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WSTEP

Defektywne genomy wirusa (ang. defective viral genomes, DVG) moga by¢ formowane de novo w trakcie wielokrotnego pasazowania wirusa w jednym gospodarzu. Powstajg w wyniku
deleciji, insercji czy hipermutacji w genomie wirusa, a ich replikacja jest zalezna od wirusa, ktéremu towarzyszg. Wyrézniono cztery rodzaje DVG: czgsteczki powstate na skutek delecji lub
insercji w genomie wirusa oraz tzw. 5'cb/sb i 3'cb/sb DVG. Powstawanie DVG w takcie pasazowania wirusa w jednym gospodarzu potwierdzono réwniez dla wirusa czarnej pierscieniowej
plamistosci pomidora (ang. tomato black ring virus, TBRV, gatunek Nepovirus nigranuli). Genom wirusa zbudowany jest z dwéch jednoniciowych czgsteczek RNA (RNA1 i RNA2) o
polarnosci dodatniej. Wczesniejsze analizy pozwolity stwierdzié, ze w genomie izolatéw TBRV pochodzacych z réznych gospodarzy znajdujg sie motywy potencjalnie zaangazowane w
rekombinacje TBRV prowadzaca do powstania D RNA (ang. defective RNA, rozumianych jako krétsze formy DVG) (Hasiéw-Jaroszewska i wsp. 2012, Hasiéw-Jaroszewska i wsp. 2018,
Budzynska i wsp. 2020). Celem przeprowadzonych badan byta analiza wptywu zmiany gospodarza na powstawanie i zréznicowanie DVG TBRV.

MATERIALY | METODY

Scenario Lineage Host combination
Izolat TBRV pasazowano 20 razy przez cztery rdzne zestawy roslin testowych. Pasaze
przeprowadzono w odstepach tygodniowych wedtug czterech scenariuszy, okreslonych jako S1-S4. L1 D J‘ & "‘ N I—
Dla kazdego z uktadu roslin do$wiadczenie prowadzono w trzech powtérzeniach (liniach +S1 L2 ) ;@ > /& ;ﬁ eFe)ach h%st
ewolucyjnych, L1-L12). Zmiana gospodarza nastepowata po 5 przeprowadzonych pasazach, L3
zgodnie ze schematem: i) S1 (L1-L3) : tytoA > komosa = tyton > komosa, ii) S2 (L4-L6): komosa >
szpinak > tytor > satata, iii) S3 (L7-L9): tytori > satata > komosa > szpinak, iv) $4 (L10-L12): komosa | [TBRV | t‘S‘ ¥ W WY
> tyton > szpinak > satata (Fig. 1). Po 20 pasazach z kazdej z linii ewolucyjnych przygotowano | |Stock |~ P m * " A @ ooy e
preparat wirusa. Otrzymano 13 preparatéw oczyszczonych wirusa: i) preparat stanowigcy inokulum
do zakazenia pierwszej rosliny wedtug kazdego z scenariuszy (nazwany TBRV-Anc), ii) 12 & L7 e "‘
preparatéw otrzymanych z 3 linii ewolucyjnych kazdego z 4 scenariuszy. Z kazdego preparatu <S3 L8 Y @ - “ x 5 passages in
wyizolowano RNA wirusa, ktdre nastepnie poddano RNA-Seq. Otrzymane dane analizowano pod L9 4 &Fz each host
wzgledem jakosciowym i iloSciowym za pomocg FastQC (Andrews, 2010), MultiQC (Ewels i wsp.,
2016) czy BBDuk.sh (https://sourceforge.net/projects/bbmap/). Obecno$é DVG w danych RNA- L10 £ o
Seq identyfikowano za pomocg programu DVGfinder (Olmo-Uceda i wsp., 2022), po wczeséniejszym 'S4 L11 ;@ > “ @ X 5 passages in
przygotowaniu danych przy pomocy programéw BBmap (https://sourceforge.net/projects/bbmap/) L12 each host

i bwa (Li and Durbin, 2010). Analizy statystyczne przeprowadzono w programie RStudio. Ilos¢ DVG
przedstawiono jako RPHT (10° x odczyty przyporzadkowane jako DVG / catkowita iloS¢ 0dczytOw | [Figura 1. Schemat pasazowania izolatu TBRV. S — uktad nastepujacych po sobie gatunkéw roslin
zmapowanych do sekwencji referencyjnej TBRV). wykorzystanych do pasazowania wirusa (scenariusz), L — linia ewolucyjna; Budzyriska i wsp. 2024.

WYNIKI

We wszystkich analizowanych prébkach zaobserwowano obecno$¢ czterech rodzajow DVG (powstatych na skutek | | Tabela 1. Zréznicowanie populacji DVG powstatych na skutek delecii
delecji/insercji w genomie wirusa oraz tzw. 5° lub 3 snap-back/copy-back DVG). W przypadku niektrych linii [ | W 8enomie TBRV, przedstawione dla kazdej linii ewolucyjnej i TBRV-
ewolucyjnych zaobserwowano wzrost ilosci DVG w stosunku do ilosci DVG zidentyfikowanych dla izolatu TBRV przed Anc; Budzyriska i wsp. 2024.

pasazowaniem (Fig. 2A). Poszczegdlne scenariusze roznity sie miedzy sobg pod wzgledem ilo$ci powstatych DVG (Fig. 2B). |  tineage  Numberofuniquedeletion  Percentof DVGswithmean  Percent of DVGs longer

species read counts 25 than 1,000 nt
Ponadto w kazdej z linii ewolucyjnych dominowaty DVG pochodzgce z nici RNA1 TBRV (Fig. 2C). PR R [Fe
L, . . A . N . N TBRV- 3N 1,020 4191 136 99.62
Wsrdd zidentyfikowanych DVG przewazaty te powstate na skutek delecji w genomie TBRV (Fig. 3A). W przypadku analizy | *™
poszczegblnych linii ewolucyjnych dla L4 i L5 (S2) oraz L10 (S4) stwierdzono przewage defektywnych genomoéw powstatych | wn | e B e see
na Skutek inSeeri (Fig. 3B). L2 1420 247 667 18.96 9934
L3 977 179 1156 147 9896
L4 1743 195 1938 1316 9958
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Figura 4. Analiza korelacji pomigdzy liczbg

Zroznicowanie DVG powstatych na skutek delecji w

| 1 unikalnych pod wzgledem budowy DVG
R ' . . powstatych na skutek delecji, a ich sumaryczna | | genomie TBRV oceniano jako liczbg unikalnych pod
" || iloscig; Budzyniska i wsp. 2024. wzgledem budowy DVG zidentyfikowanych w kazdej linii
. . ewolucyjnej. Liczba unikalnych DVG byta rézna dla
‘ | = R | . o T ® M poszczegdlnych linii ewolucyjnych, za najbardziej
ol I L .. wr. N e hied Bl e I8 ) 3 - o = zréznicowana populacje DVG uznano populacje TBRV-

Uneage

Anc (Tab. 1). W przypadku DVG powstatych na skutek
delecji w nici RNA1 TBRV stwierdzono ujemna korelacje
pomiedzy liczbg unikalnych czasteczek, a ich
sumaryczng iloscig (Fig. 4). W$réd zidentyfikowanych

Figura 2. Ilo§¢ DVG przedstawiona dla || Figura 3. Analiza ilo§¢ DVG z podziatem na
poszczegblnych linii  ewolucyjnych (A), poszczegblne rodzaje (A), dla poszczegdlnych linii
scenariuszy, wedtug ktérych wirus ewoluowat | | ewolucyjnych (B); Budzynska i wsp. 2024.

(B), dla poszczegélnych linii ewolucyjnych z . .
podziatem na czasteczki powstate z nici RNAT i [ [\ —— <r6d VG I < . czgsteczek dominowaty dtuzsze DVG (> 1000 nt).
RNA 2 TBRV (C); Budzyriska i wsp. 2024. ykazano, z€ niektore Sposro ) s 5
powstatych na skutek delecji w genomie : : WNIOSKI
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analizowanych  czasteczek (Fig. 5) *  Wiekszo$¢ powstatych DVG pochodzi z genomowego RNA1
Dowiedz powstata de novo, w trakcie pasazowania || Figura 5. Mapa cieplna ilustrujaca obecnos$é wirusa.
o . izolatu TBRV. DVG z delecjami dtuzszymi niz 99 nukleotyddw | | « W przypadku DVG powstatych na skutek delecji w nici
Sie wigcej: 'Bsrjd“,'":(RPHT > 2602148 dla RNA1 (A)i RNA2 (B); RNA1 wirusa wystepuje negatywna korelacja pomiedzy
udzynska I wsp. . zréznicowaniem populacji DVG, a ich sumaryczng iloscia.

* W populacji DVG dominujg dtuzsze czasteczki, a czesé
Badania wykonane w ramach projektu PRELUDIUM 2018/31/N/NZ9/02985 finansowanego przez Narodowe Centrum Nauki czagsteczek powstaje niezaleznie od gatunku rosliny
oraz projektéw PID2022-136912NB-100 (Spain, MCIU/AEI/10.13039/501100011033) i “ERDF a way of making Europe”. zywicielskiej wykorzystanej do pasazowania.




