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Occurrence and characteristic of Wheat streak mosaic virus (WSMV)
in maize in Poland

Wystepowanie i charakterystyka wirusa smugowatej mozaiki pszenicy
(Wheat streak mosaic virus, WSMV) na kukurydzy w Polsce

Katarzyna Trzmiel', Wiktoria Szydto?

Summary

This paper describes the occurrence of Wheat streak mosaic virus (WSMV) in maize crops in Poland. Field observations were
conducted in six voivodships: wielkopolskie, dolnoslgskie, matopolskie, podkarpackie, lubelskie and podlaskie. The virus presence was
confirmed in all studied regions but the most infected maize plants were recorded in the Wielkopolska region. The results of field
observations showed that Aceria tosichella Keifer — the vector of WSMV, commonly appeared on maize and wild grasses
accompanying maize crops in Wielkopolska. The results of enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) for detection of WSMV
infection in plant samples collected in this region in 2006—-2011 indicated the highest prevalence of infected plants in 2008.
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Streszczenie

Obserwacje polowe wirusa smugowatej mozaiki pszenicy (Wheat streak mosaic virus, WSMV) na kukurydzy prowadzono na
terenie szesciu wojewddztw: wielkopolskiego, dolnoslaskiego, matopolskiego, podkarpackiego, lubelskiego i podlaskiego. Obecnos¢
wirusa potwierdzono we wszystkich badanych regionach, przy czym najliczniejsze stanowiska wystepowania choroby stwierdzono
w Wielkopolsce. Wyniki badan, prowadzonych na tym obszarze, pokazuja, ze Aceria tosichella Keifer (wektor WSMV) wystepuje
powszechnie na kukurydzy oraz na trawach dziko rosngcych na terenach uprawnych. Wyniki testéw immunoenzymatycznych (ELISA
— enzyme-linked immunosorbent assay) dotyczacych identyfikacji infekcji WSMV w préobach kukurydzy z Wielkopolski, wykonanych
w latach 2006-2011, wykazaty najwyzszg prewalencje porazen roslin w 2008 roku.

Stowa kluczowe: kukurydza, wirus, wektor, wystepowanie, diagnostyka
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Wstep / Introduction

Wirus smugowatej mozaiki pszenicy (Wheat streak
mosaic virus, WSMV) nalezy do rodzaju Tritimovirus
w rodzinie Potyviridae. Wirion wirusa ma morfologi¢
nitkowatg 1 wymiary 700 x 15 nm. Jego genom stanowi
pojedyncza ni¢ +ssRNA zbudowana z 9,4 do 9,6 kpz. Do
5’ konca genomu przylaczone jest kowalencyjnie biatko
VPg, a 3’ koniec zakonczony jest traktem poliA. Czas-
teczka genomowego RNA jest ograniczona z obu stron
przez sekwencje niekodujace (5° i 3° UTR). Pojedyncza
ramka odczytu (ORF) koduje poliproteing, ktora po trawie-
niu post-translacyjnym uwalnia 10 biatek funkcyjnych
(Rabenstein i wsp. 2004).

WSMV poraza rosliny jednoliscienne w tym: pszenicg
(Triticum aestivum L.), pszenzyto (Triticosecale rimpau
Wittm.), owies (Avena sativa L.), jeczmien (Hordeum
vulgare L.) 1 kukurydze (Zea mays L.) oraz wiele dziko
rosnacych traw, wywolujac mozaike liSci i zahamowanie
wzrostu chorych roslin. Glownym sposobem rozprze-
strzeniania si¢ wirusa jest przenoszenie przez wektora,
szpeciela Aceria tosichella Keifer (Acari: Eriophyoidea)
(Slykhuis 1955). Poza tym, WSMV moze by¢ przenoszony
przez nasiona (Jones i wsp. 2005), a takze mechanicznie.

Mechanizm przenoszenia wirusOw przez szpeciele nie
jest dobrze poznany (Oldfield i Proeseler 1996). Osobniki
stadiow mtodocianych pobieraja WSMV nawet po 15 mi-
nutach zerowania i moga pozosta¢ infekcyjne do 9 dni
w temperaturze 20-25°C, rowniez po przejSciu w formg
dorosta (del Rosario i Sill 1965; Orlob 1966; Siriwetwiwat
2006). Dotychczasowe badania nie rozstrzygnely czy
zakazanie roslin odbywa si¢ przez §ling czy poprzez
regurgitacj¢ treSci z ukladu pokarmowego infekcyjnego
wektora. Wykazano, ze rozne populacje A. tosichella
pochodzace zréznych roslin zywicielskich i lokalizacji
geograficznych moga si¢ rézni¢ efektywno$cia przeno-
szenia WSMYV (Seifers i wsp. 2002; Schiffer i wsp. 2009).

Pierwsze doniesienia o wystgpowaniu WSMYV pocho-
dza z 1920 r. z USA, wirusa stwierdzano takze w Mek-
syku, Argentynie, we Francji, w Centralnej Europie, na
Bliskim Wschodzie oraz w Australii (French i Stenger
2004). W Polsce WSMV wykryto po raz pierwszy na
pszenicy w 1998 r. (Jezewska 2000), a na kukurydzy
w 2005 r. (Trzmiel i Jezewska 2006).

Aceria tosichella opisano po raz pierwszy w Europie
w 1969 r. przez Keifera, lecz gatunek ten byt obserwowany
wczesnie] w Ameryce Polocnej (Keifer 1953, 1954)
i Australii (Slykhuis 1962) oraz w Europie na terenie
Wielkiej Brytanii (del Rosario i Sill 1965), mylnie
identyfikowany jako A. tulipae. Dotychczas potwierdzono
obecnos¢ A. tosichella niemal na calym $wiecie (glownie
na pszenicy): w Ameryce Potnocnej i Potudniowej, Eurazji
i Oceanii (Navia i wsp. 2012). W Polsce obecnos¢ tego
szpeciela potwierdzono w latach 90. ubieglego wieku na
pszenicy porazonej przez WSMV w wojewodztwie
wielkopolskim (Koztowski 2000). Od tamtego czasu
stwierdzono jego wystgpowanie na 17 gatunkach roslin
zywicielskich w Polsce, w tym: pszenicy, perzu zwy-
czajnym [Elymus repens (L.) Gould], stoklosie bezostnej
(Bromus inermis Leyss) 1 rajgrasiec wyniostym [Arrhe-

natherum elatius (L.) P. Beauv. ex J. Presl et C. Presl]
(Skoracka i Magowski 2002; Skoracka 2004).

Celem badan byta ocena wyst¢gpowania wirusa smu-
gowatej mozaiki pszenicy (Wheat streak mosaic virus,
WSMV) na kukurydzy w Polsce oraz wykrycie obecno$ci
jego wektora, A. tosichella, w wybranych lokalizacjach
w Wielkopolsce. Kolejnym zadaniem bylo opracowanie
czutych metod diagnostycznych wykrywajacych nawet
niewielkie ilo$ci wirusa w badanym materiale roslinnym.
W tym celu zaprojektowano specyficzne startery komple-
mentarne do sekwencji oskrzydlajacej fragment sekwencji
kodujacej biatko ptaszcza (coat protein — CP) wirusa, ktory
powielano w ancuchowej reakcji polimerazy (Polymerase
Chain Reaction — PCR) po uprzednim przepisaniu geno-
mowego RNA wirusa na DNA przy udziale odwrotnej
transkryptazy (Reverse Trascription — RT).

Materialy i metody / Materials and methods

Materiat stanowity rosliny kukurydzy pastewnej i cuk-
rowej z objawami zahamowania wzrostu lub stabej
mozaiki liSci, wskazujace na porazenie wirusowe, zebrane
podczas obserwacji polowych. Lustracje upraw wyko-
nywano od czerwca do lipca w fazie zawiagzywania kolb.
Wystgpowanie WSMYV na kukurydzy w Polsce oceniano w
oparciu o wyniki testéw immunoenzymatycznych ELISA
prob zebranych z 23 lokalizacji na terenie 6 wojewodztw:
wielkopolskiego, dolnoslaskiego, matopolskiego, podkar-
packiego, lubelskiego i podlaskiego w 2009 r. Testy Double
Antibody Sandwich — ELISA (DAS-ELISA) prowadzono
zuzyciem zestawu specyficznej surowicy i koniugatu
firmy Loewe (Niemcy). Badania zmian dotyczacych
stopnia porazen ro$lin kukurydzy przez WSMV w latach
2006-2011 wykonano na terenie Wielkopolski w: Swa-
dzimiu, Winnej Gorze, Stupi Wielkiej i Smolicach.

Obserwacje wystgpowania 4. fosichella na kukurydzy
oraz na chwastach rosnacych w uprawie lub na jej
obrzezach: chwastnicy jednostronnej [Echinochloa crus-
galli (L.) P. Beauv.] i perzu zwyczajnym, prowadzono
w2011 r. w szesciu lokalizacjach w wojewodztwie
wielkopolskim (tab. 1). Proba skladata si¢ z 445 pedow
ro§lin zebranych losowo w tej samej lokalizacji. Pedy
ro$lin byty badane pod mikroskopem stereoskopowym pod
katem obecnosci szpecieli wedtug metody opisanej przez
Skoracka (2004). Roztocze byty identyfikowane, a na-
stepnie liczone — w celu oszacowania parametréw zasie-
dlenia: prewalencji (P), intensywnosci (I) i zaggszczenia
(D) (gdzie: P — to liczba pedow traw zasiedlonych przez
szpeciele/liczba wszystkich pedow w tej probie; I — to
$rednia liczba osobnikéw na ped zasiedlony; D — to §rednia
liczba osobnikow na kazdy ped rosliny w probie).

Podjeto probe namnozenia WSMV metoda mecha-
nicznej inokulacji roslin kukurydzy KB1903 i pszenicy
odmiany Muszelka, trzech odmian pszenzyta (Pizarro,
Grenado, Woltario), prosa (Panicum milliaceum L.) od-
miany Jagna, chwastnicy jednostronnej oraz wlosnicy
[Setaria viridis (L.) P. Beauv.]. Do inokulacji stosowano
zawiesing wirusa w buforze 0,05 M bufor fosforanowy
pH 7.0.
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W badaniach molekularnych stosowano catkowity
RNA z roélin, u ktérych wczeéniej potwierdzono testem
ELISA obecno$¢ wirusa. Material wyizolowano przy
uzyciu zestawu RNeasy Mini Kit, Qiagen (Niemcy)
wedlug zalecen producenta. Probki pobrano z 10 roslin
zebranych w Swadzimiu. Do wykrywania WSMV
stosowano RT-PCR z wuzyciem starterow WSMkrF
(GAACTGGAAGCCGAGCAAC) i WSMkrR (CATCCT-
CTGTCACGTCAAGC) zaprojektowanych w obrgbie
zachowawczego fragmentu biatka ptaszcza wirusa. Do
projektowania starterow wykorzystano program Primer3
(http://frodo.wi.mit.edu/) (Rosen i Skaletski 2000). Do
odwrotnej transkrypcji stosowano zestaw SuperScript® 111
First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen, USA).
Reakcje tancuchowej reakcji polimerazy (Polymerase
Chain Reaction — PCR) z wykorzystaniem AccuPrime Tag
DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen, USA)
prowadzono wedtug nastgpujacego profilu termicznego:
wstepna denaturacja w 94°C przez 30 s, a nastgpnie
35 cykli (denaturacja: 94°C przez 15 s, przylaczanie star-
terow przez 30 s w 55°C, elongacja w 68°C przez 6 min)
oraz elongacja koncowa w 68°C przez 10 min. Reakcje
prowadzono zgodnie z zaleceniami producenta. Powielone
w reakcji PCR fragmenty rozdzielano stosujac elektro-
forez¢ w 1% zelu agarozowym z dodatkiem barwnika
Midori Green DNA Stain i wizualizowano w $wietle UV.
Specyficzne produkty RT-PCR eluowano zzelu przy
uzyciu zestawu QIAEX II Gel Ekstraction Kit firmy
Qiagen zgodnie z procedura zalecana przez producenta.
Trzy proby DNA przekazywano do sekwencjonowania ze
starterami WSMkrF i WSMkrR do Centrum Badan DNA
w Poznaniu. Analize sekwencji wykonano przy zastosowa-
niu programu Chromas, natomiast porownanie sekwencji
do danych zawartych w Banku Gendéw wykonano za po-
mocg programu BlastN (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Otrzy-
mang sekwencj¢ nukleotydow przyrownywano do innych
sekwencji WSMV  zdeponowanych w Banku Genow
stosujac program ClustalW.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Badania z zastosowaniem testu ELISA wykazaty
powszechne wystgpowanie WSMV na kukurydzy w ba-
danych lokalizacjach (rys. 1). Najwigce]j stanowisk wysta-
pienia choroby stwierdzono w Wielkopolsce. Obecnosé
wirusa wykryto w roslinach uprawianych we wszystkich
lokalizacjach: Promnie, Swadzimiu, Stramnicy, Shupi
Wielkiej, Winnej Gorze, Szelejewie i Smolicach. Zaobser-
wowano, ze WSMV powodowal jedynie lekkie prze-
barwienia liSci badz ostabienie wzrostu rosliny gospodarza.
Nie stwierdzono natomiast typowej zotto-zielonej mozaiki
lisci, wystgpujacej zwykle na mlodych, porazonych
roslinach podatnych odmian kukurydzy (French i Stenger
2004).

Zbiorcze wyniki testow ELISA dotyczacych porazen
kukurydzy przez WSMV w Wielkopolsce, w latach 2006—
2011 przedstawiono na rysunku 2. Kilkuletnie badania
wykazaly roéznice w poziomie porazen kukurydzy przez

WSMYV. Najwyzsza prewalencj¢ porazen roslin stwierdzo-
no w 2008 r., w Smolicach (53,9%), natomiast w 2009 r.,
w 32 probach roslin kukurydzy zebranych w Swadzimiu
nie wykryto WSMV. Przyczyny tych zmian nie byly
szczegblowo analizowane. Roznice w nasileniu wystepo-
wania wirusa maja zwykle wieloczynnikowe podloze
imoga wynika¢ z odmiennych warunkéw atmosferycz-
nych panujacych w poszczegdlnych latach, zmiennym
zasiedleniu kukurydzy przez wektory WSMV (szpeciele),
jak rowniez rodzaju sasiadujacych upraw, gdyz bliskie
sasiedztwo zasiewOw pszenicy czy pszenzyta zwigkszaja
zagrozenie porazen kukurydzy (French i Stenger 2004).
Pomimo przedstawionych réznic patogen ten byt zawsze
obecny na terenie Wielkopolski. Wyniki wskazuja, ze
WSMYV, obok wirusow wywotujacych zolta kartowatosé
jeczmienia na kukurydzy: wiruséw zottej karlowatosci
jeczmienia (Barley yellow dwarf virus — MAV, BYDV —
MAV i Barley yellow dwarf virus — PAV, BYDV — PAV)
i wirusa zoltej kartowatosci zboz (Cereal yellow dwarf
virus — RPV, CYDV — RPV), jest jednym z najczesciej
stwierdzanych wiruséw kukurydzy w naszym kraju
(Trzmiel i Lubik 2011).

Proby namnozenia WSMV w roslinach testowych
zakonczyly si¢ niepowodzeniem. Prawdopodobna przy-
czyna byla zbyt niska koncentracja wirusa w materiale
zrédlowym pobranym do inokulacji.

Obecnos¢ wektora WSMV (rys. 3) na kukurydzy
zostala potwierdzona w czterech lokalizacjach (Promno,
Smolice, Swadzim, Szelejewo) z wysokimi parametrami
zasiedlenia. Ponadto 4. tosichella byla obecna na chwast-
nicy jednostronnej i perzu zwyczajnym (tab. 1).

Szpeciel A. tosichella byt do tej pory obserwowany
w Polsce na licznych roslinach zywicielskich (Skoracka
2004), lecz podczas przeprowadzonych badan po raz
pierwszy udokumentowano wystgpowanie tego szkodnika
na kukurydzy w Polsce. Dotychczas istnialo tylko jedno
doniesienie o wystgpowaniu tego szpeciela na tych
roslinach w Europie (Navia i wsp. 2012). Ponadto
prowadzone obserwacje ujawnity obecno$¢ A. fosichella
takze na chwastnicy jednostronnej. Jest to pierwsze do-
niesienie w Europie.

Wykrycie wektora WSMV na kukurydzy w Polsce
sktania do dyskusji o mozliwych drogach migracji
zardwno roztoczy, jak i wirusow. Badane gatunki, chwast-
nica jednostronna i perz zwyczajny, wystgpuja czgsto na
obrzezach i w uprawach kukurydzy, stanowiac potencjalny
rezerwuar populacji szpecieli. Ponadto, chwastnica i perz
sa podatne na infekcje WSMV (Rabenstein i wsp. 2004;
Ito i wsp. 2012), co sktania do przypuszczen, ze obie
rosliny moga by¢ rezerwuarem wirusa.

Zastosowanie metody RT-PCR z wykorzystaniem
opracowanych starterow WSMkrF/WSMkrR umozliwito
wykrycie WSMV w 8 z 10 badanych prob. Otrzymano
produkt o oczekiwanej wielkosci 254 pz (rys. 4). Analiza
uzyskanej sekwencji nukleotydow potwierdzita obecnos¢
WSMV w badanym materiale roslinnym. Wynik wielo-
sekwencyjnego przyrownania z zastosowaniem programu
ClustalW ujawnil obecno$¢ 4 mutacji punktowych
roznicujacych polski izolat WSMV od innych izolatow
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Tabela 1. Wystepowanie szpeciela 4. tosichella i jego parametry zasiedlenia
Table 1. The occurrence of A. fosichella in tested localities and infestation parameters

Locatty Date " Host pants " | kel | P9 1| D
Zea mays a 13 + 15,38 0,16
Promno 13072011 |2 ms® L i 9,09 0,18
Echinochloa crus-galli 20 - 0 0
Elymus repens 4 + 100 8,25 8,25
Stupia Wielka 27062011 [ ZMOS 35 - 0 0
E. crus-galli 10 - 0 0 0
Z. mays 23 + n/d n/d n/d
Smolice 18.07.2011 E. crus-galli 10 - 0 0 0
E. repens 10 0 0 0
11.07.2011 Z. mays 10 + 60 5 3
E. crus-galli 11 + 9,09 1 0,09
Z. mays 15 + 26,67 2 0,53
17.07.2011 | E. crus-galli 10 - 0 0 0
Swadzim E. repens 10 50 6,2 3,1
17.08.2011 Z. mays 4 50 2,5 1,25
E. crus-galli 17 - 0 0 0
05.09.2011 Z. mays 24 + 91,67 n/d n/d
24.09.2011 Z. mays 7 100 n/d n/d
24.09.2011 E. crus-galli 5 - 0 0
Z. mays 11 + 72,7 425 4,36
Szelejewo 05.07.2011 E. crus-galli a 10 - 0 0
E. crus-galli b 10 - 0 0
Winna Géra 27062011 [ ZM9S 32 - 0 0
E. crus-galli 52 + 11,54 1,5 0,17

P — prewalencja wyrazona procentowo, I — intensywnos$¢, D — zaggszczenie; n — liczba pedéw; n/d — brak danych. *Kolejne proby z tego samego gatunku
ro$liny pobrane w jednej lokalizacji w tym samym dniu oznaczane sa kolejno literami a i b; **Obecno$¢ roztoczy w probie oznaczono ,,+” dla prob

pozytywnych i,,—” dla prob negatywnych
P — prevalence given in percentages, I — intensity, D — density; n

host plant species in the same date are named with a and b, respectively; **Mites’ presence in the sample was marked as “+” for positive and ,,—” as
negative
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Rys. 1. Wystgpowanie WSMV na kukurydzy w Polsce
Fig. 1. Occurrence of WSMV in maize in Poland
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Rys. 2. Dynamika porazen kukurydzy przez WSMV w Wielkopolsce, w latach 2006-2011
Fig. 2. Dynamics of maize plant infection caused by WSMYV in the Wielkopolska region, in 20062011

Rys. 3. A. tosichella na lisciu pszenicy, widok od strony grzbietowej. Zdjgcie wykonano technika SEM. Fot.: Z. Adamski
Fig. 3. A. tosichella on wheat leaf, a dorsal view. SEM photo by Z. Adamski
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Rys. 4. Elektroforeza produktow RT-PCR WSMYV z uzyciem starterow WSMkrF/WSMkrR
M — pUC Mix Master 8, DNA Ladder (Fermentas), od 1 do 7 — proby badane, K(+)1 i K(+)2 — kontrole pozytywne, K- — kon-
trola negatywna

Fig. 4. Electroforetic mobility of WSMV RT-PCR products with WSMkrF/WSMkrR primer pair
M — pUC Mix Master 8, DNA Ladder (Fermentas), 1-7 — tested samples, K(+)land K(+)2 — positive controls, K- — negative
control
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Rys. 5. Poréwnanie sekwencji nukleotydéow fragmentu biatka CP izolatow WSMV. Alignment wykonano w programie ClustalW,

zaznaczono mutacje punktowe polskiego izolatu WSMV

Fig. 5. Nucleotide sequence comparison of a fragment CP protein of WSMYV isolates. Alignment was done in ClustalW, point

mutations of Polish WSMYV isolate were marked

tego wirusa dostgpnych w bazie GenBank (rys. 5). Stwier-
dzone mutacje nie powodowaty jednak zmian w sekwencji

Whioski / Conclusions

aminokwasow kodowanego biatka. Sekwencja nukle- 1. WSMV jest jednym z glownych patogenéw wiruso-
otydow fragmentu CP polskiego izolatu WSMV wykazata wych kukurydzy w Polsce.

najwyzsze podobienstwo (97%) z sekwencjami: amerykans- 2. Porazona kukurydza staje sig rezerwuarem wirusa 1 ra-
kich izolatow ATCCPVS57 (FJ695512) i Agdia (FJ695510), zem z dziko rosnacymi trawami stanowi kolejne ogni-
niemieckiego izolatu Ger (AJ889242), tureckiego izolatu wo w cyklu zyciowym WSMV.

Turkeyl (AF454455) oraz australijskiego izolatu SP1 3. Obecnos$¢ A. tosichella na badanych roslinach w Wiel-
(DQ462278). Podobienstwo na poziomie 95% wykazano kopolsce i wysokie parametry zasiedlenia badanych
dla argentynskiego izolatu Argl (FJ348356), na poziomie ro§lin sugeruja istotna rolg wektora w rozprzestrze-
92% dla iranskiego izolatu Iran (AF454458) oraz na nianiu si¢ infekcji WSMV.

poziomie 90% dla francuskiego izolatu Burgund 4. Zaprojektowana para starterow WSMkrF/WSMkrR

(FJ606884), wtoskiego izolatu Toskana (FJ606885) i czes-
kiego izolatu SlastJR (FJ216414).

moze by¢ wykorzystana do identyfikacji polskich izola-
tow WSMV z wykorzystaniem reakcji RT-PCR.
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