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1. WSTEP

Pszenica i1 kukurydza zajmuja jedno z czolowych miejsc w §wiatowej produkeji
zboz [Shiferaw i in., 2013]. W czasie wegetacji narazone sa na infekcje ze strony
patogenicznych organizméw. W ostatnich latach z powodu zachodzacych zmian
Klimatycznych obserwuje si¢ wzrost choréb powodowanych przez fitoplazmy
[Hogenhout i in., 2008; Bertaccini i Duduk, 2009; Salar i in., 2013].

Fitoplazmy to znane od po6t wieku fitopatogeniczne bakterie nalezace do klasy
Mollicutes. Przedstawicielami tej klasy sa patogeny roslin, owadow, zwierzat 1 ludzi,
ktore charakteryzuja si¢ brakiem $ciany komorkowej oraz zredukowanym genomem.
Fitoplazmy sa endopasozytami: ro$lin i owadow. W zywicielu roslinnym ich
wystepowanie ograniczone jest do tkanki tyka, gdzie przemieszczajg si¢ systemicznie
wraz z sokiem roslinnym. Z kolei u owadéw bedacych wektorami bakterie przedostaja
si¢ z przewodu pokarmowego do gruczotow §linowych, a nastepnie uwalniane sg do
nowych zywicieli ro§linnych w trakcie zerowania [Marcone i in., 1999; Oshima i in.,
2004; Hogenhout i in., 2008].

Bakterie z rodzaju ‘Candidatus Phytoplasma’ sg sprawcami chorob u ponad 1000
gatunkow roslin [Namba, 2019]. Wickszos$¢ zidentyfikowanych zywicieli stanowig
rosliny dwuliscienne. U roslin jednolisciennych, zaréwno uprawnych jak i chwastow
najwigkszy odsetek infekcji fitoplazmatycznych odnotowano w rodzinie Poaceae
[Seemiiller i in., 2002; Jurga i Zwolinska, 2020b].

Rozwdj choroby fitoplazmatycznej czesto prowadzi do silnego zaburzenia
funkcjonowania tyka oraz rownowagi hormonéw roslinnych, w wyniku czego powstajg
rézne zmiany morfologiczne u roslin. Bywa, ze przebieg infekcji jest bezobjawowy i
nie stanowi zagrozenia dla zywicieli [Lee i in., 2000; Christensen i in., 2005; Pagliari i
in., 2016; Pradit i in., 2019].

Rozprzestrzenianie i przetrwanie fitoplazm w $rodowisku zwigzane jest z
obecno$cia owadoéw. Sa one naturalnymi rezerwuarami fitoplazm 1 odgrywaja
kluczowa role w przenoszeniu tych patogendéw. Obecnie za wektory uznawanych jest
blisko 100 gatunkéw owadow z rzedu pluskwiakéw (Hemiptera). Najliczniejsza grupg
stanowig owady z rodziny Cicadellidae, z podrodziny Deltocephalinae [Lee i in., 2000;
Weintraub i Beanland, 2006; Wilson i Weintraub, 2007; Weintraub i Jones, 2009].

W Polsce badania nad fitoplazmami oraz ich biologiag sa prowadzone przez

nielicznych badaczy. W uprawach rolniczych obecnos¢ bakterii ‘Ca. Phytoplasma’



potwierdzono u roslin rzepaku ozimego [Zwolinska i in., 2011a; Zwolinska i in.,
2011b], grochu siewnego [Zwolinska i in., 2012], buraka cukrowego [Zwolinska i in.,
2016], oraz kukurydzy [Zwolinska i Borodynko-Filas, 2021]. Malo wiadomo o
wystepowaniu fitoplazm w uprawach zbdz. Brakuje rowniez danych na temat
gatunkow owaddw biorgcych udziat w rozprzestrzenianiu tych patogendéw w srodkowej
czesci Europy.

Jak dotad nie ma skutecznych metod zwalczania fitoplazm. Obecnie stosowane sg
dziatania profilaktyczne oparte na uzywaniu insektycydow w celu ograniczania
rozprzestrzeniania patogenu przez owady oraz usuwaniu zrodetl infekcji. W zwiazku z
tym dostarczenie kluczowych informacji odnosnie obecnos$ci fitoplazm oraz owadow
bedacych wektorami moze by¢ fundamentalnym elementem stuzagcym ograniczaniu

infekcji fitoplazmatycznych [Bertaccini i in., 2014].

2. CEL PRACY I HIPOTEZA BADAWCZA

W ostatnich latach na obszarze Polski odnotowuje si¢ wzrost Sredniej temperatury
powietrza. Ciepta i dluga jesien sprzyja aktywnosci owadow, co zwigksza ryzyko
pojawow chorob fitoplazmatycznych w szczegdlnosci u roslin ozimych. Uprawy te
wiosng bedg rezerwuarem bakterii przenoszonych m. in. na kukurydzg.

Celem niniejszej rozprawy doktorskiej jest ocena zagrozenia przez fitoplazmy
uprawom pszenicy ozimej i kukurydzy oraz wskazanie potencjalnych wektorow.

Hipotezy badawcze zaktadaja, ze:

e Fitoplazmy mogg by¢ zagrozeniem dla upraw pszenicy i kukurydzy;

e Podatnos¢ na zakazenie fitoplazmami dwoch gatunkow roslin uprawnych jest
zrdznicowana;

e Istnieje zroznicowana reakcja odmian na chorobg fitoplazmatyczng;

e Skoczek szeSciorek Macrosteles laevis (Ribaut 1927) oraz zglobik
smuzkowany Psammotettix alienus (Dahlbom 1850) sg wektorami fitoplazm w

uprawie pszenicy i kukurydzy.



3. PRZEGLAD LITERATURY
3.1.  Ogdlna charakterystyka fitoplazm

Do roku 1967, z uwagi na podobne symptomy, za czynnik sprawczy chorob
fitoplazmatycznych uznawano wirusy. Jednak badania tkanek roslinnych nie ujawnity tego
typu patogenéw [Doi i in., 1967; Lee i in., 2000]. Przelomem w pracy nad fitoplazmami
byto dostrzezenie pod mikroskopem elektronowym sferycznych ciat we fragmentach tyka
ros§lin wykazujacych objawy zoltaczki, karlowatosci 1 czarcich miotel. Obserwowane
komorki byty wielkosci 0,2-0,8 um oraz nie posiadaty Sciany komorkowej i otoczone byty
tylko pojedyncza btong komodrkowa. Charakteryzowaly si¢ réwniez pleomorfizmem 1
wrazliwos$cig na antybiotyki z grupy tetracyklin. Z powodu wizualnego podobienistwa do
mykoplazm nazwano je organizmami mykoplazmopodobnymi (MLO) [Hogenhout i in.,
2008; Kube i in., 2012].

Pod koniec lat 80. XX wieku potwierdzono wczesniej sugerowane informacje, ze
Acholeplasma, Mycoplasma i Spiroplasma stanowig jedng lini¢ ewolucyjng i pochodzg od
bakterii Gram-dodatnich [Woese i in., 1980; Woese, 1987; Weisburg i in., 1989]. Lim i
Sears [1989] analizujac sekwencje genu 16S rRNA organizmu nalezacego do grupy
z6Mtaczki astra, wykazali przynaleznos¢ MLO do klasy Mollicutes i blizsze pokrewienstwo
z rodzajem Acholeplasma niz z Spiroplasma czy Mycoplasma. Kolejne analizy
filogenetyczne MLO wskazaty ich grupowanie w osobnym kladzie wewnatrz klasy
Mollicutes [Seemiiller i in., 1994].

Na X Kongresie Miedzynarodowej Organizacji Mykoplazmatycznej, w roku 1994
przyjeto nazwe ‘fitoplazma’. Dekade pdzniej fitoplazmy zaliczono do nowego rodzaju

‘Candidatus (Ca.) Phytoplasma’ (Tab. 1) [IRPCM, 2004].

Tab. 1. Taksonomia fitoplazm

Kroélestwo Bacteria
Typ Firmicutes
Klasa Mollicutes
Rzad Acholeplasmatales
Rodzina Acholeplasmataceae
Rodzaj ‘Candidatus Phytoplasma’




3.2. Klasyfikacja fitoplazm

Istniejg dwa systemy stuzace klasyfikowaniu fitoplazm, opierajace si¢ o gen kodujacy
16S rRNA. Pierwszy z nich wykorzystuje analiz¢ polimorfizmu dhigosci fragmentow
restrykcyjnych (RFLP). W tym celu produkty o dtugosci 1,2 kb pochodzace z reakcji PCR
poddawane sa trawieniu z siedemnastoma enzymami restrykcyjnymi, a produkty tych
reakcji rozdzielane w celu porownania dlugoséci. Alternatywnie, produkt PCR jest
sekwencjonowany. Uzyskane sekwencje nalezy wprowadzi¢ do narzgdzia iPhyClassifier,
ktory symuluje trawienie 17 enzymami restrykcyjnymi i elektroforez¢ zelowa. Na tej
podstawie iPhyClassifier generuje wirtualny profil RFLP, uznawany za tzw. ,,odcisk palca”
fitoplazm. W oparciu o wynik wspoiczynnika podobienstwa, ktory uzyskano w
zestawieniu analizowanego profilu ze wzorcami RFLP mozna okresli¢ przynalezno$¢
fitoplazmy do grupy 16Sr, a takze ich podgrupy [Zhao i in., 2009]. Klasyfikacja fitoplazm
wedlug grup rybosomalnych pokrywa si¢ z grupowaniem kompletnych sekwencji genu
16S rRNA w analizie filogenetycznej [Lee i in., 1998].

Drugi z systeméw okresla fitoplazmy do gatunku ‘Ca. Phytoplasma’ (Tab. 2), poprzez
dopasowanie sekwencji nukleotydow genu 16S rRNA do sekwencji referencyjnych
fitoplazm. Otrzymany procent identycznosci migdzy sekwencjami decyduje o ich
przynaleznosci. Wartos¢ wskaznika <97,5% sugeruje obecno$¢ nowego gatunku ‘Ca.
Phytoplasma’ [Duduk i Bertaccini, 2011].

Informacje dostarczone z obu powyzszych analiz sekwencji tego samego genu
umozliwiajg sklasyfikowanie szczepow fitoplazm wyosobnionych w badaniach. Do chwili
obecnej opisano 47 gatunkow ‘Ca. Phytoplasma’, ktore nalezg do 37 grup 16Sr i dzielg si¢
na ponad 100 podgrup (Tab. 2) [Yang i in., 2017; Zhao i in., 2021].

Tab. 2. Klasyfikacja fitoplazm

Grupa 16Sr Gatunek ‘Candidatus Phytoplasma’

‘Ca. Phytoplasma asteris’
16Srl ‘Ca. Phytoplasma lycopersici’
‘Ca. Phytoplasma tritici’

‘Ca. Phytoplasma aurantifolia’
16Srll
‘Ca. Phytoplasma australasia’

16Srlil ‘Ca. Phytoplasma pruni’




Grupa 16Sr Gatunek ‘Candidatus Phytoplasma’
16Srlv ‘Ca. Phytoplasma palmae’
‘Ca. Phytoplasma ulmi’
‘Ca. Phytoplasma ziziphi’
16Srv yiop P
‘Ca. Phytoplasma rubi’
‘Ca. Phytoplasma balanitae’
‘Ca. Phytoplasma trifolii’
16SrVI yiop
‘Ca. Phytoplasma sudamericanum’
16SrVII ‘Ca. Phytoplasma fraxini’
16SrVIlI ‘Ca. Phytoplasma luffae’
16SrIX ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’
‘Ca. Phytoplasma mali’
‘Ca. Phytoplasma prunorum’
16SrX yiop P
‘Ca. Phytoplasma pyri’
‘Ca. Phytoplasma spartii’
‘Ca. Phytoplasma oryzae’
16SrXI yiop Y
‘Ca. Phytoplasma mali’

‘Ca. Phytoplasma solani’
‘Ca. Phytoplasma australiense’
16SrXII ‘Ca. Phytoplasma japonicum’
‘Ca. Phytoplasma fragariae’

‘Ca. Phytoplasma convolvuli’

‘Ca. Phytoplasma hispanicum’

16SrXIil
‘Ca. Phytoplasma meliae’

16SrXIV ‘Ca. Phytoplasma cynodontis’
16SrXV ‘Ca. Phytoplasma brasiliense’
16SrXVI ‘Ca. Phytoplasma graminis’
16SrXVII ‘Ca. Phytoplasma caricae’
16SrXVI1lI ‘Ca. Phytoplasma americanum’
16SrXIX ‘Ca. Phytoplasma castaneae’




Grupa 16Sr Gatunek ‘Candidatus Phytoplasma’
16SrXX ‘Ca. Phytoplasma rhamni’
16SrXXI ‘Ca. Phytoplasma pini’
L6SrXXII ‘Ca. Phytoplasma palmicola’

‘Ca. Phytoplasma cocosnigeriae’
16SrXXI11I *nc.; Buckland valley grapevine yellows
16SrXXIV nc.; Sorghum bunchy shoot group
16SrXXV nc.; Weeping tea tree witches’ broom group
16SrXXVI nc.; Mauritius sugar cane yellows D3T1

16SrXXVIII nc.; Havana derbid phytoplasma group

16SrXXIX ‘Ca. Phytoplasma omanense’
16SrXXX ‘Ca. Phytoplasma tamaricis’
16SrXXXI ‘Ca. Phytoplasma costaricanum’
16SrXXXII ‘Ca. Phytoplasma malaysianum’
16SrXXXIII ‘Ca. Phytoplasma allocasuarinae’

LESIXXXV] ‘Ca. Phytoplasma cynodontis’

‘Ca. Phytoplasma wodyetiae’
16SrXXXVII ‘Ca. Phytoplasma stylosanthis’
- ‘Ca. Phytoplasma noviguineense’

*nc. - niescharakteryzowany

3.3.  Wplyw fitoplazm na roS$line zywicielska

Porazenie ro$lin przez fitoplazmy powoduje zaburzenia roéwnowagi regulatorow
wzrostu, co doprowadza do karlowato$ci, skrocenia migdzywezli oraz powstawania
»,czarcich miotet” w wyniku proliferacji pedoéw. Wsérdéd objawdéw  chordb
fitoplazmatycznych czgsto obserwOwane jest znieksztalcenie kwiatostanu, ktorego
elementy zamieniaja si¢ w liSciaste struktury, nazywane fyllodiami oraz ulegaja
wirescencji, czyli zazielenianiu ptatkow korony kwiatoéw. Zmiany w obrgbie kwiatéw
doprowadzaja do ich sterylnosci. Ponadto rozwoj fitoplazm powoduje drobnienie lisci,
stadmienia todygi, zmiany zabarwienia czg¢sci nadziemnej czy tez wzrost liczebno$ci
wlo$nikow [Lee i in., 1998; Olivier i in., 2009a; Duduk i Bertaccini, 2011; Namba i in.,
2019]. W niektorych przypadkach obecnos$¢ fitoplazm w tkankach roslinnych jest cecha
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pozadang. Przykladem jest uprawa poinsecji (Euphorbia pulcherrima Wild. ex Klotzsch),
w ktorej wykorzystuje si¢ fitoplazm¢ z podgrupy 16Srlll-H odpowiedzialng za indukcje
pedow poinsecji (PoiBI) w celu uzyskania wigkszej ilosci kwiatow [Nicolaisen i Horvath,
2008]. Zakazenie ro$lin przez fitoplazmy moze przebiega¢ rowniez bezobjawowo.
Utrudnia to kontrolowanie oraz ograniczanie rozprzestrzeniania si¢ patogenu [Soufi i
Komor, 2014; Donkersley i in., 2019].

Coraz wigkszego znaczenia nabieraja badania nad rolg efektorow i sposobem ich
dzialania w ros$linach zywicielskich. Komorki fitoplazm poprzez wydzielanie biatek
efektorowych, oddziatlujagcych z niektorymi czgsteczkami gospodarza roslinnego,
prowadza do nieprawidlowosci rozwojowych. Ta interakcja jest bardzo specyficzna,
poniewaz tylko kompatybilne czgsteczki gospodarza sg rozpoznawane przez efektory
fitoplazmy [Bai i in., 2009; Hoshi i in., 2009; Sugio i in., 2011b]. Jednym z przyktadow
biatka efektorowego jest SAP11, ktoérego ekspresja u organizmu modelowego Arabidopsis
thaliana (L.) Heynh., wywotata nadmierng proliferacj¢ pedow (tzw. czarcie miotly),
falowanie brzegow lisci i uposledzenie systemu obronnego roslin. Potwierdzono rowniez,
ze SAP11 uczestniczy w interakcji owadow 1 roslin oraz korzystnie oddziatuje na rozwoj
wektorow fitoplazm [Sugio i in., 2011b]. Innym biatkiem efektorowym AY-WB, ktérego
rola zostala opisana jest SAP54. W systemie modelowym uwzgledniajacym A. thaliana
jego obecnos¢ skutkowata wystgpowaniem lisciastych platkow kwiatowych, zwanych
fyllodiami [MacLean i in., 2011]. Z kolei aktywnos¢ efektora SAPOS przediuza zywotnos¢
zywiciela oraz powoduje proliferacje lisci i sterylnos¢ pedow [Huang i in., 2021].
Efektorem wydzielanym przez fitoplazme zoéttaczki cebuli (OY) jest bialko TENGU.
Ekspresja TENGU u A. thaliana i Nicotiana benthamiana L. odpowiedzialna byla za
karlowatos¢, tworzenie czarcich miotet i zaburzenia fitohormondéw np. zakldcanie szlaku

sygnatowego auksyny [Hoshi i in., 2009; Minato i in., 2014].

3.4.  Przenoszenie fitoplazm
3.4.1. Przez owady

Glownym sposobem rozprzestrzeniania organizmow fitoplazmatycznych w srodowisku
sa owady. Wektorami bakterii ‘Ca. Phytoplasma’ sa owady z rzedu pluskwiakow
(Hemiptera), nalezace do podrzedu piewikow (Auchenorrhyncha): Cicadomorpha i
Fulgoromorpha oraz gatunki z rodziny Psyllidae (podrzad Sternorrhyncha). Ich
skuteczno$¢ w przenoszeniu fitoplazm wynika z hemimetabolizmu, sposobu zerowaniu, w

ktorym nie dochodzi do uszkodzenia tkanek i1 wywolania reakcji obronnych roslin oraz
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trwalego zwigzku owadow z patogenem, ktéry ustaje dopiero w momencie ich $mierci
[Weintraub i Beanland, 2006].

Wektory fitoplazm odzywiaja si¢ sokiem roslinnym. W czasie Zerowania oprocz
sktadnikow pokarmowych dodatkowo pasywnie pobierajg bakterie znajdujace si¢ w tyku
roélin. Czas nabywania fitoplazm (AAP) moze trwa¢ od kilku minut do nawet kilku
godzin. Komorki fitoplazm przedostaja si¢ do jelita srodkowego owada i zasiedlaja jego
komorki oraz sgsiadujace migsnie. W okresie latencji (LP), ktory trwa co najmniej 10 dni
fitoplazmy ulegaja replikacji i przedostajg si¢ do hemolimfy. Ostatecznie trafiajg i
kumulujg si¢ W gruczotach §linowych, a podczas zeru inokulacyjnego komorki bakterii

znajdujace sie¢ w Slinie owadow infekujg rosliny [Sugio i in., 2011a] (Ryc. 1).

b systemic invasion of insect

a Acquisition feeding € Inoculation feeding

Phytoplasma Intestines Salivary glands Intestines
Hemolymph Phytoplasma Hemolymph

Plant sieve cells

d Systemic infection of plant

Ryc. 1. Cykl rozwojowy fitoplazm [Sugio i in., 2011a].

3.4.2. Inne sposoby
Fitoplazmy moga by¢ réwniez przenoszone w procesie rozmnazania wegetatywnego,

takiego jak szczepienie roslin, produkcja sadzonek oraz mikrorozmnazanie w warunkach

in vitro [Weintraub i Beanland, 2006; Bertaccini i Duduk, 2009]. Przedostanie si¢
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fitoplazm na nowe rosliny zywicielskie moze zachodzi¢ za pomoca rosliny pasozytnicze;j
jaka jest kanianka (Cuscuta sp.) [Kaminska i Korbin, 1999; Pribylova i Spak, 2013].

Sposob przenoszenia poprzez polaczenie elementdw rosliny zainfekowanej oraz
zdrowej zostal potwierdzony podczas badan nad Ca. Phytoplasma mali, gdzie do
transportu  komorek fitoplazmatycznych zostaly wykorzystane ,,mosty korzeniowe”
utworzone pomi¢dzy drzewami jabtoni [Ciccotti i in., 2008].

W 2002 roku Khan i in. przedstawili pierwsze dowody na obecno$¢ fitoplazm w
nasionach lucerny. Z wysianych nasion, ktore pochodzily od rosliny matecznej zakazone;j
fitoplazmg, w warunkach in vitro otrzymano rosliny z objawami choroby
fitoplazmatycznej. W kolejnych latach mechanizm ten potwierdzono u gozdzika (Dianthus
spp.) [Seruga-Music i in., 2004), na pomidorze (Solanum licopersicum L.) oraz limonce
(Citrus aurantifolia) [Botti i Bertaccini, 2006]. W tupinie nasiennej moreli
zidentyfikowano Europejska zoltaczke drzew pestkowych (ESFY) [Necas i in., 2008].
Natomiast w ziarnie morwy odnotowano fitoplazm¢ powodujaca karfowatos¢ morwy
[Jiang i in., 2004]. W swoich badaniach Nipah i in. [2007] wykazali obecnos¢ fitoplazmy
z6taczki astra (Ca. Phytoplasma asteris) w ziarnie kukurydzy, ktore zebrano z
zainfekowanych roslin. Zwolinska i in. [2012] potwierdzili wystepowanie fitoplazmy
stotburu w ros$linach grochu (Pisum sativum L.) otrzymanych z zainfekowanych nasion.
Ca. Phytoplasma asteris wykryto takze w nasionach rzepaku ozimego, ktére pochodzily od
ro$lin zainfekowanych z objawami oraz bez objawow. Uzyskane rosliny w kolejnym
pokoleniu posiadaty ten sam izolat patogenu, ktory zidentyfikowano w roslinie matecznej
[Olivier i in., 2006; 2010]. Oropeza i in. [2017] potwierdzili przenoszenie fitoplazmy z
grupy 16SrIV powodujacej $miertelng chorobe zolkniecia palmy kokosowej (LY) z
zarodkow do siewek hodowanych in vitro. Olivier i Galka [2008] w mlodych fodygach
rzepaku zidentyfikowali fitoplazme z podgrupy 16SrI-B. Jednak po fazie czwartego liScia
(BBCH 14) wynik byl ujemny. Ponadto prowadzone sg badania na temat mozliwosci

przenoszenia fitoplazm wraz z ziarnem pszenicy [Satta i in., 2019].

3.5. Wystepowanie fitoplazm

3.5.1. W uprawie pszenicy ozimej

Najwazniejsza chorobg pszenicy ozimej jest biekitna kartowatos¢ pszenicy (Wheat blue
dwarf), ktorej czynnikiem sprawczym jest ‘Ca. Phytoplasma asteris’. Babaei i in. [2021]

uznali, ze czynnik odpowiedzialny za WBD reprezentuje nowy takson ‘Ca. Phytoplasma

tritici’. Pierwsze doniesienie 0 WBD pojawito si¢ w latach 60. XX wieku w Chinach.
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Obecnie jest jedng z najbardziej szkodliwych pod wzgledem ekonomicznym chorob zboz
w potnocno-zachodnich Chinach [Zhao i in., 2021].

Rosliny zainfekowane WBD charakteryzuja si¢ karfowatym pokrojem oraz zwinigtymi
lis¢mi. Na przelomie marca i kwietnia na koncach blaszki lisciowej pojawiaja si¢
chlorotyczne przebarwienia. W dluzszej perspektywie czasu objawy te moga ustepowac.
Natomiast dolne liscie oraz todyga staja si¢ intensywnie zielono-niebieskie, pogrubione i
sztywne. Infekcja przyczynia si¢ do deformacji kwiatostandw, ktoéra prowadzi do ich
sterylno$ci. Zjawisko to wptywa na wytworzenie mniejszej ilosci ziarniakow, a te ktore
powstang moga by¢ zdeformowane lub stabo niewyksztalcone. Na niektérych odmianach
pszenicy zaobserwowa¢ mozna znieksztalcenia calych ro$lin, gnicie korzeni, a w
najgorszym wypadku ich obumieranie [Wu i in., 2010; Chen i in., 2014].

Choroba WBD wywotywana jest przez fitoplazme nalezacg do grupy rybosomalne;j
16Srl. Szczegoélowe analizy pozwolity wyodrebni¢ poszczegdlne podgrupy tj. 16SrI-B,
16Srl-C oraz 16Srl-S, ktore sg odpowiedzialne za powstawanie objawow chorobowych u
pszenicy [Chen i in., 2014].

W ostatnich latach w Indiach na pszenicy zwyczajnej (Triticum aestivum L.) oraz
pszenicy twardej (T. durum L.) odkryto nowa chorobg, ktorg wywoluje fitoplazma z
podgrupy 16SrXI-B. Na roslinach pszenicy widoczna byta smugowato$¢, zotknigcie lisci

oraz zahamowanie wzrostu [Rao i in., 2017].

3.5.2. Wektory fitoplazm pszenicy ozimej

Potwierdzonym wektorem choroby WBD jest Psammottetix striatus L. nalezacy do
rodziny Cicadellidae. Gatunek ten powszechnie wystepuje w Azji, natomiast w Europie
odnotowano pojedyncze osobniki. Szkody bezposrednie wynikajace z zerowania P.
striatus na pszenicy nie sg znaczgce, ale mozliwos¢ zakazania roslin fitoplazma zalicza go
do szkodnikow pszenicy o najwiekszym znaczeniu ekonomicznym [Chen i in., 2014].

W warunkach laboratoryjnych dowiedziono, ze P. striatus przenosi WBD na inne
rosliny zbozowe tj. proso zwyczajne (Panicum miliaceum L.) i zyto (Secale cereale L.)
[Wu i in., 2010]. Z kolei w uprawie marchwi owad ten mial zdolno$¢ nabywania

fitoplazmy z podgrupy 16SrXII-A [Drobnjakovic i in., 2010].

3.5.3. W uprawie kukurydzy

Krzaczasto$¢ kukurydzy (MBS) to jedna z choréb fitoplazmatycznych zagrazajacych

uprawie kukurydzy. Pierwsze obserwacje objawoéw wywotanych przez MBS miaty miejsce
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w Meksyku w roku 1955 [Maramorosch, 1955]. Dopiero w latach 80. ubieglego wieku
potwierdzono, ze czynnikiem sprawczym byta fitoplazma [Nault 1980]. Szczegdlowe
badania wykazaty, ze choroba powodowana jest przez fitoplazmy z podgrupy 16Srl-B [Lee
i in., 1993; Lee i in., 2004]. Pierwsze objawy na kukurydzy moga pojawiaé si¢ po 3
tygodniach od inokulacji fitoplazmg MBS. Na milodych lisciach wierzcholkowych
wystepuje silna chloroza brzezna, ktora przewaznie nie obejmuje lisci starszych.
Zainfekowane ro§liny charakteryzuja si¢ zahamowanym wzrostem oraz czerwienieniem
lisci, ktore widoczne jest w starszych fazach wegetacyjnych. Rozwdj choroby prowadzi do
powstawania licznych, bocznych rozgalezien. Liscie intensywnie zwijaja si¢ oraz fatwo
ulegaja odrywaniu od nerwu glownego. Z kolei mtode liscie pozostajg zamknigte w okotku
1 nie rozwijaja si¢ catkowicie. Na blaszce lisciowej obserwuje si¢ zmiany martwicze.
Zaburzony zostaje rowniez rozwdj systemu korzeniowego [Nault 1980; Orlovskis i in.,
2017]. Dotychczas objawy MBS obserwowano jedynie na komercyjnych odmianach
kukurydzy. Nowe badania wskazuja na ogniska tej choroby takze na rodzimych, lokalnych
odmianach kukurydzy uprawianej w rejonach gorskich Meksyku. Zainfekowane ro$liny
kukurydzy sg skartowaciale, posiadaja zdeformowane kwiatostany i kolby oraz drobne
liscie, a na ich powierzchni pojawiaja si¢ czerwieniejace, chlorotyczne pasy [Pérez-Lopez 1
in.,, 2016]. Obecnos¢ fitoplazmy wywolujgcej krzaczastos¢ kukurydzy zostata
potwierdzona w Peru [Nault i in., 1979; Hodgetts i in., 2009], Nikaragui [Hruska i in.,
1996], Kostaryce [Harrison 1996], Belize [Henriquez i in., 1999], Brazylii [Bedendo i in.,
1997], Kolumbii [Alvarez i in., 2014] i Indiach [Rao i in., 2017a]. We wszystkich tych
krajach przyczyne choroby identyfikowano jako fitoplazme nalezaca do podgrupy 16SrI-B.

Druga chorobg o podlozu fitoplazmatycznym zagrazajaca uprawie kukurydzy jest
czerwienienie kukurydzy (MR). Jej obecnos¢ do tej pory rejestrowana jest w rejonie
Balkanéw. Po raz pierwszy zostala odnotowana w Serbii, w roku 1957. W okresach
bezdeszczowych rozwoj choroby nasila si¢ 1 objawy moga by¢ widoczne na ok. 90% roslin
na plantacji. Infekcja MR wplywa na zmniejszenie ilosci plonu $rednio o 50% [Jovié 1 in.,
2007]. W odréznieniu od MBS roéliny zainfekowane przez MR nie ulegaja proliferacji
oraz zahamowaniu wzrostu. Rozwijaja si¢ prawidtowo do momentu kwitnienia, a pierwsze
objawy w postaci czerwonych przebarwien tkanek w poblizu nerwu gldwnego pojawiaja
si¢ na koncu lipca i sukcesywnie przechodza w kierunku czeséci szczytowej liScia. W
wyniku czerwienienia kukurydzy ziarno w kolbie jest znieksztalcone, a jego ilo$¢
zredukowana. Tempo rozwoju choroby uwarunkowane jest temperaturg powietrza. Im

cieplej tym szybsze wigdnigcie, postepujace od gornej czesci rosliny ku dotowi. Korzenie
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kukurydzy ulegaja nekrozie i przypominaja porazenie przez grzyby z rodzaju Fusarium.
Objawy widoczne s3 na pojedynczych roslinach, losowo rozmieszczonych na polu.
Rozwoj choroby rozpoczyna si¢ najczesciej od krawedzi pola, z obszaréw obwodowych
tj.: rowy, miedze, brzeg pola, do wewnatrz. Ma to zwigzek z kierunkiem naptywu owadow
[Duduk i Bertaccini 2006; Hollingsworth i in., 2008; Purar i in., 2009]. Dopiero w roku
2006 zidentyfikowano patogen czerwienienia kukurydzy jako fitoplazme stotburu [‘Ca.
Phytoplasma solani’], reprezentujacg podgrupe 16SrXII-A [Duduk i Bertaccini 2006].

3.5.4. Wektory fitoplazm kukurydzy

Na kontynentach obu Ameryk zdolnos$¢ przenoszenia MBS potwierdzono u owadow
rodzaju Dalbulus. Glownym i najefektywniejszym wektorem jest gatunek D. maidis
(Delong). Waznymi w transmisji MBS sg D. elimatus i Graminella nigrifrons (Forbes).
Owady te oprocz zdolnosci przenoszenia fitoplazm majg tez mozliwos$¢ przenoszenia
spiroplazm (Spiroplasma kunkelii), bedacych zagrozeniem dla uprawy kukurydzy [Ebbert i
Nault 2001; De Oliveira i in., 2007; Pérez-Lopez i in., 2018].

Glownym wektorem odpowiedzialnym za transmisje¢ fitoplazmy stotburu (MR) jest
piewik Reptalus panzeri (Low). Jest to polifag powszechnie wystepujacy w potudniowo-
wschodniej Europie. Jego cykl rozwojowy jest SciSle zwigzany z uprawa kukurydzy.
Zywotno$¢ osobnikéw dorostych wynosi okoto 1 miesiaca, dlatego podczas zimowania w
poblizu korzeni, nimfy sg zdolne pobra¢ z nich fitoplazme. Pozostawione korzenie roslin
po zbiorach stanowig doskonate inokulum fitoplazm [Jovi¢ i in., 2009]. Duze populacje
tego owada spotyka si¢ na zainfekowanych polach, a testowanie odlowionych owadow
wykazato, ze srednio 20% jest nosicielem fitoplazmy ‘Ca. Phytoplasma solani’. R. panzeri
jest rowniez wektorem fitoplazmy z podgrupy 16SrXII-A w uprawie winoro$li [Palermo i
in., 2004]. Alternatywnym wektorem fitoplazmy czerwienienia kukurydzy moze by¢
Hyalesthes obsoletus (Signoret), ktory spotykany jest na obrzezach po6l kukurydzy. W
warunkach eksperymentalnych wykazano, ze moze on zakaza¢ kukurydz¢ chorobg MR

[Mori iin., 2013].

3.6.  Wykrywanie fitoplazm

Pierwsze metody shuzace identyfikacji bakterii fitoplazmatycznych opieraly si¢ glownie
o symptomatologi¢, zakres roslin zZywicielskich, mechanizm przenoszenia przez wektory
oraz obserwacje w mikroskopie elektronowym [Shiomi i Sugiura, 1984; Chiykowski,
1991; Lee i Davis, 1992; Marcone i Ragozzino, 1996]. W latach 80. XX wieku rozwinetly
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si¢ techniki serologiczne, ktoére polegaly na stosowaniu m. in. poliklonalnych i
monoklonalnych przeciwcial, metodzie dot-blot oraz tescie ELISA [Boudon-Padieu i in.,
1989; Lee i in., 1993; Chen i in., 1994; Saeed i in., 1994].

Wykrywanie bakterii ‘Ca. Phytoplasma’ z uzyciem mikroskopii §wietlnej z uwagi na
trudnosci w bezposredniej obserwacji wymaga zastosowania pewnych rozwigzan. W tym
celu stosuje si¢ barwienie za pomoca np. DAPI (4'-6-diamidyno-2-fenyloindol), ktory jest
najczesciej stosowany w diagnostyce fitoplazm. Technika barwienia DAPI jest prosta
metoda, ktora zostala opracowana w celu potwierdzenia obecnosci fitoplazm w skrawkach
zakazonych tkanek. DAPI wigze si¢ z DNA bogatym w adening i tyming, dzigki czemu
fitoplazmy zlokalizowane wsérod komorek tyka mozna uwidoczni¢ pod mikroskopem
fluorescencyjnym. Procedura jest szybka, tatwa w uzyciu, niedroga i moze by¢ stosowana
jako wstepna metoda wykrywania fitoplazm w zakazonych ro$linach [Andrade i
Arismendi, 2013].

Od ponad 30 lat transmisyjna mikroskopia elektronowa (TEM) jest jedng z najbardziej
wiarygodnych i skutecznych metod wykrywania fitoplazm [Poghosyan i in., 2004].
Technika ta umozliwita nie tylko diagnozg, ale takze badanie interakcji roslina-fitoplazma
[Musetti i in., 2000]. Po raz pierwszy zostata z powodzeniem wykorzystana do znalezienia
i opisania fitoplazm zwigzanych z chorobg zottaczki [Doi i in., 1967]. Komorki fitoplazmy
sa mate 1 pleomorficzne, dlatego do ich bezposredniej obserwacji wymagane jest
powigkszenie 1 rozdzielczo§¢ mikroskopu elektronowego oraz badanie cech
morfologicznych i strukturalnych w rurkach sitowych chorych roslin zywicielskich [Lee i
in., 2000; Chapman i in., 2001]. Radziej stosowang metodg wykrywania fitoplazm jest
technika skaningowej mikroskopii elektronowej (SEM) stuzaca obserwacji komorek
fitoplazm w tkance tyka zaatakowanych roslin [Lebsky i in., 2011]. Techniki mikroskopii
elektronowej sg czasochtonne, wymagaja wykwalifikowanego personelu, nadal sa drogie i
nie nadajg si¢ do szybkich zastosowan diagnostycznych [Nejat i Vadamalai, 2013].

Inng metoda stuzacg wykrywaniu fitoplazm jest fluorescencyjna hybrydyzacja in situ
(FISH), w ktorej jako sondy mozna zastosowaé sekwencje starterow. FISH moze by¢
stosowana m.in. do specyficznej identyfikacji grup taksonomicznych fitoplazm, podgrup
i/lub szczepoéw i dynamiki populacji fitoplazm w srodowisku [Webb i in., 1999; Bulgari i
in., 2011].

Rozwdj technik molekularnych w latach 90. ubieglego wieku umozliwit wykrywanie
fitoplazm na wigksza skale. Wowczas analiza opierata si¢ o sondy molekularne, ktore

wykazywaty komplementarno$¢ wobec patogenu zasiedlajacego rosliny oraz owady
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[Kirkpatrick i in., 1987; Lee i in., 1992a, b; Bertaccini i in., 1993]. W kolejnych latach
szybka amplifikacja okreslonego fragmentu DNA zyskata na popularnosci, dzigki reakcji
tancuchowej polimerazy (PCR) [Ahrens i Seemiiller, 1992; Namba i in., 1993; Schneider i
in., 1993]. Ryzyko niewykrycia komoérek w jednej rundzie PCR spowodowato
opracowanie techniki zagniezdzonego PCR (nested-PCR). Sytuacja ta wynika z
nierbwnomiernego rozmieszczenia fitoplazm w roslinie zywicielskiej i ich niskiego miana
[Goodwin i in., 1994; Andersen i in., 1998; Hogenhout i in., 2008]. Uzyskany w pierwszej
rundzie amplikon czyli powiclony, fragment DNA, tutaj gen 16S rRNA, jest matrycg w
drugiej rundzie reakcji, w ktorej stosuje sie¢ specyficzne startery, hybrydyzujace do tego
amplikonu [Lee i in., 1994; Heinrich i in., 2001; Gholami i in., 2020]. Zastosowanie
podwdjnej reakcji powoduje wzmocnienie sygnatu i1 zwigksza szans¢ wykrycia patogenu,
ktéry wystepuje w matej koncentracji. Mimo duzej czulosci nested-PCR jest metoda
czasochlonng oraz obarczong ryzykiem zanieczyszczenia migdzy poszczegdlnymi etapami.
Zminimalizowanie czasu analiz oraz zwigkszenie czulo$ci umozliwita metoda qPCR. W
wyniku analizy generowanie amplikonéw w kolejnych cyklach termicznych zobrazowane
jest wzrastajgcym poziomem fluorescencji. Metoda ta dodatkowo daje mozliwosé
ilosciowego oznaczenia DNA [lkten i in., 2016].

Obiecujacg alternatywg wsrod metod shizacych wykrywaniu fitoplazm  jest
izotermiczna amplifikacja materiatu genetycznego (LAMP) [Tomlinson i in., 2010; Obura
i in., 2011; De Jonghe i in., 2017]. Metoda LAMP opisywana jest jako wysoce
specyficzna, wydajna i szybka [Ravindran i in., 2012]. Zastosowana polimeraza prowadzi
do wymiany nici DNA w warunkach izotermicznych bez uzycia zaawansowanego sprzetu,
czyli termocyklerow [De Jonghe i in., 2017]. Mala popularno$¢ tej metody wynika ze
zlozonos$ci projektowania wielu starteréw, wyboru odpowiednich regionow w sekwencji
genoéw tak, aby startery byly wydajne, skomplikowanej struktury uzyskanego produktu
oraz braku komercyjnych zestawow opartych na technice LAMP. Jednak metoda LAMP
ma znaczace zalety, ktore przy pewnych modyfikacjach moga by¢ wazng alternatywa dla
metody PCR i stuzy¢ np. w badaniach przesiewowych [Keikha, 2018; Schrdder, 2019;

Siemonsmeier i in., 2019].

3.7.  Populacja piewikéw w Polsce

Piewiki (Auchenorrhyncha) to owady z rzgdu pluskwiakow - Hemiptera, ktore sg
istotnym komponentem wigkszosci ekosystemow ladowych. Aktualny podziat dzieli

piewiki na dwa podrzgdy: Fulgoromorpha i Cicadomorpha [Bunalski i in., 2020]. Piewiki
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sg fitofagami, silnie zwigzanymi z okreSlonymi zespotami roslinnymi, gdzie tworza
wielogatunkowe zbiorowiska [Walczak, 2005]. Dodatkowo moga peti¢ role
bioindykatoréw, ktore sa pomocne w okreslaniu stopnia antropopresji i monitorowaniu
srodowiska [Walczak i in., 2019].

W Polsce stwierdzono obecno$¢ 6 rodzin, reprezentowanych przez 552 gatunki
[Bunalski i in., 2020]. Najbardziej rozpowszechnionymi piewikami wsrod entomofauny
p6l uprawnych sa: skoczek szesciorek (Macrosteles laevis  Ribaut), zglobik smuzkowany
(Psammotettix alienus Dahlbom), Hardya tenuis  Germar, skoczek ziemniaczak
(Empoasca pteridis Dahlbom) I skoczek trawnik (Javesella pellucida  Fabricius)
[Klejdysz, 2013; Zwolinska i in., 2017].

Najliczniejszym wsrod piewikoéw w uprawie zboz jest skoczek szesciorek (M.
laevis). Obecnos¢ pozostatych gatunkoéw oceniana jest na 1% [WWW1]. Gatunek ten
jest polifagiem o szerokim zakresie roslin zywicielskich. Najbardziej atrakcyjnym
pokarmem dla M. laevis sg zboza i trawy, a najmniej rzepak. W Polsce moze
rozwija¢ 2-3 pokolenia na zbozach ozimych i jarych [Zwolinska i in., 2017].
Aktywnos$¢ osobnikow dorostych obserwowana jest od pierwszej dekady maja do
pazdziernika. Szkodliwo$¢ M. laevis jest znaczgca, z uwagi na zdolnos¢
przenoszenia organizmoéw chorobotworczych zagrazajacych uprawie zboz. Istnieja
dowody, ze gatunek ten pelni role wektora fitoplazm zoltaczki astra, w uprawach
innych niz pszenica ozima i kukurydza [Bréak, 1979; Kaminska i Sliwa, 2005;
Zwolinska i in., 2017].

W ostatnich latach w Polsce zauwazono wzrost liczebnosci zglobika
smuzkowanego (P. alienus), dawniej nazywanego skoczkiem zbozowiakiem
[Klejdysz i Walkowski, 2008; Klejdysz, 2013]. Jest to gatunek wystgpujacy na terenie
calego kraju na zbozach oraz trawach. Biologia zglobika smuzkowanego zblizona
jest do M. laevis, jednak poszczegdlne stadia rozwojowe pojawiajg si¢ po 7-10
dniach pozniej niz u skoczka szesciorka. P. alienus jest aktywny od maja do
listopada, nawet pomimo pierwszych przymrozkoéw [Tratwal i in., 2017]. Osobniki
tego gatunku sa juz dobrze znanymi wektorami wirusa kartowatos$ci pszenicy (WDV)
w uprawie zb6z. Natomiast rola P. alienus w przenoszeniu fitoplazm w uprawie
zb0z nie jest jeszcze znana [Trzmiel i Klejdysz, 2018]. Inny wektor Psammotettix
striatus opisywany jako skuteczny wektor fitoplazmy z podgrupy 16Srl-C w innych
krajach [Wu i in., 2010].
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4. MATERIALY I METODY BADAN

4.1.  Material roslinny
4.1.1. Zebrany material roslinny

Materiat badawczy stanowily probki pszenicy ozimej (Triticum aestivum L.) oraz
kukurydzy (Zea mays L.), zbierane w rejonie potudniowo-zachodniej Polski (Rys. 2a).
Pszenica ozima znajdowata si¢ w fazie krzewienia oraz w koncowej fazie strzelania w
7zdzblo, natomiast kukurydza w fazie 7-8 liScia wlasciwego oraz koncowej fazie
wydtuzania pedu (Tab. 3).

W trakcie lustracji pol, probki pobierano losowo z powierzchni okoto 100 m? (Rys. 2b)
z pol zlokalizowanych na Ryc. 2a i Tab. 3. Pojedyncza probke tworzyty liscie pobrane z
roznych fragmentéw jednej rosliny. Lacznie zebrano po 200 probek dla kazdego z
gatunkéw, ktore umieszczono pojedynczo w plastikowym woreczku 1 przetransportowano
w lodowce przenosnej do laboratorium. Przed rozpoczgciem analiz probki przechowywano

w temperaturze 4°C.
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Ryc. 2. Miejsca poboru probek a) lokalizacje b) schemat poboru probek roslinnych.
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Tab. 3. Rodzaj prob i miejsce ich poboru

Gatunek Kod partii | Data zbioru Lokalizacja Faza

rosliny rozwojowa
Pszenica ozima | W1 3.05.2019 50°58°34°°N, 16°42°24’E | BBCH 39
Pszenica ozima | W2 4.05.2019 51°12°30°°N, 17°11°42’E | BBCH 39
Pszenica ozima | W7 10.11.2019 50°58°08°°N, 16°42°38’E | BBCH 24
Pszenica ozima | W8 11.11.2019 51°12°53°°N, 17°08°26’E | BBCH 25
Kukurydza W3 10.06.2019 50°59°19°°N, 16°42°03’E | BBCH 17
Kukurydza W4 11.06.2019 51°12°48°°N, 17°08°51’E | BBCH 18
Kukurydza W5 29.07.2019 50°59°31°°N, 16°41°23’E | BBCH 39
Kukurydza W6 29.07.2019 51°12°48°°N, 17°08°51’E | BBCH 39

4.1.2. RoSliny testowe

Ziarna pszenicy ozimej oraz kukurydzy wysiano pojedynczo do doniczek

produkcyjnych z torfem. Uprawg roslin prowadzono w szklarni w temperaturze 24°C oraz

wilgotnosci 50%, do osiagnigcia fazy 3-4 lisci wlasciwych. W badaniach wykorzystano

odmiany opisane ponize;j:

e Pszenica ozima:

- Hondia — wg Danko, odmiana o wysokim poziomie plonowania, doskonale parametry
jakosciowe ziarna na pograniczu grupy E/A. Bobrze sprawdza si¢ w op6znionym
siewie. Charakteryzuje si¢ wysoka zdrowotnos$cig wsrod pszenicy ozimych. Odmiana o
wysokiej zimotrwatosci. Mozliwa uprawa na stabszych stanowiskach.

- Tytanika — wg Danko, posiada bardzo dobre parametry jako$ciowe ziarna, na
pograniczu grupy A/B. Pszenica o bardzo dobrej zimotrwalosci. Charakteryzuje si¢
takze dobrg odpornoscig na choroby oraz bardzo dobrg odpornoscig na zakwaszenie
gleby. Przeznaczona do uprawy na glebach $redniej jakosci i stabszych.

e Kukurydza:

- Pokusa — wg HR Smolice, odmiana wczesna przeznaczona na ziarno oraz kiszonke.
Dobrze znosi stabsze stanowiska. Wykazuje wysoka tolerancje na choroby w

szczegdlnosci fuzarioze kolb.
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- Popis — wg HR Smolice, odmiana $redniopézna wykorzystywana do produkcji

kiszonki oraz biogazu. Posiada jeden z najwyzszych potencjaldéw plonowania. Toleruje

stabsze warunki glebowe. Odmiang¢ cechuje wysoka tolerancja na choroby.

4.2.  Owady

4.2.1. Zbiér potencjalnych wektoréw

Owady doroste z rzgdu pluskwiakoéw (Hemiptera) odlowiono z upraw pszenicy ozimej

oraz kukurydzy (Tab. 4) wykonujac 50 pelnych uderzen czerpakiem entomologicznym.

Czerpakowanie przeprowadzono w dwoch liniach na powierzchni ok. 100 m?. Zebrane

osobniki przeniesiono do probowki typu Falcon zawierajacej etanol o stezeniu 96%.

Tab. 4. Miejsce i czas poboru owadoéw

Uprawa na Kod Data odlowu Lokalizacja Faza
ktorej odlowu rozwojowa
odlawiano ros$lin
owady
Pszenica ozima S8 24.05.2018 50°16°25”°N, BBCH 45
18°33°12”’E
Pszenica ozima S9 17.07.2018 50°16°18” N, BBCH 87
18°33°31’E
Kukurydza 01 2.08.2018 50°59°31”°N, BBCH 51
16°41°23°E
Kukurydza 02 3.08.2018 51°12°48°N, BBCH 51
17°08°’51’E

4.2.2. Owady testowe i warunki ich hodowli

4.2.2.1. Pozyskanie owadow do badan w kierunku potwierdzenia zdolnoSci
przenoszenia fitoplazm

Osobniki doroste dwoch gatunkéw owadow: skoczka sze$ciorka Macrosteles laevis

Ribaut oraz zglobika smuzkowanego Psammotettix alienus Dahlbom, odlowiono za

pomocg czerpaka entomologicznego, z terendw srodpolnych w okolicy Poznania. Owady

kazdego gatunku umieszczono w osobnych izolatorach (po okoto 25 osobnikow) i

hodowano na zdrowych siewkach jeczmienia w kabinie szklarniowej, w warunkach

dhugiego dnia (14 godz. o$wietlenia) w temperaturze 24°C/16°C + 2°C (dzief/noc) i

wilgotnosci 50%, az do uzyskania pierwszego pokolenia potomnego F1. Nastepnie grupe
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20 owadow przetestowano w celu wykluczenia obecnosci komorek fitoplazmy. 1zolatory,
w ktorych stwierdzono brak fitoplazm w owadach uznawano za hodowle wolne od
fitoplazm (nieinfekcyjne) i utrzymywano w warunkach szklarniowych, w hodowli ciaglej,

dostarczajac sukcesywnie zdrowych siewek jeczmienia.

4.2.2.2. Pozyskanie owadow P. alienus zainfekowanych fitoplazma

Owady P. alienus odlowiono na pasie $rodpolnym, na terenic Polowej Stacji
Doswiadczalnej IOR-PIB w Winnej Goérze. Owady umieszczono w izolatorze ze zdrowymi
siewkami pszenicy odm. Belissa i hodowano w warunkach szklarniowych podanych w
punkcie 4.2.2.1.Uzyskane pokolenie F1 owadow poddano testowaniu w kierunku

zakazenia fitoplazmami.

4.2.2.3. Nabywanie fitoplazmy przez owady M. laevis

Do izolatora z rzepakiem ozimym z wyraznymi objawami fyllodiozy, u ktdérego
potwierdzono obecno$¢ fitoplazmy dodano 50 osobnikow M. laevis z hodowli
nieinfekcyjnej. Po 4 dniach zerowania owadoéw na rzepaku, do izolatora dotozono mlode,
zdrowe ro$liny jeczmienia odm. Nagradowicki, w celu zwigkszenia przezywalnosci

skoczkow 1 utworzenia hodowli owadow zakazonych fitoplazma.

4.1. lzolacja DNA
4.1.1. Izolacja calkowitego DNA ros$linnego

Catkowite DNA roslinne zostalo wyizolowane w oparciu o zmodyfikowang metodg
strgcania kompleksow polisacharydowych buforem CTAB [Maixner i in., 1995].
Fragmenty lisci o tacznej masie 2 g umieszczono w woreczkach do homogenizacji i
roztarto z dodatkiem 2 ml buforu CTAB stosujac homogenizator kulkowy Homex 6
(Bioreba). Powstaly homogenat pobrano pipetg Pasteura i przeniesiono do probowek typu
Eppendorfa o pojemnosci 2 ml. Probki inkubowano przez 30 minut w temperaturze 60°C,
z wytrzasaniem 160 obr./min.

Zawiesiny ostudzono do temperatury pokojowej. Dodano 800 pl mieszaniny
chloroform/alkohol izoamylowy (24:1) i calo$¢ zworteksowano przez 5 sekund, a
nastepnie wirowano przez 3 minuty z predkoscig 7000 obr./min. Gorng faze wodng
mieszaniny przeniesiono do nowej probowki i prowadzono dalsza ekstrakcj¢ mieszaning
chloroformu i alkoholu izoamylowego. Po zwirowaniu oraz przeniesieniu fazy wodnej do

nowej probowki dodano 0,7 objetosci schfodzonego izopropanolu i natychmiast wytracano
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DNA przez kilkakrotne odwrocenie probowki. Nastepnie probki inkubowano w
temperaturze -20°C przez 16 godzin.

Kwasy nukleinowe osadzano wirujac probki przez 5 min przy 15000 obr./min.
Supernatant usuwano, a powstaly osad przemywano dwukrotnie 70% etanolem.
Wysuszony osad zawieszono w 500 ul buforu TE (pH 7,8) i pozostawiano na 24 godziny
w temperaturze 4°C. Po spektrofotometrycznym zbadaniu st¢zenia DNA, preparaty

przechowywano w temperaturze -20 °C.

4.1.2. Izolacja calkowitego DNA z owadow

Izolacja calkowitego DNA z tkanek owadow zostata przeprowadzona z uzyciem kitu
NucleoSpin Tissue Macherey-Nagel. W proboéwkach typu Eppendorf o pojemnosci 1,5 ml
umieszczono po 1 dorostym osobniku owada. Nastepnie dodano 180 pl buforu lizujacego
T1 1 dokfadnie roztarto owady stosujac sterylny mini homogenizator. Do przygotowane;]
zawiesiny dodano 25 pl proteinazy K, w celu inaktywacji nukleaz. Cato§¢ zworteksowano
przez kilka sekund. Probki inkubowano uzywajac termobloku TS-100 (Biosan) w
temperaturze 56°C przez 1 godzing, po czym zawarto$¢ proboéwek przemieszano i dodano
200 ul buforu B3, kazdorazowo dokladnie mieszajagc. W celu wytracenia kwasu
nukleinowego dodano 200 ul 96% etanolu. Mieszaning przelano do kolumienek
zawierajgcych zloza krzemionkowe, ktore zwirowano z predkoscig 8000 obr./min przez 1
minute. Otrzymany przesacz z zanieczyszczeniami usuni¢to, a kolumienke umieszczono w
nowej probowce zbierajace;j.

Na kolumienke naniesiono 500 pl roztworu pluczacego BW i1 zwirowano z predkoscia
8000 obr./min przez 1 minutg. Otrzymany przesacz usuni¢to, a ztoze przeptukano buforem
B5 w ilo$ci 500 pl i zwirowano przez 3 minuty z predkoscig 14000 obr./min. Oczyszczenie
kolumienki z resztek etanolu przeprowadzono poprzez jej zwirowanie wraz z pustg
proboéwka zbierajacg przez 1 minute z predkoscig 14000 obr./min.

W celu przeprowadzenia elucji na membran¢ naniesiono 100 pl buforu BE i
inkubowano w temperaturze pokojowej przez 2 minuty. Nastepnie calo$¢ zwirowano przez

1 minute z predkoscia 8000 obr./min. Probki przechowywano w temperaturze -20 °C.

4.2.  Spektrofotometryczny pomiar steZenia oraz czystosci DNA

Pomiar stezenia oraz czystosci kwaséw nukleinowych wykonano na spektrofotometrze

NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, Wilmington, USA). W przypadku DNA roslinnego
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jako probke ,,$lepa” zastosowano bufor TE. Natomiast w przypadku DNA owadziego do
kalibracji wykorzystano bufor BE.

Pomiary absorbancji przeprowadzono przy dlugosciach fal: 230nm, 260nm oraz 280nm.
Na okienko spektrofotometru nanoszono po 1ul proby. W przypadku koncentracji DNA
wynoszacej 700 ng/ul lub wyzszej sporzadzono rozcienczenie buforem TE w stosunku
1:10.

Wskaznikiem czystosci DNA byt stosunek wspotczynnika A260/230 nm oraz A260/280

nm, ktory miescit si¢ w przedziale 1,8-2,0.

4.3. Synteza DNA

4.3.1. Namnazanie rybosomalnego DNA fitoplazm metodq zagniezdZzonego-PCR

Do wykrycia fitoplazm w preparatach DNA uzyskanych z ro$lin i owadow zastosowano
zagniezdzony PCR (nested PCR). Namnazanie produktu obejmujacego gen 16S rRNA
oraz region miedzygenowy 16S-23S i fragment genu 23S rRNA, o wielkosci 1,8 kb
przeprowadzono stosujgc pare starterow P1/P7 (Tab. 5). Otrzymany produkt rozcienczono
sterylng wodg destylowang w stosunku 1:30. W drugiej rundzie amplifikacji wykorzystano
startery R16F2n/R16R2 lub fU5/rU3, syntetyzujace odpowiednio produkty o dlugosci
1244 pz i 876 pz, powielajace fragment genu 16S rRNA (Ryc. 3).

Tab. 5. Sekwencje starterow uzytych w badaniach

Starter Sekwencja 5°> 3’ Referencje

P1 AAGAGTTTGATCCTGGCTCAGGATT Deng i Hiruki, 1991;
P7 CGTCCTTCATCGGCTCTT Schneider i in., 1995
R16F2n GAAACGACTGCTAAGACTGG Gundersen i Lee. 1996
R16R2 TGACGGGCGGTGTGTACAAACCCCG ’

M1 GTCTTTACTGACGCTGAGGC Gibb i in.. 1995
M1R GCCTCAGCGTCAGTAAAGAC

F1 TAAAAGACCTAGCAATAGG Leeiin., 1994;

B6 TAGTGCCAAGGCATCCACTGTG Padovan i in., 1995
fus CGGCAATGGAGGAAACT Lorenz i in.. 1995
rus TTCAGCTACTCTTTGTAACA '

fTufl CAAGTTGGTGTTCCAAA Schneider i in.. 1997
rTufl GTTGTCACCTGCTTGAGC '
fTufAY GCTAAAAGTAGAGCTTATGA Schneider i in.. 1997
rTufAY CGTTGTCACCTGGCATTACC '
M13fwd GTAAAACGACGGCCAGT Promega, Madison, Wi
M13rev CAGGAAACAGCTATGAC ’ '
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165 rRNA RNA 235 rRNA

.. . e

| PL/MIR 751 pz ‘ MI/P7 1052 pz ‘
| fUS/FU3 876 pz |
| F1/B6 1573 pz |
‘ RI6F2n/R16R2 1244 pz ‘
| PLPT 1783 pz |

Ryc. 3. Schematyczne przestawienie wielkosci amplikondw uzyskanych w reakcjach PCR.

Sktad mieszaniny reakcyjnej przedstawiono w tabeli (Tab. 6)

Tab. 6. Sktad mieszaniny reakcyjnej dla 1 reakcji

Skladniki mieszaniny reakcyjnej Ilos¢
GoTaq G2 Master Mix 10 ul
Sterylna woda destylowana 10 pl
Starter 1 (10 uM) 1 ul
Starter 2 (10 uM) I ul
Matryca DNA I ul
Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej 23 ul

Reakcje przeprowadzono z wykorzystaniem buforu GoTaq® Green Master Mix
zawierajacego polimeraze GoTaq® G2 oraz obcigzacz umozliwiajacy bezposrednie
naktadanie na zZel agarozowy produktow PCR. Warunki termiczne reakcji przedstawiono w

tabeli 7.
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Tab. 7. Warunki reakcji zagniezdzonego-PCR

W przypadku probek, w ktorych wykryto fitoplazmy amplifikacje metoda nested-PCR
(Tab.7) przeprowadzono rowniez z dodatkowymi parami starterow: M1/P7, F1/B6 oraz

Etap Temperatura Czas
Wstepna denaturacja 94°C 2 min flos¢ eykl
Denaturacja 94°C 45s
Runda 1
55°C (P1/P7)
Hybrydyzacja Runda 2 45s 33
50°C (R16F2n/R16R
lub fU5/rU3)
Elongacja 72°C 1min30s
Koncowa elongacja 72°C 5 min

P1/M1R stosujac podobnie jak wyzej rozcienczone produkty P1/P7 jako matryce DNA.

Do namnozenia fragmentu M1/P7 zastosowano profil TD-PCR, ktéry polegat na
stopniowym obnizaniu temperatury z 62°C do 55°C. Reakcja sktadata si¢ z nastepujgcych

etapow:

e denaturacja wstepna: 94°C przez 2 min,

e denaturacja: 94°C przez 45 s,

e przylaczanie starterow do matrycy (hybrydyzacja): przez 45 s, w temperaturze

62°C w pierwszym cyklu, a nast¢pnie w temperaturze spadajacej o jeden stopien w

kolejnych cyklach, az do 55°C, cykl z temperaturag 60°C powtorzony 3-krotnie,

cykl z temperaturg 55°C powtorzony 23-krotnie,

e wydluzanie nici: 72°C przez 90 s,

e koncowa elongacja: 72°C przez 5 min.

W przypadku amplifikacji z para starterow F1/B6 oraz P1/M1R zastosowano profil

temperaturowy opisany w tabeli 5, w obu przypadkach stosujac temperatur¢ hybrydyzacji

rowng 50°C.

Wszystkie reakcje PCR przeprowadzono w termocyklerze T-Personal Biometra.
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4.4, Klonowanie DNA

W celu ustalenia sekwencji nukleotydow pelnych fragmentow wielkosci 1,8 kb,
uzyskanych z uzyciem pary starterow P1/P7, produkty te poddano klonowaniu. Dodatkowo
metoda umozliwia okre$lenie zmienno$ci pomiedzy dwoma kopiami genu 16S rRNA
fitoplazm w badanym fragmencie. Klonowanie DNA skladalo si¢ z etapéw opisanych

ponizej.

4.4.1. Oczyszczanie produktow reakcji lancuchowej polimerazy

Otrzymany produkt reakcji PCR oczyszczono z pozostatych wolnych nukleotydow oraz
soli stosujgc separacje magnetyczng. W tym celu mieszaning przeniesiono do probowki

typu Eppendorf, do ktérej dodano preparat CleanPCR (CleanNA) w odpowiedniej ilosci.
llos¢ CleanPCR = 1,8 x objetos¢ oczyszczanego produktu PCR

W celu zwigzania DNA na powierzchni drobinek magnetycznych, mieszaning
inkubowano przez 5 min w temperaturze pokojowej na statywie magnetycznym,.
Otrzymany supernatant usuni¢to zwracajac szczegdlng uwage, aby nie naruszy¢ osadu
znajdujacego si¢ na S$ciance probowki. Osad dwukrotnie przemyto 70% etanolem,
kazdorazowo inkubujac w roztworze przez okoto 1 minute. Osad suszono W temperaturze
pokojowej przez 10-15 min uwazajac, aby nie dopusci¢ do odklejania si¢ od Scian
probowki.

Probowke usunieto ze statywu magnetycznego i dodano do osadu 40 pl roztworu TE w
celu wyptukania DNA do roztworu.

Ponownie probowke umieszczono na statywie magnetycznym w celu separacji drobinek
od roztworu. Do nowej 1,5 ml probowki typu Eppendorf przeniesiono oczyszczony
roztwor, zostawiajac na $ciankach probdéwki osad. W celu potwierdzenia obecnosci DNA
w preparacie, naniesiono 1,5 pl roztworu na 1,5% zel agarozowy z dodatkiem barwnika

Midori Green DNA Stain (Nippon Genetics, Niemcy).

4.4.2. Ligacja

Oczyszczony produkt reakcji PCR zostal zligowany z wektorem pGEM®-T Easy
(Promega). Sktad mieszaniny ligacyjnej byt nastepujacy:

= 2x bufor Rapid Ligation - 5 ul,
=  wektor pPGEM®-T Easy - 0,5 ul,
= ligaza T4 - 1 ul,
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= oczyszczony produkt reakcji PCR obliczony wedlug wzoru ponizej - X

ul,
ilos¢ wektora [nglx wielkos¢ oczyszczonego produktu PCR [kpz] 3
xul = . — X =
wielkos¢ wektora [kpz] 1
= sterylna H,O - uzupehié do objetosci rownej 10 pl.

Ligacje przeprowadzono w temperaturze pokojowej, a czas inkubacji wynosit 1

godzing.

4.4.3. Transformacja bakterii kompetentnych plazmidem

Komérki Escherichia coli (podpunkt 4.11.1) znajdujace si¢ w 1,5 ml probowce typu
Eppendorf umieszczono w pojemniku z lodem. Mieszaning ligacyjng w objetosci 2,5 ul
przeniesiono na dno probowki 1 delikatnie zamieszano koncoéwka pipety. Catos¢
inkubowano przez 30 min w pojemniku z lodem. W kolejnym etapie mieszaning
umieszczono w temperaturze 42°C na 45 sekund i nastepnie szybko przeniesiono na 16d na
2 minuty, w celu wywotania szoku termicznego.

Do probowki dodano 200 pl ptynnej pozywki LB o temperaturze 37°C. Inkubacje
przeprowadzono w temperaturze 37°C z wytrzasaniem 670 obr./min przez 1 godzing.

Na ptytki Petriego ze stalg pozywka LB oraz antybiotykiem ampicyling w stezeniu 100
ug/ml dodano i roztarto za pomocg glaszczki 15 ul IPTG (200 mg/ml) oraz 15 pul X-gal
(2%). Kolejno na plytki dodano mieszaning bakteryjng, ktoéra roéwniez réwnomiernie
roztarto po calej powierzchni pozywki. Plytki inkubowano w temperaturze 37°C przez noc.
W przeprowadzonym w ten sposob tescie a-komplementacji, na selektywnym podlozu
wyodrebnity si¢ biate i niebieskie kolonie transformowanych bakterii.

Do probéwek zawierajacych 5 ml ptynnej pozywki LB z ampicyling w stezeniu 100
pg/ml. Sterylnym tipsem dodano z powierzchni plytki pojedyncze, biate kolonie, a

nastepnie inkubowano przez noc w temperaturze 37°C, z wytrzasaniem 220 obr./min.

4.4.4. Izolacja plazmidéow

Po inkubacji, m¢tne zawiesiny zwirowano przez 1 minutg¢ (13000 obr./min). Do izolacji
plazmidowego DNA uzyto zestawu Invisorb Spin Plasmid Mini Two (Stratec, Niemcy),
postepujac zgodnie z instrukcja producenta. W celu wywotania lizy alkaicznej i separacji
plazmidow dodawano kolejno roztwory zawarte w zestawie. Uzyskany supernatant

przeniesiono do kolumienki ze zlozem krzemionkowym i inkubowano przez 1 minutg, a
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nastepnie zwirowano przez 1 min (11000 obr./min). Przefiltrowany roztwor usunigto i na
filtr dodano 750 pl roztworu do ptukania. Probe zwirowano przez 1 minute (11000
obr./min) i kolejno przez 3 minuty (13000 obr./min). Filtr umieszczono w nowej probowce
o pojemnosci 1,5 ml i dodano 50 pl roztworu elucyjnego. Po inkubacji trwajacej 1 minute
w warunkach temperatury pokojowej cato$¢ zwirowano (1 min, 11000 obr./min).

Jako$¢ oraz ilo§¢ wyizolowanego DNA plazmidowego oceniono przy uzyciu

spektrofotometru NanoDrop ND-1000.

4.4.5. Trawienie restrykcyjne enzymem EcoRI

DNA plazmidowe strawiono enzymem EcoRI. Wybrano enzym restrykcyjny, ktérego
miejsca cigcia byly zlokalizowane po obu stronach miejsca ligacji, by uzyska¢ fragment o
dtugosci odpowiadajacej dlugosci wstawki. Mieszanina restrykcyjna w objetosci 10 ul
miata nastepujacy skiad:

= Bufor - 1 pl,

= Enzym EcoRI - 1 pl,

= DNA plazmidowe - 300 ng-500 ng,
= H,O - uzupetniono do 10 pl.

Reakcje trawienia restrykcyjnego wykonano w warunkach: 37°C przez 1 godzing,
nastepnie 65°C przez 15 minut. Otrzymane produkty (10 pl) naniesiono na 1,5% zel

agarozowy z dodatkiem Midori Green.

4.5. Rozdzial elektroforetyczny fragmentow DNA w Zelu agarozowym

Po przeprowadzeniu reakcji polimerazy otrzymany produkt w objetosci Sul naniesiono
na 1,5% zel agarozowy z dodatkiem barwnika Midori Green 1 rozdzielono
elekroforetycznie. Do pierwszej i ostatniej $ciezki zelu naktadano 5 pl wzorca masy
czasteczkowej DNA GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus, ready-to-use (Thermo
Scientific, Wilmington, USA). Rozdziat prowadzono w 0,5x stezonym buforze SB
(podpunkt 4.11.4) (0,8% NaOH, 4,5% kwas borowy) przy napieciu 75 V. Produkty reakcji

PCR wizualizowano w $wietle UV na transiluminatorze (Biometra).
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4.6. Namnazanie fragmentu DNA kodujacego translacyjny czynnik elongacji
Tu metoda zagniezdzonego-PCR

Dalszg charakterystyke molekularng wykrytych fitoplazm przeprowadzono namnazajac
gen tuf kodujacy czynnik elongacji Tu. Bezposredni PCR przeprowadzono stosujac parg
starterow fTufl/rTufl (Tab. 5). Reakcja przebiegata w nastepujacych warunkach:

e denaturacja wstepna w temp. 94°C przez 2 min;

reakcja amplifikacji 35 cykli:
denaturacja w temp. 94°C przez 45 s,

przylaczanie starteréw do matrycy przez 30 s w temp. 45°C,

YV V V

wydtuzanie nici w temp. 72°C przez 80 s;

koncowa elongacja 3 min w temp. 72°C.

Nested-PCR zostal przeprowadzony z parg starterow fTufAY/rTufAY. Warunki
przeprowadzenia reakcji byly identyczne jak opisano powyzej. Jedyne zmiany jakie
wprowadzono dotyczyly temperatury przylaczania starteréw, ktora byta rowna 52°C oraz
czasu wydhuzania nici, ktory wynosit 70 sekund.

Sktad mieszaniny reakcyjnej byt taki sam jak opisano w tabeli 6. Rozdziat uzyskanych

produktéw PCR wykonano wedlug metody opisanej w punkcie 4.5.

4.7. Odczyt sekwencji nukleotydow

W celu potwierdzenia obecnosci fitoplazm w probkach, produkty PCR o odpowiednie;j
dhugosci poddano sekwencjonowaniu z starterami: P1/P7, R16F2n/R16R2, fU5/rU3,
M1/M1R i F1/B6. DNA plazmidowe, u ktérego trawienie restrykcyjne wykazato obecnosé¢
insertu sekwencjonowano w oparciu o startery M13fwd oraz M13rev, hybrydyzujace do
plazmidowego DNA. Odczyt sekwencji nukleotydow zlecono firmie Genomed SA.
Otrzymane sekwencje byly poréwnywane z sekwencjami zdeponowanymi w bazie
nukleotydowej GenBank, za pomoca narz¢dzia BLASTn [WWW?2]. Na podstawie analizy
porownawczej potwierdzono, czy namnozony produkt jest fragmentem genomu fitoplazm
oraz wstepnie klasyfikowano szczep fitoplazmy. Sekwencje postuzyly do uzyskania

koncowej sekwencji konsensusowej.

4.8.  Analiza filogenetyczna

Analize filogenetyczng przeprowadzono z uzyciem sekwencji referencyjnych szczepow

fitoplazm dostgpnych w bazie GenBank. Wzajemne dopasowanie sekwencji
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przeprowadzono przy uzyciu programu BioEdit z wbudowanym narz¢dziem Clustal W.
Dendrogram ukazujacy powigzania filogenetyczne zostat wykonany w programie MEGA
X metoda najwigkszej wiarygodnosci (Maximum likelihood estimation), przy wartosci

bootstrap rownej 1000 powtorzen.

4.9.  Wirtualna analiza restrykcyjna (RFLP)

Celem zaklasyfikowania do grupy 16Sr badanego szczepu fitoplazmy wykonano
wirtualng analize polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (VRFLP) za pomoca
narzedzia iPhyclassifier [WWWa3].

Profil RFLP dla badanej probki otrzymano w wyniku wirtualnego trawienia fragmentu
R16F2n/R16R2 z uzyciem 17 enzymow restrykcyjnych: Alul, BamHI, Bfal, BstUI, Bral,
EcoRlI, Haelll, Hhal, Hinfl, Hpal, Hpall, Kpnl, Sau3Al, Msel, Rsal, Sspl, Taql, ktory

nastepnie pordéwnano z profilami zamieszczonymi w programie.

4.10. Przenoszenie fitoplazm przez Macrosteles laevis oraz Psammottetix alienus
w warunkach szklarniowych

Przed rozpoczeciem kazdego eksperymentu zbadano poziom zainfekowania kolonii. Z
izolatora, w ktérym prowadzono hodowle owadéw odlowiono 10 osobnikéw (5 samic i 5
samcow). Owady umieszczono pojedynczo w proboéwkach typu Eppendorf o pojemnosci
1,5ml. Izolacje DNA owadow przeprowadzono zgodnie z podpunktem 4.1.2. W celu
wykrycia fitoplazm zastosowano bezposredni PCR (direct-PCR) ze starterami
R16F2n/R16R2. Rozdziat elektroforetyczny otrzymanych produktéw wykonano wedlug
podpunktu 4.5.

Badania wykonano w izolatorach w warunkach szklarniowych., na dwdéch odmianach
pszenicy ozimej (Hondia i Tytanika) oraz dwoch odmianach kukurydzy (Popis i Pokusa)
(Ryc. 4). Doswiadczenia przeprowadzono w trzech powtorzeniach. W kazdym
powtorzeniu testowano 10 roslin. Probke kontrolng stanowita roslina, ktorg inkubowano z
owadami nieinfekcyjnymi. W eksperymentach uzyto ro$lin  pszenicy w stadium
rozwojowym 3-4 lisci wlasciwych, a kukurydzy w fazie 3 lisci wlasciwych. Rosliny
umieszczono pojedynczo pod szklanymi kloszami, zabezpieczonymi od gory siatka
nylonowa i za pomoca ekshaustora, naniesiono na nie po 3 doroste osobniki skoczkow,
kazdorazowo w kombinacji 1 samica i 2 samce. Uzywano owaddéw, z kolonii ktorej

poziom zainfekowania przekraczal 90%. Czas inokulacji wynosit 5 dni. Rosliny
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utrzymywano w szklarni w temperaturze 23-25°C oraz przy wilgotnosci powietrza
wynoszacej 40%.

Rosliny pszenicy obserwowano przez 6 tygodni, a kukurydzy przez 8 tygodni pod
katem zmian w morfologicznych tj. wysoko$¢ i pokrdj roslin, zmiana zabarwienia.
Nastepnie przetestowano ro$liny przeprowadzajac izolacje DNA z roslin zgodnie z
procedurg opisang w podpunkcie 4.1.2.

Do opracowania statystycznego wykorzystano program Statistica 13. Uzyskane wyniKi
poddano analizie wariancji. Najmniejsze istotne roznice porownano stosujac test Tukeya,

przy 0=0,05.

OKRESINOKULACIJI
=5 dni

Macrosteles lagvis
Psammottetix alienus

KUKURYDZA
Odm.Pokusa Odm. Popis : z -
) ) + S T
/ A
I { 1rodlina=1 grupa= OKRES INKUBACJI
1 samica +2 samcow obserwacja roslin

PSZENICA OZIMA
Odm.Hondia Odm. Tvtanika

iy

1 powtorzenie 2 powtorzenie 3 powtdrzenie
€ "|0rotin 10rosin  10rodin

A 2 A 1

Ryc. 4. Schemat do$wiadczenia testujacego przenoszenie fitoplazm przez M. laevis i P.
alienus na ro$liny pszenicy i kukurydzy.

4.11. Odczynniki

4.11.1. Szczep bakteryjny

e One Shot®TOP10 Chemically Competent Escherichia coli; Genotyp: F- mcrA A(
mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 A lacX74 recAl araD139 A( araleu)7697 galU
galK rpsL (StrR) endAl nupG (Invitrogen)
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4.11.2. Gotowe zestawy do analiz

e CleanPCR (CleanNA)

¢ Invisorb®Spin Plasmid Mini Two (Stratec molecular)

e pGEM®T-Easy Vector System (Promega)

o GoTagq®Colorless Master Mix (Promega)

¢ GoTaq®Green Master Mix (Promega)

e GeneRuler"™100bp DNA Ladder Plus, ready-to-use (Thermo Scientific)
NucleoSpin Tissue (Macherey-Nagel)

4.11.3. Odczynniki chemiczne

2-Mercaptoetanol

2-Propanol (Izopropanol), czda
e Agaroza - Agarose Basica Le

e Alkohol etylowy

e Alkohol izoamylowy, czda

e Ampicylina

e Bactotrypton

e Bactoagar

e Chlorek sodu (NaCl)

e Chloroform, czda

e CTAB

e EDTA

e FEkstrakt drozdzowy

e IPTG

e Kwas borowy

e Kwas solny

e Midori Green DNA Stain

e Tris HCI

e Wodorotlenek sodu (NaOH)

e X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-galactopyranoside)
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4.11.4. Bufory i roztwory
Bufor ekstrakcyjny do izolacji DNA roslinnego (pH 8,0)

- 0,5MTris

- 1,4 M NacCl

- 20mM EDTA

- 2% CTAB

- 0,2% 2-Mercaptoetanol

Bufor TE (pH 7,6)

- 10 mM Tris

- 1mMEDTA

Bufor SB 20X stezony (pH 8,5)
- 89 NaOH
- 45 g kwas borowy
- Hy0 destylowana (uzupetni¢ do objgtosci 1L)
1,5% zel agarozowy do rozdzialu DNA

- 15gagarowa

- 100 ml buforu SB 1X

- 1 ul Midori Green Advanced DNA Stain

4.11.5. Podloza hodowlane
Pozywka plynna LB

- 10 g bactotrypton

- 5 g ekstrakt drozdzowy

- 5gNaCl

- Hy0 destylowana (uzupehic do objetosci 1L)
Pozywka stala LB z ampicylina

- 10 g bactotrypton

- 5 g ekstrakt drozdzowy

- 5gNaCl

- Hy0 destylowana (uzupehic¢ do objgtosci 1L)
- 1 mlampicylina 100 mg/ml
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5. WYNIKI I DYSKUSJA
5.1. Objawy na pszenicy ozimej

Z zebranych 200 prébek pszenicy ozimej poddanych szczegélowym analizom, 50%
posiadato zmiany pokroju oraz zabarwienia czegsci nadziemne;j.

W fazie krzewienia obserwowano mate, zétte przebarwienia na lisciach obecne u 20%
roélin (Ryc. 5A i 5B). W fazie koncowej strzelania w zdzbto u 10% roslin wystapity zotte
plamy, przypominajace mozaik¢ oraz Silne zahamowanie wzrostu, prowadzace do
karfowatosci u pszenicy (Ryc. 5C). Rosliny objawowe rozwijaly si¢ wolniej w poréwnaniu
do roslin wygladajagcych zdrowo i konczyly wegetacje w fazie krzewienia z nadmierng
iloscig rozkrzewien (Ryc. 5D).

Rosliny pszenicy, ktore reprezentowaty probki bezobjawowe rozwijaty sie prawidlowo i
nie posiadaly Zadnych przebarwien oraz innych zmian wskazujagcych na rozwoj

organizmow chorobotworczych.

5.1.1. Identyfikacja czynnika sprawczego

Przeprowadzona analiza nested-PCR potwierdzita obecno$¢ fitoplazm w czterech
roslinach pszenicy 0zimej, co stanowito 2% przebadanych (Tab. 8). Jedna z roslin (W1.22)
u ktorej wykryto patogen posiadala zmiany w postaci zoltych plam na liSciach,
karfowacenia oraz nadmiernego krzewienia. Natomiast pozostale trzy rosliny, tj.: W1.36,

W1.47 1 W7.07 pochodzity z puli roslin bezobjawowych.

Tab. 8. Wykrywanie fitoplazm w pszenicy ozimej

Liczba pozytywnych/ Podgrupa
KOC_I_ liczba testowanych roslin fitoplazmy
partii
w1 3/50 16Srl-R, 16Srl-S
W2 0/50 -
W7 1/50 16Srl-R
w8 0/50 -
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Ryc. 5. Objawy zaobserwowane na pszenicy ozimej: A, B- zoélte przebarwienia
wystepujace w fazie krzewienia; C- zahamowanie wzrostu; D- porownanie roslin
bezobjawowych (1) oraz objawowych (2).

Analiza porownawcza sekwencji o dlugosci 1244 pz, izolatow W1.22, W1.36 oraz
W7.07 z uzyciem programu BLASTn wykazala 100% podobienstwo z sekwencjami
fitoplazm wystepujacych na: orliku (Aquilegia sp.) w Iranie (nr akcesyjny MK307856)
[Babaei i in., 2021]; roslinach bobowatych w Rosji (nr akcesyjny KX773514, KX773506,
KX773498) [Girsova i in., 2017]; truskawce (Fragaria * ananassa Duchesne) w Egipcie
(nr akcesyjny MT757900) [Mokbel i Kheder, 2020] i USA (nr akcesyjny AY102275)
[Jomantiene i in., 2002] oraz jezéwce purpurowej (Echinacea purpurea L.) (nr akcesyjny
EF546778) [Franova i in., 2009] i porzeczce (Ribes rubrum L.) (nr akcesyjny AY669063)

w Czechach [Navratil i in., 2007]. Ponadto otrzymana sekwencja byla identyczna ze
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szczepami fitoplazm zidentyfikowanymi na terenie Litwy (nr akcesyjny HMO067754) w
wisni pospolitej (Prunus cerasus L.,) [Jomantiene i in., 2011] oraz w ciele owada pienika
$linianki (Philaenus spumarius L.) (nr akcesyjny KC283218) [lvanauskas i in., 2014].

W wyniku analizy poréwnawczej fragmentu genu 16S rRNA o wielkosci 1,2 kb, izolatu
W1.47 otrzymano 100% podobienstwo z izolatami fitoplazm zidentyfikowanymi na
roslinach koniczyny tagkowej (Trifolium pratense L.) w Rosji (nr akcesyjny KX773520,
KX773505) [Girsova i in., 2017]. Otrzymana sekwencja byla identyczna z sekwencja
szczepu wykrytego ciele owada Aphrophora alni Fallén (pienik olchowiec) odlowionego w
Rosji (nr akcesyjny KP864664) [Girsova i in., 2016]. Sekwencje fitoplazm infekujacych
lilaka pospolitego (Syringa vulgaris L.) na Litwie (nr akcesyjny HM067755) [Jomantiene i
in., 2011], marchew (Daucus carota L.) we Wloszech (nr akcesyjny HM448473) [Mitrovic¢
i in., 2011] i sprawcy fyllodiozy koniczyny (Clover phyllody phytoplasma) w Kanadzie (nr
akcesyjny AF222066) [Lee i in., 2004] pokrywaly sie w 100% z badanym izolatem.
Obserwowano wysokie podobienstwo (99,92%) izolatu W1.47 do szczepoéw fyllodiozy
koniczyny: KVF (nr GenBank HQ530150) infekujacego barwinka pospolitego (Vinca
minor L.) we Francji [Mitrovi¢ i in., 2011] i KVE pochodzgcego z koniczyny bialej
(Trifolium repens L.) z terenu Niemiec (nr akcesyjny AY265217) [Lee i in., 2004] oraz
fitoplazm wykrytych na terenie Rosji na koniczynie tgkowej (T. pratense L.) (nr akcesyjny
KX773517) i komonicy zwyczajnej (Lotus corniculatus L.) (nr akcesyjny KX773513,
KX773512) [Girsova i in., 2017] oraz fitoplazmy zottaczki kostrzewy (Festuca yellows
phytoplasma) zidentyfikowanej na Litwie (nr akcesyjny DQ640504) [Valiinas i in., 2007].

Przeprowadzona analiza restrykcyjna sekwencji genu kodujacego 16S rRNA [Zhao i
in., 2009] zaklasyfikowata izolaty fitoplazm 2z pszenicy ozimej do gatunku ‘Ca.
Phytoplasma asteris’. W probkach W1.22, W1.36 oraz W7.07 potwierdzono obecnos¢
fitoplazmy nalezacej do podgrupy rybosomalnej 16Srl-R (Ryc. 6A). Badane sekwencje
byly identyczne (wspoiczynnik podobienstwa 1.00) z wczes$niej opisanym szczepem
fitoplazmy pochodzacym z Litwy (nr GenBank HM067754), ktory powoduje chorobg
wisni (ang. Cherry bunchy leaf, ChBL). Natomiast profil restrykcyjny uzyskany z probki
W1.47 (Ryc. 6B) zaklasyfikowat izolat fitoplazmy do podgrupy 16Srl-S. Analiza
fragmentu genu 16S rRNA wskazata tozsamos$¢ ze szczepem pochodzacym z Litwy (nr
GenBank HMO067755), odpowiedzialnym za drobnienie liSci na lilaku pospolitym (Lilac
little leaf, LcLL) [Jomantiene i in., 2011].
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Ryc. 6. Analiza RFLP sekwencji genu 16S rRNA izolatu W1.22 (A) oraz izolatu W1.47
(B) wykonana w programie iPhyClassifier.
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Analiza filogenetyczna wykonana metodg Maximum Likelihood (ML) [Tamura i in.,
2011] wskazata, ze izolaty fitoplazm pochodzace z pszenicy grupuja si¢ na jednej gatezi
filogenetycznej (Ryc. 7) wsrdd szczepow referencyjnych nalezacych do podgrupy 16SrI-C.
Analiza topologii drzewa wykazata najblizsze pokrewienstwo izolatu W1.47 z izolatem
Clover phyllody, a doktadniej z jego operonem B (rrnB). Natomiast pozostate analizowane
izolaty (W1.22, W1.36 i W8.37) byly najbardziej spokrewnione ze szczepem Cherry
bunchy leaf ChBL (nr GenBank HMO067754) oraz Strawberry phylloid fruit StrawbPhF (nr
GenBank AY102275).

W wyniku analizy sekwencji nukleotydowej genu tuf podobienstwo réowne 100%
otrzymano wzglgdem izolatu wykrytego na roslinach marchwi (D. carota L.) w Serbii (nr
akcesyjny KC354605), a takze z sekwencjami fitoplazm pochodzacych z: krwawnika
pospolitego (Achillea millefolium L.) we Wloszech (nr akcesyjny JQ824213), jezowki
purpurowej (E. purpurea L.) z Czech (nr akcesyjny EF551060) oraz barwinka rozowego
(Cataranthus roseus L.) z Niemiec (nr akcesyjny L46369). Badany izolat byt rowniez
identyczny z sekwencjg fitoplazmy powodujacej chorobe Wheat blue dwarf (WBD) w
Chinach (nr akcesyjny DQ507200). Wysoki stopien podobienstwa wynoszacy 99,74%
wystapil ze szczepami zidentyfikowanymi w Wielkiej Brytanii (nr akcesyjny JQ824248)
oraz we Francji (nr akcesyjny AJ271317) na ro$linach koniczyny. W przeprowadzone;j
analizie filogenetycznej (Ryc. 8) badany izolat fitoplazmy na drzewie grupowat si¢ wraz z
fitoplazma reprezentujaca podgrupe 16SrI-C.

Obecnos¢ fitoplazm 16SrI-R i 16SrlI-S w przebadanych probkach pszenicy ozimej
wskazuje na zagrozenie upraw przez niebieska karfowatos¢ pszenicy (WBD). Dotychczas
na terenie Polski, ale takze Europy nie notowano tej choroby. Do roku 2010 nie
rozrézniano podgrup w obrgbie grupy 16Srl, ktdrg uznawano za jedyny czynnik sprawczy
WBD. Wu i in. [2010] dowiedli, ze choroba wywotywana jest przez nowa fitoplazme
nalezaca do podgrupy 16Srl-C. Inng fitoplazma odpowiedzialng za WBD jest szczep
16SrI-B [Chen i in., 2014]. W przypadku podgrupy 16Srl-B wykazano, ze genom tej
fitoplazmy posiada 2 kopie genow 16S rRNA, roznigce si¢ czterema parami zasad. Na
podstawie wynikow z iPhyClassifier Cho i in. [2020] przypisali fitoplazmy WBD do
podgrup: 16Srl-R i 16Srl-S. Jednak analiza filogenetyczna wskazuje, ze r6znig si¢ one od
innych sekwencji 16Srl-B. Z kolei w roku 2011 Jomantiene i in. stwierdzili, ze fitoplazmy
zwigzane z podgrupa 16SrI-C sg blisko spokrewnione z przedstawicielami podgrupy
16SrI-R.
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Dotychczas w uprawie pszenicy potwierdzono obecno$¢ z podgrupy: 16Srl-B [Olivier,
niepublikowane; Zwolinska, 2019]; 16SrlI-C [Wu i in., 2010] i 16SrXI-B [Rao i in.,
2017Db]. Fitoplazma wykryta w pszenicy z objawami zottych plam na lisciach, karfowatosci
I nadmiernego krzewienia zostala zaklasyfikowana do ‘Ca. Phytoplasma asteris’, podgrupy
16Sr1-R. Podobne zmiany zaobserwowat Wu i in. [2010] przy infekcji fitoplazmag 16SrI-C.
Na li$ciach widoczne byty réwniez ciemnozielone lub niebieskozielone smugi i zotknigcie
ich koncowek, ktore w niektorych przypadkach ustgpowalo. Pszenica z zotymi smugami i
zahamowanym wzrostem moze wskazywaé na obecnos$¢ fitoplazmy z podgrupy 16SrXI-B
[Rao i in., 2017b].

Ponadto fitoplazme¢ z podgrupy 16SrI-R i 16Srl-S wyizolowano z roslin
bezobjawowych, co wskazuje na mozliwo$¢ latentnej infekcji WBD. Sytuacja ta moze by¢
spowodowana bardzo niskim mianem bakterii ‘Ca. Phytoplasma’ w tkankach zywiciela
lub mechanizmami obronnymi ro$lin badz owadoéw. Infekcje utajone sg trudne do
monitorowania i czgsto pomijane w badaniach, co stwarza mozliwos¢ niekontrolowanego
rozprzestrzeniania si¢ fitoplazm [Kado, 2016; Donkersley i in., 2019]. Otrzymane wyniki
wskazuja na konieczno$¢ badania roslin objawowych oraz bezobjawowych. Identyfikacja
patogenu wylacznie w momencie wystgpienia objawoéw pozwala na okreslanie przyczyny
choroby, jest jednak zbyt pdzna z punktu widzenia epidemiologii tych organizméw. Nie
bedzie roéwniez skuteczna W ograniczaniu zasiegu epidemii. Symptomy chorob
fitoplazmatycznych mogg by¢ mylone z objawami wywolanymi stresem $rodowiskowym,
infekcja wirusowg Iub powstalych w wyniku naturalnego starzenia si¢ roslin
[Hollingsworth i in., 2008].

Dotychczas obecno$¢ fitoplazmy 16SrI-R odnotowano w: ziemniaku (Solanum
tuberosum L.) [Santos-Cervantes i in., 2010]; rumianku (Matricaria chamomilla L.),
marchwi (D. carota L.), barwinku (Vinca minor L.) [Torres i in., 2011]; pomaranczy
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) i limonce (Citrus aurantifolia L.) [Arratia-Castro i in., 2014];
Waltheria indica L. [Alves i in., 2017] i Macroptilium lathyroides L. [Alves i in., 2018]. Z
kolei podgrupa 16Srl-R dotad opisywana byla jako choroba fyllodiozy na owocach
truskawki (Strawberry phylloid fruit) [Jomantiene i in., 2002; Cieslinska i in., 2006],
czere$ni (Prunus avium L.) [Jomantiene i in., 2011] i orliku pospolitym (Aquilegia vulgaris
L.) [Babaei i in., 2021].
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EU371934 MaPV (16S1XXXII-A)
AY390261 CP (16S:VI-A)
AF092209 AshY (16SrVII-A)
— AB689678 BItWB (165rV-F)
— AB052876 TWB (16SrV-B)
001 AY197655 EY (16SrV-A)
AY197648 RuS (165:V-E)
34 || AY197642 ALY (165:V-C)
AY197643 FD (165¢-C)
AY197644 FD (165:V-D)

50

50

93

34

FJ432664 SCWB (16S:300K-A)
- X76431 BAWB (16SrXX)
- X92869 SpaWB (165:X-D)
- AJ542543 PD (168:X-C)
o3 |— AJ542341 AP (16S1X-A)
AJ542544 ESFY (165:X-B)

M23932 Acholeplasma laidlawii

—

0.020
Ryc. 7. Drzewo filogenetyczne pokrewienstwa szczepéw w oparciu o sekwencje genu 16S
rRNA. Skonstruowane metoda Maximum Likelihood w programie MEGA X. Badane

izolaty oznaczono  @.
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62 JQ824231 Clover phyllody (16SrIV-A)
492|——|7— JQ824225 Elm vellows (165rV-A)
3 JQ824219 Ash vellows (16SrVIL-A)
8 JQ824292 Coconut lethal yellowing (16S:IV)
23 JQE824276 Lime witches-broom (165¢1I-B)
33 JQB824256 Picris echioides vellows (16SrIX-C)

JQB24288 Napier grass stunt (165:XT)
83 L JQ824211 Peach X-disease (16SfIII-A)
— JQ824247 Pear decline (16SrX-B}
100 —— JQ824216 Apple proliferation (165rX-A)
JQB824217 Tomato stolbur (16SrXII-A)
JQ824254 Australian grapevine vellows (165rXII-B)
o7 1Q824283 Hydrangea phyllody (165I-A)
93 5, MH061368 Plum witches broom (165r1-B/L)
9 |  JQB824246 Oilseed rape phyllody (165r1-B)
A W7.07
99 ' JQ824279 Clover phyllody (16S11-C)
AF270770 Ureaplasma parvum serovar 14

7

—_
0.050

Ryc. 8. Drzewo filogenetyczne oparte o gen tuf. Skonstruowane metoda Maximum
Likelihood w programie MEGA 7. Badany izolat oznaczono A

5.2.  Objawy na kukurydzy

Przeprowadzona lustracja w fazie 7-8 lisci wlasciwych ujawnila obecno$¢ jasnych,
dlugich, réwnoleglych pasow wzdhuiz nerwow (Ryc. 9A 1 9B). W koncowej fazie
wydtuzania pedu na liSciach wystapity czerwone przebarwienia obejmujgce zewnetrzng
krawedz i poglebiajace sie¢ w kierunku nerwu gltownego (Ryc. 9E i 9F). Niektore z roslin
charakteryzowaty sie¢ stabszym wzrostem (Ryc. 9D).

5.2.1. ldentyfikacja czynnika sprawczego

Obecnos¢ fitoplazm potwierdzono w 4 roslinach kukurydzy (2% analizowanych
probek), u trzech z objawami oraz jednej bez objawow (Tab. 9). W fazie BBCH 17 dwie
rosliny (W3.05 i W4.03) posiadaty jasne przebarwienia lisci. W fazie BBCH 39 jedna
kukurydza (W6.18) charakteryzowala si¢ czerwonym zabarwieniem blaszki lisciowej i
ograniczonym wzrostem. Ponadto odnotowano jeden przypadek infekcji latentnej (W4.29)
(Ryc. 9C).

Sekwencje o dlugosci 1244 pz izolatow W3.05 1 W4.29 byly identyczne z sekwencjami
izolatow uzyskanymi z pszenicy ozimej (W1.22, W1.36, W7.07). Analiza porbwnawcza

zostata opisana w podpunkcie 5.1.1.
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Tab. 9. Wykrywanie fitoplazm w roslinach kukurydzy

Kod Liczba pozytywnych/ Podgrupa
partii liczba testowanych roslin fitoplazmy
W3 1/50 16SrlI-R

W4 2/50 16Srl-R, 16SrV-C
W5 0/50 -

W6 1/50 16SrV-C

Natomiast sekwencje uzyskane z probek W3.05 i W4.29 w analizie BLAST wykazaty
najwyzsze podobienstwo z sekwencjami fitoplazm pochodzacymi z Czech, z jezowki
purpurowej (E. purpurea L.) (nr akcesyjny EF546778) [Franova i in., 2009] oraz
r6zanecznika (Rhododendron L.) (nr akcesyjny KC009838) [Ptibylova i in., 2009].
Wysokie podobienstwo uzyskano z sekwencjami opisanymi w Korei Potudniowe;j
wyizolowanymi z: Mallotus japonicus (nr akcesyjny KC558500) [Sang-Sub i in., 2013],
runianki japonskiej (Pachysandra terminalis) (nr akcesyjny AB551736) [Back i in., 2010],
morwy biatej (Morus alba L.) (nr akcesyjny AB693124) [Win i in., 2012] i Boehmeria
pannosa (nr akcesyjny MT708485) [Han i in., 2021]. Podobienstwo na poziomie 99,31%
uzyskano réwniez z izolatami wykrytymi w Kanadzie na winorosli (nr akcesyjny
FJ824597) [Olivier i in., 2009b] i Estonii na wierzbownicy kosmatej (nr akcesyjny
AY101386) [Alminaite i in., 2002] oraz fitoplazma zottaczki cebuli (nr akcesyjny
AP006628) [Oshima i in., 2004]. Badanie regionu R16F2n/R2 (1,2 kb) wykazalo, ze
izolaty otrzymane z probek W4.03 oraz W6.18 byly identyczne z sekwencjg fitoplazmy
majacej zdolnos¢ infekowania drzew z rodzaju Ulmus na terenie Polski (nr akcesyjny
MT859113) [Zwolinska i Jurga, nicopublikowane] oraz Serbii (nr akcesyjny HM038455)
[Jovi¢ i in., 2012]. Duze podobiefistwo rowne 99,92% istniatlo z sekwencjami fitoplazm
zidentyfikowanymi: w Stowenii na leszczynie pospolitej (Corylus avellana L.) (nr
akcesyjny MK775267) [Mehle i in., 2019]; w Belgii na wigzie pospolitym (Ulmus minor
Mill.) (nr akcesyjny MH583020) [De Jonghe i in., 2019]; w Polsce na bylicy pospolitej
(Artemisia vulgaris L.) oraz olszy czarnej (Alnus glutinosa (L.) Gaertn.) (nr akcesyjny
MK440304, MK440303) [Jurga i Zwolinska, 2020a]; na powojniku pnacym (Clematis
vitalba L.) na terenie Czarnogoéry (nr akcesyjny KJ911208) oraz Serbii (nr akcesyjny
KJ911207) [Krsti¢ i in., 2018] i z niemieckimi izolatami z grupy 16SrV infekujacymi olsze
czarng (A. glutinosa) (nr akcesyjny KP238298, KP238297, KP238296, KP238295,
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KP238294, KP238292) [Holz i in., 2016]. Badanie BLAST sekwencji rDNA o dhugosci
1851 pz pokazato, ze najwyzsze podobienstwo (99,62%) wystapito z sekwencja fitoplazmy
infekujacej wiaz pospolity (U. minor) w USA (nr akcesyjny AF189214) [Lee i in., 2004]
oraz Czechach (nr akcesyjny EU184021) [Navratil i in., 2009]. Rownie duze podobienstwo
wystapito z sekwencjami opisanymi w Polsce na wigzie szyputkowym (U. laevis) (nr
akcesyjny MT859113), olszy czarnej (A. glutinosa) (nr akcesyjny MK440303) oraz bylicy
pospolitej (A. vulgaris) (nr akcesyjny MK440304) i wynosilo odpowiednio 99,89%,
99,45%, 99,45% [Zwolinska i Jurga, niepublikowane; Jurga i Zwolinska, 2020a].

Na podstawie analizy restrykcyjnej fragmentu R16F2n/R2 izolaty W3.05 i W4.29
zaklasyfikowano do podgrupy 16Srl-R. Uzyskany profil restrykcyjny (Ryc. 10A) byt
identyczny z fitoplazma krzaczastosci lisci wisni (Cherry bunchy leaf phytoplasma) (nr
akcesyjny HMO067754) [Jomantiene i in., 2011], przy wspdiczynniku podobienstwa
rownym 1.00. Z kolei profil restrykcyjny izolatow W4.03 1 W6.18 (Ryc. 10B) byt
identyczny z fitoplazma zolttaczki olszy (Alder yellows phytoplasma) (nr akcesyjny
AY197642) [Lee i in., 2004]. Wspotczynnik podobienstwa wynosit 1.00, co umozliwito
sklasyfikowanie izolatow jako cztonkow podgrupy 16SrV-C.

Analiza filogenetyczna (Ryc. 11) oparta na sekwencjach 16S rDNA ujawnita, ze izolaty
fitoplazm pochodzace z kukurydzy utworzyly dwie linie filogenetyczne. W pierwszej
grupie znajdowaly si¢ izolaty W6.18 1 W4.03 wraz z fitoplazmami nalezagcymi do grupy
16SrV. Topologia drzewa wskazala na bliskie pokrewienstwo z fitoplazmg pochodzacg z
Polski (nr GenBank MT859113), ktorg zidentyfikowano na wigzie szyputkowym (U.
laevis) [Zwolinska i Jurga, niepublikowane]. Pozostale dwa izolaty W4.29 i W3.05 byty
najblizej spokrewnione ze szczepami referencyjnymi przynaleznymi do grupy 16Srl.
Wykazywaly zr6znicowany stopien pokrewienstwa z fitoplazmami znajdujacymi si¢ w tej
grupie.

Identyfikacja fitoplazm zasiedlajacych kukurydzg potwierdzita obecno$¢ szczepow
zottaczki astra (Aster yellows phytoplasma) i wigzu (Elm yellows phytoplasma).
Fitoplazma z podgrupy 16Srl-R zostata zidentyfikowana u ro§liny z jasnymi
przebarwieniami, ulozonymi w roéwnolegle pasy oraz u rosliny bezobjawowej. Z kolei
obecnos¢ fitoplazmy z podgrupy 16SrV-C potwierdzono u kukurydzy w fazach BBCH 17-
18 i 39 . Na lisciach widoczne byly jasne pasy, z wyraznie widocznym czerwonym
przebarwieniem. Roslina miata ograniczony wzrost. Obecno$¢ czerwonych smug przy
nerwie glownym liSci oraz mata ilos¢ nasion w kolbach moze $wiadczy¢é o obecnosci

fitoplazmy 16SrXI1-A [Jovi¢ i in., 2007]. Z kolei drobne, czerwone liscie i nerwy gldwne,
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chlorotyczne paski na lisciach kukurydzy z zanikajacymi kwiatostanami i/lub pedami i
nierozwini¢tymi kolbami [Pérez-Lopez i in., 2016] oraz kartowatos¢ [Galvao i in., 2021]
maja zwigzek z rozwojem ‘Ca. Phytoplasma asteris’ z podgrupy 16SrI-B. U roslin
kukurydzy, u ktoérej obserwowano zahamowany wzrost i skrocone miedzywezla wykryto
fitoplazme z podgrupy 16Srl-L [Zwolinska i Borodynko-Filas, 2021].

Dotychczasowe doniesienia potwierdzaja zakazenia kukurydzy przez fitoplazmy z
podgrupy 16Srl-B w Meksyku [Seemuller i in., 1998], Brazylii [Bedendo i in., 2000],
Kolumbii, we Wloszech i na Kubie [Mejia i in., 2013], w potudniowej Afryce [Kruger i
in., 2015] oraz USA i Indiach [Rao i in., 2017a]. Innym z zagrozen dla kukurydzy jest
fitoplazma z podgrupy XII-A odpowiedzialna na chorobe stotburu. Jej obecno$é
odnotowano wyltgcznie na obszarze krajow europejskich: Serbii [Duduk i Bertaccini,
2006], Witoch [Calari i in., 2010], Wegier [Acs i in.,, 2011], Bosni i Hercegowiny
[Kovacevic i in., 2014], Bulgarii [Genov i in., 2014] i Turcji [Caglar i in., 2021].

Jak dotad na obszarze Polski fitoplazmy z grupy 16SrV odnotowano u: maliny i
borowki amerykanskiej [Cieslinska, 2001]; drzew pestkowych [Cieslinska i in., 2004;
Cieslinska, 2011b]; bylicy pospolitej i olszy czarnej [Jurga i Zwolinska, 2020a] oraz wigzu
szyputkowego [Zwolinska i Jurga, niepublikowane].

Jednym z rezerwuardéw fitoplazm dla upraw rolniczych sg drzewa i krzewy lesne
[Marcone, 2015]. Przedstawione na rycinie 11 podobienstwo fitoplazmy 16SrV-C z innymi
bakteriami tej grupy wskazuje, ze wigz szyputkowy moze by¢ zrodlem patogendw

infekujacych kukurydze w Polsce.
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Ryc. 9. Objawy na kukurydzy: A, B- jasne, diugie, rownolegle pasy wzdluz nerwoéw w
fazie BBCH 17-18; C- roslina bezobjawowa; D- stabszy wzrost widoczny w fazie BBCH
39; E, F- czerwone przebarwienia na zewnetrznej krawedzi lisci.
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Ryc. 10. Poréwnanie wirtualnych wzorcow RFLP otrzymanych w wyniku trawienia in
silico sekwencji o dlugosci 1244 pz pochodzacych od izolatow W3.05 (A) oraz W4.03 (B).

48



— X76560 FD-C Wlochy (165:V-C)
MK 440304 MugWB Polska (16SrV-C)
MK 440303 AldWB Polska (165rV-C)

L AY197644 FD-D Wlochy (16SrV-D)

AJ548787 FD-D Hiszpania (16SrV-D)
AY197642 ALY882 Niemcy (165:V-C)

L AY197643 FD70 Francja (16SrV-C)

¥ W4.03

o7 ||| MT859113 EY4 Polska (168rV-C)

¥ W6.18

HM038460 EY24 SRB Serbia (165rV-A

| AY1976355 EY1 USA (1651V-A)

"l AY197658 EY-627 Wlochy (16SrV-A)

s | L AY197648 RUS Wiochy (165rV-E)

GU184183 TWB-funzao Chiny (165:V-B)

o1 AB052876 TWB-G1 Japonia (16SrV-B)

L AB689678 BIFWB Birma (165rV-F)

AF092209 AshY (16SrVIL-A)

AY390261 CP Kanada (16SrVI-A)

AF086621 LufWB (16SrVIII-A)

EU371934 MaPV (16SrXXXII-A)

U18747 LY (168:IV-A)

AB054986 ChWB (16SrXIX-A)

AT632155 PinP127 (16ScXXI-A)

AJ550984 BGWL-C1 (16S:XIV-A)

AB052873 RYD (16SrXI-A)

AF5156363 AIWB (16S1IX-B)
L04682 WX (16StIII-A)
AF3521672 WITWB (16S:XXV-A)
75 AF147708 HibWB26 (16SXV-A)

— HQ225630 SoyST (16SrXXXI-A)

— AF248960 MPV (16SrXIII-A)

o8 AY725228 SYLS (16S:XVI-A)

AY725234 PBT (168X VII-A)

AF248959 STOL11 (16SeXII-A)

DQ174122 PPT12-NE (16S:XVIII-A)

INg33705 BY-§57/11 (16SrXII-H)

AB010425 JHP (16SrXII-D)

| l———— AY083605 BVGY (16S:XXIII-A)

¥ W429

¥ W3.03

AY102275 StrawbPhF USA (16StI-R)

AY265217 Cp KVE Niemcy (16511-C)
AY265211 ACLR-AY Niemcy (16StI-F)

U96616 STRAWB2 USA (16811-K)

AY265214 CHRYM Niemey (16StI-A)

IN193475 RzBorl Polska (16Sr1-B)
AY?265213 BBS3 USA (16511-E)

{ X76431 BAWB (165:33)
93 F

J432664 SCWBI1 (165r330{-A)

tn

71

93

a1

99

M23932 Acholeplasma laidlawii

—_—

0.020

Ryc. 11. Drzewo filogenetyczna utworzone na podstawie sekwencji 16S rDNA metoda
Maximum Likelihood w programie MEGA X. Badane izolaty oznaczono
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5.3.

5.3.1. W pszenicy ozimej

Identyfikacja potencjalnych wektorow fitoplazm

Z pszenicy ozimej odlowiono 276 osobnikow dorostych z rzedu Hemiptera, ktore

oznaczono do 12 gatunkéw (Tab. 10). W zebranym materiale przewazali przedstawiciele

rodziny Cicadellidae, stanowigc 98,2% (Wyk. 1). Pozostate gatunki (1,8%) nalezaly do

rodzin Cercopidae i Delphacidae. Dominujagcym byt Macrosteles laevis Ribaut, a drugim

pod wzgledem liczebnosci byt Psammotettix alienus Dahlbom (Wyk. 1). Identyczne

rezultaty uzyskata Nowacka [1982] w badaniach na skoczkami zasiedlajagcymi zboza.

Dominacj¢ P. alienus w zbozach potwierdzono w Polsce i Niemczech [Klejdysz, 2013; EI-
Wakeil i in. 2014].

Tab. 10. Sktad gatunkowy skoczkoéw odlowionych z pszenicy ozimej

Rzad

Podrzad

Nadrodzina

Rodzina

Gatunek lub rodzaj

Hemiptera

Cicadomorpha

Membracoidea

Cicadellidae

Arthaldeus striifrons
Kirschbaum

Balclutha punctata
Fabricius

Chlorita palii
Ossiannilsson

Empoasca pteridis
Dahlbom

Errastunus ocellaris
Fallén

Euscelis incisus
Kirschbaum

Macrosteles
laevis Ribaut

Psammotettix alienus
Dahlbom

Zyginidia pullula
Boheman

Cercopoidea

Cercopidae

Cercopis vulnerata
Iliger

Fulgoromorpha

Fulgoroidea

Delphacidae

Javesella pellucida
Fabricius

Laodelphax striatellus
Fallén
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https://baza.biomap.pl/pl/taxon/suborder-cicadomorpha/persons_pa/tr/y
https://baza.biomap.pl/pl/taxon/superfamily-membracoidea/persons_pa/tr/y

Zyginidia Balclutha Errastunus

i inne .
Psammotettix pullula o punctat ocellaris_ Eyscelis
alienus 0 5,4% e
14.5% 1,5% incisus

' 3,3%

Wyk. 1. Udziat poszczegdInych gatunkdéw skoczkow odlowionych z pszenicy ozime;j

5.3.1.1.  Analiza genetyczna fitoplazm w odlowionych z pszenicy ozimej
owadach

Badania potwierdzity obecno$¢ fitoplazm w 29 probkach, u 10,5% ogdlnej liczby
odtowionych osobnikéw (Tab. 11).

Izolat S9.205 uzyskal najwyzsze podobienstwo (99,84%) z izolatem Ei1096 wykrytym
u E. incisus w Serbii (nr akcesyjny MNO047257) [Jakovljevi¢ i in., 2020] oraz szczepem
AY-A Europejskiej zottaczki drzew pestkowych (nr akcesyjny LC388956) [Iwabuchi i in.,
2020]. Analogiczna sytuacja wystapita u izolatow S9.250 i S9.251, ktorych zgodnosé
wobec wyzej wymienionych fitoplazm, ale rowniez ze szczepem AVUT nalezacym do
‘Ca. Phytoplasma asteris’ (nr akcesyjny LC388958) [lwabuchi i in., 2020] wynosita
99,92% i 99,76%. Sekwencja izolatu S9.226 byta w 100% zgodna ze szczepem AVUT, a
izolat S9.322 w 99,84%. lzolaty S9.205, S9.226, S.250, S9.251 i S9.322 wykazywaty
rozny stopien podobienstwa z fitoplazmami wyizolowanymi m.in. z owada nalezacego do
rodziny Cicadellidae (Niemcy, nr akcesyjny AY265212) [Lee i in., 2004], barwinka
rozowego (Wiochy, nr akcesyjny MH279545) [Muirhead i in., 2019] i moreli (Niemcy, nr
akcesyjny AY265211) [Lee i in., 2004]. Sekwencje fitoplazm wyosobnione od M. laevis
(S8.282, S9.205, S9.226, S9.238, S9.250, S9.251, S9.270), E. incisus (S9.322, S9.324-
328), E. ocellaris (59.330, S9.332-333), L. striatellus (S9. 334-335), J. pellucida (S9. 336),
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E. pteridis (S9.337) oraz A. striifrons (S9.338) byly identyczne (wspolczynnik
podobienstwa 1.00) ze wzorcem (nr akcesyjny AY265211) nalezagcym do podgrupy 16Srl-
F [Lee iin., 2004] (Ryc. 12).

Sekwencja izolatu S9.244 byta w 100% identyczna z polska (nr akcesyjny MT859113)
[Zwolinska i Jurga, nicopublikowane] oraz serbska (nr akcesyjny HM038455) fitoplazma
zasiedlajaca drzewa z rodzaju Ulmus L [Jovi¢ i in., 2012]. Réwnie wysokie podobienstwo
(nr akcesyjny 99,92%) wystapito z 23 sekwencjami wyizolowanymi m.in. z: leszczyny
pospolitej na Stowenii (nr akcesyjny MK775267) [Mehle i in., 2019]; wigzu pospolitego w
Belgii (nr akcesyjny MH583020) [De Jonghe i in.,, 2019]; powojnika pnacego W
Czarnogo6rze (nr akcesyjny KJ911208) [Krsti¢ i in., 2018]; bylicy pospolitej w Polsce (nr
akcesyjny MK440304); olszy czarnej w Polsce (nr akcesyjny MK440303) [Jurga i
Zwolinska, 2020a], Serbii (nr akcesyjny KJ911207) [Krsti¢ i in., 2018] i Niemczech (nr
akcesyjny KP238297, KP238298) [Holz i in., 2016]. Na podstawie profilu restrykcyjnego
(Ryc. 12) izolat fitoplazmy S9.244 uzyskany od M. laevis zostat zaklasyfikowany jako
przedstawiciel podgrupy 16SrV-C. Wykazywal zgodno$¢ z profilem referencyjnym
szczepu zoOltaczki olchy ALY882 (wspolczynnik podobienstwa 1.00; nr akcesyjny
AY197642) [Lee i in., 2004].

Porownanie sekwencji izolatu S8.219, S8.327 1 S9.297 wskazato 100% zgodnos¢ z 89
sekwencjami fitoplazm zidentyfikowanymi m.in.: w Polsce u skoczka sze$ciorka (nr
akcesyjny CP055264) [Zwolinska i in., 2017]; Iranie w rzepaku (nr akcesyjny MN877914)
[Davoodi i in., nieopublikowane] i roslinach ozdobnych w Indiach (nr akcesyjny
MN239503, MN239504, MN223677) [Panda i in., 2019; Sumashri i Janardhana, 2020]; na
Wegrzech (nr akcesyjny MK992774, MN080270) [Mergenthaler i in., 2020]; w Afryce (nr
akcesyjny CP035949) [Coetzee i in., 2019]; Iranie (nr akcesyjny MK069967) [Salehi,
niepublikowane] i Chinach (nr akcesyjny MG252367) [Zhu, niepublikowane]. Otrzymane
profile restrykcyjne (Ryc. 12) fitoplazm wyizolowanych z M. laevis (S8.219, S9.297) i E.
ocellaris (S8.327) byly identyczne (wspotczynnik podobienistwa 1.00) z referencyjnym
szczepem podgrupy 16Srl-B (nr akcesyjny AP006628) [Oshima i in., 2004].

Izolat S9.323 pozyskany od Euscelis incisus mial najwyzsze podobienstwo rowne
99,92% z sekwencjami fitoplazm wyizolowanymi z: koniczyny lgkowej w Rosji (nr
akcesyjny KX773517) [Girsova i in., 2017]; kostrzewy trzcinowej na Litwie (nr akcesyjny
DQ640504) [Valitnas i in., 2007]; aksamitki i P. striatus w Iranie (nr akcesyjny
MZ458406 i MZ457910) (Salehi i in., niepublikowane). Rownie wysoki wskaznik

podobienstwa (99,84%) uzyskat z sekwencjami pochodzacymi od zywicieli owadzich tj.
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Aphrophora alni (nr akcesyjny KP864664) [Girsova i in., 2016] i E. incisus (Serbia; nr
akcesyjny MNO047255) (Jakovljevi¢ i in., 2020) oraz wyizolowanych z roslin: koniczyny
takowej w Rosji (nr akcesyjny KX773507, KX773505) [Girsova i in., 2017] i Finlandii (nr
akcesyjny FN298629) [Boberg, 2009]; rézanecznika w Czechach (nr akcesyjny
KC009838) [Ptibylova i in., 2009]; lilaku pospolitym na Litwie (nr akcesyjny HM067755)
[Jomantiene i in., 2011] i marchwi we Wioszech (nr akcesyjny HM448473) [Mitrovi¢ i in.,
2010]. Fragment sekwencji genu 16S rRNA izolatu S9.329 byt w 99,92% podobny do
sekwencji fitoplazm uzyskanych z: orlika w Iranie (nr akcesyjny MK307856) [Babaei i in.,
2021]; komonicy zwyczajnej i koniczyny lakowej w Rosji (nr akcesyjny KX773514;
KX773498) [Girsova i in., 2017] i Finlandii (nr akcesyjny FN298629) [Boberg, 2009];
roézanecznika (nr akcesyjny KC009838) [Ptibylova i in., 2009], jezowki purpurowej (nr
akcesyjny EF546778) [Franova i in., 2009] i porzeczki czerwonej w Czechach (nr
akcesyjny AY669063) [Navratil i in., 2007]; truskawki w Egipcie (nr akcesyjny
MT757900) [Mokbel i Kheder, 2020] i USA (nr akcesyjny AY102275) [Jomantiene i in.,
2002] i wisni pospolitej na Litwie (nr akcesyjny HM067754).

Profil restrykcyjny izolatu (Ryc. 12) uzyskanego z E. incisus (S9.323) zakwalifikowat
fitoplazme jako cztonka grupy 16Srl, podgrupy S, wskazujgc podobienstwo (wspotczynnik
podobienstwa 1.00) z sekwencja szczepu LiLL (nr akcesyjny HM067755). Rowniez z tego
samego gatunku (S9.329) wyizolowano fitoplazme, ktorej sekwencja byta identyczna
(wspotczynnik podobienstwa 1.00) z sekwencja referencyjng fitoplazmy z podgrupy 16Srl-
R (nr akcesyjny HM067754) [Jomantiene i in., 2011].

Przeprowadzona analiza filogenetyczna (Ryc. 13) wskazuje, ze przewazajgca
wiekszo$¢ izolatow uzyskanych z owadow odlowionych z pszenicy grupuje si¢ wraz z
fitoplazmami nalezacymi do grupy 16Srl. Izolat S8.219 wykryty u M. laevis utworzyt
oddzielny klaster w kladzie 16Srl, co wskazuje na jego odrebnos¢ w tej grupie. Izolaty
pochodzace od M. laevis (S8.282, S9.205, S9.210, S9.226, S9.231, S9.238, S9.250,
S9.251, S9.270), E. incisus (S9.322, S9.324, S9.325, S9.326, S9.327, S9.328), E. ocellaris
(S9.330, S9.332, S9.333), L. striatellus (S9.334, S9.335), J. pellucida (S9.336) oraz E.
pteridis (S9.337) zgrupowaly si¢ w obrebie fitoplazm nalezacych do podgrupy 16SrI-F.
Sekwencja izolatu S9.397 zidentyfikowana w owadzie z gatunku M. laevis byta blisko
spokrewniona z fitoplazmg infekujaca rzepak w Polsce. 1zolaty fitoplazm pochodzace od
E. incisus (S9.323, S9.329) byly blisko spokrewnione z izolatami wyosobnionymi z roslin
pszenicy, ktore opisano w punkcie 5.1.1. lzolat S9.323 zgrupowal si¢ z operonem B

fitoplazmy fyllodiozy koniczyny (16Srl-C) oraz z fitoplazmg sklasyfikowang jako
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podgrupa 16Srl-S. Z kolei izolat S9. 329 znalazt si¢ w jednym klastrze z sekwencja
operonu A fitoplazmy fyllodiozy koniczyny oraz z fitoplazma Strawberry phylloid fruit
zaklasyfikowang jako cztonek podgrupy 16SrI-R. Jeden z izolatow pozyskanych od M.
laevis (S9.244) znalazt si¢ w grupie fitoplazm 16SrV-C i 16SrV-D. Dodatkowo topologia
fragmentu drzewa przedstawionego na Rycinie 13 wskazuje, ze izolat ten dzieli wspdlnego

przodka z podgrupa 16SrV-A.
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leSrT-B leSrI-F

leSiT-R leSrI-S

leSrv-C

Ryc. 12. Profile restrykcyjne sekwencji izolatow pochodzacych z owadéw odlowionych z
pszenicy ozimej.
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Ryc. 13. Fragmenty drzewa filogenetycznego uwzgledniajacego sekwencje izolatow
uzyskanych od nosicieli fitoplazm w pszenicy ozimej. Sekwencje uzyskane od pszenicy
0znaczono ‘ a potencjalnych wektordw oznaczono
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Tab. 11. Identyfikacja i klasyfikacja fitoplazm wykrytych w skoczkach odlowionych z

pszenicy ozimej

Izolat Gatunek skoczka Podgrupa
$8.219 16Srl-B
SR Macrosteles laevis T6SIE
S8.327 Errastunus ocellaris 16Srl1-B
$9.205 16Srl-F
$9.210 16Srl-F
S9.226 16Srl-F
$9.231 16Srl-F
S9.238 16Srl-F
SR Macrosteles laevis TeSVC
S9.250 16Srl-F
S9.251 16Srl-F
$9.270 16Srl-F
$9.297 16Srl-B
$9.322 16Srl-F
$9.323 16Srl-S
$9.324 16Srl-F
$9.325 o 16Srl-F
9356 Euscelis incisus T6SHE
$9.327 16Srl-F
$9.328 16Srl-F
$9.329 16Srl-R
$9.330 16Srl-F
S9.332 Errastunus ocellaris 16Srl-F
$9.333 16Srl-F
$9.334 ) 16Srl-F
SRRE Laodelphax striatellus T6SE
S9.336 Javesella pellucida 16Srl-F
$9.337 Empoasca pteridis 16Srl-F
S9.338 Arthaldeus striifrons 16Srl-F
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W wyniku przeprowadzonych badan wyodrebniono grupe potencjalnych wektorow
fitoplazm w uprawie pszenicy ozimej, bylo to 7 gatunkow owaddéw z rzedu Hemiptera:
Arthaldeus striifrons Kirschbaum, Empoasca pteridis Dahlbom, Errastunus ocellaris
Fallén, Euscelis incisus Kirschbaum, Javesella pellucida Fabricius, Laodelphax striatellus
Fallén i M. laevis (Tab. 11).

Fitoplazme z podgrupy 16SrI-F po raz pierwszy wykryto u A. striifrons i E. pteridis w
Polsce i na $wiecie (Tab. 11). Dostepne informacje potwierdzaja role A. striifrons jako
potencjalnego wektora fitoplazmy z podgrupy 16Srl-C wsrod roslin kostrzewy trzcinowej
(Festuca arundinacea Schreb.) na Litwie [lvanauskas, 2014]. U E. pteridis dotychczas
wykryto ‘Ca. Phytoplasma solani’, patogen odpowiedzialny za chorobe stotburu [Safafova
iin., 2018].

U gatunku E. ocellaris wykazano obecnos$¢ fitoplazm z podgrupy 16Srl-B i 16Srl-F
(Tab. 11). O wystgpowaniu ‘Ca. Phytoplasma asteris’ z podgrupy 16Srl-F doniosta
Orsagova i in. [2011]. W Austrii u E. ocellaris stwierdzono obecnos$¢ patogenu z podgrupy
16SrXI1I-A [Riedle-Bauer i in., 2006].

Fitoplazmy z podgrup 16Srl-F i 16Srl-S potwierdzono u E. incisus (Tab. 11). W
literaturze mozna znalez¢ informacje dotyczace roli E. incisus jako wektora fitoplazm.
Podgrupe 16Srlll-B oraz mieszang infekcje fitoplazm 16SrIII-B z 16Srl-F u E. incisus
wykazata Orsagova i in. [2011]. Wystepowanie podgrupy 16SrIII-P wskazat lvanauskas i
in. [2011], a grupe 16Srlll odnotowano u osobnikéw odtowionych w Rosji [Girsova i in.,
2016]. E. incisus moze pemi¢ rolg w rozprzestrzenianiu ‘Ca. Phytoplasma solani’,
czynnika sprawczego choroby stotburu [Fos i in., 1992; Mehle i in., 2011; Safifova i in.,
2018].

Pokrewienstwo pomigdzy izolatami uzyskanymi z pszenicy i E. incisus ukazane na
rycinie 13 wskazuje, ze moze by¢ on wektorem fitoplazmy z podgrupy 16Srl-S w uprawie
pszenicy. Zdolnos$¢ przenoszenia fitoplazm przez E. incisus potwierdzono w przypadku
podgrup: 16Srl-C [lvanauskas, 2014] i 16SrVI [Posnette i Ellenberger, 1963] u koniczyny
biatej (Trifolium repens L.); 16SrllI-B u ostroznia polnego (Cirsium arvense (L.) Scop.)
[Jakovljevic i in., 2015] i 16SrXII-A w uprawie winorosli [Alma i in., 2001].

Natomiast u J. pellucida i L. striatellus potwierdzono obecnos¢ fitoplazmy 16SrI-F
(Tab. 11). W literaturze znajduja si¢ informacje o obecnosci fitoplazm 16SrI-C i 16Srl-F u
tych gatunkow [Riedle-Bauer i in.; 2006; Orsagova i in., 2011].

Fitoplazmy z podgrupy 16Srl-B, 16Srl-F i 16SrV-C stwierdzono u M. laevis (Tab. 11).
U tego gatunku potwierdzono obecnos$¢ fitoplazm z grupy 16Srl i podgrup 16Srl-B i
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16Srl-P [Girsova i in., 2016]. Udowodniono w warunkach doswiadczalnych, ze M. laevis
jest wektorem fitoplazmy 16SrXI11-A [Batlle i in., 2008; Safafova i in., 2018]. W Europie
M. laevis uznawany jest za wektora: zoltaczki astra, pierwiosnka, cebuli (16Srl-B) i
fyllodiozy koniczyny (16Srl-C) [Lee i in., 1998; Kaminska i Sliwa, 2005; Zwolinska i in.,
2017].

5.3.2. W kukurydzy

Z pol kukurydzy zebrano 275 osobnikow z rzedu Hemiptera. Odlowione owady
oznaczono do 8 gatunkow, pozostate przypisano do dwoch rodzajow (Tab. 12). W
zebranym materiale badawczym dominowaly gatunki nalezace do rodziny Cicadellidae
(87,9%). Dominujagcy w kukurydzy byt skoczek kukurydziany Zyginidia scutellaris
Herrich-Schaffer (Wyk. 2). Pierwsze doniesienia o jego obecnos$ci pochodza z Sopotu z
roku 1906 [Matsumura, 1906]. W latach 2000-2001 Z. scutellaris odnotowano w centralnej
czesci Wyzyny Slaskiej [Simon i Szwedo, 2005]. W roku 2009 w wojewddztwie
wielkopolskim odtowiono wyltacznie jedng samice tego gatunku [Klejdysz, 2013].

Z. scutellaris jest gatunkiem polifagicznym zasiedlajagcym rosliny z rodziny
Poaceae (R.Br.) Barnh. Na kukurydzy masowe naloty obserwowane sg w okresie letnim.
Gatunek preferuje zerowanie na starszych lisciach, w rezultacie na ktérych pojawiajg si¢
biate plamy o réznych ksztattach. Gatunek Z. scutellaris w zachodniej Europie uznawany
jest za szkodnika wtérnego kukurydzy, a jego obecno$¢ nie prowadzi do istotnych strat
ekonomicznych [El-Waikey i in, 2014]. Wedlug Ardanuy i in. [2016] zerowanie Z.
scutellaris przyczynia si¢ do zwabiania innych gatunkéw szkodnikow za pomocag
substancji lotnych.

Obserwacje przeprowadzone W niniejszej pracy stanowig pierwsze doniesienie o

masowych pojawach skoczka kukurydzianego w Polsce.
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Tab. 12. Gatunki skoczkéw odtowione z kukurydzy

Rzad Podrzad Nadrodzina Rodzina

Gatunek/rodzaj

Cicadomorpha | Membracoidea | Cicadellidae

Hemiptera

Empoasca sp.

Empoasca pteridis
Dahlbom

Macrosteles
laevis Ribaut

Mocuellus collinus
Boheman

Psammotettix alienus
Dahlbom

Streptanus aemulans
Kirschbaum

Zyginidia scutellaris
Herrich-Schaffer

Fulgoromorpha Fulgoroidea Delphacidae

Dicranotropis
hamata Boheman

Laodelphax
striatellus Fallén

Stenocranus sp.

inne
4,6%

Laodelphax
striatellus
10,9%

Psammottetix
alienus
19,3%

Wyk. 2. Udziat gatunkoéw skoczkow odtowionych z kukurydzy
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https://baza.biomap.pl/pl/taxon/suborder-cicadomorpha/persons_pa/tr/y
https://baza.biomap.pl/pl/taxon/superfamily-membracoidea/persons_pa/tr/y

5.3.2.1.  Analiza genetyczna fitoplazm z owadéw odlowionych z kukurydzy

Obecnos$¢ patogenow potwierdzono w 4 probkach (1,5% wszystkich zebranych
osobnikow) (Tab. 13). Analiza izolatéw O1.204 i O1.242 uzyskanych od Z. scutellaris
wykazala najwyzsze podobienstwo (99,92%) z fitoplazmami infekujacymi wigz
szyputkowy w Polsce (nr akcesyjny MT859113) [Zwolinska i Jurga, niepublikowane] i
wigz pospolity w Serbii (nr akcesyjny HM038455) [Jovi¢ i in., 2012]. Réwniez wysoka
homologia (99,84%) wystgpita z sekwencjami zdeponowanymi w bazie GenBank
otrzymanymi z: leszczyny pospolitej na Stowenii (nr akcesyjny MK775267) [Mehle i in.,
2019]; wigzu pospolitego w Belgii (nr akcesyjny MH583020) [De Jonghe i in., 2019];
powojnika pnacego w Czarnogorze (nr akcesyjny KJ911208) [Krsti¢ i in., 2018]; bylicy
pospolitej z Polski (nr akcesyjny MK440304) oraz olszy czarnej z Polski (nr akcesyjny
MK440303) [Jurga i Zwolinska, 2020a], Serbii (nr akcesyjny KJ911207) [Krsti¢ i in.,
2018] i Niemiec (nr akcesyjny KP238297, KP238298) [Holz i in., 2016]. Z analizy
poréwnawczej izolatu 02.260 wynika, ze otrzymana sekwencja jest w 99,68% podobna do
sekwencji fitoplazm uzyskanych z: leszczyny pospolitej na Stowenii (nr akcesyjny
MK775267) [Mehle i in.,, 2019]; bylicy pospolitej w Polsce (MK440304) [Jurga i
Zwolinska, 2020a]; powojnika pngcego w Czarnogorze (KJ911208) i Serbii (KJ911207)
[Krsti¢ i in., 2018]; a takze z olszy czarnej w Polsce (MK440303) [Jurga i Zwolinska,
2020a] i Niemczech (KP238298, KP238297, KP238296, KP238295 i KP238294) [Holz i
in., 2016].

W wyniku wirtualnej analizy restrykcyjnej izolatow 01.204, 01.242 i 02.260 uzyskano
profil, ktory wykazat podobienistwo z profilem referencyjnym fitoplazmy o nr. akcesyjnym
AY197642 [Lee i in., 2004] (Ryc. 14). Izolaty te byty pokrewne z sekwencjg referencyjng
‘Ca. Phytoplasma vitis” (nr akcesyjny AF176319) [Bedendo i in., 2000] i zostaly
zaklasyfikowane do podgrupy 16SrV-C.

Wsréd gatunkéw odlowionych z kukurydzy drugim pod wzgledem liczebnosci byt
zglobik smuzkowany Psammotettix alienus. Rezaei i in. [2013] w swoich badaniach
potwierdzili, ze P. alienus wraz z M. laevis, Empoasca decipiens oraz L. striatellus sa
dominujacymi gatunkami w kukurydzy oraz pszenicy w Iranie. Obecno$¢ P. alienus na
polach kukurydzy zostata odnotowana rowniez przez Parizipour i in. [2016]. Wedtug Abt i
in. [2018] P. alienus dominuje wsérdd innych osobnikow z rodzaju Psammottetix w

uprawach zboz we Francji i na Stowenii.
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Izolat 02.284 uzyskany od P. alienus wykazal najwyzsze podobienstwo z sekwencja
szczepu KVF otrzymang z barwinka we Francji (nr akcesyjny HQ530150) [Mitrovi¢ i in.,
2010]. Izolat ten byt identyczny w 99,84% z sekwencjami, ktore pozyskano z komonicy
zwyczajnej (nr akcesyjny KX773512) (Girsova i in., 2017) i roslin z rodzaju koniczyna w
Rosji (nr akcesyjny KX773505, KX773497) oraz Kanadzie (nr akcesyjny AF222066,
AF222065) , barwinka w Iranie (nr akcesyjny KC661073), lilaka pospolitego na Litwie (nr
akcesyjny HMO067755) (Jomantiene i in., 2011), marchwi we Wloszech (nr akcesyjny
HM448473) (Mitrovié i in., 2010) oraz z owada Aphrophora alni odtlowionego na obszarze
Rosji (nr akcesyjny KP864664) (Girsova i in., 2016). Wirtualny wzor RFLP izolatu
02.284 (Ryc. 15) réznit si¢ od wzorcow opisanych wczesniej grup oraz podgrup. Jednak
najbardziej podobny byl wzorzec (Ryc.18) z grupy 16Srl, podgrupy R (nr akcesyjny
HMO067754) (Jomantiene i in., 2011) ze wspotczynnikiem podobienstwa rownym 0,97.
Badana fitoplazma byta pokrewna z ‘Ca. Phytoplasma asteris’ (nr akcesyjny M30790)
(Lim i Sears, 1989) na poziomie 99,3%.

Izolaty 02.284 (P. alienus) i W3.05 (kukurydza) zgrupowaly si¢ z fitoplazmami
nalezacymi do ‘Ca. Phytoplasma asteris (16Srl) (Ryc. 16). Topologia drzewa wykazata, ze
izolat 02.284 jest blisko spokrewniony z operonem A fitoplazmy fyllodiozy koniczyny
(AF222065) i Scisle zwigzany z fitoplazmag zasiedlajacg kukurydze (W3.05). Pozostate
izolaty umiejscowity sie¢ w grupie fitoplazm 16SrV. Izolat 02.260 utworzyt dtuzsza galaz z
obrebie przedstawicieli podgrupy 16SrV-C oraz 16SrV-D z uwagi na pojedyncze zmiany
w sekwencji, ktore przedstawiono na rysunku 7. Izolaty pochodzace od Z. scutellaris
01.204, 01.242 oraz z kukurydzy W4.03, W6.18 umiejscowily si¢ w obrebie kladu
fitoplazm 16SrV-C i 16SrV-D i wraz z fitoplazmg z6ltaczki wigzu posiadajg wspolnego
przodka.

Do grupy potencjalnych wektoréw fitoplazm w uprawie kukurydzy zaklasyfikowano: Z.
scutellaris i P.alienus (Tab. 14). W skoczku kukurydzianym Z. scutellaris odtowionym z
kukurydzy wykryto fitoplazme z podgrupy 16SrV-C. Jest to pierwsze doniesienie
dotyczace roli tego owada jako potencjalnego wektora podgrupy V-C. Obecno$é
fitoplazmy z grupy 16SrV bedacej czynnikiem sprawczym Flavescence dorée (FD) w
owadach Z. scutellaris potwierdzaja Lefol i in. [1993]. Jak pokazuja badania Z. scutellaris
moze by¢ rowniez nosicielem stotburu wywotywanego przez ‘Ca. Phytoplasma solani’,
cztonka podgrupy 16SrXII-A [Fos i in., 1992; Battle i in., 2003; Chuche i in., 2016].

U P. alienus, czyli zglobika smuzkowanego wykazano obecno$¢ fitoplazmy nalezacej

do ‘Ca. Phytoplasma asteris’ podgrupy 16SrI-S. Safafova i in. [2018] potwierdzita
62



obecno$¢ ‘Ca. Phytoplasma asteris’ podgrupy 16SrI-F. W Serbii u P. alienus odlowionych
z kukurydzy potwierdzono obecno$¢ zottaczki astra z podgrupy 16Srl-C oraz 16Srl-B
[Jovi¢ i in., 2011; Landi i in., 2013]. Sigalla [2019] wskazata u osobnikow odlowionych w
Szwecji obecno$¢ niebieskiej karlowatosci pszenicy (WBD). P. alienus jest rowniez
nosicielem fitoplazmy stotburu (16SrXI1I-A) w uprawie winorosli, selera marchwi [Fos i
in., 1992; Prota i in., 2006; Carraro i in., 2008; Drobnjakovic i in., 2010; Quaglino i in.,
2019; Zamharir i in., 2019].

W osobnikach Z. scutellaris i P. alienus wykryto szczepy, ktore byly podobne do
zidentyfikowanych w roslinach kukurydzy (Ryc. 16), co wskazuje, ze oba gatunki moga
petnic¢ role wektorow fitoplazm 16SrV-C i 16Srl-S w tej uprawie.

Tab. 13. Klasyfikacja fitoplazm wykrytych w skoczkach odtowionych z kukurydzy

Izolat Gatunek skoczka Podgrupa
01.204
01.242 Zyginidia scutellaris 16SrVv-C
02.260
02.284 Psammotettix alienus 16Srl-S
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Ryc. 15. Profil restrykcyjny izolatu O2.284 reprezentujacy podgrupe 16SrlI-S.
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Ryc. 16. Fragmenty drzewa filogenetycznego uwzgledniajacego sekwencje izolatow

uzyskanych od nosicieli fitoplazm w kukurydzy.

oznaczono fitoplazmy

zidentyfikowane w owadach odlowionych z kukurydzy, a fitoplazmy zasiedlajace rosliny

kukurydzy
65



5.4.  Ocena zdolnosci przenoszenia fitoplazm w pszenicy ozimej i kukurydzy

5.4.1. Przez Macrosteles laevis (Ribaut)

Przeprowadzona analiza podobienstwa wykazata, ze sekwencja izolatu utrzymywanego
w kolonii M. laevis jest w 100% homologiczna z 26 sekwencjami fitoplazm, ktore
pochodzity m.in. z: szafirku drobnokwiatowego (Wegry; nr akcesyjny MNO080271)
[Mergenthaler i in., 2020], kukurydzy (Indie; nr akcesyjny KY565572, KY565571) [Rao i
in., 2017a], gwiazdnicy pospolitej (Litwa; nr akcesyjny KC623537) [Valiunas i in., 2013],
ziemniaka (Indie; nr akcesyjny KC312703; JN191343) [Tiwari i in., 2013], sliwy (Litwa;
nr akcesyjny GU289674) i rzepaku (Polska, Francja; kolejno nr akcesyjne HM561990,
HM590625) [Zwolinska i in., 2011a; Mitrovi¢ i in., 2010].

Na podstawie wirtualnej analizy restrykcyjnej (Ryc. 17) izolat zostat sklasyfikowany
jako przedstawiciel podgrupy rybosomalnej 16Srl-B. Sekwencja byla identyczna
(wspolfczynnik podobienstwa 1.00) ze wzorcem fitoplazmy ‘Onion yellows phytoplasma
OY-M’ (nr akcesyjny AP006628) bedacej sprawcag zottaczki cebuli [Oshima i in., 2004].
Wynik ten potwierdza analiza filogenetyczna, ktoéra grupuje fitoplazme wsrod

przedstawicieli podgrupy 16Srl-B (Ryc. 18).

Macrosteles

Ryc. 17. Wirtualny profil restrykcyjny izolatu uzyskanego od M. laevis.

Szczep utrzymywany w hodowli M. laevis jest identyczny ze szczepem RzW14,

odpowiedzialnym za chorobe fyllodiozy rzepaku (rapeseed phyllody) zidentyfikowanym
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na rzepaku ozimym przez Zwolinska i in. [2011a]. ‘Ca. Phytoplasma asteris’ typu B jest
najczgsciej notowang fitoplazma na terenie Polski [Zwolinska i Borodynko-Filas, 2021].
Dotychczasowe doniesienia potwierdzaja obecno$¢ tego patogenu nie tylko w rzepaku, ale
réwniez u: jezyny [Cieslinska, 2011a]; leszczyny [Cieslinska i Kowalik, 2011]; brukselki
[Kaminska i in., 2012a], kapusty pekinskiej [Kaminska i in., 2012b]; jabtoni [Cieslinska i
Kruczynska, 2014]; jalowca [Krawczyk i in., 2016]; buraka cukrowego [Zwolinska i in.,
2016]; kalafiora, tubinu, grochu i gorczycy [Zwolinska i Borodynko-Filas, 2021].
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Ryc. 18. Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie fragmentu genu 16S rRNA
izolatow z grupy 16Srl. Badany izolat zostat oznaczony bendrogram skonstruowano w
programie MEGA X, metoda najwigkszej wiarygodnosci.

U 20% testowananych roslin pszenicy odmiany Tytanika (Ryc. 19A) odnotowano jasne
przebarwienia wystepujace wzdtuz zewn¢trznej krawedzi liscia (Ryc. 19B). Pojawily si¢
one w 6 tygodniu od inokulacji. Pozostate rosliny odmiany Tytanika oraz wszystkie
odmiany Hondia nie odrozniaty si¢ wygladem od roslin kontrolnych (Ryc. 19C). U
kukurydzy nie zaobserwowano zmian morfologicznych (Ryc. 20).
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Ryc. 19. Rosliny pszenicy ozimej w tescie infekcyjnym z M. laevis: A,
przebarwienia u odmiany Tytanika; C — rosliny odmiany Hondia.
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Ryc. 20. Rosliny kukurydzy w tescie infekcyjnym z M. laevis: A, B — odmiana Popis; C, D
— odmiana Pokusa.




Udang transmisj¢ fitoplazmy z podgrupy 16SrI-B uzyskano wylacznie u ro$lin pszenicy
ozimej. Skuteczno$¢ przeniesienia czynnika sprawczego przez skoczka szeSciorka
wyniosta 35% (Wyk. 3). Wczeséniejsze dane literaturowe wskazuja, ze M. laevis jest
wektorem fitoplazm na licznych gatunkach. Transmisj¢ fitoplazm z grupy 16Srl u astra
chinskiego oraz katarantusa rozowego potwierdzil Heinze i Kunze [1955]. Kochman i
Ksigzek [1964] udowodnili doswiadczalnie przenoszenie przez M. laevis fitoplazmy z
cebuli i astra na cebule oraz z przymiotna kanadyjskiego na katarantusa. W Czechach M.
laevis przenosit fitoplazme z podgrup 16Srl-B, 16SrI-C, 16SrllI-B oraz grupy 16SrXII
[Brcak, 1979]. Gatunek ten jest skutecznym wektorem fitoplazmy stotburu wystepujacej w
Turcji w uprawie ziemniaka [Guclu i Ozbek, 1991]. Z kolei Kaminska i Sliwa [2005]
odnotowaly przeniesienie zOltaczki astra na lili¢ oraz katarantus. Zwolinska i in. [2017]
potwierdzili przenoszenie fitoplazmy fyllodiozy rzepaku 16Srl-B na ro$liny katarantusa,
bobu oraz jeczmienia, a skuteczno$¢ zakazania zalezata od gatunku. W pracach tych nie
badano jednak przenoszenia tego patogenu w uprawach pszenicy ozimej i kukurydzy.

Uzyskane wyniki sg pierwszym doniesieniem o transmisji fitoplazmy z podgrupy 16Srl-
B przez skoczka szeSciorka na rosliny pszenicy ozimej. Z przeprowadzonych badan
wynika, ze odmiany tego gatunku roznig si¢ podatno$cig na fitoplazme ‘Ca. Phytoplasma
asteris’ typu B. Ros$liny odmiany Tytanika ulegly infekcji w 66,7%, z kolei obecnosé
patogenu u odmiany Hondia odnotowano u 3,3% roslin (WyKk. 4). Otrzymane wyniki moga
potwierdza¢, ze owady M. laevis migrujac pomiedzy uprawami rzepaku i pszenicy — upraw
o duzym udziale w strukturze zasiewow w Polsce, przenoszg badany patogen. W Polsce
obecno$¢ fitoplazmy odpowiedzialnej za fyllodioze rzepaku (Ca. Phytoplasma asteris;
16Srl-B) wykazano w licznych gatunkach chwastow: Matricaria discoidea, M. perforata,
Sisymbrium officinale, Geranium pusillum, Papaver rhoeas, Echinochloa crus-galli,
Polygonum aviculare, co sugeruje, ze rosliny te moga by¢ rezerwuarem lub zielonym
mostem pomigdzy rzepakiem i pszenica, ktore czesto wystepuja w rotacji zmianowania
[Tiwari i in., 2017; Zwolinska, 2019; Zwolinska i in., 2019].

Fitoplazma z podgrupy 16Srl-B wplyneta stymulujaco na wzrost roslin pszenicy
odmiany Tytanika. Ro$liny zainfekowane byly $rednio o 0,6 cm wyzsze od ro$lin
zdrowych. W przypadku odmiany Hondia bakterie fitoplazmatyczne ograniczaty
wprawdzie wzrost roslin $rednio 0 1,5 cm w poréwnaniu do roslin wolnych od fitoplazm,
jednak w tym przypadku rozproszenie cechy bylo az tak duze, ze wystepujace roznice nie

byly statystycznie istotne (Wyk. 5). Stymulacja wzrostu roslin w przypadku infekcji
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fitoplazmami moze wynika¢ ze zwigkszonej ilosci auksyn np. kwasu indolilo-3-octowego

[Dermastia, 2019].
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WyK. 3. Srednia efektywnos¢ przenoszenia fitoplazmy przez M. laevis
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Wyk. 4. Srednia efektywno$¢ przenoszenia fitoplazmy przez M. laevis wéréd odmian
pszenicy 0zimej
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Wyk. 5. Wplyw infekcji fitoplazmy na wysokos¢ roslin

5.4.2. Przez Psammotettix alienus (Dahlbom)

Na podstawie trzech klonéw uzyskano sekwencje konsensusowg fragmentu genu 16S
rRNA o dhugosci 1244 pz. Sekwencja fitoplazmy pochodzacej z hodowli skoczka P.
alienus w zestawieniu z sekwencjami dostepnymi z bazie GenBank byta w 100% podobna
do uzyskanej z: izolatu 'Aquilegia sp.' phyllody phytoplasma infekujacej orlika w Iranie (nr
akcesyjny MK307856) [Babaei i in., 2021]; izolatdéw wyosobnionych z roslin koniczyny i
komonicy zwyczajnej w Rosji (nr akcesyjny KX773498 i KX773514) [Girsova i in.,
2017]; klonu Strawberry phylloid fruit phytoplasma z Egiptu (nr akcesyjny MT757900)
[Mokbel i Kheder, 2020]; szczepu Cherry bunchy leaf phytoplasma z Litwy (nr akcesyjny
HMO067754) [Jomantiene i in., 2011]; fitoplazm wyizolowanych z jezowki purpurowej (nr
akcesyjny EF546778) [Franova i in., 2009] i porzeczki czerwonej (nr akcesyjny
AY669063) w Czechach [Navratil i in., 2007]; z truskawki w USA (nr akcesyjny
AY102275) [Jomantiene i in., 2002], a takze z jedna kopig genu 16SrRNA Clover
phyllody phytoplasma (rrnA) uzyskanego od skoczka pienik $linianka na Litwie (nr
akcesyjny KC283218) [Ivanauskas i in., 2014].

Zgodnie z przeprowadzong analizg restrykcyjna sekwencji (1244 pz) izolatu fitoplazmy
uzyskanego z owada P. alienus wygenerowany profil restrykcyjny (Ryc. 21) byt
identyczny (wspdtczynnik podobienstwa 1.00) z wzorcem referencyjnym nalezagcym do

litewskiego szczepu fitoplazmy z podgrupy 16Srl-R, ktory odpowiedzialny jest za chorobe
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wisni (Cherry bunchy leaf phytoplasma; nr akcesyjny HM067754) [Jomantiene i in., 2011]
oraz szczepu z podgrupy I-C wywolujacego fyllodioze koniczyny (Clover phyllody
phytoplasma, nr akcesyjny AF222065). Badany izolat fitoplazmy grupowat si¢ z innymi
reprezentantami podgrupy 16Srl-R (Ryc. 22).

P.alienus

Ryc. 21. Wirtualny profil restrykcyjny izolatu uzyskanego od P. alienus.
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Ryc. 22. Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie fragmentu genu 16S rRNA
izolatow z grupy 16Srl. Badany izolat zostat oznaczony A\ .Dendrogram
skonstruowano w programie MEGA X metoda najwigkszej wiarygodnosci.

73



U pszenicy ozimej odmiany Tytanika pierwsze objawy w postaci drobnych, zéitych
plam pojawity si¢ po 5 tygodniach od inokulacji (Ryc. 23A). Zmiany te byly rozproszone
po catej powierzchni lisci u 70% roslin. U odmiany Hondia pierwsze objawy w postaci
zOltych plam, przypominajacych mozaikowatos¢ zaobserwowano w 6 tygodniu od
inokulacji (Ryc. 23D). Dodatkowo ro$liny te wykazywaly nadmierne krzewienie,
zdrobnienie lisci oraz karfowato$é, zaczelty zamieraé w 10 tygodniu po inokulacji (Ryc.
23C, 23E i 23F). Objawy wystepowatly u 90% roslin.

Pierwsze objawy chorobowe na kukurydzy pojawity si¢ w 9 tygodniu od inokulacji i
wystapity niezaleznie od testowanej odmiany. Pojedyncze ro$liny wykazywaty
zahamowany wzrost w poréwnaniu z probg kontrolng (Ryc. 24). Po 13 tygodniach od
inokulacji pojawity si¢ chlorotyczne przebarwienia na szczytowych liSciach roslin (Ryec.
24A 1 24E), w przestrzeni pomiedzy nerwami pojawita si¢ chloroza, tworzac tzw.
“pasiasto$¢” lisci (Ryc. 24D). Zaobserwowano rowniez silne skrocenie migdzywezli (Ryc.

24C). Objawy wystapily u ok. 6% roslin odmiany Popis i 30% odmiany Pokusa.
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Ryc. 23. Rosliny pszenicy w teScie infekcyjnym z P. alienus: odmiana Tytanika -
z6tkniecia lisci (A); poréwnanie rosliny zainfekowanej (po lewej) 1 niezainfekowanej (po
prawej) (B); odmiana Hondia — poréwnanie roslin niezainfekowanych po 6 tygodniach od
inokulacji (po lewej) 1 zainfekowanych (Srodek i po prawej) (C); odmiana Hondia -
z6kkniecie lisci (D); odmiana Hondia - nadmierne krzewienie (E); odmiana Hondia -
zamieranie zainfekowanych roslin po 10 tygodniach od inokulacji (po lewej) 1 rosliny
niezainfekowane (po prawej) (F).
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Ryc. 24. Rosliny kukurydzy w tescie infekcyjnym z P. alienus: chloroza gérnych lisci na
odmianie Popis (A); rosliny zainfekowane (po lewej) i niezainfekowane (po prawej) (B);
skrocone migdzywezla (C); przebarwienia lisci (po lewej 3 liscie pochodza od
zainfekowanych roslin, jeden 1li§¢ po prawej lis¢ od niezainfekowanej kukurydzy) (D);
przebarwienia lisci widoczne na odmianie Pokusa (E).
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W literaturze informacje na temat udzialu P. alienus w przenoszeniu fitoplazm sa
ograniczone. Landi i in. [2013] wykazali, ze osobniki tego gatunku wprowadzily do
sztucznej pozywki komorki fitoplazmy odpowiedzialne za zoltaczke astra (16Srl-B).
Natomiast Zwolinska i in. [2017] nie udowodnili nabywania oraz transmisji ’Ca.
Phytoplasma asteris’ z podgrupy 16Srl-B w uprawie rzepaku ozimego i jgczmienia.
Dobrze znanym wektorem fitplazmy WBD jest z kolei P. striatus [Wu i in., 2010].
Wykonane eksperymenty potwierdzily zdolno$¢ przenoszenia niebieskiej karlowatosci
pszenicy (WBD), fitoplazmy z podgrupy 16Srl-R przez P. alienus w pszenicy ozimej oraz
kukurydzy. Otrzymane wyniki moga sugerowaé, ze wylacznie grupa owadow z rodzaju
Psammotettix jest zdolna do transmisji groznej dla upraw zbozowych fitoplazmy. Gatunek
zglobik smuzkowany (P. alienus) jest znanym i skutecznym wektorem wirusa karfowatos$ci
pszenicy (WDV) w zbozach [Manurung i in., 2004; Zhang i in., 2010; Trzmiel i Klejdysz,
2018].

Ponadto w uprawie pszenicy moze dochodzi¢ do zjawiska mieszanej infekcji wirusem
WDV oraz fitoplazmg [Tao i in., 2012]. Fakt ten potwierdzity rowniez badania wtasne. W
zwigzku z powyzszym diagnoza oparta jedynie na objawach chorobowych nie musi
wskazywac na jednostke chorobowa.

Efektywnos¢ przenoszenia fitoplazmy z podgrupy 16Srl-R przez P. alienus zalezata od
gatunku rosliny i genotypu odmiany (Wyk. 6 i 7). Patogen byt z wigkszg skuteczno$cia
przenoszony na T. aestivum (90,0%). U kukurydzy $rednia efektywnos$¢ przenoszenia
wynosita 26,7%. W przypadku pszenicy ozimej P. alienus z wyzsza efektywnoscig
przenosit bakterie fitoplazmatyczne na odmiang Hondia (96,7%). Istotnie stabiej zakazat
odmiane Tytanika (83,3%). Srednia efektywnos$¢ przenoszenia na kukurydze odmiany
Pokusa wynosita 46,7% 1 byla o 40 punktéw % wigksza w pordwnaniu do odmiany Popis.
Rozwoj fitoplazmy zottaczki astra reprezentujacej podgrupe 16SrI-R mial wplyw na
wysokos¢ roslin pszenicy ozimej (WyKk. 8). Skrocenie dtugosci pedu w przypadku roslin
odmiany Hondia wynosito 27,3%, a u odmiany Tytanika bylo to 26,1%. Natomiast u
kukurydzy obecno$¢ patogenu nie wptyne¢ta znaczaco na ograniczenie jej wzrostu.

Wplyw genotypu na powstale objawy w wyniku infekcji MBSP u kukurydzy
potwierdzili Orlovskis i in. [2017]. Dodatkowo objawy powstate u roslin moga by¢ zalezne
od szczepu fitoplazmy. W literaturze nie znaleziono informacji dotyczacych wptywu
fitoplazm na zmiany w pokroju roslin pszenicy w zalezno$ci od genotypu odmian. Wptyw
genotypu na stopien porazenia przez fitoplazmy zaobserwowano u innych gatunkow np.:

winorosli. Odmiana Chardonnay uznawana jest za bardziej wrazliwa na Grapevine
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flavescence dorée phytoplasma nalezaca do grupy zéttaczki wigzu (16SrV) niz odmiana

Merlot [Boudon-Padieu, 1996; Sandrine i in., 2012].
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Wyk. 6. Efektywnos$¢ przenoszenia fitoplazmy przez P. alienus
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WyKk. 7. Efektywnos¢ przenoszenia fitoplazmy przez P. alienus wsroéd odmian
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Wyk. 8. Wpltyw infekcji fitoplazmy na wysoko$¢ roslin

W uprawie polowej pszenicy ozimej i kukurydzy wykryto stosunkowo niewiele roslin,
w  ktorych obecne byty fitoplazmy (2% ro$lin). Odmienne wyniki uzyskano w
eksperymentach wykonanych w warunkach kontrolowanych, w szklarni przy udziale M.
laevis i P. alienus, gdzie porazenie fitoplazmami odnotowano u 35% (M. laevis) i 90% (P.
alienus) roslin pszenicy ozimej. Z kolei, M. laevis nie przenosit patogenu na kukurydze,
za$ P. alienus przeniost bakterie na 26,7% roslin. Niska skala porazenia ro$lin w
warunkach naturalnych przez fitoplazmy moze wynika¢ ze Scistych preferencji
pokarmowych poszczegolnych gatunkéw owadéw. Podczas hodowli na jednym gatunku
rosliny owady nie korzystajg z bioréznorodnosci wystepujacej w miejscu ich naturalnego
bytowania [Alma i in., 2001; Zwolinska i in., 2017].
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5.

WNIOSKI

Pszenica ozima i kukurydza sa roslinami zywicielskimi dla fitoplazm na terenie
Polski.

Identyfikacja fitoplazm z podgrupy 16SrI-R i 16Srl-S potwierdzita po raz pierwszy w
Europie obecnos¢ Wheat blue dwarf (WBD) groznej dla pszenicy ozimej choroby.
Kukurydza moze by¢ infekowana przez dotychczas nie notowane na terenie Polski u
roslin uprawnych fitoplazmy z podgrupy 16Srl-R oraz 16SrV-C.

Potencjalnym wektorem fitoplazm zidentyfikowanych w pszenicy jest Euscelis
incisus.

Zyginidia scutellaris (Herrich-Schaeffer) jest potencjalnym wektorem fitoplazm i
moze stanowi¢ zagrozenie dla upraw kukurydzy.

Macrosteles laevis (Ribaut) jest wektorem fitoplazmy z podgrupy 16Srl-B w pszenicy

0zimej.

. Zdolnos¢ transmis;ji fitoplazmy 16SrI-R w uprawie pszenicy i kukurydzy potwierdza

role Psammotettix alienus (Dahlbon) jako nowego wektora.

Rozwéj chorob fitoplazmatycznych zalezy od gatunku rosliny zywicielskiej oraz
odmiany.

Choroby fitoplazmatyczne na pszenicy ozimej i kukurydzy mogg mie¢ przebieg

latentny.
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STRESZCZENIE

Fitoplazmy to fitopatogeniczne bakterie zagrazajace wielu gatunkom roslin. Maja
zdolno$¢ namnazania w ro$linach i owadach. Celem przeprowadzonych badan byta ocena
zagrozenia ze strony fitoplazm w uprawie pszenicy ozimej i kukurydzy oraz wskazanie
potencjalnych wektorow tych patogenow. Badania wykonano w latach 2018-2019 w
rejonie poludniowo-zachodniej Polski. Material badawczy stanowily tkanki pszenicy
ozimej 1 kukurydzy oraz owady odlowione z upraw tych gatunkow roslin. Ponadto
oceniono potencjal przenoszenia fitoplazm zoéltaczki astra (‘Candidatus Phytoplasma
asteris’) przez najliczniej wystepujace skoczki w uprawie zb6éz w Polsce. Wykrywanie
fitoplazm wykonano za pomocg reakcji PCR stosujac specyficzne startery, a uzyskane
produkty zsekwencjonowano. W oparciu o analizg restrykcyjng genu kodujacego 16S
rRNA zidentyfikowano 3 podgrupy rybosomalne fitoplazm w uprawie pszenicy i
kukurydzy. Zebrane owady zidentyfikowano do 16 gatunkéw i1 2 rodzajow z rzedu
Hemiptera. Wérdd nich grupe potencjalnych wektoréw fitoplazm w uprawie pszenicy
stanowilo 7 gatunkow. Natomiast u owadow odlowionych z kukurydzy obecno$¢ patogenu
potwierdzono u 2 gatunkow. Praca dostarcza dowodoéw, ze M. laevis i P. alienus sa
nowymi wektorami fitoplazm zagrazajagcymi uprawie pszenicy i kukurydzy. Jest to
pierwsza kompleksowa praca dotyczaca chorob fitoplazmatycznych pszenicy ozimej i

kukurydzy.

Stowa kluczowe: fitoplazma, pszenica, kukurydza, wektor, transmisja fitoplazm
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ABSTRACT

Phytoplasmas are phytopathogenic bacteria threatening many plant species. They have
ability to multiply in plants and insects. The main aim of the research was threat
assessment from the phytoplasmas in wheat and maize crops, and to identify potential
vectors of phytoplasma. The research was conducted in 2018-2019, in southwestern
Poland. Research material constituted tissues of wheat and maize, and insects harvested
from this crops. Furthermore, was assessed ability to transmit aster yellows phytoplasmas
(‘Candidatus Phytoplasma asteris’) by most numerous leafhoppers in cereals. Pathogen
was detected by PCR with specific primers, and products obtained have been sequenced.
Based on restriction analysis 16S rRNA gene, phytoplasmas from wheat and maize were
classified into 3 ribosomal subgroup. Insects were identified to 16 species and 2 genus
(Hemiptera). Group of potential vectors of phytoplasma in wheat were represented by 7
species. However, in insects from maize crop pathogen was present in 2 species. Thesis
provides evidence that M. laevis and P. alienus are new vector phytoplasmas in wheat and
maize crop in the world. This is the first comprehensive study devoted to phytoplasma

diseases in wheat and maize.

Keyword: phytoplasma, wheat, maize, vector, phytoplasma transmission
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WYKAZ SKROTOW

AAP — ang. acquisition access period/ okres zeru nabywajacego

AY-WB — ang. Aster Yellows Witches’ Broom

CTAB — ang. cetyltrimethylammonium bromide/ bromek heksadecylotrimetyloamoniowy
EDTA - ang. ethylenediaminetetraacetic acid/ kwas etylenodiaminotetraoctowy

ESFY — ang. European stone fruit yellows phytoplasma/ Europejska zoltaczka drzew
pestkowych

IPTG — ang. isopropyl-p-D-thiogalactopyranoside/ izopropylo-p-D-thiogalaktopiranozyd
LAMP - ang. loop-mediated isothermal amplification/ izotermiczna amplifikacja
materiatu genetycznego

LB —ang. lysogeny broth/ bulion lizogenny

LP — ang. latent period/ okres latencji

LY — ang. Lethal yellowing/ $miertelne z6tkniecie

MBS — ang. Maize bushy stunt/ krzaczasto$¢ kukurydzy

MLO —ang. Mycoplasma-like organisms/ organizmy mykoplazmopodobne

MR —ang. Maize redness/ czerwienienie kukurydzy

Obr./min — obroty na minute

OY — ang. Onion Yellows/ zottaczka cebuli

PCR — ang. polymerase chain reaction/ reakcja fancuchowej polimerazy

PoiBI — ang. Poinsettia branch inducing/ indukcja gal¢zi poinsecji

RFLP — ang. restriction fragment length polymorphism/ polimorfizm dlugosci fragmentow
restrykcyjnych

SAP —ang. Secreted AY-WB Protein/ biatka sekrecyjne AY-WB

SB —ang. sodium borate/ tetraboran sodu

TD-PCR - ang. touchdown PCR/ gradientowy PCR

WBD — ang. wheat blue dwarf/ niebieska karfowato$¢ pszenicy
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Ryc. 6. Analiza RFLP sekwencji genu 16S rRNA izolatu W1.22 (A) oraz izolatu
W1.47 (B) wykonana w programie iPhyClassifier

Ryc. 7. Drzewo filogenetyczne pokrewienstwa szczepéw w oparciu o sekwencje
genu 16S rRNA. Skonstruowane metodqa Maximum Likelihood w programie MEGA
X. Badane izolaty oznaczono @

Ryc. 8. Drzewo filogenetyczne oparte o gen tuf. Skonstruowane metoda Maximum
Likelihood w programie MEGA 7. Badany izolat oznaczono

Ryc. 9. Objawy na kukurydzy: A, B- jasne, dlugie, rownolegte pasy wzdtuz nerwow
w fazie BBCH 17-18; C- ro$lina bezobjawowa; D- stabszy wzrost widoczny w fazie
BBCH 39; E, F- czerwone przebarwienia na zewngtrznej krawedzi lisci.

Ryc. 10. Poréwnanie wirtualnych wzorcow RFLP otrzymanych w wyniku trawienia
in silico sekwencji o dlugosci 1244 pz pochodzacych od izolatow W3.05 (A) oraz
W4.03 (B).

Ryc. 11. Drzewo filogenetyczna utworzone na podstawie sekwencji 16S rDNA
metoda Maximum Likelihood w programie MEGA X. Badane izolaty oznaczono ¥
Ryc. 12. Profile restrykcyjne sekwencji izolatéw pochodzacych z owadow
odlowionych z pszenicy ozime;.

Ryc. 13. Fragmenty drzewa filogenetycznego uwzgledniajacego sekwencje izolatow
uzyskanych od nosicieli fitoplazm w pszenicy ozimej. Sekwencje uzyskane od
pszenicy 0znaczono Aa potencjalnych wektoréw oznaczono

Ryc. 14. Profil restrykcyjny izolatu O1.242 reprezentujacy podgrupe 16SrV-C

Ryc. 15. Profil restrykcyjny izolatu O2.284 reprezentujacy podgrupe 16SrI-S

Ryc. 16. Fragmenty drzewa filogenetycznego uwzgledniajacego sekwencje izolatow
uzyskanych od nosicieli fitoplazm w kukurydzy

Ryc. 17. Wirtualny profil restrykcyjny izolatu uzyskanego od M. laevis.

Ryc. 18. Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie fragmentu genu 16S rRNA
izolatow z grupy 16Srl. Badany izolat zostat oznaczony A .Dendrogram
skonstruowano w programie MEGA X, metoda najwigkszej wiarygodnosci.

Ryc. 19. Rosliny pszenicy ozimej w tescie infekcyjnym z M. laevis: A, B — jasne
przebarwienia u odmiany Tytanika; C — rosliny odmiany Hondia.

Ryc. 20. Ros$liny kukurydzy w teécie infekcyjnym z M. laevis: A, B — odmiana Popis;
C, D — odmiana Pokusa.

Ryc. 21. Wirtualny profil restrykcyjny izolatu uzyskanego od P. alienus.

Ryc. 22. Drzewo filogenetyczne utworzone na podstawie fragmentu genu 16S rRNA
izolatow z grupy 16Srl. Badany izolat zostat oznaczony A Dendrogram
skonstruowano w programie MEGA X metoda najwiekszej wiarygodnosci.

Ryc. 23. Rosliny pszenicy w tescie infekcyjnym z P. alienus: odmiana Tytanika -
z6tkniecia lisci (A); pordwnanie rosliny zainfekowanej (po lewej) i niezainfekowane;j
(po prawej) (B); odmiana Hondia — porownanie roslin niezainfekowanych po 6
tygodniach od inokulacji (po lewej) i zainfekowanych (srodek i po prawej) (C);
odmiana Hondia - zétkniecie lisci (D); odmiana Hondia - nadmierne krzewienie (E);
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odmiana Hondia - zamieranie zainfekowanych roslin po 10 tygodniach od inokulacji
(po lewej) i rosliny niezainfekowane (po prawej) (F)

Ryc. 24. Rosliny kukurydzy w tescie infekcyjnym z P. alienus: chloroza gornych lisci
na odmianie Popis (A); rosliny zainfekowane (po lewej) i niezainfekowane (po
prawej) (B); skrocone migdzywezla (C); przebarwienia lisci (po lewej 3 liscie
pochodzg od zainfekowanych roslin, jeden lis¢ po prawej lis¢ od niezainfekowanej
kukurydzy) (D); przebarwienia lisci widoczne na odmianie Pokusa (E).
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