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us vrste su veoma sitne nematode, tako da se neki delovi njihovog tela
ima. Morfologija bazirana na anatomskim karakteristikama i merenjima
bg mikroskopa je u proslosti bila jedini nacin identifikacije i klasifikacije
a. U danasnje vreme ovaj pristup je dopunjen nano-morfologijom uz po-
elektronske mikroskopije, kada se otkrivaju nepoznati morfoloSki detal-
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ji koji olaksavaju rad taksonomima. Nova vrsta roda Laimaphelenchus je skoro opisana.
Laimaphelenchus belgradiensis je otkriven na crnom boru sa simptomima sli¢nim onima
koje izaziva Bursaphelenchus xylophilus. Iako obe vrste pripadaju istoj familiji i sli¢ne su
u morfoloSkom pogledu, Zenke obe vrste poseduju vulvalni poklopac, i spikuli muzjaka su
sli¢ni, one poseduju i znac¢ajne razlike. Osnovna morfoloska karakteristika koja ih razliku-
je je prisustvo pomoc¢nih organa na repu - tuberkula sa prstolikim proSirenjima vidljivih
samo uz pomo¢ scanning elektronskog mikroskopa. Uloga ovih tvorevina je u radu objasn-
jena i klju¢ za vrste je dat u ovom radu.

Kljuéne reci: Laimaphelenchus belgradiensis, nano-morfologija, tuberkule, prstolika prosirenja

UVOD

Nematode roda Laimaphelenchus su veoma
sitni organizmi. Neki delovi njihovog tela se mere
nanometrima, tako da je identifikacija i klasifikacija
ovakvih organizama kompleksan zadatak.

U proSlosti, glavni izvor identifikacije i kla-
sifikacije je bila morfologija koja se zasnivala na
anatomskim karakteristikama i merenjima. Danas,
ovaj pristup se dopunjava “nano-morfologijom” koja
se bazira na scanning elektronskoj mikroskopiji
(SEM) i molekularnim podacima i filogeniji. Laim-
aphelenchus belgradiensis je skoro opisana vrsta
(Oro, 2015). Ova nematoda je pronadena u Beogra-
du, na crnom boru (Pinus nigra Arnold) sa simpto-
mima sli¢nim uvenucu borova koje izaziva karan-
tinska vrsta Bursaphelenchus xylophilus Steiner &
Buhrer, 1934 (Nickle, 1981).

lako obe vrste pripadaju istoj familiji i
sli¢ne su u morfoloSkom pogledu, one posedu-
ju i znacajne razlike. Bursaphelenchus xy-
lophilus je rasprostranjen u Aziji gde izaziva
najvece Stete i severnoj Americi, ali ga u Aus-
traliji nema ili se javlja sporadi¢no kao u Afri-
ci. Ova karantinska vrsta je u Evropi utvdena

samo u Portugaliji i Spaniji (EPPO, 2013). Vrste
roda Laimaphelenchus su kosmopolitske i pri-
sutne su na svim kontinentima, ukljucujudi i
Antarktik (Peneva and Chipev, 1999). Mnoge
Bursaphelenchus vrste su u prirodnoj asocija-
ciji sa insektima koji mogu biti njihovi vektori
(poput Monochamus spp.) a nematode se mogu
nac¢i u sprovodnim sudovima cetinara, dok su
Laimaphelenchus vrste povezane sa mahovina-
ma, lisajima i sli¢cnim habitatima i nalaze se na
kori, uglavnom bora. Zenke obe vrste poseduju
vulvalni poklopac, osobinu koja nije karakteris-
ti¢na za druge Aphelenhide a i spikuli muzjaka
su sli¢ni. Osnovna morfoloSka karakteristika
koja ih razlikuje je prisustvo pomoc¢nih organa
na repu - tuberkula sa prstolikim proSirenji-
ma (projekcijama) kod roda Laimaphelenchus.
Osobine koje izdvajaju Laimaphelenchus bel-
gradiensis od ostalih sli¢nih vrsta su sledece:
anulirani cefalni region bez labijalnog diska,
poligonalni medijalni bulbus, izdvojen vrh repa
sa Cetiri tuberkule u kvadratnoj poziciji sa 10-12
prstolikih proSirenja. Uloga tuberkula sa prsto-
likim proS$irenjima do sada, nije razjaSnjena.
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Nano-morfologija Laimaphelenchus belgradiensis

SL 1. L. belgradiensis habitus (SEM).
Fig. 1. L. belgradiensis habitus (SEM).
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SL 3. L. belgradiensis rep (SEM).
Fig. 3. L. belgradiensis tail (SEM).

SL. 5. Vulvalni region L. belgradiensis (10um).
Fig. 5. Vulval area of L. belgradiensis (10pm).
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Sl 2. Glava L. belgradiensis (SEM).
Fig. 2. L. belgradiensis head (SEM).
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SI. 4. Tuberkule i projekcije L. belgradiensis (SEM).
Fig. 4). Tubercles & projections of L. belgradiensis
SEM).

MATERUAL I METODE

Korastablaigrancice crnogbora su sakupljene
u plasti¢nim kesama i donete u Laboratoriju za
nematologiju Instituta za zastitu bilja. Parc¢i¢i kore
su isec¢eni na manje delove i potopljene u vodu 24h.
Posle 24h je pregledena suspenzija sa nematoda-
ma. Slededi dan je postupak ponovljen. Sakupljene
nematode iz suspenzije su fiksirane toplim FA 4:1
fiksativom i procesirane u glicerolu (Hooper, 1984).
Za scanning elektronsku mikroskopiju (SEM) jedin-
ke nematoda su isprane u seriji alkohola i susene do
kriti¢ne tacke (Shepherd & Clark, 1984). Dodatno su
uparavane u vakuum uparivacu sa zlatom. SEM fo-
tografije su napravljene uz pomoc¢ Jeol JISM-6460 LV
scanning elektronskog mikroskopa.
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REZULTATI 1 DISKUSIJA

Morfoloske karakteristike Laimaphelenchus
belgradiensis su prethodno detaljno opisane (Oro,
2015). Veli¢ina tela ovih nematoda je ispod 1mm (SI.
1), krece se od 737 do 940 um. Visina glave je od 2-3
um a Sirina 6-8um. Cefalni region je anuliran (pr-
stenast), bez labijalnog diska sa Sest spojenih usana.
Na glavi se izdvajaju Cetiri cefalne papile i Sest unu-
trasnjih papila (senzila) sensu Hooper and Clark
(1980) koje okruzuju usni otvor. Veli¢ina usnog
otvora i pre¢nika cefalnih papila je priblizno ista i
iznosi 200 nm (SL 2). Veli¢ina pre¢nika unutrasnjih
papila je pribliZzno upola manja.

Dorzalna vulvalna usna koja formira poklo-
pac ima na vrhu mali dodatak (Sl. 5) Morfoloska
karakteristika koja razlikuje rod Laimaphelenchus
od ostalih rodova je prisustvo pomoc¢nih organa na
repu - tuberkula sa prstolikim prosirenjima (SI. 3

4). Prstoliki dodaci su od 300-500 nm i mogu se
jasno videti samo pri velikim uvecanjima scanning
elektronske mikroskopije.

Ovi dodaci sluze da prilikom ishrane, je-
dinke nematode se zakace za podlogu i izvijene u
luku, cefalnim delom pridu do medijuma na kome
se hrane, u ovom slucaju to su lisaji. Ovakav nacin
ishrane im omogudava da u odnosu na druge ne-

matode ostanu na samom medijumu i imaju bolju
kompetitornu sposobnost. Cesto delovi li$aja ostanu
zakaceni na ovim nematodama i prilikom prepari-
ranja. Ove nematode ¢ija je veli¢cina manja od Imm
sa delovima tela koji se mere nanometrima su za ra-
zliku od drugih kosmopolitske, uglavnom nalazene
na Cetinarima i izuzetno otporne na isuSivanje jer
mogu da prezive u delovima biljnog tkiva vise mese-
ci. Do sada je utvrdeno 16 validnih vrsta: L. australis
Zhao, Davis, Riley and Nobbs, 2006a; L. belgradien-
sis Oro, 2015; L. cocuccii Doucet, 1992; L. deconinc-
ki Elmiligy and Geraert, 1972; L. heidelbergi Zhao,
Davis, Riley and Nobbs, 2007; L. helicosoma Peneva
and Chipev, 1999; L. pannocaudus Massey, 1966;
L. patulus Swart, 1997; L. penardi (Steiner 1914)
Filipjev and Schuurmans Stekhoven, 1941; L. pen-
sobrinus Massey, 1966; L. phloesini Massey, 1974; L.
persicus Asghari, Pourjam, Heydari and Zhao, 2012;
L. preissii Zhao, Davis, Riley and Nobbs, 2006b; L.
pini Baujard, 1981; L. simlaensis Negi, Kalia, Walia
and Bajaj, 2009 i L. unituberculus Bajaj and Walia,
2000. Klju¢ za identifikaciju ovih vrsta se zasniva
na slede¢im karakteristikama: prisustvu vulvalnog
poklopca, broju incisura (lateralnih linija), broju
tuberkula i projekcija odn. prstolikih proSirenja na
repu, duzini tela, duzini post-uteralne kese (PUK) i
prisustvu muzjaka.

Kljuc¢ za vrste roda Laimaphelenchus/Key to
species of the genus Laimaphelenchus:

1.Vulvalni poklopac/Vulval flap:

3. Tuberkule/Tubercles:

Qe ettt e e sreees pensobrinus

OO OO OO DT OO T DT OO OT DT OO OO OT S OOT OO OTE OO T OO T OO SO TS OO TS UO T OO O SOOI helicosoma
4. MuZjaci/Males:

OUASULTII/ADSEINL......ooov ettt ssssss st st S

PTISULII/PIESENL.......oooeoeeeeeeee et ssesssssesssse s esssessssessaseesensesessnssasessasessneees penardi
5.Vulva/Vulval shape:

gornja usna bez malog dodatka/dorsal lip without small apPeNdage...............cocoveeeeooeeeomeeeeeeeceeeeeeeeeeeereseess 6

gornja usna sa malim dodatkom/dorsal lip with small appendage......... belgradiensis
6. PUK/PUS:

40-63 pm, kruzni vaginalni miSic¢i/round vaginal TUSCIES...............cooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseseeseseseseesesns cocuccii

36-42 pum, poligonalni vaginalni miSi¢i/angular vaginal muscles..................coooeeeoreeoeeercererererd deconincki
7. Tuberkule/Tubercles:

TSSO U E OO T OO U O DT OO T OO T OO T OOTOT O T O T SO TR O T E U U OO T OO E OO T OOT OO T OO T OOT N sOT N OT N OUT U T O T N OU RO U U TR OOTUOTUOTUOTUOTOTTOTO 8

Qe et ARt A Aot e e A At A At e s s et eeaeeaeea s s e s e s s s senaaeneees persicus
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8. Projekcije/Projections:

VISE/INIANY ... ses s s sssessaesssesssses s s sssses s esssssssaessnsessssessensessasessnsessens unituberculus

R TN simlaensis

Tt bbb A e a e a s a bbb st s et ren preissi
9. Incisure/Incisures:

G ettt A et A AR A A AR AR A A A At A At A At e e s s s et e s een s e eean e saneaesaseaneas 10

Ao AR AR AR se e enenenns 1
10. Tuberkule/Tubercles:

Qe ettt s et e e eesaeeseseseans patulus

ettt e et s et ss s es s se e sesaeeren heidelbergi
11. Tuberkule/Tubercles:

Bt sae e australis

Qe AR A ARt 12
12. DuzZina tela/Body length:

> D00 JUIM.. oottt a et a bttt b st s st st s et s sannen pannocaudus

<600 pm... 13
13. PUK/PUS:

18-20 1M, OOCYLES 11 @ SITIZLE TOW.........oooieeoee e ses e s se st ss s ses e ses s es e ses e sessasessesse s seseesesen pini

28-50 1M, 00CYLES TN TNUITIPIE TOWS............oeoeeeeeeeesee et eees s eeeseseesssessesassseessseesseneeee phloesini
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NANO-MORPHOLOGY OF LAIMAPHELENCHUS BELGRADIENSIS
(NEMATODA: APHELENCHOIDIDAE) AND A KEY TO SPECIES

SUMMARY

OF THE GENUS LAIMAPHELENCHUS
VIOLETA ORO, NENAD MILOVANOVIC, VIOLETA PETROVIC
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e-mail: viooro@yahoo.com

Laimaphelenchus are very small nematodes, some parts of their body are measured in na-
nometers. In the past, the only way of identification and classification of these organisms
were morphology based on anatomy and measurements. Nowadays, this approach is ap-
pended with nano-morphology with the help of scanning electron microscopy which re-
veal unknown morphological details facilitating the taxonomy work. A new species of the
genus Laimaphelenchus is recently described. Laimaphelenchus belgradiensis is discove-
red on a black pine showing symptoms similar to those caused by Bursaphelenchus xylop-
hilus. Although both species belong to the same family and are similar in morphological
sense, females of both species have the vulval flap and males have similar spicules, they
possess significant differences. The main morphological difference is the presence of su-
pplementary tail organs-tubercles with finger-like protrusions, visible only with scanning
electron microscope. The role of the protrusions is explained and a key to species of the
genus Laimaphelenchus is given in this paper.

Key words: Laimaphelenchus belgradiensis, nano-morphology, tubercles, finger-like
protrusions
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