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W Polsce, na plantacjach produkcyjnych rzepa-
ku ozimego z r6zna czestoscia mozna zauwazyé
charakterystyczne ,,miotlasto” wygladajace rosliny.
Przyczyna tego rodzaju deformacji sa z reguty
fitoplazmy zasiedlajace wiazki sitowe (floem)
porazonych roslin. Dotychczas nie sklasyfiko-
wano w Polsce patotypow fitoplazm wystepu-
jacych na rzepaku. W polu, oprocz miotlastych
mozna zaobserwowa¢ takze inne morfologicznie
znieksztatcone rosliny. Przy uzyciu dwoch par
starteréw odrdzniajacych fitoplazmatyczne DNA,
zidentyfikowano patogena w rzepaku ozimym.
Z roslin porazonych otrzymano nasiona. Wigk-
szos¢ z nich byta znieksztatcona i popgkana.
Po wysianiu w warunkach szklarniowych otrzy-
mano 70% roslin normalnych i 30% z objawami
stasmienia. Formy stasmione zapylano wsobnie
oraz pobrano z nich mikrospory do hodowli in
vitro. Wszystkie otrzymane rosliny haploidalne,
w liczbie okoto 200 byly silnie znieksztatcone
i nie posiadaty wyrdznionego stozka wzrostu
pedu. ldentyczne objawy towarzyszyty obserwo-
wanym 453 roslinom diploidalnym otrzymanym
z nasion z chowu wsobnego. Z roslin pora-
zonych fitoplazmami otrzymano klony rzepaku,
u ktérych na skutek prowadzonej hodowli
z antybiotykami ustapity objawy chorobowe.

infected by Phytoplasma sp.

rzepak ozimy, fitoplazmy, DNA patogena, deformacja w haploidalnym i diplo-

winter oilseed rape, phytoplasma, DNA of pathogen, deformation of haploid and

On winter oilseed rape plantations in Poland
sporadically some ,,shaggy” looking plants can
be observed. This deformation is usually caused
by phytoplasmas, that settle the sieve tubes
(phloem) of affected plants. The pathotypes of
phytoplasmas occurring in Poland have not been
classified yet. In field conditions other
morphological deformations, apart from shaggy-
like plants, are observed. The pathogen has been
identified in winter oilseed rape plants by using
two pairs of primers, which are able to recognize
phytoplasma’s DNA. Seeds were obtained from
infected plants. Most of seeds received from
infected plants were misshaped and covered with
cracks. After seeding and growing in glasshouse
conditions 70 per cent healthy plants and 30 per
cent shaggy-like plants were received. Shaggy-
like plants were self-pollinated and their
microspores were put into in vitro culture. All
received 200 haploid plants were strongly
misshaped  without distinguishable apical
growing points. The same symptoms were
observed on 453 diploid plants received from
self-pollination. Healthy clones were obtained
from phytoplasmas infected plants by growing
on medium with antibiotics.
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Wstep

Morfologiczne zmiany kwiatostanu i pojedynczych kwiatéw rzepaku po raz
pierwszy opisat Schmidt (1955). W nastgpnych latach autorzy — Lehmann (1969),
Horvath (1969), Gundersen i in. (1994) — opisali przyczyne silnych znieksztatcen
roslin oraz etiologie i symptomatologie patogena odpowiedzialnego za zaktdcenia
wzrostu i nieprawidtowa organogenezg. Poczatkowo sadzono, ze za istniejacy stan
rzeczy odpowiedzialne sa wirusy (Valenta, Musil 1963) powodujace zOttaczki
(yellows type viruses). Jednak poOzniejsze badania wykluczyty te hipoteze
wskazujac jednoznacznie wilasciwych sprawcdw, ktdrymi okazaty sie organizmy
mykoplazmopodobne (Sears, Kirkpatrick 1994, Gundersen i in. 1994). Dla
odrdznienia od bakteryjnych patogenéw zwierzat, zwanych mykoplazmami,
wprowadzono odrebny termin dla bakterii zasiedlajacych rosliny i nazwano je
fitoplazmami. Wektorami fitoplazm sa owady z rodziny skoczkowatych (Jasside),
u ktorych patogen wystepuje w postaci inkluzji. Obecnie przy pomocy technik
z zakresu biologii molekularnej jest mozliwa identyfikacja samych fitoplazm i ich
roznych patotypéw. Na plantacjach rzepaku ozimego corocznie sporadycznie,
mozna zauwazy¢ ,miotlasto” wygladajace rosliny. W celu potwierdzenia
obecnosci fitoplazm w roslinach B. napus przeprowadzono wstepne badania przy
pomocy analizy DNA-PCR.

Materialy i metody

Rosliny rzepaku ozimego z oznakami porazenia przez fitoplazmy pobrano
z trzech réznych miejscowosci: Borowa, Matyszyna i Bakowa. Silnie zdeformo-
wane gorne czesci roslin odcinano skalpelem i przenoszono do woreczkéw
polietylenowych, a nastgpnie transportowano do Pracowni Metod Hodowli
Odpornosciowej w Poznaniu. Fragmenty roslin pobrane z pdl lezacych blizej
Poznania, a wiec z Borowa i Malyszyna przewozono w temperaturze 20°C,
a z dalej lezacej miejscowosci — Bakowa w okoto 0°C. Odciete pedy zalewano
cieklym azotem i przechowywano w temperaturze —27°C. lzolacje catkowitego
DNA wykonano metoda Doyle J.J., Doyle J.L. (1990). Do analizy PCR uzyto dwie
pary uniwersalnych starterow identyfikujacych fitoplazmy: rU3/fuUs — amplifiku-
jace okoto 880 pz (Lorenz i in. 1995) oraz rA16/fA16 (Ahrens, Seemuller 1992,
Schneider i in. 1993) amplifikujace 558 pz. Jako wzorca fitoplazm z grupy AAY
(Kaminska, Korbin 1999) uzyto DNA porazonej rosliny Catharanthus roseus L.
(Kaminska i in. 1996).

Do klonowania porazonych roslin rzepaku wykorzystano pozywke agarowa
Bs (Gamborg i in. 1968) wzbogacona w carbenicyline (800 mg/l).
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Z niektorych stabiej porazonych roslin otrzymano nasiona, ktére wysiano.
Po okresie jaryzacji izolowano oraz poddano haploidyzacji tylko rosliny stasmione
wchodzace w faze kwitnienia (Cegielska-Taras, Szata 1997). Obserwacje rozwoju
haploidéw (1n) prowadzono od stadium siewki in vitro do stadium dorostej rosliny
(in vivo). Podobnie postepowano z roslinami diploidalnymi (2n) otrzymanymi
z nasion pochodzacych z chowu wsobnego roslin stasmionych (rys. 1). Badania
prowadzone byly w ciagu trzech lat.

Rosliny rzepaku porazone
przez fitoplazmy
Plants infected by phytoplasma

Analizy DNA, identyfikacja patogena
Analysis of DNA and pathogen identification
Chéw wsobny — Inbreeding

Hodowla in vitro
In vitro culture

Wysiew nasion
Seed sowing

Obserwacje rozwoju
roslin
Observation of plants’
development

Rosliny normalne
Normal plants

Rosliny stasmione
Abnormal plants

Chéw wsobny — Inbreeding
wysiew nasion — seed sowing

Haploidyzacja
Haploidization

Obserwacje rozwoju roslin (2n)
Observation of plants’ (2n)
development

Obserwacje
rozwoju
roslin (1n)
Observation of
plants’ (1n)

Rys. 1. Schemat wykonanych badan — Scheme of the research
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Wyniki

Poréwnujac pola Zaktadow Doswiadczalnych Hodowli i Aklimatyzacji Roslin
Borowa, Matyszyna i Bakowa, w 1999 roku odnotowano wystepowanie podobnej
liczby porazonych przez fitoplazmy roslin B. napus. Na powierzchni okoto 100 m?
zaobserwowano od 2 do 5 roslin z typowymi morfologicznymi deformacjami
kwiatow i kwiatostanéw. Aby potwierdzi¢ wystepowanie fitoplazm w rzepaku
ozimym uzyto analizy PCR jednoznacznie stwierdzajacej obecnos¢ patogena
w roslinach (Bertaccini i in. 1998). We fragmentach porazonych roslin transporto-
wanych zaréwno w temperaturze wyzszej (okoto 20°C) jak i nizszej (okoto 0°C),
a nastepnie analizowanych z zastosowaniem PCR stwierdzono obecnos¢ fitoplazm
(rys. 2, 3). Wyjatek stanowita proba szésta na rys. 3, gdzie nie znaleziono frag-
mentu DNA dtugosci 880 pz.

Roslina C. roseus nieporazona
przez fitoplazmy
Non infected C. roseus plant

Roslina C. roseus porazona
przez fitoplazmy

C. roseus plant infected
by Phytoplasma

Roslina B. napus nieporazona
przez fitoplazmy
Non infected B. napus plant

. Rosliny B. napus porazone
przez fitoplazmy
B. napus plants infected

A 12 3 456 A by Phytoplasma

Rys. 2. Amplifikowane DNA fitoplazm (558 pz) przy zastosowaniu PCR ze starterami fA16/rA16
(Ahrens, Seemuller 1992, Schneider i in. 1993) — PCR analysis specific for phytoplasma fA16/rA16
(558bp)

Wszystkie rosliny, u ktorych za pomoca PCR stwierdzono obecnos¢ patogena,
po rozklonowaniu na pozywce agarowej (Gamborg Bs z antybiotykiem), po 12
miesiacach hodowli w warunkach in vitro nie wykazywaty zadnych zmian
chorobowych. Po przeniesieniu ich do gleby rozwijaty sie w sposéb normalny, do
zawiazania nasion wiacznie.

Z roslin porazonych przed kwitnieniem (fot. 1) nie otrzymano nasion.
Z roslin, u ktérych objawy pojawity si¢ w czasie kwitnienia (fot. 2) oraz po
kwitnieniu (fot. 3) otrzymano nasiona w potowie znieksztatcone (popekane),
w potowie normalne. Bez wzgledu na to, czy nasiona byty dobrze uformowane,
czy tez nie, otrzymano z nich 30% roslin z objawami stasmienia i 70% roslin
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normalnych. Dalsze badania dotyczyty juz tylko roslin stasmionych, ktore poddano
haploidyzacji i izolowano. Wszystkie otrzymane rosliny z zarodkéw mikro-
sporowych, w liczbie okoto 200, byly silnie znieksztatcone i nie posiadaty
wyroznionego stozka wzrostu pedu (fot. 4). ldentyczne objawy towarzyszyly
obserwowanym 453 roslinom diploidalnym otrzymanym z nasion pochodzacych
z izolowanych roslin stasmionych (fot. 5).

A1l 2 3456 A

4-6.

Roslina C. roseus nieporazona
przez fitoplazmy — Non infected
C. roseus plant

Roslina C. roseus porazona przez
fitoplazmy — C. roseus plant
infected by Phytoplasma

Roslina B. napus nieporazona przez
fitoplazmy — Non infected B.
napus plant

Rosliny B. napus porazone przez
fitoplazmy — B. napus plants
infected by phytoplasma-like
organisms

Rys. 3. Amplifikowane DNA fitoplazm (880 pz) przy zastosowaniu PCR ze starterami fU5/rU3
(Lorenz i in. 1995) — PCR analysis specific for Phytoplasma fU5/rU3, (880 bp)

Fot. 1. Zdeformowana roslina rzepaku ozimego w fazie przed kwitnieniem porazona przez fitoplazmy
Plant deformation before flowering stage due to the Phytoplasma infection
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Fot. 2. Zdeformowana roslina rzepaku ozimego w fazie kwitnienia porazona przez fitoplazmy
Plant deformation at flowering stage due to the Phytoplasma infection

Fot. 3. Zdeformowana roslina rzepaku ozimego w fazie po kwitnieniu porazona przez fitoplazmy.
Plant deformation after flowering stage due to the Phytoplasma infection
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Fot. 4. Potomstwo haploidalne (1n) rzepaku ozimego otrzymane z mikrospor zdeformowanych roslin (2n)
Plants of hapliod (1n) progeny of winter oilseed rape obtained from deformated plants (2n) of the
B. napus

i
Y

Fot. 5. Potomstwo diploidalne (2n) rzepaku ozimego otrzymane z nasion zebranych z izolowanych
zdeformowanych roslin. W gtebi rosliny wzorcowe — Plants of diploid (2n) of winter oilseed rape
grown from the seeds collected on deformed B. napus plants after inbreeding. In the background
—normal plants
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Dyskusja

Morfologiczne symptomy porazenia roslin przez fitoplazmy sa na tyle
widoczne, ze identyfikacja chorych roslin w warunkach polowych nie przedstawia
wigkszej trudnosci. Znieksztatcenia uwidaczniaja si¢ z reguty przed kwitnieniem,
moga by¢ widoczne w czasie kwitnienia oraz po kwitnieniu rzepaku (fot. 1, 2, 3).
Czas wystapienia objawow chorobowych decyduje o powstawaniu nasion. Jezeli
symptomy porazenia sa widoczne przed kwitnieniem, to u takich roslin najczesciej
nie dochodzi do zawiazywania nasion. W przypadku, gdy symptomy infekcji
wystepuja pdzniej mozna oczekiwaé niewielkiej liczby normalnie wyksztatconych
nasion, a takze zdeformowanych i spekanych. Na polach rzepaku spotka¢ mozna
takze rosliny stasmione, zblizone wygladem do roslin porazonych przez fitoplazmy,
lecz z prawidlowo rozwinictymi kwiatami. U roslin porazonych kwiaty rzepaku
ulegaja silnej deformacji. Ptatki korony z reguly przeksztatcaja si¢ w twory
lisciopodobne o barwie jasnozielonej, stupki sa puste, rozdgte i wyrastaja do okoto
5 cm. Bertaccini i in. (1998) opisali i przedstawili podobne symptomy zwiazane
z porazeniem roslin rzepaku przez fitoplazmy, lecz nie analizowali potomstwa
roslin zainfekowanych. W swoich badaniach wykorzystali oni szereg metod
badawczych identyfikujacych patogena, np. mikroskopi¢ elektronowa, RFLP oraz
sekwencjonowanie fragmentéw otrzymanych po dziataniu enzymow restrykcyj-
nych, analiz¢ PCR ze starterami P1 i P7 (Deng, Hiruki 1991; Kirpatrick i in. 1994).

W przedstawionej pracy potwierdzono obecnos¢ fitoplazm w rzepaku przy
uzyciu dwdch par starteréw: rU3/fU5 (Lorenz i in. 1995), rA16/fA16 (Ahrens,
Seemuller 1992). Po amplifikacji DNA dtugosci 880 pz z fitoplazm, w jednym
przypadku (pozycja 6) nie otrzymano charakterystycznego prazka. Dla tej samej
préby otrzymano amplikowane DNA dtugosci 558 pz. Sytuacja ta nie zostata
wyjasniona (Kaminska 1998 — informacja ustna).

Potomstwo roslin stasmionych we wszystkich przypadkach byto zdeformo-
wane morfologicznie zardbwno w pokoleniu haploidalnym (fot. 4), jak i w diplo-
idalnym (fot. 5). Nalezy przypuszczaé, ze za istniejacy stan sa odpowiedzialne
nieznane jeszcze i niezidentyfikowane metabolity fitoplazm o dziataniu muta-
gennym, ktére moga mie¢ bezposredni wptyw na deformacje roslin porazonych,
jak i ich gamet.

Podobne do porazenia fitoplazmami symptomy obserwowane sa przez hodow-
céw i plantatoréw rzepaku po opryskaniu réznymi herbicydami (np. Command —
informacja ustna).

Podczas prowadzenia badan w zakresie hodowli in vitro zarodkéw mikro-
sporowych czy embriondw diploidalnych na pozywkach z wysokimi stezeniami
fitohormonéw (IAA, BAP, 2,4D) obserwowano pewien niewielki procent roslin
B. napus podobnych do potomstwa roslin porazonych przez fitoplazmy.
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Deformacje roslin potomnych otrzymanych z nasion roslin porazonych maja
charakter trwaty, mimo braku patogena, co stanowi informacje o duzym prawdo-
podobienstwie, ze nastapity zmiany genetyczne (mutacja) rzepaku. Hipoteza
ta powinna jednak zosta¢ potwierdzona za pomoca technik z zakresu biologii
molekularnej.

Znamienny wydaje si¢ fakt uzdrowienia roslin porazonych przez fitoplazmy
(Borecki 1996). Po roku hodowli w warunkach in vitro na pozywce Gamborg Bs
z carbenicilina, z odcietych, zdeformowanych dziataniem fitoplazm ped6éw porazo-
nych roslin otrzymano normalne rosliny nie rézniace si¢ od form zdrowych.

Whioski

e  Zaprezentowana w opracowaniu analiza PCR jest przydatna dla stwierdzenia
obecnosci fitoplazm w roslinach rzepaku ozimego.

o  Dotychczasowy brak danych o odpornosci odmian rzepaku jarego i ozimego
na porazenie przez fitoplazmy, zwiazane z nim zagrozenie obnizenia plonu
nasion jest nowym zadaniem dla badaczy i hodowcow.

e  Wysoce niepokojacy fakt trwatych deformacji potomstwa otrzymanego
z roslin porazonych przez fitoplazmy stanowi impuls do dalszych badan
w zakresie poznania przyczyn fizjologicznych i genetycznych wywotujacych
to zjawisko.
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