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Аннотация

В работе рассматриваются пути защиты растений от вирусных инфекций. Описыва-
ются механизмы формирования устойчивости растений к патогенам, делается попытка
оценить роль PR-белков, индуцированных в растительных клетках при патогенезе. Обсу-
ждается применение химических соединений, пробиотиков и бактериальных фермен-
тов в противовирусной терапии. Подчеркивается важная роль микробных технологий
в защите растений.
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Введение

Вирусы и фитопатогенные микроорганизмы вызывают различные болезни
у растений. Известны около 450 патогенных вирусов растений [1], часть из ко-
торых имеют широкий круг растений-хозяев, в то же время многие растения
заражаются несколькими вирусами. Есть примеры узкой специфичности виру-
сов. В любом случае вирусная инфекция влияет на характеристики сельскохо-
зяйственных культур: вызывает снижение содержания белка, уменьшение мо-
розоустойчивости растений. Способы оздоровления растений, профилактика и
борьба с вирусными заболеваниями остаются актуальными проблемами совре-
менной биологии.

В сельскохозяйственной практике большое внимание уделяют выращива-
нию вирусоустойчивых сортов растений. На этом пути в мировой практике об-
работка растений химическими соединениями до сих пор имеет большое зна-
чение. Тем не менее особое внимание уделяют разработке генно-инженерных
методов получения безвирусных растений [2]. Каждый из подходов имеет свои
ограничения, в связи с чем успешный результат достигается путем применения
всех имеющихся технологий противовирусной защиты.

Химические антивирусные соединения часто неспецифичны и токсичны в
отношении растений, животных и человека, что ограничивает их применение.
Поэтому поиск новых противовирусных средств связывают с использованием
микробных метаболитов. Они менее токсичны, легко утилизируются растения-
ми и разлагаются в окружающей среде без накопления вредных веществ.

Поиск противовирусных соединений для защиты растений связан с осо-
бенностями этих организмов. Антивирусные вещества в растениях утилизиру-
ются и разбавляются, что способствует реинфекции. Постоянное присутствие
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вирусных частиц в растениях, устойчивость растений к химическим веществам
усложняют разработку эффективных противовирусных препаратов. Цель фито-
химиотерапии заключается в торможении и полном подавлении вирусной ин-
фекции у растений с помощью химических веществ, которые влияют на процесс
инфицирования. При этом химические препараты должны подавлять вирусную
инфекцию до уровня, который не повлияет на конечный урожай растений.

Антивирусные соединения должны противостоять наибольшему количеству
вирусных заболеваний, быть нетоксичными для растений, человека, животных
и микроорганизмов почвы, быстро разлагаться без накопления вредных остатков
в растениях и почве и быть доступными. Поиск таких соединений является
сложной задачей. Эти соединения делят на антивирусные агенты и индукторы
устойчивости к вирусам.

К ингибиторам вирусной инфекции относят фенолы, формальдегиды, фер-
менты-деструкторы, гормоны растений, производные нуклеиновых кислот, анти-
биотики [3–8]. В группу индукторов вирусоустойчивости относят вещества,
которые способны индуцировать антивирусное состояние у хозяина, вызванное
синтезом новых белков [1].

Целью настоящей работы является анализ данных по формированию путей
устойчивости растений и созданию биогенных способов защиты растений.

PR-белки растений

У растений выявлены эффективные механизмы противовирусной защиты,
в ответ на инфекцию у них активируются гены, кодирующие PR-белки (Рatho-
genesis-Related рroteins). Впервые эти белки выделены из растений табака, инфи-
цированного вирусом табачной мозаики (ВТМ). Синтез PR-белков вызывают
также бактерии, грибы, токсины. PR-белки растений объединены в 18 семейств.

PR-1-белки обнаружены в растениях, пораженных вирусами, бактериями и
грибами. Это в основном кислые белки с молекулярной массой около 16 кДа,
растворимые в кислой среде и устойчивые к протеазам [9]. Основные PR-1-белки
на 65% идентичны кислым PR-1-белкам. Механизм действия PR-1-белков не
установлен.

PR-2-белки – это β-1,3-глюканазы с молекулярной массой от 25 до 35 кДа,
большинство из них – эндоглюканазы, которые могут расщеплять клеточную
стенку грибов [10]. В растениях идентифицированы изозимы глюканаз, их де-
лят на классы по молекулярной массе, изоэлектрической точке, первичной струк-
туре. Активность β-1,3-глюканаз повышалась в растениях после заражения ви-
русами, грибами и бактериями.

PR-3-, PR-4-, PR-8-, PR-11-белки – четыре семейства хитиназоподобных
белков [11]. В растениях табака, сверхчувствительных к ВТМ, после заражения
этим вирусом увеличивалось содержание хитиназ. В экстрактах из листьев та-
бака, зараженных ВТМ, выявлены хитиназы, содержание которых было в 7 раз
выше, чем в здоровых растениях [12].

PR-5-белки имеют гомологию с белком тауматином из африканского кус-
тарника, поэтому их назвали тауматинподобными белками [13]. Количество PR-5-
белков увеличивалось в листьях сверхчувствительных растений табака, пора-
женных ВТМ, в 20 видах растений, зараженных вирусом кольцевой пятнистости
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табака, в растениях A. thaliana, зараженных вирусом морщинистости турнепса,
и в инфицированных растениях томатов [14–17]. Содержание тауматинподоб-
ного белка увеличивалось в листьях растений табака, пораженных вирусом огу-
речной мозаики [18].

PR-6-белки являются ингибиторами  протеиназ.  В  растениях  идентифици-
рованы ингибиторы протеаз [19].  Они  индуцируются  механическими  повреж-
дениями, насекомыми, а также факторами (гормоном) индукции (proteinase
inhibitor-inducing factor – PIIF) [20]. Трансгенные растения риса и томатов, со-
держащие чужеродный ген ингибитора протеиназы, были устойчивы к насеко-
мым [21]. В растениях N. glutinosa, инфицированных ВТМ, индуцировался син-
тез белка, схожего с соевым ингибитором трипсина и ингибиторы цистеиновых
протеиназ [22].

PR-7-белки – это протеиназы [23]. PR-7-белок индуцировался в растениях
томатов при заражении вирусом и являлся щелочной эндопротеиназой [24].
Установлено, что в межклеточном пространстве листьев больных растений эн-
допротеиназа разрушает PR-белки, синтез которых активирован при заражении
вироидом [25]. В инокулированных ВТМ растениях табака резко увеличивалась
активность РНКазы и протеиназы, тогда как в незараженных растениях актив-
ность этих ферментов не менялась [26].

PR-9-белки – это пероксидазы, которые разделены на внеклеточные и внут-
риклеточные. Имеются данные о повышении активности пероксидаз в растениях,
пораженных вирусами.

PR-10-белки – это белки с РНКазной активностью с молекулярной массой
до 17 кДа, устойчивые к протеазам [27]. В их структуре обнаружены консерва-
тивные нуклеотид-связывающие участки. Обнаружено увеличение активности
РНКаз после заражения растений вирусами, они выявлены в листьях петрушки
при грибной инфекции [28]. Накопление PR-10-белков вокруг места внедрения
патогена или ранения указывает на их участие в защитных механизмах расте-
ний. Трансгенные растения с повышенным уровнем экспрессии РНКаз более
устойчивы к патогенам по сравнению с исходными растениями [27, 29].

PR-12-белки – это низкомолекулярные белки дефенсины (5 кДа), обога-
щенные остатками цистеина. Растительные дефенсины схожи с дефенсинами
млекопитающих [30]. Их последовательности включают до 50 остатков амино-
кислот и обнаружены в листьях, корнях, клубнях, цветках, плодах и семенах
[31]. Накопление дефенсинов в листьях наблюдали при заражении патогенны-
ми грибами, дефенсины обладают сильными фунгицидными свойствами [32].

PR-13-белки – это белки тионины, богатые цистеином. Тионины классифици-
руют по числу цистеиновых остатков и положению дисульфидных мостиков [33].
Накопление тионинов в листьях происходило при заражении растений грибами,
бактериями и обработке химическими веществами. Токсичность тионинов in vitro
обусловлена их разрушающим действием на мембраны патогенов [34].

PR-14-белки – это липидтранспортные белки с молекулярной массой 10 кДа
и 8 остатками цистеина, они переносят фосфолипиды через мембраны [35]. По-
сле секреции фосфолипиды связываются с клеточными стенками [36]. Их син-
тез индуцирован в инфицированных растениях ячменя, а также в растениях
пшеницы при холодовом стрессе [37]. Эти белки ингибировали бактериальную
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и грибную инфекции [38]. Фунгицидное действие липидтранспортных белков
обусловлено их разрушаюшим действием на мембраны патогена [39]. Инокуля-
ция ВТМ вызывала локальные некрозы и накопление липидтранспортных бел-
ков в растениях перца, но при системном поражении растений перца ВТМ со-
держание этих белков не менялось [40].

PR-15-белки – это гликопротеины гермины. Они обнаружены в зародышах
ячменя, риса, кукурузы, пшеницы и ржи. Мономеры гермина (22 кДа) собираются
in vivo в олигомеры (130 кДа), устойчивы к обработке трипсином [41]. Гермины
участвуют процессах роста растений, в защите от стрессов [42]. Трансгенные
растения сои с пшеничным геном гермина устойчивы к грибной инфекции [43].

PR-16-белки – это герминоподобные белки с 30–70%-ной гомологией с
пшеничным гермином. Обнаружены у покрытосеменных растений, некоторые
имеют супероксиддисмутазную активность [44]. Они продуцируют перекись
водорода и участвуют в защите растений от патогенов. Инактивация гена, ко-
дирующего герминоподобный белок в растениях Nicotiana attenuate, приводила
к снижению содержания перекиси водорода и ингибитора трипсиновой про-
теиназы, повышая чувствительность растений к вредителям [45]. Повышенное
содержание этих белков наблюдали в сверхчувствительных к ВТМ растениях
перца [28].

PR-17-белки обнаружены в растениях табака, пораженных ВТМ, пшеницы
и ячменя, инфицированных грибами или обработанных бензотиадизолом – ин-
дуктором системной приобретенной устойчивости к повторному заражению па-
тогеном [46–48]. Функции этих белков пока не известны. Изучение аминокис-
лотной последовательности белков, выделенных из растений ячменя, показало,
что консервативная часть их молекул имеет сходство с активным центром ами-
нопептидазы N эукариот и эндопептидазы термолизина бактерий [48].

PR-18-семейство объединяет белки (60 кДа) с антимикробной активностью
[49]. PR-18-белки гомологичны карбогидрат-оксидазам растений. Их синтез акти-
вирован при заражении растений грибами и обработке салициловой кислотой.
Трансгенные растения табака, экспрессирующие ген карбогидрат-оксидазы под-
солнечника, более устойчивы к заражению Pectobacterium carotovorum, чем
исходные растения [50].

Таким образом, в качестве защитной реакцией в ответ на патогены в клетках
растений индуцируются PR-белки. Тип и уровень накопления PR-белков зависит
от природы и уровня повреждения растения. Некоторые PR-белки (протеиназы,
β-1,3-глюканазы) способствуют инфицированию растений вирусами. Другие
PR-белки, такие как ингибиторы протеиназ, рибонуклеазы и пероксидазы, эф-
фективно участвуют в защите растений от вирусов. Их координированное нако-
пление в растениях регулируется сигнальными системами.

Экспрессия генов устойчивости растений

Вирусные белки участвуют в развитии патогенеза у растений [51, 52]. Ви-
русная инфекция в растениях является сложным и взаимозависимым процессом,
вирусы используют клетки хозяина для размножения и распространения. В свою
очередь, в растениях формируются механизмы устойчивости к инфекции, ко-
торые могут быть консервативными и индуцибельными [53]. При инфекции
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в клетках растений экспрессируются гены устойчивости – R-гены. Клонированы
более 200 R-генов устойчивости растений к вирусам, бактериям и грибам [54].
Так, R-гены картофеля ответственны за устойчивость растений к PVX-вирусу
картофеля, ген томатов Sw-5 обеспечивает устойчивость к вирусу пятнистого
увядания томатов, гены Tm и Tm2 томатов – устойчивость к вирусу мозаики то-
матов [55, 56]. Мутационный анализ показал, что R-гены кодируют факторы
инициации трансляции, которые играют ведущую роль в преодолении РНК-
вирусной инфекции [57, 54]. Продукты экспрессии R-генов влияют также на
активацию транскрипции, они содержат ДНК-связывающие домены и участ-
вуют в регуляции экспрессии [58]. При заражении растений вирусом продукт
R-гена растения связывается в цитоплазме с продуктом вируса, в растениях та-
бака установлено взаимодействие хеликазного домена (р50) репликазы ВТМ
с TIR-доменом белка, кодируемого R-геном [59]. Во взаимодействии участвует
белок хлоропластов, который связывался с р50 и транспортировался из хлоро-
пласта в цитоплазму и ядро, где взаимодействовал с TIR-доменом [60]. Показано,
что R-белки действуют в комплексе с клеточными сигнальными белками Rar1
и SGT1, белком теплового шока Hsp90, белком, активирующим ГТФазу [61].
В растениях белок SGT1 может связываться с убиквитин-лигазным комплексом,
который ассоциирован с СОР9-сигналосомой и участвует в расщеплении бел-
ков [62]. Нарушение генов, кодирующих компоненты СОР9-сигналосомы, по-
нижало устойчивость растений табака к ВТМ, обусловленную геном N, и указы-
вало на участие убиквитинирования в защите растений [63]. Убиквитинирова-
ние – это присоединение небольшого белка-метчика убиквитина к белку, кото-
рый должен быть разрушен в протеасоме. Белки Rar1 и SGT1 взаимодействуют
с белком Hsp90, который у эукариот является высоко консервативным АТФ-
зависимым шапероном, участвующим в фолдинге белков [64]. Мутации генов,
кодирующих Hsp90, приводили к ослаблению устойчивости растений [65].

Пути регуляции устойчивости растений

С развитием методов секвенирования и протеомных технологий активно
исследуются регуляторные пути формирования устойчивости растений. Пере-
дача сигнала от внешних факторов ведет к активации серин/треониновых про-
теинкиназ, которые фосфорилируют треониновый или тирозиновый остатки дру-
гих регуляторных белков этой группы, активирующихся путем фосфорилирова-
ния. Киназные каскады взаимодействуют с рецепторами посредством G-белков
[66]. Фосфорилированные киназы транспортируются в ядро и активируют фак-
торы транскрипции [67]. Такие киназы идентифицированы у разных растений,
а анализ геномной ДНК выявил их высокую степень гомологии [68].

В клетках эукариот G-белки стимулируют фосфолипазы C и D. Фосфоли-
паза С гидролизует фосфатидил-4,5-бифосфат с образованием диацилглицерола
и инозитол-1,4,5-трифосфата. Последний освобождает Са2+ из связанного со-
стояния. Повышение содержания кальция приводит к активации Са2+-зависимых
протеинкиназ. Диацилглицерол после фосфорилирования киназой превращается
в фосфатидную кислоту, которая является сигнальной молекулой в клетках
животных. Фосфолипаза D катализирует образование фосфатидной кислоты из
липидов (фосфатидилхолин, фосфатидилэтаноламин) мембран [68]. Показано, что
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активация G-белков и фосфолипаз C и D одинаковы у растений и животных [69].
По-видимому, в растениях также происходит образование фосфатидной кислоты,
которая активирует протеинкиназы с последующим фосфорилированием белков,
в том числе факторов транскрипции [70]. В клетках растений при действии пато-
генов обнаружили увеличение содержания фосфатидной кислоты [71].

Взаимодействие патогена с рецептором растительной клетки активирует
мембраносвязанную фосфолипазу А2, которая катализирует выделение ненасы-
щенных жирных кислот из мембранных фосфолипидов [72]. Они активируют
протеинкиназы и являются субстратами для липоксигеназ. Активность липок-
сигеназ повышалась при заражении растений ВТМ и вирусом огуречной мо-
заики [73]. Продукты липоксигеназного метаболизма жирных кислот обладают
бактерицидными, фунгицидными свойствами и могут активировать протеин-
киназы, НАДФ•Н-оксидазу и NO-синтазу [74].

В растительных клетках кальций участвует в контроле процессов акклима-
тизации, морфогенеза, экспрессии генов и др. [75]. Имеются сведения об участии
ионов кальция в защитных реакциях растений против патогенов. Патогены
приводили к повышению содержания ионов кальция в цитоплазме и к актива-
ции Са2+-зависимых протеинкиназ. Идентифицированы восемь растворимых и
мембранносвязанных Са2+-зависимых протеинкиназ у A. thaliana [76]. Они уча-
ствуют в контроле генов устойчивости. Регулирующее действие кальция на
метаболизм зависит от его взаимодействия с кальмодулином (16.7 кДа), обла-
дающим высоким сродством к кальцию. Его комплекс с кальцием активирует
протеинкиназы, фосфоэстеразы, Са-АТФазу и другие ферменты, а также нако-
пление реактивных форм кислорода и окиси азота, описана патогензависимая
изоформа кальмодулина [77].

В клетках растений оксид азота (NO) участвует в защитных реакциях, вклю-
чая патогенгез [78]. Заражение ВТМ индуцировало повышение активности NO-
синтазы в устойчивых растениях, но не влияло на активность NO-синтазы
в чувствительных растениях [79]. Установлена активация синтеза NO в верхних
незараженных листьях растений томатов, чувствительных к ВТМ через 12 ч по-
сле инокуляции вирусом нижних листьев [80]. Увеличение концентрации NO
активирует гуанилатциклазу, которая катализирует синтез циклического гуано-
зинмонофосфата (цГМФ), что ведет к активации Са-зависимых протеинкиназ и
вызывает экспрессию гена устойчивости PR-1 [79].

Патогены могут влиять на состояние ионных каналов и вызывать измене-
ние концентрации ионов кальция и водорода в цитоплазме, в результате чего
происходит подкисление цитоплазмы [81]. Изменения концентрации протонов
в цитоплазме приводят к индукции защитных реакций растений: окислитель-
ному стрессу, сверхчувствительным некрозам, активация МАР-киназ, накопле-
нию PR-белков [82]. Экспрессия в растениях гена, кодирующего белок с функ-
цией протонной помпы, приводила к индукции спонтанной сверхчувствитель-
ной реакции [83].

Циклоаденилатная система основана на накоплении в клетках растений
цАМФ, который способен активировать протеинкиназы. Фосфорилированные
протеинкиназы участвуют в регуляции ядерных факторов транскрипции [84].
В растениях цАМФ стимулирует К+/Са2+-ионные каналы, что ведет к запуску
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Са-сигнальной системы и цАМФ-зависимых протеинкиназ, способствуя акти-
вации белков-регуляторов экспрессии R-генов устойчивости [85].

Таким образом, при инфицировании у растений происходит координиро-
ванное взаимодействие регуляторных сигнальных путей, что приводит к экс-
прессии генов устойчивости и повышению защиты растений от патогенов.

РНК-интерференция

Механизмом защиты растений является РНК-интерференция – подавление
экспрессии гена при помощи малых молекул РНК. Описаны три механизма по-
давления экспрессии генов у растений: сайленсинг вирусных РНК, сайленсинг
мРНК, транскрипционный сайленсинг.

Сайленсинг вирусной РНК приводит к инактивации вирусов, инфицирующих
растение. Установлено, что низкая экспрессия РНК-зависимой РНК-полимеразы,
обнаруженная у многих растений, приводила к накоплению Y-вируса картофеля
в растениях табака [86]. При заражении растений РНК-содержащими вирусами
РНК-зависимая РНК-полимераза участвует в образовании репликативной вирус-
ной двуцепочечной РНК (дцРНК). ДцРНК индуцирует специфическую деграда-
ции РНК путем активации Dicer-белка, участвующего в ее расщеплении. Двуце-
почечные молекулы РНК являются обязательным этапом жизненного цикла ви-
русов. Dicer-белок, чувствительный к дцРНК, расщепляет её на небольшие
фрагменты. Антисмысловая цепь такого фрагмента, короткая интерферирую-
щая РНК (siRNA – small interference RNA), связывается с комплексом белков
RISC (RNA-induced silencing complex), среди которых есть эндонуклеаза (Ago)
семейства Argonaute. Связывание с siРНК активирует RISC-комплекс и запус-
кает поиск ДНК и РНК, комплементарных siРНК. Такие молекулы инактиви-
руются комплексом RISC. Так, короткие чужеродные двуцепочечные siРНК
служат для поиска и расщепления комплементарных мРНК, что приводит к по-
давлению экспрессии соответствующего гена. Этот путь является основным спо-
собом иммунной защиты растений против инфекций. Геномы человека, мыши и
нематоды содержат по одному гену Dicer-белка, у насекомых и грибов – по два
гена, у растений таких генов больше: геном растений арабидопсиса A. Thaliana
содержит четыре гена, тополь – пять, рис – шесть [87]. У арабидопсиса Dicer-1
участвует в образовании miРНК, Dicer-2 – в образовании siРНК, Dicer-3 ответст-
венен за модификацию хроматина, Dicer-4 участвует в образовании транс-
действующих siРНК. МикроРНК (miРНК) – это фрагменты dsРНК длиной 21–
25 п.о., которые образуются при расщеплении клеточных шпилечных РНК. Корот-
кие интерферирующие РНК (siРНК) – dsРНК длиной 21–25 п.о. – образуются
при расщеплении вирусных dsРНК. Транс-действующие siРНК, подобно miРНК,
комплементарно взаимодействуют с иРНК другого локуса. При взаимодействии
dsРНК с Dicer-2 происходят двойные ступенчатые разрывы с образованием siРНК.
На следующем этапе siРНК расплетаются АТФ-зависимой хеликазой и одна цепь
включается в RISC-комплекс (RNA-induced silencing complex), где комплемен-
тарно связывается с вирусной РНК-мишенью. Нуклеаза Ago, основной компо-
нент RISC-комплекса, расщепляет РНК-мишень в участке комплементарного
взаимодействия с siРНК. Белки Ago выявлены в составе RISC у всех изученных
организмов. В настоящее время в растениях идентифицировано 10 белков Ago.
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Сайленсинг miРНК. Это механизм регуляции экспрессии генов растений  
помощью miРНК. У растений miРНК образуются в три этапа при участии белка
Dicer-1. Сначала синтезированная РНК-полимеразой РНК превращается в пред-
шественник pre-miРНК, которая преобразуется в более короткие предшествен-
ники, процессинг которых позволяет получить зрелые miРНК [88]. У растений
A. thaliana обнаружен белок для переноса miРНК (либо комплекса miРНК-
Dicer-1) из ядра в цитоплазму [89]. На всех этапах созревания miРНК участвует
dsРНК-связывающий белок, способный входить в комплекс с Dicer-1 и Ago [90].
Затем miРНК, подобно siРНК, взаимодействует с RISC, где комплементарно свя-
зывается с мРНК, и белок Ago разрезает РНК-мишень. Количество идентифици-
рованных растительных мРНК, у которых есть специфические miРНК-партнеры,
постоянно увеличивается.

Транскрипционный сайленсинг. Механизм обнаружен у трансгенных рас-
тений табака со встроенной кДНК вироида веретеновидности клубней картофеля,
которая метилировалась после заражения. При репликации РНК происходило
специфичное метилирование гомологичных последовательностей в растительном
геноме [91]. Феномен известен как РНК-зависимое метилирование ДНК. Промо-
торные последовательности dsРНК метилировались и становились транскрип-
ционно не активными [92]. В этом участвовали специфические siРНК и моди-
фицированные гистоны [93]. В РНК-зависимом метилировании ДНК de novo
участвуют метилтрансферазы 1 и 2, их активность усиливалась гистонацетила-
зой, что приводило к эпигенетическому изменению гетерохроматина [94].

Состояние сайленсинга распространяется по растению [95]. Сайленсинг
генов транспортируется вверх и вниз по растению, но вверх более активно.
Природа распространения сайленсинга генов пока не ясна. Показано, что рас-
пространение сайленсинга происходит с участием dsРНК либо siРНК [96]. Во
флоэмном соке растений обнаружены как короткие, так и длинные молекулы
РНК [97]. В соке обнаружен низкомолекулярный белок, способный связывать
25-нуклеотидные ssРНК, и показано, что он может содействовать транспорту
этих РНК, но не dsРНК [98].

Супрессия сайленсинга. Несмотря на разнообразие механизмов защиты,
многие вирусы инфицируют растения. Некоторые из них содержат гены, коди-
рующие супрессоры сайленсинга генов, например специфичная протеиназа
HC-Pro (Helper Component-proteinase), кодируемая потивирусами. В трансген-
ных растениях табака встроенный ген HC-Pro приводил к увеличению накоп-
ления ВТМ и вируса огуречной мозаики [99]. Протеиназа HC-Pro подавляет
сайленсинг генов [100]. В настоящее время супрессоры идентифицированы
у 30 вирусов растений, они ингибируют накопление коротких РНК, а также
некоторые из них способны связываться с siРНК и miРНК [101, 102]. Мутанты
PVX-вируса картофеля, утратившие способность подавлять сайленсинг генов,
не могли распространяться в организме [103]. Вирусные супрессоры влияют на
развитие растений и формирование симптомов заболевания [104–107]. Разра-
ботан метод вирус-индуцированного подавления генов, основанный на исполь-
зовании механизма сайленсинга под влиянием вирусного вектора, несущего
последовательность гена растения-хозяина. Метод используется для подавле-
ния генов растений с целью изучения их функций [108].
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Система РНК-интерференции является важной частью иммунного ответа
к вирусам и другому чужеродному генетическому материалу. У растений сис-
тема РНК-интерференции предотвращает распространение транспозонов [105].
Растительные Dicer белки направлены против различных типов вирусов [106].
Показано, что индуцированный сайленсинг генов у растений может переда-
ваться от подвоя к прививаемому растению [107]. Эта особенность адаптивной
иммунной системы растений позволяет после первоначального локального про-
никновения вируса отвечать на повторные проникновения вируса всему орга-
низму [108]. В ответ многие вирусы в ходе эволюции приобрели механизмы,
подавляющие систему РНК-интерференции в клетках растений [109]. Описаны
вирусные белки, связывающие короткие двуцепочечные фрагменты РНК с од-
ноцепочечными выступами, которые образуются в результате действия белка
Dicer [110]. Некоторые растения экспрессируют эндогенные малые интерфери-
рующие РНК в ответ на заражение некоторыми бактериями [111]. Все эти эф-
фекты могут быть частью общего ответа на патогены.

РНК-интерференция в настоящее время применяется для создания растений,
которые способны к синтезу природных токсичных соединений в низких коли-
чествах. Для этого разработаны методы получения растений, экспрессирующих
компоненты системы РНК-интерференции. Например, семена хлопка в норме
богаты белком, пригодным для употребления в пищу, но содержат токсичный
терпеноид. Методы, использующие явление РНК-интерференции, позволяют
создавать линии хлопка с пониженным уровнем ключевого для синтеза терпе-
ноида фермента – дельтакадинен синтетазы. При этом другие части растения
экспрессируют данный фермент на базовом уровне, так как это соединение яв-
ляется важным для защиты растения от вредителей [112]. Разработаны способы
снижения уровней аллергенов в растениях томата и способы снижения количе-
ства предшественников канцерогенов в растениях табака [113, 114]. Другими
примерами генно-инженерных изменений растений является повышение ус-
тойчивости растений к вирусам [115], а также добавление в плоды томатов ан-
тиоксидантов [116]. Более ранние коммерческие генно-инженерные растения –
томат и папайя – разработаны с использованием антисмысловых РНК, рабо-
тающих по механизму РНК-интерференции [116–118].

Фитопатогенные вирусы. Для создания модельных систем и изучения про-
тивовирусной активности используют вирусные системы, доступные в лабора-
торных условиях и обеспечивающие простые механические методы заражения
растений вирусами. Разработаны методы получения вирусов и серологические
и биологические методы определения содержания вирусов в растениях. Для ис-
следований патогенных вирусов растений используют модели: вирус крапчато-
сти красного клевера RCMV (Red clover mottle virus), вирус мозаики люцерны
AMV (Alalfa mosaic virus), вирус картофеля РVХ (Potato virus X). Вирусы легу-
минозов AMV и RCMV относятся к мультикомпонентным вирусам с фрагмен-
тированным геномом, причем каждый фрагмент генома заключен в отдельную
оболочку и представляет структурно самостоятельное образование.

RCMV относится к группе комовирусов и по строению схож с вирусом
CPMV (cowpea mosaic virus), который является типичным представителем этой
группы вирусов [123]. Вирус RCMV состоит из 3 частиц с разными константами
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седиментации: 115 S, 95 S, 55 S. Геном вируса содержит две положительно за-
ряженных молекулы РНК с молекулярной массой 2.0·106 и 1.4·106 Да. Обе РНК
полиаденилированы на 3'-конце. На 5'-конце обе РНК ковалентно соединены с
небольшим полипептидом (5 кДа). Первичная структура РНК известна. В третьей
частице РНК отсутствует. Чтобы вызвать инфекцию вирусом RCMV для полного
проявления внешних симптомов заболевания, необходимы обе частицы (115 S
и 95 S), которые содержат РHК. Симптомы заражения вирусом проявляются
в мозаичной крапчатости, а в модели системного заражения вируса RCMV
у растений гороха происходит отмирание вновь образующихся листьев.

Вирус AMV является единственным представителем монотипичной груп-
пы алмовирусов [124]. Вирус состоит из 4 нуклеопротеидов. 3 частицы имеют
палочковидную форму и 1 частица – форму эллипсоида. Палочковидные час-
тицы содержат по 1 положительно заряженной РНК с молекулярной массой
1.1·106, 0.8·106 и 0.7·106 Да. На 5'-конце у этих частиц имеется cap-последова-
нтельость: На 3'-конце они не содержат поли-(А)-последовательностей. В эл-
липсоидной частице расположена РНК с молекулярной массой 0.3·106 Да, ко-
торая кодирует капcидный протеин с молекулярной массой 2.4·104 Да. Были и
определены неструктурные протеины, которые образуются после инфицирова-
ния вирусом растений. Вирус AMV переносится тлей, а в экспериментальной
работе инфицирование проводят путем механического заражения. Число расте-
ний-хозяев у этого вируса достаточно велико. Основные симптомы заражения –
это мозаика, крапчатость и кольцевые пятна.

Вирус PVX является типичным представителем группы потексвирусов и вы-
зывает легкую мозаичность у картофеля [125]. Вирус представляет собой вариа-
бельные волнообразные нуклеокапсиды с длиной 470–580 нм и диаметром 13 нм.
Положительно заряженная РНК идет по спирали капсидного протеина (моле-
кулярная масса 2.1·106 Да). 5'-конец РНК имеет cар-последовательноcть. Вирус
переносится механическим путем, симптомы заражения – мозаичность, крапча-
тость и кольцевые пятна.

Синтетические антивирусные соединения можно разделить на несколько
группы. Аналоги оснований, нуклеозидов и их метаболитов составляют основную
часть противовирусных соединений. Они ингибируют репликацию вирусного
генома. Среди них производное пуринового основания 8-азагуанин, которое ин-
гибирует репликацию вирусов TMV, PVX, PVY. Наиболее известным является
I-β-D-рибофуранозил-1,2,4,триазол-3-карбоксамид (рибавирин) [126]. Вещество
имеет антивирусную активность против многочисленных вирусов растений TMV,
PVX, CMV. Рибавирин тормозит развитие вирусной инфекции в зараженных
листьях растений, во вторично инфицированных листьях ингибиторный эффект
незначителен. Представители пиримидиноподобных соединений – это 2-тиоура-
цил и 5-азадигидроурацил [127]. Оба ингибируют репродукцию вирусов TMV,
PVX, РVY, CMV путем торможения биосинтеза уридин-5-фосфата из оротидин-
5-фосфата ингибированием декарбоксилазы. Преимущество 5-азадигидроурацила
в его нетоксичности для растения, человека и животных, препарат легко мета-
болизируется, и для эффективного применения проводят повторные обработки
растений этим веществом. Применяют гранулированный 5-азадигидроурацил
сразу после посадки растений. Гранулат медленно растворяется и проявляет
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антивирусное действие постепенно. Таким образом, можно тормозить размноже-
ние вируса на протяжении трех месяцев. Установлено, что эффект антивирусного
действия препарата повышался при применении в комбинации с другими со-
единениями, например рибавирином.

К группе гетероциклических соединений относят производные бензимида-
золов, которые имеют противовирусную активность против TMV- и PVX-виру-
сов. Недостатком соединений этой группы является их фитотоксичность [128].

Среди изоциклических соединений отметим салицилальдоксин (против
TMV- и PVY-вирусов) и ацетилсалициловую кислоту, то есть аспирин (против
AMV- и TMV-вирусов) [129].

В группу нециклических соединений входят замещенные тиомочевины и
соединения с азидной структурой, которые успешно ингибируют репродукцию
PVX- и TMV-вирусов [126].

Полианионы и поликатионы обладают противовирусной активностью в от-
ношении фитопатогенных вирусов [130]. Они действуют как индукторы рези-
стентности против инфекции TMV-вирусом или другими некрозообразующими
вирусами. Однако действие распространяется только на сверхчувствительные
растения-хозяева. По другим данным, противовирусное действие обусловлено
прямым взаимодействием с вирусными рецепторами на поверхности клеток.

Особый интерес представляет изучение противовирусной активности произ-
водных мембранных липидов [131]. Например, синтетические изолецитины и их
производные ингибируют размножение PVX- и RCMV-вирусов в системно инфи-
цированных растениях. Активно изучают антивирусные эффекты хитозана [132].

Биопрепараты на основе бактерий. В создании противовирусных препа-
ратов для растений большие надежды связаны с пробиотиками. Явление «мик-
робного антагонизма» лежит в основе создания биопрепаратов – пробиотиков.
В настоящее время основным средством повышения урожая сельскохозяйствен-
ной продукции является использование пестицидов. При этом не учитывают не-
гативные последствия их применения: возникновение резистентных форм фито-
вирусов и фитопатогенов и, как следствие, усиление пестицидного давления,
нарушение биологического равновесия в агроценозах, что приводит к вспышкам
массового размножения фитопатогенов, не только доминирующих, но и второ-
степенных видов, а также общее ухудшение экологии. Приоритетным в выборе
средств защиты растений от инфекций должно быть здоровье человека и со-
стояние биосферы, что определяет выбор в пользу разработки новых пробио-
тических биопрепаратов.

Биопрепараты-антогонисты – это природные штаммы сапрофитных бакте-
рий, обладающие выраженной биологической активностью и безопасные для
всех экологических ниш (почва, растения, насекомые, животные, человек). Такие
бактерии, попадая в природную среду, выделяют большое количество ферментов
и других биологически активных веществ, подавляющих развитие фитопатоген-
ных вирусов, бактерий и грибов. За счет высокой скорости размножения и био-
логической активности бактерии, входящие в состав биопрепаратов, быстро ос-
ваивают почвенный субстрат, активно участвуют в разложении органических
соединений, процессах аммонификации и нитрификации, усилении мобилизации
фосфора и калия, обогащая почву подвижными формами питательных веществ.
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Выделяемые ими биологически активные вещества стимулируют рост и разви-
тие растений, повышая устойчивость к заражению.

Среди биопрепаратов, используемых в сельском хозяйстве, можно выделить
большую группу биофунгицидов, основу которых составляют бактерии сенной
палочки, например: фитоспорин, баксис, алирин, бактофит, гамаир и др. Биопре-
параты применяются для защиты растений от фитопатогенов в течение всего ве-
гетационного периода и для обработки плодов перед закладкой на хранение.
Биопрепараты из бацилл помимо защитной функции растений от фитопатоге-
нов обладают дополнительно свойствами пробиотиков для сельскохозяйствен-
ных животных и птицы, что позволяет расширить сферу их практического
применения и повысить степень их безопасности для животных и человека при
получении кормов и продуктов питания из сельскохозяйственных растений.
Бактериальная обработка растений при замачивании семян и в течение всего
вегетационного периода приводит к накоплению бацилл в вегетирующих частях
растения. При заготовке кормов такая «бактериальная добавка» является консер-
вантом для сена, так как препятствует росту плесневых грибов, способствует
сохранению качества сена и уменьшает количество выделяющегося тепла. Био-
препараты из бацилл добавляют также на стадии заготовки кормов в виде кормо-
вых добавок. Кормовые добавки – микробные пробиотики, состоящие из жи-
вых микроорганизмов рода Bacillus, препятствуют их заражению фитопатоге-
нами и накоплению фитотоксинов.

Таким образом, биофунгициды из бактерий рода Bacillus выполняют одно-
временно две функции: собственно биофунгицида (защищают растение от за-
ражения фитопатогенами бактериальной, вирусной или грибковой природы) и
пробиотика – микробной добавки к кормам для сельскохозяйственных живот-
ных. Применение биопрепаратов обеспечивает прирост биомассы животных и
более эффективное использование кормов. Стимуляция роста и развития сель-
скохозяйственных животных под влиянием бацилл, содержащихся в кормах,
происходит вследствие многофакторного положительного лечебно-профилак-
тического действия метаболитов бацилл на все системы органов животных.
Так, бациллы штамма B. subtilis 26Д обладают широким спектром антагонисти-
ческой активности в отношении фитопатогенных вирусов, бактерий и грибов.
Кроме того, бактерии штамма B. subtilis 26Д обладают выраженной эндофитно-
стью, то есть способностью проникать во внутренние ткани растения. Обра-
ботка семян обеспечивает присутствие бактерий во взрослом растении в тече-
ние всего вегетационного периода.

Использование бактериальных ферментов как противовирусных аген-
тов. Перспективы в поиске противовирусных веществ связывают с бактериаль-
ными ферментами. Они менее токсичны, чем химические соединения, легко ути-
лизируются растениями и разлагаются без накопления в окружающей среде
вредных веществ. Получают их из биологического сырья, в то время как хими-
ческие соединения являются продуктами продолжительного и трудоемкого хи-
мического синтеза. Применение ферментов стало доступным после разработки
генно-инженерных методов получения штаммов-продуцентов и эффективных
методов очистки. Пополнение арсенала ферментов новыми эффективными и
доступными препаратами является важной задачей для микробных технологий.
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Противовирусное действие рибонуклеаз на РНК-содержащие вирусы из-
вестно давно. Различные штаммы ВТМ- и PVХ-вируса картофеля in vitro теряют
инфекционность после обработки РНКазой [133]. Аналогичные данные получены
в отношении вируса α-мозаики и некротической крапчатости огурцов [134].
РНКаза B. cereus ZH14 на 94.2% ингибировала вирусную активность, когда
фильтрат культуральной жидкости и экстракты ВТМ смешивали в соотноше-
нии 1 : 1 [135–137]. По-видимому, нельзя исключать возможность прямого воз-
действия РНКаз на некоторые вирусы.

С развитием техники геномного секвенирования разработан новый способ
защиты растений от вирусных патогенов c помощью трансгенных растений.
В ДНК растений встраивают чужеродные гены, продукты которых индуцируют
устойчивость растений либо участвуют в нарушении цикла развития вирусов.
В трансгенных растениях картофеля экспрессировали ген бактериальной рибо-
нуклеазы B. amyloliquefaciens под контролем промотора индуцибельного гена
картофеля prp-1, ответственного за индукцию гена устойчивости [138]. Транс-
генные растения, экспрессирующие кДНК белков оболочки вируса, проявляют
устойчивость к инфекции гомологичными или близкородственными вирусами
[139, 140]. С этой целью используют также другие элементы вирусного генома:
кДНК вирусных сателлитных РНК, дефектных генов вирусных репликаз, генов
межклеточного транспорта вирусных частиц [2, 141–143]. Для защиты растений
от вирусов используют собственные растительные гены устойчивости [144].
Трансгенные растения томата с N-геном устойчивости табака проявляли высо-
кую устойчивость в ВТМ [145].

Почвенные бактерии, бациллы, обладают высоким метаболическим потен-
циалом. Скрининг микробных экстрактов показал широкий спектр биологиче-
ских активностей этих микроорганизмов. Так, эти бактерии синтезируют высо-
коактивную пурин-нуклеозид-фосфорилазу, которая применяется для энзима-
тического синтеза противовирусного препарата – рибавирина [146, 147]. Так, ан-
тивирусным эффектом обладает новый экзополисахарид, впервые изолированный
из термотолерантных бактерий B. licheniformis [148]. Кроме практической значи-
мости эти характеристики помогут объяснить роль Bacillus spp. в формирова-
нии почвенных экосистем [149].

Поиск и создание биопрепаратов на основе бактерий B. subtilis – продуцен-
тов различных белков и ферментов для защиты растений от инфекционных аген-
тов – является эффективным и экологически обоснованным. Такие препараты не
только защищают растения от болезней, повышают урожайность сельскохозяй-
ственных культур, но и позволяют получать экологически безопасную продук-
цию с пробиотическими свойствами для животных и человека.

Таким образом, в обзорной работе предпринята попытка рассмотреть ме-
ханизмы защиты растений от вирусных инфекций путем формирования устой-
чивости растений к патогенным организмам, включая синтез растениями PR-
белков. Особое внимание уделено использованию пробиотиков и бактериальных
ферментов в противовирусной терапии как альтернативе химических способов
защиты, что свидетельствует о перспективе применения микробных техноло-
гий в защите растений.
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MECHANISMS OF PLANT RESISTANCE TO INFECTIONS

M.R. Sharipova, N.P. Balaban, A.M. Mardanova, Ch. Nyamsuren, L.R. Valeeva

Abstract

This paper deals with the ways of protecting plants against viral infections. The mechanisms
of formation of plant resistance to pathogens are described. An attempt is made to estimate the role of
PR-proteins induced in plant cells under pathogenesis. The application of chemicals, probiotics and
bacterial enzymes in antiviral therapy is discussed. The importance of using microbial technologies
in plant protection is emphasized.

Keywords: phytopaphogenic viruses, plant resistance, RNA interference, phytotherapy, PR-proteins,
antiviral phytotherapy.
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