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‘ WSTEP IWirus smugowatej mozaiki pszenicy (wheat streak mosaic virus, WSMV, Tritimovirus tritici) nalezy do rodzaju
Tritimovirus w rodzinie Potyviridae. Wirus wywotuje zé6tto-zielong mozaike lisci (Fig.1.), zahamowanie wzrostu, redukcje
masy korzeni co prowadzi do znaczacych strat plonu (5-83%). Genom nitkowatych czastek WSMV (Fig. 2A.) stanowi +ssRNA
o wielkosci 9,3 - 9,4 kb. Pojedynczy ORF koduje poliproteine, z ktérej powstaje 10 biatek funkcyjnych: P1, HC-Pro, P3, 6K1,
Cl, 6K2, VPg, Nia-Pro, Nib, CP. WSMV jest jednym z gtéwnych i szeroko rozpowszechnionym patogenem wirusowym zboz i
traw. Naturalnym sposobem rozprzestrzeniania wirusa jest przenoszenie przez wektora - szpeciela z gatunku Aceria
tosichella Keifer (Fig. 2B.), przez nasiona porazonej pszenicy (1,5%) oraz przenoszenie mechaniczne. WSMV jest gtéwnym
patogenem wirusowym upraw pszenicy w USA oraz krajéw Ameryki Potudniowej i Australii. W Europie jak dotychczas nie
powodowat znaczacych strat. Jednakze w niektérych krajach (Czechy, Ukraina) jest on uwazany za potencjalnie groznego J
patogena. Podobnie w Polsce, w ostatnich latach, stwierdzono wzrost liczby lokalnych porazedn WSMV (Fig. 3.). Badania Fig. 1. Objawy infekcji pszenicy wywotane przez WSMV-WG (a), WSMV-Lub (b), WSMV-R (c),
- . - S o ) i , WSMV-Zyb (d), WSMV-Sm (e)

Swiatowej populacji WSMV opierajg sie gtéwnie na kompletnych sekwencjach genomu izolatéw z USA, podczas gdy dla

izolatéw europejskich, w Banku Gendw NCBI, znajdujg sie jedynie fragmenty sekwencji i tylko kilka petnych sekwencji
genomu wirusa. W ramach prowadzonych prac zidentyfikowano 6 nowych izolatéw WSMV z réznych regiondw kraju, ktére
poddano dalszym analizom.

| CEL | Celem niniejszych badan byta molekularna charakterystyka polskich izolatéw WSMV wykonana na podstawie
kompletnej sekwencji ich genomow.

Materialy i Metody |

| Sekwencjonowanie Sangera [Genomed S.A.] |

he

" GenBank NCBI Fig. 2. Czastki WSM obserwowane w transmisyjnym mikroskopie elektronowym [A],
Aceria tosichella, obraz ze skaningowego mikroskopu elektronowego [B]
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Materiat do badan stanowit catkowity RNA z porazonych roélin (Tabela 1.)

Sekwencjonowanie _Sangera: do reakcji RT-PCR uzyto SuperScript IV Reverse Transcriptase kit [Thermo
Fisher Scientific] i CloneAmp HiFi PCR Premix [ClonTech]. Uzyskane sekwencje analizowano i edytowano przy _ o o ' o o
uzyciu BLASTn oraz BioEdit. zlzgn.a\'tzll_)?qlga::agz np:Or:zen WSMV na terenie Polski, miejsca poboru badanych izolatéw
Sekwencjonowanie HTS: rybosomalny RNA z prébek RNA usuwano stosujgc Ribo-off rRNA depletion kit, a
biblioteki tworzono przy uzyciu VAHTS Universal V6RNA-seqgLibrary Prep kit for lllumina [Vazyme].
Sekwencjonowanie wykonano w technologii lllumina - Nova Seq 6000 platform. Edycje i kompilacje
uzyskanych odczytow wykonano z wykorzystaniem: Skewer (0.2.2), fastp (0.21.0), CLC Genomics Workbench
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Tabela. 1. Kolekcja badanych izolatéw WSMV

(20.0.3) [Qiagen]. WSMV-LW Pszenica w. Slaskie 2023 PV075078
Analizy bioinformatyczne wykonano dla kompletnych sekwencji genomu polskich i 57 innych izolatéw WSMV, WSMV-Zyb Pszenica w. dolnoslaskie 2023 PV075077
ktére pobrano z Banku Genéw NCBI. WSMV-WG Owies w. wielkopolskie 2023 PV075076
Przyréwnanie sekwencji wykonano wykorzystujac MUSCLE w MEGA11. Podobienistwo sekwencji oceniano WSMV-R Pszenica w. opolskie 2024 PV075075
przy uzyciu BioEdit, a graficzng prezentacje wynikow wykonano w programie SDTv1.2. Potencjalne zdarzenia WSMV-Lub Pszenica w. pomorskie 2024 PV075074
rekombinacji identyfikowano za pomocg RDP4. Analize presji selekcyjnej wykonano na serwerze WSMV-Sm Pszenica w. wielkopolskie 2024 PV075073
Datamonkey z uzyciem metod FEL, FUBAR, SLAC i MEME. Relacje filogenetyczne pomiedzy izolatami WSMV-Sosn Pszenica w. Slaskie 2016 MH939146
ustalano za pomocg metody Maximum-Likelyhood (ML) w MEGA11. WSMV-Sze Pszenzyto w. wielkopolskie 2013 MH939145
WYNIKI

* Wyniki wskazujg na wysokie wzajemne podobieristwo europejskich izolatéw WSMV wynoszgce od 97,6 % do 99,3% dla sekwencji nukleotydéw (nt) i od 98,6% do 99,8% dla
sekwencji aminokwaséw (aa). Analogiczne poréwnanie do izolatéw WSMV z innych regionéw swiata wykazato nizsze wartosci od 78,9% do 89,1% oraz od 89,4% do 98,3%,
odpowiednio dla sekwencji nti aa (Fig. 4.).

* Wszystkie polskie izolaty WSMV miaty takg sama wielko$¢ genomu — 9381 nt oraz posiadaty te samg, charakterystyczng dla izolatow z Europy, delecje w pozycji 8411 — 8413 nt.

* Analizy porownawcze do referencyjnej sekwencji WSMV-Cz [AF454454] wykazaty obecnos¢ wielu synonimicznych (S) i niesynonimicznych (NS) mutacji punktowych, ze srednia
wartoscig 15NS w grupie izolatéw z Europy. Sekwencje kodujgce biatek P3, 6K1, 6K2, VPg i Nla-Pro byty najbardziej konserwatywne (Fig.5.)

* Analiza zjawiska rekombinacji wykazata tylko jeden zrekombinowany wariant pochodzacy z Polski (WSMV-Sosn).

* Wszystkie nowo zidentyfikowane izolaty wirusa nalezaty do jednej grupy filogenetycznej [B] (Fig. 6.). o] YWBMVAOAI O AADD0105
* Analizy wykazaty dominacje negatywnej presji selekcyjnej (w > 1). WSV NS02Z 19 MAVDOo 180

WAV IDOO AFS11610
WSIMV. FOO32 MWODOO 187
WSV -Sikiney 81 AFOS7633
WVWSMV-SM 19 MWOH90 186G
VWESIAWV. Tarkey 1 AF 454458
VVSMV-FWA0 MWD 176
WAV IKE 20 MW SO0 191
WSIMV-FO10 MWOR0O 177
WA V- OB2 0 MAWDDO0 102
WSIMV-RP10 MWOOO 178
2] WSIMV.ELI9 MWDS0180
WSMV-FLO% M WOS0 1848
VWAV . COM T MMIKO 7 SG0 T
WSMV- MONS 20 MWDOO181 — D
WSMV.ST 19 MWRS0174
WSV -IRL7 1 M WO00190
WMV -SATO0 MWOO01 70
WSIMV-ELOG 802 MWOOOI183
WSV HOSS AFS 11614
VWSMV-SHOZ 19 MWS90173

wll YWSsMviion arsiiers
H VWSAV VVADD AF 5 11643
WMV . WASA F 1348358

WVWEMV-MONDG AF$11630
VWSM VDG AF 511618

A WSV BCOWS2O0 C18 1880
WSMV.BCHPVI OKY 81880

Fig. 4. Analiza podobieristwa badanej populacji WSMV na podstawie petnej sekwencji nukleotydéw (a) i aminokwaséw (b) genomu wirusa wykonana w programie WSMV-BIOWS1 OK181892
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Fig. 6. Drzewo filogenetyczne dla sekwencji nt peinego genomu badanej grupy izolatbw WSMV. Analize filogenetyczng
prowadzono z uzyciem programu MEGA11, metodg Maximum Likelihood (ML) z modelem (GTR+G+l). Prawidtowos¢
wygenerowanej topologii drzewa szacowano metodg bootstrapowg (1000 powtdrzen). W badaniach wykorzystano zestaw 7
Fig. 5. Graficzna prezentacja lokalizacji i czestosci wystepowania zmian aminokwasow we fragmentach OFR kodujgcych poszczegdlne biatka funkeyjne (P1, He-Pro, P3,  polskich i 46 innych izolatow WSMV z Banku Genéw NCBI. Oat necrotic mottle virus (ONMV-Type-NE) zastosowano do
6K1, Cl, 6K2, VPg, Nla-Pro, Nlb i CP) izolatéw WSMV wykonana w programie RStudio. Numery w kétkach oznaczajg liczbe izolatéw, u ktorych wystgpita dana zmiana. utworzenia grupy zewnetrznej (ang. outgroup). Polskie izolaty WSMV oznaczono czerwong kropka.

WNIOSKI > WSMV jest jednym z gtdéwnych wiruséw zagrazajgcym uprawom zb6z w Polsce.

» Wykazano niewielkie zréznicowanie genetyczne sekwencji kodujgcych badanej populacji izolatéw WSMV.

» Grupowanie sie badanych izolatéw WSMYV byto skorelowane z ich pochodzeniem.

» Dominujgcy wptyw na populacje WSMV ma oczyszczajgca presja selekcyjna.

Praca powstata w wyniku realizacji projektu badawczeqo o nr 2024/53/B/NZ9/02897 finansowaneqo ze sSrodkéw Narodowego Centrum Nauki (OPUS 27).




