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Идентификация новых рекомбинантных вариантов вируса Y картофеля 
А.Д. Антипов, Ю.А. Сурганова, В.В. Таранов, М.В. Лебедева
Всероссийский научно-исследовательский институт сельскохозяйственной биотехнологии, Москва, Россия

АННОТАЦИЯ 
Обоснование. Вирус Y картофеля (PVY) — один из наиболее распространенных РНК-вирусов растений, обладающий большим кругом хозяев как культурных, так и дикорастущих растений разных семейств. PVY существует в виде комплекса штаммов, которые образуют многочисленные рекомбинантные варианты. Изучение генетического разнообразия PVY осложнено тем, что стандартные методы диагностики на основе иммунноферементного анализа и полимеразной цепной реакции в лучшем случае способны выявить штаммовую группу, но не конкретный рекомбинантный вариант. Фактически, только высокопроизводительное секвенирование транскриптомов зараженных растений позволяет определить последовательности вирусных геномов и описать рекомбинантные варианты. Однако использование такого подхода ограничивается относительно высокой стоимостью анализа одного образца, что не позволяет изучать большие выборки растений. 
Цель — разработать подход для более массового изучения штаммового разнообразия вируса Y картофеля. 
Материалы и методы. Из образцов листьев картофеля была выделена тотальная РНК и синтезирована кДНК с помощью различных обратных транскриптаз. Амплификация генома PVY проводилась с несколькими различными ДНК-полимеразами. Полученные ампликоны использовали для приготовления библиотек, которые секвенировались на приборе MinION. Прочтения картировали на референс и проводили SNP-сalling для выявления разных изолятов PVY. 
Результаты. Оценена возможность использования различных обратных транскриптаз и ДНК-полимераз для амплификации фрагмента генома PVY размером 9 кб для последующего секвенирования. Среди исследованной выборки обнаружено 10 изолятов, относящихся к пяти разным рекомбинантам, три из которых относятся к известным и распространенным вариантам, а два выявленных рекомбинантных варианта ранее не были описаны. Один, N-Wi(s), похож на N-Wi, но точка рекомбинации в гене белка Hc-Pro смещена в 5'-сторону и совпадает со штаммом NO-short. Второй, SYR-IIa, похож на штамм SYR-II, однако точка рекомбинации в гене NIb смещена примерно на 50 нуклеотидов в 5'- конец. 
Заключение. Разнообразие рекомбинантных вариантов PVY является недооцененным, так как даже в небольшой исследованной выборке было выявлено два новых варианта. Разработанный протокол позволяет проводить исследования штаммового разнообразия вируса Y картофеля. Преимуществами подхода является то, что одно прочтение вмещает весь геном, что позволяет однозначно идентифицировать рекомбинантный вариант, его невысокая себестоимость позволяет увеличивать выборки при анализе биоразнообразия.
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ABSTRACT 
BACKGROUND: Potato virus Y (PVY) is one of the most distributed plant RNA-viruses. PVY affects a wide host range including crops and wild plants from different families. Potato virus Y exists as a strain complex which produce a numerous recombinant variants. Usual diagnostic methods based on ELISA and PCR are able to define strain group at the best case, however not particular recombinant variant. Actually, only high-throughput sequencing of plant transcriptomes allow to obtain viral full-genome sequence and reveal all recombinant variants. However, the apply of this approach is limited by the relatively high cost of single sample analysis, which doesn’t allow to explore large-scale samples.    
AIM: The aim was to develop an approach for the bulk examination of PVY strain diversity. 
MATERIALS AND METHODS: Total RNA was isolated from potato leaves. cDNA was synthesized using different reverse transcriptases. PVY genome amplification was performed using different DNA polymerases. Amplicons were used for the sequencing libraries preparation, which were sequenced on MinION platform. Reads after processing were mapped on reference. SNP-calling was performed for the revealing different PVY isolates.   
RESULTS: The possibility of different reverse transcriptases and DNA polymerases for PVY genome amplification for farther sequencing was evaluated. Among exterminated sample 10 PVY isolates were revealed. The isolates belong to 5 different recombinant variants, three of them belong to common variants, while two another haven’t been previously described. One of them, N-Wi(s) is similar to the N-Wi, however the recombination point in Hc-Pro gene is shifted to the 5'-end and matches the NO-short variant. Another, SYR-IIa is similar to the SYR-II, however the recombination point in NIb gene is shifted about 50 nucleotides to the 5'-end.
CONCLUSION: Probably the diversity of PVY recombinant variants is still underestimated since even in the small exterminated sample two novel variants were found. Developed protocol allows to explore PVY strain diversity and has two main advantages: low cost of single sample and each read holds a whole viral genome allowing unambigously identify a recombinant variant.  
Keywords: PVY; Solanum tuberosum; recombinant genomes.

ОБОСНОВАНИЕ
	Вирус Y картофеля, PVY (Potato virus Y, сем. Potyviridae) — один из значимых вирусов растений, так как способен заражать некоторые экономически важные культуры сем. Solanaceae — картофель, табак, перец, томат [1]. Благодаря этому он распространен по всему миру, активно изучается и вошел в топ-10 самых важных вирусов растений [2]. Помимо культурных растений присутствие PVY было выявлено у декоративных растений и сорняков, относящихся к разным семействам (Solanaceae, Chenopodiaceae, Asteraceae, Lamiaceae и др.) [3–5]. Вирус Y распространяется в основном с помощью многих видов тлей [6], которые зачастую являются генералистами, то есть могут питаться растениями десятков разных видов, например Myzus persicae [7]. Переносчиками PVY могут быть и другие насекомые, например Henosepilachna vigintioctomaculata, 28-точковая божья коровка, которая стала главным вредителем картофеля на Дальнем Востоке России [8]. Все это способствует еще большему распространению PVY и появлению новых растений-хозяев. 
[bookmark: _Hlk197686461]Среди всех поражаемых культур наибольший экономический ущерб наносится картофелю, так как при выращивании его размножают вегетативным путем, через клубни, что вызывает увеличение вирусной нагрузки в каждой последующей репродукции [9]. В настоящее время выделяют 3 основных нерекомбинантных штамма PVY — O, N и C, кроме того, отдельно выделяют североамериканскую разновидность N (NA-N) и относительно небольшую подгруппу штамма О, O5 [10]. Для картофеля наиболее часто выделяемыми штаммами PVY являются O и N, распространенные по всему миру [1]. Однако с 70-х годов прошлого века регистрируется появление вирусов с рекомбинантными геномами между этими штаммами, которые вызывают у картофеля симптомы, отличающиеся от симптомов, вызываемых родительскими штаммами, в том числе кольцевые некрозы клубней. Помимо этого, новые рекомбинантные варианты PVY переносились тлями эффективнее, чем родительские штаммы, и уже в начале 2000-х годов в Европе и Америке рекомбинантные штаммы составляли больше половины всех выявленных изолятов PVY [1, 11]. Другие известные штаммы PVY практически никогда не образуют рекомбинантных вариантов, в том числе достаточно близкие к штаммам O и N [10]. К настоящему времени уже можно сказать, что PVY, заражающий картофель и табак, существует в виде комплекса штаммов с преобладанием рекомбинантных вариантов O и N, которые содержат от 1 до 6 точек рекомбинации между двумя геномами [10, 12]. Наиболее часто встречаются рекомбинантные варианты типа NTN и NO. Причины такой интенсивной рекомбинации между штаммами O и N неизвестны, однако постоянно описываются новые рекомбинантные варианты [12–14].
	Склонность к рекомбинациям сильно затрудняет диагностику и изучение генетического разнообразия вируса Y, особенно когда в одном растении одновременно присутствуют разные рекомбинантные варианты. Для диагностики PVY существуют коммерческие наборы для иммуноферментного анализа (ИФА) и иммуногистохимии, которые способны различить родительские штаммы, но не могут выявить рекомбинантные варианты. Наборы на основе количественной полимеразной цепной реакции (ПЦР) чаще всего не предусматривают штаммовую идентификацию. Предлагались варианты мультиплексной ПЦР с обратной транскрипцией, которые благодаря штамм-специфичным праймерам способны выявлять помимо O и N их основные рекомбинантные варианты — NO, NTN, SYR [15, 16]. Однако наиболее точным подходом для изучения штаммового состава вируса Y, как в посадках, так и в природных популяциях, является высокопроизводительное секвенирование с получением полной последовательности геномов. 
Геном PVY представлен одноцепочечной +РНК длиной ~9,7 kb с полиаденилированным 3'-концом. Секвенирование транскриптомов растений с помощью коротких (до 150 п. н.) прочтений NGS-платформ (в основном Illumina) используется для изучения генетического разнообразия PVY [17, 18]. Однако зачастую в одном растении встречаются разные штаммы и разные рекомбинантные варианты, что создает проблемы при сборке геномов с помощью коротких прочтений [19]. Возможное решение состоит в использовании технологий секвенирования длинными прочтениями на основе платформ PacBio и Oxford Nanopore, когда весь геном вируса вмещается в одно прочтение [20]. Однако секвенирование целых транскриптомов зараженных растений с помощью этих технологий, как предлагалось ранее, является слишком дорогим для массового исследования штаммового состава PVY. В данной работе представлен более доступный подход для изучения штаммового разнообразия вируса Y картофеля с помощью амплификации генома с праймерами на консервативные участки и последующего нанопорового секвенирования только ампликонов.  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объекты исследования
Объект настоящего исследования — вирус Y картофеля, заражающий растения картофеля разных сортов, собранных в коммерческих посадках Тульской и Московской областей, а также в Приморском крае в 2023–2024 гг. (табл. 1). 

Таблица 1. Характеристика отсеквенированных образцов
	Номер и место сбора образца
	Сорт картофеля
	Количество прочтений длиной 9 т. п. о.
	Медианное качество ридов
	Изолят PVY
	Рекомбинантный вариант

	1. Тульская область
	Жуковский ранний
	726
	17,8
	Tula-1
(PV612396)
	SYR-IIa

	2. Тульская область
	Ред Скарлет
	3995
	18,3
	Tula-2
(PV612397)
	N-Wi(s)

	3. Тульская область
	Невский
	1048
	17,7
	Tula-2
(PV612397)
	N-Wi(s)

	4. Тульская область
	Невский
	6925
	18,5
	Tula-3
(PV612398)
	NTNb

	5. Тульская область
	Невский
	610
	18,2
	Tula-4
(PV612399)
	261-4

	6. Тульская область
	Ред Скарлет
	6957
	18,4
	Tula-3
(PV612398)
	NTNb

	7. Тульская область
	Ньютон
	7424
	18,8
	Tula-2
(PV612397)
	N-Wi(s)

	8. Московская область
	36 KVN
	2461
	18,2
	Mos-1
(PV612400)
	SYR-III

	9. Московская область
	Ривьевра
	3578
	18,4
	Mos-2
(PV612401)
	261-4

	10. Московская область
	Розара
	5922
	18,3
	Mos-3
(PV612402)
	NTNb

	11. Московская область
	Арроу
	4279
	18,3
	Mos-4
(PV612403)
	NTNb

	12. Приморский край
	Сатурна
	2689
	18,5
	FE-1
(PV612404)
	NTNb

	13. Приморский край
	Сентябрь
	888
	18,1
	FE-2
(PV612405)
	NTNb




Выделение РНК
Растительный материал сразу после сбора помещали в термоконтейнер, содержащий хладагенты, для транспортировки с поля в лабораторию. В течение суток образцы доставляли в лабораторию и хранили при –80℃. Для выделения тотальной РНК гомогенизировали 100 мг листового материала в жидком азоте и последующим выделением стандартным методом (SKYprep RNA Pure FFPE Kit, Skygen, Россия), включающим этап инкубации с ДНКазой для удаления геномной ДНК растения. Качество РНК оценивали с помощью спектрофотометра (Nanodrop, США) и электрофореза в агарозном геле. Концентрацию выделенной РНК измеряли спектрофлуориметрическим методом (QuantiFluor® RNA System, Promega, США). Очищенную РНК хранили при –80℃.

Синтез первой цепи кДНК
Поскольку геномная РНК PVY имеет длину около 9700 нуклеотидов, то для получения кДНК необходима высокоэффективная и процессивная обратная транскриптаза. Для решения подобной задачи были протестированы ферменты Maxima H Minus (Thermo Scientific, США), Magnus (Евроген, Россия) и Hiscript III (Vazyme, Китай). Во всех случаях для получения кДНК брали 2 мкг тотальной РНК. Синтез кДНК осуществляли с Oligo(dT)15 праймера, согласно протоколам производителей. 

Мультиплексная ПЦР 
Для подтверждения заражения растений PVY использовали мультиплексную ПЦР c 8 праймерами, которые позволяют выявить некоторые штаммы и основные группы рекомбинантов [15]. Для мультиплексной ПЦР с выделенной кДНК была использована Taq-полимераза (Евроген, Россия). Общий объем в ПЦР составил 25 мкл, согласно протоколу производителя. Программа ПЦР включала: начальную денатурацию (2 мин, 94°С); 12 циклов (10 с — 94°С, 30 с — 66°С, 1 мин — 72°С,); 20 циклов (10 с — 92°С, 30 с — 60°С, 60 с — 72°С); и финальную элонгацию (7 мин, 72°С). Продукты ПЦР разделяли с помощью электрофореза в 2,0% агарозном геле. 

Амплификация генома PVY
Для амплификации использовались ДНК-полимеразы Phusion (NEB, США) и Platinum SuperFi II (Thermo Scientific, США). Фосфорилированные праймеры синтезировались компанией Синтол (Россия) — PVY-F: 5'-PO4-CAACATAAGAAAAACAACGCAAAAAC-3' и PVY-R: 5'-PO4-ACGCTTCTGCAACATCTGAG-3'. Реакция амплификации ставилась сразу же после синтеза кДНК, без замораживания последней. Объем реакций составлял 20 мкл в соответствии с протоколами производителей. Программа ПЦР включала начальную денатурацию (40 с, 98°С), 40 циклов (20 с — 98°С, 20 с — 63°С, 5,5 мин — 72°С), и финальную элонгацию (5 мин, 72°С). Наличие ПЦР-продуктов проверяли с помощью электрофореза в 1,0% агарозном геле.

Секвенирование генома PVY на платформе MinION
Ампликоны геномов PVY после проверки в агарозном геле были выделены из ПЦР-смесей с помощью набора PureLink Quick PCR Purification (Invitrogen, США). Качество выделенной ДНК оценивалось с помощью электрофореза в агарозном геле и спектрофотометрии. Для приготовления библиотеки на платформе MinION брали 30 фмоль каждого ампликона и использовали набор баркодов SQK-NBD114.96 (Oxford Nanopore Technology, Великобритания). Секвенирование проводили на проточной ячейке FLO-MIN114 на устройстве MinION в течение 12 ч. 

Анализ результатов секвенирования
Бейзколинг данных в формате fast5 и демультиплексирование было выполнено с помощью Dorado v0.9.6 в режиме высокой точности (hac). Далее для каждого образца проводили анализ в несколько этапов: контроль качества, картирование, SNP-calling, получение консенсусной последовательности и ее анализ. Для проведения контроля качества ридов использовали программы NanoFilt v2.8.0 [21] и NanoPlot v1.44.0 [22]. Картирование прочтений на референс (GenBank KX356068) производили программой minimap2 v2.26-r1175 [23]. Затем, используя программу samtools v1.19.2 [24], проводили фильтрацию и сортировку картированных прочтений. Для поиска SNP использовали программу freebayes v1.0.2. Для каждого образца программа freebayes запускалась 3 раза, каждый раз с разным параметром плоидности. Это делалось для того, чтобы в случае нахождения несколько штаммов PVY в одном растении можно было получить индивидуальные последовательности каждого штамма. Консенсусные последовательности получали с помощью программы bcftools v1.19 [24].

РЕЗУЛЬТАТЫ
	Первым этапом работы стало подтверждение зараженности вирусом Y исследуемых образцов картофеля. Было собрано 13 зараженных растений картофеля разных сортов (табл. 1), из которых была выделена тотальная РНК. Для подтверждения заражения была проведена мультиплексная ПЦР с праймерам [15] и кДНК сортов в качестве матрицы. Было показано, что все анализируемые растения заражены разными рекомбинантными вариантами между штаммами N и O (рис. 1).

[image: D:\Виром\EcoGen\figures\figure2.tiff]
Рис. 1. Результаты мультиплексной ПЦР для диагностики PVY по [15]. Нумерация образцов соответствует табл. 1. Маркер — 50+ bp (Евроген, Россия). Присутствие фрагментов 689 и 181 bp свидетельствует о штаммах группы NO, фрагментов 452 и 181 bp — о штаммах группы NTN. 

	Для амплификации фрагмента генома PVY с использованием геномов различных нерекомбинантных штаммов PVY (O — HM590407.1; N — D00441.1; C — AY884984.1) из базы данных NCBI были подобраны праймеры к наиболее консервативным участкам для амплификации с наиболее распространенных штаммов PVY. Прямой праймер отжигается на 5'-нетранслируемую часть генома, а обратный — на 3'-конец гена, кодирующего белок оболочки (CP). Амплифицируемый фрагмент составлял 9045 п. н. и включал все известные точки рекомбинации (рис. 3).
	Так как для амплификации фрагмента необходимого размера важен размер и качество матрицы кДНК, то необходимо было выбрать подходящую обратную транскриптазу, которая способна синтезировать фрагменты кДНК длиной не менее 10 kb. Сравнение трех обратных транскриптаз, Maxima H Minus (Thermo Scientific, США), HiscriptIII (Vazyme, Китай) и Magnus (Евроген, Россия), показало, что наилучший результат получается с использованием Maxima H Minus (рис. 2). Сравнимый результат получается с использованием обратной транскриптазы Magnus, тогда как с HiscriptIII не удалось добиться нужного результата даже после ряда попыток оптимизации протокола. 
[bookmark: _Hlk197688605]Предполагалась амплификация достаточно протяженного фрагмента PVY с максимальной точностью и важно было также выбрать ДНК-полимеразу. Для амплификации генома PVY сравнивались ДНК-полимеразы Phusion (NEB, США) и Platinum SuperFi II (Thermo Scientific, США) поскольку по заявленным производителями характеристикам они способны амплифицировать до 15 кб, в 50 и 300 раз соответственно точнее Taq-полимеразы. Результаты амплификации оказались сопоставимыми для двух ДНК-полимераз, поэтому вся работа была выполнена с помощью полимеразы Phusion, которая является более дешевой. 

[image: ]
Рис. 2. Результаты амплификации генома PVY полимеразой Phusion (Thermo Scientific, США) с кДНК, синтезированных с помощью разных обратных транскриптаз. 1 — Magnus (Евроген, Россия), 2 — Maxima H Minus (Thermo Scientific, США), 3 — HiScript III (Vazyme, Китай). Маркер — 1 kb+ (Евроген, Россия).

В результате для всех 13 сортов картофеля были получены ампликоны PVY, используемые для приготовления библиотек, которые были секвенированы на платформе MinION. После секвенирования, демультиплексирования и тримминга, было получено от 726 до 7424 прочтений длиной более 9 т. п. н. с медианным показателем качества от 17,7 до 18,8. Анализ полученных последовательностей показал, что в каждом образце картофеля содержится только один изолят PVY (табл. 1). В Тульской области среди 7 образцов было выявлено 4 разных изолята, относящихся к разным рекомбинантным вариантам. Два из них, NTNb и 261-4, относятся к типичным, распространенным в мире вариантам [10]. Два других характеризуются нетипичными участками рекомбинации и ранее в литературе описаны не были (рис. 3). Первый из них, обозначенный нами как N-Wi(s), относится к группе рекомбинантов NO. 5'-конец генома соответствует штамму О. Первая точка рекомбинации в штамме N-Wi(s) располагается в гене белка Р1 аналогично штаммам N-Wi, NTNb и SYR-II. Вторая точка рекомбинации в гене белка Hc-Pro смещена в 5'-сторону по сравнению с обычным вариантом N-Wi и соответствует точке рекомбинации штамма ND23 (NO-short по [12]). 
Второй рекомбинантный вариант, обозначенный нами как SYR-IIa, относится к группе рекомбинантов NTN и содержит 4 точки рекомбинации. Он похож на достаточно распространенный штамм SYR-II, однако точка рекомбинации в гене белка NIb смещена примерно на 50 нуклеотидов в 5'-конец по сравнению с последовательностью штаммов SYR (рис. 3).   
В Московской области среди 4 образцов было выявлено 4 разных изолята, два из которых относятся к рекомбинантному варианту NTNb, а два других — к «обычным» SYR-III и 261-4. Два изолята, выявленные в Приморском крае, относятся к варианту NTNb.    
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Рис. 3. Наиболее распространенные рекомбинантные варианты между N и O штаммами с наименованиями по [10]. Серым цветом выделены варианты, выявленные среди проанализированных образцов. Зеленым цветом выделены рекомбинантные варианты с нетипичными точками рекомбинации, описанные впервые. Стрелками указаны участки отжига праймеров для амплификации.



ОБСУЖДЕНИЕ
Вирус PVY относится к одним из наиболее значимых и распространенных вирусов картофеля. В настоящее время в разных странах преобладают рекомбинантные варианты, хотя иногда встречаются и родительские штаммы [17, 18, 20]. Несмотря на важность данного фитопатогена, работ по изучению вирусов картофеля в Российской Федерации проводилось немного и в основном с помощью методов ИФА и ПЦР. Было показано, что в большинстве регионов, где проводились исследования, среди вирусных патогенов картофеля преобладает именно PVY, однако используемые подходы не позволяют в полной мере оценить состав штаммового комплекса, поэтому он остается до сих пор малоизученным [25, 26]. Единичные работы по исследованию PVY с помощью высокопроизводительного секвенирования в Московской и Астраханской областях показали, что все выявленные изоляты являются рекомбинантными. Было обнаружено 8 разных рекомбинантных вариантов, относящихся ко всем наиболее распространенным группам — NTN, NO, SYR, а также два неописанных ранее рекомбинанта [14, 27]. Для секвенирования использовалась платформа Illunmina, производящая парно-концевые прочтения длиной 100 п. н. Однако в случае смешанной инфекции, когда растение заражено несколькими рекомбинантными штаммами, из-за коротких прочтений возникают проблемы со сборкой полных геномов отдельных изолятов [19]. В обсуждаемой работе эта проблема решалась за счет очень большого количества прочтений на образец, однако это приводит к существенному удорожанию исследования. 
	Особенность Российской Федерации состоит в ее большой территории, располагающаейся в разных климатических зонах, при этом картофель выращивается повсеместно, поэтому определить точный штаммовый состав для многочисленной выборки, которая могла быть репрезантивной для такой обширной площади возделывания, достаточно дорого. Наша работа показывает, что разнообразие рекомбинантных вариантов между штаммами N и O является недооцененным, так как даже в небольшой исследованной выборке было выявлено два новых варианта PVY. Причины такой активной рекомбинации точно неизвестны [13], но можно предположить, что одной из предпосылок стало то, что эти два штамма исходно были более распространенными и поражали одни и те же виды растений. Соответственно, вероятность их встречи друг с другом в одном растении существенно выше, чем, например, со штаммом С, который характерен для перца и обычно не заражает картофель. Большинство описанных рекомбинантных вариантов [12] содержит фрагмент из N-генома на 5'-конце, включающий половину гена P1 и весь или почти весь ген Hc-Pro, соседствующий с центральной частью, происходящей из О-генома (рис. 3). Из-за разнообразия выявленных точек рекомбинации можно предположить, что такое сочетание возникало независимо и может быть важным для эволюционного успеха PVY.
	Для своевременного мониторинга генетического разнообразия вируса Y, изучения его адаптивности и скорости эволюции, требуются дальнейшие, более массовые исследования. Секвенирование длинными прочтениями, которые вмещают в себя полный геном вируса, например, на платформах Oxford Nanopore, могут стать хорошей альтернативой коротким прочтениям, полученным с помощью подходов NGS. Коммерческие наборы для баркодирования позволяют одновременно секвенировать 96 образцов в одном запуске секвенатора. Однако использование стандартных библиотек кДНК, включающих полный транскриптом растения, требует большого количества прочтений на библиотеку, что сильно снижает количество возможных образцов для секвенирования из-за ограничений производительности прибора. Предложенный нами способ амплификации целого генома PVY, предшествующей секвенированию, является гораздо более высокопроизводительным и позволяет исследовать генетическое PVY разнообразие более массово, а также минимизирует возможные ошибки при сборке генома. В дальнейшем, когда будут описаны существующие рекомбинантные варианты, возможно создать маркеры на основе ПЦР для массового дешевого анализа штаммового состава и точного определения рекомбинантов PVY.
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