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The role of selected Auchenorrhyncha species (Hemiptera: Cicadomorpha
& Fulgoromorpha) in a transmission of Candidatus Phytoplasma asteris’
phytoplasma — a causal factor of oilseed rape phyllody

Rola wybranych gatunkéw piewikéw (Hemiptera: Cicadomorpha
& Fulgoromorpha) w przenoszeniu fitoplazmy 'Candidatus Phytoplasma
asteris’ — sprawcy fyllodiozy rzepaku

Agnieszka Zwoliska'*, Tomasz Klejdysz', Krzysztof Krawczyk®, Jan Nawrot?

Summary

Phytoplasma that belongs to the aster yellows (AY), 16Srl-B subgroup and causes characteristic deformations of winter oilseed
rape plants (Brassica napus) has been observed in Poland more then a decade. The diseased plants exhibit phyllody of flowers, which
lead to siliques malformations and losses in seed production. The aim of this study was to find a natural insect vector of AY involved in
epidemiology of oilseed rape phyllody disease in Poland. Two species: Macrosteles laevis and Psammotettix alienus were selected as
potential vectors and adult leafhoppers of these species were placed in cages with phytoplasma infected oilseed rape. After
acquisition period, individuals of each species were transferred to cages containing healthy seedlings of test plants: summer and
winter oilseed rape (B. napus), barley (Hordeum vulgare), Madagascar periwinkle (Catharantus roseus) and broad bean (Vicia faba).
After inoculation, the insects were examined for phytoplasma presence in their tissue by sequencing PCR (polymerase chain reaction)
products. Only M. laevis leafhoppers tested positive. The test plants were analyzed in the same manner. The disease agent was
transmitted by the M. laevis, to barley, periwinkle and broad bean, but not to oilseed rape.
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Streszczenie

Fitoplazmy nalezgce do grupy zdéttaczek astra (AY — aster yellows), podgrupy 16Srl-B powodujg charakterystyczne deformacje
rzepaku ozimego (Brassica napus) w uprawach w Polsce od ponad dekady. Porazone rosliny wyksztatcajg w miejsce kwiatow tzw.
fyllodia, ktére prowadzg do deformacji tuszczyn i strat w produkcji nasion. Celem pracy byto rozpoznanie naturalnego wektora
fitoplazmy wywotujacej chorobe rzepaku zwang fyllodiozg. Zbadano potencjat przenoszenia fitoplazmy infekujgcej rzepak przez dwa
gatunki skoczkdw: Macrosteles laevis i Psammotettix alienus. Na zainfekowanej fitoplazma AY 16Srl-B roslinie rzepaku hodowano
zdrowe owady, a nastepnie osobniki obu gatunkéw przenoszono na siewki zdrowych roslin rzepaku jarego i ozimego, jeczmienia,
katarantusa rézowego oraz bobu. Po zakonczeniu inokulacji, owady testowano pod katem obecnosci fitoplazmy w ich tkankach,
sekwencjonujac produkty reakcji PCR (polymerase chain reaction). W przeprowadzonych testach tylko owad M. laevis nabywat
fitoplazme. Zakazane rosliny po okresie obserwacji testowano w analogiczny sposdb, jak owady. Uzyskano przeniesienie fitoplazmy
wywotujgcej fyllodioze rzepaku przez M. laevis na rosliny testowe: jeczmien, bdb i katarantusa, ale nie potwierdzono przenoszenia
fitoplazmy na rzepak.

Stowa kluczowe: fitoplazma; wektor; rzepak; fyllodia; przenoszenie; skoczki
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Wstep / Introduction

Fitoplazmy sa drobnymi, patogenicznymi bakteriami
zyjacymi wewnatrzkomorkowo w tyku roslin. Wystepuja
na catym $wiecie, ale najwicksze straty powoduja w ciep-
lych rejonach globu, w uprawach winorosli, trzciny
cukrowej oraz palmy kokosowej (Bertaccini i wsp. 2014).
Lacznie znanych jest okoto 700 chordb roslin o podlozu
fitoplazmatycznym. Do objawdéw wywolywanych przez
fitoplazmy naleza: zo6tknigcie Iub czerwienienie lisci,
skracanie miedzywezli prowadzace do skarfowaciatego
pokroju roslin, zmniejszanie wielkosci lisci, nadmierny
rozrost pedow bocznych prowadzacy do formowania si¢
tzw. czarcich miotel, fyllodia — liSciaste struktury w miejs-
cu kwiatow, nekrozy tyka, a takze zamieranie i $mierc
roslin (McCoy i wsp. 1989; Lee 1 wsp. 2000). Fitoplazmy
przenoszone sa mi¢dzy roslinami przez owady z rzedu
pluskwiakéw (Hemiptera), glownie przedstawicieli rodziny
skoczkow (Cicadellidae) nalezacej do podrzedu piewikow
(Cicadomorpha) oraz rodziny miodowek (Psyllidae)
nalezacej do podrzedu piersiodziobych (Sternorrhyncha)
(Ploaie 1981). Podczas zerowania na porazonej roslinie
owad bedacy wektorem pobiera fitoplazmy, ktoére poko-
nuja $cian¢ jego jelita i namnazaja si¢ w hemolimfie, by
ostatecznie trafi¢c do $linianek. Na tym etapie, zakazony
owad moze wprowadzi¢ komorki fitoplazmy wraz ze §ling
do komorek nowego gospodarza ro$linnego, podczas
kolejnego zerowania (Weintraub i Beanland 2006). Okres
od momentu nabycia do momentu zdolnosci przekazania
patogenu na nowg rosling zywicielskg nazywa si¢ okresem
latencji i1 trwa on zazwyczaj 2—4 tygodnie (Brcak 1979).
W okre$lonym $rodowisku fitoplazmy maja specyficznego
wektora, ktory odpowiada za ich rozprzestrzenianie si¢
(Schultz 1973; Maixner i wsp. 1995; Gatineau i1 wsp.
2001).

Fitoplazma ’Candidatus Phytoplasma asteris’ jest
znana jako czynnik sprawczy zoltaczki astra (AY — aster
yellows), ale poraza okoto 300 gatunkow ros$lin, w tym
wiele roslin uprawnych, takich jak: kukurydza i rzepak
(Ebbert i wsp. 2001; Salehi i wsp. 2011), warzywnych
m.in. marchew, satat¢ i seler (Lee i wsp. 2004; Zhang
i wsp. 2004; Franova i Spak 2013), czy roslin ozdobnych
(Sichani i wsp. 2014). Podgrupa 16Srl-B zottaczki astra
wywoluje fitoplazmatyczng chorobe rzepaku (Brassica
napus) zwang fyllodioza rzepaku (RP — rapeseed phyllody)
(Zwolinska i wsp. 2011a, b). W Polsce, rokrocznie obser-
wuje si¢ na polach, wystepujace pojedynczo, charakte-
rystyczne deformacje roslin rzepaku ozimego. Porazone
ros$liny charakteryzuja si¢ przeksztatlceniem kwiatow
w formy liSciaste zwane fyllodiami, ktore prowadza do
sterylnosci roslin i strat w produkcji cennych nasion.
Wektor fitoplazmy powodujacej infekcje rzepaku ozimego
nie zostat dotad zidentyfikowany. Poznanie gatunku owada
odpowiedzialnego za przenoszenie fyllodiozy rzepaku jest
kluczowe dla epidemiologii choroby.

Za przenoszenie fitoplazmy zoltaczki astra typu I-B
(grupa rybosomalna 16SrI-B) w innych czeéciach $wiata,
odpowiedzialne sg piewiki z rodzaju Macrosteles. W Ja-
ponii, fitoplazmy nalezace do grupy 16Srl-B sg przeno-
szone przez Macrosteles striifrons Anufriev (Okuda i wsp.

1997; Tanaka i wsp. 2007). W potudniowej i centralnej
Europie Macrosteles  quadripunctulatus  Kirschbaum
przenosi zbttaczke chryzantemy (16Srl-B) na chryzan-
temy, cyklamen i winoro$l (Bosco i wsp. 1997; Alma
i wsp. 2000, 2001). Na kontynencie amerykanskim zna-
nym wektorem zoftaczek astra, nalezacych do dwodch
szczepoOw AY 16Srl-B i AY 16Srl-A, jest skoczek Macro-
steles quadrilineatus Forbes dawniej zwany Macrosteles
fascifrons Stal (Maramorosch 1960; Tsai 1979). Wiado-
mym jest, iz obydwa szczepy porazaja uprawy marchwi
i rzepaku, i ze sg rozpowszechnione w owadach M. qua-
drilineatus (Lee i wsp. 1992, 2003; Olivier i wsp. 2011).
Nie wiadomo jednak, czy wiasnie ten gatunek owada od-
powiedzialny jest za przenoszenie ’Candidatus Phyto-
plasma asteris’ z podgrupy 16Srl-B na rosliny rzepaku
1 marchwi.

Do najpopularniejszych gatunkow piewikow wchodza-
cych w sklad polskiej entomofauny terenéw uprawnych
naleza: skoczek szeSciorek Macrosteles laevis Ribaut,
zglobik smuzkowany Psammotettix alienus Dahlbom,
Hardya tenuis Germar, skoczek ziemniaczak Empoasca
pteridis Dahlbom oraz na przypolnych terenach tra-
wiastych: skoczek trawnik Javesella pellucida Fabricius
(Klejdysz 2013). Sposrod wymienionych gatunkow
skoczkow: M. laevis, P. alienus i J. pellucida zostaly opi-
sane jako wektory fitoplazm wywolujacych zottaczki juz
w latach 60. XX wieku (Bréak 1979). W tamtym czasie
diagnostyka fitoplazm oparta byla o obserwacje pod mi-
kroskopem elektronowym komorek fitoplazm w ultra-
cienkich skrawkach tkanek ro$linnych i owadzich oraz
poréwnywanie objawow. Brak jednak wspotczesnych, wia-
rygodnych opracowan dotyczacych wektoréw fitoplazm
w $rodkowej 1 wschodniej czeSci Europy. Jedyne prace
prowadzone nad fitoplazmatyczna choroba rzepaku pocho-
dza z 1971 roku (Lehman i Skadow 1971) i dowiodly
mozliwos$¢ przeniesienia fitoplazmy z naturalnie zainfe-
kowanego rzepaku ozimego przez skoczka Euscelis incisus
(Kirschbaum) na roéliny testowe: Trifolium repens, Chry-
santhemum carinatum, Catharanthus roseus 1 Senecio
vulgaris. W warunkach eksperymentalnych, przy uzyciu
tego samego wektora, udalo si¢ zakazi¢ rzepak innym
szczepem fitoplazmy — fyllodiozy koniczyny (clover
phyllody) i uzyska¢ podobne objawy do tych powo-
dowanych przez czynnik sprawczy fyllodiozy rzepaku
(Lehman i Skadow 1971).

W niniejszej pracy zbadano potencjat przenoszenia
fitoplazmy wywotujacej fyllodioze rzepaku przez dwa naj-
popularniejsze w Polsce gatunki skoczkoéw (Cicadellidae):
M. laevis 1 P. alienus. W jednym z wariantow do$wiad-
czenia uzyto dodatkowo skoczkdéw H. tenuis. Masowe tes-
towanie owadow odlawianych w rejonach p6l porazonych
fitoplazma, na terenie stacji doswiadczalnej w Winnej
Gorze oraz Borowie, w latach 2011-2013, wykazalo, ze
badane piewiki byly nosicielami fitoplazmy $rednio
w 10,6-21,0% (M. laevis), 7,8-9,9% (P. alienus) oraz
1,65-3,3% (H. tenuis), w testach grupowych wedhlug
réwnania Bhattacharyya i wsp. (1979).

Celem pracy bylo rozpoznanie naturalnego wektora
fitoplazmy ’Candidatus Phytoplasma asteris’ wywolujace;j
fyllodioze rzepaku ozimego (B. napus) w Polsce.
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Materialy i metody / Materials and methods

Zalozenie hodowli owadow (hodowla wyjsciowa,
dotyczy wariantu 1 i 2)

W celu zalozenia zdrowych hodowli dwoch gatunkow
piewikoéw: M. laevis i P. alienus, owady odlawiano z tra-
wiastych terenow przypolnych, w okolicy Poznania. Czer-
pakowania wykonano na poczatku czerwca. Owady
hodowano w izolatorze, na zdrowym, uzyskanym z nasion,
jeczmieniu (Hordeum vulgare) odmiany Nagradowicki.
Hodowle utrzymywano w warunkach zewngtrznych, pod
zadaszeniem. Nastgpnie cze$¢ owadow poddano weryfi-
kacji, by stwierdzi¢ czy sg wolne od fitoplazm. W tym celu
przeprowadzono izolacje DNA (deoxyribonucleic acid)
owadziego z prob zbiorczych, w ktérych na jedna probe
sktadato si¢ pig¢ osobnikow danego gatunku owada. 1zo-
lacje wykonano w oparciu o kit do izolacji DNA z tkanek
zwierzgcych (Qiagen). W ten sposdb przygotowano dzie-
sig¢ prob i poddano je testowi PCR (polymerase chain
reaction) w dwoéch rundach (Nested-PCR), z udziatem
uniwersalnych startero6w do wykrywania fitoplazm, wedlug
metodyki opisanej ponize;.

Uzyskanie owadow infekcyjnych (hodowla nabywcza)

Kolejnym etapem doswiadczenia bylo uzyskanie ko-
lonii owadoéw zakazonych fitoplazma wywolujaca fyllo-
diozg¢ rzepaku (RP). Hodowle nabywcza zalozono poprzez
umieszczenie w izolatorze rzepaku z potwierdzong infek-
cja fitoplazma ’Candidatus Phytoplasma asteris’. Objawo-
we rosliny rzepaku, z wyksztatlconymi fyllodiami w miejs-
cu tuszczyn, pozyskano z pola uprawnego w Gorzyczkach
i Winnej Gorze (2011) oraz Borowie (2012). Infekcje
fitoplazmatyczng potwierdzono standardowym testem do
identyfikacji fitoplazm, izolujac totalne DNA z fyllodiow
rosliny 1 wykonujac reakcje PCR z zastosowaniem starte-
row specyficznych dla genomu fitoplazmy. Nastgpnie
odczytano sekwencje uzyskanych fragmentéw DNA ko-
rzystajac z serwisu sekwencjonujacego. Otrzymane odczy-
ty analizowano za pomocg algorytméw dostepnych na

stronie internetowej NCBI (National Center for
Biotechnology Information), poprzez ich poréwnanie z
sekwencjami zgromadzonymi w bazie Gen Bank. W celu
zwickszenia przezywalnosci owadoéw 1 zapewnienia
cigglosci hodowli, w izolatorze wraz z zakazonym
rzepakiem, umieszczono doniczke z jeczmieniem. Owady
hodowane wylacznie na roslinach rzepaku, cechowaty si¢
wysoka $miertelnoscig. Stad konieczno$¢ zastosowania
urozmaiconego  pokarmu  poprzez ~ wprowadzenie,
preferowanego przez piewiki, jeczmienia. Hodowle
prowadzono przez 14 dni w temperaturze pokojowej (23—
25°C), przy dlugosci dnia réwnej 16 godzin. Po tym czasie
owady  wykorzystano w  pierwszym  wariancie
doswiadczenia. Pozostale owady, glownie M. laevis,
pozostawiono w izolatorze do obserwacji ich rozwoju.
Hodowlg utrzymywano w warunkach zewnetrznych, pod
zadaszeniem, az do momentu zakonczenia cyklu
rozwojowego owadow jesienia.

Przenoszenie fitoplazm na ros$liny (inokulacja)

Wariant 1: przenoszenie fitoplazmy z chorej rosliny
rzepaku ozimego na mlode siewki rzepaku jarego
oraz rosliny testowe

W wariancie pierwszym doswiadczenia, testy na
przenoszenie wykonano pod szklanymi kloszami naklada-
nymi na pojedyncze doniczki. Potencjalnie infekcyjne
owady umieszczano na mlodych, dwutygodniowych
siewkach rzepaku jarego odmiany Huzar wysianych wraz
z kilkoma zdzbtami milodego jeczmienia (H. vulgare)
odmiany Nagradowicki. Dodatkowo testowano przeniesie-
nie fitoplazmy fyllodiozy rzepaku na rosliny testowe, tj.
bob (Vicia faba) i katarantus r6zowy (Catharantus roseus).
Katarantus, w Polsce czesto blednie nazywany barwin-
kiem, jest ro$ling popularnie wykorzystywana w badaniach
nad fitoplazmami, ze wzgledu na podatno$¢ na zain-
fekowanie wickszoscia szczepoéw fitoplazm. Rowniez ros-
liny bobu sa uzywane w pracach z fitoplazmami, ze
wzgledu na udowodniona podatno$¢ na zakazenie tym
patogenem.

Tabela 1. Wyniki testow przenoszenia fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ z udziatem Macrosteles laevis na rzepak i jgczmien.
Kolonie owadéw oznaczone wedlug miejscowosci pochodzenia inokulum: Gor. — Gorzyczki, W.G. — Winna Goéra, Bor. —
Borowo, 0 — zaginiony owad, *identyfikacja metoda PCR wraz z sekwencjonowaniem produktow, M. laevis — Macrosteles

laevis

Table 1. Results of transmission trials on ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ with Macrosteles laevis to rapeseed and barley. Insect
colonies marked according to origin of inoculum: Gor. — Gorzyczki, W.G. — Winna Goéra, Bor. — Borowo, 0 — lost insect,
*identification by PCR assays and sequencing of the products, M. laevis — Macrosteles laevis

. . Identyfikacja Identyfikacja
Powtorzenie 1 . ,

. Roslina testowa fitoplazmy* Gatunek owada Kolonia owadéw fitoplazmy*

(doniczka) Test pl. Phytopl. I i I 1 Phytopl.
Replication (pod) est plant . ytgp asma nsect species nsect colony . ytgp asma
identification identification

1 2 3 4 5 6

rzepak B M. laevis Gor. +

rapeseed M. laevis Gor. -

1 M. laevis Gor. +

jeczmien B M. laevis Gor. +

barley M. laevis Gor. 0
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1 2 3 4 5 5
rzepak M. laevis Gor. +
rapeseed - M. laevis Gor. 0
2 M. laevis Gor. 0
Jeczmien - M. laevis Gor. 0
barley M. laevis Gor. 0
rzepak M. laevis Gor. +
rapeseed - M. laevis Gor. +
3 M. laevis Gor. +
jeczmien + M. laevis Gor. +
barley M. laevis Gor. 0
rzepak M. laevis W.G. +
rapeseed - M. laevis W.G. -
13 M. laevis W.G. -
jeczmien - M. laevis W.G. -
barley M. laevis W.G.
rzepak M. laevis W.G. -
rapeseed - M. laevis W.G. -
14 M. laevis W.G. -
jeczmien - M. laevis W.G. +
barley M. laevis W.G. +
rzepak M. laevis W.G. +
rapeseed - M. laevis W.G. -
16 M. laevis W.G. -
jeczmien - M. laevis W.G. 0
barley M. laevis W.G. 0
rzepak
rapeseed - M. laevis W.G. -
21
jeczmien + M. laevis W.G. 0
barley
rzepak
rapeseed - M. laevis Bor. +
22
jeczmien + M. laevis Bor. -
barley
rzepak
rapeseed - M. laevis Bor. -
23
jeczmien - M. laevis Bor. +
barley
rzepak
rapeseed - M. laevis Bor. +
24
jeczmien + M. laevis Bor. +
barley
rzepak
rapeseed - M. laevis Bor. +
25
jeczmien — M. laevis Bor. -
barley

Na rosliny umieszczone pod kloszami dodawano po
5 lub 2 owady M. laevis lub P. alienus, a w przypadku tes-
tow z katarantusem, po 3 owady (tab. 1). W kontroli nega-
tywnej do tych samych roslin dodano owady hodowane
wylacznie na jeczmieniu (hodowla wyjsciowa). Do badan
uzyto roslin zdrowych, uzyskanych z nasion. Po zakon-
czeniu okresu inokulacji (10 dni), owady odlawiano i tes-
towano pod katem obecno$ci fitoplazmy. Zakazane rosliny
pozostawiono na okres sze$ciu tygodni do obserwacji
wyksztalcenia objawow chorobowych. Po tym czasie rosli-
ny analizowano w analogiczny sposéb, jak owady.

Wariant 2: przenoszenie fitoplazmy
z chorej rosliny rzepaku ozimego na rosliny
rzepaku jarego w wieku 4-9 tygodni

W wariancie drugim do$wiadczenia, owady z kolonii
,,Borowo”, utrzymywanej przez dwa miesigce na zaka-
zonym rzepaku (wydluzona inokulacja) nanoszono na
zdrowe roliny rzepaku jarego odmiany Huzar w wieku:
4, 7 19 tygodni. Doswiadczenia wykonano w izolatorach,
w ktorych na okres 14 dni, umieszczano po dwie rosliny
rzepaku tacznie z 25 osobnikami M. laevis. Rzepak pozo-
stawiono do obserwacji przez kolejne dwa miesiace, a po
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tym czasie z wycietych nerwow lisciowych testowanych
roslin, izolowano DNA i poddawano analizie na obecno$¢
fitoplazm (ponizej).

Wariant 3: zakazanie roslin rzepaku ozimego
owadami pozyskanymi z pola

Dodatkowo we wrzesniu 2013 roku, wykonano zmo-
dyfikowane doswiadczenie na przenoszenie, w ktérym
owady trzech gatunkdéw: M. laevis, P. alienus 1 H. tenuis,
pochodzily bezposrednio z terendw uprawnych w Winnej
Gorze, gdzie wczesniej stwierdzono wysoki poziom pora-
zenia rzepaku fitoplazmami. Pozyskane owady w ilosci
17-40 osobnikow hodowano na 20 siewkach rzepaku
ozimego odmiany Poznaniak oraz dodatkowo na czterech
roslinach bobu i czterech roslinach grochu, przez miesiac.

Nastepnie, po zakonczonym okresie inkubacji, analizo-
wano fragmenty tkanki roslin bobu i grochu na obecnosé
DNA fitoplazmatycznego, a mtode rosliny rzepaku wysa-
dzano do gruntu i obserwowano wyksztalcanie si¢ obja-
wow infekcji na wiosng. Doswiadczenie to mialo za
zadanie, w mozliwie najwierniejszy sposob, nasladowac
prawdopodobny, naturalnie zachodzacy proces zakazenia
ro$lin rzepaku ozimego w polu.

Schemat doswiadczenia — wariant 3:

40 osobnikéw P. alienus (z pola)
+ 20 siewek rzepaku ozimego + 4 rosliny grochu + 4 rosliny bobu

17 osobnikéw M. laevis (z pola)
+ 20 siewek rzepaku ozimego + 4 rosliny grochu + 4 rosliny bobu

23 osobnikéw H. tenuis (z pola)
+ 20 siewek rzepaku ozimego + 4 rosliny grochu + 4 rosliny bobu

Wykrywanie fitoplazm

Fitoplazmy identyfikowano przy pomocy metod mole-
kularnych, izolujac totalne DNA z roslin i owadow,
a nastgpnie przeprowadzajac tzw. zagniezdzony PCR
(Nested-PCR) z dwoma parami starterow. Uzyskane pro-
dukty reakcji PCR sekwencjonowano i poddawano analizie
porownawczej. Na kolejne etapy identyfikacji sktadaly sie:

Izolacja DNA

Totalne DNA roSlin izolowano przy pomocy buforu
CTAB wedlug metody Maixnera (Maixner i wsp. 1995).
Do izolacji uzywano fragmentow liSci 1 todyg pocho-
dzacych z kilku miejsc badanej rosliny. Tkanke roslinng
w iloéci 1-2 gramdéw rozcierano w sterylnych mozdzie-
rzach z dodatkiem 2 ml buforu CTAB, do uzyskania
jednolitej zawiesiny. Homogenat zbierano do plastikowych
probéwek 2 ml i inkubowano w temperaturze 60°C przez
30 min. Nastgpnie, mieszaniny wirowano, a uzyskany
supernatant poddawano ekstrakcji z mieszaning chloro-
form:alkohol izoamylowy (24:1) dwukrotnie. Kwasy
nukleinowe precypitowano z dodatkiem 0,7 objetosci
schlodzonego izopropanolu i inkubowano przez noc
w temperaturze —20°C. DNA osadzono wirujac przy
22 000 g przez 5 min. Osad przemywano 70% etanolem
i zawieszano w 300 pl buforu TE (pH 8).

Owadzie DNA izolowano przy pomocy kitu Qiagen
(DNeasy Blood & Tissue Kit), rozcierajac analizowane
osobniki pojedynczo, przy pomocy minihomogenizatorka

w probowkach typu Eppendorf. Dalsze etapy izolacji
przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta.

Amplifikacja DNA fitoplazmatycznego

Do wykrywania fitoplazm w preparatach DNA
zastosowano reakcje Nested-PCR z uniwersalnymi
starterami do identyfikacji fitoplazm, zaprojektowanymi
do powielania genu 16S rRNA oraz fragmentu genu 23S
rRNA. W pierwszej rundzie PCR zastosowano startery
P1/P7 (Deng i Hiruki 1991; Schneider i wsp. 1995) z tem-
peraturg przylaczania 55°C. Produkt tej reakcji (1,8 kz)
rozcienczano sterylng woda destylowang w proporcji 1:30
i tak przygotowane fragmenty DNA stanowity matryce
w drugiej rundzie PCR ze starterami R16F2n/R16R2 (Lee
i wsp. 1993), przy zastosowaniu temperatury przylaczania
rowniej 50°C. Uzyskany produkt nakladano na zel agaro-
zowy (1,5%) w objetosci 4 pl i rozdzielano elektrofore-
tycznie.

Potwierdzenie obecnosci DNA fitoplazmatycznego

Préby, w ktérych w rozdziale elektroforetycznym zaob-
serwowano prazek o oczekiwanej dtugosci okoto 1200 par
zasad, sekwencjonowano. Otrzymane sekwencje porowny-
wano z sekwencjami umieszczonymi w bazie genéw Gen
Bank i w ten sposdb odczytywano, czy produkt PCR to
rzeczywiscie produkt amplifikacji genow fitoplazma-
tycznych.

Wyniki i dyskusja / Results and discussion

Hodowla wyjsciowa

Wstepne proby utworzenia hodowli  wyjsciowe;j
skoczkow M. laevis i P. alienus, na dwutygodniowych
siewkach rzepaku jarego odmiany Huzar skutkowaly 100%
$miertelnoscig piewikow, w ciggu 48 godzin od momentu
rozpoczecia hodowli. Na kazdym etapie doswiadczenia,
w wariancie 1., obok roslin rzepaku zapewniano owadom
dodatkowy pokarm w postaci jgczmienia. Podobne
dzialania w doswiadczeniach nad skoczkiem szeSciorkiem
wykorzystali Kochman i Ksigzek (1964), ktorzy rowniez
napotkali trudno$ci w prowadzeniu hodowli owaddéw
wylacznie na roslinach przez nich testowanych, tj. cebuli
i astrze.

Stosujac testy PCR wykrywajace DNA fitoplazma-
tyczne zbadano zdrowotno$¢ kolonii wyjsciowej. W zadnej
z badanych dziesieciu préob zbiorczych, nie wykryto
obecnosci komorek fitoplazmatycznych. Tym samym
uznano koloni¢ owadéw za zdrowg.

Hodowla nabywcza

We wszystkich trzech objawowych roslinach rzepaku,
uzytych w doswiadczeniach jako inokulum potwierdzono
infekcje fitoplazmatyczna. Sekwencje uzyskane z zainfe-
kowanych roslin rzepaku byly identyczne z opisanym
wczesniej izolatem fitoplazmy fyllodiozy ‘RzW14’,
pochodzacym z Winnej Gory (nr akcesyjny HM561990).
Kolonie owadéw hodowanych na tych roslinach nazwano
odpowiednio ,,Gorzyczki”, ,,Winna Goéra” i ,,Borowo”
(oznaczenia: Gor., W.G. i Bor.). W miar¢ prowadzenia
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hodowli nabywczej, ktora utrzymywano jako hodowle
ciggla zaobserwowano postgpujaca adaptacje skoczkow
M. laevis do zerowania na porazonej fitoplazma roslinie
rzepaku. Owady che¢tnie wkluwaty si¢ w mlode, zielone
tkanki drugorzedowych pedow wyrastajacych z przeksztal-
conych kwiatostandéw chorej ro$liny. Dzigki temu
zjawisku, w drugim wariancie do$wiadczenia, skoczkami
M. laevis inokulowano rzepak bez udziatu jeczmienia jako
rosliny towarzyszacej. Podobna adaptacje do alterna-
tywnych zrodet pokarmu zaobserwowal Alma 1 wsp.
(2001) hodujac cztery gatunki piewikdw na ztocieniach
(Chrysanthemum carinatum), ktore nie byly naturalnym
zrodlem pokarmu dla tych owaddéw. Mniej liczne osobniki
P. alienus zostaty w calo$ci wykorzystane do doswiadczen
i nie utrzymywano ich w hodowli ciagle;.

Utrzymujac hodowle w warunkach zblizonych do
naturalnych, na jgczmieniu i chorym rzepaku, mozliwe
bylo zaobserwowanie stadiow rozwoju kolonii skoczka
szesciorka M. laevis. Udowodniono tym samym, ze gatu-
nek ten, w obecnym klimacie Wielkopolski, przechodzi

trzy pokolenia, a nie, jak sugerowano dawniej, dwa poko-
lenia (Nowacka 1982). T¢ obserwacj¢ udalo si¢ potwier-
dzi¢ w kolejnych, niezaleznych hodowlach zalozonych
w latach 2013 12014.

Jednocze$nie prowadzono obserwacj¢ zmian w wygla-
dzie porazonej rosliny rzepaku. Z poczatkowo zwartych,
zielonych struktur kwiatostanowych, gdzie w miejscu
luszczyn wyrastaly rozdete, podiuzne, pecherzykowate
twory, a dziatki kielicha byly trzykrotnie powigkszone
w stosunku do zdrowych kwiatow (rys. 1, fot. 1), z upty-
wem czasu, wyrastaly wydlizone pedy zakonczone
drobnymi listkami lub drobnymi strukturami przypo-
minajacymi kwiat kalafiora (rys. 1, fot. 3). Te nowe pedy,
poczatkowo rozwijaty si¢ wewnatrz pecherzykowatych
twordw, by po6zniej doprowadzi¢c do ich pegkniecia
i zaschnigcia. Czasem w miejscu zakonczenia drugorzgdo-
wych pedoéw rozwijaty si¢ struktury z powigkszonym
stupkiem zaopatrzone w zolte platki korony, przypo-
minajace kwiaty (rys. 1, fot. 2). Inne pedy porazonego

Fot. 1. Zmodyfikowany kwiat rzepaku tzw. fyllodium: 1 — preciki, 2 — powigkszona dziatka kielicha, 3 — ,rozdety”, workowaty stupek, 4 — pedy drugorzedowe wyrastajace z wnetrza stupka,
Fot. 2. Fyllodium. Wyrastajace z wnetrza workowatego stupka drugorzedowe pedy wraz z kwiatami, Fot. 3. Fyllodium. Drugorzedowe pedy zakonczone tworami przypominajgcymi kwiat
kalafiora, Fot. 4. Przeksztatcone, zielone kwiaty katarantusa, Fot. 5. Zdeformowane pedy boczne wyrastajgce z merysteméw bocznych katarantusa

Pic. 1. Modified flower of oilseed rape — phyllody: 1 — stamen, 2 — enlarged sepals, 3 — swollen, bladder-like, pistil, 4 — secondary shoots growing out of pistil, Pic. 2. Phyllody. Secondary
shoots containing flowers growing out from bladder-like pistil, Pic. 3. Phyllody. Secondary shoots ended with cauliflower resembling structures, Pic. 4. Modified, green flowers of
Madagascar periwinkle, Pic. 5. Deformed auxiliary shoots growing out of auxiliary buds of Madagascar periwinkle

Rys. 1. Objawy porazenia fitoplazma fyllodiozy rzepaku roslin rzepaku i katarantusa
Fig. 1. Symptoms of rapeseed phyllody phytoplasma infection of oilseed rape and Madagascar periwinkle
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Tabela 2.

Wiyniki testow przenoszenia fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ z udziatem Macrosteles laevis na katarantusa, bob
i jeczmien. Kolonie owadow oznaczone wedlug miejscowosci pochodzenia inokulum: Gor. — Gorzyczki, W.G. — Winna Gora,
Bor. — Borowo, 0 — zaginiony owad, *identyfikacja metodg PCR wraz z sekwencjonowaniem produktow, M. laevis — Macro-
steles laevis

Table 2. Results of transmission trials on ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ with Macrosteles laevis to Madagascar periwinkle, broad
bean and barley. Insect colonies marked according to origin of inoculum: Gor. — Gorzyczki, W.G. — Winna Gora, Bor.
— Borowo, 0 — lost insect, *identification by PCR assays and sequencing of the products, M. laevis — Macrosteles laevis
, . Identyfikacja Identyfikacja
P((z;;[l(i)zg;e Roélina testowa fitoplazmy* Gatunek owada Kolonia owadow fitoplazmy*
Replication (pod) Test plant Phytoplasma Insect species Insect colony Phytoplasma
identification identification
katarantus
periwinkle + M. laevis Gor. +
7 M. laevis Gor. -
jgczmien - M. laevis Gor. +
barley
katarantus
periwinkle - M. laevis W.G. -
11 M. laevis W.G. -
jeczmien - M. laevis W.G. +
barley
katarantus
periwinkle + M. laevis W.G. +
12 M. laevis W.G. -
jeczmien + M. laevis W.G. 0
barley
Katarantus M. laevis W.G. -
17 periwinkle - M. laevis W.G. +
M. laevis W.G. —
Katarantus M. laevis W.G. +
18 periwinkle + M. laevis W.G. -
M. laevis W.G. +
27 katarantus + M. laevis Bor. +
periwinkle M. laevis Bor. 0
19 bob . M. laevis W.G. -
broad bean M. laevis W.G. +
2% bob B M. laevis Bor. -
broad bean M. laevis Bor. +
Tabela 3. Wyniki testow przenoszenia fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ z udziatem Psammotettix alienus na rzepak,
katarantusa, bob i jeczmien. Kolonie owadéw oznaczone wedlug miejscowosci pochodzenia inokulum: Gor. — Gorzyczki,
W.G. — Winna Goéra, Bor. — Borowo, 0 — zaginiony owad, *identyfikacja metoda PCR wraz z sekwencjonowaniem produktow,
P. alienus — Psammotettix alienus
Table 3. Results of transmission trials on ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ with Psammotettix alienus to rapeseed, Madagascar
periwinkle, broad bean and barley. Insect colonies marked according to origin of inoculum: Gor. — Gorzyczki, W.G. — Winna
Gora, Bor. — Borowo, 0 — lost insect, *identification by PCR assays and sequencing of the products, P. alienus — Psammotettix
alienus
Powtbrzenic N Identyﬁkacia ‘ ’ IdentyﬁkaCJ;ka
(doniczka) Roélina testowa fitoplazmy Gatunek owgda Kolonia owadow fitoplazmy
. Test plant Phytoplasma Insect species Insect colony Phytoplasma
Replication (pod) . . . . .
identification identification
1 2 3 4 5 6
rzepak P. alienus Gor. -
rapeseed - P. alienus Gor. -
4 P. alienus Gor. -
jeczmien - P. alienus Gor. -
barley P. alienus Gor. 0
rzepak P. alienus Gor.
rapeseed - P. alienus Gor. -
5 P. alienus Gor. -
jeczmien - P. alienus Gor. -
barley P. alienus Gor. —
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1 2 3 4 5 6
rzepak P. alienus Gor. -
rapeseed - P. alienus Gor. -
6 P. alienus Gor. -
jeczmien - P. alienus Gor. -
barley P. alienus Gor. 0
rzepak P. alienus Gor.
rapeseed - P. alienus Gor. -
9 P. alienus Gor. -
jeczmien - P. alienus Gor. -
barley P. alienus Gor. —
rzepak
rapeseed - P. alienus Gor. -
10
jeczmien - P. alienus Gor. -
barley
rzepak P. alienus W.G. -
rapeseed - P. alienus W.G. -
15 P. alienus W.G. -
jeczmien - P. alienus W.G. 0
barley P. alienus W.G. 0
katarantus
periwinkle - P. alienus Gor. -
8 P. alienus Gor. -
jeczmien - P. alienus Gor. -
barley
20 bob 3 P. alienus W.G. -
broad bean P. alienus W.G. 0

Tabela 4. Sumaryczne wyniki testow przenoszenia fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ z udziatem Macrosteles laevis

w wariancie 1. doSwiadczenia

Table 4. Summary of results of transmission trials on ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ with Macrosteles laevis in the experiment

variant 1
Liczba powtorzen Liczba zainfekowanych roslin
Roélina testowa przenoszenia (wynik pozytywny) Liczba negatywnych
Test plant Number of replications Number of infected plants Number of negatives
of transmission (positive result)
Rzepalf — Rapeseed 1 0 1
(Brassica napus)
Jeczmien — Barley
(Hordeum vulgare) 14 > ?
Katarantus rézowy — Madagascar periwinkle
9 4 5
(Catharantus roseus)
Bob — Broad bean ) | 1
(Vicia faba)

rzepaku, cho¢ nie wyksztalcaty fyllodiow, to rowniez nie
zawigzywaly nasion, a ich tuszczyny byly puste. Choé
wigkszo$¢ pedow rosliny rzepaku wraz z dojrzewaniem,
stopniowo zasychala, to jednak pedy drugorzedowe
pozostawaly zielone do konca sierpnia. We wrze$niu
rosliny zamieraly.

Inokulacja fitoplazma roSlin testowych

W wariancie pierwszym dos$wiadczenia, z dwoch
badanych gatunkéw skoczkdéw, tylko M. laevis nabywal
fitoplazme. Okolo 55% zywych i martwych owadow,
zebranych po zakonczonym do$wiadczeniu, bylo nosi-

cielem fitoplazmy w tescie PCR (tab. 1, 2). W testach
z tym skoczkiem uzyskano przeniesienie fitoplazmy
wywotujacej fyllodioze rzepaku na ro$liny testowe:
jeczmien (5x), bob (I1x) 1 katarantus (4x), ale nie
potwierdzono przenoszenia fitoplazmy na rzepak jary.
Owad P. alienus nie nabywat fitoplazmy z zainfeko-
wanego rzepaku ozimego, stad wszystkie do$wiadczenia
na przenoszenie, przeprowadzone z tym owadem, daty
wynik negatywny (tab. 3). Tabela 4. podsumowuje wyniki
uzyskane z testow przenoszenia fitoplazmy fyllodiozy
rzepaku w wariancie 1. doswiadczenia. Najskuteczniejsze
przenoszenie fitoplazmy wywolujacej fyllodioze uzyskano
w przypadku katarantusa r6zowego (4 rosliny na 6 tes-
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towanych). Porazony katarantus, w jednym przypadku,
wyksztalcit w miejscu rozowych, kwiaty zielone (rys. 1,
fot. 4). Inna roslina C. roseus miala silnie zdeformowane
pedy z dodatkowo rozwijajacymi si¢ pedami z mery-
stemow bocznych (rys. 1, fot. 5). Infekcja kolejnej rosliny
katarantusa objawiata si¢ jasnozielonymi, polyskliwymi
lis¢mi. Natomiast jedna z roslin nie wykazywata zadnych
symptomow infekcji pomimo pozytywnego rezultatu testu
na obecno$¢ fitoplazmy. Nie zaobserwowano zadnych
widocznych objawow porazenia je¢czmienia i rzepaku
w ciggu polttoramiesigcznej inkubacji tych roslin. U zainfe-
kowanych roslin bobu réwniez nie zaobserwowano zad-
nych specyficznych objawdéw porazenia. W testach PCR
ro$lin uzytych w kontroli ujemnej nie wykryto DNA
fitoplazmatycznego. Uzyskano 35% skuteczno$é przeno-
szenia fitoplazmy ‘Candidatus Phytoplasma asteris’ na
jeczmien, 44% na katarantusa i 50% na rosliny bobu.
Skuteczno$¢ przenoszenia fitoplazmy RP na rzepak wy-
niosta 0%. Wyniki pozytywne przeniesienia fitoplazmy RP
na ro$liny katarantusa, bobu i jgczmienia potwierdzaja, ze
M. laevis jest wektorem fitoplazmy zoltaczki astra typu
I-B. Jeczmien jest chgtnie wybieranym zrédlem pokarmu
przez polifagiczne piewiki, stad moze stanowi¢ inokulum
tego patogenu. Rzepak, ktoéry w warunkach naturalnych
wykazuje podatno$¢ na zakazenie fitoplazmami, nie jest
zasiedlany przez skoczki (Klejdysz 2013). Silne prefe-
rencje pokarmowe owaddéw, mogg thimaczy¢ niskg skale
porazania upraw rzepaku w warunkach naturalnych oraz
wynik negatywny przenoszenia fitoplazm na rzepak
w wariantach 1 1 3 do§wiadczenia, w ktorych owady miaty
wybor pokarmu. W wariancie drugim przeprowadzonego
doswiadczenia, gdzie owady hodowano wylacznie na
rzepaku, przebadano tacznie dziesi¢g¢ roslin, co moze nie
reprezentowac wystarczajaco zjawiska przenoszenia. Niska
skale porazenia fitoplazmami ro$lin w warunkach
laboratoryjnych, odnotowali Kochman i Ksiazek (1964),
ktoérzy pracujac ze skoczkiem szeSciorkiem, uzyskali
przeniesienie zoltaczki astra z porazonych baldachow
cebuli jedynie na dwie cebule sposrod 84 testowanych.
Autorzy tlumacza to zjawisko zbyt krotkim okresem zeru
nabywczego (10 dni), a tym samym niedostateczng
dlugoscig okresu latencji fitoplazm w ciele owaddw.
W przeprowadzonych badaniach, w celu zwigkszenia szans
na przeniesienie czynnika chorobowego, w wariancie
drugim doswiadczenia na przenoszenie, okres nabywania
fitoplazmy zostal wydlizony. W tym wariancie, owady
M. laevis z hodowli nabywczej prowadzonej az 60 dni,
utrzymywano nastgpnie na roslinach rzepaku jarego,
w roznym wieku (4, 7 1 9 tygodni) przez dwa tygodnie.
Roéwniez w tym doswiadczeniu, nie udalo si¢ potwierdzié,
ze owad ten jest wektorem fitoplazmy AY 16SrI-B na
rzepaku, a tym samym ze odpowiada za rozprzestrzenianie
fyllodiozy rzepaku. W wariancie trzecim do§wiadczenia na
przenoszenie fitoplazmy RP, pomimo zaaranzowania
naturalnego procesu zakazenia fyllodioza, nie zaobser-
wowano wyksztalcenia si¢ objawow fyllodidow u testo-
wanej grupy roslin rzepaku ozimego na wiosne, w zadnej
z prob sposrdd trzech badanych gatunkéw piewikow.
Réwniez testy molekularne nie potwierdzily przeniesienia
fitoplazmy na rzepak oraz rosliny grochu i bobu. W osob-
nych testach przesiewowych wykazano, ze stopien pora-

zenia fitoplazma piewikow M. laevis, P. alienus 1 H. tenuis
w polu, we wrzesniu, jest znacznie nizszy niz w miesia-
cach czerwiec—sierpien, stad prawdopodobnie trudno$é
w zainfekowaniu ros$lin w testach wariantu trzeciego.
Niska infekcyjnos¢é piewikow jesienig moglaby rowniez
thimaczy¢, ograniczong skale porazen fitoplazmami upraw
rzepaku.

Uzyskane wyniki, nie wykluczaja skoczka P. alienus
jako wektora fitoplazmy RP, pokazuja natomiast, ze rzepak
moze by¢ zywicielem ostatecznym w cyklu przenoszenia
fitoplazmy przez tego owada. Dla przykladu, podgrupy
z6ltaczki astra I-B i I-C s3 przenoszone przez piewiki
Euscelis incisus, E. variegatus 1 M. quadripunctulatus, gdy
s pobierane z porazonych roslin zielnych, nie za$ z cykla-
mena, ktory jednak moze by¢ skutecznie zakazany przez te
owady (Alma i wsp. 2000). Sugeruje to, ze etap nabywania
fitoplazmy, a nie inokulacji, moze odgrywac kluczowsa rolg
w efektywnym przenoszeniu patogenu.

Podsumowujac, do badan nad wektorem fyllodiozy
rzepaku powodowanej przez szczep AY 16Srl-B, wybrano
dwa najpopularniejsze gatunki piewikow wystepujace
w polskiej entomofaunie terendow uprawnych: skoczka
szesciorka M. laevis 1 zglobika smuzkowanego P. alienus
(Klejdysz 1 Watkowski 2008). W niniejszej pracy potwier-
dzono zdolno$¢ przenoszenia fitoplazmy fyllodiozy
rzepaku na trzy gatunki roélin: jeczmien, katarantus i bob,
przy pomocy M. laevis. Skoczek ten byl juz opisywany
jako wektor fitoplazm w latach 60. XX wieku (Brcak
1979). Trudno jest odnies¢ Owczesng klasyfikacje fito-
plazm oparta o objawy wywolywane na wybranych
gatunkach roslin i obserwacje mikroskopowe do tej wspot-
czesnej opartej na podobienstwie sekwencji zakonser-
wowanego genu 16S rRNA. Jednak wiele wskazuje na to,
7ze opisywana w tamtych czasach Europejska zoltaczka
astra (EAY) oraz niektéore przypadki kartowacenia
koniczyny (clover dwarf) powodowane byly przez
fitoplazme nalezaca do tej samej grupy rybosomalnej, co
fitoplazma fyllodiozy rzepaku, czyli 16SrI-B (Zwolinska
2011a, b). Pod koniec lat 60. na terenach wspolczesne;j
Stowacji rejestrowano przypadki zoéttaczek na owsie
(Vacke 1966). Skoczek szesciorek przenosit czynnik
sprawczy choroby na ro$liny owsa, jeczmienia, Zzyta,
pszenicy, wiechliny rocznej (Poa annua), stoklosy polnej
(Bromus arvensis), astra, szpinaku, marchwi oraz
chwastow: rumianku (Matricaria chamomilla) 1 babki
(Plantago major). W 1975 roku Musil zarejestrowat prze-
niesienie fitoplazmy wywolujacej karlowacenie koniczyny
przez M. laevis na rosliny z rodziny wiechlinowatych:
jeczmien dwurzedowy (Hordeum distichum), owies
zwyczajny (Avena sativa) i wiechling roczng (P. annua)
(Br¢ak 1979). W Polsce, zoltaczke astra udato si¢ rowniez
przenie$¢ doswiadczalnie z udziatem M. laevis z porazonej
cebuli 1 astra na zdrowa cebulg, a takze z przymiotna
kanadyjskiego (Conyza canadiensis) z objawami infekcji
na katarantusa (Kochman i Ksigzek 1964). W 2005 roku
Kaminska i Sliwa zaobserwowaly przeniesienie zoltaczki
astra przez M. laevis z aksamitki rozpierzchlej (Tagetes
patula) na mlode siewki lilii (Lilium longiflorum) oraz na
katarantusa (C. roseus).

W przeprowadzonych doswiadczeniach, drugi testowa-
ny gatunek piewika — zglobik smuzkowy (P. alienus) nie
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nabywal fitoplazmy z porazonego fyllodioza rzepaku.
P. alienus byt opisywany jako wektor fitoplazm. Przenosit
fitoplazme chlorozy pszenicy (zwang dawniej myko-
plazma), ktora prawdopodobnie odpowiada wspdtczesnym
z6ltaczkom astra, na pszenicg, jeczmien, owies, chry-
zantem¢ oraz katarantusa (Ploaie 1981). Potwierdzono
takze mozliwos¢ wprowadzenia do sztucznej pozywki
komérek zotaczki astra podgrupy 16SrI-B przez tego
owada (Landi i wsp. 2013).

Inny polifagiczny gatunek Hardia tenuis, ktory
wystepuje w calej Europie i poinocnej Ameryce, i jest
coraz liczniej spotykany w Polsce, nie byt dotad notowany
jako wektor fitoplazm, jednak wykryto, ze moze by¢
nosicielem zoltaczek astra podgrup 16SrI-B 1 16SrI-F
(Orsagova i wsp. 2011).

Wigkszo$¢ poznanych wektorow owadzich fitoplazm
jest polifagiczna, co oznacza, ze moga si¢ odzywiac¢ wielo-
ma gatunkami ro$lin, w tym powszechnych chwastow
i roslin wieloletnich, np. drzew i krzewow. Stwarza to
duzy potencjal do rozprzestrzeniania si¢ choroby
fitoplazmatycznej, gdyz alternatywne ro$liny zywicielskie
stanowig naturalny rezerwuar patogenu. Piewik bedacy
wektorem pozyskuje fitoplazme wysysajac sok zainfeko-
wanej ro$liny i roznosi fitoplazme, w ciggu calego swojego
zycia, na zdrowe rosliny wywolujac u nich chorobe.
Identyfikacja wektora odpowiedzialnego za rozprzestrze-
nianie si¢ danej choroby, jest podstawowym krokiem w
epidemiologii choréb roslin. Przeprowadzenie dos$wiad-
czenia przenoszenia z kolonig owadow i testowanymi
ro$linnymi gospodarzami jest niezbedne w procesie
identyfikacji wektora. Nalezy podkresli¢, ze wykazanie
obecno$ci komorek fitoplazmy w ciele owada metods
PCR, nie jest rownoznaczne z potwierdzeniem, ze owad
ten jest wektorem. Kazdy owad zywigcy si¢ sokiem roslin
moze naby¢ do swojego ukladu pokarmowego komorki
fitoplazmy i by¢ przez nie skontaminowanym. Tylko zywe
fitoplazmy, ktore na drodze endocytozy dostang si¢ do
$linianek owada, beda miaty szans¢ by¢ przekazane na
kolejne rosliny.
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Ciekawym aspektem w epidemiologii fyllodiozy
rzepaku jest fakt, ze cho¢ patogen przenoszony jest przez
owady, co zazwyczaj wiaze si¢ z duza skalg zjawiska, to
jednak charakterystyczne objawy fyllodiow wyksztatcaja
pojedyncze rosliny rzepaku na polu. Warto podkreslic, ze
przy sprzyjajacych warunkach biotyczno-klimatycznych,
sytuacja ta moze raptownie ulec zmianie, a fyllodioza
rzepaku moze stac si¢ realnym zagrozeniem dla upraw.

Whioski / Conclusions

1. Hodowane na rzepaku skoczki M. laevis byty zdolne do
nabycia fitoplazmy ’Candidatus Phytoplasma asteris’
grupy rybosomalnej 16Srl-B (infekcyjne), natomiast
skoczki P. alienus, odtawiane na polu, wielokrotnie
zawieraly komorki fitoplazm w swoim organizmie, to
jednak hodowane na rzepaku, nie nabywaty fitoplazmy
(owady nieinfekcyjne).

2. W wielokrotnych powtorzeniach doswiadczen na prze-
noszenie wykazano, ze M. laevis skutecznie przenosi
fitoplazme¢ wywolujaca fyllodioz¢ rzepaku na takie
rosliny, jak jeczmien, bodb czy katarantus roézowy,
jednak niezdolny jest do zakazenia milodych roslin
rzepaku jarego i ozimego. Tym samym, nie uzyskano
potwierdzenia, ze gatunek ten jest wektorem badanej
choroby.

3. M. laevis jest wektorem fitoplazm z grupy zo6ltaczki
astra 16Srl-B, a skuteczno$¢ przenoszenia zalezna jest
od gatunku roslin poddanych zakazeniu.
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