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IVADAS

Pasaulyje zinoma apie 50 cukrinius runkelius infekuojanciy ligy, i§
kuriy apie 20 yra ekonomiskai labai svarbios (Mukhopadhyay, 1987).
Cukrinius runkelius (Beta vulgaris subsp. vulgaris convar. vulgaris var.
altissima Doll) Europoje pazeidzia keletas skirtingy virusiniy ligy. Geltligiy
virusy, priklausan¢iy Luteoviridae ir Closteroviridae Seimoms, sukeliami
pazeidimai daZniau pasireiSkia lapuose jvairaus intensyvumo chlorozémis.
Siuos virusus platina amarai (Stevens ir kt., 2005b). DirvoZzemyje gyvenantys
grybai platina apie 30 augaly virusy rasiy (Campbell, 1996). IS jy cukriniy
runkeliy derliui didZiausig zalg daro Polymyxa betae Keskin platinamas Sakny
rizomanijos sukéléjas (Tamada ir Baba, 1973). Rizomanija yra dirvozemiu
plintanti liga, aptinkama pagrindiniuose pasaulio cukriniy runkeliy auginimo
regionuose, nulemianti didelius derliaus nuostolius (50-60 %) (Henry, 1996).
Veiksmingy prie§ §ig ligag kontrolés priemoniy néra. Ja sukelia runkeliy
nekrotinio gysly pageltimo virusas (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVYV),
turintis daugiakomponentj RNR genomg. Visy natiraliy BNYVV izoliaty
sudétyje yra keturios RNR rasys, taCiau kai kurie izoliatai turi penkta RNR
(Tamada ir kt., 1989). RNR 1 ir RNR 2 yra viruso ,,namy genai, reikalingi
infekcijai, o mazesnés RNR yra susijusios su patogeniSkumu ir viruso
perdavimu (Richards ir Tamada, 1992).

BNYVV yra trijy pagrindiniy (A, B ir P) tipy, kurie serologiskai
nesiskiria. A tipas yra aptiktas Europos 3alyse, Irane, S. Amerikoje, Kinijoje ir
Japonijoje, o B tipas — Pranciizijoje, Vokietijoje ir kai kuriose Svedijos, Kinijos
ir Japonijos vietovése (Saito ir kt., 1996; Miyanishi ir kt., 1999; Lennefors ir
kt., 2000; Sohi ir Maleki, 2004). BNYVV A ir B tipy nukleotidiniy seky
skirtumas yra nedidelis, nukleotidy identiSkumas svyruoja 96-99 % intervale
(Saito ir kt., 1996; Koenig ir Lennefors, 2000). Nors buvo manoma, kad Siy
dviejy tipy patogeniSkumas nesiskiria, visgi buvo parodyta, kad BNYVV A
tipas cukriniams runkeliams yra §iek tiek daugiau patogeniskas nei B tipas

(Heijbroek ir kt., 1999; Rush ir kt., 2006).



RNR 5 komponenta turintys BNYVV izoliatai, rasti Azijoje ir kai
kuriose Europos dalyse, buvo pavadinti P tipo izoliatais (Koenig ir kt., 1997;
Koenig ir Lennefors, 2000). Tokie RNR 5 komponentg turintys izoliatai taip
pat buvo rasti Jungtin¢je Karalystéje, Kinijoje ir Japonijoje (Tamada ir kt.,
1996; Koenig ir Lennefors, 2000; Harju ir kt., 2002). Sie izoliatai pasizymi
didesniu agresyvumu ir patogeni§kumu nei kiti BNYVYV izoliatai (Tamada ir
kt., 1996; Miyanishi ir kt., 1999). P tipo BNYVV augaluose juda daug greic¢iau
nei A arba B tipo virusai, o i§ dalies atspariose veislése stebima daug rySkesné
Sakny infekcija, palyginus su analogiskais augalais, uzkréstais A arba B tipo
virusais (Heijbroek ir kt., 1999). BNYVV P tipas gali iSvengti augaly apsaugos
atsaky aktyvinimo, todél jis gali biiti Zalingas cukriniams runkeliams tose
pasaulio Salyse, kuriose rizomanijos kontrolé grindziama virusui atspariy
runkeliy veisliy naudojimu (Klein ir kt., 2007).

Rizomanijos tyrimai ir molekuliné BNYVYV izoliaty analizé gali padéti
nustatyti koreliacija tarp molekuliniy BNYVV savybiy ir geografinés kilmés.
Viruso genomo seky analizé gali padéti charakterizuoti izoliaty jvairove,
nustatyti viruso tipus bei nustatyti pokyCius geny koduojamose baltymy
sekose, salygojanciose BNYVV patogeniskuma.

Polikloniniy  antikiiny panaudojimas imunofermentinés analizés
metoduose gali biti pritaikytas rutininiam S§io viruso aptikimui. Tai leisty
atrinkti viruso izoliatus biologiniy ir morfologiniy savybiy nustatymui bei
molekulinei charakteristikai.

Sio darbo tikslas yra charakterizuoti runkeliy rizomanija Lietuvoje
sukeliantj virusa biologiniais, imunofermentiniais, elektroninés mikroskopijos
ir molekuliniais metodais; nustatyti kokiam molekuliniam tipui priklauso
Lietuvoje izoliuoti rizomanijos sukéléjai bei jvertinti jy ir kity Saliy BNYVV
izoliaty baltymy seky filogenetinius rySius; gauti i§ triuSio polikloninius
antikiinus prieS BNYVV ir istirti jy panaudojimo galimybes S§io viruso

diagnostikai.



Darbo uzdaviniai:

1. Identifikuoti rizomanija sukeliantj runkeliy nekrotinio gysly
pageltimo virusa (BNYVYV) cukriniy runkeliy pasélivose Lietuvoje
naudojant imunofermentinés analizés ir skirtingus PCR metodus.
Nustatyti efektyviausig ir jautriausiag PCR metoda, tinkamg BNYVV
identifikacijai.

2. Pernesti BNYVV | augalus indikatorius, padauginti ir gauti gryna
viruso preparatg, nustatyti bei palyginti infekcijos Saltiniuose ir
augaluose indikatoriuose aptinkamy viriony morfologines,
serologines savybes.

3. Nustatyti i§skirty BNYVV izoliaty tipus.

4. Palyginti skirtingose geografinése vietovése aptikty Sio viruso
izoliaty apvalkalo ir P25 baltymy geny fragmenty sekas.

5. Pagaminti polikloninius antikiinus prie§ BNYVV.

6. Paruosti BNYVV antikiiny konjugata su krieny peroksidaze ir

jvertinti gauty preparaty tinkamuma Sio viruso diagnostikai.

Mokslinis naujumas

v/ Pirmg karta panaudojant molekulinés biologijos metodus
charakterizuotas runkeliy rizomanijg sukeliantis runkeliy nekrotinio
gysly pageltimo virusas Lietuvos cukriniy runkeliy paséliuose.

v" Identifikuoti du skirtingi (A ir B) Lietuvoje i§skirty BNYVYV izoliaty
tipai. Nustatyta, kad Ukrainoje i§skirti BNYVYV izoliatai priklauso A
tipui, o Kazachstane — P tipui.

v' Jvertintos $io viruso izoliaty morfologinés ir serologinés savybés.

v" I8grynintas antikiinams gaminti tinkamas viruso preparatas. Sukurta
imunofermentiné sistema tinkanti BNYVV diagnuozuoti.

Taigi, Sis darbas prisidéjo prie BNY VYV izoliaty jvairovés ir kintamumo

tyrimo.



Ginamieji teiginiai

1. Lietuvoje, Ukrainoje ir Kazachstane aptiktuose cukriniy runkeliy
meéginiuose, rodanciuose rizomanijos simptomus, imunofermentinés
analizés ir molekuliniais metodais identifikuotas runkeliy nekrotinio
gysly pageltimo virusas (BNYVV).

2. Rizomanija infekuotuose augaly méginiuose ir i§grynintuose viruso
preparatuose aptikty viriony morfologinés savybés yra budingos
BNYVV.

3. Lietuvoje iSskirti ir iSanalizuoti BNYVV izoliatai yra dviejy
skirtingy tipy: Pn — A tipo, o St ir T — B tipo. Nustatyta, kad visi
Ukrainoje gauti BNYVV izoliatai priklauso A tipui, o izoliatas i§
Kazachstano — P tipui.

4. Lietuvoje i8skirty BNYVYV izoliaty P25 baltymo sekos turi skirtingas
aminortigsciy tetradas (67-70 padétyje). Parodyta koreliacija tarp
viruso izoliaty apvalkalo ir P25 baltymy: Lietuvoje isskirti St ir T
izoliatai priklauso B tipo viruso izoliatams, turintiems pastovia
AYHR tetrada, Pn — A tipo viruso izoliatams, turintiems kintama
tetrada.

5. Gautas iSgrynintas BNYVV preparatas yra tinkamas polikloniniy
antikiny gavimui.

6. Sukurta imunofermentiné sistema, sudaryta i§ gauty polikloniniy
antikiiny prieS BNYVV bei S§iy polikloniniy antikiing ir krieny
peroksidazés konjugato, tinka BNYVV diagnostikai IFA ir

imunobloto metodais.
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Darbo aprobavimas ir publikacijos

Disertacijos medziaga buvo pristatyta 5 tarptautinése ir 2 konferencijose
Lietuvoje. Tyrimy rezultatai paskelbti 4 moksliniuose straipsniuose bei 7

konferencijy tezése.

Disertacijos struktira.

Disertacijos rankrastj sudaro: Jvadas, Literatiiros apzvalga, MedZiagos ir
metodai, Rezultatai ir jy aptarimas, ISvados, 204 literatiiros $altiniy sarasas,
moksliniy publikacijy sarasas. Disertacijos apimtis — 125 puslapiai, 14 lenteliy

ir 26 paveikslai. Disertacija parasyta lietuviy kalba, santrauka — angly kalba.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Rizomanija, jos atradimas

Rizomanija (ang/. Rhizomania) yra viena i§ svarbiausiy cukriniy
runkeliy (Befa vulgaris subsp. vulgaris convar. vulgaris var. altissima DOoll)

virusiniy ligy, nulemianti didele ekonoming zala. Jg sukelia runkeliy nekrotinio
gysly pageltimo virusas (Beet necrotic yellow vein virus, BNYVV), kuris
tarptautinio virusy taksonomijos komiteto (angl. International Committee on
Taxonomy of Viruses, ICTV) 1997 m. buvo priskirtas Benyvirus genciai
(Tamada ir Baba, 1973). BNYVV yra perneSamas dirvoZzemio biotrofiniu
parazitu Polymyxa betae Keskin, kuris iSgyvena uzkréstame dirvozemyje
daugelj mety (Keskin, 1964; Campbell, 1996; Adams ir kt., 2001; Rush, 2003).

Cukriniy runkeliy rizomanija pirma karta buvo aptikta Siaurés Italijoje
Po lygumoje ir Adige slényje (Canova, 1959). Ligos pazeisty cukriniy runkeliy
derlius buvo labai menkas, o runkeliai turéjo nenormaliai daug pajuodusiy
nekroziniy Sakny. Tokius susidariusius simptomus A. Canova pavadino
»1zomanija“ arba ,Sakny beprotybe“ (amgl. root madness) (Canova, 1966).
Dirvozemyje gyvenantis P. betae buvo siejamas su $ia liga, bet tikrasis ligos
sukeléjas nebuvo identifikuotas iki 1970 mety. Japonijoje keliuose Hokkaido
rajonuose 1969 ir 1970 metais buvo staigus cukriniy runkeliy ligos proverzis.
K. Kanzawa pastebé&jo, kad liga yra panaSi | rizomanija, atrasta Italijoje, ir
pavadino ja japoniSkai ,,Sokonbyo* (Kanzawa ir Ui, 1972; Tamada, 2001).
1970 m. i$ cukriniy runkeliy buvo iSskirtas lazdelés formos virusas, sukeliantis
] rizomanija panaSig liga. Remiantis augaly Seimininky spektru, perdavimo
budu, fizinémis savybémis, viruso dalelés forma bei serologija buvo pasitlyta
§i virusa pavadinti BNYVV. Buvo nustatyta, kad jis ir yra rizomanijos
sukeléjas, o P. betae §io viruso pernes¢jas (Tamada ir Baba, 1973).

Nuo ligos atradimo pradzios rizomanijos paplitimas buvo nustatytas

visose didziausiose cukrinius runkelius auginanciose Salyse (1.1. lentelé).
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1.1. lentelé. Rizomanijos paplitimas pasaulyje (pagal McGrann ir kt., 2009).

Salis Rizomanijos
aptikimo metai
Italija 1952
Japonija 1965
Kroatija 1971
Pranciizija 1971
Jugoslavijos federaliné respublika 1972
Graikija 1972
Vokietija 1974
Cekijos respublika 1978
Kinija 1978
Slovakija 1978
Austrija 1979
Kazachstanas 1979
Rumunija 1979
Rusija 1979
Ukraina 1979
JAV 1981
Vengrija 1982
Bulgarija 1983
Nyderlandai 1983
Sveicarija 1983
Belgija 1984
Jungtiné Karalysté 1987
Ispanija 1988
Svedija 1997
Sirija 1998
Danija 2000
Turkija 2001
Lenkija 2002
Egiptas 2003
Iranas 2004
Marokas 2005

Pagal paskelbta Europos ir Vidurzemio Tarptautinés augaly apsaugos
organizacijos (amgl. FEuropean and Mediterranean Plant Protection
Organization (OEPP/EPPO)) sarasg BNYVV yra nustatytas daugelyje Europos
(Austrija, Belgija, Bulgarija, Danija, Kroatija, Cekijos Respublika,
Jugoslavijos federaliné respublika, Pranctzija, Vokietija, Graikija, Vengrija,
Iranas, Kazachstanas, Kirgizija, Mongolija, Lenkija, Rumunija, Rusija,
Ukraina, Slovakija, Slovénija, Ispanija, Svedija, Sveicarija, Nyderlandai,

Turkija ir Jungtiné karalysté) ir Azijos (Japonija, Kinija, Sirija) $aliy, taip pat
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Maroke ir Siaurés Amerikoje (JAV valstijose) (1.1. lentel¢) (Kanzawa ir Ui,
1972; Al Musa ir Mink, 1981; Gao ir kt., 1983; Duffus ir kt., 1984; Duffus ir
Liu, 1987; Asher, 1993; Rush ir Heidel, 1995; Miyanishi ir kt., 1999;
Lennefors ir kt., 2000; Nielsen ir kt., 2001; Mouhanna ir kt., 2002; Sohi ir
Maleki, 2004; OEPP/EPPO, 2005; Yilmaz ir kt., 2007).

Rizomanija yra nustatoma vis naujose Salyse. Taigi, jos plitimas tesiasi
(Rush ir kt., 2003; Rush ir kt., 2006; McGrann ir kt., 2009). Si liga lemia
didziulius ekonominius nuostolius cukriniy runkeliy augintojams, nes sumazéja

cukriniy runkeliy derlius (50-60 %), pablogéja cukraus kokybé (Henry, 1996).

Be to, rizomanija yra sunkiai kontroliuojama.

1.2. Rizomanijos perneséjas Polymyxa betae Keskin

Dalis augaly virusy yra perneSami dirvoZzemyje gyvenanciy
Plasmodiophorida (Polymyxa spp. ir Spongospora spp.) ir Chytridiales
(Olpidium spp.) eilés gryby. Nors dabar sistematiskai jie priskiriami
protistams, taciau fitopatologingje literatiroje pagal tradicija vis dar vadinami
grybais. Plasmodiophorida ir Chytridiales yra zoosporiniy dumbliy ir
sausumos augaly parazitai, placiai paplite pasaulyje. Plasmodiophorida eilés
Plasmodiophoridae Seimai priklauso 35 rasys, i$ kuriy 3 — P. betae Keskin, P.
graminis Ledingham ir Spongospora subterranea (Wallroth) Lagerheim f. sp.
subterranea Tomlinson yra augaly virusy pernes¢jai. Plasmodiophoridae
Seimos atstovy perneSami virusai turi teigiamai superspiralizuota vienvije RNR
(vvRNR), priklausantys penkioms (Bymo-, Beny-, Furo-, Peclu- it Pomovirus)
gentims. Siuos virusus jgyja jy pernei¢jai. Tokiu bidu virusai gali islikti
dirvozemyje daugelj mety (Cambell, 1996; Rush 2003; Verchot-Lubitcz ir kt.,
2007).

Rizomanijos sukéléja perneSa obligatinis parazitas P. betae, plintantis
Saknimis. Tai yra iSimtinai dirvoZemiu plintanti liga (Fujisawa ir Sugimoto,
1977). BNYVYV isgyvena savo pernes¢jo P. betae viduje storomis sienelémis

padengtose ramybés bisenos sporose (1.1. pav.) (Campbell, 1996; Rush,
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2003). Siy ramybés biisenos spory sankaupos pajégios isgyventi dirvozemyje
daug mety ir praktiSkai, jei jos jau kartag pateko j dirvozemj, jy pasalinti
nejmanoma. D¢l Sios priezasties, kai laukas yra infekuotas virulentiniu P.
betae, prailginta paseliy rotacija arba | rotacijg jvesti P. befae neimlis augalai,
néra veiksmingos priemonés norint sumazinti ligos paplitima. Néra Zinomos
specifinés salygos, kurios galéty i$Saukti ramybés biisenos spory sudygima,
taCiau laukuose esant imliems augalams — Seimininkams ir §lapiai §iltai (apie
25° C) dirvai Sios sporos gali sudygti ir produkuoti virulentines pirmines

zoosporas (Campbell, 1996).

=

o >
L= i

1.1. pav. P. betae ramybés biisenos spory sankaupos cukriniy runkeliy Saknelése
(pagal OEPP/EPPO, 2004).

1.2.1. Perneséjo taksonomija

Plasmodiophorida eilés Plasmodiophoridae $eimai priklausancio P.
betae klasifikacija yra gana sudétinga. Molekuliné Plasmodiophorida atstovy
ribosomy mazyjy subvienety ribosominés DNR (rDNR) seky analizé parode,
kad jie néra glaudziai susij¢ nei su tikraisiais grybais, nei su kitais
zoosporiniais augaly parazitais (Braselton, 1995; Kanyuka ir kt., 2003; Ward ir
kt., 2004). Jie priskiriami protistams, labai skirtingai eukariotiniy organizmy
grupei ir, atrodo, labiausiai susije su Phagomyxida (Phagomyxa sp.) ir
Maullinia ectocarpii (gen. et sp. nov. (Plasmodiophorea)), diatominiy ir

siiiliniy dumbliy parazitais (Maier ir kt., 2000; Bulman ir kt., 2001). Taigi, P.
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betae priklauso Protozoa karalystés Cercozoa skyriaus Phytomyxea klasés
Plasmodiophorida eilés Plasmodiophoridae Seimai, kurioje, kai kuriy autoriy
duomenimis, yra iki 17 genCiy: Anisomyxa, Ligniera, Maullinia,
Membranosorus, Octomyxa, Plasmodiophora, Polymyxa, Pyrrhosorus,
Rhizomyxa, Rozellopsis, Sorodiscus, Sorolpidium, Sorosphaera, Spongospora,
Tetramyxa, Trematophlyctis, Woronina (Braselton, 1995; Kanyuka ir kt., 2003;
Cavalier-Smith ir Chao, 2003; Rochon ir kt., 2004).

Nepaisant ~ taksonominio  skirstymo, yra  keletas  bendry
Plasmodiophoridae savybiy, patvirtinanciy jy iSskyrima j atskira taksonomine
grupe. Plasmodiophoridae pasizymi tokiais skiriamaisiais bruozais: (i)
obligatiniu vidulgsteliniu parazitizmu; (ii) mitozin¢je fazéje ,,kryziaus* formos
branduolio pasidalijimu; (iii) zoosporomis su dviems priekiniais nevienodo
ilgio ziuZzeliais; (iv) daugiabranduoliu plazmodziu; ir (v) ilgai gyvenanciomis
ramybés biisenos sporomis (cistomis), kurios daznai sudaro sankaupas (Adams,
1990; Braselton, 1995; Kanyuka ir kt., 2003; Rush, 2003).

Trys Plasmodiophoridae $eimos atstovai (P. graminis, P. betae ir S.
subterranea) yra pripazinti kaip augaly virusy perneséjai. P. betae ir P.
graminis yra morfologiskai labai artimos raiSys, nors neseniai tDNR sekos
analizé parodé, kad iS tikryjy tai yra atskiros riiSys (Ward ir kt., 1998; LeGreve,
2002; Rush, 2003; Rochon ir kt., 2004).

1.2.2. P. betae gyvenimo ciklas ir Seimininky spektras

P. betae gyvenimo ciklas turi dvi pagrindines fazes: (i) sporanging faze,

kuri veda j antriniy zoospory susidaryma, ir (ii) sporogenezing faze, vedancia |

pirminiy zoospory per ramybés biisenos sporas susidaryma (Rochon ir kt.,
2004). 1.2. paveiksle schematiSkai pavaizduotas P. betae gyvenimo ciklas.
Kiekviena fazé yra inicijuojama zoospory jsiskverbimu j augalo lasteles.
Esant palankioms sglygoms, P. betae ramybés biisenos sporos isleidzia judrias
su dviem ziuzeliais zoosporas, kurios gali plaukioti nedidelius atstumus, kol
suranda tinkamg Seimininkg. P. betae zoosporos neSa viruso daleles savo

viduje, o ne pritvirtindamos jas prie iSorinés zoosporos lgsteliy sienelés
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(Campbell, 1996). Kai tik atsiranda kontaktas su imliomis augalo — §eimininko
lastelémis, paprastai Sakniaplaukiais arba kitomis epidermio lastelémis, (I)
pirminés zoosporos kartu su viruso dalelémis sudaro cista ant Seimininko
lastelés sienelés. Zoospory cista, prikibusi prie Saknies pavirSiaus, iSlieka ten
bent 1-2 val. pries jSvirkSiant zoospory citoplazmas j Seimininko lastelés vidy
(Keskin, 1964; Rush, 2003). (II) tokioje zoosporos cistoje susidaro vamzdelio
formos struktiira, kuri turi | ,,durkla panasy darinj (Rush, 2003; Rochon ir kt.,
2004; Rush ir kt., 2006). (III) Nuo cistos susidaro iSauga, kuri kontaktuoja su
Sakny lastelémis. (IV) Vyksta staigi ,,durklo® injekcija ir zoosporos turinys
perkeliamas i§ cistos per iSauga, Seimininko lastelés sienele ir plazming
membrang | augalo Saknies lasteliy citoplazma (Keskin ir Funchs, 1969;
Rochon ir kt., 2004).

Antrinés

S ZoOSporos

Sy

* Zoosporos infelkuaoja
iaknies lasteles.

BNYVY patenksa i
seimininks.

Pirminés zoosporos C-;J/
¥t

#y Palankios aplinkos
salygos ir tinkamas

Seimininkas sukelia
roospory igbyréjima

Ramyhés bisenos
sporos isgyvena 15
ir dangiau mety

Sporagenezingé e ( dafgi?'ﬁi;logsiiriéfaﬂé Zoospory
. . . 1
(ifgyvenimo) fazé e ibyréjimas
Sporu sankaupa N Flazmodzio /
et dirvoZemyje

Zoosporangés
o, Ramybés bilsenos spory susidarymas
/ susidarymas

1.2. pav. P. betae gyvenimo ciklas. Rizomanija i$sivysto, kai zoosporos, nesancios
BNYVV, inesa virusg j cukriniy runkeliy $aknies lasteles. Tada vyksta abu procesai:
tiek viruso replikacija, tiek grybo pagrindinés fazés, nulemianc¢ios BNYVV uzkrésty
antriniy zoospory ir ramybés busenos spory susidaryma. Virusas gali iSlikti 15 ir
daugiau mety ramybés biisenos spory viduje (pagal Franc ir kt., 1997).
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Lasteliy viduje pirminiy zoospory turinys patiria ,kryziaus® formos
branduolio pasidalijimg ir iSsivysto ] daugiabranduolj plazmodj. Toks

plazmodis véliau iSsivysto arba j_sporanginj plazmodj, kuris i§laisvina antrines

zoosporas ir jos gali pakartoti infekcijos cikla; arba j sporogeninj plazmodi,

kuris pavirsta j ramybés blisenos spory sankaupa.

Sporanginéje fazéje branduolys dalyvauja ne ,kryziaus“ formos
mitoziniame pasidalijime. Plazmodis dél to skyla j segmentus ir suformuoja
zoosporangiy sankaupa. Zoosporangés sudaro i$¢jimo vamzdelius, kurie
iStirpsta atidarydami Seimininko lasteliy sieneles, ir antrinés zoosporos gali biti
iSleidziamos | dirvozemio aplinkg arba beveik i§ karto sudaryti cista ir
jsiskverbti i gretimas lgsteles. Tada Sios zoosporos pradeda kita infekcijos
cikla, sudarydamos arba sporanginj, arba sporogeninj plazmodj. Dél Sios
priezasties zievés lastelés infekuojamos ir neretai Salutinése Saknelése beveik
kiekviena zievés lastelé yra uzkrésta (Rush, 2003).

Per sporogenezing fazg branduolys dalyvauja ,kryziaus“ formos
dalijimesi, po kurio vyksta mejozé. Sporogeninis plazmodis skyla j segmentus
ir suformuoja vienalgs¢iy ramybés busenos spory sankaupg. Individuali
ramybés biisenos spora gali sudaryti pirming zoospora, kuri gali inicijuoti kita
infekcijos cikla, susidarant sporanginiam plazmodziui (Cambell, 1996; Rush,
2003; Rochon ir kt., 2004; Verchot-Lubicz ir kt., 2007).

Storomis sienelémis padengtos ramybés biisenos sporos daznai iSlieka
$akny nuolauzose dirvozemyje po derliaus nuémimo. Sios sporos plinta su
dirvos dalelémis, kurios prilimpa prie zemés iikio padargy, traktoriy ir/arba
prie nuimto derliaus Sakny ir tokiu biidu gali biiti perneSamos i§ vieno lauko |
kita. Taip pat sporos su pavirSiniu vandens pertekliumi gali btti nuplautos |
lauko jdubimus arba su drenazo vandeniu nuneStos j didesnius vandens
telkinius, i$ kuriy imamas vanduo paséliams laistyti (Heijbroek, 1987; Asher,
1993). Esant palankioms salygoms, drégnam dirvozemiui ramybés blisenos
sporos gali sudygti ir produkuoti pirmines zoosporas, kurios, savo ruoztu, gali
infekuoti naujas Saknis ar augalus. Taip prasideda naujas infekcijos ciklas

(Rush, 2003).
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Nors P. betae gali iSgyventi gana placiose pH ribose, taciau rizomanija
stipriausiai pasireiSkia dirvozemyje, kurio pH 6,5. Spory iSgyvenimas néra
veikiamas dirvozemio pH, bet riigStiniai dirvozemiai slopina ramybés biisenos
spory sudygimg ir sumazina zoospory aktyvuma bei islikima (Rush, 2003).
Labai nusausintas dirvoZzemis paprastai sumazina infekcija, o sunkus, skurdzios
struktiiros dirvozemis, létai sauséja ir stabdo Sakny augima, padidina infekcija.
Optimali dirvoZzemio temperattra palanki P. betae Sakny infekcijai yra 20-25°
C, 10° C — minimali, o 28-30° C — maksimali. Laiko tarpas nuo infekcijos
pradzios iki spory sankaupy susidarymo yra 9 dienos 15° C, 6 dienos — 20-25°
C bei 15 dieny esant 30° C temperatiirai, taiau greiciausiai augalai uzsikrecia
infekuotame dirvozemyje esant 25° C temperatiirai (Blunt, 1991).

P. betae ir P. graminis yra morfologiskai glaudziai susij¢, todél abu
Plasmodiophoridae atstovai i§ pradziy buvo atskiriami pagal jy Seimininkus
(Barr, 1979; Barr ir Asher, 1992; Braselton, 1995). Dabar klasifikavimas
remiasi molekuliniu apibidinimu, kurio déka grieztai atskiriami abudu
Plasmodiophoridae atstovai ir panaikinama hipoteze, kad P. betae yra speciali
P. graminis forma (LeGreve ir kt., 1998; 1999; 2000; 2002). P. betae turi gana
nedidelj Seimininky spektra, kuris apribotas Chenopodiaceae Vent.,
Amaranthaceae Juss., Caryophyllaceae Juss., ir Portulacaceae Juss. Seimy
rusimis. P. graminis turi daug didesnj Seimininky spektra ir gali uzkrésti tiek
vienskilCius, tiek dviskil¢ius augalus.

IS vieno lauko dirvozemio gauta P. betae populiacija gali buti labai
heterogeniné. Atskiry P. betae izoliaty specifiSkumas labai varijuoja
priklausomai nuo Seimininko. Izoliatai, gauti i§ tam tikros augaly riisies, gali
neuzkrésti augaly, priskiriamy kitoms imlioms §eimoms ar net tai paciai Seimai
priklausanciy kity augaly (Barr, 1979; Abe ir kt., 1986; Barr ir Asher, 1992).
Pavyzdziui, buvo jrodyta, kad P. betae izoliatai i§ Amaranthus retroflexus L. ir
Portulaca oleracea L. uzkreCia tik Amaranthaceae ir Portulacaceae Seimy
rusis. PanaSiai, P. betae 18 Chenopodium album L., auganciy Kanados
dirvozemyje, uzkreté Spinatus, bet ne cukrinius runkelius, tuo tarpu kai P.

betae izoliatai i§ C. album, auginty dirvozemyje i§ Europos, uzkrété ir $pinatus,
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ir cukrinius runkelius, o taip pat ir keleta kity rtusiy augaly (Rush, 2003).
Skirtingai nuo D. Barr (1979) apraSymo, Sie izoliatai tur¢jo palyginti platy
Seimininky spektra, bet uzkreCiantys skirtingy raiSiy augalus, ir buvo atskirti
kaip biotipai (Barr ir Asher, 1992). Rizomanijos iSsivystymui taip pat yra
svarbus perne$éjo agresyvumas. Nustatyta, kad P. betae izoliatai, gauti i$
skirtingy geografiniy vietoviy, skiriasi agresyvumu bei viruso perne$imo

gebéjimu (Gerik, 1988; Rush, 2003).

1.2.3. Viruso-perneséjo saveika

Yra zinomi du skirtingi viruso plitimo grybiniais perne$éjais budai: in
vitro ir in vivo perneSimas (Campbell, 1996). BNYVV yra perneSamas in vivo
biidu (Abe ir Tamada, 1986; Adams, 1991; Campbell, 1996).

Tipiska in vitro pernaSa yra tarp Olpidium brassicae (Woronin) ir
tabako nekrozés viruso (Tobacco necrosis virus, TNV), kai viruso perdavimas
yra maziau priklausomas nuo perneséjo. O. brassicae neSa TNV daleles, kurios
yra tik absorbuotos ant zoosporos membranos pavirSiaus. Patekes i Seimininko
lastelés citoplazma, virusas pasidaugina ir sukelia liga, visisSkai nepriklausomai
nuo perneséjo. Kai grybo gniuzulas subresta, viruso dalelés neprisikabina prie
jo ir nejsijungia j ramybés biisenos sporas. Zivant augalo $eimininko
lasteléms, avirulentinés ramybés buisenos sporos ir TNV dalelés pasklinda
dirvozemyje (Campbell, 1996; Rush, 2003).

Benyviruses 1ir visi kiti virusai, perneSami Plasmodiophoridae, yra
perduodami in vivo budu (Barr, 1982; Abe ir Tamada, 1986; Adams, 1991;
Campbell, 1996; Rush, 2003). Viruso dalelés iSgyvena ramybés blisenos sporos
viduje ir yra perneSamos virulentiniy zoospory viduje. Zoosporos yra
iSlaisvinamos i§ ramybés bilisenos spory ar zoosporangiy, o, esant kontaktui su
imliu Seimininku, zoosporos infekuoja Igsteles. Jei zoosporos yra virulentinés,
viruso dalelés patenka j augaly citoplazma 1§ karto po to, kai zoosporos turinys
1SvirksCiamas ] lastele. Virusas pradeda savo replikacijg ir genomo ekspresijos

ciklg, jskaitant viruso jud¢jima j kaimynines lgsteles. Net jeigu nevirulentiné
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zoospora infekuoja lastelg, kuri jau yra uzkrésta virusu, susidares plazmodis
inkorporuos virusg. Jei §is plazmodis iSsivystys 1 zoosporangeg, antrinés
zoosporos bus virulentinés. Jei plazmodis i$sivystys j spory sankaupg, virusas
galés ilgai iSgyventi ramybés blisenos sporose, o i§ jy susidariusios pirminés
zoosporos bus virulentinés (Rush, 2003).

Literatiiros duomenimis Plasmodiophoridae transmembraninés sritys,
esancios iStisinio skaitymo rémelio baltyme, gali turéti jtakos palengvinant
viruso dalelés judéjima per membrang (Adams ir kt., 2001).

Tiesioginiai virusy buvimo zoosporose ir sporangéje jrodymai yra gauti
su BNYVV ir mieziy silpnosios mozaikos virusu (Barley mild mosaic virus,
BaMMYV) bei ramybés biisenos sporose — su BNYVV (Chen ir kt., 1991;
Dubois ir kt., 1994; Verchot-Lubitcz ir kt., 2007). Visuotinai pripazinta, kad
BNYVV nevykdo replikacijos P. betae viduje (Abe ir Tamada, 1986; Richards
ir Tamada, 1992), tadiau pastaruoju metu gauti jrodymai leidzia daryti
priclaidg, kad replikacija P. betae viduje vis dél to galéty vykti (Verchot-
Lubicz ir kt. 2007). Imunofluorescenciniu mikroskopu P. betae ramybés
biiseny spory ir zoospory viduje buvo surasti BNYVV baltymai, dalyvaujantys
viruso replikacijoje, viruso surinkime ir viruso judéjime. Tai parodo, kad
viruso transliacija gali vykti ir perne$éjo viduje. BNYVV baltymai buvo
i$skirti tiek sporogenezingje, tiek sporanginéje P. betae gyvenimo ciklo fazése.
Yra du galimi visy $iy BNYVV baltymy egzistavimo P. betae viduje
paaiskinimai. Pirmas modelis, pasiiilytas R. Cambell, teigia, kad Polymyxa ir
augalo lasteliy citoplazmos turi galimybe¢ susimaiSyti prie§ membranoms
sudarant sporanginj plazmodj, todél viruso baltymai gali laisvai pereiti ]
perneséja (Campbell 1996; Verchot-Lubicz ir kt., 2007). Alternatyviai buvo
pasitilytas kitas modelis, teigiantis, kad P. betae yra ir BNYVV Seimininkas, ir
jo perneséjas. Viruso replikazé, aptikta perneséjo ramybés buseny spory ir
zoospory viduje, parodo, kad virusas gali replikuotis ir perne$éjo viduje.
Taciau Sie jrodymai reikalauja tolesniy tyrinéjimy, leisianciy nustatyti, ar P.
betae i§ tikryjy yra BNYVV Seimininkas, ar tiesiog priemoné viruso

perneSimui (Rush, 2003; Verchot-Lubicz ir kt., 2007).
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Taigi, §iuo metu viruso perneSimo/perdavimo mechanizmai dar néra
pilnai iSaiskinti (Dessens ir Meyer, 1996; Tamada ir kt., 1996; Diao ir kt.,
1999; Adams ir kt., 2001).

1.3. Runkeliy nekrotinio gyslu pageltimo virusas - BNYVV

Paséliuose, ankstyvo cukriniy runkeliy augimo sezono metu, pirmieji
BNYVYV sukelti simptomai atrodo kaip Sviesiai zalios ar geltonos spalvos
netaisyklingos démeés (1.3. pav. A). Sios démés laukuose daZniausiai
pasiskirsto ta pacia kryptimi, kaip ir laukus apdirbes pligas ar kiti zemés tikio
padargai bei parodo infekcijos plitima dirvozemyje. UZzkréstos cukriniy
runkeliy Saknys nebegali efektyviai jsisavinti vandens ir maistiniy medziagy,
todél runkeliy lapai paprastai tampa Sviesiai geltonos spalvos su ilgais

lapkociais ir auga vertikalia kryptimi.

1.3. pav. Tipiski rizomanijos simptomai: A — laukuose: geltona démé rodo
uzsikrétusius cukrinius runkelius. B — uzkrésty Sakny simptomai: sumazéjusi
Saknis, padidéjes antriniy Sakneliy kiekis (pagal OEPP/EPPO, 2004).

Stipriai uzkrésty augaly liemeniné Saknis ir Soninés antrinés Saknelés
nekrozuoja ir gali suteikti Sakniai j ,,barzda“ panasig i§vaizda (1.3. pav. B).
Uzkréstos Saknys daugeliu atvejy yra pajuodusios (Richards ir Tamada, 1992).
Liemeniné Saknis gali buiti stipriai sumaZzéjusi, susiauréjusi ir panasi | vyno
taurés forma. Retkarciais liemeniné Saknis biina supuvusi (Tamada ir Baba,

1973; Asher, 1993). Daugeliu atvejy dél sumaZzéjusio maistiniy medziagy
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jsisavinimo padaryta zala Sakniai sukelia simptomus lapuose (McGrann ir kt.,
2009). Retais atvejais BNYVV infekcija tampa sisteminé, ir lapai rodo
simptomy jvairove. Jy tarpe gali biti lapy geltonavimas, raukslétumas, vytimas
ir gysly pageltimas. Pagal §iuos simptomus virusui buvo duotas jo pavadinimg
(Tamada ir Baba, 1973).

Azoto perteklius gali maskuoti lapijos simptomus. Kai kuriems
uzkréstiems augalams simptomai lapuose niekada nepasireiskia. Rizomanijos
simptomy iSraiSka ant Sakny gali skirtis nuo beveik jokiy pozymiy iki
klasikiniy simptomy iSsivystymo. Pagrindiniai rizomanijos simptomai yra
cukriniy runkeliy Sakny sutankéjimas, kuokstiSkumas, zemaitigiSkumas,
raukslétumas, vytimas, lapy chloroze, gysly pageltimas bei nekrozé. Cukriniai
runkeliai yra imliis infekcijai per visa vegetacijos perioda, bet liga jiems yra
pavojingiausia ankstyvoje augimo fazéje. Tai nulemia Sakny derliaus, cukraus
kiekio ir suliy grynumo sumazg¢jimg. Derliaus nuostoliai priklauso nuo
cukriniy runkeliy veislés ir aplinkos veiksniy. Cukraus iSeigos nuostolis
svyruoja 50-60 % ribose, nors yra nustatyti nuostoliai iki 70 % (Pranciizijoje),
79 % (Anglijoje) ir 84 % (JAV) (Richard-Molard, 1985; Henry, 1996; Scholten
ir Lange, 2000; Morris et.al., 2001). Siuos derliaus nuostolius gali nulemti net
iki 50 % sumazéjgs Sakny svoris bei sumazgjgs cukraus kiekis jose (gali
sumazeéti nuo 8 % iki 48 %) (Henry, 1996). Vélyvesne infekcija daznai
nesukelia jokiy pastebimy Sakny pazeidimo simptomy, tafiau gali Zymiai
sumazinti cukraus kiekj.

Naujausia infekuoty BNYVV cukriniy runkeliy proteomikos analizé
parodé abscizo riigsties ir auksino fitohormony indukcija. Sie fitohormonai gali
dalyvauti susidarant charakteringam rizomanijos simptomui - S$aknies
sutankéjimui (Larson ir kt., 2008).

Rizomanija taip pat paveikia ir cukriniy runkeliy derliaus saugojimo
galimybes. BNYVYV infekcija gali padidinti natrio ir sumazinti a-amino-azoto
koncentracija cukriniuose runkeliuose. Tokie pokyciai apsunkina cukraus

ekstrakcijg ir sumazina cukriniy runkeliy kaip cukraus Saltinio panaudojima
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(Heijbroek, 1989; Scholten ir Lange, 2000; Strausbaugh ir kt., 2008; McGrann
ir kt., 2009).

Rizomanija gali plisti | neuzkrésta ar maziau uzkréstg laukg per s¢klines
bulves ir svoglinus, zemés tkio masinas, drékinima, patvinimg ir véjo erozija
(Asher, 1993).

UzkreCiant cukriniy runkeliy Saknis avirulentiSku P. betae, Zzala
minimali. Rizomanijos paplitimas ir sunkumas gali biiti sumazintas gerinant
sanitarijos salygas, taCiau efektyviausias ligos valdymas yra atspariy veisliy
panaudojimas (Wisler ir kt., 1999; Biancardi ir kt., 2002; Harveson ir kt., 2002;
Rush ir kt., 2006).

1.3.1. Viruso taksonomija

1987 m Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas (ICTV) apibrézé
Furovirus genties narius, kaip grybais perneSamus, lazdelés formos virusus,
susidedanéius i§ dviejy daliy vv RNR genomo. Siuos narius siejo daug fiziniy
ir biologiniy savybiy, taCiau kitos jy savybés (RNR riSiy skaicius,
poliadenilinimas, serologinés savybés, nukleotidy seka ir genomo organizacija)
skyrési (Fauquet ir kt., 1988; Scott ir kt., 1994; Kashiwazaki ir kt., 1995;
Koenig ir kt., 1996; Heidel ir kt., 1997; Torrance ir kt., 1997; Lu ir kt., 1998;
Shirako ir kt., 2000). Remiantis S§iais skirtumais, Furovirus gentis buvo
perzitiréta ir padalinta | keturias atskiras gentis — Furovirus, Pomovirus,
Pecluvirus ir Benyvirus, juy nepriskiriant jokiai Seimai (Torrance ir kt., 1997;
Mayo, 1999; Shirako ir kt., 2000).

Taigi, nuo 1997 m. pagal ICTV BNYVV priskiriamas Benyvirus
genciai. Neseniai ICTV patvirtino nauja Virgaviridae augaly virusy Seima.
Seimos pavadinimas kilo dél lazdelés formos viriony daleliy (lotynikai virga =
lazdel¢). Ja sudaro Furovirus, Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirus,
Tobamovirus ir Tobravirus gentys. Tik vienintelé Benyvirus gentis su lazdelés
formos viriony dalelémis buvo nejtraukta j §j Seimos sarasa. Pagal filogenetine

polimerazés analize Benyvirus gentis yra labiau nutolusi nuo kity Virgaviridae
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Seimos nariy. Be to, Benyvirus nariai (skirtingai nuo kity) turi poliadenilintg
genomg ir polimeraze, kuri yra autokatalitiSkai proteazés apdorojama (Adams
ir kt., 2009).

BNYVYV virionai susideda i$ 4-5 skirtingo ilgio lazdelés formos daleliy,
padengty apvalkalo baltymu. Jo teigiamai (+) superspiralizuotas vvRNR
genomas sudarytas i§ keturiy RNR (RNR 1, RNR 2, RNR 3, RNR 4), o kartais
penkiy RNR. RNR 5 randama tik kai kuriuose viruso izoliatuose (Bouzoubaa ir
kt., 1985, 1986, 1987; Tamada ir kt., 1989; Kiguchi ir kt., 1996; Fauquet ir kt.,
2005).

1.3.2. BNYVYV genomo struktiira ir savybés

Runkeliy nekrotinio gysly pageltimo virusas yra tipinis Benyvirus
genties atstovas. Teigiamai superspiralizuotos vvRNR tiesios lazdelés formos
dalelés yra 20 nm diametro ir penkiy modaliniy ilgiy nuo 80 iki 390 nm.
Kiekviena RNR rusis 5° gale turi kepuréle (angl. cap), o 3° galas —
poliadenilintas (Richards ir Tamada, 1992). Visi BNYVYV izoliatai turi RNR 1-
RNR 4 riisis, o kai kurie i§ Europos ir Azijos dirvozemiy iSskirti izoliatai turi
papildoma RNR 5 (1.4. pav.).

RNR 1 sudaro vienas didelis atviro skaitymo rémelis (ORF), kuris yra
6746 nt ilgio, koduoja vienintelj baltyma — P237 (237 kDa dydzio) ir turi nuo
RNR priklausoma RNR polimeraze (RdRp), reikalingg viruso replikacijai
(Bouzoubaa ir kt., 1987; Richards ir Tamada, 1992). Tai atskiria benyvirusus
nuo visy kity lazdelés formos virusy, kurie turi savo su replikacija susijusius
baltymus, koduojamus dviejy ORF (Fauquet ir kt., 2005). P237 yra po
transliacijos autokatalitiSkai kerpamas j P150 ir P66. P150 baltymas turi
metiltransferazés, helikazés ir | papaing panasios proteazés domenus, tuo tarpu
visas polimerazés domenas yra P66 baltyme (Hehn ir kt., 1997).

RNR2 yra 4612 nt ilgio ir turi SeSis ORF (Bouzoubaa ir kt., 1986).
Proksimalinis 5° ORF koduoja 21-kDa pagrindinj apvalkalo baltymag (CP),
atskirta nuo antro 54-kDa ORF silpnu (amber) galiniu kodonu, kuris apie 10 %

slopinamas transliacijos metu, susidarant 75-kDa sulietam baltymui,
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vadinamam P75 istisinio skaitymo baltymu (Schmitt ir kt., 1992). N-galiné p75
dalis koduoja minorinj CP, svarby lazdelés formos BNYVV viriony
formavimui, o C-galiné Sio iStisinio skaitymo baltymo dalis yra biitina P. betae
permesimui. Vykdant serijas BNYVYV izoliaty perkrétimy ant eksperimentiniy
Chenopodium quinoa Willd ir Tetragonia expansa Murr indikatoriniy augaly
lapy mechaninio perdavimo biidu, jvyksta delecija RNR 2 antrame ORF, kuri
sutrikdo viruso perne§ima grybu (Tamada ir Kusume, 1991; Koenig, 2000).
Tolesn¢ S§ios srities analizé parodé KTER motyva, kuris yra esminis

veiksmingam viruso perneSimui (Tamada ir kt., 1996b).

RNR 1 [ wrr HEL PRO PoOL | 1

p7s TGB

-
- RT - - pa2 p13 pis

RNR 2 .. | (A
cP

RNR 3 H-'"" RNR4 [ P w
P25 ] peS B3

pBH  pdE

RNR5 I
pl6

| | Replikacija
Apvalkalo baltymas
| Pernasa
Judéjimas

Potransliacinio geno nutildymo supresija
Simptomy susidarymas
e NezZinoma funkcija

1.4. pav. Beet necrotic yellow vein virus genomas. Penkios RNR rasys turi kepurés
struktiirg 5° gale ir poliA lickang — 3" gale. RNR 5 turi tik BNYVV P- ir J-tipai.
Kiekviena dézuté vaizduoja atviro skaitymo rémelj (ORF) genome. MTR -
metiltransferazé; HEL — helikazé; PRO — proteazé; POL — polimerazé; CP —
apvalkalo baltymas, RT — istisinio skaitymo baltymas, TGB — trigubas geny blokas,
(pagal McGrann ir kt., 2009).

Plasmodiophoridae perneSamy Benyvirus, Furovirus ir Pomovirus
virusy RNR2 istisinio skaitymo baltymo gene delecijos, sutrikdancios virusy
perne§ima, atrodo yra daznos. Sis reiskinys taip pat buvo stebimas kituose
Plasmodiophoridae perneSamuose virusuose, kurie neturi iStisinio skaitymo

baltymo. Pavyzdziui, Bymovirus ir Pecluvirus gentyse. Yra iSkelta hipoteze,
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kad Sios Plasmodiophoridae perneSamy virusy genomo sritys koduoja
transmembraninius domenus, kurie dalyvauja prisijungime prie pernes¢jo
plazmolemos ir padeda perduoti viriong tarp augaly ir perneséjo citoplazmy
(Adams ir kt., 2001). P75 taip pat dalyvauja nukreipiant virusg j Seimininko
lasteliy mitochondrijas (Erhardt ir kt., 2001; Valentino ir kt., 2005).

Centriné RNR 2 sritis turi grupe trijy persidengianc¢iy ORF, vadinamy
"trigubu geny bloku" (TGB). Sis TGB koduoja 42, 13 ir 15 kDa baltymus,
kurie yra reikalingi veiksmingam BNYVV judéjimui i§ Iasteliy | lasteles
(Gilmer ir kt., 1992). Manoma, kad P13 ir P15 baltymai yra susij¢ su infekuoty
augaly lasteliy membrana (Erhardt ir kt., 2005). Abu jie yra reikalingi
augaluose P42 nukreipimui | plazmodezma, kad virusas galéty judéti tarp
lasteliy (Erhardt ir kt., 2000). Galinis RNR 2 ORF koduoja nedidelj (14-kDa)
cisteinu turtingg baltyma P14, kuris reguliuoja RNR 2 kaupimasi ir, manoma,
kad augaluose veikia kaip potransliacinio geny nutildymo supresorius (Hehn ir

kt., 1995; Dunoyer ir kt., 2002).

RNR 1 bei RNR 2 yra biitini BNYVV infekcijai ir daznai vadinami
viruso "namy genais". Tuo tarpu RNR 3, RNR 4 ir RNR 5 koduoja baltymus,
kurie dalyvauja natiiralioje infekcijoje ir iSgyvenimo mechanizmuose, jskaitant
infekcijoje dalyvaujantj perneséja, viruso dauginimasi, o taip pat ligos
simptomy susidaryma (Richards ir Tamada, 1992).

RNR 3 susideda i§ 1775 nt ir koduoja 25 kDa baltyma (P25), kuris po
lapy inokuliacijos nulemia augaly Seimininky lapijos simptomy pasireiskimag
(Bouzoubaa ir kt., 1985; Jupin ir kt., 1992; Chiba ir kt., 2003). Jis taip pat yra
reikalingas sifiliniy Sakneliy dauginimuisi, vykstant nattiraliai cukriniy runkeliy
infekcijai (Koenig ir kt., 1991; Tamada ir kt., 1999). D¢l to, manoma, kad RNR
3 yra BNYVV patogeniSkumo determinantas, o P25 yra atsakingas uz
cukriniams runkeliams sukeltus rizomanijos simptomus (Jupin ir kt., 1991;
Chiba ir kt., 2008). Stipris nekroziniai simptomai atsiranda po mechaninés
lapy inokuliacijos, kai P25 baltymas patenka ir j Seimininko lgstelés
citoplazma, ir ] branduolio kompartmentus (Vetter ir kt., 2004). A. Schirmer ir

kt. (2005) identifikavo BNY VYV izoliata, kuris turéjo pokycius P25 baltymo
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aminoriigs¢iy tetradoje (67-70 padétyse). E. Klein ir kt. (2007) parode¢, kad
variacijos Siose aminortigStyse turi jtakos diagnostinio 7. expansa Seimininko
patogeniSkumui. Be to, naujausiais duomenimis P25 baltymas gali veikti kaip
avirulentinis taikinys, atpazjstamas kai kuriy BNYVV atspariy cukriniy
runkeliy linijy mechaniskai inokuliuotuose lapuose (Chiba ir kt., 2008).

RNR 3 koduoja ir du kitus baltymus: P6.8, kuris taip pat dalyvauja
susidarant nekroziniams simptomams augaluose; ir P4.6, kurio funkcija yra
nezinoma (Jupin ir kt., 1991, 1992).

RNR 4 yra 1431 nt ilgio ir susideda i§ dviejy ORF (Bouzoubaa ir kt.,
1985). Pagrindinis ORF koduoja 31-kDa baltymg (P31), kuris yra batinas
siekiant uztikrinti efektyvy viruso perdavimg P. befae (Tamada ir Abe, 1989).
Kitas ORF koduoja 6,5-kDa nezinomos funkcijos baltymg. P31 taip pat yra
susijes su tokiais infekcijos procesais, kaip padidéjusi BNYVV simptomy
iraiska Nicotiana benthamiana Domin $eimininke. Siuo atveju buvo parodyta,
kad RNR 4 labiau nei RNR 3 yra susijusi su stipria simptomy israiska, vykstant
BNYVV tarpininkaujancioje RNR nutildymo supresijoje Saknyse (Rahim ir kt.,
2007). Manoma, kad P14 ir P31 baltymai yra reikalingi specifiSkai slopinant
RNR nutildyma lapuose ir Saknyse.

Penktoji RNR rasis, RNR 5, randama tik kai kuriuose BNYVV
izoliatuose, iSskirtuose Azijoje, Pranciizijoje ir Jungtinéje Karalystéje (Tamada
ir kt., 1989; Koenig ir kt., 1997; Koenig ir Lennefors, 2000; Harju ir kt., 2002;
Ward ir kt., 2007). RNR 5 turi vieng 1342-1347 nt ilgio ORF ir koduoja 228-
aminoriig§¢iy baltyma P26, kurio geno sekos ilgis skiriasi Japonijos ir Europos
izoliatuose. Atrodo, P26 i§ dalies yra nukreiptas | infekuotos S$eimininko
lastelés branduolio kompartmenta (Kiguchi ir kt., 1996; Koenig ir kt., 1997,
Miyanishi ir kt., 1999; Link ir kt., 2005). Izoliatai, turintys RNR 5, yra labiau
patogeniski nei tie, kurie turi tik RNR 1 — RNR 4 (Tamada ir kt., 1989;
Heijbroek ir kt., 1999; Tamada ir kt., 1996a). Padidéjes Siy izoliaty
patogeni§kumas gali biiti sicjamas su augale P26 baltymo aktyvuota viruso
transkripcija, nors tai dar néra patvirtinta (Link ir kt., 2005). Jdomu tai, kad

izoliatai, turintys RNR 5, bet neturintys RNR 3, cukriniams runkeliams sukelia
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i rauples panaSius simptomus. Tai rodo, kad abi RNR yra reikalingos
rizomanijos simptomy i$sivystymui, nors ir turi skirtingus vaidmenis (Tamada

ir kt., 1996a).

1.3.3. BNYVYV kintamumas, pagrindiniai tipai

BNYVV yra trijy pagrindiniy (A, B ir P) tipy, kuriy negalima atskirti
serologiskai. Todél BNYVV tipams nustatyti taikomi vienvijés konformacijos
polimorfizmo (angl. single-strand conformation polymorphism (SSCP)),
restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo (angl. restriction fragment length
polymorphism (RFLP)) analizés metodai. BNYVYV tipus galima nustatyti ir
pagal filogenetinj giminingumg (Kruse ir kt., 1994; Koenig ir kt., 1995;
Schirmer ir kt., 2005).

RNR 2 koduojamas apvalkalo baltymas 62, 103 ir 172 padétyje turi
svarbias aminoriigs¢iy liekanas pagal kurias galima atskirti A tipo (Tsz, Sios,
L,7,) izoliatus nuo B tipo (Se, Nyo3, F172) izoliaty (Kruse ir kt., 1994; Koenig ir
kt., 1995; Miyanishi ir kt., 1999). A ir B yra panasis tipai, taciau turi skirtinga
geografinj paplitima. Pavyzdziui, A tipas yra paplites visame pasaulyje
(Europos $alys, Iranas, S. Amerika, Kinija, Japonija), o B tipo paplitimas
labiau ribotas. B tipo virusy rasta Pranciizijoje, Vokietijoje ir kai kuriais
atvejais Svedijoje, Kinijoje bei Japonijoje (Saito ir kt., 1996; Miyanishi ir kt.,
1999; Lennefors ir kt., 2000; Sohi ir Maleki, 2004). B tipas taip pat buvo
aptiktas ir Jungtingje Karalystéje bei Svedijoje, j kur BNYVV, manoma, buvo
atveztas i§ jvairiy uZzsieniniy Saltiniy (Koenig ir kt., 1995; Miyanishi ir kt.,
1999; Lennefors ir kt., 2000). BNYVV A ir B tipy seky skirtumas yra
nedidelis, nukleotidy identiSkumas svyruoja 96-99 % intervale (Saito ir kt.,
1996; Koenig ir Lennefors, 2000). Buvo parodyta, kad visame pasaulyje
iSskirtuose BNYVV A ir B tipo izoliatuose CP geno seka yra ypac
konservatyvi (Schirmer ir kt., 2005). Tafiau viruso genome yra sri¢iy
(pavyzdziui, RNR 2 TGB), specifiniy A ir B tipo virusams. Tai leidzia
panaudoti polimerazing cikling reakcija (PCR) BNYVV tipy diagnostikai
(Ratti ir kt., 2005). Nors buvo skelbta, kad Siy dviejy tipy patogeniSkumas
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nesiskiria, visgi buvo parodyta, kad BNYVV A tipas cukriniams runkeliams
yra §iek tiek daugiau patogeniskas nei B tipas, o BNYVV P tipas, atrodo, yra
Zymiai patogeniSkesnis uz A ir B tipus (Heijbroek ir kt., 1999; Rush ir kt.,
2006).

P tipo BNYVV izoliatai pirmg karta buvo surasti Pithiviers rajone
Pranciizijoje. R. Koenig ir kt. (1995) nustaté, kad Sis tipas turi RNR 5, kuri
anksC¢iau buvo apraSyta kai kuriuose izoliatuose Japonijoje (Tamada ir kt.,
1989). Sis tipas taip pat buvo surastas Jungtinéje Karalystéje ir Kazachstane
(Koenig ir Lennefors, 2000; Harju ir kt., 2002). Nors RNR 5 buvimas izoliate
neparodo BNYVV P tipo, tac¢iau RNR 5 i§ P tipo izoliaty paprastai pasizymi
apie 96 % sekos identiSkumu RNR 5 i§ Ryty Azijos izoliaty (Koenig ir kt.,
1997; Miyanishi ir kt., 1999; Ward ir kt., 2007).

A, B ir P tipy BNYVV izoliaty seky palyginimas parod¢, kad A ir P
tipai yra panasesni uz B tipg (Koenig ir Lennefors, 2000; Meunier ir kt., 2005;
Ratti ir kt., 2005; Schirmer ir kt., 2005). Manoma, kad BNYVV A ir B tipai
nutolo vienas nuo kito seniai, o P tipas iSsivysté i§ A tipo viruso (Tamada ir kt.,
2003).

BNYVV P tipas augaluose juda daug greiciau, nei A arba B tipai, o i§
dalies atspariose veislése stebimas daug rySkesnis Sakny paZeidimas lyginant
su analogiSkais augalais, uzkréstais A arba B tipo virusais (Heijbroek ir kt.,
1999). Taip pat yra manoma, kad BNYVV P tipas gali biiti agresyvesnis nei
kiti virusy tipai, o taip pat jis gali iSvengti augaly apsaugos atsaky aktyvinimo
(Klein ir kt., 2007). Todél BNYVV P tipas gali buti zalingas cukriniams
runkeliams tose pasaulio Salyse, kuriose rizomanijos kontrolé grindziama
virusui atspariy runkeliy veisliy naudojimu.

Neseniai JAV buvo pastebéti rySkiis rizomanijos simptomai i§ dalies
atspariuose cukriniuose runkelivose (Liu ir kt., 2005). Dideli BNYVV uzkrato
kiekiai dirvoje kartu su aplinkos salygomis, palankiomis ligos vystymuisi, gali
baigtis dalinio rizomanijos atsparumo susilpnéjimu (Asher ir kt., 2002). Taciau
eksperimentai JAV parodé, kad tai nevisada pasitvirtina (Rush ir kt., 2006).

Izoliaty, iSskirty i§ atspariy augaly, bet rodan¢iy simptomus, molekuliné
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analizé parodé, kad jie neturéjo RNR 5 ir buvo panaSesni | BNYVV A tipa
(Liu ir kt., 2005). Nustatytas didelis panaSumas tarp atsparumo-pazeisty
izoliaty ir jprasty BNYVYV izoliaty seky (Liu ir Lewellen, 2007). A. Schirmer
ir kt. (2005) iSanalizave izoliaty i§ viso pasaulio P25 baltymo sekas nustate,
kad izoliatai, i$skirti i§ augaly, kuriuose atsparumas BNYVV buvo pazeistas,
pasizymeéjo didele sekos variacija. Tai rodo, kad P25 baltymas gali lemti
atsparumo pazeidimg. JAV izoliatuose buvo nustatytas nukrypimas P25
baltymo aminortigs¢iy sekoje 67 ir 68 padétyse, kuriose standartiniai izoliatai
turéjo AC konservatyvias aminoriigstis, o izoliatuose, kuriuose buvo pazeistas
atsparumas — AF, AL, SY, VC, VL ir AC (Liu ir Lewellen, 2007). Keturiy
aminoriig§¢iy motyvas, apimantis tg pacig sritj, 67-70 liekanas, taip pat turi
funkcinj atsparumo pazeidimo vaidmenj (Schirmer ir kt., 2005). Manoma, kad
aminortgstis, esanti P25 baltymo 68 padétyje, stipriai paveikia augaly
Seimininky faktoriy prieinamuma, kurie specifiskai atpazjsta §j viruso baltyma
ir padeda augalui sukelti gynybos atsaka prie§ virusa (Chiba ir kt., 2008). Be
to, neseniai atliktos analizés parod¢, kad galima teigiama $iy aminoriagsciy (67-
68 padétyse) pokycCiy atranka atsparumo-pazeistuose izoliatuose (Acosta-Leal
ir kt., 2008). Idomu tai, kad Pranctzijoje iSskirti P tipo izoliatai turi SYHG
motyva, kuris taip pat buvo rastas ir JAV iSskirtuose izoliatuose (Liu ir
Lewellen, 2007). Visi §ie duomenys rodo, kad pokyciai Siame aminortigs¢iy
motyve negali biiti potencialus atsparuma pazeidzianc¢iy BNYVV izoliaty
rodiklis. Taciau Sios srities kintamumas, atrodo, yra susijgs su augaly
pasipriesinimo BNYVYV silpnéjimu. Visa tai gali padéti iSsiaisSkinti BNYVV

atsparumo pazeidimy mechanizmus (McGrann ir kt., 2009).

1.4. Viruso ir Seimininko sgveika

1.4.1. Ligos paplitimg ir sunkumg jtakojantys faktoriai

Daznai auginimo sezono metu paséliuose rizomanija aptinkama pagal
atsiradusias lokalias fluorescentines geltonas démes ant pavieniy cukriniy

runkeliy lapy. Sios ,rizomanijos démeés* paprastai atsiranda nuo zZemés wkio
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technikos palikto uzkrésto dirvozemio; dirvozemio su piktzolémis, likusiomis
po ankstesnio derliaus nuémimo, ar po potvyniy, vykusiy laukuose netoli upés
ir t.t. Kai virulentiSkas P. betae patenka | neuzkrésta lauka per uzkrésta
dirvozem] arba infekuotas cukriniy runkeliy liekanas, protistai turi labai auksta
dauginimosi potencialg. Tinkamomis salygomis P. betae gali daugintis daugiau
nei 10000 karty per vieng auginimo sezong (Tuitert ir Hofmeester, 1992).
Didelis BNYVYV titras uzkréstuose augaluose stipriai koreliuoja su uzkrato
tankiu dirvozemyje (su didele koncentracija virulentiSko P. betae) ir yra
glaudziai susijes su pasireiskianciy simptomy stiprumu (Gerik ir Duffus, 1988;
Tuitert, 1990; Ciafardini, 1991; Tuitert ir Hofmeester, 1992; Kastirr ir kt.,
1994; Tuitert ir kt., 1994; Buttner ir kt., 1995). Dél to, liga gali gana stipriai
pasireiksti ribotame plote, bet silpnai visame lauke, nes uzkrato tankis yra
mazas, o perneséjas néra placiai paplites (Rush ir Heidel, 1995). Kai uzkréstas
laukas apdirbamas (arimas, séjimas ir pan.), virulentinis perneséjas plinta su
dirvozemiu, dél to, jei liga tinkamai nevaldoma, galimi dideli nuostoliai.
Rizomanijos paplitimas laukuose per zoospory migracija yra neZymus
palyginti su Zemés dirbimo, s¢€jos, drékinimo ir derliaus nuémimo darbais
(Harveson ir kt., 1996). G. Tuitert (1993) pademonstravo, kad virulentinés P.
betae zoosporos negali jveikti didesnio nei 5 cm atstumo tarp virusu uzkrésty ir
neuzkrésty cukriniy runkeliy Sakny. Taigi, didelio tankio ramybés biisenos
sporos, kurios gali plisti perneSamo dirvozemio pagalba, rizomanija laukuose
platina labiau nei augalams uzsikreCiant per antrines zoosporas (Harveson ir
kt., 1996; Tuitert, 1993).

Virulentinio P. betae efektyvumas dirvoZzemyje yra nulemiamas
daugybés jvairiy biotiniy ir abiotiniy veiksniy. DirvoZzemio temperatira,
drégmé ir struktiira atlieka svarbius vaidmenis infekcijos plitimo ir viruso
perdavimo procesuose. Temperattira tarp 25° C ir 30° C yra optimali P. betae
dygstanciy cukriniy runkeliy daigams infekuoti (Blunt ir kt., 1991).
Temperatiira nuo +10° C iki +15° C slopina BNYVV perneséjo infekcija.
Smeéléti dirvozemiai dél greitesnio atSilimo ypac paspartina P. betae zoospory

iSbyréjimg (Webb ir kt., 2000). Ankstyva infekcija paprastai nulemia sunkig
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pagrindinés Saknies ligg ir derliaus nuostolius. Dirvozemio drégnumas gali biiti
svarbus faktorius, lemiantis rizomanijos, o taip pat kity ligy, kurias sukelia
Plasmodiophoridae perneSami virusai, sunkumg. Drékinamame dirvozemyje,
palyginus su nedrékinamu virulentiniy spory uzkrato tankis zenkliai padidéja
(Tuitert ir Hofmeester, 1992). Be to, nepriklausomai nuo to, ar didelis uzkrato
tankis, liga pasireik$ tik tuo atveju, kai bus tinkamas dirvozemio drégnumas,
galintis stimuliuoti ramybés biuisenos spory daiguma. Didelis dirvozemio
drégnumas yra reikalingas pradinei infekcijai, todél kiekvienas krituliy arba
drékinimo atvejis po pradinés infekcijos turi galimybe skatinti antriniy
zoospory iSlaisvinima. Viruso titras yra tiesiogiai susijgs su virulentiniy
zoospory uzkrato tankiu, o ligos sunkumas tiesiogiai priklauso nuo viruso titro
uzkréstuose augaluose (Buttner ir kt., 1995). Todél, kuo daZzniau virulentinés
zoosporos iSlaisvinamos, tuo rySkesni ligos simptomai ir didesni derliaus
nuostoliai. Si koncepcija buvo patvirtinta eksperimentiskai ir panaudota
plétojant drékinimo planus, siekiant sumazinti ligos padarytus nuostolius
(Piccinni ir Rush, 2000; Harveson ir Rush, 2002).

Biotiniy faktoriy, nulemianciy ligos paplitima, yra daugybé. Ne tik
uzkrato tankis, bet ir P. betae populiacija, vietiné nevirulentiné P. betae bei
tieck virusui, tiek perne$éjui imliis Seimininkai yra pagrindiniai faktoriai
s¢kmingai infekcijai. P. betae izoliatai i§ jvairiy rajony skiriasi agresyvumu ir
viruso pernes§imo intensyvumu. Buvo gauta duomeny, kad virulentinés
populiacijos efektyviau kolonizuoja Saknis nei avirulentiniai izoliatai, todél
virulentiné populiacija galéty nukonkuruoti vietines populiacijas (Gerik ir
Duffus, 1988). Taciau, buvo gauta ir prieSingy duomeny, rodanciy, kad
virulentiniai izoliatai yra maziau agresyviis, o BNYVYV gali sumazinti galutinj
spory sankaupos tankj uzkréstose Saknyse ir dirvozemyje (Kastirr ir kt., 1994).

Uzkrato tankis yra pagrindinis determinantas, jtakojantis vietiniy ar
naujy i§ Salies patekusiy P. betae populiacijy dominavimg. Izoliatas, kuris
pirmas infekuoja Sakny sistema, turés pranaSuma tolesniuose infekcijos
cikluose. Jei vietiné avirulentiné P. betae populiacija yra nedidelé, nauja

patekusi virulentiné populiacija turi galimybe stipriai padidinti savo tankj per
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vieng sezong, nors bendras virulentinés P. betae procentas uzkréstame
dirvozemyje paprastai yra mazas, nuo 5 % iki 15 % (Ciafardini, 1991; Tuitert
ir Hofmeester, 1992; Tuitert ir kt., 1994). Seimininko imlumas BNYVV turi
didele jtaka viruso uzkrato tankio augimui, o trumpa rotacija su imliais
Seimininkais labai padidina uzkrato tankj (Tuitert ir kt., 1994; Buttner ir kt.,
1995; Hugo ir kt., 1996). Taciau jei lauke, kuriame prie§ tai buvo nustatyta
rizomanija, yra pasodintos atsparios cukriniy runkeliy veislés, bendra
virulentin¢ P. betae populiacija liks nedidele, nebent virusas mutuos j nauja

virulenti§ka atmaing, galin¢ig jveikti genetinj atsparuma (Rush, 2003).
1.4.2. Rizomanijos kontrolé

Siuo metu néra veiksmingy priemoniy prie§ P. betae, tatiau anks&iau
liga buvo kontroliuojama dirvozemio fumigacija cheminémis medziagomis -
metilo bromidu arba dichloropropenu/dichloropropanu (Harveson ir Rush,
1994). Siuo metodu buvo sékmingai atsikratoma perneséju, o cukraus iSeiga
padidinama nuo 1,3 iki 7,3 t/ha JAV ir nuo 2,1 iki 6,9 t/ha Pranciizijoje
(Richard-Molard, 1984; Martin ir Whitney, 1990). Nepaisant metodo
efektyvumo, naudoti S$ias chemines medziagas buvo neekonomiSka ir
kenksminga aplinkai, tod¢l jy naudojimas buvo palaipsniui nutraukiamas,
remiantis Monrealio protokolu (United Nations Environment Programme
(UNEP), 1987). Todél reikéjo ieSkoti alternatyviy rizomanijos kontrolés
strategijy. Biologiné rizomanijos kontrolé buvo tirta taikant antagonistinius
mikroorganizmus (tieck bakterinius, tiek grybinius preparatus), kurie
kolonizuoja aukstesniyjy augaly Saknis, todél gali apsaugoti cukrinius
runkelius nuo patogeniSsko P. betae. Bakterinis sékly apdorojimas, naudojant
Pseudomonas fluorescens (Trev.) Mig., nepadéjo suvaldyti ligos, nors
naudojant skirtingas Trichoderma Pers. ex Fries riiSis BNYVV kiekis buvo
sumazintas 21-68 % (Resca ir kt., 2001; Jakubikova ir kt., 2006). Taciau
nepanasu, kad netolimoje ateityje Sis metodas biity priimtinas bendros

rizomanijos kontrolés strategijoje.
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Po pirminio viruso protrukio zemynin¢je Europoje tinkamy cheminiy
kontrolés priemoniy trikumas bei per létas ligos plitimo suvokimas paskatino
imtis karantino priemoniy, leisian¢iy i§vengti tolesnio BNYVV paplitimo. Sios
priemonés apémé: a) importuojamos sodinamosios medZziagos ir dirvozemio
kontrolg; b) tyrimus, siekiant nustatyti liga; c) derliaus atskyrima uzterStose
srityse; d) zemés ukio jrangos, panaudotos dirbant su uzsikrétusiais augalais,
izoliacija; e) infekuotos derliaus dalies sunaikinima; f) uzkrésto dirvozemio
rotacijos kontrole ir uzterSty atlieky grazinimo ] neuzkréstas sritis i§vengima
(Richard-Molard, 1985; Asher, 2002). Karantininé BNYVV kontrolé didziaja
dalimi buvo nesékminga, nors labai sunku jvertinti, kas jtakojo kontrolg,
turéjusia pristabdyti ligos plétra (Asher, 2002). Jungtin¢je Karalystéje vykdytas
matematinis modeliavimas, paremtas invazija ir ligos plitimu, parod¢, kad yra
sunku nusakyti Sios infekcinés ligos paplitima dar ir dél to, kad plitimas vyksta
ir besimptominiame etape (Stacey ir kt., 2004). Atsizvelgiant | tai, cukriniy
runkeliy pramoné vis labiau priklausé¢ nuo alternatyviy rizomanijos valdymo
strategijy, pirmiausiai naudojant atsparias cukriniy runkeliy veisles (McGrann

ir kt., 2009).

1.4.2.1. BNYVYV atspariy cukriniy runkeliy veisliy paieska

Rizomanijai atspariy cukriniy runkeliy veisliy atranka prasid¢jo 1970
m., taciau tik daugiau kaip po 10 mety buvo sukurtos pirmosios atsparios
veislés (Scholten ir Lange, 2000; Biancardi ir kt., 2002). Pirmieji cukriniy
runkeliy veisliy atrankos bandymai buvo grindziami simptomy skirtumy (lapy
pageltimas arba raukslétumas, gysly pageltimas ir/arba stiprus Sakny puvimas
derliaus nuémimo metu auginant cukriniy runkeliy veisles rizomanija
uzkréstuose laukuose) atsiradimu (Fujisawa ir kt., 1982). Taip pat buvo
tiriamas ir infekcijos poveikis Sakny derliui bei cukraus kiekiui. Veisléms su
daliniu atsparumu rizomanijai buvo biidingas ne tik didesnis derlius ir cukraus
kiekis, bet ir mazesnis natrio ir kalio kiekis (Biircky, 1987).

Tiriant rizomanijg atsparumo ir tolerancijos terminai buvo naudojami

apibtdinant ta patj reiskinj, bet dauguma autoriy naudojo antrajj terming. Taip
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vadinami tolerantiski genotipai turi mazesnj viruso kiekj Saknyse nei imlios
kontrolinés veislés (Giunchedi ir kt., 1985, 1987; Biircky ir Biittner, 1991).
Véliau buvo nuspresta, kad atsparumo arba dalinio atsparumo terminas labiau
tinkamas naudoti nei tolerantiskas (Van Geyt ir kt., 1990; Biircky ir Biittner,
1991). Neigiama koreliacija tarp viruso koncentracijos visiskai subrendusio
cukrinio runkelio Saknyse ir cukraus kiekio bei cukraus iSeigos leido jvertinti
viruso koncentracija cukriniuose runkeliuose, kaip papildoma selekcijos
kriterijy atspariy veisliy kiirimui (Giunchedi ir kt., 1985, 1987).

Cukriniy runkeliy veislés ‘Dora‘ ir ‘Lena‘ buvo iSvestos kaip dalinai
atsparios veislés (Bolz ir Koch, 1983; Hecht, 1989). Pirmoji veislé, rodanti
didesn;j atsparumg rizomanijai, buvo sukurta Italijoje ir vadinosi ‘Rizor® (De
Biaggi, 1987).

Vadinamas "Holly" atsparumas pirma karta buvo nustatytas 1983 metais
cukriniy runkeliy pasélivose ,,Holly* cukraus kompanijos Kalifornijoje, JAV
(Lewellen ir kt., 1987). Buvo parodyta, kad §is atsparumas salygojamas vieno
dominuojancio geno, pavadinto Rzl (Lewellen ir kt., 1987; Pelsy ir
Merdinoglu, 1996; Scholten ir kt., 1996). Ryskus dalinis atsparumas buvo
nulemtas viruso dauginimosi slopinimu (Paul ir kt., 1992a). Rz1 Siandien yra
vienas svarbiausiy BNYVV atsparumo geny, tadiau jis nevienodai veikia
visuose genetiniuose fonuose arba hibridinése veislése (Biancardi ir kt., 2002;
Rush ir kt., 2006). Kadangi dominuojantis atsparumo genas Rzl prarado
atsparumg dél atrankos, kurig cukriniai runkeliai patiria dél patogeny
populiacijos, buvo bitina ieSkoti papildomy nattraliy atsparumo geny (Rush ir
kt., 2006).

Daug jvairiy dalinio atsparumo BNYVV S$altiniy buvo surasta Beta
vulgaris var. maritima (L.) Arcang. (Lewellen, 1997). Monogeninis
atsparumas, gautas i$ laukiniy runkeliy (angl. wild beet, WB) WB42, atrodé
veiksmingesnis nei "Holly" atsparumas ir, manoma, remiasi kitu mechanizmu
(Paul ir kt., 1993b; Scholten ir kt., 1994; Whitney, 1989). O. E. Scholten ir kt.
(1994 ir 1999) parodé, kad §j atsparuma salygojantis genas yra lokalizuotas
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skirtingame III chromosomos lokuse tik keleta centiMorgany (cM) nuo Rzl.
Jis buvo pavadintas Rz2.

Pirmosios BNYVV atsparios veisliy kartos atrodé geriau negu imlios
cukriniy runkeliy veislés laukuose su Zemu ar vidutiniu rizomanijos uzkratu.
Tokiuose laukuose, kuriuose nebuvo infekcijos, jy derlius buvo mazesnis nei
imliy veisliy. Vis dél to, cukriniy runkeliy augintojai greitai pagerino
agronominj atspariy veisliy panaudojima. M. J. C. Asher ir kt. (2002) nustaté,
kad smarkiai uzkréstuose laukuose atspariy veisliy derlius buvo du/tris kartus
didesnis nei imliy veisliy; be to, laukuose, kur rizomanijos nebuvo, keletas
atspariy veisliy linijy rodé, kad cukraus iSeiga pana$i | imlioms veisléms
budinga iSeiga.

Neseniai S. Gidner ir kt. (2005) nustaté papildomg atsparumo geng
(Rz3) WB41. Rz3 taip pat yra cukriniy runkeliy genomo III chromosomoje
atskirai nuo Rz2. Negalima taip pat atmesti ir kity nedideliy geny, esanciy Salia
Rz3, poveikio atsparumui galimybés. Be to, S. Gidner ir kt. (2005) nurodé
mazesnj BNYVV kiekj i§ dalies atspariuose cukriniuose runkeliuose,

turinc¢iuose Rz1 ir Rz3 kombinacijg nei augalai, turintys tik Rz1.

Patobulinimai vyko ir toliau, buvo sukurtos veislés, turin¢ios Rzl ir Rz2
bei rodancios daug mazesnj infekcijos lygi uzkrétus jas pazeidzianciais
atsparumg BNY VYV izoliatais, negu veislés, turincios tik Rz1 arba tik Rz2 (Liu
ir Lewellen, 2007).

Nepaisant to, esant tokioms BNYVV virulentiSkoms formoms, kaip P
tipo ir pazeidZiantiems atsparumg izoliatams, yra bitini tolesni moksliniai
tyrimai, siekiant nustatyti naujus atsparumo Saltinius, su kuriais galéty dirbti
cukriniy runkeliy augintojai (Heijbroek ir kt., 1999; Liu ir kt., 2005). Manoma,
kad JAV pasikliovimas atspariomis veislémis, turin¢iomis vieng atsparumo
geng Rz1, paskatino naujy BNYVYV izoliaty, pazeidzian¢iy atsparuma, atrankg
(Acosta-Leal ir kt., 2008). Jei ilgalaikiy atsparumo S$altiniy BNYVV nebus
surasta, turéty biiti atrasti alternatyvis viruso kontrolés biidai (McGrann ir kt.,

2009).
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1.4.2.2. Atsparumas viruso perne$éjui

LygiagreCiai atsparumo BNYVV paieskai, dalis mokslininky grupiy
pradéjo tirti atsparumo BNYVYV perneséjui P. betae galimybe. Nors didelis
atsparumas P. betae kultivuojamuose runkeliuose nebuvo aptiktas, buvo
nustatytas atsparumas kai kuriuose laukinio tipo Procumbentes, Beta patellaris
(Moq.), Beta procumbens (C. Sm.) ir Corollinae atstovuose (Paul ir kt., 1992b,
1993a; Barr ir kt., 1995). Buvo pastebéta, kad P. betae zoosporos prikimba ir
jsiskverbia j $iy laukiniy rusiy Saknis panaSiu daznumu kaip ir imliuose
cukriniuose runkeliuose, tac¢iau Plasmodiophoridae retai toliau vystosi. Dél to,
daug maziau P. betae ramybés biisenos spory susidaro jy Saknyse. Kartu su
daug mazesniu P. betae kiekiu $iy rasiy Saknyse buvo mazesnis ir BNYVV
kiekis (Paul ir kt., 1992b). Retos monosominés cukriniy runkeliy linijos, B.
patellaris ar B. procumbens, turinios atskiras chromosomas buvo naudojamos
siekiant jrodyti, kad genai, suteikiantys P. betae atsparuma, yra lokalizuoti IV
ir VIII chromosomose abiejose laukinése Beta rusyse (Paul ir kt., 1992b;
Mesbah ir kt., 1997). Viruso kiekiai taip pat buvo gerokai mazesni Siose
pridétinése linijjose. Taciau dél S§iy abiejy laukiniy runkeliy risiy
nesuderinamumo su cukriniu runkeliu gauti $ios formos atsparuma jprastiniu
metodu buvo nejmanoma (Van Geyt ir kt., 1990). Dalinis atsparumas buvo
identifikuotas laukiniuose juros runkelivose B. vulgaris var. maritima, kurie

lengvai kryZminasi su cukriniu runkeliu (Asher ir Barr, 1990).

Palikuonys, gauti sukryzminus P. betae atsparius juros runkelius ir
imlius cukrinius runkelius, pasizyméjo atsparumu pernesSéjui, kurie taip pat
sumazino BNYVYV Saknyse. Palikuoniy populiacijos molekulin¢ analizé padéjo
nustatyti du sgveikaujancius kiekybinius lokusus, susijusius su atsparumu P.
betae ir esancius IV ir IX chromosomose (Asher ir kt., 2009). Atsparumas
pernes¢jui kartu su Rzl sglygojamu atsparumu virusui mazina BNYVV kiekj
uzkrésty augaly Saknyse. Sis atsparumo perneséjui ir virusui derinys teikia
naujy perspektyviy galimybiy cukriniy runkeliy augintojams, siekiant padidinti

atsparuma rizomanijai ir ilgaamziskuma (McGrann ir kt., 2009).
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1.4.2.3. Transgeninis atsparumas

Alternatyvus rizomanijos kontrolés biidas yra transgeny, gauty i$
patogeny, panaudojimas. Pradiniai  transgeniniy cukriniy  runkeliy,
ekspresuojanciy BNYVV CP seka, tyrimai parodé, kad Sie augalai pasizyméjo
sumazintu viruso kiekiu tiek $iltnamio, tiek ir lauko bandymuose (Mannerlof ir
kt., 1996). L. F. Fecker ir kt. (1997) tyré antikiiny trumposios grandinés
fragmentus (scFv), kurie buvo specifiski BNYVV CP N. benthamiana
augaluose, ir nustaté, kad transgeniniai augalai pasizymi daliniu atsparumu
virusui. Augalai, ekspresuojantys BNYVV CP specifinj scFv, sulétino
aptinkamo BNYVV kaupimasi lapuose tiek po mechaninio uzkrétimo, tiek po
virulentinés P. betae inokuliacijos. Taciau véliau infekcijos cikle viruso titras
pasieké panasy lygj kaip ir eksperimentuose su netransgeniniais kontroliniais
augalais. I. B. Andika ir kt. (2005) N. benthamiana ekspresavo BNYVV CP
iStisinio skaitymo domeno ORF ir parodé¢, kad transgeniniai augalai pasizymi
labai Zzemu viruso kiekiu po inokuliacijos su virulentiniu P. betae. Sis
atsparumas buvo nulemtas RNR nutildymo mechanizmu. B. L. Lennefors ir kt.
(2006) transformavo cukrinius runkelius su invertuotais 0,4 kb kDNR
pasikartojimais, gautais i§ BNYVV replikazés geno. Augalai, ekspresuojantys
BNYVV dvRNR, parodé Saknyse virusa, kurio kiekis buvo mazesnis arba
lygus viruso kiekiui, nustatomam atspariuose kontroliniuose augaluose, kurie
buvo uzkrésti BNYVV B tipu tiek Siltnamyje, tiek ir lauko eksperimentuose.
Panasiis atsparumo eksperimentai buvo atlikti su BNYVV A tipu. Tuo tarpu
tyrimai su viruso P tipu parodé¢, kad transgeniniai augalai pasizyméjo gerokai
mazesniais viruso kiekiais nei cukriniai runkeliai, turintys stipriausia jprasto
atsparumo (C48 x Holly) kombinacijg. Atsparus fenotipas, gautas B. L.
Lennefors ir kt. (2006), taip pat veiké per RNR nutildyma, o jo stipresnis
fenotipas, palyginus su I. B. Andika ir kt. (2005) gautu fenotipu, galéjo biiti
gautas panaudojus replikazés gena, sukeliantj nutildymg vietoj CP iStisinio
skaitymo geno. Pastarasis yra laikomas "silpnu nutildymo induktoriumi®.

BNYVV transgeniniuose augaluose, ekspresuojanciuose dvRNR-suteikta
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atsparumg, iSliecka mazai misriy infekcijy metu, kai cukriniai runkeliai
natiiraliai uzsikreCia kitais virusais jau esant BNYVV infekcijai. Kai kurie i§
$iy virusy turi stiprius RNR nutildymo inhibitorius. Vienas jy — runkeliy geltos
viruso (Beet yellows virus, BYV) baltymas P21 (Reed ir kt., 2003). Taciau dar
nei viena i§ misriy infekcijy nejveiké transgeninio atsparumo. Tai rodo, kad
laukuose atsparumas gali buti ilgalaikis (Lennefors ir kt., 2008).

Naudoti transgenus, galinCius suteikti atsparumg prie$ dirvoZemyje
plintan¢ius virusy perneséjus Polymyxa, taip pat yra patraukli galimybé. Yra
vykdomi moksliniai tyrimai siekiant nustatyti genus kandidatus, kurie,
ekspresuojami augaluose Seimininkuose ir augaluose ne Seimininkuose,
vykstant sgveikai su Polymyxa rusimis, gali biiti panaudojami transgeninése
strategijose, siekiant iSvengti $iy parazity jsiskverbimo j jy Seimininkus virusy
perneSimo metu (McGrann ir kt., 2007, 2008). Transgeniné rizomanijos
kontrolé yra patraukli alternatyva jprastai iSvestoms cukriniy runkeliy
veisléms, ypac tose srityse, kur yra didelis ligos paplitimas arba kur egzistuoja

labai virulentis§kos viruso formos (McGrann ir kt., 2009).

1.4.3. Sgveika su kitais dirvozemiu plintanciais virusais

Rizomanija yra tik viena i§ daugelio virusiniy ligy, kurios paveikia
cukrinius runkelius, todél egzistuoja saveikos tarp skirtingy virusy galimybé.
P. betae yra ne tik BNYVV, bet taip pat ir runkeliy dirva perneSamo viruso
(Beet soil-borne virus, BSBV), runkeliy dirva perneSamo mozaikos viruso
(Beet soil-borne mosaic virus, BSBMYV), runkeliy gzuolo-lapo viruso (Beet
oak-leaf virus, BOLV) bei runkeliy viruso Q (Beet virus Q, BVQ) perneséjas.
Sie virusai daznai tame pagiame augale sukelia migrig infekcija (Prillwitz ir
Schldsser, 1993; Heidel ir Rush, 1994; Meunier ir kt., 2003b; Liu ir Lewellen,
2008). Pirmieji saveikos jrodymai buvo pateikti H. Prillwitz ir E. Schlosser
(1993). Jie nustaté, kad cukriniai runkeliai, kurie pradzioje buvo uzkrésti
BSBYV, gerokai maziau nukentéjo nuo vélesnés BNYVV infekcijos, lyginant su
augalais, kurie buvo uzkrésti tik BNYVV. Panasts bandymai, dirbtinai
uzkreciant cukriniy runkeliy augaly lapus BNYVV ir BSBMV parodé, kad

40



ankstesné inokuliacija su vienu i§ virusy, suteikia tam tikra apsaugg nuo
vélesnés kity virusy infekcijos (Mahmood ir Rush, 1999). Siuose
»apsaugotuose™ augaluose buvo nustatyta abiejy virusy RNR, taciau vélesnés
infekcijos viruso apvalkalo baltymas nebuvo nustatytas. Tai rodo, kad
kryzminé apsauga veiksmingai nuslopino antro viruso replikacijg (Mahmood ir
Rush, 1999). Cukriniy runkeliy tyrimai, atlikti naudojant natiiraly BNYVV ir
BSBMYV uzkrata, perneSamg P. betae, parod¢, kad BSBMV kiekis augaluose
visada buvo mazesnis dviguboje infekcijoje su BNYVV (Wisler ir kt., 2003).
Sis reiskinys taip pat buvo pastebétas BNYVV atspariuose genotipuose,
kuriuose BNYVV kiekiai buvo nedideli. Taigi, bendra BSBMV ir BNYVV
infekcija sukelia BSBMV slopinimg. Visai neseniai, H. Y. Liu ir R. T.
Lewellen (2008) paskelbé, kad misrioje BNYVV ir BOLV infekcijoje,
BNYVV kiekiai buvo zymiai mazesni dviguboje infekcijoje tieck BNYVV
imliose, tiek ir BNYVV atspariose runkeliy veislése, palyginus su kiekiu,
gautu, kai BNYVV veiké vienas. Sie duomenys rodo, kad BOLV gali slopinti
BNYVYV infekcija. BNYVYV taip pat buvo nustatytas misSriose infekcijose kartu
su dirvozemiu plintanciu runkeliy juodosios degligés virusu (Beet black scorch
virus, BBSV), kurio P. betae nepernesa. Jis yra perneSamas Olpidium
brassicae, priklausan¢iam Chytridiales. Saveikos tarp §iy virusy vaidmuo yra
neaiskus. Néra zinoma, ar BBSV prisideda prie rizomanijos ligos vystymosi
(Koenig ir Valizadeh, 2008). Taigi, reikalingi nuodugnesni tyrimai siekiant
suprasti $iy sgveiky molekulinius pagrindus bei nustatyti, ar kiti dirvozemiu
plintantys virusai turi potencialy vaidmenj kontroliuojant BNYVV.

Rizomanija uzkrésti augalai daznai biina uZzsikréte ir "virusine gelta"
(angl. virus yellows) — liga, kuriag sukelia kompleksas, sudarytas i§ keturiy,
amarais platinamy (Polerovirus ir Closterovirus genciy) virusy (Stevens ir kt.,
2005a). Nors pradzioje juos cukriniams runkeliams perduoda jy pernesé¢jai
amarai, Sie virusai gali buti pernesti per floemg j Saknies audinius, kur jie jau
gali sgveikauti su BNYVV. Misrios BNYVYV ir runkeliy silpnojo pageltimo
poleroviruso (Beet mild yellowing virus, BMYYV) infekcijos derliy gali

sumazinti apie 83 % (Stevens ir Asher, 2005). Taciau ypatingo susidomejimo
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sulauké preliminariis bandymai, atlikti Siltnamio sglygomis. Nustatyta, kad
cukriniy runkeliy veislés, turin¢ios Rzl gena, atsakinga uz atsparuma
rizomanijai, turéjo didesnj BNYVV kiekj misrios infekcijos su BMYV metu
(M. Stevens, neskelbti duomenys, Broom's Barn tyrimy centras, Bury St
Edmunds). Galimam sinergizmui tarp BNYVV ir BMYV jvertinti bei
nustatyti, kur ir kaip virusai saveikauja, reikia tolesniy tyrimy. Tai ypac
intriguojanti  situacija,  atsizvelgiant ]  skirtingy  virusy tariamag
kompartmentalizacija. BNYVV daugiausia, bet ne iSimtinai, lokalizuojasi
ksilemos induose, tuo tarpu polerovirusai pirmiausia yra lokalizuoti floemoje ir
kaimyninése lastelése (Kaufmann ir kt., 1992; Stevens ir kt., 2005a). Ankstesni
darbai parodé, kad invazija | nefloeminius audinius bulviy lapy susisukimo
viruso (Potato leafroll virus, PLRV), kuris yra glaudziai susijgs su BMYV, yra
intensyvesné augaluose, uzkréstuose bulviy virusu Y (Potato virus Y, PVY)
(Barker, 1987). Panasus reiSkinys gali egzistuoti cukriniuose runkeliuose
dvigubos infekcijos metu tarp amarais ir Plasmodiophoridae perneSamy
virusy. Taigi, tyrimai, ar §i sinergistiné sagveika turi neigiama poveikj cukriniy
runkeliy atsparumui BNYVV laukuose, yra svarbiis kuriant ateities kontrolés

priemones prie§ cukriniy runkeliy virusines ligas (McGrann ir kt., 2009).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos
2.1.1. Tiriamieji simptomatiniai augalai

Tyrimams buvo atrenkami cukriniy runkeliy méginiai pagal budingus
rizomanijai simptomus jvairiose Lietuvos, Ukrainos ir Kazachstano vietovése.
Kadangi dazniausiai BNYVV yra aptinkamas cukriniy runkeliy Saknyse,
dazniau buvo imamos cukriniy runkeliy Saknys nei lapai. Surinkti augaly
méginiai buvo dedami j polietileninius maiSelius su sudrékintu filtriniu
popieriumi ir gabenami j laboratorijg tolesniems tyrimams. Laboratorijoje
augaliniai meéginiai buvo uZregistruojami: uZraSoma méginio numeris,
surinkimo data ir vietove bei uzsaldomi -20° C temperattroje. Informacija apie

surinkty méginiy radavietés pateikiama 2.1. lenteléje.

2.1. lentelé. Tyrimams surinkti simptominiai augalai ir jy radavietés.

Paimty
Radavieté méginiy
skaicius

Lietuva

PanevéZio raj., Eriskiy km.

Kauno raj., iikininko Stankio laukas

Kauno raj., Babty apylinké, ikininko Sviciulio
laukas

Kauno raj., Babty seniiinija

Kauno raj., tikininko KoZeniausko laukas
Kauno raj., prie Panevéziuko

Sakiy raj., Tupiky km.

Sakiy raj., Griskabudis

Sakiy raj., Sintauty km.

Vilkaviskio raj., Rumoky bandymy stotis
Vilkaviskio raj., Serdoky km.

Marijampolés raj. prie Marijampolés miesto
Marijampolés raj., Bruky km.

Kédainiy raj., Krekenava

Kédainiy raj., Josvainiai

Kédainiy raj., iikininko Lukosiaus laukas

(V)]

AN
(\)

NN WIN NN N
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Ukraina

Radzyvylivskyj raj., Rivnenska sritis, Krupec

Brody, Lvivska sritis

Radechivskyj raj., Lvivska sritis, Chmilno

Radechivskyj raj., Lvivska sritis, Baby¢i

Kamjanka-Buzkyj raj., Lvivska sritis, Kamjanka-
Buzka

Buzkyj raj., Lvivska sritis, Ozydiv

Zoloc¢ivskyj raj., Lvivska sritis, Pidgirci

ZolocCivskyj raj., Lvivska sritis, Strutyn

Cortkivskyj raj., Ternopilska sritis, Oryskivci km.

Zalic8ickyj raj., Ternopilska sritis, Torske

Gorodenkivskyj raj., Ivano-Frankivska  sritis,
Jaseniv-Pilnyj km.

Kicmanskyj raj., Cernivecka sritis, Berehomet

Novoselyckyj raj., Cernivecka sritis., Bojany km.

Chmelnycka sritis, Starokostjantyniv

Starokostjantynivskyj raj., Chmelnycka  sritis,
Ladygy

Chmilnyckyj raj., Vinnycka sritis, Andrijasivka km.

Ruzynskyj raj., Zytomyrska sritis, Ruzyn

BN O [ RN W (DWW WA| W (DN |O

Kazachstanas

Talgarskij raj., privati kompanija ,,Nura“

Kazachstano Zemdirbystés Institutas

Taran km.

Iliyskij raj., Kojan-Koz km.

Dzanbulskij raj., privati kompanija ,,Rauryk Batyr*

Miyskij raj., privati kompanija ,,Capajeva“

[ (U NI N U NS

2.1.2. Reagentai ir rinkiniai

Reagentai:

B-merkaptoetanolis (ME), BSA

Serva

Amonio persulfatas (APS); Bisakrilamidas (N,N’—metilen-bis-
akrilamidas); kiauSinio albuminas; Na,CO;; NaHCO;; PVP
(polivinilpirolidonas); TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-1,3-
propandiolis); NaBHy; glicerolis; NDS (natrio dodecil sulfatas);
MgCl,; PVDF (polivinilidenfluorido) membranos; natrio
acetatas; metanolis; izoproponolis

Roth

DIECA (natrio dietilditiokarbamatas); EDTA
(etilendiamintetraacetatas); KH,PO,4; KCI; Na,HPO,; NaH,PO,;
NaNj; Tween 20; UA (uranilacetatas); HCI; dietanolaminas

Merck
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(NH(CH, CH,; OH),; Na,HPO,x2H,0; amonio sulfatas; PEG

600; chloroformas

RNaziy inhibitorius, DNR restriktaziy ,,Tango“ buferis; PCR | MBI

buferiniai tirpalai: 10 mM dNTP miSinys, 10xTaq buferis, 25 Fermentas

mM MgCl,; TMB (3,3',5,5-tetrametilbenzidino) ONE (ready-to-

use) substratas (IFA) testui; agarozé; DTT (ditiotreitolis)

Etanolis AB Sema

Etidzio bromidas (EtBr) Boehringer
Mannheim
GmbB

H,S0y; NaCl; agaroze; CCly Lachema

Na,SO;; TMB skystas substratas (Imunoblotui); BCIP/NBT Sigma

(bromochloroindolilfosfato/nitromeliotetrazolio) skystas

substratas (Imunoblotui); Antriniai triusio ak, gauti i§ ozkos,

konjuguoti su Sarmine fosfotaze; Freund‘o pilnas adjutantas;

Freund’o nepilnas adjutantas; Na,B,07; Zelatina; boro riigstis

Skystas azotas ELME-
Messer

TEMED (N,N,N’N’- tetrametiletilendiaminas) Reanal

p-nitrofenilfosfatas — substratas (IFA) testui Fisher
chemicals

NalO, Aldrich

Antriniai triusio ak, gauti i§ ozkos, konjuguoti su krieny .

. . ST Bio-Rad

peroksidaze; pieno milteliai

Sacharoze; natrio Sarmas; acto rtgstis Peaxim

Rinkiniai:

DNR gryninimui i§ agarozés gelio: MBI Fermentas

“DNA extraction kit”

IFA testams: BNYVV DAS-ELISA ir BSBV TAS-

Deutsche Sammlung

ELISA von
Mikroorganismen
und Zellkulturen
GmbH, DSMZ

IFA BNYVV lauko testams Spot-check LF™ Strube-Dieckmann
GmbH

Augaly virusy RNR i§skyrimui:

“QuickPrep total RNA extraction kit for the direct | Amersham

isolation of total RNA from most eukaryotic tissues or | Bioscience

cells”

,»1RIzol Reagent* Invitrogen
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2.1.3. Fermentai

HRP (krieny peroksidazé) Merck

M-MuLV AT (Moloney peliy leukemijos viruso
atvirkstiné transkriptazé),

Rekombinantiné Taq polimerazé

DNR restriktazés: Taql, Hincll, Accl, BstUL

MBI Fermentas

2.1.4. Molekulinés masés standartai ir dazai

DNR fragmenty standartai ir dazas:

®x174 DNA /BsuRI(Hae III), fragmenty dydziai: 1353, 1078, MBI
872, 603, 310, 281, 271, 234, 194, 118, 72 bp Fermentas
GeneRuler ™ 50 bp DNA Ladder, fragmenty dydziai: 1000, 900,
800, 700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 100, 50 bp
GeneRuler ™ 100 bp Plus, fragmenty dydziai: 3000, 2000, 1500,
1200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 100 bp
PCR produkto dazas “6x Loading Dye”

Baltymy molekulinés masés standartai ir dazas:
PageRuler™™ Prestained protein Ladder, fragmenty dydziai: 170, | MBI
130, 95, 72, 55, 43, 34, 26, 17, 11 kDa Fermentas
Gelio baltymy dazas PageBlue

2.1.5. Oligonukleotidiniai pradmenys
Pradmuo Seka 5" - 3" Tipas | PCR
produktas,
bp

BNYVV CGATTGGTATGAGTGATTT(A) Ties.
CP geno
identifikacijai 500
(MBI ACTCGGCATACTATTCACT(T) Atv.
Fermentas)
BNYVV ATAGAGCTGTTAGAGTCACC Ties.
CP geno 326
nPCR GACGAAAGAGCAGCCATAGC Atv.
(Metabion)
BNYVV ATGTCGAGTGAAGGTAGATATATG Ties.
CP geno 567
padauginimui [ ATTGTCCGGGTGGACTGGTTC Atv.
(Metabion)
BNYVV GTTGTTGTGTTTTCTGATCATCATT Ties.
p25 geno 719
padauginimui | GTGTTGTTGAAATTGTGATAACTC Atv.
(Metabion)
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BNYVV ATGGTCCAAGTACAGC Ties.
RFLP 1160
analizei TAGACATTATCTATC Atv.
(Metabion)
BNYVV ACCGGAGATACTTTTTGCG Ties.
TGB geno 722
padauginimui | AACAAAAACACCGCCAAACC Atv.
(Metabion)
BNYVV TAATAGTATCACTGTTACAACGATTAAGA | Ties.
Btipo 324
nustatymui GTCACCTCTTTTTACCATTATATCAG Atv.
(Metabion)
BNYVV TTGGGCAGCAACTTA Ties.
Atipo 178
nustatymui ACGGTGAGTACAACATACTGA Atv.
(Metabion)
BNYVV ACATTTCTATCCTCCTCCAC Ties.
detekeijai ACCCCAACAAACTCTCTAAC Atv. 345
(Metabion)
BSBV CTTACGCTGTTCACTTTTATGCC Ties.
detekeljai e e GEACTCTTTTCAACTGTTC aw. |
(Metabion)
BVQ GCTGGAGTATATCACCGATGAC Ties.
detekeljai 1 T CTCGGATAGCATCCAAC Atv. 291
(Metabion)
2.1.6. Buferiai ir tirpalai
Buferiniai tirpalai:
1. Imunofermentinés analizés (IFA) tirpalai:
Padengimo buferis 1 L reikia: 1,59 g Na,C0O;;2,93 g
(pH 9,6) NaHCOs; 0,2 g NaN;
Fosfatinis buferis (PBS) 1 L reikia: 8,0 g NaCl; 0,2 g KH,POy;
(pH 7,2-7,4) 1,15 g Na,HPOy; 0,2 g KCL; (0,2 g
NaN3)
Praplovimo buferis (PBS-T) PBS su 0,05-0,1 % Tween-20
Meéginio ekstrakcijos buferis PBST su 2 % PVP
(pH 7.4)
Konjugacijos buferis PBST su 2 % PVP ir 0,2 % kiausinio
albumino arba BSA
Substrato buferis (p- 1 L reikia: 97 ml dietanolamino; 600 ml
Nitrofenilfosfatui) H,0; 0,2 g NaN;
(pH 9.8)
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Imobilizacijos buferis (pH 9,5)

0,05 M NaHCO;

Blokavimo tirpalas

PBS su 1 % albumino

TMB stabdymo tirpalas

3,6 % H,SO4

2. Imunobloto tirpalai:

Baltymy pernesimo buferis

25 mM Tris bazinio; 192 mM glicino;
20 % metanolio; (0,1 % NDS)

PBS
(pH 7,2-7,4)

0,05 M KH2PO4, 0,05 M NazHPO4;
0,15 M NacCl

Plovimo tirpalas [ (PBS-T)

PBS su 0,1 % Tween-20

Plovimo tirpalas IT (TBS-T)

10 mM Tris HCI; 50 mM NaCl (pH
7,5); 0,1 % Tween 20

Blokavimo tirpalas

PBS su 1 % Zelatinos

Inkubavimo/blokavimos tirpalas

10 mM TRIS-HCI; 50 mM NaCl (pH
7,5); 5 % neriebaus pieno milteliai;
0,05 % Tween 20

Substrato buferis

100 mM TRIS bazinio; 100 mM NaCl,;
5 mM MgCl, (pH 9,5)

3. DNR elektroforezés tirpalai ir geliai:

10xTBE buferis 0,89 M TRIS; 0,89 M boro riigsties;
0,02 M EDTA (pH 8,2-8,3)
10xTAE buferis 0,4 M TRIS; 0,2 M acto rugsties; 0,01

M EDTA (pH 8,4)

Etidziobromido tirpalas

10 mg/ml etidZziobromido

DNR geliai:

5 % poliakrilamidinis gelis

18 ml dejonizuoto vandens; 2,5 ml
10xTBE buferio; 4,5 ml (29:1)
bisakrilamido; 15,6 ul TEMED; 310 pl
10 % APS

1-2 % agarozinis gelis

1-2 % agarozés TAE buferiniame
tirpale

4.Tirpalai baltymy elektroforezés poliakrilamido gelyje

denatiiruojaniomis salygomis

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas

30 % akrilamido; 0,8 % bisakrilamido

1,5 M TRIS-HCI
(pH 8,8)

500 ml tirpalo reikia: 91 g TRIS; 300
ml bidistiliuoto vandens. Su 1N HCI
nustatoma tirpalo pH ir pripilama
vandens iki 500 ml (saugoti 4° C)

0,5 M TRIS-HCI

200 ml tirpalo reikia: 12,1 g TRIS; 100

(pH 6,8) ml bidistiliuoto vandens. Su 1N HCI
nustatoma tirpalo pH ir pripilama
vandens iki 200 ml (saugoti 4° C)
10 % NDS tirpalas 5 g NDS tirpinamas vandenyje ir

skiedziamas iki 50 ml. Tirpalas
laikomas kambario temperatiiroje
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10 % amonio persulfatas (APS)

10g APS tirpinti 10 ml vandenyje,
i§pilstyti j ependorfinius mégintuvélius
(saugot -20° C)

Elektroforezeés buferis
(pH 8,3)

25 mM TRIS-HCI; 200 mM glicino;
0,1% NDS

4xmeginio buferis

65 mM TRIS-HCI (pH 6,8); 0,1%
NDS; 0,2 % 2-MET (merkapto
etanolio) arba 10 mM DTT
(ditiotreitolio); 0,1% bromfenolio
mélio; 20 % glicerolio (saugoti -20° C)

Gelio fiksavimo tirpalas

50 % etanolio; 10 % acto rugsties; 0,1
% Coomasie dazo R-250

Gelio atplovimo tirpalas

10 % acto riigstis

Baltymuy gelis:

4 % koncentruojamasis gelis

0,67 ml Akril/Bis, 1,25 ml TRIS-HCI
(pH 6,8), 50 ul 10 % NDS, 3 ml H,0;
25 ul 10 % APS; 5 ul TEMED

10 % skiriamasis gelis

3,3 ml Akril/Bis, 2,5 M TRIS-HCI (pH
8,8), 100 pl 10 % NDS, 3,83 ml H,0,
50 ul 10 % APS; 5 ul TEMED

12 % skiriamasis gelis

4 ml Akril/Bis, 2,5 M TRIS-HCI (pH
8,8), 100 pl 10 % NDS, 3,17 ml H,0,
50 pl 10 % APS; 5 ul TEMED

5. BNYVYV inokuliacijos buferis

0,05 M KH2PO4, 0,05 M NagHPO4, 0,3
% DIECA, 0,2 % Na,SO; (pH 7,2)

6. BNYVYV gryninimo ir valymo tirpai

Ekstrakcijos buferis 0,1 M Na,B,0O;. (pH privesti su boro

(pH 9,0) rigstimi)

Sacharozés tirpalai 5, 20, 45 % sacharozé 10 mM
ekstrakcijos buferyje

7. Elektroninés mikroskopijos
(EM) kontrastuojantis tirpalas

2 % uranilacetato (UA) tirpalas
bidistiliuotame vandenyje

8. Antikiiny konjugavimo su peroksidaze tirpalai

0,2 M NalO,4 42,8 mg/ml NalO,. Reikia 0,5-1 ml,
paruosti prie§ naudojima

1 mM natrio acetatinis buferis 82,03 mg/l, reikia 100-200 ml

(pH 4,5)

0,2 M natrio karbonatinis buferis Gaminant 100 ml reikés: 2,12 g

(pH 9,5) Na,COs; 1,68 g NaHCO;4

0,01 M natrio karbonatinis buferis 0,2 M natrio karbonatinj buferj (pH 9,5)

(pH 9,5) skiesti 20 kartu

Natrio borhidrido tirpalas 4 mg/ml NaBO,. Reikia 0,5-1 ml,
paruosti prie§ naudojima

PBS 0,05 M KH,PO4 0,05 M Na,HPOy;

(pH 7,2-7.,4) 0,15 M NaCl
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2.2. Metodai

2.2.1. Augalinés infekuotos medziagos sukaupimas,
augaly indikatoriy metodas

BNYVV mechaniskai buvo uzkre¢iami tiriamieji indikatoriniai augalai
bei augalai, pripazinti BNYVV diagnostinémis rai§imis: Cucumis sativus L.,
Nicotiana glutinosa L., N. debneyi Domin, N. benthamiana Domin, N. rustica
L., N. tabacum L. cv. ‘Samsun‘, Phaseolus vulgaris L., Chenopodium
amaranticolor Coste et Reyn, C. quinoa Willd, Tetragonia expansa Murr,

Atriplex hortensis L., Celosia cristata (L.) Kuntze, Spinacia oleracea L.

BNYVV sukaupimui, padauginimui bei saugojimui buvo pasirinkti C.
quinoa, C. amaranticolor, T. expansa indikatoriniai augalai, kurie reagavo |
virusg tik vietinémis pazaidomis (Andika ir kt., 2005; Tamada ir kt., 1989).
Indikatoriniai augalai yra mechanisSkai uzkreciami virusu infekuoty augaly
sultimis i§ Sviezios, Saldytos arba liofilizuotos medziagos. Porcelianiniame
gristuvélyje inokuliato buferiniame tirpale sutrinama virusu infekuota augaliné
medziaga. Porolonin¢ kempinélé sumirkoma paruostame inokuliume. Ja
Svelniai jtrinamas indikatorinio augalo lapy pavirsius, pries tai juos pabarscius
karborundu kaip abrazyvine medziaga. UzkreCiami jauni augalai, 3-5 lapy
stadijoje. Vietinés chlorotinés arba pusiau nekrotinés pazaidos (démés) arba
pageltimai susidaro ant indikatoriniy augaly mazdaug po 3-7 d., priklausomai
nuo temperatiiros. Jei yra sisteminé infekcija, simptomai pasirodo praéjus
savaitei ar daugiau po inokuliacijos. Esant tik vietinéms paZaidoms,
maksimalus viruso kiekis susikaupia per 4-7 dienas. Pragjus Siam laikotarpiui
lapai su aiSkiai pastebimais simptomais yra surenkami, sveriami, fasuojami,
zymimi ir padedami saugoti minusingje temperatiiroje arba liofilizuojami, t.y.
uzlydomi vakuumuotose stiklinése ampulése.

2.2.2. BNYVYV gryninimas ir koncentravimas

BNYVV gryninimui, remiantis literatiiros Saltiniais, buvo pasirinktas C.

quinoa indikatorinis augalas. Gryninimo eiga vykdoma pagal Siek tiek

modifikuota S. E. Bouzoubaa (1998) metodika:
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. Infekuoti BNYVV lapai pasveriami ir homogenizuojami
homogenizatoriuje (Mechanika Precyzyjna Type 302) su 170 ml Saltu
ekstrakcijos buferiu (0,1 M Na,B,0;, pH 9,0) ir 100 ml Saltu CCl,
tirpalu/100 g lapy.

. Homogenizatas perpilamas | centrifuginius mégintuvélius, kurie
centrifuguojami 9000 rpm (~10 000 g) 30 min. 4° C (Janetzki K-24
centrifugoje).

. | supernatantg pridedama 2 % PEG 6000 ir 0,8 % NaCl. Magnetine
maiSykle maiSoma 2 val. 4° C temperatiiroje.

. Virusas nusodinamas centrifuguojant 15 000 rpm 20 min. 4° C.

. Gautos nuosédos suspenduojamos 100 ml 10 mM ekstrakcijos buferyje
ir laikomos 4° C temperatiiroje per naktj. (Supernatantas neiSpilamas ir
taip pat saugomas per naktj 4° C).

. Kita dieng virusy suspensija (suspenduotos nuosédos) nuskaidrinama
5000 rpm 20 min. 4° C.

. Apjungus abu supernatantus ] virusing suspensija pakartotinai
pridedama 2 % PEG 6000 ir 0,8 % NaCl. Magnetine maiSykle maiSoma
2 val. 4° C temperatiiroje.

. Virusas nusodinamas centrifuguojant 12 000 rpm 20 min. 4° C.
Nuosédos suspenduojamos 30 ml 10 mM ekstrakcijos buferyje ir
laikoma per naktj 4° C temperatiiroje.

. Virusy suspensija vél nuskaidrinama 10 min. centrifuguojant 5000 rpm

4° C, gautas supernatantas saugomas.

10. 10 mM ekstrakcijos buferyje atskiestas iki 27 ml virusinis preparatas

centrifuguojamas jj uzneSant ant 7 ml 20 % sacharozes ,,pagalvés® 3,5

val. 22 000 rpm 4° C Janetzki VAC 601 ultracentrifugoje.

11. Gautos nuosédos suspenduojamos 500 pl 10 mM ekstrakcijos buferyje,

paliekant per naktj 4° C temperatiiroje.

12. Viruso kiekis jvertinamas spektrofotometriskai. Prie§ viruso absorbcijos

spektro matavimg, virusy suspensija nuskaidrinama 4 min. 10 000

aps./min. Dalis supernatanto atskiedziamas 10 karty, paimamas
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pavyzdys EM ir matuojamas viruso absorbcijos spektras 240, 260 ir 280
nm bangos ilgiuose. Fiksuojami rezultatai. Viruso koncentracija
nustatoma pagal formulg: C (mg/ml) = OD,4 x skiedimas/3,2;
kur skaicius 3,2 yra viruso ekstinkcijos koeficientas (Putz ir Kuszala,
1978; Bouzoubaa, 1998).

Gauta viruso suspensija gali buti saugoma kelias dienas 4° C arba

uzSaldoma -20° C keliems ménesiams (pridéjus glicerolio).

13. Norint geriau i§gryninti virusg (antiserumo gavimui), naudojamas 4-45
% sacharozés gradientas centrifuguojant Janetzki VAC 601
ultracentrifugoje. Viruso dalelés koncentruojasi tam tikroje gradiento
zonoje. Si frakcija yra surenkama ir virusas nusodinamas,
centrifuguojant 3,5 val. 22 000 rpm 4° C. Nuosédos suspenduojamos
mazame tiryje 10 mM ekstrakcijos buferyje. Pridéjus NaNj virusinis
preparatas saugomas 4° C temperatiiroje arba pridéjus glicerolio

uzsaldomas -20° C.
2.2.3. Elektroniné mikroskopija (EM)

Tiriamo méginio paruo§imo eiga:

1. Ant specialaus elektroninio mikroskopo tinklelio, padengto anglies
plévele, uzneSamas lagas méginio (sutrinta tiriamoji augaliné medziaga
su 0,05 M fosfatiniu buferiu pH 7,4; arba i§gryninta viruso suspensija),
inkubuojama 5 minutes.

2. Skystis nuo Sio tinklelio nugeriamas filtriniu popieriumi, ant tinklelio
yra uzneSamas kontrastavimo tirpalas — 2 % UA lasas. Po keliy min.

tinklelj nusausinus, UA lasas uzneSamas pakartotinai.

3. Tinklelis nudziovinamas ir méginiai stebimi perSvieCiamuoju

elektroniniu mikroskopu JEOL JEM-100S.
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2.2.3.1. Imunosorbentiné elektroniné mikroskopija (IEM)

Tiriamo méginio paruoS§imo eiga:

Tinkleliai sensibilizuojami 1 val., uznesus ak, skiestus 1:100 0,05 M
fosfatiniame buferyje pH 7,4.

Tinklelis keletg karty praplaunamas su 0,05 M fosfatiniu buferiu pH
7.4.

UzZneSamas tiriamas méginys.

Skystis nuo Sio tinklelio nugeriamas filtriniu popieriumi, ant tinklelio
yra uzne$amas kontrastavimo tirpalas — 2 % UA lasas. Po keliy min.
tinklelj nusausinus, UA lasas uzneSamas pakartotinai.

Tinklelis nudZiovinamas ir méginiai stebimi perSvie¢iamuoju

elektroniniu mikroskopu JEOL JEM-100S.

2.2.4. BNYVY polikloniniy antikiiny paruoSimas

2.2.4.1. Antiserumo gavimas

. TriuSio imunizacija. Polikloniniy antikiinyg gavimui triusis
imunizuojamas iSgrynintu virusiniu preparatu, kuriame yra 0,2-1mg
virusinio antigeno (ag). Jis sumaiSomas santykiu 1:1 su Freund‘o
adjuvantu ar fiziologiniu tirpalu, priklausomai nuo to, kur bus
leidziamas virusinis antigenas.

a. Pirmasis imunizavimas. 18gryninta virusiné suspensija (0,34 mg
viruso) sumaioma su pilnu Freund‘o adjuvantu. Svirkstu
emulguotas miSinys suleidziamas triusiui nugaros keteros srityje
i1 oda ir poodj, paskirs¢ius visa imunizacijos turj j 10-12
suleidimo viety (po 50-100 ul).

b. Antrasis imunizavimas (trys savaités po pirmojo imunizavimo).
Vienkartiniu SvirkStu emulguotas nepilnas Freund‘o adjuvanto
miSinys su 0,2 mg viruso suspensijos suleidziamas j uzpakalinés

triusio kojos raumenis (4 suleidimo vietos).
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c. Treciasis imunizavimas (savait¢ po antrojo imunizavimo).
Virusinis preparatas (0,05 mg) sumaisytas su fiziologiniu tirpalu
(be adjuvanto) suleidziamas j triusio ausies veng.

2. Kraujo paémimas. Kraujas paimamas 3-ig diena po paskutinio,
intraveninio, virusinio ag suleidimo imunizuojamam triusiui. Kraujas
buvo surinktas j stiklinius mégintuvélius ir 30 min. laikomas 37° C
termostate. Véliau plona lazdele apvedamas kraujo kresulys, kad
neprilipty prie stikliniy mégintuvéliy sieneliy ir mégintuveliai pernakt
laikomi 4° C Saldytuve. Kita diena atsargiai nuimamas koaguliaves
kreSulys, serumas iSpilstomas | centrifuginius mégintuvélius ir
centrifuguojamas 5000 g 10-15 min. Antikiiny (ak) iSsodinimui buvo
naudojamas sotus (50 %) amonio sulfato tirpalas. Gauta ak suspensija
supilama j sterilius mégintuvélius ir pridéjus glicerolio (1:1), padedama

tolesniam saugojimui 4° C arba -20° C.

2.2.4.2. Antikiiny konjugavimas su krieny peroksidaze

Antikiiny konjugavimas su peroksidaze buvo vykdomas pagal Siek tiek
modifikuota G. B. Wisdom (2004) metodika. Ak (0,5 ml) supilami j dializés
maiSelius. Dializuojama pernakt prie§ 0,01 M natrio karbonatinj buferj (pH
9,5) 4° C temperaturoje. Ak ir konjuguojamos peroksidazés santykis turi biiti
1:1. Peroksidazé paruoSiama konjugacijai: 5 mg peroksidazés iStirpinama 1 ml
dejonizuoto vandens ir pridéjus 250 ul 0,2 M NalO4 20 min. palickama
inkubuotis kambario temperatiiroje tamsoje. Tada peroksidazés tirpalas su
NalO4 nudruskinamas per Sephadex G-25 kolonéle. Kolonél¢ atplaunama su
PBS (5-10 tariy) ir uzpilama 20 % etanolio/PBS tirpalu. Gauta aktyvuota
peroksidazé sumaiSoma su pernakt dializuotais ak ir 1/10 turio 0,2 M natrio
karbonatinio buferio (miSinio pH turi biti apie 9,5). MiSinys inkubuojamas 2
val. kambario temperattiroje tamsoje ant purtyklés. | tirpalg jdedama NaBH, iki
galutinés koncentracijos 0,2-0,4 mg/ml ir inkubuojama 2 wval. 4° C

temperattroje. Po inkubacijos konjugatas dializuojamas pernakt 4° C prie$
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PBS. Saugojimui j konjugatg pridedama iki galutinés koncentracijos 2 % BSA

ir iki 50 % glicerolio. Konjugatas saugomas -20° C temperatiiroje.

2.2.5. Imunofermentiné analizé

2.2.5.1. Netiesioginé IFA. Polikloniniy antikiiny titras.

I mikroplokstelés (Nunc, Danija) Sulinélius pilama po 50 ul, 5 ug/ml
koncentracijos i§gryninto viruso preparato, praskiesto imobilizacijos buferyje.
Inkubuojama per naktj 4° C. Kitg dieng iSpilamas tirpalas su ag ir reakcija yra
blokuojama 30 min. blokavimo buferiu (pilama po 150 pl j kiekvieng Sulinélj).
Mikroplokstelé po kiekvieno sekanCio etapo plaunama 5 kartus plovimo
buferiu PBS-T. Pasalinus praplovimo buferj j Sulinélius pilama po 100 ul
polikloninio antiserumo, praskiesto santykiu nuo 1:200 iki 1:102400 karty
PBS-T buferyje. Inkubuojama 1 val. kambario temperatiiroje. Po praplovimo j
kiekvieng mikroplokstelés Sulinélj pilama po 50 ul antriniy triusiy ak, gauty i§
ozkos, konjuguoty su peroksidaze (praskiesti 1:3000 karty PBS-T).
Inkubuojama 1 val. kambario temperatiiroje. Specifiné reakcija iSrySkinama
TMB substratu, reakcija stabdoma 3,6 % H,SO,. Sugertis matuojama
spektrofotometru (Tecan, Austrija) 450 nm bangos ilgyje.

2.2.5.2. Tiesioginé IFA. Konjugaty su peroksidaze titras.

Tiesioginé IFA vykdoma taip pat kaip ir 2.2.5.1 skyriuje apraSytas
netiesioginés IFA metodas, iSskyrus tai, kad po blokavimo j Sulinélius dedama
po 100 pl polikloniniy ak-peroksidazés konjugato, praskiesto santykiu nuo
1:100 iki 1:6400 karty PBS-T buferyje. Mikroplokstelé inkubuojama 1 val.
kambario temperatiiroje. Specifiné reakcija nustatoma 2.2.5.1 skyriuje

aprasytuoju budu.
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2.2.5.3. Tiesioginé dvisluoksnio antikiiny sumustinio IFA

Tiesioginé dvisluoksnio ak sumustinio IFA (DAS-IFA) buvo atlieckama

pagal M. F. Clark ir N. A. Adams metodika (1977).

1.

IgG praskiedziami 1:1000 arba 1:500 karty su padengimo buferiu. |
kiekvieng mikroplokstelés Sulinélj pilama po 100 pl praskiesto IgG.
Inkubuojama 37° C 2-4 val. arba 4° C temperatiiroje per naktj.
Mikroplokstelé praplaunama su plovimo buferiu (PBS-T). Plovimas
kartojamas 5 kartus.

I nusausintos mikroplokstelés Sulinélius pilama po 100 pl testuojamo
méginio (ekstrahuoto méginio ekstrakcijos buferyje).

Inkubuojama per naktj 4° C temperatiroje.

Praplovus mikroplostele j kiekvieng Sulinélj pilama po 100 ul anti-
viruso konjugato, atskiesto 1:1000 arba 1:4000 karty konjugacijos
buferyje.

Inkubuojama 37° C temperatiiroje 4 valandas.

Praplovus mikroplostelg | kiekvieng Sulinélj pilama po 200 ul $vieziai
paruosto substrato (10 mg p-nitrofenilfosfato, iStirpinto 10 ml substrato
buferyje). Inkubuojama tamsoje kambario temperatiiroje 60-120
minuciy.

Rezultatai fiksuojami spektrofotometriskai, matuojant sugertj 405 nm

bangos ilgyje spektrofotometru (Multiskan RC Labsystems).

2.2.5.4. Tiesioginé trisluoksnio antikiiny sumustinio IFA

Tiesioginé trisluoksnio ak sumustinio IFA (TAS-IFA) buvo atliekama

pagal M. F. Clark ir N. A. Adams metodikg (1977).

1.

IgG praskiedziami 1:1000 arba 1:500 karty su padengimo buferiu. |

kiekvieng mikroplokstelés Sulinélj pilama po 100 pl praskiesto 1gG.

2.
3.

Inkubuojama 37° C 2—4 val. arba 4° C temperatiiroje per naktj.
Mikroplokstelé praplaunama su plovimo buferiu (PBS-T). Plovimas

kartojamas 5 kartus.
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4. | kiekvieng mikroplokstelés Sulin¢lj pilama po 200 pl 1 % kiauSinio
albumino (arba 2 % nugriebto pieno milteliy) PBS-T buferyje.

5. Reakcija blokuojama 30 min. 37° C temperatiiroje.

6. PaSalinamas blokavimo tirpalas ir mikroplokstelé praplaunama 5 kartus
kaip 3 punkte.

7. I nusausintos mikroplokstelés Sulinélius pilama po 100 ul testuojamo
méginio (ekstrahuoto méginio ekstrakcijos buferyje).

8. Inkubuojama per naktj 4° C temperatiiroje.

9. Mikroplokstelé praplaunama 5 kartus kaip 3 punkte.

10. ] kiekviena mikroplokstelés Sulinélj pilama po 100 pl monokloniniy
antikiiny (m-ak) (atitinkamai praskiesty konjugacijos buferyje).

11. Inkubuojama 37° C 2-4 val.

12. Mikroplokstelé praplaunama 5 kartus kaip 3 punkte.

13. T kiekviena mikroplokstelés Sulinélj pilama po 100 pl antriniy triusio
ak, gauty i$ pelés ir konjuguoty su Sarmine fosfotaze (RaM-ap) (atitinkamai
praskiesty konjugacijos buferyje).

14. Inkubuojama 37° C 2 val.

15. Praplovus mikroplokstele j kiekvieng Sulin¢lj pilama po 200 pl Svieziai
paruo$to substrato (10 mg p-nitrofenilfosfato, istirpinto 10 ml substrato
buferyje). Inkubuojama tamsoje kambario temperatiiroje 30-60 minuciy.

16. Rezultatai fiksuojami spektrofotometriskai, matuojant sugertj 405 nm

bangos ilgyje spektrofotometru (Multiskan RC Labsystems).

2.2.6. Rizomanijos diagnostinis ekspres testas

Rizomanijos diagnostinio ekspres testo (amgl. Rhizomania Pocket

diagnostic lateral flow test) (Strube-Dieckmann, Vokietija) metu cukriniy

runkeliy Saknelés, turincios j rizomanijg panasius simptomus, susmulkinamos |

mazus gabalélius ir sudedamos ] plastmasinj buteliuka, kuriame yra metaliniai

Sratai audinio homogenizacijai ir buferis su NaN3. Pakrac¢ius apie 30 s su pipete

uzlasinami 2-3 lasai gauto ekstrakto ant ekspres testo prietaiso langelio. Esant

teigiamam rezultatui, mélynos spalvos linija pasirodo prietaiso langelyje.
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Ekspres testas pagrjstas specifine antikiiny su antigenais saveika. Sis testas
atlickamas tik greitam rizomanijos ligos patikrinimui. Atrinkti teigiamai

sureagave méginiai turi biiti patvirtinti kitais diagnostiniais metodais.

2.2.7. Totalinés RNR iSskyrimas

RNR gali biiti iSskiriama i§ Saldytos, Sviezios ar liofilizuotos augalinés
medziagos naudojant skysta azota. Méginiai sutrinami uzpylus skysto azoto.
Dalis susidariusiy sutrinty milteliy perkeliama | Eppendorf tipo mégintuvéelius
ir laikoma ant ledo. Toliau RNR i$skyrimo procediira atlickama pagal
“QuickPrep total RNA extraction kit for the direct isolation of total RNA from
most eukaryotic tissues or cells” (4dmersham Bioscience) arba ,,TRIzol

Reagent® (/nvitrogen) rinkiniy pateiktas rekomendacijas.

2.2.8. BNYVYV analizé¢ PCR metodais

Ivairis PCR metodai buvo taikomi rizomanijos sukéléjo analizei:
atvirkStinés transkripcijos polimeraziné cikliné reakcija (AT-PCR), lizdiné
PCR (angl. nested PCR, nPCR), daugybiné¢ AT-PCR (ang/. multiplex RT-PCR,
mRT-PCR), serologiskai imobilizuoto viruso AT-PCR (angl. immunocapture
RT-PCR, IC-RT-PCR). PCR metodai buvo naudojami jvairiais tikslais:
BNYVYV aptikimui ir identifikacijai, nustatant BNYVV tipg, amplifikuojant
specifines viruso genomo sritis sekoskaitai ir restrikcijos fragmenty ilgio
polimorfizmo (RFLP) analizei. Kiekvienu atveju buvo parenkamos specifinés
PCR reakcijos salygos ir pradmenys.

2.2. lentel¢je pateikiami visy panaudoty PCR metody temperatiiriniai

rezimai.
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2.2. lentelé. PCR temperatiiriniai reZimai.

PCR PCR temperatiiros PCR Pastabos
panaudojimas rezimai produktas,
bp
37° C — 30 min.; Vieno zingsnio AT-PCR
94° C — 2 min.; ir
BNYVV 30 cikly: vieno Zingsnio serologiskai
CP geno 94° C — 1 min.; imobilizuoto viruso AT-PCR
fragmento 55°C — Imin.; 500
padauginimui 72° C— 1 min,;
72° C — 3 min.;
4°C — oo,
94° C — 2 min.; Kaip matrica naudojama
BNYVV 30 cikly: anksciau gautas CP geno
CP geno 94° C — 1 min.; produktas (500 bp) ir nPCR
lizdiné PCR 58°C - lmin.; 326 reikalingi specifiniai pradmenys
(nPCR) 72° C — 1 min;
72° C — 3 min.;
4°C — oo,
94° C — 3 min.; Dviejy zingsniy AT-PCR
35 ciklai:
BNYVV 94° C — 1 min.;
viso CP geno 61°C — Imin.; 567
padauginimui 74° C — 1 min.;
72° C — 10 min.;
4°C — oo,
94° C — 3 min.; Dviejy zingsniy AT-PCR
35 ciklai:
BNYVV 94° C — 1 min.;
p25 geno 64° C — 1min.; 719
padauginimui 72° C — 1 min.;
72° C — 10 min.;
4°C — oo,
94° C — 3 min.; Dviejy zingsniy AT-PCR
BNYVV 0 43 OCCik;%:
o _ S;
g:jalglzrilr(l)imui 54; C-30s . 1160
(RELP analizei) | ), . 7Cm_in2.;5 R
4°C — oo,
37° C — 30 min.; Vieno zingsnio AT-PCR
95°C — 5 min.;
BNYVV 0 43 OCCiki‘g
o _ S;
TaBeno 60°C—40s; 722
padauginimui 720C - 45 s.
72° C — 10 min.;
4°C — oo,
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94° C — 1 min.; Kaip matrica naudojama
45 ciklai: anksciau gautas TGB geno

BNYVV 94°C—-20s; produktas (722 bp) ir A/B tipui
A/B tipo 66°C—-20s; 324/178 specifiniai pradmenys
nustatymui 72°C—-20s;

72° C — 10 min.;

4°C — oo,
BNYVV/ 94°C -3 m.in.; ) Dviejy zingsniy AT-PCR
BSBV / 35 ciklai:
BVQ 94°C—-30s; 545/
daugybiné 7330(:(: _230 5 329991/

—2 min,;

AT-PCR 72° C — 7 min.;

4° C — oo.

2.2.8.1. Atvirkstinés transkripcijos polimeraziné cikliné reakcija

Daugumos augaly virusy genetiné medziaga yra RNR, todél
polimerazingje ciklingje reakcijoje naudojamas papildomas atvirkstinés
transkripcijos etapas, kuriame fermentas — atvirkstiné transkriptazé — RNR
pavercia | kopijinge DNR (kDNR), kurig galima padauginti PCR metodu.

AT-PCR buvo atliekama naudojant MBI Fermentas buferinius tirpalus,
dNTP miSinius, 25 mM MgCl,, termostabilia Taq polimeraze, M-MuLV AT
(Moloney peliy leukemijos viruso atvirkstiné transkriptaze), ribonukleaziy
inhibitoriy. BNYVV nustatymui galima naudoti vieno zingsnio (kai i§ karto
vyksta atvirkstiné transkripcija ir PCR) ir dviejy zingsniy AT-PCR (kai kDNR
sintezé ir PCR vykdoma atskirai).

Vieno zingsnio AT-PCR vykdoma viename mégintuvélyje paruosus
specialy miSinj (dejonizuotas H,O + DEPC, 10xPCR buferis, 25 mM MgCl,,
10 mM dNTP, 0,2 mM tiesioginis ir atvirkstinis pradmenys, 200 uw/ul M-

MuLV AT, 5 u/ul Taq polimerazé) ir priklausomai nuo panaudoty pradmeny,
parenkamos  specifinés reakcijos salygos ir naudojamas = skirtingas
termociklerio temperatiiry rezimas. AT-PCR reakcijai naudojama po 48 pnl
misinio ir 2 pl méginio RNR. Bendras tiiris — 50 ul. Naudojamos vandens ir
sveiko augalo kontrolés. Gauty produkty analiz¢ atlickama 5 % poliakrilamido

arba 1-2 % agarozés geliuose.
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Dviejy zingsniy AT-PCR vykdoma atskiruose mégintuvéliuose. 1§

pradziy gaunama kDNR, o véliau vykdoma PCR.
Bendra dviejy zingsniy AT-PCR eiga:

1. RNR paruoSimas

I sterilius plonasienius PCR mégintuvélius dedama po:
3 ul méginio iSvalytos totalinés RNR,
2 pl atvirkstinio pradmens (20 pM),
6 pl dejonizuoto H,O + DEPC.
Svelniai pamaiSoma. Méginiai dedami j termociklerj, naudojami tokie
temperatiiriniai rezimai:
e 70°C -5 min.;
o 4°C—on.
2. kDNR sintezé
Paruosiamas kDNR miSinys. 1 méginiui reikia:
4 ul 5xPCR buferio,
1,5 pl dejonizuoto H,O + DEPC,
2 ul 10 mM dNTP,
0,5 ul (40 u/pl) ribonukleaziy inhibitoriaus
1 pul (200 u/pl) atvirkstinés transkriptazés
Paruostas miSinys perpilstomas | mégintuvélius su anks¢iau paruosta
RNR. Reakcija vykdoma termocikleryje pagal programa:

e 42°C—-60min.;
e 70°C - 10 min.;
o 4°C—oo.
3. PCR
Kiekvienai PCR reakcijai paruoSiamas specialus PCR miSinys

(dejonizuotas H,O + DEPC, 10xPCR buferis, 25 mM MgCl,, 10 mM dNTP,
20 puM tiesioginis ir atvirkStinis pradmenys, 5 u/ul Taq polimerazé) ir,
priklausomai nuo panaudoty pradmeny, parenkamos specifinés reakcijos
salygos bei naudojamas skirtingas termociklerio temperatiiry rezimas. PCR
reakcijai naudojama po 46-45 pul PCR miSinio ir 4-5 pl méginio kDNR.

Bendras thris — 50 pl. Naudojamos reakcijos miSinio ir sveiko augalo
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kontrolés. Gauty produkty analizé atlickama 5 % poliakrilamido arba 1-2 %

agarozes geliuose.

2.2.8.2. Lizdiné PCR (nPCR)

nPCR buvo atlickama naudojant MBI Fermentas buferinius tirpalus,
dNTP misinius, 25 mM MgCl,, termostabilig Taq polimeraze.

nPCR vykdoma viename mégintuvélyje paruoSus specialy miSinj
(dejonizuotas H,O + DEPC, 10xPCR buferis, 25 mM MgCl,, 10 mM dNTP, 5
UM tiesioginis ir atvirkStinis pradmenys, 5 u/ul Taq polimerazé. nPCR
reakcijai naudojama po 49,5 pl misinio ir 0,5 pul PCR produkto (500 bp), gauto
standartinés AT-PCR biidu. Bendras reakcijos turis — 50 ul. Naudojamos
vandens ir sveiko augalo kontrolés. Reakcijai panaudoti temperatiiriniai
rezimai nurodyti 2.2. lentel¢je. Gauty produkty analizé¢ atlieckama 5 %

poliakrilamido arba 1-2 % agarozés gelyje.

2.2.8.3. Serologiskai imobilizuoto viruso AT-PCR

1. PCR Eppendorf tipo mégintuvélius padengiame viruso antiktinais. |
kiekvieng mégintuvélj pilama po 100 pl antikiing (1:1000 praskiesty
padengimo buferyje).

2. Mégintuvéliai inkubuojami 37° C temperatiiroje 3 valandas.

3. Po inkubacijos praplaunami kelis kartus praplovimo buferiu (PBS-T).

4. Meégintuvéliai padengiami tiriamaisiais augaliniais méginiais. |
kiekvieng mégintuvelj pilama po 100 pl méginio (1:3 ekstrahuoto
méginio ekstrakcijos buferyje) ir inkubuojami per naktj 4° C
temperatiiroje.

5. Toliau atlickami tokie patys etapai kaip ir AT-PCR, t.y. atlickama
vieno ar dviejy zingsniy AT-PCR.

6. Rezultaty analiz¢ atlickama 5 % poliakrilamido arba 1-2 % agarozés

geliuose.
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2.2.9. BNYVYV tipy nustatymas

BNYVYV tipy nustatymui buvo naudojama restrikcijos fragmenty ilgio
polimorfizmo analizé ir daugybiné AT-PCR

2.2.9.1. Restrikcijos fragmenty ilgio polimorfizmo analizé

RFLP analizei buvo naudojami specifiniai pradmenys p42 geno
padauginimui (Kruse ir kt., 1994) bei naudotos Tagl, Hincll, Accl ir BstUI
restrikcijos endonukleazés (MBI Fermentas).

Vieno méginio restrikcijos misinio sudétis:

1. 18 pl dejonizuoto H,O + DEPC,

2. 2 ul 10 x Tango buferio,

3. 8 ul PCR budu padauginto produkto,

4. po 2 pl kiekvienos restrikcijos endonukleazes: Taql, Hincll, Accl
ir BstUL.

Meéginiai buvo inkubuojami 37° C temperatiiroje 1-16 val. Rezultaty

analizé atlickama 5 % poliakrilamido arba 1-2 % agarozés geliuose.

2.2.9.2. BNYVY tipy nustatymas daugybine AT-PCR

BNYVYV tipy nustatymui buvo naudojama dviejy etapy PCR: pirmo
etapo metu vykdoma AT-PCR panaudojant specifinius pradmenis TGB geno
padauginimui. Antro etapo metu vykdoma nPCR kaip matrica panaudojant
anks¢iau TGB geno fragmentg ir naudojami BNYVV A/B tipui specifiniai
pradmenys. Reakcija galima atlikti tiek su visy pradmeny misiniu, tiek atskirai

panaudojant kiekvienam tipui specifinius pradmenis (Ratti ir kt., 2005).
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2.2.10. DNR elektroforezeé

2.2.10.1. DNR elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje

DNR celektroforezé atlickama 5 % poliakrilamidiniame gelyje Tris-
boratiniame buferiniame tirpale, naudojant vertikaly elektroforezés aparats,
esant 140 V jtampai. Pasibaigus elektroforetiniam frakcionavimui, gelis
dazomas 20 min. etidzio bromido tirpale (1 pg/ml), po to atplaunamas nuo
nesuris§to dazo vandenyje ir analizuojamas transiliuminatoriaus UV S$viesoje.

Produktai fiksuojami Bio-Rad GelDoc XR geliy dokumentavimo sistema.

2.2.10.2. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé atlickama 1-2 % agarozés gelyje Tris-boratiniame
arba Tris-acetatiniame buferiniame tirpale, naudojant horizontalias agarozés
ploksteles, esant 60-80 V  jtampai. Pasibaigus elektroforetiniam
frakcionavimui, gelis dazomas 20 min. etidzio bromido tirpale (1 pg/ml), po to
atplaunamas nuo  nesuriSto dazo  vandenyje ir  analizuojamas
transiliuminatoriaus UV §viesoje. Produktai fiksuojami Bio-Rad GelDoc XR

geliy dokumentavimo sistema.

2.2.11. DNR fragmenty iSskyrimas i$§ agarozés gelio

Skiriant DNR i§ agarozés gelio, paruoSiamas 1-2 % gelis su platesnémis
duobutémis, | kurias jneSami DNR meéginiai. Po elektroforezés reikalingas
DNR fragmentas iSpjaunamas i§ gelio skalpeliu, susmulkinamas ir
patalpinamas j Eppendorf tipo mégintuvelj. Toliau DNR fragmenty skyrimui
naudojamas “DNA extraction kit” (MBI Fermentas). 1§skyrimas vykdomas

pagal rinkinyje pateiktas rekomendacijas.
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2.2.12. Nukleotidiniy seky kompiuteriné analizé

PCR produkty nukleotidy sekas nustaté Biotechnologijos instituto DNR
Sekvenavimo Centras (Vilnius, Lietuva) ir ,,Macrogen* (Koréja). Sekoskaitos
metodu gautos sekos, naudojant DNASTAR programg buvo apjungiamos |
vientisg seka, kad persidengty tarpusavyje, kas yra reikalinga rezultaty
tikslumui.

Sekos buvo analizuojamos naudojant
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi),

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html),

ProtParam tool (http://www.expasy.org/tools/protparam.html) ir

EMBOSS Transeq (http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/transeq/index.html)

programas.
Sekoskaitos metodu gautos sekos ir sekos, gautos i§ tarptautinio Geny

banko duomeny bazés (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), buvo

analizuojamos konstruojant filogenetinius medzius. Taip buvo nustatytas
BNYVV giminingumas. Filogenetiniai medZziai buvo konstruojami Clustal W
(Thompson ir kt., 1994) ir MEGA 4.1 (Tamura ir kt. 2007) kompiuterinémis
programomis. Tiriamos sekos buvo jkeliamos j ClustalW programa. Sekos
buvo palyginamos, pasalinamos seky vietos su iSkritomis ir nubraiZomas
neighbor joining (N-J) medis, naudojant artimiausiy grupiy apjungimo metoda
pagal 1000 medziy statistinio patikimumo analize. Filogenetinis medis buvo
gaunamas MEGA 4.1 programoje, ir atitinkamai apipavidalinamas jvairiomis

kompiuterinémis pie§imo programomis.

2.2.13. Baltymy NDS poliakrilamidinio gelio elektroforezé

Baltymy elektroforezé atliekama pagal U. K. Laemmli (1970) metodika
vertikaliame aparate, naudojant 4 % koncentruojamajj bei 10 arba 12 %
skiriamajj gelius.

1. ParuoSiamas apatinis-skiriamasis gelis. Tirpalai gerai sumaiSomi, ir

gelis polimerinamas poliakrilamido gelio paruoS$imo gardel¢je. Kad
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b)

poliakrilamidinio gelio pavirSius bty lygus, prie§ polimerizacija
uzsluoksniuojamas izopropanolis, kuris po polimerizacijos nupilamas ir
praplaunama distiliuotu vandeniu.

ParuoSiamas  virSutinis-koncentruojantis  gelis.  Tirpalas  gerai
iSmaiSomas ir uzpilamas ant skiriamojo gelio pavirSiaus. [dedamos
,,Sukos®, geliui susipolimerinus, ,,Sukos® atsargiai i§Simamos.

Ruosiami méginiai elektroforezei. Ag turi buti uznesama j takelj 1-10
pg, nuo 10-20 pl. Méginiai (iSgryninta viruso suspensija arba infekuoti
augaliniai méginiai, sutrinti PBS-T buferyje) sumaiSomi su méginio
dazo buferiu (buferio sudétyje turi buti indikatorinio dazo ir
denatiiruojancio agento), meéginiai 5 min. pavirinami 95-100° C
temperatiiroje.

Elektroforezé vykdoma, esant 20-60 mA nuolatiniam srovés stiprumui

ir 200 V jtampai.

2.2.13.1. Poliakrilamidinio gelio daZymas

Atlikus elektroforeze poliakrilamidinis gelis yra:

imerkiamas | vonel¢ su Kumasi briliantiniu mélio dazu ir Svelniai
kratomas 30-45 min. purtykl¢je. Dazas nupilamas, o gelis uzpilamas
blukikliu. Plovimas tesiasi 1-2 val. purtant ir keic¢iant blukiklj kas 30
min.;

imerkiamas j vonele su PageBlue™ baltymy dazu ir Svelniai kratomas
60 min. purtykl¢je. Dazas nupilamas, o gelis blukinamas distiliuotame
vandenyje.

2.2.14. Imunoblotas

Baltymy miSiniai yra elektroforetiskai frakcionuojami
denatiiruojanciuose poliakrilamido geliuose. IS poliakrilamidinio gelio
baltymai perneSami ant PVDF (polivinildifluorido) membranos.
Membrana atkerpama tiksliai gelio dydzio. ParuoSiami aStuoni 1 mm

storio tokio pat dydzio filtrinio popieriaus lakstai.
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. Po elektroforezés poliakrilamidinis gelis jmerkiamas ] baltymy
pernesimo buferj. Membrana perplaunama metanoliu ir, kaip ir gelis,
mirkoma apiel0 min. baltymy pernesimo buferyje. Filtrinis popierius
pries naudojimg taip pat suvilgomas baltymy perneSimo buferiu.

. Tada atlickamas pusiau sausas i$frakcionuoty baltymy perneSimas ant
membranos. Ant baltymy perneSimo aparato katodinio pado sudedami
iSmirkyti 4 filtrinio popieriaus lakstai, po to membrana, gelis ir vél
filtrinis popierius. Viskas i§ virSaus prislegiama anodiniu aparato padu ir
40 min. vykdomas baltymy perne§imas i§ gelio ant membranos, esant 40
mA nuolatinés srovés stiprumui.

. Membrana praplaunama PBS-T ir po to blokuojama PBS buferiu su 1 %
zelatinos 30-60 min. kambario temperatiiroje.

. Membrana praplaunama 2 kartus PBS-T. ParuoSiamas ak tirpalas su 1
% zelatinos ir 0,1 % Tween (PBS-T). Membrana inkubuojama su
antik@inais 1-2 val. kambario temperatiiroje.

. Membrana praplaunama 5-6 kartus PBS-T. ParuoSiamas antriniy
antikiiny tirpalas su 1 % zelatinos ir 0,1 % Tween (PBS-T).
Inkubuojama 1 val. kambario temperatiiroje.

. Membrana praplaunama 7-8 kartus PBS-T, inkubuojant 2-3 kartus po 5
min. ant purtyklés. Po to praplaunama 2-3 kartus distiliuotu vandeniu.

. Membrana ryskinama TMB substratu peroksidazei arba BCIP/NBT
substratu fosfotazei.

. Membrana praplaunama vandeniu, iSdZiovinama ir nuskenuojama

skeneriu. Nuo Sviesos peroksidazés substratas iSblunka per 3-7 dienas.

67



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Rizomanijos simptomai, paplitimas ir

identifikacija DAS-IFA metodu

Pagrindiniai rizomanijos simptomai yra cukriniy runkeliy Sakny
sutankéjimas, kuokstiSkumas, augalo zematigiSkumas, lapy raukslétumas,
vytimas, chlorozé, gysly pageltimas bei nekrozé. Dazniausiai BNYVV yra
aptinkamas cukriniy runkeliy Saknyse ir labai retai juda j augalo virSuting dalj,
sukeldamas geltony gysly simptoma lapuose (Tamada ir kt., 1989). Isskirti
uzkrésti cukriniai runkeliai su tipiSkais rizomanijos simptomais iliustruoti 3.1.

paveiksle.

3.1. pav. Tipiski rizomanijos simptomai: A — cukrinio runkelio
lapas su pageltusiomis gyslomis ir nekroze. B, C, D — cukriniy
runkeliy Saknys su pagaus€jusiomis dalinai nekrotizuotomis
antrinémis Saknelémis.
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3.1. A paveiksle parodyti rizomanijos paZeisto cukrinio runkelio lapo
simptomai — pageltusios nekrotinés gyslos, kurios iSsivysté auginant runkelj
Siltnamyje keleta mety. 3.1. B, C, D paveiksle matosi pagrindinis rizomanijos
simptomas runkeliuose — smulkiy Soniniy Sakneliy proliferacija, pagrindinés
Saknies susmulkéjimas ir Sakojimasis.

Lietuvoje auginamy cukriniy runkeliy plotas siekia daugiau kaip 20000
hektary. Cukriniy runkeliy rizomanijos tyrimai buvo atliekami nuo 1998 mety
naudojant DAS-IFA metoda (Lietuvos valstybiné¢ augaly apsaugos tarnyba).
Rizomanijos diagnostinis ekspres testas buvo atliekamas greitam rizomanijos
ligos aptikimui cukriniy runkeliy paséliuvose Sakiy ir Kauno rajonuose.
BNYVV infekcija teigiamai reagavusiy Sakny ekstraktuose buvo patvirtinta
kitais diagnostiniais metodais. DAS-IFA — jautrus imunologinis metodas,
galintis identifikuoti labai maza viruso koncentracija (1-10 ng/ml) augale bei
tinkamas kaip rutininis metodas iSskirti augalus, uzkréstus BNYVV. DAS-IFA
reakcija jvertinama spektrofotometriskai, teigiamai jvertinami tie augaliniai
méginiai, kuriy optinis tankis 3 ar daugiau karty didesnis uz neigiama kontrolg
(Clark ir Adams, 1977).

2004 metais buvo aptikta pirma rizomanijos radaviet¢ Lietuvos
pietvakariuose (Sakiy raj.) (Jackeviciene ir kt., 2005). 2005 m. antra
rizomanijos infekcijos radaviet¢ buvo aptikta centrinéje Lietuvos dalyje
(Kauno raj.) (Zizyté ir kt., 2006; Zizyte ir Staniulis, 2007a). Tregioji BNYVV
infekcijos radavieté buvo aptikta 2007 m. PanevéZzio rajone Eriskiy kaime
(Valstybiné augaly apsaugos tarnyba). Visi trys BNYVV izoliatai buvo
padauginti indikatoriniuose augaluose ir saugomi iSsamesniems viruso
tyrimams. 2009 m. Lietuvoje cukriniy runkeliy paséliuose tikrintuose runkeliy
méginiuose rizomanija buvo aptikta tik Kauno rajone, kur pries tai buvo aptikta
antroji rizomanijos radavieté. Sakiy rajono vietovése, kur anksGiau buvo
nustatytas BNYVV, cukriniai runkeliai nebebuvo auginami. Sie rezultatai
pateikiami 3.1. lentel¢je (kur nurodoma méginiy radavieté, tiriamy augaly

skaicCius ir teigiamy tiesioginés DAS-IFA rezultaty skaicius).
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3.1. lentelé BNYVV tyrimo 2009 m. Lietuvoje surinktuose cukriniy runkeliy Sakny

méginiuose tiesioginés DAS-IFA rezultatai.

Radavieté

Tyrinéty
méginiy
skaicius

Teigiamas
rezultatas

Kauno raj., tikininko Stankio laukas

2

[\S]

Kauno raj., Babty apylinké tikininko Sviciulio laukas

Kauno raj., Babty seniiinija

Kauno raj., tikininko Kozeniausko laukas

Kauno raj., prie Panevéziuko

Sakiy raj., Griskabiidis

Sakiy raj., Sintauty km.

Vilkaviskio raj., Rumoky bandymy stotis

Vilkaviskio raj., Serdoky km.

Marijampolés raj. prie Marijampolés miesto

Marijampolés raj., Bruky km.

Kédainiy raj., Krekenava

Kédainiy raj., Josvainiai

Kédainiy raj., iikininko LukoSiaus laukas

N[NNI N|WIN N[NNI

(=] e) fal ] [a] fw] (e o) [w) [l o) [ ) K]

2009 m. cukriniy runkeliy Sakny méginiai su jtariamais rizomanijos

simptomais buvo renkami ir Ukrainos cukriniy runkeliy auginimo zonoje

Rivnenska, Lvivska, Ternopilska, Ivano-Frankivska, Cernivecka, Chmelnycka,

Vinnycka ir Zytomyrska srityse. 7 méginiai i§ Kazachstano mums buvo

perduoti Kazachstano Zemdirbystés Instituto mokslininky. Runkeliy 3akny

meéginiai buvo analizuojami DAS-IFA metodu. Gauti tyrimy rezultatai

pateikiami 3.2. lenteléje.

3.2. lentelé. BNYVV tyrimo 2009 m. Ukrainoje ir Kazachstane surinktuose cukriniy

runkeliy Sakny méginiuose tiesioginés DAS-IFA rezultatai.

s Ty.rlfle.t Y Teigiamas
Radavieté meéginiy
o rezultatas
skaicius
Ukraina
Radzyvylivskyj raj., Rivnenska sritis, Krupec 9 8
Brody, Lvivska sritis 2 2
Radechivskyj raj., Lvivska sritis, Chmilno 2 2
Radechivskyj raj., Lvivska sritis, Babyc¢i 4 2
Kamjanka-Buzkyj raj., Lvivska sritis, Kamjanka-Buzka 3 0
Buzkyj raj., Lvivska sritis, Ozydiv 4 4
ZolocCivskyj raj., Lvivska sritis, Pidgirci 3 0
ZolocCivskyj raj., Lvivska sritis, Strutyn 3 0
Cortkivskyj raj., Ternopilska sritis, Oryskivei km. 3 3
ZalicSickyj raj., Ternopilska sritis, Torske 2 2
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Gorodenkivskyj raj., Ivano-Frankivska sritis, Jaseniv-Pilnyj 3 3
km.

Kicmanskyj raj., Cernivecka sritis, Berehomet 2 0
Novoselyckyj raj., Cernivecka sritis., Bojany km. 2 0
Chmelnycka sritis, Starokostjantyniv 4 1
Starokostjantynivskyj raj., Chmelnycka sritis, Ladygy 5 3
Chmilnyckyj raj., Vinnycka sritis, Andrijasivka km. 2 0
Ruzynskyj raj., Zytomyrska sritis, Ruzyn 4 0
Kazachstanas

Talgarskij raj., privati kompanija ,,Nura“ 2 0
Kazachstano Zemdirbystés Institutas 1 1
Taran km. 1 0
Iliyskij raj., Kojan-Koz km. 1 0
Dzanbulskij raj., privati kompanija ,,Rauryk Batyr* 1 0
Iliyskij raj., privati kompanija ,,Capajeva“ 1 0

IS pateikty duomeny matome, kad BNY VYV buvo identifikuotas trijuose
Lietuvos, deSimtyje Ukrainos ir vienoje Kazachstano vietovése. Sie izoliatai
buvo atrinkti molekuliniams viruso tyrimams. Atrinkty izoliaty radavietés ir

pavadinimai nurodyti 3.3. lentel¢je.

3.3. lentelé. Molekuliniams tyrimams atrinkti BNYVV izoliatai.

Radavieté IZOl.la.tO
pavadinimas
Lietuva
Panevézio raj., Eriskiy km. Pn
Kauno raj., tikininko Stankio laukas St
Sakiy raj., Tupiky km. T
Ukraina
Radzyvylivskyj raj., Rivnenska sritis, Krupec Ukr2
Brody, Lvivska sritis Ukr3
Radechivskyj raj., Lvivska sritis, Chmilno Ukr4
Radechivskyj raj., Lvivska sritis, Babyc¢i Ukr5
Buzkyj raj., Lvivska sritis, OZydiv Ukr6
Cortkivskyj raj., Ternopilska sritis, Ory3kivci km. Ukr7
Zalicsickyj raj., Ternopilska sritis, Torske Ukr8
Gorodenkivskyj raj., Ivano-Frankivska sritis, Jaseniv-Pilnyj Ukr9
km.
Chmelnycka sritis, Starokostjantyniv Ukr10
Starokostjantynivskyj raj., Chmelnycka sritis, Ladygy Ukrl1
Kazachstanas
Kazachstano Zemdirbystés Institutas Kzt12
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3.2. Augaly indikatoriy panaudojimas BNY VYV identifikacijai
ir viruso padauginimui

I§ Lietuvos, Ukrainos ir Kazachstano cukriniy runkeliy paséliy surinkti
runkeliy Sakny méginiai, kuriuose pagal tiesioginés DAS-IFA duomenis buvo
identifikuotas BNYVV, buvo naudojami indikatoriniy augaly mechaninei
inokuliacijai.

BNYVYV buvo uzkrésti tiriamieji indikatoriniai augalai bei augalai,
pripazinti BNYVV diagnostinémis raGsimis. Indikatoriniai augalai buvo
uzkre¢iami mechaniskai, pasirenkant jaung augalg 3-5 Ilapy stadijoje.
Inokuliacija buvo atlickama infekuoty augaly sultimis i§ S§viezios ir
liofilizuotos medziagos inokuliacijos buferyje. Jautriuvose BNYVV
indikatoriniuose augaluose (C. quinoa, C. amaranticolor, T. expansa) mazdaug
po 5-7 dieny isrySkédavo vietinés chlorotinés pazaidos (3.2. pav.). Tik N
benthamiana ir Spinacia oleracea augaluose virusas sukélé sistemine reakcija.
N. benthamiana sisteminé reakcija pasireiské augalo zemaitigiSkumu, lapy
garbanotumu ir silpnu margumu, o S. oleracea — vietinémis chlorotinémis
pazaidomis, margumu ir augalo ZematgiSkumu. Gauti rezultatai pateikiami
3.4. lenteléje.

BNYVV augaly Seimininky spektras yra gana siauras, apribotas
daugeliu Chenopodiaceae $eimos risiy ir keliomis ra§imis, priklausanciomis
Aizoaceae, Amaranthaceae ir Solanaceae Seimoms. Paprastai virusas sukelia
vietines pazaidas ant daugumos augaly Seimininky lapy (pvz., C. quinoa, T.
expansa), sisteming infekcija gali sukelti Beta macrocarpa Guss., S. oleracea
ir N. benthamiana augalams (Tamada ir kt., 1989; Andika ir kt., 2005).

Gauti duomenys atitinka literatiiroje nurodomus BNYVV pazeidziamy
augaly spektrg ir sukeliamus simptomus (Tamada ir Baba, 1973; Tamada ir kt.,
1989; Andika ir kt., 2005).

BNYVV padauginimui bei saugojimui buvo pasirinkti indikatoriniai
augalai — C. quinoa, C. amaranticolor, T. expansa, kurie reagavo tik vietinémis

pazaidomis (3.2. pav.).
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3.4. lentelé. Augaly indikatoriy reakcija j mechanine inokuliacija BNYVYV izoliatais.

Augalo rasis

Izoliatas St

Izoliatas T

Simptomai

Atgaliné
inokuliacija

Simptomai

Atgaliné
inokuliacija

Cucumis sativus L.

Nicotiana glutinosa L.

N. debneyi Domin

N. benthamiana Domin

S, Mo, lapy
garbanotumas

+

S, Mo, lapy
garbanotumas

+

N. rustica L.

N. tabacum L. cv.
‘Samsun’

Phaseolus vulgaris L.

Chenopodium
amaranticolor Coste et

Reyn.

LL

LL

C. quinoa Willd

LL

LL

Tetragonia expansa
Murr

LL

LL

Atriplex hortensis L.

Celosia cristata (L.)
Kuntze

Spinacia oleracea L.

LL, Mo, S

+

LL, Mo, S

+

LL — vietinés chlorotinés pazaidos, S — sisteminé infekcija (augalo ZematigiSkumas), Mo —
margumas, ,,—* néra infekcijos, ,,+ teigiama atgaliné inokuliacija (susidar¢ simptomai tokie
patys, kaip uzkrésty pradiniy indikatoriniy augaly).

Infekuota augaliné medziaga su aisSkiais simptomais buvo surinkta,

patikrinta tiesioginés DAS-IFA, EM metodais bei sveriama, fasuojama,

Zymima ir saugoma minusingje temperatiiroje. C. quinoa augalas buvo

pasirinktas viruso sukaupimui, kaip duodantis didziausia BNYVV iSeiga

(Bouzoubaa, 1998), reikalingg viruso gryninimui.

3.2. pav. Augaly indikatoriy mechaniné inokuliacija BNYVV: vietinés chlorotinés
pazaidos ant indikatoriniy augaly lapy (A. Chenopodium amaranticolor B. C. quinoa

C. Tetragonia expansa).
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3.3. Rizomanijos sukéléjo morfologijos nustatymas

EM metodas buvo naudojamas virusiniy daleliy aptikimui ir
identifikacijai bei morfologiniy savybiy analizavimui preparatuose,
paruostuose i§ jvairiy infekuoty augaly (tiek cukriniy runkeliy $akneliy, tiek
indikatoriniy augaly, kuriuose buvo mechaniskai pernestas virusas). Viruso
daleliy aptikimui taip pat buvo naudojama IEM, sukurta K. S. Derrick (1973),
kurioje virusinés dalelés pagaunamos i§ suspensijos dél specifiniy antikiiny,
padengty ant tinklelio. D¢l to virusinés dalelés yra selektyviai adsorbuojamos
prie tinklelio, neprisitvirtinusi augalo Seimininko medziaga yra lengvai
pasalinama, o virusinés dalelés labiau sukoncentruojamos.

Tiriamieji méginiai buvo apdorojami negatyviniu kontrastuojanciu
tirpalu (2 % UA) ir analizuojami per§viec¢iamuoju EM JEOL JEM-100S.

3.3. ir 3.4. paveiksluose yra pateiktos BNYVV daleliy i§ infekuoto
augalo EM ir IEM nuotraukos.

- Y - W\
3.3. pav. EM nuotrauka (padidinimas 20000 x): BNYVV virusinés dalelés i$
mechaniskai inokuliuotos balandos C. quinoa ekstrakto.
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3.4. pav. IEM nuotrauka (padidinimas 20000 x): apie 20 nm diametro BNYVV
charakteringos virusinés dalelés i§ cukrinio runkelio Sakneliy ekstrakto.

EM ir IEM tiriamy augaly su tipiSkais BNYVV pozymiais preparatuose
buvo stebimos jvairaus ilgio, apie 20 nm diametro lazdelés formos BNYVV
dalelés, kas atitinka literatiroje pateikiamus duomenis (Richards ir Tamada,
1992; Fauquet ir kt., 2005).

EM taip pat buvo naudojama BNYVYV valymo, koncentravimo etapuose

ir i¥gryninto viruso preparaty tyrimuose (Zizyté ir Staniulis, 2007b).
3.4. BNYVYV identifikacija molekuliniais metodais

BNYVV identifikacijai buvo naudojama vieno arba dviejy Zingsniy
iprastine AT-PCR, serologiSkai imobilizuoto viruso AT-PCR ir nPCR.
Iprastinei AT-PCR buvo pasirinkti specifiniai pradmenys, kurie amplifikuoja
500 bp fragmenta, esantj RNA 2 apvalkalo baltymo geno srityje (Henry ir kt.,
1995; OEPP/EPPO, 2004). Sio fragmento padauginimui buvo naudojama
viruso RNR i$skirta i§ indikatoriniy augaly, mechaniskai inokuliuoty Lietuvoje
iSskirtais BNYVV izoliatais. 3.5. paveikslas A iliustruoja AT-PCR metu

susidariusius produktus.
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A B

3.5. pav. PCR produktai 5 % poliakrilamidiniame gelyje: A. AT-PCR: M —
markeris ®x174 DNA/BsuRI(Hae III); 1-4 — Lietuvoje i$skirto St izoliato pvz.; 5 —

K+; 6 — K—; 7 — Kv. B. nPCR: M — markeris ®x174 DNA/BsuRI(Hae III); 1 — K+;
2-6 — Lietuvoje isskirto St izoliato pvz.; 7 — K—.

BNYVV aptikimo jautrumo padidinimui buvo naudojamas nPCR
metodas. Sis metodas padidina virusy aptikimo laipsnj 1000 karty palyginus su
jprastiniu AT-PCR metodu (Morris ir kt., 2001). Vykdant nPCR buvo
panaudoti vidiniai pradmenys, kurie standartinés PCR metu susidariusius
produktus (500 bp) specialiai amplifikuoja, sudarant 326 bp produktus (pav.
3.5.B).

BNYVV identifikacijai buvo naudojamas ir serologiskai imobilizuoto
viruso  AT-PCR metodas. Siame metode buvo naudojami tokie patys
pradmenys, kaip ir jprastinéje AT-PCR. Metodo isskirtinumas yra toks, kad
jame patogenas i§ pradziy yra pagaunamas specifiSkais antikiinais pries
BNYVV kaip ir DAS-IFA metode, o po to vykdoma AT-PCR tokiomis
padiomis salygomis, kaip ir jprastinés AT-PCR metu. Sios reakcijos metu
susidare 500 bp produktai (3.6. pav. 1-5 takeliai) taip pat buvo panaudoti
vykdyti nPCR (3.6. pav. 6-10 takeliai).

nPCR metodas rekomenduojamas naudoti norint padidinti standartinés
AT-PCR jautrumg bei specifiSkumga, reikalingg ankstyvos virusinés infekcijos
nustatymui, ir jvertinant cukriniy runkeliy veisliy atsparuma arba

tolerantiSkumg BNYVV (Morris ir kt., 2001).
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3.6. pav. AT-PCR produktai 5 % poliakrilamidiniame

gelyje: M — markeris ®x174 DNA/BsuRI(Hae III); 1-3 —
serologiSkai imobilizuoto Lietuvoje iSskirto BNYVV St izoliato
pvz.; 4 — K+; 5 — K—; 6-8 — nPCR produktai, gauti panaudojus
serologiSkai imobilizuoto BNYVV AT-PCR produktus; 9 — K+;
10 — Kv.

3.4.1. BNYVYV tipu nustatymas

BNYVV turi tris pagrindinius (A, B ir P) tipus, kurie negali buti
atskiriami serologiskai. Taciau naudojant RFLP analize, daugybing AT-PCR
bei lyginant viruso apvalkalo baltymo sekas, galima nustatyti BNYVYV izoliaty
tipus.

RFLP analizé

RFLP analizé yra paremta skirtingu restrikcijos endonukleaziy poveikiu
tam tikroms viruso genomo sritims. RFLP analizei buvo pasirinkta BNYVV
RNR 2 genomo sritis (2133-3293 nt), kuri koduoja 42 kDa baltyma.
Padaugintas AT-PCR budu Sis viruso fragmentas (1160 bp) gali turéti
atpazinimo sekas specifinéms restrikcijos endonukleazéms (7aql, Hincll, Accl
ir BstU), kurios nurodyty BNYVV A arba B tipa (Kruse ir kt., 1994).

Tipy nustatymui RFLP biidu buvo naudojami Lietuvoje isskirti izoliatai
(St, T ir Pn). Esant BNYVV A tipui, 1160 bp fragmente neturi biiti Tagl ir
Hincll atpazinimo seky, o tik Accl ir BstUI atpazinimo sekos. B tipo atveju,
atvirksciai, Taql ir Hincll kerpa 1160 bp fragmenta, o Accl ir BstUI — nekerpa.

3.7. pav. iliustruoja 1160 bp fragmento restrikcijos profilius veikiant
Taql (3.7. pav. A), Hincll (3.7. pav. B), Accl (3.7. pav. C) ir BstUI (3.7. pav.

D) restrikcijos endonukleazéms.
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3.7. pav. Lietuvoje iSskirty izoliaty A/B tipy nustatymas RFLP
analizés budu. A: Tagql restrikcijos profilis: M — markeris GeneRuler
50 bp DNA Ladder; 1 — St; 2 — T; 3 — Pn; B: Hincll restrikcijos
profilis: M — markeris GeneRuler 100 bp Plus; 1 — St; 2 —T; 3 — Pn; C:
Accl restrikcijos profilis: M — markeris GeneRuler 100 bp Plus; 1 —
St; 2 — T; 3 — Pn; D: BstUI restrikcijos profilis: M — markeris
GeneRuler 100 bp Plus; 1 — St; 2 —-T; 3 —Pn.

Pagal gautus restrikcijos profilius, matome, kad Lietuvoje iSskirty St ir
T izoliaty 1160 bp fragmenta Taql ir Hincll restrikcijos endonukleazés kerpa
(3.7. pav. A ir B: 1 bei 2 takeliai), o Accl ir BstUl — nekerpa (3.7. pav. Cir D: 1
bei 2 takeliai), tod¢l §ie izoliatai priklauso B tipui. Pn izoliatui buvo gauti
priesingi rezultatai — Tagl ir Hincll restrikcijos endonukleazés nekerpa 1160 bp
fragmentg (3.7. pav. A ir B: 3 takelis), o Accl ir BstUI — kerpa (3.7. pav. C ir
D: 3 takelis), todél Pn izoliatas priklauso A tipui.

BNYVYV tipy nustatymas daugybiniu AT-PCR metodu

Daugybiné AT-PCR buvo atlickama dviem etapais. Pirmo etapo metu
buvo vykdoma AT-PCR panaudojant specifinius pradmenis trigubo geny bloko
(TGB) fragmento (722 bp) padauginimui. Antro etapo metu buvo vykdoma
nPCR, panaudojant padauginta TGB geno fragmentg ir dvi poras (A ir B tipui)
specifiniy pradmeny (Ratti ir kt., 2005). A tipo izoliatai turéty amplifikuoti 324
bp produkta, B tipo — 178 bp produkta. 3.8. paveikslas iliustruoja TGB (3.8.
pav. A) ir A/B tipo produkty (3.8. pav. B) amplifikacija.

78



2 3 4M1 2 3 4 M

: 324 bp (A tipas)
' 178 bp (B tipas)

3.8. pav. Lietuvoje iSskirty izoliaty A/B tipy amplifikacijos
produktai 2 % agarozés gelyje. A: TGB produktai: M — markeris
GeneRuler 50 bp DNA Ladder; 1 — St; 2 —T; 3 —Pn; 4 — K—; B: A/B
tipy produktai: M — markeris GeneRuler 50 bp DNA Ladder; 1 — St; 2
—T;3—-Pn; 4 - K-

Is 3.8. B paveikslo matome, kad 1 ir 2 takelyje (St ir T izoliatai)
susidar¢ 178 bp dydzio produktas, kuris biidingas B tipui, 3-jame takelyje (Pn
izoliatas) susidaré 324 bp dydzio produktas, budingas A tipui. Jokio
amplifikacijos produkto nesusidar¢ 4-ajame takelyje (sveikas C. quinoa
augalas). Sie rezultatai patvirtina RELP analizés rezultatus.

Daugybinés AT-PCR metodu taip pat buvo nustatyti ir Ukrainoje bei
Kazachstane i$skirty BNYVV izoliaty tipai. 3.9. pav. iliustruoja Ukrainoje bei
Kazachstane iSskirty BNYVV izoliaty antro daugybinés AT-PCR etapo
(nPCR) A/B tipo produkty amplifikacija.

6 7 & 0 10 11 12 K

324 bp (A tipas)

3.9. pav. Ukrainoje bei Kazachstane iSskirty izoliaty A/B tipu amplifikacijos
produktai 2 % agarozés gelyje: M — markeris GeneRuler 50 bp DNA Ladder; 1-2 —
ukr2; 3 —ukr3; 4 —ukrd; 5 — ukr5; 6 — ukr6; 7 — ukr7; 8 — ukr8; 9 — ukr9; 10 — ukr10;
11 —ukrll; 12 — kzt12; K — vandens kontrolé.

3.9. paveiksle matome, kad visuose takeliuose susidaré 324 bp dydzio
produktai, todél visus Ukrainoje bei Kazachstane iSskirtus izoliatus pagal

daugybinés AT-PCR metoda galima priskirti BNYVV A tipui.
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3.4.2. BNYVYV izoliaty apvalkalo baltymo geno analizé

Norint gauti daugiau informacijos apie tyrinéjamy BNYVV izoliaty
skirtingumg bei patvirtinti jy nustatytus tipus, buvo pasirinkti specialiis
pradmenys (Schirmer ir kt., 2005), amplifikuojantys CP geng (567 bp). RNR 2
5¢ proksimalinis ORF koduoja 21-kDa CP. Sis baltymas buvo pasirinktas
analizei, nes 62, 103 ir 172 padétyje turi svarbias aminortigs¢iy liekanas pagal
kurias galima atskirti A tipo (Tey, Si03, Li72) izoliatus nuo B tipo (Sez, Nios,
Fi7,) izoliaty (Kruse ir kt., 1994; Koenig ir kt., 1995; Miyanishi ir kt., 1999).
Be to, pagal CP specifines aminortigstis galima atskirti A tipo izoliatus nuo P
tipo. Yra zinoma, kad A ir P tipai yra panasesni uz B tipa (Koenig ir Lennefors,
2000; Meunier ir kt., 2005; Ratti ir kt., 2005; Schirmer ir kt., 2005). BNYVV
A tipo izoliaty P21 aminoriig§¢iy sekos turi daugiau panasumo su P tipo nei su
B tipo izoliatais (97,9 palyginus su 95,2 %) (Koenig ir Lennefors, 2000). A
tipo izoliatus, turin¢ius RNR 5 bei CP specifines aminortigstis Ry; ir Ijqs,
galima pavadinti P tipo izoliatais (Koenig ir kt., 1995; Miyanishi ir kt., 1999).

CP geno padauginimui buvo naudojama viruso RNR, isskirta i§ uzkrésty
cukriniy runkeliy Sakneliy ir indikatoriniy augaly, mechaniskai inokuliuoty
BNYVV (Lietuvoje, Ukrainoje bei Kazachstane iSskirti izoliatai). 3.10.
paveikslas iliustruoja p21 geno AT-PCR produktus.

M 1 2 3 M 234567 8 91011 12

3.10. pav. CP geno amplifikacijos produktai 2 % agarozés gelyje. A (Lietuvoje
iSskirti izoliatai): M — markeris ®x174 DNA /BsuRI(Hae II1); 1 — St; 2 —T; 3 — Pn;
B (Ukrainoje ir Kazachstane iSskirti izoliatai): M — markeris GeneRuler 50 bp
DNA Ladder; 2 — ukr2; 3 —ukr3; 4 — ukr4; 5 — ukr5; 6 — ukr6; 7 — ukr7; 8 — ukr§; 9 —
ukr9; 10 —ukr10; 11 —ukrl1; 12 — kzt12.
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I§ pateikto paveikslo matyti, kad visais atvejais buvo gautas specifinis
BNYVV CP 567 bp produktas. Tai sutampa su tiesioginés DAS-IFA
duomenimis. Gauti CP 567 bp produktai buvo iSgryninti ir pateikti sekoskaitai.
Sekoskaitos metodu gautos CP geno sekos buvo naudojamos filogenetinei
analizei.

AStuoniems izoliatams (Lietuvoje iSskirtiems St, T, Pn; Ukrainoje
i$skirtiems ukr2, ukr9, ukr10, ukrl1 ir Kazachstane iSskirtam kzt12 izoliatams)
buvo nustatyta CP geno nukleotidiné seka. Seéiq izoliaty (St, T, ukr2, ukr9,
ukr10, ukrl1) CP geno seka (567 bp) buvo pilnai nustatyta, o likusiy dviejy
izoliaty (Pn ir kzt12) — tik dalinai. CP baltymo (188 aminoriig§¢iy) seka buvo
iSvesta i§ gauty nukleotidy seky. Gautos nukleotidy ir aminoriigs¢iy sekos
buvo palygintos tarpusavyje bei su kitomis sekomis, gautomis i§ geny banko
duomeny bazés (3.5. lentelé).

CP nukleotidy ir aminoriig§¢iy seky identiSkumas svyravo nuo 95 iki
100 %. Tyrinétuose izoliatuose nebuvo nustatyta jokiy nukleotidy skirtumy
konservatyvioje geno srityje (duomenys neparodyti). Taciau dviejy Lietuvoje
i8skirty izoliaty (St ir T) nukleotidy sekos buvo identiSkos. IdentiSkos
nukleotidy sekos buvo ir tarp keturiy Ukrainoje iSskirty (ukr2, ukr9, ukrlO,

ukrl1) ir vieno Lietuvoje i$skirto izoliato (Pn).

3.5. lentelé. Ivairiy Saliy BNYVV izoliaty CP geno seky numeriai geny banko
duomeny bazgje.

Salis  Izoliatas RNR2 BNYVV RNRS5 Saltinis
sekos Cp P26
numeris tipas
Austrija
A2 AY 696072 A - Schirmer ir kt., 2005
A4 AY 696075 A - Schirmer ir kt., 2005
Belgija
Beauvechain  AJ634732 - Meunier ir kt., 2005
Mazy AJ634736 - Meunier ir kt., 2005

Rutten AJ634737
St Germain ~ AJ634738
Zetrud AJ634741
B3 AY 696079
Illko.01 AY 696099
I1lko.96 AY 696102
Beclers AJ634733

- Meunier ir kt., 2005
- Meunier ir kt., 2005
Meunier ir kt., 2005
- Schirmer ir kt., 2005
- Schirmer ir kt., 2005
- Schirmer ir kt., 2005
- Meunier ir kt., 2005
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B1-(2)
Iranas
IR-GR
Iran Fars
Ispanija
S3
S4
S5
S10
Japonija
SH1
S42
S12
S44
D104
JAV
B2
A3
UF79
1EU
412
S-89
Kazachstanas
Kas3
Kinija
CY3
CH2
NM
Yao 2
Har2
Hoh2
Wu2
Chanl
Lenkija
ZAcp
JAcp
Nyderlandai
NL3
Prancizija
FC
FP
EP32A
EP38
C18-1
FP92
F75
EP42
EP32B
Fb2
H4

AY734492

AMT779752
AY277887

AY696110
AY696111
AY696112
AY696114

ABO018621
AB018622
AB018623
ABO018624
AB018620

AY 696078
AY 696074
AJ810285
AY696070
AY696118
AY771347

AF197556

AB018625
AB018626
S71490
U25668
EF473089
EF473092
EF473095
EF473099

EU785964
EU785963

AY 696105

AB018627
ABO018628
AY 696085
AY 696087
AY734493
AJ810283
AF197547
AY 696089
AY 696086
AY 696094
AY 696097
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Schirmer ir kt., 2005

Neskelbti duomenys
Schirmer ir kt., 2005

Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005

Miyanishi ir kt., 1999
Miyanishi ir kt., 1999
Miyanishi ir kt., 1999
Miyanishi ir kt., 1999
Miyanishi ir kt., 1999

Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Lennefors ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Neskelbti duomenys

Koenig ir Lennefors, 2000

Miyanishi ir kt., 1999
Miyanishi ir kt., 1999
Yao ir kt., 1993

Yao ir kt., 1993

Li ir kt., 2008

Li ir kt., 2008

Liir kt., 2008

Li ir kt., 2008

Neskelbti duomenys
Neskelbti duomenys

Schirmer ir kt., 2005

Miyanishi ir kt., 1999
Miyanishi ir kt., 1999
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Lennefors ir kt., 2005
Koenig ir Lennefors, 2000
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005
Schirmer ir kt., 2005




F13 X04197 B - Bouzoubaa ir kt., 1986

Serbija ir Juodkalnija
A AY920465 A n Neskelbti duomenys
Vokietija
G2 AY 696096 B - Schirmer ir kt., 2005
GT85 AJ810284 B - Lennefors ir kt., 2005
oW1 EU864118 A + Koenig ir kt., 2008

A — A tipo CP; B — B tipo CP; P — P tipo P26 baltymas; J — Azijos tipo P26 baltymas, n — nenustatyta,
- néra RNR 5, ,+“yra RNR 5.

* Visi Kinijoje ir Japonijoje iSskirti izoliatai RNR 5 p26 sekoje turi dvi delecijas 77 ir 227-229
padétyje, europietiski — neturi, dél to, Ryty Azijoje i$skirti izoliatai yra J tipo (Koenig ir Lennefors,
2000; Li ir kt., 2008; Schirmer ir kt., 2005).

Tik labiausiai skirtingos nukleotidy sekos i§ geny banko duomeny bazés
buvo pasirinktos filogenetinio medzio sudarymui, kuris iliustruotas 3.11.
paveiksle.

Filogenetine CP geno analizé parodé¢, kad visi BNYVV izoliatai
iSsidésto 1 dvi pagrindines grupes. Viena grupé apima A ir P tipo izoliatus
(grupé A + P) bei musy tyrinétus izoliatus ukr2, ukr9, ukrl0, ukrll, kzt12 ir
Pn. Kita grupé susideda i$ B tipo izoliaty (B _grupé) ir apima tyrinétus St ir T
izoliatus (3.11. pav.).

Remiantis ankstesniais tyrin¢jimais (Kruse ir kt., 1994; Koenig ir kt.,
1995; Miyanishi ir kt., 1999) A + P grupé ir B grupé gali bati atskirtos CP
baltymo aminortig§¢iy skirtumais trijose padétyse 62 (T i S), 103 (S1N) ir 172
(L 1 F). Europoje isskirti izoliatai, turintys RNR 5 yra priskiriami P tipui
(Koenig ir kt., 1995), bet kitu pozilriu yra glaudziai susije su A tipu
(Miyanishi ir kt., 1999).

Misy tyrinéty BNYVV izoliaty aminortig§¢iy skirtumai CP baltyme
pateikti 3.6. lenteléje.
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USA(UF79)
— USA(S-89)
France(EP32B)
& Ukr2
& Ukri1
Spain(510)
USA(AZ3)
Netherlands(NL3)
Iran(Fars)
ﬁ Spain(S3)
USA(1EU)
57| Austria{Ad)
Austria(A2)
A Ukro
— Belgium({Beclers) g
USA(B2) Grupé
USA(412) (A+P)
84 | A Ukrio
— Spain(s5)
Serbia Montenegro(A)
Poland(JAcp)
59 Poland(ZAcp)
A Lithuania(Pn)
Belgium(B1-(2))
L— Spain(s4)
France(EP42)
China(wu2)
— Japan(SH1)
— China(Har2)
— Germany(OW1)
— Japan(S42)
A Kzt12
70 France(FP92)
France(FC)
38 Kazakhstan(Kas3)
Iran{IR-GR)
100 France(H4)
France(FP)
France(F75)
— Japan(D104)

China(Chan1)
Rl chi

80 China(Yao 2)
66, China(CY3)
China(CH2)
China(Hoh2)
Japan(s12)
Japan(S44)

8
Belgium({B3)
Belgium(St Germain)
Belgium{Zetrud)

A Lithuania(st)
Belgium(Beauvechain)
Belgium(Illko.96)
Belgium(Illko.01)
Germany(G2)
France(C18-1)
Germany(GT85)
A Lithuania(T)
France(Fb2)
France(EP32A)
Belgium(Mazy)
France(EP38)
Belgium(Rutten)
L— France(F13)

Grupé
B

0.006

3.11. pav. Filogenetinis BNYVV RNR 2 koduojamo CP geno seky medis,
sukonstruotas ClustalW ir MEGA 4.1 programomis, naudojant artimiausiy
grupiy apjungimo metoda pagal 1000 medZiy statistinio patikimumo analize.
Medzio Saky pavadinimai nurodo izoliato geografing kilme¢ ir izoliato pavadinima.
(Seky palyginimams naudoty izoliaty CP geny seky numeriai i§ geny banko duomeny
bazés nurodyti 3.5. lenteléje). Siame darbe nustatytos BNYVV izoliaty sekos
pazymétos A. Medzio skalé rodo filogenetinio panasumo indeksa (briikSnys — 0,005
nukleotidy pasikeitimy vienoje padétyje).
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3.6. lentelé. Tyrinéty BNYVYV izoliaty aminortig§éiy skirtumai apvalkalo baltyme.

Izoliatas Salis Aminoriigsties padétis P21 baltyme | BNYVV
tipas
17 | 62 102 103 172
St Lietuva K S A% N F B
T Lietuva K S v N F B
Pn Lietuva K T A% S - A
Ukr2 Ukraina K T v S L A
Ukr9 Ukraina K T v S L A
Ukr10 Ukraina K T \% S L A
Ukrl1 Ukraina K T v S L A
Kzt12 | Kazachstanas | R T I S - A(P*)

Aminortigs¢iy skirtumai, pagal kuriuos galima atskirti BNYVV tipg (A arba B), pazyméti
tamsesnémis raidémis; ,,—‘nenustatyta.
*P tipas pavadintas pagal R. Koenig ir kt., (1995) bei M. Miyanishi ir kt., (1999).

Filogenetinio CP geno medzio B grupé apima visus B tipo izoliatus i§
Europos ir Azijos. Europoje iSskirti BNY VYV izoliatai RNR 5 neturi, o Azijoje
igskirti izoliatai — turi. Sitai grupei priklauso miisy tyrinéjami Lietuvoje i§skirti
izoliatai St ir T.

A + P grupé yra labai jvairi. Tyrinéjamo izoliato kzt12 CP geno seka
buvo identiSka Kas3 (Kazachstanas), FC, FP92, H4 (Prancizija) ir IR-GR

(Iranas) sekoms. Sie $esi izoliatai ir FP bei F75 (Pranciizija) izoliatai turi
papildomg RNR 5, yra A tipo ir turi P tipui CP specifines aminoriigstis (R;; ir
I102) (Koenig ir kt., 1995; Miyanishi ir kt., 1999), todé¢l juos galima pavadinti P
tipo izoliatais.

Siai A + P grupei taip pat galima priskirti Japonijoje (S42, SHI ir
D104), Kinijoje (Har2, Wu2 ir Chanl) ir Vokietijoje (OW1) isskirtus izoliatus,
turin¢ius RNR 5 (Miyanishi ir kt., 1999; Koenig ir kt., 2008; Li ir kt., 2008).
Visi Japonijoje ir Kinijoje iSskirti izoliatai RNR 5 p26 sekoje turi dvi delecijas
77 ir 227-229 padétyje, tuo tarpu Europoje iSskirti izoliatai — neturi, dél to
Ryty Azijoje iSskirti izoliatai yra J tipo, o Europoje isskirti — P tipo (Koenig ir
Lennefors, 2000; Schirmer ir kt., 2005; Li ir kt., 2008). Vokietijoje iSskirto
(OW1) izoliato RNR 5 seka yra giminingesné Ryty Azijoje iSskirty izoliaty
sekoms, negu Europoje iSskirty izoliaty sekoms. Tai pirmas Vokietijoje

i§skirtas izoliatas, turintis RNR 5 (Koenig ir kt., 2008).
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Visi kiti like Sioje grupéje yra A tipo BNYVV izoliatai, neturintys RNR
5, tarp kuriy yra miisy tyrinéjami izoliatai ukr2, ukr9, ukr10, ukrl1 ir Pn (3.11.
pav.).

Idomu tai, kad su A + P grupe yra glaudziai susije¢ trys Kinijoje i$skirti
(NM, Yao2 ir Chanl) B tipo izoliatai (Yao ir kt., 1993; Li ir kt., 2008), nors jie
aiSkiai skiriasi nuo kity izoliaty pagal filogeneting CP nukleotidy sekos
analizg.

Siek tiek kitoks filogenetinio medZio vaizdas gautas lyginant BNYVV
izoliaty CP baltymo aminortig§¢iy sekas (3.12. pav.).

Filogenetinis medis, sukonstruotas i§ izoliaty daugybinio CP baltymo
seky sulyginimo, parodo tris pagrindines grupes: dvi i$ jy susijusios su A tipo
(grupés I ir II) ir viena (grupée III) — su B tipo izoliatais. Jis tiksliau sugrupuoja
BNYVYV izoliatus negu nukleotidy seky filogenetinis medis.

Grupéje I (3.12. pav.) BNYVV izoliaty CP sekos yra 100 % identiskos,
nesvarbu i§ kokios Salies jie bebity, iSskyrus Belgijoje (Beclers) (Meunier ir
kt., 2005) ir Kinijoje (Wu2) (Li ir kt., 2008) iSskirtus izoliatus, kurie skiriasi
nuo kity A tipo izoliaty dél SsI ir F L pakeitimo atitinkamai. Sioje grupéje
yra ir misy tyrinéti ukr2, ukr9, ukrl0O, ukrll ir Pn izoliatai. Kai kurie §ios
grupés izoliatai turi RNR 5 (visi Ryty Azijoje, Vokietijoje OW1 ir Pranciizijoje
EP42 isskirti izoliatai) (3.5. lentelé).

Panasiai ir grupéje Il visos BNYVV CP sekos identiskos iSskyrus
Pranciizijoje isskirto (F75) izoliato, kuris skiriasi dél LS pakeitimo. Sitoje
grupéje yra ir miisy tyrinéjamas izoliatas kzt12. RNR 5 turi visi §ios grupés
nariai. Cia néra nei Kinijoje, nei Japonijoje i$skirty izoliaty, aptinkami tik
Azijoje i8skirti izoliatai i§ Kazachstano (Koenig ir Lennefors, 2000) ir Irano.
Sia grupe galima pavadinti P tipo izoliaty grupe, nes A tipo izoliatai, turintys
RNR 5 bei CP specifines aminortigstis Ry; ir I;o, padétyse, vadinami P tipo

izoliatais (Koenig ir kt., 1995; Miyanishi ir kt., 1999).
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France(FP92)

France(F75)
France(FC) o .
; A Kzt12 (.-rupe‘ll
France(H4) A(P) tipas
Iran{IR-GR)
Kazakhstan(Kas3)
France(FP)
China(Har2) B
Germany(OW1)
Japan(S42)
A Ukrio
Iran(Fars)
Spain(510)
France(EP32B)
A Ukrii
Japan(D104)
Poland(Jacp)
Belgium(B1-(2))
Usa(412)
Serbia Montenegro(A)
96| Netherlands(NL3) P
Austria(A2) Grapé ]
China(Wu2) A tipas
USA(A3)
USA(S-89)
Spain(54)
A Ukro
Austria(Ad)
A Lithuania(Pn)
Belgium({Beclers)
USA(1EU)
Spain(s5)
Spain(s3)
Poland(ZAcp)
USA(UF79)
A Ukr2
France(EP42)
Usa(B2)
Japan(SH1) —
Belglum(Zetrud) —
Belgium(B3)
A Lithuania(T)
Belgium{Mazy)
Belgium(Beauvechain)
Belgium(St Germain)
Germany(GT85)
Franca{Fb:] y Grupé I1la
France(EP32A :
A Lithuania(st) Bilpo
Belgium(Illko.01)
Germany(G2)
&8 Belgium(Illko.96)
France{C18-1)
Belgium{Rutten)
France(EP38)
France(F13) —
China(CHZ2)
China(CY3)
China(Chan1) 5
China(Hoh2) Grupé I1Ib
55|Japan[512) B tipas
Japan($44)
China(NM)
65 China(Yao 2)
5005

3.12. pav. Filogenetinis BNYVV RNR 2 koduojamo CP baltymo seky medis,
sukonstruotas ClustalW ir MEGA 4.1 programomis, naudojant artimiausiy
grupiy apjungimo metoda pagal 1000 medZiy statistinio patikimumo analize.
Medzio Saky pavadinimai nurodo izoliato geografing kilme ir izoliato pavadinima.
(Seky palyginimams naudoty izoliaty CP geny seky numeriai i§ geny banko duomeny
bazés nurodyti 3.5. lentel¢je). Siame darbe nustatytos BNYVV izoliaty sekos
pazymétos A. Medzio skalé rodo filogenetinio panasumo indeksa (briksnys — 0,005
aminoriig§¢iy pasikeitimy vienoje padétyje).
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Grupé III yra jvairesné, ji apima visus B tipo izoliatus, iSskirtus
Europoje ir Azijoje. Grupéje Illa Europoje i$skirti izoliatai neturi RNR 5. Cia
jeina ir muisy tyrinéjami Lietuvoje i$skirti izoliatai St ir T. Tuo tarpu, Grupéje
IIIb yra Azijoje iSskirti izoliatai su RNR 5 (iSskyrus Kinijoje isskirtus izoliatus
NM ir Yao2). Sitai grupei priklauso NM, Yao2 ir Chanl izoliatai, priesingai
nei nukleotidy seky filogenetingje analizéje (3.11. pav.). Galiausiai,
Pranciizijoje iSskirtas izoliatas F13 skiriasi nuo grupés Illa ir —b, dél NgyS
pakeitimo.

Atlikta CP baltymo seky filogenetiné analizé patvirtino ir Siek tiek
patikslino tyrinéty BNYVYV izoliaty tipus. Pagal CP baltymo seky analize
Lietuvoje iSskirti St ir T izoliatai priklauso B tipui, Lietuvoje i§skirtas Pn ir visi
Ukrainoje i$skirti izoliatai (ukr2, ukr9, ukr10, ukrl1l) — A tipui, o Kazachstane
iSskirtas izoliatas (kzt12) — P tipui.

3.4.3. BNYVV RNR 3 koduojamo P25 baltymo filogenetiné analizé

BNYVV P25 baltymas yra atsakingas uz viruso plitima cukriniy
runkeliy Saknyse ir tipiSky rizomanijos simptomy susidaryma (Tamada ir kt.,
1989; Koenig ir kt., 1991; Tamada ir kt., 1999). Dél to yra manoma, kad RNR
3 yra BNY VYV patogeniskumo determinantas, o P25 yra atsakingas uz sukeltus
rizomanijos simptomus (Jupin ir kt., 1991; Chiba ir kt., 2008).

Didelis sekos kintamumas yra aptinkamas P25 baltymo srityje, ypac
keturiy aminortig§¢iy tetradoje (67-70 padétyje). Tai ypa¢ biidinga A tipo
izoliatams (Schirmer ir kt., 2005; Yilmaz ir kt., 2007; Chiba ir kt., 2008;
Koenig ir kt., 2008; Li ir kt., 2008). P25 baltymg sudaro 219 aminoragsciy.
Svarbi aminoriigsciy tetrada randasi Zemiau uz branduolio lokalizacijos signalo
motyvo (Vetter ir kt., 2004) ir auks$¢iau uz cinko pirSty motyvo (Jupin ir kt.,
1992). Tetrady pakitimai gali turéti didelés jtakos P25 oligomerizacijai ir
BNYVV patogeniSkumui. Tai buvo parodyta eksperimentuose su 7. expansa
(Klein ir kt., 2007) ir dalinai atspariomis cukriniy runkeliy veislémis (Liu ir

Lewellen, 2007; Acosta-Leal ir kt., 2008; Chiba ir kt., 2008).
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BNYVV p25 geno identifikacijai buvo pasirinkti specifiniai PCR
pradmenys, amplifikuojantys 719 bp produkta (Schirmer ir kt., 2005). Sio geno
tyrimui buvo panaudoti trys Lietuvoje iSskirti izoliatai ir vienas Ukrainoje
i§skirtas izoliatas. Parinkus specialias salygas, i$ visy tyrinéty izoliaty AT-PCR
budu buvo gautas specifinis 719 bp p25 geno amplifikacijos produktas (3.13.
pav.).

M 1 2 3 4 K

— (]

3.13. pav. p25 geno amplifikacijos produktai 2 %
agarozeés gelyje: M — markeris GeneRuler 50 bp DNA
Ladder; 1 — St; 2 — T; 3 — P; 4 — Ukr2; K — vandens
kontrolé.

Gauti AT-PCR specifiniai produktai (719 bp) buvo iSgryninti ir pateikti
sekoskaitai. Sekoskaitos metodu gautos p25 geno sekos buvo naudojamos
filogenetinei P25 baltymo seky analizei ir palyginimui. Dviem izoliatams (St ir
T) p25 geno seka (719 bp) buvo pilnai nustatyta, o kitiems dviems izoliatams

(Pn ir ukr2) — tik dalinai. P25 baltymo (219 aminoriigs¢iy) seka buvo iSvesta i$
gauty nukleotidy seky.

P25 baltymo seky tyrimai parodé, kad St ir T izoliatai 67-70 padétyje
turi AYHR, Pn— AHHG, o ukr2 — AYHG tetrada (3.7. lentelé).

3.7. lentelé. Tyrinéty BNYVYV izoliaty P25 aminoriigs¢iy tetrada (67—70 padétyje).
Izoliatas  Salis  Aminoriigi¢iy BNYVV
tetrada CP tipas

St Lietuva AYHR
T Lietuva AYHR
Pn Lietuva AHHG
Ukr2 Ukraina AYHG

> > W w
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Pagal ankstesnj CP sekos palyginima musy tiriami izoliatai priklauso A
(Lietuvoje iSskirtas Pn ir Ukrainoje iSskirti izoliatai) ir B (Lietuvoje iSskirti St
ir T izoliatai) tipams. Daugybinis P25 baltymo aminoragsciy sekos
palyginimas parodé, kad Lietuvoje iSskirty B tipo izoliaty P25 baltymo sekos
buvo panaSiausios su Belgijoje ir Vokietijoje iSskirty B tipo izoliaty sekomis.
A tipo izoliaty (ukr2 ir Pn) sekos panaSiausios su Belgijoje, Prancizijoje ir
Sveicarijoje isskirty A tipo izoliaty sekomis. Seky palyginimams naudoty
izoliaty p25 geny seky numeriai i§ geny banko duomeny bazés nurodyti 3.8.

lenteléje.

3.8. lentelé. [vairiy Saliy BNYVV RNR 3 p25 geno seky numeriai geny banko
duomeny bazgje.

Salis Izoliatas RNR3  Aminorigi¢iy BNYVV  Saltinis
sekos tetrada Cp
numeris 67-70 genotipas
padétyje
Austrija
A2 AY696123 AFHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
A4 AY696126 AFHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
Belgija
B3 AY 696130 AYHR B tipas Schirmer ir kt., 2005
Illko.01 AY696158 AYHR B tipas Schirmer ir kt., 2005
IIko.96 AY696161 AYHR B tipas Schirmer ir kt., 2005
B1-(2) AY734498 AHHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
éekija
Cz4 DQ462121 AYHR B tipas Ward ir kt., 2007
Iranas
BNQI  AY703454 AHHG A tipas Neskelbti duomenys
Ispanija
S3 AY 696169 VCHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
S4 AY 696170 ACHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
S5 AY696171 VCHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
S10 AY696173 AFHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
Italija
112 AF197551 ALHG A tipas Koenig ir Lennefors,
2000
Japonija
S D84412 AYRV A tipas Saito ir kt., 1996
O11 AB207805 AFHG A tipas Chiba ir kt., 2008
Japon  AY696163 AYHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
S113  AB207806 AYRV A tipas Chiba ir kt., 2008
JAV
B2 AY 696078 VLHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
A3 AY696125 VLHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
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1EU AY 696119 ALHG A tipas Schirmer ir kt., 2005

412 AY 696121 ACHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
IV-8  DQ415513 SYHG A tipas Neskelbti duomenys
Jungtiné Karalysté
FF DQ440513 TYHG A tipas Ward ir kt., 2007
MH DQ440512 SYHG A(P) tipas  Ward ir kt., 2007
Kazachstanas
Kas2  AF197553 ALHG A(P)tipas  Koenig ir Lennefors,
2000
Kas3  DQ462126 SYHG A(P)tipas  Ward ir kt., 2007
Kinija
NM AJ239200 AYHG B tipas Li ir kt., 1998
Har2 EF473100 AFHG A tipas Li ir kt., 2008
Har4 EF473101 AFHG A tipas Li ir kt., 2008
Hoh2  EF473103 AYHG B tipas Li ir kt., 2008
Wu2 EF473108 AHHR A tipas Li ir kt., 2008
Chanl  EF473110 AFHR B tipas Li ir kt., 2008
Nyderlandai
NL3 AY696164 AFHR A tipas Schirmer ir kt., 2005
Pranciizija
EP32A  AY696136 AYHR B tipas Schirmer ir kt., 2005
EP38  AY696140 AYHR B tipas Schirmer ir kt., 2005
EP42  AY696143 SYHG A(P)tipas  Schirmer ir kt., 2005
EP32B  AY696137 AFHR A tipas Schirmer ir kt., 2005
H4 AY 696156 SYHG A(P) tipas  Schirmer ir kt., 2005
CI8-1 AY734499 AHHG A tipas Schirmer ir kt., 2005
Pith. AY734505 SYHG A(P) tipas  Schirmer ir kt., 2005
EP24  AY696134 SYHG A(P) tipas  Schirmer ir kt., 2005
évedija
S8 EU330454 AHHG A tipas Koenig ir kt., 2008
Sveicarija
Ch40  EU770694 AFHG A tipas Koenig ir kt., 2008
Ch6 DQ462118 AHHG A tipas Ward ir kt., 2007
Turkija
T1 AY772230 AHHG A tipas Yilmaz ir kt., 2007
T11 AY772234 ACHG A tipas Yilmaz ir kt., 2007
Vokietija
G2 AY 696155 AYHR B tipas Schirmer ir kt., 2005
OW01 EU770693 AFHG A tipas Koenig ir kt., 2008
D15 DQ462122 AHHR B tipas Ward ir kt., 2007

A — A tipo; B — B tipo; (A)P — P tipo izoliatai.
* Europietiski izoliatai, turintys RNR 5 yra priskiriami P tipui (Koenig ir kt., 1995), bet kitu poZitiriu
yra glaudziai susij¢ su A tipu (Miyanishi ir kt., 1999).

Tik labiausiai skirtingomis sekomis pasizymintys izoliatai i§ geny banko
duomeny bazés buvo pasirinkti filogenetinio medZzio sudarymui, kuris

iliustruotas 3.14. paveiksle.
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66 Kazachstan Kas2-ALHG ——
A Ukr2-AYHG
Turkey Ti-AHHG
3! A Lithuania Pn-AHHG
Japan Japon-AYHG
7~ Turkey T11-ACHG
France C18-1-AHHG
Sweden S8-AHHG
Iran BNQ1-AHHG
Belgium B1-2-AHHG
Switzerland Ch6-AHHG
USA 1EU-ALHG
Italy I12-ALHG p25-1
Spain S4-ACHG
USA 412-ACHG

UK FF-TYHG
Spain S5-VCHG
Spain 53-VCHG

USA B2-VLHG

67 ' USA A3-VLHG
STI Nytherlands NL3-AFHR
France EP32B-AFHR
Austria A2-AFHG
8 Switzerland Ch40-AFHG
Austria A4-AFHG

Spain S10-AFHG s
China Hoh2-AYHG —_
China Chan1-AFHR
China Wu2-AHHR
Germany D15-AHHR
Belgium B3-AYHR
Czech Cz4-AYHR
A Lithuania st-aAYHR | p25-111
63Ul France EP32A-AYHR

11

12

Belgium Illko.96-AYHR
Germany G2-AYHR

g-{; A Lithuania T-AYHR —

Germany OWO01-AFHG

Japan 011-AFHG
B[El;““a Har2-AFHG

49! China Har4-AFHG p25-I1a
China NM-AYHG
96 Japan S-AYRV
Japan 5113-AYRV
24 UK MH-SYHG
France EP24-SYHG

95| Erance H4-SYHG

21 erance Pith.-SYHG p25-1Ib
16 _ kazachstan Kas3-SYHG

USA IV-8-SYHG

France EP42-SYHG

0.01

3.14 pav. Filogenetinis BNYVV RNR 3 koduojamo P25 baltymo seky medis,
sukonstruotas ClustalW ir MEGA 4.1 programomis, naudojant artimiausiy
grupiy apjungimo metoda pagal 1000 medZiy statistinio patikimumo analize.
Pavadinimai nurodo izoliato geografing kilme¢ ir izoliato pavadinima. (Seky
palyginimams naudoty izoliaty p25 geny seky numeriai i§ geny banko duomeny bazés
nurodyti 3.8. lenteléje). Siame darbe nustatytos BNYVV izoliaty sekos pazymétos a.
Baltymo p25 aminoriigdciy tetrada atskirta broksneliu. Medzio skalé rodo
filogenetinio panasumo indeksa (briksnys — 0,01 aminortgsciy pasikeitimy vienoje
padétyje).

Dvi filogenetinio P25 baltymo medZzio grupés (grupé p25-1 ir -II) yra
susijusios su BNYVV A tipo ir viena (grupé p25-III) — su B tipo izoliatais
(3.14. pav.), tai atitinka A. Schirmer ir kt. (2005) pateikta BNYVV izoliaty P25

baltymo filogenetinio medzio analizg.
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Pagal P25 baltymo filogenetinio medzio analiz¢, du B tipo izoliatai
(Lietuvoje isskirti St ir T) priklauso p25-1II grupei kartu su B tipo izoliatais,
turin¢iais AYHR tetrada, isskirtais Belgijoje, Vokietijoje, Pranctzijoje ir
Cekijoje (3.14. pav.). Tai atitinka A. Schirmer ir kt. (2005) nustatyta
europietiSky izoliaty koreliacija tarp CP, P25 ir RNR 5, kurioje A tipo CP
izoliatai turi kintamus P25 tetrados motyvus ir dazniausiai neturi RNR 5
komponento; B tipo CP izoliatai turi pastovy tetrados motyva AYHR ir neturi
RNR 5; P tipo CP izoliatai turi SYHG tetrada ir RNR 5 (P-tipo p26) (Schirmer
ir kt., 2005).

Idomu, kad §iai p25-III grupei priklauso Vokietijoje iSskirtas BNYVV
izoliatas D15 su AHHR tetrada ir Kinijoje iSskirti izoliatai, vienas i§ kuriy
(Wu2) priklauso A tipui su AHHR tetrada, o kitas — B tipui (Chanl) su AFHR
tetrada. Kinijoje iSskirti izoliatai neturi jokiy koreliacijos atsikartojimy tarp CP,
P25 ir RNR 5, panaSiy j A. Schirmer ir kt. (2005) nustatytg europietiskiems
izoliatams koreliacijg. Kinijoje ir Japonijoje iSskirti izoliatai, turintys RNR 5
(J-tipo p26), yra susij¢ su A ir B tipo CP izoliatais ir turi kintamg P25 tetrados
motyva. Dél to Ryty Azijoje iSskirti izoliatai gali turéti bendrg kilme
(Miyanishi ir kt., 1999; Li ir kt., 2008).

Tuo tarpu, Vokietijoje iSskirtas D15 izoliatas yra ,,nukrypes™ B tipo
izoliatas, nes sekoje turi tyliaja (angl. silent) mutacijg 306 (g—a), 354 (c—t) ir
642 (t—-c) nukleotidy padétyse, todél koduoja P25 su AHHR tetrada. BNYVV
B tipo izoliatai, turintys AHHR, buvo taip pat isskirti ir Sveicarijoje (Koenig ir
kt., 2008).

Tyrinéty A tipo izoliaty (Pn ir ukr2) P25 baltymo sekos filogenetiné
analizé parodé, kad jie priklauso p25-1 grupei (3.14. pav.). Grupé p25-1 apima
daugiausiai A tipo izoliatus (Austrijoje, Sveicarijoje, Ispanijoje,
Nyderlanduose, Prancizijoje, Italijoje, Kazachstane, Belgijoje, Irane,
Jungtinéje Karalystéje, Svedijoje, Turkijoje, JAV ir Japonijoje isskirtus
izoliatus) ir vieng B tipo Kinijoje isskirta (Hoh2) izoliata. Cia galima rasti
devynias tetradas i$ trylikos. Kai kurie izoliatai turi RNR 5 (Kas2 ir Japon).
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Tyrinéti izoliatai nebuvo priskirti p25-11 grupei, kuri yra skirstoma j du
pogrupius: p25-Ila ir p25-IIb.

p25-1Ib grupé pasizymi tuo, kad apima tik A tipo izoliatus, kurie
ekspresuoja P25 su unikalia SYHG tetrada ir turi RNR 5. Siai grupei priklauso
beveik visi Europoje iSskirti P tipo izoliatai (Pranciizija, Jungtiné Karalyste),
Kazachstane iSskirtas P tipo (Kas3) ir Amerikoje i$skirtas A tipo izoliatas. p25-
Ila grupé apima A tipo Japonijoje iSskirtus izoliatus dazniausiai turinCius
AYRYV tetrada, iSskyrus vieng izoliata (O11) su AFHG tetrada. Dauguma cia
esanciy izoliaty turi RNR 5 (iSskyrus Japonijoje iSskirtus izoliatus O11 ir S113
bei Kinijoje i§skirtas — NM). Taip pat Siai grupei priklauso Vokietijoje iSskirtas
izoliatas OWO1 su AFHG tetrada. Sis izoliatas pasizymi tuo, kad jo seka yra
giminingesné Ryty Azijoje iSskirty izoliaty sekoms, negu Europoje iSskirty
BNYVYV izoliaty P25 sekoms (Koenig ir kt., 2008).

Idomu, kad Kinijoje iSskirti Hoh2 ir NM izoliatai yra priskiriami p25-I
ir p25-1la grupéms su A tipo izoliatais, nors §ie izoliatai turi B tipo CP. Taip
pat A tipo izoliatas Wu2 grupuojamas su p25-II1 grupe, turin¢ia B tipo
izoliatus. Tai rodo, kad Sie izoliatai atstovauja natiiraly persirGSiavima,
susidariusj dél RNR 3 apsikeitimy tarp izoliaty su A ir B tipo CP (Li ir kt.,
2008).

P25 sekos variacijos gali turéti jtakos BNY VYV izoliaty patogeniSkumui.
RNR 3 kintamumas gali sumazinti atsparumg dalinai atspariose cukriniy
runkeliy veislése (Schirmer ir kt., 2005; Klein ir kt., 2007).

Pagal P25 baltymo seky filogenetine analize Lietuvoje iSskirti BNYVV
St ir T izoliatai priklauso B tipo izoliatams, turintiems AYHR tetrada,
Lietuvoje isskirtas Pn — A tipo su AHHG ir Ukrainoje i$skirtas ukr2 — A tipo
su AYHG tetrada izoliatams. Tai atitinka A. Schirmer ir kt. (2005) nustatyta
BNYVV izoliaty koreliacija tarp CP, P25 ir RNR 5.
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3.5. Kity runkelius paZeidzian¢iy virusy, susijusiy su rizomanija,
aptikimas

Trys virusai — BNYVV, BSBV ir BVQ yra pemeSami tuo paties P.
betae perneséjo. Nors dviejy pomovirusy (BSBV ir BVQ) jtaka rizomanijos
infekcijoje licka debaty lygyje, neretai rizomanijos uzkréstuose paséliuose jie
kartu su BNYVV randami cukriniy runkeliy $aknyse (Prillwitz ir Schlosser,
1992; Meunier ir kt., 2003). Buvo idomu patikrinti, ar §ie virusai kartu bus
i8skirti ir miisy tiriamuosiuose izoliatuose.

BNYVYV ir BSBV buvo aptinkami tiesioginés DAS-IFA ir tiesioginés
TAS-IFA metodais atitinkamai. Kadangi BVQ aptikimui imunofermentinio
rinkinio neturéjome, §io viruso detekcija buvo pasikliaujama daugybine AT-
PCR, leidziancia vienu metu i$ karto identifikuoti BNYVV, BSBV ir BVQ.

Lietuvoje surinktuose méginiuose (St, T, Pn) nebuvo aptikta BNYVV ir
BSBV misinio (neparodyti duomenys). Tuo tarpu Sie virusai buvo aptikti kartu
kai kuriuose izoliatuose, iSskirtuose Ukrainoje ir Kazachstane. BSBV
identifikacija buvo atliekama tiek IFA, tiek daugybinés AT-PCR metodais.

BSBV nustatymui TAS-IFA metodu buvo atrinkti tik tie izoliatai,
kuriuose pries tai buvo identifikuotas BNYVV. Teigiamai jvertinami buvo tie
méginiai, kuriy optinis tankis 3 ar daugiau karty didesnis uz neigiama kontrolg
(Clark ir Adams, 1977). Gauti IFA rezultatai pateikiami 3.9. lenteléje.

Pagal TAS-IFA rezultatus, BSBV buvo aptiktas ukr2, ukr4, ukr9, ukr10,
ukrll ir kzt12 izoliatuose (3.9. lentelé).

BSBV identifikacija buvo patvirtinta ir daugybinés AT-PCR
metodu. Sios reakcijos metu buvo naudojamos i3 karto trys specifiniy PCR
pradmeny poros (Meunier ir kt., 2003), amplifikuojancios 291 bp (BVQ), 399
bp (BSBV) ir 545 bp (BNYVV) produktus (3.15. pav.).
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3.9. lentelé. BNY VYV ir BSBV misrios infekcijos tyrimo IFA rezultatai.

Meéginiai Virusiné infekcija
BNYVV BSBV
DAS-IFA, TAS-IFA,
Absorbcija, 405 nm | Absorbcija, 405 nm

0,586 0,458

Ukr2 n .

Ukr3 0,561 0,27

Jr —
0,848 0,342

Ukr4 + 4
UkeS 1,011 0,249

+ i
Ukr6 0,152 0,2}3
Uke7 0,15 1 0,2_78
Ukr8 0,166 0,2_88
0,674 0,423

Ukr9 + +
0,705 0,345

Ukr10 n 4
0,843 0,512

Ukrl1 + "
0,893 0,654

Kzt12 + +
K- 0,151 0,176
K+ 1,65 2,408

,,K—“—neigiama kontrol¢; ,,K+“ — teigiama kontrol¢; ,,— — neigiamas rezultatas;

1+ — teigiamas rezultatas.

3.15. pav. Daugybinés AT-PCR produktai 2 % agarozés gelyje: M —
markeris GeneRuler 50 bp DNA Ladder; 1 —ukr2; 2 — ukr4; 3 — ukr9; 4 —
ukr10; 5 —ukrl1; 6 —kzt12; K — vandens kontrolé.

3.15. paveiksle matosi AT-PCR metu susidare BSBV (399 bp) ir
BNYVV (545 bp) specifiniai produktai. Daugybiné AT-PCR patvirtino
BNYVV ir BSBV misrios infekcijos tyrimo IFA rezultatus. Nei viename
pavyzdyje nebuvo aptiktas BVQ.
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3.6. Imunodiagnostinés sistemos naudojant krieny peroksidaze
paruoSimas BNYVYV aptikimui

3.6.1. BNYVYV gryninimas ir koncentravimas

BNYVV gryninimas buvo atlickamas pagal Siek tiek modifikuotg
Bouzoubaa (1998) metodika. Sveiko augalo ekstraktas buvo naudojamas kaip
neigiama kontrolé. Virusas buvo koncentruojamas du kartus naudojant
polietilenglikoli (PEG-6000) ir NaCl. Veéliau BNYVV gryninimui buvo
naudojama didelio grei¢io ultracentrifugavimas ant 20 % sacharozés
»~pagalveles bei tankio gradientinis centrifugavimas 5-45 % sacharozés tirpale.
BNYVV valymo, koncentravimo ir gryninimo etapuose virusinis preparatas
buvo tiriamas EM. 3.16.-3.18. paveiksluose yra pateiktos BNYVV gryninimo
etapy EM nuotraukos.

ISgryninta viruso suspensija buvo nagrinéjama EM ir imunobloto
metodu (Zizyté ir Staniulis, 2007b). I$gryninto virusinio preparato EM (3.18.
pav.) parodé tiesios lazdeliy formos virusines daleles, biuidingas rizomanijos

sukéeléjui (Richards ir Tamada, 1992; Fauquet ir kt., 2005).

3.16. pav. EM nuotrauka (padidinimas 20000 x): BNYVV dalelés po
nusodinimo PEG.

97



3.17. pav. EM nuotrauka (padidinimas 25000 x): BNYVV dalelés po I
ultracentrifugavimo ant 20 % sacharozés ,,pagalvélés.

3.18. pav. EM nuotrauka (padidinimas 20000 x): iSgrynintos BNYVV
dalelés.

Buvo jvertinta S§io preparato koncentracija ir iSeiga. Viruso
koncentracijai jvertinti buvo matuojamas virusinio preparato absorbcijos
spektras 240, 260 ir 280 nm bangos ilgiuose. Matuojant ultravioletinés Sviesos
sugertj, nustatomas virusy dalelése esantis nukleoriigs¢iy kiekis, o pagal
sugebé¢jima iSbarstyti matomg Sviesa apytiksliai jvertinama virusy suspensijos
koncentracija. BNY VYV koncentracija buvo nustatyta pagal formule:

C (mg/ml) = OD,4 x skiedimas/3,2;

kur skaiCius 3,2 yra viruso ekstinkcijos koeficientas
(Putz ir Kuszala, 1978; Bouzoubaa, 1998).

Ivertinus virusinio preparato absorbcijos spektra, buvo apskaiciuota, jog

gauta viruso iSeiga 0,237-0,515 mg i§ 100 g infekuotos augalinés medziagos.
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3.6.2. Viruso apvalkalo baltymo analizé

ISgrynintas BNYVV preparatas buvo panaudotas viruso apvalkalo
baltymo analizei imunobloto metodu (Zizyté ir Staniulis, 2007b). Tai yra
baltymo aptikimas elektroforetiskai i$ iSgrynintos viruso suspensijos, naudojant
denatiiruojancias salygas, bei specifinio baltymo identifikavimas i§ baltymy
miSinio, naudojant atitinkamus antiklinus prie§ virusg. Imunobloto metodu
galima identifikuoti virusa pagal dvi nepriklausomas apvalkalo baltymo
savybes — molekuling masg ir serologinj specifiskuma (Matthews, 1991).

ISgryninto BNYVV  preparato baltymy natrio dodecilsulfato-
poliakrilamidiné gelio elektroforezé (NDS-PAGE) buvo atlieckama pagal U. K.
Laemmli (1970) metodika vertikaliame aparate, naudojant 4 %
koncentruojamaji bei 12 % skiriamajj gelius. Gautas BNYVV baltymy

elektroforezés vaizdas pateikiamas 3.19. paveiksle.

kDa M 1 2 K
170 C—

130 w—

95—

72 -

55 S

43 ———

34 .

26 s

e —

17

3.19. pav. Baltymuy elektroforezinis vaizdas: M —
baltyminis markeris PageRuler Prestained protein
Ladder; 1-2 - iSgrynintas BNYVV preparatas; K —
kontrolé, ekstraktas i$ sveiko C. quinoa augalo.

Yra zinoma, kad BNY VYV apvalkalo baltymo molekuliné masé yra ~21
kDa dydzio (Putz, 1977). Isgrynintos BNYVYV suspensijos NDS-PAGE (3.19.
pav.) ir imunobloto analizé (3.20. pav.) parodé vieng juostele, ~21 kDa dydzio
BNYVYV apvalkalo baltyma.
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1 2 K

CP— s s

3.20. pav. BNYVV apvalkalo baltymo
imunoblotas. 1-2 - iSgrynintas BNYVV
preparatas; K — kontrol¢, ekstraktas i§ sveiko C.
quinoa augalo.

Imunoblote BNYVV antiserumas reagavo tik su iSgryninto BNYVV
apvalkalo baltymu ir nereagavo su jokiais sveiko augalo C. quinoa ekstrakto
baltymais (3.20. K takelis pav.).

Sie rezultatai dar karta patvirtina BNYVYV identifikacija. Tokiu biidu,
iSgryninta virusiné medZziaga buvo panaudota antikiiny gavimui, ak-
konjugacijai su fermentu bei taikoma BNYVV diagnostikai (Zizyté ir kt.,
2009).

3.6.3. Polikloniniy antikiiny gavimas

BNYVV polikloniniai antiktinai (p-ak) buvo gauti po triusio
imunizacijos. Pirmajam triuSio imunizavimui buvo panaudota 0,34 mg,
antrajam — 0,2 mg, o tre¢iajam — 0,05 mg iSgryninto virusinio preparato.
Triusio kraujas buvo paimtas 3-ig dieng po paskutinio intraveninio virusinio
antigeno suleidimo. Po kraujo apdorojimo antikiiny i$sodinimui buvo
naudojamas sotus (50 %) amonio sulfato tirpalas. Gauti ak buvo supilti |
sterilius mégintuvélius ir saugomi 4° arba -20° C.

Gauty p-ak specifiSkumas buvo patikrintas netiesioginés IFA metodu
titravimo budu (3.10. lentelé). Ak titru buvo laikomas toks antikiiny
praskiedimas IFA, kuriame optinis tankis lygus vienetui. Gauty BNYVV p-ak
titras buvo 1:1600 (3.10. lentelé).
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3.10. lentelé. BNYVV polikloninio antiserumo titras netiesioginéje IFA

Titravimas | Absorbcija, 450 nm bangos ilgyje*
1:200 1,842 (0,048)
1:400 1,669 (0,048)
1:800 1,330 (0,048)
1:1600 0,969 (0,048)
1:3200 0,596 (0,048)
1:6400 0,518 (0,048)

1:12800 0,340 (0,048)
1:25600 0,258 (0,048)
1:51200 0,187 (0,048)
1:102400 0,113 (0,048)

*absorbcijos vidurkis apskaiCiuotas i§ dviejy iSmatuoty Sulinéliy.
Skliausteliuose nurodyta neigiamos kontrolés reikSmé.

3.6.4. Serologiné polikloniniy antikiiny analizé

Imunodiagnostinei sistemai sukurti, p-ak buvo konjuguoti su krieny
peroksidaze (HRP). Gauti HRP antikiiny konjugatai buvo taip pat patikrinti
titravimo buidu tiesioginés IFA metodu. Nustatytas gauto p-ak-BNYVV HRP
konjugato titras buvo 1:400 (3.11. lentelé).

3.11. lentelé. p-ak-BNYVV HRP konjugato titras tiesioginéje [FA

Titravimas | Absorbcija, 450 nm bangos ilgyje*
1:100 1,329 (0,007)
1:200 1,040 (0,007)
1:400 0,954 (0,007)
1:800 0,593 (0,007)
1:1600 0,330 (0,007)
1:3200 0,165 (0,007)
1:6400 0,105 (0,007)

*absorbcijos vidurkis apskaiCiuotas 1§ dviejy iSmatuoty Sulinéliy.
Skliausteliuose nurodyta neigiamos kontrolés reikSmé.

Taip pat buvo nustatyta, kad tiesioginés IFA metodu, panaudojus
pagamintg p-ak-BNYVV HRP konjugato tirpala (praskiedimas 200k) su
skirtingo praskiedimo iSgryninto viruso suspensija (pradiné virusinés
suspensijos koncentracija 10 pg/ml), galima aptikti BNYVV 0,3 — 0,15 pg/ml
intervale.

Nustatytas testuojamy p-ak Ig kiekis buvo 5 mg. IFA sistemoje

pakankamas antigeno kiekis yra 5 pg, todél norint panaudoti gautus p-ak, jy
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kiekis IFA sistemoje turéty biiti toks pats kaip ir antigeno — 5 pg. Todél tokioje
sistemoje reikéty naudoti apie 1000k praskiesta p-ak tirpala.

Naudojant nustatyta optimaly p-ak (1:1000) ir optimaly p-ak-BNYVV
HRP konjugato (1:300) praskiedima, galime gautus p-ak ir p-ak-BNYVV HRP
konjugata panaudoti BNYVV diagnostikoje. Tokia sudaryta BNYVV
diagnostikos sistema gali biiti tinkama imunofermentinei analizei ir
imunoblotui.

BNYVYV diagnostikos sistema patvirtino imunoblotas, kuriame buvo
analizuojami augaliniai méginiai, uzkrésti BNYVV. Taip pat imunobloto
metodu buvo patikrintas gauty antikiing specifiSkumas. ISgryninto viruso
preparatas buvo naudojamas kaip teigiama kontrolé, o sveiko augalo audinys —

kaip neigiama kontrol¢ (3.21. ir 3.22. pav.).

kba m 1 2 3 4

130
100 s
70
56

40
35

25

e e —{ P

15

10

3.21. pav. BNYVV apvalkalo baltymo imunoblotas su
pagamintu p-ak-BNYVV HRP konjugatu: M — baltyminis
markeris PageRuler Prestained protein Ladder; 1— iSgryninta
viruso suspensija; 2 — neigiama kontrol¢; 3-4 — augaly
méginiai, uzkrésti BNYVV.

Panaudojus pagamintg p-ak-BNYVV HRP konjugata, praskiesta 300k,
BNYVV apvalkalo baltymo imunoblotas parodé vieng juostele, atitinkancia
BNYVV CP isgryninto viruso suspensijoje (3.21. pav. 1 takelis) ir rizomanija
infekuotuose augaliniuose méginiuose (3.21. pav. 3 ir 4 takeliai).

Kitas imunoblotas buvo atlickamas su gautais p-ak. Panaudojus

testuojamus p-ak, praskiestus 1000k, su komerciniais antriniais antikiinais

(skiedimas 1:30000 pagal gamintojy rekomendacijas), konjuguotais Sarmine
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fosfotaze, BNYVV apvalkalo baltymo imunoblotas taip pat parodé viena
juostele, atitinkan¢iag BNYVV CP (3.22. pav.).

kDa M 1 2 3 4

100
70

55 ‘
40
35

25

15

3.22. pav. BNYVV apvalkalo baltymo imunoblotas su
gautais polikloniniais ak: M — baltyminis markeris PageRuler
Prestained protein Ladder; 1 — iSgryninta viruso suspensija; 2 —
neigiama kontrolé; 3-4 — augaly méginiai, uzkrésti BNYVV.

p-ak ir p-ak-BNYVV HRP konjugatas nereagavo su jokiais sveiko
augalo C. quinoa (neigiama kontrolé) baltymais (3.21. ir 3.22. pav. 2 takelis).

Taigi, iSgryninta viruso suspensija buvo panaudota polikloninio
antiserumo gavimui, kuris galéty buti taikomas BNYVYV diagnostikoje IFA ir
imunobloto metodais. Imunofermentinés sistemos sukiirimui buvo naudojamas

fermentas krieny peroksidazé. Tokia gauta sistema leido iSskirti BNYVV 0,3—

0,15 pg/ml ribose ir buvo patvirtinta imunobloto metodu.
3.7. Rezultaty apibendrinimas

Rizomanija yra dirvozemiu plintanti cukriniy runkeliy liga, paplitusi
pagrindiniuose pasaulio cukriniy runkeliy auginimo regionuose, lemianti
didelius derliaus nuostolius. Liga yra sunkiai kontroliuojama. Taigi, yra svarbu
izolivoti ir charakterizuoti cukriniuose runkeliuose rizomanijos infekcija
sukeliant] virusg, siekiant uzkirsti kelig tolimesniam jo plitimui bei daromai
Zalai.

Lietuvoje auginamy cukriniy runkeliy plotas siekia daugiau kaip 20000
hektary. Zinant BNYVV daromg Zalg cukriniams runkeliams, jau nuo 1998 m.

Lietuvoje buvo atlieckami tyrimai, siekiant i$skirti rizomanija, naudojant DAS-
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IFA metodg. Tik 2004 metais buvo aptikta pirmoji rizomanijos radavieté
Lietuvos pietvakariuose (Sakiy raj.) (Jackeviciene ir kt., 2005). 2005 m. antroji
rizomanijos infekcijos radaviet¢ buvo aptikta centrinéje Lietuvos dalyje
(Kauno raj.) (Zizyté ir kt., 2006; Zizyte ir Staniulis, 2007a). Tregioji BNYVV
infekcijos radavieté buvo aptikta 2007 m. Panevézio rajone (Valstybiné augaly
apsaugos tarnyba).

2009 m. cukriniy runkeliy Sakny méginiai su jtariamais rizomanijos
ligos simptomais buvo renkami ir Ukrainos cukriniy runkeliy auginimo zonoje
Rivnenska, Lvivska, Ternopilska, Ivano-Frankivska, Cernivecka, Chmelnycka,
Vinnycka ir Zytomyrska srityse. 7 méginiai i§ Kazachstano buvo perduoti
mums Kazachstano Zemdirbystés Instituto mokslininky. Siame darbe DAS-
IFA metodu buvo istirti 102 BNYVV cukriniy runkeliy méginiai rasti
Lietuvoje, 57 méginiai rasti Ukrainoje ir 7 méginiai rasti Kazachstane.

DAS-IFA metodu BNYVV buvo identifikuotas trijuose Lietuvos,
desimtyje Ukrainos ir vienoje Kazachstano vietovése. Atrinkti izoliatai buvo
naudojami molekuliniams viruso tyrimams. BNYVV identifikacija buvo
patvirtinta EM ir skirtingais PCR metodais.

Atrinkti BNYVV izoliatai buvo mechaniskai pernesti j indikatorinius
augalus, reikalingus viruso sukaupimui, gryninimui, saugojimui bei tolesnei
analizei. Izoliaty padauginimui bei saugojimui buvo pasirinkti indikatoriniai
augalai — C. quinoa, C. amaranticolor, T. expansa. Viruso izoliaty pernesimas
1 Zolinius indikatorinius augalus taip pat buvo patvirtintas DAS-IFA, EM ir
skirtingais PCR metodais.

EM ir IEM pagalba tiriamuosiuose augaliniuose méginiuose buvo
aptinkamos jvairaus ilgio, apie 20 nm diametro lazdelés formos BNYVV
dalelés, kas atitinka literatiiroje pateikiamus duomenis (Richards ir Tamada,
1992; Fauquet ir kt., 2005). EM taip pat buvo naudojama BNYVV gryninimo,
koncentravimo etapuose ir iSgryninto viruso preparaty tyrimui. ISgrynintuose
viruso preparatuose aptikty viriony morfologinés savybés buvo budingos

BNYVV.
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Ivairiis PCR metodai buvo taikomi BNYVV identifikacijai. BNYVV
nustatymui dazniausiai buvo naudojama vieno zingsnio jprastiné AT-PCR,
amplifikuojanti specifinj 500 bp produktag. BNYVV aptikimo jautrumo
padidinimui buvo atlieckama nPCR, kurios metu susidaré 326 bp produktai.
nPCR padidina jprastinés AT-PCR jautruma ir specifiSkuma, svarby ankstyvos
infekcijos nustatymui (Morris ir kt., 2001). Atliekant serologiskai imobilizuoto
viruso AT-PCR, i§ pradziy virusinis patogenas buvo pagaunamas dél specifiniy
antiktiny pries ta virusa. Po to buvo atliekamos jprastinés AT-PCR arba nPCR,
amplifikuojancios atitinkamai 500 bp arba 326 bp produktus.

Yra zinoma, kad BNYVV yra trijy pagrindiniy (A, B ir P) tipy, kurie
negali buti atskiriami serologiskai. Taciau naudojant RFLP analiz¢, daugybing
AT-PCR bei analizuojant viruso CP sekas, buvo nustatyti BNYVV izoliaty
tipai.

RNR 2 koduojamo CP ir RNR 3 koduojamo p25 genas buvo padauginti
AT-PCR budu ir naudojami sekoskaitai, reikalingai tiriamy BNYVYV izoliaty
geny seky analizei ir palyginimui su kitomis i§ geny banky duomeny bazeés
gautomis virusy sekomis.

BNYVV CP buvo pasirinktas analizei, nes 62, 103 ir 172 padétyje turi
svarbias aminoriigs§¢iy liekanas pagal kurias galima atskirti A tipo (Tsp, Sios,
L,7,) izoliatus nuo B tipo (Se, Nio3, F172) izoliaty (Kruse ir kt., 1994; Koenig ir
kt., 1995; Miyanishi ir kt., 1999). Taip pat pagal CP specifines aminortigstis
(Ry7 ir 1jpy) galima atskirti A tipo izoliatus nuo P tipo. (Koenig ir kt., 1995;
Miyanishi ir kt., 1999). RFLP analizés bei daugybinés AT-PCR metodais buvo
nustatyti pagrindiniai (A ir B) BNYVV izoliaty tipai. Atlikta CP baltymo seky
filogenetiné analizé patvirtino RFLP ir daugybinés AT-PCR metodais
nustatytus BNYVYV izoliaty tipus ir patikslino Kazachstano izoliato tipg (P).
Taigi, Lietuvoje iSskirti BNYVV izoliatai yra A ir B; Ukrainoje — A, o
Kazachstane — P tipy.

BNYVV P25 baltymas yra atsakingas uz viruso plitimg cukriniy
runkeliy Saknyse ir tipiSky rizomanijos simptomy susidarymg (Tamada ir kt.,

1989; Koenig ir kt., 1991; Tamada ir kt., 1999). Didelis RNR 3 sekos

105



kintamumas yra aptinkamas P25 baltyma koduojancioje srityje, ypatingai
keturiy aminoriigsciy tetradoje (67—70 padétyje). Tai budinga ypa¢ A tipo
izoliatams (Schirmer ir kt., 2005; Yilmaz ir kt., 2007; Chiba ir kt., 2008;
Koenig ir kt., 2008; Li ir kt., 2008). P25 baltymo sekos analizé parodé¢, kad
tirlamieji BNYVV izoliatai turi skirtingas aminoriigs¢iy tetradas (67-70
padétyje). Pagal P25 baltymo sekos filogeneting analiz¢ Pn izoliatas su AHHG
ir ukr2 izoliatas su AYHG tetrada priklauso A tipo CP izoliatams, turintiems
kintamus P25 tetrados motyvus ir daZniausiai neturintiems RNR 5
komponento; St ir T izoliatai su AYHR tetrada — B tipo CP izoliatams,
turintiems pastovy tetrados motyva AYHR ir neturintiems RNR 5. Tai atitinka
Schirmer ir kt. (2005) nustatyta BNYVV izoliaty koreliacijg tarp CP, P25 ir
RNR 5.

ISgrynintas BNYVV buvo panaudotas ne tik viruso morfologijos
tyrimui EM, bet ir polikloniniy antikiiny gavimui. Imunizavus triusj i§grynintu
BNYVV preparatu buvo gauti p-ak. I§ polikloniniy antikiiny ir iy polikloniniy
antikiiny-krieny peroksidazés konjugato buvo suformuota imunofermentiné
sistema, leidzianti i$skirti BNYVV 0,3-0,15 pg/ml ribose. Tokia gauta sistema
gali biiti sékmingai taikoma BNYVV diagnostikai.
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ISVADOS

1. Lietuvoje, Ukrainoje ir Kazachstane aptiktuose cukriniy runkeliy
méginiuose, rodanciuose rizomanijos simptomus, imunofermentinés
analizés ir molekuliniais metodais identifikuotas runkeliy nekrotinio
gysly pageltimo virusas (BNYVV).

2. Rizomanija infekuotuose augaly méginiuose ir iSgrynintuose viruso
preparatuose aptikty viriony morfologinés savybés yra bidingos
BNYVV.

3. Filogenetiné BNYVYV izoliaty apvalkalo baltymo seky analizé parodé,
kad Lietuvoje iSskirti ir iSanalizuoti BNYVV izoliatai yra dviejy
skirtingy tipy: Pn — A tipo, o St ir T — B tipo. Nustatyta, kad visi
Ukrainoje gauti BNYVV izoliatai priklauso A tipui, o izoliatas i$
Kazachstano — P tipui.

4. Lietuvoje iSskirty BNYVYV izoliaty P25 baltymo sekos turi skirtingas
aminortgsciy tetradas (6770 padétyje). Filogenetine BNYVYV izoliaty
P25 baltymo seky analizé parodé koreliacijg tarp viruso izoliaty
apvalkalo ir P25 baltymy: Lietuvoje iSskirti St ir T izoliatai priklauso B
tipo viruso izoliatams, turintiems pastovia AYHR tetrada, Pn — A tipo
viruso izoliatams, turintiems kintama tetradg.

5. Gautas iSgrynintas BNYVV preparatas yra tinkamas polikloniniy
antikiny gavimui.

6. Sukurta imunofermentiné sistema, sudaryta i§ gauty polikloniniy
antikiing prieSs BNYVV bei Siy polikloniniy antikiing ir krieny
peroksidazés konjugato, tinka BNYVV diagnostikai IFA ir imunobloto

metodais.
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