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Santrauka

Siekiant istirti fitoplazmy bei viroidy paplitima Lietuvos treSnynuose, nustatyti uzkrésty
augaly in vitro kultiiros indukavimo galimybes ir ivertinti jos uzkréstumo patogenais lygi, augaly
sveikatingumo biiklé vertinta jvairiuose soduose ekspediciju metu Alytaus, Kauno, Siauliy ir
Vilniaus apskrityse. Paimtos 15 vizualiai serganciy ir 5 be ligos pozymiy tresniy medziy Sakos.
Molekulinés biologijos metodais jvertinti simptominiai augalai, i$ ju eksplanty indukuota in vitro
kultiira. Pragjus metams nuo eksplanty sodinimo in vitro, buvo ivertintas fitoplazmy bei viroidy
paplitimas mikrotigliuose ir nustatyti fitoplazmy bei viroidy pasiskirstymo in vitro kultiroje
désningumai. Uzkréstuose medziuose buvo aptikti labai panasaus dydzio ziedinés RNR frag-
mentai. RFLP ir rDNR seky analizé parodé, kad treSnése aptiktos fitoplazmos priklausé dviem
grupéms. Nustatytos 16SrIII-T ir 16Srl-B pogrupiy fitoplazmos. Istirta, kad fitoplazmomis arba
viroidais uzsikrét¢ augalai yra smarkiai pazeisti ir kity mikroorganizmy (bakterijy bei gryby).
In vitro kultiirai indukuoti tinkamiausi intensyviausiai augantys tgliai. /n vitro kultira i§ dalies
eliminuoja fitoplazmas, bet nepasalina viroidy. Analizuojamos tirty patogeny eliminavimo
galimybés, naudojant in vitro kulttra.

Reik$miniai zodziai: fitoplazmos, viroidai, Prunus avium L., molekuliné identifikacija,
in vitro.

Ivadas

Augalai kencia nuo jvairiy ligy sukéléju, mazinanciy juy produktyvuma. Vienos
maziausiai tyrinéty augaly ligy sukéléjuy grupiy yra viroidai ir fitoplazmos. Bulviy
viroidas PSTVd treciaisiais ligos metais jy Sakniagumbiy derliy sumazina net iki 97 %,
/Pfannenstiel, Slack, 1980/, pomidory vaisiy — 4045 % /Kryczynski et al., 1988/, gadina
produkcijos preking iSvaizda. Europoje kaulavaisius augalus infekuojantys apynio Ze-
maitigiSkumo (HSVA) ir latentinis persiko mozaikiSkumo (PLMVd) viroidai buvo aptikti
Italijoje, Rumunijoje, Pranciizijoje, Ispanijoje, Austrijoje ir kitur /Ambros et al., 1995;
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Astruc et al., 1996; Faggioli et al., 1997; Loreti et al., 1998; Desvignes et al., 1999/.
Fitoplazmos taip pat padaro nemazai zalos, sumazindamos augaly derliu ir pablogin-
damos kokybg /Lee et al., 1998; Sinclair, Griffits, 2000/. Europoje fitoplazmy bei viroidy
sukeltas kaulavaisiy (Prunus spp.), serbenty (Ribes spp.), bulviu (Solanum sp.) ligas
stebéjo ir tyré daug autoriy /Davies, Adams, 2000; Pollini et al., 2001; Pallas et al., 2003/.
Lietuvoje fitoplazmos aptiktos varpiniuose augaluose /Urbanaviciené et al., 2008/, kriau-
$ése, vysniose, obelyse /Valitinas et al., 2004; Jomantiene, Davis, 2005/, o viroidai, ju
sukeliamos ligos ir pasekmés iki Siol netirtos.

Fitoplazmu bei viroidy eliminavimo i§ augaly metodai turi biiti paprasti ir daryti
minimaly poveiki lasteliy augimui. Gali buti taikomos dvi skirtingos, jungiancios
vairius metodus, strategijos: patogenu eliminavimas augale in vivo (i) ir augalo gydy-
mas in vitro (ii) sistemose. Kadangi fitoplazmos neturi lastelés sienelés, jos yra atsparios
antibiotikams, saveikaujantiems su lastelés sienele. Fitoplazmas naikina alternatyvaus
veikimo (nesaveikaujantys su lastelés sienele) antibiotikai. Nustatyta, kad antibiotiky
tirpalo injekcijos i infekuoto augalo audinius sumazino fitoplazmy sukeliamus simpto-
mus, bet visiSkai jo neiSgydé /Chalak et al., 2005/. Lapy ir dirvoZemio veikimas anti-
biotikais taip pat nedavé teigiamo efekto. Fitoplazmas i§ augaly galima pasalinti taikant
termoterapija /Converse, George, 1987/. Termoterapijai in vivo reikia per daug techniniy
sanaudy. Perspektyvus ir santykinai gana paprastas buidas i§ audiniy pasalinti fitoplazmas
yra termoterapija in vitro, ja derinant su antibiotiky naudojimu /Dai et al., 1997/. Viroidy
sukeliamy ligy kontroliavimo btidai mazai tyrinéti, bet perspektyviausia laikoma termo-
terapija ir Sal¢io terapija meristemy kultiiroje in vitro /Paduch-Cichal, Kryczynski, 2008/.

Darbo tikslas — istirti fitoplazmy bei viroidy buvima Lietuvos treSnynuose,
nustatyti uzkrésty augaly in vitro kultiiros indukavimo galimybes ir jvertinti jos uzkrés-
tumo patogenais lygi.

Salygos ir metodai

Tyrimo objektas. Augaly sveikatingumo biiklé vertinta 2007—2008 m. jvairiuose
tre$niy soduose ekspedicijy metu Alytaus, Kauno, Siauliy ir Vilniaus apskrityse. Paimtos
15 vizualiai serganciy ir 5 be ligos pozymiy tresniy Sakos.

Fitoplazmy nustatymas. 18 simptominiy augaly bendroji DNR buvo isskirta i$
30 mg medziagos, pagal instrukcija panaudojus ,,Fermento® genominés DNR skyrimo
rinkini. Polimerazinei grandininei reakcijai atlikti naudotas termocikleris ,,Eppendorf
mastercycler personal® bei PGR rinkinys (,,Fermentas®, Lietuva, Tag DNR polimerazé,
10 x PGR buferis, 2mM dNTP misinys). I 50 ul reakcijos misini buvo dedama po 20 pM
kiekvieno pradmens, 1 pl rekombinantinés Tag DNR polimerazés, 0,25 mM kiekvieno
dNTP. PGR reakcijos salygos: 1) 2 min +94 °C (lydymasis), 2) 1 min +94 °C, 3) 2 min
+55°C (pradmeny prilydymas su matricine DNR), 4) 3 min +72 °C (pradmeny
ilginimas), 5) 20 min +72 °C. 2—4 ciklai kartoti 35 kartus. Po ciklinés reakcijos misinys
atvésintas iki +4 °C.

Fitoplazmoms 16S rDNR pagausinti vykdyta lizdiné polimeraziné grandininé
reakcija, kurioje naudotos dvi fitoplazmoms universalios pradmeny poros. Pirmosios
reakcijos metu su P1/P7 pradmeny pora pagausintas 1 800 bp DNR fragmentas, i kurio
sudéti iéjo 16S rRNR geno dalis, tarpgeninis rajonas ir 23S 5’ galas. Naudojant kita
pradmeny pora R16F2n/R16R2, pagausinta 1 200 bp dydzio 16S rDNR. Pirmajam PGR
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produktui pagausinti naudota pradmeny pora: P1 5’-AAG AGT TTG ATC CTG GCT
CAG GAT T-3’, P7 5’-CGT CCT TCA TCG GCT CTT-3’ /Deng, Hiruki, 1991/. Liz-
dinio PGR produktui (16S rDNR) pagausinti naudota kita pradmeny pora: R16F2n
5’-GAA ACG ACT GCT AAG ACT GG-3’, R16R2 5’-TGA CGG GCG GTG TGT
ACA AAC CCC G-3’ /Gundersen, Lee, 1996; Lee et al., 1998/.

Lizdinés PGR produktai analizuoti elektroforeziskai 1 % agarozés gelyje, naudo-
jant TA (Tris-acetatini) buferini tirpala, nudazyti etidzio bromidu ir stebéti ultraviole-
tinéje $viesoje UV transliuminatoriumi. Naudotas DNR dydzio zymuo GeneRuler™
100 kb DNA Ladder Plus (,,Fermentas®).

Viroidy nustatymas. RNR isskirta i§ 800 mg lapuy pavyzdziy pagal modifikuota
TRIR (Total RNA Isolation Reagent, ,,Thermo Scientific, JAV) reagento pakuotés
instrukcija. Vienintelis jos papildymas buvo RNR valymas li¢io chloridu, leidgs atskirti
didelés ir mazos (taip pat ir viroidy) molekulinés masés RNR molekules. Distiliuotame
vandenyje (200 pl) iStirpinta RNR 30 min palaikyta ant ledo, ipilta 200 pl 4M LiCl ir
4 val. inkubuota +4 °C temperatiiroje. Tolesnés procediiros vykdytos pagal instrukcija.

RT-PGR metodika. Paruosti du miSiniai: Nr. 1 — 3,75 ul dH,O, 3,0 ul pradmens-1
(50 pmol pl), 3,0 pl pradmens-2 (50 pmol ul), 9,75 ul (1 reakcija) ir Nr. 2 — 0,5 pl
fermenty miSinio, 12,5 pul 2 x PCR Master Mix, 1,25 pl RT Enhancer, 14,25 pl
(1 reakcija). MiSinys Nr. 1 sumaisSytas su RNR (9,75 pl miSinio Nr. 1 + 1 ul RNR),
2 min inkubuotas termocikleryje +95 °C temperatiiroje, tuomet temperatiira sumazinta
iki +4 °C ir laikyta, kol buvo paruostas misinys Nr. 2. Tuomet mégintuvéliai iSimti i§
termociklerio, trumpai centrifuguoti ir ipilta po 14,25 pl misinio Nr. 2. Tolesnés
reakcijos salygos: 30 min +50 °C, 2 min +95 °C, (20 s +95 °C, 45 s +56 °C, 1 min
+72 °C) x 35, 5 min +72 °C, +4 °C — neapibrézta laika. Naudoti pradmenys: Apple
dimple fruit viroidui — specifiniai pradmenys ADFVdf (GACTAAAAGAAAAA
TCAGCAGGTG), ADFVdr (CTCGACTAGCGGCAGGAAGC); Apple fruit crinkle
viroidui — specifiniai pradmenys AFCVdf (TGGTGACTCGTCGTCGACGAAGQG),
AFCVdr (TCGACTAGCGGGACCCAGCTAG); Apple scar skin viroidui — specifiniai
pradmenys ASSVdf (CCGTGCGGTTCCTGTGGTT), ASSVdr (GCCGCTGCG
TCAAAGAAAAAG); Pear blister canker viroidui — specifiniai pradmenys PBCVdf
(CCTAGGGGCTTCTCGGCTCGTCGTC), PBCVdr (CTTCGGCGGTGCTCGGGT
TGT). Visi pradmenys sukurti autoriy taikant Lasergene 7.2 programinio paketo
programa PrimerSelect (,,DNAStar Inc.*, JAV).

RT-PGR produktai analizuoti elektroforezg atlickant poliakrilamidiniame gelyje.
I kiekviena 5 % poliakrilamidinio gelio Sulinéli buvo jpilta po 10 pl misinio (3 pl
RT-PGR produkto ir 7 ul skiesto dazo (#R0611, ,,Fermentas®). Elektroforezé vykdyta
kambario temperatiros TBE (Tris-boratiniame) buferiniame tirpale, esant 120 V jtampos
elektros srovei. Geliai nudazyti etidZio bromidu.

In vitro kultira. 1§ atrinkty augaly paimti eksplantai (figlio segmentai su vienu
pumpuru) kultiirai in vitro indukuoti. Nepavykus indukuoti kulttiros in vitro vasaros metu
ir bandymus kartojant pavasari, eksplantai imti nuo sprogstanciy Sakeliy. Prie§ sodinima i
mégintuvélius eksplantai 10 min sterilinti sublimatu ir tris kartus perplauti steriliu van-
deniu. Sodinti { MS /Murashige, Skoog, 1962/ maitinamaja terpg, pridéjus 30 g 1 sacha-
rozés, po 0,5 mg | vitaminy (tiamino, piridoksino, nikotino rugsties), 0,75 mg | 6-benzi-
laminopurino (BAP).
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Mégintuvéliai su pasodintais eksplantais pernesti | kultivavimo kambarj, ku-
riame palaikyta +24-25 °C temperattra ir 16 val. fotoperiodas. Eksplantai kas ménesij
persodinti i Sviezia maitinamaja terpg.

Infekcijos procentas bei eksplanty augimas registruotas po dvieju savaiciy, vie-
no, dvieju ir penkiy ménesiu. Eksplantai nuo sumedéjusiy augaly ilgiausiy (>5 pum-
purai), vidutiniy (3—5 pumpurai) ir trumpy (1-2 pumpurai) Sakeliy vertinti atskirai.

Duomenys apdoroti statistinés analizés programa Selekcija /Tarakanovas, 1999/.

Rezultatai ir jy aptarimas

Visuose augaluose, atrinktuose pagal galimus ligy simptomus (lapy, metiigliy
stiebo pageltimas, Saky proliferacija, lapuy sumazéjimas, paraudimas, sutankéjimas, apvy-
timas), buvo aptikti ligy sukeéléjai — fitoplazmos arba viroidai. Kontroliniuose be ligy
simptomy augaluose patogeny nenustatyta (1 lentelé). Tirti augalai pagal patogeny sudéti
suskirstyti | keturias grupes: augalai, uzkrésti fitoplazmomis (Nr. 1-5, Nr. 7-8, Nr. 11,
Nr. 13, Nr. 16-17), augalai, uzkrésti viroidais (Nr. 9-10), augalai, uzkrésti viroidais bei
fitoplazmomis (Nr. 6, Nr. 14), ir augalai, kuriuose nenustatyta nei viroidy, nei fito-
plazmuy (Nr. 18-22).

1 lentelé. Augaly uzsikrétimas fitoplazmomis ir viroidais
Table 1. Plant infection with phytoplasmas and viroids

Augalo ID Fitoplazma Viroidas
ID of a plant Phytoplasma Viroid

Tresné Nr. 1 / Sweet cherry No. 1 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 2 / Sweet cherry No. 2 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 3 / Sweet cherry No. 3 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 4 / Sweet cherry No. 4 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tre$né Nr. 5 / Sweet cherry No. 5 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tres$né Nr. 6 / Sweet cherry No. 6 16Sr1-B pogrupis / sub-group +
Tresné Nr. 7 / Sweet cherry No. 7 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 8 / Sweet cherry No. 8 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tre$né Nr. 9 / Sweet cherry No. 9 - +
Tresné Nr. 10 / Sweet cherry No. 10 - +
Tresné Nr. 11 / Sweet cherry No. 11 16StIII-T pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 13 / Sweet cherry No. 13 16SrI-B pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 14 / Sweet cherry No. 14 16SrIII-T pogrupis / sub-group +
Tresné Nr. 16 / Sweet cherry No. 16 16SrIII-T pogrupis / sub-group -

Tresné Nr. 17 / Sweet cherry No. 17 16SrIII-T pogrupis / sub-group -
Tresné Nr. 18 / Sweet cherry No. 18 -
Tresné Nr. 19 / Sweet cherry No. 19 - -
Tresné Nr. 20 / Sweet cherry No. 20 - -
Tresné Nr. 21 / Sweet cherry No. 21 - -
Tresné Nr. 22 / Sweet cherry No. 22 - -

132



Fitoplazminé infekcija treSnése nustatyta pagal 1 200 bp dydzio lizdinio PGR
produkta (1 pav.). RFLP ir rDNR seky analizé parodé, kad treSnése aptiktos fitoplazmos
priklaus¢ dviem grupéms. Nustatytos OSrIII-T ir 16Srl-B pogrupiy fitoplazmos
/Valiunas et al., 2009/.

¥
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1 200 bp

—

1 paveikslas. PGR produkty elektroforezé agarozés gelyje, kai R16F2n/R16R2 PGR
produktai gauti i§ tre$niy méginiy Nr. 2, 3, 7, 8, 10, 11; M — DNR dydzio zymuo
GeneRuler™ 100 kb DNA Ladder Plus, K — neigiama vandens kontrolé

Figure 1. Electrophoresis of PCR products in the agarose gel where PCR products of
RI6F2n/R16R2 were obtained from samples of sweet cherry No. 2, 3, 7, 8, 10, 11; M —
DNA marker GeneRuler™ 100 kb DNA Ladder Plus, K — negative control of water

IS lauko atneSti augalai biina uzsikréte ir grybu sporomis, ir bakterijomis. Nuo
Sio uzsikrétimo labai priklauso in vitro kultiros indukavimas. Visose fitoplazmomis bei
viroidais infekuoty augaly grupése eksplantai i§ esmés dazniau zuvo dél grybinés ir
bakterinés infekcijos pirmuoju in vitro kultiros indukavimo tarpsniu (2 lentel¢). Tose
tirty augaly grupése, kuriose buvo nustatyti viroidai, indukavimo metu eksplanty zuvi-
mas dél grybinés ar bakterinés infekcijos buvo didziausias ir sieke 100 %. Nepavyko
indukuoti in vitro kultiiros i§ augaly Nr. 9 ir Nr. 10, kuriuose buvo nustatyti viroidai.
Tiriamy augaly grupéje, kurioje buvo nustatyta fitoplazminé infekcija, sterilios in vitro
kultiros indukcijos daznis, nors ir buvo sumazéjgs, palyginti su kontroliniy augaly
grupe, bet buvo i§ esmés didesnis (14,1 %), palyginti su augaly grupémis, kuriose buvo
aptikti viroidai. IS Sios grupés augaly sterili kultiira indukuota sékmingiau, kai eksplantai
buvo paimti nuo sprogstanciy Sakeliy pavasarj.

Kadangi fitoplazmoms biidinga migracija augalo audiniuose /Wei et al., 2004/,
atsiranda galimybé nustatyti augaly organus ir audinius, kuriuose fitoplazmy koncen-
tracija yra maziausia, dél to padidéja kultiiros in vitro indukcijos galimybé. IStirtos
[vairaus augumo fitoplazmomis ir viroidais infekuoty augaly Sakeliu panaudojimo
galimybés steriliai kultirai indukuoti (3 lentelé). Praéjus ménesiui po pasodinimo, gyvy
eksplanty kiekis sumazgjo: paimty nuo vidutiniy ir trumpy Sakeliy — 2,5, nuo ilgy —
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1,4 karto. Nustatytas infekcijos pasireiSkimo skirtumas ant eksplanty, paimty nuo skir-
tingy Saky. Bakterinés infekcijos registruota 2,8 karto dazniau nei grybinés ant pumpury,
paimty nuo ilgiausiy Sakeliy, ir 2,4 karto dazniau nei grybinés ant pumpury, paimty nuo
vidutiniy Sakeliy. Eksplanty, paimty nuo trumpu Sakeliy, uzsikrétimas bakterine bei
grybine infekcija buvo vienodas ir sieké 43,3 %. Gyvybingi eksplantai dazniausiai buvo
paimti nuo ilgiausiy Sakeliy. Kultivuojant toliau, dalis ju zuvo, likusieji pradéjo proli-
feruoti. Tyrimo duomenys patvirtina, kad proliferuojanti kultiira sékmingiau indukuo-
jama i$ intensyviau auganc¢iy augalo vegetatyviniy organuy.

2 lentelé. In vitro kultiiros indukavimo daznio priklausomumas nuo augaly donory
uzsikrétimo fitoplazmomis ir viroidais

Table 2. Induction rate of in vitro culture as influenced by plant-donor infection with
phytoplasmas and viroids

Pasodinta  Uzkrésty grybine ir ISgyveno

eksplanty  bakterine infekcija iki 5-0 Pamdauglnlmo
. S koeficientas
Eksplanty donorai vnt. eksplanty subkultivavimo Coefficient of
Donor of the explants Explants Explants with Survived until ropaeation
cultivated, ~ fungal and bacterial 5™ subculti- propag
number infection %* vation %*
Tresnés su fitoplazma
Sweet cheery with 234 85,9b 14,1b 2,0
phytoplasma
Tre$nés su viroidais
Sweet cheery with viroids 123 100,0a 0,0 0.0
Tre$nés su fitoplazma ir
viroidais / Sweet cheery
with phytoplasma and & 98,72 1.3 1.0
viroids
Tresnés be fitoplazmos ir
VIFOqu / Sweet cheery 32 56.1c 43.9a 2.0
without phytoplasma and
viroids

Pastaba / Note. * — ta pacia raide pazyméti dydziai i esmés nesiskiria (R < 0,01) / values marked
by the same letter do not differ significantly (R <0.01).

Pavasarj tresniy eksplantus pasodinus ant maitinamosios terpés, po dviejy sa-
vai¢iy gyvu liko beveik trecdalis, kontroliniy augalu iSgyveno trys ketvirtadaliai
eksplanty (3 lentelé). IS viso nuo bakterinés infekcijos Zuvo 3,1 karto daugiau eksplanty
nei nuo grybinés, taciau kai kuriais atvejais buvo daugiau (75 %) Zuvusiy nuo grybinés
infekcijos. Tik SeSiu (50 %) vaismedziy eksplantai penkis ménesius iSgyveno in vitro.
Tresniy Nr. 9 bei Nr. 14 visi eksplantai zuvo nuo infekcijos, kaip ir sodinant vasara.
Penkis ménesius in vitro iSgyveno 77,8 % kontrolinio medZzio eksplanty.

IS viso per tyrimo laikotarpi i§ atrinkty uzsikrétusiy augaly i mégintuvélius buvo
pasodinta 436 eksplantai. IS jy kultiroje in vitro adaptavosi ir pradéjo augti 52 (11,9 %)
eksplantai.
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3 lenteleé. In vitro kultiiros indukavimo daznio priklausomumas nuo eksplanty paémimo
i§ fitoplazmomis ir viroidais uzsikrétusiy augaly skirtingo ilgio Sakeliy (suminiai

duomenys)

Table 3. Induction rate of in vitro culture as influenced by different length of branches
from which explants were collected from phytoplasma and viroid infected plants (total

data)
Uzkrésty grybine
Pasodinta 1r'bakte?'1ne ISgyveno iki 5-0
& L infekcija S
Eksplanty grupé Sakeliy ilgis  eksplanty vnt. eksplanty subkult1vav1m0h
Length of Explants X Survived until 5’
Group of explants . Explants with L
branch cultivated, subcultivation
fungal and bacte- N
number . . %*
rial infection
%*
1llgos 128 89,1c 10,9b
Tresnés su fitoplazma . do::g .
Sweet cheery with vidutines 66 84.8¢ 15,1b
medium
phytoplasma rUMDOS
P 40 95,0b 5,0c
short
ilgos 52 100,0a 0,0d
long
Tresnés su viroidais vidutinés
Sweet cheery with viroids — medium 8 100,0a 0,0d
trumpos 63 100,0a 0,0d
short
ilgos
Tresnés su fitoplazma ir long 43 97.7ab 2,3cd
viroidais / Sweet cheery vidutinés
with phytoplasma and medium 19 100,0a 0,0d
viroids trumpos 17 100.0a 0.0d
short
Tresnés be fitoplazmos ir
viroidy / Sweet cheery ilgos
without phytoplasma and long ? 222d 77.8a

viroids

Pastaba / Nofe. PaaiSkinimai po 2 lentele / Explanation under Table 2.

Praéjus metams nuo eksplanty pasodinimo in vitro, ivertintas fitoplazmy ir
viroidy paplitimas mikrotgliuose. Tirti visi vaismedziai, turéj¢ fitoplazmas arba viroidus
ir indukave in vitro kultiira, tresnés Nr. 17, turéjusios 16SrllI-T pogrupio fitoplazma, ir
treSnés Nr. 6, turéjusios viroida ir 16SrI-B pogrupio fitoplazma, mikrotigliai. Atlikus
analizg, tre$Snés Nr. 6 mikroiigliuose fitoplazmos buvimas nenustatytas, bet aptiktas

viroidas (2 pav.).
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2 paveikslas. Elektroforezés poliakrilamidiniame gelyje rezultatai: 1, 3, 5, 7 — treSnés Nr.
6 mikrotigliu RNR, 2, 4, 6, 8 — neigiama vandens kontrol¢; 1, 2 — ADFVd specifiniai
pradmenys, 166 bp, 3, 4 — AFCVd specifiniai pradmenys, 184 bp, 5, 6 — ASSVd
specifiniai pradmenys, 263 bp, 7, 8 — PBCVd specifiniai pradmenys, 170 bp

Figure 2. Results of electrophoresis in a polyacrylamide gel: 1, 3, 5, 7 — RNA of sweet
cherry No. 6 microshoots, 2, 4, 6, 8 — negative control of water; 1, 2 — ADFVd-specific
primers, 166 bp, 3, 4 — AFCVd-specific primers, 184 bp, 5, 6 — ASSVd-specific primers,
263 bp, 7, 8 — PBCVd-specific primers, 170 bp

Tre$nés Nr. 17 tirti mikrotgliai paimti i§ visy kultira indukavusiy pumpury.
Visy pumpury suformuoti mikroiigliy klonai buvo padauginti skirtinguose indeliuose ir
i§ kiekvieno ju paimtas éminys fitoplazmai nustatyti. Fitoplazma aptikta vieninteliame
klono Nr. 30-5 mikroiiglyje (4 lentelé).

Virusy, viroidy, fitoplazmy kaupimasis augalo vegetatyviniuose organuose le-
mia jo produktyvumo sumazéjima, todél patogeny eliminavimas ir sveikos sodinamosios
medziagos iSauginimas yra svarbiis ekonomiskai. Apie viroidy ir fitoplazmy elimi-
navima i$ augaly paskelbta nedaug publikaciju. Jose aprasomas in vitro kultiiros metody
taikymas kartu su termoterapija, Sal¢io terapija arba chemoterapija.

Viroidy sukeliamy ligy kontroliavimo biidai labai mazai tyrinéti. Siuo tikslu
zoliniams augalams taikyta termoterapija /Lizarraga et al., 1980/. Tikétina, kad treSnes
infekuojantys viroidai taip pat gali buti eliminuoti meristemy kultiiroje taikant termo-
terapija ir SalCio terapija, kaip buvo atlikta su séklavaisiniy augaly viroidais /Postman,
Hadidi 1995; Howell et al., 1998/. Tyrimai parodé, kad Lietuvos treSnynuose aptinkami
viroidai. Kaulavaisiuose (augalai Nr. 6, 9, 10 ir 14) aptikti labai panaSaus dydzio RNR
fragmentai. Tai leidzia manyti, kad visi Sie medziai yra uzsikréte tos pacios grupés
viroidais. Taikyti tyrimy metodai neleido tiksliai identifikuoti viroido grupés. Tyrimy
metu nustatyta, kad vien tik indukuojant sterilia kulttira in vitro i tre$niy vegetatyviniy
audiniy negalima pasSalinti viroidy. Jy buvimas vegetatyviniuose audiniuose lemia ne tik
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sterilios kultiros indukcijos sékme, bet ir tolesng eksplanty proliferacija. Eksplanty
pasidauginimo koeficientas ir gebéjimas adaptuotis in vitro kultiroje yra sumazéjes.

4 lentelé. Fitoplazmos paplitimas tre$nés Nr. 17 in vitro kultiiroje
Table 4. Distribution of phytoplasma in in vitro culture of sweet cherry No. 17

Pumpuro Nr. Klono Nr. Fitoplazma
No. of bud No. of clone Phytoplasma

11 1 -
15
15
15
21
21
21
30
30
30
30
33
114
114
114

16SrIII-T pogrupis / sub-group

N A NARUVWRN—~WRN— WK —
I

Kadangi fitoplazmos yra nekultivuojamos bakterijos, ju tyrin¢jimas yra komp-
likuotas. Prie§ penkerius metus (2004 m.) pasirodé publikacijy su informacija apie
fitoplazmuy genoma, fitoplazmos bei augalo $eimininko baltymy saveika ir fitoplazmy
plazmides. Fitoplazmos aptiktos atlickant PGR (polimerazing grandining reakcija),
kurioje su universaliais pradmenimis nuo bendrosios infekuoto augalo DNR pagausinta
fitoplazmy 16S rDNR /Lee et al., 1993/. Jos toliau tyriné¢jamos atlickant RFLP (restrik-
cijos fragmenty ilgio polimorfizmo) analiz¢ arba sekvenuojant. Pastaraji deSimtmeti
fitoplazmos suklasifikuotos i 30 RFLP grupiy ir sudaryta fitoplazmy klasifikacijos sche-
ma /Lee et al., 1998; Wei et al., 2008/, pagal kuria galima identifikuoti naujus ir zinomus
Sio tipo patogenus. Kaulavaisius dazniausiai uzkrecia fitoplazmos Ca. Phytoplasma pru-
norum (European stone fruit yellows fitoplazma, 16Sr-X grupé) /Davies, Adams, 2000;
Pollini et al., 2001/, taip pat Ca. Phytoplasma ulmi, Ca. Phytoplasma asteris bei 16Srlll
grupés fitoplazmoms giminingi fitoplazmy kamienai /Marcone et al., 1996/. Tyrimuy
rezultatai leido identifikuoti tresniy fitoplazmas, priklausancias dviem skirtingoms grupéms.

Tyrimai parodé, kad in vitro kultiiros indukavimo sékmé priklauso nuo augalo
donoro uzsikrétimo fitoplazmomis. Tokiy augaly eksplantuose zZymiai dazniau pasireiské
grybiné ar bakteriné infekcija. Galima teigti, kad fitoplazmy buvimas augale sudaro
prielaidas ant jo figliy tarpti gausesnei iSorinei mikroflorai. Daugeliu atvejy eksplantai,
izoliuoti vasaros metu, neindukavo in vitro proliferuojané¢ios kultiros. Sig procediira
pakartojus pavasarj, buvo gauti Zymiai geresni rezultatai. Tam galéjo turéti jtakos augalo
fiziologiné buklé bei fitoplazmy koncentracija, nes irodyta, kad rudeni, sumedéjusiems
augalams pereinant i ramybés biklg, fitoplazmos migruoja i§ tgliy i Saknis ir figliuose
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lieka mazesné ju koncentracija /Jiang et al., 2004/. Gauti rezultatai parod¢, kad in vitro
kultiira indukavus i§ fitoplazmomis uzkrésty augaly, mikrotigliai dazniausiai esti be
fitoplazmuy. Likusios fitoplazmos sunkiai plinta in vitro kultiiroje. Be to, in vitro kultira
savaime sukuria medziaga, kuria tiriant gali biiti taikomi visi kiti fitoplazmy elimi-
navimo metodai.

ISvados

1. Fitoplazma arba viroidais uzsikrétg augalai yra smarkiai pazeisti ir kity mikro-
organizmy (bakteriju bei grybu). In vitro kultiiros indukcijai geriausiai tinka inten-
syviausiai augantys tigliai.

2. Tre$niy vaismedziuose nustatytos 6SrllI-T ir 16Srl-B pogrupiy fitoplazmos.

3. In vitro kultiira i§ dalies eliminuoja fitoplazmas, bet nepasalina viroidy.

Padéka

Tyrimg parémé Lietuvos valstybinis mokslo ir studijy fondas pagal Pramoninés
biotechnologijos plétros programos projekta ,,Viroidy ir fitoplazmy detekcija ir pasali-
nimas i$§ biotechnologijos pramonei vertingy augaly™ (Nr. N-07010).
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Summary

To evaluate the presence of phytoplasma- and viroid- caused infections in Lithuanian
sweet cherry orchards and to determine possibilities to induce in vitro culture of infected plants as
well as to evaluate the extent of culture infection by pathogens under study, plants were inspected
in various plantations of Alytus, Kaunas, Siauliai and Vilnius districts. Branches of 15 visually
suffering and 5 symptomless sweet cherry trees were collected. Infected trees were identified by
use of molecular techniques and their in vitro culture was induced. One year after inducing
explant cultivation in vitro, phytoplasmal and viroid distribution in microshoots was evaluated
and regularity of distribution of phytoplasmas and viroids in in vitro culture was determined. The
fragments of circular RNA of similar sizes were detected in the samples of the infected trees.
RFLP and sequence analyses of 16S rDNA showed that phytoplasmas detected in sweet sherry
belong to two phytoplasma subgroups, 16SrIlI-T and 16SrI-B of the two phytoplasma groups. It
was found that the plants infected with phytoplasmas or viroids were strongly affected by the
other micro-organisms (bacteria and fungi) as well. The most intensively growing shoots induced
in vitro culture best. The results also showed that induction of in vitro culture partly eliminated
phytoplasmas but, however, did not eliminate viroids. Possibilities to eliminate the pathogens
under study by use of in vitro culture are discussed.

Key words: phytoplasmas, viroids, Prunus avium L., molecular identification, in vitro.
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