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Аннотация. К  настоящему времени система сайленсинга, индуцирован-

ная растением-хозяином (HIGS), зарекомендовала себя как эффективный 

метод исследования взаимодействия между патогенными микроорга-

низмами и  сельскохозяйственными культурами. Для изучения фузариоза 

колоса пшеницы, вызываемого грибом Fusarium culmorum, разработан 

γ-вектор вируса штриховатой мозаики ячменя, используемый для синтеза 

дцРНК транзиентно и  несущий в  себе фрагмент последовательности гена 

tri5. Был проведён синтез кэпированных вирусных молекул РНК и зараже-

ние молодых растений пшеницы. Эффективность заражения вирусом/ви-

русной конструкцией составила 98%. Использование вектора γ-PDS привело 

к  возникновению обесцвеченных участков на  листьях растений, что гово-

рит об активности системы сайленсинга. Использование вектора γ-TRI5 на-

правлено на изучение агрессивности гриба F. culmorum при отрицательном 

влиянии на  его способность синтезировать трихотеценовые микотоксины, 

которые, могут являться фактором вирулентности на пшенице.
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Введение

Фузариоз колоса по  сей день остаётся одним 
из наиболее серьёзных заболеваний в сельском 
хозяйстве. Он поражает широкий ряд культур, 

быстро распространяется и  загрязняет растительную 
продукцию ядовитыми микотоксинами. Среди грибов, 
относящихся к роду Fusarium, одним из наиболее рас-
пространённых на территории Московской области яв-
ляется Fusarium culmorum. Механизм взаимодействия 
между грибом и  растением-хозяином крайне сложный 
и,  по-видимому, значительно различается среди сель-
скохозяйственных культур [1]. Однако, тот факт, что F. 
culmorum синтезирует большое количество трихотеце-
новых микотоксинов [2], заставляет задуматься о  том, 
какую пользу они ему приносят. Одной из  выдвинутых 

гипотез является направленное действие трихотеценов 
против иммунитета растений [1, 2]. Иными словами, ве-
роятно, что F. culmorum использует трихотеценовые 
микотоксины как инструмент, замедляющий или осла-
бляющий защитные механизмы растений, позволяя па-
тогену эффективнее поражать культуры. В связи с этим, 
мы задались вопросом, можно  ли контролировать рас-
пространение F. culmorum на  пшенице, манипулируя 
способностью гриба синтезировать трихотецены.

Для осуществления этой цели использовали меха-
низм РНК-интерференции, который зарекомендовал 
себя как эффективный способ изучения функции от-
дельных генов и  определения потенциально важных 
сельскохозяйственных признаков культур. Сущность 
данного метода заключается в  использовании молеку-
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лы двуцепочечной РНК (дцРНК), которая индуцирует 
цепочку реакций, приводящих к снижению активности 
соответствующего гена [3]. В живых организмах РНК-ин-
терференция играет важнейшую роль в  регуляции 
экспрессии генов и  имеет еще одно название — пост-
транскрипционный сайленсинг генов [4]. Как уже было 
сказано ранее, началом РНК-интерференции являет-
ся попадание в клетку дцРНК, которая в свою очередь 
незамедлительно распознаётся ферментом Dicer. Dicer 
разрезает дцРНК на более короткие молекулы, которые 
представляют собой также двуцепочечные структуры 
и  носят название малые интерферирующие РНК (миР-
НК) или микроРНК, размер которых составляет 20–25 
п. н. Далее двуцепочечные короткие молекулы вклю-
чаются в  состав комплекса RISC (RNA-induced silencing 
complex — РНК-индуцируемый сайленсинговый ком-
плекс), активируя его, что впоследствии приводит 
к раскручиванию двуцепочечной молекулы и формиро-
ванию антисмысловой цепи, при этом смысловая цепь 
деградируется. RISC в  свою очередь также содержит 
белок Argonaute, обладающий эндонуклеазной актив-
ностью по отношению к мРНК, которая комплементарна 
антисмысловай цепи РНК, включённой в RISC. В резуль-
тате белок Argonaute, имея короткий участок связыва-
ния с РНК, расщепляет мРНК, что препятствует дальней-
шей трансляции и  формированию функционального 
продукта гена [5, 6, 7]. Важно понимать, что РНК-интер-
ференция снижает экспрессию гена, но  не  полностью 
«выключает» его, и уровень снижения экспрессии гена 
напрямую зависит от  концентрации соответствующей 
дцРНК [3].

РНК-индуцированный сайленсинг генов особенно 
интересен для снижения экспрессии генов в полиплоид-
ных организмах, поскольку копии гена, представленные 
в  любом количестве, будут являться мишенью сайлен-
синга, если гомология между ними и  дцРНК составля-
ет хотя  бы 85% [8]. Особенно важно это при изучении 
устойчивости гексаплоидной мягкой пшеницы (Triticum 
aestivum), которая является ценной сельскохозяйствен-
ной культурой и  поражается рядом серьезных заболе-
ваний. Здесь важно добавить, что помимо избыточно-
сти генетического материала пшеницы, связанной с  её 
плоидностью, сам геном культуры чрезвычайно боль-
шой. Так, геном пшеницы содержит примерно 16000 Мб 
ДНК, что в  128 раз больше, чем у  модельной культуры 
Arabidopsis thaliana [9].

Несмотря на  достижения международного иссле-
довательского консорциума IWGSC (International Wheat 
Genome Sequencing Consortium) по картированию гено-
ма пшеницы, требуется разработка новых инструментов 
генетического анализа для описания последовательно-
стей защитных реакций культуры против действия раз-
личных патогенов, в частности фузариозных грибов.

Для снижения концентрации трихотеценовых мико-
токсинов, производимых грибом F. culmorum, было ре-
шено снизить экспрессию гена tri5. Данный ген кодирует 
фермент триходиенсинтазу, который катализирует пер-
вый этап биосинтеза трихотеценов [2]. Таким образом, 
снижение уровня триходиенсинтазы должно нарушить 
всю цепь синтеза данных соединений. Была синтези-
рована дцРНК, комплементарная гену tri5, с  целью её 
внесения в жидкую питательную среду при культивиро-
вании F. culmorum. В результате было получено значи-
тельное снижение экспрессии гена tri5 и концентрации 
трихотеценов (данные не представлены).

Следующим этапом является проведение экспери-
мента непосредственно на культуре (in planta). Посколь-
ку генетическая трансформация пшеницы представля-
ет собой крайне сложный и  времязатратный процесс, 
в  опыте использован механизм, при котором синтез 
двуцепочечной РНК происходил в  организме пшенице 
транзиентно, с помощью вирусных векторов. Для этого 
была выбрана система BSMV (barley stripe mosaic virus — 
вирус штриховатой мозаики ячменя).

Вирус-индуцированный сайленсинг генов (virus-
induced gene silencing — VIGS) давно используется в раз-
личных генетических исследованиях как на  двудоль-
ных, так и  на  однодольных культурах. В  начальной или 
«шоковой» стадии заражения появляются интенсивные 
симптомы и происходит быстрое развитие вируса в ор-
ганизме. Но  по  мере того, как активируются защитные 
механизмы растения-хозяина, инфекция переходит 
в  хроническую фазу, характеризующуюся сниженной 
симптоматикой и низким содержанием вируса [10].

Геном BSMV состоит из  трёх РНК — α, β и  γ. Каждая 
из этих РНК имеет метилированный кэп на 5’-конце и по-
лиаденилированную последовательность на  3’-конце, 
после которой следует тирозин-акцепторная тРНК-по-
добная структура. РНК α кодирует метилтранферазу/хе-
ликазную субъединицу РНК-зависимой РНК-полимеразы 
(РзРп). РНК β кодирует белок оболочки и три основных 
белка тройного блока генов (TGB1, TGB2 и TGB3), ко-
торые необходимы для передвижения вируса от клетки 
к  клетке. РНК γ кодирует полимеразную субъединицу 
РзРп и белка γb, который играет значительную роль в ви-
русном патогенезе, передвижении на большие расстоя-
ния и подавлении защитных реакций растения-хозяина 
против сайленсинга [11, 10].

В  данной работе каждая мРНК была представлена 
в  качестве своей кДНК копии под контролем промото-
ра Т7-РНК-полимеразы. Holzberg с  соавторами (2002) 
модифицировали γ-вектор таким образом, что целевая 
последовательность, призванная подавить экспрессию 
соответствующего гена была встроена после открытой 
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рамки считывания (ОРС) последовательности, кодирую-
щей белок γb. Целевая последовательность может быть 
встроена в вектор в прямом (смысловом) или обратном 
(антисмысловом) направлении. Для того, чтобы пред-
упредить влияние встраиваемой последовательности 
на  активность белка γb, при конструкции вектора по-
сле последовательности γb был помещён стоп-кодон, 
благодаря которому встраиваемая последовательность 
не может быть транслирована in planta.

Одним из  важных этапов использования BSMV-си-
стемы является способ доставки РНК в организм культу-
ры или, иными словами, непосредственное заражение. 
На данный момент их существует несколько. Самый ран-
ний — это заражение с  помощью втирания в  лист рас-
тения смеси РНК. Как правило, для этого используется 
специальный буфер, в  состав которого входят твердые 
острые частицы, например бентонита. При втирании эти 
частицы повреждают поверхность листа и  позволяют 
вирусным РНК проникнуть внутрь клетки. Данный метод 
является времязатратным и дорогим, поскольку требует 
синтеза кэпированных РНК [11, 12, 13]. Для экономии де-
нег иногда используется растение-посредник, выполня-
ющее роль источника инокулюма.

В  дальнейшем была разработана система, при ко-
торой использовались плазмиды, содержащие в  себе 
двойной 35S-промотор вируса мозаики цветной капу-
сты (Caulifl ower mosaic virus — CaMV) непосредственно 
перед кДНК вирусных РНК и последовательности рибо-
зима вируса гепатита дельта сразу после кДНК. Данные 
плазмиды доставляются в  клетки растения с  помощью 
биобалистики. Тем не  менее, минусом данной систе-
мы является потенциальная нестабильность вставки. 
К тому же клонирование нескольких целевых генов мо-
жет занимать большое количество времени [10, 14].

Новейшей методикой является использование 
Agrobacterium tumefaciens для доставки BSMV-векто-
ров. Такая система была впервые предложена Yuan с со-
авторами (2011). В этом случае штаммы бактерии несут 
в себе последовательность кДНК вирусных РНК в Ti-плаз-
миде. При конструкции таких векторов последователь-
ность кДНК вирусных РНК была помещена между двой-
ным 35S-промотором и последовательностью рибозима 
сателлитной РНК вируса кольцевой пятнистости табака. 
Был также добавлен сайт безлигазного клонирования, 
позволяющий проводить более эффективное клониро-
вание целевой последовательности гена.

BSMV-система была использована на  ячмене 
(Hordeum vulgare) и  позже на  пшенице (Triticum 
aestivum) для подавления экспрессии генов в  самих 
культурах. Так, например, вектор γ-PDS был создан 
для сайленсинга фитоендесатуразы (PDS — phytoene 

desaturase). Данный фермент необходим для синтеза 
каротиноидов, соединений, защищающих хлорофилл 
от обесцвечивания. Ячмень, заражённый системой BSMV, 
экспрессирующей фрагмент PDS, выделенный из самого 
ячменя, риса или пшеницы, имел обесцвеченные участ-
ки, подтверждая эффективность системы и  протекание 
сайленсинга [11, 12, 10]. Вектор γ-PDS часто используется 
в исследованиях с применением BSMV как контроль эф-
фективности сайленсинга, т. к. появляющиеся обесцве-
ченные участки сильно отличаются от симптомов вируса 
штриховатой мозаики ячменя и  говорят об  активности 
системы.

Использование системы BSMV включает также иссле-
дования по  функциональной геномике на  двудольных 
и однодольных растениях, таких как ячмень [15, 16, 17], 
пшеница [9, 18, 19], имбирь [20] и др., и изучение взаи-
модействия между патогеном и  растением. Целью этих 
исследований было получение растений с выраженным 
фенотипом, изучение процесса их морфогенеза и  ана-
лиз защитных реакций в ответ на различные стрессовые 
условия, включая оценку генов устойчивости.

Scofi eld с  соавторами (2005) использовали систему 
VIGS для анализа функций генов, принимающих участие 
в  формировании устойчивости пшеницы к  листовой 
ржавчине, в основе которой лежит активность гена Lr21. 
Было продемонстрировано, что применение BSMV-кон-
струкции, несущей в  себе фрагмент последовательно-
сти Lr21 размером 150 п. н., отрицательно повлияло 
на устойчивость пшеницы к ржавчине, при этом исполь-
зование контрольной конструкции никак не отразилось 
на восприимчивости культуры. Кроме того, подавление 
экспрессии генов rar1, sgt1 и hsp90, принимающих уча-
стие во  многих цепях защитных реакций в  различных 
культурах, также привело к  ухудшению устойчивости 
пшеницы, подтверждая их значение в иммунном ответе 
растения на заражение.

Wang с  соавторами (2011) изучали влияние белка 
теплового шока-90 (HSP90) на развитие и устойчивость 
пшеницы к  различным стрессам. Были изолированы 
группы гомологичных генов, кодирующих три типа 
HSP90. Использование VIGS для подавления экспрессии 
одного из  генов (TaHsp90.1) привело к  значительному 
снижению роста молодых растений пшеницы, в то время 
как сайленсинг TaHsp90.2 или TaHsp90.3 отрицательно 
отразился на  гиперчувствительной защитной реакции 
культуры на  инокуляцию грибом-возбудителем жёлтой 
ржавчины.

Geng с  соавторами (2013) анализировали функции 
кальций-зависимых протеинкиназ (Calcium-dependent 
protein kinase — CPK) в устойчивости пшеницы к различ-
ным стрессам, в  ответ на  которые происходит актива-
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ция фермента TaCPK2. При этом подавление экспрессии 
TaCPK2 с помощью VIGS привело к потери устойчивости 
культуры у толерантных линий при заражении Blumeria 
graminis tritici.

Hu с  соавторами (2009) доказали с  помощью BSMV, 
что хоризматсинтаза, (HvCS), субединица-2 α-антрани-
латсинтазы (HvASa2) и  хоризматмутаза-1 (HvCM1), уча-
ствующие в  синтезе ароматических аминокислот в  яч-
мене, положительно влияют на  устойчивость культуры 
к возбудителю мучнистой росы Blumeria graminis f. sp. 
hordei.

В  настоящее время большую популярность набира-
ет такое направление, как сайленсинг, индуцирован-
ный растением-хозяином (HIGS — host-induced gene 
silencing). Одной из его разновидностей выступает VIGS, 
другой — генетически трансформированные растения. 
Сущность HIGS заключается в том, что в организме рас-
тения происходит синтез молекулы дцРНК (транзиентно 
или стабильно), действующей против определённого 
гена патогена, способного повлиять на  его жизнедея-
тельность.

В  случае с  VIGS последовательность целевого гена 
патогена клонируется в BSMV γ-вектор, причём не требу-
ется использование длинных последовательностей, и их 
размер может составлять от 150 п. н. [11, 12, 13].

Недавние исследования касательно HIGS основыва-
ются на  поиске альтернативных средств защиты расте-
ний. Было продемонстрировано, что HIGS может быть 
применим против нематод [23], некоторых насекомых 
[24], паразитических растений [25], микроскопических 
грибов и оомицетов [3, 26, 27, 28, 29]. С помощью BSMV 
на пшенице Chen с соавторами (2016) подавили синтез 
хитинсинтазы III в грибе F. culmorum, (отвечает за био-
синтез клеточной стенки гриба) и  P450 ланостерол-
деметилазы (катализирует ключевую стадию биосин-
теза эргостерола). Помимо этого, ими были получены 
трансгенные линии пшеницы, которые так же, как и ли-
нии, синтезирующие дцРНК транзиентно, характеризо-
вались значительно меньшей восприимчивостью к  фу-
зариозу колоса.

Путь, по которому происходит поглощение дцРНК па-
тогеном, пока остаётся неизвестным. Однако некоторые 
исследования поднимают вопрос о  существовании не-
коего эволюционного консервативного механизма ком-
муникации между клетками через молекулы РНК [30].

Согласно имеющейся к настоящему моменту инфор-
мации о механизмах сайленсинга, возможно, обмен ин-
терфирирующими молекулами между взаимодейству-
ющими организмами является вполне естественным 

процессом [30]. В организме гриба Botrytis cinerea были 
обнаружены эффекторы на основе РНК, которые действу-
ют против транскриптов, играющих роль в защитных ре-
акциях растения [31]. Был описан оомицет Phytophthora 
sojae, который экспрессировал супрессоры РНК-интер-
ференции в растении Nicotiana bentaminiana и сое [32].

В  целом механизм HIGS показал себя как очень эф-
фективное средство в  борьбе с  болезнями и  вредите-
лями. Кроме того, его использование ставит под сомне-
ние применение фунгицидов, которые помимо того, что 
опасны для здоровья и  окружающей среды, со  време-
нем становятся неэффективными из-за эволюции патоге-
нов [3]. Однако насколько далеко пойдет использование 
HIGS в защите растений, сказать трудно, т. к. в большин-
стве стран существует запрет на выращивание трансген-
ной продукции, а  использование рекомбинантного 
вируса чревато попаданием его в природу и должно на-
ходится под строгим контролем в отведённых для этого 
специальных помещениях.

Для оценки влияния VIGS на развитие той или иной 
болезни большое значение имеет разработка методов 
заражения растений, причем сначала происходит иноку-
ляция вирусом или вирусной конструкцией, за которой 
следует заражение самим патогеном. Длительность пе-
риода от одного заражения до другого зависит от куль-
туры и  изучаемого болезнетворного микроорганизма. 
Например, при изучении стеблевой ржавчины пшеницы, 
промежуток между двумя заражениями составляет 10 
дней, при условии, что инокуляция вирусом была про-
ведена на десятидневных проростках пшеницы [12, 13]. 
Считается, что инокуляцию вирусом можно проводить 
на  любой стадии развития растения, но,  как правило 
используются именно молодые растения [13]. А при из-
учении болезней, поражающих колос, иногда необходи-
мо дождаться начала колошения, а в некоторых случаях 
более поздней стадии — цветения.

Следует отметить, что в данном исследовании выпол-
нена модификация вектора BSMV только в научных це-
лях для того, чтобы иметь возможность оценить влияние 
сайленсинга гена tri5 на агрессивность F. culmorum in 
planta, исключив при этом долгий процесс генетической 
трансформации эмбрионов пшеницы.

Материалы исследований

Растительный материал

В эксперименте использовали два сорта мягкой пше-
ницы Злата и Иволга. Оба сорта выращивали в теплице 
при температуре 20–25 °C днём и 16–20 °C ночью, свето-
вом периоде день/ночь — 16/8 ч. Полив проводили один 
раз в 2–3 дня.
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Конструкция BSMV-вектора

Используемые в  данном эксперименте вирусные 
векторы были получены из  Northwest Agriculture and 
Forestry University (Янлин, КНР). Вектор γ был модифици-
рован таким образом, что включал в себя готовые сайты 
встраивания в соответствии с протоколом [11, 13].

Последовательность целевого гена, выбранного 
для проведения подавления его экспрессии была ам-
плифицирована с  помощью праймеров Fc-tri5-REN-fwr 
5’-T-TTAATTAA-GCTGGATTGAGCACTACAAC-3’ и  Fc-tri5-
REN-rvs 5’-GGTG-GCGGCCGC-AACGGCTGTCGTGATTTC-3’ 
из ДНК гриба Fusarium culmorum. Последовательности 
праймеров включали в себя соответствующие сайты ре-
стрикции (NotI и PacI), необходимые для их узнавания 
рестриктазами. Размер последовательности составил 
примерно 200 п. н.

С  помощью баз данных секвенированных последо-
вательностей было установлено, что целевая последо-
вательность является специфичной для грибов рода 
Fusarium.

После обработки последовательности фермента-
ми рестрикции NotI и PacI полученный ампликон был 
встроен в  NotI/PacI сайты γ-вектора с  помощью лига-
зы. В  результате была получена антисмысловая цепь, 
включающая в себя последовательность гена tri5 гриба 
Fusarium culmorum (рис.  1). Полученный вектор был 
встроен в штамм бактерии Escherichia coli с помощью 
теплового шока.

Для подтверждения и  определения эффективно-
сти заражения в  качестве контроля использовали два 
вида модифицированного γ-вектора — вектор, несущий 
в  себе природные последовательности вируса BSMV 
и вектор, включающий в себя последовательность гена 
PDS. Последний является удобным для мониторинга за-
ражения, поскольку позволяет чётко проследить сим-
птомы инфекции и пути распространения вируса в орга-
низме растения.

Культивирование штаммов E. coli

Все штаммы, содержащие опытные вектора, культи-
вировали на  среде LB, содержащей антибиотик ампи-
циллин в  концентрации 50 микрог/мл. Поскольку при 
модификации γ-вектора с  помощью последовательно-
сти гена tri5 изменяли только участок между сайтами 
рестрикции NotI и PacI, не  проводя никаких дополни-
тельных манипуляций с геном устойчивости к антибио-
тику, не было возможным визуально отличить колонии 
с  целевой tri5-последовательностью от  колоний с  пер-
вичным вектором. Поэтому для отбора колоний с транс-
формированным вектором проводили ПЦР-колоний 
с  праймерами Fc-tri5-REN-fwr и  Fc-tri5-REN-rvs. Полу-
ченная конструкция была верифицирована с  помощью 
ДНК-секвенирования.

In vitro транскрипция вирусных РНК

Синтез in vitro транскриптов проводили с помощью 
HiScribe T7 High Yield RNA  Synthesis Kit (New England 
Biolabs, U.S.A.) в  соответствии с  инструкциями, предло-
женными производителем.

Для того, чтобы РНК-транскрипты были достаточно 
стабильными при инокуляции растения необходимо 
защитить их от  действия различных рестриктаз и  обе-
спечить процесс их кэпирования. Для синтеза вирусных 
РНК in vitro плазмидные ДНК, кодирующие геном вируса 
BSMV, были линеаризованы с  помощью соответствую-
щих ферментов рестрикции:

 ♦ pα — MluI;
 ♦ pβ — SpeI;
 ♦ pγ — MluI;
 ♦ pγ-Tri5 — BssHII;
 ♦ pγ-PDS — BssHII.

Инокуляция пшеницы вирусными РНК

Геном вируса BSMV состоит из  трёх частей и  для 
успешного заражения растений должны быть использо-
ваны все три РНК в одинаковом соотношении (1:1:1). Так, 

Рис. 1. Геномная организация РНК γ-TRI5
Субгеномные промотеры показаны стрелками, ориентация цепи tri5 показана крупной стрелкой; 

стоп-кодон, представленный в виде ромба, необходим для того, чтобы исключить влияние вставки 
на активность белка γb [11].
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в зависимости от варианта, были использованы следую-
щие комбинации:

 ♦ α + β + γ;
 ♦ α + β + γ-Tri5;
 ♦ α + β + γ-PDS.

Смесь соответствующих вирусных РНК была нанесе-
на на полностью раскрывшиеся первый и второй листья 
10-дневного растения пшеницы вместе с  FES-буфером 
с  помощью втирания. В  состав FES-буфера входили: 77 
мМ глицина, 60 мМ K2HPO4, 22 мМ Na4P2O7 × 10H2O, 1% 
бентонита и  1% SiO2 [11]. После заражения растения 
были слегка обрызганы водой и  оставлены в  теплице 
до появления симптомов.

Примерно через 10 дней стали проявляться симпто-
мы вируса штриховатой мозаики. Оценку инфекции про-
водили по шкале от 0 до 3, где 0 = симптомы отсутствуют, 
1 = неотчетливые жёлтые полосы (штрихи) на листьях, 2 
= светло-жёлтые штрихи на листьях и 3 = яркие жёлтые 
полосы.

Заражение пшеницы грибом F. culmorum

При наступлении периода цветения колос пшеницы 
был точечно заражен конидиями гриба [1]. Десять мкл 
суспензии конидий (4 × 104 конидий/мл) были введены 
через колосковые чешуи в центральный цветок колоса 
пшеницы. После этого колос был слегка опрыскан водой 
и заключен в пластиковый пакет для поддержания влаж-
ности в  течение трёх дней. Оценку уровня инфекции 
проводили визуально через 7, 12, 16 и 20 дней после за-
ражения в соответствии с долей обесцвечивания колоса 
(%). На 20-й день зараженные колоса пшеницы были ото-
браны для выделения РНК и проведения ПЦР в режиме 
реального времени.

Выделение РНК и синтез кДНК

Выделение тотальной РНК проводили с  помощью 
жидкого азота и  Plant RNA  Isolation Mini Kit (Agilent 
Technologies, U.S.A.). Все выделенные образцы РНК были 
обработаны ферментом ДНКаза I перед непосредствен-
ным синтезом кДНК. Отсутствие геномной ДНК в  полу-
ченных образцах было подтверждено с  помощью ПЦР 
в  режиме реального времени. Первая цепь кДНК была 

синтезирована с  использованием RevertAid First Strand 
cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientifi c Inc., U.S.A.) со-
гласно инструкциям производителей.

ПЦР в режиме реального времени

Последовательности праймеров, использованные 
для определения уровня подавления экспрессии гена 
tri5 и количества F. culmorum в образцах, представлены 
в табл. 1.

Для нормализации количества РНК гена tri5 в грибе 
F. culmorum был использован ген фактора трансляции 
элонгации (EF1A). Для количественного учета гриба 
F. culmorum в  образцах, использовали соотношения 
транскриптов генов EF1A гриба и Ta54825 (актин) пше-
ницы.

Пара праймера TRI5_A, специфичных для гена tri5 
была подобрана таким образом, что амплификация це-
левого фрагмента происходила за  пределами последо-
вательности, используемой для подавления экспрессии 
гена tri5. Подбор праймеров проводили с помощью про-
граммного обеспечения Primer3 Input (http://primer3.
ut.ee/).

ПЦР в  режиме реального времени проводили с  по-
мощью SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline, U.K.).

Результаты исследований

Идентификация целевого гена

Для проведения сайленсинга был выбран фрагмент 
гена tri5 размером 200 п. н. Данный фрагмент гена явля-
ется специфичным для рода Fusarium и не имеет гомо-
логии с последовательностями геномов других организ-
мов, представленных в  общедоступных базах данных, 
в частности с геномом пшеницы, исключая, таким обра-
зом неспецифичный сайленсинг генов культуры. Благо-
даря экспериментам, проведенным нами ранее (данные 
не  представлены) было установлено, что транскрипты 
гена tri5 были представлены в зараженных фузариозом 
листьях сортов Злата и  Иволга в  высоком количестве. 
Было показано, что при заражении грибом растений 
идет стабильная экспрессия целевого гена в организме 

Таблица 1. Последовательности праймеров
Название Прямой Обратный

TRI5_A 5’-GTTTCATGCACGGCTACGTC-3’ 5’-TTGGCGTCCTCTGTATCCTG-3’

EF1A 5’-AGATTGGCGGTATTGGAACG-3’ 5’-TTGGAAGGAGCGAAGGTAAC-3’

Ta54825 5’-TGACCGTATGAGCAAGGAG-3’ 5’-CCAGACAACTCGCAACTTAG-3’

pGamma 5’-TGATGATTCTTCTTCCGTTGC-3’ 5’-TGGTTTCCAATTCAGGCATCG-3’
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Рис. 2. Верификация целевой последовательности в трансформированном векторе
М — 1 kb маркер, размер последовательности — 200 п. н.

Рис. 3. Линеаризация плазмидных ДНК-векторов
М — 1 kb Plus Маркер, 2 — pα нелианеризованная, 3 — pα лианеризованная, 4 — pβ 

нелианеризованная, 5 — pβ лианеризованная, 6 — pγ нелианеризованная, 7 — pγ лианеризованная, 
8 — pγ-Tri5 нелианеризованная, 9 — pγ-Tri5 лианеризованная.
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F. culmorum. Таким образом, ген tri5 является подходя-
щей мишенью для РНК-интерференции.

 Клонирование целевой 
последовательности в γ-вектор

Вирус штриховатой мозаики ячменя (barley stripe 
mosaic virus — BSMV) относится к  гордеивирусам 
(Hordeivirus spp.) и  имеет геном, состоящий из  трех 
РНК — α, β и γ. Векторы, используемые в данном экспе-
рименте, содержат в  себе полные последовательности 
кДНК молекул α, β и  γ с  промотором гена Т7-полиме-
разы. Фрагмент tri5 размером 200 п. н. был клонирован 
в  модифицированный γ-вектор так, что для транскрип-
ции использовалась антисмысловая цепь целевой встав-
ки, поскольку было показано, что эффективность таких 
конструкций немного выше (рис 2).

Подготовка вирусных РНК

Для линеаризации плазмидных ДНК были взяты кон-
центрации из  расчета, что для заражения 20 растений 
необходимо подготовить 1 мкг каждого отдельного вида 
плазмиды. Успешность линеаризации была проверена 
на 2% агарозном геле (рис. 3).

В  дальнейшем полученные образцы линеаризован-
ных плазмид были использованы для синтеза кэпирован-
ных мРНК in vitro. Эффективность транскрипции была 
проверена на 2% агарозном геле (рис. 4). Тонкие бэнды 

длиной 6000 п. н. — это оставшаяся в смеси ДНК-матрица. 
Жирные более короткие бэнды — это синтезированная 
РНК.

Важно отметить, что линеаризация плазмид является 
крайне важным этапом синтеза РНК. РНК-полимеразы 
являются высокоактивными ферментами и использова-
ние кольцевых молекул в  качестве матрицы приведет 
к  синтезу большого количества длинных гетерогенных 
транскриптов. Получение транскриптов определенной 
длины требует полной линеаризации молекул плазмид-
ной ДНК.

Условия заражения пшеницы вирусом и грибом

Смесь соответствующих РНК в FES-буфере была на-
несена на второй полностью раскрывшийся лист деся-
тидневного проростка пшеницы с помощью втирания. 
Такой компонент буфера как бентонит обеспечивал 
разрыв тканей листа, позволяя вирусным РНК более 
эффективно проникать в клетки растения. Каждый ва-
риант заражения включал в себя три вирусных транс-
крипта, состоящих из α-, β-РНК и одной из следующих 
РНК — γ (природный вирус), γ-Tri5 (рекомбинантная 
РНК, используемая для подавления экспресии tri5), 
и  γ-PDS (рекомбинантная РНК, используемая для по-
давления синтеза фитоендесатуразы), используемая 
в  качестве контроля. Эффективность заражения ви-
русом/вирусными конструкциями была достаточно 
высокой, составив 98%. Результаты заражения пред-

Рис. 4. Синтез pα, pβ, pγ, pγ-Tri5.
М — 1 kb маркер
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ставлены на рис. 5. Так, варианты 2 и 3 имеют желтые 
штрихи на  листьях, что говорит об  эффективном за-
ражении естественным и  рекомбинантным вирусом. 
В  варианте 4 образовывались штрихи белого цвета, 
а в некоторых случаях и целые обесцвеченные участ-
ки, служащие подтверждением подавления синтеза 
фитоендесатуразы. Как было сказано ранее, фитоен-
десатураза принимает участие в цепи формирования 
зеленого пигмента (хлорофилла), поэтому появление 
обесцвеченных областей на  листе является прямым 
подтверждением сайленсинга и  стабильной работы 
всей системы.

В  предыдущих исследованиях дальнейшее зара-
жения растений грибным патогеном следовало через 
10–14 дней после заражения вирусом, но  эти работы, 
в  большинстве своем, ориентировались на  разные 
виды ржавчин, которые также поражают листья и стеб-
ли злаковых. В  нашем случае было принято изменить 
время заражения грибом F. culmorum, который, по-
ражает пшеницу в  период ее наибольшей восприим-
чивости — в  момент цветения. Было решено отложить 
заражение грибом до наступления данной фазы, значи-
тельно увеличивая, таким образом, разрыв между пер-
вым и вторым заражением. Крайне важно в этом случае 
поддерживать определенный температурный режим 
и  влажность помещения, регулярно проводить полив 
и подкормку растений.

Эффективность заражения грибом была подтвержде-
на визуально, по  наличию характерного обесцвечи-
вания колоса и,  в  некоторых случая, мицелия гриба 
и с помощью ПЦР в режиме реального времени. Допол-
нительно отмечено, что развитие фузариоза, в  вариан-
тах, зараженных рекомбинантным вирусом γ-Tri5, было 
значительно замедлено (данные не  представлены). Од-
нако, на  данный момент, нельзя точно утверждать, что 
вызвало такую реакцию. На  это могли оказать влияние 
как сайленсинг tri5 и,  соответственно, недостаточный 
синтез трихотеценовых микотоксинов, позволяющих 
ослабить организм пшеницы, так и присутствие вируса/
вирусной конструкции, которое могло активировать до-
полнительные защитные реакции и  отрицательно ска-
заться на жизнедеятельности F. culmorum.

Заключение

В  ходе исследования был получен вектор, несущий 
в  себе последовательность гена tri5, необходимый для 
синтеза соответствующей РНК и  дальнейшего зараже-
ния растений пшеницы. С помощью Т7-РНК-полимеразы 
были синтезированы кэпированные РНК α, β и γ, смесь 
которых была использована для заражения растений. 
Эффективность заражения пшеницы вирусом штрихова-
той мозаики ячменя и вирусной конструкцией составила 
98% и была подтверждена визуально и с помощью ПЦР 
в режиме реального времени.

Рис. 5. Заражение сорта Злата вирусом и вирусными конструкциями.
Листья пшеницы через 10–12 дней после заражения; 1 — отрицательный контроль, 2 — BSMV-Tri5, 3 — 

пустой вектор, 4 — BSMV-PDS.
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Способность смеси вирусных РНК индуцировать сай-
ленсинг генов in planta доказана в варианте с γ-PDS, где 
отчётливо видны зоны обесцвечивания, появляющиеся 
в результате снижения уровня биосинтеза фермента фи-
тоендесатуразы.

Несмотря на то, что заражение растений конидиями 
гриба F. culmorum прошло успешно, и, визуальная оцен-
ка развития фузариоза колоса совпала с  ожидаемыми 
результатами, данные, полученные при проведении ПЦР 
в режиме реального времени, были неоднозначными.
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