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С момента посадки растения подвержены поражению различными видами патогенов, в том числе и
вирусами. Традиционный подход в борьбе с вирусными, грибными и бактериальными инфекциями
предполагает применение пестицидов, также отбор сортов, устойчивых к патогенам. Помимо фун-
даментальных аспектов, механизм РНК-интерференции, обусловленный способностью элимини-
ровать чужеродные нуклеиновые кислоты, применим для повышения устойчивости растений к раз-
личным видам биотических стрессов. Этот подход заключается в применении эндогенных и экзо-
генных коротких интерферирующих РНК. Феномен “суперинфекция” был открыт в 1929 году. Он
предполагает устойчивость растения, пораженного ослабленной формой вируса, к повторному
заражению наиболее патогенным штаммом того же вируса. В данной статье процесс повторной
инокуляции мы именуем суперинокуляцией. Суперинокуляция подразумевает повторное иноку-
лирование растения дикой формой вируса после инфекции растений мутантной формой вируса,
не содержащей патологической активности, что запускает ответную реакцию фитоиммунитета на
последующее вторжение дикого типа. При повторной инокуляции растений табака (Nicotiana ben-
thamiana) диким типом вируса, которые были предварительно инфицированы мутантной формой
вируса кустистой карликовости томатов (Tomato bushy stunt virus), дефектной по белку-супрессору,
растения демонстрировали фенотип восстановления, представленный элиминацией геномной
РНК Tomato bushy stunt virus и его вирусного супрессорного белка в тканях растений.
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ВВЕДЕНИЕ
Вирусы являются причиной различных забо-

леваний растений, тем самым нанося огромный
вред развитию сельского хозяйства. Полная невос-
приимчивость растительного организма к вирус-
ной инфекции называется иммунитетом. Один из
способов невосприимчивости – консервативный
путь, характерный для эукариот, – механизм РНК-
интерференции.

РНК-интерференция – эволюционно консер-
вативный и специфичный к последовательности
нуклеиновых кислот механизм, запускающийся
двухцепочечными молекулами РНК и регулирую-
щий процесс экспрессии генов у эукариот. РНК-
интерференция является защитой организма от
посторонних нуклеиновых кислот, тем самым яв-
ляясь одной из основных линий иммунитета против
вирусных инфекций [1]. Репликация вируса ак-
тивирует процесс запуска РНК-интерференции.

В инфицированных клетках индукторами про-
цесса являются различные типы двухцепочечных
молекул РНК. Длинные двухцепочечные РНК воз-
никают в процессе репликации вируса (для РНК ви-
русов), двунаправленной транскрипции вирусного
генома (для ДНК вирусов), внутримолекулярного
спаривания вирусных РНК и их биосинтеза de novo
эндогенными РНК-зависимыми РНК-полимера-
зами [2]. Эндорибонуклеаза Dicer и остальные
представители семейства белков Dicer (DCL –
Dicer-Like enzymes) процессируют двухцепочеч-
ные РНК в вирусные короткие интерферирующие
РНК (киРНК). Данный вид малых интерферирую-
щих РНК интегрируется с белками семейства AGO
(Argonaute proteins), формируя тем самым РНК-
индуцированный комплекс замалчивания генов
(RNA-induced silencing complex – RISC-ком-
плекс). Инкорпорированная молекула короткой
интерферирующей РНК комплементарна после-
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довательности таргетированного вируса и является
направляющей силой транскрипционного сай-
ленсинга генов посредством РНК-направленного
метилирования ДНК для подавления транскрип-
ции гомологичных ДНК или пост-транкрипци-
онного сайленсинга генов, что включает в себя
сплайсинг и деградацию или трансляционную ре-
прессию вирусных РНК [3].

Короткие РНК наряду с микро-РНК участвуют
во множестве биологических процессов, включая
процессы развития и ответа к стрессовым факто-
рам [4]. Существует три типа взаимодействий
между растительными вирусами и ки-РНК расте-
ния-хозяина: прямой эффект ки-РНК на вирусный
патоген; непрямой эффект вирусной инфекции на
популяцию ки-РНК; эффект вирусных супрессор-
ных белков на популяцию ки-РНК, что часто ведет
к развитию симптомов. ки-РНК, помимо регуля-
ции эндогенной экспрессии генов, участвуют в
иммунных реакциях, выступая как малые интер-
ферирующие РНК, нацеленные на вирусный ге-
ном [5].

Tomato bushy stunt virus (TBSV) – вирус рода
Tombusvirus, семейства Tombusviridae, смысловой
одноцепочечный РНК-вирус [6]. В первую оче-
редь TBSV инфицирует корни, при системном рас-
пространении инфекции колонизирует все типы
клеток. Вирионы были найдены во всех частях
растительной клетки, включая цитоплазму, ядро,
митохондрии и клеточные вакуоли. В природных
условиях TBSV распространяется в почве без по-
мощи какого-либо вектора. В условиях экспери-
мента применяется механическая инокуляция [7].

Белки-супрессоры играют ключевую роль в
подавлении защитной РНК-интерференции,
успешной аккумуляции вируса и его распростра-
нении в тканях растений [8]. Белок-супрессор P19
вируса кустистой карликовости томатов является
фактором патогенности, важность которого вы-
ражается в развитии симптомов инфекции [9].

Функция P19 заключается в том, что в ходе ин-
фекции белок электростатически взаимодействует с
обильно циркулирующими вирусными малыми ин-
терферирующими РНК, делая их недоступными для
программирования RISC-комплекса, активность
которого направлена на разрушение вирусной РНК.
В конечном счете происходит накопление вирус-
ных молекул РНК в инфицированном растении.
Кроме этого было установлено, что P19 также
препятствует процессу защитного метилирова-
ния микроРНК [10]. Супрессорная активность
P19 поддерживает уровень РНК вируса кустистой
карликовости томатов на протяжении инфекции
и способствует повышению аккумуляции других
вирусных белков, индуцирующих симптомы [11].
Возможно, что белок-супрессор P19 имеет сродство
к дуплексам или шпилькам микро-РНК [12], тем
самым опосредуя вызванные симптомы функциями

важных для развития эндогенных РНК. Быстрая
аккумуляция вирусных двухцепочечных РНК
приводит к насыщению доступного пула RISK-
комплекса, приводя к отсутствию возможности
связывать ки-РНК.

В растениях N. benthamiana, лишенных экс-
прессии белка P19 происходит активация РНК-
интерференции, которая приводит к деградации
вирусной РНК посредством RISC-комплекса. В
присутствии димера P19 происходит связывание
белка-супрессора с малыми интерферирующими
РНК, что предотвращает активацию RISC-ком-
плекса и, соответственно, приводит к системной
инфекций. Кроме этого, белки-продукты генов
резистентности (R-гены) распознают увеличен-
ную экспрессию белка P19 и запускают реакцию
сверхчувствительности [13].

Феномен “суперинфекция”, открытый в 30-е гг.
XX века, предполагает устойчивость растения, по-
раженного ослабленной формой вируса к повтор-
ному заражению наиболее патогенным штаммом
того же вируса [14]. Это явление характерно также
для вирусов животных и бактерий. Данный под-
ход применялся для защиты растений от вирус-
ных патогенов. Некоторые из примеров вирусов,
для которых такой подход оказался успешным,
включают вирус желтой мозаики кабачков в ка-
бачках, дынях и арбузах, вирус томатной мозаики
в помидорах и перце и вирус кольцевой пятни-
стости папайи в папайе [15].

Механизм РНК-интерференции активно приме-
няется в течение последних десяти лет как инстру-
мент в исследованиях функции генов. В добавок к
фундаментальным аспектам, механизм используется
для повышения резистентности растений к различ-
ным видам биотического стресса. Данный механизм
может быть использован для контроля сельско-
хозяйственно значимых заболеваний растений [16].
Такой подход предполагает применение эндоген-
ных (трансгенные растения) [17] и экзогенных
(экзогенная обработка или деградирующие носите-
ли) [18] ки-РНК. Вследствие ограничений в разра-
ботке генетически модифицированных растений
исследования в области фундаментальных меха-
низмов фитоиммунитета и разработка подобных
подходов предполагают использование альтерна-
тивных подходов против вирусных патогенов.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Подготовка материала для инокуляции. Расте-
ния Nicotiana benthamiana выращивали в теплице
в условиях 16-часового фотопериода (16 ч – день,
8 ч – ночь) при средней температуре – 24–26°C,
влажности – 75–80%). В качестве источника све-
та использовали лампы Bulbs Econ, 230 В. С це-
лью равномерного распределения света растения
перемещали по стеллажам каждые 3–5 дней.
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Рестрикция выделенных плазмид pUC19 была
проведена рестрикционной эндонуклеазой Sma I
(Thermo Fisher Scientific, США). Линеаризованные
плазмиды далее служили матрицей для синтеза
матричной РНК вируса кустистой карликовости
томатов (TBSV wt) [19] и его мутантной формы
(TBSVΔP19), которая была сконструирована за-
меной нуклеотидов в последовательности старт
кодона Р19 белка в субгеномной РНК вируса, что
привело к отсутствию считывания белка Р19 [20].
Транскрипты синтезировали полимеразой Т7 (T7
Transcription Kit, Thermo Fisher Scientific, США).
При этом в реакцию синтеза транскриптов не был
включен аналог кэп-структуры. Реакция in vitro
транскрипции была проведена согласно руковод-
ству производителя. Рабочая концентрация тран-
скриптов составляла 5–10 нг/мкл на одно расте-
ние в 10 мМ натрий-фосфатном буфере, объемом
500–1000 мкл [21].

Для суперинокуляции были очищены вирионы
вируса кустистой карликовости томатов методом
колоночной хроматографии на гидроксиапатите
[22]. Параметры колонки: диаметр – 25 мм, высо-
та – 5 см. В колонку вносили 5 мл раствора гид-
роксиапатита в фосфатном буфере (Hydroxyapatite
Bio-Gel, BioRad, США) в качестве неподвижной
фазы. Буфер содержал 0.01 М натрий-фосфатный
буфер (pH 6.8) и 0.02% азида натрия. В качестве
подвижной фазы использовали 12 мл 10 мМ на-
трий-фосфатного буфера (pH 6.9). В колонку
вносили грубый экстракт инфицированного рас-
тения. Апикальные листья N. benthamiana с ярко-
выраженными симптомами гомогенизировались
в 1 мл ТЕ-буфера (Tris-HCl 100 мМ, pH 8.0; 1 мМ
ЕДТА). Далее гомогенат центрифугировали 25 мин
при 10000 об/мин, 4°C. Супернатант объемом 1 мл
вносился в колонку. Сбор фракций вирионов был
проведен последовательно с периодическим про-
пусканием фосфатного буфера через колонку. На-
личие очищенных вирионов в собранных фракциях
было определено методом экспресс-теста, кото-
рый будет описан далее.

Инокуляция растений. В возрасте 30–35 дней
растения N. benthamiana подвергали отбору для
соблюдения одинаковых условий эксперимента.
Критериями отбора служили общая вегетативная
масса, высота растения и степень развития листо-
вых пластинок.

Для улучшения проникновения вирусного ма-
териала инокуляция была проведена методом ме-
ханической инокуляции, при котором поверхность
листовых пластинок повреждалась абразивным
материалом с дальнейшим втиранием суспензии
с вирусным материалом. В качестве абразивного
материала использовали оксид кремния (celite).

Суспензия с вирусным материалом состояла
из вирионов и 10 мМ натрий-фосфатного буфера
(pH 6.8) в соотношении 1 : 3. Рабочая концентра-

ция вирионов – 200 нг/мкл. В случае инокуляции
транскриптами, синтезированными в условиях
in vitro, также использовался 10 мМ натрий-фос-
фатный буфер для разведения материала. Для
инокуляции были отобраны 2–3 листа со средне-
го яруса.

Определение вирионов Tomato bushy stunt virus в
инфицированных растениях. Для подтверждения
наличии инфекции в растениях был использован
экспресс-тест определения вирусных частиц [23].

Первичные антитела против вирусных частиц
TBSV были получены из мышей BALB/C после
долгого периода иммунизации, который занял
8 недель. При получении антител всего было по-
ставлено 10 инъекций: (1) первые 5 поставили в
течение первых 4-х недель, и (2) следующие
5 инъекций – 2-х последних недель. На 9 неделе
происходил сбор антител. Иммунизация была
проведена посредством использования полного и
неполного адъювантов Фрейнда. На 200 мкл ви-
рионов (200 нг/мкл) – 200 мкл адъюванта.

Верхние листья, не подвергшиеся инокуля-
ции, использовались для определения наличия
вирионов. Для определения инфекции был прове-
ден вертикальный электрофорез в агарозном геле
(1%). Визуальная детекция вирионов проводи-
лась в гель-документирующей системе.

Для точного определения принадлежности
обособленных скоплений нуклеиновых кислот к
вирионам вируса кустистой карликовости тома-
тов был проведен капиллярный перенос на нит-
роцеллюлозную мембрану. В качестве буфера для
переноса использовался TBE-буфер с тем же мас-
совым соотношением, что и для электрофореза.
Первичные поликлональные антитела, специ-
фичные к вирионам вируса в разведении 1 : 1000
инкубировались с мембраной в течение 2 ч. Для
удаления не связавшихся антител 3 раза в течение
10 мин проводилась промывка TBS-буфером с до-
бавлением Tween-20. Далее следовала инкубация
со вторичными антителами (anti-mouse, Sigma) в
разведении 1 : 5000 в течение 2 ч. Вторичные антите-
ла конъюгированы с щелочной фосфатазой, кото-
рая гидролизует тетразолиум-5-бром-4-хлор-3-ин-
долил фосфат (NBT-BCIP, Sigma-Aldrich, США) с
последующим появлением преципитата формазана
на мембране, что говорит о присутствии инфек-
ции в тканях растений.

Вестерн-блот-анализ. Вестерн-блоттинг (имму-
ноблоттинг) белка-супрессора РНК-интерферен-
ции Р19 состоял из трех последовательных этапов:
разделение белков в полиакриламидном геле в де-
натурирующих условиях в присутствии SDS; пере-
нос белков с геля на нитроцеллюлозную мембрану
под действием электрического поля; проявление
антителами против белка-супрессора Р19.

Аппаратурное оформление устройства для
электроблоттинга состояло из камеры для пере-
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носа белков Criterion System (Bio-Rad, США). Пе-
ренос был осуществлен в течение 2.5 ч при соблю-
дении следующих условий : напряжение – 150 В,
сила тока – 300 мА, мощность – 50 Вт.

Далее инкубировали мембрану с первичными
антителами (Anti-RNA silencing suppressor Р19 an-
tibody, Аbcam, США) против белка Р19 в разведе-
нии 1 : 1000. Затем была проведена инкубация
мембраны со вторичными антителами (Goat Anti-
Rabbit IgG Antibody, Alkaline Phosphatase conjugate,
Sigma-Aldrich, США) против первичных антител
в разведении 1 : 5000. В качестве субстрата ис-
пользовали NBT-BCIP (Sigma-Aldrich, США).

Выделение тотальной РНК из тканей инфициро-
ванных растений. Тотальная РНК из тканей ин-
фицированных растений выделена методом фе-
нол-хлороформной экстракции с дальнейшей
преципитацией этиловым спиртом [24].

0.2 г апикальных листьев гомогенизировали в
1.5 мл ТЕ-буфера с добавлением 1% SDS. В гомоге-
нат добавляли 1 мл холодного фенол-хлороформ-
изоамилового спирта в соотношении 25 : 24 : 1
(AppliChem, Германия). Затем гомогенат цен-
трифугировали в течении 25 мин при 10000 об/мин,
4°C; отбирали верхнюю фазу и добавляли 40 мкл
3 М ацетата натрия (pH 5.2) и 1 мл 90% этилового
спирта. Инкубировали образцы при –20°C в вер-
тикальном положении в течение 2 ч. Спустя 2 ч
центрифугировали образцы при 10000 об/мин,
4°C в течение 20 мин. Промыли преципитат 70%
этиловым спиртом. Далее оставляли образцы су-
шится для испарения остатков этилового спирта
на 2.5 ч. Спустя 2.5 ч ресуспендировали осадок в
80 мкл воды.

Детекция тотальной РНК в вертикальном гель-
электрофорезе. Для проверки качества выделен-
ной тотальной РНК и визуализации ее общего
профиля был проведен вертикальный электрофо-
рез в 1% агарозном геле. Образцы тотальной РНК
вносили совместно с 6 × загрузочным буфером.
Электрофорез проводили в течение 40 мин в
ТВЕ-буфере при следующих параметрах: напря-
жение – 110 В, сила тока – 50 мА, мощность – 5 Вт.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Подготовка материала для суперинокуляции.
Для повторной инокуляции растений были выделе-
ны вирионы из тканей инфицированного растения
N. benthamiana вирусом кустистой карликовости то-
матов методом адсорбционной хроматографии на
гидроксиапатите. Для определения наличия ви-
рионов во фракциях элюента проводили горизон-
тальный электрофорез с концентрацией агарозы 1%
с дальнейшей их визуализацией под ультрафио-
летовым светом. Вирионы были выбраны в каче-
стве материала для суперинокуляции для избежа-

ния контаминаций, вызывающих деградации тран-
скриптов.

Определение вирусной инфекции в инокули-
рованных растениях. На 7 день после инокуляции
растения табака, инфицированные диким типом,
проявляют следующие симптомы: увядание, апи-
кальный некроз, локальный некроз на системных
листьях и задержка роста. Инфекция мутантной
формой вируса по белку-супрессору Р19 на 7 день
после инокуляции характеризуется увяданием,
отставанием в росте, мозаикой на апикальных ли-
стьях и отсутствием локального точечного некроза
тканей. На 10–20 дни после инокуляции растения
проявляют фенотип выздоровления (рис. 1). Нали-
чие факта инфицирования было установлено вы-
шеописанным экспресс-тестом определения ви-
русных частиц. Против вирусных белков были
использованы антитела конъюгированные с ще-
лочной фосфатазой (рис. 2). Определение нали-
чия экспрессии супрессора РНК-интерференции
белка Р19 было произведено согласно методике,
описанной выше. При инокуляции мутантом TBSV
не происходит экспрессии белка-супрессора Р19
(рис. 3).

Помимо определения наличия вирусных ча-
стиц и фактора патогенности белка-супрессора
Р19 была выделена тотальная РНК из инфициро-
ванных растений. На рис. 4 представлен общий
профиль выделенной из инфицированных расте-
ний тотальной РНК, на котором наблюдалась ге-
номная РНК вируса.

Вторичная инокуляция растений, инфицирован-
ных мутантной формой TBSV. На 7 день после ино-
куляции, серия растений, инфицированных му-

Рис. 1. Растения N. benthamiana на 7 день после ино-
куляции (негативный контроль – инокуляция фос-
фатным буфером, TBSVΔP19 – мутантная форма ви-
руса по белку Р19, TBSV wt – дикий тип вируса).

Негативный контроль TBSV�P19 TBSV wt



520

ФИЗИОЛОГИЯ РАСТЕНИЙ  том 68  № 5  2021

ДИЛДАБЕК и др.

тантной формой TBSVΔP19 была инокулирована
вирионами вируса кустистой карликовости тома-
тов дикого типа. Для вторичной инокуляции были
отобраны листья, располагавшиеся на один-два
яруса выше тех, которые подверглись первичной
инокуляции. Листья инокулировались описан-
ным выше способом. На 7 день после суперино-
куляции наблюдался фенотип выздоровления и
наличие специфических пятен на листьях инфи-
цированных растений (рис. 5). Существует пред-
положение, что эти пятна являются локальными
областями РНК-интерференции. На 7 день после
суперинокуляции растения были подвергнуты
анализу на наличие фактора патогенности вируса
кустистой карликовости томатов, белка Р19, мето-
дом иммуноблоттинга. Наблюдалась элиминация

белка-супрессора Р19 в тканях растений, суперино-
кулированных вирионами вируса кустистой карли-
ковости томатов дикого типа (рис. 6).

Анализ профиля тотальной РНК в тканях су-
перинокулированных растений. Выделение тоталь-
ной РНК из тканей суперинокулированных расте-
ний было проведено методом фенол-хлороформной
экстракции с дальнейшей визуализацией в гель-
документирующей системе. При визуализации
тотальной РНК в тканях суперинокулированных
растений показана элиминация геномной РНК
вируса кустистой карликовости томатов, что сви-
детельствует о выздоровлении растения (рис. 7).

Рис. 2. Экспресс-тест наличия вирусных частиц в рас-
тениях N. benthamiana на 7 день после инокуляции
(негативный контроль – инокуляция фосфатным бу-
фером, TBSVΔP19 – мутантная форма вируса по бел-
ку Р19, TBSV wt – дикий тип вируса; положительный
контроль – предварительно очищенные вирионы
TBSV): (а) – электрофореграмма; (б) – экспресс-тест.
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Рис. 3. Определение наличия фактора патогенности –
супрессора РНК-интерференции белка Р19 (негатив-
ный контроль – инокуляция фосфатным буфером,
TBSVΔP19 – мутантная форма вируса по белку Р19,
TBSV – дикий тип вируса): (а) – электрофореграмма;
(б) – Вестерн-блоттинг; мембрана, покрашенная кра-
сителем Ponceau; (в) – иммуноблоттинг.
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Впервые вирус кустистой карликовости тома-
тов был обнаружен в томатах. Согласно литера-
турным источникам, по степени устойчивости к
патогенам различного рода растения делятся на
чувствительные, толерантные, сверхчувствитель-
ные и крайне устойчивые [25]. Растения N. benth-
amiana относятся к категории чувствительных
растений, что проявляется в умеренных симпто-
мах в виде скручивания апикальных листьев на
3 день после инокуляции, симптомах системной
инфекции в виде увядания и мозаики на 5 день по-
сле инокуляции, а также локального некроза тканей
апикальных листьев на 7 день после инокуляции;

тотальный коллапс происходит на 10–14 дни после
инокуляции. Кроме того, табак N. benthamiana яв-
ляется модельным растением при изучении меха-
низмов и путей РНК-интерференции.

Рис 4. Тотальная РНК, выделенная из инфицирован-
ных растений (негативный контроль – инокуляция
фосфатным буфером, TBSVΔP19 – мутантная форма
вируса по белку Р19, TBSVwt – дикий тип вируса).
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Рис. 5. Растения N. benthamiana, инокулированные
TBSVΔP19, на 7 день после суперинокуляции.

TBSV�P19 + wt

Рис 6. Вестерн-блот-анализ на наличие белка-супрес-
сора РНК-интерференции Р19 в тканях супериноку-
лированных растений (негативный контроль – иноку-
ляция фосфатным буфером, TBSVΔP19 + TBSV wt –
мутантная форма по белку Р19, инокулированная ди-
ким типом вируса кустистой карликовости томатов,
TBSV wt – дикий тип вируса).
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Рис. 7. Тотальная РНК, выделенная из повторно инфи-
цированных растений (негативный контроль – иноку-
ляция фосфатным буфером, TBSVΔP19 + wt – мутант-
ная форма вируса по белку Р19 + суперинокуляция ви-
рионами дикого типа, TBSV – дикий тип вируса).
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Одним из классических подходов в изучении
функций белков-супрессоров РНК-интерферен-
ции является их направленный мутагенез. В данной
работе мы использовали вирус кустистой карли-
ковости томатов с “выключенным” геном белка-
супрессора P19. Основной функцией данного су-
прессора является предотвращение объединения
малых интерферирующих вирусных РНК в RISC-
комплекс. Растения, инфицированные мутантной
формой вируса кустистой карликовости томатов,
проявляют слабые симптомы из-за отсутствия
фактора патогенности. Репликация и поддержание
вирусного генома вполне возможны до индуци-
рования локального и системного иммунитета.
Следствием этого является распространение пер-
вичных и вторичных вирусных малых интерфери-
рующих РНК, амплификация которых происходит
за счет РНК-зависимых РНК-полимераз. Пред-
полагается, что на момент суперинокуляции по-
вышен титр вторичных малых интерферирующих
РНК, а количество вирусных белков-супрессоров
РНК-интерференции невелико. Система РНК-
интерференции подготовлена к повторной атаке
вирусного патогена [8].

Помимо способности белка-супрессора Р19
связываться с вирусными малыми интерфериру-
ющими РНК было замечено, что белок на на-
чальных этапах инфекции взаимодействует с эн-
догенными микро-РНК [26]. Pertermann с соавт.
обнаружил, что уровень микро-РНК в растениях,
инфицированных диким типом, подвергается бóль-
шим изменениям, чем после инфицирования виру-
сом с модифицированной формой белка-супрессо-
ра Р19. Было установлено, что Р19 имеет высокую
аффинность к микро-РНК 162, регулирующей
транскрипцию матричной РНК белка Dicer, гене-
рирующего вирусные малые интерферирующие
РНК, что свидетельствует о важной роли Р19 во
время вирусной инфекции диким типом вируса.
Белок Р19 также имеет слабую аффиность к мик-
ро-РНК 168, отвечающую за регуляцию экспрес-
сии белка AGO1, одного из главного компонента
RISC-комплекса, тем самым понижая уровень
экспрессии микро-РНК 168 и ослабляя иммунитет
растения [27]. Кроме того, присутствие Р19-белка
стимулирует образование микро-РНК 168. В то
же время присутствие посторонних нуклеиновых
кислот стимулирует экспрессию AGO1 [21]. Значит,
при повторной инокуляции диким типом вируса,
количество Р19 белка по сравнению с белками AGO
оказывается недостаточным, чтобы установить
состояние патогенеза в первоначально инфици-
рованных растениях мутантной формой вируса. Это
лишний раз подтверждает, что эффективность
Р19-белка зависит от его количества и что Р19-бе-
лок не может предотвратить уже запущенный ме-
ханизм РНК-интерференции.

При повторной инфекции наблюдается эли-
минация геномной РНК вируса. Предполагается,

что на момент суперинокуляции повышен титр
вторичных малых интерферирующих РНК, а ко-
личество вирусных белков-супрессоров РНК-ин-
терференции невелико. Система РНК-интерфе-
ренции подготовлена к повторной атаке вирус-
ного патогена. Также предполагается, что при
повторной инокуляции диким типом вируса, ко-
личество Р19-белка по сравнению с белками AGO
оказывается недостаточным, чтобы установить со-
стояние патогенеза в первоначально инфициро-
ванных растениях мутантной формой вируса [22].
Это лишний раз подтверждает, что эффектив-
ность Р19-белка зависит от его количества и то,
что Р19-белок не может предотвратить уже запу-
щенный механизм РНК-интерференции.

Данная работа требует дополнительных исследо-
ваний с целью выявления влияния взаимодействия
эндогенных и экзогенных факторов и вирусного
белка-супрессора РНК-интерференции на реакции
невосприимчивости растительного организма.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Комитета Науки Министерства Образования и
Науки Республики Казахстан (гранты AP05135633,
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