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РНК-интерференция (РНК-и) является одним из ключевых защитных механизмов, направленных
против вирусных инфекций в растениях и других организмах. При этом в растениях, пораженных
вирусами, образуются короткие интерферирующие РНК (киРНК) из двухцепочечных репликатив-
ных форм вирусных молекул РНК. Данные киРНК программируют один из базовых компонентов
РНК-и – РНК-индуцированный комплекс замолкания генов (RISC от RNA induced silencing com-
plex) на сиквенс-специфичное уничтожение РНК вируса. Вирусный белок Р19 является супрессо-
ром РНК-и и способен к захвату образующихся киРНК до их связывания с RISC. Нами показано,
что предварительное внесение (до заражения вирусом) в листья растений Nicotiana benthamiana
Domin. киРНК, элюированных из комплекса Р19-киРНК от пораженного растения, уменьшает по-
ражение при протекании инфекции, вызванной вирусом кустистой карликовости томатов в иноку-
лированных растениях. Экзогенное внесение супрессор-ассоциированных киРНК приводит не
только к уменьшению аккумуляции вируса, но и к выживанию инфицированных растений. Таким
образом, установлено, что предварительное внесение вирусных киРНК повышает устойчивость
растений к вирусной инфекции путем раннего программирования RISC и активации защитного
действия РНК-и.
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ВВЕДЕНИЕ
С развитием молекулярной биологии и био-

технологии было открыто множество классов не-
кодирующих РНК, играющих важную роль в ре-
гуляции различных биохимических процессов
[1]. Из всех типов некодирующих РНК наиболь-
шее внимание привлекают короткие интерфери-
рующие РНК (киРНК) и микро РНК (миРНК).
Данные РНК участвуют в регуляции экспрессии
генов и могут быть использованы для разработки
инновационных лекарств и противовирусных
препаратов. Так, потенциал киРНК и миРНК в
данной области был продемонстрирован при ле-
чении различных патологий, в том числе раковых

опухолей [2–4] и инфекционных заболеваний [5–
7]. Способность киРНК обеспечивать избира-
тельную нейтрализацию строго определенных
транскриптов служит основой механизма высо-
коспецифичной защитной РНК-интерференции
(РНК-и) растений от вирусов.

В растительных клетках РНК-интерференция
играет важную роль в защите от РНК- и ДНК-со-
держащих вирусов [8–10]. При вирусном инфици-
ровании растения, фермент Dicer распознает и раз-
резает длинные двухцепочечные РНК (дцРНК) ви-
руса на короткие интерферирующие РНК (киРНК)
[11–15]. Ведущая цепь киРНК включается в состав
РНК-индуцированного комплекса замолкания ге-
нов (RISC от RNA induced silencing complex), про-
граммируя на деградацию комплементарной це-
пи РНК вируса [9, 16]. Большинство известных ви-
русов растений кодируют специфические белки,
способные блокировать РНК-и путем подавления
данного защитного механизма на различных его
этапах. Структурные особенности вирусных су-
прессоров обуславливают их специфические функ-
ции в эффективном подавлении РНК-и [8, 10, 17].

1 Сокращения: P19 – вирусный белок супрессор; RISC –
РНК-индуцированный комплекс замолкания генов (от
RNA induced silencing complex); Ago – белок аргонавт;
РНК-и – РНК-интерференция; киРНК – короткие интер-
ферирующие РНК; миРНК – микро РНК; ВККТ – вирус
кустистой карликовости томатов.

1 Адрес для корреспонденции: Максим Юрьевич Сутула.
010000 Казахстан, г. Астана, ул. Сатпаева, 2, учебно-адми-
нистративный (главный) корпус ЕНУ. Электронная почта:
max.sutula@gmail.com
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Вирусы из семейства Tombusviridae экспрессиру-
ют белок с молекулярным весом 19 кДа (Р19), ко-
торый выступает в качестве супрессора РНК-и
[11, 17‒22]. Белок Р19 образует гомодимер с помо-
щью водородных связей, а также гидрофобных
взаимодействий и солевых мостиков [19, 20]. В
таком виде Р19 размер-специфически связывает-
ся с дуплексами киРНК (21‒23 нт) с высокой сте-
пенью афинности. Белок Р19 в растении суще-
ствует в виде димера и связывается с дуплексами
киРНК [24], тем самым блокируя программиро-
вание RISC. В результате происходит аккумуля-
ция вирусных РНК, и, как следствие, успешное
развитие вирусной инфекции [8, 19, 20].

Молекулярные механизмы связывания су-
прессора P19 с киРНК были исследованы с помо-
щью рентгеноструктурного анализа комплексов
между P19 белком и дуплексами киРНК размером
21 нт. Конформационная структура гомодимера
P19 позволяет связывать киРНК дуплексы по-
средством формирования ионных связей между
положительно заряженными аминокислотами
белка и 5'-фосфатными группами киРНК. Конце-
вые взаимодействия с липкими концами киРНК
блокируют два остатка триптофана (Трп39 и
Трп42) в результате укладки активных пар осно-
ваний на концах киРНК дуплекса [19, 20]. Высо-
кая афинность белка P19 к киРНК позволяет вы-
делить данные молекулы РНК в чистом виде пу-
тем иммуноосаждения вирусного супрессора.
Данная возможность представляется перспектив
ным методическим подходом для исследования
защитных функций вирусных киРНКи их исполь-
зования как противовирусного препарата.

Методы, основанные на применении киРНК,
представляют собой введение киРНК в клетки-ми-
шени для раннего запуска механизма защитной
РНК-и с последующим ингибированием экс-
прессии специфической мРНК [25].

Целью данной работы было выделение вирус-
ного супрессора Р19 в комплексе с вирусными
киРНК для последующей диссоциации послед-
них и изучения их протекторной функции. Пока-
зано, что экзогенное внесение супрессор-асоци-
ированных киРНК приводит к уменьшению ак-
кумуляции вируса и к дальнейшему частичному
восстановлению растений. Таким образом, нами
показано, что внесение вирусных киРНК до зара-
жения вирусом повышает устойчивость растений
к инфекции путем раннего программирования
RISC и запуска механизма РНК-и.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Сведения об объекте исследования и о структуре
эксперимента. В качестве объекта исследования
были использованы растения Nicotiana benthami-
ana из семейства Пасленовых (Solanaceae), сек-

ция Suaveolentes, автор классификации Karel
Domin. Растения выращивали в ростовой камере
с влажностью воздуха 85% и температурой 25°С,
при 16-часовом световом дне. При посеве, пере-
севе и выращивании растений было использова-
но одинаковое количество почвы и воды для по-
лива каждого растения. В каждом эксперименте
было использовано 60 растений и проведено в
трех биологических повторностях при одинако-
вых условиях.

Для инокуляции растений был использован
дикий штамм вируса кустистой карликовости то-
матов (ВККТ). Плазмиду, содержащую кДНК
данного вируса, а также специфические к Р19 ан-
титела предоставил Herman B. Scholthof (Depart-
ment of Plant Pathology and Microbiology and Inter-
collegiate Faculty of Virology, Texas A&M University,
2132 TAMU, College Station, Texas 77843).

Инокуляцию ВККТ и введение киРНК в клет-
ки растений проводили механическим методом
путем инъецирования вирусной РНК в листовую
пластину в количестве 5 нг/мл в 50 мМ калий-
фосфатном буфере (рН 7.5).

Эксперименты были проведены по следующей
схеме:

1. Выращивание растений N. benthamiana.
2. Инокуляция растений вирусной РНК ВККТ.
3. Выделение комплексов P19-киРНК из тка-

ней зараженных растений при помощи колоноч-
ной гель-фильтрации с последующей очисткой
методом иммунопреципитации.

4. Определение условий мягкого разделения
комплекса P19-киРНК путем повышения ионной
силы раствора с целью получения очищенной
киРНК.

5. Обработка растений N. benthamiana полу-
ченными киРНК и изучение их влияния на им-
мунную систему растений.

Хроматография комплекса P19/киРНК. Свежий
листовой материал зараженных ВККТ растений
N. benthamiana (5 дней после инокуляции) в коли-
честве 4 г гомогенизировали в буфере для экс-
тракции (200 мМ Трис-HCl, 5 мМ дитиотреитол
(DTT), pH 7.5). Экстракты фильтровали и цен-
трифугировали 15 мин при 14000 g и 4°C. Супер-
натант был загружен в колонку объемом 0.5 л,
длиной 1.5 м и фракционирован на хроматогра-
фической установке Pharmacia (Швеция) с посто-
янной скоростью 40 мл/ч. В качестве неподвижной
фазы был использован Сефакрил S200 (“Sigma”,
США). Фракции элюировали 50 мМ Трис-HCl
буфером (pH 7.5). Анализ белка проходил при
длине волны А280 нм. С помощью голубого декс-
трана 1000 (“Sigma”, США) был определен сво-
бодный объем колонки V0 = 150 мл. Cистема была
откалибрована с помощью маркерных белков с
известной молекулярной массой: алкоголь дегид-
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рогеназа ‒ 150 кДа, бычий сывороточный альбу-
мин ‒ 68 кДа, углерод ангидраза ‒ 40 кДа и цито-
хром ‒ 12 кДа (“Sigma”, США). На основании по-
лученных данных была построена калибровочная
кривая.

Полученные фракции были собраны с помо-
щью автоматического коллектора в объеме 2 мл с
последующим переносом на лед. Для того чтобы
определить количество KCl, необходимое для раз-
рыва ионных связей между P19 белком и киРНК,
было проведено градиентное элюирование с по-
вышением концентрации соли до 2 М KCl в Трис-
HCl буфере.

Иммуноблоттинг. Концентрацию белка в об-
разцах измеряли с помощью спектрального анали-
затора (“BioRad”, США) при длине волны А595 нм
по стандартному методу Bradford [26]. Равные ко-
личества белка (2 мкг/мл) из каждого образца бы-
ли смешаны с SDS-буфером для образцов
(200 мМ Трис-HCl, pH 6.8; 4% SDS; 400 мМ β-мер-
каптоэтанол; 0.01% бромфенол синий; 40% глице-
рин), выдержаны при температуре 95°С в течение
5 мин и фракционированы в 12% полиакрила-
мидном геле с добавлением 10% SDS. Белки из ге-
лей переносили на нитроцеллюлозные мембраны
в течение 2 ч при 4°С при помощи камеры для пе-
реноса белков (“BioRad”, США). Мембраны бло-
кировали в буфере TBST (50 мМ Трис-HCl, рН 7.4
и 0.05% Твин-20), содержащем 1% обезжиренное
молоко, и затем инкубировали со специфически-
ми кроличьими поликлональными антителами
анти-P19 (1 : 10000). После троекратной промыв-
ки мембраны инкубировали 1 ч при комнатной
температуре с соответствующими антителами,
коньюгированными с щелочной фосфатазой (an-
ti-rabbit IgG, 1 : 10000, “Sigma”, США). Для визу-
ализации полос на мембране был использован
субстрат NBT/BCIP (“Sigma”, США).

Иммунопреципитация комплексов P19/киРНК с
помощью Протеин-G агарозы. Комплексы Р19 бел-
ка с молекулами киРНК во фракциях осаждали с
помощью специфичного по отношению к лиган-
дам мышиных антител протеина G, связанного с
агарозными гранулами, согласно прилагаемой к
коммерческому препарату стандартной методи-
ке. Фракции в объеме 1.5 мл смешивали с мыши-
ными антителами (1 : 10000, “Sigma”, США) и
инкубировали 12 ч при температуре 4°С. Затем
добавляли 30 мкл G-protein (“Thermo Scientific”,
США) и инкубировали 2 ч при комнатной темпе-
ратуре. К проинкубированной смеси добавляли
500 мкл буфера для иммунопреципитации (25 мМ
Трис, 150 мМ NaCl, pH 7.2), осаждали центрифу-
гированием в течение 3 мин, супернатант удаля-
ли. Процедуру осаждения повторяли 3 раза. Для
того чтобы элюировать иммунный комплекс, до-
бавляли 50 мкл буфера для эллюции (0.2 М гли-
цин-HCl, pH 2.5), инкубировали 5 мин, центри-

фугировали 3 мин при 2500 g. Было собрано
2 фракции супернатанта с каждого образца. Фи-
зиологический уровень pH 7.2 в образцах был до-
стигнут добавлением нейтрализирующего буфера
(1 М Трис).

Качественный анализ на наличие ДНК/РНК
(в том числе киРНК) во фракциях методом ПААГ
в присутствии мочевины. Наличие киРНК в хро-
матографических фракциях было показано с по-
мощью электрофореза в 17% полиакриламидном
геле в стандартном ТВE буфере (89 мМ Трис,
89 мМ борная кислота, 2 мМ ЭДТА) с добавлением
8 М мочевины. Полосы киРНК были окрашены
бромистым этидием и детектированы при помощи
камеры с ультрафиолетовым излучением GelDoc
(“Bio-Rad”, США). В качестве маркера количе-
ства нуклеотидов был использован Gene Ruler
DNA Ladder, 100 bp (“Thermo Scientific”, США).

Выделение препаративного количества РНК из
растительных образцов и хроматографических
фракций. Нуклеиновые кислоты были выделены с
помощью модифицированного нами метода с ис-
пользованием TRI реагента (монофазный рас-
твор фенола и гуанидин тиоционата, “Sigma”,
США). Для повышения агрегации РНК, концен-
трация соли в образцах после иммуноосаждения
была доведена до 0.8 М KCl. После этого образцы
были последовательно смешаны и проинкубиро-
ваны с TRI реагентом, хлороформом, изопропа-
нолом (100%), этанолом (70%) в течение 5 мин
при комнатной температуре и осаждены центри-
фугированием в течение 10 мин при 12000 g и 4°С.
На последнем этапе осадок был высушен на льду
и разбавлен свободной от ферментов и РНКаз ди-
стиллированной водой. Полученные препараты
были загружены в ПААГ и анализатор NanoDrop
с целью определения количества РНК.

Количественный анализ тотального содержания
РНК во фракциях. Определение концентрации
нуклеиновых кислот по оптической плотности
при длине волны А260, а также оценка качества
препарата по соотношению оптической плотно-
сти при длинах волн А260/280 была проведена с по-
мощью спектрального анализатора NanoDrop
2000c (“Thermo Scientific”, США). Для этого об-
разцы РНК, выделенные из хроматографических
фракций, были загружены в считывающий мо-
дуль прибора с последующим измерением погло-
щения света при длине волны А260.

Статистический анализ данных. Все экспери-
ментальные работы проводились не менее, чем в
трех аналитических повторностях. Каждый вариант
был проанализирован в виде трехкратных повторов
образцов растительной ткани, взятых минимум из
5 растений. Статистический анализ полученных
данных проводился в виде t-теста (t-критерий
Стьюдента) с использованием пакета программ-
ного обеспечения GraphPad Prism (GraphPad
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Software Inc.). Статистически значимыми счита-
лись значения при P < 0.05. Все данные выража-
лись как среднее значение ± стандартаная ошибка
среднего.

Графические элементы обработаны с помо-
щью компьютерной программы ImageJ.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Комплекс вирусного супрессора Р19 с киРНК, 

формирующийся посредством электростатических 
взаимодействий между белком 

и фосфатными группами РНК, разрушается
при повышении ионной силы

Для оценки молекулярного веса вирусного су-
прессора экстракты листьев растений N. benth-
amiana, инфицированных ВККТ, были фракцио-
нированы с помощью гель-фильтрационной хро-
матографии на колонке с сефакрилом S-200.
Анализ на наличие РНК указал на присутствие
киРНК (21‒23 нт) во фракциях, содержащих ви-
русный супрессор. Молекулярный вес элюируе-
мых фракций соответствовал комплексу ~60 кДа.
Данная молекулярная масса примерно соответ-
ствует суммарной массе P19 димера и связанным
с ним киРНК дуплексом (рис. 1).

С целью определения условий для диссоциа-
ции комплекса киРНК/Р19, экстракты, получен-
ные из зараженных растений, были подвержены
фракционированию по описанному выше методу
с добавлением соли. Для этого колонка была
уравновешена буфером, содержащим KCl в кон-
центрации 0.6 M. В результате фракционирова-
ния элюционный профиль P19 сместился и был
локализован во фракциях 44‒47, что соответству-
ет молекулярной массе комплекса около 40 кДа
(рис. 2). Изменение профиля элюции вирусного
белка связано с диссоциацией киРНК от белко-
вого комплекса и, как результат, “уменьшением”
его размера. Следовательно, эффективное отсо-

единение киРНК от Р19 происходит в результате
разрыва электростатических взаимодействий
между белком и нуклеиновой кислотой.

Интерпретировать полученные данные позво-
ляют молекулярные свойства P19. На каждом
конце P19 димера Трп42 соединяет отдельные мо-
номеры, образуя водородную связь с 5'-фосфори-
лированым концом дуплекса киРНК. Соседняя
аминокислота Арг43 является консервативной у
представителей данного семейства вирусов, и ее
структурная роль заключается в соединении с
другой Трп39, чтобы предотвратить воздействие
на поверхности этого гидрофобного остатка. Все
вышеперечисленные межмолекулярные взаимо-
действия, включая связь между мономерами Р19,
являются электростатическими и легко разруша-
ются при превышении допустимой концентра-
ции соли в окружающем растворе. Таким обра-
зом, под воздействием 0.6 М KCl удалось разру-
шить водородные связи в комплексе ВККТ
P19/киРНК. В результате чего произошло высво-
бождение киРНК из комплекса без структурных
повреждений и потери специфичности.

Для выделения вирусных киРНК хроматогра-
фические фракции, содержащие вирусный су-
прессор (ассоциированный с киРНК), были объ-
единены и подвержены иммунопреципитации с
использованием поликлональных антител про-
тив белка Р19. Таким образом удалось осадить
комплекс P19/киРНК, исключив посторонние
белковые примеси с идентичной молекулярной
массой (рис. 3).

Метод фракционирования на колонке с сефа-
крилом S-200 до процедуры иммуноосаждения
был выбран, поскольку он полностью исключает
попадание вирусной РНК в препараты киРНК,
которые будут использованы для обработки рас-
тений. Дополнительным подтверждением полно-
го удаления геномной вирусной РНК методом
гель-фракционирования было отсутствие каких-

Рис. 1. Анализ хроматографических фракций. Иммуноблоттинг (сверху) на наличие супрессорного белка P19; гель-
электрофорез в присутствии мочевины (снизу) для обнаружения 21 нт ВККТ-специфических киРНК; 19‒26 ‒ хрома-
тографические фракции; стрелки снизу указывают на молекулярную массу фракции, согласно калибровочному гра-
фику хроматографической системы; фракции были выделены из инокулированного ВККТ растительного материала
на 5 день после инокуляции (дпи); М – молекулярный маркер.

19 кДа

21 нт

M 19 20 21 22 23 24 25 26

P19

киРНК

150 кДа 66 кДа 40 кДа
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либо симптомов ВККТ на контрольных растени-
ях, обработанных только киРНК без последую-
щей инокуляции вирионами ВККТ (данные не
показаны).

Предварительная киРНК-обработка 
N. benthamiana замедляет развитие симптомов 

вирусной инфекции ВККТ

Как было указано выше, система инактивации
генов в клетках эукариот происходит при участии
коротких РНК. Молекулярное распознавание
РНК является ключевым моментом для много-
численных биологических процессов, таких, как
транскрипция, репарация, созревание клеточной
РНК, а также РНК-и. Одна из ключевых функций
РНК-и ‒ это защитные действия против различ-
ных вирусов растений.

ВККТ использует одноцепочечную РНК для
репликации своего генома в клетке хозяина. При
попадании в растительную клетку вирусная РНК
дуплицируется (дцРНК) и разрезается фермен-
том Dicer на короткие фрагменты, именуемыми
киРНК. Затем 21 нт киРНК вовлекаются в RISC,
путем связывания специальными каталитически-
ми компонентами – белками аргонавтами (Ago).
Все циркулирующие в клетках растения дцРНК
ВККТ обнаруживаются RISC и гидролизуются
эндонуклеазной активностью Ago [27]. В ходе
эволюции вирусы выработали специальные меха-
низмы для подавления защитной РНК интерфе-
ренции. Белок ВККТ P19 захватывает антивирус-
ные киРНК, которые генерируются ферментом
Dicer в ответ на аккумуляцию репликативных
двухцепочечных вирусных РНК в клетки расте-
ния. P19 связывается с высоким сродством и бло-
кирует двухцепочечные короткие интерферирую-
щие РНК (киРНК), предотвращая их участие в
последующих стадиях РНК-и. Данное свойство
P19 является основным средством в доступном

арсенале вируса против защитной системы расте-
ния. Следовательно, если ввести в растения спе-
цифичные к ВКТТ киРНК до заражения вирусом
и начала экспрессии супрессорного белка Р19,
происходит ранняя активация RISC и растение
приобретает относительную устойчивость к
ВККТ.

Данные спектрального анализа выявили при-
сутствие характерного спектра РНК в образцах,
подверженных процедуре иммуноосаждения во
фракциях, содержащих P19 (рис. 4). Применение
метода иммуноосаждения комплекса P19/киРНК
гарантирует выделение в очищенном виде вирус-
специфичных киРНК. Для исследования протек-
торной роли вирусных киРНК, растения N. benth-

Рис. 2. Анализ хроматографических фракций, полученных с добавлением 0.6 М KCl в элюирующий буфер. Имму-
ноблоттинг (сверху) на наличие P19; гель-электрофорез в присутствии мочевины (снизу) для обнаружения 21 нт
ВККТ-специфических киРНК; 40‒49 ‒ хроматографические фракции; стрелки снизу указывают на молекулярную
массу фракции, согласно калибровочному графику хроматографической системы; фракции были выделены из иноку-
лированного ВККТ растительного материала на 5 день после инокуляции (дпи); М – молекулярный маркер.

19 кДа

21 нт

P19

25 кДа66 кДа 40 кДа

40 41 42 43 44 45 46 47 48 49

Рис. 3. Иммунопреципитация комплекса P19/киРНК.
1 – комплекс Р19/киРНК, 2 – здоровое растение,
М ‒ белки-маркеры, IgG – иммуноглобулины клас-
са G.
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amiana (21 день после посадки) были обработаны
полученными препаратами киРНК после имму-
ноосаждения.

После внесения экзогенных вирусных киРНК
(5 дней после обработки) растения были иноку-
лированы диким типом ВККТ. Через 5 дней по-

сле инфицирования на растениях, не подвержен-
ных предварительной обработке вирусными
киРНК, появились характерные для ВККТ симп-
томы: скручивание листьев и развитие апикаль-
ного некроза. Наличие вирусной инфекции опре-
делялось при помощи иммуноблоттинга с ис-
пользованием антител против вирусного белка
Р19 (данные не показаны). Растения, обработан-
ные вирусными киРНК, незначительно отстава-
ли в росте от здоровых растений и сохраняли при-
знаки жизнедеятельности даже на 21 день после
инокуляции (рис. 5а). Контрольные растения, за-
раженные только ВККТ, полностью гибли на
14‒15 день после инокуляции вирусом (рис. 5). У
растений, обработанных киРНК, на 21 день не-
которые листья сохраняли жизнеспособность
(Рис. 5б). Однако с течением времени листья за-
раженных растений постепенно отмирали, при-
водя к некрозу наземной части растения. Более
того, в отличие от растений, не подверженных об-
работке вирусными киРНК, корни “иммунизи-
рованных” растений сохраняли жизнеспособ-
ность и после перенесенного вирусного заболе-
вания регенерировали наземную часть (рис. 6).
Однако данные растения претерпевали значи-
тельные морфологические деформации (рис.
6б). Яркое проявление характерных симптомов
болезни свидетельствуют о значительном рас-
пространении вирусной РНК по клеткам расте-
ния-хозяина, в результате чего наземная часть
погибает. В природе после заражения вирусом за-
щитные механизмы растения запускаются с за-
держкой до 5 дней. Именно по этой причине по-

Рис. 4. Спектральный анализ образца, подверженно-
го процедуре иммуноосаждения во фракции 23, со-
держащего супрессорный белок P19. Примечание:
эксперимент был проведен в трех независимых по-
вторностях.
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Рис. 5. Профилактический эффект и устойчивость к ВККТ на растениях N. benthamiana после применения киРНК с
течением времени. а ‒ разница в росте экспериментальных растений, вид спереди; б ‒ разница в количестве живых
листьев на экспериментальных растениях, вид сверху. 1 ‒ контрольная группа, здоровые; 2 ‒ контрольная группа, за-
раженные диким типом ВККТ; 3 ‒ экспериментальная группа, введение 5 нг/мл киРНК и инокуляция ВККТ одних
и тех же листьев; 4 ‒ экспериментальная группа, введение 5 нг/мл киРНК и инокуляция ВККТ разных листьев. Слева
указано количество дней после инокуляции ВККТ (дпи).
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явление явных симптомов происходит на
5‒7 день после инокуляции вирусом, когда ви-
русная РНК распространилась по всему расте-
нию. Тем не менее, присутствие даже минималь-
ного количества специфических к данному вирусу
коротких интерферирующих РНК при инфициро-
вании не делает растение толерантным к внедре-
нию вируса, но обеспечивает выживание растения
после вирусной инфекции благодаря раннему за-
пуску защитной РНК-интерференции.

Несмотря на значительную степень тяжести
протекания симптомов у растений заболевание
не приводило к их полной гибели. Очевидно, нам
удалось предотвратить блокирование и выведе-
ние из процесса РНК-интерференции всех моле-
кул киРНК супрессорным белком Р19.

На рис. 7 показана динамика уменьшения на-
копления P19 в цитоплазме растений, предвари-
тельно обработанных киРНК. При внедрении ви-
рионов в те же листья, в которые были введены
киРНК, накопление Р19 происходило в значи-

тельно меньшей степени, чем при внедрении ви-
рионов в необработанные киРНК листья.

При введении киРНК в различные листья и их
инокуляции ВККТ, программирование RISC
происходило с задержкой в разных частях расте-
ния, что приводило к более обширному распро-
странению вируса по клеткам растения-хозяина,
и как следствие, к большему накоплению Р19.
Однако разница в накоплении Р19 в растениях на
фенотип обработанных киРНК растений суще-
ственного влияния не оказывала.

Полученные результаты позволяют с уверен-
ностью утверждать, что обработка молодых рас-
тений N. benthamiana препаратами, содержащими
около 5 нг/мл киРНК специфичных ВККТ,
предотвращает полную гибель растения и прида-
ет обработанным растениям устойчивость к дан-
ному заболеванию.
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