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Толерантность к патогенам, включая вирусы,  — одна из 
двух (наряду с резистентностью) основных форм иммун-
ного ответа растений [1]. В отличие от резистентности, 
эта форма антивирусного иммунитета сопряжена со зна-
чительным снижением давления отбора в направлении 
возникновения новых, более вирулентных, вариантов виру-
са, более широким антивирусным спектром, фенотипиче-
ской стабильностью и повышением способности растений 
адаптироваться к субоптимальным условиям окружающей 
среды [2]. Полученные нами ранее результаты [3,4] позво-
лили предположить, что толерантная реакция растения на 
вирусную инфекцию может быть, в частности, обусловле-
на транскрипционным репрограммированием двух меха-
низмов врожденной (innate) иммунной системы растения, 
а именно. аутофагии и RNA-decay. В соответствии с этой 
гипотезой, целью настоящей работы было исследование 
изменений транскрипционных программ экспрессии клю-
чевых факторов аутофагии и RQC (RNA QUALITY CONTROL) в 
условиях толерантной реакции растения-хозяина на вирус-
ную инфекцию. Работа проводилась в Лаборатории моле-
кулярной вирусологии ВНИИСБ РАН на модели персистент-
ной инфекции Х вируса шалота (ХВШ) [5]. При проведении 
данной работы были решены следующие задачи: 1. Обна-
ружены и идентифицированы транскрипты, кодирующие 
комплекс факторов аутофагии и RNA-decay в растениях 
шалота; 2. Создана система специфических праймеров, 
позволяющих определять уровни представленности ука-
занных транскриптов-мишений методом полимеразной 
цепной реакции в реальном времени; 3. Определены уров-
ни представленности транскриптов, кодирующих базовые 
факторы аутофагии и RQC на разных этапах персистентной 
вирусной инфекции шалота. Результаты, полученные в на-
стоящей работе, свидетельствуют о том, что толерантная 
реакция растений шалота в условиях персистентной вирус-
ной инфекции специфическим образом сопряжена с изме-
нениями транскрипционных программ экспрессии базовых 
факторов аутофагии и RQC. Дальнейшие исследования 
молекулярных механизмов, обусловливающих состояние 
толерантности растений к вирусной инфекции, позволят 
выяснить, как эти процессы могут быть перепрограммиро-
ваны с целью конструирования форм с.-х. растений, нахо-
дящихся во взаимовыгодных симбиотических отношениях 
с инфицирующими их вирусами [20].
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The two major mechanisms of plant defense against pathogens 
including viruses are resistance (the host’s ability to limit 
pathogen multiplication) and tolerance (the host’s ability to 
reduce the effect of infection on its fitness regardless of the 
level of pathogen multiplication) [1]. Tolerance is evolutionary 
more stable defense response and is effected against a 
larger spectrum of virus isolates compared to resistance; the 
selection pressure for emergence of virulent strains is also 
reduced in tolerant cultivars compared to resistant one, and 
persistent virus infection can improve the plant resilience in 
sub-optimal environmental conditions [2]. On the basis of 
our preliminary results [3, 4] we hypothesized that the plant 
tolerant reaction against virus infection may be in particular the 
consequence of transcriptomic reprogramming of autophagy 
and RNA-decay, the key processes of innate plant immunity. 
So, the task of this study is the experimental verification of this 
hypothesis by quantitative real-time PCR ascertainment of the 
autophagy and ROC (RNA quantity control) factors expression 
changes during persistent shallot virus X infection [5]. The 
research has been conducted at Molecular Virology Laboratory 
and Center of collective sharing of the All-Russian Research 
Institute of Agricultural Biotechnology. In this context the 
autophagy and RNA-decay factors coding transcripts have 
been identified and their representation levels were determined 
in shallot plants. It was drawn a conclusion that persistent 
Shallot virus infection correlates with the specific autophagy 
and ROC factors expression changes. Further research on the 
molecular mechanisms associated with tolerance may identify 
novel targets for engineering tolerance to improve agriculture 
practices.

Key words: allexiviruses, shallot virus X, Allium cepa L. var. 
aggregatum L.G. Don, persistent infection, tolerance, innate & 
adaptive immune systems, PTI (Pattern-triggered immunity), ETI (ef-
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1. Введение
Иммунный ответ растения на вирусную инфекцию 

базируется на функционировании как врожденной 
(innate), так и адаптивной (РНК-сайленсинг) иммунных 
систем хозяина. Это обеспечивает реализацию двух 
основных стратегических форм антивирусного имму-
нитета, а именно, резистентность, т.е. способность 
растения-хозяина ограничивать уровень репродукции 
вируса, и толерантность, ситуацию, при которой, не-
смотря на постоянное присутствие вируса в достаточно 
высокой концентрации, симптомы инфекции выражены 
либо очень слабо, либо полностью исчезают в процессе 
«recovery»; при этом в присутствии вируса, все базовые 
физиологические параметры растения, связанные с 
ростом, продуктивностью и репродуктивной функцией, 
поддерживаются в пределах нормы. Конфликт интере-
сов растения-хозяина и вируса — движущая сила их ко-
эволюции, и в самой общей форме феномен толерант-
ности можно рассматривать как достижение состояния 
компромисса, или равновесия, между действием ком-
плекса антивирусных иммунных реакций растения-хо-
зяина и вирусными механизмами, направленными на 
преодоление иммунной реакции хозяина [2]. 

Активация врожденной иммунной системы растения 
осуществляется при участии комплекса различных кле-
точных рецепторов и ко-рецепторов [6], взаимодейству-
ющих с чужеродными иммуногенными лигандами и сиг-
нализирующих таким образом об инвазии патогена. На 
разных этапах развития молекулярной фитопатологии 
рецепторная стадия функционирования врожденной 
иммунной системы описывалась с помощью различных 
концептуальных моделей [7] однако рассмотрение в 
едином контексте взаимодействия клеточных рецепто-
ров как с консервативными микробными лигандами, так 
и с продуктами экспрессии Avr генов, «эффекторами« в 
современной интерпетации, удалось осуществить лишь 
в рамках так называемой zigzag-модели (ZM) [8], кото-
рая постулирует существование двухуровневой систе-
мы детекции патогена — PTI (pattern triggered immunity) 
и ETI (effector triggered immunity)  — двух отдельных 
комплексов реакций растения в ответ на PAMPs (кон-
сервативные молекулярные структуры) и эффекторы 
патогена. При этом, несмотря на очевидный факт на-
личия у растений эффективных механизмов антивирус-
ного иммунитета, логика ZM входит в противоречие с 
особенностями процесса репродукции фитовирусов и 
не позволяет включить вирусные инфекции в контекст 
данной модели. Недавно, однако, концептуальные ос-
новы ZM были подвергнуты всестороннему критическо-
му анализу, и была предложена альтернативная модель 
[9], преодолевающая дихотомию PTI/ETI, объединяя и 
PAMPs, и эффекторы в континуум «инвазионных паттер-
нов» (IP), что позволяет включить в число рассматрива-
емых в контексте этой модели биотрофных патогенов 
также и фитовирусы. 

Отчетливо выраженным следствием индуцирован-
ных PTI/ETI сигнальных реакций в растениях является 
интенсивный процесс транскрипционного репрограм-
мирования [10]. В ряде лабораторий было показано, 
что в случае острой вирусной инфекции растений выяв-
ляются сотни «дифференциально экспрессирующихся 
генов» с измененными, по сравнению с безвирусным 
контролем, уровнями транскрипции [11]. В то же вре-
мя информация о транскрипционном репрограммиро-
вании в растениях в условиях персистентной вирусной 
инфекции весьма ограничена, хотя этот тип вирусных 

инфекций растений представляет особый интерес, по-
скольку позволяет детально исследовать такие явле-
ния, как толерантность к вирусной инфекции и. в част-
ности, процесс «recovery» [12,13]. Ранее мы показали 
[3,4], что персистентная инфекция Х вируса шалота [5] 
сопряжена с подавлением экспрессии всех факторов 
РНК-сайленсинга и некоторых R-генов. С другой сторо-
ны, в этих работах была выявлена группа генов (NBR1, 
ARM, RRP41 и RRP43), уровень экспрессии которых в 
исследуемой патосистеме был существенно выше, не-
жели в безвирусных растениях; эти гены кодируют бел-
ки, которые при острой вирусной инфекции принимают 
участие в процессах антивирусной ксенофагии [14] и 
RNA-decay [15]. Это позволило нам предположить, что 
персистентная вирусная инфекция также может инду-
цировать в растениях шалота процессы аутофагии [16] 
и те или иные механизмы RQC (RNA Quality Control) [17]. 
Целью настоящей работы было исследование измене-
ний транскрипционных программ экспрессии ключевых 
факторов аутофагии и RQC в условиях толерантной ре-
акции растения-хозяина на вирусную инфекцию.  

2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
2.1. Растительный материал
Растения шалота (Allium cepa L. var. aggregatum L.G. 

Don) размножали луковицами в условиях персистент-
ной инфекции ХВШ [5]. В настоящей работе термин 
«персистентная инфекция« используется в классиче-
ском значении, в каком он применяется при описании 
вирусных инфекций животных; в отношении вирусов 
растений этот термин в первом приближении соответ-
ствует понятию «chronic lifestyle« [18]. В каждом экс-
перименте высаживали 5–6 луковиц одного кластера 
побегов, и объединенные образцы корней, проростков 
и листьев отбирали через 5, 15, 25, 35 и 50 дней после 
высадки луковиц.

2.2. Получение препаратов суммарной РНК и детек-
цию вируса методом ПЦР в классическом варианте осу-
ществляли, как описано нами ранее [3].

2.3. Поиск нуклеотидных последовательностей, 
кодирующих гомологи выбранных генов-мишеней, в 
транскриптоме наиболее близкого к шалоту вида A. 
cepa L. проводили с использованием программы tblastn 
и базы данных TSA (Transcriptome Shotgun Assembly, 
NCBI (https: //www. ncbi.nlm.nih.gov /genbank /tsa/). Со-
ответствие обнаруженных транскриптов искомым бел-
кам-гомологам устанавливали с помощью программы 
blastx. 

2.4. Дизайн и отбор праймеров. 
При конструировании праймеров, специфичных в от-

ношении шалотных гомологов исследуемых генов-ми-
шеней был применен подход, использованный нами 
ранее [3,4]; набор праймеров генерировали с помощью 
программы Primer3 v.4.1.0. Выбор оптимальных прай-
меров осуществляли методом полимеразной цепной 
реакции по конечной точке. Синтез кДНК осуществля-
ли с использованием набора реактивов производство 
СИНТОЛ (Россия) при следующем термальном цикле: 
1) 25 °С 10 минут; 2) 37 °С 60 минут; 3) 85 °С 5 минут; 
амплификатор MJ Mini (BIORAD).Реакционная смесь 
общим объемом 25 мкл содержала: 2,5 мкл 10-ти крат-
ного реакционного буфера, 5 мкл смеси dNTP (в кон-
центрации 2,5 мM), 5 мкл смеси MgCl2 (в концентрации 
25 мM), 6,5 мкл дистиллированной воды, 1 мкл прайме-
ра Random-6, 2 мкл ингибитора рибонуклеаз (IRNase), 1 
мкл ревертазы (MMLVplus), 2 мкл тотальной РНК. 
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2.5. Электрофорез в агарозном геле. 
Электрофорез продуктов амплификации проводили в 

1%-ном агарозном геле на основе 0,5 кратного TBE-бу-
фера при напряжении электрического поля в 120В. Мар-
кер M25 (SibEnzyme, Россия) размерностью 100–3000 
пар нуклеотидов. Визуализацию результатов проводили 
на приборе LKB 2011 MACROVUE Transilluminator 130V.

2.6. Определения уровней представленности транс-
криптов.

Уровни представленности транскриптов, кодиру-
ющих белки-мишени в исследуемых образцах, опре-
деляли методом ПЦР в реальном времени в формате 
Comparative CT Experiment; алгоритм delta-delta CT; кали-
братор — безвирусные сеянцы шалота; нормалайзер — 
18S РНК, что в условиях наблюдаемого динамического 
процесса транскрипционного репрограммирования 
представляется оптимальным выбором; амплифика-
тор: The 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systems или 
QuantStudio («Applied Biosystems», США); набор реа-
гентов SYBR® Green Reagents (ОАО «Синтол», Москва). 
Определение проводили при трехкратной биологи-
ческой и четырехкратной технической повторностях. 
Расчеты степеней экспрессии генов-мишений, стати-
стическую обработку результатов и построение гисто-
грамм осуществляли с использованием встроенного 
программного обеспечения «Design & Analysis Software 
v 1.4.3». На рисунках в логарифмической форме пред-
ставлены средние значения RQ (Relative Quantity).

3. РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
3.1. Индукция факторов аутофагии в условиях толе-

рантной реакции растений шалота на вирусную инфек-
цию.

Процессы аутофагии, включая прямое связывание 
вирионов и (или) их компонентов, внутриклеточный 
транспорт этих комплексов и их деградация в лизосо-
мах играют первостепенную роль в развитии антиви-
русного иммунного ответа в животных системах. В то же 
время функции аутофагии в антивирусном иммунитете 
растений изучены совершенно недостаточно. При этом 
уже имеющиеся результаты [19] свидетельствуют о том, 
что выяснение механизмов транскрипционного контро-
ля аутофагии представляет одно из перспективных на-
правлений исследований в этой области. В настоящей 
работе мы исследовали индукцию факторов аутофагии 
в условиях персистентной аллексивирусной инфекции 
как модели толерантного типа взаимодействия вируса 
с растением-хозяином. В таблице 1 представлены: A. 
гены-мишени; B. соответствующие белки  — факторы 
аутофагии; C. ID нуклеотидных последовательностей в 
транскриптоме A. cepа, кодирующих гомологи факторов 
аутофагии; D и E. обозначения и нуклеотидные последо-
вательности праймеров, с помощью которых определя-
ли уровни представленности этих транскриптов в инфи-
цированных растениях шалота. 

Как следует из данных, представленных на рис. 1, 
наиболее выраженный результат изменения транскрип-

Таблица 1. 

Факторы аутофагии и праймеры для их детекции в растениях шалота методом ПЦР в реальном времени 

A
Гены-мишени

B
Кодируемый белок

C
ID транскрипта A. сepa TSA 

NCBI

D
Праймеры

E
Структура праймеров

VPS15
Vacuolar protein sorting-

associated protein 15
Не выявлены

ATG 2 Autophagy related protein 2 GBJZ01171052.1
ATG 2–L–5941 5’-CTGACGACAACTGTTCACCG-3’

ATG 2–R–6167 5’-GAACGTGGAAATCGGGGAAG-3’

ATG 3 Autophagy related protein 3 GFAK01032324.1
ATG 3–L–168 5’-TGGAAAGAATGACTGGGCCT-3’

ATG 3–R–416 5’-TTTCTCCTCCTGCAGCTTCA-3’

ATG 4 Autophagy related protein 4 GBRQ01109808.1
ATG 4–L–617 5’-GTGATGTTGGATGGGGATGC-3’

ATG 4–R–814 5’-GTTGCCCAGCTTGTACCAAA-3’

ATG 5 Autophagy related protein 5 GBRN01043093.1
ATG 5–L–104 5’-CACTACTCTTCCTCCTCCGC-3’

ATG 5–R–315 5’-AGGGTCTTTCAGGTTCTGCA-3’

ATG 6
Autophagy related protein 6 

(Beclin1)
GETF01033334.1

ATG 6–L–324 5’-CGTGTTACCTCATGACGCTG-3’

ATG 6–R–481 5’-CCTGTGTTTGGGAGGTAGCT-3’

ATG 8а Autophagy related protein 8a GETF01010403.1
ATG 8а–L–116 5’-GGAGCGACATACCTGACATTG-3’

ATG 8а–R–279 5’-AGACATCATGGCAGCTGTTG-3’

ATG 9 Autophagy related protein 9 GBRO01033586.1
ATG 9–L–2592 5’-CTTCCTCTTTTGGGCAGCAG-3’

ATG 9–R–2820 5’-AATAGCCCACTCCCTTGACC-3’

PI3K Phosphatidylinositol 3-kinase GETF01037631.1
PI3K –L–2105 5’-CAAAACCCTTTCCACCACCC-3’

PI3K –R–2272 5’-AGCCCGCCATCAAAGAAAAG-3’

UBQ11 Убиквитин JR850432.1
 UBQ11–L–290 5’-TACTGCAACCACCACGAAGA-3’

UBQ11–R–545 5’-GTTCTGAGGCTTAGGGGAGG-3’

NBR1
Карго-рецептор в селектив-

ной аутофагии
GBRN01003325.1

NBR1–L–2239 5’-TTCAGATGCGCTTCCTAACA-3’

NBR1–R–2430 5’-AGAGGGTCCCATTCAGCAAA-3’

TRIM41
tripartite motif-binding 

protein 41
GBRN01073137.1

TRIM41–L–591 5’-TGCAGCTCAAACACAAACGA-3’

TRIM41–R–807 5’-ACTCCCACTTTCATTGCTTTGT-3’

TRIM5α tripartite motif-binding 
protein 5α GBGJ01000326.1

TRIM5α –L–222 5’-GTTTGACCTTTGCTTGCCCT-3’

TRIM5α –R–376 5’-TTTTGTACGACAGTTGGGGC-3’

MAPK
stress-activated mitogen-
activated protein kinase

GETF01030019.1
MAPK –L–710 5’-CGGCAATTGATGTCTGGTCA-3’

MAPK –R–946 5’-TAGCTGCTGGTTGGACATGA-3’
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ционных программ экспрессии факторов аутофагии в 
исследуемой системе — существенное увеличения экс-
прессии Atg8a и карго-рецептора NBR1, ключевых фак-
торов формирования аутофагосом.

3.2. Индукция факторов RQC (RNA Quality Control) в 
условиях толерантной реакции растений шалота на ви-
русную инфекцию.

В растениях РНК-сайленсинг и RNA-decay являют-
ся ключевыми процессами, осуществляющими коли-
чественный и качественный контроль пула клеточных 
информационных РНК. Возникновение структурно или 
функционально дефектных молекул мРНК индуцирует 
процесс посттранскрипционного РНК-сайленсинга; в 
то же время подобные молекулы распознаются и унич-
тожаются при участии сложного комплекса механиз-
мов RQC. Поскольку вирусные РНК обладают рядом 
необычных, с точки зрения клетки, структурных осо-
бенностей, эти молекулы также атакуются механизма-
ми RNA-decay, представляющими, т.о., мощный фак-
тор антивирусного иммунитета. 

В настоящей работе исследованы изменения транс-
крипционных программ экспрессии ключевых факторов 
RQC в условиях толерантной реакции растений шалота 
на вирусную инфекцию. 

В таблице 2 представлены исследуемые в работе 
гены-мишени, кодирующие факторы RQC, соответству-
ющие белки, нуклеотидные последовательности, коди-
рующие гомологи этих генов в транскриптоме A. сepa 
и праймеры, с помощью которых определяли уровни 
представленности этих транскриптов в инфицирован-
ных растениях шалота. На рисунке 2 представлены от-
носительные уровни экспрессии факторов RQC в ли-
стьях инфицированных растений шалота.

Как следует из представленных данных, в исследу-
емой системе наблюдается существенное увеличение 
уровней экспрессии декэппирующего фактора DCP1 и 
XRN4 — 5’ — 3’ — экзорибонуклеазы, — фактора, при-
нимающего участие в реализации нескольких механиз-
мов RNA-decay. Необходимо отметить также, что XRN4 
представляет собой мощный эндогенный супрессор 
РНК-сайленсинга; при этом в листьях (но не в корнях) 

Таблица 2. 

Детекция факторов RQC в растениях шалота: список праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Функция кодируемого белка
ID транскриптов А. 

cepa TSA NCBI
Праймер Последовательность

RRP41
3'-5'-exoribonuclease. Involved in 
3'-5'-exoribonucclease activity, RNA binding; RNA 
processing

GAAN01015296.1
RRP41–L–222 5’-CACTGCAGTTCCCACATCAC-3’

RRP41–R–413 5’-CCTAAGAAAAGCCGGTCTGC-3’

RRP42 exosome complex RNA-binding protein GAAO01016674.1
RRP42–L–336 5’-GAGCTCTCTTCATCCCGACA-3’

RRP42–R–509 5’-GAAAGATCAAGCCCAGCACC-3’

RRP43
exosome non-catalytic core subunit. Involved in 3'-5' 
RNA processing and degradation in both the nucleus 
and the cytoplasm.

GAAN01010365.1
RRP43–L–976 5’-GCTCATAAAAGGGAAGCGGG-3’

RRP43–R–1184 5’-CATCATCGGCTCATCCTTGC-3’

RRP40
Ribosomal RNA processing  Exosome complex 
exonucclease. The exosome plays a central role in 3' 
to 5' RNA processing and degradation.

GETF01022424.1
RRP40–L–315 5’-GCCCGTACTTGCATTTGAAG-3’

RRP40–R–542 5’-ACTGGACATGTTGGTGAGCT-3’

RRP6 exosome complex exonuclease GFAK01071797.1
RRP6–L–50 5’-GAAAGCTCGATCTCATGGCG-3’

RRP6–R–235 5’-TCCGACAAAGATCCATGCCT-3’

CSL4 сomplex RNA-binding protein GBRQ01072570.1
CSL4–L–740 5’-CTTTGCCAGCGATGATTTGC-3’

CSL4–R–969 5’-TCGCTCTCTGTTGGACCAAT-3’

DCP1 mRNA decapping protein GAAN01021809.1
DCP1–L–713 5’-ACCAGCACCTTCTTACCCAA-3’

DCP1–R–867 5’-TAACAAGGTTCGTCGCATGG-3’

DCP2 mRNA decapping protein GETF01027086
DCP2–L–741 5’-CCATCCTCCTCCAGTAGCTC-3’

DCP2–R–970 5’-AGTTGGCAGCAAAAGCAGTT-3’

SGS3

Suppressor of gene silencing 3 Including: XS zinc 
finger domain; XS domain; TATA Binding Protein 
(TBP) Associated Factor 12 (TAF12) is one of 
several TAFs that bind TBP and is involved in forming 
Transcription Factor IID (TFIID) complex Required for 
posttranscriptional gene silencing and natural virus 
resistance

GETF01032354.1

SGS3–L–241 5’-ACAAGGGGAACACGAAGAGT-3’

 SGS3–R–414 5’-AACCATCACCATAGGAGGCC-3’

XRN3

5'-3' exoribonucclease 3. XRN3 acts as a suppressor 
of posttranscriptional gene silencing/ Involved 
in mRNA processing; miRNA catabolic process; 
negative regulation of posttranscriptional gene 
silencing; nuclear polyadenylation-dependent rRNA 
catabolic process; rRNA 5'-end processing.

GFAK01072575.1

XRN3–L–3050 5’-CTGTAGCTGGGCCGTATGTA-3’

XRN3–R–3249 5’-GCCACGATTTGATCCACCTC-3’

XRN4
5'-3' exoribonucclease 4. Involved in the 
ethylene response. Endogenous suppressor of 
posttranscriptional gene silencing.

GBRN01015228.1
XRN4–L–2182 5’-TCCTCGCCGTCATCAACATA-3’

XRN4–R–2367 5’-TGTGATGCTTCGCCTAGGAT-3’

UPF1 Regulator of nonsense transcripts GBRQ01034547.1
UPF1–L–308 5’-ATTTCCCACCCTTTCCCAGT-3’

UPF1–R–510 5’-ACTCAGATCCATCGTCCGTC-3’
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экспрессия классического эндо-
генного супрессора сайленсинга  — 
SGS3 — после незначительного по-
вышения существенно подавляется; 
одновременно и в листьях, и в кор-
нях наблюдается резкое подавление 
экспрессии CSL4  — 3'-5'-экзорибо-
нуклеазы; в цитоплазме этот фактор 
участвует в процессе специфиче-
ской деградации молекул мРНК, со-
держащих AREs (AU-rich elements) в 
составе 3'-нетранслируемой после-
довательности. 

3.3. UPF-1 интерактом в услови-
ях персистентной аллексивирусной 
инфекции.

UPF-1- РНК-хеликазный ком-
плекс (UPF-1 интерактом) участвует 
в реализации одного из механизмов 
RQC, а именно, nonsense-mediated 
decay (NMD); как следует из резуль-
татов, представленных в предыду-
щем разделе, вирусная инфекция 
лишь в незначительной степени 
влияет на уровень экспрессии соб-
ственно фактора UPF-1 в листьях 
растений шалота; логично было 
выяснить, как вирусная инфекция 
влияет на экспрессию других ком-
понентов UPF-1 интерактома. В та-
блице 3 представлены исследуемые 
в работе гены-мишени, кодирующие 
элементы UPF-1 интерактома, соот-
ветствующие белки, нуклеотидные 
последовательности, кодирующие 
гомологи этих генов в транскрипто-
ме A. сepa и праймеры, с помощью 
которых определяли уровни пред-
ставленности этих транскриптов в 
инфицированных растениях шалота. 
На рис. 3 представлены относитель-
ные уровни экспрессии элементов 
UPF-1 интерактома в листьях инфи-
цированных растений шалота. 

Как следует из представленных 
данных, в процессе персистент-
ной вирусной инфекции характер 
экспрессии UPF-1-РНК-хеликазно-
го комплекса (UPF-1 интерактома) 
каким бы то ни было координиро-
ванным образом не изменяется; 
экспрессия большинства факторов 
этого комплекса, включая UPF-1, 
сохраняется на уровне контрольных 
растений, за исключением универ-
сальных декэппирующих факто-
ров DCP1 и DCP5, участвующих во 
всех процессах RQC. На основании 
представленных результатов сделан 
предварительный вывод, согласно 
которому в исследуемой патосисте-
ме процесс nonsense-mediated decay 
(NMD) либо не принимает участия в 
распознавании и деградации вирус-
ных РНК, либо его участие не требует 
увеличения уровней экспрессии эле-
ментов этого комплекса. 

Рис. 1. �Относительные уровни экспрессии факторов аутофагии в листьях инфицированных 
растений шалота: а —NBR1, ATG 2–6, 8a; б — ATG2 & 9, PI3K, TRIM41 & 5alpha, 
MAPK. На оси абсцисс указаны дни после высадки луковиц. RQ: Ralative Quantity

Рис. 2. �Относительные уровни экспрессии факторов RQC в листьях инфицированных 
растений шалота: а — RRP 6, 41, 42, DCP 1 & 2, XRN4; б — RRP 40 & 43, CSL4, 
SGS3, XRN3, UPF1. На оси абсцисс указаны дни после высадки луковиц. RQ: Ralative 
Quantity
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4. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, представленные 

в настоящей работе результаты 
подтверждают сделанный нами ра-
нее вывод [3], согласно которому 
в условиях персистентной инфек-
ции Х вирус шалота индуцирует в 
листьях инфицированных растений 
динамический процесс транскрип-
ционного репрограммирования, 
т.е., избирательное изменение 
уровней экспрессии целого ряда 
генов-мишений. При этом отмеча-
ется чрезвычайно высокий уровень 
экспрессии определенных генов, 
феномен, который не наблюдается 
при острых вирусных инфекциях. 
Ранее мы показали [4], что процесс 
транскрипционного репрограмми-
рования касается генов, кодиру-
ющих белки-маркеры PTI, факторы РНК-сайленсинга, 
NB-LRR рецепторы, липид-трансферные белки, а также 
белки, принимающие участие в процессе репликации 
вируса. В настоящем исследовании показано, что в 
результате персистентной вирусной инфекции интен-
сивному транскрипционному репрограммированию 
подвергаются также гены, кодирующие различные фак-
торы аутофагии и RQC. Полученные нами результаты 
позволяют предположить, что в условиях толерантной 
реакции растения на вирусную инфекцию изменения 
транскрипционных программ экспрессии факторов ау-
тофагии, вероятно, направлены на оптимизацию  уров-
ня экспрессии вирусного капсидного  белка, а модифи-
кация механизмов RQC направлена на 1) подавление 

трансляции клеточных РНК (действие декэппирующих 
факторов); 2) на предотвращение деградации 3-х кон-
цевых участков вирусных РНК (подавление экспрессии 
фактора CSL4) и 3) активацию эндогенных супрессоров 
РНК-сайленсинга (индукция XRN4). Вопрос об участии 
UPF-1 интерактома (процесс nonsense-mediated decay, 
NMD) в формировании состояния толерантности расте-
ний шалота к вирусной инфекции требует дополнитель-
ных исследований.  

Работа выполнена в рамках научно-исследовательско-
го проекта (Государственное задание № 0574–2019–001) 
«Исследование молекулярных механизмов супрессии 
РНК-сайленсинга вирусами растений (на модели вирусно-
го комплекса шалота и вируса шарки сливы)».

Рис. 3. �Относительные уровни экспрессии компонентов UPF-1 интерактома в листьях 
инфицированных растений шалота. На оси абсцисс указаны дни после высадки 
луковиц. RQ: Ralative Quantity

4

3,5

3

2,5

2

1,5

1

0,5

0

–0,5

–1

Lo
g

 1
0

R
Q

5 15 25 35 50

RRP43

RRP40

CSL4

SGS3

XRN3

UPF1

Таблица 3. 

Детекция факторов UPF-1 интерактома в растениях шалота: список праймеров для ПЦР в реальном времени

Ген Функция кодируемого белка
ID транскриптов А. 

сepa   TSA NCBI
   Праймер Последовательность

UPF1

Regulator of nonsense transcripts. Protein 
that is part of a post-splicing multiprotein 
complex involved in both mRNA nuclear 
export and mRNA surveillance[Arabidopsis 
thaliana] (OAO95801.1)

GBRQ01034547.1 UPF1–L–308 5’-ATTTCCCACCCTTTCCCAGT-3’

UPF1–R–510 5’-ACTCAGATCCATCGTCCGTC-3’

DCP1
mRNA-decapping enzyme-like protein 
[Ananas comosus] (XP_020088942.1)

GAAN01021809.1

DCP1–L–713 5’-ACCAGCACCTTCTTACCCAA-3’

DCP1–R–867 5’-TAACAAGGTTCGTCGCATGG-3’

Endonuclease
Putative endonuclease or glycosyl 
hydrolase At2g15560 [Arabidopsis 
thaliana] (AAQ65184.1).

GETF01030267.1

Endoase — L — 
284

5’- CTCCTAGAATTCGCCAGGGT -3’

Endoase — R — 
483

5’- CCCACGTTGCCCTAAAACAT -3’

TNTase
nucleotidyltransferase AT3G61690 
[Arabidopsis thaliana] (NP_001327686.1)

GBJZ01143004.1

TNTase — L — 555 5’- CCATCTCGACCCCTTCAGAA -3’

TNTase — R — 786 5’- TCCGATAACAGATCAGGCCC -3’

DCP5
mRNA decapping protein 5[Arabidopsis 
thaliana] (OAP16255.1).

GETF01034933.1

DCP5 — L — 232 5’- CGGGGTAGTGACATCAAGGA -3’

DCP5 — R — 416 5’- AGTTGAGACGTGTGGGAACT -3’

RH8
probable ATP-dependent RNA helicase 
DDX6 [Homo sapiens] (NP_001244120.1)

GBJZ01034265.1

RH8 — L — 1896 5’- GAATGGGGTTGTTTCTCGGG -3’

RH8 — R — 2048 5’- AACCCCAGTTCTTGTTCCGA -3’
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