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Activity of the grain aphid (Sitobion avenae) and the bird cherry-oat aphid
(Rhopalosiphum padi) during the feeding behaviour
on an artificial diet containing extracts of surface waxes

Aktywno$é mszycy zbozowej (Sitobion avenae)
oraz czeremchowo-zbozowej (Rhopalosiphum padi) w procesie zerowania
mszyc na sztucznych pozywkach z ekstraktami woskdw powierzchniowych

Agnieszka Woéjcicka*

Summary

Electrical Penetration Graphs (EPG) were used to monitor the feeding behaviour of cereal aphids exposed to the surface waxes in
artificial diets. The EPG patterns generated by aphids feeding on plants were used to interpret the patterns generated on the artificial
diets. The surface waxes from waxy genotype (RAH 122) completely stopped salivation (as indicated by EPG pattern p-E1), passive and
active ingestion (as indicated by pattern p-E2 and pattern p-G) and also delayed the onset of stylet activity (EPG pattern p-C). The
surface waxes from waxless genotype (RAH 366) applied into the artificial diets prolonged the period of stylet activity in the diet
(pattern p-C), passive ingestion of the diet (pattern p-E2), reduced non-probing (pattern p-np) and active ingestion of the diet (pattern
p-G). Results presented in the paper suggest that chemical compounds which occur within epicuticular waxes of the waxy genotype
(RAH 122) and waxless genotype (RAH 366) play an important role during feeding behaviour of the grain aphid and bird cherry-oat
aphid. Summing up the epicuticular wax compounds clearly affected feeding behavior of the cereal aphids, thus waxy triticale
genotype might be useful for limiting the population of cereal pest.

Key words: waxes; triticale; aphids; artificial diet; EPG

Streszczenie

Do zbadania aktywnosci woskow powierzchniowych w procesie zerowania mszyc zbozowych na sztucznych pozywkach
zastosowano elektroniczny monitoring naktuwania tkanek roslinnych (EPG — Electrical Penetration Graphs). Modele EPG obserwowane
podczas zerowania mszyc na roslinach uzyto do interpretacji aktywnosci mszyc obserwowanych podczas zerowania na sztucznych
pozywkach. Woski powierzchniowe pochodzgce z silnie woskowego genotypu (RAH 122) catkowicie hamowaty wydzielanie $liny (jak
wykazat model p-E1), pasywne i aktywne pobieranie diety (jak wykazat model p-E2 i model p-G) i opdzniaty pierwsze naktucie (model
p-C). Woski powierzchniowe z genotypu RAH 366, wprowadzone do sztucznej pozywki wydtuzaty okres aktywnosci sztyletow
w pozywce (model p-C), pasywne pobieranie pozywki (model E2), redukowaty okres braku penetracji (model p-np) i aktywne
pobieranie pozywki (model p-G). Wyniki prezentowane w pracy wskazujg, ze chemiczne komponenty wosku epikutykularnego
woskowego genotypu RAH 122 i stabo pokrytego woskiem genotypu RAH 366 petnig wazng role w procesie zerowania obu badanych
gatunkéw mszyc czyli mszycy zbozowej i czeremchowo-zbozowej. Komponenty epikutykularnych woskéw wyraznie oddziatywujg na
zachowanie mszyc zbozowych podczas zerowania, a woskowy genotyp pszenzyta moze by¢ uzyty do ograniczania szkodliwych
owadow.
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Uniwersytet Przyrodniczo-Humanistyczny w Siedlcach
Katedra Biochemii i Biologii Molekularnej w Instytucie Biologii
Prusa 12, 08-110 Siedlce

*corresponding author: agnieszkawojcickad@wp.pl

The Polish Society of Plant Protection
Institute of Plant Protection — National Research Institute
The Committee of Plant Protection of the Polish Academy of Science



Progress in Plant Protection 55 (1) 2015 15

Wstep / Introduction

Kutykula roslin ladowych kontaktujaca si¢ ze $rodo-
wiskiem pokryta jest mieszaning lipofilowych komponent-
tow okreslanych terminem woskowej powierzchni roslin
(Koch i wsp. 2009; Athukorala i Mazza 2010; Ou i wsp.
2012; Mukhtar i wsp. 2014). Pelni ona szereg funkcji
ekologicznych wlaczajac w to interakcje owad-roslina
(Rostds i wsp. 2008; Stadler i Reifenrath 2009; Hilker
i Meiners 2011; Yin i wsp. 2011; Priim i wsp. 2012).
Specyficzno$¢ struktur woskowych pokrywajacych po-
wierzchnie ro$lin zwigzana jest z ich skfadem chemicznym
(Koch 1 wsp. 2009). Woski epikutykularne roslin sg mie-
szaning szeregu komponentéw takich, jak cukry, amino-
kwasy oraz substancji nalezacych do bloku metabolizmu
wtornego: glukozynolanéw, furanokumaryn, alkaloidow,
terpenoidow, flawonoidow oraz fenoli (Jetter i1 Schéffer
2001; Bargel i wsp. 2004; Schoonhoven i wsp. 2006;
Fernandez i wsp. 2011; Supapvanich i wsp. 2011). Inten-
sywnos$¢ wystgpowania epikutykularnego wosku na rosli-
nach moze w sposob istotny wptywaé na zachowanie i roz-
woj owadow (Nam i Hardie 2012). Wsréd bogatej gamy
substancji powierzchniowych znajduja si¢ zwiazki, ktdre
umozliwiajg odnajdywanie pokarmu i rozpoczynanie Zzero-
wania oraz substancje dzialajace odstraszajaco na owady,
stanowiagce barier¢ zabezpieczajaca rosling przed ich ata-
kiem (Huang i wsp. 2003; Reina-Pinto i Yephremov 2009).

Celem pracy bylo okre$lenie wplywu substancji
wystepujacych na powierzchni pszenzyta ozimego na
zachowanie mszycy zbozowej oraz czeremchowo-zbozo-
wej podczas zerowania na sztucznych pozywkach. Badania
przeprowadzono  technikg elektronicznej rejestracji
zerowania EPG (Electrical Penetration Graph technique).

Materialy i metody / Materials and methods

Badania wykonano na siewkach dwoch wyselekcjo-
nowanych genotypow pszenzyta ozimego: RAH 122 (silny
nalot woskowy) i RAH 366 (staby nalot woskowy).
Nasiona badanych roslin pochodzity z Instytutu Hodowli
i Aklimatyzacji Roslin — Panstwowego Instytutu Badaw-
czego (IHAR - PIB) w Radzikowie kolo Blonia pod
Warszawa. Siewki wyhodowano w warunkach laborato-
ryjnych w komorze klimatyzacyjnej w temperaturze
20-25°C, przy fotoperiodzie 16 h §wiatlo i 8 h ciemnos¢.

Badanymi gatunkami byly mszyca zbozowa Sitobion
avenae (Fabricius 1775) oraz czeremchowo-zbozowa
Rhopalosiphum padi (Linnaeus 1758) (Hemiptera: Aphi-
didae), hodowla byta prowadzona w Uniwersytecie Przy-
rodniczo-Humanistycznym w Siedlcach.

Aktywno$¢ zwiazkow chemicznych obecnych w wos-
kach epikutykularnych badanych roslin w procesie Zero-
wania mszyc zbozowych, okreslono w etanolowych ekstrak-
tach wykonanych z 25-dniowych siewek badanych
genotypow pszenzyta. Ekstrakty przygotowano przez zanu-
rzenie badanych roslin w etanolu. Czas ekstrakcji wynosit
20 s. Ekstrakty woskowe stuzyly do sporzadzenia stezen
10 i 100 pg/g. Tak przygotowane ekstrakty wprowadzano
do sztucznych, stalych pozywek, ktére stanowily zele
sacharozowo-agarozowe.

Zele wykonano mieszajac 1,25% roztwor agarozy
1 30% roztwdr sacharozy. Calo$¢ ogrzewano w tazni
wodnej przez 10 minut, w temperaturze 70°C. Do zawiesi-
ny dodano ekstrakty woskow epikutykularnych o stgze-
niach 10 i 100 pg/g i przeniesiono na plastikowe pierscie-
nie zaizolowane od spodniej strony Parafilmem. Po uply-
wie 1-2 minut dochodzilo do formowania zelu.
Przygotowane w ten sposob bloki sacharozowo-agarozowe
stanowily podloze do zerowania mszyc. Dodatkowo
wykonano zele kontrolne, ktore nie zawieraly ekstraktow
woskowych.

Aktywnos$¢ woskow epikutykularnych w procesie zero-
wania mszyc, zbadano metoda EPG (Leszczynski i Tjallin-
gii 1994). Z kolonii macierzystej testowanych mszyc
wybierano dorosle, bezskrzydle samice i umieszczano
(przy pomocy pedzelka) na adaptorze proézniowym pod
mikroskopem stereoskopowym. Nastgpnie przy pomocy
igly preparacyjnej na dorsalng stron¢ owada nanoszono
krople srebrnej farby (Demetron L2027, Darmstadt, Ger-
many) i zanurzano w niej mikroelektrode (zloty drut
o $rednicy 20 pm i dtugo$ci 2 cm). Po zaschnigciu farby
redukowano prozni¢ w obwodzie adaptora i uwalniano
owada. Dla kazdego stezenia woskoéw epikutykularnych
badanego genotypu wykonano w 10 powtorzeniach. Zapisu
4 h rejestracji zachowania si¢ owaddéw oraz analizy danych
dokonano za pomocg programu komputerowego STYLET
2.2. Modele EPG, ktorych obecnos$¢ stwierdzono podczas
przeprowadzonych badan to: p-np, p-C, p-E1, p-E2 i p-G.
Oznaczono je dodatkowo litera p jako pierwsza litera
wyrazu pozywka (p-pozywka). Do ich interpretacji uzyto
aktywnosci EPG obserwowanych podczas zerowania
mszyc na ro§linach (np, C, El, E2, G), poniewaz
aktywnosci owaddéw na dietach (Sauvion i wsp. 2004; Cid
i Fereres 2010) sa analogiczne do tych zidentyfikowanych
i opisanych na roslinach (Tjallingii i Esch 1993; Tjallingii
1994; Zhang i wsp. 2009; Huang i wsp. 2012; Wu i wsp.
2013). Aktywno$¢ p-np oznacza, ze sztylety owada
znajduja si¢ na zewnatrz pozywki, a w roslinie odpowiada
obecnosci sztyletow na zewnatrz rosliny (model np.).
Model p-C, odnosi si¢ do aktywnosci sztyletow w diecie,
natomiast w roslinie odpowiada penetracji sztyletow w ele-
mentach epidermy 1 mezofilu (model C). Aktywnos¢ p-El,
wskazuje na wydzielanie $liny do pozywki i odpowiada
wydzielaniu $liny do elementéw floemu w przypadku
roslin (model E1). Aktywnos$¢ p-E2 czyli pasywne
pobieranie plyndw z diety jest analogiczna do pasywnego
pobierania soku floemowego z roélin (model E2). Aktyw-
nos¢ p-G to aktywne pobieranie ptynow z diety, odpowia-
dajaca aktywnemu pobieraniu ksylemu z roslin (model G).

Istotnos$¢ réznic pomiedzy wartosciami badanych para-
metrow EPG dla mszyc Zerujacych na dietach kontrolnych
i dietach z ekstraktami woskowymi pochodzacymi z ba-
danych genotypéw pszenzyta ozimego okreslono testem
t-Studenta.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion
Stwierdzono, ze woski powierzchniowe pochodzace

z ro§lin silnie woskowego genotypu RAH 122 wprowa-
dzone do pozywek, na ktorych zerowaly badane gatunki
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Tabela 1. Wptyw woskow epikutykularnych na aktywno$é mszyc zbozowych podczas zerowania na sztucznych dietach
Table 1. Effect of the epicuticular waxes on cereal aphid activity while preying on the artificial diets

Badane genotypy Parametry EPG — EPG Parameters
Studied genotypes mszyca zbozowa — Sitobion avenae | mszyca czeremchowo-zbozowa — Rhopalosiphum padi
Kontrola — Control C,E1,E2,G C,E1LE2,G
10 pg/ C C
RAH 122 nes
100 pg/g C C
10 ng/g C,El,E2,G C,E1,E2,G
RAH 366
100 pg/g C,El,E2,G C,El,E2,G

EPG — Electrical Penetration Graph technique

Tabela 2. Wptyw stezenia woskoéw epikutykularnych na zachowanie mszycy zbozowej S. avenae podczas zerowania na sztucznych

dietach
Table 2. Effect of different concentrations of the epicuticular waxes on feeding behaviour of the grain aphid S. avenae on the artificial
diets
Parametry EPG Kontrola Badane genotypy — Studied genotypes
EPG Parameters RAH 122 RAH 366
[%] Control
10 ug/g 100 pg/g 10 pg/g 100 pg/g
Model Np 8,540,3 33,441 2% 44,741 4% 3,60, 1% 3,140, 1%
Pattern Np
Model C 31,1£1,1 66,622,0%* 55,312, 7%% 41 441 3% 35,9+1,2%
Pattern C
Model E1 17,140,5 0,0£0,0%* 0,0£0,0%* 13,040,4% 8,0£0,3%*
Pattern E1
Model E2 23,040,7 0,040,0%* 0,020,0%* 34,041 2% 48,041,6%*
Pattern E2
Model G 20,340,6 0,0+0,0%* 0,0+0,0%* 8,0+0,1** 5,0+0,2%*
Pattern G

Wartosci oznaczone gwiazdkami rdznig si¢ istotnie od wartosci kontrolnych: *p < 0,05; **p < 0,001 (test t-Studenta)
Values followed by asterisks are significantly different from control values: *p < 0.05; **p < 0.001 (Student’s t-test)

mszyc zbozowych, czyli mszyca zbozowa S. avenae oraz
czeremchowo-zbozowa R. padi, calkowicie hamowaty
wydzielanie §liny (model p-El1) oraz pasywne (model
p-E2) i aktywne pobieranie diety (model p-G). W przy-
padku obu badanych stezen 10 i 100 ng/g, podczas zero-
wania obu badanych gatunkéw mszyc, obserwowano
jedynie aktywnos$¢ $wiadczaca o penetracji podtoza (model
p-C). Wprowadzeniu do pozywek ekstraktow woskowych
pochodzacych z roslin genotypu RAH 366 charakteryzu-
jacego si¢ stabym nalotem woskowym, towarzyszyty
wszystkie badane aktywnosci, ktore obserwowano na po-
zywkach kontrolnych: p-np, p-C, p-E1, p-E2 1 p-G (tab. 1).

Procentowy udziat badanych aktywnosci EPG wykazat,
ze dodanie do pozywek ekstraktow woskowych pocho-
dzacych z ro$lin silnie woskowego genotypu RAH 122
spowodowalo znaczne wydhizenie czasu, kiedy sztylety
mszycy zbozowej znajdowaly si¢ na powierzchni pozywki
(model p-np) (tab. 2). W przypadku pozywek kontrolnych
czas trwania tego modelu stanowit 8,5% — 4 h rejestracji
zerowania, a po dodaniu ekstraktu woskowego o st¢zeniu
10 ug/g wzrdst 4-krotnie i wynidst 33,4%, natomiast przy
stezeniu 100 pg/g wzrdst 5-krotnie i osiggnat wartosé
44,7%. Ponadto aktywno$¢ p-C zwigzana z penetracja
podioza, ktora w przypadku kontroli stanowita 31,1%, po

dodaniu ekstraktu woskowego o nizszym stezeniu wzrosta
2-krotnie do wartos$ci 66,6%, natomiast przy wyzszym
stezeniu do warto$ci 55,3% (tab. 2). Dodanie ekstraktow
woskowych spowodowalo réwniez wydhizenie czasu do
pierwszego naklucia (czas do pierwszej aktywnosci p-C),
skrocito czas trwania pierwszej aktywnosci p-C oraz
zwickszylo jej czestotliwo$é podczas calej 4 h rejestracji
zerowania (tab. 3).

Po wprowadzeniu do pozywek ekstraktoéw woskowych
z genotypu RAH 366 stabo pokrytego woskiem odnoto-
wano spadek procentowego udziatu aktywnosci p-np,
aktywnosci p-El i p-G. Towarzyszyl temu wzrost udziatu
aktywnosci sztyletow w diecie (p-C) oraz aktywnosci p-E2
zwigzanej z pasywnym pobieraniem diety. W przypadku
aktywnosci p-E2 przy stezenia 100 pg/g wzrost ten byt
2-krotny wobec kontroli i wyniost 48,0% (tab. 2). Na
pozywkach z ekstraktami woskowymi z genotypu RAH
366 obserwowano rowniez znaczne skrocenie czasu do
pierwszego naklucia, wydluzenie czasu trwania pierwszej
aktywnosci p-C oraz spadek jej czgstotliwosci (tab. 3).

Dla mszycy czeremchowo-zbozowej analiza aktyw-
nos$ci EPG wykazala, ze dodanie do pozywek ekstraktow
woskowych pochodzacych z ro$lin silnie woskowego
genotypu RAH 122 o stezeniu 10 i 100 pg/g wydtuzylo
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Tabela 3. Zachowanie si¢ mszycy zbozowej S. avenae podczas zerowania na sztucznych dietach

Table 3. The behaviour of the grain aphid S. avenae while feeding on the artificial diets
Badane genotypy — Studied genotypes
Parametry EPG Kontrola
EPG Parameters Control RAH 122 RAH 366
10 pg/g 100 pg/g 10 pg/g 100 pg/g

Czas do pierwszego naklucia 4,120,1 8,040,4* 10,0£0,1* 1,0+0,0% 0,820,0*
Time until first probing [min]
Czas trwania pieszego modelu C " % % «
Duration of the first C pattern 8,010,3 4,9+0,1 0,410,0 10,0+0,7 12,040,8
Czgstotliwos¢ aktywnosei C 4,240,0 5,4+0,2* 8,2:+0,4* 3,140,0% 2,150,1*
Frequency of C activity

Wartosci oznaczone gwiazdkami r0znig si¢ istotnie od wartosci kontrolnych: *p < 0,001 (test t-Studenta)
Values followed by asterisks are significantly different from control values: *p < 0.001 (Student’s t-test)

Tabela 4. Wplyw stezenia woskow epikutykularnych na zachowanie mszycy czeremchowo-zbozowej R. padi podczas Zerowania na

sztucznych dietach

Table 4. Effect of different concentrations of the epicuticular waxes on feeding behaviour of the bird cherry-oat aphid R. padi on the

artificial diets

Parametry EPG Kontrola Badane genotypy — Studied genotypes
EPG Parameters ontro RAH 122 RAH 366
%] Control

[% 10 pg/g 100 pg/g 10 ng/g 100 pg/g
Model Np 12,0+0.4 36,141,3%* 41,8+1,5% 7,140,2% 3,240,1%*
Pattern Np
Model € 37,2+1,3 63,942 2%* 58,2+2,0** 53,0+1,9* 38,7+1,4ns
Pattern C
Model E1 14,4+0,5 0,040,0%* 0,0:0,0%* 10,0+0,3* 15,140,5%*
Pattern E1
Model E2 20,1+0,7 0,0+0,0%* 0,0+0,0** 27,5+1,0* 39,0+1,4%*
Pattern E2
Model G 16,30,6 0,040,0%* 0,0+0,0%* 2,3+0,1%% 4,0+0,1%*
Pattern G
Wartosci oznaczone gwiazdkami roznia si¢ istotnie od wartosci kontrolnych: *p < 0,05; **p < 0,001; ns — nie istotne (test t-Studenta)
Values followed by asterisks are significantly different from control values: *p < 0.05; **p < 0.001; ns — not significant (Student’s t-test)
Tabela 5. Zachowanie si¢ mszycy czeremchowo-zbozowej R. padi podczas zerowania na sztucznych dietach
Table 5. The behaviour of the bird cherry-oat aphid R. padi while feeding on the artificial diets

Badane genotypy — Studied genotypes
Parametry EPG Kontrola
EPG Parameters Control RAH 122 RAH 366
10 ng/g 100 pg/g 10 ng/g 100 pg/g

Czas do pierwszego nakiucia 3,240,0 9,040,0%* 13,040,6** 1,540,3% 1,340,2%%
Time until first probing [min]
Czas trwania pieszego modelu C * o « N
Duration of the first C pattern 5,740,1 3,440,1 0,410,0 8,0+0,9 9,0+0,3
CzestotliwosC aktywnosei C 4,840,2 6,8+0,3* 10,30, 7%* 3,540,0%* 2,340,2%
Frequency of C activity

Wartosci oznaczone gwiazdkami rdznig si¢ istotnie od warto$ci kontrolnych: *p < 0,05%*; p < 0,001 (test t-Studenta)
Values followed by asterisks are significantly different from control values: *p < 0.05; **p < 0.001 (Student’s t-test)

czas trwania modelu p-np, podczas ktorego sztylety mszyc
nie dokonywaly zadnych naktu¢ (tab. 4). W przypadku
pozywek kontrolnych aktywnos$¢ ta stanowita 12,0%, a po
dodaniu ekstraktu woskowego wzrosta 3-krotnie i przy
stezeniu 10 pg/g wyniosta 36,1%, natomiast przy stezeniu
100 ng/g osiagneta wartos¢ 41,8%. Aktywnos¢ p-C w kon-

troli stanowita 37,2% — 4 h rejestracji, dodanie ekstraktu

woskowego o nizszym stezeniu spowodowalo wzrost
czasu trwania tej aktywnos$ci do 63,9%, a w przypadku
wyzszego stezenia do 58,2% (tab. 4). Ekstrakty woskowe
spowodowaly rowniez wydluzenie czasu do pierwszego
naktucia, skrocily czas trwania pierwszej aktywnosci p-C
oraz zwigkszyly jej czestotliwos¢ (tab. 5).
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Na pozywkach z ekstraktami woskowymi z genotypu
RAH 366 nastgpowal spadek procentowego udziatu
aktywno$ci zwigzanej z obecnoscig sztyletOw mszyc na
powierzchni pozywki i aktywnym pobieraniem pltynéw
z diety. Z kolei wzrost procentowego udziatu odnotowano
dla aktywnos$ci p-C oraz p-E2 (tab. 4). Dla aktywnosci
p-E1 obserwowano spadek procentowego udziatlu przy
stezeniu 10 pg/g i wzrost przy stezeniu 100 pg/g. (tab. 4).
Ekstrakty woskowe z genotypu RAH 366 powodowaty
rowniez, ze mszyce znaczne szybciej dokonywaty pierw-
szych naklu¢, wydhizaly czas ich trwania oraz przyczynity
si¢ do spadku ich czestotliwosci (tab. 5).

Uzyskane wyniki wskazuja, ze woski epikutykularne
petnia istotng role w interakcjach mszyce—pszenzyto. Nie-
zwykle cenne w tych wzajemnych relacjach jest bogactwo
komponentow woskowych. Kompozycja tych substancji
zalezy od gatunku, genotypu oraz fazy rozwojowej rosliny
(Eigenbrode i Espelie 1995; Jetter i Schiffer 2001). Roz-
nice w chemicznym skladzie powierzchni roslin moga by¢
Scisle powigzane z odpornoscia na roslinozercow i wply-
wac na ich zachowanie podczas Zerowania oraz wzrost
i rozw6j (Valkama i wsp. 2005; Lahtinen i wsp. 2006;
Wojcicka i Leszezynski 2006; Wojcicka 2009). Ekstrakty
woskow powierzchniowych z siewek Sorghum bicolar (L.)
zwickszaty ich akceptacje przez larwy Locusta migratoria
(L.) (Woodhead 1983). Heksanowe ekstrakty z powierzch-
ni lipidowej odpornej odmiany ryzu deterentnie wptywaty
na Nilaparvata lungens (Stil) (Woodhead i Padgham
1988). Mechaniczne usunigcie warstwy woskow epiku-
tykularnych z mlodych lisci Eucaliptus globulus (Labill.)
spowodowalo, ze staly si¢ bardziej odpowiednie do Zero-
wania i rozwoju Ctenarytaina spatulata (Taylor) i Glycas-
pis brimblecombei (More) (Brennan i Weinbaum 2001).
Podczas badah nad genotypami pszenzyta ozimego 1dz-
nigcymi si¢ stopniem pokrycia nalotem woskowym
stwierdzono, ze ro$liny genotypéw pokrytych silnym nalo-
tem woskowym byly w mniejszym stopniu akceptowane
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