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SUTRUMPINIMU SARASAS

TRV —Tobacco rattle virus

PEBV —Pea early browning virus
PepRSV -Pepper ringspot virus
PMTV — Potato mop-top virus

TMV — Tobacco mosaic virus

vw RNR — Vienvig RNR

dv RNR — Dvivig RNR

EDTA — Etilendiamintetraactaigstis
TEMED — N,N,N’'N’ — tetrametiletilendiaminas
ME — Merkapto etanolis

ORF — Atviro skaitymoémelis

NCR — Nekoduojanti sritis

SgRNR — SubgenomirRNR

CP — Apvalkalo baltymas

ELISA - Imunofermentia analiz (enzyme linked immunosorbent assay)

CsTFA - Cezio trifluoracetatas

DIECA - Natrio dietilditiokarbamatas

PVP - Polivinilpirolidonas

Tris - 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis
UA — Uranilacetatas

RdRp — Nuo RNR priklausoma RNR polimesaz
TGB - Trigubas ganblokas

CRP - Cisteinu turtingas baltymas

EM — Elektroniré mikroskopija

MM — Mineralinés medziagos



IVADAS

Tabako garbanotosios dryZlgy virusas Tobacco rattle virusTRV) ir bulviy virSinés
kuokstiSkumo virusasPtato mop-top virusPMTV) — tai labai pana$ dirvozemiu plintantys
virusai. Abu jie yra vwRNR+TogaviridaeSeimos virusai. TRV priklausdobravirus gertiai,
kurioje taip pat yra zirmi ankstyvojo parudavimo virusaPda early browning viruysPEBV).
Tobravirusus platinal'richodoridae Seimos nematodai. PMTV priklauséomovirus gertiai,
kurioje be PMTV yra ir kiti dirvozemyje gyvend&m gryby platinami virusai:Beet soil-born
virus, Beet virus QBroad bean necrosis viru®irvoZzemiu plintantys virusai padaro daug Zalos
ivairioms kultiroms, sumazinayj derliy, suprastina jo kokyh tocl yra labai svarbu surasti
efektyvius su Siais patogenais kovos kelius lneus.

PMTYV labai pl&iai pasaulyje papks virusas. Tai lazdés formos, vienvig RNR turintis
virusas. Kovos priema@s su PMTV virusu yra nepakankamos ir neefektyvieBITV gana
greitai plinta indikatoriniuose augaluose. Taip paanoma, kad jo plitimo greitis galitt
spartus ir nairaliame Seimininke — budye (Solanum tuberosuin).

Siuo metu vienas i§ pagrindipitiksly — sustabdyti PMTV greit plitima. Plitimo
sustabdymui gali pati kova su viruso vektoriumi (perngg). Tod:l Siame darbe didelis
démesys buvo skiriamas viruso vektoriuiSpongospora subterrandg&Vallr.) Lagerh — kuris
pats yra rimtas bulyi patogenas, sukeliantis §agavidalo miltlig; bulvéese (Makarainen ir kt.,
1994). Darbe buvo siekiama kuo daugiau iSsiaiSldndi vektoriaus biology, gyvybiSkuna,
produktyvum bei infektyvum.

PMTV bulviy gumbuose sukelia tokius pazeidimus kaip rudas ekratines édmes,
Ziedus, lankus. k#au vizualiai nustatyti, ar tai yraatent Sis miitas virusas, yra sgtinga, nes
analogiskus simptomus sukelia ir kitas Siame d&ybaéjamas virusas Fobacco rattle virus
Tai taip pat dirvoZzemiu plintantis virusas, kuriskfauso Tobravirus gertiai. Tai lazdets
pavidalo su kanalu viduje virusas, kuris yra plathmasParatrichodorusar Trichodorusgentims
priklausagiy nematod.

PMTV ir TRV morfologiny savybi; tyrimui bei identifikacijai buvo naudojanivairas
tyrimo metodai (EM, ELISA, AT-PGR, vieno Zingsnid GR, IC-AT-PGR).

Darbas buvo atliktas Botanikos Instituto Fitovifudaboratorijoje, bei Aarhus
Universitete Zerss @ikio moksly fakultete Augal apsaugos departmente Danijoje (Aarhus
University, Faculty of Agricultural Science, Depraent of Plant Pathology).

Darbo vadovai: habil. dr. J. B. Staniulis ir d6teen Lykke Nielsen



Darbo tikslas: iSskirti, identifikuotiir palyginti biologinesdviejy dirvozemiu plintagiy
virusy savybes.
Uzdaviniai:
o nustatyti TRV ir PMTV virug augai; Seimininky spekts bei pazeidziamp augal
budingus simptomus;
o identifikuoti virusus ELISA bei keliais skirtingaBGR metodais. Palyginti Siuos
metodus bei nustatyti, kuris i§ yra efektyvesnis ir jautresnis kiekvienam virusui;
o isgryninti TRV, nustatyti jo morfologines savybesi palyginti gautus rezultatus
su literatiroje pateiktais duomenimis;
o nustatyti PMTV plitimo greitskirtinguose indikatoriniuose augaluose ir nugtaty
jo vektoriaus —Spongospora subterrangaosporangi produkavimo trukng;



|. LITERAT UROS APZVALGA

1.1 AUGAL U VIRUSAI
Virusai — tai obligatiniaidsteks parazitai, kurie turi pagrindines gyerganizny savybes:
1. sudaryti iS baltym, nukleofigiy, lipidy ir angliavandeni;
2. pateksijam tinkam Seimininky, virusas gali daugintis;
3. o sucktyje randama nuo vieno iki kelSimty geny.

Taip pat virusai pasizymi sav§imis, kadingomis negyvam organizmui: jie galiatb

kristalizuojami, neturi savo medziagpykaitos.

Virusai turi tik vienos #Sies nukleargsi: RNR arba DNR. Jie neturi uzkoduotos
informacijos apie baltym sintezs mechanizmus, tétjie visiSkai priklauso nuo Seimininko.
Taigi, viena iS svarbiausivirusy funkcijy - uzkesti naujas dsteles ir iSksti nepalankias

salygas, kurip nepakeliadstek — Seiminink.

Virusai susideda iS baltymupidaleliy — kapsids ir vidinés Serdies, kuri sudaryta isS
nukleomgsties ir Siek tiek (dazniau 1 — 5 % viso kiekiaJtpmy, kuriy dauguma reikalingi vos

tik virusui jsiskverbug lastek.

Pats stabiliausias viruso komponentas — nuliggirs. NukleofigStis sudaro nuo 1 % iki
46 % viruso mass, ir gali lti dvieju tipu: DNR arba RNR. Kad DNR ir RNR yra atitinkam
virusy genetig medziaga, patvirtino Frenkelis — Konratas (Frark€lonrat ir Singer, 1957).

Virusy grupes pagal genetinmedziag:

1) DNR virusai. Nukleargstis gali laiti: dvivija (dv) ir vienvija (vv);
2) RNR virusai (dauguma augalirusy). Jie lina:
= vienvija RNR turintys virusai. Pagal replikagijir transkripcip
skirstoma:
a) plius grandigs — transliacija vyksta tiesiogiai;
b) minus grandids — transliacija tiesiogiai nevyksta. Pirmiausia
turi biti sintetinama plius grandén
= dvivija RNR turintys virusai (Matthews, 1992).
Augaly virusuose mazdaug 90 % vyrauja RNR virusai, da&iga aptinkama vwvRNR.
Yra identifikuota keletas virug kuriy pagrindirt genetit medziaga yra DNR, bet yra randamas
ir nedidelis kiekis RNR. 1 lentgk yra pateiktas virus paplitimas pagal turim genetir

medziag.



1 lentek. Virusy pasiskirstymas pagal genarfzaitlin ir kt., 1987).

Virusy skaicius Virusy kiekis procentais
Plius vwwRNR ((+) vwwRNR) 484 76,6
Minus vwRNR ((-) wRNR) 82 13,0
dvRNR 27 4,3
dvDNR 26 4,1
dvDNR 13 2,0

Daugelis virug, kurie turi vwRNR turi specifines sekas 3’ (pokeuilinj trakia; i tRNR
pana$ strukfira) ir 5’ (kepuglé) galuose.

5 kepuré. Ji skiriasi tarp virus, nes kai kurie komponentagma metilinti. Si strukfirg
turi tobravirusai, tobamovirusai, bromovirusai,roavirusai, furovirusai bei potexvirusai.

3’ poly A traktas. Poliadenilinta seka buvo identifikuota kai kurs@oaugal virusuose,
kurie turi RNR. Sio trakto ilgis gali varijuoti. RgzdZiui, Clover yellow potexviruRNR poly A
trakto ilgis yra 75-100 A liekap o Cowpea mosaic comovir€PMV) — 25-170.

RNR virusai turi RNR polimeraz kuri yra koduojama nuo didel viruso genomo dalies,
todkl RNR pati viena gali infekuotiabtek ir vykdyti savireplikacij.

Daugiausiai augal virusai turi genorp sudaryq iS vwRNR. Virusuose, kuriuose
aptinkamas tokio tipo genomas, pasitaiko, kad @eldsguaninas aptinkamas poroje su citozinu
ar adeninas su uracilu. Daugelis virusodo labai didél nukrypima nuo bazi pom

susiformavimo taisyks.

1.2 TOBRA GENTIES VIRUSAI

Tai (+) WRNR turintys augal virusai. Siai grupei priklauso tikirys virusai: Tabako
garbanotosios dryZlig virusas Tobacco rattle virus TRV), Pea — early browning virus
(PEBV), Pepper ringspot virugPepRSV). Tobravirusai yra labai skirtingi. Jiriglsi vienas
nuo Kkito Seimininkais, serologimis savylmis ir galimylemis suformuoti jvairius

pseudorekombinantinius izoliatus (MacFarlane ir X899).

1.2.1 Tobravirusy genomo strukiira

Daugumos tobravirusgenomas suskirstytassegmentus. Kiekvienas genomo segmentas

turi 5" metil guanozino kepgrir 3’ { tRNR panasi strukiira (Lubica, 2003).



Tobravirusai turi (+) vvRNR genog sudaryd iS dviey segment. TRV buvo pirmasis
virusas, kur tyringjant buvo nustatyta, kad genomas sudarytas i§ Kelliy. TRV turi dvejopas
daleles. RNR, esanti ilgege daletje, gali replikuotis viena, bet negali suformuoti viinig
daleliy. Trumpesgje daletje RNR negali iS viso replikuotis. Buvo nustatykad ilgoji daleé
koduoja fermenid, kuris yra reikalingas viruso RNR replikacijai.

RNR-1.TRV ir kity tobraviruss RNR-1 yra 6791 nt ilgio. Ji turi 4 atvirus skaitym
rémelius (ORF):

1. OREF, koduojantis 134 kDa baltyn
2. ORF, koduojantis 194 kDa baltgm
3. ORF, koduojantis 29 kDa baltyn
4. ORF, koduojantis 16 kDa baltym

Tarp 194 kDa ir 29 kDa skaitym@meliy yra randamas vienas intergeninis regionas. 3’
gale yra nekoduojanti sritis, kurios ilgis 255 nt.

RNR-1 negali bti aminoacitilinta, nes tuiitRNR panasi strukiira 3’ gale.

RNR-2. Tobravirusai skiriasi nuo kitvirusy savo RNR-2 dideliu variabilumu. RNR-2
dydis varijuoja ne tik tarp @& tobravirug, bet ir tarp gimining virusy. Ji varijuoja
tobravirusuose nuo 1800 nt iki 4000 nt. TRV kami&®G 3’ gale 497 nt yra identiSki RNR-1
3’ galui. Dalis ORF, kuri koduoja 16 kDa baltyntaip pat yra aptinkama RNR-2 3’ gale, kuri
yra atsakinga uz apvalkalo baltymo kodayinRNR-2 TRV TCM kamiene turi ORF,
koduojani 29 kDa baltym, kuris rera panasus nei viera gera RNR-1 ar RNR-2. RNR-2 5’
galas turi 8 AUG kodonus.

Tobravirus judéjimo baltymas yra 29 kDa dydzio. Jis yra giminingabamovirug 30
kDa juctjimo baltymui. Buvo iSaiskinta, kad jéimo mechanizmas i&isteks i lastek yra labai
panasSus. Virusai juda i&dteks i lastek, kai dar gra apvalkalo baltymo. Viruso jgfimo
baltymas susijungia su viruso nuklagstimi ir suformuoja ribonukleoproteino komplak&uris
transportuoja virugper plazmodezm; gretim lastek (Lubica, 2003).

PEBV baltymus koduojantis 4 ORF yra maZesni nei TRAbiejuose virusuose Kkai
kuriuose baltymuose yra aptinkami 2 kartus pasikantis motyvas — cisteinas/histidinas.
Tobravirusuose yra identifikuotas genas, kuris pkomja “cinko pirsy” baltyma. Kai kuriuose
TRV izoliatuose (PSG, SYM ir TCM) buvo rastas kawsd¢yvus cinko pir§t motyvas
(Sudarshana ir Berger, 1998).

TRV apvalkalo baltymas gali suformuoti stabiliusegatus.

Tobravirug 2b baltymas yra jungi&ioji dalis tarp viruso pavirSiaus dalelir vektoriaus

nematodo burnos dalies. (Vassilakos, 2001).



RNR-2 rekombinacija. Visuy izoliaty RNR-1 ir RNR-2 turi identisk sela 3’ gale
nekoduojamajame regione. Daugelio tobrawirtBNR-2 yra rekombinantin ir turi tiek
koduojamas, tiek nekoduojamas sekas 3’ gale. Siekoss yra gautos i§ RNR-1.
Rekombinantiniai regionai galiaki ilgesni nei 1 kb. Jie gali koduoti vsar tik dal RNR-1
gen;. Rekombinacija gali vykti tarp dvigjskirtingy tobravirus.. Pavyzdziui, Nyderlanduose
viename lauke, kuriame augo swo@iai augalai, buvo aptikta 30 % taokitobravirus
(TRV/PEBV rekombinantai) (MacFarlane, 1999).

Buvo pastebta, kad kai kurie TRV izoliatai turi sutrurgjpisih RNR-2. Ji praranda
nedidet savo dal kai virusas yra perneSamas mechaninidub Manoma, kad tai Di RNR arba
defektie RNR. Tai defektiniai interferuojantys virusai. TokeisSkinys gana daznai aptinkamas
tarp RNR turigiy augat virusy (Hernandez ir kt., 1996).

Nekoduojamas regionas aptinkamas ir RNR-2 5’ dalds varijuoja nuo 470 iki 710 nt
ilgio skirtinguose tobravirusuose.

Kai kuriuose TRV kamienuose yra identifikuota sulbgaine RNR (sgRNR), kuri gali it
sudaryta 1S 3 daji RNR-3, RNR—-4 ir RNR-5. Daugiausiai zinoma apieRRN, kurios ilgis
siekia 1,6 kb. Ji atsakinga uz 30 kDa baltymo gintitoje literatiroje teigiama, kad Sis
baltymas priklauso RNR-1 arba RNR-2 (Cornelisséa. jr1986). Tobravirusai sintetina sgRNR,
kuri yra transliuojama skirtingus viruso baltymus (Cornelissen ir kt.369 Seka GCAUA yra
dalis subgenominio promotoriaus, kuri randama dsyejetobravirug ORF. Daznai jis
aptinkamas ,stiebas — kilpa“ striikbje. ORF 1 randamas 586 nt — 614 nt pozicijoje FQR-
1461 nt — 1465 nt, ORF Zra visai randama. Tarp uSdviejy ORF yra aptinkamas intergeninis
regionas (Uhde ir kt., 1998).

1.2.2 Tabako garbanotosios dryzligs viruso savylés

MORFOLOGIJA. Tabako garbanotosios dryalgyvirusas priklausd@obravirusgertiai.
Tai lazdets formos virionas, neturintis lipidinio apvalkaldukleokapsid tiesi ir lygi. Viruso
ilgis varijuoja priklausomai nuo izoliato. Daznigaigasitaiko dviej dydziy dalebs:

e —180 - 215 nm;
¢S —46—-115nm.
Viriono centre yra matomas kanalas, kurio diametras 5 nm. TRV bdinga spiralig
simetrija.
Jis stabilus pkiame pH intervale. TRV atsparus daugeliui organtirpikliy, bet jautriai

reaguoja su medziagomis, kuriose yra EDTA (Faugret, 2005).



BALTYMAI IR LIPIDAI.  Viriono sudttyje aptinkama 0 % lipig, tatiau baltymy kiekis
sudaro net iki 95 %. Yra identifikuotas vienas ktfiinis baltymas — tai kapsid baltymas. Jo
dydis varijuoja nuo 21 kDa iki 23 kDa (Bergh ir,kL985). Virusas koduoja ir nestrakinius
baltymus. Si baltymy dydis labaijvairus. Baltymai varijuoja skirtinguose TRV izolimse. 4
funkcijos yrajvairios: dalyvauja replikacijoje, viruso perneSimadulasteliniame transporte.
Dauguma baltymp savo suétyje turi cisteino-histidino motyvus, Zn prijungi&nos motyvus.
Visi baltymai turi bazidmis amino @igstimis turting C gah (Lui ir kt., 2002).

GENOMAS. TRV genomas sudarytas iS dwvieyiengrands linijinés RNR segment
Sios RNR yra inkapsuliuotgskelias 190 ir 45 — 115 nm ilgio spiralines dalelsikleotigstis
virione sudaro 5 % visos mis Baziy pasiskirstymas virusifie RNR daledje (Faugnet C. M. ir
kt., 2005):

e Guaninas (G)—24 — 25 %;
e Adeninas (A) — 26 — 29 %;
e Citozinas (C) — 17 — 18 %;
e Uracilas (U) — 29 — 32 %.
TRV buna 2 tim (Robinson, 1992):
v M — susideda iS 2 RNR ;
v MN — turi tik RNR-1.

M tipo virusams bdinga tai, kad Sio viruso infekuoti augalai nergdkiu pakitimy,
simptomy, tatiau augaluose galidi nustatoma didél viruso koncentracija. Sio viruso sukelti
bulviy paZeidimai buvo rasti Nyderlanduose, Belgijoje,edjoje, DidZiojoje Britanijoje,
Vokietijoje (Robin, 2004).

NM tipo viruso pagrindinis bruozas - virusas nefgati perduodamas nematpgagalba.
Sio tipo virusai yra praradRNR-2 ir neprodukuoja apvalkalo baltyma:l Bios prieZasties TRV
yra sunku identifikuoti imunodiagnostiniais metagailaip pat NM izoliatai neprodukuoja
virusiniy dalely, tatiau dalyvauja infekcijoje, replikacijoje, viruso npesSime ir simptonp
ekspresijoje (Kawchuk ir kt., 1996).

1.2.3 TRV genomas, koduojami baltymai

TRV turi 2 RNR tipus: RNR-1 ir RNR-2. Viruso susigime yra reikalingos abi RNR.
RNR-1. RNR-1 koduoja 4 nestrukinius baltymus:
e 134 kDabaltymas, kuris baigiasi opal stop kodond 9% kDabaltymas. Abu

Sie baltymai dalyvauja replikacijoje;



e 29 kDabaltymas (P1la) dalyvauja viruso vidsileliniame transporte;
e 16 kDa(P1b) yra potranskripcinis gemutildymo supresorius (Robin, 2004).
RNR-1 yra dideshir konservatyveshnei RNR-2, turi konservatyyigen; organizaci.

RNR-1 (6500 nt) susideda i$ 4 ORF (Hernandez.jrli&96). 1 ir 2 ORF koduoja baltymus,
kuriy molekuliress mass yra134 kDair 194 kDa (Liu ir kt., 2002). Sie abu produktai yra
ekspresuojami tiesiogiai nuo genosnRNR. Jie dalyvauja virusia RNR replikacijoje.
DidZiausias ORF turi polimerazinius, helikaziniwa netil transferazinius domenus (Crosslin ir
kt., 2003). Treéiasis ORF koduoj29 kDa baltyma, kuris yra atsakingas uz viruso fjidha iS
lasteks | lastek. Ketvirtasis ORF koduoja cisteinu turting6é kDa baltyrma (Liu ir kt., 2002). Sis

baltymas yra koduojamas nuo viruso genomo 3’ dalbica, 2003).

134 kDa 194 kDa 29 kDa 16 kDa

RNAT L | e

1 pav. TRV PpK20 kamieno RNR — 1 struké (MacFarlane, 2003).

1 ORF baigiasi ties 609 nt. 2 ORF prasideda koddhG 846 nt ir baigiasi 1604 nt, tai
atitinka 252 aminoag&iu polipepetid. 3 ORF prasideda nuo metionino (ATG) kodono 1629 n
pozicijoje ir koduoja baltymy sudaryq i$ 141 amino #g&iy. Sis atviro skaitymo émelis
baigiasi ties 2054 nt.

Replikaziy genai RNR-1 5 proksimaliniai genai koduoja 134 kDatiada, kuris turi
amino Gg&iy motyw, panadi i metiltransferazj ir helikaziy baltymus. Pirmame skaitymo
remelyje yra helikags genas ir genas, kuris koduoja baljyrmpanasg i nuo RNR priklausom
RNR polimeraz (RdRp).In vitro buvo atlikti transliacijos eksperimentai, kurierpade, kad Sis
genas yra ekspresuojamas nuo Vviso ilgio genésriRNR—1. Transliacija vykdoma per helikaz
geno terminalipnkodory (helikazs transliacijos terminacijos kodonas yra UGA (opdbvarky
vaidmen Sioje srityje atlieka susitelkusios triptofanaisteino liekanos. Replikazra 194 kDa
dydzio, varijuoja priklausomai nuo skirtinglrRV izoliaty. Pilnas helikagzs/RNR polimerags
(replikazs) genas uzima apie 75 % visos RNR-1 (MacFarle89)1

Su judéjimu susije¢ baltymai. RNR-1 polimerazs genas koduoja 29 kDa baltynkuris
reikalingas viruso pernesimui igsteks i lastek. Sis baltymas vadinamas gjigno baltymu.

Cisteinu turtingas genas.RNR-1 3’ gale esantis proksimalinis genas kodudjakDa
baltyma. Sio baltymo N galas yra turtingas cisteinu, o &egrandama tik keletas cistgin
Cisteinais turtingi baltymai yra koduojami daugehogal; virusy. Jie svarbs viruso gen

ekspresijoje ir plitimui peréklas (MacFarlane, 1999).
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Manoma, kad viruso infektyvumui didgsvaidmeri vaidina RNR—1. Sis procesas sessij
su infekcijos sull¢jo replikacija. RNR-2 vienaéna infektyvi, bet kada inokuliate ji atsiduria
kartu su RNR-1, prasideda dvjejaleliy produkcija. RNR-1 gali infekuoti augaihesant RNR—
2 (Hernandez ir kt., 1996). Tada ji sukelia neddimgs infekcijas — NM tipo virusas. Siuo
atveju virusires dale¢s nesusidaro. Daugyliis M tipo infekcijos sukeliamos, kai genome yra
randamos abi RNRigys. Siuo atveju TRV virusés daleés susidaro.

RNR-1 5’ gale randama nekoduojanti sritis (NCRY);i kwa 202 nt dydzio (MacFarlane,
1999). Ji yra gana identiSka tarp TRV izalia44 — 46 %). Nekoduoj&ioje srityje yra
randamos tiesiogiis pasikartojagios sekos, kurios sudarytos i 22 nt. Sios sekas yr
aptinkamos ir RNR-2. Abiejose TRV RNR-1 ir RNR-2d#lle NCR panasumas siekia 73 %
lyginant su PEBV viruso NCR (MacFarlane, 1999).

RNR-1 pagrindias funkcijos (Carmen ir kt., 1996, MacFarlane, 1999)

e turi svarba informacip, reikalinga RNR replikacijai;

e yrareikalinga viruso jugimui i$ lasteks lastek;

e kaupia informaciy apie RNR-2 koduojamus kap&sbaltymus;
¢ indukuoja replikag, kuri dalyvauja RNR-2 replikacijoje;

e atsakinga uz abiejRNR inkapsidacyj.

RNR-2. RNR-2 koduoja strulitini baltym ir 2 nestrukiirinius baltymus (P2b ir P2c).
P2b ir P2c yra reikalingi viruso perneSimui. Atl&kunibridizacij, buvo nustatyta, kad TRV
RNR-2 labai mazai panasiRNR-1 savo nukleotidseka. RNR-2 3’ galas yra homologiSkas
RNR—-1 mazdaug nuo 400 nt iki 1100 nt ilgio (Mackad, 1999). Sis ilgis taipogi priklauso nuo
TRV kamieno.

RNR-2 uracilo nukleotidas sudaro didziaugrocentie dal Sioje nukleofigStyje. 2

lentekje yra pateikti duomenys apie nukleatidoasiskirstylm RNR-2, atviro skaitymo
rémeliuose bei kodono ttmje padtyje.

2 lentek. Nukleotidy santykis RNR — 2 (Bergh ir kt., 1985)

U% C% A% G%

TRV RNR-2 32 18 26 24

ORF 29 23 23 25

Kodono 3-igji 42 16 18 25
padétis

RNR-2 ilgis varijuoja nuo 1800 nt iki 4000 nt, daksomai nuo skirting TRV izoliaty.

Variabilumas priklauso nuo RNR-2 koduojamo 2 gepectiniy sek; ir nuo RNR-1 3’ gale
esardiy sek;.

RNR — 2 atsakinga uz 3 baltyrkodaviny:
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e apvalkalo baltym (CP), kurio molekuliad mas 23 kDa,;
e 2b (molekulit mas 40 kDa). Buvo nustatyta, kaditent 2b baltymai dalyvauja
viruso pernesime;

e 2c (molekulit mag 32,8 kDa) (MacFarlane ir kt., 1999).

S b I

2 pav. TRV PpK20 kamieno RNR — 2 striila (MacFarlane, 2003).

CP genas yra proksimalinis RNR-2 5’ genas. dia transliuojamas nuo genoraimRNR,
tatiau transkribuojamas nuo sgRNR, &dkad 5 gale nekoduojamojoje srityje yra 7
transliacijos iniciacijos kodonai (AUG). Buvo iSdimaota CP geno sgRNR. Sios sgRNR
promotorius gali tusti stiebas — kilpa strukta. sgRNR yra konservatyvi dydziu, bet ne
strukiira. Ji yra lokalizuota iSkart po motyvo GCAUA, kurlalis (AUA) yra sgRNR 5’ galas.
Mutagenezs eksperimentu buvo nustatyta, kad skt stiebas — kilpa yra svarbi CP
ekspresijai. Kita strukta — GCAUU (panaSus motyvas) — yra aptinkama dgjegétNR—2
koduojamy geny. Yra manoma, kad Sie genai taipogi yra ekspresuojao sgRNR. Té&au Si
hipotez dar rera patvirtinta (MacFarlane, 1999).

Apvalkalo baltymo C galas yra didelis. Jis yra labaunogenisSkas. Manoma, kadtbnt Si
dalis yra atpaitama viruso vektagiir vaidina svarh vaidmen TRV perneSimui. Tobravirus
CP geno C gale, esantis domenas tarp 20 ir 30 amig&iy, pasizymi didziausiu
antigeniskumu (MacFarlane, 2003). Sis domenassgadikauti su kitais viruso ar net nematodo
faktoriais, @&l to palengvina bei pagerina viruso pernesifBuvo nustatyta, kad nestrakiniai
genai, kurie lokalizuoti RNR-2, dalyvauja virusorpeSimo procese. Kai kurie izoliatai (TRV
PpK20) yra silpnai perneSami, manoma, kad tai ysiiessu 15 aminoitg&iy delecija CP geno
C gale, tdiau delecija 2c gene netitakos viruso perneSimui ar infekcijai (MacFarla@@03).
RNR-2 baltymo C galas yra maziau konservatyvudNngalas.

Daugelis TRV kapsigs baltymo karboksiliniame gale iS 7 galiramino ng&iu 5 yra
prolinas. Kapsiés baltymo dydis yra mazdaug 23 000 Da (Bergh jrla85).

2b geno koduojami baltymai tarp tobraviguga homologiski 45 %, o 2c geno baltymas —
9 % (MacFarlane, 2003). 2b geno baltymas svarbusiywperneSimui nematodais (MacFarlane
ir kt., 1999).
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Kai kurie TRV izoliatai RNR-2 3’ gale turi 16 kDaaltymo geno da gaut iS RNR-1.
Sio baltymo sinteg nutraukia UGA — stop kodonas, o izoliate PSGkadory iSstumia AAA
kodonas (Uhde ir kt., 1998).

RNR-2 3’ galo 140 terminalininukleotid; sudaro panasii tRNR struktira, kuri turi 2
plauky segtuko kilpas ir pseudomazgTRV RNR-2 gali [ti adenilinta 3’ gale. Té@au
skirtingai nuo daugelio augalvirusy Si struktira panaSii tRNR negali [ati aminoacilinta
(MacFarlane, 1999).

RNR-2 5 gale randama kepi¢, o RNR-1 keputié dar rera aptikta. Poly A regionas
néra aptinktas abiejuose RNR tipuose. TRV 3 galak tRNR-1, tiek ir RNR-2 dra

poliadenilintas ir aminoacilintas.

RNR-2 709 nt 5’ gale yra nekoduojama sritis. 115 &6 nt regionas — tai konservatyvus
regionas, kuris aptinkamas daugelyje izali@ghde ir kt., 1998).

Kai kuriuose TRV izoliatuose buvo aptiktas ORF,iguatsakingas uz 9 kDa koduojam
baltymy. Sis ORF aptinkamas tarp ORF, kodugjarCP ir ORF, koduojatfio 29 kDa baltym.
Kai kuriuose izoliatuose Sis ORF galitbpamestas (Henze ir kt., 2000).

1.2.4 TRV augalai-Seimininkai, paplitimas, identifikacija

AUGALAI — SEIMININKAL. SIMPTOMAIL. Natiraliomis glygomis TRV gali
infekuoti daugiau kaip 100 augataSiy, jskaitant ir svarbius kultinius augalus, tokius kaip
bulves, tabak kardelius, tulpes, cukrinius runkelius, pipiriisip pat infekuoja apie 400 augal
raSiy laboratorigmis slygomis (Dale ir kt., 2004). Sis virusas sukélairias ligas, kurios turi
dideli poveik ekonomikai. Bulése Sis virusas sukelia gyspazeidimus ifvairius pakitimus.
Kartais TRV sukelia stiebo pakitimus — stiebas tardpnétas (Dale ir kt., 2000).

Atlikus tyrimus, buvo palygintograirios medziagos svaikr TRV infekuoty; augal;. Gauti
rezultatai pateikti 3 lentgle (Dale ir kt., 2000).

3 lentek. Ivairiy medziag palyginimas sveikuose ir TRV infekuotuose augatu@3ale ir kt., 2000)

Sveikas augalas TRV infekuotas augalas
Drégnumas (%) 21,77 18,85
Gliukoze (mg/100g FDM) 2,79 2,44
Fruktoz (mg/100g FDM) 0,85 0,87
Sacharog (mg/100g FDM) 0,42 0,56
Glikoalkoloidai (mg/100g FDM) 26,7 17,4

FDM = mg/100g sauso organinio svorio
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Infekuotuose augaluose sachazkiekis padidja. Yra manoma, kad cukraus
metabolizmas vaidina svarbvaidmern augali programuotoje asteks Zityje. Pasikeitusi
sacharogs koncentracija TRV infekuotuose augaluose gali busijusi su apsisaugojimu nuo
infekcijos ir su pasikeitimais karbohiduagintezje (Dale ir kt., 2000).

Viruso sukeltisimptomai augaluose varijuoja priklausomai nuo sezon

Diagnostirgs msSys

Chenopodium amaranticolor, C. quinoa, Cucumis sativ nekrotires ir chlorotires
vietinés Zaizdos. TRV sukelia vietines nekrotines Zaiadakuliuotame indikatoriniame augale
C. quinoa Simptomai pasirodo péms 4 dienom po inokiuliacijos. Visas augalas gali
nekrdizuoti prajus mazdaug 1 ar 2 savarts po uzkétimo (Mumford ir kt., 2000).

Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Vicia fabanekrotires vietines pazaidos, daznai
pasitaiko besimptominfekcija.

Nicotiana tabacum -sistemir nekroz, ZiediSkasis émétumas, margumas.

Virusui jautfis augalai SeimininkaiAmaranthus caudatus, Beta vulgar{Shenopodium

amaranticolor C. album C. quinoa Cucumis sativus, Narcissus pseudonarcissus, Iditati
benthamiana N. clevelandii N. glutinosa N. rusticg N. sylvestris N. tabacum Phaseolus

vulgaris, Stellaria mediaTrifolium repens Vicia faba.

Nejautiis augalai SeimininkaCitrus medica, Fragaria vesca, Zea mays, Daturéeme

Seimos, kurias infekuoja TR\VAmaranthacea€3), Apocynaceagl), Boraginaceag1),

Campanulaceadl), Chenopodiacea€6), Cruciferae(7), Cucurbitaceag(3), Hyacinthaceae

(1), Leguminosae-Papilionoidedé1l), Liliaceae(1), Linaceag(l), Solanaceadl6).

GEOGRAFINIS PAPLITIMAS. Pl&tiai papliks visoje Euroazijoje, Amerikoje,
Naujojoje Zelandijoje, Australijoje (Cooper ir Ashd&988).

PERNESIMAS. Virusas plinta mechaniskai inokuliuojant, skieptjatatiau labiausiai Sis
virusas plinta vekton pagalba. Juos platina nematod@ératrichodorus allius, P. anemones, P.
christiei, P. nanus, P. pachydermus, P. teres, hiaitorus minor, T. primitivus, T. viruliferus.

Kiekvienas izoliatas yra perneSamas tam tikro vektis (Visser ir Bol, 1999).

PerneSimo procesui labai svarbi yra viruso ir velites tarpusavioaseika. Turi kiti tam
tikras gveikos specifiSkumas, kad vignirusa gakty pernesti keli nematodai arba kad skirtingi
viruso izoliatai gaity dalintis tais pé&ais vektoriais. Buvo atrasta koreliacija tarp &lrus;
izoliaty ir ju vektoriy — nematod. Tai yra specifinis segmentas, katpazsta nematodas (Visser
ir Bol, 1999). Atlikus magnetinbranduolin rezonang, buvo nustatytas mobilus segmentas,
lokalizuotas apvalkalo baltymo subvienete C gal@teBt § mobily elemend ir atpaista

vektorius. Sio elemento pagrindifiunkcija — dalyvauti viruso pernedime vektoriawyalba.
14



Yra iSkelta hipote kad tobravirug perneSimui yra reikalingi pagalbiniai baltymai, rieu
aptinkamas infekuoto augalo lapuose arba Saknyséaflym, ekspresija koreliuoja su CP geno
ekspresija. Sie baltymaaweikauja su specifine vieta nematodo stefjep{Visser ir Bol, 1999).
GIMININGUMAS. Analizuojant skirtingus TRV izoliatus buvo neébtas filogenetinis
medis pagal kapstd baltymo aminoag&iy sek. Sis filogenetinis medis pateiktas 3 paveiksle.
Buvo nustatyta, kad kai kurie izoliatai, kaip TRVR® yra labiau giminingi kitiems
tobravirusams (PEBV-TCP56 ir PEBV-SP5 bei PepRSMWM}Aei to paties TRV izoliatams

(Sudarshana ir Berger, 1998).
PEBY-TCP:E
ma[
PEBV-5PS

TRV-TCM

TRV-ORY

PapRSV-CAM

TRV-PLE/PSG

TRV-PAN

TRY-PPK20

TMV

3 pav.Tobravirug filogenetinis medis pagal kapsi&lbaltymo analig (Sudarshana ir Berger, 1998).

TRV ORY yra kur kas giminingegnTobacco mosaic virugTMV) nei kitiems TRV
izoliatams. Pagal jSfilogenetin med nustatyta, kad tobravirusai sudaro du filogenesini
klasterius pagal kapsid baltymy. TRV — ORY jeinaj viem klaster kartu su PepRSV, TRV-
CAM ir PEBV. TRV izoliatai: PPK20, PSG ir PRN yréogenetisSkai skirtingi lyginant su kitais

tobravirus izoliatais. Sie izoliatai suformuoja atsksubgrug (Sudarshana ir Berger, 1998).

IDENTIFIKAVIMAS. Serologiniais metodais (tokiais kaip ELISA) neadaimanoma
nustatyti TRV. Manoma, kad tai yra swsgel neapvilktos viruso RNR molekés, t.y. tiksta
viruso apvalkalo baltymo. Kadangi Sio baltyméray serologiniai metodai duos neigiam

rezultat, nes Sie metodai yra paremiitént apvalkalo baltymo serologija.
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NukleorigStimis paremti metodai (tokie kaip hibridizacij@i lPGR) taipogi simptom
pasireiSkimais ant indikatoripiaugal; galima ity pasinaudoti, siekiant atskirti bulyvirsinés
kuokstiSkumo virug (Potato mop-top viruPMTV) nuo TRV.

1.3 POMOVIRUSAI

Pomovirusgentis turi daug (mazdaug 180) viqusiSiy. Ju genomas sudarytas iS VWRNR
molekuks, kurios dydis yra apie 10 kb. Ji yra transliuggainpolipeptidi, kuris proteolitiSkai
apdorojamas tnj viruso koduojam proteinaziy. Gali susidaryti iki 10 baltym kuriy dauguma
yra multifunkciniai. Vienas i$ toki baltymy yra pagalbinio komponento proteiga@C-Pro),
kuri apsaugo save nuo Kitvirusiniy polipeptid,. Zinoma, kad ji dalyvauja RNR nutildymo
supresijoje, genomo replikacijoje, viruso $jiche ir viruso perneSime vektarpagalba.

Kapsics dydis apie 22 kDa. Tai RNR virusai. Viriono sket® dazniausiaiina 20 nm.
Aptinkami dviejy ilgiu. llgis svyruoja nuo 150 nm iki 270 nm (Brunt irdRardst, 1989).

Pomovirusai infekuoja platspekts augat; riSiy ir aptinkami visuose 5 kontinentuose.

PMTV paplitimas labai priklauso nuo kafbs tolerantiSkumo, jautrumo, aplinkagygu.
Infekuotame augale simptomai dazniausiai pasir@jSkiai yra ¥su (5-153 C) (Brunt ir
Richardst, 1989). PMTV labiau infektyvus, kai disvtemperatra yra 15-18 C, o simptomai
labiau iSrySkja, kai temperdira yra ne didesnnei 20 C (Brunt ir Richardst, 1989).

Dazniausiai pasitaikantys simptomaina: geltonos arba chloroti® ddmés. Tai iSoriniai
pazeidimai. Vidiniai pazeidimai pasireiSkia rudaisekrotiniais ziedais. Virusas galitth
perneSamas 2Gigims iS 3 Seim (Brunt ir Richardst, 1989N. debneyi, N. benthamianaN.
tobaccum raSiy augaluose virusas sukelia sistemines reakcijas. peagrindiniai grybais
plintarciy virusy indikatoriniai augalai.

Sios grupes virusus platina dirvozemio patogenigigbai. Kai kurie i3y plinta savaime,
natiraliai.

Siuos virusus yra labai sunku kontroliuoti, ¢hckad virusai ilgai gali iSgyventi vektoriaus
ramykes spon viduje. PMTV galima kontroliuoti, kéiant dirvos pH, j mazinant iki pH 5, tai
inhibuoja virug, tatiau toks pH nenuzudo viruso vektoriaus (Brunt iclirdst, 1989). Galima
taip pat reguliuoti viruso infektyvumir paplitima Zn metalo komponentais (Brunt ir Richardst,
1989). Jei grybo sporas paveiksime formaldehida gdsticidais, kuriuose yra gyvsidabrio, tai
galima sumazinti PMTYV plitira (Brunt ir Richardst, 1989).

Virusai augaluose daZniausiai aptinkami maZomisckatracijomis. Sios grép virusai

augaluose aptinkami citoplazmoje ir parenchimasteliy vakuokse.
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1.3.1 BULVI U VIRSUNES KUOKSTISKUMO VIRUSAS

PMTV Zinomas nuo 1960 m., kai buvo aptiktas Svémjar (Merz, 1989). 1997 metais
buvo paskelbta, kad PMTV yra plai paplits virusas (Andersen ir kt., 2002).

PMTYV padaro dided Zah bulviu derliui. Sukelia vidinius ir iSorinius pazZzeidimjaitriuose
augaluose. Kai kurie augalai gatitbpakenkti, té&iau simptomai gali @iti nematomi. PMTV yra
vienas iS ekonomiSkai zalingiaysivirusy. Plinta grybo Spongospora subterranea f.sp.
subterraneazoospoy pagalba. Tai vienas iS svarbiausiulviy patogen, kuris sukelia milteli
pavidalo birius SaSiukus ant augalo stiebo ir siigimbi.

MORFOLOGIJA. PMTV yra vamzdelio pavidalo, nelankstus 18 — 20diametro ir 100
— 150 nm arba 250 — 300 nm ilgio virusas (Ariftr, 995).

GENOMAS. PMTV sudarytas iS 3 (+) vWwRNR: RNR-1 — 6 Kb, RNR-2 — R[2ir RNR-3
—nuo 2,4 iki 3,1 Kb dydzZio (Savenkov ir kt., 198unt ir Richardst, 1989).

BALTYMAI IR LIPIDAI.  Virusiniai baltymai daZniausiaiama multifunkciniai, kurie
atlieka skirtingus vaidmenigzairiose augal ligos stadijose. Jieggeikauja vienas su Kitu, taip
pat ir su Seimininko molekérnis, taip didindami savo aktyvimnTuo tarpu augalai turi daugyb
mechanizm, kurie trukdo viruso replikacijai ir jo plitimui.

Daugelis augal virusy turi unikaly baltymy triguba geny bloka (TGB), kuris sudarytas iS
judéjimo baltymy. TGB palengvina viruso plitimir sukelia augalui — Seimininkui sistemin
infekcija (Sasenkov ir kt., 1999, Benkova ir kt., 2004).

1.3.2 PMTV genomo savylés

PMTYV sudarytas iS 3 (+) vwRNR.
RNR-1 yra 6043 nt. Ji yra konservatyvi ir koduoja baltisnreikalingus replikacijai ir
viruso plitimui. RNR-1 turi 2 ORF:

1. ORF 1 — 3909 nt ilgio. Jis koduoja 148 kDa replisadaltyma, kuris turi
metiltransferazinius ir helikazinius domenus. Sittyimas susideda i§ 1303 amifg&iy. ORF
1 prasideda AUG kodonu 115 nt pozicijoje ir baigla&A stop kodonu 4024 nt pozicijoje.

2. ORF 2, kuris randamas iSkarto po opal kodono. aigidsi UGA (5551 nt)
kodonu. Sis ORF atsakingas uZ sulieto baltymo kimskgwkurio dydis yra 206 kDa (Savenkov ir
kt., 1999). Jis yra labai panaguRdRp, ir yra randamas kituose grybais plidtaose virusuose
(Patenkova ir kt., 2004). RdRp seka yra labai svarbus taksonomijoje. Pagal RdRp

filogenetirg analiz buvo nustatyta, kad PMTV yra artimiausiBset soil borne viruggentis
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Pomovirud, Broad bean necrosis viruggentis Pomovirug, Soil borne wheat mosaicirus
(gentisFurovirug) ir kitiems furovirusams. RNR-1 koduoja RdRp, ksavo suétyje turi dar ir
metiltransferazif helikazin ir polimerazin domen. PMTV RNR polimerag yra homologiska
alfa virusams (Sandgren ir kt., 2000).

ORF 1 ir ORF 2 sudaro 89,9 % genomo (Savenkov,ilkQ9).

RNR-1 5’ ir 3’ galai susideda iS NCR, kurilgis siekia nuo 114 nt iki 489 nt. RNR-1 3’
NCR (mazdaug 80 paskutinnt) suformuojai tRNR panadi strukiira, kuri iS praday buvo
aptikta tik RNR-2, ¢liau tRNR strukiira buvo identifikuota ir RNR-3 (Savenkov ir kt.,909.

Si struktira visose trijose RNR yra vienodo ilgio su idergi@eka. PMTV tRNR strufita turi
GAC antikodon (valino).

RNR-2 dydis yra apie 3 kb (Reavy ir kt., 1998NR-2 5’ gale yra aptinkama stiebas —
kilpa struktira. RNR-2 gali suformuotii tRNR pana& strukfira. Ji turi aminoaciling
akceptorir ranka, kuri susideda i$ 3’ galo pseudomazgo su S1 istebais bei plauksegtuku
2. Taip pat turi segtukus 3 ir 4 su antikodonu nualiplauky sektuko kilpoje 3. PMTV RNR-2
suformuoja 2 pseudomazgus (C ir D) (Satoshi irla94).

Buvo nustatyta, kad praradus viruso RNRéarpazeidziamas Sio viruso RNR-1 ir RNR—
3, juckjimas bei susitelkimas (Savenkov ir kt., 2003).

Viruso RNR-1 ir RNR-2 koduoja viruso replikacijankapsidacijai bei viruso plitimui
reikalingus baltymus (Lukhovitskaya ir kt., 2005).

RNR-2 turi tik 1 ORF, kuris koduoja 20 kDa apvatkalltyny ir suliety 67 kDa baltym.
CP baltymas visada prasideda starto kodonu AUG -8354 nt) (Sandgren ir kt., 2000).
Apvalkalo baltymas ORF baigiasi amber kodonu. RNR:£20 nt gali suformuoti struiita 3’
gale panadii tRNR strukiira (Satoshi ir kt., 1994). Viruso kapsidusideda iS 1 tipo baltymo
subvieneto (Todd, 1967). AntdrPMTV apvalkalo baltymo struita turi 2 paralelines ir 2 anti
paralelines alfa spirales (Satoshi ir kt., 19RINR-2 koduoja apvalkalo baltynpagal kurio
serologip gali bati klasifikuojami virusai.

Sulietas baltymas prasideda kodonu AUG (289 nbaigiasi UAA (2098 nt). Tai sudaro
603 amino @igXiy ir suformuoja 67 kDa dydZzio baltyn Sio baltymo amber terminalinis
kodonas gali dalyvauti viruso susirinkime ir jo pegime grybinio vektoriaus pagalba. Buvo
nustatyta, kad delecija sulietarbaltyme gali Iati susijusi perneSimu vektoriais, po delecijos
vektoriai nebegali pernesti viruso (Satoshi ir k94).

RNR-3 yra 2,4 — 3,1 kb dydZio. RNR-3 pati maziausia RMRri koduoja TGB ir
cisteinu turting baltymy (CRP). Trys TGB koduojami baltymai dalyvauja viougpidéjime i$
lasteks| lastek (Lukhovitskaya ir kt., 2005).
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RNR-3 sudaryta iS 4 ORF. RNR-3 koduoja 4 baltynRusni trys baltymai (51 kDa, 13
kDa, 21 kDa dydzio) suformuoja TGB, kuris aptinkamlkaeliose augal virusy gentyse
(Torrance ir kt., 1999). PMTV TGB dalyvauja viruperneSime iSakteks | lastek augale —
Seimininke. 51 kDa baltymas gali prisijungti prieuwsinés RNR, o 13 ir 21 kDa baltymai turi 2
hidrofobinius regionus ir gali prisijungti prie ménanos (Savenkov ir kt., 1999).

Ketvirtasis yra mazas, 8 kDa baltymas. Jis tuiprastai daug cisteino liekan Sio
baltymo funkcija &ra Zinoma Sio baltymo pirmasis kodonas metioninas yraesirvalinu
(Petenkova ir kt., 2004). AnkK$au buvo manoma, kad Sis baltymas nedalyvauja ®irus
perneSime ant indikatorimpiaugal;, tokiy kaip Nicotiana benthamianatatiau neseniai buvo
nustatyta, kad CRP baltymas, atviiks, padidina kai kuxj ligy pasireiSkina (Lukhovitskaya ir
kt., 2005). Sis baltymas padidina viruso virulekti®g ir nuslopina Seimininko gynybos
mechanizmus (Lukhovitskaya ir kt., 2005). Buvo atgh, kad kai kuriuose PMTYV izoliatuose
(Daniskuose izoliatuose) CRP baltymo ORF startookad AUG yra pakeistas GUG kodonu
(Petenkova ir kt., 2004). Kituose pomovirusuose nebwapiiktas analogiSkas ar panasSus
baltymas. Analizavus kelis PMTV izoliatus buvo raigta, kad CRP yra labai variabilus tarp
skirtingy Sio viruso izolia (Lukhovitskaya ir kt., 2005).

RNR-3 buvo nustatytas ilgas ORF, kuris prasidada3i nekoduojamos srities ties 288 nt
ir tesiasi iki 3' nekoduojamos srities ties 218 nt. Bknduojama sritis tiek RNR-2, tiek RNR-3
prasideda ta gga seka GUAUUU. RNR-2 5’ gale buvo nustatyta steebidpa strukiira, kuri
susideda iS 50 nt. Tiek RNR-2, tiek ir RNR-3 neladma sritis pasizymi dideliu U kiekiu
(RNR-3: 25,76 A, 16,3% C, 23,3% G ir 34,7% U. RNR-2: 24,24 A, 19,6% C, 20,2% G ir
36,0% U) (Satoshi ir kt., 1994).

RNR-3 neturi 3' gale poly A trakto (Savenkov ir,Kt999).

llgas koncervatyvus blokas, susidentis iS 150 nbhuustatytas PMTV RNR-2 ir RNR-3.
Sis blokas prasideda nuo UGA kodono (Satoshi jrlia94).

1.3.3 PMTV augalai-Seimininkai ir vektorius

AUGALAI — SEIMININKAI. SIMPTOMAI.  PMTV tai vienas i$ zalingiausiir didek
ekonomir Zah sukeliamiy bulviy virusas. Sis virusas padaro tiek kokybitiek kiekybirg Zah
derliui.

Vektorius Spongospora subterraneturi platy Seimininky rata, 0 virusas dazniausiai
infekuoja tik Aizoaceae, Chenopodiaceae, Solanacgeiey augalus(Cooper ir Asher, 1988;
Harrison ir Jones, 1970). Taip pat yra identifilkagoir kitos Seimos, kurios yra infekuojamos

PMTV. TaiBoraginaceae, Coniferae, Asteraceae, Poaceachefi(Andersen ir kt., 2002).
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Natiaralus PMTV Seimininkas yr&olanum tuberosuii..) ir keli kiti augalai, priklausantys
Solanaceaeseimai (Nielsen ir Molgaard, 1996). Sie augaldi bati infekuojami sistemi3kai.
Bulviniuose augaluose jis sukeligrairius simptomus, priklausomai nuo augaveisks.
Skirtingos bulvi; veisks skirtingai reaguoja PMTV: vienos yra jautrios, tuo tarpu kitos yra
atsparios Siam virusui (Germundsson ir kt., 20@N.TV simptomai gali varijuoti, tai taip pat
priklauso nuo aplinkosab/gy (Sokmen ir kt., 1998).

Dazniausiai aptinkami trys augapazeidimai: tai geltonosétheks arba taskiukai, kurie
aptinkami apatiniuose augalo lapuose; V pavidatajks, kurios randamos ant mdapeli;
taip pat lmdingastgliy augimo suma3imas, kuris dar kitaip vadinama vindiniu kuokstiSkumu
(angl. mop-top).Ugliu paZeidimai labiausiai pastebimi ir rySkesni, kgda wsesi aplinka (5-
15 © C). Kitas taip pat labai @lai paplits pazeidimas — taindziy spalvos ziedai gumbuose
(Molgaard ir Nielsen, 1996). Pirmiausiai simptorpasireiSkia gumbo viduje. Infekuptirusu
gumhy svoris sumaga iki 26 % jautriuose augaluose. diau kai kuriuose augaluose svorio
pakitimai yra nezyras (Todd, 1967).

PMTV simptonmy pasirodymas indikatoriniame augal€. quinoa yra uzdelstas.
Chlorotirés vietines zaizdos pasireiSkia mjas 10 — 14 diem po inokuliacijos, kartais jos
aptinkamos kartu su nekrotiniais taSkais. PMTV ulnlotame C. amaranticolor
indikatoriniame augale sukelia diagnostines vietipazaidas. Tai dazniausiai nekrotiniai taskai
ar ziedai. Toki zied; dydis vidutiniSkai ina nuo 1 iki 5 cm. (Calvert ir Harrison, 1966). Kai
kuriuose augaluose tokie pazeidimaicmsi, kol gal gale viena ar kelios pazaidos padengia
visa augalo lap. PMTV infekcija ant 3 augal; néra sistemig. (Calvert ir Harrison, 1966).

Vizualiai pagal sukeltus simptomusidZiy spalvos Ziedus, éheles bulvi gumbuose)
labai sunku nustatyti, ar tai tikrai yra PMTV, nemnasius simtomus sukelia ir TRV (Sokmen ir
kt., 1998). ISdziovinus dirvozengreitai eliminuojasi dirvozemyje esantys nematpdact
augalai bus infekuojami tik PMTV, o ne TRV (Molgdar Nielsen, 1996). Yra nustatyta, kad
tos p&ios rasies bulese PMTYV gali sukelti skirtingus simptomus, kai &igule yra auginama
skirtingose valstyése (Nielsen ir Nicolaisen, 2003). Manoma, kad ta& gusig su skirtingu
PMTV genotipu. Taip pat tai galtakoti ir kiti veiksniai, tokie kaip klimatas beirdozemis.
Simptomai varijuoja priklausomai ir nuo sezoniSkuim@ oro slyguy (Molgaard ir Nielsen,
1996).

Pagrindiniai PMTV indikatoriniai augalai yraC. amaranticolor,N. benthamiana ir N.
debneyi.Pirmiausia pasirodo vietts chlorotires zaizdos, kurioséiau pereina; koncentrinius
taSkuotus ziedusN. benthamianapirmieji pasiro@d simptomai yra sisteménmozaika, kuri
lydima chlorotini;, o liau ir nekrotiniy pazaid,. N. debneyaptinkami chlorotiniai ifi azuolo

lapo pieSinpanasis pazeidimai, kurie randami kartu su taskiukais.
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Augaly, uzkresty PMTV, stiebai turi trumpus tarpubamblius ir latbankiai iSsi@sciusius
lapus. Kai kuriems iS mazegriapy budingas banguotas margumas (Calvert ir Harrison6)196

PMTYV izoliatai gali iti grupuojami pagal simptomus, aptinkamus augalybselsen ir
Nicolaisen, 2003):

1. silpni, neryskiis simptomai chlorotires vietires ZaizdosC. amaranticolor

menka sisteminh mozaikaN. benthamianajr chlorotiniai vietiniai ziedai bei
démés N. debneyi.

2. vidutiniai simptomai: chlorotires vietines zaizdos su koncentriniais taSkuotais

ZiedaisC. amaranticolormozaika su chlorotimis pazaidomisN. benthamiana
chlorotiniai vietiniai @&méti ziedai, azuolo lapo pavidalo pazeidimai, gysl
sumenkjimas ir taskuotumahl. debneyi.

3. stipris simptomai: tokie pat kaip ir vidutiniai simptomai,d@u geriau ir aiskiau

iSreiSkiami ir visada pasibaigiantys nekrétiris Zaizdomis.

Daugelis piktzoly buvo inokuliuotos PMTV, bet tik kai kuriose buvetikti simptomai.
Pazeisti buvo tokie augalaC. album, Tussilago farfara L., Trifolium pratensg, repens,
Plantago major, Solanum nigrurfFoxe, 1979). Buvo nustatyti iBpongospora subteranea
Seimininkai:Beta vulgarisLycopersicon esculentuMill (Foxe, 1979).

Ziema Solanaceousaugal; raSyse retai kada pasirodydavo simptomatail vysesi i
sistemirg reakcip (Harrison ir Jones, 1970).

PMTV tabako sultyse praranda infektyvainkaitinant 10 mindiy 80° C temperatroje
arba laikant 14 dien2®® C temperatroje. Infektyvumas stabilizuojamas, kai yra pridedad,02
% NaNs. Simptomy pasireiSkimas labai priklauso nuo aplinkalygy. Pirmieji simptomai, kurie
pasireiSkia inokuliuotuose lapuose, tai nekrotidiadai ir taskai, chlorotiniai taskai. Nekraim
Zaizdos iSsipl&a ir suformuoja nekrotines zonas (Harrison ir 3pri®70).

GEOGRAFINIS PAPLITIMAS. Pirma karta Siaugés Airijoje PMTV buvo identifikuotas
1965 metais. 1966 m. PMTV pignkarty aptiktas D. Britanijoje. Netrukus po to — ir Siaudje
Europoje, S. Amerikoje ir Azijoje. Kanadoje ap#ikt1991 — 1992, JAV — 2002. Taip pat PMTV
yra randamas Centiéje bei Vakay Europoje, taip pat Japonijoje, Kinijoje (Hugh ir,k1998).
Dazniausiai aptinkamas Saltesniuosggdesniuose regionuose (feakova ir kt., 2004).

GIMININGUMAS. PMTV savo genomo sandara yra labai panagugitus tris
pomovirususBeet soil-borne viru§BSBV), Beet virus Q(BVQ) ir Broad bean necrosis virus
(BSNV). RNR - 3 PMTV yra analogiska kitpomovirugt RNR-3. PMTV aminoig&iy seka 52
% panaSi BSBV a.r. sek.

VEKTORIUS. Spongospora subterranelasp. subterraneaai PMTV vektorius, Kkuris
dirvoje idtina spoq pavidalu (Merz, 1989; Calvert, 1966). Sis grybagai- miltuoto $a%o
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(raupliy) ligos sukléjas buhése. Spongospora subterangariklauso Plasmodiophoromycetes
klasss grybams. Klas turi tik viena gent Plasmodiophorales kuri turi tik vierp Seimy
Plasmodiophoraceaekuriai priklausoSpongosporar kitos 8 gentys. Tai obligatinis parazitas,
kuris produkuoja du ZiuZelius tutiias zoosporas (3-4m diametro) (Harrison ir kt., 1997). Sios
grupés grybai - tai aukStesijiy augai; obligatiniai parazitai. Dauguma priklauso vektoriams,
kurie perneSa dirvoZzemiu plint&ins virusus (Arif ir kt., 1995).

Spongospora subteraneplatiai paplitusi pasaulyje. Tai obligatinis parazitds,ris
nepalank laikotarg praleidzia ramyés spot pavidale. 1 ramys spora produkuoja didelius
kiekius Spongospora subteraneaoosporangi bulviy 3aknyse. Sis patogenas, tai PMTV
vektorius, kuris sukelia augalo augimo susjiaia bei gumbo nekrozavim(Xinshun ir Christ,
2006). Sis grybas negali daugintis be augalo 3émin gyw audiny. Tai yra dinga
obligatiniams parazitams. Parazitas gali iSgyvemtnykes spon agregatuose gumbuose,
dirvozemyje. Esant palankiomlggom, dégnam dirvozemiui ir zemai tempeiigdi (12-18 C)
ramykes sporos gali sudygti ir produkuoti pirmines zoaggoturirtias du ziuzelius (Xinshun ir
Christ, 2006). Sios infekuoja augalo — $eimininkkraplaukius ir epiderminessteles. Vystosi
daugiabranduolis plazmodis, kuris skylasegmentus ir suformuoja zoosporan@udygusi
zoosporang suformuoja antrines zoosporas, kurios infekuokaniga stolonus ir bulwi gumbus.
Kiekviena iS zoosporangituri nuo 4 iki 8 antrini zoospou, kurios gali ¥l uzkrésti augalo
Saknis (Germundsson ir kt., 2002; Cooper ir Asi@®88). Sis grybas sukelia miltuoto $aso
pazeidimus gumbuose, Saknyse ir stolonuose (Sokmkn, 1998). Detalesnis ir iSsamesnis

grybo Spongospora subteranggvenimo ciklas yra pavaizduotas 4 paveiksle.

Ramybés
SpOros

e )
Stalony = = o Ramybés
infeka\runas Ramybes spory
spory sudygimas p|':.'a:jl.Aka\J'lmagK

'_ N
Antriniy Zoospory i "f da
igsilaisvinimas | @

"

"
\"\-\.., Znospm H Arm iniy zoospory
igsilaisvinimas Saguotos mitliges
Sakmaplac:ku susiformavimas al
In;/ekEVIlnas \ stlebagumbln
1
{ )
Maujy stisbagumbiy
infekavimas
Galy susiformavimas e r
gaknyse Antriniy zoospm Uy =
u igsilaisvinimas
e

4 pav.GryboSpongospora subterranggvenimo ciklas

22



Pirminés ir antrires zoosporos morfologiSkai panasios. Antrines zo@spgalima atskirti
pagal ziuzelius ir pagal plaukimaidla. Zoosporos pakéia savo normal plaukima  ameboidin,
kai patenka ant sauso agaro pavirSiaus (Kole ilirkie1963).

Infekcija grybuS. subteranegra efektyvi, kai oro tempef@t yra nuo 14 iki 20 °C bei
didelis dégnumas (Germundsson ir kt., 2002). PMTV yra lokadtas zoosparviduje bei gali
iSlikti infektyvus dirvozemyje apie 18 met(Andersen ir kt., 2002). Virusas gali plisti kai
dirvozemis yra gana égnas, o pH gali svyruoti nuo 4,7 iki 7,6ng&ioje dirvoje gali it
uzkirstas keliasS. subteraneaukelti liga, toctl, kad joje yra aptinkama daug Zn, kuris yra
toksiskas Siam grybui. Si sukeliama liga labiau palitusi $altesniuose regionuose. Optimali
temperaira ligai iSsivystyti yra 12 C. Zoosporos galiilii aktyvios ir Zemestje temperatroje
(Graaf ir kt., 2005).

Spongospora subterangaa plaiai paplitusi pasaulyje, iSskyrus Antarktidoje ifrkoje.

Su Siuo grybu yra sunku kovoti, kadangi jis nepllamis silygomis suformuoja tam tikras
sporas, kurios gali iSgyventi nepalangeriody. Virusai ilgai iSlieka ramyés spou viduje, kai
yra nepalankios atygos. Slygoms pagejus, virusai ¢l gali infekuoti ir uti infektyvis
daugyle met; (Brunt, 1989). Su Siuo grybu yra bandoma kovostigeldy ir cinko komponent
pagalba, t&iau norimy rezultat; nebuvo pasiekta. Taip pat naudojami biologiniardgi, tokie
kaip Trichoderma harzianumkuris parazituoja grybo sporas (Nielsen ir Lars&d04). Grybo
sporos yra atsparigsairiems chemikalams, bet kartu jos yra jautriokn&ps pasikeitimams ir
pesticidams. Ramys spora — tai darinys, kuriame aptinkama daug pavispor. Buvo
nustatytas logaritminis santykis tarp ramylspor tirStumo ir ligos indekso. Zoosporos pradeda
sudygti po 3 die, 0 zoosporangsubesta mazdaug po 4-5 digmpo infekcijos. Sioje srityje
pastebimas eksponentinis Sakinfekcijos intensyvumo digimas. § proceg nulemia antrias
zoosporos, kurios susiformuoja mazdaug 21 dienggjeei Manoma, kad zoosporos praranda
savo galimyh dygti, kada jos yra laikomos @moje aplinkoje. Grybo infektyvumas paéj,

kai yra sausinama dirva 2C 8 dienas arba 4@ dienas (Merz, 1989).

Grybo gyvenimo ciklas galiti skirstomag 2 fazes (Arif ir kt., 1995):

1. pirminé faze — plazmodis (zoosporaélg kuri infekuoja Sakniaplaukius ir
epidermines dsteles. ISlaisvinamos plaukiojas zoosporos, kurios gali
infekuoti daugiau Sakp

2. cistogenig faze — produkuojamos zoosporos. Paérsios sporos dazniausiai
susijungiai klasterius ir suformuoja sfeknstruktira, kuri yra tugiavidure.
Zoosporos dirvoje gali iSgyventi daug met

Kovoti su Siais pazeidimais yra sunku, nes zoospatominuoja dirvozemyje. Kaip
efektyvi kontrok manoma tuity bati fungicidai (Xinshun ir Christ, 2006).
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STABILUMAS. PMTV sukelti iSoriniai augal simptomai ir § stiprumas bei
raiSkingumas priklauso nuo temperais svyravina (Molgaardi ir Nielsen, 1996). AuksSta
temperaira stimuliuoja fiziologinius mechanizmus bujvistiebagumbiuose ir eliminuoja
anksiau susidariusias lankiskos formos pazaidas. Busabatyta, kad fiziologiniai mechanizmai
eliminuoja pazeidimus. Tai paaiSkina, kbasant aukstai atmosferos temperait neaptinkami
jokie pazeidimai ir simptomai. & Sios priezasties daugeli virusy eliminavimui ir
inaktyvavimui yra naudojama termoterapija. PMTVulentiSkumas gali iiti inaktyvuojamas,
kai S. subteraneaporos su jose esan virusu yra pakaitintos iki 90 °C 15 min (Nielsen
Molgaard, 1997).

1.4 TRV ir PMTV panasSumai bei skirtumai

TRV ir PMTV — tai bulvy virusai, kuriuos diagnozuoti vizualiai yra ganad&inga
(Mumford ir kt., 2000). Sie virusai pakenkia bujvkokybei, sukeldami vidinius ar iSorinius
stiebagumhj pazeidimus, sukelia rudas, nekrotines lankiSkabngiSkas Zaizdas. Sie virusai
plagciai paplite Europoje, S. Amerikoje.

PMTV yra giminingas TRV. Tarpyjrandama daug panasunTiek TRV, tiek PMTV yra
dirvozemiu plintantys virusai. Jie kartu gali egacti tame p&iame bulvy lauke. TRV plinta
Trichodorus ir Patrichodorus nematod pagalba, o PMTV perneSa gryb&pongospora
subterranea

Abu Sie virusai yra sunkiai perneSami i$ gunalnt indikatorini augal (Todd, 1967).

Virusy sukelti simptomai gali iiti supainiojami su kitais bulyi pazeidimais. Kartais abu
virusai gali indukuoti iSorinius, nekrotinius ziesilgumbuose, kurie galiib nematomi.

Nors TRV ir PMTYV yra labai panas, jie turi ir skirtuny (Calvert ir Harrison, 1966):

» TRV dazniausiai nepazeidzia augalo stiebo;

= PMTV sukelia daugiau iSorini simptomy nei vidiniy, tuo tarpu TRV labiau
budingi vidiniai pazeidimai pastebimi, kai stiebagusra perpjaunamas;

» TRV sukelti paZzeidimai, tokie kaip nekrotiniai laaikir linijos yra maziau
smailesni ir astresni nei PMTV,

» TRV yra perneSamas nematod gentiesTrichodorus Dazniausiai perneSama
Sviesiame priemolyje, sttétame dirvozemyje arba duige. Tuo tarpu PMTV
mégsta vidutin arba derling priemol ir kitokj dirvozem, kuriame neaptinkami
Trichodorus

» Indikatoriniame augal€henopodium amaranticold@ie virusai sukelia skirtingus

simptomus. Tik PMTV jame sukelia koncentrinius zied
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Il. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 MedZiagos
2.1.1 Reagentai

B-merkaptoetanolis (ME) “Serva”

Amonio persulfatas (APS); BIS (N,N'-metilen-bis-#&midas); kiauSinio “Roth”

albuminas; NgCO; NaHCGQ; PVP (polivinil pirolidonas); Tris (2-amino-2-
hidroksimetil-1,3-propandiolis)

Antik@inai pries PMTV ir prie§ TRV; Konjugatai: Ak prieSRV su Sarmine DSMZ (Deutsche Sammlung

fosfataze ir Ak prieS§ PMTV su Sarmine fosfataze von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH)
“QuickPrep total RNA extraction kit for the dirgsblation of total RNA from “Amersham Bioscience”

most eukaryotic tissues or cells”

Ca(NG)x4H,0; DIECA (natrio dietilditiokarbamatas); EDTA“Merck”
(etilendiamintetraacetatas); KPIO;; KCI; KNOs;; NaHPQO,; MgSOx7H,0;

NaH,PO,; NaNs; tioglikolio ragstis; Tween 20; uranilacetatas (UA);

MnClx4H,0; CuSQx5H,0; ZnSQx7H,O; Co(NQG), x6H,O; HCI;

dietanolaminas (NH(CHCH, OH),, NaHPOx2H,0

DNR fragmend standartaib 174 RFI DNA Hae Ill); dNTP mix; M-MuLV AT “MBI Fermentas”
(Moloney peliy leukemijos viruso atvirkStintranskriptaz), rekombinantia Taq

polimeraz, RNR’iy inhibitorius, substratas — nitrofenilfosfatas, @®az“6x

Loading Dye”

Etanolis AB "Sema”

Etidzio bromidas (EtBr) “Boehringer Monhein
GmbB”

H,SOy; NaCl “Lachema”

Fe-EDTA; NaSO;; MoOs; TiO,, Alx(SOy)3x18H,0; “Sigma“

Skystas azotas “ELME-Messer”

TEMED (N,N,N’'N’- tetrametiletilendiaminas) “Roanal’

Pieno figstis (GHgO5) “AppliChem”

2.1.2 Oligonukleotidiniai pradmenys

TRV ir PMTV pradmenys buvo parinkti pasinaudojaterhfiros Saltiniais (Weidemann, 1995;
Sandgren, 1995; Nicolaisen ir kt., 1999).

Pradmuo| Seka 5'-3* Tipas llgis, nt| PCR produktas, hp
TRV CGT GTG TAC TCA AGG GTT G BTies.| 19 364
GGT GTC CCA AAT TCT CTG AAtv. | 18
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TRV TAC TCA AGG GTT GTG TGA ATG AAG BTies. | 24 220
CGT TTA CGA CAC TTT TCA AGG TG | AAtv. |23

PMTV CCA CCC TTG GAA ATG GCT GAA

Ties. FL 21 560

GCC TGA GCG GTT AAT TGC TAT G

Atv. R1 22

2.1.3 Buferiai ir tirpalai

1. ELIZOS buferiai
Padengimo buferis

Fosfatinis buferis (PBS)

Praplovimo buferis (PBST)
Ekstracijos buferis
Konjugacijos buferis

Substrato buferis

2. Inokuliacijos buferis
Tobacco rattlevirus

Potato mop-topwirus

3. Elektroforezés buferis
10 xTBE buferis

10XTAE buferis

cDNR miSinys

PGR miSinys

MiSinys su RNA’ziy inhibitoriumi

Vieno Zingsnio PGR miSinys

Mineraliniy medziag tirpalas

Hoaglando A tirpalas

Buferiniai tirpalai:

1.59 g M&O; 2.93 g NaHC@ 0.2 g NaN, IStirpinti
900 mL HO, privesti pH iki 9.6 su HCI arba NaOH ir
pripilti H,O iki 1 L.

8.0 g NaCl, 0.2 g #&D,, 1.15 g NaHPO,, 0.2 g
KCL, 0.2 g NaN, pH 7.4. Istirpinti 900 mL KD,
privesti pH iki 7.4 su HCI arba NaOH ir pripilti @ iki
1L

PBS + 0.5 mL Tween 20

PBST + 2 % PVP
PBST + 2 % PVP + 0.2 % kiaisalbumino

97 mL dietanolamino, 600 mLJ&, 0.2 g NalN
Privesti pH iki 9.8 su HCI arba NaOH ir pripilti,B iki
1L.

0.05 M fosfatinis buferis, 0.3 % DIECA, 0,2 % J$D;,
12.5 pL tioglikolio mgsties. pH 7.5.

40g/L PEG 6000, 4.8 g/L NHPOx2H,0, 0.4 g/L
KH,PQ, pH 7.7.

1L tirpalui reikia: 108 g TRIS, 55 g Boraigsties, 40
mL, 0.5 M EDTA. pH 8.

48.4 g/L Tris, 11.4 g actougSties, 0.3 g/L EDTA. pH 8

MiSiniai:

Vienam pavyzdZiui reikia: 4L 5x reakcijos buferio, 2
uL 10 mM dNTP, 0.25uL atvirkstines transkriptazs
(200UfuL), 3.75uL H,0.

Vienam pavyzdZiui reikia: 31.76L dejon vandens, 1
uL 200uM pradmens 1 (F), fiL 200uM pradmens 2
(R), uL 10 mM dNTP, 5uL 10xPCR buferio (10 mM
Tris, pH 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM Mgg), 3uL 25 mM
MgCl,, 0.25uL Taq polimerags (5 UfiL). Bendrasiiris
43 ulL.

150 uL dejon. HO + DEPC ir 0.37uL RNA’ziy
inhibitoriy.

Vienam pavyzdziui reikia: 8L DEPC HO, 5uL
5xQiagen buferio, LL 2.5 nM dNTP, 5uL 5xQ tirpalo,
1,5uL 10 pmolfiL pradmens A, 1,5l 10 pmolfuL
pradmens B, LL ferment; miSinio. Bendrasitis 23

pl.

Tirpalai:

1 L reikia: 0.505 g KN£0.710 g Ca(Ng),x4H,0,
0.272 g KHPO,, 0.492 g MgSgx7H,0, 0.020 g Fe-
EDTA, 1 mL Hoaglando A tirpalo.

1 L reikia: 0.389 g MagAtH,0, 0.028 gKkBr, 0.028 g
LiCl, 0.056 g TiQ, 0.028 g SnGk2H,0,
0.028 g MoQ, 0.056 g CuSQx5H,O, 0.056 g
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ZnSQxX7H,0, 0.056 g AJ(SO):x18H,0, 0.056 g
NiSOx6H,0, 0.611 g HBO; ,0.056 g Co(NG)X6H,0,

0.028 g KI
Geliai:
5 % bis - akrilamido gelis 18 mL dejon. vandens, 2.5 mLxDBE buferio, 4.5 mL
bisakrilamido, 15.L TEMED, 100uL 10% APS
1.5% agarozinis gelis 1L reikia: 15 g agaras ir pripilti TAE buferio iki 1 L.
Dazas:
0,05% Trifano nelis lakto glicerolyje 1 L reikia: 63 mL dejonizuotd,O, 876 mL (80%)

Pieno figsties, (88%) 63 mL glicerino(C3HgO3), 25mL
(2 %) Trifano nelio (CygH24NeNa;014Ss)

2.2 Tyrimo metodai

2.2.1 Augaly — indikatoriy metodas

Norint uzkesti augad virusu, siiloma pasirinkti tokius indikatorinius augalus, lauri
reaguos tiriama virusa ir kuriuose iSrysks aiskiai pastebimi simptomai ir pazaidos. Dauguma
indikatoriniy augal;, uzkesty TRV ir PMTV rock vietines zaizdas. Tik ne daugelyje augal
buvo nustatyta sisteminnfekcija. Indikatoriniai augalai uzkéami infekuot; augai; sultimis i$
Sviezios, Saldytos arba liofilizuotos medziagoskig&ami jauni augalai 3-5 lap stadijoje.

Uzkrétimas mechaninis.
Uzkrétimo eiga:

1. Indikatoriniy augatl; lapai yra pabarstomi karborundu (abrazyvine megyia

2. Porcelianiniame g@istuwlyje sutrinami tiriamieji augalai. MedZiaga trinanr@okuliato
buferiniame tirpale.

3. Paralonig kempirel¢é sumirkoma paruoStame inokuliumea, Jprilaikant pincetu,
sukamaisiais judesiais Svelnjinamas indikatorinio augalo lapo pavirSius.

4. Vietinés chlorotires cemés arba pageltimas susidaro ant indikatorenigali mazdaug po
3-7 d., priklausomai nuo temperats, o sisteminiai infekcijos simptomai pasirodo
praéjus savaitei ar daugiau po inokuliacijos. Surenkdapai su aiSkiais simptomais
sveriami, fasuojami, zZymimi ir padedami saugoti usinéje temperatroje arba
liofilizuojami, t.y. uzZlydomi stiklirese ampuise.

2.2.2 Elektroninés mikroskopijos metodas
Tiriamo pavyzdzio paruoSimo eiga:

1. Ant specialaus elektroninio mikroskopo tinkleliongBamas laSas tiriamo pavyzdzio,
inkubuojama 5 minutes.

2. Skystis nuo Sio tinklelio yra nugeriamas filtrindopieriumi, ant tinklelio yra uzneSamas
kontrastavimo dazas -% UA laSas. Laukiama 2 minutes.

3. Vél nusausinama. Dar kartuzneSamas lasas % UA. Palaikoma 2 min. Ir &l
nugeriama.

4. Tinkleliai nudziovinami.

5. Pavyzdziai stebimi elektroniniu mikroskopu JEOL JBRDS.
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2.2.3 Imunofermentiné analizé
2.2.3.1 Tiesioginio dvigubo Ak sumustinio ELISA meidas (DAS-ELISA)

1. 1gG praskiedziami 1:1000 arba 1:500 su padendbmi@riu. Pricti 100 pL praskiesto

IgG i kiekviera mikroploksSteés Sulirel;.

Inkubuoti 37 °C 2 - 4 h arba +4 °C tempaéraje per nakt

Plauti plokStet su praplovimo buferiu. Plovimnkartoti 5 kartus. Nusausinti plokstel

apvetiant ja Zemyn ant filtrinio popieriaus.

Pridéti 100 pL testuojamo pavyzdzio (ekstrahuoto pavizekstrakcijos buferyje).

Inkubuoti per nakt+4 °C temperairoje.

Praplauti 5 kartus praplovimo buferiu, kaip ir 3hjte.

I kiekviers Sulirelj pridéti 100 pL anti-viruso konjugato, atskiesto 1:1000aa1:4000

konjugacijos buferyje.

8. Inkubuoti +37 °C temperatoje 3 valandas.

9. Praplauti 5 kartus kaip 3 punkte.

10.] kiekviers Sulirelj pridéeti 200 ul Svieziai paruosto substrato (10 mg pefénilfosfato,
iStirpinto 10 mL substrato buferyje). Inkubuoti teope kambario tempefabje 60-120
minuéiy.

11.Rezultat, analizavimas. Rezultatai fiksuojami 405 nm bantgpge multiskaneriu (Clark
ir kt., 1977).
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2.2.4 Totalines RNR iSskyrimas.

RNR gali luti iSskiriama iS Saldytos ar Sviezios augédimedziagos. I1Sskyrimas galitb
atliekamas dviemigais:

1. Kai iSskyrirgjama iS SvieZios augabs medziagos nenaudojant skysto azoto.

1. [ specialius polietileninius maiSelius (su skiriawdtnkleliu viduje) idedamas
tirlamasis augalo pavyzdys. Trinamaaguwliu. UZpilama 500uL 0.1 M
fosfatiniu buferiu ir dar patrinama.

2. IS kitos tinklelio puss, nei buvoijdétas augalinis pavyzdys, paimama 400
suspensijos su augalo sultimis ir supilstoinapendorfinius régintuvélius.
Mégintuweliai visa laika yra laikomi ant ledo.

2. Kai iSskyrirgjama. iS Sviezios ar Saldytos augaiirmedziagos naudojant skysizot,.

Pavyzdziai sutrinami uzpylus skysto azoto. Dalissidariusiy sutrinp milteliy
perkeliama ependorfinius rgintuwelius ir laikkoma ant ledo.

Sekantys virusiegs RNR iSskyrimo etapai abiem atvejais yra tokieypatiSskyrimo
procedira atliekama pagal “QuickPrep total RNA extractlohfor the direct isolation of total
RNA from most eukaryotic tissues or cells” rekomaeihas, naudojant medziagas i Sio rinkinio.
RNR gali hti iSskirta iS audini nuo 25 mg iki 1g ribose. Audiniai turiib kiek galima labiau

Sviezi arba liofilizuoti.
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Rinkinio komponentai:_ekstrakcijos buferiturintis guanidino tiocianato ir N-lauril
sarkozinato; LiCkirpalas DEPC-paveiktame vandenyije; cezio trifacatatas (CsTPA

Darbo eiga:

=

I kiekviers mégintuweli ipilama po 15QuL ekstrakcijos buferio ir po 8L ME. Méginiai

sumiksuojami pipetmanu ir sumaisomi maisyl

Pridedama po 350L LiCl ir po 500uL CSTFA, sumaiSome maisSyieé.

Méginiai laikomi ant ledo 10 min. Centrifuguojami 130y 15 min.

Nusiurbiamas baltymir DNR sluoksnis, nepalégant apioje esatiiu RNR nuosdy.

Ant RNR nuosdy uzpilama po 7qL ekstrakcijos buferio, 17hL LiCl, 250 uL CSTFA.

Po kiekviengpilto reagento reginiai maiSomi maisykije.

Centrifuguojama 14000 g 5 min. Atsargiai nupilam&gernatantas, égintuweliai

laikomi ant ledo.

7. 1 kiekvierp mégintuweli jpilam po 1 mL 70% etanolio (3 ml DEPG® + 7 mL 100%
etanolio). Etangl naudoti tik atSaldgyt Mégintuweliai gerai purtomi, kad susidaryt
nuosdos.

8. Mégintuwliai inkubuojami -26C per nakt arba -26C 2 val. 18mus i$ Saldytuvo, gerai
pamiksuojami ir centrifuguojama 14000 g 5 min.

9. Nupilamas etanolis, nusodiname likusias rgdas. Atidaryti négintuwliai laikomi ant
ledo 10-15 min. Tokiuidu yra nugarinamas spiritas.

10. Ant nuoedy uzpilame po 100-150L, atsikirai paruosto miSinio (150L DEPC HO +
0.5uL RNR*aziy inhibitoriaus).

11.Kratant ant maiSykk, suardomos nuédos.

12. Mégintuwliai paliekami ant ledo 20 min.

13.MaiSoma ant maiSyks, kad iStirpi nuosdos.

14. Mégintuweliai laikomi 10 min 65C vandens vonioje, taip gaunama iSvalyta totalin

RNR, kuri yra saugoma -20 temperatroje.

abrwn
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2.2.5 Atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija (AT-PGR)

Dauguma augalvirusy turi nukleofigsi RNR, toal yra naudojamas modifikuotas PGR
metodas — AT-PGR.

IS jvairiy straipsni apie TRV buvo iSsinktos pradmeun poros. Kiekvienam virusui yra
reikalinga viena pradmarpora. TRV buvo pasirinktos konservatyvios sekasn&sis pradmuo
B yra komplementarus RNR-1 16 kDa baltykoduojartio geno sekai nuo 6115 nt iki 6133 nt.
Antrasis pradmuo A komplementarus tocipageno sekai nuo 6461 nt iki 6478 nt. PGR
specifinis produktas yra apie 364 bp dydzio (Weidem 1995).

Taip pat buvo naudojama ir kita TRV pradmepora. Pirmasis pradmuo B yra
komplimentarus TRV SYM kamieno RNR-1 RNR-1 16 kizstyma koduojario geno sekai
nuo 6318 nt iki 6340 nt. Antrasis pradmuo A kompéerarus to pao geno sekai nuo 6121 nt
iki 6144 nt. PGR specifinis produktas yra 220 bpgag (Nicolaisen ir kt., 1999).

PMTV pradmenys, sukurti, remiantis konservatyvionmgsskomis. Pradmenys yra
komplementars RNR — 3. F1 pradmuo komplimentarus RNR — 3 sekai302 nt ik 322 nt. R1
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pradmuo komplimentarus RNR — 3 sekai nuo 819 nB85 nt. PGR specifinis produktas yra
apie 560 bp dydzio (Sandgren, 1995).

AT-PGR eiga:

ISskirtos totalidgs RNR denairacija

1. [ sterilius plonasienius PGR é&gintuwelius dedama po: 8L pavyzdzio iSvalytos
totalines RNR, 1uL pradmens 2 (reversinio - R) ir gL dejon. HO + DEPC.
Svelniai pamaiSoma.

2. Vykdoma denatracija termocikleryje, pagal prograni70°C 5 min., 4°C 5 min.

cDNR sintez.

I kiekvierp meégintuveli po denatracijos supilama po 10uL cDNR miSinio.
Mégintuweliai dedamii termociklei, sintetiname cDNR pagal progran87°C 60 min. ir
70°C 10 min.

PGR (TRV).

1. Pagaminamas PGR miSinys.

2. [ naujus plonasienius égintuvélius pilame po: 43uL PGR miSinio ir 7uL pavyzdZzio
cDNR. Bendrasiiris turi bati 50 uL. Naudojamos kontrés: K; — iS sveiko augalo
ISskirta RNR ir kk— vandens kontrel

3. Meégintuwliai jdedama termociklei. Sintetinamos kopijos pagal program

e 94°C-5min;

e 25 ciklai:
94°C - 45 s;
49C — 46 s;

72 - 60 s;

e 72°C—-5min.

o 4°C-o0.

Programai pasibaigus termocikleriségmtuwelius laiko +4 °C temperatroje. DNR
produki; analiz atliekama vertikaliame®% poliakrilamido elektroforexs gelyje.
Vieno zingsnio AT-PGR

1. ParuoSiamas vieno zingsnio PGR misinys.
2. [ kiekvierp mégintuveli pilama 23uL paruoSto misinio ir 2iL iSvalytos totaligs RNR.
3. Meégintuwelius sudedametermociklef ir paleidziame program
o PMTV skirta programa:
e 50°C - 30 min
e 95°C-15min

e 35 ciklai:
94°C-30s
56°C-30s
72°C-60s
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e 72°C—-10min
o 4°C-w
o TRV skirta programa:
e 50°C - 30 min
e 95°C-15min

e 35 ciklai:
94°C-30s
64°C-30s
72°C-30s

e 72°C—-5min

o 4°C-w

4. Rezultaty analiz atliekama elektroforeés gelyje.

2.2.6 SerologiSkai sugauto viruso atvirkstias transkripcijos polimeraziné grandininé
reakcija (angl. Immunocapture reverse transcription-polymerase chin reaction, IC-AT-
PGR)

1. PGR ependorfinius agintuwlius padengiame viruso aniikais. [ kiekviem
mégintuwveli pilame po 100uL praskiest antikiny (skiedziame santykiu 1:1000,
padengimo buferiu).

2. Inkubuojame +3PC temperatroje 3 valandas.

3. Mégintuwlius praplauname kelis kartus praplovimo buferiu.

4. Mégintuwvliai padengiami tiriamaisiais augaliniais pavyzdzig kiekvier iS ju pilame
po 100uL pavyzdzio (pavyzdziai skiedziami santykiu 1:3ekstrakcijos buferiu).

5. Inkubuojame per nakt4 °C temperatroje.

6. Toliau vykdomi tokie patys etapai kaip ir AT-PGR.yTdenairacija, cDNR sinte
PGR.

7. Rezultat, analiz atliekama vertikaliame% poliakrilamido elektroforezs gelyje.

2.2.7 DNR elektroforez
2.2.7.1 Poliakrilamidinis gelis

1. ParuoSiamas 5 % bis - akrilamido gelis.

2. SumaiSoma 2L dazo su 1QuL PGR produktul gelio Sulirelius pilame po 1luL
pavyzdzio su dazu. Krastiniuose Sélinose pilama po 2.l DNR markerio®174 RFI
DNA (Hae Ill). Sio DNR fragmeni standarto bari poros nuo virsaus link agias yra:
1353, 1078, 872, 603, 310, 281, 271, 234, 194,128,

3. Elektroforezs aparatagjungiamasi tinkla. Palaikoma 150 W srév Elektroforez
tesiama, kol dazas nukeliauja 2/3 gelio ilgio.

4. Gelis iSimamas ir 20 min. dazomas etidzio bromidbwd

5. Gelis praplaunamas vandeniu 15 min.

6. Produktas analizuojamas UV bangyiesoje, gali iti fiksuojamas fotografuojant.

2.2.7.2 Agarogs gelis

1. ParuoSiamas 1.5 % agaészyelis.
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2. SumaiSoma iL dazo su 5uL PGR produktu.]l gelio Sulirelius pilame po 5uL
pavyzdzio su dazu. KrasStiniuose Sdlinose pilama po 5ul DNR markerio A
DNR/EcoR1 + Hind Ill. Sio DNR fragmemntstandarto bagi poros nuo virsaus link
apaios yra: 21226 bp, 5148 bp, 4973 bp, 4268 bp, 3IHR02027 bp, 1904 bp, 1584
bp, 1375 bp, 947 bp, 831 bp, 564 bp.

3. Elektroforezs aparatagjungiamasi tinkla. Palaikoma 90 W sra@v Elektroforez

tesiama, kol dazas nukeliauja 2/3 gelio ilgio.

Gelis iSimamas ir 15 min. dazomas etidzio bromidaud

Gelis praplaunamas vandeniu paminiiu.

Produktas analizuojamas UV bargyiesoje, gali tti fiksuojamas fotografuojant.

o gk

2.2.8 TRV gryninimas ir koncentravimas (Taylor, 198)

1. ParuoSiami 30 mM ir 50 mM fosfatiniai buferiai (p+b).

2. Susmulkinta uzSaldyta augalirmedziaga sudedamia homogenizatoriaus cilingrir
uzpilama dvigubai didesnidiriu 50 mM fosfatinio buferio (pH 7.5), kurio sétgje yra
0.15 % tioglikolio figSties.

3. Homogenizatorius patalpinamamda su ledu, homogenizuojama paninwiy.

4. Homogenizatas laikomas -2Q temperatroje 1 savay.

5. Homogeniza atitirpiname kambario tempetabje ir laikome 1 par.

6. HomogeniSka mas perkoSiama per tankimark, surenkamas skystis, o medziaga
neprajusi pro mar¢ iSmetama.

7. Surinktas skystis centrifuguojamas K-24 10 000raps4 °C temperatroje 5 minutes.

8. Nuosdos atskiriamos nuo supernatanto.

9. Baltymy iSsodinimas. Ant nueésly uzpilama 10 % PEG 6000 (polietilenglikolio) ir 2 %

NacCl. Procedra atliekama kambario temperaije.

10. MiSinys létai maiSomas magnetine maisykle *€2ltemperatroje 3 valandas.

11. Centrifuguojama K-24 15 000 aps/min %@ temperatroje 5 minutes.

12. Supernatantas nupilamas, o nidss resuspenduojamos 30 mM fosfatiniame buferyje
(pH 7.5). IS gauto tirpalo paimami pavyzdziai EM.

13.Virusas gryninamas, centrifuguojant K-24 10 000 /s +4 °C temperatroje 5
minutes.

14.Toliau bandoma pasalinti likusias augalines dalisurinkti viruso suspensij] augai,
ekstraky pridedama Yairio dalis chloroformo:butanolio (santykiu 1:1).

15. Centrifuguojama K-24 2500 aps/min 4@ temperatroje 5 minutes.

16. Surenkamas apatinis sluoksnis, kuriame yra virusas.

17.Sis apatinis sluoksnis reekstrahuojamas distilivandeniu.

18. Nupilamas vandeninis sluoksnis. Kiekvienégimtuwlio ap&ioje ileidziamas 3mL 30 %
sacharogs tirpalas ir uzpilama 50 mM fosfatinio buferio (pHS), kurio suétyje yra
0.15 % tioglikolio figSties.

19. Centrifuguojama VAC 601 23000 aps/min (74000 g)adamndas. Paimamas pavyzdys
EM.

20.Viruso kiekisjvertinamas spektrofotometriSkai. Matuojamas virabsorbcijos spektras
260 ir 280 nm bangos ilgiuose. Fiksuojami parodymai

21.Norint geriau iSgryninti virug naudojamas sachaftsz gradientas. Padaromi dvjej
koncentracig: 50 % ir 10 % sacharo&s tirpalai. ParuoSiamas sacha#sz gradientas
centrifuginiame mgintuwelyje. Ant virSaus yra uzneSamas pavyzdys.

22.Centrifuguojama VAC 601 74000 g.

23.Viruso pavyzdys nusistovi tam tikroje vietoje.

32



24.Siq frakcija surenkame if iSvalyto viruso preparatidedamas Nad saugomas +4C

temperairoje.

2.2.9 Grybo Spongospora subterranea infektyvumas ir produktyvumas

©o0o~NOo

Lycopersicon esculentuMill. (pomidorai) infekuojami grybuSpongospora subteranea.
Ir auginami vandenije sistemoje 1 savait Auginame kambaryje, kur yra Sviesos ir
tamsos ciklas (16 valandviesa ir 8 valandas tamsos). Taip pat palaikoastopi 16°C
temperaira.
Infekuoti augalai panardinamivandenir sistem su kitais 3 sveikais pomidorais.
Po savats sveiki augalai tampa infekuoti grybo zoosporomis.
Kiekvienas infekuotas augalas patalpinaniastikling su vandeniu ir mineralémis
medziagomis (santykis 1:5) bei 25antibiotiko novobiocino.
Stikliné apvyniojama folija ir laikoma kambaryje 1 digikur yra Sviesos ir tamsos t&z
palaikoma pastovi 18C temperaira.
Po dienos augalai iSimami, vanduo iSpilamaggintuvel;.
Centrifuguojame centrifuga Megafuge 1.0 R 6000raps20 min. 20°C temperatroje.
Zoosporos nuglaj dugry. Jas suspenduojame 1 mL vandens.
Zoosporos Zirimos mikroskopu Nikon 133147, (x40), s&aiojamos su Goriajevo
kameraJy koncentracija apské&uojama pagal formgl

Koncentracija = Suma x 1000/16

10.Tie patys augalai perkeliami Svieaz; vandem su mineraliédmis medziagomis bei

antibiotiku.

11. Laikoma ¢l 1 diem.
12.Po dienos skaiuojamas zoosparkiekis.

Kiekviena savait yra nustatomas Sio grybo infektyvumas pagal auga&nyje

aptinkamas zoosporanges, naudojant Kolocsk&ble, 1954).

Kolo skalé:

0 — rera zoosporangi— rera infekcijos;

1 — kelios zoosporakg — labai silpna infekcija;

2 — kelios Saknys su zoosporamis — silpna infekcija;

3 - daug zoosporangvisose Saknyse - vidutinnfekcija.

4 — labai daug zoosporangaptinkama visose Saknyse - sunki infekcija.

2.2.9.1 Zoosporangj stekgjimas mikroskopu

=

Paimama jauwnbulviy Sakn. Jos nuplaunamos vandeniu.

2. Saknys uzpilamos dazu%l trifano nelynojo laktoglicerolyje). DaZas uZpilamos
taip, kad Saknysiy apsemtos.

3. Saknys laikomos vandens vonioje @Dtemperatra apie 10 min tol, kol nusidazys.

4. Saknis praplauname kelis kartus vandeniuiiriitie pro mikroskop Nikon 133147,

(x20) ar yra zoosporang.
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2.2.9PMTV plitimo greitis indikatoriniuose augaluose

1. Potato mop-top virusnokuliuojami augalai indikatoriai. Pasirenkamkig® augalai
Seimininkai, kurie sukelia sistemines reakcijasaarietines Zaizdas Siuose augaluose.

2. Pasirenkami ir sveiki, virusu neuzkti augalai, kurie tolimesniuose eksperimentuose
bus naudojami kaip neigiama kontrolSie augalai infekuojami tosigies sveiko

augalo sultimis.
3. Augalai auginami Silthamyje.

Kas tre&ia dierp augalai tikrinami, ar yra infekuoti PMTV. Nuo kskno augalo
imami pavyzdziai nuo Sio augalo Saknviduriniy lapy, inokuliuoty lapy, bei
virSutiniy lapy. Taip pat daroma ir su augalais, kurie naudojamip kneigiama
kontrok. PMTYV identifikuojamas, remiantis ELISA metodu.
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lll. REZULTATAIIRJ U APTARIMAS

3.1Augaly — indikatoriy metodas

Indikatoriniai augalai buvo uzkimmi mechanisSkai, pasirenkant jauaugah 3-5 lam
stadijoje. Inokuliacija buvo atliekama infekuotwugal; sultimis iS Sviezios ir liofilizuotos
medziagos inokuliacijos buferyje (pH 7.5). TRV dtve ne visi inokuliacijai naudoti
indikatoriniai augalai reagavo vietimis Zaizdomis. Kai kuriuose augaluose (pavyzdZiui
Nicotiana benthamiang,visai nebuvo aptikti jokie simptomai, nors TRVvauidentifikuotas
imunofermentigs analizs metodu. Kituose jautriuose Siam virusui indikatiolose augaluose
mazdaug po 4 ar daugiau diemsrySkdavo vietires Zaizdos, kurios yra pavaizduotos 4
paveiksle. Vietigs Zaizdos buvo aptiktdShenopodium quingatriplex hortensis, N. tabacum
tatiau daugiausiai simptombuvo nustatyta augale — indikatoritNe debneyikurioje pasireisk
vietinés zaizdos.

4 pav. TRV sukeltos vietias ZaizdosAtriplex hortensis(kairéje) ir Nicotiana tabacumcv. Samsun (desje)
lapuose.

Augal; — indikatoriy metodu buvo tiriamas TRV auga$eiminink; ratas. Siuo virusu
buvo uzkesti tiriamieji augalai, jautts Siam virusui bei augalai, pripazinti TRV diagnio&nis
raSimis. Gauti rezultatai pateikti 4 lentgd.

4 lentek. TRV izoliato Seiminink rato tyrimy rezultatai

12.0517N.debneyi N.debneyi SMo
Augalo rasis Simptomai Pakartotina Simptomai Pakartotina
inokuliacija inokuliacija
Cucumis sativus, ) i
Nicotiana glutinosa - + -
Nicotiana debneyi LL (Ziediski) + Mo, Ma +
N. benthamiana -
N. rustica LL (Ziediski)
N. tabacum, cv.Xanthi LL (zZiediski)
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Phaseolus vulgaris, - -
Vigna sinensis -
Chenopodium amaranticolor -

Tetragonia expansa - + LL +

Atriplex hortensis LL +

Chenopodium quinoa LL+S + LL +
(chlorotires

ir nekrotires)
N. tabacum cvSamsun -
Celosia cristata LL +
Nicandra physalodes -
LL — vietines Zaizdos (local lesions), S — sisteéimfekcija, Mo — margumas, Ma — deformacija

TRV tiriamuosiuose augaluose slikvietines Zaizdas, kai kada Sios pazaidos paséreisSk
chlorotiremis ir nekrotirtmis Zaizdomis. TikN. debneyiaugale jissukélé sistemir reakcip.
Palyginus gautus duomenis su lit@rat buvo nustatyta, kad tokie simptomai ir pazeidgi
augal, spektras yra charakteringi TRV (Mumford ir kt.,0BQ Harrison ir Robinson, 1978).

Potato mop-top virusnfekuoja nedidelaugal; Seimininky spektn, daugelyje tiriamju
augalp Sis virusas sukelia vietines Zaizdas. PMTV labanksai persiduoda mechaniskai
inokuliuojant augalus. Kai kuriuose indikatorinieogugaluose nebuvo aptikti jokie simptomai.
Siuo metodu buvo nustatyti jautriausi Siam virusuigalai Seimininkai. TaN. debneyi, N.
tabacum, N. benthamiana, N. clevelan@ih. amaranticolorPMTV suklé vietines nekrotines
Zaizdas, t&iau Sy pazaidy nebuvo labai daugN. debneyiir N. tabacumdazniausiaisukelé
vietines chlorotines bei nekrotines Zaizdis. clevelandiiSis virusas taip patukelé vietines
Zaizdas, tikN. benthamianabuvo aptinkama sistemin reakcija (5 pav.). Visame augale
pastebima lap mozaika. Simptomai daZniausiai pasireiSkia¢jusm 2 — 3 savains po
inokuliacijos, kartais simptomai iSry§k ir anksiau (Harrison ir Jones, 1970). Siuo atvej

pirmuosius simptomus buvo galima pastepracjus 9 dienom nuo inokuliacijos.

5 pav.PMTYV sukelta sisteminreakcija indikatoriniame augaMicotiana benthamiana

36



3.2 Elektroniné mikroskopija

Elektronires mikroskopijos metodas buvo naudojamas virusidalely, iSskirty i$
infekuoty augal, morfologiniy savybiy analizavimui bei iSgryninto viruso preparatyrimui.
Tiriamieji pavyzdZziai buvo dazomi negatyviniu da@% UA) ir analizuojami JEOL JEM-100S
(persvi€iamuoju) transmisiniu EM.

EM pagalba tiriamuosiuose augaluose su \éatia Zaizdomis ar sistemine reakdjavo
aptiktos lazdels formos TRV dalék. Viriono centre yra matomas kanalas, kurio diaaset
mazdaug 4 — 5 nm. Gauti rezultatai atitinka litemaje pateikiamus duomenis (Faugnet ir kt.,
2005). 6 paveiksle yra pateikiama TRV i$ infekuaagalo elektronigs mikroskopijos

nuotrauka.

P

4%

6 pav. TRV virusires dalets elektronigs mikroskopijos nuotrauka. Sio viruso dagel
infekuotameN. debneyaugale

7 ir 8 paveiksluose yra pateiktos iSgryninto TR¥égmarato nuotraukos, kuriose aiskiai
matoma, kad TRV, tai lazded formos virusas su ryskiai pastebimu kanalu vigury

G S gl -. 7
p = .y "'::' fﬁ

7 pav. Grynintas TRV preparatas
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8 pav. TRV preparatas po sachaészyradiento

3.3 TRV gryninimas

Viruso gryninimui buvo imta uzSaldyta (25 g) augalivirusuota medziaga (TRV
izoliatas 0517 iS floksoRhlox paniculatalL.). N. debneyi(Smo — sistemihi mozaika) buvo

naudojamas viruso padauginimui.

Po paskutinio ultracentrifugavimo yra matuojamausinio preparato UV absorbcija
(optinis tankis, ekstinkcija) spektrofotometru. Majama absorbcija 260 nm ir 280 nm bangos
ilgiuose. ISmatavus virusinio preparat@eé galima spgsti apie iSvalytame preparate, eSan
viruso koncentracy vadovaujantis tuo, kadRV ekstinkcijos koeficientas yr 3 (esant viruso

koncentracijai 1 mg/mL &g 3).

ISanalizavus gautus duomenis ir ap8ieaius baltymo koncentragijpagal formud
((1.55x Apgy) — (0.76x Agg)), buvo nustatyta, kad gautame preparate viruswesatracija yra
1.07 mg/mL, o baltymo koncentracija - 2.16 mg/mdgriyninto viruso rezultatai apibendrinti 5

lentekje.
5 lentek. 1Sgryninto TRV rezultatai

Augaliné medZiaga Lap | Az | Azgo | Viruso Viruso Viruso ISeiga, %

svoris, | OD* | OD* | konc, kiekis, mg | baltymo

g (mg/mL) konc,

(mg/mL)

TRV Iz. 0517 iS augalo| 25 0.321| 0.297 1.07 0.642 2.16 25.07
Fliokso; indikatorinis
augalas -N. debneyi
SMo

*Meéginiai atskiesti 10 kant
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3.4 Imunofermentiné analizé (Tiesioginis DAS-ELISA)

Imunofermentinis metodas — tai labai jautrus mesogadedantis aptikti ir identifikuoti
viruso buvimy augale. DAS-ELISA metodas buvo naudojamas dirvadegshntartiy virusy —
TRV ir PMTV identifikacijai.

TRV identifikavimas. Vienas labiausiai paplitusidirvozemiu plintatiy virusy yra
TRYV. ldentifikacijai pavyzdziai buvo paimti iS indatoriniy augal;, inokuliuoty Siuo virusu, iS
ivairiy dekoratyviny augait,.

Tyrimui buvo naudojami teigiama ir neigiama konésobei Sie indikatoriniai augalai:

1 pavyzdys CelosialLL (Izoliatas 0521, Ezeinis, 2005 08 19);

2 pavyzdys -Nicotiana debneys (1z. 0539, Kardelis, 2005 09 22);

3 pavyzdys -Gomphrena globosh (I1z. 9031 Krokas, 2005 08 19);

4 pavyzdys €elosialL (Iz. 0522 EZeinis, 2005 08 19);

5 pavyzdys -Chenopodium amaranticoldr (Iz. 0538 Cimbidium hybrida, 2005

09 22);

6 pavyzdys (K)— paimama i3 DAS-ELISOS rinkinio;
7 pavyzdys (K sveiko augalo sultys.

Teigiamos ir neigiamos kontkd padeda tinkamavertinti gautus rezultatus, nustatyti ir
identifikuoti tirlamus virusus.

Pirmiausiai 96 Suligliy plokStet yra uzneSama antikais, \¢liau pavyzdziais, konjugatu
ir substratu. Po kiekvienos medziagos uzneSimoalieiga inkubacija. Viskas daroma pagal
protokoh, kuris iSsamiai apiidintas metoduosgClark ir kt., 1977).

Rezultatai matuojami fotometru (Multiskan RC Lakt®yns) 405 nm bangos ilgyje. Sios
reakcijos pagrindas — spalvimeakcija. Si reakcijy déka yra gaunami optiniai tankiai, pagal
kuriuos nustatoma, ar tiriamas virusas yra tiriasiwase pavyzdziuose. Lyginame tiriamo
pavyzdzio optifp tank su teigiamos ir neigiamos kontésl optiniu tankiu. ELISA analige
teigiamai jvertinami tie pavyzdziai, kugi optinis tankis didesnis arba lygus 3 kartus negu
neigiama kontra (Clark ir kt. 1977).

Gauti duomenys pateikti 6 lentgd, o grafiSkai pavaizduota 9 paveiksle.

6 lentek. TRV pavyzdziy matavimo rezultatai

PavyzdZiai | 1 pav.| 2 pav.] 3 pav| 4pavl 5pay. 6pav.(K+) 7 pék-)
Rezultatai | 0.919 | 3.396 | 0.186 | 0.148 | 0.133 3.521 0.234
+ + - -
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9 pav. Grafinis ELISA rezultat pavaizdavimas

IS Sioje lentadje pateikty duomem, galima nustatyti, kad TRV buvo aptiktas tik 12ir
pavyzdziuose. Pirmas pavyzdySe{osiaLL (Izoliatas 0521, Ezeinis, 2005 08 19)) éodetines
Zaizdas, o kitas pavyzdyslicotiana debneyS (lz. 0539, Kardelis, 2005 09 22)) - sistegnin
reakcip. DAS-ELISA metodu TRV buvo taip pat identifikuothslvése. Kai kuriuose bubse
buvo aptikti pazeidimai — nekrotiniai lankai ir des bulviy gumbuose — kurie charakteringi
tilamajam virusui. Tyrimui buvo naudojami Sie padyiai:

1 pavyzdys — bulvveisk (,Aladin®)
2 pavyzdys — bukvveisk (,Aladin“)
3 pavyzdys — bulvveisk (,Salist®)
4 pavyzdys — bulvveisk (,Salist®)
5 pavyzdys (K)— paimama i§ DAS-ELISOS rinkinio
6 pavyzdys (K- naudojamos sveiko augalo sultys.

Atlikus DAS ELISA, gauti rezultatai pateikiami [éntekje ir grafiSkai pavaizduota 10

+

+

paveiksle.
7 lentek. TRV bulviy pavyzdziy matavimo rezultatai
PavyzdZiai 1 pav. 2 pav. 3 pav. 4 pav. 5 pav.(K+) pav.(K-)
Rezultatai 0.448 0.228 0.093 0.082 0.958 0.087
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10 pav Grafinis ELISA rezultat pavaizdavimas

Gauti rezultatai par@dTRYV identifikacif tik ,Aladin“ veislés bulwse, kurie pavaizduoti 1
ir 2 numeriais.

PMTYV identifikavimas. PMTYV identifikacijai buvo pasirinkta 30 bulyigumhy (bulviy
veisk — “Saturna”), kuriuose meédi Siam virusui bdingi simptomai (rudi Ziedai ar lankai
stiebagumbyje). DAS-ELISA metodakh PMTV buvo identifikuotas ne visuose pavyzdziuose
Teigiami rezultatai buvo nustatyti tik 4, 5 10, 13, 19, 20, 23, 27, 28 pavyzdziuose. Gauti
rezultatai yra pateikti 8 - 11 lengsk ir grafiSkai pavaizduota 11 paveiksle.

8 lentek. PMTV rezultatai, naudojant ELISA metpd

Pavyzdziai 1 pav. 2 pav. 3 pav. 4 pav. 5 pav. 6\pa 7 pav. 8 pav.

Rezultatai | 0.075 0.073 0.081 0.286 0.419 0.058 0.113 0.116
- - - + + - - -

9 lentek. PMTV rezultatai, naudojant ELISA metgpd

Pavyzdziai 9 pav. 10 pav. 11 pav. 12 pav| 13 pav.| 14 pav. 15 pav. 16 pav.

Rezultatai | 0.078 0.597 0.090 2.034 1.421 0.064 0.077 0.082
- + - + + - - -

10 lentek. PMTV rezultatai, naudojant ELISA metgpd

PavyzdzZiai| 17 pav. 18 pav. 19 pav. 20 pav 21 pav.| 22 pav. 23 pav. 24 pav.

Rezultatai | 0.074 0.069 0.536 3.400 0.078 0.068 3.251 0.148
- - + + - - + -

11 lentek. PMTYV rezultatai, naudojant ELISA metgpd

Pavyzdziai 25 pav. 26 pav. 27 pav. 28 pav 29 pav.| 30 pav. 3lpav(K+) | 32 pav(K-)

Rezultatai | 0.069 0.102 1.688 2.499 0.110 0.077 0.829 0.070
- - + + - -

“+” pazymetuose pavyzdziuose buvo identifikuotas virusas.
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11 pav. Grafinis ELISA rezultat pavaizdavimas

PMTYV taip pat buvo identifikuotas ir indikatorirdgae augaluose. Tyrimui buvo pasirinkta
kuo daugiau skirting PMTV izoliaty ir inokuliuotas indikatorinis augaldd. benthamiananes
tik Siame augale virusas sukelia ryskias sistemieakcijas bei tokiuiiu taip pat padauginama
virusiné medziaga. 12 lenigk yra pl&iau apilmdinta, kokie PMTV izoliatai buvo naudojami

Siame eksperimente.

12 lenteé. PMTV identifikavimui naudojami pavyzdziai ELISA nuetu

1.N. benthamianénokuliuota 1z. 54-7 9N. benthamian@nokuliuota 1z. 54-21

2.N. benthamiananokuliuota Iz. 54-3 10N. benthamiananokuliuota 1z. 54-22
3.N. benthamiananokuliuota I1z. 54-4 11IN. benthamianénokuliuota 1z. 54-23
4.N. benthamiananokuliuota 1z. 54-12 12N. benthamian@nokuliuota |z. 54-24
5.N. benthamianénokuliuota 1z. 54-15 13N. benthamiananokuliuota Iz. 54-25
6.N. benthamian@nokuliuota Iz. 54-16 14N. benthamiananokuliuota Iz. 54-26
7.N. benthamian@nokuliuota Iz. 54-17 15\. benthamiananokuliuota Iz. 54-27
8.N. benthamianénokuliuota 1z. 54-20 16N. benthamiananokuliuota Iz. 54-36

N. benthamiananokuliacija PMTV naudojama ne tik téld kad Siame augale jis sukelia
rySkias sistemines reakcijas, bet taip pat noriskidi du labai panaSius virusus tokius, kaip
TRV ir PMTV. Sie abu virusaN. benthamianasukelia skirtingas pazaidas (TRV — vietines
Zaizdas, o PMTV - sistemireakcip). Tai vienas iS #dy vizualiai nustatyti, koks virusas (TRV
ar PMTV) infekavo tiriam pavyzd (Todd, 1967).

ELISA analizje visi naudoti PMTV izoliatai buvo padauginti ikdkoriniame augale. Taip

pat buvo naudojama neigiama konéret sveikas augalas bei teigiama korirel PMTV
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infekuotas augalas. DAS-ELISA teigiamwaertinami tie pavyzdziai, kugioptinis tankis 3 kartus

didesnis negu neigiama kong&d[Clark ir kt. 1977). Gauti rezultatai pateikian8-15 lentetse.

13 lentek. PMTV rezultatai, naudojant ELISA metad

PavyzdZiai 1 pav. 2 pav. 3 pav. 4 pav. 5 pav. 6 pav.
(1z.54-7) (1z.54-3) (1z.54-4) (1z.54-12) (1z.54-15) (1z.54-16)
Rezultatai 0.066 0.070 0.076 0.403 2.021 1.326
- - - + + +
14 lenteé. PMTV rezultatai, naudojant ELISA metpd
PavyzdZiai 7 pav. 8 pav. 9 pav. 10 pav. 11 pav. 12 pav.
(1z.54-17) (I1z. 54-20) (1z.54-21) | (1z.54-22) (1z.54-23) | (1z.54-24)
Rezultatai 1.053 0.302 1.458 2.173 1.248 0.560
+ + + + + +
15 lental. PMTV rezultatai, naudojant ELISA metad
Pavyzdziai 13 pav. 14 pav. 15 pav. 16 pav. 17 pav. 18 pav.
(1z.54-25) (1z.54-26) | (1z.54-27) (1z.54-36) (K+) (K-)
Rezultatai 1.741 2.450 2.631 0.069 2.608 0.073
+ + + -

12 pav Grafinis ELISA rezultat pavaizdavimas

Tik 4 iS vig; Siame eksperimente naudoPMTV izoliaty, neda¢ teigiamy rezultat;.
Visuose kituose pavyzdziuose buvo identifikuotasTRMGauti rezultatai pavaizduoti grafiSkai
12 paveiksle. Visuose Siuose indikatoriniuose awmsd, kuriuose ELISA metodu buvo
identifikuotas PMTV, buvo pastebima sistefireakcija, sistemih mozaika buvo iSplitusi po
visa N. benthamianauga.
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3.5 Atvirkstin és transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija (AT-PGR)

Polimerazig grandinirt reakcija — tai labai jautrus metodas, naudojamassw
nustatymui ir identifikacijai. Sis metodas ypatisgaio, kad galima identifikuoti virgs esant
labai mazai jo koncentracijai.

Daugumos augalirusy nukleongstis yra RNR, tod yra naudojamas modifikuotas
PGR metodas — atvirkstia transkripcijos polimerazéngrandinire reakcija (Matthews, 1992).

TRV identifikacija. TRV identifikavimui buvo naudojami indikatoriniai ugalai,
inokuliuoti TRV i§ dekoratyvini augal. Siame tyrime buvo naudota uz3aldyta virusuota
medziaga: 1Nicotiana debneiL (l1z. 0517) ir 2)Nicandra physaloidekL (Iz. 0517). Visuose
augaluose-indikatoriuose buvo aptikti Siam virubtdingi simptomai (vietids zaizdos). Taip
pat buvo naudojama neigiama ir vandens koédrol

Siuo metodu buvo siekiama ne tik identifikuoti TRA&t ir palyginti dvi PGR programas:

1. universali programa RNR turintiems auga&lrusams;
2. specifirg, tik TRV badinga programa.

13 paveikslas iliustruoja produktus, gautus ATRP@etodu. IS pateikto paveikslo

matosi, kad abiejuose indikatoriniuose augaluose tmiamasis virusas (susidar364 bp

produktas), kas atitinka litefatnius duomenis (Weidemann, 1995).

Taip pat buvo nustatyta, kad specifisiam virusui programa yra efektyvésnegu
universali visiems augalRNR virusams programa. Specifj@ TRV programoje aptinkama kur

kas maziau priemaisr nespecifiSkum.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

364bp —>

13 pav. AT-PGR rezultatai poliakrilamidiniame gelyje. 1,i611 takeliuose markeris-gene rule, 2 ir 3
takeliai — Iz. 051MN.debney{universali augaj virusy PGR programa), 4 takelis — K-, 5 takelis ;7 ir 8 takeliai
— 1z 0517N.debney{speciali TRV PGR programa), 9 takelis — K-, 1kel&s — K0
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PMTYV identifikacija. Vieno zingsnio AT-PGR metodu buvo identifikuotas P¥1 Tai
jautrus ir labai greitai atliekamas metodas, kugaatvirkstires transkripcijos ir PGR reakcijos
vyksta iS karto viename é¢gintuwelyje, vienos uzprogramuotos programos metu.

Tyrimui buvo pasirinkti bulvi gumbai (bulvi veisk — “Saturna”), kum viduje buvo
aptikti PMTV hadingi simptomai (rudi lankai bei ziedai). Atliktageno zingsnio PGR (tiksli

metodika ir darbo eiga yra apraSyta skyriuje “Meait)d gauti rezultatai buvo analizuojami

1,5% agarozs gelyje. Gauti AT-PGR produktai pateikti 14 pawbek
1 2 3 4 5 6 7 8 MW 1112 13 14 15 16 17

560 bp

14 pav. Vieno zingsnio AT-PGR rezultatai 1% agarozs gelyje. 1 ir 17 takeliuose markeris-
gene rule, 2 — 13 takeliai — pavyzdZiai imti iS\bulstiebagumhj. 14 takelis — K-, 15 takelis —
Khzo, 16 takelis — K+

Teigiami rezultatai gauti tik dviejuose pavyzdaeo- 4 ir 10 takeliuose (susidd&60 bp
produktas), kas atitinka litetatnius duomenis (Sandgren, 1995). Siame ekspergnboto
naudojamas. DNR/EcoR1 + Hind Ill markeris, kurio bagporos iSsidsto tokia tvarka: 21226

bp, 5148 bp, 4973 bp, 4268 bp, 3530 bp, 2027 b4 1, 1584 bp, 1375 bp, 947 bp, 831 bp,
564 bp.

Taip pat buvo paimti tie patys pavyzdziai (ta fRNR, iSskirta iS gumip ir atlikta AT-
PGR, siekiant identifikuoti TRV. IS gautrezultat,, kurie yra pateikti 15 paveiksle galime

pasakyti, kad daugelyje pavyzdiur buvo nustatytas PMTV, TRV nebuvo identifikuata
1 2 3 567 8 910 1112131415 16 17 18018222 23 24

A

220 bp

15 pav.Vieno zingsnio AT-PGR rezultatai 195 agarozs gelyje. 1 ir 24 takeliuose markeris gene rule, 2
21 takeliai — pavyzdZziai imti i$ bulyistiebagumbhj. 22 takelis — 0, 23 takelis — K+
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TRV virusas buvo nustytas visuose pavyzdziuoseyisiskdviejuose (5 ir 18 takeliuose
rezultatas buvo neigiamas, juose nebuvo aptikta )TWose pavyzdZiuose buvo nustatytas
PMTV.

IS bulviniy pavyzdziy AT-PGR, galima daryti kelias iSvadas:
v’ abu virusai — PMTV bei TRV — daznai aptinkami higle,
v' vizualiai identifikuoti koks tai virusas yra ileanoma, nes abu Sie virusai bulvi
gumbuose sukelia tokius gas simptomus,
v TRV yra paplits kur kas dazniau nei PMTV.

3.6 Serologiskai sugauto viruso atvirkstigs transkripcijos polimeraziné cikliné
reakcija (IC-AT-PGR)

IC-AT-PGR naudojamas augaVirusy identifikacijai, tai metodas, apjungiantis ELISA i
AT-PGR metodus. Nors teigiama, kad Sis metodsas labai jautrus, taau jis palengvina viruso
nustatym, nes nereikalauja totais RNR iSskyrimo iS$ tirianp pavyzdZzi.

TRV identifikacijai pasirinkta tiriamoji medziaga izoliatas 0517 iSN. debneyi
(uzSaldyta ir liofilizuota augalin medziaga). Siuo metodu taip pat buvo norima patygi
iSsiaiSkinti, kuri medziaga — liofilizuota ar uz8gla — yra geresnir efektyvesi. 16 paveiksle

yra pateikti gauti rezultatai.

364 bp

16 pav.IC-AT-PGR rezultatai poliakrilamidiniame gelyje.irl7 takeliuose markerigx 174/ Haelll, 2-3
takeliai — 1z. 051 MN.debney(liofilizuota medziaga), 4 takelis - 1z. 05N.debney{uzSaldyta medziaga), 5 takelis —
K-, 6 takelis — K20
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Gauti rezultatai rodo, kad tai efektyvus ir patiksnmetodas TRV identifikavimui. Taip
pat buvo nustatyta, kadéma jokio skirtumo efektyvumo padidinimui naudojasaldyt ar
liofilizuota medziag.

3.7 Grybo Spongospora subterranea infektyvumas ir produktyvumas

Eksperimentas buvo praas Aarhus Universitete Zeiikio moksly fakultete, Augal
Apsaugos Departmente Danijoje (Aarhus Universitgcuity of  Agricultural Science,
Department of Plant Pathologgp07 02 07 ir¢sési iki 2007 03 21. Tyrimui buvo imti 6 jauni (2
savatiy) augalai — pomidorailf/copersicon esculenturitlill.), kurie buvo infekuoti grybo
Spongospora subterrans@oromis. Sie augalai buyeardinti: Ki1, K2, K;3 bei Ks1, K32, K33.

Po savaits infekuoti augalai buvo perkelii stiklinéle su vandeniu ir mineralémis
medziagomis. Kas antdier buvo skaitiuojamos zoosporos ir apskmiojama j; koncentracija.

Po pirmy dviejy dieny zoospon koncentracija nebuvo labai didel Koncentracija
svyravo nuo 62,5 zoospgmL iki 2437,5 zoosparmL. Prajus 3 dienom zoospor
koncentracija spaiai padictjo. Viename pavyzdyje koncentracija sielnet 538,13*16
zoospouw/mL. Prajus savaitei nuo eksperimento pradzios zoasgancentracija kas kart
mazdavo. Po 1 rnesio (kai kuriuose pavyzdziuose maziau negu poesio) zoospar visai

nebuvo aptikta. Gauti rezultatai pateikti 16 legjeglo grafiSkai pavaizduota 17 paveiksle.

16 lentek. Zoospon koncentracijos kaita

KONC., zoosp/miL* K1l Ki2 K3 Ksl K32 K33
0

DATA
Vasario 09 0,62 24 2 6,25 0,625 7
Vasario 12 407,5| 103,13 | 471,88 74,38 | 538,13 264,4
Vasario 14 615 64 | 296,88 | 141,25 250,63 | 161,25
Vasario 16 266,3 43,12 80 102,5 91,88 57,5
Vasario 18 70,63 40,63 26,25 69 27,5 28,75
Vasario 20 41,88 19,38 6,88 20,63 10 11,88
Vasario 22 8 0,625 7 4 2 5
Vasario 24 3 0,625 0 1,25 1,25 2,5
Vasario 26 0 0 0 0 0 0
Kovo 02 1,25 2 1,25 0 0,625 0
Kovo 05 1,25 1,25 0,625 0,625 0 0
Kovo 07 0 0 0 0 0 0
Kovo 09 0 0 0 0 0 0
Kovo 12 0 0 0 0 0 0
Kovo 15 0 0 0 0 0 0
Kovo 19 0 0 0 0 0 0
Kovo 21 0 0 0 0 0 0

47



17 pav.Zoospon koncentracija tiriamuosiuose pomidaugaluose

Kaip matosi iS pateikto grafiko 17 paveiksigradzioje zoospar koncentracija labai
spatiai kilo ir mazdaug po 5 dienkoncentracija pasiekdavo adkaush tasky. Prajus mazdaug
2 savaiém koncentracija spéiai mazdavo, o kai kur pasiekdavo net 0. Po kai kurio daik
zoospoy koncentracija 8 practdavo kilti, t&iau Sis kilimas buvo nezymus ir neilgalaikis,
netrukus buvo pastétas spartus zoosppprodukcijos sumagimas.

ISsamesni ir detalesni kiekvieno tiriamo pavyzdmaultatai yra pateikti ir apifinti

Zemiau esafiuose paveiksluose.

18 pav. Zoospou koncentracija tiriamajame &K pomidoro augale

Pirmame augal&;1 didziausia zoosparkoncentracija buvo pasiekta ppas 7 dienom
po eksperimento pradzios. Bjies dar 2 dienom zoospgrkoncentracija spéiai sumazjo,
zoospou buvo suskaiuojama beveik dvigubai maziau nei prie$ keliasdge Toliau zoospar

koncentracija vis matavo.

48



19 pav.Zoospon koncentracija tiriamajami;2 pomidoro augale

Antrame pomidoro augale ;K jau prajus 1 dienai nuo eksperimento pradzios buvo
aptikta didet grybo Spongospora subterraneaoospon koncentracija, kuri sigk 24*107
zoospouw/mL. Didziausias pikas buvo nustatytasgua 5 dienom nuo eksperimento pradzios.
Po 1 savaiéts koncentracija kaskart prathvo maéti. Nuo vasario 16 dienos iki vasario 18
dienos zoosparkoncentracijos pokytis nebuvo ryskiai Zenklus.

Kaip ir kituose pomidar augaluose zoosporkoncentracija pasiekdavo O, pjas
mazdaug 1 @#nesiui.

20 pav. Zoospon koncentracija tiriamajamk;3 pomidoro augale

Treciame augal& ;3 prajus 1 dienai nuo eksperimento pradzios buvo nustatgdided

zoospoy, koncentracija, apie 2*f0zoospow/mL. Po dar dviej dien; koncentracija labai
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padicjo ir pasiek maksimumo tagk Ji siek net 471,88+18 zoospow/mL. Beveik visuose
tirramuosiuose augaluose maksimumo taskas, t. gzialisia zoospar koncentracija, buvo
nustatyta prgus 5 dienom nuo eksperimento prazios. Ir mazdamgsgvaiés koncentracija

practdavo maéti.

21 pav.Zoospor, koncentracija tiriamajames& pomidoro augale

K3l augale zoosparkoncentracija iS pradzididéjo palaipsniui. Didziausia koncentracija
buvo nustatyta pégus savaitei nuo eksperimento pradzios. Ji palygisuw kit augah
pasiektomis didZiausiomis koncentracijomigran auksta. Sio augalo maksimali zoospor
koncentracija siekia 141,25*3(zoospon/mL, tuo tarpu kai auk$ausia koncentracija &

augalebuvo nustatyta net 615*1@oospoy/mL.

22 pav.Zoospor koncentracija tiriamajames& pomidoro augale
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Kitame augalé&s2 prajus 1 dienai nuo eksperimento pradzios koncenadmiyvo labai
nedidet, tik 0,625*1F zoospoy/mL. Kaip ir kituose tiriamuosiuose augaluose, lartcacijos

maksimumas buvo pasiektas po 5 diempo savails koncentracija vis madavo.

23 pav.Zoospor koncentracija tiriamajames® pomidoro augale

Siame augale (#3) po 1 dienos koncentracija pasiek*10° zoospos/mL. DidZiausia
koncentracija buvo pasiekta pjas 5 dienom nuo eksperimento pradzios. MazZiau peei
ménesio (2007 03 02) jau visai nebuvo aptikta zoaggarncentracija lygi O.

Gauti rezultatai parad kad p&iomis pirmomis eksperimento dienomis zoospor
koncentracija nebuvo labai didelmat reikia laiko, kad susiformupzoosporang kuri gakty
produkuoti zoosporas. Rjas mazdaug 5 dienom (kai kuriuose augaluose 7odirbuvo
aptikta didziausia zoospgprkoncentracija. Po Sio laikotarpio zoosp@pskatiuojama kaskart
maziau, koncentracija palaipsniui ndgZ kol mazdaug po émesio zoospar koncentracija
tampa lygi 0. PagaliSeksperiment galima spgsti, kada grybasSpongospora subterranea
labiausiai yra infektyvus, kada jis gali daugiausidekuoti nauj Sakn;. Buvo nustatyta, kad
efektyviausias produkcinis laikotarpis yra mazd&udienos nuo zoosporamgsusiformavimo.
Taip pat buvo nustatyta, kad Sis grybas negaliydrodti zoospax ilgiau nei nénes.

Yra zinoma, kad vienas augalas negali pastoviadykooti zoospar, nors ir nuolat
uzauga naujos jaunos Saknys, kuriogtgatioliau kiti infekuojamos grybo zoosporomis best
tolesn zoospou produkavim. Kocél taip vyksta tiksliai nezinoma, atsakymaj klausiny dar

néra, priezastys dar neisaiskintos.

51



Siuo eksperimentu taip pat buvo nustatyta augdiekaija, kurih sukélé Spongospora
subterranea. Kiekviers savait (eksperimentas truko 6 savaites) buvo paimamas dali

Lycopersicon esculentuMill. augaly Sakny, paruoSiami preparatai (detalésiga yra apraSyta

skyrelyje “Metodai”).

Mikroskopu Zirima, kiek zoosporangi yra augalo Saknyse ir,

pasitelkdami Kole skale (Kole, 1954), nustatomeadmgnfekcijos laipsp IS Sio eksperimento

galima pasakyti, kada grybas yra infektyviausiagjuo laikotarpiu jis gali labiausiai infekuoti

naujas augalo Saknis. IS gautezultat,, kurie yra apibendrinti ir pateikti 17 bei 18 lekse

galime teigti, kadSpongospora subterrandabiausiai infekuoja augalus ir juose sukelia spn

ar vidutines infekcijas peégus savaitei

ar dviem savaih nuo zoosporangisusiformavimo.

Véliau infektyvumo laipsnis vis maja ir mazdaug 5 savaitgrybas jau nebesugeba infekuoti

augalo, neaptinkama zoosporangiebeprodukuojamos zoosporos. Gauti rezultatpigat yra

apibendrinti grafiSkai, 24 paveiksle.

17 lenteé. Infekcijos nustatymas 1-3 savaituo zoosporarg susiformavimo

1 savaig Kil-2 2 savaié Kil-2 3 savaié Kil-1
Ki2-1 Ki2-3 Ki2-1
Ki3-1 Ki3-2 Ki3-1
Ksl-2 Ksl-2 Ksl-0
Ks2-1 Ks2 -2 Ks2-0
Ks3-1 Ks3-1 Ks3-0
18 lenteé. Infekcijos nustatymas 4-6 sawaituo zoosporargg susiformavimo
4 savaité Kil-1 5 savaié Kil-0 6 savaie Kil1-0
Ki2-1 Ki2-0 Ki2-0
Ki3-1 Ki3-0 Ki3-0
Ksl-0 Ksl-0 Ksl-0
Ks2-0 Ks2-0 Ks2-0
Ks3-0 Ks3-0 Ks3-0

Infekcijos nustatymas (Kole, 1954)
Kolo skalé:

0 — rera zoosporangi— rera infekcijos;

1 — kelios zoosporakg — labai silpna infekcija;

2 — kelios Saknys su zoosporamis — silpna infekcija;

3 - daug zoosporangvisose Saknyse - vidutinnfekcija.
4 — labai daug zoosporangaptinkama visose Saknyse - sunki infekcija
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24 pav.Grafinis infekcijos pavaizdavimas 1-6 savaites

Sio eksperimento metu taip pat buvo nustatyta kaiga tarp zoospar koncentracijos bei
infekcijos laipsnio: kuo daugiau augale yra aptmkazoosporangi (pagal zoosporanges
nustatomas infekcijos laipsnis), kuo sunkesma infekcija, tuo daugiau yra produkuojama
zoospou.

3.8 PMTV plitimo greitis indikatoriniuose augaluose

Siame eksperimente buvo siekiama nustatyti PMTVtinmi greif skirtinguose
indikatoriniuose augaluose. i#fima kaip greitai virusas keliauja nuo inokuliyotapy i
vidurinius, virSutinius lapus bei kaip greitai jisfekuoja augalo Saknis. Augalai — indikatoriai
buvo inokuliuoti PMTV ir Sie tikrinami ELISA metodkas tréia diem (eksperimentas vyko 23
dienas, kas ttea diem buvo atliekama PMTV identifikacija, panaudojantISA metod. 1S
viso 8 kartus buvo atliekamas viruso identifikavenalmami vienosasies 3 inokuliuoti augalai
bei 1 sveikas augalas, kuris naudojamas kaip meayikontroé. IS viso buvo atliekama PMTV

identifikacija 8 kartus. PMTV plitimo greitis indgdtoriniuose augaluosélicotiana clevelandii,
Nicotiana benthamiana, Nicotiana tabacum, Nicotiaiedney) apibendrintas 19-22 lenésk.

19 lentek. PMTYV plitimo greitis indikatoriniame augaMicotiana clevelandii

Diena Augalas Pavyzdys Rezultatas| Simptoma
3 dienos po Nicotiana clevelandii VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (1)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 -
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Saknys

0/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

6 dienos po

inokuliacijos (2)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

0/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

9 dienos po

inokuliacijos (3)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

0/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

12 diem po

inokuliacijos (4)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

0/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

15 diem po

inokuliacijos (5)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3
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Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

2/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

18 diem po

inokuliacijos (6)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

2/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

21 diena po

inokuliacijos (7)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

2/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

2/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

23 dienos po

inokuliacijos (8)

Nicotiana clevelandii

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

3/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

2/3

Nicotiana clevelandiisveikas

augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1
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Inokuliuoti lapai 0/1 -

Saknys 0/1 -

“+" — augale buvo pastéth simptomai; “-“ — augale nebuvo aptikti simptomé&/3, 1/3, 3/3, 2/3 - tai parodo
keliuose augaluose iS 3 eksperimente naudgjduvo identifikuotas PMTV; 0/1 — kaip neigiama kanhé
naudojamas 1 augalas ir jame nebuvo identifikuBtd3 V.

Nicotiana clevelandiiindikatoriniame augale jau gjas 3 dienom po inokuliacijos,
ELISA metodu buvo identifikuotas PMTV egzistavimdmjvo gauti teigiami rezultatai, nors
vizualiai jokiy simptomy nebuvo pasteita. Simptomai iSrysjo kur kas ¢liau, prajus 12 diem
po inokuliacijos, kai kuriuose augaluose buvo fagdtes kelios vietigs Zaizdos. Peégus 15
dieny po inokuliacijos, virusas jau buvo identifikuotaaknyse, t@au prajus 23 dienom po
inokuliacijos PMTV vis dlto nebuvo aptiktas visame augale, jis nebuvo titllknotas

virSutiniuose augalo lapuose.

PMTV plitimo greitis indikatoriniame augale Nicotiana
clevelandii
23 ﬁ
o 21 *
2 i
© 18 -
S i ‘ ‘ o Saknys
215 O Inokuliuoti lapai
s | |
-E 12 m Viduriniai lapai
S ] S,
S g @ VirSane
c
2 a
O 6
3
| |
25 pav.PMTV plitimo greitis indikatoriniame augalicotiana clevelandii
20 lentek. PMTYV plitimo greitis indikatoriniame augalicotiana benthamiana
Diena Augalas Pavyzdys Rezultatas| Simptoma
3 dienos po Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (1)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 0/3 -
Saknys 0/3 -
Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
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Saknys

0/1

6 dienos po

inokuliacijos (2)

Nicotiana benthamiana

VirSutiniai lapai

1/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

0/3

Nicotiana benthamiana

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

9 dienos po

inokuliacijos (3)

Nicotiana benthamiana

VirSutiniai lapai

2/3

Viduriniai lapai

1/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

0/3

Nicotiana benthamiana

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

12 diem po

inokuliacijos (4)

Nicotiana benthamiana

VirSutiniai lapai

2/3

Viduriniai lapai

3/3

Inokuliuoti lapai

2/3

Saknys

2/3

Nicotiana benthamiana

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

15 diem po

inokuliacijos (5)

Nicotiana benthamiana

VirSutiniai lapai

3/3

Viduriniai lapai

2/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

2/3

Nicotiana benthamiana

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1
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Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
18 diem po Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 3/3 +
inokuliacijos (6)
Viduriniai lapai 3/3 +
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 2/3 -
Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
21 diena po Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 3/3 +
inokuliacijos (7)
Viduriniai lapai 3/3 +
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 3/3 -
Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
23 dienos po Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 2/3 +
inokuliacijos (8)
Viduriniai lapai 3/3 +
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 3/3 -
Nicotiana benthamiana VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -

“+" — augale buvo pastéth simptomai; “-“
keliuose augaluose iS 3 eksperimente naudgjduvo identifikuotas PMTV; 0/1 — kaip neigiama karhé
naudojamas 1 augalas ir jame nebuvo identifikuBtd3 V.

— augale nebuvo aptikti simptom&i3, 1/3, 3/3, 2/3 - tai parodo
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Kaip buvo nustatyta i$ Sio eksperimento, ¢erisiai virusas plina indikatoriniame augale
- Nicotiana benthamianalau prajus 6 dienom po inokuliacijos PMTV buvo identifikias ne
tik inokuliuotuose lapuose, bet taipogi ir virSutiose lapuose. P¢us 9 dienom po
inokuliacijos iSrySkjo sistemir reakcija, sistemin mozaika buvo iSplitusi po wisaugad.
PMTYV taip pat buvo identifikuotas ELISA metodu tigkSutiniuose, tiek viduriniuose, tiek ir
inokuliuotuose lapuose. Tik Saknyse Sis virusas obunustatytas pggus 12 diem po

inokuliacijos.

PMTV plitimo greitis indikatoriniame augale Nicotiana
benthamiana

23ﬁ
1 ‘ ‘ |
2 —
1 I I |

3
:5 18 Iﬁl -
c 4 \ T \ O Saknys
215 4% O Inokuliuoti lapai
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'E 12 ﬁ m Viduriniai lapai
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g 9
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26 pav.PMTV plitimo greitis indikatoriniame augalicotiana benthamiana

21 lentek. PMTV plitimo greitis indikatoriniame augaMicotiana tabacum “Xanthi”

Diena Augalas Pavyzdys Rezultatas| Simptoma
3 dienos po Nicotiana tabacum “Xanthi” | VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (1)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 0/3 -
Saknys 0/3 -
Nicotiana tabacum “Xanthi”| VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
6 dienos po Nicotiana tabacum “Xanthi” | VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (2)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 -
Saknys 0/3 -
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Nicotiana tabacum “Xanthi”

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

9 dienos po

inokuliacijos (3)

Nicotiana tabacum “Xanthi”

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

0/3

Nicotiana tabacum “Xanthi”

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

12 diem po

inokuliacijos (4)

Nicotiana tabacum “Xanthi”

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

0/3

Nicotiana tabacum “Xanthi”

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

15 diem po

inokuliacijos (5)

Nicotiana tabacum “Xanthi”

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

0/3

Nicotiana tabacum “Xanthi”

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

18 diem po

inokuliacijos (6)

Nicotiana tabacum “Xanthi”

VirSutiniai lapai

0/3

60



Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 0/3 -
Nicotiana tabacum “Xanthi”| VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
21 diena po Nicotiana tabacum “Xanthi” | VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (7)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 0/3 -
Nicotiana tabacum “Xanthi”| VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
23 dienos po Nicotiana tabacum “Xanthi” | VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (8)
Viduriniai lapai 2/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 0/3 -
Nicotiana tabacum “Xanthi”| VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
“+” — augale buvo pastéth simptomai; “-“ — augale nebuvo aptikti simptom&i3, 1/3, 3/3, 2/3 - tai parodo

keliuose augaluose iS 3 eksperimente naudgjduvo identifikuotas PMTV; 0/1 — kaip neigiama karhé
naudojamas 1 augalas ir jame nebuvo identifikuBtd3 V.

Indikatoriniame augaleNicotiana tabacum “Xanthi” PMTV buvo identifikuotas
inokuliuotuose lapuose pias 6 dienom po inokuliacijos. Nors virusas buventifikuotas
ELISA metodu, bet augale nebuvo aptikta yokiruso sukeli simptom;. Simptomai iSrysgo
tik pragjus 18 dienai po inokuliacijos, inokuliuotuose lapa buvo pastebimos kelios viesn

zaizdos. Prgus 23 dienom po inokuliacijos, PMTV buvo identifibtas ir viduriuniuose augalo
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lapuose. Viruso plitimo greitidlicotiana tabacum “Xanthi” indikatoriniame augale grafiSkai

pavaizduotas 27 paveiksle.

PMTYV plitimo greitis indikatoriniame augale
Nicotiana tabacum "Xanthi"
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27 pav.PMTV plitimo greitis indikatoriniame augahicotiana tabacum “Xanthi”

22 lentek. PMTYV plitimo greitis indikatoriniame augaMicotiana debneyi

Diena Augalas Pavyzdys Rezultatas| Simptoma
3 dienos po Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (1)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 0/3 -
Saknys 0/3 -
Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
6 dienos po Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (2)
Viduriniai lapai 0/3 -
Inokuliuoti lapai 0/3 -
Saknys 0/3 -
Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
9 dienos po Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/3 -
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inokuliacijos (3)

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

1/3

Saknys

0/3

Nicotiana debneyi

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

12 diem po

inokuliacijos (4)

Nicotiana debneyi

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

1/3

Saknys

0/3

Nicotiana debneyi

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

15 diem po

inokuliacijos (5)

Nicotiana debneyi

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

0/3

Nicotiana debneyi

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1

Viduriniai lapai

0/1

Inokuliuoti lapai

0/1

Saknys

0/1

18 diem po

inokuliacijos (6)

Nicotiana debneyi

VirSutiniai lapai

0/3

Viduriniai lapai

0/3

Inokuliuoti lapai

3/3

Saknys

0/3

Nicotiana debneyi

(sveikas augalas, K-)

VirSutiniai lapai

0/1
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Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
21 diena po Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (7)
Viduriniai lapai 3/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 0/3 -
Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
23 dienos po Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/3 -
inokuliacijos (8)
Viduriniai lapai 3/3 -
Inokuliuoti lapai 3/3 +
Saknys 0/3 -
Nicotiana debneyi VirSutiniai lapai 0/1 -
(sveikas augalas, K-)
Viduriniai lapai 0/1 -
Inokuliuoti lapai 0/1 -
Saknys 0/1 -
“+” — augale buvo pastéth simptomai; “-“ — augale nebuvo aptikti simptom&i3, 1/3, 3/3, 2/3 - tai parodo

keliuose augaluose iS 3 eksperimente naudgjdnuvo identifikuotas PMTV; 0/1 — kaip neigiama kahé
naudojamas 1 augalas ir jame nebuvo identifikuBtd3 V.

Indikatoriniame augaleNicotiana debneyiprajus 9 dienom po inokuliacijos buvo
identifikuotas PMTV ELISA metodu, nors Siame augakbuvo aptikta joki Siam virusui
budingu simptomy. PMTV pradzioje buvo identifikuotas tik Siuo vitsnokuliuotuose lapuose
ir tik véliau, prajus 21 dienai po inokuliacijos Sis virusas buvotaasir identifikuotas
viduriniuose augalo lapuose. Taip patgua 21 dienai po inokuliacijos iSry§k ir Siam virusui
budingi simptomai, inokuliuotuose augalo lapuose baptiktos kelio vietias zaizdos. Grafinis

PMTYV plitimo greitis Siame indikatoriniame augal&pavaizduotas 28 paveiksle.
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PMTYV plitimo greitis indikatoriniame augale
Nlcotiana debneyi
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28 pav.PMTV plitimo greitis indikatoriniame augalicotiana debneyi

Siuo eksperimentu buvo siekiama iSsiaiskinti, kgipitai virusas infekuoja visauga,
pradedant inokuliuotais lapais, kylant atiks i vidurinius bei virSutinius lapus bei kaip greitai
virusa galima identifikuoti augalo Saknyse. Sis ekspernitag buvo atliktas su indikatoriniais
augalais kurie yra jadts Siam virusui. Tikimasi, kad panasSus PMTYV plitigreitis tugty bati ir
natiraliame PMTV Seimininke -Solanum tuberosur. Yra manoma, kad péps maziau kaip
vienam ng¢nesiui virusas gali infekuoti vasaugad nuo virginés iki Sakm, virusas isSplinta po
visa augai. Siuo eksperimentu buvgodyta, kad PMTV skirtingai plinta indikatoriniuose
augaluose. Vienuose augaluose, pavyzddigotiana benthamianaPMTV plinta labai greitai,
jau prajus 12 diem po inokuliacijos PMTV buvo identifikuotas visamagale, tiek vir@néje,
tiek ir augalo Saknyse. Tiau kituose indikatoriniuose augaluose, tokiuose ki debneyar N.
tabacumviruso plitimo greitis nustatytas kur kagdsnis. Prgus maziau nei gnesiui PMTV
Siuose augaluose buvo identifikuotas tik inokuliwaste ir viduriniuose lapuose. Indikatorinis
augalasN. clevelandiiiSsiskyg iS kity augal; tuom, kad pirmiausiai PMTV buvo identifikuotas
inokuliuotuose lapuose, o paskui Sis virusas [@&myn,i Saknis.

Sis atliktas eksperimentas patp#tad PMTV gana greitai plinta augaluose,étasli $iuo
patogenu kovoti yra tiina, nes jis gali sukelti labai dideliproblem; daugeliui augal, o

ypatingai svarbiam kuitiniam augalui — bulvei.
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ISVADOS

Nustatytas tiriam TRV bei PMTV izoliat; paZeidziam augal spektras bei sukeliami
simptomai. PMTV infekuoja siagaugal; — Seiminink; spekts palyginus su TRV.

TRV ir PMTV buvo nustatyti teigiamomis serologmis reakcijomis (DAS-ELISA) beiyj
identifikacija buvo patvirtinta skirtingais PGR rodais (dviey bei vieno zingsnio AT-
PRG, universali augalvirusams AT-PGR, IC-AT-PGR).

Gautas isgrynintagobacco rattlevirus preparatas, kuriame elektroag mikroskopijos
pagalba buvo aptiktos charakteringos, lagsl&brmos su kanalu viduje daisl

Nustatyta, kad PMTV gréiausiai plinta N. benthamiana bei N. clevelandii
indikatoriniuose augaluose, é&lausiai —N. debneyir N. tabacum “Xanthi”. DidZiausia
vektoriaus Spongospora subterraneaoospon koncentracija 5-7 dienos nuo zoospor
produkavimo pradzios. ISaisSkintas drigtiprumo tim grybo infektyvumas, panaudojant
Kole skak.

Darh atliko: Jurgita Rimkewiiaté

Darbo vadovhabil. dr. J.B.Staniulis
dr.Steen Lykke Nielsen
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SANTRAUKA

Potato mop-top virus,priklausantis Pomovirus gertiai ir Tobacco rattle virus,
priklausantisTobravirusgertiai — tai dirvozemiu plintantys virusai. Tai patoge, kurie pldiai
paplitt pasaulyje. Pastaruoju metu vis labiau susigtartiais virusais, mat jie sukelia daug zalos
daugeliui augail, tame tarpe ir labai svarbkultariniy augal. Su Siais patogenais kovoti yra
labai sudtinga, taigi iSkyla labai rimta problema, kubandoma iSsgsti. Todtl Siame darbe ir
buvo siekiama susipazinti su Siais virusaig,pgrnesgjais bei padaryti pirmuosius zZingsnius,
ieSkant ladus kovai su Sais patogenais.

PMTV - tai patogenas, kuriam rnighngas gausus Seimininkratas. Jis infekuoja tik
nedaugel augal, raSiy. Tai viena iS savyhi kuria skiriasi nuo TRV. Pastarasis prieSingai,
pasizymi didele augadSeimininky gausa. Sie virusai labai panaguom, kad daugelyje augal
jie sukelia panaSius simptomus bei pazeidimus. iNdikatoriniuose augaluosa; jsukeltos
Zaizdos yra labai panasios. Taigi, susiduriamarsbl@ma, mat identifikuoti juos vizualiai yra
labai sudtinga. Tik N. benthamianandikatorinis augalas gali péil atskirti Siuos virusus:
PMTV jame sukelia sistemgrreakcip, sistemi mozaika iSplinta po visaugad, o TRV sukelia
tik vietines zaizdas.

Siame baigiamajame darbe buvo siekiama identifikBMTV bei TRV molekuliniais
metodais. Identifikacijoje buvo pritaikytas imunofeentinis metodas — ELISA. Buvo nustatyta,
kad Sis metodas labiau tinka identifikuoti PMTV fAdRV, o kiti molekuliniai metodai, tokie
kaip kely raSiy AT-PGR, IC-AT-PGR yra efektyas ir tinkami identifikacijoje abiej

. s

paplite kultariniuose augaluose.

PMTV ir TRV virusai — tai lazdéks pavidalo virusai. TRV buvo iSgrynintas bei
patvirtinta jo morfologija, naudojant elektroagimikroskopijos metad

Siekiant jsitikinti PMTV patogeniSskumu ir viruso tyrimaktualumu, buvo atliktas
eksperimentas, kurisode, kaip greitai Sis virusas plinta skirtinguose katoriniuose augaluose.
Kai kuriuose augaluose jau ppas 3 dienom po inokuliacijos buvo identifikuotadPV.
Manoma, kad panaSus plitimas dwr bati ir natiraliame Sio viruso Seimininké&olanum
tuberosunL.

Kovoti su augal virusais yra labai sutinga, toal vienas iS galim kovos ludy su Siais
patogenais — tai kova su platintojais (vektoriais). Todl Siame darbe buvo siekiama, kuo
daugiau iSsiaiskinti apie PMTV vektari gryla Spongospora subterraneBuvo nustatytas Sio
vektoriaus produktyvumas, infektyvumas ir iSgyvenams.
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SUMMARY

Potato mop-top viruggenusPomovirug and Tobacco rattle viruggenusTobravirug —
soil born viruses. These pathogenes are distribwttiwide and can significantly reduce the
guality and yield of potato and other horticultu@ants. So in recent years more and more
people are interesting in these viruses. Thesesewrare responsible for economic losses in
potato crops. To control the spread of virusesasy \Wdifficult, so nowadays it is a serious
problem, which everybody wants to solve it. Virmtol depends on vector management, so
the main purpose of this article was to know mdreua these viruses and thier vectors and to do

first steps to finding ways of viruses’ suitablenttol measures.

PMTV has narrow range of hosts. On the contrary Ta¥ a very wide natural host range.
So it is one of the differences from these soihleoriruses.

However diagnosis is further complicated by the that TRV and PMTV are very similar
viruses, even they can cause similar symptomsdigator plants. So to diagnose reliable these
viruses by visual symptoms are very difficult. Jusindicator plantN. benthamiandhese soill
borne viruses cause different symptoms: PMTV caistemical reaction, sistemical mosaic
spreads in whole plant and TRV cause local lessions

PMTV and TRV were identificated with different moldar methods. These viruses were
detected by enzyme-linked immunosorbent assay. BAISA was shown to be more sensetive
and reliable method for PMTV than TRV. Other molacunethods such as RT-PGR, IC-RT-
PGR are effective and sensitive for identificatodriboth soil born viruses.

PMTV and TRV are rod-shaped viruses. TRV was pedifiPurification and electron
microscopy — these two methods helped to see tmphulmgy of TRV.

There was made an experiment which show how quiek§TV spread in different
indicator plants. It was seen the pathogenesisiafiedtivity of this soil born virus. In 3 days
after inoculation PMTV was identified by ELISA methin some indicator plants. It seems that
very similar spread must be and in the natural PMigst —Solanum tuberosuin

To control plant viruses are very difficult, praatily impossible. First of all you must to
control the vector of virus. So in this scientifiork it was trying to know more about the vector
of PMTV - the fungySpongospora subterranelti.was established the productivity, infectivity

of this vector.
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