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I. WSTEP

Fitoplazmy to male organizmy komérkowe nalezace do krélestwa Bacteria. Infekuja
setki gatunkow roslin na $wiecie. W Polsce znane sg z porazania plantacji drzew sadowni-
czych, takich jak jabton i grusza (Kaminska 2004) oraz plantacji roslin ozdobnych migdzy
innymi lilii i r6z (Kaminska i Dziekanowska 2002; Kaminska i wsp. 2003). Przypadki
wystapienia fitoplazm w Polsce odnotowywano réwniez na takich roslinach wieloletnich,
jak: klon jesionolistny, jesion wyniosly, sosna zwyczajna (Kaminska i Sliwa 2006; Sliwa
i wsp. 2008; Kaminska i Berniak 2009), zywotnik olbrzymi oraz na roslinach uprawnych
— rzepak ozimy, groch zwyczajny czy pomidor zwyczajny. Jako pasozyty obligatoryjne,
fitoplazmy sg zaadaptowane do zycia w dwoch niszach ekologicznych — w tkance tykowej
roslin oraz w ciele owadoéw z grupy piewikow (Fulgoromorpha, Cicadomorpha) i mio-
dowek (Psyllidae), ktore przenosza patogena na nowych zywicieli. Rozpoznanie epide-
miologii fitoplazm w Polsce jest trudne, gdyz niewiele wiadomo na temat ich naturalnych
gospodarzy — roslin dziko rosnacych, ktdre moga stuzy¢ jako inokulum tych patogenow
w ekosystemie. Rutynowa diagnostyka fitoplazm polega na wykonaniu reakcji PCR
(polymerase chain reaction) ze specyficznymi starterami i odczycie sekwencji nukleoty-
dow uzyskanego produktu. Czgsto, z powodu niskiego miana komorek fitoplazmatycz-
nych w roslinach, konieczne jest zastosowanie czulszych metod badawczych, tj. zagniez-
dzonego PCR (ang. nested-PCR) lub gPCR.

Obserwacje prowadzone w latach 2009 i1 2010, na polach rzepaku w stacjach badaw-
czych w Winnej Gorze, Strzelcach, Matyszynie i Borowie pokazaty, ze z roku na rok,
w okresie okoto kwitnienia, na roslinach rzepaku ozimego pojawiaja si¢ deformacje
dwoch typow. Sa to charakterystyczne fyllodia kwiatow (zazielenianie si¢ ptatkow kwia-
towych — wirescencja, rozdecia i powigkszenia stupkow) i staSmienia — zrosty podtuzne
todyg, kwiatostandw i tuszczyn przy jednoczesnym zawiazywaniu kwiatow. Na podstawie
kilkuletnich badan i obserwacji przenoszenia si¢ z pokolenia na pokolenie zmian typu
stasmienia, wysunigto hipotezg o ich genetycznym pochodzeniu, zwigzanym z mutagen-
nym wplywem fitoplazm na rosliny, w ktorych bytuja (Starzycki i Starzycka 2000).
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Celem badan byta identyfikacja fitoplazm na rzepaku ozimym z terenoéw stacji badaw-
czych Wielkopolski, z uwzglednieniem dwoch typow obserwowanych deformacji oraz
wstepna analiza pordéwnawcza izolatow pochodzacych z roznych lokalizacji.

II. MATERIAL I METODY

Proby porazonego rzepaku ozimego (Brassica napus) zbierano w 4 lokalizacjach —
Winna Goéra, Borowo, Strzelce, Matyszyn; w latach 2009 i 2010. Fitoplazmy identyfi-
kowano przy pomocy metod molekularnych, izolujac totalne DNA z zastosowaniem
buforu CTAB (Maixner i wsp. 1995) lub kitu Qiagen (DNeasy Plant Maxi Kit), z roslin
posiadajacych zmiany dwoch typodw oraz roslin zdrowych, a nastgpnie przeprowadzajac
zagniezdzony PCR (ang. nested PCR) z parami starterow: P1/P7 i R16F2n/R16R2
(Schaad i wsp. 2001). Uzyskane produkty reakcji PCR sekwencjonowano i analizowano
wirtualnie przy pomocy narzedzia internetowego NebCutter, pod katem obecnosci wy-
branych miejsc restrykcyjnych. Sekwencje jednego z uzyskanych amplikonéw P1/P7
(1,8 kpz), izolatu RzZW14 z Winnej Gory, zamieszczono w banku genoéw (nr akcesyjny
HM561990). Wyizolowane DNA fitoplazm pochodzacych z poszczegélnych lokaliza-
cji, badano dalej pod katem zréznicowania genu fuf, trawiac produkt reakcji PCR
ze starterami tufAYf/tufAYr, enzymami restrykcyjnymi: Taql i Hpall, zgodnie z zale-
ceniami producenta.

ITI. WYNIKI I DYSKUSJA

Fitoplazmy wykryto zar6wno w roslinach wykazujacych deformacje typu stasmien,
jak i catkowite deformacje kwiatdéw prowadzace do niezawiazywania tuszczyn i po-
wstawania fyllodiow; przy czym z prob pochodzacych z roslin staSmionych znacznie
rzadziej uzyskiwano wynik pozytywny na obecno$¢ DNA fitoplazmatycznego (tab. 1)
i tylko przy zastosowaniu reakcji nested-PCR (rys. 1). Z préb roslin nie wykazujacych
objawow porazenia uzyskiwano wynik negatywny. Wszystkie sekwencje badanych

Tabela 1. Ilos¢ pozytywnych prob przypadajacych na catkowita ilos¢ prob przebadanych z uwz-
glednieniem dwoch typow objawow

Table 1. Number of positive samples per total number of samples tested, including two types of
symptoms

Lokalizacja (ilo$¢ Tlos¢ 1zola’tov'v uzyskanych i r'oshn Tlo$¢ izolatéw uzyskanych
ze sta$mionymi fodygami

badanych izolatow) (pozytywne/wszystkic) z ro$lin z fyllodiami

Location (number Number of isolates obtained

of isolates tested) Nuﬁ?g f(; t;g;)tl:;e: tgﬂ:}ﬁ)‘iﬁgﬁ}aﬂ; nts from plants with phyllodies

Winna Goéra (9) 3/6 2/3
Strzelce (2) 0/1 1/1
Matyszyn (10) 2/7 3/3

Borowo (11) - 9/11
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izolatow fitoplazm byly w 99% podobne do sekwencji fitoplazm z grupy zéttaczki astra
(16Sr 1), zdeponowanych w banku genéw. Wirtualna analiza miejsc restrykcyjnych
fragmentu DNA zakwalifikowata wszystkie badane izolaty fitoplazm do grupy 16Sr I-B.
Analiza porownawcza RFLP genu fuf wybranych izolatow fitoplazm nie ujawnita zad-
nego zréznicowania pomigdzy tymi izolatami. Sa to jednak badania wst¢pne, wymaga-
jace rozszerzenia o wigksza ilo$¢ badanych prob.

W toku prowadzonych badan wykazano, ze DNA fitoplazmatyczne jest wykrywane
w 35% przypadkow stasmionych roslin rzepaku, przy czym detekcja musi by¢ oparta
o dwie rundy reakcji PCR. Oznacza to, ze komorki fitoplazm moga by¢ obecne w sta-
$mieniach w bardzo niewielkich ilo$ciach, stad potrzeba zastosowania bardzo czulych
metod diagnostycznych. Podobne przeszkody w identyfikacji fitoplazm w Polsce napo-
tykata prof. Kaminska w swoich badaniach (Sliwa i wsp. 2008).

Rys. 1. Wynik reakcji PCR. Gorny zel — bezposredni PCR ze starterami R16F2n/R16R2 (1,2 kz);
dolny Zel — nested PCR ze starterami R16F2n/R16R2, poprzedzony reakcja PCR ze starte-
rami P1/P7. Proby 1.1, 1.2 i 2 — izolaty DNA pochodzace z ro$lin z objawami fyllodiow;
proba 3 — izolat DNA pochodzacy z rosliny stasmionej; M — marker mas molekularnych
DX174

Fig. 1. Result of the PCR. Upper gel — a direct PCR with primers R16F2n/R16R2 (1.2 kb); lower
gel — nested PCR with primers R16F2n/R16R2, preceded by PCR with primers P1/P7.
Samples 1.1, 1.2 and 2 — isolate of DNA derived from plants with phyllody symptoms;
sample 3 — isolate of DNA from fasciated plant; M — molecular mass marker ®X174

IV. WNIOSKI

1. Fitoplazmy porazajace rzepak ozimy w zachodniej Polsce naleza do grupy zoéttaczki
astra, podgrupy B (16Sr I-B).
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2. DNA fitoplazmatyczne wykrywa si¢ w probach pochodzacych od roslin wykazuja-
cych deformacje typu fyllodia oraz rzadziej typu staSmienia. Nie wyklucza to moz-
liwosci powstawania trwatych dziedzicznych zmian w genomie ro§liny porazonej fi-
toplazma.

3. Analizowane izolaty fitoplazm, pochodzace z 4 lokalizacji, sa ze soba blisko spo-
krewnione, gdyz nie wykazaly zroznicowania w obrebie genu fuf.
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IDENTIFICATION OF PHYTOPLASMA AFFECTING WINTER
OILSEED RAPE IN POLAND

SUMMARY

In Poland, typical morphological deformations of winter oilseed rape (Brassica napus), indi-
cating phytoplasma infection, have been sporadically observed since 2000. In 2009 and 2010, in
Wielkopolska Region of Poland, research field surveys were conducted to identify phytoplasmas
affecting winter oilseed rape. The diseased plants exhibited symptoms including phyllody of
flowers, proliferation of axillary buds, reduction of leaf size and siliques malformations. The
phytoplasma presence was confirmed by polymerase chain reaction (PCR) with phytoplasma-
specific primers, sequencing and nucleotide sequence analysis. Phytoplasma infecting oilseed
winter rape in Poland was identified as a ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ (Aster yellow group,
16Sr 1-B phytoplasma subgroup). Phytoplasmatic DNA was detected in plants with both types of
symptoms.

Key words: phytoplasma, asteris, phyllody, oilseed rape




<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /Description <<
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /FRA <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /PTB <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


