10. STRESZCZENIE

Fitoplazmy s3 matymi bakteriami fitopatogenicznymi, ktére namnazaja si¢ w tyku
roslin oraz hemolimfie owadéw bedacych ich wektorami, gtownie skoczkow z podrzedu
Auchenorrhyncha (Weintraub i Beanland, 2006). Cho¢ choroby powodowane przez
fitoplazmy moga by¢ przyczyna powaznych strat w plonach roslin rolniczych, wystepowanie
tych patogenéw w Polsce bylo dotad poznane w niewielkim stopniu. Doniesienia o nasileniu
wystepowania chorob fitoplazmatycznych w Europie potudniowej i1 zachodniej oraz
przypadki infekcji obserwowane na grochu i rzepaku w Polsce, byly przestankg do podjecia
badan nad rozpowszechnieniem fitoplazm w polskim $§rodowisku rolniczym,
z uwzglednieniem naturalnych rezerwuardw (chwastéw), a takze nad ich zréznicowaniem
oraz przynalezno$cig taksonomiczng.

Materiat badawczy stanowity ro$liny rolnicze z objawami wskazujacymi na infekcje
fitoplazmatyczng, takimi jak: fyllodia, stasmienia, zotknigcie, czerwienienie, zahamowanie
wzrostu, miotlasto$¢ i zwarty pokroj z gestym ulistnieniem, a takze rosliny dziko rosnace
w okolicy pdl rzepaku ozimego, z objawami lub bez widocznych objawow chorobowych,
zebrane podczas obserwacji polowych. Materiat ro§linny zbierano rowniez z uprawy pszenicy
oraz marchwi bez objawow porazenia fitoplazmami. Identyfikacje¢ i charakterystyke fitoplazm
przeprowadzono przy pomocy metod molekularnych. Zastosowano izolacje catkowitego
DNA ro$lin, namnazanie DNA fitoplazmatycznego z zastosowaniem specyficznych starterow,
a nastepnie sekwencjonowanie uzyskanych fragmentow i poréwnanie otrzymanych sekwencji
z sekwencjami dostgpnymi w Banku Gendéw. Przynaleznos¢ do grup rybosomalnych
fitoplazm okreslono na podstawie analizy restrykcyjnej genu kodujacego 16S rRNA.
Dodatkowa charakterystyke izolatéw z rzepaku przeprowadzono w oparciu o gen kodujacy
biatko homologiczne do biatek efektorowych SAP54 i PHYLI, odpowiedzialnych za objaw
fyllodiow. Natomiast uzupetniajacg identyfikacje izolatdow z pozostatych roslin rolniczych
przeprowadzono namnazajac gen tuf kodujacy czynnik elongacji Tu.

W wyniku lustracji 79 upraw rzepaku ozimego przeprowadzonej w zachodniej Polsce
wykazano, ze nasilenie wystgpowania fyllodiozy na rzepaku wynosi $rednio okoto 0,1%.
Czynnikiem sprawczym choroby s3a najczgsciej fitoplazmy nalezagce do gatunku
‘Ca. Phytoplasma asteris’, podgrupy 16Srl-B. Notowano roéwniez porazenia szczepem
16Srl-(B/L)L, wczesniej nie opisywanym jako patogen tej uprawy. Fitoplazmy wystepujace
na rzepaku wywotywaly charakterystycznie objawy, tzw. fyllodia tj. przeksztalcenia

kwiatostanow w liSciaste twory, ktore przyjmowaly zréznicowane formy (tzw. warianty



fenotypowe). Obserwowano réwniez objawy stasmionych pedow, ale nie zawsze wykrywano
fitoplazmy w tak zmienionych roslinach.

Analiza sekwencji genu kodujacego 16S rRNA izolatow fitoplazm z rzepaku,
wykazala obecno$¢ zmiennych nukleotydow w pozycjach 948, 969 i 1176 fragmentu P1/P7,
ale nie zauwazono korelacji pomiedzy tymi substytucjami, a zrdéznicowaniem typow
fyllodiow.

W wyniku reakcji PCR z zaprojektowanymi starterami wlasnymi, W genomie
fitoplazmy fyllodiozy rzepaku (RP, izolat RzZW14) zidentyfikowano gen SAP54 RP kodujacy
biatko homologiczne do efektorow SAP54 i PHYL1. Obecno$¢ genu o identycznej sekwencji
potwierdzono rowniez w chromosomie fitoplazmy pochodzacej z marchwi (38-1), aksamitki
(FO53) i skoczka szesciorka (125 02 ML).

Genotypowanie kolekcji izolatow z rzepaku ozimego z objawami fyllodiow ze
starterami komplementarnymi do rejonow oskrzydlajacych gen SAP54 RP wykazato, ze
ro$liny pochodzace z réznych rejonow Wielkopolski porazone byly zawsze przez fitoplazme
posiadajacg ten gen, niezaleznie od typu wywolywanych fyllodiow. Natomiast fitoplazmy
zasiedlajagce rzepak bezobjawowo nie posiadaly genu SAP54 RP. W genomach izolatow
fitoplazm z rzepaku z niespecyficznymi objawami typu sta§mien nie zawsze wykrywano gen
SAP54 RP. Przedstawiono rowniez, ze sekwencja bialka SAP54 RP jest identyczna
u szczepow fitoplazm niezaleznie od wywolywanego typu fyllodiow 1 miejsca zbioru roslin.

Sekwencja nukleotydow SAP54 RP byta w 100% zgodna z homologiczng sekwencja
efektora szczepu AY2192 z Niemiec (AB862480) oraz podobna w 99,73% do sekwencji
szczepow: AYMary (DQ837760) i GlawB (AB862483). Sekwencja aminokwasow
SAP54 RP wydzielanej czgsci peptydu byta identyczna z sekwencja biatek szczepow
‘Ca. Phytoplasma asteris’ (AY2192, AYMary, GlaWB, RV oraz ChY), a takze rdznita si¢
jednym aminokwasem w przypadku szczepu ‘Ca. Phytoplasma pruni’ (SpS) lub dwoma
aminokwasami w przypadku szczepu ‘Ca. Phytoplasma phoenicium’ (PEY) czy fitoplazmy
‘Ca. Phytoplasma asteris’ infekujacej rzepak w Kanadzie (RP TW1).

Analiza topologii drzewa filogenetycznego wykazata rozejscie ewolucyjne
homologicznych biatek spokrewnionych szczepoéw grupy 16Srl do pigciu réznych klastrow.
Uzyskane wyniki wskazuja, ze grupowanie homologéw SAP54/PHYLI1 jest niezalezne od
grupy rybosomalnej do jakiej przynalezg dane szczepy fitoplazm.

Przeprowadzone doswiadczenia potwierdzily skutecznos$¢ zaprojektowanych starterow
w powielaniu genu biatka SAP54 RP, pozwalajac na stwierdzenie obecnosci domniemanego
genu wirulencji w izolatach fitoplazm. Opracowane startery umozliwiajag odroznienie

patogenicznych od niepatogenicznych dla rzepaku szczepow fitoplazm.



Wyniki doswiadczenia polowego wskazuja, ze porazenie fitoplazmami upraw rzepaku
moze siega¢ 0,28 % w systemie bezorkowym. Zaobserwowano, ze uprawa rzepaku ozimego
w systemie orkowym z poplonem gorczycy i1 wilaczeniem ro$lin straczkowych do

zmianowania, w istotny sposob obnizata wystgpienie fitoplazm.

W ramach badan, po raz pierwszy na S$wiecie, zidentyfikowano fitoplazme
‘Ca. Phytoplasma asteris’, podgrupy 16Srl-B na kalafiorze, gorczycy, grochu i tubinie oraz
fitoplazm¢ ‘Ca. Phytoplasma asteris’, podgrupy 16Srl-L na buraku cukrowym, grochu
i kukurydzy.

Badania wykazaly rowniez, ze uprawy pszenicy i marchwi w Polsce mogg by¢
bezobjawowo zasiedlane przez fitoplazmy. Po raz pierwszy w Polsce wykryto fitoplazme
‘Ca. Phytoplasma asteris’ 16SrI-B na pszenicy.

Fitoplazmy nalezace do gatunku ‘Ca. Phytoplasma asteris’, wykryto takze w roslinach
ozdobnych — aksamitce rozpierzchtej (podgrupa 16Srl-(B/L)L) i jatowcu (16Srl-B),
mogacych stanowi¢ rezerwuar patogenu.

Analiza zrdznicowania genetycznego sekwencji genu 16S rRNA ujawnita, ze
fitoplazmy infekujace niektore rosliny rolnicze (burak, marchew, tubin) oraz aksamitke miaty
dwuznaczne nukleotydy w trzech pozycjach (177, 267, 1259) fragmentu ograniczonego
starterami P1/P7. Zgodnie z analizg restrykcyjng zaklasyfikowano je do heterogenicznej
grupy rybosomalnej 16Srl-(B/L)L. Analiza wariantoéw genetycznych 16S rDNA fitoplazm
infekujacych marchew i buraka cukrowego wykazata zmienno$¢ pomi¢dzy dwoma operonami
rybosomalnymi w badanych izolatach. Zardwno izolat z marchwi, jak i buraka posiadat cztery
warianty genu 16S rRNA, co wskazuje na mieszang infekcj¢ fitoplazm posiadajacych
heterogeniczne operony rRNA.

Na podstawie analizy poréownawczej fragmentu genu tuf, ktory jest mniej
zachowawczy niz gen 16S rRNA stwierdzono, ze zarowno fitoplazmy z podgrupy 16Srl-B,
jak i podgrup 16Srl-L i 16Srl-(B/L)L, maja identyczne sekwencje genu tuf, a ponadto sg
identyczne pomimo heterogenicznosci operonéw rybosomalnych i grupuja si¢ na drzewie
filogenetycznym razem z szczepami referencyjnymi 16Srl-B.

Badania wykazaty, ze na utrwalenie populacji fitoplazm w agrocenozie rzepaku moga
wplywaé chwasty zasiedlajace okolice upraw. Fitoplazmy podgrup 16Srl-B i 16Srl-(B/L)L,
ktore wystepuja na rzepaku ozimym zidentyfikowano w dziesigciu gatunkach chwastow:
chwastnicy jednostronnej, zycicy trwatej, rdescie ptasim, stuliszu lekarskim, fiotku polnym,
marunie bezwonnej, rumianku beztodygowym, powoju polnym, gwiazdnicy pospolitej oraz

maku polnym.



Analizy molekularne wykazaty, ze fitoplazmy byly obecne w okoto 22% testowanych
ro$lin dziko rosngcych. Ponad 35% chwastow bylo nosicielami fitoplazmy, pomimo braku
widocznych objawow infekcji fitoplazmatycznej. Na chwastach wykryto fitoplazmy nalezace
do trzech blisko spokrewnionych podgrup: 16Srl-B, 16Srl-L, 16Srl-(B/L)L oraz fitoplazmy
z podgrup 16SrI-C i 16SrXII-H.

W ramach badan, po raz pierwszy w Polsce, zidentyfikowano fitoplazm¢ na takich
ro$linach dziko rosnacych jak: rdest ptasi, stulisz lekarski, powdj polny, chwastnica
jednostronna, kupkéwka pospolita, miotla zbozowa, perz wtasciwy, wiechlina roczna, zycica
trwala, fiolek polny, bodziszek drobny, chaber btawatek, gwiazdnica pospolita, maruna
bezwonna, mak polny oraz rumianek beztodygowy.

Analiza podobienstwa sekwencji 16S rDNA izolatéw fitoplazm 16SrI-B, 16Srl-L
i 16Srl-(B/L)L z chwastow, wykazata istnienie miejsc polimorficznych w pozycjach 267 i
1259 fragmentu P1/P7. Oprocz zmian nukleotydowych w tych miejscach, ktore sa
prawdopodobnie wynikiem zrdéznicowania dwoch operonow rybosomalnych wewnatrz
genomu, opisano rowniez, towarzyszace mutacje punktowe w pozycjach 227, 771, 817, 880,
1024, ktore wystapity jedynie w probkach z trzech gatunkow chwastéw (wiechliny rocznej,
stulisza lekarskiego 1 rdestu ptasiego). Wskazuje to na roznicowanie si¢ szczepdéw fitoplazm
do nowych linii ewolucyjnych w wybranych gospodarzach roslinnych.

Na kupkowce zwyczajnej wykryto nowa podgrupe rybosomalng fitoplazm w obrebie
taksonu ‘Ca. Phytoplasma asteris’, rdznigcg si¢ profilem restrykcyjnym (powyzej 9%
zroznicowania) od wszystkich innych dotychczas ustanowionych podgrup 16Srl.

Stwierdzenie bezobjawowych infekcji rzepaku, marchwi, pszenicy oraz licznych
gatunkéw chwastow pokazuje, ze fitoplazmy s3a znacznie bardziej rozpowszechnione
srodowisku rolniczym w Polsce niz dotychczas uwazano. Istnieje wiele gatunkow roslin
bedacych naturalnym rezerwuarem tych patogenéw w ekosystemie.

Potencjat przenoszenia patogenu na uprawy rzepaku ozimego jest wysoki, ze wzgledu
na dostepnos¢ fitoplazm w roslinach dziko rosngcych. Ograniczone nasilenie choroby jest
prawdopodobnie wynikiem zasiedlania upraw przez mniej wirulentny szczep fitoplazm
pozbawiony genu SAP54 RP, ktory powoduje porazenia bezobjawowe.

Mozna tez sadzi¢, ze ograniczone wystgpowanie choréb fitoplazmatycznych na
uprawach w Polsce jest spowodowane chtodnymi warunkami klimatycznymi, przy czym stan
ten moze ulec zmianie wraz z ociepleniem klimatu oraz wieloletnim stosowaniem

uproszczonego ptodozmianu.



