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ARTYKUL PRZEGLADOWY

Sekwencjonowanie nastepnej generacji (NGS) jako uniwersalna metoda
wykrywania i réznicowania wirusow roslinnych

Next generation sequencing (NGS) as a multipurpose method
for detection and differentiation of plant viruses

Agata Kaczmarek**, Krzysztof Treder®

Streszczenie

Niniejsza praca opisuje wykorzystanie sekwencjonowania nastepnej generacji (NGS) w badaniach nad wirusami roslin. Pomimo iz, NGS
nie jest jeszcze rutynowo stosowane, coraz czesciej jest adaptowane w diagnostyce oraz genomice fitopatogendw. Techniki NGS umozli-
wiajg jednoczesne wykrycie wielu wiruséw obecnych w zakazonym materiale. Dzieki nim mozliwe jest nie tylko stwierdzenie, jakie wirusy
sg obecne w jednej badanej probie, ale réwniez ich zréznicowanie genetyczne. Jednoczesna identyfikacja wielu wirusow, mozliwos¢
wczesnego wykrywania ognisk choroby, sledzenie rozwoju epidemii oraz monitorowanie zmian genetycznych zachodzgcych w populacji
patogendw wirusowych w trakcie rozwoju epidemii sprawiajg, ze NGS staje sie uniwersalnym narzedziem badawczym umozliwiajgcym
nie tylko detekcje, ale rowniez zrozumienie mechanizméw molekularnych pozwalajgcych wirusom adaptowac sie do zmian srodowisko-
wych (genotypu rosliny — gospodarza, wektora, obecnosci innych patogenow).

Stowa kluczowe: diagnostyka, fitopatologia, NGS, sekwencjonowanie, wirusy roslin

Abstract

This paper describes the application of next generation sequencing (NGS) in plant virus research. Although NGS has not been routinely
used yet, it is increasingly adopted in diagnostics and genomics of phytopathogens. NGS technics enable the simultaneous detection of
multiple viruses present in infected material. This makes it possible not only to determine which viruses are present in a single sample
but also to determine their concentration and genetic diversity. The simultaneous identification of many viruses, the possibility of early
detection of disease outbreaks as well as tracking and monitoring of epidemic development, make NGS a universal research tool that
enables not only the detection but also the understanding of molecular mechanisms allowing viruses to adapt to environmental changes
(host plant genotype, vector, presence of other pathogens).
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Wstep / Introduction

Historia sekwencjonowania / History of sequencing

Odkrycie budowy kwasu deoksyrybonukleinowego (DNA)
przez Watsona i Cricka w 1953 roku dato poczatek rewolu-
cji w genetyce molekularnej, ktéra od kilku dekad zmienia
oblicze naszej cywilizacji (Watson i Crick 1953). Historia
technologii sekwencjonowania rozpoczeta si¢ w latach szes¢-
dziesiatych i siedemdziesigtych XX wieku. W 1965 roku
grupa Fredericka Sangera opublikowata metode sekwen-
cjonowania RNA (Sanger i wsp. 1965), ktéra umozliwita
sekwencjonowanie krotkich czasteczek RNA, takich jak ry-
bosomalne RNA i tRNA. W 1977 roku ten sam zesp6t opu-
blikowal technike, w ktorej terminacja wydtuzania startera
przez polimeraze DNA nastgpuje po inkorporacji jednego
z czterech trojfosforanéw dideoksynukleotydéw (termina-
torow), dzigki czemu sekwencjonowanie zostalo uproszczo-
ne do czterech jednocze$nie prowadzonych reakcji (Sanger
i wsp. 1977). Metoda ta nazywana jest metodg terminacji
tancucha, metoda dideoksy lub po prostu metoda Sangera.
Z uwagi na prostot¢ wykonania, duzg doktadnos¢ oraz ta-
two$¢ automatyzacji metoda Sangera szybko wyparta inne
techniki. Impet rozwojowi tej technologii dato opracowanie
reakcji PCR (Mullis i wsp. 1986), zastapienie radioaktyw-
nego znakowania fluorescencyjnym i czgsciowa automaty-
zacja procesu przez wykorzystanie komputera do odczytu
sekwencji (Smith i wsp. 1986).

W 1987 roku firma Applied Biosystems wprowadzita na
rynek pierwszy zautomatyzowany sekwenator Prism 373.
Model ten zostal zastapiony przez sekwenator kapilarny
ABI 310 w roku 1996. Dwa lata p6zniej zsekwencjonowano
pierwszy pelny genom zwierzecy, nalezacy do modelowe-
go organizmu nicienia Caenorhabditis elegans (Fire i wsp.
1998). Metoda byta powszechnie stosowana do sekwencjo-
nowania kolejnych genomow, migedzy innymi zostata wyko-
rzystana w projekcie sekwencjonowania genomu ludzkiego
(Goodwin i wsp. 2016), genomu rosliny modelowej — rzod-
kiewnika pospolitego oraz genomow zbdz (Nocen 1 wsp.
2018). Duzg zaleta tej metody jest wysoka wiarygodnos¢
odczytywanych sekwencji DNA. Bledne odczytanie zasady
zdarza si¢ raz na 1000—10 000 nukleotydow. Jednak jakosé¢
sekwencjonowania czesto jest niska w obrebie 5”1 3” konco-
wych regionow. Obejmujg one mniej wigeej od 15 do 40 par
zasad w miejscu zwigzania si¢ startera oraz region 3’ kon-
cowy zlokalizowany po 700-900 nukleotydach. Obecnie
metoda Sangera mozna sekwencjonowaé¢ w jednej reakcji
jedng matryce DNA, ktéra powinna by¢ jednorodna, jed-
nak moze stanowi¢ mieszaning sekwencji (np. alleli genu,
czy wariantow genomow wirusa transkrybowanych z tego
samego genomu rodzicielskiego). Zaleznie od liczby kapi-
lar, w jaka jest wyposazony sekwenator, mozna sekwencjo-
nowaé od czterech do dziewigédziesigciu szesSciu roéznych
matryc DNA jednocze$nie, uzyskujac sekwencje o dtugosci
do 1000 par zasad. Niemozliwe jest jednak taczenie (mul-

tipleksowanie) probek, co utrudnia catkowita automatyza-
cj¢ ich przygotowania i ogranicza przepustowos¢ techniki.
Z tych powodow juz w potowie lat dziewigédziesiatych roz-
poczeto prace nad nowymi metodami sekwencjonowania,
ktorych efektem jest trwajacy do dzi§ gwaltowny postep
w tworzeniu nowych technologii, wzrastajacej szybko-
$ci 1 coraz nizszym koszcie sekwencjonowania genomow.
W efekcie niskoprzepustowa technika klasyfikowana jest
obecnie jako sekwencjonowanie pierwszej generacji. Nato-
miast nowe, wysokoprzepustowe metody okreslane sa jako
metody nastepnej lub nowej generacji.

Pirosekwencjonowanie bylo pierwsza zastosowang me-
toda sekwencjonowania nastepnej generacji. Wysokoprzepu-
stowe sekwenatory (454 Genome Sequencer FLX i Roche
GS Junior) firma Roche wprowadzita na rynek w 2005 roku
(Margulies i wsp. 2005). Z uwagi na rozw0j bardziej efek-
tywnych sposobdéw sekwencjonowania, wsparcie dla tego
urzadzenia zakonczyto si¢ w 2016 roku.

Kolejng metoda jest sekwencjonowanie przez synte-
z¢ (ang. sequencing by synthesis, SBS) (Illumina). Jest to
w chwili obecnej jedna z najbardziej popularnych metod
sekwencjonowania, a dzigki mozliwosci multipleksowa-
nia, nawet 96 r6znych prob moze by¢ sekwencjonowanych
w tym samym czasie. Od kilku lat firmy, takie jak Oxford
Nanopore Technologies (ONT) czy Pacific Biosciences
udostgpniaja na rynku platformy, pozwalajace na sekwen-
cjonowanie dhugich fragmentow kwaséw nukleinowych
W czasie rzeczywistym.

Sekwencjonowanie nastepnej generacji na przykladzie
Ilumina, Pacific Biosciences oraz Oxford Nanopore
Technologies (ONT) / Illumina, Pacific Biosciences,
and Oxford Nanopore Technologies (ONT) as examples
of next generation sequencing

INlumina

W 2006 roku firma Illumina wprowadzita na rynek sekwena-
tor Solexa (Genome Analyser) Next Generation Sequencer.
Technologia sekwencjonowania stosowana w tym urzadze-
niu nadal jest rozwijana, a Illumina ma obecnie kilka plat-
form do sekwencjonowania, w tym dwie do ,,masowych”
analiz oraz najmniejszg do sekwencjonowania malej liczby
probek o krotszych genomach, odpowiednio: NovaSeq, Ne-
xtSeq, HiSeq, MiSeq, MiniSeq oraz iSeq. Platformy r6znia
si¢ migdzy sobg ilo$cig uzyskiwanych danych (od 1,8 GB
w przypadku MiniSeq do 6000 GB na platformie NovaSeq)
oraz liczbg odczytow, ktore moga wygenerowac w ograni-
czonym czasie. W przypadku najmniejszej i jednocze$nie
najnowszej platformy iSeq, wykorzystywanej do badan
mikrobiologicznych ze wzgledu na matla liczbe odczytow
w poroéwnaniu do innych platform, uzyskuje si¢ maksymal-
nie 4 miliony odczytow o dtugosci 250 par zasad z obu kon-
cow w przeciagu od 9 do 37 godzin. Dla kontrastu platforma
MiSeq w przeciagu 55 godzin umozliwia uzyskanie 25 min
odczytow i 15 GB par zasad (Maliogka i wsp. 2018).
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Sekwencjonowanie w platformie Illumina sklada si¢

z czterech etapow:

Przygotowanie biblioteki genomowej (ang. library
preparation) — podczas tego etapu DNA zostaje po-
cigte na mniejsze fragmenty od okoto 200 do 600 par
zasad. Nastepnie do kazdego z koncow pofragmento-
wanego DNA zostajg przylaczone adaptery. Adaptery sa
to krétkie odcinki dwuniciowego DNA, umozliwiajace
urzadzeniom sekwencyjnym rozpoznanie fragmentow.
W sekwencji adaptera znajduje si¢ sekwencja indeksu.
Indeksy w zalezno$ci od uzytego zestawu majg zwykle
dhugos¢ od szesciu do dziesigciu par zasad. Dzigki ich
zastosowaniu mozliwe jest tgczenie (pulowanie) prob
i sekwencjonowanie kilkudziesigciu probek w jednej re-
akcji. W efekcie przytaczenia adapteréw na obu koncach
fragmentow DNA znajduja si¢ sekwencje oligonukle-
otydowe identyfikujace konce 5’1 3’. Poprzez inkubacje
z wodorotlenkiem sodu uzyskana biblioteka fragmentow
DNA zostaje zdenaturowana do formy jednoniciowe;.
Adaptery sa komplementarne do oligonukleotydéw ko-
walencyjnie zwigzanych na powierzchni komory prze-
pltywowej, na ktorej nastepuje kolejny etap.
Formowanie klastréow w komorze przeplywowej (ang.
cluster generation) — jednoniciowe fragmenty DNA
przygotowane w wyzej omowiony sposob zostaja przy-
taczone do oligonukleotydéw kowalencyjnie zwigza-
nych na powierzchni komory przeptywowej, a nastepnie
przemyte. Zwigzane DNA zostaje poddane amplifikacji
oraz nastgpuje proces tworzenia tzw. mostow ampliko-
néw (ang. bridge amplificon), polegajacy na replikacji
przytaczonego DNA, tworzacego mate klastry (ang.
clusters) o tej samej sekwencji. Nieznakowane zasady
nukleotydéw i polimeraza DNA sg nast¢pnie dodawa-
ne w celu wydhuzenia i polaczenia komplementarnych
nici DNA przytaczonych do komory przeptywowe;j,
w efekcie czego powstaja ,,mosty’” dwuniciowego DNA
pomiedzy starterami. Dwuniciowy DNA jest nastepnie
denaturowany i uzyskiwany jest jednoniciowy DNA, co
pozwala na wygenerowanie milionow klastrow.
Sekwencjonowanie (ang. sequencing base by base) —
startery i1 znakowane fluorescencyjnie terminatory (ter-
minatory to zmodyfikowane nukleotydy zatrzymujace
syntez¢ DNA) sa dodawane do komory przepltywowe;.
Starter przylacza si¢ do sekwencjonowanego DNA, na-
tomiast polimeraza DNA wigze si¢ ze starterem i dodaje
pierwszy komplementarny do sekwencjonowanej nici,
znakowany fluorescencyjnie terminator. Nastepnie lase-
ry emituja w komorze przeptywowej $wiatlo o okreslone;j
dlugosci fali, aby aktywowac fluorescencyjny znacznik,
a kazda grupa czasteczek DNA emituje sygnal fluore-
scencyjny wystarczajaco silny, aby mogt zosta¢ wykryty
przez kamerg. Kazdy z nukleotydow terminatora (A, C,
G i1 T) emituje inny kolor. Sygnat fluorescencyjny jest
rejestrowany i zapisywany w oprogramowaniu. W dal-

szym etapie znakowana grupa terminatora jest usuwana
umozliwiajac przylaczenie si¢ kolejnego znakowanego
nukleotydu do nastgpnej zasady. Proces ten trwa do mo-
mentu zsekwencjonowania milionéw klastrow DNA.

— Analiza — wygenerowane sekwencje moga by¢ w dal-
szym etapie analiz porownane do sekwencji referencyj-
nej, jezeli jest ona znana. Umozliwia to identyfikacje
podobienstw badz polimorfizméw w zsekwencjonowa-
nym DNA. Jezeli sekwencja referencyjna nie jest znana,
przeprowadzane jest skladanie genomu (ang. assembly)
oraz jego adnotacji na podstawie analizy zachodzacych
na siebie segmentow sekwencyjnych (https://www.illu-
mina.com).

Sekwencjonowanie SMRT (Single-Molecule Real Time)
/ Sequencing SMRT (Single-Molecule Real Time)

Sekwencjonowanie SMRT czy sekwencjonowanie poje-
dynczej czasteczki w czasie rzeczywistym po raz pierwszy
zostalo opublikowane w 2009 roku przez Eid (Eid i wsp.
2009). Technika opiera si¢ na wykorzystaniu nukleotydoéw
z fluoroforami przytaczonymi do fosforanu. Zostala ona
opracowana przez firme¢ Pacific Biosciences. Proces se-
kwencjonowania zachodzi w studzienkach na ptytce se-
kwencyjnej ZMWs (ang. zero mode waveguides). Na dnie
dotka unieruchomiona jest jedna czasteczka polimerazy,
natomiast w mieszaninie reakcyjnej znajduje si¢ matryca
DNA z doczepionymi adapterami tworzaca strukture spin-
ki do wloséw. Do tak powstatych kompleksow przytacza-
ne sg startery sekwencyjne, a nastgpnie cato$¢ wigzana jest
z immobilizowang czasteczka polimerazy. Podczas sekwen-
cjonowania przytaczane sg znakowane fluorescencyjnie nu-
kleotydy znajdujace si¢ w roztworze, kazdy z czterech nu-
kleotydow wyznakowany jest innym fluoroforem. Poprzez
o$wietlenie studzienki laserem od spodu przez maty otwor,
wzbudzana jest emisja fluoroforu, ktérym znakowany jest
jedynie dotaczany nukleotyd. Po odlaczeniu znakowanego
pirofosforanu, fluorescencja znika, dzigki temu rejestracja
sekwencjonowania odbywa si¢ w czasie rzeczywistym.
Dhugo$¢ odczytéw dochodzi nawet do 50 000 nt, jednakze
przepustowos¢ 1 doktadno$¢ tej technologii jest znaczaco
nizsza niz przedstawione wyzej systemy oparte na sekwen-
cjonowaniu przez synteze (Zmienko i Satyr 2020).

MinION (ONT)

Kolejnym przyktadem technologii sekwencjonowania na-
stepnej generacji jest opracowana przez firm¢ Oxford Na-
nopore Technologies w 2014 roku w Wielkiej Brytanii tech-
nika wykorzystujaca biatkowe kanaty obecne w btonach ko-
moérkowych bakterii (nanopory), przez ktore translokowana
jest pojedyncza ni¢ kwasu nukleinowego. Ten nowy sposob
sekwencjonowania pozwala na sekwencjonowanie bardzo
dlugich pojedynczych czasteczek DNA i RNA bez koniecz-
nosci ich uprzedniego fragmentowania. Oxford Nanopore
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Technologies w swojej technologii wykorzystuje kanaly
biatkowe a-hemolizyny naturalnie wystepujace w blonach
komérkowych gronkowca ztocistego (Staphylococcus au-
reus) (Bayley i Cremer 2001).

Proces zachodzi w sekwenatorze MinlON, ktory jest
urzadzeniem mniejszym niz smartfon i mozna go podlaczy¢
do laptopa. Urzadzenie zostato zaprojektowane w taki spo-
sob, aby mozliwe bylo sekwencjonowanie probki zaréwno
w laboratorium, jak i w terenie. Oxford Nanopore Techno-
logies oferuje rowniez stacje stacjonarne GridION oraz Pro-
methION.

W sktad urzadzenia MinlON wchodzi ptytka sekwen-
cyjna, na ktérej umieszczone jest podtoze elektrooporowe
z syntetycznego polimeru wraz z ulokowanymi w nim biat-
kami (nanopory) oraz detektor. Przygotowanie bibliotek se-
kwencyjnych polega na przytaczeniu do obu koncéw DNA
sekwencji adapterowych, ktore nastepnie wiaza biatko mo-
torowe i przesuwajag DNA w stron¢ nanopora. Dopiero przy
kontakcie z nanoporem biatko motorowe zostaje aktywowa-
ne. Tak przygotowana biblioteka jest gotowa do sekwencjo-
nowania. Gdy czasteczka kwasu nukleinowego przechodzi
przez jeden z nich, zmienia ona przewodnictwo pradéw jo-
nowych sygnatu w zaleznosci od ,,przeptywajacych” przez
nanopor roznych nukleotydéw. Poniewaz nukleotydy maja
rozne ksztalty, kazdy nukleotyd jest rozpoznawany przez
jego wplyw na zmian¢ pradu jonowego (Stoddart i wsp.
2009; Bayley 2015; Zmienko i Satyr 2020). Tym, co od-
roéznia roézne technologie sekwencjonowania jest rowniez
zminimalizowany etap przygotowania probki poddanej se-
kwencjonowaniu (nie sa3 wymagane uprzednie etapy ampli-
fikacji lub fragmentacji wyjSciowego materiatu), a odczyty
DNA/RNA moga siegac od pigciu tysiecy do stu tysigcy par
zasad (Zmienko i Satyr 2020).

Analizy bioinformatyczne / Bioinformatics

Analiza bioinformatyczna sekwencji wygenerowanych
przez sekwenatory nastgpnej generacji moze by¢ przepro-
wadzona na komputerach stacjonarnych, jednakze rosngca
liczba danych sekwencyjnych wymusza prowadzenie analiz
na wysokoprzepustowych serwerach z duza pojemnoscia
pamieci RAM, w $rodowisku Linux badz iOS (Fox i wsp.
2015).

Wiele narzedzi bioinformatycznych dziata w oparciu
o algorytmy (tzw. pipelines), ktore umozliwiajg sktadanie
z krotkich sekwencji calych genoméw 1 tranksryptomow.
Sktadanie fragmentow genomu (ang. genome assembly) moz-
na przeprowadzi¢ poprzez: a) sekwencjonowanie de novo,
podczas ktorego mniejsze fragmenty sa sktadane w wick-
sze w oparciu o adnotacj¢ wygenerowanych kontigéw lub
superkontigow o okre§lonym poziomie konserwatywnosci
(podobienstwie) wzgledem sekwencji obecnych w Banku
Genéw NCBI lub innych bazach, b) mapowania wzgle-
dem znanej sekwencji referencyjnej (Barba i wsp. 2014).
Sktadanie sekwencji de novo ma ograniczenia, szczeg6lnie

w przypadku sekwencjonowania probek srodowiskowych,
w ktorych znajduje si¢ kilka gatunkéw organizmow.

Wykorzystanie NGS w badaniach nad wirusami roslin /
Application of NGS in plant viruses research

Techniki sekwencjonowania nowej generacji (NGS) re-
wolucjonizuja obecnie diagnostyke chorob roslin, umozli-
wiajac opracowanie metod wykrywania wielu patogenow
w jednej probie bez wczesniejszej znajomosci sekwencji
genomow wykrywanych patogenow. Dzigki temu mozliwe
stato si¢ wykrywanie nie tylko znanych sprawcow chorob,
lecz réwniez nowych, nieznanych dotad czynnikéw choro-
botworczych. Te cechy sa szczegdlnie przydatne w diagno-
styce chordb powodowanych przez wirusy roslinne, z uwagi
na ich réznorodnos¢ oraz czeste duze zréznicowanie gene-
tyczne w obrebie populacji tego samego wirusa (Minicka
i wsp. 2020). NGS wydaje si¢ idealng metoda diagnostycz-
ng do wykrywania wielu wirusow w jednej badanej probie,
zaréwno znanych, jak i dotad nieopisywanych dzigki se-
kwencjonowaniu de novo (Filloux i wsp. 2018). Technika
umozliwia rowniez identyfikacj¢ szczepow w obrebie tego
samego gatunku wirusa.

Pionierskie prace opisujace wykorzystanie NGS do wy-
krywania ro$linnych wirusé6w pojawity si¢ w 2009 roku
(Adams i wsp. 2009; Al Rwahnih i wsp. 2009; Kreuze i wsp.
2009). Dwie pierwsze grupy zastosowaty pirosekwencjono-
wanie na platformie Roche 454 FLX, podczas gdy trzecia
uzyta technologii sekwencjonowania opracowanej przez
firme¢ Illumina. Adams i wsp. (2009) zidentyfikowali cal-
kowita sekwencj¢ genomu wirusa mozaiki pepino (PepMV)
poprzez sekwencjonowanie cDNA przygotowanego z catko-
witego RNA wyekstrahowanego z rosliny pomidora zainfe-
kowanej PepMV. Analiza wynikow, przy uzyciu algorytmu
BLAST wykazata, ze 20,1% sekwencji stanowity sekwen-
cje PepMV, natomiast sposrod pozostatych okoto 70% bylto
pochodzenia rybosomalnego lub chloroplastowego.

W puli otrzymanych kontigdéw siedem odpowiadato
PepMYV, pokrywajac 97% genomu wirusa bez 200-nu-
kleotydowego regionu na 5’ konicu genomu. Uzywajac opu-
blikowanego genomu PepMV jako sekwencji referencyjnej
uzyskano pelne pokrycie, natomiast z pozostatych luznych
sekwencji z otrzymanego sekwencjonowania, dzigki ma-
powaniu do sekwencji referencyjnej otrzymano sekwencje
nieznanego dotad wirusa gayfeather mild mottle virus z ro-
dzaju Cucumovirus (Adams i wsp. 2009).

Trzecia grupa wykryta z duza czuloécig zarowno spo-
dziewane, jak i nieznane wirusy infekujace wilec ziemnia-
czany (Ipomoea batatas), ktoérego jadalne bulwy korzenio-
we znane s3 jako stodkie ziemniaki. Genomy zidentyfiko-
wanych wiruséw zbudowane byty z RNA, ssDNA i dsDNA,
co $wiadczy o tym, ze zastosowana metoda ma charakter
uniwersalny i nadaje si¢ do diagnostyki zarowno RNA, jak
i DNA wirusow (Kreuze i wsp. 2009). Oméwione prace sta-
ly si¢ przyktadem dla wielu zespotow badawczych z catego
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$wiata i w ciggu ostatnich lat powstato wiele publikacji opi-
sujacych zastosowanie NGS do wykrywania i réznicowania
wirusow roslinnych, z ktorych najwazniejsze omowione sg
w pracach przegladowych: Barba i wsp. (2014), Roossnick
iwsp. (2015), Adams i Fox (2016), Jones i wsp. (2017) oraz
Maliogka i wsp. (2018). Autorzy wymienionych prac pod-
kreslaja, ze zastosowanie NGS spowodowato rewolucyjny
postep w diagnostyce wiruséw roslin.

Odkad w 2014 roku Oxford Nanopore uruchomit
MinlON Access Programme umozliwiajac testowanie urza-
dzenia, sekwencjonowanie z wykorzystaniem nanoporéw
jest rdbwniez coraz powszechniej stosowane w diagnostyce
wirusow roslinnych. Technika ta jest szczeg6lnie przydatna
w sekwencjonowaniu de novo, gdzie umozliwia wykrycie
nieznanych dotad wirusow. W 2018 roku Filloux i wsp.
(2018) opisali zastosowanie sekwenatora MinlON do wy-
krywania wirusow pochrzynu skrzydlatego (Dioscorea
alata L.). Wykonana w omawianej pracy analiza skutecz-
no$ci sekwencjonowania pelnego genomu wirusa z rodzaju
Macluravirus (rodzina Potyviridae) ujawnita, ze sekwencja
konsensusowa genomu wirusa uzyskana zaréwno przez
zlozenie de novo, jak i przez dopasowanie do genomu re-
ferencyjnego byta w 99,8% identyczna z sekwencjg refe-
rencyjna wirusa otrzymang za pomocg sekwencjonowania
metodg Sangera. Wynik ten wykazat, ze platforma MinION
moze by¢ stosowana zarowno do wiarygodnego wykrywa-
nia i doktadnego sekwencjonowania prawie pelnej dtugosci
pozytywnych, jednoniciowych genomowych RNA wirusow
roslinnych. W 2018 roku zespdot Bronzato Badial stosujac
jako uktad modelowy wirus ospowato$ci §liwy [wirus szar-
ki, plum pox potyvirus (PPV)] oraz bakteri¢ Candidatus
Liberibacter asiaticus wykazali, ze za pomoca MinlON
mozna wykrywaé patogeny wirusowe i bakteryjne nie tylko
w probach z zainfekowanych roslin, ale réwniez w mszy-
cach, bedgcych wektorami tych patogenow (Bronzato Badial
i wsp. 2018). Zespot Della Bartola zastosowat technologic
ONT do wykrywania wirusow ziemniaka — PVY, PVX, PVS
i PLRV (Della Bartola i wsp. 2020). W przypadku wirusa
Y ziemniaka (PVY) badacze wykazali skuteczno$¢ metody
w wykrywaniu pigciu réznych szczepow tego wirusa. Co
wazne, roézne szczepy PVY mozna bylo wykry¢ w probach
pobranych z jednej ro$liny. Autorzy w wyniku sekwencjo-
nowania uzyskali sekwencje pokrywajace ponad 90% ge-
nomdéw wykrywanych wirusoéw, a zgodnos¢ z sekwencjami
uzyskanymi technologia firmy Illumina wyniosta 99,5%.

Przygotowanie prob do NGS oraz sposoby wzbogacania
sekwencji wirusowych / Sample preparation and viral
RNA enhancement

Przygotowanie probki do sekwencjonowania na ogot skta-
da si¢ z tych samych etapow: ekstrakcji kwasu nukleino-
wego, fragmentacji badz doboru wielkosci, wzbogacenia
sekwencji wirusowych RNA oraz przygotowania bibliotek
(Maliogka i wsp. 2018). W chwili obecnej na rynku dostep-

ne sg zautomatyzowane systemy umozliwiajace tworzenie
gotowych bibliotek sekwencji kwasow nukleinowych np.:
firma Beckman & Coulter wypuscita na rynek platformy
Biomek umozliwiajace automatyczne przygotowanie pro-
bek do NGS, w ktorych atutem jest mozliwo$¢ zastosowa-
nia komercyjnie dost¢gpnych zestawdw z réznych firm np.
NEB albo Illumina. Natomiast firma Agilent ma w swojej
ofercie dwie platfomy NGS Workstation, jak réwniez Ma-
gnis, do ktérych sprzedaje kompatybilne zestawy. Dodat-
kowo producenci platform udostgpniaja specjalne zestawy
upraszczajace 1 standaryzujace konstrukcje bibliotek, ktore
dodatkowo mogg by¢ przygotowane do multipleksowania.
Aby uzyska¢ jak najlepsze wyniki nalezy stosowaé wyj-
sciowy kwas nukleinowy o wysokim stopniu czystosci
i jako$ci. W przeciwienstwie do innych metod diagnostyki
molekularnej, czutoé¢ i koszt wykonania NGS jest bezpo-
srednio zwigzany z liczbg i wzajemna proporcja sekwencji
obecnych w catkowitym preparacie kwaséw nukleinowych.
Koszt sekwencjonowania wzrasta, gdy sekwencjonowana
jest cata pula sekwencji obecnych w probie, wlacznie z se-
kwencjami roslinnymi czy pochodzacymi z mikroflory ro-
$lin Iub gleby.

Sekwencjonowanie catkowitego kwasu nukleinowego
poprzez sekwencjonowanie DNA wykrywa DNA wirusy,
a poprzez sekwencjonowanie RNA (RNA-Seq) — RNA
wirusy i DNA wirusy, ktore replikujg si¢ przez posrednie
RNA. Dlatego RNA-seq ma potencjat by sta¢ si¢ metoda
uniwersalng w diagnostyce wiruséw roslinnych, wykrywa-
jaca wszystkie patogeny wirusowe w jednej probie. Dzigki
temu detekcja pozbawiona jest wady selektywnego wykry-
wania konkretnej grupy wirusow. To podejscie zostato po
raz pierwszy zastosowane przez Adams i wsp. (2009) oraz
Al Rwahnih i wsp. (2009). Ponadto metode wykorzysty-
wano do identyfikacji szeregu wirusow w marchwi oraz
w owocach cytrusowych do identyfikacji nowego wirusa
DNA gayfeather mild mottle virus (Adams i wsp. 2009,
2014).

Najwickszg wadag
RNA/DNA jest to, ze sekwencjonowane sg wszystkie czg-
steczki DNA/RNA obecne w probie, wsrod ktorych wiek-
szo$¢ to sekwencje roslinne, a sekwencje wirusowe stano-
wig utamek frakcji caloéci. Zwigksza to catkowity koszt
sekwencjonowania oraz czas analiz bioinformatycznych
potrzebnych do odrzucenia sekwencji bedacych ttem ro-
$linnym. Dlatego metode¢ t¢ modyfikowano, aby wzbogacic¢

sekwencjonowania calkowitego

material wyjéciowy o sekwencje wirusowe i utatwi¢ poz-
niejsze analizy bioinformatyczne. Czule wykrywanie wiru-
sow za pomocg NGS wymagato wiec opracowania sposobu
wzbogacenia puli sekwencji wirusowych w izolowanych
z badanych prob preparatach catkowitego RNA. Ponad
80% catkowitego RNA stanowi RNA rybosomalne (rRNA),
a pula mRNA waha si¢ migdzy 1 a 5%. Zawarto§¢ RNA
wirusowego w catkowitym RNA jest zmienna, lecz nawet
przy wysokim mianie wirusa, nadal bedzie stanowi¢ nie-
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wielkg frakcje calkowitego RNA. Dlatego opracowano
rézne sposoby wzbogacania sekwencji wirusowych w ba-
danych probach (Fox i wsp. 2015).

Usuwanie rybosomalnego RNA (ang. ribosome depletion)
Metoda polegajaca na usunigciu czastek rRNA z prepara-
tu catkowitego RNA. Poniewaz rRNA stanowi ponad 80%
catkowitego RNA, jego usuni¢cie powoduje, ze wzrasta do-
stepnos¢ wirusowego RNA. Obecnie dostepnych jest wiele
komercyjnych zestawow umozliwiajacych wykonanie tej
procedury, ktorych stosowanie zintegrowane jest z proto-
kotem przygotowania bibliotek (RiboZero, Illumina, USA,
RiboMinus, Life Technologies, USA). Obok siRNA (short
interfering RNA), jest to obecnie jedna z najbardziej efek-
tywnych metod wzbogacania sekwencji wirusowych w dia-
gnostyce wiruso6w opartej o wykorzystanie NGS (Pecman
i wsp. 2017).

Hybrydyzacja subtraktywna (ang. subtractive

hybridization)

Ta technika polega na hybrydyzacji kwasow nukleinowych
izolowanych z ro§liny chorej z kwasami nukleinowymi
izolowanymi z ro$liny zdrowej i oddzieleniu (subtrakc;ji)
puli hybrydyzujacej od wolnych kwasow nukleinowych.
Efektem subtrakcji powinno by¢ usunigcie wigkszos$ci ro-
slinnych kwaséw nukleinowych z preparatu i pozostawienie
w nim gltéwnie DNA Iub RNA wirusowego. Taka metody-
ka zostala z powodzeniem wykorzystana m.in. przez Adams
iwsp. (2009). Mimo, ze metoda jest atrakcyjna koncepcyjnie,
wymaga duzego naktadu pracy i czasu. Ponadto duza licz-
ba etapow stwarza ryzyko kontaminacji (Roossinck i wsp.
2015).

Krotkie interferujace RNA indukowane przez wirusy

(ang. virus-induced short interfering RNA, vsiRNA)

Wirusy o genomach zbudowanych z jednoniciowego RNA
stanowig najwigksza i najbardziej rozpowszechniong gru-
pe wirusow roslinnych. W trakcie replikacji ich genomo-
we RNA wystepuje w formie dwuniciowej (ang. double
stranded RNA, dsRNA), ponadto w krétkim czasie wzrasta
liczba jego kopii. W komdrkach wszystkich zywych orga-
nizmoéw, wlacznie z roslinnymi, duza koncentracja dsSRNA
jest sygnatem infekcji wirusowej i indukuje odpowiedz
obronng okres$lang jako wyciszaniec RNA lub interferen-
cja RNA. W pierwszym etapie dsRNA jest rozpoznawane
przez kompleks biatkowy RISC (indukowany przez RNA
kompleks wyciszajacy, ang. RNA-induced silencing com-
plex). Wchodzaca w sktad kompleksu RISC rybonukleaza
Dicer, trawi dwuniciowe RNA do indukowanych przez
wirus krétkich interferujacych czasteczek RNA (vsiRNA)
o dtugosci 21-24 nukleotydow. Sa one amplifikowane przez
polimerazg réwniez wchodzacg w sktad kompleksu RISC.
Dzigki temu powstaje wiele kopi vsiRNA, ktore pokrywa-
ja caty lub prawie caty genom infekujacego rosling wirusa
(Hamilton i Baulcombe 1999). Dlatego izolujac z rosliny
krotkie RNA mozna zidentyfikowaé sekwencje wirusowe

w badanej probie. W takim preparacie znaczacy udzial sta-
nowi vsiRNA, stanowigcy naturalng ,,biblioteke” fragmen-
tow RNA komplementarnych do genomu wirusa. Ponadto
preparat krotkich RNA jest pozbawiony rybosomalnego
RNA i mRNA ros$liny. Sekwencjonowanie vsiRNA zosta-
o po raz pierwszy wykorzystane do wykrywania wiruso6w
przez Kreuze i wsp. (2009), a szczegdélowa metodyka zo-
stala przedstawiona w publikacji Kutnjak i wsp. (2015).
Ponadto sekwencjonowanie vsiRNA wykorzystano do wy-
krycia znanych i nieznanych wiruséw roslinnych w drze-
wach owocowych (Barba i wsp. 2014). Zaleta tej strategii
jest to, ze siRNA mozna stosowac¢ nie tylko do wykrywania
wirusow RNA i wiroidow, ale rowniez DNA wiruséw, po-
niewaz w ich cyklu zyciowym wystepuja transkrypty RNA,
a takze do wykrywania zintegrowanych endogennych ele-
mentow wirusowych (EVE), o ile sg transkrybowane. Pec-
man i wsp. (2017) wykazali, Ze izolacja krotkich RNA jako
sposob wzbogacania proby o genomy wirusowe daje lepsze
wyniki niz rybodeplecja w przypadku wiroidow i wirusow
o genomach RNA, jednakze w przypadku wirusow, ktorych
genomem jest DNA moze mie¢ mniejsza czulos¢, poniewaz
transkrypt RNA wystepuje u nich przejsciowo. W efekcie
sekwencjonowania vsiRNA powstaje pula bardzo krotkich
sekwencji, co moze komplikowa¢ proces sktadania geno-
mu, szczegdlnie w przypadku nowych wiruséw. Ponadto
procedura jest stosunkowo trudna i czasochtonna. Jednak
stosujac ten sposob sekwencjonowania wykrywano wiru-
sa Y ziemniaka (PVY) z czuloscig 10-krotnie wigksza niz
za pomoca RT-qPCR (Santala i Valkonen 2018). O czuto-
$ci metody $§wiadczy rowniez to, ze za jej pomoca wykry-
to subgenomowe RNA wirusa liSciozwoju ziemniaka (ang.
potato leafroll virus, PLRV), ktérego nie dato si¢ wezesniej
wykry¢ innymi technikami (Hwang i wsp. 2013).

Dwuniciowe RNA (ang. double stranded RNA, dsRNA)
Genomy niektorych wiruséw sa zbudowane z dwunicio-
wego RNA. W zasadzie prawie catkowicie dwuniciowe
sa rowniez koliste RNA wiroidow. Jak wspominano wyzej
dsRNA powstaje rowniez podczas replikacji wigkszosci wi-
rusow ro$lin. Zaleta zastosowania dsRNA jest wzbogace-
nie wirusowego RNA w preparacie kwaséw nukleinowych.
Dwuniciowe RNA mozna specyficznie izolowaé wykorzy-
stujac do tego celuloze lub stracanie chlorkiem litu (Dodds
iwsp. 1984). Jako pierwsi t¢ metode wzbogacania sekwencji
wirusowych zastosowali Al Rwahnih i wsp. (2009). Od tego
czasu byla z powodzeniem stosowana wielokrotnie (Barba i
wsp. 2014; Roossinck i wsp. 2015; Maliogka 1 wsp. 2018).
Wada tej procedury jest to, ze jest czasochtonna, skompli-
kowana do przeprowadzenia, selektywna wzgledem niekto-
rych wirusow i nie jest efektywna w przypadku (-)ssRNA
wirusow, ktorych genom jest zbudowany z jednoniciowego
RNA o ujemnej polarnosci — nie pelni funkcji mRNA (Ro-
ossinck i wsp. 2015).

Obecne protokoty izolacji dsRNA opieraja si¢ na eks-
trakcji fenol/chloroform w celu uzyskania mieszaniny cal-
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kowitego DNA i RNA, z ktorej frakcja dsRNA jest wzbo-
gacana chromatograficznie na kolumnie z celulozg CF-11
(Dodds i wsp. 1984). Zmodyfikowang metode opublikowat
zespol Okada i wsp. (2015) do wyizolowania m.in. dsSRNA
z mykowirusa AaV1 obecnego w grzybach Alternaria al-
ternata. Metoda ta oparta jest na zastosowaniu kolumienek
wirowniczych (ang. micro-spin columns) zawierajacych ce-
lulozowe ztoze pozwalajace na specyficzng izolacje dsRNA,
ktore wraz z celulozg tworzy swoisty filtr na kolumience. Na-
tomiast zespot Atsumi i wsp. (2015) w miejsce celulozy wy-
korzystali specyficzne biatko GST-DRB4* wigzace dsSRNA
naturalnie obecne w ro§linie rzodkiewnika pospolitego.

Procedura wykorzystujaca dsRNA przyczynita si¢ do
odkrycia wielu nowych wirusow RNA, np.: apricot vein
clearing-associated virus (AVCaV) czy tez nowego fabawi-
rusa o nazwie cherry virus F (Elbeaino i wsp. 2014; Villa-
mor i wsp. 2017).

Analizy bioinformatyczne / Bioinformatics

Jak opisano wyzej, odczytanie wirusowego genomu moz-
na przeprowadzi¢ poprzez sekwencjonowanie de novo lub
mapowanie wzgledem znanej sekwencji referencyjne;.
W chwili obecnej na rynku dostepnych jest kilka ptatnych
i darmowych (lecz o ograniczonej funkcjonalno$ci) narze-
dzi bioinformatycznych do analizy wynikéw pochodzacych
z sekwencjonowania wiruséw z zastosowaniem technolo-
gii NGS. Jones i wsp. (2017) szczegotowo opisali dostepne
narzedzia bioinformatyczne, w tym: VirusHunter, VirFind,
ezVIR, ViromeScan, Taxonomer, VIP, VirusDetect, VSD
toolkit i Metavisitor. Jak pokazuja wyniki, w chwili obecnej
najwicksza trudno$¢ w przystosowaniu NGS do diagnosty-
ki sprawiaja analizy bioinformatyczne, poniewaz efektem
niewlasciwego sktadania sa falszywie pozytywne wyniki
oraz nieprawidlowo posktadane genomy, co utrudnia pra-
widlowg interpretacj¢ otrzymanych wynikow. W 2019 roku
Massart i wsp. (2019) wykonali poréwnanie analizy danych
pochodzacych z sekwencjonowania matych RNA (sRNA).
W poréwnaniu wzigto udziat 21 laboratoriow, z ktoérych
kazde zastosowato inny protokot bioinformatyczny do ana-
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niski i wynikat gtownie z blednej interpretacji wynikow. To
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Whioski / Conclusions

Metody NGS umozliwiaja jednoczesne wykrycie wielu
wiruséw obecnych w zakazonym materiale. Dzigki nim
mozliwe jest nie tylko stwierdzenie, jakie wirusy sg obecne
w jednej badanej probie, ale rowniez okreslenie ich zrozni-
cowania genetycznego. Oferuje to wyjatkowe mozliwosci
w diagnostyce choréb roslin. Jednoczesna identyfikacja
wielu wirusow, mozliwo$¢ wezesnego wykrywania ognisk
choroby, §ledzenia rozwoju epidemii oraz monitorowanie
zmian genetycznych zachodzacych w populacji patoge-
néw wirusowych w trakcie rozwoju epidemii sprawiaja, ze
NGS jest uniwersalnym narz¢dziem diagnostycznym i ba-
dawczym umozliwiajacym nie tylko detekcje, ale rowniez
zrozumienie mechanizmow molekularnych pozwalajacych
wirusom adaptowac si¢ do zmian §rodowiskowych (genoty-
pu rosliny — gospodarza, wektora, obecnos$ci innych patoge-
now). NGS, aby stac si¢ podstawowa i1 rutynowa metoda do
wykrywania wirus6w roslinnych wymaga jeszcze walidacji
i odpowiedniego przystosowania protokotéw bioinforma-
tycznych.
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