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IZVLECEK
V ledenikih se kljub nizkim temperaturam in omejeni koli¢ini
dosegljive vode ter hranil skriva velika bioloska raznolikost. V
ledeniskih mikrobnih skupnostih prevladujejo bakterije, alge
in glive. Znanje o virusih v teh ekstremnih okoljih pa je omeje-
no, kar smo Zeleli nasloviti z viromsko analizo slovenskih lede-
nikov: Triglavskega ledenika in ledenika pod Skuto. Iz koncen-
triranih vzorcev staljenega ledeniskega ledu smo izolirali ribo-
nukleinske kisline (RNA), jih pomnozili z nakljuénimi oligo-
nukleotidnimi zacetniki in netaréno dolo¢ili njihova zapored-
ja s platformo Illumina. S pomoc¢jo bioinformatskih analiz
smo v pridobljenih podatkih poiskali virusna zaporedja in jih
taksonomsko uvrstili. Odstotki od¢itkov, ki so se klasificirali
kot virusni, so bili pri¢akovano nizki. Kljub osredotocenosti na
opis raznolikosti RNA virusnih zaporedij, smo v vseh vzorcih
slovenskih ledenikov najbolj pogosto zaznali virusne od¢itke,
ki so pripadali DNA bakteriofagom, klasificiranim v svet Du-
plodnaviria. Virusna zaporedja odkrita v vzorcih slovenskih
ledenikov so ve¢inoma izkazovala nizke identitete z znanimi
virusnimi zaporedji iz podatkovnih baz, kar kaze na prisotnost
$tevilnih novih virusnih vrst. Dalj$a sestavljena virusna zapo-
redja verjetno predstavljajo celotne genome novo odkritih
RNA virusov (npr. virusna zaporedja iz skupine toti-podobnih
in picorna-podobnih virusov). Za taka zaporedja smo s filoge-
netskimi analizami pokazali, katerim znanim virusom so naj-
bolj sorodni in kaks$ne organizme potencialno okuzujejo. Raz-
iskava viroma slovenskih ledenikov predstavlja prvi vpogled v
prisotnost virusov v teh okoljih pri nas in razkriva, da se v njih
skriva velika in neraziskana raznolikost teh biologkih entitet.
Kljucne besede: virusi, viromska analiza, Triglavski lede-
nik, ledenik pod Skuto
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ABSTRACT
Despite low temperatures and limited availability of water and
nutrients, there is a high level of biological diversity hidden in
the glaciers. Glacial microbial ecosystems are primarily com-
posed of bacteria, algae, and fungi. However, knowledge about
viruses in these extreme environments remains limited. To ad-
dress this gap, we conducted virome analysis on two Slovenian
glaciers: Triglavski ledenik (Triglav glacier) and ledenik pod
Skuto (glacier below Skuta). From concentrated samples of
melted glacial ice, we isolated ribonucleic acids (RNA), ampli-
fied them using random oligonucleotide primers, and per-
formed untargeted sequencing using the Illumina platform.
Through bioinformatic analyses, we identified viral sequences
in the obtained data and classified them taxonomically. As ex-
pected, the proportion of reads classified as viral was low. De-
spite focusing on the description of RNA viral diversity, the
most frequently detected viral reads in all glacier samples were
those belonging to DNA bacteriophages, classified within the
realm Duplodnaviria. Most of the viral sequences discovered in
the Slovenian glacier samples showed low identity with known
viral sequences in databases, indicating the presence of numer-
ous novel viral species. Longer assembled viral sequences likely
represent complete genomes of newly discovered RNA viruses
(e.g., sequences related to toti-like and picorna-like virus
groups). For these sequences, phylogenetic analyses revealed
their closest known viral relatives and potential host organ-
isms. This study represents the first insight into the presence of
viruses in Slovenian glacier environments and reveals a large,
previously unexplored diversity of these biological entities.
Key words: viruses, virome analysis, Triglav glacier, gla-
cier below Skuta
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UVvOD

Ledeniki se nahajajo v hladnih obmo¢jih z obilnimi sne-
znimi padavinami, predvsem na visokih geografskih $i-
rinah in nadmorskih visinah (DEBEER et al. 2020). Nji-
hovo oblikovanje je dolgotrajen proces, ki vkljuc¢uje aku-
mulacijo snega in ablacijo zaradi taljenja, evaporacije ter
lomljenja ledu (BENN & Evans 2014). Ledeniki imajo
klju¢no vlogo v alpskem hidroloskem sistemu (LAMBRE-
CHT & KUHN 2007) ter sluzijo kot indikatorji podnebnih
sprememb (RAPER & BRAITHWAITE 2009). V Sloveniji se
nahajata dva ledenika; Triglavski ledenik lezi v Julijskih
Alpah, severovzhodno pod Triglavom, ledenik pod
Skuto pa se nahaja tik pod najvi§jimi vrhovi na osojni
strani v Kamnisko-Savinjskih Alpah. Oba ledenika se ze
ve¢ desetletij hitro manj$ata (PAvSEk 2007). Ob nadalje-
vanju svetovnega trenda dvigovanja temperatur lahko v
naslednjih desetletjih pricakujemo, da bosta tudi Trigla-
vskiledenik in ledenik pod Skuto, tako kot $tevilni drugi
po svetu, izginila (PAvSEK 2007).

Ledeniska okolja so ena izmed biolosko najmanj
raziskanih okolij na Zemlji, saj so za njih znacilni zah-
tevni zivljenjski pogoji, kot so nizke temperature, omeje-
na dostopnost hranil in tekoce vode. Ledeniske ekosiste-
me naseljujejo skoraj izklju¢no mikroorganizmi, pred-
vsem bakterije in mikrobni evkarionti (ANEsIO & LAy-
BOURN-PARRY 2012; HoDSON et al. 2008). O raznolikosti
in strukturah virusnih skupnosti v ledeniskih okoljih je
trenutno na voljo malo raziskav, ki pa nakazujejo na ve-
liko genetsko kompleksnost in raznolikost virusov. Na
primer (LOPEZ-BUENO et al. 2009) so v antarkti¢nem
sladkovodnem jezeru Limnopolar na otoku Livingston
zaznali zaznali veliko morfolosko in taksonomsko ra-
znolikost virusov, katerih prevladujo¢ delez predstavlja-
jo virusi evkariontov, vklju¢no z enoveriznimi (ss)DNA
virusi sorodnimi virusom, ki okuzujejo zivali in rastline,
in dvoveriznimi (ds)DNA virusi, ki okuzujejo alge. Leta
2015 so porocali o prvi metagenomski $tudiji RNA viru-
sov v zgoraj imenovanem antarkti¢nem jezeru. V razi-
skavi so pokazili, da so v vzorcih prevladovali ssRNA
virusi sorodni predstavnikom redu Picornavirales, in
opisali njihovo c¢asovno-prostorsko spreminjanje
(LoPEZ-BUENO et al. 2015). Nedavno so raziskali DNA in
RNA virom kriosfere tibetanskega platoja (Liu et al.

2023, 2024). V vzorcih ledenikov, proglacialnih jezer-
skih sedimentov, permafrosta in gorskih tal so zaznali
ve¢ kot 4900 novih RNA virusnih operacijskih takso-
nomskih enot. Med njimi tudi $tevilne predstavnike
povsem novih, divergentnih skupin RNA virusov, ki
okuzujejo prokarionte, kar poglablja nase razumevanje
njihove raznolikosti (Liu et al. 2024).

Virusi v ledeniskih okoljih so malostevilni in razpr-
$eni, zato je potrebno koncentriranje virusov iz vecje
koli¢ine vzorca, da pridobimo dovolj materiala za na-
daljnje analize (RAssNER 2017). To lahko predstavlja
tako metodoloski kot tudi logisti¢ni problem. Poznamo
razli¢ne postopke virusnega koncentriranja (npr. ultra-
centrifugiranje, flokulacija ali filtracija), v tej raziskavi
pa smo se odlo¢ili za uporabo CIM monolitne kromato-
grafije, ki je pokazala visoko u¢inkovitost pri koncentri-
ranju virusov iz razli¢nih vodnih vzorcev, kot so pitna
voda, re¢na voda, ustekleni¢ena voda, preciscene odpa-
dne vode in morska voda (GUTIERREZ-AGUIRRE et al.
2018). Za karakterizacijo viromov vodnih vzorcev naj-
pogosteje uporabljamo netar¢no visokozmogljivo se-
kvenciranje (ROSE et al. 2016) oziroma t.i. metagenom-
ski pristop, ki omogoca vpogled v prisotnost znanih in
novih virusnih zaporedij, njihovo taksonomsko klasifi-
kacijo ter karakterizacijo virusnih genomov. Z bioinfor-
matskimi orodji lahko pridobljena kratka zaporedja
(odcitke) ali pa sestavljena zaporedja primerjamo z za-
poredji znanih virusov oziroma zaporedja vklju¢imo v
filogenetske analize.

Z tej raziskavi smo zeleli zapolniti vrzel v poznava-
nju virusnih skupnosti v slovenskih ledenikih, ki kljub
svoji majhnosti predstavljata pomemben del slovenske
naravne dedi$¢ine. To znanje Zelimo pridobiti dokler je
to, zaradi njunega pospeSenega izginjanja, §e mogoce.
Nas cilj je bil dolo¢iti prisotnost in raznolikost virusnih
zaporedij z uporabo visokozmogljivega sekvenciranja.
Poglobljena analiza nabora metagenomskih podatkov je
potrdila, da so ledeniske virusne skupnosti raznolike,
pri ¢emer vedji del predstavljajo virusi brez bliznjih so-
rodnikov v obstojecih zbirkah podatkov. Viromi opisani
v nasi raziskavi se razlikujejo od prej opisanih sladkovo-
dnih viromov.

MATERIALI IN METODE

Lokacije in potek vzorcenja

Vzorce ledu s Triglavskega ledenika in ledenika pod
Skuto smo pridobili septembra 2018 (JARCIC 2021) (Pre-
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geografskimikoordinatami46°22'43.6"Nin 13°50'35.7"E.
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Slika 1: Triglavski ledenik z oznacenimi mesti vzorcenja
(JARCIC 2021)

Figure I: Triglav glacier with marked sampling sites
(JARCIC 2021)

Slika 2: Ledenik pod Skuto z oznacenimi mesti vzorcenja
(JARCIC 2021)

Figure 2: Glacier under Skuta with marked sampling sites
(JARCIC 2021)

30-40 cm), vzorec T3 pa na najvisje lezecem delu ledeni-
ka (Slika 1). Ledenik pod Skuto smo vzor¢ili na mestih z
geografskimi koordinatami 46°21'57.4"N in 44°33'33.7"E.
Vzorec S1 smo odvzeli na spodnjem levem delu ledenika,
(Slika 2). Pri vzoréenju smo uporabili cepine in lopate.
Vzorci so merili priblizno 35 cm x 30 cm x 20 cm. Shra-
nili smo jih v sterilne vrecke. Na terenu smo jih delno
odtajali (40 minut), nato smo jih sprali s sterilno vodo,
ponovno zaprli v sterilne vrecke in jih prenesli v labora-
torij za nadaljnje analize (JARCIC 2021).

Koncentriranje vzorcev in izolacija RNA

Koncentriranje vzorcev ledenikov smo izvedli takoj po
vzorcenju leta 2018 po postopku opisanem v (BACNIK et

al. 2020). Pred koncentriranjem smo vzorce filtrirali
preko filter papirja in celulozno acetatne membrane z
velikostjo por 0,8 um (Sartorius, Nemcija). Koncentrira-
nje smo izvedli s CIM QA (ang. quaternary amine) 8 mL
monolitno kolono (BIA Separations, Ajdovs¢ina, Slove-
nija) na hitrem proteinsko teko¢inskem kromatograf-
skem sistemu AKTA Purifier 100 (GE Healthcare, Chi-
cago, IL, ZDA). Po nalaganju vzorcev ledenikov (2 L) in
spiranju kolone je sledila elucija s 50 mM pufrom HEPES
(pH = 7) z IM NaCl v dve 15 mL elucijski frakciji (E1,
E2). Kolono smo o¢istili z dvournim pre¢rpavanjem 1 M
raztopine NaOH. Sledilo je nalaganje 200 mL ultradiste
(Mili-Q) vode na kolono ter elucija s 50 mM pufrom
HEPES (pH = 7) z 1 M NacCl. Eluat z dodatkom sinteti¢-
ne RNA luciferaze (Promega, Madison, Wisconsin,
ZDA) v nadaljevanju predstavlja negativno kontrolo sis-
tema AKTA Purifier 100.

Za izolacijo RNA iz koncentriranih vzorcev sloven-
skih ledenikov smo uporabili reagent TRIzol LS (Invi-
trogene, Walthan, Massachusetss, ZDA) po protokolu
proizvajalca z dodatkom glikogena (100 mg) v 400 pL
vzorca na zacetku izolacije in z uporabo mikrocentrifu-
girk z gelom MaxTract (Qiagen, Hilden, Nemcija). V
protokol izolacije smo vkljuc¢ili tudi negativno kontrolo,
kateri smo namesto vzorca dodali enako koli¢ino vode
brez ribonukleaz ter sinteti¢cno RNA luciferaze (Prome-
ga, Madison, Wisconsin, ZDA). S kasnej$o analizo te
kontrole smo preverili mozne kontaminacije med po-
stopkom izolacije in sekvenciranja. Koncentracijo celo-
kupne RNA v vzorcih po izolaciji smo izmerili z upora-
bo fluorometra Qubit 2.0 in visoko obcutljivega kita za
zaznavanje (ang. high sensitivity) (hs)RNA (Thermo Fi-
sher, Waltham, Massachusetts, ZDA) po navodilih proi-
zvajalca.

Pomnozevanje z naklju¢nimi oligonukleotidnimi
zacetniki in sekvenciranje

Po izolaciji RNA smo zaradi nizke koncentracije RNA v
vzorcih izvedli naklju¢no pomnozevanje nukleinskih
kislin. Postopek pomnozevanja z naklju¢nimi oligonu-
kleotidnimi zacetniki smo povzeli po FERNANDEZ-Cas-
st et al. (2018) ter WANG et al. (2003) in zajema ve¢ kora-
kov. Prvi korak predstavlja sinteza komplementarne
DNA - sinteza prve verige z reverzno transkriptazo (Su-
perScript III; Life Technologies, Massachusetts, ZDA) in
uporabo oligonukleotidnega zacetnika A (5-GTTT-
CCCAGTCACGATANNNNNNNNN- 39 ter sinteza
druge verige s sekvenazo (Sequenase 2.0; Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, ZDA). Temu sledi pomnoze-
vanje DNA z uporabo oligonukleotidnega zacetnika B
(5'0-GTTTCCCAGTCACGATAO0-3°) in DNA polimera-
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ze (AmpliTaqGold; Thermo Fisher, Massachusetts,
ZDA). Produkte PCR smo odistili in koncentrirali z
uporabo Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter,
Brea, Kalifornija, ZDA). Preden smo vzorce shranili na
-80 °C, smo izmerili koncentracijo nukleinskih kislin v
vzorcih po pomnozevanju z uporabo fluorometra Qubit
2.0 in visoko obcutljivega kita za zaznavanje hsDNA
(Thermo Fisher, Waltham, Massachusetts, ZDA) po na-
vodilih proizvajalca.

Po izolaciji nukleinskih kislin in pomnoZevanju z
naklju¢nimi oligonukleotidnimi zacetniki smo prido-
bjeno DNA iz obeh elucijskih frakcij, ki sta pripadali is-
temu vzorcu ledenika, zdruzili v en vzorec. Zdruzevanje
smo izvedli tako, da smo iz vsake frakcije dodali enako
maso (ng) DNA, ki smo jo izracunali iz izmerjenih kon-
centracij DNA v posameznih elucijskih frakcijah po po-
mnoZevanju. Vzorce smo nato poslali na netaréno se-
kvenciranje (ang. shotgun sequencing) v podjetje Novo-
gene Europe (Cambridge, Zdruzeno kraljestvo) vkljuc-

Preglednica I: Informacije o vzorcih slovenskih ledenikov.

no z negativno kontrolo izolacije ter negativno kontrolo
sistema AKTA Purifier 100. V podjetju Novogene so
vzorce pripravili po delotoku PA WGS in jih sekvencira-
li na platformi Illumina (NovaSeq PE150). V Preglednici
1 so zbrani podatki o vzorcih slovenskih ledenikov. Na-
tancnejsa lokacija posameznih vzorcev (T1-3 in S1-3) je
razlozena v poglavju »lokacije in potek vzorcenja« in
prikazana na Slikah 1 in 2.

Analize viromskih podatkov

Po sekvenciranju smo preverili kakovost podatkov s
programsko opremo CLC Genomics Workbench (verzi-
ja 22.0.2). S tem orodjem smo izvedli rezanje koncev
(ang. trimming) za odstranitev preostalih adapterskih
zaporedij in zaporedij zacetnih oligonukleotidov upora-
bljenih za pomnozevanje. Odstranili smo zaporedja z
nizko kakovostjo (meja = 0,01) in kratka zaporedja (dol-

Ledenik: Triglavski ledenik Ledenik pod Skuto

Cas vzorcenja: zacetek septembra (2018) zaletek septembra (2018)

Koordinate vzorcenja: 46°22'43.6"N 13°50'35.7"E 46°21'57.4"N 44°33'33.7"E

Oznaka elucjske frakefje | opyp) | gy | opy | ToE2 | T3EL | T3E2 | SIED | SIE2 | S2E1 | S2E2 | S3EL | S3E2
po koncentriranju

Koncg?trac1]a RNA po " " 11,2 * 7,76 * * * 6,6 * 12,7 4,0
izolaciji [ng/uL]

Koncentracija DNA po 748 | 149 | 56,6 | 674 | 780 | 100,0 | 63,2 | 53,0 | 750 | 92,8 | 70,4 | 104,0
pomnozevanju [ng/uL]

Oznﬁka. vzorca po zdruzenju T1 T2 T3 s1 © 3
elucijskih frakeij
* Pod mejo detekcije

Table 1: Information about samples from Slovenian glaciers.

Glacier: Triglav glacier Glacier below Skuta

Sampling time: Early September (2018) Early September (2018)

Sampling coordinates: 46°22'43.6"N 13°50'35.7"E 46°21'57.4"N 44°33'33.7"E

Elution fraction nameafter | pyp) | gy | 7op) | ToE2 | T3E1 | T3E2 | SIEI | SIE2 | S2E1 | S2E2 | S3E1 | S3E2
concentration

RNA concentration after * + 11.2 + 7.76 + * + 6.6 * 127 | 40
isolation [ng/pL]

DNA concentration after

random preamplification 74.8 14.9 56.6 67.4 78.0 100.0 63.2 53.0 75.0 92.8 70.4 104.0
[ng/uL]

Sampl.e name a.fter pooling T1 T2 T3 s1 2 $3

of elution fractions

* Below detection limit
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zina < 25 nukleotidov). Pridobljena zaporedja smo nato
uporabili za de novo sestavljanje zaporedij z uporabo
programske opreme SPAdes 3.15.5 (BANKEVICH et al.
2012). Zaporedja od¢itkov in de novo sestavljena zapo-
redja smo z uporabo DIAMOND BLASTx (Buchfink et
al. 2015) primerjali s celotno ne-redundantno (nr) prote-
insko podatkovno bazo NCBI (julij 2022). Taksonomsko
klasifikacijo odcitkov in vizualizacijo rezultatov smo
izvedli z uporabo programske opreme MEGAN Com-
munity Edition (verzija 6.24.0) (Huson et al. 2016) z
uporabo baze NCBI-nr vnosov posodobljenih februarja
2022, z analizo najniZjega skupnega prednika (ang.
Lowest Common Ancestor).

Identiteto z znanimi virusnimi zaporedji, ki so de-
ponirana v podatkovnih bazah, smo za daljsa sestavlje-
na zaporedja dodatno dolo¢ili z uporabo NCBI BLASTx
(2023-09-11). Njihovo pokritost z od¢itki smo dolo¢ili z
CLC Genomics Workbench (orodje imenovano ,Map
reads to contigs®; dolzinsko ujemanje = 0,90, ujemanje
podobnosti = 0,90). Prisotnost virusnih druzin v vzor-
cih smo v obliki tabele izvozili iz programa MEGAN na
podlagi taksonomske dolo¢itve od¢itkov in sestavljenih
zaporedij. Tekom pregledovanja prisotnosti virusnih
druzin smo ro¢no popravili nekatere napake v upora-
bljeni verziji programske opreme MEGAN (Community
Edition, verzija 6.24.0), pri c¢emer smo upostevali takrat
veljavno klasifikacijo (Current ICTV Taxonomy Release
2023).

Filogenetske analize izbranih virusnih zaporedij

Za izgradnjo filogenetskih dreves smo se omejili na
RNA virusom podobna zaporedja, ki so se pojavila v ve¢
vzorcih slovenskih ledenikov in so bila dalj$a od 1.000
nukleotidov. Izbrana sestavljena zaporedja so spadala v
toti-podobno  (zaporedje_T1_NODE282, zaporedje_
T2_NODE2220, zaporedje_T3_NODE103) ter picorna-
podobno (zaporedje_S2_NODE1003, zaporedje_S3_
NODEI129) virusno skupino. Izbranim nukleotidnim
zaporedjem (Priloga A) smo z orodjem ORFfinder
dolo¢ili odprte bralne okvirje (ORF; ang. open reading
frame). Proteinska zaporedja smo primerjali s podatko-

vno bazo NCBI nr proteinskih zaporedij z orodjem
BLASTp. Analizo smo izvedli aprila 2023. Za izgradnjo
filogenetskih dreves smo uporabili proteinska zapored-
ja. Ta so glede na analizo BLASTp predstavljala zapored-
ja od RNA odvisne RNA polimeraze (RdRp; ang. RNA-
dependent RNA polymerase), ki velja za najbolj ohran-
jeno zaporedje pri RNA virusih (CHARON et al. 2020;
SHI et al. 2016). Glede na rezultate analiz BLASTp smo
za vsako virusno skupino pridobili zaporedja znanih vi-
rusov, ki so bila najbolj podobna nasim zaporedjem (pri-
dobili smo do 50 takih zaporedij).

Za vsako virusno skupino smo pridobljena zapo-
redja, skupaj z zaporedji pridobljenimi v nasi raziskavi,
uvozili v program MEGA (TaMURa et al. 2021). Do-
dali smo tudi zaporedje, ki predstavljajo zunanjo sku-
pino (ang. outgroup). Za zunanje skupine smo izbrali
primerna sorodna virusna zaporedja, glede na predho-
dno objavljeno literaturo (CHARON et al. 2020; LE-
FKOWITZ et al. 2018; Shi et al. 2016). Vsa zaporedja smo
poravnali z orodjem ClustalW (samodejni parametri)
v MEGA, ter jih ro¢no pregledali. Nato smo jih doda-
tno poravnali z orodjem MAFFT (v. 7) z uporabo stra-
tegije »auto« (KATOH & STANDLEY 2013). Pridobljeno
poravnavo smo nato obdelali z orodjem za rezanje se-
kvenc TrimAL (v. 1.3) (CAPELLA-GUTIERREZ et al.
2009) z uporabo metode »automated 1«. Tako prido-
bljene poravnave (dolzina aminokislinske poravnave
za toti-podobno skupino je bila 633 nukleotidov in za
picorna-podobno skupino 339 nukleotidov), smo upo-
rabili za izgradnjo dreves po metodi najvecjega verjetja
(ang. Maximum Likelihood) z uporabo IQ-Tree z avto-
matsko dolocitvijo substitucijskega modela in z dolo¢i-
tvijo statisticne podpore vej z metodo zankanja s 1000
ponovitvami (ang. bootstrap) (NGUYEN et al. 2015). Za
prikaz filogenetskih dreves smo uporabili spletno
orodje iTOL (ang. Interactive Tree Of Life) (Letunic &
Bork 2021). Tekom poravnave zaporedij smo izlo¢ili
taka, ki so bila identi¢na ali pa se niso dobro prilegala
poravnavi (so bila prekratka ali preve¢ razli¢na). NCBI
(eng. National Center for Biotechnology Information)
identifikacijske oznake za zaporedja znanih virusov
vklju¢ena v filogenetske analize so razvidna iz filoge-
netskih dreves.

REZULTATI IN RAZPRAVA

Pregled rezultatov sekvenciranja in viromske
analize

S sekvenciranjem $estih vzorcev ledenikov in dveh kon-
trol smo skupno pridobili 34.3 giga baz podatkov. Stevilo

odc¢itkov se je za posamezni vzorec gibalo med 19.263.088
in 34.328.752, s povpre¢no dolzino 143 nukleotidov
(Preglednica 2). Stevilo od¢itkov, ki so se z analizo DIA-
MOND/MEGAN Kklasificirali kot virusni se je gibalo
med 35.812 in 162.372. Pri vzorcih Triglavskega ledeni-
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Preglednica 2: Rezultati sekvenciranja za vzorce slovenskih ledenikov. Celokupno Stevilo odcitkov ter stevilo od¢itkov, ki so se

Klasificirali kot virusni.

Identifikacijska SRA* Identifikacijska $t. odtitkov St. od'(:itkov po St. vifusnih Virusni odéitki [%]
oznaka oznaka rezanju koncev odcitkov
T1 SRR33121138 19263088 18565601 44137 0,23
T2 SRR33121137 34328752 32771522 134932 0,41
T3 SRR33121136 28789468 27718269 35812 0,12
S1 SRR33121135 33035406 31981686 162372 0,49
S2 SRR33121134 28411040 27035177 82848 0,29
S3 SRR33121133 27831094 26706246 98437 0,35
* Sequence Read Archive (SRA)
Table 2: Sequencing results for Slovenian glacier samples. Total read numbers and numbers of reads classified as viral.
Sample SRA* accession number Raw Reads l,ll,el_?::na:f;egr claI:s(i)%i‘:ir::Sisral Re::liic::ls f:/f ]l =
T1 SRR33121138 19,263,088 18,565,601 44,137 0.23
T2 SRR33121137 34,328,752 32,771,522 134,932 0.41
T3 SRR33121136 28,789,468 27,718,269 35,812 0.12
S1 SRR33121135 33,035,406 31,981,686 162,372 0.49
S2 SRR33121134 28,411,040 27,035,177 82,848 0.29
S3 SRR33121133 27,831,094 26,706,246 98,437 0.35

* Sequence Read Archive (SRA)

ka, tevilo takih virusnih od¢itkov predstavlja povpre¢no
0,26 + 0,12 (standardni odklon) % vseh odcitkov, pri
vzorcih ledenika pod Skuto pa 0,38 + 0,08 (standardni
odklon) % (Preglednica 2).

Nizki odstotki virusnih od¢itkov v vzorcih ledeni-
kov so pri¢akovani in v skladu s predhodnimi raziska-
vami okoljskih vzorcev (DE CARCER et al. 2015; Prado et
al. 2022). Najverjetneje je to posledica nizke koncentra-
cije virusov in njihovih nukleinskih kislin v vzorcih,
omejitev virusnih podatkovnih baz, kratkih dolzin od-
¢itkov nastalih pri sekvenciranju s platformo Illumina
ter novosti tipa podatkovnih setov (BELLAS & ANESIO
2013). Zaradi omejenih informacij o virusih v ekstre-
mnih okoljih, je njihova zastopanost v podatkovnih
bazah nizka (EDWARDS et al. 2013). V raziskavi antark-
ti¢nih vodnih okolij vecine od¢itkov in sestavljenih za-
poredij ni bilo mozno taksonomsko dolo¢iti, kar naka-
zuje, da ima velik del analizirane virusne raznolikosti
nizko podobnost z zaporedji prisotnimi v podatkovnih
bazah in predstavlja nove e ne odkrite virusne vrste (De
Cércer et al. 2016).

V vseh vzorcih slovenskih ledenikov se je najvecje
Stevilo odcitkov Kklasificiralo znotraj virusnega sveta
Duplodnaviria, kamor spadajo virusi z linearnimi
dsDNA genomi in znacilnimi kapsidnimi proteini s t.i.
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»HK97 fold« (DUDA & TESCHKE 2019). Temu pa so sledi-
li svetovi: Riboviria z RNA virusi, ki kodirajo homolo-
gno od RNA odvisno polimerazo (KUnN et al. 2017),
Monodnaviria z virusi s kroznimi ssDNA genomi (Kaz-
LAUSKAS et al. 2019) in Varidnaviria, kamor spadajo vi-
rusi z dsDNA, za katere so znacilni homologni kapsidni
proteini, ki vsebujejo t.i. »jelly roll« proteinsko struktu-
ro (Woo et al. 2021) (Slika 3).

Postopek priprave vzorcev slovenskih ledenikov
pred sekvenciranjem (zlasti izolacija nukleinskih ki-
slin) smo usmerili v opis raznolikosti RNA virusnih
zaporedij, ki spadajo v svet Riboviria. Kljub temu v
vzorcih prevladujejo od¢itki, ki so se klasificirali zno-
traj sveta Duplodnaviria, natan¢neje kot razred Caudo-
viricetes, kamor spadajo dsDNA bakteriofagi (Slika 3).
Za zaznavo virusne DNA obstajajo razli¢ni razlogi,
npr. izolacija DNA skupaj z RNA, saj po izolaciji nismo
izvedli reakcije z DNAzo ali pa zaznava informacijske
RNA DNA virusov. Predstavniki razreda Caudovirice-
tes so ena izmed najbolj razdirjenih bioloskih entitet na
svetu, zaradi ¢esar so dobro zastopani v podatkovnih
bazah (Krupovic et al. 2011). V viromskih raziskavah
antarkti¢ne prsti so v vseh vzorcih prevladovali pred-
stavniki razreda Caudoviricetes (ADRIAENSSENS et al.
2017).
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Taksonomska dolocitev zaporedij RNA virusov

V nadaljevanju rezultatov in diskusije se bomo osredo-
tocili na RNA virusna zaporedja, ki so se v analizi po-
datkov klasificirala znotraj sveta Riboviria. V vseh vzor-
cih slovenskih ledenikov smo zaznali naslednje virusne
druzine: Totiviridae, Leviviridae, Narnaviridae in Parti-
tiviridae (Slika 4). Predstavniki druzine Totiviridae oku-
zujejo glive in prazivali (KING et al. 2011), nedavno pa so
bili odkriti tudi v $tevilnih nevretencarjih (ZHAO et al.
2022). Virusi iz virusne druzine Narnaviridae okuZzujejo
predvsem kvasovke in oomicete (HILLMAN & CA12013),
predstavniki virusne druZine Partitiviridae pa so pove-
zani z okuzbami gliv, prazivali ter rastlin (VAINIO et al.
2018). Levivirusi so ssRNA bakteriofagi brez ovojnice.
Red Picornavirales trenutno zdruzuje 9 virusnih druzin,
od katerih se je v vsaj enem izmed vzorcev slovenskih
ledenikov pojavilo 5 druzin - Dicistroviridae, Iflaviri-
dae, Marnaviridae, Picornaviridae in Secoviridae. Pred-
stavniki virusnih druzin znotraj redu okuZzujejo zelo
razli¢ne gostitelje (KING et al. 2011). V raziskavi antark-

ti¢nega jezera Limnopolar so odkrili, da med RNA viru-
si prevladujejo ssSRNA virusi iz redu Picornavirales.
Identificirali so §tiri skoraj popolne virusne genome;
eden je najbolj soroden virusom zuzelk, trije pa so glede
na filogenetsko analizo najbolj podobni drugim pred-
stavnikom redu, ki okuzujejo protiste. (LOPEZ-BUENO et
al. 2015).

Kratki od¢itki pridobljeni s sekvenciranjem na plat-
formi Illumina nam lahko podajo omejeno koli¢ino in-
formacij o taksonomski sestavi virusne skupnosti, saj
$tevilni odc¢itki pripadajo zelo divergentnim regijam vi-
rusnih genomov, ki imajo nizko podobnost s tistimi, ki
so na voljo v bazah podatkov. Drugacen vpogled lahko
dobimo, e odcitke sestavimo v dalj$a zaporedja, ki jim
lahko bolj zanesljivo dolo¢imo podobnost z ze znanimi
virusnimi zaporedji, jih taksonomsko klasificiramo in
vklju¢imo v filogenetsko analizo. Pogosto pa so nekatera
virusna zaporedja, kljub temu, da predstavljajo skoraj
celoten virusni genom, tako drugac¢na od znanih viru-
snih zaporedij, da jih ne moremo uvrstiti v nobeno
znano virusno druzino (RASTROJO & ALcAaMi 2017).

Lokacije vzorCenja
@) — — —
— w N [N

n
N

)]
W

B Duplodnaviria M Monodnaviria

Riboviria B Varidnaviria

0 50000

100000 150000

Stevilo odgitkov

Slika 3: Klasifikacija od¢itkov pridobljenih z viromsko analizo vzorcev slovenskih ledenikov v razli¢ne virusne svetove. Identifika-
cijske oznake lokacij vzoréenja so razloZene v Preglednici 1.

Figure 3: Classification of reads obtained from viromic analysis of Slovenian glacier samples into different viral realms. Identifica-
tion labels for sampling locations are explained in Table 1.
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Slika 4: Virusne druZine iz sveta Riboviria (v vrsticah) zaznane v vzorcih slovenskih ledenikov (v stolpcih) na podlagi analize
odcitkov. Predstavljeni so odstotki od¢itkov klasificiranih v virusne druzine znotraj sveta Riboviria glede na $tevilo vseh od¢itkov
pridobljenih pri sekvenciranju posameznih vzorcev. Barvna intenzivnost odraza logaritemsko transformirane vrednosti. Imena
druZin virusov na levi so zdruzena v skladu s kategorijami gostiteljev.
Figure 4: Viral families from the realm Riboviria (in lines) detected in Slovenian glacier samples (in columns) based on reads
analysis. The percentage of reads classified into viral families within the realm Riboviria are presented according to the number of
all reads obtained by sequencing of individual Slovenian glacier samples. Color intensity reflects logarithmically transformed
values. Viral family names on the left are grouped according to the host-based categories.
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Analiza izbranih RNA virusnih sestavljenih
zaporedij in rezultati filogenetskih analiz

V vzorcih analiziranih ledenikov se je $tevilo sestavlje-
nih zaporedij gibalo med 18.966 in 116.375. Zaporedja
smo taksonomsko dolo¢ili z analizo s programoma DIA-
MOND in MEGAN ter tako zaznali od 887 do 2.912 vi-
rusnih sestavljenih zaporedij na vzorec. V vseh vzorcih
Triglavskega ledenika smo zaznali sestavljena zaporedja,
ki so se klasificirale znotraj RNA virusnih druzin Levivi-
ridae, Narnaviridae in Solemoviridae. V vseh vzorcih le-
denika pod Skuto pa zaporedja, ki so se klasificirala zno-
traj RNA virusnih druzin Totiviridae, Endornaviridae,
Mitoviridae in Partitiviridae (Priloga B). Stevilnim viru-
snim druzinam sta se v posameznem ledeniskem vzorcu
pripisala samo en ali dva sestavljena zaporedja. Za na-
daljnje analize vzorcev Triglavskega ledenika smo izbra-
li sestavljena zaporedja, ki so se v analizi klasificirala kot
pripadniki sveta Riboviria in so bila dalj$e od 3.000 nu-
kleotidov (identificirali smo 29 tak$nih zaporedij, Prilo-
ga A). Pri vzorcih ledenika pod Skuto pa smo v analize
vkljucili sestavljena zaporedja daljsa od 1.000 nukleoti-
dov (identificirali smo 19 taksnih virusnih zaporedij).
Daljsa virusna zaporedja so imela nizko podobnost z
znanimi virusnimi zaporedji (Priloga A), kar je v skladu
z ze objavljenimi Studijami (DE CARCER et al. 2015,
2016). Za sestavljena zaporedja iz vzorcev Triglavskega
ledenika so bile identitete aminokislinskih zaporedij v
primerjavi z najbolj podobnimi znanimi zaporedji med
27 % in 57 %, pri ledeniku pod Skuto pa med 24 % in 87
%. Nizke vrednosti identitet pridobljene v analizi BLA-
STx nakazujejo na to, da gre za zaporedja novih diver-
gentnih virusov, ki se razlikujejo od zaporedij Ze obja-
vljenih virusnih genomov. Najvisjo identiteto z znanimi
zaporedji (87 %) smo dolo¢ili zaporedju iz vzorca ledeni-
ka pod Skuto (zaporedje_S1_NODE2809, 2.579 nt). Ana-
liza BLASTX je kot najblizji zadetek podala kratko zapo-
redje RdRp poimenovano Riboviria sp. (QRQ90237.1,
165 aa), ki so ga zaznali v raziskavi vodnih vzorcev iz
pristanis¢ kitajske reke Jangce (LU et al. 2022).

Nekatera daljsa virusna zaporedja bi lahko predsta-
vljala skoraj celotne virusne genome, glede na to, da sta
dolzina in genomska organizacija podobni znanim vi-
rusom, ki predstavljajo najboljSe zadetke iz analize
BLASTx. Na primer, najdalj$e virusno sestavljeno zapo-
redje (zaporedje_S2_NODES5, 9.730 nt) je imelo glede
na rezultate BLASTx najvisjo identiteto (28 %) z zapo-
redjem poliproteina, uvrs¢enega kot Picornaviridae sp.
(URG14946.1, 2622 aa), iz raziskave kopenskih RNA vi-
romov na Kitajskem (CHEN et al. 2022). Najvedje Stevilo
dolgih virusnih sestavljenih zaporedij, ki smo jih klasifi-
cirali znotraj sveta Riboviria, smo odkrili v vzorcu T3
(odkrili smo 15 taksnih virusnih zaporedij).

Nekaj sestavljenih zaporedij iz analiziranih vzorcev
(zaporedje_T1_NODE249, zaporedje_T3_NODES]I, za-
poredje_T3_NODE208, zaporedje_S1_NODE6362 in
zaporedje_S2_NODEI1026) je imelo najvisjo identiteto z
zaporedji, ki so jih Shi et al. (2016) pridobili pri preuce-
vanju nevretencarskih RNA viromov. To ne pomeni, da
omenjena sestavljena zaporedja zagotovo pripadajo vi-
rusom nevretencarjev, saj je dolo¢anje gostiteljev na
podlagi metagenomskih $tudij tezavno. Da bi dobili
vpogled v sorodnost odkritih virusnih zaporedij z Ze
znanimi virusi ter dodatno informacijo o moznih gosti-
teljskih organizmih, smo s filogenetskimi analizami
analizirali dve skupini virusnih zaporedij, ki smo jih za-
znali v razli¢nih preucevanih vzorcih. V vzorcih Trigla-
vskega ledenika smo odkrili skupino toti-podobnih vi-
rusnih zaporedij, v vzorcih ledenika pod Skuto pa picor-
na-podobna virusna zaporedja.

Toti-podobna virusna zaporedja

Predstavniki virusne druzine Totiviridae imajo dsRNA
genome (dolge 4,6 - 7,0 kbp), ki vsebujejo dva bralna
okvirja. Virusi te druzine, ki jih uvr§¢amo v pet razlic-
nih rodov, so bili prvotno povezani z latentnimi okuzba-
mi gliv ali protistov (King et al. 2011). Nedavno pa je bilo
odkritih veliko toti-podobnih virusov iz vzorcev nevre-
tencarjev (npr. v vinskih musicah, komarjih, mravljah in
rakih). Nekateri novo opisani toti-podobni virusi imajo
dodatne gene, ki so lahko posledica evolucijske prilago-
ditve na mehanizme za okuzevaje in §irjenje vomenjenih
gostiteljih (SANDLUND et al. 2021). Predlaganih je bilo
ve¢ novih rodov; Artivirus (pri ¢lenonozcih) (ZHAT et al.
2010), Tricladivirus (pri ploskih ¢rvih) (BurrOws et al.
2020) in Pistolvirus (pri ribah) (SANDLUND et al. 2021),
vendar se vecina zivalskih toti-podobnih virusov filoge-
netsko ne uvr$ca znotraj predlaganih rodov.

V analizi smo v vseh treh vzorcih Triglavskega lede-
nika zaznali toti-podobna sestavljena zaporedja in sicer
naslednje: zaporedje_T1_NODE282 (4.073 nt), zapored-
je_T2_NODE2220 (4.143 nt) in zaporedje_T3_NODE103,
7.306 nt). Ta tri sestavljena zaporedja so si bila na prekri-
vajo¢em delu nukleotidnega zaporedja podobne ve¢ kot
99,5 %. Analiza BLASTX je kot najboljsi zadetek z identi-
teto 42,63 % podala RdRp zaporedje Hangzhou nephotet-
tix cincticeps totivirusa 1, najdeno v rizevi zeleni §¢itkar-
ki (Nephotettix cincticeps). Najdaljse toti-podobno zapo-
redje (zaporedje_T3_NODEI103, 7.306, GenBank accesi-
on: PV524581) vsebuje dva bralna okvirja in po dolzini
ustreza celotni dolzini genoma.

V filogenetski analizi so se odkrita toti-podobna vi-
rusna zaporedja grucila s toti-podobnimi virusi, ki so
glede na obstojeco literaturo povezani z zuZelkami
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Merilo: 1 +

99

100

100

100

100

7|
100
97
100

gb AAB01579.1 Giardia lamblia virus isolate Wang
gb QUS52822.1 Mute swan feces associated toti-like virus 3
gb QUS52814.1 Mute swan feces associated toti-like virus 1

i

Totiviridae sp. (zaporedje_T2_NODE2220)
Totiviridae sp. (zaporedje_T1_NODE282)
Totiviridae sp. (zaporedje_T3_NODE103, PV524581)

Slika 5: Filogenetsko drevo zgrajeno po metodi najvecjega verjetja

za toti-podobna virusna zaporedja najdena v vzorcih Trigla-

vskega ledenika. Osnova je poravnava virusnih sestavljenih zaporedij, ki so bila z analizo BLASTx najbolj podobne »Hangzhou
nephotettix cincticeps totivirus I« (UHK03282.1) ter drugih najbolj sorodnih zaporedij. Izbrana virusna zaporedja vsebujejo
zaporedja klasificirana kot od RNA odvisna polimeraza (RARp). Za koreninjenje drevesa smo uporabili zunanjo skupino (virusno
zaporedje »Giardia lamblia virus isolate Wang«). Virusna zaporedja pridobljena iz vzorcev Triglavskega ledenika so oznacena
odebeljeno. Stevilke ob vejah predstavljajo statisti¢no podporo skupin, pridobljeno z metodo zankanja; dol%ine vej pa predstavijajo

povprecno Stevilo aminokislinskih zamenjav na mesto. Legenda p
materialom.

redstavlja povezavo posameznih virusnih zaporedij z izvornim

Figure 5: Maximum likelihood phylogenetic tree created for toti-like viral sequences found in samples from Triglav Glacier. The
tree is based on an alignment of viral contigs that showed the highest similarity to “Hangzhou Nephotettix cincticeps totivirus 1”
(UHK03282.1) in the BLASTx analysis, as well as other closely related sequences. The selected viral sequences include those
classified as encoding RNA-dependent RNA polymerase (RARp). The tree was rooted using an outgroup sequence (“Giardia
lamblia virus isolate Wang”). Viral sequences obtained from Triglav Glacier samples are marked in bold. Numbers on branches
represent bootstrap support values, and branch lengths indicate the average number of amino acid substitutions per site. The
legend shows the association between individual viral sequences and their source material.

(Slika 5). Scaphoideus titanus toti-like virus 1 so nasli v
fitoplazemskem vektorju Scaphoideus titanus (OTTATI
et al. 2020), Thrips tabaci associated dsRNA virus 1 so
nasli v tobakovem resarju (CHIAPELLO et al. 2021) in
Spissistilus festinus virus 1 ter Circulifer tenellus virus 1
v gostiteljih iz rodu stenic (SPEAR et al. 2010). Zaporedja
zaznana v vzorcih Triglavskega ledenika in pa genomi
omenjenih znanih virusov kodirajo protein bogat z pro-
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linom in alaninom (eng. proline-alanine rich protein,
PArp) ter RdRp.
Picorna-podobna virusna zaporedja

Predstavniki virusnih druzin znotraj redu Picornavira-
les so majhni virusi ikozaedri¢ne oblike s ssSRNA geno-
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Merilo: 1 gb APG78770.1 Sanxia atyid shrimp virus 4

gb UNY41981.1 Picornavirales sp.
gb UNY42000.1 Picornavirales sp.

100

gb QJI152142.1 Dicistroviridae sp.

gb QUS52707.1 Mute swan feces associated picorna-like virus 11

gb QUS52699.1 Mute swan feces associated picorna-like virus 3

gb URG14387.1 Picornaviridae sp.

99 gb URG14712.1 Picornaviridae sp.

92 Picornavirales sp. (zaporedje_S3_NODE129, PV524580)
Picornavirales sp. (zaporedje_S2_NODE1003)
gb APG76690.1 Beihai picorna-like virus 62
gb ULF99939.1 Marnaviridae sp.
gb UNY42032.1 Picornavirales sp.
gb UNY42106.1 Picornavirales sp.
gb ULF99971.1 Marnaviridae sp.
gb APG77368.1 Shahe picorna-like virus 14
gb UNY42128.1 Picornavirales sp.
gb UNY42074.1 Picornavirales sp.
gb QRQ90216.1 Riboviria sp.

gb APG76858.1 Beihai sipunculid worm virus 2
gb URG14985.1 Picornaviridae sp.

gb ASG92549.1 Picornavirales

gb ULG00081.1 Salisharnavirus sp.

gb UNY42070.1 Picornavirales sp.

gb URG14402.1 Picornaviridae sp.

gb DAZ87239.1 Tyro marna-like virus

gb ULG00122.1 Sogarnavirus sp.

gb AYV96584.1 Guinardia delicatula RNA virus 01

Legenda:

Deblo Arthropoda, poddeblo Myri-
apoda

Deblo Arthropoda, poddeblo Crustacea
Razred Bacillariophyceae gb BAK40203.1 Chaetoceros species RNA virus 02

gb APG78938.1 Beihai picorna-like virus 4

Nedolo¢eno

Slika 6: Filogenetsko drevo zgrajeno po metodi najvecjega verjetja za picorna-podobna virusna zaporedja najdena v vzorcih
ledenika pod Skuto. Osnova je poravnava virusnih sestavljenih zaporedij, ki so bile z analizo BLASTx najbolj podobne zaporedju
uverséenem kot Picornaviridae sp.( URG14712.1). Izbrana virusna zaporedja vsebujejo zaporedja klasificirana kot RdRp. Za
koreninjenje drevesa smo uporabili zunanjo skupino (virusno zaporedje »Sanxia atyid shrimp virus 4«). Virusna zaporedja
izolirana iz vzorcev ledenika pod Skuto so oznacena odebeljeno. Stevilke ob vejah predstavljajo statisticno podporo skupin, prido-
bljeno z metodo zankanja; dolZine vej pa predstavljajo povprecno stevilo aminokislinskih zamenjav na mesto. Legenda predstavlja
povezavo posameznih virusnih zaporedij z gostiteljskimi organizmi oziroma izvornim materialom.

Figure 6: Maximum likelihood phylogenetic tree constructed for picorna-like viral sequences identified in samples from the glacier
below Mount Skuta. The tree is based on an alignment of viral contigs that showed the highest similarity in the BLASTx analysis to
a sequence named Picornaviridae sp. (URG14712.1). The selected viral sequences include those classified as encoding RNA-
dependent RNA polymerase (RARp). The tree was rooted using an outgroup sequence (“Sanxia atyid shrimp virus 47). Viral
sequences isolated from the Skuta Glacier samples are indicated in bold. Numbers next to the branches represent statistical sup-
port values obtained through bootstrapping, while branch lengths indicate the average number of amino acid substitutions per site.
The legend links individual viral sequences to their host organisms or source material.
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mi. Okuzujejo zelo razli¢ne gostitelje vklju¢no z vreten-
¢arji (druzina Picornaviridae), vi$jimi rastlinami (druzi-
na Secoviridae), nevretencarji (druzini Dicistroviridae in
Iflaviridae) ter protisti (druzina Marnaviridae) (KING et
al. 2011). Kljub razli¢nim gostiteljem in $tevilnim razli-
kam v strukturi genoma imajo vsi predstavniki redu Pi-
cornavirales in mnogi Se neklasificirani picorna-podob-
ni virusi skupni nabor filogenetsko sorodnih proteinov
(ZELL et al. 2022).

V analizi smo v dveh vzorcih ledenika pod Skuto
zaznali picorna-podobna virusna sestavljena zaporedja
in sicer: zaporedje_S2_NODE1003 (2.686 nt) in zapo-
redje_S3_NODEI129 (8.375 nt), ki sta si bili na prekriva-
jocem delu nukleotidnega zaporedja podobni ve¢ kot
99,8 %. Analiza BLASTX je kot najboljsi zadetek z iden-
titeto 29,74 % (zaporedje_S2_NODE1003) in 27,38 %
(zaporedje_S3_NODEI129) podala zaporedje RARp uvr-
$¢eno kot Picornaviridae sp. (URG14712.1, 1841 aa), ki
izvira iz metagenoma sedimenta (CHEN et al. 2022). Na
podlagi dolzine genomov znanih picorna-podobnih vi-
rusov sklepamo, da eno izmed sestavljenih zaporedij

(zaporedje_S3_NODEI129, 8.375 nts, GenBank accesi-
on: PV524580) predstavljala celoten virusni genom.

V filogenetski analizi sta bili picorna-podobni za-
poredji iz vzorcev ledenika pod Skuto najbolj sorodni z
zaporedji, ki so jih odkrili v treh metagenomskih $tudi-
jah: Studiji kopenskih RNA viromov na Kitajskem
(CHEN et al. 2022), $tudiji picorna-podobnih virusov v
nemski reki Havel (ZELL et al. 2022) in v $tudiji virusov
pri pticah iz divjine in zivalskega vrta na Kitajskem (DA1
et al. 2023) (Slika 6). V filogenetsko analizo picorna-po-
dobnih zaporedij smo vklju¢ili $tevilna virusna zapo-
redja, ki so bila pridobljena iz metagenomskih $tudij
okoljskih vzorcev. Pri teh raziskavah gostitelji virusov
pogosto niso znani oziroma obstaja dolocena mera ne-
gotovosti glede dolo¢itve resni¢nega gostitelja — na pri-
mer, ali so Zivali, pri katerih so viruse zaznali, res njiho-
vi gostitelji, ali pa so ti virusi povezani z mikrobiomom
teh zivali. To poudarja potrebo po nadaljnjih raziska-
vah, ki bi razjasnile povezavo novo odkritih virusov z
njihovimi gostitelji in ekolosko vlogo picorna-podobnih
virusov v razli¢nih okoljih.

ZAKLJUCKI

V okviru raziskave smo iz vzorcev Triglavskega ledenika
in ledenika pod Skuto po koncentriranju vzorcev uspesno
izolirali nukleinske kisline, jih pomnozili in analizirali z
uporabo netar¢nega sekvenciranja na platformi Illumina.
Kljub pricakovano nizkemu stevilu od¢itkov, ki jih je bilo
mogoce zanesljivo klasificirati kot virusna zaporedja, so
vzorci slovenskih ledenikov razkrili prisotnost nuklein-
skih kislin, pripadajo¢ih razli¢nim virusnim svetovom in
druzinam. Ta raznolikost nakazuje, da ledeniski habitati,
Ceprav izrazito neprijazni za vecino Zivljenja, gostijo kom-
pleksne virusne skupnosti. Ceprav je bil eksperimentalni
pristop osredotocen na zaznavanje RNA virusov, so re-
zultati pokazali, da so bili v vzorcih najpogosteje prisotni
odc¢itki, pripadajo¢i DNA bakteriofagom iz sveta Du-
plodnaviria, kar lahko kaZe na prevladujo¢o mikrobno
sestavo ledeniskih ekosistemov. V manjsem obsegu so bili
prisotni tudi RNA virusi iz sveta Riboviria, kot tudi pred-
stavniki svetov Monodnaviria (ssDNA virusi) in Varidna-
viria. Z nadaljnjo analizo dalj$ih sestavljenih RNA viru-
snih zaporedij smo ugotovili, da imajo pridobljena zapo-

redja nizko podobnost s sekvencami znanih virusov (24
- 87 %), kar potrjuje domnevo o visoki neraziskanosti vi-
rusov v ledeniskih okoljih ter kaze na prisotnost $tevilnih
do sedaj neznanih virusnih vrst. Z uporabo filogenetskih
analiz smo podrobneje raziskali dve skupini virusnih za-
poredij: toti-podobne RNA viruse, ki smo jih zaznali v
vzorcih Triglavskega ledenika, ter picorna-podobne RNA
viruse, ki so bili prisotni v vzorcih ledenika pod Skuto.
Ta raziskava predstavlja prvi vpogled v virom sloven-
skih ledenikov in s tem pomembno razsirja obzorje razu-
mevanja virusne raznolikosti v ledeniskih ekosistemih.
Glede na hitro kréenje ledenikov zaradi podnebnih spre-
memb, pridobljeni podatki predstavljajo dragocen pri-
spevek k razumevanju biotske raznovrstnosti v teh habi-
tatih. Nadaljnje raziskave virusov v ledenikih bi lahko
osvetlile njihove interakcije z mikrobnimi gostitelji, nji-
hov pomen v evolucijskem kontekstu ter ekolosko vlogo
ledeniskih virusov, vklju¢no z vplivom na strukturo in
dinamiko mikrobnih skupnosti v ledenikih in kroZenje
snovi, kar je $e posebej za RNA viruse slabo raziskano.

SUMMARY

We successfully isolated nucleic acids from samples col-
lected from the Triglav Glacier and the glacier beneath
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on the Illumina platform. In total, the six glacier samples
and two negative controls yielded 34.3 gigabases of se-
quencing data, with read counts per sample ranging
from 19 to 34 million and an average read length of 143
nucleotides. Using the DIAMOND and MEGAN tools,
we identified between 36,000 and 162,000 viral reads per
sample, representing 0.12 % to 0.49 % of the total reads.
Despite the expectedly low number of reliably classifia-
ble viral sequences, the samples from Slovenian glaciers
revealed the presence of nucleic acids belonging to vari-
ous viral realms and families. This diversity indicates
that glacier habitats—although extremely inhospitable
to most life—harbor complex viral communities. Al-
though our experimental approach focused on the detec-
tion of RNA viruses, the most frequently detected reads
belonged to DNA bacteriophages from the realm Du-
plodnaviria, likely reflecting the dominant microbial
composition of glacier ecosystems. To a lesser extent,
RNA viruses from the realm Riboviria, as well as repre-
sentatives of Monodnaviria (ssDNA viruses) and Varid-
naviria, were also present. Further analysis of longer as-
sembled RNA viral contigs using BLASTx revealed that
the obtained sequences had low similarity to known vi-
ruses. Amino acid sequence identities compared to the

closest known references ranged from 24 % to 87 %, sup-
porting the hypothesis of a largely unexplored virosphere
in glacial environments and indicating the presence of
numerous previously unknown viral species. Using phy-
logenetic analyses, we further investigated two groups of
viral sequences: toti-like RNA viruses detected in the
Triglav Glacier samples and picorna-like RNA viruses
found in the Skuta Glacier samples.

This research provides the first insight into the vi-
rome of Slovenian glaciers and significantly expands
our understanding of viral diversity in glacial ecosys-
tems. In addition to documenting the presence of nu-
merous potentially novel viruses, it highlights the meth-
odological challenges of studying viral communities in
low-biomass environments. Given the rapid retreat of
glaciers due to climate change, the data offers a valuable
contribution to understanding biodiversity in these hab-
itats. Further research on viruses in glaciers could shed
light on their interactions with microbial hosts, their
significance in an evolutionary context, and the ecologi-
cal roles of glacial viruses — including their impact on
the structure and dynamics of microbial communities
in glaciers and on nutrient cycling — which remain par-
ticularly poorly explored for RNA viruses.
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Rezultati BLASTx
Henitkaciskoomake [ Dolring setalencss | Sl adéithon . | Znanstveno ime
zaporedje_T1_NODE221 4.703 5826 hipoteti¢ni protein 1 [ssSRNA positive-strand virus sp.]
zaporedje_T1_NODE282 4.073 1276 RdRp [Hangzhou nephotettix cinctineps totivirus 1]
zaporedje_T1_NODE256 4.278 325 nestrukturni protein 1b [Stellavirales sp.]
zaporedje_T1_NODE62 9.138 3085 domnevni poliprotein [Picornavirales]
zaporedje_T1_NODE249 4.376 4357 hipoteti¢ni protein 3 [Hubei sobemo-like virus 2]
zaporedje_T2_NODE1923 4.484 268 RdRp [Enontekio yuevirus]
zaporedje_T2_NODE2220 4.143 2793 RdRp [Hangzhou nephotettix cincticeps totivirus 1]
piels ezl oo
zaporedje_T2_NODE4073 3.024 260 protein A RdRp [Nodaviridae sp.]
zaporedje_T2_NODE1229 5.578 1528 hipoteti¢ni protein [Nelson Astrovirus-like 1]
zaporedje_T2_NODE470 8.978 2798 domnevni poliprotein [Picornavirales sp.]
zaporedje_T2_NODES572 8.229 4771 kapsularni protein [Picornaviridae sp.]
zaporedje_T2_NODE2032 4.342 1680 hipoteti¢ni protein [Tombusviridae sp.]
zaporedje_T2_NODE448 9.111 6863 ORFI1 [Ngewotan negevirus]
zaporedje_T3_NODEI103 7.306 6331 RdRp [Hangzhou nephotettix cincticeps totivirus 1]
zaporedje_T3_NODE203 5.087 445 nestrukturni poliprotein [Hepelivirales sp.]
zaporedje_T3_NODE84 8.200 856 poliprotein [Hypera postica associated iflavirus 1]
zaporedje_T3_NODE86 8.149 2135 nestrukturni poliprotein [Arabidopis halleri dicistro-like virus 1]
zaporedje_T3_NODE392 3.353 1111 RdRp [Leviviridae sp. ]
zaporedje_T3_NODE214 4.854 998 poliprotein 2ab [Solemoviridae sp.]
zaporedje_T3_NODE448 3.115 418 domnevni poliprotein [Picornaviridae sp.]
zaporedje_T3_NODE193 5.192 594 RdRp [Riboviria sp.]
zaporedje_T3_NODE234 4.600 984 domnevna RdRp [Narnaviridae sp.]
zaporedje_T3_NODESI 8.346 615 hipoteti¢ni protein [Beihai picorna-like virus 57]
zaporedje_T3_NODE208 4.974 1323 poliprotein [Beihai zhaovirus-like virus 1]
zaporedje_T3_NODE68 9.262 326 ORF 1 [Ngewotan negevirus]
zaporedje_T3_NODE218 4.752 4385 hipoteti¢ni protein [Narnaviridae sp.]
zaporedje_T3_NODE293 4.050 1651 domnevna RdRp [Tombusviridae sp.]
zaporedje_S1_NODE14414 1.201 5294 hipoteti¢ni protein [Hubei alphaflexivirus]
zaporedje_S1_NODE16976 1.121 154 domnevna RdRp [Partitiviridae sp.]
zaporedje_S1_NODE21322 1.018 53 plas¢ni protein [Erysiphe necator associated totivirus 5]
zaporedje_S1_NODE8994 1.482 124 RdRp [Asopus mito-like virus]
zaporedje_S1_NODE2809 2.579 232 RdRp [Riboviria sp.]
zaporedje_S1_NODE7723 1.596 602 hipoteti¢ni protein [Beihai picorna-like virus 97]
zaporedje_S1_NODE6362 1.755 309 hipoteti¢ni protein [Changjiang crawfish virus 4]
zaporedje_S2_NODE1003 2.686 98 RdRp [Picornaviridae sp.]
zaporedje_S2_NODES85 9.730 102 poliprotein [Picornaviridae sp.]
zaporedje_S2_NODE1751 2.086 16932 RdRp A [Nodaviridae sp.]
zaporedje_S2_NODE2437 1.813 62 RARP [Flumine sobemo-like virus 7]
zaporedje_S2_NODE7277 1.094 84 domnevna RdRp [Sanya botourmia-like virus 12]
zaporedje_S2_NODE1026 2.657 27 hipoteti¢ni protein 1 [Beihai picorna-like virus 64]
zaporedje_S2_NODE1180 2.488 252 hipoteti¢ni protein [Riboviria sp.]
zaporedje_S2_NODE2878 1.670 200 hipoteti¢ni protein 2 [Sichuan sediment noda-like virus 6]
zaporedje_S3_NODE9717 1.383 233 RdRp [Bolbocoleon piliferum mito-like virus]
zaporedje_S3_NODE4353 2.105 51 RdRp [Asopus mito-like virus]
zaporedje_S3_NODE129 8.375 315 RdRP [Picornaviridae sp.]
zaporedje_S3_NODE11337 1.261 6963 hipoteti¢ni protein [Pseudoglobivirus]

* $tevilo prekrivajo¢ih se aminokislin/dolzina aminokislinskega zaporedja najblizjega zadetka (odstotek identitete)
* number of matching amino acids/number of total amino acids of the closest protein hit (percentage of amino acid identity)
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€ Priloga A: izbranih dalj$ih virusnih sestavljenih zaporedij
iz sveta Riboviria iz vzorcev slovenskih ledenikov

RICT e SieplkaNCRInoss Appendix A: of selected longer viral contigs from the realm

1,00x 10°% 178/497 (36%) QVG74697.1 Riboviria from Slovenian glacier samples

2,00x 1071 180/499 (36%) UHK03282.1

3,00x 107%° 83/310 (27%) WAY16543.1

0 496/1222 (41%) ULF99687.1

2,00x 107%° 85/278 (31%) APG75904.1

0 371/1045 (36%) UYE93960.1

3,00x 1071 321/753 (43%) UHK03282.1

6,00 x 107 203/717 (28%) QIJ56905.1

4,00x 1077 245/844 (29%) QGL06818.1

0 469/1401 (33%) QZ763399.1 N7 Priloga B: Virusne druZine zaznane v vzorcih slovenskih

0 496/1222 (41%) ULF99687.1 ledenikov na podlagi analize sestavljenih zaporedij. Predsta-

3,00x 10 189/706 (27%) URG14713.1 vljena so Stevila zaporedij klasificiranih v virusne druZine iz

6,00 x 1030 122/377 (32%) UHS72369.1 sveta Riboviria. Identifikacijske oznake vzorcev so razloZene

2,00 x 10°1% 318/1046 (30%) QIH12214.1 v Preglednici 1.

9.00x 1019 321/753 (43%) UHK03282.1 Appendix B: Viralfamilifzs detecte.d in Slovenian glacier

3.00x 1009 369/1138 (32%) WAY16518.1 sam;?les base‘db on'analy'szs ofco?tzg sequences. The n?mbe‘rs. of
contigs classified into viral families from the realm Riboviria

0 841/2651 (32%) QUS52852.1 are presented. Sample identification codes are explained in

0 597/1549 (39%) DAZ89854.1 Table 1.

0 320/559 (57%) URG15442.1

8,00 x 10::2 147/404 (36%) QXV86403.1 V?rusl'le‘ druzine iz sveta Tl T2l 13| s1|s2]|s3

7,00x 10 165/309 (53%) ULF99687.1 Riboviria

5,00 x 1074 176/484 (36%) QDHS88311.1 Birnaviridae 1 0 0 0 0 0

2,00x10% 176/639 (28%) UJQ92819.1 Chrysoviridae ol o] o 1 0| o0

0 861/2396 (36%) APG76773.1 Totiviridae 1 lofo]1 1 1

1,00x 10 111/356 (31%) APG78145.1 Cystoviridae 0 1ol o]o]|o

2,00 x 107196 318/1046 (30%) QIH12214.1 Endornaviridae 0| 2 1 3 1 2

3,00x 10738 121/347 (35%) UJQ92733.1 Virgaviridae 1 ol 2]o0|lo0o]o

1,00x 107 135/368 (37%) USC30226.1 Nodaviridae 0 10| o0 1]o0

4,00x 107126 183/358 (51%) QYF50141.1 Luteoviridae ol o] oo 1]o0

2,00x 107" 51/138 (37%) USE08318.1 Tombusviridae 0 1| 2l0]o0]o0

3,00 x 107%7 178/262 (68%) QJW70334.1 Leviviridae 2 | 4| 42|02

3,00x 107 163/443 (37%) DAZ87262.1 Narnaviridae 2141 lof9]o

1,00x 10°% 122/141 (87%) QRQ90237.1 Mitoviridae oo ]| o] 3 1|3

9,00 x 10°4¢ 119/412 (29%) APG78902.1 Botourmiaviridae oo |loflof|z21]o0o

1,00x 10°% 114/482 (24%) APG77911.1 Chuviridae 0 1 oo |o o

4,00x 102 163/548 (30%) URG14712.1 Peribunyaviridae oflo]ofo | o] 1

2,00x 1071 430/1529 (28%) URG14946.1 Partitiviridae 20| 3|45 1

5,00 x 107 159/511 (31%) QGL06818.1 *Picobirnaviridae 8 [ 1512 | 8 |20] 0

7,00 x 1032 120/379 (32%) UQB76119.1 Dicistroviridae 1|1 lo0o]o0of|o]o

1,00 x 10746 120/360 (33%) UUW21031.1 Iflaviridae ol oo | oo 1

3,00 x 102! 73/287 (25%) APG76815.1 Marnaviridae 0 0 0 0 1 0

0 300/693 (43%) QRQY0169.1 Picornaviridae 22100 |o0o]o

2,00x 102 65/225 (29%) QYF49936.1 Secoviridae oflo|lo|o|1]o0

1,00x 107113 196/439 (45%) CAH2951190.1 Barnaviridae 1| oo |lofo]o

5,00 x 107 185/534 (35%) DAZ87262.1 Solemoviridae 2 | 2 1 o210

2,00x 10°% 351/1282 (27%) URG14712.1 Astroviridae 0| 2 1 oo o

5,00 x 10°%° 89/348 (26%) DAZ87741.1 Retroviridae 1]o0 1 1 o] o

* napaka pri klasifikaciji
* classification error
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