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lzvlecek

Viroidne bolezni predstavljajo nenehno groznjo svetovnemu kmetijstvu, saj lahko ti majhni in strukturno
preprosti patogeni okuzijo Sirok spekter gospodarsko pomembnih rastlin. U¢inkovito preprecevanije in
obvladovanije viroidnih okuzb zato zahteva diagnosti¢ne pristope, ki omogocajo zanesljivo, obcutljivo in
specificno identifikacijo povzrociteljev bolezni. Z razvojem biokemije in molekularne biologije se je v zadnjih
letih izboljSala obcutljivost in specifi¢nost Stevilnih diagnosti¢nih metod. Z znizevanjem stroskov
sekvenciranja in vec¢jo dostopnostjo se zelo hitro povecuje zanimanje za uporabo tehnologij visoko-
pretocnega sekvenciranja (HTS) v rutinski rastlinski diagnostiki. Kljub velikemu potencialu HTS pa uvedba
teh tehnologij v laboratorijsko prakso ostaja zahtevna. Med kljucne izzive sodijo izbira ustrezne sekvencne
platforme in laboratorijskih protokolov, uporaba primernih bioinformacijskih orodij, zagotavljanje strokovno
usposobljenega kadra ter vzpostavitev ustrezne radunalniske infrastrukture. Ceprav so Ze oblikovani
doloceni standardi in smernice za uporabo HTS, ti zaradi specifi¢nih potreb laboratorijev niso univerzalno
uporabni. Pregledni ¢lanek obravnava klju¢ne vidike razli¢nih pristopov HTS, njihove prednosti in omejitve ter
prikazuje njihovo uporabnost na primeru diagnostike viroidnih bolezni.

Kljuéne besede: diagnostika, visoko-preto¢no sekvenciranje (HTS), nanopore tehnologija (ONT),
bioinformatika, viroidi

CHALLENGES IN THE APPLICATION OF HIGH-THROUGHPUT SEQUENCING FOR
ROUTINE DIAGNOSTICS OF VIROIDS

Abstract

Viroid diseases pose a continual threat to global agriculture, as these small and structurally simple
pathogens are capable of infecting a wide range of economically important plant species. Effective
prevention and management of viroid infections therefore require diagnostic approaches that ensure
reliable, sensitive, and specific identification of the causal agents. Advances in biochemistry and molecular
biology have, in recent years, significantly improved the sensitivity and specificity of many diagnostic
methods. With decreasing sequencing costs and increasing accessibility, interest in the use of high-
throughput sequencing (HTS) in routine plant diagnostics has grown rapidly. Despite the great potential of
HTS, the implementation of these technologies into laboratory practice remains challenging. Key obstacles
include the selection of an appropriate sequencing platform and laboratory protocols, the use of suitable
bioinformatic tools, the availability of adequately trained personnel, and the establishment of suitable
computational infrastructure. Although certain standards and guidelines for HTS have already been
developed, they are not universally applicable due to the specific needs of individual laboratories. This review
article discusses the key aspects of different HTS approaches, their advantages and limitations, and
illustrates their applicability using the example of viroid disease diagnostics.

Key words: diagnostics, high-throughput sequencing (HTS), Oxford Nanopore technology (ONT),
bioinformatics, viroids

1 Dr,, Inétitut za hmeljarstvo in pivovarstvo Slovenije (IHPS), e-posta: tanja.gucek@ihps.si
2 Dr., IHPS, e-posta: sebastjan.radisek@ihps.si


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.sl
file:///C:/Users/jpersolja/Documents/DELOVNI/IHPSWEB/OBJAVE%20JOLANDA/OBJAVE%202025/barbi/BILTEN/14122025/tanja.gucek@ihps.si
file:///C:/Users/jpersolja/Documents/DELOVNI/IHPSWEB/OBJAVE%20JOLANDA/OBJAVE%202025/barbi/BILTEN/14122025/sebastjan.radisek@ihps.si

Hmeljarski bilten / Hop Bulletin 32 (2025) | 73

1 TEHNOLOGIJE VISOKO-PRETOCNEGA SEKVENCIRANJA (HTS)

Tehnologije visoko-preto¢nega sekvenciranja (angl. high throughput sequencing, HTS), znane tudi kot
sekvenciranje naslednje generacije (angl. next-generation sequencing, NGS) ali globoko sekvenciranje (angl.
deep sequencing) so kljucne v rastlinski diagnostiki (EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022). Omogocajo
zaznavanje nukleinskih kislin kateregakoli organizma v vzorcu in s tem identifikacijo novih povzrociteljev
bolezni kot tudi bolezni neznanega izvora (Barba in sod., 2014; Hadidi in sod., 2016; Lebas in sod., 2022).
Predstavljajo zelo ucinkovito, hitro in cenovno ugodno platformo za dolocanje nukleotidnega zaporedja (v
nadaljevanju sekvenciranje) DNA, ki presega zmogljivosti tradicionalnih metod sekvenciranja DNA, razvitih v
poznih 70. letih prejSnjega stoletja (Barba in sod., 2014; Lebas in sod., 2022; Wu in sod., 2015).

Zgodnji zaCetki razvoja tehnologij sekvenciranja segajo do leta 1953, ko sta James Watson in Francis Crick
odkrila strukturo DNA vijacnice. V letih 1964 in 1965 je Robert Holley prvi sekvenciral nukleinsko kislino
(tRNA), leta 1977 pa sta Gilbert in Sanger neodvisno razvila razlicni metodi sekvenciranja DNA, kar je v
biologiji povzrocilo pravo revolucijo (Barba in sod., 2014). Metoda sekvenciranja po Sangerju je omogocila
Stevilne doseZke, kot je sekvenciranje ¢loveskega genoma ter genomov nekaterih Zivalskih in rastlinskih vrst,
vendar se je kmalu izkazalo, da je zaradi Stevilcnih omejitev potreben razvoj novih tehnologij HTS in sod.,
2014; Wu in sod., 2015).

Postopoma so metodo sekvenciranja po Sangerju zamenjale tehnologije HTS, ki so dnevno koli¢ino
podatkov povecale za 100 do 1000-krat (Wu in sod., 2015). Posledi¢no je z razvojem HTS padla tudi cena
sekvenciranja (slika 1). Do leta 2007 je bila v ve¢ini primerov v uporabi metoda sekvenciranja po Sangerju, po
letu 2008 pa so se vedno bolj uveljavile tehnologije HTS, kar je omogocilo drastiCen padec cen
(Wetterstrand, 2023).
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Slika 1: Prikaz stroskov (v ameriskih dolarjih) DNA sekvenciranja na surovo megabazo (angl. raw megabase) v letih od
2001 do 2022, ocenjeno s strani Nacionalnega instituta za zdravje (NIH, ZDA) (Wetterstrand, 2023).

1.1 Platforme

Leta 2000 je amerisko podjetje MPSS Lynx Therapeutics razvilo prvo NGS platformo (Barba in sod., 2014).
Kmalu so se na trgu pojavile razlicne izvedbe tehnologij HTS, ki so vodile v razvoj zmogljivejsih HTS in
posledi¢no v uporabo stevilnih platform (preglednica 1) (Barba in sod., 2014; Mehetre in sod., 2021; Wu in
sod I., 2015). Nekatere med njimi so postopoma propadle oz. jih je kupilo podjetje Illumina, ki na trgu
prevladuje Se danes (Barba in sod., 2014; Mehetre in sod., 2021).

HTS pristopi se razlikujejo v biokemiji, pripravi vzorca, nacinu sekvenciranja, zajemanja rezultatov in analizi
podatkov. Komercialno dostopnih platform je veliko (preglednica 1), med drugimi platforma GS FLX+ (454
Life Sciences/Roche), platforma SOLID (ABI), platforma lon Torrent/lon S5 (Life Technologies), platforme
podjetja Illumina (HiSeq, MiSeq, NextSeq, GAllx, NovaSeq, MiniSeq, iSeq), platforme podjetja Pacific
Biosciences (PacBio; PacBioRS/RSII, Sequel), platforme podijetja Oxford Nanopore Technologies (ONT;
MinlON, PromethION, GridION) ter $tevilne druge (Barba in sod., 2014; Berry in sod., 2020; Kutnjak in sod.,
2021; Mehetre in sod., 2021; Wu in sod., 2015).

Obstajata dve glavni skupini sekvenc¢nih platform: metoda doloc¢anja kratkih od¢itkov (angl. short-read
sequencing, SRS), ki ustvarja od¢itke dolzine do ve¢ sto nukleotidov, in metoda dolo¢anja dolgih od¢itkov
(angl. long-read sequencing, LRS; tudi imenovana sekvenciranje posameznih molekul, SMS), ki ustvarja
odcitke dolZine do sto kilobaz (kb) (Kutnjak in sod., 2021).
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Preglednica 1: Tehnologije sekvenciranja glede na obdobje uporabe. Podane so glavne tehnologije, tip branja, klju¢ne

platforme, dolzine branja in natan¢nost (lllumina, 2025; Tamang, 2024; Wu in sod., 2015)

Obdobje | Glavna tehnologija Tip branja* | Kljucne platforme E:al:;:a Natancnost
. . - ABI 3730 / 3730xl,
AT | Sanger Gdeoksnklot | PO | GeckmanCEQ, | doTkb | 29999%
P ! MegaBACE
Roche 454 GS FLX+,
~2000— Masovno vzporedno kratko lllumina GAllx / HiSeq / 50-700
2015 branje (amplifikacija + SRS NovaSeq, ABI SOLID, b 98-99,9%
sinteza) TFS lon Torrent, BGI P
DNBSEQ
~2011— Analiza posamezne PacBio RS Il / Sequel / 10-100
2020 molekule (brez PCR LRS Revio, ONT MinlION / kb (ONT>1 | 90-99,9%
amplifikacije) PromethlON Mb)
Integrirane platforme z Al PacBio Revio, ONT
~2020- gnirane p ©zAl I LrRs/ Q20+, lllumina Infinity, | 20-100
analitiko, v realnem Casu in - . . >99,9%
danes ved-modalnimi podatki kombinirano | Ultima Genomics kb
UG100, Element AVITI

*SRS= metoda doloc¢anja nukleotidnega zaporedja kratkih odcitkov (Short-Read Sequencing); LRS= metoda doloc¢anja
nukleotidnega zaporedja dolgih od¢itkov (Long-Read Sequencing); kb, kilobaza

Trenutno je za SRS najbolj pogosto uporabljena sekvencna platforma Illumina, za LRS pa Pacific Biosciences
(PacBio) in Oxford Nanopore Technologies (ONT) (Berry in sod., 2020; Kutnjak in sod., 2021). SRS platformi,
kot sta Illlumina in lon Torrent, ponujata visoko zmogljivost, kar omogocCa obsezne raziskave rastlinskih
virusov in viroidov. Vendar takSna visoka zmogljivost ni vedno potrebna, zlasti pri analizi manjSega Stevila
vzorcev v rutinski diagnostiki (Pecman in sod., 2022). Platforma lon Torrent/lon S5 je kljub ve¢jemu
pojavljanju napak glede na Illumino, Siroko uporabljena, saj je cenovno ugodna in enostavna za uporabo
(Berry in sod., 2020).

Platforma podjetja PacBio podobno kot lllumina temelji na sekvenciranju s sintezo, glavna razlika je v tem,
da pri slednji detekcija temelji na signalu pomnozenih fragmentov DNA, PacBio pa deluje na osnovi SMRT
tehnologije (angl. Single Molecule Real-Time). PacBio omogoca LRS in posledi¢no zelo dolge odcitke dolzine
do 10 kb, vendar pa je imela platforma v preteklosti poleg visoke zmogljivosti tudi veliko stopnjo napak (do
14 %) (Berry in sod., 2020; Wu in sod., 2015), ki se lahko zmanjsa z uporabo nacina HiFi (angl. High Fidelity)
(>99.9%) (CD Genomics, 2025). Platforma ONT (Slika 2) (Tamang, 2024) je LRS in omogoca prilagodljive
resitve z razlicnimi pretocnimi celicami, od manjsih (2,8 Gb na sekvenciranje, s Flongle adapterjem), do
vecjih, kot so MinlON (do 50 Gb na sekvenciranje), GridlON (do 250 Gb) in PromethlON (do 14 Tb) (Tamang,
2024). Ena klju¢nih prednosti sekvenciranja z napravo MinlON je moznost analize podatkov v realnem ¢asu
in krajsi ¢as do rezultata (24-48 ur) (Maina in sod., 2024; Pecman in sod., 2022).

Karakteristicen
padec
lonski tok

Slika 2: Osnovni princip delovanja sekvenéne tehnologije ONT. Motorni protein (helikaza) odvije DNA tako, da v nanoporo
proti pozitivni strani membrane vstopa enoverizna DNA. Vsaka baza povzro€i znacilno zmanj$anje ionskega toka, kar
omogoca dolocitev nukleotidnega zaporedja DNA (povzeto po (Tamang, 2024)).
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Tehnologija ONT temelji na spremljanju prehoda molekul DNA ali RNA skozi proteinsko poro, kar privede do
spremembe elektricne napetosti, ki jo lahko izmerimo (slika 2) (Tamang, 2024). Z ONT lahko sekvenciramo
izjemno dolga zaporedja DNA ali RNA. Vendar pa sta v preteklosti potreba po visoki zacetni koli¢ini RNA
(500 ng) in visoka stopnja napake (do 15 %, odvisno od uporabljene preto¢ne celice) omejila njeno
uporabnost (Berry in sod., 2020; Maina in sod., 2024; Pecman in sod., 2022). Z razvojem ONT tehnologije se
je zmanjsala tudi stopnja napake (do 5 %), ki se lahko z dodatnimi korekcijami zniza na 99.996% (CD
Genomics, 2025). Prednost ONT je, da je MinlON prenosna naprava, ki se prikljuci prek USB-ja, kar omogoca
uporabo v razli¢nih laboratorijskih okoljih (Maina in sod., 2024). Uporaba MinlON-a za detekcijo virusov je v
porastu, saj se uporablja v epidemioloskem spremljanju, identifikaciji mikrobioma in diagnostiki na terenu
(Mehetre in sod., 2021). Sekvenciranje z ONT se hitro razvija in pri¢akuje se, da bo v prihodnosti bolj Siroko
uporabljano (Kutnjak in sod., 2021).

1.2  HTS postopek

Za identifikacijo rastlinskih patogenov lahko uporabimo dve vrsti HTS: ciljno (angl. amplicon/targeted
sequencing/metabarcoding) in naklju¢no sekvenciranje (angl. shotgun/random sequencing) (EPPO, 2022).
Pri cilinem sekenciranju gre za uporabo specificnih barkod oz. amplikonov, ki nastanejo s PCR ali sorodnimi
protokoli. Zacetni oligonukleotidi (ZO) so navadno nacrtovani tako, da specificno pomnozijo ohranjeno regijo
vec razlicnih tarénih organizmov (bakterije, glive, rastline, virusi, insekti, nematode) in lahko generirajo
nukleotidna zaporedja ¢im vecjega Stevila vrst. Pri »shotgun« nacinu pa naklju¢no sekvenciramo katero koli
DNA ali RNA prisotno v vzorcu (ne glede na njen izvor) in pridobimo celoten genom vseh prisotnih patogenov
(EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022).

Ne glede na uporabljen postopek lahko HTS razdelimo na osem korakov (slika 3), ki obsegajo vzorcenje,
laboratorijski in bioinformacijski del in na koncu potrditev in interpretacijo rezultatov (Lebas in sod., 2022).
Za vsak korak obstajajo razlicni protokoli, ki se z razvojem tehnologije redno spreminjajo in jih je posledicno
potrebno redno posodabljati (EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022).

1. korak: vzorcenje. Zahteve za HTS vzorec so podobne kot za ostale diagnosticne teste (EPPO, 2021), le da
lahko v tem primeru vzorec vsebuje vec razlicnih patogenov (Lebas in sod., 2022).

2. korak: ekstrakcija nukleinskih kislin. Izbira metode ekstrakcije je odvisna od tipa nukleinske kisline (DNA
ali RNA), zahtev platforme glede velikosti fragmentov in matriksa (npr. semena, listi, steblo, zemlja, ...). V
vecini primerov zadostujejo protokoli, ki se uporabljajo za PCR in PCR v realnem ¢asu (qPCR), v nekaterih
primerih pa so podane Se dodatne zahteve z visjo integriteto nukleinskih kislin in nizjo koncentracijo (EPPO,
2022). Vecina razpolozljivih protokolov priporo¢a oceno kakovosti in koli¢ine nukleinskih kislin pred pripravo
knjiznice. Pri nekaterih pristopih obogatitve (npr. VANA [angl. Virion-Associated Nucleic Acids], ekstrakcija
dsRNA) so koncentracije pridobljenih nukleinskih kislin lahko niZje od zahtevane koli¢ine za pripravo
knjiznice, zato je lahko pred gradnjo knjiznice potreben korak naklju¢ne amplifikacije (Kutnjak in sod., 2021).

3. korak: priprava knjiznice. Cilj priprave je izolirati in pogosto tudi namnoziti zadostno koli¢ino nukleinskih
kislin ustrezne velikosti, ki so na obeh koncih obdane z adapteriji in indeksi (oligonukleotidnimi zaporedji)
potrebnimi za sekvenciranje. Adapterji so kratka nukleotidna zaporedja, ki se razlikujejo med platformami, in
omogocajo pritrditev na sekvencer in s tem zacetek sekvenciranja. Indeksi se uporabljajo pri socasnem
sekvenciranju vec tar¢ (angl. multiplexing) za povezovanje posameznih fragmentov nukleinske kisline z
izvornim vzorcem. Protokol se razlikuje glede na uporabljen HTS test (EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022).

Za ciljno sekvenciranje je zelo pomembna izbira ustreznih Z0O, ki omogocajo pomnozitev tarCne regije na 3'-
koncu in zaporedja adapterja na 5 -koncu (indeksi so opcijski). Priporocljiva je uporaba polimeraze, ki naredi
manj napak (angl. high-fidelity), da ne pride do napacnega zaporedja nukleotidov. Pomembno je tudi Stevilo

ciklov PCR reakcije, ker se mora reakcija ohraniti v eksponentni fazi (EPPO, 2022).

Pri »shotgun« sekvenciranju je na voljo vec protokolov, ki so komercialno dostopni. Izbira protokola je
odvisna od tehnologije sekvenciranja, tehnicnih kriterijev, Casa, osebja ter stroSkov reagentov in potroSnega
materiala. V primeru RNA se najprej izvede korak reverzne transkripcije, pri nekaterih platformah pa se lahko
uporabi direktno sekvenciranje RNA (ONT; PacBio) (Lebas in sod., 2022).

Opcijsko v 3. koraku:

- obogatitev (angl. enrichment/ target selection) je neobvezni korak, ki pri »shotgun« sekvenciranju
predstavlja odstranitev ne-tarc¢nih zaporedji (rastlinska ribosomska RNA, rRNA- ribodeplecija),
ultracentrifugacija pred ekstrakcijo, obogatitev dvoverizne RNA (dsRNA) ali zajem sonde (angl. probe
capture, uporaba taréno specificnih oligonukleotidov) (EPPO, 2022; Liefting in sod., 2021).

- zdruzevanje vzorcev (angl. pooling of samples/ multiplexing) je prav tako lahko del priprave knjiznice, ker
zmanjSa stroske sekvenciranja. Vzorec se oznaci z indeksom (angl. index/ barcode/ tag /MID), ki je kratko
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oligonukleotidno zaporedije obdano (ali ne) z adapterjem, in se uporablja za oznacevanje vzorcev. Indeks je
lahko dodan na en ali oba konca fragmenta nukleinske kisline in se sekvencira so¢asno s taréo ali v loCeni
regiji, kar omogoca da vsako zaporedje lahko povezemo z originalnim vzorcem (po koraku »razzdruzevanja«)
(Lebas in sod., 2022). Zaradi zdruZevanja se poveca verjetnost napak in kontaminacije, prav tako pa morajo
biti vzorci prej normalizirani, da se zmanjs$a pristranskost zaradi zdruzevanja (EPPO, 2022).

4. korak: sekvenciranje. Vsak laboratorij naj bi uporabljal optimalno platformo in dolzino od¢itkov glede na
namen uporabe HTS testa. Obstajajo Stevilne platforme, ki so komercialno dostopne in se zelo pogosto
posodabljajo, kar ima lahko vpliv na rezultate. Poleg kvalitete sekvenciranja (Stevilo odcitkov, dolzina
odcitkov, stevilo napak, globina pokritosti,...) je pomemben tudi stro$ek sekvenciranja in sod., 2022).
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Slika 3: Postopek izvedbe HTS pri rastlinski diagnostiki (povzeto po (Lebas in sod., 2022)).
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5. korak: analiza surovih od¢itkov (angl. raw reads). Ta korak obsega bioinformacijsko analizo, vklju¢no s
kontrolo kakovosti generiranih zaporedij in odstranitvijo adapterjev (neobvezno), indeksov in zacetnih
oligonukleotidov. V primeru zdruzenih vzorcev, korak »razzdruzevanja« (angl. demultiplexing) omogoca
dodelitev generiranih zaporedji ustreznim vzorcev. Dodatno se lahko izvede tudi analize, ki zmanjSajo
koli¢ino podatkov in izboljSajo kakovost analize, kot je na primer zdruzevanje smernih in protismernih
odcitkov na osnovi prekrivajoCih se regij ali odstranjevanjem podvojenih od¢itkov (Kutnjak in sod., 2021;
Lebas in sod., 2022).

6. korak: Identifikacija tar¢. Bioinformacijska analiza je namenjena povezovanju zaporedji s specifi¢nimi
organizmi. Glede na namen HTS testiranja je lahko anotacija zaporedij taksonomska (vrsta, rod, druzina, ...)
ali funkcijska (dolocitev ali od¢itek pripada kodiranem obmocdju, intronu, promotorju, microRNA,...).
Identifikacija se lahko izvede na posameznih od¢itkih, po »de novo« sestavljanju, po mapiranju od¢itkov na
referenc¢no zaporedije ali z uporabo kombinacije vseh pristopov (Lebas in sod., 2022).

7. korak: analiza kontrol. Ta analiza omogoca preverjanje ali so vse kontrole, vklju¢no s HTS-analizo, dale
pricakovane rezultate, z namenom, da se odpravijo lazno pozitivni in/ali lazno negativni rezultati. Za
preverjanje morebitne kontaminacije, ki se lahko pojavi med HTS-analizo, se lahko v razli¢nih korakih uporabi
pozitivne, negativne in tuje (angl. alien) kontrole. Tuja kontrola vsebuje tarco (skodljivec ali ne), ki spada v
isto skupino kot taréni organizmi, vendar se v testnem vzorcu ne more pojaviti (EPPO, 2022; Lebas in sod.,
2022; Massart in sod., 2022).

8. korak: potrditev tarce, interpretacija in poro¢anje. Zadnji korak obsega potrditev identitete tar¢ zaznanih v
vzorcu, razlago bioloskega in fitosanitarnega pomena identifikacije tar¢ (zlasti pri novih odkritjih) in
porocanje rezultatov HTS-testa (Lebas in sod., 2022).

1.3 Bioinformatika

Medtem ko so postopki v laboratoriju in sekvenciranje (angl. wet lab) postali Siroko dostopni in uporabnikom
prijazni, analiza in interpretacija podatkov (angl. dry lab), Se vedno zahteva specializirano znanje
bioinformatike in ustrezno racunalnisko infrastrukturo (Berry in sod., 2020). Bioinformacijski del obsega
uporabo razlicnih programov, ki omogocajo analizo surovih podatkov. Rezultati, ki jih generira
bioinformacijski analizni postopek (angl. pipeline) so odvisni od uporabljene programske opreme (verzije),
nastavitev parametrov in pragov ter natancnosti in popolnosti podatkovnih baz zaporedij, uporabljenih za
referenco (EPPO, 2022). Razvitih je bilo veliko bioinformacijskih analiznih postopkov, ki lahko delujejo v
okolju Linux, prek spletnih vmesnikov, kot komercialni paketi ali odprtokodna programska oprema. Razvoj
gre v smeri poenostavljenih resitev na »en klik«, ki pa potrebujejo ustrezno usposobljeno osebje, ki razume
njihovo delovanje, da jih lahko pravilno uporabi glede na podatke in cilje analize (EPPO, 2022; Ren in sod.,
2017).

Na splosno, ne glede na izbiro programske opreme ali analiznega postopka za detekcijo in identifikacijo
patogenov v vzorcu, obstajajo skupni koraki, ki jih je mogoce upostevati za uspesno analizo (Berry in sod.,
2020). Najprej se preveri kakovost sekvencnih podatkov, kot tudi kakovost surovih od¢itkov. Surovi podatki
platforme se obiCajno ocistijo, obrezejo in filtrirajo, da se odstranijo nizkokakovostni in podvojeni od¢itki
(Berry in sod., 2020; EPPO, 2022). Odstranitev odcitkov genomov/ transkriptomov gostitelja se izvaja zato,
da se zmanjsa Sum ozadja (npr. od¢itki gostitelja in okolja) in poveca frekvenca od¢itkov patogenov. Ta
korak prav tako zmanjsa ¢as nadaljnje analize. Nadaljnje odstranjevanje Suma ozadja se doseze z
mapiranjem odcitkov vzorca na odcitke negativne kontrole, da se zagotovi odstranitev morebitnih
kontaminacij, kot so odcitki povezani z reagenti. Preostali odcCitki se obi¢ajno sestavijo »de novok, tako da se
ustvarijo dolgi segmenti zaporedij (angl. contig). Pri platformah, ki proizvajajo kratke odcitke, ta korak
zagotavlja zanesljivost rezultatov in vecjo natanc¢nost nadaljnje identifikacije patogenov (Berry in sod., 2020;
Lebas in sod., 2022; Massart in sod., 2022).

Taksonomska identifikacija dobljenih segmentov zaporedij se izvede z ujemanjem z geni in zaporedji v
nukleotidnih ali proteinskih bazah podatkov, za to se najpogosteje uporabljajo razli¢ice programa BLAST
(BLASTxX, BLASTn, MegaBLAST, BLASTp; NCBI, ZDA). Pogosto se te baze podatkov prenesejo lokalno, da se
skraj$a Cas obdelave. Eden izmed bolj zahtevnih korakov metagenomskih analiz in odkrivanja patogenov je
interpretacija rezultatov. Manj izkuSeni laboratoriji se lahko soocijo s tezavami pri prepoznavanju lazno
negativnih in lazno pozitivnih rezultatov, vklju¢no z razlikovanjem med ozadjem, kontaminacijo in resni¢no
prisotnimi patogeni. To je Se posebej zahtevno, kadar je koncentracija patogena v vzorcu nizka (Berry in sod.,
2020; Kutnjak in sod., 2021).

Eden glavnih dejavnikov, ki vplivajo na natancnost in popolnost sestave genoma, je kakovost sekvenciranih
odcitkov (angl. reads) in globina pokritosti (angl. read depth). Ti vidiki se razlikujejo med platformami in
pristopi kratkih in dolgih odcitkov. Ce zahteve glede kakovosti odCitkov in globine pokritosti niso izpolnjene,
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konsenznega zaporedja ni mogoce upostevati. Obicajno se takSni nepopolni/genomi z vrzelmi dopolnijo z
dodatnim sekvenciranjem. Kakovost sestave bo prav tako odvisna od uporabljenega algoritma za
sestavljanje. Obstaja veliko algoritmov za sestavljanje genomov in dolo¢anje konsenza, ki se mo¢no
razlikujejo po zapletenosti, natancnosti, hitrosti in prilagodljivosti. Na sploSno obstajata dva glavna pristopa
k sestavljanju genomov: sestavljanje na osnovi referencnega genoma (angl. reference-based/mapping-
based) in »de novo« sestavljanje (Berry in sod., 2020; EPPO, 2022).

Sestavljanje na osnovi referencnega genoma je zelo uporabno orodje za sestavljanje znanih genomov, saj
odcitke vzorca poravnamo na referen¢ni genom na podlagi najbolj$e poravnave z referenco. V tem primeru
je klju¢na izbira reference, ki se ne sme prevec razlikovati od vzorca, da se lahko vecina odcitkov ustrezno
nalega. Analiza na osnovi referenénega genoma je mogoca z uporabo programov osnovanih na ukazni
vrstici (BWA MEM, Bowtie2) oziroma komercialno dostopnih orodiji, kot sta Geneious in CLC Genomics
Workbench, kot tudi odprtokodnih orodiji, kot so Galaxy Platform, Pathosphere, EDGE in $tevilni drugi (Berry in
sod., 2020).

»De novo« sestavljanje genomov temelji na povezovanju odcitkov vzorca med seboj z uporabo prekrivajocih
se zaporedij, da se ustvarijo daljSi segmenti zaporedij. Uporablja se kadar je patogen nov, neznan, referencni
genom ne obstaja ali pa se predvideva, da so prisotne insercije, delecije in ponovitve. Najpogosteje se
uporablja orodja kot so SPAdes, Velvet, Minia, ABySS, IDBA-UI, ALLPATHS-LG in SOAPdenovo, ki so lahko del
komercialno dostopnih orodji kot sta Geneious in CLC Genomics Workbench (Berry in sod., 2020; Kutnjak in
sod., 2021). Ce v genomu nastanejo vrzeli, jih lahko zapolnimo in silico z uporabo orodji kot so Bandage,
Mauve, CLC Genomics Workbench in EDGE. Za povecanje natancnosti sestavljanje genomov je najboljsa
uporaba kombinacije obeh nacinov sestavljanja (Berry in sod., 2020; EPPO, 2022).

Detekcijo patogenov si lahko olajSamo tudi z uporabo orodji, kot je diagnostic¢na analiza nukleinskih kislin z
e-sondami (angl. E-probe Diagnostic Nucleic Acid Analysis; EDNA) (Pasha in sod., 2024). Z uporabo
nadgradnje sistema EDNA, ki se imenuje Microbe Finder (MiFi), lahko nacrtujemo e-sonde, ki omogocajo
neposredno detekcijo tarénih patogenov v surovih bazah HTS podatkov. Na ta nacin se lahko izognemo
dolgotrajnemu koraku bioinformacijske analize. Platforma MiFi vsebuje dve klju¢ni orodji, MiProbe za
nacrtovanje e-sond in MiDetect za detekcijo patogenov. Omogoca detekcijo genomov virusov, viroidov, gliv,
oomicet in bakterij v rastlinah in drugih organizmih (Pasha in sod., 2024).

Vse platforme in algoritmi za sestavljanje imajo omejitve zato se pri¢akuje, da bodo v rezultatih prisotne
napake. Kontrola kakovosti in pregled sestavljenega zaporedja je zato zelo pomemben korak analize. Zaradi
napak namrec lahko prihaja do nepricakovanih insercij ali delecij, premikov bralnih okvirjev ali stop kodonov
(Berry in sod., 2020; Jia in sod., 2012). Bioinformatika tako predstavlja klju¢en del analize, pri katerem so za
ustrezno interpretacijo rezultatov zelo pomembne izkusnje in ustrezna usposobljenost osebja.

1.4  Prednosti in slabosti HTS za sodobno diagnostiko patogenov

Tehnologija HTS postaja nepogresljivo orodje za sodobno diagnostiko virusov in viroidov v rastlinah, tako kot
ostale diagnosticne metode pa ima seveda Stevilne prednosti in slabosti (preglednica 2). Njegova glavna
prednost je nepristranska detekcija, ki omogoc¢a odkrivanje znanih in novih patogenov brez predhodnega
znanja o njihovi prisotnosti, hkrati pa iz enega vzorca razkrije celoten spekter okuzb (Lebas in sod., 2022;
Massart in sod., 2022; Pecman in sod., 2022; Rong in sod., 2023). HTS se odlikuje po visoki obcutljivosti,
sposobnosti prepoznavanja genetskih razliCic in moznosti ponovne analize podatkov. Kljub temu njegova
rutinska uporaba ostaja omejena zaradi visokih stroskov, zahtevne bioinformacijske obdelave, pomanjkanja
standardizacije, ker se protokoli za delo v laboratoriju in analizo podatkov zelo razlikujejo (Berry in sod.,
2020; EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022; Pecman in sod., 2022; Rivarez in sod., 2023; Rong in sod., 2023).
Kljub padcu cen HTS analiz, ki omogoca lazjo dostopnost, velik izziv Se vedno predstavlja dejstvo kako
dolociti optimalno koli¢ino podatkov (Stevilo od¢itkov), ki so potrebni za natancno in zanesljivo detekcijo
patogenov (Visser in sod., 2016).
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Preglednica 2: Prednosti in slabosti HTS (Berry in sod., 2020; Lebas in sod., 2022; Massart in sod., 2022; Pecman in sod.,
2022; Visser in sod., 2016).

Vidik Prednosti HTS Slabosti HTS
Nepristranska detekcija — ni potrebe po . .
- ) ) . Prisotnost sekvence patogena ne pomeni
Detekcija predhodnem znanju o patogenu; omogoca . . e e S .
L IR L P nujno aktivne okuzbe; tezave pri loCevanju
patogenov odkrivanje znanih, divergentnih in novih virusov . . L O
o med dejansko infekcijo in kontaminacijo.
ter viroidov v enem postopku.
S . . - . Razli¢ni protokoli in metode lahko dajejo
Stevilo tar¢ Soc¢asna detekcija ve¢ patogenov v enem vzorcu . : : I
- T L razliCne rezultate — omejena primerljivost
v analizi (virusi, viroidi, bakterije, glive).

med laboratoriji.

Obcutljivost in

Zazna patogene v zelo nizkih koncentracijah, tudi
v latentnih okuzbah; visoka ponovljivost

Visoka obcéutljivost poveca tveganje
zaznavanja kontaminacij (npr. iz

natancnost rezultatov. laboratorija ali okolja).
L e " Interpretacija genetskih razlik zahteva
Omogoca identifikacijo sevov, mutacij, ; e " C
Genetske S : . . poglobljeno bioinformacijsko znanje in
. - rekombinacij in analizo genetske raznolikosti - )
informacije kakovostne referencne baze, ki so pogosto

patogenov.

nepopolne.

Uporabnost v

Primerna za odkrivanje kompleksnih mesanih

V $tevilnih drzavah $e ni uradno priznana
diagnosticna metoda — zahteva dodatno

diagnostiki okuzb in spremljanje evolucije patogenov. potrditev (npr. PCR).

Dolgorocna . . . - Shranjevanje in obdelava velikih koli¢in
Moznost ponovnih analiz, ko se razsirijo baze N . T

uporabnost odatkov ali poiaviio nova voradania podatkov zahtevata mocCno racunalnisko

podatkov P pojav) P ja. infrastrukturo.

Ekonomika in Omogoca hiter vpogled v celoten V|rom"rastllne V| Visoki strogki opreme, reagentov in analize;

. enem postopku. Velika ponudba zunanjih ; .

izvedba zahteva strokovno usposobljeno osebje.

izvajalcev storitev.

Standardizacija

Postopki se hitro razvijajo in postajajo
dostopnejsi.

Pomanjkanje enotnih protokolov za
vzorcenje, pripravo knjiznic in analizo

podatkov.

Ena glavnih ovir za uvedbo tehnologij HTS v laboratorijih za varstvo rastlin je pomanjkanje mednarodnih
smernic, ki bi zajemale tako laboratorijske kot bioinformacijske postopke in obsegale usposabljanje in
preverjanje usposobljenosti osebja, ustrezno infrastrukturo in opremo, ter zagotavljanje kakovosti v skladu z
nacionalnimi in mednarodnimi (npr. ISO) standardi. Poleg tega je treba v rutinski uporabi upostevati tudi
razlicne dejavnike, kot so dolocitev mejnih vrednosti meril kakovosti in njihov sprejemljiv razpon, da se
zagotovi zanesljivost rezultatov (Lebas in sod., 2022).

2  VIROIDI

Viroidi so najman;jsi doslej opisani patogeni, sestavljeni zgolj iz 246-401 nukleotidov nekodirajoce krozne
RNA (circRNA) (Flores, 2001; Katsarou in sod., 2022; Navarro in sod., 2012) z neznanim evolucijskim izvorom
(Rueda in sod., 2025). Odkar so jih leta 1971 odkrili v krompirju (Diener, 1971), so viroide obravnavali kot
redke bioloSke entitete, saj so v zadnje pol stoletja o njih porocali le pri 45 vrstah kritosemenk. Nedavne HTS
Studije pa so ta pogled postavile pod vpras$aj, saj so razkrile na tisoCe novih viroidom podobnih entitet,
razsSirjenih po najrazlicnejsih ekoloskih nisah. Presenetljivo je, da vecina teh na novo odkritih kroznih RNA
kaze znake razmnozevanja v bistveno enostavnejsih organizmih, vklju¢no z evkarionti in prokarionti, ne pa
samo v rastlinah (Rueda in sod., 2025).

Viroidi imajo pomemben negativen gospodarski vpliv pri kokosovih palmah (700.000 okuzenih palm na
Filipinih zaradi CCCVd [angl. coconut cadang-cadang viroid; Cocadviroid cadangi]), pri sadnem drevju (do 95
% izgube pridelka avokada zaradi ASBVd [angl. avocado sunblotch viroid; Avsunviroid albamaculaperseag)),
pri okrasnih rastlinah (do 65 % zmanjs$anje rasti krizantem zaradi CSVd [angl. chrysanthemum stunt viroid;
Pospiviroid impedichrysanthemil), pri vrtninah (do 64 % izgube pridelka krompirja zaradi PSTVd [angl. potato
spindle tuber viroid; Pospiviroid fusituberis]), kot tudi pri pridelavi hmelja (do 70 % nizja vsebnost a-kislin
zaradi CBCVd [angl. citrus bark cracking viroid; Cocadviroid rimocitri]) (Gucek, 2020; Hammond, 2017;
Rodriguez in sod., 2017; Verhoeven in sod., 2017).

Diagnostika viroidov je zapletena, da bi bila metoda detekcije ucinkovita, mora izpolnjevati kriterije
“ASSURED": cenovno dostopna (angl. affordable), obcutljiva (angl. sensitive), selektivna (angl. selective),
enostavna za uporabo (angl. user-friendly), hitra in robustna (angl. rapid and robust), brez potrebe po opremi
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(angl. equipment-free) in dostopna konénim uporabnikom (angl. deliverable to end users). Vendar pa ne
obstaja “popolna” metoda zaznavanja ali ena zlata standardna metoda, saj ima vsaka tehnologija svoje
prednosti in slabosti (Katsarou in sod., 2019).

Tradicionalno se za zaznavanje viroidov uporabljajo molekularni testi, kot so RT-PCR in RT-qPCR (Gucek in
sod., 2017). Vendar pa HTS kot ne-tar¢na metoda omogoc¢a zaznavo katerega koli viroida, tudi
nepri¢akovanih oziroma neznanih (Rollin, 2023). Z uporabo HTS so na podlagi analiz sSRNA, total RNA in
dsRNA odkrili nove gostitelje in identificirali Stevilne viroide, kot so PSTVd, CEVd (angl. citrus exocortis
viroid; Pospiviroid exocortiscitri), ADFVd (angl. apple dimple fruit viroid; Apscaviroid fossulamali), PLMVd
(angl. peach latent mosaic viroid; Pelamoviroid latenspruni), HSVd (angl. hop stunt viroid; Hostuviroid
impedihumuli) in GYSVd (angl. grapevine yellow speckle viroid 1 in 2; Apsaviroid alphaflavivitis/ betaflavivitis)
(Hadidi in sod., 2016). Med drugim so na tak nacin v hmelju odkrili tudi CBCVd (Jakse in sod., 2015).

HTS je omogocil tudi odkritje novih ali prej neznanih viroidov (preglednica 3) (Ito in sod., 2013; Ortega-Acosta
in sod., 2024; Rueda in sod., 2025; Wu in sod., 2015; Zhang in sod., 2014). Za odkrivanje novih viroidov je bil
razvit poseben racunalniski algoritem PFOR (angl. progressive filtering of overlapping small RNAs), ki deluje
na principu siRNA (malih interferenénih RNA) (Wu in sod., 2012). V rastlini namre¢ okuzba z viroidi sprozi
nastanek viroidnih siRNA, ki lahko z visoko gostoto prekrijejo celoten genom viroida. Vendar pa zaradi velike
heterogenosti populacij viroidov teh siRNA ni mogoce sestaviti v celotne genome viroidov s
konvencionalnimi algoritmi, kot je npr. Velvet. PFOR omogoc¢a postopno odstranjevanje malih RNA, ki se ne
prekrivajo oz. tistih, ki jih ni mogoce sestaviti in posledi¢no identifikacijo viroidov iz obeh znanih druzin (Wu
in sod., 2012, 2015). S posodobitvijo algoritma na PFOR2 se je Se povecala ucinkovitost filtriranja viroidov
(Zhang in sod., 2014). Na ta nacin so bili odkriti novi viroidi, med drugim GLVd (angl. grapevine latent viroid;
Apscaviroid latensvitis), ki so ga uvrstili kot novo vrsto rodu Apscaviroid (Zhang in sod., 2014). Uporaba
algoritmov PFOR/PFOR2 je omogocila tudi odkritje dveh viroidom podobnih RNA: GHVd RNA (angl.
grapevine hammerhead viroid-like RNA) in AHVd RNA (angl. apple hammerhead viroid-like RNA) (preglednica
3) (Wuin sod., 2012, 2015; Zhang in sod., 2014).

Preglednica 3: Seznam novih viroidov odkritih s HTS.

Viroid (anglesko ime) Druzina/Rod Referenca

persimmon viroid 2 (PVd2) Apscaviroid (ltoin sod., 2013)

gﬁi;evme hammerhead viroid-like RNA (GHVd Avsunviroidae (Wu in sod,, 2012)

?{?\1[2()3 hammerhead viroid-like RNA (AHVd-like Avsunviroidae (Zhang in sod., 2014)

grapevine latent viroid (GLVd) Apscaviroid (Zhang in sod., 2014)

mexican opuntia viroid (MOVd) Pospiviroidae (Ortega-Acosta in sod,,
2024)

opuntia viroid 2 (OVd-2) Apscaviroid (Z%rzt(;?a-Acosta in sod.,

Iskanje novih viroidov na osnovi ze obstojecih podatkov HTS je mogoce tudi z uporabo drugih orodji. V svoji
raziskavi so Rueda in sod. (2025) izvedli celovito bioinformacijsko iskanje klasi¢nih rastlinskih viroidov
(druzina Pospiviroidae, 40 znanih vrst) z uporabo genetske baze podatkov Logan (Chikhi in sod., 2025). S
strukturno analizo so identificirali 13.000 genomov, ki izpolnjujejo znacilnosti druzine Pospiviroidae: majhno
krozno RNA zaporedje, palicasto sekundarno strukturo ter prisotnost osrednjih in terminalnih domen,
ohranjenih pri vseh viroidih. Med temi so odkrili 20 genomoyv, ki verjetno predstavljajo nove vrste rastlinskih
viroidov. Ti rezultati nakazujejo Sirsi spekter rastlinskih gostiteljev, kot je bilo prej znano. Viroide je tako
mogoce zaznati pri novih vrstah kritosemenk, od zelis¢nih, kot je érni poper (angl. piper nigrum viroid, PnVvd),
indigo (angl. strobilanthes cusia viroid, ScVd), do lesnatih rastlin, kot so topoli (angl. populus viroid, PVd) ali
magnolije (angl. magnolia viroid, MVd). Novi viroidi so bili prav tako odkriti v okoljskih vzorcih (angl. MAG-X
Vd), od sedimentov, do vzorcev blata goveda. Hkrati so v omenjeni raziskavi potrdili tudi veliko novih
gostiteljev, med drugim so viroid PSTVd nasli v godzi jagodah. Uporaba HTS metod v kombinaciji z
obseznimi bazami podatkov tako pripomore k boljSemu razumevanju biologije viroidov, hkrati pa poudarja
tudi bolj omejeno genetsko raznolikost in Stevil¢nost tipi¢nih rastlinskih viroidov v primerjavi z drugimi
kroznimi RNA molekulami, kot so obeliski in viroidom podobne RNA z ribocimi (Rueda in sod., 2025).
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3  RUTINSKA DIAGNOSTIKA VIROIDOV S HTS

Tehnologije HTS se nenehno izboljSujejo, da postanejo hitrejse, ucinkovitejSe in cenejse. Leta 2009 so se
HTS tehnologije zacele uporabljati tudi na ve¢ podrocjih rastlinske virologije, vklju¢no s sekvenciranjem
genomov virusov in viroidov, odkrivanjem in zaznavanjem patogenov, ekologijo in epidemiologijo ter
replikacijo in transkripcijo. Identifikacija in karakterizacija znanih in neznanih virusov in viroidov v okuZenih
rastlinah sta med najuspesnejsimi uporabami teh tehnologij (Barba in sod., 2014). Uporaba HTS tehnologij
se je povecala zaradi moznosti prepoznavanja mesanih patogenih okuzb v enem samem testu, za katere bi
sicer potrebovali vec razli¢nih testov. Viroidi se navadno analizirajo v kombinaciji z virusi, saj se s HTS
najpogosteje raziskuje celoten virom (vsi virusi in viroidi) gostitelja. Zgodovinsko gledano se je HTS manj
uporabljal zaradi svoje zahtevnosti in viSje cene (Rollin, 2023). Vendar pa se je z razvojem tehnologij to
spremenilo in HTS se zdaj Ze vec kot desetletje uporablja za odkrivanje novih virusov in viroidov ter postaja
standardno orodje v raziskavah in diagnostiki rastlinske virologije (Massart in sod., 2022; Rivarez in sod.,
2021).

Razli¢ni pristopi RNA sekvenciranja (RNA-Seq) so bili obsezno uporabljeni za odkrivanje in karakterizacijo
rastlinskih virusov in viroidov, pri Cemer se uporabljajo razlicni vhodni tipi nukleinskih kislin, metode priprave
knjiznic in sekvencne platforme. Ribosomske RNA (rRNA) so izjemno pogoste in predstavljajo 80-90 %
celotne RNA, pri cemer je ribodeplecija klju¢na za obogatitev patogenov v vzorcu (Liefting in sod., 2021).
HTS pristopi vkljucujejo uporabo celotne RNA (totRNA), rRNA-depletirane celotne RNA (rRNA-depleted
totRNA), dvoverizne RNA (dsRNA), majhnih RNA (sRNA), poliadeniliranih RNA (polyA RNA) ali z virusom
povezanih nukleinskih kislin (VANA) (Javaran in sod., 2023; Maina in sod., 2024; Pecman in sod., 2017
Rivarez in sod., 2021). Za siroko detekcijo virusov in viroidov v posameznih vzorcih ali relativno majhnemu
Stevilu zdruZenih vzorcev (Pecman in sod., 2017; Rivarez in sod., 2021) se najpogosteje uporabljata
sekvenciranje rRNA-depletirane totRNA (Visser in sod., 2016) ali SRNA, medtem ko sta dsRNA in VANA
primernejsa za obogatitev v vecjih skupinah vzorcev (Rivarez in sod., 2021).

Stevilo od&itkov, potrebnih za detekcijo virusov in viroidov, je odvisno od $tevila virusnih/viroidnih odgitkov v
podatkih, velikosti virusnega/viroidnega genoma in kompleksnosti viroma. Nekateri virusi ali viroidi so lahko
v podatkih bolj zastopani, odvisno od stopnje okuzbe, ki je lahko odvisna od gostitelja in/ali virusa/viroida,
odziva rastline na okuzbo v primeru majhnih RNA (sRNA) ter narave genoma pri razli¢nih tipih knjiznic (npr.
DNA, poli(A)-izbrane RNA, RNA knjiznice z odstranjenimi ribosomi) (Visser in sod., 2016).

Veliko tezavo pri vpeljavi HTS v rutinske analize predstavlja vprasanje kontaminacije, saj so ti testi enako ali
celo bolj obcutljivi na kontaminirane vzorce kot PCR metode. Zaradi Stevilnih korakov priprave in uporabe
velikega Stevila reagentov obstaja povecano tveganje vnosa tuje nukleinske kisline, ki jo HTS zaradi Sirokega
spektra detekcije in visoke obcutljivosti zlahka zazna. Kontaminacija se lahko pojavi v katerikoli fazi
laboratorijskega postopka, od vzorcenja in izolacije nukleinskih kislin do priprave knjiznic in samega
sekvenciranja (Massart in sod., 2022). Viri kontaminacije vkljucujejo nepravilno rokovanje z vzorci,
onesnazene povrsine, opremo, reagente ali prenos ostankov iz prejsnjih analiz, pogosta pa je tudi navzkrizna
kontaminacija med veC zaporednimi sekvenciranji. Pri zdruzevanju vzorcev se lahko pojavi navzkrizna
kontaminacija na primer zaradi preskakovanja indeksov. Doloceni laboratorijski reagenti, kot so kompleti za
izolacijo DNA in molekularno Cista voda, lahko dodatno vplivajo na rezultate. Zato je nujno dosledno
upostevati dobre laboratorijske prakse, kot so uporaba Cistih reagentov, redno ¢iscenje opreme in fizicna
loCitev vzorcev z visoko koncentracijo tar¢nih organizmov. Kljub temu do popolne odprave kontaminacije ni
mogoce priti, zato je njeno spremljanje skozi celoten HTS-postopek klju¢nega pomena. Prav tako lahko
uporaba ustreznih kontrol precej pripomore k lazjemu spremljanju vpliva kontaminacije (EPPO, 2022;
Massart in sod., 2022).

V rutinski diagnostiki tehnologije HTS odpirajo nove moznosti za razumevanje statusa patogena v doloceni
regiji preko programov monitoringa, za certifikacijo sadilnega materiala, za karantensko testiranje (po vnosu)
za preprecCevanje vnosa patogenov v drzavo, kot tudi monitoring uvozenega rastlinskega blaga, ki bi lahko
predstavljal nova tveganja (EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022). Pri HTS je lahko tar¢a eden ali ve¢ razlicic, vrst,
rodov, druzin ali skupin organizmov (bakterije, glive, virusi, viroidi), ki se testirajo kot posamezni vzorci ali
izolati ali pa v razlicnih matriksih (rastline, zemlja, voda). Obseg HTS-testa mora biti opredeljen v skladu s
standardoma EPPO PM 7/98 (EPPO, 2021) in EPPO PM 7/151 (EPPO, 2022). Slednji opisuje posebne izzive
povezane z laboratorijskimi postopki in bioinformacijskimi analizami, validacijo ter nadzorom kakovosti pri
HTS testih.

Za ucinkovito vkljucitev HTS v rutinske analize viroidov bo klju¢nega pomena vzpostavitev referencnih baz,
standardnih protokolov in postopkov validacije (EPPO, 2022; Lebas in sod., 2022). V $tudiji Bester in sod.
(2022) so dokazali, da je z dobro validacijo celotnega HTS postopka mozna zanesljiva rutinska analiza
viroidov kot so HSVd, CEVd in CDVd (angl. citrus dwarfing viroid; Apscaviroid nanocitri) v agrumih.
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4  ZAKLJUCKI

Razvoj tehnologij HTS napreduje izjemno hitro, postopki sekvenciranja se nenehno izboljSujejo, kar
zmanjSuje napake, znizuje stroSke in povecuje zanesljivost rezultatov. Taksna dinamika pa hkrati otezuje
vzpostavljanje stabilnih in primerljivih diagnosti¢nih protokolov za rutinsko spremljanje in odkrivanje
patogenov. Ceprav novi pristopi odpirajo $tevilne raziskovalne priloznosti, pogosto mine ve¢ let, preden so
ustrezno validirani in uvedeni v redno diagnosti¢no prakso. Zato je nujno, da se naértovanje na podrocju
zdravja rastlin, tako finan¢no kot kadrovsko, usmerja dolgoro¢no (Berry in sod., 2020; EPPO, 2022).

Ob laboratorijskih izboljSavah je v zadnjem desetletju izjemen napredek dosegla tudi bioinformatika,
predvsem zaradi poveCane racunalniSke moci in dostopnosti storitev v oblaku. Razvitih je bilo veliko
bioinformacijskih orodij, kar dodatno otezuje standardizacijo analiznih postopkov. Kljub tej raznolikosti je
pricakovati, da bodo z nadaljnjim razvojem podroc¢ja in z mednarodnim sodelovanjem raziskovalcev
standardizirane prakse postopoma postale samoumevne. Ceprav zaéetne investicije v HTS lahko delujejo
visoke, se pri dovolj velikem obsegu testiranja pogosto povrnejo Ze v nekaj letih, obenem pa laboratorijem
omogocajo bistveno hitrejsi in ucinkovitejsi odziv na pojave in Sirjenje patogenov (Berry in sod., 2020; EPPO,
2022).

V zadnjih letih se HTS vse pogosteje uporablja tudi pri diagnostiki viroidov, saj omogoca hkratno zaznavanje
znanih in novih viroidnih zaporedij brez potrebe po predhodnem poznavanju njihovega genoma. Ta pristop
bistveno povecuje zanesljivost diagnostike, zlasti pri gostiteljih, kjer so viroidne okuzbe pogoste ali
ekonomsko pomembne. Z poenostavitvijo racunalniskih algoritmov, standardizacijo in validacijo postopkov
se bodo lahko HTS tehnologije v bliznji prihodnosti uporabljale za rutinske analize viroidov.
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