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Секвенирование вироидов
Н.В. Шацкая  

Аннотация: Вироиды представляют собой небольшие патогенные РНК-молекулы длиной от 246 до 467 нуклеотидов, состоя-
щие из одноцепочечной кольцевой РНК, без капсида и последовательностей, кодирующих белок. Вироиды проникают в рас-
тения и используют систему хозяина для размножения. Они индуцируют структурные и физиологические изменения в клетках 
хозяйского организма, которые впоследствии приводят к развитию различных заболеваний. Выявление вироидов непростая 
задача, с которой довольно успешно справляется NGS-секвенирование. С 2009 г. технологию NGS начали использовать в не-
скольких областях вирусологии растений, включая секвенирование геномов вироидов, открытие новых видов и определе-
ние уже известных. Также NGS-секвенирование может быть использовано в экологии, эпидемиологии, изучении репликации 
и транскрипции вироидов. В вирусологии растений данная технология наиболее удобна для определения уже известных и 
новых вироидов в инфицированных растениях. Предполагается, что NGS будет играть значительную роль во многих исследо-
ваниях по вирусологии растений и в дальнейшем.
Ключевые слова: секвенирование нового поколения; вироиды; патогены; биобезопасность.
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Abstract: Viroids are small, single-stranded pathogenic RNA-molecules from 246 to 467 bp, circular, non-encapsulated and they do not 
code proteins. Viroids penetrate to plants and depend on host enzymes for their replication. They induce structural and physiological 
changes in host plant that become to diseases. Viroids detection is not so simple problem, and NGS-sequencing can help to solve it. 
In 2009, NGS technologies began to be applied to several areas of plant virology including virus/viroid genome sequencing, discovery 
and detection, ecology and epidemiology, replication and transcription. Identification and characterization of known and unknown 
viroid in infected plants are currently among the most successful applications of these technologies. It is expected that NGS will play 
very significant role in plant virology.
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Со времен открытия вироиды остаются одними из самых 
загадочных биологических молекул и являются самыми ма-
ленькими из известных инфекционных РНК. Вироиды пред-
ставляют собой РНК-репликоны длиной от 246 до 467 ну-
клеотидов, состоящие из одноцепочечной кольцевой РНК, 
в которой отсутствуют последовательности, кодирующие 
белок (Katsarou et al., 2015). Первый вироид открыт Теодо-
ром Динером в 1967 г. и впоследствии назван вироидом ве-
ретеновидности клубней картофеля (PSTVd) (Diener, Raymer, 

1967). Вироиды подразделяют на два семейства. Вироиды 
семейства Pospiviroidae реплицируются в ядре по ассиме-
тричному кольцевому механизму. Большинство членов это-
го семейства имеют структуру, состоящую из пяти доменов: 
терминального левого, патогенного, центрального, вариа-
бельного и терминального правого. Выделяют пять родов: 
Pospiviroid (potato spindle tuber viroid, PSTVd), Hostuviroid 
(hop stunt viroid, HSVd), Cocadviroid (coconut cadang-cadang 
viroid, CCCVd), Apscaviroid (apple scar skin viroid, ASSVd) и 
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Coleviroid (coleus blumei viroid 1, CbVd-1).
Вироиды другого семейства, Avsunviroidae, – неболь-

шая группа, состоящая из трех родов: Avsunviroid (avocado 
sunblotch viroid, ASBVd), Pelamoviroid (peach latent mosaic 
viroid, PLMVd) и Elaviroid (eggplant latent viroid, ELVd).  
Типичный представитель этого семейства – PLMVd, вироид 
латентной мозаики персика, кодирует саморазрезающиеся 
РНК (рибозимы типа hammerhead), которые реплицируются 
в хлоропластах через симметричный кольцевой механизм 
(Oliver, Fuchs, 2011). 

Симптомы заражения и методы определения 
Вироиды могут индуцировать структурные и физиологи-

ческие изменения в клетках хозяйского организма (Di Serio 
et al., 2013), которые впоследствии приводят к развитию 
различных заболеваний (Flores et al., 2012). Симптомы инфи-
цирования вироидами могут варьировать по степени про-
явления. Иногда эти проявления могут быть очень слабы-
ми. Заражение вироидами может быть выражено только в 
отдельных органах растения или проходить бессимптомно, 
как в случае диких растений (Flores et al., 2005). Надо отме-
тить, что вироиды переносятся механически и для своего 
размножения используют транскрипционный механизм 
хозяина. Репликация вироидов происходит по симметрич-
ному или ассиметричному круговому циклу и обусловлена 
активностью ДНК-зависимой РНК-полимеразы хозяина, ко-
торая использует РНК вироидов как матрицу для создания 
новых копий кольцевой РНК через промежуточную форму 
двуцепочечных РНК (дцРНК) (Flores et al., 2011). Произво-
дные дцРНК вироидов также реплицируются при помощи 
хозяйской РНК-зависимой РНК-полимеразы, включенной в 
механизм РНК-сайленсинга растения-хозяина (Di Serio et al., 
2010). 

В инфицированной вироидом клетке в процессе репли-
кации происходят изменения в нуклеотидной последова-
тельности вироидных потомков. Образовавшиеся популя-
ции полиморфных молекул РНК могут служить источником 
адаптации к новым хозяевам и новым условиям жизненного 
цикла. Таким образом, после инфицирования каждый вари-
ант вироида способен продуцировать свою популяционную 
динамику в хозяйском растении. Эта концепция носит на-
звание квазивидов и впервые предложена в 1993 г. (Eigen, 
1993). Чрезвычайная изменчивость нуклеотидных последо-
вательностей вироидов характеризует их как наиболее бы-
стро развивающуюся из известных биологических систем 
(Matousek, 2002). 

Как отдельный класс патогенов, вироиды отчетливо от-
личаются от вирусов. Хотя вироиды и демонстрируют неко-
торые структурные и биологические сходства с вирусом ге-
патита дельта, последний в пять раз больше и кодирует два 
белка с одной рамки считывания (Flores et al., 2016). Неко-
торые вироиды и вирусы могут иметь бессимптомное про-
явление в организме хозяина. Однако эти латентные агенты 
могут быть патогенами для других хозяев. Существующие 
специфические методы, такие как ПЦР, очень чувствитель-
ны, но детектируют только известные вироиды или вирусы. 
Эти методы не способны показать плохо охарактеризован-
ные или сильно вариабельные вироиды. Более того, часто 

хозяйское растение может быть заражено несколькими 
патогенами, как известными, так и экзотическими, которые 
стандартные скрининговые методы не могут обнаружить.  
В данном случае может быть полезно секвенирование но-
вого поколения (next generation sequence, NGS) для выявле-
ния, исследования и сертификации патогенов.

Выбор платформы для секвенирования
Значительный прогресс в технологии секвенирования 

произошел в последние два десятилетия и привел к раз-
витию новых подходов выявления и идентификации вирои-
дов. Данные подходы относят к метагеномике, при которой 
производится полное секвенирование суммарной ДНК в 
образцах зараженных растений с помощью NGS с последу-
ющей идентификацией патогенов биоинформатическими 
методами. Поскольку обычно вироиды присутствуют в рас-
тениях в низких концентрациях и весьма вариабельны, их 
обнаружение – сложная задача для многих лабораторий, 
занимающихся патологией растений. Это является одной из 
причин того, что с момента открытия за 40 лет идентифици-
рованы менее 40 видов вироидов из двух семейств. Плат-
форма NGS появилась в начале 2000 г., и ее использование 
с 2004 г. изменило подход к исследованиям во многих об-
ластях, включая растительную вирусологию. 

NGS-технологии можно разделить на две группы: пер-
вая  – с короткими прочтениями (100–600 п.н.) и высокой 
точностью, вторая – с длинными прочтениями (900 × 103 п.н.) 
и большим количеством ошибок. Это привело к разным 
подходам приготовления образцов, секвенирования, де-
текции и анализа данных (Васильев, 2014) (табл. 1). Наибо-
лее часто используют короткие прочтения, поскольку этот 
вариант дешевле и точность прочтения выше. Однако при 
коротких прочтениях имеется ограничение в возможности 
прочтения сложных участков с повторами или последова-
тельности гетерозигот, для которых больше подходят техно-
логии с длинными прочтениями. Illumina, Ion Torrent, 454 Life 
Science, SOLiD – платформы, которые созданы для коротких 
прочтений (см. табл. 1). Среди приборов с длинными про-
чтениями – MinION, который использует технологию нано-
порового секвенирования, и PacBio c детекцией молекул в 
реальном времени.

Выбор подхода секвенирования вироидной РНК
Поскольку вироиды содержат РНК, которая не кодирует 

полезные им в жизненном цикле белки, знание структуры, 
помогающей вироидам адаптироваться, важно как для по-
нимания взаимодействия хозяина и патогена, так и самого 
цикла размножения вироида. С момента открытия вирои-
дов их молекулярная структура оставалась неизвестной, 
поскольку они не проявляли физически узнаваемых харак-
теристик, таких как клеточная структура у бактерий или 
белки у вирусов. Первая структура молекулы вироида полу-
чена для PSTVd с помощью секвенирования в геле и сборки 
перекрывающихся последовательностей (Gross et al., 1978). 
Характеризация вироидных РНК с помощью NGS выполнена 
в 2009 г. у винограда и персиков (Di Serio et al., 2009; Navarro 
et al., 2009). С этого времени NGS активно используют для 
анализа взаимодействий вироидов и хозяев у травянистых 
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и древесных растений (Hadidi et al., 2016). Сочетание био-
информатических подходов со сборкой контигов и поиском 
гомологов вироидных последовательностей в базах данных 
NGS библиотек малых РНК широко и эффективно применя-
ют для идентификации известных и новых вироидов. Разра-
ботанные в последнее время алгоритмы позволяют произ-
водить независимую от гомологии идентификацию новых 
вироидов или вироид-подобных РНК, например вироидов 
яблок или винограда (Wu et al., 2012; Zhang et al., 2014). 

Также необходимо отметить такую проблему, как гете-
рогенность вироидов. Например, для вироида экзокортиса 
цитрусовых (CEVd) секвенировано 17 вариантов, которые 
делят на два класса, отличающихся как минимум на 26 ну-
клеотидов и с вариациями по длине от 370 до 375 нукле-
отидов. Степень проявления симптомов у растения во 
время заражения может сильно варьировать. Один штамм 
вироида может индуцировать несколько явных и серьезных 

симптомов, в то время как другой штамм индуцирует незна-
чительные проявления (Visvader, Symons, 1985). Варианты 
секвенирования PSTVd, с отличиями в несколько нуклеоти-
дов (около 40 разных вариантов длиной 359–360 п.н.), были 
разделены на штаммы по симптомам проявления: мягкие, 
средние, обычные и летальные (Herold et al., 1992; Lakshman, 
Tavantzis, 1993). 

Для увеличения выхода вироидной РНК возможны не-
сколько стратегий обогащения и специфичного секвени-
рования вироидов. Один из вариантов – избавление от хо-
зяйской рибосомальной РНК (Poojari et al., 2013; Zhang et al., 
2014).

Например, при анализе полной последовательности РНК 
растений винограда Syrah использована платформа 454 Life 
Sciences и обнаружены последовательности HSVd (hot stunt 
viroid – вироид, замедляющий рост хмеля), GYSVd (grapevine 
yellow speckle viroid – желтый крапчатый вироид винограда) 

Таблица 1. Платформы для NGS (Barba et al., 2014)

Прибор  
(производитель)

Метод ампли-
фикации Метод детекции Длина про-

чтения, п.н.

Скорость 
секвенирова-
ния, п.н./ч

Точ-
ность, 
%

Мисматчи, инсерции, 
делеции

454 Life Science 
(Roche)

Эмульсионная 
ПЦР

Пиросеквениро-
вание 400–700 13 млн п.н. 99.9 0.10/0.3/0.02  

(Archer et al., 2012)

Illumina (Illumina) Мостиковая 
ПЦР

Обратимое терми-
нирование 100–300 25 млн п.н. 99.9 0.12/0.004/0.006  

(Archer et al., 2012)

SOLiD (Life 
Technologies)

Эмульсионная 
ПЦР Лигирование 75–85 21–28  

млн п.н. 99.9
Ошибка больше, чем  
в Illuminа (Meyerand, 
Kircher, 2010)

PacBio (Pacific 
Biosciences)

Без амплифи-
кации

Флуоресцентно ме-
ченые нуклеотиды

15000–
30000

50–115  
млн п.н. 95 1, 2, 12  

(Carniero et al., 2012)

Ion Torrent (Life 
Technologies)

Эмульсионная 
ПЦР

Детекция высво-
бождаемых ионов 100–400 100 млн п.н. – 

64 млрд п.н. 99

Инсерции = 0.06,
инсерции +
делеции = 1.38  
(Bragg et al., 2013)

MinION (Oxford 
Nanopore 
Technologies)

Нанопоровое 
секвенирова-
ние

Сила тока при про-
хождении через 
пору

900 × 103 90–95 5–10%

Таблица 2. Новые вироиды, определенные с помощью NGS

Способ обогащения Платформа NGS Количество опреде-
ленных вироидов Хозяин Источник литературы

Тотальная РНК 454 3 Виноград Al Rwahnih et al., 2009

РНК без рибосомной 
фракции Illumina 4 Виноград Poojari et al., 2013

Двуцепочечная РНК 454 3 Виноград Al Rwahnih et al., 2009

Малые РНК Illumina 1 Томат Li et al., 2012

Малые РНК Illumina 2 Виноград Giampetruzzi et al., 2012; Wu et al., 2012; 
Seguin et al., 2014

Малые РНК Illumina 2 Мандарин Loconsole et al., 2012

Малые РНК Illumina 2.2 Яблоко,  
виноград

Zhang et al., 2014
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и AGVd (australian grapevine viroid – австралийский вироид 
винограда). В этом исследовании присутствие известных 
вироидов в образце может быть подтверждено поиском го-
мологичных последовательностей при помощи таких плат-
форм, как VirFind, VirusDetect или Virtool (Ho, Tzanetakis, 2014; 
Rott et al., 2017; Zheng et al., 2017a). 

Поскольку дцРНК синтезируется вирусами и вироидами 
и не производится самим растением, то секвенирование 
общей дцРНК сильно увеличивает число последователь-
ностей, специфичных для вироидов. Например, сравнение 
глубокого секвенирования общей РНК и дцРНК растений 
показало, что число ридов вируса возросло с 2 до 53% по-
сле обогащения по дцРНК (Al Rwahnih et al., 2009) (табл. 2). 
Более того, дцРНК-интермедиаты вироидов, или сателлит-
ные РНК, также процессируются в малые интерферирующие 
РНК (миРНК) в растениях. 

Инфицирование вироидом запускает продукцию боль-
шого количества производных перекрывающихся миРНК, 
которые покрывают геном с высокой плотностью (Di Serio et 
al., 2009) и могут составлять до 30% общих РНК, выделенных 
из растения. Вироидные и вирусные миРНК являются про-
дуктами ответа иммунной системы хозяина на инфекцию и 
имеют специфический профиль распределения по разме-
рам в различных видах благодаря Dicer-подобным белкам. 
При обогащении и секвенировании миРНК анализируют по-
следовательность с помощью компьютерных алгоритмов, 
которые фильтруют перекрывающиеся малые РНК (filtering 
of overlapping small RNAs, PFOR) (Wu et al., 2012, 2015) (рису-
нок). Вироидные миРНК не могут быть собраны в полный ге-
ном вироида с помощью обычных алгоритмов сборки, таких 
как Velvet, в силу высокой гетерогенности популяции виро-

идов. Алгоритм PFOR оставляет вироидные миРНК, подхо-
дящие для сборки генома, прогрессивно удаляя миРНК, ко-
торые не перекрываются или перекрываются, но не могут 
быть собраны точно с повторяющимися РНК. Последние об-
новления этого алгоритма значительно увеличили произво-
дительность с помощью изменений в программе на стадии 
фильтрации, которая занимает более 90% времени (Zhang 
et al., 2014). Новый вироид – латентный вироид винограда 
(grapevine latent viroid, GLVd) – идентифицирован с помо-
щью такого подхода. 

Изменения в транскриптоме  
при инфицировании вироидами

Чтобы понимать взаимодействие хозяйского растения и 
вироида, изучают транскриптом растений и обнаруживают 
изменения в экспрессии генов, участвующих в фотосинте-
зе, структуре клеточной стенки, РНК-регуляции, биосин-
тезе гормонов, метаболизме белков и прочих ответах на 
стресс, который вызывает вироид. В основном эти данные 
относятся к семейству Pospiviroidae (Kappagantu et al., 2017; 
Xia et al., 2017; Zheng et al., 2017b). Например, изучение 
транскриптома огурца, инфицированного двумя вариан-
тами HSVd, показало, что заражение вироидом ингибирует 
фотосинтез, нарушает гормональный гомеостаз и запускает 
основные защитные механизмы и экспрессию генов, коди-
рующих РНК-зависимую РНК-полимеразу (Xia et al., 2017). 
Листья хмеля, инфицированные HSVd, продемонстриро-
вали основное отличие в дифференциальной экспрессии 
генов, которые отвечают за защиту, и генов, участвующих в 
липидном и терпеноидном метаболизмах (Kappagantu et al., 
2017). При полном анализе транскриптома растений хмеля, 
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инфицированных CBCVd, выявлено массивное изменение 
активности около 2000 генов, включая генов, ответственных 
у растения за иммунный ответ, фитогормональные сигналь-
ные пути, фотосинтез, метаболизм пигментов, белков и са-
харов (Mishra et al., 2018). Наиболее часто для исследований 
берут листья, но для секвенирования РНК томатов, зара-
женных двумя вариантами веретеновидности клубней кар-
тофеля – слабым и обычным, использовали корни растений. 
Результаты показали дифференциальную экспрессию генов, 
связанных с клеточной стенкой. На ранних этапах инфици-
рования их экспрессия была подавлена, а на поздних стади-
ях количество генов с возросшей экспрес сией значительно 
увеличилось. Также обнаружено влияние на экспрессию 
генов, связанных с биосинтезом и сигнальными путями 
ауксина и цитокинов, которые критичны для развития лате-
ральных корней. При сравнении двух вариантов инфекции 
выявлено, что обычный вариант вироида индуцирует транс-
крипционные изменения сильнее, чем слабый вариант, осо-
бенно на поздних стадиях инфицирования. Таким образом, 
инфицирование патогеном провоцирует ответ иммунной 
системы хозяина (Góra-Sochacka et al., 2019).

Заключение
NGS является эффективным инструментом метагеномики 

растений, диагностики и идентификации новых вироидов. 
Также NGS-технологии – мощный способ решения вопро-
сов, связанных с карантином растений, требующих быстрой 
и аккуратной идентификации вироидов и вирусов в образ-
цах. Исследование вирома является важным для биобезо-
пасности, так как многие вирусы и вироиды не обладают 
морфологическими эффектами, но в то же время быстрая 
изменчивость делает их источником разных угроз (Kochetov 
et al., 2017; Pooggin, 2018; Takahashi et al., 2019).
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