
RUSSIAN ACADEMY OF SCIENCES
FAR EASTERN BRANCH

INSTITUTE OF BIOLOGY AND SOIL SCIENCE

V. I. MALINOVSKY

RESISTANCE MECHANISMS OF PLANTS 
TO VIRUSES

Vladivostok
Dalnauka

2010



РОССИЙСКАЯ  АКАДЕМИЯ  НАУК
ДАЛЬНЕВОСТОЧНОЕ ОТДЕЛЕНИЕ

БИОЛОГО-ПОЧВЕННЫЙ ИНСТИТУТ

В. И. МАЛИНОВСКИЙ

МЕХАНИЗМЫ УСТОЙЧИВОСТИ 
РАСТЕНИЙ К ВИРУСАМ

Владивосток
Дальнаука

2010



УДК 576.858.8

МАЛИНОВСКИЙ В.И. Механизмы устойчивости растений к вирусам. - 
Владивосток: Дальнаука, 2010. -  324 с.

ISBN  978-5-8044-1167-7
В монографии описываются защитные механизмы растений, различающихся 

по своей реакции к фитовирусам. Приведены литературные и собственные данные о 
проявлении вирусоустойчивости при проникновении вируса в растение, накоплении и 
распространении инфекционного вирусного материала по растению. Особое внимание 
уделено защитным реакциям, специфичным для сверхчувствительных растений: 
некротизация инфицированных клеток и приобретенная устойчивость к повторному 
заражению вирусом.

Предназначена для физиологов растений, фитовирусологов, фитопатологов, пре-
подавателей и студентов биологических факультетов университетов и сельскохозяй-
ственных институтов.

Ил. 1, табл. 42, библ. 2401  

MALINOVSKY V.I. Resistance mechanisms of plants to viruses.  - Vladivostok: Dalnau-
ka, 2010. –  324 p.

ISBN   978-5-8044-1167-7
Resistance mechanisms of plants with different reactions against phytoviruses are de-

scribed in the monograph. The literary and own data concerning plant resistance during en-
try of viruses into plant, accumulation and spread of viral infectious material in plant are pre-
sented. Special attention is devoted to protective reactions of hypersensitive plants (necrosis 
of infected cells and acquired resistance).

The monograph is designed for plant physiologists, phytovirologists, phytopatholo-
gists, lecturers and students of biological specialities of universities and agricultural insti-
tutes.

Ill. 1, tabl. 42, bibl. 2401

Ответственный редактор академик РАН д-р биол. наук  
Ю. Н. Журавлев

Рецензенты: д-р биол. наук  Р. В. Гнутова
д-р биол. наук  А. В. Реунов

Утверждено к печати Ученым советом БПИ ДВО РАН

©  Малиновский В.И., 2010ISBN  978-5-8044-1167-7



                                                        

ВВЕДЕНИЕ

Сейчас известно около 1500 вирусов растений [Fauguet et al., 2005]. Толь-
ко на Дальнем Востоке России выявлено 47 видов и более 70 штаммов и их 
изолятов, входящих в состав 19 родов и 9 семейств [Гнутова, 2009]. Некоторые 
вирусы имеют широкий круг растений-хозяев. Так, вирус погремковости таба-
ка поражает растения более 400 видов из 50 семейств [Гиббс, Харрисон, 1978]. 
Многие растения заражаются несколькими вирусами. Обнаружено несколько 
сот вирусов и их штаммов на 12 наиболее ценных продовольственных культу-
рах − таких как рис, пшеница, кукуруза, свекла, картофель, соя, фасоль, сахар-
ный тростник, батат, маниок, кокосовая пальма и банан [Коваленко, 1983]. Есть 
примеры узкой специализации вирусов. Так, например, распространение не-
которых вирусов, поражающих землянику, ограничено только родом Fragaria 
[Мэтьюз, 1973]. 

Актуальность исследований механизмов устойчивости растений к фито-
вирусам определяется их связью с практическими задачами охраны растений от 
вирусов. Экономический ущерб, наносимый вирусными заболеваниями, очень 
велик. Вирусные болезни снижают урожай сельскохозяйственных культур 
(иногда до 80-100 %) и ухудшают товарные качества продуктов (уменьшается 
содержание витамина С и крахмала в клубнях картофеля, масла - в бобах сои и 
проч.). Очевидна необходимость разработки мер защиты растений от вирусов. 
Химические методы борьбы с вирусами имеют ряд ограничений. Во-первых, 
они небезопасны для человека и окружающей среды. Химические соединения, 
используемые для защиты культурных растений, способны накапливаться в 
растениях, воде и почве. Попадая в организм человека, они вызывают аллерги-
ческие реакции, отрицательно влияют на иммунную систему, некоторые из них 
обладают канцерогенным действием [Олифер, 1978; Саноцкий, Фоменко, 1979; 
Кузьменко и др., 1980; Ладонин, Лунев, 1985; Яблоков, 1990].  Во-вторых, хи-
мические  методы применяются, в основном, в тех случаях, когда вирусы пере-
даются от растения к растению насекомыми-переносчиками, против которых и 
используются химические средства защиты растений. В-третьих, они не очень 
эффективны, так как их использование не дает 100 %-ного положительного эф-
фекта и часто происходит быстрое привыкание переносчиков к инсектицидам, 
что приводит к необходимости повышать дозы или создавать новые препара-
ты. Кроме того, химические соединения губят полезных насекомых и живот-
ных, способны нарушить сложившиеся межвидовые отношения в природных 
ценозах [Фадеев, 1980; Dahlsten, 1983; Яблоков, 1990]. Введение в практику 
микробиологического метода защиты растений от вредителей позволяет из-
бежать многих вредных последствий [Васильева, Кулiнiченко, 1999], но в на-
стоящее время нет абсолютной гарантии, что микробиологические препараты 
полностью безвредны для человека и животных. 
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Наиболее перспективно с экологической точки зрения для борьбы с ви-
русами использовать защитные свойства самих растений и культивировать ус-
тойчивые сорта. По мнению Р. Мэтьюза [1973] большинство видов растений 
устойчиво ко многим вирусам. Согласно данным, представленным И. Хорва-
том [Horváth, 1977 - цит. по Коваленко, 1983], лишь малая часть из 250 тыс. 
исследованных видов растений заражалась вирусами в природных или экспе-
риментальных условиях. Однако возможно появление новых растений-хозяев 
в результате разработки методов инфицирования или возникновения вирусных 
штаммов, преодолевающих устойчивость растений.

Очень часто растения, пораженные вирусами, не погибают, несмотря 
на морфологические и биохимические повреждения различной степени. Вы-
живание растений обусловлено наличием защитных механизмов, сформиро-
вавшихся в процессе длительной совместной эволюции растений и патогенов 
[Вавилов, 1964]. Наиболее устойчивые к паразитам виды растений образуются 
в результате естественного отбора на постоянном инфекционном фоне [Жуков-
ский, 1973]. Эффективность защитных механизмов варьирует в зависимости 
от комбинации вирус-растение и условий окружающей среды. Поэтому осо-
бую актуальность приобретает исследование защитных механизмов, лежащих 
в основе таких известных типов устойчивости, как толерантность, сверхчув-
ствительность и крайняя устойчивость (иммунность).

Устойчивость растений к вирусам может проявляться на разных этапах 
взаимодействия растения с вирусом, передающимся путем механической ино-
куляции: при связывании частиц инокулюма и проникновении их в клетки, раз-
множении вируса в первично зараженных клетках и распространении патогена 
по растению. Для выявления защитных механизмов необходимо исследовать 
процесс взаимодействия вирус − растение на всех его уровнях, сравнивая ко-
личественные характеристики последовательно сменяющихся этапов инфек-
ционного процесса у близкородственных восприимчивых и устойчивых рас-
тений, зараженных одним и тем же вирусом в одинаковых условиях. 

Установив количество вируса, связавшегося с листьями при их иноку-
ляции и проникшего в клетки, проследив за изменением состояния вирусных 
частиц инокулюма, определив число первично зараженных клеток можно сде-
лать вывод об эффективности защитных реакций на ранних этапах инфекци-
онного процесса. Эта стадия взаимодействия вирус − растение имеет особое 
значение, так как очень часто устойчивость растения определяется его способ-
ностью препятствовать внедрению патогена. 

Сведения о более поздних этапах инфекционного процесса у растений 
с разной реакцией на вирусное поражение неоднозначны и часто противоре-
чивы. Сравнивая через разное время после заражения растений содержание 
вируса и распространение его по растению, определяя число зараженных кле-
ток в листьях можно оценить эффективность защитных реакций последующих 
этапов инфекционного процесса, а именно репродукции и транспорта вируса. 
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Таким образом, можно выявить весь комплекс и последовательность событий, 
приводящих к ограничению инфекционного процесса в устойчивых растени-
ях, и выявить факторы, блокирующие инфекционный процесс.

Слабая изученность защитных механизмов растений объясняется, во-
первых, их сложностью, во-вторых, отсутствием до недавнего времени мето-
дов и модельных систем, посредством которых можно было бы разграничить 
и воспроизвести разные этапы взаимодействия вирус − растение и дать им 
количественные характеристики. Сейчас положение иное. Разработаны такие 
модельные системы как изолированные протопласты и клетки, позволяющие 
моделировать отдельные этапы взаимодействия вируса с растением. Совре-
менные методы дают возможность количественно характеризовать события, 
происходящие в больном растении.

Изучению взаимодействия растений с вирусами посвящены многочис-
ленные экспериментальные исследования, обобщенные в ряде монографий. 
Первой была книга Ф.  Боудена “Plant viruses and virus diseases” («Вирусы и 
вирусные болезни растений»), в которой изложены сведения, накопленные 
в период раннего развития фитовирусологии (переведена на русский язык в 
1952 г.). В 1970 г. была опубликована и в 1973 г. переведена на русский язык 
энциклопедическая работа Р. Мэтьюза “Plant virology” («Вирусы растений»). 
Она остается до сих пор настольной книгой каждого, кто изучает фитовиру-
сологию. В этой монографии с исчерпывающей полнотой изложены и систе-
матизированы известные в то время факты, касающиеся самых разнообраз-
ных аспектов исследования фитовирусов и их влияния на растения. В 70-80-е 
годы 20-го столетия был издан ряд монографий и обзоров по теоретическим 
и прикладным проблемам фитовирусологии и фитопатологии [Вердеревский, 
1968; Кирай и др., 1974; Atabekov, 1975; Зыкин, 1976; Гиббс, Харрисон, 1978; 
Журавлев, 1979б; Молдован, 1979; Atabekov, Morozov, 1979; Деверолл , 1980; 
Вандерпланк, 1981; Kassanis, 1981; Коваленко, 1983; Дьяков, 1984; Метлицкий 
и др., 1984; Atabekov, Dorokhov, 1984; Дорохов, 1985; Goodman et al., 1986]. В 
последующие годы развитие фитовирусологии значительно ускорилось, было 
получено много новых фактов, особенно в изучении  молекулярных механиз-
мов устойчивости растений. Однако обобщающих работ в 90-е годы опубли-
ковано мало.  Известно несколько обзорных статей [Atabekov, Taliansky, 1990; 
Ильинская, Озерецковская, 1991; Коваленко, 1993; Maia et al., 1996] и одна 
монография [Реунов, 1999]. В этой монографии А.В. Реунов, в соответствии 
со своей научной специализацией, основное внимание уделил ультраструктур-
ному анализу клеток растений, пораженных вирусами. Поэтому в настоящей 
монографии автор попытался изложить с учетом последних данных особен-
ности реакций растений, различающихся по своей устойчивости, на заражение 
вирусами. 

Автор выражает глубокую признательность своим коллегам Л.А. Варфо-
ломеевой, Н.С. Кугук, Н.Ф. Писецкой, М.В. Сапоцкому, Л.Д. Селецкой, при-
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нимавшим непосредственное участие в проведении экспериментов. Особую 
благодарность за постоянное внимание и поддержку при проведении исследо-
ваний выражаю моему учителю академику Российской академии наук Юрию 
Николаевичу Журавлеву, который первый приобщил меня, тогда еще студента, 
к проблемам физиологии больного растения. 

Автор будет признателен всем, кто выскажет критические замечания и 
пожелания по содержанию книги.     



                                                         

1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАСТЕНИЙ 
ПО ИХ УСТОЙЧИВОСТИ К ВИРУСАМ

Вирусы являются облигатными паразитами. Они не имеют клеточной ор-
ганизации и используют для собственной репродукции метаболиты, синтети-
ческий и энергетический аппараты клеток растения-хозяина. Поэтому принято 
считать, что вирусы паразитируют на генетическом уровне [Лурия, Дарнелл, 
1970].

Характер реакции растения на заражение вирусом может быть различ-
ным.  Имеется много работ, свидетельствующих о том, что взаимоотношения 
вируса с растением определяются условиями внешней среды, геномами пара-
зита, хозяина и переносчика, если вирус передается насекомыми или другими 
переносчиками [Мэтьюз, 1973; Atabekov, 1975]. В первую очередь, взаимо-
действие между патогенами и растениями определяется наличием у растений 
генов устойчивости (R) и соответствующих им генов авирулентности (AVR) у 
патогенов [Flor, 1947, 1956, 1971]. В зависимости от генотипических свойств 
партнеров взаимодействие вируса с растением может привести к следующим 
результатам [Atabekov, 1975]: а) заражения растения не происходит даже при 
проникновении патогена в цитоплазму, б) заражение происходит, но вирус на-
капливается в ограниченном числе клеток, в) заражение происходит и вирус 
распространяется по всему растению.

Е. Гейман [Gaumann, 1946 - цит. по Журавлев, 1979б, стр. 170] выделял 
две формы устойчивости растений: 1) предсуществующая (несовместимость, 
естественная устойчивость) и 2) защитные реакции. Б.А. Рубин и Е.В. Арци-
ховская [1968] предлагали разделить свойства растений, определяющие их 
отношение к патогену (грибы, бактерии, вирусы) на три группы: 1) свойства, 
которые обнаруживаются в растении до контакта с патогеном (анатомическое 
строение, химизм растения) и могут способствовать или препятствовать зара-
жению; 2) свойства, которые проявляются только в результате заражения расте-
ний и влияют непосредственно на патоген (например, образование локальных 
некрозов); 3) свойства, которые развиваются после заражения и определяют 
устойчивость к повторному заражению патогеном. 

Согласно классификации Д.Д. Вердеревского [1968] у растений в про-
цессе эволюции на жестком инфекционном фоне развились следующие формы 
невосприимчивости к вирусам:

I. Непригодность растения для репродукции данного вируса (абсо-
лютный иммунитет). Она характерна для растений, у которых отсутствуют 
необходимые компоненты для репродукции вируса. Однако сам автор сомне-
вался в наличии у растений данной формы устойчивости, так как многие рас-
тения, которые не заражались в естественных условиях, успешно инфициро-
вались в эксперименте. Кроме того, по его мнению, маловероятно, что среди 
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восприимчивых к вирусам растений определенных видов или родов могут су-
ществовать отдельные растения, обладающие абсолютным иммунитетом из-за 
отсутствия у них метаболитов или каких-либо других веществ, необходимых 
для репродукции вирусов. Тем более, что в клеточных и вирусных синтезах 
участвуют одинаковые компоненты (нуклеотиды и аминокислоты).

По современным представлениям [Dawson, Hilf, 1992; Diaz-Pendon et al., 
2004] нехозяйская устойчивость проявляется не в отдельных растениях, а на 
видовом уровне, когда все растения определенного вида лишены или содержат 
в измененном виде фактор, необходимый для полноценного инфекционного 
процесса. Вирусы часто мутируют. Высокая скорость мутации особенно ха-
рактерна для РНК-содержащих вирусов, так как среднее количество ошибок 
РНК-зависимой РНК полимеразы составляет примерно 10-4 на нуклеотид за 
один период репликации [Domingo, Holland, 1997].  В результате мутации ви-
рус может приобрести способность заражать растения, которые не являются 
хозяевами для исходного вируса. Так, растения Nicotiana benthamiana Domin. и 
Gomphrena globosa L. не заражались штаммом Mα5 вируса некротической пят-
нистости дыни, но поражались штаммом 264 этого вируса [Diaz et al., 2004 – 
цит. по Diaz-Pendon et al., 2004]. Интересно, что в ходе изменений вирус может 
приобрести способность инфицировать растения-нехозяева, но становится не 
способным заражать растения, бывшие ранее для него хозяевами. Например, 
некоторые изоляты вируса табачной мозаики (ВТМ), которые могли поражать 
растения перца, теряли способность к размножению в растениях табака и то-
матов, являющихся типичными растениями-хозяевами этого вируса [Fraser, 
1990]. Изолят D4 вируса мозаики цветной капусты системно инфицировал 
растения из семейств Solanaceae и Brassicacea, тогда как изолят CM1841 этого 
вируса поражал только растения семейства Brassicacea. Однако, трансгенные 
растения Nicotiana bigelovii (Torrey) S. Watson (семейство Solanaceae), экспрес-
сирующие продукт гена VI изолята D4, заражались изолятом CM1841 [Schoelz, 
Wintermantel, 1993; Wintermantel et al., 1993].

Механизм нехозяйской устойчивости пока не изучен. Нехозяйскую ус-
тойчивость растений к бактериям и грибам разделяют на два типа: 1 – растения 
не продуцируют видимых симптомов заболевания, 2 – в ответ на заражение па-
тогеном развивается сверхчувствительная реакция [Mysore, Ryu, 2004]. Устой-
чивость второго типа похожа на специфичную устойчивость, обусловленную 
взаимодействием продуктов пары генов – R и AVR (см. гл. 5).      

Помимо защитных барьеров, препятствующих попаданию патогенов в 
растительные клетки (см. гл. 2), в растениях продуцируются низко- и высоко-
молекулярные соединения, ингибирующие проникновение и размножение па-
тогена. Одни постоянно присутствуют в здоровых растениях (фитоантисипи-
ны), синтез других индуцируется после заражения (фитоалексины) [Morrissey, 
Osbourn, 1999]. Это разделение довольно условно. Так, у растений Arabidop-
sis thaliana (L.) Heynh.синтез PR-13 белка тионина (см. раздел 8.2) контроли-
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руется двумя генами, один из которых (Thi2.2) экспрессируется постоянно, а 
экспрессия второго (Thi2.1) индуцируется заражением. Некоторые вещества в 
одних видах растений конститутивны, то есть являются фитоантисипинами, а 
в других – синтезируются после заражения [Дьяков и др., 2001].

Как при специфическом взаимодействии растения с паразитом, так и в 
растениях-нехозяевах устойчивость развивается после узнавания элиситора 
патогена. Элиситор из Phytophthora sojae – внеклеточная трансглутаминаза – 
вызывал защитные реакции у растений петрушки [Brunner et al., 2002]. Белок 
флагеллин, входящий в состав жгутиков бактерий, индуцировал у растений A. 
thaliana (нехозяев для Pseudomonas syringae) транскрипцию гена NHO1, про-
дукт экспрессии которого участвует в ограничении накопления бактерий. Бак-
терии, лишенные флагеллина, не влияли на экспрессию NHO1, успешно раз-
множались и вызывали развитие симптомов заболевания [Li et al., 2005].  

Цитологические исследования показали, что в большинстве случаев гри-
бы не способны проникать в клетки растений-нехозяев и размножаться в них 
из-за включения сигнальных путей и активации экспрессии защитных генов 
[Mellersh, Heath, 2003; Yun et al., 2003; Zimmerli et al., 2004; Lipka et al., 2005; 
Stein et al., 2006]. Если же гифы грибов проникали в клетки, то они покрыва-
лись каллозоподобным веществом. Клетки растений-нехозяев, инфицирован-
ные бактериями или грибами, а иногда и несколько соседних клеток некро-
тизировались как у сверхчувствительных растений [Whalen et al., 1988; Laugé 
et al., 2000; Vleeshouwers et al., 2000; Peart et al., 2002; Huitema et al., 2003; 
Mellersh, Heath, 2003; Eichmann et al., 2004; Trujillo et al., 2004; Takahashi et al., 
2007].   

Возможно, к категории абсолютно иммунных растений по классифика-
ции Д.Д. Вердеревского можно отнести растения, обладающие рецессивной ус-
тойчивостью к вирусам. Она контролируется рецессивными генами в отличие 
от устойчивости растений к патогенам, обусловленной функционированием 
одиночных доминантных R генов. В настоящее время известно более 30 видов 
и сортов растений, проявляющих рецессивную устойчивость к вирусам [Diaz-
Pendon et al., 2004]. Механизм рецессивной устойчивости пока не известен. Р. 
Фрэзер [Fraser, 1990, 1999] предложил две гипотезы для ее объяснения. Соглас-
но первой гипотезе, как и в случае нехозяйской устойчивости,  рецессивная 
устойчивость обеспечивается пассивным механизмом, когда растение лишено 
специфического фактора, необходимого для репликации и (или) транспорта 
вируса. По второй гипотезе устойчивость обусловлена активным механизмом, 
в результате которого образуется вирусный ингибитор или фактор, распозна-
ющий вирус-кодируемые молекулы и включающий защитные реакции; в этом 
случае чувствительные растения содержат репрессор образования ингибитора. 
Результаты исследований рецессивной устойчивости растений к вирусам под-
держивают первую гипотезу [Ruffel et al., 2002; Ahlquist et al., 2003; Hagiwara 
et al., 2003; Nicaise et al., 2003; Tsujimoto et al., 2003].
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II. Иммунитет растений к вирусам. Эта форма устойчивости обуслов-
лена недоступностью тканей растений для вирусов, несмотря на то, что расте-
ния имеют необходимые компоненты для синтеза вирусов.

А. Естественный неспецифический антивирусный иммунитет. Под 
этой формой автор понимал присущую всему живому способность защиты от 
большинства вирусов и других патогенов. Растения имеют комплекс защит-
ных свойств: а) антибиотические свойства живых тканей (низшие и высшие 
растения выделяют в процессе жизнедеятельности антибиотики, фитонциды 
и другие вещества, убивающие или угнетающие микроорганизмы), б) синтез 
ингибиторов чужеродных ферментов, в) образование в местах поражения во-
донепроницаемых барьеров, содержащих активные вещества (антоциановые 
соединения, фенолы и др.) и изолирующих инфицированные ткани, г) наличие 
на поверхности растений покровных тканей (кутикула, восковой налет и др.), 
д) отделение растениями отмирающих или ослабленных органов.  

Б. Естественный специфический антивирусный иммунитет. Недо-
ступность отдельных разновидностей или видов растений (в пределах воспри-
имчивых видов или родов) для поражения вирусами, преодолевшими неспеци-
фический иммунитет этих видов или родов растений.

а) пассивный специфический иммунитет − недоступность растений для 
заражения вирусом из-за отсутствия в природе возможностей контактов ви-
руса и растения (например, пищевая специализация насекомых-переносчиков 
вирусов и другие факторы, препятствующие контакту вирусов с клетками по-
тенциально восприимчивых к ним растений).

б) активный специфический иммунитет − недоступность живого тела 
растения для заражения их вирусом или же сильное подавление репродукции 
вируса в растении, несмотря на успешный контакт вируса с живыми тканями 
растения (например, в результате образования антивирусных ингибиторов).   

 Р. Мэтьюз [1973] определил такие реакции устойчивости растений к  
вирусам, как иммунность (растения не заражаются ни при каких условиях), 
устойчивость к заражению, сверхчувствительность (в месте инокуляции разви-
ваются некротические поражения и в другие участки листа вирус не транспор-
тируется), толерантность (вирус размножается и распространяется по тканям 
растения, но симптомы заболевания выражены слабо), наследственная устой-
чивость растений к насекому-переносчику. 

Х. Рагетли [Ragetli, 1967] выделил четыре категории растений: чувстви-
тельные, толерантные, сверхчувствительные и иммунные. В книге будет ис-
пользована эта классификация с некоторыми изменениями.

1.1. Чувствительные растения

В чувствительных (синонимы, используемые в литературе: восприимчи-
вые, системные) растениях вирус распространяется из первично зараженных 
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клеток по растению, хорошо размножается и вызывает разнообразные симп-
томы заболевания. Тип симптомов зависит, главным образом, от взаимодейс-
твия геномов растения и вируса, так как разные вирусы и штаммы вызывают 
различные симптомы на растениях одного вида, а один и тот же вирус индуци-
рует образование неодинаковых симптомов у растений разных видов. На сте-
пень выраженности симптомов большое влияние оказывают условия внешней 
среды, возраст и состояние пораженного растения, способ и время заражения, 
массированность заражения, то есть количество вирусных частиц, попавших в 
растение в процессе инокуляции. 

Часто встречающимся симптомом является нарушение роста растений. 
Так, заражение растений картофеля вирусом скручивания листьев картофеля 
вызывало уменьшение ассимиляционной поверхности растения, высоты куста, 
числа и веса клубней [Пантюхина, 1966; Рейфман, 1966; Рейфман и др., 1966; 
Марченко, Полянский, 1970]. Подавление роста наблюдали в случае пораже-
ния растений фасоли вирусом южной мозаики фасоли [Hartman, Price, 1950] 
и растений китайской капусты вирусом желтой мозаики турнепса [Matthews, 
1973]. Сравнение скорости роста листьев здорового и пораженного ВТМ расте-
ний табака (Nicotiana tabacum L.) показало, что рост больных листьев начинает 
замедляться уже через 2-3 дня после инокуляции [Novák, 1964]. 

При изучении влияния вирусной инфекции на рост и развитие растений 
необходимо учитывать их возраст, так как более взрослые растения и старые 
листья меньше повреждаются при заболевании и признаки болезни у них ме-
нее выражены. Заражение ВТМ листьев растений табака длиной 1,5 см вызы-
вало сильное замедление их роста, но почти не влияло на рост листьев длиной 
5 см [Fraser, 1972]. И.П. Худына [1936] определил уменьшение площади лис-
тьев растений табака, инфицированных ВТМ, на 17 % при заражении через 48 
сут и на 42 % − при заражении через 15 сут после пикировки растений. В связи 
с уменьшением размеров листьев понижался и их общий урожай. Средний вес 
листьев с одного растения табака снизился на 30 %, а при более позднем за-
ражении только на 7 % по сравнению с контролем [Кокин, 1948]. При ранних 
сроках заражения растений сои вирусом мозаики сои урожай снижался на 75 
%, а при более поздних − на 40 % [Московец, Билык, 1971]. Одной из причин 
меньших потерь урожая при позднем заражении является, по-видимому, то, 
что в старых растениях вирус распространяется медленнее. Клубни растений 
картофеля, зараженных вирусом скручивания листьев картофеля в поздние сро-
ки, часто не содержали вируса [Broadbent, 1964]. Однако качество урожая при 
позднем заражении может быть хуже, чем при раннем. Л. Бродбент [Broadbent, 
1964] отмечал, что потери урожая томатов, инфицированных ВТМ, снижались, 
но качество томатов сильно ухудшалось при более поздних сроках заражения. 

Было установлено [Pavillard, 1953], что замедление роста растений то-
матов, пораженных ВТМ, идет в две фазы. Начальная, специфичная к дейс-
твию вируса, соответствует времени распространения вируса по растению и 
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проявлению первых симптомов, причем она не зависит от экспериментальных 
условий. Вторая фаза начинается с момента проникновения вируса в терми-
нальную почку и характеризуется или восстановлением нормальной скорости 
роста, или дальнейшим снижением ее и сильно зависит от факторов внешней 
среды. 

Большой ущерб причиняет одновременное заражение растений двумя и 
более вирусами, причем степень вредоносности смешанной инфекции зависит 
от сочетания вирусов [Caldwell, 1931]. При поражении растений сои различ-
ными штаммами вируса мозаики сои урожай снижался на 8-25 %. Если же рас-
тения были заражены еще и вирусом крапчатости бобов фасоли, то снижение 
урожая достигало 80 % [Ross, 1968]. При смешанных инфекциях, вызываемых 
комплексом вирусов картофеля X+S+Y, X+A+Y, X+M+Y, больные растения 
картофеля имели сильно выраженные симптомы заболевания и снижали уро-
жайность на 50 % и более [Зыкин, 1976]. Однако известно явление вакцинации, 
когда предварительное заражение растения слабопатогенным штаммом вируса 
может защитить это растение от сильнопатогенного штамма того же вируса 
[Рейфман, Романова, 1978; Сухов и др., 1979].

Некоторые вирусы вызывают особенно сильное торможение роста, что 
приводит к появлению карликовых форм растений. К ним относится вирус мо-
заики озимой пшеницы [Сухов, 1959]. Однако даже при маскированной инфек-
ции, когда больные растения не обнаруживают явных признаков заболевания, 
обычно наблюдается незначительная задержка в росте. Например, у растений 
картофеля, пораженных умеренными штаммами X-вируса картофеля, замет-
ных симптомов болезни не наблюдали, но урожай клубней был снижен на 5-10 
% [Мэтьюз, 1973].

Торможение роста больных растений определяется как снижением числа 
клеточных делений, так и подавлением растяжения клеток [Журавлев, Савель-
ева, 1973; Gupta, Joshi, 1975]. Обнаружено падение митотической активности 
в листьях ячменя, зараженного вирусом желтой карликовости ячменя [Russell, 
Kimmins, 1971]. 

При некоторых вирусных заболеваниях наблюдается более или менее 
равномерная задержка роста всех органов растения, но иногда рост одних ор-
ганов подавлялся в значительно большей степени, чем других. При мелкоплод-
ности вишни (плоды ее были мелкими в результате уменьшения числа клеточ-
ных делений) листья продолжали расти достаточно хорошо [Мэтьюз, 1973]. 
Растения Dactylis glomerata L., зараженные вирусом полосатости ежи сборной, 
более интенсивно росли в высоту и образовывали меньше боковых побегов, 
чем здоровые растения [Catherall, 1966; Catherall, Griffi ths, 1966]. Напротив, 
многолетние растения Lolium perenne L., инфицированные вирусом желтой 
карликовости ячменя, менее интенсивно росли в высоту и больше кустились 
по сравнению со здоровыми растениями [Campbell, 1971]. Растение представ-
ляет собой сложную гетерогенную в возрастном отношении систему с разной 
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пластохронной характеристикой каждого листа и даже отдельных его частей 
[Ashby, 1950; Maxymowych, 1963]. Уже только поэтому влияние вирусной ин-
фекции на развитие отдельных органов растения может быть различным. Кро-
ме того, при обычных методах инокуляции и при заражении в естественных 
условиях разные части растения заражаются не одновременно, что еще больше 
усложняет воздействие вирусов на процессы роста и развития органов. Такая 
неравномерность развития органов больного растения в значительной мере 
обусловлена вирус-индуцированными нарушениями в метаболизме, транс-
порте и распределении по растению фитогормонов и ассимилятов [Ochs, 1958; 
Космакова, 1966; Smith et al., 1968; Бурцева, Титлянова, 1969; Журавлев и др., 
1969; Panopoulos et al., 1972; Бурцева, Воронкова, 1973; Журавлев, Малиновс-
кий, 1974; Малиновский, Журавлев, 1976; Малиновский, 1977, 1981; Jameson, 
Clarke, 2002]. Кроме того, недавно было показано, что вирусные компоненты 
могут влиять на сигнальные пути фитогормонов. Так, в растениях A. thaliana, 
инфицированных ВТМ, вирусная репликаза взаимодействовала с короткоживу-
щими белками-репрессорами транскрипционных факторов сигнального пути 
ауксинов. Это взаимодействие изменяло локализацию и функционирование 
репрессоров. Мутант ВТМ, не способный к взаимодействию с этими репрес-
сорами, вызывал ослабленные симптомы заболевания, хотя реплицировался 
и транспортировался по растению как исходный штамм [Padmanabhan et al., 
2005, 2006].

Подавление роста больных растений, размножающихся вегетативным 
путем, часто имеет прогрессирующий характер. Например, растения земля-
ники и луковицы тюльпанов, зараженные вирусами, год от года становились 
мельче [Мэтьюз, 1972]. Подавление роста может проявляться и по-иному. Так, 
клубни картофеля, зараженного X- или Y-вирусами картофеля, а также смесью 
этих двух вирусов, прорастали на 3-5 дней раньше здоровых и больные расте-
ния в течение первых двух недель росли быстрее, чем контрольные растения 
(если судить о росте по удлинению стебля), но на более поздних стадиях разви-
тия скорость роста была выше у здоровых растений [Jaros, 1971].

При некоторых заболеваниях рост листовой пластинки может быть поч-
ти полностью подавлен. Такой эффект вызывало заражение растений томатов 
смесью вирусов табачной и огуречной мозаик [Мэтьюз, 1973]. Однако, в ряде 
случаев при заболевании увеличивалась площадь листьев, причем это, видимо, 
не результат стимуляции, а восстановления роста, так как к моменту заражения 
эти листья уже закончили свой рост [Stein, 1962]. Описаны подобные измене-
ния в синтезе РНК в листьях растений табака, инфицированных ВТМ [Kubo, 
1966]. В этих опытах новообразование РНК наблюдалось только при зараже-
нии старых листьев. Ранее такую картину отмечали в опытах на клетках HeLa, 
где полиовирус индуцировал синтез РНК в клетках, прекративших свой рост, и 
подавлял его в растущих клетках [Ackerman et al., 1959; Salzman et al., 1959].
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Вирусное поражение растений может сопровождаться местной гипер-
плазией. Например, при мозаичных заболеваниях часто происходит неравно-
мерный рост листовой пластинки, края листа скручиваются и имеют непра-
вильную форму. В результате несоответственного роста жилок и других тканей 
листьев возникает морщинистость листьев, характерная для многих вирусных 
заболеваний. Иногда гиперплазия выражается в образовании энаций (вырос-
тов) на верхней или нижней поверхностях листа (обычно на жилках). Энации 
могут образовываться в таких количествах, что составляют основную массу 
листовой ткани. При заболевании деревьев какао, носящем название дефор-
мации побегов, наблюдалось местное разрастание ксилемы в стебле [Боуден, 
1952]. Локальное разрастание ткани, особенно в корнях, характерно для болез-
ни раневых опухолей. Симптомы этого заболевания − уродство листьев, не-
правильное расширение нижней поверхности жилок, образование энаций на 
листьях и опухолей на корнях [Black, 1945]. Вирус раневых опухолей клеве-
ра индуцировал образование опухолей у пораженных растений клевера [Lee, 
Black, 1955].

При вирусных заболеваниях происходят нарушения в цветении и плодо-
ношении чувствительных растений. При заражении растений Vicia faba L. ви-
русом скручивания листьев фасоли все цветки опадали, новые не распускались, 
а в уже завязавшихся плодах образовывались мелкие семена [Гиббс, Харрисон, 
1978]. У растений риса с симптомами штриховатости образующиеся метелки 
часто оставались стерильными [Рейфман, Пинскер, 1973]. У овса, пораженно-
го закукливанием, метелки не образовывались, а если они развивались, то ко-
лоски были стерильными [Развязкина, 1975]. Показано, что цветение и плодо-
ношение растений гороха, инфицированных вирусом мозаики гороха, зависит 
от времени заражения. При заражении до появления главного соцветия число 
цветков в соцветии увеличивалось, но они были стерильными, и вегетативный 
рост растений продолжался. При заражении после появления соцветий в каж-
дом соцветии увеличивалось число плодов [van Steveninck, 1957]. 

Итак, вирусное поражение вызывает нарушения в росте и развитии чувс-
твительных растений. Иногда они почти незаметны и их можно выявить только 
с помощью тщательных исследований. Иногда эти нарушения столь очевидны, 
что могут служить симптомами заболевания. Влияние вирусов на рост и раз-
витие растений имеет сложный характер. Кроме общего уменьшения размеров 
наблюдаются различные типы аномального роста. Различают два основных 
типа аномалий: 1) гипоплазия или подавление роста и дифференциации; 2) ги-
перплазия или избыточный рост и дифференциация. Характер и размеры нару-
шений зависят от многих факторов: специфичное взаимодействие растений с 
определенным вирусом, возраст и состояние растений, способ и время зараже-
ния, количество вирусных частиц, попавших в растение, условия окружающей 
среды и т.д.
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Кроме задержки роста для больных чувствительных растений характер-
ны и другие разнообразные симптомы заболеваний, связанные с изменением 
окраски листьев. По вызываемым на растениях симптомам вирусные болезни 
делят на две основные группы − мозаики и желтухи. Это деление условно, так 
как часто больные растения могут иметь симптомы того и другого типа.

 При мозаичных заболеваниях чередуются светло- и темно-зеленые учас-
тки ткани, образующие мозаичную окраску листьев. Границы между участками 
разного цвета могут быть почти незаметны (как, например, у растений карто-
феля, пораженных умереннопатогенными штаммами X-вируса картофеля [Мэ-
тьюз, 1973]), хорошо выраженными (например, у растений табака и томатов, 
зараженных ВТМ) или очень резкими (в этом случае заболевание называется 
“пестролистностью” [Дьяков, 1984]). 

Обычно наблюдается определенная временная последовательность раз-
вития мозаичных симптомов: появление хлоротичных пятен, посветление 
жилок листьев, формирование участков темно-зеленой ткани на фоне общего 
посветления или пожелтения листьев [Журавлев, 1979б]. Было отмечено, что 
симптомы появляются только на определенном (“переходном” или “критичес-
ком”) листе и вышерасположенных листьях растений табака. На листьях, рас-
положенных ниже “критического” листа, симптомы не развиваются [Goldstein, 
1926]. Положение “критического” листа зависит от возраста растения, условий 
инокуляции и внешней среды. Если учитывать пластохронный возраст листьев 
[Erickson, Michelini, 1957], то положение “критического” листа растений та-
бака стабильно и равно 1-2 LPI [Takahashi, 1971, 1972; Suwa, Takahashi, 1975]. 
Все симптомы вначале развиваются в основании и центре листа. У следующих 
друг за другом системно инфицированных листьев, в которые вирус попадает 
через проводящую систему растения, число мозаичных участков становится 
все меньше и меньше, но их размеры увеличиваются [Мэтьюз, 1973] и они 
примыкают к жилкам второго и третьего порядка [Журавлев, 1979б].  

Механизмы образования темно-зеленых и хлоротичных участков тканей 
в зараженных листьях пока полностью не изучены.  Описание темно-зеленых 
участков дано в главе 3. Расцветка хлоротичных участков варьирует от белого 
до зеленовато-желтого цвета в зависимости от комбинации вирус – растение 
и условий окружающей среды. Такие изменения в окраске листьев обусловле-
ны влиянием вирусов на содержание пигментов. Многими работами показано 
снижение концентрации хлорофиллов в хлоропластах у больных растений [на-
пример, см. Кокин, 1948; Мэтьюз, 1973] в результате повышения активности 
фермента хлорофиллазы [Petersen, McKinney, 1938]. При этом листья приобре-
тают желтоватую окраску, обусловленную присутствующими каротиноидами 
и ксантофиллами. Однако при некоторых заболеваниях снижается содержание 
и этих пигментов [Мэтьюз, 1973]. Хлороз листьев не всегда сопровождает-
ся деградацией хлоропластов. Так, по данным Р. Мэтьюза [1973] «зеленые» 
штаммы вируса желтой мозаики турнепса, снижая содержание хлорофилла в 
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листьях китайской капусты, не влияли на состояние хлоропластов, а «белый» 
штамм вызывал деградацию гран хлоропластов. Разрушение хлоропластов мо-
жет быть обусловлено механическими причинами из-за накопления вирусов 
в хлоропластах. Так, было выявлено отложение белка оболочки ВТМ в стро-
ме и мембранной фракции хлоропластов [Reinero, Beachy, 1986]. В опытах со 
штаммами и мутантами, по разному влияющими на окраску листьев, было по-
казано, что замены или делеции аминокислот в белке оболочки сказываются 
на развитии хлороза [Wittmann et al., 1965; Dawson et al.,1988; Lindbeck et al., 
1992; Shintaku et al., 1992; Banerjee et al.,1995], но как это происходит пока не 
ясно. Тем более, что белок оболочки может накапливаться не в хлоропластах, а 
в других компартментах клетки  [Lindbeck et al., 1991].

Мозаичные симптомы характерны для двудольных растений. У одно-
дольных растений вирусы вызывают образование полос или штрихов, имею-
щих более светлый оттенок по сравнению с окружающей тканью и располо-
женных параллельно длинной оси листа. Иногда эти полосы бывают белого 
или желтого цвета. 

 При желтухах наблюдается общее пожелтение листьев, часто сопровож-
дающееся деформацией всего растения или отдельных его органов (скручива-
ние листьев, кустистость, карликовость). 

При некоторых вирусных заболеваниях на листьях развиваются концен-
трические кольца неправильной формы. Они образованы из полос пожелтев-
шей ткани или возникают в результате гибели поверхностных слоев клеток, 
что приводит к появлению узора, напоминающего гравировку [Мэтьюз, 1973]. 

Развитие симптомов заболевания зависит от факторов внешней среды. 
Повышение температуры приводит к ослаблению симптомов − так называемая 
“тепловая маскировка симптомов”. Мозаика табака маскируется при темпера-
турах ниже +10о и выше +30о С. При некоторых заболеваниях, например, черной 
кольцевой пятнистости капусты и желтой карликовости картофеля, симптомы 
заболевания маскируются при пониженных температурах (меньше +16о С) и 
развиваются в тяжелой форме при температуре выше +28о С [Дьяков, 1984]. 

Влияние интенсивности и продолжительности освещения на степень 
проявления симптомов заболевания может быть различным для разных комби-
наций вирус-растение. Высокая интенсивность света подавляла образование 
опухолей на стеблях и корнях растений какао, пораженных вирусом деформа-
ции побегов дерева какао [Asomaning, Lockhard, 1964]. Для многих вирусных 
заболеваний характерно ослабление симптомов болезни при затемнении [Дья-
ков, 1984]. Выращивание больных растений в условиях постоянного дефицита 
воды приводило к ослаблению мозаичных симптомов заболеваний [Мэтьюз, 
1973]. 

Смешанное заражение растений обычно сопровождается более тяжелы-
ми симптомами заболевания, чем при инфицировании каждым вирусом в отде-
льности. Например, ВТМ вызывает развитие мозаичных симптомов у растений 
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томатов, а при совместном заражении ВТМ и Х-вирусом картофеля формиру-
ются хорошо выраженные симптомы полосатости. Х- и Y-вирусы картофеля 
вызывают по отдельности у растений картофеля крапчатость листьев и слабое 
посветление жилок листьев, но совместное заражение этими вирусами при-
водило к некрозу жилок листьев [Мэтьюз, 1973]. Заражение растений табака 
и томатов Х-вирусом картофеля в присутствии ВТМ или Y-вируса картофеля 
усиливало патологическое действие Х-вируса картофеля и его репродукцию 
[Скофенко, Кушниренко, 1974; Ross, 1959; Goodman, Ross, 1974]. Инокуляция 
Х-вирусом картофеля растений табака, системно пораженных ВТМ, вызывало 
образование некрозов [Sadasivan, 1940]. У восприимчивых к ВТМ и Х-вирусу 
картофеля растений картофеля смешанная инфекция этими вирусами стимули-
ровала образование некрозов на инокулированных листьях, причем этот фено-
мен зависел от концентрации этих вирусов в инокулюме, а не от вирулентности 
штамма Х-вируса картофеля [Коваленко и др., 1984б]. Совместное заражение 
Х- и Y-вирусами картофеля растений N. benthamiana вызывало образование не-
крозов на отрастающих листьях с последующей гибелью растений. При этом 
в листьях увеличивалась активность ферментов, продуцирующих реактивные 
формы кислорода, и митоген-активированных протеинкиназ [Garcia-Marcos et 
al., 2009].

1.2. Толерантные растения

Толерантные растения легко заражаются и накапливают вирус. По опре-
делению Х.  Рагетли [Ragetli, 1967] и Р. Мэтьюза [1973] в толерантных расте-
ниях вирус распространяется по всему растению и наблюдается сравнительно 
высокий титр вируса в тканях при отсутствии четких симптомов заболевания. 
Однако Д. Шэфер [Schafer, 1971] различал толерантность к вирусу, когда инги-
бировалось размножение вируса, но симптомы заболевания были хорошо вы-
ражены, и толерантность к болезни, которая проявлялась только в ослаблении 
симптомов. Однако возможно и отсутствие симптомов заболевания и слабое 
накопление вируса. В главе 3 будет показано, что изоляты ВТМ (412 и пере-
чный) плохо накапливались в  растениях табака сорта Самсун и не вызывали у 
этих растений симптомов заболевания [Малиновский и др., 1993а, 1999; Mal-
inovsky et al., 2001].         

Толерантность растений табака сорта Амбалема к ВТМ контролирует-
ся двумя независимо расщепляющимися рецессивными генами rm1 и rm2. ВТМ 
поражает эти растения, но в полевых условиях зараженные растения выглядят 
здоровыми, так как отсутствуют симптомы заболевания [Мэтьюз, 1973]. Реак-
ция растений табака сорта Амбалема на ВТМ зависит от температуры окружа-
ющей среды. Они толерантны при +16-20о С, но при повышенной температуре 
(+28о С) развивались четкие симптомы заболевания и содержание вируса в тка-
нях было высоким [Björling, 1966 -цит. по Коваленко, 1983, стр. 101]. Анало-
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гичные результаты были получены в наших опытах с толерантными к изоляту 
412 ВТМ [Чуян, Стрекозова, 1985] растениями табака сорта Самсун. Изолят 
412 ВТМ не вызывал у растений видимых симптомов заболевания при 25о С в 
отличие от штамма ОМ ВТМ [Nozu, Okada, 1968]. При 32о С у растений через 
10 сут после заражения изолятом 412 ВТМ на верхних листьях развивались 
симптомы (мозаика листьев), похожие на симптомы, вызываемые штаммом 
ОМ [Малиновский и др., 1993а].

1.3. Иммунные (крайне устойчивые) растения

К этой категории относили растения, которые не заражались при любых 
условиях [Мэтьюз, 1973]. По мнению Х. Рагетли [Ragetli, 1967] в иммунных 
растениях вирус не размножается, не распространяется по растению и не вы-
зывает симптомов заболевания. Позже было установлено, что в растениях, ра-
нее считавшихся иммунными, вирус репродуцируется в первично зараженных 
клетках и протопластах, изолированных из листьев этих растений [Sulzinski, 
Zaitlin, 1982]. Был предложен термин “сублиминальная инфекция” для обоз-
начения очень слабого размножения вирусов в иммунных растениях [Bald, 
Tinsley, 1967]. 

Позже иммунные растения стали называть крайне или чрезвычайно ус-
тойчивыми (extremely resistant) [Коваленко, 1983]. И.Г. Атабеков и Ю.Л. До-
рохов [Atabekov, Dorokhov, 1984] назвали такие растения факультативно ус-
тойчивыми в отличие от иммунных растений, не способных, по их мнению, 
поддерживать репродукцию вируса в тканях и индивидуальных клетках.

В настоящее время сформулировано три критерия для определения край-
ней устойчивости растений к вирусам: локализация вируса в первичных инфек-
ционных местах, ограничение вирусной репродукции и отсутствие или очень 
слабое проявление симптомов заболевания [Valkonen, 1994; Barker, 1996].

В главе 4 представлены результаты экспериментов, свидетельствующие 
о возможности транспорта антигена (белка оболочки) вируса мозаики сои 
в иммунных к этому вирусу растениях сои сорта Dewamesume [Сапоцкий и 
др., 2002]. При определенных условиях в инокулированных листьях иммун-
ных растений могут формироваться местные поражения [Коваленко, 1983; 
Bendahmane et al., 1999; Сапоцкий и др., 2002; Baurès et al., 2008]. 

Впервые иммунитет ко всем известным штаммам Х-вируса картофеля 
был обнаружен у гибридного сеянца картофеля Solanum andigenum Juz. et Buk. 
USDA  41956 [S. andigenum f. villaroella x (Флоурболл х Арустук Уондер)]. Его 
устойчивость контролируется геном Rx [Лаптев, Дзагоева, 1979]. Он был ис-
пользован для получения иммунных к Х-вирусу картофеля сортов Тава и Сако 
[Лебедева и др., 1978]. Эти авторы показали, что при селекции на устойчи-
вость к Y-вирусу картофеля полезно применять в качестве исходного матери-
ала дикий вид картофеля S. chaсkoense Bitt. Иммунитет растений этого вида к 
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Y-вирусу картофеля контролируется доминантным геном Ry [Лаптев, Дзаго-
ева, 1979]. У дикого вида картофеля S. acaule Bitt были выявлены иммунные 
линии к Х-вирусу картофеля [Ross, 1966; Лебедева, 1971; Лаптев, Дзагоева, 
1979; Лебедева, Лебедева, 1983]. У растений этого вида иммунная, сверхчувс-
твительная и толерантная реакции к Х-вирусу картофеля определяются алле-
ломорфной серией из 4 генов (Rx, Rxn, Rxs, rx). Ген Rx определяет иммунитет, 
Rxn − реакцию сверхчувствительности, Rxs − толерантность и rx − восприим-
чивость. Характер доминирования: Rx>Rxn>Rxs>rx (иммунитет доминирует 
над сверхчувствительностью) [Лаптев, Дзагоева, 1979]. S. acaule был исполь-
зован при выведении иммунных к Х-вирусу картофеля сортов Аннет и Сафир 
[Ross, 1966]. Растения этих двух сортов не заражались в природных условиях 
и в эксперименте ни одним из использованных штаммов Х-вируса картофеля 
[Dehley, 1974; Ross, 1966; Лаптев, Дзагоева, 1979], кроме боливийского штам-
ма ХНВ [Moreira et al., 1980]. Иммунные к Х-вирусу картофеля растения карто-
феля заражались ВТМ, причем из растений, инокулированных ВТМ, был полу-
чен изолят ВТМ, вызывающий системную реакцию растений дурмана и табака 
сорта Самсун 27, сверхчувствительных к исходному штамму ВТМ [Коваленко 
и др., 1984б,в]. Однако было показано, что в протопластах, изолированных из 
листьев растений картофеля с геном Rx и зараженных Х-вирусом картофеля, 
блокирована репродукция не только этого вируса, но и двух других неродс-
твенных вирусов (ВТМ и вируса огуречной мозаики) [Kohm et al., 1993]. 

Доминантный ген Rysto из S. stoloniferum Schltdl. & Bouché был введен во 
многие сорта картофеля более чем 30 лет назад и обеспечивал устойчивость ко 
всем штаммам Y-вируса картофеля и другим потивирусам [Cockerham, 1970; 
Jones, 1981; Fernandez-Northcote, 1983; Valkonen, 1994; Chrzanowska, 1995; 
Barker, 1996; Hinrichs et al., 1997; Le Romancer, Nedellec, 1997]. Опыты по скре-
щиванию иммунных и чувствительных к Y-вирусу картофеля растений перца 
показали, что чувствительность контролируется доминантными аллелями, а 
устойчивые растения имеют гомозиготные рецессивные аллели [Cook, 1963].

1.4. Сверхчувствительные растения

В сверхчувствительных растениях вирус локализуется в первично зара-
женных и соседних клетках, которые погибают, образуя локальные некрозы. 
Образование локальных некрозов является типичным симптомом сверхчувс-
твительной реакции растений в ответ на заражение вирусом. В результате 
локализации вируса в некрозах и развития устойчивости в остальных частях 
растения оно остается здоровым. Вирусное поражение слабо влияет на рост 
сверхчувствительных растений [Gáboriányi et al., 1973].  По общепринятому 
мнению вирус плохо накапливается в сверхчувствительных растениях. В гла-
ве 3 будет показано, что в течение нескольких суток после заражения вирусы 
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размножаются в клетках чувствительных и сверхчувствительных растений с 
одинаковой скоростью.

Изучению устойчивости сверхчувствительных растений к вирусам пос-
вящено огромное число публикаций, начиная с работ Ф.О. Холмса [Holmes, 
1929, 1931, 1938, 1954]. Он первый описал локальные некрозы, вызываемые 
ВТМ, и показал, что устойчивость сверхчувствительных растений табака к 
ВТМ контролируется одним доминантным геном N, носителем которого явля-
ются растения N. glutinosa L. Этот ген определяет сверхчувствительную реак-
цию растений табака ко всем известным штаммам ВТМ. Ген N имеется также 
в растениях N. repanda Willd., N. gossei Domin., N. suaveolens Lehm. [Valleau, 
1952]. Ген N, выделенный из растений табака и встроенный в геном растений 
томатов, чувствительных к ВТМ, вызывал сверхчувствительную реакцию этих 
трансгенных растений к штамму U1 [Whitham et al., 1996]. 

Растения N. sylvestris Speg. et Comes, обладающие геном N’, и сорта та-
бака, полученные с участием этого вида, неодинаково реагируют на заражение 
различными штаммами ВТМ. Суровые штаммы вызывают сверхчувствитель-
ную реакцию, а другие - чувствительную [Valleau, Johnson, 1943; Valleau, 1952; 
Siegel, Wildman, 1954; Melchers et al., 1966; Ragetli, 1967; Fraser, 1969; Сухов и 
др., 1979; Sela, 1981]. Большинство штаммов вируса огуречной мозаики сис-
темно поражают растения табака многих сортов, но штамм N вызывает у этих 
растений образование некрозов [Troutman, Fulton, 1958].

Сверхчувствительная реакция растений картофеля S. andigenum P. I. 
258907 к S-вирусу картофеля и растений красного перца к вирусу желтой мо-
заики фасоли определяется одиночными доминантными генами типа гена N 
[Лаптев, Дзагоева, 1979], а у растений томатов к ВТМ двумя генами: Tm-2 и 
Tm-22 [Motoyoshi, Oshima, 1977]. Было показано, что штамм Ltb1 ВТМ (отлича-
ется от исходного штамма L двумя заменами в гене, кодирующем белок 30 КД) 
хорошо размножается в растениях томатов с геном Tm-2 в отличие от исход-
ного штамма L [Meshi et al., 1989]. Растения картофеля вида S. demissum Lindl. 
сверхчувствительно реагируют на заражение А- и Y-вирусами картофеля. Счи-
тается, что сверхчувствительная реакция этих растений к обоим вирусам кон-
тролируется одним доминантным геном Ny, который является аллеломорфом 
к гену Na, обусловливающему сверхчувствительную реакцию к А-вирусу кар-
тофеля. Порядок доминирования: Ny>Na>n [Лаптев, Дзагоева, 1979]. У рас-
тений картофеля сверхчувствительная реакция к Х-, Y-, А-вирусам картофеля 
может контролироваться генами, сцепленными с генами, определяющими ус-
тойчивость иного типа к другим вирусам, и сорта с такими генами обладают 
комплексной устойчивостью [Склярова, 1972; Marano et al., 2002]. Пырейно-
пшеничные гибриды реагировали на заражение вирусом полосатой мозаики 
пшеницы образованием некротических и хлоротичных поражений, которые 
увеличивались в размерах до полной некротизации инокулированных листьев, 
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но вирус из первично зараженных листьев не транспортировался [Pfannenstiel, 
Niblett, 1978]. 

Интерес к реакции сверхчувствительности объясняется тем, что она яв-
ляется очень ценным свойством в практическом отношении. Так, например, 
проблема защиты растений табака от ВТМ была решена, главным образом, 
введением в культуру сортов, сверхчувствительных к этому вирусу [Молдован, 
1979].



                                                 

2. УСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ
 К МЕХАНИЧЕСКОМУ ЗАРАЖЕНИЮ ВИРУСАМИ

Вирусы растений являются внутриклеточными паразитами, но не име-
ют собственного аппарата для преодоления защитных барьеров и проникно-
вения в клетку растения-хозяина. Этим они отличаются от других патогенов. 
Так, бактериофаги способны инъецировать свою нуклеиновую кислоту в бак-
териальную клетку. Вирусы теплокровных животных и человека попадают в 
организм хозяина через дыхательные пути, пищеварительную и кровеносную 
системы. Вирионы связываются с плазмалеммой клеток с помощью молекул 
гликопротеинов, расположенных на поверхности частиц, и проникают в ци-
топлазму клеток в пиноцитозных везикулах [Лурия, Дарнелл, 1970; Дьяков, 
1984]. Грибы образуют специализированные органы внедрения в растение 
− аппрессории, которые благодаря высокому тургорному давлению (более 8 
мегапаскалей [Howard et al., 1991]) механически проникают в клетки. Кроме 
того, многие из них выделяют комплекс гидролитических ферментов (кути-
назы, целлюлазы, пектиназы, протеазы), разрушающих кутикулу и клеточные 
стенки. Бактерии также выделяют ферменты, разрушающие клеточные стенки, 
и токсины (сирингомицин и сирингопептин), образующие поры в плазмалемме 
[Alfano, Collmer, 1996].

Заражение растений вирусами происходит с помощью переносчиков 
(насекомые, грибы, паразитические растения) или механическим путем через 
повреждения защитных тканей растения и с участием клеточных транспорт-
ных механизмов. Насекомое-переносчик вносит вирусные частицы непосред-
ственно в клетки листьев или в проводящую систему. Вирусы могут попадать 
из почвы в клетки корней растений, находясь на поверхности или внутри ин-
цистированной зооспоры гриба, цитоплазма которой проникает в клетку кор-
ня через повреждение клеточной стенки. Наиболее эффективно переносятся 
вирусы, размножающиеся в повилике. Это растение-паразит образует в месте 
контакта с растением-хозяином корнеобразные гаустории, соединяющиеся с 
проводящей системой хозяина. Повилику используют в тех случаях, когда не-
возможно заразить растения прививкой,  механическим путем или с помощью 
переносчиков.  

В этой главе основное внимание будет уделено фитовирусам, передаю-
щимся механическим путем. Они относятся к разным таксонам и их вирионы 
имеют различную форму: палочковидную, нитевидную, изометрическую и др. 
То, что растения заражаются механическим путем вирусными частицами раз-
ной морфологии, указывает на универсальный характер этого процесса. 

Необходимо повреждение защитных слоев и клеточных стенок для про-
никновения вирионов в клетки растения и инициации инфекционного про-
цесса. Суспензии ВТМ с очень высоким содержанием вирусных частиц, по-
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мещенные на неповрежденную поверхность листа или инфильтрированные в 
межклетники, не вызывали заражения растений [Caldwell, 1932; Golinowski et 
al., 1981, 1984, 1986; Малиновский и др., 1990]. 

В сосудах ксилемы инфицированных растений обнаруживали вирусные 
частицы [Esau, 1968]. Однако ВТМ, введенный в ксилему, не заражал листья 
чувствительных и сверхчувствительных растений табака [Шумилова и др., 
1978], так как выход вируса из ксилемы в паренхиму заканчивается абортив-
ной инфекцией и не вызывает заражения листьев [Дорохов, 1985]. Однако Д.А. 
Робертсу и У.С. Прайсу [Roberts, Price, 1967] удалось инфицировать неповреж-
денные, по-видимому,  листья фасоли вирусами некроза табака и южной мо-
заики фасоли, вводя их через ксилему.

В природе механическое повреждение защитных тканей растений проис-
ходит при соприкосновениях листьев соседних кустов и сельскохозяйственных 
обработках (прополка, окучивание, ломка листьев у растений табака и т.д.). В 
эксперименте механическое заражение происходит при натирании поверхно-
сти листьев пальцем, тампоном или шпателем, смоченными инокулюмом. При 
заражении большого массива растений используют пульверизаторы, разбрыз-
гивающие вирусную суспензию с тонко измельченным абразивом (карборунд, 
корунд или целит). 

Повреждения, образующиеся при механической инокуляции, должны 
быть достаточно малы, чтобы пораненные клетки не погибали. Сканирование 
поверхности инокулированных листьев чувствительных и сверхчувствитель-
ных растений табака с помощью электронного микроскопа показало, что в ре-
зультате стандартной процедуры механической инокуляции образуется до 100-
200 микроповреждений (диаметр 0,5-3 мкм) наружной клеточной стенки на 
одну клетку эпидермиса, что составляет около 0,1-0,2 % от всей поверхности 
клетки [Журавлев, 1980]. 

2.1. Влияние различных факторов на эффективность 
механического заражения растений

2.1.1. Факторы, связанные с растением-хозяином

Восприимчивость к заражению вирусами неодинакова у разных расте-
ний. Лучше инфицируются травянистые растения, чем древесные,  двудоль-
ные, чем однодольные [Гиббс, Харрисон, 1978]. Большое влияние на эффектив-
ность инфицирования оказывает строение тканей растения. Листья с хорошо 
развитыми покровными слоями (воск, кутикула и т.д.) и клеточными стенками 
более устойчивы к механическому заражению вирусами.

Восприимчивость растений к заражению в значительной мере опреде-
ляется их возрастом и физиологическим состоянием. Очень молодые листья 
сверхчувствительных растений плохо заражались, но по мере роста и развития 
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их восприимчивость увеличивалась, а затем резко снижалась после достиже-
ния листьями максимальных размеров [Боуден, 1952; Schein, 1965; Crowley, 
1967; Takahashi, 1972, 1974; van Loon, 1976b; Weststeijn, 1976]. Аналогичные 
результаты были получены нами в опытах с чувствительными (сорт Самсун) и 
сверхчувствительными (сорта Ксанти нк, Самсун 27, Самсун EN) к ВТМ рас-
тениями табака (табл. 2.1). Такая же закономерность выявлена и у изолирован-
ных протопластов: чем больше возраст растения, из листьев которого выде-
ляли протопласты, тем ниже была их чувствительность к заражению вирусом 
[Motoyoshi et al., 1974]. 

Таблица 2.1
Число некрозов на 100 см2 поверхности листьев разных ярусов у растений табака, 

механически инокулированных штаммом ОМ ВТМ, условные единицы
(по Малиновскому, Селецкой, публикуется впервые)

Номер 
листа

Сорт
Самсун Ксанти нк Самсун 27 Самсун EN

2 1,02 ± 0,04 1,08 ± 0,06 1,10 ± 0,05 1,03 ± 0,04
4 1,24 ± 0,03 1,16 ± 0,06 1,18 ± 0,05 1,05 ± 0,05
6 1,66 ± 0,04 1,45 ± 0,06 1,34 ± 0,08 1,39 ± 0,06
8 1,83 ± 0,05 1,76 ± 0,04 1,56 ± 0,06 1,67 ± 0,06
10 2,08 ± 0,06 1,91 ± 0,05 1,88 ± 0,05 1,89 ± 0,05
12 1,43 ± 0,04 1,66 ± 0,05 1,32 ± 0,06 1,77 ± 0,07
14 1,12 ± 0,05 1,21 ± 0,05 1,14 ± 0,05 1,08 ± 0,05

Примечание. Отсчет листьев вели снизу. Листья заражали суспензией ВТМ с концен-
трацией 10 мкг/мл. В листьях чувствительных растений табака сорта Самсун тепло-
вые некрозы выявляли по методу Дж.А. Фостера и А.Ф. Росса [Foster, Ross, 1975b]. 
В этой и последующих таблицах число некрозов выражали в условных единицах по 
А. Клечковскому [Kleczkowski, 1968a].

2.1.2. Факторы внешней среды

Освещенность. Растения, выросшие в тени, с сочными бледно-зелеными 
листьями,  лучше заражались, чем растения, содержавшиеся при ярком свете 
[Гиббс, Харрисон, 1978]. Выдерживание растений в темноте или при повы-
шенной температуре в течение 1-2 сут до заражения увеличивало их воспри-
имчивость к механическому заражению [Bawden, Roberts, 1947, 1948; Costa, 
Bennett, 1955; Kimmins, Litz, 1967]. По данным У.С. Кимминса [Kimmins, 
1967] предварительное затемнение повышало чувствительность к заражению 
у 9-12-дневных растений фасоли и не влияло на 22-24-дневные растения.  Од-
нако кратковременная инкубация растений на свету после затемнения увеличи-
вала эффективность заражения [Matthews, 1953; Helms, McIntyre, 1967a,b]. 
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Выдерживание растений в темноте сразу после заражения замедляло об-
разование локальных некрозов и снижало их число по сравнению с растениями, 
содержавшимися на свету [Bawden, Roberts, 1948; Matthews, 1953; Huguelet, 
Hooker, 1966]. Если растения инкубировали на свету, но в отсутствии СО2, то 
после заражения образовывалось столько же некрозов, как при содержании 
растений в темноте [Wiltshire, 1956]. Однако повышенная (∼ 1%) концентрация 
СО2 в воздухе в течение светового дня уменьшала число некрозов. Если такое 
высокое содержание СО2 в атмосфере было круглосуточно или только в темно-
вой период, то число некрозов у опытных растений не отличалось от контроля 
(растения инкубировали при нормальной концентрации СО2 в воздухе) [Purohit 
et al., 1975]. 

Температура. Выдерживание сверхчувствительных растений при повы-
шенной температуре до заражения вирусом повышало их восприимчивость, 
что выражалось в образовании большего числа локальных некрозов в иноку-
лированных листьях [Kassanis, 1952; Gonzalez, Pound, 1963; Helms, 1965]. По 
данным Т. Симомуры [Shimomura, 1977a] на восприимчивость растений к ме-
ханическому заражению вирусом влияет не температура предъинкубации рас-
тений, а перенос растений в момент заражения с высокой температуры на по-
ниженную. Он установил, что в листьях растений N. glutinosa, содержавшихся 
до заражения ВТМ при 36, 30, 25 или 17оС, образовывалось одинаковое число 
некрозов, а растения, зараженные сразу после переноса с 30оС на 25оС или с 
25оС на 17оС, были более восприимчивы, чем растения, инкубированные при 
25оС. В этой же работе было показано, что выдерживание растений до зараже-
ния при пониженной температуре (15о С) снижало чувствительность листьев к 
механическому заражению ВТМ. Ф. Ниенхауз и С.Е. Ярвуд [Nienhaus, Yarwood, 
1963] обнаружили, что нагревание до 70оС в течение 20 с одного из первичных 
листьев растений фасоли сорта Пинто значительно увеличивало число локаль-
ных некрозов на другом листе, механически зараженном ВТМ. Если прогре-
тый лист удаляли через 2 мин после нагрева, то повышения восприимчивости 
второго листа к заражению не наблюдали. Действие термической обработки 
было достоверным в течение 10 ч до и 10 ч после инокуляции. Авторы пред-
положили, что нагревание действует на механизм, ответственный за некроти-
зацию инфицированных клеток. Возможно, термическая обработка, так же как 
и механическое повреждение, вызывает образование раневого сигнала, кото-
рый быстро распространяется по растению и влияет на число полисом [Davies, 
Schuster, 1981] и целостность плазмалеммы у клеток, расположенных на боль-
шом расстоянии от места повреждения [Walker-Simmons et al., 1984b]. Изменяя 
целостность плазмалеммы, раневой сигнал может способствовать большему 
поглощению клетками вирусных частиц и тем самым увеличивать вероятность 
их заражения и образования локальных некрозов.

Влияние постинокуляционной тепловой обработки на инфекционный 
процесс зависит от времени, прошедшего с момента заражения до нагрева-
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ния листьев, температуры и длительности обработки. Кратковременное про-
гревание при 43оС листьев N. glutinosa L сразу после заражения штаммом U1 
ВТМ приводило к снижению числа локальных некрозов [Wu, Rappaport, 1961]. 
Обычно выдерживание сверхчувствительных растений при повышенной (раз-
ной для различных комбинаций вирус-растение) температуре после заражения 
влияло не на их чувствительность к заражению, а блокировало образование 
локальных некрозов и стимулировало репродукцию и транспорт вируса. 

 Водный режим. Растения, выросшие в условиях высокой относительной 
влажности, были более восприимчивы к механическому заражению вирусами, 
чем растения, инкубированные при пониженной влажности [Bawden, Roberts, 
1948; Tinsley, 1953; Bawden, Harrison, 1955; Yarwood, 1959; Kimmins, Litz, 1967; 
Litz, Kimmins, 1971]. Это объясняется тем, что у растений, выращенных при 
недостатке влаги, листья становятся более жесткими и менее чувствительны-
ми к механической инокуляции суспензиями вирусов [Мэтьюз, 1973]. 

Некоторое завядание (до 15 % потери сырого веса) листьев до или сразу 
после инокуляции увеличивало их чувствительность к заражению [Yarwood, 
1955, 1963; Bailiss, Plaza-Morales, 1980]. По мнению С.Е. Ярвуда [Yarwood, 
1973] положительное действие завядания на восприимчивость листьев объяс-
няется концентрированием вирусных частиц и ионов, способствующих зара-
жению, в месте инфекции. Возможно, при завядании увеличивается сосущая 
сила клеток и при инокуляции водными суспензиями вирусов происходит уси-
ленное поступление воды и вирусных частиц в клетки [Goodman et al., 1986]. 
Менее понятно увеличение восприимчивости листьев при их промывке водой 
сразу после заражения [Holmes, 1929]. Предполагается, что промывка листьев 
способствует удалению ингибиторов инфекции [Goodman et al., 1986]. Однако, 
если листья промывать водой или погружать их в воду через 2 и более часов 
после инокуляции, то значительно уменьшается число локальных некрозов 
[Allington, Laird, 1954b; Yarwood, 1955].

Питание растений. Растения, получающие оптимальное сбалансирован-
ное питание, более чувствительны к заражению вирусами, чем растения, испы-
тывающие дефицит питательных элементов. Причем большое значение имеет 
соотношение компонентов. По данным Ф.С. Боудена и Б. Кассаниса [Bawden, 
Kassanis, 1950]  отсутствие или недостаточное количество какого-либо элемен-
та (калия, фосфора, кальция или азота) отрицательно влияло на восприимчи-
вость растений даже при оптимальной или избыточной концентрации иных 
элементов. Однако в других работах наибольшая восприимчивость растений 
наблюдалась при высоком содержании в питательной среде фосфора, кальция, 
азота и магния, но низком уровне калия [Allington, Laird, 1954a; Chessin, Scott, 
1955; Foster, 1967].
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2.1.3. Факторы, связанные с инокулюмом

Добавление в инокулюм абразивных материалов, таких как целит (диа-
томовая земля), карборунд (карбид кремния), корунд (окись алюминия), повы-
шало эффективность механической инокуляции во много раз [Мэтьюз, 1973]. 
При этом большую роль играли число частиц абразивного вещества [Boyle, 
McKinney, 1938] и их размеры [Conti, Locci, 1972 - цит. по Goodman et al., 1986, 
p. 3]. На инфекционность инокулюма положительно влияли двузамещенный 
фосфорнокислый калий (конечная концентрация 0,02 - 0,1 М в зависимости от 
сочетания вирус-растение) [Yarwood, 1952b; Kassanis, 1953; Гиббс, Харрисон, 
1978], бентонит [Yarwood, 1966], трисиликат магния (основный компонент це-
лита) [Hecht-Poinar, Yarwood, 1966; Joshi, Thornberry, 1968], сульфит [Yarwood, 
1968, 1969], сахароза [Kassanis, 1953; Whitcomb, Sinha, 1964; Davis, Whitcomb, 
1967; Журавлев, 1979б] и хлористый магний [Kado, 1963]. 

2.2. Строение покровных тканей

Устойчивость растений к механическому заражению вирусами, в зна-
чительной мере, обусловлена тем, что листья многих растений имеют четыре 
защитных слоя: эпикутикулярный воск, кутикулу, кутинизированный слой с 
вкраплениями воска и пектиновый слой. У многих растений кутикула покры-
вает и поверхности, обращенные к устьичной щели и подустьичной камере 
[Eglinton, Hamilton, 1967; Фрей-Висслинг, Мюлеталер, 1968; Эзау, 1980], но 
там где она отсутствует, например, в межклетниках, наружная поверхность 
клеток обычно кутинизирована или суберинизирована [Эсау, 1969]. Число и 
размеры защитных слоев широко варьируют в зависимости от вида растения и 
условий внешней среды. Поэтому наблюдается разнообразие в степени устой-
чивости растений к механическому заражению, в способности ограничивать 
проникновение вируса в цитоплазму клеток. 

Защитные свойства покровных слоев, особенно эпикутикулярного воска 
и кутикулы, обусловлены их гидрофобностью [Denna, 1970; Grout, 1975; Kolat-
tukudy, 1980], препятствующей контакту жидкости с листовой поверхностью. 
Это важно, так как при механической передаче в природе и в эксперименте 
вирусные частицы суспендированы в клеточном соке или водных растворах. 
На примере кутикулы, изолированной из плодов томатов, было показано, что 
кутикула обладает свойствами слабого ионообменника [Schönherr, Bukovac, 
1973]. Экстракция воска очень сильно увеличивала проницаемость кутикулы 
для воды [Schönherr, 1976]. В кутикуле имеются каналы, по которым воск пере-
мещается из эпидермальных клеток к поверхности листа [Mueller et al., 1954; 
Hall, Donaldson, 1962; Hall, 1967a,b]. Их диаметр может достигать 40 мкм, то 
есть они проходимы по своим размерам для многих вирусных частиц. Однако 
эти каналы забиты веществом (вероятно, воском) [Gerola et al., 1969; Chafe, 
Wardrop, 1973; Hall - цит. по Мэтьюз, 1973, стр. 124; Williams, Pickard, 1974]  и 
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поэтому маловероятно, что вирусные частицы могут проникать  в растение по 
этим каналам.

Под пектиновым слоем расположена эпидерма. Она состоит из эпидер-
мальных клеток, составляющих основную массу ткани, и более специализиро-
ванных клеток, рассеянных в этой ткани. К этим специализированным клеткам 
относятся замыкающие клетки устьиц и трихомы (листовые волоски) разного 
типа. Клеточные стенки эпидермальных клеток у разных растений, а также в 
разных частях одного и того же растения сильно различаются по толщине, но, 
как правило, наиболее утолщенными являются наружные стенки. У многих 
растений наружные стенки эпидермальных клеток инкрустированы жировым 
веществом − кутином [Эзау, 1980]. 

2.3.  Связывание и инактивация вируса инокулюма на 
поверхности листа и в межклетниках

Кутикула и другие защитные слои на поверхности листьев, а также кле-
точные стенки препятствуют проникновению вирусов в клетки не только как 
механические барьеры, но и связывают вирусные частицы, исключая их тем 
самым из инфекционного процесса. При механической инокуляции 14С-ВТМ 
листьев чувствительных и сверхчувствительных растений табака свыше 60 % 
метки, оставшейся в листьях после промывок, прочно связывалось с кутику-
лой. Большое количество вирусных частиц, проникших через кутикулу, было 
ассоциировано с клеточными стенками [Журавлев и др., 1980]. В опытах с про-
топластами, изолированными из плодов томатов, было установлено, что связы-
вание ВТМ первичной клеточной стенкой, генерируемой протопластами, отри-
цательно сказывается на заражении протопластов [Cocking, Pojnar, 1969]. 

Методом радиоавтографии было показано связывание меченого ВТМ 
с поврежденными при натирании участками поверхности листьев растений-
хозяев и нехозяев этого вируса [Herridge, Schlegel, 1962]. В наших опытах ко-
личество метки, связанной в ходе механического заражения листьев чувстви-
тельных и сверхчувствительных растений, зависело от содержания 14С-ВТМ в 
инокулюме. Увеличение концентрации вируса с 10 до 1000 мкг/мл повышало 
удельную радиоактивность листьев примерно в 50 раз [Малиновский и др., 
1996]. Однако, количество прочно связанной метки, определяемой после обмы-
ва зараженных участков листьев до исчезновения радиоактивности в смывных 
водах, при всех использованных концентрациях 14С-ВТМ было незначитель-
ным и не превышало 2-7 % от общей радиоактивности инокулюма [Yarwood, 
1952b; Kurtz-Fritsch, Hirth, 1967; Shaw, 1972; Музарок и др., 1978; Журавлев и 
др., 1980; Малиновский и др., 1996].

Мы [Малиновский и др., 1996] не выявили существенных различий меж-
ду близкородственными и сходными по своему строению чувствительными и 
сверхчувствительными к ВТМ растениями табака (сорта Самсун и Ксанти нк) 
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в связывании радиоактивного вируса при механической инокуляции листьев. 
На единицу площади листовой поверхности у этих растений приходилось рав-
ное количество связанной метки.

На основании результатов опытов по изучению связывания вируса ино-
кулюма с листьями в процессе механической инокуляции можно сделать сле-
дующие выводы. Во-первых, мало вирусных частиц прочно связывается с 
листьями. Во-вторых, при увеличении концентрации вируса в инокулюме по-
вышается вероятность эффективного взаимодействия вирионов с листьями, 
так как инокулюм распределяется по листу неравномерно [Kontaxis, Schlegel, 
1962; Журавлев, 1979б]. В-третьих, связывание вируса инокулюма с листьями 
не зависит от реакции растения на вирусное поражение, а определяется видо-
выми особенностями растения-хозяина, в том числе и строением листьев. 

Суммарная радиоактивность листьев, механически зараженных меченым 
вирусом, складывается из радиоактивности вируса, который может иницииро-
вать заражение, и радиоактивности вируса, исключенного из инфекционного 
процесса в результате необратимого связывания и инактивации. Связывание 
вирионов кутикулой и клеточными стенками на поверхности листьев, а также 
клеточными стенками, выходящими в межклеточное пространство, приводило 
к иммобилизации и деградации вирусных частиц [Gerola et al., 1969; Kassanis, 
Kenten, 1978; Gaard, de Zoeten, 1979; Щетинин, 1989]. В межклетниках листьев 
крайне устойчивых к Х-вирусу картофеля растений картофеля деградация ча-
стиц этого вируса происходила несколько быстрее, чем в межклетниках листьев 
чувствительных растений [Golinowski et al., 1981, 1984, 1986]. Авторы не обна-
ружили проникновения вирусных частиц в цитоплазму клеток из межклеточ-
ного пространства, но наблюдали изменения протопласта, его отхождение от 
клеточной стенки и появление пузыревидных и микротубулярных структур.

 Выявленная с помощью электронного микроскопа деградация вирусных 
частиц, связанных с клеточной стенкой, может быть или продуктивной депро-
теинизацией вирусной РНК, необходимой для инициации инфекционного про-
цесса, как считали Г. Гаард и Г. де Зутен [Gaard, de Zoeten, 1979],  или инакти-
вацией вируса. Для выяснения этого вопроса нами были определены размеры и 
инфекционность частиц ВТМ (штамм ОМ), инъецированных в межклеточное 
пространство листьев чувствительных (сорт Самсун) и сверхчувствительных 
(сорт Ксанти нк) к ВТМ растений табака. Эти опыты имели и самостоятельное 
значение для понимания процессов, происходящих с вирионами в межклет-
никах листьев. Вирионы могут попадать в межклетники в ходе механической 
инокуляции листьев. Особенно вероятно попадание вирионов в межклетники 
при экспериментальном заражении, когда используются большие объемы ино-
кулюма. Кроме того, из-за некоторого сходства строения внешней поверхно-
сти листа и внутренней поверхности межклетников [Эсау, 1969; Эзау, 1980] 
результаты этих опытов можно использовать для выяснения процессов, проис-
ходящих с вирионами инокулюма на поверхности листьев при механической 
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инокуляции. Было установлено [Варфоломеева и др., 1985а,б; Журавлев и др., 
1984; Zhuravlev et al., 1989; Малиновский и др., 1990], что в межклеточном 
пространстве листьев чувствительных и сверхчувствительных к ВТМ расте-
ний табака происходила временная агрегация вирионов: частицы соединялись 
конец в конец, образуя агрегаты разной длины. Иногда агрегаты достигали раз-
меров, соответствующих длине 8 вирусных частиц. Затем наблюдалось сни-
жение числа и размеров инъецированных частиц ВТМ в результате их дегра-
дации. Одновременно с деградацией вирусных частиц уменьшались общая и 
удельная инфекционности проб, так как инфекционность вирусных препаратов 
зависит от размеров частиц [Hulett, Loring, 1965; Powell, 1975]. Эти  процессы 
шли с высокой скоростью: уже через 3 ч после введения вирусной суспензии 
в межклетники инфекционность вируса снижалась на 25-30 %, а через сутки 
− на 60-70 %. Совокупность процессов агрегации, деградации и инактивации 
вирусных частиц инокулюма представляет собой механизм первичной защиты 
растения от проникновения патогена.

Изменения в размерах и инфекционности вирусных частиц, инъециро-
ванных в межклеточное пространство листьев, происходили с одинаковой ско-
ростью в чувствительных (сорт Самсун) и сверхчувствительных (сорт Ксанти 
нк) растениях табака [Малиновский и др., 1990]. Следовательно, эти растения 
обладали равной способностью к инактивации частиц ВТМ в межклетниках. 
Это свидетельствует о том, что чувствительные и сверхчувствительные рас-
тения табака располагают одинаковым по эффективности механизмом первич-
ной защиты, направленным против проникновения вирусных частиц в клетки 
растений. Он очень эффективен. Было показано, что в цитоплазму эпидермаль-
ных и мезофильных клеток проникает только около 1 % вируса инокулюма 
[Журавлев и др., 1980].

Изменения размеров и инфекционности вирусных частиц, инъецирован-
ных в межклеточное пространство листьев, могут быть обусловлены действи-
ем ферментов (протеиназ и рибонуклеаз), связанных с клеточными стенками 
или секретируемых по мнению В. Голиновского с соавторами [Golinowski et 
al., 1981] в межклеточное пространство листьев  после инъекции вирусной 
суспензии. Это предположение основано на результатах экспериментов, в 
которых экзогенные протеиназы и рибонуклеазы (РНКазы) вызывали агрега-
цию или деградацию вирионов. При этом вирус терял свою инфекционность 
и повышалась устойчивость растений и протопластов к заражению вируса-
ми [Franki, 1968; Kaper, Jenifer, 1968; Мартынова, Рейфман, 1969, 1971; Bol, 
Veldstra, 1969; Tremaine, Agraval, 1972; Мартынова и др., 1974, 1977; Марты-
нова, 1975; Mink, 1975; Hein, 1981; Taniguchi, 1983; von Sydow, Hein, 1983; 
Zhuravlev et al., 1983; Ehara, Mink, 1984; Рейфман и др., 1985; Танашкина, 
1988]. Электронно-цитохимические наблюдения свидетельствуют о высоком 
литическом потенциале апопласта [Реунов, 1999]. К апопласту относятся меж-
клеточное пространство, клеточная стенка и пространство между клеточной 
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стенкой и плазмалеммой [Курсанов, 1976]. Гидролазы из лизосомального ком-
партмента клеток могут попадать в апопласт благодаря везикулам, образуе-
мым плазмалеммой. Было показано наличие таких везикул в апопласте тканей 
растений, пораженных вирусами [Spencer, Kimmins, 1971; Kim, Fulton, 1973; 
McMullen et al., 1977; Golinowski et al., 1981; Реунов, 1999]. В сверхчувстви-
тельных растениях табака, зараженных ВТМ или подвергнутых стрессам, по-
вышалась активность четырех дезоксирибонуклеаз и три из них секретирова-
лись в межклеточное пространство листьев [Mittler, Lam, 1997].

Возможно, влияние молекул ферментов (РНКаз и протеиназ) на вирио-
ны, в первую очередь, обусловлено их электростатическим взаимодействием 
из-за разницы суммарных поверхностных зарядов. Так, рН изоэлектрической 
точки РНКазы равна 8,0, а ВТМ - 3,4. У растений фасоли была обнаружена про-
теиназа со щелочным оптимумом активности, связанная с клеточными стенка-
ми [van der Wilden et al., 1983]. 
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Рис. 2.1.  Влияние рН на протеолитическую активность межклеточной 
жидкости, полученной из листьев растений табака сортов Самсун и Ксанти 
нк, инфильтрированных бидистиллированной водой (по Малиновскому, 
Варфоломеевой, публикуется впервые).

Обработка листьев растений табака криптогеином (элиситор устойчи-
вости растений к грибной инфекции) вызывала увеличение экспрессии гена, 
кодирующего внеклеточные (апопластные) РНКазы [Galiana et al., 1997].  Было 
выяснено, что наблюдаемые изменения морфологии и инфекционности частиц 
ВТМ, инъецированных в межклеточное пространство листьев чувствительных 
и сверхчувствительных растений табака, были, в основном, результатом дей-
ствия веществ апопласта, а не протопласта, которые могли бы взаимодейство-
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вать с частицами в процессе гомогенизации листьев [Малиновский и др., 1990]. 
В межклеточной жидкости чувствительных (сорт Самсун) и сверхчувствитель-
ных (сорт Ксанти нк) растений табака, полученной сразу после инфильтрации 
воды, была обнаружена протеиназная активность с оптимумом при рН 5,0 (Рис. 
2.1). Если в межклеточную жидкость перед определением ферментативной ак-
тивности добавляли восстановленный глутатион (конечная концентрация 0,1 
%), который активирует многие протеиназы [Кретович, 1986], то ее протеиназ-
ная активность увеличивалась. Достоверных различий в активности этого фер-
мента после добавления глутатиона между пробами из растений табака сортов 
Самсун и Ксанти нк не было обнаружено (табл. 2.2).  

Таблица 2.2
Активность протеиназ в межклеточной жидкости, полученной из листьев здоровых 

растений табака после инфильтрации водой, условные единицы/мл
 (по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Сорт
Варианты

Без глутатиона С глутатионом
Самсун 147 ± 7 242 ± 22
Ксанти нк 123 ± 2 205 ± 19

Таблица 2.3
Активность протеиназы и РНКазы в межклеточной жидкости, полученной из листьев 

растений табака сортов Самсун и Ксанти нк через разное время после инъекции 
суспензии ВТМ (200 мкг/мл), условные единицы/мл 

(по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Фермент Cорт растений
Время после инъекции, ч

0 24

Протеиназа
Самсун 129 ± 15 254 ± 10
Ксанти нк 114 ± 9 231 ± 16

РНКаза
Самсун 150 ± 24 605 ± 53
Ксанти нк 183 ± 11 655 ± 47

Эти данные свидетельствуют о том, что в межклеточном пространстве 
этих растений присутствовали протеолитические ферменты с потенциаль-
но одинаковой активностью. Инъекция суспензии ВТМ в листья вызывала у 
растений табака обоих сортов увеличение активности протеиназ и РНКаз в 
межклеточной жидкости (табл. 2.3), что является, вероятно, неспецифическим 
ответом на внедрение чужеродного белка и обусловлено экстрацеллюлярной 
секрецией ферментов и (или) освобождением ферментов из связанного с кле-
точными стенками состояния. Присутствуя в клеточных стенках, эти ферменты 
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могут препятствовать проникновению вирионов в клетки. Было показано, что 
трансгенные растения табака, экспрессирующие ген бычьей панкреатической 
РНКазы и обладающие повышенной РНКазной активностью в апопласте, об-
ладали более высокой по сравнению с исходными растениями устойчивостью 
к ВТМ [Trifonova et al., 2007]. Эта устойчивость выражалась в отсутствии или 
задержке развития симптомов заболевания и в замедлении накопления виру-
са.

2.4. Проникновение вируса инокулюма в клетки растений в 
процессе механической инокуляции листьев

Повреждение защитных слоев на поверхности листа при механической 
инокуляции приводит к контакту вирусных частиц с эпидермальными и спе-
циализированными клетками. В начале предполагали, что вирус попадает в 
растение через трихомы (листовые волоски). Было установлено, что трихомы 
могут заражаться и поддерживать вирусную репродукцию [Zech, 1952; Benda, 
1956; Hirai, Hirai, 1964]. При изучении распределения вируса на поверхно-
сти инокулированного листа с помощью радиоавтографии были обнаружены 
скопления вирусных частиц на базальных перегородках разрушенных трихом 
[Kontaxis, Schlegel, 1962; Herridge, Schlegel, 1962]. Этими авторами было пред-
ложено, что вирусные частицы, попадая в цитоплазму поврежденных трихом, 
могут по плазмодесмам переходить в нижерасположенные клетки. 

 Однако нельзя считать, что ассоциация вирусных частиц с базальной пе-
регородкой трихом приводит к заражению растений. Имеются эксперименталь-
ные данные, свидетельствующие о том, что трихомы не являются единствен-
ным или главным каналом проникновения инфекционного начала в растение. 
В базальных клетках трихом имеются очень крупные центральные вакуоли, 
которые содержат ряд веществ, способных ингибировать вирусы [Мирославов, 
1959, 1974]. При повреждении трихом в процессе механической инокуляции 
содержимое центральной вакуоли изливается наружу. Кроме того, ассоцииро-
ванные с обломками трихом скопления вируса инокулюма находили и в межне-
крозной зоне листьев сверхчувствительных растений [Kontaxis, Schlegel, 1962]. 
Следовательно, эти вирусные частицы не участвовали в заражении растений. С 
помощью микрохирургической техники заражали трихомы, но эффективность 
заражения была очень низкой [Zech, 1952; Benda, 1956]. Предварительное уда-
ление трихом существенно не влияло на результаты последующей инокуляции 
и осторожное натирание листьев растений перца суспензией ВТМ между три-
хомами достоверно не уменьшало число некрозов на единицу площади листа 
[Boyle, McKinney, 1937, 1938]. В этих двух работах также было показано, что 
количество некрозов, образующихся после механической инокуляции, не зави-
сит и от числа замыкающих клеток устьиц на единицу площади листа. Поэто-
му авторы пришли к заключению, что для инициации инфекционного процесса 
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необходим контакт вируса инокулюма с эпидермальными клетками, которые и 
являются основными первичными инфекционными местами. Инфекционным 
местом называют чувствительный участок листа, способный после контакта с 
вирусом стать центром развития инфекции.   

Вероятно, вирус инокулюма может попадать непосредственно и в ме-
зофилл при механической инокуляции листьев. Было показано, что требуется 
от 1 до 10 ч после инокуляции листьев для проникновения вирусных частиц 
(ВТМ, вирус некроза табака, вирус огуречной мозаики) в мезофилл и образова-
ния некрозов в обнаженном мезофилле [Uppal, 1934; Yarwood, 1952a; Bawden, 
Harrison, 1955; Harrison, 1956; Welkie, Pound, 1958; Kontaxis, 1961; Dijkstra, 
1962; Fry, Matthews, 1963; Ehara, Misawa, 1967; Takahashi, 1973a,b; Kasamo, 
Shimomura, 1977; Coutts, 1980; Wieringa-Brants, 1981; Реунова, Реунов, 1983; 
Шумилова и др., 1983].  Такое короткое время недостаточно для того, чтобы 
в мезофилл транспортировался вирус, размножившийся в эпидермисе. Даже 
в опытах с изолированными протопластами, зараженными в условиях in vitro, 
когда эффективность заражения значительно выше, чем в опытах с листьями, 
прирост инфекционности отмечался примерно через 6 ч после инокуляции 
[Журавлев, 1979б]. На основании данных, полученных с помощью радиоме-
трии [Журавлев и др., 1980], определения инфекционности эпидермальной 
и мезофильной тканей (табл. 2.4) и содержания зараженных протопластов в 
эпидермисе и мезофилле листьев растений табака сортов Самсун и Ксанти нк, 
мацерированных сразу после механической инокуляции [Малиновский и др., 
1996], можно с уверенностью предположить, что вирус инокулюма способен 
проникать в мезофилл в ходе механической инокуляции листьев как чувстви-
тельных, так и сверхчувствительных растений табака. Ранее методом изоли-
рованных протопластов было показано, что в процессе механической иноку-
ляции вирус инокулюма попадает в мезофилл листьев, как чувствительных 
растений табака, так и крайне устойчивых к ВТМ растений вигны [Sulzinski, 
Zaitlin, 1982].

В своих опытах мы обнаруживали сразу после заражения достаточное 
для достоверного определения методом локальных некрозов количество ин-
фекционного материала в мезофилле. В первые часы после инокуляции инфек-
ционность проб из эпидермиса была несколько выше по сравнению с пробами 
из мезофилла, но затем инфекционность высечек из эпидермиса и мезофилла 
становилась примерно равной. Инфекционный материал, обнаруживаемый в 
мезофилле сразу после заражения, обладал высокой устойчивостью к расти-
тельным нуклеазам, так как не терял своей инфекционности при выстаивании 
гомогенатов высечек из мезофилла. Так, инфекционность “нулевых” проб из 
мезофилла листьев растений сорта Ксанти нк через 0, 1 и 3 ч выстаивания была 
равна 1,22 ± 0,07, 1,17 ± 0,06 и 1,25 ± 0,06 условных единиц по А. Клечковско-
му [Kleczkowski, 1968a], соответственно. Поэтому можно предположить, что в 
мезофилл попали целые вирусные частицы, а не лишенная белковой оболоч-
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ки вирусная РНК, чувствительная к РНКазам. Не было выявлено достоверных 
различий в инфекционности проб из листьев чувствительных (сорт Самсун) и 
сверхчувствительных (сорт Ксанти нк) растений табака (табл. 2.4).

Таблица 2.4
 Инфекционность тканей листьев табака после инокуляции штаммом ОМ ВТМ и 

удаления эпидермиса, условные единицы 
(по Малиновскому, Селецкой, публикуется впервые)

Время между 
инокуляцией 
и удалением 
эпидермиса, ч

Cорт растений

Ткань заморожена после удаления эпидермиса
сразу через 2 сут

Эпидермис Мезофилл Мезофилл

0
Самсун 1,61 ± 0,09 1,35 ± 0,07 2,46 ± 0,07
Ксанти нк 1,57 ± 0,05 1,22 ± 0,07 2,60 ± 0,06

2
Самсун 1,52 ± 0,08 1,23 ± 0,06 2,62 ± 0,08
Ксанти нк 1,51 ± 0,08 1,17 ± 0,04 2,43 ± 0,08

4
Самсун 1,38 ± 0,06 1,18 ± 0,07 2,71 ± 0,06
Ксанти нк 1,40 ± 0,08 1,13 ± 0,08 2,56 ± 0,05

6
Самсун 1,27 ± 0,05 1,05 ± 0,04 2,54 ± 0,07
Ксанти нк 1,22 ± 0,06 1,02 ± 0,03 2,67 ± 0,06

8
Самсун 1,67 ± 0,05 1,25 ± 0,07 2,63 ± 0,06
Ксанти нк 1,76 ± 0,07 1,15 ± 0,05 2,75 ± 0,08

10
Самсун 1,83 ± 0,08 1,52 ± 0,06 2,54 ± 0,04
Ксанти нк 1,94 ± 0,09 1,73 ± 0,09 2,68 ± 0,06

12
Самсун 2,12 ± 0,06 1,95 ± 0,05 2,71 ± 0,06
Ксанти нк 2,26 ± 0,08 1,98 ± 0,06 2,63 ± 0,06

24
Самсун 2,15 ± 0,08 2,22 ± 0,08 2,80 ± 0,07
Ксанти нк 2,29 ± 0,05 2,38 ± 0,08 2,69 ± 0,06

По мнению Г.Д. Реуновой и А.В. Реунова [1983] инфекционность, обна-
руживаемая в мезофилле сразу после инокуляции, обусловлена, главным об-
разом, загрязнением мезофилла при удалении эпидермиса, а не транспортом 
вирусных частиц во время инокуляции. Вероятно, загрязнение не является 
единственной причиной появления вирусных частиц в мезофилле сразу по-
сле заражения листьев. Это предположение основано на следующих фактах. 
В своих опытах мы [Малиновский и др., 1996] не обмывали листья после за-
ражения, чтобы исключить возможность адсорбции вирусных частиц неино-
кулированным верхним эпидермисом. Кроме того, инокуляция верхнего или 
нижнего (удаляемого при выделении протопластов) эпидермиса не влияла на 
содержание инфицированных мезофильных протопластов в «нулевых» пробах 
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и листья мацерировали при +5оС, чтобы избежать вторичного заражения про-
топластов при изолировании. 

Неясно, каким образом вирусные частицы инокулюма попадают в мезо-
филл при заражении листьев. Возможно,  часть вирусных частиц может сразу 
с током веществ перейти из эпидермальных клеток в мезофильные по плазмо-
десмам. Ю.Н. Журавлев [1979б] предположил, что кроме симпластного пути 
вирионы инокулюма могут проникать в клетки мезофилла через апопласт, ми-
нуя цитоплазму эпидермальных клеток и плазмодесмы.

Сейчас нет единого общепризнанного представления о механизме про-
никновения вирусов в растительные клетки. Работами Д. Брантса [Brants, 
1963-1966] было начато изучение участия эктодесм (позже названных тейхо-
дами [Эзау, 1980]) в проникновении вирусов в эпидермальные клетки. Счи-
тается, что тейходы являются образованиями аналогичными плазмодесмам и 
пронизывают наружные стенки эпидермальных клеток, доходя до кутикулы. П. 
Томас и Р. Фултон [Thomas, Fulton, 1968] показали, что устойчивые к зараже-
нию ВТМ растения табака сорта Т.1.245 содержат в несколько раз меньше тей-
ход на единицу площади листа по сравнению с восприимчивыми растениями. 
Эти работы привели к представлениям, что, во-первых, достаточно повредить 
при механической инокуляции поверхностные водонепроницаемые слои и ви-
русные частицы по тейходам проникнут в цитоплазму эпидермальных клеток. 
Во-вторых, восприимчивость или устойчивость растений к механическому за-
ражению вирусами, в значительной мере, обусловлена содержанием тейход в 
наружных стенках эпидермальных клеток. 

Тейходы лишены протоплазматических структур, являются участками 
наружных стенок эпидермальных клеток с широкими межфибриллярными 
просветами и  служат для диффузионного транспорта веществ [Franke, 1961, 
1967, 1969; Сухоруков, Плотникова, 1963; Schönherr, Bukovac, 1973; Миро-
славов, 1974; de Zoeten, 1976; Эзау, 1980]. Тейходы способны связывать ряд 
веществ [Franke, 1969] и скопления меченых вирусных частиц инокулюма в 
них могут свидетельствовать не о транспорте вируса, а об исключении его из 
инфекционного процесса в результате необратимого связывания. Однако не 
исключена возможность, что при насыщении тейход часть вирионов иноку-
люма может достичь плазмалеммы эпидермальных клеток. Не было найдено 
корреляции между числом тейход и восприимчивостью растений фасоли к 
ВТМ [Litz, Kimmins, 1971] или числом тейход и чувствительностью верхней и 
нижней поверхностей листьев растений Datura stramonium L. к ВТМ [Takagi, 
1975]. Поэтому нельзя считать, что тейходы являются единственным или 
главным каналом для проникновения вируса непосредственно в цитоплазму 
эпидермальных клеток, как это было предложено Д. Брантсом [Brants, 1966]. 
Вероятно, вирусные частицы инокулюма попадают в эпидермальные клетки, 
главным образом, через повреждения наружной клеточной стенки.
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2.5. Поглощение вирусов изолированными протопластами

При изучении взаимодействия вируса с растением, особенно ранних его 
этапов, перспективно использовать изолированные протопласты в качестве мо-
дельной системы. Они, в отличие от интактных клеток растений, характеризу-
ются высокой множественностью заражения, синхронностью инфекционного 
процесса и потому являются более удобным объектом для исследований. Осо-
бенно интенсивно использовались изолированные протопласты для изучения 
механизма проникновения вирусных частиц в цитоплазму растительных кле-
ток. 

Протопласты, изолированные из листьев чувствительных, сверхчувстви-
тельных и иммунных к вирусу мозаики вигны растений вигны, в равной мере 
связывали меченый вирус [Smith et al., 1983]. Сравнительное изучение влияния 
различных условий инокуляции (длительность заражения, рН инокуляционной 
среды, содержание вирусных частиц и протопластов в инокуляционной смеси) 
показало, что протопласты, изолированные из листьев чувствительных (сорт 
Самсун) и сверхчувствительных (сорт Ксанти нк) растений табака, в условиях 
in vitro одинаково связывали 14С-ОМ ВТМ [Малиновский и др., 1985]. 

Радиоактивность протопластов, инокулированных меченым ВТМ, сви-
детельствует только о связывании вируса, но не дает представления о том, где 
этот вирус находится − на поверхности или внутри протопласта. Поэтому в 
наших опытах часть протопластов после инокуляции выдерживали 24 ч на 
питательной среде и определяли их инфекционность. Было установлено, что 
инокуляция протопластов 14С-ВТМ приводит не только к связыванию метки, 
но и накоплению инфекционности в протопластах, инкубированных после за-
ражения (табл. 2.5). Эти данные свидетельствуют о проникновении вирусных 
частиц в протопласты, так как репродукция вируса идет внутри протопластов.

Поглощение вируса изолированными протопластами, вероятно, можно 
характеризовать как активный процесс. Решающим критерием активного по-
глощения является поступление вещества в клетку против градиента концен-
трации [Нобел, 1973]. Расчет процентного содержания связанного вируса по-
казал, что протопласты связывали примерно 6 % 14С-ВТМ из инокуляционной 
среды. При содержании 8 х 105 протопластов в 1 мл инокуляционной смеси 
они занимали около 1,1 % всего объема смеси. Если допустить, что вирус вну-
три протопласта распределен равномерно, то его содержание в протопласте 
примерно в 5 раз выше, чем в среде. Такое соотношение указывает на то, что 
поглощение вируса является активным процессом, а не пассивной диффузией 
вирусных частиц в протопласт. 

Некоторые авторы [Burgess et al., 1973a,b; Kubo et al., 1976; Kassanis et 
al., 1977], основываясь на результатах своих опытов с ультратонкими срезами 
и сканированием изолированных протопластов, считали, что вирус проникает 
в клетки через микроповреждения плазмалеммы. Однако плазмалемма способ-
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на к очень быстрому восстановлению своей целостности, что подтвердилось 
результатами других электронномикроскопических исследований, когда было 
показано, что плазмалемма изолированных протопластов оставалась непо-
врежденной в ходе поглощения вирионов и микрочастиц. Так, в работе с при-
менением сканирующего электронного микроскопа установлено [Suzuki et al., 
1977], что плазмалемма протопластов остается неповрежденной в ходе погло-
щения микрочастиц полистиренового латекса. Было предложено, что вирусные 
частицы, микрочастицы ферритина и полистиренового латекса поглощаются 
протопластами путем пиноцитоза [Cocking, 1965, 1966, 1972; Mayo, Cocking, 
1969] или эндоцитоза [Suzuki et al., 1977]. 

Таблица 2.5
 Влияние рН инокуляционной среды на связывание 14С-ВТМ протопластами и 

накопление инфекционности в них
 (по Малиновскому, Селецкой, Варфоломеевой, публикуется впервые)

рН Сорт
Радиоактивность 
протопластов, 
имп./100 с

Инфекционность проб 
протопластов, условные единицы
Сразу после 
инокуляции

Через 24 ч после 
инокуляции

5,4
Самсун 380 ± 24 1,43 ± 0,06 2,04 ± 0,08
Ксанти нк 365 ± 19 1,44 ± 0,06 2,13 ± 0,05

6,2
Самсун 225 ± 22 1,23 ± 0,06 2,16 ± 0,06
Ксанти нк 185 ± 17 1,33 ± 0,09 1,97 ± 0,05

7,0
Самсун 156 ± 23 1,21 ± 0,04 1,77 ± 0,09
Ксанти нк 142 ± 14 1,17 ± 0,06 1,61 ± 0,07

7,8
Самсун 129 ± 12 1,19 ± 0,07 1,44 ± 0,06
Ксанти нк 119 ± 16 1,21 ± 0,04 1,37 ± 0,07

8,6
Самсун 118 ± 13 1,13 ± 0,06 1,23 ± 0,07
Ксанти нк 117 ± 14 1,07 ± 0,08 1,19 ± 0,09

Первая гипотеза о проникновении вирионов в цитоплазму через повреж-
дения плазмалеммы является преемственной по отношению к представлени-
ям о роли повреждений при механической инокуляции листьев растений. Эти 
представления подвергались критике, так как степень заражения в значитель-
ной мере зависит от чувствительности инфицируемых клеток [Мэтьюз, 1973; 
Журавлев, 1979б]. Вторая гипотеза указывает на физиологический характер 
поглощения вирусных частиц протопластами клеток.

Работами Ю.Н. Журавлева с сотр. [Журавлев и др., 1975а, б; 1976; Жу-
равлев, Писецкая, 1978; Журавлев, 1979а; Музарок, Кугук, 1985; Zhuravlev et 
al., 1975; 1976a, b] было установлено, что вирусные частицы поглощаются про-
топластами в два этапа. На первом этапе происходит связывание вирионов на 
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поверхности плазмалеммы. Это физический процесс, осуществляемый за счет 
электростатического взаимодействия между зарядами поверхности плазма-
леммы и поверхности частицы. Он может происходить при пониженной тем-
пературе и в присутствии ингибиторов синтеза белка. Адсорбция вирионов на 
плазмалемме вызывает инвагинации плазмалеммы с последующим образова-
нием везикул, содержащих вирусные частицы. Этот этап поглощения вирионов 
протопластами зависит от температуры, рН, состава инокуляционной среды, 
физиологического состояния растения − источника протопластов и способно-
сти плазмалеммы к активному транспорту ионов. Был разработан метод зара-
жения изолированных табачных протопластов ВТМ без участия поликатионов, 
более точно воспроизводящий в модельных условиях процесс проникновения 
вирусных частиц в клетки растений в процессе механической инокуляции [Жу-
равлев, Юдакова, 1976; Zhuravlev et al., 1980]. 

2.6. Число вирусных частиц, необходимых для инфицирования 
растений

В. Юден и др. [Youden et al., 1935] и Дж. Болд [Bald, 1937a,b] высказали 
гипотезу, что одна вирусная частица может инициировать инфекционный про-
цесс (ниже будет показано, что это не так и для заражения одной клетки требу-
ется значительно больше частиц) и все чувствительные к заражению участки 
листа обладают одинаковой чувствительностью. Позже В. Фурумото и Р. Мики 
[Furumoto, Mickey, 1967a,b] поддержали их гипотезу и предположили, что все 
клетки эпидермиса потенциально чувствительны к заражению, а вероятность 
проникновения в клетку и заражения ее для всех вирусных частиц одинакова и 
зависит только от случайности их контакта с клетками. Однако в опытах этих 
авторов не всегда экспериментальные данные по определению инфекционно-
сти вирусных суспензий разных концентраций методом подсчета локальных 
некрозов совпадали с теоретическими расчетами, основанными на их предпо-
ложениях, особенно при использовании сильно разбавленных инокулюмов. 

Предположение о возможности заражения клетки одной вирусной ча-
стицей основано также на результатах опытов по интерференции родственных 
штаммов ВТМ [Siegel et al., 1957; Siegel, 1959; Santilli et al., 1961; Rappaport, Wu, 
1962; Siegel, Zaitlin, 1964], по влиянию ультрафиолетового облучения инокули-
рованных листьев на формирование инфекционных центров [Siegel, Wildman, 
1956] и по выделению из вирусной популяции отдельных штаммов экстрагиро-
ванием одиночных некрозов, образующихся при смешанном заражении [Price, 
1964; Boxall, McNeil, 1974]. Однако было показано, что разные штаммы одно-
го вируса или неродственные вирусы могут заражать и размножаться в одной 
клетке [Lauffer, Price, 1945; Goodman, Ross, 1974; Takebe, Otsuki, 1974; Takebe, 
1975; Otsuki, Takebe, 1976a,b; Журавлев и др., 1977; Barker, Harrison, 1977a,b, 
1982; Писецкая и др., 1979; Dawson, Watts, 1979]. 
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А. Клечковский [Kleczkowski, 1950, 1968a,b] предложил, что разные 
участки поверхности листа и клетки различаются по своей чувствительности 
к заражению и требуется неодинаковое число вирусных частиц для их зара-
жения. По его мнению, увеличение числа локальных некрозов у механически 
зараженных листьев сверхчувствительных растений при повышении содержа-
ния вируса в инокулюме объясняется неодинаковой чувствительностью клеток 
листа к заражению и (или) неравномерным распределением вирусной суспен-
зии по листу, когда с увеличением концентрации вируса в инокулюме повы-
шается вероятность контакта вирусных частиц с клетками листа с одинаковой 
чувствительностью к заражению. В работе Ю.Н. Журавлева и Т.Д. Савельевой 
[Журавлев, 1979б] было показано, что при заражении листьев реализуются обе 
возможности. Они многократно натирали листья инокулюмом одной и той же 
концентрации и достигали насыщения инфекционных мест, исключив тем са-
мым действие фактора вероятности. При увеличении концентрации вируса в 
инокулюме в 10 раз число инфекционных центров возрастало примерно в два 
раза.

О восприимчивости или устойчивости растений к заражению вирусами 
можно судить по концентрации вируса в инокулюме, необходимой для зара-
жения растений. Было обнаружено, что для заражения растений табака сорта 
Т.1.245 нужно увеличить содержание ВТМ в инокулюме в 20 раз по сравнению 
с восприимчивыми растениями [Thomas, Fulton, 1968]. По данным Г. Шрамма 
и Р. Энглера [Schramm, Engler, 1958] 50% растений табака сорта Самсун зара-
жались при концентрации ВТМ в инокулюме равной 10-16 г/мл, а для заражения 
сверхчувствительных растений N. glutinosa необходима была концентрация 10-

13 - 10 –12 г/мл. Однако Г. Уолкер и Т. Пирон [Walker, Pirone, 1972a] пришли к 
заключению, что для заражения чувствительных и сверхчувствительных рас-
тений табака вида N. tabacum необходимо одинаковое число частиц ВТМ.

При использовании листьев в качестве модельной системы было установ-
лено, что для инициации одного некроза необходимо  примерно 105 - 107 частиц 
[Steer, 1955; Fraenkel-Conrat et al., 1964; Walker, Pirone, 1972b], хотя по дан-
ным Л. Фрэзера и Р. Мэтьюза [Fraser, Matthews, 1979] для образования одного 
некроза на листьях китайской капусты требовалось около 10 частиц сурового 
штамма вируса желтой мозаики турнепса. Это значительно меньше, чем опре-
делено в опытах с изолированными протопластами, где успешное заражение 
происходило при поглощении одним протопластом 0,6 - 8 х 103 частиц вируса 
хлоротичной пятнистости вигны [Motoyoshi et al., 1973] или ВТМ [Otsuki et al., 
1972b; Zhuravlev et al., 1975, 1976a; Wyatt, Shaw, 1975; Писецкая и др., 1978]. 
Для вирусов, характеризующихся более низкой, чем у ВТМ, удельной инфек-
ционностью, эти значения могут быть выше [Otsuki, Takebe, 1973; Otsuki et al., 
1974; Honda et al., 1974, 1975; Писецкая и др., 1978]. При микроинъекции 620 
или более частиц ВТМ в изолированную клетку табака заражались все клетки, 
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но только одна из четырех клеток инфицировалась при введении 72 частиц 
[Halliwell, Gazaway, 1975]. 

Необходимость в поглощении большого количества вирусных частиц 
для заражения клеток может быть связана с инактивацией частиц. Инактива-
ция вирусных частиц возможна в процессе депротеинизации вирусной РНК в 
результате действия РНКаз, активность которых резко увеличивалась после за-
ражения растений [Reddi, 1959; Diener, 1961; Santilli et al., 1962; Reddi, Mauser, 
1965; Santilli, 1966;  Randles, 1968; Пантюхина, Костин, 1969; Wyen et al., 1972; 
Пантюхина и др., 1973; Пантюхина, Рейфман, 1974; Мусорок и др., 1976; Пан-
тюхина и др., 1977; Sastry, Nayudu, 1977; Жеребчук, Олевинская, 1980; Пантю-
хина и др., 1980; Wagih, Coutts, 1982; Matsushita, Shimocawa, 1983; Лега и др., 
1985; Рейфман и др., 1985; Реунова и др., 1985; Казачкова, Реунова, 1989].

2.7. Образование инфекционных центров
 в механически инокулированных листьях

Определение количества заболевших растений, зараженных инокулю-
мами с известной концентрацией вируса, недостаточно для сравнения ранних 
событий инфекционного процесса у растений, различающихся по своей реак-
ции на вирусное поражение. Процентное содержание заболевших растений 
является интегральным показателем, по которому невозможно оценить вклад 
реакций ограничения на каждой стадии взаимодействия вируса с растением-
хозяином. Более продуктивным показателем сравнительного изучения устой-
чивости растений к проникновению вирусов является число инфекционных 
центров, образующихся на определенной площади листовой поверхности при 
заражении в равных условиях вирусными суспензиями с одинаковой концен-
трацией вируса.

Принято считать, что в листьях имеются определенные места, чувстви-
тельные к заражению вирусом. Если после контакта с вирусом инокулюма в 
этих инфекционных местах происходит размножение вируса, то они превра-
щаются в инфекционные центры [Журавлев, 1979б; Дьяков, 1984; Goodman et 
al., 1986]. 

У сверхчувствительных растений инфекционные центры проявляются в 
виде локальных некрозов [Мэтьюз, 1973; Журавлев, 1979б], а у чувствительных 
и толерантных растений − в виде крахмальных и тепловых некрозов, которые 
можно выявить окраской йодом [McKinney, Fulton, 1949; Lindner et al., 1959; 
Loebenstein et al., 1970; Loebenstein, 1972; Кирай и др., 1974; Loebenstein et 
al., 1980] или тепловым шоком [Foster, Ross, 1968, 1975a,b; Shimomura, Ohashi, 
1971; Balázs et al., 1977a; Gianinazzi et al., 1977a]. Электронной микроскопией 
было показано, что в клетках крахмальных некрозов заметно набухают хло-
ропласты, содержащие много крахмальных зерен [Cohen, Loebenstein, 1975]. 
Кроме того, инфекционные центры в листьях системно пораженных растений 
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проявлялись в виде некрозов после ультрафиолетового облучения [Ohashi, 
Shimomura, 1979a] или обработки 2-тиоурацилом [Bawden, Kassanis, 1954], ак-
тиномицином Д [Ohashi, Shimomura, 1972], цитринином [Ohashi, Shimomira, 
1979b]. 

Не обнаружено существенных различий в количестве инфекционных 
центров, проявляющихся в виде тепловых некрозов у чувствительных и ло-
кальных некрозов у сверхчувствительных растений табака, инокулированных 
ВТМ [Ohashi, Shimomura, 1971]. Аналогичные результаты были получены в 
наших опытах [Малиновский и др., 1996] при использовании растений табака 
сорта Самсун, чувствительных к штамму ОМ ВТМ и толерантных к изоляту 
412 ВТМ [Чуян, Стрекозова, 1985], а также сверхчувствительных к ВТМ рас-
тений табака, имеющих ген N (сорта Ксанти нк, Самсун 27, Самсун 47/10 [Sela, 
1981]) или ген N’ (N. sylvestris [Valleau, 1952], сорт Самсун EN [Melchers et al., 
1966]).

В механически инокулированных листьях кроме видимых некрозов могут 
формироваться микронекрозы, не обнаруживаемые визуально. Микронекрозы 
в виде одиночных некротизированных клеток образовывались в зараженных 
ВТМ (штамм U1) листьях растений табака сорта Ксанти нк, обработанных ки-
нетином [Balázs et al., 1976], и в листьях с системной приобретенной устой-
чивостью [Balázs et al., 1977b]. Они выявлялись после окрашивания листьев 
1 %-ным водным раствором красителя голубого Эванса, который селективно 
окрашивает мертвые некротизированные клетки [Gaff, Okong’o-Ogola, 1971], 
или выдерживания растений при повышенной температуре с последующим 
переносом на 25о С. В растениях фасоли (сорт Пинто) штамм U2 ВТМ вызывал 
преимущественно образование микронекрозов [Helms, 1962; Helms, McIntyre, 
1962], которые проявлялись после нагревания листьев [Rappaport, Wu, 1963]. 

Нами [Малиновский и др., 1996] было подсчитано число некрозов, об-
разующихся у растений, которые после заражения выдерживали 2 сут при 32оС 
и 1 сут при 25оС, чтобы выявить микронекрозы, если они действительно об-
разуются в инокулированных листьях. Не было обнаружено достоверных раз-
личий в числе тепловых и локальных некрозов у растений, инкубированных 
после заражения штаммом ОМ ВТМ и изолятом 412 ВТМ при разных темпе-
ратурах. В наших опытах микронекрозы не выявлялись и после окрашивания 
зараженных листьев красителями (голубой Эванса, нейтральный красный), по-
разному окрашивающими живые и некротизированные клетки, или при осмо-
тре листьев с помощью люминесцентного микроскопа Люмам Р1, когда живые 
клетки давали красное свечение, а мертвые (некротизированные) − зеленое. 

Отсутствие различий в числе инфекционных центров у листьев растений 
табака с разной реакцией на вирусное поражение указывает на то, что при ме-
ханической инокуляции в этих листьях инфицируется, возможно, одинаковое 
число клеток. Чтобы проверить это предположение, нами было определено со-



Устойчивость растений к механическому заражению вирусами 45

держание зараженных клеток в инокулированных листьях методами протопла-
стирования и иммунофлуоресценции. 

Растения заражали суспензией ВТМ (штамм ОМ) насыщающей концен-
трации (100 мкг/мл). При такой концентрации вируса в инокулюме образовыва-
лось 1200-1500 некрозов на половинку листа растений табака сорта Ксанти нк. 
Сразу после инокуляции листьев изолировали протопласты при + 5оС, чтобы 
избежать вторичного заражения протопластов в ходе выделения. Полученные 
протопласты инкубировали при комнатной температуре на питательной среде 
в течение 24 ч для размножения вируса, проникшего в клетки при инокуляции 
листьев, и определяли содержание зараженных протопластов в пробах. Было 
установлено, что у растений табака сортов Самсун и Ксанти нк в процессе 
механического заражения листьев суспензией ВТМ (100 мкг/мл) заражалось 
до 30 % эпидермальных и 5-12 % мезофильных протопластов [Малиновский 
и др., 1996]. В опытах с чувствительными к ВТМ растениями табака и крайне 
устойчивыми к этому вирусу растениями вигны и хлопчатника [Holmes, 1946; 
Cheo, 1970, 1971; Cheo, Gerard, 1971] было показано, что у этих растений сразу 
после механической инокуляции листьев пробы содержали примерно равное 
количество инфицированных мезофильных клеток [Sulsinski, Zaitlin, 1982]. 

Таким образом, механическая инокуляция – неэффективный способ за-
ражения. Очень много вирионов инокулюма необратимо связываются с после-
дующим разрушением поверхностными слоями листа и клеточными стенками 
эпидермальных клеток. В цитоплазме большое количество вирусных частиц 
может быть инактивировано в процессе депротеинизации вирусной РНК в 
результате действия РНКаз, активность которых резко увеличивается после 
заражения растений. Не обнаружено существенных различий между чувстви-
тельными, сверхчувствительными и толерантными к ВТМ растениями таба-
ка в связывании вируса инокулюма и образовании инфекционных центров, а 
также в количестве зараженных эпидермальных и мезофильных протопластов, 
изолированных из механически инокулированных листьев. Поэтому можно 
сделать заключение, что независимо от своей реакции на поражение вирусом, 
близкородственные растения, похожие по своему строению, одинаково устой-
чивы или восприимчивы к проникновению вируса в растение.



                                                 

3. НАКОПЛЕНИЕ ВИРУСОВ В РАСТЕНИЯХ С РАЗНОЙ 
УСТОЙЧИВОСТЬЮ К ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ

3.1. Репродукция фитовирусов

Большинство фитовирусов содержит монопартитный (заключенный 
в одну частицу) геном, обычно представленный односпиральной ss (single-
stranded) (+)РНК. У вирусов семейств Rhabdoviridae и Bunyaviridae выявлена 
ss(-)РНК. Некоторые вирусы имеют би- или трипартитный геномы, где отдель-
ные ss(+)РНК компоненты обособлены в разных вирусных частицах. Вирусы 
семейств Reo- и Partitiviridae содержат двуспиральные dsРНК, разделенные на 
10-12 и 2 сегмента, соответственно, в отдельных вирусных частицах. Геном ви-
русов семейства Caulimoviridae представлен dsДНК в форме открытого кольца, 
причем транскрибируемая α-нить имеет один разрыв цепи, а нетранскриби-
руемая β-нить – два разрыва. Вирусы семейства Geminiviridae, а также рода 
Napovirus имеют кольцевую ssДНК [Краев, 2000, 2001]. 

 По механизмам репродукции различных фитовирусов накоплен обшир-
ный материал  [Atabekov, Morozov, 1979; Atabekov, Taliansky, 1990; Dawson, 
Lehto, 1990; Maia et al., 1996; Реунов, 1999; Drugeon et al., 1999; Краев, 2000, 
2001; Thompson, Randles, 2001; Thivierge et al., 2005], изложение которого не 
является целью данной монографии. Поэтому здесь будут изложены лишь са-
мые краткие сведения об основных этапах репродукции вирусов, главным об-
разом, на примере ВТМ как наиболее хорошо изученного вируса и являющего-
ся объектом исследований автора. 

Полная последовательность нуклеотидов РНК ВТМ (штамм vulgare) 
была описана в 1982 г. [Goelet et al., 1982]. Вирионы этого штамма имеют мо-
нопартитный геном, представленный ss(+)РНК длиной 6395 нуклеотидов, упа-
кованной в частицы палочковидной формы с модальной длиной 300 нм и диа-
метром 18 нм. Геном кодирует 4 полипептида: 126, 183, 30 и 17,5 кДа. У разных 
штаммов ВТМ молекулярные массы (м.м.) этих белков незначительно разли-
чаются. На 5’-конце РНК имеется кэп-структура m7G5’ppp5’Gp [Zimmern, 1975], 
за которой следуют нетранслируемая последовательность (68 нуклеотидов) и 
инициирующий кодон AUG. Следующие 3350 нуклеотидов определяют синтез 
126 кДа белка, они заканчиваются терминирующим кодоном UAG. Он может 
проскакиваться рибосомами и тогда трансляция продолжается до следующего 
терминирующего кодона UAA, отстоящего на расстоянии 1500 нуклеотидов, 
в результате чего продуцируется белок 183 кДа. Затем начинается третья от-
крытая рамка считывания, кодирующая 30 кДа белок. Она ограничена двумя 
нуклеотидными остатками перед инициирующим кодоном четвертой рамки 
считывания, несущей информацию для синтеза 17,5 кДа белка. 3’-концевой 
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нетранслируемый участок длиной 204 нуклеотида образует тРНК подобную 
структуру.

Было высказано предположение [Sulzinski et al., 1985] о том, что в геноме 
ВТМ имеется еще один ген, кодирующий 54 кДа белок и расположенный меж-
ду 3’-концом гена 126 кДа белка и 5’-концом гена 183 кДа белка, так как в опы-
тах in vitro была обнаружена субгеномная РНК, способная транслировать этот 
белок. Когда этот ген был клонирован и трансформирован в растения табака, 
то эти растения были устойчивы к заражению ВТМ [Golemboski et al., 1990]. 
Однако этот белок не был найден в опытах in vivo [Saito et al., 1986]. Была 
выявлена еще одна открытая рамка считывания в РНК ВТМ, расположенная 
между генами 30 и 17,5 кДа белков и кодирующая 4 кДа белок [Morozov et al., 
1993]. Так как эти два белка не были найдены в растениях табака, пораженных 
ВТМ, то принято считать, что геном ВТМ состоит только из четырех генов.

Удаление кэп-структуры в результате обработки фосфодиэстеразой при-
водило потере инфекционности у РНК ВТМ [Ohno et al., 1976]. Мутанты ВТМ, 
имеющие делеции до 10 нуклеотидов в нетранслируемой последовательности, 
примыкающей к кэп-структуре, сохраняли способность к репликации. Если 
делеций было больше, то они теряли эту способность [Takamatsu et al. 1991; 
Watanabe et al. 1996]. Вирус-кодируемые белки ~126 и ~180 кДа входят в состав 
РНК-репликазы [Zaitlin et al., 1973; Brishammar, Juntti, 1974; Scalla et al., 1978]. 
В N- и C-концевых участках белка ~126 кДа локализуются последовательно-
сти метилтрансферазы/гуанилтрансферазы и РНК-геликазы. С-концевая часть 
белка ~180 кДа имеет мотивы РНК-зависимой РНК-полимеразы [Краев, 2001]. 
Полимераза узнает и связывается с промоторной последовательностью, уча-
ствует в синтезе вирусной РНК. Хеликаза разъединяет двойную цепь нуклеи-
новой кислоты [Maia et al., 1996; Drugeon et al., 1999]. Белок 30 кДа участвует 
в транспорте вирусного инфекционного начала от клетки к клетке  [Atabekov, 
Dorokhov, 1984; Дорохов, 1985; Atabekov, Taliansky, 1990]. Структурный бе-
лок 17,5 кДа является белком оболочки. Он покрывает РНК ВТМ, выполняя 
защитную функцию, а также необходим для дальнего транспорта вируса по 
растению [Dawson et al., 1988; Saito et al., 1990]. У некоторых штаммов ВТМ 
белок оболочки влияет на образование локальных некрозов у растений табака, 
имеющих ген N’ [Saito et al., 1987].

Репродукция вирусов состоит из процессов депротеинизации, репликации 
и трансляции вирусной РНК, и сборки вирионов. Депротеинизация вирусной 
РНК (диссоциация вирусной частицы на РНК и белок) необходима для син-
теза компонентов вируса. Депротеинизация происходит в инфицированных 
листьях и изолированных протопластах в течение 4-6 ч после поглощения ви-
рионов [Bawden, Kleczkowski, 1955; Siegel et al., 1957; Schramm, Engler, 1958; 
Kassanis, 1960; Reddi, 1966; Журавлев и др., 1975а]. Позже в опытах с изо-
лированными протопластами было показано, что депротеинизация начинает-
ся уже через 2-3 мин после внедрения вирусных частиц [Wu et al., 1994]. По 
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данным Д. Шоу [Shaw, 1973], который использовал частицы ВТМ, содержа-
щие на 5’- или 3’-концах 14С-меченный структурный белок, отделение белка 
ВТМ происходит как выщипывание отдельных белковых фрагментов или как 
последовательная депротеинизация вириона. По-видимому, в растении может 
происходить как полная последовательная депротеинизация, так и частичная 
депротеинизация вирусных частиц, которые могут в таком виде включаться в 
трансляцию (котрансляционная разборка вирионов [Wilson, 1984]). В пользу 
первого предположения свидетельствует обнаружение вскоре после инокуля-
ции небольшого количества свободной вирусной РНК [Hirashima, Hirai, 1969; 
Machida, Kiho, 1970] и постепенное снижение инфекционности зараженных 
листьев в течение первых 6 ч после инокуляции [Köhler, 1965]. Возможность 
котрансляционной разборки вирионов показана в прямых опытах in vivo и in 
vitro [Machida et al., 1969; Kiho, 1970, 1972a,b; Machida, Kiho, 1970; Wilson, 
1984; Shaw et al., 1986; Shields et al., 1989; Saunal et al., 1993]. Моноклональные 
антитела, специфичные к структурному белку ВТМ, ингибировали депротеи-
низацию вирионов этого вируса и наибольший эффект достигался при исполь-
зовании антител, реагирующих с белковыми фрагментами, расположенными 
на 5’-конце [Saunal et al., 1993]. Однако затем было показано, что  сразу после 
начала депротеинизации  от 5’- к 3’-концу начинается депротеинизация и в об-
ратном направлении [Wu, Shaw, 1996].

Механизм депротеинизации окончательно не выяснен. Считается [Namba 
et al., 1989], что стабильность вирионов ВТМ обеспечивается двумя карбоксил-
карбоксилатными связями между соседними белковыми субъединицами и 
одной связью между карбоксильной группой белковой субъединицы и фос-
фатной группой РНК. При слабо щелочной рН и когда вирусная частица про-
никает в клетку растения она теряет ионы кальция и водорода из этих пар. 
Они приобретают отрицательный заряд, что приводит к электростатическому 
отталкиванию этих групп и вирусная частица теряет стабильность. Опыты с 
мутантами ВТМ, у которых изменяли аминокислотные остатки в белке оболоч-
ки, показали, что взаимодействие этих групп играет значительную роль в дис-
социации вирионов, но, вероятно, депротеинизация является более сложными 
процессом [Culver et al., 1995; Lu et al., 1996]. 

В опытах in vitro, когда вирионы ВТМ обрабатывали растворами додецил-
сульфата натрия или слабой щелочью, было установлено, что нуклеотиды не-
транслируемой последовательности, примыкающей к кэп-структуре, связаны 
с белковыми субъединицами оболочки менее прочно, чем другие части гено-
ма [Mundry et al., 1991]. По предположению Т. Вильсона [Wilson, 1984] после 
удаления первых с 5’-конца 23 белковых субъединиц обнажается первый ини-
циирующий кодон, с которым связываются рибосомы, образуя трансляционно 
активные комплексы – страйпосомы. Передвигаясь вдоль нуклеотидной цепоч-
ки рибосомы удаляют белковую оболочку. Одновременно происходит транс-
ляция.
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Матрицей для синтеза 126 и 183 кДа белков служит вирионная РНК. Транс-
портный белок 30 кДа и белок оболочки 17,5 кДа транслируются с помощью 
субгеномных РНК [см. Okada, 1999]. Предполагается, что субгеномные РНК 
образуются в результате расщепления геномной РНК [Siegel et al., 1976] или, 
что более вероятно, частичной репликации (-)цепи РНК [Zaitlin, 1999]. В от-
личие от ВТМ и других вирусов, использующих для экспрессии геномов ме-
ханизм, основанный на производстве субгеномных РНК, комо-, непо- и поти-
вирусы используют другой механизм. Он заключается в трансляции всей ге-
номной РНК с образованием полипротеина, который затем протеолитически 
в результате действия вирусных протеиназ распадается на функциональные 
белки [Краев, 2001].

Трансляция клеточных иРНК начинается с формирования ими кольцевой 
структуры в результате образования комплекса между скаффолд-белком eIF4G 
(фактор инициации трансляции у эукариотов), белком eIF4E, связывающим 5’-
кэп структуру, и белком PABP, связывающим 3’-поли(А) группировку [Gingras 
et al., 1999]. Считается [Thivierge et al., 2005], что несмотря на некоторые раз-
личия между клеточными и вирусными иРНК в строении 5’- и 3’-концов, ви-
русные РНК также транслируются в форме кольца, хотя некоторые из них име-
ют внутреннюю последовательность (an internal ribosome entry sequence), спо-
собствующую прямому контакту рибосом с РНК без участия инициирующего 
трансляцию комплекса eIF4F.

    Репликация вирусной РНК осуществляется при участии РНК-репликазы 
(РНК-зависимой РНК-полимеразы). Фермент присоединяется к 3’-концу ви-
русной РНК и синтезирует в направлении к 5‘-концу (-)цепь. Затем (-)цепи 
служат матрицами для синтеза (+)цепей. В ходе репликации образуются про-
межуточные продукты, в том числе двухспиральная (ds) РНК, состоящая из 
комплементарных полноразмерных минус- и плюс-цепей (репликативная фор-
ма − RF). Другая, так называемая репликативная промежуточная форма (RI) 
представлена частично двух- и односпиральными РНК [Burdon et al., 1964; 
Shipp, Haselkorn, 1964; Ralph et al., 1965; Wollum et al., 1967; Weissmann et al., 
1968; Ralph, Wojcik, 1969; Nilsson-Tillgren, 1970; Jackson et al., 1971; Buck, 
1999]. Репликация вирусной РНК может осуществляться хозяйской РНК-
репликазой [Duda et al., 1973; Fraenkel-Conrat, 1976, 1983],. Предполагалось 
[Dawson, Lehto, 1990], что вирусная РНК-репликаза содержит и хозяйский 
компонент. Действительно, высокоочищенная РНК полимераза ВТМ, выде-
ленная из инфицированных этим вирусом растений томатов, помимо вирус-
кодируемых белков 126 и 183 кДа содержала три хозяйских белка с м. м. 56, 
54 и 50 кДа. Причем белок 56 кДа проявлял антигенное родство к дрожжевому 
фактору инициации трансляции eIF3 [Osman, Buck, 1997]. Показано методом 
иммунопрепицитации, что табачный фактор инициации трансляции eEF1A 
взаимодействует не только с 3’-концом РНК ВТМ, но и с метилтрансферазным 
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доменом вирусной РНК-зависимой РНК-полимеразы [Yamaji et al., 2006]. Ре-
зультаты опытов с мутантами растений A. thaliana, у которых было подавлено 
накопление РНК ВТМ, свидетельствуют о том, что для синтеза вирусной РНК 
необходимы два хозяйских белка. Интересно, что эти мутации не сказывались 
на репликации вируса огуречной мозаики и вируса желтой мозаики турнепса 
[Ishikawa et al. 1993; Ohshima et al. 1998]. Установлена необходимость белков 
eIF4E для репликативного цикла потивирусов в растениях A. thaliana [Duprat 
et al., 2002].

 Репликазный комплекс ВТМ расположен на эндоплазматическом рети-
кулуме, ассоциированном с клеточным цитоскелетом в цитоплазматических 
образованиях, называемых вироплазмами. В ходе развития заболевания из ви-
роплазм формируются аморфные включения – Х-тела. Мембраны ретикулума 
влияют на конфигурацию и активность репликазного комплекса ВТМ. Раз-
личные этапы вирусной репродукции (репликация РНК, синтез белка, сбор-
ка вирусных частиц) локализованы в вироплазмах (см. подробности в [Buck, 
1999]). 

Сборка вирусных частиц начинается с взаимодействия участка РНК ВТМ 
на расстоянии примерно 900 нуклеотидных остатков от 3’-конца и двойного 
диска белка. Участок РНК имеет вид шпильки с петлей на конце, которая вхо-
дит в центральную полость диска белка оболочки. При этом происходит пре-
вращение диска в спиральный завиток. Затем прикрепляется второй диск и так 
далее. Оба конца РНК одеваются одновременно, но скорость одевания в на-
правлении к 5’-концу выше. Первые зрелые, то есть полностью одетые вирио-
ны обнаруживаются через 6 мин после начала сборки. Сборка вирионов ВТМ 
подробно описана в статье П. Батлера [Butler, 1999].

Геном вирусов семейства Rhabdoviridae представлен ss(-)РНК [Краев, 
2000]. После проникновения в растительную клетку вирионы связываются с 
эндоплазматическим ретикулумом и под действием лизосомального фермента 
теряют внешнюю оболочку, состоящую из вирусного гликопротеина. При этом 
освобождается транскрипционно активный нуклеопротеид (РНК и белки N, L, 
NS). Белок N влияет на репликацию и транскрипцию генома. Белки L и NS яв-
ляются компонентами вирусной полимеразы. Репродукция вирусов рода Cyto-
rhabdovirus происходит в цитоплазме клеток в вироплазмах, ассоциированных 
с каналами эндоплазматического ретикулума. У вирусов рода Nucleorhabdovi-
rus обнаженный транскрипционно активный нуклеопротеид транспортируется 
в клеточное ядро через поры в ядерной оболочки и служит матрицей для син-
теза молекул иРНК. Эти молекулы иРНК транспортируются в цитоплазму, где 
происходит их трансляция. Белки N, M2 и L переносятся обратно в ядро, где 
инициируют репликацию геномной РНК и дальнейший синтез иРНК. Затем 
на внутренней ядерной мембране собираются вирусные нуклеокапсиды и по-
крываются липидными оболочками, содержащими вирусный белок G [Jackson 
et al., 1999; Краев, 2000]. 
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Пока мало известно о механизмах репродукции фитовирусов, содержащих 
dsРНК (семейства Reo- и Partitiviridae). Все вирусы рода Fijivirus и некоторые 
вирусы рода  Phytoreovirus (семейство Reoviridae) реплицируются в цитоплаз-
ме флоэмных клеток. Остальные вирусы c dsРНК размножаются в цитоплазме 
паренхимных клеток в вироплазмах [Краев, 2000]. Показано [Acs et., 1971], что 
у реовирусов матрицей для синтеза вирусной репликазой (-)цепей РНК служат 
(+)цепи РНК.

У вирусов семейства Caulimoviridae репликативный цикл имеет две фазы: 
ядерную, когда вирусная ДНК транскрибируется хозяйской ДНК-зависимой 
РНК полимеразой II с образованием двух РНК-транскриптов (19S и 38S), и 
цитоплазматическую, когда 19S РНК транслируется в белок 62 кДа, обнару-
живаемый в цитоплазматических вирусных включениях, а молекулы 38S РНК 
обратно транскрибируются вирускодируемыми РНК-зависимой ДНК полиме-
разой (обратной транскриптазой) и РНКазой Н с образованием ДНК [Hohn, 
Fütterer, 1997; Краев, 2000].

Частицы вирусов семейства Geminiviridae накапливаются в ядрах инфици-
рованных клеток. Репликация проходит по механизму катящегося кольца. Вна-
чале ss (+)нить ДНК служит матрицей для синтеза (-)цепи с последующим об-
разованием промежуточной двунитевой репликативной формы (RF). RF имеет 
две функции: она служит матрицей для трансляции и для синтеза (+)нитей, 
необходимых для образования геномных кольцевых ssДНК. Для своей репли-
кации геминивирусы используют хозяйские ДНК полимеразные ферментные 
системы [Gutierrez, 1999]. 

3.2. Чувствительные растения

Вирусы хорошо размножаются в чувствительных растениях, но нако-
пление вирусов в тканях растений неравномерно и зависит от типа и возраста 
тканей. Со временем количество вирусных частиц в листьях может снижаться 
из-за их деградации и транспорта в другие органы.  

У чувствительных растений имеются ткани (апикальная меристема и 
«зеленые островки»), клетки которых свободны от вируса или содержат его 
очень мало. Во многих работах (см. [Журавлев, 1979б]) было показано, что 
часть апикальных меристематических клеток или вся меристема не содержат 
вирусные частицы. Величина безвирусной зоны меристемы зависит от комби-
нации вирус − растение. Эта особенность меристематических клеток использу-
ется для получения методами биотехнологии здоровых растений-регенерантов 
из апикальной меристемы. Причины отсутствия или очень низкого содержания 
вируса в меристематических клетках пока окончательно не установлены. Были 
высказаны следующие предположения. Во-первых, в апексе нет еще сформи-
ровавшихся проводящих путей и плазмодесм [Эсау, 1969]. Это исключает по-
падание вируса в апекс по проводящей системе и значительно замедляет меж-
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клеточный транспорт вируса. Во-вторых, предполагалось [Salomon, 1989a,b], 
что в меристематических тканях вирусиндуцированная протеаза гидролизует 
вирусный белок оболочки и тем самым препятствует распространению ви-
русного материала. Действительно, А.В. Реуновым [1999] было показано, что 
характерными признаками клеток базальных частей очень молодых верхушеч-
ных листьев растений табака и дурмана, обладающих меристематическими 
свойствами, системно инфицированных ВТМ и Х-вирусом картофеля, соот-
ветственно, являются значительное отхождение плазмалеммы от клеточной 
стенки и высокая литическая активность в клеточной стенке и в пространстве 
между стенкой и плазмалеммой. Эти изменения могут блокировать или замед-
лять симпластный транспорт вирусного материала. В-третьих, в меристемати-
ческих клетках очень высока интенсивность клеточных синтезов, что затруд-
няет процесс вирусной репродукции. Недавно было высказано предположение 
[Foster et al., 2002] о том, что в растениях действует защитная система, селек-
тивно пропускающая в апекс эндогенные РНК, но препятствующая транспорту 
вируса и системным сигналам пост-транскрипционного молчания генов. Поз-
же было показано [Schwach et al., 2005], что в растениях N. benthamiana РНК-
зависимая РНК-полимераза (RDR6) участвует в защите апекса от Х-вируса 
картофеля. Эти две работы свидетельствуют о том, что ограничение распро-
странения и накопления вируса в точке роста растения обусловлено не только 
затруднением транспорта и репродукции вируса, но и функционированием в 
растениях системы умолкания генов (см. раздел 5.5).

Характерным симптомом многих вирусных заболеваний чувствитель-
ных растений является мозаичная окраска верхних молодых листьев, у которых 
участки темно-зеленой ткани чередуются с участками желтоватой или светло-
зеленой ткани. Участки темно-зеленой ткани еще называют «темно-зелеными 
островками». Во многих работах было установлено, что клетки «темно-зеленых 
островков» длительное время свободны от вируса или содержат его очень мало 
[Caldwell, 1934; Fulton, 1951; Solberg and Bald, 1962; Atkinson, Matthews, 1967, 
1970; Loebenstein et al., 1977; Śindelářová, Śindelář, 2004]. Более того, здоро-
вые растения-регенеранты были получены из протопластов, изолированных из 
«темно-зеленых островков» [Shepard, 1975; Murakishi, Carlson, 1976]. Только 
в одной работе клетки «темно-зеленых островков», образовавшихся в листьях 
растений турнепса, пораженных вирусом мозаики цветной капусты, содержа-
ли больше вируса, чем клетки окружающей ткани [Al-Kaff, Covey, 1996]. В на-
ших опытах было показано, что по мере старения листьев содержание инфек-
ционного вируса и вирусного антигена в клетках «темно-зеленых островков» 
увеличивается [Burundukova et al., 2009].

  «Темно-зеленые островки» являются загадочным феноменом. Если 
отсутствие или низкое содержание вируса в клетках апикальной меристемы 
можно объяснить, хотя бы частично, не развитой транспортной системой в вер-
хушке стебля, то клетки «темно-зеленых островков» соединены сформировав-
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шимися плазмодесмами с окружающими их клетками светло-зеленой ткани, 
содержащими большое количество вируса. 

  «Темно-зеленые островки» были устойчивы к повторному заражению 
тем же самым штаммом вируса или другими его штаммами, вызывающими мо-
заичные симптомы, но не к штаммам, индуцирующим образование локальных 
некрозов, а также к другим вирусам [Fulton, 1951; Atkinson, Matthews, 1970; 
Loebenstein et al., 1977]. Однако в листьях растений табака, системно инфици-
рованных ВТМ, количество клеток «темно-зеленых островков», содержащих 
частицы ВТМ, так же как и число частиц ВТМ в клетках увеличивалось, когда 
эти листья заражали Х-вирусом картофеля [Reunov, Nagorskaya, 1994].

Пока мало известно о формировании «темно-зеленых островков» и раз-
витии их вирусоустойчивости. Количество и размеры «темно-зеленых остров-
ков» в листьях зависят от возраста листа в момент попадания в него вирусно-
го инфекционного начала [Solberg, Bald, 1962; Reid. Matthews, 1966; Atkinson, 
Matthews, 1967; Takahashi, 1971]. Сравнив число клеток в растущем листе и 
в «островках» П. Аткинсон и Р. Мэтьюз [Atkinson, Matthews, 1970], пришли 
к заключению, что «темно-зеленые островки» развиваются из кластера в не-
сколько сот клеток. 

Было показано, что клетки «темно-зеленых островков» цитологически 
сходны с клетками здоровых листьев, тогда как в клетках светло-зеленой тка-
ни были выявлены различные структурные изменения, в том числе дегене-
рация хлоропластов. Клетки светло-зеленой ткани были меньше по размеру, 
чем клетки «островков» и здоровых листьев [Atkinson, Matthews, 1970; Honda, 
Matsui, 1974]. Однако А.В. Реунов [1999] обнаружил измененные хлоропла-
сты и в клетках «темно-зеленых островков». Изучая количественные индексы 
структуры верхних листьев растений табака, системно инфицированных ВТМ, 
мы [Burundukova et al., 2009] не нашли достоверных различий между светло-
зелеными участками и контролем (листья здоровых растений) по таким показа-
телям как толщина листа, толщина верхнего и нижнего эпидермиса, количество 
и размеры устьиц в нижнем эпидермисе, количество палисадных мезофильных 
клеток, количество хлоропластов в палисадных и губчатых мезофильных клет-
ках на см2 листовой поверхности. Светло-зеленые участки содержали больше 
губчатых мезофильных клеток на см2 листовой поверхности и достоверно 
более толстый губчатый мезофилл по сравнению с контролем. Однако в этих 
участках толщина палисадного мезофилла, длина и объем палисадных клеток, 
содержание хлоропластов в мезофильных клетках были значительно меньше. 
Все эти изменения в структуре могут влиять на потенциальную продуктив-
ность листьев. По сравнению со светло-зелеными участками листьев, системно 
инфицированных ВТМ, у «темно-зеленых островков» были достоверно выше 
такие показатели как толщина листа, толщина верхнего и нижнего эпидерми-
са, количество нижних устьиц и длина палисадных мезофильных клеток. В 
целом, «темно-зеленые островки» по количественным структурным  показате-
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лям занимают промежуточное положение между светло-зелеными участками и 
здоровыми листьями. Неодинаковое влияние вирусной инфекции на развитие 
тканей листа можно объяснить следующими причинами. Во-первых, растение 
является очень гетерогенной системой относительно возраста каждого листа 
и даже отдельных частей листа [Avery, 1933; Maxymowych, 1963]. Во-вторых, 
вирусное инфекционное начало  попадает в различные органы и клетки рас-
тения в разное время.  

П. Аткинсон и Р. Мэтьюз [Atkinson, Matthews, 1970] предположили, 
что устойчивость «темно-зеленых островков» вызвана каким-то «диффузным 
темно-зеленым агентом». Действительно, вирусные ингибиторы были выделе-
ны из «темно-зеленых островков» [Wetzler, Schuster, 1983; Gera, Loebenstein, 
1988]. Они снижали инфекционность вируса in vivo и активность ферментов, 
участвующих в биосинтезе вирусной РНК [Śindelářová, Śindelář, 2003]. Не ясно, 
почему эти ингибиторы накапливались и функционировали только в клетках 
«темно-зеленых островков», а и не в соседних клетках светло-зеленой ткани.

Возможно, что устойчивость «темно-зеленых островков» обусловлена 
синтезом белков, связанных с патогенезом (PR-белков). Подробное описание 
PR-белков дано в главе 8. Однако мы [Burundukova et al., 2009] не выявили 
качественных различий в составе PR-белков между «темно-зелеными остров-
ками», светло-зеленой тканью и листьями здоровых растений табака. Пробы 
из больных растений содержали несколько меньше PR-белков по сравнению с 
контролем, что, возможно, объясняется хронической стадией заболевания рас-
тений, использованных в наших экспериментах. Небольшое увеличение содер-
жания PR-белков в листьях чувствительных растений, пораженных вирусами, 
было показано рядом авторов [van Loon, van Kammen, 1970; Fraser, 1982; Profo-
tova et al., 2007]. Среднепатогенный штамм Х-вируса картофеля вызывал уве-
личение содержания PR-белков в листьях растения дурмана в течение двух не-
дель после заражения, но через три недели различия в содержании PR-белков 
между больными и здоровыми растениями исчезали [Sapotsky et al., 2005].

Одним из PR-белков является РНКаза [van Loon, van Strien, 1999]. На-
чиная с работы Т.О. Динера [Diener, 1961], многими исследователями показа-
но резкое увеличение активности РНКаз после заражения растений вирусами 
[Реунов, 1999; Малиновский, 2002; Śindelářová et al., 2000, 2002, 2005; Park et 
al., 2004a, Śindelář, Śindelářová, 2005; Śindelářová, Śindelář, 2004].  Трансгенные 
растения с повышенным уровнем экспрессии РНКаз были более устойчивы к 
патогенам по сравнению с исходными растениями [Watanabe et al., 1995; Ham-
mond, 1997; Langenberg et al., 1997; Zhang et al., 2001; Трифонова и др., 2007]. 
Однако в наших опытах [Burundukova et al., 2009] пробы из листьев больных 
растений («темно-зеленые островки» и светло-зеленая ткань) через 28 дней по-
сле заражения имели несколько меньшую активность РНКазы, чем в контроле. 
Многие авторы показали, что активность РНКазы резко увеличивается во вре-
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мя острой фазы заболевания, но затем снижается до контрольного уровня или 
ниже [см.: Малиновский, 2002].

 Приведенные данные свидетельствуют о том, что вирусоустойчивость 
клеток «темно-зеленых островков» вызвана не PR-белками, в том числе и 
РНКазой, а какими-то другими причинами. Возможно, клетки «темно-зеленых 
островков» имеют более высокий уровень плоидности по сравнению с клетка-
ми светло-зеленой ткани. Колебания в числе хромосом в соседних клетках рас-
тений не такое уж редкое событие [Rao, Nirmala, 1986; Prakash et al., 1988]. Вы-
сокий уровень плоидности может способствовать активации клеточных синте-
зов и если это действительно так, то уменьшать тем самым шансы вирусных 
синтезов в конкуренции за предшественников и места синтеза в развивающихся 
клетках. Поэтому клетки «темно-зеленых островков» содержат мало вирусных 
частиц. Более вероятно, что вирусоустойчивость «темно-зеленых островков» 
развивается в результате умолкания генов [Moore et al., 2001], являющегося за-
щитным механизмом против генетических стрессовых факторов, в том числе и 
вирусов  [Ratcliff et al., 1997]. Было показано [Yelina et al., 2002] накопление в 
клетках «темно-зеленых островков» маленьких интерферирующих РНК (siR-
NAs), характерных для механизма умолкания генов [Waterhouse et al., 1999]. 
Позже было установлено [Hirai et al., 2008], что умолкание генов действует 
только в клетках «темно-зеленых островков», граничащих с клетками светло-
зеленой ткани. Однако не ясно, почему этот механизм функционирует только в 
«темно-зеленых островках» и не проявляется в клетках светло-зеленой ткани. 
Тем более, что имеются свидетельства (см. раздел 5.5) о том, что в растениях 
системный сигнал для развития механизма умолкания генов транспортируется 
от клетки к клетке и по флоэме.

3.3. Сверхчувствительные растения 

Долгое время было общепринято, что в клетках листьев сверхчувстви-
тельных растений вирус накапливается в меньшем количестве, чем в клетках 
листьев чувствительных растений [Ragetli, 1967; Мэтьюз, 1973; Журавлев, 
1979б]. Этот вывод был сделан на основе работ с использованием электрон-
ного микроскопа, когда подсчитывали число вирусных частиц в клетках, и по 
определению инфекционности, экстрагируемой из зараженных листьев. Так, 
Р.Г. Милн [Milne, 1966 a,b,c], используя электронный микроскоп, подсчитал, 
что средний выход ВТМ на одну клетку некроза в  листьях сверхчувствитель-
ных растений составляет примерно 103 частиц, в то время как в клетках чув-
ствительного хозяина − 106-107 частиц на клетку. В опытах, где инфекционный 
вирус экстрагировали из некрозов, средний выход его был выше и был  равен 
10 -5 мг ВТМ на 1 мм2 площади некроза [Rappaport, Wildman, 1957]. При со-
держании 5 х 103 клеток на 1 мм2  некротизированной ткани, как это считал 
Р.Г. Милн [Milne, 1966a],  данный выход составляет около 3 х 104  вирусных 
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частиц на клетку. Аналогичные результаты были получены в опытах, когда 
содержание экстрагированного вируса определяли серологически [Weintraub, 
Ragetli, 1964]. Точность оценки содержания вирусных частиц в клетках сверх-
чувствительных и чувствительных растений, проведенной этими авторами, 
вызывает сомнения, так как число пораженных клеток не было точно установ-
лено и сравнение проводили в разные сроки после заражения чувствительных 
и сверхчувствительных растений. 

Опыты с изолированными протопластами показали равные потенциаль-
ные возможности клеток чувствительного и сверхчувствительного растений-
хозяев к репродукции вирусов. В протопластах, изолированных из листьев 
чувствительных и сверхчувствительных растений табака и зараженных ВТМ 
в условиях in vitro, вирус размножался с одинаковой скоростью [Otsuki et al., 
1972a; Малиновский и др., 1983]. Подобные результаты были получены в опы-
тах с изолированными протопластами картофеля и томатов [Motoyoshi, Oshima, 
1975; Коваленко и др., 1982, 1985; Toyoda et al., 1983; Adams et al., 1985]. 

Если протопласты выделяли из инокулированных ВТМ листьев чув-
ствительных (сорт Самсун) и сверхчувствительных (сорт Ксанти нк) растений 
табака в течение первых 30 ч после заражения листьев, то инфекционность 
протопластов Ксанти нк не отличалась от инфекционности протопластов со-
рта Самсун, но была ниже, если протопласты изолировали позже 30 ч. В ходе 
инкубации изолированных протопластов их инфекционность повышалась, но 
увеличивались и различия в инфекционности между протопластами обоих со-
ртов. Различия были обусловлены снижением содержания протопластов Ксан-
ти нк в пробах в результате их гибели, как будет показано подробнее в главе 
6. Если по данным этих опытов рассчитать инфекционность проб на равное 
число жизнеспособных протопластов, то она будет одинакова у протопластов 
обоих сортов [Малиновский и др., 1983].

Результаты, полученные в экспериментах с изолированными протопла-
стами, нельзя полностью экстраполировать на клетки, находящиеся в составе 
листьев. Дело в том, что протопласты лишены клеточной стенки, которая мо-
жет играть важную роль в локализации вируса и, как будет показано в главе 6, 
в некротизации инфицированных клеток. Размножение вирусов в устойчивых 
растениях сопровождается накоплением веществ, ингибирующих вирусную 
репродукцию [Sela, 1981]. Вирусные ингибиторы образуются и в изолирован-
ных протопластах, но вымываются из них при инкубировании [Loebenstein, 
Gera, 1981]. Кроме того, низкий уровень накопления вирусов в сверхчувстви-
тельных растениях может быть связан с ограничением транспорта вирусного 
инфекционного материала в листьях.

Различия между чувствительными и сверхчувствительными хозяевами в 
накоплении вирусов зависят от степени интегрированности клеток. Было по-
казано, что они не проявляются на уровне протопластов, изолированных из 
каллусной ткани томатов, и у маленьких кусочков каллуса, тогда как у больших 
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агрегатов каллуса, листовых дисков и листьях эти различия были хорошо вы-
ражены [Toyoda et al., 1983]. 

Установлено [Otsuki et al., 1972a], что до появления некрозов инфекцион-
ный ВТМ накапливался в дисках из листьев чувствительных и сверхчувстви-
тельных растений табака с одинаковой скоростью. После появления некрозов 
отмечалось снижение прибыли инфекционности в пробах из листьев сверх-
чувствительного хозяина. Однако различия были незначительны и в работе не 
приводились доказательства их достоверности. Мы [Малиновский и др., 1983] 
не обнаружили достоверных различий в накоплении ВТМ в дисках из листьев 
чувствительных и сверхчувствительных растений табака. Возможно, это обу-
словлено тем, что диски находились в условиях высокой влажности, что вы-
зывает торможение процесса локализации вируса [Селецкая, Журавлев, 1976; 
Коваленко, 1988; Селецкая и др., 1989]. 

До появления некрозов вирус огуречной мозаики одинаково накапливал-
ся в листьях растений вигны (сверхчувствительный хозяин) и табака (чувстви-
тельный хозяин), но после образования видимых некрозов накопление вируса 
в сверхчувствительных растениях было замедлено [Ehara, 1979]. Аналогичные 
результаты были получены в опытах со сверхчувствительными (сорт Самсун 
NN) и чувствительными (сорт Самсун) растениями табака, когда определяли 
количество ВТМ и включение меченого уридина в РНК ВТМ через 20-100 ч 
после заражения растений [Konate et al., 1982]. В наших опытах [Малиновский 
и др., 1983; 1993а] накопление ВТМ (штамм ОМ и изолят 412) в листьях чув-
ствительных и сверхчувствительных растений табака при 25о С шло с одина-
ковой скоростью до появления локальных некрозов (36-48 ч после инокуляции 
листьев). После образования некрозов накопление ВТМ в листьях сверхчув-
ствительных растений с геном N начинало отставать и через 96 ч после зара-
жения различия в инфекционности проб из сверхчувствительных растений с 
геном N и чувствительных, а также сверхчувствительных растений табака с ге-
ном N’, становились достоверными при степени вероятности Р=0,95. Пробы из 
листьев растений с геном N’ существенно не различались по своей инфекцион-
ности от проб из чувствительных растений в течение всего времени опыта (10 
сут). При повышенной температуре (32о С), когда было подавлено образование 
локальных некрозов, накопление ВТМ происходило с одинаковой скоростью в 
листьях чувствительных и сверхчувствительных растений.   

Следовательно, ограничения в накоплении вирусов, характерные для 
сверхчувствительных растений, проявлялись после формирования локальных 
некрозов в результате защитных реакций растений, приводящих к гибели ин-
фицированных клеток, угнетению транспорта вируса по растению и образова-
нию антивирусных веществ. 
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3.4. Толерантные растения 

Синтез РНК ВТМ и вирусных белков в растениях томатов с геном Tm-1, 
полученным от диких видов томатов [Pelham, 1972] и ответственным за толе-
рантную реакцию, и в протопластах, изолированных из листьев этих растений 
был сильно ингибирован [Motoyoshi, Oshima, 1977; Watanabe et al., 1987]. Рас-
тения томатов с геном Tm-1 по- разному реагировали на заражение штаммами 
0 и 1 ВТМ: при заражении штаммом 0 подавлялось образование симптомов и 
размножение вируса, а при заражении штаммом 1 наблюдали четкие симпто-
мы, но накопление вируса было ингибировано [Fraser et al., 1980]. Репродук-
ция ВТМ и проявление видимых симптомов сильнее подавлялись в гомози-
готных по Tm-1 растениях по сравнению с гетерозиготными [Fraser, Loughlin, 
1980; Fraser et al., 1980; Watanabe et al., 1987]. Растения с геном Tm-1 проявля-
ли свою устойчивость и при заражении их депротеинизированной вирусной 
РНК [Motoyoshi, Oshima, 1979]. Поэтому авторами было сделано предполо-
жение, что ингибирование инфекционного процесса должно происходить на 
этапе после депротеинизации вирусной РНК и перед сборкой дочерних РНК 
в вирусные частицы. Был выделен из растений томатов с геном Tm-1, зара-
женных штаммом L ВТМ, спонтанный штамм, преодолевающий  устойчивость 
(resistance-breaking strain) и названный штамм Lta 1 [Watanabe et al., 1987]. Он 
отличался от исходного штамма L ВТМ двумя заменами аминокислот в белках 
130 и 180 кД [Meshi et al., 1988] и хорошо размножался в растениях томатов 
с геном Tm-1 [Watanabe et al., 1987]. Предполагается, что эти два белка непо-
средственно участвуют в репликации вируса [Ishikawa et al., 1986]. Совместная 
инокуляция протопластов томатов, гомозиготных по гену Tm-1 (Tm-1/Tm-1), 
РНК  штамма L ВТМ с РНК штамма Lta 1 не привела к усилению репликации 
штамма L [Yamafuji et al., 1991].

Устойчивость растений огурцов к вирусу мозаики дыни выражалась в 
отсутствии симптомов заболевания и низком по сравнению с чувствительными 
растениями содержании вируса. Эта устойчивость контролируется одним до-
минантным геном [Cohen et al., 1971].

В наших опытах [Малиновский и др., 1993а; Malinovsky et al., 2001] изо-
ляты ВТМ (412 [Чуян, Стрекозова, 1985] и дальневосточный [Толкач и др., 
1993]) не вызывали у растений табака сорта Самсун видимых симптомов за-
болевания и слабо накапливались в листьях и в изолированных протопластах. 
Следовательно, эти растения, чувствительные ко многим штаммам ВТМ, были 
толерантны к этим двум изолятам.  Однако при выдерживании растений при 
повышенной температуре (32оС) на верхних листьях через 10 сут после зара-
жения изолятом 412 ВТМ развивались мозаичные симптомы. При 32оС уро-
вень накопления этого вируса был несколько выше, чем при 25оС. При обеих 
использованных температурах изолят 412 ВТМ накапливался достоверно хуже 
по сравнению со штаммом ОМ ВТМ, который вызывал у растений табака со-
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рта Самсун чувствительную реакцию. Эти различия в скорости накопления 
инфекционности могут объясняться следующими причинами. Во-первых, рас-
тения могут различаться по своей устойчивости к заражению этими штамма-
ми. Возможно, для дальневосточного изолята ВТМ это предположение спра-
ведливо, так как при заражении этим изолятом сверхчувствительных растений 
табака сорта Ксанти образовывалось достоверно меньше локальных некрозов, 
чем после заражения штаммом ОМ. Однако после заражения чувствительных 
и сверхчувствительных растений табака растений суспензиями вирионов ОМ 
и 412 равной концентрации образовывалось одинаковое число инфекционных 
центров на единицу площади листа. Во-вторых, штамм ОМ и изоляты 412 и 
дальневосточный различаются по своей способности транспортироваться по 
растению. Тепловые и локальные некрозы, индуцированные изолятами 412 и 
дальневосточным, увеличивались в своих размерах значительно медленнее, 
чем некрозы, формирующиеся после заражения штаммом ОМ. Опыты с изо-
лированными протопластами показали, что более медленный транспорт ви-
рионов изолятов 412 и дальневосточный объясняется тем, что их репродукция 
значительно ограничена по сравнению со штаммом ОМ. 

Содержание вируса мозаики сои в листьях чувствительных к этому ви-
русу растений сои сорта Приморская 529 с хорошо выраженными мозаичными 
симптомами заболевания было достоверно выше, чем у толерантных (сорта 
Ходсон и Peking) бессимптомных растений [Сапоцкий и др., 2004].

Таким образом, судя по литературным и нашим данным, для толерант-
ной реакции растений в ответ на поражение вирусом характерно отсутствие 
симптомов заболевания и слабое накопление вирусов.

3.5. Крайне устойчивые растения  

Растения хлопчатника считались нечувствительными (иммунными) к 
ВТМ [Holmes, 1946]. Однако позже было установлено, что ВТМ накаплива-
ется в срезанных листьях растений хлопчатника в течение 2 недель после за-
ражения. Затем инфекционность листьев резко снижалась. Накопление вируса 
сильно зависело от условий инкубации листьев: максимальная инфекцион-
ность была у проб, содержавшихся в темноте или инфильтрированных тан-
ниновой кислотой, а минимальная − при постоянном освещении [Cheo, 1970, 
1971; Cheo, Gerard, 1971]. Механическое заражение растений вигны 131 линии 
вирусом мозаики вигны выявило 65 иммунных линий. У этих растений не раз-
вивались симптомы заболевания и не было обнаружено накопления вируса. В 
протопластах, изолированных из листьев растений 54 иммунных линий, вирус 
размножался хорошо и только в одном случае протопласты, изолированные из 
листьев иммунных растений, имели низкую инфекционность [Beir et al., 1977, 
1979]. Накопление ВТМ и вируса некроза табака в протопластах вигны было 
показано и другими авторами [Koike et al., 1976; Wieringa-Brants et al., 1978; 
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Huber et al., 1981]. Изолированные протопласты табака заражались вирусом 
мозаики вигны, а растения нет [Huber et al., 1977]. Протопласты из листьев рас-
тений Raphanus sativus L., иммунных к вирусу мозаики костра, инфицирова-
лись этим вирусом в отличие от целых растений [Furusawa, Okuno, 1978]. Было 
показано, что протопласты, изолированные из листьев крайне устойчивых, 
сверхчувствительных и чувствительных к ВТМ или Y-вирусу картофеля расте-
ний картофеля, существенно не отличались между собой по накоплению виру-
сов [Коваленко и др., 1982; Hinrichs et al., 1995]. Однако репродукция Х-вируса 
картофеля в протопластах, изолированных из листьев крайне устойчивых к 
этому вирусу растений картофеля и зараженных в условиях in vitro, было по-
давлена [Adams et al., 1986; Bendahmane et al., 1995]. Если эти протопласты 
заражали Х-вирусом картофеля совместно с ВТМ или вирусом огуречной мо-
заики, то накопление всех трех вирусов было угнетено. Было высказано пред-
положение, что крайняя устойчивость, контролируемая геном Rx, эффективна 
в протопластах и против вирусов, не родственных Х-вирусу картофеля, если в 
протопластах продуцируется белок оболочки Х-вируса картофеля – элиситора 
гена Rx  [Köhm et al., 1993; Bendahmane et al., 1995]. Может быть, это предпо-
ложение верно, но не исключена возможность того, что ингибирование репро-
дукции вирусов при совместной инокуляции, наблюдаемое этими авторами, 
обусловлено интерференцией вирусов. 

Было показано, что ВТМ размножается только в первично инфициро-
ванных клетках растений вигны, крайне устойчивых к этому вирусу [Sulzinski, 
Zaitlin, 1982]. Аналогичные данные были получены и при других комбинациях 
вирус-растение [Arroyo et al., 1996; Hinrichs et al., 1998].

Незначительное накопление Х-вируса картофеля установлено у им-
мунных к этому вирусу растений картофеля, зараженных прививкой [Bagnall, 
1961]. У иммунных к Х-вирусу картофеля растений картофеля, инкубирован-
ных после заражения этим вирусом при пониженной (+10о С) температуре 
были обнаружены темно-коричневые некрозы или светлые пятна вдоль листо-
вых жилок, содержащие инфекционный вирус [Dehley , 1974, 1975; Коваленко 
и др., 1981]. Исключение ультрафиолетовой части спектра при освещении им-
мунных к Х-вирусу растений картофеля (сорт Сафир) приводило к системному 
распространению по растению и хорошему накоплению этого вируса [Окулов, 
Трубицын, 1989; Трубицын, Окулов, 1989]. Выявлено очень низкое содержа-
ние вируса мозаики сои через две недели после заражения в листьях нулевого 
и второго ярусов растений сои сорта Dewamusume, крайне устойчивых к это-
му вирусу. В отдельных опытах на инокулированных листьях формировались 
красновато-коричневые местные поражения. В других частях этих растений 
видимых симптомов не отмечено [Сапоцкий и др., 2004].
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3.6. Вирусные ингибиторы

В устойчивости растений к вирусам значительную роль играют веще-
ства, обладающие антивирусной активностью. Они могут присутствовать в 
растениях до заражения вирусом и (или) их синтез может быть активирован 
после заражения. По способу действия различают ингибиторы, влияющие не-
посредственно на вирусные частицы и на метаболизм растения-хозяина (табл. 
3.1).

Таблица 3.1. 

Критерии для оценки способа действия ингибиторов (по Кирай и др., 1974, с. 26)

Ингибитор действует на вирус in vitro Ингибитор действует на метаболизм  
клетки хозяина

1. Эффективность ингибитора на ви-
русный препарат возрастает как функ-
ция времени, прошедшего после их 
смешивания.

1. Действие ингибитора на вирусный пре-
парат проявляется непосредственно при 
его добавлении, и степень подавления не 
возрастает во времени.

2. Ингибитор присоединяется к ви-
русным частицам и не может быть 
отделен от них ультрацентрифугиро-
ванием.

2. Инфекционные вирусные частицы мож-
но получить ультрацентрифугированием 
смеси вируса с ингибитором с уменьшен-
ной или той же инфекционностью.

3. Неинфекционный вирусный препа-
рат, полученный в результате обработ-
ки ингибитором, не восстанавливает 
своей инфекционности после разбав-
ления.

3. Неинфекционный вирусный препарат, 
полученный в результате обработки инги-
битором, восстанавливает свою инфекци-
онность после разбавления.

4. Степень подавления инфекцион-
ности не зависит от вида растения-
хозяина.

4. Степень подавления инфекционности 
варьирует в зависимости от вида хозяина.

5. Ингибитор действует только при 
смешивании с вирусным препаратом 
до инокуляции.

5. Ингибитор действует также будучи вве-
денным в хозяина независимо от инокулю-
ма (например, нижняя поверхность листа 
обработана ингибитором, а верхняя зара-
жена вирусом; растение заражено вирусом 
через несколько часов или дней после  об-
работки ингибитором).

Имеются данные [см.: Реунов, 1999, стр. 71] о накоплении вирусных 
ингибиторов в растениях с системной реакцией на поражение вирусом, хотя 
и в меньших количествах, чем в больных сверхчувствительных растениях. 
У сверхчувствительных растений локализация вирусов и развитие приобре-
тенной устойчивости сопровождается образованием веществ с антивирусной 
активностью. Они были идентифицированы как белки [Loebenstein, 1963; 
Loebenstein, Ross, 1963; Loebenstein et al., 1966; Schuster, Wetzler, 1982; Khan 
et al., 1990], фосфогликопротеины [Mozes et al., 1978; Faccioli, Capponi, 1983], 
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РНК [Kimmins, 1969; Schuster, Wetzler, 1982], фенольные соединения [Schuster, 
Wetzler, 1982] и полисахариды [Moraes et al., 1974]. Наиболее изучен вирусный 
ингибитор, названный антивирусным фактором (АВФ), который образуется в 
растениях N. glutinosa после заражения ВТМ [Sela, Applebaum, 1962]. Он яв-
ляется фосфорилированным гликопротеином с м. м. примерно 22 кДа. АВФ 
не влиял на вирионы в системе in vitro и на проникновение и депротеиниза-
цию вирусных частиц в клетках, но ингибировал репликацию ВТМ. Предше-
ственник АВФ был обнаружен и в растениях табака, не имеющих гена N, но 
фермент, который участвует в образовании АВФ, имелся только в растениях с 
геном N [Mozes et al., 1978; Sela, 1981]. АВФ в присутствии двухспиральных 
РНК активировал образование из АТФ 2’-5’-олигоаденилата, который ингиби-
ровал синтез ВТМ в листовых дисках [Reichman et al., 1983].

В протопластах, полученных из листьев сверхчувствительных растений 
табака сорта Самсун NN и зараженных ВТМ продуцировались вещества, пода-
вляющие вирусную репродукцию [Loebenstein, Gera, 1981]. Авторы назвали их 
ингибитором вирусной репликации (ИВР). ИВР выделялся в инкубационную 
среду из протопластов в процессе культивирования и подавлял накопление 
ВТМ как в протопластах этого сорта, так и в протопластах из чувствительных 
растений табака сорта Самсун. Ингибирующий эффект ИВР наблюдался при 
внесении в инкубационную среду через 1-18 ч после заражения протопластов. 
При частичной очистке было выявлено два белковых компонента ИВР с м.м. 
около 29 и 57 кДа. Инфицированные и неинокулированные протопласты со-
рта Самсун и незараженные протопласты сорта Самсун NN не продуцировали 
ИВР. Он угнетал репродукцию ВТМ, вируса огуречной мозаики и Х-вируса 
картофеля в листьях разных растений, то есть обладал неспецифичным дей-
ствием [Gera, Lobenstein, 1983]. Были выявлены в сверхчувствительных и  чув-
ствительных растениях табака фрагменты ДНК, кодирующие ИВР, но в чув-
ствительных растениях она не экспрессировалась [Akad et al., 1999]. 

В наших опытах в процессе культивирования здоровые и зараженные 
в условиях in vitro протопласты, изолированные из листьев растений табака  
сортов Самсун и Ксанти нк, выделяли в среду смесь различных веществ. Изу-
чение спектров поглощения инкубационных сред показало, что эти вещества 
поглощают в интервале от 220 до 320 нм. Не обнаружено существенных раз-
личий в характеристиках спектров поглощения выделенных веществ между 
здоровыми и зараженными протопластами из растений табака сортов Самсун 
и Ксанти нк. 

Эти вещества угнетали накопление ВТМ в протопластах, выделенных из 
листьев здоровых чувствительных и сверхчувствительных растений табака и 
зараженных после изолирования. В протопластах, инкубируемых после зара-
жения ВТМ на средах, в которых предварительно культивировали в течение 48 
ч незараженные протопласты, накопление вируса снижалось примерно на 30 
% по сравнению с протопластами, содержавшимися на новых средах. Среды 
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после культивирования незараженных протопластов из растений табака сортов 
Самсун и Ксанти нк оказывали примерно одинаковое влияние на накопление 
ВТМ в новых протопластах обоих сортов (табл. 3.2). В отличие от протопла-
стов из растений табака сорта Самсун образование этих веществ в протопла-
стах из растений табака сорта Ксанти нк увеличивалось после инокуляции их 
ВТМ (табл. 3.3). Снижение инфекционности протопластов, инкубированных 
на предварительно использованных средах, обусловлено угнетением вирусной 
репродукции, а не действием сред на содержание жизнеспособных протопла-
стов в пробах. 

Таблица 3.2. 
Инфекционность протопластов из растений табака, инкубированных на средах, в 

которых предварительно культивировали незараженные протопласты, % к контролю 
(по Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Время инкубации 
исходных  

протопластов, ч
Сорт

Среды после культивирования 
протопластов из растений табака

Сорта Самсун Сорта Ксанти нк

1
Самсун 106 ± 8 89 ± 6
Ксанти нк 100 ± 6 104  ± 6

6
Самсун 97 ± 5 114 ± 6
Ксанти нк 102 ± 5 103  ± 5

24
Самсун 86 ± 6 79 ± 7
Ксанти нк 74  ± 4 79  ± 4

48
Самсун 73 ± 6 69 ± 7
Ксанти нк 70  ± 6 68  ± 5

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты, инкубированные на сре-
дах, в которых предварительно не культивировали протопласты. Инфекционность 
контрольных протопластов из растений табака сорта Самсун была равна 2,87 ± 0,11 
условных единиц по А. Клечковскому [Kleczkowski, 1968a] на половинку листа рас-
тений табака сорта Ксанти нк, а инфекционность контрольных протопластов из рас-
тений сорта Ксанти нк – 2,66 ± 0,09. Инфекционность проб рассчитывали на равное 
общее количество изолированных протопластов. 

В отличие от данных Г. Лобенштейна и А. Геры [Loebenstein, Gera, 1981], 
в наших опытах среды, в которых 48 ч инкубировали зараженные протопласты 
из растений табака сорта Ксанти нк, оказывали достоверное ингибирующее 
влияние на накопление ВТМ в новых протопластах обоих сортов только в ин-
тервале 0 – 6 ч после их заражения (табл. 3.4).

Аналогичный ИВР ингибитор был выделен из межклеточной жидкости 
листьев здоровых растений амфидиплоидного гибрида N. glutinosa L. x N. de-
bey Domin. [Loebenstein et al., 1990]. В наших опытах было обнаружено, что
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Таблица 3.3 
Инфекционность протопластов из растений табака, инкубированных на средах, в 
которых предварительно культивировали зараженные протопласты, % к контролю 

(по Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Время инкубации  
исходных 

протопластов, ч
Сорт

Среды после культивирования протопластов  
из растений табака

Сорта Самсун Сорта Ксанти нк

1
Самсун 89 ± 8 109 ± 6
Ксанти нк 114 ± 6 105  ± 6

6
Самсун 103 ± 6 116 ± 6
Ксанти нк 97 ± 7 100 ± 4

24
Самсун   98 ± 5 90 ± 6
Ксанти нк 100 ± 6 86  ± 8

48
Самсун 102 ± 6 74 ± 6
Ксанти нк 98 ± 5 71 ± 6

Примечание. В качестве контроля использовали новые протопласты из растений таба-
ка сортов Самсун и Ксанти нк, инкубированные на средах, в которых предваритель-
но культивировали незараженные протопласты этих же сортов Самсун и Ксанти нк, 
соответственно. Инфекционность проб рассчитывали на равное общее количество 
изолированных протопластов.

Таблица 3.4
 Инфекционность протопластов из растений табака, помещенных через разное время 
после заражения на среды, в которых предварительно инкубировали зараженные 

протопласты сорта Ксанти нк, % к контролю 
(по Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Время от момента инокуляции 
протопластов до переноса их 

на среды, ч

Протопласты из растений табака

Сорт Самсун Сорт Ксанти нк

0 80 ± 5 84 ± 8
1 74 ± 4 76 ± 6
3 78 ± 6 76 ± 6
6 82 ± 6 81 ± 5
12 109 ± 5 94 ± 6
24 100 ± 6 96 ± 8
30 98 ± 8 90 ± 6

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты, инкубированные после 
заражения на средах, в которых культивировали незараженные протопласты из рас-
тений табака сорта Ксанти нк. Исходные протопласты инкубировали после зараже-
ния в течение 48 ч. Инфекционность проб рассчитывали на равное общее количество 
изолированных протопластов. 
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Таблица 3.5 
Влияние межклеточной жидкости из листьев здоровых растений табака сортов Самсун 
и Ксанти нк на состояние и инфекционность протопластов, % к контролю (по Мали-
новскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Сорт
Температура 
инкубации 
растений, оС

Проба 
протопластов

Содержание 
нежизнеспособных 

протопластов

Инфекционность 
протопластов

Самсун
25

Самсун 106 ± 9 79 ± 8
Ксанти нк 89 ± 9 74 ± 6

32
Самсун 111 ± 9 85 ± 8
Ксанти нк 103 ± 9 80 ± 7

Ксанти 
нк

25
Самсун  99 ± 8 71 ± 8
Ксанти нк 107 ± 6 79 ± 6

32
Самсун  90 ± 6 76 ± 7
Ксанти нк 102 ± 5 68 ± 9

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты из растений табака сортов Сам-
сун и Ксанти нк, инкубированные на чистой питательной среде. Протопласты инкубировали 
48 ч. Содержание нежизнеспособных протопластов из растений сорта Самсун в контрольных 
пробах через 48 ч инкубации было равно 24 ± 5 % от общего числа протопластов в пробе, а 
инфекционность – 2,44 ± 0,09 условных единиц, в контрольных пробах протопластов из рас-
тений сорта Ксанти нк – 27 ± 8 % и 2,36 ± 0,09 условных единиц, соответственно. Инфекцион-
ность проб рассчитывали на равное общее количество изолированных протопластов.

Таблица 3.6 
Влияние межклеточной жидкости из листьев больных растений табака сортов Самсун 

и Ксанти нк, инкубированных при 32оС, на инфекционность протопластов, % к 
контролю (по Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Сорт

Время 
инкубации 
протопла-
стов, ч

Проба про-
топластов

Время от момента заражения до инфильтрации 
листьев, сут

1 3 7 14

Самсун
24

Самсун 111 ± 6   96 ± 6 107 ± 5 87 ± 5
Ксанти нк 116 ± 6 104 ± 5 112 ± 5 79 ± 5

48
Самсун 103 ± 5 100 ± 8 85 ± 6 80 ± 4
Ксанти нк 98 ± 4 105 ± 6 88 ± 6 85 ± 5

Ксанти 
нк

24
Самсун  88 ± 6   97 ± 6 89 ± 6 90 ± 6
Ксанти нк 101 ± 5 113 ± 6 86 ± 5 85 ± 5

48
Самсун 114 ± 6 121 ± 8  93 ± 6 87 ± 6
Ксанти нк 102 ± 5 99 ± 6 90 ± 6 83 ± 4

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты из растений табака сортов Сам-
сун и Ксанти нк, инкубированные на средах, приготовленных на межклеточной жидкости из 
листьев здоровых растений. Растения заражали суспензией ВТМ (концентрация 100 мкг/мл). 
Инфекционность проб рассчитывали на равное общее количество изолированных протопла-
стов.
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Таблица 3.7
 Влияние межклеточной жидкости из листьев больных растений табака сортов 

Самсун и Ксанти нк, инкубированных при 25оС, на инфекционность протопластов, % 
к контролю (по Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Сорт Время инкубации 
протопластов, ч

Время от момента заражения до 
инфильтрации листьев, сут

1 3 7 14
Протопласты из растений сорта Самсун

Самсун
24

а 109 ± 7 103 ± 9 89 ± 8 80 ± 6
б 113 ± 8 100 ± 6 80 ± 6 86 ± 5

48
а 115 ± 9 92 ± 6 83 ± 6 69 ± 8
б 109 ± 6 88 ± 7 78 ± 9 74 ± 5

Ксанти нк
24

а   90 ± 6 80 ± 4 58 ± 6 50 ± 5
б 107 ± 6 86 ± 5 76 ± 4 70 ± 5

48
а 89 ± 5 55 ± 5 48 ± 5 42 ± 6
б 88 ± 6 74 ± 4 63 ± 5 60 ± 4

Протопласты из растений сорта Ксанти нк

Самсун
24

а 96 ± 6 111 ± 6 84 ± 6 80 ± 5
б 99 ± 4 107 ± 4 89 ± 4 83 ± 6

48
а 108 ± 5 102 ± 5 70 ± 6 75 ± 5
б 112 ± 5 113 ± 6 68 ± 6 73 ± 6

Ксанти нк
24

а 109 ± 6 74 ± 5 60 ± 4 50 ± 6
б 100 ± 4 88 ± 6 83 ± 6 79 ± 5

48
а 96 ± 5 67 ± 4 50 ± 8 43 ± 7
б 109 ± 9 80 ± 8 75 ± 6 64 ± 5

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты из растений табака со-
ртов Самсун и Ксанти нк, инкубированные на средх, приготовленных на межклеточ-
ной жидкости из листьев здоровых растений. Растения заражали суспензией ВТМ 
(концентрация 100 мкг/мл). (а) данные по инфекционности, рассчитанные на равное 
общее количество изолированных протопластов, (б) данные по инфекционности, 
рассчитанные на одинаковое число только жизнеспособных протопластов.

вещества, подавляющие накопление ВТМ в изолированных протопластах из  
растений табака сортов Самсун и Ксанти нк, вымываются из клеточных сте-
нок и межклеточного пространства листьев здоровых растений обоих сортов 
(табл. 3.5). Заражение этих растений ВТМ вызывало повышение ингибиторной 
активности межклеточной жидкости с увеличением интервала между зараже-
нием и инфильтрацией листьев. Межклеточная жидкость из листьев больных 
растений табака сортов Самсун и Ксанти, инкубированных после заражения 
при 25 и 32оС, одинаково угнетала накопление ВТМ в протопластах, изолиро-
ванных из растений обоих сортов (табл. 3.6 и 3.7). 



4. РАСПРОСТРАНЕНИЕ ВИРУСОВ ПО РАСТЕНИЮ 

При изучении взаимодействия вируса с растением важная роль прина-
длежит пониманию феномена распространения вируса в тканях растения, так 
как ограничение транспорта вирусного инфекционного начала может в зна-
чительной мере определять устойчивость растений к вирусам. В системных 
(чувствительных и толерантных) растениях-хозяевах вирус распространяется 
из первично зараженных клеток по всему растению. В устойчивых растениях 
вирус размножается только в первично зараженных (крайне устойчивые расте-
ния) и соседних (сверхчувствительные растения) клетках [Мэтьюз, 1973; Жу-
равлев, 1979; Goodman et al., 1986; Реунов, 1999]. В факультативно устойчи-
вых растениях пшеницы, механически инокулированных ВТМ или Х-вирусом 
картофеля, блокировался транспорт инфекционного материала и за пределами 
первично зараженных клеток были обнаружены вирусспецифические РНК, не 
вызывающие продуктивной инфекции [Дорохов и др., 1984 а,б; Александрова 
и др., 1985].

4.1. Общие сведения о транспорте вирусов в растениях

Различают три вида транспорта вирусов в растениях: внутриклеточный, 
«ближний» – медленное (мкм/ч) распространение от клетки к клетке и «даль-
ний» − более быстрое (см/ч) передвижение по проводящей системе на боль-
шие расстояния. Считается, что транспорт вирусов, в общих чертах, сохраняет 
последовательность этапов, характерных для транспорта ассимилятов: пере-
движение по плазмодесмам от клетки к клетке, загрузка флоэмных окончаний, 
транспорт во флоэме и выход из флоэмы в органах-рецепторах  [Мэтьюз, 1973; 
Курсанов, 1976; Журавлев, 1979б].

Распространение вирусов по растению зависит от их взаимодействия с 
транспортными системами растения и растительных защитных механизмов. 
Работы с мутантами ВТМ показали, что «ближний» транспорт вируса, в зна-
чительной мере, определяется функционированием вирус-кодируемого белка 
с м. м. 30 кДа [Atabekov, Dorokhov, 1984; Дорохов, 1985; Atabekov, Taliansky, 
1990]. Эти работы могут иметь важное значение для понимания механизмов 
устойчивости растений к вирусам, так как в результате мутации гена ВТМ, 
кодирующего этот белок, чувствительная реакция растений N. sylvestris на оп-
ределенный штамм ВТМ сменялась на сверхчувствительную [Kado, Knight, 
1966]. Однако экспрессия встроенного гена белка 30 кДа ВТМ не вызывала не-
кротизации сверхчувствительных трансгенных растений табака сорта Ксанти 
нк [Deom et al., 1991]. Транспортные белки вирусов таких групп как потекс-, 
карла-, гордеи- и некоторых других транслируются тремя открытыми рамка-
ми считывания, названными тройным блоком генов [Solovyev et al., 1996]. Два 
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низкомолекулярных белка (TGBp2 и TGBp3) имеют гидрофобные участки и 
связываются с внутриклеточными мембранными компартментами [Morozov, 

Solovyev, 2003]. Показано [Ju et al., 2007], что белок TGBp2, кодируемый Х-ви-
русом картофеля, индуцирует образование гранулярных везикул, необходимых 
для транспорта вируса. Больший по размеру белок TGB1 способен связываться 
с РНК, имеет АТФазную активность и домены, характерные для РНК хеликазы 
[Habili, Symons, 1989; Rouleau et al., 1994; Kalinina et al., 2002; Leshchiner et al., 
2006]. Он способен изменять пропускную способность плазмодесм [Angell et 
al., 1996]. Все три белка участвуют в транспорте вирусов [Lawrence, Jackson, 
2001; Morozov, Solovyev, 2003]. В разделе 3.1 уже приводились данные о транс-
порте вирусного материала из ядра в цитоплазму и в обратном направлении, 
характерном для некоторых вирусов, имеющих две фазы репродукции (ядер-
ную и цитоплазматическую). Так, у геминивирусов два вирус-кодируемых бел-
ка способствуют транспорту вируса, причем белок NSP (nuclear shuttle protein, 
ранее называемый BR1 или BV1) [Lazarowitz, Beachy, 1999] участвует в пере-
мещении вновь синтезируемой ssДНК из ядра в цитоплазму, а белок MPB (ра-
нее BL1 или BC1) совместно с белком NSP – во внутрицитоплазменном и меж-
клеточном транспорте [Noueiry et al., 1994; Pascal et al., 1994; Ward, Lazarowitz, 
1999]. Челночная функция белка NSP зависит от его взаимодействия с ядерным 
белком ацетилтрансферазой [McGarry et al., 2003; Carvalho, Lazarowitz, 2004; 
Carvalho et al., 2006]. Мутанты вируса с ослабленной способностью взаимо-
действовать с ацетилтрансферазой индуцировали ослабленные симптомы за-
болевания [Carvalho, Lazarowitz, 2004]. Ацетилтрансферазы участвуют в ре-
гуляции перестройки хроматина, транскрипции, стабилизации и транспорте 
белков [Kouzarides, 2000; Soutoglou et al., 2000]. Такие этапы жизненного цикла 
вируса розеточности земляного ореха как импорт в ядрышко вирусного белка, 
кодируемого 3-й открытой рамкой считывания, и образование в цитоплазме ви-
русного рибонуклеопротеида, который затем транспортируется в растении по 
сосудам флоэмы, зависят от взаимодействия этого вирусного белка с белком 
ядрышка фибрилларином, имеющим метилтрансферазную активность [Kim et 
al., 2007; Canetta et al., 2008].

Вероятно, транспорт вирионов и вирусных компонентов в цитоплазме 
осуществляется за счет ее постоянного движения. Однако, новые данные сви-
детельствуют о том, что такой способ является не единственным. Многими 
исследованиями показано, что вирусы образуют репликативные образования, 
расположенные на эндоплазматическом ретикулуме и состоящие из вирусных 
нуклеиновых кислот и белков, а также растительных белков [Schaad et al., 
1997; Heinlein et al., 1998; Reichel, Beachy, 1998; Más, Beachy, 1999; Solovyev 
et al., 2000; Gorshkova et al., 2003; Karger et al., 2003; Asurmendi et al., 2004; 
Haupt et al., 2005; Ju et al., 2005; Paape et al., 2006; Samuels et al., 2007]. Эти же 
образования являются и транспортными комплексами [Hagiwara et al., 2003; 
Kawakami et al., 2004; Boevink, Oparka, 2005]. Была выявлена ассоциация 30 
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кДа белка ВТМ с эндоплазматическим ретикулом [Heinlein et al., 1998; Reichel, 
Beachy, 1998; Wright et al., 2007]. Эндоплазматический ретикулум проходит че-
рез плазмодесмы (см. ниже), поэтому он является прямым каналом для попа-
дания вирусного материала в плазмодесмы и через плазмодесмы в соседние 
клетки. Белки, ассоциированные с мембранами эндоплазматического ретику-
лума, транспортируются очень быстро и скорость их движения зависит от ак-
тин-миозиновой системы. Если актин деполяризован, то белки диффундируют 
очень медленно [Runions et al., 2006]. 

Возможно, что кроме эндоплазматического ретикулума во внутриклеточ-
ном транспорте вирусного материала участвуют актиновые микрофиламенты 
и микротрубочки цитоскелета. Было показано, что транспортный белок ВТМ 
связывается с микротрубочками и микрофиламентами вскоре после заражения 
изолированных протопластов и листьев [Heinlein et al., 1995; McLean et al., 
1995; Más, Beachy, 1999]. В опытах in vitro было также продемонстрировано, 
что 30 кДа белок ВТМ способен связываться с актином и тубулином [McLean 
et al., 1995]. ВТМ-кодируемый 126 кДа белок влиял на транспорт вирусного 
репликативного комплекса вдоль микрофиламентов. Их разрушение снижало 
межклеточный транспорт вируса, но не влияло на его накопление в инфициро-
ванной клетке [Liu et al., 2005]. Транспортный белок ВТМ связывался с мик-
ротрубочками цитоскелета с помощью растительного белка MPB2C [Kragler 
et al., 2003; Curin et al., 2007]. Роль микротрубочек в транспорте вирусов пока 
не ясна. Одни авторы [Boyko et al., 2002; Ashby et al., 2006; Ferralli et al., 2006; 
Boyko et al., 2007] считают, что они способствуют распространению вирусного 
материала по растению. По мнению других [Padgett et al., 1996; Reichel, Bea-
chy, 1998; Gillespie et al., 2002; Curin et al., 2007; Vogel et al., 2007; Ruggenthaler 
et al., 2009] cвязывание вирусного транспортного белка с микротрубочками 
приводит к его деградации и ограничению транспорта. Показано, что обра-
ботки, приводящие к разрушению микротрубочек, существенно не влияли на 
внутриклеточный транспорт 30 кДа белка ВТМ и не предотвращали накопле-
ние его в плазмодесмах [Gillespie et al., 2002; Kragler et al., 2003]. Однако было 
установлено [Seemanpillai et al., 2006], что эти обработки не имеют 100 %-го 
эффекта. Тем более, что комплекс микротрубочек с транспортным белком ВТМ 
был очень стабилен и в отличие от микротрубочек не повреждался при обра-
ботке холодом или реагентами, разрушающими микротрубочки [Ferralli et al., 
2006]. Поэтому вопрос об участии микротрубочек в  вирусном транспорте ос-
тается пока открытым.

Помимо эндоплазматического ретикулума и цитоскелета в транспор-
те вирусного материала могут участвовать трубчатые структуры, частично 
или полностью сформированные из транспортных белков [Perbal et al., 1993; 
Wellink et al., 1993; Wieczorek, Sanfaçon, 1993]. Они образовывались внутри 
и на поверхности изолированных протопластов вигны, зараженных вирусом 
мозаики вигны [van Lent et al., 1990, 1991; Kasteel et al., 1993, 1996], протоплас-
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тов табака и томатов, зараженных ВТМ и вирусом мозаики томатов, соответс-
твенно [Heinlein et al., 1995, 1998; Takahashi et al., 1999]. Образование трубочек 
не зависело от функционирования цитоскелета, но угнеталось брефелдином 
А – ингибитором секреторной системы [Pouwels et al., 2002; Tagami, Watanabe, 
2007]. Кроме того, было показано [Schepetilnikov et al., 2008], что цитоскелет 
и секреторная клеточная система не участвуют в передвижении транспортного 
белка TGBp3 гордеивируса  в периферические тела, локализованные рядом с 
плазмодесмами. По мнению авторов, этот транспорт осуществляется каким-то 
неизвестным еще путем.

Было выявлено связывание вирусных транспортных белков по перифе-
рии клеток в местах соединения плазмалеммы и эндоплазматического ретику-
лума с клеточной стенкой, а также с плазмодесмами [Boevink, Oparka, 2005]. 
Действительно, 30 кДа белок ВТМ был обнаружен в плазмодесмах [Tomenius 
et al., 1987] и клеточных стенках зараженных листьев [Deom et al., 1990]. В 
трансгенных растениях табака со встроенным геном 30 кДа белка ВТМ этот 
белок локализовался во вторичных плазмодесмах, но не в первичных [Ding et 
al., 1992a; Moore et al., 1992]. Кроме того, было установлено взаимодействие 
транспортных белков ВТМ, вируса посветления жилок турнепса и вируса моза-
ики цветной капусты с пектинметилтрансферазой и калретикулином [Dorokhov 
et al., 1999; Chen et al., 2000, 2005; Гасанова и др., 2008], клеточными белками, 
локализованными в плазмодесмах, клеточной стенке и эндоплазматическом 
ретикулуме [Denecke et al., 1995; Morvan et al., 1998; Baluska et al., 1999, 2001; 
Chen et al., 2000; Laporte et al., 2003; Raffaele et al., 2009а]. 

«Ближний» транспорт вирусного материала осуществляется по плазмо-
десмам – цитоплазматическим мостикам, соединяющих протопласты клеток в 
единую систему (симпласт). Ю.Н. Журавлевым [1979б] было высказано пред-
положение о возможности транспорта вирусов по апопласту, так как вирусный 
материал очень быстро обнаруживался в мезофилле механически инокули-
рованных листьев. Однако апопластный транспорт вирусов на значительное 
расстояние маловероятен. Как показано в главе 2, вирионы в межклеточном 
пространстве быстро деградируют и инактивируются. Поэтому плазмодесмы 
являются главным каналом, соединяющим клетки и по которому возможен 
межклеточный транспорт вирусов. Действительно, вирусные частицы были 
обнаружены в плазмодесмах [Esau et al., 1967; Davison, 1969; De Zoeten, Gaard, 
1969; Kitajima, Lauritis, 1969; Esau, Hoefert, 1972; Gibbs, 1976; Weintraub et al., 
1976].

Число, структура и функциональная активность плазмодесм зависят от 
типа ткани, возраста ткани и всего растения, условий внешней среды [Livings-
ton, 1935; Shalla, 1959; McLean et al., 1997; Itaya et al., 1998]. Клетки молодых 
тканей соединены первичными плазмодесмами – простыми цилиндрическими 
каналами. С возрастом образуются вторичные разветвленные плазмодесмы, 
имеющие, согласно современным представлениям [Hepler, 1982; Overall et al., 
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1982; Ding et al., 1992a,b, 1993; Volk et al., 1996; Aaziz et al., 2001], сложное 
строение. Эндоплазматический ретикулум проходит через плазмодесму, при-
чем мембрана ретикулума образует в плазмодесме десмотубулу, содержащую 
внутри белковые частицы. Между десмотубулой и цитоплазматической мемб-
раной плазмодесмы имеется просвет около 2,5 нм, называемый цитоплазмати-
ческим рукавом. Он разделен на 8-10 микроканалов белковыми молекулами. 
Предполагается, что по этому рукаву происходит пассивный транспорт низко-
молекулярных соединений. В области шейки плазмодесмы обнаружены бел-
ки актин, миозин и центрин, возможно, обеспечивающие активный транспорт 
макромолекул [White et al., 1994; Ding et al., 1996; Снегирева, Шиян, 2000].

Механизм действия транспортного белка пока окончательно не известен. 
Было высказано предположение, что он влияет на состояние клеточных сте-
нок и (или) плазмодесм между инфицированными и соседними клетками, не 
содержащими вирус [Atabekov, Dorokhov, 1984].  Температурочувствительный 
штамм Ls1 ВТМ вызывал снижение количества плазмодесм в больных лис-
тьях при неразрешающей температуре и не влиял на содержание плазмодесм 
при разрешающей температуре, тогда как типичный штамм не обладал таким 
свойством [Shalla et al., 1982]. Способность 30 кДа белка ВТМ влиять на со-
стояние плазмодесм было подтверждено и в других работах [Wolf et al., 1989; 
Berna et al., 1991]. В трансгенных растениях табака сорта Ксанти нк со встро-
енным геном 30 кДа белка ВТМ при 24° С транспортировался декстран с м. 
м. 3,9 кДа и не двигался декстран 9,4 кДа, при 33° С транспортировались оба 
вещества. У трансгенных чувствительных растений сорта Ксанти они распро-
странялись при обеих температурах. По мнению авторов [Deom et al., 1991], ген 
N может модифицировать способность 30 кДа белка ВТМ влиять на состояние 
плазмодесм. Этот белок способен изменять пропускную способность вторич-
ных плазмодесм трансгенных растений табака, но он не влиял на первичные 
плазмодесмы, хотя продуцировался в молодых листьях [Deom et al., 1990; Ding 
et al., 1992a]. Однако белок, инъецированный в листья нетрансгенных расте-
ний, изменял пропускную способность первичных плазмодесм [Waigmann et 
al., 1994]. Транспортные белки, изменяя пропускную способность плазмодесм, 
тем самым влияют на транспорт и распределение ассимилятов, нуклеиновых 
кислот и белков. Это, в свою очередь, сказывается в значительной мере на со-
стоянии клеток, развитии растений и их устойчивости патогенам [Sessions et 
al., 2000; Kim et al., 2001; Nakajima et al., 2001; Guo, Ding, 2002; Maldonado et 
al., 2002; Huang et al., 2005; Biemelt, Sonnewald, 2006].

Пока не ясно, каким образом изменяется пропускная способность плаз-
модесм. Было показано [Ding et al., 1996], что в ее регуляции принимают учас-
тие актиновые филаменты, вызывая, возможно, изменения в структуре плаз-
модесм [Oparka, 2004]. Высказано предположение [Boevink, Oparka, 2005], что 
транспортные белки вирусов, связываясь с пектинметилтрансферазой и тем 
самым влияя на ее активность, способствуют утончению клеточной стенки 



72                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

вокруг плазмодесм, что облегчает раскрытие плазмодесм. Транспортный бе-
лок ВТМ имеет три сайта для фосфорилирования [Haley et al., 1995] и может 
непосредственно взаимодействовать с протеинкиназами [Yoshioka et al., 2004]. 
Влияние фосфорилированного транспортного белка ВТМ на пропускную спо-
собность плазмодесм неодинаково у разных растений-хозяев [Waigmann et al., 
2000] и зависит от степени фосфорилирования: фосфорилирование одного 
сайта повышает ее, а двух или трех − угнетает влияние белка на плазмодесмы 
[Trutnyeva et al., 2005].   Пропускная способность плазмодесм может увеличи-
ваться в результате деятельности фермента β-1,3-глюканазы, активность кото-
рого увеличивалась в растениях, сверхчувствительно реагировавших в ответ 
на заражение грибами, бактериями и вирусами [Collinge, Slusarenko, 1987]. 
Повышение активности β-1,3-глюканазы было обнаружено и в растениях сои, 
системно пораженных вирусом мозаики сои, но в крайне устойчивых к этому 
вирусу растениях сои активность фермента после заражения существенно не 
менялась [Andreeva et al., 2002]. В опытах с растениями фасоли сорта Пинто 
и N. glutinosa, зараженными штаммами VM и  U1 ВТМ, была показана корре-
ляция между активностью этого фермента и “ближним” транспортом вируса 
[Kearney, Wu, 1984]. В растениях табака (сорт Havana 425), дефицитных по 
β-1,3-глюканазе I в результате антисенс-трансформации, был лимитирован 
транспорт ВТМ и вируса некроза табака [Beffa, Meins, 1996; Iglesias, Meins, 
2000; Bucher et al., 2001].  Это объясняется тем, что β-1,3-глюканаза разрушает 
каллозу (β-1,3-глюкан), которая откладывается в клеточной стенке и плазмо-
десмах и тем самым блокирует транспорт вируса [Shimomura, Dijkstra, 1976]. 
Вероятно, в переносе через плазмодесмы вирусных транспортных белков и 
нуклеиновых кислот принимают участие клеточные белки шапероны семейс-
тва Hsp70. Эти белки кроме своей основной функции, а именно укладки поли-
пептидов в стабильные структуры, также участвуют в транспорте белков [Pi-
lon, Schekman, 1999; Mayer, Bukau, 2005]. Было выявлено новое субсемейство 
клеточных Hsp70 белков, способных перемещаться по плазмодесмам и влиять 
на их размеры [Aoki et al., 2002]. Кроме того, было показано, что клостерови-
русы кодируют гомологи Hsp70 белков, функционирующие как транспортные 
белки [Agranovsky et al., 1998; Peremyslov et al., 1999; Alzhanova et al., 2001].

Было предложено [Citovski et al., 1990, 1992; Osman et al., 1992, 1993; Fuji-
wara et al., 1993; Giesman-Cookmeyer, Lommel, 1993; Waigmann et al., 1994], что 
транспортный белок тобамо- и диантовирусов непосредственно связывается со 
своей нуклеиновой кислотой и облегчает ее транспорт через плазмодесмы. В 
опытах in vitro было показано, что 30 кДа белок ВТМ способен связываться с 
однонитевыми РНК или ДНК. В результате связывания молекула нуклеиновой 
кислоты разворачивается и образуется тонкий вытянутый рибонуклеопротеид 
с диаметром примерно 2-3 нм, способный проходить через плазмодесмы [Cit-
ovski et al., 1990, 1992; Kiselyova et al., 2001]. Кроме того, было установлено, 
что репликаза ВТМ также вовлечена в межклеточный транспорт вирусного ма-
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териала [Hirashima, Watanabe, 2001, 2003]. Умбра- и диантовирусы кодируют 
одиночные транспортные белки, связывающие ssРНК. В отличие от транспор-
тного белка ВТМ, который разворачивает молекулу РНК, белки этих вирусов 
формируют с РНК компактные рибонуклеопротеиды, устойчивые к РНКазе 
[Fujiwara et al., 1993; Nurkiyanova et al., 2001; Taliansky, Robinson, 2003]. Как 
показали опыты с мутантами вируса огуречной мозаики по транспортному 
белку, этому вирусу для межклеточного транспорта необходим также белок 
оболочки. Предполается, что капсидный белок вызывает конформационные 
изменения в транспортном белке, приводящие к образованию вирусного ри-
бонуклеопротеида, способного к транспорту [Palukaitis, Garcia-Arenal, 2003]. 
Потивирусы не кодируют транспортных белков, но несколько вирусных белков 
выполняют транспортную функцию, в том числе протеиназа HC-Pro, РНК по-
лимераза и белок VPg, связанный с геномом [Nicolas et al., 1997; Revers et al., 
1999; Dunoyer et al., 2004].

В механически инокулированных листьях вирусы распространяются в 
радиальном и вертикальном направлениях до тех пор, пока не достигнут нижне-
го эпидермиса [Hosokawa, Mori, 1982]. Скорость транспорта от клетки к клетке 
составляет 3-10 мкм /час для разных вирусов [Rappaport, Wildman, 1957]. Такая 
низкая скорость объясняется [Мэтьюз, 1973; Журавлев, 1979б] необходимос-
тью репродукции вирусов в каждой следующей клетке, а для депротеинизации 
и репликации вирусных РНК требуется время. Кроме того, многие плазмодес-
мы могут быть непроходимы для вирусов из-за недостаточного диаметра или 
вследствие того, что они заполнены мембранным и другим материалом [Shalla, 
1959; Robards, 1971; Juniper, 1977]. 

Распространение вирусного материала из первично инфицированных 
листьев системных хозяев по растению происходит по проводящей системе. 
Проводящая система листа представлена жилками разного порядка. Жилки 
расположены так, чтобы обеспечить все клетки листа необходимыми вещес-
твами и отток от клеток ассимилятов. Транспорт ассимилятов в листе строго 
ориентирован: ассимиляты перемещаются из каждой микрозоны клеток мезо-
филла радиусом 70-130 мкм в сторону ближайшего к ней малого пучка и далее 
по клеткам флоэмы в сторону крупной жилки [Полевой, 1989]. Флоэмная часть 
проводящего пучка состоит из ситовидных трубок, клеток-спутников, переход-
ных клеток и паренхимных клеток. Ксилемная часть пучка содержит трахеи и 
паренхимные клетки. В мелких пучках флоэмные и ксилемные сосуды закан-
чиваются паренхимными клетками [Эсау, 1969].

Общепризнано, что дальний транспорт вирусного материала происходит 
по сосудам флоэмы, причем загрузка и разгрузка ситовидных элементов про-
исходит через плазмодесмы [Carrington et al., 1996]. Однако вирусные части-
цы были обнаружены и в ксилемных сосудах зараженных листьев [Chambers, 
Francki, 1966; Эсау, 1969; Weintraub, Ragetli, 1970; Robertson, Carroll, 1989]. 
Причем вирус желтой крапчатости риса больше накапливался в сосудах кси-
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лемы и прилегающих паренхимных клетках механически и системно инфи-
цированных листьев растений риса, чем в ситовидных элементах [Opalka et 
al., 1998]. Считается, что вирусный материал не способен выходить из сосудов 
ксилемы в клетки паренхимы или его выход заканчивается абортивной инфек-
цией и не вызывает заражения листьев [Schneider, 1965; Дорохов, 1985]. Од-
нако показано, что вирус южной мозаики фасоли, введенный путем прививки 
или инъецированный в стебель, транспортируется вверх и вниз по растению 
фасоли сорта Пинто через участки стебля, убитые паром, и вызывает зараже-
ние тканей [Schneider, Worley, 1959 a,b]. Согласно данным иммунохимического 
окрашивания золотом, вирус мозаики пшеницы, передающийся через почву, 
транспортировался из корней в листья пшеницы по сосудам ксилемы [Verchot 
et al., 2001]. Эти результаты свидетельствуют о том, что вирусы способны пе-
редвигаться по ксилеме и системно заражать растения. 

Некоторые мутанты вирусов не способны транспортироваться по расте-
нию при определенных условиях. Кроме того, вирусы могут распространяться 
только в растениях-хозяевах. В обоих случаях ограничения в транспорте ви-
русов могут преодолеваться (комплементироваться) с помощью вирусов-по-
мощников, в качестве которых могут служить родственные штаммы и даже 
неродственные вирусы. Комплементация вирусного транспорта является до-
вольно распространенным феноменом [Atabekov, Taliansky, 1990]. Он был 
выявлен при использовании различных экспериментальных подходов: а) при 
смешанной инфекции вируса, дефектного по транспортной функции, и виру-
са-помощника [Taliansky et al., 1982a,b,c], б) при инфекции рекомбинантными 
вирусами, содержащими чужие гены транспортных белков [Nejidat et al., 1991; 
Hilf, Dawson, 1993], в) при заражении дефектным вирусом трансгенных расте-
ний, экспрессирующих ген транспортного белка вируса-помощника [Deom et 
al., 1987, 1990; Holt, Beachy, 1991].  

Распространение вирусов по растению зависит и от их способности про-
тиводействовать защитным механизмам растения. Одним из них является ин-
терференция РНК (РНК-сайленсинг или умолкание генов), которая приводит к 
гидролизу вирусной РНК. Защита вирусной РНК от деградации происходит в 
результате сборки вирионов и компартментализации, то есть размещения ви-
русного генетического материала в специфических участках клетки (компарт-
ментах). Так, репликация РНК вируса желтой мозаики турнепса осуществля-
ется в мембранных пузырьках, образующихся на поверхности хлоропластов. 
Кроме того, некоторые вирус-кодируемые белки являются супрессорами умол-
кания генов. Их действие приводит к усилению накопления и транспорта ви-
русного материала и тем самым способствует повышению чувствительности 
растений к вирусной инфекции [Дорохов, 2007].

В настоящее время нет единого мнения о том, в какой форме вирусы рас-
пространяются по растению. Обнаружение вирусных частиц в плазмодесмах 
[Essau et al., 1967; Davison, 1969; De Zoeten, Gaard, 1969; Kitajima, Lauritis, 1969; 
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Gibbs, 1976; Weintraub et al., 1976], ситовидных элементах флоэмы и флоэмных 
эксудатах [Essau, Cronshaw, 1967; Kluge, 1967; Oxelfelt, 1975] привело к заклю-
чению, что транспортной формой вируса являются вирусные частицы. Об этом 
же свидетельствуют результаты опытов с мутантом ВТМ, синтезирующим бе-
лок оболочки, но не способным образовывать вирионы и транспортироваться 
по растению [Saito et al., 1990]. Однако вирус розеточности земляного ореха 
способен передвигаться по растению без белка оболочки в виде нуклеопроте-
ида в комплексе с неструктурным белком – продуктом трансляции 3 открытой 
рамки считывания [Ryabov et al., 1999].  Не исключена возможность участия 
свободной вирусной РНК в распространении инфекционного материала в рас-
тении, так как штаммы ВТМ, дефектные по белку оболочки, и РНК 1 (лишен-
ная гена белка оболочки, который находится в РНК 2) вируса погремковости 
табака системно заражали растения [Siegel et al., 1962; Zaitlin, Keswani, 1964; 
Sänger, 1968]. Но в этом случае не ясно, каким образом осуществляется защита 
РНК от РНКаз. Возможно, РНК образует какие-то комплексы с растительными 
белками. И.Г. Атабеков и Ю.Л. Дорохов [Atabekov, Dorokhov, 1984; Дорохов, 
1985] предположили, что транспортной формой вируса являются вирусспеци-
фические информосомоподобные рибонуклеопротеиды (вРНП), которые были 
обнаружены в растениях и отличались от вирионов и РНК по плавучей плот-
ности и морфологическим признакам. В состав вРНП входили субгеномные 
вирусные РНК, клеточные и вирусспецифические белки [Дорохов и др., 1980; 
1981; Dorokhov et al., 1983; Александрова и др., 1984; Дорохов и др., 1984 б, в]. 
Возможно, транспортной формой Х-вируса картофеля является комплекс ви-
русной РНК, белка оболочки и транспортного белка, способный к трансляции 
[Atabekov et al., 2000; Karpova et al., 1999, 2006].

4.2. Ограничения транспорта вирусов в растениях 
с разной устойчивостью к вирусной инфекции

4.2.1. Чувствительные растения

В разделе 3.2 уже сообщалось о том, что в апикальной меристеме и «зе-
леных островках» молодых листьев больных чувствительных растений огра-
ничены накопление и транспорт вирусного материала. 

Кроме того, имеются примеры, когда вирусы размножались и переме-
щались от клетки к клетке только в инокулированных листьях. Так, ВТМ на-
капливался в механически зараженных листьях растений шпината, но если 
его структурный белок заменяли на белок оболочки вируса мозаики люцер-
ны, который системно поражает растения шпината, то этот химерный вирус 
транспортировался по растению [Spitsin et al., 1999]. Для изолята NY вируса 
мозаики гороха, передающегося через семена, характерен только «ближний» 
транспорт в растениях Chenopodium quinoa Willd, тогда как изолят DPD1 был 
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способен перемещаться по всему растению. Анализ показал, что эти два изо-
лята различаются между собой по одному аминокислотному остатку в позиции 
47 у структурного белка. Если заменяли серин на пролин, то изолят NY сис-
темно поражал эти растения. И, наоборот, при замене пролина на серин изолят 
DPD1 терял свою способность к дальнему транспорту. Однако другие изоляты 
этого вируса (s6 и nep-1), содержащие также серин в позиции 47 в белке обо-
лочки, распространялись по всему растению [Anderson, Johansen, 1998]. Вирус 
огуречной мозаики системно поражает растения огурцов в отличие от виру-
са аспермии томатов, который реплицировался и транспортировался только в 
инокулированных листьях. Если геном вируса аспермии томатов был покрыт 
белком оболочки вируса огуречной мозаики, то он также распространялся по 
растению. Вирус огуречной мозаики со встроенной РНК 3 вируса аспермии то-
матов, которая кодирует белок оболочки и белок 3а, терял свою способность к 
дальнему транспорту [Taliansky, Garsia-Arenal, 1995; Thompson, Garsia-Arenal, 
1998]. Эти примеры указывают на значительную роль белка оболочки в рас-
пространении вирусов в растениях. Пока не ясно, почему некоторые вирусы, 
способные к «ближнему» транспорту, не могут перемещаться через проводя-
щую систему по всему растению.

Для некоторых вирусов характерна тканевая специфичность, когда они 
накапливаются только в определенных тканях чувствительного растения-хо-
зяина. Так, в растениях лайма, пораженного вирусом тристецы цитрусовых, 
скопления вирусоподобных частиц обнаруживались в клетках флоэмы [Price, 
1966]. В клетках флоэмы растений фасоли, сахарной свеклы, табака и тома-
тов  был найден белок вируса курчавости верхушки [Mumford, Thornley, 1977]. 
Лютеовирусы были выявлены во флоэмной паренхиме, клетках-спутниках и 
ситовидных элементах [Taliansky, Barker, 1999], но они способны заражать 
протопласты, изолированные из мезофилла [Kubo, Takanami, 1979; Barker, Har-
rison, 1982]. Однако вирус желтухи свеклы накапливался во флоэме на ранних 
этапах заболевания, но затем был найден в мезофилле и эпидермисе [Esau et 
al., 1967]. Тканевая специфичность обусловлена ограничением транспорта ви-
руса, так как она преодолевается при совместной инфекции с вирусом-помощ-
ником. Например, вирус золотистой мозаики фасоли поражал только клетки 
флоэмы листьев растений фасоли [Kim et al., 1978], а при совместном зараже-
нии с ВТМ и другие ткани [Carr, Kim, 1983b]. Y-вирус картофеля способство-
вал транспорту вируса скручивания листьев картофеля из флоэмы в паренхиму 
листьев N. сlevelandii A. Gray, но не оказывал такого эффекта в растениях кар-
тофеля [Barker, 1987]. Более того, при посредстве вируса-помощника можно 
расширить круг растений-хозяев. Устойчивые к ВТМ растения томатов с геном 
Tm-2 заражались этим вирусом после предварительного заражения Х-вирусом 
картофеля [Taliansky et al., 1982b]. ВТМ, вирус штриховатой мозаики ячменя, 
Y- и M-вирусы картофеля способствовали размножению в устойчивых расте-
ниях таких вирусов как вирус мозаики костра – в растениях томатов и фасоли, 
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ВТМ – в растениях ячменя, Х-вируса картофеля – в растениях картофеля сорта 
Сафир, соответственно [Тальянский, 1984].

4.2.2. Толерантные растения

В литературе нет сведений об ограничении транспорта вирусного ма-
териала в толерантных растениях. В наших опытах с изолятами ВТМ (412 и 
дальневосточный, выделенный из перца) и толерантными к ним растениями 
табака сорта Самсун было показано, что распределение этих изолятов в лис-
тьях разных ярусов было похоже на распространение вируса в чувствительных 
растениях. Однако содержание вирусов в листьях толерантных растений было 
значительно ниже, чем в листьях чувствительных растений [Малиновский и 
др., 1993а; Malinovsky et al., 2001]. Аналогичные результаты были получены в 
опытах с вирусом мозаики сои и растениями сои, различающимися по своей 
реакции к этому вирусу. Уровень накопления вируса мозаики сои зависел от 
сорта растений. Так, в растениях сорта Peking он накапливался медленнее, чем 
в растениях сорта Ходсон, несмотря на то, что растения этих сортов проявляли 
к вирусу толерантную реакцию [Сапоцкий и др., 2002, 2004]. 

4.2.3. Сверхчувствительные растения

Общепринято, что распространение вируса в инокулированных листьях 
сверхчувствительных растений блокируется в результате образования локаль-
ных некрозов. Локализация вируса не обязательно сопровождается некроти-
зацией клеток. Ингибирование некротизации клеток окислительно-восстано-
вительными агентами [Favali et al., 1978] и цитринином [Takusari, Takahashi, 
1979] не влияло на локализацию вируса. Заражение растений огурцов суспен-
зией ВТМ низкой концентрации [McKinney, Fulton, 1949; Lindner et al., 1959; 
Cohen, Loebenstein, 1975] и растений Primula obconica Hance вирусом некроза 
табака [Bawden, Kassanis, 1947] приводило к локализации вируса без образова-
ния некрозов. Тепловая обработка чувствительных растений табака, заражен-
ных ВТМ, индуцировала образование тепловых некрозов, но не приводила к 
локализации вируса [Foster, Ross, 1975a,b]. 

Принято считать, что в сверхчувствительных растениях “ближний транс-
порт” вируса происходит только в период роста локальных некрозов и за пре-
делы сформировавшихся некрозов вирус не поступает. Это мнение основано 
на следующих фактах. Уже в работах Ф.О. Холмса [Holmes, 1954] было по-
казано, что активная репродукция вирусов осуществляется только в локаль-
ных некрозах. При повышенной температуре, когда некрозы не образуются, 
вирус системно распространяется по растению [Jockusch, 1966; Martin, Gallet, 
1966a,b]. Подсчет числа зараженных протопластов, выделенных из инокулиро-
ванных листьев чувствительных и сверхчувствительных растений табака перед 
появлением видимых некрозов и инкубированных 24 ч для накопления вируса, 
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показал, что это число было одинаковым [Otsuki et al., 1972a; Малиновский 
и др., 1993a, 1996]. Сравнительное изучение «ближнего» транспорта ВТМ в 
листьях чувствительных и сверхчувствительных растений табака, проведенное 
методом иммуннофлуоресцентного окрашивания клеток  листьев показало, что 
на первых этапах формирования некрозов вирус распространяется в листьях 
растений с разной реакцией на вирусное поражение с одинаковой скоростью 
[Hosokawa et al., 1989]. 30 кДа белок ВТМ одинаково накапливался в субкле-
точных фракциях (мембраны и клеточные стенки) листьев сверхчувствитель-
ных и чувствительных растений табака до появления видимых некрозов, но 
затем у сверхчувствительных растений его содержание в клеточных стенках 
резко снижалось с одновременным сокращением синтеза белка оболочки ви-
руса [Moser et al., 1988]. 

Согласно нашим данным [Малиновский и др., 1993а], степень угнете-
ния «ближнего» транспорта вируса зависит от гена, контролирующего реак-
цию сверхчувствительности. У растений табака с геном N (сорта Самсун 47/10, 
Самсун 27, Ксанти нк) достоверное торможение транспорта ВТМ было обна-
ружено после формирования видимых некрозов (3-4 сут после заражения). У 
растений табака с геном N′ (Самсун EN, N. sylvestris) образование некрозов не 
влияло на транспорт вирусного материала в течение 15 сут после инокуляции. 
В более поздние сроки измерений некрозов не проводили, однако вирус никог-
да не выявлялся в неинокулированных листьях растений с геном N′, что указы-
вает на локализацию вируса в механически зараженных листьях.

В некротизированных и соседних с некрозами клетках выявлены такие 
биохимические и структурные изменения, как выход в цитоплазму из централь-
ной вакуоли фенолов и гидролитических ферментов из лизосом, превращение 
фенолов в более токсичные хиноны, отложение каллозы в плазмодесмах, ве-
дущее к их закупорке, модификация и утолщение клеточных стенок, отложе-
ние на клеточных стенках каллозы, лигнина, суберина, отход цитоплазмы от 
клеточных стенок, разрыв плазмодесм и другие [Журавлев, 1979б; Коваленко, 
1983; Goodman et al., 1988]. Все эти изменения направлены на ограничение 
транспорта вируса и его элиминацию. 

Однако постепенно были накоплены факты, свидетельствующие о том, 
что эти изменения не обеспечивают полной локализации вируса в некрозах. 
Вирусные частицы были обнаружены в клетках, расположенных за пределами 
некрозов [Смирнова, 1955; Hayashi, Matsui, 1965b; Martin, Gallet, 1966b; Milne, 
1966 b,c; Shimomura, 1972; Allison, Shalla, 1974; Da Graça, Martin, 1976; Stobbs 
et al., 1977; Шмыгля и др., 1989; Hosokawa et al., 1989; Wright et al., 2000].

В.А. Шмыгля с сотр. [1989] показали, что за пределами некрозов вирус 
обнаруживается в форме, неинфекционной в соке, но потенциально инфекци-
онной при трансплантации тканей. Они объясняют это тем, что в клетках меж-
некрозного пространства не образуются зрелые вирусные частицы. Возможно 
и другое объяснение этих результатов. Можно предположить, что за пределы 
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некрозов транспортировалось очень небольшое число вирусных частиц, кото-
рые не способны репродуцироваться и проявить свою инфекционность из-за 
активации защитных реакций, например, накопления антивирусных веществ, 
но размножаются в количествах, достаточных для обнаружения, после транс-
плантации. 

С помощью радиоавтографии было показано, что вскоре после механи-
ческой инокуляции листьев небольшая часть вируса распространяется систем-
но как в чувствительных, так и сверхчувствительных растениях. Были выяв-
лены целые вирусные частицы в верхних неинокулированных листьях обоих 
растений-хозяев. Гомогенаты этих листьев обладали небольшой инфекцион-
ностью. Распределение вируса по растению после заражения листьев было 
похоже на распределение вируса, введенного непосредственно в проводящую 
систему через черешок листа. Однако как у чувствительных, так и у сверхчувс-
твительных растений вирус, проникший в верхние неинокулированные листья, 
не вызывал заражения этих листьев [Шумилова и др., 1978]. Вероятно, вирус, 
попавший в проводящую систему при механической инокуляции и через че-
решки листьев, транспортировался по ксилеме. Согласно литературным дан-
ным, выход вируса из ксилемы в паренхиму листьев заканчивается абортивной 
инфекцией и не вызывает заражения листьев [Дорохов, 1985]. 

Пока не ясно, какие механизмы, помимо некротизации инфицированных 
клеток, обеспечивают локализацию вирусов у сверхчувствительных растений. 
Возможно, в локализации вирусов участвуют феноламиды, накапливающиеся 
в здоровых растениях табака сорта Ксанти нк с возрастом и в инокулированных 
листьях. В растениях, реагирующих на заражение ВТМ системным некрозом 
без локализации вируса, феноламиды не накапливались [Martin, Martin-Tanguy, 
1981]. Было предложено [van Loon, 1983], что увеличение синтеза этилена в 
клетках, окружающих локальные некрозы [van Loon, 1984], способствует ло-
кализации вирусов. Однако полное ингибирование синтеза этилена не влия-
ло на развитие некрозов у растений сои, пораженных вирусом некроза табака 
[Pennazio, Roggero, 1990]. Исключение ультрафиолетовой части спектра при 
освещении сверхчувствительных растений табака, механически инокулиро-
ванных ВТМ, приводило к системному распространению вируса из некроти-
зированных листьев. С помощью электронного микроскопа были обнаружены 
полноразмерные вирусные частицы в неинокулированных частях растений. 
Перенос растений через две недели в условия обычного освещения приводил к 
быстрой некротизации и гибели растений. Системное распространение и хоро-
шее накопление Х-вируса картофеля наблюдали в крайне устойчивых к этому 
вирусу растений картофеля, инкубированных при освещении без ультрафиоле-
та [Трубицын, Окулов, 1989]. 

Таким образом, данные литературы свидетельствуют о том, что в сверх-
чувствительных растениях вирус может распространяться от клетки к клетке 
в течение первых часов после заражения так же, как в чувствительных расте-
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ниях. После формирования локальных некрозов транспорт вируса ограничи-
вается. Вирусные частицы обнаруживаются за пределами некрозов. Пока не 
ясно, как вирусные частицы проникают в клетки межнекрозного пространства 
и почему не транспортируются дальше. Возможно, они значительно опережа-
ют основную массу вирусных частиц и их количества не достаточно, чтобы 
вызвать некротизацию клеток. В этих клетках активируются или индуцируют-
ся защитные процессы, приводящие к образованию антивирусных веществ и 
подавлению вирусной репродукции. Поэтому в пространстве между некроза-
ми вирус не накапливается в количествах, достаточных для дальнейшего рас-
пространения и некротизации клеток. 

4.2.4. Крайне устойчивые растения

Растения картофеля, имеющие ген крайней устойчивости к Y-вирусу 
картофеля Rysto никогда не заражались системно вирусом гравировки табака, 
хотя он транспортировался в растениях, чувствительных к Y-вирусу картофеля 
[Hinrichs et al., 1997]. Окрашивание клеток растений картофеля чувствитель-
ного к Y-вирусу картофеля сорта Quarta и крайне устойчивых к этому вирусу 
сортов Bettina, Pirola, Ute, Forelle показало, что в течение нескольких суток 
после механического заражения Y-вирус картофеля одинаково распространял-
ся в соседние клетки эпидермиса, но не заражал клетки мезофилла. Транспорт 
и накопление вируса гравировки табака и Y-вируса картофеля прекращались 
через 7 сут после инокуляции, когда формировались некрозы. Они станови-
лись видимыми как некротические полоски на жилках на инокулированной 
нижней поверхности листовой пластинки [Hinrichs et al., 1998]. Локальные 
некрозы были обнаружены у растений картофеля некоторых сортов, имею-
щих ген Ry и зараженных Y-вирусом картофеля [Cockerham, 1970; Jones, 1990; 
Barker, 1996]. Не было найдено инфицированных мезофильных клеток после 
заражения крайне устойчивых к вирусу крапчатости жилок табака растений 
табака, тогда как примерно 60 % мезофильных клеток восприимчивого расте-
ния-хозяина были заражены [Gibb et al., 1989].

 В крайне устойчивых к вирусу гравировки табака растениях табака 
сорта V20 [Schaad, Carrington, 1996] и S. brevidens Phil. [Valkonen, Somersalo, 
1996] транспорт этого вируса в эпидермисе происходил в течение 3 сут после 
инокуляции. В то время как в S. brevidens устойчивость выражалась в ограни-
чении транспорта вируса в мезофилл [Valkonen, Somersalo, 1996], в растениях 
табака сорта V20 блокирование дальнего транспорта происходило, возможно, 
из-за ингибирования входа или выхода вируса из ситовидных элементов, тог-
да как вирус транспортировался в мезофилл, хотя и в незначительной степени 
[Schaad, Carrington, 1996]. 

Выделение протопластов из механически инокулированных ВТМ лис-
тьев растений вигны показало, что только один протопласт из 50-150 тысяч 
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протопластов содержит вирус. Это соотношение не менялось, если протоп-
ласты изолировали в интервале 0-11 сут после заражения листьев [Sulzinski, 
Zaitlin, 1982]. Аналогичные результаты были получены и при других комбина-
циях вирус-растение [Arroyo et al., 1996; Hinrichs et al., 1998]. Эти данные сви-
детельствуют о том, что вирус размножался только в первично инфицирован-
ных клетках и не транспортировался по листу. В опытах с растениями пшени-
цы, устойчивыми к ВТМ и Х-вирусу картофеля, было показано, что синтез ге-
номной РНК этих вирусов происходит только в первично зараженных клетках. 
За пределами этих клеток развивается абортивная инфекция, характеризуемая 
синтезом и транспортом по растению субгеномных вирусспецифичных РНК 
промежуточного размера [Дорохов и др., 1984а; Александрова и др., 1985]. В 
наших опытах с вирусом мозаики сои и крайне устойчивыми к этому вирусу 
растениями сои сорта Dewamusume был выявлен транспорт вирусного белка 
оболочки по растению  [Сапоцкий и др., 2002, 2004]. 

Механизмы, обеспечивающие ограничение транспорта вирусного ин-
фекционного материала в крайне устойчивых растениях пока не известны. 
Было показано, что ВТМ очень плохо накапливался в листьях растений яч-
меня и не вызывал симптомов заболевания. Если эти растения заражали ВТМ 
совместно с вирусом полосатой мозаики ячменя или вирусом мозаики костра, 
которые системно поражают растения ячменя, то накопление и транспорт ВТМ 
усиливались [Hamilton, Dodds, 1970; Dodds, Hamilton, 1972; Hamilton, Nichols, 
1977]. Однако использование в качестве вирусов-помощников ВТМ, Y-вируса 
картофеля или вируса аукуба мозаики при совместном заражении с Х-вирусом 
картофеля растений картофеля, крайне устойчивых к последнему, не привело к 
накоплению и транспорту этого вируса [Dehley, 1974; Коваленко, Щербатенко, 
1980 – цит. по Коваленко, 1983]. Нам [Сапоцкий и др., 2002, 2004] не удалось 
передать инфекцию с крайне устойчивых растений сои путем реинокуляции на 
восприимчивые растения. Возможно, транспортировались не вирионы, а толь-
ко структурный белок, попавший в верхние листья с током ассимилятов, или 
инфекционность вирионов маскировалась вирусными ингибиторами, присутс-
твующими в клеточном соке. Видимо, со временем в листьях этих растений 
происходила деструкция вирионов, так как через 4 недели после заражения ви-
рус не обнаруживался в инфицированных листьях. В крайне устойчивых рас-
тениях сои в отличие от чувствительных растений содержание и состав кислых 
PR-белков существенно не менялись после заражения вирусом мозаики сои 
[Сапоцкий и др., 2004].



5. МОЛЕКУЛЯРНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ИНДУКЦИИ 
ЗАЩИТНЫХ РЕАКЦИЙ И ПАТОГЕНЕЗА

Устойчивость растений к определенным патогенам определяется услови-
ями внешней среды и взаимодействием комплементарной пары генов растения-
хозяина и патогена, соответственно, гена устойчивости (R) и гена авирулент-
ности (AVR) [Flor, 1947, 1956, 1971]. Специфичность их взаимодействия пред-
полагает, что продукты экспрессии этих генов участвуют в распознавании рас-
тением патогена с последующим активированием сигнальных процессов для 
включения защитных реакций. 

5.1. Вирусные «элиситоры»

Элиситоры – это вещества микроорганизмов, индуцирующие у растений 
устойчивость к патогенам [Keen, 1975]. Позже было показано, что элиситорны-
ми свойствами обладают некоторые ионы тяжелых металлов, различные инги-
биторы метаболизма, антибиотики, пестициды, ультрафиолетовое облучение, 
органические кислоты, белки, полиеновые жирные кислоты, олигосахаридные 
продукты гидролиза хитина, 1,3-β-глюканов, пектиновых веществ и геми-
целлюлоз клеточных стенок микроорганизмов и растительных клеток [Hahn 
et al., 1981; Дьяков, 1983; Ильинская, Озерецковская, 1991; Озерецковская и 
др., 1993; Озерецковская, 1994; Ильинская и др., 1996а,б; Кривцов и др., 1996; 
Максимов и др., 1997; Ильинская, Озерецковская, 1998; Переход и др., 1998; 
Озерецковская, 2002]. 

В этом разделе описаны вирускодируемые белки и РНК, участвующие в 
индукции патогенеза и условно названные вирусными «элиситорами».  

По мнению Я. Вандерпланка [1981] результат взаимодействия расти-
тельных рецепторов с вирусами определяет реакцию растения на поражение 
вирусом. Согласно его гипотезе растение и паразит имеют гомологичные гены, 
называемые у растений генами “восприимчивости”, а у паразита генами “ви-
рулентности”. Белковые продукты этих генов в процессе заболевания способ-
ны сополимеризоваться и растение становится восприимчивым к заражению. 
Сополимеризация белков в биологическом интервале температур представляет 
собой обратимый эндотермический процесс. При высоких температурах про-
исходят конформационные изменения белковых молекул, разрываются во-
дородные, дисульфидные и другие внутренние связи в белковой молекуле и 
мономеры инактивируются. Таким образом, в результате повышения темпера-
туры белковые продукты гомологичных генов хозяина и паразита теряют спо-
собность к сополимеризации и растения становятся устойчивыми к патогену. 
Однако примеры, приводимые автором, свидетельствуют о том, что растения, 
устойчивые к патогенам (грибы и вирусы) в интервале 15-25о С, становятся вос-
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приимчивыми при повышении температуры окружающей среды до 25-28оС. То 
есть наблюдается картина, обратная теоретическим предположениями. Утра-
та растениями своей устойчивости к патогенам при повышении температуры 
среды до 28-30оС (при которой только начинается инактивация белков) сви-
детельствует о том, что именно в результате взаимодействия (может быть и 
сополимеризации) продуктов гена устойчивости растения и генома паразита 
происходит “узнавание” растением патогена и включение защитных реакций. 

Я. Вандерпланк [1981] предположил, что при вирусных заболевани-
ях субъединица РНК-репликазы, кодируемая вирусом, является белком, уча-
ствующим в сополимеризации с растительной субъединицей РНК-репликазы. 
Действительно имеются данные о том, что РНК-репликазный комплекс клеток 
больных растений содержит вирусный и хозяйский компоненты [Dawson, Lehto, 
1990].  Однако, чтобы подтвердить предположение Я. Вандерпланка надо экс-
периментально доказать различие между составом и строением РНК-репликаз, 
образующихся в родственных растениях, которые неодинаково реагируют на 
заражение одним и тем же вирусом (например, растения табака сортов Ксанти 
и Ксанти нк или Самсун и Самсун NN). Маловероятно, чтобы РНК-репликазы 
различались между собой у этих растений, а также у исходных чувствитель-
ных и трансгенных растений со встроенным геном N, сверхчувствительных к 
ВТМ. 

Вероятно, вирусная РНК-репликаза участвует в индукции вирусного па-
тогенеза иным образом, чем предположил Я. Вандерпланк. Было показано, что 
ВТМ-кодируемый 126 кДа белок ассоциируется с хроматином системно ин-
фицированных растений табака [van Telgen et al., 1985]. Известно, что этот бе-
лок является РНКзависимой РНК полимеразой [Zaitlin et al., 1973; Brishammar, 
Juntti, 1974; Scalla et al., 1978]. Считается [van Loon, 1987], что связываясь 
с хроматином, он влияет на его структуру и экспрессию генома растения-
хозяина. Получены данные об участии вирусных репликаз в индукции сим-
птомов заболевания [Roossinck, Palukaitis, 1990; Weiland, Edwards, 1994; Bao et 
al., 1996; Kashiwazaki, Hibino, 1996; Shintaku et al., 1996; Kim, Palukaitis, 1997; 
Ozeki et al., 2006; Padmanabhan et al., 2005, 2006] и преодолении устойчивости 
растений томатов, обусловленной геном Тм1 [Hamamoto et al., 1997]. Ген N обе-
спечивает сверхчувствительную реакцию растений табака ко всем тобамови-
русам, за исключением штамма Ob ВТМ [Tobias et al., 1982]. Он отличается от 
других штаммов ВТМ по составу аминокислот в хеликазном домене вирусных 
репликаз [Padgett, Beachy, 1993; Padgett et al., 1997]. Экспрессия хеликазного 
домена в растениях с геном N индуцировала сверхчувствительную реакцию 
[Abbink et al., 1998; Erickson et al., 1999]. В трансгенных растениях табака со-
рта Самсун NN с встроенным геном репликазы из РНК 2 штамма Fny вируса 
огуречной мозаики был блокирован ближний транспорт этого вируса [Ngueyen 
et al., 1996].    



84                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

Другим вирусным «элиситором», взаимодействующим с продуктом гена 
устойчивости и вызывающим защитные реакции устойчивых растений, может 
быть транспортный белок. Так, в результате мутации гена ВТМ, кодирующего 
этот белок, чувствительная реакция растений N. sylvestris в ответ на заражение 
ВТМ менялась на сверхчувствительную [Kado, Knight, 1966]. Позже аналогич-
ные данные были получены в опытах с дефектным по транспорту при повы-
шенной температуре штаммом Ni 2519 ВТМ, когда в результате точечной мута-
ции глицин в транспортном белке 30 кДа заменялся аргинином. Если исходный 
штамм вызывал системную реакцию у растений N. sylvestris, то мутант инду-
цировал образование локальных некрозов [Taliansky et al., 1982a]. Здоровые 
трансгенные растения табака сорта Ксанти нк, экспрессирующие белок 30 кДа, 
не формировали локальных некрозов, но после заражения ВТМ, лишенным 
гена транспортного белка, развивалась сверхчувствительная реакция [Deom et 
al., 1991]. В трансгенных растениях табака, которые продуцировали нефунк-
циональный транспортный белок ВТМ, уровень накопления вируса был ниже, 
чем в растениях, экспрессирующих нормальный белок [Malyshenko et al., 1993; 
Cooper et al., 1995]. Было показано, что ген вируса карликовой кустистости 
томатов, кодирующий транспортный белок, необходим для образования ло-
кальных некрозов у растений N. glutinosa и N. edwardsonii Christie & D.W. Hall 
[Scholthof et al., 1995]. Растения N. benthamiana в ответ на заражение мутантом 
вируса мозаики костра, у которого валин в положении 266 транспортного белка 
был заменен изолейцином, реагировали образованием прижилкового некроза, 
тогда как исходный вирус не вызывал симптомов заболевания [Rao, Grantham, 
1995a]. Штамм Ltb1 ВТМ (отличается от исходного штамма L двумя заменами 
в гене, кодирующем белок 30 КДа) хорошо размножался в растениях томатов с 
геном Tm-2 (ген ответственный за сверхчувствительную реакцию растений то-
матов к ВТМ) в отличие от исходного штамма L [Meshi et al., 1989]. Транспорт-
ный белок Х-вируса картофеля вызывал сверхчувствительную гибель клеток у 
растений картофеля с геном Nb [Malcuit et al., 1999].

Имеются данные, свидетельствующие о том, что и белок оболочки виру-
сов участвует в индукции симптомов заболевания. В опытах с трансгенными 
растениями со встроенным геном белка оболочки ВТМ и по изменению струк-
туры и аминокислотного состава белка оболочки было показано участие этого 
белка в инициации сверхчувствительной реакции у растений табака с геном 
N’, изменении симптомов заболевания и уровня накопления вируса у чувстви-
тельных растений табака [Abel et al., 1986; Nelson et al., 1987; Knorr, Dawson, 
1988; Culver, Dawson, 1989a,b, 1991; Saito et al., 1989; Wisniewski et al., 1990; 
Pfi tzner, Pfi tzner, 1992; Culver et al., 1994; Banerjee et al., 1995; Taraporewala, 
Culver, 1996]. Мутанты ВТМ, не способные синтезировать белок оболочки, не 
вызывали симптомов заболевания у чувствительных растений табака [Sarkar, 
Smitamana, 1981; Dawson et al., 1988]. Точечная мутация в гене белка оболочки 
у вируса морщинистости турнепса также влияла на проявление симптомов за-



Молекулярные механизмы индукции защитных реакций и патогенеза   85

болевания у растений N. benthamiana [Heaton et al., 1991], а у вирусов мозаики 
люцерны и огурцов сказывалась на симптомах у растений табака [Neeleman 
et al., 1991; Shintaku, 1991; Shintaku et al., 1992; Suzuki et al., 1995]. Заражение 
РНК вируса мозаики костра с делециями в гене белка оболочки индуцировало 
сверхчувствительную реакцию у растений Ch. quinoa [Rao, Grantham, 1995b]. 
Замена треонина на лизин в позиции 122 в белке оболочки Х-вируса карто-
феля позволяла новому штамму поражать растения картофеля, обладающих 
геном устойчивости Rx1 [Goulden et al., 1993]. Установлено, что в зависимо-
сти от типа строения белка оболочки штаммы Х-вируса картофеля могут вы-
зывать крайнюю устойчивость, сверхчувствительную реакцию или системно 
поражать растения картофеля  [Bendahmane et al., 1995; Santa Cruz, Baulcombe, 
1995]. Было показано, что устойчивость к тобамовирусам у растений перца, 
контролируемая геном L1a, активируется капсидным белком [Matsumoto et al., 
2008]. У здоровых трансгенных растений A. thaliana экспрессия встроенного 
гена белка оболочки вируса мозаики цветной капусты приводила к развитию 
симптомов (задержка роста и хлороз листьев), похожих на симптомы заболева-
ния [Cecchini et al., 1997].

В развитии симптомов заболевания могут участвовать сателлитные РНК 
− небольшие молекулы РНК, реплицирующиеся в растениях совместно с опре-
деленным вирусом и влияющие на симптомы, индуцированные этим вирусом 
[Francki, 1985]. Трансгенные растения томатов, экспрессирующие некрогенную 
сателлитную РНК вируса огуречной мозаики, не формировали симптомов за-
болевания, но после заражения этим вирусом без сателлита развивался систем-
ный некроз [McGarvey et al., 1990]. За образование системного некроза в расте-
ниях томатов ответственны нуклеотиды на 3’-конце, а за индукцию мозаичных 
симптомов у растений табака и хлороза у томатов – нуклеотиды на 5’-конце 
сателлитной РНК вируса огуречной мозаики [Devic et al., 1989, 1990; Kurath, 
Palukaitis, 1989]. Односпиральная (ss) кольцевая сателлитная ДНК, ассоцииро-
ванная с изолятом Y10 китайского вируса желтой курчавости листьев томатов, 
участвовала в формировании симптомов заболевания [Tao, Zhou, 2004].

Таким образом, приведенные данные свидетельствуют о том, что все ви-
рускодируемые белки могут участвовать в развитии патогенеза у растений как 
элиситоры.

5.2. Вирусспецифичные рецепторы

Устойчивость или восприимчивость растений к заражению вирусами 
могут быть обусловлены присутствием у растений вирусных рецепторов, осу-
ществляющих узнавание и специфичное связывание вирионов. Для вирусов 
бактерий, животных и человека характерна высокая специфичность взаимо-
действия при контакте вируса с клеткой. Если клетка не может адсорбировать 
вирусные частицы, то она не заражается. Специфичность первичного взаимо-



86                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

действия, обеспеченная наличием у клеток вирусных рецепторов, определяет 
круг восприимчивых к вирусу хозяев [Лурия, Дарнелл, 1970]. 

На возможность существования у растений вирусных рецепторов указы-
вают работы, в которых было показано, что при заражении листьев в течение 10 
мин после их повреждения число некрозов увеличивается, уменьшается или не 
меняется в зависимости от комбинации вирус-растение [Jedlinski, 1956, 1964]. У 
растений N. glutinosa с увеличением времени от момента повреждения листьев 
до погружения их в инокулюм с ВТМ уменьшалось число некрозов [Allington, 
Laird, 1954a,b]. Было установлено, что продолжительность жизни чувствитель-
ных к ВТМ инфекционных мест в листьях этих растений составляет примерно 
20 сек и только некоторые из них сохраняли свою чувствительность в течение 
нескольких минут [Furumoto, Wildman, 1963]. Вирусные рецепторы растений 
быстро инактивировались при нагревании, тогда как интактный ВТМ и инфек-
ционная РНК ВТМ оставались стабильными в этом интервале температур [Wu, 
Rappaport, 1961]. Авторы предположили, что тепловая инактивация вызвана 
денатурацией белковоподобных веществ растительных клеток, участвующих в 
начальных этапах инфекционного процесса. Обработка листьев сверхчувстви-
тельных растений табака и фасоли детергентами до или во время заражения 
ВТМ уменьшала число некрозов, причем этот феномен не связан с действи-
ем детергентов на вирусные частицы [Taniguchi, 1976; Юдакова, Танашкина, 
1989]. Обработка листьев сверхчувствительных растений табака 0,5 М раство-
ром маннита при 25° С, а затем дистиллированной водой при 2° С («холодный 
осмотический шок») сразу после заражения ВТМ полностью предотвращала 
образование некрозов [Kasamo, Shimomura, 1982]. Известно, что детергенты 
и «холодный осмотический шок» вызывают отщепление белковых молекул от 
плазмалеммы, снижая при этом поглотительную способность растительных 
клеток [Amar, Reinhold, 1973; Rubinstein et al., 1977; Imaseki, Watanabe, 1978; 
Kasamo, Shimomura, 1981]. 

В настоящее время природа, локализация и механизм действия вирусо-
специфических рецепторов у растений пока полностью не установлены. На 
основании данных, полученных в опытах с бактериофагами и вирусами живот-
ных [Лурия, Дарнелл, 1970], было высказано предположение [Atabekov, 1975], 
что связывание фитовирусов обусловлено взаимодействием комплементар-
ных участков клеток и белка оболочки вирионов. На это указывает интерфе-
ренция между вирусными частицами и гомологичным структурным белком и 
отсутствие интерференции между вирионами и депротеинизированной вирус-
ной РНК, а также между разными вирусами [Santilli et al., 1961; Wu, Hudson, 
1963; Holoubek, 1964; Novikov, Atabekov, 1970; Atabekov, 1971, 1975; Sherwood, 
Fulton, 1982]. Растения Zea mays L. и Hordeum vulgare L. были чувствительны к 
вирусу мозаики ячменя, но устойчивы к заражению ВТМ и РНК вируса мозаи-
ки ячменя, одетой белком оболочки ВТМ [Atabekov, 1975]. Трансгенные рас-
тения табака, экспрессирующие белок оболочки вируса мозаики люцерны или 
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ВТМ, были более устойчивы к заражению вирусом по сравнению с исходными 
растениями,  но не его РНК [Nelson et al., 1987; van Dun et al., 1987, 1988]. Ана-
логичные результаты были получены в опытах с изолированными протопла-
стами [Register, Beachy, 1988]. Снижение экспрессии белка оболочки ВТМ в 
трансгенных растениях табака снижало их устойчивость к заражению этим ви-
русом [Nejidat, Beachy, 1989]. Если исходные растения и трансгенные растения 
табака, экспрессирующие белок оболочки ВТМ, одинаково накапливали ВТМ 
в листьях, инокулированных РНК ВТМ, то у трансгенных растений замедля-
лось развитие симптомов и снижалось содержание вируса в верхних листьях 
[Wisniewski et al., 1990]. Было выделено вещество (по химическому составу 
липокарбогидрат), способное образовывать комплексы с ВТМ и связанное 
с белком, входящим в состав плазмалеммы клеток табака [Kiho, Shimomura, 
1976]. Структурный белок вируса крапчатости гвоздики взаимодействовал с 
моносахаридами (D-глюкозой и D-маннозой), которые, по мнению авторов 
[Бойко и др., 1993], могут входить в состав клеточных рецепторов, связываю-
щих вирусные частицы.

Предполагается, что у растений в процессах распознавания “своего” и 
“чужого” принимают участие лектины − белки, способные избирательно и об-
ратимо связываться с углеводами [Луцик и др., 1981]. Лектины находятся на 
поверхности клеточной стенки и плазмалеммы, а также в цитоплазме. Они спо-
собны распознавать в гликоконъюгатах, расположенных на поверхности кле-
ток паразитов или секретированных в клетку и межклеточное пространство, 
определенные моно- или олигосахариды и вызывать изменения в метаболизме 
растения-хозяина, приводящие к развитию устойчивости. Кроме того, лекти-
ны могут прямо участвовать в защите растений от патогенов, непосредственно 
инактивируя их [Albersheim, Darvil, 1985; Любимова, Салькова, 1988]. 

Роль белково-углеводного взаимодействия в распознавании патогенов и 
развитии устойчивости растений хорошо разработана для грибов и бактерий 
[Albersheim, Darvil, 1985; Goodman et al., 1986; Любимова, Салькова, 1988; 
Ильинская, Озерецковская, 1991; Knogge, 1996]. Однако вирусы или не имеют 
в составе своей оболочки углеводов или их углеводы не взаимодействуют с 
лектинами растений [Adam et al., 1987]. А.Г. Коваленко [1993] предложил гипо-
тезу, согласно которой у сверхчувствительных растений узнавание вируса про-
исходит не в момент его контакта с растением, а после образования в процессе 
репродукции вирусоспецифического белкового фактора. Этот фактор взаимо-
действует с клеточным геномом и активирует синтез фермента, катализирую-
щего образование аномальных гликополимеров. Они способны связываться с 
углеводспецифичным рецептором (возможно, имеющим лектиновую или угле-
водную природу) и инициируют тем самым сверхчувствительную реакцию. 
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5.3. Продукты экспрессии генов устойчивости растений

Экспрессия R генов должна происходить постоянно, чтобы растение 
было готово к атаке патогена. Более того, было показано, что заражение не 
влиялo на экспрессию гена L6 у растений льна [Ellis et al., 1997], табачного 
гена N [Dinesh-Kumar, Baker, 2000],  гена Rp1-D у растений кукурузы [Collins 
et al., 1999] и гена Pi-ta у растений риса [Bryan et al., 2000]. Однако позже было 
установлено [Levy et al., 2004], что в сверхчувствительных растениях табака 
после заражения ВТМ увеличивается образование иРНК, кодируемой геном N. 
Причем происходило накопление двух транскриптов гена N: N(S) и N(L). N(S) 
кодировал полноразмерный N-белок, а N(L) – укороченный белок, лишенный 
LRR-региона. Содержание этих транскриптов увеличивалось и при экспрессии 
встроенного гена хеликазного домена (50 кДа) репликазы ВТМ. Транскрип-
ты накапливались при 20оС, но не при 30оС (при этой температуре сверхчув-
ствительная реакция не развивалась) [Takabatake et al., 2006]. Кроме того, экс-
прессия гена Xa1, обеспечивающего устойчивость растений риса к бактериям 
Xanthomonas oryzae pv. оryzae, индуцировалась только после инфицирования 
[Yoshimura et al., 1998].  

В настоящее время уже клонировано около 40 R генов [Chisholm et al., 
2006]. Они обеспечивают устойчивость растений к вирусам, бактериям, гри-
бам, оомицетам, насекомым и нематодам. Оказалось, что белковые продукты 
экспрессии R генов схожи по своей структуре и содержат несколько доменов. 
Так, например, ген N у растений табака [Whitham et al., 1994], ген L6 у расте-
ний льна [Lawrence et al., 1995] и гены растения A. thaliana RPS2 [Bent et al., 
1994; Mindrinos et al., 1994], RPM1 [Grant et al., 1995], RPP5 [Parker et al., 1997] 
кодируют белки, содержащие нуклеотидсвязывающий сайт (NBS) и повторы, 
богатые лейцином (LRR). Эти R белки, по-видимому, локализованы в цито-
плазме и обеспечивают устойчивость к вирусам, грибам и бактериям, соот-
ветственно. Гены N, L6 и RPP5 входят в состав субкласса NBS-LRR генов, про-
дукты экспрессии которых содержат большой домен на N-конце. Этот домен 
(TIR) структурно похож на цитоплазматический сигнальный домен белка Toll у 
дрозофил и рецептора интерлейкина-1 у млекопитающих [Whitham et al., 1994; 
Lawrence et al., 1995]. Cчитается [Kuno, Matsushima, 1994; Morisato, Anderson, 
1995], что эти два белка активируют вещества, влияющие на транскрипцию 
генов в тканях животных. Возможно, продукты экспрессии растительных R ге-
нов действуют аналогичным образом [Bent, 1996]. Известен еще один антиви-
русный R ген, входящий в субкласс TIR-NBS-LRR. Это картофельный ген Y1, 
обеспечивающий устойчивость к Y-вирусу картофеля. Он на 57 % идентичен 
гену N [Vidal et al., 2002]. 

Другие клонированные к настоящему времени антивирусные R гены так-
же входят в состав класса NBS-LRR, но вместо домена TIR они на N-конце 
имеют участок спирально свернутой спирали (a coiled-coiled domain). В суб-
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класс СС-NBS-LRR входят следующие гены: два картофельных гена (Rx1, 
Rx2), ответственные за крайнюю устойчивость к Х-вирусу картофеля [Bendah-
mane et al., 1999, 2000], томатный ген Sw-5, обеспечивающий устойчивость к 
вирусу пятнистого увядания томатов [Brommonschenkel et al., 2000], томатные 
гены Tm и Tm2, контролирующие устойчивость к вирусу мозаики томатов [Lan-
fermeijer et al., 2003], два гена растений A. thaliana (HRT, RCY1), отвечающие 
за устойчивость к вирусу морщинистости турнепса и желтому штамму вируса 
огуречной мозаики, соответственно [Cooley et al., 2000; Takahashi et al., 2002]. 
Устойчивость, обусловленная геном Tm, который является аллелем гена Tm2, 
преодолевается некоторыми штаммами вируса мозаики томатов [Lanfermeijer 
et al., 2003]. Гены HRT и RCY1 аллельны гену RPP8, который обеспечивает 
устойчивость растений A. thaliana к грибу Peronospora parasitica [McDowell et 
al., 1998; Cooley et al., 2000]. Ген RCY1 на 92,1 % и на 91,3 % гомологичен генам 
HRT и RPP8, соответственно [Takahashi et al., 2002]. Следовательно, три аллеля 
одного гена обеспечивают устойчивость к трем различным патогенам.

Продукты экспрессии генов устойчивости к грибам Cf-9 [Jones et al., 
1994] и Cf-2 [Dixon et al., 1996] у растений томатов также имеют повторы, бо-
гатые лейцином, но прикреплены они, по мнению авторов, к плазмалемме. Ген 
Pto, контролирующий устойчивость растений томатов к бактериям, кодирует 
серин/треониновую протеинкиназу [Martin et al., 1993], но для ее действия как 
продукта R гена необходим цитозольный белок, содержащий повторы, богатые 
лейцином [Salmeron et al., 1996]. Ген Xa21, ответственный за устойчивость рас-
тений риса к бактериям, кодирует белок, содержащий внеклеточный повторы, 
богатые лейцином, домен, связанный с мембраной, и внутриклеточный домен, 
обладающий серин/треонин протеинкиназной активностью [Song et al., 1995].

Домен белка, содержащий повторы, богатые лейцином, ответственен за 
связывание белка с белком [Kobe, Deisenhofer, 1994; Jones, Jones, 1996], то есть 
отвечает за распознавание патогена. Однако в распознавании участвуют и дру-
гие домены [Шамрай, 2003].  Протеинкиназный домен участвует в фосфори-
лировании белков [Zhou et al., 1995]. Нуклеотидсвязывающий домен участвует 
в регуляции экспрессии защитных генов и тем самым в развитии защитных 
реакций растения против патогена [Bent, 1996]. Было установлено, что нуклео-
тидсвязывающий домен состоит из трех субдоменов: NB, ARC1 и ARC2. NB 
обладает нуклеотидсвязывающей и АТФазной активностями [Tameling et al., 
2006; van Ooijen et al., 2008]. ARC1, возможно, действует как молекулярный 
скаффолд для связывания домена LRR и тем самым необходим для поддержа-
ния структуры R белка [Rairdan, Moffett, 2006]. На карбоксильном конце субдо-
мена ARC2 имеется высоко консервативный метионин-гистидин-аспартатный 
фрагмент (MHD). Мутационный анализ показал, что MHD играет важную 
роль в контроле активности R белка: ARC2 участвует в автоингибировании R 
белка при отсутствии патогена и в его активировании при наличии патогена 
[Bendahmane et al., 2002; Rairdan, Moffett, 2006; van Ooijen et al., 2008]. Функ-
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циональная активность R белков в распознавании AVR белков и включении 
сигнальных систем зависит от внутримолекулярных взаимодействий доменов 
R белков. Это показано как для CC-NB-LRR [Moffett et al., 2002; Leister et al., 
2005; Rairdan, Moffett, 2006], так и для TIR-NB-LRR белков [Ueda et al., 2006].

Вначале предполагали, что продукт гена R связывается с продуктом ком-
плементарного гена AVR и затем вызывает каскад сигналов, приводящий к ак-
тивации экспрессии защитных генов. Для грибов и бактерий известно, что их 
элиситоры связываются с внешним (локализованным снаружи плазмалеммы) 
участком белкового рецептора, расположенного в плазмалемме [Hang et al., 
1994; Mithofer et al., 1996; Nennstiel et al., 1998]. В результате этого связыва-
ния происходит автофосфорилирование внешнего участка рецептора и измене-
ние его конформации. Остаток фосфорной кислоты передается на внутренний 
участок рецептора, что также изменяет его конформацию [Chang, Meyerowitz, 
1995; Chang, Stewart, 1998]. Аналогичные процессы происходят с белком ETR1 
– рецептором этилена [Gamble et al., 1998].  Предполагается [Staskawicz et al., 
1995], что при вирусном заболевании внутриклеточный рецептор − продукт R 
гена растения связывается в цитоплазме с продуктом AVR вируса.  Действи-
тельно, показано непосредственное физическое взаимодействие белков Pto и 
avrPto [Tang et al., 1996]. Биохимическими методами и флуоресцентной микро-
скопией была выявлена ассоциация в цитоплазме клеток растений табака хели-
казного домена (р50) репликазы ВТМ с TIR доменом белка, кодируемого геном 
N [Ueda et al., 2006; Burch-Smith et al., 2007]. Позже было показано, что взаимо-
действие р50 с TIR доменом осуществляется с участием хлоропластного белка 
NRIP1 (N receptor-interacting protein). NRIP1 связывается с р50 и транспорти-
руется из хлоропласта в цитоплазму и ядро, где этот комплекс взаимодействует 
с TIR доменом [Caplan et al., 2008].   В то же время имеются примеры, показы-
вающие отсутствие непосредственного взаимодействия продуктов экспрессии 
генов R и AVR [Шамрай, 2003]. Была предложена гипотеза «стража» (“guard 
hypothesis”) [Dangl, Jones, 2001], согласно которой белок AVR взаимодейству-
ет с растительным белком-мишенью и этот комплекс распознается белком R, 
который затем активирует экспрессию защитных генов посредством сигналь-
ных систем. Эта гипотеза объясняет взаимоотношения некоторых растений и 
патогенов. Так, например, в растениях A. thaliana белок, кодируемый геном 
RPM1, распознает гиперфосфорилирование клеточного белка RIN4, вызванное 
белком AvrRPM1, и затем индуцирует защитные реакции [Mackey et al., 2002]. 
Другой белок RPS5 распознает протеолитическое расщепление PBS1 киназы 
бактериальным белком AvrPphB [Shao et al., 2003]. Показано, что для индукции 
устойчивости растений A. thaliana, обусловленную геном HRT,  необходимо 
взаимодействие белка оболочки вируса морщинистости турнепса с клеточным 
белком-мишенью TIP [Ren et al., 2000].

Недавно было установлено, что R белки функционируют в комплексе с 
некоторыми клеточными белками: двумя сигнальными белками Rar1 и SGT1, 
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белком теплового шока с молекулярной массой 90 кДа (Hsp90) [Shirasu et al., 
1999; Liu et al., 2002 a,b; Peart et al., 2002; Hubert et al., 2003; Lu et al., 2003; 
Takahashi et al., 2003;   Liu et al., 2004a; Holt et al., 2005; Komatsu et al., 2010], 
а также с белком, активирующим ГТФазу [Sacco et al., 2007; Tameling, Baul-
combe, 2007; Rairdan et al., 2008]. За исключением дрожжей Rar1 обнаружен у 
всех проверенных эукариотов и содержит два фрагмента по 60 аминокислот-
ных остатков: цистеин- и гистидин-богатые домены [Shirasu et al., 1999]. На 
С-конце Rar1 имеется CS-домен, который также присутствует в белке SGT1. 
Показано, что в растениях белки Rar1 и SGT1 взаимодействуют друг с другом, 
а белок SGT1 может связываться с убиквитин-лигазным комплексом [Azevedo 
et al., 2002; Liu et al., 2002a]. Убиквитин-лигазный комплекс способен ассо-
циироваться с СОР9 сигналосомой [Lyapina et al., 2001], которая участвует в 
деградации белков посредством протеазного комплекса − 26 S протеасомы 
[Wei,  Deng, 1999]. Молчание генов, кодирующих компоненты СОР9 сигнало-
сомы, снижало устойчивость растений табака к ВТМ, обусловленную геном 
N, означая участие процесса убиквитинирования в защите растений [Liu et al., 
2002a]. Убиквитинирование – это присоединение к молекуле белка, который 
должен быть разрушен в протеасоме, цепочки маленького белка убиквитина. 
Белки Rar1 и SGT1 взаимодействуют с белком Hsp90 [Takahashi et al., 2003;   
Liu et al., 2004a; Holt et al., 2005; Botër et al., 2007]. У эукариотов белок Hsp90 
является высоко консервативным АТФ-зависимым шапероном, участвующим 
в сворачивании (folding) и активировании белков [Picard, 2002]. Молчание или 
мутации генов, кодирующих Hsp90, приводили к ослаблению устойчивости 
растений [Hubert et al., 2003; Lu et al., 2003; Takahashi et al., 2003].

5.4. Сигнальные системы

Большую роль в развитии защитных механизмов растений против пато-
генов играют сигнальные системы клеток растений. Следствием взаимодей-
ствия рецептора с элиситором является активация каскада передачи сигнала 
для возбуждения экспрессии защитных генов. В настоящее время известно 8 
сигнальных систем, участвующих в передаче сигналов о воздействии патоге-
нов и стрессоров на растения: циклоаденилатная [Brown, Newton, 1981; Кари-
мова, Жуков, 1991; Каримова и др., 1991; Kurosaki, Nishi, 1993; Каримова, 1994; 
Assmann, 1995], MAP-киназная (mitogen-activated proteinkinase) [Staskawicz 
et al., 1995; Stone, Walker, 1995; Suzuki, Shinshi, 1995; Hirt, 1997; Ligterink et 
al., 1997; Zhang, Klessig, 1997; Morris, 2001; Холл и др., 2002], фосфатидокис-
лотная [Munnik et al., 1995; Ritchie, Gilroy, 1998], кальциевая [Clapham, 1995; 
Дьячок и др., 1997; Xu, Heath, 1998; Heo et al., 1999; Sanders et al., 1999], ли-
поксигеназная [Гречкин, Тарчевский, 1999; Каримова и др., 1999], НАДФ•Н-
оксидазная (супероксидсинтазная) [Levine et al., 1994; Гамалей, Клюбин, 1996; 
Desikan et al., 1996; Xing et al., 1997; Bolwell et al., 1998; Stennis et al., 1998], 
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NO-синтазная [Северина, 1998; Dangl, 1998; Delledone et al., 1998; Durner et 
al., 1998; Hausladen, Stamler, 1998], протонная [Тарчевский, 2002; Roos et al., 
2006].

В пяти первых сигнальных системах посредником между цитоплазма-
тической частью рецептора и первым активируемым ферментом являются 
G-белки [Тарчевский, 2000, 2002]. В животных тканях взаимодействие стрес-
сора с рецептором на плазмалемме приводит к активации G белков, которые в 
свою очередь активируют внутриклеточные ферменты, катализирующие об-
разование вторичных посредников различных сигнальных систем [Birnbaumer 
et al., 1990; Neer, 1995]. Показано участие G белков в индукции различных от-
ветов растительных клеток [Warpeha et al., 1991; Legendre et al., 1992; White et 
al., 1993]. Эти белки локализованы на внутренней стороне плазмалеммы. Их 
молекулы состоят из трех субъединиц: α, β и γ. В состоянии покоя все субъеди-
ницы образуют комплекс, где α-субъединица связана с гуанозиндифосфатом. 
В результате конформационных изменений после связывания с элиситором 
рецептор присоединяется к G белку. При этом гуанозиндифосфат отсоединя-
ется от α-субъединицы и его место занимает гуанозинтрифосфат. После этого 
α-субъединица отделяется от двух других субъединиц и связывается с каким-
либо эффектором, например, аденилатциклазой. Затем α-субъединица гидро-
лизует гуанозинтрифосфат до гуанозиндифосфата, инактивируется, отделяет-
ся от эффектора и присоединяется к свободным β- и γ-субъединицами. Таким 
образом, G белки, связываясь с эффекторами, включают сигнальные пути.

Кратко рассмотрим каждую сигнальную систему.
Циклоаденилатная сигнальная система. Циклический аденозин 3’:5’ 

монофосфат (цАМФ) известен как вторичный посредник, участвующий во 
многих ответных реакциях клеток животных [Berridge, Irvine, 1984; Nishizuka, 
1984]. Он образуется из АТФ при участии фермента аденилатциклазы и ги-
дролизуется до АМФ цАМФ специфичной фосфодиэстеразой [Assmann, 1995]. 
Долгое время сомневались, что цАМФ может выполнять в растениях те же 
функции, что у животных. Дело в том, что концентрация этого соединения 
в тканях растений по сравнению с животными очень незначительна [Brown, 
Newton, 1981; Spiteri et al., 1989]. Позже с развитием методов определения 
было установлено, что концентрация цАМФ в растениях зависит от условий 
их выращивания, сравнима с его концентрацией в животных тканях и кратков-
ременно увеличивается при воздействии стрессоров [Ishioka, Tanimoto, 1990; 
Gangwani et al., 1991 Bolwell, 1992]. Была обнаружена аденилатциклазная ак-
тивность в экстрактах корней разных видов растений [Carricarte et al., 1988; 
Lusini et al., 1991; Pacini et al., 1993]. В растениях картофеля и пшеницы были 
выявлены растворимая и мембранносвязанная аденилатциклазы  [Ломоватская 
и др., 2006, 2007а,б, 2008].  

В растениях была обнаружена цАМФ специфичная фосфодиэстераза 
[Brown et al., 1977; Brown, Newton, 1981]. Экзогенная и эндогенная цАМФ ги-
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дролизуются в растениях цАМФ специфичной фосфодиэстеразой, так как эк-
зогенная цАМФ повышала выход К+ из мезофильных протопластов Vicia faba, 
если применялась одновременно с изобутилметилксантином – ингибитором 
фосфодиэстеразы [Li et al., 1994]. 

В тканях  животных цАМФ активирует протеинкиназы, которые участву-
ют в фосфорилировании белков, в том числе ядерных белков-регуляторов транс-
крипции, повышая тем самым их реакционную активность [Assmann,1995]. 
Аналогичные данные были получены в опытах с растениями: цАМФ стиму-
лировала активность протеинкиназ и фосфорилирование белков [Ingebritsen, 
Cohen, 1983; Каримова, Жуков, 1991; Каримова и др., 1991; Komatsu, Hirano, 
1993; Stone, Walker, 1995; Gold et al., 1997]. Кроме протеинкиназ цАМФ влияет 
в клетках животных на ионные каналы [Hosey et al., 1986; Delgado et al., 1991]. 
В растениях цАМФ также стимулировала деятельность К+- [Li et al., 1994] и 
Са2+-ионных каналов [Kurosaki, Nishi, 1993; Allen et al., 1995; Дьячок и др., 
1997]. Обработка изолированных протопластов табака цАМФ вызывала увели-
чение концентрации кальция в цитоплазме [Volotovski et al., 1998].

Таким образом, взаимодействие стрессора с рецептором на плазмалем-
ме приводит к активации аденилатциклазы, которая катализирует образование 
цАМФ из АТФ. цАМФ активирует ионные каналы, которые приводят к вклю-
чению кальциевой сигнальной системы (см. ниже), и цАМФ-зависимые про-
теинкиназы, способствующие повышению реакционной способности белков 
- регуляторов экспрессии защитных генов в результате их фосфорилирования.

MAP-киназная сигнальная система. У дрожжей и клеток млекопита-
ющих одним из путей передачи сигнала от внешнего раздражителя (ультра-
фиолетовая и ионизирующая радиации, осмотический шок, окислительный 
стресс и др.) внутрь клетки является активация протеинкиназ, которые могут 
фосфорилировать другие ферменты [Thomas, 1992; Herskowitz, 1995; Kyriakis, 
Avruch, 1996]. Было показано, что митоген-активированные (MAP) протеин-
киназы образуют группу серин/треониновых протеинкиназ и каждая из них 
последовательно активируется в результате фосфорилирования треонинового 
и тирозинового остатков другим членом группы. МАР-киназы (МАРК) акти-
вируются киназами МАР-киназы (КМАРК), которые в свою очередь активиру-
ются киназами КМАРК (ККМАРК). Имеются скаффолд-белки, участвующие в 
ассоциации этих протеинкиназ  [Payne et al., 1991; Posada, Cooper, 1992; Холл 
и др., 2002]. МАР-киназные каскады не взаимодействуют непосредственно с 
рецепторами, расположенными в плазмалемме и воспринимающими сигналы. 
Посредниками между рецепторами и МАР-киназным каскадом служат такие 
протеинкиназы, как протеинкиназа С или р21ras-активируемая протеинкиназа, а 
также G-белки, связывающие гуанизинтрифосфаты [Холл и др., 2002]. Фосфо-
рилированные МАР-киназы транспортируются в ядро [Marshall, 1995], где ак-
тивируют путем фосфорилирования факторы транскрипции [Treisman, 1996]. 
В цитоплазме МАР-киназы фосфорилируют факторы трансляции, ферменты, 
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структурные белки [Ray, Sturgill, 1987; Sturgill et al., 1988; Haycock et al., 1992; 
Proud, 1994; Reszka et al., 1995]. Кратковременная активация МАР-киназ инду-
цирует различные защитные реакции и позволяет клеткам выжить, тогда как 
длительное активирование ведет к апоптозу [Xia et al., 1995; Chen et al., 1996; 
Kyriakis, Avruch, 1996; Rosette, Karin, 1996; Nishina et al., 1997].

Показано, что в растениях транскрипция генов регулируется фосфори-
лированием белков, связывающих ДНК [Datta, Cashmore, 1989; Klimczak et al., 
1992; Sarokin, Chua, 1992]. МАР-киназы были обнаружены у разных растений 
[Duerr et al., 1993; Jonak et al., 1993, 1994, 1996; Stafstrom et al., 1993; Wilson et 
al., 1993, 1995; Mizoguchi et al., 1994]. Анализ геномной ДНК некоторых расте-
ний выявил гомологи киназ МАР-киназ и киназ киназы МАР-киназ [Shibata et 
al., 1995]. Показана возможность существования скаффолд-белков у растений 
[Hirt, 2000].

Обнаружено активирование протеинкиназ у растений, подвергнутых 
стрессовым воздействиям (синий свет, холод, высушивание, механическое 
повреждение, солевой стресс) [Reymond et al., 1992; Jonak et al., 1994, 1996; 
Nishihama et al., 1995; Seo et al., 1995; 1999; Stone, Walker, 1995; Usami et al., 
1995; Bögre et al., 1996, 1997; Mizoguchi et al., 1996, 1997; Hirt, 1997], обработке 
элиситорами [Felix et al., 1991; Suzuki et al., 1995; Suzuki, Shinshi, 1995; Xing et 
al., 1996; Ádám et al., 1997; Ligterink et al., 1997; Zhang et al., 1998], этиленом 
[Raz, Fluhr, 1993; Ecker, 1995; Chang, 1996; Sessa et al., 1996; Chang, Stewart, 
1998; Romeis et al., 1999] и салициловой кислотой [Pastuglia et al., 1997; Zhang, 
Klessig, 1997]. 

Имеются доказательства участия процесса фосфорилирования белков в 
регулировании защитных реакций растений в ответ на заражение патогеном. 
Обработка элиситором клубней картофеля активировало протеинкиназу, ана-
логичную протеинкиназе С млекопитающих, которая влияла на связывание 
ядерных факторов PBF-1 b и PBF-2 с ДНК и стимулировала экспрессию гена, 
кодирующего PR-10a белок [Subramaniam et al., 1997]. Углеводные элиситоры 
из клеточной стенки или очищенные элиситины (низкомолекулярные белки, 
продуцируемые грибами рода Phytophthora [Yu, 1995]) вызывали быстрое уве-
личение фосфорилирования белков [Dietrich et al., 1990; Felix et al., 1991, 1994; 
Viard et al., 1994]. Ингибирование белкового фосфорилирования К-252а или 
стауроспорином подавляло такие процессы, как подщелачивание питательной 
среды для клеток, образование активных форм кислорода, связывание ядер-
ных факторов с ДНК и активация экспрессии защитных генов [Grosskopf et 
al., 1990; Conrath et al., 1991; Felix et al., 1991; Raz, Fluhr, 1993; Viard et al., 
1994; Després et al., 1995; Suzuki et al., 1995]. Происходило медленное и про-
должительное активирование р47 протеинкиназы в ходе сверхчувствительной 
некротизации табачных клеток, обработанных грибным элиситором [Suzuki 
et al., 1999]. Было установлено,  что активирование серин/треонин белковой 
фосфатазы типа 1 происходит на ранних этапах некротизации клеток растений 
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табака сорта Ксанти нк, пораженных ВТМ. Ингибитор этого фермента угнетал 
образование локальных некрозов [Dunigan, Madlener, 1995]. Заражение расте-
ний табака ВТМ вызывало системное активирование WIPK (протеинкиназы, 
индуцируемой поранением). Это активирование зависело от гена N, так как у 
растений без этого гена не наблюдали активации WIPK [Zhang, Klessig, 1998]. 
Было установлено [Liu et al., 2004b], что молчание (silencing) в результате ин-
дукции вирусом погремковости табака генов, кодирующих MAP киназу NTF6/
NRK1 или MAPK киназу MEK1/NQK1, ослабляло устойчивость, обусловлен-
ную геном N. Эта устойчивость также зависела от уровня экспрессии WRKY1-
WRKY3. Ингибиторы протеинкиназ предотвращали сверхчувствительную ги-
бель клеток, вызываемую несовместимыми патогенами или их элиситорами 
[Levine et al., 1994; Zhou et al., 1995]. Было установлено, что гены растений 
томатов PTO и Pti1 [Martin et al., 1993; Zhou et al., 1995], а также ген растений 
риса Xa21 [Song et al., 1995], кодирующие серин/треониновую киназу, участву-
ют в устойчивости растений к бактериям.

При использовании ингибиторов тирозиновых протеинкиназ было обна-
ружено, что фосфорилирование этих ферментов предшествует индукции окис-
лительного взрыва у культивируемых клеток сои при поражении Pseudomonas 
syringae pv. glycinea, но происходит после активации ионных каналов [Ra-
jasekhar et al., 1999].

Возможно, фосфорилирование белков при заражении присуще всем 
растениям-хозяевам и не связано с их устойчивостью к патогенам, так как по-
казано, что в протопластах табака через 6 ч после заражения ВТМ увеличива-
ется фосфорилирование растительного белка фосфопротеина (68 кДа), ассо-
циированного с ds-РНК зависимой протеинкиназой, оно достигает максимума 
через 8-12 ч и не снижается до 72 ч после инокуляции [Hu, Roth, 1991]. Этот 
фосфопротеин иммунологически родственен с протеинкиназой, зависимой от 
двухспиральной (ds) РНК, имеет АТФсвязывающий сайт и активируется в рас-
тениях томатов, зараженных вироидом веретеновидности клубней картофеля 
[Hiddinga et al., 1988].

Таким образом, можно сделать вывод, что в растениях функционирует 
протеинкиназный каскад как путь передачи сигналов. Связывание элиситора с 
рецептором плазмалеммы активирует киназу киназы МАР-киназы (ККМАРК). 
Она катализирует фосфорилирование и, следовательно, активацию цитоплаз-
матической киназы МАР-киназы (КМАРК), которая активирует при двой-
ном фосфорилировании треониновых и тирозиновых остатков МАР-киназу 
(МАРК).  МАРК катализирует фосфорилирование и активацию в ядре факто-
ров регуляции транскрипции.

Кроме того, МАРК участвует в фосфорилировании и активации фосфо-
липазы А2, активируя таким образом липоксигеназную сигнальную систему 
[Hunter, 1995].
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Фосфатидокислотная сигнальная система. В клетках животных G 
белки стимулируют активность фосфолипаз C и D. Фосфолипаза С гидроли-
зует фосфатидил-4,5-бифосфат с образованием диацилглицерола и инозитол-
1,4,5-трифосфата. Последний освобождает Са2+ из связанного состояния. По-
вышенное содержание ионов кальция приводит к активации Са2+-зависимых 
протеинкиназ. Диацилглицерол после фосфорилирования специфичной кина-
зой превращается в фосфатидную  кислоту, которая является сигнальным ве-
ществом в животных клетках. Фосфолипаза D непосредственно катализирует 
образование фосфатидной кислоты из липидов (фосфатидилхолин, фосфати-
дилэтаноламин) мембран [Billah, Anthes, 1990; Birnbaumer et al., 1990; Exton, 
1990; Cockcroft, 1992; Berridge, 1993; Divecha, Irvine, 1995; Neer, 1995].  

 Так же, как в животных тканях, спирты и мастопаран  активируют G 
белки, фосфолипазы С и D у растений [Higashijima et al., 1988, 1990; Musgrave 
et al., 1992; Legendre et al., 1993; Drobak, 1993; Drobak, Watkins, 1994; Ross, 
Higashijima, 1994; Cho et al., 1995; Munnik et al., 1995]. Активность фосфоли-
пазы D не изменялась в листьях чувствительных растений табака, пораженных 
ВТМ, но несколько увеличивалась в сверхчувствительных растениях, инфици-
рованных ВТМ и бактериями [Young et al., 1996; Котельникова и др., 2004]. 

Таким образом, начальные этапы (возбуждение G белков и активация 
фосфолипаз C и D) этого сигнального пути одинаковы у животных и расти-
тельных клеток. Можно предположить, что в растениях также происходит об-
разование фосфатидной кислоты, которая может активировать протеинкиназы 
с последующим фосфорилированием белков, в том числе и факторов регуля-
ции транскрипции. Показано увеличение содержания фосфатидной кислоты в 
клетках растений при действии различных биотических и абиотических стрес-
соров, таких как элиситор патогена [van der Luit et al., 2000], механическое 
повреждение [Lee et al., 1997], осмотический стресс и водный дефицит [Mun-
nik et al., 2000]. Содержание фосфатидной кислоты повышалось в некротизи-
рованной ткани и в участках листьев, удаленных от некрозов [Ruzicska et al., 
1983; Котельникова и др., 2004]. Установлено, что внеклеточная АТФ индуци-
ровала синтез фосфатидной кислоты в суспендированных клетках томатов с 
последующим образованием окиси азота [Sueldo et al., 2010].

Фосфатидная кислота участвует у животных клеток в регуляции обра-
зования реактивных форм кислорода, активности протеинкиназ, фосфатаз, 
фосфолипаз, содержания ионов кальция [Liscovitch et al., 2000]. У растений 
она также регулирует образование супероксида [Sang et al., 2001], активность 
МАРкиназ [Lee et al., 2001], индуцирует накопление реактивных форм кисло-
рода и гибель клеток [Park et al., 2004].   

Кальциевая сигнальная система. Кальций используется в раститель-
ных клетках как вторичный посредник для контролирования многих процессов 
(закрытие устьиц [Gilroy et al., 1991; Ward et al., 1995; Webb et al., 1996], тро-
пизмы [Gehring et al., 1990; Sinclair et al., 1996], рост пыльцевых трубок [Malhó, 



Молекулярные механизмы индукции защитных реакций и патогенеза   97

Trewavas, 1996; Hepler, 1997], акклиматизация к холоду [Knight et al., 1996], 
экспрессия генов [Roberts, Harmon, 1992], фотоморфогенез [Shacklock et al., 
1992]). В растениях имеется два запасных пула ионов кальция: внеклеточный 
(апопластный) в клеточной стенке и внутриклеточный в митохондриях, хлоро-
пластах, центральной вакуоле и эндоплазматическом ретикулуме [Bush, 1995].

Содержание ионов кальция в цитоплазме повышается при воздействии 
многих факторов: красного света [Shacklock et al., 1992], засоления и засухи 
[Knight et al., 1997], холода [Knight et al., 1996], теплового шока [Gong et al., 
1998], осмотического стресса [Taylor et al., 1996; Cessna et al., 1998], абсцизо-
вой кислоты [McAinsh et al., 1990] и гиббереллина [Bush, Jones, 1988].

Имеются доказательства участия кальция как посредника в развитии 
защитных реакций растений против патогенов. Они получены на клеточных 
культурах, обработанных элиситорами [Mahady, Beecher, 1994; Messiaen, van 
Cutsem, 1994; Nurnberger et al., 1994; Tavernier et al., 1995; Dmitriev et al., 1996; 
Ishihara et al., 1996; Levine et al., 1996; Дьячок и др., 1997], и целых растениях 
[Knight et al., 1991; Xu, Heath, 1998]. Вероятно, элиситоры влияют на каналы 
транспорта ионов кальция в плазмалемме [Gelli et al., 1997; Zimmermann et 
al., 1997]. Ингибиторы трансмембранного переноса кальция LaCl3 [Xu, Heath, 
1998], верапамил [Catteral, Striessnig, 1992] и TMB-8 [Alexandre et al., 1990; 
Zonia, Tupy, 1995; Ishihara et al., 1996] ослабляли сверхчувствительную реак-
цию растений вигны к грибной инфекции [Xu, Heath, 1998]. 

Обработки абсцизовой кислотой [Kasamo, 1981; Ishikawa et al., 1983], аук-
сином [Bates, Goldsmith, 1983], фитотоксинами [Ulrich, Novacky, 1991] и элиси-
торами [Mathieu et al., 1991; Kuchitsu et al., 1993] приводили к деполяризации 
плазмалеммы растительных клеток. Одной из причин такой деполяризации мо-
жет быть активация импорта ионов кальция через Са2+-каналы. Обработка кле-
ток растений петрушки грибным элиситором индуцировала увеличение выхо-
да анионов и входа ионов кальция в клетки [Nürnberger et al., 1994]. В клетках 
сои блокаторы анионных каналов ингибировали импорт ионов кальция и про-
дукцию фитоалексинов, индуцированных β-глюканом [Ebel et al., 1995- цит. по 
Ward et al., 1995]. Кроме того, инозитол 1,4,5-трифосфат открывает кальциевые 
каналы мембраны эндоплазматического ретикулума и тонопласта вакуоли (в 
которых содержание Са2+ примерно на три порядка выше, чем в цитоплазме) 
[Тарчевский, 2000]. Таким образом, воздействие различных стимулов приво-
дит к повышению содержания ионов кальция в цитоплазме за счет увеличения 
импорта из внешней среды и выхода из внутриклеточных хранилищ [Cessna et 
al., 1998]. Было установлено, что окислительный взрыв в суспендированных 
клетках табака из-за гипоосмотического стресса регулируется выходом ио-
нов кальция из внутриклеточных хранилищ, а не импортом из внешней среды 
[Cessna, Low, 2001].

Повышение концентрации ионов кальция в цитоплазме приводит к ак-
тивации Са2+-зависимых протеинкиназ [Harper et al., 1991; Suen, Choi, 1991]. 
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Было идентифицировано 8 Са2+-зависимых протеинкиназ у растений A. thal-
iana [Hrabak et al., 1996]. Обнаружены растворимые и мембранносвязанные 
Са2+-зависимые протеинкиназы [Roberts, Harmon, 1992; Romeis et al., 2000]. 
Возможно, они участвуют в фосфорилировании белкового фактора регуляции 
транскрипции и экспрессии защитных генов [Meshi et al., 1998]. Однако было 
показано, что Са2+ способен непосредственно влиять на человеческий репрес-
сор транскрипции, не задействуя каскад фосфорилирования белков [Carrión et 
al., 1999]. 

Кроме Са2+-зависимых протеинкиназ ионы кальция активируют фосфа-
тазы [Sanders et al., 1999], фосфолипазу Д [Munnik et al., 1995], фосфолипазу 
А2, липоксигеназу [Macri et al., 1994], фосфоинозитспецифичную фосфолипазу 
С [Huang et al., 1995], НАДФ·Н-оксидазу [Legendre et al., 1993; Xing et al., 1997; 
Harding, Roberts, 1998], NO-синтазу [Малышев, Манухина, 1998; Cho et al., 
1998], аденилатциклазу [Каримова, Жуков, 1991]. Таким образом, ионы каль-
ция принимают участие в регуляции других сигнальных систем. 

Регулирующее действие кальция на многие стороны метаболизма за-
висит от его взаимодействия с внутриклеточным рецептором кальция белком 
кальмодулином. Это кислый с изоэлектрической точкой при рН 3,0-4,3 термо-
стабильный низкомолекулярный (м. м. 16,7 кДа) белок. Он обладает большим 
сродством к кальцию. Его комплекс с кальцием активирует многие фермен-
ты, например, протеинкиназы, фосфоэстеразу, транспортную Са2+-АТФазу и 
другие [D’Souza, Johri, 2003; Reddy et al., 2003; White, Broadley, 2003; Yang, 
Poovaiah, 2003], а также накопление реактивных форм кислорода и окиси азота 
[Choi et al., 2009]. Идентифицирована патогензависимая изоформа кальмоду-
лина [Heo et al., 1999].

Липоксигеназная сигнальная система. Активность растворимой фос-
фолипазы А2  сильно увеличивалась в начале формирования локальных не-
крозов [Dhondt et al., 2000]. Взаимодействие элиситора с рецептором на плаз-
малемме активировало мембранносвязанную фосфолипазу А2 [Chandra et al., 
1996], которая катализирует выделение из мембранных фосфолипидов нена-
сыщенных жирных кислот, в том числе линолевой и линоленовой [Thompson, 
1988; Mueller et al., 1993; Creelman, Muller, 1995; Conconi et al., 1996]. Эти кис-
лоты могут активировать некоторые протеинкиназы [Scherer, 1996 - цит. по 
Тарчевский, 2000] и являются субстратами для липоксигеназ. 

Активность липоксигеназ повышалась при действии элиситоров [Chandra 
et al., 1996], при заражении растений ВТМ [Künstler et al., 2007],  вирусом огу-
речной мозаики [Kato, Misawa, 1976] и грибами [Melan et al., 1993; Peng et 
al., 1994; Veronesi et al., 1996; Schwiezer et al., 1997b]. Увеличение активности 
липоксигеназ обусловлено стимуляцией экспрессии генов, кодирующих эти 
ферменты [Melan et al., 1993; Peng et al., 1994; Veronesi et al., 1996; Schwiezer 
et al., 1997a]. 
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Липоксигеназы катализируют присоединение молекулярного кислорода 
к одному из атомов (9 или 13) углерода цис,цис-пентадиенового радикала жир-
ных кислот. Промежуточные и конечные продукты липоксигеназного метабо-
лизма жирных кислот обладают бактерицидными, фунгицидными свойства-
ми и могут активировать протеинкиназы. Так, летучие продукты (гексенали 
и ноненали) токсичны для микроорганизмов и грибов [Hamilton-Kemp et al., 
1992; Croft et al., 1993; Deng et al., 1993; Vaughn, Gardner, 1993], 12-гидрокси-
9Z-додеценовая кислота стимулировала фосфорилирование белков у расте-
ний гороха [Каримова и др., 1999], фитодиеновая и жасмоновая кислоты, а 
также метилжасмонат через активирование протеинкиназ повышали уровень 
экспрессии защитных генов [Гречкин, Тарчевский, 1999; Тарчевский, 2000]. 
Кроме того, полиеновые жирные кислоты активировали НАДФ•Н-оксидазу 
[Brightman et al., 1991]  и NO-синтазу [Ванин, 1998].

НАДФ•Н-оксидазная сигнальная система. Обработка клеточ-
ной суспензии из растений A. thaliana бактериальным элиситором харпи-
ном или активатором протеинкиназы стимулировала продукцию реактив-
ных форм кислорода и гибель клеток, а добавление ингибиторов ферментов 
β-никотинамидадениндинуклеотид фосфат оксидазы и супероксид дисмутазы, 
катализирующих образование супероксидного радикала О2

•−  и его превраще-
ние в перекись водорода (H2O2), соответственно, угнетало некротизацию кле-
ток [Desikan et al., 1996; McDowell, Dangl, 2000].  

НАДФ•Н-оксидазный комплекс состоит из плазмалемных белков (gp-
91phox, p22phox), цитозольных белков (p47phox и p67phox) и гуанозинтрифосфат-
связывающего белка RAC, участвующего в регуляции активности этого фер-
ментного комплекса. Белок gp91phox содержит Са2+-связывающие участки и по-
этому, возможно, может участвовать в кальциевой сигнальной системе [Lamb, 
Dixon, 1997]. 

Считают, что супероксидный радикал [Jabs et al., 1996] и H2O2 [Levine et 
al., 1994] являются сигналами, ведущими к гибели клеток. H2O2 увеличивала 
активность фермента гидроксилазы бензойной кислоты [Léon et al., 1995a, b], 
необходимой для синтеза салициловой кислоты. Показано, что H2O2 активиру-
ет фосфолипазу А2 [Stennis et al., 1998] и липоксигеназу [Doares et al., 1995a] в 
липоксигеназной сигнальной системе.

NO-синтазная сигнальная система. В иммунной системе животных 
(например, в макрофагах, убивающих бактерии) наряду с реакционными фор-
мами кислорода действует оксись азота (NO), усиливающая их антимикробное 
действие [Schmidt, Walter, 1994; Nathan, 1995]. Кроме того, NO регулирует то-
нус сосудов и выполняет функцию медиатора нервной и иммунной систем ор-
ганизма животного [Дмитриев, 2003]. В растениях NO функционирует как сиг-
нальное вещество при прорастании семян, росте корней, закрывании устьиц и 
в защитных реакциях в ответ на биотические и абиотические стрессы [Delle-
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donne et al., 1998; Durner et al., 1998; Lamattina et al., 2003; Desikan et al., 2004; 
Wendehenne et al., 2004; Delledonne, 2005].

В тканях животных аргинин под действием NO-синтазы превращается в 
цитруллин и NO [Schmidt, Walter, 1994]. Активность этого фермента была об-
наружена в растениях [Cueto et al., 1996; Delledonne et al., 1998], причем ВТМ 
индуцировал повышение его активности в устойчивых растениях, но не влиял 
на активность NO-синтазы в чувствительных растениях [Durner et al., 1998]. 
Однако была выявлена быстрая активация синтеза NO в верхних незаражен-
ных листьях растений томатов, чувствительных к ВТМ, уже через 0,5 сут после 
инокуляции этим вирусом нижних листьев [Fu et al., 2010]. Заражение суспен-
дированных клеток сои бактериями Pseudomonas syringae pv. glycinea стиму-
лировало продукцию NO, но ингибиторы NO-синтазы снижали ее накопление 
в инфицированных клетках и блокировали их гибель [Delledonne et al., 1998]. 
Кроме того, оксид азота образуется из NO2 неферментативным путем при уча-
стии каротиноидов под действием света [Cooney et al., 1994] или с помощью 
НАДФ•Н-нитратредуктазы [Wildt et al., 1997].  

Салициловая кислота и NO активировали SIPK (протеинкиназу, индуци-
руемую салициловой кислотой), но не WIPK (протеинкиназу, активируемую 
поранением) [Kumar, Klessig, 2000]. Жасмоновая кислота и этилен не влияли 
на активность этих ферментов, хотя они способны активировать другие проте-
инкиназы. Абсцизовая кислота включала NO-синтазную сигнальную систему 
[Wu et al., 1997]. Повышенная концентрация NO активировала гуанилатцикла-
зу, которая катализирует синтез циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) 
[Schmidt, Walter, 1994; Nathan, 1995; Durner et al., 1998]. Было показано, что 
цГМФ участвует в индукции экзогенной NO синтеза фитоалексинов  [Nori-
take et al., 1996]. Обнаружено, что цГМФ активирует протеинкиназы непосред-
ственно или через образование циклической АДФ-рибозы, которая открывает 
Са2+ каналы и тем самым повышает концентрацию ионов кальция в цитоплаз-
ме, что в свою очередь, приводит к активации Са2+-зависимых протеинкиназ, и 
в конечном итоге, вызывает экспрессию гена PR-1 [Durner et al., 1998]. 

Протонная сигнальная система. Деполяризация плазмалеммы − одна 
из наиболее ранних реакций клеток на действие абиотических и биотических 
факторов, например, таких как синий свет, гиперосмотический и холодовой 
стрессы, элиситоры. Эта деполяризация обусловлена изменением активности 
ионных каналов в плазмалемме [Spalding, Cosgrove, 1992; Cho, Spalding, 1996; 
Lewis et al., 1997; Lebrun-Garcia et al., 1999; Zingarelli et al., 1999]. Также по-
казано, что элиситоры вызывают быстрое кратковременное увеличение кон-
центрации ионов кальция в цитоплазме за счет импорта и выхода из клеточных 
компартментов, экспорт ионов хлора и импорт ионов водорода, подкисление 
цитоплазмы [Kadota et al., 2004]. 

Подкисление цитоплазмы при воздействии элиситоров может вызывать-
ся разными причинами. Помимо импорта протонов в цитоплазму из межкле-
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точной жидкости происходит выход протонов из вакуоли в цитоплазму [Roos 
et al., 1998]. Установлено, что элиситор активирует фосфолипазу А2, которая 
катализирует накопление лизофосфатидилхолинов. Они активируют тоно-
пластный H+/Na+-антипортер и тем самым усиливают выход ионов водорода 
из вакуоли [Viehweger et al., 2002]. В подкислении цитозоля и подщелачива-
нии межклеточной жидкости участвует НАДФН-оксидаза, локализованная в 
плазмалемме [Pugin et al., 1997]. Увеличение концентрации ионов кальция в 
цитоплазме клеток может ингибировать протонную помпу (H+-АТФазу) путем 
фосфорилирования [Kinoshita et al., 1995; Lino et al., 1998; Fuglsang et al., 2007]. 
Снижение активности H+-АТФазы приводит к торможению экспорта протонов 
из клетки и тем самым к подщелачиванию межклеточной жидкости, что в свою 
очередь включает экспрессию защитных генов [Schaller, Oecking, 1999; Otte  
et al., 2001]. Следовательно, H+-АТФаза участвует в сигнальном пути. Однако 
было показано, что изменения рН межклеточной жидкости не сопровождаются 
активацией МАР-киназного каскада, то есть протонная и МАР-киназная сиг-
нальные системы действуют параллельно [Higgins et al., 2007].

Все эти изменения приводят к развитию таких защитных реакций рас-
тений, как окислительный взрыв, сверхчувствительная некротизация клеток, 
активация МАР-киназ и двух ферментов фенилпропаноидного пути (фенила-
ланинаммиаклиазы и О-дифенолметилтрансферазы),  накопление PR-белков 
и фитоалексинов [Mathieu et al., 1994, 1996; Simon-Plas et al., 1997; Tena, Re-
naudin, 1998; Lebrun-Garcia et al., 1999; Roos et al., 2006]. Экспрессия в рас-
тениях встроенного бактериального гена, кодирующего белок бактериоопсин, 
выполняющего роль протонной помпы, приводило к встраиванию этого белка 
в плазмалемму и индукции спонтанной сверхчувствительной реакции [Pontier 
et al., 2002]. Подобно элиситорам искусственное подкисление цитоплазмы вы-
зывало накопление иРНК, необходимых для синтеза фенилаланинаммиаклиа-
зы и 3-гидрокси-3-метилглутарат-КоА-редуктазы (первого фермента изопре-
ноидного пути) в культуре клеток табака и риса  [He et al., 1998; Lapous et al., 
1998].   

Помимо перечисленных сигнальных систем большое значение в переда-
че сигналов об атаке патогенов и развитии защитных реакций играет салици-
ловая кислота. Ее роль будет подробнее описана в главе 7. Кроме того, недавно 
было установлено, что в растениях имеется еще одна сигнальная система, свя-
занная с защитой от патогенов. Компоненты ее пока не известны, но показа-
но, что изменение баланса жирных кислот приводит к индукции экспрессии 
R генов. Так, у растений A. thaliana имеется ген  SSI2, который кодирует фер-
мент SACP(stearoyl-acyl carrier protein)-десатуразу. Этот фермент превращает 
стеариновую кислоту в олеиновую кислоту. Мутация этого гена приводит к 
накоплению стеариновой кислоты и к снижению содержания олеиновой кис-
лоты. Мутантные растения характеризуются задержкой роста, спонтанным об-
разованием некрозов, постоянной экспрессией генов PR-белков и повышенной 
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устойчивостью к бактериям, оомицетам и вирусу морщинистости турнепса 
[Kachroo et al., 2001; Shah et al., 2001; Chandra-Shekara et al., 2007; Kachroo 
et al., 2008]. Причем уменьшение содержания олеиновой кислоты влияет на 
экспрессию R генов независимо от сигнальной системы салициловой кислоты 
[Shah et al., 2001; Chandra-Shekara et al., 2007].  

Таким образом, в клетках растений существует скоординированная си-
стема сигнальных путей, которые могут действовать независимо друг от дру-
га или сообща. Особенностью работы сигнальной системы является усиление 
сигнала в процессе его передачи. Включение сигнальной системы в ответ на 
воздействие различных стрессоров (в том числе и патогенов) приводит к акти-
вации экспрессии защитных генов и повышению устойчивости растений.

5.5. Умолкание генов

Одним из защитных механизмов растений является умолкание генов 
(RNA silencing или RNA interference) – регуляция экспрессии генов на осно-
ве специфического узнавания и деградации РНК. Впервые умолкание генов 
у высших растений было обнаружено в опытах с трансгенными растениями 
петунии. Пытаясь получить сорт петунии с более яркими бордовыми лепест-
ками, генетики ввели в ее клетки ген халконсинтазы − фермента, катализи-
рующего образование пигмента. Однако вместо ожидаемого усиления окраски 
цветов был получен обратный эффект: некоторые трансгенные растения имели 
белые или пятнистые цветки. При этом у растений с белыми цветками транс-
крипция эндогенного и встроенного генов была сильно подавлена. Поэтому 
этот феномен получил название косупрессии [Napoli et al., 1990; van der Krol 
et al., 1990]. Затем аналогичные результаты были получены в опытах с транс-
генными растениями, в геном которых встраивали вирусные гены. Причем 
вирусоустойчивость растений, экспрессирующих вирусные белки, была ниже, 
чем у растений со встроенными нетранслируемыми вариантами вирусных ге-
нов [de Haan et al., 1992; Lindbo, Dougherty, 1992a; van der Vlugt et al., 1992]. 
Вирусоустойчивость коррелировала с разрушением трансгенной иРНК в ци-
топлазме [Lindbo et al., 1993], сопровождалась накоплением коротких (при-
мерно 25 нуклеотидов) двухцепочечных РНК [Hamilton, Baulcombe, 1999] и 
была сиквенс-специфичной [English et al., 1996]. Сиквенс-специфичная устой-
чивость или посттранскрипционное умолкание генов (post-transcriptional gene 
silencing, PTGS) проявлялась у трансгенных растений не только к первоначаль-
но использованному вирусу, но и к другим вирусам, имеющим гомологичные 
последовательности [Ratcliff et al., 1999]. В настоящее время уже имеются при-
меры использования механизма умолкания генов для создания вирусоустойчи-
вых растений путем трансгенеза [Трифонова и др., 2007].

Согласно современным представлениям [Bucher, Prins, 2006; Дорохов, 
2007] известно три механизма умолкания генов у растений: цитоплазматиче-
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ское умолкание трансгенных и вирусных РНК, умолкание эндогенных иРНК, 
транскрипционное умолкание генов.

Цитоплазматическое умолкание РНК. Синтезированная трансгеном 
односпиральная иРНК превращается в  двуспиральную (ds) РНК при участии 
хозяйского фермента РНК-зависимой РНК-полимеразы (RdRp). Этот фермент 
обнаружен у растений многих видов. Пониженная экспрессия гена, кодирующе-
го RdRp 1, приводила к более интенсивному накоплению Y-вируса картофеля в 
растениях табака сорта Самсун NN и к снижению содержания альтернативной 
митохондриальной оксидазы, ингибитора вирусной репликации и транскрип-
ционного фактора ERF5 [Rakhshandehroo et al., 2009]. При заражении растений 
РНК-содержащими вирусами в клетках синтезируется вирусная RdRp, которая 
образует вирусную репликативную dsРНК (см. главу 3). Эти dsРНК включают 
механизм сиквенс-специфичной деградации РНК, индуцируя повышение ак-
тивности специфической РНКазы III, гидролизующей dsРНК. Этот фермент 
впервые был выявлен в клетках Drosophila и получил название Dicer  [Bernstein 
et al. 2001]. У растений аналогичный фермент назвали Dicer-like (DCL). 

Геномы человека, мышей и нематод содержат по одному гену Dicer, у 
насекомых и грибов – по два гена. У растений генов DCL больше: A. thaliana 
– четыре гена, тополь Populus trichocarpa Torr. & A. Gray – пять, рис Oryza 
sativa L. – шесть [Margis et al., 2006]. У растений A. thaliana DCL1 участвует в 
образовании miРНК, DCL2 – siРНК, DCL3 ответственен за модификацию хро-
матина, DCL4 – транс-действующих siРНК. МикроРНК (miРНК) – dsРНК дли-
ной 21-25 нуклеотидов с двумя некомплементарными 3’-нуклеотидами образу-
ются при нарезании клеточных шпилечных РНК. Короткие интерферирующие 
РНК (siРНК) – dsРНК длиной 21-25 нуклеотидов с двумя некомплементарны-
ми 3’-нуклеотидами и монофосфатом на 5’-конце образуются при нарезании 
длинных трансгенных и вирусных dsРНК. Транс-действующие siРНК – подоб-
но miРНК комплементарно взаимодействуют с иРНК другого локуса.

Ферменты DCL являются мультикомпонентными белками и содержат 
один или более доменов, связывающих dsРНК, сигнал ядерной локализации, 
двухдоменную хеликазу, двухдоменную РНКазу III, а также PIWI, Argonaute, 
Zwille (PAZ) домен, обеспечивающий специфическое взаимодействие с двумя 
неспаренными 3’-нуклеотидами. Кроме того, все известные ферменты DCL со-
держат домен Duf283 с неизвестной функцией. В результате взаимодействия 
dsРНК с DCL2 каждая цепь dsРНК разрезается в двух местах, отстоящих друг 
от друга на 2 нуклеотида с образованием siРНК.   

На следующем этапе siРНК расплетаются АТФ-зависимой хеликазой и 
одна цепь (guide strand) включается в так называемый RISC (RNA-induced si-
lencing complex), где комплементарно связывается с вирусной РНК-мишенью. 
Белок Argonaute (Ago), основной компонент RISC, разрезает РНК-мишень в 
участке комплементарного взаимодействия с siРНК. Белки Ago выявлены в 
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составе RISC у всех изученных организмов. В настоящее время в растениях 
идентифицировано 10 белков Ago.

Умолкание эндогенных иРНК, вызванное miРНК. Это механизм ре-
гуляции экспрессии генома растений с помощью miРНК. У растений miРНК 
образуются в три этапа при участии DCL1. Сначала синтезированная РНК-
полимеразой II pri-miРНК превращается в pre-miРНК, которая преобразуется в 
более короткий предшественник. Затем формируется зрелая miРНК [Kurihara, 
Watanabe, 2004]. У растений A. thaliana идентифицирован белок HASTY, не-
обходимый для переноса зрелых miРНК или комплекса miРНК-DCL1 из ядра 
в цитоплазму [Bollman et al., 2003; Park et al., 2005]. На всех этапах созревания 
miРНК участвует dsРНК-связывающий белок HYL1, способный входить в ком-
плекс с DCL1 и Ago [Kurihara et al., 2006]. Затем miРНК, подобно siРНК, взаи-
модействует с RISC, где комплементарно связывается с эндогенными иРНК 
и белок Ago разрезает РНК-мишень. Количество идентифицированных расти-
тельных иРНК, у которых есть специфические miРНК-партнеры, постоянно 
увеличивается. 

Транскрипционное умолкание генов. Впервые этот механизм был вы-
явлен у трансгенных растений табака со встроенной последовательной кДНК 
вироида веретеновидности клубней картофеля, которая метилировалась после 
заражения вироидом. Авторы [Wassenegger et al., 1994] пришли к заключению, 
что реплицирующаяся вироидная РНК вызывает специфичное метилирование 
гомологичных последовательностей в растительном геноме. Этот феномен по-
лучил название РНК-зависимое метилирование ДНК. Позже было действитель-
но показано [Mette et al., 2000], что экспрессия dsРНК промоторных последова-
тельностей включает сиквенс-специфичное метилирование этих промоторов с 
последующим транскрипционным умолканием. Этот процесс осуществляется 
при участии специфических siРНК и модифицированного гистона [Zilberman 
et al., 2003]. В РНК-зависимом метилировании ДНК de novo участвуют ДНК 
метилтрансферазы 1 и 2, а гистондиацетилаза 6 усиливает их активность, что 
приводит изменению гетерохроматина в участке локуса-мишени [Matzke et al., 
2004].

Распространение умолкания генов по растению. Во многих работах 
показано, что умолкание генов, возникнув в какой-нибудь клетке, распростра-
няется по растению, вызывая системное умолкание гена-мишени [Palauqui et 
al., 1997; Voinnet, Baulcombe, 1997; Voinnet et al., 1998; Fagard, Vaucheret, 2000; 
Mlotshwa et al., 2002; Ryabov et al., 2004; Voinnet, 2005; Tournier et al., 2006]. 
Сигнал умолкания перемещался от клетки к клетке по плазмодесмам (ближ-
ний транспорт) на расстояние 10-15 клеток от места индукции и по флоэме в 
другие органы (дальний транспорт). Возможно, эти два вида транспорта име-
ют различные механизмы, так как они неодинаково ингибировались солями 
кадмия, вирусными белками и генными мутациями [Ueki, Citovsky, 2001; Him-
ber et al., 2003; Schwach et al., 2005]. Так как в процессе транспорта сигнал 
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умолкания генов может сильно разбавляться, то необходима его амплифика-
ция в клетках-реципиентах. Она осуществляется при участии RdRp и хеликазы 
[Palauqui, Vaucheret, 1998; Himber et al., 2003; Garcia-Perez et al., 2004; Schwach 
et al., 2005]. 

Сигнал умолкания генов транспортируется как вверх, так и вниз по рас-
тению, но вверх более активно [Voinnet et al., 1998; Sonoda, Nishiguchi, 2000]. 
Однако в клетках крайних зон меристем стебля и корня умолкание генов не 
обнаружено, что свидетельствует об отсутствии транспорта сигнала умолка-
ния в эти зоны или не способности этих клеток отвечать на сигнал [Voinnet et 
al., 1998].  

Природа сигнала умолкания генов пока неясна. Показано, что распро-
странение умолкания всегда строго сиквенс-специфично, означая, что сигнал 
является или dsРНК или siРНК [Himber et al., 2003; Mallory et al., 2003; Dunoyer 
et al., 2005]. Во флоэмном соке растений были обнаружены как короткие [Yoo 
et al., 2004], так и более длинные молекулы РНК [Ruiz-Medrano et al., 1999; 

Haywood et al., 2005]. В соке также был найден низкомолекулярный белок, спо-
собный связывать 25-нуклеотидные ssРНК и было показано, что он может со-
действовать ближнему транспорту этих РНК, но не dsРНК [Yoo et al., 2004].  

Вирусные супрессоры умолкания генов. Несмотря на наличие у расте-
ний эффективного защитного механизма, основанного на сиквенс-специфичном 
узнавании и деградации вирусных РНК, многие вирусы поражают растения. 
Дело в том, что в ходе эволюции вирусы приобрели способность преодолевать 
клеточную защиту. Как указывал Ю.Л. Дорохов [2007], два способа – быстрая 
сборка вирионов и компартментализация – были известны задолго до откры-
тия умолкания генов. Сборка вирионов («одевание» вирусной нуклеиновой 
кислоты белковой оболочкой) и компартментализация (размещение вирусно-
го материала в обособленных, как правило, мембранами участках клеток) яв-
ляются эффективной защитой вирусного генома от воздействий. Кроме того,  
некоторые вирусы содержат гены, кодирующие супрессоры умолкания генов. 
Первым известным и одним из наиболее изученных супрессоров является 
специфичная протеиназа (helper component-proteinase HC-Pro), кодируемая по-
тивирусами. Так, было показано, что в трансгенных растениях табака, экспрес-
сирующих встроенный ген HC-Pro, увеличивалось накопление ВТМ и вируса 
огуречной мозаики [Pruss et al., 1997; Shams-Bakhsh et al., 2007]. Такой эффект 
был обусловлен тем, что HC-Pro подавляет умолкание генов [Anandalakshmi et 
al., 1998; Brigneti et al., 1998; Kasschau, Carrington 2001]. Активность HC-Pro 
как супрессора определяется аминокислотными остатками в позициях 180, 205 
и 396 [Wu et al., 2010]. В настоящее время супрессоры идентифицированы при-
мерно у 30 вирусов растений и животных. Вирусные супрессоры ингибируют 
накопление коротких РНК, а также некоторые из них способны связываться с 
siРНК и miРНК [Bucher, Prins, 2006; Дорохов, 2007]. Также было установлено, 
что мутанты Х-вируса картофеля, не способные подавлять умолкание генов, 
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не могли транспортироваться от клетки к клетке [Bayne et al., 2005]. Вирусные 
супрессоры влияют на развитие растений и формирование симптомов заболе-
вания [Bartel, 2004; Chapman et al., 2004; Jones-Rhoades et al., 2006; Zhang et al., 
2006].

Недавно для изучения функций генов растений был разработан метод 
вирус-индуцированного подавления генов (VIGS, от Virus-Induced Gene Si-
lencing), основанный на использовании механизма умолкания генов под влия-
нием вирусного вектора, имеющего в своем геноме последовательность гена 
растения-хозяина. Этот метод успешно используется для подавления генов, 
которые играют важную роль в процессах роста и развития растений, передаче 
сигналов и защите растений от неблагоприятных факторов среды [Шао и др., 
2008]. Так, например, вирус-индуцированное умолкание гена, кодирующего 
белок RPN9, являющегося субъединицей 26S протеасомы, помимо ингибиро-
вания системного транспорта вируса приводило к неравномерному развитию 
сосудов ксилемы и флоэмы, влияя на транспорт ауксинов и брассиностерои-
дов. Эти фитогормоны играют значительную роль в формировании проводя-
щей системы [Jin et al., 2006].



6. ОБРАЗОВАНИЕ ЛОКАЛЬНЫХ НЕКРОЗОВ 
У СВЕРХЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ РАСТЕНИЙ

Локальные некрозы у сверхчувствительных растений образуются в ре-
зультате гибели инфицированных клеток в месте внедрения патогена. Смерть 
клеток приводит к выделению в межклеточное пространство антипатогенных 
ферментов и метаболитов, блокирует транспорт инфекционного начала по 
растению, вызывает элиминацию патогена. В ходе некротизации клеток об-
разуются сигнальные вещества, которые активируют защитные механизмы в 
соседних и отдаленных клетках. Все эти процессы, в конечном итоге, способ-
ствуют выздоровлению растения. Поэтому понятен интерес исследователей к 
некротизации клеток при сверхчувствительной реакции. Опубликовано много 
работ, но механизмы, вызывающие смерть клеток, пока до конца не известны. 
Клетки гибнут в результате образования соединений и свободных радикалов, 
токсичных как для патогена, так и для растительной клетки? Или узнавание 
патогена атакованной клеткой включает генетически запрограммированную 
смерть клетки? Недавние результаты дают возможность предположить, что 
клетки погибают в результате действия обоих этих процессов.

Некрозы образуются не только у больных сверхчувствительных расте-
ний. В результате заражения вирусом бронзовости томатов растений табака 
происходила системная некротизация листьев [Best, 1936]. У растений таба-
ка сорта White Burley, системно пораженных вирусом кольцевой пятнистости 
табака или Х-вирусом картофеля, формировались некрозы [Goodman et al., 
1986]. Некрозы, похожие на локальные некрозы у больных сверхчувствитель-
ных растений, были обнаружены у крайне устойчивых растений картофеля и 
сои [Dehley, 1974; Коваленко и др., 1981б; Jones, 1990; Hinrichs et al., 1998, 
Сапоцкий и др., 2002]. Однако было установлено, что крайняя устойчивость 
растений картофеля к Х-вирусу картофеля не включает в себя образование ло-
кальных некрозов в месте заражения, хотя белковый продукт экспрессии гена 
Rx структурно похож на продукты генов, ответственных за сверхчувствитель-
ную реакцию  [Bendahmane et al., 1999].

Наблюдали некроз клеток, накопление фитоалексина ришитина и уве-
личение активности ферментов пероксидазы и полифенолоксидазы при со-
вместимой комбинации гриб-растение, если растения обрабатывали незадолго 
до или через 1-2 ч после заражения хлорамфениколом или стрептомицином 
[Király et al., 1972]. Происходил коллапс клеток эпидермиса и мезофилла у 
чувствительных растений ячменя сорта Atlas при заражении грибом Rhyncho-
sporium secalis (раса US238.1) без подавления патогена [Lehnackers, Knogge, 
1990]. Обширный некроз развивался в чувствительных к Pseudomonas syringae 
pv. больных растениях томатов [Palmer, Bender, 1995]. 
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Клетки больных чувствительных растений не некротизируются при 
обычных условиях, но тепловая обработка и различные вещества вызывали ги-
бель клеток системно зараженных растений без локализации вируса [Bawden, 
Kassanis, 1954; Foster, Ross, 1968; 1975a,b; Shimomura, Ohashi, 1971; Грама, 
Науменко, 1975; Balázs et al., 1977a; Gianinazzi et al., 1977a; Ohashi, Shimomura, 
1971, 1972, 1979a,b; 1982]. А.В. Реуновым с сотр. [Реунов, Нагорская, 1981; Ре-
унов и др., 1985; Реунов, Полякова, 1986] с помощью электронного микроскопа 
были обнаружены коллапсированные клетки в листьях чувствительных расте-
ний табака, зараженных ВТМ. В препаратах из здоровых листьев такие клет-
ки не выявлялись. По мнению японских исследователей [Ohashi, Shimomura, 
1982] гибель инфицированных клеток чувствительных растений не является 
следствием защитных реакций, характерных для клеток сверхчувствительных 
растений, а объясняется снижением стабильности клеточных мембран в ре-
зультате заражения. Возможно, коллапс клеток, описанный А.В. Реуновым с 
сотр., происходил в результате дополнительного стресса в ходе приготовления 
препаратов для электронной микроскопии.

Мутации у растений маиса, ячменя, риса и A. thaliana привели к появ-
лению растений, у которых в отсутствие патогена (например, при переносе с 
обычного короткодневного фотопериода на длиннодневный) в листьях образо-
вывались некрозы, похожие на локальные некрозы при сверхчувствительной 
реакции на заражение патогеном [Walbot et al., 1983; Greenberg, Ausubel, 1993; 
Wolter et al., 1993; Dietrich et al., 1994, Greenberg et al., 1994; Johal et al., 1995; 
Weyman et al., 1995; Jabs et al., 1996]. Были выделены из растений маиса [Gray et 
al., 1997; Hu et al., 1998] и A. thaliana [Dietrich et al., 1997] гены, ответственные 
за формирование некрозов, подобных патоген-индуцированным некрозам. 

У lsd (lesions simulating disease resistance) мутантов некрозы образовыва-
лись при заражении патогенами, обработке салициловой кислотой и другими 
соединениями, повышающими устойчивость растений к заражению патоге-
ном. Механическое повреждение и инокуляция бактериями, инактивирован-
ными нагреванием, не вызывала гибели клеток [Dangl et al., 1996]. Было по-
казано [Jabs et al., 1996], что у этих мутантов в инициации и развитии некрозов 
участвует супероксидный радикал (О2

•−). Обработка супероксидгенерирующей 
системой (ксантин + ксантиноксидаза) индуцировала у мутантов, в отличие 
от исходных родительских растений, образование некрозов. Однако обработ-
ка растений-мутантов системой, генерирующей Н2О2 (глюкоза + глюкозоок-
сидаза), не вызывала гибели клеток. Acd (accelerated cell death) мутанты фор-
мировали некрозы при механическом повреждении и тех же обработках, что 
вызывали гибель клеток у lsd1 мутантов [Greenberg et al., 1994; Dangl et al., 
1996]. При образовании некрозов у мутантов обоих типов модифицировались 
клеточные стенки, накапливались PR (pathogenesis-related)-белки и развива-
лась устойчивость к заражению патогеном [Dietrich et al., 1994, Greenberg et al., 
1994]. Sl (Sekiguchi lesion) мутанты риса в ответ на обработку гипохлоритом 
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натрия и пентахлорфенолом образовывали некрозы, похожие на некрозы, об-
разующиеся после заражения грибами [Kiyosawa, 1970; Marchetti et al., 1983]. 
Спонтанные некрозы развивались и в трансгенных растениях табака, экспрес-
сирующих вакуолярную и апопластную дрожжевые инвертазы [Herbers et al., 
1996].

Есть примеры, свидетельствующие о том, что некротизация клеток не 
является обязательным условием для защиты растений. Было показано, что та-
кие компоненты защиты, как окислительный взрыв, накопление салициловой 
кислоты и индукция экспрессии генов, кодирующих PR-белки,  происходят 
перед сверхчувствительной гибелью клеток [Hammond-Kosack, Jones, 1996]. 
Эти компоненты защиты наблюдали и при подавлении некротизации клеток в 
результате инкубации растений в условиях очень низкого содержания кислоро-
да в воздухе или повышенной влажности [Hammond-Kosack et al., 1996; Mit-
tler et al., 1996]. Локализации патогенов может происходить без образования 
некрозов [Lehnackers, Knogge, 1990; Cawly et al., 2005]. Растения-мутанты A. 
thaliana (dnd1), зараженные Ps.syringae, не формировали некрозы, но образо-
вывали много салициловой кислоты и иРНК для PR-белков с подавлением на-
копления патогена [Yu et al., 1998]. 

6.1. Програмированная клеточная смерть

Принято считать [Dangl et al., 1996; Greenberg et al., 1994; Greenberg, 
1996;Mittler, Lam, 1996; Mittler et al., 1997; Pennell, Lamb, 1997; Heath, 1998], 
что некротизация инфицированных клеток сверхчувствительных растений, 
контролируемая генами патогена и растения-хозяина, является частным слу-
чаем программированной клеточной смерти (ПКС). Сначала этот термин был 
использован для обозначения гибели клеток животных, направленной на эли-
минацию нежелательных клеток [Ellis et al., 1991; Raff et al., 1993]. ПКС игра-
ет важную роль в сохранении гомеостаза тканей, дифференциации клеток при 
нормальном развитии животных и устойчивости против патогенов [Wyllie et 
al., 1980; Raff, 1992; Vaux, 1993; Hengartner, Horvitz, 1994].

В отличие от растений у животных различают некрозообразование и 
ПКС (апоптоз) [Афанасьев и др., 1985; Bonfoco et al., 1995; Buckner et al., 2000]. 
Некроз образуется в результате сильного токсичного или травматического воз-
действия и приводит к воспалению. В этом случае происходит пассивное на-
бухание клеток, повреждение цитоплазматических органелл, лизис мембран и 
выход клеточного содержимого наружу. В отличие от апоптоза, некротизация 
клеток не является физиологическим процессом и осуществляется без участия 
генома, ионов кальция и фосфорилирования белков.  

Апоптоз  является активным процессом и зависит от индукции экспрес-
сии специфичных генов, контролирующих гибель клеток [Wadewitz, Lockshin, 
1988; Ellis et al., 1991]. Он характеризуется сжатием цитоплазмы и ядра, об-
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разованием мембранных пузырьков, конденсацией хроматина и фрагментиро-
ванием ядерной ДНК на участки размером ~50 кб (иногда, ~ 0,14 кб) [Cohen, 
1993], усилением плазмалеммы для изоляции содержимого погибающей клет-
ки [Raff et al., 1993; Bonfoco et al., 1995; Pennell, Lamb, 1997]. 

У растений, как и у животных, ПКС необходима для нормального раз-
вития организма. Так, дифференция трахеидных элементов при образовании 
ксилемных сосудов в процессе роста и развития корней растения включает 
растяжение клеток, отложение лигнина в клеточные стенки, конденсацию ци-
топлазмы и ядра, автолиз клеточного содержимого [Wodzicki, Humphreys, 1973; 
Fukuda, 1997]. Аналогичные процессы происходят при механическом повреж-
дении растения, когда паренхимные клетки редифференцируются в ксилем-
ные, если  повреждены проводящие сосуды [Greenberg, 1996]. ПКС наблюдали 
в культуре мезофильных клеток при дифференции трахеидных элементов. Об-
работки клеток актиномицином Д (ингибитор ДНК-зависимого синтеза РНК) 
и хлорамфениколом (ингибитор синтеза белка) блокировали гибель клеток и 
образование трахеидных элементов, то есть для этих процессов необходимы 
синтез РНК и белка [Fukuda, Komamine, 1983; Greenberg, 1996]. ПКС характер-
на для клеток корневого чехлика, покрывающих апикальную меристему корня 
и защищающих ее в течение прорастания семян и роста растений. Они об-
разуются из меристематических клеток и располагаются на поверхности кон-
чика корня [Laux, Jürgens, 1997; Schiefelbein et al., 1997]. Эти периферические 
клетки погибали даже тогда, когда корни росли в воде, то есть гибель клеток 
является частью развития растения, а не вызвана механическим воздействием 
почвенных частиц [Harkes, 1973]. Погибающие клетки сморщивались, а окра-
шивание ДНК указывало на сжатие ядер [Wang et al., 1996].

В апоптозе животных клеток существенную роль играют митохондрии, 
из межмембранного пространства которых в цитоплазму выделяются вещества, 
служащие триггерами апоптоза. Некоторые из них вызывают гибель клеток не-
зависимо от каспаз, другие активируют каспазный каскад. Первую группу со-
ставляют апоптоз-индуцирующий фактор (AIF) − флавопротеин, обладающий 
оксиредуктазной активностью, и эндонуклеаза G. Они транспортируются из 
цитоплазмы в ядро, где участвуют в разрушении ДНК. Во вторую группу вхо-
дят белок, связывающий ингибитор апоптозного белка (Smac/DIABLO), мито-
хондриальная сериновая протеаза (Omi/HtrA2) и цитохром с [van Gurp et al., 
2003]. В цитоплазме цитохром с связывается со скаффолд-белком, названным 
фактором-1, активирующим апоптозную протеазу (Apaf-1), и прокаспазой-9. 
В результате  образуется апоптосома, которая вызывает активацию каспазного 
каскада [Adrain, Martin, 2006]. Выход цитохрома с из митондрий был установ-
лен и в растительных клетках, в которых была индуцирована ПКС [Vianello et 
al., 2007].

Активация протеаз является характерным признаком апоптоза клеток 
животных [Martin, Green, 1995]. Считается, что ключевую роль в апоптозе 
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играют ферменты из семейства цистеиновых протеиназ, называемые каспаза-
ми (cysteine-dependent asparate-specifi c proteases). Эти ферменты обладают вы-
сокой специфичностью к остатку аспарагиновой кислоты в белках-субстратах. 
В настоящее время в клетках животных и человека выявлено 14 каспаз. На 
основании их первичной структуры и роли в протеолитическом каскаде они 
делятся на две группы: инициаторы и эффекторы. Все они синтезируются в 
виде неактивных предшественников, которые в индуцированных к апоптозу 
клетках подвергаются протеолизу и собираются в активный гетеродимер, со-
стоящий из двух цепей с м. м. соответственно примерно 20 и 10 кДа. Пред-
полагается, что инициаторная каспаза-9 активирует эффекторные каспазы 3, 
6 и 7, запуская весь каскад каспаз, атакующих самые различные субстраты в 
животной апоптозной клетке. Так, например, каспаза-3 расщепляет протеинки-
назу С, ДНК-зависимую протеинкиназу и другие белки [Watanabe, Lam, 2004; 
Piszczek,  Gutman, 2007]. 

Настоящие каспазы пока в растениях не обнаружены, но в опытах с ис-
пользованием ингибиторов и субстратов, специфичных для каспаз, было по-
казано наличие в растениях каспазоподобных протеаз [Watanabe, Lam, 2004; 
Sanmartín et al., 2005]. Их разделили на две группы: вакуолярные процессирую-
щие ферменты (the vacuolar processing enzymes - VPEs) и метакаспазы [Wolter-
ing et al., 2002]. По своей аминокислотной последовательности и третичной 
структуре они похожи на каспазы животных [Aravind, Koonin, 2002]. Несмотря 
на структурную гомологию, метакаспазы отличаются от каспаз, так как они 
специфичны к аргинину или лизину [Vercammen et al., 2004; Watanabe,  Lam, 
2005; He et al., 2008]. Метакаспазы разделяют на два класса по различиям в 
структуре N-терминального домена их молекул  [Vercammen et al., 2004;  Be-
lenghi et al., 2007]. Затем была выделена третья группа растительных каспазо-
подобных ферментов, но в отличие от каспаз они имеют остаток серина в ак-
тивном центре. Поэтому они были названы саспазами  [Coffeen, Wolpert, 2004]. 
Вакуолярные процессирующие ферменты выявлены в литических вакуолях 
клеток растений A. thaliana [Kinoshita et al., 1999]. Предполагается [Hatsugai 
et al., 2004], что они участвуют в разрушении вакуолярных мембран в ходе 
ПКС и тем самым способствуют выходу из вакуолей литических ферментов 
в цитоплазму с последующим разрушением клеточного содержимого. Другие 
растительные каспазоподобные протеазы локализованы в цитоплазме, ядре и 
клеточной стенке [Korthout et al., 2000; Elbaz et al., 2002; Chichkova et al., 2004; 
Bosch, Franklin-Tong, 2007]. Показано участие каспазоподобных протеаз в раз-
витии ПКС при воздействии на растения различных стрессоров, в том числе и 
патогенов [del Pozo, Lam, 1998; Kinoshita et al., 1999; Solomon et al., 1999; Elbaz 
et al., 2002; del Pozo, Lam, 2003; Chichkova et al., 2004; Coffeen, Wolpert, 2004; 
Hatsugai et al., 2004; Bosch, Franklin-Tong, 2007; He et al., 2008].  

В растениях помимо каспазоподобных протеаз в развитии ПКС принима-
ют участие аспартат-, металло- и треонин-протеазы [Beers et al., 2000].  Выяв-



112                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

лено накопление протеаз  [Demura, Fukuda, 1994; Minami, Fukuda, 1995; Drake 
et al., 1996; Ye, Varner, 1996; Xu, Chye, 1999] и дезоксирибонуклеазы (ДНКазы), 
активируемой Ca2+ [Thelen, Northcote, 1989], в клетках в ходе трахеальной диф-
ференциации, старения и гибели клеток. Возможно, эта ДНКаза участвует во 
фрагментации ДНК [Mittler, Lam, 1995b; Wang et al., 1996], так как она похожа 
на нуклеазу, участвующую в апоптозе клеток крыс [Gaido, Cidlowski, 1991]. 
Было предложено [Schindler et al., 1995], что в развивающихся проводящих 
клетках колеоптилей кукурузы арабиногалактановые протеины могут участво-
вать во включении клеточной смерти, разрыхляя клеточные стенки. 

Гибель клеток при сверхчувствительной реакции растений является 
активным процессом, при котором внедрение патогена вызывает накопление 
активных форм кислорода, стимулирует повышение уровня Са2+ в клетке и 
включает цепь реакций, приводящих к смерти клетки, в том числе увеличение 
каспазоподобной протеолитической активности и активации серин/треонино-
вой фосфатазы. Ингибитор фосфатазы — окадаевая кислота – блокирует сверх-
чувствительную реакцию. Этот процесс похож на ПКС [Mehdy, 1994; Dunigan, 
Madlener, 1995; Levine et al., 1996; del Pozo, Lam, 1998; Xu, Heath, 1998; Chich-
kova et al., 2004; Hatsugai et al., 2004]. Сходство также заключается в том, что в 
ходе некротизации в инфицированной клетке образуются мембранные пузырь-
ки, увеличивается активность ДНКаз, ДНК распадается на фрагменты с 3’ОН 
концами, происходит конденсация содержимого ядра и цитоплазмы [Mittler, 
Lam, 1995a; Mittler et al., 1997; Levine et al., 1996; Ryerson, Heath, 1996; Wang 
et al., 1996]. Однако повышение активности протеаз и кислой фосфатазы на-
блюдали и у системно пораженных вирусами  чувствительных растений, чьи 
клетки сохраняли жизнеспособность [Klein, Harpaz, 1968; Чмулев, Чмулева, 
1972; Tu, 1976; Salomon, 1989a,b; Лапшина, Реунов, 1983; Реунов, Лапшина, 
1985; Лапшина и др., 1991].

Сверхчувствительная гибель клеток сопровождается активированием 
обмена К+/Н+ через плазмалемму [Аtkinson et al., 1985; Baker et al., 1987]. Экс-
прессия у трансгенных растений табака сорта Самсун NN бактериального гена, 
контролирующего протонный насос, вызывала образование некрозов, накопле-
ние PR-белков и развитие системной приобретенной устойчивости к повтор-
ному заражению в отсутствие патогена [Mittler et al., 1995]. Позже эти авторы 
пришли к заключению, что некротизация клеток, индуцированная патогеном 
(вирус или бактерия), отличается от апоптоза клеток животных. Оно основа-
но на результатах их опытов, когда, в отличие от клеток животных,   низкий 
уровень кислорода в среде подавлял у сверхчувствительных растений табака 
образование локальных некрозов и не влиял на некротизацию клеток у транс-
генных растений со встроенным геном BCL-XL, который у животных ингиби-
рует апоптоз [Mittler et al., 1996]. Однако есть данные, что гибель клеток в 
условиях гипоксии является ПКС. Так, смерть клеток происходила в коре кор-
ня и основании стебля при наводнении и гипоксии с образованием аэренхимы 
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с внутренними воздушными полостями для облегчения транспорта кислорода 
из обогащенных кислородом органов в основание стебля и корень [Armstrong, 
1979]. Гипоксия приводила к образованию этилена, который активирует сиг-
нальный путь, ведущий к формированию аэренхимы [Drew et al., 1981; Jackson 
et al., 1985]. По-видимому, этот путь включает накопление Са2+ и фосфори-
лирование белка, так как ингибиторы этих процессов способствовали смерти 
клеток при нормальном уровне кислорода, но угнетали ее при гипоксии [He et 
al., 1996].

В клетках животных помимо веществ, способствующих апоптозу, име-
ются соединения с антиапоптозной активностью. Так, BAG белки являются 
регуляторами шаперонов и препятствуют гибели клеток [Takayama et al., 1995]. 
Гомологи BAG белков выявлены в растениях A. thaliana и показано, что они 
участвуют в ответных реакциях растений при воздействии стрессоров и пато-
генов [Doukhanina et al., 2006].

6.2. Цитологические изменения при некротизации клеток

В механически инокулированных вирусами листьях сверхчувствитель-
ных растений клетки последовательно некротизируются в вертикальном и го-
ризонтальном от места внедрения патогена направлениях. В первую очередь 
погибают клетки мезофилла, а затем эпидермиса. Цитологические исследова-
ния локальных некрозов, проведенные с помощью светового и электронного 
микроскопов, показали, что основная часть клеток, расположенных в централь-
ной части некроза, коллапсированы и лишены органелл. На периферии некроза 
клетки находятся на разных стадиях коллапса. При некротизации структурные 
изменения клеток происходят примерно одинаково у разных растений. В пер-
вые часы после заражения были обнаружены электронно-прозрачные пузырьки 
под кутикулой и во внешней клеточной стенке эпидермальных клеток [Favali et 
al., 1977]. В инфицированных клетках сначала разрушалась строма хлоропла-
стов, их граны и ламеллы становились аморфными. Затем начиналась деграда-
ция клеточных мембран в цитоплазме, вещество цитоплазмы агрегировало и 
проявлялось в виде маленьких везикулоподобных включений. Потом разруша-
лись митохондрии. Ядра изменялись в последнюю очередь. Их деформация на-
чиналась с исчезновения матрикса ядра, потом содержимое ядра разбивалось 
на отдельные гранулы. Деструкция плазмалеммы и тонопласта завершала про-
цесс некротизации и приводила к полному коллапсу клетки. Такую картину по-
степенной гибели инфицированных клеток наблюдали у растений N. glutinosa 
[Weintraub, Ragetli, 1964; Hayashi, Matsui, 1965b; Ragetli, 1967], фасоли сорта 
Пинто [Spenser, Kimmins, 1971] и табака сорта Самсун NN [Israel, Ross, 1967; 
da Graca, Martin, 1975], инокулированных ВТМ, растений Ch. quinoa, инфици-
рованных S-вирусом картофеля [Shukla, Hiruki, 1975], фасоли сорта Red kidney, 
зараженных М-вирусом картофеля [Tu, Hiruki, 1971; Hiruki, Tu, 1972] и расте-
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ний G. globosa, пораженных вирусом мозаики свеклы [Russo, Martelli, 1969], 
Х-вирусом картофеля [Allison, Shalla, 1974] или вирусом кустистой карликово-
сти томатов [Appiano et al., 1977; Pennazio et al., 1979]. Для клеток в локальных 
некрозах характерен высокий уровень литических процессов [Ragetli, 1967; 
Favali et al., 1974; Реунов, 1999]. 

Согласно данным А.В. Реунова [1999] в листьях растений дурмана, ин-
фицированных ВТМ, различаются четыре типа клеток в центральной зоне раз-
вивающихся локальных некрозов. Клетки I типа сильно некротизированы с 
совершенно неразличимым внутренним содержимым. Клетки этого типа наи-
более часто встречались в верхнем эпидермисе. Клетки II типа полностью кол-
лапсированы, их содержимое представлено мелкими гранулами. В клетках III 
типа сохранялись отдельные структурные компоненты и выявлялось большое 
количество вирусных частиц в отличие от клеток I и II типов. Наибольший 
интерес представляют клетки IV типа, которые обнаруживались на всех этапах 
развития некрозов. Они были в значительной мере похожи на клетки системно 
инфицированных растений. В клетках IV типа было много вирусных частиц, 
но через 10 сут после заражения содержание вирионов снижалось. В процес-
се развития поражения наблюдались морфологические аномалии клеточных 
структур. Хроматин конденсировался в плотную гомогенную массу или рас-
падался на отдельные рассеянные глыбки. Происходили деструктивные изме-
нения тилакоидов и нарушалась целостность  внешних мембран хлоропластов. 
Число митохондрий увеличивалось, они утрачивали кристы и приобретали 
электроннопрозрачный вид. Иногда разрывалась наружная мембрана митохон-
дрий с последующей полной деструкцией этих органелл. Снижалось содержа-
ние рибосом. В процессе некротизации клеток вирусные частицы претерпевали 
аномальные изменения: истончение, утрату жесткости, набухание, укорочение, 
слипание вирионов в электронноплотные агрегаты [Kassanis, 1981; Roggero, 
Pennazio, 1984; Reunov et al., 1996; Реунов, 1999]. 

С помощью электронной микроскопии было показано, что в листьях 
растений табака сорта White Burley, инфицированных вирусом некроза таба-
ка, клетки зеленой ткани, окружающей некрозы, выглядят подобно клеткам 
здорового листа. Приграничные с некрозом клетки имели слабые изменения в 
своем строении: плазмалемма отходила от клеточной стенки, цитоплазма была 
диффузно вакуолизирована, митохондрии имели набухшие кристы, у хлоро-
пластов была нарушена ламеллярная структура. Чем ближе были расположены 
клетки к некрозу, тем значительней были нарушения их структуры. Так, у кле-
ток, примыкающих непосредственно к некрозу, часто наблюдали разрушение 
клеточных мембран и лизис органелл [D’Agostino, Pennazio, 1983]. 

Было обнаружено, что в пограничной с некрозом ткани плазмодесмы за-
купорены каллозоподобным веществом или разрушены, трахеиды частично 
или полностью забиты электронноплотным веществом, устойчивым к пекти-
назе и проназе, а клетки имели утолщенные стенки [Spenser, Kimmins, 1971; 
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Allison, Shalla, 1974; Favali et al., 1974, 1977, 1978]. Между клеточной стен-
кой и плазмалеммой наблюдали парамуральные тела (мембранносвязанные 
везикулярные образования или плазмалеммасомы) [Israel, Ross, 1967; Spenser, 
Kimmins, 1971; Martelli, 1980]. Предполагается, что парамуральные тела уча-
ствуют в модификации клеточной стенки [Marchand, Robards, 1968]. Однако 
они были найдены в здоровых тканях [Marchand, Robards, 1968] и в клет-
ках больных чувствительных растений [Kim, Fulton, 1973; Bassi et al., 1974; 
McMullen et al., 1977]. Электронномикроскопическое исследование клеток ме-
зофилла листьев растений D. stramonium, зараженных ВТМ, отстоящих на 1-2 
мм от края некроза, свидетельствовало о повышенном уровне метаболизма этих 
клеток, в том числе активации белоксинтезирующего аппарата [Реунов, Лега, 
1984] и литических процессов [Реунов, 1999]. Обнаружено сильное развитие 
периферического ретикулума у хлоропластов и накопление крахмала, калло-
зы, лигнина и суберина [Pennazio et al., 1978; 1981]. Гистохимически показано 
отложение лигнина, суберина, пектата кальция, гликопротеидов и каллозы в 
клеточных стенках, препятствующих транспорту вируса и элементов питания 
[Weintraub, Ragetli, 1961; Weintraub et al., 1961; Wu et al., 1969; Wu, Dimitman, 
1970; Hiruki, Tu, 1972; Kimmins, Brown, 1973; Wu, 1973; Allison, Shalla, 1974; 
Favali et al., 1974; Faulkner, Kimmins, 1975; Shimomura, Dijkstra, 1975, 1976; 
Schuster, Fleming, 1976; Appiano et al., 1977; Kimmins, Wuddah, 1977; Stobbs et 
al., 1977; Pennazio et al., 1981; Shimomura, 1982].

6.3. Влияние вирусного и растительного геномов 
и условий внешней  среды на развитие локальных некрозов

Форма, количество, скорость роста и размеры локальных некрозов за-
висят от условий окружающей среды, геномов вируса и растения-хозяина, воз-
раста растения и пластохронного возраста листьев. Большинство локальных 
некрозов выглядят как округлые пятна отмершей ткани, некоторые некрозы 
имеют форму колец (например, некрозы, индуцированные вирусом пятнистого 
увядания томатов у растений Tetragonia expansa Murr.). Растения Ch. amaran-
ticolor Coste et Reyn реагируют на заражение Х-вирусом картофеля формиро-
ванием хлоротичных локальных некрозов, клетки которых лишены хлорофил-
ла. ВТМ вызывает образование крахмальных некрозов у проростков огурцов, 
которые выявляются только после обесцвечивания инфицированных листьев 
этанолом и окрашивания йодом [Loebenstein et al., 1980].

У растений табака сорта Самсун NN, содержавшихся при 24оС, видимые 
некрозы появлялись примерно через 28 ч после инокуляции ВТМ [Takahashi, 
1974; Konate et al., 1982]. При подвяливании листьев растений N. glutinosa, 
D.stramonium и табака сорта Гибрид Терновского мелкие некрозы (0,2-0,3 мм) 
визуально обнаруживались с помощью лупы через 24 ч после заражения ВТМ 
[Смирнова, 1955]. В наших опытах [Малиновский и др., 1993а] видимые не-
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крозы выявлялись у растений табака сортов Самсун 47/10, Самсун 27, Самсун 
EN, Ксанти нк и растений N. sylvestris, инкубированных при 25оС, через 36-48 
ч после заражения штаммом ОМ ВТМ и изолятом 412 ВТМ. У растений вигны 
при 20оС некрозы обнаруживались через 36 ч после инокуляция вирусом огу-
речной мозаики [Goodman et al., 1986]. Если после инокуляции ВТМ растения 
табака с геном N выдерживали при повышенной температуре, а затем пере-
носили на разрешающую образование некрозов температуру, то локальные не-
крозы образовывались через 3-4 ч [Dunigan, Madlener, 1995].

Некрозы могут быть двух типов: лимитированными и нелимитирован-
ными. Первые после достижения своих максимальных размеров прекращают 
рост, вторые – увеличиваются постоянно. В листьях растений фасоли сорта 
Пинто, зараженных штаммом U2 ВТМ, формировались микронекрозы с диа-
метром примерно 1,1 х 10-2 мм, тогда как штамм U1 вызывал образование не-
крозов с диаметром 5,85 х 10-2 мм [Helms, McIntyre, 1962]. Некрозы в листьях 
растений N. glutinosa, инокулированных штаммами U1, U2 и U8 ВТМ, увели-
чивались на 0,13-0,33 мм в день в зависимости от штамма [Rappaport, Wildman, 
1957]. Сравнение размеров некрозов, индуцируемых штаммом ОМ ВТМ и изо-
лятом 412 ВТМ у растений табака, показало [Малиновский и др., 1993а], что 
у растений, обладающих геном N (сорта Самсун 47/10, Самсун 27, Ксанти нк), 
рост некрозов при 25оС прекращался через 10 сут после заражения. У расте-
ний с геном N’ (N. sylvestris, Самсун EN) при этой температуре некрозы увели-
чивались в течение всего времени опыта (15 сут). Некрозы, развивавшиеся у 
растений всех исследуемых сортов после заражения изолятом 412 ВТМ, были 
достоверно меньше некрозов, индуцированных штаммом ОМ ВТМ. Вероятно, 
различия в размерах некрозов обусловлены неодинаковой у разных штаммов 
скоростью размножения и транспорта вирусных частиц.

Затенение растений после заражения приводило к увеличению раз-
меров некрозов у растений фасоли, пораженных вирусом мозаики люцерны 
[Desjardins, 1969], но ингибировало развитие некрозов в листьях растений 
фасоли и в отделенных листьях растений G.globosa, инфицированных виру-
сом некроза табака [Hofferek, 1967] и Х-вирусом картофеля [Huguelet, Hooker, 
1966], соответственно. Необходимо отметить, что в отделенных листьях некро-
зы были больше по своим размерам, чем в листьях, находящихся на растении 
[Nakagaki, Hirai, 1971].

Большое влияние на развитие некрозов оказывает температура окружаю-
щей среды.  Г. Сэмюел [Samuel, 1931] установил, что с повышением темпера-
туры увеличиваются некрозы, индуцированные ВТМ в листьях растений N. 
glutinosa, а при 35оС локальные некрозы не образовывались и вирус системно 
заражал растения. Если эти растения затем переносили в камеру с темпера-
турой воздуха 21оС, то происходила быстрая некротизация инфицированной 
ткани. Аналогичные результаты были получены и другими авторами [Hayashi, 
Matsui, 1965a; Jockusch, 1966; Martin, Gallet, 1966a; Shimomura, 1972; Wu, 1973; 
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Takahashi, 1975; Pfannenstiel, Niblett, 1978; Goto, Taniguchi, 1980]. Увеличение 
размеров некрозов при повышении температуры инкубации растений сопрово-
ждалось усилением накопления вируса [Gáborjányi, El Hammady, 1969; Martin 
et al., 1969]. 

Повышение температуры блокирует реакцию сверхчувствительности, но 
этот феномен зависит от комбинации вирус-растение. В наших опытах [Ма-
линовский, 1998] у растений табака сортов Ксанти нк, Самсун 47/10, Самсун 
27, Самсун EN и N. sylvestris после заражения изолятом 412 ВТМ образовы-
вались локальные некрозы при температуре воздуха до 34оС. При 35оС у всех 
растений развивалась системная реакция. Штамм ОМ ВТМ вызывал образо-
вание некрозов у растений сортов Самсун 27, Самсун EN и N. sylvestris при 
температурах до 35оС, а при этой температуре сверхчувствительная реакция 
менялась на чувствительную. У растений сортов Ксанти нк и Самсун 47/10, 
зараженных штаммом ОМ ВТМ, локальные некрозы не формировались при 
температуре воздуха свыше 28оС. Был сделан вывод, что высокая температура 
подавляет образование некрозов, больше интерферируя с некоторыми темпе-
ратурочувствительными функциями патогена, чем растений [Goto, Taniguchi, 
1976; Durbin, Klement, 1977]. В отличие от штамма ОМ ВТМ изолят 412 ВТМ 
не вызывал у растений сорта табака Самсун видимых симптомов заболевания 
при 25оС. При 32оС у этих растений через 10 сут после заражения изолятом 412 
ВТМ на верхних листьях развивались симптомы (мозаика листьев), похожие на 
симптомы, вызываемые штаммом ОМ ВТМ [Малиновский и др., 1993а].

6.4. Образование локальных некрозов в зависимости от 
интеграции клеток и тканей

6.4.1. Роль эпидермиса при формировании локальных некрозов

Образование локальных некрозов в листьях сверхчувствительных рас-
тений было значительно или полностью подавлено после удаления иноку-
лированного эпидермиса или заражения обнаженного мезофилла [Welkie, 
Pound, 1958; Kontaxis, 1961; Dijkstra, 1962; Ehara, Misawa, 1967; Yamaguchi, 
Shimomura, 1968; Shimomura, 1971, 1977b; Wieringa-Brants, 1981]. В наших 
опытах [Шумилова и др., 1983] было установлено, что в пробах, взятых в ин-
тервале 0-5 ч от заражения листьев растений табака сорта Ксанти нк штаммом 
ОМ ВТМ до удаления инокулированного эпидермиса, в мезофилле обнаружи-
вается инфекционный вирус. Однако некрозы в изолированном эпидермисе и 
обнаженном мезофилле не формировались. При удалении эпидермиса через 
5-6 ч после инокуляции в мезофилле развивались некрозы (табл. 6.1). В об-
наженном мезофилле образовывалось некрозов примерно в 3-7 раз меньше, 
чем в контроле (листья с неудаленным эпидермисом). Если заражение листьев 
проводили без карборунда, то время контакта инокулированного эпидермиса с 
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мезофиллом, необходимое для появления некрозов в обнаженном мезофилле, 
увеличивалось на 2-4 ч. Это время менялось в пределах 1-2 ч от опыта к опыту, 
что, по-видимому, объясняется изменчивостью условий внешней среды (тем-
пература, влажность и т.д.) и особенностями растений каждой партии.

Таблица 6.1 
Число локальных некрозов в изолированном эпидермисе и обнаженном мезофилле 

листьев растений табака сорта Ксанти нк, условные единицы  
(по Малиновскому, Шумиловой, Селецкой, публикуется впервые)

Время от инокуляции листьев до 
удаления эпидермиса, ч

Изолированный 
эпидермис

Обнаженный 
мезофилл

0
без карборунда 1,00 1,00
с карборундом 1,00 1,00

2
без карборунда 1,00 1,00
с карборундом 1,00 1,00

4
без карборунда 1,00 1,00
с карборундом 1,00 1,00

6
без карборунда 1,00 1,00
с карборундом 1,00 1,19 ± 0,05

8
без карборунда 1,00 1,00
с карборундом 1,00 1,39 ± 0,08

10
без карборунда 1,00 1,26 ± 0,06
с карборундом 1,00 1,55 ± 0,09

12
без карборунда 1,00 1,30 ± 0,04
с карборундом 1,00 1,61 ± 0,06

24
без карборунда 1,00 1,38 ± 0,05
с карборундом 1,00 1,72 ± 0,08

30
без карборунда 1,00 1,50 ± 0,06
с карборундом 1,00 1,81 ± 0,07

36
без карборунда 1,00 1,44 ± 0,06
с карборундом 1,21 ± 0,05 1,95 ± 0,06

48
без карборунда 1,27 ± 0,06 1,54 ± 0,08
с карборундом 1,49 ± 0,08 2,12 ± 0,06

Примечание. Листья среднего яруса срезали и заражали нижнюю поверхность суспен-
зией ОМ ВТМ в 0,1 М фосфатном буфере рН 7,0 (100 мкг/мл) с последующим об-
мывом водой. Листья после заражения держали во влажной камере при постоянном 
освещении (3000 лк) 2 сут. Число некрозов рассчитывали на 100 см2 поверхности 
ткани.
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Некрозы не развивались и в эпидермисе, изолированном после зараже-
ния листьев [Kasamo, Shimomura, 1977; Coutts, 1980; Шумилова и др., 1983].  
При грибных  заболеваниях эпидермальные клетки сверхчувствительных рас-
тений не некротизировались даже будучи пронизанными гаусториями [Деве-
ролл, 1980]. На растениях вигны, зараженных вирусом огуречной мозаики, и 
растениях табака сорта Самсун NN, пораженных ВТМ, было показано, что сна-
чала некротизируются клетки мезофилла, а потом эпидермиса [Ehara, Misawa, 
1968, 1969; Hosokawa et al., 1989]. 

Отсутствие или запаздывание некротизации эпидермальных клеток по 
сравнению с мезофильными дало нам [Шумилова и др., 1983] возможность 
предположить, что в эпидермисе при заражении происходит образование или 
активирование какого-то индуктора некрозообразования, который не способен 
вызывать некротизацию эпидермальных клеток, но транспортируется в мезо-
филл и индуцирует смерть клеток. Токсичные вещества, синтезирующиеся в 
гибнущих мезофильных клетках, затем вызывают некроз эпидермальных кле-
ток. Вряд ли вирус является этим индуктором, так как в наших опытах инфек-
ционный вирус выявлялся в мезофилле при удалении эпидермиса в интервале 
0-5 ч после заражения, но некрозы не формировались. Это предположение под-
тверждается данными об образовании в эпидермисе зараженных ВТМ листьев 
чувствительных и сверхчувствительных растений табака какого-то вещества, 
отрицательно влияющего на состояние мембран мезофильных клеток [Kasamo, 
Shimomura, 1978]. 

Может быть и другое объяснение: мезофильные клетки некротизируют-
ся не в результате транспорта из эпидермиса индуктора некротизации, а после 
заражения вирусом. Возможно, для начала некрозообразования необходимо 
определенное содержание вируса в клетке и некротизация клеток мезофилла, 
обнаженного в интервале 0-5 ч после заражения, не происходит из-за низкой 
концентрации вируса в результате удаления эпидермиса до момента выхода в 
мезофилл основной массы накопившегося в эпидермисе вируса и недостатка 
времени для размножения вируса, проникшего за это время в мезофилл.

6.4.2. Влияние осмотического шока на образование локальных  
некрозов

 Гипертонические растворы маннита и других осмотически активных 
веществ вызывали плазмолиз клеток, нарушающий межклеточное взаимодей-
ствие, подавляли образование локальных некрозов и снижали содержание ви-
руса в плазмолизированных листьях по сравнению с контролем [Kalpagam et 
al., 1977; Coutts, 1978b; Gulyás, Farkas, 1978; Малиновский и др., 1989]. Нами 
[Малиновский и др., 1989] было установлено, что низкое содержание вируса 
обусловлено следующими причинами. Во-первых, растворы плазмолитиков 
ингибировали размножение ВТМ и степень угнетения была пропорциональна 
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концентрации вещества в растворе и времени его воздействия на клетки. Во-
вторых, растворы плазмолитиков тормозили транспорт ВТМ по листу. Вероятно, 
плазмолиз клеток не является единственной причиной торможения транспорта 
ВТМ, так как такой же эффект вызывали гипо- и изотонические концентрации 
маннита. В-третьих, в плазмолизированных листьях происходила инактивация 
ВТМ. Так, гипертонический раствор маннита снижал инфекционность дисков 
из листьев растений табака сортов Самсун и Ксанти нк, инкубированных после 
заражения на воде и перенесенных затем на раствор маннита. 

Как показали результаты электронной микроскопии снижение инфекци-
онности проб было обусловлено деградацией вирусных частиц под влиянием 
маннита. В дисках из листьев растений сорта Самсун, инкубированных после 
заражения на воде в течение 96 ч, несколько увеличивалось содержание ко-
ротких частиц и увеличивалось число агрегированных частиц по сравнению 
с контролем (исходный препарат ВТМ). Аналогичное распределение частиц 
ВТМ по длине было в пробах из листьев растений сорта Ксанти нк до форми-
рования видимых локальных некрозов. Затем в этих пробах значительно по-
вышалось содержание коротких частиц и уменьшалось количество вирионов 
модальной длины (300 нм) и агрегированных частиц. В дисках обоих сортов, 
перенесенных с воды на раствор маннита, эти различия от контроля возрастали 
(табл. 6.2).

Таблица 6.2
 Распределение частиц ВТМ разной длины в гомогенатах дисков из листьев растений 

табака сортов Самсун и Ксанти нк, инкубированных на воде и 0,6 М растворе 
маннита (по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Время инкубации 
дисков на воде и 

манните, ч

Количество частиц, % к контролю
< 270 нм 270 - 330 нм > 330 нм

I II I II I II
Исходный 

препарат ВТМ  
(контроль)

100 100 100 100 100 100

24 + 0 126 ± 8 117 ± 5 102 ± 6 100 ± 9 89 ± 9 81 ± 6
  24 + 72 164 ± 9 169 ± 6   75 ± 7   68 ± 6 70 ± 5 71 ± 6
48 + 0 129 ± 6 144 ± 8 105 ± 9 144 ± 8 86 ± 6 79 ± 8

  48 + 48 140 ± 9 177 ± 6   80 ± 5   67 ± 6 76 ± 6 61 ± 5
72 + 0 119 ± 9 154 ± 6 105 ± 7   77 ± 6 91 ± 8 66 ± 5

  72 + 24 132 ± 5 187 ± 8   88 ± 5   67 ± 6 85 ± 8 53 ± 8
96 + 0 122 ± 5 188 ± 7 103 ± 8   73 ± 6 89 ± 6 58 ± 5

Примечание. I - пробы из листьев растений сорта Самсун, II - Ксанти нк.
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6.4.3. Проявление гена  N в изолированных протопластах

В 1972 году было впервые высказано предположение [Otsuki et al., 1972a], 
что для индукции гена сверхчувствительности необходим контакт инфициро-
ванных клеток с соседними здоровыми клетками тканей листа, так как прото-
пласты, изолированные из мезофилла листьев сверхчувствительных растений 
табака и зараженные ВТМ после изолирования, сохраняли свою жизнеспособ-
ность. Аналогичные результаты были получены и другими авторами [Ковален-
ко и др., 1982; Малиновский и др., 1983, 1986]. 

Отсутствие некротизации инфицированных протопластов может иметь 
и другие объяснения. По мнению Я. Вандерпланка [1981, с. 85] гипертониче-
ский раствор маннита инкубационной среды вызывает сополимеризацию бел-
ков, ответственных за развитие реакции сверхчувствительности, и изменяет 
тем самым реакцию протопластов со сверхчувствительной на чувствительную. 
Возможно, изолированные протопласты оставались жизнеспособными после 
заражения потому, что инкубировались в жидкой среде. В опытах с целыми 
растениями образование некрозов замедлялось или полностью предотвраща-
лось при погружении инокулированных листьев в воду [Селецкая, Журавлев, 
1976; Коваленко, 1988].Однако использование твердой агаризованной среды 
для инкубации протопластов, инокулированных ВТМ после изолирования, не 
сказывалось на их состоянии [Малиновский и др., 1993в]. 

Если протопласты выделяли из инокулированных листьев, то в пробах из 
растений табака сорта Самсун содержание нежизнеспособных протопластов 
было стабильным в течение всего времени опыта и не отличалось от контроля 
(проба из листьев здоровых растений). Независимо от консистенции питатель-
ной среды для культивирования протопластов, в пробах из зараженных листьев 
растений табака сорта Ксанти нк, инкубированных до выделения протопла-
стов при 25оС, содержание нежизнеспособных протопластов было выше, чем 
в контроле. Различия между опытными и контрольными пробами возрастали 
с увеличением времени от момента заражения листьев до их мацерации и в 
процессе культивирования протопластов в питательной среде. Если растения 
табака сорта Ксанти нк инкубировали до выделения протопластов при 32оС 
(при этой температуре некрозы не образуются и растения становятся “чувстви-
тельными” [Jockusch, 1966]), то содержание нежизнеспособных протопластов 
в пробах из здоровых и больных растений было одинаковым [Малиновский и 
др., 1993с].

При инкубации растений при 25оС пробы протопластов из больных рас-
тений табака сорта Самсун имели более высокую инфекционность по сравне-
нию с протопластами из растений табака сорта Ксанти нк. Однако если пере-
считать инфекционность проб на одинаковое число жизнеспособных прото-
пластов, то различия между пробами этих сортов будут незначительны. При 
инкубации растений при 32оС протопласты из растений табака сорта Ксанти нк 
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существенно не отличались по инфекционности от протопластов из растений 
табака сорта Самсун [Малиновский и др., 1993с].

6.4.4. Проявление гена N в изолированных клетках

Вероятно, в некротизации клеток важную роль играет клеточная стен-
ка. В пользу этого предположения свидетельствуют результаты работы T.E. 
Расселла и Р.С. Халивелла [Russell, Haliwell, 1974], показавших, что реакция 
одиночных клеток и клеточных агрегатов, изолированных из листьев здоровых 
растений табака сорта Самсун NN, на заражение ВТМ похожа на ответную ре-
акцию клеток, находящихся в составе листа. Согласно нашим данным [Мали-
новский и др., 1993с] содержание нежизнеспособных изолированных клеток в 
пробах из больных растений табака сорта Ксанти нк, инкубированных до маце-
рации листьев при 32оС, было увеличено по сравнению с пробами из здоровых 
растений. Следовательно, ген N индуцировался в клетках после нарушения их 
интеграции. Содержание нежизнеспособных клеток в пробах из чувствитель-
ных растений сорта Самсун, не имеющих гена N, было одинаковым в опыте и 
в контроле и не зависело от температуры инкубации растений. Клетки, выде-
ленные из листьев больных растений сорта Ксанти нк, содержали инфекцион-
ный ВТМ. Инфекционность клеток повышалась с увеличением длительности 
и температуры инкубации растений после заражения. Вирус размножался и в 
изолированных клетках в ходе культивирования. 

Вероятно, выявленные в наших опытах различия между изолированны-
ми протопластами и клетками из листьев растений табака сорта Ксанти нк обу-
словлены присутствием у клеток клеточной стенки. Механизм действия кле-
точной стенки на некротизацию клеток пока не известен. Возможно, в клеточ-
ной стенке локализованы индукторы гена N, способные вызывать экспрессию 
гена и в изолированных клетках, находящихся в гипертонических условиях. 
Мы [Малиновский и др., 1993с] никогда не наблюдали у изолированных кле-
ток полного отхода плазмалеммы от стенки, то есть индукторы могли прони-
кать внутрь клетки. Кроме того, это предположение подтверждается опытами, 
в которых было показано, что добавление в инкубационную среду ингибитора 
ДНК-зависимого синтеза РНК актиномицина Д полностью подавляло гибель 
клеток, изолированных из больных растений сорта Ксанти нк, находившихся 
до мацерации листьев при 32оС. Дисперсионный анализ [Плохинский, 1961] 
показал, что в этом случае влияние заражения растений ВТМ на содержание 
нежизнеспособных изолированных клеток было равно 49 % (степень вероят-
ности Р = 0,99), а влияние обработки антибиотиком – 25 % (Р = 0,99). Совмест-
ное действие этих двух факторов на содержание нежизнеспособных клеток в 
пробах было равно 4 % при Р = 0,95. Актиномицин Д почти не влиял на клетки, 
выделенные из больных растений, инкубированных при 25о С. В этом случае 
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ген N, по-видимому, был уже индуцирован в клетках, когда они еще находи-
лись в составе листа.

Таким образом, полученные данные свидетельствуют о том, что интегра-
ция клеток не является обязательным условием для индукции гена N, контро-
лирующего реакцию сверхчувствительности у растений табака при вирусном 
поражении, так как он может быть индуцирован и в изолированных клетках.

6.5. Проницаемость клеточных мембран у чувствительных и 
сверхчувствительных растений, пораженных вирусами

Считается [Метлицкий и др., 1984], что некротизация инфицирован-
ных клеток сверхчувствительных растений происходит в результате выхода 
фенолов из центральной вакуоли и гидролитических ферментов из лизосом 
вследствие нарушения целостности клеточных мембран и увеличения их про-
ницаемости. Такое увеличение действительно обнаруживалось после зараже-
ния вирусами у сверхчувствительных растений до появления и во время роста 
видимых некрозов [Брегетова, Шемагонова,1971; Kato, Misawa, 1976; Ohashi, 
Shimomura,1976; Weststeijn, 1978; Pennazio et al., 1981; Beleid El-moshaty et al., 
1993]. Однако оставалось не ясным, происходит ли увеличение проницаемости 
клеточных мембран только в зараженных некротизирующихся клетках или она 
меняется также в соседних клетках. Если она действительно повышается в при-
некрозных клетках, то деструктивные изменения в этих клетках, опережающие 
транспорт вируса, могут быть одной из причин локализации вируса в некрозах. 
Поэтому нами было проведено определение проницаемости мембран некроти-
зированных и принекрозных клеток в листьях растений табака сорта Ксанти 
нк, пораженных штаммом ОМ ВТМ. По нашим данным [Селецкая и др., 1996], 
проницаемость клеточных мембран увеличивалась в зараженных листьях про-
порционально числу и размерам образовавшихся некрозов. Она повышалась 
как у некротизированных, так и у живых клеток, окружающих некрозы.

Возможно, увеличение проницаемости клеточных мембран в принекроз-
ной зоне объясняется следующими причинами. Во-первых, начавшейся некро-
тизацией пограничных с некрозами клеток в результате транспорта вируса и 
роста некрозов. Во-вторых, изменениями в структуре и метаболизме клеток, 
приводящих к локализации вируса. В-третьих, оно может быть вызвано каким-
то гипотетическим веществом, транспортирующимся из некротизирующихся 
клеток и влияющим на состояние и проницаемость плазмалеммы и других 
мембран в соседних клетках. В пользу этого предположения свидетельствуют 
результаты К. Казамо и Т. Симомуры [Kasamo, Shimomura, 1978], которые по-
казали, что повышение активности мембранносвязанной  Mg2+-активируемой 
АТФазы в мезофильных клетках листьев сверхчувствительных растений таба-
ка предшествует транспорту вирусного инфекционного начала из эпидермиса 
в мезофилл. Возможно, именно этот фактор индуцирует изменения в структу-
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ре и метаболизме клеток, которые сказываются на проницаемости клеточных 
мембран и приводят к некротизации клеток и локализации вируса.

Это гипотетическое вещество, по-видимому, отличается от описанного 
в литературе раневого сигнала, который быстро распространяется по расте-
нию и уже через несколько часов после механического повреждения листьев 
изменяет целостность плазмалеммы клеток, расположенных на большом рас-
стоянии от места повреждения [Walker-Simmons et al., 1984b]. В наших опы-
тах, если судить по скорости изменения проницаемости клеточных мембран, 
это вещество действовало медленнее и транспортировалось на сравнительно 
короткие расстояния. В этом плане оно отличается и от веществ, вызывающих 
системную приобретенную устойчивость, которые тоже образуются в некро-
тизированных листьях, но затем распространяются по всему растению [Ross, 
1961b; 1966]. Согласно нашим данным  [Селецкая и др., 1996], незараженные 
листья с системной приобретенной устойчивостью не отличались по величине 
проницаемости клеточных мембран от листьев здоровых растений.

Проникновение вирусов в клетки растений зависит от состояния плаз-
малеммы [Журавлев, 1979б], одним из интегральных показателей которого 
является проницаемость. Обнаруженные нами различия в проницаемости кле-
точных мембран между клетками листьев растений табака сорта Ксанти нк с 
локальной (LAR) и системной (SAR) приобретенной устойчивостью должны 
сказываться на поглощении вируса. Действительно, протопласты, изолирован-
ные из принекрозной зоны первичнозараженных листьев растений табака со-
рта Ксанти нк (зона клеток с LAR), связывали 14С-ВТМ значительно больше, 
чем протопласты, выделенные из листьев здоровых растений. Протопласты, 
полученные из незараженных листьев с SAR, связывали меченый вирус одина-
ково с контролем [Малиновский и др., 1988].

 Увеличение проницаемости клеточных мембран у сверхчувствительных 
растений совпадало по времени с накоплением свободных радикалов и умень-
шением содержания ненасыщенных жирных кислот. Вещества, связывающие 
свободные радикалы (гидробромид, 2-меркаптоэтанол и др.), ингибировали об-
разование некрозов [Ben-Aziz et al., 1970]. На проницаемость мембран влияет 
фитогормон этилен [Goodman et al., 1986]. Формирование локальных некрозов 
сопровождалось накоплением этилена, тогда как заражение вирусами не влия-
ло на его образование в чувствительных растениях [Balázs et al., 1969; Nakagaki 
et al., 1970; Gáborjányi et al., 1971, 1973; Pritchard, Ross, 1975; Kato, 1976; de 
Laat, van Loon, 1981, 1983; van Loon, 1982]. Накалывание листьев здоровых 
сверхчувствительных растений табака иглой, смоченной раствором этефона − 
индуктора образования этилена, вызывало появление повреждений, похожих 
на вирус-индуцированные некрозы [van Loon, 1977]. Однако имеются доказа-
тельства, что накопление этилена является следствием некротизации клеток, 
а не ее причиной. Например, показано, что ингибирование синтеза этилена 
не предотвращало образование некрозов [de Laat, van Loon, 1981; Pennazio, 
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Rogero, 1990]. Были выявлены накопление этилена и высокие активности фер-
ментов (синтетаза и оксидаза 1-аминоциклопропан-1-карбоксиловой кислоты), 
участвующих в биосинтезе этилена, в хлоротичной ткани вокруг первичных 
некрозов, образующихся в листьях растений табака после заражения ВТМ [de 
Laat, van Loon, 1983] или Phytophthora infestans [Spanu, Boller, 1989]. Фермент 
целлулизин, разрушающий клеточные стенки, стимулировал синтез этиле-
на [Anderson et al., 1982; Chalutz et al., 1984]. Липоксигеназа стимулировала 
продукцию этилена микросомальными мембранами из этиолированных про-
ростков гороха и интактных листьев гороха [Legge, Thompson, 1983; Bousquet, 
Thimann, 1984]. Сделан вывод о том, что синтез этилена зависит от целостно-
сти мембран [Mayne, Kende, 1986]. 

Предполагалось [Keppler, Novacky, 1986, 1987], что большую роль в сни-
жении целостности клеточных мембран и некротизации клеток сверхчувстви-
тельных растений играет перекисное окисление липидов. Действительно, на-
пример, в процессе некротизации суспендированных клеток сои в результате 
заражения бактериями Ps. syringae pv glycinea происходило накопление липид-
ных перекисей. Однако добавление липидных антиоксидантов предотвращало 
увеличение содержания перекисей, но не спасало от некроза клеток. Авторы 
[Tenhaken, Rübel, 1997] считают, что повышенное содержание липидных пере-
кисей является следствием, а не причиной разрушения клеточных мембран и 
клеточной смерти.

Перекисное окисление липидов может происходить при участии фермен-
тов и неферментативным путем в результате действия реактивных форм кисло-
рода и свободных органических радикалов. Фосфолипазы способны разрушать 
клеточные мембраны [Брокерхоф, Дженсен, 1978; Thompson, 1988]. Обработка 
харпином, элиситором сверхчувствительной реакции растительных клеток из 
бактерии Erwinia amylovora, или экстрактом патогенных грибов Verticillium 
dahliae стимулировала у суспендированных клеток сои окислительный взрыв 
и быстрое увеличение активности фосфолипазы А2. Ингибитор этого фермен-
та хлорпромазин-HCL подавлял окислительный взрыв и увеличение активно-
сти фермента [Chandra et al., 1996]. Активность растворимой фосфолипазы А2  
сильно увеличивалась в начале формирования локальных некрозов [Dhondt et 
al., 2000]. Этими авторами были получены три изозима фосфолипазы А2 и по-
казано сходство N-терминальной последовательности наиболее активного изо-
зима с запасным белком клубней картофеля пататином. Ими были клонированы 
три табачных пататин-подобных кДНК и одна из них кодировала фосфолипазу 
А2. В инфицированных листьях активировалась экспрессия этих трех генов, 
которая предшествовала увеличению активности фосфолипазы А2. 

При распаде мембран появляются свободные ненасыщенные жирные кис-
лоты, которые являются субстратом для липоксигеназы, и их накопление может 
активировать синтез липоксигеназы de novo. Этот фермент (линолеат:кислород 
оксиредуктаза ЕС 1.13.11.12) является диоксигеназой, катализирующей гидро-
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перекисное окисление ненасыщенных жирных кислот, содержащих cis,cis-1,4-
пентадиеновую структуру, таких как линолевая, линоленовая и арахидоновая 
кислоты [Koch et al., 1992]. При несовместимой комбинации патоген-растение 
[Kato, Misawa, 1976; Yamamoto, Tani, 1986; Koch et al., 1992] и обработке элиси-
торами [Rogers et al., 1988; Peever, Higgins, 1989] происходило усиление пере-
кисного окисления липидов и увеличение активности липоксигеназы. Ингиби-
тор этого фермента угнетал образование локальных некрозов [Kato, Misawa, 
1976; Ruzicska et al., 1983]. Однако активность липоксигеназы значительно 
увеличивалась еще до изменения состава жирных кислот и повышения про-
ницаемости мембран [Ben-Aziz et al., 1970]. Было высказано предположение 
[Croft et al., 1990], что липоксигеназа непосредственно участвует в поврежде-
нии мембран в ходе сверхчувствительной реакции клеток. 

В литературе нет однозначного мнения о влиянии вирусов на прони-
цаемость клеточных мембран у чувствительных растений. Было показано как 
увеличение [Брегетова, Шемагонова, 1971], так и отсутствие изменений про-
ницаемости клеточных мембран у чувствительных растениях табака, поражен-
ных ВТМ [Weststeijn, 1978]. В этих работах определения проводили через 2-5 
сут после заражения, то есть до появления симптомов заболевания. У растений 
сои, крайне устойчивых к вирусу мозаики сои, проницаемость клеточных мем-
бран повышалась в первые 7 сут после заражения, тогда как у чувствительных 
растений сои ее повышение отмечалось в более поздние сроки и совпадало с 
появлением симптомов заболевания [Андреева, 1989]. Появление симптомов в 
определенных листьях чувствительных растений связано с попаданием вируса 
в эти листья и изменением их метаболизма. 

Таблица 6.3
Проницаемость клеточных мембран у листьев (LPI = 4-7) растений табака сорта 

Самсун, пораженных штаммом ОМ ВТМ, с разными симптомами заболевания, % к 
контролю (по Малиновскому, публикуется впервые)

Характер симптомов Сроки определений, сут 
после заражения растений

Проницае-
мость

Зараженные листья без симптомов 3 113 ± 8
Посветление жилок 7 102 ± 9
Ткань темно-зеленых «островков» 21 110 ± 9
Межостровковая «желтая» ткань 21 94 ± 8

Примечание. В качестве контроля использовали соответствующие листья здоровых 
растений. Проницаемость клеточных мембран определяли по выходу электролитов 
кондуктометрическим методом [Селецкая и др., 1996].

В наших опытах не было обнаружено достоверных различий в уровне 
проницаемости клеточных мембран между листьями здоровых и больных рас-
тений табака сорта Самсун, пораженных штаммом ОМ ВТМ, как до, так и по-
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сле появления видимых симптомов заболевания (посветление жилок, мозаика 
листьев). Даже «желтые» участки листьев с мозаичными симптомами, для ко-
торых характерна дегенерация хлоропластов [Honda, Matsui, 1974], существен-
но не отличались по величине проницаемости клеточных мембран от здоровых 
листьев (табл. 6.3).

При заболевании характер изменений проницаемости клеточных мем-
бран в листьях растений табака сорта Самсун по ярусам не менялся. Как у здо-
ровых, так и у больных растений она снижалась от нижнего яруса к верхнему. 
С увеличением возраста растения проницаемость клеточных мембран повы-
шалась в листьях здоровых и больных растений (табл. 6.4), что согласуется с 
литературными данными [Леопольд, 1968, с. 221].

Таблица 6.4
 Проницаемость клеточных мембран у листьев разных ярусов здоровых и зараженных 
ВТМ растений табака сорта Самсун, мкСм (по Малиновскому, публикуется впервые)

Сроки определений, сут 
после заражения растений

Ярусы листьев
I II III IV

0
больное 150 ± 15  98 ± 14  86 ± 13 59 ± 12
здоровое 120 ± 18 80 ± 8 86 ± 12 52 ± 10

3
больное 146 ± 10 123 ± 11 108 ± 10 59 ± 12
здоровое 161 ± 12 139 ± 12 113 ± 10 69 ± 13

7
больное 278 ± 11 161 ± 10 114 ± 12 87 ± 11
здоровое 246 ± 18 152 ± 11 123 ± 10 84 ± 12

14
больное 314 ± 13 288 ± 10 140 ± 11 108 ± 10
здоровое 344 ± 14 302 ± 14 178 ± 10 101 ± 11

21
больное 423 ± 17 343 ± 12 263 ± 10 144 ± 13
здоровое 446 ± 18 321 ± 10 282 ± 14 122 ± 13

Примечание. Заражали листья I-III ярусов (отсчет снизу) суспензией ВТМ (концентра-
ция 100 мкг/мл), листья здоровых растений натирали с водой.

6.6. Окислительный взрыв

Известны такие формы реактивного кислорода, как супероксидный 
(О2

•−), пергидроксильный (НО2
•), который является протонированной фор-

мой супероксида, гидроксильный (ОН•) радикалы, перекись водорода (Н2О2), 
синглетно-возбужденный кислород (1О2). Реактивные формы кислорода посто-
янно присутствуют в растительных клетках в небольшом количестве, образу-
ясь в процессе транспорта электронов и ферментных реакций в окислительно-
восстановительных системах [Elstner, 1982; Crane et al., 1985].

Накопление реактивных форм кислорода было показано для различных 
комбинаций растение-патоген и при обработке элиситорами [Аверьянов и др., 
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1987; Sehgal et al., 1987; Lindner et al., 1988; Apostol et al., 1989; Baker et al., 
1993; Mehdy, 1994; Baker, Orlandi, 1995; Desikan et al., 1996; Naton et al., 1996; 
Rustérucci et al., 1996; Wojraszek, 1997]. Интересно, что не только заражение 
ВТМ, но и обработка его структурным белком индуцировала окислительный 
взрыв в клетках. Причем использование других вирусов и мутантов ВТМ по 
структурному белку выявило специфичный характер ответной реакции [Allan 
et al., 2001]. По мнению К. Хаммонда-Козака и Дж. Джонса [Hammond-Kosack, 
Jones, 1996] образование реактивных форм кислорода может играть ключевую 
роль в защитных механизмах растения, инициируя сверхчувствительную реак-
цию. Реактивные формы кислорода могут образовываться из аминов, служа-
щих субстратом для аминооксидаз, катализирующих окисление моно-, ди- и 
полиаминов до альдегида, NH3 и H2O2 [Tipping, McPherson, 1995; Allan, Fluhr, 
1997; Walters, 2000; Bagni, Tassoni, 2001]. Накопление полиаминов и амино-
оксидаз выявлено в больных растений (см. раздел 8.5). Окислительный взрыв 
происходил и при воздействии абиотических факторов: ультрафиолетового об-
лучения (280-320 нм), повышенной температуре, осмотическом и механиче-
ском стрессах [Green, Fluhr, 1995; Yahraus et al., 1995]. 

Помимо митохондрий значительную роль в образовании реактивных 
форм кислорода и развитии программированной клеточной смерти играют 
хлоропласты [Samuilov et al., 2003] при участии МАР-киназного сигнального 
каскада [Liu et al., 2007]. Показано, что ненасыщенные жирные кислоты хло-
ропластов способствуют производству реактивных форм кислорода [Yaeno et 
al., 2004], а хлоропластный белок ACD2 у растений A. thaliana препятствует их 
образованию [Yao, Greenberg, 2006].   

Окислительный взрыв имеет две фазы. Первое повышение содержания 
реактивных форм кислорода наблюдали сразу после добавления совместимых, 
несовместимых и сапрофитных бактерий к суспензиям клеток, второе − через 
1-3 ч после заражения несовместимыми бактериями. Чем больше некротизи-
ровалось клеток, тем выше был уровень второго повышения содержания ре-
активных форм кислорода [Keppler et al., 1989; Baker et al., 1991, 1993; Orlandi 
et al., 1992; Levine et al., 1994; Baker, Orlandi, 1995]. Двухфазный окислитель-
ный взрыв наблюдали у растений картофеля, пораженных грибом Ph. infestans 
[Chai, Doke, 1987b]. Однако заражение бактериями-мутантами листьев рас-
тений табака или изолированных из этих листьев клеток вызывало вторую 
фазу окислительного взрыва, но не приводило к сверхчувствительной гибели 
клеток [Glazener et al., 1996]. Было показано, что первая фаза окислительного 
взрыва специфически угнетается дифениленйодиниумом, ингибитором флави-
новых оксидаз, включая β-никотинамид аденин динуклеотид фосфат оксида-
зу (НАДФН-оксидазу) и ксантиноксидазу, а также ингибиторами киназ и ве-
ществами, подавляющими транспорт кальция в клетки  [Baker, Orlandi, 1995; 
Hammond-Kosack, Jones, 1996]. 
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Радикал О2
•−  очень активен в гидрофобных условиях. В водных условиях 

его реакционноспособность резко снижается [Thompson et al., 1987], но пока-
зано повреждающее действие на различные биологические молекулы водной 
системы, генерирующей О2

•− [Halliwell, Gutteridge, 1984]. Было предложено 
[Doke, 1983b], что супероксидные радикалы участвуют в сверхчувствительной 
гибели клеток растений. Эти радикалы образовывались в сверхчувствитель-
ных растениях табака, зараженных ВТМ [Doke, Ohashi, 1988], картофеля, пора-
женных P. infestans [Doke, 1983a,b, 1985; Doke, Chai, 1985; Chai, Doke, 1987a,b; 
Иванова и др., 1991], риса, обработанных элиситорами из гриба Pyricularia 
oryzae [Haga et al., 1986]. Они накапливались в некротизирующихся и соседних 
живых клетках растений-мутантов A.thaliana lsd1. Инъекция супероксидгене-
рирующей системы (ксантин и ксантиноксидаза) в листья этих растений вызы-
вала некроз клеток [Jabs et al., 1996]. Обработка суспендированных клеток фа-
соли этими соединениями стимулировала гибель клеток [Rogers et al., 1988].

Образование О2
•− катализируется мембранносвязанной НАДФН-окси-

дазой [Doke, 1983a,b, 1985; Halliwell, Gutteridge, 1984; Levine et al., 1994; 
Desikan et al., 1996; Murphy, Auh, 1996; Xing et al., 1997; Keller et al., 1998], 
ксантиноксидазой [Kellogg, Fridovich, 1975], НАДФН-цитохром Р450 редук-
тазой [Bosterling, Trudell, 1981; Grover, Piette, 1981], пероксидазой [Halliwell, 
1978; Mäder, Amberg-Fisher, 1982; Albert et al., 1986; Lindner et al., 1988; Best-
wick et al., 1997; Minibayeva et al., 2001]. Дифениленйодиниум, ингибитор фла-
виновых оксидаз, подавлял накопление О2

•−  [Doussiére, Vignais, 1992; Levine 
et al., 1994]. НАДФН-оксидаза и другие оксидазы передают молекулярному 
кислороду один электрон, вызывая его одноэлектронное восстановление [Га-
малей, Клюбин, 1996]. Возможно образование О2

•− в процессе самоокисления 
тиолов, флавинов, хинонов, катехоламинов и восстановительного цикла ксе-
нобиотиков [Fridovich, 1984; Cross, Jones, 1991]. При кислом рН, характерном 
для клеточной стенки растения, половина жизни супероксида меньше 1 сек 
[Sutherland, 1991]. Супероксидные радикалы быстро дисмутируют неэнзима-
тически или в результате катализа супероксид дисмутазой в перекись водорода 
Н2О2 [Fridovich, 1978]: 

О2
•−  + О2

•−  + 2 H+ → H2O2 + O2
Добавление супероксид дисмутазы ингибировало увеличение прони-

цаемости клеточных мембран у проростков огурцов, пораженных бактериями 
[Keppler, Novacky, 1987]. 

Накопление перекиси водорода выявлено в инфицированных растени-
ях и клеточных суспензиях [Kepler, Novacky, 1986, 1987; Rogers et al., 1988; 
Sutherland, 1991; Levine et al., 1994; Mehdy, 1994; Nürnberger et al., 1994; Bolwell 
et al., 1998]. Перекись водорода является наиболее долгоживущей реактивной 
формой кислорода. Период ее жизни определяется активностью ферментов ка-
талазы и пероксидазы, а также наличием у растения и патогена антиоксидант-
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ных механизмов. Под действием каталазы или пероксидазы перекись водорода 
превращается в воду и молекулярный кислород:

2Н2О2 → 2Н2О + О2
Н2О2, образовавшаяся в процессе окислительного взрыва, участвует в 

усилении клеточных стенок через окислительное перекрестное связывание 
[Bradley et al., 1992] и инсолюбилизацию белков клеточной стенки [Bradley et 
al., 1992; Otte, Barz, 1996]. Кроме того, пероксидазы, связанные с клеточны-
ми стенками, утилизируют Н2О2  для окисления фенольных спиртов до их сво-
бодных радикальных форм, которые затем превращаются в лигнин [Halliwell, 
1978]. Эти пероксидазы участвуют в образовании Н2О2 через окисление вне-
клеточного никотинамид аденин динуклеотида [Elstner, Heupel, 1976; Halliwel, 
1978; Mäder, Amberg-Fisher, 1982; Ishida et al., 1987]. Было предложено [Peng, 
Kuć, 1992], что этот механизм может играть роль в индуцированной устойчи-
вости. Показано, что Н2О2 может транспортироваться из обработанных элиси-
тором криптогеином (низкомолекулярным белком, продуцируемым грибом P. 
cryptogea) клеток по апопласту в соседние клетки [Allan, Fluhr, 1997]. Обработ-
ка листьев растений табака криптогеином приводила к быстрым изменениям в 
транспорте ионов и фосфорилировании белков, накоплению реактивных форм 
кислорода, этилена, фитоалексинов и гибели клеток [Ricci et al., 1989;Milat et 
al., 1991; Viard et al., 1994]. Перекись водорода изменяла проницаемость клеточ-
ных мембран [Maccarrone et al., 1995], участвовала в процессах гибели клеток 
[Levine et al., 1994] и была токсична для грибов [Peng, Kuć, 1992]. Экспрессия 
в трансгенных растениях картофеля встроенного гена, кодирующего оксидазу 
глюкозы (β-D-глюкоза:кислород 1-оксиредуктаза, УС 1.1.3.4), которая катали-
зирует окисление глюкозы молекулярным кислородом с образованием глюко-
новой кислоты и Н2О2, значительно повышала устойчивость этих растений к 
заражению грибами [Wu et al., 1995].

Н2О2 вызывала повышение концентрации ионов кальция в цитозоле 
[Price et al., 1994], которые играют важную роль в процессе передачи сигналь-
ной информации у растений. Накопление Н2О2 вызывало индукцию экспрессии 
защитных генов [Chen et al., 1995; Wu et al., 1997; Chamnongpol et al., 1998] и 
влияло на содержание внутриклеточных антиоксидантов, таких как аскорбино-
вая кислота и глутатион, которые также являются сигнальными соединениями 
[Vanacker et al., 1998]. Н2О2 индуцировала экспрессию гена, кодирующего фени-
лаланинаммиаклиазу [Apostol et al., 1989]. Фенилаланинаммиаклиаза является 
ключевым ферментом фенилпропаноидного пути, обеспечивающего предше-
ственниками для образования многих фитоалексинов и полимеров, участвую-
щих в утолщении клеточной стенки [Lamb et al., 1989], а также бензойной кис-
лоты, которая сама является предшественником салициловой кислоты [León et 
al., 1995a,b]. Показано увеличение активности фенилаланинаммиаклиазы до 
и в процессе формирования локальных некрозов. Наибольшая активность на-
блюдалась в «иммунном валике», то есть в клетках, окружающих некрозы. По-
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сле окончания роста некрозов активность этого фермента снижалась [Farkas, 
Szirmai, 1969; Paynot et al., 1971; Simons, Ross, 1971, Fritig et al., 1973; Conti et 
al., 1974; Vegetti et al., 1975]. Повышенная активность фенилаланинаммиаклиа-
зы в «иммунном валике» сопровождалась накоплением в этих клетках лигнина 
[Favali et al., 1974; Vegetti et al., 1975].

Добавление экзогенной H2O2 к клеткам сои быстро (через 30-60 мин) ин-
дуцировало экспрессию гена, кодирующего глутатион-S-трансферазу [Levine 
et al., 1994]. Было найдено увеличение активности глутатион S-трансферазы, 
катализирующей расщепление образующихся в процессе перекисного окисле-
ния липидных гидроперекисей [Bartling et al., 1993], а также под влиянием за-
ражения грибом или грибным элиситором [Mauch, Dudler, 1993; Levine et al., 
1994] и вирусом [Gullner et al., 1995]. В листьях растений табака, зараженных 
ВТМ, увеличение антиокислительной активности наблюдали только после по-
явления некрозов [Fodor et al., 1997]. 

Однако были высказаны сомнения [Dorey et al., 1999], что перекись водо-
рода, образовавшаяся в ходе окислительного взрыва, необходима для сверхчув-
ствительной некротизации клеток. Эти авторы на основании результатов своих 
опытов с суспендированными клетками табака, обработанными элиситорами, 
изолированными из P. megasperma H20, пришли к заключению, что перекись 
водорода не играет существенной роли в сверхчувствительной некротизации 
клеток, активации фенилаланинаммиаклиазы и накоплении салициловой кис-
лоты.

О2
•−  и Н2О2 могут превращаться в более реактивные формы. Протониро-

вание О2
•− , которое происходит при низких значениях рН, дает пергидроксиль-

ный радикал (НО2
•):

О2
•−  + Н+ → НО2

•

В отличие от О2
•−, НО2

• способен непосредственно взаимодействовать с 
жирными кислотами и превращать линолевую, линоленовую и арахидоновую 
кислоты в липидные перекиси [Halliwell, Gutteridge, 1990]. Так, накопление 
НО2

• может приводить к повреждению клеточных мембран.
Супероксид восстанавливает Fe3+  до Fe2+: 

Fe3+ + О2
•− → Fe2+ + O2

 В присутствии Fe2+  H2O2 может в ходе реакции Фентона превратить-
ся в очень разрушительный свободный радикал гидроксила ОН• [Halliwell, 
Gutteridge, 1984; Hammond-Kosack, Jones, 1996]:

Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + ОН• + OH−

ОН• способен вызывать перекисное окисление липидов [Hammond-
Kosak, Jones, 1996]. ОН• вызывает фрагментацию ДНК [Halliwell, Gutteridge, 
1990]. Перехватчики гидроксильного радикала (маннит, формиат, тиомочеви-
на) снижали фунгитоксичность продуктов окисления о-диоксифенолов фер-
ментом пероксидазой [Аверьянов, Лапикова, 1989]. 

 В ходе реакции Хабер-Вейса может образовываться радикал ОН•: 



132                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

О2
•− + Н2О2 → ОН• + ОН- + О2 [Halliwell, Gutteridge, 1984; Elstner, 1982]

или синглетный кислород (1О2):
О2

•−   + Н2О2 → ОН• + ОН- + 1О2 [Kellogg, Fridovich, 1975].
Образование 1О2 катализируется пероксидазой [Kanofsky, 1983] и липок-

сигеназой [Kanofsky, Axelrod, 1986]. Синглетный кислород является возбуж-
денной формой молекулярного кислорода. Кроме вышеуказанной реакции 1О2 
может образовываться в растении различными путями [Thompson et al., 1987], 
главным образом при взаимодействии кислорода (О2) с хлорофиллом, находя-
щимся в возбужденном триплетном состоянии в результате освещения [Elstner, 
1982; Knox, Dodge, 1985]. 1О2 является очень сильным индуктором перекисного 
окисления липидов и разрушения клеточных мембран [Roy, Sasser, 1983; Knox, 
Dodge, 1985]. Однако было показано, что добавление к суспензии  клеток та-
бака тушителей 1О2 (каротеноидной карбоксильной кислоты биксина или диа-
забициклооктана) не влияло на сверхчувствительную реакцию клеток в ответ 
на заражение несовместимой расой бактерий P. syringae pv pisi [Salzwedel et 
al., 1989]. 

Реактивные формы кислорода могут играть важную роль в превращении 
предшественника фитогормона этилена − 1-аминоциклопропан-1-карбокси-
ловой кислоты в этилен [Konze et al., 1980; Apelbaum et al., 1981; Legge et al., 
1982; McRae et al., 1982; Legge, Thompson, 1983], полимеризации лигнина 
[Halliwell, 1978], старении тканей [Brennan, Frenkel, 1977] и инициации пере-
кисного окисления липидов [Niinomi et al., 1987; Adam et al., 1989].

Окислительный взрыв (быстрое накопление реактивных форм кислоро-
да) вызывает или сопровождается увеличением активности фермента альтер-
нативной оксидазы. Она является дыхательным ферментом, осуществляющим 
альтернативный дыхательный путь, не чувствительный к цианиду. В отличие 
от цитохромного дыхательного пути, работа альтернативной оксидазы не свя-
зана с синтезом АТФ, а приводит к образованию тепла [Affourtit et al., 2002]. 
Кроме того, она участвует в поддержании гомеостаза митохондрий и препят-
ствует генерации реактивных форм кислорода компонентами дыхательной 
цепи [Affourtit et al., 2002; Moore et al., 2002]. Возможно, поэтому увеличение 
активности альтернативной оксидазы является ответной реакцией на повыше-
ние концентрации реактивных форм кислорода. Тем более, что альтернативная 
оксидаза кодируется небольшой группой генов, некоторые из них являются 
индуцибельными. Полипептиды альтернативной оксидазы с молекулярными 
массами 35 кДа синтезируются в цитоплазме и затем транспортируются в ми-
тохондрии [Vanlerberghe, McIntosh, 1997]. В митохондриях эти полипептиды 
образуют активные нековалентносвязанные гомодимеры [Affourtit et al., 2002]. 
Было показано повышение экспрессии генов, кодирующих этот фермент, в ходе 
сверхчувствительной реакции [Lennon et al., 1997; Chivasa; Carr, 1998; Lacom-
me, Roby, 1999; Simons et al., 1999]. Салициловая кислота и ее синтетический 
аналог 2,6-дихлоризоникотиновая кислота также стимулировали активность 
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альтернативной оксидазы и экспрессию ее генов [Raskin et al., 1987; Rhoads, 
McIntosh, 1992; Lennon et al., 1997; Chivasa; Carr, 1998]. Салицилгидроксамо-
вая кислота (ингибитор альтернативной оксидазы) снижала устойчивость рас-
тений табака к вирусной инфекции, индуцированную салициловой кислотой, 
но не влияла на устойчивость этих растений к грибам и бактериям, обуслов-
ленную салициловой кислотой [Chivasa et al., 1997]. Поэтому было высказано 
предположение [Murphy et al., 2001], что одна ветвь сигнальных путей, акти-
вируемая салициловой кислотой и ингибиторами цитохромного дыхательного 
пути (цианидом и антимицином А), ведет к развитию устойчивости к виру-
сам. Другая ветвь, активируемая салициловой кислотой, но не цианидом или 
антимицином А, вызывает устойчивость растений к грибам и бактериям. Была 
предложена модель, согласно которой сигналом, контролирующим антивирус-
ные защитные механизмы, индуцированные салициловой кислотой, являются 
изменения в содержании реактивных форм кислорода в митохондриях. Инфор-
мация об этих изменениях передается из митохондрий в цитоплазму и затем 
в ядро, чтобы активировать экспрессию защитных генов [Singh et al., 2004]. 
Однако было показано, что подавление активности альтернативной оксидазы 
или ее сверхэкспрессия существенно не влияли на устойчивость сверхчувстви-
тельных растений табака к ВТМ [Ordog et al., 2002].

Таким образом, образование реактивных форм кислорода может вызвать 
значительное повреждение патогена и растительных клеток, а также они могут 
служить сигналами для развития устойчивости.

6.7. “Киллер протопластов”

Возможно, нарушение целостности клеточных мембран и увеличение 
их проницаемости обусловлены действием так называемого “киллера про-
топластов” [Pierpoint, 1983b], обнаруженного в некротизированных листьях 
сверхчувствительных растений табака, пораженных ВТМ [Hooley, McCarthy, 
1980] или бактериями [Klement et al., 1983]. В этих работах было показано, что 
водные экстракты некротизированных листьев токсичны для изолированных 
протопластов. 

В наших опытах токсичность для изолированных протопластов экстрак-
тов некротизированных листьев растений табака сорта Ксанти нк, пораженных 
ВТМ, повышалась с увеличением числа некрозов, образующихся в листьях, и 
времени, прошедшего с момента заражения растений. Экстракты листьев здо-
ровых и больных растений табака сорта Самсун, здоровых и больных растений 
сорта Ксанти нк, инкубированных после заражения при 32оС, не влияли на со-
держание нежизнеспособных протопластов в пробах (табл. 6.5). 

Кроме того, было обнаружено, что “киллер протопластов” может нахо-
диться и в апопласте, так как межклеточная жидкость, выделенная из некро-
тизированных листьев, инфильтрированных водой, была токсичной для про-
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Таблица 6.5
 Влияние экстрактов листьев растений табака сортов  Самсун и Ксанти нк на 

содержание нежизнеспособных протопластов в пробах, % к контролю 
 (по Малиновскому, Кугук, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Источник 
экстракта

Время после 
заражения 

растений, сут

Концентрация ВТМ в инокулюме при заражении 
листьев, мкг/мл

0 0,1 1,0 10,0 100,0
Растения инкубировали после заражения при 25о С

Самсун

3
С 110 ± 4 119 ± 5 129 ± 6 114 ± 5 113 ± 6
К 112 ± 5 123 ± 6 118 ± 4 134 ± 4 118 ± 5

7
С 112 ± 4 114 ± 6 119 ± 5 128 ± 6 122 ± 5
К 114 ± 5 116 ± 4 124 ± 6 119 ± 4 129 ± 6

14
С 109 ± 6 115 ± 4 123 ± 6 119 ± 6 113 ± 6
К 117 ± 4 111 ± 4 129 ± 5 131 ± 6 119 ± 5

Ксанти нк

3
С 110 ± 5 123 ± 5 129 ± 4 193 ± 4 268 ± 6
К 116 ± 5 129 ± 6 124 ± 5 179 ± 5 234 ± 5

7
С 117 ± 4 140 ± 6 155 ± 6 223 ± 5 289 ± 6
К 112 ± 5 138 ± 5 143 ± 4 191 ± 5 295 ± 6

14
С 119 ± 5 144 ± 5 178 ± 5 286 ± 6 344 ± 6
К 118 ± 4 154 ± 6 195 ± 5 269 ± 5 330 ± 6

Растения инкубировали после заражения при 32оС

Самсун

3
С 112 ± 6 109 ± 5 118 ± 6 109 ± 5 114 ± 8
К 108 ± 4 116 ± 5 114 ± 4 120 ± 6 114 ± 4

7
С 110 ± 6 115 ± 4 120 ± 6 119 ± 5 119 ± 4
К 122 ± 6 111 ± 5 109 ± 5 113 ± 5 112 ± 6

14
С 120 ± 6 106 ± 6 119 ± 7 123 ± 5 117 ± 6
К 111 ± 6 117 ± 5 110 ± 5 118 ± 6 122 ± 6

Ксанти нк

3
С 118 + 7 123 ± 6 122 ± 6 117 ± 5 121 ± 6
К 106 ± 5 117 ± 5 112 ± 6 119 ± 4 115 ± 6

7
С 118 ± 4 121 ± 5 111 ± 7 119 ± 6 116 ± 5
К 105 ± 7 113 ± 4 128 ± 5 124 ± 5 126 ± 5

14
С 119 ± 8 115 ± 5 129 ± 4 120 ± 8 118 ± 6
К 115 ± 6 128 ± 6 116 ± 5 114 ± 5 121 ± 6

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты, изолированные из ли-
стьев растений табака сортов Самсун и Ксанти нк и инкубированные на среде без 
экстракта. Содержание нежизнеспособных протопластов из растений сортов Самсун 
(С) и Ксанти нк (К) в контрольных пробах было соответственно равно 15 ± 4  и 12 ± 
4 % от общего числа протопластов в пробе. При указанных концентрациях суспензий 
ВТМ на листьях растений сорта Ксанти нк образовывалось примерно 0, 70, 180, 520, 
730 некрозов на лист.
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топластов. Межклеточная жидкость из листьев здоровых и больных растений 
табака сорта Самсун, больных растений сорта Ксанти нк, инкубированных по-
сле заражения при 32оС, не влияла на содержание нежизнеспособных прото-
пластов обоих сортов (табл. 6.6).

Таблица 6.6
 Влияние межклеточной жидкости из листьев растений табака сортов Самсун и 

Ксанти нк на содержание нежизнеспособных протопластов в пробах, % к контролю 
(по Малиновскому, Кугук, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Сорт
Время после 
заражения 

растений, сут

Концентрация ВТМ в инокулюме при заражении 
листьев, мкг/мл

0 0,1 1,0 10,0 100,0
Растения инкубировали после заражения при 25о С

Самсун

3
С 110 ± 8 121 ± 6 125 ± 5 119 ± 4 129 ± 6
К 118 ± 7 120 ± 5 130 ± 4 116 ± 5 117 ± 6

7
С 117 ± 6 114 ± 6 119 ± 8 124 ± 6 120 ± 6
К 112 ± 5 110 ± 4 107 ± 5 119 ± 4 118 ± 6

14
С 120 ± 6 118 ± 6 123 ± 5 118 ± 8 131 ± 6
К 115 ± 5 119 ± 7 122 ± 6 107 ± 5 119 ± 5

Ксанти нк

3
С 119 ± 7 126 ± 8 127 ± 6 137 ± 5 166 ± 6
К 107 ± 5 132 ± 5 144 ± 5 151 ± 5 160 ± 4

7
С 117 ± 4 137 ± 6 151 ± 5 160 ± 5 188 ± 6
К 121 ± 6 139 ± 7 158 ± 4 163 ± 6 207 ± 6

14
С 114 ± 6 150 ± 5 166 ± 6 180 ± 6 178 ± 5
К 124 ± 6 148 ± 6 159 ± 7 168 ± 5 189 ± 6

Растения инкубировали после заражения при 32о С

Самсун

3
С 105 ± 5 105 ± 5 110 ± 5 109 ± 6 102 ± 6

К 109 ± 6 106 ± 6 108 ± 7 110 ± 5 121 ± 6

7
С 110 ± 6 112 ± 7 106 ± 6 114 ± 7 111 ± 7

К 122 ± 5 117 ± 5 112 ± 5 108 ± 5 105 ± 6

14
С 114 ± 6 119 ± 6 118 ± 5 108 ± 5 116 ± 6

К 115 ± 6 108 ± 6 117 ± 6 114 ± 6 104 ± 5

Ксанти нк

3
С 109 ± 8 120 ± 7 106 ± 5 113 ± 5 123 ± 5

К 116 ± 6 116 ± 6 107 ± 8 109 ± 6 105 ± 5

7
С 109 ± 6 114 ± 5 100 ± 4 106 ± 6 104 ± 6

К 111 ± 6 114 ± 6 103 ± 6 112 ± 5 115 ± 4

14
С 106 ± 5 103 ± 6 109 ± 6 105 ± 6 118 ± 5

К 119 ± 6 120 ± 6 118 ± 8 103 ± 6 107 ± 6
Примечание. Обозначения те же, что в табл. 6.5.
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На основании данных по гель-фильтрации и ионно-обменной хромато-
графии экстрактов некротизированных листьев растений табака сорта Ксанти 
нк был сделан вывод о том, что “киллер протопластов” является кислым бел-
ком с м. м. примерно 70 кДа [Малиновский, 1998]. Он осаждался сульфатом 
аммония при 60-100 %-ном насыщении. Его токсичность не изменялась при 
обработке экстрактов некротизированных листьев растений табака сорта Ксан-
ти нк РНКазой и исчезала после обработки трипсином, что указывает на белко-
вую природу “киллера протопластов” (табл. 6.7).

Таблица 6.7
Влияние обработок ферментами на токсичность для изолированных протопластов 
экстрактов некротизированных листьев растений табака сорта Ксанти нк, % к 
контролю (по Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Варианты обработки
Протопласты, изолированные из растений табака

Сорт Самсун Сорт Ксанти нк
Без ферментов 269 ± 6 271 ± 5

Неактивным трипсином 261 ± 4 266 ± 5
Активным трипсином 120 ± 4 117 ± 6

Неактивной рибонуклеазой 263 ± 4 259 ± 4
Активной рибонуклеазой 276 ± 5 273 ± 6

Примечание. Листья экстрагировали через 3 сут после заражения суспензией ВТМ 
(концентрация 100 мкг/мл). В качестве контроля использовали протопласты, инку-
бированные на питательной среде без экстракта. Неактивные ферменты получали 
кипячением коммерческих ферментных препаратов.

Накопление “киллера протопластов” является ответной реакцией расте-
ний табака сорта Ксанти нк на заражение ВТМ, так как экстракты листьев, не-
кротизированных в результате химического [Hooley, McCarthy, 1980] или, как 
в наших опытах, механического повреждения, не влияли на состояние прото-
пластов. Так, если содержание нежизнеспособных протопластов в пробах, изо-
лированных из листьев здоровых растений табака сортов Самсун и Ксанти нк 
и инкубированных на чистых питательных средах, было соответственно равно 
16 ± 5 % и 14 ± 6 %, то в пробах, культивированных на средах с экстрактами ли-
стьев здоровых растений табака сорта Ксанти нк, у которых более 50 % поверх-
ности листьев было механически повреждено (экстракцию проводили через 3 
сут после натирания), содержание нежизнеспособных протопластов было со-
ответственно равно 22 ± 4 % и 20 ± 5 %. Экстракты некротизированных листьев 
больных растений табака сорта Ксанти нк одинаково влияли на протопласты, 
изолированные из листьев чувствительных и сверхчувствительных растений, 
то есть “киллер протопластов” не обладал специфичным действием.
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Механизмы образования и действия  “киллера протопластов” пока не из-
вестны. Вероятно, “киллер протопластов” непосредственно действует на кле-
точные мембраны, а не является индуктором образования веществ, разрушаю-
щих мембраны. В наших опытах ингибиторы синтеза РНК и белка (актино-
мицин Д, циклогексимид, пуромицин, хлорамфеникол) не снижали токсичное 
действие экстрактов некротизированных листьев на изолированные протопла-
сты, а ионы кальция и марганца, а также ингибиторы дыхания (2,4-динитро-
фенол, фтористый натрий, азид натрия) достоверно (степень вероятности Р = 
0,99 для концентраций 0,3-0,5 мг/мл) повышали устойчивость протопластов 
(табл. 6.8, 6.9, 6.10). Несмотря на высокую пероксидазную активность во фрак-
ции “киллера протопластов”, он не является пероксидазой, так как очищенный

Таблица 6.8
 Влияние ингибиторов синтеза белка и РНК на содержание нежизнеспособных 

протопластов в пробах, инкубированных с экстрактом некротизированных листьев 
растений табака сорта Ксанти нк, % к контролю 

(по Малиновскому, Кугук, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Варианты обработки
Концентрация ингибитора в среде, мкг/мл

0 0,1 1,0 10,0

Циклогексимид
С 100 108 ± 9 112 ± 6 116 ± 6

К 100 89 ± 6 109 ± 5 114 ± 6

Циклогексимид + 
экстракт

С 238 ± 6 250 ± 5 230 ± 6 241 ± 5

К 245 ± 7 237 ± 6 229 ± 8 239 ± 5

Пуромицин
С 100 111 ± 6       98 ± 5 112 ± 5

К 100 106 ± 6 110 ± 8 114 ± 5

Пуромицин + 
экстракт

С 228 ± 6 218 ± 5 233 ± 6 224 ± 5

К 251 ± 5 262 ± 5 258 ± 8 254 ± 6

Хлорамфеникол
С 100 115 ± 6 112 ± 6 108 ± 5

К 100 103 ± 5 110 ± 5 114 ± 6

Хлорамфеникол + 
экстракт

С 260 ± 7 282 ± 6 267 ± 9 264 ± 8

К 255 ± 4 270 ± 6 235 ± 7 229 ± 7

Актиномицин Д
С 100 102 ± 5 116 ± 6 114 ± 5

К 100 89 ± 6 119 ± 7 122 ± 5

Актиномицин Д + 
экстракт

С 278 ± 8 237 ± 8 289 ± 6 277 ± 8

К 249 ± 6 257 ± 5 259 ± 7 263 ± 5

Примечание. Использовали экстракт листьев, зараженных суспензией ВТМ (100 мкг/
мл) и экстрагированных через 3 сут после инокуляции. Обозначения те же, что в 
табл. 6.5.
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Таблица 6.9
 Влияние ингибиторов энергетического обмена на содержание нежизнеспособных 
протопластов в пробах, инкубированных с экстрактом некротизированных листьев 

растений табака сорта Ксанти нк, % к контролю 
(по Малиновскому, Кугук, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Варианты 
обработки

Концентрация ингибитора в среде, мг/мл
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 1,0 2,0

2,4-ДНФ
С 100 113±5 109±6 117±6 115±5 113±6 128±5 123±6

К 100 98±6 111±4 105±6 112±7 108±5 119±6 131±6

2,4-ДНФ+ 
экстракт

С 255±8 256±6 241±6 183±5 178±5 218±6 269±5 287±6

К 244±5 229±7 199±8 189±6 200±5 221±6 289±5 283±6

ФН
С 100   87±6 105±7 111±6 115±6 109±4 119±5 132±4

К 100 100±4 95±6 107±8 113±5 117±6 123±6 129±7

ФН + 
экстракт

С 261±6 243±6 247±5 223±6 198±6 176±5 210±5 289±5

К 254±5 246±6 222±7 219±5 201±6 188±5 234±6 301±6

АН
С 100 104±5 112±5 109±5 119±5 122±5 134±6 139±5

К 100 88±5 100±6 95±6 117±5 119±5 128±5 144±5

АН + 
экстракт

С 233±6 220±6 198±5 180±6 199±6 211±5 241±5 328±6

К 256±6 230±5 200±8 213±6 224±5 220±5 239±6 334±5

Примечание. 2,4-ДНФ - 2,4-динитрофенол, ФН - фтористый натрий, АН - азид натрия. 
Листья экстрагировали через 3 сут после заражения суспензией ВТМ (концентрация 
100 мкг/мл).  Остальные обозначения те же, что в табл. 6.5.

Таблица 6.10
 Влияние хлористых солей кальция и марганца на содержание нежизнеспособных  
протопластов в пробах, инкубированных с экстрактом некротизированных листьев 

растений табака сорта Ксанти нк, % к контролю 
(по Малиновскому, Кугук, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Варианты 
обработки

Концентрация соли в среде, mM
0 20 40 60 80 100

CaCL2

С 100 113 ± 4 80 ± 6     89 ± 5 86 ± 6 78 ± 5    

К 100 109 ± 6 74 ± 5 93 ± 6 80 ± 6 71 ± 6

CaCL2 + 
экстракт

С 233 ± 6 240 ± 5 166 ± 8 127 ± 5 138 ± 6 132 ± 5

К 246 ± 7 229 ± 6 144 ± 6 134 ± 4 131 ± 5 140 ± 6

MnCL2

С 100 100 ± 5 119 ± 6 96 ± 5 106 ± 6 98 ± 5

К 100 97 ± 6 103 ± 6 87 ± 4 99 ± 5 102 ± 5

MnCL2 + 
экстракт

С 221 ± 6 233 ± 6 219 ± 5 233 ± 6 201 ± 5 187 ± 6

К 255 ± 6 227 ± 6 237 ± 6 222 ± 5 227 ± 6 198 ± 7

Примечание. Листья экстрагировали через 3 сут после заражения суспензией ВТМ 
(концентрация 100 мкг/мл). Остальные обозначения те же, что в табл. 6.5.
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коммерческий препарат пероксидазы не был токсичен для протопластов (табл. 
6.11). Возможно, “киллером протопластов” могут быть вакуолярные процесси-
рующие ферменты, фосфолипазы и (или) липоксигеназа, которые участвуют 
в повреждении клеточных мембран в ходе сверхчувствительной реакции рас-
тений против несовместимых патогенов [Kato, Misawa, 1976; Ruzicska et al,. 
1983; Croft et al., 1990; Chandra et al., 1996; Dhondt et al., 2000]. Кроме того, не-
давно было показано, что растительные длинноцепочечные жирные кислоты и 
продукты их метаболизма (сфинголипиды, керамиды и др.) влияют на стабиль-
ность клеточных мембран и участвуют в ПКС, индуцированной патогенами  
[Sperling, Heinz, 2003; Raffaele et al., 2009b].

Таблица 6.11
 Влияние пероксидазы на содержание нежизнеспособных протопластов в пробах,  % 

к контролю (по Малиновскому, Кугук, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Концентрация 
пероксидазы в 
инкубационной 
среде, мкг/мл

Протопласты, изолированные из растений табака

Сорт Самсун Сорт Ксанти нк

0 100 100
0,5 112 ± 6 101 ± 5
1,0 120 ± 6 97 ± 6
5,0 109 ± 5 115 ± 5
10,0 114 ± 6 103 ± 4
25,0 108 ± 7 90 ± 5
50,0 105 ± 6 100 ± 6
100,0 111 ± 5 118 ± 6

Примечание. В качестве контроля использовали протопласты, изолированные из ли-
стьев растений табака сортов Самсун и Ксанти нк и инкубированные на среде без 
фермента пероксидазы. Содержание нежизнеспособных протопластов из растений 
табака сортов Самсун и Ксанти нк в контрольных пробах было соответственно равно 
16 ± 5  и 17 ± 6 % от общего числа протопластов в пробе.



7. ПРИОБРЕТЕННАЯ УСТОЙЧИВОСТЬ 
СВЕРХЧУВСТВИТЕЛЬНЫХ РАСТЕНИЙ 

К ПОВТОРНОМУ ЗАРАЖЕНИЮ ВИРУСАМИ

Одним из характерных свойств сверхчувствительных растений является 
приобретенная устойчивость к повторному заражению вирусом. Она известна 
уже почти 100 лет. В сводке К.С. Честера [Chester, 1933] был дан обзор боль-
шого числа публикаций о феномене, названным «физиологическим приобре-
тенным иммунитетом растений к патогенам». Эти работы имели описательный 
характер и касались не только собственно приобретенной устойчивости, но и 
интерференции вирусов. Детальное изучение приобретенной устойчивости 
сверхчувствительных растений к вирусам началось с работы Дж.Д. Гилпатрика 
и М. Вейнтрауба [Gilpatrick, Weintraub, 1952], которые установили, что пред-
варительное заражение нижних листьев растений Dianthus barbatus L. вирусом 
мозаики гвоздики приводит к уменьшению по сравнению с контролем числа 
некрозов, образующихся на верхних листьях после их заражения этим виру-
сом. 

Были предложены термины: системная приобретенная устойчивость 
(systemic acquired resistance − SAR) и локальная приобретенная  устойчивость 
(localized acquired resistance − LAR) растений к повторному заражению виру-
сами [Yarwood, 1953, 1960; Ross, 1961a,b]. О LAR говорят в тех случаях, когда 
устойчивость приобретают клетки в зоне, примыкающей к месту первичного 
контакта с патогеном. Приобретенная устойчивость считается системной, если 
она развивается в клетках больного растения, удаленных от места первона-
чального внедрения патогена. SAR проявлялась в верхних неинокулированных 
при первом заражении листьях растений табака и перца через 2-3 сут, дости-
гала максимума через 7 и сохранялась на высоком уровне в течение 20 сут по-
сле первого (индуцирующего) заражения нижерасположенных листьев [Ross, 
1961b; Nagaich, Singh, 1970]. Приобретенная устойчивость может передаваться 
семенами и проявляться в первом поколении [Roberts, 1983; Wieringa-Brants, 
Dekker, 1987]. Не ясно, различаются ли между собой LAR и SAR или это один 
и тот же процесс, происходящий в клетках, расположенных на разном расстоя-
нии от места первичного проникновения вируса в растение. 

К началу восьмидесятых годов 20 века было известно более 20 комби-
наций вирус-растение, для которых показано развитие приобретенной устой-
чивости [Коваленко, 1983], а с учетом других патогенов (грибов и бактерий) − 
более 100 [Kuć, 1982; Ильинская, Озерецковская, 1991]. Приобретенная устой-
чивость, как правило, неспецифична. Предварительное заражение сверхчув-
ствительных растений табака и фасоли ВТМ вызывало устойчивость к виру-
сам некроза табака, кольцевой пятнистости табака и томатов, южной мозаики 
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фасоли, но не к вирусу кольцевой пятнистости турнепса [Ross, Bozarth, 1960; 
Ross, 1961a,b; Ross, 1966]. Заражение растений табака вирусом, поражающим 
гриб Penicillium funiculosum, или его РНК вызывала развитие приобретенной 
устойчивости к ВТМ [Садовский, Коваленко, 1974]. Устойчивость растений 
к вирусам вызывалась бактериальной [Klement et al., 1966; Jenns et al., 1979; 
Bergstrom et al., 1982] и грибной [Mandryk, 1963; Hecht, Bateman, 1964; Gill, 
1965; McIntyre et al., 1981; Jenns et al., 1979; Jenns, Kuć, 1979, 1980; Kuć, 1982] 
инфекциями. Заражение вирусами повышало устойчивость растений к бакте-
риям и грибам [Chadha, Raychaudhuri, 1968; Lovrekovich et al., 1968; Nagaich, 
Prasad, 1970; Pietkiewicz, 1974, 1975; Jenns, Kuć, 1979, 1980; Bansal et al., 1978, 
1985; McIntyre et al., 1981]. Было показано [Herbers et al., 1996], что в листьях 
трансгенных растений табака, экспрессирующих дрожжевую инвертазу, фор-
мировались спонтанные некрозы и было повышено содержание PR–белков, 
каллозы, салициловой кислоты и активность пероксидазы. Листья этих рас-
тений были устойчивы к заражению Y-вирусом картофеля, что выражалось в 
угнетении размножения и транспорта вируса.

Приобретенная устойчивость (LAR и SAR) развивалась в растениях, ре-
агирующих на заражение патогеном или обработку HgCL2 [Sziráki et al., 1980]  
образованием локальных некрозов. Однако было высказано предположение 
[Коваленко, 1983], что некротизация клеток после индуцирующего заражения 
не играет существенной роли в развитии приобретенной устойчивости. Оно 
основано на следующих фактах. Развитие “вторичных” некрозов не зависе-
ло от скорости роста “первичных” некрозов [Коваленко, Щербатенко, 1978]. 
Инъекция вируса в межклеточное пространство листьев стимулировала устой-
чивость к последующему заражению [Коваленко, 1983]. Заражение растений 
огурцов сорта Marketer ВТМ приводило к локализации вируса без образования 
локальных некрозов и развитию SAR к вирусу некроза табака [Roberts, 1982]. 
Облучение зараженных растений  фасоли сорта Пинто ультрафиолетовым све-
том значительно увеличивало размеры первичных некрозов, но не влияло на 
развитие SAR [Chessin, 1982]. В отличие от щелочного элиситора криптогеи-
на, кислый элиситор капсицеин не вызывал образования некрозов, но также 
индуцировал развитие SAR в растениях табака [Keller et al., 1996]. Однако, 
обработка листьев сверхчувствительных растений табака грибным гликопро-
теином, не вызывающим некротизацию клеток, не приводила к развитию LAR 
к ВТМ в соседних клетках, что свидетельствует, по мнению авторов о необ-
ходимости образования локальных некрозов для индукции LAR [Costet et al., 
1999]. Было показано, что инокуляция Х-вирусом картофеля нижних листьев 
трансгенных растений табака с геном N, экспрессирующих встроенный карто-
фельный ген Rx, ответственный за экстремальную устойчивость растений кар-
тофеля к Х-вирусу картофеля, не вызывала образования локальных некрозов 
в этих листьях, но индуцировало развитие SAR к заражению ВТМ в верхних 
листьях [Liu et al., 2010]. 
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7.1. Образование локальных некрозов в листьях 
с приобретенной устойчивостью

Приобретенная устойчивость выражается в снижении числа [Kassanis et 
al., 1974; van Loon, 1976b; Rohloff, Lerch, 1977] и (или) размеров некрозов, об-
разующихся после второго заражения растений [Ross, 1961a,b, 1966; Balázs et 
al., 1977b; Miczyński, 1979; Reddy, Chenulu, 1979; Roberts, 1984; Малиновский 
и др., 1988,1993б, 1994, 1995]. В зоне 1-2 мм вокруг «первичного» некроза не 
формировались некрозы после повторного заражения листьев [Yarwood, 1960; 
Ross, 1961a]. Устойчивость может проявляться и в задержке появления «вторич-
ных» некрозов [Conti et al., 1978]. Однако есть одна работа [Fraser et al., 1979], в 
которой показано, что предварительное заражение ВТМ нижних листьев расте-
ний N. glutinosa вызывало повышение чувствительности к заражению верхних 
листьев, что проявлялось в увеличении числа “вторичных” некрозов.

Согласно нашим данным степень угнетения образования “вторичных” 
некрозов в первично зараженных листьях (листья с LAR) и в листьях с SAR 
была пропорциональна “массированности” индуцирующего заражения: чем 
больше были концентрация вируса в инокулюме (табл. 7.1, 7.2) и количество 
инфицированных листьев при первом заражении (табл. 7.3), тем более была 
выражена приобретенная устойчивость. SAR развивалась как в выше-, так и 
нижерасположенных листьях (табл. 7.4).

Таблица 7.1
 Развитие “вторичных” некрозов в межнекрозном пространстве листьев с LAR 

растений табака сорта Ксанти нк, % к контролю 
(по Малиновскому, Селецкой, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Концентрация ВТМ в 
инокулюме при первичном 

заражении, мкг/мл

Число некрозов на 
100 см2 листовой 

листовой

Диаметр 
некрозов

Площадь 
некрозов

0 100 100 100
0,01 81 ± 8 76 ± 6 58 ± 7
0,1 69 ± 6 60 ± 6 46 ± 6
1,0 44 ± 6 48 ± 8 33 ± 6

Примечание. Второе заражение листьев проводили через 3 сут после первой иноку-
ляции. Число и размеры некрозов определяли через 3 сут после соответствующего 
заражения листьев. При повторном заражении листьев использовали суспензию ча-
стиц ВТМ (штамм ОМ) с концентрацией 1 мкг/мл.

По мнению А.Ф. Росса [Ross, 1966] снижение числа вторичных некрозов 
в устойчивых листьях может быть связано с уменьшением некрозов до таких 
размеров, что они не обнаруживаются визуально. Это предположение было 
подтверждено в работе Е. Балаша с соавт. [Balázs et al., 1977b], которые обна-
ружили одиночные некротизированные клетки в листьях с SAR, обработанных
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Таблица 7.2
 Образование «вторичных» некрозов в листьях с SAR растений табака сорта Ксанти 

нк, % к контролю 
(по Малиновскому, Селецкой, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Концентрация 
ВТМ в инокулюме 
при первичном 

заражении, мкг/мл

Число некрозов на 
100 см2 листовой 
поверхности

Диаметр некрозов
Площадь 

“вторичных” 
некрозов

3 сут 7 сут 3 сут 7 сут 3 сут 7 сут
0 100 100 100 100 100 100

0,01 103 ± 6 102 ± 5 98 ± 6 87 ± 4 100 ± 5 72 ± 4
0,1 98 ± 7 84 ± 6 90 ± 5 72 ± 5 78 ± 6 47 ± 6
1,0 94 ± 5 73 ± 6 83 ± 7 60 ± 4 64 ± 6 34 ± 5
10,0 89 ± 6 65 ± 6 78 ± 6 45 ± 5 56 ± 5 27 ± 6
100,0 84 ± 6 56 ± 7 74 ± 6 43 ± 4 45 ± 4 19 ± 5

Примечание. При первой инокуляции заражали листья I-III ярусов (отсчет снизу). При 
второй инокуляции заражали листья IV яруса (Л.П.И.=4-7) суспензией частиц ВТМ 
(концентрация 1 мкг/мл) через 3 сут и 7 сут после первой инокуляции. В качестве 
контроля использовали соответствующие листья ранее неинокулированных расте-
ний. 

Таблица 7.3
 Образование некрозов в листьях с SAR растений табака сорта Ксанти нк в 
зависимости от числа листьев, инокулированных при первичном заражении  

растений, % к контролю  
(по Малиновскому, Селецкой, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Число нижних 
листьев, иноку-
лированных при  

первичном заражении 
растений

Число некрозов на 
100 см2 листовой 
поверхности

Диаметр 
некрозов

Площадь 
некротизированной 

ткани

0 100 100 100
2 79 ± 6 81 ± 6 69 ± 5
4 68 ± 5 59 ± 5 41 ± 5
6 53 ± 6 49 ± 5 26 ± 6

Примечание. Первичную инокуляцию проводили суспензией частиц ВТМ (концентра-
ция 100 мкг/мл) за 7 сут до второго заражения. При повторном заражении использо-
вали суспензию частиц ВТМ с концентрацией 1 мкг/ мл. 

перед заражением кинетином. В наших опытах не удалось выявить одиночные 
некротизированные клетки в зараженных листья с SAR ни с помощью люми-
несцентного микроскопа (живые клетки давали красное свечение, мертвые − 
зеленое), ни после окрашивания красителями (голубой Эванса и нейтральный



144                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

Таблица 7.4
Образование некрозов в листьях с SAR растений табака сорта Ксанти нк,  

расположенных выше или ниже листьев, инокулированных при первичном заражении 
растений, % к контролю  

(по Малиновскому, Селецкой, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Расположение 
листа с SAR

Число некрозов на 
100 см2 листовой  
поверхности

Диаметр 
некрозов

Площадь 
некротизированной 

ткани

-5
3 сут 100 ± 5 98 ± 5 83 ± 6
7 сут 88 ± 4 83 ± 6 69 ± 5

-4
3 сут 105 ± 6 100 ± 4 116 ± 5
7 сут 78 ± 6 86 ± 6 62 ± 6

-3
3 сут 98 ± 7 101 ± 4 108 ± 7
7 сут 81 ± 5 79 ± 5 66 ± 5

-2
3 сут 101 ± 6 90 ± 4 82 ± 6
7 сут 65 ± 5 81 ± 4 55 ± 7

-1
3 сут 88 ± 4 87 ± 5 64 ± 6
7 сут 65 ± 6 72 ± 4 43 ± 5

+1
3 сут 81 ± 4 88 ± 5 66 ± 6
7 сут 73 ± 6 67 ± 4 51 ± 6

+2
3 сут 87 ± 5 80 ± 4 64 ± 5
7 сут 78 ± 4 64 ± 4 58 ± 7

+3
3 сут 92 ± 6 106 ± 5 109 ± 5
7 сут 84 ± 5 77 ± 6 70 ± 7

+4
3 сут 95 ± 6 93± 6 86 ± 4
7 сут 84 ± 5 85 ± 6 72 ± 5

+5
3 сут 100 ± 7 94 ± 3 89 ± 5
7 сут 80 ± 6 83 ± 5 70 ± 6

Примечание. Заражали суспензией частиц ВТМ (концентрация 100 мкг/мл) 3 листа 
среднего яруса. Через 3 сут или 7 сут инокулировали ниже- (-) и вышерасположен-
ные (+) листья суспензией частиц ВТМ (концентрация 1 мкг/мл). В качестве кон-
троля использовали соответствующие листья предварительно неинокулированных 
растений. 

красный), по-разному окрашивающими живые и некротизированные клетки. 
Однако при выдерживании растений табака сорта Ксанти нк в течение 2 сут 
при 32о С и 1 сут при 25о С  в верхних листьях  контрольных и опытных (листья 
нижнего и среднего ярусов заражали ВТМ за 7 сут до инокуляции верхних ли-
стьев) растений образовывалось одинаковое количество некрозов на единицу 
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площади листа [Малиновский и др., 1993б]. На основании этих данных можно 
сделать вывод, что в листьях здоровых растений и листьях с SAR в процессе 
механической инокуляции вирусом заражается одинаковое число клеток. Воз-
можно, наблюдаемое у растений, инкубированных при температурах, благо-
приятных для развития реакции сверхчувствительности, снижение числа ви-
димых некрозов в листьях с SAR объясняется тем, что в клетках этих листьев 
накапливаются вещества, препятствующие репродукции и транспорту вируса. 
Поэтому в клетках устойчивых листьев, куда при инокуляции попало мало ви-
русных частиц, процессы деградации и инактивации вирусных частиц преоб-
ладают над процессами репродукции и вирус накапливается в количестве, не-
достаточном для некротизации клеток.

7.2. Проницаемость клеточных мембран в листьях с SAR

В предыдущей главе было показано, что повышение проницаемости кле-
точных мембран является одним из самых ранних проявлений реакции сверх-
чувствительности. Кроме того, проницаемость мембран увеличивалась и у кле-
ток, окружающих некрозы. Однако незараженные листья с SAR не отличались 
от листьев здоровых растений по уровню проницаемости мембран.

В листьях с SAR, инокулированных ВТМ, развитие некрозов сопрово-
ждалось увеличением проницаемости клеточных мембран. Была обнаружена 
следующая закономерность: чем быстрее происходила локализация вируса, 
тем значительнее увеличивалась проницаемость мембран у принекрозных кле-
ток [Селецкая и др., 1996].

7.3. Инактивация ВТМ в межклеточном пространстве 
листьев растений табака сорта Ксанти нк с приобретенной 

устойчивостью

В главе 2 было показано, что сразу после инъекции суспензий частиц 
ВТМ в межклеточное пространство листьев здоровых растений табака сортов 
Самсун и Ксанти нк происходила кратковременная агрегация вирусных частиц 
с одновременным снижением инфекционности проб. При инкубации листьев 
в условиях влажной камеры уменьшение инфекционности продолжалось, а 
агрегация частиц сменялась их деградацией, что свидетельствует об инактива-
ции вирусных частиц. Эти процессы протекали в листьях растений использо-
ванных сортов с одинаковой скоростью, что указывает на сходство механизмов 
первичной защиты, направленных на предотвращение проникновения патоге-
на в клетки растений.

В этом разделе приведены результаты аналогичных опытов, но в качестве 
объектов исследования использовали листья растений табака сорта Ксанти нк 
с LAR и SAR, чтобы определить изменяются ли защитные свойства апопласта 
листьев сверхчувствительных растений при развитии приобретенной устойчи-
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вости к повторному заражению. В наших опытах снижение инфекционности 
препаратов ВТМ, инъецированных в межклеточное пространство первично 
зараженных листьев (условно: листья с LAR), происходило значительно бы-
стрее, чем в здоровых листьях (табл. 7.5). 

Ранее были обнаружены вирусные частицы в клетках, расположенных за 
пределами некрозов [Смирнова, 1955; Hayashi, Matsui, 1965b; Milne, 1966b, c; 
Shimomura, 1972; Allison, Shalla, 1974; Stobbs et al., 1977; Шмыгля и др., 1989; 
Hosokawa et al., 1989]. В наших опытах высечки из околонекрозной ткани не-
инъецированных листьев на расстоянии 1-3 мм от некроза были инфекционны-
ми, но их инфекционность со временем исчезала (табл. 7.5). Более значитель-
ное по сравнению с листьями здоровых растений уменьшение инфекционности 
высечек из околонекрозной ткани инъецированных суспензиями частиц ВТМ 
листьев Ксанти нк с LAR свидетельствует  об  усилении  защитной активности 
апопласта этих листьев в ходе развития LAR.

Таблица 7.5
 Инфекционность гомогенатов листьев растений табака сорта Ксанти нк с LAR через 

разное время после инъекции суспензии ВТМ, % к контролю 
(по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Вариант 
опыта

Время после инъекции, ч
0 24 48

3 сут 7 сут 3 сут 7 сут 3 сут 7 сут 
I 76 ± 6 - 56 ± 6 - 39 ± 5 -
II  8 ± 4 5 ± 3 5 ± 3 Н. о. 4 ± 2 Н. о. 
III 42 ± 5 27 ± 5 24 ± 4 16 ± 4 15 ± 5 9 ± 4

Примечание. В качестве контроля использовали исходный препарат ВТМ, смешанный 
с гомогенатом предварительно замороженных листьев здоровых растений табака со-
рта Ксанти нк. Опытные листья заражали суспензией частиц ВТМ (концентрация 0,5 
мкг/мл) через 3 сут и 7 сут. Варианты опыта: I - инъецированные листья здоровых 
растений, II - неинъецированные некротизированные листья (высечки из околоне-
крозной ткани на расстоянии 1-3 мм от некроза), III - инъецированные некротизиро-
ванные листья (высечки как у варианта II). Н. о.  - не обнаружено.

Снижение инфекционности инъецированных препаратов ВТМ в листьях 
с LAR сопровождалось деградацией вирусных частиц. В пробах из этих ли-
стьев не было обнаружено агрегации инъецированных вирионов в отличие от 
проб, когда препарат ВТМ смешивали с гомогенатами листьев или инъециро-
вали в здоровые листья. Сразу после инъекции суспензии частиц ВТМ в меж-
клеточное пространство межнекрозной ткани снижалось содержание агреги-
рованных частиц и частиц модальной длины, а содержание частиц короче 270 
нм увеличивалось. Если пробы высекали через 24 ч после инъекции, то дегра-
дация инъецированных вирусных частиц была еще значительней (табл. 7.6). 
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Таблица 7.6
 Распределение частиц ВТМ разной длины в гомогенатах листьев растений табака 
сорта Ксанти нк с LAR  (по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Вариант опыта Время 
инкубации, ч

Количество частиц, % к контролю
< 270 нм 270 - 330 нм > 330 нм

I - 100 100 100
II 0 91 ± 6 75 ± 7 134 ± 7

III
0 56 ± 7 43 ± 6 201 ± 8
24 164 ± 6 48 ± 5 88 ± 7

IV
0 188 ± 8 52 ± 6 60 ± 9
24 221 ± 6 45 ± 7 34 ± 5

V 0 87 ± 8 98 ± 5 115 ± 8

VI
0 160 ± 6 56 ± 9 84 ± 6
24 234 ± 7 55 ± 5  11 ± 6

Примечание. ВТМ инъецировали через 7 сут после заражения листьев. Варианты 
опыта: I – исходный препарат ВТМ (контроль), II – ВТМ смешивали с гомогенатом 
предварительно замороженных листьев здоровых растений табака сорта Ксанти нк, 
III – ВТМ инъецировали в листья здоровых растений, IV – неинъецированные не-
кротизированные листья (высечки из околонекрозной ткани на расстоянии 1-3 мм 
от некроза), V – ВТМ смешивали с гомогенатом замороженных высечек варианта IV, 
VI – инъецированные некротизированные листья (высечки как у варианта IV). 

Таблица 7.7
 Инфекционность гомогенатов листьев растений табака сорта Ксанти нк с SAR, 
инъецированных ВТМ, % к контролю  (по Малиновскому, Варфоломеевой, 

публикуется впервые)

Концентрация 
ВТМ в инокулюме 
при  первичном 

заражении, мкг/мл

Время после инъекции, ч

0 24 48
0 72 ± 6 46 ± 6 33 ± 5
1 69 ± 5 44 ± 5 35 ± 4
10 61 ± 4 39 ± 5 27 ± 5

 100 55 ± 5 31 ± 5 21 ± 5
Примечание. В качестве контроля использовали исходный препарат ВТМ, смешанный 
с гомогенатом предварительно замороженных листьев здоровых растений табака со-
рта Ксанти нк. При первичном заражении растений инокулировали листья нижнего 
и среднего ярусов. Суспензию частиц ВТМ (концентрация 1 мг/мл) инъецировали в 
верхние листья через 7 сут после заражения нижерасположенных листьев.
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Таблица 7.8
 Инфекционность гомогенатов листьев растений табака сорта Ксанти нк с SAR, 
полученных через разное время после инъекции суспензии частиц ВТМ, % к 

контролю (по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Вариант 
опыта

Время после инъекции, ч
0 24 48

3 сут 7 сут 3 сут 7 сут 3 сут 7 сут
I 72 ± 6 - 46 ± 6 - 33 ± 5 -
II 57 ± 5 45 ± 5 30 ± 5 19 ± 4  21 ± 6 16 ± 6
III 63 ± 4 55 ± 5 38 ± 6 31 ± 5 29 ± 4 21 ± 5

Примечание. В качестве контроля использовали исходный препарат ВТМ, смешанный 
с гомогенатом предварительно замороженных листьев здоровых растений табака со-
рта Ксанти нк. Опытные листья заражали суспензией частиц ВТМ (концентрация 
100 мкг/мл) через 3 сут и 7 сут. Варианты опыта: I - инъецированные листья здоро-
вых растений, II - заражали половинку листа, а ВТМ инъецировали в незараженную 
половинку листа, III - заражали листья нижнего и среднего ярусов, а ВТМ инъециро-
вали в верхние листья.

Аналогичные результаты были получены в опытах с незараженными 
листьями с SAR. В этих листьях инфекционность инъецированных суспензий 
частиц ВТМ снижалась быстрее, чем в листьях здоровых растений. Скорость 
уменьшения инфекционности была пропорциональна концентрации ВТМ в 
инокулюме при индуцирующем заражении и времени, прошедшего от зараже-
ния нижерасположенных листьев до инъекции листьев с SAR (табл. 7.7 и 7.8).

Снижение инфекционности инъецированных суспензий частиц ВТМ в 
незараженных листьях с SAR сопровождалось изменением размеров частиц. В 
отличие от листьев с LAR в листьях с SAR сразу после инъекции происходила 
агрегация вирионов, а содержание частиц модальной длины и коротких частиц 
снижалось. В процессе инкубации инъецированных листьев содержание агре-
гированных частиц уменьшалось и увеличивалось количество частиц длиной 
до 270 нм. Достоверные (Р = 0,95) различия между пробами из листьев SAR 
и листьев здоровых растений были выявлены только через 48 ч инкубации: в 
пробах из листьев с SAR было выше содержание коротких частиц и примерно 
в два раза меньше агрегированных частиц (табл. 7.9).

Таким образом, в листьях сверхчувствительных растений табака сорта 
Ксанти нк с приобретенной устойчивостью повышалась защитная активность 
апопласта, что выражалось в более быстром по сравнению с листьями здоро-
вых растений снижении инфекционности и размеров частиц ВТМ, инъециро-
ванных в межклеточное пространство листьев. В листьях с LAR эти процессы 
происходили значительно быстрее, чем в незараженных листьях с SAR. В про-
бах из листьев с LAR не была обнаружена агрегация инъецированных вирио-
нов. Вероятно, она происходила очень быстро. На возможность агрегации ви-
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русных частиц в листьях с LAR указывает небольшое повышение содержания 
агрегатов в пробах при смешивании препаратов ВТМ с гомогенатами предва-
рительно замороженных высечек из межнекрозной ткани листьев с LAR.

Таблица 7.9
 Распределение частиц ВТМ разной длины в гомогенатах листьев растений табака 
сорта Ксанти нк с SAR (по Малиновскому, Варфоломеевой, публикуется впервые)

Вариант опыта Время 
инкубации, ч

Количество частиц, % к контролю
< 270 нм 270 - 330 нм > 330 нм

I 100 100 100
II 0 102 ± 5 76 ± 7 122 ± 7

III
0 60 ± 6 49 ± 5 191 ± 5
24 154 ± 6 48 ± 4 98 ± 6
48 172 ± 5 43 ± 6 85 ± 4

IV 0 91 ± 4 76 ± 5 133 ± 5

V
0 75 ± 6 51 ± 5 174 ± 6
24 169 ± 6 59 ± 6 72 ± 5
48 219 ± 4 38 ± 7 43 ± 6

Примечание. Листья нижнего и среднего ярусов заражали суспензией частиц ВТМ 
(концентрация 100 мкг/мл). Через 7 сут суспензию частиц ВТМ (концентрация 1 мг/
мл) инъецировали в верхние листья. Варианты опыта: I - исходный препарат ВТМ 
(контроль), II - ВТМ смешивали с гомогенатом предварительно замороженных ли-
стьев здоровых растений, III - ВТМ инъецировали в листья здоровых растений, IV 
- ВТМ смешивали с гомогенатом предварительно замороженных листьев с SAR, V 
- ВТМ инъецировали в листья с SAR. 

7.4. Накопление вирусов в листьях с приобретенной 
устойчивостью

Уменьшение числа и размеров “вторичных” некрозов в первично зара-
женных листьях (условно: листья с LAR) и листьях с SAR указывает на воз-
можность угнетения репродукции вируса в устойчивых листьях. Однако дан-
ные по накоплению вирусов в этих листьях противоречивы. Было обнаружено, 
что содержание вируса в листьях с приобретенной устойчивостью может быть 
меньше [Ross, 1966; Stein et al., 1985; Коваленко, 1985, 1988] или не меняться 
по сравнению с контролем [Balázs et al., 1977b; Fraser, 1979; Sziráki et al., 1980; 
Coutts, Wagih, 1983; Pennazio, Roggero, 1991]. В наших опытах накопление 
ВТМ в листьях растений табака сорта Ксанти нк с LAR и SAR было подавлено 
по сравнению с первично зараженными листьями. О накоплении ВТМ суди-
ли по содержанию капсидного белка ВТМ и инфекционности проб (высечек 
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из листьев и изолированных протопластов). Степень угнетения была пропор-
циональна концентрации ВТМ в инокулюме при первом заражении растений 
и времени между первой и второй инокуляциями [Малиновский, 1998], (табл. 
7.10). 

Таблица 7.10
 Содержание капсидного белка ВТМ в пробах из листьев растений табака сорта 
Ксанти нк с SAR, % к контролю (по Малиновскому, Сибиряковой, Селецкой, 

публикуется впервые)

Концентрация ВТМ 
в инокулюме при 
первом заражении, 

мкг/мл

Время между первой и второй инокуляциями, сут

1 3 7 14 21

0,01 97 ± 6 103 ± 4 89 ± 6 86 ± 6 79 ± 7
0,1 106 ± 6 100 ± 5 82 ± 5 73 ± 6 70 ± 5
1,0 93 ± 5 95 ± 7 78 ± 7 58 ± 5 61 ± 6
10,0 97 ± 6 83 ± 6 64 ± 5 49 ± 4 40 ± 6
100,0 92 ± 7 86 ± 5 39 ± 4 37 ± 5 32 ± 4

Примечание. В качестве контроля использовали предварительно неинокулирован-
ные растения. При первичной инокуляции заражали листья I-III ярусов (отсчет 
снизу). При второй инокуляции заражали листья IV яруса суспензией частиц ВТМ 
(концентрация 1 мкг/мл). Содержание капсидного белка ВТМ определяли иммуно-
ферментным анализом.

Накопление инфекционности ингибировалось в изолированных прото-
пластах с неизмененным (протопласты из листьев с SAR) и увеличенным (про-
топласты из листьев с LAR) уровнем поглощения 14С-ВТМ [Малиновский и 
др., 1988] (табл. 7.11).

Таблица 7.11
 Накопление инфекционного ВТМ в протопластах из листьев растений табака 

сорта Ксанти нк с SAR, изолированных через разное время после индуцирующей 
инокуляции нижних листьев и зараженных ВТМ после изолирования (по 

Малиновскому, Варфоломеевой, Селецкой, публикуется впервые)

Время от момента 
инокуляции нижних листьев 
до выделения протопластов 

из листьев с SAR, сут

1 3 7 14 21 28

Инфекционность 
протопластов, % к контролю 103 ± 6 74 ± 5 59 ± 6 48 ± 6 40 ± 5 43 ± 6

Примечание. Листья I – III ярусов (отсчет снизу) заражали суспензией частиц ВТМ с 
концентрацией 100 мкг/мл. В качестве контроля использовали протопласты, изоли-
рованные из листьев здоровых растений.



Приобретенная устойчивость сверхчувствительных растений к повторному 
заражению вирусами   151

Одной из причин пониженного по сравнению с контрольными растения-
ми содержания ВТМ в листьях с приобретенной устойчивостью является на-
копление вирусных ингибиторов. Так, гомогенаты высечек и протопластов из 
незараженных листьев с SAR значительно ингибировали размножение ВТМ. 
Ингибирующая активность гомогенатов была пропорциональна концентрации 
ВТМ в инокулюме при индуцирующем заражении растений и увеличивалась 
одновременно с развитием SAR [Малиновский и др., 1988].

В листьях с приобретенной устойчивостью больше подавлялся транс-
порт вируса, чем его репродукция. Об этом свидетельствует увеличение с раз-
витием приобретенной устойчивости удельной инфекционности высечек из 
листьев с LAR и SAR, рассчитанной на единицу площади некротизированной 
ткани [Малиновский, 1998].  

7.5. Влияние декапитации растений на развитие SAR

Декапитация (удаление верхушки растения) угнетала развитие SAR в 
листьях больных растений табака сорта Ксанти нк и протопластах, изолиро-
ванных из этих листьев. Это угнетение выражалось в том, что предварительная 
инокуляция нижерасположенных листьев не оказывала отрицательного влия-
ния на образование “вторичных” некрозов и накопление ВТМ в течение всего 
времени опыта. Аналогичные результаты были получены в опытах с декапити-
рованными растениями, у которых предварительно заражали листья верхних 
ярусов, а образование «вторичных» некрозов и накопление инфекционного 
ВТМ изучали у нижних листьев [Малиновский и др., 2002].

Как было показано в предыдущем разделе, SAR проявлялась в протопла-
стах, изолированных из устойчивых листьев целых растений, и выражалась 
в угнетении репродукции ВТМ. Декапитация растений вызывала небольшое 
снижение накопления инфекционного ВТМ в протопластах, изолированных из 
верхних листьев здоровых растений и инокулированных после выделения. В 
отличие от целых растений у декапитированных растений предварительное (за 
3-28 сут до выделения протопластов) заражение нижерасположенных листьев 
не влияло на репродукцию ВТМ в протопластах из верхних листьев, инокули-
рованных после изолирования  [Малиновский и др., 2002].

Возможно, что удаление верхушки как аттрагирующего центра препят-
ствовало транспорту в верхние листья ассимилятов и веществ, образующихся 
в первично зараженных листьях и ответственных за развитие SAR в незара-
женных частях растения [Ross, 1966]. Обработка верхних листьев кинетином, 
который является малоподвижным, но сильным аттрактантом [Кулаева, 1973], 
должна была снять угнетающее действие декапитации на развитие SAR. 

Опрыскивание растворами кинетина листьев целых здоровых растений 
до их заражения ВТМ достоверно (степень вероятности Р = 0,95) вызывала 
уменьшение числа и размеров некрозов, а также угнетение репродукции ви-
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руса. Обработка кинетином существенно не влияла на образование некрозов и 
накопление ВТМ в листьях с SAR и в верхних листьях декапитированных рас-
тений, у которых предварительно были заражены нижние листья [Малинов-
ский, 1998]. Добавление кинетина в инкубационную среду для культивирова-
ния протопластов, изолированных из листьев целых здоровых растений табака 
сортов Самсун (чувствительный хозяин ВТМ) и Ксанти нк (сверхчувствитель-
ный хозяин ВТМ) и зараженных после выделения, приводило к значительно-
му угнетению репродукции вируса в протопластах обоих сортов (табл. 7.12).

 Таблица 7.12
 Влияние кинетина на накопление ВТМ в протопластах,  изолированных из 

листьев здоровых растений табака сортов Самсун и Ксанти нк и зараженных после 
выделения, % к контролю 

(по Малиновскому, Селецкой, Писецкой, публикуется впервые)

Концентрация кинетина 
в инкубационной среде,  

мкг/мл

Протопласты из растений табака

Сорт Самсун Сорт Ксанти нк

0 100 100
0,01 88 ± 5 91 ± 4
0,1 117 ± 6 109 ± 6
1,0 93 ± 6 88 ± 6
10,0 69 ± 5 58 ± 6
100,0 43 ± 6 54 ± 7

Примечание. Протопласты изолировали из листьев IV яруса (отсчет снизу) и инкуби-
ровали после заражения в течение 24 ч.

Однако кинетин не влиял на накопление ВТМ в протопластах, изолированных 
из листьев с SAR целых растений и листьев здоровых и больных декапитиро-
ванных растений (табл. 7.13).

Таблица 7.13
 Влияние кинетина на накопление ВТМ в протопластах, изолированных из листьев IV 
яруса целых и декапитированных растений табака сорта Ксанти нк и зараженных в 

условиях in vitro, % к контролю 
(по Малиновскому, Селецкой, Писецкой, публикуется впервые)

Концентрация кинетина 
в нкубационной среде, 

мкг/мл

Целые растения Декапитированные 
растения

Вода ВТМ Вода ВТМ

0 100 54 ± 5 78 ± 7 90 ± 6
100 65 ± 6 51 ± 6 85 ± 6 95 ± 6

Примечание. См. обозначения к табл. 7.12.
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Литературные данные по влиянию цитокининов на образование некро-
зов и размножение вирусов противоречивы, а механизм действия этих фитогор-
монов на размножение вирусов пока не известен. Сообщалось, что обработка 
кинетином и другими цитокининами приводила к уменьшению числа и разме-
ров некрозов и ингибировала накопление вирусов [Király, Pozsár, 1964; Király, 
Szirmai, 1964; Opel, 1964; Selman, 1964; Chalcroft, Matthews, 1967; Mukherjee 
et al., 1967; Király et al., 1968; Каплан и др., 1988; Clarke et al., 1998, 2000]. На 
растениях D. stramonium, пораженных ВТМ, было показано, что подавление 
образования некрозов и размножения ВТМ кинетином происходило на фоне 
стимуляции клеточного метаболизма, о чем свидетельствовало увеличение 
концентрации свободных радикалов [Реунов и др., 1976]. Было выявлено и 
стимулирующее действие обработки кинетином на образование некрозов и на-
копление вируса [Daft, 1963]. По данным Е. Балаша с соавт. [Balázs et al., 1976, 
1977b] кинетин уменьшал некрозы до одиночных некротизированных клеток, 
но не влиял на инфекционность листовых высечек. 

Возможно, противоречивые результаты о влиянии цитокининов на об-
разование некрозов и размножение вирусов обусловлены разными объектами 
и неодинаковыми условиями опытов. Так, цитокинины угнетали накопление 
инфекционного ВТМ в культуре ткани табака и не влияли на образование не-
крозов в листьях фасоли сорта Пинто [Milo, Srivastava, 1969]. По данным Т.И. 
Мусорок с соавт. [Мусорок и др., 1976] кинетин при низких концентрациях 
стимулировал репродукцию ВТМ в листьях табака, но ингибировал ее при вы-
соких концентрациях.

В наших опытах опрыскивание листьев целых здоровых растений рас-
творами кинетина вызывало снижение содержания некрозов на единицу пло-
щади листовой поверхности и их размеров. Ингибирование некрозообразова-
ния кинетином сопровождалось подавлением репродукции ВТМ. В листьях 
с SAR и в верхних листьях больных декапитированных растений кинетин не 
влиял на число и размеры некрозов и накопление инфекционного ВТМ [Ма-
линовский, 1998].  Следовательно, обработка листьев декапитированных рас-
тений кинетином не привела к развитию в этих листьях SAR, ингибированной 
декапитацией растений.

Таким образом, удаление верхушки стебля угнетало развитие SAR в ли-
стьях сверхчувствительных растений табака и в протопластах, изолированных 
из листьев этих растений. Одной из причин угнетения SAR в верхних листьях 
больных декапитированных растений могло быть то, что удаление верхушки 
стебля как аттрагирующего центра отрицательно сказывается на поступление в 
верхние листья веществ, образующихся в первично зараженных некротизиро-
ванных листьях и ответственных за развитие SAR. Однако результаты опытов 
с кинетином, а также то, что декапитация подавляла развитие SAR и в нижних 
листьях растений, у которых предварительно были заражены верхние листья, 
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свидетельствуют о том, что влияние декапитации на SAR объясняется иными 
неизвестными причинами.

7.6. Экзогенные индукторы устойчивости

Устойчивость может вызываться не только патогенами, но и различны-
ми веществами. Инфильтрация в листья раствора альбумина угнетала образо-
вание некрозов, индуцированное вирусами и бактериями [Király et al., 1970; 
Hevesi, Király, 1977]. Обработка растений N. glutinosa и D. stramonium белком 
оболочки ВТМ за 4 сут до заражения этих растений ВТМ повышала их устой-
чивость к ВТМ, Х-вирусу картофеля, но не к вирусу огуречной мозаики. Было 
установлено, что действие белка оболочки имеет системный характер и не свя-
зано с непосредственным влиянием на вирус [Loebenstein, 1962; Loebenstein 
et al., 1966]. Аналогичные результаты были получены в опытах с растениями 
фасоли [Hofferek, Proll, 1967]. 

 Инъекция в листья растений табака и D. stramonium  синтетической 
двуспиральной РНК индуцировала их устойчивость к ВТМ [Stein, Loebenstein, 
1970; Коваленко и др., 1980]. Введение в межклеточное пространство листьев 
растений табака дрожжевой РНК за 3-20 сут до заражения ВТМ на 80-90 % 
уменьшало число некрозов, но существенно не влияло на их размеры. Дей-
ствие дрожжевой РНК ингибировалось актиномицином Д и пуромицином 
[Gicherman, Loebenstein, 1968]. LAR и SAR к ВТМ индуцировались при инъ-
екции в межклеточное пространство листьев растений табака вируса (или его 
РНК), поражающего гриб Penicillium funiculosum [Бобырь и др., 1974; Садов-
ский, Коваленко, 1974]. Обработка растений фитиновой кислотой уменьшала 
число некрозов, образующихся после заражения ВТМ, и вызывала накопление 
в растениях антивирусного фактора, который ингибировал образование некро-
зов и накопление ВТМ [Maїa, Morel, 1965; Maїa, 1966]. 

На большую роль клеточных стенок в развитии устойчивости указыва-
ют опыты, в которых было показано, что инфильтрат из межклеточного про-
странства и препарат частично переваренных целлюлазой клеточных стенок из 
листьев с некрозами ингибировали образование некрозов. В этих препаратах 
преобладали полисахариды и белки, были обнаружены гликопротеины с м. м. 
38,9 и 12,5 КД [Wieringa-Brants, 1983; Modderman et al., 1985; Wieringa-Brants, 
Dekker, 1987]. Устойчивость растений к вирусам повышали микробные по-
лисахариды [Kovalenko, 1987]. Было установлено, что фрагменты частичного 
расщепления дрожжевого маннана, состоящие из 6-10 моносахаридных зве-
ньев, обладали антивирусным действием [Коваленко, Васильев, 1981], которое 
исчезало в результате разрушения связи между 1 и 2 атомами углерода ман-
нопиранозного кольца перийодатом [Коваленко и др., 1984а]. Дрожжевые по-
лисахариды были более эффективны при обработке сверхчувствительных рас-
тений, чем чувствительных [Коваленко и др., 1991]. Актиномицин Д и высокая 
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температура (32о С), ингибирующие образование локальных некрозов, не влия-
ли на антивирусную активность нейтральных маннанов, но угнетали действие 
анионных маннанов [Коваленко и др., 1986]. Обработка сверхчувствительных 
растений кислыми гликоконъюгатами − маннансульфатами индуцировала их 
вирусоустойчивость и вызывала анатомические и биохимические изменения, 
похожие на процессы развития LAR [Kovalenko, 1987].  

Инъекция полиакриловой кислоты в листья растений, реагирующих на 
заражение вирусами образованием локальных некрозов, вызывала развитие 
у этих растений устойчивости, которая проявлялась в активации синтеза PR-
белков, уменьшении числа “вторичных” некрозов, образующихся после по-
вторного заражения, или их размеров. Актиномицин Д ингибировал действие 
полиакриловой кислоты [Gianinazzi, Kassanis, 1974; Kassanis, White, 1974; 
Gianinazzi, Martin, 1977; Casells et al., 1978; White, 1979; Antoniw, White, 1980; 
White et al., 1983].

Были предложены [Kessmann et al., 1994b] три критерия для отнесения 
испытуемого вещества к активатору SAR: а) вещество или его основной мета-
болит не должны обладать прямым антипатогенным действием; б) оно должно 
индуцировать устойчивость к тем же патогенам, что и биологические индук-
торы SAR; в) оно должно вызывать экспрессию тех же маркерных генов SAR 
(имеются в виду гены PR-белков [Métraux et al., 1989; Ward et al., 1991b; Uknes 
et al., 1992]), что и патоген. Различные вещества, в том числе силикон, фос-
фаты, 2-тиоурацил, полиакриловая кислота, нуклеиновые кислоты, известные 
как индукторы устойчивости, не соответствовали полностью этим критериям 
[Kessmann et al., 1994b]. Согласно этим критериям только салициловая и аце-
тилсалициловая (аспирин) кислоты являются настоящими активаторами SAR. 
Обработка растений этими кислотами вызывала накопление PR-белков, инги-
бировала репродукцию и транспорт вирусов [White, 1979; Antoniw, White, 1980; 
van Loon, Antoniw, 1982; White et al., 1983; Ohashi, Matsuoka, 1985a,b; Hooft van 
Huijsduijnen et al., 1986b; Ward et al., 1991b; Yalpani et al., 1991; Lawton et al., 
1994; Conrath et al., 1995; Chivasa et al., 1997; Clarke et al., 1998, 2000]. Было 
показано [Красавина и др., 2002], что салициловая кислота стимулирует об-
разование каллозы, которая отрицательно влияет на пропускную способность 
плазмодесм и тем самым блокирует транспорт ВТМ. Внесение водного раство-
ра салицилата натрия в почву приводило к угнетению накопления и транспорта 
вируса некроза табака в растениях табака сорта White Burley, но не влияло на 
число локальных некрозов, индуцированных этим вирусом, а также на нако-
пление, транспорт и развитие симптомов при заражении некротическим штам-
мом Y-вируса картофеля [Pennazio et al., 1985].   

2,6-дихлороизоникотиновая кислота и ее метиловый эфир были первыми 
синтетическими настоящими активаторами SAR [Lawton et al., 1994; Conrath et 
al., 1995; Vernooij et al., 1995]. Она индуцировала устойчивость растений таба-
ка [Ward et al., 1991b], A. thaliana [Uknes et al., 1992], сахарной свеклы [Nielsen 
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et al., 1994], фасоли [Dann, Deverall, 1995], розы [Hijwegen et al., 1996], ячменя 
[Kogel et al., 1994; Wasternack et al., 1994] и риса [Schweizer et al., 1997b] к раз-
личным патогенам. Позже было создано еще одно эффективное в активации 
SAR синтетическое вещество − S-метиловый эфир бензо(1,2,3)тиадиазол-7-
карботиоловой кислоты [Friedrich et al., 1996; Görlach et al., 1996; Lawton et 
al., 1996]. Эти синтетические вещества вызывали SAR и не оказывали прямого 
действия на патоген в условиях in vitro [Friedrich et al., 1996]. В растениях та-
бака, пшеницы, A. thaliana и риса они индуцировали экспрессию тех же генов 
SAR, что и салициловая кислота [Ward et al., 1991b; Uknes et al., 1992; Kogel et 
al., 1994; Friedrich et al., 1996; Görlach et al., 1996; Lawton et al., 1996; Schweizer 
et al., 1997b]. Однако в растениях сахарной свеклы и гипокотилях огурцов об-
работка 2,6-дихлоризоникотиновой кислотой не влияла на продукцию таких 
PR-белков, как β-1,3 глюканазы и хитиназы [Nielsen et al., 1994; Siegrist et al., 
1994]. Было показано, что действие этой кислоты в растениях табака не зави-
сит от салициловой кислоты [Vernooij et al., 1995]. Предполагается [Schweizer 
et al., 1997b], что она может действовать в растениях на более поздних этапах 
одного и того же сигнального пути индукции защитных механизмов растений, 
что и салициловая кислота. Возможно, 2,6-дихлороизоникотиновая кислота 
активирует другой сигнальный путь, например, октадеканоидный, где жасмо-
новая кислота является главным компонентом [Creelman, Mullet, 1995; Doares 
et al., 1995a], так как 2,6-дихлороизоникотиновая кислота индуцировала значи-
тельное повышение активности фермента липоксигеназы и содержания сво-
бодной жасмоновой кислоты [Schweizer et al., 1997b]. 

7.7. Определение функциональной роли веществ, 
образующихся в первично зараженных листьях 

сверхчувствительных растений и вызывающих SAR

Развитие SAR связано с распространением по растению веществ, образу-
ющихся в первично зараженных листьях сверхчувствительных растений [Ross, 
1966]. Этот вывод был сделан на основании результатов следующих опытов. 
Удаление первично зараженных листьев или обработка их черешков кипящей 
водой, сохраняющая сам лист в жизнеспособном состоянии, но приводящая 
к гибели тканей черешков, блокировали развитие приобретенной устойчиво-
сти к повторному заражению вирусом в других листьях. Если после заражения 
нижних листьев перерезали основную жилку верхнего листа, то устойчивость 
не развивалась в части листа, находящейся за срезом. Вероятно, локальная 
приобретенная устойчивость также вызывается транспортирующимися из не-
кротизирующихся клеток веществами, но в настоящее время нет данных, под-
тверждающих это предположение. 

Природа и механизмы образования и действия транспортирующихся ве-
ществ пока не известны. Не ясно, подавляют ли они непосредственно транс-
порт и репродукцию вирусов или являются индукторами образования веществ, 
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ингибирующих эти процессы. М. Чессин [Chessin, 1982] показал, что облуче-
ние ультрафиолетом листьев сверхчувствительных растений фасоли через 24 
ч после инокуляции их ВТМ вызывало значительное увеличение размеров ло-
кальных некрозов, но не влияло на развитие SAR. Он предположил, что веще-
ства, ответственные за развитие SAR, образуются через 24ч после заражения 
или из первично зараженных листьев транспортируется не чувствительный 
к действию ультрафиолета индуктор, вызывающий синтез веществ, чувстви-
тельных к ультрафиолетовому облучению и непосредственно участвующих в 
локализации вируса.

Чтобы выяснить функцию веществ, образующихся в первично заражен-
ных листьях и ответственных за развитие SAR, то есть определить являются 
ли они вирусными ингибиторами или индукторами их образования, нами было 
проверено влияние актиномицина Д и экстремальных температур на развитие 
SAR к ВТМ в листьях растений табака сорта Ксанти нк. Если транспортируют-
ся индукторы, то SAR не будет проявляться в листьях, находившихся в усло-
виях, неблагоприятных для синтеза вирусных ингибиторов. Кроме того, были 
проведены опыты с чувствительными и сверхчувствительными привоями, 
привитыми на сверхчувствительные подвои. Логика экспериментов была здесь 
такова: если распространяются индукторы, специфичные только для сверх-
чувствительных растений, то при вторичном заражении растений транспорт 
и накопление ВТМ в листьях чувствительных привоев не должны угнетаться. 
Альтернативные результаты будут свидетельствовать против предположения 
о транспорте индукторов SAR. SAR оценивали по таким показателям, как ко-
личество и размеры “вторичных” тепловых и локальных некрозов, а также на-
копление ВТМ в верхних (по отношению к первично зараженным) листьях и 
протопластах, изолированных из этих листьев.

Измерение локальных некрозов и определение инфекционности высечек 
из верхних листьев растений, инкубированных после повторного заражения в 
течение разного времени при 32о С, выявили следующую закономерность: чем 
дольше растения находились при повышенной температуре, тем меньше инду-
цирующее заражение нижних листьев влияло на рост некрозов и накопление 
ВТМ в верхних листьях. Выдерживание больных растений в условиях диф-
ференциальной температурной обработки после заражения нижних листьев, 
когда большая часть растения находилась при 25о С, а верхушка при 5о С, ин-
гибировало развитие SAR в верхних листьях. Не было обнаружено достовер-
ных различий между верхними листьями контрольных и опытных растений по 
всем исследованным показателям [Малиновский и др., 1993б].

Условия дифференциальной температурной обработки не препятствуют 
транспорту в находившиеся при пониженной температуре верхние листья по-
тенциально инфекционного материала из нижерасположенных листьев [Доро-
хов, 1985]. Поэтому можно предположить, что и в наших опытах в верхние ли-
стья, инкубированные при 5о С, поступали защитные вещества из первично за-



158                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

раженных листьев, но они не проявляли своего действия после помещения рас-
тений в обычные условия сразу после удаления первично зараженных листьев 
и заражения верхних листьев. Это может быть связано с тем, что по растению 
распространяются не вирусные ингибиторы, а короткоживущие индукторы их 
образования, не способные функционировать при пониженной температуре.

Инъекция бидистиллированной воды в межклеточное пространство верх-
них листьев растений табака сорта Ксанти нк через разное время после зараже-
ния ВТМ нижерасположенных листьев не влияла на число и размеры “вторич-
ных” некрозов и инфекционность проб. Инъекция раствора актиномицина Д 
не сказывалась на количестве некрозов, но вызывала увеличение их размеров 
и стимулировала накопление ВТМ в листьях контрольных и опытных растений 
[Малиновский и др., 1995]. Различия в размерах некрозов и инфекционности 
проб между опытными и контрольными растениями, инъецированными рас-
творами актиномицина Д, были незначительны, если верхние листья заражали 
через 3 сут после инокуляции нижерасположенных листьев, но становились 
достоверными (степень вероятности, определяемая на основании t-критерия 
Стъюдента, равна 0,99) через 7 сут. Такое же действие актиномицина Д на ло-
кализацию и репродукцию вируса было показано ранее с использованием дру-
гих комбинаций вирус-растение [Loebenstein et al., 1969; Реунова и др., 1973; 
Coutts, Wagih, 1983; Reunova et al., 1973; Коваленко и др., 1986; Коваленко, 
1988; Reunova et al., 1988].

Актиномицин Д стимулировал накопление инфекционного ВТМ в про-
топластах всех вариантов, но инфекционность протопластов, изолированных 
из листьев здоровых растений, была больше инфекционности протопластов, 
выделенных из листьев с SAR [Малиновский и др., 1995].

Таким образом, актиномицин Д препятствовал угнетению транспорта 
и репродукции ВТМ в верхних листьях, обусловленному заражением нижних 
листьев, то есть ингибировал развитие SAR. Влияние актиномицина Д на SAR 
зависело от времени, прошедшего с момента первого заражения. Он полностью 
подавлял SAR через 3 сут после инокуляции нижних листьев, о чем свидетель-
ствует отсутствие достоверных различий в размерах некрозов и инфекцион-
ности между контрольными и опытными пробами, обработанными антибиоти-
ком. Через 7 сут после индуцирующего заражения актиномицин Д не оказывал 
достоверного влияния на развитие SAR. Аналогичное действие актиномицина 
Д на LAR к ВТМ, проявляющуюся в принекрозном пространстве первично за-
раженных листьев, было отмечено ранее в опытах со сверхчувствительными 
растениями табака сорта Самсун NN и фасоли сорта Пинто [Loebenstein et al., 
1968]. Возможно, такое действие актиномицина Д на развитие SAR объясня-
ется следующим образом. Он блокировал синтез вирусных ингибиторов, когда 
использовался через 3 сут после индуцирующего заражения, а через 7 сут в 
листьях уже образовались ингибиторы в количествах, достаточных для про-
явления их активности. 
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В отличие от чувствительных привоев (растения табака сорта Самсун) 
в листьях привоев сорта Ксанти нк угнетались транспорт и репродукция ВТМ 
в результате предварительного заражения сверхчувствительных подвоев (рас-
тения табака сорта Ксанти нк). Степень угнетения была пропорциональна кон-
центрации ВТМ в инокулюме при заражении подвоев и времени между зара-
жением подвоев и привоев [Малиновский и др., 1994].

В листьях с SAR привоев сорта Ксанти нк накапливались вещества, по-
давляющие инфекционность суспензий ВТМ. Гомогенаты листьев привоев со-
рта Самсун контрольных и опытных растений одинаково снижали инфекцион-
ность суспензий ВТМ (табл. 7.14).  

Таблица 7.14
Влияние гомогенатов незараженных листьев привоев на инфекционность суспензии 
ВТМ (1 мкг/мл), % снижения (по Малиновскому, Селецкой, публикуется впервые)

Привои из 
растения 

табака сорта

Время после 
заражения   
подвоев, сут

Концентрация ВТМ в инокулюме при заражении 
подвоев, мкг/мл

0 1 10 100

Самсун
3 11 ± 4 15 ± 5 18 ± 6 18 ± 8
7 14 ± 5 17 ± 6 22 ± 6 15 ± 6

Ксанти нк
3 12 ± 5 19 ± 4 26 ± 6 36 ± 8
7 13 ± 6 42 ± 6 54 ± 6 60 ± 6

Можно предположить, что эти вещества не обладают специфичным дей-
ствием, так как они угнетали накопление ВТМ не только в протопластах из 
листьев растений табака сорта Ксанти нк, но и в протопластах из растений 
табака сорта Самсун [Малиновский и др., 1994]. Вероятно, ингибиторы ви-
русной репродукции синтезировались в листьях привоев сорта Ксанти нк под 
влиянием веществ, образующихся в первично зараженных листьях подвоев и 
ответственных за развитие SAR. Если бы ингибиторы вирусной репродукции 
транспортировались в листья привоев из подвоев, то они присутствовали бы и 
действовали бы и в листьях привоев сорта Самсун. Однако достоверных раз-
личий между опытными и контрольными растениями в содержании инфекци-
онного ВТМ и ингибиторов вирусной репродукции у привоев сорта Самсун не 
обнаружено.

Транспорт ВТМ в листьях привоев оценивали не только по размерам 
тепловых и локальных некрозов, но и по содержанию инфицированных про-
топластов в пробах протопластов, изолированных из зараженных листьев при-
воев. В течение всего времени опыта (48 ч после заражения привоев) мы не об-
наружили у контрольных растений достоверных различий в содержании инфи-
цированных протопластов между пробами из привоев сортов Самсун и Ксан-
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ти нк. Предварительное заражение подвоев существенно не влияло на число 
инфицированных протопластов в пробах из листьев привоев сорта Самсун. С 
развитием SAR распространение ВТМ в листьях привоев сорта Ксанти нк за-
медлялось по сравнению с привоями сорта Самсун. Различия между пробами 
из листьев привоев сортов Самсун и Ксанти нк в содержании инфицированных 
протопластов становились достоверными (степень вероятности, определяемая 
на основании t-критерия Стъюдента, была равна 0,95) через 24 ч после зараже-
ния привоев [Малиновский и др., 1994]. 

Одной из возможных причин ограничения транспорта вирусов в зара-
женных листьях сверхчувствительных растений может быть изменение состава 
клеточных стенок. Отложение пектата кальция и других соединений в клеточ-
ных стенках приводит к тому, что инфицированные клетки мацерируются сме-
сью мацерозима и целлюлазы значительно труднее, чем окружающая здоровая 
ткань [Журавлев, 1979, с. 176]. Нами [Малиновский и др., 1994] было прове-
рено, влияет ли предварительное заражение подвоев на выход протопластов 
из незараженных листьев привоев сортов Самсун и Ксанти нк. Заражение под-
воев не влияло на выход протопластов, когда применяли обычную для наших 
опытов концентрацию ферментов в мацерирующей среде (0,2 % мацерозима + 
0,4 % целлюлазы). При использовании более низких концентраций ферментов 
число протопластов в пробах из листьев привоев Ксанти нк, мацерируемых 
через 7 сут после инокуляции подвоев, снижалось по сравнению с контролем. 
Заражение подвоев не влияло на выход протопластов из привитых листьев рас-
тений сорта Самсун при всех использованных концентрациях ферментов.

Результаты приведенных опытов свидетельствуют о том, что из первич-
но зараженных листьев сверхчувствительных растений транспортируются не 
ингибиторы репродукции и транспорта вируса, а индукторы их образования, 
не способные функционировать в клетках чувствительного хозяина. Природа 
веществ, ответственных за развитие SAR, пока не известна. В наших опытах 
[Малиновский и др., 1994] у незараженных привоев обоих сортов не проявля-
лись симптомы заболевания и не обнаружено накопления ВТМ при выдержи-
вании растений в течение 1 мес после заражения подвоев в условиях, благопри-
ятных для развития заболевания. Поэтому можно предположить, что вещества, 
вызывающие SAR в незараженных частях сверхчувствительных растений, не 
могут быть вирусными частицами или транспортной формой вируса.

7.8. Роль салициловой кислоты в развитии SAR

В разделе 7.6 показано, что экзогенная салициловая кислота ингибирова-
ла репродукцию и транспорт вирусов и индуцировала накопление PR-белков. 
Кроме того, было установлено, что содержание эндогенной салициловой кис-
лоты увеличивается в 20 раз в первичнозараженных и в 5 раз в незараженных 
листьях растенийтабака сорта Ксанти нк по сравнению с чувствительными 
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растениями сорта Ксанти [Malamy et al., 1990],. Заражение растений огурцов 
вирусом некроза табака или грибом Colletotrichum lagenarium вызывало повы-
шение концентрации салициловой кислоты во флоэмном соке. Максимальное 
увеличение было обнаружено перед проявлением SAR [Métraux et al., 1990; 
Mölders et al., 1996]. Синтез салициловой кислоты активировался в растениях 
томатов, обработанных элиситорами из Cladosporium fulvum [Hammond-Ko-
sack et al., 1996]. Увеличение содержания салициловой кислоты, сопутствую-
щее развитию SAR, было показано и другими авторами [Rasmussen et al., 1991; 
Yalpani et al., 1991; Enyedi et al., 1992; Dempsey et al., 1993; Uknes et al., 1993b; 
Yalpani et al., 1993b; Cameron et al., 1994; Chen et al., 1995; Shulaev et al., 1995; 
Summermatter et al., 1995; Weymann et al., 1995]. В опытах с использованием 
радиоактивной метки было установлено, что большая часть салициловой кис-
лоты, содержавшейся в неинфицированных листьях больных растений, транс-
портировалась из первично зараженных листьев [Shulaev et al., 1995; Mölders 
et al., 1996]. Трансгенные растения табака и A. thaliana со встроенным бакте-
риальным геном nahG, кодирующим фермент салицилат гидроксилазу [You et 
al., 1991], который катализирует превращение салициловой кислоты в катехол 
[Katagiri et al., 1965; Yamamoto et al., 1965; White-Stevens, Kamin, 1972; White-
Stevens et al., 1972], не накапливали салициловую кислоту и не проявляли 
устойчивость к заражению патогеном [Gaffney et al., 1993; Delaney et al., 1994; 
Bi et al., 1995; Friedrich et al., 1995; Ryals et al., 1994, 1995; Lawton et al., 1994, 
1995; Weyman et al., 1995; Hammond-Kosack et al., 1998].

Для понимания природы устойчивости растений к фитопатогенам и 
роли салициловой кислоты в этом процессе использовали различные мутанты 
растений A. thaliana. Их можно разделить на две основные группы. В первую 
группу входят мутанты, постоянно проявляющие SAR, такие как acd 2 (acceler-
ated cell death [Greenberg et al., 1994]), lsd (lesion-simulating disease [Dietrich et 
al., 1994; Weymann et al., 1995]), cpr (constituve expressor of PR genes [Bowling et 
al., 1994, 1997; Clarke et al., 1998]). Все эти мутанты постоянно экспрессирова-
ли гены PR-белков, имели повышенное по сравнению с исходными растениями 
содержание салициловой кислоты и более высокую устойчивость к патогенам. 
Вторую группу составляют такие мутанты, как eds (enhanced disease suscepti-
bility [Glazebrook et al., 1996; Parker et al., 1996; Rogers, Ausubel, 1997]), ndr1 
(non-race-specifi c disease resistance [Century et al., 1995]), npr1 (nonexpresser of 
PR genes [Cao et al., 1994; Glazebrook et al., 1996]), nim1 (noninducible immunity 
[Delaney et al., 1995]). Представители этой группы характеризовались пони-
женной устойчивостью к патогенам и были не способны экспрессировать гены 
PR-белков и развивать SAR в ответ на обработку салициловой кислотой.

Было сделано предположение [Malamy et al., 1990, Métraux et al., 1990], 
что индуктором SAR является салициловая кислота, образующаяся при некро-
тизации первично зараженных клеток. 
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Биосинтез салициловой кислоты в клетках растений изучен еще не пол-
ностью. Считается [Ward et al., 1991b; Mauch-Mani, Slusarenko, 1996], что син-
тез салициловой кислоты начинается превращением фенилаланина в транс-
коричную кислоту под действием фенилаланинаммиаклиазы. Показано увели-
чение активности этого фермента в процессе некротизации клеток при зара-
жении патогенами или обработке элиситорами [Farkas, Szirmai, 1969; Paynot et 
al., 1971; Simons, Ross, 1971; Fritig et al., 1973; Vegetti et al., 1975; Legrand et al., 
1976; Duchesne et al., 1977; Edwards et al., 1985; Davis, Ausubel, 1989]. Салици-
ловая кислота может синтезироваться из транс-коричной кислоты двумя путя-
ми [El-Basyouni et al., 1964; Leon et al., 1993; Meuwly et al., 1995; Molders et al., 
1996]. Первый путь включает декарбоксилирование транс-коричной кислоты 
с образованием бензойной кислоты, ее превращение в салициловую кислоту 
в результате гидроксилирования в позиции С-2. По второму пути салициловая 
кислота образуется через о-кумариновую кислоту в результате 2-гидроксили-
рования коричной кислоты с последующим ее декарбоксилированием. Было 
показано накопление меченых о-кумариновой и салициловой кислот в листьях 
растений Gaultheria procumbens L., Primula acaulis (L.) Hill и проростках риса, 
подкормленных 14С-коричной кислотой или 14С-фенилаланином [El-Basyouni 
et al., 1964; Silverman et al., 1995]. Обработка проростков риса 14С-бензойной 
кислотой приводила к появлению метки в салициловой кислоте [Silverman 
et al., 1995]. В опытах с растениями табака не было показано накопление 
о-кумариновой кислоты и авторы пришли к выводу, что салициловая кислота 
образуется через бензойную кислоту [Yalpani et al., 1993a].

Предполагается, что превращение транс-коричной кислоты в бензойную 
может происходить в результате β-окисления как при метаболизме жирных кис-
лот, так как добавление ацетилкоэнзима А и АТФ стимулировала этот процесс 
[Alibert, Ranjeva, 1971]. Однако возможен и неокислительный механизм. Было 
показано, что ацетилкоэнзим А не нужен для синтеза ρ-гидроксибензойной 
кислоты из ρ-кумаровой кислоты [Yazaki et al., 1991; Schnitzler et al., 1992]. Об-
разование салициловой кислоты из бензойной кислоты катализируется моно-
оксигеназой цитохрома Р450, названной 2-гидроксилазой бензойной кислоты. 
Активность этого фермента значительно увеличивалась в результате зараже-
ния растений табака ВТМ или инфильтрации в листья здоровых растений бен-
зойной кислоты в результате синтеза de novo [León et al., 1993; 1995b].

Однако небольшое количество салициловой кислоты синтезировалось в 
растениях картофеля при ингибировании фенилаланинаммиаклиазы [Coquoz 
et al., 1998]. Было показано, что в растениях наряду с основным путем синтеза 
салициловой кислоты из фенилаланина имеется альтернативный путь ее об-
разования: шикимовая кислота → хоризмовая кислота → изохоризмовая кис-
лота → салициловая кислота [Wildermuth et al., 2001]. В растениях A. thaliana 
при заражении патогенами увеличивалась экспрессия гена SID2 (SA-induction 
defi cient), кодирующего фермент изохоризматсинтазу, и повышалось содер-
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жание салициловой кислоты. В инфицированных растениях-мутантах (sid2) 
не накапливалась салициловая кислота и не развивалась SAR  [Wildermuth et 
al., 2001]. Позже в растениях A. thaliana был обнаружен еще один ген, также 
кодирующий изохоризматсинтазу, но ее ферментативная активность была не-
сколько ниже по сравнению с продуктом гена SID2 [Garcion et al., 2008]. Этот 
альтернативный путь образования салициловой кислоты был выявлен и в рас-
тениях N. benthamiana [Catinot et al., 2008].

Опыты с растениями-мутантами A. thaliana показали, что для синтеза 
салициловой кислоты необходимы также белки, кодируемые генами EDS5 (en-
hanced disease susceptibility), EDS1, PAD4 (phytoalexin defi cient) и NDR1 (non-
race-specifi c disease resistance). Так, в растениях-мутантах (eds5), инфициро-
ванных Peronospora parasitica и Ps. syringae, не образовывалась салициловая 
кислота, не развивалась SAR и не происходила экспрессия гена PR-1 [Nawrath, 
Métraux, 1999]. Согласно анализу последовательности аминокислотных остат-
ков, белок, кодируемый геном EDS5, принадлежит к переносчикам семейства 
MATE (multidrug and toxin extrusion) [Nawrath et al., 2002], а белки EDS1 и PAD4 
похожи на липазы эукариот [Falk et al., 1999; Jirage et al., 1999]. Генетический 
анализ показал, что белки EDS1 и PAD4 действуют как сигнальные вещества в 
ответ на окислительно-восстановительный стресс, а экспрессия их генов вклю-
чается под влиянием R генов [Rustérucci et al., 2001; Mateo et al., 2004]. Причем 
эти R гены принадлежат как к субклассу TIR-NBS-LRR [Aarts et al., 1998], так 
и субклассу СС-NBS-LRR [Chandra-Shekara et al., 2004; Xiao et al., 2005]. Белок 
EDS1 способен димеризоваться и взаимодействовать с белком PAD4 в услови-
ях in vitro и in vivo, а также с другим липазоподобным белком SAG101 (senes-
cence-associated gene 101). Эти взаимодействия усиливают защитные реакции. 
Накопление PAD4 и SAG101 зависит от присутствия функционального EDS1  
[Feys et al., 2001, 2005]. Ген NDR1 кодирует низкомолекулярный основной бе-
лок, ассоциированный с мембранами. В инфицированных растениях-мутантах 
(ndr1-1) был снижен синтез салициловой кислоты в ответ на накопление реак-
тивных форм кислорода и ослаблено развитие SAR [Century et al., 1995, 1997; 
Shapiro, Zhang, 2001].  

Бензойная и салициловая кислоты могут конъюгировать с глюкозой 
[Hyung-IL et al., 1995]. Фермент глюкозилтрансфераза салициловой кислоты 
катализирует конъюгацию салициловой кислоты с глюкозой. Он был обнару-
жен в корнях [Yalpani et al., 1992]  и проростках риса [Silverman et al, 1995], 
в листьях растений табака, в которых накопление салициловой кислоты во-
круг локальных некрозов вызывало резкое увеличение его активности [Enyedi, 
Raskin, 1993].  Гликозид салициловой кислоты накапливался внутри и около 
локальных некрозов, тогда как его содержание во флоэме и листьях с SAR было 
незначительным [Enyedi et al., 1992; Malamy et al., 1992]. Роль этих конъюгатов 
не ясна. Было показано, что О-β-D-глюкозил-салициловая кислота не является 
индуктором образования PR-1 в растениях табака [Enyedi et al., 1992; Hennig et 
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al., 1993; León et al., 1993; Lee et al., 1995]. Возможно, соединение салициловой 
кислоты с глюкозой является способом ее детоксикации и первой ступенью 
катаболизма или гликозид салициловой кислоты служит ее запасной формой. 
Связанная с клеточной стенкой β-глюкозидаза освобождает салициловую кис-
лоту из этого комплекса [Chen et al., 1995].

Механизм действия салициловой кислоты пока не известен. Был выде-
лен растворимый клеточный белок, устойчивый к проназе и трипсину. Анало-
ги салициловой кислоты, активные в индукции устойчивости, конкурировали 
с ней за связывание с этим белком в отличие от неактивных аналогов [Chen, 
Klessig, 1991a; Chen et al., 1993a].  З. Чен с соавторами [Chen et al., 1993b]  
получили кДНК, кодирующую этот белок, и показали, что он является фер-
ментом каталазой [Chen et al., 1995], разлагающим перекись водорода (Н2О2) 
с образованием воды и кислорода [Зенков, Меньщикова, 1993]. Аналогичные 
результаты были получены и другими авторами [Sanchez-Casas, Klessig, 1994]. 
Взаимодействие салициловой кислоты с ферментом зависело от ткани − источ-
ника каталазы [Chen et al., 1997]. Образование комплекса салициловая кислота-
каталаза ингибировало активность этого фермента и способность аналогов са-
лициловой кислоты связываться с каталазой коррелировало с их активностью 
вызывать накопление белка PR-1 и повышать устойчивость растений табака к 
ВТМ [Chen et al., 1993a; Sanchez-Casas, Klessig, 1994; Conrath et al., 1995]. Экзо- 
и эндогенная салициловая кислота усиливали накопление перекиси водорода в 
клетках [Chen et al., 1993b; Rao et al., 1997; Shirasu et al., 1997], а антиоксиданты 
подавляли индукцию экспрессии PR-генов салициловой кислотой [Conrath et 
al., 1995]. Высокий уровень Н2О2 индуцировал образование белка PR-1. Транс-
генные растения, экспрессирующие антисенс-копию каталазы, характеризова-
лись высоким содержанием белка PR-1 [Chen et al., 1995]. Эти данные дали 
З. Чену с соавторами [Chen et al., 1993a,b, 1995] возможность предположить, 
что Н2О2 является вторичным мессенджером салициловой кислоты в развитии 
SAR. В пользу этого предположения также свидетельствует ингибирование са-
лициловой кислотой и другим индуктором SAR − 2,6-дихлороизоникотиновой 
кислотой аскорбат пероксидазы, способной так же, как каталаза разлагать Н2О2 
[Durner, Klessig, 1995].

Однако есть работы, свидетельствующие против этого предположения. 
Было показано [Hückelhoven et al., 1999], что при сверхчувствительной гибе-
ли клеток ячменя происходит значительное накопление перекиси водорода 
без изменения концентрации салициловой кислоты. В неинфицированных 
листьях больных растений экспрессия маркерных генов SAR и развитие SAR 
не коррелировало с уровнем перекиси водорода. Кроме того, инфильтрация 
Н2О2 в листья растений со встроенным геном nahG не вызывала накопление 
PR-1, указывая на необходимость салициловой кислоты для индукции пере-
кисью водорода экспрессии гена PR-1 [Neuenschwander et al., 1995b; Ryals et 
al., 1995]. Было установлено, что высокие уровни Н2О2 стимулируют синтез 
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салициловой кислоты в растениях табака и A. thaliana [Bi et al., 1995; León et 
al., 1995a; Neuenschwander et al., 1995a; Summermatter et al., 1995]. Повышение 
содержания перекиси водорода в клетках в результате обработки салициловой 
кислотой обусловлено не снижением скорости ее разложения, а увеличением 
ее синтеза [Kauss, Jeblick, 1995, 1996; Fauth et al., 1996]. Кроме каталазы об-
наружен другой белок, связывающий салициловую кислоту и ее аналоги, ак-
тивные в стимулировании SAR. Он является активным конкурентом катала-
зы в связывании салициловой кислоты, так как его сродство к ней в 150 раз 
больше, чем у каталазы [Du, Klessig, 1997]. Показано, что салициловая кислота 
специфично связывается не только с каталазой, но и с другими железосодержа-
щими ферментами (аконитаза, липоксидаза, пероксидаза), имеющими большее 
сродство к салициловой кислоте [Rüffer et al., 1995]. Инъекция салициловой 
кислоты в листья растений табака сорта Ксанти нк повышала активность ан-
тиокислительных ферментов (дегидроаскорбатредуктаза, глутатион редуктаза, 
глутатион S-трансфераза и супероксид дисмутаза) в обработанных листьях 
[Gullner et al., 1995; Fodor et al., 1997], но не влияла на активность каталазы 
[Fodor et al., 1997]. Салициловая кислота не ингибировала активность катала-
зы в листьях растений табака [Willekens et al., 1994; Bi et al., 1995], кукурузы 
[Guan, Scandalios, 1995] и A. thaliana [Summermatter et al., 1995]. Был сделан 
вывод, что салициловая кислота не является ингибитором каталазы и аскорбат 
пероксидазы [Tenhaken, Rübel, 1997]. Дж. Дурнер и Д. Клессиг [Durner, Klessig, 
1996] показали, что действие салициловой кислоты на каталазу зависит от 
концентрации Н2О2 в растительной ткани. По их мнению, в здоровых клетках 
инфицированных листьев, содержащих низкий уровень перекиси водорода, 
салициловая кислота ингибирует каталазу. В больных некротизирующихся и 
соседних клетках с высокой концентрацией Н2О2 она защищает фермент от 
инактивации. 

Помимо участия салициловой кислоты в окислительном взрыве она вли-
яет на экспрессию генов. Было предложено, что салициловая кислота может 
повышать способность клеток к быстрой активации защитных генов, действуя 
как активатор транскрипции для продукции сигнальных компонентов, необ-
ходимых для индукции экспрессии защитных генов [Dixon, Paiva, 1995]. Это 
предположение основано на результатах работы Кс.-Ф. Кина с соавт. [Qin et al., 
1994], которые показали, что салициловая кислота повышает транскрипцион-
ную активность 35S промотора вируса мозаики цветной капусты, содержащего 
активационную последовательность as-1 [Lam et al., 1989] и включенного в 
геном трансгенных растений табака. Причем она влияет очень быстро и ее дей-
ствие не требует синтеза белков, тогда как транскрипция гена PR-1a происхо-
дит медленнее и угнетается ингибитором белкового синтеза циклогексимидом. 
Было установлено [Blanco et al., 2005], что в течение 0,5-2,5 ч после обработки 
растений A thaliana салициловой кислотой происходит активация экспрессии 
12 генов. Авторы разделили их на две группы: 1 – гены, включенные в защиту 
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клеток (например, гликозилтрансферазы, глутатион –S-трансферазы), 2 – гены, 
чьи продукты участвуют в передаче сигналов (протеинкиназы и транскрипци-
онные факторы).  

Влияние салициловой кислоты на экспрессию генов осуществляется с 
участием сигнальной системы. Полностью она еще не изучена, но некоторые 
компоненты уже известны, главным образом, на основании результатов опытов 
с растениями-мутантами A. thaliana, инфицированными бактериями и грибами. 
Первым звеном в сигнальной цепи является продукт гена NPR1 (non-expressor 
of PR genes), также называемого NIM1 (non-inducible immunity) [Delaney et al., 
1995], который необходим для включения экспрессии PR генов. В растениях-
мутантах (npr1) не происходило индукции экспрессии PR генов под влиянием 
салициловой кислоты и развития SAR [Cao et al., 1994]. Было показано, что 
белок NPR1 является коактиватором экспрессии генов, чьи продукты участву-
ют в передаче сигналов [Blanco et al., 2005]. Молекула NPR1 содержит четыре 
анкириновых повтора, которые необходимы для взаимодействия с молекула-
ми других белков и клеточными мембранами [Cao et al., 1997]. В отсутствие 
салициловой кислоты NPR1 находится в цитоплазме в олигомерной форме 
благодаря дисульфидным мостикам между остатками цистеина. При измене-
нии окислительно-восстановительного баланса в результате окислительного 
взрыва эти мостики разрушаются и олигомер распадается на мономеры, спо-
собные транспортироваться в ядро и участвовать в индукции экспрессии PR 
генов [Mou et al., 2003]. В ядре мономеры NPR1 взаимодействуют с факторами 
транскрипции, входящими в семейство TGA [Zhang et al., 1999; Kim, Delaney, 
2002]. В растениях − тройных мутантах (tga2 tga5 tga6) салициловая кислота 
не влияла на экспрессию PR генов и в этих растениях не развивалась SAR в от-
вет на заражение патогенами [Zhang et al., 2003]. Помимо TGA факторов в сиг-
нальную систему салициловой кислоты у растений A. thaliana входят факторы 
транскрипции WRKY70 и AtWhy1, которые участвуют в индукции PR генов и 
развитии SAR независимо от NPR1 [Desveaux et al., 2004; Li et al., 2004]. Пока-
зано, что в растениях табака фактор транскрипции WRKY1 фосфорилируется 
МАР-киназой, индуцируемой салициловой кислотой (SIPK). В результате фос-
форилирования повышалась ДНК-связывающая активность WRKY1. Сверхэк-
спрессия гена SIPK в растениях N. benthamiana приводила к более быстрому 
образованию некрозов [Menke et al., 2005].

В растениях A. thaliana обнаружены два ядерных белка – продукты экс-
прессии генов SNI1 (suppressor of npr1-1 inducible) и NIMIN1 (NIM1/NPR1-
interacting), которые блокируют действие белка NPR1 [Li et al., 1999; Weigel 
et al., 2005]. Было показано аналогичное участие белка, подобного NIMIN1, в 
устойчивости сверхчувствительных растений табака к ВТМ  [Liu et al., 2002a]. 
Однако трансгенные растения риса, экспрессирующие ген NPR1 из A. thaliana, 
были устойчивы к бактериальной и грибной инфекции, но не к вирусу желтой 
пятнистости риса [Quilis et al., 2008]. Мутации в гене NPR1 у растений A. thali-
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ana не влияли на их устойчивость к вирусу морщинистости турнепса [Kachroo 
et al., 2000]. Так, что роль белка NPR1 в вирусоустойчивости растений пока 
окончательно не выяснена.

Имеются работы, результаты которых подвергают сомнению предполо-
жение о том, что салициловая кислота является индуктором SAR, образую-
щимся в первично зараженных листьях и транспортирующимся по растению. 
Удаление листьев у растений огурцов через 4-8 ч после их инфильтрации P. 
syringae предотвращало накопление салициловой кислоты во флоэмном соке, 
но не влияло на развитие SAR в других листьях [Rasmussen et al., 1991]. Было 
показано [Smith-Becker et al., 1998], что салициловая кислота может синтези-
роваться непосредственно в проводящей системе (черешки инокулированных 
листьев и стебель) растений огурцов в ответ на воздействие какого-то сигнала 
из зараженных листьев. Заражение растений огурцов вирусом некроза таба-
ка или P. lachrymans значительно стимулировало по сравнению со здоровыми 
растениями синтез меченой салициловой кислоты в дисках, выбитых из за-
раженных и незараженных листьев и подкормленных 14С-фенилаланином или 
14С-бензойной кислотой. Эти данные дают возможность предположить, что 
активированный синтез меченой салициловой кислоты в дисках из неинфи-
цированных листьев был индуцирован системным сигналом из первично зара-
женных листьев, а не ее транспортом, так как опыты с подкормкой проводили с 
листовыми дисками [Meuwly et al., 1995]. Очень низкое содержание салицило-
вой кислоты в трансгенных растениях картофеля с геном nahG не сказывалось 
на их устойчивости к P. infestans [Yu et al., 1997]. В опытах с привитыми рас-
тениями табака инокуляция ВТМ трансгенных подвоев со встроенным геном 
nahG приводила к очень слабому накоплению салициловой кислоты в листьях 
подвоя, но вызывала развитие SAR и экспрессию маркерных генов SAR в ли-
стьях привоя (Ксанти нк). Если подвоем служило растение табака сорта Ксанти 
нк, то его заражение не индуцировало развитие SAR в листьях привоя с геном 
nahG. Авторы [Vernooij et al., 1994; Ryals et al., 1995] пришли к заключению, 
что салициловая кислота необходима для развития SAR, но не является ее ин-
дуктором. Аналогичные результаты были получены при работе с подвоями − 
трансгенными растениями со встроенным геном белка из Phytolacca americana 
L., обладающим антивирусной активностью [Smirnov et al., 1997]. В растениях 
табака, содержащих ген N, салициловая кислота индуцировала синтез PR-1a, 
-1b, -1c, -2a, -2b, так же как ВТМ, но очень мало влияла на образование PR-
2c, -3a, 3b, -4, -5. Синтез этих  PR-белков активировался в присутствии та-
ких дополнительных сигнальных соединений, как этилен [van Loon, 1977] или 
жасмоновая кислота [Xu et al., 1994]. Было показано накопление жасмоновой 
кислоты в ходе некротизации клеток листьев сверхчувствительных растений 
табака, инфицированных ВТМ, причем ее накопление предшествовало акти-
вации МАР-киназ [Seo et al., 2001]. Ризобактерии и микоризные грибы, не яв-
ляющиеся патогенами и стимулирующие рост растений, индуцировали в рас-
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тениях A. thaliana развитие индуцированной системной устойчивости (ISR), 
независимое от накопления салициловой кислоты и экспресии PR-генов, но 
при участии жасмоновой кислоты и этилена (см. раздел 7.9). 

Чтобы проверить действительно ли салициловая кислота вызывает раз-
витие SAR, в нашей лаборатории было проверено ее влияние на накопление и 
транспорт ВТМ в листьях чувствительных к ВТМ (сорт Самсун) и сверхчув-
ствительных (сорт Ксанти нк) растений табака. Логика экспериментов была 
такова. Если салициловая кислота является индуктором SAR, специфичным 
для сверхчувствительных растений, то она не должна действовать в листьях 
чувствительных растений. 

Было установлено, что салициловая кислота, инъецируемая в межкле-
точное пространство листьев, угнетала накопление и транспорт ВТМ в листьях 
растений табака сортов Самсун и Ксанти нк. В инъецированных листьях расте-
ний обоих сортов уменьшались число и размеры тепловых и локальных некро-
зов, а также инфекционность высечек из листьев.  Действие салициловой кис-
лоты было пропорционально ее концентрации в инъецируемом растворе (табл. 
7.15), но не зависело от времени (3-72 ч), прошедшего от инъекции листьев до 
их заражения (табл. 7.16). Аналогичные результаты были получены и другими 
авторами, когда салициловая кислота и аспирин (ацетилсалициловая кислота) 
ингибировали накопление вирусов в чувствительных растениях [White et al., 
1983; Chivasa et al., 1997; Clarke et al., 1998].

Таблица 7.15
 Влияние инъекции растворов салициловой кислоты в листья растений табака сортов 
Самсун и Ксанти нк на образование тепловых и локальных некрозов и накопление 
ВТМ, % к контролю (по Малиновскому, Писецкой, Селецкой, публикуется впервые)

Показатели Сорт
Концентрация салициловой кислоты в 

растворе, мкг/мл
0 1 10 100

Число некрозов на 
100 см2 листовой 
поверхности

Самсун 100 94 ± 7 78 ± 6 70 ± 6

Ксанти нк 100 70 ± 6 64 ± 8 55 ± 6

Диаметр некрозов
Самсун 100 91 ± 3 82 ± 4 76 ± 4
Ксанти нк 100 88 ± 3 71 ± 2 69 ± 2

Инфекционность проб
Самсун 100 88 ± 6 74 ± 5 56 ± 6
Ксанти нк 100 90 ± 5 81 ± 6 65 ± 6

Примечание. Салициловую кислоту инъецировали за 3 сут до заражения листьев.

В опытах по изучению влияния салициловой кислоты на накопление и 
транспорт ВТМ в соседних неинъецированных листьях были получены проти-
воречивые данные. Если салициловую кислоту инъецировали в лист среднего  
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Таблица 7.16
 Образование тепловых и локальных некрозов и накопление ВТМ в листьях растений 
табака сортов Самсун и Ксанти нк, зараженных через разное время после инъекции 

салициловой кислоты, % к контролю 
(по Малиновскому, Писецкой, Селецкой, публикуется впервые)

Показатели Сорт
Время между инъекцией и инокуляцией 

листьев, ч
3 24 48 72

Число некрозов на 
100 см2 листовой 
поверхности

Самсун 71 ± 6 80 ± 6 62 ± 5 70 ± 6

Ксанти нк 60 ± 6 67 ± 5 54 ± 6 55 ± 6

Диаметр некрозов
Самсун 76 ± 5 70 ± 4 72 ± 3 76 ± 4
Ксанти нк 64 ± 4 79 ± 2 67 ± 4 69 ± 2

Инфекционность проб
Самсун 63 ± 6 71 ± 6 61 ± 6 56 ± 6
Ксанти нк 70 ± 5 62 ± 5 60 ± 6 65 ± 6

Примечание. В качестве контроля использовали растения обоих сортов, у которых в 
листья инъецировали бидистиллированную воду. У опытных растений листья инъе-
цировали раствором салициловой кислоты (концентрация 100 мкг/мл).

Таблица 7.17
Образование тепловых некрозов и накопление ВТМ в вышерасположенных листьях 
растений табака сорта Самсун, зараженных через разное время после инъекции 

салициловой кислоты в три нижних листа, % к контролю 
(по Малиновскому, Писецкой, Селецкой, публикуется впервые)

Расположение 
верхних 
листьев

Число некрозов на 
100 см2  листовой 
поверхности

Диаметр некрозов Инфекционность 
проб

3  cут 7 cут 3  cут 7 cут 3  cут 7 cут
+1 113 ± 6 95 ± 5 98 ± 5 90 ± 6 100 ± 6 105 ± 6
+2 100 ± 5 109 ± 6 104 ± 6 96 ± 6 107 ± 6 110 ± 5
+3 95 ± 6 115 ± 6 111 ± 5 110 ± 5 119 ± 7 119 ± 6
+4 122 ± 6 108 ± 5 97 ± 6 99 ± 6 110 ± 5 93 ± 6
+5 103 ± 6 91 ± 6 91 ± 6 96 ± 6 101 ± 6 90 ± 6

Примечание. В качестве контроля использовали соответствующие листья растений, 
у которых нижние листья не инъецировали. У опытных растений 3 нижних листа 
инъецировали раствором салициловой кислоты (концентрация 100 мкг/мл) через 3 
сут и 7 сут.
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яруса, то в двух выше- и двух нижерасположенных листьях растений обоих 
сортов уменьшались число, размеры некрозов и инфекционность высечек. Это 
снижение было достоверным (уровень вероятности Р = 0,95), когда соседние 
листья заражали через 3 сут после инъецирования  [Малиновский, 1998]. Иные 
результаты были получены в опытах, когда салициловую кислоту инъециро-
вали в три листа нижнего яруса, а заражали ВТМ пять вышерасположенных 
листьев. В этих опытах инъекция салициловой кислоты в нижние листья не 
влияла на транспорт и накопление ВТМ в вышерасположенных листьях у рас-
тений табака сорта Самсун (табл. 7.17), но ингибировала их у растений таба-
ка сорта Ксанти нк (табл. 7.18). Действие инъекции салициловой кислоты в 
нижние листья растений сорта Ксанти нк на образование локальных некрозов 
и накопление ВТМ в вышерасположенных листьях было сравнимо с предвари-
тельным (индуцирующим) заражением нижних листьев суспензией ВТМ.

Таблица 7.18
Влияние предварительного заражения или инъекции салициловой кислоты в три 

нижних листа растений табака сорта Ксанти нк на образование локальных некрозов и 
накопление ВТМ в вышерасположенных листьях, % к контролю 
(по Малиновскому, Писецкой, Селецкой, публикуется впервые)

Расположение 
верхних 
листьев

Число некрозов на 
100 см2 листовой 
поверхности

Диаметр некрозов Инфекционность 
проб

I II I II I II
Верхние листья заражали через 3 сут после инъекции нижних листьев
+1 87 ± 6 70 ± 6    81 ± 5 74 ± 5 77 ± 8 66 ± 5
+2 90 ± 6 68 ± 5 77 ± 4 69 ± 5 68 ± 6 79 ± 5
+3    85 ± 7 73 ± 5 79 ± 5 76 ± 4 68 ± 8 71 ± 6
+4 88 ± 6 79 ± 6    72 ± 4 78 ± 3 74 ± 6 61 ± 7
+5 80 ± 6 71 ± 5    78 ± 4 80 ± 5 69 ± 7 73 ± 6
Верхние листья заражали через 7 сут после инъекции нижних листьев
+1    69 ± 6 74 ± 7    55 ± 4 66 ± 5 53 ± 6 74 ± 5
+2 64 ± 7 75 ± 6    48 ± 5 61 ± 6 47 ± 6 64 ± 5
+3 67 ± 6 79 ± 5 53 ± 4 67 ± 5 44 ± 6 60 ± 5
+4 59 ± 6 70 ± 6    44 ± 4 70 ± 4    56 ± 8 67 ± 6
+5    56 ± 7 69 ± 6    47 ± 5 63 ± 3    50 ± 6 62 ± 7

Примечание. В качестве контроля использовали соответствующие листья растений, у 
которых нижние листья не обрабатывали. У опытных растений 3 нижних листа за-
ражали суспензией ВТМ с концентрацией 100 мкг/мл (вариант I) или инъецировали 
раствором салициловой кислоты с концентрацией 100 мкг/мл (вариант II). 
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Низкая инфекционность проб из листьев растений табака обоих сортов, 
инъецированных салициловой кислотой, может быть обусловлена угнетением 
транспорта ВТМ и (или) его репродукции. Для проверки этого предположения 
было изучено влияние салициловой кислоты на накопление инфекционного 
ВТМ в изолированных протопластах. Кроме того, эти опыты могут иметь са-
мостоятельное значение. Если салициловая кислота является индуктором SAR, 
специфичным для сверхчувствительных растений, то она не должна влиять на 
репродукцию ВТМ в протопластах, выделенных из листьев чувствительных 
растений. Салициловая кислота не влияла на содержание нежизнеспособ-
ных протопластов в пробах, но достоверно ингибировала репродукцию ВТМ 
в изолированных протопластах обоих сортов при концентрациях 1 и 10 мкг/
мл инкубационной среды (табл. 7.19). Дисперсионный анализ показал, что ее 
влияние в протопластах сорта Самсун было равно 24 % (степень вероятности 
Р = 0,95), а в протопластах сорта Ксанти нк − 32 % (степень вероятности Р = 
0,99). Актиномицин Д не подавлял полностью действие салициловой кислоты 
на накопление ВТМ в протопластах [Малиновский, 1998]. На основании этих 
данных можно предположить, что угнетение репродукции ВТМ салициловой 
кислотой не связано с ДНКзависимым синтезом РНК.

Таблица 7.19
 Состояние и инфекционность протопластов, изолированных из листьев здоровых 
растений табака сортов Самсун и Ксанти нк и инкубированных в присутствии 

салициловой кислоты после заражения ВТМ, % к контролю 
(по Малиновскому, Писецкой, Селецкой, публикуется впервые)

Концентрация 
салициловой кислоты в 
инкубационной среде, 

мкг/мл

Содержание 
нежизнеспособных 

протопластов

Инфекционность 
протопластов

Самсун Ксанти нк Самсун Ксанти нк
0 100 100 100 100

0, 01 116 ± 5 112 ± 5 100 ± 8 107 ± 4
0,1 92 ± 6 98 ± 6 89 ± 7 94 ± 5
1,0 107 ± 5 99 ± 6 80 ± 6 70 ± 7
10,0 100 ± 6 102 ± 4 73 ± 6 52 ± 6

Примечание. Протопласты инкубировали 24 ч.

Таким образом, салициловая кислота ингибировала репродукцию и 
транспорт ВТМ в листьях чувствительных и сверхчувствительных растений 
табака и в протопластах, изолированных из этих листьев. Эти результаты и 
литературные данные дают возможность сомневаться в том, что салициловая 
кислота действительно является мобильным индуктором SAR, специфичным 
для сверхчувствительных растений. Вероятно, она является вирусным ингиби-
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тором, влияющим на метаболизм растения-хозяина. Механизм ее ингибирую-
щего действия пока полностью не изучен.  

Кроме салициловой кислоты предложены другие вещества на роль мо-
бильного индуктора SAR. Было высказано предположение [Park et al., 2007], 
что метилсалицилат является подвижным сигналом для развития SAR, так как 
SAR не развивалась в растениях с подавленной активностью таких ферментов, 
как метилсалицилат эстераза и метилтрансфераза салициловой кислоты, ката-
лизирующих превращение метилсалицилата в салициловую кислоту и наобо-
рот, соответственно. Кроме того, обработка нижних листьев метилсалицила-
том вызывала развитие SAR в верхних листьях. Было показано [Lindgren et al., 
1986; Shulaev et al., 1997; Seskar et al., 1998], что у растений табака сорта Ксан-
ти нк, инфицированных ВТМ или несовместимыми бактериями P. syringae pv. 
phaseolicola, в инокулированных и вышерасположенных листьях накапливал-
ся газообразный метилсалицилат. В здоровых или механически поврежденных 
растениях он не обнаруживался, а обработка им здоровых растений табака уве-
личивало экспрессию гена PR-1 и устойчивость к ВТМ [Shulaev et al., 1997]. 
Однако в опытах с мутантами растений A. thaliana было установлено отсут-
ствие корреляции между степенью развития SAR и содержанием жасмоновой 
кислоты и метилсалицилата, причем основная часть образованного метилсали-
цилата выделялась в окружающую среду [Attaran et al., 2009].    

Было предложено [Raz, Fluhr, 1992, 1993], что этилен является сигналь-
ным веществом для развития SAR. Это предположение основано на следую-
щих фактах: он образуется в результате некроза инфицированных клеток [Ross, 
Williamson, 1951; Mauch et al., 1984] и индуцирует накопление ферментов (фе-
нилаланинаммиаклиазы и халконсинтазы), принимающих участие в патогене-
зе [Ecker, Davis, 1987], и PR-белков (хитиназ и глюканаз) [Abeles et al., 1970; 
Boller et al., 1983; Boller, Vogeli, 1984; Broglie et al., 1986; Mauch, Staehelin, 1989; 
Memelink et al., 1990; Mauch et al., 1992]. На основании результатов опытов с 
растениями табака, нечувствительными к этилену, было сделано заключение, 
что этилен необходим для образования мобильного сигнала для развития SAR 
[Knoester et al., 2001; Verberne et al., 2003]. Однако в опытах с растениями A. 
thaliana и их мутантами (etr1 и ein2), нечувствительными к этилену, было по-
казано, что SAR, индуцированная салициловой и 2,6-дихлоризоникотиновой 
кислотами, не зависит от этилена [Lawton et al., 1994]. Возможно, элементы 
этиленового обмена влияют на репродукцию вирусов, так как накопление ви-
руса мозаики цветной капусты было значительно подавлено в этих растениях-
мутантах [Love et al., 2005].  Заражение этих растений авирулентным патогеном 
грибом Alternaria brassicicola вызывала развитие SAR, независимое от салици-
ловой кислоты. В зараженных растениях происходила индукция экспрессии 
гена PDF 1.2 [Penninckx et al., 1996]. Этот ген кодирует дефензин − низкомо-
лекулярный белок, богатый цистеином и обладающий сильным антигрибным 
действием [Broekaert et al., 1995; Terras et al., 1995]. 
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Ингибитор альтернативной оксидазы, которая является терминальной 
оксидазой альтернативного дыхательного пути [McIntosh, 1994], блокировал 
устойчивость растений табака сорта Самсун NN к ВТМ, индуцированную 
салициловой кислотой, но не ингибировал синтез PR-1 белков. Ингибиторы 
дыхания (антимицин А и цианистый калий) вызывали накопление альтерна-
тивной оксидазы и устойчивость к ВТМ, но не влияли на содержание PR-1 
белков. В трансгенных растениях  табака сорта Самсун NN, экспрессирующих 
ген nahG, вирус системно распространялся, но обработка цианистым калием 
восстанавливала локализацию ВТМ и образование локальных некрозов. Об-
работка ингибитором альтернативной оксидазы этих растений имела обратный 
по сравнению с цианистым калием эффект. По мнению авторов [Chivasa, Carr, 
1998] эти данные свидетельствуют о важности сигнального пути, зависимого 
от альтернативной оксидазы и ведущего к локализации вируса при сверхчув-
ствительной реакции.

Возможным кандидатом на роль сигнала для развития SAR является 
также апопластный липидтранспортный белок, кодируемый геном DIR1 у рас-
тений A. thaliana. Растения, дефектные по этому гену, не развивали SAR [Mal-
donado et al., 2002]. 

Возможно, салициловая кислота участвует в развитии SAR через ее вли-
яние на накопление окиси азота (NO), которая может играть сигнальную роль 
для индукции SAR. Было показано, что обработка салициловой кислотой вы-
зывает увеличение содержания NO в клетках сои [Klepper, 1991]. Салициловая 
кислота влияла на активность NO-регулирующих ферментов [Stamler, 1994]. 
Выдвинуто предположение [Durner, Klessig, 1999], что внутри- и внеклеточный 
NO реагирует с глутатионом, образуя нитрозоглутатион, который, транспорти-
руясь по флоэме, индуцирует развитие SAR в незараженных частях растения.

Недавно были получены данные, свидетельствующие о том, что кутику-
ла является не только барьером, препятствующим проникновению патогенов 
в листья, но и необходима для развития SAR. Так, трансгенные растения A. 
thaliana, с измененной структурой кутикулы и экспрессирующие грибной ген, 
кодирующий кутиназу, были устойчивы к грибу Botrytis cinerea. В этих рас-
тениях была увеличена экспрессия некоторых PR генов, но их индукция не за-
висела от сигнальных систем, связанных с этиленом, салициловой и жасмоно-
вой кислотами [Chassot et al., 2007]. Аналогичные результаты были получены в 
опытах с растениями A. thaliana с механически поврежденной кутикулой. При-
чем для устойчивости, обусловленной повреждением кутикулы, необходимы 
были фитоалексин камалексин и глутатион, так как растения-мутанты, дефи-
цитные по камалексину и γ-глутамилцистеин синтетазе, были чувствительны к 
B. cinerea [Chassot et al., 2008a].  Было высказано два предположения [Chassot 
et al., 2008b]: 1 − мономеры кутина, образующиеся из кутикулы под действи-
ем кутиназы, могут действовать как внутриклеточные сигналы для включения 
защитных реакций, 2 – повреждения кутикулы облегчают контакт грибных 



174                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

элиситоров с клетками растения. Однако позже было показано, что SAR раз-
вивается в дистальных листьях с неповрежденной кутикулой. Механическое 
повреждение и мутации, приводящие к нарушению структуры кутикулы в ли-
стьях, ингибировали развитие SAR [Xia et al., 2009]. 

7.9. Индуцированная системная устойчивость

Особым случаем системной приобретенной устойчивости к заражению 
патогенами является индуцированная системная устойчивость (induced system-
ic resistance – ISR). Она в отличие от SAR вызывается непатогенными ризосфер-
ными бактериями и микоризными грибами, стимулирующими рост растений. 
В результате развития ISR растения приобретают устойчивость к бактериям, 
грибам, вирусам и насекомым-вредителям [van Loon et al., 1998; van Wees et al., 
2008]. Так, например, заселение корней растений томатов, табака и A. thaliana  
ризобактериями повышало устойчивость растений к вирусу огуречной мозаи-
ки, вирусу слабой пятнистости перца и вирусу кольцевой пятнистости томатов. 
Устойчивость выражалась в ослаблении симптомов заболевания и угнетении 
накопления вирусов [Zehnder et al., 2001; Ahn et al., 2002; Murphy et al., 2003; 
Ryu et al., 2004b]. Однако растения A. thaliana не проявляли ISR против вируса 
морщинистости турнепса [Ton et al., 2002]. Кроме того, было показано, что ри-
зобактерии индуцировали устойчивость растений A. thaliana  не только к пато-
гену P. syringae DC3000, но и повышали их толерантность к солевому стрессу  
[Barriuso et al., 2008].

Бактериальными элиситорами развития ISR являются липопептиды сур-
фактин, фенгицин и массотолид А [Ongena et al., 2007; Tran et al., 2007], сиде-
рофор (вещество, связывающее и транспортирующее железо) псевдобактин, 
флагеллин (белок, входящий в состав жгутиков бактерий) и липополисахариды 
[Meziane et al., 2005]. 2,3-бутандиол и, возможно, другие летучие органические 
соединения, выделяемые ризобактериями, способны индуцировать ISR [Ryu et 
al., 2004а]. Вещества неизвестной природы из культуральной жидкости рост-
стимулирующих грибов вызывали развитие ISR в растениях A. thaliana против 
бактериального патогена P. syriange pv. tomato DC3000 [Sultana et al., 2008].

Механизм ISR пока не изучен. В зависимости от комбинации микроор-
ганизмы-индукторы, растения и патогены развитие ISR обеспечивается разны-
ми сигнальными системами. Так, было показано, что ISR происходит без уча-
стия салициловой кислоты и экспрессии PR-генов, но необходимы жасмоновая 
кислота и этилен [Pieterse et al., 1996, 1998, 2001; van Wees et al., 1999; Verhagen 
et al., 2004], причем без увеличения их содержания в растениях [Pieterse et al., 
2000]. Для функционирования этих регуляторов роста необходимы факторы 
транскрипции MYC2 [Pozo et al., 2008] и MYB72 [van der Ent et al., 2008; Segarra 
et al., 2009]. В других работах была установлена необходимость салициловой 
кислоты для развития ISR и выявлена экспрессия генов PR-белков (PR-1а, PR-
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2, PR-5) и иных белков (липоксигеназа, фенилаланинаммиаклиаза), участвую-
щих в защитных реакциях растений [Ahn et al., 2002; Ryu et al., 2004 b; Hossain  
et al., 2007; Ongena et al., 2007; Barriuso et al., 2008; Ramos et al., 2008; Sultana et 
al., 2008]. Возможно сигнальным веществом для развития ISR является галак-
тинол. Экспрессия гена, кодирующего галактинолсинтазу, а также содержание 
галактинола резко увеличивались в растениях огурцов после обработки корней 
P. chlororaphis O6 и последующего заражения патогеном. Обработка растений 
галактинолом или экспрессия в трансгенных растениях табака гена галакти-
нолсинтазы повышали содержание в листьях PR-белков и устойчивость рас-
тений к патогенам, засухе и солевому стрессу [Kim et al., 2008].

В суспендированных табачных клетках, обработанных элиситорами 
ризобактерий (липополисахариды, сидерофоры и флагеллин), способными 
индуцировать ISR, увеличивалось содержание реактивных форм кислорода, 
ионов кальция и происходила слабая кратковременная активация экспрессии 
защитных генов [van Loon et al., 2008]. Цитологические исследования выявили 
усиление в ходе развития ISR автофлуоресценции эпидермальных клеток из-за 
накопления фенольных соединений [Jeun et al., 2004] и образование папилл, 
богатых каллозой [van der Ent et al., 2009], что препятствовало прорастанию 
спор и формированию аппрессорий патогенов.  

Таким образом, изучение феномена ISR имеет не только теоретическое 
значение  для понимания механизмов взаимодействия растений с непатогенны-
ми и патогенными микроорганизмами, но и важно в практическом плане. Ризо-
бактерии и микоризные грибы угнетают патогенную микрофлору в ризосфере, 
индуцируют устойчивость растений к патогенам и неблагоприятным факторам 
внешней среды, способствуют лучшему росту и развитию растений и тем са-
мым повышению их урожайности.

7.10. Перекрестная защита

Еще одним случаем системной приобретенной устойчивости к зараже-
нию вирусами является феномен перекрестной защиты. В клетки растений мо-
гут попадать частицы разных вирусов. Они способны размножаться, не влияя 
друг на друга. Однако чаще вирусы взаимодействуют между собой, что при-
водит к усилению (явление синергизма) или угнетению (перекрестная защи-
та) репродукции одного из вирусов. Так, заражение растений табака и томатов 
Х-вирусом картофеля в присутствии ВТМ или Y-вируса картофеля усиливало 
патологическое действие Х-вируса картофеля и его репродукцию [Скофен-
ко, Кушниренко, 1974; Ross, 1959; Stouffer, Ross, 1961; Goodman, Ross, 1974]. 
Ультраструктурные исследования и окрашивание растительных тканей флуо-
ресцирующими антителами показали, что оба вируса размножаются в одних 
и тех же клетках и усиленное накопление Х-вируса картофеля в листьях вы-
звано, главным образом, активацией его репродукции, а не увеличением числа 
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инфицированных клеток [Goodman, Ross, 1974]. Причем в ходе репликации 
Х-вируса картофеля наблюдалась диспропорция в синтезе (-)- и (+)-цепей РНК 
[Vance, 1991]. В опытах с трансгенными растениями табака, экспрессирующи-
ми разные участки генома вируса гравировки табака, было установлено, что 
синергетическая активация репродукции ВТМ, вируса огуречной мозаики и 
Х-вируса картофеля происходила только в растениях, кодирующих белок HC-
Pro [Vance et al., 1995; Pruss et al., 1997]. Возможно, явление синергизма обу-
словлено снижением ингибирования репродукции вируса клеточными веще-
ствами под влиянием второго вируса, так как белок HC-Pro является вирусным 
супрессором умолкания генов (см. раздел 5.5).

Явление перекрестной защиты (cross-protection) или интерференции (ан-
тагонизма) вирусов заключается в том, что предварительное заражение одним 
штаммом вируса вызывает устойчивость растений к последующему инфициро-
ванию другим штаммом этого вируса или родственным вирусом. Оно впервые 
было описано в 1929 г. Х. МакКинни [McKinney, 1929 - цит. по Мэтьюз, 1973], 
который показал, что после инокуляции штаммом ВТМ, вызывающим зеленую 
мозаику, у растений табака не появляются новые симптомы заболевания при 
последующем заражении их «желтым» штаммом ВТМ. Затем Т. Тунг [Thung, 
1932 - цит. по Мэтьюз, 1973] повторил эти опыты и не смог выделить частицы 
«желтого» штамма из листьев, что свидетельствует об угнетении его репродук-
ции при смешанном заражении. Однако позже было установлено, что интер-
ференция вирусов не всегда обеспечивает полную защиту растений от второго 
штамма. Так, заражение некротическим штаммом ВТМ растений N. sylvestris, 
предварительно инфицированных штаммом ВТМ, вызывающим мозаичные 
симптомы, приводило к образованию локальных некрозов на листьях [Fulton, 
1951]. Растения томатов приобретали устойчивость к суровому штамму ВТМ 
после инокуляции слабопатогенным штаммом этого вируса, но антиген суро-
вого штамма обнаруживался в листьях [Cassells, Herrick, 1977]. Была выявле-
на закономерность: чем более родственны между собой штаммы, тем сильнее 
выражена перекрестная защита [Мэтьюз, 1973]. Повышение концентрации 
вируса-защитника в инокулюме вызывало более значительное угнетение об-
разования локальных некрозов, индуцированных вторым штаммом [Журавлев, 
1979]. И, наоборот, очень высокая концентрация второго вируса в инокулюме  
может способствовать преодолению перекрестной защиты [Cassells, Herrick, 
1977]. Большое значение для развития перекрестной защиты имеет интервал 
между первой и второй инокуляциями. Обычно полная защита устанавливает-
ся через 1-2 нед после первичного заражения. Так, например, было установле-
но [Walkey et al., 1992], что устойчивость к суровому штамму вируса желтой 
мозаики цуккини у растений цуккини, зараженных слабым штаммом этого ви-
руса, не проявлялась через 2 сут после первой инокуляции, была слабой через 
7-8 сут и полностью развивалась только на 15 сут. На клеточном уровне ин-
тервал может быть меньше. Изолированные протопласты табака становились 
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устойчивыми к бромовирусу хлоротичной пятнистости вигны через 8 ч после 
инокуляции другим бромовирусом – вирусом мозаики костра [Watts, Dawson, 
1980]. Вероятно, одной из причин устойчивости изолированных протопластов 
ко второму вирусу является его неэффективное связывание на поверхности 
протопластов веществом пектиновой природы, выделяемым в процессе био-
генеза клеточной стенки, как это было показано Ю.Н. Журавлевым [1979]. Ин-
тересные результаты были получены при электронномикроскопическом иссле-
довании формирования вирусных агрегатов, образующихся после заражения 
разными штаммами вируса мозаики люцерны. При совместном заражении и 
при интервале между инокуляциями не более 4 ч агрегаты двух типов сосед-
ствовали в клетках друг с другом. Если вторую инокуляцию проводили через 7 
ч, то эти агрегаты располагались уже в разных частях цитоплазмы клетки. При 
интервале 10 ч они выявлялись в разных клетках. При полном развитии пере-
крестной защиты агрегаты второго штамма не были обнаружены [Hull, Plaskitt, 
1970]. Эти данные свидетельствуют о конкуренции интерферирующих штам-
мов за места синтеза вирусного материала.

Было предложено несколько гипотез, объясняющих перекрестную за-
щиту [Мэтьюз, 1973], но в связи с получением новых данных о строении и 
экспрессии вирусных геномов, созданием трансгенных растений, экспресси-
рующих вирусные гены, в настоящее время имеется только две модели функ-
ционирования перекрестной защиты. Согласно первой модели существенная 
роль отводится белку оболочки вируса-защитника. Трансгенные растения со 
встроенными геном белка оболочки были частично устойчивы к вирусной ин-
фекции [Abel et al., 1986; Beachy et al., 1990]. Причем растения, экспрессирую-
щие ген белка оболочки ВТМ, были более устойчивы к заражению вирусными 
частицами, чем к заражению вирусной РНК [Abel et al., 1986], но этот эффект 
наблюдается не всегда [Valkonen et al., 2002]. Было высказано предположение 
[Register, Beachy, 1988], что защитное действие белка оболочки может быть 
обусловлено ингибированием депротеинизации частиц второго вируса. Дей-
ствительно, свободные субъединицы белка оболочки ВТМ подавляли раздева-
ние РНК ВТМ [Michael et al., 1986]. 

Устойчивость трансгенных растений к вирусам определяется белком, ко-
дируемым трансгеном, или транскрибируемой иРНК [Wilson, 1993; Lomonos-
soff, 1995]. Устойчивость растений, экспрессирующих ген белка оболочки, 
была больше связана с накоплением этого белка, чем его иРНК [van Dun et 
al., 1988; Powell et al., 1990; Tascher et al., 1994]. В этих работах была показана 
прямая зависимость устойчивости растений от уровня накопления белка. Му-
тации, приводящие к изменению синтеза белка, влияли на устойчивость рас-
тений, но не влияли на накопление иРНК. Однако у трансгенных растений со 
встроенными генами потивирусов была обнаружена иная картина. В этом слу-
чае устойчивость растений к заражению больше зависела от накопления иРНК, 
чем белка оболочки [Lindbo, Dougherty, 1992a,b; van der Vlugt et al., 1992]. Счи-
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тается, что накопление иРНК активирует механизмы растения-хозяина, приво-
дящие к специфической деградации вирусной РНК после заражения [Lindbo 
et al., 1993; Smith et al., 1994]. Именно на этих механизмах основана вторая 
модель перекрестной защиты. В разделе 5.5 кратко описаны примеры РНК-
опосредованной устойчивости растений к вирусам и механизмы умолкания 
генов.

Таким образом, перекрестная защита, основанная на белок оболочки- и 
РНК-опосредованных механизмах устойчивости, а также конкуренции за ме-
ста синтеза вирусного материала, довольно успешно обеспечивает защиту рас-
тений от вторичного заражения родственными штаммами и вирусами.

Перекрестная защита вначале успешно применялось на практике, особен-
но в условиях закрытого грунта, когда растения заражали слабопатогенными 
штаммами вирусов (явление вакцинации растений). Однако метод вакцинации 
имеет ряд ограничений: слабопатогенные штаммы часто снижали урожайность 
растений на 5-10 %, недостаточная эффективность защиты, вакцинированные 
растения являются резервуаром для вируса и могут служить источником инфек-
ции для других более чувствительных к этому вирусу растений, не исключена 
возможность возникновения синергичной смешанной инфекции при попада-
нии неродственного вируса и, следовательно, развития тяжелого поражения 
растений, геном вакцинного штамма может мутировать или рекомбинировать 
с другим вирусом с образованием нового более вредоносного вируса [Fulton, 
1986]. По этим причинам, а также из-за выведения новых вирусоустойчивых 
сортов и создания методами генетической инженерии растений, устойчивых к 
патогенам, вредителям, гербицидам и неблагоприятным факторам среды, вак-
цинация растений постепенно потеряла практическое значение.

Генетическая инженерия растений стала возможна в результате дости-
жений молекулярной биологии в последней четверти 20 века, когда стало воз-
можным переносить отдельные гены из одних организмов в другие и получать 
новые растения с улучшенными свойствами [Herrera-Estrella et al., 1983]. Так, 
трансгенные растения со встроенными генами нефункциональной вирусной 
репликазы [Longstaff et al., 1993; Audy et al., 1994; Brederode et al., 1995; Rubino, 
Russo, 1995; Sijen et al., 1995], дефектного транспортного белка [Lapidot et al., 
1993; Malyshenko et al., 1993; Cooper et al., 1995] и белка оболочки [Abel et 
al., 1986; Beachy et al., 1990] были частично устойчивы к вирусной инфекции. 
Устойчивость трансгенных растений со встроенным геном транспортного 
белка не специфична: растения, экспрессирующие транспортный белок ВТМ, 
были устойчивы к тобамо-, потекс-, кукумо- и тобравирусам [Cooper et al., 
1995]. Первые успешные полевые испытания вирусоустойчивых трансгенных 
растений были проведены в США в 1986 г., а в 1999 г. посевы трансгенных рас-
тений заняли около 40 млн. га  [Романов, 2000]. Такой бурный рост обусловлен 
необходимостью обеспечения населения продовольствием и промышленность 
сырьем. 
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Помимо практического значения генетическая инженерия способна вне-
сти существенный вклад в развитие фундаментальных знаний о жизнедеятель-
ности растений. Используя приемы генетической инженерии можно выяснять 
функции отдельных генов, белков и изучать защитные реакции растения в от-
вет на стрессовые изменения окружающей среды и поражение патогенами. 



8. ИЗМЕНЕНИЯ МЕТАБОЛИЗМА РАСТЕНИЙ, ПРИВОДЯЩИЕ 
К РАЗВИТИЮ УСТОЙЧИВОСТИ К ПАТОГЕНАМ

В предыдущих главах уже описывались изменения метаболизма расте-
ний, приводящие к развитию устойчивости растений. В этой главе продолжено 
описание некоторых изменений метаболизма растений, развивающихся в рас-
тениях в ответ на заражение патогенами и повышающих устойчивость расте-
ний.

8.1. Литический компартмент

При заражении растений вирусами увеличивается активность литиче-
ского компартмента растительных клеток чувствительных и сверхчувствитель-
ных растений. К литическому компартменту клеток растений относят мелкие 
вакуоли − производные эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи 
[Васильев, 1972; Белицер, 1978], функционирующие как первичные лизосомы 
животных, то есть структуры, содержащие гидролазы, в которых нет субстра-
тов для этих ферментов. Вторичные лизосомы клеток животных содержат ги-
дролазы и их субстраты [Покровский, Тутельян, 1976]. Кроме этих вакуолей 
к литическому компартменту клеток растений относятся центральная вакуоль 
и другие вакуоли, эквивалентные вторичным лизосомам клеток животных, 
плазмалемма и ее производные, в том числе парамуральные тела, а также вне-
клеточные гидролазы, локализованные в клеточной стенке и в пространстве 
между стенкой и плазмалеммой [Белицер, 1978]. 

В листьях растений N. glutinosa после заражения ВТМ увеличивалась ак-
тивность кислой фосфатазы в хлоропластах [Ragetli, 1967]. Было обнаружено 
продуцирование большого числа пузырьков аппаратом Гольджи и эндоплазма-
тическим ретикулумом, образование цитосегресом и цитосом, хлоропластов 
с чашевидными инвагинациями, содержащими цитоплазматические компо-
ненты, увеличение активности протеаз, РНКаз и кислой фосфатазы в клетках 
локальных некрозов и в принекрозных клетках [Реунов, 1989]. Многие авторы 
[Kim, Fulton, 1972; Chamberlain, Catherall, 1976; Rezaian et al., 1976; Реунов, 
1980; Vega et al., 1980; Tomenius, Oxelfelt, 1982; Carr, Kim, 1983a; Hunst, Tolin, 
1983; Колесник и др., 1987] выявили пролиферацию эндоплазматического 
ретикулума и увеличение числа гранулярных и агранулярных мембран в ин-
фицированных клетках чувствительных растений. При заболевании стимули-
ровалось образование мультивезикулярных тел [Russo, Martelli, 1972; Реунов, 
1980; Штейн-Марголина, 1988]. В клетках эпидермиса растений махорки через 
15-30 мин после заражения разными штаммами ВТМ были выявлены лизо-
сомоподобные вакуоли. Количество вакуолей было обратно пропорционально 
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инфекционности вируса и зависело от патогенности штамма вируса. Эти дан-
ные указывают на защитную природу этих образований [Щетинин, 1977]. 

В цитоплазме многих растений, пораженных вирусами, были обнару-
жены вирусные частицы, окруженные ретикулярными мембранами [Roberts, 
Harrison, 1970; Мэтьюз, 1973; Молдован, 1979; Ie, 1982; Бужоряну, 1986; Мин-
ская и др., 1987; Штейн-Марголина, 1988]. В клетках некоторых чувствитель-
ных растений, пораженных вирусами, были выявлены чашевидные инвагина-
ции у хлоропластов, содержащие клеточные компоненты и вирусные частицы 
[Kozar, Sheludko, 1969; Молдован, 1979; Реунов, 1989]. Присутствие вирусных 
частиц в вакуолях показано во многих работах [Shalla, 1964; Milne, 1966 a; 
Esau, Cronshaw, 1967; Russo et al., 1968; Martelli, Russo, 1972; Chamberlain, 
Catherall, 1976; Lesemann, 1977; Реунов, 1980; Henry, 1980; Реунов и др., 1983, 
1985; Gallitelli, di Franko, 1987; Ismail et al., 1987]. В клетках больных растений 
формируются инвагинации тонопласта в центральную вакуоль, содержащие 
вирусные частицы [Бужоряну, 1986]. В центральной вакуоле были выявле-
ны цитоплазматические тяжи с вирусными частицами [Lesemann et al., 1979; 
Hunst, Tolin, 1983]. В системно инфицированных ВТМ клетках листьев рас-
тений табака были обнаружены инвагинации цитоплазмы, содержащие вирус-
ные частицы, в центральную вакуоль [Реунов и др., 1983]. Вакуоли и везику-
лы  содержат вещества, способные инактивировать вирусы [Белицер, 1972 а,б; 
Мирославов, 1974; Parish, 1975; Butcher et al., 1977].

8.2. PR-белки

Развитие LAR и SAR частично ингибировалось актиномицином Д 
[Loebenstein et al., 1968; Kassanis, White, 1974; Gianinazzi, Martin, 1977; Coutts, 
Wagih, 1983; Малиновский и др., 1995], хлорамфениколом [Коваленко, 1983] 
и пуромицином [Gicherman, Lobenstein, 1968]. Эти данные свидетельствуют о 
том, что в развитии приобретенной устойчивости принимают участие процес-
сы транскрипции и трансляции. 

Растения отвечают на вирусную инфекцию увеличением экспрессии 
многих генов, в том числе генов, кодирующих белки, связанные с патогене-
зом (pathogenesis-related proteins − PR-белки). PR-белками обозначают расти-
тельные белки, синтез которых индуцирован при патологических и связанных 
ситуациях. Ситуация считается патологической при всех типах заболеваний, 
включая атаку нематод и растительноядных насекомых. Связанные ситуации 
включают применение химических соединений, обработка которыми вызыва-
ет эффект, аналогичный поражению патогеном, а также механическое повреж-
дение [Antoniw et al., 1980]. 

PR-белки впервые были обнаружены в сверхчувствительных растениях 
табака, пораженных ВТМ [Gianinazzi et al., 1969, 1970; van Loon, van Kammen, 
1970]. Эти белки сначала называли b-белками, позже обозначали как белки, 
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связанные с патогенезом [Antoniw et al., 1980], белки, ассоциированные с 
устойчивостью (RAPs) [Kassanis, 1981], стрессовые белки [Ohashi, Matsuoka, 
1985b] или внеклеточные кислоторастворимые белки [Колесник, 1991]. Все эти 
термины являются не совсем удачными. Общепринятое название “PR-белки” 
предполагает, что они индуцируются патогенами. Однако, как будет показано 
ниже, эти белки синтезируются в здоровых растениях в процессе онтогенеза. 
Кроме того, они обнаружены не только в межклеточном пространстве, но и в 
плазмодесмах и внутри клеток. Найдены основные (щелочные) аналоги кис-
лых белков. Так, из межклеточного пространства некротизированных листьев 
растений картофеля 15 сортов, инокулированных штаммом U2 ВТМ, были вы-
делены 9 кислых и 6 основных белков, аналогов белкам PR-1a, b и c из расте-
ний табака [Parent, Asselin, 1987].  Тем не менее, в тексте будет использоваться 
наиболее употребляемое название, то есть PR-белки.

PR-белки обнаружены у многих видов растений, входящих в состав 13 
семейств [van Loon, 1999]. Многочисленными исследованиями показано, что 
синтез PR-белков может быть индуцирован вирусами, вироидами, грибами и 
бактериями в растениях, сверхчувствительно реагирующих на эти патогены, 
а также токсинами патогенов, элиситорами и веществами (полиакриловая и 
салициловая кислоты, аспирин), повышающими устойчивость растений к за-
ражению вирусами [Gianinazzi, Kassanis, 1974; Coutts, 1978a; White, 1979; An-
derbrhan et al., 1980; Antoniw, White, 1980; De Wit, Bakker, 1980; Gianinazzi et 
al., 1980; Ahl et al., 1981, 1982; Abu-Jawdah, 1982; Redolfi  et al., 1982; Hadwiger, 
Wagoner, 1983; Cramer et al., 1985; Hooft van Huijsduijnen et al., 1985; Lucas et 
al., 1985; Ohashi,  Matsuoka, 1985a; Szczepanski, Redolfi , 1985; Kombrink, Hahl-
brock, 1986; Somssich et al., 1986; Dumas et al., 1988, 1995; Fischer et al., 1989;  
Bol et al., 1990; Nasser et al., 1990; Ohshima et al., 1990; van der Rhee et al., 1990; 
Brederode et al., 1991; Linthorst, 1991; Stintzi et al., 1991,1993; Ward et al., 1991a; 
Yalpani et al., 1991; Malamy et al., 1996; Roberts, Bowles, 1999]. Было сделано 
предположение [Mauch et al., 1984], что этилен, патогены и элиситоры явля-
ются отдельными независимыми сигналами для индукции синтеза PR-белков. 
Показано, что образование кислых PR-белков активируется сигнальным пу-
тем, зависимым от салициловой кислоты, а накопление основных PR-белков 
регулируется этилензависимым сигнальным путем [Cordelier et al., 2003]. 

Много PR-белков накапливалось в эпидермисе и межклеточном про-
странстве листьев [Gianinazzi et al., 1977b; Parent, Asselin, 1984; Fortin et al., 
1985; Grenier, Asselin, 1986; Hooft van Huijsduijnen et al., 1986; Carr et al., 1987; 
Dumas et al., 1987; Ohashi, Matsuoka, 1987; Roggero, Pennazio, 1989; van Loon, 
Gerritsen, 1989; Dani et al., 2005]. Наиболее активное накопление белков группы 
PR-1 происходило вокруг инфекционного места [Antoniw, White, 1986; Heitz et 
al., 1994]. С помощью иммунофлуоресцентной микроскопии PR-b1 и другие 
серологически родственные белки были обнаружены в апопласте и цитоплазме 
клеток [Dumas et al., 1988]. Было показано [Boller, Vögeli, 1984; Mauch, Staehe-
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lin, 1989; Mauch et al., 1992], что большая часть хитиназы, синтез которой ин-
дуцирован этиленом, находится в вакуолях. Три изозима β-1,3-глюканазы были 
найдены в межклеточном пространстве листьев растений табака и два изозима 
в центральной вакуоле [Van den Bulcke et al., 1989]. Используя иммуноэлек-
тронную микроскопию, выявили PR-белок, антигенно родственный табачному 
PR-1 белку, в плазмодесмах корешков маиса, зараженных грибом [Murillo et al., 
1997]. Считается [Mauch, Staehelin, 1989], что межклеточные PR-белки обра-
зуют первую линию обороны от патогенов, тогда как в результате разрушения 
ткани вакуолярные PR-белки действуют во второй линии. 

В опытах с прививками растений табака, синтезирующих электрофоре-
тически различные PR-белки, установлено, что они не транспортируются из 
первично зараженных листьев по растению [Gianinazzi, Ahl, 1983], хотя их 
транспорт по растению возможен. Так, в ксилемном соке здоровых растений 
огурцов была обнаружена кислая хитиназа [Masuda et al., 2001], а у растений 
томатов – белки, структурно похожие на липид-транспортные белки [Rep et al., 
2003]. Много PR-белков было выявлено в гуттационной жидкости, выделяе-
мой через гидатоды, у здоровых растений ячменя [Grunwald et al., 2003]. 

Связь между накоплением PR-белков и развитием приобретенной устой-
чивости к повторному заражению патогеном привело к мнению, что они яв-
ляются маркерами этой устойчивости [Ward et al., 1991b; Uknes et al., 1992; 
Kessmann et al., 1994a]. Это мнение подтверждается наличием мутантов рас-
тений A. thaliana (npr1 [Cao et al., 1994], nim1 [Delaney et al., 1995), у которых 
накопление PR-белков совпадало с развитием приобретенной устойчивости к 
патогенам, и мутанта cpr1, конституционно устойчивого к патогенам и посто-
янно экспрессирующиего гены PR-белков [Bowling et al., 1994]. Было показано 
[Brederode et al., 1991], что в сверхчувствительных растениях табака сорта Сам-
сун NN, зараженных ВТМ, происходила экспрессия генов кислых PR-белков в 
первично инокулированных и в верхних неинфицированных листьях, а гены 
основных PR-белков экспрессировались только в зараженных листьях. Однако 
ризобактерии, заселяющие корни растений A. thaliana и не являющиеся пато-
генами, вызывали у этих растений системную приобретенную устойчивость, 
независимую от экспрессии PR-генов [Pieterse et al., 1996].

Высокое содержание PR-белков в зараженных растениях вызвано син-
тезом их de novo [van Loon, 1983, 1985;Carr et al., 1985; Jamet et al., 1985; 
Matsuoka et al., 1985, 1988; Pfi tzner, Goodman, 1987]. Было высказано предпо-
ложение [van Loon, 1983], что этилен индуцирует образование PR-белков. Это 
предположение основано на следующих фактах. Предшественники этилена 
(этефон и 1-аминоциклопропан-1-карбоксиловая кислота) стимулировали, а 
специфический ингибитор синтеза этилена (аминоэтоксивинилглицин) блоки-
ровал синтез PR-белков. Актиномицин Д частично ингибировал синтез эти-
лена и PR-белков [van Loon, van Kammen, 1970; de Laat, van Loon, 1983; van 
Loon, 1983; Brederode et al., 1991; Eyal et al., 1992]. Было показано, что этилен 
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индуцировал повышение активности хитиназы и β-1,3-глюканазы в листьях 
растений фасоли [Abeles et al., 1970; Boller et al., 1983; Boller, Vögeli, 1984; 
Mauch, Staehelin, 1989; Mauch et al., 1992]. Однако в опытах с больными рас-
тениями гороха было установлено, что обработка аминоэтоксивинилглицином 
снижала содержание этилена в тканях стручков, но не влияла на активность 
этих ферментов. Накопление иРНК для PR-1B1 в растениях томатов, поражен-
ных бактериями Xanthomonas campestris pv vesicatoria, не зависело от этилена 
[Lund et al., 1998]. 

PR-белки были названы как Pr-1a, -1b, -1c, -N, -O, -P, -Q, -R, -S в порядке 
убывания их подвижности при электрофорезе в нативных условиях [Pierpoint, 
1986]. 10 главных кислых PR-белков, обнаруженных в табачных растениях, 
были разделены на 5 семейств (PR-1 – PR-5) по их м. м., аминокислотному 
составу, антигенным свойствам и последовательности нуклеотидов в кДНК. 
В 1994 году на основе аминокислотной последовательности, серологическим 
свойствам, энзимной и биологической активности была создана унифициро-
ванная для всех растений номенклатура PR-белков, состоящая из 11 семейств 
(PR-1 – PR-11) [van Loon, 1999]. Кроме того, после дискуссии на 5 междуна-
родном симпозиуме по PR-белкам в 1998 г. в г. Aussois (Франция) об антими-
кробных белках дефенсинах, тионинах и липид-транспортных белках, экспрес-
сия генов которых индуцируется в растениях при заболевании [Broekaert et al., 
1997], в состав семейств PR-белков были включены растительные дефенсины 
(PR-12), тионины (PR-13) и липид-транспортные белки (PR-14), обладающие 
антимикробной активностью [van Loon, van Strien, 1999]. Недавно новые PR-
белки были выявлены и классифицированы в три дополнительных семейства 
(PR-15, -16 и -17) [Park et al., 2000; Christensen et al., 2002].

Ниже приводится краткая характеристика семейств PR-белков.
Семейство PR-1. Эти белки накапливались в растениях, пораженных 

бактериями, вирусами, вироидами и грибами [Ahl et al., 1981; Ahl, Gianinaz-
zi, 1982; Camacho Henriquez, Sänger, 1982, 1984; De Wit, Van der Meer, 1986; 
Cornelissen et al., 1986b, 1987; Nassuth, Sänger, 1986; Christ, Mösinger, 1989; 
Joosten, De Wit, 1989; Payne et al., 1989; van der Rhee et al., 1990; Eyal et al., 
1992; Alexander et al., 1993; Uknes et al., 1993a]. Накопление PR-1 белков зави-
село от температуры среды. При температуре 28оС не формировались локаль-
ные некрозы в листьях растений табака, зараженных ВТМ, и не накапливались 
PR-1 белки. При снижении температуры до 22оС развивалась сверхчувстви-
тельная реакция и повышалось содержание этих белков в листьях [Malamy et 
al., 1992]. 

В состав семейства входят кислые белки и их основные аналоги. Все 
три кислых белка (1a, 1b и 1c) имеют примерно одинаковые м. м. (около 16 
кДа), антигенные свойства и первичные структуры [Antoniw et al., 1980, 1985; 
Matsuoka, Ohashi, 1984]. Они хорошо растворимы в кислой среде [van Loon, 
1976a] и устойчивы к протеазам [Pierpoint, 1983a, b]. Основные PR-1 белки, по-
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добно кислым, содержат гидрофобный N-терминальный участок размером в 30 
аминокислот, который, возможно, необходим для транспорта по эндоплазма-
тическому ретикулуму [Payne et al., 1989]. Нуклеотидные последовательности 
кДНК кислых и основных PR-1 белков примерно на 65 % одинаковы [Payne et 
al., 1989]. Показана структурная организация иРНК для PR-1b белка: лидерная 
последовательность из 29 нуклеотидов, считывающая рамка из 504 нуклеоти-
дов, кодирующий сигнальный пептид длиной 30 аминокислот и зрелый пептид 
длиной 138 аминокислот, а также 3’-некодирующий регион из 235 нуклеотидов. 
Были выявлены иРНК для PR-1 белков в инокулированных ВТМ листьях рас-
тений табака сорта Самсун NN и в неинокулированных вышерасположенных 
листьях через 2 и 8 дней после заражения, соответственно [Cornelissen et al., 
1986b]. Дж. Карр с соавторами [Carr et al., 1982] доложили, что иРНК для PR-1 
белков присутствует не только в листьях больных, но и здоровых растений. 
Они предположили, что синтез PR-1 белков регулируется на уровне трансля-
ции, а не транскрипции. Это предположение было подтверждено в опытах с ис-
пользованием радиоактивной метки и антибиотиков [Matsuoka, Ohashi, 1986]. 
Имеются биохимические, иммунохимические и генетические доказательства, 
что близкородственные и схожие по своим свойствам белки группы PR-1 коди-
руются разными генами [Antoniw et al., 1980; Ahl et al., 1982; Matsuoka, Ohashi, 
1984; Pfi tzner, Goodman, 1987; Matsuoka et al., 1987, 1988].

Функции и механизм действия PR-1 белков пока не известны. Было вы-
сказано предположение [Коваленко и др., 1987], что они обладают гемагглюти-
нирующей способностью и действуют как медиаторы белок-углеводного взаи-
модействия инфицированных или подвергнутых стрессу клеток со здоровыми 
клетками, необходимого для включения неспецифической защитной реакции. 
PR-1 белки проявляли фунгицидную активность в условиях in vivo и in vitro 
[Niderman et al., 1995]. У трансгенных растений табака, постоянно продуци-
рующих белок PR -1a, были слабо выражены симптомы заболевания после за-
ражения грибами Phytophthora parasitica var nicotianae и Peronospora tabacina 
[Alexander et al., 1993]. Трансгенные растения табака экспрессирующие 2-5A 
систему из млекопитающих, состоящую из 2’5’-олигоаденилат синтетазы и 
рибонуклеазы L, накапливали кислые и основные PR-1 белки и были сверх-
чувствительны к вирусу огуречной мозаики в отличие от исходных растений 
[Honda et al., 2003]. Устойчивость растений A. thaliana к вирусу посветления 
жилок турнепса, индуцированная обработками цианидом и антимицином А, 
не сопровождалась накоплением PR-1 белков [Wong et al., 2002]. На основании 
результатов своих опытов с трансгенными растениями табака (генотипы NN и 
nn), постоянно экспресирующими ген белка оболочки ВТМ Дж.П. Карр с сотр. 
[Carr et al., 1989] пришли к заключению, что PR-1 белки не играют существен-
ной роли в устойчивости этих растений к ВТМ.

Семейство PR-2. В состав этого семейства входят β-1,3-глюканазы. 
Это мономеры с молекулярной массой от 25 до 35 кДа, большинство из них 
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– эндоглюканазы, способные частично расщеплять клеточную стенку грибов, 
гидролизуя β-1,3-глюканы растущих гиф гриба [Kauffman et al., 1987; Stintzi 
et al., 1993]. При этом не только прекращается рост гиф, но высвобождаются 
фрагменты клеточных стенок (β-глюканы, олигомеры хитина и хитозана), об-
ладающие элиситорной активностью и активирующие защитные механизмы 
растений [Keen, Yoshikawa, 1983; Mauch, Staehelin, 1989; Okinaka et al., 1995]. 

В растениях эти ферменты существуют в виде различных изозимов, кото-
рые отличаются между собой по молекулярной массе, изоэлектрической точке, 
первичной структуре. На основе аминокислотной последовательности β-1,3-
глюканазы, обнаруженные в растениях табака, томатов, картофеля и некоторых 
других видов, разделяют на 3 класса [van Kan et al., 1992; Domingo et al., 1994; 
Oh, Yang, 1995]. В растениях табака β-1,3-глюканазы, составляющие I класс, 
являются основными белками и локализованы в центральной вакуоле [van den 
Bulcke et al., 1989; Keefe et al., 1990; Sticher et al., 1992]. Ферменты, входящие 
в классы II и III, являются кислыми белками и секретируются в межклеточное 
пространство [Stintzi et al., 1993].

Активность β-1,3-глюканаз повышалась в растениях, сверхчувствитель-
но реагировавших на заражение грибами, бактериями и вирусами [Collinge, 
Slusarenko, 1987; Kombrink et al., 1988]. Повышение активности β-1,3-глюканазы 
было обнаружено и в растениях сои, системно пораженных вирусом мозаики 
сои, но в крайне устойчивых к этому вирусу растениях сои активность фермен-
та после заражения существенно не менялась [Andreeva et al., 2002]. В сверх-
чувствительных растениях табака, инфицированных ВТМ, индуцировалась 
экспрессия генов, кодирующих β-1,3-глюканазы всех трех классов [Ward et al., 
1991a; Vőgeli-Lange et al., 1994; Livne et al., 1997]. Было показано накопление 
основных β-1,3-глюканаз в локальных некрозах и в соседних клетках [Heitz 
et al., 1994]. Синтез β-1,3-глюканаз, принадлежащих II и III классам, проис-
ходил как в зараженных ВТМ, так и в неинокулированных листьях растений 
табака [Payne et al., 1990; Brederode et al., 1991; Ward et al., 1991a, b; Ye et al., 
1992]. В сверхчувствительных к ВТМ растениях табака, дефицитных по β-1,3-
глюканазе I в результате антисенс-трансформации, синтез этого фермента был 
значительно подавлен после заражения ВТМ. Синтез ферментов классов II и 
III не менялся. В отличие от исходных растений, в этих трансформантах по-
сле заражения образовывалась новая форма β-1,3-глюканазы, серологически 
отличная от других табачных β-1,3-глюканаз. Кроме того, в этих трансформан-
тах значительно снижались число и размеры локальных некрозов и уровень 
накопления вируса. В чувствительных антисенс-трансформантах замедлялись 
образование мозаичных симптомов и накопление вируса [Beffa et al., 1996]. 
Растения табака, полученные в результате антисенс-трансформации по классу 
II, не отличались от исходных по устойчивости к ВТМ [Lusso, Kuc, 1996]. 

Семейства PR-3, -4, -8, -11. Высшие растения не содержат хитина, но 
продуцируют белки, обладающие хитиназной активностью и гидролизующие 
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β-1,4-связи хитина – основного структурного компонента экзоскелета насеко-
мых и клеточных стенок грибов [Wargo, 1975; Keen, Yoshikawa, 1983; Brinner 
et al., 1998]. Хитиназы способны разрушать изолированные клеточные стенки 
фитопатогенных грибов [Wargo, 1975; Young, Pegg, 1982; Boller et al., 1983; 
Keen, Yoshikawa, 1983]. Хитиназы могут действовать как лизоцим, гидроли-
зуя пептидоглюканы клеточных стенок бактерий [Boller et al., 1983; Trudel et 
al., 1989; Martin, 1991]. Основываясь на аминокислотной последовательности 
и структурных особенностях молекул выделили 4 семейства растительных хи-
тиназ [Shinshi et al., 1990]. Они обнаружены в центральной вакуоли [Boller, 
Vogeli, 1984; Keefe et al., 1990]. Кислые хитиназы были найдены в межклеточ-
ной жидкости у растений табака  [Parent et al., 1985; Shinshi et al., 1990].

В здоровых растениях хитиназы являются вспомогательными факторами 
дифференциации при эмбриогенезе [De Jong et al., 1992] и являются антифриз-
ными белками [Hon et al., 1995]. 

Обработка элиситорами из клеточных стенок грибов приводила к уве-
личение активности хитиназы в суспендированных клетках моркови [Kurosaki 
et al., 1986], фасоли [Hedrick et al., 1988] и растениях дыни [Roby et al., 1987]. 
Экспрессия генов, кодирующих хитиназы, индуцировалась этиленом в расте-
ниях фасоли и табака [Broglie et al., 1986; Memelink et al., 1990]. Трансген-
ные растения табака, постоянно продуцирующие хитиназу, были устойчивы 
к заражению грибом Rhizoctonia solani [Broglie et al., 1991]. Очищенные хи-
тиназа и β-1,3-глюканаза ингибировали рост некоторых грибных патогенов  
[Schlumbaum et al., 1986; Broekaert et al., 1988; Mauch et al., 1988a,b; Roberts, 
Selitrennikoff, 1988; Awade et al., 1989; Sela-Buurlage et al., 1993; Ponstein et al., 
1994]. В сверхчувствительных к ВТМ растениях табака сорта Самсун NN по-
сле заражения этим вирусом увеличивалось содержание 2 кислых и 2 основ-
ных хитиназ, причем основные белки имели более высокую ферментативную 
активность [Legrand et al., 1987].  В экстрактах из листьев с SAR растений та-
бака, зараженных ВТМ или Peronospora tabacina, было выявлено 8 изозимов 
хитиназы и содержание 2-х изозимов было в 7 раз выше, чем в контроле [Pan 
et al., 1992].

Семейство PR-5. Была показана высокая степень гомологии белков се-
мейства PR-5 к сладкому на вкус белку тауматину из африканского кустарника 
Thaumatococcus daniellii Benth. [Cornelissen et al., 1986a; Dudler et al., 1994]. 
Поэтому эти белки называют также тауматин-подобными белками,  хотя ни 
один из них не обладает сладким вкусом [Velazhahan et al., 1999]. Кроме того, 
тауматин-подобные белки из семейства PR-5 гомологичны бифункционально-
му ингибитору α-амилазы и трипсина из семян маиса [Richardson et al., 1987], 
однако они не обладали ингибиторной активностью к протеиназе, которая ха-
рактерна для белков семейства PR-6 [van Loon, 1999].

В молодых здоровых растениях тауматин-подобные белки не обнару-
живались или присутствовали в очень низкой концентрации, но при старении 
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растений,  биотических и абиотических стрессах их содержание значительно 
увеличивалось [Velazhahan et al., 1999]. PR-5 белок осмотин накапливался в ва-
куолях растений табака под влиянием NaCl, KCl и абсцизовой кислоты [Singh 
et al., 1987; LaRosa et al., 1989]. Этилен, салициловая и жасмоновая кислоты 
индуцировали накопление иРНК PR-5 белка осмотина в семенах табака и в 
листьях бобовых растений [Koiwa et al., 1994]. Экспрессия гена, кодирующего 
осмотин, активировалась при обработке элиситорами [Chang et al., 1995]. Ко-
личество PR-5 белков увеличивалось в листьях сверхчувствительных растений 
табака, пораженных ВТМ [Pierpoint, 1986; Pierpoint et al., 1987; van Loon et al., 
1987; Kauffmann et al., 1990], в растениях 20 видов, инфицированных вирусом 
кольцевой пятнистости табака [Sehgal et al., 1991], в растениях A. thaliana, зара-
женных вирусом морщинитости турнепса [Dempsey et al., 1993], и в растениях 
томатов в результате вироидной инфекции [Rodrigo et al., 1991b; Ruiz-Medrano 
et al., 1992]. Содержание тауматин-подобного белка увеличивалось в листьях 
растений табака, пораженных вирусом огуречной мозаики. Причем этот белок 
связывался с вирус-кодируемыми белками в условиях in vitro и in planta [Kim et 
al., 2005]. Однако, трансгенные растения табака с повышенной и пониженной 
экспрессией генов PR-5 белков не отличались от исходных растений по своей 
устойчивости к ВТМ [Linthorst et al., 1989], но трансгенные растения табака и 
картофеля с повышенной экспрессией этих генов были избирательно устойчи-
вы к грибной инфекции [Liu et al., 1994; Vierheilig et al., 1995; Zhu et al., 1996]. 
PR-5 белок осмотин, выделенный из ВТМ-инфицированных растений табака и 
томатов, лизировал споры P. infestans [Stintzi et al., 1993]. Трансгенные расте-
ния картофеля, постоянно экспрессирующие PR-5 белок осмотин, содержание 
которого достигало 2 % от общего белка, имели повышенную устойчивость к P. 
infestans [Lamb et al., 1992]. Была показана фунгицидная активность тауматин-
подобных PR-5 белков из кукурузы [Vigers et al., 1992], ячменя [Hejgaard et al., 
1991, 1992], табака и томатов [Woloshuk et al., 1991; Vigers et al., 1992].

Семейство PR-6. Белки, входящие в семейство PR-6, являются ингиби-
торами протеиназ [van Loon, 1997]. В растениях имеются ингибиторы сери-
новых, аспартиловых, цистеиновых и металлопротеиназ [Валуева, Мосолов, 
2004]. Протеолитические ферменты продуцируются многими грибами [Kuć, 
1962; Kuć, Williams, 1962; Hancock, Millar, 1965; Porter, 1969; Mussell, Strouse, 
1971] и бактериями [Keen et al., 1969; Reddy et al., 1971; Tseng, Mount, 1974].  
Растительные ингибиторы протеиназ являются белками с м. м. 5-6 кДа [Ryan, 
1973]. В листьях растений томатов ингибиторы протеиназы I и II были обна-
ружены в центральной вакуоли [Walker-Simmons, Ryan, 1977a]. Ингибиторы 
протеиназы I и II накапливались в большом количестве в листьях растений в 
результате механического повреждения, атаки листогрызущими насекомыми, 
отделения от растений или обработки раневым гормоном − фактором, индуци-
рующим протеиназный ингибитор (proteinase inhibitor-inducing factor − PIIF) 
[Ryan, Huisman, 1970; Green, Ryan, 1972, 1973; Ryan, 1974; Gustafson, Ryan, 
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1976; Walker-Simmons, Ryan, 1977b; Brown, Ryan, 1984; Martineau et al., 1991; 
Pernas et al., 2000].

Ингибиторы протеиназы I и II подавляли активность протеаз животных 
и микроорганизмов, сходных с трипсином и хемотрипсином, но не влияли на 
активность растительных протеиназ. Системные сигнальные молекулы (систе-
мин и абсцизовая кислота) передавали сигнал о поранении в неповрежденные 
части растения и индуцировали накопление PR-6 белков [Pearce et al., 1991]. 
Ацетилсалициловая и салициловая кислоты ингибировали накопление инги-
биторов протеиназы, обусловленное механическим повреждением [Doherty 
et al., 1988], обработкой системином или жасмоновой кислотой [Doares et al., 
1995b]. Ауксин индуцировал [Kernan, Thornburg, 1989; Taylor et al., 1993], а 
гиббереллин ингибировал [Jacobsen, Olszewski, 1996] синтез ингибитора про-
теиназ в неинфицированных растительных клетках. Суспендированные клетки 
томатов накапливали ингибитор протеиназы I в результате индукции тригалак-
туроновой кислотой, хитозаном [Walker-Simmons, Ryan, 1986], олигосахарида-
ми, полученными из полигалактуроновой кислоты [Bishop et al., 1984], фито-
гормонами (абсцизовой кислотой [Peňa-Cortés et al., 1993] и ауксином [Kernan, 
Thornburg, 1989]) и элиситорами [Rickauer et al., 1989]. Хитозан является сме-
сью водонерастворимых β-1-4 глюкозаминовых полимеров, входящих в состав 
кутикулы насекомых и клеточных стенок грибов [Kreger, 1954; Bartnicki-Garcia, 
1968]. Индуцирующая активность хитозановых олигомеров зависела от длины 
цепи. Мономер был не активен, но с увеличением длины цепи активность уве-
личивалась и была максимальной у пентамеров и гексамеров [Walker-Simmons, 
Ryan, 1984]. Активная эндополигалактуроназа из Rhizopus stolonifer, являюща-
яся элиситором образования фитоалексинов касбена в растениях клещевины 
и пизатина в растениях гороха, вызывала накопление ингибитора протеина-
зы I в растениях томатов [Walker-Simmons et al., 1984a]. В этой работе было 
также показано, что элиситорами образования ингибитора протеиназ являются 
фрагменты клеточных стенок растений и грибов. Заражение растений томатов 
совместимой расой P. infestans вызывала кратковременное незначительное по-
вышение содержания ингибитора протеиназы, а при инфицировании несовме-
стимой расой его содержание резко увеличивалось [Peng, Black, 1976].

Трансгенные растения риса и томатов, содержащие ген ингибитора про-
теиназы, были устойчивы к насекомым [Xu et al., 1996; Abdeen et al., 2005]. 
Ингибиторы протеиназ подавляли активность ферментов, с помощью которых 
вредители обеспечивают свое питание углеводами и азотом [Кладницкая и др., 
1996; Глинка, Проценко, 1999]. В работе К.-С. Парка с соавт. [Park et al., 2000] 
было показано, что в растениях N. glutinosa, зараженных ВТМ, до появления 
видимых локальных некрозов индуцировался синтез белка, структурно по-
хожего на соевый ингибитор трипсина Кунитца и ингибиторы цистеиновых 
протеиназ семейства цистатинов. В отличие от ингибитора протеиназы, обна-
руженного в растениях томатов, и картофельного ингибитора I, синтез инги-
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битора в сверхчувствительных к ВТМ растениях табака слабо индуцировался 
при механическом повреждении, но активировался при обработке салицило-
вой кислотой или этефоном [Heitz et al., 1993]. В листьях сверхчувствительных 
растений табака в ответ на заражение ВТМ образовывался белок, похожий по 
своим структурным свойствам на ингибитор протеиназы I, выявленный в рас-
тениях картофеля, но отличающийся от него по действию на ферменты. Он 
обладал высокой ингибиторной активностью по отношению к протеиназам 
грибов и бактерий, но слабо влиял на трипсин и химотрипсин [Geoffroy et al., 
1990] в отличие от ингибитора, обнаруженного в здоровых растениях табака, 
который эффективно подавлял активность химотрипсина [Kuo et al., 1984]. 
Также у растений табака, пораженных ВТМ, была обнаружена экспрессия 
гена, кодирующего белок, сходного по аминокислотной последовательности с 
картофельным ингибитором протеиназы II [Balandin et al., 1995]. Трансгенные 
растения табака, экспрессирующие рисовый ген ингибитора цистеиновой про-
теиназы, обладали повышенной по сравнению с исходными растениями устой-
чивостью к потивирусам, но не к ВТМ [Gutierrez-Campos et al., 1999].

Семейство PR-7. К этому семейству относятся такие протеиназы как па-
пайин из растений папайи, фицин из плодов фигового дерева, бромелайн из 
плодов ананаса и актинидин из плодов киви. Все эти белки являются пищевы-
ми аллергенами [Ebner et al., 2001]. 

Один из основных белков семейства PR-7, синтез которого индуциру-
ется в растениях томатов при заражении вироидом экзокортиса цитрусовых, 
является щелочной эндопротеиназой [Vera, Conejero, 1988]. Показано, что в 
межклеточном пространстве листьев больных растений эндопротеиназа раз-
рушает PR-белки, синтез которых был активирован при заражении вироидом 
[Rodrigo et al., 1989]. В инокулированных ВТМ или P. tabacina нижних листьях 
сверхчувствительных к этим патогенам растениях табака резко увеличивалась 
активность РНКазы и протеиназы, но в незараженных верхних листьях расте-
ний активность ферментов не менялась по сравнению со здоровым контролем. 
Однако после заражения этих листьев активность РНКазы значительно воз-
растала, тогда как активность протеиназы повышалась незначительно [Lusso, 
Kuc, 1995].

Семейство PR-9. Растительные пероксидазы разделены на 3 больших 
класса. Пероксидазы I класса  (цитохром с пероксидаза, хлоропластная и цито-
зольная аскорбат пероксидазы) являются внутриклеточными и прокариотиче-
скими по своему происхождению ферментами. Класс II включает внеклеточ-
ные грибные пероксидазы. В класс III входят, главным образом, внеклеточные 
растительные пероксидазы, которые секретируются посредством эндоплазма-
тического ретикулума. Некоторые пероксидазы III класса не секретируются из 
клетки, а действуют в клеточных вакуолях [Welinder et al., 1992].

 В состав этого семейства входят пероксидазы лигнин-образующего типа, 
способствующие укреплению клеточных стенок [Stintzi et al., 1993]. Перок-
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сидазы, связанные с клеточными стенками, участвуют в процессах окисления 
гидроксилкоричных спиртов с образованием свободнорадикальных промежу-
точных продуктов, окислении фенолов, перекрестном связывании в клеточных 
стенках полисахаридов и мономеров экстенсинов, лигнификации и суберини-
зации клеточных стенок [Chittoor et al., 1999].

В результате грибной и бактериальной инфекций происходит активация 
экспрессии генов, кодирующих PR-9 белки [Chittoor et al., 1999]. Имеются мно-
гочисленные работы, свидетельствующие о повышении активности пероксидаз 
в растениях, пораженных вирусами. Высокая активность пероксидазы в начале 
заболевания снижалась в процессе развития болезни. Колебания активности 
фермента сопровождались качественными и количественными изменениями 
в изозимном составе. Активность пероксидазы повышалась в листьях сверх-
чувствительных растений с SAR [Мэтьюз, 1973; Журавлев, 1979; Реунов, 1999; 
Малиновский, 2002]. В настоящее время нет  прямых свидетельств об измене-
ниях в растениях активности и количества пероксидаз лигнин-образующего 
типа под влиянием вирусной инфекции. Однако данные об укреплении клеточ-
ных стенок в ходе сверхчувствительной реакции (см. раздел 6.2) и о повыше-
нии активности пероксидазы в межклеточной жидкости сверхчувствительных 
растений, пораженных вирусами [Repka, 1997; Śindelářová, Śindelář, 2001] кос-
венно свидетельствуют об активации пероксидаз лигнин-образующего типа в 
растениях, инфицированных вирусами. 

Семейство PR-10. В это семейство входят белки с РНКазной активно-
стью. Так, на основании сходства последовательности аминокислот между 
белком PR-10а, выделенного из растений петрушки, и РНКазой из каллуса 
женьшеня был сделан вывод, что PR-10а является РНКазой [Moiseyev et al., 
1994]. Имеются и прямые доказательства, что PR-10 белки обладают РНКазной 
активностью [Bantignies et al., 2000; Park et al., 2004a]. Для белков этого семей-
ства характерны небольшая м. м. (около 17 кДа) и устойчивость к протеазам 
[van Loon et al., 1994]. Как показали кристаллографические исследования PR-
10 белка из пыльцы березы, он имеет С-концевую α-спираль, окруженную се-
мью закрученными β-слоями. Две α-спирали находятся около N-конца. Анализ 
аминокислотной последовательности белков этого семейства выявил присут-
ствие консервативных участков, которые формируют так называемую ρ-петлю, 
что характерно для нуклеотидсвязывающих белков [Saraste et al., 1990].

Начиная со статьи Т.О. Динера [Diener, 1961], во многих работах показа-
но резкое увеличение активности РНКаз после заражения растений вирусами 
[Реунов, 1999; Малиновский, 2002; Śindelářová et al., 2002]. PR-10 белки не 
обнаружены при развитии SAR в растениях табака, пораженных ВТМ, но они 
появлялись первыми в листьях растений петрушки при грибной инфекции [Eu-
lgem et al., 1999]. Накопление PR-10 белков вокруг места внедрения патогена 
[Breda et al., 1996; Park et al., 2004a] и поранения [Warner et al., 1993] указыва-
ет на их возможное участие в защитных механизмах растений. Трансгенные 
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растения с повышенным уровнем экспрессии РНКаз были более устойчивы к 
патогенам по сравнению с исходными растениями [Watanabe et al., 1995; Ham-
mond, 1997; Sano, 1997; Langenberg et al., 1997; Трифонова и др. 2002].

Семейство PR-12. В состав этого семейства входят белки дефенсины. 
Это богатые цистеином низкомолекулярные белки с м. м. примерно 5 кДа. Пер-
воначально дефенсины относили к группе тионинов, которые также являются 
низкомолекулярными белками (м. м. примерно 5 кДа) и содержат много цисте-
ина. Однако позже было установлено, что тионины и дефенсины различаются 
по своей структуре [Bruix et al., 1993; Fant et al., 1998]. 

Растительные дефенсины схожи по своей структуре с дефенсинами мле-
копитающих и насекомых [Broekaert et al., 1995]. Изучение аминокислотной 
последовательности дефенсинов, выделенных из растений 13 видов, принад-
лежащих семи семействам, показало, что они состоят из остатков 45-54 ами-
нокислот [Broekaert et al., 1995]. Дефенсины обнаружены у многих растений в 
листьях, корнях, клубнях, цветках, плодах и семенах [Terras et al., 1992; Moreno 
et al., 1994; Osborn et al., 1995; da Silva Conceiçao, Broekaert, 1999]. Эти белки 
локализованы в клеточной стенке семян и освобождаются при их прорастании. 
Кроме того, заражение грибами индуцировало накопление аналогичных бел-
ков в листьях [Terras et al., 1995]. 

Дефенсины обладают сильными фунгицидными свойствами [Broekaert 
et al., 1995; Terras et al., 1995], но не действуют на бактерии [Terras et al., 1992]. 
Фунгицидная активность дефенсинов зависела от ионной силы питательной 
среды, особенно от содержания двухвалентных катионов [Terras et al., 1992, 
1993a,b; Osborn et al., 1995]. Токсичные механизмы антимикробной активности 
дефенсинов и тионинов различны [Thevissen et al., 1996]. По данным этих авто-
ров, α-гордотионин, в отличие от дефенсинов, повышал проницаемость мем-
бран грибов, разрушая их липидные слои. Дефенсины из семейств Brassicaceae 
и Saxifragaceae подавляли растяжение гиф грибов, но способствовали их вет-
влению [Terras et al., 1992, 1993a,b, 1995; Osborn et al., 1995].  Подобным эф-
фектом обладают некоторые фунгициды [Robson et al., 1989; Wiebe et al., 1990]. 
Дефенсины из растений семейств Asteraceae, Fabaceae и Hippocastanaceae за-
медляли растяжение гиф, но не влияли существенно на их морфологию [Terras 
et al., 1992, 1993a,b; Broekaert et al., 1995; Osborn et al., 1995]. Дефенсины не 
влияли на жизнеспособность растительных клеток [Terras et al., 1992]. Кроме 
того, были выделены дефенсины, способные в отличие от других дефенсинов, 
ингибировать α-амилазу насекомых и человека, но не обладающие сильной 
фунгицидной активностью [Bloch, Richardson, 1991; Terras et al., 1992; Osborn 
et al., 1995].

Семейство PR-13. В состав этого семейства входят белки тионины. 
Они богаты цистеином и токсичны для разных биологических систем [Vernon, 
1992]. Первые полипептиды, токсичные для дрожжей, были выделены из пше-
ничной муки в начале сороковых годов 20 века и названы пуротионинами [Balls 
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et al., 1940, 1942 – цит. по Bohlmann, 1999]. Позже тионины были выделены из 
семян пшеницы и ячменя [Collila et al., 1990; Mendez et al., 1990]. Первона-
чально они были названы γ-тионинами, потому что имеют м. м. около 5 кД 
и 4 дисульфидных мостика как α- и β-тионины [Broekaert et al., 1995]. Позже 
было показано, что α-, β-тионины и γ-тионины различаются по своей структу-
ре [Terras et al., 1992; Bruix et al., 1993]. Растения культурных и диких видов яч-
меня содержат большое мультигенное семейство генов, кодирующих тионины 
[Bohlmann, Apel, 1987; Gausing, 1987; Bohlmann et al., 1988; Bunge et al., 1992]. 
Тионины обнаружены в семянах различных однодольных и двудольных рас-
тений [Bloch, Richardson, 1991; Terras et al., 1992, 1993a,b; Moreno et al., 1994; 
Osborn et al., 1995]. В зрелых листьях ячменя тионины выявлены в централь-
ной вакуоли [Reimann-Philipp et al., 1989b] и клеточной стенке [Bohlmann et 
al., 1988]. Внешние стенки эпидермальных клеток особенно богаты тионинами 
[Reimann-Philipp et al., 1989a].

Сейчас тионины разделяют по числу цистеиновых остатков и располо-
жению дисульфидных мостиков на 4 класса [Bohlmann et al., 1994 – цит. по 
Bohlmann, 1999]: класс I − тионины с 8 цистеиновыми остатками, такие как 
пуротионины, гордотионины; класс II − тионины без 3-го и 6-го цистеиновых 
остатков, такие как крамбин и листовые вискотоксины; класс III − тионины без 
2-го и 8-го цистеиновых остатков; класс IV − тионины без 2-го цистеинового 
остатка, но они содержат новый цистеиновый остаток между 4-м и 5-м остат-
ками. 

Накопление тионинов в листьях индуцировалось при заражении расте-
ний грибами и бактериями, под воздействием тяжелых металлов, салицила-
та, жасмоновой и 2,6-дихлоризоникотиновой кислот  [Bohlmann et al., 1988; 
Ebrahim-Nesbat et al., 1989, 1993; Fischer et al., 1989; Andresen et al., 1992; Boyd 
et al., 1994; Valé et al., 1994; Wasternack et al., 1994; Kogel et al., 1995; Terras et 
al., 1995]. Экспрессия гена Thi 2.1, кодирующего в растениях A. thaliana один 
белок из группы тионинов, усиливалась под влиянием патогена, нитрата се-
ребра и метилжасмоната, но не салицилата, что свидетельствует по мнению 
авторов о различиях в сигнальных путях для индукции синтеза тионинов и 
других PR-белков [Epple et al., 1995]. Экспрессия этого гена была более вы-
ражена в устойчивых к грибу Fusarium oxysporum f sp matthiolae растениях по 
сравнению с восприимчивыми растениями. Суперэкспрессия Thi 2.1 тионина 
сопровождалась аномалиями в росте гиф гриба, в том числе их сверхветвлени-
ем  [Epple et al., 1997]. Тионины, выделенные из листьев и эндосперма ячме-
ня, были токсичны в условиях in vitro для фитопатогенных грибов и бактерий 
[Fernandez de Caleya et al., 1972; Bohlmann et al., 1988; Florack et al., 1993; Molina 
et al., 1993a; Terras et al., 1993a,b, 1996]. Токсичность тионинов обусловлена 
их разрушающим действием на мембраны патогенов [Thevissen et al., 1996]. 
Экспрессия эндоспермспецифичного гордотионина в трансгенных растениях 
табака повышала их устойчивость к бактериальной инфекции [Carmona et al., 
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1993]. Однако Д. Флорак с соавторами [Florack et al., 1994] в аналогичных экс-
периментах не подтвердили эти данные.

Семейство PR-14. В семейство PR-14 входят липидтранспортные белки. 
Они названы так потому, что переносят фосфолипиды через клеточные мем-
браны и могут связывать жирные кислоты [Zachowski et al., 1998]. Это основ-
ные белки с м. м. 9-10 кДа, имеющие 8 цистеиновых остатков [Kader, 1996; 
Arondel et al., 2000]. Они секретируются из клеток, связываются с клеточными 
стенками [Sterk et al., 1991; Thoma et al., 1994] и способствуют их растяжению 
[Nieuwland et al., 2005].

Синтез этих белков индуцировался в растениях ячменя, пораженных 
Erysiphe graminis или Rhynchosporium secalis [Molina, Garcia-Olmedo, 1993; 
Garcia-Olmedo et al., 1995], растениях пшеницы при холодовом стрессе [Gaudet 
et al., 2003] и растениях томатов при обработке NaCl [Torres-Schumann et al., 
1992]. Эти белки ингибировали бактериальную и грибную инфекции так же 
как дефенсины и тионины [Kristensen et al., 2000; Ge et al., 2003], но в отличие 
от них синтез липидтранспортных белков угнетался при обработке растений 
жасмоновой кислотой [Molina et al., 1993b]. Фунгицидное действие липид-
транспортных белков обусловлено их повреждающим действием на мембраны 
патогена [Regente et al., 2005]. Инокуляция штаммом PO ВТМ вызывала обра-
зование локальных некрозов и накопление липидтранспортных белков в рас-
тениях перца, но при системном поражении растений перца штаммом P1.2 ВТМ 
содержание этих белков не менялось [Park et al., 2002]. 

Семейство PR-15. В состав семейства входят гликопротеины гермины. 
Они впервые были обнаружены в зародышах ячменя, риса, кукурузы, пшени-
цы и ржи. В 1980 г. из прорастающих зародышей пшеницы были выделены 
мономеры гермина (м. м. примерно 22 кДа) [Thompson,  Lane, 1980], которые 
соединяются in vivo в олигомеры (м. м. примерно 130 кДа), устойчивые к обра-
ботке трипсином [Grunwald et al., 2003]. Затем было установлено, что гермины 
являются гликопротеинами, так как содержат углеводные компоненты, в том 
числе N-глюкан [Lane et al., 1987]. Гермины были выявлены в корнях, стеблях 
и листьях проростков пшеницы, причем примерно 50 % от общего содержания 
герминов входило в состав клеточных стенок [Grzelczak, Lane, 1983, 1984; Gr-
zelczak et al., 1985; Lane et al., 1992]. Гермины участвуют во многих процессах 
роста и развития растений, а также в защите растений от стрессов [Bernier, 
Berna, 2001]. Было показано [Lane et al., 1993], что олигомеры гермина облада-
ют оксалатоксидазной активностью. Предполагается [Lane, 2002], что герми-
ны разлагают грибной токсин (щавелевую кислоту) с образованием перекиси 
водорода, которая  является сигнальным веществом для развития механизмов 
устойчивости, необходима для патоген-индуцированной гибели растительных 
клеток и для усиления клеточных стенок.

Синтез герминов и их иРНК индуцировался в чувствительных и сверх-
чувствительных злаковых растениях, пораженных грибами [Zhang et al., 1995; 



Изменения метаболизма растений, приводящие к развитию устойчивости к 
патогенам

  195

Hurkman, Tanaka 1996; Wei et al., 1998]. Трансгенные растения сои [Donaldson 
et al., 2001] и тополя [Liang et al., 2001], экспрессирующие пшеничный ген, 
кодирующий гермин, были более устойчивы по сравнению с исходными фор-
мами к грибной инфекции. 

Семейство PR-16. В состав семейства входят герминоподобные белки 
(ГПБ). Они имеют 30-70 % сходства в аминокислотной последовательности с 
пшеничным гермином [Lane et al., 1991]. В отличие от герминов, ГПБ обнару-
жены в представителях всех семейств покрытосеменных растений, лишены ок-
салатоксидазной активности [Vallelian-Bindschedler et al., 1998], но некоторые 
из них имеют супероксиддисмутазную активность [Christensen et al., 2004]. 
Поэтому они, как и гермины, обладающие оксалатоксидазной активностью, 
могут продуцировать перекись водорода и тем самым участвовать в защите 
растений от патогенов. Вирус-индуцированное молчание гена, кодирующего 
ГПБ в растениях Nicotiana attenuate Torr. ex S. Watson, приводило к сниже-
нию содержания перекиси водорода и ингибитора трипсиновой протеиназы и 
тем самым повышало чувствительность растений к вредителям [Lou, Baldwin, 
2006].

Выявлено повышенное по сравнению со здоровыми растениями содер-
жание ГПБ в злаковых растениях, пораженных грибами [Schweizer et al., 1999; 
Christensen et al., 2004], и в сверхчувствительных к ВТМ (штамм Р0) и бактери-
ям Xanthomonas campestris pv. vesicatoria растениях перца (Capsicum annuum 
L. сорт Bugang) [Park et al., 2002, 2004b]. При системной реакции растений 
перца в ответ на заражение штаммом Р1.2 ВТМ содержание иРНК ГПБ не ме-
нялось. Активное накопление иРНК ГПБ происходило в растениях перца при 
обработке салициловой кислотой или этефоном, но NaCl и метилжасмонат не 
влияли на экспрессию гена ГПБ [Park et al., 2002].  

Семейство PR-17. В состав семейства входят белки, обнаруженные в 
растениях табака, пораженных ВТМ [Okushima et al., 2000], пшеницы [Gör-
lach et al., 1996] и ячменя [Christensen et al., 2002], инфицированных грибами 
или обработанных бензотиадизолом – индуктором системной приобретенной 
устойчивости к повторному заражению патогеном. Функции этих белков пока 
не известны. Однако изучение аминокислотной последовательности белков, 
выделенных из растений ячменя, показало, что консервативная часть их моле-
кул имеет сходство с активным центром экзопептидазы аминопептидазы N эу-
кариотов и эндопептидазы  термолизина из бактерий  [Christensen et al., 2002].

Семейство PR-18. Новое предполагаемое семейство PR-белков [van 
Loon et al., 2006]. В его состав входят белки (м. м. примерно 60 кДа), выявлен-
ные в экстрактах листьев латука и подсолнечника. Они обладали антимикроб-
ной активностью и имели большую гомологию с растительными карбогидрат-
оксидазами. Их синтез активировался при заражении растений грибами и об-
работкой салициловой кислотой. Однако обработки этиленом или жасмоной 
кислотой не влияли на содержание этих белков в листьях. Трансгенные расте-
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ния табака, экспрессирующие ген карбогидрат-оксидазы  подсолнечника, были 
более устойчивы к заражению Pectobacterium carotovorum ssp. сarotovorum по 
сравнению с исходными растениями [Custers et al., 2004].

Таким образом, согласно литературным данным, в растениях, поражен-
ных патогенами, повышалось содержание PR-белков, принадлежащих к боль-
шинству известных семейств этих белков. Судя по их свойствам, PR-белки 
могут участвовать в защите растений от насекомых-вредителей, грибов и бак-
терий. Роль PR-белков в защите растений от вирусов пока не ясна. Имеются 
примеры, что PR-белки могут способствовать поражению растений вирусами. 
Так, повышение активности β-1,3-глюканазы может облегчить транспорт ви-
русов в листьях сверхчувствительных растений. В опытах с растениями фа-
соли сорта Пинто и N. glutinosa, зараженными штаммами VM и  U1 ВТМ, вы-
явлена прямая корреляция между активностью этого фермента и транспортом 
вируса в листьях [Kearney, Wu, 1984]. В растениях табака (сорт Havana 425), 
дефицитных по β-1,3-глюканазе I в результате антисенс-трансформации, был 
лимитирован транспорт ВТМ и вируса некроза табака [Iglesias, Meins, 2000].  
Это объясняется тем, что β-1,3-глюканаза разрушает каллозу (β-1,3-глюкан), 
которая откладывается в клеточных стенках и плазмодесмах и тем самым бло-
кирует транспорт вируса [Shimomura, Dijkstra, 1976]. Показано, что в межкле-
точном пространстве листьев больных растений томатов и табака эндопротеи-
наза разрушает PR-белки, синтез которых был индуцирован заражением ВТМ 
[Rodrigo et al., 1991]. Кроме того, растительные протеиназы могут участвовать 
в процессинге потивирусов. Так, были получены трансгенные растения табака, 
экспрессирующие встроенный ген оризацистатина I (ингибитор цистеиновых 
протеиназ). Они были более устойчивы по сравнению с исходными растения-
ми к вирусу гравировки табака и Y–вирусу картофеля [Gutierrez-Campos et al., 
1999]. Оба эти вируса относятся к потивирусам и используют для процессин-
га своих белков цистеиновые протеиназы. Не исключена вероятность участия 
растительных протеиназ в депротеинизации вирусных частиц, необходимой 
для инициации инфекционного процесса. Однако протеиназы, возможно, мо-
гут способствовать и защите растений от вирусов, разрушая белок оболочки и 
целые вирионы внутри клетки и, особенно, в межклеточном пространстве.

Помимо белков из семейства PR-6 (ингибиторы протеиназ) в защи-
те растений от вирусов, вероятно, принимают участие пероксидазы лигнин-
образующего типа и РНКазы. Как было указано выше, пероксидазы участвуют 
в укреплении клеточных стенок и тем самым способствуют локализации виру-
сов в сверхчувствительных растениях. Трансгенные растения табака с повы-
шенным уровнем экспрессии РНКаз (семейство PR-10) были более устойчивы 
к ВТМ по сравнению с исходными растениями [Watanabe et al., 1995; Ham-
mond, 1997; Sano, 1997; Langenberg et al., 1997; Трифонова и др. 2002]. 

Однако имеются данные, подвергающие сомнению участие PR-белков в 
развитии приобретенной устойчивости, локализации и инактивации вирусов. 
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Так, они образуются в здоровых каллусах табака. Предполагается [van Loon, 
1983], что их появление в клетках каллуса обусловлено действием фитогор-
монов, присутствующих в питательных средах. PR-белки были найдены в не-
больших количествах в стареющих листьях цветковых растений, цветочных 
почках. Потенциально все ткани растения способны к синтезу различных PR-
белков при росте и развитии, цветении и старении растений [van Loon et al., 
1994]. Дж. Карр с соавт. [Carr et al., 1982] доложили, что иРНК для PR-1 белков 
присутствует не только в листьях больных, но и здоровых растений. PR-10 бел-
ки найдены в корнях и стеблях здоровых растений [Crowell et al., 1992; Warner 
et al., 1994; Pinto et al., 2005], сухих семенах [Warner et al., 1994] и различных 
частях цветков [Breiteneder et al., 1989; Warner et al., 1994; Huang et al., 1997]. 
Были выделены три кислых β-1,3-глюканазы [Young, Pegg, 1981] и хитиназа 
[Pegg, Young, 1982] из листьев и стеблей здоровых растений томатов. Было 
показано накопление иРНК для хитиназ в листьях здоровых деревьев тополя 
[Parsons et al., 1989] и гипокотилях фасоли [Hedrick et al., 1988] в результате 
механического повреждения. PR-белки накапливались в здоровых растениях 
табака в период цветения [Fraser, 1981; Shinshi et al., 1987; Lotan et al., 1989; 
Memelink et al., 1990; Neale et al., 1990; Ohshima et al., 1990] и при стрессовых 
воздействиях в здоровых чувствительных и сверхчувствительных к ВТМ рас-
тениях табака [Asselin et al., 1985; Ohashi, Matsuoka, 1985b; Ohshima et al., 1990; 
Fujibe et al., 2000]. Солевой стресс индуцировал накопление осмотина (табач-
ный белок PR-5c) и его гомолога NP24 (PR-5a) в растениях томатов [Singh et al., 
1987].  Белки с хитиназной и β-1,3-глюканазной активностями накапливались в 
стручках гороха при созревании и в ответ на воздействие таких факторов стрес-
са, как механическое повреждение, заражение грибами, обработка хитозаном 
или этиленом [Mauch et al., 1988]. Заражение патогеном или такие стрессоры, 
как тепловой шок, низкая температура и обработка тежелыми металлами вы-
зывали накопление PR-белков в межклеточном пространстве листьев ячменя 
[Tamás et al., 1997]. Обработка растений HgCL2 и инъекция дрожжевой РНК 
повышала их устойчивость к вирусам, но не влияла на содержание PR-белков 
[Gicherman, Loebenstein, 1968; Gianinazzi et al., 1970; van Loon, 1975]. Было 
показано, что в больных трансгенных растениях A. thaliana встроенный ген с 
промотором хитиназы экспрессировался в листьях вокруг некрозов, а в здоро-
вых трансгенных растениях − в других органах [Samac, Shah, 1991]. 

Кроме того, PR-белки были обнаружены в восприимчивых растениях, 
системно инфицированных ВТМ [Fraser, 1982], вирусом бронзовости томатов 
[Коваленко и др., 1989], вирусом огуречной мозаики и Y вирусом картофеля 
[van Loon, van Kammen, 1970]. Поражение грибами индуцировало более высо-
кие хитиназную и β-1,3- глюканазную активности в чувствительных растениях 
томатов, чем в устойчивых растениях [Pegg, Young, 1982; Ferraris et al., 1987]  
Не найдено количественной и временной взаимосвязи между накоплением PR-
белков и устойчивостью растений Ксанти нк, N. glutinosa. и Nicotiana rustica 



198                                                     В.И. МАЛИНОВСКИЙ

L. к заражению ВТМ [Fraser, 1982; Sherwood, 1985; Dumas, Gianinazzi, 1986]. 
Трансгенные растения  табака со встроенными генами PR-белков (PR-1a, 1b, 
GRP, S) не отличались по своей устойчивости от исходных растений [Cutt et al., 
1989; Linthorst et al., 1989]. На основании результатов своих опытов с трансген-
ными растениями табака (генотипы NN и nn), постоянно экспрессирующими 
ген белка оболочки ВТМ, Дж.П. Карр с сотр. [Carr et al., 1989] пришли к за-
ключению, что PR-1 белки не играют существенной роли в устойчивости этих 
растений к ВТМ. Однако гибрид N. glutinosa x N. debney, постоянно синтезиру-
ющий PR-белки, был высоко устойчив к ВТМ [Ahl, Gianinazzi, 1982]. PR-белки 
не ингибировали накопление вирусов в листьях [Antoniw, Pierpoint, 1978; Hooft 
van Huijsduijnen et al., 1986] и изолированных протопластах [Kassanis, White, 
1978; Kassanis, 1983]. Ризобактерии, заселяющие корни растений A. thaliana и 
не являющиеся патогенами, вызывали у этих растений ISR, независимую от 
экспрессии PR-генов [Pieterse et al., 1996].

Вероятно, накопление PR-белков зависит от степени повреждения рас-
тений. Так, некротический штамм Y-вируса картофеля вызывал более тяжелые 
симптомы заболевания и более значительное увеличение активности РНКазы в 
растениях табака по сравнению с обычным штаммом [Śindelářová et al., 2000]. 
Было обнаружено повышение активности β-1,3-глюканазы в растениях сои, си-
стемно пораженных вирусом мозаики сои, но в бессимптомных крайне устой-
чивых к этому вирусу растениях сои активность фермента после заражения 
существенно не менялась [Andreeva et al., 2002]. В опытах с растениями дур-
мана, инфицированными тремя изолятами Х-вируса картофеля (слабый, сред-
ний, суровый), была установлена зависимость накопления кислых PR-белков 
от степени суровости симптомов заболевания, причем электрофоретический 
спектр PR-белков был одинаков в экстрактах из листьев здоровых и больных 
растений [Sapotsky et al., 2005]. 

Таким образом, на основании литературных данных можно сделать сле-
дующее заключение. Накопление PR-белков является неспецифичной реакцией 
растений в ответ на механическое повреждение, атаку насекомых-вредителей и 
патогенов, обработку элиситорами и индукторами защитных реакций. Уровень 
накопления PR-белков зависит от степени повреждения растения. Некоторые 
PR-белки (β-1,3-глюканазы, протеиназы), возможно, способствуют поражению 
растений вирусами. Такие PR-белки, как ингибиторы протеиназ, пероксидазы 
и РНКазы, участвуют в защите растений от вирусов. Роль других PR-белков во 
взаимодействии растений с вирусами пока не установлена.

8.3. Белки, инактивирующие рибосомы

Белки, инактивирующие рибосомы (ribosome-inactivating proteins − RIPs), 
являются широко распространенной в растительном мире группой белков офи-
циально названной рРНК N-глюкозидазами (ЕС 3.2.2.22), которые влияют на 
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состояние рибосом про- и эукариот, отрезая специфичный адениновый остаток 
у высоко консервативной последовательности 28S рибосомальной РНК [Endo 
et al., 1987, 1988]. Это необратимое изменение приводит к неспособности ри-
босом связывать факторы элонгации I и II и поэтому блокирует трансляцию. 
Однако было показано [Irvin et al., 1980], что ингибирование трансляции, обу-
словленное действием RIPs, может быть преодолено увеличением концентра-
ции фактора элонгации eEF1A. Помимо N-глюкозидазной активности некото-
рые RIPs имеют ДНКазную, ДНК гликозилазную,  супероксиддисмутазную ак-
тивности [Nicolas et al., 1997, 2000; Sharma et al., 2004], хотя есть подозрение, 
что нуклеазная активность RIPs обусловлена загрязнением другими фермента-
ми [Day et al., 1998].

 RIPs выделены из одно- и двудольных растений 50 видов из 17 семейств 
[Sharma et al., 2004]. RIPs были обнаружены во всех органах и тканях растений 
(эндосперм, листья, корни, плоды). У некоторых растений содержание RIPs 
может достигать 10 % от общего уровня белка [Jensen et al., 1999]. В растениях 
Ph. аmericana RIP кодируется несколькими генами  [Lin et al., 1991].

На основе их структурного разнообразия RIPs делят на три группы 
[Jensen et al., 1999]. Группа RIPs I наиболее многочисленна. Все представители 
этой группы являются одноцепочечными ферментами с м. м. примерно 30 кДа.  
В ее состав входят антивирусный белок из растений лаконоса, трихосмитин, ге-
лонин. У рицина (типичного представителя группы RIPs II) каталитическая це-
почка связана одиночным бисульфидным мостиком с цепочкой лектина [Lord, 
1985]. Третья группа содержит два белка, которые локализованы в цитоплазме 
клеток маиса и ячменя [Walsh et al., 1991; Reinbothe et al., 1994]. RIP из маиса 
накапливается в семенах в форме неактивного предшественника с м. м. 30 кДа, 
который при прорастании семян превращается в активную двухцепочечную 
форму после удаления внутреннего пептида из домена, не обладающего ката-
литической активностью [Walsh et al., 1991]. У растений Phytolacca insularis 
Nakai повышалась экспрессия гена, кодирующего белок RIP II, в результате 
механического повреждения и обработки жасмоновой или абсцизовой кисло-
тами, но салициловая кислота не вляла на экспрессию этого гена [Song et al., 
2000].

Некоторые RIPs инактивируют хозяйские рибосомы, другие – рибосо-
мы из неродственных видов, в том числе животных и грибов [Stirpe, Huges, 
1989]. Предполагается [Jensen et al., 1999], что RIPs, способные инактивиро-
вать хозяйские рибосомы, участвуют в программированной клеточной смер-
ти. Другие, которые инактивируют нехозяйские рибосомы, имеют защитные 
функции против патогенов и вредителей. Обработка вирусных препаратов и 
листьев антивирусным белком из растений лаконоса и Eranthis hyemalis Salisb. 
почти полностью предотвращала механическое заражение листьев вирусами 
[Kumar et al., 1990, 1993; Chen et al., 1991b]. Экспрессия кДНК белка из расте-
ний лаконоса в трансгенных растениях табака и картофеля, которые не имеют 
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эндогенных RIPs, повышала устойчивость этих растений к механическому и 
векторному заражениями вирусам, блокируя, возможно, трансляцию вирусной 
РНК [Lodge et al., 1993; Smirnov et al., 1997]. Трансгенные растения табака, экс-
прессирующие ген RIP II из растений ирисов, были устойчивы к ВТМ по срав-
нению с исходными растениями. Однако их вирусоустойчивость была ниже, 
чем у растений, экспрессирующих ген RIP I из растений ирисов. Экспрессия 
этих генов не сопровождалась накоплением PR-белков. Кроме того, опыты с 
прививками показали, что вирусоустойчивость этих RIPs не имеет системного 
характера, то есть эти белки не переходили из привоя в подвой [Vandenbussche 
et al., 2004]. Инокулированные вирусом мозаики африканской кассавы листья 
трансгенных растений N. benthamiana, экспрессирующих ген диантина (RIP 
из растений Dianthus caryophyllus L.), характеризовались формированием не 
типичных локальных некрозов и слабым накоплением вирусной ДНК [Hong  
et al., 1996]. RIP, выделенный из растений Mirabilis jalapa L., обладал анти-
вирусной активностью против ВТМ, Х-вируса картофеля, У-вируса картофеля 
и вироида веретеновидности клубней картофеля [Kubo et al., 1990; Kataoka et 
al., 1992; Vivanco, 1997]. Белок из растений Clerodendrum inerme (L.) Gaerth., 
похожий по своим свойствам на RIPs, вызывал локальную и системную устой-
чивость ряда растений к вирусу огуречной мозаики,  Y-вирусу картофеля и ви-
русу мозаики томатов [Praveen et al., 2001].  Также было показано, что RIPs 
ингибируют бактериальную и грибную инфекции [Barbieri et al., 1993; Girbés 
et al., 1996; Sharma et al., 2004].

Механизм антивирусной активности RIPs пока не ясен. Была установле-
на прямая корреляция между активностью RIPs в инактивации рибосом в рас-
тениях табака, ингибировании репродукции ВТМ и формировании локальных 
некрозов [Taylor et al., 1994]. Было показано, что RIP из растений лаконоса пол-
ностью ингибировал белковый синтез и репродукцию ВТМ в изолированных 
протопластах табака, а также вызывал деградацию этих протопластов. Однако 
он не влиял на незараженные протопласты. Два других RIPs (рицин и луффин), 
которые даже при значительно более высоких концентрациях во много раз сла-
бее по сравнению с RIP из растений лаконоса действовали на рибосомы про-
топластов и не влияли на репродукцию ВТМ [Watanabe et al., 1997].

8.4. Гидроксипролинбогатые гликопротеины (экстенсины)

Механическое повреждение [Chrispeels, 1969; Chrispeels et al., 1974; Stu-
art, Varner, 1980], гипоксия [Rumeau et al., 1990], обработка элиситорами [Roby 
et al., 1985] или этиленом [Esquerré-Tugayé et al., 1979; Toppan et al., 1982], по-
ражение грибами, бактериями и вирусами [Esquerré-Tugayé, Mazau, 1974; Es-
querré-Tugayé, Lamport, 1979; Leach et al., 1982; Mellon, Helgeson, 1982; Toppan 
et al., 1982; Mazau, Esquerré-Tugayé, 1986; Rumeau et al., 1990; Memelink et al., 
1993] вызывали синтез гидроксипролинбогатых гликопротеинов (ГПБГ) рас-
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тительных клеточных стенок. Кроме того, обработка клеток сои элиситорами 
вызывала быструю (в течение 2-30 мин) потерю растворимости структурных 
гидроксипролинбогатых белков клеточной стенки р33 и р100. Этот процесс 
был не чувствителен к ингибиторам транскрипции (актиномицин Д) и трансля-
ции (циклогексимид) и индуцировался экзогенной Н2О2 [Brisson et al., 1994]. 

Предполагается [Esquerré-Tugayé et al., 1979], что накопление ГПБГ яв-
ляется защитной реакцией растений в ответ на повреждающие факторы внеш-
ней среды, в том числе и на заражение патогенами, направленной на повыше-
ние прочности клеточных стенок.

В растениях образуются два вида ГПБГ, различающихся по химическому 
составу. Углеводная часть ГПБГ1, составляющая примерно 94 % молекулы, со-
держит галатозу (66 %) и арабинозу (34 %). В белковой части молекулы ГПБГ1 
преобладает гидроксипролин (46 %). ГПБГ2 фракционировали с помощью аф-
финной хроматографии на три гликопротеина: ГПБГ2а, 2b, 2c. ГПБГ2b и ГПБГ2c 
отличаются по химическому составу от ГПБГ2а. ГПБГ2b является главным 
компонентом этой группы гликопротеинов и содержит 41 % белка (основные 
аминокислоты: гидроксипролин, лизин, тирозин) и 50 % углеводов (арабиноза, 
галактоза и глюкоза) [Mazau et al., 1988].

Механизмы биосинтеза ГПБГ в ответ на повреждающее действие внеш-
ней среды пока не известны. Имеются косвенные свидетельства, что этилен 
участвует в его регуляции. Экзогенный этилен усиливал обогащение клеточ-
ных стенок гидроксипролином и ГПБГ [Ridge, Osborne, 1970; Esquerré-Tugayé 
et al., 1979; Toppan et al., 1982]. Механическое повреждение и заражение пато-
генами − два процесса, приводящие к накоплению эндогенного этилена, инду-
цировали накопление ГПБГ.

8.5. Полиамины

Диамин путресцин, триамин спермидин и тетраамин спермин участву-
ют во многих жизненно важных процессах растений, например, таких как 
клеточное деление, эмбриогенез и в реакциях на стресс [Martin-Tanguy, 1997; 
Bertoldi et al., 2004; Kusano et al., 2008; Tassoni et al., 2008]. Они образуются 
из аминокислот орнитина и аргинина, которые декарбоксилируются, соответ-
ственно, орнитиндекарбоксилазой и аргининдекарбоксилазой с образованием 
путресцина. Он при участии S-аденозилметиониндекарбоксилазы, спермидин- 
и сперминсинтаз превращается в спермидин и спермин. Полиамины локали-
зованы в клеточной стенке, где они связаны с пектиновыми полисахаридами 
[D’Orazi, Bagni, 1987; Angelini et al., 1993]. Полиамины служат предшествен-
никами для образования вторичных метаболитов, например, никотина. Они 
могут конъюгировать с фенольными кислотами, образуя амиды гидроксико-
ричной кислоты [Martin-Tanguy, 1997; Walters, 2000].  Путресцин и полиамины 
катаболизируются диаминоксидазами и полиаминоксидазами. Одним из про-
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дуктов их катаболизма является перекись водорода [Tipping, McPherson, 1995; 
Allan, Fluhr, 1997; Walters, 2000; Bagni, Tassoni, 2001; Cona et al., 2006]. Эти 
ферменты локализованы в клеточной стенке [Angelini et al., 1993; Šebela et al., 
2001] и диаминоксидазы могут секретироваться в межклеточное пространство 
[Moller, McPherson, 1998].

Инфильтрация полиаминов в листья здоровых растений табака вызыва-
ла образование перекиси водорода и некротизацию клеток [Yoda et al., 2003],  
Было обнаружено 20-кратное увеличение активности орнитиндекарбоксилазы 
в клетках листьев растений табака сорта Ксанти нк, инфицированных ВТМ. 
Повышение активности этого фермента предшествовало некротизации клеток, 
но почему-то не приводило к изменению содержания путресцина, спермиди-
на и спермина [Negrel et al., 1984]. Однако позже было показано увеличение 
активности аргинин- и орнитиндекарбоксилазы и содержания свободных и 
конъюгированных путресцина и спермидина в локальных некрозах у растений 
сорта Самсун NN через 3-5 сут после заражения ВТМ  [Torrigiani et al., 1997; 
Marini et al., 2001]. В ходе сверхчувствительной реакции увеличивалась актив-
ность и диаминоксидазы [Marini et al., 2001]. Было выявлено значительное на-
копление свободного спермина в межклеточном пространстве некротизирую-
щихся листьев растений табака, инфицированных ВТМ. Обработка растений 
экзогенным спермином вызывала увеличение количества кислых PR-1, 2, 3 и 
5 белков, но не влияла на содержание салициловой кислоты и, наоборот, экзо-
генная салициловая кислота не вызывала значительных изменений в концен-
трации эндогенного спермина  [Yamakawa et al., 1998]. Спермин неодинаково 
влиял на экспрессию генов, кодирующих кислые и основные PR-белки, и гена 
tpoxC1, кодирующего пероксидазу. Причем салициловая кислота, метилжасмо-
нат и этефон не влияли  на экспрессию гена tpoxC1 [Hiraga et al., 2000].  Амино-
альдегиды (продукты окисления полиаминов аминооксидазами) ингибировали 
накопление ВТМ, Х-вируса картофеля и вируса мозаики люцерны [Bachrach, 
2007].  

Механизм антивирусного действия полиаминов пока окончательно не 
выяснен. Возможно, они действуют опосредовано, являясь источником обра-
зования перекиси водорода [Yoda et al., 2003, 2006, 2009], индуцируя синтез 
окиси азота [Tun et al., 2006], активируя протеинкиназы и экспрессию гена, 
кодирующего альтернативную оксидазу [Takahashi et al., 2003]. Показано 
[Takahashi et al., 2004], что спермин индуцирует экспрессию генов, кодирую-
щих белки-маркеры сверхчувствительной реакции (HIN1, HSR203J, HMGR, 
HSR201, HSR515), причем предобработки антиоксидантами, ингибиторами 
аминооксидаз и блокаторами кальциевых каналов снижали его действие. Ве-
роятно, влияние спермина на экспрессию генов осуществляется при участии 
ядерных факторов транскрипции ZFP1, ZAT7, ZAT12, AtWRKY40 и AtbZIP60, 
содержание которых увеличивалось в ходе сверхчувствительной реакции и в 
результате обработки растений спермином [Uehara et al., 2005; Mitsuya et al., 
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2007, 2009], Кроме того, полиамины участвуют в укреплении клеточных стенок 
[D’Orazi, Bagni, 1987; Angelini et al., 1993; Berta et al., 1997; Cona et al., 2006]. 
Было высказано предположение [Walters, 2003], что в сверхчувствительных 
растениях полиамины служат триггерами для увеличения каспазной активно-
сти и развития программированной клеточной смерти, так как они выполняют 
такую роль в клетках животных [Stefanelli et al., 1998, 1999].   



ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В процессе эволюции на постоянном инфекционном фоне у растений 
сформировались различные защитные механизмы, препятствующие проникно-
вению вирусов в клетки растений и ограничивающие инфекционный процесс. 
Различают растения-нехозяева, которые не заражаются вирусами, и растения-
хозяева с разной устойчивостью к вирусам. По современным представлениям 
нехозяйская устойчивость проявляется не в отдельных растениях, а на видовом 
уровне, когда все растения определенного вида лишены или содержат в из-
мененном виде фактор, необходимый для полноценного инфекционного про-
цесса. В результате мутации вирус может приобрести способность поражать 
растения, которые не являются хозяевами для исходного вируса, но при этом 
он может становиться не способным к заражению растений, бывших ранее для 
него хозяевами. Механизм нехозяйской устойчивости пока не изучен.

Среди растений-хозяев выделяют четыре категории: чувствительные, 
толерантные, сверхчувствительные и крайне устойчивые. В чувствительных 
растениях вирус хорошо размножается, транспортируется по растению и вы-
зывает разнообразные симптомы заболевания. В толерантных растениях вирус 
накапливается слабо, распространяется по всему растению, но не вызывает 
симптомов. В сверхчувствительных растениях инфицированные клетки по-
гибают, образуя локальные некрозы, и вирус локализуется, а затем и элими-
нируется в некрозах. В крайне устойчивых растениях вирус репродуцируется 
только в первично зараженных клетках и не вызывает симптомов заболевания. 
Защитные механизмы, обуславливающие эти типы устойчивости, исследованы 
в разной степени. Наиболее хорошо изучена сверхчувствительная реакция рас-
тений в ответ на заражение патогенами. Это объясняется, во-первых, тем, что в 
ходе сверхчувствительной реакции растения выздоравливают в результате ло-
кализации и элиминации вируса, что важно в практическом плане. Во-вторых, 
удобством регистрации и количественной оценки процессов, лежащих в осно-
ве этого типа устойчивости. 

    Вирусоустойчивость растений может проявляться на разных этапах 
взаимодействия вируса с растением: при проникновении вирусных частиц в 
клетки растений, размножении вируса в зараженных клетках и распростране-
нии вирусного инфекционного материала по растению. 

Обобщая литературные данные и результаты наших экспериментов, 
можно сделать заключение, что устойчивость растений к проникновению ви-
русных частиц в процессе механической инокуляции определяется особенно-
стями строения защитных тканей (эпикутикулярный воск, кутикула, кутинизи-
рованный слой с вкраплениями воска, пектиновый слой и клеточные стенки) и 
не зависит от их реакции на поражение вирусом. В клетки растений проникает 
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очень незначительное количество вируса в результате первичного механизма 
защиты, проявляющегося в связывании, деградации и инактивации вирионов 
на кутикуле и клеточных стенках. Деградация и инактивация вирионов ино-
кулюма происходит под влиянием веществ клеточных стенок, в том числе про-
теиназ и РНКаз. Повышение активности этих ферментов при попадании ви-
руса инокулюма в межклетники указывает на активную защитную функцию 
апопласта.

Для бактериальной и грибной инфекций установлено, что фрагменты 
хитина, клеточных стенок микроорганизмов и растительных клеток, образую-
щихся в результате действия ферментов патогенов и растения-хозяина, обла-
дают элиситорными свойствами и индуцируют экспрессию защитных R генов. 
Недавние исследования показали, что и кутикула является не только гидро-
фобным защитным барьером, препятствующим проникновению в листья па-
тогенов, но и необходима для развития SAR. Однако механизмы действия этих 
элиситоров пока подробно не изучены. В случае вирусной инфекции в зависи-
мости от комбинации вирус-растение разные вирускодируемые белки и сател-
литные РНК могут участвовать в развитии патогенеза у растений как элисито-
ры. Для включения защитных растительных механизмов необходимо узнава-
ние вирусных «элиситоров» растительными рецепторами. В настоящее время 
природа, локализация и механизм действия вирусоспецифических рецепторов 
у растений пока окончательно не установлены. Одним из таких рецепторов 
является продукт экспрессии гена устойчивости (R), осуществляющий узнава-
ние и специфическое взаимодействие с продуктом гена авирулентности (AVR) 
патогена. В последние годы достигнут большой прогресс в изучении R генов: 
клонировано около 40 R генов, установлено химическое строение продуктов 
их экспрессии, выявлено несколько белков, необходимых для функционирова-
ния R-белков. 

В результате взаимодействия продуктов экспрессии генов R и AVR  про-
исходит активирование сигнальных процессов для включения защитных ре-
акций. В настоящее время более или менее подробно изучено 8 сигнальных 
систем, участвующих в передаче сигналов о воздействии патогенов и стрес-
соров на растения: циклоаденилатная, MAP-киназная, фосфатидокислотная, 
кальциевая, липоксигеназная, НАДФ•Н-оксидазная (супероксидсинтазная), 
NO-синтазная, протонная. Помимо перечисленных сигнальных систем боль-
шое значение в передаче сигналов о воздействии стрессоров и атаке патогенов 
имеют этилен, салициловая и жасмоновая кислоты. Однако участие сигналь-
ных систем, связанных с этиленом и жасмоновой кислотой, в устойчивости 
растений к вирусам пока не доказано.  Кроме того, недавно было установлено, 
что в растениях имеется еще одна сигнальная система, связанная с защитой от 
патогенов, в том числе и вирусов. Компоненты ее пока не известны, но пока-
зано, что изменение баланса жирных кислот приводит к индукции экспрессии 
R генов. Особенностью работы каждой сигнальной системы является усиле-
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ние сигнала в процессе его передачи. Все эти сигнальные системы могут дей-
ствовать самостоятельно или влиять друг на друга антагонистически или си-
нергически. Включение сигнальных систем в ответ на воздействие различных 
стрессоров и патогенов приводит к активации экспрессии защитных генов и 
повышению устойчивости растений. 

При равных условиях механической инокуляции у чувствительных, то-
лерантных, сверхчувствительных и крайне устойчивых растений заражается 
одинаковое число клеток и в листьях образуется равное количество инфекци-
онных центров (крахмальные и тепловые некрозы у чувствительных и толе-
рантных растений, локальные некрозы у сверхчувствительных растений).

Вирусы хорошо размножаются в чувствительных растениях, но накопле-
ние вирусов в тканях растений неравномерно и зависит от типа и возраста 
тканей. У чувствительных растений имеются ткани (апикальная меристема и 
«зеленые островки»), клетки которых свободны от вируса или содержат его 
очень мало. Причины отсутствия или очень низкого содержания вируса в этих 
тканях пока окончательно не установлены. Для толерантных растений харак-
терно слабое накопление вирусов, вызванное, возможно, низкой эффективно-
стью ферментов, участвующих в вирусной репликации. В литературе имеются 
противоречивые данные о накоплении вирусов в протопластах, изолированных 
из листьев крайне устойчивых растений, и в первично зараженных клетках 
этих растений. Однако четко установлено, что вирусная репродукция полно-
стью блокирована в соседних клетках. Механизмы, обеспечивающие угнете-
ние репродукции и транспорта вирусного инфекционного материала в крайне 
устойчивых растениях пока не известны. В сверхчувствительных растениях в 
течение нескольких суток после заражения репродукция и распространение 
вируса происходят так же, как в чувствительных растениях. После появления 
локальных некрозов накопление и транспорт вируса в листьях сверхчувстви-
тельных растений замедляются в зависимости от гена, контролирующего реак-
цию сверхчувствительности. Замедление четко выражено у растений табака с 
геном N и незначительно у растений с геном  N’. Одной из причин замедления 
репродукции вируса в листьях сверхчувствительных растений является нако-
пление вирусных ингибиторов в зараженных и здоровых клетках. После фор-
мирования зрелых локальных некрозов транспорт вируса в сверхчувствитель-
ных растениях прекращается. Это происходит, во-первых, из-за локализации 
основной массы вируса в некрозах в результате закупорки плазмодесм калло-
зой, утолщения клеточных стенок и отложения в стенках суберина, лигнина и 
пектиновых веществ. Во-вторых, незначительная часть вируса, попавшая за 
пределы некрозов, не способна к репродукции и транспорту из-за структурных 
и биохимических изменений, происходящих в соседних и отдаленных клетках 
в ходе развития приобретенной устойчивости. 

Некротизация инфицированных клеток сверхчувствительных расте-
ний, контролируемая условиями внешней среды, генами патогена и растения-
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хозяина, является частным случаем программированной клеточной смерти. 
Гибель клеток при сверхчувствительной реакции растений является активным 
процессом, при котором внедрение патогена включает цепь реакций, приводя-
щих к смерти клетки: накопление активных форм кислорода, повышение уров-
ня Са2+ в клетке, увеличение каспазоподобной протеолитической активности, 
активация серин/треониновой фосфатазы, накопление «киллера протопластов» 
(кислого белка с м. м. примерно 70 кДа), который непосредственно разрушает 
клеточные мембраны, выход фенолов из центральной вакуоли и гидролити-
ческих ферментов из лизосом вследствие нарушения целостности клеточных 
мембран и увеличения их проницаемости. 

В процессе образования локальных некрозов у сверхчувствительных рас-
тений развивается устойчивость к повторному заражению вирусом. Она выра-
жается в снижении числа и размеров видимых «вторичных» некрозов и угнете-
нии вирусной репродукции. С развитием приобретенной устойчивости повы-
шается защитная активность апопласта, что выражается в более значительной 
по сравнению с листьями здоровых растений деградации и инактивации вирус-
ных частиц, инъецированных в межклеточное пространство листьев. Развитие 
SAR обусловлено действием веществ, образующихся в первично зараженных 
листьях и распространяющихся по всему растению. Согласно нашим данным, 
эти вещества являются не вирусными ингибиторами, а индукторами их обра-
зования. Салициловая кислота (предполагаемый индуктор SAR) ингибировала 
репродукцию и транспорт ВТМ в листьях чувствительных и сверхчувствитель-
ных растениях табака и протопластах, изолированных из этих листьев. Эти 
данные дают возможность сомневаться в том, что салициловая кислота дей-
ствительно является индуктором SAR, специфичным для сверхчувствитель-
ных растений табака. Вероятно, она является вирусным ингибитором, влияю-
щим на метаболизм растения-хозяина. Механизм ее ингибирующего действия 
пока полностью не изучен.  Возможно, в развитии SAR участвуют несколько 
мобильных сигналов разной химической природы. Кроме салициловой кисло-
ты предложены другие вещества на роль мобильного индуктора SAR: метил-
салицилат, этилен, апопластный липидтранспортный белок, нитрозоглутатион, 
мономеры кутина. Однако пока нет достаточно убедительных доказательств, 
что эти вещества действительно участвуют в индукции SAR.

Сверхчувствительные растения отвечают на заражение патогенами уве-
личением экспрессии многих генов, в том числе генов, кодирующих белки, свя-
занные с патогенезом (PR-белки). На основе аминокислотной последователь-
ности, иммунохимическим свойствам, энзимной и биологической активности 
PR-белки разделяют на 17 семейств. Связь между накоплением PR-белков и 
развитием приобретенной устойчивости к повторному заражению патогеном 
привело к мнению, что они являются маркерами этой устойчивости. Однако 
накопление PR-белков было обнаружено в здоровых растениях во время цве-
тения и старения, а также в больных чувствительных растениях. На основании 
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литературных данных и результатов наших экспериментов можно сделать сле-
дующее заключение. Накопление PR-белков является неспецифичной реакцией 
растений в ответ на механическое повреждение, атаку насекомых-вредителей и 
патогенов, обработку элиситорами и индукторами защитных реакций. Уровень 
накопления PR-белков зависит от степени повреждения растения. Некоторые 
PR-белки (β-1,3-глюканазы, протеиназы), возможно, способствуют поражению 
растений вирусами. Такие PR-белки, как ингибиторы протеиназ, пероксидазы 
и РНКазы, участвуют в защите растений от вирусов. Роль других PR-белков во 
взаимодействии растений с вирусами пока не установлена. Помимо PR-белков 
в защите растений от вирусов принимают участие белки, инактивирующие ри-
босомы (RIPs), и полиамины. RIPs, способные инактивировать хозяйские ри-
босомы, участвуют в программированной клеточной смерти. Другие, которые 
инактивируют нехозяйские рибосомы, имеют защитные функции против виру-
сов, блокируя, возможно, трансляцию вирусной иРНК. Полиамины являются 
источником образования перекиси водорода, индуцируют синтез окиси азота, 
активируют протеинкиназы и экспрессию генов, кодирующих альтернативную 
оксидазу и белки-маркеры сверхчувствительной реакции, участвуют в укре-
плении клеточных стенок.

Особым случаем системной приобретенной устойчивости к заражению 
патогенами является ISR. Она в отличие от SAR вызывается непатогенными ри-
зосферными бактериями и микоризными грибами, стимулирующими рост рас-
тений. Она неспецифична, так как в результате развития ISR растения приоб-
ретают устойчивость к бактериям, грибам, вирусам и насекомым-вредителям. 
Механизм ISR пока полностью не изучен. Еще одним случаем системной 
приобретенной устойчивости к заражению вирусами является феномен пере-
крестной защиты. Он заключается в том, что предварительное заражение од-
ним штаммом вируса вызывает устойчивость чувствительных растений к по-
следующему инфицированию другим штаммом этого вируса или родственным 
вирусом. Помимо конкуренции между первым и вторым вирусами за места 
синтеза вирусного материала, в зависимости от комбинации вирус-растение 
перекрестная защита обусловлена угнетением белком оболочки первого виру-
са депротеинизации частиц второго вируса и (или) активацией иРНК вируса-
защитника механизмов растения-хозяина, приводящих к специфической дегра-
дации РНК второго вируса после заражения. Сиквенс-специфичная устойчи-
вость или умолкание генов является механизмом регуляции экспрессии генов 
на основе специфического узнавания и деградации абберантных форм РНК, 
в том числе вирусных репликативных dsРНК. Однако некоторые вирусы со-
держат гены, кодирующие супрессоры умолкания генов, и поэтому способны 
преодолевать клеточную защиту. Эта особенность вирусов была использова-
на для разработки метода вирус-индуцированного подавления генов (VIGS), 
основанного на механизме умолкания генов под влиянием вирусного вектора, 
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имеющего в своем геноме последовательность гена растения-хозяина. Этот ме-
тод успешно применяется для изучения функций генов растений.

Обобщая литературные данные, можно сделать заключение, что за по-
следние годы достигнут значительный прогресс в изучении процессов взаи-
модействия растений и вирусов, в том числе защитных механизмов растений. 
Этот прогресс достигнут благодаря использованию современных методов 
молекулярной биологии, генетики и генной инженерии, а также применению 
модельных систем (изолированных протопластов и клеток). Рассматривая пер-
спективы развития исследований физиологии больного растения, необходимо 
отметить, что совершенствование этих методов открывает новые возможности 
для более детального изучения защитных механизмов растений, различающих-
ся по своей реакции на заражение патогенами. 
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