ima 5 larvenih stupnjeva i ii) da postoji preklapanje u duzini verteksa
izmedu stupnjeva L4 1 L5. Odnosno, vece L4 larve 1 manje L5 larve mogu imati
identi¢nu duzinu verteksa. Medutim, zbog jasne razlike u obojenosti tela i morfoloskim

karakteristikama pogresna identifikacija ova dva stupnja nije moguca (Tabela 7).
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Tabela 6. Duzina verteksa larvenih stupnjeva D. europaea i procenjena duzina verteksa
izraunata prema Dajerovom pravilu.

Larveni Broj Srednja Raspon Dobijena  Srednja IzraCunata
stupanj pregledanih duZina duZine stopa rasta’ vrednost duZina
larvi verteksa £ verteksa dobijenih  verteksa

SD (mm) (mm) stoparasta  (mm)?

L1 34 0.34+0.03 0.29-0.38 0.34

L2 31 0.52+0.04 0.40-0.59 1.53 0.48

L3 48 0.83+0.06 0.71-1.02 1.59 1.41 0.68

L4 80 1.15+0.04 1.04-1.24 1.38 0.96

L5 30 1.31+0.05 1.21-1.39 114 1.35

! DuZina verteksa stupnja Li/duzina verteksa stupnja Li.;

2 Duzina verteksa Lis = L pomnozena srednjom vrednos$¢u dobijenih stopa rasta (1.41).

Tabela 7. Klju¢ne karakteristike za odvajanje larvenih stupnjeva D. europaea.

Larveni Srednja duZina Srednja Obojenost Broj redova Pokretljivost
stupanj  verteksa + SD duzinatela  tela senzornih larvenog
/raspon (mm) +SD jamica na stupnja
[/raspon pronotumu
(mm)
L1 0.34 £ 0.03/ 1.12+0.09/ dvobojna 1 ne
0.29-0.38 0.94-1.25
L2 0.52 £ 0.04/ 2.60+0.19/ viSebojna 1 ne
0.40-0.59 0.94-1.25
L3 0.83 +0.06/ 3.63+0.31/ viSebojna 2 srednje
0.71-1.02 2.42-4.5
L4 1.15+0.04/ 5.19+0.32/ viSebojna 3 srednje
1.04-1.24 4.53-5.98
L5 1.31 +0.05/ 6.23+0.47/ jednobojna 3(4) veoma
1.21-1.39 541-7.11 (zelene boje)
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Adult (Slika 11F) - srednja duzina verteksa adulta iznosi 1.68 £ 0.11 mm (u
rasponu od 1.51-1.92, izmereno ukupno 30 primeraka), duzina tela ukljucujuci cefali¢ni
nastavak iznosi 9.25 £ 1.03 mm (u rasponu od 7.5-12.1, ukupno je izmereno 30
primeraka). Srednja duZina tela muzjaka iznosi 8.49 = 0.44 mm (u rasponu od 7.5-9.1,
ukupno je izmereno 15 primeraka) dok je srednja duzina tela zenki 10.0 £ 0.88 mm (u
rasponu 9.0-12.1, ukupno je izmereno 15 primeraka). Osnovna boja tela je zelena.
Fastigijum je sa nekoliko belih tacaka. Cefalicni nastavak je blago zakrivljen nagore,
duplo duzi od pronotuma. Verteks je relativno Sirok sa zakrivljenim bo¢nim marginama,
1 savija se prema ocima. SrediSnja karina verteksa je bele boje, pli¢e postavljena u
vrSnom delu i jasno vidljiva u bazalnom delu. Sredisnja i bo¢na karina pronotuma i
mezonotuma su jasno vidljive i bele boje. Abdomen je sa Sest redova belih tacaka
dorzalno postavljenih. Krila su glatka i transparentna, duza od abdomena. Noge su
svetlo zelene boje. Distalni kraj tibija prednjih nogu i tarzomere su braon boje. Tibije
zadnjih nogu imaju 7 apikalno postavljenih trnova koji su pri vrhu crne boje. Prve i
druge tarzomere imaju 16 odnosno 20 apikalno postavljenih trnova koji su pri vrhu crne
boje. Adulti su vrlo aktivni tokom dana i ¢esto menjaju poloZzaj i biljke tokom hranjenja.
Kod D. europaea nije utvrdena preferencijalna ishrana odredenim biljkama ¢ime je

potvrdena njena polifagnost.

Cikada D. europaea je univoltna vrsta koja prezimljava u stadijumu jajeta. Prve
larve se javljaju pocetkom maja a adulti pocetkom juna meseca. Adulti su vrlo aktivni i
¢esto menjaju biljke na kojima se hrane. Nakon kopuliranja, koje se deSava tokom
avgusta meseca, po¢inje uginjavanje muzjaka. Zenke nakon kopuliranja polazu jaja na
zemlji, §to za rezultat ima mehani¢ke povrede tj. iskrznost krila. Zenke Zive duze, $to
dokazanao eksperimentalnim putem kao i observacijama o njihoj prisutnosti u poljskim

kavezima sve do kraja oktobra meseca.

4.2 Analiza komponenti adaptivne vrednosti DeWo+ i DeWo- kolonija D. europaea

pod uticajem infekcije Wolbachia

4.2.1 Fekunditet
Disekcija zenki izvrSena je nakon S$to je inspekcijom utvrdeno prvo polaganje
jaja. Ukupno je disekovano 76 Zenki, po 38 iz odgajenih populacija iz Nuda (DeWo-) i

Aleksandrovca (DeWo+). Prosecan broj jaja disekovanih Zenki poreklom iz
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Aleksandrovca iznosio je 46+6.49, u rasponu od 36-58 jaja (Tabela 8). Vrednosti
fekunditeta zenki poreklom iz Nuda bile su u rasponu od 31-68 jaja sa prose¢nom
vredno$¢u od 43.08+9.54. Analiza varijanse nije pokazala znacajno variranje u
prosecnim vrednostima fekunditeta izmedu dve analizirane populacije (F=2.433,

P=0.123).

Tabela 8. Rezultati testiranja fekunditeta, mase tela, i duZine Zivota Wolbachia inficirane

(DeWo+) i neinficirane populacije (DeWo-) Dictyophara europaea.

Populacija DeWo+ DeWo-
Pol Zenke Muzjaci Zenke Muzjaci
Parametar
Fekunditet + SD 46 + 6.49 / 43.08+954 /
Masa tela + SD 0.02511 + 0.015763 0.02611 + 0.016237 +
0.0038 0.002 0.0037 0.002

Duzina zivota + SD 8458+7.84 5198+9.79 85.02+8.97 54.32+9.01

4.2.2 Masa tela

Za potrebe testiranja uticaja inficiranosti Wolbachia na masu tela izmereno je 160
primeraka D. europaea, i to po 40 primeraka oba pola po populaciji. Rezultati merenja
mase tela su prikazani u Tabeli 8. Prose¢na masa muzjaka poreklom iz Aleksandrovca
iznosila je 0.01576¢g+0.002 (u rasponu od 0.011-0.022). Za muZjake poreklom iz Nuda
prose¢na masa tela iznosila je 0.016234+0.002 i kretala se u rasponu od 0.01g do 0.02g.
Rezultati analize varijanse su pokazali da nema znacajne razlike u masi tela kada se
porede Zenke poreklom iz dve analizirane populacije (F=0.999, P=0.32). Poredenje
mase tela Zenki iz obe populacije takode nije bilo statisticki znacajno (F=1.327,
P=0.253). Prose¢na masa tela iznosila je 0.02511g+0.0038 (u rasponu od 0.018-0.032)
za analizirane Zenke poreklom iz Aleksandrovca i 0.02611g+0.0037 (u rasponu od
0.019-0.036) za zenke poreklom iz Nuda.
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4.2.3 Duzina Zivota

DuZina Zivota primeraka D. europaea analizirana je u periodu od sredine jula do
pocetka oktobra kada je poslednji primerak uginuo. Analizirano 50 primeraka po polu i
populaciji. Duzina zivota muzjaka i zenki je zasebno analizirana. Prose¢na duzina
Zivota muzjaka poreklom iz Aleksandrovca iznosila je 51.98 dana (u rasponu od 35-68
dana), dok je prosecna duzina Zivota muzjaka poreklom iz Nuda iznosila 54.32 dana (u
rasponu od 34-66 dana) (Tabela 8). Zenke su u proseku Zivele duZe; proseéna duZina
zivota zenki poreklom iz Aleksandrovca iznosila je 84.58 dana (u rasponu od 67-96
dana) a Zenki poreklom iz Nuda 85.02 (u rasponu od 66-97 dana). Analiza varijanse je
pokazala da kada se porede dve populacije, nema znacajne razlike u masi tela muzjaka
(F=1.547, P=0.217) ni masi tela zenki (F=0.0683, P=0.79). Takode, prema rezultatima
analize varijanse, duZina zivota muzjaka i Zenki nije pokazala statisticki znacajno
variranje kada se porede dve populacije razli¢itog statusa po pitanju Wolbachia

inficiranosti (Tabela 9).

Tabela 9. Analiza varijanse osobina zivotne istorije Wolbachia inficirane (DeWo+) i
neinficirane populacije (DeWo-) Dictyophara europaea.

Parametar ANOVA
F P
Fekunditet 2.433 74y 0.123
Masa tela 9 1.327 74 0.253
Masa tela & 0.999(74 0.321
Duzina Zivota 9 0.0683 9 0.794
Duzina Zivota & 1.547 g5 0.217

F — odnos; df — stepeni slobode (u zagradi); P — statisti¢ka zna¢ajnost

Za rezultate duzine zivota je uradena i Kaplan-Mejerova analiza prezivljavanja (Slika
13). Prema rezultatima long-rank testa znacajnosti, nema razlika u krivama

preZivljavanja muZjaka (P=0.594), ni Zenki poreklom iz dve analizirane populacije

65



(P=0.168) (Tabela 9). Takode, hi-kvadrat test je potvrdio da nema statisticke znacajnosti
u krivama preZivljavanja Zenki (X?= 1.9) i muzjaka (X*= 0.28).
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Slika 13. Kaplan-Majerova kriva prezivljavanja zenki (gornji grafik) i muzjaka (donji
grafik) poreklom iz Wolbachia inficiranih (DeWo+) i neinficiranih populacija (DeWo-)
Dictyophara europaea.

Tabela 10. Statisticka znaCajnost poredenja krivi prezivljavanja Zenki i muzjaka
poreklom iz Wolbachia inficiranih (DeWo+) i neinficiranih populacija (DeWo-)
Dictyophara europaea.

Poredenje Pol Statisticka znacajnost
Hi-kvadrat test  Long-rank test
X? P P
(Bonferoni korekcija)
DeWo+ i DeWo- Q 1.9 0.168 0.168
3 0.28 0.594 0.594

*  Statisticki  testovi uradeni u on-line programskom paketu OASIS
(https://sbi.postech.ac.kr/oasis/surv/)

4.3 Vektorska sposobnost populacija D. europaea

Sposobnost vrste D. europaea u prenoSenju FD fitoplazme pracena je u testovima sa
prirodno inficiranim populacijama D. europaea iz Crne Gore (Nudo). Rezultati testa su
pokazali su da je ova vrsta cikade efikasan vektor fitoplazme. Cetiri nedelje nakon
izlaganja vinove loze cikadama, sve biljke su bile ekstrahovane i analizirane PCR
metodom sa prajmerima specificnim za FD9 region. Sve analizirane eksperimentalne
biljke vinove loze su bile pozitivne na prisustvo FD fitoplazme. Takode, nijedna vinova

loza koriS¢ena kao kontrola nije pokazala prisustvo fitoplazme. Biljke vinove loze su
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pokazale crvenilo i uvijenost listova, simptome tipi¢ne za inficiranost fitoplazmom.
Rezultati detekcije su pokazali da je od 104 analizirana primerka cikade poreklom iz
Nuda, 74 bilo inficirano fitoplazmom (61.67%).

4.4 Prisustvo FD fitoplazme u Clematis vitalba

Pavitina (C. vitalba) predstavlja biljni rezervoar FD fitoplazme i kao takva ima zna¢ajnu
ulogu u epidemioloskom ciklusu bolesti. Tokom 2011. 1 2012. godine, sluc¢ajnim
odabirom, uzorkovane su asimptomatske biljke na lokalitetima Aleksandrovac i Nudo.
Nakon ekstrakcije, prisustvo fitoplazme u biljnim uzorcima je dokazano PCR
amplifikacijom FD9 regiona. Na lokalitetu Aleksandrovac, od ukupno 60 analiziranih
biljaka prisustvo FD fitoplazme utvrdeno u 19 uzoraka (31.67%) (Tabela 11). Od
ukupno 60 sakupljenih uzoraka tokom dve godine uzorkovanja na lokalitetu Nudo, FD
fitoplazma je detektovana u 20 primeraka (33.33%) (Tabela 12).

Tabela 11. Inficiranost FD fitoplazmom primeraka D. europaea i C. vitalba na lokalitetu
Aleksandrovac u Srbiji.

Lokalitet Aleksandrovac
Dictyophara europaea Clematis vitalba

Godina Broj pozitivnih /  Procenat pozitivnih  Broj pozitivnih /  Procenat pozitivnih

analizirano primeraka analizirano primeraka
2005-2007* 5/136 3.7% 8/14 57.1%
Sep-2009 2/72 2.8% na /
Sep-2011 3/100 3.0% 9/30 30.0%
Sep-2012 1/32 3.1% 10/30 33.3%

* Podaci prema Filippin et al. (2009a); na, nije analizirano.

4.5 Prisustvo FD fitoplazme u populacijama D. europaea

Inficiranost FD fitoplazmom prirodnih populacija D. europaea praéena je u periodu od
2005-2012. na lokalitetu Aleksandrovac i u periodu od 2008-2013. na lokalitetu Nudo.
Oba lokaliteta su izabrana zbog viSestruke razlike u s opi infekcije FD fitoplazmom,
zbog cega su insekti sakupljani za gajenje 1 eksperimente prenoSenja fitoplazme.

Detekcija fitoplazme je uradena PCR amplifikacijom FD9 regiona. Prirodna inficiranost
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FD fitoplazmom primeraka D.europaea na lokalitetu Aleksandrovac je bila predmet
studije Filipini i saradnika u kojoj je za period od 2005-2007 godine utvrdena stopa
infekcije od 3.7% (5/136) (Filippini et al., 2009a). Kasnija istrazivanja ovog lokaliteta u
okviru doktorske disertacije su pokazala da je od 72 analizirana primerka, FD
fitoplazma 2009. godine detektovana u 2 primerka (2.8%). Tokom 2011. i 2012. godine,
u 4 primerka je detektovana FD fitoplazma od ukupno 132 analizirana primerka
(3,03%). Nasuprot tome, na lokalitetu Nudo je zabelezena konstatno visoka stopa
inficiranosti primeraka D. europaea FD fitoplazmom. Stopa inficiranosti na ovom
lokalitetu, u periodu od 2008-2013. godine, kretala se od 62.1% do 66.6% (Tabela 12).

Tabela 12. Inficiranost FD fitoplazmom primeraka D. europaea i C. vitalba na

lokalitetu Nudo u Crnoj Gori.

Lokalitet Nudo

Dictyophara europaea Clematis vitalba
MeS_eC- Broj pozitivnih /  Procenat pozitivnih  Broj pozitivnih /  Procenat pozitivnih
Godina analizirano primeraka analizirano primeraka
Sep-2008 28/44 63.6% na /
Aug-2009 23/37 62.2% na /
Aug-2010 26/40 65.0% na /
Avg-2011 14/21 66.6% na /
Sep-2011 65/100 65.0% 9/30 30.0%
Sep-2012 28/42 66.6% 11/30 36.7%
Sep-2013 18/29 62.1% na /

na, nije analizirano.

4.6 Molekularna karakterizacija FD fitoplazme

Molekularna karakterizacija FD fitoplazme sprovedena je analizom genskog regiona
16S rRNK, 1 rpl22-rps3, secY, secY-map gena. Analizama su obuhvaceni izolati FD

fitoplazme iz asimptomatske pavitine i primeraka D. europaea. Na osnovu ovih analiza
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ispitane su razlike u molekularnim karakteristikama FD fitoplazme u razli¢itim

populacijama vektora D. europaea.

4.6.1 Analiza 16S rRNK gena

Metodom sekvenciranja analiziran je genski region 16S rRNK uzoraka FD fitoplazme
poreklom iz pavitine i primeraka D. europaea. Sekvencirano je 1682 bp 16S rRNK gena
I 16S-23S medugenskog regiona stolbur fitoplazme. Dobijene nukleotidne sekvence
obuhvataju 1528 bp 16S rRNK gena i 154 bp 16S-23S medugenskog regiona. Poredenje
redosleda nukleotida izolata u CLUSTAL W programu pokazalo je prisutnost dva
razli¢ita genotipa, obeleZenih brojevima 1 1 2. Oba genotipa su pojedinacno analizirana
u BLAST servisu NCBI baze. Rezultati BLAST analize genotipa 1, prisutnog u Srbiji
(pristupni broj u NCBI bazi podataka - KJ911207) i Crnoj Gori (KJ911208), sa
dostupnim sekvencama u bazi podataka pokazali su maksimalni identitet od 100% sa
sekvencom FD fitoplazme FD-C (AY197645) i FD70 iz Francuske (AF176319).
Sekvenca genotipa 1 je takode pokazala 100% identiteta sa sekvencama izolata Alder
yellows fitoplazme (AY) iz juzne ltalije (Y16387), izolatima AY fitoplazme SW54
(KP238297) i SW17 (KP238295) iz Nemacke i izolatom PI2 iz Srbije (KP238289).
Drugi genotip, genotip 2 (KJ911209) je detektovan samo u Crnoj Gori. Ovaj genotip je
na 1133 bp pokazivao jednu nukleotidnu razliku u odnosu na genotip 1 i njemu
identi¢ne sekvence. Na osnovu in silico restrikcione analize fragmenta 16S rRNK gena,
na virtuelnom agaroznom gelu nije utvrdena restrikciona endonukleaza koja bi

razlikovala dva detektovana genotipa.

4.6.2 Analiza rpl22-rps3 genskog regiona

Metoda sekvenciranja je takode koriS¢ena za analizu regiona operona gena
ribozomalnih proteina (rp). Poredenje izolata u CLUSTAL W programu je pokazalo
postojanje dva razli¢ita genotipa, genotipa 1 prisutnog u Srbiji (KJ911210) i Crnoj Gori
(KJ911211) i genotipa 2, dominatno prisutnog samo u Crnoj Gori (KJ911212). BLAST
analiza sa dostupnim sekvencama u bazi podataka pokazala je maksimalni identitet od
100%, genotipa 1 i izolata FD fitoplazme iz vinove loze FD57 (Kuzmanovi¢ et al.,
2008). Genotip 2 (KJ911212) se u odnosu na genotip 1, razlikovao na 55bp rps3 gena
Sto za posledicu ima zamenu glutaminske kiseline lizinom u aminokiselinskoj sekvenci.

Na osnovu in silico restrikcione analize fragmenta rpl22-rps3 gena, na virtuelnom
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agaroznom gelu utvrdeno je Hinfl restrikciono mesto na osnovu kojeg je moguce

razlikovanje dva detektovana genotipa (Slika 14B).

4.6.3 Analiza secY-map genskog regiona

Gen koji kodira metionin aminopeptidazu, secY-map, analiziran je metodom
sekvenciranja. CLUSTAL W analizom utvrdeno je postojanje 3 genotipa. Genotip 1
koji je prisutan u Srbiji (KJ911218) i Crnoj Gori (KJ911219), BLAST analizom je
pokazao 100% identitet sa sekvencom izolata VVv-SI1257 (FN811141) iz Italije i izolata
Loza37 (LT221946) poreklom iz Srbije. Genotip 2 (KJ911220) ovog genskog regiona je
registrovan samo u Srbiji i u odnosu na genotip 1 ima jednu nukleotidnu promenu na
159bp ovog gena. Genotip 3 (KJ911221), registrovan je samo u Crnoj Gori i takode

pokazuje jednu nukleotidnu promenu u odnosu na genotip 1 i njemu identi¢ne isolate.

4.6.4 Analiza secY gena

FD9 region, koji obuhvata gen za ribozomalni protein 115 (rpl15 gen) i gen koji kodira
protein translokazu (SecY gen), analiziran je metodom sekvenciranja. Ovaj genski
region se pokazao kao najvarijabilniji 1 poredenjem sekvenci izolata u CLUSTAL W
programu detektovano je Ccetiri razliita genotipa. Genotip 1, prisutan u Srbiji
(KJ911213) i Crnoj Gori (KJ911214), je BLAST analizom pokazao 100% identiteta sa
izolatima iz Srbije: De-NI10 (FJ648470), CL-NI23 (FJ648489), FD57 (EF581170) i
izolatom Vv-NI10 (FJ648468) poreklom iz Italije. Genotip 2 (KJ911215) je detektovan
samo u Crnoj Gori i pokazao je 100% identiteta sa izolatom fitoplazme CL-TV33
izolovane iz C. vitalba iz Iltalije (FJ648473), izolatom 308 (KJ792779) poreklom iz
vinove loze koji je detektovan u Hrvatskoj, izolatom fitoplazme CL-SLO169
(FJ648487) detektovanog u C. vitalba iz Slovenije i izolatu Oi-369 (KT371525)
detektovanom u cikadi Oriethus ishidae iz Svajcarske. U Crnoj Gori je detektovan i
genotip 3 (KJ911216), koji je BLAST analizom pokazao maksimalni identitet sa
izolatom 4 (KP274909) poreklom iz C. vitalba u Hrvatskoj i izolatu 63 (KR350641),
detektovanom u cikadi Oriethus ishidae iz Svajcarske. Genotip 4 je takode detektovan
samo u Crnoj Gori (KJ911217) i analiza je pokazala 100% identiteta sa izolatima CL-
TV42 (FJ648474) i CL-TV33 (FJ648473) koji su poreklom iz Italije a izolovani iz C.
vitalba.
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4.6.5 Molekularna epidemiologija FD fitoplazme

Sagledavanjem molekularno-epidemioloskin odnosa detektovanih genotipova FD
fitoplazme na osnovu kombinacije cetiri pojedinac¢na gena utvrdeno je pet multilokusnih
genotipova (G1-G5) prikazanih u tabeli i na genotipskoj mrezi (Slika 14). Na osnovu
geneaoloSke srodnosti medu genotipovima pojedina¢nih markera potvrdena je njihova
bliska epidemioloSka povezanost. Svaki od identifikovanih genotipova se medusobno
razlikovao za jednu do pet pojedina¢nih nukleotidnih promena (SNP, engl. Single
Nucleotide Polymorphism). Utvrdeno je da je genotip G1 najces¢i i najrasprostranjeniji
u Srbiji i Crnoj Gori, genotip G2 prisutan samo u Srbiji, dok su u Crnoj Gori

detektovani genotipovi G3-G5.

(A) m secY-map secY Kombinacija Multilokusni
G°"°“" ]2l ]2 2]3]1]2]ae] omwon | o

Srbija 1111 G1
1121 G2
Crna Gora [ ] | I 1111 G1
1213 G3
2114 G4
20232 G5

FD genotipovi u asocijaciji sa

Dictyophara europaea i Clematis vitalba

rpl22-rps3genotipovi

Hinfl ~ GA'NT_C

Slika 14. Identifikovani genotipovi FD fitoplazme u asocijaciji sa Dictyophara
europaea i Clematis vitalba u Srbiji i Crnoj Gori. (A) Genotipovi su ozna¢eni na osnovu
varijabilnosti 16S rRNK, rpl22-rps3, secY-map i secY genskog regiona. (B) Skrining
FD genotipova je izvrseno pomo¢u Hinfl RFLP analize rpl22-rps3 amplikona koji
produkuje razli¢iti broj 1 duzinu restrikcionih fragmenata formirajuci jedinstveni profil
za svaki genotip prikazan na in silico gelu sekvenciranih izolata. (C).
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Prisustvo svih multilokusnih genotipova FD fitoplazme je identifikovano i u vektoru D.
europaea i u biljnom rezervoaru C. vitalba, potvrduju¢i njihovu epidemiolosku
povezanost. Odnosi genotipova su prikazani mreZzom dobijenom statistickom
parsimonijom (Slika 14C), gde se uocava njihova srodnost i odsustvo segregacije na
osnovu biljke domacina ili geografskog regiona porekla. Epidemioloska slika FD
fitoplazme je na podrucju Crne Gore i Srbije dodatno komplikovana kada se uporede i
genotipovi FD-srodnih fitoplazmi poreklom iz drugih prirodnih biljnih rezervoara,
Alnus glutinosa 1 A. incana (Alder yellows fitoplazma, AIldY), identifikovanih na
podru¢ju Crne gore i Srbije (KC188998-KC189001). Stopa inficiranosti Alnus spp. je
visoka, a prisustvo asimptomatsko, Sto ih ¢ini pogodnim rezervoarom bolesti. Poredeci
map genotipove AIdY fitoplazme uocava se filogenetska srodnost sa genotipovima

vezanim za C. vitalba i D. europaea od kojih se razlikuje 1.4-2.1% genetske distance.

4.7 Detekcija i molekularna karakterizacija Wolbachia

Od ukupno 249 analiziranih primeraka, Wolbachia je detektovana u 93 primeraka
(37.3%). Nijedan primerak iz Crne Gore i grupe Makedonija/Grcka nije bio pozitivan na
prisustvo ovog endosimbionta. Nasuprot tome, Sest od jedanaest populacija iz Srbije je
Wolbachia inficirano, $to predstavlja 53% svih testiranih primeraka iz Srbije (55 od 103
analiziranih). Takode, rezultati detekcije su pokazali da su svi primerci iz italijanskih
populacija Wolbachia inficirani (38 od 38 analiziranih). Za sve primerke za koje je PCR
metodom detekcije sa prajmerima specificnim za ftsZ gen utvrdeno prisustvo
Wolbachia, uradena je multilokusna (MLST) karakterizacija. MLST analiza je pokazala
da su svi primerci inficirani identiénim sojem Wolbachia. Poredenjem sekvenci svih
analiziranih gena sa bazom podataka MLST (http://pubmlst.org/wolbachia) dobijeni su
alelski profili prikazani u Tabeli 13.

Tabela 13. Alelski profili Wolbachia detektovani u ovoj studiji, oznaceni prema
PubMLST Wolbachia MLST bazi podataka*

ST Naziv soja Geni

MLST wsp
gatB coxA hcpA ftsz fbpA wsp HVRLI HVR2 HVR3 HVR4

422 Deur_B_wEur 4 14 40 177 4 61 18 16 23 16

* (http://pubmlst.org/wolbachia)
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Uporednom analizom sekvenci ftsZ gena iz ove studije i sekvencama Wolbachia
iz drugih organizama deponovanih u MLST bazi podataka, utvrdeno je da Wolbachia

izolovana iz primeraka D. europaea pripada supergrupi B.

Na osnovu ovih profila deponovane su informacije o soju Wolbachia
izolovanom u primercima D. europaea, pod imenom Deur_B_wEur. Izolovanom soju je
dodeljen identifikacioni broj 1595 i tip soja ST-422. Soj izolovan iz D. europaea
pokazuje najvecu sli¢nost sa sojevima izolovanim iz tri vrste leptira koji pripadaju
razli¢itim familijama, Colias erate poliographus, Carcharodus alceae i Fabriciana
adippe. Wolbachia izolovana iz D. europaea sa pomenutim organizmima deli identitet

na Cetiri od Sest gena, ukljucujuci i najvarijabilniji medu njima wsp.
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Slika 15. Mapa Wolbachia i FD fitoplazma inficiranih populacija D. europaea.
Srafurom zelene boje su obeleZene Wolbachia inficirane populacije. Crvenom bojom su
obelezene populacije inficirane FD fitoplazmom. Intenzitet crvene boje je u korelaciji sa
intenzitetom infekcije.

Analiza prisustva FD fitoplazme i Wolbachia infekcije u 27 populacija D. europaea
omogucila je geogfrafsko mapiranje i vizualizaciju inficiranih populacija na teritoriji
Sireg podrucja Balkana i severne Italije (Slika 15). Na teritoriji Srbije analizirano je 11
populacija, od kojih je u cetiri detektovana i Wolbachia i FD fitoplazma infekcija
(Susara, Aleksandrovac, Jasenovik i NiS), u dve populacije je registrovana samo

Wolbachia infekcija (Dobanovci, Mladenovac), dok ostale populacije nisu bile
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inficirane. Na teritoriji Crne Gore je registrovana populacija sa izrazito visokom stopom
inficiranosti FD fitoplazmom, dok ni u jednoj populaciji iz Crne Gore nije detektovana
Wolbachia. Sve analizirane populacije iz Italije su bile Wolbachia i FD fitoplazma
inficirane. U populacijama D. europaea iz Makedonije i Gréke nije registrovano

prisustvo ni endosimbionta ni patogena.
4.8 Populaciono geneticke analize D. europaea

4.8.1 Genealogija gena

Za vizualizaciju odnosa medu haplotipovima uradene su haplotipske mreze koris¢enjem
metode statisticke parsimonije i median-joning metode (Slika 16 i 17). Po statistickoj
haplotip u Crnoj Gori a takode prisutan u grupi Makedonija/Gr¢ka, sa frekvencijom od
26,1%. Od ancestralnog haplotipa zvezdasto (engl. star-like) se odvajaju pojedinacni
haplotipovi, dok ostali pokazuju sloZenije veze, od kojih i 5 dvosmislenih konekcija ili
retikulacija. U Cetiri retikulacijske konekcije su ukljuceni haplotipovi H1 i H3 iz Srbije
sa haplotipovima iz Crne Gore. Navedeno je posebno interesantno imaju¢i u vidu
¢injenicu da su haplotipovi H1 i H3 u Srbiji jedini koji su u asocijaciji sa Wolbachia. Sa
druge strane, kada se odvojeno analiziraju Wolbachia inficirane (DeWo+) i neinficirane
populacije (DeWo-), retikulacijske konekcije izostaju na haplotipskoj mrezi (Slika 16).
Od geografski izdvojenih populacija jedino se haplotipovi iz Italije jasno izdvajaju
(H18, H19 i H20). Obzirom na to da je veli¢ina krugova kojima su obelezeni
haplotipovi direktno proporcionalna ucestalosti haplotipova, jasno se vidi dominantnost

Wolbachia inficiranih haplotipova u Srbiji (H1, H3).

Haplotipska mreZza dobijena Median-joining metodom je potvrdila odnose
izmedu haplotipova dobijene metodom statistiCke parsimonije. Takode mreza je
pokazala iste pozicije na kojima se nalaze nedostajuci haplotipovi. Median-joining
metoda koja informacije o haplotipovima pretvara u binarne podatke odnosno
predstavlja haplotipove kao 0 ili 1 vektore, nema mogucnost prepoznavanja retikulacija
per se (Posada & Crandall, 2001). Medutim, za iste pozicije retikulacijskih konekcija
koje je identifikovala metoda statisticke parsimonije, Median-joining metoda je
pokazala kao dvosmislene konekcije za koje program nije mogao da utvrdi redosled

dogadanja.
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U finalnom poravnjanju sekvenci duzina ITS2 gena je iznosila 528 bp.
Karakteristicno za jedarni genski marker, 1TS2 region je pokazao malu varijabilnost i
ukupno je detektovano cCetiri haplotipa (hl1-h4) sa medusobnim razlikama na tri
nukleotidne pozicije. Haplotipska mreza 1TS2 genskog markera dobijena statistiCkom
parsimonijom i Median-joining metodom je bila identi¢na i pokazala je da je kao
centralni haplotip je postavljen hl, haplotip sa najveCom frekvencijom i prisutan u svim
regionima (Slika 17B). Od njega su izvedeni haplotip h2 koji je prisutan samo u Srbiji,
haplotip h3 koji je prisutan samo u Crnoj Gori i haplotip h4 koji je prisutan u Srbiji i
Italiji. Ovo ukazuje da je rezolucija jedarnog ITS2 markera niza u poredenju sa
mitohondrijskim COIl koji je pokazao jasnu geografsku separaciju Italijanskih i
Balkanskih haplotipova.

H21
/ DeWo+ populacije

H1

o Italija
\'\r{x‘
H23
H12 |
(A)
H25

DeWo- populacije
\ H17

Crna Gora

H1
H16  H14

H10

Slika 16. Haplotipske mreza haplotipova poreklom iz A) Wolbachia inficiranih
populacija (DeWo+) i B) Wolbachia inficiranih populacija (DeWo-).
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Slika 17. Haplotipska mreza detektovanih haplotipova D. europaea na osnovu A)
mitohondijskog COI genskog markera i B) jedarnog ITS2 genskog markera.

4.8.2 Filogenentske analize

U finalnom poravnanju sekvenci, duzina analiziranog mtCOI fragmenta iznosila je 520
bp. Ukupno je detektovano 26 haplotipova, sa proce¢nom distancom od 0.7% (0.2-
2.1%). Detektovano je 20 polimorfnih nukleotidnih pozicija (3.85%), od cega 13
informativnih za parsimoniju. Od ukupno 173 kodona za aminokiseline, na dva kodona

(811 82) je zbog nesinonimnih promena doslo do zamene aminokiseline i to na:

1) poziciji 81 — gde je kod haplotipova H18, H19, H20 i H26 registrovan kodon za
metionin dok je kod ostalih haplotipova kodon za serin;

i) poziciji 82 — gde je kod haplotipova H3, H4, H5, H8, H10, H11, H12 registrovan
kodon za alanin, kod haplotipa H23 je kodon za valin a kod ostalih haplotipova je kodon

za treonin.
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Rekonstrukcija filogenetskog stabla sekvenciranih primeraka izvrSena je
koris¢enjem HKY modela nukleotidne supstitucije uz pretpostavljenu proporciju
invarijabilnih mesta (+I). Ovaj model ukljucuje nekoliko parametara koji omogucuju
realisti¢niju similaciju evolucije nukleotidnih sekvenci. Takode, ovaj model omogucava
razli¢ite frekvencije pojedinacnih baza i njihovu zasebnu stopu zamena, kao i razli¢itu

stopu transverzija i tranzicija (Hasegawa et al., 1985).

Dve metode su koris¢ene za rekonstrukciju filogenije: Neighbor-joining metoda
I Bajesova statistika. Procenat grupisanja sekvenci Neighbor-joining metodom u okviru
programa PAUP, dobijen je preko "bootstrap” testa u 500 replikacija i prikazan je na
nivou CvoriSta grana. Radi boljeg grupisanja sekvenci i bolje rezolucije stabla, za
potrebe rekostrukcije filogentskih stabala koriS¢ene su dve filogenetski srodne vrste
cikadi D. europaea: Dictyophara pannonica i D. multireticulata, kao i filogenetski
udaljenija vrsta Euscelis incisus, cikada koja pripada podredu Cicadomorpha u okviru
infrareda Auchenorrhyncha. Navedene vrste iz roda Dictyophara su sa velikom
"bootstrap™ podrskom izdvojene u odnosu na vrstu D. europaea. To je i ocekivano,
obzirom na to da sve tri vrste Dictyophara pripadaju razli¢itim podrodovima
(Emeljanov, 2003). Zanimljivo je da je vrsta D. multireticulata morfoloski vrlo sli¢na
vrsti D. europaea ali filogenetski manje srodna u odnosu na D. pannonica koja je

morfoloski znacajno razli¢ita od vrste D. europaea.

Topologija filogenetskog stabla sekvenciranih haplotipova na mitohondrijskom
genskom markeru, potvrdila je odnose izmedu haplotipova dobijene haplotipskim
mrezama. Takode se jasno izdvajaju haplotipovi iz Italije u zasebnu granu sa podrskom
od 100% (Slika 18). Ovo odvajanje potice od geografske izdvojenosti populacija iz
severne Italije. U okviru grane kojoj pripadaju haplotipovi iz Italije se dalje odvajaju
haplotipovi H19 i H20 od haplotipa H18, sa "bootstrap” podrskom od 87%. Ostali
haplotipovi poreklom iz Srbije, Crne Gore, Makedonije i Gréke su sa podr§skom od 71%
grupisani u jedinstvenu granu. U okviru navedene grane dalje se se izdvajaju
haplotipovi iz Grcke (H24 1 H25) sa podrskom od 53% 1 haplotipovi iz severne Srbije
(H4 i H23) sa podrskom od 88%.
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Slika 18. Rekonstrukcija filogenetskog stabla u odnosu na registrovane haplotipove D.
europaea primenom Neighbor-Joining metode u okviru programa PAUP.

Isti model nukleotidne supstitucije je koriS¢en za rekonstrukciju filogenetskog stabla
dobijenu programom MrBayes. Rezultujuce stablo je dobijeno posle dve analize od
million generacija. Umesto "bootstrap” analize, program MrBayes kao rezultat koristi
distribuciju posteriorne verovatnoce odnosno verovatnocu dobijanja istog stabla u
odnosu na broj analiziranih uzorka. Sli¢éno Neighbor-joining stablu, haplotipovi iz Italije
su odvojeni u zasebnu granu sa maksimalnom posteriornom verovatno¢om (Slika 19).
Topologija ovako dobijenog stabla se razlikuje od Neighbor-joining stabla jedino u
izdvajanju u zasebnu granu haplotipa iz Gréke (H26) sa posteriornom verovatno¢om od
0.94, kao 1 izdvajanju haplotipova H14 1 H16 poreklom iz Crne Gore, sa verovatno¢om

od 0.54.
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Slika 19. Rekonstrukcija filogenetskog stabla u odnosu na registrovane haplotipove D.

europaea primenom Bajesove statistike u okviru programa MrBayes.

4.8.3 Molekularni diverzitet i analiza molekularne varijanse

Testovi nutralnosti radeni su sa populacijama grupisanim po geografskoj pripadnosti
kao i za sve populacije grupisane u okviru vrste D. europaea. Rezultati testova
neutralnosti prikazani su u Tabeli 14. U Tadziminom D testu su dobijene negativne
vrednosti za sve grupe ali nijedna vrednost nije znacajno razli¢ita od nule. Rezultati
Fuovog Fs testa takode pokazuju negativne vrednosti za sve analizirane grupe. Zna¢ajno

razli¢ite vrednosti od nule dobijene su za sve populacije grupisane u okviru vrste D.
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europaea (Fs = -10.9246, P<0.02), kao i za grupisane populacije iz Crne Gore (Fs = -
6.6329, P<0.02) i populacije u okviru grupe Makedonija/Gréka (Fs = -2.8101, P<0.05).

Tabela 14. Testovi neutralnosti D. europaea i regionalno grupisanih populacija.

Testovi neutralnosti (znacajnost)

Populacija (broj primeraka) D! Fs®

D. europaea (249) -0.7275 (P>0.1) -10.9246 (P<0.02**)
Crna Gora (75) -0.8056 (P>0.1) -6.6329 (P<0.02*%*)
Srbija (103) -1.0276 (P>0.1) -2.1527 (P>0.1)
Italija (38) -0.2096 (P>0.1) -0.1163 (P>0.1)
Makedonija/Gréka (33) -1.0166 (P>0.1) -2.8101 (P<0.05*)

1 Tadzimin D test: ° Fuov Fs test

Rezultati analize parametara molekularnog diverziteta su prikazani u Tabeli 15.
Ako se posmatraju geografski podeljene populacije, najve¢i haplotipski diverzitet je
registrovan u Crnoj Gori (0.675) i Makedoniji i Gr¢koj (0.671). Za populacije iz Srbije
je registrovan manji haplotipski diverzitet (0.551) dok je najmanji registrovan za
populacije iz Italije (0.383). Isti trend razlika pokazuju i nukleotidni diverzitet (z) i
srednja vrednost medusobnih razlika (k). Vrednosti parametra 7 se kre¢u u rasponu od
0.00245 i 0.00181 za Crnu Goru i Makedoniju/Grcku do 0.00142 za Srbiju, dok je
najniza vrednost zabeleZzena za populacije iz Italije (0.00082). NajniZze vrednosti
parametra k su registrovane za populacije iz Italije (0.424) i Srbije (0.739), nesto vise za
Makedoniju/Gréku (0.939) dok je najvisa vrednost zabelezena za Crnu Goru (1.273).
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Tabela 15. Parametri molekularnog diverziteta Dictyophara europaea i regionalno

grupisanih populacija.

Populacija Parametri molekularnog diverziteta

(broj primeraka) n S Hd T k

D. europaea (249) 26 20 0.843 0.00455 2.371
Crna Gora (75) 13 9 0.675 0.00245 1.273
Srbija (103) 7 7 0.551 0.00142  0.739
Italija (38) 3 2 0.383 0.00082 0.424
Makedonija/Grcka (33) 7 6 0.671 0.00181 0.939

n, broj haplotipova; S, segregaciona mesta; Hd, haplotpski diverzitet; z, nukleotidni

diverzitet; k, srednja vrednost medusobnih razlika

Analiza molekularne varijanse (AMOVA) je pokazala da 70.5% ukupnog
mMtDNK variranja potice od geografske podeljenosti, odnosno da je variranje na
medupopulacionom nivou odgovorno za znacajnu diferencijaciju izmedu populacija
(Fst = 0.752, P< 0.001) (Tabela 16). Kada je kao uzrok variranja testirana Wolbachia
inficiranost, dobijeno je da 18.8% wvariranja poti¢e od grupisanja populacija na
Wolbachia inficirane i neinficirane populacije (Fcr = 0.188, P< 0.05), dok je najveci
procenat variranja 53.3% uocen je na nivou razlika unutar ovako definisanih grupa.
Dobijena vrednost za medupopulaciono variranje (Fsr) iznosila je 0.721 (P< 0.001). U
treCem testu su populacije bile grupisane na osnovu stope infekcije FD fitoplazmom
(visoko 1 nisko). Sli¢no kao u prethodnoj podeli, medugrupno variranje je bilo nisko ali
znacajno (Fcr = 0.172, P< 0.05). Takode, medupopulaciono variranje je imalo
znacajnog udela u ukupnom variranju (Fst = 0.726, P< 0.001), dok je 53.3% ukupnog

variranja poticalo od razlika unutar ovako definisanih grupa.
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Tabela 16. Hijerarhijska analiza molekularne varijanse (AMOVA) populacija D.

europaea zasnovana na mitohondrijskoj DNK.

Grupisanje Izvor variranja df Procenat  Interpopulacioni indeksi

variranja  fiksacije

0,
(%) Fer Fst
Geografija Izmedu grupa 3 70.47 0.70472***  0.75161***
Unutar grupa 23 4.69

Izmedu populacija 222 24.84

Infekcija — Izmedu grupa 1 18.79 0.18788* 0.72115%**
Wolbachia Unutar grupa 25 53.33
Izmedu populacija 222 27.88

Infekcija — Izmedu grupa 1 17.20 0.17203* 0.72551***
FD fitoplazma  Unutar grupa 24 55.35
Izmedu populacija 216 27.45

Znacajnost indeksa fiksacije: * P < 0.05; ** P < 0.01; *** P < 0.001

Za pojedinatne populacije uradena je analiza medupopulacionog poredenja Fst
vrednosti. Ovaj tip analize utvrduje stepen medusobnog diferenciranja svake od 27
populacija. Rezultati analize prikazani su tabelarno (Tabela 17) i graficki u vidu
matriksa (Slika 20). Tamnije nijanse plave boje na matriksu ukazuju na veéi stepen
genetickog diferenciranja 1 obrnuto. Ukupno je poredeno 27 uzorkovanih populacija 1
dobijena je znacajnost u diferenciranju u 78.1% poredenja. Ocekivano, kada su
poredene populacije u okviru geografskih regiona nivo diferenciranosti je bio nizak i
bez znacajnosti. Takode, na matriksu poredenja se jasno uocava difrenciranost
populacija koje pripadaju razli¢itim regionima. Tako populacije poreklom iz severne
Italije, koje se 1 filogenetski odvajaju od ostalih, pokazuju najveéi stepen
diferenciranosti u poredenju sa ostalim populacijama, $to je na matriksu prikazano
intenzivnom plavom bojom. Obrnuta situacija je kada se porede populacije iz ltalije
medusobno, njihova diferenciranost je oznacena belom bojom (nema diferenciranosti)

ili svetlijim nijansama plave boje (mali stepen diferenciranosti). Regionalno gledano,
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najvec¢i stepen diferenciranosti su pomenute populacije iz Italije pokazale u odnosu
populacije iz Srbije (91.3%) i populacije iz Crne Gore (82.5%). Crnogorske populacije
su pokazale prose¢nu diferenciranost od 48.8% u odnosu na populacije iz Srbije i 18.7%
u odnosu na populacije iz grupe Makedonija/Grcka. Populacije iz Srbije su u odnosu na
grupu Makedonija/Gréka pokazale srednju vrednost diferenciranosti od 67.1%. lako
regionalno grupisane populacije pokazuju slican stepen homogenosti kada se
medusobno porede, izdvajaju se populacije iz Srbije. Posebno je interesantno poredenje
dve Wolbachia inficirane populacije iz Jasenovika i Aleksandrovca. Medupopulaciono
variranje izmedu njih iznosi 81.8%, obe su Wolbachia inficirane ali je Wolbachia
dominantno u asocijaciji sa razli¢itim haplotipovima: u populaciji Jasenovik sa H1 a u

populaciji Aleksandrovac sa H3.

Matriks medupopulacionog poredenja F . vrednosti
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Slika 20. Matriks medupopulacionog poredenja Fsr vrednosti 27 populacija D. europaea
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Tabela 17. Rezultati medupopulacionog poredenja Fst vrednosti i nivo zna¢ajnosti izmedu 27 populacija Dictyophara europaea.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27
1 / ns * ns * ns ** ** Fhx ** Fhx * Fhx * bl bl ** bl * * ns ** bl Frx bl Fhx bl
2 0069 / * ns Hoxx ns Tk kK Hoxx Hoxx ok Hohx Hohx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx * Hoxx * Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx wx
3 0093 0276 / ns ns ns ns Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx ns ns ns Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx
4 0.019 0.120 -0.002 / ns ns ns il *x i el el el * i i i i ns ns ns i i el i il i
5 0.168 0.464 0.006 0.094 / ns ns Hkx Hokx Hxx Hkx Hkx Hkx Hkx Hxx Hxx Hxx Hxx * ns ns * Hxx Hkx Hxx Hokx **
6 0.025 0215 0.00 -0.012 0.129 / ns *x el i el il il il i i i i ns ** ns i i el i el i
7 0135 0401 -0.043 0031 -0003 0028 / Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx ns * ns * Hoxx Hoxx Hoxx Hoxx wx
8 0.247 0.650 0.356 0.336 0.440 0.467 0.435 / Hx ns * ns ns ns *x ns ns ns Hxx *x Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hkx *
9 0.346  0.472 0.526 0.440 0.580 0.563 0.606 0.433 / Hxx ns Hkx Hkx ns ns Hxx Hxx Hxx Hxx ** Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hxx *
10 0.242 0565 0.375 0.329 0452 0437 0440 -0.054 0331 / ns ns ns ns *x ns ns ns i i i i i Hokx i el *x
11 0.255 0579 0496 0390 0.632 0.553 0.597 0.355 0.222 0.178 / ns ns ns ns Hxx ns ** Hxx Hxx Hxx ** ** Hokx Hxx Hkx Hxx
12 0.232 0.653 0.381 0.335 0.495 0.478 0.468 -0.087 0.412 -0.103 0.256 / ns ns ns ns ns ns Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hkx Hoxx
13 0.237 0586 0435 0353 0.555 0.491 0.521 0.091 0.331 -0.016 0.012 -0.085 / ns ns *x ns ns Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hkx Hxx
14 0.255 0579 0496 0390 0.632 0.553 0597 0355 0222 0178 -0.143 0256 0012 / ns i ns * i i i i i Hokx i el i
15 0.330 0.634 0.574 0470 0.714 0.622 0.666 0.502 0.278 0.313 -0.092 0415 0.149 -0.092 / Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hokx Hxx
16 0.423 0878 0.513 0524 0.677 0.662 0597 0.124 0.718 0.160 0.766 0271 0476 0.766 0.818 / ns ns i i i i i el i el i
17 0.271 0.618 0.376 0.354 0.435 0.461 0444 -0.070 0.446 -0.040 0.293 -0.086 0.063 0.293 0425 0.078 / ns Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hkx Hxx
18 0.359 0.770 0.474 0.457 0.602 0.579 0.546 -0.046 0.610 0.002 0512 -0.048 0198 0512 0.618 0061 0.037 / Hxx Hxx Hxx Hxx Hxx Hkx Hxx Hkx Hoxx
19 0.143  0.474 0.008 0.090 0.153 -0.015 0.020 0.674 0.700 0.613 0.765 0.704 0696 0.765 0.808 0865 0.635 0.764 [/ * ns Hxx Hxx Hokx Hxx Hkx Hxx
20 0.280 0.610 0.166 0.269 0.229 0.290 0.205 0.655 0.686 0.620 0.777 0701 0714 0.777 0827 0867 0.635 0775 0343 / * ns i el i el i
21 0.095 0.258 0.019 0.046 0.074 -0.033 0.049 0.547 0.600 0.524 0.629 0.568 0582 0.629 0.692 0734 0539 0662 -0.054 0250 / Hxx Hxx Hkx Hxx Hokx Hxx
22 0.276  0.476 0.175 0.256 0.179 0.260 0.200 0.520 0.610 0.539  0.656 0.563 0.611 0.656 0.727 0.705 0.546 0.662 0259 0.113 0.221 / Hxx Hkx Hxx Hkx Hoxx
23 0.770 0910 0.792 0.803 0.816 0.864 0.842 0.909 0.865 0.882 0.934 0925 0916 0.934 0948 0980 0.888 0.947 0920 0.900 0.844 0811 / ns ns ns ns
24 0.773 0900 0.793 0.804 0.811 0.859 0.840 0.890 0.864 0.878 0925 0915 0910 0925 0940 0968 0.883 0939 0910 0.889 0839 0811 -0.137 / ns ns ns
25 0.814 0917 0.832 0840 0.854 0.881 0.866 0.919 0.899 0.900 0935 0927 0923 0935 0945 0962 0.903 0942 0919 0.908 0.867 0.855 -0.127 -0.104 / ns ns
26 0.762 0.877 0.778 0.789 0.782 0.842 0.823 0.875 0.846 0.861 0.906 0.892 0.892 0.906 0925 0.950 0.865 0923 0.887 0.860 0.818 0.789 -0.103 -0.123 -0.059 / ns
27 0.748 0.896 0.770 0.781 0.782 0.849 0.825 0.892 0.838 0.867 0.925 0913 0906 0.925 0943 0979 0.874 0942 0912 0.882 0.824 0779 -0.236 -0.240 -0.187 -0.197 /

Znacajnost (iznad dijagonale): *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001; ns = nije znacajno
Brojevi odgovaraju populacijama opisanim u Tabeli 1.
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5. DISKUSIJA

5.1 Biologija D. europaea

Podaci o bioloSkim osobenostima odredenog insekta, naroCito insekta uklju¢enog u
epidemioloski ciklus ekonomski znacajne fitoplazme, predstavljaju polaznu tacku u

procesu razumevanja njegovih interakcija sa sredinom.

Cikada Dictyophara europaea pripada fam. Dictyopharidae. Ova familija je
jedna od najvecih u okviru infrareda Fulgoromorpha i sastoji se od preko 750 vrsta
opisanih u vise od 150 redova (Song & Liang, 2011). Biologija cikada iz ove familije je
slabo proucena i ograni¢ena na nekoliko vrsta iz Palearktika (Melichar, 1912; Holzinger
& Hausl-Hofstatter, 1994; Nickel & Remane, 2002; Holzinger et al., 2003; Nickel,
2003; Lessio & Alma, 2008; D’Urso & Mifsud, 2012; Burrows, 2014), zatim vrsta iz
Nearktika (Wilson & McPherson, 1981; Wilson & Wheeler, 1992, 2005; McPherson &
Wilson, 1995; Liang & Wilson, 2002) i jedne vrste iz Neotropske oblasti (Hernandez et
al., 2011; Remes Lenicov et al., 2012). U slucaju D. europaea, jedino su Lesio i Alma
proucavali polifagnost ove vrste 1 ustanovili asocijaciju adulta i larvi sa biljkama
Amarathus retroflexus i Urtica dioica (Lessio & Alma, 2008). Treba napomenuti da je
ova studija bila ograni¢ena na ekosisteme vinograda u severnoj Italiji gde je ranije
utvrdena asocijacija D. europaea sa biljkom Clematis vitalba (Filippin et al., 2009a).
Upravo je pretpostavljena polifagnost D. europaea predstavljala prvu prepreku u
istrazivanjima ove cikade u kontrolisanim poljskim uslovima. Obzirom na to da se
polifagni insekti ne hrane svakom biljnom vrstom sa kojom ostvare kontakt i da u
kontrolisanim uslovima mogu da se hrane biljkama koje u prirodnim uslovima ne bi
koristili za ishranu (Bernays & Chapman, 2007), bilo je potrebno viSegodisnje
istraZivanje prirodnih staniSta kao i vremenski zahtevno testiranje razli¢itih kombinacija
biljaka u poljskim kavezima, kako bi se doSlo do stabilne metodologije za gajenje ove
cikade u kontrolisanim uslovima. Stabilni metodoloski okvir gajenja omogucéava
dobijanje velikog broja odraslih jedinki za eksperimente a zatim i validno zakljucivanje
0 bioekoloskim osobenostima D. europaea. Efikasno gajenje ove cikade u
kontrolisanim uslovima postignuto je koris¢enjem pet biljnih vrsta u okviru familija

Lamiaceae, Plantaginaceae, Asteraceae i Poaceae.
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Od drugih aspekata biologije cikada iz familije Dictyopharidae, ponaSanje
prilikom ovipozicije je do detalja istrazeno samo za Neotropsku vrstu Taosa longula
Remes Lenicov, 2010, koja je u asocijaciji sa vodenim zumbulom (Eichhornia
crassipes, Pontederiaceae). U procesu ovipozicije, T. longula Kkoristi prvu valvulu koja
sadrzi sklerotizovane i nazubljene strukture za probijanje biljnog tkiva, neposredno pre
samog polaganja jaja. Sa mnogo manje detalja su Vilson i Mekferson izvestili o
ovipoziciji vrste Nersia florens Stal, 1862, u laboratorijskim uslovima (Wilson &
McPherson, 1981). U literaturi su informacije o ovipoziciji D. europaea takode bile
predstavljene bez mnogo detalja i uglavnhom opSteg karaktera. Nikel navodi da D.
europaea polaze jaja u zemlji (Nickel, 2003), dok se Emeljanov, i kasnije Vilson i
saradnici bave generalizovanim tipom legalice kod cikada iz familije Dictyopharidae
(Emeljanov, 1987; Wilson et al., 1994). Navedena grupa autora navodi da legalica
pripadnika fam. Dictyopharidae odgovara legalici fulgoridnog tipa i da sluzi za
“grabuljanje i CiS¢enje zemlje da bi se zatim polozila jaja”, dok Nikel opisuje legalicu

Dictyopharidae kao “legalicu za grabuljanje i gnjecenje” (Nickel, 2003).

Opsezna istraZzivanja populacija D. europaea u prirodnim ekosistemima kao i
primena razli¢itih metoda gajenja u poljskim 1 kontrolisanim uslovima, omoguc¢ili su
upoznavanje morfoloskih i bioekoloskih osobenosti svih razvojnih stadijuma ove
cikade. Rezultati istrazivanja biologije D. europaea u okviru ove doktorske disertacije
ukazuju na sloZeno ponasanje prilikom ovipozicije. Zenke po¢inju da polazu jaja krajem
avgusta 1 to na zemlji Sto postaje evidentno po mehnickim povredama krila, odnosno
iskrzanosti krajeva krila. Jaja su sakrivena i izmeSana sa ¢esticama zemlje (ovipozicijska
gnezda), omogucujuci njihovu optimalnu zastitu. Mortalitet jaja predstavlja vazan faktor
u populacionoj biologiji cikada (Denno & Roderick, 1990), pa stoga ovipozicijska
gnezda predstavljaju vid zastite jaja od sredinskih uticaja, a istovremeno predstavljaju i
vid kamuflaze ¢ime ih Stite od predatora. Disekcijom je registrovano prosecno 41-46
jaja po zenki, a u svakom ovipozicijskom gnezdu se nalaze polozena 2-4 jaja, Sto
predstavlja 10-23 mogucih ovipozicijskih gnezda po svakoj Zenki. Ovakva
reproduktivna strategija predstavlja nacin smanjivanja rizika od gubitka potomstva i
povecanja verovatno¢e prezivljavanja (Prestidge, 1982), Cime se reproduktivna
strategija D. europaea moze svrstati u tzv. bet-hedging strategiju (Olofsson et al., 2009)

Sam termin bet-hedging oznacava smanjenje ili ograni¢avanje rizika, odnosno gubitka, i
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Cesto se koristi u ekonomiji. U biologiji, bet-hedging strategija predstavlja nacin na koji
jedinke optimizuju svoju uspesnost u varijabilnoj i nepredvidivoj sredini Sto za rezultat

ima dugoro¢no povecéanje uspesnosti organizma (Olofsson et al., 2009).

Sli¢no ostalim vrstama koje pripadaju fam. Dictyopharidae, preadultno razvice
D. europaea se odvija u pet larvenih stupnjeva. Larveni stupnjevi pokazuju razlike u
obojenosti tela, i to tako da obojenost larvi prvog stupnja (L1) i petog stupnja (L5)
pokazuje stabilni obrazac obojenosti tj. L1 su dvobojne a L5 zelene boje. Larve
stupnjeva L2, L3 i L4 pokazuju izrazitu varijabilnost u obojenosti tela. Karakteri koji
jasno odvajaju larvene stupnjeve su duzina verteksa i broj redova senzornih jamica na
pronotumu (Tabela 6). Larve se zatim razlikuju i po pokretljivosti; larve L1 i L2 stupnja
nisu pokretljive, a pokretljivost larvi raste u kasnijim larvenim stupnjevima Sto je
posebno vazno, obzirom na polifagnost ove vrste cikade. Adulti su vrlo pokretljivi,
¢esto menjaju biljke i imaju sposobnost da prelete znacajne distance (Burrows, 2014).
Pokretljivost adultnog stadijuma razvi¢a omogucuje da D. europaea pokazuje prostornu
i vremensku dinamiku tokom perioda intenzivnog letenja, kao i sezonsku agregaciju na
Kraju vegetacionog perioda, i to na biljkama koje su bolje adaptirane na uslove suse. Sa
aplikativnog stanoviSta, posebno je interesantna agregacija na pavitini, C. vitalba.
Obzirom na to da je ova biljka prirodni rezervoar FD fitoplazme (Angelini et al., 2004;
Filippin et al., 2009a), agregacija adulta D. europaea na navedenoj biljci predstavlja
posebno interesantnu Cinjenicu sa epidemioloskog stanovista. Takode, period letenja i
aktivnosti adultnog stadijuma su prilicno dugi i mogu trajati i do Cetiri meseca (od kraja
juna do pocetka/kraja oktobra). Takav period aktivnosti adulta kao i polifagnost
omogucuju da vrsta D. europaea bude Siroko rasprostranjena kao i da naseljava razlicite

tipove stanista.

Rasprostranjenost D. europaea u Evropi, njena polifagnost, dug period letenja i
agregacija na prirodnom rezervoaru FD fitoplazme, predstavljaju klju¢ne karakteristike
zbog Cega je ova cikada znacajna. Prethodno navedeno je posebno vazno zbog trenutne
epidemioloske situacije u pogledu epidemijskog prisustva FD fitoplazme. Naime, osim
u Srbiji, FD fitoplazma je prisutna u evropskim zemljama sa viSevekovnom tradicijom
gajenja vinove loze i proizvodnje vina (Spanija, Portugalija, Francuska, ltalija, Austrija,
Madarska, Slovenija, Hrvatska, Svajcarska) i pokazuje znake daljeg Sirenja u Evropi

(Jeger et al, 2016). Scaphoideus titanus, kao primarni vektor FD fitoplazme je egzoti¢na
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I invazivna vrsta, koja je takode Siroko rasprostranjena u Evropi. Druga invazivna vrsta
cikade poreklom iz isto¢nog Palearktika, Oriethus ishidae, ozna¢ena kao mogucéi faktor
u Sirenju FD fitoplazme je trenutno u ekspanziji u Evropi (Lessio et al., 2016; Casati et
al., 2017). U takvim okolnostima, poznavanje svih bioekoloskih i populaciono-
genetickih aspekata vektora, a posebno vektora autohtonog porekla kakva je D.

europaea, predstavlja znacajnu informaciju za fundamentalna i aplikativa istrazivanja.

5.2 Bioloski sistem D. europaea-endosimbiont-patogen

Polazna osnova ove doktorske teze bilo je otkrice dve geografski izolovane populacije
D. europaea sa znacajnim razlikama u pogledu prisustva patogena (FD fitoplazma) i
endosimbionta (Wolbachia). Izmedu pomenutih populacija je utvrdena sledeca
korelacija: populacija D. europaea iz Aleksandrovca (Srbija) je Wolbachia inficirana u
visokom procentu dok je inficiranost FD fitoplazmom registrovana u niskom procentu.
Sa druge strane, populacija ove cikade iz Crne Gore (lokacija Nudo) nije Wolbachia-
inficirana, dok je inficiranost FD fitoplazmom registrovana u visokom procentu koji je
bio skoro dvadeset puta ve¢i nego u populaciji iz Aleksandrovca. Fokus sprovedenih
istrazivanja u okviru ove disertacije je bio utvrdivanje uticaja prisustva/odsustva
bakterija (endosimbionta i patogena) na komponente adaptivne vrednosti populacija D.
europaea i uticaj bakterija i njihovih interakcija na populacionu genetiku ove cikade. Za
razliku od teorije holobionta koja predvida da se insekt sa svojim mikroorganizmima
posmatra kao superorganizam i kao jedinstvena jedinica na koju selekcija deluje
(Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008; Douglas & Werren, 2016), metod istraZzivanja u
ovoj disertaciji je ukljucivao karakterizaciju svakog ¢inioca u ovom tripartithom sistemu
kako bi se sagledale moguce antagonisti¢ke interakcije izmedu mikroorganizama kao i
priroda odnosa izmedu insekta domacina i mikroorganizama (Douglas & Werren,

2016).

Rezultati istrazivanja pokazuju da su primerci D. europaea poreklom iz
Wolbachia-inficiranih  DeWo+ (Aleksandrovac) i Wolbachia-neinficiranin DeWo-
(Nudo) populacija podjednako efikasni u prenoSenju FD fitoplazme. Obzirom na to da
su u testovima prirodnog prenoSenja sve biljke vinove loze pokazale prisustvo
fitoplazme, mozemo da zaklju¢imo da primeéena visestruka razlika u stopi inficiranosti

FD fitoplazmom ovih populacija ne utice na njihovu vektorsku sposobnost.
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Karakterizacija FD fitoplazme detektovane u primercima iz ovih populacija kao i
biljnog materijala sa ova dva lokaliteta, ukazuje na postojanje novih kao i prethodno
opisanih genotipova iz Srbije, ltalije, Svajcarske i Hrvatske, gde je epidemija FD
fitoplazme zabeleZena u proteklih nekoliko decenija (Angelini et al., 2001; Kuzmanovic¢
et al., 2008; Plavec et al., 2015; Trivellone et al., 2016). Takode, interesantna je
identi¢nost detektovanih genotipova u okviru 16S rRNK i secY genskih markera, sa
genotipovima izolovanim iz biljaka roda Alnus i cikade Orientus ishidae (Holz et al.,
2016; Trivellone et al., 2016). To ukazuje najpre na otvorenost i ukrstenost
epidemioloskih puteva FD fitoplazme a time i njihovu kompleksnost na teritoriji
Evrope. Od detektovanih genotipova fitoplazme na oba istrazivana lokaliteta,
multilokusni genotip G1 je najces¢i i Siroko rasprostranjen. Osim pomenutog genotipa
samo u Srbiji je detektovan genotip G2, dok su u Crnoj Gori registrovani jos$ i
genotipovi G3, G4 i G5 (Slika 14). Obzirom na to da su razlike u genotipovima na
nivou tackastih mutacija kao i da je genotip G1 dominantno prisutan u obe populacije
kako u insektima tako i u biljkama, kvantitativna razlika u inficiranosti FD fitoplazmom
izmedu dve populacije, nije uzrokovana kvalitativnim razlikama detektovane
fitoplazme. Takode, analiza sakupljenih primeraka sa svih 27 lokaliteta, a zatim
detekcija i MLST karakterizacija Wolbachia, jasno ukazuju da je Wolbachia prisutna u
populacijama D. europaea u Srbiji i Italiji (DeWo+ populacije), dok inficiranost nije
zabeleZzena u populacijama iz Crne Gore, Makedonije i Gréke (DeWo- populacije).
Takode, geografski izolovane populacije iz Srbije i Italije su inficirane identi¢nim sojem
Wolbachia (wEur). Svi registrovani haplotipovi iz Italije (H18, H19 i H20) su bili
Wolbachia inficirani, dok je u Srbiji Wolbachia detektovana u dva naj¢es¢a haplotipa
(H1 i H3), sa ukupnom zastupljeno$¢u u populaciji od 94.2% (97 od 103 analizirana

primerka).

Mreza detektovanih haplotipova na COI mitohondrijskom genskom markeru
pokazuje jasnu izdvojenost i unikatnost haplotipova iz severne lItalije, dok ostali
haplotipovi pokazuju izvesnu geografsku struktuiranost ali i poseduju zajednicke
haplotipove, Sto ukazuje na povezanost tih populacija i postojanje, bar u nekom
vremenskom intervalu, protoka gena izmedu njih. Haplotipska mreza, osim geografske
struktuiranosti pokazuje 1 postojanje pet tzv. dvosmislenih konekcija ili retikulacija

(Slika 17). Retikulacije izostaju na haplotipskim mrezama na kojima se zasebno
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prikazuju Wolbachia inficirani i neinficirani haplotipovi (Slika 16). Takve konekcije su
najcesce uzrokovane mikroevolucijom lokalnih populacija koja ukljucuje geneticku
diferencijaciju, ili homoplazijom uzrokovanom rekurentnim odnosno povratnim
mutacijama i rekombinacijama (Legendre & Makarenkov, 2002; Nielsen & Beaumont,
2009). Na haplotipskoj mrezi je takode uocljiv i veci diverzitet haplotipova u regionima
bez Wolbachia a obzirom na to da veli¢ina krugova na haplotipskoj mrezi odgovara
frekvenciji haplotipova, primetna je visoka frekvencija haplotipova koji su u asocijaciji
sa Wolbachia, ukazuju¢i na obrazac mitohondrijskog ¢is¢enja koji je Cesto prisutan kod
insekata Cije su populacije Wolbachia-inficirane (Jiggins, 2003; Raychoudhury et al.,
2010; Jackel et al., 2013). Na osnovu informacija dobijenih filogenetskim analizama
detektovanih haplotipova uz pomo¢ Bajesove statistike i Neighbor-joining metode,
takode je primetno izdvajanje haplotipova iz Italije, dok su ostali haplotipovi grupisani

sa velikom podrSkom u jednu granu (Slike 17 i 18).

Na nivou populacija su evidentne manje vrednosti parametara molekularnog
diverziteta tj. haplotipskog i nukleotidnog diverziteta u DeWo+ populacijama (Tabela
15). Takav rezultat je karakteristi¢an za efekat Wolbachia na prirodne populacije insekta
domacina (Hurst & Jiggins, 2005; Yu et al., 2011). Takode, obzirom na to da
Wolbachia svojim prisustvom u populaciji insekta moze da uzrokuje indirektno
delovanje prirodne selekcije na mtDNK domacina, odnosno da dovede do genetickog
drafta (engl. genetic draft ili genetic hitchiking) (Gillespie, 2000; Rokas et al., 2001),
o¢ekivano bi bilo da se u testovima neutralnosti vidi trag ,,delovanja“ Wolbachia u
populaciji. Medutim, nijedna od regionalno grupisanih populacija nije imala znacajnu
vrednost Tadziminog D testa (Tabela 14). Takode, suprotno od o¢ekivanog, Fuovim Fs
testom su dobijene znaCajne i negativne vrednosti samo za populacije koje nisu bile
Wolbachia inficirane. Ovakav rezultat se moze objasniti dvojako: 1) u smislu delovanja
selekcije u prisustvu Wolbachia, odnosno da nije proslo dovoljno vremena od “ulaska”
Wolbachia u populaciju da bi se efekti na obrasce diverziteta registrovali testovima
neutralnosti (Keller et al., 2004); 2) demografskim parametrima, tj. znacajne negativne
vrednosti, pogotovo Fuovog Fs testa koji je posebno senzitivan na demografske
parametre (Fu, 1997; Schneider & Excoffier, 1999), ukazuju da je populaciona
ekspanzija oblikovala obrazac diverziteta na mitohondrijskoj DNK. Rezultati analize

molekularne varijanse potvrduju da je geografska izolovanost u visokom procentu
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uticala na mtDNK variranje ali i da diferencijalno stanje po pitanju Wolbachia
inficiranosti kao i stope inficiranosti FD fitoplazmom ne uticu u visokom procentu na
mtDNK variranje (Tabela 16). Medupopulaciono poredenje Fsr vrednosti potvrduje
diferenciranost regionalno grupisanin populacija kao i to da je najveci stepen

diferenciranosti izmedu populacija iz Srbije, Crne Gore i Italije (Tabela 17; Slika 20).

Detektovana asocijacija Wolbachia sa dva dominantna haplotipa u Srbiji (H1 i
H3) i tri haplotipa u Italiji (H18, H19, H20) je u direktnoj vezi sa uocenim niskim
nivom haplotipskog diverziteta u DeWo+ populacijama. Ako uzmemo u obzir
postojanje protoka gena i materinsko naledivanje Wolbachia, o¢ekivano bi bilo da Cest
haplotip u Srbiji i Crnoj Gori, kakav je H3, bude Wolbachia-inficiran. To medutim nije
slucaj, jer je haplotip H3 Wolbachia-inficiran samo u Srbiji ali ne i u Crnoj Gori. Sa
druge strane, iako dominantni i isklju¢ivo povezani sa Wolbachia nisu svi primerci koji
nose haplotipove H1 i H3 u Srbiji Wolbachia-inficirani. Za ovakvu distribuciju infekcije
takode moze da bude “zasluzna” Wolbachia. Usled potencijalne nesavrsene transmisije
Wolbachia kroz generacije, posledi¢no bi celokupno potomstvo inficirane Zenke
posedovalo haplotip koji je u asocijaciji sa infekcijom ali ne bi nuzno bilo i inficirano
(Johnstone & Hurst, 1996; Yu et al., 2011).

U cilju osiguranja $to bolje transmisije kroz generacije domacina, prisutnost
Wolbachia moze da dovede do direktnog pozitivnhog efekta na adaptivnu vrednost
domacina u odsustvu reproduktivnih manipulacija, ili da izazove reproduktivne
manipulacije bez obzira na pozitivan ili negativan uticaj na adaptivhu vrednost
domacina (Zug & Hammerstein, 2015). lako je testiranje uticaja na komponente
adaptivne vrednosti polifagnih insekata kompleksan zadatak zbog znacajnog efekta
dostupnosti hrane u prostoru i vremenu, kao i kvaliteta i diverziteta ishrane (Cates,
1981; Chown & Nicolson, 2004), testiran je uticaj Wolbachia na fekunditet, masu tela i
duzinu zivota primeraka D. europaea poreklom iz DeWo+ i DeWo- kolonija gajenih u
kontrolisanim poljskim uslovima. Rezultati ukazuju da nema znacajnog variranja u
pomenutim komponentama adaptivne vrednosti i da u sluc¢aju populacija D. europaea,
drugi mehanizmi omogucuju Sirenje Wolbachia. Ti drugi mehanizmi predstavljaju
reproduktivne manipulacije kao glavne pokretace Sirenja i odrzavanja Wolbachia u
populaciji domacina (Zug & Hammerstein, 2015). Na osnovu dobijenih rezultata moze

se zakljuciti da feminizacija, partenogeneza ili ubijanje genetickih muzjaka nisu
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odgovorni mehanizmi za Sirenje Wolbachia, obzirom na to da tokom viSegodisSnjeg
istrazivanja i sakupljanja primeraka D. europaea, nije utvrden poremecéaj odnosa polova
Sto bi predstavljalo direktan indikator pomenutih reproduktivnih manipulacija. Za
dokazivanje citoplazmatske inkompatibilnosti postoji utvrdena eksperimentalna
procedura koja nije bila fokus istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije, medutim,
detektovana asocijacija Wolbachia sa odredenim haplotipovima, smanjen haplotipski
diverzitet i mtDNK variranje zajedno predstavljaju posledicu citoplazmatske
inkompatibilnosti (Werren, 1997; Werren et al., 2008; Zug & Hammerstein, 2015).

Wolbachia moze imati i indirektni efekat na adaptivnu vrednost domacina,
stupaju¢i u interakcije sa drugim mikroorganizmima koji naseljavaju telo insekta.
Najpoznatiji primer takve interakcije Wolbachia predstavlja antipatogena zastita, za
koju se pretpostavlja da se zasniva na nekoliko mehanizama: direktno ometanje
replikacije patogena, stimulacija imunskog sistema domacina ili kompeticija sa drugim
mikroorganizmima za ograni¢ene resurse domacina (Brownlie & Johnson, 2009;
Hedges et al., 2008; Jaenike et al.,, 2010; Haine, 2008). Korisne ili primarne
endosimbionte odlikuje dug period koadaptacije 1 koevolucije sa domacinom i Sirenje
kroz generacije putem specijaliziranih ¢elija i organela (Bennett & Moran, 2013), sa
druge strane sekundarni endosimbionti mogu biti suoceni sa ograni¢enim resursima u
telu domacina odnosno mogu biti u kompeticiji za resurse i medugeneracijsko Sirenje
(Vautrin et al., 2008). Rezultati istrazivanja ovakvih interakcija mogu biti
kontradiktorni ukoliko je domacin inficiran endosimbiontima prirodno ili vesStacki. Tako
je utvrdeno da Wolbachia i Spiroplasma pokazuju antagonizam u interakciji u telu
vocne musice D. melanogaster kada je ona veStacki zarazena pomenutim
endosimbiontima (Goto et al., 2006). Medutim, u prirodno inficiranim populacijama D.

melanogaster takve interakcije nisu utvrdene (Ventura et al., 2012).

Da bi se sagledala priroda interakcija izmedu patogena (FD fitoplazma) i
endosimbionta (Wolbachia), istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije su bila
fokusirana na prirodne asocijacije populacija D. europaea sa patogenom i
endosimbiontom. Prema teoriji, stabilno odrzavanje multiplih infekcija predstavlja
preduslov za evoluciju odnosa endosimbionata prema kooperaciji. Kljucna
karakterisitka za stabilnost multiplih infekcija predstavlja zajednicko Sirenje

endosimbionata kroz generacije domacina (Vautrin et al., 2008). U slu¢aju D. europaea,
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Wolbachia se kroz generacije domacina prenosi materinski (vertikalno), dok se FD
fitoplazma ne prenosi na potomstvo pa tako svaka generacija insekata usvaja fitoplazmu
de novo hrane¢i se zarazenim biljkama (tj. prenosi se horizontalno). U ovakvom
tripartitnom sistemu, izostanak zajednicke medugeneracijske transmisije kao i
vremenski  ograniCena  unutargeneracijska multipla  infekcija, predstavljaju
ograni¢avajuc¢e faktore za evoluciju interakcije Wolbachia i FD fitoplazme ka
kooperaciji (Ventura et al., 2012). To dalje zna¢i da kompeticija i antagonisticke
interakcije oblikuju odnos ova dva mikrorganizma u telu D. europaea. Prostor za
kompeticiju je veliki, obzirom na to da su osim u polnim c¢elijama, Wolbachia i
fitoplazma registrovane u koegzistenciji u skoro svim ostalim tkivima i organima
insekata (Kawakita et al.,, 2000; Gonella et al.,, 2011). U situaciji kada dva
suprostavljena organizma (patogen/parazit) zauzimaju i koriste slicnu ili istu ekolosku
niSu u telu domacina, pretpostavke modela kompeticije predvidaju da je ishod konflikta
nepovoljan po organizam koji kasnije inficira domacina (de Roode et al., 2005). U
sistemu D. europaea-bakterije, organizam koji kasnije inficira domacina je, zbog na¢ina

usvajanja i prenoSenja, FD fitoplazma.

Epidemiolosdki i evolutivni modeli tripartitnih asocijacija insekta-patogena-
Wolbachia razvijeni su za potrebe bioloSke kontrole patogena ili parazita koje insekti
prenose. Oni se, u poslednje vreme sve viSe, oslanjaju na antagonisticku interakciju
endosimbionta i patogena, odnosno na sposobnost Wolbachia da smanji brojnost
patogena (Vavre & Charlat, 2012). Modeli predvidaju da Sirenje Wolbachia i
citoplazmatska inkompatibilnost (CI) uti¢u na dinamiku patogena. U pocetnoj fazi
interakcija, ukoliko je patogen visoko virulentan, zaStita koju pruza Wolbachia u
kombinaciji sa CI uzrokuju Sirenje Wolbachia i potencijalno potpunu eliminaciju
patogena iz populacije. Ukoliko patogen nije u velikoj brojnosti ili nije visoko
virulentan, Cl je dovoljna da dovede do odrzavanja patogena u niskoj brojnosti,
odnosno do situacije epidemioloskog ekvilibrijuma (Vavre & Charlat, 2012 i reference
unutar rada). Sistem D. europaea-Wolbachia-FD fitoplazma odgovara modelu
ekoloSkog ekvilibrijuma jer se u Wolbachia inficiranim populacijama (Srbiji 1 Italiji)
inficiranost FD fitoplazmom odrzava u niskom procentu. Ovakav nalaz predstavlja
dobru polaznu osnovu za dodatna istrazivanja, posebno zbog toga Sto su ovi modeli

opsteg karaktera, koji se ne mogu u potpunosti primeniti zbog kompleksnosti prirodnih
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asocijacija insekata sa patogenima i endosimbiontima, kao i zbog populaciono-
genetickih aspekata samih insekata (npr. struktuiranosti populacija i njihove

individualne dinamike).

Dalja istrazivanja su potrebna da bi se eksperimentalno utvrdio mehanizam
odrzavanja Wolbachia u populacijama D. europaea, kao i mehanizam inicijalnog
usvajanja. Tokom istrazivanja u okviru ove doktorske disertacije utvrdene su posledice
Cl, koji ¢ini osnovni mehanizam Sirenja Wolbachia u populaciji domacina (Zug &
Hammerstein, 2015). Istrazivanja su takode pokazala da je wEur soj Wolbachia prisutan
u geografski izolovanim populacijama D. europaea u Srbiji i Italiji. Naime, zbog
horizontalnog nacina inficiranja domacina, oc¢ekivano je da srodne vrste (ili populacije
iste vrste) usvajaju razlicite sojeve Wolbachia i obrnuto (Werren et al., 1995; Vavre et
al., 1999). Isti soj Wolbachia u dve razli¢ite populacije (Srbija i Italija) koje se
filogeografski klastriraju sa znaajnom podrskom koja je veca od 70%, ukazuje na isto
poreklo izvora Wolbachia infekcije. Horizontalni transfer Wolbachia je mogu¢ putem
biljke kao izvora hrane (Sintupachee et al., 2006; Li et al., 2016) medutim, jo§ uvek
nema dovoljno literaturnih podataka koji bi ukazali da je ovakav horizontalni transfer
dominantan nacin prenoSenja Wolbachia na insekte. Moguéi izvori infekcije mogu biti
parazitoidi iz familije Dryinidae koji su u asocijaciji sa vrstama iz roda Dictyophara
(Guglielmino et al., 2014). U tom slucaju transfer Wolbachia na jedinku se opisuje
mehanizmom u literaturi poznatim kao “dirty needle” transfer (Houck et al., 1991;
Hughes et al., 2004).

Realizovana istrazivanja prirodnih asocijacija pre svega ukazuju na dramati¢no
razli¢itu stopu inficiranosti FD fitoplazmom primeraka D. europaea poreklom iz
DeWo+ i DeWo- populacija. Treba naglasiti da nije registrovana razlika u stopi
inficiranosti prirodnog rezervoara FD fitoplazme (C. vitalba), koja je po pravilu bila
visoka (Tabele 11 i 12). Imajuci u vidu da je prisustvo izvora infekcije bilo manje ili
viSe konstantno za istrazivane populacije, velika razlika u akviziciji FD fitoplazme od
strane adulta D. europaea ukazuje na snazne kompeticijske odnose koje imaju ove dve
bakterije. Niska stopa inficiranosti FD fitoplazmom populacije iz Srbije (2.8-3.7%) i
populacija iz severne Italije (3.8%) je oko 20 puta manja u odnosu na populaciju iz Crne
Gore (62.1-66.6%), gde nije registrovano prisustvo Wolbachia.
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5.3 Uticaj tripartitnih interakcija na epidemiologiju i Sirenje FD fitoplazme

Pored cCinjenice da su istraZzivanja prirodnih interakcija fitoplazmi sa vektorima i
biljkama domacinima malobrojna u literaturi, ona su dodatno ograni¢ena fokusom
posmatranja, jer su uglavnom epidemioloski orijentisana (npr. Arnaud et al., 2007;
Filippin et al., 2009a; Jovi¢ et al., 2009; Casati et al., 2017). Preciznije, vecina
istraZzivanja je orijentisana na uticaj tripartitnih interakcija prvenstveno na puteve
transmisije fitoplazme kao patogena, na biljne kulture od ekonomskog znacaja. Sa druge
strane, kada su primenjena istrazivanja Wolbachia u pitanju, uglavhom je predmet
istraZzivanja bakterijski uticaj na regulaciju populacija insekata, i to onih koji su poznati
kao vektori zaraznih bolesti u oblasti medicine (Iturbe-Ormaetxe et al., 2011). Zbog
toga se vecina studija bavi efektima koje Wolbachia ima na evoluciju i populacionu
genetiku i dinamiku vektora. U osnovi ovakvog dominantnog pristupa, u fokusu je
direktni efekat koji Wolbachia, preko indukovanih reproduktivnih manipulacija,
ostvaruje na populacije insekata od znac¢aja u epidemiologiji humanih bolesti. U in vitro
istrazivanjima, koja ukljuCuju transinfekciju vektora, utvrden je direktan uticaj
Wolbachia na patogene u smislu inhibicije odnosno smanjenja titra patogena u
pljuva¢nim zlezdama (Mousson et al., 2012; Blagrove et al., 2012). Sli¢no tome,
prirodna infekcija wEur soja Wolbachia u populacijama D. europaea nije usmerena u
pravcu ispoljavanja fenotipova koji su direktno povezani sa smanjenjem brojnosti
populacije ove cikade ili uticaja na komponente adaptivne vrednosti. Ovim je uticaj
Wolbachia na D. europaea bez veéeg znacaja u smislu populacione dinamike tj.

regulisanja gustine populacije ove cikade.

Otkric¢e asocijacije D. europaea i WEur soja Wolbachia, ukazalo je na potpuno
novu mogucénost upotrebe endosimbionata u integralnoj kontroli patogena iz grupe
fitoplazmi. Sa ekonomskog stanoviSta, u ovakvom tripartitnom sistemu je FD
fitoplazma od prioritetnog znacaja jer je poznata kao jedan od najmalicioznijih patogena
koji su prisutni na vinovoj lozi (Jeger et al., 2016). Stoga je bilo kakav bioti¢ki uticaj na
fitoplazmu kao patogena obligatne prirode od izuzetnog aplikativnog znacaja. U
literaturi nije zabelezen primer endosimbionta koji u medusobnim trofickim odnosima
inhibiraju biljni patogen koji se prenosi vektorom. Fitoplazme kao obligatne bakterije
primarno naseljavaju biljke i sa svojim primarnim domacinom su koevoluirale ka

komensalnom odnosu, bez ispoljavanja patogenih dejstava (npr. Jovi¢ et al., 2011). Do
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Sirenja fitoplazme unutar ekosistema dolazi putem insekata vektora koji su kao medijum
sposobni da podrze prezivljavanje i umnozavanje fitoplazme unutar svojih organa i da
zatim efikasno izvrSe prenoSenje na susedne biljke. Specificnost ovog procesa se
zasniva na visokim zahtevima fitoplazme u pogledu svoje vijabilnosti kada se nalazi u
razli¢itim medijumima, zatim floemskom sadrzaju biljke ili ekstracelularnom sadrzaju
vektora (Christensen et al., 2005). Zbog toga se ovakav vid prenoSenja zasniva na
koevoluciji i adaptaciji, pri ¢emu je sistem vektor-patogen izuzetno specifi¢an i ¢esto
sveden na samo jednu vrstu vektora koja specificno prenosi jednu vrstu fitoplazme
(Weintraub & Beanland, 2006). 1zlazak iz sistema komensalizma sa autenti¢nim biljnim
domacinom i prelazak u na drugu biljnu vrstu je najc¢esce fatalan po fitoplazmu. Sa
druge strane, u slucaju da fitoplazma u novom domacinu odrzi vijabilnost, prelazak je

najéeScée fatalan po novog biljnog domacina (Christensen et al., 2005).

Kada je u pitanju specificnost medijuma za ocuvanje vijabilnosti FD fitoplazme,
rezultati jasno ukazuju da su C. vitalba i D. europaea pogodni domacini ove fitoplazme.
ViSe od 30 godina, C. vitalba i D. europaea nisu bili prepoznati kao znacajni faktori u
epidemiologiji bolesti koju na vinovoj lozi izaziva FD fitoplazma. Tek je otkrice FD-C
fitoplazme u C. vitalba (Angelini et al., 2004; Filippin et al., 2007) i njenog vektora D.
europaea ukazalo na znacaj ovog sistema u epidemiologiji FD fitoplazme na Sirem
evropskom prostoru (Filippin et al., 2009a). Takode, dodatni doprinos proucavanju
epidemioloskog ciklusa FD fitoplazme na Sirem evropskom prostoru daje i utvrdivanje
novih biljnih rezervoara kakve su biljke iz roda Alnus (Arnaud et al., 2007; Cvrkovi¢ et
al., 2008; Radonji¢ et al., 2013) kao i karakterizacija detektovanih fitoplazmi. Stopa
inficiranosti joha Alder yellows fitoplazmom (AldY), kao alternativnim izvorom FD
fitoplazme, u Evropi iznosi 60-80%, bez ispoljavanja simptoma (Jeger et al, 2016). FD
fitoplazma je u pomenutim biljkama registrovana u Francuskoj, Italiji i Srbiji (Arnaud et
al., 2007; Cvrkovi¢ et al., 2008), a zatim i u Crnoj Gori (Radonji¢ et al., 2013). U Crnoj
Gori su u A. glutinosa detektovani secY-map genotipovi koji pokazuju filogenetsku
srodnost sa epidemioloski znac¢ajnim FD1 i FD2 genotipovima (Radonji¢ et al., 2013)
dok je u C. vitalba prisutan epidemioloski FD3 genotip. Genotip FD1 je karakteristi¢an
za vinogorja zapadnog dela Francuske i severozapadne Italije, dok je genotip FD2
prisutan u veéem delu Francuske, zatim u Spaniji, Portugalu, Svajcarskoj, Hrvatskoj i

Sloveniji (Arnaud et al., 2007). Dodatno, genotip izolovan iz vrste A. incana pokazuje
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filogenetsku srodnost sa genotipovima 16SrV-C fitoplazme detektovane u vinovoj lozi
u Nemackoj. Navedeno ukazuje na dodatno preklapanje geografske distribucije
genotipova a takode i na ukrStanje alternativnih ciklusa FD fitoplazme na teritoriji
Evrope. Naime, u epidemioloSkom ciklusu bolesti Flavescence dorée koju izaziva FD
fitoplazma, najznacajnija karika intenzivnog Sirenja bolesti u vinogradima nije D.
europaea ili drugi alternativni vektori, ve¢ introdukovana cikada severnoameri¢kog
porekla S. titanus, koja kao monofagna vrsta kompletira celokupno razvi¢e na vinovoj
lozi. Alternativni vektori su znacajni sa aspekta iniciranja epidemioloSkog ciklusa, ali je

za epidemijsku pojavu bolesti odgovoran S. titanus kao specifican ampelofagni vektor.

Postoji jasna interakcija i bliska povezanost izmedu cikada D. europaea i S.
titanus u odnosu na epidemiologiju FD fitoplazme. Identi¢nost fitoplazme u C. vitalba i
vinovoj lozi, koja je dokazana detaljnom karakterizacijom, nedvosmisleno ukazuje da je
poreklo patogena u vinovoj lozi iz prirodnog rezervoara (C. vitalba) (Filippin et al.,
2009). Sa druge strane, vinova loza nije preferentna biljka za ishranu D. europaea vec¢ je
ova cikada koristi kao jednu od alternativnih biljaka u kasno leto i tokom jeseni kada je
pokrovna vegetacija u fazi suSenja. Dakle, na slican nacin kako je pokazano i za biljku
C. vitalba (Krsti¢ et al., 2016). Zbog agregacije adulta D. europaea na C. vitalba, koja
Cesto okruzuje vinograde, inficirani adulti ove cikade mogu tokom kratkih migracija da
koriste vinovu lozu kao alternativnu biljku za kratkoro¢nu ishranu. Zbog toga se
unoSenje FD fitoplazme unutar vinograda sustinski moZe okarakterisati kao pojedinacni
incident. Medutim, tako zaraZena biljka vinove loze predstavlja izvor inokuluma
adultima cikade S. titanus za akviziciju FD fitoplazme. Za razliku od D. europaea, S.
titanus je monofag na vinovoj lozi i izuzetno efikasan vektor za prenoSenje fitoplazme
unutar zasada vinove loze, Sto za posledicu ima eksponencijalno uveéanje broja
zarazenih biljaka vinove. Stopa inficiranosti FD fitoplazme cikade S. titanus zavisi od
broja zarazenih ¢okota vinove loze unutar zasada i ona varira od 12-45% (Krnjajic et
al., 2007), ¢ime je verovatnoca daljeg prenoSenja patogena na susedne zasade vinove
loze visoka. lzuzetna vektorska efikasnost cikade S. titanus je u osnovi epidemijskih
pojava FD fitoplazme sa velikim ekonomskim $tetama imajuci u vidu da se posledice
odrazavaju podjednako na vinogradarstvo i proizvodnju vina. Poslednjih pedesetak

godina, u svim zemljama koje su pogodene multiplim epidemijama Flavescence dorée
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pokrenuti su brojni istrazivacki projekti u cilju redukcije Steta koje vinogradarstvu pravi
bolest izazvana FD fitoplazmom (Jeger et al, 2016).

Konacno, realizovana istrazivanja u ovoj doktorskoj disertaciji ukazala su da u
interakciji unutar prirodnih sistema u kojima cirkuliSu FD fitoplazma, njena biljka
domacin 1 vektor D. europaea postoje faktori koji dovode do pada stope inficiranosti FD
fitoplazme u populaciji vektora. Na osnovu rezultata ove studije, pad inficiranosti FD
fitoplazme u vektoru je u direktnoj korelaciji sa prisustvom Wolbachia. U Sirem smislu,
realizovana istrazivanja ovih interakcija otvaraju mogucénost kontrole ovih Stetnih
patogena van tradicionalnih nacina, koji pre svega podrazumevaju kontrolu brojnosti
vektora, a koji do sada, u praksi nisu dali zadovoljavajuce rezultate (Jeger et al., 2016).
Nasuprot tome, uvodenje odgovarajuceg soja endosimbiontske bakterije iz grupe
Wolbachia unutar trofickih sistema gde je insekt vektor glavna karika u disperziji
patogena, moze postati osnova za odrzivu kontrolu biljnih bolesti izazvanih

fitoplazmama ispod ekonomskog praga Stetnosti.
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6. ZAKLJUCCI

Proucavanje biologije cikade D. europaea i analiza prirodno inficiranih populacija

ekonomski znacajnim biljnim patogenom (FD fitoplazma) 1 endosimbiontom

(Wolbachia), njihovih interakcija i efekata na komponente adaptivne vrednosti i

evoluciju domacina doveli su do sledecih zakljucaka:

D. europaea je hemimetabolna, univoltna vrsta cikade sa kompleksnim
ponaSanjem tokom ovipozicije, ima pet larvenih stupnjeva i prezimljava u

stadijumu jajeta.

D. europaea pokazuje prostornu i vremensku dinamiku tokom perioda
intenzivnog letenja, kao i sezonsku agregaciju na biljci C. vitalba koja

predstavlja prirodni rezervoar FD fitoplazme.

Izrazita polifagnost D. europaea, dug period letenja i moguénost za naseljavanje
razli¢itih staniSta predstavljaju epidemioloski rizik za usvajanje i Sirenje FD

fitoplazme kao i drugih vrsta fitoplazmi.

Geneologija mitohondrijskog COI genskog markera populacija D. europaea
inficiranih sa Wolbachia (DeWo+) pokazuje prisustvo retikulacija, kao
posledicu mikroevolucije lokalnih populacija i geneticke diferencijacije, u

odnosu na populacije koje nisu Wolbachia-inficirane (DeWo-).

Filogenetska analiza populacija D. europaea pokazuje geografsko razdvajanje
populacija iz severne Italije i Sireg podrucja Balkana u dve grupe sa znacajnom

podrSkom.

Wolbachia-inficirane populacije D. europaea imaju smanjene vrednosti
parametara molekularnog diverziteta u poredenju sa neinficiranim populacijama,
Sto predstavlja indirektni pokazatelj efekta citoplazmatske inkompatibilnosti

(CI) u osnovi Sirenja Wolbachia.

U DeWo+ populacijama nije registrovan poremecaj odnosa polova Sto ukazuje
da reproduktivne manipulacije (feminizacija, partenogeneza i ubistvo genetickih

muzjaka) nisu odgovorne za Sirenje Wolbachia u inficiranim populacijama.
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Prisustvo Wolbachia u populacijama D. europaea nije uticalo na promene u
komponentama adaptivne vrednosti domacina, $to ukazuje da direktni efekti na
adaptivnu vrednost domacina nisu u osnovi mehanizma Sirenja Wolbachia

unutar populacija ovog vektora.

Isti soj Wolbachia (wEur) prisutan u geografski udaljenim populacijama iz

Srbije i Italije ukazuje na zajednicki izvor Wolbachia infekcije.

ViSestruka razlika u inficiranosti FD fitoplazmom DeWo+ i DeWo- populacija

nije uticala na razlike u vektorskoj sposobnosti adulta.

MLST genotipizacijom je detektovano pet genotipova FD fitoplazme u
primercima D. europaea i C. vitalba na lokalitetima visoke i niske infekcije
vektora u Srbiji i Crnoj Gori, od kojih je multilokusni genotip G1 dominantno

prisutan u obe populacije.

Niska stopa inficiranosti FD fitoplazmom populacija iz Srbije i severne ltalije i
oko 20 puta veca inficiranost populacije iz Crne Gore nije u korelaciji sa
konstatno visokom stopom inficiranosti prirodnog rezervoara C. vitalba na oba
lokaliteta. Navedeno ukazuje da kvantitativna razlika u inficiranosti izmedu
DeWo+ i DeWo- populacija nije uzrokovana kvalitativnim razlikama

detektovane fitoplazme, ni razlikama u prirodnom biljnom rezervoaru.

ViSestruka razlika u inficiranosti FD fitoplazmom populacija vektora je u
direktnoj korelaciji sa prisustvom Wolbachia i ukazuje na kompeticiju
endosimbionta (Wolbachia) i patogena (FD fitoplazme) u telu vektora D.

europaea.

Uvodenje odgovarajuceg soja endosimbiontske bakterije iz grupe Wolbachia u
populacije vektora patogena moze doprineti razvoju novih i alternativnih
strategija integralne zaStite u cilju odrzive kontrole biljnih bolesti izazvanih

fitoplazmama.
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[a je JOKTOpCKa AucepTtaunja no HacnoBoMm

Ynora eBONyLIMOHNX MHTEpaKUunja namehy nHTpauenynapHor eHgocumbuoHTa
(Wolbachia) n doutonnasme (Flavescence dorée) y npoMeHama KOMNOHEHTU
aganTuBHE BPEOHOCTU U NpaBumma esonyumje mmtoxoHgpujcke AHK y
npupogHum nonynauujama Dictyophara europaea

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXmnBa4dkor paaa,

e [a npeanioxeHa gucepraumja y UenMHU HU Yy AenoBuMa Huje 6una
npeanoxeHa 3a pdobuvjawe 6GUNO kKoje AunnomMe npema CTyaujCKUM
nporpamuma gpyrnx BUCOKOLLKOJICKUX YCTaHOBA,

e [1a Cy pe3yntatun KOPEKTHO HaBedEeEHU U

e [1a HMCaM KpLUMO/Na ayTopcka npaBa U KOPUCTMO UHTENEKTyarnHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc gokTtopaHpa

Y Beorpagy, 26.05.2017.




U3sjaBa 0 UICTOBETHOCTU LWUTaMMNaHe U efIeKTPOHCKe Bep3uje JOKTOPCKOr
pana

Mme n npesnme aytopa

Onusep Kpctuh

Bpoj ynuca
53603/2009

CTtyamnjckm nporpam
Buonoruja

Hacnos paga

Yrnora eBoflyLIMOHUX MHTEpPaKLnja uamehy nHTpauenynapHor
eHgocnmbuoHTa (Wolbachia) n dontonnasme (Flavescence dorée) y
NnpoMeHama KOMMOHEHTU aganTMBHE BPEeOHOCTM 1 NpaBunMa eBonyLmje
mutoxoHapujcke OHK vy npupogHum nonynaumjama Dictyophara
europaea

MeHTOpKe

npod. ap burbaHa CrojkoBuh

ap JeneHa JoBuh

Motnucann Onueep KpcTtuh

n3jaBrbyjeM [Ja je wWTamnaHa Bep3uja MOr [OOKTOPCKOr paja WCToBEeTHa
€NEeKTPOHCKO] Bep3unju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBawe Ha noptany
OurutanHor peno3utopujyma YHuBep3uteTta y beorpaay.

[osBorbaBam pga ce objaBe MOjM NMYHM nogaun Be3aHW 3a pobujanse
akageMcKor 3Bakba AOKTOpa Hayka, Kao WTo Cy MMe M npe3ume, roguvHa u
mMecTo poferwa n gatym oagbpaHe paga.



OBu nnyHM nogaum mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHUM CTpaHuuama AurntanHe
GubnuoTteke, y eneKTpOHCKOM KaTanory u y nybnukauvjama YHuBepsuTeTa y
Beorpaay.

MoTnuc pokTopaHAaa

Y beorpagy, 26.05.2017.




UsjaBa o kopuwherwy

Osnawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,CBetosap Mapkosuh* pa vy
OurntanHn penosutopujym YHuBepauteTta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY
avcepTauujy nog HacrioBOM:

Ynora eBONyLIMOHNX MHTEpaKunja namehy nHTpauenynapHor eHgocumbuoHTta
(Wolbachia) n doutonnasme (Flavescence dorée) y npoMeHama KOMNOHEHTHU
aganTuBHE BPEOHOCTU U NpaBumma esonyumje mmtoxoHgpujcke AHK y
npupogHum nonynauujama Dictyophara europaea

KOja je Moje ayTopcKo aeno.

[uvcepTauunjy ca cBumMm npunosvma npegao/na cam y enekTpoHCKoMm dopmaTty
NoOrogHOM 3a TpajHO apXuBUpaH-e.

Mojy [LOOKTOpcKy [AgucepTtauujy rnoxpakweHy Yy [durutanHu penosutopujym
YHuBep3nteta y beorpagy mory ga kopucte CBM KOju nowTyjy oapenbe
cagpxaHe y opabpaHom Tuny nuueHue KpeatmBHe 3ajegHuue (Creative
Commons) 3a kojy cam ce oany4duo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. AyTOpCTBO — HEKOMepuujanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjarHO — AENUTM NO4 UCTUM YCroBUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTM Nog UCTUM yCrioBMMa

(Monumo ga 3aoKkpyXxuTe camo jeQHy O LecT NOHYREeHWX NuueHUM, KpaTak
OnuC NUUEHUM aT je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc gokTtopaHaa

Y Bbeorpagy, 26.05.2017.




1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTe YyMHOXaBawe, OUCTpUbyumjy ©  jaBHO
caornwTaBawe pJena, M npepage, ako ce HaBede WMe ayTopa Ha HayuH
oapeheH of cTpaHe aytopa unu gasaoua InvueHue, Yak U y KoMepuujanHe
cepxe. OBO je HajcnobogHmja of CBUX NULEHUMN.

2. AytopcTBO — HekomepuumjanHo. [Jo3sorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBbYLnjy 1
jaBHO caonwiTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBeae MMe aytopa Ha HauivH
ogpeheH o cTpaHe aytopa unuM Aasaoua nvueHue. Osa nuvueHua He
A03BOSbaBa koMepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTOopCTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANcTpubyumjy n jaBHo caonwtaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBara unm
ynotpebe gena y CBOM geny, ako Ce HaBeae nme aytopa Ha HaumH ogpeheH og
CTpaHe ayTopa wnu pfasaoua nuueHue. OBa nuvueHua He [O03BOSbaBa
KomepumjanHy ynotpeby gena. Y ofgHOCYy Ha cBe oOCTane JuueHLe, OBOM
NMUEHLIOM ce orpaHudaBa Hajsehu obum npasa kopuwhekwa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKkoMepuujanHo — [enutn nog WUCTUM  YyCrnoBuMa.
[o3BorbaBaTe ymMHOXaBawe, AUCTPMOYUMjy M jaBHO caonwTaBawe fena, u
npepage, ako ce HaBee MMe ayTopa Ha HauuH ogpeheH o cTpaHe aytopa unu
AaBaoua nvueHue 1M ako ce npepaga avctpmbyupa nog UCTOM UMN CIIUYHOM
nmueHuom. OBa nuueHUa He [o03BOSfbaBa KoOMepuwmjanHy ynoTpeby pena u
npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OUCTPUbyLnjy u
jaBHO caonwTaBawe gena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa unm ynotpebe gena
y CBOM [eny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH oapefeH of cTpaHe ayTopa
unn paesaoua nuueHue. OBa nuueHUa O03BOSfbaBa koMepuujanHy ynoTpeby
aena.

6. AyTopcTBO - genuTu nog uctum ycrnosuma. [lo3sBorbaBaTe yMHOXaBae,
AncTpmbyumjy 1 jaBHO caonwiTaBake Aena, U npepage, ako ce HaBede unve
ayTopa Ha HauuH ogpeheH oA cTpaHe ayTopa unv gaBaoua NuueHUe U ako ce
npepaga guctpubympa nog UCTOM MMM CAMYHOM nuvueHuom. OBa nuueHua
[o3BosfbaBa KomepuujanHy ynotpeby pgpena wu  npepaga. CnudHa je
COPTBEPCKUM NULEHLLaMa, OAHOCHO NMLEHLama OTBOPEHOT Koaa.
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