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INFOLEHT

Korge labilaskevoimega sekveneerimise rakendamine viiruste tuvastamiseks Eesti
seemnekartulis ja kartuli Y-viiruse tiivede identifitseerimine bioinformaatiliste

meetoditega

Liithikokkuvéte: Peamine saagikust ja saagi kvaliteeti mdjutavad tegurid on taimehaigused.
Mirkmismvéérseid saagikadusid ja mugulate kvaliteedi langust pdhjustab kartuli Y-viirus
(PVY) mistottu on selle ennetamine ja varajane tuvastamine ddrmiselt oluline. Magistrit6o
eesmirk oli iseloomustada Eestis esinevaid PVY tilivesid, hinnata nende geneetilist
mitmekesisust ja viia 1dbi fiillogeneetiline analiilis ning tuvastada kaasnevaid RNA-viirusi
RNA-sekveneerimise ja bioinformaatika abil. Tuvastati rekombinantsed tiived PVYNN® ja
PVYNWi Fiilogeneetiline analiiiis niitas, et Eesti PVY isolaadid kuuluvad kahte erinevasse
klastritesse koos teiste Euroopa, Lihis-Ida ja Aasia piritolu jérjestustega. Lisaks PVY’le

tuvastati mitmeid teisi viiruse jérjestusi, kuid nende esinemine vajab tdiendavat tdlgendust.

CERCS teaduseriala: B230 Mikrobioloogia, bakterioloogia, viroloogia, miikoloogia
Mirksonad: kartuli Y-viirus, genoomijirjestus, rekombinantsed tiived, fiillogeneetiline puu,

taksonoomiline klassifitseerimine

Application of High-Throughput Sequencing for Virus Detection in Estonian Seed

Potato and Identification of Potato Virus Y Strains Using Bioinformatic Methods

Abstact: Plant diseases are among the main factors affecting crop yield and quality. Potato
virus Y (PVY) causes significant yield losses and reduces tuber quality, making its prevention
and early detection critically important. The aim of this thesis was to characterize PVY strains
present in Estonia, assess their genetic diversity and phylogenetic origin, and detect co-
occurring RNA viruses using RNA sequencing and bioinformatics. Recombinant strains
PVYN™N®@ and PVYNWV were identified. Phylogenetic analysis showed that Estonian PVY
isolates belong to two different clusters together with sequences from Europe, the Middle East
and Asia. In addition to PVY, several other viral sequences were detected, although their

biological relevance requires further interpretation.

CERCS classification: B240 Microbiology, bacteriology, virology, mycology
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KASUTATUD LUHENDID

BLAST — Basic Local Alignment Search Tool

Ct — tsiikli tundlikkuslévi

CTAB — tsetiiiiltrimetiiiilammooniumbromiid
ddNTP — didesoksiinukleotiid

DNA — desoksiiribonukleiinhape

dsDNA — kaheahelaline desoksiiribonukleiinhape
dsRNA — kaheahelaline ribonukleiinhape

ELISA — immunoensiilimmeetod

FERA — The Food and Environment Research Agency
H&G ekstraktsioon — Hughes & Galau ekstraktsioon
METK — Maaelu Teadmuskeskus

mRNA — informatsiooni-RNA

HTS — korge labilaskevoimega sekveneerimine
PLRYV — kartuli keerdlehisuse viirus

PSTVd - kartuli vértnakujulisuse viroid

PVA — kartuli A-viirus

PVM - kartuli M-viirus

PVS —kartuli S-viirus

PVX — kartuli X-viirus

PVY — kartuli Y-viirus

RNA - ribonukleiinhape



RNA-seq — ribonukleiinhape sekveneerimine

rRNA — ribosomaalne RNA

RT — poordtranskriptsioon

RT-gqPCR — poordtranskriptsioon poliimeraasi ahelreaktsioon

SBS — sequencing-by-synthesis

SDS — naatrium dodetsiiiilsulfaat

ssDNA — iiksikahelaline desoksiiribonukleiinhape

ssRNA (—) — negatiivse polaarsusega liksikahelaline ribonukleiinhape
ssRNA (+) — positiivse polaarsusega liksikahelaline ribonukleiinhape
TGS - kolmanda polvkonna sekveneerimine

TTMV — Taimetervise ja mikrobioloogia valdkond



SISSEJUHATUS

Kartul on maavitsaliste (Solanaceae) sugukonda ning maavitsa (Solanum) perekonda kuuluv
toidukultuur, kuhu lisaks kuuluvad ka teised tdhtsad kultuurid nagu tomat, paprika, baklazaan,
tubakas ja véhetdhtsam kultuur nagu melon (Loebenstein jt 2001: 20). Kartul on téhtsuselt
kolmas toiduaine maailmas, sest sel on voime toota rohkem energiat ja valku pindalaiihiku

kohta kui iihelgi teisel iiksikul toidukultuuril (Birch jt., 2012; Bajaj, 1987).

Taimehaiguseid peetakse saagikuse ja saagi kvaliteedi vdhenemise peamisteks faktoriteks.
Viirustest tingitud taimehaiguste kohta teatakse kdige vihem ning nende tdrjumine on seetdttu
ka koige raskem (Salazar 1996: 11). Toidulaual on kartuli tdhtsus langenud, kuid seda
nakatavate taimehaiguste hulk suureneb, mille tottu on nende ennetamine oluline.
Ennetamiseks on kehtestatud Euroopa Liidu seadusest tuleneb supereliitseemnekartuli
taimekahjustajate piirméar. Supereliitseemnekartulis on viiruste piirméar 0,5%. Lisaks ei tohi
seemnekartulis esineda ohtlikke taimekahjustajaid nagu on kartuli vértnakujulisuse viroidi
(Euroopa Liidu Teataja 2020, Taimede paljundamise ja sordikaitse seadus 2006, § 3 Ig 1).
Taimehaiguste seast iiks enim mdjutatavaum patogeene on kartuli Y-viirus, mis v3ib hivitada
kartuli saagi tdielikult ja mdjutab oluliselt mugulate kvaliteeti (Tsedaley, 2015; Singh jt., 2013).
Taimeviiruste, sealhulgas kartuli Y-viiruse (PVY) tuvastamiseks kasutatakse seroloogilisi ja
molekulaarseid meetodeid nagu niiteks on ELISA (immunoensiiimmeetod) ja reaalaja
poordtranskriptaasi poliimeraasi ahelreaktsioon (reaalaja RT-qPCR) (MacKenzie jt., 2015).
Lisaks on jdrjest enam kasutusel korge ldbilaskevoimega sekveneerimine andes teavet
organismi geneetilise llesehituse kohta (Fitzpatrick jt., 2021; Shendure jt., 2017) ning

voimaldades tuvastada seni tundmatuid haigustekitajaid.

Kéesolev magistritoo jitkab varasemates uuringutes alustatud teemakasitlust, keskendudes
PVY viiruse variatsioonide detailsemale analiilisile. Eelnevalt on autor késitlenud sarnast
teemat oma bakalaureuset60s, kus keskenduti kartuliviiruse tuvastamisele kasutades erinevaid
ekstraktsioonimeetodeid. = Korge  kvaliteediga  ekstraktsioon on  iga  jdrgmise
molekulaabrioloogilise analiilisi dnnestumise aluseks. Magistritod eesmérk on suurendada
seniste kasutusolevate analiilisimeetodite valikut viiruste tuvastamiseks seemnekartulist ning
rakendada pohjalikumaid meetodeid andmete analiiiisiks. Antud magistritods uuriti Eestis
esinevaid kartuli Y-viiruse tiivede jérjestusi ning analiilisiti neid erinevate bioinformaatiliste
meetoditega. Samuti uuriti, milliseid kartulit nakatavaid RNA viiruseid veel Eestis esineb. T60s
kasutatud kartuliproovide toorandmete jaoks viidi ldbi sekveneerimine Ilumina MiSeq

platvormil. Saadud andmed t66deldi kasutades jargmiseid bioinformaatilisi tdoriistu: Velvet,



BLAST, BWA, SAMtools, SAMtools consensus, MEGA11l, RAXxML, GenomeTester4,
Kraken2. Uurimises kasutatud taimne materjal parineb Maaelu Teadmuskeskuses Taimetervise
ja mikrobioloogia valdkonna laboratooriumis analiiiisitud PVY positiivsetest kartuliproovidest
aastatel 2011, 2012 ja 2019. Analiiiisitud seemnekartuli sordid olid ,,Lucilla®, ,,Arielle®, ,,Red
Lady*, ,, Tiina“, ,,Albertine®, ,,Teele*, ,,Milva®, ,,Manitou* ja ,,Anuschka®.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kartul

1.1.1. Kartuli tihtsus maailmas

Kartulil (Solanum tuberosum) on vorreldes teiste maailmas olevate kultuurtaimedega suurim
metsikute esivanemate hulk. Kartuli ajalugu ulatub vihemalt 14 000 aasta taha, kui Louna-
Ameerikas elanud jahimehed ja korilased toitusid looduslikest taimedest, mille seas oli ka 236
erinevat kartuliliiki. Kdige olulisemaks neist kujunes Solanum tuberosum, mille kodustasid
Andide piirkonna pollumehed umbes 10 000 aastat enne Kristust. Looduslike tingimuste ja
geograafiliste eripdrade tottu sai kartulist seal kiiresti peamine toiduaine. Katse-eksitus
meetodiga avastati, et kartulit on voimalik paljundada nii seemnete kui ka mugulate istutamise

kaudu (Smith, 2011).

Esmakordselt joudis kartul Euroopasse 1567. aastal (Hispaaniasse), Gran Canariale, kust see
hiljem 1574. aastal joudis Pdhja-Prantsusmaale, tipsemalt Rouen’i (Hawkes ja Francisco-
Ortega, 1993). Eestis hakati kartulit kasvatama 18. sajandi 16pul, esmalt mdisates, kust see jark-

jargult talupdldudele levis (EE 1989 s. v. kartul).

Tanapédeval kasvatatakse kartulit maailmas mitmesugustel eesmairkidel, soltuvalt piirkonna,
riigi arengu ja ajalooliste tegurite mojust. Kartulit kasutatakse peamiselt toiduks,
loomasoddaks, toostuslikuks tootlemiseks ja seemnemugulate tootmiseks (Ortiz ja Mares,
2017). Kartul on viirtuslik toitaineallikas, sisaldades kiudaineid, kaaliumit, magneesiumi, C-

ja B6-vitamiine, samuti antioksiidante (Beals, 2019).
1.1.2. Kartuli tootmine maailmas ja Eestis

Kartul on iiks olulisemaid pdllukultuure maailmas, olles eriti sobilik kasvatamiseks
regioonides, kus maaressursid on piiratud, kuid elanikkond tihe. Kartulil on vdime anda
oluliselt suuremat saaki pindala- ja ajatihiku kohta kui nditeks levinumad teraviljad nagu nisu,

riis vOi mais (Raigond jt., 2020).

Ajavahemikus 1961-2021 on maailma kartulisaagikus ndidanud selget kasvutrendi, suurenedes
ligikaudu 11 tonnilt hektari kohta enam kui 22 tonnini (Joonis 1). Selline kahekordne tdus viitab
edusammudele sordiaretuses, agrotehnikas ja pollumajandustehnoloogias. Samal ajal on kartuli
tarbimine inimese kohta olnud mérksa kdikuvam. Kui 1960. aastate alguses tarbiti maailmas

keskmiselt iile 35 kg kartulit inimese kohta aastas, siis jirgnevate aastakiimnete jooksul langes
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see nditaja markimisvaarselt, saavutades madalseisu 1990. aastate alguseks. Alates 1990ndate
keskpaigast on tarbimine siiski taas moddukalt tdusnud, stabiliseerudes vahemikus 33-36 kg/in

aastas (FAOSTAT 2025).
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Joonis 1. Maailma kartuli saagikus (t/ha) ja tarbitav kogus inimesed kohta (kg/in)
(FAOSTAT 2025).

2023. aastal ulatus maailma kartulisaak ligikaudu 383 miljoni tonnini, kartulit kasvatati kokku
16 miljonil hektaril. Suurimateks tootjariikideks olid Hiina (93 miljonit tonni), India (60
miljonit tonni) ning Ukraina (21 miljonit tonni). Enim toodeti kartulit Aasias, kus
kogutoodangu osakaal moodustas 53,4%. Euroopa andis 26,1% kogu maailmatoodangust,
samas kui Ameerika, Aafrika ja Okeaania tootsid vastavalt 12,3%, 7,8% ja 0,5% ulatuses

(FAOSTAT, 2025).

Maailmaga vorreldes oli Eestis kasvatatava kartuli saagikus 2021. aastal monevorra vdiksem.
2021. aastal oli kartuli keskmine saagikus Eestis 21 t/ha ning kasvupind oli 3370 hektarit. Aastal
2022 tdusis kartuli saagikus Eestis 23 tonnini hektari kohta ning samuti suurenes ka kasvupind
3381. hektarini. 2023. aastal suurenes saagikus ja kasvupind veelgi (24 t/ha, 3457 ha). 2024.
aastal saagikus vdhenes 24-1t tonnilt hektaril 23-le tonnile hektarile. Kasvupinnaks oli 3176

hektarit (Statistikaamet PM0281).
1.2. Taimeviirused

Viirused on mikroskoopilised nakkustekitajad, mis suudavad nakatada vidga erinevaid
elusorganisme, sealhulgas baktereid, taimi ja loomi. Viirused on ehituselt lihtsa struktuuriga,

need koosnevad iihest voi mitmest nukleiinhappe molekulist, mis on timbritsetud valkudest voi
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lipoproteiinidest koosneva kapsiidiga (Hull, 2004). Viiruseid liigitatakse nende geneetilise
materjali tiilibi pohjal: eristatakse DNA (desoksiiribonukleiinhape) ja RNA (ribonukleiinhape)
viiruseid, kuid viirus sisaldab alati ainult {ihte neist nukleiinhappetiiiipidest (Loebenstein jt.,
2001; Smith, 1979). Klassifikatsioonisiisteem eristab jargmisi rithmi: kaheahelaline DNA
(dsDNA), iiksikahelaline DNA (ssDNA), poordtranskriptsiooniga dsDNA (dsDNA (RT)),
kaheahelaline RNA (dsRNA), negatiivse polaarsusega ssRNA (ssRNA (—)), positiivse
polaarsusega ssSRNA (ssRNA (+)) ning poddrdtranskriptsiooniga ssSRNA (ssRNA (RT)).
Kaheahelalised ja iiksikahelalised DNA-viirused sisaldavad vastavalt kahte voi iihte
desoksiiribonukleiinhappe  ahelat, RNA-viirused aga ribonukleiinhappe molekule.
Poordtranskriptsiooniga  viirused (RT) on vdimelised oma RNA pdhise genoomi
transkripteerima DNA-ks, mis vOimaldab neil integreeruda peremeesorganismi genoomi

(Fauquet jt., 2005).

Viiruste paljunemine on vdimalik vaid siis, kui nad satuvad sobivatesse peremeesrakkudesse
(Hull, 2004). Taimedes saavad viirused liikuda peremeesrakkudesse liksnes passiivselt, nditeks
viikeste vigastuste kaudu vai viirust kandvate vektorite, nagu putukate abil (Takacs jt., 2014).
Replikatsioon algab kui viirus nakatab peremeestaime ning siseneb peremeesrakku ldbides

rakuseina ja -membraani (Loebenstein jt., 2001).

Viirused mojutavad negatiivselt taime tervist ja produktiivsust, vihendades taime saagikust ja
elujoudu. Viirushaiguste avastamine on keeruline, kuna erinevad viirused ja nende tiived vdivad
tekitada véga erinevaid siimptomeid (Hooker, 1981). Levinud viirusnakkuse tunnusteks on
nditeks lehtede laiksus, mosaiiksus, rongaslaiksus, kudede kédrbumine, nekroos, triibulised
mustrid, nirbumine, keerdlehisus vo&i leherootsu kahvatumine (Scholthof jt., 2011).
Viirushaigused voivad esineda ka latentsel kujul, see tdhendab, et nakatunud taimel ei pruugi
silmaga néhtavaid siimptomeid esineda. Iga viirusinfektsioon algab latentse faasiga, kus viirus
ildjuhul ei ole nakkav, kuid teatud juhtudel voib leviku oht ilmneda ka enne stimptomite vilja

kujunemist (Chan ja Jeger, 1994).

Enamasti toimub taimeviiruste edasikandumine selgrootute vektorite abil (Scholthof, 2005),
looduslikes tingimustes voivad viirusekandjateks olla mitmed organismirithmad, sealhulgas
seened, nematoodid, lehetdid, mardikad, dmblikulaadsed ja karilased (Singh, 2020). Viiruse
ellujddmise ja leviku seisukohalt on oluline, et see suudaks nakatunud taimedelt liikuda edasi
tervele taimele. Selline levik v3ib toimuda kas mehaaniliselt vdi vektororganismide abil.
Ligikaudu 70% teadaolevatest enam kui 700 taimeviirusest levib edasi liilijalgsete,

nematoodide voi seente vahendusel. Kdige mojukamad vektorid on lehetéid, kes on seotud iile
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380 erineva taimeviiruse edasikandmisega (Emden ja Harrington, 2017). Lisaks bioloogilistele
vektoritele kanduvad viirused edasi ka vegetatiivselt, nditeks mugulate, sibulate, vdsundite,
risoomide ja pungade kaudu. See on eriti oluline vegetatiivselt paljundatavates kultuurides nagu
kartul, banaan, suhkruroog, bataat ja peet (Sastry 2013). Mehaaniline levik voib toimuda ka
inimtegevuse kaudu, nditeks nakatunud tooriistadega voOi isegi mdletsejaliste kaudu, kes

viiruseosakesi edasi kannavad (Pagan, 2022).
1.3. Kartulit nakatavad viirushaigused

Kartul on viirushaiguste suhtes vastuvotlik ning looduslikult suudab nakatada kartulit rohkem
kui 40 erinevat viirust (Onditi jt., 2021). Nende viiruste levimus, kahjulikkus ja geograafiline
jaotus varieeruvad soOltuvalt viiruse levikut soodustavatest teguritest, nagu kliima,
vektororganismide olemasolu ning kartulitaimede kasitlemisviisid (Lacomme, 2017).
Ohtlikumad kartuliviirused on néiteks kartuli X-viirus (PVX), kartuli Y-viirus (PVY) ja kartuli
keerdlehisuse viirus (PLRV) (Onditi jt 2021). Taimehaigused on kartulikasvatuses eriti ohtlikud
— nditeks kartuli Y-viirus voib pohjustada saagikadu, mis varieerub 10-100% vahel soltuvalt
kartulisordist ja nakkuse raskusastmest. (Tsedaley, 2015). Eestis testitakse Super Eliit
seemnekartulis kuue kartuliviiruse olemasolu: kartuli A-viirus (PVA), kartuli Y-viirus (PVY),
kartuli X-viirus (PVX), kartuli S-viirus (PVS), kartuli M-viirus (PVM) ja kartuli keerdlehisuse
viirus (PLRV), madalamates seemneklassides ainult PVY (Taimekaitseseadus 2004, § 12 1g 2).
Lisaks méadratakse Eestis ka kartuli vértnakujulisuse viroidi (PSTVd) olemasolu (Taimede

paljundamise ja sordikaitse seadus 2006, § 3 1g 1).

Joonisel 2 on kujutatud VENN’i diagramm, mis annab iilevaate kartuliviiruste georgraafilisest
levikust maailmas. Diagrammi keskmes paiknevad viirused, mille levik kattub koigi
piirkondade vahel. Niiteks kartuli Y-viirus (PVY), kartuli keerdlehisuse viirus (PLRV), kartuli
S-viirus (PVS), kartuli M-viirus (PVM) ja kartuli X-viirus (PVX) on esindatud diagrammi
keskosas, mis viitab sellele, et need on globaalselt levinud. Airmistes piirkondades paiknevad
viirused esinevad valdavalt lokaalselt ning nende geograafiline levik on piiratud. Naiteks
GBNV (Groundnut bud necrosis virus) ja TOLCNDV (tomati keerdlehisuse New Delhi viirus)
esinevad peamiselt troopilises ja subtroopilises Aasias, samas kui ToRSV (Tomato ringspot
virus) ja ApMoV (4ndean potato mottle virus) on esindatud peamiselt Aafrikas (Kreuze jt.,
2020).
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Joonis 2. VENN’i diagramm kujutatuna kartuliviiruste geograafilisest levikust maailmas
(Kreuze jt., 2020).

Kartuli Y-viirus kuulub Potyviridae sugukonda ja on {iks tdsisemaid viiruspatogeene
Solanaceae sugukonna kultuurtaimedel, sealhulgas kartulil, tubakal ja paprikal. Viirus
poOhjustab tugevaid haigusndhte, vdhendab saagikust ning levib kergesti. Esmakordselt
kirjeldati kartuli Y-viirust 20. sajandi alguses, kui see avastati 1935. aastal tubakataimelt.
Hiljem leiti see ka kartulitaimedelt Peruus ja Boliivias 1940. aastate alguses. 1950. aastatel
pohjustasid need viirust kandvad kartulid Euroopas mitmeid epideemiaid. Lisaks kartulile vdib
PVY nakatada ka tomatit ja paprikat (Moury, 2010; Tsedaley, 2015). PVY viiruspartiklid on
pikad, painduvad ning helikaalse ehitusega . Genoom koosneb umbes 9700 nukleotiidist ja on
positiivse polaarsusega liksikahelaline RNA (ssRNA (+)). Joonisel 3 on toodud PVY virionide

mikrofoto, mis on jaddvustatud elektronmikroskoobiga (Lacomme, 2017).
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Joonis 3. Elektronmikroskoobi kartuli Y-viiruse osakeste (virionide) mikrofoto (Lacomme
2017).

Kartuli Y-viirus on kdrge mutatsiooni- ja rekombinatsioonisagedusega viirus, mille tulemusel
on aja jooksul kirjeldatud arvukalt erinevaid tiivesid ja variante (Karasev & Gray, 2013;
Lacomme jt, 2017; Green jt, 2017, 2018; Glasa jt, 2021; Samarskaya jt, 2024). Ajalooliselt on
PVY tiivegrupid klassifitseeritud peamiselt peremeestaimede vastusreaktsioonide ja
resistentsusgeenidega toimuvate interaktsioonide alusel (Singh jt, 2008; Lacomme jt, 2017).
PVY algupirased klassikalised tiived holmavad PVY-O (tavaliselt mitte nekrootiline, enim
levinud enne 1980ndaid) ja PVY-N (nekrootiline tiivi). PVY-O on seotud leebemate
siimptomitega nagu mosaiiksus, samas kui PVY-N pdhjustab nekroosi (Karasev ja Gray, 2013;
Singh jt., 2008). Joonis 4 esitab skemaatilise iilevaate kartuli Y-viiruse rekombinantsetest
struktuuridest. Ulal paiknev joonlaud kujutab PVY genoomi pikkusega ligikaudu 9,7 kilobaasi
(kb), mille all on néidatud iiksikud geenid ristkiilikutena koos vastavate valgunimetustega (P1,
HC-Pro, P3, CI, 6K1, 6K2, VPg, Nla, NIb ja CP). Joonisel on isolaadid jaotatud nelja
kategooriasse. Esmalt on kujutatud ,,vanemlikud* ehk mitte-rekombinantsed jéarjestused (Eu-N,
NA-N ja O), mis on esitatud lilemise musta joone kohal ja vérvitud erinevalt, tdhistamaks eri
piritolu jérjestusi (Green jt., 2017). Uheksa rekombinanti (N:O, N-Wi, NTNa, NTNb, NE11,
E, SYR-I, SYR-II ja SYR-III) on laialdaselt levinud ja esinevad mitmes geograafilises
piirkonnas. Lisaks on olemas seitse haruldast rekombinanti, mida on tuvastatud vaid iiksikutes
proovides, niiteks "VYNWi_156var, PVYNVi-261-4, PVY-SCRI-N, PVY-FrN, PVY-Nicola,
PVY-T13 jaPVY-nnp (Lorenzen jt., 2006; Chikh Ali jt., 2007; Schubert jt., 2007; Hu jt., 2009;
Galvino-Costa jt., 2012a; Galvino-Costa jt., 2012b; Karasev ja Gray, 2013; Lorenzen jt., 2008;
Chikh Ali jt., 2010); Ogawa jt., 2008; Ogawa jt., 2012).
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Joonis 4. Varem tuntud ja avaldatud kartuli Y-viiruse 16 rekombinantstruktuuri (Green jt.,
2017).

Joonisel on punaste numbritega tdhistatud viis peamist rekombinatsioonipiirkonda, mis
pohinevad sagedastel murdepunktidel ning voimaldavad jélgida rekombinatsioonide korduvust
erinevates isolaatides. Selline genoomiline plastilisus ja rekombinatsioonide rohkus viitab PVY
korgele evolutsioonilisele potentsiaalile, kohanemisvdoimele ning voimalikele viljakutsetele

haigustorjes (Green jt., 2017).

Kartuli Y-viirus pohjustab mitmesuguseid haigustunnuseid, mille védljendumine soltub
viiruslikust tiivest, peremeestaimest ning kasvukeskkonna tingimustest. Samuti mdjutab
siimptomite avaldumist see, kas nakatumine toimub primaarse voi sekundaarse nakkuse teel.
Primaarne nakkus toimub vektorite, nagu on lehetéid, kaudu. Sel juhul v4ib tiheldada taimede
tilemistes osades kerget kuni tugevat mosaiiksust, mida seostatakse lehtede moondumisega ehk
kortsumisega. Alumistel lehtedel vdivad ilmneda kolletumise ja nekroosi tunnused.
Stimptomiteks voivad olla ka varisevad voi pudenevad keskmised lehed. Sekundaarne nakkus

toimub juhul, kui istutusmaterjal ehk seemnemugul on viirusega juba eelnevalt nakatunud.
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Sellised taimed jadvad kasvu poolest kdédbuseks, on habraste kortsus lehtedega ning mugulatel

voib esineda nekroosi ja rongaslaiksust (Scholthof jt., 2011).

PVY levib nii bioloogiliste kui mehaaniliste mehhanismide kaudu. Looduslikult kannavad
viirust edasi enam kui 50 lehetii liiki, kellest mitmed ei ole isegi plisivad kartulitaime kahjurid,
vaid juhuslikud kiilastajad. Kartuli Y-viirus levib lehetdide vahendusel mitteperistentsel viisil,
mis tdhendab, et viirus suudab viga kiiresti liikuda iihelt taimelt teisele isegi siis, kui vektor
taimel viibib vaid liihikest aega. Mehaaniline levik v3ib toimuda nditeks siis, kui iiks taim on
nakatunud ja korval olev taim saab vigastada, olgu see siis tuule, loomade voi pollutddmasinate
tottu. Samuti vOib viirus levida seemnekartuli mehaanilisel 16ikamisel, mistottu on oluline
toovahendite pohjalik puhastamine ja desinfitseerimine enne uue seemnepartiiga tOStamist

(Tsedaley, 2015).

Kartuli Y-viiruse leviku tokestamisel on iiheks olulisemaks strateegiaks ennetusmeetmete
rakendamine. Uks tShusamaid viise nakkuse viltimiseks on kasutada viirusvaba
seemnematerjali ja voimalusel taimekasvatuse ajastamine perioodile, mil lehetidide esinemine
on minimaalne. Lisaks vOib nakkusriski vdhendada viltides viiruse suhtes vastuvdtlike
taimeliikide kasvatamist {iksteise ldheduses. Tohusaks meetmeks on seemnekartuli pealsete
havitamine enne kasvuperioodi 16ppu, kuna see takistab viiruse edasikandumist jargmistesse
taimedesse. Viiruse leviku piiramiseks kasutatakse ka mineraaldlidega pritsimist, mis vihendab
lehetdide kaudu toimuva iilekande tdendosust. Samuti on oluline roll resistentsete kartulisortide

aretusel ja kasvatamisel (Brunt jt., 1996).

Lisaks agronoomilistele meetmetele on kehtestatud seaduslikud nouded viiruse kontrolli all
hoidmiseks. Niiteks nduab seadus, et kui ettevOte kasvatab samaaegselt nii seemne- kui
tarbekartulit, tuleb ka tarbekartuli tootmisel kasutada sertifitseeritud seemnekartulit. See aitab
tagada, et kasutatav istutusmaterjal oleks vdoimalikult puhas viirusnakkustest (Taimede

paljundamise ja sordikaitse seadus 2006, § 5 1g 5).

1.4. Kartuliviiruste tuvastamise meetodid

Kartuliviiruste tuvastamiseks kasutatakse traditsiooniliselt saagikoristusejiargsete mugulate
testimist. Ajalooliselt kasutati taimede vélja kasvatamist kuni kindla arengufaasini, et hinnata

nende visuaalseid haigustunnuseid ja tuvastada viirust ELISA v6i RT-qPCR meetodil.

Immunoensiiimmeetod ehk ELISA on laialdaselt kasutatav meetod taimset paritolu

viiruspatogeenide tuvastamiseks (Naidu ja Hughes, 2001). Meetod pohineb spetsiifiliste
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antikehade kasutamisel, mis seovad viirusosakesi mikrotiterplaadi kaevukeste pinnale. Esmalt
kaetakse kaevukesed viirusespetsiifilise antikehaga ning inkubeeritakse. Seejirel lisatakse
taimne proov, milles viirusosakesed seonduvad immobiliseeritud antikehadega. Pérast pesemist
lisatakse ensiilimiga mérgistatud sekundaarne antikeha, mis seondub kompleksi. Viimases
etapis lisatakse substraat, mis ensiitimi toimel pohjustab varvimuutuse. Reaktsiooni intensiivsus
on korrelatsioonis viiruse kogusega proovis ning seda hinnatakse visuaalselt voi

spektrofotomeetriliselt lainepikkusel 405 nm (Bioreba AG, 2023).

Nukleiinhapete eraldamiseks kartulitaimedest rakendatakse sageli CTAB
(tsetiitiltrimetiiiilammooniumbromiid)-pdhist meetodit ja kartuli mugulatest Hughesi ja Galau
poolt vilja tootatud liitiumkloriidimeetodit (Singh jt., 2013; Hema ja Konakalla, 2021). H&G
meetod sobib taimeliikide ekstraheerimiseks, mis on raskemast materjalist, nditeks puuvilla
puhul ning sama kehtib ka korge térklise sisaldusega kartulimugulate kohta. Ameerika
teadlased D. Wayne Hughes ja Glenn Galau todtasid 1988. aastal vélja tohusa meetodi RNA
eraldamiseks puuvillast, mis véldib fenooli ja teiste denatureerivate ainete kasutamist ning
pohineb madalal temperatuuril. Nende optimeeritud protokollis kasutatakse liitiumkloriidi,
SDS-i (naatriumdodetsiiiilsulfaat), kaaliumatsetaati ja isopropanooli. Liitiumkloriid aitab
parandada SDS-1 lahustuvust, samas kui SDS 10hub valgumolekulide struktuure.
Kaaliumatsetaat aitab seejdrel valke koos SDS-iga sadestada, vdimaldades need RNA-st
eemaldada. Isopropanool aitab RNA sadestamisel. Selle meetodi edukaks rakendamiseks peab
homogeniseeriv puhver olema korge ioonkontsentratsiooniga, aluseline (korge pH) ning

sisaldama koiki kolme detergenti (Hughes & Galau, 1988; He et al., 2021; Lab Reagents...).

Nendest meetoditest saadud ekstrakti pohjal on viiruste tuvastamiseks iiks tépsemaid ja
usaldusvairsemaid tehnikaid reaalaja podrdtranskriptsioon poliimeraasi ahelreaktsioon (RT-
gPCR), mis vdimaldab viiruse tuvastamist nii lehest kui ka otse mugulast (Rubio jt., 2020).
Reaalaja poordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsioon (RT-qPCR) on viimastel aastatel
kujunenud keskseks tooriistaks molekulaarbioloogia rakendustes ja teadusuuringutes (Bustin,
2007). TagMan-tehnoloogial pdhinev reaalaja RT-qPCR on viga tundlik meetod RNA
olemasolu ja koguse maddramiseks. Meetod vOimaldab tuvastada ka madala
ekspressioonitasemega transkripte, néditeks taimekudedest vOi -mahladest. Lisaks RNA
olemasolu tuvastamisele voimaldab see tehnoloogia hinnata ka selle suhtelist ekspressiooni
taset (Khanna ja Paoloni, 2007). Meetod tugineb poordtranskriptsioonile, mille kéigus
stinteesitakse RNA alusel komplementaarne DNA (cDNA), mille amplifikatsiooni jélgitakse
reaalajas spetsiaalse fluorestsentspohise keemia ja seadmete abil. Téhtis roll on sihtmark-RNA

kvaliteedil. Madala kvaliteediga RNA v3i PCR-reaktsiooni inhibiitorite esinemine vdib
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oluliselt mojutada tulemuste usaldusvdirsust. Seetdttu on oluline tagada RNA efektiivne

puhastamine ekstraheerimisprotsessi kédigus (Bustin, 2005).

1.5. Sekveneerimine

DNA sekveneerimine on meetod, mille abil méédratakse DNA molekuli nukleotiidide jérjestus,
andes teavet organismi geneetilise iilesehituse kohta. Algselt 1970. aastate 16pus vilja téotatud
Sangeri meetod (Sanger jt., 1977) oli aastaid standardseks ldhenemiseks, kuid viimastel
kiimnenditel on see asendunud suure ldbilaskevéimega tehnoloogiatega, mis vdimaldavad
toodelda miljoneid DNA fragmente paralleelselt. Sekveneerimine on osutunud asendamatuks
tooriistaks nii teadusuuringutes kui ka kliinilises diagnostikas, sealhulgas haiguste ja kasvajate
analtiiisis. Uuemad tehnoloogiad voimaldavad jarjestada geene ning tuvastada haigustekitajate

olemasolu proovis kiiremini ja tipsemalt (Shendure jt., 2017).
1.5.1. Sekveneerimismeetodid

Sekveneerimismeetodid jagunevad arenguetappide kaupa kolmeks pdlvkonnaks, esimese
polvkonna meetodid, mis hdlmavad peamiselt Sangeri sekveneerimist, teise polvkonna
meetodid ehk korge ldbilaskevdoimega sekveneerimine (HTS) ning kolmanda pdlvkonna

reaalajas iiksikmolekuli sekveneerimine (Shendure jt., 2017).

Esimese polvkonna meetodite hulka kuulub klassikaline Sangeri sekveneerimine, mis tootati
vilja 1977. aastal (Shendure jt., 2017). Meetod pdhineb didesoksiinukleotiidide (ddNTP)
kasutamisel, mis pohjustavad DNA siinteesi Ioppemise kindlas punktis. Siinteesitud fragmendid
eraldatakse elektroforeesi teel (Sanger jt., 1977). Sangeri meetod on limiteeritud selle

labilaskevoime tottu ning lisaks on see tehnoloogia aeglane (Fawcett ja Eterovic, 2017).

Teise pdlvkonna sekveneerimine on kdrge lébilaskevdimega tehnoloogia (HTS), mis tuli
laialdasse kasutusse 2000. aastate keskpaigas. Antud tehnoloogia voimaldab sekveneerida
korraga rohkem fragmente ning selle kasvuga suurenesid ka lugemite pikkused. See
tehnoloogia on oluline niiteks kogu genoomi, eksoomi ja RNA sekveneerimisel (RNA-Seq).
Peamised kommertskasutuses olevad platvormid on Illumina, Ion Torrent ja (varem) Roche
454, mis kasutavad “sequencing-by-synthesis” (SBS) ldhenemist. Selle tehnoloogia puhul
kinnitatakse DNA fragmendid kindlale pinnale ja tehakse neist piisavalt palju koopiad, et saada
tugev lugemissignaal. Kuna iga lugem pdhineb iihe fragmendi jirjestamisel, on SBS andmed
digitaalsed ning see on eeliseks neid andmeid kvantitatiivselt hinnata. Enamik SBS-

sekveneerimisseadmed toodavad lugemispikkusi vahemikus 100—400 aluspaari. Kuigi teise
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polvkonna sekveneerimise andmete tootmiskulud on viimaste aastatega oluliselt langenud ja
genoomi-andmete maht hiippeliselt kasvanud siis tehnoloogial esineb endiselt piiranguid
(Mardis, 2017). HTS turul on juhtival positsioonil Illumina platvormid (Bentley jt., 2008).
Illumina sekvenaatorite valikusse kuuluvad mitmed seadmed, mis on optimeeritud erineva
labilaskevdoime ja analiiiiside kiiruse jaoks. MiSeq platvorm on suunatud véiksematele
laboritele ja kiiretele analiiiisidele, voimaldades vidikeste genoomide voi suunatud
sekveneerimise ldbiviimist vidhem kui 24 tunni jooksul. HiSeq 2500 on sobilik suurte
andmemahtude genereerimiseks, voimaldades kuni 1 Tb andmeid 6 pidevaga ning toetades ka
kiiremat reziimi. HiSeq X Ten esindab suurt l&bimurret populatsioonipdhise tdisgenoomi
sekveneerimise vallas. See platvorm voimaldab toota kuni 1,8 Tb andmeid kolme pidevaga ning
sekveneerida kuni 18 000 inimese genoomi aastas, saavutades 30x kaetavuse. Lisaks tdiustatud
optikale ja arvutusvoimekusele kasutab see platvorm uut patterned flow cell tehnoloogiat, mille
abil standardiseeritakse klastrite paiknemine voolurakus. See voimaldab korgema tihedusega

klastrite genereerimist ning oluliselt suuremat andmemahtu iihe jooksu kohta (Reuter jt., 2015).

Kolmanda pdlvkonna sekveneerimine ehk reaalajas iiksikmolekulide jirjestus (TGS) nagu
Pacific Biosciences SMRT-sekveneerimine ja Oxford Nanopore Technologies, voimaldavad
DNA voi RNA molekulide otsejérjestust ilma eelneva voimenduseta. See voimaldab reaalajas
sekveneerimist, kus iga DNA molekuli loetakse 1dbi tervikuna, saavutades nii véiga pika
lugemispikkuse. PacBio SMRT kasutab suletud, iiheahelalist tsiiklilist DNA-malli, mida
nimetatakse SMRTbell'iks. SMRTbell moodustatakse, kui sihtmérgiks oleva kaheahelalise
DNA molekuli mdlemasse otsa liidetakse juuksendeladapterid (hairpin adaptors). Oxford
Nanopore sekveneerimine pdhineb DNA vdi RNA molekuli ldbitungimisel 1dbi
valgusreguleeritud nanopoori, mis pdhjustab muutuse ioonvoolus, mida saab modta ja
iseloomustada (van Dijk jt., 2018). Kuna vajadus tdpsete ja pikkade loetelude jarele kasvab, siis
PacBio uus sekveneerimismeetod HiFi’ga on vdimalik saada védga tipseid pika
lugemispikkusega jarjestusandmeid (Hon jt., 2020). PacBio HiFI tehnoloogia vdimaldab
saavutada koOrge tdpsusega jirjestusandmeid, tuletades 10pliku loetelu mitmest
jarjestuslabimisest {iheainsa DNA mallimolekuli kohta. Antud protsessi kédigus
kombineeritakse sama molekuli kohta saadud alamloetelud, mis eraldi voivad sisaldada
juhuslikke vigu, kuid korduva jarjestamise kaudu moodustub usaldusvéérne konsensusjérjestus.
Uuringud néitavad, et juba kiimne jérjestusldbimise korral saavutavad loetelud mediaanselt Q30
tdpsusklassi, mis vastab ligikaudu 99,9% jérjestustipsusele. Tapsus paraneb ldbitud tsiiklite
arvuga, pakkudes véirtuslikku kompromissi loetelu pikkuse ja kvaliteedi vahel (Wenger jt.,

2019).
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1.5.2. RNA sekveneerimise eriparad

RNA sekveneerimine (RNA-seq) on tehnoloogia, mis vdimaldab uurida kogu rakus vai koes
viljendatud RNA molekulide jérjestusi ja hulka (Wang jt., 2009). RNA-seq on tinapédeval
laialdaselt kasutusel geeniekspressiooni analiilisiks, haiguste tuvastamiseks ning erinevate
organismide uurimiseks (Wang jt., 2009; Li jt., 2011; Zhao jt., 2014). Enne sekveneerimist
tuleb kogu RNA ekstraktist eemaldada ribosomaalne RNA (rRNA), mis moodustab kuni 90%
kogu RNA massist, et keskenduda informatiivsematele molekulidele, nagu mRNA v6i viiruslik
RNA. Lisaks tuleb RNA muuta cDNA-ks poordtranskriptaasi abil (Zhao jt., 2014). RNA
sekveneerimiseks on mitu strateegiat, soltuvalt uurimise eesmairgist. Kogu transkriptoomi
sekveneerimine voimaldab tuvastada erinevaid RNA molekule, uusi transkripte ja miérata
tapselt transkriptsiooni algus- ja Idpp-punkte (Wang jt., 2009). mRNA-seq keskendub polii-A
RNA-Ie ja sobib histi eukariiootsete geenide ekspressiooni analiiiisiks (Mortazavi jt., 2008).
Abhelaspetsiifiline RNA-seq voOimaldab avastada uusi transkripte, viia Idbi genoomi

annotatsiooni ning geeniekspressiooni (Levin jt., 2010).

RNA-seq on rakendatav ka viiruste uurimisel, selle ldhenemisega on vdimalik otse
sekveneerida RNA-viiruseid, viroide ning aktiivselt replitseeruvate DNA-viiruste RNA-vorme
(Adams jt., 2009). See teeb RN A-seq-ist asendamatu tdoriista viirusdiagnostikas ja patogeenide

jélgimises pdllumajanduses (Maclot jt., 2020).

1.6. Sekveneerimisandmete analiiiis

RNA voi DNA jérjestuse analiilis jaguneb iildiselt kaheks pohisuunaks: de novo jérjestuse
kokkupanek (assembly), mida kasutatakse siis, kui referentsgenoom puudub, ja jérjestuste
joondamine (alignment), kus loetud fragmendid vorreldakse juba olemasoleva genoomiga (Li
ja Homer, 2010). Lisaks kasutatakse spetsiaalseid tooriistu viiruste identifitseerimiseks,
geeniekspressiooni kvantifitseerimiseks ning funktsionaalse annotatsiooni tegemiseks (Wood

jt., 2019; Trapnell jt., 2012; Buchfink jt., 2015).
1.6.1. de novo jirjestamine

de novo jarjestamine on jarjestusandmete kokkupaneku meetod, mis on genoomika teadusharu
keskne meetod, mille abil on voimalik méérata nii uute litkide genoomide jirjestusi kui ka
indiviidide genoomijérjestusi populatsioonides. Lisaks vdimaldab jérjestamine analiiiisida
RNA molekule konkreetsetest proovist ning kasutada DNA jérjestust molekulaarbioloogilistes

meetodites tdpse lugemisena (Pop, 2009; Zerbino ja Birney, 2008). Jarjestamise kvaliteet soltub
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lugemite pikkusest ja katvusest, kuid isegi védga liihikestest lugemitest ja korge katvusega
andmekogumitest on vOimalik saada usaldusvidirseid tulemusi (Nagarajan ja Pop, 2013).
Téielike genoomijérjestuste saamine erinevate liikide puhul on endiselt oluline eesmérk, mis
aitab paremini moista bioloogilist mitmekesisust ning evolutsioonilisi protsesse (Zerbino ja

Birney, 2008).

Uks tooriistu de novo jérjestamiseks on Velvet, mis tddtati vilja lithikeste jirjestuslugemite
kokkupanekuks, kasutades de Bruijni graafe. Joonis 5 illustreerib de Bruijni struktuuri
graafiliselt. Igas sOlmes on k-mer’ide viimased nukleotiidid esile tdstetud ja nende jarjestus
moodustab  sd0lme  jdrjestuse. Igal sdlmel on ka kaksiksdlm, mis esindab
poordkomplementaarseid k-mer’e (ehk vastassuunas loetud ja tdiendatud jadade versiooni). See
voimaldab arvesse votta jarjestuslugemisi molemalt DNA ahelalt. Solmede vahelised kaared on
ndidatud nooltena ja nditavad, kuidas jarjestus liigub iihelt solmelt teisele (Zerbino ja Birney,

2008).
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Joonis 5. de Bruijn struktuur graafiliselt (Zerbino, Birney 2008).

Velveti kasutamiseks on oluline parameetrite (nditeks eelnevalt méaratud k-mer’i pikkuse)
optimaalne seadistamine, mis mdjutab otseselt jirjestuse katvust ja kokkupaneku jérjepidevust

(Zerbino ja Birney, 2008).

Alternatiivsed tooriistad, nagu SPAdes, ABySS ja SOAPdenovo, on samuti laialdaselt
kasutusel ning neid eelistatakse sageli olukordades, kus on tegemist keerukamate v3i suuremate

genoomidega (Bankevich jt., 2012; Simpson jt., 2009; Li jt., 2010). Neid kasutatakse suures
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osas genoomika todvoogudes, eriti metagenoomsete voi keeruliste andmekogumite korral

(Nagarajan ja Pop, 2013).
1.6.2. BLAST-analiiiis

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) on bioinformaatiline tooriist, mis kasutab
ladhenemist, mis otseselt ldheneb diinaamilise programmeerimise algoritmiga saadavale
tulemusele, optimeerides sarnasuse moddikut. BLAST suudab tuvastada ka norku, kuid
bioloogiliselt olulisi jarjestuste sarnasusi (Altschul jt., 1990). Meetod tdotab, otsides esmalt
andmebaasist liihikesi jdrjestusi, mis on péringujdrjestusega piisavalt sarnased. Seejirel
kontrollitakse, kas nende tabamus kuulub pikemasse sarnasesse piirkonda, mida voiks kisitleda
kui mirkimisviairset joondust. Selleks laiendatakse tabamust mdlemas suunas, kuni jérjestuste
sarnasus enam ei parane (Altschul jt., 1997). BLAST vodimaldab mitmeid variante, sealhulgas
blastn DNA jérjestuste vordlemiseks ning blastp valkude jaoks, samuti blastx, mis tdlgib
nukleotiidse paringu kuues lugemisraamis ja vordleb seda valguandmebaasiga. Andmebaaside
ettevalmistamiseks lokaalseks analiitisiks kasutatakse tOoriista makeblastdb, mis teisendab
fasta-failid BLASTi indeksiga andmebaasiks (Tao, 2010). BLASTi kasutamine vdimaldab

kindlaks teha jérjestuse péritolu, funktsiooni voi evolutsioonilist sugulust (Pearson, 2013).
1.6.3. Jarjestusandmete joondamine ja kaardistamine

Uks peamisi referentsgenoomi iilesandeid on toimida sihtmirgina teiste genoomide
jarjestusandmete joondamisel. Jarjestuslugemite joondamine referentsgenoomile tdhendab iga
sisendjérjestuse positsiooni seostamist vastava homoloogilise positsiooniga referentsgenoomis.
Selline joondus voimaldab teha kindlaks, millised piirkonnad jarjestatud genoomis vastavad
referentsgenoomile, ning annab seeldbi olulist teavet vastava genoomi iilesehituse ja

variatsioonide kohta.

Uks joondamistddriistu on BWA (Burrows-Wheeler Aligner), mis on optimeeritud lithikeste
jarjestuste kiireks ja tidpseks joondamiseks suurele referentsile (Li ja Durbin, 2009). Pérast
lugemite joondamist salvestatakse tulemused iildjuhul SAM (Sequence Alignment/Map), mida
saab toodelda tooriistaga SAMtools, et eraldada joondusi kindlas genoomipiirkonnas, iihendada
ja sorteerida joondusi, méédrata iithe nukleotiidi poliimorfismid (SNP-d) ja insert-
sioonid/deletsioonid ning visualiseerida joondusi (Li jt., 2009). Joondamise tulemuste analiiiis
vOimaldab tuvastada mutatsioone, struktuurilisi erinevusi ja muid geneetilisi variatsioone, mis

on olulised nii teadustdds kui ka kliinilistes rakendustes (Paten jt., 2014).
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1.6.4. Tiivede miiramine metagenoomsetest andmetest

Tiivede mddramiseks jérjestatud andmetest on loodud GenomeTester tarkvarapakett, mis
vordleb genoome ja tuvastab geneetilisi markereid. Selle iiheks iilesandeks on genoomsetes
andmetes k-mer’ide (jarjestatud nukleotiidijdrjestuste pikkusega k) sageduste lugemine.
GenomeTester tarkvara loendab antud jarjestustes koik esinevad k-mer’id ja salvestab need
binaarvormingus, mis vdimaldab andmete hilisemat kiiret tootlemist. Sellise ldhenemise
eeliseks on vdimalus vorrelda kiiresti vdga suurt hulka jarjestusi ilma vajaduseta neid eelnevalt
joondada, mis teeb meetodi sobilikuks ka tiivedevaheliste erinevuste analiilisiks (Kaplinski jt.,

2015).
1.6.5. Taksonoomiline klassifitseerimine

Taksonoomiline klassifitseerimine on oluline etapp jirjestusandmete analiiiisis, mille eesmérk
on iseloomustada organismide mitmekesisust, geene ja metaboolseid protsesse (Menzel jt.,
2016). Kaasaegsete jéarjestustehnoloogiate abil saadud suurte metagenoomsete andmehulkade

tootlemiseks on vilja téotatud mitmeid tdoriistu, millest iiks on Kraken2 (Wood jt., 2019).

Kraken2 on kiire ja tdpne taksonoomilise klassifitseerimise tarkvara, mis kasutab k-mer-pShist
meetodit jirjestuste méadramiseks. Iga jarjestuse k-mer vorreldakse eelnevalt koostatud
andmebaasis olevate k-mer’idega, millele on méératud taksonoomiline tdhis (Wood jt., 2019).
Selle tulemusena suudab Kraken2 véga suure efektiivsusega tdddelda miljoneid jdrjestusi,
sdilitades sealjuures korge tdpsuse ka madala katvusega proovide korral. Kraken2 sobib hésti
tiivede méaramiseks, kuna voimaldab tépset ja kiiret jarjestuste taksonoomilist jaotamist, kuid

selle kasutamine soltub kasutatavast andmebaasist (Wood jt., 2019).
1.6.6. Fiilogeneetiliste puude koostamine ja analiliis

Fiilogeneetika kujutab endast kiiresti arenevat teadusvaldkonda, mille raames on vélja tootatud
sadu spetsialiseeritud tarkvaralahendusi erinevat tiilipi andmete analiiiisimiseks. Need tooriistad
voimaldavad késitleda laia valikut uurimiskiisimusi ning tédita mitmesuguseid teaduslikke
eesmirke, niiteks hinnata evolutsioonilisi suhteid (Hall, 2013). Fiilogeneetilises analiiiisis on
oluline jirjestuste mitmikjoondamine, milleks kasutatakse nditeks MUSCLE algoritmi (Edgar,
2004). MUSCLE algoritm on kittesaadav nditeks MEGA keskkonnas (Awe jt., 2023).
MUSCLE algoritm kasutab jarjestuste sarnasuse hindamiseks selliseid kaugusmoddikut nagu
k-mer kaugust joondamata jérjestuste ja Kimura kaugust joondatud jérjestuste puhul. K-mer
pohine hindamine vdimaldab kiiret esmase sarnasuse médramist ilma joonduseta, samas kui

Kimura mudel korrigeerib kauguse hindamist, arvestades korduvaid mutatsioone {ihes
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positsioonis. Jérjestuste rithmitamiseks kasutatakse UPGMA (Unweighted Pair Group Method

with Arithmetic Mean) meetodit, mis voimaldab efektiivset ja tépset jarjestusjoondust (Edgar,
2004).

Uks populaarsemaid programme suurte andmestike fiilogeneetiliseks analiiiisimiseks on
RAXML (Randomized Axelerated Maximum Likelihood). Antud programmi peamiseks
tugevuseks on kiire maksimaalse tdendosuse puuotsingu algoritm, mis suudab leida korge
toendosusskooriga fiilogeneetilisi puid. RAXML vdimaldab hinnata fiilogeneetilise puu toestust
bootstrap-meetodi abil. Antud programm toetab DNA- ja valgusjérjestusti, binaarseid,
mitmeolekulisi morfoloogilisi ning RNA teisese struktuuri andmeid. RAXML suudab ka
automaatselt médrata parima valgu asendusmudeli ning hinnata baaside sagedusi maksimaalse
toepéra meetodil (maximum likelihood). RAXML vdimaldab flilogeneetiliste puude teostamist
suurte, kiimnete tuhandete taksonitega andmekogumite puhul. Samuti voimaldab programm
arvutada marginaalseid eellasolekute seisundeid (ancestral states) ning pakub algoritmi puude

juurimiseks (Stamatakis, 2014).
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1. Too6 eesmiargid

Kéesoleva magistritod eesmargid on:

1. Eestis esinevate PVY tiivede jarjestuste madramine standardprotseduuril kogutud
proovidest;

2. Rekombinantsete tiivede kaardistamine;

3. PVY tiivede flilogeneetiline analiiiis;

4. HTS’i hindamine kui toetav meetod erinevate taimeviiruste tuvastamiseks

seemnekartulis.
2.2. Materjal ja metoodika

Joonis 6 annab iilevaate skeemina, kuidas kartuli Y-viirust tuvastati antud magistritdd raames
ja millistest etappidest koosnes jérjestuse analiilisi protsess. Protsess algas sertifitseeritud
seemnekartuli proovide kogumisega, mida teostasid Pdllumajandus- ja Toiduameti (PTA)
inspektorid. Kogutud proovid edastati analiilisimiseks Maaelu Teadmuskeskuse (METK)
Taimetervise ja Mikrobioloogia valdkonna (TTMYV) laboratooriumisse. Koik laborisse
saabunud mugulad analiilisiti PVY esinemise suhtes. Kuni 2015 aastani oli esmaseks
tuvastamismeetodiks ELISA, alates 2015 aastast kasutati esmase midramismeetodina reaalaja

RT-qPCR.

Koikidest proovidest kust tuvastati kartuli Y-viirus aastatel 2011 kuni 2013; 2016 kuni 2019
viidi 14bi tdiendav RT-PCR PVY tiivede tuvastamiseks. Valik proove, mis esindasid erinevaid
variatsioone edastati sekveneerimiseks Inglismaale FERA (The Food and Environment
Reasearch Agency) laborisse, kus viidi 1dbi Illumina RNA-Seq pdhine sekveneerimine.
Sekveneerimise tulemusena saadud FASTQ toorandmetele tehti esmane analiiiis FERAsS,
kasutades nende poolt viljatootatud bioinformaatilist analiiiisiskeemi. Samuti saadeti METK’1
FASTQ toorandmed, millest viidi kdesoleva magistritdd raames 1ibi lisa bioinformaatiline
analiiiis. Bioinformaatilise andmeanaliiiisi eesmérgiks oli médirata viiruse jirjestus ning hinnata
selle geneetilist varieeruvust ja péritolu, lisaks méddrata ka mis teisi organisme antud proovides
esineda vdiks. Andmetdotluses kasutati jirjestuse kokkupanekuks Velvetit ja jdrjestuste
taksonoomiliseks klassifitseerimiseks Kraken2 tooriista. Lisaks rakendati BLAST-analiiiisi, et
leida joondamiseks sobilik referentsgenoom. Jérjestuste tépseks kaardistamiseks ja

tootlemiseks kasutati BWA, SAMtools ja GenomeTester4d programme. Seejirel loodi
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konsensusjarjestused, mille alusel koostati fiilogeneetiline puu, hindamaks saadud PVY

genoomide ja erinevate viiruste isolaatide omavahelist geneetilist seost.

Seemnekartul

A

PTA inspektorid

h 4
METK TTMV laboratoorium

A
Kartulimugulatest tiikkkide votmine

\4 v
Taimede kasvatamine DNA/RNA eraldamine H&G meetodiga

A4
| 3. nddalaste lehtede kogumine | l
Reaalaja RT-qPCR PVY tuvastamiseks

v
| PVY tuvastamine ELISA meetodiga I

ELISA’ga tuvastatud positiivsete PVY ekstraheerimine

I !

| RT-PCR tiivede tuvastamiseks

Illumina RNA-Seq — Positiivsete PVY proovide sekveneerimine FERA-s Inglismaal

v

FERA FASTQ toorandmete edasitootlemine

|

Velvet BWA ja SAMtools GenomeTester4

Kraken2

A y

BLAS SAMtools consensus

v

Fiilogeneetiline puu

Joonis 6. Kartuli Y-viiruse ja jéarjestuse analiilisi protsessi skeem.
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Joonisel kujutatud protsessi eesmirk on saavutada PVY usaldusvidirne ja tundlik tuvastamine
ning pakkuda pdhjalikku molekulaarset iilevaadet viiruse geneetilisest mitmekesisusest. Selline
lahenemine toetab seemnekartuli kvaliteedikontrolli ja aitab ennetada ning kaardistada kartuli

Y -viiruse levikut kartulikasvatuses.
2.2.1. Kartuli proovid

Kartulil esineva PVY tiivede iseloomustamiseks kasutati inspektorite poolt rutiinse kontrolli
kéigus kogutud ja laboris analiilisitud seemnekartuli proove. Tabelis 1 on vélja toodud katses
kasutatud proovid. Kokku analiitisiti 15. erinevat kartulitaime proovi, mis parinesid jairgmistest
kartulisortidest: ,,Lucilla®, ,,Arielle”, ,,Red Lady*, ,Tiina“, ,,Albertine*, , Teele*, ,,Milva®,
»Manitou“ ja ,,Anuschka®. Laboratoorsed esmased analiiiisid viidi 1dbi 2011-2012 ja 2019
Harjumaal, Saku vallas, Sakus endises Pdllumajandusuuringute Keskuses (PMK), niitidses

Maaelu Teadmuskeskuses.

Tabel 1. Katsetes kasutatud proovi tdhistused, nende sordid ja analiilisimise aasta.

Proovi tdhistus Sort Analiilisimise aasta
Eesti-1 Lucilla 2019
Eesti-2 Lucilla 2019
Eesti-3 Arielle 2019
Eesti-4 Red Lady 2019
Eesti-5 Tiina 2019
Eesti-6 Red Lady 2019
Eesti-7 Lucilla 2019
Eesti-8 Albertine 2019
Eesti-9 Teele 2019
Eesti-10 Arielle 2011
Eesti-11 Arielle 2011
Eesti-12 Milva 2012
Eesti-13 Manitou 2011
Eesti-14 Anuschka 2011
Eesti-15 Arielle 2011

2011.ja2012. aastal kasvatati taimed mugulast ette TTMYV karantiinkasvuhoones. Kartuli lehed
koguti labori tootajate poolt analiiiisimiseks siis, kui neil oli vdljaarenenud 3 — 4 lehte ja taim
oli vihemalt 3. niddala vanune. 2019. aastal viidi analiiiisid 14bi otse mugulatest. Laborisse
saabunud mugulaproovid sisaldasid 100 mugulat, mis jagati 10 alaprooviks ning kust vdeti

tiikkid mugula molemast otsast.

Lehtedest pressitud mahla ja mugulatiikke kasutati totaalse nukleiinhappe eraldamiseks. K&ik

proovid sdilitati —20 °C juures kuni edasiste analiilisietappideni.
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2.1.1. Kartuliviiruste tuvastamise meetodid

Ekstraheerimised kartuli lehtedest ja mugulatest viidi 1abi kasutades Maaelu Teadmuskeskuse
Laboratooriumite Kvaliteedikdsiraamatu TTMV té6juhendeid. Lehtedest PVY méédramiseks
kasutati ELISA (Lisa 1) meetodit ning mugulatest H&G (Lisa 2) ja reaalaja RT-qPCR meetodit.
Aastatel 2011-2012 kasutati ELISA meetodit, kuna laboris ei olnud H&G ekstraktsioonimeetod
ja reaalaja RT-qPCR juurutatud, mis on oluliselt kiirem ja mida saab kasutada raske materjali

puhul nagu on mugul. Eraldatud DNA/RNA siilitati -20 °C juures.
2.1.2. TagMan Reaalaja poordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsioon

Kartuliproovidest eraldatud DNA/RNA  analiiiisiti  kasutades TaqMan Reaalaja
pOordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsiooni (RT-qPCR) meetodit. Viiruste tuvastamine
viidi 14bi vastavalt metoodikale iiheetapilise reaktsioonina, kus reaktsioonisegu 16ppmaht oli 25

mikroliitrit.

Tabelis 2 on esitatud kasutatud reaktsioonisegu komponendid, mahud ning
16ppkontsentratsioonid. Reaktsioonisegu valmistati, kombineerides vajalikud komponendid
(puhver, dNTP-d, MgCl., praimerid, sond, pdordtranskriptaas ja DNA-poliimeraasi ensiiiim)
vastavalt protokollile. Valmis reaktsioonisegu jaotati mikrotiterplaadi siivenditesse ning sellele

lisati analiiiisitav RNA- vo1 DNA-proov.

Tabel 2. Reaalaja RT-PCR reaktsioonisegu komponendid ja nende maht.

Reaktsioonisegu Maht Lopp Komponendi tootja
komponent reaktsioonisegus (pl) kontsentratsioon
reaktsioonisegus
ddH20 10,38
10x Gold puhver 2,5 Ix Applied Biosystems
MgCI2 5,5 5,5 mM Applied Biosystems
dNTP 2,0 800 nM Promega
Périsuunaline (F) 1,0 300 nM Sigma-Aldrich
praimer
Vastassuunaline (R) 1,0 300 nM Sigma-Aldrich
praimer
TagMan sond 0,5 100 nM Sigma-Aldrich
MMLYV (RevertAid) 1,0 0,02 U/ul Thermo Fisher
Scientific
AmpliTaq Gold 0,125 0,025 U/ul Applied Biosystems
Proovi nukleiinhape 1

Reaalaja RT-qPCR-il kasutati kahte erinevat praimeripaari (Tabel 3) ja sondi, selleks, et kdige

pealt kontrollida ekstraktsiooni Onnestumist tsiitokroomi oksidaasi olemasoluga ja seejérel
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kasutati spetsiifilisi praimereid kartuli Y-viiruse tuvastamiseks. Tsiitokroomi oksidaasi
olemasolu kontrollimiseks kasutati kontrollgeeni COX F, COX R praimereid ja COX sondi.
PVY tuvastamiseks kasutati PVY F, PVY R praimereid ja PVY sondi.

Tabel 3. Reaalaja RT-qPCR reaktsioonisegus kasutatud praimerid

Marklaud- | p oo Praimeri jérjestus (5’ —3°)
organism
COXF CGTCGCATTCCAGATTATCCA
COX COX R CAACTACGGATATATAAGRRCCRRAACTG
COX sond JOE — AGGGGCATTCCATCCAGCGTAAGCA — TAMRA
PVY F GGGCTTATGGTTTGGTGCA
PVY PVY R CCGTCATAACCCAAACTCCG
PVY sond FAM — TGAAAATGGAACCTCGCCAAATGTCA —
TAMRA

Tabelis 4 on ndha, et TagMan Reaalaja pdordtranskriptsiooni poliimeraasi ahelreaktsiooni
esimeseks etapiks oli pdordtranskriptsioon ehk RNA pealt siinteesiti DNA, mis viidi 14bi 48 °C
juures 30 minutit. Seejdrel toimub eelkuumutamine 10 minutit 98 °C juures, et 16hustuda
vesiniksidemed ja moodustada iiksikahelaline DNA. Sellele jargnes denaturatsioon 95 °C 15
sekundit ning praimerite seondumine ja DNA siintees 60 °C juures 1 minut. Denaturatsiooni,
praimerite seondumise ja DNA siinteesi etappe korrati 40 korda. Igale analiiiisile lisati juurde
ka positiivne ja negatiivne kontroll ning tiks kuni kaks reaktsioonisegu kontrolli, et veenduda

analuusi kvaliteedis.

Tabel 4. Reaalaja RT-qPCR reaktsiooni etapid.

I::;I? tlgjoi?égig Temperatuur (°C) Etapi aeg Tsiiklite arv
Poordtranskriptsioon 48 30 minutit 1
Eelkuumutamine 95 10 minutit 1
Denaturatsioon 95 15 sekundit
Praimerite 40
seondumine ja DNA 60 1 minut
suntees

Reaalaja RT-qPCR analiiiisid viidi 1dbi QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System masinaga ja
tulemused moddeti antud masina tarkvaraga. Tulemused esitati Ct véartustena, mis néitab reaalaja
RT-qPCR programmi tsiiklite tundlikkusldve, kus on fluorestsents tuvastatav. Tundlikkuslaveks
nimetatakse joont, mis madrab amplifikatsioonikdvera Ct véartuse ning antud meetodi puhul on
selle tilemiseks laveks 40. Kui 40 tsiikli jooksul fluoresentsis tdusu ei tuvastata ei sisalda proov
mirklaudorganismi. Reaalaja RT-qPCR testides kasutatakse {ildjuhul Ct tundlikusldve piirina 35 —
40 tstiklit, seega koik, mis jaddvad alla nende véirtuse on positiivsed. Endises PMK ja niitidses

METK TTMYV laboratooriumis on méératud selleks piiriks 36.
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2.2.2. Kartuli Y-viiruse positiivsete proovide sekveneerimine

Vilja valitud kartuli Y-viiruse suhtes positiivseks osutunud proovide ekstraktid saadeti
Inglismaale sekveneeriti 2020. aastal Uhendkuningriigis The Food and Environment Research
Agency (FERA) asutuses. Proovid valmistati ette ja jarjestati vastavalt Fowkes jt (2021) poolt
kirjeldatud protokolli.

Esmalt valmistati iga RNA—proovi pdhjal kasutades Illumina TruSeq Complete Plant Leaf
komplekti ribosoomivabad, indekseeritud sekveneerimisraamatukogud. Protokoll sisaldas
rRNA eemaldamist, et suurendada viiruslike jarjestuste tuvastamise tundlikkust. Igale proovile
lisati unikaalne indeks, et hiljem eristada proove liksteisest. Seejérel segati koik raamatukogud
kokku iihtseks seguks ja sekveneeriti [llumina MiSeq platvormil, kasutades V3 2 x 300 bp

paariotsalist sekveneerimiskomplekti.

Sekveneerimise jargselt eraldati andmed proovide kaupa vastavalt indeksitele, kasutades MiSeq
seadme sisseehitatud tarkvara. Saadud lugemid t66deldi edasi bioinformaatilise tooriista Angua
abil. Angua on bioinformaatiline t06voog, mis analiiiisib Illumina paired-end
sekveneerimisandmeid viiruste tuvastamiseks. ToO algab andmete puhastamise ja
kvaliteedikontrolliga (FastQC, MultiQC, Bbduk), millele jirgneb transkriptide koostamine
programmiga Trinity. Vdahemalt 200 baasi pikkused jarjestused vorreldakse nt andmebaasiga
(BlastN) ja analiitisitakse MEGAN:I abil, et tuvastada viiruslik péritolu. Sarnased jarjestused
eemaldatakse klastrimisega (Mmseqs2) ning jérjestusi kontrollitakse tdiendavalt valgu tasemel
(diamond-BlastX). Tulemused visualiseeritakse MEGANis ja koostatakse kokkuvdtlikud
koostamisstatistikad (Angua-nf, 2024).

Kéesolevas t60s kasutati iiksnes FERA laborist saadud toorandmeid ehk FASTQ formaadis
jarjestusfaile, mille pohjal viidi 1dbi edasine andmeanaliiiis Eestis. Sekveneerimise

eksperimentaalne osa ise viidi lébi tdielikult FERA laboris.
2.2.3. de novo jirjestuse kokkupanek

Edasiseks analiiiisiks viiruste jérjestuste rekonstrueerimise jaoks kasutati Velvet assemblerit, et
teha de novo jirjestuse kokkupanek. Analiilis viidi 14bi kahes etapis, kus kasutati kdsureal

velveth ja velvetg programme.

Analiitisitava genoomse materjali kokkupaneku esimene samm viidi 1dbi Velvet tarkvarapaketi
osaga velveth, mille lilesandeks on luua esmased andmestruktuurid. Sisendina kasutati eelnevalt

kvaliteedikontrolli 1dbinud (QC-filtered ehk kvaliteedi kontrolli ldbinud) paarisotsalisi
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jarjestuslugemeid FASTQ formaadis. Lugemid olid téddeldud Illumina MiSeq siisteemi
tarkvara abil, mis hdolmas adapterite eemaldamist, madala kvaliteediga aluspaaride trimmimist
ning muude jérjestusmiira allikate elimineerimist. Selle pdhifunktsioon on k-mer pohiste
andmestruktuuride, nagu Roadmaps ja Sequences failide genereerimine, mis on aluseks
jargnevatele de novo jarjestuse kokkupaneku sammudele. Oluline parameeter selles etapis on
k-mer pikkus, mis mdjutab oluliselt 1oplikku assembleri kvaliteeti. Velvet kasutab eri

pikkustega k-mer’e.

Teises etapis kdivitati velvetg, mille sisendiks on velveth-i poolt genereeritud kaust. Velvetg
kasutab seal salvestatud andmestruktuure kontiigide loomiseks. Selle protsessi kdigus
arvutatakse katvused ja lihendatakse sobivad jérjestused kokku. Viljundfailideks tekivad
velvetg kiasu tulemusel contigs.fa, stats.txt ja Graph2. Contigs.fa failis sisalduvad jirjestatud
kontiigid FASTA-formaadis, mis sobivad edasiseks analiiiisiks nagu néditeks BLAST. Stats. txt
annab iilevaate kokkupaneku statistilistest néitajatest nagu on kontiigide arv, nende pikkus ja

katvus ning N50. Graph2-te kasutatakse kokkupaneku sisemiste struktuuride salvestamiseks.

Kasutatud RNA-Seq andmestik, mis pohineb kogu proovist parineva RNA sekveneerimisel,
voimaldas koguda mitte ainult uuritava kartuli Y-viirus jérjestusi, vaid ka avastada teisi RNA-
viiruseid, mis proovides voisid esineda. RNA-Seq meetod ei ole viiruse-spetsiifiline ning
hdlmab koiki proovis esinevaid aktiivselt transkribeeritavaid RNA molekule, mistdttu saab

tuvastada ka kaasinfektsioone voi varjatud viiruseid, mis ei pruugi olla eelnevalt teada.
2.2.4. BLAST-analiiiis ja referentsgenoomi valik

Velvet assembleriga saadud kokkupandud jérjestused (kontiigid) voeti edasiseks
taksonoomiliseks madramiseks BLAST-analiiiisile, kasutades selleks kohapeal koostatud
viirusetiivede andmebaasi. See andmebaas loodi Geneious Prime tarkvara abil, kuhu koondati
koik teadaolevad kartuli Y-viiruse (PVY) tdispikad genoomijirjestused, mis olid saadaval
NCBI GenBank andmebaasis seisuga 03.04.2025. Kokku koguti 705 PVY genoomijérjestust,
mis eksporditi FASTA-formaadis ja vormistati BLAST-iga iihilduvaks lokaalseks
andmebaasiks. Selleks kasutati NCBI BLAST+ késureatdoriista makeblastdb, millega loodi

vajalik andmebaasistruktuur ning viidi 14bi andmebaasi indekseerimine.

BLAST-analiilisiks kasutati Velvetiga genereeritud kontiig-faile FASTA-formaadis, mida
vorreldi eelnevalt loodud lokaalse PVY andmebaasiga. Analiilisi eesmirk oli tuvastada iga
kontiigi suurim jérjestuslik sarnasus teadaolevate PVY tiivedega. Seejérel valiti edasiseks

jarjestuste kaardistamiseks vélja need referentsgenoomid, millel oli BLAST-analiitisis korgeim

31



katvus ja identiteet, et tagada voOimalikult tdpne ja usaldusvddrne viiruse genoomi

rekonstruktsioon.

Kuna PVY genoomid on ddrmiselt varieeruvad ja sageli esinevad rekombinantseid tiivesid, ei
olnud piisav ldhenemine kasutada iihtainsat referentsgenoomi kogu joondamise protsessis.
Sellisel juhul jdi kontiigide kaetus sageli osaliseks voi tekkis mittespetsiifiline vastavus.
Seetdttu viidi 14bi BLAST-analiiiis iga proovi vastu eraldi, mis vdimaldas tuvastada tiivepohise
maksimaalse katvusega vasteid, ning tagas seeldbi tdispikkade genoomide usaldusvéirse
rekonstrueerimise. Eriti oluline oli see juhul, kui proovides esinesid rekombinandid voi
koinfektsioonid, kus erinevad genoomipiirkonnad vdivad parineda erinevatelt tiivedelt. Selline
lahenemine suurendas analiiiisi spetsiifilisust ja vOimaldas hiljem korrektsemat tiivede

klassifitseerimist.
2.2.5. Jirjestusandmete kaardistamine referentsgenoomile

BLAST-analiilisil sobiva referentsgenoomi valimise pdhjal viidi 14dbi jdrjestusandmete
kaardistamine, kasutades BWA ja SAMtools todriistu. Sisendfailidena kasutati puhastatud
jarjestusandmeid FASTQ-formaadis ning valitud PVY referentsgenoomi FASTA-faili.
Koigepealt indekseeriti referentsgenoom bwa index késuga ning seejdrel viidi 1édbi
jarjestuslugemite kaardistamine bwa mem abil, mille tulemuseks olid SAM-formaadis
joondusfailid. SAM-failid konverteeriti BAM-formaati kisuga samtools view, seejérel sorteeriti
(samtools sort) ja indekseeriti (samtools index). Saadud sorteeritud ja indekseeritud BAM-failid
kasutati edasiseks analiiiisiks, sealhulgas katvuse hindamiseks ja SNP-variantide
tuvastamiseks. Joondamise protsess tagas, et jirjestusandmed oleksid kvaliteetselt ja tipselt
seotud valitud referentsgenoomiga, mis on edasiste analiilitiliste sammude usaldusvédrsuse
aluseks. Lisaks sellele koostati Eesti enda referentsgenoom samtools consensus meetodi abil,

mis vOoimaldas luua konsensusjirjestuse olemasolevate andmete pdhjal.
2.2.6. Kartuli Y-viiruse tilvede miaramine

Proovis viirusetiivede rekombinatsioonikohtade positsioneerimiseks jérjestuse ulatuses ja
koinfektsiooni tuvastamiseks kasutati GenomeTester4 tarkvarapaketti, tipsemalt funktsiooni
gmer_counter, mis voimaldab kvantitatiivselt hinnata lugemite jaotumist erinevate PVY
tiitipide (PVY-N ja PVY-0) vahel. Selles analiiiisis kasutati viirusetiitipide vordlusena jargmisi
genoomiviiteid: MW811190.1 (PVY-N) ja KY847925.1 (PVY-O), mis valiti nende korge
kvaliteedi ja tdieliku jérjestuse alusel. Selleks koostati gmer counteri andmebaas, mis sisaldas

molemat tiive eristavaid k-mer’e kogu jérjestuse ulatuses. gmer counteri andmebaasis tohib iga
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k-mer olla vaid korra, seetottu samu k-mer’e sisaldavad genoomi osad jadvad graafilise liidesest
vilja ning tulemus on indikatiivne koinfektsiooni ja rekombinantide osas. Analiilisiks kasutati
gmer_counteri poolt arvutatud tiivespetsiifiliste k-mer sagedusi FASTQ sisend failis. Selle abil
oli vOoimalik tdpselt midrata, milline osa lugemitest kattus N-tiilipi voi O-tiilipi viirustiivedele
iseloomulike jirjestustega. Analiilisi tulemusena saadud andmed néitasid kvantitatiivselt tiivede
jaotust ning vdoimaldasid hinnata ka potentsiaalseid koinfektsioone, kus iihes proovis esinevad

korraga mdlema tiive omadused.

Lisas 3 on vilja toodud gmer counteri andmebaasi faili struktuur. Esimene tulp tdhistab
positsiooni number, teine néditab mitu k-mer tulpa on ja viimased kaks on unikaalsed k-mer’id
andmestikus. Samasugused nukleotiidipositsioonid standardiseeritakse ning insertsioonid ja

deletsioonid eemaldatakse.

Tulemuste paremaks tdlgendamiseks loodi kohandatud R-skript, mis visualiseeris
tiivespetsiifiliste lugemite jaotuse kogu genoomi ulatuses. Graafiline véljund vdoimaldas esile
tuua PVY-N ja PVY-O tiilipide positsioonid ning nendevahelised iileminekud, mis on eriti
oluline rekombinantide ja segainfektsioonide tuvastamisel. Selline visualiseerimine andis selge
iilevaate, millised genoomipiirkonnad kuulusid kummalegi tiivele ja kuidas need proovis
kattusid. Eestis esinevad tiived médrati kasutades 2017. aastal ilmunud artiklis oleva joonise

jérgi (Joonis 4).
2.2.7. Kartuli Y-viiruse fiillogeneetiline analiiiis

Kartuli Y-viiruse jérjestuste evolutsioonilise piritolu ning tiivedevaheliste fiilogeneetiliste
seoste midramiseks konstrueeriti fiilogeneetiline puu. Analiilisis kasutati Eesti proovide
genoomijdrjestusi (7 tdisgenoomi) ja genoomide jirjestusi, mis valiti varasema joondamise
etapis (5 genoomi). Lisaks kaasati iga proovi kohta kolm kdige geneetilisemalt sarnast
konsensusjarjestust (16 genoomi), et tagada esinduslikkus tiivede vaates ning maksimaalne
informatiivsus puu iilesehitamisel. Ulejiinudest mitteesindatud tiivede gruppidest lisati veel
kuni 5 genoomi Green jt. (2017) artiklist, kokku 38 isolaati. Fiilogeneesi puu koostamiseks

kokku kasutati 66. isolaati.

Uurimuses kasutatud proovidest genereeriti tdispikad konsensusjérjestused, kasutades
Samtools consensus funktsiooni, mis pohines proovide lugemite kaardistusel valitud
referentsgenoomide vastu. Need konsensusjérjestused esindavad proovi kodige tdendolisemat

PVY genoomi, vottes arvesse variatsioonide ja kaetuse mustrit kogu jérjestuses.
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Koik jdrjestused, nii oma proovide konsensused kui ka valitud referentsgenoomid, viidi
joondamiseks MEGA 11 tarkvarasse, kus kasutati mitmikjoondustdoriista MUSCLE
vaikeseadetega. MUSCLE vodimaldas tipset ja kiiret nukleotiidijdrjestuste joondamist,
sdilitades maksimaalse jarjestusliku homoloogilisuse ja optimeerides jargneva fiillogeneetilise

puu koostamise aluseks oleva andmestiku kvaliteeti.

Joondatud jérjestuste pohjal viidi MEGAT11-s esmalt 1abi mudelivalik, mille tulemusel méérati
andmestikule sobivaim evolutsiooniline mudel (GTR+G+I) ning selle pdhjal koostati algne
fiilogeneetiline puu maksimaalse tdepdra meetodil (Maximum Likelihood, ML), kasutades
1000 bootstrappi. Kuigi MEGA vdéimaldas esmase puu koostamist ja mudeli hindamist, viidi

10plik fiilogeneetiline analiiiis 1dbi spetsialiseeritud tarkvaras RAXML,

RAXML analiitis viidi ldbi kasutades joondatud FASTA-faili, mis sisaldas Eesti
konsensusgenoome, joondamiseks kasutatud jérjestusi, konsensusjérjestustele geneetiliselt
sarnaseid jérjestusi ning genoome teistest tlivedest. Analiiiisi tulemusena koostati
evolutsiooniline puu, mis visualiseeris uuritud proovide fiilogeneetilist paigutust PVY tiivede

vahel, voimaldades hinnata, millistest referentsrithmadest Eesti proovid geneetiliselt parinevad.
2.2.8. Taksonoomiline klassifitseerimine RNA-viiruste tuvastamiseks

Lisaks PVY tuvastamisele viidi proovides ldbi laiem RNA-viiruste médramine, kasutades
Kraken 2 tarkvara. Analiiiisi sisendiks voeti puhastatud jirjestusandmed FASTQ-formaadis,
mis analiiisiti Kraken 2 abil, kasutades Kraken 2 enda viiruste andmebaasi ,,Viral®
(28.12.2024), mis sisaldas erinevate teadaolevate RNA-viiruste tdisgenoomseid jdrjestusi.
Kraken 2 maééras iga jirjestuslugemi taksonoomilise kuuluvuse ning koostas detailse iilevaate
sellest, milliseid RNA-viiruseid proovides esines lisaks PVY-le. Tulemused vdimaldasid
tuvastada voimalikud koinfektsioonid ja hinnata viiruskoosluste mitmekesisust igas proovis.

Tulemuste visualiseerimiseks kasutati Sankey diagrammi (Bogart, 2014).

2.3. Tulemused

2.3.1. Eestis esinevad Kkartuli Y-viiruse tiived

Tabelis 5 on esitatud RNA-sekveneerimise tulemuste peamised kvantitatiivsed nditajad, mille
alusel hinnati kartuliproovide reaalaja RT-qPCR Ct véartust, PVY viiruse genoomi katvust
referentsile joondamisel, kontiigide kvaliteeti ning sekveneerimissiigavust. Iga rea kohta on
toodud proovi tdhistus, sekveneerimisel saadud lugemite koguarv, PVY viiruse jirjestustega

kaardistunud lugemite arv, kontiigide arv (PVY-ga seonduvad jérjestused pérast
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assambleerimist), kontiigi keskmine pikkus, keskmine jdrjestussiigavus, genoomi katvuse

protsent ning 1dpliku viirusgenoomi pikkus.

Lugemite arv oli vahemikus 214 104 ("Eesti-15") kuni 4 222 956 ("Eesti-3"), kuid ainuiiksi
suur lugemite arv ei olnud méairav PVY genoomi rekonstrueerimise edukuseks. Oluline oli ka
see, kui suur osa lugemeid kaardistus PVY referentsgenoomile ning kui tiielikult katavad need
lugemid viiruse kogu genoomi. Néiteks proovis "Eesti-4" oli kiill viga hea katvus (100%), kuid
analiiiis ei tuvastanud BLAST’i ega ka Kraken?2 analiiiisis kartuli Y-viirust ning see proov jéeti
PVY tiiveanaliiiisist vélja. Kraken2 analiiiisis selgus, et proovis esines hoopiski kartuli S-viirus

(PVS), millest saadi ka kokku tdisgenoom (8445 nukleotiidi).

Tabel 5. Kartuli Y-viiruse genoomijirjestuse rekonstrueerimise tulemused.

Reaalaja S . Genoomi .
Proovi i Lugemite | Kaardistunud | Kontiigide Kontn_gl 'Kcskn.limc katvuse Gc.nooml
tahistus o koguarv | lugemite arv arv kcs}cmmc SUETHPERYIS protsent pikkus
Ct pikkus (katvus) (%) (nt arv)
vidrtus
Eesti-1 29,4 1623000 3 2 147,00 1,79 10,05 2268
Eesti-2 24,6 1591996 388 7 1193,29 7,47 89,50 9196
Eesti-3 27,0 4222956 13 8 169,75 1,84 16,52 7944
Eesti-4 40,0 2037595 3629 1 8445,00 76,80 100,00 8445
Eesti-5 323 790924 15 8 126,75 1,44 11,29 8094
Eesti-6 40,0 2357852 82 8 401,75 4,80 33,45 9595
Eesti-7 29,7 1130988 13 9 87,78 1,58 13,17 5240
Eesti-8 28.8 927234 13 8 181,00 1,56 18,48 7686
Eesti-9 19,1 1445967 16120 1 9688,00 337,16 100,00 9688
Eesti-10 12,1 982576 64690 1 9694,00 1416,94 100,00 9694
Eesti-11 19,9 2504611 16388 1 9686,00 273,60 100,00 9686
Eesti-12 11,7 1404645 23171 1 9687,00 337,05 100,00 9687
Eesti-13 15,2 1200310 80140 1 9580,00 143295 100,00 9580
Eesti-14 16,5 1067161 2048 1 9675,00 27,79 99,90 9675
Eesti-15 27,6 214104 11 10 70,90 1,09 6,82 8201

PVY tlive middramiseks sobisid proovide hulgast ainult need, kus genoomi katvuse protsent oli
piisav (=99%) ning kontiigi pikkus ldhenes PVY eeldatavale tdisgenoomi pikkusele (~9600—
9700 nukleotiidi). Sellistele kriteeriumitele vastasid proovid "Eesti-9" kuni "Eesti-14", milles
PVY genoom rekonstrueeriti terviklikult (katvus 99,9—100%) ja kontiigi pikkused ulatusid
9580 kuni 9694 nukleotiidini. Nende proovide sekveneerimissiigavus jdi vahemikku 27,79 —

1432,95.

Ulejasnud proovides, sealhulgas "Eesti-1", "Eesti-2", "Eesti-3", "Eesti-5" kuni "Eesti-8" ning
"Eesti-15", oli PVY spetsiifiliste kontiigide katvus madal (alla 90%), kontiigid liihikesed ning
genoomi katvus fragmentaarne, mistdttu ei vdimaldanud need proovid PVY tiivede

usaldusvairset tuvastamist.
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Analiitisi tulemusel selgus, et kuues proovis ("Eesti-9" kuni "Eesti-14") oli viiruslikku RNA-d
piisaval hulgal ning andmekvaliteet kdrge, mis vOimaldas PVY genoomide téielikku
rekonstrueerimist ja usaldusviirset tiivede médramist. Ulejdinud iiheksas proovist ei olnud

vOimalik tuvastada kindlat PVY tiive.

Tivede maéadramisel kasutati rekombinatsiooni ja koinfektsiooni analiilisi, mis pohineb
kaardistatud jarjestuste katvusel teadaolevate PVY tivede PVY-N ja PVY-O
referentsgenoomidega. Tuvastati, millistes genoomipiirkondades esineb suurem vastavus

kumbagi tiive tiitipiliste jdrjestustega ning kui suur osa viirusgenoomist kuulub kummalegi.

Joonisel 7 on kujutatud PVY rekombinatsiooni ja koinfektsiooni analiiiisitulemus proovi
»Eesti-9%, | Eesti-10* ja ,,Eesti-12* pdhjal. Graafik niitab viiruse genoomi positsioonide kaupa
PVY-N (oranz) ja PVY-O (sinine) tiivede jirjestuse katvust esinemisprotsendi alusel. X-teljel
on esitatud PVY genoomi positsioonid (0-10000 nt) ning Y-teljel vastava piirkonna

esinemissagedus valimis, viljendatuna protsentides.

Tulemused néitavad selget rekombinatsioonimustrit: PVY-O jirjestused domineerivad
genoomi 5'-otsa piirkonnas (ligikaudu kuni 500 nukleotiidi), millele jargneb PVY-N 500-2400
nukleotiidi ning seejdrel taas PVY-O spetsiifilised jarjestused genoomi 3'-otsa ulatuses (alates

2400-9700 nukleotiidi). Selline muster on tiiiipiline PVYN"Y! rekombinanttiivedele.

Proovide puhul viidi sekveneerimisandmete tootlus ldbi esmalt nii, et puhastatud lugemid
koondati viirusliku genoomi koostamiseks Velvet assembleri abil, kus optimeeriti k-mer
pikkust ja katvuse ldve sobivaimaks PVY genoomi rekonstrueerimiseks. Velveti véljundist
saadi kontiigid. Kontiigi kvaliteeti ja kaetust hinnati Samtools depth kdsu abil, mille tulemused
kinnitasid keskmiseks katvuse siigavuseks proovil ,,Eesti-9“ 337,16, , Eesti-10* 1416,94x ja
»Eesti-12° 337,05x. Saadud kontiige vorreldi NCBI BLASTn abil andmebaasis olevate PVY
jérjestustega. Proovil ,Eesti-9“ tuvastati 93,22% nukleotiidiline identsus isolaadiga
AM113988, mida kasutati edasiseks joondamiseks. Proovidel ,,Eesti-10“ ja ,,Eesti-12* oli
vastavalt kdige parem nukleotiidiline identsus isolaatidega OL472145 (identsusega 100%) ja
ON604839 (identsusega 100%).
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Joonis 7. Proovide ,,Eesti-9 (A), ,,Eesti-10* (B) ja ,,Eesti-12* (C) PVYNV! tiivede médramise

graafikud. Vertikaalsed jooned tdhistavad joonisel enam levinud rekombinatsiooni kohti.

Uksikud punktid joonisel niitavad genoomi olevaid iiksikuid mutatsioone.

Tdiendavalt ilmnes Samtools tview visualiseerimise kiigus, et proov ,Eesti-9“ sisaldas

tegelikult kahte erinevat, kuid samast tivest (PVYNW)) pirit viirusgenoomi. Selle

37



koinfektsiooni tuvastamiseks analiiiisiti variatsioonipunkte Samtools mpileup abil. Mdnes
genoomi positsioonis ilmnesid selged alleelidominantsused, kus {iks nukleotiid esines oluliselt
sagedamini kui teine. Selline olukord viitab olemasolevale geneetilisele variatsioonile
viirusepopulatsioonis, toendoliselt kahe ldhedase genoomivariandi samaaegsele esinemisele
proovis. Antud proovi PVY tdisgenoomide kogupikkuseks saadi 9702 nukleotiidi. Proov
»Eesti-10“ tulemus SAMtools view’ga nditas, et genoomi 5’-osas esines ulatuslikult
midramatuid nukleotiide (N), mis viitas sellele, et avalikus andmebaasis olev jirjestus ei
sobinud histi kohaliku isolaadi struktuuriga. Lisaks selgus SAMtools consensus késuga, et
genoomi pikkus ei vasta PVY jarjestuse pikkusele. Seejarel BLAST iti 5° otsast 150. aluspaari
pikkune jupp ja saadi tulemuseks, et tegu on taimegeeniga, mitte kartuli Y-viiruse genoomiga.
Genoomi pikkuseks saadi 9694 nukleotiidi. ,,Eesti-12* proovis visuaalsel analiiiisil ilmus iihtne
katvus kogu genoomi ulatuses ja tulemuseks saadi iiheainsa kontiigina tédielik viirusgenoom

pikkusega 9687 nukleotiidi.

Joonisel 8 visualiseeritud proovid ,Eesti-11%, | Eesti-13“ ja ,Eesti-14* nditavad selgelt
rekombinantset iilesehitust, milles domineerivad PVY-N jérjestused genoomi 5'-osas
(ligikaudu kuni 2400 nukleotiidi), mille jirel toimub iilleminek PVY-O jérjestusele. See muutus
on visualiseeritud graafikul oranzi (PVY-N) signaali langusena ja sinise (PVY-O) signaali
tousuna 100% juures. Alates ~2400 nukleotiidi positsioonist piisib PVY-O jérjestuste
esinemine kuni 5800 nukleotiidini. Positsioonil 5800 — 9200 nukleotiidi on esindatud PVY-N

ning alates 9300 nukleotiidi kuni genoomi 3’-otsani PVY-O tiiiipi jédrjestused.

Antud joonisel illustreeritud mustri vahetus viitab tugevalt sellele, et tegemist on PVY
rekombinanttiivega, mille genoom koosneb kahe erineva tiive PVY-N ja PVY-O segmentidest.

Selline graafiku struktuur on iseloomulik PVYN™N® tiiiipi rekombinanttiivedele.
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Joonis 8. Proovide ,Eesti-11¢ (A), ,Eesti-13* (B) ja ,Eesti-14“ (C) PVYNT™NA) tijvede

midramise graafikud. Vertikaalsed jooned tihistavad joonisel enam levinud rekombinatsiooni

kohti. Uksikud punktid joonisel niitavad genoomi olevaid iiksikuid mutatsioone.

Proovide ,,Eesti-11%, ,,Eesti-13* ja ,,Eesti-14* sekveneerimisandmete tootluse pohjal méadrati

keskmiseks katvuseks vastavalt 273,60%, 1432,95x ja 27,79x. Esmase kaardistamise
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tulemusena saadi parimateks isolaatideks proovil ,,Eesti-11° PP255836 (identsusega 100%),
proovil ,,Eesti-13“ MH603863, millega saavutati 90,65% identsus ning proovil ,,Eesti-14“
PP255836 isolaat identsusega 99,78%. Samtools tview visuaalne inspekteerimine niitas, et
proovide ,,Eesti-11* ja ,,Eesti-13* genoomid oli kaetud {ihtlase sligavusega ning ei ilmnenud
suuri kdikumisi ega katkestusi kaetuses. Proovi ,,Eesti-14* genoomi katvus ei olnud tdielik ning
Samtools mpileup kdsuga ldbi viidud variatsioonipunktide analiilis vOoimaldas eemaldada
suurema osa madramatuid nukleotiide, kuid siiski jdid tiksikud mi4ramata nukleotiidid (N), mis
viitavad lokaalsetele vdhese katvusega aladele. Genoomi katvuse protsendiks saadi 99,9%.

Konsensuse koostamisel saadi viirusgenoomid pikkusega 9686, 9580 ja 9675 nukleotiidi.
2.3.2. Kartuli Y-viiruse tiivede fiilogeneetiline analiiiis

Kogu genoomi jirjestuste alusel koostatud maksimaalse tdepdra meetodil genereeritud
fiilogeneetiline puu nditab, et kartuli Y-viiruse genoomide hulgas on selgelt eristuvad
geneetilised rithmad, mis vastavad enamlevinud PVY tiivedele: C, E, O, O5, Eu-N, N:O, N-
Wi, NTN(a), SYR-I, SYR-II ja SYR-IIIL Tiivede tdhistamiseks kasutati erinevaid virvikoode,
mis vOoimaldas visuaalselt jalgida nende fiilogeneetilisi suhteid ja geograafilist mustrit. Tiivede

harupikkused on vilja toodud lisa 4.

Puustruktuur peegeldab PVY genoomide selget jagunemist mitmesse klastrisse (Joonis 9).
Fiilogeneetiline analiiiis viitab sellele, et Eesti kartuli Y-viiruse (PVY) genoomijérjestused on
pigem piiratud mitmekesisusega, kuuludes vaid kahe peamise rekombinantse tiive PVYN-Wi

ja PVYNTN(a) alla.

Eesti PVYN-Wi tiive isolaadid ndivad moodustavat kaks viiksemat riihma. Uhed jirjestused
on omavahel iisna sarnased ja paiknevad fiilogeneetilises puus ldhestikku, samas kui teised
jaavad sellest veidi kaugemale. Selline jaotus voib viidata kergele sisemisele varieeruvusele,
ent iildine geneetiline erinevus jddb viikeseks. PVYNTN(a) tiive esindavad Eesti jérjestused
paiknevad samuti kiillaltki kompaktselt, andes mdista, et nende vahel puuduvad suured
genoomilised lahknevused. Kogu populatsiooni ulatuses ei néi Eesti jirjestused moodustavat
iseseisvaid voi tugevalt eristuvaid harusid, vaid pigem liituvad olemasolevate rahvusvaheliste

klastritega.
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Joonis 9. Kartuli Y-viiruse evolutsioonile péritolu visualiseerituna fiilogeneetilisel puul. Sinine
varv tdhistab C tiive, lilla E tiive, heleroheline O tiive, tumeroheline OS5 tiive, pruun N:O tiive,
roosa Eu-N tiive, kollane N-Wi tiive, tumesinine NTN(a) tiive, oranz SYR-I tiive, punane SYR-

IT tiive ja tumepruun SYR-III tiive.

Rahvusvahelises vordluses asetuvad Eesti PVY isolaadid selliste tiivede sekka, mille 1dheduses
on esindatud jirjestused mitmetest erinevatest geograafilistest piirkondadest. ,,Eesti-10 ja
,.Eesti-12* kuuluvad PVYNY! tiivesse, paiknedes samas klastris koos isolaadiga ON583980
(Kazakhstan) ja MT264737 (lirimaa). ,Eesti-9-1¢ ja ,Eesti-9-2* kuuluvad samuti
rekombinantse PVYNW! tiive alla, kuid need on fiilogeneetiliselt tihedalt seotud jérjestustega
JQ969039 (Belgia) ja AM113988 (Saksamaa). ,,Eesti-11“ paikneb PVYN™N® tiives, jagades
fiilogeneetilist haru jarjestustega OR480036 (Venemaa) ja MH603863 (Louna-Koera). ,,Eesti-
13“ ja ,Eesti-14“ esindavad samuti PVYN™N® tiiiipi. Need jirjestused paiknevad
fiillogeneetiliselt 1dhestikku jirjestustega JF927763 ja KM396648, mis pdrinevad vastavalt

Poolast ja Sloveeniast.
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2.3.3. Teised kartulit nakatavad taimeviirused Eestis

Sankey diagrammil kujutatud andmestik périneb 15-st Eesti proovist, mille analiiiis viidi 1dbi
taksonoomilise klassifitseerimise tooriistaga Kraken2, kasutades Krakeni ,,Viral*“ andmebaasi
(Joonis 10). Igast proovist voeti need viirus- voi bakteriofaagitaksonid, mille lugemite arv
iiletas 100. Diagramm illustreerib nende suhteid, kuvades lugemite jaotust proovide ja
tuvastatud organismide vahel, voimaldades visuaalselt hinnata nii kvantitatiivseid erinevusi kui
ka taksonilist mitmekesisust proovide ldikes. Iga ,,Eesti* proovi jérel olev arv tdhistab nende
jarjestuslugemite koguarvu, need arvud ei kajasta kogu proovist saadud jérjestusandmestikku
(FASTQ lugemite koguarvu), vaid iiksnes seda osa, mis leidis taksonoomilise vaste
andmebaasis. Vastavus puudub lugemitel, mille jarjestused olid kas liiga mittespetsiifilised,
parinesid andmebaasis kajastamata organismidest, vOi olid liiga lithikesed ja madala
kvaliteediga. Seetottu erineb diagrammil toodud lugemite arv mirgatavalt algsete

jarjestusfailide kogumahust.

Analiiiisi tulemustest ilmnes, et kdige sagedamini ja suurimas mahus esines Choristoneura
fumiferana granulovirus, mis domineeris eriti tugevalt proovides Eesti-3 ja Eesti-4, vastavalt
177 435 ja 95 878 taksoniga seostatud jdrjestuslugemiga. Nimetatud viirusjérjestused

moodustasid neis proovides selge enamuse koigist klassifitseeritud lugemitest.

Lisaks granuloviirusele tuvastati mitmes proovis ka teisi viiruseid ja bakteriofaage. Oxbow
virus, Pepper chlorotic spot virus ja Potato virus Y olid mérkimisvédrse esinemissagedusega
paljudes proovides. PVY esinemine proovis on loomulik, kuna sekveneerimisele saadeti
proovid, kus varasemalt oli tuvastatud PVY. Naiteks Eesti-11, Eesti-6, ja Eesti-1 proovid
(lugemite arvuga vastavalt 75 213, 52 183, 44 056) sisaldasid suurel hulgal organime. Sarnast

koosseisu tdheldati ka proovides Eesti-10 ja Eesti-9.

Bakteriofaagid olid mitmes madalama tildlugemite arvuga esinevaks taksonigrupiks. Néiteks
proovides Eesti-1, Eesti-2, Eesti-7, Eesti-8 ja Eesti-12 tdheldati bakteriofaagide esinemist,
sealhulgas taksonid nagu Escherichia phage ESI2 ev239, Salmonella phage SSUS,
Staphylococcus phage Andhra ja mitmed Synechococcus-liigid.

Proovid Eesti-5, Eesti-14 ja Eesti-15 sisaldasid vorreldes teistega markimisvéérselt vihem
taksonoomiliselt midratud lugemeid — vastavalt 10 593, 6 153 ja 273. Eesti-5 proovis tuvastati
vihesel ~ maddral  taimeviiruseid, samas kui  Eesti-14  proovis  domineerisid
keskkonnaspetsiifilised taksonid, nditeks Synechococcus’e faagid. Eesti-15 puhul oli tegemist

kodige madalama viiruskoormusega prooviga, kus esines iiksikuid jarjestusi. Selle alusel ei saa
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teha sisulisi jareldusi viiruskoosseisu kohta, kuid vdimalik on oletada madalat viiruserikkust

vO1 vihest kontaminatsiooni.

Eesti-3: 177435

fumiferana gr irus: 375,186

Eesti-4: 95,878

Eesti-11: 75,213

Eesti-6: 52,183 Oxbow virus: 95,942

Eesti-1: 44,056

Pepper chlorotic spot virus: 80,351
Eesti-10: 33,554 ]

Eesti-9: 33,086 )
Potato virus Y: 71,094

Eesti-13: 28,659 Escherichia phage ESSI2_ev239: 2,512
Staphylococcus phage Andhra: 1,749
Potato virus S: 1,629

Salmonella phage SSUS: 1,104
Tobacco vein clearing virus: 1,618
Synech phage 1 670
Bacillus phage vB_BanS_Nate: 582
Sweet potato virus G: 528

- Synechococcus phage S-RIM2 R1_1999: 525
~ Synechococcus phage S-CBP4: 507
Escherichia phage JLK-2012: 507
Tomato necrotic stunt virus: 387

Eesti-12: 21,667

Eesti-2: 21,405

Eesti-7: 18,276

Eesti-8: 17,178 ©

Eesti-5: 10,593

Sunflower chlorotic mottle virus: 330
Eesti-14: 6,153

= phomonas phage Mendors: 25
Eesti-15: 273 Arthrob phage Persistence: 163

Made at SankeyMATIC com

Joonis 10. ,Eesti 1“ — ,Eesti 15 proovides esinevad organismid kujutatuna Sankey
diagrammil.

Diagrammil kujutatud andmestik nditab méarkimisvéérset varieeruvust taksonilises koostises
Eesti metagenoomsete proovide 10ikes. Choristoneura fumiferana granulovirus osutus koige
sagedamini esinevaks ja selle viiruse jérjestusi tuvastati enim, kuid mitmetes proovides esinesid
ka kompleksemad kooslused, kus viiruslikud ja bakteriofaagide jarjestused jagasid
omavahelise kvantitatiivse osakaalu. Levinumad viirused, nagu Oxbow virus, Pepper chlorotic
spot virus ja Potato virus Y, olid esindatud mitmetes proovides, kuid varieeruva osakaaluga.
Lisaks oli huvitavaks leiuks taimeviirus Tobacco vein clearing virus, mida sisaldasid proovid

»Eesti-10%, | Eesti-12- Eesti 14“. Samas oli bakteriofaagide levik ulatuslik, eriti vdiksema
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viiruskoormusega proovides, viidates mikroobikoosluste aktiivsele rollile ja prokariootsete
peremeeste laialdasele olemasolule keskkonnas. Need erinevused peegeldavad nii 6koloogilisi
kui ka véimalikke geograafilisi eripdrasid, mis kujundavad viirus- ja faagikooslusi looduslikes

metagenoomilistes proovides.
2.4. Arutelu

Kéesoleva magistritod eesmirk oli uurida Eestis esinevate kartuli Y-viiruse (PVY) tiivede
geneetilist mitmekesisust, sh nende jirjestuste kokkupanekut, rekombinantsete vormide
voimalikku esinemist, fililogeneetilist péritolu ning ka teiste RNA-viiruste olemasolu
kartuliproovides, kasutades metagenoomset jérjestust ja bioinformaatilisi tooriistu. Tulemused
kinnitavad, et PVY populatsioon Eestis on geneetiliselt mitmekesine, sisaldades mitmeid
erinevaid liine ja rekombinantseid mustreid. Lisaks néditas metagenoomne analiiiis, et
kartuliproovid sisaldavad mitmesuguseid teisi viraalseid jérjestusi ja bakteriofaagide jérjestusi,

mis viitab proovide korgele mitmekesisusele ning metoodika tundlikkusele.

Esimese eesmaérgi tditmisel koostati PVY tdielik genoom kuues proovis (,,Eesti-9-1 — | Eesti-
14%). Koige parema tulemuse andis proov ,,Eesti-10%, milles rekonstrueeriti PVY genoom tile
9694 nukleotiidi pikkusena, kdrge katvusega (1416,94x). Jérjestusanaliiiis nditas, et see
genoom kuulus PVYNWi rekombinanttiive hulka, mida iseloomustab kolmes piirkonnas esinev
jérjestuse pdritolu vaheldumine PVY-N ja PVY-O tiivede vahel. Sellise rekombinantse
struktuuriga PVY genoom on kirjanduses hésti dokumenteeritud — néiteks Green jt. (2017) on
kirjeldanud tipselt samasugust rekombinatsioonimustrit rekombinantses tiives nagu PVYNW,

millel on oluline mdju nende levikuvdimele ja virulentsusele.

Teistes proovides, nagu ,,Eesti-1*“ —  Eesti-8* ja ,,Eesti-15%, viljaarvatud ,,Eesti-4*, oli voimalik
kokku panna liihemaid kontiige, mis joondusid PVY genoomile, kuid tdielikku genoomi ei
onnestunud saada. Selgus, et suure iildise jdrjestuslugemite arvu olemasolu ei taga iseenesest
PVY katvust — olulisem oli spetsiifiliste PVY-seostuvate lugemite arv, mis sOltus viiruse
tegelikust kogusest proovis ning RNA kvaliteedist. Vorreldes kirjandusega, kus niiteks
Quenouille jt. (2013) kirjeldavad PVY genoomide suurt geneetilist varieeruvust ja varieeruvat
levikut soltuvalt geograafiast ja rekombinatsioonist néditab kdesolev t60, et Eestis on levinud

peamiselt kaks genoomi tiiiipi: PVYNTN® ja pyyN-Wi,

To6o tulemused néitasid selget seost reaalaja RT-qPCR analiilisis saadud tsiiklite arvu (Ct
vadrtuse) ja PVY tédisgenoomide edukalt kokkupandud jirjestuste vahel. Kdigis proovides,

millel oli Ct védrtus alla 20, dnnestus PVY téielik genoom rekonstrueerida korge katvusega.
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See wviitab sellele, et Ct viddrtus <20 on usaldusvddrne indikaator viiruse piisava
kontsentratsiooni kohta proovis, mis on sobiv jirjestamiseks ja edasiseks bioinformaatiliseks
analiiisiks. Kuigi enamik tiisgenoome saadi lehematerjalist, dnnestus kaks tdielikku PVY
genoomi kokku panna ka seemnemugulatest périt proovist ,,Eesti-9”, mille madalad Ct
vadrtused kinnitasid piisavat viiruse sisaldust. Seega on reaalaja RT-qPCR oluline etapp, mille
abil saab hinnata metagenoomseks jérjestamiseks sobivaid proove ning suurendada

tdisgenoomide rekonstrueerimise tdoendosust.

Teise eesmérgi raames hinnati Eestis esinevate PVY tiivede rekombinantset olemust ja tiitibilist
kuuluvust, kasutades kuut proovi, millest onnestus rekonstrueerida viiruse tdisgenoomid.
Koigis kuues proovis oli genoomne katvus piisav, et maidrata tapselt rekombinatsioonimustrid.
Analiilis nditas, et jirjestuste lileminekualad PVY-N ja PVY-O péritolu vahel kattusid hésti
varem dokumenteeritud rekombinatsioonipiirkondadega. Ko&ik kuus jarjestust vastasid
teadaolevatele rekombinantsete PVY tiilipide mustritele, voimaldades igale proovile omistada
konkreetse tiive klassifikatsiooni. Tulemused kinnitavad, et Eestis ringlevad peamiselt
rekombinantsed PVY vormid, mille genoomne iilesehitus sarnaneb laialt levinud tiilipidega,
nagu PVYN™N® ja PVYNWi See on kooskdlas rahvusvahelise kirjandusega, kus sellised
rekombinandid on viimasel aastakiimnel kujunenud domineerivateks tiivedeks paljudes
Euroopa ja lahiregioonide PVY populatsioonides (Karasev ja Gray, 2013; Quenouille jt., 2013).
Kuna koigi kuue tdisgenoomi jérjestus andis selge ja usaldusviirse rekombinatsioonimustri, ei
viidanud tulemused uute seni kirjeldamata rekombinantide olemasolule. Seevastu kinnitati, et
Eestis levivad PVY tiived esindavad teadaolevaid rekombinantseid liine, mille esinemine viitab
kas varasemale sissetoomisele voi lokaalsele piisivusele. Antud t66s koostatud genoomid ja
nende rekombinatsioonianaliiis on esmakordne Eestis esinevate tiivede pohjalik
identifitseerimine. T60 tulemused toetavad arusaama, et PVY geneetiline varieeruvus Eestis on
kujunenud vastavuses rahvusvaheliste levikumustritega ning ei viita hetkel wuute

rekombinantsete PVY variantide esinemisele kohalikus populatsioonis.

Kolmanda uurimiseesmirgi tditmiseks viidi 1dbi fiilogeneetiline analiilis, milles késitleti
seitsme Eesti PVY isolaadi , Eesti-9-1%, , Eesti-9-2%, , Eesti-10%, , Eesti-11%, , Eesti-12%, , Eesti-
13“ ja ,Eesti-14“ kogu genoomi jdrjestusi. Maksimaalse tdepdra meetodil koostatud
fiillogeneetiline puu vdimaldas hinnata nende jérjestuste omavahelisi seoseid ning asetust
globaalses kontekstis. Tulemused viitavad sellele, et kdik analiilisitud Eesti isolaadid kuuluvad
vaid kahe teadaoleva rekombinantse péritoluga tiive PYYN-Wi ja PVYN™N® 3]la, mis voib osutada
pigem piiratud tiivede esinemisele uuritud valimis. PVYNY ja PVYN™® on Eesti isolaatide

vahel siiski moningast varieeruvust. PVYNW! tiiiipi jirjestuste puhul niib esinevat kaks
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viiksemat gruppi: osa jirjestusi paiknevad omavahel ldhestikku, mis voib viidata geneetilisele
sarnasusele, samas kui teised jddvad veidi kaugemale, andes alust oletada véikest sisemist
mitmekesisust selles rithmas. PVYN™® tijiipi jdrjestused paistavad olevat omavahel
sarnasemad, mis vOib viidata vidiksemale genoomilisele erinevusele nende vahel. Eesti
isolaadid ei moodusta seejuures eraldiseisvat voi selgelt eristuvat haru, vaid ndivad liituvat
pigem olemasolevate rahvusvaheliste klastritega. Selline muster voib viidata sellele, et Eesti
PVY jirjestused jagavad geneetilisi jooni isolaadidega, mida on varem tuvastatud erinevates
maailma piirkondades. Eesti PVYN"WV! jirjestused paiknevad lihestikku jérjestustega, mida on
leitud Euroopast. PVYN™® tiive Eesti jirjestused jagavad harusid varem Venemaal ja Louna-
Koreas tuvastatud jirjestusega. Taolisi vdimalikke levikumustreid toetavad ka varasemad
uuringud, mis on rdhutanud PVY leviku seotust rahvusvahelise seemnekartuli kaubanduse ning
mehaanilise levikuga inimtegevuse kaudu (Adams jt., 2009; Tsedaley, 2015). Selliseid seoseid
on tdheldatud ka piirkondades, kus rekombinantsed PVY vormid on saanud domineerivaks ja
viiruste litkumine on olnud aktiivne (Karasev ja Gray, 2013). Kuid siiski peab rohutama, et
need tulemused viitavad vOimalusele, et Eesti PVY jarjestuste kujunemisele on mdjutanud
mitmesuunaline levik, kus sarnased rekombinantsed viirusvormid vdivad olla Eestisse joudnud
erinevate kanalite kaudu. Samas tuleb rohutada, et antud jéreldused pdhinevad piiratud arvu
jarjestuste analiiiisil ning ei vdimalda teha 1plikke iildistusi Eesti PVY populatsiooni kohta.
Tulemuste kinnitamiseks ja mitmekesisuse ulatuse hindamiseks oleks vajalik 1dbi viia
laiaulatuslikum uuring, mis hdlmaks suuremat arvu proove eri geograafilistest piirkondadest ja

aastatest.

Neljas eesmirk keskendus HTS’i hindamisele erinevate seemnekartulit nakatavate
taimeviiruste ja viiruselaadsete osakeste esinemise méédramisele RNA-Seq andmete
taksonoomilise klassifitseerimise alusel. Tulemuste pohjal ilmnes, et lisaks PVY-le oli Eesti
proovides rohkelt teiste organismide lugemeid, sealhulgas Choristoneura fumiferana
granulovirus, Oxbow virus ja Pepper chlorotic spot virus. Choristoneura fumiferana
granulovirus on peremeesspetsiifiline putukaviirus, mille esinemine taimematerjalis on
tdendoliselt seotud proovidesse sattunud keskkonna DNA voi RNA jddkidega, nditeks
taimepinnal voi koe sees elanud putukate RNA jadkidega (Forté jt., 1999; Bah jt., 1999).
Sarnaseid juhtumeid, kus loomse v&i putukse pédritoluga viirused domineerivad taimsetes
metagenoomiproovides, on kirjeldatud ka varasemates metagenoomilistes uuringutes, eriti kui
sekveneerimiseks kasutatakse kogu RNA-d ilma taimespetsiifiliste fraktsioonide rikastamiseta
(Wood jt., 2019). Samuti tuvastati Oxbow virus jdrjestusi, see viirus on teadaolevalt seotud

nérilistega ja isoleeritud Ameerika Uhendriikides Oryzomys palustris isenditelt (Kang jt.,
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2009). Kuna nende néol ei ole tegemist taimeviirustega, siis nende edasist analiiiisi ei teostata.
Pepper chlorotic spot virus, mida Zheng jt. (2017) kirjeldasid uue isolaatina Hiinas Yunnani
provintsis, pohjustab silisteemseid siimptomeid Solanaceae taimedes, nagu paprika ja tomat.
Teaduskirjanduse pdhjal ei saa viita, et antud viirus oleks seotud kartuliga, sest seda ei ole
kartulil varasemalt dokumenteeritud ega ka kirjeldatud. Selle viiruse esinemine
kartuliproovides Eestis ei viita tdendoliselt tegelikule nakatumisele, vaid pigem RNA

jadkainetele.

Tuleb siiski rohutada, et kuigi Kraken2 klassifikatsioonitulemused néditasid monede nimetatud
viiruste puhul suurt lugemite arvu, ei joondu need Ilugemid vastava viiruse
referentsgenoomidele. Seetdttu ei saa ainult nende klassifitseerimiste pdhjal jareldada tegelikku
infektsiooni olemasolu. Need leiud toetavad kirjanduses esitatud seisukohti, mille kohaselt
metagenoomiline sekveneerimine, eriti kogu RNA pdhjal, toob esile véga laia taksonoomilise
spektriga viirusjérjestusi, millest paljud ei ole peremeestaimedega seotud (Menzel jt., 2016;
Adams jt., 2009). Seetdttu on selliste tulemustega todtades @drmiselt oluline kriitiline
tolgendamine, kus eristatakse tegelikku bioloogilist tihendust potentsiaalsest tehnilisest voi

keskkondlikust miiraallikast.

Taimede tegelike patogeenide seas esines andmestikus ka viiruseid, nagu kartuli S-viirus ja
Tobacco vein clearing virus, mis on olulised ja otseselt seotud kartuli nakatamisega. Aastal
2023 leidsid Ewan jt. samuti, et varasemalt mitte kirjeldatud kui kartulit nakatav viirus Tobacco
vein clering virus esines neil proovis. Lisaks tuvastati mitmeid bakteriofaage, sealhulgas
Salmonella phage SSU5 ja Synechococcus phage Bellamy. On héasti teada, et faagid
metagenoomsetes RNA-sekveneerimise andmestikes vdivad toimida 6koloogiliste koosluste
markeritena, eriti madala viiruskoormusega keskkondades (Paez-Espino jt., 2016; Roux jt.,

2015).

Magistritoo tulemustest saab jiareldada, et Eesti PVY populatsioonis on esindatud kaks
rekombinantset genoomistruktuuri (PVYNTN® ja PVYNW) 'mis on sarnased rahvusvaheliselt
levinud tiivedele. Tiivede flilogeneetiline jaotus peegeldab tugevaid seoseid nii Euroopa kui ka
Lihis-Ida ja Louna-Aasia viiruspopulatsioonidega, viidates globaalsele levikuvorgustikule.
Lisaks PVY-le esines metagenoomsetes proovides markimisvddrne hulk teiste viiruste ja
bakteriofaagide jérjestusi, mis osaliselt vdivad périneda keskkonnast voi olla méératud
andmebaaside k-mer katvuste pdhjal. Seetdottu on oluline, et taksonoomilise méédramise

tulemusi tolgendataks koos bioloogilise konteksti ja proovide tootlusmeetoditega.
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Kraken2 ja RNA-seq pohine metagenoomne analiilis osutus sobivaks tooriistaks viiruskoosluste
madramiseks, kuid vajab alati toetavat valideerimist. T60 toob esile vajaduse laiaulatuslikuks
viiruste seireks kartulikasvatuses ning rohutab molekulaarse analiiiisi rolli viiruse evolutsiooni
ja leviku moistmisel. Eesti PVY populatsiooni ja tildise viroomi modistmine annab olulise
sisendi taimede tervise jdlgimisele ja haiguste ennetusele ka laiemas pdllumajanduslikus

kontekstis.
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KOKKUVOTE

Antud magistritoo oli jitk varasemale bakalaureusetdole (Strazev, 2023). T66 eesmirk oli
uurida Eestis esinevate kartuli Y-viiruse (PVY) tiivede geneetilist mitmekesisust, hinnata nende
rekombinantset olemust, fiilogeneetilist péritolu ning miédrata teiste RNA-viiruste ja
viiruselaadsete osakeste esinemist kartuliproovides, kasutades RNA-sekveneerimist ja

bioinformaatilisi analiiisimeetodeid.

Analiiiisi kdigus tuvastati kuues proovis PVY tdisgenoomid millest selgus, et Eestis ringlevad
peamiselt kaks teadaolevat rekombinantset tive: PVYNN@ ja PVYNWi Genoomide
rekombinatsioonimustrid vastasid varem kirjeldatud musterpiirkondadega, viidates nende

tiivede rahvusvahelisele péritolule ja piisivusele lokaalses populatsioonis.

Fiilogeneetilise analiilisi tulemused niitasid, et seitsme Eesti PVY isolaadi genoomijirjestused
kuuluvad peamiselt kahe rekombinantse tiilve PVYNY! ja PVYNTN® ala. Eesti isolaatide vahel
esines moningast geneetilist varieeruvust, eriti PVYN"Wi tiive puhul, kus eristusid kaks viikest
gruppi, samas kui PVYN™N® jirjestused olid omavahel suhteliselt sarnased. Eesti isolaadid ei
moodustanud eraldiseisvat haru, vaid paiknesid koos teiste rahvusvaheliste jirjestustega, mis
viitab nende geneetilisele seotusele eri maailma piirkondade viirusvormidega. Tulemused
pohinevad siiski piiratud valimil ning laiemate jarelduste tegemiseks on vajalik suurem ja
mitmekesisem proovide kogum. Samuti kinnitas uuring, et genoomi tdielikuks
rekonstrueerimiseks on kriitilise tdhtsusega algmaterjali kvaliteet ja selles sisalduva viiruse
kontsentratsioon. RT-qPCR analiiiside Ct vairtused alla 20 osutusid usaldusvédrseks
indikaatoriks, mille alusel oli vdimalik edukalt viia 1dbi genoomne jérjestamine ja PVY

tdisgenoomi koostamine.

Taksonoomilise klassifitseerimise kdigus tuvastati lisaks PVY-le ka mitmeid teisi viiruslikke
ja bakteriofaagide jirjestusi, sealhulgas Choristoneura fumiferana granulovirus, Oxbow virus
ja Pepper chlorotic spot virus. Kuigi Kraken2 klassifikatsioon andis antud viiruste jaoks suure
lugemite arvu, siis joondamine nende vastavate referentsgenoomidega ei andnud head katvus
kogu genoomi ulatuses, mistdttu ei saa nende esinemist tdlgendada kui tdelist infektsiooni.

Tulemused rohutavad vajadust kriitiliseks tdlgenduseks.

Magistrito6 tulemused kinnitavad, et metagenoomne jirjestamine koos bioinformaatilise
tootlusega on voimas todriist PVY ja muude viiruste tuvastamisel, kuid selle rakendamine
eeldab hoolikat andmete tdlgendamist ning tdiendavat valideerimist. T66 annab olulise panuse

Eesti PVY populatsiooni iseloomustamisse ja viiruskoosluste mdistmisse kartulikasvatuses,
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kuid 16plike jarelduste hindamiseks oleks vaja 14dbi viia edasised uurimised, et kinnitada saadud

tulemusi.
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SUMMARY

This master's thesis is a continuation of the earlier bachelor's thesis (Strazev, 2023). The aim of
the work was to investigate the genetic diversity of potato virus Y (PVY) strains occurring in
Estonia, assess their recombinant nature, phylogenetic origin, and identify the presence of other
RNA viruses and virus-like particles in potato samples using RNA sequencing and

bioinformatics analysis methods.

During the analysis, full PVY genomes were detected in six samples, revealing that mainly two
known recombinant strains circulate in Estonia: PVYN™N® and PVYNWi, The recombination
patterns of the genomes corresponded to previously described hotspot regions, indicating the

international origin of these strains and their persistence in the local population.

The results of the phylogenetic analysis showed that the genome sequences of seven Estonian
PVY isolates mainly belong to two recombinant strains, PVYN"V and PVYN™N®_ Some genetic
variation was observed between the Estonian isolates, especially within the PVYNYi strain,
where two smaller groups could be distinguished, whereas the PVYN™N® sequences were
relatively similar to each other. The Estonian isolates did not form a distinct clade but clustered
with other international sequences, indicating their genetic relatedness to virus variants found
in different regions worldwide. However, these results are based on a limited sample size, and

broader conclusions require a larger and more diverse set of samples.

The study also confirmed that the quality of the starting material and the viral concentration it
contains are critical for complete genome reconstruction. RT-qPCR analyses with Ct values
below 20 proved to be a reliable indicator, enabling successful genome sequencing and full

PVY genome assembly.

During taxonomic classification, several other viral and bacteriophages sequences were
identified in addition to PVY, including Choristoneura fumiferana granulovirus, Oxbow virus,
and Pepper chlorotic spot virus. Although Kraken2 classification yielded a high number of
reads for these viruses, they did not cover their respective reference genomes well, so their
presence cannot be interpreted as a true infection. These findings emphasize the need for critical

interpretation.

The results of the master's thesis confirm that metagenomic sequencing combined with
bioinformatics processing is a powerful tool for detecting PVY and other viruses but requires

careful data interpretation and further validation. This work provides an important contribution
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to the characterization of the Estonian PVY population and the understanding of viral
communities in potato cultivation. However, further investigations are needed to confirm the

results and to support definitive conclusions.
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TANUSONAD

Soovin tdnada oma juhendajaid Piret van der Sman ja Tarmo Puurand, kes tegid voimalikuks
antud t60 14bi viimise. Tdnusdnad ldhevad veel ka Maaelu Teadmuskeskuse Taimetervise ja
mikrobioloogia valdkonna laboratooriumile ja selle tootajatele, kes antud magistritdds viisid
14bi kartulist tehtavad analiiiisid. Tanan Tartu Ulikooli, kelle tehnilised ressursid vdimaldasid
teha bioinformaatilist andmeanaliiiisi. Lisaks tdnusonad FERA’le, kes viis 14bi sekveneerimise

ja kellelt parinevad toorandmed.
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Lisa 1. PVY tuvastamine ELISA meetodil
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11.
12.
13.
14.
15.
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17.
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19.
20.

21.
22.
23.

Kartuli taimi voib koguda analiitisimiseks, kui neil on 3-4 viljaarenenud lehte (mitte varem,
kui 3 nddalat peale kasvama panekut).

Eemalda kastist kasvav taim koos silmatiikiga.

Eemalda taime maapealne osa silmatiikist, murdes see taime ladvast.

Kui mugulast on tdusnud mitu taime, vota proovi jaoks tiikk ainult iihest taimest.

Kogu koik iihe proovi targanud taimede ladvad plastikust kasti, millel on kleeppaber, kuhu
peale on kirjutatud proovi number ja kastide numbrid, millest taimed korjatakse.

Valmista siduvate antikehade lahus

Pipeteeri igasse plaadi auku 200 pl katvate antikehade lahust

Sulge plaat kilega (sealing tape)

Aseta plaat termostaati ja inkubeeri termostaadis/inkubaatoris +30+2°C juures 4 tundi voi

jata kiilmikusse 06paevaks

. Kui soovid kasutada kaetud plaate edasiseks analiiiisimiseks, pese plaadid késitsi. Selleks

pese plaate 2 korda jooksva kiilma kraaniveega, lisa aukudesse PBST 1x pesupuhver, leota
minimaalselt 30 sekundit pesupuhvriga ja pese veel 2 korda jooksva kraanivee all. Kuivata
plaadid

Vastavalt kontsentratsioonile, kanna plaadile ekstraktsiooni puhver ja mahlalahjendus
Kanna ELISA plaatidele positiivsed ja negatiivsed kontrollid ja tavalised proovid

Sulge plaat kilega (sealing tape)

Jéta mikroplaat kantud proovidega iiheks 606ks kiilmkappi (+5 £3 °C) inkubeerima
Jargmisel hommikul pese plaadid kisitsi.. Selleks pese plaate 2 korda jooksva kiilma
kraaniveega, lisa aukudesse PBST 1x pesupuhver, leota minimaalselt 30 sekundit
pesupuhvriga ja pese veel 2 korda jooksva kraanivee all. Kuivata plaadid

Valmista konjugeeritud antikeha lahus

Pipeteeri igasse plaadi auku 200 pl konjugeeritud antikehade lahust

Sulge plaat kilega (sealing tape)

Aseta plaat termostaati ja inkubeeri termostaadis/inkubaatoris +30 = 2 °C juures 5 tundi
Pese plaate 2 korda jooksva kiilma kraaniveega, lisa aukudesse PBST 1x pesupuhver, leota
minimaalselt 30 sekundit pesupuhvriga ja pese veel 2 korda jooksva kraanivee all. Kuivata
plaadid

Valmista substraat puhvrit vahetult enne kasutamist

Pipeteeri igasse plaadi auku 200 pl substraadi lahust

Inkubeeri toatemperatuuril pimedas kohas 1-2 tundi
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24. Mootmist teosta spektrofotomeetriga (Tecan Infinite F200) ja arvutiprogrammiga Magellan
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Lisa 2. RNA ekstraktsioon Hughes ja Galau meetodil

13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

23.

Kaalu 0,5 — 1 g proovi kilekotti

Hooru 14bi kile proov (néiteks leht) puruks, kasutades matseraatorit — rullikut voi tambi
haamriga mugulate puhul. Lisa 2,5 — 5 ml H&G ekstraktsiooni t6dpuhvrit ja hddru
matseraatoriga

Vala saadud lahus nummerdatud 15 ml tuubi

Lisa sama kogus 6M KOAc, sega tuubi iiles-alla keerates

Aseta jéddle 15 minutiks

Tsentrifuugi max kiirusel 15 minutit

Modda 700 ul saadud lahust 1,5 ml tuubi

Lisa 700 ul 4M LiCl, sega tuubi vorekesil

Inkubeeri +4 °C juures iiledo

. Tsentrifuugi max kiirusel (13400 rpm) 25 minutit +4 °C juures
. Ettevaatlikult eemalda vedelikuosa, vigastamata pelletit

. Resuspendeeri pellet 200 ul TE-puhvris, mis sisaldab 1% SDS. Lisa 100 pul 5M NacCl ja

300 pl jadkiilma isopropanooli.

Sega tuubi iiles-alla keerates ja inkubeeri -20 °C juures 20 minutit

Tsentrifuugi +4 °C juures 10 minutit max-kiirusel, et nukleiinhape pdhja sadestada
Eemalda pealt soola/isopropanooli lahus (viska jddkide anumasse)

Pese pelletit lisades 400 — 500 pul 70% etanooli, nipsuta tuubi

Tsentrifuugi 5 minutit +4 °C juures max-kiirusel

Eemalda pealt etanool, vigastamata pelletit

Kuivata pellet, tuubi 6hu 6hu juures avatuna hoides

Resuspendeeri pellet 50 ul ultra puhtas steriilses vees, sega vortexil

Jéta seisma toatemperatuuril 5 minutiks

Saadud lahus sisaldab RNA/DNA ja seda vodib kasutada edasi PCR analiiiisi
labiviimiseks

Liihiajaliseks séilitamiseks hoia +4 °C juures, kauemaks séilitamiseks -20 °C.
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Lisa 3. GenomeTester4 gmer_counter andmebaasi faili struktuur

Failis on neli tulpa, millest esimene on infovéli, teine k-meride arv reas ning jargmised k-mer

jarjestused, mille sagedusi gmer counter arvutab.

32
33
34
35
36
37
38
39
40

[N I N O N S B S R S A A S S

AGAAAAACAACGCAAAAACACTCAT
GAAAAACAACGCAAAAACACTCATA
AAAAACAACGCAAAAACACTCATAA
AAAACAACGCAAAAACACTCATAAA
AAACAACGCAAAAACACTCATAAAC
AACAACGCAAAAACACTCATAAACG
ACAACGCAAAAACACTCATAAACGC
CAACGCAAAAACACTCATAAACGCT
AACGCAAAAACACTCATAAACGCTT
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Lisa 5. Lihtlitsents 10putoo6 reprodutseerimiseks ja iildsusele kiittesaadavaks

tegemiseks

Mina, Anette Strazev,

1.

annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) minu loodud teose:

,Korge ldbilaskevdimega sekveneerimise rakendamine viiruste tuvastamiseks Eesti
seemnekartulis ja kartuli Y-viiruse tiivede identifitseerimine bioinformaatiliste
meetoditega“,

mille juhendajad on Piret van der Sman ja Tarmo Puurand,

reprodutseerimiseks eesmirgiga seda siilitada, sealhulgas lisada Tartu Ulikooli

digitaalarhiivi kuni autoridiguse kehtivuse ldppemisenti;

annan Tartu Ulikoolile loa teha punktis 1 nimetatud teos iildsusele kittesaadavaks Tartu
Ulikooli veebikeskkonna, sealhulgas digitaalarhiivi kaudu Creative Commonsi litsentsiga
CC BY NC ND 4.0, mis lubab autorile viidates teost reprodutseerida, levitada ja tildsusele
suunata ning keelab luua tuletatud teost ja kasutada teost drieesmargil, kuni autoridiguse

kehtivuse 10ppemisent;

olen teadlik, et punktides 1 ja 2 nimetatud digused jddvad alles ka autorile;

kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei riku ma teiste isikute intellektuaalomandi ega

isikuandmete kaitse digusaktidest tulenevaid digusi.

Anette Strazev

29.05.2025
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