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Аннотация. В последние годы метагеномный подход, основанный на высокопроизводительном секвенировании, 
находит все большее применение в диагностике вирусных инфекций растений. Этот метод позволяет изучить 
видовой состав вирусов, ассоциированных с исследуемым растением, и в том числе обнаружить ранее не  
описанные виды, охарактеризовать их популяционно-генетическую структуру и разработать генетические тест-
системы для рутинной диагностики. Проведение фитосанитарного мониторинга с использованием метагеном
ного подхода может способствовать определению этиологии неизвестных заболеваний растений, что особенно 
важно для предотвращения распространения таких патогенов, как вирусы. Кроме того, с учетом невозможности 
элиминации вирусов растений в полевых условиях комплексная диагностика с помощью высокопроизводительного 
секвенирования становится эффективным инструментом как в целях соблюдения карантинного законодательства 
при ввозе импортного материала, так и для получения отечественного посадочного материала высоких категорий. 
При этом с каждым годом высокопроизводительное секвенирование становится более доступным: расширяется 
как приборно-техническая, так и аналитическая база. В настоящем обзоре систематизированы ключевые подходы 
к анализу вирома растений с помощью высокопроизводительного секвенирования. В основной части статьи 
описаны этапы проведения анализа: от сбора образцов до биоинформатической обработки данных, ее валидации 
и интерпретации. Подробно рассмотрены особенности современных платформ секвенирования и факторы, 
влияющие на качество чтения, в том числе контаминация. Охарактеризованы три взаимодополняющих подхода 
для обработки биоинформатических данных: картирование чтений на референсные последовательности вирусов; 
сборка и аннотация контигов; таксономическая классификация чтений без дополнительной сборки. Особое 
внимание уделено необходимости тщательной интерпретации результатов с учетом как биоинформатического 
анализа, так и валидации идентификации молекулярно-генетическими методами. Обзор будет полезен как для 
исследователей и специалистов, не имеющих опыта работы с высокопроизводительным секвенированием, так и 
для тех, кто использовал этот инструмент для выполнения других задач.
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Abstract. The metagenomic approach based on high-throughput sequencing is becoming increasingly prevalent for 
the detection of viral infections in plants. This method allows us to study the species composition of viruses associated 
with the plant, including novel species, describe their population genetic structure, and develop genetic test systems for 
routine diagnostics. A metagenomic approach to phytosanitary monitoring can help to determine the cause of unknown 
plant diseases, which is particularly important for preventing the spread of pathogens, such as viruses. Furthermore, as it 
is impossible to eliminate plant viruses in field conditions, comprehensive diagnostics using high-throughput sequencing 
is becoming an effective tool for complying with quarantine regulations on the import of foreign material, as well as for 
producing high-quality local planting material. High-throughput sequencing is becoming more affordable every year, 
with both the instrumentation and analytical capacity improving. This review summarizes key approaches to analyzing 
plant virome using high-throughput sequencing. The analysis process, from sample collection to bioinformatic data 
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processing, validation and interpretation, is described in detail. The features of sequencing platforms and the factors 
affecting sequencing quality, including contamination, are discussed. Three complementary approaches to processing 
bioinformatic data are described: mapping reads to reference viral sequences; assembling and annotating contigs; 
taxonomic classification of reads without assembly. The importance of carefully interpreting the results is emphasized, 
considering the bioinformatic analysis and the validation by molecular genetic methods. This review will be useful for 
both researchers and specialists who have no experience with high-throughput sequencing, and those who have used 
this method for other applications.
Key words: metagenomics; high-throughput sequencing; viruses; plant virome; bioinformatics

For citation: Belkina D.D., Vinogradova S.V. Plant virome analysis by high-throughput sequencing: concepts and ap-
proaches. Vavilovskii Zhurnal Genetiki i Selektsii = Vavilov J Genet Breed. 2026;30(2):311-320. doi 10.18699/vjgb-26-35

Введение
Вирусные заболевания растений наносят значительный 
ущерб растениеводству по всему миру. В условиях глоба-
лизации и изменения климата распространение вирусов 
может приводить к разрушительным эпифитотиям, угро-
жающим продовольственной безопасности всего челове-
чества (Jones, 2021). Так, потери урожая томатов и перца 
из-за инфекции вирусом мозаики томата (tomato mosaic 
virus, ToMV), по разным оценкам, составляют 25–70 % 
(Panno et al., 2021), а снижение урожайности винограда 
от болезни скручивания листьев, вызываемой вирусами из 
семейства Closteroviridae, может достигать 50 % (Atallah et 
al., 2012). Ключевое значение в предотвращении распро-
странения вирусных инфекций имеют мониторинг, ранняя 
диагностика и соблюдение карантинных мер. 

В настоящее время основными методами идентифика
ции вирусов растений являются серологические и моле
кулярные, получившие распространение благодаря  вы-
соким скорости проведения анализа, чувствительности и 
специфичности. Однако их применение позволяет иден
тифицировать только те виды вирусов, для которых раз-
работаны тест-системы (Maina et al., 2024).

До развития метагеномики наше представление о виру-
сах растений ограничивалось несколькими сотнями видов 
(Pappas et al., 2021), поэтому роль вирусов в микробиоме 
сельскохозяйственных культур оставалась недооцененной. 
Метагеномный подход позволяет получить комплексное 
представление о совокупности вирусов растения, т. е. о его 
вироме. По состоянию на 2025 г. Международным комите-
том по таксономии вирусов зафиксировано 2598 вирусов 
и вироидов растений, причем 206 из них добавлены в 
перечень за последний год (Rubino et al., 2025). Секвени- 
рование вирома предоставляет уникальные данные о по
следовательностях геномов вирусов, на основе которых 
можно провести популяционные исследования и просле-
дить пути распространения вирусов, связать заражение 
конкретными штаммами с проявлением симптомов, а 
также разработать специфичные тест-системы для их 
быстрого обнаружения.

Анализ вирома растений с помощью высокопроизво-
дительного секвенирования – это активно развивающийся 
метод. Каждый год публикуются новые рекомендации, 
протоколы и специализированные программы для об-
работки данных. Поскольку этот анализ еще не вошел 
в число методов для рутинной диагностики вирусных 
инфекций растений, у него нет единой методики. Тем не 

менее основные принципы его проведения уже сформи-
ровались. 

В настоящей работе систематизированы ключевые под-
ходы к анализу вирома растений с помощью высокопроиз-
водительного секвенирования. Этот обзор будет полезен 
как для исследователей и специалистов, не имеющих 
опыта работы с высокопроизводительным секвенирова-
нием, так и для тех, кто использовал этот инструмент для 
выполнения других задач.

Общий план анализа растительного вирома
Структурно анализ вирома можно разделить на два блока. 
Первый блок включает отбор образцов, пробоподготов-
ку и секвенирование (рис. 1). Эта часть анализа имеет 
ключевое значение. Если материал для секвенирования 
будет низкого качества, то на следующих этапах будет 
невозможно получить достоверные результаты. Во время 
сбора образцов важно учитывать, что вирусы неравно-
мерно распределены по растительным тканям, поэтому 
отбирать следует по несколько фрагментов с одного рас-
тения. Особенно это актуально для многолетних растений. 
После сбора образцы должны быть как можно скорее до-
ставлены в лабораторию, чтобы снизить риск деградации 
нуклеиновых кислот, например, под действием прямых 
солнечных лучей.

Второй блок анализа растительного вирома включает 
компьютерную обработку данных секвенирования  био-
информатическими программами, валидацию и интер
претацию результатов. В отличие от этапов первой части 
анализа, биоинформатическую обработку данных в любой 
момент можно провести повторно и исправить возможные 
ошибки, применить новые методы или перепроверить ре
зультаты других исследований. Поэтому критически важно 
избегать ошибок при сборе образцов, пробоподготовке и 
секвенировании библиотек. Для достоверной идентифи-
кации вирусов необходимо валидировать результаты био-
информатического анализа молекулярно-генетическими 
методами.

Исходный материал для анализа
Вирусы растений отличаются от других фитопатогенов 
многообразием типов геномов. В качестве носителя гене-
тической информации они используют молекулы как ДНК, 
так и РНК, которые могут быть одноцепочечными или 
двуцепочечными, линейными или кольцевыми (Lefeuvre 
et al., 2019). При этом одноцепочечные РНК-вирусы под-
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разделяются на вирусы с «позитивным» геномом, когда 
геномная РНК соответствует мРНК, и с «негативным» 
геномом, когда геномная РНК комплементарна мРНК. 
Идентифицировать все вирусы, инфицирующие растение, 
с их разнообразными геномами, используя только один 
подход, довольно сложно (Fitzpatrick et al., 2021). Ниже 
рассмотрены различные подходы к анализу растительных 
виромов в зависимости от типа используемой матрицы.

Секвенирование тотальной РНК, выделенной из расти
тельных тканей, – это относительно простой, надежный 
и широко распространенный метод анализа виромов 
(Lee et al., 2020; Nabeshima, Abe, 2021; Vinogradova et al., 
2023). Он позволяет обнаружить не только вирусы с РНК-
геномами, но и транскрипты ДНК-вирусов (Pecman et al., 
2017; Cobbin et al., 2021), а также вироиды, что делает этот 
подход оптимальным для диагностики вирусов с различ-
ными типами геномных нуклеиновых кислот.

Однако чувствительность этого метода может значи-
тельно снизиться из-за наличия в анализируемом образце 
РНК растения-хозяина, выделяемой совместно с вирус-
ной РНК в ходе пробоподготовки (Maliogka et al., 2018), 
что создает трудности в обнаружении вирусов с низким 
титром (Roossinck et al., 2015). Преодолеть эту проблему 
позволяет обогащение образца нуклеиновыми кислотами, 
ассоциированными с вирусами (Gaafar, Ziebell, 2020). 
Как правило, это достигается путем очистки образца от 
рибосомальной и транспортной РНК или обогащением его 
полиА-транскриптами. Первый метод обогащения пред-
почтительнее, поскольку не все группы вирусов имеют 
полиаденилированный 3′-конец.

Еще один метод анализа растительного вирома – это 
секвенирование нуклеиновых кислот, ассоциированных 
с вирионами (Filloux et al., 2015). Преимуществом этого 
подхода являются секвенирование только вирусных по-
следовательностей и возможность анализа вирусов как 
с РНК-, так и с ДНК-геномами, в том числе вирусов с 
низким титром (Moubset et al., 2022). Однако экстракция 
нуклеиновых кислот, ассоциированных с вирионами, по
зволяет обнаружить только вирусы, имеющие капсид (ко
торый отсутствует у вирусов-сателлитов и вироидов), и 
требует бóльших усилий, чем выделение тотальной РНК 
(Maliogka et al., 2018).

Следующий подход предполагает анализ коротких ин-
терферирующих РНК (киРНК), образующихся в клетках 
растений в результате иммунного ответа на вирусную 
инфекцию. Эти молекулы представляют собой расщеплен-
ные растительными ферментами фрагменты вирусных 
геномов длиной по 21–24 нуклеотида (Vivek et al., 2020; 
Zhuravlyov et al., 2022). 

Секвенирование киРНК позволяет обнаруживать РНК- и 
ДНК-вирусы, но небольшой размер этих молекул затруд-
няет последующую сборку полных геномов и дифферен-
циацию штаммов вирусов (Pecman et al., 2017; Maliogka 
et al., 2018; Turco et al., 2018).

Многие вирусы во время репликации в качестве про-
межуточного продукта образуют двуцепочечную РНК 
(дцРНК), благодаря чему эти молекулы тоже используются 
в исследованиях растительного вирома. Секвенирование 
дцРНК позволяет идентифицировать не только вирусы 
с дцРНК-геномом, но и большинство одноцепочечных 

Рис. 1. Основные этапы анализа растительного вирома.
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РНК-вирусов, вироиды, а также некоторые ДНК-виру
сы  (Gallo et al., 2021; Fall et al., 2025). Однако для об-
наружения ДНК-вирусов этот метод малоэффективен и 
показывает положительные результаты только при высо-
ком уровне экспрессии вирусных транскриптов (Gaafar,  
Ziebell, 2020).

Платформы секвенирования
В основе всех метагеномных исследований лежит высоко-
производительное секвенирование нуклеиновых кислот 
(high-throughput sequencing, HTS). Эта группа методов 
объединяет секвенирование второго и третьего поколений, 
сменившие секвенирование методом Сэнгера, которое 
остается золотым стандартом только для прочтения по-
следовательностей до 1000 нуклеотидов длиной (Crossley 
et al., 2020).

Секвенирование второго поколения (next generation se
quencing, NGS), также называемое массовым параллель-
ным, позволяет считывать короткие последовательности 
длиной до нескольких сотен нуклеотидов. С помощью 
этого подхода можно быстро секвенировать все последо-
вательности в образце, однако небольшая длина чтения 
усложняет сборку полных геномных последовательностей 
вирусов на этапе биоинформатического анализа (Maina 
et al., 2024). 

Лидером рынка NGS платформ является компания 
Illumina (США), выпускающая секвенаторы с низким 
уровнем ошибок при высокой производительности (Maina 
et al., 2024). В последние годы конкуренцию Illumina со-
ставляют приборы от китайских компаний MGI, GeneMind 
и Cygnus Biosciences. Кроме того, недавно разработан и 
выпущен в продажу секвенатор Нанофор СПС россий-
ского производства (Kurochkin et al., 2021). Большинство 
современных NGS секвенаторов основано на флуоресцент-
ном секвенировании путем синтеза в проточной ячейке 
(Zubov et al., 2021) и имеет схожие протоколы подготовки 
библиотек и зачастую совместимые реагенты. Процесс 
подготовки библиотек обычно включает фрагментацию 
нуклеиновых кислот (например, с помощью ультразвука 
или ферментов рестрикции), лигирование коротких оли-
гонуклеотидов (адаптеров) с одним или двумя концами 
фрагментов и амплификацию этих фрагментов (Kutnjak et  
al., 2021). Адаптеры различаются в зависимости от NGS 
платформы и необходимы для запуска процесса секве
нирования (Lebas et al., 2022). Важно отметить, что сек-
венаторы второго поколения способны считывать только 
молекулы ДНК, поэтому, если в качестве матрицы выбрана 
РНК, после фрагментации проводится обратная транс-
крипция для синтеза кДНК. 

Секвенирование третьего поколения, называемое также 
одномолекулярным, основано на прочтении последова-
тельностей отдельных молекул и не требует их фрагмента-
ции и амплификации (Villamor et al., 2019). Максимальная 
длина чтения в этом случае исчисляется несколькими 
сотнями тысяч нуклеотидов, что позволяет целиком счи-
тывать небольшие геномы, например геномы вирусов (Liu 
et al., 2025). Важным преимуществом одномолекулярного 
секвенирования являются возможность прямого чтения 

РНК без синтеза кДНК, а также секвенирование в режиме 
реального времени (Sun et al., 2022). 

Ведущие производители секвенаторов третьего поколе
ния – компании Pacific Biosciences (США) и Oxford Nano
pore Technologies (Великобритания). Несмотря на то что 
обе платформы третьего поколения позволяют исключить 
ошибки, вносимые полимеразой при амплификации, они 
имеют относительно низкое качество чтения, по сравне-
нию с NGS (Rose et al., 2016; Rang et al., 2018). Впрочем, 
недавно представленная технология PacBio HiFi обеспе-
чивает точность считывания, превышающую 99.5 % (Han 
et al., 2024). Нанопорное секвенирование, первоначаль
но разработанное Oxford Nanopore Technologies, тоже с 
каждым годом становится все более точным и доступным 
(Javaran et al., 2021). Эту технологию уже освоила ки-
тайская компания Qitan Tech (Wang et al., 2022), поэтому 
можно ожидать, что в будущем одномолекулярное секве-
нирование придет на смену NGS.

Другие факторы, влияющие на качество 
секвенирования растительного вирома
Выше рассмотрено, что выбор типа нуклеиновых кис-
лот и платформы секвенирования играет важную роль в 
анализе вирома растений. На качество секвенирования и 
количество чтений оказывает влияние еще ряд факторов. 

Контаминация – один из главных негативных факторов 
любого метагеномного анализа (Piombo et al., 2021; Lebas 
et al., 2022). Загрязнение образцов может произойти на 
всех этапах: от сбора растительных тканей до непосред-
ственного процесса секвенирования (см. рис. 1).  Для 
отслеживания контаминации на этапах выделения ну
клеиновых кислот и подготовки библиотек рекомендуется 
использовать отрицательные контроли без добавления 
матрицы (Fitzpatrick et al., 2021). Кроме того, важно 
придерживаться  физического разделения лабораторных 
этапов, использовать стерильные реагенты и поддерживать 
в чистоте посуду, оборудование и рабочие поверхности 
(Kutnjak et al., 2021; Maina et al., 2024). Исчерпывающее 
руководство о предотвращении контаминации при исполь-
зовании HTS в диагностике фитопатогенов приведено в 
публикации S. Massart с коллегами (2022). 

Наряду с контаминацией большое влияние на качество 
секвенирования вирома оказывают используемые методи-
ки, реактивы (особенно ферменты) и оборудование. Так, 
при подготовке библиотек для секвенирования второго 
поколения используются обратная транскриптаза и ДНК-
полимераза, которые могут вносить ошибки в процессе 
амплификации (Cholet et al., 2020). Поэтому для умень-
шения количества артефактов важно применять высоко
точные ферменты.

На точность идентификации вирусов влияет количество 
чтений в наборе данных. При недостаточном количестве 
чтений вирусы с низким титром в образце, возможно, 
обнаружить не удастся. Однако из-за избыточного секве-
нирования чтений существует риск ложноположительной 
идентификации (Massart et al., 2014). Для определения 
оптимального значения может быть полезно изучить опу-
бликованные анализы вирома интересующего растения.
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Биоинформатический анализ
Биоинформатический анализ данных секвенирования 
растительного вирома – это многоступенчатый процесс, 
который можно проводить как на персональном компьюте-
ре, так и на высокопроизводительных кластерах. Разница 
в мощности оборудования влияет на скорость анализа. 
Полученные в результате секвенирования чтения обраба-
тываются специализированными программами в порядке, 
адаптированном для анализа конкретного набора данных.

Большая часть биоинформатических программ раз-
работана для операционных систем Linux и не имеет 
графического интерфейса, поэтому для их использования 
необходимо работать в командной строке. Для других 
операционных систем доступны кроссплатформенные 
приложения, веб-инструменты и коммерческие программ-
ные пакеты. Последние особенно удобны для начинающих 
пользователей благодаря тому, что позволяют выполнять 
почти весь анализ вирома в одной среде с интуитивно по-
нятным интерфейсом. Популярные примеры таких прило-
жений – Geneious Prime (Новая Зеландия) и CLC Genomics 
Workbench (США). Несмотря на удобство коммерческих 
решений, их функционал ограничен встроенным набором 
инструментов. В целом его достаточно для рутинного ана-
лиза набора виромных данных, но больше возможностей 
обеспечивает работа с командной строкой Linux. 

Как правило, программы, предназначенные для Linux-
систем, публикуются в открытом бесплатном доступе. Для 
пользователей Windows можно воспользоваться подсисте-
мой Windows для Linux (WSL) или виртуальной машиной 
(например, VirtualBox). Существуют автоматизированные 
наборы программ, предназначенные для идентификации 
вирусов и других фитопатогенов: VirusDetect (Zheng et 
al., 2017), Virtool (Rott et al., 2017), Kodoja (Baizan-Edge et 
al., 2019), PhytoPipe (Hu et al., 2023) и др. Такие решения 
позволяют достаточно быстро получить результаты, но мо-
гут не учитывать особенности конкретного набора данных. 
Лучших результатов можно достичь, используя навыки 
программирования для написания или редактирования 
собственных программ. В области обработки биологи-
ческих данных наибольшей популярностью пользуются 
языки Python и R. 

Результаты секвенирования чаще всего предоставляют-
ся в виде файлов формата FastQ, в которых содержатся чте-
ния с указанием качества прочтения каждого нуклеотида. 
Для визуализации этой информации доступна бесплатная 
программа FastQC (https://www.bioinformatics.babraham.
ac.uk/projects/fastqc), формирующая подробные отчеты о 
качестве секвенирования.

Вне зависимости от типа анализируемых нуклеиновых 
кислот и платформы секвенирования важным этапом бион-
форматического анализа вирома является препроцессинг – 
набор операций, призванных повысить качество данных. 
Препроцессинг оказывает определяющее влияние на весь 
последующий анализ. Некачественная подготовка данных 
может привести к ошибкам во время сборки геномов ви-
русов и препятствовать картированию чтений, вследствие 
чего результаты анализа будут искажены.

В большинстве случаев препроцессинг включает сле-
дующие шаги.
– Фильтрация чтений. Этот шаг включает обрезку (трим

минг) и удаление низкокачественных и слишком ко
ротких чтений. Необходимый порог качества и мини-
мальная длина чтения задаются пользователем. При 
обработке данных Illumina часто используются такие 
значения качества, как Q20 или Q30, что означает точ-
ность считывания 99 и 99.9 % соответственно (Kutnjak 
et al., 2021). Слишком строгие настройки фильтрации 
могут привести к частичной потере информативных 
данных, слишком мягкие – к ошибкам во время кар-
тирования и сборки геномов. Наряду с удалением низ-
кокачественных чтений, фильтрация включает в себя 
очистку данных от адаптерных последовательностей, 
которые были искусственно добавлены в библиотеки 
для запуска секвенирования. Выполнить эти операции 
можно с помощью таких программ, как BBDuk (https://
sourceforge.net/projects/bbmap), Trimmomatic (Bolger et 
al., 2014) и другие.

– Объединение парных чтений на основе перекрываю-
щейся области. Этот шаг необходим только для секве-
нирования с парным чтением концов.

– Удаление дублирующихся чтений для уменьшения объ-
ема данных и повышения скорости анализа. 

– Еще одним шагом препроцессинга может стать удаление 
чтений, картирующихся на геном организма-хозяина. 
Этот шаг позволяет значительно сократить объем и по-
высить качество данных. Однако следует помнить, что 
при этом будут удалены последовательности вирусов, 
интегрированных в геном хозяина (Pappas et al., 2021). 
Кроме того, сборка генома растения-хозяина может со-
держать ошибки. Если последовательности некоторых 
вирусов случайно попали в сборку, удаление раститель-
ных чтений исключит такие вирусы из набора данных. 
Поэтому удаление последовательностей растения-хо
зяина следует проводить с осторожностью.
Идентификация вирусов в данных секвенирования 

всегда опирается на сравнение последовательностей с 
базами данных (Lebas et al., 2022). Качество идентифика
ции прямо пропорционально качеству используемых баз 
данных. Чем полнее база данных и точнее аннотация по
следовательностей, тем выше вероятность точной иден-
тификации вирусов. По мере пополнения базы данных 
новыми последовательностями любой набор данных мож
но проанализировать повторно. 

Существует три основных подхода, которые при 
совместном использовании могут взаимодополнять друг 
друга (рис. 2): картирование чтений на референсные по-
следовательности вирусов; сборка и аннотация контигов; 
таксономическая классификация чтений без дополнитель-
ной сборки.

Наиболее быстрый и простой подход к идентификации 
вирусов в данных HTS состоит в картировании чтений 
на референсные последовательности вирусов. Картиро-
вание – это одна из базовых операций при анализе ре-
зультатов секвенирования второго поколения. Алгоритм 
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выравнивает чтения с референсной последовательностью 
с учетом заданного порога сходства. Чтения, не удовлетво-
ряющие порогу, отбрасываются, а оставшиеся занимают 
такие позиции на референсной последовательности, в ко
торых наиболее с ней совпадают.

Чтобы обнаружить вирусы растений с помощью этого 
подхода, необходимо предварительно подготовить базу 
данных референсных последовательностей, которая долж
на содержать по меньшей мере по одному полному гено-
му каждого вируса, способного заражать исследуемую 
культуру.

Затем препроцессированные чтения картируют на эти 
референсные последовательности. В результате пользова-
тель получает информацию о доле покрытия референсной 
последовательности чтениями, глубине покрытия, про-
центе сходства между референсом и картированными 
чтениями и другие показатели (Lebas et al., 2022). При 
достаточном покрытии картированные чтения образуют 
непрерывную последовательность по всей длине рефе-
ренсного генома. 

Для картирования чтений используют такие программы, 
как BWA (Li, Durbin, 2009), Bowtie2 (Langmead, Salzberg, 
2012), Minimap2 (Li, 2018), BBmap (https://sourceforge.net/
projects/bbmap), STAR (Dobin, Gingeras, 2015), GraphMap 
(Sović et al., 2016) и Hisat2 (Kim et al., 2019). Настройки и 
пороговые значения этих программ имеют большое зна-

чение. Следует понимать, что последовательность генома 
вируса, заразившего исследуемое растение, может зна-
чительно отличаться от референсной, поскольку вирусы 
известны быстрыми темпами накопления мутаций. При 
слишком строгих настройках картирования будут обнару-
жены только изоляты, близкие к референсной последова-
тельности (Kutnjak et al., 2021). С другой стороны, если 
настройки картирования будут недостаточно строгими, 
на последовательность генома одного вида вируса будут 
картированы чтения другого, что приведет к ложнополо-
жительной идентификации (Roy et al., 2018).

Картирование позволяет эффективно обнаруживать 
вирусы даже в тех случаях, когда число чтений вируса в 
анализируемом наборе данных невелико. Однако важно с 
осторожностью интерпретировать результаты и помнить 
о риске контаминации во время пробоподготовки и секве-
нирования. По этой причине рекомендуется устанавливать 
пороговые значения в количестве чтений или доле по
крытия референсного генома, ниже которых образец будет 
считаться вирус-отрицательным (Belkina et al., 2023).

Второй подход к идентификации вирусов с помощью 
HTS основан на сборке de novo последовательностей из 
перекрывающихся чтений – контигов, и сравнении их с 
аннотированными базами данных. Сборка контигов по-
зволяет обнаружить новые виды вирусов, новые растения-
хозяева известных вирусов, а также описать различные 

Рис. 2. Схема биоинформатического анализа виромных данных. 
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варианты их геномов. Кроме того, этот подход исключает 
риск ложноотрицательных результатов, связанных с воз-
можной неполнотой набора референсных геномов вирусов 
целевой культуры.

Для сборки контигов могут использоваться различные 
алгоритмы, каждый из которых имеет свои сильные и 
слабые стороны (White et al., 2017). При достаточной глу
бине секвенирования контиги могут соответствовать почти 
полным геномам вирусов, без коротких 5′- и 3′-концевых 
участков. Эффективность сборки одним и тем же алго-
ритмом различается на разных наборах данных, поэтому 
невозможно выбрать один универсальный (Sutton et al., 
2019; Shvets et al., 2022). На качество сборки могут поло-
жительно влиять предварительное удаление чтений рас
тения-хозяина и выбор подходящих настроек (Kutnjak et 
al., 2021). 

Наиболее популярными алгоритмами сборки для ко-
ротких чтений являются SPAdes (Bankevich et al., 2012), 
Velvet (Zerbino, Birney, 2008), Geneious (https://www.
geneious.com), CLC (https://digitalinsights.qiagen.com), 
MIRA (Chevreux et al., 1999), ABySS (Simpson et al., 2009), 
IDBA-UI (Peng et al., 2012), SOAPdenovo2 (Luo et al., 
2012); для длинных чтений – Canu (Koren et al., 2017), 
Falcon (Chin et al., 2016) и Pomoxis (https://github.com/
nanoporetech/pomoxis). Некоторые алгоритмы, например 
SPAdes и Unicycler (Wick et al., 2017), показывают хорошие 
результаты при сборке геномов из совокупности коротких 
и длинных чтений (Pappas et al., 2021). 

Для получения более надежных результатов рекомен-
дуется использовать несколько алгоритмов сборки. При 
этом нужно учитывать, что, в зависимости от размера би-
блиотеки и выбранного алгоритма, процесс сборки может 
занимать продолжительное время и требовать больших 
объемов оперативной памяти.

После завершения сборки контиги сравнивают с базами 
данных аннотированных последовательностей. Достовер-
ность результатов во многом зависит от полноты и каче-
ства используемых баз данных. Многие из них доступны 
онлайн, но зачастую бывает удобнее развернуть базу 
данных на облачном сервере или локально, если имеется 
достаточное дисковое пространство.

Наиболее удобными, обновляемыми и часто используе
мыми являются базы данных от NCBI, которые к началу 
2025 г. в совокупности содержат 6 млн нуклеотидных и 
1 млн аминокислотных последовательностей (Sayers et al., 
2025). NCBI предоставляет как курируемую базу данных, 
содержащую по одному геному каждого организма,  – 
RefSeq (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq), так и еже-
дневно пополняемую исследователями со всего мира базу 
данных GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). 
База данных GenBank содержит преобладающее большин-
ство общедоступных нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей организмов, но качество последо-
вательностей и правильность аннотации в ней почти не 
проверяются. Поэтому сравнение контигов с этой базой 
данных может привести к ошибкам в идентификации. Ис-
пользование базы данных референсных геномов вирусов 
(Viral RefSeq) потенциально даст наиболее надежный 

результат, однако она медленно пополняется новыми за-
писями и может не содержать значительное количество 
недавно открытых вирусов.

Самым широко используемым инструментом для срав-
нения контигов с базами данных является BLAST, который 
объединяет несколько алгоритмов анализа нуклеотидных и 
аминокислотных последовательностей. Определение того, 
какому вирусу из базы данных соответствует тот или иной 
контиг, можно выполнить с помощью самого быстрого 
алгоритма – megablast. Для поиска новых вирусов лучше 
использовать blastx или tblastx, которые улавливают отда-
ленные сходства между последовательностями. Главный 
недостаток blastx и особенно tblastx – низкая скорость 
анализа, поэтому при ограниченном времени можно за-
действовать более быстрый алгоритм DIAMOND (Buchfink 
et al., 2015). Однако некоторые исследователи считают, 
что он менее эффективен для идентификации вирусов 
(Kutnjak et al., 2021).

Для запуска BLAST можно использовать веб-интерфейс 
на сайте NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
Он особенно удобен, когда нужно проверить небольшое 
число последовательностей. Через сайт осуществляется 
доступ ко всем базам данных нуклеотидных и белковых 
последовательностей NCBI, при этом на поиск не расходу-
ются вычислительные ресурсы пользователя. Кроме того, 
BLAST встроен в программы с графическим интерфейсом, 
такие как Geneious Prime и CLC Genomics Workbench. 
При работе с командной строкой Linux, Mac и Windows 
применяется инструмент BLAST+ (Camacho et al., 2009).

В результате сравнения с базой данных последователь-
ностей вирусов контиги с той или иной достоверностью 
относят к конкретным видам. Обычно уровень достовер-
ности указывают с помощью E-value – показателя вероят
ности случайного совпадения между контигом и базой 
данных (VanderWeele, Ding, 2017). Чем ближе E-value к 0, 
тем надежнее выполнена идентификация.

Подходы, основанные на таксономической классифи-
кации чтений без предварительной сборки или картиро-
вания, менее распространены в исследованиях раститель
ных виромов. Однако при наличии необходимых вычис-
лительных ресурсов они позволяют получать результаты 
намного быстрее рассмотренных выше подходов. Среди 
таксономических классификаторов чтений популярны 
такие, как Kraken2 (Wood et al., 2019), Kaiju (Menzel et al., 
2016), CLARK-S (Ounit, Lonardi, 2016) и Centrifuge (Kim et 
al., 2016). Как правило, для работы им требуются обшир-
ные базы данных, большие вычислительные мощности и 
умение пользователя работать в командной строке Linux. 

Валидация и интерпретация  
результатов анализа вирома 
После того как любым методом биоинформатического 
анализа в библиотеке обнаружены чтения того или иного 
вируса, важно правильно интерпретировать эту информа-
цию. Поскольку качество секвенирования зависит от мно-
гих факторов, не существует универсальных критериев 
того, какое растение следует считать зараженным вирусом: 
сколько чтений и контигов достоверно свидетельствует 
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о наличии инфекции (Villamor et al., 2019). Более того, 
анализ одного набора данных с использованием разных 
программ или с разными настройками одних и тех же про-
грамм может приводить к различающимся результатам. 

Поэтому в каждом конкретном случае необходимо все-
сторонне и критически подходить к анализу полученных 
данных, а на завершающих этапах анализа вирома боль-
шое значение приобретает экспертная роль исследовате-
ля, его «биологический взгляд» на биоинформатические 
данные. В частности, исследователь должен понимать, 
что не все обнаруженные в образцах вирусы являются 
патогенами исследуемой культуры. В виромных данных 
могут присутствовать вирусы насекомых, грибов и бак-
терий, ассоциированных с растением, а также вирусы 
человека и животных (Cobbin et al., 2021). Это особенно 
важно учитывать, когда речь идет об обнаружении ранее 
не описанных вирусов.

Для достоверной идентификации вирусов растений в 
метагеномных данных следует подтверждать результаты 
биоинформатического анализа с помощью молекулярно-
генетических методов, например ПЦР или ПЦР с обратной 
транскрипцией (ОТ-ПЦР), в зависимости от типа генома 
вируса. Если вирус будет обнаружен в образце в результате 
как секвенирования вирома, так и молекулярно-биологи-
ческой диагностики, можно с большой долей вероятности 
считать идентификацию точной.

Заключение
Анализ вирома с помощью высокопроизводительного сек-
венирования – это мощный метод, позволяющий комплекс
но подойти к решению фундаментальных и прикладных 
задач в области сельского хозяйства. С каждым годом вы
сокопроизводительное секвенирование становится более 
доступным: расширяется как приборно-техническая, так 
и аналитическая база. В будущем с появлением право-
вой основы этот метод станет основанием для принятия 
решений в сфере государственной продовольственной 
безопасности. 
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