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В и р о и д  руб це в ат о с т и  п л одо в  я б л о н и 

(Apscaviroid cicatricimali, Apple scar skin viroid, 

ASSVd) является одним из особо опасных фитопа- 

тогенов, поражающих семечковые и косточковые 

плодовые культуры. Вироидная инфекция 

представляет потенциальную опасность, которая 

может нанести экономический ущерб производ-

ству плодовых культур. Наиболее распространен-

ным способом передачи ASSVd является контак-

тная передача (механически через рабочие 

инструменты), а также через прививку (от 

зараженного растения к здоровому). В статье 

приведена краткая обзорная информация по 

вироиду, а также показаны данные по апробации 

олигонуклеотидов для диагностики ASSVd 

методом ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-

РВ) с использованием отечественных реактивов.

Проверку работы олигонуклеотидов осуще-

ствляли с помощью отечественных наборов 

реагентов компании ООО «НПФ Синтол» и ЗАО 

«Евроген». Для проведения экспериментов по 

оценке специфичности праймеров использовали 

различные изоляты близкородственных вирои-

дов из семейств Avsunviroidae и Pospiviroidae. В 

данной работе проведен анализ олигонуклеоти-

дов с использованием онлайн-сервиса NCBI 

Primer-BLAST. В исследовании проведено мно-

жественное выравнивание нуклеотидных 

Apple scar skin viroid, ASSVd (Apscaviroid 

c i c a t r i c i m a l i ) i s  a  p a r t i c u l a r l y  d a n g e r o u s  

phytopathogen affecting pome and stone fruit crops. 

Viroid infection poses a potential threat that can 

cause economic damage to fruit production. The most 

common pathways of ASSVd are contact (mechani-

cally through tools) and grafting (from an infected 

plant to a healthy one). This article provides a brief 

overview of the viroid and presents data on the 

validation of oligonucleotides for ASSVd diagnostics 

with real-time PCR using Russian reagents.

Oligonucleotide performance was tested using 

Russian Syntol and Evrogen reagent kit. Various 

isolates of  closely related viroids from the 

Avsunviroidae and Pospiviroidae families were used 

to conduct experiments assessing primer specificity. 

In this study, oligonucleotide analysis was performed 

using the NCBI Primer-BLAST online service. 

Multiple nucleotide sequence alignments of apple 

fruit scarring viroid isolates were performed using 
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последовательностей изолятов вироида рубцева-

тости плодов яблони с помощью специальных 

программ MAFFT и AliView. Биоинформатически 

проанализированы видоспецифичные олигонук-

леотиды на возможность образования вторичных 

структур – шпилек и димеров, которые могут 

повлиять на диагностику фитопатогена. Установ-

лено, что праймеры cASSVd/hASSVd и ASS-F/ASS-R 

способны образовывать большое количество 

вторичных структур, которые могут привести к 

ложноположительному результату. С помощью 

праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291, ASS-F/ASS-R и 

зонда ASS-Р возможно идентифицировать вироид 

рубцеватости плодов яблони методом ПЦР-РВ.

Ключевые слова. Apscaviroid cicatricimali, 

ASSVd, семечковые культуры, косточковые 

культуры, карантин растений. 

specialized MAFFT and AliView software. Species-

specific oligonucleotides were bioinformatically 

analyzed for the formation of secondary struc-

tures—hairpins and dimers—that may affect the 

diagnosis of the phytopathogen. It was found that the 

cASSVd/hASSVd and ASS-F/ASS-R primers are 

capable of forming a large number of secondary 

structures, which can lead to false-positive results. 

Using the primers ASSVd-F91/ASSVd-R291, ASS-

F/ASS-R and the probe ASS-P, it is possible to identify 

the apple fruit scarring viroid using the real-time PCR 

method.

Key words. Apscaviroid cicatricimali, ASSVd, pome 

crops, stone fruit crops, plant quarantine.

реди различных фитопатогенов 

плодовых культур особое положе-

ние занимают вироиды. Вироиды – 

это инфекционные патогены, 

состоящие из одноцепочечной 

кольцевой РНК, которые вызывают 

различные болезни растений, 

нанося огромный экономический 

ущерб. Поскольку эти патогены не кодируют 

белки, они используют белки растения-хозяина 

для выполнения всех своих основных функций, 

включая репликацию, транспортировку и 

патогенез. Вироиды передаются вегетативным 

размножением/прививкой и механической 

инокуляцией, например, через использование 

загрязненных лезвий во время обрезки и привив-

ки (Diener, 2001; Walia et al., 2014; Приходько и др., 

2021; Tian et al., 2022).

Для семечковых плодовых культур особое 

значение имеет вироид рубцеватости плодов 

яблони (Apscaviroid cicatricimali, Apple scar skin 

viroid, ASSVd), который является типовым видом 

рода Apscaviroid семейства Pospiviroidae (EPPO 

Global Database, 2025). Вироид вызывает болезни 

рубцеватости плодов (scar skin) яблони, пятнис-

тости плодов яблони (dapple apple), ямчатости 

плодов груши (pear fruit dimple), ржавой кожицы 

плодов груши (pear rusty skin), морщинистости 

плодов груши (pear fruit crinkle) (Walia et al., 2012; 

Hadidi et al., 2017; Tian et al., 2022).

Первые сообщения о болезни рубцеватости 

плодов яблони появились в 1930-х гг. в Китае. 

Инфекция привела к серьезным потерям урожая в 

Китае в 1950-х гг., особенно в районе Ляодунского 

полуострова, где были поражены тысячи деревь-

ев, а плоды яблони перестали продаваться из-за 

нетоварного внешнего вида. Болезнь повлияла на 

выращивание основного сорта яблони в Китае – 

Red Fuji. В некоторых провинциях Шаньси, 

Шэньси и Хэбэй более 50% деревьев были пораже-

ны этой болезнью (Liu et al., 1957; Hadidi et al., 

2017). В 1953 г. в Китае болезнь была описана и 

получила название Manshu-sabika-byo (болезнь 

побурения плодов маньчжурской яблони), или 

Sabika (болезнь маньчжурской яблони), по 

С
INTRODUCTIONВВЕДЕНИЕ

mong the various phytopathogens of fruit 

crops, viroids occupy a special position. 

Viroids are infectious pathogens consist-

ing of single-stranded circular RNA that 

cause various plant diseases, causing 

enormous economic losses. Since these pathogens do 

not encode proteins, they utilize host plant proteins to 

perform all their essential functions, including 

replication, transport, and pathogenesis. Viroids are 

transmitted by vegetative propagation/grafting and 

mechanical inoculation, for example, through the use 

of contaminated blades during pruning and grafting 

(Diener, 2001; Walia et al., 2014; Prikhodko et al., 

2021; Tian et al., 2022).

Apple scar skin viroid is of particular importance 

for pome fruit crops (Apscaviroid cicatricimali, Apple 

scar skin viroid, ASSVd), which is the type species of 

the genus Apscaviroid of the family Pospiviroidae 

(EPPO Global Database, 2025). The viroid causes 

apple scar skin, dapple apple, pear fruit dimple, pear 

rusty skin, pear fruit crinkle (Walia et al., 2012; Hadidi 

et al., 2017; Tian et al., 2022).

The first reports of ASSVd appeared in China in 

the 1930s. The infection caused severe crop losses in 

China in the 1950s, particularly in the Liaodong 

Peninsula region, where thousands of trees were 

affected, and the apple fruit became unmarketable 

due to its unmarketable appearance. The disease 

impacted the cultivation of China's main apple 

variety, Red Fuji. In some provinces of Shanxi, 

Shaanxi, and Hebei, more than 50% of trees were 

affected by this disease (Liu et al., 1957; Hadidi et al., 

2017). In 1953, the disease was described in China and 

named "Manshu-sabika-byo" (Manchurian apple 

browning disease) or "Sabika" (Manchurian apple 

disease), based on the results of experiments on 

viroid transmission through grafting (Ohtsuka, 1935; 
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результатам экспериментов по передаче вироида 

через прививку (Ohtsuka, 1935; Ohtsuka, 1938; 

Walia et al., 2014). Также в 1950-х гг. в яблоневом 

саду (штат Нью-Гэмпшир, США) была отмечена 

болезнь пятнистости плодов яблони, позже она 

наблюдалась в Великобритании, Китае и Японии 

(Lee et al., 2001; Hadidi et al., 2017).

Затем, в 1953 г., появились сообщения о 

болезни плодовых в префектуре Нагано (Япония), 

а в 1970-х гг. эта болезнь наблюдалась и в других 

основных районах выращивания яблонь в Японии 

(Hadidi et al., 2017). Симптомы болезни проявля-

лись лишь на плодах; на листьях и стволах 

де р е в ь е в  с и м п т о м о в  з а р а же н и я  н е  б ы л о 

(Takahashi, 1987). В 1960–1962 гг. в Китае отмеча-

лось, что около 90% деревьев груш были пораже-

ны болезнью (Liu et al., 1962). 

Изначально считалось, что возбудителем 

болезней является вирус из-за его способности 

передаваться через трансплантант (Koganezawa, 

1985). И только в 1980-х гг. была выдвинута 

гипотеза о вироидной этиологии данных болез-

ней (Walia et al., 2012). 

Предполагается, что первичный ареал ASSVd 

находится в Северо-Восточной Азии (Китай и 

Япония), где он наиболее широко распространен. 

А его ограниченное распространение в странах 

Европы и Америки является результатом перво-

начальной интродукции коммерческих сортов 

плодовых культур из вышеупомянутых азиатских 

стран (Kyriakopoulou, Hadidi, 1997). Груша минда-

левидная на протяжении многих веков произрас-

тает в горах Греции, и ранее ее семена широко 

использовались для получения семенных 

подвоев с целью последующей прививки культур-

ных сортов груши и айвы. Присутствие ASSVd в 

растениях груши в горах, вдали от любого вмеша-

тельства человека, позволяет предположить, что 

вироид является родным для Греции. В связи с 

этим не исключена возможность, что Греция, 

расположенная в Средиземноморском регионе, 

является вторым центром происхождения 

вироида. Очевидно, инфицирование растений 

происходило с помощью зараженного материала 

через прививку (Kyriakopoulou, Hadidi, 1997; 

Kyriakopoulou et al., 2001). Позднее данный  

вироид был выявлен на культивируемых и 

дикорастущих растениях черешни в Греции 

(Kaponi et al., 2013).

Геном вироида рубцеватости плодов яблони 

был секвенирован в 1987 г. и представляет собой 

одноцепочечную кольцевую РНК, состоящую из 

330 нуклеотидов (Hashimoto, Koganezawa, 1987).

Основным растением-хозяином для вироида 

является яблоня обыкновенная (Malus domestica 

(Suckow) Borkh). Помимо яблони, вироид инфици-

рует и другие растения из семейства Rosaceae: 

яблоня дикая (M. sylvestris (L.) Mill.), груша обыкно-

венная (Pyrus communis L.), груша миндалевидная 

(P. amygdaliformis Vill.), белая китайская груша 

(P. bretschneideri Rehder), груша грушелистная 

(P. pyrifolia (Burm.f.) Nak.), груша уссурийская 

(P. ussuriensis Maxim.), персик (Prunus persica (L.) 

Batsch), абрикос (P. armeniaca L.), черешня (P. avium 

L.), гималайская вишня (P. cerasoides D.Don) (Walia et 

al., 2012; Walia et al., 2014; Kaponi et al., 2024; CABI, 

2025).

Ohtsuka, 1938; Walia et al., 2014). Also, in the 1950s, 

apple fruit spot disease was noted in an apple orchard 

(New Hampshire, USA), and later it was observed in 

the UK, China, and Japan (Lee et al., 2001; Hadidi et al., 

2017).

Then, in 1953, reports of the disease appeared in 

Nagano Prefecture, Japan, and in the 1970s, the 

disease was observed in other major apple-growing 

areas of Japan (Hadidi et al., 2017). Symptoms of the 

disease appeared only on the fruits; there were no 

symptoms of infection on the leaves or trunks of the 

trees (Takahashi, 1987). In China, between 1960 and 

1962, it was noted that about 90% of pear trees were 

affected by the disease (Liu et al., 1962). 

Initially, it was believed that the causative agent 

of the diseases was a virus, due to its ability to be 

transmitted through a transplant (Koganezawa, 

1985). It was only in the 1980s that the hypothesis of a 

viroid etiology of these diseases was put forward 

(Walia et al., 2012). 

The primary distribution of ASSVd is believed to 

be in Northeast Asia (China and Japan), where it is 

most widespread. Its limited distribution in Europe 

and America is the result of the initial introduction of 

commercial fruit varieties from the aforementioned 

Asian countries (Kyriakopoulou and Hadidi, 1997). 

The almond-shaped pear has been grown in the 

mountains of Greece for centuries, and its seeds were 

previously widely used to produce seed rootstocks for 

subsequent grafting of cultivated pear and quince 

varieties. The presence of ASSVd in pear plants in the 

mountains, far from any human intervention, 

suggests that the viroid is native to Greece. Therefore, 

the possibility cannot be ruled out that Greece, 

located in the Mediterranean region, is a second 

center of origin for the viroid. Apparently, the plants 

were infected by grafting contaminated material 

(Kyriakopoulou and Hadidi, 1997; Kyriakopoulou et 

al., 2001). Later, this viroid was detected on cultivated 

and wild cherry plants in Greece (Kaponi et al., 2013).

The genome of ASSVd was sequenced in 1987 

and is a single-stranded circular RNA consisting of 

330 nucleotides (Hashimoto, Koganezawa, 1987).

The main host plant for ASSVd is the common 

apple tree (Malus domestica (Suckow) Borkh). Apart 

from apple trees, the viroid also infects other plants 

from the Rosaceae family: M. sylvestris (L.) Mill., Pyrus 

communis L., P. amygdaliformis Vill., P. bretschneideri 

Rehder, P. pyrifolia (Burm.f.) Nak., P. ussuriensis Maxim., 

Prunus persica (L.) Batsch, P. armeniaca L., P. avium L., P. 

cerasoides D.Don) (Walia et al., 2012; Walia et al., 2014; 

Kaponi et al., 2024; CABI, 2025).

ASSVd has been detected in various apple 

tissues: leaves, stems, peel, fruit pulp, rootstocks, and 

roots. However, symptoms of viroid infection appear 

only on the fruit, not on the leaves and stems. Stunting 

of plant growth is the primary symptom of most viroid 

diseases (Hashimoto, Koganezawa, 1987; Hurtt, 

Podleckis, 1995; Desvignes et al., 1999; Kim et al., 

2010; Walia et al., 2014; Li et al., 2023). 
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последовательностей изолятов вироида рубцева-

тости плодов яблони с помощью специальных 

программ MAFFT и AliView. Биоинформатически 

проанализированы видоспецифичные олигонук-

леотиды на возможность образования вторичных 

структур – шпилек и димеров, которые могут 

повлиять на диагностику фитопатогена. Установ-

лено, что праймеры cASSVd/hASSVd и ASS-F/ASS-R 

способны образовывать большое количество 

вторичных структур, которые могут привести к 

ложноположительному результату. С помощью 

праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291, ASS-F/ASS-R и 

зонда ASS-Р возможно идентифицировать вироид 

рубцеватости плодов яблони методом ПЦР-РВ.

Ключевые слова. Apscaviroid cicatricimali, 

ASSVd, семечковые культуры, косточковые 

культуры, карантин растений. 

specialized MAFFT and AliView software. Species-

specific oligonucleotides were bioinformatically 

analyzed for the formation of secondary struc-

tures—hairpins and dimers—that may affect the 

diagnosis of the phytopathogen. It was found that the 

cASSVd/hASSVd and ASS-F/ASS-R primers are 

capable of forming a large number of secondary 

structures, which can lead to false-positive results. 

Using the primers ASSVd-F91/ASSVd-R291, ASS-

F/ASS-R and the probe ASS-P, it is possible to identify 

the apple fruit scarring viroid using the real-time PCR 

method.

Key words. Apscaviroid cicatricimali, ASSVd, pome 

crops, stone fruit crops, plant quarantine.

реди различных фитопатогенов 

плодовых культур особое положе-

ние занимают вироиды. Вироиды – 

это инфекционные патогены, 

состоящие из одноцепочечной 

кольцевой РНК, которые вызывают 

различные болезни растений, 

нанося огромный экономический 

ущерб. Поскольку эти патогены не кодируют 

белки, они используют белки растения-хозяина 

для выполнения всех своих основных функций, 

включая репликацию, транспортировку и 

патогенез. Вироиды передаются вегетативным 

размножением/прививкой и механической 

инокуляцией, например, через использование 

загрязненных лезвий во время обрезки и привив-

ки (Diener, 2001; Walia et al., 2014; Приходько и др., 

2021; Tian et al., 2022).

Для семечковых плодовых культур особое 

значение имеет вироид рубцеватости плодов 

яблони (Apscaviroid cicatricimali, Apple scar skin 

viroid, ASSVd), который является типовым видом 

рода Apscaviroid семейства Pospiviroidae (EPPO 

Global Database, 2025). Вироид вызывает болезни 

рубцеватости плодов (scar skin) яблони, пятнис-

тости плодов яблони (dapple apple), ямчатости 

плодов груши (pear fruit dimple), ржавой кожицы 

плодов груши (pear rusty skin), морщинистости 

плодов груши (pear fruit crinkle) (Walia et al., 2012; 

Hadidi et al., 2017; Tian et al., 2022).

Первые сообщения о болезни рубцеватости 

плодов яблони появились в 1930-х гг. в Китае. 

Инфекция привела к серьезным потерям урожая в 

Китае в 1950-х гг., особенно в районе Ляодунского 

полуострова, где были поражены тысячи деревь-

ев, а плоды яблони перестали продаваться из-за 

нетоварного внешнего вида. Болезнь повлияла на 

выращивание основного сорта яблони в Китае – 

Red Fuji. В некоторых провинциях Шаньси, 

Шэньси и Хэбэй более 50% деревьев были пораже-

ны этой болезнью (Liu et al., 1957; Hadidi et al., 

2017). В 1953 г. в Китае болезнь была описана и 

получила название Manshu-sabika-byo (болезнь 

побурения плодов маньчжурской яблони), или 

Sabika (болезнь маньчжурской яблони), по 

С
INTRODUCTIONВВЕДЕНИЕ

mong the various phytopathogens of fruit 

crops, viroids occupy a special position. 

Viroids are infectious pathogens consist-

ing of single-stranded circular RNA that 

cause various plant diseases, causing 

enormous economic losses. Since these pathogens do 

not encode proteins, they utilize host plant proteins to 

perform all their essential functions, including 

replication, transport, and pathogenesis. Viroids are 

transmitted by vegetative propagation/grafting and 

mechanical inoculation, for example, through the use 

of contaminated blades during pruning and grafting 

(Diener, 2001; Walia et al., 2014; Prikhodko et al., 

2021; Tian et al., 2022).

Apple scar skin viroid is of particular importance 

for pome fruit crops (Apscaviroid cicatricimali, Apple 

scar skin viroid, ASSVd), which is the type species of 

the genus Apscaviroid of the family Pospiviroidae 

(EPPO Global Database, 2025). The viroid causes 

apple scar skin, dapple apple, pear fruit dimple, pear 

rusty skin, pear fruit crinkle (Walia et al., 2012; Hadidi 

et al., 2017; Tian et al., 2022).

The first reports of ASSVd appeared in China in 

the 1930s. The infection caused severe crop losses in 

China in the 1950s, particularly in the Liaodong 

Peninsula region, where thousands of trees were 

affected, and the apple fruit became unmarketable 

due to its unmarketable appearance. The disease 

impacted the cultivation of China's main apple 

variety, Red Fuji. In some provinces of Shanxi, 

Shaanxi, and Hebei, more than 50% of trees were 

affected by this disease (Liu et al., 1957; Hadidi et al., 

2017). In 1953, the disease was described in China and 

named "Manshu-sabika-byo" (Manchurian apple 

browning disease) or "Sabika" (Manchurian apple 

disease), based on the results of experiments on 

viroid transmission through grafting (Ohtsuka, 1935; 

A
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результатам экспериментов по передаче вироида 

через прививку (Ohtsuka, 1935; Ohtsuka, 1938; 

Walia et al., 2014). Также в 1950-х гг. в яблоневом 

саду (штат Нью-Гэмпшир, США) была отмечена 

болезнь пятнистости плодов яблони, позже она 

наблюдалась в Великобритании, Китае и Японии 

(Lee et al., 2001; Hadidi et al., 2017).

Затем, в 1953 г., появились сообщения о 

болезни плодовых в префектуре Нагано (Япония), 

а в 1970-х гг. эта болезнь наблюдалась и в других 

основных районах выращивания яблонь в Японии 

(Hadidi et al., 2017). Симптомы болезни проявля-

лись лишь на плодах; на листьях и стволах 

де р е в ь е в  с и м п т о м о в  з а р а же н и я  н е  б ы л о 

(Takahashi, 1987). В 1960–1962 гг. в Китае отмеча-

лось, что около 90% деревьев груш были пораже-

ны болезнью (Liu et al., 1962). 

Изначально считалось, что возбудителем 

болезней является вирус из-за его способности 

передаваться через трансплантант (Koganezawa, 

1985). И только в 1980-х гг. была выдвинута 

гипотеза о вироидной этиологии данных болез-

ней (Walia et al., 2012). 

Предполагается, что первичный ареал ASSVd 

находится в Северо-Восточной Азии (Китай и 

Япония), где он наиболее широко распространен. 

А его ограниченное распространение в странах 

Европы и Америки является результатом перво-

начальной интродукции коммерческих сортов 

плодовых культур из вышеупомянутых азиатских 

стран (Kyriakopoulou, Hadidi, 1997). Груша минда-

левидная на протяжении многих веков произрас-

тает в горах Греции, и ранее ее семена широко 

использовались для получения семенных 

подвоев с целью последующей прививки культур-

ных сортов груши и айвы. Присутствие ASSVd в 

растениях груши в горах, вдали от любого вмеша-

тельства человека, позволяет предположить, что 

вироид является родным для Греции. В связи с 

этим не исключена возможность, что Греция, 

расположенная в Средиземноморском регионе, 

является вторым центром происхождения 

вироида. Очевидно, инфицирование растений 

происходило с помощью зараженного материала 

через прививку (Kyriakopoulou, Hadidi, 1997; 

Kyriakopoulou et al., 2001). Позднее данный  

вироид был выявлен на культивируемых и 

дикорастущих растениях черешни в Греции 

(Kaponi et al., 2013).

Геном вироида рубцеватости плодов яблони 

был секвенирован в 1987 г. и представляет собой 

одноцепочечную кольцевую РНК, состоящую из 

330 нуклеотидов (Hashimoto, Koganezawa, 1987).

Основным растением-хозяином для вироида 

является яблоня обыкновенная (Malus domestica 

(Suckow) Borkh). Помимо яблони, вироид инфици-

рует и другие растения из семейства Rosaceae: 

яблоня дикая (M. sylvestris (L.) Mill.), груша обыкно-

венная (Pyrus communis L.), груша миндалевидная 

(P. amygdaliformis Vill.), белая китайская груша 

(P. bretschneideri Rehder), груша грушелистная 

(P. pyrifolia (Burm.f.) Nak.), груша уссурийская 

(P. ussuriensis Maxim.), персик (Prunus persica (L.) 

Batsch), абрикос (P. armeniaca L.), черешня (P. avium 

L.), гималайская вишня (P. cerasoides D.Don) (Walia et 

al., 2012; Walia et al., 2014; Kaponi et al., 2024; CABI, 

2025).

Ohtsuka, 1938; Walia et al., 2014). Also, in the 1950s, 

apple fruit spot disease was noted in an apple orchard 

(New Hampshire, USA), and later it was observed in 

the UK, China, and Japan (Lee et al., 2001; Hadidi et al., 

2017).

Then, in 1953, reports of the disease appeared in 

Nagano Prefecture, Japan, and in the 1970s, the 

disease was observed in other major apple-growing 

areas of Japan (Hadidi et al., 2017). Symptoms of the 

disease appeared only on the fruits; there were no 

symptoms of infection on the leaves or trunks of the 

trees (Takahashi, 1987). In China, between 1960 and 

1962, it was noted that about 90% of pear trees were 

affected by the disease (Liu et al., 1962). 

Initially, it was believed that the causative agent 

of the diseases was a virus, due to its ability to be 

transmitted through a transplant (Koganezawa, 

1985). It was only in the 1980s that the hypothesis of a 

viroid etiology of these diseases was put forward 

(Walia et al., 2012). 

The primary distribution of ASSVd is believed to 

be in Northeast Asia (China and Japan), where it is 

most widespread. Its limited distribution in Europe 

and America is the result of the initial introduction of 

commercial fruit varieties from the aforementioned 

Asian countries (Kyriakopoulou and Hadidi, 1997). 

The almond-shaped pear has been grown in the 

mountains of Greece for centuries, and its seeds were 

previously widely used to produce seed rootstocks for 

subsequent grafting of cultivated pear and quince 

varieties. The presence of ASSVd in pear plants in the 

mountains, far from any human intervention, 

suggests that the viroid is native to Greece. Therefore, 

the possibility cannot be ruled out that Greece, 

located in the Mediterranean region, is a second 

center of origin for the viroid. Apparently, the plants 

were infected by grafting contaminated material 

(Kyriakopoulou and Hadidi, 1997; Kyriakopoulou et 

al., 2001). Later, this viroid was detected on cultivated 

and wild cherry plants in Greece (Kaponi et al., 2013).

The genome of ASSVd was sequenced in 1987 

and is a single-stranded circular RNA consisting of 

330 nucleotides (Hashimoto, Koganezawa, 1987).

The main host plant for ASSVd is the common 

apple tree (Malus domestica (Suckow) Borkh). Apart 

from apple trees, the viroid also infects other plants 

from the Rosaceae family: M. sylvestris (L.) Mill., Pyrus 

communis L., P. amygdaliformis Vill., P. bretschneideri 

Rehder, P. pyrifolia (Burm.f.) Nak., P. ussuriensis Maxim., 

Prunus persica (L.) Batsch, P. armeniaca L., P. avium L., P. 

cerasoides D.Don) (Walia et al., 2012; Walia et al., 2014; 

Kaponi et al., 2024; CABI, 2025).

ASSVd has been detected in various apple 

tissues: leaves, stems, peel, fruit pulp, rootstocks, and 

roots. However, symptoms of viroid infection appear 

only on the fruit, not on the leaves and stems. Stunting 

of plant growth is the primary symptom of most viroid 

diseases (Hashimoto, Koganezawa, 1987; Hurtt, 

Podleckis, 1995; Desvignes et al., 1999; Kim et al., 

2010; Walia et al., 2014; Li et al., 2023). 
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ASSVd  был обнаружен в различных тканях 

яблони: в листьях, стеблях, кожуре, мякоти 

плодов, подвоях и корнях. Однако симптомы 

заражения вироидом проявляются только на 

плодах, но не проявляются на листьях и стеблях. 

Задержка роста растений является основным 

симптомом большинства вироидных болезней 

(Hashimoto, Koganezawa, 1987; Hurtt, Podleckis, 

1995; Desvignes et al., 1999; Kim et al., 2010; Walia et 

al., 2014; Li et al., 2023). 

Например, во Франции (1995–1998 гг.) были 

проведены опыты по искусственному заражению 

ASSVd  42 коммерческих сортов яблони. По 

результатам чувствительности к вироиду выделе-

но несколько групп основных сортов яблони: 

толерантные (Baujade, Belrène, Golden Delicious, 

Granny Smith, Jonagold, Pink Lady, Reine des 

Reinettes, Reinette Grise du Canada, Smoothee), 

с л а б о в о с п р и и м ч и в ы е  ( A k a n e ,  A m b a s s y , 

Delbarestivale, Fuji и мутанты Fuji, Gala и мутанты 

Gala, Redwinter, Spurkoop), восприимчивые 

(Delbard Jubilé, Elstar и мутанты Elstar, Festival, 

Querina, Sunris), более восприимчивые (Ace, 

Charden, Early Red One, Red Chief, Red Delicious, 

Starkrimson), высоковосприимчивые (Belchard, 

Braeburn, Hillwell и мутанты Hillwell, Indo). На 

толерантных сортах лишь на отдельных плодах 

развивались неотчетливые пятна или слабое 

изменение окраски. На слабовосприимчивых и 

восприимчивых сортах у части плодов развива-

лась пятнистость слабой или умеренной интен-

сивности. На более восприимчивых сортах почти 

все плоды изменяли окраску или имели пятна, а у 

семенной чашечки развивались ржавые опробко-

вевшие пятна. На высоковосприимчивых сортах 

развивались интенсивные симптомы рубцеватос-

ти, растрескивания и некротизации плодов, 

к о т о р ы е  у т р ач и в а л и  т о в а р н ы е  к ач е с т в а 

(Desvignes et al., 1999).

ASSVd в естественных условиях поражает 

исключительно древесные растения, в первую 

очередь семечковые и косточковые плодовые 

деревья. Однако вироид имеет широкий круг 

экспериментальных растений-хозяев: огурец  

(Cucumis sativus L.), томат (Solanum lycopersicum L.), 

баклажан (S. melongena L.), горох (Pisum sativum 

Lam.), фасоль (Phaseolus vulgaris L.), табак (Nicotiana 

benthamiana Domin, N. tabacum L., N. glutinosa L.), 

киноа (Chenopodium quinoa Willd.),  марь (C. 

amaranticolor D. Don). Возможность заражения этих 

растений в природных условиях не изучалась 

(Walia et al., 2014; Walia et al., 2015; Lodh, 2017).

For example, in France (1995-1998), 

experiments were conducted on 

artificial infection of 42 commercial 

apple varieties with ASSVd. Based on 

the results of susceptibility to the 

viroid, several groups of main apple 

varieties were distinguished: tolerant 

(Baujade, Belrène, Golden Delicious, 

Granny Smith, Jonagold, Pink Lady, 

Reine des Reinettes, Reinette Grise du 

Canada, Smoothee), slightly suscepti-

ble (Akane, Ambassy, Delbarestivale, 

Fuji and Fuji mutants, Gala and Gala 

mutants, Redwinter, Spurkoop), 

susceptible (Delbard Jubilé, Elstar 

and Elstar mutants, Festival, Querina, Sunris), more 

susceptible (Ace, Charden, Early Red One, Red Chief, 

Red Delicious, Starkrimson), highly susceptible 

(Belchard, Braeburn, Hillwell and Hillwell mutants, 

Indo). On tolerant varieties, only a few fruits devel-

oped indistinct spots or mild discoloration. On 

slightly susceptible and susceptible varieties, some 

fruits developed mild to moderate spotting. On more 

susceptible varieties, almost all fruits showed 

discoloration or spots, and rusty, corky spots devel-

oped on the calyx. On highly susceptible varieties, 

severe scarring, cracking, and necrosis of the fruits 

developed, rendering them unmarketable (Desvignes 

et al., 1999).

ASSVd naturally infects exclusively woody 

plants, primarily pome and stone fruit trees. However, 

the viroid has a wide range of experimental host 

plants: Cucumis sativus L., Solanum lycopersicum L.,  

S. melongena L., Pisum sativum Lam., Phaseolus 

vulgaris L., Nicotiana benthamiana Domin, N. 

tabacum L., N. glutinosa L., Chenopodium quinoa 

Willd., C. amaranticolor D.Don. The possibility of 

infection of these plants in natural conditions has not 

been studied (Walia et al., 2014; Walia et al., 2015; 

Lodh, 2017).

When infected with ASSVd, pale spots form on 

the skin of apple fruit (see Fig. 1-B). The surface of the 

Рис. 2. Симптомы 
заражения ASSVd на 
незрелом яблоке из района 
Олимпия на Пелопоннесе, 
Греция (Kaponi et al., 2024) 

Fig. 2. Symptoms of ASSVd 
infection on an unripe apple 
from the Olympia region of 
the Peloponnese, Greece 
(Kaponi et al., 2024)

Рис. 1. Симптомы: A – коричневая 
рубцеватость на плодах яблони; 
B – бледные пятна на кожице плодов 
яблони; C – ямчатость на плодах 
груши (Di Serio et al., 2018)

Fig. 1. Symptoms: A) Brown scarring on 
apple fruit; B) Pale spots on apple fruit 
skin; C) Pear fruit crinkle (Di Serio et al., 
2018)

При заражении 

вироидом рубцева-

тости плодов яблони 

образуются бледные 

п я т н а  н а  к о ж и ц е 

плодов яблони (см. 

р и с .  1 ,  B ) .  П о в е р-

хность пятен может 

покрываться красно-

бурой или коричне-

вой опробковевшей 

тканью, которая в 

виде полос или целых 

секторов распростра-

няется по плоду (см. 

р и с .  1 ,  A ,  р и с .  3 ) . 

Пятна часто растрес-

киваются (см. рис. 2). 

Зараженные плоды 

ч а с т о  о с т а ю т с я 

мелкими и жесткими, плохо вызревшими и имеют 

неприятный вкус. Симптомы заражения на 

плодах груши проявляются в виде ямчатости 

(морщинистости) кожицы (см. рис. 1, C). Симпто-

мы на плодах яблони обычно не сопровождаются 

наличием каких-либо симптомов на листьях. 

Вироид может иметь длительный латентный 

период в своих растениях-хозяевах (Shamloul et 

al., 2004; Sipahioglu et al., 2009; Hadidi et al., 2017; Di 

Serio et al., 2018; Kaponi et al., 2024).

Apple scar skin viroid снижает товарный вид 

плодов яблони (уменьшение размера, образова-

ние рубцов, неравномерное окрашивание 

кожуры), что негативно сказывается на произво-

дстве фруктов (Diener, 1971; Li et al., 2023). Зараже-

ние вироидом может привести к значительным 

экономическим потерям и снижению урожайности.

В настоящее время ASSVd распространен в 

странах Азии (Индия, Иран, Китай, Республика 

Корея, Япония), Европы (Великобритания, 

Греция, Дания, Италия, Польша, Турция, Фран-

ция), Северной Америки (Канада, США), Южной 

Америки (Аргентина) (CABI/EPPO, 2025).

Вироид является одним из наиболее опасных 

возбудителей болезней плодовых культур в Китае 

и Японии, хотя в большинстве стран – производи-

телей яблок фитопатоген встречается относи-

тельно редко (Hashimoto, Koganezawa, 1987; 

Desvignes et al., 1999). В основных регионах 

производства яблонь в Китае инфекционная 

нагрузка вироидом колеблется от 4,8 до 48,6% (Li et 

al., 2023). Симптомы заражения вироидом наблю-

дались в Республике Корея на нескольких сортах 

яблони (Kim et al., 2006). В Южной Корее ASSVd 

широко распространен на сортах яблони Sansa, 

Fuji, Chukwang, Miki-Life, Hongro и Songbongeum на 

юге страны, вызывая на них пятнистость плодов 

(Kwon et al., 2002). В большинстве районов выра-

щивания яблонь в штате Химачал-Прадеш 

(Индия) уровень заражения ASSVd составил 27,6% 

в 2012 г., что является самым высоким показате-

лем среди исследуемых вироидных и вирусных 

патогенов семечковых культур, распространен-

ных в этих районах (Kumar et al., 2012). Вироид 

выявляли на растениях яблони сорта Golden 

Delicious и груши сорта Dargazi в провинции 

Хорасан-Резави (Иран) (Yazarlou et al., 2012). Также 

spots may become covered with a reddish-brown or 

brown corky tissue, which spreads across the fruit in 

stripes or entire sectors (see Fig. 1-A, Fig. 3). The spots 

often crack (see Fig. 2). Infected fruits often remain 

small and tough, do not ripen well, and have an 

unpleasant taste. Symptoms of infection on pear fruit 

appear as pitting (wrinkling) of the skin (see Fig. 1-C). 

Symptoms on apple fruit are usually not accompa-

nied by any symptoms on the leaves. The viroid can 

have a long latent period in its host plants (Shamloul 

et al., 2004; Sipahioglu et al., 2009; Hadidi et al., 2017; 

Di Serio et al., 2018; Kaponi et al., 2024).

ASSVd reduces the marketability of apple fruits 

(size reduction, scarring, uneven peel coloring), 

which negatively impacts fruit production (Diener, 

1971; Li et al., 2023). Viroid infection can lead to 

significant economic losses and reduced yields.

Currently, ASSVd is widespread in Asian 

countries (India, Iran, China, Republic of Korea, 

Japan), Europe (Great Britain, Greece, Denmark, Italy, 

Poland, Turkey, France), North America (Canada, 

USA), South America (Argentina) (CABI/EPPO, 2025).

Viroid is one of the most important pathogens of 

fruit crops in China and Japan, although in most 

apple-producing countries the phytopathogen is 

relatively rare (Hashimoto and Koganezawa, 1987; 

Desvignes et al., 1999). In the main apple-producing 

regions of China, the viroid infection load ranges from 

4.8 to 48.6% (Li et al., 2023). Symptoms of viroid 

infection have been observed in the Republic of Korea 

on several apple varieties (Kim et al., 2006). In South 

Korea, ASSVd is widespread on Sansa, Fuji , 

Chukwang, Miki-Life, Hongro, and Songbongeum 

apple varieties in the south of the country, causing 

fruit spotting (Kwon et al., 2002). In most apple-

growing areas of Himachal Pradesh, India, the ASSVd 

infection rate was 27.6% in 2012, which is the highest 

among the studied viroid and viral pathogens of pome 

crops common in these areas (Kumar et al., 2012). The 

viroid was detected on Golden Delicious apple and 

Dargazi pear plants in Razavi Khorasan Province, Iran 

(Yazarlou et al., 2012). ASSVd is also widespread in the 

Eastern Anatolia Region, Turkey (Sipahioglu et al., 

2009). 

Рис. 3. Коричневая рубцеватость на плодах 
яблони (Sipahioglu et al., 2009) 

Fig. 3. Brown scar skin on apple fruit (Sipahioglu 
et al., 2009)
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ASSVd  был обнаружен в различных тканях 

яблони: в листьях, стеблях, кожуре, мякоти 

плодов, подвоях и корнях. Однако симптомы 

заражения вироидом проявляются только на 

плодах, но не проявляются на листьях и стеблях. 

Задержка роста растений является основным 

симптомом большинства вироидных болезней 

(Hashimoto, Koganezawa, 1987; Hurtt, Podleckis, 

1995; Desvignes et al., 1999; Kim et al., 2010; Walia et 

al., 2014; Li et al., 2023). 

Например, во Франции (1995–1998 гг.) были 

проведены опыты по искусственному заражению 

ASSVd  42 коммерческих сортов яблони. По 

результатам чувствительности к вироиду выделе-

но несколько групп основных сортов яблони: 

толерантные (Baujade, Belrène, Golden Delicious, 

Granny Smith, Jonagold, Pink Lady, Reine des 

Reinettes, Reinette Grise du Canada, Smoothee), 

с л а б о в о с п р и и м ч и в ы е  ( A k a n e ,  A m b a s s y , 

Delbarestivale, Fuji и мутанты Fuji, Gala и мутанты 

Gala, Redwinter, Spurkoop), восприимчивые 

(Delbard Jubilé, Elstar и мутанты Elstar, Festival, 

Querina, Sunris), более восприимчивые (Ace, 

Charden, Early Red One, Red Chief, Red Delicious, 

Starkrimson), высоковосприимчивые (Belchard, 

Braeburn, Hillwell и мутанты Hillwell, Indo). На 

толерантных сортах лишь на отдельных плодах 

развивались неотчетливые пятна или слабое 

изменение окраски. На слабовосприимчивых и 

восприимчивых сортах у части плодов развива-

лась пятнистость слабой или умеренной интен-

сивности. На более восприимчивых сортах почти 

все плоды изменяли окраску или имели пятна, а у 

семенной чашечки развивались ржавые опробко-

вевшие пятна. На высоковосприимчивых сортах 

развивались интенсивные симптомы рубцеватос-

ти, растрескивания и некротизации плодов, 

к о т о р ы е  у т р ач и в а л и  т о в а р н ы е  к ач е с т в а 

(Desvignes et al., 1999).

ASSVd в естественных условиях поражает 

исключительно древесные растения, в первую 

очередь семечковые и косточковые плодовые 

деревья. Однако вироид имеет широкий круг 

экспериментальных растений-хозяев: огурец  

(Cucumis sativus L.), томат (Solanum lycopersicum L.), 

баклажан (S. melongena L.), горох (Pisum sativum 

Lam.), фасоль (Phaseolus vulgaris L.), табак (Nicotiana 

benthamiana Domin, N. tabacum L., N. glutinosa L.), 

киноа (Chenopodium quinoa Willd.),  марь (C. 

amaranticolor D. Don). Возможность заражения этих 

растений в природных условиях не изучалась 

(Walia et al., 2014; Walia et al., 2015; Lodh, 2017).

For example, in France (1995-1998), 

experiments were conducted on 

artificial infection of 42 commercial 

apple varieties with ASSVd. Based on 

the results of susceptibility to the 

viroid, several groups of main apple 

varieties were distinguished: tolerant 

(Baujade, Belrène, Golden Delicious, 

Granny Smith, Jonagold, Pink Lady, 

Reine des Reinettes, Reinette Grise du 

Canada, Smoothee), slightly suscepti-

ble (Akane, Ambassy, Delbarestivale, 

Fuji and Fuji mutants, Gala and Gala 

mutants, Redwinter, Spurkoop), 

susceptible (Delbard Jubilé, Elstar 

and Elstar mutants, Festival, Querina, Sunris), more 

susceptible (Ace, Charden, Early Red One, Red Chief, 

Red Delicious, Starkrimson), highly susceptible 

(Belchard, Braeburn, Hillwell and Hillwell mutants, 

Indo). On tolerant varieties, only a few fruits devel-

oped indistinct spots or mild discoloration. On 

slightly susceptible and susceptible varieties, some 

fruits developed mild to moderate spotting. On more 

susceptible varieties, almost all fruits showed 

discoloration or spots, and rusty, corky spots devel-

oped on the calyx. On highly susceptible varieties, 

severe scarring, cracking, and necrosis of the fruits 

developed, rendering them unmarketable (Desvignes 

et al., 1999).

ASSVd naturally infects exclusively woody 

plants, primarily pome and stone fruit trees. However, 

the viroid has a wide range of experimental host 

plants: Cucumis sativus L., Solanum lycopersicum L.,  

S. melongena L., Pisum sativum Lam., Phaseolus 

vulgaris L., Nicotiana benthamiana Domin, N. 

tabacum L., N. glutinosa L., Chenopodium quinoa 

Willd., C. amaranticolor D.Don. The possibility of 

infection of these plants in natural conditions has not 

been studied (Walia et al., 2014; Walia et al., 2015; 

Lodh, 2017).

When infected with ASSVd, pale spots form on 

the skin of apple fruit (see Fig. 1-B). The surface of the 

Рис. 2. Симптомы 
заражения ASSVd на 
незрелом яблоке из района 
Олимпия на Пелопоннесе, 
Греция (Kaponi et al., 2024) 

Fig. 2. Symptoms of ASSVd 
infection on an unripe apple 
from the Olympia region of 
the Peloponnese, Greece 
(Kaponi et al., 2024)

Рис. 1. Симптомы: A – коричневая 
рубцеватость на плодах яблони; 
B – бледные пятна на кожице плодов 
яблони; C – ямчатость на плодах 
груши (Di Serio et al., 2018)

Fig. 1. Symptoms: A) Brown scarring on 
apple fruit; B) Pale spots on apple fruit 
skin; C) Pear fruit crinkle (Di Serio et al., 
2018)

При заражении 

вироидом рубцева-

тости плодов яблони 

образуются бледные 

п я т н а  н а  к о ж и ц е 

плодов яблони (см. 

р и с .  1 ,  B ) .  П о в е р-

хность пятен может 

покрываться красно-

бурой или коричне-

вой опробковевшей 

тканью, которая в 

виде полос или целых 

секторов распростра-

няется по плоду (см. 

р и с .  1 ,  A ,  р и с .  3 ) . 

Пятна часто растрес-

киваются (см. рис. 2). 

Зараженные плоды 

ч а с т о  о с т а ю т с я 

мелкими и жесткими, плохо вызревшими и имеют 

неприятный вкус. Симптомы заражения на 

плодах груши проявляются в виде ямчатости 

(морщинистости) кожицы (см. рис. 1, C). Симпто-

мы на плодах яблони обычно не сопровождаются 

наличием каких-либо симптомов на листьях. 

Вироид может иметь длительный латентный 

период в своих растениях-хозяевах (Shamloul et 

al., 2004; Sipahioglu et al., 2009; Hadidi et al., 2017; Di 

Serio et al., 2018; Kaponi et al., 2024).

Apple scar skin viroid снижает товарный вид 

плодов яблони (уменьшение размера, образова-

ние рубцов, неравномерное окрашивание 

кожуры), что негативно сказывается на произво-

дстве фруктов (Diener, 1971; Li et al., 2023). Зараже-

ние вироидом может привести к значительным 

экономическим потерям и снижению урожайности.

В настоящее время ASSVd распространен в 

странах Азии (Индия, Иран, Китай, Республика 

Корея, Япония), Европы (Великобритания, 

Греция, Дания, Италия, Польша, Турция, Фран-

ция), Северной Америки (Канада, США), Южной 

Америки (Аргентина) (CABI/EPPO, 2025).

Вироид является одним из наиболее опасных 

возбудителей болезней плодовых культур в Китае 

и Японии, хотя в большинстве стран – производи-

телей яблок фитопатоген встречается относи-

тельно редко (Hashimoto, Koganezawa, 1987; 

Desvignes et al., 1999). В основных регионах 

производства яблонь в Китае инфекционная 

нагрузка вироидом колеблется от 4,8 до 48,6% (Li et 

al., 2023). Симптомы заражения вироидом наблю-

дались в Республике Корея на нескольких сортах 

яблони (Kim et al., 2006). В Южной Корее ASSVd 

широко распространен на сортах яблони Sansa, 

Fuji, Chukwang, Miki-Life, Hongro и Songbongeum на 

юге страны, вызывая на них пятнистость плодов 

(Kwon et al., 2002). В большинстве районов выра-

щивания яблонь в штате Химачал-Прадеш 

(Индия) уровень заражения ASSVd составил 27,6% 

в 2012 г., что является самым высоким показате-

лем среди исследуемых вироидных и вирусных 

патогенов семечковых культур, распространен-

ных в этих районах (Kumar et al., 2012). Вироид 

выявляли на растениях яблони сорта Golden 

Delicious и груши сорта Dargazi в провинции 

Хорасан-Резави (Иран) (Yazarlou et al., 2012). Также 

spots may become covered with a reddish-brown or 

brown corky tissue, which spreads across the fruit in 

stripes or entire sectors (see Fig. 1-A, Fig. 3). The spots 

often crack (see Fig. 2). Infected fruits often remain 

small and tough, do not ripen well, and have an 

unpleasant taste. Symptoms of infection on pear fruit 

appear as pitting (wrinkling) of the skin (see Fig. 1-C). 

Symptoms on apple fruit are usually not accompa-

nied by any symptoms on the leaves. The viroid can 

have a long latent period in its host plants (Shamloul 

et al., 2004; Sipahioglu et al., 2009; Hadidi et al., 2017; 

Di Serio et al., 2018; Kaponi et al., 2024).

ASSVd reduces the marketability of apple fruits 

(size reduction, scarring, uneven peel coloring), 

which negatively impacts fruit production (Diener, 

1971; Li et al., 2023). Viroid infection can lead to 

significant economic losses and reduced yields.

Currently, ASSVd is widespread in Asian 

countries (India, Iran, China, Republic of Korea, 

Japan), Europe (Great Britain, Greece, Denmark, Italy, 

Poland, Turkey, France), North America (Canada, 

USA), South America (Argentina) (CABI/EPPO, 2025).

Viroid is one of the most important pathogens of 

fruit crops in China and Japan, although in most 

apple-producing countries the phytopathogen is 

relatively rare (Hashimoto and Koganezawa, 1987; 

Desvignes et al., 1999). In the main apple-producing 

regions of China, the viroid infection load ranges from 

4.8 to 48.6% (Li et al., 2023). Symptoms of viroid 

infection have been observed in the Republic of Korea 

on several apple varieties (Kim et al., 2006). In South 

Korea, ASSVd is widespread on Sansa, Fuji , 

Chukwang, Miki-Life, Hongro, and Songbongeum 

apple varieties in the south of the country, causing 

fruit spotting (Kwon et al., 2002). In most apple-

growing areas of Himachal Pradesh, India, the ASSVd 

infection rate was 27.6% in 2012, which is the highest 

among the studied viroid and viral pathogens of pome 

crops common in these areas (Kumar et al., 2012). The 

viroid was detected on Golden Delicious apple and 

Dargazi pear plants in Razavi Khorasan Province, Iran 

(Yazarlou et al., 2012). ASSVd is also widespread in the 

Eastern Anatolia Region, Turkey (Sipahioglu et al., 

2009). 

Рис. 3. Коричневая рубцеватость на плодах 
яблони (Sipahioglu et al., 2009) 

Fig. 3. Brown scar skin on apple fruit (Sipahioglu 
et al., 2009)
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В исследованиях использовали следующие 

референсные изоляты вироидов из коллекции 

DSMZ (Германия): латентной мозаики персика 

(PLMVd PC-1134), рубцеватости плодов яблони 

(ASSVd PC-1136), пузырчатого рака коры груши 

(PBCVd PC-1135), экзокортиса цитрусовых (CEVd 

PV-0942; CEVd PV-1163), карликовости верхушек 

томата (TASVd PV-1151, TASVd PV-0971), латен-

тный вироид колумнеи (CLVd PV-1068), мелко-

плодности перца (PCFVd PC-1181, PCFVd PV-1067), 

карликовости хризантем (CSVd PC-0735), хлоро-

тичной карликовости томата (ToCDVd PV-1148, 

ToCDVd PC-0916), веретеновидности клубней 

картофеля (PSTVd PV-0860); а также изоляты 

вироида веретеновидности клубней картофеля 

(PSTVd VIZR-07, ФГБУ «ВНИИКР») и вироида 

желтой крапчатости винограда (GYSVd Syn-10, 

ООО «Синтол»). Все вышеперечисленные изоляты 

использовались для оценки специфичности 

анализируемых праймеров.

The following reference isolates of viroids from 

the DSMZ collection (Germany) were used in the 

studies: Peach latent mosaic viroid (PLMVd PC-1134), 

Apple Scar Skin Viroid (ASSVd PC-1136), Pear blister 

canker disease (PBCVd PC-1135), Citrus exocortis 

viroid (CEVd PV-0942; CEVd PV-1163), Tomato apical 

stunt viroid (TASVd PV-1151, TASVd PV-0971), 

Columnea latent viroid (CLVd PV-1068), Pepper chat 

fruit viroid (PCFVd PC-1181, PCFVd PV-1067), 

Chrysanthemum Stunt Viroid (CSVd PC-0735), 

Tomato Chlorotic Dwarf Viroid (ToCDVd PV-1148, 

ToCDVd PC-0916), Potato spindle tuber viroid (PSTVd 

  PV-0860); as well as isolates of potato spindle tuber 

viroid (PSTVd V  IZR-07, FGBU "VNIIKR") and 

Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd Syn-10, 

Табл. 1. Фитосанитарный статус вироида рубцеватости плодов яблони 
(EPPO Global Database, 2025)
Table. Phytosanitary status of ASSVd (EPPO Global Database, 2025)
Страна

Country

Статус

Status

Год включения в Перечень КВО

Year of inclusion in Quarantine Pest List 

Канада
Canada

Израиль
Israel

Иордания
Jordan

Швейцария
Switzerland

Великобритания
United Kingdom

ЕC
EU

Карантинный вредный организм
Quarantine pest

Карантинный вредный организм
Quarantine pest

Список А1
List A1

Регулируемый некарантинный вредный организм
Regulated non-quarantine pest

Регулируемый некарантинный вредный организм
Regulated non-quarantine pest

Регулируемый некарантинный вредный организм (приложение IV)
Regulated non-quarantine pest (Appendix IV)

2019

2009

2013

2019

2020

2019

MATERIALS AND METHODSМАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Information on the phytosanitary status of the viroid 

is presented in the table.

The main pathway of ASSVd spread is infected 

planting material from susceptible host plants, as this 

pathogen is easily transferred to healthy plants by 

grafting infected cuttings or buds onto them, as well 

as by working tools - pruning shears contaminated 

with plant sap (Heo et al., 2019; Li et al., 2023). It has 

been noted that, to a low degree, transmission of the 

viroid is possible through the seeds of infected trees 

(Hurtt and Podleckis, 1995; Kim et al., 2006; Walia et 

al., 2015). It has been established that transmission of 

the viroid can be carried out by an insect vector – 

Trialeurodes vaporariorum Westwood and Bemisia tabaci 

Genn (Walia et al., 2015; Lodh, 2017; Tian et al., 2022).

Temperature has a significant impact on ASSVd 

reproduction. For example, when inoculating 

experimental host plants, infection symptoms 

appeared at temperatures between 20°C and 30°C 

(Walia et al. 2014). 

ASSVd широко распространен в регионе Восточ-

ной Анатолии (Турция) (Sipahioglu et al., 2009). 

Сведения о фитосанитарном статусе вироида 

представлены в таблице.

Основным путем распространения ASSVd 

является инфицированный посадочный матери-

ал восприимчивых растений-хозяев, так как этот 

патоген легко переносится на здоровые растения 

при прививке на них зараженных черенков или 

почек, а также рабочий инструмент – загрязнен-

ный соком растения секатор (Heo et al., 2019; Li et 

al., 2023). Отмечено, что в низкой степени возмож-

на передача вироида через семена зараженных 

деревьев (Hurtt, Podleckis, 1995; Kim et al., 2006; 

Walia et al., 2015). Было установлено, что передача 

вироида может осуществляться насекомым-

переносчиком – тепличной белокрылкой 

(Trialeurodes vaporariorum Westwood) и табачной 

белокрылкой (Bemisia tabaci Genn.) (Walia et al., 2015; 

Lodh, 2017; Tian et al., 2022).

На размножение ASSVd существенное 

влияние оказывает температура. Например, при 

инокуляции экспериментальных растений-

хозяев симптомы заражения появлялись при 

температуре от 20 до 30 °C (Walia et al. 2014). 

Выделение РНК исследуемых изолятов 

осуществляли с помощью набора реагентов 

«Сорб-ГМО-Б» (ООО «НПФ Синтол», Россия). Для 

идентификации вироида рубцеватости плодов 

яблони методом ПЦР-РВ использовали следую-

щие олигонуклеотиды: cASSVd/hASSVd (Di Serio et 

al., 2002), ASSVd-F91/ASSVd-R291 (Bae, 2015; Bak et 

al., 2017), ASSVd-F/ASSVd-R/ASSVd-P (Malandraki et 

al., 2015). Для проверки работы олигонуклеотидов 

использовали отечественные наборы реагентов 

компании ООО «НПФ Синтол»: 2,5х реакционная 

смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии 

красителя EVA Green, набор реагентов для 

проведения ПЦР, совмещенной с реакцией 

обратной транскрипции (ПЦР-ОТ), а также набор 

OneTube RT-PCR SYBR (ЗАО «Евроген») по инструк-

циям, прилагаемым к наборам. Данный формат 

ПЦР является информативным – детекция 

продуктов осуществляется непосредственно в 

ходе процесса амплификации, а не после нее. 

Дополнительно данный формат позволяет 

определять наличие/отсутствие вторичных 

структур и специфичность праймеров. Для 

реакции обратной транскрипции использовали 

набор реагентов «ОТ-1» (ООО «НПФ Синтол»). 

Постановку ПЦР-РВ осуществляли на приборе 

CFX96 Bio-Rad Laboratories, Inc. (США).

Олигонуклеотиды синтезированы отече-

ственной компанией АО «ГенТерра» и предостав-

лены в лиофилизированном виде. Рабочая 

концентрация олигонуклеотидов – 10 пмоль/мкл.

Предварительно все тестируемые олигонук-

леотиды были биоинформатически проверены на 

возможность образования вторичных структур 

(шпилек, димеров), температуру плавления и 

специфичность посадки. Были использованы 

онлайн-сервисы Multiple Primer Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2025) и Oligonucleotide 

Properties Calculator (Oligo Calculator, 2025). Для 

множественного выравнивания нуклеотидных 

последовательностей вироида рубцеватости 

плодов яблони была использована программа 

MAFFT версия 7.526 с последующей визуализаци-

ей в программе AliView версия 1.27. Анализ 

олигонуклеотидов проводили с помощью онлайн-

сервиса National Center for Biotechnology Informa-

tion Primer-BLAST (NCBI Primer-BLAST, 2025).

Synthol). All of the above 

isolates were used to evaluate the 

sp ecificity  of  the  analyze d 

primers. 

RNA extraction from the 

isolates was performed using the 

Sorb-GMO-B reagent kit (Syntol, 

R u s s i a ) .  T h e  f o l l o w i n g 

oligonucleotides were used for 

identification of ASSVd by real-

time PCR: cASSVd/hASSVd (Di 

Serio et  al . ,  2002),  ASSVd-

F91/ASSVd-R291 (Bae, 2015; Bak 

et al., 2017), ASSVd-F/ASSVd-

R/ASSVd-P (Malandraki et al., 

2015). To test the performance of 

the oligonucleotides, we used 

Russiam reagent kits by Syntol: 

2.5x Reaction Mixture for Real-

Time PCR in the Presence of EVA 

Green Dye, a Reagent Kit for PCR Combined with the 

Reverse Transcription Reaction (RT-PCR), and the 

OneTube RT-PCR SYBR Kit (Evrogen) according to the 

instructions included with the kits. This PCR format is 

informative – product detection occurs directly 

during the amplification process, rather than after it. 

Additionally, this format allows for determining the 

presence/absence of secondary structures and 

primer specificity. The OT-1 reagent kit (NPF Syntol) 

was used for the reverse transcription reaction. RT-

PCR was performed on a CFX96 Bio-Rad Laboratories, 

Inc. (USA).

The oligonucleotides were synthesized by the 

Russian company GenTerra and provided in 

lyophilized form. The working concentration of the 

oligonucleotides is 10 pmol/μl.

All tested oligonucleotides were preliminarily 

bioinformatically checked for the possibility of 

forming secondary structures (hairpins, dimers), 

melting temperature, and binding specificity. The 

online services Multiple Primer Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2025) and Oligonucleotide 

Properties Calculator (Oligo Calculator, 2025) were 

used. For multiple alignment of the nucleotide 

sequences of the apple fruit scarring viroid, MAFFT 

version 7.526 was used, followed by visualization in 

AliView version 1.27. Oligonucleotide analysis was 

performed using the online service National Center 

for Biotechnology Information Primer-BLAST (NCBI 

Primer-BLAST, 2025). 

Bioinformatics analysis revealed that the 

cASSVd/hASSVd oligonucleotides can form GC-rich 

secondary structures (see Fig. 4). The predicted 

melting temperature for this primer pair was 70°C. 

Primer validation revealed that the hASSVd 

oligonucleotide is located in a region where some 

isolates of the target viroid exhibit polymorphisms 

that could interfere with primer annealing and lead to 

false-negative results (see Fig. 5).

RESEARCH RESULTS

Рис. 4. Вариант вторичных структур для 
праймеров cASSVd/hASSVd, интерфейс 
Oligonucleotide Properties Calculator (фото 
авторов)

Fig. 4. Secondary structure variant for 
cASSVd/hASSVd primers, Oligonucleotide 
Properties Calculator (photo by the 
authors)
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В исследованиях использовали следующие 

референсные изоляты вироидов из коллекции 

DSMZ (Германия): латентной мозаики персика 

(PLMVd PC-1134), рубцеватости плодов яблони 

(ASSVd PC-1136), пузырчатого рака коры груши 

(PBCVd PC-1135), экзокортиса цитрусовых (CEVd 

PV-0942; CEVd PV-1163), карликовости верхушек 

томата (TASVd PV-1151, TASVd PV-0971), латен-

тный вироид колумнеи (CLVd PV-1068), мелко-

плодности перца (PCFVd PC-1181, PCFVd PV-1067), 

карликовости хризантем (CSVd PC-0735), хлоро-

тичной карликовости томата (ToCDVd PV-1148, 

ToCDVd PC-0916), веретеновидности клубней 

картофеля (PSTVd PV-0860); а также изоляты 

вироида веретеновидности клубней картофеля 

(PSTVd VIZR-07, ФГБУ «ВНИИКР») и вироида 

желтой крапчатости винограда (GYSVd Syn-10, 

ООО «Синтол»). Все вышеперечисленные изоляты 

использовались для оценки специфичности 

анализируемых праймеров.

The following reference isolates of viroids from 

the DSMZ collection (Germany) were used in the 

studies: Peach latent mosaic viroid (PLMVd PC-1134), 

Apple Scar Skin Viroid (ASSVd PC-1136), Pear blister 

canker disease (PBCVd PC-1135), Citrus exocortis 

viroid (CEVd PV-0942; CEVd PV-1163), Tomato apical 

stunt viroid (TASVd PV-1151, TASVd PV-0971), 

Columnea latent viroid (CLVd PV-1068), Pepper chat 

fruit viroid (PCFVd PC-1181, PCFVd PV-1067), 

Chrysanthemum Stunt Viroid (CSVd PC-0735), 

Tomato Chlorotic Dwarf Viroid (ToCDVd PV-1148, 

ToCDVd PC-0916), Potato spindle tuber viroid (PSTVd 

  PV-0860); as well as isolates of potato spindle tuber 

viroid (PSTVd V  IZR-07, FGBU "VNIIKR") and 

Grapevine yellow speckle viroid (GYSVd Syn-10, 

Табл. 1. Фитосанитарный статус вироида рубцеватости плодов яблони 
(EPPO Global Database, 2025)
Table. Phytosanitary status of ASSVd (EPPO Global Database, 2025)
Страна

Country

Статус

Status

Год включения в Перечень КВО

Year of inclusion in Quarantine Pest List 

Канада
Canada

Израиль
Israel

Иордания
Jordan

Швейцария
Switzerland

Великобритания
United Kingdom

ЕC
EU

Карантинный вредный организм
Quarantine pest

Карантинный вредный организм
Quarantine pest

Список А1
List A1

Регулируемый некарантинный вредный организм
Regulated non-quarantine pest

Регулируемый некарантинный вредный организм
Regulated non-quarantine pest

Регулируемый некарантинный вредный организм (приложение IV)
Regulated non-quarantine pest (Appendix IV)

2019

2009

2013

2019

2020

2019

MATERIALS AND METHODSМАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Information on the phytosanitary status of the viroid 

is presented in the table.

The main pathway of ASSVd spread is infected 

planting material from susceptible host plants, as this 

pathogen is easily transferred to healthy plants by 

grafting infected cuttings or buds onto them, as well 

as by working tools - pruning shears contaminated 

with plant sap (Heo et al., 2019; Li et al., 2023). It has 

been noted that, to a low degree, transmission of the 

viroid is possible through the seeds of infected trees 

(Hurtt and Podleckis, 1995; Kim et al., 2006; Walia et 

al., 2015). It has been established that transmission of 

the viroid can be carried out by an insect vector – 

Trialeurodes vaporariorum Westwood and Bemisia tabaci 

Genn (Walia et al., 2015; Lodh, 2017; Tian et al., 2022).

Temperature has a significant impact on ASSVd 

reproduction. For example, when inoculating 

experimental host plants, infection symptoms 

appeared at temperatures between 20°C and 30°C 

(Walia et al. 2014). 

ASSVd широко распространен в регионе Восточ-

ной Анатолии (Турция) (Sipahioglu et al., 2009). 

Сведения о фитосанитарном статусе вироида 

представлены в таблице.

Основным путем распространения ASSVd 

является инфицированный посадочный матери-

ал восприимчивых растений-хозяев, так как этот 

патоген легко переносится на здоровые растения 

при прививке на них зараженных черенков или 

почек, а также рабочий инструмент – загрязнен-

ный соком растения секатор (Heo et al., 2019; Li et 

al., 2023). Отмечено, что в низкой степени возмож-

на передача вироида через семена зараженных 

деревьев (Hurtt, Podleckis, 1995; Kim et al., 2006; 

Walia et al., 2015). Было установлено, что передача 

вироида может осуществляться насекомым-

переносчиком – тепличной белокрылкой 

(Trialeurodes vaporariorum Westwood) и табачной 

белокрылкой (Bemisia tabaci Genn.) (Walia et al., 2015; 

Lodh, 2017; Tian et al., 2022).

На размножение ASSVd существенное 

влияние оказывает температура. Например, при 

инокуляции экспериментальных растений-

хозяев симптомы заражения появлялись при 

температуре от 20 до 30 °C (Walia et al. 2014). 

Выделение РНК исследуемых изолятов 

осуществляли с помощью набора реагентов 

«Сорб-ГМО-Б» (ООО «НПФ Синтол», Россия). Для 

идентификации вироида рубцеватости плодов 

яблони методом ПЦР-РВ использовали следую-

щие олигонуклеотиды: cASSVd/hASSVd (Di Serio et 

al., 2002), ASSVd-F91/ASSVd-R291 (Bae, 2015; Bak et 

al., 2017), ASSVd-F/ASSVd-R/ASSVd-P (Malandraki et 

al., 2015). Для проверки работы олигонуклеотидов 

использовали отечественные наборы реагентов 

компании ООО «НПФ Синтол»: 2,5х реакционная 

смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии 

красителя EVA Green, набор реагентов для 

проведения ПЦР, совмещенной с реакцией 

обратной транскрипции (ПЦР-ОТ), а также набор 

OneTube RT-PCR SYBR (ЗАО «Евроген») по инструк-

циям, прилагаемым к наборам. Данный формат 

ПЦР является информативным – детекция 

продуктов осуществляется непосредственно в 

ходе процесса амплификации, а не после нее. 

Дополнительно данный формат позволяет 

определять наличие/отсутствие вторичных 

структур и специфичность праймеров. Для 

реакции обратной транскрипции использовали 

набор реагентов «ОТ-1» (ООО «НПФ Синтол»). 

Постановку ПЦР-РВ осуществляли на приборе 

CFX96 Bio-Rad Laboratories, Inc. (США).

Олигонуклеотиды синтезированы отече-

ственной компанией АО «ГенТерра» и предостав-

лены в лиофилизированном виде. Рабочая 

концентрация олигонуклеотидов – 10 пмоль/мкл.

Предварительно все тестируемые олигонук-

леотиды были биоинформатически проверены на 

возможность образования вторичных структур 

(шпилек, димеров), температуру плавления и 

специфичность посадки. Были использованы 

онлайн-сервисы Multiple Primer Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2025) и Oligonucleotide 

Properties Calculator (Oligo Calculator, 2025). Для 

множественного выравнивания нуклеотидных 

последовательностей вироида рубцеватости 

плодов яблони была использована программа 

MAFFT версия 7.526 с последующей визуализаци-

ей в программе AliView версия 1.27. Анализ 

олигонуклеотидов проводили с помощью онлайн-

сервиса National Center for Biotechnology Informa-

tion Primer-BLAST (NCBI Primer-BLAST, 2025).

Synthol). All of the above 

isolates were used to evaluate the 

sp ecificity  of  the  analyze d 

primers. 

RNA extraction from the 

isolates was performed using the 

Sorb-GMO-B reagent kit (Syntol, 

R u s s i a ) .  T h e  f o l l o w i n g 

oligonucleotides were used for 

identification of ASSVd by real-

time PCR: cASSVd/hASSVd (Di 

Serio et  al . ,  2002),  ASSVd-

F91/ASSVd-R291 (Bae, 2015; Bak 

et al., 2017), ASSVd-F/ASSVd-

R/ASSVd-P (Malandraki et al., 

2015). To test the performance of 

the oligonucleotides, we used 

Russiam reagent kits by Syntol: 

2.5x Reaction Mixture for Real-

Time PCR in the Presence of EVA 

Green Dye, a Reagent Kit for PCR Combined with the 

Reverse Transcription Reaction (RT-PCR), and the 

OneTube RT-PCR SYBR Kit (Evrogen) according to the 

instructions included with the kits. This PCR format is 

informative – product detection occurs directly 

during the amplification process, rather than after it. 

Additionally, this format allows for determining the 

presence/absence of secondary structures and 

primer specificity. The OT-1 reagent kit (NPF Syntol) 

was used for the reverse transcription reaction. RT-

PCR was performed on a CFX96 Bio-Rad Laboratories, 

Inc. (USA).

The oligonucleotides were synthesized by the 

Russian company GenTerra and provided in 

lyophilized form. The working concentration of the 

oligonucleotides is 10 pmol/μl.

All tested oligonucleotides were preliminarily 

bioinformatically checked for the possibility of 

forming secondary structures (hairpins, dimers), 

melting temperature, and binding specificity. The 

online services Multiple Primer Analyzer (Thermo 

Fisher Scientific Inc., 2025) and Oligonucleotide 

Properties Calculator (Oligo Calculator, 2025) were 

used. For multiple alignment of the nucleotide 

sequences of the apple fruit scarring viroid, MAFFT 

version 7.526 was used, followed by visualization in 

AliView version 1.27. Oligonucleotide analysis was 

performed using the online service National Center 

for Biotechnology Information Primer-BLAST (NCBI 

Primer-BLAST, 2025). 

Bioinformatics analysis revealed that the 

cASSVd/hASSVd oligonucleotides can form GC-rich 

secondary structures (see Fig. 4). The predicted 

melting temperature for this primer pair was 70°C. 

Primer validation revealed that the hASSVd 

oligonucleotide is located in a region where some 

isolates of the target viroid exhibit polymorphisms 

that could interfere with primer annealing and lead to 

false-negative results (see Fig. 5).

RESEARCH RESULTS

Рис. 4. Вариант вторичных структур для 
праймеров cASSVd/hASSVd, интерфейс 
Oligonucleotide Properties Calculator (фото 
авторов)

Fig. 4. Secondary structure variant for 
cASSVd/hASSVd primers, Oligonucleotide 
Properties Calculator (photo by the 
authors)
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Результаты биоинформатического анализа 

показали, что олигонуклеотиды cASSVd/hASSVd 

могут образовывать GC-богатые вторичные 

структуры (см. рис. 4). Расчетная температура 

плавления для данной пары праймеров состави-

ла 70 ℃. Проверка праймеров показала, что 

олигонуклеотид hASSVd расположен в области, 

где у некоторых изолятов целевого вироида 

присутствуют полиморфизмы, которые могут 

повлиять на отжиг данного праймера и привести 

к ложноотрицательному результату (см. рис. 5).

Анализ пары праймеров ASSVd-F91/ASSVd-

R291 показал, что она не образует вторичных 

структур. Температура плавления – 67 ℃. Несмо-

тря на отсутствие шпилек и димеров, данные 

праймеры располагаются в областях с полимор-

физмами (см. рис. 6, рис. 7). Такое расположение 

олигонуклеотидов значительно сокращает 

количество потенциально детектируемых 

изолятов/штаммов вироида рубцеватости плодов 

яблони. 

Последней анализируемой парой праймеров 

для идентификации целевого вироида были ASS-

F/ASS-R с зондом ASS-P для постановки ПЦР-РВ. 

Данная комбинация не создает шпилек, но ASS-R 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Рис. 6. Фрагмент множественного выравнивания 
последовательностей ASSVd и область посадки праймера 
ASSVd-F91 (фото авторов)

Fig. 6. Fragment of multiple alignment of ASSVd sequences and 
the landing region of the ASSVd-F91 primer (photo by the 
authors)

Рис. 5. Фрагмент множественного выравнивания 
последовательностей ASSVd и область посадки праймера 
hASSVd (фото авторов)

Fig. 5. Fragment of multiple alignment of ASSVd sequences and 
the landing region of the hASSVd primer (photo by the authors)

Analysis of the ASSVd-F91/ASSVd-R291 primer 

pair showed that it does not form secondary struc-

tures. Melting temperature is 67°C. Despite the 

absence of hairpins and dimers, these primers are 

located in regions with polymorphisms (see Fig. 6, 

Fig. 7). This arrangement of the oligonucleotides 

significantly reduces the number of potentially 

detectable ASSVd isolates/strains.

The final primer pair analyzed for target viroid 

identification was ASS-F/ASS-R with the ASS-P probe 

for real-time PCR. This combination does not produce 

hairpins, but ASS-R can form a dimer (see Fig. 8). It 

should also be noted that the probe is only 13 nucleo-

tides long, and due to the presence of a fluorophore 

and quencher, the 5'- and 3'-terminal nucleotides 

may not be involved in annealing, which significantly 

reduces the specificity and sensitivity of this probe. 

может образовывать димер (см. рис. 8). Дополни-

тельно хочется отметить, что размер зонда всего 

13 нуклеотидов, ввиду наличия у него флуорофо-

ра и гасителя, 5'- и 3'-концевые нуклеотиды могут 

не участвовать при отжиге, что значительно 

снижает специфичность и чувствительность 

такого зонда. Температура плавления составила 

67, 66 и 65 ℃ соответственно. Область посадки 

праймеров ASS-F/ASS-R и зонда ASS-Р находится в 

наиболее консервативных регионах с небольшим 

количеством полиморфизмов (см. рис. 9), что 

увеличивает количество детектируемых изоля-

тов/штаммов ASSVd.

The melting temperatures were 67, 66, and 65°C, 

respectively. The binding sites of the ASS-F/ASS-R 

primers and the ASS-P probe are located in the most 

conser ve d regions with a  small  numb er of 

polymorphisms (see Fig. 9), which increases the 

number of ASSVd isolates/strains detected.

Based on the bioinformatics analysis data, it can 

be concluded that most primers for identifying ASSVd 

can form a large number of secondary structures, and 

that targeting the planting region on polymorphisms 

reduces the number of detected ASSVd iso-

lates/strains. To more accurately determine the 

influence of secondary structures on diagnostic 

specificity and sensitivity, real-time PCR testing using 

an intercalating dye was conducted. This analysis was 

conducted to better understand the performance of 

the oligonucleotides and to accurately interpret the 

results.

Рис. 7. Фрагмент множественного выравнивания 
последовательностей ASSVd и область посадки праймера 
ASSVd-R291 (фото авторов)

Fig. 7. Fragment of multiple alignment sequences of ASSVd and 
the landing region of the primer ASSVd-R291 (photo by the 
authors)

Рис. 8. Вариант вторичных структур для праймера 
ASS-R, интерфейс Multiple Primer Analyzer (фото авторов)

Fig. 8. Secondary structure variant for the ASS-R primer, 
Multiple Primer Analyzer interface (photo by the authors)

Рис. 9. Вариант вторичных структур для праймера 
ASS-R, интерфейс Multiple Primer Analyzer (фото авторов)

Fig. 9. Fragment of multiple alignment of ASSVd sequences and 
the landing region of the ASS-F primer (photo by the authors)

По полученным данным биоинформатичес-

кого анализа можно сделать вывод, что большин-

ство праймеров для идентификации вироида 

рубцеватости плодов яблони могут образовывать 

большое количество вторичных структур, а 

расположение области посадки на полиморфиз-

мах снижает количество детектируемых изоля-

тов/штаммов ASSVd. Для более точного определе-

ния влияния вторичных структур на специфич-

ность и чувствительность диагностики проведе-

но тестирование методом ПЦР-РВ с использова-

нием интеркалирующего красителя. Данный 

анализ проводился для более полного понимания 

особенностей работы олигонуклеотидов и для 

точной интерпретации полученных результатов.

Постановку ПЦР-РВ проводили на образцах 

как целевого изолята ASSVd, так и на близкород-

ственных вироидах. Оценку работы олигонуклео-

тидов проводили по следующим критериям: 

отсутствие сигнала флуоресценции в отрицатель-

ном контроле, в пробах с РНК близкородственных 
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Результаты биоинформатического анализа 

показали, что олигонуклеотиды cASSVd/hASSVd 

могут образовывать GC-богатые вторичные 

структуры (см. рис. 4). Расчетная температура 

плавления для данной пары праймеров состави-

ла 70 ℃. Проверка праймеров показала, что 

олигонуклеотид hASSVd расположен в области, 

где у некоторых изолятов целевого вироида 

присутствуют полиморфизмы, которые могут 

повлиять на отжиг данного праймера и привести 

к ложноотрицательному результату (см. рис. 5).

Анализ пары праймеров ASSVd-F91/ASSVd-

R291 показал, что она не образует вторичных 

структур. Температура плавления – 67 ℃. Несмо-

тря на отсутствие шпилек и димеров, данные 

праймеры располагаются в областях с полимор-

физмами (см. рис. 6, рис. 7). Такое расположение 

олигонуклеотидов значительно сокращает 

количество потенциально детектируемых 

изолятов/штаммов вироида рубцеватости плодов 

яблони. 

Последней анализируемой парой праймеров 

для идентификации целевого вироида были ASS-

F/ASS-R с зондом ASS-P для постановки ПЦР-РВ. 

Данная комбинация не создает шпилек, но ASS-R 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

Рис. 6. Фрагмент множественного выравнивания 
последовательностей ASSVd и область посадки праймера 
ASSVd-F91 (фото авторов)

Fig. 6. Fragment of multiple alignment of ASSVd sequences and 
the landing region of the ASSVd-F91 primer (photo by the 
authors)

Рис. 5. Фрагмент множественного выравнивания 
последовательностей ASSVd и область посадки праймера 
hASSVd (фото авторов)

Fig. 5. Fragment of multiple alignment of ASSVd sequences and 
the landing region of the hASSVd primer (photo by the authors)

Analysis of the ASSVd-F91/ASSVd-R291 primer 

pair showed that it does not form secondary struc-

tures. Melting temperature is 67°C. Despite the 

absence of hairpins and dimers, these primers are 

located in regions with polymorphisms (see Fig. 6, 

Fig. 7). This arrangement of the oligonucleotides 

significantly reduces the number of potentially 

detectable ASSVd isolates/strains.

The final primer pair analyzed for target viroid 

identification was ASS-F/ASS-R with the ASS-P probe 

for real-time PCR. This combination does not produce 

hairpins, but ASS-R can form a dimer (see Fig. 8). It 

should also be noted that the probe is only 13 nucleo-

tides long, and due to the presence of a fluorophore 

and quencher, the 5'- and 3'-terminal nucleotides 

may not be involved in annealing, which significantly 

reduces the specificity and sensitivity of this probe. 

может образовывать димер (см. рис. 8). Дополни-

тельно хочется отметить, что размер зонда всего 

13 нуклеотидов, ввиду наличия у него флуорофо-

ра и гасителя, 5'- и 3'-концевые нуклеотиды могут 

не участвовать при отжиге, что значительно 

снижает специфичность и чувствительность 

такого зонда. Температура плавления составила 

67, 66 и 65 ℃ соответственно. Область посадки 

праймеров ASS-F/ASS-R и зонда ASS-Р находится в 

наиболее консервативных регионах с небольшим 

количеством полиморфизмов (см. рис. 9), что 

увеличивает количество детектируемых изоля-

тов/штаммов ASSVd.

The melting temperatures were 67, 66, and 65°C, 

respectively. The binding sites of the ASS-F/ASS-R 

primers and the ASS-P probe are located in the most 

conser ve d regions with a  small  numb er of 

polymorphisms (see Fig. 9), which increases the 

number of ASSVd isolates/strains detected.

Based on the bioinformatics analysis data, it can 

be concluded that most primers for identifying ASSVd 

can form a large number of secondary structures, and 

that targeting the planting region on polymorphisms 

reduces the number of detected ASSVd iso-

lates/strains. To more accurately determine the 

influence of secondary structures on diagnostic 

specificity and sensitivity, real-time PCR testing using 

an intercalating dye was conducted. This analysis was 

conducted to better understand the performance of 

the oligonucleotides and to accurately interpret the 

results.

Рис. 7. Фрагмент множественного выравнивания 
последовательностей ASSVd и область посадки праймера 
ASSVd-R291 (фото авторов)

Fig. 7. Fragment of multiple alignment sequences of ASSVd and 
the landing region of the primer ASSVd-R291 (photo by the 
authors)

Рис. 8. Вариант вторичных структур для праймера 
ASS-R, интерфейс Multiple Primer Analyzer (фото авторов)

Fig. 8. Secondary structure variant for the ASS-R primer, 
Multiple Primer Analyzer interface (photo by the authors)

Рис. 9. Вариант вторичных структур для праймера 
ASS-R, интерфейс Multiple Primer Analyzer (фото авторов)

Fig. 9. Fragment of multiple alignment of ASSVd sequences and 
the landing region of the ASS-F primer (photo by the authors)

По полученным данным биоинформатичес-

кого анализа можно сделать вывод, что большин-

ство праймеров для идентификации вироида 

рубцеватости плодов яблони могут образовывать 

большое количество вторичных структур, а 

расположение области посадки на полиморфиз-

мах снижает количество детектируемых изоля-

тов/штаммов ASSVd. Для более точного определе-

ния влияния вторичных структур на специфич-

ность и чувствительность диагностики проведе-

но тестирование методом ПЦР-РВ с использова-

нием интеркалирующего красителя. Данный 

анализ проводился для более полного понимания 

особенностей работы олигонуклеотидов и для 

точной интерпретации полученных результатов.

Постановку ПЦР-РВ проводили на образцах 

как целевого изолята ASSVd, так и на близкород-

ственных вироидах. Оценку работы олигонуклео-

тидов проводили по следующим критериям: 

отсутствие сигнала флуоресценции в отрицатель-

ном контроле, в пробах с РНК близкородственных 
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Real-time PCR was performed on samples of 

both the target ASSVd isolate and closely related 

viroids. Oligonucleotide performance was assessed 

using the following criteria: absence of a fluorescence 

signal in the negative control, in samples containing 

RNA from closely related species, and kinetic curve 

recovery up to cycle 38. Analysis was performed using 

a regression method.

Fig.  10 shows the results of testing the 

cASSVd/hASSVd primer pair with the prepared 

reaction mixture in the presence of EVA Green dye 

(NPF Syntol), which show the yield of the fluorescence 

curve for both the target isolate ASSVd PC-1136 and 

other isolates (PLMVd PC-1134, CEVd PV-1163, TASVd 

PV-0971, CLVd PV-1068, PCFVd PC-1181, CSVd PC-

0735, ToCDVd PC-0916, PSTVd   VIZR-07)   and the 

видов, выход кинетической кривой 

до 38-го цикла. Анализ проводили с 

использованием регрессионного 

метода.

На рис. 10 показаны результаты 

тестирования пары праймеров 

cASSVd/hASSVd с готовой реакцион-

ной смесью в присутствии красителя 

EVA Green (ООО «НПФ Синтол»), 

которые показывают выход кривой 

флуоресценции как у целевого 

изолята ASSVd PC-1136, так и у других 

изолятов (PLMVd PC-1134, CEVd PV-

1163, TASVd PV-0971, CLVd PV-1068, 

PCFVd PC-1181, CSVd PC-0735, ToCDVd 

PC-0916, PSTVd VIZR-07) и у отрица-

тельного контроля. Такие данные 

указывают на то, что тестируемые 

праймеры образуют вторичные 

структуры и не могут использоваться 

при проведении диагностики, так 

как есть высокий риск получения 

ложноположительного результата. 

Увеличение температуры отжига 

может помочь избавиться от образо-

вания вторичных структур, но при 

этом могут быть сильные потери в 

чувствительности системы.

Т е с т и р о в а н и е  п р а й м е р о в 

ASSVd-F91/ASSVd-R291 показало 

наличие сигнала флуоресценции у 

целевого вида на 31,6 цикле и почти 

полное отсутствие ложноположи-

тельного результата (см. рис. 11). Из 

всех тестируемых близкородствен-

ных вироидов только у образцов 

PSTVd VIZR-07 и TASVd PV-0971 был 

замечен подъем кинетической 

кривой на 40-м цикле. Такой резуль-

тат может быть связан с присутстви-

ем единичных копий патогена в 

нецелевых образцах или с неспеци-

фичной работой праймеров. 

Д л я  о п т и м и з а ц и и  р а б о т ы 

праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 

были использованы другие наборы 

Рис. 10. Результаты анализа 
праймеров cASSVd/hASSVd с набором 
«2,5х реакционная смесь для 
проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя EVA Green» (ООО «НПФ 
Синтол»), интерфейс CFX96 Bio-Rad 
(фото авторов)

Fig. 10. Results of the analysis of 
cASSVd/hASSVd primers with the kit 
«2.5x Reaction mixture for RT-PCR in the 
presence of EVA Green dye» (NPF 
Syntol), CFX96 Bio-Rad interface (photo 
by the authors)

Рис. 11. Результаты анализа 
праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 с 
набором «2,5х реакционная смесь для 
проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя EVA Green» (ООО «НПФ 
Синтол»), интерфейс CFX96 Bio-Rad 
(фото авторов)

Fig. 11. Results of the analysis of primers 
ASSVd-F91/ASSVd-R291 with the kit 
“2.5x Reaction mixture for RT-PCR in the 
presence of EVA Green dye” (NPF 
Syntol), CFX96 Bio-Rad interface (photo 
by the authors)

для проведения ПЦР, в том числе наборы для ПЦР 

с совмещенной реакций обратной транскрипции. 

Результаты тестирования данных праймеров с 

набором реагентов OneTube RT-PCR SYBR (ЗАО 

«Евроген») представлены на рис. 12.

Полученные результаты показывают нали-

чие сигнала флуоресценции почти во всех 

тестируемых образцах. Такой результат может 

быть связан с некорректной работой набора или 

неоптимальными условиями проведения ПЦР 

для данной пары праймеров в тестируемом 

наборе. 

Тестирование праймеров ASS-F/ASS-R и 

зонда ASS-Р проводили с использованием набора 

реагентов для проведения ПЦР, совмещенной с 

реакцией обратной транскрипции (ПЦР-ОТ) (ООО 

«НПФ Синтол»). Полученные результаты пред-

ставлены на рис. 13.

Полученные результаты тестирования 

олигонуклеотидов ASS-F/ASS-R/ASS-Р показыва-

ют наличие сигнала флуоресценции только у 

negative control. These data indicate 

that the tested primers form secondary 

structures and cannot be used in 

diagnostics, since there is a high risk of 

obtaining a false positive result. 

Increasing the annealing temperature 

can help get rid of the formation of 

secondary structures, but this can lead 

to significant losses in the sensitivity of 

the system.

Testing of the ASSVd-F91/ASSVd-

R291 primers revealed the presence of a 

fluorescence signal for the target 

species at cycle 31.6 and an almost 

complete absence of false-positive 

results (see Fig. 11). Of all the closely 

related viroids tested, only PSTVd V  IZR-

07 and TASVd PV-0971 samples showed 

an increase in the kinetic curve at cycle 

40. This result may be due to the 

presence of single copies of the patho-

gen in non-target samples or to non-

specific primer performance.. 

To optimize the performance of the 

ASSVd-F91/ASSVd-R291 primers, other 

PCR kits were used, including PCR kits 

with combined reverse transcription 

reactions. The results of testing these 

primers with the OneTube RT-PCR 

SYBR reagent kit (Evrogen) are shown in 

Fig. 12.

The obtained results show the 

presence of a fluorescence signal in 

almost all tested samples. This result 

may be due to incorrect operation of the 

kit or suboptimal PCR conditions for the 

given primer pair in the test kit. 

Testing of the ASS-F/ASS-R pri-

mers and the ASS-P probe was per-

formed using a reagent kit for PCR 

combined with the reverse transcrip-

tion reaction (RT-PCR) (NPF Syntol). 

The results are presented in Fig. 13.

The obtained results from testing 

t h e  A S S - F/A S S - R /A S S - P  o l i g o -

целевого образца ASSVd PC-1136. Преимуществом 

использования данного набора является совме-

щение реакции обратной транскрипции с ПЦР-

РВ, что увеличивает чувствительность диагнос-

тики. Данные праймеры показывают высокую 

специфичность, поэтому они будут использованы 

в последующих опытах для определения основ-

ных аналитических характеристик.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сотрудниками научного подразделения 

ФГБУ «ВНИИКР» в настоящее время проводятся 

исследования по изучению биологических 

особенностей вироида рубцеватости плодов 

яблони, способов его диагностики с дальнейшей 

разработкой нормативного документа для 

применения в лабораторной практике. 

Проведенные исследования показали, что 

праймеры cASSVd/hASSVd способны образовы-

вать вторичные структуры, тем самым создавая 

риск получения ложноположительного результа-

та. Исходя из полученных результатов, данная 

Рис. 12. Результаты анализа 
праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 
с набором OneTube RT-PCR SYBR (ЗАО 
«Евроген»), интерфейс CFX96 Bio-Rad 
(фото авторов)

Fig. 12. Results of the analysis of ASSVd-
F91/ASSVd-R291 primers with the 
OneTube RT-PCR SYBR kit (Evrogen), 
CFX96 Bio-Rad interface (photo by the 
authors)

Рис. 13. Результаты анализа 
олигонуклеотидов ASS-F/ASS-R/ASS-Р 
с набором реагентов для проведения 
ПЦР, совмещенной с реакцией 
обратной транскрипции (ПЦР-ОТ) 
(ООО «НПФ Синтол»), интерфейс 
CFX96 Bio-Rad (фото авторов)

Fig. 13. Results of the analysis of 
oligonucleotides ASS-F/ASS-R/ASS-P 
with a reagent kit for PCR combined with 
the reaction of reverse transcription 
(PCR-RT) (NPF Syntol), interface CFX96 
Bio-Rad (photo by the authors)

nucleotides show the presence of a fluorescence 

signal only for the target sample, ASSVd PC-1136. The 

advantage of using this kit is the combination of the 

reverse transcription reaction with real-time PCR, 

which increases diagnostic sensitivity. These primers 

demonstrate high specificity and will therefore be 

used in subsequent experiments to determine the 

main analytical characteristics.

CONCLUSION

Researchers of FGBU "VNIIKR" are currently 

conducting study into the biological characteristics of 

ASSVd, methods for its diagnosis, and the subsequent 

development of a regulatory document for use in 

laboratory practice.

Conducted studies have shown that the 

cASSVd/hASSVd primers can form secondary 

structures, thereby creating a risk of false-positive 



ДИАГНОСТИКА DIAGNOSISДИАГНОСТИКА DIAGNOSIS

32Фитосанитария. Карантин растений 33Ноябрь № 4 (25) 2025

Real-time PCR was performed on samples of 

both the target ASSVd isolate and closely related 

viroids. Oligonucleotide performance was assessed 

using the following criteria: absence of a fluorescence 

signal in the negative control, in samples containing 

RNA from closely related species, and kinetic curve 

recovery up to cycle 38. Analysis was performed using 

a regression method.

Fig.  10 shows the results of testing the 

cASSVd/hASSVd primer pair with the prepared 

reaction mixture in the presence of EVA Green dye 

(NPF Syntol), which show the yield of the fluorescence 

curve for both the target isolate ASSVd PC-1136 and 

other isolates (PLMVd PC-1134, CEVd PV-1163, TASVd 

PV-0971, CLVd PV-1068, PCFVd PC-1181, CSVd PC-

0735, ToCDVd PC-0916, PSTVd   VIZR-07)   and the 

видов, выход кинетической кривой 

до 38-го цикла. Анализ проводили с 

использованием регрессионного 

метода.

На рис. 10 показаны результаты 

тестирования пары праймеров 

cASSVd/hASSVd с готовой реакцион-

ной смесью в присутствии красителя 

EVA Green (ООО «НПФ Синтол»), 

которые показывают выход кривой 

флуоресценции как у целевого 

изолята ASSVd PC-1136, так и у других 

изолятов (PLMVd PC-1134, CEVd PV-

1163, TASVd PV-0971, CLVd PV-1068, 

PCFVd PC-1181, CSVd PC-0735, ToCDVd 

PC-0916, PSTVd VIZR-07) и у отрица-

тельного контроля. Такие данные 

указывают на то, что тестируемые 

праймеры образуют вторичные 

структуры и не могут использоваться 

при проведении диагностики, так 

как есть высокий риск получения 

ложноположительного результата. 

Увеличение температуры отжига 

может помочь избавиться от образо-

вания вторичных структур, но при 

этом могут быть сильные потери в 

чувствительности системы.

Т е с т и р о в а н и е  п р а й м е р о в 

ASSVd-F91/ASSVd-R291 показало 

наличие сигнала флуоресценции у 

целевого вида на 31,6 цикле и почти 

полное отсутствие ложноположи-

тельного результата (см. рис. 11). Из 

всех тестируемых близкородствен-

ных вироидов только у образцов 

PSTVd VIZR-07 и TASVd PV-0971 был 

замечен подъем кинетической 

кривой на 40-м цикле. Такой резуль-

тат может быть связан с присутстви-

ем единичных копий патогена в 

нецелевых образцах или с неспеци-

фичной работой праймеров. 

Д л я  о п т и м и з а ц и и  р а б о т ы 

праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 

были использованы другие наборы 

Рис. 10. Результаты анализа 
праймеров cASSVd/hASSVd с набором 
«2,5х реакционная смесь для 
проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя EVA Green» (ООО «НПФ 
Синтол»), интерфейс CFX96 Bio-Rad 
(фото авторов)

Fig. 10. Results of the analysis of 
cASSVd/hASSVd primers with the kit 
«2.5x Reaction mixture for RT-PCR in the 
presence of EVA Green dye» (NPF 
Syntol), CFX96 Bio-Rad interface (photo 
by the authors)

Рис. 11. Результаты анализа 
праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 с 
набором «2,5х реакционная смесь для 
проведения ПЦР-РВ в присутствии 
красителя EVA Green» (ООО «НПФ 
Синтол»), интерфейс CFX96 Bio-Rad 
(фото авторов)

Fig. 11. Results of the analysis of primers 
ASSVd-F91/ASSVd-R291 with the kit 
“2.5x Reaction mixture for RT-PCR in the 
presence of EVA Green dye” (NPF 
Syntol), CFX96 Bio-Rad interface (photo 
by the authors)

для проведения ПЦР, в том числе наборы для ПЦР 

с совмещенной реакций обратной транскрипции. 

Результаты тестирования данных праймеров с 

набором реагентов OneTube RT-PCR SYBR (ЗАО 

«Евроген») представлены на рис. 12.

Полученные результаты показывают нали-

чие сигнала флуоресценции почти во всех 

тестируемых образцах. Такой результат может 

быть связан с некорректной работой набора или 

неоптимальными условиями проведения ПЦР 

для данной пары праймеров в тестируемом 

наборе. 

Тестирование праймеров ASS-F/ASS-R и 

зонда ASS-Р проводили с использованием набора 

реагентов для проведения ПЦР, совмещенной с 

реакцией обратной транскрипции (ПЦР-ОТ) (ООО 

«НПФ Синтол»). Полученные результаты пред-

ставлены на рис. 13.

Полученные результаты тестирования 

олигонуклеотидов ASS-F/ASS-R/ASS-Р показыва-

ют наличие сигнала флуоресценции только у 

negative control. These data indicate 

that the tested primers form secondary 

structures and cannot be used in 

diagnostics, since there is a high risk of 

obtaining a false positive result. 

Increasing the annealing temperature 

can help get rid of the formation of 

secondary structures, but this can lead 

to significant losses in the sensitivity of 

the system.

Testing of the ASSVd-F91/ASSVd-

R291 primers revealed the presence of a 

fluorescence signal for the target 

species at cycle 31.6 and an almost 

complete absence of false-positive 

results (see Fig. 11). Of all the closely 

related viroids tested, only PSTVd V  IZR-

07 and TASVd PV-0971 samples showed 

an increase in the kinetic curve at cycle 

40. This result may be due to the 

presence of single copies of the patho-

gen in non-target samples or to non-

specific primer performance.. 

To optimize the performance of the 

ASSVd-F91/ASSVd-R291 primers, other 

PCR kits were used, including PCR kits 

with combined reverse transcription 

reactions. The results of testing these 

primers with the OneTube RT-PCR 

SYBR reagent kit (Evrogen) are shown in 

Fig. 12.

The obtained results show the 

presence of a fluorescence signal in 

almost all tested samples. This result 

may be due to incorrect operation of the 

kit or suboptimal PCR conditions for the 

given primer pair in the test kit. 

Testing of the ASS-F/ASS-R pri-

mers and the ASS-P probe was per-

formed using a reagent kit for PCR 

combined with the reverse transcrip-

tion reaction (RT-PCR) (NPF Syntol). 

The results are presented in Fig. 13.

The obtained results from testing 

t h e  A S S - F/A S S - R /A S S - P  o l i g o -

целевого образца ASSVd PC-1136. Преимуществом 

использования данного набора является совме-

щение реакции обратной транскрипции с ПЦР-

РВ, что увеличивает чувствительность диагнос-

тики. Данные праймеры показывают высокую 

специфичность, поэтому они будут использованы 

в последующих опытах для определения основ-

ных аналитических характеристик.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Сотрудниками научного подразделения 

ФГБУ «ВНИИКР» в настоящее время проводятся 

исследования по изучению биологических 

особенностей вироида рубцеватости плодов 

яблони, способов его диагностики с дальнейшей 

разработкой нормативного документа для 

применения в лабораторной практике. 

Проведенные исследования показали, что 

праймеры cASSVd/hASSVd способны образовы-

вать вторичные структуры, тем самым создавая 

риск получения ложноположительного результа-

та. Исходя из полученных результатов, данная 

Рис. 12. Результаты анализа 
праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 
с набором OneTube RT-PCR SYBR (ЗАО 
«Евроген»), интерфейс CFX96 Bio-Rad 
(фото авторов)

Fig. 12. Results of the analysis of ASSVd-
F91/ASSVd-R291 primers with the 
OneTube RT-PCR SYBR kit (Evrogen), 
CFX96 Bio-Rad interface (photo by the 
authors)

Рис. 13. Результаты анализа 
олигонуклеотидов ASS-F/ASS-R/ASS-Р 
с набором реагентов для проведения 
ПЦР, совмещенной с реакцией 
обратной транскрипции (ПЦР-ОТ) 
(ООО «НПФ Синтол»), интерфейс 
CFX96 Bio-Rad (фото авторов)

Fig. 13. Results of the analysis of 
oligonucleotides ASS-F/ASS-R/ASS-P 
with a reagent kit for PCR combined with 
the reaction of reverse transcription 
(PCR-RT) (NPF Syntol), interface CFX96 
Bio-Rad (photo by the authors)

nucleotides show the presence of a fluorescence 

signal only for the target sample, ASSVd PC-1136. The 

advantage of using this kit is the combination of the 

reverse transcription reaction with real-time PCR, 

which increases diagnostic sensitivity. These primers 

demonstrate high specificity and will therefore be 

used in subsequent experiments to determine the 

main analytical characteristics.

CONCLUSION

Researchers of FGBU "VNIIKR" are currently 

conducting study into the biological characteristics of 

ASSVd, methods for its diagnosis, and the subsequent 

development of a regulatory document for use in 

laboratory practice.

Conducted studies have shown that the 

cASSVd/hASSVd primers can form secondary 

structures, thereby creating a risk of false-positive 



results. Based on these results, this primer pair will 

not be used in further studies. Testing of the ASSVd-

F91/ASSVd-R291 primers revealed that they detect 

the target viroid. Further studies will involve testing 

them with other PCR reagent kits and further optimi-

zation of the reaction. The ASS-F/ASS-R/ASS-R 

oligonucleotides for real-time PCR will also be tested 

with other Russian reagent kits. The main analytical 

characteristics of the primers used will be further 

determined.

Financing. The research was carried out within 

the framework of the State assignment (registration 

number EGISU NIOKTR 125031103530-8).

Acknowledgments. The authors express their 

gratitude to the Syntol Plant Pathogen Diagnostics 

Department for providing the viroid isolate for 
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results. Based on these results, this primer pair will 

not be used in further studies. Testing of the ASSVd-

F91/ASSVd-R291 primers revealed that they detect 

the target viroid. Further studies will involve testing 

them with other PCR reagent kits and further optimi-

zation of the reaction. The ASS-F/ASS-R/ASS-R 

oligonucleotides for real-time PCR will also be tested 

with other Russian reagent kits. The main analytical 

characteristics of the primers used will be further 

determined.

Financing. The research was carried out within 

the framework of the State assignment (registration 

number EGISU NIOKTR 125031103530-8).
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пара праймеров не будет использоваться в 

дальнейших исследованиях. При тестировании 

праймеров ASSVd-F91/ASSVd-R291 отмечено, что 

они выявляют целевой вироид. В дальнейших 

исследованиях будет проводиться их апробация с 

другими наборами реагентов для ПЦР и дополни-

тельной оптимизацией реакции. Олигонуклеоти-

ды ASS-F/ASS-R/ASS-Р для ПЦР-РВ также будут 

протестированы другими наборами реагентов 

отечественного производства. Для используемых 

праймеров в дальнейшем будут определены 

основные аналитические характеристики.
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