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SANTRUMPU SARASAS

BKI — Branduolio kristaliniai intarpai

CI - Citoplazminiai intapai

CIP — Citoplazminius intarpus formuojantis baltymas
CP - Apvalkalo baltymas

DAG - Konservatyvus aminortig§¢iy motyvas

DEPC — dietilpirokarbonatas

DIECA — Natrio dietilditiokarbamatas

EDTA - Etilendiamintetraacto riigstis

HcPro — Pagalbinis komponentas

ICTV - Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas
ME — Merkapto etanolis

NCR — Nekoduojanti sritis

NI — branduolio intarpus formuojantis baltymas

NTP — Nukleotidtrifosfatai

Poty — Bulviy Y virusy Seima

PPV — Slyvy raupy virusas (Plum pox virus)

PVY — Bulviy Y virusas (Potato virus Y)

RdRp — Nuo RNR priklausoma RNR polimerazé
RFLP — Restrikcijos fragmenty polimorfizmas

TEV — Tabako grvitiruotés virusas (Tabacco etch virus)
TurMYV — Turnepso mozaikos virusas (Turnip mosaic virus)
VPg —su 5" genomo galu susijunggs baltymas



[VADAS

Slyvu raupy virusas (angl. Plum pox virus, PPV), priklauso bulviy Y virusy Seimai
(Potyviridae, Poty), Potyvirus genciai. PPV aptiktas praé¢jusio amziaus pradzioje Balkanuose
(Khan ir kt., 2007), sparciai plito po pasauli, Siuo metu aptinkamas visoje Europoje, kai
kuriose Azijos, Piety ir Siaurés Amerikos valstybése (Brunt ir kt., 1999), neaplenké ir
Lietuvos (Staniulis ir kt., 1998). PPV sukelia viena pavojingiausiy kaulavaisiy ligy — ,,Sarka®.
PPV simptomai pastebimi ne i§ karto, o tik pra¢jus kuriam laikui (apie tris metus) nuo
uzkrétimo momento, simptomai neryskiis — lapy margumas, ziediskos démés lapy ir vaisiy
pavirsiuje, iSrySkéje lapo gyslos, (Dragoljub ir kt., 1999). Ligos atveju Zenkliai sumazéja
uzsikrétusiy augaly derlingumas, nukencia vaisiy kokybé (derliaus nuostoliai siekia 80 —
100%). Dél to daugelyje pasaulio valstybiy ,,Sarka* yra jtraukta i karantininiy ligy saraSus
(Kurstak, 1981).

Daugiausia mokslininky tyrinéjanciy slyvy raupy virusa démesj skiria 3’ PPV genomo
galo tyrimams, ypac apvalkalo baltymo sri¢iai, bet atsiranda vis daugiau duomeny apie PPV
viruso 5° galo sekas ir P3 — 6K1 regiona. Siuo metu Zinoma, kad slyvy raupy viruso P3 — 6K1
genominis regionas — vienas i§ veiksniy apsrendzianciy PPV izoliaty prisitaikyma prie augalo
Seimininko, gebéjima plisti vadziy pagalba, ir priklausomybge PPV — M arba PPV — D
paderméms (Saenz ir kt., 2000; Glasa ir kt., 2002). Visuose ankstesniuose §io regiono
tyrimuose daziniausiai apsiribojama izoliaty 1§ piety ir vidurio Europos valstybiy sekomis
todel, kad gauti daugiau duomeny apie galima P3 — 6K1 genominio regiono ir viruso
geografinio paplitimo rysj butina atlikti platesnio masto tyrimus.

Magistro darbo tikslas: atlikti PPV izoliaty i§ Lietuvos ir Ukrainos P3 — 6K1 genominio

regiono seky analizg.
Pagrindiniai darbo uzdaviniai:
1) padauginti PPV virusg augaluose indikatoriuose
2) PGR metodu padauginti PPV viruso P3 — 6K 1 genominio sekas
3) nustatyti tiriamy PPV izoliaty padermes pagal P3 — 6K 1 genominio regiono sekas
4) gauti ir palyginti PPV P3 — 6K1 genominio regiono sekas tarpusavyje ir su duomeny
bezése prieinamomis sekomis.
Magistro darba sudaro trys dalys: pirmoje pateikiama informacija apie bulviu Y virusu
Seima ir pati PPV, antroje aprasomi metodai, kuriais buvo remtasi tyrimo metu, trecioje dalyje

pateikiami tyrimy rezultatai ir iSvados.



I. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Potyviridae (Bulviy Y) virusy Seimos apibuidinimas

Bulviy Y virusuy Seimos pavadinimas kilo nuo vieno jos nariy (bulviy Y viruso angl.
Potato virus Y ') pavadinimo (Khan ir kt., 2007). Tai — viena i$ 6 augaly virusy Seimy, pirma
kartg apibiuidinty virusiniy daleliy dydzio pagrindu. Pradzioje ja sudaré 16 serologiskai susiety
virusy, pasizyminciy lankscia filamentine strukttira, kuriy daleliy ilgis sieké 730-760 nm. Bet
paaiskéjus, kad virusiniy daleliy ilgis varijuoja priklausomai nuo to, ar terpéje yra dvivalenciy
metalo jony, ar ne, ribos buvo prapléstos, ir dabar yra 650-900 nm (Kurstak,1981). Siuo metu
tai gausiausia augaly virusy Seima (Hull, 2002).

Poty virusams budinga filamentiné struktiira, daleliy dydis dazniausiai svyruoja 680-900
nm ribose. Viriony skersmuo svyruoja nuo 11 iki 15 nm. Budinga spiraliné simetrija. Spiralés
zingsnio ilgis apytiksliai 3 — 4 nm. Virusinés daleles sudaro =5 % nukleortigsties ir =95 %
baltymo (Khan ir kt., 2007).

Sedimentacijos koeficientas 150 — 160 S. Virionai pludris cezio chloride, kurio tankis
siekia 1,31 g/cm'3 (Khan ir kt., 2007). Kiekviena dalel¢ sudaryta i§ vienos plius prasminés
RNR molekules, kurios molekuliné masé yra 3,0-3,5 x10°. 5 RNR molekulés gale
prisitvirtings VPg (angl. virus protein genome linked) baltymas, o 3" galas yra poli adenilintas
poly(A). Transkripcijos metu transkribuojamas vienas didelis poliproteinas, kuris véliau
suskaldomas { pavienius baltymus (Hull, 2002). Virusinés dalelés aptinkamos Seimininko
citoplazmoje, kur vyksta ir viruso replikacija. Citopazmoje susidaro jvairiis dariniai —
inkliuzijos, kurias galima pastebéti §viesiniu mikroskopu. Sios $eimos atstovai gana stabiliis
in vitro. Uzkréstuose augaluose viruso koncentracija yra vidutiniSska. Bet kai kuriuos Poty
atstovus i8skirti ir i§gryninti yra gana sudétinga. Daug Sios Seimos nariy yra serologiSkai
artimi (Kurstak, 1981).

Gamtoje pagrindinai $iy virusy platintojai — amarai. Bulviy Y Seimos virusai plinta
nepersistentiniu biidu, pagalbinio komponento (HCPro) pagalba (Hull, 2002) bei laboratorijos
salygomis mechaniSkai inokuliuojant. Skirtingi $ios Seimos atstovai pasizymi skirtingu
stabilumu in vitro. Dauguma Poty virusy inaktyvuojasi po 10 minuciy 50 — 60 °C

temperatiiroje. Kai kurie virusai gali plisti per séklas (Khan ir kt., 2007). Nemazai Sios



Seimos virusy turi ekonoming reikSme, ty. gali sukelti derliaus nuostolius, ar net uzsikrétusiy

augaly ziiti (Matthews, 1992).

1.1.1. Potyviridae Seimos virusy Seimininkai ir simptomai

Daugelio Poty virusy Seimininky ratas ribotas (Khan ir kt., 2007). Dalis jy geba uzkrésti
tik viena ar keleta tos pacios genties riisiy, arba kelis artimy genciuy atstovus. Kitiems Sios
Seimos atstovams biidingas platesnis Seimininky spektras. Tik keletas Poty virusy gali biiti
apibudinti kaip turintys santykinai platy Seimininky rata. Skirtingomis to paties viruso
atmainomis gali uzsikrésti skirtingi augalai. Tam tikri Poty virusai gali biti ,,apmokyti”
uzkrésti kitus (nei juy iprastiniai Seimininkai) augalus, inokuliuojant didelémis viruso
koncentracijomis, tokiu biidu galima uzkrésti rusis, kurios yra atsparios iprastiniams
inokuliacijos budams.

Vienaskil¢ius augalus uzkreciantys Poty virusai turi labiau ribota Seimininky skaiciy nei
dviskil€iy augaly virusai (Kurstak, 1981).

Laboratoriniy tyrimy duomenimis imliausi Poty virusams yra Sie augalai: Chenopodium
quinoa, C. amaranticolor, C. murale, Gomphrena globosa, Nicotiana clevelandii, N.
tabacum, Petunia hybrida, Phaseolus vulgaris, Tetragonia expansa.

Universaliausi pasirodé: N. clevelandii, C. quinoa, T. expansa, Ph. Vulgaris, kuriy
pagalba gali biiti padauginti ir/arba nustatyti 32 i§ 41 tirto Poty virusai (Kurstak, 1981).

Sisteminés Poty virusy infekcijos atvejais dviskil¢iy augaly lapuose pasireiSkia labai
panasis simptomai: iSrySkeja lapo gyslos, atsiranda mozaikos, lapo pavirSiaus raukslétumas,
daznai pastebima nekrozé. Virusiné infekcija sutrikdo normaly augalo metabolizma, to
pasekoje Seimininkas nustoja auggs. Vienaskil¢iams augalams pasireiSkia ilgi chlorotiSki
dryziai po kurio laiko jy vietoje gali pasireiksti nekrozés. UZkréstose gélése, kurioms biidingi
antociany kilmés pigmentai, pastebimi ,,spalvos liziai” (spalvos pokyc¢iai), juos sukelia virs$
20 Poty virusuy. Intensyvesné nekrozeé gali sukelti greita lapu kritimo (angl. leaf-drop streak)
efekta, kuris yra vienas pirmyjy bulviy Y viruso poZymiy jautriose bulviy veislése. UZzkrésty
augaly vaisiai biina netaisyklingos formos, smulkesni. Nuo Poty virusy gali nukentéti papajuy,
arbiizy, zirniy, bulviy, ir kity augaly derlius. Kai kuriose slyvu ruSyse (pvz., Prunus
domestica) uzkréstose slyvy Sarkos virusu, prarandamas beveik visas derlius. Vaisiai biina

smulkds, raupléti, daugelis ju nukrenta nesunoke. Bulviy A virusas (angl. Potato A virus)



sumazina Sakniagumbiy derliy 40%. Runkeliy mozaikos (angl. Beetroot Mosaic virus) virusas
gali Zenkliai sumenkinti Sakniavaisiy derliy. Kai kurie Poty virusai augalams sukelia
rimtesnius pazeidimus Zemesnéje temperatiiroje (10-15 °C) nei Siltose salygose (mazdaug 25
°C), o esant dar aukStesnéms temperatiiroms (apie 30 °C) - beveik besiptomiai. Net
trumpalaikis aplinkos atvésimas gali sukelti staigy simptomy iSrySkéjima (Ross, 1970).

Augalai uzsikréte kai kuriais Poty virusais kitaip reaguoja i grybinés kilmés patogenus.
Pavyzdziui, Zirniai, uzsikréte soju mozaikos virusu (angl. Soybean Mosaic virus) yra daug
jautresni Sakny puviniui nei Siuo virusu neuzkrésti augalai. Padidéjes maistingyjy medziagy
sunkimasis i§ virusy uzkrésty augalo Sakny, sukuria palankias salygas Fusarium inokuliacijai
(Kurstak, 1981).

Kai kuriais atvejais yra stebimas sumaz¢jgs fotosintezes intensyvumas Poty virusais
uzkréstuose augaluose. Pavyzdziui, tabako gravitruotés (angl. Tobacco etch virus) virusu
(TEV) uzkrésto augalo audiniuose redukuojasi chloroplasty, kartu ir chlorofilo kiekis, taciau
fotosintez¢ sumazéjo 13% daugiau nei to buvo galima tikétis pagal chloroplasty skaiciaus
sumaz¢jima. Bet cukranendrése, uzkréstose cukranendriy mozaikos (angl. Sugarcane Mosaic
virus) virusu fotosintezés intensyvumo sumaz¢jimas buvo silpnesnis, nei tikétasi pagal
chlorofilo kiekio sumazéjima. (Hampton ir kt., 1966).

Padidéjes kvépavimo intensyvumas pastebétas N. glutinosa augaluose, uzkréstuose
turnepso mozaikos virusu (angl. Turnip Mosaic virus). Tabako lapus uzkrétus TEV ju
kvepavimo lygis padidéja 40% lyginant su sveikais augalais (kontrole).

Poty virusais uzkréstuose augaluose gali padidéti bendras baltymy kiekis, sumazéti
nitraty kiekis, pasikeisti amino riig§¢iy sudétis (pavyzdziui, Cili Capsicum annuum). Tabako
augalus uzkréstus Poty virusais padaugeja glutamino, prolino, asparagino amino riigsciy
kiekis. Taciau laisvyjy amino riig§€iy sudéties pokyc€iai beveik nesiskiria tarp bulviy Y ir X
virusy Seimy (angl. Potato virus X). UZkréstuose augaluose gali sumazéti auksiny kiekis,
pasikeisti Na" ir K" jony pralaidumas (Tu ir kt., 1970).

Neabejojama, kad Poty virusai kenkia simbiotinéms Rhyzobium sp. bakterijoms. Sojos
mozaikos virusu (angl. Soybean Mosaic virus) uzkréstuose sojyu augaluose Sakny

gumbuotumas sumazg¢jo iki 80 procenty (Kurstak, 1981).



1.1.2. Potyviridae Seimos virusy poveikis uzkréstoms lasteléms

Bulviy Y virusy Seimos nariams biidinga sudaryti citoplazminius ir brandulio

kristalinius intarpus (BKI) virusy uzkréstose augalo lastelése (Khan ir kt., 2007).

1.1.2.1. Citoplazminiai intarpai

Visi Poty virusy $eimos nariai suformuoja vidulastelinius citoplazminius intarpus. Sie
intarpai dazniausiai biina cilindro formos, dalis ju bent jau pradinése vystymosi stadijose —
kigiskos formos (Matthews, 1992).

Citoplazminiai intarpai pirma karta aptikti 1958 metais augaluose, uzkréstuose PVY
(angl. Potato virus Y). Tada jie buvo klaidingai palaikyti savaime susidaranciais virusiniy
daleliy dariniais. Taciau pasirod¢, kad Poty virusy sukeliami citoplazminiai intarpai yra
sudaryti i§ vienos polipeptidinés grandinés baltymo (molekuliné masé 67-70 x 10%), kuris
skiriasi nuo viruso apvalkalo baltymo. ISgryninus penkiy skirtingy Poty virusy citoplazminius
intarpus ir gavus jiems specifinius antikiinus buvo atlikti serologiniai tyrimai, kurie parode¢,
kad visi penki intarpus sudarantys baltymai yra serologiSkai skirtingi (Kurstak, 1981). Ju
nuosekliis tyrimai parodé, kad intarpai infekcijos metu kinta: keiciasi ju dydis, forma,
skaiCius ir padétis lasteléje (Khan 2007).

Citoplazminiy intarpy funkcija nezinoma, ju rySiai su plazmodezmomis ankstyvose
stadijose leidzia manyti, kad jie kazkokiu biidu yra susij¢ su viruso daleliy bei ju komponenty

tarplasteliniu transportu (Kurstak, 1981).

1.1.2.2. Branduolio kristaliniai intarpai (BKI)

TEV sukelia kristalinius branduolio intarpus, kurie dazniausiai aptinkami branduolio
karioplazmoje, retai lastelés citoplazmoje. BKI aptikti Sviesiniu mikroskopu. Tuo metu
manyta, kad jiems budinga staCiakampio forma, vélesni tyrimai atlikti elektroniniu
mikroskopu parod¢, kad BKI yra keturkampés piramidés nupjautu virSumi formos.

Pradzioje buvo manoma, kad BKI gali buti taisyklingi viruso daleliy dariniai, bet
tolimesni tyrimai parodé¢, jog jie sudaryti daugiausia i§ baltymy (gali buti, kad vien 1§

baltymy) (Kurstak, 1981).



1.1.2.3. Kiti citologiniai efektai

Pastebéta, kad uzkréstose drigniy mozaikos virusu (angl. Henbane mosaic virus) Datura
stramonium lapu lastelése kartais susidaro nejprasti agregatai i§ nenormaliai pailgéjusiu
mitochondrijy. Mitochondrijos pailgéja 5 pm ir yra sukabinamos savo Soniniais pavirsiais. Jas
jungia virusiniy daleliy sluoksnis, bet jose nepastebéta jokiy struktiiriniy pakitimy.
Mitochondriju agregacija gali biiti budinga visose Poty virusy uzkréstose lastelése (Weintraub
ir kt., 1973).

Poty virusams budingi ne tik mitochondriju agregatai, agregave chloroplastai rasti C.
quinoa lapy parenchimos lastelése uzkréstose TurMV. Bet tai nebiidinga pupeliy mozaikos
virusu (angl. Bean mosaic virus), saloty mozaikos virusu (angl. Lettuce mosaic virus), saliery
mozaikos virusu (angl. Celery mosaic virus) uzkréstose augaluose. Virusiniy daleliy sluoksnis
susidaro lygiagrec¢iai gretimiems chloroplastams (jis juos tarsi suklijuoja), toks sluoksnis gali
susidaryti ir tarp pavieniu chloroplasty bei tonoplasto. Chloroplasty agregacija gali buti
panaudota TurMV identifikacijai (Kurstak, 1981).

Pavienés Poty virusy dalelés ar nedidelés ju sankaupos retkarciais randamos atsitiktinai
pasiskirsc¢iusio visoje uzkrésty lasteliy citoplazmoje, arba plazmodesmose. Dazniausiai Poty
virusai randami pavienémis sankaupomis i$sidésciusiomis lygiagreciai tonoplastui ar lastelés
plazminei membranai. [prastinis virusiniy daleliy i$sidéstymas lygiagreciai tonoplastui vyksta
del atsitiktino virusiniy daleliy patekimo ir negaléjimo iStrukti (spasty principas) ir/arba
aktyvaus ju Salinimo i§ citoplazmos i vakuoliy vidy. Bet kokiu atveju sluoksniuoti (kaip
popieriaus lapai), ar bruksniy pavidalo (kaip kopécios) virusiniy daleliy dariniai yra biidingi

visai Poty virusy Seimai (Kurstak, 1981).

1.2. Slyvy raupy virusas

Slyvy Sarkos virusas, kitaip slyvu raupy virusas, galimas sinonimas — slyvy virusas 7
(angl. Prunus virus 7). ICTV patvirtintas akronimas: PPV.
Siuo metu zinomi $esios slyvy raupy viruso padermés (Glasa ir kt., 2002).
Liga — ,,8arka“ sukeliama slyvy raupy viruso pirma karta pastebéta 1915 m.
Bulgarijoje. 1932 metais nustatyta, kad ja sukelia virusas (Khan ir kt., 2007). Pradzioje plitgs
letai (1935m. pasieké Jugoslavija, apie 1941m. Vengrija), 1950m. PPV uzkrato plitimo
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greitis pastebimai iSauga. 1956m. virusas patenka i Vokietija, 1961m. Lenkija ir Rusija,
1970m. Pranciizija, 1984m. aptinkamas Ispanijoje. Europoje ,Sarka*“ tapo labiausiai
kaulavaisius niokojancia liga (Dragoljub., 1999). Paaiskéjo, kad 100 milijony medziy gali biiti
uzsikréte Siuo virusu. PPV uzkrato plitimas nesustoja ir virusas toliau plinta Eurazijoje bei
Siaurés Afrikoje. 1992m. PPV simptomai uzfiksuoti Cilés teritorijoje (virusas ,perplauké*
Atlanta). Slyvy raupy virusas aptiktas ir Siaurés Amerikoje (JAV Pensilvanijos valstijoje), bet
ji pavyko lokalizuoti bei buvo manoma, kad infekcijos plitima pavyks sustabdyti. Bet 2006
metais Niagaros apygardoje (JAV) aptikti keli slyvos medziai uzsikréte PPV, tais paciais
metais virusas aptiktas ir MicCigano valstijoje (JAV). PPV invazijos nepavyko iSvengti ir
Kanadai (Brunt ir kt., 1999)

Pirmieji duomenys patvirtinantys PPV paplitima Lietuvoje gauti 1995 metais,
panaudojant ELISA metoda iStyrus Kauno regione auganciy kaulavaisiy pavyzdZius.
Lietuviski izoliatais 1997 matais buvo uzkrésti zoliniai augalai, kuriuose virusas —
padaugintas. ELISA testui panaudojant monokloninius padermei specifinius antikiinus
nustatyta kad, jie priklauso PPV — D padermei (Staniulis et al., 1998; Jeckeviciené, Staniulis,
2003).

Ukrainoje PPV pirma karta aptiktas Chernivtsy apylinkése 1966 metais (Piskun,
1969). 1969 metais vietiniai infekcijo zidiniai aptikti Chernivtsy, Lvovo, UZzkarpatés,
Ternopil, Ivano — Frankivsks ir Vinnitsya regionuose. 1993 mety pradzioje buvo nustatytos
viruso pasklidimo Salyje ribos. PPV nustaytas 83 tkiuose, Chernivtsy, Lvovo, UZkarpateés,
Ternopil, Ivano — Frankivsks, Mykolayiv, Odessos ir Vinnitsya regionai parodyti kaip: riboto
viruso paplitimo zonos, lik¢ Salies teritorijose virusas nebuvo aptiktas. Priemonés kuriy buvo
imtasi sustabdyti viruso plitimui, pasirod¢ gana veiksmingos Vinnitsya, Ivano — Frankivsks ir
Mykolayiv regionuose, taciau kitose anks€iau paminétose zonose, nepaisant taikomo griezto
karantino, virusas ir toliau sékmingai plinta (Ratunshnyak, 2003). 2006 metais PPV plitimas
patvirtintas 6 Ukrainos regionuose (Chernivtsy, Lvovo, Uzkarpatés, Ternopil, Odessos ir
Krymo), bendras infekuoty sody plotas 4543,9 ha (Ukrainos karantino tarnybos duomenys
2006). Pirmame paveikslélyje raudonai pazyméti regionai, kuriuose 1966 — 2006 mety
laikotarpiu buvo nustatytas PPV.
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1 pav. PPV paplitimas Ukrainoje, teritorijos kuriose PPV aptinkamas pazymétos raudonai.

1.2.1. PPV viriono savybés

PPV nukleokapside¢ siiiliska 660-720 nm ilgio, diametras siekia 18 nm. Sedimentacijos
koeficientas - 180 S (Dragoljub ir kt., 1999). Terminés inaktyvacijos taskas 52 — 58 °C.
Uzkratas gyvybingas in vitro iSlieka 3 — 4 dienas (Rankovi¢, 1976).

Virionas sudarytas i§ 7% nukleoriigsties, 93% baltymuy, lipidai | virusinés dalelés sudét]
nejeina (Dragoljub ir kt., 1999).

Genetiné PPV medziaga — vienvija plius prasminé RNR molekulé (Dunez ir Sutic, 1988).
Genomo replikacija vyksta augalo Seimininko Iasteliy citoplazmoje. Replikacijai pagalbinis
virusas (angl. helpervirus) nereikalingas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdBY/).

Aptiktas vienas struktiirinis { viriono sudéti ieinantis baltymas, sudarytas i$ trijy domeny
(Salvador ir kt., 2006). Didziausias domenas 43500 Da, vidutinis — 29000 Da, maziausias —
27000 Da mases (Dragoljub ir kt., 1999).

Virionai aptinkami lapy (mezofilio), ksilemos, ziedu, pumpury, vaisiy, zZievés bei jauny
ugliy lasteliy citoplazmoje. PPV infekcijos metu susidaro lastelés citoplazminiai intarpai. Jie
gali biiti amorfiniai X — kiineliai (angl. amorphous X-bodies), maliin¢lio ar adatos pavidalo
(Khan ir kt., 2007) bei kitokiy nejprasty formu. Sie intarpai, tai — baltyminiai parakristalai
(sudaryti i§ baltymy, o ne i§ viriony). Susiformavusius parakristalus apsupa polisominé
membrana. Be citoplazminiy intarpy stebima branduolio iSorinio apvalkalo evaginacija

(iSlinkimas 1 iSorg), chloroplasty iSorinio apvalkalo invaginacija (ilinkimas 1 viduy),
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nukleoproteiny sintezés suintensyvéjimas ir ribosomy skai¢iaus augimas). PPV serologiSkai

susietas su PVY, taciau rySys — silpnas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ICTVdb/ICTVdB/).

1.2.2. PPV viruso pernasa

Slyvy raupu virusas plinta uzkrato pernes¢jo (vektoriaus) pagalba. Uzkratas gali biti
pernestas ir mechaninés inokuliacjos biidu, skiepijant, abrikosuose plinta per séklas (PPV — M
tipas), bet nepersiduoda augaly mechaninio kontakto metu (Brunt ir kt., 1999).

PPV wvektoriai — vabzdziai (amarai). DaZniausiai virusa pernesa Brachycaudus
helichrysi, Myzus persicae, M. humuli. Infekcija plinta nepersistentiniu biidu (Dragoljub ir kt.,
1999).

1.2.3. PPV padermés

Siuo metu Zinomos $eios slyvy raupy viruso padermés: PPV — M (Marcus), PPV — D
(Dideron), PPV — EA (PPV — El Amar), PPV — C (Cherry), PPV — W (Winona) ir PPV — Rec
(Recombinant) (Serce ir kt., 2009). Padermés iSskiriamos pagal tam tikrus genetinius,
serologinius, ir biologinius skirtumus (Fanigliulo ir kt., 2003 Myrta ir kt., 2006). Neatitikimai
atsiranda skirtumy nukleo- ir amino- riigsciy lygyje, nepaisant vienodos PPV padermiy
genetineés organizacijos. Dél Siy skirtumy varijuoja atskiry Stamy Seimininky ir vektoriy ratas,
iSryskéja ju sukeliamy simptomy skirtumai. Deél to PPV S§tamo nustatymas yra bitinas
efektyviai ligos kontrolei (Myrta ir kt., 2006). Priskiriant konkrety virusa vienai ar kitai
padermei, yra remiamasi molekuliniais metodais, pagristais imunofermentine reakcija,
panaudojant padermei specifinius monokloninius antikiinus, tam tikry viruso genomo sriciy

restrikcijos fragmenty ir/arba PGR produkty analize (Candresse ir kt., 1998).

1.2.3.1. PPV -M

PPV — M kartu su PPV — D buvo pirmosios slyvuy isskirtos raupy viruso padermés. Jas
pavyko nustatyti panaudojant padermei specifiSkus monokloninius antikiinus. PPV — M
aptikta pra¢jusio amziaus aStunto deSimtmecio pabaigoje - Pranciizijoje (Candresse ir kt.,

1998). Tai — viena ekonomiskai svarbiausiy i§ visy zinomy slyvy raupy viruso padermiy. PPV
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— M labiau paplitusi centringje, ryty, ir pietry¢iy Europoje (Szemes ir kt., 2001). Lyginant su
PPV — D, PPV — M padermé turi platesni Seimininky spektra ir plinta greiCiau, lengviau
infekuoja persikus ir abrikosus (Poggi Polini ir kt., 1997). Sioje paderméje idskiriami du
potipiai, kuriuos pavyko nustatyti panaudojant monokloninius antikiinus. Pirmasis potipis
pasizymi tipiSkomis PPV — M savybémis (reaguoja tik su PPV — M specifiskais antikiinais).
Antrasis — apvalkalo baltymo sudétyje turi PPV — D padermei tipiska epitopa (reagavo ir su
PPV — M ir su PPV — D tipiskais antikiinais). Yra nustatytas rySys tarp potipiy ir tam tikry
geografiniy sriciy: pirmasis pogrupis dazniausiai aptinkamas izoliatuose i$ ryty ir centrinés
Europos (Vengrijoje, Slovakijoje, Vokietijoje), antrasis — Vidurzemio jiiros Salyse (Graikijoje,

Italijoje, Turkijoje, Slovakijoje, Pranciizijoje) (Myrta ir kt., 2001).

1.2.3.2. PPV-D

Dazniausiai PPV — D padermé aptinkama vakary Europos ir kai kuriose VidurZzemio
juros Salyse (Candresse ir kt., 1998). Nors PPV — D yra maziau agresyvi lyginant su PPV - M
(Poggi Pollini et al., 1997), tatiau pasaulio mastu ji platiau paplitusi. Batent PPV — D
padermé buvo aptiktas Ciléje bei kitose P. ir S. Amerikos valstybése (Herrera ir kt., 1997;
Rosales ir kt., 1997). Tai gali biiti paaiSkinama mazesniu jos agresyvumu (silpnesni ir sunkiau
pastebimi simptomai), todél ji gali lengviau plisti su sodinamaja medZiaga. Lyginant su PPV
— M, PPV — D padermé lengviau plinta skiepijant (vegetatyviskai dauginant), bet maziau
efektyviai perneSamas vektoriy (Lansac ef al, 1997) — tai dar viena jo platesnio paplitimo

priezastis.

1.2.3.3. PPV — El Amar

Pirma karta PPV — EA izoliatas aptiktas Egipte (Nilo deltos regione). Ji plinta PPV
biidinga maniera (vektoriaus pagalba) nepersistentiniu biidu. Kad PPV — EA yra atskira slyvy
raupy viruso paderme, buvo patvirtinta atlikus jos 3" galo 4773 nt regiono tyrimus. Tik 2006m
buvo nusekvenuotas visas PPV — EA genomas. Nustatyta kad PPV — EA pasiZzymi budinga
visoms PPV paderméms bendra genomo organizacija. Nukleoriigs¢iy sastatas atitiko 79- 80%,
77% ir 77% (atitinkamai D/M, C, W) Stamy genomus, taciau skirtumai tarp amino ragciy
svyravo tik nuo 87% iki 91%. Tai galima paiskinti didelie mutacijy gausa trecioje kodono

pozicijoje (Sios mutacijos daZniausiai biina tylinc¢ios) (Myrta ir kt., 2006).
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1.2.3.4. PPV -C

Ilga laika buvo manoma, kad slyvy raupy virusas negali uzkrésti vysSniy (Prunus cerasus
L.) ir/arba jos yra labai atsparios viruso infekcijai. Taciau Moldovoje atradus PPV — C
padermg paaiskéjo, kad tai néra tiesa. PPV — C padermé geba ne tik uzkrésti vysnias, bet gali
biiti perduota kitiems, labiau PPV tipisSkiems Seimininkams (tokiems kaip persikai ir
abrikosai) (Nemchinov ir kt., 1996). Vélesni tyrimai parodé¢ Sios padermés gebéjima infekuoti
dar platesni Seimininky spektra, ja gali uzsikrésti ir treSnes (pirmoji PPV — C uzsikrétusi
treSne aptikta Italijoje) (Fanigliulo ir kt., 2003). I§ dalies nusekvenavus PPV — C genoma (3~
gala) buvo nustatytas stebinantis divergencijos laipsnis lyginant su PPV — M, PPV — D, PPV —
EA tipais. Bet tarp PPV — C izoliaty, i$skirty i§ uzkrésty vysniy ir tre$niy, didelio skirtumo
nepastebéta (Fanigliulo ir kt., 2003).

1.2.3.5. PPV - W

PPV — W padermé pirma karta aptikta Kanadoje 2003 metais, iSskirta i§ slyvos.
Tolimesniy tyrimy eigoje paaiskéjo, kad jos negalima priskirti jokiam iki tol zinomam slyvy

raupy viruso padermei (James ir kt., 2003).

1.2.3.6. PPV — Rec

PPV — Rec slyvy raupuy viruso padermé buvo nustatyta atlikus netipiSkai su padermei
specifiniais monokloniniais antiklinais reagavusiy (teigiamas rezultatas tiek su PPV — D tiek
su PPV — M specifiniais antikiinais) izoliaty NIb (C — galinés) — CP (N — galinés) genomo
srities analizg. Patvirtinusia, natiiralia rekombinacija tarp PPV — D ir PPV — M padermiy,
tame paciame rekombinacijos taske visais tirtais atvejais. PPV — Rec padermés izoliatams
budinga besimtomé infekcijos eiga augale indikatoriuje persike GF350 ir dvigubos apvalkalo
baltymo juostos susidarymas imunoblotingo metu. PPV — Rec Stamas daZniausiai aptinkamas
centrinés Europos (Cekija, Vengrija, Slovakija) ir Balkany valstybése. Remiantis izoliaty
gausa ir ju genetine jvairove manoma, kad PPV — Rec padermé¢ susiformavo vienoje i§

buvusiy Jugoslavijos valstybiy (Glasa ir kt., 2005).
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1.2.4.. Slyvy raupuy viruso rekombinacija

Ilga laika rekombinacija nebuvo laikyta reikSmingu procesu PPV viruso evoliucijoje.
Pirmieji praneSimai apie PPV rekombinantus buvo palaikyti retomis iSimtimis i$ taisyklés,
neatspindin¢iomis realios situacijos (Glasa ir kt., 2002). Taciau did¢jantis praneSimy srautas
apie rekombinacijos atvejus tarp skirtingy PPV padermiuy (ypa¢ PPV — M ir PPV — D),
priverté pakeisti nuomong. Neziiirint kilmés ir izoliaty aptikimo laiko, visais atvejais viruso
genomo sritis, kurioje vyko rekombinacija, buvo ta pati (PPV genomo NIb regiono 3" gale),
Siuo metu tokie rekombinantiniai PPV izoliatai priskiriami naujai PPV — Rec padermei (Glasa
ir kt., 2005) . Pilnai nusekvenuoty PPV padermiy genomy analizé¢ suteiké duomeny apie
Zymiai seniau jvykusi rekombinacijos procesa, palikusi zyme PPV tipy evoliucijoje. Jo metu
PPV — M, PPV — D padermés dalinosi 5" genomo regionu (NCR), rekombinacija vyko vienoje
1§ iy sri¢iy: 5'- NCR plius P1 gene, HCPro gene, ir P3 geno N gale. Tai paaiskina didelj P1
geno konservatyvuma tarp slyvy raupy viruso D ir M padermiy, lyginant su kitais Poty Seimos
virusais. Tuo tarpu PPV — C (greiciausiai ir PPV — EA) susiformavo savarankiskai. Nesenai
atskleistas dar vienas slyvy raupy viruso rekombinacijos mechanizmas (aptiktas izoliatas buvo
mozaika, rekombinacija vyko dvejuose taskuose: HCPro ir P3 regione).

Rekombinantai niekuo nenusileidZzia nerekombinantiniams PPV paderméms tiek
bandymuy metu, tiek lauko salygomis. Ju pernaSos efektyvumas vektoriy pagalba islieka
nepakitgs. Taip pat ju tarpe nepastebéta jokiy replikacijos sutrikimy.

PPV rekombinantus galima aptikti derinant metodus, pagristus specifiniy apvalkalo
baltymo (angl. coat protein, CP) geno sriciuy skirtumais su NIb - CP geny jungties tyrimais,
arba panaudojant citoplazminius intarpus formuojancio baltymo (angl. cylindrical inclusion

protein, CI) pagrindu sukurtas procediiras (James ir kt., 2006; ).

1.2.5. PPV genai ir jy produktai

PPV genomas turi ilga atviro skaitymo rémelj, kuris transkribuojamas visos virusinés
infekcijos metu, pradedant nuo antro AUG kodono. Pradinis transliacijos produktas — didelis
355,5 kDa baltymas. Transliacijos metu ir po jos Sis poliproteinas, veikiamas trijy viruso

koduojamy baltymy, suskaldomas maziausiai | deSimt pavieniy baltymuy. Taciau biitina
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pazyméti, kad susidaro ne vien atskiri baltymai, bet ir visa eil¢ i§ dalies apdoroty poliproteiny,
kurie gali buti panaudoti viruso ,,infekcinei talpai® (optimaliam virusiniy daleliy skaiciui
Seimininko lastelése) pasiekti (Lopez-Moya ir kt., 2000; Salvador ir kt.,, 2006). 2 pav.

pavaizduoti PPV genai ir ju iSsidéstymas.

I

o4 [ |

Pl HC P3 6KI Cl1 6K2 Nla Nib CP
2 pav. PPV genai (Salvador ir kt., 2006)

1.2.6. PPV baltymai

1.2.6.1. P1

P1 yra pirmasis poliproteino C galo komponentas, pasizymintis didziausiu variabilumu
(varijuoja amino ragsciy sekos ir baltymo masé) tarp visu Potyviridae Seimos virusuy.
Nepaisant to, Sio baltymo C galinis regionas yra santykinai konservatyvus. Jis talpina serino
proteazés domena, stipriai besiskirianti nuo lastelés proteaziy (Verchot ir kt., 1991). P1 —
stipriai bazinis baltymas. Pastebéta, kad kai kuriuose Poty Seimos virusuose jis geba suristi
RNR (Mertis ir kt., 1998). Tai leidzia teigti, kad jis yra svarbus viruso replikacijos,
transliacijos, ir/arba virusinés RNR translokacijos procesuose. Yra jrodytas P1, kaip
papildomo faktoriaus, vaidmuo viruso genomo amplifikacijoje. Manoma, kad didelis $i
baltyma koduojancios srities nukleotidy variabilumas yra susijgs su tam tikru jo vaidmeniu,
apsprendziant viruso Seimininky ratg. Nukleotidy pakitimai P1 srityje leidZzia PPV virusui
efektyviau infekuoti kai kuriuos Zolinius augalus bei gali biiti susieti su infekcijos simptomy

kitimu juose (Salvador ir kt., 2006).
1.2.6.2. HCPro
Poty virusuose HCPro vaidina polifunkcinio baltymo vaidmeni (Maia ir kt., 1996). I8
pradziy jis buvo apibidintas kaip faktorius, btinas viruso plitimui vektoriaus (amary)

pagalba 1§ augalo 1 augala (Govier ir kt., 1977). HCPro taip pat susijes su genomo

amplifikacijos, infekcijos plitimo Seimininko audiniuose, viruso patekimo i séklas procesais
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(Salvador ir kt., 2006). Jis dalyvauja PPV saveikoje su kitais augaly virusais (Gonzalez- Jara
ir kt., 2004). HCPro — cysteino proteazé, pasiZyminti autokatalitinémis savybémis (HCPro
savaime iSsikerpa i§ poliproteino) (Salvador ir kt., 2006). Nustatytas HCPro dalyvavimas
virusui apeinant Seimininko gynybinius mechanizmus, susijusius su RNR nutildimu (Brigneti
ir kt., 1998). Taip pat HCPro gali saveikauti su miRNR, sumazindamas Seimininko galimybes
pasipriesinti infekcijai (Kasschau ir kt., 2003). HCPro dalyvavimas RNR nutildimo slopinime
gali lemti ir kai kurias kitas jo savybes. Sis baltymas gali saveikauti pats su savimi, be to
pastebima jo saveika su Seimininko ar kitais virusinés kilmés baltymais (Salvador ir kt.,
2006). Saveika su virusiniy daleliy pavirSiniais baltymais ir amaro stileto pavir§iumi, leidzia
virusui plisti vektoriaus pagalba (Blanc ir kt., 1998). Saloty mozaikos viruso (angl. Lettuce
mosaic virus) CHPro pasizymi gebéjimu prisijungti prie 20 S proteosomos ir inhibuoti jos
endonukleazini aktyvuma. Manoma, kad tai uZztikrina viruso apsauga nuo lastelés
endonukleaziy infekcijos metu. Tai biidinga ne tik Siam virusui, bet ir visai Poty virusy Seimai

(Balut ir kt., 2005).

1.2.6.3. P3

Apie P3 baltymo funkcija i§ visy Poty Seimos virusams budingy baltymuy zinoma
maziausiai. Tai lemia maza baltyma koduojanciy seky homologija tarp skirtingy Seimos nariy
ir prieStaringi eksperimenty rezultatai. P3 baltymas randamas tiek augalo Seimininko lasteliy
citopazmoje (kur sudaro kompleksus su CI baltymu), tiek branduolyje. Toks jo pasiskirstymas
lastel¢je paiSkinamas tuo, kad susidaro dvi skirtingos baltymo formos veikli ir neveikli,
kurios transportuojamos i skirtingas Seimininko lasteliy struktiiras (Rodriguez- Cerezo ir kt.,
1993; Urcuqui-Inchima ir kt., 2001).

Nors, P3, 6K1 ir 6K2 peptidas yra vieninteliai Poty virusams biidingi baltymai
nepasizymintys RNR suri$anciu aktyvumu manoma, kad P3 yra susiejgs su viruso replikacija.
Tai patvirtina ir eksperimentiniai duomenys mutacijos tam tikrose §i baltyma koduojanciy
seky vietose sutrikdo normalig Poty virusy replikacijos eiga. Greiciausiai P3 jtaka replikacijos
procesams lemia jo geb¢jimas saveikauti su CI baltymu, kuris yra replikacinio komplekso
dalis Bulviy Y Seimos virusuose (Urcuqui-Inchima ir kt., 1993; Klein ir kt., 1994). Taip pat
pastebétas P3 geb¢jimas sudaryti saveikas ir su kitais Poty virusuy baltymais (P3, P1, Nla ir
NIb) (Guo ir kt., 2001).
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1.2.6.4. 6K1 peptidas

6K1 peptidas Poty virusuose yra konservatyvesnis uz prie§ ji esantj P3 baltyma. Sis
peptidas turi hidrofilini regiona, kuris dalyvauja virusui integruojantis i lastelés membrana. In
vitro segmentacija tarp P3 baltymo ir 6K1 peptido yra nepilnai iSreiksta, taciau tai neturi
itakos viruso gyvybingumui (Salvador ir kt., 2006). Vis délto mutacijos, turincios vienokios ar
kitokios jtakos Sios srities formavimuisi, sukelia nukrypimus nuo iprasto infekcijos simptomu
pasireiSkimo laiko bei juy stiprumo pokyCius (Riechmann ir kt., 1995). Tyrimu duomenys
leidzia teigti, kad P3 — 6K 1 genominé PPV viruso sritis tiesiogiai susijusi su viruso padermiy
adaptavimusi prie skirtingy Seimininky ir turi jtakos infekcijos simptomy pasireiskimui juose.
Konstruojant chimerinius virusus in vitro pastebéta, kad PPV — M padermés virusams $ig sriti
pakeitus PPV — D padermés sritimi virusinés infekcijos eiga ir simptomy raiska supanaséja su
PPV — D. Procesui didziausios itakos turi 74 C galinés P3 — 6K 1 regiono koduojamos amino
rugstys (Saenz ir kt., 2000). Manoma, kad jungties tarp P3 ir 6K1 peptido susidarymas
vaidina reguliacini vaidmeni, apsprendziant P3/6K1 komplekso funkcijas (Salvador ir kt.,

2006).

1.2.6.5. C1

Unikalus ir tipiSkas Poty virusy Seimos infekcijos poZymis — maliinélio formos
citoplazminiy intarpy susidarymas, kurie susiformuoja i§ cilindrinius intarpus formuojanciy
baltymy CI. CI priklauso didelei baltymy Seimai, kurios atstovai turi nukleotidtrifosfatus
(NTP) surisantj domena. Siai $eimai priklausantys baltymai yra pla¢iai paplite gamtoje ir
dauguma RNR virusy turi bent viena toki proteing (Salvador ir kt., 2006). PPV CI pasizymi
NTP-aziniu ir helikaziniu aktyvumais, kurie yra butini viruso replikacijai (Fernandez ir kt.,
1997). CI baltymai ima saveikauti tarpusavyje, jei aplinkoje néra kity virusinés kilmeés
baltymuy, uzZ §ia saveika yra atsakingos 177 N galinés amino rigsStys (Lopez ir kt., 2001).
Manoma, kad CI oligomerizacija néra susijusi su NTP-aziniu baltymy aktyvumu, bet yra
biitina salyga veiksmingai RNR helikazés veiklai. Genetiné analizé ir citoplazminiy intarpy,
sudaryty 1§ CP, CI, esanciu netoli plasmodesminio tinklo, elektroniniu mikroskopu darytos
nuotraukos atskleid¢ CI vaidmeni Poty virusy plitime augaluose i$ lastelés i lastelg (Salvador

ir kt., 2006).
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1.2.6.6. 6K2

6K2 baltymas d¢l centre turimo hidrofobinio domeno primena 6K1 peptida. TVE 6K2
baltymas gali saveikauti su endoplazminio tinklo membranomis kaip integracinis baltymas
(hidrofobinio domeno déka). Manoma, kad jis susijgs su RNR replikacinio komplekso
nutaikymu 1 specifines vietas membranoje (Schaaad ir kt., 1997). Irodytas rySys tarp 6K2
baltymo ir tolimojo virusiniu daleliy judéjimo bei specifisky simptomu sukélimo Seimininke

(Salvador ir kt., 2006).

1.2.6.7. NIa-VPg

Nla baltymas pirmiausiai buvo aptiktas kai kuriy Poty virusy, tame tarpe ir PPV,
citoplazminiuose branduolio intarpuose, kaip vienas i$ juos sudaranc¢iy komponenty, ir kaip
proteaze, atsakinga uz centriniy bei C galiniy poliproteino baltymy raiSka (iSkerpa juos i8
poliproteino) (Salvador ir kt., 2006). Galima saveika tarp NIa-Nla arba Nla-NIb baltymu, kuri
yra apraSyta keliuose Poty Seimos virusuose (Daros ir kt., 1999). Nla turi efektyvius signalus,
nukreipiancius baltyma i branduoli. Tai leidzia manyti, kad §is baltymas vaiding tam tikra,
Siuo metu dar gerai nezinoma rol¢ viruso uzkrésty lasteliu branduoliuose (Schaad ir kt., 1996).
VPg baltymas kovalentiskai (fosfodiesteriniu rySiu) susijungia su virusine RNR per tirozino
liekana (Salvador ir kt., 2006). VPg gali saveikauti su RNR replikaze — NIb, manoma, kad jis
panaudojamas kaip pradmuo RNR replikacijos pradzioje (Anindya ir kt., 2005). VPg
dalyvauja ne tik replikacijos procese, bet yra lemiamas veiksnys specifiSko ilgo nuotolio

virusiniy daleliy judéjimo Seimininke, bei lemia viruso virulentiSkuma (Salvador ir kt., 2006).

1.2.6.8. NIaPro

NlaPro baltymas - proteazeé. Katalitiniame centre jis turi cisteino liekana, bet kai kurie jo
struktiiriniai motyvai labai panasis { lastelinés kilmés serino proteaziy motyvus (Salvador ir
kt., 2006). NIaPro gali nespecifiSkai susijungti su RNR. Manoma, tai susij¢ su jo dalyvavimu
virusinés RNR replikacijoje (Daros ir Carrington, 1997). Yra duomeny apie NlaPro gebé&jima
degraduoti dvivij¢ DNR (Anindya ir Savithri, 2004). Asparagino liekana baltymo

katalitiniame centre yra biitina DNR degradacijai. Biologiné §io reiskinio prasmé neZinoma,
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bet manoma, jog tai susij¢ su NI baltymy nutaikymu i Iastelés branduoli (Anindya ir Savithri,
2004).
1.2.6.9. NIb

NIb yra virusinés kilmés branduolio intarpus formuojantis baltymas. Tai yra nuo RNR
priklausoma RNR polimeraze, atsakinga uz Poty virusy genomo replikacija (Hong ir Hunt,
1996). NIb saveikaudamas su Nla, P1, P3 gana daznai aptinkamas heterogeniskose sistemose
(Merits ir kt., 1999). Formuojantis RNR replikaciniam kompleksui funkciniai rySiai tarp Siy
dariniy yra nezinomi (Salvador ir kt., 2006). NIb taip pat saveikauja su VPg (manoma, jis

tarnauja pradmeniu replikacijos iniciacijoje (Anindya ir kt., 2005).

1.2.6.10. Apvalkalo baltymas (CP)

Pagrindiné augaly virusu apvalkalo baltymo funkcija — viruso genomo sutalpinimas
specifingje struktiiroje — kapsidéje. Poty virusy Seimos CP sudarytas i§ trijy domeny. Jo N-
galinis ir C-galinis regionai iSsidést¢ virusinés dalelés pavirSiuje. Konservatyvus Serdinis
domenas yra butinas virusiniy daleliy susiformavimui ir ju plitimui i$ lastelés i lastelg. N-
galinis CP regionas pasizymi ypatingu variabilumu tarp skirtingy Poty virusy. Jis vaidina
svarbuy vaidmeni viruso plitime. Nustatyta, kad efektyviam viruso plitimui svarbesnis yra
tinkamas elektrinis Sios srities kriivis nei specifiné aminortigs¢iy seka (Salvador ir kt., 2006).
Konservatyvus N- galinés srities DAG motyvas yra biitinas CP saveikai su HCPro ir viruso
plitimui vektoriaus pagalba (Blanc ir kt., 1997). Slyvy raupy viruso CP yra fosforilinamas
(Fernandez-Fernandez ir kt., 2002). Tokia potransliaciné baltymo modifikacija kei¢ia baltymo
sugeb¢jima prisijungti RNR ir tai galéty buti vienas mechanizmy, reguliuojanciy genominés

RNR transliacija, replikacija, ir supakavima | kapsidg (Ivanov ir kt., 2001).

1.2.7. PPV simptomai

PPV simptomai varijuoja priklausomai nuo augalo Seimininko rtSies, amZiaus, jo
apsiripinimo maistinémis medziagomis bei kai kuriy aplinkos faktoriy (pavyzdziui,
temperattros) (Khan ir kt 2007). Simptomy sunkumas gali kisti priklausomai nuo viruso

padermés, kuria yra uzsikrétes tiriamas augalas (Dragoljub ir kt., 1999). PPV simptomai
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pasireiSkia neiprastai. Jie gali iSrySkéti ant keleto vaisiy ar lapy, o visi kiti (vaisiai ir lapai)
nerodys infekcijos pozymiy. PPV simptomai daZniausiai iSrySkéja pragjus trims metams nuo
augalo uzkrétimo. Lapuose PPV pozymiai neryskiis: lapo gysly geltonavimas ir/arba geltony
ar Sviesiai zaliy apvaliy démeliy lapo pavirSiuje susidarymas. Ant vaisiy pasirodo nekrotiskos
rudos spalvos zonos, forma tampa netaisyklinga, jie biina smulkesni (lyginant su sveiky
augaly vaisias). PPV infekcijos metu pastebimas ir vegetatinio augimo sulétejimas, infekuoti
augalai suformuoja trumpesnius ir plonesnius dglius (Milosevic ir kt., 2009). 3-6
paveiksléliuose pavaizduoti ,,Sarkos® pazeisti slyvos ir persiko lapai bei vaisiai (3-4 pav.
viruso  simptomai  slyvose, 5-6  pav. persike). Nuotraukos  paimtos 1§

http://plantclinic.cornell.edu.

5 pav. PPV infekuoto persiko vaisius. 6 pav PPV infekuoto persiko lapai.

1.2.8. Augaly atsparumas PPV infekcijai

Nuo homologijos priklausoma selektyvi RNR degradacija (potransliacinis geno
nutildimas) yra susijusi su keletu biologiniy reiskiniy, tame tarpe ir augaly atsparumu
virusinéms infekcijoms. Mazos RNR molekulés komplementariai saveikaudamos su savo

taikiniais (svetimos kilmés RNR), atveda RNR-azes (ribonukleazes), kurios degraduoja
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svetima RNR. To pasekoje nevyksta virusiniy baltymy transliacija ir viruso dauginimasis yra

nuslopinamas (Pandolfini ir kt., 2003; Agrawal ir kt., 2003).

1.2.9 PPV jautrus augalai indikatoriai ir viruso simptomai juose

Augalai indikatoriai (jautrus PPV) ir viruso pozymiai juose:

Chenopodium foetidum — geltonos démés, kai kurios su nekrotiskais pazeidimais centre, arba
nekrotiSkos démés;

Pisum sativum — lapo gysly iSrySkéjimas, chlorotiSkos démeés;

Prunus domestica — chlorotiSki ziedai ir démés;

P. japonica — chlorotiskos démés;

P. maritima — chlorotiskos démés, lapo gysly nekroze;

P. sibirica — Zalios démés ir blankus iSmarginimas linijomis;

P. tomentosa — nenormali jauny lapy forma, chlorotiSkos démés, nekrotiSkos démés ant

senesniy lapy (Dragoljub ir kt 1999);

1.2.10. PPV kontrolé

Slyvy raupuy viruso kontrolg galima suskirstyti 1 keturis etapus: 1) karantinas, 2) uzkréstu
augaly naikinimas, 3) vabzdziy populiacijos kontrole, 4) atspariy PPV augaly veisliy
selekcija, arba jy suklirimas geny inZinerijos metodais.

1) Karantinas — placiausiai Siuo matu taikoma PPV kontrolés priemoné. Tai prevencinés
priemongs prie§ viruso patekima i Sali arba jo migracija 1 kitus Salies regionus (sodinuky
importo reguliavimas, devirusuotos dauginamosios medziagos naudojimas medelynuose ir
panaSiai). Jei karantininis virusas sugebéjo patekti | Sal{ ar regiona, biitina ji kaip galima
grei¢iau aptikti ir sunaikinti. Problemy kelia netolygus PPV pasiskirstymas {vairiose augalo
dalyse, tai apsunkina pavyzdziy, kurie toliau bus tiriami laboratorijoje, paémima.

2) Aptikus virusu uzkréstus medzius, biitina nedelsiant juos pasalinti bei neleisti atzelti
tgliams nukirsty medziy vietoje. Europos sodininkams rekomenduojama prie§ atsodinant

iSkirsta soda (kaulavaisiais) palaukti tris metus.
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3) Naudojant insekticidus i§ dalies galima amary (pagrindiniai PPV vektoriai)
populiacijos kontrolé, o tuo paéiu ir slyvy raupy viruso kontrolé. Zinoma, §i priemoné gali tik
pristabdyti viruso plitima, nes visiSkai kontroliuoti amary populiacija neimanoma, o juk
uztenka vienintelio vabzdzio, kad pernesty infekcija (Brunt ir kt., 1999).

4) Jei konkrecioje vietovéje nuo viruso apsisaugoti negalima, tai vienintelé veiksminga
priemon¢ — atspariy PPV kaulavaisiy veisliy naudojimas. Vienas seniausiai taikomy metody
gauti augaly virusams atsparius transgeninius augalus — viruso geno ekspresija augale. Dél
homologinés saveikos tarp viruso ir transgeniniy seku, gaunamas specifinis (viruso riiSiai)
atsparumas kurio, mechanizmas primena potransliacini geno nutilmodyma (Lo pez-Moya ir
kt., 2000).

DaZniausiai transgeninis atsparumas Slyvy raupy virusui gaunamas modifikuotame
augale ekspresuojant PPV apvalkalo baltyma CP. Eksperimentai su Zzoliniais augalais
turint¢iais PPV CP gena atskleidé, kad tokie augalai pasizymi skirtingu atsparumu slyvy
raupy virusui, silpnesnis atsparumas PPV buvo tais atvejais kai CP ekspresija buvo aktyvesne,
taip pat kai kurias atvejais pastebétas uzdelstas atsparumas, i§ pradziy virusas sé¢kmingai
uzkrésdavo augalus, bet po kurio laiko buidavo iSstumiamas (viruso nebuvo randama naujai
susiformavusiuose lapuose) (Lo pez-Moya ir kt., 2000).

Taciau toks metodas turi rimta truokuma, keliy skirtingy virusy infekcijos atveju buvo
stebima hetero enkapsidacija (kitos raSies virusas paimdavo transgenini PPV CP savo
kapsidés formavimui), o tai lemia potencialy pavoju, kad neplintantys su amarais virusai dél
PPV CP savybiu susijungti su amaro stileto vidiniu pavirSiumi ims plisti. To bandoma
iSvengiama kuriant CP konstruktus su DAG motyvo arba regiono bitino kapsidés

susirinkimui delecijomis (Jacquet ir k t., 1998)

1.2.11. PPV pritaikymas biotechnologijoje

Siuo metu rodomas vis didesnis susidoméjimas augaly virusais, kaip biotechnologijos
objektais, jie taikomi kaip vektoriai transgeniniy baltymy raiSkai augaluose, o taip pat vis
daugiau démesio yra skiriama galimam ju panaudojimui kaip antigeny pateikimo sistemoms.

Egzistuoja dvi pagrindinés strategijos kuriant transgeninius augalus: branduolio

genomo transformacija, ir ju lasteliy uzkrétimas chimerinias augaly virusais.
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Chimeriniy virusy privalumai: galima gauti santykinai didelius tikslinio baltymo
kiekius, ju ekspresija vyksta tik pasirinktu laiku, po inokuliacijos. Tiksliniy seky iklonavimas
1 virusinius genomus leidzia pasiekti geresng baltymo ekspresija nei atsitiktinis tiksliniy seky
Isiterpimas { augalinés lastelés branduolio genoma. Virusiniai vektoriai gali biiti per trumpa
laika iSbandyti eil¢je skirtingy Seimininky parenkant geriausia varianta tikslinio baltymo
ekspresijai, be to viruso indukuojamas geny nutildymas gali biiti panaudojamas augalo geny
funkciniuose tyrimuose.

Slyvy raupu virusas pasizymi keletu savybiu, daranciy ji patraukly vektoriy kurimui.
Didesné¢ genomy talpa budinga spiraling simetrija turintiems virusams (lyginant su
iksoedriniais), vieno didelio poliproteino sintez¢ uztikrinanti tokj pati tikslinio baltymo kieki
kaip ir kity viruso koduojamy baltymu, salyginai platus Seimininky ratas kuris leidzia tikslinio
baltymo sintez¢ vykdyti Zoliniuose ir sumedéjusiuose augaluose bei tirti ju geny funkcijas

Dirbtinai susintetinty peptidy imunogeniskumas sustiprinamas sujungiant juos su
didesnémis molekulémis, specifiniy epitopy pateikimas ant augaly virusiniy daleliy
potencialiai veiksmingas biidas pagerinti antigeno pateikima ir tuo paciu sustiprinti imuning
atsaka 1 ji (Fitchen ir kt., 1995). Kai kurias atvejais $i technologija gali pakeisti 1§ lasteliy
kultiry gaunamas vakcinas. Dazniausiai svetimi peptidai yra iterpiami { N galing PPV CP
geno sritj, vietoj 15 amino rugs¢iy deletuoty natiiraliuose amary neplatinamuose PPV — NAT
mutantuose. Eksperimentai su Sunu parvoviruso VP2 baltymo antigeninémis savybémis
pasizyminciu peptidy 6L15 buvo sékmingi. Ilga laika propaguojant augaluose modifikuota
seka iSlieka stabili ir sukeliamas efektyvus imuninis atsakas (pelése, triusiuose) (Lo pez-Moya
ir kt., 2000; Pogue ir kt., 2002).

Ne visy peptidy sekos gali biiti klonuotos 1 PPV NAT regiona, tod¢l intensyviai
vykdoma paieska kity, potencialiai ju ekspresijai tinkamy CP geno viety.

Panaudojant PPV chimerinius virusus galima sukelti tiek nuo T tiek nuo B limfocity

priklausoma imuninj atsaka (Lo pez-Moya ir kt., 2000).
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II. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

Magistrinio darbo metu buvo atliktas tyrimas, kurio pagrindinis tikslas PPV izoliaty i$
Ukrainos ir Lietuvos P3 — 6K1 genominio regiono seky nustatymas ir palyginimas su
duomeny bazése prieinamomis to paties regiono sekomis.

Darbo metu buvo naudoti Sie metodai: augaly indikatoriy mechaniné inokuliacija,
virusinés RNR i8skyrimas i§ uzSaldyty audiniy, vieno ir dviejy Zingsniy atvirkstinés
transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija (AT-PGR), DNR iSskyrimas i§ agarozés gelio.
Po sekoskaitos gautos sekos buvo analizuojamos panaudojant BLAST, ClustalX2 ir MEGA

4.1 kompiuterines programas.

2.1. Medziagos

2.1.1. Tiriamieji PPV izoliatai

Visi tiriamieji PPV izoliatai buvo surinkti 2007 — 2008 mety laikotarpyje vykdant
dviSal; Lietuvos ir Ukrainos projekta skirta Slyvy raupy viruso tyrimui abiejose Salyse.
Projekto metu buvo surinkta tiriamoji medziaga, PPV virusas nustatytas i§ viso 8 méginiuose
(Norkus ir kt., 2008). IS ju Siam tyrimui atrinkti Se$i méginiai du i§ Lietuvos ir keturi 1§

Ukrainos. Informacija apie tiriamyjy izoliaty radavietes pateikiama lenteléje 1.

1. lentelé. Tyrimams surinkti simptominiai augalai ir ju radavietés.

Radavieté IZO].I a'to
pavadinimas

Lietuva

Sakiy rajonas, Patasyné PPV1
Jonavos rajonas, Pédziai PPV2
Ukraina

UZgorodo apylinkés PPV3
UZgorodo apylinkés PPV4
Kijevo apylinkés, Novosilki gyvenvieté PPV5
Kijevo apylinkés, Zuliani gyvenvieteé PPV6
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2.1.2. Reagentai

B-merkaptoetanolis (ME) Serva
TRIS (2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis) Roth
DIECA (natrio dietilditiokarbamatas); EDTA Merck
(etilendiamintetraacetatas); KH,PO4; KCI; Na,HPO4; NaNj3;
RNaziy inhibitorius; PCR buferiniai tirpalai: 10 mM dNTP miSinys,
10xTaq buferis, 25 mM MgCl, MBI Fermentas
Etanolis AB Sema

e . Boehringer
EtidZio bromidas (EtBr) Mannheim GmbB
NaCl; agaroze Lachema
Na,SOs; boro rigstis; nikotinas Sigma
Skystas azotas ELME-Messer
Acto rugstis Peaxim

2.1.3. Oligonukleotidiniai pradmenys

Pradmenys buvo parinkti pasinaudojant literatiiros Saltini (Glasa ir kt., 2002;).

Pradmuo | Seka 5" -3’ Tipas | llgisnt. | PGR produktas bp
TTA TCT CCA GGA RTT GGA GC | Ties. 20
PPV TTG AGT CAA ATG GRA CAG At 2 836
TTG G N
2.1.4. Buferiai
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 etidZiobromido

PPV inokulicijos buferis

2,5 g NaDIECA, 2 g Na2S03, 15 ml Nikotino,
iStirpinti 1 L PBS, pH 7,2

Fosfatinis buferis (PBS)
(pH 792'794)

1 L reikia: 8,0 g NaCl; 0,2 g KH2PO4; 1,15 g
Na2HPO4; 0,2 g KCL; (0,2 g NaN3)

2.1.5. Geliai

1-2 % agarozinis gelis

tirpale

1-2 % agarozés TAE arba TBE buferiniame
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2.1.6. Rinkiniai

DNR gryninimui i§ agarozés gelio:

; el MBI F
“DNA extraction kit ermentas

“QuickPrep total RNA extraction kit for the direct isolation

. Amersham Bioscience
of total RNA from most eukaryotic tissues or cells”

2.1.7. Fermentai

M-MuLV AT (Moloney peliy leukemijos viruso atvirkstiné
transkriptaze), MBI Fermentas

Rekombinantiné Taq polimeraze

2.1.8. Molekulinés masés standartai ir dazai

GeneRuler' " 50 bp DNA Ladder, fragmenty dydziai: 1000, 900, 800, | MBI
700, 600, 500, 400, 300, 250, 200, 100, 50 bp Fermentas

PCR produkto dazas “6x Loading Dye”

2.2. Metodai

2.2.1. Augaly — indikatoriy metodas

Norint uzkrésti augala virusu, siiloma pasirinkti tokius indikatorinius augalus,
kurie reaguos { tiriama virusa bei kuriuose iSryskeés aiSkiai pastebimi simptomai ir pazaidos.
PPV atveju buvo pasirinktas séjamasis zirnis (P. Sativum), nes ji uzkrétus ne tik pastebimi
ryskis ir tipiSki simptomai, bet ir gaunama sisteminé viruso infekcija, ko pasekoje PPV yra
padauginamas. Augalas indikatorius uzkre¢iamas infekuoty augaly sultimis i§ Sviezios,
Saldytos arba liofilizuotos medziagos. UzkreCiami jauni augalai 3-5 lapy stadijoje.

UzZkrétimas mechaninis.

Uzkrétimo eiga:

1. Indikatoriniy augaly lapai yra pabarstomi karborundu (abrazyvine medZiaga).

2. Porcelianiniame grustuvélyje sutrinami tiriamieji augalai, arba juy liofilinti lapai.

Medziaga trinama inokuliato buferiniame tirpale.
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3. Paralonin¢ kempin¢lé¢ sumirkoma paruoStame inokuliume. Ja, prilaikant pincetu,

sukamaisiais judesiais Svelniai itrinamas indikatorinio augalo lapo pavirsius.

4. Sisteminiai infekcijos simptomai pasirodo praéjus savaitei ar daugiau po
inokuliacijos (iSrySkéja lapuy gyslos, stebima lapy chloroze, virusu uzsikréte augalai
lyginant su sveikais pastebimai smulkesni). Lapai su aiskiais simptomais surenkami
sveriami, fasuojami, Zymimi ir padedami saugoti minusinéje temperatiiroje arba

liofilizuojami, t.y. uzlydomi stiklinése ampulése.

2.2.2. Totalinés RNR iSskyrimas

RNR gali buti iSskiriama i Saldytos ar Sviezios augalinés medziagos. ISskyrimas gali
biiti atlieckamas dviem biidais:

1. Kai iSskyrinéjama i$ Sviezios augalinés medziagos nenaudojant skysto azoto.

1. Ispecialius polietileninius maiSelius (su skiriamuoju tinkleliu viduje) idedamas
tiriamasis augalo pavyzdys. Trinama grastuvéliu. Uzpilama 500 pL 0.1 M
fosfatiniu buferiu ir dar patrinama.

2. IS kitos tinklelio pusés, nei buvo idétas augalinis pavyzdys, paimama 400 pL
suspensijos su augalo sultimis ir supilstoma | ependorfinius meégintuvélius.
Meégintuveliai visa laika yra laikomi ant ledo.

2. Kai iSskyrinéjama 1§ Sviezios ar Saldytos augalinés medziagos naudojant skysta

azota.

PavyzdZziai sutrinami uZpylus skysto azoto. Dalis susidariusiy sutrinty milteliy
perkeliama 1 ependorfinius mégintuvelius ir laikoma ant ledo.

Sekantys virusinés RNR iSskyrimo etapai abiem atvejais yra tokie patys. ISskyrimo
procediira atlickama pagal “QuickPrep total RNA extraction kit for the direct isolation of total
RNA from most eukaryotic tissues or cells” rekomendacijas, naudojant medziagas i$ §io
rinkinio. RNR gali biiti i$skirta 1§ audiniy nuo 25 mg iki 1g ribose. Audiniai turi biiti kiek
galima labiau §vieZi arba liofilizuoti.

Rinkinio komponentai: ekstrakcijos buferis, turintis guanidino tiocianato ir N-lauril

sarkozinato; LiCl tirpalas, ceziotrifluoracetatas (CSTFA).
Darbo eiga:

1. T kiekviena meégintuvél] jpilama po 150 pL ekstrakcijos buferio ir po 3 uL ME.

29



Meéginiai sumiksuojami pipetmanu ir sumaiSomi maisykléje.

2. Pridedama po 350 pL LiClir po 500 uL CsTFA, sumaiSome maiSykl¢je.

3. Meéginiai laikomi ant ledo 10 min. Centrifuguojami 14000g 15 min.

4. Nusiurbiamas baltymy ir DNR sluoksnis, nepalieCiant apacioje esanciy RNR
nuoséduy.

5. Ant RNR nuosédy uzpilama po 75 pL ekstrakcijos buferio, 175 uL LiCl, 250 pL
CsTFA. Po kiekvieno jpilto reagento méginiai maiSomi maisykléje.

6. Centrifuguojama 14000 g 5 min. Atsargiai nupilamas supernatantas, mégintuvéliai
laikomi ant ledo.

7. 1 kiekviena mégintuvéli ipilam po 1 mL 70% etanolio. Etanoli naudoti tik atSaldyta.
Meégintuveliai gerai purtomi, kad susidaryty nuosédos.

8. Meégintuvéliai inkubuojami -20°C per naktj arba -20°C 2 val. I§émus i$ Saldytuvo,
gerai pamiksuojami ir centrifuguojama 14000 g 5 min.

9. Nupilamas etanolis, nusodiname likusias nuosédas. Atidaryti mégintuvéliai laikomi
ant ledo 10-15 min. Tokiu biidu yra nugarinamas spiritas.

10. Ant nuosédy uzpilame po 100-150 pL, atsikirai paruoSto miSinio (su RNR’aziy
inhibitoriumi).

11. Kratant ant maiSyklés, suardomos nuosédos.

12. Mégintuvéliai paliekami ant ledo 20 min.

13. MaiSoma ant maiSyklés, kad iStirpty nuosédos.

14. Mégintuvéliai laikomi 10 min 65°C vandens vonioje, taip gaunama i§valyta totaliné

RNR, kuri yra saugoma -20°C temperatiiroje.
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2.2.3. AtvirkStinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija

Daugelio augaly virusy genetiné medziaga yra RNR, todé¢l polimerazinés grandininés
reakcijos metodas yra modifikuojamas, pridedant papildoma reagentq atvirksting transkriptaze
(AT). AT — fermentas, RNR paverc¢iantis DNR, kuria galima padauginti PGR metodu. PGR
buvo naudojama amplifikuojant P3 — 6K1  viruso genomo sriti kuri véliau buvo
sekvenuojama. PPV P3 — 6K1 genominés srities 836 bp produktui amplifikuoti naudota vieno

ir dviejuy zingsniy PGR (su tais paciais pradmenimis) (Glasa ir kt., 2002).

Dvieju Zingsniuy 836 bp fragsmento amplifikacija:

Pirmiau gaunama cDNR, kuri po to buvo naudojama PGR. Iki RNR jvedimo miSinys

ruoSiamas bendrai, po kiekvieno reagento ipylimo biitina pamaiSyti masykléje.

RNR paruo$imas cDNR gavimui:

1. pilamas deprotonuotas vanduo + DEPC (6 uL méginiui).

. pilamas 0,25 mM atvirkstinis pradmuo (2 pL méginiui).

2

3. miSinys iSpilstomas { atskirus mégintuvélius.

4. ipilama RNR (po 4 pL arba H,O + DEPC vandens kontrolés atveju)
5

. méginiai neSami { termociklerj, naudojami temperattiriniai réZimai:

e 70°C—5min;
o 4°C-ow.

¢cDNR gavimas:

Iki RNR ipylimo miSinys ruoSiamas bendrai, po kiekvieno reagento ipylimo bitina
pamaisyti masykl¢je.
1. pilamas 10 x PGR buferis (jo imama 4 pL meéginiui).
pilamas H,O + DEPC (1,5 pL méginiui).
pilamas 10 mM dNTP (2 pL méginiui).
pilamas 40 u/pL ribonukleaziy inhibitorius (0,5 L méginiui).
pilama 200 u/pL atvirkstiné transkriptazé (1 pL méginiui).

paruostas miSinys perpilstomas | mégintuvélius su anksc¢iau paruosta RNR.

R o

vykdoma reakcija termocikleryje, pagal programa:

e 42 °C - 60 min;
e 70°C - 10 min;
o 4°C-ow.

31



PGR:

Iki ¢cDNR jpylimo miSinys ruoSiamas bendrai, po kiekvieno reagento ipylimo biitina

pamaiSyti masykléje.

1.

A e AN i

pilama H,O + DEPC vanduo (26,75 uL méginiui).

10x PGR buferis (10 uL méginiui).

pilamas 25 mM MgCl, (3 uL méginiui).

pilamas 10 mM dNTP (1 pL).

pilami 0,25 mM tiesioginis ir atvirks$tinis pradmenys (po 2 pL kiekvieno pradmens).
pilmama 5Su/pL Taq polimerazé (0,25 pL).

misinys perpilstomas i atskirus mégintuvélius.

pilama cDNR (5 pL méginiui).

toliau reakcija vykdoma termocikleryje, pagal programa

e 94°C - 10 min;

e 35 cikly:
94 °C — 1 min;
50 °C — 1 min;
72 °C — Imin;

e 72°C-10min.

e 4°C-ow,

Vieno Zingsnio 836 bp fragsmento amplifikacija:

1.

1 mégintuvelj pilamas deprotonuotas H,O + DEPC (34,25 ul méginiui).

. pilamas 10 x PGR buferis (5 pL méginiui)

1 reakcijos miSinj pilamas 25 mM MgCl, tirpalas (3 pL méginiui).

. pilamas 10 mM dNTP tirpalas (1,25 pL meéginiui).
. pilami 0,25 mM tiesioginis ir atvirkstinis pradmenys (2 pL kiekvieno méginiui).

2
3
4
5
6.
7
8
9

pilama 200u/pL atvirkstine transkriptaze (0,2 uL méginiui).

. pilama 5u/pL Taq polimeraze (0,3 pL meéginiui).
. PGR reakcijos miSinys iSpilstomas { mégintuvélius kuriose vykdoma PGR reakcija.

. pilama tiriama RNR (po 2 pL)

10. Mégintuvéliai neSami i termocikleri. DNR kopijos sintetinamos pagal programa:

e 42°C —45 min;
e 94°C -5 min;

e 35 cikly:
94 °C — 1 min;
50 °C — 1 min;
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72 °C — 1 min s;
e 72°C - 10 min.
e 4°C-ow,

2.2.4. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektoforezé agarozés gelyje naudota keliems tikslams, RT — PCR reakcijos
rezultaty vizualizavimui ir gauty PCR produkty gryninimui. Priklausomai nuo panaudojimo
tikslo skyrési agarozés gelio koncentracija, rezultaty vizualizavimui naudoti didesnés
koncentracijos (1-2%), o PCR produkty gryninimui maziau agarozés savo sudétyje turincius
(0,8%) gelius. AukStesné agarozés koncentracija leidZia geriau sukoncentruoti ir iSskirstyti
DNR, galima gauti geresnés kokybés foreziy nuotraukas. Esant Zemesnei agarozés
koncentracijai paprasCiau tiriamus DNR fragmentus iSgryninti i§ gelio (maziau agarozeés

maziau priemaisy).

0.8 - 2% agarozés gelio paruo$imas:

1. pilama 80 ml Tris-boratinio arba Tris-acetatinio buferinio tirpalo

2. dedama 0,64 — 1,6 g agarozés (priklausomai nuo pageidaujamos gelio
koncentracijos)

3. tirplas maiSomas kaitinant ant elektrinés viryklés kol agaroze pilnai iStirpsta.

4. karStas miSinys supilamas i1 horizontalia agaroés ploksteliy formavimo forma, jam
leidZiama pilnai sustingti.

Pavyzdziu paruoS§imas:

1. sumaiSoma po 1 —5 pl daZo ir po 5 — 25 uL PGR produkto (santykis 1:5).

Elektroforezés eiga:

1. ParuoSiamas forezés aparatas (uzpildomas TBE arba TAE buferiu).

2. 1 gelio Sulinélius suleidZiami méginiai ir kontrolés (pirmi Sulinéliai paliekami laisvi),
suleidziamas markeris (i$ krasty).

3. 1jjungiamas elektroforezés aparatas (palaikoma 60 — 80 V elektros sroves itampa).

4. Elektroforezé leidziama, kol dazas nukeliauja 2/3 gelio ilgio.

DNR zyméjimas etidzio bromidu:

1. gelis pamerkiamas { etidZio bromido tirpala (1 png/ml) ir laikomas jame apie 20 min.
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gelis perkeliamas 15 min i distiliuota vandeni, kad iSiplauty su DNR nesusijunggs

etidZio bromidas.

. produktas analizuojamas transiliuminatoriaus UV §viesoje. Produktai fiksuojami

Bio-Rad GelDoc XR geliy dokumentavimo sistema.

2.2.5. DNR fragmenty iSskyrimas i§ agarozés gelio

Skiriant DNR 1§ agarozés gelio, paruoSiamas 1-2 % gelis su platesnémis duobutémis, {

kurias ineSami DNR méginiai. Po elektroforezés reikalingas DNR fragmentas iSpjaunamas i§

gelio skalpeliu, susmulkinamas ir patalpinamas i Eppendorf tipo mégintuvéli. Toliau DNR

fragmenty skyrimui naudojamas “DNA extraction kit” (MBI Fermentas). ISskyrimas

vykdomas pagal rinkinyje pateiktas rekomendacijas.

1.

Pridedama suri$imo buferio (santykis 1:3) ir inkubuojama 55 °C temperatiiroje 5
minutes, kol gelis visiSkai iStirpsta.

Dedama 5 pL silicio pudros, inkubuojama 55 °C temperatiiroje 5 minutes (esant
dideléms DNR koncentracijoms inkubacija galima prailginti iki 15 minuciy).
Meégintuveliai centrifiguojami 14000 apsisukimy per minutg grei¢iu 5 sekundes,
pasalinamas supernatantas

Pridedama 500 pL plovimo buferio, silicio milteiai visiSkai susenduojami jame po to
meégintuvélial centrifiiguojami 14000 apsisukimy per minutg greic¢iu 5 sekundes,
pasalinamas supernatantas. Procediira kartojama tris kartus.

Silicio milteliai resuspendujami dejonizuotame vendenyje, arba TE buferyje ir
inkubuojami 55 °C temperatiiroje 5 minutes. Silicio pudros paSalinimui
meégintuvélius centrifiguojame 14000 apsisukimy per minutg greic¢iu 30 sekundZiy,

gautas supernatantas (kuriame yra iStirpusi DNR) perkeliamas 1 nauja mégintuvelj.
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2.2.6. Nukleotidiniy seky kompiuteriné analizé

PCR produkty nukleotidy sekas nustaté ,,Macrogen® (Kor¢ja). Sekoskaitos metodu
gautos sekos, naudojant ,Sequence editor* programa prieinama internete
(http://www.fr33.net/seqedit.php) buvo apjungiamos i vientisa seka, kad persidengty
tarpusavyje, kas yra reikalinga rezultaty tikslumui.

Sekos buvo analizuojamos naudojant: BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ir
ClustalX programas. Sekoskaitos metodu gautos sekos ir sekos, gautos i§ genu banko
duomeny bazés (Genbank, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) duomeny bazés buvo
analizuojamos konstruojant filogenetinius medzius. Taip buvo nustatytas PPV giminingumas.
Filogenetiniai medziai buvo konstruojami ClustalX (Larkin ir kt.,2007) ir MEGA 4.1 (Tamura
ir kt. 2007) kompiuterinémis programomis. Tiriamos sekos buvo ikeliamos { 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 analiz¢. Filogenetinis medis buvo gaunamas MEGA 4.1
programoje, ir atitinkamai apipavidalinamas ivairiomis kompiuterinémis pieSimo

programomis.
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III. EKSPERIMENTU REZULTATAI IR JU
APTARIMAS

3.1. Augaly — indikatoriy metodas

Augalai indikatoriai buvo uzkrésti PPV izoliatais i§ Ukrianos ir Lietuvos (Norkus ir kt.,
2008). Indikatoriniai augalai buvo uzkre¢iami mechaniskai, pasirenkant jauna augala 3-5 lapy
stadijoje. Inokuliacija buvo atliekama liofilizuotais augaly audiniy ekstraktais inokuliacijos
buferyje. Pra¢jus mazdaug savaitei nuo uzkrétimo augale indikatoriuje (P. sativum) pasireiske
tipiSki sisteminés PPV infekcijos poZymiai (lapo gysly iSrySkéjimas, margligeé, chloroze,
augalo augimo tempo sulétejimas). Tipiski PPV infekcijos pozymiai zirnyje pavaizduoti 7

paveiksle.

g B
7 pav. PPV sisteminés infekcijos simptomai zirnyje (P. sativum)

D¢l sisteminio infekcijos pobiidZio Zirnis puikiai tinko viruso kultivavimui
(padauginimui). Pra¢jus apytiksliai dviems savaitéms po inokuliacijos lapai su aiSkiais
simptomais surenkami, sveriami, fasuojami, Zymimi ir padedami saugoti minusingje

temperatiiroje arba liofilizuojami.
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3.2. PPV P3 - 6K1 genominés srities 836 bp produkto

amplifikacija

Daugumos augaly virusy nukleoriigstis yra RNR, tod¢l yra naudojamas modifikuotas

PGR metodas — su atvirkstine transkriptaze.

Virusiné RNR i$skirta 1§ PPV izoliatais i§ Lietuvos ir Ukrainos uzkrésty zirniuy (P.
sativum), kuriuose pasireiSké virusui buidingi simptomai (chloroze, lapo gysly iSryskéjimas,
sulétéjes augalo augimas), i$ ju iSskirta totaliné RNR panaudojant “QuickPrep total RNA
extraction kit for the direct isolation of total RNA from most eukaryotic tissues or cells”. Taip
pat buvo naudojama vandens kontrole. 836 bp produktas buvo amplifikuojamas atliekant
vieno ir dviejy zingsniy AT — PGR, kad buty uztikrinta pakankamas produkto kiekis
sekoskaitai dviejy PGR reakcijy produktai po DNR gryninimo stadijojos buvo apjungti.

8 paveikslas iliustruoja produktus gautus vykdant vieno Zingsnio AT-PGR. I§ pateikto
paveikslo matosi, kad visais 6 atvejais gaunami specifiniai PPV P3 — 6K1 genominiai sriciai

836 bp produktai. Kurie véliaiu buvo iSgryninti ir panaudotias tolimesniuose tyrimuose.

M 1 2 3 4 5 6 K M

836bp >

8 pav. Vieno zingsnio AT-PGR rezultatai 1% agarozés gelyje. M takeliuose markeris — GeneRuler 50
bp, 1-2 takeliai — pavyzdziai i§ Lietuvos, 3-6 — pavyzdziai i§ Ukrainos, K — vandens kontrolé.
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9 paveikslas iliustruoja produktus gautus vykdant dveju zingsniu AT-PGR, 863 bp
produkto susidarymas stebimas visuose SeSiuose pavyzdziuose, nors susidaro mazesnis

produkto kiekis, taciau sumazéja nespecifiSkumy. Gauti produktai véliaiu buvo iSgryninti ir

apjungus su atitinkamais vieno zingsnio AT-PGR produktais pateikti sekoskaitai.

M 1 2 3 4 5 6 K

836hbp >

9 pav. Dvejy zingsniy AT-PGR rezultatai 2% agarozés gelyje. M takeliuose markeris — GeneRuler 50
bp, 1-2 takeliai — pavyzdziai i§ Lietuvos, 3- 6 — pavyzdziai i§ Ukrainos, K — vandens kontrolé.

3.3. DNR fragmenty iSskyrimas i§ agarozés gelio

Vieno ir dviejy zingsniy AT-PGR metu gauti PPV P3 — 6K1 genomo sriciai specifiniai
863 bp ilgio produktai iSgryninti vykdant ju elektroforezg¢ 0,8% agarozés gelyje 1§ kurio
reikiami fragmentai buvo iSpjaunami ir iSvalomi panaudojant “DNA extraction kit” (MBI
Fermentas). Gauti Svariis 863 bp fragmentai véliau biivo apjungti (kad bty uZztikrintas
reikiamas produkto kiekis) ir pateikti sekoskaitai.

10 paveikslas iliustruoja 863 bp produktus po DNR valymo. Produktas stebimas visuose

SeSiuose tirlamuose pavyzdZiuose, néra jokiy nespecifiSkumuy.
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836bp >

10 pav. PPV P3 — 6K1 genomo sri¢iai specifiniai 863 bp produktai po valymo “DNA

extraction Kit” 2% poliakrilamidiniame gelyje. M takelyje — GeneRuler 50 bp, 1-2 takeliai — pavyzdziai
i§ Lietuvos 3-6 takeliai — pavyzdziai Ukrainos.

3.4. PPV P3 — 6K1 genominés srities 836 bp produkto

nukleotidiniy seky kompiuteriné analizé

Norint gauti daugiau informacijos apie turimus PPV izoliatus i§ Lietuvo ir Ukrainos
(Norkus ir kt., 2008), panaudojant specifinius pradmenis (Glasa ir kt., 2002) buvo
amplifikuotas PPV genomo 5’ galo P3 — 6K1 sri¢iai komplementarus 836 bp produktas. Nors
iki Siol daugiausia mokslininky tyrinéjan¢iy Slyvu raupy virusa démesio buvo skiriama 3’
PPV genomo galo tyrimams, ypa¢ apvalkalo (CP) baltymo sri¢iai, tafiau pastaruoju metu
atsirandant vis daugiau duomeny apie PPV viruso 5° galo seky reik§mg infekcijos simptomy
pasireiSkimui, jos eigai ir viruso prisitaikymui prie augalo Seimininko. Gautas 836 baziy pory
produktas apima galing P3 geno dalj, visa 6K1 geng ir CI geno pradzig. Turimi duomenys
leidzia teigti apie Sio fragmento svarba PPV infekcijos simptomy pasireiskimui, o taip pat
identifikuoja ji kaip vieng i§ veiksniy apsrendzianti PPV izoliaty priklausomybe dviems
pagrindinéms slyvy raupy viruso paderméms (PPV — M ir PPV — D) (Saenz ir kt., 2000).

P3 — 6KI1 srities padauginimui buvo naudojama viruso RNR, i$skirta i§ uzkrésty

indikatoriniy augaly, mechaniSkai inokuliuoty PPV (Lietuvoje ir Ukrainoje i$skirti izoliatai).
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Sesiems izoliatams (Lietuvoje i$skirtiems PPV 1, PPV2 ir Ukrainoje i$skirtiems PPV3,
PPV4, PPVS5, PPV6) buvo nustatyta P3 — 6K1 srities nukleotidiné seka. Izoliaty PPV2, PPV4,
PPV5 ir PPV6 nukleotidiné seka buvo pilnai nustatyta, o kity dvieju: PPV 1, PPV3 tik dalinai.

Tiriamo regiono koduojama 278 aminortigsciu seka buvo iSvesta i§ gauty nukleotidy sekuy.

Gautos nukleotidy, bei su kitomis sekomis, gautomis i§ geny banko duomeny bazés (2.

lentelé).

P3 — 6K1 regiono seky identiSkumas tarp izoliaty i§ Ukrainos ir Lietuvos svyravo nuo

95 iki 98 %. Tarpusavyje panaSiausi buvo PPV3, PPV4 ir PPVS5 izoliatai, ju sekuy

identiSkumas sieké 98 %.

2 lentelé. Ivairiy Saliy PPV izoliaty P3 — 6K1 srities seky numeriai geny banko duomenuy bazéje

Salis | Izoliatas | Sekos numeris | Padermé Saltinis
Baltarusija
BIr001 GQ411057 D Neskelbti duomenys
Bulgaria
BG5S EF626563 M Neskelbti duomenys
BG6 EF626564 M Neskelbti duomenys
Cekija
Cz1 EF626566 M Neskelbti duomenys
Cz2 EF626565 M Neskelbti duomenys
Egiptas
PPVEA AMI157175 EA Myrta ir kt., 2006
Graikija
GR1 EF626580 M Neskelbti duomenys
GR2 EF626568 M Neskelbti duomenys
GR3 EF626579 M Neskelbti duomenys
Italija
IT1 EF626581 M Neskelbti duomenys
IT2 EF626582 M Neskelbti duomenys
IT3 EF626583 M Neskelbti duomenys
JAV
PENNI1 AF401295 D Neskelbti duomenys
PENN2 AF401296 D Neskelbti duomenys
PENN3 EF611241 D Neskelbti duomenys
PENN4 DQ465243 D Wallis ir kt., 2007
PEEN7 EF640935 D Neskelbti duomenys
PENNI10 EF640938 D Neskelbti duomenys
PENNI2 EF640939 D Neskelbti duomenys
Kanada
48-922 AY912058 D James ir kt., 2005
Cndl AY953261 D Neskelbti duomenys
Fantasia AY912056 D James ir kt., 2005
Vulcan AY912057 D James ir kt., 2005
W AY912055 W James ir kt., 2005
Kipras
CY1 EF626584 M Neskelbti duomenys
CY2 EF626585 M Neskelbti duomenys
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Salis | Izoliatas | Sekosnumeris | Paderm¢ | Saltinis
Kroatija
Porec FJ361236 M Neskelbti duomenys
Lenkija
Jac EUI117116 Rec Neskelbti duomenys
Pranciizija
85.001 AF357550 D Glasa ir kt., 2002
91.003 AF357548 M Glasa ir kt., 2002
91.006 AF357549 M Glasa ir kt., 2002
92.011 AF357545 D Glasa ir kt., 2002
93.080 AF357546 D Glasa ir kt., 2002
94.055 AF357551 D Glasa ir kt., 2002
94.061 AF357547 M Glasa ir kt., 2002
FR2 EF626567 M Neskelbti duomenys
FR3 EF626568 M Neskelbti duomenys
Serbija ir Juodkalnija
RS1 EF626570 M Neskelbti duomenys
RS2 EF626571 M Neskelbti duomenys
RS4 EF626573 M Neskelbti duomenys
RS5 EF626574 M Neskelbti duomenys
Slovakija
BIII/2 AF357540 D Glasa ir kt., 2002
BOJ-3 AF357542 D Glasa ir kt., 2002
BOR-1 AF357543 D Glasa ir kt., 2002
KRN-1 AF450314 Rec Glasa ir kt., 2002
MYV-1 AF450315 Rec Glasa ir kt., 2002
SK1 EF626576 M Neskelbti duomenys
SK2 EF626577 M Neskelbti duomenys
VAR2 AF357544 M Glasa ir kt., 2002
Turkija
AbTk EU734794 Rec(T) Ulubas Serce ir kt., 2009
Ap28 EU734795 Rec(T) Ulubas Serce ir kt., 2009
Vengrija
Soskutl FN179155 D Neskelbti duomenys
Nepateikta
SoC AY 184478 C Fanigliulo ir kt., 2003
SvC Y09851 C Fanigliulo ir kt., 2003

D - PPV-D, M PPV-M, EA - PPV-EA, C - PPV-C, W - PPV-W, Rec - PPV-Rec padermés; (Rec(T) — netipiski
rekombinantiniai izoliatai i$skirti Turkijoj¢ skirtingai nei tipisky PPV-Rec padermés atstovy jy rekombinacija
vyko HC-Pro gene 5° genomo sritis (PPV-Recpaderméje rekombinacijavyko Nib — CP geny sandiiroje 3’
genomo srityje) (Ulubas Serce ir kt., 2009).

Filogenetiné P3 — 6K1 regiono analiz¢ parodé, kad visi PPV izoliatai iSsidésto | keturias
pagrindines grupes, apimancias atitinkamai PPV — D ir PPV — Rec (I grup¢), PPV — Rec(T) ir
PPV — M (II grupé), PPV — EA (Il grupé), PPV — W ir PPV — C (IV grupé) padermes (11; 12
pav).
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11 pav. Filogenetinis PPV RNR koduojamo P3 — 6K1 genomo regiono medis, sukonstruotas ClustalX ir MEGA
4.1 programomis, naudojant artimiausiy grupiy apjungimo metoda pagal 1000 medziy statistinio patikimumo
analize. Medzio Saky pavadinimai nurodo ju sekos numeri duomenuy bazéje. (Seku palyginimams naudoty
izoliaty pavadinimai, tipas ir kimés Salis nurodyti 2. lenteléje). Tirti izoliati — PPV1, PPV2, PPV3, PPV4, PPV5,
PPV6. Medzio skalé rodo filogenetinio panasumo indeksa (nurodytos tik >50 reikSmés), (briksnys — 0,001
aminortigsciy pasikeitimy vienoje padétyje).
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. Visi milsy tyrinéti izoliatai priklauso pirmosios grupés PPV — D padermei. Tirty PPV
izoliaty grupavimasis su visa eile geografiskai vienas nuo kito nutolusiy izoliaty (kartu su
izoliatais aptiktais, JAV, Pranciizijoje, Vengrijoje, Baltarusijoje) leidzia teigti, kad i Lietuva ir
Ukraina jie pateko su sodinamaja medziaga. Lietuviski PPV1, PPV2 ir UkrainietiSkas PPV6
izoliatai — giminingesni izoliatams i§ vakary valstybiy, o Ukrainieiski PPV3, PPV4, PPV5
izoliatai grupavosi kartu su Baltarusijoje ir Vengrijoje iSskirtais izoliatais (12 pav).

PPV — M padermei priklausantys izoliatai grupavosi sudarydami du atskirus potipius (12
pav), gautas rezultatas atitinka literatiiros duomenis apie dvieju PPV — M tipu egzistavima
(Myrta ir kt., 2001) ir ju geografini paplitima, antrosios PPV — M grupés paplitimas
skirtingose klimatinése zonose i dalies leidzia teigti apie prekybos svarba PPV viruso
evoliucijoje. Visi PPV — M pirmajam potipiui priklausantys izoliatai — kil¢ i§ buvusiy
VarSuvos pakto Saliy, o PPV — M antrajam potipiui priklausantys izoliatai aptikti senosiose
ES narése. Ilgus metus tarp Siy dvieju Europos geopolitiniy zony nevykusi aktyvi prekyba ir
leido susidaryti dviems atskiroms PPV — M subgrupéms. Tokiy potipiy nebuvimas PPV — D
paderme¢je gali biiti paaiskintas silpnesniais infekcijos simptomais uzsikrétusiuose augaluose,
tai leidzia greitesni PPV — D plitima su sodinamaja medZiaga, tuo paciu ir galimybg
atskiriems izoliatams keistis paveldima medziaga (to paties augalo Seimininko kryzminio
uzkrétimo atveju).

PPV rekombinantiniai izoliatai i dvi grupes pagal savo 5’ galiniy seky artimuma PPV —
M arba PPV — D paderméms, priklausomai nuo rekombinacijos taSko, PPV — Rec padarmes
izoliatai — artimesni PPV — D padermei nes jy rekombinacijos taskas yra 3’ galinéje genomo
dalyje (jo sekos artimesnés PPV — M), o PPV — Rec(T) izoliaty rekombinacija vyko 5’
galignéje genomo dalyje , todél ju Sio regiono sekos artimesnés PPV — M sekoms.

PPV — EA iSsiskyré | visiSkai atskira grupe (12 pav) i§ ko galima sprgsti apie
savarankiska Sios padermés susiformavima.

PPV- W ir PPV — C izoliatai priklaus¢ IV PPV virusy grupei (11 pav), skirtumai tarp
PPV — C izoliaty i8skirty 1§ uzkrésty tresnes ir slyvos vaismedziy — neZymds (12 pav).

Kompiuteriné PPV P3 — 6KI1 genominés srities analizé pasiZymejo pakankama

skiraimaja geba leidZiancia atskirti visas Siuo metu Zinomas PPV padermes.

43



EFG4093%
EFBE11241
AF401295
AF401296
EFE40935
EFE40933
AF357545
ANI120506
ANI12057
AN312058
AF357551
AF357546
Do4E5243
AF357550
PPy2
ANOL3261
e AF357542

54 L— AF3I57543
PP

PPwE

a0 AF357540

95 PPy

PPY5
FM173155

5 PR3
Gad11057
ELU17116 7]
AF450315 FPY - Rec
a7 AF450314 |
100 98— EL734794 ]

PPV -D

Y|

100

It

33

5

PPV - PeciT)

L EU734795
EFB26570 7
EFB26576
EFG26571
FJ361236
EFG26566
EFE26564
EFE26563
AF357544
EFB26577
53 EFEZ6573

EFG26565

EFG26574

EFB626579 ] PRV - M
EFE26530
79— EFB2B582
L EFG2E578
EFE26568
£3— EFB2B567
L AF357547  |PPY - M potipiz B
EFG26585
AF3STRIE
AF357549
EFG26534
EFE25581
a5 EFE26583 |
AMISTITS PPV-EA
AYIN2055 PRV -w

= \_|: AY184475 ]PW .

100 Y9851
12 pav. Filogenetinis PPV RNR koduojamo P3 — 6K1 genomo regiono medis, sukonstruotas ClustalX ir MEGA
4.1 programomis, naudojant artimiausiuy grupiy apjungimo metoda pagal 1000 medziy statistinio patikimumo
analizg (pateikiama tik topologija). Medzio Saky pavadinimai nurodo juy sekos numeri duomeny bazéje. (Seky
palyginimams naudoty izoliaty pavadinimai, tipas ir kimeés Salis nurodyti 2. lentel¢je). Tirti izoliati — PPV,

PPV2, PPV3, PPV4, PPV5, PPV6. Medzio skalé rodo filogenetinio panasumo indeksa (nurodytos tik >50
reikSmés).

.

oo 3 PP - M potipiz &

s

44



ISVADOS

Izoliatai i$ Lietuvos ir Ukrainos padauginti indikatoriniame augale (P. sativum).
Panaudojant PPV P3 — 6K1 genominiam regionui specifinius pradmenis jo sekos buvo
padaugintos atliekant vieno ir dviejy zingsniy AT — PGR, gauti 836 bp DNR fragmentai
iSvalyti nuo priemaisy ir pateikti sekoskaitai.

Pagal P3 — 6K1 genominio regiono sekas visi tirti izoliatai priklaus¢ PPV — D padermei.
Sekuy panaSumas lyginant tarpusavyje ir su duomeny bazése priecinamomis PPV — D
izoliaty sekomis svyravo nuo 95 iki 98 procenty.

Filogenetiné tiriamy izoliaty P3 — 6K1 genominio regiono seky analizé patvirtino

hipotezg, kad virusas i Lietuva ir Ukraing pateko su sodinamaja medziaga.

Darba atliko: Tomas Norkus

Darbo vadovas: habil. dr. J.B.Staniulis
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SANTRAUKA

Slyvy raupy virusas, priklausantis Potyviridae (bulviy Y) virusy Seimai, Potyvirus
genciai, sukelia viena pavojingiausiy kaulavaisiy ligy ,,Sarka‘. Per paskutini Simtmetj virusas
placiai paplito po pasauli, sukeldamas rimtus ekonominius nuostolius. Virusa nepersistentiniu
biidu platina amarai, taip pat jis plinta su sodinamaja medziaga ir vegetatyviskai dauginant
kaulavaisius. 2007 metais Lietuvoje ir Ukrainoje atlikto slyvy raupy viruso tyrimo metu
virusas buvo aptiktas aStuoniuose tirtuose méginiuose, keturiems i§ juy nustatyta PPV — D
slyvu raupu viruso padermé (Norkus ir kt., 2008). Pastaruoju metu atsirandant vis daugiau
duomenuy apie PPV viruso 5° galines sekas, tuo paciu ir P3 — 6K1 regiona, jo itaka PPV
infekcijos eigai, Seimininky ratui, plitimo pobudziui (Saenz ir kt., 2000; Glasa ir kt., 2002),
atrodo logiska atlikti detalesnius turimy PPV izoliaty P3 — 6K1 genominio regiono tyrimus,
juo labiau, kad $iuo metu duomeny apie Lietuvos ir Ukrainos PPV virusy P3 — 6K1 regiona
néra.

Magistro darbo tikslas buvo atlikti Lietuvos ir Ukrainos PPV izoliaty P3 — 6Kl
genominio regiono seky analizg, palyginant juos tarpusavyje ir su kity PPV izoliaty sekomis,
priecinamomis duomeny bazése.

Gauti rezultatai patvirtina s€kminga 836 bp P3 — 6K1 PPV viruso genominio regiono
amplifikacija. Pagal §j regiona visi tiriami izoliatai priklauso PPV — D padermei (panSumas su
PPV — D padermeés izoliaty sekomis prieinamomis duomeny bazése sieké 95 — 98 procentus).
Tiriamy Lieituvisky PPV izoliaty seky panaSumas su vakary Europos izoliaty sekomis, o
Ukrainietisky su ryty ir vakary Europos izoliaty sekomis leidZia teigti, kad virusas i Lietuva ir
Ukraing su sodinamaja medZiaga pateko skirtingais keliais, 1§ ryty ir vakary Europos

valstybiy.
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SUMMARY

ANALYSIS of PLUM POX VIRUS P3-6K1 GENOMIC
REGION SEQENCES in UKRAINIAN and
LITHUANIAN ISOLATES

Plum pox virus (PPV) is a member of genus Potyvirus, family Potyviridae and is the
causal agent of the devastating stone fruit disease “sharka”. During the last centuary the virus
became widespread in the world causing serious economical impact in number of countries.
PPV spreads in nonperistent manner by aphis, with infected plant propagating material and
with vegetative stone fruit propagation when source of grafts is infected with PPV. 2007 yer
study conducted in Lithuania and Ukraine detected PPV in eight samples, in four of them
PPV - D plum pox virus strain was determind (Norkus, etc., 2008). Recently, the more data on
PPV virus 5¢ end sequences, and P3 — 6K1 region is apiering (its influence on the course PPV
infection, hosts, spreading nature) (Saenz, etc., 2000; Glasa, etc., 2002), and it seems logical
to to collect more data of P3 — 6K1 genomic region in Lithuanian and Ukraine isolates.

The purpose of this work was to analyse Lithuanian and Ukraine PPV isolates P3 — 6K1
genomic region sequences comparing them with each other and with other PPV isolates
sequences, available in databases.

The obtained results comfirm successful 836 bp P3 — 6K1 PPV virus genomic region
amplification. Acording this reagion all tested isolates is dependent to PPV - D strain
(similaritry with PPV - D strain isolates seqences available in databases at 95 - 98
percentage). The Litthuanian PPV isolates sequences similarity with western European
isolates segences, and Ukrainian with eastern and western European isolates seqences
suggests that the virus spead to Lithuania and Ukraine with infected plant propagating

material was contained in two different ways from east and west European countries.
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