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Abelu hlorotiskas lapu plankumainibas virusa
izplatiba plimju stadijumos
Occurrence of Apple Chlorotic Leaf Spot Virus in Plum Orchards

Neda Piipola, Anna Kale, Alina Gospodaryk
Latvijas Valsts Auglkopibas institiits

Abstract. Apple chlorotic leaf spot virus (ACLSV) is one of the most widespread and
economically important fruit tree viruses. It naturally affects many Prunus species, apples
(Malus x domestica Borkh.), pears (Pyrus communis L.) and other Rosacea species. In Latvia,
many apple and pear orchards are highly infected with ACLSV, but occurrence of this virus
in plum orchards is still unknown. To evaluate the occurrence of ACLSV in plum orchards a
large scale survey was carried out in 2008. Totally 491 samples from 21 plum orchards were
collected in five geographic regions of Latvia. Collected samples were tested with two methods:
enzyme-linked immunosorbent assay (DAS ELISA) and reverse transcription polymerase
chain reaction (RT-PCR). Obtained results showed that in plum orchards ACLSV occurrence
is 3.3% (by ELISA) and 10.8% (by RT-PCR). ACLSV is more widespread in Zemgales region
than in other regions. Prunus domestica cultivar ‘Experimentalfdltets Sviskon’ was more
infected with ACLSV than other plum cultivars. This is the first report of the occurrence of
ACLSYV in plum orchards in Latvia.
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Ievads

Abelu hlorotiskas lapu plankumainibas viruss (ACLSV) ir viens no visbiezak
izplatitakajiem auglu koku virusiem visa pasaul€, un tas infic€ ne tikai plimes (Prunus
domestica L.), bet ari citus auglkokus — abeles (Malus x domestica Borkh.), bumbieres (Pyrus
communis L.) un kirSus (Prunus cerasus L.; Prunus avium L.) (Desvignes, 1999). Daudzam
plimju skirném virusa infekcija norit latenti, un tikai ienémigakam Skirném ACLSV izraisa
redzamas infekcijas pazimes. Inficétajiem augiem var novérot hlorotiskus gredzenus, auglu
deformaciju, potzara - potcelma nesaderibu un mizas plaisasanu (Hansen, 1995). Ta ka viruss
izplatas galvenokart ar inficétiem potzariem un vegetativi pavairotiem potcelmiem, tas ir plasi
izplatits intensivajos auglu darzos, kuros izmanto klona potcelmus (Sutic et al., 1999). Latvija
ACLSYV izraisitas auglu koku saslim$anas ir novérotas pirms vairakiem desmitiem gadu, bet
padzilinati p&titas tas ir loti maz (IlIsapridoax, Munteabemn, 1982). 2007. gada Latvijas Valsts
Auglkopibas institlita uzsaktie pirmie pétijumi par auglu koku virusu slimibam un to izplatibu
Latvijas auglu darzos paradija, ka ACLSV ir loti plasi izplatits s€klenkoku stadijumos, kur
65.4% abelu un 32.3% bumbieru ir infic€tas ar $o virusu (Pipola et al., 2011). Lidz $§im Latvija
plimju gredzenplankumainiba diagnosticéta tikai vizuali, tapéc trikst objektivu datu par
virusa izplatibu auglu darzos, kas iegiiti ar laboratorijas metodem. ST p&tijuma mérkis ir noteikt
ACLSV izplatibu plimju stadijumos un izvertét popularako plimju skirnu veselibas stavokli,
ka ari izstradat efektivu diagnostikas metodi virusa noteikSanai Prunus gints augu materiala.

Materiali un metodes

Darzu apsekoSana veikta 2008. gada pavasari. Kopuma apsekota 21 saimnieciba un
genétisko resursu kolekcijas no pieciem Latvijas regioniem. Kopuma ievakts 491 paraugs no
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majas plimém (Prunus domestica L.) un diploidam plim&m, ka arT no apstadijumos esoSajiem
Prunus gints augiem. Katrs paraugs sastav no 10 lapam, kuras ievaktas no viena koka
galvenajiem vainagzariem. Lai ieglitu objektivus rezultatus, katru paraugu analizgja ar divam
laboratorijas metodém Latvijas Valsts Auglkopibas institita Augu patologijas laboratorija.
Sakotngjam ACLSV skriningam izmantots komerciali pieejams DAS ELISA diagnostikas
komplekts (Bioreba AG, Sveice), ar kuru noteica virusspecifisku antigénu klatbiitni augu sula.
Tests veikts saskana ar razotaja noradijumiem, izmainot inkubacijas laiku un temperataru.
Lai paaugstinatu testa jutibu, inkubacijas laiks pagarinats no Cetru stundu inkubacijas pie
+30 °C uz 16 stundam pie +4 °C. Ka pozitiva un negativa kontrole testa veikSanai izmantots
razotaja piegadatais liofilizets augu materials. Imunotesta absorbcija mérita pie 405/492 nm ar
spektrofotometru Asys Expert 96 (Hitech, Austrija).

Ka apstiprinosa diagnostikas metode izmantota reversas transkripcijas polimerazes k&des
reakcija (RT-PKR). Kopgjas RNS ekstrakcijai no ievaktajiem lapu paraugiem ir izmantots
komerciali pieejams RNeasy Plant Mini diagnostikas komplekts (Qiagen, Vacija). Izdalitas
RNS kvalitate un kvantitate novertéta ar spektrofotometru NanoDropR ND-1000 (Thermo
Scientific, ASV). RT-PKR veikSanai izmantots One-Step RT-PCR diagnostikas komplekts
(Qiagen, Vacija). RT-PCR reakcijai izmantoti oligonukleotidu praimeri, kas amplifice 667 bp
garu produktu (Menzel et al., 2002). Ka pozitiva kontrole testa veikSanai izmantoti ELISA
testa pozitivie paraugi. RT-PKR gala produkti noteikti 2% agarozes géla, TAE buferT, krasojot
ar etidija bromidu un vizualiz&jot UV gaisma.

ELISA testa un RT-PKR sakotngjiem datiem veikta aprakstosa statistika ar Excel
pamatprogrammu. ACLSV sastopamiba izteikta procentuali no testéto paraugu skaita.

Rezultati un diskusija

Salidzinot ACLSV izplatibas datus pa Latvijas augludarziem, plimju stadijumos §1 virusa
izplatiba ir salidzinosi zema. ELISA tests uzradija, ka 3.3% no testgtajiem pliimju paraugiem
ir inficeti, savukart RT-PKR, kuru uzskata par vienu no visjutigakajam metodém, paradija,
ka 10.8% no parbaudttajiem kokiem ir inficéti ar So virusu. Visvairak ACLSV bija sastopams
Zemgales regiona, kur 24.8% no parbauditajiem kokiem bija inficéti, savukart Kurzemes
regiona plimju stadijumos $is viruss netika konstatéts (1.tab.).

1. tabula
ACLSY izplatiba Latvijas regionos
Latvijas plano$anas regioni Testéto paraugu skaits Inficéto paraugu skaits %
Kurzeme 52 0.0
Latgale 149 13.4
Riga 121 5.0
Vidzeme 68 2.9
Zemgale 101 24.8
Kopa 491 10.8

Salidzinot ar citam Eiropas valstim, kur nav ieviesta sertificta stadama materiala sist€ma,—
tur 81 virusa izplatiba kaulenkoku stadijumos ir no 20% Iidz 30% (Desvignes, 1999; Kyxapuuk,
2006). Ta ka Latvija plimes parsvara audzg uz s¢klaudzu potcelmiem (Karklins u.c., 2007),
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infekcijas parnese notiek ar zemaku frekvenci, tapec Latvija ACLSV izplatiba nav tik liela, ka
ta ir valstis, kuras izmanto klona potcelmus. Izvertgjot popularako plimju skirnu inficétibu ar
ACLSYV, Zviedrijas skirne ‘Experimentalfiltets Sviskon’ bija vairak inficta ar ACLSV (33.3%)
neka pargjas skirnes, savukart visi parbauditie paraugi no skirném ‘Aleinaja’ un ‘Stanley’, ka
arT Prunus cerasifera s€jeni deva negativu rezultatu ar abam metodém (2.tab.). Ta ka ACLSV
koncentracija augos nepartraukti vari€, pavasarT ta ir augsta, bet vasara, palielinoties apkartgjas
vides temperatiirai, virusa titrs augos pakapeniski samazinas (Fuchs, 1982), tap&c ir loti biitiska
darba izmantoto metozu jutiba.

2. tabula
Pliimju $kirnu inficétiba ar ACLSV

Skirne Testé;i £?;augu Inﬁcj{tg(:i t};a;jugu
‘Aleinaja’ 10 0.0
‘Ave’ 13 7.7
‘Azenas’ 9 222
‘Experimentalfiltets Sviskon’ 21 33.3%
‘Julius’ 13 23.1
‘Kubanskaja Kometa’ 55 7.3
‘Lase’ 20 20.0
‘Mirabelle de Nancy’ 9 22.2
‘Latvijas Dzeltena Olplume’ 26 15.4
‘Perdrigon’ 15 13.3
‘Prince of Wales’ 12 16.7
Prunus cerasifera Ehrh. 9 0.0
‘Skoroplodnaja’ 23 13.0
‘Stanley’ 12 0.0
‘Reine Claude d’Oullins’ 17 11.8
“Victoria’ 43 9.3

*ACLSV konstatéts augstaks inficétibas limenis (> 20.7%) neka citam $kirném

Lai gan $aja darba abas izmantotas metodes ir atras, specifiskas un ar augstu jutibu, ne
vienmer ar ELISA testu iegiitie rezultati apstiprinajas arT ar RT-PKR. Ar abam metodém iegitie
pozitivie rezultati sakrita 87.5% gadijumu (3.tab.).
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3.tabula
Darba izmantoto metoZu salidzinajums
Paraugi ELISA RT-PKR Rezultatu sakritiba %
Pozitivo paraugu skaits 16 53 87.5
Negativo paraugu skaits 475 438 90.3

Virusu noteikSanas iesp&jas ar divam metodém ir ieverojami atSkirigas. Lai gan RT-
PKR vairak kart parspgj ELISA testa jutibu (Kirby et al., 2001), ta var dot arT viltus negativu
rezultatu. Loti svariga ir izdalitas RNS kvalitate, jo auglu koki, it Tpasi pliimes, satur daudz
polisaharidus un polifenolus, kas var inhib&t PKR reakciju (MacKenzie et al., 1997). Parasti ari
PKR izmantotie praimeri ir tik specifiski, ka pat dazu nukleotidu izmainas virusa nuklemskabes
sekvences seciba var izraisit nespecifisku amplifikacijas produktu rasanos (Koenig et al.,
2008). Savukart poliklonalo antivielu pielietoSana ELISA testa nodroSina genétiski variablu
virusa izolatu noteikSanu (Rowhani et al., 1995). Ticamu un precizu virusu izplatibas dati
nevar balstities tikai uz rezultatiem, kas iegliti ar vienu metodi, bet ir nepiecieSams izmantot
dazadu metozu kombinacijas.

Secinajumi
1. Arabelu hlorotisko lapu plankumainibas virusu bija inficéti 10.8% no apsekotajiem plimju
auglkokiem.

2. Skirne ‘Experimentalfiltets Sviskon’ ir bitiski vairak inficgta ar ACLSV neka pargjas
plimju skirnes.

3. Zemgalg ar ACLSV inficéto plimju auglkoku Ipatsvars ir augstaks neka citos Latvijas
regionos.
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