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Povzetek

RNA virusi so najvecja skupina virusov. Med njimi so Stevilni povzrocitelji bolezni pri ljudeh,
zivalih in rastlinah. Nekatere skupine Zuzelk in gliste so znani vektorji rastlinskih in
zivalskih RNA virusov. NajnovejSe analize raznolikosti RNA virusov pri nevretencarjih so
dokazale, da skupina Protostomia predstavlja center raznolikosti RNA virusov. Stevilne
skupine nevretencarjev so bile doslej slabo analizirane z vidika raznolikosti in razsirjenosti
RNA virusov, in sicer: ploscati ¢rvi, kozekrilci, metulji, postranice, ceponoZci, najstarejse
skupine Zuzelk in najstarejSe skupine Zivali. Namen mojega doktorskega dela je bil
analizirati RNA virome zgoraj omenjenih skupin nevretencarjev; dokazati, da je raznolikost
RNA virusov prisotna Ze pri najstarejSih skupinah zZivali; dokazati, da je raznolikost RNA
virusov ohranjena cez celotne nevretencarje; ter pojasniti evolucijsko in genomsko
dinamiko RNA virusnih skupin. Da bi pojasnila razsirjenost, evolucijo, genomsko
organizacijo in endogenizacijo RNA virusov, sem naredila obseZno filogenomsko analizo
RNA virusov v Stevilnih transkriptomih in genomih zgoraj omenjenih skupin
nevretencarjev. V bogatih transkriptomskih podatkovnih bazah sem pridobila celotne
genome razli¢nih predstavnikov ssSRNA(-), ssRNA(+) in dsRNA virusov. V genomih zgoraj
omenjenih skupin nevretencarjev sem analizirala prisotnost celotnih oz. okvarjenih RNA
virusov, kar je pokazalo na pretekle infekcije teh organizmov z razli¢nimi RNA virusi. Z
obseZno filogenetsko analizo sem klasificirala nove viruse in analizirala evolucijo RNA
virusov pri zgoraj omenjenih skupinah nevretencarjev.

Nasla sem 815 novih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov, ki so spadali v 22 od
25 definiranih klad. RNA virusne klade, ki so prisotne pri vseh skupinah nevretencarjev, so:
Hepe-Virga, Narna-Levi, Mono-Chu, Orthomyxo, Partiti-Picobirna, Picorna-Calici, Tombus-
Noda and Toti-Chryso. Najbolj zastopane virusne klade pri analiziranih nevretencarjih so:
Mono-Chu, Partiti-Picobirna in Picorna-Calici. Znotraj klade Picorna-Calici sem ugotovila, da
so najbolj zastopane skupine pikornavirusov dicistrovirusi, vodni pikornavirusi in
iflavirusi; da so dicistrovirusi in iflavirusi prisotni pri kopenskih in vodnih nevretencarjih;
vodni pikornavirusi pa so omejeni na vodne nevretencarje. S pomocjo filogenetske analize
sem dokazala, da so $tevilni novi RNA virusi znotraj posamezne klade oblikovali nove
skupine. Nasla sem Stevilne raznolike strukture RNA virusnih genomov, ki so se pojavile Ze
pri predniku Zivali in so se ohranile pri vseh nevretencarjih. Najboljsi primer za to
predstavljajo pikornavirusi. Ugotovila sem, da je vefina genomskih struktur novih RNA
virusov podobna genomom znanih virusov, ki spadajo v isto skupino. NaSla sem tudi
najstarejSe predstavnike Stevilnih RNA virusnih klad v transkriptomih najstarej$ih skupin
Zivali z druga¢nimi strukturami virusnih genomov. V analiziranih genomih sem nasla
endogenizirane predstavnike 12 RNA virusnih klad. Ugotovila sem, da je samo klada Mono-
Chu endogenizirana pri vseh analiziranih skupinah nevretencarjev. V doktorskem delu sem
dokazala, da so se prvi predstavniki RNA virusnih klad pojavili Ze pri najstarejsih skupinah
Zivali; da se je Ze pri predniku Zivali pojavila »eksplozija« raznolikih genomskih struktur RNA
virusov; da je center raznolikosti RNA virusov Ze pri najstarej$ih skupinah Zivali; da je
raznolikost RNA virusov ohranjena ¢ez celotno skupino nevretencarjev.
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Abstract

RNA viruses are the largest group of viruses. Among them are some of the most notorious
human, animal and plant pathogens. Many insects and nematodes are vectors of plant and
animal RNA viruses. The latest studies of RNA viral diversity in invertebrates have
demonstrated that the Protostomia lineage represents the center of RNA viral diversity. RNA
viruses in numerous invertebrate groups have not yet been thorougly analysed, such as in
platyhelminths, hymenopterans, lepidopterans, amphipods, copepods, the oldest hexapod
lineages and the oldest animal lieages. The aim of my thesis was to analyse the RNA viromes
of the above-mentioned invertebrate lineages; to demonstrate that the »explosion« of the
RNA viral diversity was present in the oldest metazoan lineages; to demonstrate that the
diversity of the RNA viromes is conserved in all invertebrate lineages; and to infer the
genome and evolutionary dynamics of RNA viral clades. An extensive phylogenomic
analysis of RNA viruses in numerous transcriptomic and genomic libraries of the above-
mentioned invertebrate groups has been used to explore the distribution, evolution,
genomic organization and endogenization of RNA viruses. The complete genomes of diverse
representatives of the ssRNA (-), ssRNA (+), and dsRNA viruses have been found in rich
transcriptome databases. The analysis of endogenized RNA viruses in the genomes of the
above-mentioned invertebrate groups has shown the past infections of these organisms
with various RNA viruses. By extensive phylogenetic analysis, I classified new RNA viruses
and analyzed the evolution of RNA viruses in the above-mentioned invertebrate groups.

815 novel RNA viruses have been found and belong to the 22 out of 25 RNA viral clades.
The following RNA viral clades were found in all analysed invertebrate groups: Hepe-Virga,
Narna-Levi, Mono-Chu, Orthomyxo, Partiti-Picobirna, Picorna-Calici, Tombus-Noda and
Toti-Chryso. The most abundant groups among ss(-)RNA, dsRNA, and ss(+)RNA viruses are:
Mono-Chu, Partiti-Picobirna and Picorna-Calici. In the Picorna-Calici clade dicistroviruses,
iflaviruses and aquatic picornaviruses are the most abundant. Dicistroviruses and
iflaviruses were found in terrestrial and aquatic invertebrates, while aquatic picornaviruses
are restricted to aquatic invertebrates. Phylogenetic analysis has shown that a number of
novel RNA viruses formed new groups inside the defined viral clades. A rich repertoire of
diverse RNA viral genomes has been found, many of them originated in the oldest metazoan
lineages and remained conserved in all invertebrate groups. This can be most clearly seen in
picornaviruses. The majority of the viral genome structures are similar to the known viruses
of the same group. Complete genomes of the numerous oldest representatives of diverse RNA
viral clades have been found in basal metazoans, they show also diverse characteristics of
their genome structure. Representatives of the 12 RNA viral clades have been found
endogenized in invertebrate genomes. Mono-Chu is the only clade that is endogenized in all
analysed invertebrate phyla. In my thesis, | demonstrated that the first representatives of
RNA viral clades originated in metazoan ancestors; the explosion of diverse RNA viral
genomes occurred in the metazoan ancestor; the center of RNA viral diversity has been
shifted from Protostomia to the oldest metazoan lineages; and RNA viral diversity is
conserved in all invertebrate lineages.
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Poglavje 1
Uvod

11 Virusi

1.1.1  Definicija virusov

Clovesko poznavanje obolenj, povezanih z virusi ima precej daljSo zgodovino kot
poznavanje virusov samih. Prva definicija virusov je bila precej enostavna. S Sirjenjem
repertoarja raziskanih virusov in hkrati znanja o njihovi morfologiji, mehanizmih
podvojevanja in strukturi genoma je definicija virusov postajala vedno bolj kompleksna. Za
pionirja znanstvenega dela z virusnimi obolenji velja Louis Pasteur, ki je med drugimi
projekti preuceval tudi steklino. Kot »snov ali agens«, ki povzroca steklino, je imenoval
»virus« (iz latinskega izraza za strup, sluz, infektivna, Skodljiva snov) (Cann, 2012). Vendar
ni razlikoval bakterij od ostalih povzrociteljev obolenj. Mejnik v definiciji je postavil Dimitri
IvanowskKi, Ki je opazil, da se simptomi prenasajo med rastlinami tobaka tudi ob inokulaciji
z ekstraktom, ki je presSel skozi keramicni bakteriolosKki filter. Opazil je, da bolezen rastlin
tobaka povzroca »snov, ki je manjSa od bakterij. Friderick Loefler in Paul Frosch (1898)
sta ugotovila, da podobne »snovi« povzrocajo obolenje goveda z boleznijo slinavke in
parkljevke oz. boleznijo rok, nog in ust (HFMD, angl. »hand, foot and mouth disease«). Leta
1909 sta Karl Landsteiner in Erwin Popper odkrila, da tudi pri ¢loveku poliomielitis
povzroca podobna snov. Postavila se je prva definicija virusa kot »snovi, ki povzroca bolezen
in je manjSa od bakterije« (angl. »filterable disease agent«). Oblikovala se je nova
perspektiva, ki je odprla nadaljnja vpraSanja o morfologiji, strukturi in nacinu
razmnoZzevanja virusov. Frederick Twort je leta 1915 odkril bakteriofage, ki so postali
glavni modelni sistem za proucevanje strukture in mehanizmov razmnoZevanja virusov
(Cann, 2012). Z odkritjem metode sekvenciranja po Sangerju, PCR (angl. »Polymerase Chain
Reaction«) in kasneje tretje oz. naslednje generacije sekvenciranja (angl. »next generation
sequencing«) se je Stevilo novo odkritih virusov precej povecalo, s tem pa se je razsirila tudi
kompleksnost njihove definicije in virusi so postali locena domena Zivljenja. Z odkritjem
novih DNA virusov, med njimi leta 2003 t. i. »orjaskih virusov« (angl. »giant viruses«), kot
so Mimivirusi z 1,2 Mbp dolgim genomom, se je razsSirilo znanje o njihovi raznolikosti in
definicija je postala izziv za virologe - kaj loc¢i virus od celi¢nih organizmov (Raoult in sod.,,
2004; Koonin in sod., 2015; Cann, 2012). Po odkritju »orjaskih virusov« sta Raoult in
Fortere predlagala delitev organizmov na organizme, ki kodirajo ribosome (celi¢ni
organizmi - bakterije, arheje in evkarionti), in organizme, ki kodirajo kapside (virusi). S tem
pa v zgodbo niso bili vklju€eni virusom podobni elementi brez kapside - viroidi in virusoidi
(Koonin in sod., 2015; Raoult in Fortere, 2008). Viroidi so namre¢ dolgi od 200 do 400 bp,
virusoidi pa okrog 1000 bp dolge satelitne RNA (Cann, 2012). Primerna definicija, ki bi lo¢ila
viruse od celi¢nih organizmov se tako razvija Se danes.

Virusi niso samo obligatni znotrajceli¢ni paraziti (Balique in sod., 2015; Cann, 2012).
Nekateri prokarionti, kot so bakterije Rickettsiae in Chlamydiae, so se tudi specializirali za
znotrajceli¢no parazitsko Zivljenje. Ravno tako niso vsi virusi manjsi od bakterij. Najdaljsi
virusi namrec lahko doseZejo dolzino tudi do 400 nm (Mimivirusi). NajmanjSe bakterije so
dolge do 300 nm. Ravno tako vsi virusi nimajo enostavnejSega genoma od bakterij. Genom
najkompleksnejsih virusov obsega 2,5 Mbp (Pandoravirus), medtem ko genom najmanjsih
prokariontov (paraziti) obsega 0,58 Mbp (Mycoplasma genitalium) in evkariontov 2,3 Mbp
(Encephalitozoon) (Cann, 2012). Za razliko od celitnega kraljestva Zivljenja se virusi
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»sestavljajo« in ne rastejo kot integrirana vsota lastnih komponent Hkrati nimajo orodij za
sintezo ribosomov in proizvajanja metabolne energije, zato so popolnoma odvisni od
gOStltE]]Sklh celic. Stevilni virusom podobm elementi, kot so viroidi in virusoidi, nimajo
virusnega ovoja niti kapside. Vsekakor so virusi najstevilénejSe, povsod prisotne bioloSke
tvorbe na Zemlji (Koonin in sod., 2006; Paez-Espino in sod., 2016). Ne obstaja celica brez
lastnega repertoarja virusov. Kot kraljestvo, lo¢eno od celi¢nega kraljestva Zivljenja (arheje,
bakterije in evkarionti), se pomikajo med biomi. S tem kriti¢no vplivajo na okolje, medicino,
kmetijstvo in posledi¢no na globalno gospodarstvo (Koonin in sod., 2006; Nasir in Caetano-
Anollés, 2015; Balique in sod. 2015). Tretja generacija sekvenciranja (angl. »next
generation sequencing«) je omogocila, da so se raziskave pomaknile od genetike,
morfologije in strukture posameznega virusa na strukturo, genomiko in delovanje viroma
in celotne virosfere. Virosfera je nabor vseh virusov in virusom podobnih delcev v vseh
ekosistemih in v vseh gostiteljih (biosfera). Virom je del mikrobioma, sestavljenega iz vseh
organizmov, ki naseljujejo biosfero, vklju¢no z bakterijami in arhejami. Zajema nabor vseh
virusov in virusom podobnih elementov, ki naseljujejo celicne gostitelje in biosfero (je del
virosfere, ki naseljuje biosfero) (Virgin, 2014). Z elementi biosfere (nabor vseh celi¢nih
gostiteljev) so elementi viroma prepleteni v mreZo interakcij, ki je glavni vir vzporedne
evolucije gostitelja in virusa. Z vpletenostjo v mreZo interakcij z vsemi biomi vplivajo na vse
ravni bioloSke organizacije, od sestave genoma gostiteljev do delovanja ekosistema, zato se
upravi¢eno pojavljajo argumenti o viromu kot najuspeSnejsi domeni Zivljenja na Zemlji
(Wasik in Turner, 2013).

Po sedanji oceni naj bi bil z vidika analize zaporedij raziskan le 1 % virosfere. BioloSka
analiza virosfere seveda krepko zaostaja (Mokili in sod., 2012; Virgin, 2014). Raznolikost
virusov smo torej Sele zaceli spoznavati kot »temno snov virusnega vesolja« in bogat vir
prihodnjih odkritij (Mokili in sod., 2012).

1.1.2 Genetske in evolucijske prednosti virusov

VpraSanje bioloske uspesSnosti virusov je ve¢plastno in ni resljivo samo z uporabo enega
merila. Gre za mrezo vzajemno odvisnih dejavnikov, ki privedejo do njihove koncne
prilagodljivosti v primeru nenadnih biotskih in abiotskih sprememb tako v ekosistemih kot
v gostiteljih.

1121  Stevilénost populacije

Kot posledica kratkih generacijskih ¢asov virusov je ena izmed njihovih klju¢nih adutov, ki
vplivajo na njihovo bioloSko uspe$nost, sama S$tevilénost virosfere. Zaradi mehanizma
podvojevanja, ki bazira na sestavljanju in ne na rasti, so sposobni ustvariti Stevilno
potomstvo v enem samem generacijskem ciklu. Pri tem virosfera izkorisca celi¢ni aparat za
proizvodnjo metabolne energije in njihovih sestavnih delov (Wasik in Turner, 2013).

Virusi so najstevilénejSe tvorbe v oceanih. V vodnem okolju najdemo 10 milijonov
virusnih delcev na mililiter oz. 101° delcev na liter morske vode (Breitbart in sod., 2007;
Mokili in sod., 2012; Bergh in sod., 1989). Virusi po Stevil¢nosti dominirajo tudi na
kopenskih okoljih. Na gram vzorca prsti najdemo 10° virusov in virusom podobnih delcev
(Mokili in sod., 2012). Ce pogledamo ¢loveka kot na element biosfere, ki je sestavljen iz 1013
celic, na L njem hkrati najdemo 100-krat ve¢ virusov in 10-krat vec bakterij (Mokili in sod.,
2012). Ce $tejemo samo fage, se v katerem koli ¢asu na Zeml]l nahaja priblizno 1031-10%
fagnih delcev (Wasik in Turner, 2013), kar je 10-100-krat vec od Stevila celic v zemeljskih
ekosistemih (Slmmonds in sod., 2017). Biomasa virusov je trenutno ocenjena na 200
milijard ton, kar je masa 75 m111]onov 51n]1h kitov (angl. » blue whale«). Ce bi jih nanizali
enega zraven drugega, bi merili v dolzino, ki je primerljiva z dolzZino 65 galaksij (Simmonds
in sod., 2017).

1122  Hitrost mutaci

Poleg sposobnosti produkcije Stevilcnega potomstva v kratkem ¢asovnem obdobiju je eden
izmed adutov virusov, ki narekuje njihovo raznolikost in prilagodljivost, njihova hitrost
mutacije. Mutacije so vir genetske raznolikosti in podlaga za genetski potencial, ki vodi v
prilagodljivost posamezne vrste (Duffy in sod., 2008). Hitrost mutacij predstavlja Stevilo
tockovnih mutacij, insercij in delecij, ki se kopicijo na ¢asovno enoto ali na generacijski cas.
Hitrost mutacij lahko poteka linearno, kar pomeni, da vse mutacije izvirajo iz istega
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starSevskega organizma, ali geometricno, kar pomeni, da je vsak potomec lahko nov vir
mutacij. Stevilo nakopi¢enih mutacij je odvisno od natanc¢nosti polimeraze (Duffy in sod.,
2008; Sanjuan in Domingo-Calap, 2016). 0d RNA odvisna RNA polimeraza je manj natanc¢na
kot od RNA odvisna DNA polimeraza. 0d RNA odvisna DNA polimeraza je manj natanc¢na
kot od DNA odvisna DNA polimeraza. Drugi dejavnik, ki vpliva na Stevilo mutacij, so kemijski
mutageni in ostali celi¢ni encimi, ki so vzrok za kemijske modifikacije nukleotidnih baz
(metilacija, oksidacija, deaminacija). Tretji dejavnik, ki vpliva na hitrost mutacij, je
biokemijski aparat, ki izvaja popravljalne mehanizme na genomu (Duffy in sod., 2008;
Sanjuan in Domingo-Calap, 2016). Pomemben dejavnik, ki je vzrok delecij in insercij v
virusnih genomih, pa je sam mehanizem podvojevanja in rekombinacije, ki ga izkorisca
posamezna skupina virusov. Vsi omenjeni dejavniki vplivajo na dejstvo, da imajo virusi v
povprecju visje hitrosti mutacij kot celi¢ni organizmi, hkrati pa imajo zaradi raznolikosti v
10-8 mutacij na nukleotid na cikel podvojevanja (Duffy in sod., 2008). Pri genomu, dolgem
1000 bp, to pomeni 2 mutaciji na cikel podvojevanja, pri povpre¢no dolgem genomu
virusov, 10000bp, to pomeni 15-20 mutacij na cikel podvojevanja, ¢e vzamemo najvisjo
hitrost podvojevanja. Hitrost, s katero se mutacije fiksirajo oz. stabilizirajo v populaciji,
imenujemo hitrost nukleotidnih zamenjav (angl. » substitution rate«). Meri se kot Stevilo
fiksiranih sprememb na doloceni poziciji znotraj genoma v enoti €asa. Odvisna je od
genetskega drifta, generacijskega ¢asa, naravne selekcije oz. selekcijskega pritiska in same
hitrosti mutacij v populaciji. V vseh sistemih selekcijski pritisk optimizira hitrost mutacij oz.
doloca spodnjo mejo hitrosti mutacije. Spontane mutacije povecajo verjetnost, da se najde
optimalna resitev za minimiziranje omenjenih negativnih uc¢inkov selekcijskega pritiska. Po
drugi strani je veCina spontanih mutacij $kodljivih in organizmi ne preZzivijo. Stati¢no okolje
z nizkim selekcijskim pritiskom minimizira obremenitev $kodljivih mutacij. Zato je hitrost
mutacij hkrati omejena s stopnjo Skodljivih mutacij in s tem izgubo viabilnosti. Zato mora
vsak organizem z danimi mehanizmi najti ravnotezje med dvema nasprotno delujo¢ima
silama - genetskim driftom oz. selekcijskim pritiskom in izgubo viabilnosti zaradi skodljivih
mutacij. Virusi so obligatni paraziti celic in nikoli niso izpostavljeni staticnemu okolju. Meje
hitrosti mutacij so zato odvisne od naravne selekcije in tendence virusov, da se izognejo
izgubi viabilnosti (Duffy in sod., 2008). Hkrati obstaja velikost genoma kot omejitveni
faktor. Ce bi bil pri doloceni hitrosti mutacij virusov njihov genom vecji, bi pogosteje
prihajalo do usodnih mutacij. Virusi so s selekcijo prisiljeni k zmanjsanju neesencialnih
genomskih elementov. Maksimum njihove hitrosti mutacij je dolo¢en z recipro¢no
vrednostjo velikosti njihovega genoma (Duffy in sod., 2008; Wasik in Turner, 2013).

1123 Nacin razmnoZevanja

Eden izmed adutov, ki virusom omogocajo uspesno prezivetje, je Sirok spekter mehanizmov
razmnozevanja, ki imajo dve kljucni lastnosti. Vsem mehanizmom je skupna njihova
odvisnost od celic in integriranje virusnega biokemijskega aparata s celi¢cnim. Hkrati sami
mehanizmi razmnoZevanja omogocajo mozai¢nost genomske arhitekture.

Parazitizem je na nek nacin dominantni slog Zivljenja na planetu. Omogoca namrec
elegantno in ekonomicno reSitev skladiS¢enja metabolne energije, ki jo proizvajajo gostitelji,
in izkori$¢anje njihovega biokemijskega aparata. Virusi pri svojem nacinu razmnoZevanja
preusmerjajo pretok metabolne energije k nastanku sestavnih delov, sestavljanju in
kon¢nemu zorenju. Za ohranjanje homeostaze virusov je hkrati potrebno bistveno manj
energije kot za celicno homeostazo - podvojevanje DNA, sintezo proteinov, sintezo lipidov
in sintezo ATP.

Poleg ekonomicnosti nacina razmnozevanja virusni genetski sistemi interagirajo z
genetskimi sistemi gostitelja in drugih virusov, ki so v istem Casovnem intervalu v isti
ekoloski nisi. Z gostiteljem in med virusi lahko pride do izmenjave posameznih genov ali pa
veC genov. Tako lahko dolocCeni geni, ki sestavljajo virus, prihajajo iz oddaljeno sorodnih ali
nesorodnih virusov (Wasik in Turner, 2013). Ob pridobitvi novih genov pride do premika,
do spremembe hitrosti mutacij zaradi spremembe v genetskem driftu ob prehodu gena na
nov virusni sistem.

1.1.24 Raznolikost virosfere

sV

nukleotidnih zamenjav v biosferi. Hkrati je odvisna od biokemijskih aparatov celi¢nih
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domen Zivljenja in je s tem vpeta v mreZo interakcij na nivoju genoma in proteoma z vsakim
njenim elementom (in z naborom ostalih virusov, ki v istem trenutku okuZujejo gostitelja).
Oba dejavnika narekujeta vzorec evolucije, katere posledica je raznolikost virosfere, ki za
vel razredov presega raznolikost celi¢ne domene Zivljenja. Raznolikost virusov se kaZe tako
na nivoju genoma kot na nivoju morfologije (Dolja in Koonin, 2011; Wasik in Turner, 2013).

V nasprotju z univerzalnostjo celicnega genoma, ki temelji na DNA, virusni genom lahko
hkrati predstavlja bodisi DNA bodisi RNA. Oba tipa nukleinskih kislin sta lahko v dvoverizni
(angl. »double-stranded) ali enoverizni (angl. »single-stranded) obliki (Dolja in Koonin,
2011; Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Ne glede na tip in obliko nukleinskih kislin je lahko
genom virusov linearen ali kroZen. Genom virusov je lahko sestavljen samo iz enega
(nesegmentiran) ali iz ve¢ segmentov (segmentiran). Velikost virusnih genomov obsega tri
velikostne razrede od najmanjsih cirkovirusov ( Circoviridae), katerih genom je velik 1,8 kb,
do najvecjih odkritih pandoravirusov, katerih genom meri okoli 2,5 Mbp. Najenostavne;jsi
genomi virusov kodirajo samo en protein, medtem ko najkompleksnejSi genom kodira tudi
do 2600 proteinov (pandoravirusi). V svojem ciklu razmnoZevanja lahko virusi izkori$c¢ajo
vse moZne DNA-RNA pretvorbe (Dolja in Koonin, 2011; Hulo in sod., 2011 - ViralZone).

Za viruse je znacilna velika strukturna raznolikost. Najenostavnejse virusom podobne
delce, kot so viroidi in virusoidi, sestavlja samo satelitha RNA molekula. Genom virusa je
lahko obdan s kapsido, ki je lahko enojna ali dvojna. Kapsida je struktura, sestavljena iz ene
ali ve¢ proteinskih podenot, ki se okrog virusnega genoma virusa ovijejo in uredijo v
strukturo raznolikih simetrij na podlagi hidrofobnih in elektrostatskih interakcij. Genom s
kapsido imenujemo ribonukleokapsida (angl. »ribonucleocapsid«). Pri segmentiranih
virusih lahko kapsida obdaja samo en segment genoma ali celoten virusni genom. Kapsida
je lahko obdana z virusno ovojnico (angl. » viral envelope«). Virusna ovojnica je lipidna
struktura, ki izvira iz celicne membrane gostitelja in ima torej podobno sestavo lipidnega
dvosloja. Za prepoznavo virusnega delca s celi¢nimi receptorji je virusna ovojnica delno
spremenjena z matriks proteini (angl. »matrix proteins«), ki virusno ovojnico povezujejo s
kapsido in glikoproteini, katerih vloga je interakcija z receptorji na gostiteljski celici (Cann,
2012). Strukture nekaterih virusov so kompleksne in sestavljene iz ve¢ kot 100 razli¢nih
proteinov (Poxviridae). Poxvirusi so eni najvecjih virusov in lahko v dolZino merijo do 450
nm, v Sirino pa do 260 nm (Cann, 2012; Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Eni najmanjsih
virusov so cirkovirusi, ki imajo premer samo 20 nm. Slika 1.1 predstavlja morfolosko
raznolikost virusov (Slika 1.1).

DNA viruses

"
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a0 8 . viruses
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Slika 1.1: Morfoloska raznolikost virusov (Cann, 2012, povzeto po F.A. Murphy, School of
veterinary medicine, University of California, Davis:
http://www.vetmed.ucdavis.edu/viruses/VirusDiagram.html). AngleSki izrazi: DNA
viruses - DNA virusi; RNA viruses - RNA virusi; Reverse-transcribing viruses - retrovirusi.
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Omenjena raznolikost virusov odpira pogled na celotno virosfero z dveh perspektiv.
Prvo perspektivo predstavljajo Stevilénost, hitrost mutacij in nacin razmnozevanja, ki
narekujejo njen genetski potencial (Breitbart in sod., 2007; Wasik in Turner, 2013). Drugo
perspektivo predstavlja visoko dinamic¢no celicno okolje. Genetski potencial virosfere je
vzroc¢no-posledi¢no povezan z okoljem kot faktorjem virusne raznolikosti. Genetski drift,
selekcijski pritisk celi¢ne ekoloske niSe in visoka dinamika celi¢nega okolja vodi v visoke
hitrosti mutacij. Posledica je nastanek Sirokega spektra variant virusov, dominira tista
varianta, ki se najbolje odziva na dano niSo. Biosfera ima na razpolago Sirok spekter
habitatov oz. ekoloskih niS. DoloCena vrsta organizmov je lahko fenotipsko plasti¢na, kar
pomeni, da lahko naseli ve¢ raznolikih nis. Lahko je tudi visoko specifi¢cna in povezana s
to¢no doloceno ekolosko niSo. Virosfera ima Stevilne viruse, ki so specializirani za dolo¢en
ekosistem o0z. ozek nabor gostiteljev. Ker so odvisni od celic, bodo naseljevali ekoloSke nise,
ki podpirajo rast celicne domene Zivljenja. Genetska in fenotipska raznolikost virosfere
omogoca naseljevanje Stevilnih ekosistemov in gostiteljev, ki so na razpolago, torej
dominirajo v biosferi (Wasik in Turner, 2013).

1125  Prilagodljivost (angl. »adaptabilityx) in sposobnost razvijanja (angl. » evolvabilityx)

Dejavniki, od katerih je odvisna raznolikost virosfere (nacin razmnoZevanja, Stevil¢nost
populacije, hitrost mutacije), so hkrati dejavniki, ki omogoc¢ajo maksimiziranje uc¢inkovitosti
pri izkoriS¢anju njihove genetske kapacitete v dinami¢nem ekoloSkem okolju. Virusi se med
svojim Zivljenjskim ciklom stalno premikajo med gostitelji in ekosistemi (voda, zrak
zemlja), ki so bolj ali manj primerni za njihovo razsirjenost. Vendar virusi kot bioloSke
tvorbe oz. delci med njimi ne lo€ijo. Zato lahko pasivno preidejo v ekoloSko past (okolje, ki
slabo podpira ali ne podpira njihove rasti in razmnoZzevanja). Tudi v ustreznih ekoloskih
niSah pride do nihanj ekoloSkih dejavnikov (imunski sistem gostitelja). Skupek
mehanizmov, s katerimi so virusi sposobni preiti ¢ez ekoloSke pasti in ¢ez dinamicno okolje
gostitelja, definira prilagodljivost organizma (angl. »adaptability«). Dejavniki, ki vodijo v
raznolikost virosfere, virusom hkrati omogocijo ve¢jo robustnost in prilagodljivost ob
pogosti menjavi med gostitelji in razlicnimi ekoloskimi okolji. Tudi bakterije namrec
pasivno prehajajo v ekoloske pasti in ne lo¢ijo med primernimi in neprimernimi ekoloSkimi
niSami, vendar zaradi slabSe razvitih »obrambnih mehanizmov« pogosteje pride do
»lokalnega izumrtja« v ekoloskih pasteh (Wasik in Turner, 2013).

Prilagodljivost organizmov kot lastnost organizmov nam torej pove, kako hitro je
doloCen organizem sposoben razviti mehanizme znotraj lastnih genetskih kapacitet, ki
minimizirajo negativne ucinke ob spremembi ekoloSkega dejavnika. Dinamic¢no okolje
vedno rezultira v nastanku variacij organizma znotraj populacije. Kako hitro nastane
subpopulacija organizma z optimalno resitvijo na stresorje dinami¢nega okolja tekom
naravne selekcije, meri sposobnost razvijanja organizma (angl. »evolvability«) (Wasik in
Turner, 2013). Stevilénost populacije in hitrost mutacij omogocita virusom hitro
prilagoditev na stresorje specificne ekoloSke niSe. Zaradi stalne menjave ni$ in stalnih
sprememb znotraj ustrezne niSe (ustreznega gostitelja) je tendenca virusov k stalnemu
prilagajanju in razvijanju izmed vseh sistemov znotraj biosfere najvecja.

Vsi omenjeni dejavniki - Stevilcnost, hitrost mutacij, naCin razmnoZevanja,
izpostavljenost dinami¢nemu okolju, raznolikost, prilagodljivost in evolucija - so glavne
lastnosti, ki virosferi omogocajo genetsko in evolucijsko prednost pred celicno domeno
zivljenja. Raznolikost virusov in evolucijske spremembe, ki so jo omogocile, so Se vedno
slabo raziskani. Stevilni znanstveniki se ukvarjajo s klju¢nimi vprasSanji 1) o izvoru virusne
domene Zivljenja, 2) kako je profil faktorjev, ki opisujejo specificno dinamicno okolje, vplival
na potek njihove evolucije in 3) kaksna je raznolikost virusov v specifi¢ni dinamic¢ni ekoloski
nisi v primerjavi z ostalimi niSami. Klasifikacija in karakterizacija virusov je kljutnega
pomena za odgovor na omenjena vprasanja, hkrati pa izziv zaradi izjemne virusne
raznolikosti.

1.1.3 Klasifikacija virusov

1131 Sistemni Klasifikacije

0d odkritja »snovi, ki so manjse od bakterij«, do sodobnih raziskav se je spreminjal pogled
na raznolikost virusov. Zacetne metode raziskav so omogocale odkritje in karakterizacijo
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omejenega Stevila virusov. Spremenljivke, ki so opisovale znacilnosti posamezne skupine
virusov (dejavniki klasifikacije), so bile diskretnega znacaja. Skupine virusov so se jasno
lo¢ile med seboj. Zacetek tretje generacije sekvenciranja, virusne metagenomike in
metatranskriptomike so omogocili karakterizacijo in kvantifikacijo ve¢jega Stevila virusov.
Spremenljivke, ki so opisovale posamezno skupino virusov, so postajale vedno bolj
kontinuirnega znacaja. Pojavilo se je vedno ve¢ novih skupin virusov, ki so imele znacilnosti
med dvema prvotno opisanima virusnima skupinama (Shi in sod., 2016a). Lo¢nice med
virusnimi skupinami so se zacele brisati in prvotni sistemi klasifikacije so pocasi zaceli
izgubljati na veljavi. Zaradi Sirokega razpona raznolikosti je bilo vse teZje najti in dolociti
(nove) kljucne faktorje, na podlagi katerih bi se definirane skupine virusov loc¢ile med seboj.
Dejavniki klasifikacije morajo namrec biti tiste virusne znacilnosti, ki so dovolj ohranjene
znotraj skupine, vendar dovolj divergentne, da lo¢ijo razlicne klade ali razli¢ne skupine
virusov med seboj.

Prvi u¢inkovit sistem klasifikacije virusov je vzpostavil David Baltimore leta 1971. Za ta
sistem klasifikacije je leta 1975 dobil Nobelovo nagrado za fiziologijo in medicino. Prvi je
skupne vzorce obnaSanja virusov razdelil v skupine na podlagi skupnih znacilnosti
(Baltimore, 1971). Vsi virusni sistemi opravljajo dve klju¢ni funkciji, podvojevanje
genomskega materiala in sintezo mRNA. Opazil je, da sinteza mRNA pri virusih poteka po
sedmih moZnih poteh. Razred I predstavljajo virusi z dvoveriZznim DNA genomom (dsDNA,
angl. »double-stranded DNA«), pri katerih, tako kot pri celi¢nih organizmih, dsDNA sluzi kot
matrica za sintezo mRNA. Razred Il predstavljajo virusi z enoveriZznim DNA genomom
(ssDNA, angl. »single-stranded DNA«), ki je lahko v »smiselni« oz. »sense« ali
»nasprotnosmiselni« oz. »antisense« obliki. Preko dsDNA intermediata nastane mRNA, ki je
enake polarnosti kot zacetna ssDNA (sinteza mRNA mora vedno potekati na novonastali
verigi dvoverizne DNA molekule. Razred IIl predstavljajo virusi z dvoveriznim RNA
genomom (dsRNA, angl. »double-stranded RNA«). Vecina omenjenih virusov je
segmentiranih in sinteza mRNA poteka na »antisense« RNA verigi. Razred IV predstavljajo
virusi z enoveriZzno RNA molekulo, katerih mRNA je enake polarnosti kot genomska RNA
virusa (ss(+)RNA, angl. »single-stranded sense/positive strand RNA«). mRNA v tem
primeru nastane preko dsRNA intermediata. Razred V predstavljajo RNA virusi z
enoverizno RNA komplementarno mRNA (ss(-)RNA, angl. »single-stranded
antisense/negative strand RNA«). V tem primeru Ze genomska RNA lahko sluzi kot matrika
za sintezo mRNA. Razred VI predstavljajo virusi z enoveriZznim RNA genomom, ki se
razmnoZujejo preko dvoveriznega DNA intermediata (ssRNA-RT, angl. »single-stranded
RNA retrotranscribing«). Razred VII predstavljajo virusi z dvoveriznim DNA genomom, ki
se razmnoZzujejo preko RNA intermediata (dsDNA-RT, angl. »double-stranded DNA
retrotranscribing«). Baltimore je definiral samo Sest izmed sedmih nastetih skupin v delu
iz leta 1971; »Expression of animal virus genomes«. Sedma skupina dsDNA-RT virusov se je
prikljucila kasneje. Virus cveta¢nega mozaika - CaMV (angl. »Cauliflower Mosaic Virus«) je
bil prvi rastlinski virus, za katerega je bilo opaZeno, da vsebuje DNA (Hull in Shepherd,
1976). Harrison in sod. (1971) so dokazali, da spada med caulimoviruse (Caulimoviridae).

Baltimorjev sistem Kklasifikacije je prevzela ICTV (angl. »International Committee on
Taxonomy of Viruses«), ki je leta 1971 izdala svojo prvo porocilo o karakteriziranih in
Kklasificiranih virusnih skupinah (Lefkowitz in sod., 2018). ICTV je organizacija, ki je bila
ustanovljena z namenom taksonomske Kklasifikacije virusov in z uporabo najsodobnejSega
dostopnega sistema za njihovo Kklasifikacijo (Lefkowitz in sod., 2018; Simmonds in sod.,
2017). 0d leta 1971 periodi¢no objavlja porocila o trenutno znanih redovih, druzinah,
rodovih in vrstah virusov na podlagi mednarodnih pravil o klasifikaciji virusov ICVCN (angl.
»International Code of Virus Classification and Nomenclature«). Prvotni sistem klasifikacije
virusov je zajemal vel kriterijev (angl. »multiple criteria system«); mehanizem
podvojevanja, morfologijo virusov, serologijo, zaporedje, rang gostiteljev, patogenost,
epidemiologijo, epizootiologijo (Simmonds in sod., 2017). Uvrstitev virusa v viSje
taksonomske skupine je zahtevala potrditev prisotnosti ustreznih bioloskih karakteristik,
znacilnih za te skupine.

Tretja generacija sekvenciranja in doba virusne metagenomike je korenito spremenila
virologijo. Z virusno metagenomiko je bilo ve¢ virusov klasificiranih samo z genomskim
zaporedjem kot pa z eksperimentalno karakterizacijo in klasifikacijo. Z metagenomskimi
podatki je bilo sestavljenih veliko Stevilo popolnih ali skoraj popolnih virusnih genomov.
Med njimi so bile samo na podlagi zaporedij identificirane Stevilne nove skupine, ki lahko
igrajo klju¢no vlogo v biosferi. Uravnavajo lahko ekosistem, ki ga zasedajo. Vendar pa
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manjkajo podatki o gostiteljih in ostali bioloSki podatki virusov, da bi ugotovili dejansko
vlogo virusa v ekosistemu. Hkrati je problem velik prepad med trenutno sliko skupin, v
katere se potencialno razvrstijo novi virusi, in Stevilom skupin, ki so prepoznane s strani
ICTV, saj potrditev virusne skupine v ICTV sistem poteka s casovnim zamikom od takrat, ko
je bila nova virusna skupina identificirana s strani specificnega raziskovalca. Torej uradna
slika ICTV nazaduje glede na trenutno sliko hierarhije virosfere. Leta 2016 je zato imel
izvrSni odbor (angl. »executive commitee«) ICTV zasedanje na temo novih sistemov za
klasifikacijo in karakterizacijo virusov, identificiranih na podlagi virusne metagenomike in
metatranskriptomike. S pricetkom tretje generacije sekvenciranja je klasifikacija virusov
postala orientirana predvsem na zaporedje virusnega genoma (Lefkowitz in sod., 2018).
Vendar se je z nara$¢anjem Stevila znanih virusnih genomov pojavila klju¢na problematika
prekrivanja intervala podobnosti zaporedij med dvema sorodnima virusnima skupinama z
intervalom podobnosti zaporedij virusov, ki sodijo v isto virusno. Zaporedja virusov, ki so
bila uvr§c¢ena v isto skupino so bila med seboj samo 20% podobna, tako kot zaporedja dveh
virusov, ki sta bila uvrScena v razlicni propadajoci skupini (Cann, 2012). Zato je z
naras$¢anjem Stevila raziskav na tematiko virusne raznolikosti naraScala potreba po
vkljuCevanju vel plasti informacij v klasifikacijo novih odkritih virusov, anotacija z
dodatnimi bioloskimi informacijami. Raziskovalci so upostevali tudi podobne organizacije
strukturnih in nestrukturnih genov znotraj genomov virusov, ki pripadajo isti skupini
(Koonin in sod., 2006; Dolja in Koonin, 2011; Koonin in Dolja, 2013; Shi in sod., 2016a).
Vsaka skupina virusov pa je privzela tudi dodatne gene, predvsem gene vkljuCene v
obrambo pred imunskim sistemom gostitelja in premikanje po sistemu gostitelja. Med
druzinami obicajno ni bilo vidnih podobnosti v organizaciji genoma, vseeno pa so prisotni
homologni geni, kot so od RNA odvisne RNA polimeraze, helikaze, proteaze in Rep
kodirajoci proteini. Samo na podlagi zaporedij je bilo z zacetkom virusne metagenomike in
metatranskriptomike vse teZje ugotoviti bioloske korelacije med virusnimi skupinami in
med virusi. Zato taksonomska klasifikacija ni trivialna in v literaturi so se pojavili konflikti
glede primernosti uporabe specifi¢nih proteinskih zaporedij (npr. RdRp) kot filogenetskih
markerjev (Zanotto in sod., 1996). Vseeno pa lahko iz nukleotidnega zaporedja in njegovih
prevodov v vseh Sestih bralnih okvirjih posredno pridobimo podatke o 1) evolucijski
oddaljenosti med raziskanimi skupinami, 2) organizaciji genoma, 3) ravni izraZenosti 4)
ponavljajoc¢ih motivih, 5) prisotnosti in odsotnosti dolo¢enih motivov (IRES (angl. » internal
ribosomal entry sites«), terminalne sekvence, cepitvena mesta proteinov), 6) vsebnost GC,
7) pogostnost dinukleotidov, 8) frekvencna razporeditev rabe kodonov (Bahir in sod,,
2009).

Bioloski podatki torej postanejo sekundarna plast informacij, lahko pa jih predvidimo
posredno iz podatkov, pridobljenih na podlagi sekvenc in njihovih prevodov. Skladno s
premikom iz usmerjenosti na bioloSke karakteristike na zaporedje virusnega genoma se je
prilagodila tudi ICVCN definicija viSjih taksonomskih enot. Po ICVCN je rod definiran kot
skupina vrst s skupnimi karakteristikami, druzina kot skupina rodov s skupnimi
karakteristikami in red kot skupina druzin s skupnimi karakteristikami (Simmonds in sod.,
2017). ICTV je poskusila mapirati Baltimorjevo klasifikacijsko shemo na shemo nabora
gostiteljev.

[z prve plasti informacij - sekvence genoma lahko torej posredno pridobimo nadaljnje
plasti informacij, kot je npr. sekvenca proteoma iz prevodov sekvence genoma, predvidena
sekundarna struktura virusnega proteoma in strukturna organizacija genoma. Razvitih je
bilo vec sistemov klasifikacije virusov in vsak sistem klasifikacije je uposteval svojo plast ali
kombinacijo plasti informacij. Prvi sistem klasifikacije je na podlagi sekvence proteinov, ki
so 1) dovolj raznoliki, da omogocajo loCevanje med virusnimi skupinami, 2) dovolj
ohranjeni znotraj iste virusne skupine in 3) hkrati razsirjeni ¢ez vse virusne skupine, ki jih
zelimo lociti med seboj. Ti proteini so ponavadi klju¢ni za u¢inkovite Zivljenjske cikle seta
virusnih skupin in predstavljajo jedro seta virusnih skupin. Primer taksnega proteina je od
RNA odvisna RNA polimeraza, ki je hkrati klju¢ni gen RNA virusov. Skupina Shi in sod.
(20164) je opravila primer omenjene klasifikacije na podlagi proteina RdRp.

Druga plast informacij je lahko sekundarna struktura virusnega proteoma. S hkratnim
razvojem metod sekvenciranja in analize sekvenc so se razvile tudi tehnike povezave
sekvenc s sekundarno strukturo proteinov in njihovimi biofizikalnimi lastnostni (Abrescia
in sod., 2012; Abrescia in sod., 2010; Tokuriki in sod., 2009). Na podlagi sistemati¢nih
strukturnih primerjav virusnih ortolognih proteinov, npr. proteinov kapsid, se je razvil
sistem klasifikacije virusnih skupin, definiranih po ICTV v $tiri skupine: 1) skupine, podobne
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BTV (angl. »BTV-like, bluetongue virus-like«), 2) skupine, podobne adenovirusom
(PRD1/Adeno (angl. »prototype member of the Tectiviridae DNA bacteriophages«)), 3)
skupine, podobne HK97 (bakteriofag Hong Kong 97), in 4) skupine, podobne
pikornavirusom (angl. »picorna-like«) (Abrescia in sod., 2012; Abrescia in sod., 2010).

Tretjo plast informacij predstavljajo genomska organizacija virusnih skupin in njena
odstopanja. Omenjena informacija nastopa kot dodatna informacija k informaciji o
zaporedju genoma za Klasifikacijo virusov. Skupina Koonin in sod. (2014, 2015) je na
podlagi zaporedja RdRp v kombinaciji z analizo strukturnih karakteristik genoma virusne
skupine, klasificirane po ICTV, razdelila na $tiri naddruZine: 1) Pikornavirusom podobni
virusi: Picornavirales, Luteoviridae, Partitiviridae, Caliciviridae, Hypoviridae, Potyviridae in
Astroviridae idr., 2) Alphavirusom podobni virusi: Virgaviridae, Closteroviridae,
Virgaviridae, Bromoviridae, Togaviridae, Hepeviridae, Endornaviridae in Tymovirales idr.
3), Flavivirusom podobni virusi: Tombusviridae, Umbravirus in Flaviviridae in 4) RNA
bakteriofagom podobni virusi: Leviviridae, Narnaviridae, Ourmiavirus, 5) ss (-) RNA virusi,
ki naj bi izvirali iz Flavivirusom podobne naddruzine in 6) Cystovirusom podobna skupina
(dsRNA bakteriofagi), ki so evolucijsko sorodni Reovirusom. Karakteristi¢na za alfavirusom
- podobne viruse je helikaza naddruzine 1 (angl. »superfamily I helicase, alphavirus-like
superfamily helicase«). Vseeno imajo nekateri Endornavirusi prisotno helikazo naddruZzine
[1, tipi¢no za Flaviviridae, Potyviridae in Hypoviridae (Koonin in Dolja, 2014, Koonin in sod.,,
2015).

[z narejenih raziskav je razvidno, da samo ena plast informacij, pridobljenih iz sekvenc,
ni dovolj za natan¢no klasifikacijo, ampak je potrebno pri klasifikaciji uporabiti kombinacijo
vel informacij.

1132 Lastnosti virusnih skupin

Z obdobjem tretje generacije sekvenciranja se je: 1) nabor pridobljenih podatkov bistveno
povecal, vendar so bili podatki samo enega tipa - sekvence, 2) as pridobivanja podatkov
zmanjsal, 3) bioloska anotacija se je lahko predvidela posredno iz samih sekvenc in 4)
globlja plast informacij, ki je povezana z zaporedji in se je pridobila z ustreznim razvojem
tehnik, je bila informacija o strukturi proteinov (Bahir in sod., 2009; Simmonds in sod.,
2017; Lefkowitz in sod., 2018). Vseeno pa so se ohranili zametki Baltimorjeve klasifikacije.
Viruse po Baltimorjevem sistemu klasifikacije delimo na dsDNA ssDNA, ss(+)RNA, ss(-
)JRNA, dsRNA, ssRNA-RT in dsDNA-RT. Potrebno je poudariti, da obstaja Sirok spekter
morfoloskih oblik virusov, ki izkori$¢ajo variabilne mehanizme podvojevanja (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone; Cann, 2012; Sobhy, 2016). Ne obstaja »povprecen ali konsenzni virusg, ki
bi reprezentativno povzel bioloSke mehanizme podvojevanja, morfologijo ali strukturo
razmnozevanja katere koli izmed omenjenih skupin virusov, saj ima vsak virus set svojih
unikatnih lastnosti. Vseeno lahko povzamemo glavne znacilnosti oz. posebnosti vsake od
omenjenih skupin.

11321 dsDNA

dsDNA virusi so virusi z dvoveriZznim DNA genomom. Trenutno so definirani trije redovi:
Herpesvirales, Caudovirales in Ligamenvirales. 28 skupin ni klasificiranih v redove:
Adenoviridae, Polyomaviridae, Papillomaviridae, Baculovirusom podobni virusi (angl.
»Baculo-like viruses«) - Baculoviridae in Nudiviridae, Hytrosaviridae, Lavidaviridae,
Nimaviridae, Polydnaviridae, Ampullaviridae, Bicaudaviridae, Clavaviridae, Corticoviridae,
Fuselloviridae, Globuloviridae, Guttaviridae, Plasmaviridae, Sphaerolipoviridae,
Tectiviridae, Tristromaviridae, Turriviridae in »jedrno-citoplazemske vecje DNA« (angl.
»nucleocytoplasmic large DNA«) - Ascoviridae, Asfarviridae, Iridoviridae, Marseilleviridae,
Mimiviridae, Phycodnaviridae in Poxviridae. Dinodnavirus, Pandoravirus in Pithovirus so
zaekrat Se neuvrsceni v druZine oz. neklasificirani (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Njihovi
genomi se gibljejo od 4,5 kb s 5-9 ORF-ji do 2,3 Mbp s priblizno 2600 ORF-ji (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone). VeCinoma so sferi¢ne, lahko so tudi opecCnate, paliCaste, jajCaste ali
fibrilarne oblike, ali pa imajo »tripartitno« (oz. »trodelno«) sestavo iz glave, vratu in nog
(bakteriofagi). Kapsida je ve¢inoma obdana z virusno ovojnico, v primeru reda Caudovirales
virus sestavlja samo gola kapsida. Njihov genom je nesegmentiran, razen v primeru
Polidnaviridae. RazmnoZevanje se pri¢ne s prepoznavo sialne kisline ali heparan sulfata. V
celico preidejo s kalveolinom posredovano endocitozo ali s fuzijo s plazmalemo gostitelja. V
zgodnjih fazah gostiteljska polimeraza prepiSe gene, vklju¢ene v podvojevanje in obrambo
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pred gostiteljem. Virusna RNA polimeraza nato prepiSe Se pozne gene. Proces podvojevanja
poteka v »jedrnih tovarnah« (angl. »nuclear factories«). Povprec¢ne hitrosti mutacij DNA
virusov so bistveno niZje od RNA virusov. Gostiteljske in virusne DNA polimeraze so namrec
zaradi popravljalnih (angl. » proofreading«) aktivnosti bistveno natan¢nejse (Duffy in sod.,
2008).

11322 ssDNA

ssDNA virusi imajo enoveriZzno DNA molekulo. Trenutno ni virusnih skupin, ki bi bile
uvrscene v skupni red. Po ICTV klasifikaciji so ssDNA virusi uvrSéeni v naslednje skupine
(druZine): Anelloviridae, Bidnaviridae, Circoviridae, Geminiviridae, Inoviridae,
Nanoviridae, Microviridae, Genomoviridae, Parvoviridae, Pleolipoviridae, Spiraviridae,
Tolecusatellitidae in skupina, ki Se ni klasificirana v druzino Bacilladnavirus (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone). Njihov genom je vefinoma kroZen, razen pri skupinah Parvoviridae,
Microviridae in Bidnaviridae je linearen (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Kapsida veCinoma
ni ovita z virusno ovojnico, razen v primeru arhejskih virusov Pleolipoviridae. Velikost
genoma je med 1,8 kb (Circoviridae, najmanjsi znani virusi) in 24,9 kb (Hulo in sod., 2011 -
ViralZone). Velikost genoma za razliko od dsDNA virusov ne korelira s Stevilom kodirajocih
ORF-jev. Po vstopu virusa v gostiteljsko celico gostiteljska DNA polimeraza sintetizira
komplementarno verigo DNA, tako da nastane dsDNA intermediat. Omenjena veriga hkrati
sluzi kot matrica za podvojevanje DNA in za prepisovanje v mRNA, prevajanje in kon¢no
sestavljanje delcev. Hitrost mutacij je viSja od dsDNA virusov in niZja od RNA virusov (Dufty
in sod., 2008; Sanjuan in Domingo-Calap, 2016), ¢eravno so znani primeri DNA virusov, ki
hitreje mutirajo.

11323 ss(+)RNA

Genom ss(+)RNA virusov predstavlja enoveriZna sense veriga RNA. Definirajo jih trije
redovi: Nidovirales, Tymovirales in Picornavirales in 22 skupin, ki niso klasificirane v
specificen red: Astroviridae, Alphatetraviridae, Alvernaviridae, Barnaviridae, Benyviridae,
Bromoviridae, Caliciviridae, Carmotetraviridae, Closteroviridae, Flaviviridae, Hepeviridae,
Leviviridae, Luteoviridae, Narnaviridae, Nodaviridae, Permutotetraviridae, Potyviridae,
Sarthroviridae, Solinviviridae, Togaviridae, Tombusviridae in Virgaviridae. Nekaj ss(+)
RNA virusov ni uvrscenih v virusno druzino (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Njihov genom
je velik od 2,3 kb do 31 kb. Najkrajsi genom ima Ourmiavirus, najdaljsi pa Coronaviridae.
Genom je izklju¢no linearen. Lahko ga obdaja samo kapsida ali pa tudi virusna ovojnica.
Hitrosti nukleotidnih zamenjav RNA virusov se gibljejo med 102 in 105
zamenjav/mesto/leto (Duffy in sod., 2008).

11324 ss(-)RNA

Genom ss(-)RNA virusov predstavlja enoverizna antisense veriga RNA. Poleg redov
Mononegavirales in Bunyavirales tri skupine niso uvrscene v redove: Ophioviridae,
Arenaviridae in Orthomyxoviridae (Hulo in sod. 2011 - ViralZone). Velikost njihovega
genoma je od 11 kb do 17 kb, kar je nekoliko oZji rang kot pri ss(+)RNA virusih (Hulo in
sod, 2011 - ViralZone). Genom je izklju¢no linearen, lahko je segmentiran ali
nesegmentiran. Sestavlja ga od 2 do 8 segmentov. ss(-)RNA in ss(+) RNA virusi imajo
najvecje hitrosti mutacij (Duffy in sod., 2008; Sanjuan in Domingo-Calap, 2016).

11325 dsRNA

dsRNA virusi so virusi z dvoveriznim RNA genomom, veliki so od 3,7 kb do 30 kb. Genom je
lahko segmentiran (2-12 segmentov) ali nesegmentiran. Hitrost mutacij virusov z
dvoveriznim RNA genomom je nekoliko manjs$a od hitrosti mutacij virusov z enoverizZnim
RNA genomom (Sanjuan in Domingo-Calap, 2016).

11326 ssRNA -RT

ssRNA-RT viruse sestavlja enoverizni RNA genom, ki se tekom cikla podvojevanja prepise v
DNA s pomocjo reverzne transkriptaze (od RNA odvisne DNA polimeraze). Poleg edine
znane virusne skupine Retroviridae, ki jo sestavljata podskupini Orthoretrovirinae in
Spumaretrovirinae, sSRNA-RT sestavljajo retrotranspozoni Pseudoviridae in Metaviridae.
Genom Retroviridae je dolg med 7 in 11 kb in je obdan s kapsido in virusno ovojnico. Genom
retrotranspozonov je dolg od 4,9 do 7,5 kb (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Njihov genom
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predstavljajo trije deli: 1) gag: set genov (matriks protein, nukleokapsidni protein v primeru
virusa HIV), ki interagirajo z virusno RNA in so odgovorni za njen prehod skozi jedrne pore,
2) pol: predstavlja jedro virusa in predstavlja set nestrukturnih proteinov, odgovornih za
replikacijo virusa - reverzna transkriptaza (prepiSe RNA v DNA v dvostopenjskem
procesu), RNAzaH (razgradi RNA pri RNA/DNA hibridu) in integraza (integrira nastalo DNA
v genom gostitelja) in 3) env: set strukturnih proteinov, ki ovijejo ribonukleokapsido in
omogocijo, da virus interagira z virusno ovojnico (gp120, » retroviral envelope protein« v
primeru virusa HIV) (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Virusna ovojnica vsebuje povrsinske
glikoproteine, ki interagirajo s celicnimi receptorji (transportni proteini (FeTHTR1, XPR,
FLVCR1 idr.), lipoproteinski receptorji (Tva), TNFR podobni receptorji (Tvb)), s pomocjo
katerih sprozijo od kaveolina (angl. »caveolin«) odvisno endocitozo na glikolipidnih raftih
(Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Nabi in Le, 2003).

11327 dsDNA-RT

dsDNA-RT viruse sestavlja izklju¢no krozna dsDNA, dolga od 3 do 8,3 kb. V skupino dsDNA-
RT sta klasificirani dve skupini; Caulimoviridae in Hepadnaviridae (Hulo in sod., 2011 -
ViralZone). Skupina Caulimoviridae ima izkljutno rastlinske gostitelje, skupina
Hepadnaviridae pa vretencarske gostitelje. Caulimoviridae imajo samo Kkapsido,
Hepadnaviridae pa kot vse Zivalske viruse sestavlja tudi virusna ovojnica. Po interakciji s
celicnimi receptorji in prehodu skozi plazmalemo virusna DNA preko mikrotubulov preide
skozi jedro, kjer poteka transkripcija s pomocjo celicnega transkripcijskega aparata. RNA
nato preide skozi jedro, kjer poteka translacija novih virusnih proteinov. Hkrati RNA deluje
kot matrika za reverzno transkripcijo vdsDNA v citoplazmi (Hulo in sod., 2011 - ViralZone).

1133 Izzivi pri Klasifikaciji in karakterizaciji virusov

S pricetkom dobe virusne metagenomike se je izjemno skrajsal ¢as, v katerem pridobimo
dovolj informacij za Klasifikacijo in karakterizacijo virusa. Iz dolgotrajnih seroloskih,
mikroskopskih metod, ki so temeljile na izolaciji in gojenju enega samega virusa, smo se
premaknili na hitre metode tretje generacije sekvenciranja, ki zajamejo celoten virom
dolocenega ekosistema in pridobijo enormne koli¢ine podatkov. Pri tem smo se pomaknili
od biolosko usmerjene klasifikacije na sekventno usmerjeno Kklasifikacijo virusov.
Podatkovne baze za skladisCenje genomskih, transkriptomskih, proteomskih in ostalih
podatkov so rastle eksponentno. Vendar prednosti pridobitve izjemne koli¢ine podatkov

prinasajo izzive v vsaki fazi identifikacije novih virusov, ki jih moramo upostevati pri sami
klasifikaciji virusov.

Prva skupina izzivov temelji na sistemu zajemanja podatkov. V metagenomiki in
metatranskriptomiki gre namrec za sistem vzorcenja, pri katerem vzoré¢imo posamezen
organizem, organizme, ki so sorodni med seboj, ali organizme, ki so vdanem trenutku v isti
ekoloski nisi. Iz teh organizmov po specifi¢nih protokolih nato izoliramo RNA ali DNA (ki
lahko pripada DNA virusu, RNA virusu ali celi¢cnem organizmu, iz katerega smo nukleinsko
kislino izolirali). Postopek zajema spiranje, homogenizacijo, izolacijo in ¢iS¢enje nukleinske
kisline. Po izolaciji RNA lahko posami¢ne vzorce (iz sorodnih organizmov ali organizmov iz
iste ekoloske nise) tudi zdruZimo. Izolirani DNA ali RNA nato fragmentiramo in pripravimo
genomske ali transkriptomske knjiznice (Shi in sod., 2016a). DolZina fragmentov je odvisna
od uporabljene metode sekvenciranja. S tem v kon¢no knjiznico zajamemo skupino
organizmov znotraj ekoloske nise ali skupino organizmov, ki so sorodni med seboj. Poleg
tega je bil virus lahko v trenutku vzorcCenja prisoten v celici organizma, medceli¢nini
dolocCenega tkiva ali samo na organizmu. Seveda hkrati z zajemanjem veC organizmov v
genomsko ali transkriptomsko knjiznico lahko zajamemo tudi meSano populacijo virusov,
ki so lahko hkrati prisotni na enem ali ve¢ vzorc¢enih organizmih (Simmonds in sod., 2017).
Zato direktna korelacija z gostiteljem prakti¢no ni mogo¢a. Dodaten problem predstavljajo
segmentirani virusi. Znotraj enega delca so lahko oviti vsi segmenti njihovega genoma
(celoten genom) ali samo en segment. Segmenti se lahko nahajajo na razli¢nih gostiteljih v
doloCenem trenutku, zato je pridobivanje njihovega celotnega genoma dodatno oteZeno.
Sekvencni podatki predstavljajo kratka zaporedja DNA ali RNA, katerih dolZina je odvisna
od uporabljene metode.

Druga skupina izzivov izvira iz nadaljnjega zdruZevanja DNA ali RNA zaporedij.

Oligonukleotidi (angl. » reads«) so kratke sekvence izbrane dolzine (dolzine &) nukleotidov.
Do 3 % nukleotidnih baz znotraj sekvence je nejasnih, dvoumnih, hkrati se soo¢amo Se s
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kontaminacijo s sekvenco vektorja, v katerem se nahaja tar¢na sekvenca. Hkrati repetitivna
zaporedja oteZijo sestavljanje (Grabherr in sod., 2011; Havlak in sod., 2004). Za samo
sestavljanje zaporedij obstajata dva osnovna pristopa. Prvi predstavlja direktno poravnavo
zaporedij z referencnim genomom (angl. » top-down«). Drugi zajema prvotno sestavljanje
in nato mapiranje z referencnim genomom (angl »bottom-up«). Sistemi »bottom-up«
zduZevanja temeljijo predvsem na iskanju prekrivanja med kratkimi oligonukleotidi
(Havlak in sod., 2004; Compeau in sod., 2011; Grabherr in sod., 2011; Schulz in sod., 2012).
Zaradi stopnje negotovosti zaporedij, konfliktnih oligonukleotidov in ponavljajocih
zaporedij lahko dobimo hibridne genome, ki ne pripadajo samo enemu virusu, temvec vec
virusom hKkrati. Repetitivna zaporedja lahko privedejo tudi do napa¢no sestavljenega
virusnega genoma, ki se kaZe kot fragmentirani, okvarjeni proteini ob prevodu.

Tretja skupina izzivov izhaja iz same analize zaporedij. Transkriptomske in genomske
baze podatkov namrec vsebujejo Stevilne knjiznice iz razlicnih bakterijskih, rastlinskih in
zivalskih vrst. Stevilo knjiznic eksponentno raste in knjiZnice hkrati predstavljajo ¢rno
skrinjo potencialnih novih virusov. Po pridobitvi zaporedij in sestavljanju genoma novega
virusa se sestavljene viruse primerja s proteinsko podatkovno bazo in s CDD (angl.
» Conserved Domain Database«). S tem se poiScejo lazno-pozitivni rezultati (Shi in sod,,
2016a). Po kon¢ni zdruzitvi se analizira genomska struktura virusa - baza CDD. Baza CDD
prepozna ohranjene proteinske domene na podlagi ohranjenih motivov, zabelezenih v
podatkovnih bazah po principu HMM (angl. »Hidden Markov Modelk). Divergentne
proteinske domene brez Kkarakteristicnih motivov se ne bodo prepoznale. Problemi
nastopijo, ker ravno zaradi tega Stevilni prepoznani virusi nimajo proteinskih domen in jih
vidimo v strukturi genoma kot neznane ORF-je. Zato je klasifikacija novih virusov oteZena.
Drug nivo izzivov predstavlja dejstvo, da so si virusi tekom evolucije s horizontalnim
prenosom izmenjevali genetske informacije. Posamezni virusi so lahko privzeli specifi¢en
gen drugih virusov ob okuZbi istega gostitelja, kar ovira klasifikacijo virusa v viSje
taksonomske skupine.

Vsi izzivi klasifikacije tezijo k temu, da raziskovalci kombinirajo ve¢ informacij in
poskusijo Klasificirati z vec perspektiv.

114 Izvor virusov

Z razvojem tretje generacije sekvenciranja in napredkom virusne metagenomike in
metatranskriptomike sta postali mozni identifikacija in karakterizacija Stevilnih novih
virusov iz enormne koli¢ine sekven¢nih podatkov. Princip vzorcenja, ki poleg organizmov
vzordi tudi viruse, njihove simbionte in parazite, je spremenil nase razumevanje virusne
raznolikosti (Dolja in Koonin, 2018). Vecina genetske raznolikosti v biosferi je namrec
skoncentrirane v virusih kot posledica njihove 1) sposobnosti, da v kratkem ¢asovnem
intervalu nastane Stevilno potomstvo, 2) visoke hitrosti mutacij in 3) njihovega nacina
razmnozevanja, ki vkljuc¢uje horizontalni prenos genov iz celicnega kraljestva in omogoca
modularnost njihove genomske arhitekture. Horizontalni prenos genov iz celiCnega
kraljestva na virosfero (iz relativno staticnega na dinamicno okolje z visokim genetskim
driftom) je hkrati povzrocil premik v hitrosti njihovih mutacij. Zato je oteZeno dolocanje
izvora vsakega od virusnih genov in s tem dolocanje izvora virusov. Pomembno vprasanje v
filogenomiki virusov je, ali so virusi monofiletskega ali polifiletskega izvora. Odgovore na
problematiko so raziskovalci iskali z razli¢cnima pristopoma.

Prvi pristop predstavlja komparativna genomika z iskanjem homolognih ohranjenih
genov znotraj vseh virusnih skupin in homolognih genov vsake od virusnih skupin s celi¢no
domeno Zivljenja. Na podlagi omenjenega pristopa so se pojavljali razli¢ni modeli o izvoru
virusov. Vseeno so predhodne raziskave prisSle do skupnih zakljuckov: 1) univerzalno
ohranjen gen znotraj vseh virusov, viroidov in virusoidov ne obstaja in 2) virusi so
najverjetneje polifiletskega izvora (Koonin in sod., 2006; Dolja in Koonin, 2011; Koonin in
Dolja, 2013; Koonin in Dolja, 2014; Koonin in sod. 2015) in 3) Klasificirane in
neklasificirane virusne skupine so bile glede na strukturo njihovih genomov oz. razsirjenost
druZin njihovih nestrukturnih proteinov (helikaze in peptidaze) razdeljene na alfavirusom,
pikornavirusom in flavivirusom podobne naddruZine. Sodobna razlaga izvora virusov na
podlagi komparativne genomike vkljucuje dva klju¢na evolucijska pojava. Prvi pojav
predstavlja evolucijski nastanek evkariontov. NajverjetnejSa razlaga zajema sobivanje
arhejskega gostitelja in bakterijskega endosimbionta. Kasnej$i razvoj jedra in
endomembranskega sistema je bil podlaga za premik v sestavi evkariontskega viroma od



12 Poglavje 1. Uvod

DNA viroma k RNA viromu. Jedrna bariera je namre¢ predstavljala izziv za podvojevanje
DNA virusov. Hkrati je pojav endomembranskega sistema predstavljal ugodno okolje za
podvojevanje RNA virusov (Dolja in Koonin, 2018). Drugi klju¢ni pojav v evoluciji virusov,
predvsem RNA virusov je horizontalni prenos virusov med gostitelji (angl. » horizontal virus
transfer«) bodisi od rastlin na vektorje rastlinskih virusov, iz organizmov na njihove
simbionte ali parazite (iz rastlinskih patogenih gliv na rastline, iz parazitoidnih os na
zuZelke, iz koral na njihove simbionte itd.). Nevretencarji (organizmi kraljestva Zivali
(Metazoa), ki ne sodijo v skupino vretencarjev (Chordata)) so pri prenosu virusov med
gostitelji igrali klju¢no vlogo. Vsekakor so virusi s svojimi gostitelji povezani v ko-
evolucijsko mrezo. Glede na vecjo evolucijsko starost bakterij bi lahko sklepali, da vecina
evkariontskih RNA virusov izvira iz ene izmed dveh znanih skupin RNA bakteriofagov,
skupine Leviviridae (poleg Leviviridae so znani RNA bakteriofagi tudi Cystoviridae). Poleg
skupine Leviviridae so Cystoviridae znani dsRNA bakteriofagi. Nasprotno pa zaporedje
RdRp kaZe, da so evkariontske RdARp bolj sorodne reverznim transkriptazam
prokariontskih mobilnih elementov kot levivirusnim RdRp. RazSirjenost bakterijskih
mobilnih elementov glede na zelo omejeno razsirjenost levivirusov podpira omenjeno
domnevo, da so bakterijske reverzne transkriptaze evolucijski prednik RdRp evkariontskih
RNA virusov. Poseben primer virusne skupine so Mitovirusi, ki imajo mehanizem
podvojevanja povezan z mitohondriji. Glede na endosimbiontsko teorijo nastanka
mitohondrijev iz a-proteobakterijskega endosimbionta in sorodstvene povezave
proteinskih zaporedij RdRp mitovirusov s skupino Leviviridae lahko skepamo na
levivirusom podobnega prednika mitovirusov. Narnavirusi bi lahko izvirali iz mitovirusom
podobnega prednika, ki je preSel iz podvojevanja v mitohondriju na podvojevanje v citosolu.
Sorodstveni odnos ourmiavirusom podobnih virusov z glivnimi narnavirusi in mitovirusi in
prevzem genov za proteine kapside iz rastlinskih tombusvirusov nakazuje na horizontalni
prenos virusov iz rastlinskih patogenih gliv na rastlinske gostitelje najverjetneje preko
nevretencarskih vektorjev. Stevilni narnavirusom, mitovirusom in ourmiavirusom podobni
virusi so bili najdeni pri nevretencarjih in so povezani z glivnimi virusi iz glivnih patogenov,
ki so nevretencarski paraziti (Dolja in Koonin, 2018). Levivirusom podobni virusi so torej
najverjetneje predniki lo¢ene skupine narnavirusom, mitovirusom in ourmiavirusom
podobnih virusov. Podoben naj bi bil tudi scenarij nastanka ostalih virusnih naddruzin.
Pikornavirusom podobna naddruZina, ki je evolucijsko najstarejsa virusna naddruzina, naj
bi nastala z izmenjavo genetskega materiala virusov, ki so izvirali iz bakterijskega
endosimbionta in evkariontskega genoma (Dolja in Koonin, 2018). Na evolucijsko starost
pikornavirusne naddruZine nakazuje sam razpon gostiteljev (enoceli¢ni in vecceli¢ni
evkarionti) virusov, ki sodijo v omenjeno naddruzino. Flavivirusom podobna naddruzina in
alfavirusom podobna naddruzina sta verjetno evolucijsko mlajsi naddruzini. Predstavniki
obeh druzin namrec za razliko od pikornavirusom podobne naddruzine Se niso bili najdeni
pri enoceli¢nih evkariontih. Verjetno pa je njihov izvor povezan z nevretencarji (Dolja in
Koonin, 2018). Skupina dsRNA virusov je najverjetneje polifiletskega izvora. Predniki
dsRNA virusov so najverjetneje ss(+)RNA virusi in skupine dsRNA virusov so sorodstveno
povezane z lo¢enimi skupinami ss(+)RNA virusov. ss(-)RNA virusi so verjetno evolucijsko
mlajsa skupina RNA virusov, katerih izvor Se vedno ni popolnoma pojasnjen. Sklepamo
lahko, da je tudi pri omenjeni skupini RNA virusov horizontalni prenos med gostitelji igral
klju¢no vlogo, najverjetneje v obliki prenosa vretencarskega ss(-)RNA viroma na
rastlinskega preko nevretencarskih vektorjev (Dolja in Koonin, 2018).

Drugi pristop k raziskavi izvora virusov predstavlja strukturna biologija z iskanjem
ohranjenih zvitij proteinov. Filogenetska analiza izvora RNA virusov se je namrec v
raziskavah osredotocila samo na en gen ali na manjso skupino genov in ne na celoten virusni
proteom. Hkrati visoke hitrosti mutacij virusov in nizki odstotki podobnosti med zaporedji
virusnih proteinov oteZujejo filogenomske analize virusnih skupin na podlagi zaporedij
(Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Izkaze se, da v nasprotju z zaporedjem sekundarna
struktura in zvitje proteinov ostaneta enaka. Zvitja proteinov (angl. » fo/ds«) se zdruZijo oz.
Klasificirajo v druZzine zvitij (angl. » fold families - FF«) in naddruzine zvitij (angl. » fold
superfamilies - FSF«). DruZzine zvitij zajemajo sekundarne strukture, ki so na nivoju sekvenc
tipicno nad 30 % identi¢cne. Naddruzine zvitij (FSF) zdruZujejo druZine sekundarnih
struktur s podobnimi strukturnimi jedri in biokemijskimi karakteristikami, na nivoju
sekvenc pa so obitajno manj kot 15 % identi¢ni (Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Nasir in
Caetano-Anollés (2015) sta analizirala 5080 proteomov arhej, bakterij, evkariontov in
virusov, jih uvrstila v naddruzine (FSF) in analizirala skupna zvitja, druZine (FF) in
naddruZzine zvitij (FSF) in zvitja, ki so specifi¢na za doloCeno kraljestvo (bakterije, arheje,
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evkarionti) in virosfero. Znotraj 5080 proteomov (cca. milijon proteinov) so identificirali
1995 naddruZin zvitij (FSF). Izrisali so Venn-ov diagram s Stevilom naddruzin zvitij (FSF),
ki so skupne vsem raziskanim domenam Zivljenja (bakterijam, arhejam, evkariontom in
virusom), dvema ali trem izmed njih ali pa so specifi¢ni samo za eno izmed domen. Manj kot
desetina naddruZin zvitij (66) je bilo specifi¢nih za viruse (Nasir in Caetano-Anollés, 2015).
Slednje so predstavljale predvsem naddruZine zvitij (FSF) proteinov, vkljucenih v
patogenost oz. virulenco virusov in obrambo pred imunskim sistemom gostitelja. Visok
delez naddruZzin zvitij (FSF), ki so skupne vsem trem celi¢nim kraljestvom, nakazuje na
»soobstoj« prvotnih virusov (angl. »ancient viruses«) in prednika celi¢cne domene Zivljenja
(Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Nasir in Caetano-Anollés (2015) sta izmed naddruzin
zvitij (FSF), ki si jih deli vsako izmed celi¢nih kraljestev z virusi, izbrala tiste, ki se pojavijo
pri manj kot 2 % organizmov vsakega od celi¢nih kraljestev. Ti naj bi praviloma izvirali iz
virusov in naj bi bili kriti¢ni za viruse kot gradbena enota kapside, virusne membrane ali so
vkljuceni v pritrditev in vstop virusa v celico in nakazujejo na lastnosti prvotnega virusa.
Dve izmed naddruzin zvitij, ki sta bili najverjetneje prisotni pri prvotnem virusu, sta
»double jelly-roll« zvitje in »VP5 kapsidni protein«. Nasir in Caetano-Anollés sta prisla do
podobnih zaklju¢kov kot Koonin in sod. (2014, 2015). Najstarejsi virusi in virusom podobne
entitete so imeli RNA genom.

1.1.5 Razsirjenost virusov pri bakterijah, arhejah in evkariontih

Ce pogledamo virome bakterij, arhej in evkariontov, opazimo, da noben virus ni prisoten
hkrati pri evkariontih in katerem koli od prokariontov (bakterij ali arhej) (Koonin in sod.,
2015). V arhejah so razsirjeni izklju¢no DNA virusi, ve¢inoma dsDNA in v malem delezu
ssDNA. V bakterijah so poleg dsDNA v najvecjem delezu in ssDNA v manjSem deleZu prisotni
tudi redki ss(+)RNA virusi (Leviviridae) (Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Kooninova ekipa
je k sliki o razSirjenosti virusov med prokarionti dodala tudi ss(-)RNA, dsRNA viruse in
retroelemente, ki so izjemno redki (Koonin in sod., 2015). Pri evkariontih je slika bistveno
bolj raznolika. Priblizno polovico celotnega viroma predstavljajo RNA virusi, Cetrtino
viroma ssDNA virusi, preostalo Cetrtino pa zajemajo dsDNA virusi in v majhnem delezu
retrovirusi in retroelementi (Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Podobno sliko je prikazala
tudi Kooninova ekipa (Koonln insod., 2015). Od RNA virusov pri evkariontih vecinski delez
poberejo ss(+)RNA virusi (Nasir in Caetano-Anollés, 2015) Ce razdelimo evkarionte na
zivali (Metazoa), rastline, glive, protiste, vidimo bistveno vecjo raznolikost v razsirjenosti
virusov v rastlinah in zivalih kot pri glivah in protistih. Pri rastlinah in Zivalih so prisotni
ss(+)RNA, in dsRNA, dsDNA, ssDNA in retrovirusi. Vendar ss(-)RNA viruse najdeno
prakti¢no samo pri Zivalih, dsDNA virusi pa so bistveno bolj razsirjeni pri Zivalih kot pri
rastlinah. Retrovirusi so v zivalih in rastlinah razsirjeni v priblizno enakem delezu. Glive in
protiste v veCinskem deleZu okuZujejo dsRNA virusi. Pri glivah so razSirjeni tudi ss(+)RNA
virusi, pri protistih pa dsDNA virusi. Ce lo¢eno pogledamo viruse s hkrati rastlinskimi in
zivalskimi (nevretencarskimi) gostitelji, opazimo, da nevretencarje in rastline hkrati
okuzujejo RNA virusi (Slika 1.2 - oznaka IP, angl. »invertebrates and plants«) (Nasir in
Caetano-Anollés, 2015). Nevretencarji so namrec¢ znani vektorji rastlinskih virusov in s tem
ekoloski partnerji rastlin. Slika 1.2 prikazuje razsirjenost virusnih skupin po Baltimoru v
arhejah, bakterijah in evkariontih glede na Kooninovo skupino in skupino Nasir in sod.
(2014) (Slika 1.2). Stevila znotraj grafov pri Sliki 2b prikazujejo Stevilo virusov s
sekvenciranimi celotnimi genomi v bazi NCBI Viral Genomes, ki okuzujejo specificnega
gostitelja (Nasir in Caetano-Anollés, 2015; Bao in sod., 2004 - NCBI; Hulo in sod., 2011 -
ViralZone).
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Slika 1.2: RazSirjenost virusov po Baltimoru med prokarionti (bakterije, arheje) in
evkarionti. a) Koonin in sod., 2015, b) Nasir in Caetano-Anollés, 2015. Angleski izrazi:
Prokaryotes - prokarionti; Eukaryotes — evkarionti; Retro-transcribing - retrovirusi; Plants
- rastline; Fungi - glive. Oznaka IP - Invertebrates and plants.

Podatki nakazujejo, da je nabor gostiteljev povezan z mehanizmom razmnoZevanja
(Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Zakaj obstaja taksna razlika v razsirjenosti virusov v
evkariontih in prokariontih, ni znano, predpostavlja pa se, da je jedrna bariera pri
evkariontih zozila podvojevalno (replikacijsko) niSo dsDNA virusov in oteZila njihovo
zorenje. Podvojevanje veCine evkariontskih dsDNA virusov namrec¢ poteka v citoplazmi
evkariontov in tiste skupine dsDNA virusov, katerih mehanizem podvojevanja je vezan na
jedro, naj bi se razvile kot mehanizem prilagoditve na jedrno bariero (Koonin in sod., 2015).
V nasprotju z dsDNA virusi so retroelementi proliferajoce entitete, katerih mehanizem
podvojevanja je vezan na integriranje v genom gostitelja. Evkariontski genomi so v
primerjavi s prokariontskimi bistveno bolj tolerantni na povecanje velikosti genoma in
vkljucevanje mobilnih elementov, zato so primernejs$a nisa za retroviruse in retroelemente
(Koonin in sod., 2015). Hkrati je znotrajceli¢cni membranski sistem evkariontov ugodno
dinamicno okolje za podvojevanje RNA virusov (Koonin in sod., 2015). Za moderne arheje
je znacilno uspevanje v ekstremnih temperaturah. Predvideva se, da naj bi izguba RNA
virusnih linij povzrocila pomik prednikov arhej v ekstremne ekoloske nise in njihov razvoj
v evolucijsko sodobne oblike arhej (Nasir in Caetano-Anollés, 2015). RNA je namrec
bistveno bolje nestabilna pri visokih temperaturah kot DNA (Nasir in Caetano-Anollés,
2015).

Tukaj moramo hkrati upoStevati dejstvo, da raznolikost genomov bakteriofagov (ssDNA
virusov) Se ni dosegla stopnje nasi¢enja. Trenutni podatki glede na Stevilo raznolikih
morfotipov virusov namre¢ predpostavljajo, da je Stevilo raznolikih virusnih skupin (angl.
»viral lineages«), ki okuZujejo arheje, veCje kot pri bakterijah. Hkrati raznolikost
retroelementov ni v celoti zajeta z obstoje¢im sistemom Klasifikacije, tako da je dejanska
slika o raznolikosti in razSirjenosti lahko precej druga¢na (Nasir in Caetano-Anollés, 2015;
Koonin in sod., 2015).
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1.1.6 Vloga virusov

Okoljska genomika virusov, ki temelji na njihovi Stevil¢nosti v dinamic¢nih ekoloskih nisah
je prisla do klju¢nega odkritja, da je virosfera eden izmed glavnih geoloskih dejavnikov, ki
vplivajo na zemeljsko energetsko konverzijo in energetske pretoke (Koonin in sod., 2015).
Z vstopom v gostitelje pretvorijo gostiteljsko celico v virocelico - sistem, v katerega sta
integrirana virusni in gostiteljski (celi¢ni) genom (Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Genoma
znotraj sistema sta integrirana v mreZo interakcij, ki povecujejo mozaitnost genomske
arhitekture virusa in vplivajo tako na genotipske kot na fenotipske lastnosti virocelice.
Virusi ustvarjajo evolucijsko in energetsko sotocje z gostitelji, ki vpliva na globalno
ekonomijo, medicino, agrikulturo in ekologijo (Nasir in Caetano-Anollés, 2015). Izguba
katere koli od virusnih skupin bi pomenila vidno spremembo v energetskem pretoku
ekosistema in evolucijskem krogotoku, kar bi povzroc¢ilo znatno spremembo v
gospodarstvu, medicini in agrikulturi.

1161  Okoljskividik

Eden najbolj dovzetnih sistemov za vpliv viroma so morski ekosistemi. Oceani namrec¢
pokrivajo 70 % povrSine Zemlje (Suttle, 2007). Stevilne raziskave so se ukvarjale s
strukturo virusne populacije v morskih ekosistemih (Brum in sod., 2015). V 100 | morske
vode lahko najdemo 5000 razli¢nih virusnih genotipov, v 1 kg morskega sedimenta pa do
milijon razli¢nih virusnih genotipov (Rohwer in Turber, 2009). Klju¢ni mehanizem, preko
katerega virusi vplivajo na morski ekosistem, je preko njihovega nacina razmnoZevanja.
Njihov nacin razmnoZevanja ima dve bistveni lastnosti: 1) Virusni genomi delujejo kot
prenosljivi vektorji, ki se pomikajo med spektri razli¢nih gostiteljev in izkoriscajo
gostiteljski biokemijski aparat za izmenjavo genetskega materiala z gostiteljem. S tem
povecujejo modularnost lastnega genoma in hkrati modificirajo genom gostitelja. 2) Virusi
med razmnoZevanjem niso sposobni generirati lastne metabolne energije, zato izkoris¢ajo
metabolno energijo in hkrati biokemijski aparat gostitelja za sestavljanje lastnih
strukturnih enot in kasnejSe zorenje. S tem metabolni in energetski pretok gostitelja
popolnoma preusmerijo v virusni zivljenjski cikel. Z modifikacijo genoma gostitelja vplivajo
na nabor sestavnih delov gostiteljskega biokemijskega aparata, s tem pa spreminjajo
osnovno zasnovo gostiteljskega fenotipa. S preusmerjanjem metabolnega in energetskega
pretoka gostitelja na lastno izgradnjo vplivajo na celicno homeostazo. V obeh primerih
posredno ali neposredno spreminjajo fiziologijo gostitelja in vplivajo na njegovo viabilnost.
Ker so gostitelji med seboj povezani v interakcijsko mrezo, ki skupaj z okoljem tvori
ekosistem, sprememba fiziologije katerega koli gostitelja znotraj ekosistema pomeni
spremembo delovanja ekosistema.

Navedemo lahko vec¢ primerov izmenjave genetskega materiala med virusi in gostitelji,
ki imajo koncCen vpliv na delovanje ekosistema. Fagi cianobakterij (cianofagi) (angl.
» cyanophages«) v svojem genomu kodirajo gene za fotosintetske proteine: hli (angl. » high-
light inducible«), psbA, psbD - glavna proteina reakcijskega centra fotosistema II (protein
D1 in D2). Med liticno fazo okuZbe cianofag »ustavi« gostiteljev transkripcijski in
translacijski sistem. Transkripcija fagnega proteina psbA (protein D1) med liti¢cnim ciklom
omogoci ohranjanje protonskega gradienta za produkcijo NADH in generiranje energije,
potrebne za lizo bakterijskih celic in izgradnjo sestavnih delov faga. Hkrati so cianofagi
centralni vektorji, ki sodelujejo pri horizontalnem prenosu gena psbA med cianobakterijami
Synechococcus in Prochlorococcus. Cianobakterije kot eden najpomembnejsih geoloskih
dejavnikov prispevajo Cetrtino globalnega fotosintetskega sistema. Drugi primer izmenjave
genetskega materiala je med bakterijo Vibrio cholerae (njen habitat so morske obale) in
fagom, ki v genomu vsebuje gen za toksin kolere (angl. » cholera toxin«) - gen ctx. Ob
prevzemu gena se bakterija Vibrio cholerae iz simbionta pretvori v patogena. Genomi
Stevilnih fagov vsebujejo virulencne gene, ki kodirajo zapis za 1) rezistenco na antibiotike,
2) adhezijske proteine, 3) proteine, vkljuCene v sintezo kofaktorjev in vitaminov, 4)
proteine, vkljucene v odziv na stres, 5) proteine, vkljucene v bakterijsko kemotakso. V
oceanih se na leto med bakterijami in fagi izmenja 1024 genov. Vendar se ocenjuje, da je
dejanski pretok genov med bakterijami v morskih ekosistemih bistveno vecji zaradi
virusom podobnih delcev (angl »generalized transduction agents«), ki so po strukturi
podobni fagom, vendar so manjsi in vsebujejo izkljucno gostiteljske gene. Elysia chlorotica
(angl. »solar-powered sea slug«), je mehkuZec, ki v epitelnih celicah kopici kloroplaste alg,
s katerimi se prehranjuje. Del energije, potrebne za njegovo homeostazo zato pridobi
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direktno s fotosintezo. Genom kloroplastov predstavlja zalogo samo frakcije genov, ki so
potrebni za celoten biokemijski proces fotosinteze. Del genov je torej kodiranih v samem
genomu Elysia chlorotica. Organizem jih je pridobil z virusno posredovanim horizontalnim
prenosom genov, Ki izvirajo iz alg, s katerimi se mehkuzec prehranjuje. Virus, ki okuzuje
mehkuZca, je hkrati odgovoren za omenjen horizontalni prenos. Sinhrona smrt mehkuZzca
po odlaganju jajcec sovpada s pojavom virusnih delcev. Na osnovi virusom podobnih delcev
poteka izmenjava genetskega materiala ne samo znotraj kraljestev bakterij, arhej in
evkariontov, temvec¢ tudi med kraljestvi. S stalnim pretokom genskega sklada (angl. » gene
pook) virusi preoblikujejo fenotipsko zasnovo celotne ekoloske niSe, posredno pa tudi
spremenijo »fiziologijo« celotne ekoloske niSe (Rohwer in Thurber, 2009).

Navedemo lahko tudi ve¢ konkretnih primerov, v katerih okuzba gostitelja z virusom in
posledi¢no preusmerjanje energetskega in metabolnega pretoka novonastale virocelice
vpliva na delovanje ekosistema, v katerem se gostitelj (in tudi virus) nahaja. Skupina
evkariontskih enoceli¢nih alg Coccolithales (evkariontski fitoplankton) vpliva na gradient
globalne temperature. Njihovo »cvetenje« in »ponikanje« namre¢ deluje kot bioloska
Crpalka, ki vpliva na krozZenje in debelino plasti COz na Zemlji in hkrati na odboj son¢nih
zarkov z Zemlje (Zemeljski »albedo«), kar uravnava zemeljsko temperaturo. Virusi s
preusmerjanjem njihovega energetskega in metabolnega pretoka vplivajo na njihovo
homeostazo, fiziologijo in viabilnost. S tem uravnavajo cikel njihovega cvetenja oz.
ponikanja in posleditno vplivajo na uravnavanje zemeljske temperature (Rohwer in
Thurber, 2009). Z vplivom na metabolni in energetski pretok gostitelja virusi spreminjajo
njegovo fiziologijo, njegov Zivljenjski cikel in Stevilénost populacije. Naras¢anje populacije
gostitelja povzroc€i narascanje gostiteljsko-specifi¢nih virusov, kar je z negativno povratno
zanko povezano z upadom populacije gostiteljev (Suttle, 2007). Ker je gostitelj povezan z
ostalimi organizmi v ekosistemu, virusi z uravnavanjem Stevil¢nosti populacije gostitelja
hkrati uravnajo strukturo ekosistema. Kot primer lahko navedemo viruse, ki okuzujejo rake
deseteronoZce (Decapoda, angl »penaeid shrimp«) in ribe, ki so hkrati hrana drugim
morskim organizmom (Suttle, 2007). Znane so bile masovne okuzbe delfinov in tjulnjev z
virusi skupine Morbillivirus (» Phocine distemper virus«) (Suttle, 2007). Nenazadnje so
Stevilni virusi humani patogeni, ki klju¢no vplivajo na strukturo ¢loveske populacije. Virusi
gradbene enote organizmov znotraj ekosistema pretvarjajo v razgrajen organski material
in ogljikov dioksid, ki se nato inkorporira v nove ZiveCe organizme. S tem vplivajo na
krozZenje ogljika znotraj vsakega od ekosistemov (Suttle, 2007).

Gostitelji virusov so z okoljem torej povezani v interakcijsko mreZo ekosistema. Vsak
ekosistem kot vozelj v interakcijski mreZi tudi sodeluje z drugimi ekosistemi. Z vplivom na
katerega koli gostitelja virusi zato vplivajo na energetski in metabolni pretok (pretok
organskih molekul, pretok ogljika) celotne mreze ekosistemov na Zemlji. Vplivajo na
zemeljske biogeokemijske procese in strukturo zemeljske populacije (Suttle, 2007). Nase
gospodarstvo, agrikultura, ekonomija in medicina so tesno povezani s celotno mrezo
ekosistemov. Zato so virusi »glavni urejevalci« globalnega gospodarstva, agrikulture,
medicine in ekonomije. Vse bolj ocitno postaja, da je v znanje biogeokemije in biologije
oceanov potrebno vgraditi tudi znanje o virusno posredovanih procesih (Suttle, 2007).

1.1.6.2 Medicinski vidik

Virusi preko mehanizma podvojevanja, ki je povezan z jedrom, endomembranskim
sistemom ali citoplazmo, vplivajo na gostitelja na dva nacina: 1) tako genom gostitelja kot
genom virusa sta vklju¢ena v izmenjavo genetskega materiala, kar vpliva na himerno
strukturo genoma virusa in hkrati modificira genom gostitelja; 2) virusi niso sposobni
producirati lastne metabolne energije. S tem izkoriS¢ajo metabolno energijo gostiteljskega
biokemijskega aparata za izgradnjo lastnih komponent. Virus in gostiteljska celica sta
spojena v »virocelico« s spremenjenim metabolnim pretokom in fiziologijo, ki deluje kot
tovarna virusov. Fenotipsko se ob aktivni okuzbi izrazijo bolezenski simptomi. Virosfera se
stalno premika med komponentami biosfere, kar hkrati vzpostavlja stalen genetski drift na
virosfero in spreminja energetski pretok celotne biosfere. Virusne zoonoze (kot del
virosfere) se premikajo med Zivalskimi gostitelji in ¢lovekom in so klju¢ni povzrocitelji
¢loveskih pandemij (Olival in sod., 2017). Okrog milijardo ¢loveskih okuZzb na leto (Han in
sod., 2015) povzrocajo zoonoze. Primati (Primates), netopirji (Chiroptera), sodoprsti
kopitarji (Cetartiodactyla), lihoprsti kopitarji (Perissodactyla), ptice (Aves) in glodalci
(Rodentia) so najzloglasnejsi primeri prenasalcev cloveskih patogenov in Stevilne raziskave
so se posvecale faktorjem, ki omogocajo ali pospeSujejo prenose zoonoz na Cloveka, in
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raziskavi virusne raznolikosti v omenjenih skupinah Zivali, ki bi privedle do odkritja novih
potencialnih zoonoz (Olival in sod., 2017; Mandl in sod., 2015). Netopirji (Chiroptera) so
znani prenaSalci koronavirusov, kot sta SARS koronavirus (virus sindroma akutne
respiratorne stiske, angl. » Severe Acute Respiratory Syndrome«), MERS (angl. » Middle East
Respiratory Syndromex) in virusov skupine Mononegavirales, kot so virus Ebole, Hendra
virus in Nipah virus. Koronavirus SARS povzroca bolezen sindrom akutne respiratorne
stiske. Gre za obliko atipi¢ne pljucnice, ki se kapljicno prenasa. Dihalno stisko pri bolezni
spremlja visoka vroc€ina, kaSelj, hripavost, vneto Zrelo, glavobol in visoka vrocina. Prva
pandemija bolezni se je pojavila med marcem in julijem leta 2003 in je bila najbolj
problemati¢na zaradi hitrosti razvoja simptoma akutne respiratorne stiske, ki je povzrocila
50 % smrtnost pri potrjenih primerih. Zdravljenje je vkljucevalo interferon alfa (IFNa),
ribavirin in proteazne inhibitorje (Stockman in sod., 2006). Septembra leta 2012 je
Svetovna Zdravstvena Organizacija (angl. » World Health Organization«, WHO) porocala o
prvih primerih atipi¢ne pljucnice, ki jo povzroc¢a nov koronavirus MERS (Assiri in sod.,
2013). Simptomi so podobni kot pri bolezni, ki jo povzroca virus SARS. Bolezen ebola
povzroca virus ebole, ki sodi v druzino Filoviridae (Mononegavirales). Odkrit je bil Ze leta
1976, vendar so ga Sele kasneje povezali z netopirji (Mandl in sod., 2015). Trenutno je
znanih pet razli¢nih tipov virusa ebole: 1) Bundibugyo, 2) Zaire, 3) Reston, 4) Sudan in 5)
»Tai forest«. Virusi se prenasSajo bodisi preko direktnega kontakta bodisi preko telesnih
tekocin. Simptomi vkljucujejo visoko vrocino, izpuscaje, bolece grlo, glavobol, boleline v
miSicah, bruhanje in drisko. Simptomi se razvijejo v virusno hemoragi¢no mrzlico, ki lahko
poskoduje jetra in ledvice (Jadav in sod., 2015). Hendra in Nipah virus sta virusa skupine
Mononegavirales (Paramyxovirus), ki sta se prvic¢ pojavila v Maleziji leta 1998. Vzrok za
smrtnost bolezni, ki ju povzrocata, je najpogosteje encefalitis (vnetje mozganskega tkiva)
(Angin sod., 2018). Virus influence tipa A je primer zoonoze, ki je Siroko razsirjen tako med
pticami kot praSi¢i (sodoprsti kopitarji). Gre za skupino virusov iz druZine
Orthomyxoviridae z visokimi hitrostmi mutacij. Gre za druZino s segmentiranim ss(-)RNA
genomom. Dva seva, ki okuZita istega gostitelja, lahko reorganizirata genome, pri ¢emer
lahko nastane nov sev s himerno strukturo genoma (Lauterbach in sod., 2018). Virusno
ovojnico med drugim sestavljata proteina hemaglutinin (H) in nevraminidaza (N), ki
obstajata v vec variantah. Glede na kombinacijo variant hemaglutinina in nevraminindaze
(HN) obstaja vec¢ virusnih serotipov. Ptice so prenasalke vec serotipov, med njimi sta najbolj
znana seva H5N1, Ki se je pojavil leta 1997 v Hong Kongu, in H7N9, ki se je pojavil leta 2013
v Sanghaju (povzrocitelja »pticje gripe«), prasSici pa so znani prenasalci serotipov HIN1
(znan povzroditelj »prasic¢je gripe«), H3N2 in HIN2, ki so se leta 2011 in 2012 pojavili vZDA
(Bui in sod., 2017). Virus SIV (angl. »Simian Immunodeficiency Virus«) (lentivirus) je
naslednji primer zloglasne zoonoze, odkrite pri Simpanzih. Virus je prednik ¢loveskega
virusa humane imunske pomanjkljivosti, virusa HIV (angl. » Human Immunodeficiency
Virus«). Poleg omenjenih primerov lahko c¢loveski patogeni na cloveka preidejo preko
vmesnega gostitelja, kot je pra$i¢ pri Nippah virusu, ali preko ZuZelk, kot je virus vrocice
denge ali virus zahodnega Nila (angl. » West Nile Virus«) (Mandl in sod., 2015). Vsa
omenjena obolenja so izziv in aktualna tematika sodobne medicine.

1163  Agrikulturnividik

Sistem razmnoZevanja virusov, ki spreminja genome gostiteljev in preusmerja energetski
pretok novonastale virocelice v proizvodnjo virusnih strukturnih in nestrukturnih
proteinov, ima lahko klju¢en vpliv tudi na globalno kmetijsko oskrbo. Kot gostitelji virusov
lahko namrec¢ nastopajo rastline in zivali, ki so klju¢ni za sodobno agronomijo - poljedelstvo,
sadjarstvo, vinarstvo, cebelarstvo in Zivinorejo. Energetsko preusmerjanje celice v
virocelico izrazi patogene simptome na Zivini, perutnini, ¢ebelah, vinski trti, sadju in
poljscinah.

Rastline so bile prvi znani gostitelji virusov od odkritja virusa tobatnega mozaika pred
120 leti (Rossnick in sod., 2015). Glede na deveto porocilo ICTV, Ki je izslo leta 2009, naj bi
bilo znanih okrog 1000 vrst rastlinskih virusov. Gostitelji vec¢ine izmed njih so polj$¢ine in
krmne rastline. Torej se je rastlinska virologija fokusirala preferen¢no na poljscine. Tipi¢ni
primeri so virus TEV (angl. »Tobacco Etch Virus«) (Potyviridae), virus y krompirja PVY
(angl. »Potato Virus Y«) (Potyviridae), CMV (angl. »Cucumber Mosaic Virus«)
(Bromoviridae, Cucumovirus), virus cvetacnega mozaika CaMV (angl. »Cauliflower Mosaic
Virus«) (Ortervirales, Caulimoviridae), LIYV (angl. »Lettuce Infectious Yellows Virus«)
(Closteroviridae), BYDV (angl. »Barley Yellow Dwarf Virus«) (Luteoviridae), TYLCV (angl.
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»Tomato Yellow Leaf Curl Virus«) (ssDNA, Geminiviridae), TSWV (angl. »Tomato Spotted
Wilt Virus«) (Bunyaviridae), RDV (angl. »Rice Dwarf Virus«) (Reoviridae) in MMV (angl.
»Maize Mosaic Virus«) (Mononegavirales, Rhabdoviridae) (Whitfield in sod., 2015).
Stevilne raziskave so se ukvarjale z diverziteto, mehanizmom okuZbe rastlin z rastlinskimi
virusi in mehanizmom rastlinske obrambe pred virusnimi patogeni. Nekateri virusi, kot je
CMV, so generalisti in okuZujejo okrog 1200 rastlinskih vrst. Virus BYDV je omejen na
floemsko tkivo rastline. Virus PEMV (angl. »Pea Enation Mosaic Virus«) (Luteoviridae) je
segmentiran virus z dvema segmentoma: RNA1 in RNA2. RNA2 predstavlja himerni genom,
ki izvira iz virusov skupine Umbravirus. MP protein (angl. »movement protein«) na RNA2
virusu omogoca, da ni omejen samo na floemsko tkivo. Virus toba¢nega mozaika TMV se
prenasa mehanisticno preko poSkodb rastlinskega tkiva. Metagenomske raziskave so
pokazale tudi bogato raznolikost virusov pri »nekultiviranih« rastlinah, ki pa so obi¢ajno
asimptomatske (Roossnick in sod., 2015; Whitfield in sod. 2015). Predvsem v okviru
kultiviranih rastlin virusi zniZajo hitrosti rasti rastlinskih populacij. Kultivirane rastline
imajo namre¢ nizjo stopnjo populacijske variacije oz. predstavljajo bolj homogene
populacije v smislu alelnih variant. Nekultivirane rastline so bolj heterogene z vidika alelnih
variant, zato je viden manjsi vpliv virusov na fiziologijo njihovih populacij. Obratno imajo
lahko virusi tudi pozitiven, mutualisticen vpliv na rastlinske gostitelje, saj s sprozanjem
rastlinskih obrambnih mehanizmov povecajo in pospesijo rastlinske odgovore na biotski in
abiotski stres. Toda virusi so z rastlinami povezani v ekolosko interakcijsko mreZzo, ki je
dvosmerna. Tako kot virusi vplivajo na fiziologijo in populacijo rastlinskih gostiteljev, tudi
rastlinski gostitelji lahko vplivajo na Sirjenje virusa. Invazivne vrste trav, ki so bolj robustne,
pospesujejo Sirjenje virusa BYDY na nativne vrste. Ne glede na mehanizem razmnoZevanja
in vpliv virusa na rastlinsko ekologijo so rastline kot gostitelji sesilni organizmi, kar pomeni,
da vektorji rastlinskih virusov igrajo klju¢no vlogo pri prenosu rastlinskih virusov med
rastlinskimi gostitelji (Roossnick in sod., 2015; Whitfield in sod., 2015).

Poleg rastlin kot gostiteljev virusi igrajo klju¢no vlogo v fiziologiji in patologiji domacih
0z.udomacenih Zivali. Med Zivalmi, na katere se mo¢no zanaSa sodobna hortikultura, so tudi
Cebele (Apis mellifera). 1zvirajo iz vzhodne Azije (A.cerana) in so bile kot klju¢ni oprasevalci
prenesene v Ameriko, Evropo in Afriko (Wilfert in sod., 2016). Svetovna zaloga udomacenih
Cebel raste bistveno pocasneje od zahtev po opraSevanju. Zato je kljutnega pomena
poznavanje njihovega viroma. Znanih je vec ¢ebeljih patogenih virusov, kot so virus akutne
paralize ¢ebel ABPV (angl. »Acute Bee Paralysis Virus«) (Dicistroviridae), virus kroni¢ne
paralize Cebel CBPV (angl. » Chronic Bee Paralysis Virus«), virus deformiranih kril DWV
(angl. » Deformed Wing Virus«) (Iflaviridae), virus ¢rnih mati¢nikov BQCV (angl. » Black
Queen Cell Virus«) (Dicistroviridae), virus mesSickaste zalege SBV (angl. » Sacbrood virus«)
(Iflaviridae), Cebelji virus X BVX, Cebelji virus Y BVY, filamentozni virus FV, virus motnih kril
CWV (angl. » Cloudy Wing Virus«). Vec¢inoma sodijo v red Picornavirales (ss(+)RNA virusi)
(Hulo in sod., 2011 - ViralZone; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource
Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Virus deformiranih kril DWV
(angl. » Deformed Wing Virus«) je iflavirus, ki ga na cebele prenasa ektoparazit varoja -
zajedalska prsica (Varroa destructor). Definiran je bil kot klju¢ni patogen, odgovoren za
zimski pogin cebel. Virus se akumulira v ¢revesju varoje, ki ga injicira direktno v cebeljo
hemolimfo. Invazije varoje so zato povezane z naraS¢anjem prevalence in virulence DWV
virusa in hkrati mortalitete cebeljih kolonij (Martin in sod., 2012; Wilfert in sod., 2016).
Poleg omenjenih virusov influence tipa A, ki okuzujejo prasice (Bui in sod., 2017), Stevilni
flavivirusi okuZujejo govedo in praSice, kot sta pestivirusa BVDV (angl. Bovine Viral
Diarrhea Virus«) in CSFV (angl. » Classical Swine Fever Virus« ali » Hog Cholera Virus«) in
nidovirus prasicjega reprodukcijskega in respiratornega sindroma PRRSV (angl. » Porcine
Reproductive and Respiratoy Syndrome Virus«) (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; NCBI
Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators, 2017; NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), kar ima znaten vpliv na pridelavo in predelavo prasi¢jega
in govejega mesa. Tako kot pri rastlinskih virusih tudi pri zivalskih virusih vektorji zivalskih
virusov igrajo klju¢no vlogo pri njihovi evoluciji.

1164  Vektorjirastlinskih in Zivalskih patogenov

Tako rastlinski kot Zzivalski virusi preko naina razmnoZevanja in pretvorbe celice v
virocelico spremenijo pretok metabolne energije in ga preusmerijo v izgradnjo lastnih
komponent. S tem vplivajo na fiziologijo rastlinskih in Zivalskih gostiteljev.
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Rastlinski gostitelji so sesilni organizmi, zato igrajo vektorji rastlinskih virusov pri
njihovem prenosu med rastlinsko biosfero kriticno vlogo. Veéina znanih vektorjev
rastlinskih virusov spada v red Hemiptera. Klju¢no vlogo pri njihovi ucinkovitosti kot
vektorji igra igli podobno bodalo, ki je sestavljeno iz maksil in mandibul (angl. » mandibular
and maxillar stylets«). Znotraj skupine Hemiptera so pomembnejSe skupine Aphidoidea
(listne usi), Aleyrodoidea (moljevke), Psyloidea (bolSice), Cicadeloidea (mali $krzatki) in
Fulgoroidea. Poleg ZuZelk skupine Hemiptera so znani vektorji rastlinskih virusov tudi
redovi Thysanoptera (resarji), Coleoptera (hrosci), Acari (prsice) in Nematoda (gliste) in
glive. Omenjeni organizmi po razli¢nih mehanizmih prenasajo rastlinske viruse. Po prvem,
neperzistentnem (angl. » non-persistent«) mehanizmu zuzelka izgubi virus nekaj minut po
pridobitvi, zato lahko le v tem cCasovnem intervalu okuZi rastlino. Pri omenjenem
mehanizmu virusi naceloma potrebujejo proteinski aparat, ki jim omogoca, da se pritrdijo
na maksile vektorja. Virus CaMV (angl. »Cauliflower Mosaic Virus«) (Ortervirales,
Caulimoviridae) se prenasa neperzistentno z listnimi uSmi preko rastlinskih transmisijskih
telesc (angl. » transmission bodies«) - organelov znotraj rastlinskih celic. Ob hranjenju
postanejo aktivirana in listna u$ privzame virus in prenese na drugo rastlino (Roossinck,
2015). Virus CMV (angl. » Cucumber Mosaic Virus«) (Bromoviridae, Cucumovirus) se
prenasa preko listnih usi. Listne usi privlacijo okuZene rastline, ki po negativni povratni
zanki ob zacetku hranjenja zacnejo proizvajati molekule, ki preprecujejo njihovo hranjenje.
Mehanizem omogoca hitrejSe Sirjenje virusa. Drugi mehanizem je perzistentni mehanizem,
pri katerem lahko ZuZelka rastlino inokulira z virusom skozi celotni Zivljenjski cikel, tudi po
levitvi. Mehanizem se deli na dva podtipa - pri prvem se virusi ne razmnoZujejo znotraj
vektorja (angl. » persistant circulative«), pri drugem se virusi razmnozujejo znotraj vektorja
(angl. » persistent propagative«). Virusi, ki se tipi¢no ne razmnoZujejo znotraj gostitelja, so
virusi skupine Luteoviridae, Nanoviridae in Geminiviridae. Omenjene skupine imajo
ikozahedralno kapsido brez virusne ovojnice. Geminiviruse prenaSajo moljevke. Virusi, ki
se razmnoZujejo znotraj vektorja, veclinoma spadajo v skupine Bunyavirales,
Rhabdoviridae, Reoviridae in Tymovirales (Hogenhout in sod., 2008). Skupina Bunyavirales
se prenasa z resarji. Resarji poskodujejo rastlinsko tkivo, kar sprozi nastanek molekul, ki
preprecujejo njihovo hranjenje. Tretji mehanizem je delno perzistentni, pri katerem zuzelka
lahko virus prenese v rastlino nekaj ur ali dni po pridobitvi. Virus »se izgubi« ob levitvi
(Hogenhout in sod., 2008; Whitfield in sod., 2015; Roossinck, 2015).

Po nekoliko druga¢nem principu vektorji zivalskih virusov prenasajo Zivalske viruse.
Najbolj znani vektorji zivalskih virusov so Zuzelke iz reda Diptera - komarji (Culicidae),
vinske musice (Drosophila spp.) in pajkovci (Chelicerata), kot so klopi (Ixodida) (Li in sod.,
2015; Hackenberg in Kotsyfakis, 2018; Shi in sod., 2018b; Xia in sod., 2018). Pri klopih naj
bi klju¢no vlogo pri prenosu virusov igrali eksosomi. Eksosomi so izvenceli¢ni vezikli, ki se
sprostijo iz celi¢nih multivezikularnih telesc v klopno slino iz klopne sline v kri kon¢nega
zivalskega gostitelja (Hackenberg in Kotsyfakis, 2018). Virusne skupine, ki se prenasajo na
zivalske gostitelje, so Bunyavirales, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae, Flaviviridae (Shi in
sod., 2018b). Komariji so znani prenasalci ¢loveskih zoonoz, kot so virus vrocice denge (angl.
»Dengue virus«) (Flaviviridae), virus zahodnega Nila (angl. » West Nile virus«)
(Flaviviridae), virus rumene mrzlice (angl. » Yellow fever virus«) (Flaviviridae), Zika virus
(Flaviviridae) in Chikungunya virus (Togaviridae). Vecina virusov, ki se prenasajo preko
komarjev, ravno tako sodi v skupino Bunyavirales, Flaviviridae in Reoviridae, poleg
omenjenih pa tudi Togaviridae in Nidovirales - Mesoniviridae (Xia in sod., 2018). Nekateri
izmed virusov, ki so specifi¢ni za komarje, pa so patogeni za komarje in se ne razmnoZujejo
v vretencarjih (Xia in sod., 2018).

V vecini dosedanjih raziskav so ¢lenonoZci (Arthropoda) igrali klju¢no vlogo kot vektorji
rastlinskih in Zivalskih virusov. Vecina raziskav se je nanje usmerila kot na center
raznolikosti virusov. RNA virusi izmed vseh skupin, definiranih po Baltimoru, predstavljajo
vecinski delez rastlinskih in zivalskih virusov. Omenjeno prepricanje pa je lahko zmotno, saj
Stevilne ostale skupine nevretencarjev Se vedno niso bile raziskane v kontekstu raznolikosti
RNA virusov. Preden se usmerimo na samo raznolikost in razsirjenost RNA virusov, se
moramo usmeriti na lastnosti RNA virusov, ki so klju¢ni faktorji njihove raznolikosti, to sta
njihove genomske strukture in njihov mehanizem razmnozevanja.
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1.2 RNAvirusi

1.2.1 Strukturna raznolikost RNA virusov

RNA virusne skupine lahko uvrstimo v 25 filogenetskih skupin oz. klad glede na izvor in
skupne Kkarakteristike: 1) ss(+)RNA: Astro, Picorna-Calici, Hepe-Virga, Narna-Levi,
Tombus-Noda, Luteo-Sobemo, Nido, Permutotetra, Weivirus, Zhaovirus, Yanvirus, Flavi, in
Poty 2) ss(-)RNA: Bunya-Arena, Ophio, Orthomyxo, Mono-Chu, Yuevirus in Qinvirus 3)
dsRNA: Birna, Partiti-Picobirna, Toti-Chryso, Reo, Hypo in Cysto (Shi in sod., 2016a). Vsaka
klada vsebuje ve¢ po ICTV definiranih virusnih skupin poleg t. i. »plavajocih skupin« (angl.
» floating genera«), ki niso uvrsSc¢ene znotraj definiranih virusnih skupin, vendar glede na
uporabljene kriterije Klasifikacije sodijo v obravnavano klado.

1.2.1.1 Klada Astro

Astroviridae so sfericni vretencarski virusi brez virusne ovojnice z linearnim
monopartitnim ss (+) RNA genomom, dolgim od 6,8-7 kb. Enodelni oz. monopartitni (angl.
»monopartite«) genom je sestavljen iz treh ORF-jev. Prva dva ORF-ja predstavljata jedrni
nestrukturni del astrovirusov. Kodirata tripsinu podobno peptidazo (angl. »trypsin-like
peptidase«) in RdRp. Sta v razlicnih bralnih okvirjih. Klasi¢ni, dobro okarakterizirani
astrovirusi vsebujejo med prvima dvema ORF-jema motiv tipi¢ne strukture X XXY YYZ (angl.
»slippery sequence«), ki ji 5-9 nukleotidov na 3' sledi psevdovozel (angl. » pseudoknot«).
Pri astrovirusih je omenjen signal ...C AAA AAA C.... Ko RNA polimeraza prepozna omenjen
signal, se bodisi vrne en nukleotid nazaj ali pa ga preskoci. S tem preide v isti bralni okvir,
kot je drugi ORF, in nadaljuje prepisovanje. ORF-ja se tako prepiSeta kot monocistronska
mRNA in en poliprotein. Pojav se angleSko imenuje » ribosomal frameshifting«. Alternativne
verzije nestrukturnega dela genoma se lahko prepisujejo kot dva ORF-ja v razli¢nih bralnih
okvirjih. Nestrukturni del zajema dve klasi¢ni domeni: peptidazna domena (tripsinu
podobna peptidazna domena (klan PA) in peptidaza S32, kot je npr. pri Changjiang astro-
like virusu) in slede¢a RdRp domena (Slika 1.3).
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Slika 1.3: Genomska arhitektura nestrukturnega dela astrovirusov. Trp_SPc - tripsinu-
podobna serin proteaza; DUF - domena z neznano funkcijo (angl. »domain of unknown
function«); RdARp_1 - od RNA odvisna RNA polimeraza druZine 1, »hsdR superfamily« -
naddruZina proteinov hsdR (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS;
Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).

Strukturni del predstavlja tipicno en ORF (tretji ORF), ki kodira zapis za kapsidni
protein. Prepisuje se kot subgenomska RNA. Tekom evolucije je bil omenjen ORF vpet v
mreZzo horizontalnih prenosov med razlicnimi virusi ob prisotnosti na istem gostitelju.
Tipicni domeni za astrovirusne kapsidne proteine sta: »astrovirus capsid protein
precursor« in »turkey astrovirus capsid protein«. Omenjeni proteinski domeni pa sta pri
astrovirusih nadomestili domeni: »peptidase family A21 viral coat proteing, tipi¢en za
permutotetraviruse, ali pa »viral coat protein (S domain), ki so ju astrovirusi prevzeli od
tombusvirusov in sobemovirusov (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 -
MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).

Shi in sod. (2016a) so odkrili astroviruse, pri katerih med peptidazno in RdRp
proteinsko domeno ni premika bralnega okvirja. V nekaterih primerih je tripsinu podobna
peptidaza nadomestila peptidazo S32, tipicno za skupino Nidovirales. Proteini plasca, ki so
tipicni za astroviruse, so nadomestili protein plas¢a druZine peptidaza A21 (angl.
»peptidase A21 family coat protein«), razSirjen pri Alphatetraviridae, in virusni protein
plasca (angl. »viral coat protein; S domain«), razsirjen pri rastlinskih virusih.
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1212 KladaBirna

Birnaviridae so segmentirana virusna skupina. Vecinoma so vretencarski virusi, le
Entomobirnavirus je nevretencarska skupina birnavirusov. So sfericne oblike. Genom z
dolzino 5,6-6,5 kb je sestavljen iz dveh segmentov, segmenta A in B. Segment A predstavlja
strukturni segment z enim ORF, ki kodira en poliprotein, sestavljen iz treh strukturnih
delov: VP2, VP3, VP4 (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod. 2016 - MEROPS;
Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD) (Slika 1.4). VP4 protein je
proteaza, ki ob maturaciji poliprotein proteolitsko razcepi, pri cemer nastaneta Se VP2 in
VP3 gradbeni enoti virusne kapside.
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Slika 1.4: Segment A skupine Birnaviridae (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod,,
2016 - MEROPS; Rawlings in in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).
Angleski izrazi; Superfamily - naddruZina.

Segment B je nestrukturni segment z enim ORF, ki kodira zapis za RdRp (VP1 protein).

1213 Klada Bunya-Arena

Klada Bunya-Arena je sestavljena iz dveh po ICTV prepoznanih virusnih skupin: reda
Bunyavirales in druzine Arenaviridae. Red Bunyavirales je sestavljena iz virusnih druZzin:
Feraviridae, Fimoviridae, Hantaviridae, Jonviridae, Nairoviridae, Phasmaviridae,
Phenuiviridae, Peribunyaviridae in Tospoviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Genomi
klade Bunya-Arena so segmentirani in vsebujejo dva, tri ali ve¢ segmentov. Pri virusih, ki so
tipicno sestavljeni iz treh segmentov, predstavlja segment S majhen segment, dolg okrog 1,5
kb, segment M srednji segment, dolg okrog 4 kb, in segment L najvecji segment, dolg okrog
7 kb (Slika 1.5). Segment L zajema ORF, ki kodira zapis za RNA polimerazo. mRNA segmenta
L je lahko bicistronska in kodira zapis za L protein. Gre za endonukleazno domeno na N-
terminalnem delu L segmenta. Omenjen segment je soroden L segmentu skupine
Mononegavirales, Ophioviridae, Qinvirusu in Yuevirusu (Shi in sod. (2016a). Sledi segment
M, monocistronska RNA, ki kodira bodisi poliprotein z dvema glikoproteinskima domenama
bodisi samo eno glikoproteinsko domeno. Segment S je monocistronska RNA, ki kodira
zapis za nukleoprotein. Pri nekaterih virusih je nestrukturni protein kodiran z ORF v
drugem bralnem okvirju v nasprotni smeri (Rift valley fever virus). Nekateri bunyavirusi so
tekom evolucije pridobili dodatne segmente (Shi in sod., 2016a). Pri druzini Fimoviridae je
dodaten segment neokarakteriziran (Hulo in sod., 2011 - ViralZone).
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Slika 1.5: Primer strukture virusov reda Bunyavirales - Feraviridae (Hulo in sod., 2011 -
ViralZone). Angleski izrazi: Cleavage by host protease - cepitev z gostiteljsko proteazo;
alternative initiation - alternativna iniciacija.

Skupina Arenaviridae ima segmentiran genom sestavljen iz dveh segmentov; segmenta
S in segmenta L. Segment S je dolg 3,5 kb in kodira nukleoprotein, segment L je dolg 7,5 kb
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in kodira RdRp (Slika 1.6). Oba segmenta se lahko prepisujeta v nasprotnih okenskih
okvirjih, torej 5’-3’ in 3’-5’. Na L segment se v obratni smeri prepisuje »RING finger protein
Z«. Na L segment se v obratni smeri prepisuje glikoprotein (GPC).
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Slika 1.6: Primer strukture virusov reda Arenaviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone).

1214  KladaHepe-Virga

Hepe-Virga je strukturno raznolika klada, ki zajema virusne druzine: Hepeviridae,
Virgaviridae, Togaviridae, Bromoviridae, Closteroviridae, Idaeovirus, Negevirus,
Endornaviridae, Alphatetraviridae, Benyviridae in red Tymovirales, ki zajema druzine:
Alphaflexiviridae, Betaflexiviridae, Gammaflexiviridae in Tymoviridae.

Vsem predstavnikom klade Hepe-Virga je skupno prepisovanje nestrukturnega
poliproteina, ki predstavlja »jedrni poliprotein klade«. Nestrukturni poliprotein vsebuje tri
klju¢ne domene, ki so ohranjene pri vseh predstavnikih klade Hepe-Virga. Na N-teminalnem
delu je virusna metiltransferaza alfavirusnega tipa (angl. » viral methyltransferase« ali
walphavirus-like methyltransferase«) (pfam01660). Protein je vkljucen v dodajanje kape
mRNA, ki je razsirjena pri virusih alfavirusnega tipa (Koonin in sod., 2014, Koonin in sod.,,
2015): Tymovirales, Hordeivirus, Tobravirus, Tobamovirus, Bromovirus, Closterovirus,
Virgaviridae, Hepeviridae, Hepevirusom podobni virusi, Togaviridae, Benyviridae,
Idaeovirus, Negevirus, Benyviridae in Calicivirus. Drugi protein, skupen vsem virusom
Hepe-Virga klade, je virusna helikaza naddruzine 1 (angl. » Superfamily 1 helicase«, SF1)
(pfam01443) (angl. » viral helicase«). Tretji protein (na C-terminalnem delu), skupen kladi,
je RdRp druZine 2 (RdRp_2) (Slika 1.7).
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Slika 1.7: Struktura poliproteina, tipi¢cnega za Hepe-Virga klado (Finn in sod., 2016 - PFAM,;
Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod,,
2017 - CDD). OkrajSave: Vmethyltransf - virusna metiltransferaza, Viral_helicasel
superfam - virusna helikaza naddruZine 1, RdRp_2 - od RNA odvisna RNA polimeraza
druzine 2.

Poleg omenjenih skupnih proteinskih domen so v genomu vsake od virusnih skupin
prisotne tudi specifi¢ni virusni kladi - lastne proteinske domene.

Druzina Endornaviridae ima najenostavnejSo genomsko strukturo. Ima enodelen
(monopartitni) genom, ki kodira poliprotein z dvema proteinskima domenama; virusno
helikazo in RdRp_2.

Red Tymovirales je red rastlinskih in glivnih virusov. Ima monopartitni genom z dvema
ali ve¢ ORF-ji. Na drugem ORF-ju se nahajajo domene, kot so MP protein (angl. » movement
protein«) ali plaS¢na proteina »Trichovirus coat protein« oz. »Tymovirus coat protein«.
Domena »Trichovirus coat protein« se lahko nahaja tudi na istem ORF-ju kot virusna
metiltransferaza, virusna helikaza in RdRp. Eden izmed ORF-jev lahko kodira zapis za
strukturni protein SP2.
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Druzina Hepeviridae ima na enodelnem genomu dva ali ve¢ ORF-jev. Na glavnem
nestrukturnem poliproteinu ima poleg skupnih domen kodirano tudi Macro domeno (angl.
»Appr-1 processing enzyme«), modul, sestavljen iz 180 aminokislin, ki veZze ADP ribozo,
peptidazo C41 (cistein proteaza) (ki se nahajata na glavnem nestrukturnem poliproteinu)
in SP2 protein (angl. » structural protein 2«), ki naj bi imel vlogo pri enkapsidaciji virusov.

DruZine Benyviridae, Bromoviridae, Virgaviridae in Closteroviridae so tako kot red
Tymovirales skupina rastlinskih virusov, zato so v njihov genom vkljuceni za rastlinske
virusne tipicni MP proteini (angl. »plant movement protein«). DruZini Benyviridae in
Bromoviridae imata segmentiran genom, Kkjer je nestrukturni poliprotein z
metiltransferazo, helikazo in RdRp kodiran na loCenem segmentu. Pri druzini Benyviridae
se na glavnem nestrukturnem poliproteinu nahaja tudi peptidaza C36. Dodatni segmenti pa
pri obeh druzinah kodirajo zapis za razlicne proteine oz. druZine proteinov: protein,
odgovoren za premikanje virusov — MP protein naddruZine 3A (angl. movement protein«),
»Bromovirus coat protein« (Bromoviridae), protein plas¢a druZine »TMV-like« (angl.
»TMV-like coat protein«), rastlinski MP protein (angl. »plant viral movement protein«), 14
kDa velik protein ali protein P25/P26, tipi¢en za Benyviridae. DruZina Virgaviridae ima
lahko monopartitni ali segmentiran genom. Dodatne domene tukaj v glavnem predstavljajo
MP proteini naddruZine MP, naddruzine 3A protein plas¢a druZine »TMV-like« (Finn in sod.,,
2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler -
Bauer in sod., 2017 - CDD). Druzina Closteroviridae na monopartitnem genomu kodira
zapis za ve¢ ORF-jev, na katerih so domene za HSP70, HSP90 protein, »Closterovirus coat
protein« in »RNA silencing supressor P21«. Na glavnem nestrukturnem poliproteinu se N-
teminalno od virusne metiltransferaze nahaja peptidaza C42.

Druzina Togaviridae ima poleg Macro domene na glavnem nestrukturnem poliproteinu
(skupaj s helikazo, RdRp in virusno metiltransferazo), ki je razSirjena tudi pri Hepeviridae,
v genomu kodiran tudi dodaten ORF s proteinskimi domenami, kot so peptidaza S3 in
alfavirusni glikoproteini E1, E2 in E3.

Skupina Negevirus se deli na Stiri podtipe. Klaster I negevirusov zajema 3 ORF-je. Prvi
ORF vkljucuje poleg glavnih domen (helikaza, virusna metiltransferaza in RdRp) tudi Fts]
metiltransferazo, ki jo lahko sreCamo pri skupini Flavivirida in Flavivirusom podobnih
virusih. Drugi ORF kodira DiSB - ORF glikoprotein, tipicen za negeviruse, in tretji ORF
kodira strukturni protein SP24, ki je tipiCen za negeviruse. Klaster Il se od klastra I razlikuje
samo po divergentnem ORF II. Najverjetneje gre za DiSB-ORF2 glikoproteinu soroden
glikoprotein, vendar CDD ne zazna domene. Klaster III ima Stiri ORF-je, klaster IV pa pet
ORF-jev.

V drevesu rastlinski Virgaviridae tvorijo svoj klaster, rastlinski Bromo-, Clostero- in
Idaeovirusi klastrirajo skupaj z vretencarskimi togavirusi, rastlinski dsRNA virusi skupine
Endornaviridae, Tymovirales in Benyviridae pa klastrirajo skupaj z vretencarskimi
Hepeviridae.

1215  KladaHypo

Hypoviridae so dsRNA virusi brez kapside z linearnim enodelnim genomom, dolgim 9-13
kb, ki kodira enega ali dva ORF-ja. Geni skupine Hypoviridae so samo nestrukturni geni. ORF
A (Ce je prisoten) kodira zapis za peptidazo C7, ORF B kodira zapis za nestrukturni
poliprotein, ki na N-terminalnem delu sestavlja peptidazo C8, sledi RdRp in na C-
terminalnem delu DEAD/DEAH tip helikaze (naddruzina 2), tipi¢en za skupini Flaviviridae
in Potyviridae (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in
Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD) (Slika 1.8).
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Slika 1.8: ORF B skupine Hypoviridae: N-terminalni del proti C-terminalnemu delu:
Peptidaza C8- DUF- RdRp- Helikaza DEAD/DEAH (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in
sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).

1.2.1.6 Klada Luteo-Sobemo

Luteo-Sobemo je klada, ki zajema pet virusnih skupin: 1) Luteoviridae - Luteovirus,
Enamovirus, Polerovirus, 2) Sobemovirus in 3) Barnaviridae in 4) Carascovirus. Skupina
Barnaviridae je skupina glivnih virusov, medtem ko so ostale skupine rastlinskih virusov.

Luteoviridae je druZina z linearnim monopartitnim genomom velikosti od 5,3 do 5,7 kb.
Jedrni del genoma skupine Luteoviridae predstavljajo Stirje zaporedni ORF-ji. Med prvima
dvema se nahaja zaporedje tipa X XXY YYZ s slede¢im psevdovozlom 5-9 nukleotidov proti
3'. RNA polimeraza se ob zaznavanju sekvenc¢nega signala vrne en nukleotid nazaj ali
preskoci en nukleotid. Pri tem preideta oba ORF na isti bralni okvir in se prepiSeta kot ena
mRNA in prevedeta kot en poliprotein (angl. » ribosomal frameshifting«). Prvi ORF kodira
peptidazo, kot je peptidaza S39 ali »Luteovirus RNA polymerase P1-P2/replicase«, drugi
ORF pa kodira RdRp. Naslednja dva ORF-ja sta v istem bralnem okvirju in se prepisujeta kot
policistronska mRNA. Stop kodon za tretjim ORF delno prepozna tRNA, zato se tretji in Cetrti
ORF prevedeta kot en protein (angl. »suppression of termination« ali »stop codon read-
through«). Tretji ORF kodira zapis za luteovirusni protein plas¢a (angl. »luteovirus coat
proteing), Cetrti pa za »potato leaf roll virus readthrough protein« kot podaljSek
luteovirusnih proteinov kapside. Pri Luteovirusu in Polerovirusu se s tretjim ORF-jem
prekriva tudi Vpg gen (angl. » luteovirus putative Vpg genome linked protein«). mRNA je pri
omenjenih skupinah zato na N-terminalnem delu prekrita z Vpg proteinom kot
nadomestkom »cap« proteina. Slika predstavlja reprezentativno strukturo Luteoviridae
(Slika 1.9).
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Slika 1.9: Struktura Luteoviridae. Luteo PO - luteovirusni PO protein, Pept_S39 - peptidaza
S39, RdRp (od RNA odvisna RNA polimeraza), Luteo_Ct-»luteovirus coat protein« (Shi in
sod., 2016a).

Carascovirusi kodirajo Stiri ORF-je. Prvi ORF, ki kodira nestrukturni poliprotein, vsebuje
tripsinu podobno peptidazo (angl. »trypsin-like peptidase«) in RdRp, zadnji ORF pa kodira
»viral coat protein (S domain)«.

Sobemovirusi imajo monopartitno RNA s Stirimi ORF. Drugi ORF kodira dve peptidazni
domeni - peptidazo S39 in »tripsinu podobno peptidazo« (angl. »trypsin-like peptidase
domain), tretji kodira RdRp, zadnji pa»viral coat protein (S domain)« (Slika 1.10).

-:.@ I: Southern bean mosaic virus (ref) Sobemovirus

Slika 1.10: Struktura Sobemovirusov. Pept_S39- peptidaza S39, RdRp (od RNA odvisna RNA
polimeraza), S domain - »viral coat protein (S domain)«, Tryp- tripsinu podobna peptidaza
(angl. »trypsin-like peptidase«) (Shi in sod., 2016a).
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Barnaviridae imajo monopartitno ss(+) RNA s Stirimi ORF, pri ¢emer je prvi ORF
nekarakteriziran in se prekriva z drugim. Drugi ORF kodira zapis za tripsinu podobno
peptidazo in tretji za RdRp (Slika 1.11).

o] [ Mushroom bacilliform virus (ref) ] Barnaviridae

Slika 1.11: Struktura Barnaviridae. RARp (od RNA odvisna RNA polimeraza), Tryp - tripsinu
podobna peptidaza (angl. »trypsin-like peptidase«) (Shi in sod., 2016a).

Shi in sod. (2016) so odkrili primere segmentiranih virusov, ki sodijo v Luteo-Sobemo
klado (Slika 1.12).
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Slika 1.12: Segmentiran virus - Luteo-Sobemo klada. RdRp (od RNA odvisna RNA
polimeraza), Tryp - tripsinu podobna peptidaza (angl. »trypsin-like peptidase«), S domain
- »viral coat protein (S domain)« (Shi in sod., 2016a).

Skupina Shi in sod. (2016) je odkrila nove luteoviruse z drugac¢no strukturo genomske
organizacije kot pri tipi¢nih, prvotno znanih luteovirusih. Nekateri so bili segmentirani, kot
so »Wuhan house centipede virus 4« (WHYY19909), »Hubei diptera virus 13« (SCM94998),
»Xingshan nematode virus 5« (XSNXC27943) in »Wenzhou shrimp virus 9« (shrimp6189).
Pri omenjenih primerih virusov prvi segment zajema peptidazno in RdARp domeno na
locenih ORF-jih. Drugi segment zajema protein plasca. Nekateri genomi so monopartitni in
zajemajo peptidazno in RARp domeno na istem ORF-ju in protein plas¢a na lo¢enem ORF.
Primera sta »Changjiang sobemo-like virus 2« (CJLX29674) in »Beihai sobemo-like virus 8«
(BWBFG36635). »Changjiang sobemo-like virus 2« (CJLX29674) na drugem ORF vsebuje
virusni protein plasc¢a druzine S domene (angl. »viral coat protein; S domain«). »Beihai
sobemo-like virus 8« (BWBFG36635) na drugem ORF vsebuje alvernavirusom homologen
protein plas¢a (angl. »alvernaviridae coat-like«). Odkrili so tudi primere virusov, ki so imeli
peptidazno domeno in RARp domeno na lo¢enih zaporednih ORF-jih, kot je na primer pri
»Beihai sobemo-like virusu 1« (BHZY60709). Virus ima na treh zaporednih ORF niz domen:
»trypsin-like peptidase« - » RdRp« - »viral coat protein S domain«. Znotraj skupine so
zaznali tri razli¢e druzine plascev; luteovirusni protein plasca (angl. »/uteovirus coat
protein«), virusni protein plas¢a (domena S) (angl. » viral coat protein S domain«) in protein
plasca, tipicen za alvernaviruse (angl. »alvernavirus coat-like protein«). Zaznani sta bili tudi
dve razli¢ni peptidazni domeni; tripsinu podobna peptidazna domena in peptidaza S39 (Shi
in sod., 2016a).

1217 Klada Narna-Levi

Klada Narna-Levi vsebuje dve klasificirani virusni druzini: Narnaviridae in Leviviridae.
Druzina Narnaviridae se deli na tri funkcionalne podskupine: Narnavirus, Mitovirus in
neklasificirano skupino (angl. » floating genus«) Ourmiavirus. Narnavirusi in mitovirusi so
elementi brez kapside s ss(+)RNA genomom dolZine med 2,5 in 2,9 kb. Genom kodira en
funkcionalen protein, RdARp (od RNA odvisno RNA polimerazo), ki predstavlja jedro vseh
RNA virusov (Slika 1.13). Skupino Ourmiavirus sestavljajo trije segmenti z enim ORF. Prvi
segment predstavlja gen za RdRp, drugi segment gen za protein kapside (angl. » capsid
protein«) in tretji segment protein, vkljucen v gibanje virusa, MP protein (angl. »movement
protein«) MP naddruZzine (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Koonin in Dolja, 2014).
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Slika 1.13 Struktura narnavirusov in mitovirusov (Koonin in Dolja, 2014). OkrajSave: CP -
protein plasc¢a, MP - protein MP (angl. »movement protein«). Angleski izraz: Floating genus
- »plavajoci rod« oz. neklasificirana virusna skupina.

Skupina Shi in sod. (2016a) je odkrila nove narnaviruse s kompleksnejSo genomsko
strukturo. OdKrili so primere narnavirusov, ki kodirajo ORF-je, ki se berejo v nasprotnih
straneh (5'-3"in od 3'-5"), kot so: »Hubei mosquito virus 3« (3mos6141), »Beihai narna-like
virus 24« (BHXG26812) in »Hubei narna-like virus 21« (QCM13322). V filogenetskem
drevesu Shi in sod. (2016a) se omenjeni virusi ne grupirajo v isto skupino. Skupina je
odkrila tudi primere narnavirusov, ki imajo poleg RdARp domene na lo¢enem ORF-ju dodatne
proteinske domene, kot so: »alvernavirusom homologen protein plasca« (angl.
walvernavirus-like coat protein«) - »Beihai narna-like virus 10« (BHZY60512) in »virusni
protein plasc¢a (domena S)« (angl. » viral coat protein; S domain«) - »Changjiang narna-like
virus 2« (CJLX29055). Odkrili so tudi primere narnavirusov z dodatno helikazno domeno
na nestrukturnem ORF-ju z RdRp - »Wenzhou shrimp virus 10« (shrimp12509).

Za rod Narnavirus je bila prvotno znana njihova razsirjenost izklju¢no pri nizjih
evkariontih in glivah. Podvojujejo se v citoplazmi sliv in oomicet. Phytphthora infestans je
patogen krompirja in narnavirus »Phytophthora infestans RNA virus 4« se uporablja kot
agent za njegovo biolosko kontrolo. Leptomonas seymouri je evkariont, ki sodi v deblo
Euglenozoa (bickarji). Je bliznji sorodnik Leishmania spp. in vrteljca (Trypanosoma).
»Leptomonas seymuri narna-like virus 1« okuZuje glivo Leptomonas seymouri. Fusarium
poaeje rastlinska patogena gliva, ki napada Zito in je gostitelj »Fusarium poae narnavirusa«.
Saccharomyces 20S RNA narnavirus in Saccharomyces 23S RNA narnavirus pa napadata
glivo Saccharomyces cerevisiae.

Mitovirusi so, podobno kot narnavirusi, razsirjeni med glivami, kot so Macrophomina
phaseolina, Buergenrula spartinae, Cryphonectria parasitica, Sclerotinia sclerotium idr. Gre
za primere rastlinskih patogenih gliv. Znano je, da se mitovirusi podvojujejo znotraj
mitohondrijev gliv. Skupina Shi in sod. (2016a) je dokazala njihovo bogato razsirjenost pri
rakih in mehkuzcih in v nekoliko manjSem obsegu tudi pri Zuzelkah.

Za Ourmiaviruse, v nasprotju z Narnavirusi in mitovirusi, je bila znana njihova
razSirjenost pri rastlinah. K evoluciji mitovirusov naj bi prispevala koevolucija evkariontov
iz arhejam podobnega skupnega prednika (endosimbiontska teorija) in mitovirusov iz RNA
bakterifagu podobnega skupnega prednika. Prokariontski prednik mitohondrija naj bi bil
gostitelj RNA - bakterofagu podobnega prednika mitovirusom podobnih virusov. Po
endosimbiontski teoriji naj bi se prokariontski prednik »vkljucil« v arhejam podobnega
prednika evkariontov. Tekom evolucije prokariontskega endosimbionta kot »gostitelja RNA
bakterifagov« naj bi se odvijala koevolucija »RNA bakteriofaga« v mitovirusom podobne
viruse. Narnavirusi so preklopili na podvojevanje v citoplazmi. Vecina evkariontov, ki jih
okuzuje skupina Narnaviridae so rastlinski patogeni, torej povezani z glivo in z rastlino, ki
jo gliva napada. Predniki danasnjih Ourmiavirusov naj bi s pomocjo horizontalnega prenosa
genov za MP protein (angl. »movement protein«) in CP protein (angl. » coat protein«) od
Tombusvirusov tekom evolucije preklopili iz glivnih na rastlinske gostitelje (Koonin in sod.,
2014).

Levivirusi so eni izmed redkih RNA bakteriofagov (Daehnel in sod., 2005). Njihov genom
je enodelen, dolg 4 kb in sestavljen iz maturacijskega proteina mat A, (angl
»maturation/lysis protein Ax). Sledi protein kapside, ki se lahko prevaja v dveh
alternativnih verzijah z istim zac¢etkom (CP in CP A1). Drugo verzijo predstavlja protein s
podaljSanim C terminalnim delom. Stop kodoni namre¢ niso prepoznani s sprostitvenimi
dejavniki (angl. »release factor«), ampak delno s tRNA, kar nadaljuje prevajanje. Pojav se
imenuje »zaviranje terminacije« (angl. » suppression of termination« ali »stop codon read-
through« ali » ribosomal read-through«). Na C-terminalnem delu sledi RdRp (Slika 1.14).
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Slika 1.14: Struktura Leviviridae - primer faga Q8 enterobakterij (angl. »enterobacteria
phage QB«) (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Angleski izrazi: Maturation/lysis A2 -
maturacijskega proteina mat A2, Minor CP Al - daljSa verzija proteina plaS¢a CP, ki se
prevede s pojavom zaviranja terminacije, Ribosomal read-through - zaviranje terminacije.

1218 Klada Mono-Chu

Klada Mono-Chu je skupina ss(-)RNA virusov, ki zajema neklasificirano skupino Chuvirus
(Li in sod., 2015) in Klasificirane virusne druZine reda Mononegavirales: Bornaviridae,
Rhabdoviridae, Filoviridae, Mymonaviridae, Nyamiviridae, Paramyxoviridae,
Pneumoviridae in Sunviridae. Velikost njihovega linearnega enodelnega genoma se giblje
od 10 do 20 kb. Sestavljen je iz niza ORF-jev, ki se prepisuje v treh izmed Sestih moZnih
bralnih okvirjev. Jedrni del genoma zajema niz obicajno neprekrivajo¢ih ORF-jev, ki od N-
terminalnega proti C-terminalnemu delu kodirajo: 1) Nukleoprotein ali nukleokapsidni
protein (N) (angl. » nucleocapsid protein«) — z virusno genomsko RNA in virusno kapsido
tvori ribonukleokapsido, 2) fosfoprotein (P), 3) matriks protein (angl. » matrix protein«) -
virulencni protein, 4) glikoprotein (G) - sodeluje pri odstranjevanju virusne ovojnice in 5)
ORF L, ki kodira zapis za »mRNA capping region«, RdRp, in »mRNA capping enzyme -
paramyxovirus family«. »mRNA capping enzyme« in »mRNA capping region« sta zduzena
kot domena, odgovorna za dodajanje kape (angl. » RNA capping domain«). L domena z RdRp
in aparatom, vklju¢enim v generiranje kape, torej predstavlja jedro virusov klade Mono-Chu
(Shi in sod., 2016a). ORF z L poliproteinom pri skupini Mono-Chu je soroden segmentu L
pri skupini Ophioviridae in Yuevirusu. Nekateri izmed ORF-jev (kot so glikoproteini in
matriks proteini, so tekom evolucije lahko izgubili znacilne motive, zato lahko niso
prepoznani (Slika 15). Poleg omenjenih proteinov lahko virusi klade Mono-Chu kodirajo
zapis za fuzijski protein (angl. »fusion protein«), SH protein (angl. »small hydrofobic
protein«), dodatne matriks proteine (angl. » matrix protein«), hemaglutinin nevraminidazo
(angl. »hemagglutinin neuraminidase«), s cisteini bogat protein (angl. »cysteine-rich
protein«) ali nestrukturni protein NS1 (primer Pneumoviridae), Slika 15 prikazuje nekaj
primerov virusov iz reda Mononegavirales (Finn in sod. 2016 - PFAM; Rawlings in sod.,
2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD) (Slika
1.15).
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Slika 1.15: Struktura virusov iz reda Mononegavirales (Shi in sod. 2016a). Oznake: N -
nukleoprotein; P - fosfoprotein; M - matriks protein. Angleski izrazi: Fusion glycoprotein -
fuzijski glikoprotein; RNA capping domain - domena, odgovorna za dodajanje kape.

Chuvirus je skupina ss(-)RNA virusov, podobnih redu Mononegavirales, vendar iz
manjSega Stevila verizno nanizanih ORF in v obratnem vrstnem redu kot pri skupini
Mononegavirales (Li in sod., 2015). N-terminalnemu delu je namre¢ kodiran L segment,
proti C-terminalnemu delu pa sledita glikoprotein in nukleoprotein (Slika 1.16).
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Slika 1.16 Struktura Chuvirusa (Shi in sod., 2016a). Oznake: N - nukleoprotein; G -
glikoprotein. Angleski izraz »putative« - domnevni.

Glede na omenjeno strukturo posameznih virusnih skupin znotraj klade Mono-Chu so se
verjetno tekom evolucije ostali ORF-ji pri druZinah Nyamiviridae in Rhabdoviridae dodajali
na N-terminalnem koncu L ORF-ja, pri chuvirusih pa na C-terminalnem koncu.

1219  KladaOrthomyxo

Orthomyxoviridae so ss(-)RNA virusna skupina z linearnim segmentiranim genomom
skupne dolzine od 10 do 15 kb. Vsak segment predstavlja monocistronsko RNA z enim ORF.
Orthomyxoviridae imajo Sest ali osem segmentov. Prvi trije segmenti kodirajo tripartitno
RdRp, sestavljeno iz PB1, PB2 in PA podenote. Vsaka podenota je kodirana na svojem
segmentu z enim ORF. Kot primer virusa z genomom lahko navedemo Quaranjavirus. Poleg
prvih treh segmentov, ki kodirajo RdRp, sta Cetrti in zadnji segment slabo okarakterizirana,
peti segment pa kodira glikoprotein. Kot primer virusa z genomom, sestavljenim iz osmih
segmentov, lahko navedemo virus gripe (angl. »/nfluenza virus«). Poleg prvih treh
segmentov, ki kodirajo tripartitno (tridelno) RdRp, cetrti segment kodira hemaglutinin
(HA), peti kodira nukleoprotein (NP), Sesti kodira encim nevraminidazo (NA), sedmi kodira
matriks protein in osmi kodira nestrukturni protein. Hemaglutinin in nevraminidaza
sodelujeta pri pritrditvi virusa na celico na osnovi sialne kisline, ki mu sledi s klatrinom
posredovan vstop virusa v celico. Nukleoprotein ima podobno vlogo kot pri skupini
Mononegavirales, pri ¢emer z RNA in proteini kapside tvori ribonukleokapsido (Finn in sod.,
2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler -
Bauer in sod., 2017 - CDD). Slika 17 prikazuje primer zgradbe skupine Orthomyxoviridae
(Slika 1.17).

Influenza A virus
(Algoose/Guangdong/1/1996(H5N1))

1 - RNAZ
Putative Glycoprotein 1 |- RNA3
s

Changping earthworm virus 2 [CPQY18140] %
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Slika 1.17: Primer strukture skupine Orthomyxoviridae (Shi in sod., 2016a). Oznake: HA -
hemagglutinin, NA - nevraminidaza, M - matriks protein in NS - nestrukturni protein.
Angleski izraz: Putative glycoprotein - domnevni glikoprotein.

12110 KladaNido

Skupina (red) Nidovirales je skupina vretencarskih in nevretencarskih virusov z najdaljSim
linearnim monopartitnim ss(+)RNA genomom izmed RNA virusov. DolZina njihovega
genoma je med 19 kb in 30 kb. Zajema virusne skupine Arteriviridae, Coronaviridae,
Mesoniviridae in Ronviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Njihov genom je lahko
kodiran s 5 do 15 ORF-ji. Jedrni del genoma predstavljata prva dva ORF-ja, ki sta v razli¢nih
bralnih okvirjih, se prepisujeta kot ena mRNA in prevajata kot en daljsi poliprotein (pplab).
Prepise se tudi krajsa verzija, ki vkljucuje samo prvi ORF (pp1a). Tudi pri redu Nidovirales
se namre¢ med prvima dvema ORF nahaja heptanukleotidno zaporedje X XXY YYZ, ki jim 5-
9 nukleotidov proti 3' sledi psevdovozel. Ko RNA polimeraza zazna omenjeno zaporedje, se
bodisi vrne en nukleotid nazaj bodisi preskoci en nukleotid. Tako drugi ORF pride v enak
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bralni okvir kot prvi in oba ORF se prepiSeta kot en poliprotein (angl. »ribosomal
frameshifting«) (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in
Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD). Mesto spremembe bralnega okvirja je
tik pred RdRp domeno poliproteina. Strukturi prvih dveh ORF-jev (jedrnega dela genoma)
reda Nidovirales se med seboj razlikujeta glede na Stevilo nestrukturnih domen, ki jih
kodirata. Kot primer lahko vzamemo genomsko strukturo ¢loveSkega SARS (angl. » Severe
Acute Respiratory Syndrome«) koronavirusa (angl. » human SARS coronavirus«). Na N-
terminalnem delu poliproteina se nahaja Nsp 1 (angl. » non-structural protein 1«), ki mu
sledi niz domen »Apprl processing enzyme« - Nsp3 (angl. » non-structural protein 3«) -
papainu podobna virusna proteaza (angl. »papain-like viral protease«) - NAR domena
(angl. » nucleic acid binding domain«) — Nsp4 (angl. » non-structural protein 4«) — peptidaza
C30 - Nsp7 (angl. »non-structural protein 7«) — Nsp8 (angl. » non-structural protein 8«) -
Nsp9 (angl. » non-structural protein 9«) - Nsp10 (angl. » non-structural protein 10«) - RARp
(Nsp12)- S1H (helikaza superdruzine 1; angl. »superfamily 1 DNA and/or RNA helicase«) -
Nspll (angl. »non-structural protein 11«) — Nsp13 (angl. » non-structural protein 1.3«).
Funkcija Nspl ni znana. Nsp3 deluje kot cis proteaza. Izvaja tri izmed vseh cepitev,
potrebnih za nastanek produktov iz poliproteina. Pri samem nastanku ustreznih produktov
iz poliproteina sodeluje tudi proteaza C30 (PA klan) (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings
in sod., 2016 - MEROPS). Ostali nestrukturni proteini - Nsp4, Nsp7, Nsp8, Nsp9, Nsp10,
Nsp13 poleg RdRp (Nspl2) - sodelujejo pri mehanizmu podvojevanja nidovirusov.
Podvojevanje v primeru nidovirusov je izvedeno s pomocjo mreZe interakcij virusnih
proteinov in dveh polimeraz. Nsp12 je glavna polimeraza nidovirusov s kanoni¢nimi motivi.
Nsp7 in Nsp8 ob interakciji tvorita heksadekamerni cilindri¢ni kompleks in njihova
funkcijska porazdelitev elektrostatskega naboja poveca procesivnost RdRp (Nsp12) (Finn
in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler
- Bauer in sod., 2017 - CDD). Njun kompleks predstavlja drugo polimerazo pri nidovirusih.
Ob vstopu ss(+)RNA v citoplazmo gostiteljskih celic lahko ta deluje kot glavna matrica za
prevajanje zgodnjih nestrukturnih genov. Med njima sta omenjeni polimerazi. Kompleks
Nsp7/Nsp8 ima niZjo afiniteto do ssRNA kot RdRp in naj bi sodeloval pri de novo sintezi
zacletnih oligonukleotidov na ss(+)RNA matrici, pri ¢emer cilindri¢na struktura zaobjema
nastajajo¢o dsRNA verigo (te Velthuis in sod. 2012). Zato kompleks Nsp7/8 deluje kot
primaza (te Velthuis in sod. 2012). Glavna RdRp (Nspl2) nato nadaljuje sintezo
komplementarne antisense verige RNA, pri Cemer nastane dsRNA intermediat. Nsp4 je
membranski protein, ki pritrdi replikacijsko-transkripcijski kompleks na »prilagojeno«
membrano endoplazemskega retikla gostitelja. Na dsRNA intermediatu nato potekata
podvojevanje genomske RNA in prepisovanje mRNA poznih genov (sestavnih virusnih
delov). Pri prepisovanju mRNA Nsp13 naj bi delovala kot »cap-1« metiltransferaza. Slika 18
prikazuje zaporedje domen na glavnem nestrukturnem poliproteinu nidovirusov (Slika
1.18) (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett,
1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD). Pri drugih skupinah nidovirusov se znotraj
pplab lahko nahaja vec alternativnih peptidaznih domen kot so: peptidaza S32, C107, C62,
ki sodijo v klan PA, in peptidaze C31, C32, C33, ki sodijo v CA klan cisteinskih peptidaz (Finn
in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler
- Bauerinsod., 2017 - CDD).
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Slika 1.18: Struktura jedrnega dela genoma humanega SARS koronavirusa Coronaviridae,
Nidovirales) (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in
Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).

Ostali proteini, ki so v glavnem a) gradbene enote nidovirusov ali b) virulen¢ni faktorji
nidovirusov (sodelujejo pri izogibanju imunskega sistema gostiteljev ali pri propadu
gostiteljske celice), se prepisujejo kot subgenomska RNA (monocistronska RNA z enim
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ORF). Primeri pri koronavirusih (kot je humani SARS koronavirus) so 1) glikoproteini, kot
je S2 glikoprotein koronavirusov (angl. »spike glycoprotein«), ki interagira z receptorji na
gostiteljskih celicah, 2) matriks protein, 3 ) »lipid binding proteing, ki sodeluje pri pritrditvi
virusa na plazmalemo gostitelja, 4) proteina 3a (APA3 viroporin) in 3b, ki sodelujeta pri
apoptozi gostiteljske celice, 5) protein 7a (SARS_X4), ki sodeluje pri obrambi pred
gostiteljevim imunskim sistemom (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 -
MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).

12111 KladaPermutotetra

Permutotetraviridae so ss(+)RNA nevretencarska virusna druZina brez virusne ovojnice.
Njihov linearen genom je dolg 5,6 kb in je sestavljen iz dveh prekrivajo¢ih ORF-jev. Prvi ORF
kodira RdRp, drugi ORF kodira proteine kapside, ki so razli¢nih druzin: »Viral coat protein
(S domain), tipicen za rastlinsko skupino Tombusviridae in Sobemovirus, »Peptidase A21
family coat proteing, tipicen za Alphatetraviridae, Carmotetraviridae in
Permutotetraviridae, ali »nodavirus capsid protein (Capsid-VNN, C_VNN) - kapsidni
protein, tipicen za nodaviruse. Slika 19 prikazuje primere genomske strukture druZine
Permutotetraviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone, Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings
in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD)
(Slika 1.19).

[ Rarp ]
Hubei permutetra-like virus 2 [QTM26624]

- T Rarp | [ Peptidase_A21 (Coay]- Hubei permutetra-like virus 6 [QCM123521]
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Slika 1.19: Genomske strukture tipi¢nih predstavnikov druzine Permutotetraviridae (Shi in
sod., 2016a). Oznake: C_VNN - »nodavirus capsid protein«; S_domain - »Viral coat protein
(S domain)«, Peptidase_A21 - »Peptidase A21 family coat protein« (Shi in sod., 2016a).

12112 Klada Partiti-Picobirna

Partiti-Picobirna virusna klada je skupina vretencarskih glivnih in rastlinskih virusov, ki je
sestavljena iz virusnih druzin Partitiviridae in Picobirnaviridae (Shi in sod., 2016a). Druzina
Partitiviridae ima vecinoma linearen genom, sestavljen iz dveh segmentov. Genom je dolg
od 3,7 do 4,3 kb, vsak segment je predstavljen kot monocistronska RNA. Prvi segment
kodira RdRp, drugi segment, ki je bistveno bolj divergenten, kodira gen za proteine kapside.
Slednji je pri partitivirusih zaradi spremenjenih motivov bistveno slabse okarakteriziran
(Hulo in sod., 2011 - ViralZone, Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 -
MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD). Shi in sod.
(2016a) so odkrili nove partitiviruse s Stirimi (»Hubei tetragnatha maxillosa virus 8« -
SSZ73448) ali Sestimi segmenti (»Wuchan cricket virus 2« - WHXS3745). Prvi segment
kodira zapis za RARP. Drugi segment pri »Hubei tetragnatha maxillosa virusu 8« in tretji
segment pri »Wuchan cricket virusu 2« kodirata zapis za protein kapside. Ostali segmenti
so slabSe okarakterizirani (Shi in sod., 2016a) (Slika 1.20).
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Slika 1.20: Primeri genomske strukture druzine Partitiviridae (Shi in sod., 2016a). Angleski
izraz: Capsid - kapsida.

Shi in sod. (2016a) so odkrili tudi primere partitivirusov, ki so nesegmentirani in
vsebujejo samo monopartitno RNA z dvema ORF-jema - prvim, ki kodira slab3e

okarakteriziran protein, in drugim, ki kodira RdRp (»Beihai barnacle virus 14«) (Shiin sod,,
2016a) (Slika 1.21).

Beihai barnacle virus 14 [BHTH35712] %

[Res ]
L

Slika 1.21: Genomska struktura »Beihai barnacle virus 14« (Shi in sod., 2016a).

DruZina Picobirnaviridae je virusna druZina z linearnim genomom velikosti okrog 4 kb,
sestavljenim vecinoma iz dveh segmentov. Pri ¢loveSkem picobirnavirusu (angl. » Human
picobirnavirus«) je prvi segment (RNA1) bicistronska RNA, kodirana z dvema ORF-jema.
Vedji izmed njih kodira kapsidni protein. Drugi segment (RNAZ2) je monocistronska RNA z
enim ORF, ki kodira RdRp. RNA1 je lahko tudi monocistronska, kodirana samo z enim ORF.
Shi in sod. (2016a) so odkrili primere nesegmentiranih picobirnavirusov. Prvi ORF njihove
monopartitne RNA je slabSe okarakteriziran, drugi kodira RdRp (»Shahe picobirna-like
virus 1«) (Shi in sod., 2016a) (Slika 1.22).

Shahe picobima-like virus 1 [SHWC0209¢12590]

s N I

Beihai picobima-like virus 7 [BHNXC57916]

Human picobirmavirus (ref)

| |RNA1
. IEEREN [ RNA2

Slika 1.22: Primeri genomskih struktur virusne skupine Picobirnaviridae (Shi in sod,
2016a).

12113 KladaPicorna-Calici

.....

enoceli¢nih in mnogoceli¢nih evkariontskih gostiteljev. Klado sestavlja vsaj 29 razli¢nih
rodov (angl. »genera«), med katerimi so tudi pomembni humani patogeni (Ullmer in
Semler, 2016). So sferi¢ne oblike in nimajo virusne ovojnice. Njihov genom ima razpon
velikosti nekje od 7 do 11 kb. Je enodelen in ga sestavlja eden ali ve¢ ORF. Delimo jih na ve¢
podskupin: vodni pikornavirusi (angl. »aquatic picornavirales«), Dicistroviridae,
Iflaviridae, Posavirusom sorodni pikornavirusi (angl. » Posavirus-related picornaviruses«),
Arivirusom sorodni pikornavirusi (angl. » Arivirus-related picornaviruses«), Kelp fly virusu
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sorodni pikornavirusi (angl. » Kelp fly virus - related picornaviruses), Nora virusu sorodni
pikornavirusi (angl » Nora virus - related picornaviruses«), Secoviridae, Picornaviridae,
Caliciviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Vsem je skupna RNA helikaza naddruZine 3
(angl. »SF3 helicase; superfamily 3 helicase«), RARp druZine 1 (RdRp_1) in peptidaza C3 -
3C cistein proteaza (klan PA) in domene VP1-VP4 - proteini plasc¢a, ki so organizirani v
psevdo 3 ikozahedralno simetrijo (prikazane kot Rhv, Dicistro-VP4 in CRPV domene pri
CDD) (Marchler-Bauer in sod., 2017 - CDD). Razlika je le v Stevilu prisotnih kopij in njihovi
organizaciji.

Dicistroviridae je pikornavirusna skupina z dvema ORF-jema. Vsak ORF kodira zapis za
dva poliproteina. Prvi kodira poliprotein s proteinskimi domenami v nizu: helikazo
naddruZzine 3, C3 peptidazo (3CPro peptidaza, angl. »poliovirus-type picornain 3C«) in
RdRp. C3 peptidaza sodi v PA klan peptidaz in je razdeljena na poddruzine C3A, C3B, C3C,
C3D, C3E, C3F, C3G in C3H. Drugi ORF kodira strukturni poliprotein Rhv-Dicistro VP4-Rhv-
CRPV. Proteinske domene Rhv, CRPV (angl. »cricket paralysis virus capsid protein«) in
Dicistro VP4 so osnovne gradbene enote kapside pikornavirusov (Slika 1.23).

— @ = B W | (e conetments shimp vive S (9425255 ok

Slika 1.23: Struktura Dicistroviridae (Shi in sod., 2016a). Strukturni poliprotein Rhv-
Dicistro VP4-Rhv-CRPV je oznacen kot Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat domains«), Hel
- helikaza naddruzine 3, Pept - peptidaza C3.

Shi in sod. (2016a) so odkrili nove dicistroviruse z genomom, ki kodira en sam
poliprotein, in enakim zaporedjem niza domen kot tipi¢ni dicistrovirusi: SF3 helikaza-
3CPro-RdRp- Rhv-Dicistro VP4-Rhv-CRPV (Slika 1.24).

— [Hai] [Fem]  [DNama e |~ Selhal mantts shrimp virus 3 [BHXGZEE7E] 4

Slika 1.24: Primer virusa z evolucijsko afiniteto do Dicistroviridae in genomom, kodiranim
z enim ORF (Shi in sod., 2016a). Strukturni poliprotein Rhv-Dicistro VP4-Rhv-CRPV je
oznacen kot Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat domains«), Hel - helikaza naddruzine 3,
Pept - peptidaza C3.

Iflaviridae je pikornavirusna skupina z monopartitnim genomom, kodiranim z enim
ORF. ORF kodira poliprotein, ki je sestavljen iz strukturnega in nestrukturnega dela (Slika
1.25). N-terminalni del je strukturni in kodira proteine kapside (Rhv in CRPV). C-terminalni
del je nestrukturni in kodira helikazo in RdRp_1.

— [ Foomact ] (] DEEERENN |— Hubsl odonate virus 3 [QTM25153] ek

Slika 1.25: Struktura Iflaviridae. Strukturni poliprotein Rhv-Rhv-CRPV je oznacen kot
Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat domains«), Hel - helikaza naddruzine 3, Pept -
peptidaza C3 (Shiin sod., 2016a).

Genom »vodnih pikornavirusov« (angl. »aquatic picornavirales«) je lahko zastopan z
enim ali dvema ORF-jema. Peptidazne domene in CRPV domene so lahko odsotne ali pa
manjkajo njihovi karakteristi¢ni motivi in so zato neprepoznavne (Slika 1.26). Skupina
»vodnih pikornavirusov« ima genomsko strukturo, podobno dicistrovirusom, vendar gre za
z vidika zaporedja loCeno in sorodno skupino znotraj skupine Picornavirales. Pri obeh
skupinah je torej tekom evolucije prislo do zlepljanja ORF v en poliprotein.
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Slika 1.26: Struktura genomov vodnih pikornavrusov (Shi in sod., 2016a). Niz Rhv-Rhv-
CRPV je oznacen kot Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat domains«), Hel - helikaza
naddruzine 3, Pept - peptidaza C3 (Shi in sod., 2016a).

Nora virusom sorodni pikornavirusi imajo genom, sestavljen iz ve¢ ORF-jev. Nekateri
izmed njih so slabo okarakterizirani. Nestrukturni ORF kodira proteine v nizu helikaza
naddruzine 3- Peptidaza C4- RdRp. Peptidaza C4 je divergenten del Nora virusu sorodnih
virusov. Motivi omenjenega proteina so namre¢ lahko spremenjeni in domena zato ni
prepoznana. Znacilen je tudi divergenten ORF, ki kodira »Nora virus coat protein«. Znotraj
omenjenega ORF se zazna samo Rhv domena (Slika 1.27). Pri Nora virusu podobnih virusih
se pojavi tudi HAM1 proteinu podoben protein.
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Slika 1.27: Struktura Nora virusa. Hel - helikaza naddruzine 3, Pept - peptidaza C3 (Shi in
sod., 2016a).

Kelp fly virusu sorodni pikornavirusi so divergentna skupina virusov z monopartitnim
genomom, kodiranim z enim ali ve¢ ORF. Strukturni del »Kelp fly virus coat proteins
(KFV_Ct)« je lahko kodiran na C terminalnem ali N-terminalnem delu genoma in je najbolj
divergenten del genoma. VKkljucuje lahko BIR protein (angl. » Baculoviral inhibition of
apoptosis protein repeat domain protein«) ali »Calicivirus putative RNA polymerase/capsid
protein«. Poleg peptidaze C3 imajo lahko drugo druzino peptidaze - peptidazo C37 (Slika
1.28).
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Slika 1.28: Strukture kelp fly virusu sorodnih pikornavirusov. KFV_Ct - »Kelp fly virus coat
proteins«, Hel - helikaza naddruZine 3, Pept - peptidaza C3 (Shi in sod., 2016a).

Fisa- ali posavirusu sorodni pikornavirusi imajo strukturo, podobno dicistrovirusom.
Razlikujejo se predvsem v sami sekvenci RdRp (Slika 1.29).

fuery seq.

Slika 1.29: Struktura Fisavirusa 1. Helikaza naddruZine 3, Peptidaza C3, RdRp in dve Rhv

domeni (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett,
1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD).

Specific hits

Superfanilies
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Arivirusu sorodni pikornavirusi imajo strukturo, podobno dicistrovirusom. Njihov
monopartitni genom sestavljata nestrukturni in strukturni poliprotein. Lahko imajo
dodatne slabo okarakterizirane ORF, kot npr. Arivirus 1 (Slika 1.30).

-

Slika 1.30: Struktura Arivirusa 1 in Arivirusa 2. Strukturni poliprotein Helikaza naddruzine
3-Peptidaza C3-RdRp. Nestrukturni poliprotein vklju¢uje dve Rhv domeni (Finn in sod,,
2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler -
Bauer in sod., 2017 - CDD).

Picornaviridae imajo strukturo, podobno skupini Iflaviridae. Monopartitni genom kodira
en ORF, ki je sestavljen iz strukturnega (N-terminalni del) in nestrukturnega dela (C-
terminalni del). Njihov strukturni del (Picorna_ct) sestavljajo tri Rhv domene (Slika 1.31).
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Slika 1.31: Struktura virusne skupine Picornaviridae. Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat
domains«), Hel - helikaza naddruZine 3, Pept - peptidaza C3 (Shi in sod., 2016a).

Secoviridae so druZina rastlinskih pikornavirusov z ve¢inoma segmentirano, lahko pa
tudi nesegmentirano RNA. Segmentirane viruse sestavljata dva segmenta. Segment 1 je
nestrukturni segment, ki kodira en ORF oz. en poliprotein Helikaza naddruzine 3 -
peptidaza C3 - RdRp. Segment 2 je strukturni segment, ki kodira proteine kapside in MP
protein. Kot primer lahko navedemo »large coat protein (Como_LCP)« in »small coat protein
(Como_SCP)« pri Comovirinae (podskupina Secoviridae). Nesegmentirani virusi skupine
Secoviridae, kot je npr. Rice tungro spherical virus, imajo strukturo, podobno skupini
Iflaviridae (Rhv-Rhv-helikaza naddruzine 3-peptidaza C3G-RdRp) (Slika 1.32).
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Slika 1.32: Struktura skupine Secoviridae. Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat domains«) -
modra, Hel - helikaza naddruZzine 3, Pept - peptidaza C3 (Shi in sod., 2016a).

Caliciviridae so druZzina vretencarskih virusov, ki so sorodni Picornavirales. Njihov
genom je sestavljen iz dveh ali ve¢ ORF-jev. N-terminalni del genoma je strukturni del s
helikazo (naddruZina 3)-peptidazo C37-RdRp. Strukturni del je lahko kodiran na lo¢enem
ali istem ORF-ju na C-terminalnem delu — »Calicivirus coat protein« (Slika 1.33).
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Slika 1.33: Struktura skupine Caliciviridae. Picorna_Ct (angl. »picorna-like coat domains«),
Hel - helikaza naddruzine 3, Pept — peptidaza C3 (Shi in sod., 2016a).

Pri kladi Picorna-Calici je med evolucijo oCitno prislo do »eksplozije« v raznolikosti
genomskih struktur. Razvile so se raznolike genomske organizacije znotraj posameznih
podskupin pikornavirusov. Znotraj iste podskupine pikornavirusov (npr. dicistrovirusov)
imajo lahko virusi genom iz razlicnega Stevila ORF-jev. Pojavile so se proteinske domene, ki
so unikatne za posamezno podskupino virusov. Posamezne proteinske domene so
zamenjale proteinske domene, ki spadajo v druge druZzine, kot so razli¢cne druzine peptidaz
- poleg C3 tudi C37, C4. Zato je samo na osnovi genomske strukture tezje sklepati, kateri
skupini znotraj klade Picorna-Calici pripada analizirani virus. Potrebujemo tudi podatek o
podobnosti njegove RdRp z ostalimi Ze znanimi virusi.
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12114 KladaReo

Reoviridae je dsRNA virusna druzina z linearnim segmentiranim genomom skupne dolZine
od 18 do 31 kb. Vsak segment predstavlja monocistronsko RNA, ki vsebuje en ORF. Doloceni
segmenti imajo lahko dva alternativna start kodona v razli¢nih bralnih okvirjih (angl.
»initiation codon«), pri ¢emer je prvi iniciacijski kodon Sibek, npr. ACG ali ATG v kontekstu
s Sibko Kozakovo sekvenco. Zato 40S podenota ribosomov prvi ORF lahko preskoci in za¢ne
prevajati drugega. Pojav se imenuje »leaky scanning« ali »termination-reinitiation«.
Skupina Reoviridae se deli na dve poddruzini: Sedoreovirinae in Spinareovirinae.
Razlikujeta se po organizaciji in druzinah strukturnih in nestrukturnih proteinov, ki jih
segmenti kodirajo. Raznolikost je posledica raznolikih gostiteljev (ki predsatavljajo razli¢ne
dinamicne ekoloske nise), ki jih reovirusi okuZujejo. Gostitelji za reoviruse so ¢lovek, drugi
vretencarji, nevretencarji in evkarionti, kot so glive. Slika 34 prikazuje primer strukture
genoma skupine Reoviridae (Slika 1.34).
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Slika 1.34: Primer genomske strukture skupine Reoviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone,
Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993;
Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD). Angleski izraz: genome - genom.

1.2.1.15 Klada Tombus-Noda

Klado Tombus-Noda predstavljajo virusi brez virusne ovojnice, premera okrog 30 nm in
ikozahedralne simetrije. Sestavljena je iz treh virusnih skupin; Tombusviridae, Nodaviridae
in Carmotetraviridae. Druzina Tombusviridae je divergentna druzina rastlinskih virusov.
Sestavlja jih enodelni genom s Stirimi ali ve¢ ORF-ji ali segmentiran genom. Glavni
poliprotein, skupen vsem tombusvirusom, predstavljata prva dva ORF, ki kodirata zapis za
protein P33 in RdRp (Slika 1.35).

Query seq.

Specific hits Torbus_P33
RNA_dep_RNAF
Superfanilies Torbus P33 superfamily RT_like superfamily
RdRP_3 superfamily

Slika 1.35: Osrednji del genoma skupine Tombusviridae (Finn in sod. 2016 - PFAM;
Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017
- CDD). Oznaka: Tombus_P33 - tombusvirusni protein P33; RT_like in RdRp_3 - naddruzini
RdRp. Angleski izraz: Superfamily - naddruzina.

Protein P33 sodeluje pri podvojevanju tombusvirusov v rastlinah. Protein je tipicen za
tombusviruse, vseeno pa je verjetno zaradi genetskega drifta (in posledi¢no visje hitrosti
mutacij v primerjavi z RdRp) prislo do izgube karakteristicnih motivov, zato domena ni
zaznana pri vseh virusih oz. ni ohranjena ez celotno virusno skupino. Posebnost prvih dveh
ORF-jev je, da se tipitno prepiSeta kot ena bicistronska mRNA. Med njima je namrec stop
kodon. V fazi prevajanja UAG stop kodona za proteinskim zaporedjem -ESLGVK- na koncu
prvega ORF (npr. pri virusu »tomato bushy stunt virus«) (ki kodira zapisa za protein P33)
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ne prepoznajo sprostitveni dejavniki (eRF), temve¢ delno tRNA. Gre torej za pojav
»suppression of termination« oz. »stop codon read-through«. Ostali ORF-ji se prepiSejo kot
subgenomska RNA (angl. »subgenomic RNA«). Drugi glavni ORF kodira proteine plasca, kot
sta virusni protein plas¢a (S domena) (angl. »viral coat protein; S domaink),
»alfacarmovirusni protein plas¢a« (angl. »carmovirus coat protein«). Tretji in Cetrti glavni
ORF-ji kodirajo tombusvirusni P19 protein (angl. »tombusvirus P19 core protein«) in
tombusvirusni protein P21/P22 (angl. »TBSV core protein P21/P22«). Nekateri
tombusvirusi kot rastlinski virusi kodirajo tudi MP proteine (angl. »movement protein«),
kot so: tombusvirusni MP protein (angl. »tombusvirus movement protein«), MP protein
naddruZine 3A in »Umbravirus long distance movement protein«. Hkrati so nekateri
tombusvirusi, kot npr. »Chronic bee paralysis virus«, »Diaphorina citri-associated C virus«
in »Red clover necrotic mosaic virus«, segmentirani. Prvi segment pri »Red clover necrotic
mosaic virusu« kodira RdRp in virusni protein plasc¢a (angl. »Viral coat protein; S domain«)
na dveh lo¢enih ORF. Drugi segment kodira MP protein. Pri »Chromic bee paralysis virusu«
je protein plasca (plascni protein) kodiran na locenem segmentu. Pri »Diaphorina citri-
associated C virusu« je prvi segment kodiran s funkcionalno okarakteriziranim N-
terminalnim ORF in C-terminalnim ORF z RdRp. Drugi segment je kodiran z N-terminalnim
slabo okarakteriziranim N-terminalnim ORF, C-terminalni ORF pa kodira DiSB-ORF2
glikoprotein, tipicen za Negeviruse.

Shi in sod. (2016a) so odkrili nove tombusviruse z monopartitno RNA, pri katerih prvi
ORF na N-terminalnem koncu genoma ne predstavlja RdRp, temvec¢ drug ORF, ki
funkcionalno ni okarakteriziran (»Sanxia tombus like virus 7« (SXSSP2567), »Beihai
tombus like virus 12« (BHTSS17936), »Wenzhou tombus-like virus 12« (WZFSL84432)
idr.). Omenjeni virusi tudi v njihovem filogenetskem drevesu tvorijo svoj klaster. Nekateri
tombusvirusi (Shahe isopoda virus 5) namesto klasi¢nega in virusnega proteina plasca
(angl. » Viral coat protein; S domain«) kodirajo protein plas¢a naddruZzine peptidaze A6, ki
je tipi¢na za nodaviruse. Skupina tombusvirusov je divergentna skupina, pri kateri je tekom
evolucije o€itno pomembno vlogo igrala tako segmentacija, pridobivanje novih
karakteristi¢nih lastnosti (novih ORF) kot tudi horizontalni prenos genov.

Druzina Nodaviridae je druzina vretencarskih virusov. Naceloma so segmentirani.
Segmentirani virusi so sestavljeni iz dveh segmentov. Prvi segment je nestrukturni segment
in zajema RdRp in vezavni protein B2. Drugi segment je strukturni in kodira zapis za
proteine, ki gradijo virusno kapsido in so tipi¢ni za nodaviruse: prekurzor kapsidnega
proteina druzine peptidaza A6 (angl. » peptidase A6 family capsid protein precursor)
(tipicni samo za nodaviruse; alfanodairuse), »Nodavirus capsid protein«, Capsid_VNN
(tipiCen za nodaviruse; betanodaviruse) ali pa so jih nodavirusi prevzeli od drugih RNA
virusnih skupin: »VP6 kapsidni protein« (tipicen za rotaviruse; Reoviridae), virusni
kapsidni protein (angl. » viral coat protein; S domain«). Nekateri nodavirusi so torej prevzeli
gen za kapsidne proteine od virusne klade Reoviridae ali drugih rastlinskih RNA virusov.

Shi in sod. (2016a) so odkrili nove nesegmentirane nodaviruse, pri katerih sta gena za
RdRp in protein kapside kodirana na istem segmentu - kot dva ORF na isti monopartitini
RNA. Primer je »Beihai noda-like virus 1«, ki poleg gena za RdRp na monopartitni RNA v
locenem ORF-ju vsebuje tudi gen za »Rotavirus major capsid protein VP6«, ki je sicer tipicen
za dsRNA virusno skupino Reoviridae (Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 -
MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD). Tekom evolucije
je pri skupini Nodaviridae lahko prislo do segmentacije genoma ali do zlepljanja genoma.
Ne moremo namre¢ podati natan¢ne razlage na podlagi drevesa, koreninjenega na sredini.
TeZje je namrec dolociti najbliZjega sorodnika virusne skupine.

DruZina Carmotetraviridae je nevretencarska virusna druzina brez virusne ovojnice in z
linearnim monopartitnim ss(+)RNA genomom dolZine okrog 6,1 kb. Strukturno se nekoliko
razlikuje od Tombusviridae in Nodaviridae. Monopartitna RNA kodira ve¢ prekrivajoc¢ih
ORF. Na N-terminalnem delu je p130 protein. S p130 proteinom se v drugem, vendar med
seboj enakem ORF prekrivata 2 ORF, ki se po mehanizmu »suppression of termination« oz.
»stop codon read-through« ali »ribosomal read-through« prevajata kot en protein. UAG in
UGA kodona sta namre¢ namesto s sprostitvenimi dejavniki delno prepoznana s tRNA in
prevajanje se nadaljuje iz enega na drug ORF. ORF-ja kodirata zapis za Peptidazo (peptidaza
C15) in RdRp. Tretji ORF se prepisuje kot subgenomska RNA in kodira strukturni del -
proteine plasca (Slika 1.36).
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Slika 1.36: Struktura virusne skupine Carmotetraviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone).
Oznake: P130 in P40 - proteina P130 in P40; CP - protein plasca. Angleski izraz: replicase
poliprotein - replikazni polyprotein.

12116 KladaToti-Chryso

Toti-Chryso virusna klada je dsRNA klada, sestavljena iz treh virusnih skupin: Totiviridae,
Quadriviridae in Chrysovirus.

Druzina Totiviridae je sestavljena iz petih virusnih rodov: Giardiavirus,
Leishmaniavirus, Totivirus, Trichomonasvirus in Victorivirus. Vse imajo linearen
nesegmentiran dsRNA genom dolzine med 4 in 7 kb, sestavljen iz dveh ORF. Prvi kodira
protein plasca, totivirusni plas¢ni protein (angl. »totivirus coat protein«) ali L-A virusni
protein plasca (angl. »L-A virus major coat protein«). Drugi ORF kodira RdRp. ORF-ja sta v
razli¢nih bralnih okvirjih in se med seboj prekrivata. Omenjena ORF (na bicistronski mRNA)
se lahko prevajata na dva razli¢na nacina. Pri dolocenih totivirusih se za prvim ORF nahaja
zaporedje X XXY YYZ (pri Giardiavirusu je to zaporedje C CCU UUA) in psevdovozelj, kar
povzroci, da se ribosom vrne en nukleotid nazaj ali preskoci en nukleotid, pri cemer pride
do pojava, pri katerem prideta oba zaporedna ORF pod isti bralni okvir in se lahko
prevedeta kot en fuzijski protein (angl. »ribosomal frameshifting«). Pri totivirusih z
omenjenim sistemom prevajanja nastane kapsidni protein in fuzijski protein kapsidni
protein - RdRp. Lahko pa se na zacetku drugega ORF nahaja reiniciacijski motiv (angl.
»reinitiation motif«), ki omogoca, da kljub stop kodonu na koncu prvega ORF dolocen delez
40S podenot ribosomov ostane vezanih in ponovno zaZene prevajanje na zacetnem kodonu
drugega ORF (angl. »RNA termination reinitiation« or »stop-start«). Tako se drugi ORF
(RdRp) ne prepise v okviru fuzijskega proteina, temvec kot samostojni protein (Hulo in sod,,
2011 - ViralZone). Slika 37 prikazuje nekaj primerov genomskih struktur skupine
Totiviridae (Slika 1.37).

[ Totivins_Coat |

Helminthes porium victoriae virus 1905 (ref) Totiviridae: Victorivirus
[ Rifp | .

[ LA-virus_Coat | L
| [ —] | Saccharomyces cerevisiae virus L-A (mef)

Totiviridae: Totivirus

[ LACoa |

| Beihai blue swimmer crab virus 3 [YYSZX1TT5T] %

Chare | I Giardia lamblia virus (ref) ]Tor.l'v.l'ﬁdae: Giardiavirus

Slika 1.37: Primeri struktur virusne skupine Totiviridae (Shi in sod., 2016a). Kapsidna
proteina (domeni): Totivirus_Coat, LA-virus_Coat. RARp - od RNA odvisna RNA polimeraza.

Quadriviridae so segmentirana virusna druzina s tipi¢no $tirimi segmenti, od katerih sta
dva domnevno strukturna segmenta, eden pa je nestrukturni segment, ki kodira RdRp -
Segment 3 (Hulo insod., 2011 - ViralZone; Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016
- MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD; Shi in sod.,
2016a). Vsak segment je monocistrinska dsRNA (Slika 1.38).
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Slika 1.38: Primer strukture Quadriviridae (Shi in sod., 2016a). Angleski izraz: Structural
protein - strukturni protein.

Chrysovirus je rod virusov z linearnim segmentiranim genomom, ki je ravno tako
sestavljen iz Stirih segmentov skupne dolZine 12,5 kb. Prvi segment je nestrukturen z enim
ORF (monocistronska dsRNA), ki kodira RdRp, in drugi segment je strukturni, ki kodira
zapis za kapsidni protein (Hulo in sod. 2011 - ViralZone; Finn in sod. 2016 - PFAM;
Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017
- CDD; Shi in sod., 2016a). Slika 37 prikazuje njihovo strukturo (Slika 1.39).

N | FRNa1 - Fruas ehn
- Major Capsid Protein |-rNAZ — |- Rias

virus (ref) ] Chrysoviridae

Slika 1.39: Primer genomske strukture virusne skupine Chrysovirus (Shi in sod., 2016a).
Angleski izraz: Major Capsid Protein - glavni protein kapside.

12117 KladaOphio

Ophioviridae je druzina segmentiranih ss(-)RNA virusov s skupno dolZino genoma od 11,3-
12,5 kb. Njihov genom je sestavljen iz treh ali Stirih segmentov, pri ¢emer prvi, najdaljsi
segment (L segment) kodira zapis za RdRp, drugi segment za kapsidni protein, kot je »Plant
viral coat protein nucleocapsid«, ostali segmenti pa so slabse okarakterizirani (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone; Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings
in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD; Shi in sod., 2016a) (Slika 1.40).

[ Mirafiori lettuce virus I

RNA-1 7.8kb
HO-3- H 25k -5
RNA-2 1.7kb RNA-3 1.5kb
HO-3—] 55k F—5' HO-3'—{ NG’
o

RNA-4 1.4kb
Ho-3’—{ 37k |5
[106k i5s Institut

Slika 1.40: Struktura genoma iz druzine Ophioviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Finn
in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler
- Bauer in sod., 2017 - CDD; Shi in sod., 2016a). Oznaka CP - protein kapside.

1.21.18 KladaFlavi

Flaviviridae so vretencarska ss(+)RNA virusna druZina z linearno monopartitno in
monocistronsko RNA. Okarakterizirane so $tiri podskupine flavivirusov, ki se glede domen
nekoliko razlikujejo: flavivirus, hepacivirus, pegivirus, pestivirus. Nedavno sta bili
definirani Se dve skupini virusov: flavivirusom podobni virusi in jingmenvirusi (Shi in sod.,
2015). Genom flavivirusov je dolg med 9,6 in 12,3 kb in vsebuje samo en ORF, ki kodira zapis
za en poliprotein. N terminalni del poliproteina predstavlja strukturni del, C-terminalni pa
nestrukturni del (Slika 1.41). 5' nekodirajoca regija genoma je dolga do 100 nukleotidov, 3'
nekodirajoca regija pa od 400 do 700 nukleotidov (Ng in sod., 2017).
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Slika 1.41: a) Primer genomske strukture Yellow fever virus (Hulo in sod., 2011 - ViralZone;
Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993;
Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD; Shi in sod., 2016a). b) Primer genomske strukture
virusa denga vrocice (angl. »Dengue virus«) (Gebhard in sod., 2011). Angleski izraz: cap -
kapa.

VeriZzni niz domen se zatne s kapsidnimi proteini: »Flavivirus capsid protein Cg,
»Hepatitis C virus capsid protein, sledijo glikoproteini, ki se nahajajo na virusni ovojnici
(»Flavivirus envelope glycoprotein M, »Flavivirus envelope glycoprotein E«, »Hepatitis C
virus envelope glycoprotein El«). Strukturnemu delu sledi nestrukturni del z
nestrukturnimi proteini NS1-5 in vmesnimi peptidaznimi in helikaznimi domenami.
Peptidaze delujejo kot cis delujoce regije, ki po prevajanju sodelujejo pri »zorenju« oz.
razrezu poliproteina na strukturne in nestrukturne sestavne enote virusa. Pri flavivirusih si
na primer sledijo strukturne domene v nizu NS1-NS2A-NS2B-peptidaza S7-helikaza
naddruzine  II-NS4A-NS4B-»Fts] podobna  metiltransferaza«  (angl.  »Fts]-like
methyltransferase«) in flavivirusna RdRp, ki predstavlja NS5 domeno pri flavivirusih. Pri
hepacivirusih in pegivirusih je NS5 domena sestavljena iz ve¢ podenot, RdRp pa je lo¢ena
od NS5 domene. Pestivirusi vsebujejo vec¢ peptidaznih domen: peptidaza S32, peptidaza
C74, peptidaza C53.

Znotraj klade Flavi je tekom evolucije prednika flavivirusov in jingmenvirusov v
jingmenviruse pri jingmenvirusih prislo do segmentacije genoma. Helikaza in peptidaza sta
na lo¢enem segmentu, glikoprotein na loCenem bicistronskem segmentu, protein kapside
na loenem bicistronskem segmentu in »Fts] podobna metiltransferaza« z RdRp na lo¢enem
monocistronskem segmentu. Ostale skupine flavivirusov imajo monopartitni genom,
monocistronsko RNA, ki kodira zapis za en poliprotein. Pri vseh virusih je poleg RdRp
ohranjena helikaza naddruzine 1 (DEAD/DEAH box helikaza). Flavivirusom podobni virusi
predstavljajo starejSo obliko skupine Flavivirusov in Jingmenvirusov (Shi in sod., 2016b).
Naceloma so pri vseh virusih druzine Flaviviridae poleg RdRp ohranjeni tudi »DEAD/DEAH
box« helikaza - helikaza naddruZine II in »Fts-] podobna metiltransferaza« (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone; Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings
in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD; Shi in sod. 2016a). Genom
flavivirusov in flavivirusom podobnih virusov vsebuje torej »Fts] podobno
metiltransferazo« oz. »Fts] metiltransferazo, ki je sicer tipicna za Negeviruse. Vendar se je
domena ohranila tudi pri Flavivirusih.
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12119 KladaCysto

Cystoviridae so bakterijska dsRNA druZina z linearnim segmentiranim genomom. Genom je
sestavljen iz treh segmentov L (angl. »/arge«), M (angl. » medium«) in S (angl. »smalk)v
skupni dolzini 13,3 kb. Segmenti so policistronske mRNA, ki kodirajo 12 proteinov P1-P12
(Slika 1.42). Protein P2 predstavlja polimerazo.

Segment L (6.4kb)

- 77} P2 N Pl
Segment M (4.0kb)
= P10 1 P6 F P3 HPI3 —
Segment S (2.9kb)
P8 P12 Py PSEI)

Slika 1.42: Genomska struktura Cystoviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Finn in sod,,
2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler -
Bauer in sod. 2017 - CDD; Shi in sod., 2016a). Angleski izraz: prokaryotic operon:
prokariontski operon.

12120 KladaPoty

Skupina Potyviridae je skupina filamentoznih rastlinskih virusov brez kapside. Njihov
genom je monopartiten in velik od 8,5 do 12 kb. Rodovi, vklju¢eni v druZino Potyviridae, so
Brambyvirus, Bymovirus, [pomovirus, Macluravirus, Poacevirus, Potyvirus, Rymovirus in
Tritimovirus. Na N-terminalnem delu genoma kodira zapis za dve peptidazi, peptidazo S30
in peptidazo C3. Peptidazi S30 (angl. »potyvirus P1 peptidase«) in C3 (angl. » poliovirus-
type picornain 3(«) sodita v klan PA endopeptidaz meSanega tipa (serinske ali cisteinske
peptidaze) s kataliti¢no triado histidin, aspartat/glutamat in cistein/serin. Peptidaza S30 je
specificna za Potyviridae. Sledijo protein P3, ki je specificen za Potyviridae, in »DEAD/DEAH
box« helikaza. Helikaze so bile uvrs¢ene v pet naddruzin (SF1-SF5, angl. »superfamily
helicase 1-5«). NaddruZini 1 in 5 sta najbolj razsirjeni. »\DEAD/DEAH box« helikaza sodi v
naddruzino 2 helikaz. Sledita domeni Poty PP (angl. »Potyviridae polyprotein«) in
peptidaza C4, ki ravno tako sodi v PA klan peptidaz. Na C-terminalnem delu se nahajata od
RNA odvisna RNA polimeraza in kapsidni protein, specificen za Potyviridae (Finn in sod,,
2016 - PFAM; Rawlings in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler -
Bauer in sod., 2017 - CDD) (Slika 1.43).
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Slika 1.43: Struktura Potyviridae (Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD). Oznake:
Peptidase_C3 - peptidaza C3; Peptidase_C6 - peptidaza C6; Potyvirid_P3 - protein P3,
specificen za Potyviridae; DEXDc in P-loop - helikaza; Poty_PP - poliprotein skupine
potyviridae (angl. »Potyviridae polyprotein«); Peptidase_C4 - peptidaza C4; Poty_coat -
protein plasca, specifien za Potyviridae. Angleski izraz: superfamily - naddruzina.

ite
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Krajsa oblika proteina P3N-PIPO se prepisuje po mehanizmu »polymerase slippage« oz.
»RNA edditing«. Gre za pojav, pri katerem RNA polimeraza za¢ne prepisovati mRNA v
dolotenem bralnem okvirju od start kodona, dokler ne naleti na specifi¢en signal »slippery
sequence«. Za potyviruse je to tipicna sekvenca »...UGGAAAAA...«. Ob prihodu na omenjene
signale se RNA polimeraza ustavi, preide za eno mesto nazaj in ponovno ustavi zadnji
nukleotid. Nastanejo insercije 1, 2 ali ve¢ baz in nadaljevanje prepisovanja v drugem
okenskem okvirju do stop kodona. Kot primer lahko navedemo P3N-PIPO protein virusa
PVY (angl. »Potato virus Y«) (Slika 1.44).



1.2. RNA virusi 41

a.)
>sp|POCJ93 |MVP_PVYN P3N-PIPO polyprotein OS=Potato virus Y (strain N) PE=3 SV=2

MATYMSTICFGSFECKLPYSPASCEHIVKEREVPASVDPFADLETQLSARLLKQKYATVR
VLKNGTFTYRYKTDAQIMRIQKKLERKDREEYHFQMAAPSIVSKITIAGGDPPSKSEPQA
PRGIIHTTPRMRKVKTRPIIKLTEGQMNHLIKQIKQIMSEKRGSVHLISKKTTHVQYKKI
LGAYSAAVRTAHMMGLRRRVDFRCDMWTVGLLOQRLARTDKWSNQVRTINIRRGDSGVILN
TKSLKGHFGRSSGGLFIVRGSHEGKLYDARSRVTQSILNSMIQFSNADNFWKGLDGNWAR
MRYPSDHTCVAGLPVEDCGRVAALMAHSILPCYKITCPTCAQQYASLPVSDLFKLLHKHA
RDGLNRLGADKDRFIHVNKFLIALEHLTEPVDLNLELFNEIFKSIGEKQQAPFKNLNVLN
NFFLKGKENTAHEWQVAQLSLLELARFQKNRTDNIKKGDISFFRNKLSAKANWNLYLSCD
NQLDKNANFLWGQREYHAKRFFSNFFEEIDPAKGYSAYEIRKHPSGTRKLSIGNLVVPLD
LAEFRQKMKGDYRKQPGVSKKCTSSKDGNYVYPCCCTTLDDGSAIESTFYPPTKKHLVIG
NSGDQKFVDLPKGDSEMLYIAKQGYCYINVFLAMLINISEEDAKDFTKKVRDMCVPKLGT
WPTMMDLATTCAQMRIFYPDVHDAELPRILVDHDTQTCHVVDSFGSQTTGYHILKASSVS
QLILFANDELESDIKHYRVGGVPNASPELGSTISPFREGGVIMSESAALKLLLKGIFRPK
VMRQLLLDEPYLLILSILSPGILMAMYNNGIFELAVRLWINEKQSIAMIASLLSALALRV
SAAETLVAQRIIIDAAATDLLDATCDGFNLHLTYPTALMVLQVVKNRNECDDTLFKAGFP
SYNTSVVQIMEKKLSKSLERCLERFNLARKLSATWYSYRAKRSIHSVHKTHRKGRFERVI
QHITTSVLGPKRPGGQRHCLRIERAI

b.)

1 125 250 375 S00 625 750 75 56

Query seq,

Specific hits
Superfanilies Peptidase_538 superfanily Peptidase_C6 superfamily Potyvirid-P3

Slika 1.44 : a) Zaporedje krajSega poliproteina P3N-PIPO. Rdece in modro oznacena dela se
prepisujeta v razlicnih bralnih okvirjih, b) struktura krajSega poliproteina P3N-PIPO;
oznake: Peptidase_S30 - peptidaza S30; Peptidase_C6 - peptidaza C6; Potyvirid_P3 -
protein P3, specificen za Potyviridae (Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD, NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Predpostavlja se njihov skupen izvor s Hypovirusi. Najverjetneje je bila prednica
skupine Hypoviridae skupina Potyviridae, ki je prestopila gostiteljsko bariero iz rastlin na
glive in izgubila kapsido (Koonin in Dolja, 2014). Filogenetska analiza jih uvr§¢a med
pikornavirusom podobno naddruZino, ¢eprav helikaza naddruzine Il nadomesca helikazo
naddruzine II in klasi¢na peptidaza C3 je nadomescena s peptidazo C4. Dejstvo nakazuje na
izrazito modifikacijo genomske strukture pikornavirusom podobnega prednika (Koonin in
sod., 2015).

12121 Weivirus

Weivirusi so ss(+)RNA virusi, najdeni pri nevretencarjih, z linearnim monopartitinim
genomom, ki ga sestavljata dva ORF. Prvi predstavlja RdRp, drugi predstavlja protein
kapside, ki je homologen kapsidnim proteinom iz alvernavirusne druZine (Shi in sod,
2016a) (Slika 1.45).

[-RdRp ] - Beihai weivirus-like virus 2 [BHZC36779]

L Rinp | ’17 Beihai weivirus-like virus 17 [BHZC37426]

New +velds RNA virus
Weivirus

Slika 1.45: Genomska struktura Weivirusov (Shi in sod., 2016a). Oznaka: Alverna_Coat -
protein plas¢a homologen proteinu plasca skupine Alvernaviridae. Angleski izraz new - nov.

1.2.1.22 Yuevirus

Yuevirusi so ss(-)RNA virusi, najdeni pri nevretencarjih, z linearnim segmentiranim
genomom, ki ga sestavljata dve monocistronski RNA. Eden od segmentov kodira zapis za
RdRp (Shi in sod., 2016a) (Slika 1.46).
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1 [RdRp | — RNA1 - . . :l New -ve RNA virus
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Slika 1.46: Genomska struktura Yuevirusov (Shi in sod., 2016a). Angleski izraz new - nov.

12123 Yanvirus

Yanvirusi so ss(+)RNA virusi, najdeni pri nevretencarjih, z linearnim monopartitnim
genomom, ki ga sestavljata dva ali trije ORF. Eden izmed njih predstavlja RdRp (Shi in sod.,
2016a) (Slika 1.47).

New +velds RNA virus
Yanvirus

Hubei yanvirus-like 1 [WHCC105213]
[ . |

Slika 1.47: Genomska struktura Yanvirusov (Shi in sod., 2016a). Angleski izraz new - nov.

12124 Qinvirus

Qinvirusi so ss(-)RNA virusi, najdeni pri nevretencarjih z genomom, ki ga sestavljata dva
segmenta. Prvi segment predstavlja RdRp (Shi in sod., 2016a) (Slika 1.48).

— [RdRol |- RNat Beihai sesarmid crab virus 4 [SCJXSX38901] 4k
- ——rnaz New -ve RNA virus
Qinvirus
— |_RdRp_] |- RNA1 Anaz Xinzhou nematode virus 3 [XZSJS C85579] ok
4

Slika 1.48: Genomska struktura Qinvirusov (Shi in sod., 2016a). Angleski izraz new - nov.

1.2.1.25 Zhaovirus

Zhaovirusi so ss(+) RNA virusi, najdeni pri nevretencarjih, z linearnim genomom, ki ga
naceloma kodira en ORF. ORF je slabo okarakteriziran, vseeno pa je znana domena RdRp.
Nekateri zhaovirusi, kot je Hubei zhaovirus-like virus 1, so prevzeli »Viral coat protein (S
domain) (S_domain), ki je znacilen za rastlinske viruse (Shi in sod., 2016a) (Slika 1.49).

—] BB | [ESomW | Hubei zhaovirus-like virus 1 [WHBL52766]
New +ve/ds RNA virus
—] I [ [RaRp | — Beihai zhaovirus-like virus 2 [BHTSS12281] Zhaovirus
RT? RT? RT? (Ciliate, dasycladacean and
hexamita nuclear coding)
I [ [RaR[ ] |- Beihaizhaovirus-ike virus 4 [BHZY60633]

RT? RT?

Slika 1.49: Genomska struktura Zhaovirusov (Shi in sod., 2016a). Oznaka RT - angl. »stop
codon read-through«. Angleska izraza: new - nov; ciliate, dasycladacean and hexamita
nuclear coding - ciliatni kod.

1.22 OdRNA odvisna RNA polimeraza (RdRp)

0d RNA odvisna RNA polimeraza (RdRp) spada v naddruZino od matrice odvisnih
polimeraz nukleinskih kislin (angl. » template-dependent nucleic acid polymerases«) (te
Velthuis, 2014). Odgovorna je za podvojevanje virusov izkljutno na osnovi RNA (Ferrer-
Orta in sod. 2006). Glede na sprejeto hipotezo o izvoru virusov naj bi bil mehanizem
podvojevanja izklju¢no na osnovi RNA predhodnik mehanizmu podvojevanja na osnovi
obratnega prepisovanja RNA v DNA in mehanizma podvojevanja izklju¢no na osnovi DNA.
RNA viroidi, virusoidi in virusi naj bi bili direktni potomci zadnjega skupnega prednika -
LUCA (angl. » Last Universal Common Ancestor«) (Koonin in sod., 2015). RdRp ss(+)RNA
bakteriofagov (Leviviridae) naj bi bili najbliZji sorodniki retrovirusnih od RNA odvisnih
DNA polimeraz (Cerny in sod. 2014). Ustrezen zacetek sinteze komplementarne verige
RNA v procesu podvojevanja je kljutnega pomena za ohranjanje integritete virusnega
genoma (Ferrer-Orta in sod., 2006). Obstajata dva glavna mehanizma za zacetek
podvojevanja: 1) od zacetnih oligonukleotidov odvisni in 2) od zacetnih oligonukleotidov



1.2. RNA virusi 43

neodvisni mehanizem podvojevanja. Pri prvem mehanizmu podvojevanja 3" hidroksilno
skupino prispeva RNA zacetni oligonukleotid ali proteinski oligopeptid, na katerega se nato
z nukleofilno adicijo dodajajo nadaljnji nukleotidi glede na matrico. Pri drugem oz. de novo
mehanizmu prvi nukleotid prispeva 3' hidroksilno skupino za nukleofilno adicijo (Ferrer-
Ortain sod., 2006).

RdRp je edini protein, ki je prisoten pri vseh RNA virusih in virusom podobnih
elementih, nima pa ustreznega homologa v celi¢nih organizmih, ki bi imel enako encimsko
funkcijo. Celi¢ni organizmi sicer kodirajo RdRp druZino proteinov, ki je pri njih vklju¢ena v
pomnoZevanje siRNA (angl. »small interfering RNA«). RdRp so (oddaljeno) sorodne z od
RNA odvisno DNA polimerazo (reverzno transkriptazo) in z od DNA odvisno DNA
polimerazo. Hkrati so najstarej$a skupina polimeraz s tipi¢no sekundarno strukturo »dlani«
(angl. » palm domain-containing polymerases«) (te Velthuis, 2014; Koonin in sod., 2015).
Velikost RdRp je do 400 aa. So zelo variabilni proteini z manj kot 10 % ohranjenostjo. Hkrati
so dolocene regije znotraj RARp moc¢no ohranjene. Kooninova ekipa je bila prva ekipa, ki je
identificirala ohranjene regije znotraj RdRp. Oznacili so jih z zaporednimi Stevili I-VIII
(Koonin in sod., 1989; Koonin, 1991, Cerny in sod., 2014; Koonin in sod., 2015). Ugotovili
so, da je znotraj motivov pri ss(+) in dsRNA virusih ohranjenih samo nekaj aminokislinskih
ostankov: Lys3 znotraj motiva I, Asp118 in Asp124 znotraj motiva [V, Ser/Thr190, Gly191,
Thr195, Asn/Glul99, Ser/Thr200 znotraj motiva V in Asp268-Asp269 znotraj motiva VI,
Phe339, Cys340 znotraj motiva VII in Lys/Arg365 znotraj motiva VIII. Motiv VI predstavlja
kataliticno domeno od RNA odvisne RNA polimeraze. Pri ss(+)RNA in dsRNA virusih je
tipi¢na triada aminokislin GDD, torej Gly267-Asp268-Asp269 (Koonin in sod., 1989; Koonin,
1991; Koonin in sod., 2015). Glicin na mestu 267 lahko zamenja serin, aspartat na mestu
269 (D, Asp) pa lahko zamenja asparagin (N, Asn). Podobni motivi so bili najdeni tudi
znotraj dsRNA RdRp in reverznih transkriptaz. Presenetljivo je, da imajo RdRp ss(-)RNA
virusov podobne motive, se pa na podlagi zaporedja razlikujejo od RdRp ss(4+)RNA, dsRNA
virusov in retrovirusov oz. retroelementov (Koonin in sod., 2015). te Velthuis je imenoval
sedem ohranjenih regij z znac¢ilnimi motivi: Motivi A-F (te Velthuis, 2014), ki si od N proti C
terminalnemu delu sledijo v nizu Motiv G, motiv F (1-3), motiv A, motiv B, motiv C, motiv D,
motiv E (te Velthuis, 2014). Motivi A, C in D so najpomembnejs$i motivi na RdRp. Skupaj
tvorijo aktivno mesto RdRp. Motiv C predstavlja glavno kataliti¢cno jedro od RNA odvisnih
RNA polimeraz. Ustreza motivu VI, kot ga je poimenovala Kooninova ekipa, in tipi¢no
vsebuje dva zaporedna aspartata za glicinom (motiv GDD). Glicin se je tekom evolucije lahko
modificiral v serin (motiv SDD) ali metionin (motiv MDD). Drugi aspartat v motivu je lahko
mutiral v asparagin (motiv GDN) (Mononegavirales in Chuvirusi). Motiv A je drugi
najpomembnejsi motiv na RdRp z ohranjenima dvema aspartatoma v motivu D[x]ND.
Aspartata pri obeh motivih veZeta po en magnezijev ion, ki katalizira reakcijo nastanka
fosfodiesterske vezi. N-terminalni aspartat v motivu C preko magnezijevega iona namesti a-
fosfat na NTP (nukleozid trifosfati) za nukleofilni napad 3'OH skupine na zadnji ribozi
novonastajajoce verige. Aminoterminalni aspartat motiva A preko magnezijevega iona
namesti preostala dva fosfata (§3- in y-fosfat) na izbranem NTP za nukleofilni napad 3'OH
skupine na ribozi na a-fosfat, pri ¢emer nastane pentakovalentni intermediat. Entropija
reakcije nato potece v smeri nastanka fosfodiesterske vezi (te Velthuis, 2014). Na novo
dodan NTP nato prispeva 3'OH skupino riboze za nukleofilni napad na naslednji NTP (glede
na matrico). Motiv D z ohranjenim lizinom ali histidinom pomaga aminoterminalnemu
aspartatu na motivu A namestiti B-fosfat NTP-ja. Hkrati koordinira izhod pirofosfata (PPi)
po reakciji. Pred samo reakcijo mora biti prepoznan pravi NTP glede na matrico RNA. Delno
nalogo opravi motiv D, ki z vezavo B-fosfata sproZi zapiranje aktivnega mesta. V pravilno
konformacijo za vezavo pa lahko preide le, ¢e je NTP glede na matrico pravi. Pred tem motiv
B preko ohranjenih aminokislinskih ostankov hkrati lo¢i med NTP in dNTP in veze
nukleotidno bazo vstopnega NTP. Pri razlikovanju med NTP and dNTP pomagata ohranjena
asparagin in C-terminalni aspartat. Motiv F pri tem pomaga namestiti fosfate na NTP in
postavi NTP v pravilen poloZaj za prepoznavo strani motiva B (te Velthuis, 2014).

Vsak od omenjenih sedmih ohranjenih motivov na RdRp zavzame predvideno
sekundarno strukturo, ki je bolj ohranjena kot sama sekvenca motiva. Ohranjene
sekundarne strukture pripadajocega motiva, ki pripada dvema razlicnima RdRp na dveh
sorodnih virusih, imenujemo homomorfi (angl. » homomorphs«). Omenjeni ohranjeni
strukturni elementi (homomorfi) zavzamejo 75 % celotne RdRp. Razdeljeni so v tri lo¢ene
regije: »prsti«, »dlani« in »palec« z ohranjenim »desno-ro¢nim zvitjem« (angl. »right-
handed fold«) in znacilno konformacijo zaprte roke (angl. »closed hand conformation«)
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(Ferrer-Orta in sod., 2006; Cerny in sod., 2014; Cerny in sod., 2015; Koonin in sod., 2015; te
Velthuis, 2014).

»Prsti« zajemajo dva klju¢na motiva: motiv G in motiv F. Sestavljeni so iz sveZnja (angl.
»bundle«) a-heliksov. Vkljucijo (zapakirajo) se v veliki Zleb matrice RNA. »Dlan« je klju¢ni
in najbolj ohranjen del polimeraze, ki zajema motive A, B, C in D. Sestavljena je iz
trovijacnega antiparalelnega B-prepognjenega lista (angl. » three-stranded antiparallel (-
sheet), ki je prekrit s tremi a-heliksi. Premikanje (-vij¢nic je kljutnega pomena za celotno
reakcijo polimerizacije, saj motiva A in C preideta v pravilno konformacijo samo ob vezavi
pravilnega NTP glede na matrico. »Palec« je najbolj raznolika regija polimeraz. Zajema samo
motiv E. Pri polimerazah je razlicnih dolZin in je sestavljen iz sveZnja a-heliksov. Vsebuje
polipeptidne sekvence, ki se izrascajo v glavni tunel, se vkljuc¢ijo v mali Zleb matrice RNA in
omogocajo namescanje tako NTP-jev kot RdRp na glavne motive »dlani«. Hkrati omogocajo
premik matri¢ne RdRp po prvi reakciji kondenzacije. »Prsti« so s »palcem« povezani preko
zank, ki zapirajo konformacijo, zaobjemajo aktivno mesto oz. kataliticno mesto (motiv C)
polimeraz, ki se nahaja na »dlani«, vbocijo »dlang, tako da nastane glavni (centralni) tunel
dolocCene dolzine, znotraj katerega se ob zacCetku podvojevanja ali prepisovanja namesti
RNA. Palec in prsti igrajo pri tem klju¢no vlogo. Na hrbtni strani RdRp se nahaja majhen
pozitivno nabit tunel (NTP tunel), ki deluje kot vstopno mesto za nukleotide in se nahaja
pod kotom 110° glede na matrico. Vsebuje ohranjen motiv, specificen za od RNA odvisne
RNA polimeraze (Ferrer-Orta in sod., 2006; te Velthuis, 2014).

RNA, ki se namesti znotraj glavnega tunela, je lahko enoveriZzna (ssRNA virusi) ali
dvoverizna (dsRNA virusi). V drugem primeru se v tunelu nahajajo dodatne regije, ki so
odgovorne za locitev obeh vijacnic in nalaganje prave matrice na aktivno mesto polimeraze.
Enoverizna RNA je lahko zvita v sekundarne strukture. Dodatna regija na nekaterih
polimerazah, ki se razteza cez »palec« in s »prsti« reagira preko -lasni¢ne zanke, omogoca
odvijanje zvite RNA v linearno konformacijo. DolZina in 3D struktura domen, prisotnih na
RNA polimerazah, sta odvisni od mehanizma iniciacije podvojevanja; ali polimeraza koristi
od zacetnega oligonukleotida odvisen (angl. » primer-dependent«) ali neodvisen (angl.
»primer-independent or de novo initiation«) mehanizem iniciacije podvojevanja. ZacCetni
oligonukleotid pri od zacetnega oligonukleotida odvisnem mehanizmu pomnoZevanja je
lahko bodisi oligonukleotid bodisi oligopeptid. Primer so pikornavirusi, ki izkori$¢ajo samo
od oligopeptidov odvisen mehanizem podvojevanja (Ferrer-Orta in sod., 2006). Polimeraze,
ki koristijo od zacetnih oligonukleotidov odvisen mehanizem podvojevanja imajo naceloma
$irsi tunel in bolj dostopno aktivno mesto in krajsi palec. Polimeraze, ki izkoriS¢ajo de novo
mehanizem podvojevanja imajo naceloma manj dostopno oz. bolj zakrito aktivno mesto in
daljSi »palec«. Primer je flavivirusna polimeraza (Ferrer-Orta in sod. 2006). Nekatere
polimeraze, predvsem tiste, ki se prevedejo kot fuzijski poliprotein, kot je pikornavirusna
polimeraza, postanejo kataliticno aktivne Sele po proteolitski aktivaciji. Pikornavirusna
polimeraza se prevede kot fuzijski protein s 3C proteazo, ki jo s cis delovanjem proteolitsko
aktivira (Ferer-Orta in sod., 2006). Nekatere polimeraze, kot je npr. polimeraza skupine
Orthomyxoviridae, lahko uporabljajo tako de novo kot od zacetnega oligonukleotida
odvisen mehanizem pomnoZevanja. Orthomyxoviridae uporablja od zacetnega
oligonukleotida odvisen mehanizem pomnoZzevanja pri transkripciji (te Velthuis, 2014).

Poznamo pet glavnih skupin polimeraz, ki jih oznacujemo z zaporednimi Stevilkami;
RdRp_1, RdRp_2, RdRp_3, RdRp_4, in RdRp_5. RdRp_1 je znacilna za klade Picorna-Calici,
Partiti-Picobirna, Cystoviridae, Hypoviridae, Astroviridae, Nodaviridae, Potyviridae in
Nidovirales. RdRp_2 je znacilna predvsem za Hepe-Virga klado (Bromoviridae, Virgaviridae,
Togaviridae, Closteroviridae, Tymovirales, Endornaviridae, Benyviridae, Hepeviridae,
Alphatetraviridae, Negevirus, Idaeovirus). RdRp_3 je znacilna za viruse skupine
Flaviviridae, Tombusviridae, Luteoviridae, Carmotetraviridae. RdRp_4 je tipi¢na za
Amalgaviridae, klado Toti-Chryso, Reoviridae, Sobemovirus, nekatere viruse iz skupine
Luteoviridae, Megabirnaviridae, Barnaviridae. RdARp_5 ali reovirusna A3 polimeraza je
tipi¢na za nekatere Reoviruse. Poleg omenjene polimeraze pa je pri reovirusih prisotna tudi
Orbi_RdRp, tipi¢na za orbiviruse, in seadorna_RdRp, tipicna za seadornaviruse. Poleg
reovirusov imajo lahko tudi druge virusne skupine lastno oz. zanje specificno polimerazo.
Flavivirusi imajo lahko na mestu RdRp_3 prisotno Flavi_NS5 polimerazo, tipi¢no samo za
flaviviruse. Birnavirusi imajo Birna_RdRp, ki je razsirjena tudi pri Permutotetraviridae. Za
Narnaviruse je znacilna Mitovir_RdRp, mitovirusna RNA polimeraza. Leviviridae imajo
zanje tipicno RNA-replikazo B. Za ss(-)RNA viruse je znacilno, da ima prakti¢no vsaka klada
svojo znacilno polimerazo. Mono-Chu klada ima Mononeg_RNA polimerazo, ki je razSirjena
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tudi pri Ophioviridae. Bunyaviridae imajo Bunya_RdRp in Arenaviridae imajo Arena-RNA
polimerazo. Orthomyxoviridae so edina virusna skupina s tripartitno RNA polimerazo,
sestavljeno iz Flu_PB1, Flu_PB2 in Flu_PA domene. Flu_PB1 domena vsebuje sedem glavnih
motivov F-E, vkljucno s kataliticno domeno. Flu_PB_2 domena v procesu prepisovanja veZe
»pokrite oligomere« (angl. » capped oligomers«) gostiteljske pre-mRNA in Flu_PA vsebuje
endonukleazno domeno, ki omenjene »pokrite oligonukleotide« v procesu prepisovanja
proteolitsko procesira (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Finn in sod., 2016 - PFAM; Rawlings
in sod., 2016 - MEROPS; Rawlings in Barrett, 1993; Marchler - Bauer in sod., 2017 - CDD,
Thierry in sod., 2016; te Velthuis, 2014).

Virusne RNA polimeraze imajo visoko stopnjo napak pri vgradnji nukleotidov in
naceloma nimajo 3'-5' eksonukleazne aktivnosti. Lahko pa izvedejo pirofosforolizo (angl.
» pyrophosphorolysis«), pri ¢emer z reverzno reakcijo dodatka PPi (pirofosfata) nukleozid
monofosfatu na istem aktivnem mestu omogoci odstranjevanje nukleotida iz novonastale
verige. Nekatere polimeraze nadomestijo pirofosfat z NTP, ki jih namestijo z dodatnimi
prisotnimi motivi, pri ¢emer nastane dinukleozid tetrafosfat (te Velthuis, 2014).

1.23 RazmnoZevanje RNA virusov

Nacdin razmnoZevanja RNA virusov, ki je povezan z njihovo hitrostjo mutacij, kratkim
generacijskim ¢asom in posledicno Stevil¢nostjo populacije, je eden klju¢nih dejavnikov, ki
vodijo v modularnost njihove genomske arhitekture. Ce razmnozevanje RNA virusov
povezemo z genetskim driftom, ki ga ustvarja dinami¢na ekoloska nisa gostitelja, dobimo
klju¢ni element vzorca evolucije, ki vodi v njihovo raznolikost. Zato je razumevanje razlik v
mehanizmih razmnoZevanja posameznih skupin RNA virusov v povezavi s koevolucijskimi
interakcijami z njihovimi gostitelji klju¢nega pomena za razumevanje njihove raznolikosti
in poteka njihove evolucije. Mehanizem razmnoZevanja RNA virusov je povezan s samo
strukturo genoma virusa. Konstrukcija genoma RNA virusa namrec¢ postavlja dolocene
omejitve na spekter vseh teoreticno moznih sistemov razmnoZevanja in s tem narekuje
njegov potek. Za neznan oz. nov RNA virus s podobno strukturo genoma kot kateri koli znan
oz. 7Ze okarakteriziran virus lahko torej predvidimo njegove lastnosti z vidika
razmnoZzevanja (Cann, 2012). Naceloma ima vsak RNA virus unikaten sistem podvojevanja,
izgradnje, zorenja in zapuscanja celice, vendar imajo skupine virusov glede na Baltimorjev
sistem Kklasifikacije v poteku razmnoZevanja nekaj skupnih tock. Vsi mehanizmi
razmnozevanja so sestavljeni iz sedmih klju¢nih faz: 1) prepoznavanje gostiteljske celice in
pritrditev virusa, 2) vstop v gostiteljsko celico, 3) odstranjevanje virusne ovojnice (angl.
»wenvelope«) in/ali kapside, 4) podvojevanje in prepisovanje, 5) sestavljanje virusnega
delca, 6) zorenje virusnega delca in 7) izstop virusnega delca iz celice.

1231 Prepoznavanje gostiteljske celice in pritrditev virusa

Prepoznavanje gostiteljske celice in pritrditev virusa vkljucuje biokemijsko interakcijo med
celicnim receptorjem na gostiteljski celici in virusno molekulo na virusni ovojnici ali na
kapsidi (Ce virus nima virusne ovojnice). Receptorji na celi¢ni povrsini so lahko proteini ali
ogljikovi hidrati (polisaharidi), prisotni na glikoproteinih in glikolipidih. Nekateri virusi
izkoriSCajo veC receptorjev na lastni povrsini in s tem lahko v celico vstopijo preko vec
mehanizmov. Kot primer proteinskih receptorjev na povrsini celic lahko navedemo
integrine. So heterodimerni proteini, ki so sestavljeni iz ene a in ene 3 podenote, vsaka
obstaja v veC variantah (Xiongin sod., 2001). Nekateri enterovirusi in nekateri virusi iz rodu
Parechovirus (Picornavirales) izkori$¢ajo VLA-2 integrin (azf1 integrin) za vstop v celico.
Rotavirusi (Reoviridae) izkoriS¢ajo integrine, kot so: o231, 41, avB3, axB2 (Gutierrez in sod.,
2010). Drugi primeri celicnih receptorjev so imunoglobulinom podobne molekule
(Rossmann in sod., 2002) s konstantnimi in variabilnimi regijami, kot so: CD4 (receptor za
virus HIV), PVR (Poliovirus receptor), ICAM-1 (pikornavirusi), CAR (coxsackievirus) (Cann,
2012) in MOG (angl. »myelin/oligodendrocyte glycoprotein«) - glikoprotein, ki se izraza na
povrsini oligodendrocitov (Pham-Dinh in sod., 1993). Tudi drugi proteini na povrsini celice,
kot so celi¢ni transporterji (od natrija odvisen fosfatni transporter), regulatorji aktivacije
komplementa (membranski kofaktorski protein CD46 pri flavivirusih), LDL podobni
proteini (angl. »Low density lipoprotein-like proteins«) (nekateri virusi skupine
Rhinovirus) ali aminopeptidaza N (pri koronavirusih) lahko delujejo kot molekule, ki jih
prepoznajo virusi. Kot gradbena enota ogljikovih hidratov (polisaharidi), ki so pritrjeni na
celi¢ne glikoproteine in glikolipide in jih virusi izkori$¢ajo za vstop v celico, nastopata sialna
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kislina in heparan sulfat (Orthomyxoviridae, Coronaviridae, Reoviridae) (Hulo in sod., 2011
- ViralZone; Gutierrez in sod., 2010; Cann, 2012). Virusi se lahko preko antireceptorjev
veZejo tudi direktno na holesterol (Otsuki in sod., 2018). Poseben primer prepoznavanja
gostiteljev se odvije pri RNA bakteriofagih, ki izkori$¢ajo bakterijske fimbrije (pili) za
prepoznavo gostitelja in pritrditev na gostitelja (skupini Cystoviridae in Leviviridae
(Daehne in sod., 2005; Daugelavicius in sod., 2005).

Molekule na povrsini celic virusi prepoznajo s t. i. antireceptorji, ki so tako kot celi¢ni
receptorji lahko ozko ali Siroko specifi¢ni in so veinoma glikoproteini. Primeri so 1) VP1,
VP2 in VP3 (Rhv in CRPV proteini) pri pikornavirusih, 2) glikoproteini (angl. »spike
glikoproteins«) pri koronavirusih (Hulo in sod., 2011 - ViralZone), 3) glikoproteini Erns, E1
in E2 pri flavivirusih oz. pestivirusih (Maurer in sod., 2004; Liszewski in sod., 1991), 4)
glikoproteini E1/E2/E3 pri togavirusih (Cong in sod., 2011). Virusi, ki prepoznavajo sialno
kislino, imajo na povrsini virusne ovojnice trimer hemaglutinina in tetramer nevraminidaze
(npr. virusi skupine Orthomyxoviridae) ali dimer hemaglutinina in nevraminidaze oz.
esteraze (koronavirusi). Hemaglutinin na povrSini virusa veZe sialno Kislino.
Nevraminidaza je esteraza, ki odcepi sialno kislino, kar sprozi vstop v gostiteljsko celico.
Nekateri virusi imajo na povrSini vezavni protein, ki ima tako hemaglutininsko kot
nevraminidazno funkcijo (Paramyxoviridae). Sialna kislina ostane vezana na hemaglutinin,
kar preprecuje interakcijo z drugim receptorjem (Cann, 2012, Hulo in sod. 2011 -
ViralZone). dsRNA virusi imajo v mehanizmu razmnoZevanja dodaten izziv, saj celotno
razmnoZevanje poteka v citoplazmi znotraj virusne kapside. Zato imajo naceloma dve ali tri
koncentri¢ne kapside. Klju¢no vlogo pri prepoznavanju celi¢nih receptorjev ima zunanja
kapsida, ki se odstrani tekom prehoda virusa v celico. Pri rastlinskih virusih predstavlja
rastlinska celi¢na stena oviro pri prepoznavanju proteinov na plazmalemi. Zato rastlinski
virusi veCinoma izKkoristijo integriteto celi¢cne stene za direkten prehod v celico (Cann,
2012). Kompleksna struktura bakterijskih ovojnic predstavlja dodaten izziv za bakterijske
RNA viruse (Daechne in sod., 2005; Daugelavicius in sod. 2005; Hulo in sod. 2011 -
ViralZone).

1232  Vstopvgostiteljsko celico

Vstop v gostiteljsko celico se odvije v kratkem ¢asovnem intervalu po interakciji receptorja
na celi¢ni membrani in pripadajocega antireceptorja na virusu. Pri procesu se porablja ATP,
generirana v gostiteljski celici, zato mora biti gostiteljska celica metabolno aktivna (Cann,
2012). Poznani so S§tirje primarni mehanizmi: 1) virus lahko direktno preide Ccez
plazmalemo gostiteljske celice, 2) virus v celico preide z receptorji posredovano endocitozo,
3) virusna nukleokapsida (jedrni delec brez virusne ovojnice) v celico preide preko fuzije
virusne ovojnice s celicno plazmalemo in 4) virusi v celico preidejo preko oblikovanja por
in injiciranja genoma direktno v citoplazmo gostiteljske celice. Virusom podobni delci brez
kapside najverjetneje preidejo celicno membrano z vertikalnim prenosom genoma z
materinske na hcerinsko celico med delitvijo. Nekateri virusi lahko izkoris¢ajo vec
mehanizmov prehoda v gostiteljsko celico. Poseben primer vstopa v gostiteljsko celico so
dsRNA virusi. Razen skupine Cystoviridae nimajo virusne ovojnice, nekatere virusne
skupine (Endornaviridae, Hypoviridae) ravno tako nimajo kapside. Skupini Reoviridae in
Cystoviridae imata dve ali ve¢ koncentri¢nih kapsid (Forzan in sod., 2007; Gutiérrez in sod.,
2010; Daugelavicius in sod., 2005).

Proces direktnega prehoda ¢ez plazmalemo je relativno redek proces in je Se relativno
neraziskan. Proces receptorsko posredovane endocitoze je najbolj razsirjen mehanizem
prehoda med virusi. Znana sta dva loCena mehanizma z receptorsko posredovano
endocitozo: s klatrinom posredovane endocitoze (angl. »clathrin-mediated endocytosis«) in
s kaveolinom posredovane endocitoze (angl. »caveolin-mediated endocytosis«). Proces s
klatrinom posredovane endocitoze je bolj razsirjen mehanizem prehoda v celico med virusi
kot s kaveolinom posredovana endocitoza. Gre hkrati za enega najbolje opisanih in
univerzalno razSirjenih procesov v gostiteljskih celicah (Traub in Bonifacino, 2013; Maib in
sod., 2017). S klatrinom posredovana endocitoza je bila dokazana za Stevilne viruse:
vezikularni stomatitis virus (angl. »Vesicular stomatitis virus«) (Mononegavirales -
Rhabdoviridae), hepatitis C virus (Flaviviridae), respiratorni sincicijski virus (angl.
»Respiratory syncytial virus«) (Mononegavirales - Pneumoviridae), Ebola virus
(Mononegavirales - Filoviridae) in virus japonskega encefalitisa (angl. »Japanese
encephalitis virus«) (Flaviviridae) (Chuang in sod. 2015). S kaveolinom posredovana
endocitoza je druga najbolj razsirjena oblika vstopa virusnega genoma v celice v okviru
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receptorsko posredovane endocitoze. Gre za od Kklatrina neodvisno (angl. »clathrin-
independent«) pot invaginacije membrane ob interakciji celicnega receptorja z
antireceptorjem. Vezava celiCnega receptorja z antireceptorjem inducira koncentriranje
receptorjev v glikolipidnih raftih - s sfingolipidi in holesterolom bogatih membranskih
mikrodomenah (Nabi in Le, 2003; Kiss in Botos, 2009). Nekateri RNA virusi izkoris$¢ajo vec
alternativnih poti za vstop v celico, kot so virusi skupine Togaviridae. V celico lahko preidejo
bodisi s klatrino posredovano endocitozo bodisi s kaveolinom posredovano endocitozo
(Otsuki in sod., 2018; Cong in sod., 2011; Trinh in sod., 2018; Carvalho in sod., 2017; Sousa
in sod., 2017). Poliovirus (Picornavirales) v gostiteljsko celico preide preko dveh
mehanizmov z receptorji posredovane endocitoze. Prvi mehanizem vkljucuje s kaveolinom
posredovano endocitozo (Coyne in sod., 2007; Bergelson, 2008). Drugi mehanizem je
neodvisen tako od kaveolina kot od klatrina. Vezikli, ki nastanejo, so strukturno loceni od
klatrinskih in kaveolinskih veziklov (Brandenburg in sod., 2007).

Fuzija virusne ovojnice z membrano gostiteljske celice poteka izklju¢no pri virusih, ki
vsebujejo virusno ovojnico (Cann, 2012). V tem primeru je odstranjevanje virusne ovojnice
povezano z vstopom v gostiteljsko celico. Pri tem ima pomembno vlogo poleg fuzijskih
proteinov na virusni ovojnici, kot je protein gB pri skupini Herpesvirales (dsDNA virusi),
tudi holesterol (Wudiri in sod., 2017; Yang in sod., 2017). Mehanizem je redek pri RNA
virusih. Opisan je bil za skupino Paramyxoviridae (Mononegavirales) (Smith in sod., 2009).

Nekateri RNA virusi brez virusne ovojnice s proteini na celi¢ni membrani oblikujejo
pore, skozi katere injicirajo genom direktno v citoplazmo. Eden najbolj znanih mehanizmov
direktnega injiciranja genoma v gostiteljsko celico je pri pikornavirusih. Izkori$cajo
imunoglobulinom podobne receptorje za prehod v gostiteljsko celico, kot so: ICAM-1, CAR
(angl. »coxsackievirus-adenovirus receptor«) in PVR (angl. »poliovirus receptor«).
Razlikujejo se po Stevilu imunoglobulinskih domen. Receptor I[CAM-1 ima pet (D1-D5),
receptor CAR ima dve (D1, D2), receptor PV ima tri imunoglobulinske domene (D1-D3).
Domena D1 vsebuje prepoznavno mesto za virus. Kapsida pikornavirusov je strukturirana
iz heterotrimernih kompleksov VP1, VP2, VP3, urejenih v psevdo 3 ikozahedralno simetrijo.
Na notranji strani je VP1/VP2/VP3 kompleks pritrjen na VP4, ki oblikuje desetvijacni
antiparalelni 3-sod¢ek (»ten-stranded anti-parallel 3 barrel«). Na genomu razli¢nih skupin
pikornavirusov se lahko nahajajo v razli¢nih razporeditvah. Na genomu rinovirusov (angl.
»human rhinovirus«) so npr. organizirane kot VP4-VP2-VP3-VP1. VP4 je prepoznana kot
Pico_P1A, VP1, VP2 in VP3 pa kot tri Rhv domene. VP1, 2 in 3 so prepoznane kot Rhv ali kot
CRPV domene (angl. »CRPV capsid protein«). V genomu iflavirusov se domene nahajajo v
nizu VP3-VP4-VP1-VP2. VP2 je prepoznana kot CRPV domena (angl. »CRPV capsid
protein«). V genomu dicistrovirusov se nahajajo na drugem ORF-ju na nizu VP1-VP4-VP2-
VP3 oz. CP1-CP4-CP2-CP3. VP4 (CP4) je pri dicistrovirusih prepoznana kot Dicistro_VP4
domena, CP3 (VP3) pa kot CRPV domena. Proteini na povrsini pikornavirusov oblikujejo
prehod za virusno RNA, ki ji sledi njen izhod iz virusa v gostiteljsko celico (Hulo in sod., 2011
- ViralZone, Rossmann in sod., 2002; Kolatkar in sod., 1999; Marchler-Bauer in sod., 2017 -
CDD). Glede na biofizikalno in biokemijsko nestabilnost RNA molekule in prisotnost
Stevilnih celi¢nih obrambnih mehanizmov pred tujimi ribonukleinskimi kislinami in njeno
dovzetnost so pikornavirusi razvili mehanizme, s katerimi je RNA stabilizirana in zasc¢itena
pred razgrajevalnim celi¢nim biokemijskim aparatom (Ullmer in Semler, 2016). Skupina
Leviviridae je ravno tako primer ss(+)RNA virusov, ki injicirajo genom direktno v gostitelja
(Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Daehne in sod., 2005).

1233 Odstranjevanje virusne ovojnice in/ali kapside

Odstranjevanje plasca in/ali virusne ovojnice je proces, ki je mo¢no odvisen od mehanskih
in biokemijskih lastnosti virusne kapside in virusne ovojnice. Virusi so fizikalno
metastabilni delci. Ze majhne »motnje« virusa kot sistema (temperatura, sprememba pH,
sprememba zunanjega tlaka, sprememba redoks stanja, proteoliti¢na aktivnost) povzrocijo
odprtje oz. unic¢enje kapside (Greber, 2016).

Najbolj razSirjena oblika vstopa v celico med virusi je receptorsko-posredovana
endocitoza. Po vstopu virusa v celico se endosomi z virusnimi delci zdruZijo z lizosomi, pri
Cemer pride do moc¢nega zakisanja pH znotraj veziklov (Cann, 2012; Greber, 2016). Pri tem
pozitivno nabiti oksonijevi (H30+) ioni preidejo skozi virusno ovojnico in kapsido (lahko
preko ionskih kanalov) in na osnovi od pH odvisnih konformacijskih sprememb
reorganizirajo sekundarno strukturo virusnega genoma z vezanimi proteini (obicajno
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nukleoproteini). Proces je bil opisan za Stevilne virusne skupine, kot so: Orthomyxoviridae
(Greber, 2016, Banerjee in sod., 2014; Stauffer in sod., 2014), Coronaviridae (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone; Burkard in sod., 2014), Togaviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Sousa
in sod. 2017), Rhabdoviridae (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Carneiro in sod. 2001),
Bunyaviridae (Lozach in sod., 2010), polioviruse (Brandenburg in sod., 2007) in skupino
Reoviridae (Forzan in sod., 2007; Gutiérrez in sod., 2010; Hulo in sod., 2011 - ViralZone;
Baker in Prasad, 2010). Orthomyxoviridae so primer z virusno ovojnico ovitih virusov, ki
imajo linearno RNA sestavljeno iz Sestih ali osmih segmentov. Vsak segment je zapakiran v
heliksno sekundarno strukturo (ribonukleproteine), pri kateri je RNA vezana z
nukleoproteini in virusno tripartitno RdRp (PB1, PB2 in PA). Struktura je vezana v kapsidi
podoben kompleks (ribonukleokapsido) s proteinom M1. Ribonukleokapsida je pri virusu
obdana z M2 proteinom, hemaglutininom in nevraminidazo (ki tvorijo virusno ovojnico).
Pri skupini Orthomyxoviridae prehod oksonijevih ionov skozi ionski kanal M2 povzroci
konformacijske spremembe v proteinu M1, kar povzro¢i njegovo disociacijo z
ribonukleoproteinskega kompleksa. Celotna struktura virusa vklju¢no z virusno ovojnico se
razrahlja in virus preide v metastabilno stanje. Z nadaljnjim padanjem pH v poznih
endosomih pride do konformacijske spremembe hemaglutinina. Na hemaglutininu se
izpostavi fuzijski peptid, ki se veZe z endosomalno membrano. HKkrati protein M1 disociira
in ribonukleoprotein preide v citosol (Greber, 2016, Banerjee in sod., 2014; Stauffer in sod.,
2014). Orthomyxovirusi imajo tudi vezane in proste verige monoubikvitina, di-ubikvitina,
in poliubikvitina (tri- in tetraubikvitina). Verige poliubikvitina se razgradijo ob povecanju
koncentracije kalijevih ionov. Prosti ubikvitin deluje kot aktivator za histonsko deacetilazo
HDACS, ki se veZe na dinein (angl. »dynein«) in dinaktin (angl. »dynactin«) v kompleks z
aktinskimi in miozinskimi filamenti in aktivira mikrotubulski motor. Ribonukleoproteinski
kompleks, vezan s filamenti, nato s pomo¢jo aktinskih in miozinskih filamentov v povezavi
z dineinom, dinaktinom in HDAC6 disociira z mesta fuzije virusa z endosomalno membrano
(Greber, 2016, Banerjee in sod., 2014; Stauffer in sod., 2014).

Pri ostalih mehanizmih vstopa virusov v celico je odstranjevanje virusne ovojnice in
kapside povezano s prehodom virusa v celico. Pri fuziji virusne ovojnice s plazmalemo virus
odstrani virusno ovojnico Ze pred prihodom v celico. V citoplazmo vstopi jedrni delec oz.
nukleokapsid brez virusne ovojnice. Pri injiciranju genomskega materiala v gostiteljsko
celico se je virus ravno tako znebil kapside hkrati z vstopom genomskega materiala v
citoplazmo. Slika 50 prikazuje povzetek mehanizmov, ki jih virusi izkori$€ajo za vstop
njihovega genoma v gostiteljsko celico (Slika 1.50).
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Slika 1.50: Povzetek mehanizmov vstopa virusov v gostiteljsko celico. Angleski izrazi:
Receptor-mediated endocytosis — receptorsko-posredovana endocitoza, enveloped viruses
- virusi z virusno ovojnico, pili - pili, peptidoglycan - peptidoglikan, clathrin or caveolin-
mediated endocytosis - s klatrinom oz. kaveolinom posredovana endocitoza, most RNA
viruses - vec¢ina RNA virusov, G-bacterial cell wall - celi¢na stena gram negativnih bakterij,
direct injection of genomic RNA - direktno injiciranje genomske RNA, direct translocation
of virus particle into the cytoplasm - direktna translokacija virusnega delca v citoplazmo,
fusion with cell membrane - fuzija s celicno membrano.

1234 Podvojevanje in prepisovanje

Po odstranitvi virusne ovojnice in/ali kapside sledi postopek pomnoZevanja virusne RNA.
Strategija podvojevanja in prepisovanja genomskega materiala je odvisna od narave
genoma oz. mati¢ne verige RNA (Cann, 2012). Pri RNA virusih pomnoZevanje in
transkripcija genetskega materiala poteka znotraj t. i. virusnih tovarn (angl. »wvira/
factories«). Gre za znotrajcelicne oddelke (angl. » compartments«), ki delujejo kot zascita
virusov pred biokemijskimi obrambnimi mehanizmi gostitelja. Viroplazme so inkluzije v
citolazmi, ki jih izkoriSc¢ajo nekateri dsRNA virusi, kot so reovirusi in filovirusi (Filoviridae-
Mononegavirales). Sferule so invaginacije (vpognitve) membran, ki izvirajo iz razlicnih
celi¢nih organelov: peroksisomov, endoplazemskega retikla, kloroplastov, mitohondrijev,
endosomov, lizosomov. Znacilne so predvsem za RNA viruse, ki se pomnoZujejo preko
nastanka dsRNA intermediata, saj mora biti dsRNA zascitena pred znotrajcelicnim iRNA
(angl. »interference RNA«) obrambnim mehanizmom. Tipi¢ne so za viruse Nodaviridae
(mitohondriji), Narnaviridae (mitohondriji), Tymovirales (kloroplasti), Togaviridae
(endosomi in lizosomi), Flaviviridae (endoplazemski retikel) in Tombusviridae
(peroksisomi). Dvojni membranski vezikli so virusne tovarne, ki izvirajo iz
endoplazemskega retikla in Golgijevega aparata. Tipi¢ni so za pikornaviruse, koronaviruse
in arteriviruse. Tubuli (angl. » tubes«) so strukture, ki izvirajo iz Golgijevega aparata in so
tipi¢ni za skupino Bunyavirales. Virusne tovarne se lahko oblikujejo tudi znotraj jedra.
Tipicne so za viruse, ki imajo mehanizem podvojevanja povezan z jedrom (Hulo in sod.,
2011 - ViralZone). Naceloma ima vsak virus glede na strukturo genoma lasten mehanizem
prepisovanja in podvojevanja zgodnjih in poznih ORF-jev (genov). Vseeno pa imajo tri
osnovne strukture RNA molekul, ki delujejo kot matrica za nadaljnje mehanizme
prepisovanja in prevajanja: 1) samo pozitivno (smerno) verigo (angl. » positive sense RNA«)
- ss(+)RNA virusi, 2) samo negativno (protismerno) verigo (angl. » negative sense RNA«) -
ss(-)RNA virusi ali 3) dvoveriZzno RNA molekulo (angl. »double-stranded RNA«) - dsRNA
virusi. Genomska struktura RNA virusov je lahko enodelna (nesegmentirana) ali
segmentirana. RNA ali segment RNA je lahko policistronska (vsebuje ve¢ ORF-jev, ve( start
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in stop signalov) ali monocistronska (vsebuje samo en ORF, samo en start in stop signal).
Vsak ORF lahko kodira en sam protein ali poliprotein, ki se nato proteolitsko procesira v
strukturne in nestrukturne proteine.

Pri ss(+)RNA virusih je v virusnih tovarnah prisotna pozitivna veriga RNA molekule, ki
je »oznacena oz. obdana s kapo« (angl. »capped«) ali Vpg proteinom in je lahko tudi
poliadenilirana. Pri doloCenih virusnih skupinah genomska RNA ni poliadenilirana
(Nodaviridae, Permutotetraviridae, Closteroviridae, Alphatetraviridae, Carmoteraviridae in
druge). Velina ss(+)RNA virusov nima genoma, kompleksiranega z RdRp. Omenjena
ss(+)RNA molekula lahko sluzi kot matrica za prevajanje zgodnjih genov s strani ribosomov
v gostiteljski celici. Mednje sodi virusna RdRp. Po prevajanju RdRp poteka podvojevanje
virusnega genoma. Ponovno ss(+)RNA sluZi kot matrica za podvojevanje, pri cemer nastane
dsRNA intermediat. Omenjen RNA intermediat (natan¢neje protismerna veriga) sluzi v
nadaljevanju za prepisovanje (nastajanje) mRNA, ki je lahko identi¢na genomski ali
subgenomska. mRNA je namrec vedno v smerni (angl. »sense«) orientaciji. Po prepisovanju
sledi prevajanje poznih genov. Nastale gradbene enote enkapsidirajo novonastali genom
(Cann, 2012; Huloin sod., 2011 - ViralZone). Pri flavivirusih ss(+)RNA potuje do ribosomov
na zrnatem endoplazemskem retiklu, kjer poteka prevajanje poliproteina. Po prevajanju se
na endoplazemskem retiklu oblikujejo membranski vezikli. V lumnu membranskih veziklov
poteka podvojevanje RNA flavivirusov in kasnejse sestavljanje strukturnih in nestrukturnih
enot virusa (Apte-Sengupta in sod., 2014). Slika 51 prikazuje pomnoZevanje, prepisovanje
in prevajanje genoma ss(+)RNA virusov (Slika 1.51).
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Slika 1.51: Podvojevanje, prepisovanje in prevajanje ss(+)RNA virusov (Ahlquist, 2006).
AngleSki izrazi: Translation - prevajanje, Template recruitment - rekrutiranje matrice,
replication proteins - replikacijski protein, synthesis - sinteza, virion proteins - protein
viriona.

Pri ss(-)RNA virusih je v virusnih tovarnah prisotna protismerna veriga RNA, ki je
obicajno kompleksirana z nukleoproteini in RdRp. Je znacilno oznacena s kapo (7-
metilgvanozin) in vsebuje poli-U zaporedje (angl. »U-strech«). RdRp ss(-)RNA virusov lo¢i
dva stanja: stanje prepisovanja in stanje podvojevanja. Prepisovanje je prvi korak v ciklu
podvojevanja, prepisovanja in prevajanja genoma ss(-)RNA virusov. Za ss(-)RNA viruse je
znacilna zaporedna (sekvencna) transkripcija (angl. »sequential transcription«) oz. sinteza
antigenoma. RdRp lahko pri¢ne sintezo antigenoma (smerna veriga RNA) na mestu +1 ali
+3. V primeru, da se sinteza za¢ne na mestu +3 (3' N-terminalnem delu genoma), nastane
20-25 nukleotidov dolgo 5'-trifosfat vodilno zaporedje RNA (Hulo in sod., 2011 - ViralZone;
Harwigin sod., 2017). Nato se ustavi in ponovno pri¢ne prepisovanje na prvem start signalu.
Ko RdRp naleti na stop signal, se ustavi in pomakne za en uracil nazaj, pri cemer nastane
poli-A signal. Policistronske RNA molekule (z vec start in stop signali) se lahko prepisejo
kot ve¢ subgenomskih mRNA, pri ¢emer je vsaka monocistronska, metilirana (7-
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metilgvanozin) in poliadenilirana. Segmentirana RNA ss(-)RNA virusov je obicajno
monocistronska in se prepisuje kot genomska RNA. Transkripciji sledi prevajanje z
izkoriS¢anjem gostiteljskega biokemijskega aparata. Podvojevanje genomskega materiala
se obicCajno pricne, ko se tvori dovolj nukleoproteina, ki je obi¢ajno prvi N-terminalni ORF v
genomu. V procesu podvojevanja se RARp ponovno veZe na vodilno zaporedje. Sestavljeno
je iz dveh faz. Najprej nastane antigenom, ki se enkapsidira. Ko je RdRp v stanju
podvojevanja, ne upoSteva dodatnih start in stop signalov ORF-jev, saj mora nastati
popolnoma enak komplementaren genom. V drugi fazi se cikel podvojevanja ponovi. Tokrat
antigenom sluzi kot matrica, pri ¢emer nastane enak genom izvornemu RNA genomu.
Gradbene enote, ki so nastale v fazi zaporedne transkripcije in prevajanja, tokrat
enkapsidirajo novonastali genom (Cann, 2012; Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Slika 52
prikazuje podvojevanje, prepisovanje in prevajanje genoma ss(-)RNA virusov (Slika 1.52).
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Slika 1.52: Podvojevanje, prepisovanje in prevajanje ss(-)RNA virusov (Cann, 2012).
Angleski izrazi: Attachment and entry - vezava in vstop, uncoating - odstranjevanje
virusnega plasca in/ali kapside, expression - izraZanje, replicative intermediate -
podvojitveni intermediat, replication - podvojevanje, proteins - protein, assembly -
sestavljanje, release - sproScanje virusnega delca.

Podvojevanje dsRNA molekul poteka znotraj virusnega delca. RdRp, ki je Ze
kompleksirana z dsRNA genomom virusa, najprej uporabi protismerno matrico za sintezo
mRNA (vedno v smerni orientaciji), ki v tej fazi vsebuje kapo (7-metilgvanozin) in potuje
izven virusnih delcev, kjer hkrati sluzi najprej kot matrica za prevajanje, pri cCemer nastanejo
gradbene enote virusa, med drugim tudi virusna RdRp. Pri tem se mRNA v smerni orientaciji
skupaj z RdRp enkapsidira v inkluzijskih telesih (Cann, 2012; Hulo in sod., 2011 -
ViralZone). Znotraj inkluzijskih telesc RdRp preide v stanje podvojevanja, pri katerem
smerna veriga RNA sluZi kot matrica za nastanek dsRNA molekul (sintezo komplementarne
verige). Sledi sestavljanje virusnega delca (Mohl in Roy, 2014). Pri Orbivirusih (Reoviridae)
po vstopu virusa v citoplazmo virus sestavlja 10 segmentov genomske RNA in proteini VP1
(RdRp), VP4 (angl. »capping enzyme«) s funkcijo RNA trifosfataze, gvanililtransferaze,
gvanin-N7-metiltransferaze in nukleozid-2'-O-metiltransferaze, VP6 (helikaza) in proteina
notranje kapside VP3 in VP7. VP1 polimeraza prepiSe segmente, pri Cemer nastane
metilirana (7-metilgvanozin) mRNA. mRNA nato potuje izven jedrnega delca in sluzi kot
matrica za prevajanje 11 virusnih proteinov, pri ¢emer nastanejo inkluzijska telesca,
sestavljena predvsem iz NS2. Znotraj inkluzijskih teles nato poteka podvojevanje genoma,
kar pomeni sintezo komplementarne RNA verige (Mohl in Roy, 2014). Slika 53 prikazuje
pomnoZevanje, prepisovanje in prevajanje genoma dsRNA virusov (Slika 1.53).
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Slika 1.53: Podvojevanje, prepisovanje in prevajanje dsRNA virusov (Ahlquist, 2006).
Angleski izrazi: synthesis - sinteza, translation - prevajanje, packaging - pakiranje.

Pri vseh treh tipih RNA virusov gre torej za zaporedna mehanizma prepisovanja in
prevajanja, pri katerih se mora iz genomskega materiala tvoriti monocistronska mRNA v
smerni (angl. »sense«) orientaciji. ss(+)RNA virusi imajo startni genom Ze v smerni
orientaciji. Tako lahko njihova genomska RNA Ze sluzi kot matrica za prevajanje proteinov.
Zato je pri njih faza prevajanja prva faza v ciklu razmnozevanja. Mehanizem, ki ga virus
izkoristi pri prevajanju, je odvisen od strukture N-terminalnih in C-terminalnih regij
virusov. mRNA virusov je lahko na 5' ovita s kapo (angl. »cap«) in poliadenilirana na 3', pri
Cemer oponasa strukturo klasicne mRNA gostitelja. Strukturo kape predstavlja 7-
metilgvanozin (m7G), ki je preko 5'-5' trifosfatnega mosticka pripet na prvi nukleotid
transkripta. Njena vloga je zaSc¢ita mRNA pred razgradnjo s 5'-eksoribonukleazami v
procesirajocih telesih (angl. »processing bodies«) in usmerjanje izhoda mRNA iz jedra
(Decroly in sod., 2011). Za nekatere skupine virusov je znacilen klasi¢en mehanizem zascite
mRNA s kapo. Pri tem izkori$¢ajo bodisi svoj (Reoviridae, Bornaviridae, Rhabdoviridae,
Filoviridae) bodisi gostiteljski biokemijski aparat za sintezo kape. Selekcijski pritiski
gostiteljskega biokemijskega obrambnega mehanizma so prispevali k tendenci virusov po
razvoju alternativnih mehanizmov zas¢ite mRNA molekul. Nekateri virusi ne izkori$¢ajo niti
lastnih niti gostiteljskih sistemov za tvorbo kape, temve¢ jo »ukradejo« z gostiteljskih mRNA
(angl. »cap-snatching«). Tipitna je za skupine Arenaviridae, Bunyaviridae in
Orthomyxoviridae. VKkljucuje tri korake: 1) virusna RdRp veze kapo gostiteljske mRNA, 2)
sledi odcepljanje oligonukleotidne sekvence s kapo in 3) omenjen oligonukleotid se uporabi
kot zacetni oligonukleotid za sintezo virusne mRNA (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Decroly
in sod., 2011). Pri skupini Orthomyxoviridae se na enoti PB2 nahaja domena za vezavo kape,
na enoti PA RdRp pa se nahaja endonukleazna domena, odgovorna za generiranje
oligonukleotida s kapo, ki izvira iz gostiteljske celice (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Decroly
in sod., 2011). Alternativno so virusi razvili mehanizem zascite RNA s kovalentno vezavo
proteina Vpg na 5' genomske RNA. Problem pri mehanizmu prevajanja virusne genomske
RNA je tendenca gostiteljevega sistema po »izklopu« globalnega prevajanja v ¢asu okuzbe z
virusom. Nekateri virusi so se izognili omenjenemu sistemu z zaporedji IRES (angl
»Internal Ribosomal Entry Sites«), ki so po strukturi razlicne in omogocajo od kape
neodvisno iniciacijo translacije (Balvay in sod., 2009; Decroly in sod., 2011).

Tako kot prevajanje celicne mRNA ima tudi prepisovanje virusne mRNA tri loCene faze:
zaCetek (angl. »initiation«), podaljSevanje (angl. »elongation«) in zakljuek (angl.
»termination«). Zacetek prevajanja mRNA je lahko od kape (m7GpppN) odvisen (angl. »cap-
dependent«) ali od kape neodvisen (angl. »cap-independent«). Klasi¢en od kape odvisen
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mehanizem prevajanja izkoriscajo virusi, pri katerih je mRNA zascitena s kapo - bodisi so
1) jo »ukradli« gostiteljem, 2) so izkoristili gostiteljski biokemijski aparat za njeno sintezo
ali 3) so jo sintetizirali z lastnim biokemijskim aparatom (Deniz in sod., 2009; Hulo in sod.,
2011 - ViralZone; Balvay in sod., 2009; The UniProt Consortium, 2017 - UniProt). Klasi¢na
pot od kape odvisne aktivacije prevajanja mRNA zahteva prisotnost zacetnega dejavnika
elF2. Togavirusi so razvili mehanizem od kape odvisnega zacetka prevajanja, ki je neodvisen
od dejavnika elF2 (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Toribio in Ventoso, 2010). IRES elementi
lahko vodijo zacetek prevajanja neodvisno od prisotnosti kape. Najbolje raziskani so pri
pikornavirusih (Niepmann, 2009; Deniz in sod., 2009; Hulo in sod., 2011 - ViralZone).

1235  Sestavljanje in zorenje virusa

Po podvojevanju, prepisovanju in prevajanju sledi sestavljanje virusa. Sestavljanje virusa
vkljucuje zbiranje vseh strukturnih in nestrukturnih sestavnih delov virusa na specificnem
delu znotraj celice. Mesto sestavljanja virusa je odvisno od mesta podvojevanja in
mehanizma, s katerim virus zapusti celico. MoZna sta dva alternativna scenarija: 1) virus se
v celoti sestavi znotraj celice, pri cemer lahko sestavljanje poteka znotraj inkluzijskih telesc
v citoplazmi ali znotraj virusnih tovarn v celi¢nih organelih. Pri tem je lahko zorenje virusa
koncano, preden zapusti celico, ali pa se za¢ne oz. nadaljuje, ko virus zapusti celico. 2) Virus
svoje gradbene enote zbira na lipidnih raftih. V tem primeru sestavljanje virusa poteka
vzporedno z njegovim zapuScanjem gostiteljske celice, njegovo zorenje pa izven celice
(Cann, 2012).

Virusi, ki se pomnoZujejo znotraj virusnih tovarn, kot so mitohondriji, endoplazemski
retikel, peroksisomi, jedro in ostali, izkoriS¢ajo preureditve njihovih membran za
sestavljanje svojih strukturnih in nestrukturnih podenot. Ob sestavljanju »brstijo« iz
membran, ¢emur sledi zapuscanje celic z eksocitozo. Pri flavivirusih se sestavljanje odvije
znotraj endoplazemskega retikla (Apte-Sengupta in sod., 2014; Griffin in sod., 2003; Ariumi
in sod., 2011).

Pri virusih, pri katerih razmnozevanje poteka znotraj citoplazme, se lahko sestavljanje
strukturnih in nestrukturnih komponent odvije bodisi znotraj inkluzijskih telesc v
citoplazmi bodisi se koncentrira na citoplazemski strani lipidnih raftov (Cann, 2012). V
prvem primeru bo virus sestavljen Ze znotraj celice, v drugem primeru pa bo sestavljanje
povezano z njegovim zapuScanjem gostiteljske celice. V primeru, da se bo virus Ze v celoti
sestavil znotraj gostiteljskih celic, bo celico zapustil z neliti¢cno eksocitozo ali z liticnimi
mehanizmi. V primeru, da se strukturne enote virusa zbirajo na lipidnih raftih, pa bo
gostiteljsko celico zapustil z brstenjem. Reovirusi vsebujejo dve ali tri koncentri¢ne kapside
(Mohl in Roy, 2014). Tako skupina Reoviridae kot tudi drugi dsRNA virusi so segmentirani
in se soocajo z dodatnim problemom razporeditve segmentov med virusnimi delci, kar
zahteva dodatne mehanizme sortiranja segmentov. DoloCeni segmentirani virusi, kot je
skupina Bromoviridae, enkapsidirajo samo del segmentov, kar je omejeno z velikostjo
genoma, ki se pakira znotraj delca (Sicard in sod., 2016).

1236  Izstopvirusaizcelice

Faza zorenja virusa je lahko povezana ali loCena s fazo izstopa virusa iz celice. Mehanizmi,
preko katerih virusi izstopijo iz celice, so 1) brstenje, ki je lahko od ESCRT (angl.
»endosomal sorting complex required for transport«) odvisno ali od ESCRT neodvisno, 2)
direkten prehod med celicami (hifalna anastomoza (angl. » iyphal anastomosis«)), 3) liza
gostiteljske celice, 4) celicna eksocitoza.

0d ESCRT odvisno in neodvisno brstenje sta najpogoste;jsi obliki izhoda virusa iz celic.
Tipi¢na je za viruse s citoplazemskim mehanizmom razmnozevanja, pri katerih se gradbene
enote zbirajo na lipidnih raftih. Na plazemski membrani in endosomalnih membranah se
nahajajo Stirje proteinski kompleksi: ESCRT-0, ESCRT-I, ESCRT-II in ESCRT-III. Pri tem naj
bi ESCRT-III izvajal glavne funkcije loCevanja vezikla od gostiteljske celice. Pri virusih, ki
izkoris¢ajo od ESCRT odvisen mehanizem brstenja, gradbene enote vsebujejo kratke L-
motive (angl. »late domain«), ki rekrutirajo ESCR aparat, kot sta PTAP motiv (L-motiv) na
p6 glikoproteinu virusa HIV-1 in L-motivi znotraj M proteinov (angl. »matrix protein«)
skupine Mononegavirales (Irie in Harty, 2005). Na citoplazemski strani rastocih brstov
virusa se kompleks ESCRT-III zbira v koncentri¢nih spiralah, ki kr¢ijo vrat vezikla. Sledi
disociacija ESCRT kompleksa (Hulo in sod., 2011 - ViralZone; McDonald in Martin-Serrano,
2009). Pri RNA virusih je mehanizem znacilen tudi za skupine Arenaviridae, Bunyaviridae
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in Paramyxoviridae (Hulo in sod. 2011 - ViralZone). Pri skupini Orthomyxoviridae so
odkrili alternativni (od ESCRT neodvisen) mehanizem brstenja (Rossman in sod., 2010).

Obstaja vec verzij direktnih prehodov med celicami. Znacilen je za viruse, ki imajo
kodiran MP protein (angl. »movement protein«), kot so rastlinski Tombusviridae,
Potyviridae in Secoviridae (Picornavirales) (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Posebna oblika
direktnega prenosa med celicami velja za glivne viruse - hifalna anastomoza (angl. »hyphal
anastomosis«). Glivni virusi lahko izkoriScajo septe, pore v celi¢nih stenah znotraj hif, ki
omogocajo direkten prenos virusa iz ene citoplazme v drugo. Anastomoza (zdruZenje dveh
hif) omogoca izmenjavo citoplazme in hkrati horizontalni prenos virusa iz ene citoplazme v
drugo (Hulo in sod., 2011 - ViralZone). Mehanizem je tip¢en za skupino Narnaviridae,
Hypoviridae, Chrysoviridae in Partitiviridae. Virusi se lahko prenasajo tudi vertikalno preko
spor. Litiéni mehanizem izhoda iz celic vkljuuje unicenje plazmaleme in celicno smrt.
TipiCna je za bakterijske RNA viruse, kot so Leviviridae in Cystoviridae. Liticne mehanizme
izhoda iz celice so zabelezili tudi pri nekaterih reovirusih, kot je Bluetongue virus (Mohl in
Roy. 2014). Nekateri virusi skupine Bunyaviridae, Coronaviridae, Reoviridae celico
zapustijo preko Golgijevega aparata s celitno eksocitozo (Hulo in sod. 2011). Slika 1.54
prikazuje povzetek mehanizmov izstopa virusov iz celic (Slika 1.54).
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Slika 1.54: Povzetek mehanizmov izstopa virusov iz celic. Angleski izrazi: budding -
brstenje, ESCRT-dependent budding - od ESCRT odvisno brstenje, ESCRT-independent
budding - od ESCRT neodvisno brstenje, complex - kompleks, viroporins - viroporini,
cytoplasm - citoplazma, Endoplasmic reticulum - endoplazemski retikel, Golgi apparatus —
Golgijev aparat, exocytosis - eksocitoza, nucleus - jedro, cell lysis - liza celic, budding -
brstenje, mitochondrion - mitohondrij, hypha - hifa, direct cell to cell transfer - direkten
prehod med celicami, hyphal anastomosis - hifalna anastomoza, fungal viruses - glivni
virusi, plant viruses - rastlinski virusi, cytoplasm - citoplazma.

124 Endogenizacija RNA virusov in primerjava z retroelementi

Endogenizirani virusi (angl. »endogenous viral elements«) so celotni ali deli virusnih
genomov, ki so se integrirali v gostiteljski genom (Frank in Feschotte, 2017; Thézé in sod.,
2014). Znani so kot virusni fosili, ki dokazujejo pretekle aktivne okuzbe organizma, v ¢igar
genom so se integrirali (Suzuki in sod., 2017). Integracija se lahko zgodi v somatskih celicah
gostitelja ali spolnih celicah gostitelja. Da se virusni genom vgradi v genom gostitelja, se
morajo odviti klju¢ni koraki: 1) virus se mora pritrditi na gostiteljsko celico, 2) virus mora
vstopiti v gostiteljsko celico 3) virus mora odstraniti virusno ovojnico in kapsido, 4) genom
virusa mora potovati do jedra, 5) genom virusa mora preiti jedrno bariero, ki jo ustvarjajo
NPC (angl. »nuclear pore complexes«) in 6) virus mora izkoristiti lasten ali celi¢ni aparat za
vgradnjo genoma v gostiteljsko celico.
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Retrovirusi in retrotranspozoni so najbolje poznani primeri virusov, ki uporabljajo
aktivno integracijo virusnega genoma v gostiteljski genom v njihovem ciklu podvojevanja.
Kot tipi¢ni primer lahko vzamemo Lentiviruse oz. virus HIV (Slika 1.55).

Human immunodeficiency virus 1 (NC_001802)

@ gag pene protein p17 (pfam00540)

@D gag gene protein p24 7) + arginine ¥ ase - i ing protein (cl26705)
() retroviral aspartyl protease (plam()77)

@ roverse transcripease (cd01645)

@ RNAseH (plam00075)

@ integrase (ptamD0663)

@ Vif protein (pfam0055%)
@ VPR/VEX protein (cl02887)
@ Transuctivating regulatory protein (Tat protein) (pfam(H539)
@ REY proiein (pfam(0424)
@ Vpu protein (pfamDOSSS)
@B Envelope glycoprotein gpl120 (pfam00516)
@ Envclope glycoprotein gpdl (pfam00517)
@ Negative factor (¥ - protein) (Nef) (pfamD0469)
FS Ribosomal frame - shift
RT Stop codon read - through
P Nuclear localization signals (NLS)

Slika 1.55: Genom lentivirusa HIV-1.

Genom retrovirusov je monopartitna RNA, sestavljena iz treh klju¢nih kodirajocih
domen: 1) domene GAG, ki jo tvorita proteina p17 (protein M (angl. »matrix protein«)) in
p24, 2) domene POL, ki jo tvorijo encimi reverzna transkriptaza, RNAzaH in integraza in 3)
domene ENV, ki tvori virusni plas¢. Klju¢na proteina domen sta gp120 in gp41. Genom je na
5" koncu (N-terminalnem koncu) in 3" koncu (C-terminalnem koncu) ponavljajoCe se regije
U3-R-U5. RNA genom virusa je v kompleksu z reverzno transkriptazo, RNAzoH, integrazo.
Kapsido iz proteina kapside obdaja protein p17 (angl. »matrix protein«). Sledi virusna
ovojnica iz dveh klju¢nih komponent: gp120, ki sodeluje pri vezavi CD4 in CCR5 in gp41
(Hulo in sod., 2011 - ViralZone; Marchler-Bauer in sod., 2017 - CDD), ki ob konformacijski
spremembi zaradi omenjene vezave CD4/CCR5-gp120 posreduje fuzijo virusne ovojnice z
membrano gostiteljskih limfocitov. Po vstopu jedrnega delca (ang »viral core particle«) v
gostiteljsko celico sledi razgradnja kapside. Sledi obratno prepisovanje virusnega genoma v
komplementarno DNA (cDNA). V prvi fazi se tRNA veZe na vezavno mesto za zacetni
oligonukleotid in generira protismerni (angl. »antisense«) fragment DNA (angl. »strong-
stop DNA«), ki vsebuje ponavljajoce se regije U3-R-U5 na C-terminalnem koncu. Sledi
podaljSevanje protismerne DNA verige proti N-terminalnemu delu in hkrati razgradnja RNA
z RNAzoH. Znotraj integrazne domene na centralnem delu genoma se nahaja polipurinski
trakt, ki je odporen na aktivnost RNAzeH. S specifi¢no cepitvijo nastane RNA-DNA hibrid, ki
sproZi nastanek smiselne DNA verige. Na polipurinskemu traktu se generira zacetni
oligonukleotid za podaljSevanje smiselne DNA verige. Pri HIV-1 se generira tudi na 5" (N-
terminalnem) delu genoma in cDNA nastane kot produkt dveh polovi¢nih segmentov. Na
polipurinskem traktu se oblikuje trovijacni intermediat (ang. »DNA flap«). Nastala cDNA se
s proteini p17 (angl. »matrix protein«), Vpr, integrazo, reverzno transkriptazo veze v
predintegracijski kompleks, ki potuje do jedra (Sherman in Greene, 2002; Hamid in sod.,
2015). Jedro sestavlja dvomembranska struktura, jedrna ovojnica, v katero so integrirane
jedrne pore (NPC, angl. »nuclear pore complexes«), 125MDa strukture, ki zdruzujejo do 100
polipeptidov (Freitas in Cunha, 2009). Med poliproteini, ki sestavljajo jedrne pore, so
karioferini (angl. »karyopherins«), kot sta importin a in 3. Prehod jedrnih por dovoli
difuzijo delcev, manjsih kot 9 nm. Ve¢ji delci morajo preiti aktivno skozi jedrne pore.
Importin a, vezan z importinom [, prepozna jedrne lokalizacijske signale (angl. »nuclear
localization signals«) na proteinih, namenjenih v jedro. Translokacijo proteinov, vezanih na
importin a, omogoca protein Ran, ki je vezan z GTP ali GDP. Koli¢cnik RanGTP/RanGDP
narasSca proti jedru. RanGAP (Ran GTPase-activator protein«) aktivira Ran s hidrolizo GTP,
zato je koncentracija RanGDP vecja v citoplazmi. Sledi translokacija importina s proteinom
(angl. »cargo«) v jedro. V jedru RCC1 veZe Ran z GTP (Freitas in Cunha, 2009; Lange in sod.,
2007; Sherman in Greene, 2002). Proteini, vezani na predintegracijski kompleks, ki preidejo
v jedro, morajo torej vsebovati jedrne lokalizacijske signale (angl. »nuclear localization
signals«). Po vstopu predintegracijskega kompleksa v jedro sledi integracija genoma v
gostiteljsko DNA.
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Leta 2004 je skupina Crochu s sodelavci odkrila prvi ne-retroviralni endogeniziran
fragment v genomu komarjev rodu Aedes (Crochu in sod., 2004). Endogenizirani fragmenti
so izvirali iz RNA virusov skupine Flaviviridae. V nadaljevanju so endogenizirane genome
(ali fragmente), ki izvirajo iz RNA virusov, odkrili tudi pri rastlinah, vretencarjih, rakih,
glistah in ¢lenonoZcih (Katzourakis in Gifford, 2010; Chiba in sod, 2011; Holmes, 2011;
Horie in Tomonaga, 2011; Cui in Holmes, 2011; Feschotte in Gilbert.,, 2012; Fort in sod.,
2012; Thézé in sod., 2014; Cotton in sod., 2016; Li in sod., 2015; Aiewsakun in Katzourakis,
2015; Shi in sod., 2016; Suzuki in sod., 2017). Tabela 1 prikazuje najdene endogenizirane
genome (ali fragmente genomov), ki izvirajo iz RNA virusov pri nevretencarjih (Tabela 1.1).

Tabela 1.1: Endogenizirani RNA virusi, ki jih opisuje literatura. 1 - (Shi in sod., 2016a), 2 -
(Liin sod., 2015), 3 - (Cotton in sod., 2016), 4 - (Katzourakis in Gifford, 2010), 5 - (Theze
in sod., 2014), 6 - (Suzuki in sod., 2017), 7 - (Crochu in sod., 2004), 8 - (Aiewsakun in
Katzourakis, 2015), 9 - (Cui in Holmes, 2011), 10 - (Feschotte in Gilbert, 2012), 11 - (Fort
in sod., 2012), 12 - (Holmes, 2011), ¢rna pika - prisotnost, bela pika - odsotnost.

VIRUSNA SKUPINA Protista Arthropoda Nematoda Platyhelminthes Crustacea Referenca
ASTRO o o o o o 1

BIRNA o o o o o 1

HEPE-VIRGA o ° ° o o 1,9

HYPO o o o o o 1
LUTEO-SOBEMO ° ° ° o o 1

NARNA-LEVI ° ° o o o 1
BUNYA-ARENA o ° ° ° ° 1,2,4,5,10,12
MONO-CHU o ° ° ° Py 1,2,4,5,8,10,11,12
ORTHOMYXO o ° o o o 1,2,4,10,12
NIDO o . o o o 1
PARTITI-PICOBIRNA o ° ° o o 1,10
PERMUTOTETRA o o o o o 1
PICORNA-CALICI o ° o o o 1,10

REO o ° o o o 1,4,8,10,12
TOMBUS-NODA o ° ° o o 1,3
TOTI-CHRYSO ° ° ° o ° 1,5,10
QINVIRUS ° ° ° o o 1

YUEVIRUS o o o o o 1

YANVIRUS o o o o o 1

ZHAOVIRUS o o o o o 1

WEIVIRUS ° o o o o 1
POTYVIRIDAE o o o o o

FLAVIVIRIDAE o ° o o o 4,6,7,10,12
OPHIOVIRIDAE o o o o o

CYSTOVIRIDAE o o o o o

Nekateri RNA virusi imajo mehanizem podvojevanja vezan na jedro gostiteljske celice.
Pri omenjenih virusih je verjetnost za integracijo v genom vecja. Skupina Orthomyxoviridae
po prehodu v celico s klatrinom posredovano endocitozo, disociacijo kapside in virusne
ovojnice v endosomih sprosti genom v kompleksu z nukleoproteinom, PA, PB1, in PB2
podenoto RdRp. Kompleks nato potuje do jedra, ki ga aktivno precka preko importinov.
Jedrni lokalizacijski signali so bili najdeni na vseh treh podenotah RdRp in nukleoproteinu.
Mehanizem je torej podoben kot pri retrovirusih (Cohen in sod., 2011). Ve¢ina RNA virusov
nima mehanizma podvojevanja, povezanega z jedrom. Vseeno je bilo najdenih kar nekaj
virusov endogeniziranih, ki nimajo mehanizma podvojevanja povezanega z jedrom, kot je
skupina Partitiviridae (Shi in sod., 2016). Mehanizem, s katerim RNA virusi, Se posebej tisti,
ki nimajo mehanizma podvojevanja povezanega z jedrom, preidejo skozi jedro in se vgradijo
v gostiteljski genom, Se ni bil pojasnjen. Virusi lahko okuZujejo samo delece se celice, pri
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katerih je konstrukcija jedra nestabilna. Druga moZnost je, da katera koli proteinska enota,
ki je vezana z virusnim genomom, vsebuje jedrne lokalizacijske signale, ki omogocajo
prehod virusa skozi jedrne pore. Kapside nekaterih virusov so dovolj majhne, da preidejo
skozi jedrne pore. Nekateri virusi izkoriscajo alternativne mehanizme, pri katerih zac¢asno
destabilizirajo jedrne pore in tako preidejo v jedro (Cohen in sod., 2011).

1.3 Nevretencarji

Vprasanje, ki je klju¢nega pomena za filogenomiko virusov, je, kak$na je razsirjenost njihove
raznolikosti med organizmi kot ekoloSkimi niSami in kateri organizmi predstavljajo center
njihove raznolikosti. Kot Ze omenjeno, je hitrost mutacij virusov odvisna od natancnosti
polimeraze (angl. »fidelity«), mutagenih dejavnikov in mehanizma za popravljanje mutacij.
Hkrati je moc¢no odvisna od dinami¢nosti ekoloske niSe, v katerih se organizem nahaja.
Dinamicnost ekoloSke niSe oblikuje raven selekcijskega pritiska v dolo¢enem ¢asovnem
intervalu. Raven selekcijskega pritiska pa doloca tendenco genoma k stalnemu odzivanju
nanj. Vedji kot je selekcijski pritisk, vecja bo tendenca genoma k iskanju optimalnih resitev
za njegovo minimizacijo. Dinami¢nost okolja torej opredeljuje in navzdol omejuje hitrost
mutacij. Vec¢ja kot je dinami¢nost okolja, vecji je selekcijski pritisk in ve¢ja mora biti tista
minimalna hitrost mutacij, s katerimi lahko organizmi (virusi) kompenzirajo oz.
minimizirajo selekcijski pritisk. Hkrati se z veCanjem hitrosti mutacij veca verjetnost
Skodljivih mutacij in s tem tudi letalnih mutacij. Zato je hitrost mutacij omejena z
maksimalno hitrostjo mutacij, ki Se ne bo klju¢no vplivala na prezivetje celotne populacije.
Hitrost mutac1] in hitrost subst1tuc1] pasta kl]ucna dejavnika raznolikosti organizmov. Zato
bomo na]veC]o raznolikost virusov iskali pri najbolj dinami¢nih gostiteljih. ClenonoZci
(Arthropoda), Se posebej skupina Insecta, veljajo za eno najbolj prilagodljivih, robustnih in
raznolikih organizmov na Zemlji z najvecjim Stevilom opisanih vrst. Hitro nastajanje
populacij z razvitimi optimalnimi reSitvami za zmanjSanje selekcijskega pritiska jih uvrsca
med ene najbolj dinamic¢nih gostiteljev za RNA viruse. Nekateri izmed redov insektov
(Diptera, Hemiptera, Polyneoptera, Odonata in Thysanoptera) so znani vektorji rastlinskih
in zivalskih virusov in zato predmet Stevilnih raziskav v povezavi z raznollkost]o RNA
virusov. Clenonozci, specifi¢no insekti, so pridobili oznako centra raznolikosti RNA virusov
(Dudas in Obbard 2015; Engel, 2015). Shi in sod. (2016a) so pokazali raznolikost RNA
virusov tudi pri glistah (Nematoda) in skupini Spiralia (Shi in sod., 2016a). S tem so
nakazali, da je lahko raznolikost RNA virusov razsirjena ez celotno skupino nevretencarjev.
Virusi so z gostitelji povezani v mreZo gostiteljsko-virusnih koevolucijskih vzorcev. Zato
moramo za poznavanje raznolikosti RNA virusov in njihovih medsebojnih filogenetskih
odnosov poznati filogenijo nevretencarjev.

131 Skupine nevretencarjev

Evkarionti predstavljajo raznolik spekter enoceli¢nih in mnogoceli¢nih organizmov, ki jih
gradijo evkariontske celice. Zasedli so prakti¢no vse ekoloske niSe na Zemlji. Filogenetsko
drevo evkariontov je preslo skozi Stevilne preureditve (Burki, 2014; Burki in sod., 2016;
Dacks in sod., 2016; Koonin in sod., 2015). Burki in sod. (2014, 2016) so poudarili glavne
skupine evkariontov: Opisthokonta, Amoebozoa, Excavata, Archaeplastida s skupino SAR
(imenovana po treh glavnih (pod)skupinabh, ki jo sestavljajo). Skupina Opisthokonta zajema
zivali (Metazoa), glive (Fungi) in nekatere heterotrofne protiste. Amoebozoa vkljucuje v
glavnem ameboidne heterotrofne protiste (kot je npr. ameba). Amebozoa in Opisthokonta
so zduZeni v enotno skupino »unikonti« (angl. » unikonts«). Skupina Excavata vsebuje
heterotrofne protiste, ki vsebujejo hidrogenosome ali mitosome, namesto mitohondrijev
(Giardia, Trichomonas), ali plastide (evglenidi - evglena). Archaeplastida je raznolika
nadskupina, ki vsebuje fotosintetske organizme, uvrscene v tri glavne skupine: glavkofiti
(mikroskopske alge s cianobakterijam podobnimi plastidi), rodofiti (rdee alge) in
Viridiplantae (zelene alge in kopenske rastline). Skupina SAR zajema tri glavne skupine:
stramenopile (angl. »stramenopiles«), alveolate (angl. »alveolates«, mednje sodijo tudi
dinoflagelati) in Rhizaria (Burki, 2014, Burki in sod., 2016). Katera skupina evkariontov
predstavlja ali je sorodna z zadnjim skupnim prednikom evariontov, je bilo eno izmed
glavnih vprasSanj Stevilnih Studij. Skupina Amoebozoa je bila predlagana kot najblizji
sorodnik najmlajsi skupini Opisthokonta in skupina Excavata kot najstarejSa skupina in
najbliZji sorodnik zadnjemu skupnemu predniku evkariontov (He in sod., 2014).
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Skupina Metazoa (Zivali) znotraj skupine Opisthokonta zajema pet glavnih skupin:
Porifera (spuzve), Placozoa (rod Trichoplax), Ctenophora (rebrace), Cnidaria (oZigalkarji),
ki so starejSe skupine Zivali, in Bilateria (dvobo¢no somerne oz. bilateralno - simetri¢ne
zivali) (Dohrmann in Woérheide, 2017). Evolucijska starost posamezne skupine je bila
klju¢no vprasanje Stevilnih Studij (Dohrmann in Woérheide, 2017; Dunn in sod., 2014).
Tradicionalno je veljalo prepri¢anje, da so Porifera sestrska klada ostalim Zivalim, znanim
pod skupnim imenom Epitheliozoa. Vendar je bila podpora razvejis¢ slaba predvsem zaradi
pomanjkanja genomskih podatkov najblizjih sorodnikov Zivali (sestrske klade Metazoa) iz
SirsSe skupine Opisthokonta (Philippe in sod., 2009). Najblizji sorodniki oz. skupni predniki,
ki oblikujejo sestrsko klado s skupino Zivali (Metazoa), naj bi bili skupina Choanoflagellida
oz. Choanoflagellata, Ichthyosporea in Filasterea. S pridobivanjem novih zaporedij
najsorodnejSih organizmov skupine Zivali in njihovih najstarejSih predstavnikov,
posodabljanjem prvotne vzorc¢ne populacije v genomskih bazah podatkov za filogenomske
analize in uporabo razli¢nih analitskih modelov se je filogenija Zivali stalno dopolnjevala
(Philippe in sod., 2009; Dunn in sod., 2014; Dorhmann in Woérheide, 2017; Sebé-Pedros in
sod., 2017). Skupine Choanoflagellida oz. Choanoflagellata, Ichthyosporea in Filasterea so
skupaj z glivami (Fungi) v Stevilnih raziskavah uporabili kot »outgroup«. Philippe in sod.
(2009) so uporabili metodo CAT (Lartillot in Philippe., 2004) in v nekoreninjenem drevesu
predstavili spuzve kot najstarejSo skupino, ki ji po evolucijski starosti sledi Placozoa,
skupini Ctenophora in Cnidaria pa uvrstili kot sestrsko skupino Bilateria. Kasneje se je
zgodil preobrat. Ryan in sod. (2013) in Moroz in sod. (2014) so sekvencirali genom rebrac
(Ctenophora) Mnemiopsis leidyi in Pleurobrachia bachei, kar je omogocilo laZjo
filogenetsko karakterizacijo skupine. V filogenetski analizi sta skupini uvrstili skupino
Ctenophora kot najstarejse predstavnike Zivali, ki so ji sledili spuzve in ozigalkarji (Ryan in
sod., 2013; Moroz in sod., 2014). Pri razumevanju filogenije Zivali sta se oblikovali nasprotni
predpostavki. Prva je predvidevala spuzve kot najstarejSo skupino zivali (Philippe in sod.,
2009; Pisani in sod., 2015; Dohrmann in Worheide, 2017; Simion in sod., 2017), druga je
predvidevala rebrace kot najstarejSo skupino zivali (Ryan in sod., 2013; Moroz in sod., 2014;
Sasson in Ryan, 2017).

Naslednje vprasanje, ki je ostalo odprto znotraj zivali (Metazoa), je bil evolucijski odnos
skupine Xenacoelomorpha s skupino Bilateria. Nekatere skupine so jo uvrstile kot sestrsko
klado skupini Bilateria, drugi raziskovalci so jih uvrstili znotraj skupine Deuterostomia
(devterostomi) (Dunn in sod., 2014). Skupina Bilateria zajema dve glavni nadskupini:
Deuterostomia (devterostomi) in Protostomia. Skupina Protostomia je raznolika in zajema
dve glavni skupini: Ecdysozoa in SirSo skupino Spiralia, poimenovano po spiralni simetriji
delitve zigote po oploditvi. Nadaljnja filogenomska klasifikacija glavnih skupin Spiralia Se
vedno ni dosegla poenotenja. Literatura kot glavne skupine Spiralia navaja: Cycliophora,
Dicyemida, Gnathifera (Syndremata, Gnathostomulida, Micrognathozoa, Rotifera),
Gastrotricha, Platyhelminthes, Mollusca, Annelida, Nemertea, Phoronida, Bryozoa,
Entoprocta, Brachiopoda in druge (Nesnidal in sod., 2013; Giribet, 2016, Lu in sod., 2017).
Halanych in sod. (1995) so predlagali konsenzusno drevo, znotraj katerega so skupini
Lophophorata (Bryozoa, Phoronida, Brachiopoda) in Trochozoa (Annelida, Mollusca)
uvrstili v nadskupino Lophotrochozoa in definirali skupino Lophotrochozoa v oZjem smislu
(sensu stricto). Skupina Lophophorata je bila poimenovana po t. i. lofofori (angl.
»lophophore«), v obroc¢ sklenjenih lovkah z migetalkami, ki predstavnikom skupine sluzi za
namen prehranjevanja (Halanych in sod., 1995). Skupina Trochozoa je bila poimenovana po
t.itrohoforah, migetalkastih licinkah, ki predstavljajo zgodnjo fazo njihovega razvoja (Dunn
in sod., 2014). Skupina Lophophorata in skupina Brachiopoda znotraj skupine
Lophophorata je bila po mnenju Halanych in sod. (1995) polifiletskega izvora. Kasnejse
raziskave so zagovarjale monofilijo skupine Lophophorata (Nesnidal in sod., 2013; Lu in
sod. 2017), uvrstitev ostalih skupin - Trochozoa, Cycliophora, Entoprocta, Annelida,
Mollusca, Nemertea, Dicyemida in Platyhelminthes - v kontekstu skupin Deuterostomia in
Ecdysozoa pa je ostala nekonsistentna in mocno odvisna od uporabe nabora
reprezentativnih organizmov, modela in metode za konstrukcijo filogenetskega drevesa
(Nesnidal in sod., 2013; Laumer in sod., 2015; Lu in sod., 2017). Med njimi je skupina
plosc¢atih ¢rvov (Platyhelmintes) izjemno raznolika skupina tako parazitskih kot
neparazitskih organizmov z bilateralno simetri¢nim telesom brez kutikole (Littlewood,
2006).

Skupina Ecdysozoa (kot druga vecja klada znotraj skupine Protostomia) je bila prvi¢ kot
monofiletska klada definirana Ze v Studiji Aguinaldo in sod. (1997). Zajema S$tiri glavne
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skupine: Nematoda (nematodi), Nematomorpha, Panarthropoda in Scalidophora. Skupini
Nematoda in Nematomorpha so raziskave uvrstile v nadskupino Nematoida, skupino
Nematoida pa s sestrsko klado Scalidophora v nadskupino Cycloneuralia (Dunn in sod,,
2014). Problem pri uvrScanju glist (Nematoda) v kontekst organizmov Ecdysozoa je hitro
spreminjanje njihovega genoma, ki v filogenetskih drevesih povzroci »artefakt dolgih vej«
(angl. »long branch attraction«). PoveZe jih s skupino Panarthropoda oz. s ¢lenonoZci
(Arthropoda) (Budd in Telford, 2009). Skupina Panarthropoda zajema skupine Arthropoda
(¢lenonozci), Onychophora (krempljicarji) in Tardigrada (pocasniki). Skupina Arthropoda
(Clenonozci) zajema dve glavni skupini: Chelicerata (pajkovci) in Mandibulata (Celjustniki).
Skupina Mandibulata (Celjustniki) je Sirsa skupina in vkljuCuje Myriapoda (stonoge) in
Pancrustacea. V slednjo sodijo raki (Crustacea) in ZuZelke (Hexapoda). ClenonoZci torej
zajemajo Stiri glavne skupine: raki (Crustacea), pajkovci (Chelicerata), stonoge
(Myriapoda) in ZuZelke (Hexapoda). Evolucijski odnos med S$tirimi skupinami, njihova
monofilija, parafilija oz. polifilija in evolucijski odnos ¢lenonoZcev z ostalimi skupinami so
bili dolgo predmet razprave Stevilnih filogenetskih analiz. Prvotno so skupino stonog
uvrstili kot sestrsko klado Zuzelkam. Skupaj naj bi tvorili skupino Tracheata. Skupina
Tracheata naj bi bila sestrska skupina rakom (Crustacea) - skupaj naj bi tvorili skupino
Mandibulata. Pajkovci (Chelicerata) naj bi tvorili sestrsko klado s skupino Mandibulata.
Kasnejse analize so spremenile poloZzaj ZuZelk v skupini ¢lenonoZcev. Z raki naj bi tvorile
sestrsko klado in oblikovale skupino Tetraconata (Pancrustacea) - sestrsko klado
pajkovcem in stonogam. Zuzelke naj bi predstavljale »kopensko vejo« skupine Pancrustacea
(Budd in Telford, 2009). Skupina Crustacea zajema tri glavne skupine: Maxillopoda
(Copepoda - ceponozci, Branchiura - Skrgorepci in ostale skupine), Malacostraca
(Amphipoda - postranice, Decapoda - deseteronozci, Isopoda - enakonoZci in ostale
skupine) in Branchiopoda (von Reumont in sod., 2012). CeponoZci naj bi predstavljali
starejSo skupino rakov. Gre za eno najbolj raznolikih skupin rakov s 120000 opisanimi
vrstami, ki doseZejo dolzino med 0,1 mm in 23 cm. Predstavljajo glavni deleZ zooplanktona
in so vkljuCeni v mreZo prehranjevalne verige na visjih in niZjih trofi¢nih nivojih (Bron in
sod., 2011). Skupina Hexapoda zajema glavne skupine Collembola (skakaci), Diplura
(dvorepke), Protura (proturi) in Insecta (prave zuzelke). Collembola (skakaci) in Diplura
(dvorepke) sta najstarejSi skupini znotraj insektov. Skakac¢i naseljujejo kopensko
mezofavno. Gre za 0,2-3 mm dolge organizme, ki Zivijo v matriksu ali na povrsini prsti in so
pomembni dekompozitorji (Czarnetzki in Tebbe, 2004). Skupina Insecta zajema starejSo
linijo Monocondylia in Dicondylia. V skupino Dicondylia sodi vecina Zuzelk, najstarejsa
podskupina pa je Zygentoma (Scetinorepke). Skupina Pterygota (krilate zZuzelke) znotraj
skupine Dicondylia zajema dve glavni skupini ZuZelk: Neoptera in Palaeoptera. Skupina
Neoptera vkljucCuje tri glavne skupine: Holometabola (najSirSa skupina), Paraneoptera in
Polyneoptera. Holometabola zajema glavne skupine: Coleoptera (hrosci), Diptera
(dvokrilci), Hymenoptera (koZokrilci) in Lepidoptera (metulji). Skupina Polyneoptera
zajema glavne redove: Dermaptera, Blattodea in Orthoptera. Skupina Paraneoptera zajema
glavno skupino Hemiptera. Omenjene skupine pokrivajo vec¢ kot polovico vseh opisanih vrst
organizmov (Mutanen in sod., 2010). Lepidoptera ima trenutno definiranih okrog 45 druZzin
(Ditrysia, Yponomeutoidea, Apoditrysia, Macrolepidoptera, Obtectomera in druge), znotraj
katerih se uvrs€a 160.000 opisanih vrst, vendar Stevilo razlicnih vrst ocenjujejo celo na
500.000 (Mutanen in sod. 2010; Kawahara in Breinholt, 2014). Studije na skupini
Lepidoptera so bile usmerjene na posamezne druzine s slabo opredeljeno filogenetsko
klasifikacijo. Potekale so na bazi izolacije tako DNA kot RNA (Mutanen in sod., 2010;
Kawahara in Breinholt, 2014). Skupina Hymenoptera zajema 153.000 opisanih vrst in okoli
milijon izumrlih oz. neopisanih vrst (Peters in sod., 2017). Glavne skupine med njimi so
Apocrita, Cephoidea, Orussoidea, Pamphilioidea, Siricoidea, Tenthredinoidea,
Xiphydrioidea in Xyeloidea. Med njimi je Apocrita najmlajSa in najSirSa skupina. Znotraj
skupine Apocrita sta znani dve podskupini: Aculeata in Terebrantes. Terebrantes je
evolucijsko starejSa skupina kot Aculeata. Aculeata zajema kar 70.000 od 153.000 opisanih
vrst Hymenoptera. Zajema skupine Apoidea (Cebele, ose), Chrysidoidea, Pompiloidea,
Vespoidea, Sphecoidea, Thynnoidea, Tiphioidea, Scolioidea in Formicoidea (mravlje) kot
najpomembnejSe skupine. Stevilne raziskave niso dosegle poenotenja glede definiranja
najstarejSe skupine Aculeata, se pa v vec raziskavah pojavlja Chrysidoidea kot najstarejsa
skupina (Branstetter in sod., 2017; Peters in sod., 2017).
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Znanje o boleznih sega veliko dlje od znanja o virusih. Znani so hieroglifi iz leta 3700 pr. n.
St. o egip¢anskem duhovniku, ki kaZe tipicne znake poliomielitisa. Na Kitajskem je okrog
1000 pr. n. $t. izbruhnila epidemija ¢rnih koz (angl. » smallpox«), kar je privedlo do veckrat
neuspesSnega prakticiranja razliCice cepljenja (variolacije; angl. » variolation«). SkorajSnja
smrt Edwarda Jennerja zaradi variolacije ga je privedla do razvoja prvih cepiv proti ¢rnim
kozam. Narava infekcijskih agensov ni bila znana, dokler ni prislo do izuma mikroskopa in
tehnik mikroskopiranja, ki jih je razvil Antony van Leeuwenhoek. Izum je bil klju¢na podlaga
za postavitev teoreticnih temeljev mehanizma prenosa bolezni oz. bakterij, takrat
poimenovanih »bacili« (angl. »germs«) - Robert Koch in Kochovi postulati, kot tudi
teoreti¢nih temeljev preprecevanja napredovanja bolezni - Louis Pasteur. Se vedno je
veljalo prepricanje o enotni naravi infekcijskih agensov, dokler Dimitrij [vanowski ni odkril,
da po prehodu ekstrakta obolele rastline tobaka preko keramicnega filtra in nadaljnji
inokulaciji zdrave rastline tobaka, se na rastlini Se vedno pojavijo isti bolezenski simptomi.
Odkril je, da gre za drugo obliko infekcijskih agensov, ki so manjsi od bakterij (ki jih
keramicni filter zadrZi). Do karakterizacije in poimenovanja infekcijskih agensov je prislo
Sele leta 1915, ko sta Frederick Twort in Felix d'Herelle poimenovala bakteriofage kot
viruse, ki napadajo bakterije. S tem sta postavila temelje virologiji. Bakteriofagi so postali
modelni sistemi za Studije morfologije in mehanizmov podvojevanja. Sledil je razvoj orodij
za odkritje novih virusov in Studijo njihove morfologije. Komarji so bili prvi prepoznani
prenasalci Cloveskih virusov. Viruse so izolirali iz insektov, vretencarjev, rastlin in bakterij,
ki so kazali znake okuZbe. Razvijale so se celi¢ne kulture za gojenje virusov in sistemi
(gojisca) za gojenje celi¢nih kultur. Morfologija in mehanizem replikacije izoliranega virusa
so se raziskovali na podlagi seroloskih, imunoloskih metod in S$tudij ultrastruktur
(elektronska mikroskopija) (Cann, 2012). Odkrivali so se samo posamezni virusi in
virologija je napredovala pocasi, dokler ni prislo do razvoja molekularne biologije, ki ga je
zaznamovalo nekaj klju¢nih odkritij: 1) odkritje strukture DNA, 2) izum sekvenciranja z
inhibitorji, ki prekinjajo verigo (angl. » chain-terminating inhibitors«) (Sanger in sod., 1977)
in 3) izum veriZne reakcije s polimerazo (PCR) (Mullis in Faloona, 1987). Izumi in odkritja
so odprli vrata v Kklasifikacijo in karakterizacijo virusov na podlagi izolacije DNA, RNA,
njunega sekvenciranja in primerjave zaporedij. Odkrivanje raznolikosti virusov in njihova
karakterizacija je bilo narejena v bistveno krajSem obdobju. Vzporedno je leta 1971 ICTV
(angl. »/nternational Committee on Taxonomy of Viruses«) izdala svoje prvo porocilo.
Odkritje novih metod sekvenciranja (tretja generacija sekvenciranja) je povzrocilo premik
iz virusne genetike na virusno genomiko, transkriptomiko, metagenomiko in
metatranskriptomiko. Odkrivanje in karakterizacija posameznega virusa se je premaknila v
odkritje in karakterizacijo populacije virusov v gostiteljskih ali okoljskih ekoloskih nisah.
Izraz »virus« je nadomestil izraz »virom« (Paez-Espino in sod., 2016). Tekom raziskav so
vodna okolja (Angly in sod., 2006; Desnues in sod., 2008; Mizuno in sod., 2013; Philosof in
sod., 2017) bistveno prevladovala nad kopenskimi okolji (Cantalupo in sod., 2011). V
vodnih okoljih so bistveno prednjacile raziskave na DNA virusih, predvsem dsDNA
bakteriofagih (Angly in sod., 2006; Desnues in sod., 2008; Mizuno in sod., 2013; Philosof in
sod., 2017). RNA virusi so bili tako v vodnih okoljih kot na kopenskih okoljih slabse
raziskani kot bakteriofagi kot modelni sistemi. Raziskave RNA virusov v kopenskih okoljih
so bile nekoliko pogostejSe kot raziskave RNA virusov v vodnih okoljih (Culley in sod., 2006;
Rosani in Gerdol, 2017; Galinier in sod., 2017). Pri raziskavah RNA virusov v kopenskih
okoljih so bile pogostejse raziskave RNA virusov v povezavi z njihovo patogenostjo pri
vretencarjih in rastlinah (Halstead, 1966; Achong, 1972; Bauer in Murphy, 1975; Virgin,
2014). Redkejse so bile raziskave same raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov. Vecina
raziskav, katerih glavna tematika je bila raznolikost in razsirjenost RNA virusov, je bila
narejenih pri ¢lenonozcih, predvsem ZuZelkah in pajkovcih (Hogenhout in sod. 2008;
Junglen in Drosten, 2013; Carapeta in sod., 2015; Ladner in sod., 2016; Kawakami in sod.,
2016; Nouri in sod., 2015). Uporabljali so se okoljski vzorci (predvsem voda) ali vodni in
kopenski organizmi. Kot vzorec se je uporabljal celoten organizem, organ, tkivo ali celi¢na
linija (Halstead, 1966; Achong, 1972; Bauer in Murphy, 1975; Angly in sod., 2006; Culley in
sod., 2006; Desnues in sod., 2008; Hogenhout in sod., 2008; Cantalupo in sod., 2011; Junglen
in Drosten, 2013; Mizuno in sod., 2013; Virgin, 2014; Carapeta in sod., 2015; Paez-Espino in
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sod., 2016; Nouri in sod., 2015; Kawakami in sod., 2016; Ladner in sod., 2016; Rosani in
Gerdol, 2017; Galinier in sod., 2017; Philosof in sod., 2017). Izolirali so bodisi celotno RNA
ali DNA organizma, organa, tkiva, celi¢ne linije bodisi so RNA oz. DNA pridobili iz okoljskega
vzorca. Slika 1.56 prikazuje povzetek protokolov, uporabljenih v okviru raziskav
raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov (Slika 1.56).
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PRIDOBIVAN]E VZORCNE POPULACIE ORGANIZMOV ALI OKOLJSKIH VZORCEV

\

PRIPRAVA VZORCEV
OKOLJSKI VZORCI
(vecinoma voda)
ORGANIZMI 1) Koncentriranje vzorca
(filtracija)
) 2) Tretiranje z RNAzami
CELI ORGANIZMI DELI ORGANIZMOV, CELICNE LINIJE in DNAzami
1) Shranjevanje organizmov na -80°C 1) Izolacija posameznega tkiva ali organa, 3) Dodatek kloroforma
(ali-70°C) gojenje celi¢ne linije 4) Shranjevanje na temi
2) Spiranje s PBS 2) Shranjevanje na -80°C (ali -70°C) 5) Izolacija virusnih
3) Homogenizacija 3) Spiranje s PBS (Hanks) delcev (filtracija,
4) Homogenizacija ultracentrifugiranje)
ALI
I Direktna izolacija nukleinskih
kislin iz homogenata
IZOLACIJA DNA ALI RNA
DNA / \ RNA
Formamid/CTAB (angl. TriZol
»cetyltrimethylammonium bromide«),
proteinaza K/fenol/kloroform /
CISCENJE IZOLIRANE RNA
CISCENJE IZOLIRANE DNA ODSTRANJEVANJE rRNA
ZDRUZEVANIJE IZOLIRANE RNA
(iz vecih vrst organizmov, ki so evolucijsko
PRIPRAVA KNJIZNJIC in/ali okoljsko povezani)
DNA RNA
1) Fragmentiranje DNA - pridobimo fragmente 1) PrepisvcDNA 1a) Fragmentiranje RNA
z lepljivimi konci 2) Fragmentiranje cDNA  2a) Prepis vcDNA
2) Poprava lepljivih koncev 3) Poprava lepljivih koncev
3) Vezava adapterjev 4) Vezava adapterjev

ALI
Direktna uporaba RNA za sekvenciranje v nadaljevanju

SEKVENCIRANJE

DNA RNA ) o cDNA

Dobimo dva tipa fragmentov: 1) Generiranje poli-Arepa Dobimo tri tipe fragmentov:
1) Fragmenti, ki se med seboj 2) Vezavana nosilec s poli(dT) 1) Fragmenti, ki se med seboj ne prekrivajo
ne prekrivajo verigo 2) Fragmenti, ki se na N- in C-terminalnem
2) Fragmenti, ki se na N-in C- 3) Zapolnjevanjez dTTP delu prekrivajo s sosednjim fragmentom
terminalnem delu prekrivajo 4) Blokiranje s fluorescentno 3) FI‘AngI]‘Elj ki vsebujejo poli-A zaporedje

s sosednjim fragmentom oznacenimi deoksinukleotidi na C-terminalnem delu
5) Podaljsevanje \
ODLAGANJE V BAZO SRA (ang]. ZDRUZEVANJE SEKVENC|(angl. »assembly) ODLAGANIJE V BAZO SRA (angl.

»Sequence Read Archive«) »Seguence Read Archive«)

l \ J

IN SILICOKLONIRANJE - IN SILICOKLONIRANJE
T TT————»  ANOTACIA

Slika 1.56: Povzetek metod, uporabljenih pri identifikaciji, karakterizaciji novih RNA
virusov pri raziskovanju RNA virusne diverzitete (Halstead, 1966; Achong, 1972; Bauer in
Murphy, 1975; Angly in sod., 2006; Culley in sod., 2006; Desnues in sod., 2008; Hogenhout
in sod., 2008; Cantalupo in sod. 2011; Junglen in Drosten, 2013; Mizuno in sod., 2013;
Virgin, 2014; Carapeta in sod., 2015; Paez-Espino in sod. 2016; Nouri in sod. 2015;
Kawakami in sod., 2016; Ladner in sod., 2016; Rosani in Gerdol, 2017; Galinier in sod., 2017;
Philosof in sod., 2017).
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Raziskave so potekale v dveh smereh. Prva smer je bila izolacija DNA ali RNA iz
okoljskega vzorca, organizma, organa, tkiva ali celitne linije, njeno fragmentiranje,
oblikovanje knjiZnic, sekvenciranje in zdruZevanje pridobljenih kratkih zaporedij (angl.
»wsequence reads«). ZdruZevanje je potekalo s pomocjo vec alternativnih orodij. Za
zdruzevanje cDNA zaporedij (transkriptoma) se je vecinoma uporabljalo programe Trinity,
Oases, Velvet, ABySS, SeqMan (Schulz in sod., 2012; Shi in sod., 2016a). Za zdruZevanje DNA
zaporedij (genoma) organizma (ali ve¢ organizmov v primeru, da so se izolati nukleinskih
kislin zdruZevali na podlagi ekoloskih ali evolucijskih povezav) pa se je uporabljalo orodje
Atlas (Havlak in sod. 2004). Po zdruZevanju zaporedij v soseske (angl. »contig«) in
podaljSevanju sosesk v ogrodja (angl. » scaffold«) je sledilo potrjevanje zdruzevanja, tako da
so se zdruZena ogrodja mapirala nazaj na genom organizma, iz katerega se je genom ali
transkriptom izoliral. Virusni RNA genom (ali endogeniziran genom oz. fragment genoma)
se je iz celotnega transkripta izlo¢il z iskanjem homologov proti vsem referen¢nim virusnim
proteinom. Po anotaciji transkriptoma je sledilo odlaganje zdruZenega genoma ali
transkriptoma v transkriptomske ali genomske baze podatkov. Druga moZnost za
raziskovalce je bila, da so Ze kratka zaporedja, pridobljena direktno po sekvenciranju,
odloZili v SRA (angl. »sequence read archive«) bazo podatkov. Velikost baz podatkov je z
zacetkom naprednejSih metod sekvenciranja zacCela eksponentno naraScati. Zato je
alternativna pot do odkritja novih RNA virusov vkljucevala in silico kloniranje in
pridobivanje novih virusnih sekvenc na podlagi zdruZevanja kratkih zaporedij iz SRA baze
podatkov (Liu in sod. 2012). Ker je bilo vec raziskav glede raznolikosti RNA virusov
narejenih na kopenskih organizmih, ¢lenonoZcih, kot znanih vektorjih rastlinskih in
zivalskih virusov, so postali center raznolikosti RNA virusov. Obveljalo je zavajajoce
prepricanje, da je vecina raznolikosti RNA virusov skoncentrirana v ¢lenonozcih, dokler
nekaj raziskovalnih del ni spremenilo prepric¢anja in odprlo nov vpogled v razsirjenost in
raznolikost RNA virusov (Webster in sod., 2015; Li in sod., 2015; Webster in sod., 2016; Shi
in sod., 2016a; Shi in sod., 2016b; Waldron in sod., 2017). Webster in sod., (2015, 2016) so
v dveh raziskavah odkrili ve¢ kot 55 novih RNA virusov pri skupini Drosophilidae (Diptera),
ki so sodili v skupine Picornavirales, Nodaviridae, Virgaviridae, Negevirus,
Permutotetraviridae, Flaviviridae in Bunyavirales (Webster in sod., 2015; Webster in sod.,
2016). Liin sod. (2015) so raziskali ss(-)RNA viruse pri ZuZelkah in rakih in odkrili ve¢ kot
100 novih virusov. Definirali so novo skupino virusov, ki sodi k skupini Mononegavirales -
Chuvirus (Li in sod., 2015). Shi in sodelavci so naredili najobseznejSo analizo raznolikosti
RNA virusov pri ¢lenonoZcih (rakih, pajkovcih, stonogah in Zuzelkah), glistah in skupini
Lophotrochozoa (predvsem mehkuZcih). Izolirali so RNA iz 220 nevretencarskih vrst,
odstranili rRNA (ribosomalno RNA), zdruzili RNA evolucijsko povezanih organizmov, jo
fragmentirali in oblikovali 87 knjiznic, ki so vsebovale RNA enega ali ve¢ organizmov. Med
njimi je bila samo ena knjiZnica s sekvencami najstarejSih skupin Metazoa (zivali) -
Cnidaria, ostale so pripadale skupini Bilateria (dvobo¢no somerne Zivali). Znotraj skupine
Bilateria sta bili samo dve knjiZnici, ki sta pripadali skupini Deuterostomia - Echinodermata
in Tunicata (Chordata), preostalih 84 pa je pripadalo skupini Protostomia. Znotraj skupine
Protostomia je 21 knjiZnic pripadalo skupini Spiralia (Lophotrochozoa), preostalih 63 pa
skupini Ecdysozoa. V skupini Ecdysozoa je bilo 9 knjiznic od skupine Nematoda, preostalih
54 pa je bilo knjiznic skupine Panarthropoda oz. podskupine Arthropoda (¢lenonoZci).
Skupina Arthropoda je zajemala 6 knjiZnic pajkovcev (Chelicerata), 44 knjiZnic je bilo od
skupine Mandibulata, preostale Stiri pa so bile kompleksne knjiznice, ki so zajemale razli¢ne
predstavnike ¢lenonoZcev. Znotraj skupine Mandibulata so tri knjiZnice pripadale stonogam
(Myriapoda), od preostalih 41 pa jih je 20 pripadalo skupinam rakov (Crustacea) in 21
zuzelkam (Hexapoda). Znotraj skupine rakov sta bili dve knjiznici z meSanimi predstavniki
skupine, preostale pa so v glavnem zajemale red Decapoda. Pri ZuZelkah (Hexapoda) je bila
vecina knjiznic namenjenih redu Diptera. Kniznice so ve¢inoma zajemale vec razli¢nih vrst
organizmov (Slika 1.57).
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Slika 1.57: Stevilo metatranskriptomskih knjiZnic glede na taksonomske skupine v referenci
Shiin sod. (2016a).

S sekvenciranjem knjiznic so pridobili zaporedja dolzine 90-100 bp, ki so z 20-kratno
pokritostjo predstavljala skupaj 6 x 1012 nukleotidov. Z zdruZevanjem zaporedij so odkrili
1445 novih virusov. Viruse so razdelili v klade: Astro, Birna, Hepe-Virga, Hypo, Luteo-
Sobemo, Narna-Levi, Bunya-Arena, Mono-Chu, Orthomyxo, Nido, Partiti-Picobirna,
Permutotetra, Picorna-Calici, Reo, Tombus-Noda, Toti-Chryso. Definirali so pet novih klad:
Qinvirus, Yuevirus, Yanvirus, Weivirus in Zhaovirus. Definirali so tudi nove skupine virusov,
ki pripadajo dolo¢enim kladam, kot so Kelp-fly virusu podobni virusi in Nora virusu podobni
virusi znotraj klade Picorna-Calici (Shi in sod. 2016a; Shi in sod., 2018a). Vseeno v
omenjeno raziskavo skupina ni vkljucila skupine Flaviviridae. Analizo raznolikosti skupine
Flaviviridae so objavili v loceni raziskavi (Shi in sod. 2016b). Skupino Flaviviridae so
postavili v lo¢eno klado in definirali dve novi skupini Flavivirusov: Jingmenviruse in
flavivirusom podobne viruse (angl. » Flavi-like«) (Shi in sod. 2016b). Raznolikost RNA
virusov je dodatno dopolnila tudi skupina Waldron in sod. (2017) z raziskavo pri skupini
Porifera (Waldron in sod., 2017). Omenjene raziskave so razsirile sliko o raznolikosti in
razSirjenosti RNA virusov. Izvor in najve¢jo raznolikost RNA virusov so premaknili s
¢lenonoZcev na celotno skupino Protostomia. Dokazali so: 1) da je tekom evolucije prislo do
eksplozije raznolikosti RNA virusnih genomov, ki je bistveno vedja, kot je bila prvotno
prikazana ob raziskavah viroma ¢lenonoZcev, 2) da se je raznolikost RNA viromov ohranila
¢ez celotno skupino Protostomia (Webster in sod., 2015; Li in sod., 2015; Webster in sod.,
2016; Shi in sod., 2016a; Shi in sod., 2016b; Waldron in sod., 2017).

142 Preostala odprta vpraSanja

Shi in sod. (2016) so opravili doslej najobseznejSo raziskavo raznolikosti RNA virusov, ki
pokriva vse predstavnike Zivali od najstarejsih skupin (Cnidaria), rakov, glist, stonog, zuzelk
in mehkuZcev. Vseeno pa za potrditev domneve Se vedno manjka analiza RNA raznolikosti
pri doloCenih skupinah nevretencarjev. Analizirali so samo eno vrsto ozigalkarja (Cnidaria).
Drugih najstarejSih skupin Zivali (Ctenophora, Porifera) niso analizirali. Ravno tako niso
analizirali raznolikosti RNA virusov pri najstarejSih skupinah Zuzelk (Collembola, Diplura,
Zygentoma, Monocondylia). Manjkajo tudi predstavniki rakov, kot so Amphipoda in
Copepoda, poleg tega, da je raznolikost pri skupini Isopoda delno pokrita. Hkrati je bila
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analizirana samo ena knjiZnica Lepidoptera (metulji). V raziskavo niso bili vkljuceni
koZokrilci (Hymenoptera). Znotraj skupine Lophotrochozoa (Spiralia) so bili v glavnem
zajeti mehkuZci. Ostale skupine organizmov Lophotrochozoa (Spiralia), kot so ploscati ¢rvi
(Platyhelminthes), so bile slabo zastopane. Vseeno so obseZne raziskave postavile tri
klju¢ne mejnike pri raziskavi raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov pri nevretencarjih:

1) Predstavili so »eksplozijo« raznolikih virusnih klad, ki se je odvila tekom evolucije
skupine Protostomia, ki je bila bistveno vedja kot prvotno nakazana v okviru raziskav
raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov pri ¢lenonozcih.

2) Dokazali so, da se je raznolikost RNA viroma ohranila ¢ez celotno skupino
Protostomia.

3) Dokazali so, da je skupina Protostomia izvir pestrega nabora raznolikih RNA viromov.
Hkrati so z raziskavami odprli tri klju¢na vprasanja:
1) Ali je skupina Protostomia dejanski izvor »eksplozije« pestrega RNA viroma ali se je
dejanska eksplozija odvila Ze pri predniku zivali?
2) Kaksna je dejanska starost posameznih virusnih klad - ali najstarej$e predstavnike
posameznih virusnih klad najdemo pri skupini Protostomia ali pri predniku Zzivali?

3) Ali se pestrost RNA viroma ohranja ¢ez celotno skupino nevretencarjev ali je dejansko
omejena samo na skupino Protostomia?
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2.1 Namen

Prvotne analize RNA virusov pri ClenonoZcih so ustvarile prepric¢anje, da ti organizmi
predstavljajo glavni vir raznolikosti RNA virusov, ki jih lahko prenaSajo na vretencarje oz.
na rastline. Taksno stalisce je lahko zavajajocCe, saj do takrat Se niso bili analizirani RNA
virusi pri preostali veliki skupini nevretencarjev, pri Lophotrochozoa (oz. Spiralia - prece;j
velika skupina, ki obsega mehkuzce in ploscate ¢rve). Raziskave Shi in sod. (2016a, 2016b),
Liinsod. (2015), Waldron in sod. (2017) in Webster in sod. (2015, 2016) so raz$irile znanje
o raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov. Naredili so obseZne raziskave raznolikosti RNA
virusov, vendar z omejenim vzorcenjem, in sicer pri skupinah Lophotrochozoa (Spiralia) ter
pri rakih (Crustacea), pajkovcih (Chelicerata), stonogah (Myriapoda) in ZuZzelkah (Insecta)
znotraj skupine Ecdysozoa. Dotaknili so se tudi najstarejSih skupin Zivali (Metazoa), vendar
so se usmerili le na oZigalkarje (Cnidaria) in spuZve (Porifera) samo preko analize dveh do
treh vrst (Shi in sod., 2016a; Waldron in sod., 2017). Pri skupini Lophotrochozoa so se
usmerili predvsem na mehkuzce (Mollusca), pri rakih pa so v glavnem zajeli skupino
Decapoda. Dokazali so, 1) da je pestrost RNA virusnih genomov bistveno ve¢ja, kot je bilo
razvidno iz obstoje¢ih podatkov, 2) da je tekom evolucije skupine Protostomia pri§lo do
»eksplozije« RNA virusnih genomov in 3) da je pestrost RNA viroma ohranjena cez celotno
skupino Protostomia (Webster in sod., 2015; Li in sod., 2015; Webster in sod., 2016; Shi in
sod., 2016a; Shi in sod., 2016b; Waldron in sod., 2017). Center raznolikosti RNA virusov so
premaknili iz ¢lenonoZcev na celotno skupino Protostomia. S tem so odprli nadaljnja
vprasanja o 1) tem, ali lahko najstarej$e predstavnike posameznih virusnih klad najdemo Ze
pri predniku Zivali, 2) ali je bogata pestrost RNA virusnih genomov ohranjena ne samo pri
skupini Protostomia, temve¢ Cez celotno skupino nevretencarjev in 3) ali je skupina
Protostomia dejanski izvor raznolikosti RNA virusov ali pa je pravi izvor prednik zivali.

Namen predlagane raziskave je torej:

1) Pojasniti razSirjenost ter nastanek RNA virusnih skupin, njihove evolucijske in
genomske dinamike pri skupinah nevretencarjev, ki Se niso bile raziskane, in
primerjati z dosedanjimi podatki iz literature.

2) Dokazati, da je raznolikost RNA virusov prisotna in ohranjena pri vseh nevretencarjih.
3) Dokazati, da so najstarej$e skupine Zivali vir in izvor raznolikosti RNA virusov.

211 Cilji in utemeljitev znanstvene relevantnosti

Se vedno je slabo raziskana raznolikost RNA virusov pri najstarej$ih skupinah Metazoa
(Ctenophora, Cnidaria in Porifera), najstarejSih skupinah insektov (Collembola, Diplura,
Zygentoma in Monocondylia), ploScatih ¢rvih (Platyhelminthes), skupinah rakov Amhipoda
in Copepoda in skupinah zuzelk Hymenoptera in Lepidoptera. Zato bomo dopolnili znanje
o raznolikosti in razSirjenosti RNA virusov pri nevretencarjih z analizo skupin: 1) ploski ¢rvi
(Platyhelminthes), 2) najstarejSe skupine zivali (Metazoa) - rebrace (Ctenophora),
ozigalkarji (Cnidaria) in spuzve (Porifera), 3) najstarejSe skupine ZuZzelk - Collembola
(skakaci), Diplura (dvorepke), Zygentoma in Monocondylia, 4) skupine rakov - Amphipoda
(postranice) in Copepoda (ceponoZci) in 5) skupine ZuZelk - kozZekrilci (Hymenoptera) in
metulji (Lepidoptera). Pridobili bomo celotne genome za razli¢ne predstavnike ss(-)RNA,
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ss(+)RNA in dsRNA virusov v nevretencarskih transkriptomskih podatkovnih bazah.
Pridobili bomo tudi celotne ali okvarjene endogenizirane RNA viruse v genomskih
podatkovnih bazah nevretencarjev, kar nam bo pokazalo pretekle infekcije teh organizmov
z razlicnimi RNA virusi. Po primerjavi z dosedanjimi podatki bomo dokazali, da je
raznolikost RNA virusov prisotna pri vseh nevretencarjih. Kon¢ni cilj raziskave je pojasnitev
razsirjenosti ter nastanka novih RNA virusih skupin, njihove evolucije ter genomske dinamike
RNA virusov pri vseh nevretencarjih.

2.1.2 Hipoteze

Nevretencarji predstavljajo najvecjo skupino Zzivali. Analize RNA virusov so ustvarile
prepricanje, da skupina Protostomia predstavlja glavni vir raznolikosti RNA virusov
(Webster in sod., 2015; Liin sod., 2015; Webster in sod., 2016; Shi in sod., 20164a; Shi in sod.,
2016b; Waldron in sod., 2017). Vseeno pa je bilo vzorcenje doslej omejeno. Doslej Se niso
bile analizirane skupine nevretencarjev: 1) najstarejSe skupine zivali (Ctenophora, Cnidaria
in Porifera), 2) najstarejSe skupine ZuZelk (Collembola, Diplura, Zygentoma in
Monocondylia), 3) raki Amhipoda in Copepoda in 4) skupini Spiralia (predvsem ploScati
¢rvi) in 5) kozekrilcev (Hymenoptera) in metuljev (Lepidoptera). Zato je prepric¢anje lahko
zmotno. Trenutno je dostopnih precej transkriptomskih in genomskih podatkov za
nevretencarje, ki nam bodo omogocili sistemati¢no in reprezentativno analizo RNA virusov
pri njih. Analiza RNA virusov in endogeniziranih virusov nam bo pokazala njihovo
raznolikost in razSirjenost pri vseh nevretencarjih. Pokazala nam bo evolucijski izvor
virusnih klad in razkrila center raznolikosti RNA virusov. Nase hipoteze so torej naslednje:

1) Predpostavljamo, da so v transkriptomih in genomih nevretencéarjev prisotni $tevilni,
doslej neznani RNA virusi, ki bodo spremenili nas pogled na raznolikost RNA virusov
pri nevretencarjih - to bomo dokazali z iskanjem homolognih virusnih zaporedij v
genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah nevretencarjev.

2) Predpostavljamo, da je raznolikost RNA virusov prisotna pri vseh nevretencarjih in
ohranjena Cez vse nevretencarje - to bomo dokazali s filogenomsko analizo in
analizo strukture genomov najstarejSih skupin Zivali (Ctenophora, Cnidaria in
Porifera), najstarejSih skupin ZuZzelk (Collembola, Diplura, Zygentoma in
Monocondylia), rakov Amhipoda in Copepoda, skupine Spiralia (predvsem
plosc¢atih ¢rvov), kozekrilcev (Hymenoptera) in metuljev (Lepidoptera). Enaka
pestrost strukture RNA genomov pri vseh analiziranih skupinah nevretencarjev
nam bo dokazala, da je raznolikost RNA virusov ohranjena Cez vse nevretencarje.

3) Predpostavljamo, da skupina Protostomia ni dejanski izvor in center raznolikosti RNA
virusov, temve¢ je dejanski izvor prednik Zivali - to bomo dokazali s filogenetsko
analizo in analizo strukturne raznolikosti RNA viroma najstarejsih skupin Zivali.
Enaka pestrost RNA viroma, kot so jo pri skupini Protostomia dokazal Shi in sod.
(2016a), in odkritje najstarejSih predstavnikov virusnih klad v viromu najstarejsih
skupin Zivali nam bodo potrdili domnevo.

Za potrditev hipotez bomo uporabili razlicne raziskovalne pristope in metode.

213 Metodologija

Podatke o raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov bomo pridobili z iterativnim iskanjem
homolognih virusnih zaporedij (angl. »iterative homology search«) v transkriptomskih
(TSA (angl. » Transcriptome Shotgun Sequence«)) in endogeniziranih virusih (angl.
»wendogenized viral elements«) v genomskih podatkovnih bazah (WGS (angl. » Whole
Genome Shotgun«), neredundantno (angl. »non-redundant<), RefSeq_genomic,
RefSeq_representative_genomes) neraziskanih oz. slabo raziskanih skupin nevretencarjev
z orodjem BLAST. Kot iskalni niz (angl. »query«) bomo uporabili proteinsko zaporedje
RdRp in drugih proteinov Ze znanih Kklasificiranih in neklasificiranih virusov (angl. » wel//
established or floating genera«) (Altschul in sod., 1990; Benson in sod. 2013; NCBI
Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators, 2017; NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Tako bomo pridobili celotne genome za razlicne
predstavnike ss(-)RNA, ss(+)RNA in dsRNA virusov.
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Nove RNA viruse in endogenizirane RNA viruse bomo nato Kklasificirali in
okarakterizirali: 1) s filogenetsko analizo na novo pridobljenih RNA virusov, tako jih bomo
umestili v kontekst Ze znane raznolikosti RNA virusov (v ustrezne virusne klade), in 2) s
primerjavo strukture njihovega genoma s strukturo genoma Ze znanih RNA virusov, tako
bomo dolocili razlike v strukturi genomov in prisotnosti oz. odsotnosti doloCenih
proteinskih domen, pojav novih odprtih bralnih okvirjev (ORF-jev) in privzem omen/ORF-
jev od drugih virusov (virusov, ki pripadajo drugim virusnim kladam). Pri filogenomski
analizi bomo pridobljena homologna zaporedja iz genomskih in transkriptomskih
podatkovnih baz nevretencarjev prevedli (ExPASY - https://www.expasy.org/) ter
poravnali s programom Clustal Omega (Sievers in Higgins, 2014). Filogenetsko analizo
bomo nato izvedli s pomocjo programov MEGA7 in IQTree (Nguyen in sod., 2015; Kumar in
sod., 2016). Pri filogenetski analizi bomo uporabili metodi »zdruZevanja sosedov (angl.
»neighbour-joining«) in najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Pri primerjavi
strukture genoma na novo pridobljenih virusov s strukturo genoma bomo ravno tako
virusna zaporedja prevedli (ExPASY - https://www.expasy.org/) in dolocili strukturo
genoma s pomocjo programa CDD (angl. » Conserved Domain Database«) (Marchler-Bauer
in sod., 2017 - CDD).

Po Kklasifikaciji in karakterizaciji bomo razSirjenost na novo pridobljenih virusov med
raziskanimi skupinami nevretencarjev ovrednotili na podlagi deleZa oz. prispevka (angl.
»contribution«) vsake virusne klade k celotnemu najdenemu RNA viromu pri vsaki od
analiziranih skupin nevretencarjev. Po primerjalni analizi z dosedanjimi podatki bomo
ugotovili, katere skupine RNA virusov so Siroko razsirjene pri nevretencarjih in katere
imajo omejeno razsirjenost pri doloCenih skupinah nevretencarjev.

V okviru nase metodologije se bomo srecevali z razli¢nimi izzivi.

2.2 lzzivi

Pri klasifikaciji in karakterizaciji novih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov se
bomo srecali z izzivi, ki izvirajo iz: 1) podatkovnih baz, 2) orodij za prepoznavo domen in
karakteristi¢cnih motivov (CDD; angl. » Conserved Domain Database«) in 3) filogenetske
analize RNA virusov.

2.2.1 Izzivi, povezani s podatkovnimi bazami

Transkriptomske podatkovne baze so zbirke zdruZenih RNA zaporedij. Skupina RNA
zaporedij kot posnetek celotnega transkriptoma specificnega organizma oz. vrste
organizma (v naSem primeru razlicne vrste nevretencarjev) brez rRNA, vzetega v
doloCenem ¢asovnem okvirju in na doloceni lokaciji, predstavlja RNA knjiZnico omenjenega
organizma (Altschul in sod., 1990; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Raziskovalci so
lahko transkriptom doloc¢ene vrste organizma vzorcili veckrat, kar pomeni, da v
transkriptomskih bazah za isto vrsto organizma obstaja ve¢ knjiznic. Raziskovalci so lahko
tekom postopka oblikovanja knjiznic tudi zdruzili transkriptome ve¢ organizmov, ki so med
seboj ekolosko ali evolucijsko povezani (sorodni). Omenjene knjiznice so zato lahko
enostavne (predstavljajo transkriptom samo enega organizma) ali sestavljene
(predstavljajo  transkriptom skupine organizmov). Ce imamo opravka z
metatranskriptomom, ne moremo dolociti, kateremu od organizmov v knjiznici pripada
dolocena RNA sekvenca (najden RNA virus). Transkriptom (transkriptomi), ki je vklju¢en
(so vkljuceni) v knjiZnico, so lahko bili izolirani iz celotnega organizma ali samo iz dela
organizma - iz organa ali tkiva organizma. Genom RNA virusa, ki je bil najden v doloCeni
knjiznici, lahko izvira iz virusa, ki se je nahajal 1) v celici organizma, 2) v medceli¢nini
organizma, 3) na organizmu. Zato ne moremo dolo¢iti, ali virus s pripadajo¢im genomom,
najdenim v podatkovnih bazah dolo¢ene vrste organizma, dejansko aktivno okuZuje
organizem, je patogen za omenjen organizem ali je bil samo naklju¢no prisoten na
organizmu. Zato moramo uporabiti tudi genomske podatkovne baze. Genomske
podatkovne baze so zbirke zdruzenih popolnih ali nepopolnih zaporedij genomov
organizmov (v naSem primeru nevretencarjev). Ce najdemo genom virusa v genomskih
podatkovnih bazah, pomeni, da se je najden genom virusa integriral v gostiteljev genom in
postal endogeniziran virus. NakaZzemo lahko na preteklo aktivno okuzbo gostitelja z
najdenim virusom. Posebej velja opozoriti, da zaradi narave endogeniziranih RNA virusov
oz. narave »postopka endogenizacije RNA virusov« vefinoma najdemo samo okvarjene
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fragmente endogeniziranega genoma v genomih pripadajocih gostiteljev. Najdeni celotni
ORF-ji genoma virusa so izjemno redki (Altschul in sod, 1990; NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

2.2.2  lzzivi, povezani z analizo strukture genoma

Za dolocitev genomske strukture novih RNA virusov in endogeniziranih virusov so
uporabna orodja, kot je CDD (angl. » Conserved Domain Database«), ki uporabljajo model
strojnega ucenja (angl. » machine learning«) za primerjavo sekvenc, ugotavljanje ohranjenih
motivov, znacilnih za dolo¢en protein (domeno, druZino proteina), in nadaljnjo
identifikacijo znacilne domene znotraj ORF (npr. proteaza 3C, RdRp druZine 1, helikaza
naddruzine 2 idr.). Pri divergentnih sekvencah z neznacilnimi motivi program ne bo
prepoznal domen. Seveda to ne pomeni nujno, da domena ni prisotna na dolo¢enem ORF-ju
(Marchler-Bauer in sod., 2017 - CDD).

2.2.3  Izzivi pri filogenetski analizi

Divergentna zaporedja so problemati¢na tudi pri filogenetski analizi. Na podlagi primerjave
sekvenc se definirajo matrike medsebojne »razdalje« med sekvencami (angl. »distance
matrix«). Najbolj divergenta zaporedja (najbolj oddaljena zaporedja od skupine zaporedij)
lahko program samo naklju¢no poveZe med seboj (angl. »/ong branch attraction«), kar
pomeni, da se zaporedja po modifikaciji in izrisu novih dreves naklju¢no pomikajo znotraj
drevesa in ne moremo natancno dolociti njihove povezanosti (Kumar in sod., 2016; Nguyen
in sod., 2015).

2.3 Doprinos k znanosti

NasSa raziskava bo dopolnila znanje o raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov pri ploScatih
¢rvih (Platyhelminthes), koZekrilcih (Hymenoptera), metuljih (Lepidoptera), rakih
(Crustacea), predvsem Amphipoda (postranice) in Copepoda (ceponoZci), najstarejsih
skupinah ZuZelk (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia) in najstarejsih skupinah
zivali (Metazoa) - Ctenophora (rebrace), Cnidaria (ozigalkarji) in Porifera (spuzve). Z
novimi podatki bo nasa raziskava:
1) Dokazala, da v genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah obstajajo $tevilni
doslej neznani RNA virusi.
2) Pojasnila, ali je raznolikost RNA virusov RNA virusov ohranjena cez celotno skupino
nevretencarjev ali je omejena samo pri dolocenih skupinah nevretencarjev.
3) Obrazlozila, ali »eksplozija« raznolikosti RNA virusov izvira iz skupine Protostomia
ali se je pojavila Ze pri najstarej$ih skupinah Zivali.
4) Pokazala nove rezultate o starosti virusnih klad.
Rezultati naSe raziskave bodo pomembni za nadaljnje sklepanje o poteku evolucije RNA
virusnih skupin.
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3.1 Pridobivanje podatkov

Za iskanje novih RNA virusov v transkriptomskih bazah podatkov smo potrebovali iskalni
niz (angl. »query«), ki je predstavljal 1) proteinsko zaporedje RdRp (od RNA odvisne RNA
polimeraze), 2) proteinsko zaporedje proteina, specificnega za dolo¢eno virusno skupino,
kot so SP24 za negeviruse (Hepe-Virga), »Rhabdovirus spike glycoprotein«
(Rhabdo_glycop; pfam00974) in »Rhabdovirus nucleocapsid protein« (Rhabdo_ncap;
pfam00945) pri skupini Rhabdoviridae (Mononegavirales), in 3) proteinska zaporedja
celotnih odprtih bralnih okvirjev (ORF; angl. » Open Reading Frame«). Proteinska zaporedja
smo pridobili iz podatkovnih zbirk z bibliografsko in bioloSko anotacijo na streznikih NCBI
(angl. » National Center for Biotechnology information«) preko primarnega iskalnika Entrez
(Altschul in sod., 1990; Benson in sod., 2013; Sterk in sod., 2007; NCBI Resource
Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators, 2017; NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). NCBI spletni streZnik ima v okviru podatkovne baze
GeneBank vec lo¢enih podskupin podatkov: 1) DNA: nr (angl. »non-redundant«), WGS (angl.
» Whole Genome Shotgun«), HTG (angl. » High-Throughput Genomic sequences«), GSS (angl.
» Genomic Survey Sequences«) 2) RNA: EST (angl. » Expressed Sequence Tags«), TSA (angl.
» Transcriptome Shotgun Assembly Database«), HTC (»High-Throughput cDNA«), 3)
proteini: nr (angl. » non-redundant«), 4) DNA in RNA: SRA (angl. » Sequence Read Archive«),
5) ostale: STS (angl. » Sequence Tagged Sites«), TPA (angl. » Third Party Annotation«), UNA
(angl. » Unannotated Sequences«), SYN (angl. » Synthetic Sequences«), PAT (angl. » Patented
Sequences«). Streznik NCBI omenjene GeneBank podskupine podatkov razdeli v odseke:
NCBI Gene, NCBI Nucleotide, NCBI Genome, NCBI Protein, NCBI Taxonomy, NCBI Reference
Sequence Database, NCBI Viral Genomes idr. NCBI Viral Genomes vsebuje zbirko celotnih
genomov virusov. ExPASy preko vec divizij ponuja dostop do proteinskih, nukleotidnih in
transkriptomskih baz podatkov in hkrati orodij za njihovo analizo: BLAST, ExPASy
Translate (ExPASy - https://www.expasy.org/). ViralZone je ena izmed baz podatkov v
okviru streznika ExPASy, ki zdruzuje nukleotidna in proteinska zaporedja virusov s
povezavo na NCBI streznik (NCBI Genome) in UniProtKB bazo podatkov (Hulo in sod., 2011
- ViralZone; SIB (Swiss Institute of Bioinformatics) - https://www.sib.swiss/; PIR (Protein
Information Resource) - https://pir.georgetown.edu/). Hkrati vkljucuje bibliografske
podatke o virusih. Podatke o proteinskih zaporedjih RdRp dobro okarakteriziranih virusov
- referencnih virusov, ki spadajo v dobro definirane in okarakterizirane klade, in RdRp sicer
opisanih, vendar slabSe okarakteriziranih oz. neklasificiranih virusov (angl. »floating
genera«), smo pridobili predvsem iz baz podatkov NCBI Gene, NCBI Protein, NCBI Genome,
NCBI Viral Genomes, NCBI Taxonomy in ViralZone. 1z omenjenih podatkovnih baz smo
pridobili tudi proteinska zaporedja proteinov, specificnih za posamezno virusno skupino
(SP24), in proteinska zaporedja celotnih ORF-jev, ki se prepisujejo kot poliproteini.
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3.2 [Iterativno iskanje homolognih zaporedij (RNA virusov) v
transkriptomskih  bazah  podatkov = nevretenCarjev  in
endogeniziranih RNA virusov v genomskih bazah podatkov
nevretencarjev

3.21 [Iterativno iskanje homolognih zaporedij v transkriptomskih podatkovnih
bazah nevretencarjev

Kot Ze omenjeno, raziskovalne skupine v dolo¢enem casovnem intervalu vzorcijo
celotne organizme, organe ali tkiva organizmov (v naSem primeru nevretencarjev)
(Altschul in sod., 1990; Benson in sod., 2013; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI
Resource Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Iz vzorcenih
organizmov ali delov organizmov izolirajo celotno RNA, ki ji nato odstranijo ribosomalno
RNA (rRNA), tako da pridobijo celoten transkriptom organizmov. Eventuelno lahko tudi
zdruZijo RNA, pridobljeno iz ve¢ organizmov, ki so evolucijsko in/ali okoljsko povezani (Shi
in sod., 2016a). V nadaljevanju se oblikujejo transkriptomske knjiZnice. Transkriptomske
knjiznice se lahko generirajo na dva nacina. Prvi nacin poteka s pretvorbo RNA v cDNA po
dveh protokolih: 1) pretvorbo RNA v cDNA, njeno fragmentacijo na oligonukleotide z
lepljivimi konci, popravo lepljivih koncev, vezavo adapterjev in sekvenciranje ali 2)
fragmentacijo RNA na oligonukleotide z lepljivimi konci, pretvorbo fragmentov RNA v
cDNA, popravo lepljivih koncev, vezavo adapterjev in sekvenciranje (Galinier in sod., 2017;
Dheilly in sod., 2015; Griffith in sod., 2015; Liu in sod., 2013; Wang in sod., 2009). V tem
primeru dobimo transkriptomske knjiznice, ki jih predstavljajo fragmenti, dolgi od 30 do
400bp (Wang in sod., 2009). Sledi sekvenciranje transkriptomskih knjiZnic. Drugo obliko
transkriptomskih knjiZznic predstavlja kar izolirana RNA brez ribosomalne RNA. Izolirana
RNA lahko izvira iz enega ali ve¢ organizmov. V tem primeru sledi direktno sekvenciranje
femtomolarnih koli¢in RNA z uporabo poli(dT) (deoksitimidin) lovilcev, ki se veZejo na poli-
A rep mRNA (Ozsolak in sod., 2009). PAPI polimeraza iz E.coli (angl. » Escherichia coli
poly(A) polymerase k) generira 150 nukleotidov dolg poli-A rep na RNA molekulah. Poli-A
rep se nato veZe na nosilce z vezanim poli(dT) (deoksitimidin) verigo. Po vezavi na lovilce
se RNA zapolni z deoksitimidin trifosfatom (dTTP) in blokira z vezavo fluorescentno
obarvanih VT-A, VT-C in VT-G nukleotidov. V nadaljevanju sledi sinteza (podaljSevanje)
komplementarne DNA verige tekom sekvenciranja (Ozsolak in sod., 2009). Po
sekvenciranju se zaporedja odlozijo (zavedejo) v SRA bazo podatkov ali jih zdruzijo v
pripadajoce soseske in nato v ogrodja. ZdruZeni transkriptomi, ki pripadajo eni knjiZnici
(organizmu ali skupini organizmov iz doloCene ekoloske niSe, iz katerih RNA je bila izolirana
v doloCenem cCasovnem okviru) se nato odloZijo (zavedejo) v transkriptomsko bazo
podatkov TSA (angl. » Transcriptome Shotgun Assembly Database«), divizijo v okviru
GeneBank. Slika 58 prikazuje Stevilo knjiZnic, ki so bile za posamezno skupino
nevretencarjev zavedene v podatkovni bazi TSA (angl. » Transcriptome Shotgun Assembly«)
do 8. 1. 2018 (Slika 3.1) (Altschul in sod., 1990; Benson in sod., 2013; NCBI Resource
Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators, 2017; NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Slika 3.1: Stevilo knjiZnic v bazi podatkov TSA (angl. »Transcriptome Shotgun Assembly«)
za analizirane skupine nevretencarjev (8. 1. 2018).

Stevilo knjiznic se prakti¢no dnevno spreminja. Slika 59 prikazuje $tevilo knjiZnic,
prisotnih v tranksriptomski bazi podatkov TSA (angl. »Transcriptome Shotgun Assembly«)
glede na analizo, narejeno 6. 2. 2018 in 7. 2. 2018 (Slika 3.2). Vidimo lahko, da je v mesecu
januarju TSA najbolj zrasla pri skupini Lepidoptera (za 12 knjiZnic) in Hymenoptera (za 5
knjiZnic).
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Slika 3.2: Stevilo transkriptomskih (TSA, angl. »Transcriptome Shotgun Assembly«) knjiznic
pri posamezni skupini Zivali (Metazoa). Analiza je bila narejena 7. 2. 2018.

Najvedje Stevilo zavedenih transkriptomskih knjiznic smo 7. 2. 2018 nasli pri skupini
Hymenoptera (koZekrilci) - 264, sledile so skupine Crustacea (raki) - 187, Lophotrochozoa
(polzi, skoljke, glavonoZci, ploski ¢rvi idr.) - 173, Lepidoptera (metulji) - 119 in najstarejSih
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skupin Zivali 70. 0d 187 knjiZnic pri skupini Crustacea jih je 50 pripadalo skupini Decapoda
(deseteronozci), 78 skupini Amphipoda (postranice), 29 skupini Isopoda (enakonoZci ali
mokrice) in 22 skupini Copepoda (ceponozci). Od 173 knjiZnic pri skupini Lophotrochozoa
je bilo samo 36 knjiznic narejenih iz vzorcev RNA ploskih ¢rvov (Platyhelminthes), od
preostalih 137 knjiZnic pa jih je 106 pripadalo mehkuzcem (Mollusca), 19 skupini Annelida
in 11 skupini Rotifera. Od skupno 70 knjiZnic pri najstarejSih skupinah Zivali jih je bilo 59
narejenih iz vzorcev RNA oZigalkarjev (Cnidaria), 9 iz vzorcev RNA spuzev (Porifera) in
samo dve iz vzorcev RNA rebrac (Ctenophora). Samo 16 knjiznic je bilo narejenih iz vzorcev
RNA najstarejSih skupin ZuZzelk. Od tega 9 iz RNA skupine Collembola, dve iz RNA skupine
Diplura, Stiri iz RNA skupine Zygentoma in samo 1 iz RNA skupine Monocondylia
(organizem Machilis hraber). Ve¢ knjiZnic je bilo narejenih iz RNA iste vrste organizma
(sicer drug casovni okvir in druga ekoloska nisa). Pri skupini Hymenoptera ni bilo
neenakomerne zastopanosti knjiznic, ki so pripadale posameznim vrstam skupine. Tri
knjiznice so bile npr. narejene iz vzorca RNA organizma Cephus cinctus, vendar je naceloma
vsaki vrsti organizma pripadala po ena knjiznica. Pri skupini Lepidoptera so po Stiri
knjiZznice zavzemali organizmi Spodoptera exigua in Athetis lepigone in po tri knjiZnice
Acanthopteroctetes unifascia in Agathiphaga queenslandensis, ostali organizmi so
naceloma bili zastopani z eno knjiznico. Pri rakih sta bila bogato zastopana rodova
Proasellus (Isopoda) z 22 knjiznicami in Eulimnogammarus (Amphipoda) s 15 knjiznicami.
Pri skupini Lophotrochozoa sta bila med mehkuZci najbolje zastopana rodova Conus z 10
knjiZznicami in Aplysia z 9 knjiznicami. Pri ploskih ¢rvih je bil najbolje zastopan rod
Schmidtea z 10 reprezentativnimi knjiZnicami. Znotraj najstarejSih skupin ZuZelk je bila
skupina Collembola dokaj enakomerno zastopana s knjiznicami - ena knjiZnica je naceloma
pripadala eni vrsti organizma. Skupina Diplura je zajemala samo knjiZznico organizma
Campodea augens. Skupina Zygentoma je zajemala knjiznice organizmov Thermobia
domestica, Tricholepidion gertschiin Atelura formicaria. Znotraj najstarejSih skupin Zivali
je bilo pri oZigalkarjih Sest knjiZnic narejenih iz RNA vzorcev rodu Hydra, po tri pa iz RNA
vzorcev rodu Hydractinia, Nematostella in Porites. Pri skupini Porifera so od skupno
devetih knjiznic kar $tiri pripadale organizmu Halisarca caerulea. Pri skupini Ctenophora
(rebrace) je bila samo knjiZznica, narejena iz RNA vzorca organizma Mnemiopsi leidyi
(Altschul in sod. 1990; Benson in sod. 2013; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI
Resource Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Proteinska zaporedja od RNA odvisne RNA polimeraze referen¢nih virusov (dobro
okarakteriziranih in taksonomsko ovrednotenih virusov) (angl. » established viral genera«)
in slabSe okarakteriziranih virusov (angl. » floating viral genera«) smo v prvi fazi uporabili
kot iskalni niz (angl. » query«) za iterativno (angl. » iterative«) iskanje po transkriptomskih
podatkovnih bazah. Analiza na nivoju proteinov je bolj informativna za bolj divergentna
proteinska zaporedja. Za iterativno iskanje smo uporabili orodje BLAST preko streznika
NCBI. Orodje poisce najbolj podobna zaporedja (Pevsner, 2009; Altschul in sod., 1990;
Benson in sod., 2013; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators,
2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Homologna zaporedja smo iskali v prevedenih transkriptomskih (TSA, angl.
» Transcriptome Shotgun Assembly«) nukleotidnih bazah razli¢nih skupin nevretencarjev
(Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia, Hymenoptera, Lepidoptera,
Lophotrochozoa in Crustacea), ki so podobne nasemu iskalnemu nizu. V prvi fazi so bili nasi
iskalni nizi zaporedja RNA virusnih RdRp, ki smo jih pridobili iz podatkovnih baz na
streznikih ExPASy in NCBI (ViralZone, NCBI Viral Genomes, NCBI Taxonomy) (ExPASY -
https://www.expasy.org/, NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Kot iskalne nize smo
uporabili tudi celotne ORF ali zaporedja proteinov, ki so omejena samo na eno RNA virusno
skupino (npr. SP24, ki je omejen samo na negeviruse). Uporabljali smo orodje tblastn. S tem
smo pridobili nukleotidna zaporedja celotnih virusnih genomov ali samo dela virusnih
genomov (npr. samo RdRp), ki so bili sekvencirani v okviru doloc¢ene knjiznice. V drugi fazi
smo naSe zadetke na novo uporabili kot iskalne nize (iterativno iskanje). S tem smo povecali
verjetnost, da najdemo najbolj divergentne virusne genome.

3.22 Iterativno iskanje homolognih zaporedij v genomskih podatkovnih bazah
nevretencarjev

Tudi generiranje genomskih knjiZnic se za¢ne z vzorcenjem celotnega organizma, organa ali
tkiva organizma (v dolo¢enem casovnem okvirju in ekolosSki nisi). Po vzorcenju sledi
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izolacija DNA, fragmentacija na oligonukleotide z lepljivimi konci, ligacija adapterjev in
sekvenciranje. Po sekvenciranju pridobimo kratke odcitke genomske DNA. Odcitke lahko
direktno zavedemo v bazo podatkov SRA ali jih zdruzimo v soseske (angl. » contigs«) in v
naslednjem koraku v ogrodja (angl. »scaffolds«). Zdruzena zaporedja nepopolnih ali
popolnih genomov vzorcenih organizmov se nato odloZijo v genomske baze podatkov (nr
(angl. »non-redundant«) - glavna divizija GeneBank ali WGS (angl. » Whole Genome
Shotgun«) v okviru baze GeneBank). Popolni anotirani genomi se zavedejo v divizije
RefSeq_Representative_Genomes ali RefSeq_genomic v okviru baze GeneBank. Slika 60
predstavlja Stevilo knjiznic, ki je bilo zavedenih za posamezno skupino nevretencarjev v
genomiski podatkovni bazi WGS (angl. » Whole Genome Shotgun«) do 8. 1. 2018 (Altschul
in sod., 1990; Benson in sod., 2013; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource
Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) (Slika 3.3).

Stevilo knjiZnic v bazi podatkov WGS za analizirane
skupine nevretencarjev
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Slika 3.3: Stevilo knjiznic v bazi podatkov WGS (angl. »Whole Genome Shotgun«) za
analizirane skupine nevretencarjev (8. 1. 2018).

Podatki oz. Stevilo knjiznic v genomskih podatkovnih bazah se posodablja bistveno
pocasneje kot podatki v transkriptomskih podatkovnih bazah. Slika 3.4 prikazuje Stevilo
knjiZznic v podatkovni bazi WGS (angl. » Whole Genome Shotgun«) za razli¢ne skupine Zivali
(Metazoa) v analizi, narejeni 7. 2. 2018 (Slika 3.4). Do 7. 2. 2018 (v mesecu januarju) se je
odlozila (zavedla) Se ena knjiznica skupine koZekrilcev (Hymenoptera), tri knjiZnice
skupine metuljev (Lepidoptera) in ena Kknjiznica skupine Lophotrochozoa -
Platyhelminthes (ploski ¢rvi) (Altschul in sod., 1990; Benson in sod., 2013; NCBI Resource
Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators, 2017; NCBI -
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Slika 3.4: Stevilo knjiznic v podatkovni bazi WGS (angl. »Whole Genome Shotgun«) za
razli¢ne skupine zivali (Metazoa). Analiza je bila narejena 7. 2. 2018 (do 17h).

Pri genomskih bazah podatkov je ena vrsta organizma naceloma zastopana z eno
knjiznico. Tako kot pri transkriptomskih podatkovnih bazah je bilo do analize Stevila
knjiZznic za posamezne skupine Zivali (Metazoa) tudi pri genomskih podatkovnih bazah
najvecje Stevilo knjiZnic namenjeno skupini Bilateria (2210 od skupno 2234 knjiZnic znotraj
skupine Metazoa do 7. 2. 2018). Relativno malo knjiZznic je bilo narejenih iz vzorcev
najstarejSih skupin zivali. Znotraj najstarejsih skupin zivali (Metazoa) je 15 knjiZnic
pripadalo skupini Cnidaria, ena (Amphimedon queenslandica) skupini Porifera, dve skupini
Ctenophora (Mnemiopsis leidyi in Pleurobrachia bacheri) in ena (7Trichoplax adhaerens)
skupini Placozoa. Manj kot polovico (785) genomskih knjiZnic je znotraj skupine Bilateria
pripadalo skupini Protostomia. Vecinski delez knjiznic znotraj skupine Protostomia je
pobrala skupina Ecdysozoa (755) in znotraj skupine Ecdysozoa skupina clenonozcev
(Arthropoda) - 647. Znotraj skupine ClenonoZcev je samo 23 knjiznic pripadalo rakom
(Crustacea) in 594 skupini Hexapoda. Pri skupini rakov (Crustacea) sta izmed 23 knjiznic
dve pripadali skupini Amphipoda (Hyalella azteca in Paryhale hawaiensis), dve skupini
Isopoda (Ligia exotica in Armadillidium vulgare), 10 skupini Copepoda in Stiri skupini
Decapoda (Caridina multidentata, Procambarus fallax, Marsupenaeus japonicusin Penaeus
monodon). Pri skupini Hexapoda (ZuZelke) je bila vedina knjiZznic narejenih na vzorcih
skupine Pterygota (589). Skupina metuljev (Lepidoptera) je zajemala 182 knjiZnic, skupina
koZekrilcev (Hymenoptera) pa 168. NajstarejSe skupine ZuzZelk so zajemale skupaj samo
Stiri knjiznice. Znotraj najstarejSih skupin zZuzelk so samo tri knjiznice (Orchesella cincta,
Folsomia candidain Holacanthella duospinosa) pripadale skupini Collembola in ena skupini
Diplura (Catajapyx aquilonaris). Druga veja skupine Protostomia (Lophotrochozoa oz.
Spiralia) je do 7. 2. 2018 zajemala skupno 60 knjiznic. [zmed 60 knjiZnic jih je 30 pripadalo
ploskim ¢rvom (Platyhelminthes), 19 skupini mehkuZzcev (Mollusca), Sest skupini Annelida
in samo dve skupini Rotifera (Rotaria magnacalcarata (LJPC01) in Adineta vaga (CAWIO?Z)).
Do 8. 2. 2018 se je v bazo wgs (angl. » Whole Genome Shotgun«) odlozilo Se Sest knjiznic pri
skupini Rotifera (Branchionus caliciflorus (NTPY01) - naknadno zavedena knjiZnica 7. 2.
2018 predvidoma v vecernih urah, Adineta vaga (QENKO1), Rotaria magnacalcarata
(QENMO1), Rotaria mancurra (QENTO01) in dve knjiznici skupine Adineta ricciae (QEQBO1
in QEQJO1) (Altschul in sod., 1990; Benson in sod., 2013; NCBI Resource Coordinators,
2016; NCBI Resource Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Proteinska zaporedja RNA virusnih RdRp in drugih proteinov, specifi¢nih za doloceno
RNA virusno skupino, smo uporabili za iskanje podobnih zaporedij v prevedenih
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nukleotidnih genomskih podatkovnih bazah (WGS (angl. » Whole Genome Shotgun«), nr
(angl. »non-redundant<), RefSeq_genomic in RefSeq_representative_genomes)
nevretencarjev  (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia, Hymenoptera,
Lepidoptera, Spiralia (Lophotrochozoa), Crustacea in najstarejSe skupine Zivali (Metazoa))
z orodjem tblastn. S tem smo pridobili ve¢inoma dele virusnih genomov, ki so se integrirali
v genom doloCenega organizma - dobili smo endogenizirane RNA viruse. V drugi fazi smo
omenjene zadetke uporabili kot iskalne nize za drugo fazo iskanja (iterativno iskanje)
(Altschul in sod., 1990; Benson in sod. 2013; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI
Resource Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.3 Filogenetska analiza RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov

Po pridobivanju novih genomov RNA virusov in endogeniziranih ostankov RNA virusov je
sledila njihova filogenetska analiza. Nove pridobljene RNA viruse smo Klasificirali v
kontekst dobro okarakteriziranih in definiranih RNA virusnih skupin in slabo
okarakteriziranih virusnih skupin (angl. » floating viral genera«) s filogenetskimi drevesi.
Pred filogenetsko analizo smo RNA viruse in endogenizirane RNA viruse mogli umestiti v
ustrezne virusne klade.

3.3.1 Pridobivanje podatka o virusni kladi

Pred filogenetsko analizo smo morali pridobiti podatek, v katero virusno klado (Picorna-
Calici, Hepe-Virga, Tombus-Noda, Nido, Narna-Levi ...) sodi na$§ zadetek. Okrog 300
aminokislinskih ostankov dolgo proteinsko zaporedje od RNA odvisne RNA polimeraze
(RdRp) vsakega od najdenih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov, ki je vkljucevalo
kataliticno domeno, smo uporabili kot iskalni niz za iskanje homologov v virusnih
proteinskih podatkovnih bazah z orodjem blastp. Dobili smo seznam podobnih virusnih
proteinskih zaporedij RdRp, razvrsc¢en po padajo¢em odstotku podobnosti (angl. » percent
identity«) in narascajoco E vrednostjo. Nova zaporedja, ki smo jih dobili s homolognim
iskanjem po virusnih proteinskih podatkovnih bazah, so predstavljale od RNA odvisne RNA
polimeraze definiranih virusov, ki so bile zavedene v virusne podatkovne baze in ki sodijo
v isto virusno klado kot iskalni niz (v naSem primeru RNA virus ali endogeniziran RNA virus,
ki smo ga s homolognim iskanjem po transkriptomskih in genomskih bazah podatkov nasli
z orodjem tblastn). Tako smo preverili, v katero virusno klado sodi vsak od najdenih RNA
virusov. Dodatno potrditev o pripadnosti virusni kladi smo pridobili s primerjalno analizo
genomske organizacije. Kot Ze omenjeno, smo s homolognim iskanjem pridobili bodisi cele
genome, dele genomov bodisi samo RdRp novih RNA virusov. Pri celotnih genomih smo po
prevajanju nukleotidnih zaporedij v proteinska zaporedja pridobili ORF, ki so zajemali eno
ali veC proteinskih domen. Proteinske domene, ki so specificne za doloc¢eno virusno klado
(Rhv pri pikornavirusih, Rhabdo_N_cap pri Mononegavirales, SP24 pri negevirusih ...), so
predstavljale dodatno potrditev pripadnosti predvideni virusni kladi. Podatek o virusni
kladi je bil klju¢en podatek za nadaljnjo filogenetsko analizo (Altschul in sod. 1990;
Pevsner, 2009; Benson in sod., 2013; NCBI Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource
Coordinators, 2017; NCBI - https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.3.2 Filogenetskaanaliza

Po umestitvi novih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov v ustrezne virusne klade
je sledila filogenetska analiza. Vsaka filogenetska analiza je sestavljena iz petih osnovnih faz
1) izbora zaporedij, vkljuCenih v filogenetsko analizo, 2) poravnave zaporedij, vkljucenih v
filogenetsko analizo, 3) izbira najboljSega modela zamenjave aminokislin za vsako pozicijo
znotraj zaporedja, 4) izris drevesa in 5) ocena drevesa.

3321 Izbor zaporedij za filogenetsko analizo

Poleg novih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov smo v analizo vkljucili tudi
klasificirane referencne viruse in neklasificirane viruse (angl. » floating genera«), ki sodijo v
isto virusno klado. Na podlagi Ze znanih klasificiranih in neklasificiranih virusov smo nove
RNA viruse in endogenizirane RNA viruse umestili (integrirali) v mreZo evolucijskih
odnosov z njimi. Zaporedja referen¢nih virusov in neklasificiranih virusov smo izbirali tako,
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da smo pokrili celotni vzor¢ni spekter virusne klade - od najstarejSih do najmlajSih
predstavnikov virusne klade. V izogib redundantnosti smo iz analize izkljucili zaporedja, ki
so vec kot 60 % podobna kateremu koli od drugih zaporedij v filogenetski analizi. Hkrati
smo pazili, da so bila zaporedja umesScena v isto virusno klado in niso bila manj kot 25 %
podobna ostalim zaporedjem v virusni kladi, vklju¢enim v filogenetsko analizo. V analizo
smo vkljucili najbolj ohranjen del od RNA odvisne RNA polimeraze - 300 aminokislinskih
ostankov z vklju¢enim motivom C, ki vsebuje kataliti¢cno domeno.

3322 Poravnava zaporedij

Prva faza v filogenetski analizi je predstavljala poravnavo homolognih zaporedij (angl.
» multiple sequence alignment«) (Pevsner, 2009; PDB - https://www.rcsb.org/; Berman in
sod., 2000 - Protein Data Bank (PDB); Edgar, 2004). V kontekst poravnave smo vzeli 300
aminokislinskih ostankov dolgo proteinsko zaporedje RdRp 1) nasSih zadetkov (RNA
virusov in endogeniziranih RNA virusov), 2) definiranih in dobro okarakteriziranih virusov
(referencnih virusov), ki sodijo v isto virusno klado (angl. » well established viral genera
within the same viral clade«), 3) definiranih, vendar slabSe okarakteriziranih virusov, ki naj
bi sodili v isto virusno klado (angl. » floating viral genera within the same viral clade).

V okviru doktorata smo zaporedja najprej poravnali v programu MEGA7 (Kumar in sod.,
2016). Ker smo ugotovili, da imajo drugi programi za izris filogenetskih dreves (IQTREE)
na izbiro ve¢ statisticnih modelov za substitucijo aminokislin, smo v drugi fazi uporabili
progresivne metode (angl. »progressive alignment«) poravnave s programom Clustal
Omega (Sievers in Higgins, 2014). Aminokislinska zaporedja (300 aa, vkljutno s kataliti¢no
domeno) najdenih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov, vklju¢no z dobro
definiranimi referenénimi virusi (angl. »established viral genera<) in slabo
okarakteriziranimi virusi (angl. » floating genera«), smo v obliki tekstovne datoteke naloZili
na spletni program in ukazali izpis poravnave v obliki (formatu) PHYLIP. Dobili smo lo¢eno
tekstovno datoteko s poravnanimi zaporedji RdRp v formatu PHYLIP, ki smo jo nato naloZili
na program za izris drevesa.

3323 Izbor optimalnega modela

Filogenetska drevesa smo najprej poskusili narisati s programom MEGA7 (Kumar in sod,,
2016). V program smo naloZili tekstovno datoteko zaporedij, vkljucenih v filogenetsko
analizo, in zaporedja v programu poravnali. Programu smo ukazali, naj za poravnana
zaporedja sam najde optimalni model (Models - Find best DNA / protein models). Nabor
vseh moznih modelov s pripadajo¢imi vrednostmi testnih statistik prikaze v excelovi
datoteki. Najveckrat je bil kot optimalni model prepoznan LG + G + I (angl. »LG model
predicting Gamma distribution with invariant chains«) (Pevsner, 2009; Kumar in sod.,
2016). Za preverjanje optimalnega modela se uporablja glavna testna statistika AIC (angl.
»Aikake information criterion«) in BIC (angl. » Bayesian information criterion«). Vrednost
AIC in BIC se izracuna po enacbi:

AIC = =2InL + 2N
BIC = =2InL + Nin(n,)

kjer L predstavlja maksimalno verjetnost za model pri uporabi N neodvisnih parametrov in
n; podatkov za omenjen model (Pevsner, 2009; Wit in sod., 2012; Kumar in sod., 2016).
Manjsa, kot je vrednost, boljsi je model. Drugi modeli so Se: rtREV, WAG, JTT, cpREV, mtREV
idr. Program IQTREE je imel na voljo bistveno vecje Stevilo vgrajenih modelov (Nguyen in
sod., 2015). Programu IQTREE, ki smo ga uporabili v drugi fazi, smo ukazali, naj sam izbere
optimalni verjetnostni model (Substitution model: moZnost Auto). Program v »output«
podatkih prikaze nabor vseh moznih modelov z izra¢unano BIC in AIC vrednostjo in preko
vrednosti prikaze najboljSi model, ki ga je uporabil pri izrisu drevesa. Modeli, ki so se v tem
primeru izkazali kot optimalni, so bili popolnoma odvisni od vkljuenih zaporedij:
Blosum62, LG+F+1+G4, PMB+I1+G4 idr. (Nguyen in sod., 2015).
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3324  Izisfilogenetskega drevesa

Obstajajo Stiri glavne metode za izris filogenetskih dreves (Pevsner, 2009; Saitou in Nei,
1987; Gascuel in Steel, 1987; Guindon in sod., 2009; Yang in Rannala, 2012): 1) metode na
osnovi razdalj (angl. » distance-based methods«), kot sta metoda sosedskega odnosa (angl.
»neighbour-joining«) in neutezna metoda parnih skupin z aritmeti¢no sredino (NPMSA)
(angl. »unweighted pair group method with arithmetic mean«, UPGMA), 2) metoda najvecje
varcnosti (angl. » maximum parsimony«), 3) metoda najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«) in 4) sklepanje po Bayesu (angl. » Bayesian inference«).

Najprej smo v programu MEGA7 uporabili metodi sosedskega odnosa (angl. »neighbour-
joining«) ter metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum likelihood«) (Kumar in sod.,
2016). Kot metodo izrisa dreves smo uporabili NNI (angl. »nearest neighbour
interchange«). Ker ima program IQTREE na voljo vec verjetnostnih modelov za substitucijo
aminokislin, smo se v drugi fazi odlocili za metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum
likelihood«) Se v omenjenem programu (Nguyen in sod., 2015). Program nam na podlagi
optimalnega modela poleg ML (angl. »maximum likelihood«) drevesa izriSe tudi konsenzno
drevo iz 1000 bootstrap dreves. Drevesa smo nato vizualizirali in oblikovali s programom
ITOL (Letunic in Bork, 2016).

3325  Ocenafilogenetskega drevesa

Po izrisu sledi statisticna ocena natanc¢nosti dreves. Klasi¢na metoda za oceno signifikance
je »bootstraping« metoda za izracun testne statistike (McGarigal in sod., 2000; Guindon in
sod., 2009). Po izracunu testne statistike za signifikanco drevesa dobimo vrednost podpore
(angl. » support«) (bootstrap podpora, aLRT podpora) za vsako vejo v drevesu v odstotkih
(McGarigal in sod., 2000; Guindon in sod., 2009).

V programu MEGA7 smo uporabili testno statistiko bootstrap s 500 ponovitvami, vendar
je bila zaradi manjsega Stevila verjetnostnih modelov substitucije, ki so bili na voljo,
podpora bistveno slabSa (Kumar in sod., 2016). S programom IQTREE smo pri istem naboru
zaporedij dobili bistveno boljSo podporo zaradi vecjega Stevila dostopnih verjetnostnih
modelov zamenjave aminokislin. Programu smo ukazali tri testne statistike za analizo
dreves: »ultrahiter bootstrap«, »approximate Bayes« in aLRT. Program je za vsako vejo
pokazal tri vrednosti podpore: 1) aLRT v odstotkih, 2) »approximate Bayes« vrednost, ki je
manjsa ali enaka 1 in se ne izrazi v odstotkih, in 3) »ultrafast bootstrap podpora« v
odstotkih. Za prikaz podpore konsenznega drevesa (narejenega iz 1000 bootstrap dreves)
smo uporabili »ultrafast bootstrap podporo« v odstotkih (Nguyen in sod., 2015).

34 Primerjalna analiza genomske organizacije RNA virusov pri
raziskanih skupinah nevretencarjev

Po filogenetski analizi smo naredili primerjalno analizo genomske organizacije.
Nukleotidna zaporedja novih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov smo najprej
prevedli z orodjem ExPASy Translate. Orodje prevede poljubno nukleotidno zaporedje v
vseh Sestih bralnih okvirjih. Pri tem imamo na voljo ve¢ genetskih kodov: standardni,
ciliatni, vretencarski ali nevretencarski mitohondrijski in drugi. Za prevajanje smo
naceloma uporabljali standardni genetski kod. Nevretencarski mitohondrijski genetski kod
smo uporabili za prevajanje nukleotidnega zaporedja RNA virusov, za katere je znano, da
okuzujejo mitohondrije (skupina Narnaviridae). V nadaljevanju smo v prevodu v vseh Sestih
bralnih okvirjih poiskali ORF-je in jih razvrstili v pravilnem vrstnem redu. ORF je kodirajoci
niz aminokislin, ki je daljsi od 50 aminokislin. Vsak ORF smo nato analizirali z orodjem CDD
(angl. »Conserved Domain Database«), ki na podlagi ohranjenih motivov definira
proteinske domene. Orodje je povezano s podatkovnimi bazami Pfam, SMART, COG,
TIGRFAM in NCBI Protein Clusters Collection, ki poleg proteinskih zaporedij s tipicnimi
motivi vsebujejo podatke o proteinskih domenah (Marchler-Bauer in sod., 2017 - CDD).
Orodje CDD (angl. »Conserved Domain Database«) vsebuje okrog 50.000 modelov
proteinskih domen (Marchler-Bauer in sod., 2017 - CDD). ORF-je, ki se jih ni dalo
okarakterizirati z orodjem CDD, smo analizirali z orodjem blastp, pri katerem smo v
proteinskih podatkovnih bazah poiskali najbliZje homologno zaporedje. Ce tudi z orodjem
blastp nismo nasli ustreznega homolognega zaporedja, smo kodirajo¢ ORF oznacili kot
neokarakteriziran oz. nov ORF.
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Rezultati

Rezultati doktorskega dela so predstavljeni v Stirih tematskih sklopih: 1) analiza
zastopanosti posameznih virusnih klad, 2) filogenetska analiza virusnih klad, 3) analiza
endogeniziranih virusov in 4) analiza strukturne organizacije novih virusnih genomov.
Analiza zastopanosti virusnih klad predstavlja naSe ugotovitve o =zastopanosti in
razsirjenosti vsake od virusnih klad, definiranih s strani skupine Shi in sod. (2016a) pri
analiziranih skupinah nevretencarjev. Filogenetska analiza predstavlja uvrstitev novih RNA
virusov in endogeniziranih virusov, najdenih pri analiziranih skupinah nevretencarjev, v
kontekst trenutno znanih klasificiranih in neklasificiranih virusov. Analiza endogeniziranih
virusov povzema nase ugotovitve o prisotnosti, odsotnosti in razsirjenosti endogeniziranih
virusov pri analiziranih skupinah nevretencarjev. Analiza strukturne organizacije novih
virusnih genomov predstavlja naSe ugotovitve o genomski organizaciji novih RNA virusov
in endogeniziranih RNA virusov, najdenih pri analiziranih skupinah nevretencarjev. Grafi,
ki povzemajo naSe ugotovitve o zastopanosti novih RNA virusov in endogeniziranih virusov
pri analiziranih skupinah nevretencarjev, so prikazani v okviru rezultatov. Grafi, ki
povzemajo ugotovitve skupin Shi in sod. (2016a), so prikazani znotraj Dodatkov (Dodatek
A). Reprezentativni primeri filogenetskih dreves iz vsake od analiziranih skupin
nevretencarjev so prikazani znotraj rezultatov. Ostala filogenetska drevesa so prikazana
znotraj Dodatkov (Dodatek B). Reprezentativni primeri analize strukture genoma so
prikazani znotraj rezultatov. Ostale slike analiziranih struktur genomov so prikazane
znotraj Dodatkov (Dodatek C). Zaradi slabSe berljivosti slik smo vse slike znotraj
tematskega sklopa analize zastopanosti virusnih klad, filogenetske analize in analize
strukturne organizacije novih virusnih genomov prikazali v elektronski obliki (CD). Grafi
analize zastopanosti virusnih klad se nahajajo znotraj istoimenske datoteke »Analiza
zastopanosti virusnih klad«. Slike filogenetskih dreves se nahajajo znotraj datoteke
»Filogenetska analiza« in slike, ki prikazujejo strukturno organizacijo novih virusnih
genomov, se nahajajo znotraj datoteke »Analiza strukturne organizacije novih virusnih
genomovx.

4.1 Analiza zastopanosti virusnih klad

411 Analiza zastopanosti posameznih virusnih klad, kot jih je definirala skupina Shi
insod. (2016a)

Zastopanost posameznih virusnih klad, kot jih je definirala skupina Shi in sod. (2016a), smo
analizirali z dveh perspektiv. Prva vkljucuje analizo zastopanosti virusnih klad na podlagi
rezultatov Shi in sod. (2016a), druga vkljucuje rezultate o zastopanosti posameznih
virusnih klad pri skupinah nevretencarjev, analiziranih v okviru doktorskega dela. V okviru
analize zastopanosti posameznih virusnih klad so bili virusi razdeljeni na virusne klade, kot
jih je definirala skupina Shi in sod. (2016a). Rezultati analiziranih skupin nevretencarjev v
okviru doktorata so bili primerjani z rezultati skupine Shi in sod. (2016a). Grafi so prikazani
tudi v elektronski obliki (CD).

Pri analizi rezultatov skupine Shi in sod. (2016a) smo pri posameznih skupinah zZuzelk
(Insecta), rakov (Crustacea) in Lophotrochozoa (Spiralia) najprej analizirali, katere
knjiZnice vsebujejo vzorce RNA predstavnikov posameznega reda (skupine). Izkljucili smo
meSane Kknjiznice, narejene iz RNA vzorcev razlicnih predstavnikov c¢lenonozcev
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(Arthropoda), razli¢nih predstavnikov rakov (Crustacea) in razli¢nih predstavnikov zZuzelk
(Insecta). Pri ZuZelkah smo upoStevali knjiZnice, narejene na nivoju redov Blattodea,
Coleoptera, Diptera, Lepidoptera, Orthoptera, Dermaptera, Odonata in Hemiptera. Vsi
organizmi, vklju€eni v nastanek iste knjiznice, so morali biti predstavniki istega reda. Pri
rakih smo upostevali knjiZnice, narejene na nivoju skupin Maxillopoda, Malacostraca in
Branchiopoda. Izkljucili smo mesane knjiZnice, v katerih nastanek so bili hkrati vklju¢eni
predstavniki dveh ali ve¢ skupin rakov. Pri skupini Lophotrochozoa (Spiralia) smo se
osredotoCili na knjiZnice, narejene na predstavnikih mehkuzcev (Mollusca), skupine
Sipuncula in skupine Annelida. V primeru skupine Platyhelmintes, ki je v raziskavi
zastopana s Stirimi knjiznicami, je bilo v raziskavi Shi in sod. (2016a) najdenih premalo
virusov, da bi jih vkljucili v analizo. V primeru skupine Lophotrochozoa skupina Shi in sod.
(20164a) ni tvorila mesanih knjiZnic, v katerih bi bili hkrati vklju¢eni predstavniki razli¢nih
skupin. Hkrati smo v analizi upostevali samo viruse, ki so bili najdeni samo v eni knjiznici.
V primeru ploscatih ¢rvov je bil samo en primer virusa, ki je bil najden samo v knjiznici
SGJSC in pripada kladi Mono-Chu. Zato skupine ploskih ¢rvov (Platyhelminthes) nismo
vkljucili v raziskavo.

V okviru analize zastopanosti virusnih skupin pri raziskanih skupinah nevretencarjev v
okviru doktorata smo RNA viruse razdelili na virusne klade in preSteli Stevilo najdenih
virusov pri posamezni skupini nevretencarjev, ki so bili v okviru filogenetske analize
uvrsceni v posamezno virusno klado. NajstarejSe skupine zivali smo razdelili na ozigalkarje
(Cnidaria), spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora). Rezultati analize so prikazani samo
za ozigalkarje (Cnidaria) in spuzve (Porifera). V genomskih in transkriptomskih knjiznicah
rebra¢ so bili najdeni samo trije virusi, ki so bili uvrs¢eni v virusne klade Mono-Chu,
Orthomyxo in Picorna-Calici, zato skupine nismo vklju€evali v analizo. Skupino
Lophotrochozoa smo razdelili na ploScate Crve (Platyhelminthes), skupino Annelida,
skupino Rotifera in mehkuzce (Mollusca). Pri skupini kolobarnikov (Annelida) je bil najden
virus uvrSéen v klado Narna-Levi in virus uvr$éen v klado Tombus-Noda. Dva virusa,
uvrScena v kladi Narna-Levi in Tombus-Noda, sta bila najdena tudi pri skupini Rotifera. Zato
tudi omenjenih skupin nismo vkljudili v analizo. Skupino rakov (Crustacea) smo razdelili na
postranice (Amphipoda), deseteronoZce (Decapoda), ceponoZce (Copepoda) in enakonoZzce
(Isopoda). Pri najstarejSih skupinah Zuzelk smo nasli pet virusov, uvrscenih v klado Hepe-
Virga, en virus, uvrScen v klado Narna-Levi, en virus, uvrS¢en v klado Mono-Chu, dva virusa,
uvrscena v klado Orthomyxo, sedem virusov, uvrS¢enih v klado Picorna-Calici, en virus,
uvrscen v klado Reo, dva virusa, uvrs$cena v klado Tombus-Noda, en virus, uvrScen v klado
Toti-Chriso, in en Qinvirus. Zaradi korektnosti statisticne analize najstarejsih skupin zZuzelk
v omenjeno analizo nismo vkljucevali.

4111  Rezultati Shiinsod. (2016a)

Shi in sod. (2016a) so oblikovali 87 knjiznic. Od tega je bilo 21 knjiZnic narejenih na RNA
vzorcih Zuzelk (Insecta), Sest na RNA vzorcih pajkovcev (Chelicerata), tri na RNA vzorcih
stonog (Myriapoda), 20 na RNA vzorcih rakov (Crustacea), devet na vzorcih skupine
Nematoda, 21 na vzorcih skupine Lophotrochozoa, ena na vzorcih ozigalkarjev, ena na
vzorcih iglokoZcev (Echinodermata) in ena na vzorcih plasc¢arjev (Tunicata). Izmed 21
knjiznic, narejenih na vzorcih ZuZelk (Insecta), so Stiri meSane: WHZM, CC, insectZ] in
WHCCIL. WHZM vsebuje RNA vzorce predstavnikov redov Siphonaptera in Hymenoptera.
Knjiznica insectZ] vsebuje RNA vzorce predstavnikov redov Coleoptera, Diptera,
Neuroptera in Lepidoptera. Knjiznica CC vsebuje RNA vzorce redov Diptera in Hemiptera.
Knjiznica WHCCII vsebuje RNA vzorce predstavnikov redov Coleoptera, Hymenoptera,
Hemiptera, Diptera, Orthoptera in Odonata. Ostale knjiZnice so narejene na RNA vzorcih
predstavnikov, ki pripadajo istemu redu. Izmed 20 knjiZnic rakov sta dve meSani knjiZnici:
WLJQ in shrimp. Ostale knjiZnice vsebujejo RNA vzorce predstavnikov, ki pripadajo isti
skupini - ve€inoma pripadajo redovom Decapoda (razred Malacostraca), vkljucene pa so
tudi skupine Isopoda (razred Malacostraca), Diplostraca (razred Branchiopoda), Sessilia
(razred Maxillopoda) in nadred Hoplocarida (razred Malacostraca). Odlocili smo se, da
omenjene knjizZnice brez meSanih knjiznic obravnavamo na nivoju razredov (Malacostraca,
Maxillopoda in Branchiopoda). Skupina Lophotrochozoa (Spiralija) je zajemala 21 knjiZnic,
13 z vzorci predstavnikov mehkuzcev (Mollusca), Stiri z vzorci ploscatih Crvov
(Platyhelminthes), eno z vzorci skupine Sipuncula in tri z vzorci Annelida. V tem primeru
skupina ni oblikovala mesSanih knjiznic. Stiri knjiznice — Arthropodmix, SHWCII, SHWC in
WHCC - so vsebovale meSane RNA vzorce predstavnikov ¢lenonoZcev (rakov, pajkovcev in
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zuZelk). V vsaki od knjiZnic so Shi in sod. (2016a) dolocili deleZ virusne RNA, ki je v
posameznih knjiZnicah variirala od 0,5 % do 87 %. Vsaka knjiZnica je vsebovala 1-20
virusnih vrst, od tega 1-6 virusnih vrst, katerih genom predstavlja ve¢ kot 0,1 % celotnega
vzorca RNA posamezne knjiznice (brez rRNA, ki je bila odstranjena med postopkom
izdelave knjiznic). S sekvenciranjem knjiZnic in bioinformatsko analizo so nasli 1445 novih
RNA virusov. Virusne skupine, tako klasificirane po ICTV (angl. »International Committee
on Taxonomy of viruses«) kot neklasificirane, je umestila v 16 virusnih klad: Astro, Birna,
Hepe-Virga, Hypo, Luteo-Sobemo, Narna-levi, Bunya-Arena, Mono-Chu, Orthomyxo, Nido,
Partiti-Picobirna, Permutotetra, Picorna-Calici, Reo, Tombus-Noda in Toti-Chryso. Znotraj
vsake od klad je v filogenetski analizi pokazala oblikovanje novih virusnih skupin. Hkrati so
definirali nove virusne Kklade: Weivirus, Qinvirus, Yuevirus, Yanvirus in Zhaovirus.
Poimenovali so tudi nove oblikovane skupine pri kladi Picorna-Calici. Najdene viruse so
umestili v virusne klade v kontekstu klasificiranih in neklasificiranih virusov.

Za analizo zastopanosti virusnih klad pri ZuZelkah (Insecta) smo izkljucili meSane
knjiZnice ZuZelk in meSane knjiZnice ¢lenonoZcev. Hkrati nismo upostevali virusov, ki so bili
najdeni v ve¢ knjiznicah hkrati. Opazimo lahko vzorce zastopanosti virusnih klad, ki so
unikatni za vsak red ZuZelk. Nobena virusna klada ni enakomerno zastopana ¢ez vse redove
zuZelk. Hkrati lahko opazimo, da imajo nekateri redovi ZuZelk, kot so Lepidoptera,
Dermaptera in Blattodea, vsak zastopan z eno samo knjiZnico, manjs$i nabor prisotnih
virusnih klad. Pri skupini Dermaptera najdemo prisotne samo tri, pri Lepidoptera Stiri in
pri Blattodea samo pet virusnih klad. V knjiZnicah omenjenih redov ZuzZelk je bilo najdenih
tudi manj kot deset virusov. Presenetljivo ima red Coleoptera nabor prisotnih virusnih klad,
kljub temu da je zastopan samo z eno samo knjiZnico. Vzrok za to je lahko visok delez
virusne RNA v vsaki izmed knjiZnic. Ve¢ virusne RNA v knjiZnicah pomeni vecjo verjetnost,
da v njej najdemo pester nabor divergentnih virusov. Pri redu Coleoptera sta kladi Picorna-
Calici in Partiti-Picobirna najbolj zastopani. Diptera, Hemiptera in Odonata imajo najbolj
pester nabor prisotnih raznolikih virusnih klad. Red Diptera je bil v raziskavi zastopan s
Sestimi knjiZnicami, Odonata samo z eno, Hemiptera pa s tremi knjiZnicami. V knjiZnicah
predstavnikov redov Diptera in Odonata je bilo najdeno najvecje Stevilo RNA virusov v
primerjavi z ostalimi redovi, in sicer pri obeh redovih okrog 100. Od tega sta kladi Mono-
Chu in Bunya-Arena pri skupini Diptera nekoliko bolj zastopani, kladi Qinvirus in Nido pa
samo s posameznimi virusnimi predstavniki. Glede na to, da je red Odonata zastopan samo
z eno samo knjiznico, v njej pa je bilo najdenih okrog 100 virusov, pomeni, da ima knjiZnica
visok deleZ virusne RNA in v njenem okviru enega najbolj pestrih naborov raznolikih RNA
virusov. Pri redu Odonata sta najbolj bogato zastopani skupini Picorna-Calici in Partiti-
Picobirna. Klada Picorna-Calici je najbolj zastopana tudi pri redovih Hemiptera in
Orthoptera. Ce raziskavo Shi in sod. (2016a) pogledamo sumari¢no, opazimo, da pri
zuzelkah klada Picorna-Calici izstopa kot najbolj bogato zastopana RNA virusna klada, ¢esar
ne moremo opaziti pri omenjenem grafu (Dodatek A; A.1, Slika A.1). Dejanska slika
zastopanosti virusnih klad bi se spremenila, ¢e bi gledali na ZuZelke sumaric¢no in vkljucili
tudi mesSane knjiznice Zuzelk (WHZM, CC, insectZ] in WHCCII). Gre za knjiZnice z relativno
visokim deleZem virusne RNA, kar pomeni, da nosijo pester nabor raznolikih virusov, ki jih
v omenjeno analizo zastopanosti virusnih klad pri ZuZelkah nismo vkljucili. Filogenetska
analiza je pokazala velik delez novih najdenih RNA virusov, ki izvirajo ravno iz mesanih
knjiznic Zuzelk. Pri ZuZzelkah je bilo skupno najdenih okrog 460 predstavnikov vseh virusnih
klad, vkljutno z meSanimi knjiznicami insektov in clenonoZcev (100 od tega je samo
pikornavirusov). Ce je bilo v knjiznicah, ki vsebujejo vzorce RNA organizmov, ki pripadajo
enemu samemu redu zuZelk (npr. samo redu Diptera, redu Hemiptera ali samo redu
Odonata), najdenih okrog 290 virusov, pomeni, da je vsaj okrog 170 virusov, ki pripadajo
definiranim kladam, moralo biti najdenih v meSanih knjiznicah insektov in ¢lenonozcev
ali/in so bili najdeni v ve¢ knjiznicah hkrati. Zanimivo pa red Odonata izstopa, saj je bilo v
eni sami knjiznici QTM najdenih kar 100 od celotnih 290 novih virusov, kar je nekoliko ve¢
kot tretjina.

Pri rakih je slika podobna. Skupini Maxillopoda in Branchiopoda (raki listonoZzci) sta bili
zastopani z eno samo knjiznico, razred Malacostraca (visji raki) pa s 17 knjiznicami. Dve
knjiznici rakov sta meSani. Ce Stejemo tudi meSane knjiZnice, je bilo vseh virusov, najdenih
pri rakih, okrog 430. Ce Stejemo knjiZnice, ki vsebujejo samo predstavnike enega reda in s
tem enega razreda, je bilo najdenih okrog 290, kar pomeni, da je vsaj 140 najdenih virusov
izviralo iz meSanih knjiZnic rakov in meS$anih knjiZnic ¢lenonoZcev in/ali so bili najdeni v
veC knjiznicah hkrati. Od 290 najdenih virusov jih je bilo cca. 230 najdenih pri razredu
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Malacostraca, kar je razumljivo glede na to, da je zastopan s kar 17 knjiZnicami. Pri tem
razredu najdemo dokaj neenakomeren vzorec zastopanosti virusnih skupin, v katerem
prednjacijo klade Picorna-Calici, Narna-Levi in Tombus-Noda. Ceprav je bilo pri vsakem od
razredov Maxillopoda in Branchiopoda najdenih okrog 30 RNA virusov, je ve¢ raznolikih
virusnih klad prisotnih pri Maxillopoda, ki so hkrati dokaj enakomerno zastopane. Nekoliko
prednjaci samo skupina Narna-Levi. Skupina Branchipoda ima najmanjsi nabor raznolikih
virusnih klad, prednjacijo pa Picorna-Calici in Narna-Levi (Dodatek A; A.1, Slika A.2).

Pri skupini Spiralia (Lophotrochozoa) ni bilo narejenih me$anih knjiZnic. Ce vklju¢imo
sumaricno sliko (tudi viruse, ki so bili najdeni v ve¢ knjiZnicah hkrati), dobimo podobno
Stevilo, kot ¢e izklju¢imo viruse, ki so bili najdeni v ve¢ knjiZnicah hkrati, in sicer okrog 330.
Iz tega sledi, da so prakticno vsi virusi izvirali iz ene same knjiznice. Kar 13 od 21 knjiznic
izvira iz mehkuZzcev, Stiri pripadajo ploskim ¢rvom, tri skupini Annelida in ena skupini
Sipuncula. Od skupno 330 najdenih virusov jih je bilo okrog 280 najdenih pri mehkuZcih
(Mollusca). Zato je razumljivo, da pri skupini mehkuZcev najdemo najbolj pester nabor
prisotnih skupin, pri katerih izrazito prednja¢i skupina Picorna-Calici, bogato pa so
zastopane tudi Tombus-Noda, Narna-Levi in Weivirus. Kljub temu, da je skupina Sipuncula
zastopana samo z eno Kknjiznico, lahko tudi pri omenjeni skupini najdemo pester nabor
prisotnih virusnih klad, pri katerih izrazito prednjaci skupina Picorna-Calici. Pri skupini
Sipuncula je bilo najdenih okrog 20 virusov. Podobna je situacija pri skupini Annelida.
Vendar gre ocitno za nekoliko revnejse knjiznice z virusno RNA. V treh knjiZnicah je bilo
najdenih okrog 30 virusov, pri ¢emer po zastopanosti prednjacita virusni kladi Picorna-
Calici in Narna-Levi (Dodatek A; A.1, Slika A.3).

41.1.2 Rezultati, nastali v okviru doktorata

V okviru analize RNA virusov pri nevretencarjih smo s homolognim iterativnim iskanjem
pregledali skupno 70 transkriptomskih knjiznic (nastalih do 7. 2. 2018) najstarejSih skupin
zivali - spuzve (Porifera), ozigalkarji (Cnidaria) in rebrace (Ctenophora). Od tega je bilo 59
transkriptomskih knjiZznic (do 7. 2. 2018) narejenih na vzorcih oZigalkarjev, devet na
vzorcih spuZev (Porifera) in dve na vzorcih rebra¢ (Ctenophora). Hkrati smo preverili 173
transkriptomskih knjiZnic skupine Spiralia (Lophotrochozoa), od tega je bilo 106 narejenih
na vzorcih mehkuzcev (Mollusca), 36 na vzorcih ploscatih ¢rvov (Platyhelminthes), 19 na
vzorcih kolobarnikov (Annelida) in 11 na vzorcih Rotifera. Raki so zastopani s 187
transkriptomskimi knjiZnicami, od tega jih 22 pripada skupini Copepoda (ceponoZci), 29
enakonozcem (Isopoda), 50 skupini Decapoda (deseteronoZci) in postranicam
(Amphipoda) 78 knjiznic. Na vzorcih najstarej$ih skupin ZuZelk je bilo narejenih skupno
samo 16 knjiznic, od tega 9 za skupino Collembola (skakaci), dve za skupino Diplura
(dvorepske), stiri za skupino Zygentoma (SCetinorepke) in ena za skupino Monocondylia.
Na RNA vzorcih metuljev (Lepidoptera) je bilo narejenih 119 knjiZnic, na vzorcih
koZekrilcev (Hymenoptera) pa 264 transkriptomskih knjiZnic. Pri tem velja poudariti, da je
bilo na RNA vzorcih posameznih vrst organizmov narejenih ve¢ knjiznic, zato so nekatere
vrste organizmov bolj pokrite.

V okviru genomskih knjiZnic so najstarejSe skupine Zivali zajemale skupno samo 19
knjiznic, od tega jih je 15 pripadalo oZigalkarjem (Cnidaria), ena spuzvam (Porifera), dve
rebratam (Ctenophora) in ena skupini Placozoa. Skupina Spiralia (Lophotrochozoa) je
zajemala (do 7. 2. 2018) 60 genomskih knjiZznic, od tega je 19 knjiznic pripadalo
mehkuZcem, 30 ploskim ¢rvom, §est skupini Annelida in dve skupini Rotifera. Raki so v ¢asu
analize knjiznic zajemali 23 knjiZnic, deset od tega jih je pripadalo ceponozcem (Copepoda),
dve enakonozcem (Isopoda), Stiri deseteronoZcem (Decapoda) in dve postranicam
(Amphipoda). NajstarejsSe skupine ZzZuZelk so bile zastopane s Stirimi genomskimi
knjiznicami, od tega so tri pripadale skupini Collembola in ena skupini Diplura. Pri
kozekrilcih (Hymenoptera) je bilo narejenih 168 knjiznic, na vzorcih metuljev
(Lepidoptera) pa 182 genomskih knjiZnic.

V okviru najstarejSih skupin zivali smo torej pregledali 88 transkriptomskih in
genomskih knjiznic. Od tega je 74 knjiznic (83 %) pripadalo ozigalkarjem. Pri ozigalkarjih
smo nasli 73 novih divergentnih RNA virusov, kar pomeni v povprecju en virus na knjiZnico.
Skupina spuzev (Porifera) je bila zastopana z desetimi knjiznicami. Skupno smo nasli pri
spuzvah 41 virusov, kar pomeni v povprecju Stirje virusi na knjiznico Rebrace so bile
zastopane samo s Stirimi knjiZznicami, nasli smo samo tri viruse, zato jih v kasnejso
statisti¢no analizo nismo vkljucili. Ce gledamo zastopanost posameznih virusnih klad,
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opazimo pri ozigalkarjih bistveno vecji nabor prisotnih virusnih klad, kar je razumljivo
glede na to, da smo pregledali sedemkrat ve¢ transkriptomskih in genomskih knjiZznic kot
pri spuzvah (Porifera). Pri tem po zastopanosti dale¢ najbolj prednjaci skupina Picorna-
Calici, ki ji sledita skupini Narna-Levi in Weivirus. Spuzve prednjacijo po bogatem Stevilu
raznolikih virusov, ki jih najdemo v knjiznicah (v povprecju Stiri na knjiznico). UpoStevati
pa moramo dejstvo, da so od devetih transkriptomskih knjiznic pri spuzvah kar Stiri
pripadale organizmu Halisarca caerulea, kar pomeni bistveno vecjo pokritost knjiZnic
omenjenega organizma. Pri sedemkrat manjsem Stevilu knjiZnic pa vseeno najdemo pester
nabor raznolikih RNA virusov v njihovih transkriptomih, ki je sicer bistveno manjsi od
nabora raznolikih virusov, najdenih pri skupini ozigalkarjev (Cnidaria). Tudi pri spuzvah
sta bili najbolj zastopani virusni kladi Picorna-Calici in Narna-Levi. Klade Picorna-Calici,
Narna-Levi, Partiti-Picobirna, Luteo-Sobemo in Hepe-Virga so zastopane v pribliZno
enakem delezu pri ozigalkarjih in pri spuzvah (Porifera). Delez najdenih virusov, ki
pripadajo kladi Tombus-Noda, je pri spuzvah vecji kot pri ozigalkarjih, nasprotno paje delez
weivirusov pri spuzvah manjsi kot pri ozigalkarjih. V knjiZnicah spuZev (Porifera) je bila
najdena skupina Potyviridae, ki jih pri oZigalkarjih (Cnidaria) nismo nasli. Nasprotno pa so
bile v knjiZnicah oZigalkarjev najdene klade Yuevirus, Qinvirus, Ophio, Toti-Chryso, Reo,
Orthomyxo, Mono-Chu, Bunya-Arena in Birna, ki pri spuzvah niso bile najdene. Vseeno je
profil zastopanosti pri ozigalkarjih in spuzvah zaradi unikatnosti tezje direktno umestiti v
kontekst katere koli od skupin, ki so jih analizirali Shi in sod. (2016) (Slika 4.1).

Zastopanost posameznih virusnih klad pri najstarej$ih skupinah zivali
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Slika 4.1: Zastopanost posameznih virusnih klad pri najstarejsih skupinah zivali (Metazoa).

Pri rakih smo skupno analizirali 196 genomskih in transkriptomskih knjiznic (do 7. 2.
2018). Skupina ceponoZcev (Copepoda) je bila v ¢asu analize zastopana z 32 genomskimi in
transkriptomskimi knjiznicami, skupina enakonozcev (Isopoda) z 31, skupina Decapoda s
54 knjiznicami in skupina postranic (Amphipoda) z 80 genomskimi in transkriptomskimi
knjiznicami. Pri ceponoZcih (Copepoda), postranicah (Amphipoda) in deseteronoZcih
(Decapoda) smo nasli okrog 30 virusov (en virus na knjiZnico pri ceponozcih, 0,5 virusa na
knjiznico pri postranicah in 0,6 virusa na knjiznico pri desteronozcih), medtem ko smo pri
enakonozcih (Isopoda) nasli okrog 50 virusov (1,7 virusa na knjiznico). Tukaj moramo
poudariti, da pri enakonozcih (Isopoda) 22 transkriptomskih knjiznic od skupno 29
transkriptomskih in dveh genomskih pripada rodu Proasellus. Pri postranicah
(Amphipoda) od skupno 78 transkriptomskih in dveh genomskih kar 15 transkriptomskih
baz pripada rodu Eulimnogammarus. Kljub dobri pokritosti transkriptoma omenjenih
rodov v podatkovnih bazah to hkrati pomeni manjSo vrstno raznolikost enakonoZcev in
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postranic, katerih vzorec transkriptoma se nahaja v podatkovnih bazah. Kljub razliki v
pokritosti s strani genomskih in transkriptomskih knjiZnic pa pri vseh skupinah najdemo
primerljiv nabor prisotnih virusnih skupin. Klade Picorna-Calici, Mono-Chu, Hepe-Virga in
Toti-Chryso so bile najdene pri vseh skupinah rakov, vendar je klada Toti-Chryso prisotna
v vecjem delezu pri ceponozcih (Copepoda), kladi Mono-Chu in Hepe-Virga pa pri
postranicah (Amphipoda). Pri vseh skupinah rakov po zastopanosti izrazito prednjaci
virusna klada Picorna-Calici. V primeru skupine Copepoda ji sledita virusni kladi Mono-Chu
in Toti-Chryso. V primeru skupine Amphipoda ji sledita kladi Mono-Chu in Hepe-Virga. V
primeru skupine Isopoda ji sledita kladi Mono-Chu in Luteo-Sobemo in v primeru skupine
Decapoda ji po priblizno enakomerni zastopanosti sledijo kar tri virusne klade: Flavi,
Tombus-Noda in Hepe-Virga (Slika 4.2). Ce naSe rezultate primerjamo z analizo, ki so jo
naredili Shi in sod. (2016a), opazimo pri njih bistveno vecjo zastopanost skupine Narna-
Levi, Partiti-Picobirna in Tombus-Noda. Poleg tega se pri skupini Shi in sod. (2016a)
pojavlja bistveno vecja razlika v vzorcu zastopanosti virusnih klad med posameznimi
razredi. Samo razred Maxillopoda je prakticno enakomerno zastopan z virusnimi kladami
Tombus-Noda, Picorna-Calici, Partiti-Picobirna, Mono-Chu, Bunya-Arena in Hepe-Virga. Pri
ostalih dveh razredih izrazito prednjaci klada Picorna-Calici. V naSem primeru se lahko
opazi podoben vzorec zastopanosti virusnih klad med skupinami Amphipoda, Copepoda,
Isopoda in Decapoda. V okviru nase raziskave sta kladi Hepe-Virga in Toti-Chryso bistveno
bolj zastopani kot pri Shi in sod. (2016a). Poudariti moramo, da smo v raziskavo vkljucili
petkrat vecje Stevilo knjiznic kot Shi in sod. (2016a) (Slika 4.2 in Dodatek A; A.1, Slika A.2).

Zastopanost posameznih virusnih klad pri rakih (Crustacea)
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Slika 4.2: Zastopanost posameznih virusnih klad pri rakih (Crustacea).

Pri skupini Spiralia (Lophotrochozoa) smo skupno pregledali okrog 225 genomskih in
transkriptomskih knjiZnic, kar je ponovno petkrat ve¢ kot v primeru Shi in sod. (2016a). Od
tega je 125 knjiznic pripadalo skupini mehkuZcev (Mollusca), 66 skupini ploskih ¢rvov
(Platyhelminthes), 21 skupini Annelida in 13 skupini Rotifera. Pri skupini mehkuZcev od
106 transkriptomskih knjiznic 10 transkriptomskih knjiZnic pripada rodu Conus in devet
rodu Aplysia. Pri skupini ploskih ¢rvov (Platyhelminthes) od 36 transkriptomskih knjiznic
jih kar 10 pripada rodu Schmidtea, kar pomeni relativno slabSo zastopanost in raznolikost
vrst v transkriptomskih knjiznicah ploskih ¢rvov (Platyhelminthes) v primerjavi z
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mehkuZci. Pri skupini mehkuZcev (Mollusca) smo nasli okrog 40 novih RNA virusov, pri
skupini ploskih ¢rvov (Platyhelminthes) pa okrog 30 virusov. Pri vsaki od skupin Annelida
in Rotifera smo nasli en virus, ki je pripadal kladi Narna-Levi, in en virus, ki je pripadal kladi
Tombus-Noda, zato skupin Annelida in Rotifera nismo vkljucevali v statisti¢no analizo. Kljub
dvakratni razliki med Stevilom knjiZnic, s katerimi so zastopani mehkuZci in ploski ¢rvi,
najdemo v njunih vzorcih zastopanosti virusnih klad popolnoma primerljivo pester nabor
prisotnih virusnih skupin. V obeh primerih po zastopanosti izrazito prednjac¢i klada
Picorna-Calici. Druge glavne klade po zastopanosti so Se Mono-Chu, Partiti-Picobirna,
Bunya-Arena in Hepe-Virga z rahlimi razlikami v deleZu prisotnosti med mehkuZci
(Mollusca) in ploskimi ¢rvi (Platyhelminthes). Kladi Partiti-Picobirna in Hepe-Virga sta bolj
zastopani pri mehkuzcih (Mollusca), medtem ko sta kladi Mono-Chu in Bunya-Arena bolj
zastopani pri ploSc¢atih ¢rvih (Platyhelminthes). Skupina Shi in sod. (2016) je nasla samo
nekaj primerov virusov, prisotnih pri plo$catih ¢rvih, zato jih nismo mogli vkljuciti v analizo
za direktno primerjavo zastopanosti. Se pa vidi izrazita razlika v profilu zastopanosti
virusnih klad med naSimi rezultati in rezultati Shi in sod. (2016a). Tako v raziskavi Shi in
sod. (2016a) kot v naSem primeru pri mehkuZcih (Mollusca) prednjaci virusna klada
Picorna-Calici. Vendar so v primeru raziskave Shi in sod. (2016a) bistveno bolj zastopane
virusne klade Narna-Levi, Tombus-Noda in Luteo-Sobemo. Klade Mono-Chu pri mehkuzcih
v raziskavi Shi in sod. (2016a) sploh ni bilo prisotne. Nasa raziskava je pokazala bistveno
veljo zastopanost klad Partiti-Picobirna, Bunya-Arena in Hepe-Virga. Ravno tako je v nasi
raziskavi pri mehkuZcih bogato zastopana skupina Mono-Chu (Slika 4.3 in Dodatek A; A.1,
Slika A.3).

Zastopanost posameznih virusnih klad pri skupini Lophotrochozoa
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Slika 4.3: Zastopanost posameznih virusnih klad pri skupini Lophotrochozoa (Spiralia).

V okviru zZuzelk smo se usmerili na klju¢ne skupine, ki so bile pri raziskavi Shi in sod.
(2016a) slabo pokrite: Hymenoptera (koZekrilci), ki se v raziskavi Shi in sod. (2016a) pojavi
samo v kontekstu meSanih knjiznic, Lepidoptera (metulji), ki je bila v primeru Shi in sod.
(2016a) zastopana: 1) z eno samo knjiznico na nivoju reda, ki je bila revna v kontekstu
zastopanosti virusnih klad in 2) v okviru mesanih knjiznic. Hkrati smo se usmerili na
najstarejSe skupine Zzuzelk: Collembola (skakaci), Diplura (dvorepke), Zygentoma
(Scetinorepke) in Monocondylia, ki doslej Se niso bile analizirane. Metulji (Lepidoptera) in
kozekrilci (Hymenoptera) so bili v genomskih in transkriptomskih bazah podatkov
zastopani z najveljim Stevilom knjiznic. Lepidoptera zajema skupno 301 knjiZnico in
Hymenoptera skupno 432 genomskih in transkriptomskih knjiznic z razliko, da je
Lepidoptera bolj =zastopana z genomskimi Kknjiznicami, Hymenoptera pa s
transkriptomskimi. Obe skupini sta tudi v smislu raznolikih organizmov bogato zastopani v
knjiznicah, saj ni bilo veliko RNA knjiZnic narejenih na isti vrsti organizma. Pri skupini
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Hymenoptera smo nasli 388 virusov, medtem ko smo pri skupini Lepidoptera nasli 67
virusov, kar je velika razlika glede na razliko v Stevilu podatkovnih baz, s katerimi sta
skupini zastopani. Kljub temu smo pri obeh skupinah nasli izrazito raznolik in hkrati
unikaten profil prisotnih virusnih klad. Pri skupini Lepidoptera so glavne virusne klade po
zastopanosti: Picorna-Calici, Mono-Chu, Partiti-Picobirna in Hepe-Virga. V nekoliko
manjSem deleZu so prisotne tudi klade Flavi, Toti-Chryso, Tombus-Noda, Reo, Permutotetra,
Orthomyxo, Bunya-Arena, Luteo-Sobemo, Narna-Levi in Astro, kar je skupaj 14 od 25
definiranih klad. V raziskavi Shi in sod. (2016a) so bile najdene prisotne samo Stiri: Reo,
Mono-Chu, Bunya-Arena in Luteo-Sobemo. Pri skupini Hymenoptera so glede na nase
rezultate glavne RNA virusne klade po zastopanosti: Picorna-Calici, Mono-Chu, Partiti-
Picobirna in Hepe-Virga, ki so iste, kot pri Lepidoptera. Poleg omenjenih smo nasli prisotne
tudi: Qinvirus, Ophio, Flavi, Toti-Chryso, Tombus-Noda, Reo, Permutotetra, Orthomyxo,
Bunya-Arena, Narna-Levi in Luteo-Sobemo. Ce povzamemo rezultate, lahko ugotovimo, da
je celoten vzorec profila zastopanosti virusnih klad pri skupini Hymenoptera unikaten v
smislu deleZev in same prisotnosti virusnih klad. Na novo pa smo v raziskavi pri kozekrilcih
(Hymenoptera) nasli prisotne virusne klade Ophio in Qinvirus, ki doslej pri omenjeni
skupini ZuZelk niso bile najdene. Profil skupine Hymenoptera glede na nase rezultate je
najbolje primerljiv s profilom skupine Odonata pri raziskavi Shi in sod. (2016a) - virusno
najbolj bogati kladi v raziskavi, kjer so glavne klade, ravno tako kot pri nas, Picorna-Calici,
Mono-Chu in Partiti-Picobirna. Vendar je pri redu Odonata v raziskavi Shi in sod. (2016a)
prisoten nekoliko vedji deleZ skupin Tombus-Noda, Reo, Bunya-Arena in Luteo-Sobemo kot
pri na$ih raziskavah. Pri najstarejsih skupinah ZuZelk smo najvec virusov nasli prisotnih pri
kladi Hepe-Virga (5) in Picorna-Calici (7). Ostale virusne klade so bile zastopane v glavnem
z enim virusnim predstavnikom (Narna-Levi, Mono-Chu, Reo,Toti-Chryso in Qinvirus) ali
dvema virusnima predstavnikoma (Orthomyxo in Tombus-Noda). Zato najstarejSe skupine
zuzelk niso bile primerne za vkljucevanje direktno v statisticno analizo (Sliki 4.4 in 4.5).

Zastopanost posameznih virusnih klad pri koZekrilcih (Hymenoptera)
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Slika 4.4: Zastopanost virusnih klad pri koZekrilcih (Hymenoptera).
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Zastopanost posameznih virusnih klad pri metuljih (Lepidoptera)
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Slika 4.5: Zastopanost posameznih virusnih klad pri metuljih (Lepidoptera).

Skupno smo torej nasli 815 virusov, ki so spadali v 22 od 25 definiranih virusnih klad.
Pri vseh skupinah nevretencarjev je bila najbolj bogato zastopana virusna klada Picorna-
Calici, zato smo se odlocili za nadaljnjo obravnavo glavnih skupin klade v statisti¢ni analizi.

412 Analiza zastopanosti virusnih skupin znotraj virusne klade Picorna-Calici

Analiza zastopanosti virusnih skupin znotraj klade Picorna-Calici je bila ravno tako narejena
tako na rezultatih skupine Shi in sod. (2016a) ter na raziskanih skupinah nevretencarjev v
okviru doktorata.

Pri analizi zastopanosti v okviru rezultatov Shi in sod. (2016a) smo znotraj klade
Picorna-Calici upostevali vse knjiZnice, tudi meSane, da smo predstavili sumaricen rezultat
vseh pikornavirusov pri rakih in ZuZelkah. V primeru skupine Lophotrochozoa smo se
osredotoCili na skupino mehkuZcev (Mollusca). Pikornaviruse smo razdelili na glavne
skupine, kot jih je definirala skupina Shi in sod. (2016a), in preSteli Stevilo virusov, najdenih
v vseh knjiznicah zuzelk (Insecta), rakov (Crustacea) in mehkuZcev (Mollusca).

Pri analizi naSih rezultatov v okviru doktorata smo klado Picorna-Calici razdelili na
skupine, kot jih je definirala skupina Shi in sod. (2016), in presteli Stevilo pikornavirusov,
ki so bili v okviru filogenetske analize uvrSceni v posamezno skupino pikornavirusov.

4121  Rezultati Shiinsod. (2016a)

Klada Picorna-Calici je ena izmed 25 definiranih virusnih klad, ki jih je raziskovalna skupina
Shi in sod. (2016a) razdelila na podskupine: Dicistroviridae, Iflaviridae, Secoviridae,
Picornaviridae, »Aquatic picornavirales«, Kelp fly virusu podobne (angl. » Kelp fly virus-
related«), Nora virusu podobne (angl. » Nora virus-related«) in Caliciviridae. Skupino
»Aquatic picornavirales« je skupina Shi in sod. (2016a) oblikovala na podlagi zdruZevanja
po ICTV (angl. »International Committee on Taxonomy of Viruses«) definiranih skupin
Marnaviridae, Bacillarnavirus in Labyrnavirus. Skupini Kelp fly virusu podobnih (angl.
»Kelp fly virus-related«) in Nora virusu podobnih (angl. » Nora virus-related«) virusov je
skupina Shi in sod. (2016a) definirala na podlagi filogenetske analize, pri kateri omenjeni
Kelp fly virusu podobni virusi (angl. » Kelp fly virus-related«) oblikujejo skupino s Kelp fly
virusom in Nora virusu podobni virusi (angl. » Nora virus-related«) oblikujejo skupino z
Nora virusom. Poleg novo definiranih skupin pikornavirusov so se v filogenetski analizi
oblikovale nove skupine pikornavirusov, ki jih Shi in sod. (2016a) niso poimenovali, so pav
nasi filogenetski analizi oblikovale skupino s Posavirusom kot Posavirusom podobni virusi
(angl. » Posavirus-related«) in Arivirusom kot Arivirusom podobni virusi (angl. » Arivirus-
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related«). Za vsako od skupin pikornavirusov smo presteli Stevilo virusov v knjiZnicah
zuzelk (Insecta), rakov (Crustacea) in skupine Mollusca. Pri skupinah ZuZelk in rakov smo
upostevali tudi vse meSane knjiZnice in viruse, ki so bili najdeni v ve¢ knjiZnicah hkrati.
Presteli smo vse viruse, ki so bili v raziskavi Shi in sod. (2016a) uvrSceni v omenjene
skupine pikornavirusov. Skupina Zuzelk je vkljucevala 21 knjiznic na nivoju reda, Stiri
meSane knjiZnice, ki so vklju¢evale RNA vzorce ZuZelk, ki pripadajo razli¢cnim redovom
(insect ZJ, CC, WHCCII), in Stiri meSane knjiZnice, ki so vkljuCevale RNA vzorce ¢lenonoZcev
(rakov, pajkovcev in Zuzelk; arthropodmix, SHWCII, SHWC, WHCC). Skupina rakov je
vKkljucevala 20 knjiZnic na nivoju reda oz. razreda, dve mesSani knjiznici, ki sta vkljucevali
razli¢ne razrede rakov (WL]Q in shrimp), in Stiri meSane knjiZnice, ki so vkljucevale RNA
vzorce ClenonoZcev (rakov, pajkovcev in ZuZelk; arthropodmix, SHWCII, SHWC, WHCC).
Skupina Spiralia (Lophotrochozoa) je vkljucevala 21 na nivoju debel mehkuzcev (Mollusca),
ploscatih ¢rvov (Platyhelminthes), Annelida in Rotifera. V raziskavi se profil zastopanosti
skupin pikornavirusov pri Zuzelkah bistveno razlikuje od profila zastopanosti pri rakih
(Crustacea) in mehkuzcih Mollusca. Pri skupini ZuZelk so bile najdene skupine Posavirusom
podobnih virusov, Iflavirusov, Kelp fly virusu podobnih virusov, Nora virusu podobnih
virusov in Dicistroviridae, pri ¢emer po deleZu prisotnosti prednjacijo Iflavirusi. Sledijo jim
Kelp fly virusu podobni virusi in nato skupina Dicistroviridae. Pri ZuZelkah ni bilo najdenih
»aquatic picornavirales« in Arivirusupodobnih virusov. Pri rakih in mehkuzcih, ki so morski
organizmi, lahko najdemo podoben profil zastopanosti posameznih skupin pikornavirusov.
V obeh primerih so prisotne skupine Posavirusu podobnih virusov, Arivirusu podobnih
virusov, Nora virusu podobnih virusov, Kelp fly virusu podobnih virusov, skupine »Aquatic
picornavirales« in Dicistroviridae. Dve kladi sta glavni glede zastopanosti: »Aquatic
picornavirales« in Dicistroviridae, ostale so pri rakih in mehkuZcih kot morskih organizmih
prisotne v manjSini. Pri rakih sta nekoliko bolj zastopani skupini Nora virusu podobnih
virusov in Kelp fly virusu podobnih virusov. Pri mehkuZcih pa je nekoliko bolj kot pri rakih
glede na raziskave Shi in sod. (2016a) zastopana skupina Posavirusu podobnih virusov. Iz
filogenetske raziskave Shi in sod. (2016a) lahko zaklju¢imo, da je skupina Iflaviridae, ki je
evolucijsko relativno mlada skupina, omejena na kopenske organizme, medtem ko je
skupina »Aquatic picornavirales« omejena prakti¢no samo na morske nevretencarje (rake,
mehkuzce). Ostale skupine so razsirjene Cez celotne nevretencarje, ceprav so Kelp fly virusu
podobni virusi nekoliko bolj pogosti pri kopenskih nevretencarjih (Dodatek A; A.1, Slika
A4).

4122 Rezultati, nastali v okviru doktorata

V filogenetski analizi smo pikornaviruse razdelili glede na skupine, kot jih je poimenovala
raziskava skupine Shi in sod. (2016a) na Dicistroviridae, Iflaviridae, »Aquatic
picornavirales«, Kelp fly virusu podobne (angl. »Kelp fly virus-related«), Nora virusu
podobne (angl. » Nora virus-related«), Posavirusu podobne (angl. » Posavirus-related«),
Arivirusu podobne (angl. »Arivirus-related«), Secoviridae in Caliciviridae. Skupine
Picornaviridae kot vretencarske skupine nismo vkljucevali v filogenetsko analizo. Presteli
smo vse viruse, ki so bili uvrs¢eni v omenjene skupine pikornavirusov. Prisli smo do
drugacnih ugotovitev, kot jih je prikazala skupina Shi in sod. (2016a). Pri koZekrilcih
(Hymenoptera), ki so zajemali 432 genomskih in transkriptomskih knjiznic, smo nasli
prisotne skupine: Secoviridae, Arivirusu podobne viruse, Kelp fly virusu podobne viruse,
Nora virusu podobne viruse, Iflaviridae in Dicistroviridae. Iflaviridae in Dicistroviridae sta
bili glavni kladi glede zastopanosti, ostale skupine pikornavirusov so bile najdene v
manjsini. Pri koZekrilcih nismo nasli Posavirusu podobnih virusov, smo pa nasli skupino
Secoviridae in Arivirusu podobne pikornaviruse, ki v raziskavi Shi in sod. (2016a) niso bili
prisotni pri Zuzelkah. Pri metuljih (Lepidoptera) smo v 301 knjiZnicah nasli prisotni samo
dve pikornavirusni skupini: Iflaviridae in nora virusu podobni virusi. Pri najstarejsi skupini
zuZzelk, ki je skupno zajemala samo 20 genomskih in transkriptomskih knjiznic, smo nasli
prisotne Stiri virusne klade: Nora virusu podobne viruse, Kelp fly virusu podobne viruse,
Iflaviridae in Dicistroviridae, pri ¢emer so bili Iflaviridae in Kelp fly virusu podobni virusi
nekoliko bolj zastopani kot Dicistroviridae in Nora virusu podobni virusi. Pri rakih
(Crustacea) smo v 196 knjiznicah nasli prisotnih Sest klad: Nora virusu podobne viruse,
Kelp fly virusu podobne viruse, »Aquatic picornavirales«, Iflaviridae in Dicistroviridae.
Najbolj izstopajoce klade so bile pri rakih »Aquatic picornavirales«, Iflaviridae in
Dicistroviridae. V nasprotju s skupino Shi in sod. (2016a), ki pri rakih ni nasla prisotnih
iflavirusov, je bila pri nasi raziskavi ena najbolj zastopanih skupin RNA virusov v okviru
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rakov. Hkrati v na$i raziskavi pri rakih nismo nasli Posavirusu in Arivirusu podobnih
pikornavirusov. Pri skupini Lophotrochozoa smo v 225 knjiZnicah nasli pikornavirusne
skupine: Posavirusu podobni virusi, Arivirusu podobni virusi, Kelp fly virusu podobni
virusi, »Aquatic picornavirales, Iflaviridae in Dicistroviridae, pri ¢emer sta bili »Aquatic
picornavirales« in Dicistroviridae izstopajoc¢i virusni kladi. Z vidika delezev je bila pri
skupini Spiralia bolj zastopana klada Kelp fly virusu in Arivirusu podobnih pikornavirusov
kot pri raziskavi Shi in sod. (2016a). V na$i raziskavi nismo nasli Posavirusu podobnih
virusov pri skupini Spiralia, smo pa v nasprotju z raziskavo Shi in sod. (2016a) nasli
iflaviruse. NajstarejSe skupine Zivali (Metazoa) (angl. » basal Metazoa«), ki so obsegale 88
genomskih in transkriptomskih knjiznic, imajo najbolj bogat profil zastopanosti
pikornavirusnih skupin. Nasli smo prisotnih kar sedem skupin: Posavirusu podobni virusi,
Arivirusu podobni virusi, Nora virusu podobni virusi, Kelp fly virusu podobni virusi,
»Aquatic picornaviruales, Iflaviridae in Dicistroviridae. Po zastopanosti najbolj bogata
pikornavirusna skupina je bila »Aquatic picornavirales«, ki ji sledijo Dicistroviridae,
Arivirusu podobni virusi, Kelp fly virusu podobni virusi in Dicistroviridae. Ostale virusne
skupine so bile prisotne v manj$ini. V splosnem lahko glede na naSe rezultate trdimo, da je
skupina »Aquatic picornavirales« omejena samo na vodne nevretencarje (rake, skupino
Spiralia - mehkuzce, ploScate Crve, skupini Annelida in Rotifera ter najstarejSe skupine
zivali (Metazoa) - spuzve (Porifera), ozigalkarje (Cnidaria) in rebrace (Ctenophora)),
medtem ko so ostale skupine pikornavirusov razsirjene pri vseh skupinah nevretencarjev
(tako vodnih kot kopenskih). Med njimi je tudi skupina Iflaviridae, ki smo jo nasli prisotno
tako pri kopenskih kot pri vodnih nevretencarjih. Skupina je bila sicer bistveno bolj
razSirjena pri kopenskih nevretencarjih (ZuZzelkah) kot pri vodnih nevretencarjih. Pri
vodnih nevretencarjih je bila najbolj zastopana pri rakih. Pri skupini Lophotrochozoa
(Spiralia) in pri najstarejsih skupinah zivali je bila prisotna v manjsSini. Rezultati
zastopanosti iflavirusov so drugacni, kot je bilo pokazano v analizi Shi in sod. (2016a).
Skupina je namre¢ iflaviruse na$la le pri kopenskih nevretencarjih. Glede na nase rezultate
so bili dicistrovirusi enakomerno razSirjeni in med glavnimi virusnimi kladami po
zastopanosti tako pri kopenskih kot pri vodnih nevretencarjih. Podobno razsirjenost
dicistrovirusov so prikazali tudi Shi in sod. (2016a). Noravirusu podobni virusi so sicer
raz$irjeni pri vseh skupinah nevretencarjev, vendar so nekoliko bolj znacilni za kopenske
nevretencarje. Arivirusu podobni virusi in Posavirusu podobni virusi so bolj znacilni za
vodne nevretencarje. V naSih analizah smo jih naSli skoraj izkljutno pri vodnih
nevretencarjih. Arivirusu podobne viruse smo v manj$ini nasli pri skupni Hymenoptera.
Skupina Shi in sod. (2016a) je Posavirusu podobne viruse naSla pri vseh skupinah
nevretencarjev, s tem da so bili pri rakih v manjSini, Arivirusu podobnih virusov pa ni
zasledila pri Zuzelkah. Kelp fly virusu podobni virusi so glede na naSe rezultate razsirjeni
tako pri kopenskih kot pri vodnih nevretencarjih, kar je hkrati v skladu z rezultati Shi in sod.
(2016a) (Slika 4.6).



92 Poglavje 4. Rezultati

Zastopanost posameznih virusnih skupin klade Picorna-Calici pri
nevretencarjih
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Slika 4.6: Zastopanost posameznih virusnih skupin klade Picorna-Calici pri nevretencarjih.
Angleski izraz: related - podoben, npr. posavirus-related; posavirusu podobni virusi.

42 Endogenizirani RNA virusi v genomih nevretencarjev

Za iskanje endogeniziranih RNA virusov je bilo v prvi fazi kot iskalni niz uporabljeno
proteinsko zaporedje RdRp definiranih virusnih klad oz. definiranih virusnih skupin. Z
iskalnim nizom smo iterativno iskali homologna zaporedja v genomskih podatkovnih bazah
raziskovanih skupin nevretencarjev. V okviru iterativnega iskanja smo v drugi stopnji kot
iskalni niz uporabili proteinska zaporedja RdRp, ki smo jih pridobili kot zadetke v
genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah. Ravno tako smo kot iskalni niz
uporabili tudi proteinska zaporedja drugih proteinov, ki so razsirjeni samo pri doloCeni
skupini RNA virusov. Zaporedja RdRp endogeniziranih RNA virusov so bila nato
uporabljena v filogenetski analizi.

Po iterativnem iskanju homolognih zaporedij proteinskemu zaporedju za RdRp za vsako
od definiranih virusnih klad v prevedenih nukleotidnih genomskih podatkovnih bazah
nevretencarjev smo vefinoma nasli samo fragmente genomov endogeniziranih RNA virusov
ali samo fragmente nukleotidnega zaporedja RdRp. Celotni ohranjeni ORF so bili redkejsi
(kot primer lahko navedemo endogeniziran celoten L segment pri polzu Colubraria
reticulata). Skupno smo nasli 12 virusnih klad od 25 definiranih, endogeniziranih v genomih
nevretencarjev. Tabela 4.1 prikazuje prisotnost oz. odsotnost endogeniziranih genomov
RNA virusnih klad v genomih raziskanih skupin nevretencarjev (Tabela 4.1). Med klade, ki
jih v kontekstu endogenizacije velja bolje poudariti, so uvr$¢eni: Mono-Chu, Partiti-
Picobirna, Toti-Chryso, Flavi in Weivirus. Odkrili smo, da je klada Mono-Chu endogenizirana
pri vseh analiziranih skupinah nevretencarjev. Nasli smo tudi Stevilne endogenizirane
viruse, ki spadajo v skupino Partiti-Picobirna in Toti-Chryso, kljub temu da kot dsRNA virusi
nimajo mehanizma razmnoZevanja, povezanega z jedrom gostiteljske celice. V literaturi
doslej Se ni bilo moc¢ zaslediti prisotnih endogeniziranih virusov klade Flaviviridae in
Weivirus pri nevretencarjih. Pri kladi Weivirus smo nasli 12 weivirusov, endogeniziranih v
genomih najstarejSih skupin evkariontov Alveolata, in sicer v organizmu Symbiodinium. Gre
za organizem, Ki Zivi v sozitju s koralami (Cnidaria).

Zaporedje RdRp sicer predstavlja jedro vsakega virusa, nasli pa smo endogenizirane tudi
druge virusne ORF-je.
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Tabela 4.1: Na novo odkriti endogenizirani RNA virusi v genomih nevretencarjev. Crna pika
pomeni prisotnost, bela pika pomeni odsotnost posameznih virusnih klad.

VIRUSNA KLADA Hymenoptera Lepidoptera Najstarejse Spiralia Crustacea Najstarejse

skupine skupine
Zuzelk Zivali

ASTRO o e} o) ¢ O o
BIRNA o) o) o) ¢ O o
HEPE-VIRGA o ° ° o 0 o)
HYPO o e} o) O O o
LUTEO-SOBEMO o o} e} e} O o)
NARNA-LEVI ° o} o o} o o}
BUNYA-ARENA 0 o) o) . @) @)
MONO-CHU ° ° ° ° ° °
ORTHOMYXO ° ° ° ° o) o}
NIDO o e} o) O O o
PARTITI- . . o . o o
PICOBIRNA

PERMUTOTETRA 1o ') o) o) o) @)
PICORNA-CALICI o o o o) o ¢}
REO ° o} o} e} o o
TOMBUS-NODA o ° o o O O
TOTI-CHRYSO ° ° o) o} o ©)
QINVIRUS ° o) o) ° ° o)
YUEVIRUS o} o o) O 0 o
YANVIRUS [e) o) o) o) o) )
ZHAOVIRUS o o e} ) O o
WEIVIRUS o} e} o) O O o
POTYVIRIDAE 1o o) o) o) o) o)
FLAVIVIRIDAE ° o o o} ° o}
OPHIOVIRIDAE 0 o) ) ) le) °
CYSTOVIRIDAE o o o o} o o)

Shi in sod. (2016a) so analizirali endogenizirane RNA viruse pri ¢lenonoZcih
(Arthropoda) in ploscatih ¢rvih (Platyhelminthes - Spiralia). Pri ¢lenonoZcih so ugotovili
prisotnost endogeniziranih RNA virusov, ki spadajo v virusne klade: Hepe-Virga, Luteo-
Sobemo, Narna-Levi, Bunya-Arena, Mono-Chu, Orthomyxo, Nido, Partiti-Picobirna, Picorna-
Calici, Reo, Tombus-Noda, Toti-Chryso in Qinvirus. Pri plosc¢atih c¢rvih so nasli
endogenizirani samo RNA virusni kladi Bunya-Arena in Mono-Chu (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2: Odkrite endogenizirane RNA virusne klade pri ¢lenonoZcih in ploscatih ¢rvih v
okviru analize Shi in sod. (2016a). Crna pika pomeni prisotnost, bela pika pomeni odsotnost
posameznih virusnih klad.

VIRUSNA KLADA Arthropoda Spiralia;
Platyhelminthes

O

ASTRO

BIRNA
HEPE-VIRGA
HYPO
LUTEO-SOBEMO
NARNA-LEVI
BUNYA-ARENA
MONO-CHU
ORTHOMYXO
NIDO
PARTITI-PICOBIRNA
PERMUTOTETRA
PICORNA-CALICI
REO
TOMBUS-NODA
TOTI-CHRYSO
QINVIRUS
YUEVIRUS
YANVIRUS
ZHAOVIRUS
WEIVIRUS
POTYVIRIDAE
FLAVIVIRIDAE
OPHIOVIRIDAE
CYSTOVIRIDAE

® O |® O |O

e |e (e (p0|e e

o|o|o|jojOo|lO|jO OO |O|O|O|O|O|O|O|O|® |® |O |O |O|O |O

O |0O|0O|O|O|O|O|OC |® @

Rezultati naSe analize endogeniziranih RNA virusov so nekoliko druga¢ni od rezultatov
analize Shi in sod. (2016a). Pri naSi raziskavi sicer nismo odkrili prisotnih endogeniziranih
RNA virusnih klad Luteo-Sobemo, Bunya-Arena, Nido in Picorna-Calici pri ¢lenonozcih
(med katere sodijo raki, pajkovci, stonoge in Zuzelke), smo pa nasli endogenizirano RNA
virusno klado Flaviviridae. Pri plo$c¢atih ¢rvih smo poleg klad Bunya-Arena in Mono-Chu
nasli prisotne tudi endogenizirane RNA virusne klade: Orthomyxo, Partiti-Picobirna in
Qinvirus, ki jih Shi in sod. (2016a) niso zasledili. Poudariti velja tudi, da doslej §e nobena
Studija ni analizirala endogeniziranih RNA virusov pri najstarejSih skupinah Zivali. Poleg
klade Mono-Chu smo odkrili tudi endogenizirano RNA virusno klado Ophioviridae pri
najstarejSih skupinah zivali. Ravno tako na novo odkriti endogenizirani Weivirusi pri
simbiontih koral nakazujejo na moznost, da so endogenizirani Weivirusi dejansko povezani
s koralami in so alveolati endogenizirane viruse prevzeli od koral. Gre za novo odkritje, ki
doslej v literaturi Se ni bilo obeleZeno.
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4.3 Filogenetska analiza novih RNA virusov in endogeniziranih RNA
virusov pri raziskanih skupinah nevretencarjev

Rezultati prikazujejo filogenetsko analizo novo odkritih RNA virusov v sklopu pred kratkim
definiranih RNA virusnih klad (Shi in sod., 2016a). V analizo je bilo poleg proteinskega
zaporedja RdRp virusov, odkritih v transkriptomskih in genomskih podatkovnih bazah
nevretencarjev, vkljuCeno tudi proteinsko zaporedje RdRp tako Klasificiranih kot
neklasificiranih virusov (angl. » floating viral genera«). Kot glavni iskalni niz smo vzeli 300
aa dolgo proteinsko zaporedje RdRp za vsako izmed 25 definiranih virusnih klad s
kataliti¢cno domeno znotraj motiva C. Omenjen del zaporedja je namre¢ dovolj ohranjen za
ugotovitev sorodstvenih odnosov med virusi, hkrati pa dovolj divergenten za loCevanje med
virusi na nivoju seva, skupine in klade. Z orodjem BLAST smo nasli homologne RNA viruse
v genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah nevretencarjev. Novi odkriti RNA
virusi so imeli lahko celotne, delne genome, lahko pa je bila znana le njihova RdRp. Nasli
smo torej celotne genome, delne genome ali samo RdRp RNA virusov. Dele proteinskega
zaporedja RdRp smo poravnali s programom Clustal Omega (Sievers in Higgins, 2014) in s
programom IQTREE (Nguyen in sod., 2015) izrisali filogenetska drevesa. Nove RNA viruse,
vkljucene v filogenetsko analizo, smo uvrstili v posamezno virusno klado. Nove RNA viruse,
ki spadajo v isto virusno klado in so bili pridobljeni iz podatkovnih baz dolocene skupine
nevretencarjev (koZekrilci, metulji, najstarejSe skupine ZuZelk, raki, skupina Spiralia in
najstarejSe skupine Zivali), smo prikazali v istem filogenetskem drevesu. Vecina
filogenetskih dreves vsebuje vecje Stevilo elementov. S tem je zmanjSana preglednost oz.
berljivost slik v samem doktorskem delu. Slike filogenetskih dreves so zato priloZene Se v
elektronski PDF verziji (CD).

43.1 Kopenskinevretencarji

4311  Kozekrilci (Hymenoptera)

Kozekrilci (Hymenoptera) so =zastopani z najvecjim Stevilom genomskih in
transkriptomskih podatkovnih baz (432). Zajemajo podred Apocrita in ve¢ naddruZin:
Cephoidea, Orussoidea, Pamphilioidea, Siricoidea in druge. Podred Apocrita zajema dve
glavni skupini: Aculeata in evolucijsko starejSa Terebrantes. Skupina Aculeata zajema
glavne naddruzine: Apoidea, Chrysidioidea (evolucijsko starejSa skupina znotraj skupine
Aculeata), Pompiloidea, Sphecoidea in Vespoidea. Vecina RNA virusov je bilo najdenih v
genomskih in transkriptomskih knjiZnicah skupine Apocrita. Zato smo v filogenetskem
drevesu izpostavili naddruzine Terebrantes in znotraj skupine Aculeata: Apoidea (Cebele),
Pompiloidea, Sphecoidea, Chrysidioidea. Skupino Apoidea smo oznacili z oranzno barvo,
Pompiloidea z vijoli¢no, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno. Znotraj skupine Vespoidea smo mravlje (Formicidae) oznadili
z rdecCo, ostale predstavnike skupine Vespoidea pa s svetlo modro. RNA virusi, ki so bili
najdeni v genomskih in transkriptomskih knjiznicah kozekrilcev, ki ne spadajo v skupino
Apocrita, smo oznacili z barvo magenta. Najve¢ RNA virusov je bilo najdenih pri mravljah
(Formicidae), ¢ebelah (Apoidea) in skupini Terebrantes. Omenjene skupine imajo torej
najbolj bogato zastopanost virusnih klad. RNA virusi, ki so izvirali iz knjiznic skupine
Chrysidoidea, so bili redki. V transkriptomskih in genomskih podatkovnih bazah
kozekrilcev smo pridobili bodisi celotne genome RNA virusov (glede na trenutno znan
interval dolZine genoma virusov, ki pripadajo doloceni skupini), dele genoma virusov (npr.
en segment ali en ORF, ki kodira zapis za poliprotein) bodisi samo zaporedje RdRp. Pri
genomski analizi RNA virusov smo se osredotocili samo na celotne genome virusov. Pri
segmentiranih virusih smo na podlagi terminalnih zaporedij poskusili pridobiti tudi
zaporedja drugih segmentov.

43.1.11 Klada Bunya-Arena

Pri kladi Bunya-Arena smo nasli pet RNA virusov v knjiznicah skupine Apoidea, Stiri v
knjiznicah Formicidae, sedem v knjiznicah Terebrantes ter enega v knjiznicah Sphecoidea.
Klada Bunya-Arena je najbolj pogosta pri skupini Terebrantes. Virusi se nahajajo znotraj
dveh vedjih sestrskih skupin. Eno vecjo skupino tvorijo skupaj s Hantavirusi, Tospovirusi,
Emaravirusi in Orthobunyavirusi. Drugo vecjo skupino tvorijo s Phlebovirusi in Tenuivirusi.
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Nairovirusom podobni virusi oblikujejo lo¢eno skupino. Znotraj vecje sestrske skupine, ki
zdruZuje Hantaviruse, Tospoviruse, Emaraviruse in Orthobunyaviruse, se vsi virusi
zdruzujejo znotraj iste skupine skupaj s »Seattle Prectang virusom« in »Ganda bee
virusom«. Skupina, v kKatero se zdruzZujejo Tenuivirusu podobni virusi in Phlebovirusu
podobni virusi, oblikuje dve sestrski skupini. Ena skupina predstavlja Wuhan spider virusu
podobne viruse, v drugo se poleg Phlebovirusov in Tenuivirusov zdruZujejo tudi Cumuto in
Gouleako virusu podobni virusi. Nasi bunyavirusi so enakomerno razporejeni med obema
sestrskima skupinama. Pri skupini Shi in sod. (2016a) je situacija nekoliko drugac¢na. Pri
skupini Shi in sod. (2016a) Nairovirusu podobni virusi oblikujejo sestrsko skupino s
Phlebovirusu podobnimi virusi in skupino Arenaviridae, medtem ko Hantavirusu,
Tospovirusu, Emaravirusu in Orthobunyavirusu podobni virusi oblikujejo svojo vecjo
skupino. V obeh primerih je drevo koreninjeno na sredini (angl. »midpoint rooting«), zato
o direktni evolucijski starosti posamezne virusne skupine in nasih novih bunyavirusov ne
moremo govoriti (Dodatek B; B.1, Slika B.1).

43112 Klada Flavi

Klada Flavi prikazuje tri loCene skupine. Pegivirusi oblikujejo skupino s Hepacivirusi, kar
kaZe na njun monofiletski izvor. Pestivirusi oblikujejo skupino s flavivirusom podobnimi
virusi (angl. » Flavi-like«), kar ravno tako nakazuje na njun monofiletski izvor. Jingmenvirusi
in Flavivirusi oblikujejo tretjo monofiletsko skupino, ki je sestrska monofiletski skupini
pestivirusov in Flavivirusom podobnih virusov. Vsi novi flavivirusi, ki smo jih nasli med
analizo genomskih in transkriptomskih podatkovnih baz koZekrilcev, so se uvrstili v
skupino flavivirusom podobnih virusov. Pet flavivirusov je bilo najdenih v knjiznicah ¢ebel
(Apoidea). Trije od teh so bili najdeni endogenizirani v genomih ¢ebel (Apoidea). Od
endogeniziranih flavivirusnih genomov v genomih cebel sta bila dva v celoti ohranjena -
Ceratina calcarata (LSNX01048950) in Megachile rotundata (AFJA01008853). Poleg
flavivirusom podobnih virusov smo nasli tudi jingmenvirus pri skupini Terebrantes
(Trichopria drosophilae). Skupina jingmenvirusov torej tvori sestrsko skupino s flavivirusi,
skupina pestivirusov tvori sestrsko skupino s flavivirusom podobnimi virusi in skupina
pegivirusov tvori sestrsko skupino s hepacivirusi (Dodatek B; B.1, Slika B.2).

43113 Klada Hepe-Virga

Klada Hepe-Virga obsega virusne druZine Virgaviridae, Bromoviridae, Closteroviridae,
Togaviridae, Endornaviridae, Hepeviridae, Benyviridae, rodova Idaeovirus in Negevirus ter
red Tymovirales. Klada Hepe-Virga je ena najvecjih RNA virusnih klad s stali§¢a raznolikosti
virusnih skupin, ki se vanjo uvrscajo. V to klado smo uvrstili dvanajst RNA virusov iz
transkriptomskih baz cebel (Apoidea), pet iz skupine Sphecoidea, pet iz mravelj, deset iz
skupine Terebrantes, eno iz skupine Chrysidioidea in Stiri iz skupine Pompiloidea. Velika
veCina novih RNA virusov, najdenih v okviru naSe raziskave, se je uvrstila v skupino
Negevirusov. Nasli smo tudi RNA virus, ki se je uvrstil v klado Virgaviridae, dva virusa sta
se uvrstila v skupino Tymovirales in RNA virus, ki se je uvrstil v skupino Benyviridae.
Podobni so tudi rezultati raziskave Shi in sod. (2016a), pri kateri je bilo najvec virusov klade
Hepe-Virga uvrscenih v skupino Negevirus. Ta skupina je bila najbolj zastopana, pri cemer
je vecina virusnih genomov izvirala iz knjiZnic Zuzelk, nekoliko manj iz knjiznic skupine
Nematoda, negevirusi, ki so izvirali iz knjiznic rakov (Crustacea) in pajkovcev (Chelicerata),
pa so bili v manjsini. Druga po zastopanosti je bila skupina hepevirusom podobnih virusov.
Vecina najdenih virusov je v tem primeru izvirala iz knjiznice rakov (Crustacea). Skupina
Togaviridae je bila vecinoma redka, nasli so samo nekaj predstavnikov pri rakih. Ostale
skupine (Virgaviridae, Bromoviridae, Closteroviridae, Idaeovirus, Tymovirales in
Endornaviridae) predstavljajo ve¢inoma rastlinske viruse. Skupina Virgaviridae je skupina
znanih rastlinskih virusov (Furovirus, Goravirus, Hordeivirus, Pecluvirus, Pomovirus,
Tobamovirus, Tobravirus). V transkriptomskih bazah smo nasli virgavirus, prisoten v
organizmu Pseudoscolia sinaitica, ki sodi v skupino Sphecoidea. Gre za primer virusa, ki je
po zaporedju podoben virusu »Lychnis ringspot virus«, znanemu patogenu mete (NCBI
Resource Coordinators, 2016; NCBI Resource Coordinators, 2017). Pri iskanju homolognih
zaporedij virgavirusne RdRp smo nasli nukleotidno zaporedje rastlinskega virusa. Mozna
sta dva scenarija. Organizem Pseudoscolia je lahko vektor virusa, ki ga prenese na rastlino,
¢emur sledi aktivna okuzba omenjene rastline. Drugi mozni scenarij pa je, da je bil virus
naklju¢no prisoten na povrs$ini organizma. Organizem ga je lahko ob hranjenju naklju¢no
pobral s povrSine rastline. Drugi primer sta dva RNA virusa, ki sta bila najdena v
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transkriptomih organizmov Lithurgus chrysurusin Osmia cornuta in sta bila umeSc¢ena v
red Tymovirales. Virus, najden v organizmu Lithurgus chrysurus, je po zaporedju zelo
podoben »Cherry virusu A«, rastlinskemu virusu skupine Betaflexiviridae-Capillovirus.
Gostitelj virusa je japonska marelica (Prunus mume). Tudi v tem primeru sta dva mozna
scenarija. Organizem je lahko vektor, ki virus prenese na rastlino, ali pa je virus naklju¢no
pobral s povrSine rastline, na kateri se je hranil. Virus, najden v transkriptomu organizma
Osmia cornuta, je identiCen »Grapewine rupestris stem pitting-associated virus-ug, kar
pomeni, da smo nasli »Grapevine rupestris stem pitting-associated virus«, prisoten na
organizmu Osmia cornuta. Virus okuzuje vinsko trto, saj je bil izoliran iz kultivarja Teleki-
Kober 5C (NCBI Taxonomy). Verjetno ga je pobral med hranjenjem, lahko pa je tudi vektor
virusa. Virus, najden v transkriptomu organizma Antophora plumipes, je bil umes¢en med
Benyviridae. Gre za virus, ki je na nivoju zaporedja podoben »Beei soil-borne mosaic
virusu, izoliranemu iz navadne pese (Beta vulgaris). Tudi v tem primeru gre verjetno za
nakljucen prenos iz rastline na povrsino organizma ali pa je organizem vektor omenjenega
rastlinskega virusa (Slika 4.7).
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Slika 4.7: Filogenetsko drevo virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli v transkriptomih
kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015). Skupina Apoidea je

oznacena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s

temno modro, Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali organizmi
Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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43114 Klada Luteo-Sobemo

Klada Luteo-Sobemo obsega pet monofiletskih skupin. Prvo tvorijo Heterocapsa
circularisquama RNA virusu podobni virusi, drugo tvorijo Humaita-Tubiacanga virusu in
»La Tardoie virusu« podobni virusi, tretjo tvorijo »Hubei sobemo-like virus 29«
(QTM12808) podobni virusi, ¢etrto monofiletsko skupino pa tvorijo »Ixodes scapularis
associated virus 1« podobni virusi, peto (manjSo) monofiletsko skupino tvorijo
Carascovirusu podobni virusi. Sedem virusov, ki spadajo v klado Luteo-Sobemo, smo nasli
v transkriptomih mravelj (Formicidae), tri v transkriptomih c¢ebel (Apoidea), Stiri v
transkriptomih Terebrantes, dva v genomih Sphecoidea in enega v transkriptomu
Chrysidioidea. Novoodkriti RNA virusi so se uvrstili v tri od petih monofiletskih skupin,
vendar je najbolj bogato zastopana monofiletska skupina »Ixodes scapularis associated
virus 1« podobnih virusov. Skupina, v katero ni bil uvr§¢en nobeden od nasih zadetkov, so
»Heterocapsa circularisquama RNA virusu« podobni virusi. Ugotovili smo, da je virusna
klada Luteo-Sobemo enakomerno razsSirjena pri skupini Apocrita. Pri skupini Shi in sod.
(20164a) so bili v skupino »Heterocapsa circularisquama RNA virusu« podobnih virusov v
glavnem uvrsceni virusi iz skupine Spiralia. V skupino »Humaita-Tubiacanga virusu« in »La
Tardoie virusu« podobnih virusov so bili uvrséeni virusi, ki izvirajo iz knjiZnic insektov. Tudi
skupina, ki jo tvorijo »Hubei sobemo-like virus 29« (QTM12808) podobni virusi, je v
glavnem sestavljala predstavnike virusov iz transkriptomov insektov. Skupina
»Carascovirusu podobnih virusov« je majhna in vkljucuje samo virusna predstavnika iz
transkriptomov rakov in skupine Spiralia. Skupina »Ixodes scapularis associated virus 1« je
bila najbolj bogato zastopana, podobno kot v nasi raziskavi (Dodatek B; B.1, Slika B.3).

43115 Klada Mono-Chu

Klada Mono-Chu jasno oblikuje Sest monofiletskih skupin. Prvo predstavljajo »Pteromalus
puparum negative strand RNA virus 1« podobni virusi, drugo predstavljajo »Berant virusu«
podobni virusi, tretjo predstavljajo »Hubei diptera virus 11« (SCM51501) podobni virusi,
Cetrto predstavlja skupina Nyamiviridae, peto Chuvirus in Sesto Rhabdoviridae. Nasli smo
predstavnike Mono-Chu RNA virusne klade, ki so bili uvrS¢eni v vseh Sest monofiletskih
skupin. Poudariti pa velja, da so bile skupine Nyamiviridae, Rhabdoviridae in Chuvirus
bistveno bolj bogato zastopane z virusnimi predstavniki kot ostale tri. Vecina virusov Mono-
Chu klade je bilo uvrs¢enih v skupino Rhabdoviridae. V transkriptomih kozekrilcev smo
nasli 28 virusnih predstavnikov pri mravljah (Formicidae), osem predstavnikov pri ¢ebelah
(Apoidea), 20 pri skupini Terebrantes, pet predstavnikov pri Sphecoidea in pet
predstavnikov pri skupini Pompiloidea. Sest predstavnikov smo nasli v knjiznicah ostalih
skupin kozekrilcev (Hymenoptera). Mono-Chu je virusna klada, ki je bogato zastopana pri
insektih in je enakomerno razSirjena pri vseh skupinah kozekrilcev. Najbolj bogato
zastopana skupina znotraj klade je skupina Rhabdoviridae. Podobni so tudi rezultati Shi in
sod. (2016a), kjer po zastopanosti izrazito prednjaci skupina Rhabdoviridae. Shi in sod.
(2016a) so pokazali, da je klada Mono-Chu moc¢no razsirjena pri kopenskih nevretencarjih,
zuzelkah (Insecta), skupini Nematoda in pajkovcih (Chelicerata) in nekoliko manj pri
vodnih nevretencarjih, predvsem pri rakih (Crustacea) (Slika 4.8).
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Slika 4.8: Filogenetsko drevo virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih koZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015).
Skupina Apoidea je oznacCena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no, Sphecoidea s svetlo zeleno,
Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali
organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni
z zvezdico.

43116 Klada Narna-Levi

Klada Narna-Levi oblikuje dve vecji skupini: Narnaviridae in Leviviridae. Skupina
Narnaviridae vsebuje tri glavne virusne skupine, ki se v filogenetski analizi kazejo kot
monofiletske skupine: Narnavirus, Mitovirus in Ourmiavirus-u podobni virusi. V
filogenetski analizi smo z uporabo proteinskega Zaporedja narnavirusne in levivirusne
RdRp kot iskalnega niza za iterativno iskanje genomskih in transkriptomskih podatkovnih
baz kozekrilcev nasli 15 virusov. Stiri od teh so bili najdeni v genomih mravelj (Formicidae).
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Trije so bili najdeni v transkriptomih mravelj. Trije so bili najdeni v transkriptomih cebel
(Apoidea), dva v transkriptomih skupine Terebrantes, eden v transkriptomih skupine
Pompiloidea in eden v transkriptomih skupine Sphecoidea. Vsi virusi so bili uvrSceni v
skupino Narnavirus (znotraj skupine Narnaviridae). Filogenetsko drevo, koreninjeno na
sredini, skupino Leviviridae jasno opredeli kot loceno monofiletsko skupino. Skupino
mitovirusov opredeli kot sestrsko skupino skupini Leviviridae. Skupini Narnavirus in
»Ourmia virusu« podobni virusi pa uvrséa v dve sestrski skupini. Skupina »Ourmia virusu«
podobnih virusov se lo¢i v tri sestrske skupine: 1) Hubei narna-like virus 9 (WHBL72555)
podobni virusi, 2) Ourmia melon virusu podobni in Beihai narna-like virus 20
(BWBFG40664) podobni virusi in 3) Hubei narna-like virusu 7(WHBL72300) podobni
virusi. Filogenetska analiza skupine Shi in sod. (2016a) je za razliko od naSih raziskav
skupine Narnaviruse, mitoviruse in Qurmiavirusu podobne viruse opredelila kot sestrske
skupine, skupino Leviviridae pa uvrstila v lo¢eno monofiletsko skupino (Shi in sod., 2016a)
(Dodatek B; B.1, Slika B.4).

43117 Klada Tombus-Noda

Klada Tombus-Noda v naSi filogenetski analizi oblikuje dve monofiletski skupini
(Nodaviridae in Tombusviridae). Skupina Tombusviridae oblikuje dve sestrski skupini,
prva vkljucuje virusu »Diaphorina citri-associated C virusu« podobne viruse, druga
vkljuuje skupino Tombusviridae in skupino Carmotetraviridae. V transkriptomih
kozekrilcev smo nasli sedem tombusvirusov; tri pri Sphecoidea, enega pri mravljah
(Formicidae) ter tri pri skupini Vespoidea, ki ne sodi v skupino mravelj (Formicidae). Vsi
novi virusi razen enega (Scolia hirta(GBQJ01018513)) spadajo v skupino »Diaphorina citri-
associated C virusu« podobnih virusov. V transkriptomih koZekrilcev smo na$li tudi Stiri
nodaviruse, tri pri mravljah in enega pri skupini Sphecoidea. Novi virusi spadajo v
alfanodavirusno skupino in med »Lake sinai virusu« podobne viruse (Dodatek B; B.1, Slika
B.5).

43118 Klada Ophio

Klada Ophio v nasi filogenetski analizi oblikuje dve sestrski skupini. V prvo so uvrséeni glivni
»Rhizoctonia solani negative-stranded« virusu podobni virusi. V drugo so uvrsceni
rastlinski »Citrus psorosis virusu« podobni virusi in tudi nov ophiovirus iz transkriptoma
Cebel (Apoidea). Virus smo nasli v transkriptomu Panurgus dentipes in je podoben »Citrus
psorosis virusu, Ki je rastlinski virus, izoliran iz citronalne citrone ( Citrus medica). Lahko
je Slo za primer vektorskega prenosa na rastlino ali naklju¢nega prevzema s povrsine
rastline kot gostitelja v Casu hranjenja (Dodatek B; B.1, Slika B.6).

43119 Klada Orthomyxo

Pri kladi Orthomyxo smo v filogenetski analizi identificirali tri locene skupine. Prvo skupino
predstavljajo »Changping earthworm virusu 2« (CPQY18140) podobni virusi, v drugo
spadajo isavirus, influenzavirusi in thogotovirusi. V tretjo, ki je v naSem primeru in tudi v
primeru Shi in sod. (2016a) najbolj bogato zastopana, pa so uvrs¢eni Quaranjavirusi oz.
Quaranfil virusu podobni virusi. V skupino Quaranfil virusu podobnih virusov spadajo vsi
novi virusi, ki jih je deset. Tri smo nasli v transkriptomih skupine Terebrantes, enega v
transkriptomu skupine Sphecoidea, enega v transkriptomu Pompiloidea, tri v bazah rodu
Polistes (ose (Vespidae) - skupina Vespoidea, ki ne sodi v skupino mravelj (Formicidae)),
od tega dva v genomih in enega v transkriptomih. Tri viruse smo nasli v bazah kozekrilcev,
ki ne sodijo v skupino Apocrita, od tega enega v genomih in dva v transkriptomih. Tri viruse
klade Orthomyxo smo torej nasli endogenizirane v genomih koZekrilcev - dva v genomih
skupine os (Vespidae) in enega v genomih skupine Cephoidea. Glede na raziskave Shiin sod.
(2016a) je klada Orthomyxo najbolj razSirjena ravno pri Zuzelkah. Najbolj pogosto je
zastopana skupina Quaranfil virusu podobnih virusov. Orthomyxovirusi so pri pajkovcih,
rakih in skupini Spiralia prisotni v manjsini (Dodatek B; B.1, Slika B.7).

431110 KladaPartiti-Picobira

Klada Partiti-Picobirna je glede na naSe raziskave in glede na raziskave Shi in sod. (2016a)
bogato razsirjena virusna klada tako pri ZuZelkah kot pri rastlinah, rakih in mehkuzcih.
Oblikovala naj bi skupino znotraj pikornavirusom podobne naddruZine, predvsem zaradi
pikornavirusom podobne RdRp (Koonin in sod., 2015). Pri filogeniji klade Partiti-Picobirna
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je horizontalni prenos igral pomembno vlogo, saj gre za korelacijo virusnih skupin z
rastlinskimi in glivnimi gostitelji (Koonin in sod. 2015). V genomih in transkriptomih
koZekrilcev smo na$li 60 virusov, ki spadajo v skupino Partitiviridae. V bazah skupine
Terebrantes smo nasli 10 virusov, 10 v bazah cebel (Apoidea), devet v bazah mravelj, Stiri
pri skupini Pompiloidea, osem pri skupini Sphecoidea, enega v bazah skupine Chrysidoidea,
devet pri skupini koZekrilcev, ki ne sodijo v skupino Apocrita, in devet v bazah organizmov,
ki sodijo v skupino Vespoidea, vendar ne v skupino mravelj (Formicidae). Od skupno 60
novih partitivirusov smo jih kar 14 nasli v genomih koZekrilcev - enega v genomih skupine
Terebrantes, tri v genomih koZekrilcev, ki ne sodijo v skupino Apocrita, Stiri v genomih cebel
(Apoidea), dva v genomih mravelj in Stiri v genomih organizmov skupine Vespoidea, ki ne
sodijo v skupino mravelj. Partitivirusi so torej enakomerno razsirjeni pri vseh skupinah
koZekrilcev in ni bistvene razlike v zastopanosti med posameznimi skupinami koZekrilcev.
Novi partitivirusi pri kozekrilcih spadajo v ve¢ virusnih skupin. Skupina virusov, najdenih v
transkriptomih organizmov Xiphydria camelus, Apis meliferain Sapygina decemgutata (isti
virus je bil najden tudi v organizmu Monosapyga clavicornis), je sorodnih virusu
»Cryptosporidium parvum virus 1, izoliranemu iz parazitskega alveolata Cryptosporidium
parvum, ki povzroca kriptosporidiozo pri ¢loveku. V transkriptomih organizma Leptopilina
boulardi smo nasli »Hubei partiti-like virus 27« podoben oz. soroden virus (QTM26091), ki
ga je skupina Shi in sod. (2016a) nasla v transkriptomu Odonata. Leptopilina boulardije rod
parazitoidnih os, ki sodi v skupino Figitidae (NCBI Taxonomy) in napada rod vinskih muSic
(Drosophila). V tem primeru lahko predpostavimo bodisi vektorski prenos virusa iz
organizma Leptopilina boulardi na njegov plen bodisi prevzem od plena ob hranjenju. V
genomu druge vrste parazitoidnih os smo nasli endogeniziran virus, ki je soroden virusu
»Hubei partiti-like virusu 11« (QTM25188) in »Hubei partiti-like virusu 10« (QTM133141).
V tem primeru vemo, da je organizem gostitelj omenjenega virusa, saj frakcija genoma
virusa, ki smo jo na$li integrirano v gostiteljski genom, nakazuje na preteklo aktivno okuZzbo
organizma z omenjenim virusom. V transkriptomu organizma 7enthredo koehlerismo nasli
genom virusa, soroden skupini rastlinskih virusov: »Cannabis cryptic virus«, »Hop trefoil
cryptic virus 2« in »White clover cryptic virus 2«. »Cannabis cryptic virus« je rastlinski virus,
izoliran iz navadne konoplje (Cannabis sativa). »Hop trefoil cryptic virus 2« je bil izoliran iz
hmeljne meteljke (Medicago lupulina). »White clover cryptic virus 2« je bil izoliran iz
plazece detelje, kultivarja Lirepa ( Trifolium repens cv. Lirepa). Omenjeni rastlinski virusi so
variante istega virusa - gre za razlicno poimenovanje prakticno istega rastlinskega virusa,
ki je bil najden tudi v transkriptomu 7enthredo koehleri. Lahko gre za nakljucen prevzem
ob oprasevanjurastline oz. hranjenju ali pa za vektorski prenos na rastlino. Skupina oblikuje
SirSo skupino z virusi »Ceratocystis resinifera virus 1«, »Ustilaginoidea virens partitivirus
2« in »Fusarium poae virus 1l«. »Ceratocystis resinifera virus 1« je bil izoliran iz
askomikotne glive Ceratocystis resiniferaizolata LG115 (rod Mycoascales), »Ustilaginoidea
virens partitivirus 2« je bil izoliran iz askomikotne glive Ustilaginoidea virens (rod
Hypocreales) in »Fusarium poae virus 1« je bil izoliran iz askomikotne glive Fusarium poae
(rod Hypocreales). Virus, soroden »Fusarium poae virusu 1, je bil najden v transkriptomu
Alysson spinosus. Verjetno gre za glivni virus, najden v transkriptomu kozekrilca iz skupine
Specoidea. Omenjen virus je 47 % podoben virusu »Fusarium poae virus 1«. Virus je lahko
1) bil naklju¢no prisoten na organizmu, 2) dejanski gostitelj omenjenega virusa je lahko
gliva, ki je bila naklju¢no prisotna na organizmu. Tretji moZen scenarij je, da je Slo za
parazitsko glivo, ki je bila okuzena z virusom. Organizem je bil lahko plen omenjene
parazitske glive, kar pomeni, da je genom omenjenega virusa dejansko povezan s parazitsko
glivo in ne z organizmom Alysson spinosus. Glede na to, da rastlinski virusi tvorijo
monofiletsko skupino z glivnimi virusi, lahko trdimo, da je v tem primeru $lo za prenos
virusa iz glivnega na rastlinskega gostitelja. Proteinsko zaporedje ORF, ki kodira RdRp
virusa, najdenega v transkriptomu organizma Alysson spinosus (GBUA01011928), je
namrec¢ kar 47 % podobno »Fusarium poae virusu 1«. Hkrati je proteinsko zaporedje ORF-
ja, ki kodira zapis za RdRp virusa, najdenega v transkriptomu organizma 7enthredo koehleri
(GAWWO02016876), 46 % podobno virusu »Fusarium poae virus 1l«. Verjetno je sledil
premik v genetskem driftu in s tem hitrosti mutacije, kar je rezultiralo v diverzifikaciji
virusnega genoma. NaSli smo tri razlicne primere virusa, ki je bil hkrati prisoten v
genomskih in transkriptomskih knjiznicah - dva razli¢na primera istega virusa v genomskih
in transkriptomskih knjiZnicah organizma Polistes dominulain en primer istega virusa smo
nasli hkrati v genomskih in transkriptomskih knjiZnicah organizma Cephus cinctus. Ce
najdemo isti virus v genomski in transkriptomski knjiZnici istega organizma, pomeni, da je
organizem dejanski gostitelj omenjenega virusa. Hkrati smo nasli virus v transkriptomu
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organizma, ki je integriran v genomu istega organizma, kar nakazuje na preteklo aktivno
okuZbo organizma z danim virusom - vezava na membrano, vstop v gostitelja, podvojevanje
genoma (hkrati vmes integriranje v gostiteljski genom), sestavljanje virusa in izstop virusa
iz celice (Slika 4.9).
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Slika 4.9: Filogenetsko drevo virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih koZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015).
Skupina Apoidea je oznacena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no, Sphecoidea s svetlo zeleno,
Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali
organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni
z zvezdico.
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431111 KladaPermutotetra

Klada Permutotetra je prisotna predvsem pri ZuZelkah (Shi in sod. 2016a). Pri rakih
(Crustacea), stonogah (Myriapoda) in pajkovcih (Chelicerata) je redka. V transkriptomih
koZekrilcev smo nasli Sest permutotetravirusov, tri pri mravljah in tri pri skupini
Terebrantes. V transkriptomu organizma Leptopilina boulardi smo nasli virus, ki je po
zaporedju podoben Newfileld virusu. Leptopilina boulardi je parazitoidna osa, ki napada
vinsko musSico (Drosophila melanogaster). Newfield virus je bil izoliran iz vinske musSice
(NCBI Taxonomy), zato lahko v tem primeru govorimo o 1) vektorskem prenosu s parazita
(Leptopilina) na plen (Drosophila) ali o 2) prevzemu virusa iz plena ob aktivni okuzbi
(Drosophila). V transkriptomih organizma Fopius arisanus smo naSli virus, soroden
»Daesongdong virusu 2« ki je bil izoliran iz komarja Culex pipiens. Tudi Fopius arisanus je
parazitoidni koZekrilec, ki napada jajceca in li¢inke reda Diptera skupine Schizophora
(Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha). Culex pipienssodi v isti red Diptera (druzina Culicidae)
(Dodatek B; B.1; Slika B.8).

431112  Klada Picorna-Calici

Klada Picorna-Calici zajema dve glavni virusni skupini: Picornavirales in Caliciviridae.
Picornavirales je ena najvec¢jih virusnih skupin s Sirokim razponom gostiteljev.
Predstavljajo jedro pikornavirusom podobne naddruzine virusov. Virusna skupina
Caliciviridae sicer ni uvrs¢ena med pikornaviruse (Picornavirales), vendar ima z njimi
skupno ohranjen S3H (angl. »superfamily 3 helicase« - helikaza superdruZine 3) - Vpg-
3CPro- RdRp-JRC jedrni del genoma. Lahko se poveZejo s skupino Totiviridae (Koonin in
sod., 2015). Skupina Shi in sod. (2016a) je klado razdelila na virusne skupine: 1)
Dicistroviridae, 2) Iflaviridae, 3) Secoviridae, 4) Picornaviridae (skupine, ki so bile Ze
prvotno identificirane v okviru ICTV (angl. » /nternational Committee on Taxonomy od
Viruses«), 5) »vodni pikornavirusi« (angl. »aquatic picornavirales«), ki poleg drugih
neklasificiranih virusov (angl. » floating genera«) zajemajo klju¢ne skupine Marnaviridae,
Bacillarnavirus in Labyrnavirus, 6) Kelp fly virusu podobni virusi, 7) Nora virusu podobni
virusi. V njihovi raziskavi sta se oblikovali tudi skupini Arivirusu in Posavirusu podobnih
virusov, ki pa jih niso poimenovali. V transkriptomih koZekrilcev je klada Picorna-Calici ena
najbolj bogatno zastopanih virusnih klad. Prisotna je pri vseh raziskanih glavnih skupinah
koZekrilcev, ¢eprav nekoliko prednjacijo mravlje (Formicidae). V raziskavi smo nasli
skupno 89 novih pikornavirusov. Trije od teh spadajo v skupino Kelp fly virusu podobnih
virusov, Stirje v skupino Nora virusu podobnih virusov, eden v skupino Arivirusu podobnih
virusov, Stirje v skupino Secoviridae, 17 v skupino Dicistroviridae in 48 (vec kot polovica
vseh najdenih pikornavirusov pri kozZekrilcih) v iflaviruse, kar kaze na dejstvo, da je skupina
Iflaviridae ocitno najbolj bogato zastopana pikornavirusna skupina pri kozekrilcih. V
transkriptomih koZekrilcev nismo nasli virusov, ki spadajo v skupino vodnih
pikornavirusov (angl. »aquatic picornavirales«). Poleg omenjenih definiranih skupin v
analizi 9 virusov oblikuje novo nedefinirano virusno skupino kot »Shuangao insect virusu
8« (insectZ]96360) podobni virusi. Omenjen virus oblikuje klado z virusi »Hubei picorna-
like virus 51« (QTM27291), »Hubei picorna-like virus 81« (QTM27117) in »Hubei picorna
-like virus 82« (spider133992). Omenjeno skupino smo torej uspeli razsiriti. Trije virusi
oblikujejo novo virusno skupino s »Hubei tetragnatha maxillosa virusom 3« (SSZZ2994) in
»Wuhan spider virus 3« (spider133889). V raziskavi Shi in sod. (2016a) »Hubei tetragnatha
maxillosa virus 3« (SSZZ22994) in »Wuhan spider virus 3« (spider133889) oblikujeta svojo
sicer nedefinirano skupino, ki smo jo nekoliko obogatili z novimi RNA virusi, ki so bili vanjo
uvrsceni. Pri koZekrilcih so pikornavirusi najbolj razSirjeni pri mravljah (Formicidae). Nasli
smo kar 40 pikornavirusov v transkriptomih mravelj, Sest v transkriptomih cebel
(Apoidea), 18 v transkriptomih skupine Terebrantes, 15 pri skupini Sphecoidea, dve pri
Pompiloidea, enega pri Chrysidoidea in Stiri pri ostalih organizmih skupine Vespoidea, ki ne
sodijo v skupino mravelj (Formicidae). Tri viruse smo nasli v transkriptomih kozekrilcev,
ki ne sodijo v skupino Apocrita. V primeru skupine Kelp fly virusov podobnih virusov smo
nasli identiCen virus, prisoten pri organizmih Solenopsis invicta (rdeca ognjena mravlja) in
Monomorium pharaonis (faraonska mravlja). Gre za virus, soroden Solenopsis invicta
virusu 3, izoliran iz rdece ognjene mravlje (Solenopsis invicta). Solenopsis invicta (rdeca
ognjena mravlja) in Monomorium pharaonis (faraonska mravlja) oba sodita v skupino
Solenopsidini, tako da gre za sorodna organizma. Glede na to, da je virus soroden virusu, ki
je bil izoliran iz rdece ognjene mravlje, predpostavljamo, da sta obe vrsti moZna gostitelja
virusa. V primeru skupine Nora virusu podobnih virusov smo nasli Nora virus (izoliran iz
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vinske musice) pri organizmu Leptopilina heterotoma, znani parazitoidni osi. Organizem je
parazit, ki inficira vinsko musico (Drosophila melanogaster). Virus je lahko okuZeval vinsko
musico v ¢asu, ko se je na njej pojavil parazit Leptopilina boulardi. Druga moZnost pa je, da
ga je Leptopilina boulardi kot vektor prenesla nanjo. Soroden virus smo nasli tudi na
organizmu Fopius arisanus, znanega parazita Bactrocera dorsalis, Ceratitis capitiata in
organizmov rodu Anastrepha sp., ki sodijo v isto skupino Schizophora kot Drosophila
melanogaster. Tudi tukaj je mozno, da je Fopius arisanus virus pobral v ¢asu, ko je kot
parazit »okuzil« gostitelja, ali pa obratno. Fopius arisanus je lahko virus prenesel na
gostitelja kot vektor. Pri skupini rastlinskih virusov Secoviridae smo v transkriptomih
organizmov Halictus quadricinctus in Crabro peltarius nasli »Cherry leaf roll virusu«
(izoliranemu iz navadne breze (Betula pendula)) identi¢en virus. V transkriptomu
organizma Chalybion californicum smo nasli »Tobacco ringspot virusg, Ki je bil izoliran iz
vinske trte kultivarja Blanc du Bois. V transkriptomu organizma Vespa crabro smo nasli
virus, po zaporedju podoben »Rice tungro spherical virusug, izoliranemu iz riza (Oryza
sativa). V vseh primerih gre torej za najdena nukleotidna zaporedja rastlinskim virusom
skupine Secoviridae sorodnih virusov. Lahko gre za vektorski prenos virusa od Zuzelke na
rastlino ali za prevzem virusa od rastline ob hranjenju (Dodatek B; B.1, Slika B.9).

431113 KladaQinvirus

Klada Qinvirus v filogenetski analizi oblikuje dve virusni skupini, Hubei ginvirus-like virus
(SCM49583) podobni virusi in Beihai sesamid crab virus 4 (SCJXSX38901) podobni virusi,
ki zajema med seboj dokaj divergentne viruse glede na dolZzino vej filogenetskega drevesa.
Nasli smo Stiri RNA viruse in vsi so bili uvrS¢eni v skupino »Hubei ginvirus-like virus«
(SCM49583) podobnih virusov. Dva od tega sta bila najdena v genomih mravelj, dva pa v
transkriptomih mravelj (Formicidae). Virusi, ki smo jih uvrstili v klado Qinvirus, so bili torej
najdeni izklju¢no v genomih in transkriptomih mravelj (Formicidae). Nasprotno je skupina
Shi in sod. (2016) nasla samo dva ginvirusa v transkriptomih Zuzelk. Ostali so izvirali iz
transkriptomov rakov (4), glist (Nematoda) (1) in skupine Spiralia (1). Skupino ginvirusov
smo torej dopolnili z naborom novih RNA virusov, ki izvirajo iz genomov in transkriptomov
koZzekrilcev (Hymenoptera) (Dodatek B; B.1, Slika B.10).

431114 KladaReoviridae

Klada Reoviridae je raznolika skupina segmentiranih virusov z 10-12 segmenti. V
filogenetski analizi RNA virusov iz genomov in transkriptomov koZekrilcev klada oblikuje
tri loCene skupine. V prvo se uvrS¢ajo Aquareovirus, Orthoreovirus, Rotavirus,
Phytoreovirus, Cardoreovirus, Seadornavirus, Mimoreovirus in Orbivirus, v drugo
Coltivirus, Mycoreovirus in Fijivirus, v tretjo pa Cypovirusi, Oryzavirus in Dinovernavirus.
Nasli smo osem novih reovirusov, od tega tri v transkriptomih Cebel (Apoidea), dva pri
skupini Terebrantes, enega pri skupini Sphecoidea, enega pri mravljah in enega pri skupini
Pompiloidea. Izmed novih reovirusov pri ¢ebelah je bil eden najden endogeniziran v
njihovem genomu. Pri skupini Shi in sod. (2016) revirusi oblikujejo podobno kot pri nas tri
skupine. V prvi so skupine Cypovirus, Oryzavirus, Fijivirus, Coltivirus, Mycovirus in
Orthoreovirus. V drugi so skupine Rotavirus, Seadornavirus, Phytoreovirus. V tretji sta
skupini Mimoreovirus in Orbivirus. Mimoreovirus in Orbivirus oblikujeta sestrsko skupino
s skupino, v kateri so skupine Rotavirus, Seadornavirus, Phytoreovirus. Filogenetsko drevo
skupine Shi in sod. (2016a) reoviruse razvrsca nekoliko drugace kot nasa raziskava. Novi
reovirusi pri nasi raziskavi so bili umesceni v vse tri glavne skupine reovirusov (Dodatek B;
B.1, Slika B.11).

431115 Klada Toti-Chryso

Klada Toti-Chryso pri koZekrilcih oblikuje dve glavni virusni skupini. V prvo so uvrsceni
Totivirus, Trichomonasvirus, Leishmaniavirus in Victorivirus ter Chrysovirusu podobni
virusi. V drugo so uvrsceni Giardia lamblia virusu podobni virusi. Nasli smo 20 virusov klade
Toti-Chryso v genomih in transkriptomih koZekrilcev. Od tega je vecina (10) prisotna pri
Cebelah - Sest v genomih in Stiri v transkriptomih. Stiri totiviruse smo nasli endogenizirane
v genomih cebel. Dva virusa smo nasli v transkriptomih skupine Pompiloidea, enega v
transkriptomih mravelj, dva v transkriptomih skupine Terebrantes, enega v transkriptomih
skupine Sphecoidea in enega v transkriptomih skupine Vespoidea, ki ne sodijo v skupino
mravelj (Eumenes papillarius). Vecina novih totivirusov spada v virusno skupino
Giardiavirusu podobnih virusov. Samo dva sta bila uvrs€ena v virusno skupino skupaj s
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skupinami Totivirus, Trichomonasvirus, Leishmaniavirus in Victorivirus in Chrysovirusu
podobnih virusov. Tudi v filogenetski analizi skupine Shi in sod. (2016a) sta se oblikovali
dve vedji skupini, pri ¢emer je bila skupina Giardiavirus uvr§¢ena oz. umescena v lo¢eno
virusno skupino. Prvotno znani kot glivni virusi so bili pri skupini Shi in sod. (2016) najdeni
veCinoma pri zuZelkah, vendar tudi pri rakih (Crustacea), glistah (Nematoda), pajkovcih
(Chelicerata) in skupini Lophotrochozoa (v glavnem Mollusca). Ob poravnavi RdRp in
filogenetski analizi, ki jo je naredila Kooninova ekipa leta 2015, so se Totivirusi povezali
skupaj s Caliciviridae (Koonin in sod., 2015). Shi in sod. (2016a) so jih zdruzili s skupino
Chrysoviridae (Dodatek B; B.1, Dodatek B.12).

4312  Metulji (Lepidoptera)

Metulji in vesc¢e (Lepidoptera) so ena izmed Stirih glavnih skupin ZuZelk s 160 000
opisanimi vrstami, pri cemer je dejansko Stevilo vrst ocenjeno na 500000 (Kawahara in
Breinholt, 2014). Preferen¢no so rastlinojedi in opraSevalci, ki imajo glavno vlogo pri
razSirjanju kritosemenk. Njihova filogenetska klasifikacija Se danes ni dosegla konsenza 1)
glede umestitve metuljev v kontekst ostalih skupin Lepidoptera in 2) glede uvrstitve v visje
taksonomske kategorije. Skupina Lepidoptera je razdeljena na ve¢ skupin: Noctuoidea,
Gracillarioidea, Yponomeutoidea, Gelechioidea, Daloceridae, Megalopygidae, Cossoidea,
Pterophoridae, Tortricoidea, Urodidae, Pyraloidea, Thyrididae idr. Raziskovalci so v
preteklih filogenetskih analizah skupine Lepidoptera uporabili predstavnike iz vsake
posamezne omenjene skupine (Kawahara in Breinholt, 2014). Skupina Lepidoptera je
zajemala (do 7. 2.2018) 301 genomsko in transkriptomsko knjiznico. Nove RNA viruse smo
poiskali z iterativnim iskanjem po njihovih genomskih in transkriptomskih knjiZnicah. Vsi
novi RNA virusi pri metuljih so oznaceni z rdeco barvo.

43121 Klada Bunya-Arena

Pri kladi Bunya-Arena smo opazili tri lo¢ene skupine. Prva vkljucuje Hantavirus, Emaravirus,
Tospovirus in Orthobunyavirus. Druga vkljuCuje Nairovirusu podobne viruse in tretja
vkljucuje Phlebovirusu in Tenuivirusu podobne viruse. V transkriptomih metuljev smo nasli
tri viruse, uvrscene v klado Bunya-Arena. En bunyavirus sodi v prvo skupino, ki vkljucuje
Hantavirus, Emaravirus, Tospovirus in Orthobunyavirus. Soroden je Seattle prectang
virusu, ki je bil izoliran iz metulja Pasiphila rectangulata. Dva bunyavirusa spadata v
skupino Phlebovirusu in Tenuivirusu podobnih virusov. Nasli smo jih v transkriptomih
organizmov Ostrinia furnacalis in Thyridopteryx ephemeraeformis. Virusa sta sorodna z
»Wuhan spider virusomg, izoliranim iz pajkovca Neoscona nautica (Dodatek B; B.2, Slika
B.14).

43122 Klada Astro

Klada Astro se loci na dve skupini. V prvo so uvrsceni definirani in klasificirani astrovirusi,
kot so Avastrovirus in Mamastrovirus. Drugo skupino so v filogenomski analizi prikazali Shi
in sod. (2016a). Gre za »Hubei leech virusu 1« (SZmix32467) podobne viruse, ki poleg
tripsinu podobne peptidazne domene (angl. » trypsin-like peptidase domain«) in RdRp
vsebujejo locen ORF, ki kodira zapis za virusni plas¢ni protein bodisi 1) druzine peptidaza
A21 (angl. »viral coat protein peptidase A21 family«) 2) bodisi domene S (angl. » viral coat
protein S domain«). Virus izvira iz organizma Whitmania pigra, ki je kolobarnik (Annelida).
Oba nova astrovirusa spadata med »Hubei leech virusu 1« (SZmix32467) podobne viruse
in sta mu najbolj sorodna. Prvi izvira iz transkriptoma Amyelosis transitela, drugi pa iz
transkriptoma Helicoverpa assulta. 7a razliko od naSe raziskave pa se v filogenetskem
drevesu Shi in sod. (2016a) pri astrovirusih nista oblikovali dve loceni skupini. Kladi
Avastrovirus in Mamastrovirus oblikujeta monofiletsko skupino, ostali predstavniki, ki so
jih nasli v knjiZnicah stonog (Myriapoda), rakov (Crustacea) in mehkuzcev (Mollusca), pa
oblikujejo locene posamezne veje v drevesu, koreninjenem na sredini (angl. » midpoint
rooting«). Vzrok za razlike v topologiji drevesa je boljSe taksonomsko vzorcenje v drugi
skupini astrovirusov (Dodatek B; B.2, Slika B.13).

43123 Klada Flavi

Klada Flavi je pri metuljih (Lepidoptera) razdeljena na tri loCene skupine. Prvo monofiletsko
skupino zajemajo Jingmenvirus in Flavivirus. Drugo zajemajo Pestivirus, Hepacivirus in
Pegivirus. Tretjo skupino zajemajo Flavivirusom podobni virusi (angl. » Flavi-like«). Nov
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flavivirus je bil pri nasi filogenetski analizi uvrs¢en med Flavivirusom podobne viruse in je
najbolj soroden z virusom Shayang fly virus 4, izoliranim iz muhe (Musca domestica).
Predstavniki reda Diptera, predvsem komariji, so znani vektorji flavivirusov (Dodatek B; B.2,
Slika B.15).

43124 Klada Hepe-Virga

Klada Hepe-Virga tako kot pri koZekrilcih (Hymenoptera) tudi pri metuljih in veS¢ah
(Lepidoptera) oblikuje lo¢ene skupine, ki vkljucujejo skupine Hepeviridae, Benyviridae,
Virgaviridae, Togaviridae in Negevirus. V transkriptomih Lepidoptera smo nasli tri virusne
predstavnike, in sicer dva negevirusa v transkriptomih organizmov Yponomeuta
evonymellus in navadnega modrina (Polyommatus icarus) in en virus, umescen v skupino
Benyviridae v transkriptomu organizma Eudarcia simulatricella(GEOF01029671). Skupina
Benyviridae je skupina rastlinskih virusov. Proteinsko zaporedje RdRp virusa iz
transkriptoma organizma FEudarcia simulatricella je 40 % podobno proteinskemu
zaporedju RdRp »Burdock mottle virusa« in 38 % podobno proteinskemu zaporedju RdRp
»Beet soil-borne mosaic virusa«. Zato je virus, najden v transkriptomih FEudarcia
simulatricella (GEOF01029671), najverjetneje rastlinski virus, ki je soroden Burdock
mottle virusu in Beet soil-borne mosaic virusu. Na organizem je lahko presel naklju¢no ob
hranjenju ali pa deluje kot vektor, ki ob oprasSevanju rastlin na rastlino prenese virus. Nasli
smo tudi dva negevirusa v genomu organizma Calycopis cecrops (sodi med modrine,
Lycaenidae), kar pomeni preteklo aktivno okuzbo vrste organizma z omenjenimi virusi.
Organizem je dejanski gostitelj obeh sorodnih najdenih negevirusov. Red Tymovirales spada
v klado Hepe-Virga, vendar smo se odlocili za loc¢eno filogenetsko analizo dveh RdRp
virusov, najdenih v transkriptomih Athetis lepigone (ditrisije, sovke - Noctuidae) (GARC) in
Micropterix calthella (kaluzni prametuljcek) (GACP) samo v okviru reda Tymovirales.
Virus, najden v transkriptomu Athetis lepigone (GARC), je najbolj soroden rastlinskemu
virusu Citrus leaf blotch virus, izoliranemu iz pomarance ( Citrus sinensis) kultivarja Fengjie
72-1. Njuni RdRp sta 75 % identi¢ni. Virus, najden v transkriptomu Micropterix calthella
(GACP), je najbolj soroden virusu »Cherry virus A¢, izoliranemu iz japonske marelice
(Prunus mume). Njuni RdRp sta 61 % identi¢ni. V obeh primerih gre za nukleotidni
zaporedji genomov rastlinskih virusov, ki sta bili najdeni v dveh transkriptomih metuljev.
Pri tem lahko metulja delujeta kot vektorja, ki med opraSevanjem virus preneseta na
rastlino ali pa sta virus nakljutno prevzela od rastlin med oprasevanjem ali
prehranjevanjem (Dodatek B; B.2, Slika B.16 in Slika B.24).

43125 Klada Luteo-Sobemo

Klada Luteo-Sobemo oblikuje tri vecje skupine; prvo tvorijo »Heterocapsa circularisquama
RNA virusu« podobni virusi, drugo tvorijo »Humaita-Tubiacanga virusu« in »La Tardorie
virusu« podobni virusi in tretjo tvorijo »Carascovirusu podobni« virusi. »Carascovirusu
podobni« in »La Tardorie virusu« podobni virusi tvorijo sestrske skupine in jih lahko
razdelimo na dve skupni glede na naSo filogenetsko raziskavo. NaSi novi RNA virusi so se
uvrstili med »Humaita-Tubiacanga virusu« in »La Tardorie virusu« podobne viruse. Nasli
smo tri viruse v transkriptomih organizmov Enteucha acetosae (sodi med monotrisije,
pritlikave listne zavrtate - Nepticulidae), Dryadaula visaliella (ditrisiji, pravi molji-
Tineidae) in Tischeria quercitella (ditrisiji, pritlikavi listni zavrta¢i - Nepticulidae). V
transkriptomih metuljev smo odkrili dva celotna genoma virusov, ki spadata v klado Luteo-
Sobemo - Enteucha acetosae (GEOE01112900) in 7ischeria quercitella (GEOU01069137)
(Dodatek B; B.2, Slika B.17).

43126 Klada Mono-Chu

Klada Mono-Chu oblikuje tri monofiletske skupine; Rhabdoviridae, Nyamiviridae in
Chuvirus. Nasli smo 11 novih mononegavirusov, ki so bili uvrs¢eni v klado Mono-Chu. Od
tega smo jih nasli sedem v genomih in Stiri v transkriptomih. V genomih metuljev so bili trije
uvrsceni v skupino rhabdovirusov in Stiri v skupino Nyamiviridae. Od Stirih virusov,
najdenih v transkriptomih metuljev, sta bila dva uvr§¢ena med rhabdoviruse, eden med
Chuviruse in eden v Nyamiviridae. Glede na to, da fragmenti virusnih genomov ali celotni
virusni genomi, ki so se integrirali v genom metuljev, kaZejo na aktivne pretekle okuzbe
metuljev z virusi, vemo, da so vrste metuljev Plutella xylostella (kapusov molj), Spodoptera
frugiperda (ditrisiji, sovke-Noctuidae), Calycopis cecrops (ditrisiji, dnevni metulji -
Papilionidae), Bombyx mori (navadna sviloprejka) in Papillio machaon (ditrisiji, dnevni
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metulji - Papilionidae, lastovic¢ar) dejanski gostitelji virusov klade Mono-Chu. Da so se
integrirali v virusni genom omenjenih gostiteljev, se je moral virus vezati na membrano
gostitelja in preiti skozi njo, ¢emur je sledilo aktivno pomnoZevanje genoma, vzporedno
potovanje genoma skozi jedrno bariero in integriranje v genom gostitelja. Aktivna okuzba
pa pomeni ravno dejanski vstop virusa v gostitelja in pomnoZevanje genoma v gostitelju. Ni
dovolj, da se virus nahaja samo na povrsini celice, v medceli¢nini ali celo samo naklju¢no na
povrsini organizma. Ce virus najdemo na povrsini organizma, v medceli¢nini ali na povrsini
celice doloCenega organizma, Se ne pomeni, da je organizem dejanski gostitelj za viruse
(Slika 4.10).
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Slika 4.10: Filogenetsko drevo virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih ves¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupine vesS¢ in metuljev nismo locCevali na
podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco. Endogenizirani virusi so oznaceni z
zvezdico.

43127 Klada Narna-Levi

Klada Narna-Levi je v filogenetskem drevesu razdeljena na tri monofiletske skupine;
Narnavirus, Mitovirus in virusi, sorodni oz. podobni Ourmiavirusu. Nasli smo en sam nov
virus v transkriptomu organizma Helicoverpa assulta (ditrisiji, sovke - Noctuidae)
(GBTA01004534), ki je bil uvrS¢en v skupino Narnavirus. Virus Helicoverpa assulta
(ditrisiji, sovke - Noctuidae) (GBTA01004534) je soroden glivnemu virusu »Fusarium poae
narnavirus 1«, ki je bil izoliran iz askomikotne glive Fusarium poae. Proteinsko zaporedje
RdRp virusa je 31 % podobno proteinskemu zaporedju RdRp Fusarium poae narnavirus 1.
Genom tega novega narnavirusa kodira samo en sam nestrukturni ORF z RdRp (Dodatek B;
B.2, Slika B.18).

43128 Klada Tombus-Noda

Klada Tombus-Noda je sestavljena iz dveh skupin virusov, Nodaviridae in Tombusviridae.
Znotraj skupine Tombusviridae se je uvrstila tudi skupina Carmotetraviridae. Nasli smo dva
virusa, ki sta bila uvrscena v skupino Tombusviridae; enega v transkriptomu organizma
Ostrinia nubilalis (prosena vesca) (GAVD01019588) in enega v genomu organizma
Calycopis cerops (ditrisiji, dnevni metulji - Papilionidae) (LUGF01036384). Ker je bil
tombusvirus najden v genomu dnevnega metulja Calycopis cerops, vemo, da je omenjen



110 Poglavje 4. Rezultati

organizem dejanski gostitelj tudi za tombusviruse. Gre za dve zaporedji, ki sta sorodni
»Diaphorina citri - associated C virusu«, segmentiranemu virusu, ki je bil izoliran iz ZuZelke
Diaphorina citri (Hemiptera, enakokrilci). Proteinsko zaporedje virusa, najdenega v
transkriptomu Ostrinia nubilalis (prosena vescéa) (GAVD01019588), je 59 % podobno
proteinskemu zaporedju RdRp »Diaphorina citri — associated C virusa«, medtem ko je
proteinsko zaporedje RdRp, najdeno v transkriptomu organizma Calycopis cerops (ditrisiji,
dnevni metulji - Papilionidae) (LUGF01036384), 55 % podobno proteinskemu zaporedju
RdRp »Diaphorina citri - associated C virusa« (Dodatek B; B.2, Slika B.19).

43129 Klada Orthmyxo

Klada Orthomyxo je v filogenetski analizi loCena na dve skupini. V prvi so Isavirus,
Influenzavirus in Thogotovirus. V drugi so Quaranjavirusu podobni virusi. V skupino
Quaranjavirusu podobnih virusov spadajo trije novi virusi, dva iz tranksriptomov
organizmov Zygaena fausta (ovni€) in FEogystia hippophaecolus (ditrisiji, lesovrti -
Cossoidea) in eden iz genoma organizma Melitaea cinxia (pikasti pisancek). Pikasti pisancek
(Melitaea cinxia) je torej dejanski gostitelj virusa klade Orthomyxoviridae
(APLT01048039). Vsi trije virusi so najbolj sorodni »Wuhan mosquito virus 7
(mosHB235925)« iz transkriptoma komarjev iz kraja Hubei v okviru raziskave Shi in sod.
(2016a) (Dodatek B; B.2, Slika B.20).

431210 KladaPartiti-Picobirna

Klada Partiti-Picobirna oblikuje dve vecji lo¢eni skupini; Partitiviridae in Picobirnaviridae.
Vsi novi RNA virusi so bili uvrsceni v skupino Partitiviridae. V transkriptomih metuljev in
veS¢ smo nasli 11 partitivirusov, v genomih metuljev in veS¢ pa Stiri partitiviruse. Virusa,
najdena v transkriptomu organizma Micropterix calthella, spadata v skupino alfa in
betapartitivirusov. Genom virusa, najdenega v transkriptomu Micropterix calthella (kaluZni
prametuljcek) z referencno Stevilko GACP01000900, je najbolj soroden genomu »Cannabis
cryptic virusa«. Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdenega v transkriptomu organizma
Micropterix calthella (GACP01000900), je 81 % podoben »Cannabis cryptic virusu.
»Cannabis cryptic virus« je bil izoliran iz navadne konoplje (Cannabis sativa). To pomeni,
da gre dejansko za genom zelo podobnega rastlinskega virusa (Cannabis cryptic virus), ki
je 1) bil naklju¢no prisoten na kaluznem prametuljcku (Micropterix calthella) ali 2) ga
kaluzni prametulj¢cek kot oprasevalec in vektor prenese na rastlino. Genom virusa iz
transkriptoma Micropterix calthella (kaluZzni prametuljcek) (GACP01012427) je najbolj
soroden genomu »Rose partitivirus, ki je bil izoliran iz vrtnice - kultivarja Phyllis Bide.
Proteinsko zaporedje virusa iz transkriptoma Micropterix calthella (kaluzni prametuljcek)
(GACP01012427) je 77 % identi¢no rastlinskemu virusu Rose partitivirus, kar pomeni, da
gre za zelo podoben virus. Virusi, najdeni v genomih organizmov Chilo supressalis (ditrisiji,
travniske vesce-Crambidae), Heliconius pardalinus (ditrisiji, dnevni metulji-Papilionoidea;
pisancki Nymphalidae), Papilio machaon (lastovicar) in Calycopis cerops (ditrisiji, dnevni
metulji - Papilionidae), so pokazali, da so omenjeni organizmi dejanski gostitelji za
pripadajoce partitiviruse, najdene v njihovih genomih. Izmed odkritih genomov
partitivirusov v transkriptomih metuljev in ve$S¢ smo zasledili dva celotna genoma -
Dryadulla visaliella (GENH01106292) in Micropteryx calthella (RNA1; GACP01000900,
RNA2; GACP01021597) (Slika 4.11).
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Slika 4.11: Filogenetsko drevo virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih vesc¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupine ve$¢ in metuljev nismo locCevali na
podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco. Endogenizirani virusi so oznaceni z
zvezdico.
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431211 KladaPermutotetra

Klado Permutotetra lahko razdelimo na dve sestrski skupini s po dvema podskupinama. V
prvi so Niehaus virusu podobni virusi, v drugi so Thosea asigna virusu podobni virusi, v
tretji so Newfield virusu podobni virusi in v ¢etrti so Drosophila A virusu in Daeseongdong
virusu 2 podobni virusi. V transkriptomih metuljev smo nasli dva virusa, enega v
transkriptomu organizma FEogystia hippophaecolus - (GFBH01042206) in drugega v
transkriptomu organizma Athetis lepigone - (GARC01021157). Glede na naso filogenetsko
analizo sta najbolj sorodna »Niehaus virusu« (Dodatek B; B.2, Slika B.21).

431212  Klada Picorna-Calici

Klada Picorna-Calici je razdeljena na skupine Kelp fly virusu podobni virusi, Posavirusu
podobni virusi, Arivirusu podobni virusi, Nora virusu podobni virusi, »aquatic
picornavirales, Dicistroviridae in Iflaviridae. Virusi, uvrsceni v klado Picorna-Calici, ki smo
jih nasli v transkriptomih metuljev in veS¢ (Lepidoptera), spadajo med Iflaviridae ali Nora
virusu podobne viruse. Nasli smo deset pikornavirusov, sedem je bilo iflavirusov in trije
nora virusi (Slika 4.12).
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Slika 4.12: Filogenetsko drevo virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli v transkriptomih
ves¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupine ves¢ in metuljev nismo loCevali na podskupine, zato so vsi

odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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431213 KladaReo

Klada Reo je klada raznolikih segmentiranih (10-12 segmentov) virusov. V transkriptomih
metuljev smo nasli tri reoviruse; enega v transkriptomu Thaumetopoea pityocampa
(pinijev sprevodn prelec) (GBZB01001266), enega v transkriptomu Athetis lepigone
(ditrisiji, sovke - Noctuoidae) (GARB01026632) in enega v transkriptomu Helicoverpa
armigera (juzna plodovrtka) (GBDM01000458). Reovirus iz organizma 7Thaumetopoea
pityocampa je najbolj soroden »Rice dwarf virusu«, izoliranemu iz lisi¢jega repa
(Alopecurus aequalis), vendar je proteinsko zaporedje njegove RdRp samo 27 % identi¢no
omenjenemu virusu. Znotraj klade Reo smo v transkriptomih metuljev nasli tudi
»Thaumetopoea pityocampa cypovirus 5« (ki je bil izoliran iz pinijevega sprevodnega prelca
- Thaumetopoea pityocampa) v transkriptomu juZne plodovrtke (Helicoverpa armigera).
Gre za isti virus kot »Heliothis armigera cypovirus 5« ki je bil izoliran iz metulja Heliothis
armigera (ditrisija, sovke - Noctuidae). V tem primeru lahko trdimo, da so metulji
Thaumetopoea pityocampa, Helicoverpa armigera in Heliothis armigera dejanski gostitelji
omenjenega virusa, saj vsi sodijo v naddruZzino sovk (Noctuoidea) (Dodatek B; B.2, Slika
B.23).

431214 Klada Toti-Chryso

Klada Toti-Chryso zajema dve glavni skupini, prvo tvorijo »Giardiavirusu podobni virusi«,
drugo tvorijo Victorivirus, Leishmaniavirus, Trichomonasvirus, Totivirus in »Chrysovirusu
podobni virusi«. Nasli smo tri totiviruse v transkriptomih metuljev; enega pri Bombyx mori
(navadna sviloprejka) (GBJR) in dva pri Helicoverpa assulta (ditistriji, sovke — Noctuidae)
(GBTA). Totivirus iz navadne sviloprejke je najbolj soroden koZekrilcu Camponotus
yamaokai. Njuni RdRp sta 43 % identi¢ni. Hkrati smo nasli totivirus, integriran v genom
Calycopis cerops, kar pomeni, da je omenjen organizem dejanski gostitelj virusa, saj
endogenizacija nakazuje na pretekle aktivne okuZbe (Dodatek B; B.2, Slika B.22).

4313  NajstarejSe skupine ZuZelk: skakaCi (Collembola), dvorepke (Diplura), Scetinorepke
(Zygentoma), Monocondylia

Pregledali smo 16 transkriptomskih in Stiri genomske knjiZnice najstarejsih skupin zZuzelk
oz. t. i. prazuzelk. Med najstarejSe skupine Zuzelk sodijo skakaci (Collembola), dvorepke
(Diplura) in znotraj pravih Zuzelk (Insecta) 1) skupina Monocondylia in 2) skupina
Scetinorepk (Zygentoma) znotraj skupine Dicondylia. Gre za skupino nekrilatih ZuZzZelk
(Apterygota), ki Se niso bile analizirane glede raznolikosti RNA virusov. Krilate Zuzelke
(Pterygota) so druga glavna skupina pravih zuZelk (Insecta) znotraj skupine Dicondylia. V
filogenetskih drevesih smo skupino skakacev (Collembola) oznacili z rdeco, skupino
dvorepk (Diplura) z vijolicno, skupino Scetinorepk (Zygentoma) z modro in skupino
Monocondylia z zeleno barvo.

43131 Klada Mono-Chu

Klada Mono-Chu je podobno kot pri kozekrilcih, metuljih in ves¢ah razdeljena na tri
monofiletske skupine: Rhabdoviridae, Nyamiviridae in Chuvirus. V genomu prazuzelke -
dvorepke (Diplura) Catajapyx aquilonaris smo zasledili virus, uvrScen v skupino
Chuvirusov znotraj klade Mono-Chu. Catajapyx je dejanski gostitelj omenjenega virusa.
Genom je najbolj soroden zaporedju »Shayang fly virus 1«, vendar gre za divergentno
zaporedje. Zaporedji RdRp sta okrog 30 % identi¢ni (Dodatek B; B.3, Slika B.25).

43132 Klada Narna-Levi

Pri kladi Narna-Levi nismo nasli levivirusov, zato smo naredili filogenetsko drevo samo za
skupino Narnaviridae. Drevo se lo¢i na tri veCje skupine: Narnavirus, Mitovirus in
Ourmiavirusu podobne viruse. V transkriptomu skakaca (Collembola ) Tetrodontophora
bielanensis smo nasli narnavirus, ki je najbolj podoben »Beihai narna-like virusu 23«
(BHZY57139). Zaporedji RARp obeh virusov sta 40 % identi¢ni (Dodatek B; B.3, Slika B.26).

43133 Klada Hepe-Virga
V okviru klade Hepe-Virga smo v genomih in transkriptomih prazuzelk nasli samo
negeviruse. Zato smo se odlocili za podrobnejso filogenetsko analizo v okviru negevirusov.
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Tri negeviruse smo nasli v transkriptomih skakacev (Collembola), enega v transkriptomu
dvorepke (Diplura) Campodea augens (GAYN) in enega v genomu Catajapyx aquilonaris
(JYF]). Filogenetsko drevo negeviruse razdeli v Stiri lo¢ene skupine: 1) Negev virusu in
Loreto virusu podobne viruse (skupinaI), 2) Tanay virusu in Santana virusu podobne viruse
(skupina II), 3) Bofa virusu in Boutonnet virusu podobne viruse (skupina III) in 4) Muthill
in Marsac virusu podobne viruse (skupina [V). Razdelitev je skladna z razlikami v genomski
strukturi. Virus iz transkriptoma skakaca Tetrodontophora bielanensis je bil uvrSen v
Muthill in Marsac virusus podobne viruse (skupina IV). Vendar gre za divergentno
proteinsko zaporedje RdRp, ki je samo 39 % podobno Negev virusu in 34 % podobno
proteinskemu zaporedju RdRp Muthill virusa. Virusa, najdena v genomu Catajapyx
aquilonarisin transkriptomu Campodea augens, sta bila uvrs¢ena med Bofa virusu podobne
viruse (skupina III). Proteinsko zaporedje RdRp virusa iz transkriptoma Campodea augens
je 49 % podobno proteinskemu zaporedju RdRp Boutonnet virusa. Dve omenjeni zaporedji
iz tranksriptomov skakacev Anurida maritima in Sminthurus viridis nista bili uvrsceni v
nobeno od skupin Negevirusov. Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdenega v
transkriptomu skakaca Anurida maritima - (GAUE02021637), je 46 % identi¢no zaporedju
Negevirusa. Proteinsko zaporedje RdRp virusa iz transkriptoma skakaca Sminthurus viridis
- (GATZ02022882) je 39 % identi¢no zaporedju Negevirusa (Dodatek B; B.3, Slika B.28).

43134 Klada Orthomyxo

Klada Orthomyxo pri prazuzelkah oblikuje tri locene skupine. Prvo zajemajo Thogotovirus
in Influenzavirus, drugo skupino zajemajo Quaranjavirusu podobni virusi in tretjo skupino
zajemajo Sanxia water strider virus 3 podobni virusi. V transkriptomu S$c¢etinorepke
(Zygentoma) male mravlje ribice (Atelura formicaria) in v genomu dvorepke (Diplura)
Catajapyx aquilonaris smo nasli virusa, ki sta bila uvrs¢ena med Sanxia water strider virus
3 podobne viruse. Zaporedje RdRp virusa, najdenega v transkriptomu male mravlje ribice
(Atelura formicaria), je le 31 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp virusa »Sanxia
water strider virusu 3« (Slika 4.13).
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Slika 4.13: Filogenetsko drevo virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih najstarejSih skupin ZuZelk. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z rdeco,
dvorepke (Diplura) z vijoli¢no, Scetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina
Monocondylia z zeleno barvo. Endogenizirani RNA virusi so oznaceni z zvezdico.

43135 Klada Picorna-Calici

Klada Picorna-Calici pri prazuzelkah zajema Nora virusu podobne viruse, Posavirusu
podobne viruse, Kelp fly virusu podobne viruse, vodne pikornaviruse (angl. »aquatic
picornavirales«) ter skupini Iflaviridae in Dicistroviridae. V transkriptomih prazuzelk smo
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nasli sedem virusov uvrSc¢enih v klado Picorna-Calici. En pikornavirus smo nasli v
transkriptomu Meinertellus cundinamarcensis (Monocondylia), spada med Nora virusu
podobne viruse in je najbolj soroden z Wenzhou picorna-like virusom 47 (WZFSL80701).
Proteinski zaporedji RdRp sta 34 % identi¢ni. Tri pikornaviruse smo nasli v transkriptomih
skakacev (Collembola). Virus iz transkriptoma obmorskega skakaca - Anurida maritima
(GAUE02021853) spada med Kelp-Fly virusu podobne viruse. Proteinsko zaporedje RdRp
je 27 % podobno proteinskemu zaporedju Kilifi virusa. Virusa iz transkriptomov
obmorskega skakata - Anurida maritima (GAUE02014165) in orjaSkega skakaca -
Tetrodontophora bielanensis (GAX102037733) sta bila uvrS¢ena med iflaviruse. Proteinsko
zaporedje RdRp virusa, najdeno v transkriptomu obmorskega skakaca - Anurida maritima
(GAUE02014165), je 37 % identicno »Hubei picorna-like virusu 31« (QTM26628).
Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdeno v transkriptomu orjaSkega skakaca -
Tetrodontophora bielanensis (GAX102037733), je 45 % identicno »Hubei picorna-like
virusu 31« (QTM26628). Nasli smo tudi pikornavirus v transkriptomu male mravlje ribice
(Atelura formicaria) (GAY]02042604). Proteinsko zaporedje njegovega RdRp je 26 %
identi¢no z Arivirusom 2 oz. okrog 25 % identi¢no s katerim koli pikornavirusom. Nasli smo
tudi dva virusa v transkriptomih dvorepk. Virus iz transkriptoma dvorepke Occasjapyx
japonicus (GAX]J02019692) je bil uvrs¢en med iflaviruse. Proteinsko zaporedje njegove
RdRp je samo 28 % identi¢no s Sacbrood virusom. Virus, najden v transkriptomu dvrepke
Campodea augens (GAYN02051149), je bil uvrS¢en med dicistroviruse. Proteinsko
zaporedje njegove RdRp je 37 % identi¢no najbliZjim sorodnikom »Hubei tetragnatha
maxillosa virus 3« (SSZZ2994) (Slika 4.14).
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Marine RNA virus JP-A (ABQS0599)
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Sacbrood virus (ADN38255)
WHYY23452

KELP FLY VIRUS - RELATED

IFLAVIRUS

Anurida maritima (GAUE02014165)
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Slika 4.14: Filogenetsko drevo virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin ZuZelk. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z rdecCo, dvorepke (Diplura) z
vijoli¢no, $Cetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina Monocondylia z zeleno barvo.

43136 Klada Qinvirus

Klada Qinvirus zajema dve skupini: 1) Xinzhou nematode virus 3 (XZSJSC65579) podobni
virusi in 2) Hubei qinvirus-like virus 1 (SCM49583) podobni virusi. Virus, najden v
transkriptomu obmorskega skakaca - Anurida maritima (GAUE02014037), je bil uvrscen v
skupino Hubei ginvirus-like virus 1 (SCM49583) podobnih virusov. Proteinsko zaporedje
njegove RdRp je 31 % podobno proteinskemu zaporedju RdRp »Hubei ginvirus-like virusa
1« (SCM49583) (Dodatek B; B.3, Slika B.27).

43137 Klada Tombus-Noda

Klada Tombus-Noda zajema dve klju¢ni skupini: 1) Diaphorina citri-associated C virusu
podobni virusi in 2) druge po ICTV (angl. » international committee on taxonom of viruses«)
definirane skupine tombusvirusov; Zeavirus, Umbravirus, Tombusvirus, Macanavirus,
Avenavirus, Dianthovirus, Betanecrovirus, Aureusvirus, Gallantivirus, Alphanecrovirus,
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Panicovirus, Alphacarmovirus. V transkriptomu S$cetinorepk (Zygentoma) male mravlje
ribice (Atelura formicaria) in Tricholepidion gertschi smo nasli dva virusa, ki spadata v
skupino »Diaphorina citri-associated C virusu« podobnih virusov. NajbliZji sorodnik virusa
iz transkriptoma male mravlje ribice (Atelura formicaria)(GAY]02032904) je »Diaphorina
citri-associated C virus«. Proteinski zaporedji njunih RdRp sta 52 % identi¢ni. Proteinsko
zaporedje RdRp virusa, najdenega v transkriptomu 7richolepidion gertschi
(GAS002037726), je divergentno zaporedje in je 24-27 % identi¢no kateremu koli trenutno
znanemu tombusvirusu (Dodatek B; B.3, Slika B.29).

43138 Klada Toti-Chryso

Klada Toti-Chryso tudi tvori dve monofiletski skupini. V prvo so vkljuceni Giardiavirusu
podobni virusi, v drugo pa Totivirus, Trichomonasvirus, Leishmaniavirus in Victorivirus. V
transkriptomih prazuZelk smo nasli en sam totivirus, in sicer v transkriptomu orjaskega
skakata - Tetrodontophora bielanensis (GAX102022882). Najblizji sorodnik virusa je
»Diatom colony-associated dsRNA virus 10«. Proteinski zaporedji njunih RdRp sta 39 %
identic¢ni (Slika 4.15).

bheimix73231
B BWBFG40422
100 BWBFG36411

Giardia lamblia virus ((067653) € GIARDIAVIRUS
55 I A heles totivirus (AORS51364)

P

I 100 |_|1Campnnotus yamaokai virus (YP_009143313)
o BHCL81631

Penaeid shrimp infectious myonecrosis virus (AK132241)
3 Aspergillus mycovirus 1816 (ABX79996)
55 BHZC37385
Saccharomyces cerevisiae virus (NP_620495) “—— TOTIVIRUS
-z Trich vaginalis virus 1 (Q90155) 4+—— TRICHOMONASVIRUS
Leishmania RNA virus 1 (Q02382) 4——— LEISHMANTAVIRUS

83

Eimeria brunetti RNA virus 1 (NP_108651)
BHZ(C37363
Diatom colony-associated dsRNA virus 10 (BAU79504)
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Tetrodontophora bielanensis (GAXI02022882)
Helminthosporium vietoriae virus (NC_003607) 4 VICTORIVIRUS
Botryosphaeria dothidea victorivirus 1 (YP_009072433)

Beauveria bassiana victorivirus (YP 009032633)

Slika 4.15: Filogenetsko drevo virusa klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin Zuzelk. Drevo je bilo narisano z metodo najveCje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z rdeco, dvorepke (Diplura) z
vijoli¢no, SCetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina Monocondylia z zeleno barvo.

43139 KladaReo

V transkriptomu organizma Anurida maritima smo nasli prisoten virus, ki je bil uvrS¢en v
klado Reoviridae. Proteinsko zaporedje RdRp je sorodno Eyach virusu. Zaporedji sta si 39
% identic¢ni (Dodatek B; B.3, Slika B.30).

432 Vodninevretencarji

4321  Raki(Crustacea)

Skupino rakov lahko razdelimo na ve¢ razredov: Branchiopoda (raki listonoZzci),
Malacostraca (visji raki), Maxillopoda, Remipedia in Cephalocarida. Med viSje rake
(Malacostraca) pristevamo tri klju¢ne skupine: Decapoda (desteronozci), Amphipoda
(postranice) in Isopoda (enakonoZci). Pregledali smo skupno 196 podatkovnih baz rakov -
23 genomskih in 187 transkriptomskih. Znotraj skupine Maxillopoda je bila za naSe
raziskave klju¢na skupina Copepoda (ceponoZzci). V filogenetski analizi smo skupino
deseteronoZzcev (Decapoda) oznacili z vijolicno, skupino postranic (Amphipoda) z modro,
skupino enakonoZcev (Isopoda) z rdeco in skupino ceponoZcev (Copepoda) z zeleno barvo.
V transkriptomu skupine Branchiopoda smo nasli en sam primer virusa (flavivirus pri
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Daphnia sp.), oznacili smo ga z rjavo barvo. Ravno tako smo naSli samo en virus v
transkriptomu skupine Branchiura (Maxillopoda) (Argulus sp., Picorna-Calici), oznacili smo
ga z magenta barvo.

43211 Klada Bunya-Arena

Klada Bunya-Arena pri rakih oblikuje tri monofiletske skupine. Prvo predstavljajo
Feraviridae, Jonviridae, Peribunyaviridae, Hantaviridae, Tospoviridae in Fimoviridae,
drugo tvori skupina Nairoviridae podobnih virusov in tretjo tvori skupina Phenuiviridae
podobnih virusov. V transkriptomih rakov smo nasli Sest bunyavirusov. Dva smo nasli v
transkriptomu deseteronoZcev (Decapoda), dva v transkriptomu postranic (Amphipoda) in
dva v transkriptomu enakonozcev (Isopoda). Virus, najden v transkriptomu deseteronoZca
signalnega raka - Pacifastacus leniusculus (GBYW01039086), je bil najbolj soroden
zaporedju Whenzhou shrimp virusu 2 (shrimp6186). Proteinski zaporedji njunih RdRp sta
51 % identi¢ni. Virus, najden v transkriptomu postranice 7alitrus saltator
(GDUJ01083694), je bil najbolj soroden Wuhan pillworm virus 1 (WHSFII20185).
Proteinski zaporedji njunih RdRp sta 49 % identi¢ni. Virus, najden v transkriptomu
postranice Hyalellopsis stebbingi (GEQJ01053822), je divergenten virus. Proteinsko
zaporedje RdRp virusa je 34 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp Gouleako virusa.
Virusa, najdena v transkriptomih enakonoZcev Bragasellus peltatus (HAEN01054030) in
Proasellus coxalis (HAET01052131), sta sorodna zaporedju »Beihai bunya-like virus 1«
(BHTSS17606). Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdenega v transkriptomu Bragasellus
peltatus (HAEN01054030), je 53 % identi¢no »Beihai bunya-like virus 1« (BHTSS17606).
Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdenega v transkriptomu Proasellus coxalis
(HAET01052131), je 54 % identi¢no »Beihai bunya-like virus 1« (BHTSS17606). Pri skupini
Shi in sod. je bilo najve¢ virusov najdenih v knjiZnicah rakov, uvrs¢enih med Nairovirusom
podobne viruse (Dodatek B; B.4, Slika B.31).

43212 Klada Birna

Klada Birna oblikuje dve loceni skupini: 1) »Drosophila X virusu« podobni virusi
(Entomobirnaivrusi) in 2) Aquabirnavirus, Avibirnavirus in Blosnavirus. V transkriptomu
ceponozca (Copepoda) Furytemora affinis (GBGO01030594) smo nasli virus, ki spada med
Entomobirnavirusu podobne viruse. Proteinsko zaporedje RdRp je 46 % identi¢no
proteinskemu zaporedju Drosophila X virusu, izoliranemu iz Drosophila melanogaster
(Dodatek B; B.4, Slika B.32).

43213 Klada Flavi

Klada Flavi je lo¢ena na Sest skupin: Jingmenvirus, Flavivirus, Flavivirusus podobni virusi
(angl. »Flavi-like«) (Shi in sod., 2016b), Pestivirus, Hepacivirus in Pegivirus. Filogenetsko
drevo flavivirusov, najdenih v transkriptomih rakov, smo koreninili pri proteinskemu
zaporedju RdRp, prevedenemu iz virusnega genoma, najdenega v transkriptomu Ostrinia
nubilalis (GAVD01019588). Gre za virus, katerega proteinsko zaporedje RdRp je 52 %
identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp virusu »Diaphorina citri associated C virusu, ki
sodi med tombusviruse (Tombusviridae). Ker smo drevo vkljucili v kontekst najbliZjih
sorodnikov skupine Flaviviridae, ki so Tombusviridae, lahko sklepamo o evolucijski starosti
posamezne skupine flavivirusov. Glede na naSe filogenetsko drevo sta Flavivirus in
Jingmenvirus, ki oblikujeta sestrski kladi, najmlajSi monofiletski skupini Flavivirusov.
Evolucijsko starejsa skupina so Flavivirusom podobni virusi. Od flavivirusom podobnih
virusov sta najbolj divergentni skupini pestivirusi in skupina, ki tvori dve sestrski kladi -
Pegivirus in Hepacivirus. V genomih in transkriptomih rakov smo nasli sedem virusov. Trije
flavivirusi so bili odkriti v genomih in transkriptomih deseteronozcev (Decapoda), od tega
eden v genomu Caridina multidentata (IABX01135281) in dva v transkriptomih Portunus
tritoberculatus (GFFJ01065340) in FEriocheir sinesis (GBZW01030122). Virus, odkrit v
genomu Caridina multidentata (1IABX01135281), verjetno predstavlja novo, evolucijsko
starejSo obliko skupine Flaviviridae in Jingmenvirusa, ki se ni uvrstila med flavivirusom
podobne viruse. Glede na to, da je bil virus odkrit v genomu, sklepamo, da je Caridina
multidentata dejanski gostitelj tega flavivirusa. Poleg omenjenega se je celoten genom
virusa ohranil v genomu raka. Virus Caridina multidentata (1IABX01135281) je eden izmed
redkih RNA virusov, katerih endogeniziran genom smo odkrili v celoti ohranjen. NajbliZji
sorodnik virusa, odkritega v transkriptomu Portunus tritobeculatus (GFFJ01065340), je
»Tamana bat virus«. Njuni RdRp sta 48 % identicni. Dva virusa sta bila odkrita pri
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ceponoZcu (Copepoda) Eurytemora affinis, eden v genomu (AZAI01066421) in eden v
transkriptomu (GBG0O01107492 + GEAN01029907). Zaporedji njunih RdRp sta si med
seboj 100 % identitni. Tako kot virus, najden v genomu Caridina multidentata
(IABX01135281), predstavljata virusa iz Eurytemora affinis (AZA101066421) in
Eurytemora affinis (GBGO01107492 + GEAN(01029907) starejSa virusa, kot sta skupini
Flavivirus in Jingmenvirus oz. predstavljata starejso, predhodno obliko, ki ni bila uvr§¢ena
med flavivirusom podobne viruse. RdRp virusa, najdenega v genomu Eurytemora affinis
(AZA101066421), je 29 % identiCen virusu rumene mrzlice (skupina Flavivirus) oz. 30 %
identicen proteinskim zaporedjem RdRp katerega koli trenutno znanega flavivirusa. Virus,
najden v transkriptomu Daphnia magna (GD1Q01027256), spada med flaviviruse (skupina
Flavivirus). NajbliZji sorodniki so »Nienokoue virus«, »Aedes flavivirus« in »Anopheles
flavivirus«, ki so razSirjeni pri komarjih (Culicidae sp., Aedes sp., Anopheles sp.). RARp
virusa, najdenega v transkriptomu Daphnia magna (GDIQ01027256), je okrog 50 %
identicen najbliZjim sorodnikom oz. 51 % identicen »Nienokoue virusu«. Virus, najden v
transkriptomu enakonozca Proasellus cavaticus (HAES01086036), spada med flavivirusom
podobne viruse. Najbolj soroden je »Apis flavivirus«, ki je bil izoliran iz Cebele Apis
mellifera. Njuni RdRp sta 50 % identi¢ni (Slika 4.16).
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Slika 4.16: Filogenetsko drevo virusov klade Flavi, odkritih v genomih in transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. maximum
likelihood«). Skupina rakov enakonoZcev (Isopoda) je oznaCena z rdecCo, skupina
ceponozcev (Copepoda) je oznacena z zeleno, skupina rakov postranic (Amphipoda) je
oznacena z modro, skupina deseteronozcev (Decapoda) je oznacena z vijoli¢no, skupina
Branchiopoda (Daphnia) je oznacena z rjavim odtenkom. Endogenizirani virusi so oznaceni
z zvezdico.

43214 Klada Hepe-Virga

Klada Hepe-Virga vkljucuje skupine: 1) Endornaviridae, 2) Tymovirales, 3) hepevirusom
podobni virusi (angl. »hepe-like«), 4) Hepeviridae, 5)Benyvirudae, 6) Bromoviridae,
Closteroviridae, Idaeovirus, 7) Togaviridae, 8) Virgaviridae in 9) Negevirus (Shi in sod,,
2016a). Izmed omenjenih skupin so skupine Endornaviridae dsRNA, Benyviridae,
Bromoviridae, Closteroviridae, Idaeovirus, Virgaviridae in Tymovirales razSirjene med
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glivami in rastlinami. V genomih in transkriptomih rakov smo nasli 11 virusov, uvrs¢enih v
klado Hepe-Virga. Pet virusov smo nasli v transkriptomih postranic (Amphipoda). Stiri
spadajo med hepevirusom podobne viruse, eden pa v skupino Togaviridae. Tri viruse smo
odkrili v transkriptomih deseteronoZcev (Decapoda). Od teh eden spada v skupino
hepevirusom podobnih virusov, dva pa v skupino Negevirusov. Dva virusa smo nasli v
transkriptomih enakonoZcev (Isopoda). Od teh eden spada med togaviruse, drugi pa med
negeviruse. Odkrili smo tudi virus v transkriptomih ceponoZca Caligus rogercresseyi, ki
spada med negeviruse. Od skupno 11 virusov jih pet spada med hepevirusom podobne
viruse, dva med togaviruse in Stiri med Negeviruse. Hepevirusom podobni virusi so torej
najbolj pogosta virusna skupina pri rakih (Crustacea), sledijo ji Negevirusi. Podobni so tudi
rezultati skupine Shi in sod. (2016a). Od skupno 25 virusov virusne klade Hepe-Virga,
najdenih v transkriptomih rakov, je bilo 19 virusov uvrscenih v skupino- podobnih virusov,
dva med negeviruse, dva med togaviruse in dva med endornaviruse. Negevirusi in
Togavirusi sta bili najbolj bogato razsirjeni virusni skupini v okviru klade Hepe-Virga pri
zuzelkah. Pri togavirusih je virus, odkrit v transkriptomu Proasellus assaforensis, najbolj
soroden »Beihai charybdis crab virusu 1« (BHXun33339), virus, ki je bil odkrit v
tranksriptomu Gammarus cheuvreuxi - (GFCV01053886), pa je najbolj soroden »Wenling
toga-like virusu« (WL]Q101932). Tako »Beihai charybdis crab virus 1« (BHXun33339) kot
tudi »Wenling toga-like virus« (WLJQ101932) izvirata iz transkriptomov rakov. Pri
hepevirusu podobnih virusih je virus, odkrit v transkriptomu Eulimnogammarus violaceus,
najbolj soroden »Wenzhou shrimp virusu 3« (shrimp12824), virus, najden v transkriptomu
Pontastacus leptodactylus (GAFS01001332), pa je najbolj podoben virusu »Beihai hepe-like
virus 4« (BHZY60842, YYSZX17852), virusu, ki je bil najden hkrati v transkriptomu rakov
deseteronoZcev in mehkuzcev. Pri skupini Decapoda gre za skupino rakov, ki so naselili
kopno, sladke in slane vode. KnjiZnica YYSZX je bila narejena iz transkriptoma raka rodu
Portunus sp., plavajocih rakovic, ki Zivijo tako v morju kot v celinskih vodah. Verjetno je $Slo
za nakljucni stik raka z mehkuZcem v istem habitatu, pri cemer je prislo do prenosa virusa
»Beihai hepe-like virus 4«. Drugi primer hepevirusom podobnih virusov smo nasli v
transkriptomu Omatogammarus flavus (GEQS01054466). Virusa, najdena v transkriptomih
deseteronoZcev Eriocheir sinesisin Callinectes sapidus, sta najbolj podobna virusu »Sanxia
atyid shrimp virus 1« (SXXX35475), ravno tako izolirana iz transkriptoma raka, tokrat rodu
Atyidae sp. (sladkovodne kozice) v okviru skupine Shi in sod. (2016a). UvrScena sta bila v
skupino Negevirusov. Prakti¢no vsi virusi, ki smo jih odkrili v transkriptomih, so najbolj
sorodni virusom, katerih genomi so bili izolirani iz transkriptomov rakov v okviru skupine
Shi in sod. (2016a) (Dodatek B; B.4, B.33).

43215 Klada Luteo-Sobemo

Klada Luteo-Sobemo je pri rakih razdeljena na Stiri monofiletske skupine. V prvo sodijo
»Carascovirusu podobni virusi«, v drugo sodijo »Ixodes scapularis associated virus 1«
podobni virusi, v tretjo »Humaita-Tubiacanga virusu« podobni virusi in v Cetrto »Wenling
sobemo-like virusu 2« (WLJQ95081) podobni virusi. V transkriptomih rakov smo odkrili
Sest virusov, ki so bili uvrsceni v klado Luteo-Sobemo, od tega sta bila dva virusa odkrita v
transkriptomih ceponoZzcev (Copepoda) in dva v transkriptomih enakonozcev (Isopoda).
Virus iz transkriptoma Proasellus parvulus (majceni vodni oslicek) (HAFG01087285) je
najbolj soroden virusu, ki je bil izoliran iz transkriptoma kacjih pastirjev (Odonata) -
»Hubei sobemo-like virus 45« (QTM25680). Zaporedji RdRp sta 45 % identicni. Virus,
odkrit v transkriptomu raka ceponoZca Eurytemora affinis (GBGO01020472), je najbolj
soroden virusu »Sanxia sobemo-like virus 3« (SXSSP2531), izoliranemu iz transkriptoma
reda Hemiptera - vodnih drsalcev. Zaporedji RdRp sta 42 % identicni. Virusi, izolirani iz
transkriptomov enakonoZcev Proasellus escolai (HAEV01103964), Proasellus parvulus
(HAFGO01115646) in Bragasellus peltatus (HAEN01054361), so najbolj sorodni Wenling
sobemo-like virusu 2 (WL]JQ95081), ki je bil v raziskavi Shi in sod. (2016a) odkrit v meSani
transkriptomski knjiznici rakov WL]JQ. Virusi Proasellus escolai (HAEV01103964),
Proasellus parvulus (HAFG01115646) in Bragasellus peltatus (HAEN01054361) oblikujejo
svojo podskupino v monofiletski skupini »Wenling sobemo-like virusu 2« (WLJQ95081)
podobnih virusov (Dodatek B; B.4, Slika B.34).

43216 Klada Mono-Chu
Klada Mono-Chu je pri rakih (Crustacea) razdeljena na tri skupine: Rhabdoviridae,
Nyamiviridae in Chuvirus. V genomih in transkriptomih rakov smo odkrili 21 genomov RNA
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virusov. Od teh je bilo sedem pri postranicah (Amphipoda) (pet v transkriptomih, dva v
genomih), sedem v transkriptomih enakonoZcev (Isopoda), pet pri ceponoZcih (Copepoda)
(tri v genomih, dva v transkriptomih) in dva v transkriptomih deseteronoZcev (Decapoda).
0d virusov, ki so bili odkriti v postranicah (Amphipoda), eden spada v skupino
Rhabdoviridae, Stirje v skupino Nyamiviridae in dva v skupino Chuvirusov. Med Stirimi
virusi pri postranicah (Amphipoda), ki spadajo v skupino Nyamiviridae, sta bila dva odkrita
v genomu organizma Hyalella azteca (JQDR02010914) in (JQDR02009953). Proteinski
zaporedji njunih RdRp sta med seboj 46 % identi¢ni, hkrati pa sta najbolj sorodni virusu,
izoliranemu iz transkriptoma rakov deseteronozcev (Decapoda) rodu Charybdis-Wenzhou
crab virus 1(WZRBX43457). Proteinski zaporedji RdRp virusa, odkritega v genomu Hyalella
azteca (JQDR02010914) in Wenzhou crab virusa 1(WZRBX43457) sta 46 % identic¢ni.
Virusa, odkrita v transkriptomih Ommatogammarus flavus (GEQS01004404) in
Hyalellopsis costata (GEQG01046040), sta najbolj sorodna s »Pteromalus puparum
negative-stranded RNA virus 1« (izoliranim iz kozekrilca Pteromalus puparum) in virusom,
izoliranim iz knjiZznice QTM - z raznolikimi RNA virusi najbolj bogato knjiZnico v okviru
raziskave Shi in sod. (2016a) - »Hubei rhabdo-like virus 6« (QTM24798). Proteinski
zaporedji RARp virusov Ommatogammarus flavus (GEQS01004404) in Hyalellopsis costata
(GEQG01046040) sta 78 % identic¢ni. Proteinsko zaporedje RdRp virusa Ommatogammarus
flavus (GEQS01004404) je s proteinskim zaporedjem RdRp »Pteromalus puparum
negative-stranded RNA virus 1« 48 % identitno. Med virusi, odkritimi v transkriptomih
postranic (Amphipoda) in uvrs¢enimi v skupino Chuvirus, je bil en genom virusa odkrit v
transkriptomu Hyalella azteca (GEHV01091016) in en virus v transkriptomu
Echinogammarus veneris (GAR001006190). Proteinsko zaporedje RdRp virusa Hyalella
azteca (GEHV01091016) je najbolj sorodno proteinskemu zaporedju RdRp »Sanxia atyid
shrimp virus 4« (SXXX37205), izoliranemu iz deseteronozca Atyidae sp. Proteinski
zaporedji RdRp sta 55 % identic¢ni. Proteinsko zaporedje RdRp virusa Echinogammarus
veneris (GAR0O01006190) je najbolj sorodno proteinskemu zaporedju RdRp »Beihai
chuvirus-like virus 2« (WL]JQ104274) iz meSane transkriptomske knjizZnice rakov, narejene
v raziskavi Shi in sod. (2016a). Zaporedji sta 68 % identi¢ni. Med genomi virusov, odkritimi
v genomih in transkriptomih ceponoZcev (Copepoda), Stirje spadajo v skupino
Rhabdoviridae in eden v skupino Nyamiviridae. Med Stirimi virusi, odkritimi v knjiznicah
ceponoZcev in uvrscenimi v skupino Rhabdoviridae, sta bila dva genoma virusov odkrita v
genomih organizmov Eurytemora affinis (AZAI01080697) in Caligus rogercresseyi
(LBBU01092893). Proteinsko zaporedje virusa Caligus rogercresseyi (LBBU01092893) je
71 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp virusa, odkritega v transkriptomu iste vrste
organizma - Caligus rogercresseyi (GAZX01030328). Zaporedji sta najbolj sorodni
»Wongabel virusu«, izoliranemu iz Culicoides austropalpalis (Diptera). Proteinsko
zaporedje RdRp »Wongabel virusa« je 62 % identicno proteinskemu zaporedju virusa
Caligus rogercresseyi (LBBU01092893). Zaporedje virusa, odkritega v genomu organizma
Eurytemora aftinis (AZA101080697), se grupira skupaj z virusoma Gammarus chevreuxi
(HADC01039874) in Proasellus spelaecus (HAFK01001022275). Gre za skupino
divergentnih virusov, ki so sicer sorodni »Wongabel virusu« in »Vesicular stomatitis
Indiana virusug, vendar oblikujejo lastno skupino. Virus iz genoma ceponozca Caligus
rogercresseyi (LBBU01002120) se poveZe z »Pteromalus puparum negative-stranded RNA
virusom 1¢, vendar gre za divergenten genom. Med sedmimi genomi virusov, odkritih v
transkriptomih enakonoZcev (Isopoda), so vsi virusi divergentni. Virus Proasellus spelaeus
(HAFK01001022275) se grupira skupaj z FEurytemora affinis (AZA101080697) in
Gammarus cheuvreuxi (HADC01039874). Proteinski zaporedji RdRp virusov Bragasellus
peltatus (HAEN01058058) in Proasellus karamani (HAFC01072349) sta med seboj 66 %
identi¢ni. Najbolj sorodni sta virusom »Shuangao Fly Virus 2« (insectZ]96598), izoliranim
iz meSane transkriptomske knjiznice Zuzelk, in »Hubei diptera virus 11« (SCM51501),
izoliranim iz transkriptomske knjiznice Zuzelk rodu Diptera v okviru raziskave Shi in sod.
(2016a). Podobnost proteinskih zaporedij RdRp med Bragasellus peltatus
(HAEN01058058) in Shuangao Fly Virus 2 (insectZ]96598) je 32 %. Proteinsko zaporedje
RdRp chuvirusa Proasellus cavaticus (HAES01084808) je 55 % identi¢no Bole tick virusu
3, izoliranemu iz Hyalomma asiaticum (Chelicerata). Proteinsko zaporedje RdRp Proasellus
meridianus (HAFE01058215) se grupira skupaj z zaporedjema »Beihai chuvirus-like virus
2« (WLJQ104274) in Echinogammarus veneris (GARO01006190). Genoma virusov,
najdenih v transkriptomih deseteronozcev Hyas araneus (HACH01032123) in Pontastacus
leptodactylus (GBEI01055004), sta se uvrstila med chuviruse in se grupirata skupaj z
»Beihai hermit crab virus 3« (BHJJX21702), izoliranim v okviru raziskav Shi in sod. (2016a)



4.3. Filogenetska analiza novih RNA virusov in endogeniziranih RNA virusov pri raziskanih
skupinah nevretencarjev 123

iz transkriptoma rakov deseteronoZcev Anomura sp. Proteinski zaporedji RdRp Hyas
araneus (HACHO01032123) in Pontastacus leptodactylus (GBEI01055004) sta med seboj 77
% identic¢ni. Proteinski zaporedji RARp Hyas araneus (HACH01032123) in »Beihai hermit
crab virus 3« (BHJJX21702) sta med seboj 75 % identi¢ni (Slika 4.17).
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Slika 4.17: Filogenetsko drevo virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci
(Copepoda) je z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronoZzci (Decapoda) z
vijoli¢no. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.

43217 Klada Narna-Levi

Klada Narna-Levi oblikuje dve monofiletski skupini: Narnaviridae in Leviviridae. Skupina
Narnaviridae oblikuje tri klju¢ne podskupine Narnavirus, Mitovirus in ourmiavirusu
podobni virusi. V transkriptomih rakov enakonozcev smo nasli genoma dveh narnavirusov
Proasellus karamani (HAFC01092190) in (HAFC01105261). Virus Proasellus karamani
(HAFC01092190) je soroden »Phytophthora infestans RNA virus 4« Monopartitna
genomska RNA kodira en sam ORF z RdRp. »Phytophthora infestans RNA virus 4« je bil
izoliran iz oomicete (Stramenopiles) Phytophthora infestans, ki so jo pridobili iz okuZenega
paradiznika. Njuni zaporedji RdRp sta 39 % identi¢ni. Virus Proasellus karamani
(HAFC01105261) je soroden virusu »Hubei narna-like virus 12« (SZmix21586), odkritemu
v transkriptomski knjiznici mehkuZcev v raziskavi Shi in sod. (2016a). Gre za eno izmed
novih klad, ki se grupirajo skupaj z Ourmiavirusu podobnimi virusi (Shi in sod., 2016a).
Levivirus, ki smo ga nasli v transkriptomu deseteronozca Hyas araneus (HACH01002411),
je soroden virusu »Wenling levi-like virus 1« (WL]JQ101898), izoliranemu iz meSane
transkriptomske knjiznice rakov pri raziskavi Shi in sod. (2016a). Glede na rezultate Shi in
sod. (2016a) so virusi, ki sodijo v nove skupine virusov (Shi in sod., 2016a), najbolj
razSirjene pri rakih in mehkuZcih, Narnavirusu podobni virusi pri rakih in Zuzelkah,
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mitovirusi pri glivah in levivirusi pri rakih in mehkuZcih. Zato ne preseneca, da levivirusov
pri ZuZelkah in prazuzelkah nismo nasli (Dodatek B; B.4, Slika B.35).

43218 Klada Tombus-Noda

Klada Tombus-Noda zajema dve vecji skupini: Nodaviridae in Tombusviridae. Vsaka je
razdeljena na vec¢ podskupin. Druzina Tombusviridae zajema tudi virusno druzino
Carmotetraviridae. Nasli smo genome treh virusov klade Tombus-Noda v transkriptomih
deseteronoZcev in tri viruse v transkriptomih enakonoZcev. Med virusi, najdenimi v
transkriptomih deseteronoZcev (Decapoda), je bil en virus uvrS¢en v skupino
Tombusviridae in dva v skupino Nodaviridae. Med virusi, najdenimi v transkriptomih
enakonozcev (Isopoda), je bil ravno tako eden uvrscen v skupino Tombusviridae in dva v
skupino Nodaviridae. Tombusvirus, ki smo ga nasli pri deseteronozcu Callinectes sapidus
(GEID), je soroden Gallantivirusom, Macanavirusom in Alphanecrovirusom, kot so
»Gallinsoga mosaic virus« (Gallantivirus), »Furcraea necrotic streak virus« (Macanavirus)
in »Tobacco necrosis virus A, izolirani iz tobaka (Nicotiana tabacum) in agavovk
(Furcraea). Tombusvirus, ki smo ga nasli v transkriptomu enakonoZca (Isopoda), je najbolj
soroden »Xinzhou nematode virus 7« (XZSJSC65582), virusu, najdenemu v transkriptomu
glist (Nematoda). Nodavirus, najden v transkriptomu deseteronoZca morski pajek - Hyas
araneus (HACH01051331), je 85 % identi¢en glede na proteinsko zaporedje RdRp
»Shuangao noda-like virusu 1« (insectZ]94204), izoliranemu iz meSane transkriptomske
knjiznice, ki vsebuje RNA vzorce razli¢nih redov Zuzelk v okviru raziskave Shi in sod.
(2016a). V tem primeru se odpre vprasanje o prenosu virusa s kopenskega vretencarja na
transkriptomski knjiznici Scylla paramamosain (GEUT01000022) (medvedji raki -
Scyllaridae), je identicen virusu »Wenzhou tombus-like virus 18« (beimix29339),
izoliranemu iz mehkuZcev. Do prenosa virusa je lahko prislo v okviru skupne ekoloske nise
omenjenih organizmov. Virus, izoliran iz transkriptoma enakonoZca Proasellus ortizi
(HAFF01024124), je soroden virusoma, odkritima v transkriptomih mehkuZcev; 1)
Wenzhou noda-like virus 5 (WZFSL73727) in 2) “Wenzhou noda-like virus 4«
(WZFSL75166). Virus Proasellus meridianus (HAFE01129314) je najbolj soroden
Pariacoto virusu glede na nase filogenetsko drevo. Glede na raziskave Shi in sod. (2016a)
nobena od skupin nevretencarjev ne izstopa v razsirjenosti klade Tombus-Noda. Klada je
prakticno enakomerno razSirjena pri ZuZelkah, rakih in mehkuZcih, nekoliko manj pri
pajkovcih, redka pa je pri glistah (Nematoda) (Dodatek B; B.4, Slika B.36).

43219 Kladi Ophio in Qin

Skupina Shi in sod. (2016a) je v okviru ss(-)RNA virusov prikazala grafi¢no filogenetsko
drevo, ki ponazarja sorodstvene odnose vseh ss(-) RNA virusov med seboj. Pri iskanju novih
RNA virusov pri rakih smo nasli dva zelo divergentna virusa, za katera smo vedeli, da
spadata v gruco virusnih skupin Qinvirus, Ophioviridae, Yuevirus, Orthomyxoviridae in
Mononegavirales. Da bi dokazali njuno filogenetsko umestitev, smo nova RNA virusa
prikazali v filogenetskem drevesu z virusnimi skupinami: Qinvirus, Ophioviridae, Yuevirus,
Orthomyxoviridae in Mononegavirales. En virus smo nasli v genomu ceponozca Eurytemora
affinis (AZAl), drugi v transkriptomu deseteronoZzca Carcinus maeans (GBXE). Virus, odkrit
v genomu Eurytemora aftinis (AZAl), spada med qinviruse, virus, odkrit v genomu Carcinus
maenas (GBXE), pa spada v virusno skupino Ophioviridae (Dodatek B; B.4, Slika B.37).

432110 KladaOrthomyxo

Klada Orthomyxo je razdeljena na tri monofiletske skupine: 1) Isavirus, Thogotovirus in
Influenzavirus, 2) Quaranjavirus in 3) nova skupina, ki jo je v filogenetskem drevesu
pokazala tudi skupina Shi in sod. (2016a) - Changping earthworm virus 2 (CPQY18140)
podobni virusi. V transkriptomih rakov enakonoZzcev smo odkrili tri viruse. Dva, ki sta si
podobna, sta bila uvr$¢ena v skupino »Influenza«, »Thogoto« in »Isavirusu« podobnih
virusov. Eden se je uvrstil med »Changping earthworm virusu 2« (CPQY18140) podobne
viruse. V transkriptomih postranic (Amphipoda) smo odkrili tri orthomyxoviruse. Med
njimi je bil virus, najden v transkriptomu Micruropus wahlii, uvrs¢en v skupino Influenza,
Thogoto in Isavirusu podobnih virusov. Virus, najden v transkriptomu Pachyschesis
branchialis, je bil uvrS¢en med quaranjaviruse, in virus, najden v transkriptomu Gammarus
chevreuxi, je bil uvrs¢en med Changping earthworm virus 2 (CPQY18140) podobne viruse.
Glede na raziskavo Shiin sod. (2016a) so orthomyxovirusi v ve¢inskem deleZu razsirjeni pri
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ZuZelkah. Redki so pri mehkuZcih in pajkovcih. Pri rakih je skupina odkrila samo en virus
(»Beihai orthomyxo-like virus 1« - BHTSS17872) (Dodatek B; B.4, Slika B.38).

432111 KladaPartiti-Picobirna

V transkriptomih rakov smo nasli pet virusov, ki spadajo v klado Partiti-Picobirna. Med njimi
so trije virusi iz transkriptomov rakov ceponoZzcev in dva iz rakov enakonoZcev. Virusa iz
Tigriopus californicus (JW510638) in Tigriopus japonicus (GCHA01047740) sta sorodna
skupini »Raphanus sativus cryptic virus 1« podobnih virusov (izoliran iz redkvice,
Raphanus sativus), »Sclerotinia sclerotium partitivirus S«, »Rosellinia necatrix partitivirus
2« in »Rose partitivirus«. Skupina Shi in sod. (2016a) je isti virus odkrila tudi v
transkriptomu rakov deseteronozcev Procambarus sp. »Sclerotinia sclerotium partitivirus
S« je glivni virus, izoliran iz rastlinske patogene glive Sclerotinia sclerotiorum. »Rosellinia
necatrix partitivirus 2« je bil izoliran iz rastlinske patogene glive Rosellinia necatrix. Rose
partitivirus je rastlinski virus, ki je bil izoliran iz vrtnice kultivarja Phyllis Bide (NCBI
taxonomy). Gre torej za skupini rastlinskih in glivnih virusov. Glive, iz katerih so bili
izolirani glivni partitivirusi, so rastlinske patogene glive. Povezujejo se skupaj z rastlinskimi
partitivirusi. Ze Koonin in sod. (2015) so omenjali pomembno vlogo horizontalnega
prenosa virusov med gostitelji pri partitivirusih, konkretneje horizontalnega prenosa iz
glivnega patogena na rastlino, pri ¢emer je seveda doti¢ni virus preSel skozi premik v
hitrosti mutacije in substitucije. Virusa iz Tigriopus californicus (JW510638) in Tigriopus
japonicus (GCHA01047740) sta glede na zaporedje RdRp 50 % identicna med seboj, z
rastlinskimi in glivnimi virusi pa v rangu od 34 % (Raphanus sativus cryptic virus 1) do 35
% (Rose partitivirus). Skupina znanih rastlinskih virusov je identi¢na v podobnem rangu
(33 %-35 %). Ostali virusi so sorodni partitivirusom, odkritim v transkriptomih Zuzelk
(QTM - Odonata), pajkov (spider) in rakov (BHTSS), narejenih v okviru raziskave Shi in sod.
(2016a) (Dodatek B; B.4, Slika B.39).

432112  KladaPermutotetra

Klada Permutotetra ima Stiri monofiletske skupine: 1) »Niehaus virusu« podobni virusi, 2)
»Thosea asigna virusu« podobni virusi, 3) »Newfield virusu« podobni virusi in 4)
»Drosophila A virusu« podobni virusi. »Niehaus virusu« podobni virusi tvorijo sestrsko
skupino s »Thosea asigna virusu« podobnimi virusi. »Newfield virusu« podobni virusi
tvorijo sestrsko klado z »Drosophila A virusu« podobnimi virusi. Referencni klasificirani
virusi so glede na dolZino vej filogenetskega drevesa divergentni in imajo nizko medsebojno
podobnost zaporedij. V transkriptomu raka 7alitrus saltator smo nasli genom
permutotetravirusa, ki spada v skupino »Thosea asigna virusu«- podobnih virusov
(Dodatek B; B.4, Slika B.40).

432113 KladaPicorna-Calici

V transkriptomih rakov smo nasli 54 genomov virusov, ki spadajo v klado Picorna-Calici. Od
tega smo nasli sedem pikornavirusov v transkriptomih postranic (Amphipoda), devet v
transkriptomih ceponoZcev (Copepoda), 22 v transkriptomih enakonozcev (Isopoda), 15 v
transkriptomih deseteronoZcev in enega v transkriptomu skupine Branchiura, ki smo ga
oznacili z magenta barvo. Izmed 54 zadetkov jih 14 spada med »aquatic picornavirales«, 14
v skupino Dicistroviridae, 11 v skupino Iflaviridae, tri v skupino Nora virusu podobnih
virusov in Stiri v skupino Kelp fly virusu podobniih virusov. Sedem pikornavirusov v
transkriptomih Procambarus sp., Pontastacus sp., Cherax sp., Caligus sp. in Lepeophtheirus
sp. je oblikovalo lo¢eno skupino. Kot »outgroup« skupine pikornavirusov smo uporabili
skupino Caliciviridae. Ker je filogenetsko drevo preko »outgroupa« orientirano v ¢asu, poleg
sorodstvenih odnosov med virusi, prikazuje tudi evolucijsko starost filogenetskih skupin
pikornavirusov. Pri tem so Kelp fly virusu podobni virusi najstarejSa skupina
pikornavirusov, sledijo Nora virusu podobni virusi in posavirusu podobni virusi (kot
sestrska klada), nato skupina rastlinskih virusov Secoviridae, Iflaviridae in gruca
Dicistroviridae in »aquatic picornavirales kot gruca najmlajsih sestrskih skupin. Skupina Shi
in sod. (2016a) je uporabila isto skupino kot »outgroup«, vendar je pri njih evolucijska
starost skupin razporejena drugace. V nizu si sledijo: Kelp fly virusu podobni virusi, Aquatic
picornavirales, Posavirusu podobni virusi, sledi niz Dicistroviridae, Iflaviridae, Noravirusu
podobni virusi in Arivirusu podobni virusi, ki tvorijo sestrske klade, in skupina
Picornaviridae kot najmlajSa skupina. Pri skupini Shi in sod. (2016a) so bile skupine
Dicistroviridae, »aquatic picornavirales«, Arivirusu podobni virusi, Kelp fly virusu podobni
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virusi in Nora virusu podobni virusi bogato zastopane pri rakih. Vendar v transkriptomih
rakov prakti¢no niso nasli iflavirusov. Pri njih je bila zastopana skoraj izklju¢no pri
zZuZelkah. Mi smo nasli 11 iflavirusov v transkriptomih rakov 1) enakonoZcev; Proasellus
sp., Bragasellus sp., 2) postranic: Talitrus sp. in Pachyschesis sp., 3) deseteronoZcih:
Pontastacus sp.in Cherax sp. ter 3) Argulus sp. (Branchiura). Iflavirusi so bili najbolj bogato
prisotni pri enakonoZcih. Vecina iflavirusov, najdenih v transkriptomih rakov, se poveZe
skupaj z »Nassonia vitripennis virusomg, izoliranim iz parazitoidne ose Nasonia vitripennis.
Nasli smo tudi genom virusa v transkriptomu Procambarus clarkii (GBEV01028478), ki je
starej$i od skupine »aquatic picornavirales«, Arivirusu podobnih virusov, Iflaviridae,
Dicistroviridae in Secoviridae. Od genomskih struktur celotnih pikornavirusov trije virusi
izstopajo glede na prisotnost novih domen, ki niso pogosto prisotne pri pikornavirusih
(Dodatek B; B.4, Slika B.41).

432114 KladaReo

Klada Reo oblikuje tri locene monofiletske skupine. V transkriptomih deseteronozcev smo
nasli genoma dveh virusov, v transkriptomih enakonoZcev dveh virusov in v transkriptomih
postranic genom enega virusa. Virus iz Eriocheir sinesis (HAAX01020223) je soroden
Callinectes sapidus reovirusu 1, ki je bil izoliran iz deseteronoZca Callinectes sapidus.
Proteinski zaporedji RdRp sta 83 % identi¢ni. Zaporedji, najdeni v transkriptomih
Echinogammarus veneris (GARO) in Proasellus racovitzai (HAFH), sta divergentni
zaporedji, ki sta se povezali s Cimodo virusom, vendar gre za raven 25 % identi¢nosti
zaporedij RdRp (privlak dolgih vej — LBA, angl. » Long Branch Attraction«) (Dodatek B; B.4,
Slika B.42).

432115 Klada Toti-Chryso

V transkriptomih in genomih rakov smo skupno na$li 12 virusov, ki spadajo v klado Toti-
Chryso. Od tega sedem pri ceponozcih (Copepoda), dva pri enakonozcih (Isopoda), dva pri
postranicah (Amphipoda) in enega pri deseteronoZcih (Decapoda). Pri ceponoZcih smo
nasli tri totiviruse v genomu Caligus rogercresseyiin stiri v transkriptomih Furytemora sp.,
Caligus sp. in Lepeophtheirus sp. Dva izmed njih - totivirus iz transkriptoma Furytemora
affinis (GBGO) in genoma Caligus rogercresseyi (LBBU01236758) - sta sorodna virusom,
izoliranim iz Zuzelk Spissistilus festinus (Hemiptera) in Leptopilina boulardi
(Hymenoptera) (Slika 4.18).
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Slika 4.18: Filogenetsko drevo virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvelje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci
(Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronoZci (Decapoda) z
vijoli¢no. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.

432116 KladaZhaovirus

Klada Zhaovirus, ki so jo definirali Shi in sod. (2016a), je v raziskavi zajemala tri viruse,
izolirane iz rakov enakonoZcev (BHTSS) in deseteronoZcev. V na$i analizi smo nasli virus
tudi v transkriptomu ceponozca (Copepoda) Lepeophtheirus salmonis (Dodatek B; B.4, Slika
B.43).

4322  Skupina Spiralia: mehkuzci (Mollusca), ploscati ¢rvi (Platyhelminthes), kolobarniki
(Annelida) in kotacniki (Rotifera)

V okviru skupine Spiralia smo pregledali 225 genomskih in transkriptomskih knjiznic.
Genome virusov smo nasli v genomih in transkriptomih skupin kolobarnikov (Annelida),
Rotifera, mehkuzcev (Mollusca) in ploscatih ¢rvov (Platyhelminthes). MehkuZzce (Mollusca)
smo oznacili z rdeco barvo, skupino ploscatih ¢rvov (Platyhelminthes) z vijoli¢no,
kolobarnike (Annelida) z zeleno barvo in kota¢nike (Rotifera) z modro barvo. Po profilu
raznolikosti RNA virusnih klad in po Stevil¢nosti virusov v transkriptomih in genomih so
izstopali mehkuzci (Mollusca). Pri tem velja poudariti da od 225 genomskih in
transkriptomskih knjiznic kar 125 (56 %) pripada mehkuZcem. Po raznolikosti in
Stevilcnosti prisotnih virusnih skupin so sledili ploscati ¢rvi, ki zajemajo 66 od 225 (29 %)
genomskih in transkriptomskih knjiznic. Pri kolobarnikih (Annelida) in kota¢nikih
(Rotifera) smo nasli samo posamezne primere. Hkrati njihove knjiZnice predstavljajo samo
5-10 % vseh genomskih in transkriptomskih knjiZnic skupine Spiralia.

43221 Klada Astro

Klada Astro vsebuje dve lo¢eni monofiletski skupini. Prvo predstavljajo klasificirani avastro
in mamastrovirusi, druga je neklasificirana in je bila prvi¢ prikazana v okviru skupine Shi in
sod. (2016a). V transkriptomih plosc¢atih ¢rvov smo nasli dva divergentna astrovirusa, in
sicer pri Bdelloura candida (GFKB01038875 + GFKB01027725) in Pomphorhynchus laevis
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(AM918867). Proteinski zaporedji RARp omenjenih astrovirusov sta 53 % identic¢ni. Glede
na nase vzorcenje sta najbolj sorodni salmovirusu, vendar sta 24-30 % identi¢ni kateremu
koli astrovirusu. Pri virusih Bdelloura candida (GFKB01038875 + GFKB01027725) in
Pomphorhynchus laevis (AM918867) nismo vedeli, ali sodita v skupino astrovirusov ali
astrovirusom soroden Kklaster virusov, kot sta kladi Luteo-Sobemo in Picorna-Calici. Zato
smo slednji skupini vkljucili v filogenetsko drevo (Dodatek B; B.5, Slika B.44).

43222 Klada Birna

Klada Birna vsebuje dve monofiletski skupini. V eni se nahajajo klasificirani birnavirusi:
Aquabirnavirus, Avibirnavirus, Entomobirnavirus in Blosnavirus. Drugo skupino je v
filogenetski analizi prva prikazala skupina Shi in sod. (2016a), gre za Tellina virusu 1
podobne viruse. V transkriptomu ploScatega ¢rva Procotyla fluviatilis (GAKZ) smo odkrili
divergenten birnavirus, ki spada v skupino Tellina virusu 1 podobnih virusov (Dodatek B;
B.5, Slika B.45).

43223 Klada Bunya-Arena

Klada Bunya-Arena vsebuje tri skupine. Prvi so Nairovirusu podobni virusi, v drugi so
skupine: Hantavirus, Orthobunyavirus, Tospovirus in Emaravirus. Tretjo predstavljajo
Phlebovirusu in Tenuivirusu podobni virusi. Odkrili smo dva virusa v transkriptomih
mehkuZcev in tri v transkriptomih plosc¢atih ¢rvov. Proteinski zaporedji RdRp iz mehkuZcev
Elysia timida (GBRM01106997) in Mytillus galloprovincialis (GAEN01011486) sta sorodni
Puumala virusu, sesalskem virusu, izoliranemu iz gozdne voluharice (Myodes glareolus).
Elysia timida (GBRMO01106997) in Mytillus galloprovincialis (GAEN01011486) sta
divergentni zaporedji, ki sta 25-30 % identic¢ni virusom skupine Bunyavirales. Virusa, ki
smo ju naSli v transkriptomih plo$c¢atih ¢érvov Procotyla fluviatilis (GAKZ01048260) in
Schmidtea polychroa (GBZN01006195), sta med seboj glede na zaporedje RdRp 56 %
identi¢na. V drevesu sta se povezala z »Wuhan spider virusom«. Proteinsko zaporedje RdRp
»Wuhan spider virusa« je 41 % identi¢no s proteinskim zaporedjem RdRp virusa Procotyla
fluviatilis (GAKZ01048260). Virus pri Trichobilharzia regenti (GDKR01011304) je soroden
z virusom »Hubei blood fluke virus 1« (HBXXC56361), izoliranim iz transkriptomov
ploscatih ¢rvov v okviru raziskave Shi in sod. (2016a) (Dodatek B; B.5, Slika B.46).

43224 Klada Flavi

Klada Flavi obsega skupine: Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus, Pestivirus, flavivirusom
podobni virusi in jingmenvirusi. Skupine Hepacivirus, Pegivirus in Pestivirus so bile
prvotno oznacene kot skupine sesalskih virusov, dokler Shi in sod. (2016b) niso dokazali
razSirjenosti skupine Hepacivirusov pri morskem psu. Skupina Jingmenvirusov oblikuje
sestrsko klado s Flavivirusi. Obe sta evolucijsko mladi (Shi in sod., 2016b), vendar so se
jingmenvirusi med diverzifikacijo zaceli segmentirati. Prvotno je bila znana njihova
razSirjenost pri sesalcih (primatih) in Zuzelkah, kot so komarji, klopi, bolhe. Skupina
flavivirusom podobnih virusov naj bi predstavljala starejSo obliko oz. prednika skupin
Flavivirusov in Jingmenvirusov. So bistveno SirSe razsirjeni kot ostale skupine Flaviviridae
(Shi in sod., 2016b). Pri skupini Spiralia smo nasli $tiri divergentne flaviviruse - tri v
knjiznicah mehkuzcev - Watasenia sp., Idiosepius sp., Elysia sp. In enega pri skupini
ploscatih ¢rvov - Procotyla fluviatilis. Virusi iz transkriptomov Procotyla fluviatilis,
Watasenia sp., Idiosepius sp. so bili uvrsceni med flaviviruse. Virus iz £lysia sp.je bil uvrscen
med flavivirusom podobne viruse (Dodatek B; B.5, Slika B.47).

43225 Klada Hepe-Virga

Klado Hepe-Virga pri skupini Spiralia smo predstavili na treh locenih filogenetskih drevesih.
Prvo je vkljucevalo skupino Hepeviridae. Skupina oblikuje dve podskupini. Prva predstavlja
klasificirane hepeviruse, kot sta ortohepevirus in piscihepevirus, drugo podskupino so
odkrili Shi in sod. (2016a) in predstavlja Hepevirusom podobne viruse. Hepevirusi so bili
do pred kratkim znani le pri vretencarjih - ribah in sesalcih. Shi in sod. (2016a) so nasli
novo podskupino hepevirusom podobnih virusov, ki so pogosti pri rakih, redki pa pri
zuZelkah in mehkuZcih. V transkriptomu Elliptio complananta (GAHW01000160) smo
odkrili divergenten hepevirus, ki je glede na zaporedje RdRp 28-30 % identicen z ostalimi
virusi skupine Hepeviridae. Drugo filogenetsko drevo je vkljucevalo skupino negevirusov.
Po filogenetski analizi negevirusov smo opazili, da vsebujejo Stiri skupine: 1) Negev virusu
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podobni virusi, 2) Tanay virusu podobni virusi, 3) Bofa virusu podobni virusi in 4) »Muthill
virusu podobni« virusi. V transkriptomih organizmov skupine Spiralia smo nasli pet
negevirusov - tri v transkriptomih mehkuZcev Elysia sp. in dva v transkriptomih plo$c¢atih
Crvov Schmidtea mediterranea in Fasciola hepatica. Virusi iz Elysia sp. in Schmidtea
mediterranea so oblikovali loceno skupino virusov. Med seboj so samo 30 % identicni,
ravno tako tudi z ostalimi negevirusi. Glavna kataliticna domena RdRp v motivu C ima
zaporedje AGDD ali GGDD, v primeru virusa, najdenega v transkriptomu Schmidtea
mediterranea, pa ima LGDD. Virus iz Fasciola hepatica (GEVX) spada v podskupino Negev
virusu podobnih virusov. Tretje filogenetsko drevo obsega skupine Togaviridae,
Virgaviridae in Negevirus. Virus iz Elysia timida (GBRM01100701) je divergenten virus, ki
je bil uvrs¢en med togaviruse in je 27 % identicen z ostalimi trenutno znanimi virusi klade
Hepe-Virga (Dodatek B; B.5, Slika B.49, Slika B.51 in Slika B.57).

43226 Klada Luteo-Sobemo

Klada Luteo-Sobemo obsega tri skupine: 1) Carascovirusu podobni virusi, 2) Wenzhou
sobemo-like virus 3 (mosZ]35256) podobni virusi in 3) La Tardorie virusu podobni virusi.
V transkriptomu sipe Fuprymna scolopes smo nasli divergenten luteovirus, ki spada med
Carascovirusu podobne viruse (Dodatek B; B.5, Slika B.48).

43227 Klada Narna-Levi

Klada Narna-Levi obsega dve virusni skupini: Narnaviridae in Leviviridae. Skupina
Narnaviridae vsebuje tri monofiletske skupine: Narnavirus, Mitovirus, Ourmiavirusu
podobni virusi. V genomih in transkriptomih skupine Spiralia nismo nasli virusov, ki bi bili
iz skupine Leviviridae. Zato smo se pri kladi Narna-Levi pri skupini Spiralia osredotocili na
skupino Narnaviridae. Odkrili smo tri genome virusov, ki spadajo v druZino Narnaviridae -
enega v transkriptomu kotac¢nika Rotaria tardigrada (GDRK01026552), drugega v
transkriptomu kolobarnika Enchytraeus crypticus (GALF01016517) in enega v
transkriptomu Skoljke Alasmidonta varicosa (HP641214). Virus iz Rotaria tardigrada
(GDRK01026552) spada med mitovirusom podobne viruse. Soroden je s »Hubei narna-like
virus 22« (SZmix20730). Z njim je glede na zaporedje RdRp 39 % identicen. Virus iz
Enchytraeus crypticus (GALF01016517) je soroden »Alternaria arborescens mitovirusu 1,
glivnemu virusu, izoliranemu iz rastlinske patogene glive Alternaria arborescens.
Proteinsko zaporedje RdRp virusa iz Alasmidonta varicosa (HP641214) je 66 % identic¢no
zaporedju »Hubei narna-like virusa 2« (WHBL67117) (Dodatek B; B.5, Slika B.50).

43228 Klada Tombus-Noda

V okviru klade Tombus-Noda smo naredili dve loceni filogenetski drevesi — eno za druzino
Nodaviridae in eno za druZino Tombusviridae. Druzina Nodaviridae oblikuje pet lo¢enih
podskupin: 1) »Beihai noda-like virus 20« (BHZY60039) podobni virusi, 2)
Betanodavirusom podobni virusi, 3) »Hubei noda-like virusu 2« (WHBL70552) podobni
virusi in 4) »Le Blanc« in »Santeuil« nodavirusu podobni virusi, ki oblikujejo Se dve gruci. V
transkriptomih skupine Spiralia smo odkrili dva nodavirusa, in sicer v transkriptomu
ploscatega ¢rva Opistorchis felineus (GBJA01011878) in kotacnika Rotaria magnacalcarata
(GDRE01024231). Virus iz Opistorchis felineus (GBJA01011878) je soroden »Pariacoto
virusu, ki je razSirjen med ZuZelkami. Proteinski zaporedji njunih RdRp sta 35 % identi¢ni.
Zaporedje virusa je 26-39 % identi¢no z ostalimi trenutno znanimi nodavirusi. Virus iz
Rotaria magnacalcarata (GDRE01024231) spada v skupino »Le Blanc« in »Santeouil
nodavirusu« podobnih virusov, vendar je tvoril loceno podskupino z »Beihai noda-like virus
5« (BHZC36307). Proteinski zaporedji RdRp virusov Rotaria magnacalcarata
(GDRE01024231) in »Beihai noda-like virus 5« (BHZC36307) sta 34 % identi¢ni. Skupina
Tombusviridae tvori dve loceni podskupini. Prvo predstavljajo novo pridobljena virusna
zaporedja v okviru raziskave Shi in sod. (2016a). Drugo podskupino predstavljajo
klasificirani tombusvirusi: Tombusvirus, Umbravirus, Gallantivirus, Macanavirus, Zeavirus,
Aureusvirus, Alphanecrovirus, Betanecrovirus, Machlomovirus, Avenavirus, Dianthovirus,
Panicovirus, Alphacarmovirus. Odkrili smo tombusvirusa v transkriptomu kolobarnika
Ophryotrocha diadema (GENQ01001917) in v tranksriptomu mehkuzca Elysia cornigera
(GBRW01030946). Virus Elysia cornigera (GBRW01030946) je soroden virusu »Beihai
tombus-like virus 7« (BHWZXX15571) in »Hubei tombus-like virus 31« (WHBL72828). Oba
tombusvirusa se grupirata skupaj s Kklasificiranimi virusi skupine Tombusviridae
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(Tombusvirus, Umbravirus, Gallantivirus, Macanavirus idr.) (Dodatek B; B.5, Slika B.52 in
Slika B.55).

43229 Klada Mono-Chu

Klada Mono-Chu zajema tri skupine: Rhabdoviridae, Nyamiviridae in Chuviruse. V genomih
in transkriptomih ploS$catih ¢rvov smo nasli Sest genomov virusov. Virus iz Microphallus sp.
(GFFK01014037) spada v skupino Rhabdoviridae. Poveze se skupaj z virusom stekline,
Wongabel virusom (izolirani iz komarja Culicoides austropalpalis) in Vesicular stomatitis
Indiana virusom (izoliranim iz goveda). PoveZe se torej skupaj z virusi, ki so razsirjeni pri
sesalcih in komarjih - znanih vektorjih sesalskih virusov. Proteinsko zaporedje RdRp virusa
iz Microphallus sp. (GFFK01014037) je z virusom stekline samo 37 % identi¢no. V
transkriptomu organizma Macrostomum lignano (GEXL01007702) smo odkrili genom
virusa, ki se poveZe skupaj z »Beihai rhabdo-like virusom 3« (BHNXC39077). Proteinski
zaporedji njunih RdRp sta 43 % identi¢ni. V genomu Macrostomum Ilignano
(LFJF01046054) smo odkrili zaporedje, ki je 85 % identi¢no zaporedju Macrostomum
lignano (GEXL01007702). Ploscati ¢rv Macrostomum lignano je zato dejanski gostitelj
virusa. Virus iz Macrostomum lignano (GEXL01007702) in »Beihai rhabdo-like virus 3«
(BHNXC39077) sta se povezala tudi skupaj z virusom, ki smo ga odkrili v transkriptomu
Girardia dorotocephala (GEIG01038096). Proteinsko zaporedje RdRp virusa Girardia
dorotocephala (GEIG01038096) je 37 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp Beihai
rhabdo-like virusa 3 (BHNXC39077) in 34 % identitno proteinskemu zaporedju RdRp
virusa Macrostomum lignano (LFJF01046054). Omenjena skupina virusov spada v skupino
Nyamiviridae. Nyamivirusi so bili prvotno skupina virusov, razsirjena izklju¢no med
ZuZelkami. Pokazali smo, da so Nyamivirusi bogato razsirjeni tudi med plo$c¢atimi ¢rvi, pri
Ccemer jih tudi dejansko okuZujejo. Pokazali smo namre¢, da nyamivirusom podobna
skupina virusov, ki se je razSirila tudi med vodnimi nevretencarji, aktivno okuZuje
Macrostomum lignano. Pri nyamivirusih so namrec oblikovane tri sestrske podskupine -
virusi, ki so razsirjeni pri ZuZelkah, virusi, ki so raz8irjeni pri mehkuZcih in ploScatih ¢rvih
(vodnih nevretencarjih), in virusi, ki so razsirjeni pri glistah in plo$¢atih ¢rvih (»Soybean
cyst nematode socyvirus« in »Wenzhou tapeworm virus 1« (SGJSC14943)). V
transkriptomu organizmov Fasciola hepatica (GEVX) in Schistocephalus solidus (GEEE)
smo odkrili tudi dva chuvirusa, ki se poveZeta skupaj s »Shayang fly virusom 1«, »Bole tick
virusom 3«, »Lonestar tick chuvirusom 1«, »Wuchan mosquito virusom 8« in »Wuchang
cockroach virusom 3«. Ti virusi so razSirjeni pri ZuZelkah; klopih, komarjih in $c¢urkih.
Proteinski zaporedji njunih RdRp sta med seboj 37 % identi¢ni, z ostalimi chuvirusi pa sta
identi¢ni od 25-30 %. V transkriptomu mehkuZca Elysia cornigera (GBRW01045544) smo
odkrili genom virusa, ki se poveZe skupaj z Microphallus sp. (GFFK01014037). Proteinsko
zaporedje njegove RdRp je 45-50 % identi¢no z virusom stekline. Hkrati je proteinsko
zaporedje RARp 47 % identi¢no s proteinskim zaporedjem RdRp virusa iz genoma
Colubraria reticulata (CVMW01048798) - organizma, ki je dejanski gostitelj za omenjeni
virus (CVMWO01048798). V transkriptomu mehkuzca Elysia cornigera (GBRM01100444)
smo odkrili nyamivirus, ki Kklastrira skupaj z virusom Girardia dorotocephala
(GEIG01038096), Macrostomum lignano (GEXL01007702), Macrostomum lignano
(LFJF01046054) in Beihai rhabdo-like virusom 3 (BHNXC39077) - klastrom nyamivirusov,
razSirjenih med mehkuzci in plo$catimi ¢rvi. Poleg omenjenih virusov smo nasli divergenten
virus v transkriptomu mehkuZca Aplysia californica, ki se je v drevesu povezal z virusom
»Caledonia dog whelk rhabdo-like virusom 1«. Omenjen virus je bil v raziskavi Waldron in
sod. (2017) izoliran iz Skrlatnega voleka (angl. »dog whelk«), kot pove Ze samo ime virusa.
Proteinski zaporedji RdRp sta med seboj samo 23-30 % identi¢ni, okrog 25 % pa sta
identi¢ni z ostalimi predstavniki skupine Mononegavirales. Pokazali smo, da sta virusa
Caledonia dog whelk rhabdo-like virus 1 in virus, odkrit v transkriptomu organizma Aplysia
californica, verjetno starejSa predstavnika skupine Mononegavirales. Hkrati smo pokazali,
da so mehkuzci, kot je Colubraria retuculata, dejanski gostitelji rhabdovirusov, medtem ko
so ploscati Crvi, kot je Macrostomum lignano, dejanski gostitelji virusov skupine
Nyamiviridae (Slika 4.19).
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Slika 4.19: Filogenetsko drevo virusov klade Mono-Chu, ki smo jih odkrili v genomih in
transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). MehkuZci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploScati ¢rvi
(Platyhelminthes) z vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z
modro barvo. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico. Virusi, odkriti v referenci
Waldron in sod. (2017), so oznaceni s krogcem.

432210 KladaOrthomyxo

Klada Orthomyxo tvori tri loCene skupine: 1) klaster »virusov gripe« in »thogotovirusov,
2) klaster »quaranjavirusov« in 3) novo skupino virusov, ki je bila odkrita v raziskavi Shi in
sod. (2016a). V genomu morskega polza Colubraria reticulata smo odkrili delni genom
virusa, poveZze se skupaj z virusi gripe in »thogotovirusi« (Dodatek B; B.5, Slika B.53).

432211  KladaPartiti-Picobirna

Klada Parititi-Picobirna obsega druZini Partitiviridae in Picobirnaviridae. V knjiZnicah
skupine Spiralia smo nasli genome osmih virusov, ki spadajo v klado Partiti-Picobirna.
Sedem od teh smo odkrili v transkriptomih mehkuZcev (Mollusca) in enega v genomu
ploscatega ¢rva Macrostomum lignano (LFJF01002397). Proteinsko zaporedje RdRp virusa
Macrostomum lignano (LFJF01002397) se poveze skupaj z deltapartitivirusi. Proteinsko
zaporedje RdRp je okrog 30 % identi¢no deltapartitivirusom. V transkriptomih mehkuZcev
smo nasli viruse, ki spadajo med partitiviruse, in tudi nove picobirnaviruse. Virus iz Elysia
timida (GBRM01095329) je divergenten partitivirus, ki je glede na proteinsko zaporedje
RdRp 25-30 % identi¢en z ostalimi trenutno znanimi partitivirusi. Virus iz Haliotis
tuberculata (GEAU01245031) se je v filogenetski analizi povezal s »Cryptosporidium
parvum virus 1« v skupino cryspovirusov. »Cryptosporidium parvum virus 1« je bil izoliran
iz alveolata Cryptosporidium parvum, ki sodi med najstarejSe skupine evkariontov. Njuni
proteinski zaporedji RdRp sta 38 % identicni. Trije virusi, izolirani iz transkriptoma Elysia
sp., tvorijo lastno skupino z virusom Porites astreoides (GEHP01449975), vendar
predstavljajo sestrski klaster virusom »Hubei partiti-like virus 55« (§Zmix21556), »Hubei
partiti-like virus 54« (SZmix20834) in »Hubei partiti-like virus 53« (SZmix20674). Skupini
sta si med seboj 30 % identi¢ni. Dva virusa iz Elysia sp. spadata v skupino Picobirnaviridae.
Druzina tvori dve podskupini. Prvo predstavljajo vretencarske pikobirnaviruse - »Feline
picobirnavirus«, »Human picobirnavirus, »Human picobirnavirus« idr. Drugo
predstavljajo »Diatom colony-associated dsSRNA virusu 1« podobni virusi in nevretencarski
virusi skupine Picobirnaviridae, ki so jih opisali Shi in sod. (2016a). Oba virusa iz Elysia
cornigera (GBRW01165272) in (GBRW01101679) spadata v skupino nevretencarskih
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virusov v druzini Picobirnaviridae. Skupina Shi in sod. (2016) ni odkrila vretencarskim
picobirnavirusom podobnih virusov, ki bi bili razsirjeni pri nevretencarjih. Nasli pa so novo
skupino vretencarskim pikobirnavirusom podobnih virusov, ki so precej pogosti pri rakih
in mehkuZcih, ne najdemo pa jih pri kopenskih nevretencarjih (Slika 4.20).
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Slika 4.20: Filogenetsko drevo virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih odkrili v genomih
in transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati ¢rvi
(Platyhelminthes) z vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotac¢niki (Rotifera) z
modro barvo. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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432212  KladaPicorna-Calici

V transkriptomih skupine Spiralia smo odkrili 26 virusov, ki spadajo v klado Picorna-Calici.
Devet genomov pikornavirusov smo odkrili pri ploScatih ¢rvih, 17 mehkuzcih. Med genomi
pikornavirusov pri ploscatih ¢rvih dva spadata v skupino Dicistroviridae, eden v skupino
Kelp fly virusu podobnih virusov, preostalih Sest pa v skupino arivirusu podobnih virusov.
Med arivirusom podobne viruse spadajo samo virusi, ki smo jih odkrili pri plos¢atih ¢rvih
(Dugesia sp., Schmidtea sp., in Phagocata sp.). Skupina Sestih virusov je 40 % identi¢na z
Arivirusom 2, med seboj so od 30 % do 50 % identi¢ni. Proteinskemu zaporedju Dugesia
japonica (1AAB01076287) je =zaporedje RdRp virusa Schmidtea mediterranea
(GBGQ0O1007904) 51 % identicno, zaporedje RdRp virusa Dugesia japonica
(IAAB01071143) 52 % identi¢no, zaporedje RdRp virusa Phagocata morgani
(GEKK01093551) 48 % identitno, zaporedje RdRp virusa Phagocata morgani
(GEKK01024656) 45 % identicno in proteinsko zaporedje RdRp Dugesia japoica
(GFJY01077841) 30 % identi¢no. Med dicistrovirusi pri skupini Spiralia je virus iz Bdelloura
candidasoroden z »Burke-Gilman virusomg, virus iz plo$c¢atega ¢rva Procotyla fluviatilis pa
je soroden »Wenzhou shrimp virusu 4« (WZRBX43306). Virus iz transkriptoma Moniezia
expansaje soroden »Fesavirusu 3«. V okviru filogenetske raziskave smo dosedanje podatke
o raznolikosti pikornavirusov pri skupini Spiralia bistveno obogatili s podatki o raznolikosti
pikornavirusov pri ploscatih ¢rvih. Nasli smo Stevilne pikornaviruse pri skupini ploscatih
¢rvov. Vedina se jih je uvrstila med Arivirusom podobne viruse. Med 17 virusi, najdenimi v
transkriptomih mehkuZcev, se jih je sedem uvrstilo med »aquatic picornavirales«, Sest med
dicistroviruse, eden med iflaviruse, eden med posavirusom podobne viruse in dva med Kelp
fly virusu podobne viruse (Slika 4.21).
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AQUATIC PICORNAVIRALES

DICISTROVIRIDAE

ARIVIRUS - RELATED

IFLAVIRIDAE

NORA VIRUS - RELATED

POSAVIRUS - RELATED

KELP FLY VIRUS - RELATED

Haliotis tuberculata (GEAUO1230640)

Slika 4.21: Filogenetsko drevo virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli v transkriptomih
skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum
likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015). MehkuzZci (Mollusca) so oznaceni
z rdeco, ploScati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijolicno, kolobarniki (Annelida) z zeleno in

kotacniki (Rotifera) z modro barvo.

432213 KladaQinvirus

Skupina Shi in sod. (2016a) je odkrila klado Qinvirus pri rakih, ZuZzelkah, glistah in
mehkuzcih. V okviru nase filogenetske analize smo nasli dva divergentna Qinvirusa v
genomih ploscatih ¢rvov Macrostomum lignanoin Echinostoma caproni. Tako smo dokazali,
da so ginvirusi razsirjeni tudi pri ploScatih ¢rvih oz. ez celotno skupino Spiralia (Dodatek

B; B.5, Slika B.54).
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432214 KladaToti-Chryso

Klada Toti-Chryso obsega dve skupini. V prvo spadajo Totivirus, Trichomonasvirus,
Victorivirus in Leishmaniavirus, v drugo sodijo Giardiavirusu podobni virusi. V drugo
skupino spadata dva totivirusa, ki smo ju odkrili pri ploscatih ¢rvih Schmidtea mediterranea
in Phagocata morgani. Virusa sta sorodna »Wenzhou toti-like virusu 2« (beimix73231) iz
mehkuZcev v okviru raziskave (Shi in sod., 2016a). Proteinski zaporedji njunih RdRp sta 43
% identi¢ni. Zaporedje RdRp virusa iz Schmidtea mediterranea je 28 % identi¢no s
proteinskim zaporedjem RdRp »Wenzhou toti-like virusa 2« (beimix73231) (Dodatek B;
B.5, Slika B.56).

4323  NajstarejSe skupine Zivali: ozigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora)

NajstarejSe skupine Zivali zajemajo poleg organizmov Placozoa oZigalkarje (Cnidaria),
spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora). Glede na ostale skupine nevretencarjev
(kozekrilci, metulji, raki, skupina Spiralia) so poleg najstarejSih skupin zZuzelk (prazuzelk)
ena najslabse raziskanih skupin v genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah. V
podatkovnih bazah obstaja 88 genomskih in transkriptomskih knjiznic za najstarejSe
skupine Zzivali, 74 (84 %) jih pripada ozigalkarjem (Cnidaria). Tukaj moramo upostevati
tudi dejstvo, da niso vse transkriptomske knjiznice enako bogate z virusnimi zaporedij. V
okviru nase filogenetske analize smo ozigalkarje (Cnidaria) oznacili z redeco barvo, spuzve
(Porifera) z zeleno in rebrace (Ctenophora) z modro barvo.

43231 Klada Bunya-Arena

Klada Bunya obsega tri loc¢ene skupine: 1)Hantavirus, Emaravirus, Tospovirus in
Orthobunyavirus, 2) Tenuvirusu in Phlebovirusu podobni virusi in 3) Nairovirusu podobni
virusi. Prvo skupino (Hantavirus, Emaravirus, Tospovirus in Orthobunyavirus) predstavlja
skupina rastlinskih in sesalskih virusov. Znotraj skupine so si zaporedja med seboj podobna
(pri sesalskih virusih 60-80 %), skupine Hantavirus, Emaravirus, Tospovirus in
Orthobunyavirus pa so si med seboj podobne le med 25-30 %. Druga skupina, ki obsega
Tenuivirusu in Phlebovirusu podobne viruse, je SirSe razSirjena med ¢lenonoZci (klopi,
komariji), rastlinami (riz) in sesalci (Clovekom). Tretja skupina (Nairovirusu podobni
virusi) je razSirjena pri nevretencarjih - klopih, mehkuzcih, pajkovcih, kolobarnikih in
strunarjih (Chordata). V transkriptomu rebrace Mnemiopsis leidyi (GFAT) smo odkrili
virus, ki smo ga sestavili iz Stevilnih manjsih zaporedij (GFAT01115010 + GFAT01138919
+ GFAT01007784 + GFAT01017202 + GFAT01031184 + GFAT01090215 +
GFATO01127526). V filogenetskem drevesu je ta virus oznacen z modrim pravokotnikom.
Virus spada v skupino Phlebovirusu in Tenuivirusu podobnih virusov. Zaporedje virusa s
kataliticno domeno TNDD je 30-35 % identicno s trenutno znanimi virusi skupine
Bunyavirales. V drevesu se je povezalo skupaj s »Hubei blood fluke virusom 1«
(HBXXC56361) (Shi in sod., 2016a) iz transkriptoma ploscatih ¢rvov in »Beihai bunya-like
virusom 2« (BHZC35426) iz transkriptoma mehkuZcev (Mollusca) (Shi in sod., 2016a). V
transkriptomu ozigalkarja Rhopilema esculentum smo nasli nukleotidno zaporedje virusa
(GEMS01099264), ki je glede na proteinsko zaporedje RdRp ranga 30 % identi¢nosti (pri
slabi E-vrednosti) z ostalimi trenutno znanimi virusi skupine Bunyavirales (Dodatek B; B.6,
Slika B.58).

43232 Klada Bira

Klada Birna obsega dve loceni skupini. V prvi so Drosophila melanogasterbirnavirusi, ki so
razsirjeni pri Zuzelkah, pajkovcih (Panonychus ulmi) in mehkuZzcih ( Tellina tenuis).V drugo
skupino spadajo klasificirani birnavirusi, Aquabirnavirus, Avibirnavirus, Entomobirnavirus
in Blosnavirus, ki so razsirjeni predvsem pri vretencarjih, razen entomobirnavirusa, ki je
razSirjen pri ZuZzelkah. V transkriptomu ozigalkarja Hydra magnipapillata smo naSli
birnavirus, ki spada med nevretencarske birnaviruse (Slika 4.22).
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Slika 4.22: Filogenetsko drevo klade Birna. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Ozigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) z modro barvo.

43233 Klada Hepe-Virga

Pri kladi Hepe-Virga smo nasli samo viruse, ki spadajo v virusno druZino Hepeviridae in red
Tymovirales, zato smo izrisali loCeni filogenetski drevesi za skupini Hepeviridae in
Tymovirales. Pri druzini Hepeviridae se jasno loc¢ita dve skupini. Prvo predstavljajo
Hepevirusu podobni virusi, ki so jih odkrili Shi in sod. (2016a) in so razsirjeni predvsem pri
rakih in mehkuZcih. Drugo predstavljajo klasificirani hepevirusi, ki so razsirjeni predvsem
pri vretencarjih (ribe in sesalci). V filogenetski analizi hepevirusov pri najstarejsih zivalih
smo pokazali, da so hepevirusi razsirjeni tudi pri najstarejSih skupinah Zivali. Ze Waldron
in sod. (2017) so pokazali prisotnost virusne skupine Hepeviridae oz. Hepevirusom
podobnih virusov pri spuzvi Halichondria panicea. V transkriptomih ozigalkarjev
Craterolophus convolvulus in Corynactis australis smo nasli virusa, ki spadata v skupino
hepevirusom podobnih virusov, razSirjenih pri rakih in mehkuZcih. V transkriptomu
ozigalkarja Anthopleura elegatissima smo nasli virus, soroden sesalskemu »Bastrovirus-
like virus«. V transkriptomih spuzev smo nasli dva hepevirusa, eden se je uvrstil v skupino
hepevirusom podobnih virusov, drugi iz transkriptoma Leucosolenia sp. spada v skupino
klasificiranih hepevirusov in je soroden »Wenzhou hepe-like virusu 2« (WZFSL85851) iz
transkriptoma mehkuZcev (Shi in sod., 2016a). Red Tymvirales obsega rastlinske in nekaj
glivnih virusov. V transkriptomu spuzve Porites asteroides smo nasli »Garlic virusu A«
soroden viruse. »Garlic virus A« je bil izoliran iz ¢esna (A/lium sativum). Njuni RdRp sta 44
% identi¢ni (Dodatek B; B.6, Slika B.59 in Slika B.70).

43234 Klada Luteo-Sobemo

Klada Luteo-Sobemo obsega dve loCeni skupini. Obe skupini sta razSirjeni pri Zuzelkah
(dvokrilci, kozekrilci, komarji) in mehkuzcih. V okviru naSe filogenetske analize smo
pokazali, da je klada prisotna tudi pri ozigalkarjih in spuzvah. V transkriptomih Aurelia
auritain Nematostela sp. smo nasli isti virus, katerega proteinsko zaporedje RdRp je 33 %
identi¢no »Humaita-Tubiacanga virusu«. Virusa »Caledonia beadlet anemone sobemo-like
virus 1« in »Barns Ness breadcrumb sponge sobemo-like virus 2« sta se umestila v klaster
skupaj s »Carascovirusom« (Dodatek B; B.6, Slika B.60).

43235 Klada Narna-Levi

Klada Narna-Levi obsega dve loCeni virusni druZini - Narnaviridae in Leviviridae.
Filogenetski drevesi smo naredili za vsako virusno druzino posebej. Druzina Narnaviridae
je razdeljena na tri skupine (rodove) - Narnavirus, Mitovirus in »Ourmiavirusu podobni
virusi«. V okviru filogenetske analize smo dokazali razSirjenost skupine Narnaviridae tudi
pri najstarejsih skupinah Zivali. V transkriptomih ozigalkarjev smo odkrili sedem virusov,
med njimi Hydractinia symbiolongicarpus (GCHW01014342+GCHW01012278),
Calvadosia cruximelitensis (HAHC01099958), Lucernaria quadricornis (HAHD01054073)
in Myxobolus cerebralis (GBKL01052498). Waldron in sod. (2017) so pri spuzvi
Halichondria panicea odkrili nove viruse, ki so jih poimenovali »Barns Ness breadcrumb
sponge narna-like virus« (Waldron in sod., 2017). V filogenetskem drevesu smo izpostavili
pet virusov; »Barns Ness breadcrumb sponge narna-like virusi« 2, 3, 5, 8 in 7. Gre za
divergentna zaporedja, ki so v rangu nekje od 30-40% identi¢ni ostalim znanim virusom
druzine Narnaviridae. Druzina Leviviridae kot skupina RNA bakteriofagov naj bi
predstavljala evolucijskemu predniku skupine Narnavivirdae podobno skupino. So najbliz;ji
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sorodniki druZine Narnaviridae. Shi in sod. (2016a) so dokazali njihovo bogato razsirjenost
tudi pri rakih in mehkuZcih. Vendar so levivirusi bakterijskega izvora. Nasli so bakterijske
viruse iz mikrobioma nevretencarjev. V transkriptomu korale Porites australiensis smo
nasli levivirus, ki je glede na proteinsko zaporedje RdRp 53 % identicen virusu iz
transkriptoma pajkovca - »Beihai levi-like virus 30« (HOU142311) (Dodatek B; B.6, Slika
B.61in B.74).

43236 Klada Tombus-Noda

Pri kladi Tombus-Noda smo naredili filogenetska devesa za druZini Nodaviridae in
Tombusviridae. DruZina Nodaviridae vsebuje tri lo¢ene skupine. Prva predstavlja
Nodamura virusu sorodne viruse. Gre za skupino virusov, ki so razsirjeni predvsem pri
zuZelkah. Drugo skupino predstavljajo virusi, ki so razsirjeni pri Zuzelkah ribah. Tretja
skupina »Le Blanc nodavirusu« podobnih virusov naj bi bila razsirjena pri glistah
(Nematoda). Druzina Nodaviridae naj bi bila razsirjena predvsem pri Zuzelkah, glistah in
ribah. Shi in sod. (2016a) so dokazali bogato razsirjenost skupine pri vodnih nevretencarjih
- rakih in mehkuZzcih. V okviru nase raziskave smo dokazali, da so nodavirusi prisotni tudi
pri najstarejsih skupinah Zivali. V transkriptomu spuzve Oscarella sp. smo nasli divergenten
nodavirus, ki se je povezal skupaj z »Nodamura virusom, »Newington virusom« in »Flock
house virusom«. Druzina Tombusviridae se lo¢i na dve skupini. Prva obsega »Diaphorina
citri associated C virusu« podobne viruse. Diaphorina citri associated C virus je segmentiran
virus, ki je bil izoliran iz ZuZelke Diaphorina citri (angl. »Asian citrus psyllid«). V drugo
spadajo Klasificirani rastlinski tombusvirusi (Tombusvirus, Zeavirus, Machlomovirus,
Panicovirus idr.). Shi in sod. (2016a) so pokazali, da so tombusvirusi razsirjeni ne samo pri
ZuZelkah, temvec tudi pri glistah, pajkovcih, najbolj bogato pa pri vodnih nevretencarjih -
rakih in mehkuzcih. Waldron in sod. (2017) so pokazali, da so tombusvirusi razsirjeni tudi
pri spuzvi Halichondria paniceain so jih poimenovali kot »Barns Ness breadcrumb sponge
tombus-like virus 1-3«. Omenjene viruse smo vkljucili v filogenetsko analizo in analizo
strukture njihovega genoma. V transkriptomih ozigalkarjev Porites astreoides in
Craterolophus convolvulus (HAGZ01003353) smo odkrili divergentna tombusvirusa
(Dodatek B; B.6, Slika B.62 in Slika B.72).

43237 Klada Ophio

Klada Ophioviridae obsega dve loceni skupini. V prvi so zajeti rastlinski ophiovirusi. Drugo
skupino predstavljajo glivni virusi. Za filogenetsko analizo smo vzeli proteinsko zaporedje
RdRp virusov, izoliranih iz gliv Fusarium poae in Rhizoctonia solani, znanih rastlinskih
patogenih gliv. Tako kot pri skupini Partitiviridae naj bi pri evoluciji skupine Ophioviridae
horizontalni prenos virusov med gostitelji igral pomembno vlogo. V genomu ozigalkarja
Sphaeromyxa zaharoni (LDMZ01009652) smo nasli endogeniziran ophiovirus. Ker je bilo
zaporedje najdeno v genomu organizma, pomeni, da je Sphaeromyxa zaharoni dejanski
gostitelj omenjenega virusa. Dokazali smo torej, da so gostitelji ophiovirusov, ne samo glive
in rastline, temvec tudi najstarejsSe skupine zivali. Proteinsko zaporedje RdRp virusa je le 25
% identi¢no z ostalimi ophiovirusi. Glede na novo sliko razsirjenosti druZine Ophioviridae
in njeni homologiji s klado Mononegavirales lahko sklepamo o njunem skupnem predniku
(Dodatek B; B.6, Slika B.63).

43238 Klada Mono-Chu

Glede na nasa sklepanja in rezultate Shi in sod. (2016a) o skupnem izvoru klad Mono-Chu
Ophio in Yuevirus smo v filogenetsko analizo klade Mono-Chu pri najstarejsih skupinah
zivali vkljudili tudi skupini Ophioviridae in Yuevirus. Drevo smo koreninili pri kladi
Yuevirus - najstarejsi skupini. Opazimo tri loene skupine z monofiletskim izvorom. Klada
Mono-Chu oblikuje tri skupine. V okviru klade Mono-Chu smo v transkriptomih oZigalkarja
Hydra sp. nasli tri genome virusov. Eden izmed njih (najden v dveh razli¢nih vrstah Hydra
vulgarisin Hydra magnapapillata) je rhabdovirus. Virus, iz transkriptoma Hydra vulgaris -
(GEVZ01001862) predstavlja enega izmed najstarejSih predstavnikov skupine Mono-Chu.
Proteinsko zaporedje njegove RdRp je 23-26 % identi¢no z ostalimi predstavniki klade
Mono-Chu. Gre za najdaljsi doslej odkrit mononegavirus (Rhabdovirus). Poleg omenjenega
smo nasli tudi divergenten genom nyamivirusa, integriran v genom Sphaeromyxa zaharoni,
kar pomeni preteklo aktivno okuzbo organizma z nyamivirusom (Slika 4.23).



138 Poglavje 4. Rezultati

Farmington virus (YP_009091823)
Tydra vulgaris (GEVZ01000015)

Ilydra magnipapillaia (GAOL01026175)
WGML146453

Maize fine sireak virus (YP_052849)

Lettuce big-vein associated virus (BAC16226)
Shayang flv virus 3 (AJG39131) / Y
Lettuce neerotic yellows virus (Q4W382) RHABDOVIRIDAE
Rabics virus (PLL213)

Mucmiopsis leidyi (GFATO1037671)
Formica pratensis (L1147848)

Vesicular stomatitis Indiana virus (NC_001560)
senilla moldrzyki (GACY01016602)
Wongabel virus (\'P_uuzssgzwn MONONEGAVIRALES
Sphaeromyxa zaharoni (LDMZ01041079) ¢
SGISC14943

Soybean cyst nematode socyvirus (YP_009052467)

93

virus (NC_012703) NYAMIVIRIDAE
us spermotrophus (GCPBOLO04670)

Orinocn virus (ANQ45640)

Eogystia hippophaecolus (GFBII01069846)
Formica exsecta (1,H934839)

Monomorium pharaonis (LABS7503)

5T
= Shayang fly virus 1 (YP_009300663)
T Bole tick virus 3 (NC_028259)
B0 Lonestar tick chuviras 1 (YP_009254000) CHUVIRUS
5 Wuhan mosquito virus 8 (YP_00917771%)
98 ‘Wuchang cockroach virus 3 (AJG3%067)
Tydra vulgaris (GEVZ01001862)
Fusarium peac negative-stranded virus 1 (YP_009272911)
o mosWSCI109667
3 Rhizoctonia solani negative-stranded virus 2 (ALDS9L30)
99 [~ Rhizoctonin solani negative-stranded virus 1 (ALD8%129) O P H lOVI Rl DA E
BRhizoctonia solani negative-stranded virus 3 (ALDSYI11)
SCIXSXI904E YUEVIRUS

100 SHWC0209c1 1789

Slika 4.23: Filogenetsko drevo virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Endogenizirani virusi
so oznaceni z zvezdico.

43239 Klada Orthomyxo

Klada Orthomyxo pri najstarejsi skupini Zivali tvori tri skupine. Prva obsega [SA virus, viruse
gripe in togotoviruse. Z izjemo »Sinu virusa, ki je bil izoliran iz komarja, in »Infectious
salmon anemia virusa, ki je bil izoliran iz ribe (atlantskega lososa), gre za skupino sesalskih
virusov. Druga skupina obsega quaranjaviruse (Li in sod. 2015). Tretja skupina zajema
orthomyxoviruse vodnih nevretencarjev (Shi in sod. 2016a). Nasli smo dva zelo
divergentna orthomyxovirusa - enega v transkriptomu rebrace Mnemiopsis leidyi
(GFAT01014782) in drugega v transkriptomu ozigalkarja Hydra wvulgaris
(HAAC01043982). Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdenega v transkriptomu
Mnemiopsis leidyi, je 26 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp »Barns Ness dog whelk
orthomyxo-like virus 1«, ki ga prikaZe kot edini zadetek ob iskanju homolognih zaporedij z
orodjem blastp. Proteinsko zaporedje virusa RdRp virusa, najdenega v transkriptomu
Hydra vulgaris, je samo 24 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp »Hubei orthomyxo-
like virus 5« (WHBL85127) (Dodatek B; B.6, Slika B.64).

432310 Klada Partiti-Picobirna

Klada Partiti-Picobirna obsega dve lo¢eni RNA virusni druzini - Partitiviridae in
Picobirnaviridae. V transkriptomih najstarejsih skupin Zivali smo odkrili tri partitiviruse,
enega v transkriptomu spuzve Leucosolenia in dva v transkriptomih oZigalkarjev Madracis
auretenra in Porites astreoides. Waldron in sod. (2017) so odkrili tudi divergenten
picobirnavirus v transkriptomu spuzve Halichondria panicea (»Barns Ness breadcrumb
sponge picobirna-like virus 1«. Proteinsko zaporedje RdRp virusa, najdenega v
transkriptomu korale Porites astreoides (GEHP01449975), je 21-26 % identi¢no
proteinskemu zaporedju RdRp katerega koli trenutno znanega partitivirusa. Zaporedje, ki
smo ga nasli v transkriptomu spuzve Leucosolenia sp., spada v skupino deltapartitivirusov,
vendar gre za divergentno zaporedje. Proteinsko zaporedje RdRp »Barns ness breadcrumb
sponge picobirna-like virus 1« je 25-30 % identi¢no z ostalimi trenutno znanimi
picobirnavirusi (Dodatek B; B.6, Slika B.65).

432311 KladaPicorna-Calici

Klada Picorna-Calici zajema vec skupin: »aquatic picornavirales«, Dicistroviridae,
Iflaviridae, Caliciviridae, Kelp fly virusu podobni virusi, Arivirusu podobni virusi, Nora
virusu podobni virusi, Posavirusu podobni virusi in Caliciviridae. Poleg omenjenih smo v
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nasi filogenetski analizi odkrili tudi nove skupine. V transkriptomih najstarejsih skupin
zivali smo nasli 51 pikornavirusov. Od tega so tri identificirali Waldron in sod. (2017) v
transkriptomu spuzve. Ostalih 48 smo naSli v okviru naSe analize. 21 smo odkrili v
transkriptomih spuZzev, 26 v transkriptomih ozigalkarjev in enega v transkriptomih rebrac.
Izmed 48 odkritih genomov virusov jih je bilo 12 (25 %) uvrscenih v skupino »aquatic
picornavirales«, 6 v skupino Dicistroviridae (12,5 %), 6 v skupino arivirusom - podobnih
virusov (12,5%), eden v skupino Iflaviridae, eden v skupino Nora virusu podobnih virusov,
pet (10 %) v skupino posavirusu podobnih virusov in pet v skupino Klep fly virusu
podobnih virusov (10 %). Kar 12 (25 %) pikornavirusov spada v nove skupine. Ena izmed
njih se poveze skupaj z virusom »Hubei tetragnatha maxillosa virus 3« (SSZZ2994). Pri
analizi Shi in sod. (2016a) je skupino, ki vsebuje omenjen virus, povezalo z druZino
Secoviridae (Dodatek B; B.6, Slika B.66).

432312 KladaReo

V transkriptomih najstarejSih skupin Zivali smo odkrili tudi genom virusa, ki spada v klado
Reo. Reoviridae je Siroko razsirjena druzina in je prisotna pri nevretencarjih, vretencarjih,
glivah in rastlinah. Virus smo odkrili v transkriptomu oZigalkarja Craterolophus
convolvulus in se poveze skupaj z »Eyach virusom«, »Colorado tick fever virusom« in
glivnimi reovirusi (Mycoreovirus) (Dodatek B; B.6, Slika B.69).

432313 KladaToti-Chryso

Klada Toti-Chryso obsega dve loceni skupini. Prva vsebuje Gardiavirusu podobne viruse in
je SirSe razSirjena med bickarji (Giardia lamblia), Zuzelkami (komarji, mravlje -
Camponotus yamaokai) in raki. Druga skupina obsega klasificirane glivne totiviruse in
totiviruse, ki okuZujejo enocelicarje. Shi in sod. (2016a) so pokazali, da je skupina
»Giardiavirusu podobnih virusov« moéno razsirjena pri zuZelkah, pajkovcih, glistah in
mehkuZcih. Druga skupina klasificiranih Totivirusov, Chrysovirusov, Leishmaniavirusov in
Victorivirusov je poleg gliv in bazalnih evkariontov razSirjena tudi pri ZuZzelkah. V
transkriptomih oZzigalkarjev smo nasli Stiri totiviruse, ki se poveZejo skupaj z »Beihai razor
shell virus 4« (BHZC37385). Pri Shi in sod. (2016a) se omenjeni virus poveZe z »Diatom
colony associated dsRNA virus 17« (Dodatek B; B.6, Slika B.73).

432314 KladaPoty

Druzina Potyviridae je najvecja skupina rastlinskih virusov. V okviru filogenetske analize
smo v transkriptomu spuzZve Leucosolenia sp. nasli virus, ki spada v skupini Bymovirusa in
Macluravirusa. Gre za divergenten virus, katerega proteinsko zaporedje RdRp je 30 %
identicno zaporedju katerega koli Potyvirusa. Dokazali smo, da je skupina Potyviridae
razSirjena tudi pri najstarejsSih skupinah zivali (Metazoa) (Dodatek B; B.6, Slika B.68).

432315 KladaQinvirus

V transkriptomu ozigalkarja Alatina alata smo nasli virus, ki spada v klado Qinvirus. Shi in
sod. (2016a) so odkrili ginviruse v transkriptomih Zuzelk, rakov in mehkuzcev. Mi smo ga
odkrili tudi pri najstarejSih skupinah zivali. Qinvirus iz A/atina alata (GEU]01027564) ima
ohranjeno strukturo genoma qinvirusov (Dodatek B; B.6, Slika B.67).

432316 KladaWeivirus

Klada Weivirus je bila prvi¢ definirana pri analizi Shi in sod. (2016a) kot klada, ki je
razSirjena izklju¢no pri mehkuzcih. V nasi raziskavi smo nasli 25 weivirusov. 11 od teh v
transkriptomih oZigalkarjev, 12 pa v genomih in enega v transkriptomu alveolata
Symbiodinium. Nasli smo tudi weivirus v transkriptomu spuzve Leucosolenia sp.
Symbiodinium je alveolat, sodi med starejSe skupine evkariontov in je simbiont koral.
Zaradi narave sozitja ne moremo trditi, da so genomi virusov, ki smo jih nasli v genomu
Symbiodinium, dejansko povezani z gostiteljem ali pa jih je Symbiodinium sp. prevzel od
koral. Weivirusi jasno oblikujejo tri locene skupine. Waldron in sod. (2017) so odkrili
weivirus pri spuzvi Halichondria panicea - »Barns Ness breadcrumb sponge weivirus-like
virus 9« (Slika 4.24).
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Slika 4.24: Filogenetsko drevo virusov klade Weivirus, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvelje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,

spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Endogenizirani RNA
virusi so oznaceni z zvezdico. Virusi iz Waldron in sod. (2017) so oznaceni s krogci.
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432317 KladaYuevirus

Klada Yuevirus je evolucijsko starej$a od klade Ophio. Odkrili so jo Shi in sod. (2016a). Gre
za najmanjSo klado trenutno znanih virusov, ki je doslej zajemala samo dva predstavnika.
Genom je sestavljen iz dveh segmentov. Prvi kodira zapis za RdRp. Doslej je bila klada
prisotna le v transkriptomih rakov. V okviru Studije smo odkrili yuevirus v dveh
transkriptomih Aurelia aurita in Nematostella vectensis, zaporedji sta 100 % identicCni.

Zaporedje RdRp virusa je 50 % identi¢no zaporedju virusa »Beihai sesarmid crab virus 3«
(SCJXSX39048) (Dodatek B; B.6, Slika B.71).

44 Strukturna raznolikost genomov RNA virusov pri raziskanih
skupinah nevretencarjev

V okviru analize strukturne raznolikosti RNA virusov smo primerjali genomsko organizacijo
novih RNA virusov s trenutno znanimi klasificiranimi in neklasificiranimi virusi, ki spadajo
v isto virusno klado. Nukleotidna zaporedja novih RNA virusnih genomov, pridobljena v
genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah, smo prevedli in analizirali proteinske
domene v vsakem ORF z orodjem CDD (Marchler-Bauer in sod., 2017). Slike so priloZene
tudi v elektronski PDF verziji (CD).
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44.1 Kopenskinevretencarji

4411  Kozekrilci (Hymenoptera)

V iskanju novih RNA virusnih genomov pri koZekrilcih smo pregledali 432 genomskih in
transkriptomskih podatkovnih baz. Celotne genome smo nasli za predstavnike 13 virusnih
klad: Bunya-Arena, Flavi, Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Mono-Chu, Narna-Levi, Tombus-Noda,
Orthomyxo, Partiti-Picobirna, Permutotetra, Picorna-Calici, Qinvirus in Toti-Chryso.

44111 Klada Bunya-Arena

Pri skupini koZekrilcev smo v transkriptomih klade Bunya-Arena nasli samo L segmente
virusov klade Bunya-Arena, ki kodirajo zapis za Bunyavirusno specificno RARp. Genomska
struktura L segmenta se od trenutno znanih virusov razlikuje pri dveh virusih - Cotesia
glomerata (GD]J001034815), kjer je viden dodaten ORF in Formica truncorim (LI1396531),
kjer je viden premik v bralnem okvirju (angl. »frameshift«) znotraj gena za RdRp (Dodatek
G; C.1, Slika C.1).

44112 Klada Flavi

Prikladi Flavi je genomska struktura flavivirusov, ki smo jih nasli pri koZekrilcih, sestavljena
iz monocistronske RNA, ki kodira zapis za en poliprotein. Pri vseh treh flavivirusih je
ohranjena helikaza naddruzine II (SF2), »Fts] podobna metiltransferaza« in RdRp. Ostale
domene, najdene pri skupini Flaviviridae, niso bile prepoznane pri novih flavivirusih (Slika
4.25).
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Slika 4.25: Genomska organizacija virusov klade Flavi, ki smo jih nasli pri koZekrilcih
(Hymenoptera). Endogenizirana RNA virusa sta oznacena z zvezdico. Novi RNA virusi so
oznaceni z rdeco pisavo.

44113 Klada Hepe-Virga

Znotraj klade Hepe-Virga, smo nasli celotne genome pripadnikov skupine Negevirus. Tukaj
je vecina razlik v dodatnih ORF-jih, ki vsebujejo proteine brez doslej znanih proteinskih
domen oz. znanih homologov. Izpostavila bi dva primera. Prvi vkljucuje virus iz ¢ebele
Centris flavifroms (J1025889 + J1025577). Genom je enako dolg kot tipi¢en negevirus (nad
9000 bp) in vsebuje samo nestrukturni ORF z virusno metiltransferazo, »Fts]
metiltranferazo«, helikazo in RdRp_2. Primer virusa iz transkriptoma mravlje Formica
execta (LH937896) podobno vsebuje samo nestrukturni poliprotein s helikazo in RARp_2.
Iz ostalih struktur in struktur referen¢nih negevirusov je razvidno, da je tekom evolucije
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prislo do dodajanja novih ORF-jev v genomu na policistronsko mRNA (Dodatek C; C.1, Slika
C.2).

44114 Klada Luteo-Sobemo
Znotraj klade Luteo-Sobemo so bili genomi virusov, ki smo jih nasli, strukturno podobni
virusom, ki jih je odkrila skupina Shi in sod. (2016a). Peptidazna in RARp domena sta bili na

loCenih ORF-jih. Po dolzini so bili nekoliko krajsi od tipi¢nih virusov klade Luteo-Sobemo
(Dodatek C; C.1, Slika C.3).

44115 Klada Mono-Chu
Pri kladi Mono-Chu je vecina razlik v genomski strukturi novih RNA virusov, ki spadajo v

klado Mono-Chu v nedefiniranih domenah, za katere ne poznamo bioloSke funkcije
(Dodatek C; C.1, Slika C.4).

44116 Klada Narna-Levi

Pri kladi Narna-Levi smo v okviru analize strukture genomov narnavirusov pri koZekrilcih
nasli Stiri primere virusov z dodatnimi ORF-ji, ki se berejo v nasprotni smeri od ORF-ja z
RdRp (angl. »ambisense«) - Formica pratensis(L]195079), Linepithema humile (L1705470,
Fopius arisanus (GBYB01012090) in Ceratina chalybea (GBPU01010966) (Dodatek C; C.1,
Slika C.5).

44117 Klada Tombus-Noda

Klada Tombus-Noda se deli na dve Klasificirani virusni druZini: Tombusviridae in
Nodaviridae. Pri skupini Tombusviridae smo analizirali genomsko strukturo Stirih
tombusvirusov. Gre za genome, ki so pol krajSi od povpreéne dolZine genoma
tombusvirusov in so sestavljeni iz dveh ORF-jev. Prvi ni okarakteriziran, drugi pa kodira
protein RdRp. Razlika je predvsem v tem, da se RARp nahaja na locenem ORF, razen v
primeru Brachyrcistis timberlakei (GAZU01004632), ko smo zaznali premik bralnega
okvirja med slabo okarakteriziranim ORF in OREF, ki kodira zapis za RdRp.

Pri nodavirusih smo odkrili tri nesegmentirane viruse. Prvi iz tranksriptoma Chalybion
californicum) ima dva ORF-ja. Prvi ORF ni okarakteriziran (nima ustreznega homolognega
zaporedja), drugi ORF vkljuc¢uje RdRp. Drugi nodavirus iz Linepithema humile (L1681900)
ima dva ORF na monopartitni RNA. Prvi kodira virusno metiltransferazo, drugi pa RdRp.
Tretjega smo nasli v transkriptomu Stigmatomma oregonese (GAXR01015452). Njegova
ORF-ja se prekrivata. Prvi kodira RdRp, drugi pa RNA vezavni protein B2. Glede na dolzino
zaporedja lahko sklepamo, da gre za prvi segment genoma. Ni Se namre¢ znanega primera
nodavirusa, katerega genom bi vklju¢eval samo RdRp in protein B2 (Dodatek C; C.1, Slika
C.6).

44118 Klada Orthomyxo

Genom klade Orthomyxo vkljucuje Sest ali osem segmentov. NaSi zadetki so bili po genomski
strukturi podobni »Quaranjafil virusu« s Sestimi segmenti - prvi trije kodirajo tripartitno
RdRp, peti kodira glikoprotein (Dodatek C; C.1, Slika C.7).

44119 Klada Partiti-Picobirna

Klada Partiti-Picobirna obsega virusni skupini Partitiviridae in Picobirnaviridae. V okviru
analize smo pri koZekrilcih nasli dva primera celotnih genomov partitivirusov. Eden je
nesegmentiran, pri katerem prvi ORF kodira RdRp, drugi ni okarakteriziran. Drugi genom
ima klasi¢no strukturo partitivirusov. Nasli smo tudi druge primere partitivirusov, vendar
samo segmente z RdRp. Med evolucijo je torej prislo do segmentacije ali pa do zlepljanja
fragmentov (Slika 4.26).
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PARTITIVIRIDAE—]

PICOBIRNAVIRIDAE—]

Slika 4.26: Genomska organizacija virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih na$li pri
kozekrilcih (Hymenoptera).

441110 KladaPermutotetra

Klada Permutotetraviridae je kodirana z dvema ali ve¢ ORF-ji. En ORF je nestrukturni in
kodira RdRp. Drug ORF je strukturni in kodira protein plas$¢a: naddruZzine peptidaze A21
(angl. » peptidase A21 superfamily coat protein«), virusni protein plasca (angl. » viral coat
protein; S domain«), za nodaviruse znacilen protein Capsid_VNN (angl. » nodavirus capsid
protein«) ali protein SP24, strukturni protein, znacilen za Negeviruse. Pri evoluciji skupine
Permutotetraviridae je torej priSlo do intenzivnega horizontalnega prenosa proteinskih
domen za virusne proteine plas¢a. Do podobnih zakljuckov smo prisli tudi pri analizi
genoma permutotetravirusov, ki smo jih nasli pri koZekrilcih (Dodatek C; C.1, Slika C.8).

441111  Klada Picorna-Calici

Klada Picorna-Calici zajema red Picornavirales in druZino Caliciviridae. V okviru naSe
genomske analize pikornavirusov pri skupini koZekrilcev nismo nasli virusov z bistveno
drugacno genomsko arhitekturo. Pojavile pa so se domene, kot je RING, podtip domene
cinkovih prstov s C3HC4 aminokislinskim motivom in dvema cinkovima kationoma.
Pojavila se je tudi peptidaza C39 pri virusu Mischocyttarus flavitarsis (GAXM01039151) ali
dodatne Rhv domene pri Cleptes nitidulus (GBUN01018161) (Dodatek C; C.1, Slika C.9).

441112 KladaQinvirus

Qinvirus ima segmentirano bipartitno RNA. Segment 1 kodira RdRp, segment 2 pa kodira
hipoteti¢ni (neznan) protein, pri katerem ni prepoznane nobene proteinske domene. V
transkriptomu koZekrilcev smo nasli ginvirus s tipicno genomsko arhitekturo. Segment 2 je
homologen »Wuhan insect virusu 15« (WHCCII13252) (Dodatek C; C.1, Slika C.10).

441113 Klada Toti-Chryso

Klada Toti-Chryso obsega druZino Totiviridae in neklasificirano skupino Chrysovirus. V
okviru genomske analize smo naSli viruse, ki so divergentni na ravni RdRp, vendar se
njihova genomska arhitektura sklada z genomsko arhitekturo totivirusov (Dodatek C; C.1,
Slika C.11).

4412  Metulji (Lepidoptera)

V okviru analiza RNA virusov pri metuljih (Lepidoptera) smo pregledali 301 genomov in
transkriptomov. Odkrili smo celotne genome predstavnikov 12 virusnih klad: Astro, Bunya-
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Arena, Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Mono-Chu, Narna-Levi, Tombus-Noda, Orthomyxo,
Partiti-Picobirna, Permutotetra, Picorna-Calici in Toti-Chryso.

44121 Klada Bunya-Arena
Znotraj klade Bunya-Arena smo pri metuljih in veS¢ah nasli samo L segmente bunyavirusov
v okviru analize raznolikosti genomske strukture (Dodatek C; C.2, Slika C.13).

44122 Klada Astro

Pri kladi Astro smo pri metuljih metulja Amyelosis transitella odkrili genom astrovirusa, ki
je po strukturi podoben »Hubei leech virusu 1« (SZmix32467). Tako kot pri
permutotetravirusih je pri evoluciji astrovirusov ocitno veliko vlogo igral horizontalni
prenos genov od skupine Alphatetraviridae (Hepe-Virga klada), Nidovirales in ostalih
rastlinskih virusov (Dodatek C; C.2, Slika C.12).

44123 Klada Hepe-Virga

Znotraj klade Hepe-Virga smo pri metuljih in veS¢ah (Lepidoptera) odkrili celoten genom
negevirusa - Yponomeuta evonymellus (GASG02029232), ki je dolg 13040 bp, kar je vec¢ od
povprecne dolZine genoma negevirusov (10kb). Strukturno je podoben »Marsac virusu« s
petimi odprtimi bralnimi okvirji (ORF). Nestrukturni poliprotein negevirusov kodirajo
proteini: Fts] metiltransferaza, helikaza naddruZzine 1 in RdRp_2 (RdRp druzine 2). Ostali
ORF-ji so hipoteti¢ni, v proteinskih podatkovnih bazah ne obstaja funkcionalno
okarakteriziran proteinski homolog (Slika 4.27).

@ Viral methylirunsierase (pfam01650)
1, pamd1443)

(PEm1307)
mily) {pfam00286)

) 7KDu sout protein (pfam02495)

@ Trichovirus cont protein (pIZEOI)

@ Muvement protcin (VP superfamily) (plamii107)
o

@ Peptidase C21 family (CA clan) (plamiS381)

conl protcin tplamit9R3y

© vepridase Ca1 prambsa Ty

2 Appe

process
i P2 superfamity stracoural protein {pfam03014)
(@ Peptidase C36 (pfamSd15)

@ Virus coat protein (TMV - like, pam00721)

@ Wenyvirus 14kDa protein (pfam(17255)

P25T26 protein (piam0S74)
1 pratcin (plam12467y
superfamily) (pfamIK03)

@ Bromovirus cout protein {plam{H318)

S RNA 3 (NC_03S16) 1774bp

Vicia faba endornayirms (NC_007648) 176350
ENDORNAVIRIDAE —— —C ® - e
Potato vieus X (NC_011620)
RO o w c Pl e T— - E—
[axom]
Apple stem growving virus (NC_0BIT4%) os
® @ - e s S
TYMOVIRALES
Botrytis vivus F (NC_0020604) wizThp
- k] .1 } L ] i (o]
RT
Grapevine fleck virus (NC_003347) I364bp
® ¥ ® —w —{ @ [ORF
Hepatitic K virus (NC_001434)
HEPEVIRIDAE - L 53 [} ry W 2 pum—y )
{ J
PuUlITEEIPSTT protein
Beihai hepe-like virus 4 (NC_032127)
S 126380p
HEPE- LIKE e L — s »
e
BENYVIRIDAE  ——— et necroric el vin virus RN 003584 67460
@ H RNAZ(NC 003515) 4609bp
BROMOVIRIDAE Brome mosaic virus

RINA 1 (NC_002026) 3234bp
3 RNAZ(NC 002027 2865hp

RNA4 (NC BI3STT) 1465hy
J— RN,

seeyuvé (Micro dontiin) (c100019)

@ Pepriasse 42 (pramissa)

@ 1170 super

alam0012)

erase (RAIRD_2, PamOT) ey i il heat shock: prorcin HSBO) (plami225)

() Clasteravirus caat provein (ptam i 7551

I R Asilencing suppressor P21 (pfam11479)

(R Raspberry bushy dwanf vieus coat protein (plan06893)
@1 Alphayirus LI glycoproicin (plam01589)

£ Aphaviras

3 Aiphavires £3 giycoprotein (am01563)

rotein (plamiinga3)

@ pepestese 3 i 70m

(D) Viral 18KD:

RN § (NC_003513) 13200p

T @ KNAJNC 002028 211ibp

CLOSTEROVIRIDAK Beet yellows virus (NC_001598)

» _— 154500p
W D I T TT O D—

[
T Raspherry bushy dwart virus
IDAEOVIRUS — @ L 3 @ — RNAT (NC 0U3739) 5439bp
ple

5 RNA2 (NC_003740) 2231bp

Sindbis virus (NC_001547) - e
— L — —— —— — G ——
TOGAVIRIDAE —|
Chikungunya virus (NC_004162) _ 118260y
——a w = L S —  — o & E———
(O RNAT (NC_02041) T099hp
» 1’ ) S o © S— KNA 2 (NC_02042) 3503hp.
VIRGAVIRIDAE] RT
Tobaces mesale virus (NC_001367) 5395y
I L} [ ] b [ v
wr
Neger virus (NC_030294) 95370
“Tanay virus (NC_024071) 9578bp
® @ ) P S— RE a— ———
NEGEVIRLS —|
Hofi virus (KUTSIS15) 107260
Marsae virns (KUZS4S18) <
. = DRFTCOREDCORFOORES—11152hp
Ypanom mellus (GASGI2R32) 13040bp
NEGEVIRUS - - ® P N S

Slika 4.27: Genomska organizacija virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli pri metuljih in
veScah (Lepidoptera). Novi RNA virusi so oznaceni z rdeco pisavo.
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44124 Klada Luteo-Sobemo

Pri kladi Luteo-Sobemo smo pri metuljih odkrili dva celotna genoma virusov pri Enteucha
acetosae (GEOE01112900) in Tischeria quercitella (GEOU01069137). Ta genoma virusov
sta nekoliko krajsa od povprecne dolzine genoma klade Luteo-Sobemo. Strukturno sta
podobna virusu »Hubei sobemo-like virus 29 (QTM12808)«. Monopartitna bicistronska
RNA v vseh treh primerih genomov zajema dva locena ORF. Prvi je najverjetneje strukturni
in je slabSe okarakteriziran. Drugi je nestrukturni in kodira RdRp. ORF1 virusa Enteucha
acetosae (GEOE01112900) je homologen hipoteticnemu proteinu 1 »Hubei sobemo-like
virusa 33« ORF1 virusa Tischeria quercitella (GEOU01069137) je homologen
hipoteticnemu proteinu 1 virusa »Wuchan romanomermis nematode virus 3«. Omenjena
proteina je odkrila skupina Shi in sod. (2016a). Funkcionalno nista okarakterizirana (Slika
4.28).
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Slika 4.28: Genomska organizacija virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli pri metuljih
in veScah (Lepidoptera).

44125 Klada Mono-Chu

Pri metuljih smo znotraj klade Mono-Chu odkrili dva celotna genoma virusov pri 7riodia
sylvina (GAVB02027194) in Eogystia hippophaecolus (GFBH01069846). Njuna genomska
organizacija ne odstopa od referenc¢nih virusov iz skupine Mononegavirales. Monopartitna
RNA je sestavljena iz petih ORF-jev. Prvi ORF kodira nukleoprotein, drugi in tretji sta slabo
okarakterizirana, cetrti kodira glikoprotein in zadnji L poliprotein (L segment).
Nukleoprotein in glikoprotein sta v primeru virusa T7riodia sylvina (GAVB02027194)
homologna »Spodoptera frugiperda rhabdovirusu«, v primeru virusa Eogystia
hippophaecolus (GFBH01069846) pa »Orinoco virusu« (Slika 4.29).
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Slika 4.29: Genomska organizacija virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli pri metuljih in
veScCah (Lepidoptera).

44126 Klada Narna-Levi

V okviru klade Narna-Levi pri metuljih je zanimiv narnavirus iz Helicoverpa assulta (ditrisiji,
sovke - Noctuidae) (GBTA01004534). Genomska struktura tega virusa kodira samo en
nestrukturni ORF z RdRp (Dodatek C; C.2, Slika C.15).

44127 Klada Tombus-Noda

V okviru analize genomske strukture klade Tombus-Noda pri metuljih je zanimiv
tombusvirus iz Ostrinia nubilalis (prosena ves¢a) (GAVD01019588). Proteinsko zaporedje
RdRp zadetka je sorodno »Diaphorina citri-associated C virusu«. »Diaphorina citri-
associated C virus« je segmentiran tombusvirus. Sestavljen je iz bipartitne genomske RNA.
Virus Ostrinia nubilalis (GAVD01019588) je tudi bipartiten - sestavljen iz dveh segmentov.
Vsak segment je bicistronski, kar pomeni, da kodira dva ORF. ORF-ja, kodirana na vsakem
od segmentov, se prekrivata. Drugi ORF na prvem segmentu kodira RdRp, ostali so
homologni hipoteti¢nim proteinom »Diaphorina citri-associated C virus« (Slika 4.30).
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Slika 4.30: Genomska organizacija virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli pri metuljih
in vescah (Lepidoptera).

44128 Klada Orthomyxo

Znotraj klade Orthomyxo smo v transkriptomu metulja Fogystia hippophaecilus odkrili del
genoma orthomyxovirusa. Orthomyxovirus je po genomski strukturi in proteinskih
domenah podoben oz. soroden »quaranjavirusu«, vendar nismo uspeli najti drugega in
Sestega segmenta (Dodatek C; C.2, Slika C.14).

44129 Klada Partiti-Picobirna

Pri analizi celotnih genomov virusov iz klade Partiti-Picobirna pri metuljih sta zanimiva dva
partitivirusa. Genom partitivirusa iz metulja Micropteryx calthella(RNA1; GACP01000900,
RNA2; GACP01021597) je segmentiran in ima strukturo genoma tipi¢nega partitivirusa.
Genom virusa Dryadulla visaliella (GENH01106292) pa se razlikuje glede na genom
referenc¢nih partitivirusov in genom novih virusov, ki jih je odkrila skupina Shi in sod.
(2016a). Dolzina genoma je podobna vsoti dolzine vseh segmentov »Wuhan milipede virus
4, torej okrog 6 kb. RNA kodira dva ORF-ja. Prvi ORF je daljsi in nestrukturni. Zajema dve
proteinski domeni - endonukleaza naddruzine DDE in RdRp. Drugi ORF ni funkcionalno
okarakteriziran. Vmes je daljSa nekodirajoca regija (Dodatek C; C.2, Slika C.17).

441210 KladaPermutotetra

Znotraj klade Permutotetra pri metuljih smo nasli genoma virusov iz FEogystia
hippophaecolus (GFBH01042206) in Athetis lepigone (GARC01021157). Genomski
strukturi se nekoliko razlikujeta od referen¢nih permutotetravirusov, njuna dolzina pa je
tipicna za permutotetraviruse. V obeh primerih je skoraj Cez celotno dolzino genoma
kodirana RdRp. Znotraj genoma se pri Eogystia hippophaecolus (GFBH01042206) nahajata
drugi in tretji ORF. Drugi kodira virusni protein plasca (domena S) (angl. » viral coat protein;
S domain«), tretji ni funkcionalno okarakteriziran. Pri Athetis lepigone (GARC01021157) se
znotraj ORF z RdRp nahajata dva ORF-ja, med katerima je stop kodon, in se najverjetneje
prevajata kot en poliprotein. CDD je prepoznala samo virusni protein plas¢a (domena S)
(angl. »viral coat protein; S domain«) pred stop kodonom (Dodatek C; C.2, Slika C.16).
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441211 KladaPicorna-Calici

Vecina virusov znotraj klade Picorna-Calici pri metuljih spada med iflaviruse. Vsi so kodirani
z enim samim poliproteinom. Glavna razlika med referen¢no strukturo genoma iflavirusa in
iflavirusov, ki smo jih odkrili pri metuljih, je v dodatni Rhv domeni, razen v primeru
iflavirusa Zygaena fausta (GAYB02008221), ki ima strukturo, podobno »Beihai picorna-like
virusu 87«, ki je bil uvrS¢en med dicistroviruse. V tem primeru nista na N-terminalnem delu
poliproteina Rhv domeni, temvec je helikaza naddruZine 3, ki ji sledi peptidaza C3, RdRp_1,
dve Rhv domeni in CRPV domena (Dodatek C; C.2, Slika C.18).

441212  Klada Toti-Chryso

Genom totivirusa iz metulja Helicoverpa assulta(GBTA01007552), predstavnika klade Toti-
Chryso, ima podobno dolZino kot referen¢ni genomi. Vendar se njegova struktura razlikuje
od strukture referen¢nih genomov. Monopartitna RNA je kodirana z enim ORF, ki vsebuje
dve proteinski domeni; Rho faktor transkripcije in terminacije (angl. »transcription
termination factor Rho«) in RdRp (Dodatek C; C.2, Slika C.19).

4413  NajstarejSe skupine ZuZelk: skakaCi (Collembola), dvorepke (Diplura), Scetinorepke
(Zygentoma), Monocondylia

Pregledali smo 16 transkriptomov in S$tiri genome najstarejsih skupin Zuzelk oz. t. i.
prazuZelk. NaSli smo celotne genome predstavnikov klad: Hepe-Virga, Narna-Levi, Tombus-
Noda, Orthomyxo, Picorna-Calici in Qinvirus.

44131 Klada Narna-Levi

Med analizo klade Narna-Levi pri najstarejSih skupinah Zuzelk smo nasli genom narnavirusa
pri Tetrodontophora bielanensis (GAXI). Genom tega narnavirusa ima tako kot refern¢ni en
sam ORF, ki kodira RdRp (Dodatek C; C.3, Slika C.20).

44132 Klada Hepe-Virga

V okviru klade Hepe-Virga velja pri najstarejSih skupinah Zuzelk izpostaviti dva genoma pri
Anurida maritima (GAUE02021637) in pri Sminthurus viridis (GATZ02022882). Genoma
obeh negevirusov sta celotna. Njuna genomska struktura nekoliko odstopa od referencne
genomske strukture Negevirusov. Glavni nestrukturni poliprotein, kodiran s prvim ORF,
zajema tri glavne proteinske domene, znacilne za alfavirusno naddruzino: virusno
metiltransferazo, helikazo naddruzine I in RdRp_2. Vendar v obeh primerih za virusno
metiltransferazo (angl. »viral methyltransferase«) manjka Fts] metiltransferaza. Pri
negevirusu iz Anurida maritima (GAUE02021637) se pojavi dodatno odstopanje. Za
glavnim nestrukturnim ORF, ki kodira poliprotein z RdRp pri referen¢nih sevih, sledijo
strukturni ORF, ki so pri »Bofa virusu podobnih« negevirusih in »Marsac virusu podobnih«
negevirusih funkcionalno slabo okarakterizirani. Pri Negev in Tanay virusu podobnih
virusih pa strukturni del genoma zajemata dva karakteristicna ORF. Prvi strukturni ORF pri
Negev virusu kodira DiSB-ORF2 glikoprotein, drugi strukturni ORF kodira protein SP24. Pri
Tanay virusu je prvi strukturni ORF slabo funkcionalno okarakteriziran. Pri virusu iz
Anurida maritima (GAUE02021637), katerega genom je podobno dolg kot genom
povprecnega negevirusa, prvi strukturni ORF za glavnim jedrnim nestrukturnim ORF (ki
kodira jedrni poliprotein) kodira protein SP24 (Dodatek C; C.3, Slika C.21).

44133 Klada Orthomyxo

Znotraj klade Orthomyxo smo pri najstarejSih skupinah ZuZelk odkrili genom
orthomyxovirusa pri Atelura formicaria, ki je vseboval pet od Sestih segmentov. Virus je
strukturno podoben quaranjavirusom (Slika 4.31).
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Slika 4.31: Genomska organizacija virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli pri najstarejSih
skupinah Zuzelk (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia). Novi RNA virusi so
oznaceni z rdeco pisavo.

44134 Klada Picorna-Calici

Pri analizi genomske strukture klade Picorna-Calici pri najstarejsih skupinah Zuzelk smo
nasli dva divergentna genoma: pikornavirus iz Anurida maritima (GAUE02021853) in
pikornavirus iz Occasjapyx japonicus (GAX]J02019692). Genomska struktura virusa iz
Anurida maritima (GAUE02021853) nekoliko odstopa od strukture trenutno znanih kelp
fly virusu podobnih virusov. Znotraj monopartitne RNA z enim kodirajo¢im ORF smo odkrili
dve helikazni domeni, nismo pa zaznali peptidazne domene. V genomski strukturi virusa
Occasjapyx japonicus (GAX]02019692) pa smo odkrili dodatno Rhv domeno (Dodatek C;
C.3, Slika C.24).

44135 Klada Qinvirus

Pri Kladi Qinvirus genomska struktura qinvirusa iz Anurida maritima (GAUE02014037) ne
odstopa od strukture ostalih trenutno znanih qinvirusov. Bipartitna RNA je
monocistronska. Prvi segment kodira ORF s polimerazo. Drugi segment ni funkcionalno

okarakteriziran, vendar je homologen »hipoteticnemu proteinu« »Wuhan insect virusa 15«
(Dodatek C; C.3, Slika C.23).

44136 Klada Tombus-Noda

Pri analizi genomske strukture virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli pri najstarejsih
skupinah ZuZelk, sta zanimiva virusa iz Atelura formicaria (GAY]) in iz Tricholepidion
gertschi (GASO). Pri obeh genomih gre najverjetneje za segmentirana virusa, ki sta po
genomski strukturi podobna »Diaphorina cotri-associated C virusu«. Vendar smo odKkrili
samo en segment. Na segmentu sta dva ORF, prvi ni funkcionalno okarakteriziran, drugi pa
kodira RdRp (Dodatek C; C.3, C.22).

442 Vodninevretencarji

4421  RakKi(Crustacea)

V okviru analize smo pregledali 196 genomov in transkriptomov. Nasli smo celotne genome
predstavnikov 14 virusnih klad: Birna, Qinvirus, Ophio, Bunya-Arena, Flavi, Hepe-Virga,
Luteo-Sobemo, Mono-Chu, Narna-Levi, Orthomyxo, Partiti-Picobirna, Permutotetra, Picorna-
Calici in Toti-Chryso.

44211 Klada Bunya-Arena

V okviru klade Bunya-Arena smo pri rakih odkrili samo celotne L segmente genoma virusov,
uvrscenih v klado Bunya-Arena. Eden izmed njih - Hyalellopsis stebbingi (GEQJ01053822)
- ima poleg bunyavirusno specifi¢ne RdRp tudi bunyavirusni L protein (Dodatek C; C.4, Slika
C.25).

44212 Klade Birna, Qinvirus in Ophio

Pri analizi genomov klade Birna pri rakih smo odkrili dva segmenta birnavirusa iz
Eurytemora affinis (GBGO01030594). Segment B je kompleten, medtem ko smo odkrili
samo fragment segmenta A, ki je vkljuc¢eval Birnavirusni VP2 protein. Pri Qinvirusih smo
odkrili samo prvi segment qinvirusa iz Eurytemora affinis (AZA101100065) z RdRp. Pri
Ophiovirusih smo nasli samo en segment pri ophiovirusu iz rakovice Carcinus maenas
(GBXE01083101) (Slika 4.32).
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Slika 4.32: Genomska organizacija virusov klad Birna, Qinvirus in Ophioviridae, ki smo jih
nasli pri rakih (Crustacea).

44213 Klada Flavi

Pri genomski analizi flavivirusov (klada Flavi) pri rakih smo nasli sedem virusov. Trije virusi
imajo celotne genome: genom iz Caridina multidentata (1IABX01135281), genom iz
Eriocheir sinesis (GBZW01030122) in genom iz Proasellus cavaticus (HAES01086036).
Genomska struktura virusa iz Caridina multidentata (IABX01135281) je divergentna glede
na genomsko strukturo referencnih virusov iz druZine Flaviviridae. Genom kodira
poliprotein z dvema proteinskima domenama - helikazo naddruzine 11 (DEAD/DEAH box
helikaza) in RdRp. Znotraj helikaze smo opazili premik bralnega okvirja. CDD prepozna
Flavi NS5 polimerazo, ki je samo 26-28 % identi¢na kateremu koli trenutno znanemu
flavivirusu. Genom virusa iz Eriocheir sinesis (GBZW01030122) je divergenten glede na
genom ostalih flavivirusov. Sestavljen je iz monopartitne RNA, ki vsebuje 2 ORF. Prvi ORF
kodira flavivirusni glikoprotein (angl. »flavivirus glycoprotein«) (pfam00869) in
glikoprotein E (TIGR04240), drugi ORF kodira helikazo DEAD/DEAH box, Fts]
metiltransferazo in RARp. Genom virusa iz Proasellus cavaticus (HAES01086036) kodira en
poliprotein z DEAD/DEAH box helikazo, Fts] metiltransferazo in RdRp. Struktura je sorodna
genomski strukturi flavivirusom podobnih virusov, kot je Shayang fly virus 4. Genomski
strukturi se razlikujeta samo v N-terminalnih proteinskih domenah. Virus iz Proasellus
cavaticus (HAES01086036) vsebuje domeno »reticulocyte-binding/rhoptry proteing,
medtem ko »Shayang fly virus« vsebuje »Chromosome segregation ATPase« in tripsinu
podobno peptidazo (Dodatek C; C4, Slika C.26).

44214 Klada Hepe-Virga

Pri kladi Hepe-Virga pri rakih smo nasli genome 11 virusov, ki spadajo v klado Hepe-Virga.
V okviru analize genoma klade Hepe-Virga velja izpostaviti naslednje viruse: Gammarus
cheuvreuxi (GFCV01053886), ki spada med togaviruse, Pontastacus leptodactylus
(GAFS01001332) in Omatogammarus flavus (GEQS01054466), ki spadata med
hepevirusom podobne viruse in Erichoeir sinesis (GBZW01014116), ki spada med
Negeviruse. Genomska struktura togavirusa iz Gammarus cheuvreuxi (GFCV01053886)
najverjetneje ni popolna. Njena dolzina je namrec¢ okrog 7 kb, genom tipi¢nega togavirusa
pa je dolg okrog 11-12 kb. Macro domene in peptidaze C9, ki je znacilna za togaviruse,
nismo nasli. Hepevirus iz Pontastacus leptodactylus (GAFS01001332) ima strukturo, ki
spominja na strukturo negevirusov (Marsac virusu podobnih virusov). Sestavljajo ga Stirje
funkcionalno neokarakterizirani ORF in glavni nestrukturni ORF, ki kodira virusno
metiltransferazo, helikazo in RdRp. Macro domene in peptidaze C41 nismo nasli.
Hepevirusom podobne viruse s strukturo, podobno omenjeni strukturi odkritega virusa, so
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v genomski analizi prikazali Ze Shi in sod. (2016a). Glede na podobno strukturo genoma bi
pricakovali, da bodo oblikovali sestrsko skupino z negevirusi. Virus iz Omatogammarus
flavus (GEQS01054466) ima znotraj nestrukturnega ORF-ja s helikazo in RdRp prisotno
tudi NADAR (angl. »E.coli swarming motility protein<) domeno. Temu ORF sledijo
funkcionalno neokarakterizirani ORF. Virus iz Erichoeir sinesis (GBZW01014116) ima v
nestrukturnem ORF z RdRp kodirano poleg metiltransferaze in helikaze tudi Macro in
NADAR domeno. Drugi ORF je neokarakteriziran, tretji pa kodira za negeviruse specificen
protein SP24. Celotna struktura virusa torej spominja na strukturo Tanay virusa, vendar
ima namesto Fts] metiltransferazne domene, NADAR in Macro domeni. Macro domena je
razSirjena pri togavirusih in hepevirusih (Dodatek C; C.4, Slika C.27).

44215 Klada Luteo-Sobemo

Pri rakih smo odkrili genome Sestih virusov, ki spadajo v klado Luteo-Sobemo. Zanimivi so
Stirje primeri celotnih genomov. Proasellus parvulus (HAFG01115646) ima dolZino
genoma okrog 4 kb. DolZina je podobna dolZini genoma sobemovirusov in je nekoliko krajsa
od dolzine genoma luteovirusov (5-6 kb). Verjetno gre za celoten genom. Sestavljen je iz
treh ORF. Prvi kodira peptidazo S39, drugi kodira RdRp, tretji pa ni funkcionalno
okarakteriziran. Genomi sobemo-like virusov iz Bragasellus peltatus (HAEN01054361),
Caligus rogercresseyi (GAZX01036530) in Proasellus escolai (HAEV01103964) na isti RNA
kodirajo dva ORF. Prvi ni okarakteriziran, drugi kodira RdRp. Glede na dolzino RNA okrog
2-3 kb v primerjavi z dolzino vsakega od segmentov pri virusih klade Luteo-Sobemo v
okviru (Shi in sod., 2016a) - »Wuhan house centipede virus« (WHYY19909); segment 1; 3
kb - lahko sklepamo, da gre pri omenjenih virusih najverjetneje za prvi segment bipartitne
RNA (Slika 4.33).
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Slika 4.33: Genomska organizacija virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli pri rakih
(Crustacea).

44216 Klada Mono-Chu

V okviru klade Mono-Chu pri rakih smo nasli celotne genome mononegavirusov pri Caligus
rogercresseyi (GAZX01041484), Gammarus chevreuxi (HADC01039874), Proasellus
spelaeus (HAFK01022275), Proasellus karamani (HAFC01072349), Proasellus meridianus
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(HAFE01076147), Hyalellopsis costata (GEQG01046040) in Proasellus cavaticus
(HAES01084808). Njihova genomska organizacija ne odstopa bistveno od tipi¢nih
genomskih struktur referen¢nih virusov iz klade Mono-Chu, razen v funkcionalno
neokarakteriziranih ORF. Virus iz Hyas araneus (HACH01032123) spada med chuviruse,
vendar nima tipi¢ne strukture chuvirusov. Prvi segment kodira glikoprotein (angl.
»putative glycoprotein«), drugi ni funkcionalno okarakteriziran, tretji je nukleoprotein in
zadnji je L segment. Chuvirusi imajo tipi¢no tri segmente, prvi je L segment, drugi je
glikoprotein in tretji je nukleoprotein. Virus iz Hyas araneus (HACH01032123) ima
strukturo genoma podobno druzini Nyamiviridae, vendar tretji ORF namesto glikoproteina
kodira nukleoprotein. Glikoprotein je kodiran s prvim ORF (Dodatek C; C.4, Slika C.29).

44217 Klada Narna-Levi

Genomske strukture celotnih genomov klade Narna-Levi ne odstopajo od trenutno znanih
genomskih struktur narnavirusov iz literature. Mitovirus iz enakonoZca Proasellus
karamani (HAFC01092190) kodira samo nestrukturni protein RdRp (Slika 4.34).
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Slika 4.34: Genomska organizacija virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli pri rakih
(Crustacea).

44218 Klada Orthomyxo

Pri kladi Orthomyxo smo poleg Flu_PB1 segmenta pri Micruropus wahlii in Pachyschesis
branchialis nasli Se Flu_PA segmenta. Pri Pachyschesis branchialis smo nasli tudi cetrti
segment, homologen Hubei orthomyxo-like virusu 2. PB1 segment virusa iz Gammarus
chevreuxi vsebuje $e domeno FKBP-tip peptidil-prolil cis-trans izomeraza (angl. » FKBP-
type peptidyl-prolyl cir-trans isomerase«) (Dodatek C; C.4, Slika C.28)

44219 Klada Partiti-Picobirna

Pri kladi Partiti-Picobirna ima partitivirus iz Proasellus escolai (HAEV01085407) genom,
velik 2,3 kb, ki ga predstavlja monopartitna RNA, ki kodira dva ORF. Prvi kodira RdRp, drugi
ni funkcionalno okarakteriziran. Virus iz Proasellus cavaticus (HAES01044667) ima genom,
podoben referen¢nim partitivirusom (Dodatek C; C.4, Slika C.30).

442110 KladaPermutotetra

V  okviru klade Permutotetra smo pri raku 7alitrus saltator odkrili genom
permutotetravirusa. Monopartitna RNA je kodirana z dvema ORF-jema. Prvi kodira RdRp,
drugi kodira nodavirusni protein kapside (angl. » nodavirus capsid protein«) (Dodatek C;
C.4, Slika C.31).
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442111 KladaPicorna-Calici

Pri kladi Picorna-Calici od genomskih struktur celotnih pikornavirusov trije virusi izstopajo
glede na prisotnost novih domen, ki niso tipi¢no prisotne pri pikornavirusih. Genom virusa
iz Macrobrachium nipponese (GCVG01031551) je kodiran z monopartitno RNA, ki vsebuje
1 sam poliprotein. Omenjen ORF vsebuje proteinske domene: helikaza naddruzine 3 -
peptidaza C3 - RdRp_1 in » RING finger superfamily domain«. Genom virusa iz Eucyclops
serrulatus (GARW01000621) je kodiran z enim ORF, ki vkljucuje proteinske domene: dve
helikazni domeni, peptidaza C37, RdRp - Bunyavirusni nestrukturni protein NS-S (angl.
»bunyavirus nonstructural protein NS-5«), ki je tipi¢en za bunyaviruse, in »calicivirusni
protein plas€a« (angl. »calicivirus coat protein«). V tem primeru je lahko priSlo do
horizontalnega prenosa gena za bunyavirusni protein NS-S od bunyavirusov na
pikornaviruse. Genom virusa iz Macropereiopus parvus (GEQM01001122) je ravno tako
kodiran z enim ORF, ki vsebuje proteinske domene v nizu helikaza-peptidaza C37-RdRp-
domena NADAR (»E.coli swarming motility protein«<) — Rhv domena. Domena NADAR je
prisotna pri skupini Nidovirales. Shi in sod. (2016a) so jo odkrili tudi pri nekaterih
pikornavirusih (Dodatek C; C.4, Slika C.32).

442112  KladaToti-Chryso

Pri kladi Toti-Chryso so celotni genomi totivirusov, ki smo jih odkrili pri rakih Talitrus
saltator, Hyas araneus in Eurytemora affinis, kodirani z dvema ORF-jema; prvi ni
funkcionalno okarakteriziran, drugi kodira RdRp. Pri virusu Proasellus grafi
(HAEX01038731) se poleg omenjenih ORF-jev na N-terminalnem koncu pojavljajo dodatni
neokarakterizirani ORF-ji (Dodatek C; C.4, Slika C.33).

4422 Skupina Spiralia: mehkuzci (Mollusca), ploséati ¢rvi (Platyhelminthes), kolobarniki
(Annelida) in kota¢niki (Rotifera)

V okviru skupine Spiralia smo pregledali 225 genomov in transkriptomov. Odkrili smo
celotne genome predstavnikov 12 virusnih klad: Astro, Birna, Bunya-Arena, Flavi, Hepe-
Virga, Luteo-Sobemo, Mono-Chu, Narna-Levi, Tombus-Noda, Partiti-Picobirna, Picorna-Calici,
Toti-Chryso.

44221 Klada Astro

Pri kladi Astro smo odkrili en primer celotnega genoma virusa. Struktura celotnega genoma
virusa Bdelloura candida (GFKB01038875 + GFKB01027725) je sestavljena iz
monopartitne RNA, ki kodira 3 odprte bralne okvirje (ORF). Prvi (na N-terminalnem koncu)
kodira RdRp, drugi kodira virusni protein plas¢a (S domena) (angl. » viral coat protein; S
domaink), tretji ni funkcionalno okarakteriziran. Referencni oz. trenutno znani astrovirusi
so sestavljeni iz treh ORF. Prvi ORF kodira peptidazo (tripsinu podobna peptidaza ali
peptidaza S32), drugi kodira RdRp in tretji kodira virusni protein plasca, ki je lahko
rastlinski virusni protein plas¢a (S domena) (angl. »viral coat protein; S domain«) ali
protein plas¢a, tipien za astroviruse; » Turkey astrovirus capsid protein« ali »astrovirus
capsid protein precursor«. Astrovirus, ki smo ga odkrili v transkriptomu ploscatega ¢rva
Bdelloura candida, ima RdRp kodirano v prvem ORF (Slika 4.35).
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Slika 4.35: Genomska organizacija virusov klade Astro, ki smo jih nasli pri skupini Spiralia.
Novi RNA virusi so oznaceni z rdeco pisavo.

44222 Klada Birna

Pri kladi Birna smo nasli delni genom, ki kodira segment B birnavirusa Procotyla fluviatilis
(GAKZ). Drugi segment ni bil prisoten v transkriptomih omenjene vrste (Dodatek C; C.5,
Slika C.34).

44223 Klada Bunya-Arena

Tudi v primeru virusov klade Bunya-Arena smo pri skupini Spiralia nasli samo delne
genome, ki kodirajo L protein. Virus iz Trichobilharzia regenti (GDKR01011304) ima na L
segmentu poleg RARp domene kodiran tudi za Bunyaviruse znacilen L protein (Dodatek C;
C.5, Slika C.35).

44224 Klada Flavi

Pri kladi Flavi smo pri skupini Spiralia odkrili celoten genom flavivirusa pri sipi /diosepius
notoides (GFNE01070033). Genom virusa je divergenten glede na genome trenutno znanih
flavivirusov. Monopartitna RNA, ki kodira en poliprotein, zajema niz proteinskih domen:
flavivirusni glikoprotein (angl. »flavivirus glycoprotein«) - protein DinF - helikaza
naddruZine 1 (DEAH/DEAD box) - RdRp (Dodatek C; C.5, Slika C.36).

44225 Klada Hepe-Virga

Pri kladi Hepe-Virga smo nasli Sest primerov celotnih genomov virusov. Zanimivi so trije
virusi: virus iz Elliptio complananta (GAHW01000160) (Hepeviridae), virus iz Fasciola
hepatica (GEVX01001241) (Negevirus) in virus iz Elysia timida (GBRMO01100701)
(Togaviridae). Nestrukturni poliprotein virusa Elliptio complananta (GAHW01000160)
nima peptidaze C41 in Macro domene, temvec samo virusno metiltransferazo, helikazo in
RdRp. Znotraj genomske RNA so vidni dodatni neokarakterizirani ORF. Genom virusa iz
Fasciola hepatica (GEVX01001241) kodira dva ORF-ja - glavni nestrukturni ORF in dodaten
funkcionalno neokarakteriziran ORF. Glavni nestrukturni ORF vsebuje kataliticne domene,
znacilne za negeviruse, v tipicnem vrstnem redu: virusna metiltransferaza (angl. »viral
methyltransferase«) - Fts] tiltransferaza - helikaza — RdRp. Pri negevirusih iz £. cornigera
(GBRW01169136), E. cornigera (GBRW01075309) in E. timida (GBRM01098777) v
glavnem nestrukturnem poliproteinu ni bilo Fts] metiltransferaze, pojavi pa se premik
bralnega okvirja (angl. » ribosomal frameshift) in »stop codon read-through«. Prisotni so
dodatni neokarakterizirani ORF. Virus iz FElysia timida (GBRM01100701) spada med
togaviruse, vendar nima tipicne genomske strukture. Glavnemu nestrukturnemu ORF-ju
sledijo trije funkcionalno neokarakterizirani ORF. Nestrukturni ORF kodira virusno
metiltransferazo, helikazo, Fts] metiltransferazo in RdRp. Fts] metiltransferaza je tipi¢na za
negeviruse in flaviviruse. Pri negevirusih se tipicno nahaja na N-terminalnem koncu (oz.
pred) helikazo in ne na C-terminalnem koncu helikaze tako kot v nasem primeru. V
filogenetski analizi smo z dodajanjem virgavirusov in negevirusov Zeleli dokazati, da
omenjen virus ne sodi v drugo virusno skupino (Dodatek C; C.5, Slika C.37).
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44226 Klada Luteo-Sobemo

Pri kladi Luteo-Sobemo smo pri sipi Euprymna scolopes odkrili divergenten luteovirus, ki
se je uvrstil med Carascovirusu podobne viruse. Genom virusa kodira dva ORF. Prvi kodira
tripsinu podobno peptidazno domeno (angl. » Trypsin-like peptidase«), drugi ORF kodira

RdRp_1. Genom je dolg okrog 3 kb in je malo krajsi od tipi¢nih luteovirusov (Dodatek C; C.5,
Slika C.38).

44227 Klada Narna-Levi

Genomi narnavirusov klade Narna-Levi pri skupini Spiralia kodirajo samo en ORF z RdRp,
razen v primeru Alasmidonta varicosa (HP641214), ki spada med ourmiavirusom podobne
viruse. V tem primeru lahko glede na dolzino najdenega zaporedja (2116 bp) sklepamo, da

smo nasli samo prvi segment virusa, ne pa tudi ostalih dveh za ourmiaviruse znacilnih
segmentov (Dodatek C; C.5, Slika C.40).

44228 Klada Tombus-Noda

Pri kladi Tombus-Noda smo nasli tri genomske strukture. Genom nodavirusa iz Opistorchis
felineus (GBJA01011878) ne odstopa bistveno od strukture trenutno znanih nodavirusov,
razen z vidika neokarakteriziranih ORF. Genom nodavirusa iz kotaCnika Rotaria
magnacalcarata (GDRE01024231) je podobne dolzine kot RNA1 alfa- in betanodavirusa,
vendar kodira RdRp druZine 3 (RdRp_3). Najverjetneje smo nasli samo prvi segment virusa.
Tombusvirus iz Ophryotrocha diadema (GENQ01001917) je soroden virusu »Wenzhou
tombus-like virus 10« (WZFSL57346). Genom kodira tri ORF, od katerih dva nista
okarakterizirana, drugi ORF pa kodira RdRp (Slika 4.36).
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Slika 4.36: Genomska organizacija virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih na$li pri skupini
Spiralia.

44229 Klada Mono-Chu

Pri kladi Mono-Chu smo nasli dva primera celotnih genomov. Genoma virusov iz Girardia
dorotocephala (GEIG01038096) in iz Elysia cornigera (GBRW01045544) ne odstopata od
tipi¢ne genomske organizacije nyamivirusov in rhabdovirusov (Dodatek C; C.5, Slika C.39).
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442210 KladaPartiti-Picobirna

Pri kladi Parititi-Picobirna smo nasli pet primerov celotnih genomov virusov - tri iz druZine
Partitiviridae in dva iz druzine Picobirnaviridae. Pri partitivirusih iz Elysia timida
(GBRMO01095329), E. timida (GBRM01028801) in £. timida (GBRM01028412) smo odkrili
samo prvi segment, ki kodira RdRp. Pikobirnavirusa iz Elysia cornigera (GBRW01165272)
in (GBRWO01101679) imata genom, ki je nesegmentiran in zajema dva ORF - prvi ni
okarakteriziran, drugi kodira RdRp (Dodatek C; C.5, Slika C.42).

442211  KladaPicorna-Calici

Pri kladi Picorna-Calici se genomska struktura na novo odkritih pikornavirusov ne razlikuje
bistveno od trenutno znanih pikornavirusov. Shi in sod. (2016a) so odkrili skupino
dicistrovirusov, ki so kodirani samo z enim ORF. ORF kodira poliprotein z nizom domen:
helikaza - peptidaza C3 - RdRp_1 - Rhv -Rhv-CRPV. Dva izmed dicistrovirusov iz £
cornigera(GBRW01072866) in (GBRW01128951) vsebujeta za Nora viruse znac¢ilno HAM1
domeno (cd00515). Celotni genomi nekaterih novih arivirusov, kot so Phagocata morgani
(GEKK01024656), imajo identi¢no strukturo kot dicistrovirusi odkriti v raziskavi Shi in sod.
(2016a): celoten genom je kodiran z enim ORF. Proteinske domene si sledijo v nizu; helikaza
- peptidaza C3 - RdRp_1 - Rhv - Rhv - CRPV. Enaka struktura genoma je vidna pri virusu iz
Haliotis discus hannai (GDAS01047045), ki spada med »aquatic picornavirales, in virusu
Ruditapes philipinarum (J0101861), ki spada med posavirusu podobne viruse. Arivirusi
imajo lahko tudi strukturo tipi¢nega dicistrovirusa s helikazo, peptidazo C3 in RdRp na
prvem nestrukturnem ORF in dvema Rhv domenama, vklju¢no s CRPV domeno na
strukturnem ORF. Primer je virus, ki smo ga naSli pri Dugesia japonica (IAAB01076287)
(Dodatek C; C.5, Slika C.41).

442212  Klada Toti-Chryso

Pri kladi Toti-Chryso smo naSli dva celotna genoma. Genom totivirusa iz Schmidtea
mediterranea (GCZZ01061652) kodira tri ORF, prva dva nista okarakterizirana, tretji pa
kodira RdRp. Genom Phagocata morgani (GEKK01023799) kodira dva glavna ORF; prvi ni
okarakteriziran, drugi kodira RdRp. Znotraj prvega ORF je v drugem bralnem okvirju
kodiran Se en neokarakteriziran ORF (Slika 4.37).

BT St o sl o g

W 5 ptions ety R, phia2I S, i by
..:...n e T L LT . arpeirps quns pressy (i
Gaskmvmis afer eoped g / e
[ ] W Lo i il il { i} 30
—— = | . oy | — T R A S S S mryae pm——ry gy SR T TE R
LEBHEAN A IERS. ] - F =" ] il st Mmoo b siriyrsl prsiein of Plsring sy erediti il sl () P_SPETZSHL]
iy vy (v v B % T frie
rms L ] i -
Tt s, i e 1 (K 51
SRS perr e - ]
Nriasinabagerivm viein vire- TS (G0 SETE "
WV — - T TP
il e et s 1 (% 0T My 1 - iy
"
Pl g by o omm ww
E— e HNL 1 R M
- i Tl T MR UV BTG 1
— = W N el
- | — R

Slika 4.37: Genomska organizacija virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli pri skupini
Spiralia.
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4423  NajstarejSe skupine Zivali: ozigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora)

NajstarejSe skupine Zivali zajemajo poleg organizmov Placozoa tudi skupine oZigalkarjev
(Cnidaria), spuzev (Porifera) in rebrac (Ctenophora). V 88 genomih in transkriptomih smo
nasli celotne genome predstavnikov 14 virusnih klad: Birna, Qinvirus, Weivirus, Yuevirus,
Bunya-Arena, Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Mono-Chu, Narna-Levi, Tombus-Noda, Partiti-
Picobirna, Picorna, Reo, Toti-Chryso.

44231 Klada Bunya-Arena

Pri kladi Bunya-Arena smo odkrili samo L segment arenavirusa pri Rhopilema esculentum
(GEMS01099264), ki pa je za razliko od ostalih Bunyavirusov kodiran z dvema odprtima
bralnima okvirjema (angl. »open reading frame«; ORF). Prvi je funkcionalno
neokarakteriziran, drugi kodira RdRp (Dodatek C; C.6, Slika C.43).

44232 Klade Birna, Qinvirus, Weivirus in Yuevirus

Pri kladi Birna smo pri oZigalkarju Hydra magnipapillata odkrili segment B birnavirusa.
Njegovo zaporedje RdRp je le 23-25 % identicno kateremu koli trenutno znanemu
birnavirusu. Segment B je dolg 2863 bp, kar je tipi¢na dolZina segmenta B birnavirusov. Pri
Kkladi Qinvirus ima virus iz A/atina alata (GEUJ01027564) tipi¢no strukturo qinvirusov. Pri
kladi Weivirus so Waldron in sod. (2017) odkrili weivirus v spuzvi Halichondria panicea -
»Barns Ness breadcrumb sponge weivirus-like virus 9«. Pri analizi genomov weivirusov pa
smo nasli celoten genom weivirusa Porites australiensis (FX459308). Oba navedena virusa
imata tipi¢no strukturo weivirusov. Genomsko RNA sestavljata dva ORF, med katerima je
daljSa nekodirajoca regija. Prvi ORF (N-terminalni konec) je nestrukturni ORF, ki kodira
RdRp. Drugi ORF je strukturni in kodira protein plasca, ki je homologen kapsidi iz genoma
druzine Alvernaviridae. Pri kladi Yuevirus je zaporedje virusa iz Aurelia aurita
(GBRG01150463 + GBRG01067959), tako kot pri ostalih yuevirusih, sestavljeno iz dveh
segmentov. Vsak segment predstavlja monocistronsko RNA, ki kodira en ORF. Prvi segment
kodira RdRp, drugi segment ni funkcionalno okarakteriziran (Slika 4.38).

BIRNAVIRIDAE—

QINVIRUS—

WEIVIRUS —|

Y L.LVIRLSA{

Slika 4.38: Genomska organizacija virusov klad Birna, Qinvirus, Weivirus in Yuevirus, ki smo
jih nasli pri najstarejsih skupinah zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Novi RNA virusi
so oznaceni z rdeCo pisavo.
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44233 Klada Hepe-Virga

V okviru klade Hepe-Virga smo nasli genom timovirusa iz korale Porites asteroides
(GEHP01110756), ki spada v skupino Tymovirales, in dveh hepevirusov, »Barns Ness
breadcrumb sponge hepe-like virus 3« in Craterolophus convolvulus (HAGZ01026599), ki
spadata v druzino Hepeviridae. Timovirus iz Porites asteroides (GEHP01110756) ima
nekoliko druga¢no strukturo glede na viruse iz reda Tymovirales. Glavnemu
nestrukturnemu OREF, ki kodira proteinske domene - virusno metiltransferazo - helikazo -
RdRp_2 - sledijo trije strukturni ORF. Prva dva nista okarakterizirana, tretji kodira virusni
protein plasca druzine Flexi (angl. » viral coat protein; Flexi family«), ki je tipicen za red
Tymovirales. Virus »Barns Ness breadcrumb sponge hepe-like virus 3« je sestavljen iz
glavnega nestrukturnega ORF s proteinskimi domenami - virusna metiltransferaza -
helikaza - RdRp_2 in S$tirih funkcionalno neokarakteriziranih ORF. Hepevirus iz
Craterolophus convolvulus (HAGZ01026599) ima strukturo hepevirusom podobnih
virusov, kot je npr. Beihai hepe-like virus 4. Glavnemu nestrukturnemu ORF, ki kodira
poliprotein, s proteinskimi domenami - virusna metiltransferaza (angl. »wviral
methlyltransferase«) - helikaza - RdRp_2. Vendar se na N-teminalnem koncu helikaze
nahaja tudi domena NADAR. Proti 3' genomskega zaporedja sledijo trije neokarakterizirani
ORF (Dodatek C; C.6, Slika C.44).

44234 Klada Luteo-Sobemo

V okviru klade Luteo-Sobemo smo nasli dva celotna genoma sobemovirusov. Sobemovirusa
»Caledonia beadlet anemone sobemo-like virus 1« in Aurelia aurita(GBRG01058654) imata
monopartitno genomsko RNA, ki kodira 2 ORF. Prvi je pri virusu »Caledonia beadlet
anemone sobemo-like virusu 1« homologen hipoteti¢cnemu proteinu 1 »Beihai sobemo-like
virusa 17«, pri virusu Aurelia aurita (GBRG01058654) pa je homologen hipoteticnemu
proteinu 1 »Wuhan romanomermis nematode virusa 3«. Drugi ORF pri obeh primerih
kodira RdRp_1. Njuna dolZina je nekoliko krajsSa od povprecne dolZine genoma
sobemovirusov (Dodatek C; C.6, Slika C.45).

44235 Klada Narna-Levi

Pri kladi Narna-Levi smo na$li osem celotnih genomov. Narnavirusi iz Hydractinia
symbiolongicarpus (GCHWO01014342+GCHWO01012278), C(alvadosia cruximelitensis
(HAHCO01099958), Lucernaria quadricornis (HAHD01054073) in Myxobolus cerebralis
(GBKL01052498) imajo tipi¢no genomsko strukturo narnavirusov. Genomsko RNA kodira
en ORF z RdRp proteinsko domeno. Viruse skupine Narnaviridae so odkrili tudi pri spuzvi
Halichondria panicea (Waldron in sod., 2017). Poimenovali so jih »Barns Ness breadcrumb
sponge narna-like virus«. »Barns Ness breadcrumb sponge narna-like virus 8« znotraj
standardnega ORF z RdRp kodira Se stiri prekrivajoce ORF, ki kodirajo, se prepisujejo in
prevajajo v obratni smeri (3'-5"). »Barns Ness breadcrumb sponge narna-like virus 2« ima
znotraj standardnega ORF z RdRp Se dva ORF-ja; enega kodiranega v isti smeri kot glavni
ORF z RdRp (5'-3") in enega kodiranega v obratni smeri (3'-5"). Virusa »Barns Ness
breadcrumb sponge narna-like virus« 3 in 7 sledita tipi¢ni strukturi narnavirusov (Dodatek
G; C.6, Slika C.46).

44236 Klada Tombus-Noda

V okviru klade Tombus-Noda smo nasli stiri celotne genome, ki spadajo med tombusviruse.
Genom virusov »Barns Ness breadcrumb sponge tombus-like virus 1, 2 in 3« kodirata dva
glavna ORF. Na 5' je glavni nestrukturni ORF z RdRp in bodisi stop kodonom (»stop codon
readthrough«) bodisi premikom bralnega okvirja (angl. »stop codon readthrough«) na 5'
RdRp proteinske domene. Znotraj glavnega nestrukturnega ORF se pri »Barns Ness
breadcrumb sponge tombus-like virusu 1« in »Barns Ness breadcrumb sponge tombus-like
virusu 2« nahajata domnevna dodatna ORF. Na 3' koncu nestrukturnega ORF se nahaja
dodaten daljsi neokarakteriziran ORF. Virus Craterolophus convolvulus (HAGZ01003353)
kodira glavni nestrukturni protein z RdRP. 5' glede na RdRp je viden premik bralnega
okvirja (angl. »ribosomal frameshift), na 3' koncu glavnega ORF sta kodirana dva ORF.
Eden kodira virusni protein plas¢a (domena S) (angl. » viral coat protein; S domain«), drugi
ni okarakteriziran (Dodatek C; C.6, Slika C.47).
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44237 Klada Mono-Chu

Pri kladi Mono-Chu smo nasli celoten genom najdaljSega mononegavirusa pri zelenem
trdozivu Hydra vulgaris (GEVZ01001862), dolg je 21067 bp. Poleg karakteristi¢nega L
proteina ima Se pet novih ORF in ORF, ki kodira glikoprotein (Slika 4.39).
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Slika 4.39: Genomska organizacija virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli pri najstarejsih
skupinah Zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora).

44238 Klada Partiti-Picobirna

Klada Partiti-Picobirna je razdeljena na dve loceni druzini - Partitiviridae in
Picobirnaviridae. [z vsake smo predstavili po en primer celotnega genoma virusa. Waldron
in sod. (2017) so odkrili divergenten picobirnavirus pri spuzvi Halichondria panicea
(»Barns Ness breadcrumb sponge picobirna-like virus 1«). Virus je sestavljen iz dveh
segmentov, drugi segment kodira RdRp, prvi segment ni okarakteriziran. Genomska RNA
partitivirusa Porites astreoides (GEHP01449975) je monopartitna, sestavljena iz dveh ORF-
jev.Na 5' se nahaja nestrukturni ORF z RdRp, na 3' je dodaten ORF. Glede dolZine ne odstopa
od trenutno znanih partitivirusov (Dodatek C; C.6, Slika C.48).

44239 Klada Picorna-Calici

Strukture genomov, ki smo jih odkrili pri kladi Picorna-Calici pri najstarej$ih skupinah Zivali,
naceloma sledijo trenutno znanim genomskim strukturam pikornavirusov (Slika 4.41).
Izstopajo primeri virusov, pri katerih so bile odkrite dodatne Rhv domene, kot je na primer
pri virusih iz Millepora alcicornis (GFAS012252765) in iz Halyclistus auricola
(HAHA01054928+HAHA01054926) na N-terminalnem koncu poliproteina in pri
Halyclystus sanjuanensis (HAHB01071359) na C-terminalnem koncu poliproteina. Ravno
tako se pojavljajo dodatne RING domene (angl. » RING finger superfamily domain«), kot je
to razvidno v genomski strukturi pri Halyclystus auricola (HAHA01047705). Glede na
trenutno znane strukture pikornavirsov velja posebej izpostaviti dve divergentni genomski
strukturi. Pikornavirus Millepora alcicornis (GFAS01286708) kodira z monopartitno RNA
z enim glavnim ORF. Glavni ORF kodira niz proteinskih domen: helikazo - peptidazo C3 -
Rhv - Rhv - CRPV. Na lo¢enem OREF, ki kodira v drugem bralnem okvirju, je kodirana RdRp
druzine 1. Gre za prvi primer odkritega virusa z navedeno genomsko strukturo, torej ki bi
imela RdRp kodirano na lo¢enem ORF, ki je znotraj glavnega ORF in kodira v drugem
bralnem okvirju. Drugi primer pikornavirusa je Nematostella vectensis (HADN01010937),
katere genomska struktura vkljucuje dva ORF. Na 5' je nestrukturni ORF z nizom
proteinskih domen helikaza - tripsinu podobna serinska proteaza (»trypsin-like serine
protease«) — RdARp_1. Na 3' koncu je strukturni ORF s proteinskimi domenami Rhv — Rhv -
CRPV. Trenutno znani so primeri zamenjav peptidaze C3 s peptidazami C37 in C4 pri virusni
kladi Picorna-Calici. Nematostella vectensis (HADN01010937) je prvi primer zamenjave
referencne C3 peptidaze s tripsinu podobno serinsko proteazo (»trypsin-like serine
protease«). Shi in sod. (2016a) so odkrili podobno zamenjavo pri Hubei virga-like virusu
23. Pri virusu so pri proteazi ohranjeni bloki RIV - TAAHC - NDI - LCAG - CQGDSGGPL -
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IVSWG - PGVYTVVESY. Ob primerjavi obeh zaporedij vidimo relativno ohranjenost v bloku
(Slika 4.40).
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Slika 4.40: Primerjava Tripsinu podobnih serinskih proteaz (angl. »Trypsin-like serine
protease«) med Nematostella vectensis (HADN01010937) in »Hubei virga-like virusom 23«
(Katoh in Standley, 2013 - MAFFT).
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Slika 4.41: Genomska organizacija virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih na$li pri
najstarejSih skupinah zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Virusi, odkriti v referenci
Waldron in sod. (2017), so oznaceni s krogcem.
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442310 KladaReo

Pri kladi Reo smo nasli delni genom Reovirusa pri ozigalkarju Craterolophus convolvulus.
Poleg segmenta z RdRp smo nasli Se segmenta, ki kodirata proteina VP2 in VP4 (Dodatek C;
C.6, Slika C.50).

442311 Klada Toti-Chryso

Genom totivirusa pri Myxobolus cerebralis (GBKL01005516) kodira samo en ORF z RdRp
in je daljsi od trenutno znanih totivirusov. DolZina zaporedja je 7240 bp. Nasli smo celoten
genom, ki je za razliko od ostalih totivirusov kodiran z enim ORF. Ostale domnevne
proteinske domene na omenjenem virusu niso okarakterizirane (Dodatek C; C.6, Slika C.49).
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V okviru raziskav raznolikosti RNA virusov so prednjacile raziskave rastlinskih in
vretencarskih RNA virusov v povezavi z boleznimi, ki jih povzrocajo. Raziskave RNA virusov
pri nevretencarjih so bile povezane z njihovo raznolikostjo pri ¢lenonoZcih kot znanih
vektorjih rastlinskih in Zivalskih virusov. Zato so bili ¢lenonoZci postavljeni kot center
raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov (Halstead, 1966; Achong, 1972; Bauer in Murphy,
1975; Angly in sod., 2006; Culley in sod., 2006; Desnues in sod., 2008; Hogenhout in sod.,
2008; Cantalupo in sod., 2011; Junglen in Drosten, 2013; Mizuno in sod., 2013; Virgin, 2014;
Carapeta in sod., 2015; Paez-Espino in sod., 2016; Nouri in sod., 2015; Kawakami in sod.,
2016; Ladner in sod., 2016; Rosani in Gerdol., 2017; Galinier in sod., 2017; Philosof in sod.,
2017).

Pretekle filogenetske analize ss(+)RNA virusov so glede na skupne karakteristike
genomskih struktur in zaporedja RdRp razdelila RNA viruse na tri vecje skupine: 1) virusne
skupine, podobne flavivirusom (angl. »flavivirus-like«), 2) virusne skupine, podobne
pikornavirusom, oz. pikornavirusna naddruZina (angl. » picornavirus-like«), in 3) virusne
skupine, podobne alfavirusom (angl. »alphavirus-like«) ter 4) ostale posamezne skupine,
kot so: Narna-, Levi-, Ourmiavirus, Cystoviridae, Reoviridae, Nidovirales in ss(-) RNA virusi.
Skupne karakteristike so bazirale na podlagi zaporedja RdRp in strukture genoma z
znacilnimi geni 0z. domenami (Koonin in Dolja, 2014; Koonin in sod., 2015).

Znanje o RNA virusnih naddruZinah so dopolnile raziskave Webster in sod. (2015), Li in
sod. (2015), Webster in sod. (2016), Shi in sod. (2016a), Shi in sod. (2016b) in Waldron in
sod. (2017). Z rezultati njihovih raziskav se je pojavila nova slika o raznolikosti in
razSirjenosti RNA virusov. Raznolikost RNA virusov naj ne bi bila omejena samo na
¢lenonoZce, ampak naj bi bila razsirjena ¢ez celotno skupino nevretencarjev. Webster in sod.
(2015), Liin sod. (2015), Webster in sod. (2016), Shi in sod. (2016a), Shi in sod. (2016b) in
Waldron in sod. (2017) so naredili obsezne raziskave raznolikosti in razsSirjenosti RNA
virusov pri nevretencarjih. Center raznolikosti RNA virusov so premaknili s clenonoZcev na
celotno skupino Protostomia. Vendar so se pri skupini Zuzelk usmerili predvsem na redove
Coleoptera, Diptera, Odonata. Pri najstarejSih skupinah zivali so doslej odkrili viruse
predvsem pri ozigalkarjih (Cnidaria), Stevilo odkritih virusov pa je bilo majhno. Pri rakih so
se usmerili predvsem na deseteronoZzce (Decapoda, nekoliko manj na isopoda), pri skupini
Lophotrochozoa predvsem na mehkuzce (Mollusca). Nevretencarske skupine kozekrilci
(Hymenoptera), metulji (Lepidoptera), raki (Amphipoda in Copepoda), skupina
Lophotrochozoa (predvsem ploscati ¢rvi - Platyhelminthes), najstarejSe skupine zZuzelk in
najstarejSe skupine zZivali so le slabo raziskane oz. neraziskane s staliS¢a raznolikosti RNA
virusov. Namen nase analize je bil:

1) Dokazati, da je raznolikost RNA virusov prisotna pri vseh nevretencarjih.

2) Pojasniti razsirjenost, raznolikost in nastanek novih RNA virusnih skupin, njihovo
evolucijo in genomsko dinamiko pri skupinah nevretencarjev, ki doslej $e niso bile
raziskane.

3) Dokazati, da so najstarej$e skupine Zivali center in izvor raznolikosti RNA virusov.

Razprava je osredotoCena na razsirjenost, raznolikost in genomsko dinamiko novih RNA
virusov in endogeniziranih virusov pri vsaki od raziskanih skupin nevretencarjev.
Endogenizirani RNA virusi so obravnavani loCeno.



164 Poglavje 5. Razprava

5.1 Kozekrilci (Hymenoptera)

NajobseZnejSo Studijo v okviru analize raznolikosti in razSirjenosti RNA virusov pri
zuzelkah so opravili Shi in sod. (2016a). Izmed skupno 87 knjiznic je bilo 21
transkriptomskih knjiZnic narejenih na vzorcih RNA ZuZelk. Vendar Shi in sod. (2016a) v
svoji Studiji niso analizirali koZekrilcev kot pomembnega reda Zuzelk. KoZekrilce
(Hymenoptera) so vkljucili samo v meSani knjiznici WHZM in WHCCIL. Obe knjiZnici sta revni
z vidika raznolikosti in Stevila odkritih RNA virusov. Analizirali smo 432 genomskih in
transkriptomskih knjiznic kozekrilcev (Slika 4.4). KoZekrilci imajo najvecjo zbirko genomov
in transkriptomov knjiZnic izmed vseh skupin organizmov. Odkrili smo 388 novih RNA
virusov in s tem bistveno obogatili sliko o raz$irjenosti RNA virusov pri Zuzelkah. Z analizo
RNA virusov pri koZekrilcih smo odkrili prisotnost 15 od 25 definiranih virusnih klad:
Qinvirus, Ophio, Flavi, Toti-Chryso, Tombus-Noda, Reo, Picorna-Calici, Permutotetra,
Partiti-Picobirna, Orthomyxo, Mono-Chu, Bunya-Arena, Narna-Levi, Luteo-Sobemo in Hepe-
Virga. Ugotovili smo, da je klada Picorna-Calici najbolj zastopana. Sledijo ji Partiti-Picobirna,
Mono-Chu in Hepe-Virga, ostale virusne klade so redkejSe. Znotraj klade Picorna-Calici smo
dokazali prisotnost Sestih od osmih virusnih skupin: Iflaviridae, Dicistroviridae,
Secoviridae, Kelp fly virusu podobni virusi, Nora virusu podobni virusi in Arivirusu podobni
virusi. Najbolj pogosta je bila skupina Iflaviridae (Slika 4.6). Shi in sod. (2016a) so analizirali
21 transkriptomskih knjiznic, ki so pripadale devetim redovom Zuzelk, in nasli 460 virusov,
ki so pripadali 17 od 25 virusnim kladam. Mi smo analizirali 20-krat ve¢ knjiZnic, ki so bile
narejene iz vzorcev enega samega reda, in odkrili dokaj podobno Stevilo novih RNA virusov
(388), ki so pripadali podobnemu $tevilu virusnih klad (15/25). Nase vzorcenje pa je bilo
bistveno bolj reprezentativno.

Filogenetska analiza novih RNA virusov in analiza raznolikosti genomskih struktur sta
klju¢nega pomena za pridobitev podatkov o sami raznolikosti RNA virusov pri doloceni
skupini organizmov. Shi in sod. (2016a) v okviru svoje Studije koZekrilcev niso analizirali. Pri
razlagi nasih rezultatov analize raznolikosti in razSirjenosti RNA virusov pri koZekrilcih
pride do izraza pomembna lastnost transkriptomskih knjiznic. Virus je lahko v c¢asu
vzorcenja prisoten v celici organizma, v medceli¢nini tkiva organizma ali je naklju¢no
prisoten na organizmu kot »artefakt«. Vsak organizem v specificni ekoloSki nisi je
udelezenec v mrezi ekosistema, torej je z ostalimi organizmi v ekosistemu v doloc¢enem
odnosu. Odnos med organizmi v ekosistemu se je pri analizi raznolikosti in razsirjenosti RNA
virusov izkazal kot pomemben dejavnik mehanizma evolucije njihovih pripadajocih viromov,
kar je lepo vidno v okviru analize RNA virusov pri koZeKrilcih. Najpogostejsi obliki odnosov
med dvema organizmoma sta simbioza in parazitizem. Kot prvi primer parazitizma bi lahko
navedli odnos med parazitoidnimi osami in njihovimi gostitelji, ki je pomembna gonilna sila
pri oblikovanju strukture in evolucije njunih pripadajoc¢ih viromov. Odkrili smo namrec
Stevilne primere virusov v transkriptomih parazitoidnih os, ki so identi¢ni ali sorodni
virusom, Ki okuZujejo njihove gostitelje. Pri kladi Tombus-Noda lahko navedemo primer
virusa, najdenega v transkriptomu parazitoidne ose Podalonia hirsuta, ki napada gosenice
metuljev in je sorodna »Diaphorina citri-associated C virusug, izoliranemu iz Diaphorina
citri (Hemiptera, Psylloidea) (Dodatek B; B.1, Slika B.5). Pri Kkladi Partiti-Picobirna smo v
transkriptomu parazitoidne ose Leptopilina boulardi nasli »Hubei partiti-like virus 27«
podoben oz. soroden virus (QTM26091), ki so ga Shi in sod. (2016a) odkrili v knjiZnici
zuzelk skupine Odonata. Leptopilina boulardi je vrsta parazitoidnih os, ki napada vinske
musice (Drosophila melanogaster) (Slika 4.9). Pri kladi Permutotetra smo nasli dva primera,
kjer parazitizem med parazitoidnimi osami in pripadajocimi gostitelji igra klju¢no vlogo v
evoluciji klade. Odkrili smo primer »Newfileld virusu - podobnega virusa« v transkriptomu
parazitoidne ose Leptopilina boulardi. V transkriptomskih knjiznicah organizma Fopius
arisanus smo nasli virus, soroden »Daesongdong virusu 2«, ki je bil izoliran iz komarja Culex
pipiens (Dodatek B; B.1, Slika B.8). Pri kladi Picorna-Calici smo nasli Nora virus, ki je bil
izoliran iz vinske musSice, prisoten pri vrsti Leptopilina heterotoma, znani parazitoidni osi.
Soroden virus smo nasli tudi pri vrsti Fopius arisanus (Dodatek B; B.1, Slika B.9). Pri vseh
navedenih primerih ne moremo sklepati o dejanskem gostitelju virusov. Dejanski gostitelji
virusov so lahko parazitoidne ose, ki so virus horizontalno prenesle na gostiteljsko zZuzelko
tekom evolucije virusne klade. Ali pa je bila pot obratna, torej je parazitoidna osa prevzela
virus od gostiteljske zZuZelke. Kot drugi primer bi lahko navedli parazitizem med rastlinskimi
patogenimi glivami in njihovimi rastlinskimi gostitelji. Pri kladi Partiti-Picobirna (Slika 4.9)
smo v transkriptomu vrste Tenthredo koehleri naSli genom virusa, ki je soroden
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rastlinskemu virusu »Cannabis cryptic virus«. Ti partitivirusi so grupirani z glivnimi virusi,
kot je »Fusarium poae virus 1l«. Glede na to, da rastlinski z glivnimi virusi tvorijo
podskupino, lahko sklepamo, da je tekom evolucije klade Partiti-Picobirna prislo do
horizontalnega prenosa virusa med glivnim in rastlinskim gostiteljem. Smeri prenosa pa ne
moremo natancno dolociti, saj je drevo koreninjeno na sredini in s tem ni postavljeno v
kontekst evolucijskega casa. Lahko je prislo do prenosa prvotno glivnega virusa na
rastlinskega gostitelja in njegovo nadaljnjo diverzifikacijo, pri ¢emer je virus pridobil
dodatne gene za prezivetje v rastlinah. Obratno pa je lahko priSlo do prenosa prvotno
rastlinskega virusa na glive. Rezultat je premik v njegovi hitrosti mutacij. Parazitski odnos
med rastlinskimi patogenimi glivami je v tem primeru za evolucijo klade igral klju¢no vlogo.
Virus, soroden »Fusarium poae virusu 1«, je bil najden v tudi transkriptomu ose Alysson
spinosus. V tem primeru je lahko Alysson spinosus dejanski gostitelj virusa. Verjetnejsi
scenarij pa je, da igra vmesni ¢len v parazitskem odnosu med rastlinsko patogeno glivo in
rastlino, s katero se Alysson spinosus prehranjuje. Virus, odkrit v transkriptomu Alysson
spinosus, je lahko dejansko povezan ali z rastlino, s katero se prehranjuje, ali z glivo, ki je za
omenjeno rastlino patogen. Tretji primer odnosa med organizmi je vrsta »plenilstva,
tipicna za koZekrilce, ki podpira njihovo pomembno vlogo kot vektoriji rastlinskih virusov.
Njihov mehanizem prehranjevanja z rastlinskimi tkivi in produkti (nektar) in vloga kot
pomembni oprasevalci rastlin je glavni dejavnik horizontalnega prenosa rastlinskih virusov
nanje in z njih na druge rastline. Pri analizi raznolikosti RNA virusov pri koZekrilcih smo
namrec¢ v transkriptomih koZekrilcev nasli nukleotidna zaporedja rastlinskih virusov ali
rastlinskim virusom sorodnih virusov. Pri kladi Bunya-Arena (Dodatek B; B.1, Slika B.1) smo
v transkriptomu rdece ognjene mravlje (Solenopsis invicta) nasli nukleotidno zaporedje
rastlinskemu virusu »Ramu stunt virusu podobnega virusa« (izoliranega iz sladkornega
trsa). Pri kladi Hepe-Virga (Slika 4.7) smo v transkriptomu ose Pseudoscolia sinaitica
(Sphecoidea) nasli rastlinski virgavirus. Gre za virus, ki je soroden virusu »Lychnis ringspot
virusu«, znanemu patogenu mete. Drugi primer sta virusa, najdena v vrstah Lithurgus
chrysurusin Osmia cornuta, ki sta bila uvrs¢ena med rastlinske viruse skupine Tymovirales.
Virus, najden v organizmu Lithurgus chrysurus, je soroden rastlinskemu »Cherry virusu A,
virusu izoliranemu iz japonske marelice (Prunus mume). Virus, najden v transkriptomu
vrste Osmia cornuta, je identi¢en rastlinskemu »Grapewine rupestris stem pitting-
associated virus-u, virusu, ki okuZuje vinsko trto. Virus iz transkriptoma vrste Antophora
plumipes spada med Benyviridae in je soroden rastlinskemu »Beei soil-borne mosaic
virusug, izoliranemu iz navadne pese (Beta vulgaris). Pri kladi Ophio (Dodatek B; B.1, Slika
B.6) smo v transkriptomu vrste Panurgus dentipes nasli rastlinski virus, soroden
rastlinskemu virusu »Citrus psorosis virusug, izoliranemu iz citronalne citrone (Citrus
medica). Pri kladi Picorna-Calici (Dodatek B; B.1, Slika B.9) smo odkrili predstavnika
rastlinskih virusov iz druzine Secoviridae v transkriptomih vrst Halictus quadricinctus in
Crabro peltarius. Nasli smo »Cherry leaf roll virus«, ki je bil izoliran iz navadne breze (Betula
pendula). V transkriptomu vrste Chalybion californicum smo nasli »Tobacco ringspot
virusg, Ki je bil izoliran iz vinske trte kultivarja Blanc du Bois. V transkriptomu ose Vespa
crabro smo nasli virus, soroden »Rice tungro spherical virusug, izoliranemu iz riza (Oryza
sativa). Pri vseh navedenih primerih sta mozna dva scenarija. KoZekrilec, na katerem je bil
najden rastlinski virus, je vektor za omenjen rastlinski virus ali pa je bil virus na njem
nakljucno prisoten v ¢asu vzorcenja, ker ga je od rastline prevzel med hranjenjem. Shi in
sod. (2016a) so v njihovi $tudiji pokazali pomen redov Odonata, Blattodea, Hemiptera,
Diptera, Coleoptera, Orthoptera in Dermaptera pri horizontalnem prenosu RNA virusov med
gostitelji ali med patogenom, kot je patogena gliva, in njegovim gostiteljem. Odkrili so
primere rastlinskih Virgavirusov, Bromovirusov, skupine Tymovirales, glivnih virusov
skupine Hypoviridae, glivnih virusov skupine Narnavirdae, rastlinskih virusnih
pripadnikov skupine Rhabdoviridae, glivnih in rastlinskih virusov klade Partiti-Picobirna in
druge primere rastlinskih in glivnih virusov oz. sorodnih virusov, ki so jih odkrili v
transkriptomih analiziranih ZuZelk. V okviru doktorskega dela smo sliko o pomenu zZuZelk za
horizontalni prenos RNA virusov med gostitelji in s tem za evolucijo RNA virusov dopolnili
tudi s koZekrilci (Hymenoptera). Pokazali smo, da tudi kozekrilci igrajo pomembno vlogo pri
prenosu RNA virusov med elementi biosfere. S tem smo dokazali njihov pomen v pretoku
genetskih informacij in evolucijskem poteku sprememb v strukturi genoma RNA virusnih
klad.

Za nadaljnja sklepanja o dejanskih genomskih strukturah in poteku izmenjave
genomskega materiala znotraj vsake od virusnih klad je pomembna evolucijska starost
»gostiteljev«. Skupina koZekrilcev (Hymenoptera) je relativno evolucijsko mlada skupina
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Zuzelk. Velika vecina novih RNA virusov, ki smo jih odkrili v genomih in transkriptomih
koZekrilcev, se poveze skupaj s trenutno znanimi virusi, ki spadajo v isto virusno Kklado.
Kratka dolzina vej v filogenetskih drevesih vsake od virusnih klad pri koZekrilcih (Dodatki
B.1) kaZe na visoko podobnost novih RNA virusov s trenutno znanimi RNA virusi iz iste
virusne klade. VecCina novih RNA virusov, ki smo jih nasli pri koZekrilcih in so bili uvrsceni
v doloceno virusno klado glede na zaporedje, se ne lo¢i od trenutno znanih predstavnikov
iste virusne klade. Zato na podlagi filogenetske analize novih RNA virusov pri koZekrilcih ne
moremo sklepati o dejanski evolucijski starosti vsake od definiranih virusnih klad. So pa
ugotovitve o diverzifikaciji RNA virusov pri evolucijsko mlaj$i skupini koZekrilcev pomembne
za nadaljnje sklepanje o faktorjih, ki so vplivali na samo diverzifikacijo. MoZna sta namrec
dva scenarija. Po prvem scenariju bi lahko naklju¢na mutacija in diverzifikacija virusa izzvala
potrebo po menjavi gostitelja. Verjetnejsi pa je obratni scenarij. Glede na to, dalahko najdemo
isti virus prisoten na dveh razli¢nih vrstah organizmov, je verjetnej$a razlaga, da je naklju¢en
prehod na drugega gostitelja (npr. z rastline na koZekrilca, s patogene glive na rastlino ali s
patogene glive na koZekrilca) izzval spremembo v genetskem driftu, premik v hitrosti mutacij,
potrebo po prilagoditvi na drugo okolje in diverzifikacijo. Dejstvo, da smo pri skupini
koZekrilcev odkrili mlade RNA viruse, se kaze tudi v strukturi njihovih genomov. Vecina
genomov novih RNA virusov, najdenih v genomih in transkriptomih koZekrilcev, je podobna
genomski strukturi trenutno znanih pripadnikov virusnih klad. Pri kladi Narna-Levi smo
tako kot Shi in sod. (2016a) odkrili primere narnavirusov z dodatnimi ORF-ji v nasprotnih
bralnih okvirjih (Dodatek C; C.1, Slika C.5). Vecino sprememb predstavljajo nedefinirani
ORF, za katere ne obstaja ustrezno karakterizirano homologno zaporedje v proteinskih
podatkovnih bazah in za katere ne poznamo bioloske funkcije, kot lahko opazimo pri kladi
Mono-Chu (Dodatek C; C.1, Slika C.4). Vseeno pa smo v okviru analize genomskih struktur
odkrili primere, ki se nekoliko razlikujejo od trenutno znani genomskih struktur. Pri kKladi
Picorna-Calici se pojavljajo dodatne domene, kot so RING, podtip domene cinkovih prstov s
C3HC4 aminokislinskim motivom in dvema cinkovima kationoma, peptidaza C39 pri virusu
iz Mischocyttarus flavitarsis (GAXM01039151) in dodatne Rhv domene (Dodatek C; C.1,
Slika C.9). Genomi nekaterih novih odkritih predstavnikov virusnih klad so pri kozZekrilcih
nekoliko krajsi od tipi¢nih oz. trenutno znanih predstavnikov iste virusne klade, kot na
primer lahko vidimo pri kladah Tombus-Noda (Dodatek C; C.1, Slika C.6) in Luteo-Sobemo
(Dodatek C; C.1, Slika C.3). Krajsi genom lahko odraza evolucijsko mlajSe stanje virusov.

V okviru analize raznolikosti RNA virusov pri koZekrilcih smo pokazali, da tudi koZeKrilci
predstavljajo bogat rezervoar raznolikih RNA virusov in prisotnost Sirokega spektra virusnih
klad. Pokazali smo, da je raznolikost RNA virusov razsirjena ez vse redove Zuzelk. Novo
pridobljeni podatki o zastopanosti in raznolikosti novih RNA virusov pri koZekrilcih so
pomembni za nadaljnje sestavljanje slike o 1) raznolikosti RNA virusov pri ZuZzelkah, 2)
razsirjenosti RNA virusov pri Zuzelkah in 3) o poteku izmenjave genomskega materiala
znotraj vsake od definiranih virusnih klad in med definiranimi virusnimi kladami tekom
evolucije.

5.2 Metulji (Lepidoptera)

Shi in sod. (2016a) so v okviru analize raznolikosti RNA virusov pri metuljih na vzorcih
metuljev naredili eno samo knjiZznico (LCM). Analiza RNA virusov v tej knjiZnici je pokazala
prisotnost samo enega predstavnika klade Luteo-Sobemo, enega predstavnika klade Bunya-
Arena, enega predstavnika klade Mono-Chu in tri predstavnike klade Reo (Dodatek A; A.1
Slika A.1). Ta knjiZnica je bila omejena z vidika $tevilénosti in raznolikosti prisotnih RNA
virusnih klad. V okviru doktorskega dela smo analizirali 301 genomov in transkriptomov
metuljev in odkrili 67 novih RNA virusov, ki so spadali v 14 od 25 definiranih RNA virusnih
klad: Flavi, Toti-Chryso, Tombus-Noda, Reo, Picorna-Calici, Permutotetra, Partiti-Picobirna,
Orthomyxo, Mono-Chu, Bunya-Arena, Narna-Levi, Luteo-Sobemo, Hepe-Virga in Astro.
Klade Flavi, Toti-Chryso, Tombus-Noda, Reo, Picorna-Calici, Permutotetra, Partiti-
Picobirna, Orthomyxo, Mono-Chu, Bunya-Arena, Narna-Levi, Luteo-Sobemo in Hepe-Virga
so prisotne tako pri metuljih kot pri koZekrilcih in kaZejo podobne deleZe zastopanosti pri
obeh skupinah. Klade Picorna-Calici, Partiti-Picobirna in Mono-Chu so najbolj pogoste
virusne klade, sledi Hepe-Virga. Klade Bunya-Arena, Luteo-Sobemo, Orthomyxo in Reo
kaZejo podoben deleZ zastopanosti tako pri koZekrilcih kot tudi pri metuljih (3-5 %). Ostale
virusne klade so redke tako pri metuljih kot pri koZekrilcih. Predstavnike klade Astro smo
odkrili samo pri metuljih, predstavnike klad Ophio in Qinvirus pa samo pri koZekrilcih. Klada
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Astro je v okviru Zuzelk omejena predvsem na metulje, kKladi Ophio in Qinvirus pa na
kozZekrilce (Sliki 4.4 in 4.5). Pri Shi in sod. (2016a) je bilo tako kot pri koZzekrilcih tudi pri
metuljih vzorenje omejeno. Vzorci transkriptomov metuljev so bili predmet samo ene
enostavne knjiZznice (na nivoju enega reda ZuZelk) in ene me$ane knjiznice. Nobena od
knjiznic ni bila bogata z raznolikimi RNA virusi. Skupno so odkrili samo okrog 30 RNA
virusov. V okviru doktorata smo sliko o raznolikosti prisotnih virusnih klad pri ZuZelkah
obogatili poleg koZekrilcev tudi z analizo raznolikosti prisotnih klad pri metuljih z bistveno
bolj reprezentativnim vzoréenjem. Kljub primerljivemu Stevilu analiziranih knjiznic med
kozekrilci (432) in metulji (301) pa smo pri metuljih nasli Sestkrat manjSe Stevilo novih
RNA virusov. Eden izmed moZnih vzrokov je lahko ved¢ji prispevek genomskih podatkovnih
baz glede na transkriptomske pri metuljih. Lahko pa so metulji manj bogat rezervoar RNA
virusov kot koZekrilci.

Zastopanost in Stevilcnost virusnih klad pri metuljih v primerjavi s kozekrilci je
pomembna za razumevanje vzorca razsirjenosti virusnih klad pri ZuZelkah. Gre namre¢ za
dva izmed Stirih redov ZuZelk z najve¢ znanimi razlicnimi vrstami: Coleoptera, Diptera,
Hymenoptera in Lepidoptera. Z analizo prisotnosti RNA virusnih klad hkrati dobimo
vpogled v spekter raznolikosti prisotnih virusnih klad pri ZuZelkah. Za celoten vpogled pa
potrebujemo Se informacije o 1) njihovi filogenetski klasifikaciji in 2) o raznolikosti
prisotnih genomskih struktur. Tako kot pri ZuZelkah tudi pri metuljih pride do izraza
znacilnost transkriptomskih knjiznic, da ne poznamo vira virusne genomske RNA. Virusna
genomska RNA iz transkriptoma organizma lahko izvira iz virusa, ki je bil naklju¢no
prisoten na organizmu, se je nahajal v medceli¢nini »tkiva« organizma ali je bil dejansko
prisoten v celici v ¢asu aktivne okuZbe organizma. Ne glede na vir RNA virusov pa smo med
filogenetsko analizo ugotovili, da je tako kot pri koZekrilcih tudi pri metuljih odnos med
organizmi v ekosistemu klju¢en pri raz$irjanju in pretoku njihovih RNA viromov. Prva oblika
odnosa, ki je vplivala na pretok virusov med elementi biosfere, je parazitizem. Pri tem so bili
metulji najverjetneje vesni ¢len. Eden izmed primerov parazitizma, ki je igral pomembno
vlogo pri pretoku virusov med elementi biosfere, je parazitizem med rastlinskimi patogenimi
glivami in njihovimi rastlinski gostitelji. Pomen odnosa za evolucijo RNA virusov se lepo vidi
v primerih klad Narna-Levi in Partiti-Picobirna. Obe skupini vsebujeta predstavnike
rastlinskih in glivnih virusov. V ospredju je funkcija rastlinske parazitoidne glive in njenega
pripadajocega rastlinskega gostitelja. Metulji pri tem lahko igrajo funkcijo stranskega ¢lena
kot oprasevalci ali kot rastlinojedci. Med prehranjevanjem je lahko metulj 1) naklju¢no
pobral glivni virus in ga prenesel na naslednjo rastlino, 2) naklju¢no pobral rastlinsko
patogeno glivo, ki jo okuzuje glivni virus, in jo prenesel na rastlinskega gostitelja. Navedemo
lahko primer virusa pri kladi Narna-Levi (Dodatek B; B.2, Slika B.18) - Helicoverpa assulta
(ditrisiji, sovke - Noctuidae) (GBTA01004534), ki je soroden glivnemu virusu »Fusarium
poae narnavirus 1« ki je bil izoliran iz askomikotne glive Fusarium poae, rastlinske
patogene glive. Drugi mozni scenarij je, da je metulj pobral rastlinski virus in presel v stik s
pripadajoco rastlinsko patogeno glivo, ki je virus prevzela. Navedemo lahko primere pri
kladi Partiti-Picobirna (Slika 4.11). Genom virusa iz Micropterix calthella (GACP01000900)
je 81 % podoben rastlinskemu partitivirusu »Cannabis cryptic virusu«. Proteinsko
zaporedje RdRp »Fusarium poae virusa 1« je 47 % podobno »Cannabis cryptic virusu«.
Virus Micropterix calthella (GACP01000900) je hkrati 54 % podoben glivnemu virusu
Fusarium poae virusu 1. Drugi primer je genom virusa Micropterix calthella
(GACP01012427), ki je 77 % identicen rastlinskemu virusu »Rose partitivirus« in hkrati 54
% identicen glivnemu virusu »Rosellinia necatrix partitivirus 2«. V obeh primerih gre za
tipiCen primer horizontalnega prenosa virusa med rastlinskim in glivnim gostiteljem, pri
¢emer je glivni gostitelj hkrati rastlinska patogena gliva. Pri drugem tipu odnosov, ki je
posebna oblika »plenilstva, pa imajo metulji vlogo glavnega igralca. Tako kot pri koZekrilcih
smo namrec v transkriptomih metuljev nasli genome ali dele genomov rastlinskih virusov.
Pri kladi Hepe-Virga (Dodatek B; B.2, Slika B.16) je virus iz Eudarcia simulatricella
(GEOF01029671) najverjetneje rastlinski virus, ki je soroden rastlinskima virusoma
»Burdock mottle virusu« in »Beet soil-borne mosaic virusu«. Na organizem je lahko presel
naklju¢no ob hranjenju ali pa deluje kot vektor, ki ob oprasevanju rastlin na rastlino prenese
virus. Virus skupine Tymovirales, najden v transkriptomu Micropterix calthella (GACP), je
najverjetneje rastlinski virus, soroden rastlinskemu virusu »Cherry virus A« (Dodatek B;
B.2, Slika B.24). Shi in sod. (2016a) so s prikazom prisotnosti Stevilnih rastlinskim in glivnim
virusom sorodnih virusov v transkriptomih ZuZzelk redov Coleoptera, Diptera in Hemiptera
izpostavili njihovo klju¢no vlogo v prenosu virusov. Redovi Coleoptera, Hemiptera in
Diptera so sicer Ze od prej znani vektorji rastlinskih in zivalskih virusov (Roossinck, 2015).
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V okviru doktorata smo poleg koZekrilcev poudarili Se vlogo metuljev kot oprasevalcev, ki
igrajo pomembno vlogo kot vektorji rastlinskih virusov in s tem klju¢no vlogo v evoluciji
njihovih genomov.

Za nadaljnja sklepanja o poteku izmenjave genetskega materiala med viromi metuljev in
ostalimi organizmi in o poteku evolucijskih sprememb njihovih genomov pa potrebujemo
informacije o genomski strukturi RNA virusov metuljev v povezavi z njihovo filogenetsko
karakterizacijo. Pri tem se je izkazala informacija o evolucijski starosti organizmov, pri
katerih smo nasli prisotne RNA viruse, kot zanimiva. Tako kot koZekrilci so tudi metulji
evolucijsko mlajSa skupina. Shi in sod. (2016a) so pri ZuZelkah prikazali nepopolno sliko,
saj niso analizirali koZekrilcev in metuljev in njihove pripadajoce raznolikosti RNA virusov,
ki bi jo povezali z raznolikostjo genomskih struktur in filogenetsko klasifikacijo. Tako kot
pri koZekrilcih se tudi pri metuljih veé¢ina novih odkritih RNA virusov ne razlikuje bistveno
od drugih trenutno znanih RNA virusov iste virusne klade oz. v filogenetskem drevesu kaZejo
na pozno oz. nedavno diverzifikacijo. Vec¢ina vej novih RNA virusov, najdenih pri metuljih, je
kratkih, kar kaZe na bliZnje sorodstvene odnose s trenutno znanimi virusi iste virusne klade.
Najdemo pa tudi primere nekaterih nekoliko daljsih vej, kot na primer pri kladah Flavi
(Dodatek B; B.2, Slika B.15), Hepe-Virga (Dodatek B; B.2, Slika B.24) in Mono-Chu (Slika 4.10).
Ugotovitve o raznolikosti genomskih struktur sledijo ugotovitvam na podlagi filogenetske
analize. Velina genomskih struktur novih RNA virusov vsake od virusnih klad se ne razlikuje
od genomskih struktur trenutno znanih RNA virusov iste virusne klade. Vseeno pa smo med
analizo naleteli na doloCene primere virusnih genomov, uvrscenih v specificno virusno
klado, ki se nekoliko razlikujejo od nabora tipi¢nih virusnih genomov, ki so znacilni za to
virusno klado. Ene izmed pogostih razlik so v dolZini genoma. Pri kladi Hepe-Virga (Slika
4.27) smo v transkriptomu metuljev odkrili negevirus pri Yponomeuta evonymellus
(GASG02029232), ki je daljsi od povprecnega negevirusa (13040bp). Struktura sicer
spominja na strukturo Marsac virusa, vendar glavne razlike tvorijo Stirje neokarakterizirani
ORF. Nasprotno so nekateri genomi nekoliko krajsi od povprec¢ne dolZine, tipicne za
pripadajoco virusno klado. Pri kladi Luteo-Sobemo (Slika 4.28) sta genoma sobemovirusov
iz Enteucha acetosae (GEOE01112900) in iz Tischeria quercitella (GEOU01069137) krajSa
od povprecne dolZine genoma klade Luteo-Sobemo. Tako kot smo ugotovili pri kozekrilcih,
lahko krajsi genom odraZa evolucijsko mlajSe stanje. Pri kladi Permutotetra (Dodatek C; C.2,
Slika C.16) smo naleteli na dva primera genomov iz FEogystia hippophaecolus
(GFBH01042206) in iz Athetis lepigone (GARC01021157), ki se razlikujeta od referen¢nih
permutotetravirusov. Tipi¢ni permutotetravirusi kodirajo dva ali tri ORF - glavni
nestrukturni ORF, ki kodira RdRp, in strukturni ORF, ki kodira protein plasca, ki je lahko
naddruzine peptidaze A21, protein SP24 ali rastlinski virusni protein plas¢a (angl. »viral
coat protein, S domain«). Pri permutotetravirusih iz Fogystia hippophaecolus
(GFBH01042206) in iz Athetis lepigone (GARC01021157) se strukturni protein (virusni
protein plas¢a) nahaja znotraj glavnega nestrukturnega ORF-ja, ki kodira RdRp. Prepisuje
se v drugem bralnem okvirju kot glavni nestrukturni protein. Pri Athetis lepigone -
(GARC01021157) se znotraj strukturnega ORF nahaja stop kodon. Pri kladi Picorna-Calici
(Dodatek C; C.2, Slika C.18) se pri iflavirusih iz Yponomeuta evonymellus (GASG020225545)
in iz Athetis lepigone (GARD01006938) nahaja dodatna Rhv domena. Z analizo genomskih
struktur v povezavi s filogenetsko analizo smo ugotovili, da se vec¢ina genomskih struktur
ne razlikuje od trenutno znanih genomskih struktur virusnih klad. Tudi v filogenetski
analizi kratka dolZina vej vecine novih RNA virusov nakazuje na nedavno diverzifikacijo in
podobnost z drugimi trenutno znanimi predstavniki virusnih klad. Vseeno pa smo pri
metuljih nasli ve¢ divergentnejsSih predstavnikov RNA virusov kot pri kozekrilcih. Tako smo
obogatili sliko o raznolikosti genomskih struktur RNA virusov glede na trenutno sliko, v
kateri so manjkale informacije o kozekrilcih in metuljih (Shi in sod., 2016a).

Z analizo raznolikosti RNA virusov pri metuljih smo ugotovili, da so bogat vir raznolikih
RNA virusov, vendar smo jih odkrili kljub analizi primerljivega Stevila genomskih in
transkriptomskih knjiznic nekoliko manj kot pri koZekrilcih. Ugotovitve o raznolikosti RNA
virusov pri koZekrilcih in metuljih so pomembne za celostno sliko o raznolikosti genomskih
struktur RNA virusov pri ZuZelkah v povezavi z njihovo filogenetsko karakterizacijo.
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5.3 NajstarejSe skupine ZuZelk: skaka€i (Collembola), dvorepke
(Diplura), $¢etinorepke (Zygentoma), Monocondylia

Za celosten vpogled v 1) zastopanost virusnih klad, 2) profil raznolikosti genomskih
struktur in 3) filogenetsko sliko posameznih virusnih klad potrebujemo Se informacije o
profilu raznolikosti RNA virusov pri najstarejsih skupinah Zuzelk oz. pri prazuZelkah (angl.
wbasal Hexapoda«), kot so skakaCi (Collembola), dvorepke (Diplura), Scetinorepke
(Zygentoma) in Monocondylia. Najstarejse skupine ZuZelk predstavljajo starejSo kopensko
vejo skupine Pancrustacea (Budd in Telford, 2009). Kot pomembni dekompozitorji, ki
naseljujejo matriks prsti, predstavljajo potencialno zalogo raznolikih RNA virusov.
Raznolikost RNA virusov pri najstarejSih skupinah ZuZzelk (Shi in sod., 2016a) doslej Se ni bila
raziskana. V okviru doktorata smo analizirali 16 transkriptomov in Stiri genome najstarejSih
skupin Zuzelk. Najvec knjiZnic (tri genomske in devet transkriptomskih) je bilo narejenih
na vzorcih skakacev. V primerjavi s koZekrilci in metulji knjiZnice najstarejSih skupin ZuZelk
trenutno Se vedno niso obseZne. Nasli smo posamezne primere novih RNA virusov pri
kladah: Mono-Chu (en predstavnik) (Dodatek B; B.3, Slika B.25), Narna-Levi (en
predstavnik) (Dodatek B; B.3, Slika B.26), Hepe-Virga (pet predstavnikov) (Dodatek B; B.3,
Slika B.28), Orthomyxo (en predstavnik) (Slika 4.13), Picorna-Calici (sedem predstavnikov)
(Slika 4.14), Qinvirus (en predstavnik) (Dodatek B; B.3, Slika B.27), Tombus-Noda (dva
predstavnika) (Dodatek B; B.3, Slika B.29), Toti-Chryso (en predstavnik) (Slika 4.15).
Skupno smo odkrili 19 RNA virusov pri najstarejsih skupinah zivali, ki so spadali v osem od
25 RNA virusnih klad. Torej smo kljub omejenemu Stevilu genomov in transkriptomov
pokazali bogato raznolikost RNA virusnih klad tudi pri najstarejSih skupinah ZuZelk.
Relativno majhno Stevilo dostopnih genomov in transkriptomov pa je najverjetnejsi vzrok,
da smo nasli manjso pestrost RNA virusnih klad pri najstarejsih ZuZelkah. Evolucijsko mlajse
skupine Zuzelk so zastopane s 15 do 20-krat vecjim naborom genomskih in
transkriptomskih knjiZnic. Pri najstarejsih skupinah ZuZelk sta bili najbolj zastopani klada
Hepe-Virga (Dodatek B; B.3, Slika B.28), pri kateri smo odkrili izklju¢no negeviruse, in klada
Picorna-Calici. Znotraj klade Picorna-Calici (Slika 4.14) smo odkrili predstavnike Nora
virusu podobnih virusov, Kelp fly virusu podobnih virusov, iflaviruse in dicistroviruse.
[zmed sedmih pikornavirusov trije spadajo med iflaviruse. Iflavirusi so torej tako kot pri
koZekrilcih in metuljih tudi pri najstarej$ih skupinah ZuZelk najbolj zastopana skupina. Z
analizo genomov in transkriptomov najstarejsSih skupin ZuZelk smo obogatili in razsirili sliko
o raznolikosti RNA virusov pri ZuZelkah in posledi¢no tudi pri nevretencarjih. Rezultati
analize RNA virusov pri najstarejsih skupinah Zuzelk se ujemajo tako z vidika filogenetske
analize kot z vidika analize genomskih struktur.

Vsi odkriti predstavniki RNA virusov pri kladah Mono-Chu, Narna-Levi, Hepe-Virga,
Orthomyxo, Picorna-Calici, Qinvirus, Toti-Chryso in Tombus-Noda so divergentni glede na
trenutno znane predstavnike posamezne virusne klade. Pri kladi Mono-Chu (Dodatek B; B.3
Slika B.25) je endogeniziran virus, najden v genomu Catajapyx aquilonaris, samo 30 %
identicen najbliZjemu sorodniku »Shayang fly virusu 1«. Pri kladi Narna-Levi je virus iz
Tetrodontophora bielanensis (GAXI) 40 % soroden »Beihai narna-like virusu 23«
(BHZY57139). Pri kladi Hepe-Virga (Dodatek B; B.3, Slika B.28) smo odkrili samo
predstavnike negevirusov, ki so manj kot 50 % identitni kateremu koli trenutno znanemu
negevirusu. Pri kladi Orthomyxo je virus, ki smo ga nasli pri mali mravlji ribici (Atelura
formicaria), 31 % identiCen »Sanxia water strider virusu 3« (Slika 4.13). Pri kladi Picorna-
Calici (Slika 4.14) smo odkrili primere virusov, ki so manj kot 40 % identi¢ni najblizjim
sorodnikom. Pri kladi Qinvirus (Dodatek B; B.3, Slika B.27) je virus iz Anurida maritima
(GAUE02014037) 31 % podoben proteinskemu zaporedju RdRp »Hubei qinvirus-like
virusa 1« (SCM49583). Pri kladi Tombus-Noda (Dodatek B; B.3, Slika B.29) je virus
Tricholepidion gertschi (GAS002037726) 24-27 % identiCen kateremu koli trenutno
znanemu tombusvirusu. Pri Kladi Toti-Chryso (Slika 4.15) je virus iz Tetrodontophora
bielanensis (GAX102022882) 39 % identicen »Diatom colony-associated dsRNA virusu 10«.

Z vidika strukture genomov smo pri najstarej$i skupini ZuZelk odkrili primere genomov
virusov, ki odstopajo od trenutno znanih virusov iste klade. Pri kladi Hepe-Virga (Dodatek C;
C.3, Slika C.21) genomska struktura virusov iz Anurida maritima (GAUE02021637) in iz
Sminthurus viridis (GATZ02022882) nekoliko odstopa od genomske strukture referen¢nih
negevirusov. Glavni nestrukturni protein sicer kodira virusno metiltransferazo, helikazo
naddruZzine I in RdRp_2. Vendar ni prisotne Fts] metiltransferaze. Pri negevirusu Anurida
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maritima (GAUE02021637) glavnemu nestrukturnemu poliproteinu sledi samo en
strukturni ORF, ki kodira protein SP24. Pri kladi Picorna-Calici (Dodatek C; C.3, C.24)
genomska struktura pikornavirusa iz Anurida maritima (GAUE02021853) nekoliko
odstopa od strukture trenutno znanih Kelp fly virusu podobnih virusov. Monopartitna RNA
kodira dve helikazni domeni, ne kodira pa peptidazne domene. Pri pikornavirusu iz
Occasjapyx japonicus (GAX]J02019692) smo odkrili dodatno Rhv domeno. Rezultati
filogenetske analize RNA virusov pri najstarejsih skupinah ZuZelk skupaj z analizo njihovih
genomov predstavljajo pomembno podlago za nadaljnja sklepanja o povezavi med
evolucijsko starostjo skupine ZuZelk in naborom najdenih divergentnih RNA virusov.

Filogenetska drevesa RNA virusov pri prazuZelkah (angl. »basal Hexapoda«) smo
koreninili na sredini. Zato ne moremo dolzine posameznih vej povezati z evolucijsko
starostjo posameznega virusa oz. skupine virusov. Sklepamo lahko samo o sorodstvenih
odnosih med virusi v skupini in med posameznimi skupinami znotraj virusne klade.
Zanimivo je, da smo pri najstarejsih skupinah Zuzelk nasli najbolj divergentne predstavnike
virusov v okviru ZuZelk (Hexapoda). Bili so le 20-40 % identi¢ni kateremu koli predstavniku
posamezne virusne klade. Evolucijska starost skupine ZuZelk je povezana z divergentnostjo
najdenih virusov v njenih genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah. Starejsa kot je
doloc¢ena taksonomska skupina, manj podobno bo zaporedje RdRp virusov, ki so prisotni v
njihovih genomskih in transkriptomskih knjizZnicah z RdRp katerega koli definiranega
virusa, ki spada v isto virusno klado. Virusi so namrec z ZuZelkami povezani v mrezo
koevolucije gostitelj-virus.

V okviru filogenetske analize RNA virusov pri najstarejsih skupinah ZuzZelk smo odkrili
pester nabor novih RNA virusov. S tem smo razsirili analizo RNA virusov na celotne Zuzelke.
Odkriti RNA virusi so bili precej divergentni glede na trenutno znane RNA viruse iz iste
virusne klade. S tem smo pokazali, da so vse ZuZelke bogat vir raznolikih RNA virusov. Odkrili
smo, da je pri ZuZelkah skupaj prisotnih 19 od 25 virusnih klad. Pri ZuZelkah so odsotne
virusne klade Weivirus, Yanvirus, Yuevirus, Zhaovirus, Potyviridae in Cystoviridae. Klade
Hepe-Virga, Narna-Levi, Mono-Chu, Orthomyxo, Picorna-Calici, Tombus-Noda in Toti-
Chryso smo nasli prisotne pri vseh skupinah ZuZzelk. Prvotno so bile z Zuzelkami povezane
samo klade: Birna, Reo, Nido, Picorna-Calici, Hepe-Virga, Permutotetra, Bunya-Arena in
Mono-Chu. Ce zdruzimo nase analize s predhodnimi analizami, je klada Birna do sedaj
omejena na zuzelke reda Diptera (najdena je bila tudi pri glistah in pri skupini
Lophotrochozoa). Skupina Nido je znotraj ZuZelk ravno tako omejena na red Diptera, nasli
pa so jo prisotno tudi pri rakih, glistah in skupini Lophotrochozoa (Shi in sod. 2016a).
Ostale virusne klade so SirSe razsirjene pri ZuZelkah, pri cemer je najbolj zastopana klada
Picorna-Calici, znotraj klade Picorna-Calici pa izrazito izstopajo iflavirusi (Hulo in sod., 2011
- ViralZone; Shi in sod., 2016a). Shi in sod. (2016a) so odkrili prisotnost 17 od 25 virusnih
klad pri ZuZelkah. V nasi raziskavi smo odkrili, da sta pri ZuZelkah prisotni tudi kladi Astro in
Ophio. S tem smo povecali nabor ugotovljenih prisotnih virusnih klad pri ZuZelkah s 17 na 19.
Pogoste klade pri Zuzelkah so: Picorna-Calici, Partiti-Picobirna, Mono-Chu, Partiti-
Picobirna, Tombus-Noda, Toti-Chryso, Hepe-Virga. Nekoliko redkejSe so: Reo, Narna-Levi,
Luteo-Sobemo, Permutotetra, Bunya-Arena, Orthomyxo in Flavi. Redke klade so: Astro,
Birna, Qinvirus, Ophio, Hypo in Nido. Klade, ki so odsotne pri Zuzelkah, so: Yanvirus,
Zhaovirus, Potyviridae, Weivirus, Yuevirus in Cysto.

54 Raki (Crustacea)

Rake sestavljajo tri glavne skupine: Maxillopoda (Copepoda - ceponoZci, Branchiura -
Skrgorepci in ostale skupine), Malacostraca (Amphipoda - postranice, Decapoda -
deseteronoZci, Isopoda - enakonoZci in ostale skupine) in Branchiopoda (Budd in Telford,
2009; von Reumont in sod., 2012). Shi in sod. (2016a) so izvedli najobSirnejSo analizo
raznolikosti RNA virusov pri rakih. Iz RNA vzorcev rakov so pripravili 20 knjiznic, ki so
pripadale trem glavnim skupinam rakov. Na vzorcih skupine Branchiopoda in Maxillopoda
je bila narejena ena sama knjiZnica. Na vzorcih skupine Malacostraca je bilo narejenih 16
knjiznic. Od tega je bilo 11 knjiZnic narejenih na vzorcih deseteronozcev in §tiri pri skupini
enakonoZcev. Pri vseh skupinah rakov so odkrili bogato pestrost prisotnih virusnih klad
(Dodatek A; A.1 Slika A.2). Odkrili so vec¢ kot 420 novih RNA virusov, ki so pripadali 19 od 25
virusnih klad. Vsaka od glavnih skupin rakov je vsebovala RNA virom z unikatnim profilom
prisotnih virusnih klad. Pri skupinah Branchiopoda in Malacostraca je virusna klada
Picorna-Calici najbolj zastopana virusna klada. Pri skupini Maxillopoda imajo klade Picorna-
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Calici, Mono-Chu, Hepe-Virga, Partiti-Picobirna, Narna-Levi in Bunya-Arena pribliZzno enako
zastopanost, medtem ko so klade Toti-Chryso, Tombus-Noda in Luteo-Sobemo bolj redko
zastopane. Pri skupini Malacostraca, ki je bila bolj reprezentativno vzorcena, po
zastopanosti izrazito izstopajoci kladi Picorna-Calici sledita kladi Narna-Levi in Tombus-
Noda, ostale klade pa so redkejse. Skupina Branchiopoda je pokazala prisotnost samo Sestih
virusnih klad, med katerimi prednjacijo Picorna-Calici, Narna-Levi in Bunya-Arena. Vseeno
Shi in sod. (2016a in 2016b) niso prikazali popolne slike raznolikosti RNA virusov pri rakih.
Nobena knjiZnica namrec ni bila narejena pri skupinah ceponozcev (Copepoda) in postranic
(Amphipoda). Skupina ceponoZcev je evolucijsko starejSa in raznolika skupina rakov z
vidika Zivljenjskih ciklov in preferenc habitata. DoseZejo dolzino od 0,1 mm do 23 cm,
poznamo pa okrog 120000 razli¢nih vrst. So dominantni predstavniki zooplanktona in
predstavljajo najvec¢ji delez Zivalske biomase na Zemlji. Vkljueni so v mreZo
prehranjevalnih verig, pri kateri plenijo mikroorganizme in so glavni vir hrane visjih
trofi¢cnih nivojev (Bron in sod. 2011). Zato predstavljajo pomembno bogato zalogo
raznolikih RNA virusov. V okviru doktorata smo sliko o raznolikosti RNA virusov pri rakih
dopolnili Se z odkritji raznolikih RNA virusov pri postranicah in ceponoZcih (Slika 4.2).
Pregledali smo 187 transkriptomov in 23 genomov stirih skupin rakov: deseteronoZcev,
ceponoZcev, enakonoZcev in postranic. Od tega je kar 10 genomov in 22 transkriptomov
pripadalo ceponoZcem (Copepoda), dva genoma in 78 transkriptomov pa postranicam
(Amphipoda). Pri tem smo odkrili 145 novih divergentnih RNA virusov, ki so spadali v
skupno 17 od 25 definiranih virusnih klad. Pri vsaki od analiziranih skupin smo tako kot Shi
in sod. (2016a) (Dodatek A; A.1, Slika A.2) zasledili unikaten profil zastopanosti RNA
virusov. Pri vseh skupinah je najbolj bogato prisotna klada Picorna-Calici. Profil
zastopanosti ostalih virusnih klad je unikaten za vsako od analiziranih skupin rakov. Pri
ceponoZzcih po zastopanosti skupini Picorna-Calici sledi Mono-Chu, Toti-Chryso in Partiti-
Picobirna. Pri postranicah kladi Picorna-Calici sledi Mono-Chu, Hepe-Virga in Orthomyxo.
Pri enakonozcih sledi Mono-Chu, pri deseteronoZcih pa sledijo Flavi, Tombus-Noda in Hepe-
Virga. Ostale skupine so prisotne v manj$ini (Slika 4.2). Kljub relativho omejenemu Stevilu
transkriptomov in genomov pri ceponoZcih (32) smo odkrili dokaj pester nabor RNA virusnih
klad (10/25). Pri postranicah, ki so zastopane z nekoliko vecjim Stevilom baz (80), pa smo
odkrili osem od 25 RNA virusnih klad, kar pomeni nekoliko revnejsi spekter virusnih
genomov pri postranicah. Z analizo genomov in transkriptomov rakov smo ugotovili, da sta
pri rakih prisotni tudi virusni kladi Birna (Dodatek B; B.4, Slika B.32) in Ophio (Dodatek B;
B.4, Slika B.37), ki doslej Se nista bili odkriti pri rakih (Shi in sod., 20164, Shi in sod., 2016b).
S tem smo razsirili nabor prisotnih virusnih klad z 19 na 21 od 25 definiranih. Pri rakih so
pogoste klade: Picorna-Calici, Toti-Chryso, Mono-Chu, Narna-Levi, Hepe-Virga, Partiti-
Picobirna in Tombus-Noda. Klade Astro, Birna, Luteo-Sobemo, Bunya-Arena, Orthomyxo,
Nido, Permutotetra, Reo, Toti-Chryso, Qinvirus, Zhaovirus, Yuevirus in Yanvirus so pri rakih
redko zastopane. Samo klade Hypo, Weivirus, Cysto in Potyviridae niso bile odkrite pri rakih.
Znotraj najbolj zastopane skupine pri rakih, klade Picorna-Calici, so Shi in sod. (2016a)
odkrili Sest od skupno sedmih skupin: vodni pikornavirusi, dicistrovirusi, Posavirusu
podobni virusi, Arivirusu podobni virusi in Nora virusu podobni virusi (Dodatek A; A.2; Slika
A4). Izpostavili so bogato prisotnost vodnih pikornavirusov (angl. »aquatic
picornavirales«) in dicistrovirusov kot prevladujoc¢ih skupin. V okviru doktorata smo nasli
Sest pikornavirusnih skupin: Nora virusu podobni virusi, Kelp fly virusu podobni virusi,
vodni pikornavirusi, dicistrovirusi in iflavirusi (Slika 4.6). Nismo pa odkrili RNA virusov, ki
bi bili uvrs¢eni med Posavirusu podobne viruse in Arivirusu podobne viruse, vendar smo
odkrili, da je tudi skupina Kelp fly virusu podobnih virusov prisotna pri rakih. Presenetljivo
smo odKrili, da je poleg vodnih pikornavirusov in dicistrovirusov pri rakih bogato zastopana
tudi skupina iflavirusov. Prvotno so bili iflavirusi povezani predvsem z ZuZelkami. Prikazali
smo celostno sliko o prisotnosti RNA virusnih klad pri rakih, ki je bila doslej nepopolna zaradi
omejenega vzorcenja pri filogenomskih analizah (Shi in sod., 2016a).

V okviru analize prisotnosti virusnih klad smo ugotovili prisotnost skoraj vseh virusnih
klad, razen $tirih. Za nadaljnjo celostno sliko o prisotnih raznolikih RNA virusih pri rakih smo
potrebovali vpogled v njihovo filogenetsko karakterizacijo in njihove genomske strukture.

V okviru filogenetske analize smo nasli $tevilne RNA viruse, ki so glede na proteinsko
zaporedje RdRp divergentni glede na kateri koli trenutno znan RNA virus, ki spada v isto
virusno klado. Proteinska zaporedja njihovih RdRp so od 20- 40 % identi¢na kateremu koli
trenutno znanemu RNA virusu iste virusne klade. Pri kladi Bunya-Arena (Dodatek B; B.4,
Slika B.31) smo odkrili virus iz Hyalellopsis stebbingi (GEQJ01053822), katerega
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proteinsko zaporedje je 34 % identictno RdRp najbliZjega sorodnika - »Gouleaku virusa«.
Pri kladi Birna (Dodatek B; B.4, Slika B.32) je virus iz Eurytemora aftinis (GBGO01030594)
glede na proteinsko zaporedje RdRp 46 % identic¢en proteinskemu zaporedju »Drosophila
X virusa«. Pri kladi Flavi (Slika 4.16) je zaporedje predstavnika FEurytemora affinis
(AZA101066421) samo 29 % identi¢no z virusom rumene mrzlice (skupina Flavivirus) oz.
30 % identi¢no s proteinskim zaporedjem RdRp katerega koli trenutno znanega flavivirusa.
Flavi NS5 polimeraza virusa iz Caridina multidentata (1ABX01135281) je samo 26-28 %
identi¢na kateremu koli trenutno znanemu flavivirusu oz. 26 % identi¢na jingmenvirusu.
Pri kladi Luteo-Sobemo (Dodatek B; B.4, Slika B.34) je virus iz Proasellus parvulus
(HAFG01087285) 45 % identicen najblizjemu sorodniku »Hubei sobemo-like virus 45
(QTM25680)«. Virus, odkrit v transkriptomu raka ceponoZca Eurytemora affinis
(GBG001020472), je 42 % identiCen virusu »Sanxia sobemo-like virus 3« (SXSSP2531). Pri
kladi Mono-Chu (Slika 4.17) je proteinsko zaporedje RdRp virusa iz Hyalella azteca
(JQDR02010914) 46 % identicno zaporedju »Wenzhou crab virusa 1«(WZRBX43457).
Virus iz Ommatogammarus flavus (GEQS01004404) je 48 % identicen »Pteromalus
puparum negative-stranded RNA virusu 1« in 49 % identicen »Hubei rhabdo-like virusu 6«
(QTM24798). Pri kladi Narna-Levi (Dodatek B; B.4, Slika B.35) je virus iz Proasellus
karamani (HAFC01092190) 39 % identicen »Phytophthora infestans RNA virusu 4«. Pri
kladi Reo (Dodatek B; B.4, Slika B.42) smo odkrili divergentni zaporedji v transkriptomih
Echinogammarus veneris (GARO) in Proasellus racovitzai (HAFH), ki sta 25 % identi¢ni s
Cimodo virusom. Pri kladi Partiti-Picobirna (Dodatek B; B.4, Slika B.39) se virusa iz Tigriopus
californicus (JW510638) in Tigriopus japonicus (GCHA01047740) poveZeta skupaj s
skupino rastlinskih in glivnih virusov. 34 % identi¢na sta z »Raphanus sativus cryptic
virusom 1«. Hkrati s primeri novih divergentnih RNA virusov smo v okviru filogenetske
analize odKrili nekatere evolucijsko starejSe predstavnike virusnih klad. Klada Flavi (Slika
4.16) je loCena na skupine: Jingmenvirus, Flavivirus, Flavivirusu podobni virusi (angl.
»Flavi-like«) (Shi in sod., 2016b), Pestivirus, Hepacivirus in Pegivirus. Filogenetsko drevo
flavivirusov je bilo koreninjeno glede na proteinsko zaporedje RdRp tombusvirusa Ostrinia
nubilalis (GAVD01019588), kar pomeni, da poleg sorodstvenih odnosov kaze tudi
evolucijsko starost posamezne virusne skupine. Nasi rezultati kaZejo na to, da Flavivirus in
Jingmenvirus oblikujeta sestrski kladi in sta najmlajSi monofiletski skupini. Flavivirusom
podobni virusi predstavljajo evolucijsko starejSo skupino. Vendar moramo tukaj za
predstavitev SirSo interpretacijo rezultatov vkljuciti tudi samo razsirjenost flavivirusov.
Skupina Jingmenvirusov je bila izolirana iz klopov (»Jingmen tick virus«, »Mogiana tick
virus«), listnih uSi (Hemiptera, Aphioidea)(»Wuhan aphid virus 1«, »Wuhan aphid virus
22), komarjev (Aedes sp., Culex sp.) (Guaico culex virus) in bolh (»Wuhan flea virus«).
Flavivirusi so skupina, za katero je znano, da je bila izolirana iz komarjev (4edes sp.
Anopheles sp.) (»Aedes flavivirus«, »Anopheles flavivirus«) ali sesalcev (»Yellow fever
virus« (virus rumene mrzlice) iz ¢rnega vriskaca (Alouatta caraya), »Zika virus« iz cloveka,
»Dengue virus« (virus denga vrocice) iz ¢loveka). Gre torej za sestrski, kladi ki sta razsirjeni
pri ozki skupini ZuZelk in pri evolucijsko mladi skupini sesalcev. Pri tem flavivirusi in
jingmenvirus, razSirjeni pri komarjih, kot vektorji prenasajo viruse na ozko skupino
sesalskih gostiteljev. Evolucijsko starejsa skupina flavivirusom podobnih virusov, ki so jo
definirali Shi in sod. (2016b), je razSirjena pri ve¢ nevretencarjih. Poleg klopov (»Bole tick
virus 4«, »Tacheng tick virus 8«), ¢rickov (Xinshan cricket virus), komarjev (Gamboa
mosquito virus), muh (Shayang fly virus 4), vodnih drsalcev (Sanxia water strider virus 6)
in Cebel (Apis flavivirus) je bila odkrita tudi pri pajkovcih (Chelicerata) (»Shayang spider
virus 4«, »Xinzhou spider virus 3«, »Xinzhou spider virus 2«), stonogah (»Wuhan centipede
virus«), rakih (»Eriocheir sinesis cholera-like virus«) in glistah (Nematoda). »Soybean cyst
nematode virus 5«, ki spada v skupino flavivirusom podobnih virusov, je bil izoliran iz gliste
Heterodera glycines, ki napada rastline (Shi in sod., 2016b). Skupine pegivirusov,
pestivirusov in hepacivirusov so evolucijsko nekoliko starejse skupine kot flavivirusom
podobni virusi glede na naSe rezultate. Zanimivo, da so glede na filogenetsko drevo v okviru
nase analize ravno evolucijsko najstarej$e skupine hepacivirusov, pegivirusov in pestivirusov
skoraj izklju¢no sesalski virusi. Shi in sod. (2016b) so odkrili morskega psa kot gostitelja
»Wenling shark virusa«, uvrs¢enega med hepaciviruse. Proteinsko zaporedje njegove RdRp
je bilo bolj divergentno v primerjavi z zaporedji ostalih hepacivirusov. DruZina Flaviviridae
je skupina virusov, ki tvori loCene skupine, kar pomeni, da so virusi znotraj skupine zelo
podobni, virusi med skupinami pa se izrazito razlikujejo tako na nivoju zaporedja kot na
nivoju strukture genoma. Koonin in sod. (2015) je Flaviviruse skupaj s Tombusvirusi uvrstil
vloceno naddruzino flavivirusom podobnih virusov. Glede na nase rezultate in rezultate Shi
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in sod. (2016b) imata skupini Flaviviridae in Jingmenvirus skupnega prednika. Nekateri
Jingmenvirusi so segmentirani virusi, zato je bila segmentacija pomemben proces ob
diverzifikaciji Flavivirusov od Jingmenvirusov. Flavivirusom podobni virusi tvorijo
monofiletsko skupino virusov, ki so bolj divergentni, jasno pa se lo¢ijo tudi od ostalih
skupin. Ta skupina ima $irs$i nabor gostiteljev, kot je bilo prvotno objavljeno. Genomi
nekateih flavivirusom podobnih virusov so bistveno daljsi glede na skupino Flaviviridae in
so skoraj primerljivi s skupino Nidovirales. Raznolikost skupine flavivirusom podobnih
virusov in njihov poloZaj v filogenetskem drevesu kaze na moznost, da predstavljajo
prednisko obliko flavivirusov, iz katerih so se razvili evolucijsko mlajsi predstavniki
skupine Flaviviridae in Jingmenvirusi (Shi in sod. 2016b). Vseeno pa je rezultat filogenetske
analize v nasprotju s pricakovanji, da so virusi, ki so razSirjeni v ozki skupini evolucijsko
mladih vretencarjev, evolucijsko starejsi kot flavivirusom podobni virusi, ki so razsirjeni pri
bistveno $ir§i in evolucijsko starej$i skupini nevretencarjev. Hkrati je zanimivo, da so
evolucijske veje od skupnih prednikov hepaci, pegi in pestivirusov do zadnjega skupnega
prednika hepacivirusov, zadnjega skupnega prednika pegivirusov in zadnjega skupnega
prednika pestivirusov dolge, obdobje diverzifikacije posamezne skupine pa kratko (skupine
med seboj izredno raznolike, posamezni ¢lani skupine pa so si med seboj zelo podobni). V
filogenetski analizi smo poleg omenjenih skupin flavivirusov odkrili predstavnika
flavivirusov, ki se ni uvrstil vnobeno od trenutno znanih skupin flavivirusov - virus Caridina
multidentata (1IABX01135281). Glede na dolZino in polozaj veje lahko sklepamo, da gre za
zametek nove skupine flavivirusov, ki predstavlja stanje evolucijskega prednika skupine
Flaviviridae in Jingmenvirusov, hkrati pa tvori sestrsko klado s flavivirusom podobnimi
virusi. Filogenetska analiza RNA virusov pri rakih predstavlja osnovo za proucevanje
mehanizmov horizontalnega prenosa virusov med elementi biosfere. V okviru filogenetske
Studije RNA virusov pri rakih smo ugotovili, da so nekateri RNA virusi, ki smo jih nasli pri
rakih, prakti¢no identi¢ni ali sorodni z virusi, ki so bili odkriti pri kopenskih organizmih,
predvsem kopenskih nevretencarjih in rastlinah. Tukaj se pojavi vprasanje o mehanizmih
prenosa virusov med kopenskimi in vodnimi nevretencarji. Pri kladi Flavi (Slika 4.16) smo
nasli viruse v transkriptomih rakov Daphnia magna in Proasellus cavaticus (vodni
nevretencariji), ki so sorodni virusom, razSirjenim pri komarjih in ¢ebelah. Poleg njih smo
odkrili virus v transkriptomu deseteronoZca Portunus trituberculatus, ki je soroden virusu
»Tamana bat virusug, izoliranemu iz sesalca. Pri kladi Tombus-Noda (Dodatek B; B.4, Slika
B.36) je nodavirus iz Hyas araneus (HACH01051331) 85 % identicen glede na proteinsko
zaporedje RdRp »Shuangao noda-like virusu 1« (insectZ]94204). Virus je bil odkrit v mesani
transkriptomski knjiZnici ZuZelk (Shi in sod., 2016a). Pri kladi Partiti-Picobirna (Dodatek B;
B.4, Slika B.39) so Shi in sod. (2016a) ravno tako odkrili »Raphanus sativus cryptic virus 1«
(iz redkvice) v transkriptomu raka deseteronoZca Procambarus sp.

V okviru filogenetske Studije smo nasli Stevilne primere divergentnih RNA virusov, ki
glede na proteinsko zaporedje RdRp odstopajo od trenutno znanih RNA virusov iste virusne
klade. Filogenetska pestrost RNA virusov je glede na divergentnost zaporedij RARp podobna
kot pri najstarejSih skupinah Zuzelk. V obeh primerih smo nasli bistveno vec virusov, ki so
20-40 % identi¢ni s katerim koli virusom iste virusne klade. Za razlago mehanizma
spreminjanja genomskega materiala pri RNA viromu rakov so pomembne ugotovitve o
genomski strukturni raznolikosti. V okviru doktorata smo nasli Stevilne primere virusov, ki
odstopajo tudi v strukturi genomov glede na trenutno znane RNA viruse doloCene virusne
klade. Odstopajo bodisi na podlagi 1) dodatnih prisotnih proteinskih domenabh, 2) na podlagi
dolZine genoma bodisi 3) na podlagi dodatnih neokarakteriziranih ORF. Pri kladi Flavi
(Dodatek C; C.4, Slika C.26) je virus iz Caridina multidentata (IABX01135281) eden izmed
redkih RNA virusov s celotnim virusnim genomom. Genom kodira poliprotein z dvema
proteinskima domenama; helikazo naddruzine 1 (DEAD/DEAH box helikaza) in RdRp.
Znotraj helikaze je priSlo do premika bralnega okvirja. Ravno tako je genom virusa iz
Eriocheir sinesis (GBZW01030122) divergenten glede na genome ostalih flavivirusov.
Njegova monopartitna RNA kodira poliprotein z dvema ORF. Prvi kodira flavivirusni
glikoprotein (angl. » flavivirus glycoprotein«) (pfam00869) in glikoprotein E (TIGR04240),
drugi ORF kodira helikazo DEAD/DEAH box, Fts] metiltransferazo in RdRp. Virus iz
Proasellus cavaticus (HAES01086036) ima strukturo, podobno »Shayang fly virusu 4,
vsebuje pa Se dodatno domeno »reticulocyte-binding/rhoptry protein«. Pri kladi Hepe-
Virga (Dodatek C; C.4, Slika C.27) ima virus iz Omatogammarus flavus (GEQS01054466)
prisotno tudi domeno NADAR (angl. » E.coli swarming motility protein«). Virus iz Erichoeir
sinesis (GBZW01014116) kodira poleg NADAR domene tudi Macro domeno, tipi¢no za toga
in hepeviruse. Pri kladi Luteo-Sobemo (Slika 4.33) je genom virusa iz Proasellus parvulus
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(HAFG01115646) kodiran s tremi ORF-ji; tretji ni funkcionalno okarakteriziran. Tipi¢no so
luteovirusi kodirani s Stirimi (ali ve¢) okarakteriziranimi ORF-ji. Med prvima dvema je
»frameshift« mutacija. Stop kodon med drugima dvema delno prepozna tRNA (angl. »stop
codon readthrough«). Ostali ORF-ji se prekrivajo z glavnima ORF-jema in so
neokarakterizirani. Shi in sod. (2016a) so odkrili primere segmentiranih luteovirusov, ki na
prvem segmentu kodirajo dva ORF-ja. Prvi je neokarakteriziran, drugi ORF je nestrukturni
in kodira RdRp. Drugi segment je strukturni in kodira virusni protein plasc¢a (angl. »viral
coat protein, S domain«). Genom virusa iz Proasellus parvulus (HAFG01115646) je nekoliko
krajsi od tipicnega genoma luteovirusa. Od trenutno znanih luteovirusov ga lo¢i Se dodaten
neokarakteriziran ORF. Podobno genomsko strukturo imajo tudi virusi iz Bragasellus
peltatus (HAEN01054361), Caligus rogercresseyi (GAZX01036530) in Proasellus escolai
(HAEV01103964). Glede na povprec¢no dolZino genoma luteovirusov in glede na strukturo
segmentiranih luteovirusov (»Wuhan house centipede virus« (WHYY19909); segment 1; 3
kb), ki so jih odkrili Shi in sod. (2016a). gre verjetno za segmentirane predstavnike. Vendar
pa nismo nasli drugega segmenta. Pri kladi Mono-Chu (Dodatek C; C.4, Slika C.29) izstopa
primer chuvirusa iz Hyas araneus (HACH01032123), pri katerem so domene monopartitne
RNA v obratnem vrstnem redu kot pri referen¢nih chuvirusih. Prvi segment je glikoprotein
(angl. » putative glycoprotein«), drugi segment je funkcionalno slabo okarakteriziran, tretji
segment je nukleoprotein in zadnji segment monopartitne RNA je L segment (RdRp). Pri
ostalih primerih je razlika v glavnem v neokarakteriziranih ORF. Pri kladi Picorna-Calici
(Dodatek C; C.4, Slika C.32) se pri nekaterih predstavnikih pikornavirusov, pri katerih smo
odkrili celoten genom, pojavljajo dodatne domene, kot je » RING finger superfamily domain«
pri pikornavirusu iz Macrobrachium nipponese (GCVG01031551), dodatna helikazna
domena in peptidaza C37 in Bunyavirusni nestrukturni protein NS-S (angl. » bunyavirus
nonstructural protien NS-S«) pri virusu iz Eucyclops serrulatus (GARW01000621) in
domena NADAR pri virusu iz Macropereiopus parvus (GEQM01001122). Pri kladi Toti-
Chryso (Dodatek C; C.4, Slika C.33) se ravno tako pri virusu iz Proasellus grafi
(HAEX01038731) pojavljajo dodatni neokarakterizirani ORF-ji.

Analiza strukture genomov je dodatno potrdila rezultate nase filogenetske analize. Pri
skupini rakov smo dokazali pester nabor raznolikih virusnih genomov. Z dodatnim
vzorcenjem raznolikosti RNA virusov ne samo pri deseteronoZcih in enakonoZcih, temvec
tudi pri ceponoZcih in postranicah, smo prikazali celostno sliko o0 kompleksnosti RNA viroma
pri rakih. Dokazali smo, da so ne samo ZuZelke na splosno, temve¢ tudi raki bogat rezervoar
raznolikih RNA virusov. Potrdili smo, da je celotna skupina Pancrustacea pester rezervoar
raznolikih RNA virusov. Bogat vir raznolikih RNA virusnih genomov, ki so jih v preteklih
raziskavah dokazali za najmlajSe skupine ZuZelk, je obstajal Ze pri evolucijsko starejSih
rakih.

55 Skupina Spiralia: mehkuZci (Mollusca), plos¢ati crvi
(Platyhelminthes), kolobarniki (Annelida) in kotacniki (Rotifera)

Raki in Zuzelke (Pancrustacea) so skupina ¢lenonoZcev, ki skupaj z glistami tvori skupino
Ecdysozoa (Dunn in sod., 2014). S filogenetskimi analizami RNA virusov pri rakih in
ZuZelkah smo dokazali prisotnost raznolikih genomov pri skupini Pancrustacea. Shi in sod.
(2016a) so v studijo raznolikosti RNA virusov vkljudili tudi starej$e skupine Ecdysozoa, kot
so gliste (Nematoda). S tem so pokazali, da je celotna skupina Ecdysozoa bogat vir raznolikih
RNA virusov. Skupina Ecdysozoa tvori sestrsko klado s skupino Spiralia. Skupaj definirajo
skupino Protostomia (protostomi). Da bi dokazali, da celotna skupina Protostomia, ne samo
Ecdysozoa, vsebuje pester nabor raznolikih RNA virusov, so Shi in sod. (2016a) izvedli
najobseznej$o analizo raznolikosti RNA virusov Se pri drugi veji skupine Protostomia -
skupini Lophotrochozoa. 1z vzorcev RNA organizmov skupine Lophotrochozoa so naredili
21 knjiznic. Pri tem jih je 13 pripadalo mehkuZcem, Stiri ploS¢atim ¢rvom, tri kolobarnikom
(Annelida) in ena skupini Sipuncula. Skupno so nasli okrog 330 novih RNA virusov, ki so
pripadali 18 od 25 virusnih klad (Dodatek A; A.1, Slika A.3). Pri skupini niso bile odkrite
prisotne klade: Permutotetra, Reo, Yuevirus, Ophio, Poty, Flavi in Cysto. Ugotovili so
unikaten profil prisotnih virusnih klad tako pri mehkuZcih kot pri kolobarnikih in skupini
Sipuncula. Pri vseh treh skupinah je bila ponovno najbolj zastopana virusna klada Picorna-
Calici. Zastopanost ostalih virusnih klad je bila unikatna za posamezne skupine znotraj
organizmov Lophotrochozoa. Pri mehkuzZcih so kladi Picorna-Calici sledile klade Tombus-
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Noda in Narna-Levi. Pri kolobarnikih (Annelida) sta sledili Narna-Levi in Partiti-Picobirna.
Pri skupini Sipuncula sta sledili Narna-Levi in Tombus-Noda. Znotraj klade Picorna-Calici
so ugotovili izrazito bogato zastopanost vodnih pikornavirusov (angl. »aquatic
picornavirales«), sledita ji Posavirusu podobni virusi in dicistrovirusi. Arivirusu,
Noravirusu in Kelp fly virusu podobni virusi so bili redki pri skupini Lophotrochozoa
(Dodatek A; A.2 Slika A.4). Shi in sod. (2016a) so z obseZno analizo RNA virusov pri skupini
Lophotrochozoa postavili celotno skupino Protostomia kot center raznolikosti RNA virusov.
Vendar skupina Shi in sod. (2016a) ni prikazala celostne slike o raznolikosti RNA virusov pri
skupini Spiralia. Vzrok je bil namre¢ omejeno vzorcéenje. Kljub temu, da so analizirali Stiri
knjiznice ploscatih ¢rvov, so v njihovih transkriptomih odkrili samo dva predstavnika klade
Bunya-Arena, enega predstavnika klade Mono-Chu in enega predstavnika klade Reo.
Vzorcenje ploscatih ¢rvov je bilo torej revno. Ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) so izjemno
raznolika skupina organizmov. Njihovo bilateralno simetri¢no telo ni prekrito s kutikulo.
Nekatere skupine so obligatorni paraziti, medtem ko so se druge skupine adaptirale na
kopensko ali vodno Zivljenje (Littlewood, 2006). Zaradi njihovega nacina prehranjevanja in
njihove fiziologije bi lahko ploscati ¢rvi predstavljali pomemben vir raznolikih RNA virusov.
V okviru doktorata smo analizirali 225 genomskih in transkriptomskih knjiZnic. Od tega jih
je 125 pripadalo mehkuZcem in 66 ploscatim ¢rvom. Nasli smo ve¢ kot 70 novih RNA
virusov. Od tega okrog 30 pri ploScatih ¢rvih in okrog 40 pri mehkuZcih (Slika 4.3). Pri
mehkuZcih smo odkrili 10 od 25 RNA virusnih klad, pri plosc¢atih ¢rvih pa 11 od 25. Tako
mehkuZci kot ploScati ¢rvi imajo unikaten virom, pri katerem je najbolj zastopana klada
Picorna-Calici. Pri mehkuZcih sledijo klade Partiti-Picobirna, Hepe-Virga in Mono-Chu, pri
ploscatih ¢rvih pa sledita kladi Mono-Chu in Bunya-Arena. Ostale klade so redkeje prisotne
pri vsaki izmed skupin. Za skupino Spiralia smo ugotovili prisotnost 14 od 25 virusnih klad.
Izmed Klad, ki smo jih nasli pri skupini Spiralia, sta bili kladi Reo in Flavi prvi¢ odkriti v okviru
nase raziskave. Znotraj klade Picorna-Calici smo odkrili prisotnost Sestih od osmih
pikornavirusnih skupin, sicer v nekoliko drugac¢ni zastopanosti kot Shi in sod. (2016a).
Nobeden od na$ih zadetkov se ni uvrstil med Kelp fly virusu podobne viruse. V nasprotju s
Shi in sod. (2016a) pa smo dokazali prisotnost iflavirusov tudi pri skupini Spiralia (Slika 4.6).
V okviru doktorata smo izvedli celostno vzorcenje raznolikih RNA virusov pri skupini Spiralia,
s tem da smo analizirali obseZen nabor genomov in transkriptomov plosc¢atih ¢rvov. S tem
smo v nasprotju s Shi in sod. (2016a) prikazali celostno sliko prisotnosti virusnih klad pri
skupini Spiralia. Ob primerjavi nasSih podatkov z literaturo smo ugotovili, da virom skupine
Lophotrochozoa obsega 20 od 25 definiranih virusnih klad, kar je primerljivo z njeno
sestrsko klado Ecdysozoa. Pogoste klade so: Picorna-Calici, Mono-Chu, Partiti-Picobirna,
Hepe-Virga, Narna-Levi in Tombus-Noda. Nekoliko redkejse klade so: Flavi, Toti-Chryso,
Orthomyxo, Bunya-Arena, Luteo-Sobemo in Weivirus. Redke klade so: Astro, Birna, Hypo,
Nido, Qinvirus, Yanvirus in Zhaovirus. Klade, ki so odsotne pri skupini Lophotrochozoa, so:
Permutotetra, Ophio, Poty in Cysto.

Za nadaljnje sklepanje o celostnem naboru divergentnih RNA virusov pri skupini
Spiralia in o poteku evolucijskih sprememb njihovih genomskih struktur smo izvedli 1)
filogenetsko analizo in 2) primerjalno analizo genomskih struktur novih RNA virusov pri
skupini Spiralia. Ugotovitve so bile pomembne za nadaljnje preverjanje ugotovitev Shi in sod.
(2016a), da je skupina Protostomia dejansko center raznolikosti RNA virusov.

Tako kot pri rakih smo v okviru filogenetske analize tudi pri skupini Spiralia nasli $tevilne
divergentne RNA viruse, ki so od 20-40 % identi¢ni kateremu koli virusu iste virusne klade.
Pri kladi Astro (Dodatek B; B.5, Slika B.44) smo nasli primer divergentna astrovirusa iz
Bdelloura candida (GFKB01038875 + GFKB01027725) in iz Pomphorhynchus laevis
(AM918867), ki sta manj kot 30 % identi¢na kateremu koli astrovirusu. Pri kladi Birna
(Dodatek B; B.5, Slika B.45) smo v transkriptomu ploSc¢atega ¢rva Procotyla fluviatilis
(GAKZ) nasli divergenten birnavirus. Pri kladi Bunya-Arena (Dodatek B; B.5, Slika B.46) je
zaporedje RARp Wuhan spider virusa 41 % identi¢no proteinskemu zaporedju RdRp virusa
iz Procotyla fluviatilis (GAKZ01048260). Pri kladi Flavi (Dodatek B; B.5, Slika B.47) smo
nasli Stiri divergentne flaviviruse. Pri kladi Hepe-Virga (Dodatek B; B.5, Slika B.49, Slika B.57
in Slika B.51) smo odkrili divergenten hepevirus pri Elliptio complananta
(GAHWO01000160), ki je 28-30 % identicen z ostalimi hepevirusi. Odkrili smo tudi
divergentne negeviruse in divergenten togavirus pri Elysia timida (GBRM01100701), ki je
v rangu 27 % identiCnosti z ostalimi togavirusi. Pri kladi Luteo-Sobemo (Dodatek B; B.5,
B.48) smo nasli divergenten luteovirus, ki spada med »Carascovirusu podobne viruse«. Pri
kladi Narna-Levi (Dodatek B; B.5, Slika B.50) velja izpostaviti virus iz Rotaria tardigrada
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(GDRK01026552), ki je 39 % identicen virusu »Hubei narna-like virus 22« (SZmix20730).
Pri kladi Tombus-Noda (Dodatek B; B.5, Slika B.52) smo nasli divergenten nodavirus pri
Opistorchis felineus (GBJA01011878), ki je okrog 30 % identiCen ostalim trenutno znanim
nodavirusom. Tudi pri kladi Mono-Chu (Slika 4.19) smo odkrili nekaj divergentnih virusov,
ki so v rangu 30 % identi¢ni z ostalimi virusi klade Mono-Chu, kot so Microphallus sp.
(GFFK01014037), Girardia dorotocephala (GEIG01038096), Fasciola hepatica (GEVX) in
Schistocephalus solidus (GEEE). Pri kladi Partiti-Picobirna (Slika 4.20) velja izpostaviti
divergentna virusa pri Macrostomum lignano (LFJF01002397) in pri Elysia timida
(GBRM01095329). Pri kladi Toti-Chryso (Dodatek B; B.5, B.56) je proteinsko zaporedje
RdRp virusa, ki smo ga nasli v transkriptomu Schmidtea mediterranea, 28 % identi¢no s
proteinskim zaporedjem RdRp »Wenzhou toti-like virusa 2« (beimix73231). Nekateri
izmed odkritih divergentnih predstavnikov predstavljajo hkrati starejSe predstavnike
virusnih klad. Izpostaviti velja primer klade Mono-Chu (Slika 4.19), kjer smo v
transkriptomu Aplysia californica nasli divergenten virus, ki se je v drevesu povezal z
virusom »Caledonia dog whelk rhabdo-like virusom 1«. Virus »Caledonia dog whelk rhabdo-
like virus 1« je bil v raziskavi Waldron in sod. (2017) izoliran iz Skrlatnega voleka (angl.
»dog whelk«). Proteinski zaporedji sta med seboj manj kot 30 % identi¢ni, hkrati pa v
filogenetskem drevesu zavzemata poloZaj najstarejsih predstavnikov klade Mono-Chu.

Rezultati analize raznolikosti genomskih struktur se ujemajo z rezultati filogenetske
analize novih RNA virusov pri skupini Spiralia. Vec¢ina genomskih struktur novih RNA
virusov se bistveno ne razlikuje od genomskih struktur trenutno znanih RNA virusov iste
virusne klade. Pojavljajo pa se Stevilni primeri spremenjenih genomskih struktur glede 1)
dodatnih proteinskih domen, 2) zamenjanega vrstnega reda proteinskih domen ali 3)
prisotnosti funkcionalno neokarakteriziranih ORF. Pri Kladi Astro (Slika 4.35) genom virusa
iz Bdelloura candida (GFKB01038875 + GFKB01027725) kodirajo tri ORF-ji v zaporedju
RdRp-virusni protein plas¢a (S domena) - ORF3 (ki je funkcionalno neokarakteriziran.
Referencni astrovirusi imajo ORF kodirane v nizu peptidaza - RdRp - virusni protein plasca.
Pri kladi Flavi divergenten genom virusa iz /diosepius notoides (GFNE01070033) kodira
niz: flavivirusni glikoprotein (angl. » flavivirus glycoprotein«) - protein DinF - helikaza
naddruZine 1 (DEAH/DEAD box) - RdRp. Pri kladi Hepe-Virga (Dodatek C; C.5, Slika C.37)
glavni poliprotein hepevirusa iz Elliptio complananta(GAHW01000160) nima C41 in Macro
domene, genom pa tvorijo tudi dodatni neokarakterizirani ORF. Togavirus iz Elysia timida
(GBRM01100701) kodira glavni nestrukturni ORF, ki mu sledijo trije funkcionalno
neokarakterizirani ORF - struktura, ki je tipi¢na za negeviruse. Glavni nestrukturni ORF pri
togavirusu zajema niz domen virusna metiltransferaza-helikaza-Fts] metiltransferaza, ki je
pri negevirusih tipicno na N-teminalnem delu nestrukturnega poliproteina. Pri skupini
Spiralia najdemo podobne genomske strukture klade Luteo-Sobemo (Dodatek C; C.5, Slika
C.38) kot pri rakih. Genom virusa, najdenega v transkriptomu Euprymna scolopes, je
kodiran z dvema ORF. Prvi kodira tripsinu podobno peptidazno domeno (angl. » 7rypsin-
like peptidase«), drugi ORF kodira RdRp_1. Glede na dolZino genoma 3 kb sklepamo, da je
tako kot pri luteovirusu »Xingshan nematode virus 5« (XSNXC27943) sestavljen Se iz
drugega strukturnega segmenta, ki pa ga nismo odkrili. Pri kladi Toti-Chryso (Slika 4.37)
glavne razlike v strukturah genomov tvorijo neokarakterizirani ORF.

Z reprezentativnim vzorcenjem transkriptomov pri analizi raznolikosti in razsirjenosti
RNA virusov smo v analizo vkljucili vse najpomembnejSe skupine Spiralia, med njimi tudi
ploscate ¢rve, ki do sedaj Se niso bili analizirani s strani raznolikosti prisotnega viroma. Tako
z vidika prisotnosti virusnih klad kot z vidika raznolikosti virusnih genomov smo potrdili
ugotovitev skupine Shi in sod. (2016a), da celotna skupina Protostomia predstavlja bogat vir
raznolikih RNA virusov. Vseeno pa se odpira nadaljnje vprasanje, ali bogat nabor raznolikih
genomskih struktur vsake od virusnih klad izvira pri skupini Protostomia ali je njihov izvor v
resnici starejsi in je nastal Ze pri najstarej$ih skupinah Zivali. Pojavlja se vprasanje, kje se je
tekom koevolucije virusov in gostiteljev odvila »eksplozija« diverzifikacije virusnih klad -
pri skupini Protostomia ali Ze pri najstarejsih skupinah Zivali. Ugotovitve o raznolikosti RNA
virusov pri skupini Protostomia sproZijo nadaljnji val sklepov o dejanski starosti vsake od
virusnih klad. Teoreti¢ni mozZnosti bi lahko bili dve: najstarejSe predstavnike virusnih klad
lahko najdemo pri skupini Protostomia, lahko pa najdemo evolucijsko najstarejSe
predstavnike virusnih klad pri predniku zivali. V drugem primeru se je evolucija virusne
klade zacela skupaj z nastankom prednika Zivali. V vsakem primeru nam nadaljnje
ugotovitve v okviru doktorata o raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov pri najstarejsih
skupinah zivali lahko podajo odgovor na omenjena vpras$anja.
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5.6 NajstarejSe skupine Zivali: oZigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera)
in rebrace (Ctenophora)

Le malo Studij se je ukvarjalo z raznolikostjo in razsirjenostjo RNA virusov pri najstarejsih
skupinah Zivali. Dve izmed njih sta Shi in sod. (2016a) in Waldron in sod. (2017). Shi in sod.
(2016a) so izolirali RNA iz morske vetrnice Bolocera sp., pri ¢emer so ustvarili eno samo
knjiznico. Nasli so okrog 20 virusov, pri Cemer je bila vec¢ina skoraj identi¢na RNA virusom
mehkuZcev in rakov. En virus je pripadal kladi Hepe-Virga, eden Partiti-Picobirna, 12
Picorna-Calici in Sest kladi Tombus-Noda. Raziskava je pokazala zelo omejeno zastopanost
samo Stirih od 25 definiranih virusnih klad pri najstarejSih skupinah Zivali - najbolj
zastopana je bila Picorna-Calici. Waldron in sod. (2017) so izolirali RNA iz spuzve
Halichondria panicea (angl. » breadcrumb sponge«) in Actinia equina (angl. » beadlet sea
anemone«) ter odkrili okrog 60 novih RNA virusov. Njihovi rezultati so pokazali bistveno
veljo raznolikost in razsirjenost RNA virusov pri najstarejSih skupinah Zivali. RNA virom
organizmov Halichondria panicea (angl. » breadcrumb sponge«) in Actinia equina (angl.
»beadlet sea anemonex) je zajemal virusne klade Hepe-Virga (4 virusi), Picorna-Calici (15
virusov), Tombus-Noda (9 virusov), Mono-Chu (2 virusa), Narna-Levi (10 virusov), Partiti-
Picobirna (2 virusa), Luteo-Sobemo (3 virusi) in Weivirus (13 virusov). Raziskavi sta
nakazali, da so pri najstarejSih skupinah Zivali prisotne raznolike virusne klade; skupno sta
odkrili vec¢ kot 80 RNA virusov. Vendar je vecina odkritih virusov 80 %-100 % identi¢nih z
RNA virusi, ki so izvirali iz mehkuZcev in rakov (ostalih vodnih nevretencarjev). Poleg
omenjenega gre za vzorcenje samo treh organizmov iz najstarejSih skupin Zzivali, kar ne
predstavlja reprezentativnega vzorca, ki bi pokazal celostno sliko o raznolikosti in
razSirjenosti RNA virusov pri nevretencarjih.

V okviru doktorskega dela smo analizirali 89 genomov in transkriptomov najstarejSih
skupin Zivali. Najve¢ (74) genomov in transkriptomov je pripadalo oZigalkarjem in 10
spuzvam. Poudariti moramo, da so bile izmed 10 knjiZnic spuZev kar $tiri narejene iz vrste
Halisarca caerulea, kar nakazuje na slabo vzorcenje transkriptomov spuZzev. Nasli smo 114
novih RNA virusov, ki so pripadali kar 17 od 25 definiranih virusnih klad: Birna, Partiti-
Picobirna, Toti-Chryso, Reo, Mono-Chu, Bunya-Arena, Orthomyxo, Ophio, Yuevirus,
Qinvirus, Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Narna-Levi, Nido, Picorna-Calici, Tombus-Noda in
Weivirus (Slika 4.1). Tako kot Shi in sod. (2016a) in Waldron in sod. (2017) smo ugotovili,
da je pri spuzvah in ozigalkarjih najbolj zastopana skupina Picorna-Calici. Skupina Weivirus
je nekoliko bolj bogato prisotna pri ozigalkarjih, skupina Tombus-Noda pa pri spuzvah. Po
nasih rezultatih so skupine Yuevirus, Qinvirus, Ophio, Toti-Chryso, Reo, Orthomyxo, Bunya-
Arena in Birna redke skupine pri najstarejSih skupinah Zivali in omejene samo na
ozigalkarje, skupina Poty pa je omejena na spuzve. Skupine Potyviridae nismo zasledili pri
nobeni od drugih analiziranih skupin nevretencarjev, torej je ocitno omejena samo na
ozigalkarje. Nasprotno pa evolucijsko mlajSe skupine flavivirusov nismo zasledili pri
najstarejSih skupinah zivali. Ozigalkarji kaZejo bistveno bolj bogato prisotnost raznolikih
virusnih skupin (17/25 virusnih klad) v primerjavi z oZigalkarji (8/25 virusnih klad). Vzrok
za to je lahko vecja zastopanost z genomskimi in transkriptomskimi knjiznicami oz. bolj
reprezentativno vzorcenje. Znotraj klade Picorna-Calici smo pri najstarejsih skupinah zivali
nasli prisotnih sedem od osmih skupin pikornavirusov (Slika 4.6). Pri oZigalkarjih so bile
prisotne vse pikornavirusne skupine, razen rastlinskih Secoviridae - »aquatic
picornavirales«, Dicistro, Ifla, Nora virusom podobni virusi, Posavirusom podobni virusi,
Arivirusom podobni virusi, Kelp fly virusom podobni virusi. Poleg omenjenega sta se v
filogenetski analizi pojavili dve novi skupini, ki prvotno nista bili definirani. Pri spuzvah so
prisotni predstavniki skupin »aquatic picornavirales«, Dicistrovirus, Kelp fly virusu
podobni virusi, Arivirusu podobni virusi in predstavniki, ki pripadajo dvema novima
virusnima skupinama.

Odkritje bogatih in raznolikih RNA viromov pri najstarejsih skupinah zivali je klju¢no za
nadaljnjo razlago o izvoru, prvem pojavu za najstarejse skupine Zivali tipi¢ne virusne skupine
(virusne klade) in mehanizmu diverzifikacije virusnih klad. Glede na rezultate predhodnih
filogenetskih analiz se sklepa, da so spuZve najstarejsa skupina zivali. Presenetljivo so v nasi
filogenetski raziskavi spuzve pokazale nekoliko revnejsi virom kot ozigalkarji. Glede na
trenutno slabo zastopanost spuZev v genomskih in transkriptomskih podatkovnih bazah je
to lahko najverjetnejsi vzrok za revnejso sliko njihovega RNA viroma. Za razlago nastanka
prvotnega zivalskega RNA viroma obstajata dva mozna scenarija. Prvi vkljucuje zacetno
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omejeno raznolikost RNA viroma pri predniku Zivali in kasnejSo diverzifikacijo RNA viroma
vzporedno s pojavom novih skupin zivali (oZigalkarji, rebrace, dvobo¢no somerne Zivali
(Bilateria)). Nasprotno bi se lahko predpostavila zgodnja diverzifikacija RNA virusov Ze v
zacCetnih stopnjah diverzifikacije skupin Zivali (Ze pri predniku vseh zivali), vendar trenutni
rezultati ne nakazujejo na veliko verjetnost slednjega scenarija. Za konc¢ni sklep o
dejanskem poteku diverzifikacije Zivalskega RNA viroma bi potrebovali vecje, bolj bogato
vzorcenje transkriptomov spuZev. Poseben primer je klada Picorna-Calici. Skupina Shi in
sod. (2016a) je dokazala prisotnost vseh osmih skupin Picorna-Calici klade pri skupini
Protostomia. V okviru doktorskega dela smo dokazali prisotnost sedmih od osmih skupin
pikornavirusov tudi pri najstarejsih skupinah zivali, kar dokazuje eksplozijo raznolikosti
pikornavirusov in njeno zgodnjo diverzifikacijo Ze pri najstarejSih skupinah zivali.

Predhodne filogenetske analize so pokazale bogato raznolikost genomov in razsirjenost
RNA virusov pri skupini Protostomia (Shi in sod., 2016a). Nase filogenetske analize RNA
viromov pri zivalih so pokazale nove rezultate z vidika 1) starosti virusnih klad, 2)
filogenetske Klasifikacije in 3) genomske strukture.

Predhodne raziskave so pokazale, da so RNA virusi razSirjeni ez celotno skupino
Protostomia. V okviru doktorskega dela smo dokazali njihovo prisotnost tudi pri
najstarejSih skupinah zivali. Nabor gostiteljev je torej pri ve€ini virusnih klad s tem
razsirjen, hkrati pa lahko sklepamo o dejanski starosti RNA virusnih skupin. Prisotnost
virusnih skupin (med njimi tudi Picorna-Calici) pri najstarejSih skupinah Zivali dokazuje, da
je evolucijska starost vecine virusnih skupin bistveno starejSa, kot je bilo prvotno
ugotovljeno.

Veclina novih RNA virusov pri najstarejsih skupinah Zivali se ne poveZe skupaj s trenutno
znanimi RNA virusi, temvec bodisi 1) tvorijo samostojno vejo bodisi 2) tvorijo novo skupino
skupaj z ostalimi novimi RNA virusi, odkritimi v okviru doktorskega dela (LBA, angl. »/ong
branch attraction, privlak dolgih vej). Omenjeni RNA virusi oz. proteinska zaporedja RdRp
omenjenih virusov so samo 20-30 % identi¢na s trenutno znanimi RNA virusi. To kaze na
zgodnji nastanek novih potencialnih virusnih skupin znotraj virusnih klad oz. zgodnjo
diverzifikacijo virusnih skupin. Nekateri izmed divergentnih predstavnikov RNA virusnih
klad pri najstarejSih skupinah zivali so glede na polozaj filogenetskega drevesa tudi
najstarejs$i predstavniki virusnih klad in hkrati dokazujejo izvor virusnih skupin pri
najstarejsih skupinah Zivali. Tipicna primera sta odkrita najstarejSa predstavnika pri kladah
Mono-Chu iz Hydra vulgaris (GEVZ01001862) (Slika 4.23) in Picorna-Calici iz Anthopleura
elegatissima (GBYC01009384) (Dodatek B; B.6, Slika B.66) Najstarejsi predstavniki virusnih
klad, ki smo jih nasli pri najstarejSih skupinah Zivali, omogocajo kljuc¢en vpogled v zgodnjo
evolucijo nevretencarskih RNA virusov.

V okviru analize genomov RNA virusov pri najstarejSih skupinah Zivali smo ugotovili, da
je pri vecini novih predstavnikov RNA virusnih klad genomska struktura podobna genomski
strukturi trenutno znanih predstavnikov iste virusne klade. Nasli pa smo primere novih RNA
virusnih genomskih struktur, Ki se razlikujejo od tipi¢nih predstavnikov pri skupini Spiralia
in pri €lenonoZcih. Pri kladi Mono-Chu vecino razlik v genomski organizaciji predstavlja
Stevilo ORF, ki so v glavnem strukturno neokarakterizirani. Pri predstavnikih nekaterih
virusnih skupin se pojavijo tudi dodatne domene, ki niso tipi¢ne za virusno klado. Pri kladi
Hepe-Virga (Dodatek C; C.6, Slika C.44) je prvi primer virus iz Craterolophus convolvulus
(HAGZ01026509), ki na glavnem nestrukturnem poliproteinu kodira tudi domeno NADAR
(angl. »E. coli swarming motility protein«). Drugi primer je virus iz Porites asteroides
(GEHP01110756), ki na tretjem strukturnem ORF kodira virusni protein plas¢a druzine
Flexi (angl. »viral coat protein; Flexi family«), ki je tipicen za red Tymovirales. Pri kladi
Picorna-Calici (Slika 4.41) smo odkrili primere virusov z 1) dodatnimi Rhv domenami
(Millepora alcicornis (GFAS012252765), Halyclistus auricola
(HAHA010549284+HAHA01054926) in Halyclystus sanjuanensis (HAHB01071359)), 2)
dodatno RING domeno (Halyclystus auricola (HAHA01047705)), 3) zamenjavo tipine
peptidaze C3 s tripsinu podobno serinsko proteazo (»trypsin-like serine protease«)
(Nematostella vectensis (HADN01010937)). Pri najstarejsih skupinah zivali smo odkrili
tudi primere novih RNA virusov z nekoliko druga¢no strukturno organizacijo genomov. Pri
kladi Picorna-Calici (Slika 4.41) je bila pri virusu iz Millepora alcicornis (GFAS01286708)
RdRp kodirana na locenem ORF v drugem bralnem okvirju znotraj glavnega ORF.
Presenetljivo so genomi nekaterih predstavnikov RNA virusov, najdenih v transkriptomih
najstarej$ih skupin Zzivali, bistveno daljsi v primerjavi s tipi¢no dolZino genoma, znacilno za
doti¢no virusno klado. Pri kladi Mono-Chu (Slika 4.39) na primer rabdovirus iz Hydra
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vulgaris - (GEVZ01001862) z dolZzino 21067 bp predstavlja najdaljSi doslej odkrit
mononegavirus. Genomi virusov, najdenih v transkriptomih najstarejsih skupin Zivali, ki so
daljsi od tipitne dolZine genomov, lahko predstavljajo izvorno stanje prednika virusne
klade, kar pomeni, da je tekom evolucije lahko priSlo do skrajSanja virusnega genoma.
Raznolikost genomskih struktur je klju¢na za nadaljnjo interpretacijo poteka diverzifikacije
vsake od virusnih klad. Celoten spekter raznolikosti genomskih struktur za vsako od RNA
virusnih klad, ki so jih Shi in sod. (2016a) odkrili pri evolucijsko mlajSih skupinah
nevretencarjev, se pojavlja tudi pri najstarejSih skupinah zivali (z izjemo posameznih
domen). Iz tega lahko sklepamo, da je bogata diverzifikacija virusnih klad nastala Ze v
predniku Zivali. Pojav lahko najbolje vidimo pri najbolj zastopani virusni kladi Picorna-Calici
V okviru klade Picorna-Calici lahko vidimo pojav »Big Bang, ali eksplozija raznolikih
genomskih struktur Ze pri predstavnikih pikornavirusov, povezanih z najstarej$imi
skupinami zivali. Eksplozija raznolikosti genomskih struktur pikornavirusov se nato ohrani
pri vseh skupinah nevretendarjev.

Razlike in podobnosti v strukturni organizaciji genomov predstavnikov sorodnih
virusnih klad lahko v nekaterih primerih pri najstarejsih skupinah zivali povezemo s
filogenetsko klasifikacijo v zgodbo o najverjetnejSem poteku prenosov posameznih virusnih
genov in sprememb v virusnih genomih. Tipi¢ni primer je klada Mono-Chu (Slika 4.23). Shi
in sod. (2016a) so dokazali njeno sorodnost s klado Yuevirus. V filogenetsko analizo klade
Mono-Chu smo torej vkljucili tudi kladi Yuevirus in Ophioviridae. Yuevirus je skupina
segmentiranih virusov z dvema segmentoma monocistronske RNA. Vsak segment nosi en
odprt bralni okvir (ORF, angl. »open reading frame«). Prvi segment je nestrukturni in
vsebuje ORF, ki kodira zapis za RdRp z ohranjenim kataliticnim motivom SDD. Gre za
divergentno obliko RdRp z neopredeljeno druZino. Skupina Ophioviridae je evolucijsko
mlajsa od skupine Yuevirus. Glivni ofiovirusi imajo relativno enostavno genomsko
strukturo, 7,8 kb dolg genom, sestavljen iz enega glavnega odprtega bralnega okvirja, ki je
homologen L segmentu, znac¢ilnemu za skupino Mononegavirales. Pri glivnih ofiovirusih je
poleg mononeg_RdRp z ohranjenim kataliticnim motivom SDD vidna tudi Sibka domena
mononeg mRNA _cap (angl. » Mononegavirales mRNA-capping region V«), ki ni vidna pri
rastlinskih ofiovirusih. Rastlinski ofiovirusi so segmentirani, poleg glavnega segmenta,
homolognega L segmentu pri skupini Mononegavirales oz. pri kladi Mono-Chu, vsebujejo Se
dva ali tri segmente. Eden izmed njih vsebuje odprt bralni okvir, ki kodira protein plasca
(angl. » Plant viral coat protein nucleocapsid«) (pfam11128) (Marchler-Bauer in sod., 2017
- CDD). Mononegavirusi so Siroko razSirjena skupina RNA virusov med vretencarji,
nevretencarji in rastlinami. NajstarejSa skupina znotraj skupine Mononegavirales naj bi bili
Chuvirusi z monopartitno RNA, ki je naceloma sestavljena iz treh ORF. Za red
Mononegavirales je znacilen L segment (mononegavirusna RNA z »mRNA capping enzyme«
in »mononegavirales mRNA capping region« se nahaja na N - terminalnem delu genoma).
Pri skupinah Nyamiviridae in Rhabdoviridae, ki oblikujeta sestrski skupini, evolucijsko
mlajsi od Chuvirusov, se L. segment nahaja na C-terminalnem delu. Tekom evolucije je lahko
priSlo do zlepljanja segmentov. MozZno je, da sta se zgodila dva neodvisna pojava. Pri
evoluciji Chuvirusov so se ostali segmenti lahko dodajali na C-terminalnem koncu L
segmenta. Pri evoluciji prednika Nyamivirusov in Rhabdovirusov pa so se dodajali na N-
terminalnem koncu L segmenta. Skupina, v katero se je vkljucil »Lettuce big-vein associated
varicosavirus«  (BAC16226) (varicosavirus), je evolucijsko starejSa skupina
Mononegavirales, ima dva segmenta - za mononegaviruse znacilen L segment in locen
segment policistronske RNA, na katerem se poleg drugih proteinov nahaja protein plasca
(angl. »Plant viral coat protein nucleocapsid«), homologen proteinu plasca skupine
Ophioviridae. Lahko ga je prevzel od skupine Ophioviridae. »Lettuce big-vein associated
varicosavirus« (BAC16226) je edini mononegavirus, pri katerem je protein plasca (angl.
» Plant viral coat protein nucleocapsid«) ohranjen. Poleg omenjenega virusa so tudi nekateri
drugi primeri mononegavirusov »ostali« segmentirani.

Shi in sod. (2016a) so premaknili center raznolikosti RNA virusov od ¢lenonoZcev na
skupino Protostomia. Z analizo raznolikosti RNA virusov pri najstarej$ih skupinah Zivali smo
center in vir raznolikosti premaknili od skupine Protostomia na najstarejse skupine Zivali.
Pokazali smo, da so najstarej$e skupine Zivali pomemben rezervoar Stevilnih divergentnih
RNA virusov, ki ponujajo vpogled v izvor in evolucijo genomske organizacije RNA virusov.
NajstarejSe skupine Zivali predstavljajo pomemben rezervoar virusne genetske raznolikosti
in igrajo kljuéno vlogo v evoluciji RNA virusov. Pokazali smo tudi, da se je »eksplozija«
raznolikih RNA virusov vsake od virusnih klad pravzaprav pojavila skupaj s prednikom zivali
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in da se je evolucija vsake od virusnih klad s pretokom genomskega materiala zacela Ze v
predniku Zivali.

5.7 Nevretencarji

Z obsezno analizo raznolikosti RNA virusov pri Zuzelkah, rakih, pajkovcih, stonogah, glistah
in skupini Spiralia so Shi in sod. (2016a) premaknili glavni vir raznolikosti RNA virusov od
¢lenonoZcev na celotno skupino Protostomia. Vseeno je bilo njihovo vzorcenje omejeno in ni
bilo reprezentativno. Pri vsaki od analiziranih skupin nevretencarjev so izkljucili
pomembne podskupine. Pri ZuzZelkah niso analizirali kozZekrilcev, metuljev in najstarejSih
skupin ZuzZelk (praZuZelk). Pri rakih niso analizirali ceponoZcev, ene najpomembnejsih
zooplanktonskih biomas na Zemlji, in postranic. Pri skupini Spiralia so se v glavnem
osredotocili na mehkuzce, medtem ko ploScati ¢rvi kot pomemben vir raznolikih RNA
virusov niso bili reprezentativno raziskani z vidika RNA viroma. Vseeno so Shi in sod.
(2016a) odkrili bogat nabor raznolikih RNA virusnih genomov pri skupini Protostomia.
Odkrili so, da je raznolikost RNA virusnih genomov pri analiziranih nevretencarjih bistveno
vedja, kot je bila prvotno definirana pri ¢lenonoZcih. Ugotovili so, da je pri evoluciji skupine
Protostomia prislo do »eksplozije« raznolikih RNA viromov, Ki je vodila v pestrost prisotnih
virusnih klad pri celotni skupini Protostomia. Raziskave Shi in sod. (2016a) so postavile tri
kljuéna vprasanja: 1) o izvoru eksplozije raznolikih genomov oz. ali je skupina Protostomia
dejanski izvor eksplozije raznolikosti RNA virusnih klad ali se je »Big Bang« raznolikih
virusnih genomov odvil Ze ob koevoluciji najstarejsih skupin Zivali, 2) kakSna je dejanska
starost posameznih RNA virusnih klad oz. ali najstarej$e predstavnike virusnih klad najdemo
pri skupini Protostomia ali najdemo $e starej$e predstavnike Ze pri predniku Zivali in 3) ali je
pestra raznolikost RNA viromov omejena na skupino Protostomia ali je ohranjena tez vse
nevretencarje. Za odgovor na ta vprasanja so bile potrebne dodatne analize raznolikosti
RNA viroma pri najstarejSih skupinah Zivali in ostalih neraziskanih skupinah
nevretencarjev. Pridobljeni rezultati so nam podali odgovore na hipoteze, postavljene v
okviru doktorata:

1) Da je raznolikost RNA viroma ohranjena ¢ez celotno skupino nevretencarjev in ni
omejena samo na skupino Protostomia.

2) Da so najstarejSe skupine Zivali vir raznolikih Zivalskih RNA viromov.

V okviru doktorata smo v nasprotju s Shi in sod. (2016a) reprezentativno vzorcili
skupine nevretencarjev, ki so razli¢ne evolucijske starosti - od najstarejSih predstavnikov
zivali do Zuzelk. Skupno smo analizirali 453 genomskih in 832 transkriptomskih knjiznic
(skupno 1285 knjiZnic) in odkrili 815 novih RNA virusov, ki spadajo v 22 od 25 definiranih
klad. Tabela 5.1 prikazuje trenutno stanje o prisotnosti in odsotnosti RNA virusnih klad pri
posameznih skupinah nevretencarjev (Tabela 5.1). ZdruZili smo podatke iz literature z
rezultati nasih analiz (Shi in sod., 2016a; Shi in sod., 2016b, Waldron in sod., 2017; Hulo in
sod., 2011 - ViralZone). Pri ZuZelkah je bila Ze prvotno iz literature znana prisotnost klad:
Birna, Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Narna-Levi, Bunya-Arena, Mono-Chu, Orthomyxo, Nido,
Partiti-Picobirna, Permutotetra, Picorna-Calici, Reo, Tombus-Noda, Toti-Chryso, Qivirus, in
Ophio, torej 17/25 klad. V okviru doktorata smo z analizo RNA viromov pri koZekrilcih,
metuljih in najstarejs$ih skupinah Zivali dokazali tudi prisotnost klad Astro pri metuljih in
Ophio pri kozekrilcih, ki prvotno nista bili odkrili pri ZuZelkah, in s tem povecali Stevilo
prisotnih klad na 19/25. Pri skupini rakov so bili iz literature znani podatki o prisotnosti
19/25 klad: Astro, Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Narna-Levi, Bunya-Arena, Mono-Chu,
Orthomyxo, Nido, Partiti-Picobirna, Permutotetra, Picorna-Calici, Reo, Tombus-Noda, Toti-
Chryso, Yuevirus, Qinvirus, Zhaovirus, Yanvirus in Flaviviridae. V okviru doktorata smo z
analizo RNA viromov pri deseteronoZcih, enakonoZcih, postranicah in ceponoZcih odkrili
prisotnost klad Birna pri ceponoZcu in Ophio pri deseteronoZcu. S tem smo povecali Stevilo
prisotnih klad na 21/25. Pri skupini Spiralia je bila prvotno iz literature znana prisotnost
klad: Astro, Birna, Hepe-Virga, Hypo, Luteo-Sobemo, Narna-Levi, Bunya-Arena, Mono-Chu,
Orthomyxo, Nido, Partiti-Picobirna, Reo, Picorna-Calici, Tombus-Noda, Toti-Chryso,
Qinvirus, Zhaovirus, Yanvirus, Weivirus, torej 19/25 klad. V okviru doktorata smo pri
skupini Spiralia odkrili $e prisotnost klade Flavi in s tem povecali §tevilo na 20/25 virusnih
Kklad. Pri najstarejsih skupinah zivali je bila iz literature znana prisotnost 8/25 virusnih klad:
Hepe-Virga, Luteo-Sobemo, Narna-Levi, Mono-Chu, Partiti-Picobirna, Picorna-Calici,
Tombus-Noda in Weivirus. V okviru doktorata smo z analizo najstarejSih skupin Zivali
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ugotovili Se prisotnost skupin: Birna, Bunya-Arena, Orthomyxo, Reo, Toti-Chryso, Yuevirus,
Qinvirus, Ophio in Poty. S tem smo Stevilo prisotnih virusnih klad povecali na 17/25. V loCeni
analizi nidovirusov pri najstarejSih skupinah Zivali smo nasli tudi nidovirus, prisoten pri
sladkovodnem trdoZivu (rezultati niso prikazani v okviru doktorskega dela), in s tem povecali
$tevilo prisotnih virusnih klad pri najstarej$ih skupinah Zivali na 18/25. S primerjavo nasih
podatkov s podatki iz literature smo tako ugotovili, da je pri skupini nevretencarjev prisotnih
24 od 25 definiranih virusnih klad. Samo klada Cysto doslej ni bila odkrita pri nobeni od
raziskanih nevretencarskih skupin. Nevretencarske skupine razli¢nih evolucijskih starosti
torej kazejo na podobno pestrost prisotnih virusnih klad (19 ali 21 od 25 definiranih). S tem
smo pokazali, da se je pestrost prisotnih RNA virusnih klad enakomerno ohranila cez
celotno skupino nevretencarjev tekom evolucije. Poudariti pa moramo, da niso vse virusne
klade enakomerno razSirjene pri vseh skupinah nevretencarjev. Pri vseh skupinah
nevretencarjev, od najstarejsih skupin Zivali do ZuZelk, smo nasli klade: Hepe-Virga, Hypo,
Luteo-Sobemo, Narna-Levi, Bunya-Arena, Mono-Chu, Orthomyxo, Partiti-picobirna,
Picorna-Calici, Permutotetra, Tombus-Noda, Toti-Chryso, Qinvirus in Flaviviridae. Pri tem
je bila izrazito najbolj zastopana klada Picorna-Calici. Pogoste klade pri nevretencarjih so
Se: Mono-Chu, Partiti-Picobirna, Hepe-Virga, Narna-Levi in Tombus-Noda. Vse omenjene
klade so bogato prisotne tako pri vodnih kot pri kopenskih nevretencarjih. Nekoliko
redkejSe klade so Flavi, Toti-Chryso, Bunya-Arena, Luteo-Sobemo, Orthomyxo, Reo in
Permutotetra. Skupine Flavi, Permutotetra, Reo, Orthomyxo in Toti-Chryso so pogostejSe
pri kopenskih kot pri vodnih nevretencarjih, skupini Bunya-Arena in Luteo-Sobemo sta
pribliZzno enako pogosti tako pri kopenskih kot pri vodnih nevretencarjih. Redke klade pri
nevretencarjih so: Nido, Astro, Birna, Hypo, Qinvirus, Yanvirus, Weivirus, Zhaovirus,
Yuevirus, Ophio ter Poty. Skupine Yanvirus, Zhaovirus, Weivirus, Yuevirus in Poty so
omejene samo na vodne nevretencarje. Kladi Zhaovirus in Yanvirus sta prisotni le pri rakih
in skupini Spiralia. Klada Yuevirus je omejena na rake in najstarejSe skupine Zivali, klada
Weivirus paje omejena na vodne nevretencarje, in sicer na skupino Spiralia in na najstarejSe
skupine zivali (korale). Klado Poty smo nasli samo pri najstarejSih skupinah zivali. Z
rezultati prisotnosti in odsotnosti RNA virusnih klad smo potrdili, da se je pestra raznolikost
RNA virusnih klad ohranila pri vseh skupinah nevretencarjev (Tabela 5.1). Znotraj
najpogostejSe klade Picorna-Calici smo z zdruzevanjem podatkov iz literature z nasimi
rezultati ugotovili, da so najpogostejSe skupine pikornavirusov vodni pikornavirusi,
iflavirusi in dicistrovirusi. Vodni pikornavirusi (angl. »aquatic picornavirales«) so razsirjeni
izklju¢no pri vodnih nevretencarjih, kjer so tudi izrazito prevladujoca skupina. Iflavirusi so
razSirjeni pri vseh skupinah nevretencarjev, vendar so pogostejSi pri kopenskih
nevretencarjih, kjer so tudi prevladujoca skupina (Dodatek A; A.2, Slika A.4). Dicistrovirusi
so pogosta skupina tako pri kopenskih kot tudi pri vodnih nevretencarjih. Ostale skupine so
redkejSe. Skupini Nora virusu podobnih virusov in Kelp fly virusu podobnih virusov sta
razSirjeni pri vodnih in pri kopenskih nevretencarjih, medtem ko sta skupini Posavirusu
podobnih virusov in Arivirusu podobnih virusov omejeni samo na vodne nevretencarje.
Poudariti velja, da smo pri najstarejSi skupini zivali odkrili najve¢jo pestrost prisotnih
pikornavirusnih skupin, pravi »Big Bang« pikornavirusnih skupin (7 od 8), ki se je nato
ohranila tudi pri ostalih skupinah nevretencarjev. Evolucijsko najstarejSa skupina
pikornavirusov naj bi bili Kelp fly virusu podobni virusi, sledijo Posa in Nora virusu podobni
virusi, iflavirusi, Arivirusu podobni virusi, Dicistrovirusi, vodni pikornavirusi pa se kazejo
kot najmlajSa skupina. Prisotnost prakti¢no vseh skupin pikornavirusov pri najstarejSih
skupinah zivali torej kaze na »eksplozijo« pikornavirusnih skupin Ze pri predniku Zivali, ki
se je ohranila Cez vse nevretencarje.
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Tabela 5.1: Prisotnost in odsotnost virusnih klad pri ZuZelkah, rakih, skupini Spiralia in
najstarejsih skupinah Zivali. Zdruzili smo podatke iz literature z rezultati nasih analiz. Crna
pika - prisotnost znana Ze iz literature, kljukica - prisotnost, ki je bila na novo ugotovljena
v okviru nasih raziskav, bela pika - odsotnost virusne klade.

VIRUSNA KLADA INSECTA CRUSTACEA SPIRALIA NAJSTAREJSE NEVRETENCARJI
SKUPINE ZIVALI

ASTRO v R R o R
BIRNA R v R v o
HEPE-VIRGA ° ° ° ° °
HYPO [ ] O [ O [ J
LUTEO-SOBEMO R R R R R
NARNA-LEVI R R R B B
BUNYA-ARENA R R R v R
MONO-CHU R R R R R
ORTHOMYXO ° R ° v R
NIDO ° ° ° (@) °
PARTITI- R R R R R
PICOBIRNA

PERMUTOTETRA R R o o R
PICORNA-CALICI R R R R R
REO ° . . v °
TOMBUS-NODA R R R R R
TOTI-CHRYSO ° ° ° v °
YUEVIRUS o R o v R
QINVIRUS R R R v R
ZHAOVIRUS o R ° o R
YANVIRUS o R R o R
WEIVIRUS o o ° R R
OPHIO v v o v .
FLAVI ° R v o R
POTY o o o v v
CYSTO o o o o o
VSOTA 19/25 21/25 20/25 17/25 24/25

Pestrost prisotnih RNA virusnih klad se je torej ohranila pri vseh skupinah
nevretencarjev. Ugotovitev Se dodatno podprejo nadaljnje ugotovitve raznolikosti
genomskih struktur. Tako pri kladi Picorna-Calici kot tudi pri ostalih RNA virusnih kladah
najdemo $irok nabor raznolikih genomskih struktur Ze pri najstarej$ih skupinah Zivali, ki se
ohrani tudi pri ostalih skupinah nevretencarjev - skupini Spiralia, rakih in ZuZelkah. Pri
nobeni od navedenih skupin nevretencarjev znotraj nobene virusne klade ni viden upad v
pestrosti virusnih klad. Najlepse pa je pojav viden pri kladi Picorna-Calici. Pri tej kladi se Ze
pri najstarejSih skupinah zivali pojavi Sirok nabor genomskih struktur z razli¢nim Stevilom
odprtih bralnih okvirjev in razli¢cnim zaporedjem prisotnih proteinskih domen, ki se ohrani
tudi pri evolucijsko mlajsih skupinah Zivali. Tako smo dokazali, da se je raznolikost
genomskih struktur in s tem raznolikost RNA virusov ohranila pri vseh skupinah
nevretencarjev in ni omejena samo na skupino Protostomia.

Z ugotovitvijo o dejanski starosti virusnih klad in o tem, kje je dejanski vir raznolikosti
RNA virusov, smo rezultate o raznolikosti genomskih struktur zdruzili s filogenetsko
analizo. Rezultati filogenetske analize kaZejo, da smo pri evolucijsko starej$ih skupinah
nevretendarjev odkrili bolj divergenten nabor raznolikih virusnih klad. Najbolj divergentne
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predstavnike smo odkrili pri najstarejsih skupinah Zivali. Hkrati smo pri najstarejsih
skupinah Zivali odKrili najstarejSe predstavnike virusnih klad. S tem smo postavili izvor
raznolikih genomskih struktur RNA virusov v Casovni kontekst. Ugotovili smo, da je
dejanska starost virusnih klad bistveno starejsa, kot je bilo prvotno nakazano. Prvi
predstavniki virusnih klad se namrec pojavijo ze pri predniku Zivali. Ker so se pestre
genomske strukture pri vseh virusnih kladah pojavile Ze pri najstarejSih skupinah Zivali,
lahko torej sklepamo, da se je eksplozija genomskih struktur pri vseh virusnih kladah odvila
Ze pri predniku zivali in se nato ohranila tekom evolucije zivali. Pestrost RNA virusnih
genomov torej izvira iz RNA viroma prednika Zivali in se je ohranila tekom evolucije Zivali.
Najstarejse skupine Zivali so torej izvor in center raznolikosti RNA virusov, ki se je ohranila
¢ez celotno skupino nevretencarjev.

Potrdili smo torej vse naSe hipoteze:

1) V transkriptomih in genomih nevretencarjev smo odkrili bogato zbirko raznolikih
RNA virusnih genomov.

2) Najstarejse skupine zivali so center in izvor raznolikosti RNA virusov.
3) Pestraraznolikost RNA virusov se je ohranila med evolucijo pri vseh nevretencarjih.

5.8 Endogenizirani RNA virusi v genomih nevretencarjev

Kljub ugotovitvam o pestrosti RNA viroma pri nevretencarjjh pa zaradi narave
transkriptomskih knjiZnic ne moremo sklepati o dejanskih gostiteljih virusnih klad. Virus je
bil v trenutku vzorcenja lahko prisoten 1) znotraj celice gostitelja, 2) v medceli¢nini ali pa
3) na povrsini organizma (Crochu in sod., 2004; Holmes, 2011). Da bi izvor pestrosti RNA
virusnih klad lahko povezali z izmenjavo genomskega materiala med virusi in prehodom
virusa med elemente RNA viroma, potrebujemo podatke o dejanskih gostiteljih virusov.
Prisotnost virusnih zaporedij v genomu gostitelja pomeni, da se je RNA virus med evolucijo
integriral v genom gostitelja, kar pomeni, da je virus aktivno okuZeval gostitelja. Prisotnost
virusnega zaporedja v genomu dolocenega organizma nam torej pove, da je organizem
gostitelj RNA virusa. Endogenizirani RNA virusi so fosili, ki kazejo na pretekle okuzbe
(Crochu in sod., 2004; Holmes, 2011). Nasa analiza nevretencarskih genomov je pokazala
prisotnost Stevilnih endogeniziranih zaporedij. Seveda pa so redka v primerjavi s Stevilom
in raznolikostjo RNA virusov, ki smo jih odkrili v transkriptomih. Endogenizacija je namre¢
redek pojav. Da virusno zaporedje postane endogenizirano, mora: 1) preiti skozi membrano
celice, 2) potovati do jedra, 3) preiti jedrno bariero in 4) izkoristiti gostiteljev biokemijski
aparat za integracijo v gostitelja (Crochu in sod., 2004; Holmes, 2011; Katzourakis in
Gifford, 2010). Retrovirusi Ze kodirajo biokemijski aparat in integracijo v genom izkori$¢ajo
v okviru mehanizma podvojevanja. RNA virusi pa ne kodirajo biokemijskega aparata za
integracijo v gostiteljski genom, hkrati pri vecini primerov njihov mehanizem podvojevanja
ni povezan z jedrom. Zato je pojav pri vecini RNA virusnih klad redek. Vseeno smo opazili
pogostejSo integracijo v genom pri dolocenih virusnih kladah.

Klado Mono-Chu smo nasli endogenizirano pri vseh raziskanih skupinah nevretencarjev,
in sicer: dva pri skupini Spiralia, enega pri najstarej$ih skupinah insektov, enega pri
najstarejSih skupinah Zivali, sedem pri metuljih, petnajst pri koZekrilcih in pet pri rakih,
skupno torej 31. Hkrati je Mono-Chu virusna klada, pri kateri smo nasli najvecje Stevilo
endogeniziranih RNA virusov. Nekatere virusne skupine znotraj Mono-Chu imajo
mehanizem razmnoZevanja vezan na jedro, kot sta Bornavirus in Nyamiviridae (Slika 5.1).
Za omenjene skupine je verjetnost za endogenizacijo virusnega genoma vecja kot pri
skupinah klade Mono-Chu, ki imajo mehanizem razmnoZevanja povezan s citoplazmo, kot
so Filoviridae, Paramyxoviridae, Rhabdoviridae in Sunviridae. Kot Ze omenjeno, genom
retrovirusov (kot je npr. virus HIV) v jedro vstopi v obliki predintegracijskega kompleksa
(PIC, angl. » preintegration complex«), v katerem je genom virusa vezan z glavnimi proteini:
integrazo, reverzno transkriptazo, proteinom matriksa (angl. »matrix protein«) in
proteinom Vpr. Klju¢no vlogo pri vstopu predintegracijskega kompleksa v jedro imajo
jedrni lokalizacijski signali na proteinih, vezanih z genomom retrovirusa (Sherman in
Greene, 2002). Zato smo tudi za klado Mono-Chu preko programa NLStradamus in LocSig
Database (LocSigDb) na vseh kodiranih proteinih poiskali morebitno prisotnost jedrnih
lokalizacijskih signalov (NLS, angl. » Nuclear Localization Signals«) (Negi in sod., 2015;
Nguyen in sod., 2009). Jedrne lokalizacijske signale smo odkrili s programom NLStradamus,
v katerem je prednastavljena meja predikcije 0,6. Mejo predikcije smo poskusili viSati do
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0,9 in dolod¢ili, ¢e nam pri viSanju Se vedno zazna isti NLS. V dolo¢enih primerih smo NLS
nasli samo z LocSigDB. Slika 103 prikazuje mesto najdenih NLS. Rdece zvezdice prikazujejo
mocne jedrne lokalizacijske signale z vrednostjo predikcije nad 0,6 v programu
NLStradamus (Slika 5.1). Oranzne in modre zvezdice oznacujejo srednje mocne in Sibke
NLS, ki so bili zaznani s programom LocSig Database. Rdece obarvane virusne skupine:
Bornaviridae, Nyamiviridae, Rhabdoviridae in Sunviridae vsebujejo mocne jedrne
lokalizacijske signale. Vsem virusnim skupinam klade Mono-Chu je skupna
ribonukleokapsida - virusni genom v kompleksu z RdRp, fosfoproteinom in
nukleoproteinom. Ribonukleokapsido obdaja virusna ovojnica iz matriks proteina (angl.
»matrix protein«) in glikoproteina. Skupini Bornaviridae in Nyamiviridae imata mehanizem
razmnoZevanja vezan na jedro. V obeh primerih smo nasli jedrne lokalizacijske signale na
nukleoproteinih, ki so direktno vezani na genom. Pri skupini Bornaviridae smo nasli jedrni
lokalizacijski signal tudi na fosfoproteinu, ki je ravno tako vezan na virusni genom, kar kaze
na njegovo potencialno vlogo v kompleksu z virusnim genomom pri prehodu skozi jedro.
Virusi, ki nimajo mehanizma razmnoZevanja povezanega z jedrom, lahko v jedro pridejo z
1) mehanizmi, ki destabilizirajo NPC (angl. » Nuclear Pore Complexes«), 2) ¢e imajo dovolj
majhen premer, lahko celi pridejo skozi jedrno poro, 3) okuzujejo lahko samo celice, ki se
delijo in imajo NPC nestabilen, 4) proteini kapside lahko vsebujejo NLS (angl. » Nuclear
Localization Signals«), ki igra vlogo pri prehodu virusa skozi jedrne pore (Cohen in sod.,,
2011). Rhabdoviridae in Sunviridae pridejo v celico z receptorsko posredovano endocitozo,
ki ji sledi odstranjevanje virusne ovojnice iz matriks proteina (angl. » matrix protein«) in
glikoproteina. V citoplazmo preide ribonukleokapsida - kompleks virusnega genoma z
RdRp, fosfoproteinom in nukleoproteinom. Sledi pomnozevanje virusne RNA v citoplazmi.
Kljub temu, da nimata mehanizma podvojevanja, vezanega direktno z jedrom, smo nasli
mocne jedrne lokalizacijske signale na matriks proteinu (Rhabdoviridae), glikoproteinu
(Sunviridae) in zmerno moc¢ne na nukleoproteinu (Rhabdoviridae) in fosfoproteinu
(Sunviridae). Verjetno lahko ribonukleokapsida v dolocenih primerih s pomocjo citoskeleta
potuje do NPC, kjer NLS na nukleoproteinu in fosfoproteinu sodelujejo pri vstopu
ribonukleokapside v jedro.
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Slika 5.1: Jedrni lokalizacijski signali pri virusni kladi Mono-Chu.

Virusna klada Orthomyxoviridae ima najbolje raziskan mehanizem podvojevanja, ki je
povezan z jedrom (Greber, 2016). Po prehodu virusa v citoplazmo z receptorsko
posredovano endocitozo in odstranjevanjem virusnega plasca ribonukleokapsida potuje do
jedra s pomocjo citoskeleta, kjer jedrni lokalizacijski signali na nukleoproteinih igrajo
klju¢no vlogo pri prepoznavi s strani importinov in vstopu virusnega genoma v jedro
gostiteljske celice (Slika 5.2). Nasli smo endogeniziran po en virus klade Orthomyxoviridae
pri skupini Spiralia, najstarejSih skupinah zuzelk in metuljih ter tri pri koZekrilcih.
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Slika 5.2: Jedrni lokalizacijski signali pri skupini Orhtomyxoviridae.

Klada Weivirus ima genom zgrajen iz dveh odprtih bralnih okvirjev (ORF-jev). ORF1 je
nestrukturni in kodira zapis za RdRp, ORF2 je strukturni ORF, ki kodira zapis za protein
kapside, ki je homologen s kapsidnim proteinom skupine Alvernaviridae. Nasli smo
relativno moc¢ne NLS na N-terminalnem delu kapsidnega proteina pri vseh analiziranih
primerih weivirusov s programom NLStradamus (Slika 5.3). Verjetno kapsidni protein igra
vlogo pri prepoznavi s strani importinov in prehodu virusa v jedro. Nasli smo namre¢ 12
endogeniziranih weivirusov pri organizmih iz rodu Symbiodinium (najstarejSe skupine
evkariontov, Alveolata). Organizem je znan simbiont koral, ki sodijo med ozigalkarje. Glede
na naravo odnosa soZitja je teZko povezati, ali so virusi, najdeni v genomu Symbiodinium,
dejansko povezani z njegovim genomom ali so bolj povezani z genomom oZigalkarjev, s
katermimi so v sozitju (Slika 4.24).
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Slika 5.3: Jedrni lokalizacijski signali pri virusni kladi Weivirus.

Klada Flaviviridae je zanimiva, ker je edina RNA virusna klada, kjer smo nasli ohranjene
celotne endogenizirane genome pri rakih (Crustacea) in koZekrilcih (Hymenoptera).
Presenetljivo smo nasli relativno veliko Stevilo endogeniziranih genomov pri dsRNA
virusnih kladah Partiti-Picobirna in Toti-Chryso. Zanje je znacilno, da genom pride v stik s
citoplazmo gostiteljske celice po prepisu dsRNA v mRNA z virusno RdRp znotraj kapside
virusa, ki se nahaja v citoplazmi. mRNA namre¢ po prepisu potuje izven genoma v
citoplazmo gostiteljske celice. Pri kladi Partiti-Picobirna smo nasli en endogeniziran virus
pri skupini Spiralia, Stiri pri metuljih in 14 pri koZekrilcih. Pri kladi Toti-Chryso smo nasli
en endogeniziran virus pri metuljih, Sest pri koZekrilcih in tri pri rakih.
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Poglavje 6
Zakljucki

Nevretencarji predstavljajo eno najbolj dinami¢nih ekoloskih ni$ za RNA viruse. Pojavila se
je hipoteza, da so nevretencarji center raznolikosti in evolucije RNA virusov, vendar so
prvotne raziskave pokazale le delno sliko o raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov pri
nevretencarjih.

Skupina Shi in sod. (2016a) je izvedla eno najobseZnejSih Studij raznolikosti RNA
virusov. Raziskala je raznolikost in razsirjenost RNA virusov, prisotnih v 87 knjiZnicah, in
postavila skupino Protostomia kot center raznolikosti RNA virusov. Manjkajo pa podatki o
raznolikosti in razSirjenosti virusov v 1) Zuzelkah reda Hymenoptera (koZekrilci) in
Lepidoptera (metulji in veSce), 2) najstarejSih skupinah Zuzelk, 3) rakih (Crustacea),
predvsem v postranicah (Amphpoda), enakonoZcih (Isopoda) in ceponoZcih (Copepoda),
4) skupini Spiralia, predvsem v ploScatih ¢rvih (Platyhelminthes) in 5) najstarejsih
skupinah zivali (Metazoa), v spuzvah (Porifera), ozigalkarjih (Cnidaria) in rebracah
(Ctenophora). Da bi dobili bolj kompletno sliko o raznolikosti in razsirjenosti RNA virusov,
smo analizirali raznolikost in razsirjenost RNA virusov pri omenjenih skupinah. Raznolikost
in razSirjenost RNA virusov smo raziskali z 1) iskanjem novih RNA virusov in
endogeniziranih RNA virusov v transkriptomskih in genomskih podatkovnih bazah
nevretencarjev, 2) filogenetsko analizo novih in endogeniziranih RNA virusov, 3)
primerjavo genomskih struktur novih in endogeniziranih RNA virusov glede na trenutno
znane Klasificirane in neklasificirane viruse iz iste skupine ter 4) statisticno analizo
prisotnosti posameznih virusnih klad pri raziskanih skupinah nevretencarjev.

V okviru filogenetske analize RNA virusov smo prisli do naslednjih zakljuckov:

Pri kozekrilcih (Hymenoptera) smo nasli posamezne primere horizontalnih prenosov
virusov s parazitoidnih os na njihove gostitelje (klada Picorna-Calici, Tombus-Noda), z
rastlin na njihove vektorje (klada Hepe-Virga, Partiti-Picobirna, Picorna-Calici) ali z gliv na
domnevne vektorje (klada Partiti-Picobirna). Nasli smo namrec 1) iz ZuZelk izolirane viruse,
ki so sorodni (ali skoraj identi¢ni) virusom, ki so prisotni v transkriptomih parazitoidnih os,
2) rastlinskim virusom sorodne viruse v transkriptomih koZekrilcev in 3) glivnim virusom
sorodne viruse v transkriptomih kozekrilcev. V primeru prenosa rastlinskih virusov na
kozekrilce sta mozna dva scenarija. Virus je lahko naklju¢no prisoten na kozekrilcu in je
dejansko povezan z rastlino, s katero se hrani, ali pa je omenjeni kozekrilec vektor
rastlinskega virusa. V primeru prenosa glivnih virusov na kozZekrilce so mozni trije scenariji.
Virus je lahko naklju¢no prisoten na organizmu. Druga moznost je, da je gliva rastlinski
patogen in je virus dejansko povezan z rastlino, ki jo gliva okuzuje. Tretja moznost je, da je
kozekrilec vektor glivnih virusov in hkrati glavni akter za prenos glivnih virusov na
rastlinske gostitelje (Slika 4.7, Slika 4.9, Dodatek B; B.1 - Slika B.9 in Slika B.5)

Pri metuljih in veSc¢ah (Lepidoptera) smo v njihovih transkriptomih nasli primere
rastlinskim virusom sorodnih virusov (klada Hepe-Virga, Partiti-Picobirna). Virus iz
Micropteryx calthella (GACP01000900), ki spada v klado Partiti-Picobirna, je 81 %
identicen rastlinskemu »Cannabis cryptic virus«. Pri kladi Partiti-Picobirna je znana klju¢na
vloga horizontalnega prenosa virusov z glivnih na rastlinske gostitelje. Metulji so lahko v
tem primeru delovali kot vektorji. V transkriptomu metuljev smo nasli tudi primer zelo
divergentnega reovirusa, ki je 27 % identi¢en ostalim trenutno znanim reovirusom (Slika
4.11 in Dodatek B, B.2 - Slika B.23).



188 Poglavje 6. Zakljucki

Pri najstarejSih skupinah ZuZzelk smo nasli ve¢ primerov divergentnih virusov, ki so v
rangu 20-40 % podobni kateremu koli trenutno znanemu virusu. Negevirusa iz Anurida
maritima (GAUE02021637) in iz Sminthurus viridis (GATZ02022882) sta primera starejSih
predstavnikov skupine Negevirusov (Dodatek B; B.3, Slika B.28).

Tudi pri rakih (Crustacea) smo nasli ve¢ divergentnih virusov (klada Bunya-Arena,
Narna-Levi, Partiti-Picobirna). Posebej velja izpostaviti klado Picorna-Calici, kjer smo nasli
v transkriptomih rakov primere virusov, ki tvorijo novo skupino, kar pomeni, da se povezejo
skupaj s katerim koli trenutno znanim pikornavirusom. Nasli smo tudi bistveno vecje Stevilo
iflavirusov v transkriptomih rakov kot skupina Shi in sod. (2016a). Nasli smo tudi starejse
predstavnike pikornavirusov, kot je na primer Procambarus clarkii (GBEV01028478)
(Dodatek B; B.4, Slika B.41).

Pri skupini Spiralia smo nasli vec¢ divergentnih virusov (klada Astro, Birna, klada Hepe-
Virga, Orthomyxo, Picorna-Calici) in primere virusov, ki znotraj virusne skupine tvorijo
novo podskupino (Negevirusi znotraj klade Hepe-Virga, klada Partiti-Picobirna). Poleg
omenjenega smo pri kladi Mono-Chu nasli enega izmed najstarejsih predstavnikov virusne
skupine mononegavirusov pri Aplysia californica (GBDA011078844+GBDA01106473)
(Dodatek B; B.5, Slika B.44, Slika B.45, Slika B.49, B.51, B.57, Slika B.53 in Slika 4.21).

Pri najstarejsih skupinah zivali (Metazoa) smo nasli najve¢ divergentnih virusov, ki so le
20-40 % podobni kateremu koli trenutno znanemu virusu iz iste virusne klade - glede na
proteinsko zaporedje RdRp. Nasli smo tudi primere virusov, ki znotraj virusne skupine
tvorijo novo podskupino, kar pomeni, da se ne poveZejo skupaj s katerim koli od trenutno
znanih virusov (klada Picorna-Calici). Poleg omenjenega smo pri najstarejsi skupini zivali
nasli najve¢ najstarejSih predstavnikov virusnih klad (klada Birna, klada Mono-Chu, klada
Orthomyxo, klada Picorna-Calici). Klado Yuevirus smo nasli tudi pri najstarejSih skupinah
zivali. Posebej velja izpostaviti klado Weivirus, kjer smo nasli weiviruse pri koralah, ki
oblikujejo novo podskupino. Ravno tako smo nasli precej endogeniziranih weivirusov v
alveolatu Symbiodinium (simbiontu koral), ki tvorijo dve novi podskupini. Shi in sod.
(2016a) so weiviruse odkrili izklju¢no pri mehkuZcih, yueviruse pa izklju¢no pri rakih (Slika
4.22, Slika 4.23, Slika 4.24 in Dodatek B; B.6, Slika B.64 in Slika B.66).

Prisotnost najbolj divergentnih in hkrati najstarejsih predstavnikov RNA virusov pri
najstarejsi skupini Zivali kaZe na ugotovitev, da so virusne klade evolucijsko starejse, kot je
bilo prvotno nakazano. Prvi predstavniki virusnih klad so se namre¢ pojavili pri najstarejsi
skupini Zivali.

V okviru primerjave genomske strukture smo prisli do naslednjih ugotovitev:

Vecina novih RNA virusov, odkritih v okviru nase raziskave, ima genomsko strukturo
virusov, ki so jo odkrili Shi in sod. (2016a). Pojavijo pa se posamezni primeri virusov z
drugimi dodatnimi domenami: 1) »RING finger« domena, tripsinu podobna serinska
proteaza in peptidaza C39, dodatne Rhv domene pri kladi Picorna-Calici in »Reticulocyte-
binding rhoptry protein« pri kladi Flavi. Izpostaviti velja tudi primer najdaljSega najdenega
mononegavirusa Hydra vulgaris (GEVZ01001862) z dolZino genoma 21 kb. Pikornavirus iz
korale Millepora alcicornis (GFAS01286708) ima divergentno strukturo, saj kodira RdRp
na lo¢enem ORF v drugem bralnem okvirju, ki se nahaja znotraj glavnega OREF, ki kodira
poliprotein (Dodatek C; Dodatki C.1-6).

Ugotovili smo, da se je raznolikost genomskih struktur pojavila pri najstarejsih skupinah
Zivali in ohranila pri vseh nevretencarjih. Glede na to, da so se najstarej$i predstavniki
virusnih klad pojavili Ze pri predniku Zivali, lahko sklepamo, da raznolikost genomov virusov
izvira iz prednika Zivali. NajstarejSe skupine Zivali so torej center in izvor raznolikosti RNA
virusov.

V okviru analize endogeniziranih virusov smo prisli do naslednjih ugotovitev:

V genomih analiziranih skupin nevretencarjev smo nasli endogenizirane predstavnike
12 virusnih klad. Klada Mono-Chu je endogenizirana pri vseh analiziranih skupinah
nevretencarjev. Nasli smo presenetljivo veliko endogeniziranih partitivirusov, ki se
naCeloma razmnoZujejo v citoplazmi znotraj lastne kapside. Nasli smo tudi 12
endogeniziranih weivirusov v simbiontu koral Symbiodinium. Vendar ne moremo trditi, da
so dejansko povezani z alveolatom. Lahko so povezani s koralami, saj je organizem simbiont
koral.
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V okviru analize razsirjenosti virusnih klad smo prisli do naslednjih ugotovitev:

Nasli smo 815 virusov, ki spadajo v 22 od 25 virusnih klad. Klade Mono-Chu, Partiti-
Picobirna in Picorna-Calici so bile najbolj zastopane virusne klade pri analiziranih skupinah
nevretencarjev. Klade Hepe-Virga, Narna-Levi, Mono-Chu, Orthomyxo, Partiti-Picobirna,
Picorna-Calici, Tombus-Noda in Toti-Chryso so prisotne pri vseh analiziranih skupinah
nevretencarjev (Slike 4.1-4.5). Znotraj klade Picorna-Calici so bili iflavirusi prisotni pri vseh
analiziranih skupinah nevretencarjev, vendar so bili bolj zastopani pri kopenskih
nevretencarjih. Skupina »aquatic picornavirales« je bila zastopana izklju¢no pri vodnih
nevretencarjih. Skupina Dicistroviridae je bila bogato zastopana tako pri kopenskih kot pri
vodnih nevretencarjih. Skupina Nora virusu podobnih virusov je bila pogosteje zastopana
pri kopenskih kot pri vodnih nevretencarjih, obratno pa so bili Posavirusu in Arivirusu
podobni pikornavirusi bolj pogosti pri vodnih nevretencarjih (Slika 4.6). S primerjavo nase
analize s podatki iz literature smo ugotovili, da je pri nevretencarjih prisotnih 24 od 25
definiranih RNA virusnih klad (Tabela 5.1). Samo klada Cysto ni prisotna pri nobeni skupini
nevretencarjev. Pestrost prisotnih virusnih klad se je ohranila pri vseh nevretencarjih.

Potrdili smo vse naSe hipoteze:

1) V genomih in transkriptomih nevretencarjev je prisotna bogata zaloga RNA
virusnih zaporedij.

2) Najstarejse skupine zivali predstavljajo center in izvor raznolikosti RNA virusov.
3) Raznolikost RNA virusov je ohranjena ¢ez celotno skupino nevretencarjev.
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Dodatek A

Analiza zastopanosti virusnih klad

A1 Analiza zastopanosti posameznih virusnih klad na podlagi rezulatov
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80%0
70%0
60%0
509
409
309
20%0
10%%

0%

Shi in sod. (2016a)

Zastopanost virusnih klad pri pesameznih redovih Zuzelk (Insecta)
(Shi in sod., 2016a)
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EHEPE-VIRGA LUTEO-SOBEMO NARNA-LEVI BUNYA-ARENA
EMNONO-CHU ORTHOMYXO ENIDO B PARTITI-PICOBIRNA
HEPERMUTOTETRA EPICORNA-CALICI BEREO ETOMBUS-NODA
BETOTI-CHRYSO BQINVIRUS

Slika A.1: Zastopanost virusnih klad pri posameznih redovih ZuZelk (Insecta) (Shi in sod,,
2016a).
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Zastopanost virusnih klad pri posamezni skupini rakov (Crustacea)
(Shi in sod., 2016a)
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Slika A.2: Zastopanost virusnih klad pri posamezni skupini rakov (Crustacea) (Shi in sod.,

2016a).
Zastopanost virusnih klad pri posamezni skupini Lophotrochozoa
(Spiralia) (Shi in sod., 2016a)
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Slika A.3: Zastopanost virusnih klad pri posamezni skupini Spiralia (Lophotrochozoa) (Shi

in sod., 2016a).
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A2 Analiza zastopanosti virusnih skupin znotraj klade Picorna-Calici na
podlagi rezulatov Shi in sod. (2016a)

Zastopanost posameznih skupin klade Picorna-Calici pri Zuzelkah
(Insecta), rakih (Crustacea) in mehkuzcih (Meollusca) (Shi in sod., 2016a)
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EDICISTROVIRIDAE BIFLAVIRIDAE BAQUATIC PICORNAVIRALES
KELP FLY VIRUS - RELATED ®NORA VIRUS - RELATED HARIVIRUS - RELATED

EPOSAVIRUS - RELATED

Slika A.4: Zastopanost posameznih virusnih skupin klade Picorna-Calici pri ZuZelkah
(Insecta), rakih (Crustacea) in mehkuZcih (Mollusca) (Shi in sod., 2016a). AngleSki izraz:
related - podoben, npr. posavirus-related; posavirusu podobni virusi.
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Dodatek B

Filogenetska analiza

B.1 KoZekrilci (Hymenoptera)
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Slika B.1: Filogenetsko drevo virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli v transkriptomih
kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no,
Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno,
Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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Slika B.2: Filogenetsko drevo virusov klade Flavi, ki smo jih naSli v genomih in
transkriptomih kozZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno,
Pompiloidea z vijolicno, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeCo in ostali organizmi Vespoidea (ki niso
Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.



B.1. Kozekrilci (Hymenoptera) 197

I—l’lrlrmun: circularisgquama RNA virus (YP_386495)

[C1] EBIIIT’H!TT

- BWBFGI6635
Humaita-Tublacanga virus isolate Rio (KROD3801)
ImostlS]
Melitta haemorrhoidalis (GBY EO1T01931 7y
Pulistes metricus (GINHOD1G24T5)
Formica exsectn {LH7T433346)
FTMVIZSER0
Chrvsis viridula (GATYOZ011343)
Maonomaorium pharasnis (LJO2986S)
La Tardweire virus (KUTS4500)
— ™ QTMIZ655
——— QT ZENS

Inos temma sp. (GBEVBOT030XTS)
EEKSSPIHII
EE Fuopius arisunus (GEYBOI1014129)
EXSSPI53
Monomaorium chinense (LIER4663)
SCMBSE

Megastigmus spermotrephus (GCPBIO1TH + GCPBOIMGEST)
QTM26976

BWBFGAK14
BHEY 181454

_ ——— Carascovirus SF1 {AHAR&920)
100 L Burcausy

mas L3R5

Ixedes scapularis associated virus 1 (ALIDRITST)
Myrmica ruginodis (LJ225046)

Myrmica raginodis (LJ250474)
WHCC11TZS

Formica exsecta {LH933004)

Formica exsecla (LHTETS1

Pacnulus Tascipennis (BN HOTINRR0G)
QT™MI9779

Fricscomelitta varia (HPE20469)
Dindontus minotus (GEYIAD MG 26)
Slischooyvttarus Mavitarsis (GAXMOIOS0225)
Jmiahi2 12

Fleromalus puparam (GEC TO 109863
Osmia cornuta (GAGHOTN3362)

Exomcura robusta {HF930TH2)

Slika B.3: Filogenetsko drevo virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli v transkriptomih
kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no,
Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno,
Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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Slika B.4: Filogenetsko drevo virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli
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Dodatek B. Filogenetska analiza

LEVIVIRIDAE

Fusarium poae mitovirus 3 (YP_009272900) MITOVIRUS

NARNAVIRUS

OURMIAVIRUS

v genomih in

transkriptomih kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno,
Pompiloidea z vijolicno, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso
Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.5: Filogenetsko drevo virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli v transkriptomih
kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacCena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no,
Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno,
Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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Slika B.6: Filogenetsko drevo virusa klade Ophio, ki smo ga naSli v transkriptomih
koZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no,
Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno,
Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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Slika B.7: Filogenetsko drevo virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih kozZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno,
Pompiloidea z vijolicno, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso
Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.8: Filogenetsko drevo virusov klade Permutotetra, ki smo jih nasli v transkriptomih
kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no,
Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno,
Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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Slika B.9: Filogenetsko drevo virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli v transkriptomih
kozekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacCena z oranzno, Pompiloidea z vijoli¢no,
Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro, Terebrantes s temno zeleno,
Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso Formicidae) s svetlo modro.
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Slika B.10: Filogenetsko drevo virusov klade Qinvirus, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih koZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranZno,
Pompiloidea z vijolicno, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso
Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.11: Filogenetsko drevo virusov klade Reo, ki smo jih naSli v genomih in
transkriptomih koZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno,
Pompiloidea z vijolicno, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso
Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.12: Filogenetsko drevo virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih koZekrilcev (Hymenoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skupina Apoidea je oznacena z oranzno,
Pompiloidea z vijolicno, Sphecoidea s svetlo zeleno, Chrysidioidea s temno modro,
Terebrantes s temno zeleno, Formicidae z rdeco in ostali organizmi Vespoidea (ki niso
Formicidae) s svetlo modro. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.

B2 Metulji (Lepidoptera)
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Slika B.13: Filogenetsko drevo virusov klade Astro, ki smo jih nasli v transkriptomih ves¢ in
metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupine ves¢ in metuljev nismo locevali na podskupine, zato so vsi
odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.14: Filogenetsko drevo virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli v transkriptomih
veS¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupino vesS¢ in metuljev nismo locevali na podskupine, zato so vsi
odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.15: Filogenetsko drevo virusa klade Flavi, ki smo ga odkrili v transkriptomih ves¢ in
metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupine ves¢ in metuljev nismo locevali na podskupine, zato so vsi
odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.16: Filogenetsko drevo virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih vesc¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skupino veS¢ in metuljev nismo locevali na

podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco. Endogenizirani virusi so oznaceni z
zvezdico.
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Slika B.17: Filogenetsko drevo virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli v
transkriptomih vesc¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skupino vesS¢ in metuljev nismo locCevali na
podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.18: Filogenetsko drevo virusa druzine Narnaviridae (klada Narna-Levi), ki smo ga
odkrili v transkriptomih ves¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo
najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skupino ves¢ in metuljev nismo locevali

na podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.19: Filogenetsko drevo virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih vesc¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. » maximum likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod. 2015).

Skupine ves¢ in metuljev nismo loCevali na podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z
rdeco. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.20: Filogenetsko drevo virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih ves¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skupine veS¢ in metuljev nismo locevali na
podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco. Endogenizirani virusi so oznaceni z
zvezdico.
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Slika B.21: Filogenetsko drevo virusov klade Permutotetra, ki smo jih nasli v transkriptomih
vesc¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.

»maximum likelihood«). Skupine ves¢ in metuljev nismo locevali na podskupine, zato so vsi
odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.22: Filogenetsko drevo virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli v genomih in
transkriptomih ves¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skupine veS¢ in metuljev nismo locevali na
podskupine, zato so vsi odkriti virusi oznaceni z rdeco. Endogenizirani virusi so oznaceni z
zvezdico.
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Slika B.23: Filogenetsko drevo virusov klade Reo, ki smo jih nasli v transkriptomih ves¢ in
metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skupine vesc in metuljev nismo locevali na podskupine, zato so vsi
odkriti virusi oznaceni z rdeco.
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Slika B.24: Filogenetsko drevo virusov redu Tymovirales (klada Hepe-Virga), ki smo jih
odkrili v transkriptomih ves¢ in metuljev (Lepidoptera). Drevo je bilo narisano z metodo
najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skupine veS¢ in metuljev nismo locevali
na podskupine, zato so vsi odKriti virusi oznaceni z rdeco.

B3 NajstarejSe skupine ZuZelk: skakaci (Collembola), dvorepke
(Diplura), S¢etinorepke (Zygentoma), Monocondylia
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Slika B.25: Filogenetsko drevo virusa klade Mono-Chu, ki smo ga nasli v genomu najstarejSih
skupin ZuZelk. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z rdeco, dvorepke (Diplura) z vijoli¢no,
Scetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina Monocondylia z zeleno barvo. Endogeniziran
RNA virus je oznacen z zvezdico.
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Slika B.26: Filogenetsko drevo virusa druzine Narnaviridae (klade Narna-Levi), ki smo ga
odkrili v transkriptomih najstarejSih skupin Zuzelk. Drevo je bilo narisano z metodo
najvecje verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z
rdeco, dvorepke (Diplura) z vijolitno, $¢etinorepke (Zygentoma) z modro in skupina
Monocondylia z zeleno barvo.
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Slika B.27: Filogenetsko drevo virusa klade Qinvirus, ki smo ga nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin Zuzelk. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z rdeco, dvorepke (Diplura) z
vijoli¢no, SCetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina Monocondylia z zeleno barvo.
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Slika B.28: Filogenetsko drevo virusov skupine Negevirus (klada Hepe-Virga), ki smo jih
nasli v genomih in transkriptomih najstarejsih skupin Zuzelk. Drevo je bilo narisano z
metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so
oznaceni z rdeco, dvorepke (Diplura) z vijoli¢no, $¢etinorepke (Zygentoma) z modro in
skupina Monocondylia z zeleno barvo. Endogenizirani RNA virusi so oznaceni z zvezdico.
Angleski izraz: group - skupina.
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Slika B.29: Filogenetsko drevo virusov druZine Tombusviridae (klada Tombus-Noda), ki
smo jih nasli v transkriptomih najstarejsih skupin zuzelk. Drevo je bilo narisano z metodo
najvelje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z
rdeco, dvorepke (Diplura) z vijoli¢no, Scetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina
Monocondylia z zeleno barvo.
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Slika B.30: Filogenetsko drevo virusov klade Reo, ki smo jih na$li v transkriptomih
najstarejSih skupin Zuzelk. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Skakaci (Collembola) so oznaceni z rdeco, dvorepke (Diplura) z
vijoli¢no, SCetinorepke (Zygentoma) z modro in skupina Monocondylia z zeleno barvo.
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B4 Raki (Crustacea)

Ferak virus (A0A0R4B3ss) +—— FERAVIRIDAE
Jonchet virus (A0A0H4B2P0) «—— JONVIRIDAE

Seattle Prectang virns (AOF41423)
Ganda bee virus (APT68154) PERIBUNYAVIRIDAE
,—Hantaan virus (P23456)
Puumala virus (ALJ30180) HANTAVIRIDAE
6ETula hantavirus (NP_942124)
shrimp6186
Pacifastacus leniusculus (GBYW01039086)

Tomato spotted wilt virus (P28976)
Capsicum hlarasis i (01 704 | TOSPOVIRIDAE
WLJQ100911
Eriocheir sinensis (HAAX01019000)

European mountain ash ringspot asseciated virus (Q6Q305)

Fig mosaic virus (ACW84413) | FIMOVIRIDAE
Oropouche virus (AAO11841)
Bunyamwers virus (P20470) | PERIBUNYAVIRIDAE
100 Wyeomyia virus strain Darien (AEZ35281)
Rhizopus oryzac (GDUK01010546)
BWBFG40849
CPQY18609

80
84

WHWN46660

Asymmetron Tucayanum (GETCO01011646)
BLINXC41490

BHCL81707
WZSLuol85881

WZFSL85898

Ialitrus saltator (GDUJ01083694)

Shayang spider virus 1 (AJG39246) | NATROVIRIDAE
Stegodyphus tentoriicola (JT046206)

Dugbe virus (NC_004159)

Wenzhou tick virus (AJG39255)

mosHB136348

99

QTM25853
T00 QTM26385
T WHZMY9931

SZmix21338
96 99 ‘Wuhan spider virus (AJG39269)
lellops: bbingi (GEQJ01053822)

"y F

BHTSS17606
Bragasellus peltatus (HAEN01054030)

Proasellus coxalis (LLALT01052131)

BHZ(35426

JSC85519

BXXC56361

JSC69896

99 THBXXC60124

Gouleako virus (AEJ38175)

Cumuto virus (KF543244)

Yichang insect virus (YP_009305143)

‘Wenzhou shrimp virus 1 (YP_009304989)

Rift valle)l'-‘fever virus (P27316) PHEN UIVIRIDAE

Aguacate virus (YP_004414703)

Ramu stunt virus (AL.J83282)

Rice stripe virus (Q85431)

99 Rice grassy stunt virus (BAA89G02)

|

83

Slika B.31: Filogenetsko drevo virusov Kklade Bunya-Arena, ki smo jih odkrili v
transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvelje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci
(Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronoZci (Decapoda) z
vijoli¢no.
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Slika B.32: Filogenetsko drevo virusa klade Birna, ki smo ga nasli v transkriptomih rakov
(Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum
likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZzci (Copepoda) z zeleno,
postranice (Amphipoda) z modro in deseteronoZci (Decapoda) z vijoli¢no.
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Slika B.33: Filogenetsko drevo virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli v transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum
likelihood«). Enakonozci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZzci (Copepoda) z zeleno,

postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z vijoli¢no.
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Slika B.34: Filogenetsko drevo virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli v
transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvelje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci
(Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z
vijoli¢no.
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Slika B.35: Filogenetsko drevo virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli v transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«). Enakonozci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZzci (Copepoda) z zeleno,
postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z vijoli¢no.
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Slika B.36: Filogenetsko drevo virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih odkrili v
transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvelje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). EnakonozZci (Isopoda) so oznaceni z rdeCo, ceponoZci

(Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronoZci (Decapoda) z
vijoli¢no.
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Slika B.37: Filogenetsko drevo virusov klad Ophio in Qin (skupine Qinvirus, Yuevirus,
Ophioviridae, Mononegavirales, Orthomyxoviridae in Bunyavirales), ki smo jih nasli v
genomih in transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco,
ceponoZci (Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronoZci
(Decapoda) z vijoli¢no. Endogenizirani virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.38: Filogenetsko drevo virusov klade Orthomyxo, ki smo jih odkrili v transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum

likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni

z rdeco, ceponoZzci (Copepoda) z zeleno,

postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z vijoli¢no.
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Slika B.39: Filogenetsko drevo virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih naSli v
transkriptomih rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). EnakonozZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci
(Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z

vijoli¢no.
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Slika B.40: Filogenetsko drevo virusa klade Permutotetra, ki smo ga odkrili v transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum

likelihood«). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci (Copepoda) z zeleno,
postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z vijoli¢no.
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Slika B.41: Filogenetsko drevo virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli v transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«). Enakonozci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponoZci (Copepoda) z zeleno,
postranice (Amphipoda) z modro, deseteronozci (Decapoda) z vijolicno in skupina
Branchiura (Argulus) z magenta barvnim odtenkom.
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Slika B.42: Filogenetsko drevo virusov klade Reo, ki smo jih nasli v transkriptomih rakov
(Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015). EnakonoZci (Isopoda) so oznaceni
z rdeco, ceponozci (Copepoda) z zeleno, postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci
(Decapoda) z vijoli¢no.
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Slika B.43: Filogenetsko drevo virusa klade Zhaovirus, ki smo ga odkrili v transkriptomih
rakov (Crustacea). Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«). Enakonozci (Isopoda) so oznaceni z rdeco, ceponozci (Copepoda) z zeleno,
postranice (Amphipoda) z modro in deseteronozci (Decapoda) z vijoli¢no.
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B.5 Skupina Spiralia: mehkuzci (Mollusca), ploséati ¢rvi
(Platyhelminthes), kolobarniki (Annelida) in kota¢niki (Rotifera)
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Slika B.44: Filogenetsko drevo virusov klade Astro, ki smo jih odkrili v transkriptomih
skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. »maximum
likelihood«). MehkuZci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploSc¢ati ¢rvi (Platyhelminthes) z
vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kota¢niki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.45: Filogenetsko drevo virusa klade Birna, ki smo jih nasli v transkriptomih skupine
Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«).
Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijolicno,
kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.46: Filogenetsko drevo virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli v transkriptomih
skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«). Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z
vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kota¢niki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.47: Filogenetsko drevo virusov klade Flavi, ki smo jih na$li v transkriptomih skupine
Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«).
Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijoli¢no,
kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.48: Filogenetsko drevo virusa klade Luteo-Sobemo, ki smo ga nasli v transkriptomih
skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015). MehkuZci (Mollusca) so oznaceni
z rdeco, ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in
kotacniki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.49: Filogenetsko drevo virusa druZine Hepeviridae (klada Hepe-Virga), ki smo ga
nasli v transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod. 2015). MehkuZci
(Mollusca) so oznaceni z rdeCo, ploScati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijoli¢no, skupina
kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.50: Filogenetsko drevo virusov druzine Narnaviridae (klada Narna-levi), ki smo jih
nasli v transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploScati ¢rvi
(Platyhelminthes) z vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotac¢niki (Rotifera) z
modro barvo.
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Slika B.51: Filogenetsko drevo virusov skupine Negevirus (klada Hepe-Virga), ki smo jih
nasli v transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). MehkuZci (Mollusca) so oznaleni z rdeco, ploScati ¢rvi
(Platyhelminthes) z vijoli¢cno, skupina kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki
(Rotifera) z modro barvo. Angleska izraza: new - nova; group: skupina.
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Slika B.52: Filogenetsko drevo virusov druzine Nodaviridae (klada Tombus-Noda), ki smo
jih nasli v transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). MehkuZci (Mollusca) so oznacdeni z rdeco,
ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijolicno, skupina kolobarniki (Annelida) z zeleno in
kotacniki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.53: Filogenetsko drevo virusa klade Orthomyxo, ki smo jih nasli v genomih skupine
Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«).
Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijoli¢no,
kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z modro barvo. Endogenizirani
virusi so oznaceni z zvezdico.
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Slika B.54: Filogenetsko drevo virusov klade Qinvirus, ki smo ga nasli v genomih skupine
Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum likelihood«).
Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijoli¢no,
kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z modro barvo. Endogeniziran virus

je oznacen z zvezdico.
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Slika B.55: Filogenetsko drevo virusov druZine Tombusviridae (klada Tombus-Noda), ki smo
jih nasli v transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. » maximum likelihood«) v programu IQTREE (Nguyen in sod., 2015).
Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploScati ¢rvi (Platyhelminthes) z vijoli¢no,
kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z modro barvo.
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Slika B.56: Filogenetsko drevo virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli v transkriptomih
skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl. » maximum
likelihood«). Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, plo$cati ¢rvi (Platyhelminthes) z
vijoli¢no, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kota¢niki (Rotifera) z modro barvo.
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Sindbis virms (NC_001547T)
Tohaceo masaie virms (PI3586)
Baricy stripe mosalc viros (Q80E73))  y R AVIRIDAE
Potate nsop top vires (QrOOEL0)
et sail borne virus (ABLG3G610)

Marsac virus (AMOOS225)

Bola virus (ANOD3II56)

Proasellus ebrensis (ILAEWDIO52721)

Caligus rogereresseyi (GAZX01B41430) NEGEVIRUS

Megey virus (NC_DM29)

Tanay virus (YP_BISOIRIZE)
Latrodectus hesperus (GBCS01005%46)

TOGAVIRIDAE - RELATED

Slika B.57: Filogenetsko drevo virusa druzine Togaviridae (klada Hepe-Virga), ki smo ga
nasli v transkriptomih skupine Spiralia. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti
(angl. »maximum likelihood«). Mehkuzci (Mollusca) so oznaceni z rdeco, ploscati crvi
(Platyhelminthes) z vijolicno, kolobarniki (Annelida) z zeleno in kotacniki (Rotifera) z

modro barvo.
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B.6 NajstarejSe skupine Zivali: ozigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera)
in rebrace (Ctenophora)

| Fuwmala viras (ALILSDISE) I HANTA\I--[ RIIS

[[C1] L Tula bantavirus (NP 942124)

Ewrapean mountuin ash ringspot associnted virus (Q60205)] =
Fig mosaic virus (ACWESL13) I EMARAVIRUS

- Tomaito spotted wilt viras (P28%76) | r 1
T3 ]
! Capsicam chlorasis vieus (AJD4704) TOSPOVIRUS
=1 Orapouche vieus (AADTIELD) - N
FD] Bunymmwera virus (FZ0470) GR [ HUBUNYﬁ\- I RUS
. w Wyeomyia virus strain Darien {AE£ISIE])

Muemiopsis leidyi [

BHZC 15426

T TRE

BN X S636]
JSCEHEDG

SEmin2 A8
Wishan spider virms [ AJGINI69)
Cumuto viras (KFS43244)
Gioulenko virus (AEJABITS)
Wenzhow shrimp viras 1 (YF_ 805304085
Rice stripe virus (Q85431) | ' IS

Rice grassy stant viFas (BAARIGDE) TEN ["”‘ IR""B
Manmwn virus (AFNTI042)

Rilt valley fever virns (P27316) 1
Aguacate virus (Y FP_004414703 rl Pll L E BDVI RI" S
BWHFGANELD

Rhopilema esculenium (GENISD099264)
CPOY 18609

or WHW NA6660

B Asymmetron lncayanum (GETODI0] 1646}
BHNXC41490
BHCLELTOT
WZSLunl 88881
WEFSLESEIR

b7

WHWGSGAT]
‘] Seegoadyphs tentoriicola (JTH6206)
£ Shayang spider vieas | (AJGI9246)
5y Diaghe virus (NC 004159} — NAIROVIRLUS
o} Wenzhou tick virus {AJGI92ES)
mosHB1 36343

Slika B.58: Filogenetsko drevo virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
wmaximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Virus, ki smo ga nasli v transkriptomu
Mnemiopsis leidyi (GFAT01115010 + GFAT01138919 + GFAT01007784 +
GFAT01017202 + GFAT01031184 + GFAT01090215 + GFAT01127526), smo oznacili s
pravokotnikom.

BHZY 60842

WLIQ102701
Cratceolophus conyolvulus (HAGZ01026499)

Baras Ness breadorumb sponge hepe-like virus 3 (ASM94026) @
shrimp12824

WIIQI03981

Corynactis australis (GELANI10738524)

= Bastror irus-lke viras (YP_009333174)

—_

100 Anthoplenra elegastissims (79242 + 64335 + 64337)
[ Tr0dcs porsulcatus (GRXQO1012426)
1% 00 L Rhipicephalus microphas (GEMRO1604364)
{ Leucorolenin (Ictid 141464 logud 15841)
¢ S . A
Cuwtthroat trout virus (NC_015521) < PISCIH EPE\'lRl‘S

Salme salar (GEGYD1146555)
Avian Hepatitis E vires (Q6QLNT)
Bat hopeyirws (YP_0064£76507)

Hepaiis £ viros (v oo1ad) +—— ORTHOHEPEVIRUS

Ory ctolagus cusicubes (GBCAD1023658)
Slika B.59: Filogenetsko drevo virusov druZine Hepeviridae (klada Hepe-Virga), ki smo jih
odkrili v transkriptomih najstarejSih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje

verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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BWHFLIEEIE
—hlimmqu cineularisguamas KA virus {VIF_356493)
- HHLYS9ITT

Fopius arisanm (GEYB010141 9

OTM26976

MMonomorium chinense (LIRRSGLY)

SXSRFIEN

La Tardwing vires | KL TES09)

OTVIESER0

Humiadia- T bdss angs vires (KRN3R
Wurelia anrita (GERGH028684)

T cmatentella vectemsis (IIATDIDESE8D)

RIIEY IR 484

[T AL

Inodes scapulbaris assoiaged virms | (A100ETHT)

Frieseemelitia varia | HPER0469)

Dimia cornuts (GAGHAI0]2ET)
Alvrmica ruginodis | LIXS04T4)

Formica evseela (111933005

Slika B.60: Filogenetsko drevo virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih

N AW IEFE 20814
L Calodonis besdlet ancmone sobemse-like vires 1 (ASM34007) i

Barms Ness bresderamb sposge sobemo-like virus 2 (ASMRT)
_E—I—rm—: Carastovirus SF1{AHABGI20)
BN 34084

nasli v

transkriptomih najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZzigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Virusi iz Waldron in

sod. (2017) so oznaceni s krogci.
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Hydractinia symbiolongicarpus (GCHW01014342+GCHW01012278)
Barns Ness breadcrumb sponge narna-like virus 3 (ASM94068) @
Barns Ness breaderumb sponge narna-like virus 2 (ASM94067) @
Barns Ness breaderumb sponge narna-like virus 5 (ASM94070) @
Diatom colony associated ssRNA virus 2 (BAU79521)
_m_:(Ial\'a(lusin cruxmelitensis (HATC01099958)
Henricia sp. (GAVP01010467)

Macrophomina phaseolina mitovirus 2 (ALD89101)
Buergenerula spartinae mitovirus 1 (AI1Y03257)
Cryphonectria parasitica mitovirus 1 (Q33339)
Grapevine associated narnavirus 1 (YP_009182162)
Ophiostoma mitovirus 3a (NP_660176)
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 6 (AHX84134) MITOVIRUS
Clitocybe odora virus (YP_005352912)
Fusarium poae mitovirus 3 (YP_009272900)
Melanotaenia splendida (GFHA01027891)
Botrytis cinerea mitovirus 3 (CEZ26298)
Porites astrecides (5929+9151)

I—Altcl:naria arbi‘arcs'ccns mit:wirus l_(YP7009270635)
00 Ophiostoma mitovirus 4 (CAB42652)

ll['{iEOphiostoma mitovirus 5 (NP_660180)

0 Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 1 (AEX91878)

Rhizoctonia solani mitovirus 6 (ALD89125)
Lucernaria quadricornis (HAHD01054073)
Rhizoctonia solani mitovirus 10 (ALD8%102)
Soybean leaf associated mitovirus 3 (ALM62243)
Cronartium ribicola mitovirus 3 (YP_009259482)
Sclerotinia sclerotiorum mitovirus 2 (AGC24231)
Hymenoscyphus fraxineus mitovirus 1 (ALU44705)
BHZY57139
Myxobolus cerebralis (GBKL01052498)

Phytophthora infestans RNA virus 4 (AMRO08653)

Lept seymouri narna like virus 1 (ANI186034)

Fusarium poae narnavirus 1 (NC_030865)
Ent: phthora ae (GENC01041260) NARNAVIRUS
Saccharomyces 235 RNA narnavirus (NP_660177)
H lupulus (LA710658)
fly55630
Saccharomyces 208 RNA narnavirus (NC_004051)
Rhizopus oryzae (GDUKO01014407)
BWBIG40664

69

iy

101

100
WZFSL82100

WZSLuol82025

WZSLuol85295

‘Ourmia melon virus (YP_002019757)
BHZY53599

WLJQ103952

Craterolophus convolvulus (HAGZ01057124)

o WHBL67117 OURMIAVIRUS - RELATED

BIZY58217

WZFSL7932%
_ﬂr':jl}arns Ness breaderumb sponge narna-like virus 8 (ASM94073) @
100

Barns Ness breaderumb sponge narna-like virus 7 (ASM94072) @
WHBL72300

BHNXC41323

WHBL60499
BHZ(C35702
WZF5L27295
WHBL72555

Paorites astreoides (4786)
WHBL72829
WZSLuol82501
BWBFG39775

BHZC37402

Slika B.61: Filogenetsko drevo virusov druZine Narnaviridae (klada Narna-Levi), ki smo jih
nasli v transkriptomih najstarejsih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Virusi iz Waldron in
sod. (2017) so oznaceni s krogci.
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WHBEL72681

BHZY 60039
W "“':Buzwnszs
T ——— BWBFG39999
L L BWBFG40757
T BHZC37212
BHZY60456
——WZFSL73727
1= L WZFSL75166

Oscarclla (=compl85 ¢l seql)

Hyas araneus (HACHOT0S1331)
T!E“'I[Hl.ﬂﬂil

- MNodamura virus (NC_002650) )

L WZFSLAS309 ALPHANODAVIRUS

WHELS%E60
Mewington virus (KUTS4529)
Bactrocera cucurbitae (GBX101012869)
Flock house virus {AEQ39075)
Pariacoto virus (Q9OI7Z2)
Craigies Hill virus (AKH67454)
BHZY 56617
BHELY 60795
WHBL72336
WZSLual54252
Striped Jack nervous necrosis virus (NC_003448)
Barfin flounder virus (ACF36168) TAN ;
Asian seabass Nervous MNecrosis Virus (AEK48160) BETANODAVIRUS
SZmix18793
BHZC 36307
heimix 38484
WHRBL70552

BHNXC 40905
BHEZY 60087
BHZCIT179
WAFSLEASHT
WHBEL72570

WHELT73 106
Le Blane nodavirus (NC_028133)
Santevil nodavirus (YP_004221742)

Slika B.62: Filogenetsko drevo virusa druzine Nodaviridae (klada Tombus-Noda), ki smo ga
nasli v transkriptomih najstarejSih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZzigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.

I Sphacromyxa zaharoni (LDMZ01009652) *

00 Fusarium poae negative-stranded virus 1 (YP_009272911)
Rhizoctonia solani negative-stranded virus 3 (ALDB9111)

Rhizoctonia solani negative-stranded virus 1 (ALD89129)
Rhizoctonia solani negative-stranded virus 2 (ALD89130)

— Citrus psorosis virus (AAT72907)
0 I—Elueberry maosaic associated virus (ATF28241)

Lettuce ring necrosis virus (YP_053236)
TERammculu% white mottle virus (AAK69629)
u Mirafiori lettuce big-vein virus (AANG0447)

Slika B.63: Filogenetsko drevo virusa klade Ophioviridae, ki smo ga nasli v genomu
najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecdje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Endogeniziran virus je oznacen z zvezdico.
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Mnemiopsis beidvi (GFATOI014782)
Infections salmon anemin viras (QEVITE) «—— [SAVIRLS
InfMluenza A virus (PO3431) . [

lafluenza I} virus Mﬂ.-WI-L-lHH'JJ INFLUENZAVIRUS
FCMIISS

Sing virus (APPF1612)
Thuﬂ_ulu wirus (041353
Bourbon virus (AMNIZ168)
CPOY 18140
BHHOQ71863

THOGOTOVIRLS

WHBRLES127
|[_1 dea vilgaris (HAACDI043982)

Rhipin‘phllulﬁ sanguinens (HACWOI0Z4387))
Quaranfil virus (FI861695)

Wellfleet Bay viras (Y P_009110686)

Pepsis grosss (GAXSO1004661 )

Sanxia water strider virus 3 (AJGIMHISG)
Jdingshan My virus 1 {AJG39084)

Wuhan louse My viras 4 (AJGI0000)

QUARANIAVIRLS

Slika B.64: Filogenetsko drevo virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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8Zmix21556
70 SZmix20834
100 SZmix20674
[ Madracis auretenra (34282)

100 ——————— Porites astreoides (GEHP01449975)
Gremmeniclla abietina RNA virus MS2 (AAT48886)
Verticillium albe atrum partitivirus 1 (AIF,47(:64J| Y
Penicillium stoloniferum virus S (CAJ01909)
L lenia (letid131625[lcgid65302)
Fragaria chiloensis cryptic virus (YI'_001274391)
Persimmon cryptic virus (CCH50609)
Fig cryptic virus (CBW77436)
Cryptosporidium parvum virus 1 (015925)
Ustil idea virens RNA virus M (YP_009094186)
WHWNS52466

BIIIK112924

BHZY 110439
Triarthria setipennis (GAVA02000230)
Chrysopa pallens (GAGF01038918)
Stomoxys calcitrans (GDIM01029705)
WHWN68514

BHZY60797
Tl::l?upius arisanus (GBYB01002368)
100 Hydroptila sp. (GAVM02001262)
‘Callosobruchus maculatus (GEUE01076233)
T‘E}nmopz pallens (GAGF01035222)
62 Dendroctonus ponderosac (GDARO1015087)

Raphanus sativus eryptic virus 1 (AAX51289)
TERosellinia necatrix partitivirus 2 (BAM78602)
100 Sclerotinia sclerotiorum partitivirus $ (ACT55329)

|—(jcratnC)€ti¢ resinifera virus 1 (AAU26069)
T00 1 | Ustilaginoidea virens partitivirus 2 (AHU88025) B
99 Fusarium peae virus 1 (AAC98734)

Barns Ness breadcrumb sponge picobirna-like virus 1 (ASMY94065) @

WHBL66087
97 E Feline picobirnavirus (AGZ93689)
100 Picobirnavirus Equ3 (AKN50624)
Otarine picobirnavirus (AFJ79071)
Human picobirnavirus (NC_007027)
Fox picobirnavirus (AGK45545)
g Dromedary picobirnavirus (AI'Y31292)

BHZY58752

BHZC36678

WHBL 68697

BHZC32520

BIIZC36972

Diatom colony associated dsRINA virus 1 (BAU79482)
BWBFG40030

BIHNXC71065

73 BHNXC57916

o

100

HP S~ e Rl - I g

HPO=R=dpZER=~TOAN=T _ 5

Slika B.65: Filogenetsko drevo virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih naSli v
transkriptomih najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Virusi iz Waldron in
sod. (2017) so oznaceni s krogci.



B.6. NajstarejsSe skupine Zzivali: ozigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora)
243

o Uere i rvean g 2 an)

Armerite (o T g 3T

Wi M s A A -
D e v

S et
A 10028
P —
W

e e L L T

WM

Ehbmie s sigrs WA v (I K3
Ao A1 18

s .

nibdatan oxctvets GAIASOSS
Aburtns R4 Vs S8 (ARG AQUATIC PICORNAVIRALES
AT )

LA
T L e L T T T
T ]

0y s 1) i o e (4 VA o
1t sk (b ™8 e BN T
A A2 1910205

L T L Lt o

. SRR

e YLy
n‘z e A M (11
Vs b e (108 AN 0T by

ings plosres b0s siu § (S3Ureeen @
e e {11 AR L)
Mathemere oo T TGO 42001804

Ahehnass 4 sovwwina (L0 Weatee L,
N ocmnabnn Cwped Lo b e TN

[ Mvhenn Sebthers LYNA SO AR ¢ L0 SIS ekt ¢ 10 WA SRS bty
v B T .t
'

e
N
L e e PESTE FRLL TR )

BN
A A e wym v | TR

W

WINL i)

B S T )
S
[ L S L L LIt

SRR -

- -

UL

WIS

TRt b (4 il 11D g3 | M

BT DICISTROVIRIDAE

W

T mlghon b o b (1AL TetD TARR A0
B 1
4 B A LI

T et tramsics 1231781 204001 MR
R by -ocg gyt ARIVIRUS - RELATED
Lo v a0 ol 19 L e 00 )
arene A
Vi tywas smrscaie (1 AW ASsamd Sa

IFLAVIRIDAE

T

e NORA VIRUS - RELATED

A et ¢ (AL WIS
Dl s e L L LI EE
e e R T PR T T
Avrntts b (I8 F2Ey

POSAVIRUS -« RELATED

e ——
B wac o (A ol 10808,

AP
iv-i WL
» G e

LA T I
L e o gt £ PR gt~ M|

. TR, 2 ey
ey

R uDREL R PR AR IR Sty KELP FLY VIRUS - RELATED

Fhhs wirws OV F_ o sesid s
———— b

g -

1 i s (g 11 ] g

W V-

e e ST TIE TRV SR

L

L Lt LA
et "

e aiad | CALICIVIRIDAE

Slika B.66: Filogenetsko drevo virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). Ozigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Virusi iz Waldron in sod. (2017) so
oznaceni s krogci.
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XERISCREET
E I arthrepodmiz 117161
WERBX42684
WrSLualB6141
| Alating alata (GELJOIOZTSEG4)

Heligmosomaides polygyrus (LL195338)
SXRXITA6
SHWCDZ0e 11359
Trichuris muris ({BXJO1H2036)
SCIXNSXERO0
" Gynaikoihrips ficorum (GANGD2ZORS45T)
Bemisia tabaci (W _0D1754T003)
WITCCTI 3252
SOUMADSEY
Linepithema humile (LIT19217)
Camponstus Beridanus (AEABNLO11553)
L Formiea cxsecta (LHI07209)

Slika B.67: Filogenetsko drevo virusa klade Qinvirus, ki smo ga na$li v transkriptomih
najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.

Blackberry virus ¥ (VP_851006) +—— BRAMBYVIRUS
Agropyron mosale virus (YP_054400)
Ryegrass mosaic virus (NP_044727) | BYMOVIRDS
[Mabrotica virgifera viegifera (GBSBO100 3656)
Sugarcane mosaic virus (AAC174T2)
Daphoe virus Y (AMBR3I99)
Potmio virus Y (APOTRO9E)
Lettuce mosaic virus (NP_T34161)
Megalurothrips sjostedti (GATYO1003379)
Sweet potate feathery mottle virus (NP_TH3T ) poryvires
— Colaphellus bowringi (GBHM01002005)
_E?_mlmi molted { HACY 01000584 )
Pokeweed masaic viras (AND40I28)
— Carrol thin leal vires (YF_000091824)
*EFIum posx virus (ADF3G611)
Apiam virus ¥ (Y 004123951)
— Caladenia vires A (Y P_0066666-16)
' l_E-‘iugnrcam' streak mosaic vires (AET14222)| POACEVIRUS
P—"Triticum mosaic virus (ACTS2748)
Brome streak mosabe vieos (NP_T34260)
Yellow aat-grass mosabe vieus (YP_00904707T)
Cassava brown streak viros (SETES169)
Cucamber vein yellowing virus (AEPE1236)) TPOMOVIRLS
Squash vein vellowing virus { ALNIETH)
Chingse vam necridic maosaic virms (ANJIGIS])
Alpinis mosaic viras (AAP3IDTI) ViACLURAVIRLS
Cardamom mosaic viros (AANXI1144)
Rumex virus % (AMNISERE)
Barley mild mosaic virus (MP_T34299)
Rice necroshs mosaic viras (YP_00917208%)

TRITIMOVIRUS

BYMOVIRLS

"L Osearella (=compd 1398)
"L vWheat vellow mosaie vires (BAOSTIN)

Slika B.68: Filogenetsko drevo virusa klade Potyviridae, ki smo ga nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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Golden shiner reovirus (NC_005167) | AQUAREOVIRUS
Aquareovirus G (B2BNE0)
Piscine reovirus (ALN70048)
97 Avian orthoreovirus (AJW82012)
Reovirus type 1 (POCK32)

i [ormrvives
Micr pusilla reovirus (Q1I0V0) +——— MIMOREOVIRUS
Rotavirus A (A2T350) +——— ROTAVIRUS
Rice dwarf virus (Q98631) +——— PHYTOREOVIRUS
Eriocheir si is reovirus (AY542965) «——— CARDOREOVIRUS

Jiao ning virus (AAQ83562) | . -
Banna virus (Q9INJ1) | SEADORNAVIRUS

ORTHOREOVIRUS

59
100 BHXG23560
Cimodo virus (ATIF20703)

Operophtera brumata reovirus (ABB17205)

Cryphonectria parasitica mycoreovirus 1 (BAS02068) . . )
Mycorcovirus 3 (BACY98431) | MYCOREOVIRUS
Craterolophus convolvulus (HAGZ01026018 + HAGZ01021141 + HAGZ01028366)
Colorado tick fever virus (AF133428)] . . .

Eyach virus (AAM18342) | COLTIVIRUS
WHYCM468
Bl virus (AKI140310)
Nilaparvata lngens reovirus (BAA08542)
Fiji disease virus (Q8JYKI1) FLJIVIRUS
Mal de Rio Cuarto virus (AAO73182)
100 Southern rice black streaked dwarf virus (CCW59432)
ice blackstreaked dwarf virus (AEIS9023)
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Slika B.69: Filogenetsko drevo virusa klade Reo, ki smo ga naSli v transkriptomih
najstarejSih skupin Zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
»maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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Slika B.70: Filogenetsko drevo virusa redu Tymovirales (klada Hepe-Virga), ki smo ga nasli
v transkriptomih najstarejsih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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Slika B.71: Filogenetsko drevo virusov klade Yuevirus, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Drevo je bilo narisano z metodo
najvelje verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z
rdeco, spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.



B.6. NajstarejsSe skupine Zzivali: ozigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora)
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Slika B.72: Filogenetsko drevo virusov druZine Tombusviridae (klada Tombus-Noda), ki smo
jih nasli v transkriptomih najstarejSih skupin zZivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo. Virusi iz Waldron in
sod. (2017) so oznaceni s krogci.
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Slika B.73: Filogenetsko drevo virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli v transkriptomih
najstarejSih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje verjetnosti (angl.
wmaximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaceni z rdeco, spuzve (Porifera) z
zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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Slika B.74: Filogenetsko drevo virusov druzine Leviviridae (klada Narna-Levi), ki smo jih
nasli v transkriptomih najstarejSih skupin zivali. Drevo je bilo narisano z metodo najvecje
verjetnosti (angl. »maximum likelihood«). OZigalkarji (Cnidaria) so oznaleni z rdeco,
spuzve (Porifera) z zeleno, rebrace (Ctenophora) pa z modro barvo.
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Slika C.1: Genomska organizacija virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli pri koZekrilcih
(Hymenoptera). Novi RNA virusi so oznaceni z rdeco pisavo.



250 Dodatek C. Analiza organizacije novih virusnih genomov

[ TSI [ L ———
. [T LAy ——————, Al F i el
D

[ e ]

[ — A etensd s e ey [P

_=-—-—-—uﬁ—\a=t£: pa— gl-.l—-.—ﬂl-i_l...n-ul_ e Pl el
By e v e

Banbrrry bty et viem e i
A o g ae e I ] o -
- - | S— T S — —
A e o S g e 1 b it b

P ———
B s b e ekt
[ re——,

Ll L T [ e

B e = " L TN ———
= W) Fopssinm 1 ey
T — Rl

B “Jamniins-Hat -t — ey
- = TR e e Tmnca— B e el = el T & BR T L P

) by e T Vel By e e ey b T
Bagann i viws i B [r T —
- e - - pa— M e e e (T g ; wsinks il NS
HF’;‘L“ [ — BN ] gyl R
- Yy sashen. read mngh
il Bl G 4 BRI "
el - TESes 'S === = [y —————,
"

R —

MR m— SO R s i B e s s
ET B =
%ﬁ_“ T

s mm cns

T
D =L
—

WA b e by

R
— E

e,

g vl s -

Tamay virwn (% _ERHT
— - ! e e
A
e i
C I TI

R ——
I = = - - T
e . S

e e e et

[ s — — R

s g .

- . - - PR ——
T -

— - - T e—

[ uing
A —
_ ||.-:-.|t.rn-u Lbbaa i - o .

e e e ] "
T e

g vy 8 A [re—
— — ———

----- T ] .
s s ] Y e Ry
— * L s

8 bt A g

Slika C.2: Genomska organizacija virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli pri koZekrilcih
(Hymenoptera).
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Slika C.3: Genomska organizacija virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli
koZekrilcih (Hymenoptera).
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Slika C.4: Genomska organizacija virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli pri koZekrilcih
(Hymenoptera).
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Slika C.5: Genomska organizacija virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli pri koZekrilcih

(Hymenoptera).
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Slika C.6: Genomska organizacija virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli
kozekrilcih (Hymenoptera).
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Slika C.7: Genomska organizacija virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli pri koZekrilcih
(Hymenoptera).
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Slika C.8: Genomska organizacija virusov klade Permutotetra, ki smo jih nasli pri kozekrilcih
(Hymenoptera).
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Slika C.9: Genomska organizacija virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli pri koZekrilcih
(Hymenoptera).
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Slika C.10: Genomska organizacija virusov klade Qinvirus, ki smo jih nasli pri koZekrilcih

(Hymenoptera).
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Slika C.11: Genomska organizacija virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli pri koZekrilcih

(Hymenoptera).
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C2 Metulji (Lepidoptera)
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Slika C.12: Genomska organizacija virusov klade Astro, ki smo jih nasli pri metuljih in ve$¢ah
(Lepidoptera). Novi RNA virusi so oznaceni z rdeco pisavo.
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Slika C.13: Genomska organizacija virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli pri metuljih
in veScah (Lepidoptera).
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Slika C.14: Genomska organizacija virusov klade Orthomyxo, ki smo jih nasli pri metuljih in
veScah (Lepidoptera).
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Slika C.15: Genomska organizacija virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli pri metuljih in

veScah (Lepidoptera).

Espresiirea sl s (30 WML

ALFIAFCRWUTOTETRAY IRUS

Bl ot ittt rm - Bhat vhiwn 3

1 ] i
[ [ ] ]

i TR e LEHT T
J_Llﬁ—_a_]—h!“w

Bl 1, 1w (84 iIH'.U!l
L

gyia b s (€ PRS0 206
- el i

fustth pigser G ARUN | SEI RFT

_wwﬂm

[ At
. Prptbdesr A1 opariamidy (planb i)

RS A ey Firna_ ¥

W Sirnt st proicie it e BT
) Yivies memmiviase proteis SF3 (plam b
() Soawion g prsein (pllsmn 1 THE

A P A - deprnens RSA polymars (RdRp_ | (plastQI200

Slika C.16: Genomska organizacija virusov klade Permutotetra, ki smo jih nasli pri metuljih

in veScah (Lepidoptera).
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Slika C.17: Genomska organizacija virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih naSli pri
metuljih in vesc¢ah (Lepidoptera).

B pacarns - Wl virw BT 060 00645

- ™ | — ® n = il g
ORI =
* [ o e s, s 5ty
. ¥ — "~ = & - T —
PLAYEEAL el Bavkeris virw £ ST gy M Poptadsn 01 lassids 3 croboins prosmsd. [Fh has' et St
cooses " ® T P —
b 4 i A S
- L E—— —— 0 L
Wisineriabonks segrrs B vhrms | %0 HISLT - O RV g gl
S Dl L o]
= ) Dt 6 gl s Epam A
UM PROTR AT AR B - = . n;;_prgt-:bzm & MR e i
" P p—— ) Pt 57 Ty (0 R [P s il
- = e — e .r .. | P R —
skaigma shimins 65 s (90" LS 5 B TV - Bl s B9y
=< Ll i [ —— I jBTy » v ;
Koy st (8 R W Cillcis s st T
T L I —— » " B n i rp— .
Feriews | (6 217 B ¥ il s e A ok sl prateia sl M
FOAOTELS . BTLATID —— =i W L | | —— —
v b (K
ARIVELS RELATES e ® P P— by
Peern s {0 TR
[ et  lm— ST T E - LIl
A VTR - AELATTD ~|
B e i sl 3 8 WERED —
= " w L | w O LU
iy ivgrs spavhad 1w 40 SHAKT)
o 'R | ¥ | — il
SRR
| FENE———
RN 1 i Wiy
e~ TR T S
Sl i
R —~ n = = - " e
[
[— ¥ |  § u w i =y
Lol g . & B R
P ] M M . - 3
Fricissphers gy (GIYR RT
LA IRIRAL = [ — v u ] ) LBl L
P bt 0L NI RE
— - g L -
s bpgphierstes (AR TS . —
e e [T
R VTS BTN o T T ® x = - —"1 2 el

Slika C.18: Genomska organizacija virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli pri metuljih
in veSc¢ah (Lepidoptera).



C.3. NajstarejSe skupine zuZzelk: skakaci (Collembola), dvorepke (Diplura), Scetinorepke
(Zygentoma), Monocondylia 261

BT i qusbom roud = Thresgh
UL IP RS —— -

oiaralin lombiia viegs WL . Veibsirws rol preivim dpls 1)

GlARGIAIHLS =] mafor cupedl prosshs 1 T
L . . Bl whrw i b il pratebe (pl e e 1 18|
chbm LEe i b .
: ,'"" i L s L TESY C— Trasssvigries Mrmiaatien faote Bis (FEK124TE)
LIFSHMARENIBAS ] L] f  Am
S haremmerey rr e v | -4 SO ST 4R] -
TOTVIHLS [ ] 4' ) Ty
Mbchmimnnn 2 uchaale e iKW,
TRMCHOMONASATHLS = [ — I . g
L T et el el b e Bl L A1
[ = =1 . Syvag
ARTOHAIRL Y = I [ ] e
Bl my ivmans siews 0 (0037 iy
. | . -
L
P i i Ty il
CHHYSON LS ] o A0 7 BT BBt
— b g prensia LBk T 0 T 1280
—_— o RS B RN P
] [R—L YL T
Thillasrrpa snshia |CENT ARSSTELD)
= Ty
= [] & ]

Slika C.19: Genomska organizacija virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli pri metuljih in
veScah (Lepidoptera).
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Slika C.20: Genomska organizacija virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli pri najstarejsih
skupinah Zuzelk (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia). Novi RNA virusi so
oznaceni z rdeco pisavo.
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Slika C.21: Genomska organizacija virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli pri najstarejSih
skupinah ZuZelk (Collembola, Diplura, Zygentoma in Monocondylia).
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Slika C.22: Genomska organizacija virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli pri
najstarejSih skupinah ZuZelk (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia).
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Slika C.23: Genomska organizacija virusov klade Qinvirus, ki smo jih nasli pri najstarejSih
skupinah Zuzelk (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia).
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Slika C.24: Genomska organizacija virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih naSli pri
najstarejSih skupinah zZuzelk (Collembola, Diplura, Zygentoma, Monocondylia).
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Slika C.25: Genomska organizacija virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli pri rakih

(Crustacea). Novi RNA virusi so oznaceni z rdeco pisavo.
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C5 Skupina Spiralia: mehkuzci (Mollusca), plos¢ati crvi
(Platyhelminthes), kolobarniki (Annelida) in kota¢niki (Rotifera)
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C.5. Skupina Spiralia: mehkuZzci (Mollusca), ploscati crvi (Platyhelminthes), kolobarniki (Annelida)
in kotacniki (Rotifera)
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Slika C.35: Genomska organizacija virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih nasli pri skupini
Spiralia.
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Slika C.36: Genomska organizacija virusov klade Flavi, ki smo jih nasli pri skupini Spiralia.
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Slika C.37: Genomska organizacija virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli pri skupini

Spiralia.
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C.5. Skupina Spiralia: mehkuZzci (Mollusca), ploscati crvi (Platyhelminthes), kolobarniki (Annelida)

in kotacniki (Rotifera)
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Slika C.38: Genomska organizacija virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli pri skupini
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Slika C.39: Genomska organizacija virusov klade Mono-Chu, ki smo jih nasli pri skupini

Spiralia.
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Slika C.40: Genomska organizacija virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli pri skupini

Spiralia.

Bt i - Bl <Ry W7 TR HIDA

— - - W - - & S
.......... - — i

L P — M ST -

P — R e L e e PRTSP—
AT — - e THT - T - e
gt W & P A E# -
s tetste e U IR - o T —
=i - - e LEE ex = [ S —————— T
ST A sl el A 4 S LV TR T i e e . -l
AP I Tl —_ - s - - — P e -

- —— my ey

e L T
= - L - = D
Bty B e
P L L L T —— - w o - L
P | EIRT
oML BELATED  —— - - - - - T
A 1
AR LANE  — L T — - - Ty
e ] [’
E . ™ - L oL
S R BALATEE
et e e i i i
- - a = - 2 AETTRy
T T T — ——
AR —L - o
—_— - - — L L . S
—_ - WA N
i 4 g
AL AL . . R - - e ... I
e e e 1 s
AGUANIE USRSV EALIN  — - - - = w *= Lo,
B 0 sk 1R B mma -
T - - - - - e
e ok T ™
— - - - T
B i i L BT
— - £ 3 - = —_—
P B 1R T
- - - - - —r
- - ——
L )
— = - - ———
P p—— AT Pt can etk 11 F MR 2 at s
w - L e T
et e
h—— e
e - - i
LT ]
[ — - - - T
LT —T .
F e P - - - - wr =

A Fogaiians 10 Foie 4 A W 78 o et
D et 1 1 s sk R P s s by
R

B v e e

R T
R —

L L T P

e

Slika C.41: Genomska organizacija virusov klade Picorna-Calici, ki smo jih nasli pri skupini

Spiralia.
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Slika C.42: Genomska organizacija virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih naSli pri
skupini Spiralia.
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Slika C.43: Genomska organizacija virusov klade Bunya-Arena, ki smo jih naSli pri
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rdeco pisavo.



276

b o b

B L — - I

A e e s
A i B b bt L. i 45

Dodatek C. Analiza organizacije novih virusnih genomov

il Proin Ll
W T ok el ]

[T T——
[ S — T,

By 1. piemtees (T "

P s 4, 4wty
- - D ST e e S - -
7 1 g e s ] B e e  slammit}
g e P sy A1 s o e s e AR " [FEN——————
—\._‘ﬁ_ - & @ - ® P ™ il :: "
YN EALIR W Vi v a1 B s T g ekt
qm.-!-m.-lm_r- — ., ™ ey i Feomtams 1 bom . b shsss s ey - r——
- [ — Y -
S i s . o * e )l 1L o s prodsin aplamfA 14
= R ] W TR g A e s et T —
B Popli £ ity R e —————
v g | v (e by . P e s e A s ety T R ]
T T (e -
- [ L e e T B T o o g il i % AR el 1R
A e FIMPSS o il LR ]
[T T — _,"""'"."""': '““? — - . S Wi P i
LY o M 18, b e
[ P —
R 8 e sty
K EW-\- s e "
-:&m [Err—

e e

R s - Wb s s
= - T ]
— 0 e RO i
5 e T P
Hrmn—— — . T R ' L
i
Baple ks Bt e
AL LS m— — o ey
- = H “-E':u L1 T LS, iy

ST e .

| g s v

£ @ g% R U

O s s s, e e
—r E s e — T E
o ]

- 'I"'"'""“"S‘I . - S — T
s i
R ....F.‘—-—.—.— e T
Tomay virss (el B30T
— w - - oy e
fop—
kv sy
[ Tt
et v 1
= w - - p— - -a— LPEL I FRRL NS L
Fermes psssmicn o 8 6P 118 e
TIHCHIRALES ——— W L 3 - - I ————
T —pp— w— —
— s Em w - —
[rrn—
) -

Slika C.44: Genomska organizacija virusov klade Hepe-Virga, ki smo jih nasli pri najstarejSih
skupinah Zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Virusi iz Waldron in sod. (2017) so

oznaceni s krogci.



C.6. NajstarejSe skupine zivali: ozigalkarji (Cnidaria), spuzve (Porifera) in rebrace (Ctenophora)

g reien el ek
T Bl & ama
"":l_""'"“-""b" . b e B Ly (R | [t iaE
TRAEATELR  —] [ 3 ! ] | [} ] [ ] = A T et (e 1204
. = 7 Vinal st preseie (8 e skes ypand ¥
Bariey porllrms i i o070 - '. Fryeiies BN e} 10
(RS — - [ L L'..'_|_._v_r_u— e A
L . W L o s e
T T A Pttt o s ety prvsts [t
1 oy B ke B gty e 1o 22 e BT
rotrmwms B 1 [ ] W I 1 | = . - e
1 ‘—l—' T — @ BN g ket B e (RS | oy
" - . L
Latrs o ke 11y e Bl ety i T
L
Cmsmirm 1 KR 3 b P s ity
r iy
— [ ] ¥ | —— =T e .
. e i il i | e 1
- I [ Meperkeres o b 1 b [e—— w1 (VP S
s J_I_._I' = =" Hap ¥ - F J 1 o M askomms s ey 47 (b
e s i
[ — ] S
L T I
D e T
CRUTTL T T =T
1 T — o JUA T 6L Sy |]ey
it sl ks v WA o
i o
w T
(PO [
3 - e
§ i, i s ey s | 1 A
[ 1 ]

L T

Slika C.45: Genomska organizacija virusov klade Luteo-Sobemo, ki smo jih nasli pri
najstarejSih skupinah Zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Virusi iz Waldron in sod.
(2017) so oznaceni s krogci.
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Slika C.46: Genomska organizacija virusov klade Narna-Levi, ki smo jih nasli pri najstarejsih
skupinah zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Virusi iz Waldron in sod. (2017) so
oznaceni s krogcem.
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Slika C.47: Genomska organizacija virusov klade Tombus-Noda, ki smo jih nasli pri
najstarejSih skupinah zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Virusi iz Waldron in sod.
(2017) so oznaceni s krogcem.
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Slika C.48: Genomska organizacija virusov klade Partiti-Picobirna, ki smo jih naSli pri
najstarejSih skupinah zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora). Virusi iz Waldron in sod.
(2017) so oznaceni s krogcem.
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Slika C.49: Genomska organizacija virusov klade Toti-Chryso, ki smo jih nasli pri najstarejSih
skupinah Zivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora).
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Slika C.50: Genomska organizacija virusov klade Reo, ki smo jih nasli pri najstarejSih
skupinah Zzivali (Porifera, Cnidaria, Ctenophora).
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