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Kermékus (Limonium Mill.) pazeidzianciy virusiniy ligy sukéléjai
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I§ virusinéms ligoms budingus poZzymius turinéiy plaéialapio kerméko (Limonium latifolium (Sm.) Kuntze)
augaly buvo isskirti ir identifikuoti pomidory Ziediskosios démétligés (Tomato ringspot virus, ToRSV) ir pomidory
démétojo vytulio (Tomato spotted wilt virus, TSWV) virusai. Virusai buvo identifikuoti augaly indikatoriy, elektroninés
mikroskopijos ir DAS-ELISA metodais. Abu virusai placiai paplite, pazeidzia daugelio genciy augalus, tarp ju ir
dekoratyvinius. Aprasyti virusiniy ligy sukéléjy plitimo kontrolés budai.

ReikSminiai Zodziai: Limonium, virusai, identifikavimas.

Tomato ringspot virus (ToRSV) and Tomato spotted wilt virus (TSWV) have been isolated from Limonium
latifolium (Sm.) Kuntze plants expressing symptoms typical for viral diseases. Viruses have been identified by the
methods of test-plants, electron microscopy and DAS-ELISA. Both viruses are distributed worldwide, have a wide host
range including ornamental species. Means to control spreading of agents of viral diseases are described.
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Ivadas

Pastaraisiais metais didelis démesys skiriamas lauko gélininkystés plétrai Lietuvoje.
Nedideliy tkiy savininkams tai yra perspektyvus verslas. Augintojai augina daugiameciy
dekoratyviniy augaly sodmenis ne tik Lietuvos, bet ir kaimyniniy Saliy rinkoms. Kaip ir kitos Zemés
tkio kulturos, taip ir dekoratyviniai augalai yra pazeidziami ligy, grybiniy, bakteriniy, virusiniy.
Ypa¢ kenksmingos augalams yra virusinés ligos, kurios slopina augaly augima, menkina
dekoratyvuma, susilpnina augalo atsparuma kitoms ligoms ir sukelia augalo Zuvima.
Daugiameciuose augaluose virusiné infekcija kaupiasi, iSsilaiko ir plinta i kitus augalus. Virusy
plitimui palankus ir tradicinis vegetatyvinis Siy augaly dauginimo biidas. Virusai yra vidulasteliniai
patogenai, todél tiesioginiy priemoniy juos kontroliuoti néra, galimos tik profilaktinés priemonés.
Norint uZzkirsti kelig ligoms plisti biitina nuolatiné monitoringo pobiidZio virusologin¢ kontrolé.
Botanikos instituto Fitovirusy laboratorijos darbuotojai tikrina dekoratyviniy augaly, auginamuy
botanikos sodu kolekcijose, virusologing bikle ir renka méginius virusiniy ligy sukéléjams
identifikuoti ir tirti. Kerméky Lietuvoje dar néra auginama labai daug, bet jie tampa vis populiaresni
dél puikiai tinkanc¢iy sausoms puokstéms ir floristinéms kompozicijoms zZiedyny. Tikrinimo metu
buvo rasta kerméky, turinciy virusinio pazeidimo pobuidzio pozymiy. Kermékai yra plumbaginiy
(Plumbaginaceae Juss.) Seimos Limonium Mill. genties vienameciai, dvimeciai ir daugiameciai
dekoratyviniai augalai. Gentyje yra zinoma per 150 rusiy. Natiraliai auga druskingose juros
pakran¢iy ir dykumy zonose, daugiausia VidurZemio jiros, Centrinés Azijos, Kanary saly
regionuose (Cheifetz et al., 2004). Lietuvoje auginami keliu rasiy kermékai, populiariausi
placialapis (L. latifolium (Sm.) Kuntze ir karpytalapis (L. sinuatum (L.) Mill.) kermékai.

Literaturoje aprasyti keli virusai, iSskirti i§ L. sinuatum Vokietijoje: turnepso mozaikos
(Turnip mosaic virus), agurky mozaikos (Cucumber mosaic virus), pupu vytulio (Broad bean wilt
virus) (Niblet et al., 1969; Hein et al., 1976; 1977). Véliau buvo isskirtas dar vienas virusas
Potyvirus genties virusas, autoriy pavadintas kerméky virusu Y (Statice virus Y) (Lesemann et al.,
1979).

Sio darbo tikslas — identifikuoti kermékus pazeidzianéiy virusiniy ligy sukéléjus.
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Tyrimy medziaga ir metodai

Medziaga surinkta Lietuvos sodininkystés ir darZininkystés instituto dekoratyviniy augaly
kolekcijose 2005-2008 m. Eksperimentinis darbas atliktas Botanikos instituto Fitovirusy
laboratorijoje.

Virusai identifikuoti augaly indikatoriy, elektroninés mikroskopijos (EM), imunofermentinés
analizés (DAS-ELISA) metodais.

Augalai indikatoriai virusams identifikuoti parinkti pagal literatiiroje pateikiamus virusy
aprasus (Ie, 1970; Stace-Smith, 1984; Brunt et al., 1996). Darbe naudoti augalai indikatoriai surasyti
1 lenteléje kartu su rezultatais. Jauni augalai indikatoriai (4-5 lapeliy augimo tarpsnyje) uzkrésti
mechaninés sul€iy inokuliacijos biudu, Iasteliy pazeidimui naudojant abrazyving medziaga
karborunda. Inokuliumas ruosSiamas sutrinant tiriamyjuy augaly lapus 0,1 M fosfatiniame buferyje
pH 7,2 su virusus stabilizuojanciais priedais: 0,2 % 2-merkaptoetanolio arba 0,01 M natrio
dietilditiokarbamato (Dijkstra, de Jager; 1998).

Virusy daleléms aptikti ir jyu morfologijai nustatyti i§ nattraliai uZsikrétusiy ir
eksperimentiskai virusais uzkréstu lapu paruoStuose preparatuose naudojome perSvie¢iamaji
elektronini mikroskopa JEM 100S; instrumentinis didinimas 25000x. Preparatai ruoSiami
negatyvaus kontrastavimo budu, tiriamaja medziaga kontrastuojant 3 % uranilacetato tirpalu
(Dijkstra, de Jager, 1998).

Imunofermentinis DAS—ELISA testas atliktas remiantis M. F. Clark, A. N. Adams (1977)
metodu. Teste buvo panaudoti specifiniai ToORSV ir TSWV komerciniai (DSMZ Plant Virus
Collection, Germany) imunoglobulinai (IgG) ir ju konjugatai su Sarmine fosfataze; darbas
atlickamas laikantis gamintojo protokolo. Kaip antigenai buvo naudojamos tiriamyjy augaly arba
uzkrésty augaly indikatoriy sultys, neigiama kontrolé — sveiko augalo sultys. Absorbcija matuojama
esant 405 nm bangos ilgiui (Labsystem Multiscan RT). Reakcija yra vertinama kaip teigiama, kai
tiriamojo méginio absorbcijos reikSmé du ir daugiau karty virSija neigiamos kontrolés absorbcijos
reikSme.

Rezultatai ir jy aptarimas

Pomidory zZiediskosios demétligés virusas (Tomato ringspot virus, ToRSV) buvo iSskirtas i$
pazeisty placialapio kerméko augaly, kuriy lapai buvo Siek tiek deformuoti, ant jy buvo
iSrySkéjusios stambios chlorotinés ziediskosios démés (sp. foto, 20 pav.).Véliau démés patamséja,
nekrotizuojasi.

Virusas buvo identifikuotas uzkrétus augalus indikatorius. ToRSV biudingi vietinés ir
sisteminés reakcijos poZymiai pasirod¢ ant Celosia argentea, Chenopodium amaranticolor, C.
murale, C. quinoa, Gomphrena globosa, Lycopersicon esculentum ir kt. augaly indikatoriy
(1 lentelé). EM preparatuose buvo rasta izometriniy 30 nm skersmens viruso daleliy (1 pav.).

PR T R N e

1 pav. ToRSV daleliy elektronografija. Briksnys — 100 nm
Fig. 1. Electron micrograph of ToRSV particles. Bar represents 100 nm
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Buvo atliktas viruso infekcijos patikrinimas atlikus DAS-ELISA testa. Gauta teigiama
reakcija tiek su natiiraliai uzsikrétusiais augalais, tiek ir uzkréstais augalais indikatoriais patvirtino
ToRSV infekcija placialapio kerméko augaluose.

1 lentelé. Augaly indikatoriy pozymiai uzkrétus i$ pladialapiy kerméky isskirtais virusais
Table 1. Symptoms of test-plants inoculated with viruses isolated from Limonium latifolium

.. . Virusai ir jy pozymiai/Viruses and their symptoms
Augalas indikatorius/Test-plant ToRSV TSWV
Amaranthaceaeluss.
Amaranthus caudatus L. L: NLL; S: Sp,Dis
A. paniculatus L. L: NSp; S: Sp,LeDis L: CILL, S:RiSp
Celosia argentea L. L: DBrRj;
S: VCl,LeDis,BrSp,Ln
Gomphrena globosa L. L: NSp; S: Dis,Mo
ChenopodiaceaeVent.
Chenopodium amaranticolor Coste et Reyn L: CILL; S: Vstu,TRNT L:SmCILL
C. murale L. L: CISp; S: VCL,LMo,N,LeDis
C. urbicum L. L: CISp; S: VCl,LeDis
C. quinoa Willd. L: CISp,N,Dis; L:SmCILL
S: CIN,LeDis,ApN
Cucurbitaceaeluss.
Cucumis sativus L. L: N arba CILL; S: Mo L:CotCISp,N
Solanaceaeluss.
Lycopersicon esculentum Mill. L: NSp; S: Mo, N L:CINSp; S:MiCINSp
Nicotiana glutinosa L. L: NSp L: NLL; S:Npat,LeDis
N. rustica L. L: NriSp L:CINRiSp; S:
N. tabacum L. L: NSp; S: NSp,Str L:RiNSp; S:NV_ RiSp,LeDis
Petunia hybrida Vilm. L: GNRj; S: LeDis,CISp,NSp L:NBrLL
Physalis floridana Rybd. L: NLL,LeRu
FabaceaeLindl
Phaseolus vulgaris L. L:NSp; S:RiSp
Aizoaceael.G. Agardh
Tetragonia expansa Murr. L: DifCISp; S: LeDis,ClDot
Tropaeolaceaeluss. ex DC.
Tropaeolum majus L. S:Cl ir NSp

Paaiskinimai/ abbreviations: L — vietiniai/local; S — sisteminiai/systemic; Ap — augimo kiigelis/apex; Br —
rudas/brown; C — pasvieséjimas/clearing, Cl — chlorotinis/chlorotic; Cot — cotyleadons/skiléialapiai; D — tamsus/dark;
Dif — difuzinis/diffuse; Dis — deformacija/distortion; Dot — taSkai/dots; F1 — ziedas/flower; G — pilkas/grey; Gr —
zalias/green; Y — geltonas/yellow; LL — vietiniai pazeidimai/local lesions; Le — lapas/leaf, Li — $viesus/light; Ln —
linijos/lines; M — mozaika/mosaic; Mi — silpnas/mild, Mo — margumas/mottling; Mrb —marmuriskas/marble; Pat —
raStas/pattern;, N — nekrotinis, nekrozé/necrotic, necrosis; R — uzsisukimas/rolling; Ri— ziedai/rings; RiSp —
ziediskosios démeés/ringspot; Ru — raukslétumas, garbané/rugosity; Sm — mazas/small; Sp — démés/spots; Str
dryziai/streaks; Stu — zematgé/stunting; T — vir§iné/top; V — gyslos/veins.

ToRSV yra Nepovirus genties atstovas sukeliantis daugelio risiy augaly ekonomiskai svarbias
ligas. Pirma karta iSskirtas i§ pomidory ir apraSytas 1936 m. Virusas turi izometrines 30 nm
skersmens daleles. Lengvai perduodamas mechanine suléiy inokuliacija, natiiraliai uzkrecia labai
daug augaly Seimininky, tiek sumed¢jusiy, tiek ir zoliniy. Virusa platina Xiphinema genties
nematodai. Yra duomeny apie perdavima per kai kuriy augaly sékla. Daugelis augaly tuoj po
uzsikrétimo jgauna rySkius ir labai jvairius pozymius. Véliau sergantys augalai paprastai rySkiy
pozymiy neberodo, tik sumazéja augaly produktyvumas (Stace—Smith, 1984; Brunt et al., 1996).
ToRSV isskirtas i§ dekoratyviniy augaly: hortenzijy, kardeliy, narcizy, pelargonijy, petunijy, plukiy
ir vilkdalgiy (Loebenstein et al., 1995). Lietuvoje ToRSV identifikuotas 39 genciy dekoratyviniuose
augaluose (Navalinskiené, Samuitieng, 2006).
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Pomidory démétojo vytulio virusas (Tomato spotted wilt virus) buvo i8skirtas i§ placialapio
kerméko, rodancio rySkius virusinio pazeidimo pozymius. Ant pazeisty augaly lapuy atsiranda
Sviesiai zaliy su gelsvu atspalviu vingiuoty juosty bei ZiediSkuyju démiy, jos iSsidésCiusios arciau
lapo virSiinés ir pakrasciuose (sp. foto, 21 pav.). Lapams senstant, Sios juostos ir démés jgauna
rausva atspalvi. Lapalakstis deformuojasi.

Virusas buvo identifikuotas uzkrétus augalus indikatorius. Vietinius pozymius parodé uzkrésti
augalai indikatoriai: Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis sativus, Petunia hybrida;
vietiné ir sisteminé reakcija iSrySkéjo ant Amaranthus paniculatus, Lycopersicon esculentum,
Phaseolus vulgaris ir Nicotiana genties indikatoriy. Tropaeolum majus rodé tik sisteming reakcija
(1 lentelé). Tokia augaly indikatoriy reakcija yra biidinga TSWV (Ie, 1970; Brunt et al., 1996). EM
preparatuose, paruoStuose tiek 1§ natiiraliai uzsikrétusiy kerméky, tiek ir i§ uzkrésty augaly
indikatoriy buvo rasta netaisyklingos formos 85-110 nm skersmens izometriniy daleliy su
apvalkaléliu, budingy Tospovirus genties virusams (2 pav.). DAS-ELISA teste gauta teigiama
reakcija patvirtino TSWYV infekcija kermékuose ir uzkréstuose augaluose indikatoriuose.

2 pav. TSWV daleliy elektronomikrografija. Brik$nys — 100 nm
Fig. 2. Electron micrograph of TSWV particles. Bar represents 100 nm

TSWYV yra Tospovirus genties tipinis virusas. Pirma karta uzregistruotas Australijoje 1915
metais ir apraSytas australy mokslininky G. Samuel, J. G. Bald, H. A. Puttman 1930 metais (Ie,
1970). Virusas labai labilus ir greit inaktyvuojasi in vitro. Viruso dalelés izometrings,
netaisyklingos formos, 85-110 nm skersmens, su lipidiniu apvalkalu. Virusa persistentiskai platina
Thrips tabaci, Franklinella sp. genties tripsai, ju organizme virusas praeina inkubacini perioda.
Persiduoda mechaniskai sul€iy inokuliacija, taciau sunkiai (Brunt et al., 1996). Augaly Seimininky
spektras platus, virusas pazeidzia per 500 rusiy augaly i§ 50 Seimy ir paplitgs visame pasaulyje.
Literatiiroje aprasytas 24 rusiy dekoratyviniuose augaluose (Loebenstein et al., 1995). Lietuvoje
buvo iSskirtas ir identifikuotas 1§ 19 genciy dekoratyviniy augaly (Navalinskiene, Samuitien¢,
2006).

Dekoratyviniai augalai paprastai dauginami vegetatyviskai, todél jei dauginamas augalas yra
uzsikrétes virusine liga, virusas paklitina i visus naujai padaugintus augalus. Gélynuose ir botanikos
sody kolekcijose augalai daugeli mety yra auginami toje pacioje vietoje, kur aplinka ir dirvozemis
gali biiti stipriai uzsikrétg virusus perneSanciais vabzdziais, dirvozemio grybais ar nematodais.
Svarbiausios virusiniy ligu kontrolés priemonés yra sveikuy augaly auginimas ir dauginimas,
nuolatiné fitosanitariné prieziiira, Salinant pazeistus augalus potencialius infekcijos Zidinius,
perneséjy naikinimas. Nematody pernesamy virusy plitimo rizika galima sumazinti dezinfekuojant
dirvozemi chemikalais, naikinanc¢iais nematodus. Virusiniy ligy pavojus mazinamas pritaikant
kultiiry séjomaing, laikantis kiekvienos riiSies augalams tinkamos agrotechnikos, nes stipresni
augalai yra atsparesni infekcijoms. Labai svarbi ligy kontrolés kryptis yra virusams atspariy augaly
veisliy kiirimas. Augalai gali biiti devirusuojami ir padauginami pritaikius termoterapijos ir
meristemy kultiiros metoda (Murant, 1981; Spiegel, Loebenstein, 1995).
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ISvados

1.  Pomidory ZiediSkosios démétligés virusas (Tomato ringspot virus, TORSV) buvo isskirtas i§
pazeisty placialapio kerméko augaly, kuriy lapai buvo Siek tiek deformuoti, ant jy buvo
iSrySkéjusios stambios chlorotinés ZziediSkosios démeés. Virusas identifikuotas uZzkrétus
augalus indikatorius, ant kuriy iSry$kéjo ToRSV budingos reakcijos, pagal EM nustatyta
daleliy morfologija (izometrinés 30 nm skersmens dalelés) ir teigiama reakcija DAS-ELISA
teste.

2. Pomidory démétojo vytulio virusas (Tomato spotted wilt virus, TSWV) buvo i8skirtas i§
pazeisty placialapio kerméko augaly su lapalakscio deformacijos, ryskiuy vingiuoty juosty bei
ziediSkyjuy démiy ant lapy virSiiniy ir pakra$¢iy simptomais. Virusas identifikuotas uzkrétus
augalus indikatorius, kurie parodé TSWV budingus pozymius, pagal EM nustatyta daleliy
morfologija (izometrinés netaisyklingos formos 85-110 nm skersmens dalelés su
apvalkaléliu) ir teigiama reakcija DAS-ELISA teste.
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The Agents of Viral Diseases Affecting Limonium Mill. Plants

Summary

Limonium latifolium (Sm.) Kuntze plants showing symptoms of viral disease expressed by leaf distortion, yellow
sinuous bands and ring spots on leaves have been collected at ornamental plant collection of Institute of Horticulture.
Two viruses, Tomato ringspot virus (ToRSV) and Tomato spotted wilt virus (TSWYV) have been isolated from diseased
plants and identified using the methods of test-plants, electron microscopy (EM) and DAS-ELISA. For ToRSV
identification 16 test-plant species belonging to families of dizoaceae, Amaranthaceae, Cucurbitaceae, Fabaceae and
Solanaceae have been inoculated by mechanical sap inoculation. Virus induced local and systemic reaction on test-
plants, specific for TORSV. EM revealed isometric particles 30 nm in diameter. Such morphology of particles is specific
for ToRSV. DAS-ELISA test confirmed ToRSV infection in diseased host plants and inoculated test-plants. TORSV is a
member of Nepovirus genus, has a wide host range, including many species of ornamentals. It is transmitted by the
nematodes of Xiphinema sp. For TSWV identification 11 test- plant species from named above families including
specific for this virus test-plant Tropaeolum majus (Tropaeolaceae) have been inoculated. Virus induced local reaction
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in Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis sativus, Petunia hybrida; local and systemic reaction in
Amaranthus paniculatus, Lycopersicon esculentum, Phaseolus vulgaris and in species of the genus Nicotiana.
Tropaeolum majus developed systemic symptoms. Such type of reaction on test-plants is specific for TSWV. EM
revealed irregular form enveloped isometric particles, 85-110 nm in diameter, specific morphology of the members of
Tospovirus genus. Positive reaction in DAS-ELISA test confirmed TSWV infection in Limonium latifolium and
inoculated test-plants. TSWYV is a type member of Tospovirus genus. It is distributed worldwide; transmitted in a
persistent manner by a vector, Thrips tabaci, Franklinella sp. thrips.
Means to control spreading of agents of viral diseases are described.



