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Lietuvos zemés tkio ir kaimo plétros
2023-2027 m. strateginio plano sektoriniy
intervenciniy priemoniy bitininkystés sektoriuje

jgyvendinimo taisykliy
8 priedas

(Pagal priemone ,,Moksliniai tyrimai bitininkystés sektoriuje“ atlikto tyrimo ataskaitos forma)

LIETUVOS SVEIKATOS MOKSLU UNIVERSITETAS, BIOLOGINIU SISTEMU IR
GENETINIU TYRIMU INSTITUTAS DR. K. JANUSAUSKO LABORATORIJA

(nurodomas tyrima atlikusios institucijos pavadinimas)

II. TYRIMO VYKDYTOJAI

(Aprasomi asmenys, kurie vykde tyrimq, surasomi nurodyti duomenys)

I. PAGRINDINIAI DUOMENYS APIE TYRIMA
Genetiniy imuniteto Zymeny ekspresijos tyrimas Lietuvos medunesiy biciy (4Apis mellifera)
populiacijoje
(Nurodomas tyrimo pavadinimas, ne daugiau kaip 100 spaudos zenkly)

Kryptis — bi¢iy biologijos, veislininkystés, ekologijos ir genetiniai tyrimai,
(Nurodoma, kuriai krypciai pagal 2023-2027 m. strateginio plano sektorinés intervencinés priemonés priskiriamas
tyrimas)

Eil.
Nr.

Pareigybé
atliekant tyrima
(pasirenkama)

Mokslo
laipsnis

Vardas, pavardé

Telefonas, el. pastas

Darbovietés
pavadinimas,
pareigos

Tyrimo vadovas

1.

Mokslo
darbuotoja

Renata Biziené

+37061633027
renata.biziene@Ismu.lt

Lietuvos
sveikatos
moksly
universitetas,
biologiniy
sistemy ir
genetiniy
tyrimy
institutas, Dr.
K. Janusausko
genetikos
laboratorija,
laboratorijos
vadove,
mokslo
darbuotoja,
lektoré

Kiti t

yrimo vykdytojai

2.

Jaunesnioji
mokslo
darbuotoja

Justina Dambrauskaité

+37060139397
justina.dambrauskaite@lsmu.lt

Lietuvos
sveikatos
moksly
universitetas,
biologiniy
sistemy ir




genetiniy
tyrimy
institutas, Dr.
K. Janusausko
genetikos
laboratorija,
laboranté

3. | Mokslo Dr. Kristina Morkiiniené +37065633177 Lietuvos
darbuotoja kristina.morkiiniené@lsmu.lt sveikatos
moksly
universitetas,
biologiniy
sistemy ir
genetiniy
tyrimy
institutas,
lektoré

4. | Mokslo Dr. Ramuté MiSeikiené +37061833299 Lietuvos
darbuotoja Ramute.miseikiene@lsmu.lt sveikatos
moksly
universitetas,
biologiniy
sistemy ir
genetiniy
tyrimy
institutas,
lektoré

5. | Mokslo Dr. Nijolé Peciulaitiené +37061030809 Lietuvos
darbuotoja nijole.peciulaitiene@lsmu.lt sveikatos
moksly
universitetas,
biologiniy
sistemy ir
genetiniy
tyrimy
institutas,
lektoré

6. | Laboranté Gita LaSiené +37060602991 Lietuvos
gita.lasiene@lsmu.lt sveikatos
moksly
universitetas,
biologiniy
sistemy ir
genetiniy
tyrimy
institutas,
laboranté

III. SANTRUMPOS IR SUTARTINIAI ZENKLAI

Santrumpa ar sutartinis Paaiskinimas
zenklas
TL-PGR Tikro laiko polimerazés grandininé reakcija
RNR Ribonukleininé rugstis
DNR Deoksiribonukleininé rtgstis
kDNR Komplementari deoksiribonukleininé ragstis
UBPV Uminis bi¢iy paralyZiaus virusas




JMLV Juodyjy motinos lopseliy virusas
LBPV Létinis biciy paralyZiaus virusas
BDSV Bic¢iy deformuoty sparny virusas
KBV Kasmyro biciy virusas

1I0PV Izraelio timaus biciy paralyZziaus virusas
MSV Maisialigés virusas

RQ Santykiné geny raiska

Ct Ciklo slenkstis

ACt Ciklo slenksciy skirtumas

AACt Ciklo slenksciy skirtumy skirtumas
log2 Dvejetainis logoritmas

IV.PAGRINDINIYU REZULTATU SANTRAUKA
Glaustai pateikiami pagrindiniai tyrimo rezultatai lietuviy kalba (ne daugiau kaip 4 000 spaudos Zenkly).

Tyrimo metu buvo istirti 121 bi¢iy méginiai, kurie buvo surinkti skirtingais mety laikais
siekiant patikrinti ne tik geny ekspresija pagal bi¢iy uzsikrétima, bet ir bendras virusy paplitimo
sezoniSkumo tendencijas. Gauti rezultatai atskleidé virusiniy infekcijy sezoniSkumo désningumus
bi¢iy populiacijoje. Kai kurie virusai, tokie kaip JMLV, nuolat cirkuliuoja, islaikydami stabily
uzkrétimo lygj mety eigoje, tuo tarpu kiti — BDSV ir LBPV — pasizymi aiskiais rudens protriikiais.
Tokie sezoniniai uzkrétimo modeliai gali turéti reikSmingg poveikj virusy dinamikai ir imuninés
sistemos aktyvavimui biciy populiacijoje.

Imuniteto geny raiskos tyrimas buvo atliktas naudojant kiekybing PGR, siekiant jvertinti
keturiy imuniteto geny raiska (Defensin-1, Toll, Hymenoptaecin ir Apidaecin), naudojant S-actin
kaip kontrolinj gena. Apidaecin ekspresija uzsikrétusiose bitése buvo zymiai padidéjusi (p <0,001),
o Hymenoptaecin ir Toll — sumazéjusi, kas rodo specifinj imuninio atsako reguliavimg virusinés
infekcijos metu. Gauti rezultatai atitinka ankstesnius tyrimus, pabrézdami Apidaecin vaidmenj
antivirusiniame atsake ir suteikia galimybe¢ toliau tirti jo potencialg bi¢iy atsparumo stiprinimui.
Sie duomenys svarbiis bi¢iy sveikatos valdymui ir virusiniy protriikiy prognozavimui.

Atsizvelgiant j tai, Apidaecin geno raiskos padidéjimas greiciausiai yra tiesiogiai susij¢s su
virusine infekcija ir atspindi specifinj antivirusinj atsaka. Apidaecin, kaip peptidinis antimikrobinis
agentas, gali buti esminis komponentas, bi¢iy imuninio atsako ] virusus, dalis, aktyvuojant
mechanizmus, kurie padeda riboti viruso plitimg ir apsaugo bités organizmg nuo tolesnés
infekcijos. Todel padidéjusi Apidaecin geno raiska gali buti laikoma adaptaciniu imuniniu

mechanizmu, svarbiu bi¢iy atsparumui virusinéms infekcijoms.

V. TURINYS

IVADAS (glaustai pristatomas tyrimo tikslas, objektas ir nurodomi uzdaviniai, kuriuos buvo siekiama
iSspresti; ne daugiau kaip 2 000 spaudos Zenkly).




Tyrimo tikslas istirti bi¢iy imuniteto Zymenis ir jvertinti jy atsparumg pagrindinéms
virusinéms infekcijoms ir taip prisidéti prie iSsamesnio biCiy imuninio atsako mechanizmy

supratimo.

Tyrimo uZdaviniai:

1. Sudaryti tiriamyjy grupes 1§ bi¢iy Seimy, uzsikrétusiy virusinémis ligomis ir sveiky biciy
Seimy.

2. Atlikti imuniteto Zymeny ekspresijos analize, naudojant tikro laiko PGR. Kiekybiskai
jvertinti pagrindiniy imuninio atsako zymeny, tokiy kaip Defensin-1, Toll, Hymenoptaecin ir
Apidaecin (+ p-actin kaip atskaitos genas), ekspresijg sveikose ir infekuotose biciy Seimose.

3. Naudojant statisting analize jvertinti skirtumus tarp imuniteto zymeny ekspresijos lygio

sveikose ir virusais uzkréstose biciy Seimose.

Tyrimo objektas - medunesiy biciy imuniniai atsako mechanizmai, kurie apsaugo bites
nuo patogeniniy mikroorganizmy ir virusiniy infekcijy. Tyrime buvo nagrin€¢jami specifiniai
imuniteto zymenys, kurie vaidina svarby vaidmenj bi¢iy atsparume infekcijoms.

Tyrimo pagrindas - molekuliniy duomeny apie geny ekspresijos skirtumus tarp skirtingy
bi¢iy populiacijy analizé, siekiant nustatyti, ar imuninés reakcijos intensyvumas priklauso nuo

virusy buvimo ar kity stresiniy veiksniy.

DESTOMOIJI ATASKAITOS DALIS (isdéstoma tyrimy metodika, jvertinamas jos patikimumas ir
tikslumas, iSvardijami pagal paraiskoje pateiktq kalendorinj darby plang numatyti atlikti darbai,
nurodoma, kurie darbai atlikti, kurie ne; dél neatlikty darby paaiskinama, kodél jie neatlikti. Pateikiami
svarbiausi tyrimo rezultatai (lyginant su kity tyréjy rezultatais), nurodoma jy reiksmé. Jei gauti rezultatai
isdeéstyti ataskaitos prieduose pateikiamy moksliniy publikacijy kopijose, priimty ar parengty spaudai
straipsniy ir kt. kopijose, ataskaitoje jie tik cituojami, t. y. paZymimi nuorodose ar iSnasose (ataskaitos
apimtis neribojama). Ataskaitoje turi biiti pateikta tik ta informacija, kurig galima skelbti viesai).

Tyrimo metodai

Méginiy surinkimas

Suaugusios medunesés bités buvo surinktos i§ jvairiy Lietuvos regiony bityny - Pasvalio, Panevézio,
Kupiskio, Siauliy, Kauno, Tauragés ir Ukmergés. I§ kiekvieno bityno buvo imami méginiai i§ keliy aviliy,
siekiant uztikrinti reprezentatyvy biologinj jvairumg. Kiekvienam méginiui 5-10 suaugusiy biciy buvo
dedama j 15 ml centrifuginius mégintuvéliuss su ,,RNAlater” tirpalu, siekiant iSsaugoti RNR vientisuma.

Meéginiai buvo renkama skirtingais mety laikais (pavasarj, vasara ir rudenj), kad biity galima jvertinti




sezoninius virusy paplitimo ir imuninés geny raiSkos pokycius. Surinkti méginiai buvo transportuojami ir
laikomi —20 °C temperatiiroje iki tolimesniy molekuliniy tyrimy.
RNR gryninimas

Visuminé RNR i§ bi¢iy buvo gryninama naudojant komercinj ,,GeneJET RNA Purification Kit*
(kat. Nr. K0732, Thermo Scientific, JAV) rinkinj, vadovaujantis gamintojo pateiktomis rekomendacijomis.

Darbo eiga:

1. I RNA later RNR stabilizavimo tirpalo iSimta bité nusausinama, perkeliama j 1,5ml
mégintuvél]j ir sutrinama su stikline lazdele. Uzpilama 300uL lizés buferio ir dar kartg patrinama. Tada
méginys 10 sekundziy maiSomas vortex tipo maisykle.

2. Ipilama 600 pl atskiestos proteinazés K (10 pl proteinazés K sumaiSoma su 590 pl TE buferiu).
Méginys sumaiSomas vortex tipo maisykle ir inkubuojamas 15-25 °C temperatiiroje 10 min.

3. Méginys centrifuguojamas 5 min. 12000 % g. Supernatantas perkeliamas | nauja 1,5 pl
mégintuvélj.

4. Idedama 450 pl etanolio (96-100 proc.) ir pipetuojant sumaiSoma.

5. 700 pl iSmaiSyto supernatanto ir etanolio miSinio perkeliama j gryninimo mégintuvélj,
centrifuguojama 1 min. 12000 x g.

6. Surenkamajame mégintuvélyje susikaupegs filtratas paSalinamas, o centrifugavimas vél
kartojamas kol | gryninimo mégintuvélj perkeliamas visas supernatanto ir etanolio miSinys. Po paskutinio
centrifugavimo surinkimo meégintuvélis iSmetamas, o0 GeneJET RNA Purification gryninimo
mégintuvélis perkeliamas j nauja 2ml surinkimo meégintuvélj.

7. Idedama 700 pl plovimo buferio I su etanoliu ir centrifuguojama 1 min. 12000 x g. Filtratas
pasalinamas.

8. Idedama 600 pl plovimo buferio II su etanoliu ir centrifuguojama 1 min. 12000 % g. Susirinkes
filtratas paSalinamas.

9. Idedama 250pl plovimo buferio II su etanoliu ir centrifuguojama 2 min. 12000 x g. Surinkimo
mégintuvélis kartu su jame pratekéjusiu filtratu iSmetamas, o gryninimo meégintuvélis patalpinamas |
nauja sterily 1,5ml mégintuvélj.

10. I gryninimo mégintuvélio membranos centrg jpilama 100ul vandens be nukleaziy.
Centrifuguojamal min. 12000 x g.

11. GeneJET RNA Purification gryninimo mégintuvélis pasalinamas.

12. Isskirta RNR saugoma -20 °C temperatiiroje.

Darbiniy RNR tirpaly ruoSimas.

Geny ekspresijai nustatyti tikro laiko polimerazés grandininés reakcijos (TL-PGR) metodu
rekomenduojama RNR koncentracija yra 5-20 ng/ul Visuose méginiy surinkimo plokstelés Sulinéliuose
RNR kiekis turi buti vienodas, todél prie§ atliekant ekspresijos tyrimg RNR méginiai praskiedziami,

suvienodinant jy koncentracija.




Darbiniai RNR tirpalai ruoSiami vertikalaus oro srauto laminare ,,Mircroflow Class I advanced
biological safety cabinet* Taikant formule:

V2 =(Cl x V1)/x,

kurioje, C1 — yra RNR koncentracija darbiniame tirpale ng/ul, V1 — darbinio tirpalo taris pl, x —
Qubit iSmatuota i$skirtos RNR koncentracija ng/pl. Pagal $ig formule apskaiciuojama, kiek pl pradinio RNR
tirpalo reikia praskiesti iki norimos koncentracijos ir tiirio.

Kopijinés DNR (kDNR) sintezé.

Po visuminés RNR is$skyrimo buvo atlickama kDNR sintezé naudojant komercinj ,,RevertAid First
Strand ¢cDNA Synthesis Kit“ (Thermo Scientific, JAV) rinkinj, vadovaujantis gamintojo pateiktomis
rekomendacijomis.

Darbo eiga:

1. Atsildome reakcijos reagentus, trumpai pamaiSome vortex tipo maiSykle, nucentrifuguojame
ir laikome Saldomuose stoveliuose.

2. ParuoSiame kDNR sintezei skirta reakcijos misinj (1 lentel¢). PamaiSome vortex tipo maisykle ir
nucentrifuguojame.

1 lentelé. kDNR sintezei naudojamo reakcijos misinio reagentai ir jy tiuriai 1 reakcijai

Reagentas Naudojamas turis 1 reakcijai (uL)
Pradmuo (atsitiktinis heksamerinis pradmuo) 1
Vanduo (be nukleaziy) 5
5X Reakcijos buferis 4
RiboLock RNazés Inhibitorius 1
10 mM dNTP miSinys 2
M-MuLV atvirkstiné transkriptazé 1
Viso: 14

3. I mégintuvélius iSpilstome po 14pL paruosto kDNR reakcijos miSinio ir jdedame 6pL iSskirtos RNR.
PamaiSome vortex tipo maiSykle ir nucentrifuguojame.

4. Mégintuvélius dedame j termociklerj ir paleidziame temperatiiring programa: 5 min. 25 °C temperatiiroje,
60 min. 37 °C temperattiroje ir 5 min. 70 °C temperatiiroje.

5. Iki vienos savaités méginiai gali bti laikomi -20 °C temperatiroje, ilgesniam laikui -70 °C
temperatiiroje.

Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

Pasitelkus standarting PGR reakcijg galima pagausinti virusy fragmentus bi¢iy méginiuose.
Fragmenty pagausinimui buvo naudojamas DreamTaq PCR Master Mix (2X) (Thermo Fisher
Scientific, JAV) reakcijos miSinys ir kiekvieno viruso genetinei medziagai specifiniai pradmenys

(Invitrogen, JAV) (2 lentel¢). Kaip vidiné tyrimo kontrolé buvo naudojamas meduneséms bitéms




specifinis f-actin genas, kurio buvimas ir nustatymas elektroforezés metu uztikrino, kad visos

procediiros metu RNR buvo iSskirta tinkamai ir nebuvo degradavusi.

2 lentelé. Virusy genetinés medZiagos fragmenty pagausinimui naudojamy pradmeny sekos

Virusas Tiesioginis pradmuo 5’—3 Atvirkstinis pradmuo 5°—3 Produkto
dydis (bp)
UBPV CATATTGGCGAGCCACTATG CCACTTCCACACAACTATCG 398
JMLV TGGTCAGCTCCCACTACCTTA | GCAACAAGAAGAAACGTAAAC 700
AAC CAC
LBPV AGTTGTCATGGTTAACAGGAT | TCTAATCTTAGCACGAAAGCCG 455
ACGAG AG
BDSV TTTGCAAGATGCTGTATGTGG | GTCGTGCAGCTCGATAGGAT 395
KBV GATGAACGTCGACCTATTGA | TGTGGGTTGGCTATGAGTCAC 415
I0PV CGATGAACAACGGAAGGTTT ATCGGCTAAGGGGTTTGTTT 586
MSV ACCACCGATTCCTCAGTAG CCTTGGAACTCTGCTTGTTA 469
B-Actin TCCTCAAGCTTGGAAAAGAG | GGTGGACAAAGAAGCAAGAA 357
genas
Darbo eiga:

1. ParuoSiamas PGR reakcijos miSinys atitinkamai naudojant norimo istirti viruso pradmenis (3

lentelé). | kiekvieng mégintuvélj jpilame po 17 pL Sio reakcijos miSinio ir 5 pLL kDNR.

3 lentelé. PGR reakcijos miSinio komponentai ir jy tiriai 1 reakcijai

Reagentai Kiekis 1 reakcijai atlikti, pl
,DreamTaq PCR Master MIX (2X)* 12,5
Vanduo be nukleaziy 2,5
Pradinis pradmuo 1
Atvirkstinis pradmuo 1
Bendras miSinio tiiris 1 reakcijai (be DNR) 17

2. Sudedame méginius ] termociklerj (G-Storm GS1 Thermal Cycler) ir paleidziame atitinkamg

temperatiiring programa atsizvelgus j tai kokj virusg tiriame (4,5,6,7,8,9 lentelés).

4 lentelé. UBPV PGR reakcijos temperatiiriné programa

Procesas Temperatiira, °C Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 94 3 min.
Denatiiracija 94 30 sek.
Pradmeny 52 30 sek. 35
prisijungimas
Grandinés sintezé 72 30 sek.
Galutiné sintezé 72 5 min.
Saugojimas 4 )
5 lentelé. JMLV PGR reakcijos temperatiiriné programa
Procesas Temperattra, °C Trukme Cikly skaicius




Pradiné denatiiracija 94 4 min.
Denattiracija 94 30 sek.
Pr'a(:.l'meng 65 30 sek. 35
prisijungimas
Grandings sintezé 72 30 sek.
Galutiné sintezé 72 7 min.
Saugojimas 8 00
6 lentelé. LBPV ir KBV PGR reakcijos temperatiiriné programa

Procesas Temperatiira, °C Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 94 4 min.
Denatiiracija 94 30 sek.
Prgc}meng 55 30 sek 35
prisijungimas
Grandings sintezé 72 30 sek.
Galutiné sinteze 72 5 min.
Saugojimas 8 0

7 lentelé. BDSV PGR reakcijos temperatiiriné programa
Procesas Temperattra, °C Trukme Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 94 4 min.
Denattiracija 94 30 sek.
Pr.ac.i.meng 57 30 sek. 35
prisijungimas
Grandinés sintezé 72 1 min.
Galutiné sintezé 72 5 min.
Saugojimas 8 o0

8 lentelé. IUPV PGR reakcijos temperatiiriné programa
Procesas Temperatiira, °C Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 94 4 min.
Denattiracija 94 30 sek.
Prgdmeng 55 30 sek. 35
prisijungimas
Grandinés sintezé 72 1 min.
Galutiné sintezé 72 5 min.
Saugojimas 8 00

9 lentelé. MSV PGR reakcijos temperatiiriné programa
Procesas Temperatiira, °C Trukmé Cikly skaicius
Pradiné denatiiracija 94 4 min.
Denatiiracija 94 30 sek.
Prgdmeng 60.3 30 sek. 35
prisijungimas
Grandings sintezé 72 30 sek.




Galutiné sintezé 72 5 min.

Saugojimas 8 0

Elektroforezé agarozés gelyje

Gautas PGR produktas elektroforezés buidu buvo frakcionuojamas 2 proc. agarozés gelyje.

Darbo eiga:

1. Paruosiame 2 proc. agarozés gelj. | kar$¢iui atsparig kiiging kolbg jdedame 4 tabletes agarozés ( 2 g)
ir iStirpiname jas 100 ml 1xTAE buferio, mikrobangy krosneléje (1 — 2 min.).

2. Traukos spintoje agarozés tirpala paliekame atvésti iki mazdaug 60 °C.

3. Atvésus tirpalui, jpilame 10 pl etidzio bromido ir sukamaisiais judesiais iSmaiSome.

4. Paruosiame gelio formele, idedame ,,Sukutes kad uzpilus gelj susiformuoty Sulinéliai.

5. Atvésusj gelj supilame j paruosta formele ir paliekame traukos spintoje, kol gelis sustings (20 — 30
min.)

6. Sustingus geliui, iSimame ,,Sukutes*, nuimame rémelio galus ir dedame gelj j elektroforezés vonele
uzpildyta 1xTAE buferiniu skysciu.

7. 10 pl PGR méginio sumaiSome su 2 pl DNR dazo (TriTrack DNA Loading Dye (6X)( Thermo Fisher
Scientific, JAV)) ir supilame j ,,Sukutémis“ padarytus Sulin¢lius. Sulinélius uZpildome méginiais, o j

pirmga ir paskutinj Sulinélj jpilame 5 pl molekulinés masés Zymens (GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific, JAV)).

8. Ant elektroforezés vonelés uzdedame dangtj ir prijungiame elektrodus. Nustatome 110 V jtampg ir 40

min. laika.

9. Elektroforezei pasibaigus, gelis perkeliamas j elektroforezés geliy dokumentavimo sistemg ,,MiniBIS
Pro*, o DNR fragmentai vizualizuojami naudojant kompiutering ,,Gel Capture® programa, veikiant UV
Sviesai (bangos ilgis 300 nm).

10. Gelis nufotografuojamas, nuotrauka i§saugoma, analizuojami susidar¢ DNR fragmentai. 1 paveiksle
pavaizduota kaip atrodo teigiami Beta-aktino rezultatai, jis naudojamas kaip teigiamas kontrolinis genas,
siekiant patvirtinti méginiy kokybe ir viso darbo proceso s€ékminguma pries atliekant viruso tyrimus. Tai

padeda iSvengti klaidingai neigiamy rezultaty. 2 paveiksle matomi BDSV rezultatai.
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1 pav. B-actin PGR reakcijos rezultaty analizé 2 proc. agarozés gelyje elektroforezés badu. Z
raide pazyméti 50 bp molekulinés masés zymenys, 1-11 — teigiami rezultatai (susidaré 357 bp
dydzio fragmentai biidingi B-actin).

2 pav. BDSV PGR reakcijos rezultaty analizé 2 proc. agarozés gelyje elektroforezés badu. Z
raide pazymeéti 50 bp molekulinés mases zymenys, 1, 2, 4, 7,9, 10, 12, 13, 15, 16, 18, 19 —
teigiami rezultatai, 3, 5, 6, 8, 11, 14, 17 — neigiami rezultatai (susidaré 395 bp fragmentai biidingi
BDSV).

Geny raiskos tyrimas TL-PGR metodu

Geny raiskos tyrimas parodo, kaip bités "jjungia" ar "i§jungia" tam tikrus apsauginius
genus, kai susiduria su grésmémis, tokiomis kaip: virusai, bakterijos ar grybeliai, parazitai (pvz.,
Varroa destructor), pesticidai ar net aplinkos poky¢iai. Siuo tyrimu galime matyti, kurie genai tam

tikromis saglygomis yra aktyvis (pvz., kurie reaguoja j infekcijg ar stresg). Taip pat galima pamatyti
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kiek yra efektyvi imuniné reakcija, kadangi stipresné geny raiSka gali reiksti ir geresnj atsparuma
ligoms.

TL-PGR reakcijos buvo suplanuotos 96 uliniy ploksteléje (MicroAmp™ Optical 96-Well
Reaction Plate), méginius iSdéstant pagal eksperimentines grupes (uzkreésti ir kontroliniai individai)
bei biologinius pakartojimus. Kiekvienam tiriamam (apidaecin, toll, defensin-1, hymenoptaecin) ir
referenciniam (f-actin) genui kiekvienas méginys buvo pakartojamas tris kartus. Méginiai buvo
sugrupuoti erdviskai, kad biity aiskiai atskirtos eksperimentinés grupés. Buvo jtraukti neigiamos

kontrolés méginiai, galimo uZterSimo genetine medziaga patikrinimui

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 1.1A | 1.2A | 1.3A | 2.1A | 22A |23A |3.1A |32A |33A |1.1T | 12T | 13T
B 21T |22T |23T |3.1T (32T |33T |1.1D | 12D |13D |2.1D |22D |2.3D
C 3.1D | 32D (33D |1.1H |12H |13H |2.1H |22H |23H |3.1H |3.2H |3.3H
D 1.1B | 12B |13B |2.1B |22B (23B |3.1B |32B |33B |1.1A | 1.2A |13A
E 2.1A | 22A | 23A |3.1A |32A |33A |L.IT | 12T |13T |21T |22T |2.3T
F 3.1T |3.2T |33T |1.1D |12D |13D |2.1D (22D |23D |3.1D |3.2D |3.3D
G 1.1IH |12H |13H |2.1H |22H |23H |3.1H |32H |33H |1.1B |12B | 1.3B
H 2.1B [ 22B |23B |3.1B |32B |33B | NTC

3 pav. Geny ekspresijai naudotos plokstelés iSplanavimas. Méginiai pazyméti pagal grupe ir pakartojimg
(pvz., 1.1, 1.2). Keturi tiriami genai (A: apidaecinas, T: toll, D: defensinas-1, H: hymenoptaecinas) bei
referencinis genas B-actinas (B). Sulinéliai A1-D9: uzkrésti (raudona), D10-H6: sveiki kontroliniai
(zalia). H7- sterilus vanduo, neigiama kontrolé.

Pasirinkti keturi genai (Apidaecin, Defensinl, Hymenoptaecin ir Toll) ir f-actin kaip referentinis
genas buvo amplifikuojami TL-PGR metodu (AB 7900HT Fast Real Time) termocikleryje. Visi

genai, jy Genebank numeriai ir pradmeny sekos surasyti 10 lenteléje.

10 lentelé. Geny pavadinimai ir jy pradmeny sekos.

Geno Pirminis pradmuo Atvirkstinis pradmuo Pozicija
pavadinimas Genbank
Apidaecin CTTTGTAGTCGCGGTATTT | AGGCGCGTAGGTCGAGTAG | NC _007085:
GG 3974692 -
3975314
Defensinl TGCGCTGCTAACTGTCTCA | AATGGCACTTAACCGAAAC | NM 001011616
G G —: 248-366
Hymenoptaeci | CTCTTCTGTGCCGTTGCAT | GCGTCTCCTGTCATTCCATT | NW_00125953
n A 5:1102- 2277
Toll TGTTTTGAGCACCGAGTTT | TCCCGAAGGAGTTTTTGAG | NC 007073:
G A 6420777 -
6421668
B-actin AGGAATGGAAGCTTGCGG | AATTTTCATGGTGGATGGT | AB023025: 127
TA GC -307

Darbo eiga:
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TL-PGR reakcijos ruoSiamos vertikalaus oro srauto laminare ,,Microflow Class I advanced
biological safety cabinet”.

ParuoSiamas TL-PGR reakcijos miSinys pagal 11 lentelg.

ParuoStas miSinys iSpilstomas | 96 meginiy surinkimo plokStelés Sulinelius. | kiekvieng
Sulinélj jneSama po 20 pl reakcijos misinio.

Visos kiekybinés TL-PGR reakcijos buvo patrigubinamos, siekiant uztikrinti geny raiSkos
matavimy tikslumg ir atkuriamuma. Kiekvienam tiriamam genui kiekviename biologiniame
méginyje buvo atlickamos trys vienodomis salygomis vykdomos reakcijos.

Pagal 3 paveikslélyje pateikta schema j Sulinélius jneSame méginius.

Ant paruostos plokstelés virSaus uzklijuojama lipni, skaidri plévelé (MicroAmp™ Optical
Adhesive Film). Gerai uzspaudziami plévelés Sonai, kad nelikty tarpy. Tokiu biidu miSinys
apsaugomas nuo iSgaravimo vykdant reakcija.

Plokstelé centrifuguojama apie 30 sekundziy 1840 g grei¢iu (Heraeus Megafuge 8)
centrifugoje, kad visas reakcijos miSinys nusésty j Sulinélio dugna.

Pagal 12 lentel¢je pateiktus duomenis uzprogramuojamas TL-PGR termocikleris (Applied

Biosystems 7900HT Fast). Paruosta ir nucentrifuguota plokstelé jstatoma j atitinkamg

termociklerio dalj. Paleidziama reakcija.

11 lentelé. TL-PGR reakcijos miSinio sudétis Komponentuy koncentracijos ir tiiriai.

Reagentas

Kiekis vienai
reakcijai, pl

Pirminis pradmuo 10 pM

0,4

Atvirkstinis pradmuo 10 uM 0,4
Vanduo (be nukleaziy) 4,2
SYBR qPCR misinys 10
cDNR méginys 5

Galutinis reakcijos tiiris 20

12 lentelé. TL-PGR reakcijos salygos naudojant....

Etapas Temperatiira (°C) Trukmé Cikly skaicius
Pradinis denatiiravimas | 95 15 min.

Denatiiravimas 94 30 sek.

Prijungimas 55/59* 30 sek. 45
Grandinés sintezé 72 30 sek.

55/59* priklausomai nuo tikslo geno. Prisijungimo zingsnyje visiems taikiniams buvo naudojama 55 °C
temperatiira, i§skyrus apidaecing (59 °C).

Rezultatai
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Visi duomenys buvo analizuojami naudojant nepriklausomy imciy t-testus (Independent
samples t-test) siekiant palyginti geny raiskos lygius tarp sveiky ir virusais uzsikrétusiy biciy
grupiy. Pries t-testy taikyma buvo vertinta dispersijy vienodumo prielaida naudojant Leveno testa.
Kai dispersijy vienodumo prielaida nebuvo tenkinama, t-testy rezultatai buvo interpretuojami pagal
prielaidg apie nelygias dispersijas. Statistiné reikSmingumo riba buvo nustatyta p < 0,05. Taip pat
apskaiciuoti Cohen’o d efekto dydZio koeficientai, siekiant jvertinti grupiy skirtumy stipruma.
Statistiné analiz¢ atlikta naudojant SPSS programing jrangg (IBM SPSS Statistics 30.0). Virusy
pasiskirstymo pagal jy tipus ir mety laikus analizé, geny raiSkos pokyciai (fold change) ir jy log2
transformacijos buvo apskaiciuoti Microsoft Excel programoje. Rezultaty vizualizacijai diagramos
reikSmémis taip pat buvo paruostos Excel programoje.

Pirmiausiai buvo atlikta virusy paplitimo analizé pagal jy tipus ir mety laikus. Virusy
pasiskirstymas skirtingais mety laikais parodé sezoninius skirtumus. UBPV virusas daugiausia
buvo aptiktas vasaros metu, o rudenj beveik neaptiktas. JIMLV virusas taip pat buvo daZniausiai
nustatytas vasarg, taciau reikSmingas uzkrétimo lygis buvo fiksuotas ir pavasar;. LBPV virusas
didziausig paplitimg rodé rudenj, o vasarg ir pavasari uzkrétimo lygis buvo mazesnis. BDSV
virusas buvo labiausiai paplites rudenj, maZiau vasara, o pavasarj jo aptikta labai mazai. Sio tyrimo
metu nei viename i§ tirty méginiy nebuvo aptiktas nei vienas i§ $iy trijy virusy - KBV, IUPV ir
MSV.

Gauti rezultatai pavaizduoti diagramoje, atskleidZiancioje skirtingy virusy daznj skirtingais

mety laikais. Virusy paplitimo skirtumai pagal sezoniSkumg pavaizduoti 4 paveiksle.

Virusy paplitimas pagal mety laika
BDSV (n=48) _ 27
LBPV (n=19) - 11
e A

UBPV (n=36)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

W Pavasaris W Vasara Ruduo

4 pav. Virusy paplitimo skirtumai pagal mety laika.
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Remiantis gautais rezultatais, méginiai buvo suskirstyti j dvi pagrindines grupes: uzkrésti
ir neuzkrésti. Sis suskirstymas buvo naudojamas geny raiskos analizei, siekiant jvertinti galimus
virusines infekcijos poveikius imunings sistemos aktyvacijai.

Toliau buvo atliekama geny raiskos analize, taikant lyginamosios Ct reik§més metoda (2"
AACY) [1]. Kiekvieno tiriamo geno Ct reikSmeés buvo normalizuotos pagal referencinio geno f-
actin raiSka, kuris buvo pasirinktas kaip endogeninis kontrolinis genas dél stabilios ekspresijos
visose eksperimentinése salygose.

Normalizacijos zingsnyje kiekvienam méginiui buvo apskaiciuota ACt reikSmeé, atimant
referencinio geno Ct reikSmg iS tiriamo geno Ct reikSmés:

ACt = Ct(tiriamasis genas) — Ct(p-actin)

Kiekvienam meéginiui buvo apskaiciuota ACt reikSme. Didesnés ACt reikSmés rodo, kad
tikslo genas buvo aptiktas po proporcingai daugiau amplifikacijos cikly, palyginti su B-actinu, kas
atspindi mazesnj santykinj ekspresijos lygj. PrieSingai, maZzesnés ACt reikSmeés reiskia didesnj
tikslo geno santykinj ekspresijos lygj. Sios ACt reik§més sudaré pagrinda palyginamosioms geny
ekspresijos analizéms tarp eksperimentiniy grupiy (sveiky ir uzsikrétusiy biciy).

Toliau buvo jvertinta santykiné geny raiska (RQ) - palyginus eksperimento méginiy ACt
reikSmes su atitinkamy kontroliniy méginiy (neuzkrésty darbininkiy biciy toje pacioje vystymosi
stadijoje) ACt reikSmémis pagal Sig formulg:

AACt = ACt (méginys) — ACt (kontrol¢)
RQ =2"-AACt

Pagal apibrézima, kontroliniy méginiy raiSkos lygis buvo nustatytas kaip RQ = 1. Genai
buvo laikomi padidintos raiskos, kai RQ > 2, ir sumazintos raiskos, kai RQ <0,5.

Toliau susisteminti duomenys buvo perkelti i IBM SPSS programa, kurioje siekiant jvertinti
virusingés infekcijos poveiki imunings sistemos geny ekspresijai, buvo atlikti nepriklausomy im¢iy
t-testai, lyginant Apidaecin, Defensin-1, Hymenoptaecin ir Toll geny ekspresijos lygius tarp sveiky
(kontrolinés) ir uzsikrétusiy (eksperimentinés) biciy grupiy [2].

Apidaecin geno ekspresijos skirtumai tarp grupiy (5 pav.) buvo statistiSkai reikSmingi
(t(119) = -21,13, p < 0,001), kai tiriamoji grupé (tai yra virusais uzkréstos bités) isreiské zymiai
didesnj Sio geno ekspresijos lygi nei kontrolingje, sveiky biciy grupéje. Dispersijy vienodumo
prielaida buvo patvirtinta (F = 0,513, p = 0,475). Vidutinis log2 fold-change skirtumas buvo didelis
(-10,82; SE =0,51), 0 95 % pasitikéjimo intervalas (-11,83 iki -9,81) neapéme nulio. Efekto dydis
buvo labai didelis (Cohen’o d = 2,81), todé¢l galima teigti, kad uzsikrétimas virusais reikSmingai

padidina Apidaecin geno ekspresija medunesése bitése. Tyrimai rodo, kad virusiné infekcija
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(IAPV, BQCV, DWV, SBV) bei uzsikrétimas Varroa destructor padidina hymenoptaecin,
apidaecin ir defensin-1 geny raiska [3].

Apidaecino raiSka
15

10

-10

-15

B sveikos M sergancios

5 pav. Apidaecin geno raiska (log2 fold) sveikose ir serganciose bitése. Sta¢iakampiy viduje esanti viduriné linija
zymi medianinj ekspresijos lygj, o ,,x“ — vidurkj. Serganciy biciy grup¢je medianiné raiska yra zZymiai aukstesné nei
sveiky biciy grupéje, o abiejose grupése vidurkis yra Siek tiek Zemesnis uz mediang. Tai rodo, kad raiskos
pasiskirstymas yra asimetriSkas ir panasios krypties abiejose grupése. Taskai, esantys uz dézutés diagramos ,,0sy“,
zymi i8skirtis (outliers), rodancias individualius Defensin-1 ekspresijos skirtumus tarp biciy.

Defensin-1 geno ekspresijos skirtumai tarp grupiy (6 pav.) nebuvo statistiSkai reikSmingi
(t(119) = -0,663, p = 0,254), o dispersijy vienodumo prielaida buvo patvirtinta (F = 0,847, p =
0,359). Vidutinis skirtumas buvo nedidelis (-0,099; SE = 0,149), 0 95 % pasitiké¢jimo intervalas (-
0,394 iki 0,196) apémé nulj. Efekto dydis buvo mazas (Cohen’o d =-0,12), tod¢l galima teigti, kad
virusiné infekcija neturi reik§mingo poveikio Defensin-1 ekspresijai. ISanalizavus kity mokslininky
atliktus tyrimus radome, kad buvo pastebétas reikSmingas Defensin-1 raiSkos padidéjimas Varroa
paveiktose bitése darbininkése [4]. Taip pat buvo nustatyta, kad Defensin-1 yra atsakingas uz
socialinj imunitetg taip pat pasiZymi placiu antimikrobiniu poveikiu ir jo didesné raiska yra susijusi

su bi¢iy imunitetu [5].
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Defensin-1 raiska

2,5

B sveikos [ sergancios

6 pav. Defensin-1 geno raiSka (log2 FOLD) sveikose ir serganciose bitése. Staciakampiy viduje esanti viduriné linija
zymi medianinj ekspresijos lygj, o ,,x“ rodo vidurkj. Abiejose grupése vidurkis yra didesnis nei mediana, kas rodo
panasia raiskos pasiskirstymo asimetrijos kryptj. Tai leidzia manyti, kad nors bendras raiskos lygis gali skirtis,
pasiskirstymo pobtdis tarp grupiy yra panasus. Taskai, esantys uz dézutés diagramos ,,isy“, zymi iSskirtis (outliers),
rodancias individualius Defensin-1 ekspresijos skirtumus tarp biciy.

Hymenoptaecin geno ekspresijos analizé¢ (7 pav.) parodé ribinj statistinj reikSminguma
(t(119) = -1,696, p = 0,046), uzkréstos bites iSreiSke mazesnj ekspresijos lygi nei sveikos.
Dispersijos buvo vienodos (F = 0,217, p = 0,642), o vidutinis skirtumas sieke -0,250 (SE = 0,147),
su 95 % pasitikéjimo intervalu (-0,541 iki 0,042), jtraukiant dalinai nulj. Efekto dydis buvo mazas
iki vidutinis (Cohen’o d = -0,31), todél galima manyti, kad infekcija gali lemti Hymenoptaecin

ekspresijos maz¢jima, taciau Siuos rezultatus reikéty vertinti atsargiai ir toliau tirti.
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Hymenoptaecin raiska
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7 pav. Hymenoptaecin geno raiska (log2 FOLD) sveikose ir serganciose bitése. Staciakampiy viduje esanti viduriné
linija zymi medianinj ekspresijos lygj, o ,,x* — vidurkj. Sveiky bi¢iy grupéje medianiné raiska yra mazesné nei
serganciy biciy, o abiejose grupése vidurkis yra arciau vidurio arba Siek tiek vir§ medianos. Tai rodo, kad raiskos
pasiskirstymas yra asimetriskas panasia kryptimi abiejose grupése.

Tuo tarpu Toll geno ekspresijos analiz¢ (8 pav.) atskleide statistiSkai reikSmingg
sumazéjima uzkréstose bitése (t(114,6) = -2,412, p = 0,009), nepaisant dispersijy nelygumo
(Leveno testas: F = 5,784, p = 0,018), todél rezultatai buvo koreguoti atsizvelgiant j $ig aplinkybe.
Vidutinis skirtumas buvo -0,378 (SE = 0,157), 0 95 % pasitikéjimo intervalas svyravo nuo -0,689
iki -0,068. Efekto dydis buvo vidutinis (Cohen’o d = -0,43), patvirtindamas, kad virusiné infekcija
yra susijusi su reik§mingu 7o/l geno ekspresijos sumaz¢jimu. Taciau remiantis kity moksliniy
tyrimy rezultatais 7o/l kelias atlieka lemiama vaidmen; imuniniame atsake, ypac prie§ grybelines

ir gramteigiamas bakterines infekcijas [6, 7].
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Toll raiska
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8 pav. Toll geno raiska (log2 FOLD) sveikose ir serganciose bitése. Staciakampiy viduje esanti viduriné linija Zymi
medianinj ekspresijos lygi, o ,,x“ — vidurki. Sveiky biéiy grupéje vidurkis yra aukséiau uz mediang, o serganciy —
zemiau, nors medianiné raiSka serganc¢iose bitése yra aukstesné nei sveikose. Tai rodo skirtinga raiskos pasiskirstymo
asimetrijg abiejose grupése.

Apibendrinant, miisy tyrimo rezultatai rodo, kad Sios genetinés ekspresijos pokyciai gali
turéti jtakos bic¢iy imunings sistemos funkcijai virusinés infekcijos metu.

Pagal plang buvo numatyta atlikti Siuos darbus:

1. RNR i$skyrimas ir grjztamoji transkripcija (kopijinés DNR sinteze)- atlikta

2. Virusiniy ligy nustatymas, naudojant PGR - atlikta

3. Tikro laiko PGR reakcijos paruoSimas - atlikta

4. Tikrojo laiko PGR reakcija - atlikta

5. Rezultaty analiz¢ - atlikta

Visi darbai, kurie buvo suplanuoti — atlikti.
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ISVADOS IR REKOMENDACIIOS (pateikiamos isvados ir rekomendacijos, nors jos ir yra isdéstytos
ataskaitos prieduose (ne daugiau kaip 4 000 spaudos zZenkly).

Ivertinus virusy paplitimg tiriamosiose bitése, buvo nustatyta, kad labiausiai paplites yra
UBPV virusas, uzsikrétimas juo didziausias buvo vasaros metu, o rudenj jis maziausias. IStyrus
uzsikrétimg JMLV virusu, nustatyta, kad jo paplitimas taip pat buvo didZiausias vasara, taciau
reikSmingas uzkrétimo lygis buvo fiksuotas ir pavasarj. LBPV virusas didziausig paplitimg rodé
rudenj, o vasarg ir pavasarj uzkrétimo lygis buvo mazesnis. BDSV virusas buvo labiausiai paplites
rudenj, maZiau vasara, o pavasarj jo aptikta labai mazai. Sio tyrimo metu nei viename i3 tirty
méginiy nebuvo aptiktas nei vienas i§ $iy trijy virusy - KBV, IUPV ir MSV. Remiantis $iais
duomenimis buvo sudarytos tiriamyjy biciy grupés.

Atlikus imuniteto Zymeny (Defensin-1, Toll, Hymenoptaecin ir Apidaecin) raiskos analize,
nustatyta, kad Apidaecin geno raiSkos skirtumas buvo statistiSkai reikSmingas tarp tiriamyjy
grupiy, kai virusais daugiau uzsikrétusios bités iSreiské Zymiai didesn;j Sio geno ekspresijos lygj nei
sveikos. Taip pat nustatyta, kad virusiné infekcija lemia specifiniy imuninés atsako geny, tokiy
kaip Hymenoptaecin ir Toll, ekspresijos mazéjima, o Defensin-1 ekspresija iSlieka nepakitusi.

Rezultatai rodo, kad Apidaecin geno ekspresijos padid¢jimas gali biiti susij¢s su virusine
infekcija.

Kadangi ne visi gauti tyrimai sutampa su kity mokslininky darbais, planuojame praplésti
tiriamyjy imtj, ypac didinant visiSkai neuzsikrétusiy virusais biciy imtj.

Pagal misy atliktus tyrimus rekomenduojame Apidaecin gena, kaip potencialy virusinés

infekcijos zymeni.
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