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lzvlecek

Viroidi, najmanjsi rastlinski patogeni, so v hmeljarstvu znani predvsem zaradi
gospodarske $kode, ki jo povzrocata viroida zakrnelosti hmelja (HSVd) in viroid
razpokanosti skorje agrumov (CBCVd). Poleg tega, da povzrocajo resne rastlinske
bolezni, so viroidi pomembno vplivali na razvoj Stevilnih biotehnoloskih metod in
orodij, ki jih Se danes uporabljamo v biotehnologiji. V tej pregledni objavi
povzemamo najnovejse raziskave, ki viroide na inovativne nacine izkori$cajo za
razvoj biotehnoloskih metod: i) za proizvodnjo kroznih RNA molekul in njihovo
aplikativno uporabo za zatiranje Skodljivcey; i) kot orodje za transport RNA z
namenom izrazanja proteinov v rastlinskih organelih; iii) kot ribocime, ki
omogocajo razgradnjo ciljanih RNA sekvenc v rastlinah; iv) za napovedovanje
resnosti simptomov in prepreCevanje Sirjenja visokosimptomatskih viroidnih
variant in za v utiSanje genov s pomocjo viroidnih ekspresijskih vektorjev (VdIGS),
ki ima potencial za Siroko uporabo v funkcionalnih Studijah genov pri kmetijsko
pomembnih rastlinah. S temi napredki raziskave viroidov postavljajo temelje za
nove biotehnoloske aplikacije, ki bodo pomembno prispevale k razvoju izboljSanih
pridelkov, boljsi odpornosti rastlin na bolezni in novim metodam nadzora nad
Skodljivci.

Kljucne besede: viroid, ELVd, krozna RNA, transport RNA, ribocimi, VdIGS
biotehnologija

VIROIDS AS AN INNOVATIVE BIOTECHNOLOGICAL TOOL: A BRIEF
OVERVIEW AND EARLY PROSPECTS

Abstract

Viroids, the smallest plant pathogens, are primarily known in hop growing for the
economic damage caused by hop latent viroid (HSVd) and citrus bark cracking
viroid (CBCVd). In addition to causing serious plant diseases, viroids have
significantly influenced the development of numerous biotechnological methods
and tools that are still widely used in biotechnology today. This review summarizes
the latest research that innovatively exploits viroids for the development of
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biotechnological methods: i) for the production of circular RNA molecules and their
application in pest control; ii) as a tool for RNA transport to express proteins in
plant organelles; iii) as ribozymes, which enable the degradation of targeted RNA
sequences in plants; iv) for predicting symptom severity and preventing the spread
of highly symptomatic viroid variants; and v) for gene silencing through viroid-
induced gene silencing vectors (VdIGS), which holds potential for broad use in
functional gene studies in agriculturally important plants. With these
advancements, viroid research is laying the foundation for new biotechnological
applications that will contribute significantly to crop improvement, enhanced plant
disease resistance, and new methods for pest control.

Key words: viroid, ELVd, circular RNA, RNA transport, ribozymes, VdIGS,
biotechnology

1 O VIROIDIH KOT RASTLINSKIH PATOGENIH

Viroidi so najmanjsi znani infektivni agensi, ki smo jih do nedavnega opisovali kot
izklju¢no rastlinske patogene. Te majhne, enoverizne krozne molekule RNA,
velikosti od 246 do 401 nukleotidov, ki ne kodirajo proteinov, uspesno podvajajo
svoje genome v celicah gostiteljske rastline. Novejse raziskave, ki so se oprle na
moderne tehnike sekvenciranja naslednje generacije in mo¢ bioinformatike
nakazujejo na do nedavnega $e nepoznano Sirino njihovih gostiteljev. Dokazali so,
da se viroidi oz. viroidom podobne krozne RNA molekule nahajajo tudi v gostiteljih
izven rastlinskega kraljestva, npr. pri glivah (Sun in Hadidi, 2022; Dong in sod. 2023;
Forgia in sod., 2023), mnogih bakterijah in enoceli¢nih evkariontih (Lee in sod.,
2023) ter celo pri bakterijah, ki so del humanega mikrobioma (Zheludev in sod.,
2024). Na tem mestu lahko izpostavimo tudi Ze dlje ¢asa poznane viroidom
podobne riboziviruse. Mednje npr. spada humani hepatitis delta virus (HDV), ki je
genetsko bolj soroden (rastlinskim) viroidom, kot virusom (Palukaitis in sod.,
2008).

Navkljub fascinantnosti teh odkritij, se sedaj osredotoc¢imo le na viroide v
klasicnem pomenu besede, torej tiste krozne RNA molekule, ki so se sposobne
podvojevati znotraj rastlin. To so gole RNA molekule, torej so brez proteinskega
plasca, ki je sicer znacilen za viruse (Daros, 2016), a so kljub temu zelo obstojne,
tako v, kot tudi izven gostitelja (Volk, 2023). Obstojnost jim omogocajo enoverizne
in dvoverizne regije, ki tvorijo stabilno lasni¢no strukturo te patogene RNA molekule
(Daros, 2016).

Viroide taksonomsko razvr§¢amo v dve druzini: Pospiviroidae in Avsunviroidae.
Druzina Pospiviroidae, kamor sodijo rodovi Pospiviroid, Hostuviroid, Cocadviroid,
Apscaviroid in Coleviroid, vkljuCuje viroide, ki se razmnozujejo v jedru rastlinskih
celic po asimetricnem nacinu in imajo znacilno konservativno centralno regijo ter
palicasto strukturo. Viroidi iz druzine Avsunviroidae, ki vkljuCuje rodove
Avsunviroid, Pelamoviroid in Elaviroid, se razmnozujejo v kloroplastih po simetri¢ni
metodi in imajo razvejano strukturo (Hammond in Owens, 2006).

Za slovensko hmeljarstvo so pomembni predvsem trije viroidi iz druzine
Pospiviroidae: hmeljev latentni viroid (HLVd, angl. hop latent viroid) (Puchta in sod.,
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1988), viroid zakrnelosti hmelja (HSVd, angl. hop stunt viroid) (Sasaki in Shikata,
1977; Radisek in sod., 2022) in viroid razpokanosti skorje agrumov (CBCVd, angl.
citrus bark cracking viroid) (Jakse in sod., 2015). Slednja, HSVd in CBCVd, pri
hmelju povzrocata resne bolezenske simptome in hudo gospodarsko skodo, kar
zahteva natanc¢no spremljanje in ustrezne ukrepe za preprecevanje Sirjenja okuzb.
Predvidene sekundarne strukture za Slovenijo pomembnih viroidov so prikazane na
spodniji sliki (slika 1).

HLVd NC_003611

Yssga cacuacoucacuu cueualsau cactfoo acucang
TIIT TIT1 TIET T TTITTT I TrIriron
LGETE  GUGA CACUGAA GAGGU CGA UGG, (CCGGAG UUCL

HSVdNC_001351

Slika 1: Predvidene sekundarne strukture viroidov HLVd (GeneBank NC_003611), HSVd
(GeneBank NC_001351) in CBCVd (GenBank KM211546.1). Pripravljene so bile z orodjem
“Predict Secondary Structure”, ki je del CLC Genomics Workbench.

2 ZGODOVINSKI VPLIV RAZISKAV VIROIDOV NA RAZVOJ SODOBNIH
BIOTEHNOLOSKIH METOD IN SPOZNANJ

0d odkritja prvega viroida, viroida vretenatosti krompirjevih gomoljev (PSTVd), leta
1971 (Diener, 1971) do danes, ko jim poznamo Ze 44 (Ma in sod., 2023), je bilo na
podrocju raziskav viroidov objavljenih veliko publikacij. Samo v bazi PubMed jih
lahko nastejemo preko 1400!

Nekatere izmed teh raziskav so neposredno vplivale na razvoj biotehnoloskih
metod in orodij, ki jih v biotehnologiji uporabljamo Se danes. Tako so za potrebe
strukturnih $tudij viroidov razvili metodo njihove izolacije s silicijevimi delci (Colpan
in sod., 1983), ki so jo kasneje nadgradili in uporabili za izolacijo superzvite
plazmidne DNA in danes predstavlja temelj delovanja komercialnih kompletov za
izolacijo plazmidov (Steger in Riesner, 2018; Wang in sod., 2020). Poleg napredka v
tehnikah ¢iscenja nukleinskih kislin je strukturna analiza viroidov v istem obdobju
privedla do spoznanja o obstoju suboptimalnih struktur pri katerih doloc¢eni
nukleotidni pari niso ustrezali strukturi z minimalno prosto energijo (Siger in sod.,
1984). Ta koncept je postal klju¢na komponenta v racunalniskih programih za in
silico napovedovanje sekundarnih struktur RNA, kar je bistveno povecalo
zmogljivost in natan¢nost teh analiz (Wang in sod., 2020).

Posredno so raziskave viroidov vplivale tudi na razumevanje funkcije kroznih RNA
molekul in njihovega potenciala za uravnavanje genskega izrazanja (Wilusz, 2018),
vplivale so tudi na razumevanje delovanja prionov in podprle hipoteze evolucijske
teorije, ki povezujejo stopnjo mutacij z velikostjo genoma (Steger in Riesner, 2018).
Raziskave viroidov so pomembno prispevale tudi k razvoju Stevilnih najnovejsih
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raziskovalnih podrocij kot sta epigenetika in postranslacijsko utiSanje genov (Wang
in sod., 2020). V naslednjih poglavjih so opisana nova odkritja na podrocju raziskav
viroidov, ki, kljub temu, da so viroidi najmanjSe entitete zivljenja, prinasajo obetavna
biotehnoloska orodja prihodnosti in bodo lahko neposredno pripomogla k iskanju
odgovorov na temeljna bioloSka vprasanja.

3 VIROIDI KOT INOVATIVNO BIOTEHNOLOSKO ORODJE
PRIHODNOSTI

Viroidi, najmanjsi znani infektivni agensi, so v zadnjih letih pritegnili veliko
pozornosti, ne samo zaradi njihove sposobnosti povzro¢anja bolezni pri rastlinah,
temvec tudi zaradi iziemnega potenciala v biotehnologiji. Kot je prikazano v spodniji
preglednici (preglednica 1), so razli¢ne viroide, Se posebej viroid latentnosti
jajcevca (ELVd, angl. eggplant latent viroid), uporabili za Stevilne in predvsem zelo
razlicne namene. V naslednjih poglavjih bomo te inovativne biotehnoloske
aplikacije viroidov podrobneje obravnavali. Predstavili bomo kako lahko viroide
uporabimo za proizvodnjo kroznih RNA molekul, njihovo vlogo kot orodje za prenos
RNA v celi¢ne organele, potencial viroidov kot ribocimov ter njihovo sposobnost
utiSanja genov s pomocjo viroidnih ekspresijskih vektorjev (VdIGS). Poleg tega
bomo nakazali, kako lahko viroidne razliCice uporabimo za preprecevanije Sirjenja
bolj simptomatskih viroidnih sevov, kar dodatno poudarja njihovo vsestranskost in
pomembnost tako v bazi¢nih raziskavah kot tudi njihov aplikativni potencial za
uporabo v kmetijstvu.

Preglednica 1: Seznam viroidov, ki so jih do sedaj uporabili kot biotehnolosko orodje

Viroid Namen Referenca

ELVd UtiSanje genov Marquez-Molins in sod., 2022

Daros in sod., 2018;
Consejo Superior De Investigaciones Cientificas &

ELVd Proizvodnja kroznih

RNA molekul Universitat Politécnica De Valéncia, 2015
ELVd Vnos mRNA v Gémez in Pallas 2010, 2012a, 2012b
kloroplaste
ELVd Ribocimska aktivnost Carbonell in sod., 2006

PLMVd Ribocimska aktivnost Carbonell in sod., 2011

psTvg | Napovedovanje Sun in Matsushita, 2024
simptomov
3.1 Uporaba viroidov za proizvodnjo kroznih RNA molekul

Darods in sod. so razvili metodo proizvodnje rekombinantnih RNA z uporabo viroida
ELVd, kot latentnega agensa jajCevca. V svojih raziskavah so preucevali interakcijo
med viroidom ELVd in tRNA ligazo iz jajcevca, pri cemer so obe molekuli so¢asno
izrazili v bakteriji Escherichia coli. Opazili so, da so se ELVd RNA v transformiranih
bakterijah kopicile v visjih koli¢inah od ribosomalne RNA bakterije E. coli, hkrati pa
so ugotovili, da do kopicenja ni prislo na racun pomnoZevanja viroida v celicah. Na
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podlagi te ugotovitve so (Daros in sod. 2018; Cordero in sod., 2018; Ortola in Daros,
2022) razvili in patentirali (Consejo Superior De Investigaciones Cientificas &
Universitat Politecnica De Valencia, 2015) sistem za proizvodnjo rekombinantnih
RNA v impresivnih koncentracijah: dosezejo lahko do ve¢ deset miligramov
rekombinantne RNA na liter bakterijske kulture. Ta sistem so nato uporabili za
proizvodnjo RNA, kot so: Spinach - RNA aptamer, ki posnema fluorescentne
proteine; lasniéne RNA, ki uc¢inkovito inducirajo utiSanje RNA; prekurzorje CRISPR
RNA (crRNA), ki usmerjajo nukleazo Cpf1 za urejanje genomov. V naslednjih letih
so metodo razvijali naprej in usmerili v $e bolj aplikativho smer ter pokazali, da
lahko tako proizvedene dsRNA molekule preko mehanizma RNA interference
delujejo insekticidno. Konkretneje, s pomocjo viroida proizvedeno RNA so v
laboratorijih uspesno zatirali licinke koruznega hro$éa (Diabrotica virgifera
virgifera) (Ortold in sod., 2020) in sadne muhe (Ceratitis capitata) (Ortold in sod.,
2023). V novejsi pregledni objavi sta Ortold in Daros (2024) navedla, da lahko s
proizvodnjo RNA molekul preko ELVd ali s sorodnimi sistemi ekspresije RNA v
bakterijah doseZejo ceno 1 $ na gram proizvedene RNA, ter ob tem izpostavila
ekonomsko upravicenost uporabe RNAI za zatiranje Skodljivcev v kmetijstvu.

3.2 Viroidi kot orodje za transport RNA

ELVd spada v druzino viroidov Avsunviroidae za katere je znacilno, da se
razmnozujejo v kloroplastih svojega gostitelja (Hammond in Owens, 2006). Gdmez
in Pallas (2010, 2012a, 2012b) sta podrobneje preucila znotrajceli¢no lokalizacijo
in znotrajceli¢ni transport viroida ELVd in pokazala sta, da ob vstopu v citoplazmo
viroid najprej potuje v celi¢no jedro, nato pa v kloroplaste. Z manipulacijo
sekvencnega zaporedja ELVd sta mu uspela pripojiti mRNA molekulo proteina GFP
in ga izraziti v kloroplastih tobaka (Nicotiana benthamiana). Njihova odkritja je med
drugimi izpostavil tudi Daros (2016), ki je prepoznal potencial ELVd za transport
RNA v jedra in kloroplaste ter s tem tudi proizvodnjo zelenih proteinov v rastlinskih
organelih.

33 Viroidi kot ribocimi

Za viroide iz druzine Avsunviroidae, torej tudi za ELVd, je znacilna ribocimska
aktivnost, ki se kaZe v njihovi sposobnosti samo-cepljenja (Fadda in sod., 2003). Ta
lastnost se Se bolj manifestira, ¢e je ELVd minimalno sekvencéno spremenjen
(mesto AUA je nadomesceno z AUC ali GUC) (Carbonell in sod., 2006). Z ribocimi,
ki izvirajo iz ELVd in PLMVd (Peach latent mosaic viroid, prav tako uvr§éen v
druzino Avsunviroidae) so uspesno cepili viroid vretenatosti krompirjevih gomoljev
(PSTVd) na krajse RNA fragmente tako in vitro, kot tudi in vivo v modelni rastlini
tobaka (N. benthamiana) (Carbonell in sod., 2011).

3.4 Uporaba manj patogenih variant viroidov za preprecevanje Sirjenja
visokosimptomatskih variant

Ze dlje ¢asa je na primerih viroidov PSTVd, CChMVd (angl. chrysanthemum
chlorotic mottle viroid) in PLMVd (angl. peach latent mosaic viroid) znano dejstvo,
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da lahko okuzba z manj patogeno varianto gostiteljski rastlini nudi zas¢ito pred bolj
patogeno varianto istega viroida (Wu in Bisaro, 2024).

Nedavno sta Sun in Matsushita (2024) s pomocjo strojnega ucenja z viroidom
PSTVd razvila orodje s katerim lahko iz sekvenénega zaporedja kateregakoli
viroida napovejo resnost simptomov, ki jih bo povzrocil pri neki gostiteljski rastlini.
Poleg sekvencnega zaporedija viroida, pa je potrebno upostevati, da na njegovo
infektivnost nezanemarljivo vpliva tudi njegova sekundarna struktura. Nie in sod.
(2024) so s pomocjo in vitro proizvedenih transkriptov PSTVd preucili vpliv
sekundarnih struktur na njegovo infektivnost. Ugotovili so da je, poleg pravilnega
sekvencnega zaporedja, tudi oblikovanje pravilne palicaste oblike PSTVd klju¢no za
uspesno infekcijo modelne rastline N. benthamiana.

Predpostavljamo, da bi lahko strojno uCenje uporabili za napovedovanje zaporedja
viroida, ki v doloceni rastlini, na primer pri hmelju, povzro¢a manj patogene
simptome - kot je manj patogena varianta CBCVd. Pripravili bi in vitro transkripte,
pri Cemer bi upostevali tudi, da se nastali transkripti oblikujejo v ¢im bolj naravno
sekundarno strukturo. Eksperimentalno bi dolocili tako viroidno varianto, ki ne bi
povzrocala vidnih simptomoyv, vendar se Se vedno uc€inkovito podvaja v rastlini. S
tako izbrano varianto viroida bi poskusili pri gostiteljski rastlini (npr. hmelju)
inducirati imunost na divji tip viroida.

3.5 UtiSanje genov s pomocjo viroidnih ekspresijskih vektorjev

UtiSanje genov s pomocjo virusnih ekspresijskih vektorjev (VIGS, angl. virus
induced gene silencing) je metoda, ki je bistveno prispevala k funkcionalnim
Studijam genov pri stevilnih kmetijsko pomembnih rastlinah (Wang in sod. 2022).
Ta tehnika temelji na manipulaciji virusnih genomov z deli DNA iz gostiteljskih
genov, kar sprozi utiSanje komplementarnih genov gostiteljske rastline. Slabost te
metode je, da virusni genomi vsebujejo zapise za veC proteinov, ki lahko z
vmesavanjem v endogene celicne mehanizme motijo homeostazo rastline. Ta
nezeleni ucinek omejuje funkcionalnost VIGS in spodbuja raziskovalce k iskanju
alternativnih metod, ki bi bile manj invazivne (Marquez-Molins in sod., 2022).

V iskanju ucinkovitejSe metode utiSanja genov so leta 2022 Marquez-Molins in sod.
razvili novo tehniko utiSanja genov, ki temelji na viroidih — najmanjsih znanih
avtonomno infektivnih nukleinskih kislinah, ki ne kodirajo proteinov. Viroidi zato s
svojo majhnostjo in preprostostjo predstavljajo obetavno alternativo virusnim
vektorjem.

V okviru te raziskave so Marquez-Molins in sod. (2022) uporabili genom viroida
ELVd, ki je asimptomaticen viroid jajcevcev. Z namenom induciranja ciljnega
utiSanja specificnih tarénih genov v jajéevcu so v ELVd vstavili razlicne segmente
RNA, dolge od 21 do 42 nukleotidov. Rezultati so pokazali, da lahko viroidi
prenesejo tudi vecje segmente zaporedij (42 nukleotidov), vendar je za stabilnost
viroidnega genoma kljuéno ohranjanje njegove sekundarne strukture. Pokazali so,
da so tako modificirane ELVd molekule sposobne povzrociti sistemsko okuzbo in
ucinkovito utisati tar¢ne gene v jajéevcu, med drugim tudi gen PST, indikatorski gen
za VIGS, ki ob utiSanju povzrocCi znacilen fenotip razbarvanja. Navdih za razvoj tega
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pristopa so ¢rpali iz zasnove umetnih mikroRNA (amiRNA, angl. artificial miRNA),
kar je omogocilo razvoj enostavnega in standardiziranega postopka za vstavljanje
stabilnih sekvenc v genom ELVd, ki so sposobne utisati specificne tarCne gene.
Metodo so po vzoru VIGS poimenovali VdIGS: utiSanje genov s pomocjo virodinih
ekspresijskih vektorjev (angl. viroid induced gene silencing).

S to raziskavo se odpira novo poglavje v podrocju utiSanja genov, ki temelji na
viroidnih ekspresijskih vektorjih. Ortola in Daros v pregledni objavi iz leta 2023
priznavata VdIGS kot klju¢no orodja za razumevanje funkcij genov pri jajcevcu. Da
je to podrocje resni¢no na zacetku razvoja, prica tudi dejstvo, da do nastanka te
pregledne objave v nam dostopni strokovni literaturi Se nismo zasledili podobnih
raziskav, ki bi temeljile na uporabi VdIGS za manipulacijo rastlin ali drugih
organizmov. Menimo, da se lahko VdIGS v prihodnjih letih razvije v inovativno
biotehnolosko orodje za preucevanje funkcije genov in manipulacijo genov pri
rastlinah in pripomore k izboljSanju nasega razumevanja delovanja rastlin na nivoju
celi¢cnih in molekularnih mehanizmov. Potencial te metode sega dale¢ onkraj
trenutnih aplikacij, saj lahko v prihodnosti prispeva k razvoju novih pridelkov z
izboljSanimi lastnostmi, odpornostjo na bolezni ter prilagoditvijo na razlicne
okoljske pogoje.

4 ZAKLJUCGEK

Raziskave viroidov, ki so se zacele z odkritjem viroida vretenatosti krompirjevih
gomoljev (PSTVd) leta 1971, so prinesle izjemen napredek na podrocju raziskav
viroidov in biotehnologije. Skozi desetletja so raziskave viroidov vplivale na
razumevanje molekularnih mehanizmov in spodbudile razvoj biotehnoloskih orodij,
kot so izolacija nukleinskih kislin, napovedovanje sekundarnih struktur RNA in
raziskovanje kroznih RNA molekul. Poleg tega danasnje, sodobne raziskave
viroidov prispevajo k razvoju inovativnih in modernih biotehnoloskih pristopov, kot
je proizvodnja rekombinantnih RNA in utiSanje genov s pomocjo viroidnih
ekspresijskih vektorjev (VdIGS).

Razvoj teh metod je Sele na zacetku, vendar ze obljublja prebojna odkritja, ki bodo
pripomogla k boljSemu razumevaniju celi¢nih in molekularnih procesov ter prinesla
pomembne prednosti tudi za prihodnje aplikativne raziskave in uporabo v
kmetijstvu, biotehnologiji ter pri izboljSanju pridelkov in odpornosti na bolezni.
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