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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 

AlkB – alpha-ketoglutarate-dependent hydroxylase (оксидоредуктаза) 

cdiGRP – cadmium-induced glycine-rich protein (кадмий - индуцируемый, глицин 

богатый белок) 

VIGS – virus-induced gene silencing (индуцированное вирусом замалчивание 

генов) 

(+) РНК – РНК геном вируса с позитивной полярностью 

(-) РНК – РНК геном вируса с негативной полярностью 

АВК - А вирус картофеля 

а.о. – аминокислотный остаток 

АФ – алкалиновая фосфотаза 

БП – белок передвижения 

ВАВ – вирус А винограда 

ВаСЛВ – вирусы, ассоциированные со скручиванием листьев винограда 

ВКУВ – вирус короткоузлия винограда 

ВНПЖС – вирус некротического пожелтения жилок свеклы; 

ВМЦК – вирус мозаики цветной капусты 

ВПТ – вирус погремковости табака 

ВПЧ – вирусоподобные частицы 

ВСЛВ – вирус скручивания листьев винограда 

ВТМ – вирус табачной мозаики 

ВХПЛЯ – вирус хлоротической пятнистости листьев яблони 

ВШМЯ – вирус штриховатой мозаики ячменя 

ВЭМ – вирус энцефаломиокардита 

к.б. – килобаза 

КБ – капсидный белок 

кДНК – комплементарная ДНК 

КМ – клетки мезофилла 

КП – клетки паренхимы 

КС – клетки- спутники 

КСТ – клетки ситовидных трубок 

м - РНК – матричная рибонуклеиновая кислота 

МОВВ – международная организация виноградарства и виноделия 

НК – нуклеиновая кислота 

НТО – нетранслируемая область 

ОРС – открытая рамка считывания 

п.о. – пар оснований 

ПМЭ – пектинметилэстераза 

СБ – сырая биомасса 

сРНК– субгеномная РНК  

СРП – саморазрезающийся пептид 

уЗФБ – усиленный зеленый флуоресцентный белок 

ХВК – Х вирус картофеля 
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ВВЕДЕНИЕ 

Общая характеристика работы. Работа посвящена разработке 

вирусного вектора на основе генома вируса А винограда (ВАВ) путем 

использования стратегий полного генома и деконструирования генома, а также 

изучению эффективности экспресии гетерологичных белков (зеленый 

флуоресцентный белок и капсидный белок вируса хлоротической пятнистости 

листьев яблони) в полученных векторах.  

Актуальность исследования. Сельское хозяйство занимает одну из 

главных позиций в продовольственном секторе.  В настоящий момент, 

потребление растительной продукции стоит на первом месте по сравнению с 

другими областями сельскохозяйственного сектора. Виноград является одной 

из самых важных и древних сельскохозяйственных культур в мире. Были 

обнаружены доказательства культивирования винограда 8000 тыс лет назад [1].  

Согласно данным международной организации виноградорства и виноделия 

(МОВВ), в 2014 году было собранно 75 миллионов тон винограда во всем мире. 

В настоящий момент известно, что виноград произрастает на 7.5 миллионов 

гектар. По данным Министерства сельского хозяйства Республики Казахстан, в 

2016 году площадь, занимаемая под виноградники в стране, составила 14,6 

тысяч гектар. Промышленное выращивание винограда в Республике Казахстан 

сосредоточено в Южно - Казахстанской, Алматинской, Жамбылской и 

Кызылординской областях. В связи с реализацией программы «Программа 

восстановления и развития виноградарства в Казахстане» с 2001 по 2008 годы, 

возделываемые площади под виноградники постепенно увеличиваются. 

Данные, полученные в 2016 году агентством Республики Казахстан по 

статистике, показывают, что валовый сбор винограда в стране составил 75 

тысяч тонн.  Использование винограда как основного компонента в 

приготовлении вина, изюма, безалкогольных напитков, винного уксуса и так 

далее приводит к необходимости защиты его от патогенов и вредителей. 

Основные потери урожая винограда ассоциированы с вирусами, которые могут 

приводить к гибели до 80% растений поля. Самое большое разнообразие 

вирусов способно поражать именно виноград при сравнении с другими 

сельскохозяйственными культурами. 70 различных видов вирусов (17 семейств 

и 27 родов) поражают виноград.  Вирусы занимают вторую позицию после 

грибов по степени вредоносности для сельскохозяйственных культур [2]. 

Экономические потери от вирусов растений по всему миру составляют 

несколько миллиардов долларов ежегодно [3]. В виду чего, ведутся работы по 

разработке более чувствительных методов диагностики вирусов, а также 

созданию растений устойчивых к вирусной инфекции. В настоящий момент, 

способность вирусов амплифицироваться с высокой эффективностью в клетках 

растений используют для создания векторов с целью получения важных белков 

для нужд медицины и сельского хозяйства. Геномы вирусов модифицируют 

путем внедрения гетерологичного гена, который кодирует такие важные белки 

как антитела, инсулин, антигенные белки возбудителей бешенства, чумы, В-

субъединицы термолабильного энтеротоксина с последующей экспрессией в 
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растениях. Генетическая инженерия векторов на основе геномов вирусов 

занимает лидирующую позицию по сравнению с использованием трансгенных 

растений для производства гетерологичных белков в растениях. Использование 

вирусных векторов позволяет избежать внедрение вирусных генов в геном 

растений и получать интересующие белки в растениях методом транзиентной 

экспрессии (временная экспрессия).  

Первыми фармакологическими белками, полученными в растениях, были 

вакцины против вируса, вызывающего заболевание Ньюкасл (Dow 

AgroSciences), антитела (Planet Biotechnology), глюкоцереброзидазы (Protalix 

Biotherapeutics). Данные белки были получены путем создания трансгенных 

растений.  На примере вышеуказанных белков, было показано, что растения 

могут использоваться как биофабрики. Ранее, белки для нужд медицины были 

продуцированы исключительно в клетках животного происхождения или в 

дрожжах. Но использование растений как биофабрик дает ряд преимуществ по 

сравнению с остальными методами продукции, это, прежде всего отсутствие 

общих патогенов для растений и животных, отсутствие необходимости в 

специализированном оборудовании для выращивания растений по сравнению с 

выращиванием клеток животных, быстрое масштабирование производства [4].  

Трансгенные растения для производства целевых белков, как было упомянуто 

выше, в настоящий момент практически не используются, что связанно с 

развитием метода транзиентной экспрессии при использовании вирусных 

векторов. Преимуществом транзиентной экспресии является высокий выход 

продукта, короткое время получения гетерологичного белка (2-10 дней), 

гибкость системы.   Доставка модифицированного вирусного генома с 

помощью агробактерий позволило в разы увеличить эффективность 

трансформации растительных клеток и естественно, повысить уровень выхода 

целевого продукта. Данная технология, использующая агробактерии для 

доставки рекомбинантного генома вируса в клетки растений и вирусный геном 

для экспрессии гетерологичных белков, носит название магнифекшн 

(«Magnifection») или комплексной технологии получения рекомбинантных 

белков.  Такие компании как Icon Genetics (Германия), Mapp Biopharmaceutical 

(США), Caliber Biotherapeutics (США), PlantForm (Канада) используют 

комплексную технологию для производства биофармакологических препаратов 

для всего мира [4, p. 158].  Получение рекомбинантных белков с помощью 

транзиентной экспрессии оценивается в 10-30% от количества общего 

растворимого белка, что в разы больше по сравнению с получением белков при 

создании трансгенных растений. На данный момент, известные вирусные 

векторы для получения целевых продуктов в растениях в промышленных 

масштабах основываются на геномах следующих вирусов: вируса табачной 

мозаики, X вируса картофеля, вируса мозаики коровьего гороха, вируса 

мозаики люцерны. Среди отечественных вирусных векторов, известны 

разработки по модификации генома вируса кустистой карликовости томатов 

[5]. На данный момент, работ по экспрессии коммерческих рекомбинантных 

белков в отечественных векторах не известно. Для разработки вирусных 
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векторов используют две основные стратегии.  Первая стратегия основывается 

на использовании полного генома вируса с дополнительной инсерцией 

гетерологичного гена. При этом вирус сохраняет вирулентность, и процессы 

жизненного цикла вируса не нарушены.  На данный момент, известно 

производство вакцины против лимфомы (Large Scale Biology Corp, США) при 

использовании полного генома вируса ВТМ. Но, данный метод обладает рядом 

недостатков, к которым относятся:  низкая естественная вирулентная 

способность вируса (вирус не способен заразить все клетки растений ввиду 

работы иммунной системы растений);   узкая специфичность;  высокий уровень 

экспрессии собственных белков, в особенности капсидного белка (экспрессия 

гетерологичного белка ниже, чем экспрессия капсидного белка вируса);  

образование вирионов (образование вирионов приводит к повреждению клеток 

и тканей растений и соответственно к процессам некроза, что предотвращает 

распространение вирусной инфекции).  В виду чего были разработаны 

вирусные векторы второго поколения или деконструированные векторы. В 

данном случае для создания вектора используется стратегия 

«деконструированного генома». Для преодоления проблем связанных с 

использованием векторов на основе полного генома, в создании 

деконструированного вектора, геном вируса модифицируют путем удаления 

одного или нескольких генов вируса с последующей заменой на 

гетерологичный ген. В большинстве случаев заменяется ген, кодирующий 

капсидный белок, так как субгеномные промоторы капсидных белков являются 

очень сильными и при серологическом анализе было обнаружено большего 

всего в зараженных растениях именно капсидного белка.  

Объект исследования. Вирус А винограда 

Предмет исследования. Модификация генома ВАВ для разработки 

вирусных векторов. Экспрессия гетерологичных белков (зеленый 

флуоресцентный белок и капсидный белок вируса хлоротической пятнистости 

листьев яблони) в растениях при использовании вектора с заменой ОРС4 на 

гетерологичный ген и вектора на основе полного генома ВАВ. 

Цель и задачи работы: Целью работы является создание вирусного 

вектора на основе генома ВАВ для экспрессии рекомбинантных белков в 

растениях. 

Задачи исследования. 

1. Филогенетический анализ РА-3 изолята вируса А винограда 

2. Модификация вирусного генома путем внесения гетерологичного гена 

между ОРС 4, кодирующей капсидный белок вируса, и ОРС 5, кодирующей 

супрессор РНК-интерференции.   

3. Модификация вирусного генома путем замены ОРС 4, кодирующей 

капсидный белок вируса, на гетерологичный ген. 

4. Изучение экспрессии гетерологичного белка в вирусном векторе, 

основанном на полном геноме вируса (внесение гетерологичного гена между 

ОРС4 и ОРС5). 

5. Разработка трансгенных растений, несущих ген капсидного белка. 
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          6. Изучение экспрессии гетерологичного белка в вирусном векторе, 

основанном на деконструированном геноме вируса (замена ОРС4 на 

гетерологичный ген). 

Научная новизна исследования. В данной работе впервые было 

произведено внесение гетерологичных генов под контроль субгеномного 

промотора капсидного белка ВАВ. В векторе на основе полного генома ВАВ, 

гетерологичный ген был внесен между открытой рамкой считывания 4 и 

открытой рамкой считывания 5. В векторе на основе деконструированного 

генома ВАВ, открытая рамка считывания 4 была заменена гетеролгичным 

геном. Ранее созданные векторы на основе генома ВАВ были разработаны 

путем внесения гетерологичных генов под контроль субгеномного промотора 

ОРС2, которые обладали низкой экспрессией целевых белков. С помощью 

разработанных векторов, в растениях Nicotiana benthamiana  были успешно 

экспрессированы зеленый флуоресцентный белок и капсидный белок вируса 

хлоротической пятнистости листьев яблони на уровне эксспресии капсидного 

белка дикого ВАВ. Наличие дополнительных 19 - и аминокислот на С - конце 

капсидного белка ВАВ не влияют на упаковку генома в капсид и его 

передвижение по растению.  Экспериментально показано повышение 

эффективности экспрессии гетерологичных белков в трансгенных растениях, 

несущих капсидный белок ВАВ,  при  агроинфильтации вирусным вектором на 

основе деконструированного генома ВАВ. Отсутствие экспрессии капсидного 

белка ВАВ значительно влияет на накопление как вирусной РНК, так и  белков. 

Впервые продемонстрирована эффективность экспрессии гетерологичных 

белков в вирусных векторах на основе генома вируса А винограда с помощью 

2А пептидов.     

Теоретическая значимость работы заключается в получении 

результатов исследования, которые значительно расширяют знания в области 

молекулярной биологии ВАВ. Впервые показано, что гетерологичный ген 

может быть расположен под контроль субгеномного промотора ВАВ не смотря 

на перекрывающиеся рамки считывания вирусного генома. Определено, что 

внесение гетерологичных генов в геном ВАВ между ОРС4 и ОРС5 не влияет на 

транскрипцию и амплификацию вируса. Показана возможность упаковки 

вируса в капсид и передвижение вируса по растению при наличии 

дополнительных 19 - и аминокислот на С-конце капсидного белка ВАВ.   

Определено, что удаление капсидного белка из генома ВАВ значительно влияет 

на накопление вирусной РНК и белков. Получение рекомбинантных белков в 

растениях с помощью вектора с заменой ОРС4 может осуществляться только 

при восстановлении экспрессии капсидного белка ВАВ в транс-системах.  

Практическая ценность исследования заключается в конструировании 

вирусных векторов на основе генома ВАВ, которые могут быть использованы 

для получения рекомбинантных белков в растениях для нужд медицины и 

сельского хозяйства. Вирусные векторы занимают лидирующую позицию в 

создании вакцин и экспрессии антител, пептидных гормонов. Получение 

рекомбинантного белка может быть осуществлено за 4-10 дней при 
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использовании современной комплексной технологии. 2А пептиды в 

разработанных вирусных векторах позволят внести более чем один 

гетерологичный ген, что является актуальным при экспрессии антител или 

вирусоподобных частиц (ВПЧ) при разработке вакцин. С помощью 

разработанных векторов, в растениях Nicotiana benthamiana  могут быть 

успешно экспрессированы целевые белки на уровне эксспресии капсидного 

белка дикого ВАВ. Разработанные вирусные вектора могут быть использованы 

в научных целях, для исследования процессов РНК-интерференции, 

молекулярных механизмов передвижения вирусов, взаимодействия хозяин – 

патоген, функциональной геномики винограда.   

Основные положения, выносимые на защиту: 

Изолят РА-3 ВАВ по филогенетическому анализу распределяется в 

группу I, изоляты данной группы обладают средней патогенностью и не 

вызывают обширного некроза.   

Уровень экспрессии гетерологичных белков в вирусном векторе на 

основе полного генома ВАВ соответствует уровню экспрессии капсидного 

белка немодифицированного ВАВ. 

Вирус на основе полного генома ВАВ способен передвигаться по 

растению как локально, так и системно. Дополнительные 19 аминокислот на С-

конце капсидного белка ВАВ не препятствуют упаковке вируса в капсид. 

Уровень накопления субгеномных РНК, кодирующих гетерологичный 

ген, и гетерологичных белков в трансгенных растениях выше в 7 раз по 

сравнению с уровнем накопления в нетрансгенных растениях для вирусного 

вектора с заменой открытой рамки считывания 4 на гетерологичный ген. 

Разработанные трансгенные растения несут ген капсидного белка ВАВ.  

Связь с планом основных научных работ. Диссертационная работа 

выполнена в рамках научных проектов 1334/ГФ «Разработка вирусного вектора 

для получения рекомбинантных белков в растениях», № AP05132367 

«Биотехнология получения вакцин в растениях с использованием вирусного 

вектора» 

Апробация работы. Материалы диссертационной работы доложены и 

обсуждены: 

- на Международной конференции «Plant biology and biotechnology. 

International conference» (2014, Алматы, Казахстан); 

- на Международной конференции «Global Genome Bodiversity Network 

(GGBN)» (2014, Лондон, Англия); 

- на Международной конференции «Глобальные изменения климата и 

Биоразнообразие» (2015, Алматы, Казахстан); 

- на IV Международных Фарабиевских чтениях (2017, Алматы, 

Казахстан); 

- на 4-ой Международной конференции «Генетика, Геномика, 

Биоинформатика, и Биотехнология растений»» (2017, Алматы, Казахстан); 

- на Международном саммите «Global summit on Plant Science» (2017, 

Рим, Италия); 
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- на Международной конференции «Smart Bio» (2017, Каунас, Литва); 

- на Международной конференции «International virology conference» 

(2017, Торонто, Канада);  

Публикации. Основное содержание диссертации отражено в 19-ти 

печатных работах, в том числе 3 статьи и 1 тезис в журналах с импакт-

фактором, 5 статей в республиканских научных журналах из перечня Комитета, 

10 тезисов в материалах международных конференций и саммитов, 2 патента и 

1 заявка на патент и 2 авторских свидетельства, 2 акта внедрения научно-

технической разработки.  

Структура диссертации. Диссертация изложена на 179 страницах и 

состоит из обозначений и сокращений, введения, обзора литературы, 

материалов и методов, результатов и обсуждения, заключения, списка 

использованных источников из 358 наименований из них 353 на английском 

языке; содержит 7 таблиц, 65 рисунков и 11 приложений. 
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1 ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

1.1 Вирусы растений 

Вирусы растений включают 49 семейств известных на данный момент [6]. 

С появлением усовершенствованных методов секвенирования количество 

новых видов вирусов ежегодно возрастает. Среди недавно открытых болезней 

растений, вирусная инфекция составляет 47% случаев [7]. Вирусы являются 

наиболее опасными патогенами растений, так как не имеется эффективных 

химических или биологических средств борьбы с ними. Опасность вирусной 

инфекции заключается в сложности контроля распространения вирусов, 

наличие естественных переносчиков приводит к необходимости комплексной 

диагностики растительного материала, почвы для предотвращения первичного 

и вторичного инфицирования. Наличие сорняков приводит к постоянной 

повторной интродукции вирусной инфекции на полях, так как сорняки 

являются природными резервуарами вирусов. Для каждого культурного 

растения известен как минимум один вирус, способный его поражать [8]. 

Наиболее экономически важными культурными растениями в настоящий 

момент являются пшеница, картофель, кукуруза, рис, сахарная свекла, 

виноград. Каждая из перечисленных культур подвержена заражению вирусами, 

которые приводят к большим потерям количества и качества урожая. К 

примеру, наиболее опасные вирусные заболевания картофеля ассоциированы с 

такими вирусами как, Х вирус картофеля (ВХК), вирус скручивания листьев 

картофеля, Y вирус картофеля.   В связи с данными вирусами, урожайность 

картофеля снижается на 40-50% ежегодно, а потери семенного материала при 

хранении составляют 15-20% [9].  Вирусы пшеницы приводят к потерям, 

оцениваемым в 35 миллионов долларов ежегодно [10]. Вирус желтой 

карликовости ячменя, вирус полосатой мозаики пшеницы, вирус мозаики 

пшеницы приносят наибольший экономический вред по сравнению с другими 

вирусами пшеницы [11].  Наиболее опасными и распространенными вирусами 

сахарной свеклы являются: вирус некротического пожелтения жилок свеклы 

[12], вирус желтухи сахарной свеклы (снижение урожая семян до 30-40%), 

вирус мозаики сахарной свеклы [13]. Снижение количества и качества урожая 

винограда связано с такими опасными и широко распространенными вирусами, 

как вирус короткоузлия винограда (ВКУВ), вирус скручивания листьев 

винограда (ВСЛВ) [14], вирус А винограда [15].  

 Вирусы растений классифицируют в зависимости от качества генома 

(рисунок 1), свойств полимеразы, капсидного белка, по серологическому 

анализу и так далее. Для выделения порядка рассматриваются следующие 

основные характеристики семейств вирусов: стратегии репликации генома; 

организация генома; строение вирусной частицы. Для определения семейства 

вирусов, рассматриваются следующие характеристики родов: стратегии 

репликации генома; организацию генома и природу вирусной оболочки [16]. 

По системе классификации вирусов принято использовать следующие 

окончания, для вида и рода -virus, для семейства -viridae, для порядка -virales. 
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Рассматривая вирус А винограда, порядком является Tymovirales, семейство – 

Betaflexiviridae и род – Vitivirus.  

Как известно, вирусы подвержены сильному эволюционному прессу.  

Благодаря наличию полимераз, участвующих в репликации генома, лишенных 

3’-5’ экзонуклеазной активности вирусы очень быстро эволюционируют, что 

дает им возможность приспосабливаться к новым условиям. Ввиду чего, для 

вирусов введено понятие квазивиды. При заражении растения одним штаммом 

вируса, после размножения вируса в клетках растения, получается генетически 

неоднородное потомство. Данная генетически неоднородная популяция 

участвует в развитии симптомов вирусной инфекции. Полученные модели по 

изучению степени мутирования генома показывают, что существует критичный 

уровень мутабельности за пределами которого теряется генетическое значение 

первоначального штамма. 

 

 
 

Рисунок 1 – Классификация вирусов растений в зависимости от природы 

генома [16] 

 

На примере моделей было установлено, что высокий уровень 

мутабельности и низкий уровень репликации дает больше преимуществ для 

выживания вирусов, нежели высокий уровень репликации и низкий уровень 

мутабельности [17]. Уровень мутабельности в разных растениях, являющихся 

естественными хозяевами, будет отличаться, как было показано для вируса 

некротического пожелтения жилок свеклы (ВНПЖС).   В зависимости от 

органа заражаемого растения также наблюдаются генетические вариации 

потомства вирусов [18]. Кроме того, вирусы, обладающие высокой 

вирулентностью, подвержены более сильному прессу со стороны эволюции, 

нежели мутуалисты, что связано с работой иммунной системы растений и 
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постоянным процессом ко-эволюции [19]. В виду чего, вид вирусов 

определяют, как совокупность штаммов и изолятов с гомологичными 

свойствами.  

 

1.1.1 Строение вирусной частицы 

Вирусный геном растений в большинстве случаев защищен оболочкой, 

состоящей из одного или нескольких типов капсидного белка. Данная оболочка 

позволяет предотвратить разрушение генома нуклеазами или разрыв при 

механическом воздействии. Кроме того, оболочка участвует в таких важных 

процессах жизнедеятельности вирусов как передвижение между клетками при 

использовании плазмодесмат, а также в системном передвижении вирусов. 

Большое значение оболочка имеет для вирусов, использующих естественные 

переносчики (насекомые, нематоды, грибы) для заражения растений. 

Некоторые вирусы, благодаря распознаванию через капсидные белки, могут 

размножаться в клетках переносчиков. По строению вирусной частицы 

выделяют филаментозные и изимотрические вирусы. Филаментозные вирусы 

имеют нитевидную структуру с упорядоченно расположенными капсидными 

белками вокруг генома. Преимущество филаментозных вирусов для разработки 

векторов заключается в способности упаковывать неограниченный размер 

генома по сравнению с изометрическими вирусами. Капсидная оболочка 

нитевидных вирусов может быть жесткой или гибкой структуры.  Род 

Tombovirus содержит виды вирусов с жесткой филаментозной оболочкой. 

Капсидные белки, формирующие оболочку, четко упорядочены и связанны с 

геномом вируса. Ярким представителем данного рода является вирус табачной 

мозаики (ВТМ). Вирусная частица ВТМ имеет размер около 300 нм в длину и 4 

нм в диаметре [20], рисунок 2.  

 

 
 

Рисунок 2 – Mодель строения вирусной частицы ВТМ [21] 
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Вирион ВТМ состоит из 95% белка и 5% нуклеиновой кислоты. С 

помощью кристаллографического анализа было выявлено количество 

капсидных субъединиц, участвующих в формировании оболочки, данное число 

составило около 2130 субъединиц. Кроме того, было показано, что с каждой 

субъединицей взаимодействует около 3-х нуклеотидов. Геном, в вирусной 

частицы, организован в виде правозакрученной спирали [21, p. 292]. Капсидный 

белок ТМВ содержит около 158 аминокислот, а вес белка составляет 17-18 кДа 

[22].  50% аминокислотных остатков формируют 4 альфа-спирали и 10%- бета-

складчатость. Альфа-спирали участвует в организации ядра белка и соединены 

с бета-складчатостью. С и N- концы белка обращены наружу. Важную роль в 

сборке и «раздевании» вирусной частицы играют Glu95-Glu106, Glu50- Asp77 

аминокислотные последовательности капсидного белка [23].  Кроме того, было 

выявлена специфичность связывания капсидных белков с РНК молекулой. 

Эксперименты по изучению связывания к-ДНК генома с капсидными белками 

показали отсутствие возможности образование связей, что говорит о 

специфичности связывания с РНК молекулой, возможно ввиду связывания с 

рибозой или тимидином [24].  ВТМ является классическим представителем 

вирусов растений, ввиду чего, молекулярная биология данного вируса очень 

хорошо изучена. Помимо рода Tombovirus к вирусам с жесткой филаментозной 

оболочкой относят вирусы родов Tobravirus, Hordeivirus, Furovirus, Pomovirus, 

Pecluvirus, Benyvirus и Varicosavirus. К вирусам с гибкой нитевидной 

структурой относят вирусы семейств Alphaflexidae, Betaflexiviridae, Potyviridae, 

Closteroviridae. В настоящий момент хорошо изучено строение вирусов рода 

Potexvirus семейства Alphaflexidae и родов Potyvirus, Rymovirus и Tritimovirus, 

относящихся к семейству Potyviridae.  Одним из ярких представителей рода 

Potexvirus является Х вирус картофеля. Вирион ХВК содержит около 1300 

идентичных капсидных белков, которые образуют спираль вокруг генома. 

Размер шага витка составляет 36 Å, в одном витке участвует 8,9 субъединиц 

[25-26]. 5 нуклеотидов геномной РНК, участвует во взаимодействии с каждым 

капсидным белком.  Капсидный белок ХВК состоит из 236 аминокислотных 

остатков, которые формируют 7 альфа - спиралей, формирующих 2-е 

субъединицы, внутренний четырехспиральный узел, 4 бета - складчатости и 

внешнюю альфа-бета - субъединицу [27-28]. N - терминальный сегмент 

капсидного белка вируса ХВК гликозилирован и содержит моносахарид, 

галактозу или фруктозу [29]. Данный сегмент играет важную роль в 

поддержании правильной поверхностной структуры вириона.  

Изометрические (сферические) вирусы располагают белковой оболочкой, 

где субъединицы (капсидный белок) расположены по принципу кубической 

симметрии и их количество кратно 12. Кубическая симметрия включает 3 типа: 

тетраэдральная (3:2), октаэдральная (4:3:2), икосаэдральная (5:3:2). Все три 

типа кубической симметрии встречается у вирусов сферической формы. 

Доминирующей кубической симметрией у сферических вирусов является 

икосаэдральная форма [30], ввиду чего, зачастую сферические вирусы именуют 

икосаэдрическими, рисунок 3. Среди изученных изометрических вирусов 
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растений, сателлитный вирус некроза табака обладает наименьших 

количеством субъединиц (60) с диаметром молекулы около 17 нм. Наибольшим 

количеством субъединиц (780) обладает вирус опухолей ран растений с 

диаметром вирусной частицы около 75 нм. В отличии от капсидных белков 

филаментозных вирусов, капсидные белки вирусов с простой икосаэдрической 

симметрией образуют в большей мере бета-складчатости нежели альфа-

спирали. 

 
 

Рисунок 3 – Иллюстрация правильного икосаэдра, малые сферические 

вирусы имеют подобную икосаэдральную структуру вирусной частицы.    

 
Икосаэдр содержит 12 вершин, 30 ребер, 20 идентичных треугольных поверхностей, 3 

капсидных белка могут быть расположены на каждой из 20 сторон.  

 

Каспидный белок простых экосаэдрических вирусов может содержать до 

3 доменов, S (поверхностный) домен, R (образующий случайные связи) домен и 

Р (выступающий за пределы оболочки) домен. Во всех простых 

экосаэдрических вирусах был обнаружен S- домен, который участвует в 

образовании непосредственно поверхностной оболочки.  R- домен, включает N- 

терминальную часть белка и участвует в связывании РНК генома вируса. Р- 

домен, участвует в образовании выступов на поверхности белковой оболочки 

вируса [31]. Сборка вирусной оболочки из капсидных белков зависит от таких 

факторов, как рН среда, ионная сила, температура. Ключевым моментом в 

сборке вирусной частицы является процесс нуклеации, сборка капсида путем 

образования связей между геномом вируса и капсидными белками [32]. К 

родам вирусов растений с простой икосаэдрической симметрией относят: 

Alfamovirus, Ilarvirus, Ourmiavirus, Geminivirus, Tymovirus, Bromovirus, 

Cucumovirus. Все рода семейства Tombusviridae включают виды вирусов с 

простой икосаэдрической симметрией.  

Изометрические вирусы растений со сложной геометрической 

симметрией включают Phytoreovirus, Oryzavirus, Fijivirus рода. Структура 

частицы вируса карликовости риса, который относится к роду Phytoreovirus,  

хорошо изучена и созданы модели строения капсида вируса [33-36]. Вирусная 

оболочка состоит из двух разных слоев и в формировании данных слоев 
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участвуют разные по природе капсидные белки. Внешня оболочка состоит из 

белка Р8 (46 кДа) и образует 260 тримерных кластеров, внутренняя оболочка 

состоит из капсидного белка Р3 (114 кДа) и образует 60 димеров. Белок Р8 

имеет 2 важных домена (1 и 2), домен 1 состоит из альфа- спиралей в то время, 

как домен 2 состоит из бета- складчатостей и расположен на поверхности 

первого слоя.  Кроме того, среди вирусов растений имеются вирусы с 

суперкапсидом. К таковым вирусам относят вирусы семейства Rhabdoviridae, 

способные инфицировать беспозвоночных, позвоночных животных и растения 

[37]. Помимо белковой оболочки или капсидной оболочки, вирусные частицы  

покрыты дополнительной липидной оболочкой или суперкапсидом.  

Доминирование икосаэдрической формы среди изометрических вирусов 

обусловлено эволюционным прессом, который способствовал отбору 

стабильной формы с наибольшей вместительной емкостью.  

 

1.1.2 Строение генома вирусов 

Базовое строение генома вирусов растений включает наличие 

кодирующих и некодирующих участков.  Кодирующие участки генома 

участвует в экспрессии белков, ответственных за инфицирование, 

размножение, локальное и системное передвижение вируса, взаимодействие 

хозяин – патоген, взаимодействие с естественными переносчиками, супрессию 

иммунной системы растений. Некодирующие регионы участвуют в регуляции 

процессов репликации и экспрессии вирусного генома. К базовым 

некодирующим регионам относят простые или геномные промоторы, 

субгеномные промоторы, энхансеры и супрессоры транскрипции. Вирусный 

геном по природе может быть ДНК или РНК, одноцепочечной или 

двухцепочечной формы, линейной или замкнутой структуры, рисунок. Геном с 

одноцепочечной ДНК молекулой вирусов растений является маленьким по 

размеру и замкнутым. Генетическая информация генома может быть 

распределена на одной молекуле или на нескольких молекулах НК. У 

некоторых представителей рода Geminivirus, генетическая информация 

распределена на 2 молекулах размером в районе 2,5 - 3 кб. Генетическая 

информация генома вирусов Nanovirus и Babuvirus родов распределена на 6 или 

9 молекулах размером около 1 кб (6).  Вирусы с двухцепочечным ДНК геномом 

реплицируются с помощью процесса обратной транскрипци, через РНК 

посредник. К представителям с двухцепочечным ДНК геномом относятся 

вирусы семейства Caulimoviridae. Их геном составляет 7,2 - 8,0 кб (6). 

Представители рода Metavirus и Pseudovirus являются ретротранспозонами, их 

двухцепочечный ДНК геном встраивается в геном хозяина, но в вирионе 

данные вирусы содержат (+) РНК геном, который кодирует такие белки как, gag 

(аналог КБ) и pol (репликаза).  Двухцепочечный РНК геном представителей 

рода Edornavirus распределен на нескольких молекулах, каждая молекула при 

этом упакована в капсид отдельно от остальных [38]. РНК с негативной 

полярностью является геномом у представителей Cytorhabdovirus и 

Nucleorhabdovirus. Организация генома у вирусов данных родов аналогична с 
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организацией (–)РНК геномов вирусов животных. Отличием является наличие 

ОРС, которая кодирует белок передвижения  у вирусов растений. Тосповирусы 

с (–)РНК геномом имеют сходства в строении вирусной частицы и организации 

генома с буньявирусами животных. Большинство же вирусов растений 

содержат (+)РНК геном. Строение генома у (+)РНК вирусов достаточно 

разнообразно у представителей разных родов, к примеру представители рода 

Vitivirus имеют геном размером около 7,6 кб, 5’- конец содержит 7- 

метилгуаниловый кэп, 3’- конец полиаденилирован, содержит 5 ОРС. 

 Экспрессия вирусного генома происходит всегда при помощи м-РНК 

[39]. Эволюционно, генетическая информация достаточно компактно 

кодируется вирусным геномом. С помощью сдвига рамок считывания одна и та 

же последовательность может кодировать два разных вирусных белка. 

Зачастую наблюдается перекрытие рамок считывания для экономии места в 

геноме.  Благодаря транскрипции сквозь слабые терминаторы приводит к 

трансляции разных белков. Количество кодирующих генов у вирусов растений 

варьирует от 1 гена (сателлитный вирус некроза табака) до 12 генов 

(клостеровирусы, реовирусы) [8, p. 249-251]. Большинство РНК - содержащих 

вирусов с позитивной полярностью генома кодируют от 4-7 белков. 

Некодирующие регионы одноцепочечных РНК - содержащих вирусов 

расположены на 5’ или 3’ - концах, а также могут располагаться в середине 

генома, к примеру, субгеномные промотеры. 

 

1.1.2.1 РНК вирусы с геномом позитивной полярности 

Вирусы растений с геномом позитивной полярности имеют значительное 

сходство с (+) РНК вирусами животных в стратегии репликации генома [40]. 

Было выявлено, что РНК-зависимая РНК полимераза, а также функциональные 

домены хеликаз, протеиназ консервативны, несмотря на то, что природа данных 

белков на аминокислотном уровне у вирусов растений и животных различна 

[41-47]. Различия между (+) РНК вирусами растений и животных заключается в 

морфологии вирусной частицы, организации генома, круге хозяев вирусов, 

вызываемых симптомов инфекции [48]. При изучении эволюции вирусов с (+) 

РНК геномом были выдвинуты следующие положения: вирусы с (+) РНК 

эволюционируют очень быстро и только очень важные последовательности 

белков остаются консервативными; базовыми белками для (+) РНК вирусов 

являются РНК - зависимая РНК полимераза и капсидные белки; только РНК - 

зависимая РНК полимераза содержит универсальные мотивы, которые 

являются консервативными у всех (+) РНК вирусов, изученных на данный 

момент [43, p. 421].  Геномная РНК у (+) РНК вирусов выполняет 

одновременно 2 функции, первая функция заключается в непосредственной 

экспрессии белков вирусов с (+) РНК генома, как только вирус проник в клетки 

растений, вторая функция заключается в транскрипции (–) РНК цепи на 

матрице (+) РНК цепи для последующей репликации генома. Репликация 

вирусного генома вовлекает в процесс одновременно как вирусные белки, так и 

белки клеток хозяина. Для успешной репликации вируса в клетках растений 
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необходимо успешное комплексное и регулируемое взаимодействие патогена - 

хозяина на всех этапах процесса. Жизненный цикл (+) РНК вирусов включает 7 

этапов: 1 этап заключается в инфицировании клеток, проникновение вируса в 

клетку хозяина с последующей доставкой вириона к месту репликации генома, 

при этом вирион частично распакован в области 5’- конца генома; 2-ой этап 

представляет собой полную распаковку вирусного генома, распакованный 

геном напрямую служит м-РНК для трансляции РНК-зависимой РНК 

полимеразы. Такие процессы, как распаковка вирусного генома, синтез РНК 

репликазы, репликация генома, экспрессия генома частично перекрываются; 3-

ий этап включает синтез РНК-репликазы, данный этап является лимитирующим 

в размножении (+) РНК вирусов, ввиду того, что в клетках растений не имеется 

соответствующих полимераз для эксплуатации. РНК-репликаза участвует в 

синтезе (–) РНК цепи на матрице генома, (+) РНК цепи на матрице (–) РНК 

цепи, а также в синтезе субгеномных РНК; 4 - ый этап заключается в 

репликации вирусного генома. Для репликации вирусного генома, изначально 

синтезируется (–) РНК цепь на матрице генома путем связывания репликазного 

комплекса с 3’- нетранслируемой областью (+) РНК генома [49] и РНК-

зависимая РНК полимераза синтезирует (–) РНК цепь комплементарную геному 

вируса. При этом образуется двухцепочечная молекула РНК, которая именуется 

репликативной формой. Высвобождение (–) РНК и (+) РНК цепи из 

репликативной формы осуществляется с помощью вирусной геликазы.  Далее, 

(+) РНК цепь генома синтезируется путем связывания репликазного комплекса 

с 3’- нетранслируемой областью (–) РНК - цепи и последующего синтеза (+) 

РНК цепи комплементарной (–) РНК цепи, что приводит к формированию 

двухцепочечной молекулы – промежуточной репликативной РНК.  5’ и 3’-

нетранслируемые области (+) РНК вирусов содержат базовые промоторы 

репликации, которые относятся к цис - регуляторным элементам. Цис - 

регуляторные элементы помимо базовых промоторов включают промоторы 

транскрипции, а также энхансеры и терминаторы, данные регуляторные 

элементы необходимы для контроля репликации и транскрипции вирусного 

генома. Для того чтобы начался непосредственно процесс репликации 

необходимо переключение процесса трансляции на репликацию, так как в 

первую очередь, при проникновении вируса в клетку, вирусный геном служит 

матричной РНК для синтеза репликаз [50]. Переключение трансляции на 

репликацию необходимо в виду того, что трансляция в направлении от 5’ к 3’ 

приводит к блокированию процесса репликации в обратном направлении. У 

вируса мозаики костра переключение между двумя процессами происходит за 

счет вирусных 1а, геликазоподобных репликативных белков [51].  Базовые 

промоторы для синтеза (–) РНК цепи у вирусов с геномом позитивной 

полярности, могут быть различной структуры такой, как т-РНК подобные 

структуры, поли-А хвосты, псевдокноты, шпильки, короткие 

последовательности без высокоупорядоченной структуры [52]. Синтез (+) РНК 

цепи на (–) цепи представляет собой асимметрический процесс, накопление (+) 

цепи в разы превышает наличие (–) цепи. На одной и той же молекуле (–) цепи 
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может несколько раз синтезироваться (+) цепь. Соотношение (+) цепи к (–) 

цепи, во время репликации, может составлять 1000:1 [53]. Помимо геномной (+) 

РНК цепи на (–) РНК цепи могут синтезироваться субгеномные РНК, 

необходимые для трансляции белков вируса, участвующих в процессах 

передвижения, оборачивания вируса, а также супрессии РНК-интерференции. 

Синтез субгеномных РНК осуществляется через распознавание 

внутренних/субгеномных промоторов РНК-зависисмой РНК полимеразой.  

Несмотря на различие в строении субгеномных и базовых промоторов, 

вирусная РНК - зависимая РНК полимераза с успехом их распознает [54]; 5 -ый 

этап жизненного цикла вирусов включает трансляцию структурных и 

неструктурных вирусных белков, экспрессия вирусного генома. Стратегии 

экспрессии вирусных генов включают: синтез субгеномных РНК (сРНК); 

использование полицистронной РНК; перекрытие ОРС; сквозное прочитывание 

сквозь терминаторы; сдвиг рамки считывание; синтез полипротеинов с 

последующим разрезанием на функциональные белки; сплайсинг РНК. Данные 

стратегии экспрессии белков позволяют вирусам максимально уменьшать 

размер функционального генома;6-ой этап заключается в упаковывании 

вирусного генома в белковую оболочку/капсид. Упаковывание в капсид 

осуществляется через связь белок - РНК, где распознаются геномные РНК 

капсидными белками. Но, формирование пустых вирусных частиц без наличия 

геномной РНК также отмечается; 7-ым этапом является созревание вирусных 

частиц, выход из зараженных клеток и системное заражение, а также 

горизонтальный перенос [55].  

Геномная РНК, (+) РНК вирусов, состоит из кодирующих и 

некодирующих регионов, как было описано выше. 5’-конец может содержать 

одну из трех следующих структур: кэп-подобную структуру, вирусный белок 

ковалентно соединенный с геномом (VPg), ди- или трифосфат. Геномная РНК 

не всегда содержит специализированную структуру на 5’-конце. Известны (+) 

РНК вирусы, такие как потивирсы, которые не содержат 5’-кэп - структуру. 

Инициация трансляции в данном случае осуществляется за счет сайтов 

внутренней посадки рибосомы [56-58].  

5’- НТО, как правило, является короткой, в отличии от 3’-НТО. 3’-НТО может 

достигать до 300 п.н. 3’-конец генома может содержать поли-А хвост, т-РНК 

подобные структуры, псевдокноты и так далее. Геном вируса табачной мозаики 

имеет 5’-кэп - структуру, но лишен поли-А хвоста [59]. Псевдокнот регион, 

который расположен выше т-РНК подобной структуры, как было показано 

экспериментально выполняет функции поли-А хвоста [60-61].  Вирусы 

растений, которые не содержат ни 5’-специализированную структуру ни 3’ 

поли-А хвост относятся к родам Luteovirus и Necrovirus. Трансляция генов 

вируса желтой карликовости ячменя (Luteovirus) требует комплементарных 

взаимодействий между нуклеотидами шпилечной структуры, расположенной в 

5’-НТО, с нуклеотидами шпилечной структуры 3’-НТО [62]. Геномная РНК 

является полицистронной, но транслируются только белки, расположенные на 

5’- конце (первый старт кодон), либо экспрессируются все белки путем синтеза 
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полипептида с последующим расщеплением протеазами. Размеры геномов (+) 

РНК вирусов варьируют от 1394 п.н. в РНК2 вируса кольцевой пятнистости 

гвоздики до 15 480 п.н. в геноме некротического вируса желтухи свеклы 

(клостеровирусы), 20 000 п.н. в геноме тристеза вируса цитрусовых [63-65]. 

Клостеровирусы имеют самый большой геном среди всех остальных (+) РНК 

вирусов растений. В настоящий момент среди изученных (+) РНК вирусов, 

тристеза вирус цитрусовых содержит самый большой геном, его десять 3’-ОРС 

экспрессируются через 3’- субгеномные РНК.  Наличие специализированных 

структур на 5’ и 3’- концах генома приводит к защите РНК генома от 

деградации в клетках хозяина.  

 

1.2 Вирусы винограда 

Виноград является одной из важных плодовых культур во всем мире. 

Индустрия столового и винного винограда является экономически важной 

составляющей для многих стран. В Республики Казахстан валовый сбор 

винограда составил 75 тысяч тонн в 2016 году с 12,3 тыс. гектар 

виноградников, которые находятся в плодоносящем возрасте. 48,8% площадей 

виноградников в плодоносящем возрасте расположены в крестьянско-

фермерских хозяйствах, 36,1% - на площадях сельскохозяйственных 

предприятий и 15,1% - в хозяйствах населения страны. 63,2% площадей 

виноградников в плодоносящем возрасте расположены в Южно-Казахстанской 

области, 33,8% - в Алматинской области. В 2016 году урожайность винограда 

составила 60,8 центнеров с гектара, что на 11,5 центнеров или 23,3% превышает 

уровень 2015 года. Доминирующими сортами виноградников страны являются 

сорта Саперави, Каберне Фран, Рислинг, Ркацители, Кульджинский, Тайфи 

Розовый. Сортами отечественной селекции (Казахский НИИ плодоводства и 

виноградорства) являются: Алмалы, Айсулу, Ак марал, Алма-Ата, Арман, 

Береке, Илийский, Каракоз, Кызыл тан, мускат казахстанский, Рахат, Самал, 

Тянь Шанский. МОВВ в 2016 году проанализировали результаты 

использования урожая винограда в зависимости от конечного продукта, данные 

результаты показали, что 55% урожая винограда используется для 

приготовления вина, 35% урожая употребляется в свежем виде, 8% для 

культивирования, 2% для приготовления соков и прочих конечных продуктов 

переработки винограда [66]. Большие экономические потери в секторе 

виноградорства связанны с вирусными инфекциями, где инфицирование может 

составлять до 80% поля. Вирусы винограда влияют не только на количество 

урожая, но также и на его качество.  В настоящий момент установлено, что 

самое большое разнообразие вирусов поражает именно виноград. Известно, что 

виноград является хозяином для 70 различных видов вирусов (17 семейств, 27 

родов). Изученные вирусы винограда (31 вид из 70) распределены в 4 

комплекса заболеваний. 1-ый комплекс включает вирусы, вызывающие 

дегенеративную инфекцию/ снижение урожайности; 2-ой состоит из вирусов, 

вызывающих скручивание листьев; 3-ий комплекс включает вирусы, ведущие к 

заболеванию древесины (бороздчатость древесины); 4-ый комплекс состоит из 
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вирусов, вызывающих образование пятнистости [67]. К вирусам первого 

комплекса относят: вирусы Европейской линии – вирус короткоузлия 

винограда, вирус мозаики резухи, вирус черных колец томатов, вирус хромовой 

мозаики винограда, болгарский латентный вирус винограда, вирус кольцевой 

пятнистости малины, итальянский латентный вирус артишока, вирус 

скручивания листьев черешни; Американская линия - вирус кольцевой 

пятнистости томата, вирус кольцевой пятнистости табака, вирус листовой 

пятнистости черники, вирус розеточной мозаики персика. Тунисский вирус 

кольцевой пятнистости винограда из Южной Африки [68], вирус деформации 

виноградной лозы, анатолийский вирус кольцевой пятнистости винограда из 

Азии (Турция) [69-70]. Вышеперечисленные вирусы относятся к неповирусам и 

состоят из изометрического капсида и генома, распределенного на двух (+) 

РНК молекулах. Геномные РНК содержат поли-А хвост на 3’- конце и VPg 

белок на 5’-конце [71]. Филогенетический анализ неповирусов, инфицирующих 

виноград, позволил выделить три субгруппы. Второй комплекс включает 

вирусы семейства Closteroviridae. Клостеровирусы, заражающие виноград, 

относятся к родам Closterovirus, Ampelovirus и Velarivirus [72]. 

Представителями являются ВаСЛВ-1, -2, -3, -4, -7, а также штаммы ВаСЛВ-4 

вирусы, ассоциированные со скручиванием листьев винограда. Геномы данных 

вирусов различаются размерами и структурой. Вирусы скручивания листьев 

винограда передаются путем прививки, а также с помощью природных 

переносчиков таких, как Planococcus ficus [73], P. Longispinus [74], P. Citri [75], 

Pseudococcus affinis [76], Ps. longispinus, Ps. viburni, Ps. maritimus, and Ps. Affinis 

[77], Heliococcus bohemicus, Phenacoccus aceris [78], Pulvinaria vitis [79-80]. 

Третий комплекс состоит из вирусов, вызывающих бороздчатость древесины 

винограда. Впервые заболевание было диагностировано в Италии [81], а затем в 

Венгрии [82]. Заболевание передается путем прививок винограда.  

Бороздчатость древесины является комплексным заболеванием и может 

включать следующие синдромы: ржавчина ствола Rupestris (Rupestris stem 

pitting), образование желобков у ствола Kober (Kober stem grooving), 

пробкообразование (Corky bark), образование желобков у ствола LN-33 (LN-33 

stem grooving). К вирусам, вызывающим бороздчатость древесины, относят: 

Вирус А винограда, вирус В винограда (ВВВ), вирус С винограда (ВСВ), вирус 

D винограда (ВDВ), вирус E винограда (ВЕВ), вирус F винограда (ВFВ) [83]. 

Вышеперечисленные вирусы относятся к роду Vitivirus. Кроме того, в развитии 

заболевания бороздчатости древесины участвует вирус ржавчина ствола 

Rupestris (ВРСR), данный вирус относится к роду Foveavirus [84]. 

Естественными переносчиками вирусов бороздчатости древесины являются: 

для ВАВ - Planococcus citri, Pl. ficus, Pseudococcus longispinus, Ps. affinis, 

Heliococcus bohemicus, Phenacoccus aceris, Neopulvinaria innumerabilis; для ВВВ 

- Ps. longispinus, Ps. affinis, Pl. ficus, Ph. Aceris; для ВЕВ - Pseudococcus 

comstocki; для ВDВ и ВРСR естественные переносчики не известны на данный 

момент [85]. Vitiviruses и foveaviruses включают вирусы филаментозной формы 

[86]. Четвертый комплекс состоит из вирусов, вызывающих пятнистость 
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винограда. Данное заболевание наибольшее распространение получило среди 

Американских сортов винограда. Симптомами заболевания является 

образование полупрозрачных пятен на листе, в результате образования 

множественных пятен, лист начинает сворачиваться [87]. Данное заболевание 

вызывается вирусом крапчатости винограда (ВКПВ), который относится к роду 

Maculavirus [88]. Вирус имеет изометрическую форму и содержит 

одноцепочечный (+) РНК геном [89].  Широкое распространение вирусов в 

виноградниках осуществляется благодаря прививке, обрезке винограда, а также 

благодаря природным переносчикам [90].  Современные молекулярно – 

генетические методы диагностики вирусных инфекций дают возможность с 

высокой точностью определять смешанную инфекцию, вызванную разными 

видами вирусов, что позволяет корректировать методы борьбы и профилактики 

с вирусами.  

Анализ опубликованных работ в 2004 году показал, что 5400 статей 

посвящены вирусам и вироидам винограда [91]. К вирусам винограда, которые 

имеют важное экономическое значение, относят ВКУВ, ВаСЛВ, ВАВ.  Ранее 

обнаружение ВКУВ было осуществлено во Франции [92], Австрии [93], Италии 

[94], Германии [95]. На данный момент, ВКУВ распространен на 

виноградниках всего мира. Обнаружение ВКУВ на территории Республики 

Казахстан было осуществлено в 2009 году в образцах винограда, собранных с 

виноградников Алматинской области в рамках проекта «Разработка 

диагностических тест-систем для выявления вирусов и вироидов экономически 

важных плодовоягодных культур». Вирус был обнаружен в таких сортах 

винограда, как Каберне Фран, Саперави. Первое обнаружение ВКУВ в 

Казахстане было осуществлено в лаборатории молекулярной биологии, НИИ 

биологии и биотехнологии растений. Обнаружение ВАВ в Казахстане 

проводится в НИИ биологии и биотехнологии растений и в НИИ 

плодоовощеводства. ВКУВ распространяется путем прививки [96] и с помощью 

природных переносчиков (нематоды) через почву [97]. Xiphinema index, 

Xiphinema Italiae являются природными переносчиками вируса ВКУВ [98]. 

ВКУВ приводит к снижению фотосинтетического потенциала, концентрации 

хлорофилла в листе, диаметра ствола винограда, длины побегов, диаметра ягод, 

количества урожая с одного растения [99]. В настоящий момент, известно 

несколько сортов винограда, которые частично устойчивы к вирусной 

инфекции или же к природным переносчикам ВКУВ. 2 сорта V. Vinifera из 

Афганистана и Ирана показали устойчивость к ВКУВ, благодаря 2 

несцепленным рецессивным генам [100-101]. Сорта винограда из Америки 

показали высокий уровень чувствительности к Xiphinema index, и к ВКУВ [85, 

p. 180]. Но, отмечен такой сорт, как Muscadinia rotundifolia, который устойчив к 

Xiphinema index. Получение гибридов V. rupestris × M. Rotundifolia позволило 

повысить уровень устойчивости к ВКУВ. Устойчивость к ВКУВ у гибридов, 

полученных при скрещивании с M. Rotundifolia, связана, прежде всего, с 

устойчивостью к Xiphinema index и контролируется одним доминантным геном 

[102]. ВКУВ является первым вирусом винограда, для которого был 
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подтвержден перенос вирусов здоровым растениям с помощью механической 

инокуляции [103].  Геном ВКУВ состоит из 2-х молекул одноцепочечной (+) 

РНК, которые упаковываются в разные капсиды. Для инфицирования растения 

необходимо наличие 2-х молекул генома (РНК1 и РНК2). Экспрессия генома 

осуществляется через трансляцию двух полипептидов, которые в дальнейшем 

разрезаются с помощью вирусных протеаз. РНК1 кодирует полипептид 

размером в 253 кДа, а РНК 2 - 122 кДа. Индикаторными растениями для ВКУВ 

могут служить растения семейств Amaranthaceae, Cucurbitaceae, Solanaceae, 

Fabaceae [104-105].  

Впервые вирусы винограда, ассоциированные со скручиванием листьев 

винограда, были выделены и охарактеризованы в Европе (Франция, Италия, 

Германия, Австрия). В настоящий момент, среди известных 223 сортов 

V.vinifera не обнаружено устойчивых к ВаСЛВ (ВаСЛВ-1, ВаСЛВ-2) [106]. 

ВаСЛВ приводят к снижению количества урожая [107-115], нарушению 

пигментации [116], затормаживанию процессов созревания плодов [117], 

уменьшению размера винограда [118-124], недостатку калия и кальция [125-

126], снижению фотосинтетической активности [127-129], уменьшение 

количества и размера побегов у растений винограда [119]. По результатам 

изучения шести коммерческих виноградников, четыре содержало растения 

винограда, инфицированных ВаСЛВ. 30% заражение виноградника ВаСЛВ 

приводит к экономическим потерям в 25000 - 40000 долларов с гектара [130]. В 

Казахстане ВаСЛВ был обнаружен в 2009 году в образцах винограда сорта 

Саперави и сорта Кульджинский в рамках проекта «Разработка 

диагностических тест-систем для выявления вирусов и вироидов экономически 

важных плодовоягодных культур». Первое обнаружение ВаСЛВ в Казахстане 

было осуществлено в лаборатории молекулярной биологии, НИИ биологии и 

биотехнологии растений. Обнаружение ВАВ в Казахстане проводится в НИИ 

биологии и биотехнологии растений и в НИИ плодоовощеводства. ВаСЛВ-1, -

3,- 4 относятся к роду Ampelovirus, ВаСЛВ -2 к роду Closterovirus, ВаСЛВ- 7 к 

роду Velarivirus [131-133].  Результаты филогенетического анализа показали, 

что вирусы ВаСЛВ- 1 и -3 распределяются в отдельный кластер от ВаСЛВ- 4 и 

его известных штаммов, которые образуют монофилетическую группу [72, p. 

15, 134]. ВаСЛВ-3 и-1 имеют широкое распространение по всему миру [85, p. 

220, 132, p. 1180, 135].  

 

1.2.1 Вирус А винограда 

Вирус А винограда может приводить к потерям, которые составляют 22% 

от урожая, собранного с инфицированного поля [136]. ВАВ вызывает синдром 

образование желобков у ствола Kober, который входит в комплексное 

заболевание бороздчатости древесины винограда, рисунок 4. Вирусная 

инфекция может носить бессимптомный характер, но при этом, вирус успешно 

реплицируется в клетках хозяина и передается здоровым растениям 

виноградника [137]. 
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А) Симптомы заболевания, вызванного ВАВ, на растении сорта Мерлот; Б) 

Образование желобков у ствола винограда 

 

Рисунок 4 – Cимптомы ВАВ инфекции у растений винограда [1, p. 243] 

 

В Германии в 2008 году было показано, что вирусная инфекция, 

вызванная ВАВ, достаточно часто встречается среди виноградников (46,9%), но 

при этом экономические потери от ВАВ являются незначительными [138].   

В настоящий момент в базе данных NCBI находится последовательности 

геномов 12 изолятов ВАВ, выделенных из разных стран мира, геномы которых 

полностью секвенированы. 8 изолятов были выделены из южной Африки, 1 

изолят из Бразилии, 1 изолят из Канады и 2 изолята из Италии. Молекулярная 

биология изолятов из Южной Африки (ЮА) достаточно хорошо изучена. 

Данные изоляты ВАВ способны вызывать 4 типа симптомов вышеописанного 

синдрома: 1, умеренное обесцвечивание жилок; 2, обесцвечивание жилок и 

хлороз; 3, обесцвечивание жилок, хлороз, скручивание верхних листьев 

растения; 4, обширный некроз [139].  По филогенетическому анализу 

нуклеотидных последовательностей всего генома, изоляты ЮА подразделяются 

на 3 группы (рисунок 5) [140], 2 группу формируют изоляты обладающие 

высокой патогенностью и вызывающие сильные поражения [141]. Группу 3 

формируют изоляты с высокой генетической гетерогенностью внутри группы и 

вызывающие умеренные симптомы инфекции в растениях Nicotiana 

benthamiana.  Кроме того, было выявлено, что генетическая однородность 

внутри групп составила 81.9- 93.5% и 70.3- 76.7% между группами [140, p. 108]. 

Представители рода Vitis являются единственными естественными 

хозяевами ВАВ, также возможно инфицирование индикаторных растений 

преимущественно рода Nicotiana методом механической инокуляции [142]. 
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Рисунок 5 – Филогенетическое древо изолятов ВАВ из Южной Африки 

[140, p. 107] 

 

Основными патологическими изменениями клетки при заражении ВАВ 

являются: образование агрегатов из вирусных частиц, которые могут приводить 

к заполнению всего клеточного пространства; утолщение стенки клетки за счет 

накопления каллозы; избыточная пролиферация и накопление 

цитоплазматических мембран; везикулярная инвагинация тонопласта [143]. 

Вирусная частица ВАВ имеет филаментозную форму, длина которой составляет 

около 800 нм, а диаметр 12 нм, рисунок 6.   

 

 
 

Рисунок 6 – Электронное изображение вирусных частиц ВАВ. Bar = 100 

nm [144] 

 

Вирион ВАВ включает 5% НК и 95% белка [145]. Геном ВАВ состоит из 

одноцепочечной (+) РНК, длина которого составляет 7,3- 7,4 кб. Геномная РНК 

на 5’- конце содержит метилированный кэп, а на 3’- конце поли -А хвост [146-

147] и состоит из 5 ОРС, рисунок 7.   

 

 
 

Рисунок 7 – Схематическое изображение организации генома ВАВ 
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ОРС 1 кодирует 194 кДа полипептид, который содержит консервативные 

мотивы белков, ассоциированных с репликацией генома (метилтрансфераза, 

РНК- геликаза, РНК-зависимая РНК-полимераза) [146-147]. Кроме того, было 

определено, что репликазный комплекс включает домен AlkB фермента, 

который участвует в репарации ДНК у эукариота [148-149]. Данный домен 

также был обнаружен у представителей Sadwavirus [150], Potyvirus [151], у 

некоторых представителей рода Ampelovirus [152]. Предполагается, что данный 

домен у вирусов способствует инфицированию многолетних растений [153].  В 

2008 году был проведен функциональный анализ вирусных AlkB. Результаты 

анализа показали, что вирусный AlkB предпочтительнее работает с РНК, 

нежели с ДНК [153] и обладает Fe(II), 2-оксоглутарат зависимой демителазной 

активностью in vitro [155].  ОРС2 кодирует белок неизвестной функции и 

строения, предполагается, что данный белок учувствует в распространении 

вируса с помощью естественных переносчиков [147, p. 419]. ОРС 3 кодирует 

белок передвижения вируса между клетками. Размер белка передвижения 

составляет 31 кДа.  ОРС 4 кодирует капсидный белок размером 22 кДа [146, p. 

19]. ОРС 5 кодирует 10 кДа белок (Р10), который является супрессором РНК – 

интерференции [156-157].  Результаты клонирования и экспрессии белка Р10, 

как супрессора, показали, что белок обладает низкой активностью.  При его 

экспрессии в немодифицированном ВАВ, активность Р10 повышается в 1000 

раз, в виду чего было выдвинуто предположение, что на активность супрессора 

положительно влияют дополнительные факторы ВАВ [158]. Вирус А винограда 

является флоэмным вирусом [159] и реплицируется в цитоплазме клеток 

хозяина.   

 

1.3 Распространение вируса А винограда. Естественные переносчики 

вируса в природе 

Вирус А винограда встречается на виноградниках всего мира. В ЮА ВАВ 

вызывает смертельные поражения таких сортов винограда, как Gamay, Malbec, 

Merlot, Shiraz и Voignier [160].  Рост молодых растений замедляется [161]. 

Способность к плодоношению значительно снижается по сравнению с 

незараженными растениями.  В 1990 годах был проведен серологический 

анализ растений винограда, собранных на территориях коммерческих 

виноградниках в Тунисе, Йемене и Италии. В Тунисе, ВАВ был обнаружен в 

50% растений выборки, при этом с сопутствующей вирусной инфекцией, 

вызванной клостеровирусами [162]. Результаты исследования растений 

винограда в Йемене показали, что ВАВ достаточно сильно распространен среди 

старых и самоукорененных растений [146, p. 20]. Результаты исследования 

виноградников на наличие ВАВ, в северной Италии, показали достаточно 

большой разброс зараженности от 4 до 97% растений выборки [163].  

С помощью методов, основанных на полимеразной цепной реакции, были 

определены уровни зараженности коммерческих виноградником вирусами ВАВ 

и ВВВ в Тунисе [164], Бразилии [165], Испании [166], Японии [167], Хорватии 

[168], Иордании [169]. В Республике Казахстан ВАВ был обнаружен впервые в 
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2006 году в рамках проекта «Клонирование геномной РНК вируса А винограда, 

разработка системы детекции и создание резистентных трансгенных растений», 

шифр 01.01.06.01.Р1. ВАВ был обнаружен в образцах винограда, собранных на 

территории виноградников Алматинской области. Инфицированность 

виноградников варьировала от 20 до 50%. ВАВ был обнаружен в сортах 

Саперави, Каберне Фран, Рислинг, Тайфи розовый. Обнаружение ВАВ в 

Казахстане проводится в НИИ биологии и биотехнологии растений и в НИИ 

плодоовощеводства.  Проведенные исследования в Китае показали, что 

зараженность виноградников составляет 16,9 %, исследование проводилось на 

гибридах V. vinifera × V. Labrusca [170]. Проведенные исследования в 

Калифорнии привели к предположению, что V. Californica и его гибриды с V. 

Vinifera являются естественными резервуарами для ВАВ и некоторых 

клостеровирусов [171].  

Вирус А винограда распространен широко в природе благодаря 

способности передаваться путем прививки и с помощью естественных 

переносчиков. В 1983 году было показано в северной Италии, что мучнистые 

червецы участвуют в передачи ВАВ от зараженных растений винограда 

здоровым, в переносе вирусов участвовали Pseudococcus longispinus [172].  В 

1985 году было описано еще два природных переносчиков ВАВ, P. citri и 

Planococcus ficus [173]. В 1989 году в Израиле подтвердили способность 

Planococcus ficus переносить ВАВ [174]. 7-ми летнее исследование 

распространения вирусной инфекции, вызванной ВАВ, на коммерческих 

виноградниках в Израиле показало, что распространение вируса сильно 

связанно с распространением мучнистых червецов [175].  ВАВ не способен 

размножаться в клетках природных переносчиков, достигает пищеварительного 

канала или остается на хоботке, где возможно происходить специфическое 

связывание, но не проникает в клетки переносчика [176-177]. Предполагается, 

что у вирусов ключевым белком во взаимодействии с переносчиком является 

капсидный белок [178]. Для ВАВ, как было описано ранее, белок кодируемый 

ОРС2 возможно также участвует во взаимодействии вируса с его природными 

переносчиками. Процессы проникновения вирусов растений в клетки хозяина и 

выход из них в большинстве случаев осуществляются с помощью естественных 

переносчиков.  Известно небольшое количество вирусов растений, которые 

способны самостоятельно преодолевать клеточные барьеры, прежде всего 

клеточную стенку, для выхода из зараженного растения и инфицирования 

здорового [179].     

 

1.4 Размножение вируса А винограда в клетках растений. 

Репликация и экспрессия генома 

При проникновении ВАВ в клетки хозяина, РНК геном служит мРНК для 

экспрессии ОРС1 полипептида, который включает РНК-зависимую РНК 

полимеразу, геликазу, метилтрансферазу. В настоящий момент не известно, 

расщепляется данный полипептид или нет. Предполагается, что он 

функционирует путем активации того или иного домена [86, p. 80].  Репликация 
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вирусного генома осуществляется вирусной РНК- зависимой РНК- 

полимеразой и начинается с 3’-конца, который должен быть неповрежденным и 

включать базовый промотор [180-187]. Репликация генома ВАВ начинается с 

синтеза (–) РНК цепи на геномной (+) РНК цепи. На (–) РНК цепи 

синтезируется геномная (+) РНК цепь, которая в дальнейшем упаковывается в 

капсид. Данный тип репликации характерен для всех вирусов растений, 

содержащих одноцепочечный РНК геном с положительной полярностью. 

Репликативная форма, двуцепочечная РНК молекула, которая содержит (+) 

цепь геномной РНК и (–) цепь геномной РНК, в дальнейшем рассоединяется с 

помощью вирусной геликазы.  Для экспрессии генома, поздних генов (гены, 

кодирующие белок передвижения и капсидный белок), ВАВ эксплуатирует 

стратегию субгеномных РНК [188]. Было обнаружено два набора субгеномных 

РНК: 5’- терминальные и 3’- терминальные, рисунок 8.  5’- терминальные 

сбРНК включают молекулы размерами 5,1; 5,5; 6,3 кб.  5,1- терминальная 

сбРНК включает всю ОРС1 последовательность, 5,5 - терминальная сбРНК 

включает ОРС1 последовательность и большую часть ОРС2 

последовательности, 6,3 терминальная сбРНК состоит из ОРС1 и ОРС2 

последовательностей, а также включает большую часть ОРС3 

последовательности. С помощью 5’- терминальных сбРНК экспрессируется 

ОРС1, а также полипептид ОРС1 синтезируется с геномной РНК. 3’- 

терминальные сбРНК включают молекулы размерами 1,0; 1,8; 2,2 кб. 1,0 

терминальная сбРНК соответствует ОРС4 и ОРС5 последовательностям, 1,8 

сбРНК включает ОРС3, ОРС4 и ОРС5 последовательности, 2,2 кб сбРНК 

состоит из ОРС2, ОРС3, ОРС4 и ОРС5 последовательностей. Синтез белка, 

кодируемого ОРС2, осуществляется через 2,2 кб терминальную сбРНК. 

Экспрессия белка передвижения происходит с помощью 1,8 кб 3’- 

терминальной сбРНК. 

 

 
 

Рисунок 8 –  Схематическое изображение 5’- и 3’- терминальных 

субгеномных РНК ВАВ [188, p. 437] 
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Соответственно, синтез капсидного белка происходит с помощью 1,0 кб 

3’- терминальной сбРНК. При исследовании субгеномных РНК ВАВ не было 

обнаружено сбРНК для ОРС5, ввиду чего предполагается, что ОРС5 

экспрессируется через би- или полицистронную мРНК. Транскрипция сбРНК 

осуществляется с помощью цис - действующих элементов или субгеномных 

промоторов, которые располагаются выше старт кодонов каждой ОРС на (–) 

цепях геномной или субгеномных РНК.  Кроме того, были обнаружены (–) РНК 

цепи для каждой (+) цепи субгеномных РНК, которые служат мРНК.  

Предполагается, что субгеномные промоторы на (–) цепи геномной РНК 

служат промоторами для транскрипции 3’-терминальных сбРНК и 

терминаторами для синтеза геномной (+) цепи РНК, ввиду чего происходит 

высвобождение 5’- терминальных сбРНК.  

На (+) цепи геномной РНК, данные цис - действующие элементы 

выступают в роли промоторов для транскрипции (–) цепей 5’- терминальных 

сбРНК и терминаторами синтеза (–) цепи геномной РНК, благодаря чему 

высвобождаются (–) цепи 3’- терминальных сбРНК.  

 

1.5 Передвижение вируса А винограда по растению 

После попадания вирионов ВАВ в клетки хозяина, с помощью 

механических повреждений или естественных переносчиков, вирус 

эксплуатирует синтетическую систему клеток хозяина для трансляции ранних 

белков (РНК-зависимая РНК- полимераза) и способствует дальнейшей 

репликации и экспрессии генома. Для заражения близлежащих клеток, а также 

системной инфекции, ВАВ передвигается между клетками растений с помощью 

плазмодесм, как и большинство вирусов растений.  Основным препятствием 

для передвижения вирусов по плазмодесмам является ограничение размера 

вирусной частицы. Плазмодесмы участвуют в соединении соседних клеток и 

транспорте веществ необходимых для жизнедеятельности растения. В 

клеточных стенках соседних клеток формируются поры, через которые 

проходит плазмодесма или цитоплазматический канал. Плазмодесма включает 

плазмолемму, которая выстилает поры в клеточных стенках и является 

продолжением плазматической мембраны соседних клеток, десмотубулу - 

продолжение эндоплазматического ретикулума соседних клеток. Пространство 

между десмотубулой и плазмалеммой заполнено цитозолем. В настоящий 

момент известно, что плазмодесмы участвуют в таких важных процессах 

жизнедеятельности растений, как формирование корневых волосков [189], 

системная передача сигналов специфического иммунитета [190-193], транспорт 

метаболитов. Используя плазмодесмы для передвижения, вирусы растений тем 

самым избегают необходимость прохождения через клеточные стенки. Для 

успешного прохождения через плазмодесмы, вирусы растений в большинстве 

своем кодируют белок передвижения, а также капсидные белки, которые 

специфически могут связываться с элементами плазмодесм и/или вирусными 

белками передвижения и способствовать транспорту вирусных частиц.  
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Существуют несколько различных стратегий передвижения вирусов по 

плазмодесмам при участии вирусного белка передвижения, рисунок 9.  

 

 
 

БП - белок передвижения; вРНК - вирусная РНК; PDLP - белки, 

плазмодесмы, необходимые для сборки вирусной тубулы  

 

Рисунок 9 - Cтратегии локального передвижения вирусов между 

клетками [193, p. 22] 

 

Первая стратегия включает формирование тубулы из белков 

передвижения, данная тубула замещает десмотубулу плазмодесмы путем ее 

дестабилизации и разрушения [191, p.45]. Замена десмотубулы на тубулу из 

вирусных белков передвижения приводит к расширению просвета плазмодесмы 

и прохождению вирусных частиц. Как правило, данной стратегией пользуются 

вирусы, упакованные в капсид (бромовирусы, комовирусы, неповирусы). 

Предполагается, что ВАВ также использует данную стратегию для 

передвижения, экспериментальных данных по передвижению ВАВ через 

плазмодесмы на данный момент не имеется. ВАВ передвигается по 

плазмодесмам в упакованном виде, работы по «нокаутированию» гена, 

кодирующего капсидный белок, привели к неспособности вируса передвигаться 

по растению [192, p. 43]. Вторая стратегия передвижения вирусов растений 

между клетками заключается во взаимодействии вирусного генома с белком 

передвижения, который способствует его прохождению через плазмодесмы. В 

транспорте участвуют белки плазмодесмы, клеточные киназы и цитоскелет 

клетки. В ряде работ было показано, что происходит взаимодействие 

комплекса, включающего геномную РНК и белки передвижения, с 

цитоскелетом, который связан с пектинметилэстеразами (ПМЭ) клеточной 

стенки [193, p.25].  

ВАВ является флоэмным вирусом и для системного распространения 

инфекции по всему растению от зараженного участка необходимо его 
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проникновение во флоэму. Для успешной системной инфекции вирусу 

необходимо пройти через клетки мезофилла (КМ), клетки склеренхимы, клетки 

паренхимы (КП), клетки- спутницы (КС), а также клетки ситовидных трубок 

(КСТ), рисунок 10.  

 

 
 

Рисунок 10 - Cистемное передвижение вирусов по растению флоэмным 

током [193, p. 23] 

 

Локальный же транспорт происходит между соседними клетками одной и 

той же ткани, как правило, между клетками мезофилла или клетками 

эпидермиса. Как было отмечено в ряде работ, локальный транспорт по скорости 

протекания медленнее (5-15 мкм/ч), нежели системный транспорт (50-80 мм/ч), 

что вероятно связанно с репликацией вируса в клетках [194]. 

Для прохождения тканевых барьеров при системном транспорте, вирусы 

растений могут использовать другие вирусные и клеточные компоненты по 

сравнению с компонентами при их локальном транспорте. Диаметр плазмодесм 

различается у разных типов клеток, что эволюционно привело к формированию 

различных стратегий системного вирусного транспорта. Эксперименты по 

выделению вирусных частиц, а также компонентов вирусов, показали, что 

концентрация вируса достаточно низкая в системных листьях.  Ввиду чего было 

предположено, что срабатывает иммунная система растений, РНК - 

интерференция, либо прохождение вирусов через все тканевые барьеры 

является значимым ограничителем в системном транспорте. Для преодоления 

процессов РНК – интерференции, вирусы растений зачастую кодируют 

супрессоры, которые позволяют успешно преодолевать систему защиты 

растений и реплицироваться в клетках хозяина, таблица 1.  
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Таблица 1- Список супрессоров РНК-интерференции 

 
Вид вируса Геном вируса Природный хозяин Название 

супрессора 

Вирус скручивания 

листьев томатов 

ДНК Томат, петуния, 

фасоль 

С2 

Вид вируса Геном вируса Природный хозяин Название 

супрессора 

Вирус желтухи свеклы (+) РНК Маревые Р21 

Цитрусовый тристеза 

вирус 

(+) РНК Цитрусовые Р20, Р23, СР 

Вирус-2 скручивания 

листьев винограда 

(+) РНК Виноград  Р24 

Вирус хлороза томата (+) РНК Томат Р22, СР, СРм 

Вирус мозаики огурца (+) РНК Широкий круг 

хозяев 

2b 

Вирус шарки сливы (+) РНК Косточковые НС-Pro 

Вирус Y картофеля (+) РНК Пасленовые НС-Pro 

Вирус мозаики 

тюльпанов 

(+) РНК Двудольные НС-Pro 

Вирус тобачной 

мозаики  

(+) РНК Широкий круг 126К 

Вирус мозаики томатов (+) РНК Пасленовые 126К 

Вирус погремковости 

табака 

(+) РНК Широкий круг 16К 

Вирус хлоротической 

пятнистости яблонь 

(+) РНК Яблоня Р50 

Вирус А винограда (+) РНК Виноград Р10 

 

ВАВ, как было отмечено ранее, кодирует Р10 белок, который является 

супрессором РНК - интерференции и способствует распространению вируса по 

растению. Известными супрессорами РНК - интерференции вирусного 

происхождения являются: Р14 (Pothos latent aureusvirus), Р38 (Turnip crinkle 

virus ), данные супрессоры предотвращают процессинг двухцепочечной РНК в 

малые интерферирующие РНК [195-196]. Р25 (Citrus tristeza virus), Р20 (Citrus 

tristeza virus) и Р23 (Citrus tristeza virus) также являются изученными 

супрессорами РНК- интерференции. В ряде работ было отмечено, что Р23 

является локальным супрессором и обладает высокой активностью 

ингибирования РНК- интерференции [197]. Р25 является капсидным белком 

Citrus tristeza virus и выполняет функции системного супрессора РНК – 

интерференции [198].  

ВАВ после проникновения во флоэму с током ассимилятов выходит из 

нее и проникает в незараженные клетки растения. Выход из флоэмы требует 

прохождение вышеописанных тканевых барьеров. Некоторые вирусы растений, 

например, представитель рода Luteovirus - вирус скручивания листьев 

картофеля, не способен выходить из флоэмы, что вероятно связано с работой 

РНК - интерференции, либо с природной неспособностью преодолевать 
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тканевые барьеры [199].  Для успешного выхода вирусов из флоэмы, большое 

значение играют факторы растений, способствующие или препятствующие 

транспорту вирусных частиц. К таковым факторам растений относят: 

пектинметилэстеразу, глицин богатый белок, который индуцируется кадмием 

(cdiGRP).  ПМЭ является необходимым фактором в выходе вирусных частиц из 

флоэмы, в то время как cdiGRP является ингибитор данного транспорта, как 

было показано для тобамовирусов [200-201].   

 

1.6 Научное и практическое применение вирусов растений 

В настоящее время, вирусы растений нашли широкое применение во 

множестве областях науки и техники, благодаря высокой инфекционной 

способности, сайт-специфической рекомбинации, высокому уровню 

амплификации и экспрессии генома, легкости генетических манипуляций с 

вирусным геномом, отсутствию способности амплификации в клетках 

животных [202].  Вирусы растений используются для изучения молекулярных 

процессов взаимодействия хозяина - патогена, молекулярных основ 

иммунитета растений, широкое применение вирусы получили также в изучении 

функциональной геномики растений за счет индицирования умалчивания генов 

(VIGS) [203-205]. VIGS система включает 3 основных этапа: 1 этап – это 

внесение в геном вируса интересующего гена, который должен быть выключен 

в растениях; 2 этап – инфицирование изучаемого растения; 3 этап – 

умалчивание нужного гена в растениях, данный процесс является защитным 

механизмом от вирусной инфекции.  Имеются ряд вирусных VIGS векторов, 

которые были созданы с целью изучения функциональной генетики растений 

[206]. Данные вектора были разработаны на основе вирусов, заражающих 

семейство пасленовых [207]. Первый VIGS вектор был разработан на основе 

генома вируса мозаики табака с инсерцией короткой последовательности гена, 

кодирующего фитоин дезатуразу [208]. VIGS векторы, основанные на геномах 

вирусов ВХК и ВТМ имеют ряд ограничений, к которым относится прежде 

всего неспособность заражать клетки меристемы, ограниченный круг хозяев 

[209]. Данные ограничения стало возможно преодолеть путем разработки VIGS 

вектора на основе генома вируса погремковости табака (ВПТ) [210-211]. 

Данный вектор был использован для изучения процессов цветения, 

формирования цветков, плодов, корней, метаболизма растений, развития 

растения, а также иммунитета растений [212-218]. VIGS система изучения 

функциональной геномики растений имеет ряд ограничений. Данные 

ограничения включают в первую очередь наличие природной устойчивости 

растений к определенным вирусам, что приводит к низкой эффективности 

умалчивания генов растений или же к отсутствию умалчивания вообще; 

транзиентная (временная) экспрессия вирусного генома и соответственно 

целевого гена; необходимость стандартизации процедуры VIGS для каждого 

вида растения [219]. Тем не менее, VIGS система является самым быстрым и 

эффективным способом определения функций генов и обнаружения новых 

генов растений.  
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Помимо научного применения, вирусы растений активно используются 

как генетические платформы для экспрессии гетерологичных белков в 

растениях для целей медицины, сельского хозяйства и т.д. В настоящий 

момент, с помощью вирусных векторов продуцируют в растениях такие важные 

белки, как производственные ферменты, биологически активные олигопептиды, 

иммуноглобулины, гормоны, вакцины, а также компоненты наночастиц для 

целей бионанотехнологии.  Вектора на основе вирусов растений предоставляют 

возможность получать в большом количестве нужный белок за короткое время 

и без контаминации патогенами животных. Преимущества продукции 

рекомбинантных белков в растениях включают: быстрое масштабирование 

производства, отсутствие дорогих условий выращивания растений по 

сравнению с культивированием клеток животных, отсутствие общих патогенов 

у растений и животных. Получение рекомбинантных белков в растениях 

возможно и с помощью трансгенных растений, путем стабильной инсерции 

гетерологичного гена в геном растений. Использование трансгенных растений 

является первым методом в получении рекомбинатных белков в растениях, 

метод транзиентной экспрессии с помощью вирусов растений был развит 

позже, но в настоящий момент является доминирующим. Такие крупные 

компании, как Icon Genetics, Mapp Biopharmaceutical, Fraunhofer Institute for 

Molecular Biotechnology, iBio, Caliber Biotherapeutics, PlantForm используют 

транзиентную экспрессию (вирусные вектора) для получения гетерологичных 

белков в растениях [220]. Помимо продукции рекомбинантных белков в 

растениях, вирусные вектора могут быть использованы для защиты растений от 

фитопатогенов, а также для ускоренного отбора генов для целей селекции 

многолетних растений.  Генетическое совершенствование 

сельскохозяйственных культур, путем внесения гетерологичных генов в геном, 

может занимать от 5 до 20 лет с незначительным улучшением сорта, 

использование вирусных векторов позволяет оценить результаты работы 

желаемых генов - кандидатов в разы быстрее [221].  

 

1.6.1 Генетическая инженерия вирусных векторов 

Вирусные вектора, на основе геномов вирусов растений, были 

разработаны как альтернатива трансгенным растениям для экспрессии 

рекомбинантных белков. Первые попытки внесения гетерологичных генов в 

растения с помощью вирусных векторов начались в 1980-х годах [222]. Первый 

созданный вектор основывался на ДНК геноме вируса мозаики цветной 

капусты. В настоящий момент, преобладают работы по созданию векторов, 

основанных на вирусах с одноцепочеченым РНК геномом с положительной 

полярностью [223]. По способу разработки, вирусные вектора подразделяются 

на: вектора, основанные на полном геноме вируса; вектора, основанные на 

деконструктивном геноме вируса; вектора для презентации эпитопов.  

Несмотря на большое количество работ, посвященных разработке  векторов на 

основе геномов различных вирусов растений, только некоторые виды вирусов 

могут быть использованы как платформы для экспрессии рекомбинантных 
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белков. Основными причинами непригодности вирусов растений для 

разработки векторов являются: нестабильность вектора, нарушение процессов 

репликации генома, пониженный уровень транскрипции гетерологичного гена, 

нарушение процессов передвижения вируса по растению, нарушения процесса 

упаковывания генома в капсид, экспрессия белков небольшого размера. Первые 

работы по созданию векторов заключались во внесении дополнительного 

гетерологичного гена в вирусный геном, без удаления участков генома и с 

сохранением функциональности. Данные вектора, основанны на полном геноме 

вируса и относятся к веторам первого поколения. Ввиду того, что 

инфекционная способность вируса не является 100%, а также работа иммунной 

системы растений участвует в ограничении распространения вирусов и в 

снижении экспрессии вирусных генов, появилась необходимось в разработке 

более эффективных векторов. Для повышения уровня экспрессии 

рекомбинатных белков были разработанны вектора второго поколения, 

деконструктивные вектора. Вектора второго поколения разрабатываются путем  

замены генов вирусов на гетерологичный ген, а также возможно удаление 

вирусных генов, которые не являются важными в экспрессии рекомбинантных 

белков.  Технология, которая включает экспрессию рекомбинантного белка с 

помощью вирусного вектора и доставку вирусного вектора в растение с 

помощью агробактерий носит название Magnifection [224].  Вирусные вектора 

для презентации антигенов широко используются в разработке вакцин. Важный 

эпитоп антигена экспрессируется совместно с капсидным белком вируса как 

один полипептид, при этом сохраняется конформация белка и возможна сборка 

вирусной частицы. Эпитоп при этоп располагается на поверхности вирусной 

частицы [225]. В данном случае, рекомбинантная собранная вирусная частица 

используется как вакцина. Основная проблема разработки векторов для 

презентации антигенов заключается в размере эпитопа, зачастую размер 

составляет не более 25 - 37 аминокислотных остатков [226-229].  В 2017 году 

был разработан вектор на основе вируса мозаики бамбука, с помощью которого 

был экспрессирован эпитоп антигена вируса энцефалита и размер эпитопа 

составил 111 аминокислотных остатков [230].   

 

1.6.1.1 Вирусные вектора первого поколения 

Вирусные вектора первого поколения участвует в экспрессии всех 

вирусных белков и дополнительного рекомбинантного белка. Функциональная 

целостность вируса при этом сохраняется. Вирус способен реплицироваться, 

упаковываться в капсид, передвигаться по растению, как дикий 

немодифицированный тип [224, p. 138].  Гетерологичный белок 

экспрессируется благодаря дуплицированному вирусному промотору (в 

основном используется субгеномный промотор капсидного белка) или 

сшивается с вирусными белками с дальнейшим расщеплением от полипептида. 

Вирусный вектор может доставляться в клетки растений с помощью 

механической инокуляции, ДНК вектора совместно с абразивным материалом 

(карбид кремния) наносится на листья индикаторного растения и слегка 
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втирается, данный метод доставки возможен для вирусов переносимых 

механической инокуляцией. Для получения рекомбинантных белков в большом 

количестве используют устройства для распыления вирусного вектора 

совместно с абразивным материалом на большие площади, где произрастают 

растения. В зависимости от природы вируса и индикаторного растения, 

наибольшая концентрация гетерологичного белка достигается в течении 2-3 

недель. Кроме того, доставка вирусного вектора возможна путем внесения ДНК 

копии репликона вируса в бинарный вектор с последующей доставкой в 

индикаторное растение с помощью агробактерий [231]. Данный метод признан 

наиболее эффективным и быстрым. Вектора первого поколения или вектора, 

основанные на полном геноме вируса, успешно использовались для экспрессии 

эпитопов различных антигенов на поверхности вирусной частицы. Хорошо 

изученным вирусом для разработки векторов является вирус табачной мозаики, 

удалось разработать вектор, на основе полного генома ВТМ, с инсерцией ЗФБ 

гена, экспрессия при этом ЗФБ составила 10% от общего количества 

растворимого белка. Уровень экспрессии ЗФБ соответствовал уровню 

экспрессии КБ вируса табачной мозаики [232, 233]. Разработанный вектор, на 

основе полного генома ВАВ, был использован для экспрессии ЗФБ в табаке, но 

авторами было отмечено низкое содержание белка в листьях с системной 

инфекцией [234, 235].  Внесение гетерологичного гена было осуществлено под 

дуплицированный субгеномный промотор ОРС2, в виду чего вектор оказался 

нестабильным с потерей рекомбинантного гена. Для преодоления генетической 

нестабильности, авторы внесли рекомбинантный ген под субгеномный 

промотор ОРС2, взятого из другого изолята ВАВ.  

В настоящий момент, с помощью вирусных векторов первого поколения 

максимально было получено 1 г рекомбинантного белка на 1 кг свежей 

биомассы растений. Размер гетерологичного гена для векторов первого 

поколения не превышает 1,7 кб.  Основными недостатками векторов на основе 

полного генома вирусов являются: низкая экспрессия рекомбинантого белка, 

низкая природная инфекционная способность вирусов, тканеспецифичное 

системное передвижение некоторых вирусов, длительность системной 

инфекции, работа иммунной системы растений.  Доставка вирусного вектора в 

растение с помощью агробактерий позволяет в разы увеличить эффективность 

трансфекции, снизить время экспрессии рекомбинантного белка. В ряде работ 

было показано, что неинтегрированная Т-ДНК в геном растения, несущая 

соответствующие регуляторные участки и контролируемый ими 

рекомбинантный вирусный геном, успешно транскрибируется и транслируется 

транзиентно. В виду чего, время для формирования РНК репликона вируса и 

экспрессии рекомбинантного белка сокращается.  Агроинфильтрация всего 

растения повышает выход рекомбинантного белка, так как вирусы не способны 

заразить равномерно все растение, рисунок 11.  
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А) Инфильтрация нижних листьев, самостоятельное распространение вируса по 

растению (вектора первого поколения). Б) Инфильтрация всего растения (вектора первого и 

второго поколения) 

 

Рисунок 11 - Иллюстрация распространения вируса по растению при 

агроинфильтрации единичных листьев или всего растения [224, p. 136] 

 

Недостатки вирусных векторов первого поколения, в особенности низкая 

экспрессия рекомбинантого белка, которая не отличалась от экспресии 

гетерологичных белков трансгенными растениями, привели к разработке более 

эффективных векторов или векторов второго поколения [236].    

 

1.6.1.2 Вирусные вектора второго поколения 

Вектора второго поколения или вектора, основанные на 

деконструктивном геноме вируса, позволили в разы повысить эффективность 

экспрессии рекомбинантного белка за короткое время. Данные вирусные 

вектора содержат только необходимые компоненты вирусного происхождения 

для экспрессии рекомбинантного белка, а именно вирусные белки, 

участвующие в транскрипции и репликации вирусного генома. Вирусы 

способны с высокой эффективностью амплифицироваться в клетках растений. 

Вирусные компоненты, отвечающие за упаковку генома, системное 

передвижение вируса по растению удаляются. Ввиду чего, вирус не способен к 

системному транспорту, для максимального распространения вируса по 

растению используют агробактерии, вирусный вектор доставляется с помощью 

агробактерий во все растение.  Эффективность трансформации клеток растений 

с помощью агробактерий намного выше, нежели природные способности 

вируса вызывать системную и первичную инфекцию.  Гетерологичный ген, в 

большинстве случаев, располагают под контроль субгеномного промотора 
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капсидного белка, так как серологические исследования показали, что 

количество капсидного белка больше всего накапливается при вирусной 

инфекции. Экспрессия капсидного белка в векторах первого поколения 

приводит к снижению экспрессии рекомбинантого белка, что связанно, в 

первую очередь, с конкуренцией за ресурсы [224, p. 135]. Доставка вирусного 

вектора с помощью агробактерий во все растение может быть осуществлена 

путем агроинфильтрации или вакуумной инфильтрации. Объединение 

преимуществ трех биологических систем в экспрессии рекомбинантных белков 

в растениях носит название комплексной технологии. Комплексная технология 

включает вирусную способность с высокой эффективностью 

амплифицироваться в клетках растений, агробактериальную способность 

эффективно трансформировать клетки растений и способность растений 

осуществлять постранляционные модификации гетерологичных белков [224, p. 

136].  В настоящий момент, успешно разработаны деконструктивные вектора на 

основе геномов ВХК [237], вируса желтой мозаики фасоли с экспрессией 

рекомбинантного белка в 1 мг на 1 г сырой массы листьев [238], ВТМ, вируса 

мозаики вигны.  Эффективность экспрессии рекомбинантных белков в 

растениях с помощью деконструктивных векторов может достигать до 5 г на 1 

кг сырой массы листьев растений. Ввиду отсутствия части генома, в 

деконструктивных вирусных векторах могут быть экспрессированы 

рекомбинантные белки массой до 80 кДа.   

 

1.6.2 Методы создания векторов для мультигенной экспрессии 

Совместная экспрессия нескольких гетерологичных белков в растениях с 

помощью одного вирусного вектора дает возможность получать комплексные 

белки для целей медицины, а также для изучения таких важных процессов, как 

метаболизм клеток, РНК- интерференции, взаимодействия хозяин- патоген, 

передвижения веществ по растению [239, 240]. Вектора для мультигенной 

экспрессии разрабатываются путем внесения множественных промоторов, 

протеиназных доменов, сайтов внутренней посадки рибосом, 

саморазрезающихся 2А последовательностей, а также путем сшивания 

гетерологичных белков с вирусными белками [239, p. 5]. Экспрессия 

гетерологичного белка совместно с вирусным белком, как единого 

полипротеина, применима в случае разработки векторов для презентации 

эпитопов антигенов при получении вакцин. Кроме того, данная стратегия 

пригодна для «пришивания» репортерных белков для визуализации 

исследуемого белка. Внесение протеиназных доменов между генами приводит 

к пострансляционному разрезанию синтезированного полипротеина с помощью 

цис- или транс-  протеиназ.  Цис- протеиназы используются в том случае, когда 

вирусный геном содержит протеиназы и использует протеалитический 

процесинг в экспрессии генома. В данном случае протеиназные домены 

вносятся между генами и возможна мультигенная экспрессия. Кроме того, 

возможно внесение протеиназы в вирусный вектор и соответствующих 

протеиназных доменов между генами. Примерами вирусных вектор для 
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экспрессии гетерологичных генов с помощью протеиназных доменов являются 

вектора, разработанные на основе вируса гравировки табака [241, 242].  Кроме 

того, был разработан вектор с внесением 2А протеиназы риновируса (HRV14) 

[243] и гетерологичного гена, который был расположен на N-конце протеиназы 

и в рамке считывания с ней.  Результаты экспрессии в растениях показали, что 

полипротеин успешно разрезается в процессе трансляции с помощью 

протеиназы, доменом разрезания служит N-конец фермента. Успешная 

экспрессия была возможна только в клетках растений и бактерий, в клетках 

животного происхождение накопление большого количества 2А протеиназы 

вызывало токсичный эффект. Клонирование протеиназ вирусного 

происхождения в вектора для протеолитического процессинга гетерологичных 

белков приводит к накоплению в больших количествах протеиназ, которые 

могут быть токсичными для клеток растений или животных. Также известны 

работы с использованием трнс-протеиназ, в данном случае протеиназа растения 

успешно пострансляционно разъединяла два белка, синтезированых как единый 

полипротеин с помощью спейсера из металлотионеин - подобного белка [244]. 

Использование транс- протеиназ дает возможность конструировать вектора на 

основе вирусов, которые не несут в геноме протеиназы и не вносить 

дополнительный ген протеиназы в вектор, но транс- протеиназы 

малоэффективны, протеолитический процессинг осуществляется не у всех 

полипротеинов. Фурины являются еще одной альтернативой использования 

транс- протеиназ при разработке мультигенных векторов для получения 

рекомбинантных белков в клетках животного происхождения.  Главным 

недостатком протеолитической стратегии экспрессии рекомбинантных белков 

является низкая концентрация белка и неравномерная экспрессия генов, 

расположенных до и после протеиназного домена.   

Использование отдельных промоторов для каждой ОРС приводит к 

индивидуальной транскрипции желаемых гетерологичных генов. Известны 

вектора на основе геномов ВТМ, ВАВ, ВХК и так далее, экспрессия 

рекомбинантных белков в которых осуществлялась за счет дополнительных 

или дуплицированных промоторов.  Дупликации промоторов РНК- 

содержащих вирусов приводит к нестабильности вектора, а именно к потере 

трансгена путем рекомбинации. Проблемы с нестабильными векторами 

успешно решаются путем клонирования внутренних промоторов из 

филогенетически близких вирусов или из других изолятов данного вида вируса 

[234, p. 229]. Главными недостатками использования внутренних или 

субгеномных промоторов при разработке векторов является нестабильность 

векторов, умалчивание рекомбинантных генов, низкий уровень транскрипции 

гетерологичного гена, интерференция между генами при мультигенной 

экспрессии, изменения эффективности транскрипции при смене индикаторного 

растения [245].   
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1.6.2.1 Участки внутренней посадки рибосом   

Участки внутренней посадки рибосом или IRES (internal ribosome entry 

site) используются уже более 10 лет для мультигенной экспресии в векторах. 

Трансляция осуществляется кэп-независимым путем и используется разными 

вирусами, в том числе пикарновирусами, в экспресии генома [246]. Впервые 

IRES были обнаружены у полиовирусов и вируса энцефаломиокардита (ВЭМ) с 

последующим применением в разработке векторов [247]. Клонирование участка 

внутренней посадки рибосомы между двумя ОРС позволяет транслировать 

белок, ОРС которого расположена после IRES, путем связывания IRES с 

рибосомой. Кроме IRES вирусного происхождения, также были обнаружены 

IRES эукариот [248]. Экспрессия белков с помощью IRES особенно актуальна в 

случае ингибирования кэп-зависимой трансляции при клеточном стрессе. С 

помощью IRES из вируса табачной мозаики крестоцветных было успешно 

экспрессировано одновременно несколько рекомбинантных белков в Nicotiana 

benthamiana [249]. Ввиду наличия большого разнообразия IRES, были 

проведены эксперименты с исследованием разных IRES при экспрессии 

поверхностных белков CD70 и CD80 [250]. Результаты исследования показали, 

что практически во всех случаях, трансляция белков, расположенных после 

участков внутренней посадки рибосом хуже, нежели трансляция белков, 

расположенных перед IRES [251].  Данные различия в экспрессии белков до и 

после участков, предположительно связаны с тем, что факторы транскрипции 

наиболее эффективно связываются с 5’- кэпом, нежели с IRES. Кроме того, 

было показано, что эффективность связывания факторов транскрипции с IRES 

зависит от типа клеток [252]. Эффективность экспрессии белка, ген которого 

расположен после IRES, может составлять только 10 - 50% от экспрессии белка, 

ген которого расположен до IRES. При этом эффективность транскрипции 

белка не зависит от природы гена, так как один и тот же ген был расположен до 

и после IRES.  Еще одним недостатком использования IRES является их размер, 

который составляет около 500 п.н, вирусные вектора с ограниченной 

генетической емкостью не могут быть использованы в разработке 

мультигенных векторов путем внесения нескольких IRES между 

рекомбинантными генами [253]. Кроме того, некоторые IRES, в том числе IRES 

из вируса гепатита С, требуют дополнительных нуклеотидных 

последовательностей для максимальной активности [254]. В ряде работ было 

показано, что возможна потеря гетерологичного гена из-за рекомбинации при 

использовании нескольких IRES в одном векторе. Сочетание IRES из ВЭМ и 

пикорнавирусов, из ВЭМ и полиовирусов, из ВЭМ, вируса гепатита С и 

пикорнавирусов было успешно использовано для мультигенной экспрессии. 

Тем не менее, при использовании любых IRES сохраняется проблема 

эквимолярной экспресии рекмбинантных белков.   

 

1.6.2.2  2А пептиды 

В настоящий момент, наиболее перспективным способом 

конструирования мультигенных векторов является использование 
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последовательностей, кодирующих 2А пептиды, между рекомбинантными 

генами.  2А пептиды обладают маленьким размеров (19-22, а.о) и высокой 

процессивной активностью.  Пептиды впервые были обнаружены у 

пикорнавирусов. В настоящий момент известно большое разнообразие 2А 

пептидов из разных вирусов, рисунок 12.  

 

  

 
А) Механизм расщепления двух белков, между которыми расположена 2А 

последовательность. Б) Нуклеотидные и аминокислотные последовательности известных 2А-

пептидов 

 

Рисунок 12 – Схематическое изображение механизма разделения белков с 

помощью 2А пептидов [255, p. 2] 

 

В создании мультигенных векторов активно используются 

последовательности 2А пептидов из таких вирусов, как свиной теховирус-1 (2А 

последовательность носит название Р2А), thosea asigna вирус (2А-Т2А), вирус 

ринита лошадей (2А-Е2А), вирус цитоплазматического полиэдроза (2А-BmCPV 

2A) и flacherie вирус (2А-BmIFV 2A) [255]. Помимо маленького размера, одним 

из главных преимуществ использования 2А пептидов в мультигенных векторах 

является эквимолярная экспрессия рекомбинантных генов, расположенных как 

до 2А последовательностей, так и после.   

 Наиболее хорошо изученными являются 2А пептиды из пикорнавирусов. 

Экспрессия генома у большинства пикорнавирусов происходит путем синтеза 

одного полипептида, кодируемого единой ОРС. При этом, белки 1D и 2B 

разделяются с помощью 2А пептидов, расположенных между ними. Разделение 

происходит в процессе трансляции и не требует наличия дополнительных 

вирусных протеаз. 

Котрансляционо происходит остановка формирования пептидной связи 

между С- концевым глицином 2A и пролином 2В белка, не влияя на синтез 2В 

белка, рисунок 13.  
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1-2) Транслокация рибосомы по мРНК, белок с С-концевым участком (-ESNPG-) 2А 

пептида переносится в Р-сайт рибосомы; 3-4) Вход пролил-тРНК в А-сайт, ингибирование 

разрыва эфирной связи между 2А пептидом и тРНК(глицин). Не происходит формирование 

пептидной связи между пролином и глицином. В следствии чего, происходит выход  пролил-

тРНК и вход фактора eRF1 в А-сайт; 5-6) Расщепление эфирной связи между  2А пептидом и 

тРНК(глицин) с помощью eRF1, происходит выход из рибосомы синтезированного белка с 2А 

пептидом на С-конце. Выход eRF1 и вход пролил-тРНК в А-сайт. 7-8) Продолжение синтеза 

белка, расположенного после 2А последовательности. 

 

Рисунок 13 - Изображение механизма трансляции с участием 2А 

саморазрезающихся пептидов [256, p. 73] 

 

Предполагаемым механизмом остановки формирования пептидной связи 

является задержка С-концевого участка (-ESNPG-) 2А пептида пептидил- 

трансферазным центром рибосомы. Данная задержка ингибирует разрыв 

эфирной связи между 2А пептидом и т-РНК(глицин) и соответственно перенос 

растущего пептида на пролил-т-РНК в А сайт рибосомы, в итоге трансляция 

останавливается [256-257].  
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После высвобождения синтезированного белка с помощью факторов 

eRF1 и eRF3, синтез последующего белка после 2А пептида продолжается и 

эффективность синтеза не снижается [258].  Препятствием в использовании 2А 

пептидов для мультигенной экспрессии может послужить остаток пептида на 

С-конце рекомбинантного белка, так как после разрезания в процессе 

трансляции вся последовательность 2А пептида, кроме последнего пролина, 

остается на С-конце предшествующего белка. Последний пролин остается на N-

конце последующего белка [259-261]. Подобные аминокислотные остатки 

могут сказаться на конформации белка или на его активности, кроме того в 

случае специфичных взаимодействий концевых участков рекомбинантных 

белков в белок-белковых взаимодействиях вносятся дополнительные сайты для 

удаления 2А пептидов с помощью протеаз. Внесение последовательности -

SNAADEVAT- из садового Бальзамина перед 2А пептидом позволили 

эффективно удалить 2А пептид от С-конца рекомбинантного белка с помощью 

эндогенных протеаз при экспрессии в Arabidopsis thaliana [262-264]. 

   Тем не менее, остатки 2А пептидов на С-конце могут быть 

использованы для анализа экспрессии белков, которые различаются всего 

одной мутацией, путем серологических методом при использовании антител 

для 2А пептида [265]. В настоящий момент известно, что дополнительный 

пролин на N-конце последующего белка, не влияет на его активность.   

 

1.6.3 Вирусные вектора в производстве рекомбинантных белков в 

растениях 

В настоящий момент хорошо известными и широко используемыми 

биологическими системами для производства рекомбинантных белков 

являются: бактериальные клетки (Escherichia coli), дрожжи, клетки животного и 

растительного происхождения. В настоящий момент, клетки растительного 

происхождения являются наиболее актуальной системной производства 

гетерологичных белков [266-267]. Преимущества производства белка в 

растениях заключается в следующем: отсутствие общих патогенов у растений и 

животных; пострансляционная модификация белка; быстрота масштабирования 

производства и дешевизна культивирования растений по сравнению с клетками 

животных; получение большого количества рекомбинантного белка за короткое 

время. Методы производства рекомбинантных белков растений, такие как 

создание трансгенных растений, трансформация хлоропластов, уступили место 

методу транзиентной экспрессии белка в растениях, который стал возможен 

благодаря разработке векторов на основе вирусов растений. На основе геномов 

разных видов вирусов, относящихся к 7 родам, были разработаны вектора. 

Разработка векторов не прекращается и по сей день, так как главная цель в 

инженерии векторов заключается в разработке более эффективного и 

стабильного вектора для экспрессии рекомбинантного белка в больших 

количествах. С помощью транзиентной экспрессии в растениях возможно 

получение таких важных белков как: антитела, пептидные гормоны, ферменты 

различного назначения, антигены, интерфероны и так далее.  Первые вектора 
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для экспрессии гетерологичных белков основывались на двухцепочечном 

геноме вируса мозаики цветной капусты. Но, главная проблема в 

использовании таких векторов заключалась в ограниченном размере 

рекомбинантного гена, который может быть внесен в геном вируса [223, p. 370]. 

Большой прорыв в инженерии векторов был совершен с изучением механизма 

обратной транскрипции, с помощью которого возможно стало получать ДНК 

копии геномов РНК -содержащих вирусов. Вторым прорывом стало 

использование агробактерий для доставки вирусных векторов в клетки 

растений. До использования агробактерий, вирусные вектора доставлялись 

либо методом механической инокуляции, либо методом ядерной трансфекции.  

Кроме того, агроинфекция позволила доставлять вектора, на основе вирусов, 

которые не спасобны распространяться методом механической инокуляции и в 

природе распространяются с помощью естественных переносчиков. Первую 

успешную экспрессию рекомбинантного белка в растениях удалось получить с 

помощью вектора основанного на геноме ВМЦК. Данный вирусный вектор был 

разработан путем замены гена капсидного белка на гетерологичный ген. Путем 

замены капсидного белка на рекомбинантный, были разработаны вектора на 

основе геномов ВМТ и вируса кустистой карликовости томатов [5, p. 160]. 

Вирусный вектор, на основе генома ВМТ с заменой капсидного белка, был 

использован в экспрессии гетерологичного белка «сшитого» с лихеназой, что 

позволило легко очистить белок при высоких температурах. При экспрессии 

рекомбинантных белков в растениях, с помощью векторов, основанных на 

полном геноме вирусов, наиболее хорошо изученными являются вектора, 

основанные на ВТМ и ВХК. С помощью вектора, на основе генома ВТМ, были 

экспрессированы одноцепочечные вариабельные фрагменты антител человека 

для лечения неходжкинской лимфомы [268]. Для лечения вирусного 

трансмиссивного гасторэнтерита, были экспрессированы в растениях малые 

иммунные белки одноцепочечных вариабельных фрагментов антител с 

помощью вектора на основе генома ВХК [269].  Кроме того, были 

экспрессирвоаны полные молекулы антител, иммуноглобулин А, с помощью 

двух векторов (один вектор содержит ген легкой цепи, другой вектор содержит 

ген тяжелой цепи) и последующей их коагроинфильтрацией растения. 

Использование одного и того же вектора для внесения разных гетерологичных 

генов, к примеру, один вектор содержит ген, кодирующий легкую цепь 

антитела, а второй вектор содержит ген тяжелой цепи, может привести к 

неравномерной экспрессии белков, рекомбинации и умалчиванию 

рекомбинантного гена. Для решения данных проблем разрабатывают 

неконкурирующие вектора для эквималярной экспрессии белка, 

рекомбинантные гены вносятся в вектора, основанные на геномах разных 

вирусов.  Известными неконкурирующими векторами являются векторы на 

основе геномов ВТМ и ВХК, с помощью которых были получены целые 

молекулы антител с эффективностью экспрессии в 5 г на 1 кг свежей массы за 

несколько недель [220, p. 170].  С помощью транзиентной экспрессии 

рекомбинантных белков в растениях были получены: 1.2 г/кг СБ – 
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соматотропин; 5.1 г/ СБ – интерферон альфа; 5.4 г/ кг СБ – различные 

бактериальные антигены; 0.3-1.0 г/кг СБ – апротинин, 2.0 г/кг СБ – тауматин, 

2.5 г/кг СБ – гриффитзин.  

Широко используемым растением для производства гетерологичного 

белка является Nicotiana benthamiana [270].  Растение очень чувствительно к 

различным вирусам, в частности из-за дефектной формы РНК-зависимой РНК-

полимеразы [271].  Данная повышенная чувствительность позволяет вирусам с 

высокой эффективностью реплицироваться в клетках растения и 

способствовать производству рекомбинантного белка в больших количествах. 

Кроме того, растение не используется в производстве пищевых или кормовых 

продуктов, что снижает риск попадания рекомбинантных белков медицинского 

назначения в продукты питания [272].  

 

1.6.3.1 Комплексная технология получения рекомбинантных белков в 

растениях 

В настоящий момент, комплексная технология является наиболее 

успешной и широко используемой для получения рекомбинантных белков в 

растениях в производственных масштабах. Данная технология объединяет 

преимущества трех биологических систем. Комплексная технология включает 

вирусную способность с высокой эффективностью амплифицироваться в 

клетках растений, агробактериальную способность эффективно 

трансформировать клетки растений и способность растений осуществлять 

постранляционные модификации гетерологичных белков [224, p. 138]. 

Вирусный вектор, который содержит гетерологичный ген, доставляется в 

растение с помощью агробактерий, при этом агроинфекции подвергается все 

растение методом вакуумной инфильтрации или агрораспыления. Комплексная 

технология подразумевает использование деконструктивных векторов или 

векторов неспособных самостоятельно системно распространяться в растениях. 

С помощью комплексной технологии в растениях были экспрессированы более 

50 рекомбинатных белков разного назначения [224, p. 140]. Комплексная 

технология, известная как торговая марка MagnICON, является 

запатентованным методом компании Icon Genetics (Германия). В настоящий 

момент Icon Genetics является владельцем компании Nomad Bioscience, которая 

занимается производством рекомбинантных белков в растениях. Для 

тестирования новой конструкции и анализа экспрессии рекомбинантного белка 

используется несколько растений, что позволяет оптимизировать процесс для 

каждого гетерологичного белка. В зависимости от вирусного вектора, растения, 

а также оптической плотности агробактерий, рекомбинантные белки могут 

быть полученны в течении 4-10 дней с максимольным выходом в 5 г на кг СБ. С 

помощью вирусных векторов нарушаются нормальные процессы синтеза белка 

в растительных клетках. Через 10-14 дней после агроинфицирования, 

рибулозобифосфаткарбоксилаза, белок в наибольшем количестве находящийся 

в листьях, исчезает или находится в следовых количествах, при этом 

эффективность экспрессии рекомбинантного белка составляет 80% общего 
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растворимого белка листьев. Комплексная технология представляет собой 

малозатратный метод для получения рекомбинантных белков. Приготовление 

большого количества растений и агробактерий обходится достаточно дешево. 

Получение 1 г грубого рекомбинантного белка на кг СБ составляет менее 1 

доллара, затраты на очистку белка в соответствии с международными 

стандартами (GMP) составляют 50 долларов на 1г белка. Комплексная 

технология пригодна для получения как нейтральных, так и высокотоксичных 

белков. С помощью данной технологии получены такие белки, как гормоны, 

антитела, бактериальные и вирусные антигены, цитокины. Процесс получения 

рекомбинантных белков осуществляется в теплицах, и выход составляет на 

гектар растений 500 кг рекомбинантных белков за год. Для получения такого 

же количества белка в трансгенных растениях или при использовании векторов 

первого поколения потребуется в 1000 раз больше площади с растениями.  

С помощью магнифекш технологии компанией Nomad Bioscience были 

получены такие белки, как мини-инсулин, человеческий интерферон альфа, 

гриффитзин.  Свыше 40 иммуноглобулинов G против неходжкинской 

лимфомы, тауматин, одноцепочечные вариабельные фрагменты различных 

антител были получены компанией Icon Genetics [220, p. 175].  Векторы для 

экспрессии вышеуказанных рекомбинантных белков были разработаны на 

основе геномов ВТМ и ВХК.    

 

1.6.4 Вирусные вектора для производства комплексных белков 

Для получения в растениях функциональных рекомбинантных белков 

большого размера, более 120 кДа, необходимы: правильный фолдинг белка, 

соответствующий комплексный процессинг (к примеру, в случае 

геммаглютинина вируса гриппа птиц), правильное формирование 

вирусоподобных частиц, удаление сигнальных и транзитных пептидов от 

гетеролгичного белка.  Полученные комплексные белки в растениях сохраняют 

необходимую активность: антигены, при тестировании на животных, обладают 

соответствующей иммунногеностью; антитела способны распознавать 

специфичные для них антигены; ферменты обладают энзиматической 

активностью. Одними из важных и комплексных белков являются антитела, 

потребность в которых возрастает ежегодно. Коммерческое производство 

антител позволит осуществлять лечение многих заболеваний. Основными 

проблемами в производстве антител является несоблюдение одного из трех 

правил: возможность индустриализации; безопасность; эффективность. 

Процесс получения антител в растениях с помощью транзиентной экспрессии, 

основанной на вирусных векторах, соответствует вышеописанным правилам. В 

настоящий момент, моноклональные антитела в производственных масштабах 

получают такие компании, как Kentucky BioProcessing, Icon Genetics и 

Fraunhofer институт. Первые функциональные антитела были получены в 

растениях при использовании комплексной технологии (MagnICON).  Ввиду 

того, что растения в процессе гликозилирования рекомбинантного белка 

добавляют ксилозу (не обнаружена в клетках животного происхождения) и 
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фукозу с образованием связи неспецифичной для животных клеток (альфа 1,3), 

компания Icon Genetics разработала трансгенную линию ΔXF N. Benthamiana, у 

растений выключены гены, кодирующие ксилозил- и фукозилтрансферазы 

[273-276]. Данные растительные гликаны могут повлиять на фармокинетику и 

иммуногенность антител в клетках животного происхождения. Полученные 

моноклональные антитела с помощью данной трансгенной линии табака 

являются более гомогенными гликоформами, нежели гликоформы антител, 

полученных в животных клетках [277].  С помощью транзиентной экспрессии в 

растениях были получены h-6D8, h-13C6 и h-13F6 антитела против вируса 

Эбола для протекторной стратегии распространения вирусного заболевания 

[274, p.]. Данные антитела прошли соответствующие процессы очистки при 

использовании белка А и хроматографии на гидроксиапатите [277, p. 352]. 

Уровень чистоты антител соответствует международным требованиям для 

проведения иньекций людям. Результаты исследования показали, что 

вышеуказанные три антитела против вируса Эбола, полученные в растениях 

ΔXF N. Benthamiana, намного эффективнее по сравнению с антителами, 

полученными в клетках животного происхождения (NS0). Различие антител 

состояло в продуцировании растениями и клетками животных различных 

гликоформ. Вакцины против вируса Эболы были получены в растениях путем 

экспрессии полипротеина, состоящего из вирусного поверхностного 

гликопротеина «сшитого» с h-6D8 антителом, которое распознает эпитоп 

гликопротеина.  В результате экспрессии образуются иммунные комплексы 

путем взаимодействия гибридных молекул друг с другом через формирование 

связи между антителом и эпитопом [278]. Полученные иммунные комплексы 

очищаются с помощью аффинной хроматографии, чистота составляет 90%.  

Иммнногенность и эффективность вакцин были продемонстрированы у мышей. 

При вакцинации мышей четырьмя дозами иммунного комплекса (10 мкг) 

совместно с протекторами привели к эффективной иммунизации. Рецептор 2 

человеческого эпидермального фактора роста является онкогеном и вовлечен в 

развитие рака груди и является мишенью для моноклональных антител 

(Трастузумаб) при лечении заболевания [279]. В 20-30 % случаев 

метастазирующего рака, причиной служит сверхэспрессия данного рецептора. 

Трастузумаб является эффективным средством в лечении рака груди и в 

настоящий момент является стандартным средством лечения заболевания [280-

282]. Трастузумаб производится в растениях, как методом стабильной 

трансформации, так и транзиентной экспрессией. С помощью комплексной 

технологии антитела были получены в концентрации 200-300 мг/г СБ. В 

настоящий момент, высокий интерес представляют антитела для борьбы с 

патогенными грибами.  В растениях с помощью транзиентной экспрессии были 

получены гибридные антитела (консервативный фрагмент антитела человека и 

вариабельный фрагмент антитела мыши) против бета-глюканов [283]. 

Полученные антитела оказались эффективными против Candida albicans, 

Aspergillus fumigatus и Cryptococcus neoformans при исследовании на животных 

моделях.  С помощью вирусных векторов в растениях получены Hu-E16 
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антитела против вируса лихорадки западного Нила. Антитела распознают 

консервативный эпитоп белка оболочки [284]. С помощью комплексной 

технологии было получено более 5 г Hu-E16 из 16 кг СБ. При иммунизации 

мышей Hu-E16 антителами в концентрации 10 мкг, 80% мышей были 

защищены от летальной инфекции.  Кроме того, методами транзиентной 

экспрессии в растениях получены антитела против вируса бешенства.   

К комплексным белкам также относят антигены, которые экспрессируют 

в растениях для целей создания вирусоподобных частиц. ВПЧ один из способов 

создания вакцин, которые благодаря частоповторяющимся одинаковым 

патернам вызывают сильный иммуннный ответ. Известными ВПЧ полученных 

в растениях являются ВПЧ на основе поверхностного антигена (HBsAg) вируса 

гепатита В [285-286], ВПЧ на основе экспресси главно капсидного белка L1  и 

минорного капсидного белка L1 папиломовируса [287], ВПЧ на основе 

главного капсидного белка (VP1) норфолк вируса [288],  ВПЧ на основе 

капсидных белков VP2/6/7 ротавирусов [289], ВПЧ на основе капсидного белка 

Gag, вируса иммунодефицита человека [290]. 

  

1.6.5 Вектора для индуцированного умалчивания генов растений 

РНК интерференция или РНК- умалчивание является уникальным 

механизмом растений в борьбе с вирусной инфекцией. Молекулярный 

механизм РНК - интерференции изображен на рисунке 14. Эндогенными 

механизмами защиты от вирусной инфекции также являются: предотвращение 

проникновение вирусов в меристему [291] и синергизм между вирусами при 

смешанной инфекции [292].  В зависимости от динамики взаимодействия 

хозяин - вирус, РНК- умалчивание может распространяться либо локально, в 

зараженной части листа [293], либо по всему листу [292, p. 379], а также 

системно по всему растению. РНК – интерференция играет важную роль не 

только в борьбе с вирусной инфекцией, но и участвует в развитии растений, в 

регуляции экспрессии генов. РНК- интерференция также является защитным 

механизмом при заболеваниях, вызванных патогенами невирусной природы 

[294]. Процессы РНК-интерференции были отмечены в нематодах [295] и 

грибах [296].  Исходя из столь широкого распространения процесса РНК - 

умалчивания, предполагается что РНК - интерференция является древним 

молекулярным механизмом регуляции экспрессии генов на 

посттранскрипционном уровне [297]. В свою очередь, вирусы растений 

кодируют супрессоры РНК-умалчивания, происходит постоянная ко-эволюция 

участников РНК - интерференции и супрессоров. В ряде работ показано, что 

динамика РНК - интерференции зависит от природы вируса и растения [298]. 
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миРНК формируются с помощью DICER белков при расщеплении репликативной 

формы и в дальнейшем включаются в RISC комплекс. Включение миРНК в комплекс 

осуществляется с помощью белков Argonaute. В дальнейшем активированный RISC 

комплекс участвует в расщеплении мРНК путем комплементарного взаимодействия мРНК с 

миРНК. Помимо расщепления мРНК, может происходит блокирование трансляции. 

Предшественник микроРНК- шпилечные структуры, расщепляются DICER белками с 

образованием микроРНК.  микроРНК активируют RISC комплекс и участвуют в выключении 

генов. 

 

Рисунок 14 - Cхематическое изображение молекулярного механизма 

РНК- интерференции [293] 

 

Как было описано в главе «Научное и практическое применение вирусов 

растений», вирусы растений широко используются в разработке VIGS векторов 

для индуцированного умалчивания генов в растениях, таблица 2. В геном 

вируса вносится ген растения, который должен быть выключен в растении. 

 

Таблица 2 - Список вирусов, на основе геномов которых были разработаны 

VIGS вектора 

 
Название Геном Природный 

хозяин 

Исследуемое растение 

Вирус мозаики 

африканской 

кассавы 

Одноцепочечный 

ДНК геном, 

расположенный на 

двух молекулах 

Manihot 

esculenta 

N. benthamiana, M. esculenta 

Латентный 

сферический 

вирус яблони 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

двух молекулах 

Яблоня N. tabacum, N. occidentalis, N. 

benthamiana, 

N. glutinosa, Solanum lycopersicon, 

A. thaliana. 
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Продолжение таблицы 2 

Название Геном Природный 

хозяин 

Исследуемое растение 

Вирус 

штриховатой 

мозаики 

ячменя 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

трех молекулах 

Ячмень, 

пшеница, 

кукуруза, 

шпинат 

Hordeum vulgare 

Вирус 

крапчатости 

бобовых 

стручков 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

двух молекулах 

Phaseolus 

vulgaris, 

Glycine max 

G. max 

Вирус мозаики 

костра 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

трех молекулах 

Ячмень Hordeum vulgare, Oryza sativa, Zea 

mays 

Вирус 

курчавости 

листьев 

капусты 

Одноцепочечный 

ДНК геном, 

расположенный на 

двух молекулах 

Капуста, 

броколли 

A. thaliana 

Вирус мозаики 

огурца 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

трех молекулах 

S. lycopersicon, 

Spinacia 

oleracea 

G. max 

Вирус шарки 

сливы 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

одной молекуле 

Prunus N. benthamiana 

Вирус Х 

картофеля 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

одной молекуле 

Solanum 

tuberosum, 

Brassica 

campestris ssp. 

rapa 

N. benthamiana, A. thaliana 

Вирус А 

картофеля 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

одной молекуле 

Solanaceae N. benthamiana 

Вирус 

табачной 

мозаики 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

одной молекуле 

N. tabacum N. benthamiana, N. tabacum 

Вирус 

погремковости 

табака 

Одноцепочечный 

+РНК геном, 

расположенный на 

двух молекулах 

Широкий круг 

хозяев 

N. benthamiana, A. thaliana, S. 

lycopersicon 

 

Молекулярный механизм индуцированного умалчивание генов изображен 

на рисунке 15.  Данные векторы являются актуальным инструментом 

функциональной геномики растений.  Тестирование разработанных VIGS 

векторов проводится путем внесения эндогенных репортерных генов таких, как 

фитоин дезатуразы и магний-хелатазы, выключение которых приводит к 
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изменениям в пигментации листьев. При использовании VIGS векторов на 

основе генома ВХК, был показан сильный и продолжительный ответ РНК-

интерференции в N. benthamiana и в картофеле [299]. Природа выключаемого 

гена в значительной степени влияет на тип ответного умалчивания. При 

внесении гетерологичного гена (трансгена) в растение с помощью VIGS 

векторов, запускается локальное умалчивание с последующим системным 

распространением ответного умалчивания.  Систменое распространение 

ответного умалчивания осуществляется с помощью РНК-зависимой РНК 

полимеразы- 6. 

  

 
 

А) Внесение кДНК фрагмента исследуемого гена в вирусный геном, который 

содержится в Т-ДНК бинарного вектора. Сконструированным вектором проводится 

трансформация агробактерий с последующей агроинфильтрацией растений. Б) После 

интеграции Т-ДНК в геном растений, происходит транскрипция вирусного генома с 

помощью РНК-полимераз растений (красный цвет). Репликация вирусного генома с 

помощью РНК-зависимых РНК полимераз (зеленый цвет) приводит к формированию 

двухцепочечных РНК (репликативная форма). DICER- белки (синий цвет) разрезают 

двухцепочечную РНК на миРНК. миРНК включаются в RISC комплекс, который направляет 

мРНК для комплементарного взаимодействия с миРНК с целью расщепления мРНК 

 

Рисунок 15 - Cхематичное изображение индуцированного умалчивания 

генов [300] 

 

При внесении эндогена, гена, кодируемого геномом растения, 

наблюдается только локальный ответ, в клетках, поддерживающих репликацию 

рекомбинантного вируса [301].  Кроме того, показано, что размер вносимого 

гена также влияет на ответное умалчивание, для вируса штриховатой мозаики 

ячменя (ВШМЯ) инсерция размером 100 п.о является актуальной при этом 
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наблюдается продолжительное ответное умалчивание, внесение нуклеотидных 

последовательностей большего размера приводит к их быстрому удалению из 

вектора [302].  Для   индуцированного умалчивания генов, актуальный размер 

инсерции в VIGS вектор составляет 100 - 500 п.о, в некоторых случаев 

инсерция может содержать только 21 п.о [303-304]. Повышенный уровень 

ответного умалчивания может быть достигнуть путем внесения в вектор 

прямой и обратной последовательностей, что приводит к формированию петлей 

при транскрипции [305-307] и к увеличению количества двухцепочечных форм 

РНК [308].   

VIGS вектора активно используются для изучения абиотического и 

биотического стресса у растений.  Разработанный VIGS вектор на основе 

генома вируса погремковости табака позволил выключить ген lea4, 

кодирующий белок позднего эмбриогенеза (LEA), что привело к повышенной 

чувствительности растений томата к засухе. Растения быстро увядали и 

медленнее восстанавливались при последующей гидратации. Выключение у 

перца чили гена, кодирующего внеклеточную пероксидазу 2, привело к 

повышенной чувствительности растений к осмотическому стрессу, 

индуцированному маннитолом. На листьях растений появлялись белые пятна, а 

также было обнаружено интенсивное разрушение хлорофилла [309]. 

Выключение ABI3/VP1 фактора транскрипции в перце чили с помощью ВПТ-

VIGS вектора аналогично приводит к повышенной чувствительности к 

осмотическому стрессу, индуцированному маннитолом [310]. Кроме того, 

проведены исследования по индуцированному выключению генов, 

ассоциированных с засухоустойчивостью, у однодольных.  Разработанный 

VIGS вектор на основе генома ВШМЯ был использован для выключения генов 

Era1 и Sal1 по-отдельности у пшеницы, выключение данных генов привело к 

повышению засухоустойчивости растений [311]. Кроме того, были проведены 

исследования по выключению у культурных растений генов, ассоциированных 

с устойчивостью к солям [312], окислительному стрессу [313]. Индуцированное 

умалчивание генов было использовано для изучения метаболизма растений, 

фотосинтеза, процессов созревания плодов, минерального питания и так далее 

[314]. В настоящий момент, VIGS векторы были использованы для изучения 

функциональной геномики у 50 видов растений [315]. Таким образом, VIGS 

векторы могут быть успешно использованы как инструмент прямой и обратной 

генетики.  

 

1.6.6 Вирусные вектора для представления эпитопов антигенов, 

производство вакцин 

Вакцинация является самым успешным методом контроля инфекционных 

заболеваний, которая поспособствовала искоренению оспы. Путем вакцинации 

успешно контролируются такие заболевания, как краснуха, дифтерия, корь, 

паротит, а также коклюш [316-317]. Первые вакцины, доминирующие на рынке, 

состояли из аттенуированных или живых патогенов. Со временем данные 

вакцины вытесняются субъединичными, состоящих из антигенов, способных 
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вызывать соответствующий иммунный ответ к тому или иному патогену. В 

настоящий момент, в Республике Казахстан не получают субъединичные 

вакцины, известными отечественными вакцинами являются Kazfluvac и 

Refluvac, которые представляют собой полновирионные адсорбированные 

иннактивированные вакцины против вируса гриппа (H5N1). Данные вакцины 

разработаны в НИИ проблем биологической безопасности. Кроме того, ТОО 

«Научно-производственное предприятие Антиген» производят 

аттенуированные и живые вакцины для животных. Преимущество 

субъединичных вакцин заключается прежде всего в их безопасности и 

эффективности. Антигены, при этом, могут быть получены в клетках 

животного или растительного происхождения, а также в бактериальных клетках 

и в дрожжах. В растениях антигены получают путем стабильной 

трансформации или с помощью транзиентной экспрессии при использовании 

вирусных векторов.  Существует два метода производства вакцин в растениях, 

первый метод включает экспрессию антигенов патогена для формирования 

вирусоподобных частиц; второй метод включает экспрессию антигена патогена 

«сшитого» с капсидным белком вируса и тем самым происходит презентация 

антигена на поверхности вирусной частицы.  Результаты исследования данных 

вакцин показали их эффективность и пригодность для иммунизации животных, 

в том числе человека. Эксспрессия антигена совместно с капсидным белком 

приводит к многократной упорядоченной экспозиции антигена, что эффективно 

стимулирует иммунную систему [318].  ВТМ был одним из первых вирусов, на 

основе которого был разработан вектор для презентации иммунногенных 

эпитопов. В 1995 году, малярийный эпитоп был успешно эксспрессирован с 

помощью ВТМ вектора в растениях [319].   5В19 эпитоп вируса гепатита 

мышей, экспрессированный с помощью ВТМ вектора в растениях, вызвал 

сильный мукозальный иммунитет при интраназальном введении мышам. 

Отмечено, что интраназальная иммунизация защитила мышей от летальных доз 

вируса гепатита. Механизм презентации эпитопов на поверхности ТМВ 

изображен на рисунке 16. С помощью вектора на основе генома вируса мозаики 

тюльпанов, в растениях Arabidospsis thaliana и Brassica juncea   был успешно 

экспрессирован третий рецептор фактора роста эндотелия сосудов [321].  

Векторы на основе генома ВХК были использованы для презентации 

разнообразных эпитопов и целых антигенов путем их экспрессии совместно с 

капсидным белком вируса, на его N- или С- конце. 

Главный капсидный белок VP6 ротавируса [322], Е2 гликопротеин вируса 

классической чумы свиней [323], нуклеопротеин вируса гриппа А [324],  эпитоп 

R9 (белок оболочки Е2) вируса гепатита С [325] были успешно 

экспрессированы в растениях как химерные белки на N-конце капсидного белка 

ВХК. Экспрессия антигенов на N- конце капсидного белка ВХК не влияет на 

сборку вирусной частицы, а также на репликацию вируса. Тем не менее, сборка 

химерной вирусной частицы зависит от природы вносимой 

последовательности, прежде всего от содержания триптофана и генетической 

стабильности [326].  Некоторые последовательности генетически нестабильны, 
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как например Е6 онкопротеин вируса папиломы 16, при его экспрессии на N-

конце капсидного белка ВХК в растениях, протеин проявляет высокий уровень 

мутабельности. Помимо экспрессии антигенов на N-конце капсидного белка 

ВХК, были проведены попытки презентации антигенов на С-конце капсидного 

белка.  Мутантная форма онкропротеина Е6 (мЕ6), а также белок L2 вируса 

папиломы-16 были экспрессированы на С-конце. Изменение С-конца 

капсидного белка вируса влияет на сборку вирусных частицы, а также на его 

системное передвижение по растению, экспрессия L2 привела к неспособности 

формирования вирусных частиц [327].  

 

 
 

А) 5 % капсидных белков содержат эпитоп. Нуклеотидная последовательность, 

кодирующая эпитоп, вносилась на С-конец после амбер стоп-кодона Б) 100% капсидных 

белков содержат эпитоп, внесение нуклеотидной последовательности эпитопа осуществлено 

путем удаления 2 а.о капсидного белка на С-конце. В) 100 % капсидных белков содержат 

эпитоп, внесение нуклеотидной последовательности эпитопа было осуществлено на N- конце 

капсидного белка. 

 

Рисунок 16 – Cхематическое изображение представления эпитопов на 

поверхности вирусной частицы ВТМ [320].  

 

При экспрессии мЕ6 на С-конце, наблюдалось формирование вирусных 

частиц, но системное передвижение по растению не происходило.  Наиболее 

актуальной стратегией для презентации эпитопов и целых антигенов с 
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помощью ВХК является экспрессия на N-конце его капсидного белка. Для 

презентации антигенов широко используют всего несколько вирусов, к 

которым относят, прежде всего, ВТМ, ХВК, АВК, вирус мозаики тюльпанов. 

Ограничением по использованию остальных вирусов для презентации 

антигенов служит малоизученность молекулярных механизмов формирования 

вирусных частиц.   
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2 МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

 

2.1 Материалы 

Плазмиды и векторы: pCASSgva вектор, геном вируса А винограда 

«собранный» в pCASS2 плазмиде (приложение А), был использован для 

разработки вирусных векторов. pCASSgva был конструирован Галиакпаровым 

Н.Н. в Волкани центр, Институт защиты растений (Израиль) [328].  pCASSgva 

содержит геном изолята PA-3 вируса А винограда, номер в генетической базе 

данных NCBI – AF007415.2 (приложение Б). Для клонирования и 

субклонирования в работе были использованы следующие плазмиды: 

pGEM3zf+, pCAMBIA2300, pBI121. Плазмида pGEM3zf+ была использована 

для клонирования гетерологичных генов и сборки промежуточных 

конструкций, для секвенирования гетерологичных генов и некоторых ОРС 

вируса ВАВ. Плазмида pCAMBIA2300 была использована для 

субклонирования модифицированного и немодифицированного генома ВАВ и 

его экспрессии в растениях. Плазмида pBI121 была использована для 

клонирования гена, кодирующего капсидный белок ВАВ, с целью получения 

трансгенных растений табака. Селективным антибиотиком для pGEM3zf+ и 

pCASSgva является ампицилин (100 мкг/ мл), для pCAMBIA2300 и pBI121 – 

канамицин (50 мкг/ мл).   

Бактериальные клетки: Dh5α, EHA105. 

Dh5α является штаммом E.coli, который был использован в работе по 

отбору рекомбинантных молекул полученных при клонировании и 

субклонировании в промежуточные векторы, а также для амплификации 

плазмид. Вышеуказанный штамм был использован в амплификации 

рекомбинантных векторов для целей секвенирования. EHA105 является 

штаммом Agrobacterium tumefaciens и клетки данного штамма были 

использованы для трансформации бинарными векторами, несущими 

модифицированный/немодифицированный геном ВАВ.  Трансформированные 

клетки использовались для агроинфильтрации растений. Кроме того, клетки 

EHA105 были использованы для разработки трансгенных растений.  

Растения. Для исследования экспрессии гетерологичных генов в 

растениях с помощью разработанных вирусных векторов были использованы 

растения Nicotiana benthamiana. Кроме того, растения Nicotiana benthamiana 

использовались для разработки трансгенных растений со стабильной инсерцией 

гена, кодирующего капсидный белок ВАВ, в геном растений.   

Химические реагенты. Химические реагенты для проведения 

молекулярно - генетических работ были произведены компаниями Thermo 

Fisher Scientific, Sigma -Aldrich и Roche Molecular Biochemicals. Чистота 

реагентов соответствовала международным стандартам. 

Ферменты. В работе использовались ферменты компании Thermo Fisher 

Scientific. 

Полимеразы и обратная транскриптаза: Taq - полимераза (Taq DNA 

Polymerase, recombinant (5 U/µL), артикул – EP0405); Pfu - полимераза (Pfu 
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DNA Polymerase (recombinant) (2.5 U/µL), артикул – EP0501); Обратная 

транскриптаза (RevertAid Reverse Transcriptase (200 U/µL), артикул – EP0441). 

Фосфатаза - Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP), артикул – 783901000UN. Т4 

ДНК лигаза (T4 DNA Ligase (5 U/µL), артикул – EL0012). Буферы и базовые 

растворы для вышеуказанных ферментов отражены в таблице 3. 

 

Таблица 3 - Буферы и базовые растворы для Taq и Pfu - полимераз, обратной 

транскриптазы, фосфатазы и Т4 ДНК лигазы  

 
Название фермента Буфер Базовый раствор 

Taq - полимераза 10Х Taq буфер-100 мM 

Трис-HCl (pH 8.8 при 

25°C), 500 мM KCl, 0.8%  

Nonidet P40. 

1Х Taq буфер, 2.5 мМ MgCl2, 

0.2 мМ дНТФ, 2 ед. Taq - 

полимеразы 

Pfu - полимераза 10Х Pfu буфер – 200мM 

Трис-HCl (pH 8.8 при 

25°C), 100мM (NH4)2SO4, 

100мM KCl, 1% Triton X-

100, 1мг/мл BSA, 20мM 

MgSO4.  

1Х Pfu буфер, 0.2 мМ дНТФ, 2.5 

ед. Pfu - полимеразы 

Обратная 

транскриптаза 

5Х RT буфер – 250 мM 

Tрис-HCl (pH 8.3 при 25 

°C), 250 мM KCl, 

20 мM MgCl2, 50 мM DTT. 

1Х RT буфер, 1 мМ дНТФ, 200 

ед. обратной транскриптазы 

SAP - фосфатаза 10Х SAP буфер – 200 мM 

Tрис-HCl, pH 8.0, 100 мM 

MgCl2 

1Х SAP буфер, 1 ед. фосфатазы 

Т4 ДНК лигаза Т4 буфер – 400 мM Трис-

HCl, 100 мM MgCl2, 100 

мM DTT, 5 мM ATФ (pH 

7.8 при 25°C). 

1Х Т4 буфер, 5% PEG4000, 5 ед. 

Т4 ДНК лигазы 

 

Для конструирования векторов и анализа клонирования в работе были 

использованы эндонуклеазы, список эндонуклеаз отражен в таблице 4. 

 

Таблица 4 – Эндонуклеазы для конструирования векторов   

 
Название Сайт распознавания Артикул Буфер для эндонуклеазы 

Cfr9I (XmaI) 5' C ↓ C C G G G 3' 

3' G G G C C ↑ C 5' 

ER0171 Cfr9I буфер – 10 мM Трис (pH 

7.2), 5 мM MgCl2, 200 мM 

глутамат натрия, 0.1 мг/мл 

BSA.  

XbaI 5' T ↓ C T A G A 3' 

3' A G A T C ↑ T 5' 

ER0681 Tango буфер – 33 мM Трис 

(pH 7.9), 10 мM ацетат магния, 

66 мM ацетат калия, 0.1 мг/мл 

BSA. 

XhoI 5' C ↓ T C G A G 3' 

3' G A G C T ↑ C 5' 

ER0691 R буфер–10 мM Трис (pH 8.5), 

10 мM MgCl2, 100 мM KCl, 0.1 

мг/мл BSA. Tango буфер 
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Продолжение таблицы 4 

Название Сайт распознавания Артикул Буфер для эндонуклеазы 

NdeI 5' C A ↓ T A T G 3' 

3' G T A T ↑ A C 5' 

ER0581 O буфер – 50 мM Трис-HCl 

(pH 7.5), 10 мM MgCl2, 100 

мM NaCl, 0.1 мг/мл BSA. 

BglII 5' A ↓ G A T C T 3' 

3' T C T A G ↑ A 5' 

ER0082 O буфер  

 

PstI 5' C T G C A ↓ G 3' 

3' G ↑ A C G T C 5' 

ER0611 O буфер  

 

DpnI 5' G Am6↓ T C 3' 

3' C T ↑ Am6 G 5' 

ER1701 Tango буфер  

 

Eam1105I 5' G A C N N N ↓ N N G 

T C 3'  

3' C T G N N ↑ N N N C 

A G 5' 

ER0241 Eam1105I буфер – 10 мM 

Трис-HCl (pH 7.5), 5 мM 

MgCl2, 100 мM NaCl, 0.1 мг/мл 

BSA. 

BamHI 5' G ↓ G A T C C 3'  

3' C C T A G ↑ G 5' 

ER0051 BamHI буфер – 10 мM Трис-

HCl (pH 8.0), 5 мM MgCl2, 100 

мM KCl, 0.02% Triton X-100, 

0.1 мг/мл BSA. 

SalI 5' G ↓ T C G A C 3'  

3' C A G C T ↑ G 5' 

ER0641 O буфер  

 

Ecl136II 5' G A G ↓ C T C 3'  

3' C T C ↑ G A G 5' 

ER0251 Ecl136II буфер – 10 мM Трис 

(pH 6.5), 10 мM MgCl2, 0.1 

мг/мл BSA. 

AatII 5' G A C G T ↓ C 3'  

3' C ↑ T G C A G 5' 

ER0991 Tango буфер  

 

SacI 5' G A G C T ↓ C 3'  

3' C ↑ T C G A G 5' 

ER1135 Sac буфер – 10 мM Трис (pH 

6.5), 10 мM MgCl2, 0.1 мг/мл 

BSA. 

PvuII 5' C A G ↓ C T G 3' 

 3' G T C ↑ G A C 5' 

ER0635 G буфер - 10 мM Tрис-HCl 

(pH 7.5), 10 мM MgCl2, 50 мM 

NaCl, 0.1 мг/мл BSA. 

 

Реагенты для РНК - гибридизации. Получение специфичной РНК – пробы 

было осуществлено с помощью реагентов компании Thermo scientific.  Для 

проведения Нозерн - блот анализа использовались следующие реагенты: 

химические вещества компании Sigma – Aldrich; Fab фрагмент IgG, 

конъюгированный с алкалиновой фосфатазой и связывающийся с 

дигоксигенином (артикул – 11093274910), компания Roche Molecular 

Biochemicals; CSPD – субстрат для хемилюминесцентной детекции 

специфичной гибридизации, компания Roche Molecular Biochemicals.  

Реагенты для проведения иммуноблотинга. Первичные антитела к 

капсидному белку вируса А винограда (артикул – 122219) и к капсидному белку 

вируса хлоротической пятнистости листьев яблони (артикул – 151019) были 

произведены компанией Bioreba (Швейцария) и получены в кроликах. 

Первичные антитела к зеленому флуоресцентному белку (артикул – PA1-980A) 

были произведены компанией Invitrogen. Вторичные конъюгированные с 

алкалиновой фосфотазой антитела к IgG кроликов (артикул – A3687-1ML) были 

произведены компанией Sigma. Вторичные антитела использовались в 
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разведении 1:30 000. Буферы для проведения иммуноблотинга готовились из 

химических реагентов компании Sigma - Aldrich.  

Реагенты для определения нуклеотидных последовательностей. 

Секвенирование гетерологичных генов, последовательностей 2А пептидов, 

некоторых ОРС ВАВ, векторов было осуществлено на генетичексом 

анализаторе ABI PRISM 310 с использованием набора BigDye Terminator v3.1 

Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с протоколом 

производителя.  

Питательные среды. В работе использовались питательные среды 

компании Sigma - Aldrich для культивирования бактерий и растений.  

Питательные среды для культивирования бактерий (конструирование 

векторов): жидкая и твердая Луриа - Бертани (ЛБ) среды. Состав ЛБ среды: 10 

г/л - триптон; 10 г/л - NaCl; 5 г/л - дрожжевой экстракт. Жидкая среда 

готовилась путем добавления 2,5 г ЛБ среды (Артикул – L3522-1KG) в 100 мл 

бидисцилированной воды. Твердая питательная среда была получена путем 

добавления к жидкой ЛБ среде бактериального агара в размере 1,5 г на 100 мл 

среды. Среду стерилизовали методом автоклавирования при 1.05 kg/cm2 (15 

psi), 121°C в течение 20 мин. 

Среда для агроинфильтрации растений: жидкая Мурасиге - Скуга (МС) 

среда, содержащая 3% сахарозы. Жидкая среда готовилась путем добавления 

4,43 г основной МС среды (Артикул – M9274-1L) и 30 г сахарозы в 1л 

бидисцилированной воды. Стерилизацию проводили путем автоклавирования 

при 1.05 kg/cm2 (15 psi), 121°C в течение 30 мин.  

Питательные среды для разработки трансгенных растений: MSgr, MScr 

среды.  

MSgr среда – приготовление среды осуществлялось в 1 литре. 4, 43 г. 

среды МС, 3 г сахарозы, 7 г глюкозы, pH среды доводился до 5.8. Для твердой 

MSgr среды дополнительно добавлялся агар в размере 2,7 г на литр.  

Стерилизация среды осуществлялась таким же методом, как и для жидкой МС 

среды.  

MScr среда – для приготовления 1 литра среды использовалось: 4, 43 г 

среды МС, 30 г сахарозы, 1 мг 6-BAP, pH среды доводился до 5.8. Для твердой 

MScr среды дополнительно добавлялся агар в размере 2,7 г на литр. 

Стерилизация среды осуществлялась таким же методом, как и для жидкой МС 

среды. 

 

2.2 Методы   

В работе использовались классические методы генетической инженерии. 

Преобладающей частью работы являлось клонирование и субклонирование 

нуклеотидных последовательностей.  Дизайн праймеров для конструирования 

векторов, а также для амплификации гетерологичных генов и 

последовательностей 2А пептидов осуществлялся с помощью модуля Primer – 

BLAST, NCBI.  Доставка вирусных векторов в растения осуществлялась с 

помощью агробактериальной инфильтрации [329].  Анализ экспрессии 



61 
 

гетерологичных белков в растениях проводился с помощью РНК - 

гибридизации [330] и иммуноблотинга [331]. Разработка трансгенных растений 

была осуществлена с помощью агробактериальной доставки гена капсидного 

белка ВАВ в геном растения Nicotiana benthamiana [332]. Исследование 

генетического родства РА-3 изолята ВАВ относительно известных изолятов 

генетической базы данных NCBI было осуществлено с помощью 

филогенетического анализа [333].  

1) Приготовление реакционных смесей и физические условия проведения 

расщепления ДНК эндонуклеазами, «лигирования» ДНК, обратной 

транскрипции и амплификации ДНК осуществлялось в соответствии с 

протоколами, прилагаемыми к ферментам.  

Для всех процессов клонирования и субклонирования, качество ДНК 

анализировали в 1% агарозном геле в ТАЕ буфере. Количество ДНК 

анализировалось при использовании спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo 

Fisher Scientific).   

2) Гель - электрофорез ДНК в трис-ацетатном буфере (ТАЕ).  

Для проведения агарозного гель - электрофореза в ТАЕ буфере 

приготавливался 1Х трис-ацетатный буфер (40 мМ Трис, 1 мМ ЭДТА, 17,4 М 

уксусная кислота использовалась для доведения рН раствора до 7,6), который 

использовался для приготовления 1% агарозного геля, а также являлся 

электродным буфером. 1% агарозный гель готовился путем добавления 1 г 

агарозы (артикул – R0492) в 100 мл 1Х ТАЕ буфера с последующим 

расплавлением агарозы.  

Перед заливкой геля в столик, добавлялся бромистый этидиум (артикул – 

E1510) в концентрации 10 мкг/мл. Электрофорез проводили в горизонтальной 

камере Wide Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad), источник питания – PowerPac Basic 

(Bio-Rad). Условия проведения гель - электрофореза: 5-6 В на см2 геля.  Анализ 

гель - электрофореза проводился с помощью документирующей системы – 

Universal Hood II Gel Doc System (Bio-Rad).  

3) Выделение ДНК из агарозного геля. В работе, выделение ДНК из 

агарозного геля проводилось с помощью набора реагентов GeneJET Gel 

Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с протоколом 

производителя. 

Необходимый фрагмент ДНК вырезался из агарозного геля скальпелем 

при использовании трансиллюминатора (UV Transilluminator 2000, Bio-Rad). 

Вырезанный участок геля переносился в 1,5 пробирки Eppendorf. К гелю 

добавлялся буфер для связывания (Binding buffer) в соотношении 100 мкл 

буфера на 100 мг геля. Далее проводили инкубирование в течение 10 мин при 

550С с периодическим встряхиванием пробирки. Инкубирование проводилось 

до полного растворения геля. Расплавленный гель в буфере переносили на 

колонки, содержащие силику. Проводили центрифугирование в течение 1 мин 

при 10 000 оборотах. Далее проводили промывание колонки путем добавления 

700 мкл ратвора Washing buffer.  Центрифугировали в течение 2 мин при 10 000 

оборотах.  После промывания, на колонки наносили 50 мкл буфер для 
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элюирования ДНК (Elution buffer) и центрифугировали в течение 2 мин при 

10 000 оборотах. Качество элюированной ДНК анализировали в 1% агарозном 

геле в ТАЕ буфере. Количество ДНК анализировалось при использовании 

спектрофотометра NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).   

4)  Приготовление химически компетентных клеток Dh5α.  

50 мкл компетентных клеток из стока инокулировали в 3 мл жидкой ЛБ 

среды без антибиотиков. Инкубирование проводили при 370С в термошейкере с 

перемешиванием (200 оборотов/мин) в течение 16 часов. Далее, 50 мкл ночной 

культуры переносили в 100 мл свежей ЛБ среды. Клетки растили до получения 

ОD600 – 0,4 - 0,6.  Далее, клетки осаждали центрифугированием при 40С, 4 тыс. 

оборотов в течение 10 мин. Центрифуга для осаждения с охлаждением – 

Eppendorf 5804.  Осадок разводили в 20 мл раствора RF1 (100мМ RbCl, 50мM 

MnCl2*4H2O, 30мM ацетат калия, 10мМ CaCl2*2H2O, 15% глицерин) и 

инкубировали во льду в течение 10 мин. Далее проводили осаждение при 40С, 4 

тыс. оборотов в течение 10 мин. Осадок разводили в 4 мл раствора RF2 (20мМ 

MOPS, 75мM CaCl2, 10мМ RbCl, 15% глицерин) и инкубировали 15 мин во 

льду. После инкубирования, компетентные клетки аликвотили по 100 мкл в 1,5 

мл пробирки Eppendorf и хранили при температуре -800С. 

Растворы RF1 (рН-5,8) и RF2 (рН-6,5) стерилизовались путем фильтрации 

через бактериальные фильтры (Millex-HV Syringe Filter Unit, 0.45 мкм, Sigma - 

Aldrich). 

5) Трансформация компетентных клеток Dh5α. Трансформация 

проводилась с помощью метода теплового шока [334]. 100 мкл компетентных 

клеток инкубировали во льду в течение 15 минут, далее к клеткам добавлялась 

ДНК с последующим инкубированием во льду в течение 30 минут. После 

инкубации во льду, клетки переносились в термоблок ThermoBlock TDB-120 

(Biosan) и выдерживались 1 мин при 420С. После нагревания клетки 

переносились в лед и выдерживались 5 минут. Далее, к клеткам добавлялось 

250 мкл жидкой ЛБ среды. Клетки растили в течение 1 часа при 370С с 

перемешиванием (200 об/мин). ЛБ среда не содержала селективных 

антибиотиков. Далее, клетки осаждались в центрифуге (Eppendorf 5427R) в 

течение 5 мин при 4000 об. Осадок клеток разводили в 50 мкл свежой ЛБ среды 

и наносили на твердую ЛБ среду, содержащую селективные антибиотики.  

6) Приготовление химически компетентных клеток ЕНА105. 

100 мкл компетентных клеток из стока инокулировали в 5 мл жидкой ЛБ 

среды. Клетки культивировали в течение 16 часов при 280С. Далее, 500 мкл 

клеток переносили в 50 мл свежей жидкой ЛБ среды и растили до ОD600 – 0,6. 

Клетки осаждали в центрифуге (Eppendorf 5804) с охлаждением в течение 10 

мин при 4000 об., 40С. Осадок разводили в 5 мл 20мМ RbCl и инкубировали во 

льду 5 минут. После инкубирования, проводили осаждение клеток в течение 10 

мин при 4000 об., 40С. Осадок разводили в 1 мл 20мМ RbCl и инкубировали во 

льду в течение 20 минут. Далее, клетки аликвотили по 100 мкл в 1,5 мл 

пробирки Eppendorf и хранили при температуре -800С.  
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7) Трансформация компетентных клеток ЕНА105. Трансформацию клеток 

проводили методом замораживания/оттаивания [335]. 

100 мкл компетентных клеток инкубировали во льду в течение 10 мин, 

далее к клеткам добавляли ДНК и проводили инкубирование во льду в течение 

5 минут. Клетки замораживали в 96% спирте, заранее охлажденном при 

температуре -800С. Далее клетки выдерживали в течение 7 минут при 

комнатной температуре. К клеткам добавляли 1 мл жидкой ЛБ среды без 

селективных антибиотиков. Клетки растили в течение 3 часов при 280С. Далее 

проводили осаждение клеток в ценрифуге (Eppendorf 5427R) при 4 тыс. 

оборотов в течение 5 мин. Осадок разводили в 50 мкл свежей жидкой ЛБ среды, 

и разведенный осадок наносили на поверхность твердой ЛБ среды, содержащей 

селективный антибиотик.  

8) Выделение плазмидной ДНК из бактериальных клеток. Выделение 

плазмидной ДНК проводили при использовали набора GeneJET Plasmid 

Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific) в соответствии с протоколом 

производителя. Центрифугирование осуществлялось при использовании 

центрифуги Eppendorf 5427R. 

Бактериальные клетки, содержащие плазмидную ДНК, осаждали при 

5 000 оборотах в течение 5 мин. К осадку клеток добавляли 250 мкл буфера для 

ресуспендирования (Resuspension buffer). Клетки ресуспендировали с помощью 

пипетирования автоматической пипеткой. К гомогенной суспензии клеток 

добавляли 250 мкл лизирующего раствора (Lysis solution), проводили 

перемешивание 5-6 раз (переворачивание пробирки вниз-вверх). К полученной 

смеси добавляли 350 мкл нейтрализующего раствора (Neutralization Solution), 

пробирку аккуратно переворачивали 4-5 раз. Далее проводили 

центрифугирование в течение 15 мин при 10 000 оборотах. Надосадочную 

жидкость (супернатант) переносили на колонки, содержащие силику. 

Центрифугировали в течение 1 мин при 10 000 оборотах. Далее колонку 

дважды промывали 500 мкл промывочного раствора (Wash Solution). После 

каждого промывания проводили центрифугирование в течение 1 мин при 

10 000 оборотах. После второго промывания на колонки наносилось 100 мкл 

буфера для элюирования ДНК (Elution buffer) с последующим инкубирование в 

течение 2 мин при комнатной температуре. Далее проводили 

центрифугирование в течение 2 мин при 10 000 оборотах. Качество 

элюированной ДНК анализировали в 1% агарозном геле в ТАЕ буфере. 

Количество ДНК анализировалось при использовании спектрофотометра 

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).    

9) Определение нуклеотидных последовательностей ДНК 

(секвенирование). Секвенирование ДНК проводилось согласно протоколу для 

набора BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit и осуществлялось на 

генетическом анализаторе ABI PRISM 310 (Applied Biosystems). Программа для 

секвенирования использовалась в соответствии с протоколом прилогаемым к 

генетическому анализатору. Для проведения секвенирования, изначально, 

проводилась амплификация целевого участка ДНК со специфичным 
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праймером. Реакционная смесь для амплификаци содержала: 300 нг целевой 

ДНК, 3.2 пМ праймера, 0.75Х буфер для секвенирования, 0.25Х терминатор, 

смесь доводилась до 10 мкл деионизированной водой.  Программа 

амплификации включала: 1. Общая денатурация, 2 мин – 960С; 2. 

Циклирование. 25 циклов: 1а) денатурация, 10 сек – 960С; 2б) отжиг праймеров, 

10 сек – 500С; 3в) элонгация, 3 мин – 600С.  

После амплификации сиквенсовую смесь очищали от остатков 

несвязанных нуклеотидов путем осаждения 75% спиртом.  К 10 мкл 

сиквенсовой смеси добавляли 50 мкл 75% спирта, проводили инкубирование в 

течение 15 мин при комнатной температуре в темном месте. Далее проводили 

осаждение в центрифуге (Eppendorf 5427R) в течение 15 мин при 14000 

оборотах. После осаждения осадок высушивали при комнатной температуре на 

химическом столе. Осадок разводили в 10 мкл формамида (артикул – 

11814320001, Roche). Далее проводили денатурацию ДНК в течение 4 мин при 

температуре 960С. После денатурации проводили охлаждение во льду в течение 

3 мин. Очищенная амплифицированная ДНК в формамиде загружалась в 

стрипы для секвенирования и переносилась в генетический анализатор.  

Анализ секвенированных последовательностей осуществлялся с 

помощью программ Sequencing analysis 5.2 и DNAMAN. 

10) Вестерн - блот анализ. 

Для проведения Вестерн - блот анализа, белки выделялись из целевого 

растительного материала. Метод выделения был основан на использовании 

мочевины [336]. Выделение белков осуществлялось с помощью ESB - буфера 

(9М мочевина, 4,5% додецилсульфат натрия, 75 мМ Трис-НСl (рН - 6,8), 7,5% 

2-меркаптоэтанол добавлялся перед использованием). Соотношение 

растительного материала и буфера составляло 1:5. Растительный материал 

гомогенизировался в фарфоровых ступках. Далее гомогенат переносился в 1,5 

мл пробирки и нагревался в течение 10 мин при 1000С. После нагревания 

проводили центрифугирование в течение 10 мин при 10 тыс. оборотов. 

Супернатант переносился в новые пробирки. Перед внесением образцов белка в 

полиакриламидный гель, к образцам добавлялся LB - буфер (10% глицерол, 

~0,01% бромфеноловый синий).  

Электрофорез белков в полиакриламидном геле (ПААГ). 

Для электрофореза приготавливался 10% ПААГ. Электрофорез 

проводился в камере Mini-PROTEAN® Tetra cell (Bio-Rad). Сила тока для 

электрофореза составляла 40мА, напряжение - 150В. 

ПААГ состоял из разделяющего и концентрирующего гелей. 

Приготовление 10% разделяющего геля. Гель готовился в объеме 5 мл, который 

содержал 0,97 мл деионизированной воды, 2,08 мл акриламида: бис-акриламида 

(30%), 1,875 мл Трис-НСl (рН - 8,8), 25 мкл додецилсульфата натрия (20%), 50 

мкл персульфата аммония (10%), 4 мкл TEMED. Приготовленный раствор 

незамедлительно заливался в камеру. Сверху геля наслаивалась вода в объеме 1 

мл, для выравнивания уровня и удаления пузырей воздуха. После 
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полимеризации геля, вода удалялась фильтровальной бумагой, и готовился 

концентрирующий гель.  

Приготовление концентрирующего геля. Гель готовился в объеме 2 мл, 

который содержал 1,36 мл деионизированной воды, 0,33 акриламида: бис-

акриламида (30%), 0,25 мл Трис-НСl (рН -6,8), 10 мкл додецилсульфата натрия 

(20%), 20 мкл персульфата аммония (10%), 2 мкл TEMED. Приготовленный 

раствор заливался сверху разделяющего геля в камеру. В жидкий 

концентрирующий гель вставлялась гребенка для формирования лунок.  

Образцы белков, объемом 30 мкл, вносились в каждую лунку. Также в 

лунку вносился маркер - PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo 

fisher scientific). Образцы вносились в два разных геля, один гель использовался 

для переноса белков на мембрану, второй гель окрашивался Coomassie Blue 

R250. Электрофорез проводился в трис - глициновом буфере (25 мМ Трис, 250 

мМ глицин, 10% додецилсульфат натрия), рН буфера – 8,3. Окрашивание 

проводили с целью анализа качества электрофореза и количественного анализа 

белков в разных образцах. Раствор для окрашивания: 0,25% Coomassie Blue 

R250, 45% этанол, 10% уксусная кислота. Гель помещался в 300 мл раствора 

для окрашивания и выдерживался в течение 1 часа с периодическим 

перемешиванием при комнатной температуре. Далее раствор для окрашивания 

удалялся, и добавлялось 200 мл раствора для промывания. Раствор для 

промывания: 5% уксусная кислота, 20% пропанола. Гель выдерживался в 

течение 2 часов в растворе для промывания. Далее гель промывался 

деионизированной водой и анализировался с помощью программы   Image 

Studio Lite 5.2 program (LI-COR).  

Перенос белков на PVDF мембрану (Sigma-Aldrich). Для переноса белков 

на мембрану готовился раствор для переноса (47,9 мМ Трис, 38,6 мМ глицин, 

10% додецилсульфат натрия, 40% пропанол). Три листка ватмана, имеющих 

одинаковую площадь с мембраной, помещались в раствор для переноса. 

Излишки раствора удалялись, и листки переносились на нижнюю пластину 

(катодный электрод) камеры для «полусухого» переноса белков (Owl™ HEP 

Series, Thermo Fisher Scientific). На ватманн помещался гель, смоченный в 

буфере для переноса. На гель накладывалась мембрана, которая 

предварительно смачивалась в 99,5% пропаноле, и только потом в буфере для 

трансфера. На мембрану накладывали 3 листка ватмана, смоченные в буфере 

для переноса. Далее на поверхность ватмана помещалась верхняя пластина 

(анодный электрод), и проводился трансфер. Напряжение составляло 2 мА на 

см2 геля.  Перенос проводился в течение 1 часа. Далее, листки ватмана 

удалялись, а мембрана промывалась ТBS буфером (50 мМ Трис- НСl (рН – 7,6), 

150 мМ NaCl) дважды в течение 1 мин. Далее мембрану инкубировали в ТBS 

буфере, который содержал 5% сухого молока (Frima), время инкубации 

составило 1 час при комнатной температуре на угловом шейкере (MR-12, 

Biosan). Все процессы инкубирования и промывания мембраны осуществлялись 

на угловом шейкере.  После инкубирования проводили промывание мембраны 

3 раза в ТBS буфере по 5 мин.  После промывания, мембрану инкубировали с 
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первичными антителами (антитела к уЗФБ/капсидному белку ВХПЛЯ), в ТBS 

буфер с 5% молоком добавлялись антитела в разведении 1:1000. Мембрану с 

антителами инкубировали в течение 1 часа при комнатной температуре. Далее 

мембрану промывали 3 раза по 5 мин в ТBSТ буфере (50 мМ Трис- НСl (рН – 

7,6), 150 мМ NaCl, 0,1% Tween 20). После промывания, мембрану 

инкубировали со вторичными конъюгированными антителами в ТBS буфере с 

5% молоком, антитела добавляли в разведении 1:30000. Инкубирование 

проводили в течение 1 часа при комнатной температуре. После промывания, 

проводили промывание мембраны, таким же образом, как и после 

инкубирования с первичными антителами. Далее готовился субстрат для 

алкалиновой фосфатазы – SIGMAFAST™ Fast Red TR/Naphthol AS-MX (Sigma-

Aldrich). 1 таблетка, содержащая 0,1М Трис, растворялась в 10 мл 

деионизированной воды, далее к Трис буферу добавлялась таблетка, которая 

содержит субстрат (4-Chloro-2-methylbenzenediazonium/3-Hydroxy-2-naphthoic 

acid 2,4-dimethylanilide phosphate), 0,15 мг/мл левамизол. Мембрану покрывали 

субстратом и инкубировали в течение 30 мин, далее визуально анализировали 

окрашивание, и при необходимости инкубировали дополнительно 30 мин. 

Далее, субстрат удаляли и мембрану промывали в деионизированной воде. 

Анализ экспрессии целевых белков проводили денситометрическим анализом 

при использовании программы Image Studio Lite 5.2 program (LI-COR).   

 

2.2.1 Филогенетический анализ ВАВ 

Филогенетический анализ был проведен для 12 изолятов ВАВ, взятых из 

генетической базы данных NCBI, таблица 5. Для анализа использовалась 

аминокислотная последовательность 4-х белков (РНК-зависимая РНК 

полимераза, капсидный белок, белок передвижения, Р10 - супрессор РНК - 

интерференции), кодируемых геномом. Программа для выравнивания 

последовательностей – Geany, построение филогенетических древ 

осуществлялось с помощью программы MEGA7, метод ближайшего соседа.  

 

Таблица 5 - описание изолятов Вируса А винограда 

 
Изолят Регион Репликаза Белок 

передвижения 

Капсидный 

белок 

Р10 

GTR1-1 

 

South 

Africa 

ABG37965.1 ABG37963.1 ABG37962.1 ABG37961.1 

P163-1 

 

South 

Africa 

ABH07008.1 ABH07010.1 ABH07011.1 ABH07012.1 

3138-03 

 

Canada AFV73358.1 AFV73360.1 AFV73361.1 AFV73362.1 

GTG11-1 

 

South 

Africa 

ABH06996.2 ABH06995.2 ABH06993.1 ABH06994.1 

GTR1-2 

 

South 

Africa 

ABL14358.1 ABH07003.2 ABH07001.1 ABH07002.1 

GTR1SD-1 

 

South 

Africa 

ABH06983.2 ABH06982.2 ABH06984.1 ABH06981.1 
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Продолжение таблицы 5 

Изолят Регион Репликаза Белок 

передвижения 

Капсидный 

белок 

Р10 

BMo32-1 

 

South 

Africa 

ACA52189.1 ABH07005.1 ABH07006.1 ABH07007.1 

TRAJ2-BR 

 

Brazil AOX49240.1 AOX49242.1 AOX49243.1 AOX49244.1 

Is 151 

 

Italy NP_619662.1 NP_619664.1 NP_619665.1 NP_619666.2 

KWVMo4-

1 

 

South 

Africa 

ABH06992.2 ABH06991.2 ABH06989.1 ABH06990.1 

P163-M5 South 

Africa 

ABH06988.2 ABH06987.2 ABH06985.1 ABH06986.1 

 

PA-3 Italy AAO17778.1 AAB62938.2 AAB62939.2 AAO17780.1 

 

Изоляты TRAJ2-BR (Бразилия, 2016), 3138-03 (Канада, 2012), PA3 

(Италия, 2003) ранее не исследовались с целью определения  их генетической 

принадлежности к той или иной группе ВАВ.  Изоляты из ЮА и Is 151 (Италия) 

изолят с помощью генетического анализа были распределены в 3 группы, 

вторая группа была сформирована изолятами высокой патогенности.  

 

2.2.2 Стратегия создания вирусного вектора на основе полного генома 

вируса А винограда 

Для разработки вирусного вектора на основе полного генома ВАВ, была 

использована плазмида pCASSgva. Данная плазмида несет полный 

немодифицированный геном вируса А винограда, при этом вирус является 

инфекционным. Стратегия разработки вектора заключалась во внесении 

гетерологичного гена между ОРС4 и ОРС5 генома ВАВ [337]. Гетерологичный 

ген находился в рамке считывания с ОРС4 и ОРС5 и под контролем 

субгеномного промотора капсидного белка ВАВ. Ввиду того, что 

предположительный субгеномный промотор ОРС5 находится в 5’- концевой 

части ОРС4 и внесение трансгена приводит к его выключению, ОРС5 был в 

рамке с трансгеном и ОРС4. Анализ генома ВАВ для поиска субгеномного 

промотора осуществлялся с помощью программы DNARNAref (приложение В).  

Стоп - кодоны у капсидного белка ВАВ и трансгена были удалены. Трансляция 

предполагала получение полипептида, состоявшего из 3-х белков, капсидного 

белка ВАВ, гетерологичного белка и белка Р10. Для котрансляционного 

разделения данных белков использовались последовательности Т2А и Е2А 

пептидов, которые были внесены между ОРС4 и трансгеном и между 

трансгеном и ОРС5 соответственно [338]. Т2А и Е2А пептиды относятся к 

классу 2А пептидов, которые кодируются геномами вирусов и участвуют в 

котрансляционном разделении вирусных полипептидов. Т2А 

последовательность используется Thosea asigna вирусом для разделения своих 

полипептидов. Е2А последовательность была обнаружена у риновируса 

лошадей. Внесение 2А пептидов позволила с высокой эффективностью 
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получить разъединенные белки, находящиеся в одной рамке считывания. При 

этом, не было необходимости вносить несколько промоторов или сайты 

внутренней посадки рибосомы, которые являются достаточно протяженными 

последовательностями и могут мешать упаковке генома, а также могут 

препятствовать эквимолярной экспрессии гетерологичных генов. 

Модифицированный геном ВАВ в дальнейшем был субклонирован в бинарный 

вектор для агробактериальной доставки в растения. Эффективность вирусного 

вектора была анализирована путем внесения гена, кодирующего зеленый 

флуоресцентный белок и гена, кодирующего капсидный белок вируса 

хлоротической пятнистости листьев яблони, данные гены вносились 

поотдельности.  

 

2.2.2.1 Дизайн праймеров для сайт - направленного мутагенеза генома 

ВАВ и синтеза последовательностей 2А пептидов 

  Дизайн праймеров был осуществлен с помощью модуля Primer – 

BLAST, NCBI. Информация о праймерах, которые использовались в разработке 

вирусного вектора, отражена в таблице 6. Праймера 201266 и 201267 

использовались для сайт - направленного мутагенеза генома ВАВ путем 

удаления стоп-кодона капсидного белка и внесения Cfr9I и XbaI сайтов 

рестрикции между ОРС4 и ОРС5. Сайты рестрикции были использованы для 

клонирования кассет, несущих последовательности 2А пептидов и 

гетерологичные гены, расположенные между этими последовательностями.   

 

Таблица 6 – Список праймеров для конструирования векторов 

  
Название 

праймера 

Последовательность праймера 5’- 3’ Расположение праймера 

201267 gtttagatcttctagaatggatgacccatcgtttctcg 6998 - 7032 п.о. относительно 

генома ВАВ 

201266 caaaagatctcccgggtatctcgacagcctctcac 6988 - 7006 п.о. относительно 

генома ВАВ 

T2A1 gtttcccgggagggcagaggaagtctgctaacatgcggtgacg

tcgagg 

5’ - последовательность Т2А 

пептида 

T2A2 gtttagatctcatatgtgggccaggattctcctcgacgtcaccgca

tgtt 

3’ - последовательность Т2А 

пептида 

E2А1 gtttagatctctcgagcaatgtactaactacgctttgttgaaactcg

ctggcg 

5’ - последовательность Е2А 

пептида 

E2A2 gttttctagaaggaccggggttactttcaacatcgccagcgagttt

caacaaa 

3’ - последовательность Е2А 

пептида 

pE-f tgcctgggaccccgtagtgtagataac 1328 - 1354 п.о. относительно 

последовательности 

pGEM3zf+ плазмиды 

pE-r actatggatgaacgaaatagacagatc 1301 - 1327 п.о. относительно 

последовательности 

pGEM3zf+ плазмиды 

 

 



69 
 

Продолжение таблицы 6 

Название 

праймера 

Последовательность праймера 5’- 3’ Расположение праймера 

lac-r gtttattgctgataaatctggag 1423 - 1445 п.о. относительно 

последовательности 

pGEM3zf+ плазмиды 

mE-f tcgaccgaccttgagtctctagagacctaacgtcag Последовательность, несущая 

Eam1105I сайты 

mE-r gatcctgacgttaggtctctagagactcaaggtcgg Последовательность, несущая 

Eam1105I сайты 

M13 

(обратный) 

caggaaacagctatgac 104 - 120 п.о. относительно 

последовательности 

pGEM3zf+ плазмиды 

T7  taatacgactcactataggg 

 

Праймер для Т7 - промотора 

eGFP-f gtttcatatggtgagcaagggcgag 5’ - праймер для гена уЗФБ 

 

eGFP-r gtttctcgagcttgtacagctcgtccatg 3’ - праймер для гена уЗФБ 

 

200709 actgtgatacaggctatgca 6909 - 6928 п.о. относительно 

генома ВАВ 

200710 ctcatcgtctgaggtttcta 7258 - 7277 п.о. относительно 

генома ВАВ 

201218 accacacttacacacattcat 7074 - 7094 п.о. относительно 

генома ВАВ 

201364 cgaaacccttaagcgcatgt 6069 - 6088 п.о. относительно 

генома ВАВ 

f-mid-GFP agatccgccacaacatcgag 500 - 519 п.о. относительно 

гена уЗФБ 

f-mid-K2 gcaaatacccggagctgatg 410 - 429 п.о. относительно 

гена капсидного белка 

ВХПЛЯ 

201268 ctttagatctcccgggctcagttggcgtggctttcg 6472 - 6491 п.о. относительно 

генома ВАВ 

aCP-f gaaggcatatggcagcagttctgaacctgca 5’ - праймер для гена 

капсидного белка ВХПЛЯ 

aCP-r acagactcgaggcaaagatcagttgaaac 3’ - праймер для гена 

капсидного белка ВХПЛЯ 

aCPdet-f ggtgaagtcgatggaggacc 186 - 205 п.о. относительно 

гена капсидного белка 

ВХПЛЯ 

aCPdet-r gtaaagaggttagtgaaaaccccct 365 - 389 п.о. относительно 

гена капсидного белка 

ВХПЛЯ 

 

Праймеры Т2А1 и Т2А2 использовались для получения нуклеотидной 

последовательности Т2А пептида. Праймер Т2А1 на 5’- конце имеет  сайт 

рестрикции Cfr9I. Т2А2 праймер на своем  5’-конце содержит два сайта 

рестрикции, NdeI и BglII. Праймеры Е2А1 и Е2А2 использовались для 

получения нуклеотидной последовательности Е2А пептида. Е2А1 праймер на 
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своем 5’- конце несет сайты рестрикции BglII и XhoI, в то время как Е2А2 на 

своем 5’- конце содержит XbaI сайт. Получение Т2А и Е2А 

последовательностей осуществлялось методом эквимолярного ПЦР [338, с.146]. 

Амплификацию проводили при использовании Taq - полимеразы. Реакционная 

смесь содержала базовый раствор для Taq - полимеразы, 5 мМ каждого 

праймера. Программа амплификации состояла из: 1. Общей денатурации в 

течение 1 мин – 950С; 2. Циклирования. 15 циклов: 2а – денатурация при 950С – 

10 сек., 2б – отжиг праймеров при 670С – 15 сек., элонгация при 720С – 20 сек; 

3. Финальной элонгации при 720С – 1 мин. ПЦР - продукт анализировали путем 

гель - электрофореза в 1% агарозном геле в ТАЕ буфере.  

 Ввиду того, что эффективность расщепления эндонуклеазами снижается, 

если сайты рестрикции расположены на концах последовательностей, перед 

сайтами рестрикции были внесены дополнительно по 4 нуклеотида. Дизайн 

праймеров был осуществлен таким образом, чтобы максимально уменьшить 

вероятность образования шпилечных структур. Анализ гомодимеров был 

осуществлен с помощью интегрированной программы Oligo Analyzer (Integrated 

DNA Technologies).   

 

2.2.2.2 Удаление первых ОРС и внесение рестрикционных сайтов между 

ОРС4 и ОРС5 генома ВАВ 

Удаление первых ОРС (ОРС1-3) генома ВАВ было осуществлено путем 

расщепления с помощью эндонуклеазы PstI. Удаление осуществлялось из 

плазмиды pCASSgva.  Один PstI сайт расположен на конце ОРС3, 6174 п.о. – 

позиция сайта относительно генома ВАВ. Второй сайт расположен перед 35S 

промотором. Первые ОРС ВАВ совместно с 35S промотором составляют 7200 

п.о.. Расщепление проводилось при 370С в течение 4 часов. Реакционная смесь 

объемом 20 мкл содержала: 1Х О буфер, 400 нг ДНК, 5 ед. PstI эндонуклеазы. 

Далее, проводился электрофорез в 1% агарозный гель для анализа результатов 

расщепления. Расщепленная молекула была выделена из агарозного геля 

набором GeneJET Gel Extraction Kit и использовалась для самолигирования с 

помощью Т4 ДНК лигазы. Реакционная смесь для лигирования объемом 10 мкл 

содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 150 нг ДНК. Лигирование 

проводили в течении 16 часов при температуре 40С. Далее, лигазную смесь 

инкубировали в течении 15 минут при 750С для инактивации Т4 ДНК лигазы. 

Для отбора самолигированных молекул проводили трансформацию Dh5α 

компетентных клеток методом теплового шока. Трансформированные клетки 

переносились на твердую ЛБ среду, содержащую ампициллин. На твердой 

среде клетки инкубировались в течении 14 –16 часов при 370С.  Далее, колонии 

с твердой среды инокулировались в жидкую ЛБ среду. Каждую колонию 

инокулировали в 3 мл жидкой ЛБ среды с ампициллином. Клетки растили в 

инкубаторе с перемешиванием (200 об/мин) в течении 15 часов при 

температуре 370С. Выделение ДНК из бактериальных клеток проводилось 

набором GeneJET Plasmid Miniprep Kit. Отобранные клоны самолигированного 

вектора или V1 вектора были использованы для проведения ПЦР - мутагенеза с 
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помощью праймеров 201266 и 201267. С помощью данных праймеров был 

удален стоп - кодон КБ ВАВ, а также внесены сайты рестрикции Cfr9I и XbaI 

для клонирования кассеты, содержащей последовательности 2А пептидов и 

гетерологичного гена между ними. Реакционная смесь объемом 25 мкл 

содержала базовый раствор для Pfu - полимеразы, 0.2 мМ каждого праймера, 40 

нг V1 вектора. ПЦР проводили по следующей программе: 1. Общая 

денатурация в течение 3 минут – 950С. 2. Циклирование. 15 циклов: 2а – 

денатурация при 950С – 20 сек., 2б – отжиг праймеров при 470С – 20 сек., 

элонгация при 720С – 6 мин. 30 циклов: 2а – денатурация при 950С – 20 сек., 2б 

– отжиг праймеров при 580С – 20 сек., элонгация при 720С – 6 мин. 3. 

Финальная элонгация при 720С – 10 мин.  

После амплификации, 2 мкл реакционной смеси наносили в 1% 

агарозный гель для анализа продуктов амплификации методом гель - 

электрофореза. Оставшуюся реакционную смесь подвергали гидролизу 

эндонуклеазой DpnI. DpnI участвует в гидролизе последовательности 5’-GATC-

3’ при наличии метилированного основания гуанидина [339]. В результате 

происходит расщепление плазмиды - матрицы. Реакционная смесь объемом 30 

мкл содержала базовый раствор для эндонуклеазы DpnI, 23 мкл ПЦР - 

продукта. Инкубирование проводили при 370С в течение 1 часа. Инактивацию 

фермента осуществляли путем нагревания при 800С в течение 20 минут. Далее, 

ПЦР - продукт выделяли из геля с помощью GeneJET Gel Extraction Kit и 

подвергали самолигированию с целью получения вектора V1a. Для 

лигирования использовалось базовый раствор Т4 ДНК - лигазы, 100 нг 

очищенного ПЦР - продукта. Реакционная смесь инкубировали при +40С в 

течение 14-16 часов. Реакционная смесь использовалась для трансформации 

компетентных клеток Dh5α. Колоние, выросшие на твердой ЛБ среде, 

инокулировали в жидкую ЛБ среду с последующим выделением плазмидной 

ДНК.  Отобранные клоны V1a вектора секвенировали с использованием 

праймера 200710. Данный вектор использовался для внесения кассеты, 

содержащей последовательности 2А пептидов и гетерологичного гена между 

ними.  

 

2.2.2.3 Клонирование и секвенирование последовательностей 2А 

пептидов. Разработка Т - вектора 

Т2А и Е2А нуклеотидные последовательности после эквимолярной 

амплификации были клонированы в T-pGEM3zf+ вектор методом Т/А 

клонирования. После амплификации с помощью Taq - полимеразы, на 3’- 

концах амплифицированных последовательностей 2А пептидов имелись 

неспаренные дезоксиаденозины, что позволяло напрямую клонировать ПЦР - 

продукты в Т-вектор с неспаренными дезокситимидинами на 3’- концах. Т-

вектор (T-pGEM3zf+) с неспаренными дезокситимидинами на 3’- концах был 

получен путем внесения последовательности, содержащей Eam1105I сайты 

рестрикции, в сайт множественного клонирования плазмиды pGEM3zf+ [340, 
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341]. Расщепление по Eam1105I сайтам приводило к образованию неспаренных 

дезокситимидинов на 3’- концах. 

Удаление Eam1105I сайта из гена, кодирующего β - лактамазу в плазмиде 

pGEM 3zf(+). 

Ген, кодирующий β - лактамазу в плазмиде pGEM 3zf(+) содержит 

рестрикционный сайт Eam1105I, который мешает в разработке Т-вектора, 

рисунок 17. Удаление этого сайта проводилось методом ПЦР - 

опосредованного мутагенеза с помощью специфичных праймеров pE-f и pE-r, 

которые изменяли последовательность Eam1105I сайта без изменения 

аминокислотной последовательности β-лактамазы.  Реакционная смесь 

объемом 25 мкл содержала базовый раствор для Pfu - полимеразы, 40 нг pGEM 

3zf(+), 0.2 мМ каждого праймера. Реакционная смесь доводилась 

деионизированной водой до 25 мкл. Амплификацию проводили по следующей 

программе: 1. Общая денатурация в течение 3 минут – 950С. 2. Циклирование. 

30 циклов: 2а – денатурация при 950С – 30 сек., 2б – отжиг праймеров при 560С 

– 20 сек., элонгация при 720С – 6 мин. 3. Финальная элонгация при 720С – 15 

мин. 1 мкл ПЦР - продукта анализировали в 1% агарозном геле методом гель - 

электрофореза. 23 мкл оставшейся смеси использовали для расщепления 

матрицы. Объем реакционной смеси составил 30 мкл, в состав входили раствор 

для эндонуклеазы DpnI, 23 мкл ПЦР - продукта. Инкубирование проводили при 

370С в течение 1 часа. Далее проводили гель - электрофорез в ТАЕ буфере в 1 % 

агарозном геле. Целевой продукт выделялся из геля и использовался для 

самолигирования.  

 

 
 

Рисунок 17 – Изображение вектора pGEM 3zf+ 

 

Самолигирование проводили в 10 мкл реакционной смеси, которая 

содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 100 нг очищенного ПЦР - 

продукта. Лигазной смесью трансформировали Dh5α. Колонии с твердой ЛБ 

среды инокулировали в 3 мл жидкой ЛБ среды и растили в течение 16 часов. 

Далее проводили выделение плазмидной ДНК и секвенирование 

модифицированной области гена β - лактамазы при использовании праймера 
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lac-r. Полученная плазмида с удаленным Eam1105I сайтом в гене β - лактамазы 

маркирована как m-pGEM 3zf(+). 

Внесение рестрикционных сайтов Eam1105I в область множественного 

клонирования плазмиды m-pGEM 3zf(+). 

Праймеры mE-f и mE-r, по 2 мМ каждого, вносили в 1Х Taq буфер, далее 

смесь нагревали при 940С в течение 2 минут, затем медленно охлаждали до 

200С. Праймера комплементарно соединялись друг с другом с образованием на 

обоих 5’- концах по четыре неспаренных нуклеотида, соответствующих 

остаткам после расщепления ферментами BamHI и SalI. Комплементарная часть 

ДНК содержит два сайта Eam1105I и один рестрикционный сайт XbaI, между 

ними. Далее, комплементарно спаренные праймеры использовали для 

клонирования в m-pGEM3zf(+), расщепленную по сайтам BamHI и SalI. 

Расщепление вектора m-pGEM3zf(+) проводили в течение 2 часов при 370С. 

Реакционная смесь содержала 1Х BamH1 буфер, 310 нг m-pGEM3zf(+) вектора, 

5 ед. BamHI и 10 ед. SalI эндонуклеаз. Расщепленный вектор анализировался 

гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. Выделенный из геля вектор 

использовался в лигировании. Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала 

базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 50 нг вектора и 7 мкл комплементарной 

ДНК. Лигирование проводили в течение 5 часов при комнатной температуре. 

Лигазной смесью проводили трансформацию клеток Dh5α. Из отобранных 

клонов выделяли плазмидную ДНК, модифицированную область 

анализировали секвенированием. Секвенирование проводили при 

использовании М13 обратного праймера.  Полученный вектор после 

клонирования был маркирован как Т-3zf(+).  

Для повышения эффективности расщепления эндонуклеазой Eam1105I, 

между сайтами Eam1105I был внесен фрагмент ДНК (спейсер) размером в 282 

пар нуклеотидов.  Внесение спейсера осуществлялось в вектор Т-3zf(+) по 

сайту рестрикции XbaI. Для расщепления использовались 1Х Tango буфер, 350 

нг Т-3zf(+) вектора, 2 ед. XbaI. Реакционную смесь инкубировали в течение 2 

часов при 370С. Расщепленный вектор анализировали гель - электрофорезом в 

1% агарозном геле. Расщепленный вектор выделяли из геля и использовали в 

лигировании со спейсером. Спейсер представляет собой участок экзона гена, 

кодирующего фактор стволовых клеток (SCF). После проведения обратной 

транскрипции и последующего ПЦР, транскрипты гена SCF размером 330 и 420 

п.о. анализировали методом секвенирования [342].  После определения сайтов 

рестрикции XbaI в 420 п.о. транскрипте, ПЦР - продукт расщеплялся по данным 

сайтам. Реакционная смесь объемом 20 мкл содержала 1Х Tango буфер, 300 нг 

очищенного ПЦР - продукта, 5 ед. XbaI. Расщепление проводили в течение 2 

часов при 370С. Результаты расщепления анализировали гель - электрофорезом 

в 1 % агарозном геле. В результате расщепления получали продукт размером 

282 п.о., который выделяли из геля и использовали в лигировании. Лигирование 

проводили при комнатной температуре в течение 3 часов.  Реакционная смесь 

объемом 10 мкл содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 50 нг Т-3zf(+) 

вектора, 14 нг спейсера. Лигазной смесью проводили трансформацию Dh5α 
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клеток. Из отобранных колоний выделяли плазмидную ДНК. Для анализа 

наличия спейсера в векторе Т-3zf(+) было отобрано 5 клонов, анализ 

проводился путем расщепления по сайтам XbaI.  Реакционная смесь содержала 

1Х Tango буфер, 300 нг вектора, 2 ед. XbaI. Расщепление проводили в течение 1 

часа при 37 С.  Результаты расщепления анализировали гель - электрофорезом в 

1% агарозном геле. Полученный вектор со спейсером между Eam1105I сайтами 

был маркирован как T-pGEM3zf+.  

Клонирование последовательностей 2А пептидов в T-pGEM3zf+. 

Было осуществлено клонирование Т2А и Е2А амплифицированных 

последовательностей в вектор T-pGEM3zf+, расщепленного по сайтам 

Eam1105I. Реакционная смесь содержала 1Х Eam1105I буфер, 300 нг T-

pGEM3zf+ вектора, 5 ед. Eam1105I. Расщепление проводили в течение 4 часов 

при 370С. После анализа расщепления гель - электрофорезом в 1% агарозном 

геле, расщепленный вектор выделяли из геля для лигирования с 

последовательностями 2А пептидов.  Реакционная смесь, содержащая 5 нг 

Т2А/Е2А последовательности, 50 нг T-pGEM3zf+, базовый раствор для Т4 ДНК 

- лигазы, была инкубирована при комнатной температуре в течение 2 часов. 

Далее, лигазной смесью проводили трансформацию компетентных клеток 

Dh5α. Из отобранных колоний выделяли плазмидную ДНК. Анализ 

рекомбинантных плазмид осуществлялся путем расщепления, для Т2А 

использовали Cfr9I и BglII эндонуклеазы, а для Е2А – XbaI и BglII ндонуклеазы. 

Реакционная смесь для Т2А объемом 20 мкл содержала 1X Cfr9I буфер, 250 нг 

ДНК, 5 ед. Cfr9I и 10 ед. BglII. Реакционная смесь для Е2А объемом 20 мкл 

содержала 2X Tango буфер, 250 нг ДНК, 5 ед. BglII и 10 ед. XbaI. Расщепление 

проводили в течение 3 часов при 370С. Результаты расщепления анализировали 

гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. Полученные векторы были 

маркированы как pGemT2A и pGemE2A. 

Секвенирование последовательностей 2А пептидов. 

Определение нуклеотидных последовательностей 2А пептидов в 

отобранных клонах pGemT2A и pGemE2A векоров было осуществленно при 

использовании М13 обратного праймера, таблица 6.  Для работы отбирались 

клоны, не имеющие мутаций в последовательностях 2А пептидов. 

Далее, Е2А последовательность из вектора pGemE2A была 

субклонирована в вектор pGemT2A по сайтам рестрикции BglII и XbaI. 

Расщепление pGemE2A и pGemT2A векторов проводилось в 20 мкл 

реакционной смеси, которая содержала 2X Tango буфер, 500 нг pGemE2A 

вектора или 200 нг pGemT2A вектора, 5 ед. BglII и 10 ед. XbaI.  После анализа 

результатов расщепления в 1% агарозном геле, Е2А последовательность и 

расщепленный pGemT2A вектор были выделены из геля и использовались в 

реакции лигирования. Реакционная смесь для лигирования объемом 10 мкл 

содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 80 нг pGemT2A вектор, 6 нг 

Е2А последовательности. Лигирование проводили в течение 2 часов при 

комнатной температуре. Далее, лигазной смесью проводили трансформацию 

клеток Dh5α. Из отобранных колоний проводили выделение плазмидной ДНК. 
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Отобранные клоны анализировали на наличие Е2А последовательности в 

pGemT2A векторе путем расщепления по сайтам рестрикции Cfr9I и XbaI. 

Полученная плазмида была маркирована как V4Т2E2. В полученном векторе 

V4Т2E2, между двумя последовательностями 2А пептидов расположены NdeI, 

BglII и XhoI рестрикционные сайты для клонирования гетерологичных генов. 

Т2А и Е2А последовательности в V4Т2E2 были анализированы методом 

секвенирования при использовании М13 обратного праймера.  

 

2.2.2.4 Клонирование и секвенирование гетерологичного гена 

В работе были использованы два гетерологичных гена, ген усиленного 

зеленого флуоресцентного белка и ген капсидного белка ВХПЛЯ, которые 

вносились в вирусный вектор для анализа его эффективности. Ген усиленного 

ЗФБ был амплифицирован при использовании плазмиды p-EGFP-C3 с 

помощью прямого eGFP-f и обратного eGFP-r праймеров. Амплификацию 

проводили с помощью Pfu - полимеразы. Реакционная смесь содержала 

базовый раствор для Pfu - полимеразы, 0,2 мМ каждого праймера и 30 нг 

плазмиды p-EGFP-C3. Программа для проведения амплификации состояла из: 

1. Общей денатурации при 960С – 3 мин. 2. Циклирования. 10 циклов: 2а – 

денатурация при 960С – 20 сек.; 2б – отжиг праймеров при 500С – 30 сек.; 2в – 

элонгация при 720С – 1 мин. 20 циклов: 2г – денатурация при 960С – 20 сек.; 2д 

– отжиг праймеров при 580С – 30 сек.; 2е – элонгация при 720С – 1 мин. 3. 

Финальной элонгации при 720С – 10 мин.  

После проведения амплификации, ПЦР - продукт был анализирован в 1% 

агарозном геле и выделен из геля.  

Для амплификации гена, кодирующего капсидный белок ВХПЛЯ, были 

использованы зараженные листья яблони, образец 58 (Апорт кроваво - красный 

(форма 1)) [343]. Для обнаружения ВХПЛЯ были разработаны праймеры, 

комплементарные к консервативным регионам ОРС капсидного белка, размер 

ПЦР - продукта составлял 203 п.о. [343, p. 4, 344]. Праймеры для обнаружения 

ВХПЛЯ: прямой праймер – aCPdet-f; обратный праймер – aCPdet-r. Для данных 

праймеров была подана заявка на патент (приложение Г).  Тотальная РНК 

выделенная из 58 образца использовалась для получения комплементарной 

ДНК (кДНК) гена, кодирующего капсидный белок, праймер для проведения 

обратной транскрипции - aCP-r, таблица 6.  

Обратная транскрипция проводилась в 2 этапа.  1 этап - инкубирование с 

праймером: реакционная смесь объемом 13 мкл содержала 300 нг тотальной 

РНК; 10мМ обратного праймера, до 13 мкл смесь доводилась 

деионизированной водой.  Реакционную смесь инкубировали в течение 10 мин 

при 650С.  После этого, реакционную смесь охлаждали во льду.  2 этап – 

обратная транскрипция: к реакционной смеси из 1 этапа добавляли базовый 

буфер для обратной транскриптазы. Далее проводили инкубирование при 420С 

в течение 1,5 часа. Полученная кДНК использовалась для амплификации со 

специфичными праймерами (прямой праймер: aCP-f, обратный праймер: aCP-r), 

таблица 6. Реакционная смесь для амплификации кДНК объемом 25 мкл 
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содержала: базовый буфер для Pfu - полимеразы, 0,2 мМ каждого праймера и 2 

мкл кДНК.  Программа для проведения амплификации состояла из: 1. Общей 

денатурации при 960С – 3 мин. 2. Циклирования. 30 циклов: 2а – денатурация 

при 960С – 20 сек.; 2б – отжиг праймеров при 550С – 30 сек.; 2в – элонгация при 

720С - 1 мин. 3. Финальной элонгации при 720С – 10 мин.  

После проведения амплификации, ПЦР - продукт был анализирован в 1% 

агарозном геле и выделен из геля. 

Ген уЗФБ и КБ ВХПЛЯ были клонированы в V4Т2E2 вектор по 

отдельности. Кроме того, данные гены были клонированы в бинарный вектор 

pCAMBIA2300 по отдельности и служили положительными контролями 

экспрессии. pCAMeG - бинарный вектор, несущий уЗФБ ген, pCAMaCP – 

бинарный вектор, несущий КБ ВХПЛЯ.  Амплифицированные гены уЗФБ и КБ 

ВХПЛЯ, а также V4Т2E2 вектор подвергали расщеплению с помощью 

эндонуклеаз NdeI и XhoI. Реакционная смесь для рестрикции содержала: 1x O 

буфер, 5 ед. NdeI и 10 ед. XhoI, 5 мкл ПЦР-продукта как для гена уЗФБ, так и 

для гена КБ ВХПЛЯ, 250 нг для V4Т2E2 вектора. Реакционную смесь 

инкубировали при 370С в течение 3 часов. Далее, всю смесь вносили в 1% 

агарозный гель с последующим гель - электрофорезом. После электрофореза, 

гены были выделены из геля и клонированы в V4Т2E2 вектор по сайтам 

рестрикции NdeI и XhoI. 

 Полученные векторы были маркированы как V4Т2gfpE2 и V4T2аСРE2 

(pGEMK2) [234, c.20], рисунок 18.  

 

 

 
Рисунок 18 – Схематическое изображение векторов V4Т2gfpE2 и 

V4T2аСРE2 

 

V4Т2gfpE2 вектор содержал ген усиленного ЗФБ между Т2А и Е2А 

последовательностями в то время как V4T2аСРE2 вектор между Т2А и Е2А 

последовательностями содержал ген КБ ВХПЛЯ. Полученные векторы были 

секвенированы с помощью Т7 прямого и М13 обратного праймеров (таблица 6) 

для обнаружения мутаций в гетерологичных генах.  

 

2.2.2.5 Клонирование и секвенирование кассеты, несущей 

гетерологичный ген и 2А последовательности 

Кассета, несущая Т2А-eG-Е2А (ЗФБ ген, фланкированный Т2А и Е2А), а 

также кассета, несущая Т2А-aCP-Е2А (КБ ВПХЛЯ, фланкированный Т2А и 

Е2А), были субклонирована из векторов V4Т2gfpE2 и V4T2аСРE2 

соответственно в вектор V1a по сайтам рестрикции Cfr9I и XbaI. Векторы 

V4Т2gfpE2, V4T2аСРE2 и V1a подвергались расщеплению эндонуклеазами в 20 
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мкл реакционной смеси, содержащей: 1х Cfr9I буфер, 5 ед. Cfr9I, 10 ед. XbaI и 

векторы в концентрации 270 нг для V4Т2gfpE2 и V4T2аСРE2, 150 нг для V1a 

вектора.  Реакционная смесь инкубировалась при 370С в течение 4 ч. 

Результаты расщепления были анализированы методом электрофореза в 1% 

агарозном геле. Кассеты и расщепленный V1a вектор выделялись из агарозного 

геля. Далее проводили лигирование кассет и вектора V1a. Реакционная смесь 

для лигирования объемом 10 мкл содержала: базовый раствор для Т4 ДНК 

лигазы, Каждая кассета в концентрации 300 нг смешивалась с вектором V1a в 

концентрации 100 нг. Лигирование проводилось при 40С в течение 14-16 часов. 

После инкубирования, проводилась трансформация компетентных клеток DH5α 

лигазной смесью методом теплового шока. Отобранные клоны, вектор V1a, 

несущий соответствующую кассету, были просеквенировали для анализа 

мутаций в кассетах. Для секвенирования были использованы прямой праймер - 

200709 и обратный праймер - 200710.  Полученные векторы в результате 

лигирования были маркированы как V1aTeGE (уЗФБ), V1aTaCPE (КБ ВХПЛЯ).  

 

2.2.2.6 Сборка модифицированного генома в промежуточном векторе 

Для сборки полного модифицированного генома ВАВ, в вектор V1aTeGE 

и в вектор V1aTaCPE были субклонированы первые ОРС из вектора CASSgva. 

Субклонирование было осуществлено по сайтам PstI. Вектор 

V1aTeGE/V1aTaCPE расщепляли по сайту PstI в 20 мкл реакционной смеси, 

содержащей 1Х O буфер, 10 ед. PstI эндонуклеазы, 200 нг вектора. Смесь 

выдерживали в термоблоке при 370С в течение 4 ч. Далее, 2 мкл смеси 

использовали для анализа результата расщепления методом электроофреза в 

1% агарозном геле.  18 мкл смеси было использовано для дефосфорилирования, 

удаление остатков фосфорной кислоты с 5’- концов порезанного вектора. 

Дефосфорилирование проводилось для предотвращения самолигирования 

вектора. Реакционная смесь объемом 50 мкл содержала: базовый раствор для 

SAP- фосфатазы, 18 мкл расщепленной ДНК, 5 ед. PstI эндонуклеазы и 1 ед. 

SAP- фосфатазы. Реакционную смесь инкубировали при 370С в течение 5 часов, 

далее проводили инактивацию фермента фосфатазы путем нагревания. Смесь 

инкубировали при 650С в течение 15 мин, что способствует полной 

инактивации фосфатазы. После инактивации, смесь в полном объеме наносили 

в агарозный 1% гель с последующим электрофорезом и выделением 

дефосфорилированного вектора.  

Вектор CASSgva был расщеплен PstI эндонуклеазой для получения 

первых ОРС. Для расщепления была приготовлена реакционная смесь, 

содержащая 1Х O буфер, 10 ед. PstI эндонуклеазы, 420 нг вектора. Смесь 

выдерживали в термоблоке при 370С в течение 4 ч. Далее, вся смесь была 

анализирована электрофорезом в 1% агарозном геле. Фрагмент, 

соответствующий размеру первых ОРС был выделен из геля. Далее проводили 

лигирование первых ОРС и дефосфорилированного V1aTeGE/V1aTaCPE 

вектора. Лигирование осуществлялось в 10 мкл реакционной смеси. 

Реакционная смесь содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 140 нг - 
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V1aTeGE/V1aTaCPE вектора и 70 нг первых ОРС. Для оценки эффективности 

лигирования был поставлен контроль - лигирование только вектора. 

Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала базовый раствор для Т4 ДНК 

лигазы, 100 нг - V1aTeGE/V1aTaCPE вектора. Лигирование проводилось в 

течение 10 часов при 40С. Далее, лигазной смесью проводили трансформацию 

компетентных клеток DH5α. Из отобранных клонов выделяли плазмидную 

ДНК и использовали в анализе наличия первых ОРС. Отобранные клоны для 

анализа наличия первых ОРС и их ориентации расщеплялись Cfr9I и XbaI 

эндонуклеазами, а также анализировались методом ПЦР с использованием 

праймеров 201364 и 200710, рисунок 19.   

 
Рисунок 19 – Схематическое изображение расположения праймеров 

201364 и 200710 

 

Расщепление проводили в 20 мкл реакционной смеси, которая содержала 

1X Cfr9I буфер, 220 нг ДНК, 5 ед. Cfr9I и 10 ед. XbaI эндонуклеазы. 

Расщепление проводили в течение 3 часов при  370С. Результаты расщепления 

анализировали гель - электрофорезом в 1% агарозном геле.  

Амплификацию с 201364 и 200710 праймерами проводили в 25 мкл 

реакционной смеси, которая содержала базовый раствор для Taq - полимеразы, 

20 нг ДНК, 0,2 мМ каждого праймера. Программа амплификации включала: 1. 

Общую денатурацию при 960С – 3 мин. 2. Циклирование. 30 циклов: 2а – 

денатурация при 960С – 20 сек.; 2б – отжиг праймеров при 540С – 30 сек.; 2в – 

элонгация при 720С - 1 мин. 3. Финальную элонгацию при 720С – 7 мин.  

Результаты амплификации анализировались гель - электрофорезом в 1% 

агарозном геле. 

Отобранные клоны с правильной ориентацией первых ОРС были 

маркированы как pCASSTEE (уЗФБ) и pCASSTaCPE (КБ ВХПЛЯ). Для анализа 

наличия мутаций в области кассеты, было проведено секвенирования при 

использовании праймеров 200710, 200709, f-mid-GFP для pCASSTEE и 200710, 

200709, 201218, f-mid-K2 для pCASSTaCPE.  pCASSTEE и pCASSTaCPE 

векторы были использованы для субклонирования модифицированной части 

генома ВАВ в бинарный вектор.  

 

2.2.2.7 Субклонирование немодифицированного генома ВАВ в бинарный 

вектор 

Немодифицированный геном ВАВ был субклонирован из pCASSgva в 

бинарный вектор pCAMBIA 2300 [345, 346] и служил контролем для анализа 

экспресси гетерологичных генов в вирусных векторах на основе генома ВАВ. 
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Создание конструкции pCAMgva 

Конструкция состояла из бинарного вектора pCambia 2300 (приложение 

Д) и полного генома вируса А винограда с фланкирующими его регуляторными 

последовательностями (35S- промотер, 35S- терминатор). Геном с 

фланкирующими его регуляторными последовательностями был вырезан из 

конструкции pCASSgva по сайтам PvuII. PvuII сайты расположены в pCASS2 

векторе, перед 35S- промотором и после 35S- терминатора.  Реакционная смесь 

объемом 20 мкл содержала 1Х G буфер, 250 нг вектора, 2 ед. PvuII 

эндонуклеазы.  Бинарный вектор расщеплялся по сайту Ecl136II. Для 

расщепления бинарного вектора, реакционная смесь объемом 20 мкл содержала 

Ecl136II буфер, 200 нг вектора и 5 ед. Ecl136II эндонуклеазы. Результаты 

расщепления для pCASSgva и pCambia 2300 анализировали гель - 

электрофорезом в 1% агарозном геле. Лигирование проводили в 10 мкл 

реакционной смеси, которая содержала: 200 нг pCambia 2300 (Ecl136II) и 230 нг 

немодифицированного генома ВАВ, базовый раствор для Т4 ДНК лигазы. 

Смесь инкубировалась в течение 14-16 часов при +40С. Реакционнная смесь 

использовалась для трансформации компетентных клеток DH5α. Полученные 

клоны были проверены на наличие генома ВАВ с помощью ПЦР метода при 

использовании 200709 и 200710 праймеров [347], а также с помощью 

расщепления по сайтам PstI. Праймер 200709 комплементарен 3’- 

последовательности ОРС4, а 200710 праймер комплементарен 3’- 

последовательности ОРС5. Праймера разрабатывались к консервативным 

участкам ОРС4 и ОРС5 ВАВ. Амплификацию проводили в 25 мкл реакционной 

смеси, которая содержала базовый раствор для Taq - полимеразы, 0,2 мМ 

каждого праймера, 30 нг ДНК. Программа для амплификации включала: 1. 

Общую денатурацию при 960С – 3 мин. 2. Циклирование. 30 циклов: 2а – 

денатурация при 960С – 20 сек.; 2б – отжиг праймеров при 600С – 30 сек.; 2в – 

элонгация при 720С - 40 сек. 3. Финальную элонгацию при 720С – 5 мин.  

Результаты амплификации анализировались гель - электрофорезом в 1% 

агарозном геле. 

 Анализ клонов путем расщепления по PstI сайтам проводился в 20 мкл 

реакционной смеси, которая содержала 1Х O буфер, 10 ед. PstI эндонуклеазы, 

200 нг ДНК. Смесь выдерживали в термоблоке при 370С в течение 4 ч. Далее, 

вся смесь была анализирована электрофорезом в 1% агарозном геле. 

 

2.2.2.8 Сборка модифицированного генома ВАВ в бинарном векторе 

Модифицированный геном ВАВ из pCASSTEE и pCASSTaCPE был 

субклонирован в вектор pCAMgva. Клонирование было осуществленно по 

сайтам AatII и SalI [234, с. 20]. Сайт AatII расположен ближе к 3’- концу ОРС1, 

5050 п.о. относительно генома ВАВ. Сайт SalI находится перед 35S 

терминатором, в векторе pCASS2. Расщепление pCASSTEE, pCASSTaCPE и 

pCAMgva, каждого в отдельности, было осуществлено в 2 этапа. Первый этап: 

20 мкл реакционной смеси, которая содержала 1x Tango буфер, 250 нг вектора, 

10 ед. AatII, инкубировали в течение 3 ч при 370С. Далее, 2 мкл смеси 
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использовали для анализа гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. 

Оставшуюся смесь подвергали очистке методом осаждения этанолом в 

присутствии солей. К реакционной смеси добавляли 1.8 мкл 3М ацетата калия и 

2.5 объема 96% этанола. Смесь выдерживалась 15 мин при -800С, далее 

проводили осаждение путем центрифугирования в течение 15 мин при 12 000 

оборотах. После осаждения, супернатант сливали, а к осадку добавляли 200 мкл 

75% этанола. Проводили центрифугирование в течение 15 мин при 10 000 

оборотах. Осадок высушивали при комнатной температуре и разводили в 17 

мкл деионизированной воды.  2 этап заключался в расщеплении вектора с 

помощью второй эндонуклеазы SalI. 20 мкл реакционной смеси содержало: 17 

мкл расщепленного вектора из 1-го этапа, 1Х O буфер, 10 ед. SalI 

эндонуклеазы. Смесь выдерживали в термоблоке при 370С в течение 4 ч. Далее, 

вся смесь была анализирована гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. Из 

геля были вырезаны фрагменты, соответствующих размеров, и лигированы. 

Лигирование осуществлялось для pCAMgva и модифицированного фрагмента 

из pCASSTEE, а также для pCAMgva и модифицированного фрагмента из 

pCASSTaCPE. Реакционная смесь для лигирования объемом 10 мкл содержала: 

150 нг вектора, 150 нг фрагмента, состоящего из модифицированного генома 

ВАВ, базовый раствор для Т4 ДНК лигазы. Реакционная смесь выдерживалась 

при +40С в течение 14-16 часов. Далее, лигазной смесью проводили 

трансформацию компетентных клеток DH5α.  Анализ отобранных клонов, на 

наличие модифицированной части генома ВАВ в pCAMgva векторе проводился 

с помощью амплификации при использовании aCP-f и aCP-r праймеров для КБ 

ВХПЛЯ, а также eGFP-f и eGFP-r праймеров для уЗФБ. Реакционная смесь 

объемом 25 мкл содержала: базовый раствор для Taq - полимеразы, 0,2 мМ 

каждого праймера, 20 нг ДНК. Программа для амплификации включала: 1. 

Общую денатурацию при 960С – 3 мин. 2. Циклирование. 30 циклов: 2а – 

денатурация при 960С – 20 сек.; 2б – отжиг праймеров при 600С – 30 сек.; 2в – 

элонгация при 720С - 1.5 мин. 3. Финальную элонгацию при 720С – 7 мин.  

Результаты амплификации анализировались гель - электрофорезом в 1% 

агарозном геле. Полученные векторы были маркированы как pCAmV1aTeGE и 

pCAMV1aTaCPE.  

 

2.2.3 Разработка вектора путем деконструирования генома ВАВ. Замена 

ОРС4 на гетерологичный ген 

Для разработки вирусного вектора на основе деконструктивного генома 

ВАВ, была использована плазмида pCASSgva. Стратегия разработки вектора 

заключалась в замене ОРС4 ВАВ на гетерологичный ген. Гетерологичный ген 

находился под контролем субгеномного промотора КБ ВАВ и в рамке 

считывания с ОРС5 [348]. 

Область перекрытия ОРС3 и ОРС4 оставалась интактной. Для удаления 

аминокислотной последовательности области перекрытия (N-конца КБ ВАВ) и 

для отделения гетерологичного белка от белка Р10, были внесены 

последовательности 2А пептидов. Т2А последовательность была внесена 
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между областью перекрытия и гетерологичным геном, Е2А последовательность 

была внесена между ОРС5 и гетерологичным геном.  Стоп-кодоны у 

гетерологичных генов были удалены.  Модифицированный геном ВАВ в 

дальнейшем был субклонирован в бинарный вектор pCAMgva для 

агробактериальной доставки в растения. Эффективность вирусного вектора 

была анализирована путем внесения гена, кодирующего зеленый 

флуоресцентный белок и гена, кодирующего капсидный белок вируса 

хлоротической пятнистости листьев яблони, данные гены вносились по 

отдельности.  

 

2.2.3.1 Дизайн праймеров для сайт - направленного мутагенеза генома 

ВАВ. Удаление ОРС4 

Удаление ОРС4 осуществлялось с помощью ПЦР при использовании 

специфичных праймеров. Праймер 201267 комплементарен к ОРС5 и на своем 

5’-конце несет сайты рестрикции BglII и XbaI. Праймер 201268 (таблица 6), 

комплиментарен области перекрытия ОРС3 с ОРС4 и на своем 5’-конце несет 

BglII и Cfr9I  сайты рестрикции, рисунок 20. С помощью праймеров 201267 и 

201268 вносятся сайты рестрикции Cfr9I и XbaI для клонирования кассет, 

несущих гетерологичный ген, который фланкирован последовательностями 2А 

пептидов. Матрицей послужил вектор V1, подглава – Удаление первых ОРС и 

внесение рестрикционных сайтов между ОРС4 и ОРС5 генома ВАВ. Для 

амплификации, реакционная смесь объемом 25 мкл содержала: базовый раствор 

для Pfu - полимеразы, 30 нг ДНК, 0,2 мМ каждого праймера. 

  

 
 

Рисунок 20 – Иллюстрация области перекрытия ОРС3 и ОРС4 ВАВ 

 

Программа для амплификации включала: 1. Общую денатурацию при 

960С – 3 мин. 2. Циклирование. 30 циклов: 2а – денатурация при 960С – 20 сек.; 

2б – отжиг праймеров при 500С – 30 сек.; 2в – элонгация при 720С - 5 мин. 3. 

Финальную элонгацию при 720С – 15 мин.  Результаты амплификации 

анализировались гель - электрофорезом в 1% агарозном геле, для анализа 

использовалось 2 мкл смеси. Оставшуюся реакционную смесь подвергали 

гидролизу эндонуклеазой DpnI. Реакционная смесь объемом 30 мкл содержала 

базовый раствор для эндонуклеазы DpnI, 23 мкл ПЦР - продукта. 

Инкубирование проводили при 370С в течение 1 часа. Инактивацию фермента 

осуществляли путем нагревания при 800С в течение 20 минут. Далее, ПЦР - 



82 
 

продукт выделяли из геля и подвергали расщеплению эндонуклеазой BglII. 

Расщепление проводили в 20 мкл реакционной смеси, которая содержала: 1Х О 

буфер, 200 нг ДНК и 5 ед. BglII эндонуклеазы. Инкубирование проводили при 

370С в течение 2 часов. После инкубирования, проводился гель - электрофорез в 

1% агарозном геле и ДНК выделяли из геля для лигирования. Лигирование 

проводили в 10 мкл реакционной смеси, которая содержала: базовый раствор 

для Т4 ДНК лигазы, 70 нг ДНК. Инкубирование лигазной смеси осуществляли 

при комнатной температуре в течение 2 часов. Далее лигазной смесью 

трансформировали компетентные клетки DH5α. Отобранные колонии, 

выросшие на твердой ЛБ среде, инокулировали в жидкую ЛБ среду с 

последующим выделением плазмидной ДНК. Полученный вектор был 

маркирован как V1b. Отобранные клоны V1b вектора использовались для 

внесения кассеты, содержащей 2А последовательности и гетерологичного гена 

между ними.  

Анализ клонов на наличие сайтов рестрикции проводился путем 

расщепления отобранных клонов BglII и PstI эндонуклеазами. Реакционная 

смесь объемом 20 мкл содержала: 1Х О буфер, 120 нг ДНК, 3 ед. BglII и 3 ед. 

PstI. Инкубирование проводили при 370С в течение 3 часов. Результаты 

расщепления проверяли гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. 

Анализ модифицированной части генома в отобранных после 

расщепления клонах V1b вектора проводился путем секвенирования при 

использовании праймера 200710. 

Кассеты, несущие гетерологичный ген, фланкированный 

последовательностями 2А пептидов, были получены из векторов V4Т2gfpE2 и 

V4T2аСРE2 (2.2.1.4 Клонирование и секвенирование гетерологичного гена).  

 

2.2.3.2 Субклонирование кассеты, несущей гетерологичный ген и 2А 

последовательности 

Кассета, несущая Т2А-eG-Е2А (уЗФБ ген фланкированный Т2А и Е2А 

последовательностями), а также кассета, несущая Т2А-aCP-Е2А (КБ ВПХЛЯ 

ген фланкированный Т2А и Е2А последовательностями), были субклонирована 

из векторов V4Т2gfpE2 и V4T2аСРE2 соответственно в вектор V1b по сайтам 

рестрикции Cfr9I и XbaI, рисунок 19. Векторы V4Т2gfpE2, V4T2аСРE2 и V1b 

подвергались расщеплению эндонуклеазами в 20 мкл реакционной смеси, 

содержащей: 1х Cfr9I буфер, 5 ед. Cfr9I, 10 ед. XbaI, V4Т2gfpE2/V4T2аСРE2 

вектор в концентрации 300 нг, а вектор V1b в концентрации 150 нг. 

Реакционная смесь инкубировалась при 370С в течение 4 ч. Результаты 

расщепления были анализированы методом электрофореза в 1% агарозном 

геле. Кассеты и расщепленный V1b вектор выделялись из агарозного геля. 

Далее проводили лигирование кассет и вектора V1b. Каждая кассета в 

концентрации 250 нг смешивалась с вектором V1b в концентрации 100 нг. 

Лигирование проводилось при 40С в течение 14-16 часов. После 

инкубирования, проводилась трансформация компетентных клеток DH5α 

лигазной смесью методом теплового шока. Далее проводили выделение 
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плазмидной ДНК из клеток с последующим анализом отобранных клонов на 

наличие кассет. Анализ проводился при использовании ПЦР - метода со 

специфичными праймерами для уЗФБ (eGFP-f, eGFP-r) и для КБ ВХПЛЯ 

(aCPdet-f, aCPdet-r). Отобранные клоны, вектор V1b, несущий 

соответствующую кассету, были просеквенировали для анализа мутаций в 

кассетах. Для секвенирования были использованы прямой праймер – 200709 и 

обратный праймер – 200710.  Полученные векторы в результате лигирования 

были маркированы как V1bTeGE (уЗФБ), V1bTaCPE (КБ ВХПЛЯ). 

 

2.2.3.3 Сборка модифицированного генома в бинарном векторе  

Для сборки полного модифицированного генома ВАВ, в вектор V1bTeGE 

и в вектор V1bTaCPE были субклонированы первые ОРС из вектора CASSgva. 

Субклонирование было осуществлено по сайтам PstI. Вектор 

V1bTeGE/V1bTaCPE расщепляли по сайту PstI в 20 мкл реакционной смеси, 

содержащей 1Х O буфер, 5 ед. PstI эндонуклеазы, 200 нг вектора. Смесь 

выдерживали в термоблоке при 370С в течение 4 ч. Далее, 2 мкл смеси 

использовали для анализа результата расщепления методом электроофреза в 

1% агарозном геле.  18 мкл смеси было использовано для дефосфорилирования, 

удаление остатков фосфорной кислоты с 5’- концов порезанного вектора. 

Дефосфорилирование проводилось для предотвращения самолигирования 

вектора. Реакционная смесь объемом 50 мкл содержала: базовый раствор для 

SAP - фосфатазы, расщепленную ДНК- 18 мкл из реакции рестрикции, 5 ед. PstI 

эндонуклеазы и 1 ед. SAP - фосфатазы. Реакционную смесь инкубировали при 

370С в течение 10 часов, далее проводили инактивацию фермента фосфатазы 

путем нагревания. После инактивации, ДНК очищалась путем осаждения 

этанолом в присутствии солей. Осадок разводился в 20 мкл деионизированной 

воды. 

Вектор CASSgva был расщеплен PstI эндонуклеазой для получения 

первых ОРС. Для расщепления была приготовлен реакционная смесь, 

содержащая 1Х O буфер, 5 ед. PstI эндонуклеазы, 350 нг вектора. Смесь 

выдерживали в термоблоке при 370С в течение 4 ч. Далее, вся смесь была 

анализирована гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. Фрагмент, 

соответствующий размеру первых ОРС и 35S промотору (7200 п.о.) был 

выделен из агарозного геля. Далее проводили лигирование первых ОРС и 

дефосфорилированного вектора V1bTeGE/V1bTaCPE. Лигирование 

осуществлялось в 10 мкл реакционной смеси. Реакционная смесь содержала 

базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 70 нг вектора V1bTeGE/V1bTaCPE и 200 

нг ДНК, соответствующей ОРС и 35S промотору. Инкубирование проводили 

при 40С в течение 16 часов. Для оценки эффективности лигирования, был 

поставлен контроль - лигирование только вектора. Лигазной смесью проводили 

трансформацию клеток DH5α. Отобранные клоны анализировались на наличие 

первых ОРС и ориентации первых ОРС методом ПЦР с использованием 

праймеров 201364 и 200710. Амплификацию с 201364 и 200710 праймерами 

проводили в 25 мкл реакционной смеси, которая содержала базовый раствор 
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для Taq - полимеразы, 20 нг ДНК, 0,2 мМ каждого праймера. Программа 

амплификации включала: 1. Общую денатурацию при 960С – 3 мин. 2. 

Циклирование. 30 циклов: 2а – денатурация при 960С – 20 сек.; 2б – отжиг 

праймеров при 540С – 30 сек.; 2в – элонгация при 720С - 1 мин. 3. Финальную 

элонгацию при 720С – 7 мин.  Результаты амплификации анализировались гель 

- электрофорезом в 1% агарозном геле. 

  Отобранные клоны с правильной ориентацией первых ОРС были 

маркированы как pCASSv1bTEE и pCASSv1bTaCPE. Для анализа наличия 

мутаций в области кассеты было проведено секвенирования при использовании 

праймеров 200710, 201364, f-mid-GFP для pCASSv1bTEE и 201210, 201364, f-

mid-K2 для pCASSv1bTaCPE.   Модифицированный геном ВАВ из 

pCASSV1bTEE и pCASSV1bTaCPE был субклонирован в вектор pCAMgva. 

Клонирование было осуществлено по сайтам AatII и SalI. Расщепление 

pCASSV1bTEE, pCASSV1bTaCPE и pCAMgva, каждого в отдельности, было 

осуществлено в 2 этапа. Первый этап: 20 мкл реакционной смеси, которая 

содержала 1x Tango буфер, 250 нг вектора, 10 ед. AatII, инкубировали в течение 

3 ч при 370С. Далее, 2 мкл смеси использовали для анализа гель - 

электрофорезом в 1% агарозном геле. Оставшуюся смесь подвергали очистке 

методом осаждения этанолом в присутствии солей. Осадок высушивали при 

комнатной температуре и разводили в 17 мкл деионизированной воды.  2 этап 

заключался в расщеплении вектора с помощью второй эндонуклеазы SalI. 20 

мкл реакционной смеси содержало: 17 мкл расщепленного вектора из 1-го 

этапа, 1Х O буфер, 5 ед. SalI эндонуклеазы. Смесь выдерживали в термоблоке 

при 370С в течение 4 ч. Далее, вся смесь была анализирована гель - 

электрофорезом в 1% агарозном геле. Из геля были вырезаны фрагменты, 

соответствующих размеров, и лигированы.  Лигирование осуществлялось для 

pCAMgva и фрагмента генома ВАВ из pCASSV1bTEE, а также для pCAMgva и 

фрагмента генома ВАВ из pCASSV1bTaCPE. Реакционная смесь для 

лигирования объемом 10 мкл содержала: 100 нг вектора, 70 нг фрагмента, 

состоящего из модифицированного генома ВАВ, базовый раствор для Т4 ДНК 

лигазы. Реакционная смесь выдерживалась при +4С в течение 14-16 часов. 

Далее, лигазной смесью проводили трансформацию компетентных клеток 

DH5α. Анализ отобранных клонов на наличие модифицированного генома ВАВ 

проводился методом ПЦР с использованием специфичных праймеров к уЗФБ 

(eGFP-f, eGFP-r) и к КБ ВХПЛЯ (aCPdet-f, aCPdet-r).  Полученные векторы 

были маркированы как pCAМV1bTeGE (уЗФБ) и pCAMV1bTaCPE (КБ 

ВХПЛЯ).  

      

2.2.4 Разработка трансгенных растений Nicotiana benthamiana, несущих 

ген капсидного белка ВАВ 

Для повышения количества гетерологичного белка в растениях при 

экспрессии гетерологичных генов с помощью деконструированного вирусного 

вектора были разработаны трансгенные растения, несущие ген КБ ВАВ [349]. 

Стабильная трансформация осуществлялась с помощью агробактерий. Для 
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внесения гена КБ ВАВ в геном растений, ген КБ изначально был клонирован в 

бинарный вектор pBI121 (приложение Е) по сайтам рестрикции XbaI и SacI. Для 

амплификации гена КБ использовался вектор pCASSgva и праймер ORF4-f (5’- 

CAGAAGTTTTCTAGACAATAAAGAGACTTG-3’), а также праймер ORF4-r 

(5’- ACGATGGGTCGAGCTCCTATATCTCG -3’). Праймер  ORF4-f  

расположен 6371-6400 п.о относительно генома ВАВ, в то время, как праймер 

ORF4-r расположен 7025 – 7000 п.о относительно генома ВАВ.  

Амплификацию проводили в 25 мкл реакционной смеси, которая содержала 

базовый раствор для pfu - полимеразы, 0,2 мМ каждого праймера, 30 нг вектора 

pCASSgva. Программа амплификации включала: 1. Общую денатурацию при 

960С – 3 мин. 2. Циклирование. 30 циклов: 2а – денатурация при 960С – 20 сек.; 

2б – отжиг праймеров при 520С – 30 сек.; 2в – элонгация при 720С - 40 сек. 3. 

Финальную элонгацию при 720С – 5 мин.  Результаты амплификации 

анализировались гель - электрофорезом в 1% агарозном геле. 

После амплификации, ген КБ был клонирован в T-pGEM3zf+ методом 

Т/А, с получением вектора pGEMCP. Лигирование проводили в 10 мкл 

реакционной смеси, которая содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 70 

нг вектора T-pGEM3zf+, расщепленного по сайту Eam1105I (Клонирование 

последовательностей 2А пептидов в T-pGEM3zf+), 70 нг амплифицированного 

гена КБ ВАВ. Инкубирование реакционной смеси проводили в течение 2 часов 

при комнатной температуре. Далее проводили трансформацию компетентных 

клеток DH5α лигазной смесью. Анализ отобранных клонов на наличие гена КБ 

ВАВ проводился ПЦР - методом со специфичными праймерами ORF4-f и 

ORF4-r.  Ген КБ ВАВ в отобранных клонах вектора pGEMCP был секвенирован 

при использовании Т7 - прямого и М13 - обратного праймеров. Далее, КБ ген 

субклонировали в бинарный вектор pBI121 с получением вектора pBIcp. 

Субклонирование проводилось по сайтам XbaI и SacI. pGEMCP и pBI121 

расщеплялись по отдельности в 20 мкл реакционной смеси, которая содержала 

1Х Tango буфер, 350 нг ДНК для pGEMCP, 300 нг ДНК для pBIcp, 5 ед. XbaI и 

10 ед. SacI. Расщепление проводили в течение 3 ч. при 370С. Далее, анализ 

расщепления проводился методом гель - электрофореза в 1% агарозном геле.  

Целевые ДНК выделялись из геля и использовались в лигировании. 

Лигирование проводили в 10 мкл реакционной смеси, которая содержала 

базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 80 нг вектора и 20 нг гена КБ ВАВ. 

Инкубацию проводили в течение 16 ч. при 40С. Далее лигазной смесью 

проводили трансформацию компетентных клеток DH5α. Отобранные клоны 

были анализированы путем расщепления по сайтам XbaI и SacI. Отобранные 

клоны pBIcp вектора были использованы для трансформации компетентных 

клеток агробактерий методом замораживания/оттаивания.  

  

2.2.4.1 Трансформация растений путем использования агробактерий 

Приготовление стерильных растений Nicotiana benthamiana. Семена 

растений обробатывались 10% раствором отбеливателя с добавлением 0,1 % 

Tween 20 в течение 20 мин. Далее, семена промывались стерильной водой 5 раз 
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по 2 мин. После промывания, 10-15 семян располагали в боксы размером 77 мм 

× 77 мм × 97 мм (Magenta бокс), содержащих твердую MSgr среду.  Растения из 

семян выращивали в течение 3-4 недель при 280С и 16 часовом световом 

периоде. Растения, имеющие 5-6 листков, использовались для получения 

эксплантов.   

Приготовление агробактерий для совместного культивирования с 

эксплантами. Отобранные клоны агробактерий, несущие вектор pBIcp, 

инокулировали в 5 мл ЛБ среды, содержащей канамицин (50 мкг/мл) и 

рифампицин (25 мкг/мл). 150-300 мкл ночной культуры инокулировали в 30 мл 

жидкой MScr среды, содержащей ацетосирингон (0,2 мМ) и без антибиотиков. 

MScr среду с агробактериями выдерживали в темноте в течение 1 часа.  Далее, 

экспланты листков табака, размером 1 см2, помещали в данную среду и 

выдерживали в течение 15 минут. После этого, экспланты располагали на 

чашках Петри, содержащих твердую MScr среду для ко-культивирования. 

Перед ко-культивирования, твердую среду слегка разрыхляли стерильными 

щипцами, экспланты помещали не на поверхность среды, а слегка погружали в 

среду.  5 эксплантов располагали на одной чашке Петри. Чашки Петри 

закрывались, обматывались парафильмом и выдерживались в течение 24 ч в 

темноте. Далее, чашки Петри с эксплантами выдерживались при 16-часовом 

световом периоде с освещением в 70 μmol m-2 sec-2, в течение 4-6 дней. 

Температура воздуха составляла 280С. Ежедневно проверялся уровень роста 

агробактерий, в случае чрезмерного роста агробактерий, экспланты 

пересаживались на свежую питательную среду, содержащую дополнительно 

канамицин (100 мкг/мл) и тиментин (300 мкг/мл). Культивирование эксплантов 

на среде с антибиотиками осуществлялась в течение 10-20 дней, далее, 

экспланты снова пересаживались на свежую питательную среду, и 

культивировались несколько недель, за это время происходило формирование 

каллуса. Побеги, достигшие 2-3 см в длину, пересаживались в Magenta бокс с 

твердой MSgr средой, содержащую антибиотики канамицин (100 мкг/мл) и 

тиментин (300 мкг/мл), для формирования корней. Побеги аккуратно 

отделялись от каллуса и нижних листков с помощью стерильного скальпеля.  4 

побега располагали в один Magenta бокс. Корни начали формироваться через 3-

4 недели культивирования. После формирования 3-5 корней длиной 2 см, 

регенеранты готовили для пересадки в почву.   

Перенос регенерантов в почву. Регенеранты были подготовлены к ex-vitro 

условиям в соответствии с методикой Бурова (335). Жидкая Мурасиге - Скуга 

среда (1/10 МС без витаминов и углеводов) разливалась в Magenta боксы, 

заполнялась 1/6 бокса. Регенеранты промывались под струей водопроводной 

воды и погружались в МС среду. После этого Magenta боксы плотно 

закрывались крышками и выдерживались 24 часа. Далее, крышки боксов 

открывали для адаптации растений к условиям окружающей среды. В МС среде 

растения выдерживались в течение 3-4 дней. После этого регенеранты были 

перенесены в почву. Предварительно почва была термически обработана при 

1000С в течение 3 часов в сушильном шкафе. Растения, перенесенные в почву, 
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накрывались пластиковыми колпаками с отверстиями для прохождения 

воздуха. Накрытие растений препятствовало увяданию. Растения поливались 4 

раза в неделю. После адаптации регенерантов к почве, пластиковые колпаки 

убирались, и полив сокращался до 2 раз в неделю. Перед появлением цветков, 

растения накрывались полиэтиленовыми файлами для предотвращения 

перекрестного опыления. После самоопыления, семена собирались в пробирки 

и хранились при 40С в холодильнике.  

 

2.2.4.2 Проверка семян на наличие трансгена 

Для определения гомозиготных трансгенных линий, семяна растений Т1 

и Т2 поколений сеяли на чашки Петри, содержащие MSgr среду с канамицином 

(300 мкг/мл). Трансгенные гомозиготные семена давали рост полноценным 

растениям, в то время как нетрансгенные семена не способны были к 

герменации вообще. Гетерозиготные линии давали небольшие побеги, которые 

в дальнейшем обесцвечивались и погибали.  Растения Т1 и Т2 поколений были 

проверены на трансгенность с помощью ПЦР - анализа и вестерн блоттингом. 

Для анализа R0, Т1 и Т2 регенерантов с помощью ПЦР - анализа, геномная 

ДНК растений была выделена с помощью СТАВ метода (336). 100 мг свежих 

листьев табака гомогенизировали в 1 мл СТАБ - буфера (2% СТАБ; 1.4 М NaCl; 

100 mM трис-HCl, рН 8.0; 20 mM ЭДТА; 0.2 % 2-меркаптоэтанол; 1% 

поливинилпирролидон; 1% Na2SO3). Далее проводили инкубацию в течение 1 ч 

при 600С. Каждые 10 мин пробирки переворачивали вверх-вниз для 

перемешивания гомогената. После инкубирования, добавляли 1 мл хлороформ: 

изоамиловый спирт (24:1) и проводили центрифугирование в течение 15 мин 

при 13 тыс об., комнатная температура. Водную надосадочную фазу отбирали в 

новую пробирку, к которой добавляли 0,5 объема 5М NaCl и 2,5 объема 96% 

спирта. Далее проводили инкубирование в течение 20 мин при 40С. После 

инкубирования, ДНК осаждали центрифугированием в течение 15 мин при 13 

тыс. об.. Супернатант удалялся, а к осадку добавляли 200 мкл 75% спирта.  

Далее проводили центрифугирование в течение 15 мин при 13 тыс. оборотов. 

Супенатант удалялся, а осадок высушивался при комнатной температуре. 

Высушенный осадок разводился в 40 мкл деионизированной воды.  ПЦР 

проводили со специфичными праймерами ORF4-f и ORF4-r. Вестерн блоттинг 

был проведен для растений Т2, перед их агроинфильтрацией разработанным 

деконструктивным вектором.    

 

2.2.5 Трансформация агробактерий разработанными векторами 

pCAmV1aTeGE, pCAMV1aTaCPE, pCAmV1bTeGE, pCAMV1bTaCPE, 

pCAMаСР, pCAMeG векторы, а также pCAMgva вектор были использованы для 

трансформации агробактерий методом замораживания/оттаивания.  pCAMgva, 

pCAMаСР, pCAMeG векторы были использованы как контроли экспрессии 

гетерологичных генов в вирусных векторах на основе генома ВАВ.  

Отобранные колонии агробактерий проверялись на наличие конструкций 

методом ПЦР с праймерами 200709 и 200710 для pCAmV1aTeGE, 
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pCAMV1aTaCPE, pCAMgva векторов, для pCAmV1bTeGE, pCAMeG векторов – 

eGFP-f и eGFP-r праймеры, для pCAMV1bTaCPE и pCAMаСР векторов – 

aCPdet-f  и aCPdet-r праймеры.   

 

2.2.6 Агробактериальная инфильтрация листьев Nicothiana benthamiana  

Отобранные колонии агробактерий, несущие конструкции pCAMgva, 

pCAmV1aTeGE, pCAMV1aTaCP, pCAmV1bTeGE, pCAMV1bTaCPE, pCAMаСР, 

pCAMeG векторы были заморожены в 15% глицерине на -800С.  Инокуляция 

агробактерий из глицеринового стока производилась в размере одной полной 

петли в 5 мл жидкой ЛБ среды с канамицином и рифампицином. 

Инокулированные агробактерии растили в течение 12 часов при 280С в 

термошейкере. После чего, клетки осаждались центрифугированием при 4 тыс. 

оборотов в течение 5 минут и осадок разводился в 1 мл жидкой МС среды 

содержащей ацетосерингон (0,2 мМ). Далее проводили осаждение при тех же 

условиях. Полученный осадок разводился в новой среде МС + ацетосерингон 

(0,2 мМ) до достижения ОД 0,3. Разведенный осадок инкубировали в течение 3 

часов при комнатной температуре в темноте. После чего проводили 

агроинфильтрацию растений табака с помощью шприцов без иголок. 

Агроинфильтрации подвергались растения, имеющие 4-6 листьев. Заражались 2 

нижних листа расположенных напротив друг друга. 

 

2.2.7 Анализ РНК и белков из зараженных и системных листьев табака 

РНК из зараженных и верхних системных листьев растений выделялась 

на 3-4 день и на 10-15 день соответственно после агроинфильтрации векторами, 

основанных на полном геноме ВАВ (pCAmV1aTeGE и pCAMV1aTaCPE), 

pCAMgva с помощью набора реагентов GeneJET Plant RNA Purification Kit 

(Thermo Fisher Scientific). Выделение РНК проводилось в соответствии с 

протоколом производителя. Для векторов, разработанных путем 

деконструирования генома ВАВ (pCAmV1bTeGE и pCAMV1bTaCPE) и 

pCAMgva, РНК выделяли из зараженных листьев на 3-4 день после 

агроинфильтрации.  

Нозерн блоттинг проводился со специфичной РНК пробой, 

комплементарной плюс цепи ОРС5.  

Для получения РНК пробы к ОРС5, готовился вектор, содержащий 

последовательность ОРС5. Последовательность ОРС5 была субклонирована из 

вектора pCASSgva в вектор pGEM3zf+ по сайтам рестрикции BamHI и SalI. 

pCASSgva и pGEM3zf+ расщеплялись по отдельности в 20 мкл реакционной 

смеси, которая содержала 1Х BamHI буфер, 340 нг ДНК для pCASSgva вектора, 

200 нг ДНК для pGEM3zf+ вектора, 5 ед. BamHI и 10 ед. SalI эндонуклеаз. 

Реакционная смесь инкубировалась в течение 3 часов при 370С. Далее, 

результаты расщепления анализировались гель - электрофорезом в 1% 

агарозном геле с последующим выделением целевых продуктов из геля. 

Лигирование ОРС5 и расщепленной pGEM3zf+ плазмиды проводили в 10 мкл 

реакционной смеси, которая содержала базовый раствор для Т4 ДНК лигазы, 80 
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нг вектора и 40 нг ОРС5. Лигирование проводили при комнатной температуре в 

течение 2 часов. Далее лигазной смесью трансформировали компетентные 

клетки DH5α. Отобранные клоны проверяли на наличие ОРС5 путем 

расщепления по сайтам рестрикции BamHI и SalI. Полученный вектор был 

маркирован как GR-40.  

Вектор GR-40 расщеплялся по сайту рестрикции BamHI для получения 

линейного вектора и ингибирования транскрипции in-vitro. Расщепление 

проводили в 400 мкл реакционной смеси, которая содержала 1 мкг вектора, 1Х 

BamHI буфера, 20 ед. BamHI. Реакционная смесь выдерживалась при 370С в 

течение 3 ч. Далее проводили очистку расщепленного вектора 

фенолом/хлороформом. 400 мкл 1:1 фенол/хлороформа добавлялось к 400 мкл 

реакционной смеси. Полученную смесь тщательно перемешивали и 

центрифугировали при 10 тыс. оборотов в течение 15 мин. Водную фазу 

отбирали в новую 1,5 мл пробирку и ДНК осаждали этанолом в присутствии 

солей. Осадок разводили в 30 мкл деионизированной воды.  

In-vitro транскрипция. Плучение специфичной РНК пробы. 

Транскрипцию проводили в 20 мкл реакционной смеси, которая содержала 5 

мкл очищенного расщепленного GR-40 вектора, 1Х буфера для транскрипции 

(200 мM Tрис-HCl (pH 7.9 при 25 °C), 30 мM MgCl2, 50 мM DTT, 50 мM NaCl, 

10 мM спермидин), 2 мкл набора – DIG RNA Labeling Kit (Sigma-Aldrich), 

содержащего меченный дигоксигенином урацил, 2 мкл SP6 - полимеразы 

(Thermo Fisher Scientific), 0,5 мкл ингибитора рибонуклеаз – Ribonuclease 

Inhibitor (Invitrogen). Реакционную смесь инкубировали при 370С в течение 2 ч. 

Далее, к смеси добавляли 1 мкл ДНКазы I (DNase I Solution (2500 U/mL), 

Thermo Fisher Scientific) и смесь выдерживали в течение 30 мин при 370С. Далее 

очищали РНК путем добавления 6 мкл 8М LiCl, 300 мкл 96% спирта. 

Полученную смесь выдерживали в течение 16 ч при -200С. Осаждение РНК 

проводили путем центрифугирования при 13 тыс. оборотов и 40С в течение 15 

мин. Супенатант удалялся и к осадку добавлялось 1 мл 75% холодного спирта. 

Далее проводили центрифугирование при 13 тыс. оборотов и 40С в течение 10 

мин.  Супернатант сливался и осадок высушивался при комнатной температуре 

с последующим разведением в 100 мкл деионизированной воды. Для 

гибридизации отбиралось 30 мкл полученной РНК пробы. 

Гель - электрофорез РНК в агарозном геле. 

2500 нг тотальной РНК каждого образца использовалось для проведения 

гель - электрофреза в 1% агарозном геле. Агарозный гель готовился в 100 мл 

раствора, который содержал 1 г агарозы, 10 мкл 10Х MOPS (0.2 M MOPS, 50 

мM ацетат натрия, 10мM EDTA, pH 7.0), 5,1 мл 37% формальдегида. Гель 

помещался в камеру для электрофореза (Wide Mini ReadySub-Cell™, Bio-Rad), 

которая содержала 1Х MOPS. К образцам РНК добавлялся 17 мкл 

денатурирующего буфера (1Х MOPS, 50% формамид, 2,2 М формальдегид). 

Образцы РНК в денатурирующем буфере нагревались при 650С в течение 10 

мин, после чего помещались в лед. Перед внесением образцов в гель к образцам 
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добавлялось 2 мкл 10Х бромфенолового буфера (50% глицерин, 0,3% 

бромфеноловый синий).  Электрофорез проводился при 60В в течение 2 часов.  

Перенос РНК на мембрану [350]. Перенос РНК осуществлялся 

капилярными силами.  Готовился мост из ватман, концы которого были 

опущены в 20X SSC буфер (3М NaCl, 0,3М цитрат натрия). На ватман 

помещался агарозный гель с разделенными РНК, сверху геля размещали 

нитроцеллюлозную мембрану (размер пор 0.45 мкм, размер 20 см × 20 см, 

Sigma-Aldrich). Мембрана предварительно смачивалась в 20X SSC буфере. На 

мембрану накладывали 3 листа ватман, сверху ватман листов располагали 

упаковку тканевых салфеток (KLEENEX ULTRA). На салфетки был 

расположен груз весом 0,5 кг. Перенос осуществлялся в течение 16 часов при 

комнатной температуре. После переноса, проводили фиксирование РНК на 

мембране путем выдерживания мембраны под ультрафиолетом в течение 3 мин.   

Гибридизация вирусных РНК со специфичной РНК пробой. Для 

проведения гибридизации приготавливались следующие растворы: 

- 5Х Малеатный раствор: раствор готовился в 1 литре и содержал 58 г 

малеиновой кислоты, 43,85 г NaCl, рН раствора доводился NaОН до 7,5.  

- Блокирующий раствор: раствор готовился в 500 мл и содержал 50 г 

казеина, 500 мл 5Х малеатного раствора. Перед употреблением раствор 

автоклавировался.  

- Блокирующий буфер: буфер готовился в 20 мл и содержал 10 мл 

блокирующего раствора и 40 мл 5Х малеатного раствора. 

- Буфер для гибридизации: буфер готовился в 50 мл и содержал 10 мл 

блокирующего раствора, 12,5 мл 20X SSC буфера, 100 мкл - 10% 

додецилсульфата натрия, 500 мкл - 10% лауросаркозила, 25 мл формамида. 

Мембрана переносилась в стеклянные кюветы для гибридизационной 

печи – Hybridization shaking oven OH-800D. К мембране добавлялся 

гибридизационный раствор объемом 30 мл и проводилась прегибридизация в 

течение 1 ч при 680С. Далее, раствор удалялся и к мембране добавлялось 40 мл 

гибридизационного раствора, содержащего 30 мкл приготовленной РНК - 

пробы и 20 мкл РНК пробы для субгеномных РНК цитрусового тристеза 

вируса. Проба для ЦТВ была предоставлена лабораторией имени Толковского, 

Волкани центр, Израиль.  Инкубацию с пробами проводили в течение 16 ч при 

температуре 680С. После инкубирования, гибридизационный буфер с пробами 

удалялся в пробирку для последующего использования и замораживался при -

200С. Мембрана промывалась дважды по 20 мин 2Х SSC буфером, который 

содержал 0,1% додецилсульфата натрия. Далее мембрана промывалась дважды 

по 20 мин 0,1Х SSC буфером, содержащим 0,1% додецилсульфата натрия. 

Далее, мембрана промывалась дважды по 1 мин 1Х малеатным раствором, 

содержащим 0,01% Tween 20, после чего промывалась дважды по 1 мин 1Х 

малеатным раствором.  

 После промывания, к мембране добавлялся блокирующий буфер в 

объеме 50 мл и проводили инкубирование в течение 1 часа при комнатной 

температуре. Далее в блокирующий буфер добавлялись 4 мкл антител для 
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дигоксигенина. Инкубирование с антителами проводили в течение 1 ч при 

комнатной температуре. Далее промывали мембрану дважды по 10 мин 1Х 

малеатным раствором, содержащим 0,01% Tween 20, после чего проводили 

промывание мембраны дважды по 10 мин 1Х малеатным раствором.  

Приготовление буфера для субстрата, хемилюминесцентная детекция. 

Буфер для CSPD субстрата готовился в 50 мл и содержал 0.1 M Tрис, 0.1 M 

NaCl, pH раствора доводился до 9.5. Мембрана дважды промывалась в 23 мл 

буфера для субстрата в течение 5 мин при комнатной температуре. Далее 

мембрана переносилась полиэтиленовый файл, закрытый с трех сторон. 7 мкл 

CSPD субстрата добавлялись в 1 мл буфера для субстрата. Далее мембрану с 

субстратом инкубировали при 370С в течение 15 мин. Далее проводили 

экспозицию на фотоматериал (пленку) (Carestream® Kodak® BioMax® light 

film).  На мембрану накладывалась пленка и экспозицию проводили в течение 

30 мин, при необходмости время экспозиции увеличивали. Далее проводили 

проявление пленки в течение 1 мин в Developing solution  и фиксацию в течение 

1 мин в Fixer solution, набор реагентов для проявления и фиксации – Kodak 

Fixer (Sigma-Aldrich). Пленку анализировали денситометрией при 

использовании программы Image Studio Lite 5.2 program (LI-COR). 

Анализ экспрессии капсидного белка ВАВ, капсидного белка ВХПЛЯ и 

уЗФБ был осуществлен с помощью Вестерн блоттинга. Белки выделялись из 

тех же листьев, что и РНК. Белки были выделены методом, основанном на 

использовании мочевины. Иммуноблотинг был выполнен при использовании 

первичных антител к капсидному белку ВХПЯ (Bioreba), первичных антител к 

ЗФБ (Invitrogen) и первичных антитела к КБ ВАВ (Bioreba), полученных в 

кроликах. Антитела к иммуноглобулину G кролика (Anti-Rabbit IgG (whole 

molecule)–Alkaline Phosphatase (Sigma- Aldrich)) были использованы как 

вторичные антитела.  

Кроме того, анализ экспрессии уЗФБ в листьях осуществлялся с помощью 

флуоресцентной конфокальной микроскопии на микроскопе Leica TCS SP8 

(Leica MICROSYSTEMS) и с помощью флуоресцентной микроскопии на 

микроскопе EVOS FL Cell Imaging System (Thermo Fisher Scientific). Для 

конфокальной микроскопии вырезался эксплант листа размером 1см2, который 

располагался на предметном стекле и накрывался покровным стеклом. 

Эксплант смачивался водой, путем добавления нескольких капель пипеткой. 

Далее проводили микроскопирование. Для флуоресцентной микроскопии на 

микроскопе EVOS FL Cell Imaging System, использовался целый лист, который 

анализировался на наличие экспрессии уЗФБ. Лист располагался на чашке 

Петри. Далее проводили микроскопирование.  

Статистическая обработка данных проводилась путем высчитывания 

Байесовского фактора (minBF) в программе Mathlab [351]. 
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3 РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

 

3.1 Филогенетический анализ Вируса А винограда 

Изучение генетического родства позволяет прослеживать эволюцию 

вирусов, выявлять консервативные и высокомутабельные регионы геномов. 

Генетический анализ вирусов, кандидатов для разработки вирусных векторов, 

позволяет отбирать промоторы из других изолятов для дупликации в геноме 

вирусного вектора с сохранением стабильности вектора, выявлять подходящие 

регионы для модификации генома. Филогенетический анализ ВАВ был 

проведен с целью выявления генетического родства 12 изолятов ВАВ, 

известных в генетической базе данных NCBI. Изолят РА-3 (Италия), который 

был использован для разработки вирусных векторов, ранее не изучался на 

предмет генетического родства с известными изолятами базы данных NCBI. Из 

известных 11 изолятов, 8 изолятов были выделены из южной Африки, 1 изолят 

из Бразилии, 1 изолят из Канады и 1 изолят из Италии. Данные изоляты ВАВ 

способны вызывать 4 типа симптомов синдрома образования желобков у ствола 

Kober: 1, умеренное обесцвечивание жилок; 2, обесцвечивание жилок и хлороз; 

3, обесцвечивание жилок, хлороз, скручивание верхних листьев растения; 4, 

обширный некроз. По филогенетическому анализу нуклеотидных 

последовательностей всего генома, изоляты ВАВ подразделяются на 3 группы 

(рисунок 5), 2-ю группу формируют изоляты обладающие высокой 

патогенностью и вызывающие сильные поражения.   Для филогенетического 

анализа использовались аминокислотные последовательности 4 вирусных 

белков, РНК-зависимая РНК – полимераза, белок передвижения, капсидный 

белок и Р10. По результатам филогенетического анализа репликазы, РА-3 

изолят распределился в группу I совместно с изолятами из Италии (Is 151), 

Бразилии (TRAJ2- BR) и ЮА (GTG11-2), рисунок 21.   

 

 
 

Рисунок 21 – Дендрограмма показывает генетическое расстояние между 

изолятами ВАВ при анализе РНК-зависимой РНК-полимеразы 

 

РНК - зависимая РНК полимераза, так же как и капсидный белок, 

подвержены негативному эволюционному прессу, так как данные белки 

выполняют важные функции в жизнедеятельности вируса. Данная 
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закономерность была выявлена ранее Куниным А.С. и Дольжа для РНК-

содержащих вирусов. 

  Следовательно для выявления генетического родства внутри вида 

перспективнее всего выбирать данные белки. Генетический анализ капсидного 

белка показал, что штамм РА-3 распределяется в ту же группу I как и в случае 

репликазы. Изолят РА-3 формирует монофолетическую группу совместно с 

изолятами из Италии (Is 151), Бразилии (TRAJ2- BR) и ЮА (GTG11-2), рисунок 

22.  

 
 

Рисунок 22 - Дендрограмма показывает генетическое расстояние между 

изолятами ВАВ при анализе капсидного белка 

 

Наиболее вариабельным участком капсидного белка при анализе 12 

изолятов ВАВ является N- концевая часть, 1- 36 аминокислоту, а также 

центральная часть с 80 по 87 аминокислоту, рисунок 23. 

 

 
 

Рисунок 23 – Изображение вариабельности аминокислотных 

последовательностей капсидного белка известных изолятов ВАВ 

 

Вариабельность отмечена в 19% аминокислотных позиций. Позиция 10 и 

189 отмечаются равномерным распределением аминокислоты изолейцина - 

метионина и аланина – серина соответственно, среди 12 изолятов ВАВ. РА-3 в 

положении 10 содержит изолейцин, а в положении 189 серин.  Единственная 
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позиция, в которой отмечается 4 вариантных аминокислот, является позиция 

23. В положении 23 у РА-3 находится треонин. Среди вариантных аминокислот 

находятся: треонин, глутаминовая кислота, глутамин и аланин. Капсидный 

белок для ВАВ играет важную роль, как в локальном, так и в системном 

распространении, значимые мутации приведут к полному ограничиванию 

движения вируса по растению.   

При филогенетическом анализе аминокислотных последовательностей 

белка передвижения, изолят РА-3 распределился отдельно, с наименьшим 

генетическим расстоянием относительно группы III, рисунок 24. 

  

 
 

Рисунок 24 – Дендрограмма показывает генетическое расстояние между 

изолятами ВАВ при анализе белка передвижения 

 

Как было описано ранее, распределение изолятов внутри вида вирусов 

осуществляется по анализу капсидного белка и РНК- зависимой РНК- 

полимеразы. Тем не менее, белок передвижения играет также важную роль в 

распространении вируса по растению. Он способствует прохождению через 

плазмодесмы путем увеличения просвета. При анализе генетического 

расстояния меду изолятами группы III и изолята РА-3 выявлено, что РА-3 и 

Р163-М5 являются наиболее генетически отдаленными изолятами. РА-3 и 

GTR1SD-1 являются изолятами, которые содержат наименьшее генетическое 

расстояние между собой, таблица 7. 

 

Таблица 7 – Генетическое расстояние между изолятами в группе III и изолята 

РА-3 

 
  PA3 GTR1-2 GTR1SD-1 BMo32-1 KWVMo4-

1 

P163-M5 

PA3       

GTR1-2 0,172      

GTR1SD-1 0,147 0,071     

BMo32-1 0,177 0,094 0,048    

KWVMo4-1 0,172 0,086 0,048 0,075   

P163-M5 0,190 0,086 0,059 0,090 0,033  
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В аминокислотных последовательностях белка передвижения 12 изолятов 

ВАВ, было выявлено 37,4 % вариабельных позиций. Наиболее вариабельными 

являются участки с 2-19, 125-129, 254-278 аминокислоты, рисунок 25.   

 

 
 

 

Рисунок 25 - Изображение вариабельности аминокислотных 

последовательностей белка передвижения известных изолятов ВАВ 

 

Филогенетический анализ при использовании аминокислотных 

последовательностей белка Р10 показал, что изолят РА-3 распределяется в 

группу I, рисунок 26.  

 

 
 

Рисунок 26 - Дендрограмма показывает генетическое расстояние между 

изолятами ВАВ при анализе аминокислотных последовательностей белка Р10 
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Группа I и II содержат аналогичные изоляты, как и при анализе 

аминокислотных последовательностей РНК-зависимой РНК полимеразы, 

капсидного белка, белка передвижения.  Изоляты KWVMo4 и P163-M5 группы 

III распределились отдельно. При этом генетическое родство P163-M5 изолята 

наибольшее относительно изолятов группы II. При анализе аминокислотной 

последовательности белка Р10 отмечено 17 вариабельных позиций, рисунок 27. 

 

 
 

Рисунок 27 - Изображение вариабельности аминокислотных 

последовательностей белка Р10 известных изолятов ВАВ 

 

Позиции 8 и 90 отличаются высокой вариабельностью. Для позиции 8 

возможны три разные аминокислоты: аланин, треонин, серин. В позиции 90 

отмечается 4 разные аминокислоты: глутаминовая кислота, аспарагиновая 

кислота, лизин и тирозин.  

Генетический анализ показал, что изолят РА-3 располагается в I группу 

совместно с изолятами из ЮА, Бразилии и Италии. В данной группе находятся 

изоляты средней патогенности, которые не вызывают сильных поражений 

растений. Преимуществом изолятов со средней или низкой патогенностью для 

разработки вирусных векторов является возможность накопления в больших 

количествах рекомбинантного белка из-за отсутствия некротических 

повреждений.  

 

3.2 Разработка вирусного вектора на основе полного генома ВАВ 

Вирусные вектора на основе полных геномов различных вирусов 

растений относятся к векторам первого поколения и были использованы 

одними из первых в транзиентной экспрессии гетерологичных белков в 

растениях. С помощью векторов первого поколения была изучена возможность  

модификации вирусных геномов без влияния на жизнедеятельность самого 

вируса. Успешные вирусные вектора были разработаны на основе полных 

геномов вируса табачной мозаики, Х вируса картофеля, вируса мозаики 

коровьего гороха.  Данные вектора позволили экспрессировать в растениях 

антитела, антигены, пептидные гормоны.  На основе генома ВАВ, ранее был 

разработан вирусный вектор с внесением гетерологичного гена под контроль 

субгеномного промотора ОРС2, но данный вектор обладал низкой 

экспрессионной активностью. В данной работе был разработан вектор на 
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основе полного генома ВАВ путем внесения гетерологичного гена под 

контроль субгеномного промотора ОРС4. Стратегия разработки вектора 

изображена на рисунке 28. Гетерологичный ген располагался между ОРС4 и 

ОРС5 [337, p.1035].  Стоп-кодоны капсидного белка ВАВ и целевого белка 

были удалены. Гетерологичными генами являлись ген усиленного 

флуоресцентного белка и ген капсидного белка вируса хлоротической 

пятнистости листьев яблони.   

 

 
 

 
ОРС1 кодирует полипептид (194 кДа), который содержит консервативные мотивы 

белков ассоциированных с репликацией генома; ОРС2 кодирует белок неизвестной функции 

и строения; ОРС3 кодирует белок передвижения вируса по растению; ОРС4 кодирует 

капсидный белок; ОРС5 кодирует супрессор РНК - интерференции 

 

Рисунок 28 – Стратегия разработки вирусного вектора на основе полного 

генома ВАВ 

 

Каждый из вышеуказанных генов вносился по отдельности в вектор. 

Гетерологичный ген находился под контролем субгеномного промотора 

капсидного белка ВАВ и был в рамке считывания с капсидным белком ВАВ и 

Р10. Экспрессия гетерологичного белка происходила через 3’-терминальную 

субгеномную РНК, соответствующую капсидному белку ВАВ в 

немодифицированном геноме. Разделение гетерологичного белка и вирусных 

белков осуществлялось с помощью 2А пептидов, внесенных между капсидным 

белком ВАВ и гетерологичным белком, а также между гетерологичным белком 

и Р10 вируса А винограда. 
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3.2.1 Удаление первых ОРС и внесение рестрикционных сайтов между 

ОРС4 и ОРС5 

Расщепление вектора pCASSgva по сайтам PstI приводит к удалению 

первых трех ОРС. Один PstI расположен в положении 6174 п.о относительно 

генома ВАВ, на 3’- конце ОРС3. Второй PstI сайт расположен перед 35S 

промотором, рисунок 18.  Результаты расщепления pCASSgva вектора 

изображены на рисунке 29. Фрагмент ДНК, содержащий вектор pCASS и 

остаток генома ВАВ в дальнейшем был самолигирован и наименован как V1 

вектор. 

 

 
 

1 - вектор pCASSgva после расщепления эндонуклеазой PstI; 2 - вектор pCASSgva не 

подвергшийся расщеплению; 3 - вектор pCASSgva, расщепление эндонуклеазой EcoRI; а - 

полоса соответствует размеру первых трех ОРС генома ВАВ; б - полоса соответствует 

размеру вектора pCASS с четвертой и пятой ОРС; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA 

Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 29 – Расщепление вектора pCASSgva эндонуклеазой PstI 

 

Для удаления стоп-кодона КБ ВАВ и внесения сайтов рестрикции между 

ОРС4 и ОРС5 для клонирования гетерологичных генов, полученный вектор был 

использован в сайт - направленном ПЦР - мутагенезе, рисунок 30.  

 

 
 

 1 – продукты амплификации вектора V1 праймерами 201267 и 201268; 2 – контроль, 

pCASSgva; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 30 – Амплификация вектора V1 
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После амплификации, вектор очищался и подвергался самолигированию 

с получением вектора V1a, который содержал Cfr9I и XbaI сайты между ОРС4 и 

ОРС5.  

 

3.2.2 Клонирование и субклонирование  2А последовательностей и 

гетерологичного гена между ними 

С помощью эквималярной ПЦР были получены Т2А и Е2А 

последовательности. Праймера для 2А последовательностей перекрывались на 

3’- концах, а 5’-концы достраивались с помощью Taq-полимеразы, рисунок 31. 

На своих 5’-концах Т2А и Е2А последовательности несут сайты рестрикции 

для клонирования в вектор V1a, на 3’- концах располагаются сайты рестрикции 

для клонирования гетерологичного гена. 

 

 
 

А- Праймера для синтеза Т2А пептида; Б- праймера для синтеза Е2А пептида 

 

Рисунок 31 – Схематическое изображение перекрывающихся праймеров 

для синтеза последовательностей 2А пептидов 

 

Результаты эквималярной ПЦР изображены на рисунке 32. 

Последовательности 2А пептидов элюировались из геля и клонировались в 

промежуточные векторы для секвенирования.  

 

 
 

1- синтез Т2А; 2- синтез Е2А; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры 

соответствуют п.о. 

 

Рисунок 32 – Результаты гель-электрофореза эквималярной ПЦР для 

последовательностей 2А пептидов 
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Последовательность каждого 2А пептида была клонирована в T-

pGEM3zf+ вектор   методом Т/А. Расщепление по Eam1105I сайтам T-

pGEM3zf+ вектора приводило к образованию неспаренных дезокситимидинов 

на 3’- концах, что давало возможность прямого клонирования ПЦР - продуктов. 

T-pGEM3zf+ вектор был разработан в три этапа: удаление сайта Eam1105I 

из гена, кодирующего β - лактамазу, плазмиды pGEM3zf+ (получение плазмиды 

m-pGEM 3zf(+)) (рисунок 33); внесение двух сайтов Eam1105I в область 

множественного клонирования плазмиды m-pGEM 3zf(+); внесение спейсера 

между сайтами Eam1105I [340, c. 5, 341, с. 47]. Для разработанного Т- вектора 

была подана заявка на патент (приложение Ж).  

 

 
 

Рисунок 33 - Иллюстрация получения m-pGEM3zf+ вектора 
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Удаление Eam1105I сайта осуществлялось с помощью сайт - 

направленного ПЦР-мутагенеза со специфичными праймерами pE-f и pE-r.  

Дезоксицитозин в положении 783 был заменен на дезоксиаденин, 

дезокситимидин в положении 790 на дезоксиаденин. Дезоксицитозин в 

положении 791, дезоксиаденин в положении 792 были заменены на 

дезоксигуанины. 

После удаления сайта Eam1105I из гена β - лактамазы, аминокислотная 

последовательность фермента сохранена прежней. Полученная плазмида m-

pGEM 3zf(+) была секвенирована на предмет изменения сайта Eam1105I.  

Далее, проводили внесение двух сайтов Eam1105I в сайт множественного 

клонирования. Внесенная олигонуклеотидная последовательность в 39 п.о. с 

Eam1105I сайтами была анализирована секвенированием с использованием Т7-

праймера, рисунок 34. 

 

 
 

 Рисунок 34 – Олигонуклеотидная последовательность, несущая  Eam1105I 

сайты  

 

Между Eam1105I сайтами был внесен спейсер размером 282 п.о. [342, р. 

8], данный спейсер позволял повышать эффективность расщепления по сайтам 

Eam1105I и визуализировать результат расщепления. Анализ внесения спейсера 

между Eam1105I сайтами проводился расщеплением по сайтам XbaI, рисунок 

35.   

 

 
 

1-5 клоны Т-вектора со спейсером между XbaI сайтами; М - маркер GeneRuler 1 kb 

plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 35 – Расщепление Т-вектора XbaI эндонуклеазой 

 

Cхема полученного Т-вектора, содержащего спейсер между сайтами  

Eam1105I, приведена на рисунке 36. Полученный вектор может быть 
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использован в прямом клонировании ПЦР - продуктов без дополнительных их 

модификаций, in vitro транскрипции с помощью Т7 или SP6 РНК-полимераз 

для приготовления специфичных проб или для целей in vitro трансляции, 

прямом севкенировании [342, р. 8]. 

После расщепления отобранного клона Т-вектора по сайтам  Eam1105I, 

линеаризованный вектор с неспаренными дезокситимидинами на 3'-концах 

элюировался из геля и использовался для клонирования последовательностей 

2А пептидов и гетерологичных генов. Последовательности Т2А и Е2А 

пептидов клонировались в Т-вектор по отдельности. 

 

 

 
 

Рисунок 36 – Иллюстрация вектора T-pGEM3zf+ 

 

Полученные рекомбинантные плазмиды при клонировании 

последовательностей 2А пептидов в T-pGEM3zf+ анализировались с помощью 

расщепления по сайтам Cfr9I и BglII для последовательности Т2А, для анализа 

клонирования Е2А последовательности использовались сайты BglII и XbaI, 

рисунок 37.   

 
 

1-4- клонирование Е2А в T-pGEM3zf (расщепление эндонуклеазами Cfr9I и BglII); 5-

8- клонирование Т2А в T-pGEM3zf+ вектор, (расщепление эндонуклеазами XbaI и BglII); М - 

маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 37 - Расщепление рекомбинантного T-pGEM3zf+ вектора  
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Полученный рекомбинантный вектор pGemЕ2A (T-pGEM3zf+, несущий 

Е2А последовательность) был использован для субклонирования Е2А в вектор 

pGemT2A (T-pGEM3zf+, несущий Т2А последовательность) [338, c. 145].  В 

результате был получен вектор V4T2E2, несущий Т2А и Е2А 

последовательности, рисунок 38. Данный вектор был секвенирован и 

использован для клонирования гетерологичных генов.  

 

 
 

1-4 – разные клоны V4T2E2 вектора; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, 

размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 38 – Расщепления  вектора V4T2E2 по сайтам рестрикции Cfr9I и 

XbaI 

 

Гетерологичные гены, ген ЗФБ (711 п.о) и КБ ВХПЛЯ (650 п.о), были 

получены путем амплификации с помощью Pfu - полимеразы [343, p. 6, 344, p. 

25]. Нуклеотидная последовательность КБ ВХПЛЯ была загружена в 

генетический банк NCBI, номер доступа - MK086027. 

Далее, гетерологичные гены были клонированы в вектор V4T2E2 по 

сайтам рестрикции NdeI и XhoI. Отобранные клоны проверялись на наличие 

целевых генов методом расщепления. Результаты расщепления вектора 

V4T2gfpE2 (V4T2E2 вектор, несущий ген уЗФБ) и вектора V4T2aCPE2 

(V4T2E2 вектор, несущий ген КБ ВХПЛЯ) по сайтам NdeI и XhoI изображены 

на рисунке 39. 

 
 

1- контроль рестрикции, pGEM3zf+; 2- расщепленный вектор V4T2aCPE2; 3- 

расщепленный вектор V4T2gfpE2; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры 

соответствуют п.о. 

 

Рисунок 39 – Расщепление V4T2gfpE2 и V4T2aCPE2 векторов по сайтам 

рестрикции NdeI и XhoI 
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Собранные кассеты в векторах V4T2gfpE2 и V4T2aCPE2 были 

секвенированы с помощью Т7 и М13 праймеров для анализа мутаций в 

гетерологичных генах и в последовательностях 2А пептидов. Далее, кассеты 

были перенесены в вектор V1a. 

 

3.2.3 Субклонирование модифицированной части генома ВАВ в 

промежуточный вектор 

Кассета, несущая Т2А - ген уЗФБ - Е2А последовательности, из вектора 

V4T2gfpE2 была субклонирована в вектор V1a, аналогично кассета, несущая 

Т2А - ген КБ ВХПЛЯ -Е2А последовательности, из вектора V4T2aCPE2 была 

субклонирована в V1a вектор. Клонирование осуществлялось по Cfr9I и XbaI 

сайтам рестрикции. Проверка внесения кассет осуществлялась путем 

расщепления полученных векторов V1aTeGE (кассета Т2А - ген уЗФБ - Е2А) и 

V1aTaCPE (кассета Т2А - ген КБ ВХПЛЯ -Е2А) по сайтам Cfr9I и XbaI. 

Отобранные клоны данных векторов проверялись секвенированием, анализу на 

наличие мутаций подвергались ОРС4, кассета и ОРС5. Далее, проводили 

сборку полного модифицированного генома ВАВ, путем внесения первых трех 

ОРС в вектора V1aTeGE и V1aTaCPE. Внесение осуществлялось по сайту PstI. 

Анализ полученных векторов осуществлялся амплификацией с праймерами 

201364 и 200710, а также путем расщепления  Cfr9I и XbaI  эндонуклеазами, 

рисунок 40.  

 

  
 

А- амплификация с праймерами 201364 и 200710: 1- положительный клон на наличие 

первых ОРС с правильной ориентацией в векторе pCASSTEE; 2- положительный клон на 

наличие первых ОРС с правильной ориентацией в векторе pCASSTaCPE; 3- отрицательный 

клон на наличие первых ОРС. Б- расщепление по сайтам Cfr9I и XbaI:1- отрицательный клон 

на наличие первых ОРС;  2- положительный клон на наличие первых ОРС с правильной 

ориентацией в векторе pCASSTEE. 3- положительный клон на наличие первых ОРС с 

правильной ориентацией в векторе pCASSTaCPE; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA 

Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 40 - Анализ pCASSTEE и pCASSTaCPE векторов  

 

Полученные pCASSTEE и pCASSTaCPE векторы с правильной 

ориентацией использовались для субклонирования модифицированной части 

генома в бинарный вектор pCAMgva.  
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Создание конструкции pCAMgva 

Для получения вектора pCAMgva, немодифицированный геном ВАВ был 

субклонирован из вектора pCASSgva в плазмиду pCAMBIA2300. Совместно с 

геномом ВАВ были субклонированы регуляторные регионы, 35S промотор и 

35S терминатор, фланкирующие геном.  Отобранные клоны pCAMgva вектора 

анализировались на наличие генома ВАВ с помощью амплификации при 

использовании праймеров 200709 и 200710 [347, c.74], рисунок 41. В работу 

был взят клон 4. pCAMgva вектор использовался для трансформации 

агробактерий и последующей агроинфильтрации растений. Инфекционная 

способность вируса А винограда, при клонировании его генома в бинарный 

вектор, была подтверждена системным распространением инфекции по 

растению [345, p.206, 346, c.199]. pCAMgva вектор служил контролем 

экспрессии гетерологичных белков в разработанных векторах на основе генома 

ВАВ.  

 

 
 

3,4,7 – положительные клоны на наличие генома ВАВ в  pCAMBIA2300. 1,2,5,6 – 

отрицательные клоны на наличие генома ВАВ в  pCAMBIA2300; М - маркер GeneRuler 1 kb 

plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 41 - Скрининг на наличие генома ВАВ в pCAMBIA2300 

 

Модифицированные геномы ВАВ при разработке вирусных векторов 

переносились в бинарный вектор для последующей доставки в растения с 

помощью агробактерий. Для переноса модифицированного генома ВАВ 

использовался вектор pCAMgva.  

 

3.2.4 Сборка модифицированного генома ВАВ в бинарном векторе 

Модифицированная часть генома ВАВ была перенесена в вектор 

pCAMgva по сайтам AatII и SalI. Анализ на наличие рекомбинантных векторов 

проводили с помощью ПЦР, использовались праймера специфичные для КБ 

ВХПЛЯ и уЗФБ, рисунок 42. Отобранные клоны вектора pCAMV1aTeGE и 

вектора pCAMV1aTaCPE были использованы для трансформации агробактерий 

с последующей агробактериальной инфильтрацией растений.  
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1-4,6-10- клоны для анализа наличия КБ ВПХЛЯ, в работу отобран клон 10; лунка 12- 

19 - клоны для анализа наличия  уЗФБ, в работу отобран клон 15; 5,11- отрицательные 

контроли; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 42 - Скрининг на наличие гена ЗФБ/КБ ВХПЛЯ в векторе 

pCAMgva 

 

Гетерологичные гены в разработанном векторе находились под 

контролем субгеномного промотора капсидного белка ВАВ и были в одной 

рамке с КБ ВАВ (ОРС4) и с Р10 (ОРС5). Стоп - кодоны в генах, кодирующих 

капсидный белок ВАВ и гетерологичный ген, были удалены. Для отсоединения 

гетерологичных белков от вирусных белков использовались 2А пептиды, Т2А и 

Е2А [352]. При отсоединении гетерологичного белка от КБ ВАВ, 

рекомбинантный белок дополнительно на N-конце имел две аминокислоты, 

пролин и гистидин, рисунок 43. Капсидный белок ВАВ, при этом, имел 

дополнительные 19 аминокислот на своем С-конце. При разъединении 

гетерологичного белка и Р10, гетерологичный белок имел на С-конце всю 

последовательность Е2А, кроме пролина. Как было показано в ряде работ, 

дополнительные короткие пептиды, не влияют на активность гетерологичного 

белка.  

 

 
 

Рисунок 43 – Иллюстрация модифицированный части генома ВАВ в 

вирусных векторах pCAMV1aTeGE и pCAMV1aTaCPE 
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В случае необходимости получения чистых рекомбинантных белков, 

между белком и пептидом вносятся сайты разрезания специфичными 

протеазами.  

 

3.2.5 Экспрессия гетерологичных белков в векторе на основе полного 

генома ВАВ 

Для анализа экспрессии гетерологичных белков в растениях с помощью 

вирусного вектора, проводили агроинфильтрацию Nicotiana benthamiana. 

Эффективность вирусных векторов оценивалась на уровне транскрипции 

субгеномных РНК ВАВ и экспрессии рекомбинантных и вирусных белков. 

Инфильтрацию проводили полностью всей листовой пластинки, плотность 

агробактерий составила 0.6 [346, с.199].  Эксперимент повторялся 3 раза. 

Вектор pCAMgva являлся контролем транскрипции модифицированного 

вирусного генома, векторы pCAMV1aTeGE и pCAMV1aTaCPE – исследуемые 

разработанные вирусные вектора, pCAMBIA2300 - отрицательный контроль. 

На 4-ый день после агроинфильтрации из зараженных листьев выделяли РНК и 

белки. Выделенную тотальную РНК использовали для проведения Нозерн 

блотинга с целью анализа транскрипции субгеномной РНК, специфичной для 

ОРС4-гетерологичный ген-ОРС5. Выделенные белки исследовались методом 

иммуноблотинга для определения эффективности экспрессии гетерологичных 

белков. Для вектора pCAMV1aTeGE на 4-ый день после инфильтрации, 

зараженные листья табака дополнительно проверялись микроскопированием. 

Результаты микроскопирования показали, что уЗФБ успешно экспрессируется в 

инфильтрованных листьях растений, рисунок 44.  

 

 
 

А- инокуляция вектором pCAMgva (отрицательный контроль); Б- инокуляция 

вирусным вектором pCAMV1aTeGE, несущим eGFP, зараженный лист.  

 

Рисунок 44 – Результаты флуоресцентной конфокальной микроскопии, 

анализ экспрессии уЗФБ  в растениях при использовании вектора на основе 

полного генома ВАВ, 4-й день 
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Результаты анализа транскрипции 3’- субгеномных РНК изображены на 

рисунке 45.  Как видно из рисунка 45, транскрипция 3’- субгеномных РНК 

сохранена. Субгеномная РНК для ОРС4 - гетерологичного гена - ОРС5 

транскрибируется для двух векторов pCAMV1aTeGE и pCAMV1aTaCPE.  

 

 
 

1- тотальная РНК при инфильтрации вектором pCAMgva, положительный контроль 

для экспрессии генома ВАВ, (б-г)- 3’- субгеномные РНК ВАВ: а - геномная РНК размером 

7.4 кб, б - субгеномная РНК размером 2.2 кб, в - субгеномная РНК размером 1.8 кб, г - 

субгеномная РНК размером 1.0 кб; полосы 2 и 3 - тотальная РНК выделена на 4-ый день 

после агроинфильтрации из зараженных листьев: 2- Тотальная РНК выделенная из растений 

при агроинфильтрации вектором pCAMV1aTeGE, несущим ген уЗФБ, прямоугольником 

выделена субгеномная РНК кодирующая ОРС4 - ген уЗФБ - ОРС5;   3- тотальная РНК 

выделенная при инокуляции вектором pCAMV1aTaCPE, прямоугольником выделена 

субгеномная РНК кодирующая ОРС4 - ген КБ ВХПЛЯ - ОРС5; 4 - тотальная РНК при  

агроинфильтрации вектором pCAMeG, отрицательный контроль для экспрессии генома 

ВАВ; М - маркер, 3’- субгеномные РНК вируса ЦТВ (цитрусовый тристеза вирус) 

 

Рисунок 45 - Гибридизация вирусной РНК со специфичной пробой для 

ОРС5 негативной полярности  

 

После выделения РНК и анализа транскрипции субгеномных РНК, из тех 

же листьев были выделены белки и анализированы антителами к 

гетерологичным белкам. Результаты иммуноблоттинга показывают, что 

экспрессия гетерологичных белков осуществляется в разделенной форме, 

гетерологичные белки успешно отсоединяются от белков ВАВ [337, p.1038, 

353, 354, 355], но также присутствует неразделенная форма белка в малых 

количествах рисунок 46. Изучение эффективности экспрессии гетерологичных 

белков осуществлялось с помощью денситометрического анализа [357]. 

Помимо анализа экспрессии гетерологичных белков, экспрессия КБ ВАВ в 

разработанных векторах аналагично анализировалась с помощью первичных 

антител, использовались те же образцы белков, что и для анализа 

гетерологичных белков.  
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А - иммуноблоттинг с первичными антителами к белку КБ ВХПЛЯ: 1- агроинфильтрация 

вектором  pCAMV1aTaCPE; 2- отрицательный контроль, инфильтрация вектором pCAMgva; 

3- положительный контроль, вектор pCAMаСР. Б - иммуноблоттинг с первичными 

антителами к уЗФБ: 1- агроинфильтрация вектором pCAMeG, положительный контроль; 2- 

отрицательный контроль, вектор pCAMgva; 3- агроинфильтрация вектором pCAMV1aTeGE. 

В - иммуноблоттинг с первичными антителами к капсидному белку ВАВ: 1- 

агроинфильтрация вектором  pCAMV1aTaCPE; 2 - агроинфильтрация вектором  

pCAMV1aTeGE; 3- отрицательный контроль, инфильтрация вектором pCAMаСР; 4 -  

агроинфильтрация вектором  pCAMgva, положительный контроль. Стрелка, направленная 

вниз указывает на неразделенную форму белка. Прямоугольником выделена разделённая 

форма гетерологичного и КБ ВАВ белков. PS - Ponceau S окрашивание для относительного 

анализа количества белка в образце 

 

Рисунок 46 - Изображение результатов экспрессии гетерологичных белков в 

растениях на 4-ый день после агроинфильтрации 

Условия проведения электрофореза белков в полиакриалмидном геле и 

иммуноблотинга были одинаковыми, как для гетерологичных белков, так и для 

КБ ВАВ. Уровень экспрессии гетерологичных белков относительно КБ ВАВ 

высчитывался с помощью компьютерной программы Image Studio Lite 5.2 

program (LI-COR) для денситометрического анализа. Уровень экспрессии 

гетерологичных белков сравнивался с уровнем экспрессии КБ ВАВ, который 

был экспрессирован в разработанном векторе, а также с уровнем КБ ВАВ, 

котороый был получен при заражении вирусом с немодифицированным 

геномом, рисунок 47. Результаты денситометрического анализа показывают, 

что уровень экспрессии гетерологичных белков соответствует уровню 

экспрессии КБ ВАВ в вирусе с диким типом генома, что говорит об 

эффективности разработанного вектора. Эффективность экспрессии 

гетерологичных белков не снижена, внесение как уЗФБ гена, так и гена КБ 

ВХПЛЯ не приводят к качественным или количественным изменениям 

экспрессии модифицированной части генома ВАВ. 
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Рисунок 47 - Результаты сравнения экспрессии гетерологичных белков 

относительно модифицированного и немодифицированного КБ ВАВ, 

(minBF<0,03, n=3)   

 

Кроме того, нами было подтверждено передвижение вируса по растению 

при агроинфильтрации разработанным вектором.  На 10-ый день после 

агроинфильтрации проводилась флуоресцентная конфокальная микроскопия 

системных листьев для вектора pCAMV1aTeGE, рисунок 48.   

 

 
 

А- инокуляция вирусным вектором pCAMV1aTeGE, несущим eGFP, системный лист; 

Б- инокуляция вектором pCAMgva (отрицательный контроль).  

 

Рисунок 48 – Результаты флуоресцентной конфокальной микроскопии 

для анализа экспрессии уЗФБ  в системных листьях растения при 

использовании вирусного вектора на основе полного генома ВАВ, 10-ый день 

 

В верхних незараженных листьях была отмечена экспрессия уЗФБ, что 

говорит о передвижении вируса по растению, так как вирус ВАВ передвигается 

исключительно в упакованном виде.   

Также, проводилось исследование наличия субгеномных вирусных РНК и 

гетерологичных белков методами гибридизации со специфичной пробой и 
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иммуноблоттингом соответственно, рисунок 49. Транскрипция субгеномной 

РНК, соответствующей ОРС4, гетерологичному гену и ОРС5 в системных 

листьях на 10-ый день после агроинфильтрации была подтверждена для 

векторов pCAMV1aTeGE и pCAMV1aTaCPE.  

 

  
 

А - гибридизация со специфичной пробой к ОРС5: 1- тотальная РНК при 

инфильтрации вектором pCAMgva, положительный контроль для экспрессии генома ВАВ, 

(б-г)- 3’- субгеномные РНК ВАВ: а - геномная РНК размером 7.4 кб, б - субгеномная РНК 

размером 2.2 кб, в - субгеномная РНК размером 1.8 кб, г - субгеномная РНК размером 1.0 кб; 

полосы 3 и 4 - тотальная РНК выделена на 7-ой день после агроинфильтрации из системных 

листьев: 2 - Тотальная РНК выделенная из растений при агроинфильтрации вектором 

pCAMV1aTeGE, несущим ген ЗФБ, от субгеномной РНК кодирующей ОРС4 - ген ЗФБ - 

ОРС5 идет стрелка к белку ЗФБ;  3 - тотальная РНК при  агроинфильтрации вектором 

pCAMeG, отрицательный контроль для экспрессии генома ВАВ; 4 - тотальная РНК 

выделенная при инокуляции вектором pCAMV1aTaCPE, от субгеномная РНК кодирующая 

ОРС4 - ген КБ ВХПЛЯ - ОРС5 идет стрелка к КБ ВХПЛЯ; М - маркер, 3’- субгеномные РНК 

вируса ЦТВ (цитрусовый тристеза вирус).  Б и В - иммуноблоттинг с первичными 

антителами к рекомбинантным белкам. Б - иммуноблоттинг с первичными антителами к 

ЗФБ: 1- агроинфильтрация вектором pCAMV1aTeGE; 2- отрицательный контроль, вектор 

pCAMgva; 3 - агроинфильтрация вектором pCAMeG, положительный контроль. В - 

иммуноблоттинг с первичными антителами к капсидному белку ВХПЛЯ: 1- 

агроинфильтрация вектором  pCAMV1aTaCPE; 2- агроинфильтрация вектором  pCAMаСР; 3 

- отрицательный контроль, инфильтрация вектором pCAMgva. Прямоугольником выделена 

разделённая форма гетерологичных белков 

 

Рисунок 49 - Изображение результатов экспрессии гетерологичных 

белков в системных листьях растений на 10-ый день после агроинфильтрации 
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Наличие дополнительных 19 аминокислот на С-конце КБ ВАВ не влияют 

на упаковку, локальный и системный транспорт вируса. Разработанный вектор 

на основе полного генома ВАВ может успешно использоваться для экспрессии 

гетерологичных белков в растениях методом комплексной технологии, а 

именно путем заражения всего растения.   

 

3.3 Разработка вектора путем деконструирования генома ВАВ. 

Замена ОРС4 на гетерологичный ген. 

В настоящий момент, вектора с деконструированным геномом 

используются для получения коммерческих белков в растениях и являются 

наиболее эффективными векторами для производства рекомбинантных белков 

в «зеленых биофабриках». Вирусный вектор на основе генома ВАВ для 

экспрессии гетерологичных белков в растениях был разработан путем замены 

ОРС4 ВАВ на гетерологичный ген, рисунок 50.  

 

 
 

 

Рисунок 50 - Стратегия разработки вирусного вектора путем 

деконструирования генома ВАВ, замена ОРС4 на гетерологичный ген 

 

Гетерологичный ген распологался под контролем субгеномного 

промотора КБ ВАВ и был в одной рамке считывания с белком Р10. Область 

перекрытия ОРС3 и ОРС4 сохранялась интактной и находилась в рамке с 

гетерологичным геном. Для котрансляционного отделения гетерологичного 

белка от белков ВАВ, были внесены 2А последовательности. Т2А - 

последовательность была внесена между гетерологичным геном и 

последовательностью области перекрытия ОРС3 и ОРС4. Е2А - 

последовательность была внесена между гетерологичным геном и ОРС5. Для 

повышения эффективности экспрессии гетерологичных белков, были 

разработаны трансгенные растения Nicotiana benthamiana, несущие ген 

капсидного белка ВАВ [358]. 
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3.3.1 Удаление ОРС4 из генома ВАВ 

Для удаления ОРС4, кодирующего капсидный белок, из генома ВАВ, был 

использован метод ПЦР - мутагенеза. Удаление осуществлялось из вектора V1 

и происходило ниже области перекрытия ОРС3 с ОРС4 и с внесением сайтов 

рестрикции Cfr9I, BglII и XbaI. После удаления ОРС4 из вектора V1, был 

получен вектор V1b.  Для анализа полученного V1b вектора было проведено 

расщепление по сайтам PstI и BglII, рисунок 51. 

 

 
 

1 и 3- клоны отрицательные на наличие рестрикционных сайтов между ОРС3 и ОРС5; 

2 и 4- клоны положительные на наличие рестрикционных сайтов между ОРС3 и ОРС5; М - 

маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о.  

 

Рисунок 51 – Расщепление вектора V1b по сайтам рестрикции PstI и BglII. 

 

Для работы был отобран клон 2, в котором удалена ОРС4 и внесены 

рестрикционные сайты. Проверка модифицированной области в векторе V1b 

осуществлялась методом секвенирования. На рисунке 52 отображена область 

модификации в векторе V1b. 

 

 
 

Рисунок 52 – Изображение модифицированной области  генома ВАВ в 

векторе V1b 

 
Голубым цветом выделена область  внесенных сайтов ресрикции после ПЦР- 

мутагенеза 
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Стоп - кодон ОРС3 сохранен. Белок передвижения, кодируемый ОРС3, 

экспрессируется в нативной форме. Для экспрессии гетерологичного гена 

используется субгеномный промотор ОРС4, который расположен в 3’- 

концевой части ОРС3. Так как субгеномной РНК для ОРС5 не обнаружено, но 

имеется стоп-кодон между ОРС4 и ОРС5, предполагается что промотор для 

ОРС5 находится в ОРС4 (приложение В), удаление ОРС4 приводит к 

выключению экспрессии Р10. Для экспрессии Р10, ОРС5 расположена в одной 

рамке с гетерологичным белком и областью перекрытия.  

 

3.3.2 Субклонирование кассеты, несущей последовательности 2А 

пептидов и гетерологичного гена 

Т2А - ген уЗФБ - Е2А кассета, из вектора V4T2gfpE2 была 

субклонирована в вектор V1b, аналогично кассета, несущая Т2А - ген КБ 

ВХПЛЯ -Е2А последовательности, из вектора V4T2aCPE2 была 

субклонирована в V1b вектор. Кассеты предварительно были собраны в векторе 

V4T2gfpE2 (V4T2E2 вектор, несущий ген уЗФБ) и в векторе V4T2aCPE2 

(V4T2E2 вектор, несущий ген КБ ВХПЛЯ), гетерологичные гены в данных 

векторах располагались между 2А последовательностями. Клонирование 

осуществлялось по Cfr9I и XbaI сайтам рестрикции. У полученных клонов, 

анализ наличия кассет осуществлялся с помощью ПЦР при использовании 

специфичных праймеров для гена уЗФБ (eGFP-f и eGFP-r) и для гена КБ 

ВХПЛЯ (aCPdet-f и aCPdet-r), рисунок 53. Отобранные клоны  векторов были 

маркированы как V1bTeGE и V1bTaCPE. Анализ модифицированной части 

генома в V1bTeGE и V1bTaCPE проводился секвенированием, проверялось 

наличие мутаций в последовательностях ОРС3, 2А пептидах, гетерологичных 

генах, ОРС5. Клоны, в которых не было обнаружено мутаций, использовались 

для сборки полного модифицированного генома ВАВ путем внесения первых 

ОРС. 

 

 
 

1-5; 7-8 – клоны, анализируемые на наличие Т2А - ген КБ ВХПЛЯ - Е2А 

последовательности; лунка 6, 13- отрицательные контроли; 9-12, 14-16- клоны, 

анализируемые на наличие Т2А - ген уЗФБ -Е2А последовательности; М - маркер GeneRuler 

1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о.  

 

Рисунок 53 - Скрининг на наличие кассет в V1b векторе 
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Для сборки полного модифицированного генома ВАВ отобрали клон 3 

для вектора V1bTeGE и клон 11 для вектора V1bTaCPE.   

 

3.3.3 Сборка модифицированной части генома в промежуточном векторе 

В вектор V1bTeGE, клон 3, и в вектор V1bTaCPE, клон 11, была 

субклонирована последовательность, кодирующая первые ОРС, из pCASSgva. 

Субклонирование было осуществлено по сайту рестрикции PstI. Ввиду того, 

что клонирование осуществляется по одному рестрикционному сайту, 

возможно появление клонов с неправильной ориентацией относительно 

модифицированной части генома. Анализ клонов на наличие правильной 

ориентации осуществлялся с помощью ПЦР, рисунок 54.  

 

 
 

1 – положительный контроль, pCASgva; лунка 2 - отрицательный контроль, pCASS; 3 

- pCASSv1bTEE, гетерологичный ген – уЗФБ; 4 - pCASSv1bTaCPE, гетерологичный ген – КБ 

ВХПЛЯ; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 54 - Результаты ПЦР - анализа векторов pCASSv1bTEE и 

pCASSv1bTaCPE на наличие правильной ориентации первых ОРС 

 

Праймеры для ПЦР, 201364 и 200710, фланкируют PstI сайт. Отобранные 

клоны с правильной ориентацией севкенировались для анализа мутаций в 

области модификации генома ВАВ.  Кроме того, был проведен анализ 

вирусных векторов на наличие мутаций рестрикционных сайтов в области 

ОРС1 и ОРС3 путем расщепления по сайтам AatII, AvrII, EcorI.  

 

3.3.4 Сборка модифицированного генома в бинарном векторе 

Модифицированная часть генома ВАВ из двух векторов pCASSv1bTEE и 

pCASSv1bTaCPE была перенесена в вектор pCAMgva по сайтам AatII и SalI. 

Анализ на наличие рекомбинантных векторов проводили путем амплификации 

с использованием aCPdet-f и aCPdet-r праймеров для КБ ВХПЛЯ и eGFP-f и 

eGFP-r праймеров для уЗФБ, рисунок 55. В результате клонирования были 

получены векторы pCAMV1bTeGE и pCAMV1bTaCPE. Для вектора 

pCAMV1bTeGE был отобран клон 1, для вектора pCAMV1bTaCPE отобрали 

клон 8.   
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А - скрининг на наличие КБ ВХПЛЯ: 1-6,8 - клоны при субклонировании из вектора 

pCASSv1bTaCPE, 1 и 8 клоны несут модифицированную часть генома ВАВ в pCAMgva, 7 - 

отрицательный контроль; Б - скрининг на наличие уЗФБ: 1, 3-13 - клоны при 

субклонировании модифицированной части генома из pCASSv1bTEE вектора, 1,3,7,9,11-13 - 

клоны несут модифицированную часть генома ВАВ в pCAMgva, 2 - отрицательный 

контроль; М - маркер GeneRuler 1 kb plus DNA Ladder, размеры соответствуют п.о. 

 

Рисунок 55 - Результаты скрининга рекомбинантного вектора pCAMgva 

 

Гетерологичные гены в разработанном векторе находились под 

контролем субгеномного промотора КБ ВАВ и были в одной рамке с Р10 и с 

аминокислотной последовательностью области перекрытия ОРС3 и ОРС4. Для 

разделения гетерологичных белков и белков ВАВ использовались 2А пептиды. 

При отсоединении гетерологичного белка от аминокислотной 

последовательности области перекрытия ОРС3 и ОРС4, рекомбинантный белок 

дополнительно на N-конце имел две аминокислоты, пролин и гистидин, 

рисунок 56.  

 

 
 

Рисунок 56 – Иллюстрация модифицированной части генома ВАВ в 

вирусных векторах pCAMV1bTeGE и pCAMV1bTaCPE 
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 На своем С-конце при разъединении гетерологичного белка и  Р10, 

гетерологичный белок имел всю последовательность Е2А, кроме пролина. Р10 

белок имел дополнительные пролин, серин и аргинин аминокислоты на своем N 

- конце. 

Разработка деконструированных векторов подразумевает восстановление 

удаленных вирусных генов в транс-системах, ввиду чего были разработаны 

трансгенные растения, несущие ген капсидного белка ВАВ. Эффективность 

разработанного вектора была анализирована при инфильтрации трансгенных и 

нетрансгенных растений. 

 

3.3.5 Создание трансгенных растений, несущих ген капсидного белка 

вируса А винограда 

Трансгенные растения Nicotiana benthamiana, несущие ген КБ ВАВ, в 

данной работе были разработаны с целью изучение экспрессии гетерологичных 

белков в вирусном векторе с заменой ОРС4 на гетерологичный ген 

(деконструированный вектор) [349, с.320]. Так как вирус А винограда не 

способен передвигаться в неупакованном в капсид виде, восстановление 

данной функции за счет трансгенных растений позволит вирусу передвигаться 

как локально, так и системно, и соответственно в большем количестве 

накапливаться в клетках растений. Деконструированые вектора подразумевают 

восстановление утраченных генов вирусов через разработку трансгенных 

растений или путем переноса генов на транс-вектора. Разработанные 

трансгенные растения, несущие КБ ВАВ, позволили установить, что 

накопление гетерологичного белка в трансгенных растениях намного выше по 

сравнению с накоплением в нетрансгенных, что связано со способностью 

вируса передвигаться по растению и физической защитой РНК генома от РНК - 

интерференции.  

Разработка трансгенных растений была осуществлена с помощью 

агробактериальной трансформации. Первые попытки получить каллус, после 

кокультивирования эксплантов с агробактериями, несущими бинарный вектор с 

геном КБ ВАВ, не удались.  Перерост агробактерий наблюдался уже на 2-ой 

день после кокультивации и постоянное пересаживание эксплантов на свежую 

питательную среду приводило к обесцвечиванию эксплантов и к их гибели.  

Проблемы с переростом агробактерий были, прежде всего, связаны с тем, что 

антибиотик тиментин оказался очень чувствительным к температуре, 

добавление его в слегка горячую среду приводило к его быстрому разрушению.  

При этом канамицин оставался активным. Добавление тиминтина в слегка 

теплую среду позволило сохранить его активность. Каллус сформировался 

через 5-6 недель после кокультивирования.  Для регенерации трансгенных 

растений использовалось 15 эксплантов. Побеги размером 1-2 см в длину 

пересаживали на среду для формирования корней. Процесс получения 

регенерантов отображен на рисунке 57. После появления 2-3 корней, 

регенерантное растение переносили в почву для адаптации и получения семян 

Т1 и Т2 поколения.   
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А - получение каллуса; Б - регенерант; В- адаптация регенеранта в почве 

 

Рисунок 57 – Иллюстрация процесса регенерации трансгенных растений 

 

Перед высадкой регенерантов в почву их проверяли на наличие трансгена 

методом ПЦР.  Хранение семян Т1 и Т2 поколения осуществлялось при 40С в 

холодильнике.  Семена Т1 поколения проверялись на наличие трансгена 

методом герминации на среде с антибиотиками (канамицин). Совместно с 

трансгеном, КБ ВАВ, в геном растения было произведено внесение гена 

устойчивости к канамицину как селективного маркера. Семена гомозиготных 

растений по трансгену прорастали с формированием полноценного растения Т1 

поколения, семена гетерозиготных растений по трансгену прорастали, 

появлялся побег, который обесцвечивался и погибал. От растений Т1 

поколения, при самоопылении, получали семена Т2 поколения.  Растения Т2 

поколения подвергались агроинфильтрации разработанными 

деконструктивными векторами.  Перед агроинфильтрацией трансгенные 

растения проверялись серологическими методами, на предмет экспрессии КБ 

ВАВ, рисунок 58. 

 

 
 

1-8 - положительные растения на наличие КБ ВАВ; 9- отрицательный контроль 

(нетрансгенное растение) 

 

Рисунок 58 – Результаты экспрессии КБ ВАВ в трансгенных растениях Т2 

поколения 

 

Трансгенные растения, в которых происходила экспрессии КБ ВАВ, 

использовались для агроинфильтрации и анализа экспрессии гетерологичных 

белков в вирусном векторе с заменой ОРС4.  
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3.3.6 Экспрессия гетерологичных белков в векторе с деконструированным 

геномом 

Для анализа экспрессии гетерологичных белков с помощью полученных 

вирусных векторов с заменой ОРС4 на ген уЗФБ или ген КБ ВХПЛЯ была 

произведена агроинфильтрация растений трансгенного и нетрансгенного 

табака. Инфильтрации подвергались 2 растения и эксперимент был проведен 3 

раза для каждого вектора. Агроинфильтрации подвергались листья табака, 

расположенные напротив друг друга. Площадь инфильтрации маркировалась. 

На 4-ый день после агроинфильтрации из растений выделялись РНК и белки. 

Анализ экспрессии гетерологичных белков проводился на уровне транскрипции 

и трансляции. Транскрипция гетерологичных генов проверялась методом 

гибридизации с пробой специфичной к ОРС5. Тем самым были 

проанализированы 3’- субгеномные РНК, в том числе субгеномная РНК, 

кодирующая гетерологичный ген - ОРС5, рисунок 59. 

 

 
 

1- тотальная РНК при инфильтрации вектором pCAMgva, положительный контроль 

для экспрессии генома ВАВ, (б-г)- 3’- субгеномные РНК ВАВ: а- геномная РНК размером 7.4 

кб, б- субгеномная РНК размером 2.2 кб, в- субгеномная РНК размером 1.8 кб, г- 

субгеномная РНК размером 1.0 кб, красным прямоугольником выделена субгеномная РНК, 

кодирующая КБ ВАВ в немодифицированном вирусе; 2 - Тотальная РНК выделенная из 

трансгенных растений при агроинфильтрации вектором pCAMV1bTeGE, несущим ген ЗФБ, 

прямоугольником выделена субгеномная РНК кодирующая область перекрытия ОРС3 и 

ОРС4 - ген ЗФБ - ОРС5;   3- тотальная РНК выделенная из трансгенных растений при 

инокуляции вектором pCAMV1bTaCPE, прямоугольником выделена субгеномная РНК 

кодирующая область перекрытия ОРС3 и ОРС4-ген КБ ВХПЛЯ-ОРС5; 4- тотальная РНК при  

агроинфильтрации вектором pCAMeG, отрицательный контроль для экспрессии генома 

ВАВ; 5- Тотальная РНК выделенная из нетрансгенных растений при агроинфильтрации 

вектором pCAMV1bTeGE; 6- Тотальная РНК выделенная из нетрансгенных растений при 

агроинфильтрации вектором pCAMV1bTaCPE; М - маркер, 3’- субгеномные РНК вируса 

ЦТВ (цитрусовый тристеза вирус) 

 

Рисунок 59 – Изображение результатов гибридизации вирусной РНК для 

векторов pCAMV1bTeGE и pCAMV1bTaCPE со специфичной пробой 

негативной полярности для ОРС5  
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Как видно из рисунка 59, происходит транскрипция 3’- субгеномных РНК 

вируса при инфильтрации растений как вектором pCAMV1bTeGE так и 

вектором pCAMV1bTaCPE.  Количество субгеномной РНК, кодирующей 

гетерологичный ген- ОРС5, при агроинфильтрации нетрансгенных растений 

ниже в 7 раз при сравнении с количеством РНК при инфильтрации трансгенных 

растений, рисунок 60. Количество субгеномной РНК, кодирующей 

гетерологичный ген - ОРС5, как для pCAMV1bTeGE вектора, так и для вектора 

pCAMV1bTaCPE при заражении трансгенных растений соответствует 

количеству субгеномной РНК (ОРС4-ОРС5) дикого типа вируса при заражении 

нетрансгенных растений.   

Измерение уровня транскрипции субгеномных РНК было проведено с 

помощью денситометрического анализа. Удаление капсидного белка 

значительно влияет на накопление как геномной, так и субгеномных РНК 

вируса.  Несмотря на наличие супрессора РНК- интерференции (Р10), 

отсутствие капсидного белка приводит к быстрой деградации вирусной РНК и 

не происходит передвижения вируса по растению.  Восстановление экспрессии 

капсидного белка через трансгенные растения позволит вирусной РНК 

накапливаться в количестве, которое соответствует количеству накопления 

вирусной РНК при заражении диким типом вируса. 

 

 
 

Рисунок 60 – Гистограмма отображает уровень транскрипции целевой 

субгеномной РНК в вирусном векторе с заменой ОРС4 на гетерологичный ген, 

(minBF <0,03, n=3)   

 

Тем самым, вектор с заменой ОРС4 на гетерологичный ген необходимо 

использовать путем восстановления экспрессии капсидного белка в транс-

системах либо путем ко-агроинфильтрации с вирусом дикого типа. Вектора с 

деконструированным геномом вируса подразумевают восстановление 

утраченных генов вирусов через разработку трансгенных растений или путем 

переноса генов на транс-вектора. Преимущество данной системы заключается в 

возможности внесения протяженных генов в вирусный вектор, а также в 

накоплении большего количества гетерологичных белков за счет отсутствия 

конкуренции за энергетические ресурсы.  
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Анализ экспрессии гетерологичных белков осуществлялся с помощью 

иммуноблоттинга с использованием первичных антител к целевым белкам. 

Кроме того, экспрессия уЗФБ в векторе pCAMV1bTeGE анализировалась 

флуоресцентной конфокальной микроскопией на 4-ый день после 

агроинфильтрации. Как видно из рисунка 62, экспрессия уЗФБ была 

подтверждена при инфильтрации как трансгенных, так и нетрансгенных 

растений.  

 
 

А- инокуляция вектором pCAMgva; Б- инокуляция нетрансгенных растений вирусным 

вектором pCAMV1bTeGE, несущим eGFP; В- инокуляция трансгенных растений, несущих 

КБ ВАВ,  вирусным вектором pCAMV1bTeGE. 

 

Рисунок 61 – Флуоресцентная конфокальная микроскопия для анализа 

экспрессии уЗФБ  в растениях при использовании вирусного вектора с заменой 

ОРС4, 4-й день  

 

Сравнительный анализ экспрессии ЗФБ в листьях трансгенных и 

нетрансгенных растениях был осуществлен с помощью программы MICA 

(Multi image analysis). Обрабатывались фотографии с высоким разрешением, 

полученные на микроскопе Leica TCS SP8, рисунок 62. 

  

 
 

Рисунок 62 - Гистограмма изображает уровень экспрессии уЗФБ в 

векторе pCAMV1bTeGE, (minBF <0,03, n=3)   

 

Уровень флуоресценции при экспрессии уЗФБ в трансгенных растениях 

превышал в 7 раз уровень флуоресценции при экспрессии уЗФБ в 
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нетрансгенных растениях. Соответствующее соотношение было выявлено при 

измерении количества субгеномной РНК, кодирующей ген уЗФБ-ОРС5.  

Отсутствие экспрессии капсидного белка ВАВ ограничивает локальное  и 

системное передвижение вируса, и соответственно сказывается на накоплении 

геномной и субгеномных РНК. Кроме того, капсидный белок выполняет 

функцию физической защиты генома вируса. С помощью иммуноблотинга 

была подтверждена экспрессия гетерологичных белков в разделенном виде от 

Р10 ВАВ, рисунок 63. 

 

 
 

А - иммуноблоттинг с антителами к белку уЗФБ: 1- отрицательный контроль, вектор 

pCAMgva; 2- вектором pCAMV1bTeGE, нетрансгенные растения; 3- вектор pCAMeG, 

положительный контроль; 4-  вектор pCAMV1bTeGE, трансгенные растения. Б- 

иммуноблоттинг с антителами к капсидному белку ВХПЛЯ: 1- отрицательный контроль, 

вектор pCAMgva;  2- положительный контроль, вектор pCAMаСР; 3 - вектор 

pCAMV1bTаСРE, нетрансгенные растения; 4- вектор pCAMV1bTаСРE, трансгенные 

растения. Стрелка, направленная вниз - неразделенная форма белка. Прямоугольник - 

разделенная форма гетерологичного и КБ ВАВ белков. PS - Ponceau S окрашивание для 

относительного анализа количества белка в образце 

Рисунок 63 - Результаты экспрессии гетерологичных белков в растениях при 

использовании вектора с заменой ОРС4 на гетерологичный ген, 4-ый день  

Уровень экспрессии измерялся с помощью денситометричексого анализа 

и сравнивался с уровнем экспрессии КБ ВАВ дикого типа, рисунок 64.  

 

 
 

Рисунок 64 – Гистограмма изображает уровень экспрессии 

гетерологичных белков в разработанном вирусном векторе,  (minBF <0,03, n=3) 
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Для сравнительного анализа экспрессии гетерологичных белков 

относительно КБ ВАВ, агроинфильтрацию растений,  выделение белков и 

иммуноблотинг проводили при одинаковых условиях. Как видно из результатов 

сравнительного анализа, уровень экспрессии гетерологичных белков в 

трансгенных растениях, несущих КБ ВАВ, соответствует уровню экспрессии 

КБ дикого типа ВАВ.  Сравнение проводилось относительно КБ дикого типа 

ВАВ ввиду того, что гетерологичный ген расположен под контролем 

субгеномного промотора ОРС4, также как и КБ дикого типа ВАВ.  Уровень 

экспрессии рекомбинантного белка в нетрансгенных растениях был ниже в 7 

раз относительно уровня экспресии в трансгенных растениях. Следовательно, 

использование вирусного вектора, разработанного путем деконструирования 

генома с заменой ОРС4 на гетерологичный ген, возможно при  восстановлении 

экспрессии капсидного белка ВАВ в транс-системах.   

Кроме того, было подтверждено восстановление передвижения 

деконструированного вируса в трансгенных растениях, несущих ген капсидного 

белка ВАВ,  рисунок 65.  

 

 
 

А и Б - системные листья трансгенного растения Nicotiana benthamiana; В - лист 

контрольного растения, трансгенное растение зараженное вектором pCAMgva 

 

Рисунок 65 - Флуоресцентная микроскопия системных листьев 

трансгенных растений для деконструированного вектора 

 

Передвижение как локальное, так и системное было подтверждено для 

деконструированного вектора, несущего ген уЗФБ.  Тем не менее, данный 

вектор предполагает использование комплексной технологии для получения 

рекомбинантных белков в растениях, так как данная технология предлагает ряд 

преимуществ. Главными преимуществами являются: короткое время получения 

целевых белков, а также повышенное количество белка.  

В настоящий момент не известно работ связанных с разработкой 

вирусных векторов на основе деконструированного генома ВАВ и с внесением 

гетерологичных генов под контроль субгеномного промотора ОРС4. Нами было 

показано, что внесенные рекомбинантные гены под контроль субгеномного 

промотора ОРС4, успешно экспрессируются с сохранением эффективности 

экспресии в трансгенных растениях.  Преимущество разработанного вектора 

заключается в возможности внесения протяженных генов без влияния на 
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стабильность вируса. Кроме того, удаление вирусных генов приводит к 

накполению большего количества целевых белков благодаря отсутствию 

конкуренции за энергетические ресурсы. Для вектора на основе 

деконструированного генома ВАВ была подана заявка на патент (приложение 

И).  Вирусный вектор может успешно использоваться для экспрессии 

гетерологичных белков в трансгенных растениях с помощью комплексной 

технологии.  
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 Разработка векторов на основе геномов вирусов для экспрессии 

рекомбинантных белков является актуальной в виду ряда причин. Среди 

которых наиболее важными являются: получение большого количества 

целевого белка, гибкость инженерии векторов. Преимущества использования 

растений для экспрессии рекомбинантных белков с помощью векторов на 

основе геномов вирусов растений заключаются в возможности получать 

целевой белок свободный от патогенов животных, наличии необходимых 

пострансляционых модификаций белков, дешевизне культивирования растений 

и возможности быстрого масштабирования производства. Помимо 

практической значимости, вирусные векторы являются очень важным 

инструментом для изучения молекулярной биологии взаимодействий патогена 

и хозяина, функциональной геномики растений. В настоящий момент 

насчитывается около 1363 видов вирусов растений. Несмотря на большое 

разнообразие вирусов растений, известные  коммерческие вектора разработаны 

только на основе геномов вируса табачной мозаики, вируса Х картофеля, 

вируса мозаики люцерны и вируса мозаики коровьего гороха. Помимо РНК- 

содержащих вирусов, в разработке векторов используются ДНК- содержащие 

вирусы такие как вирус желтой карликовости фасоли. Разработка векторов на 

основе геномов разных вирусов растений осуществляется с целью создания 

универсального стабильного вектора с получением большого количества 

гетерологичного белка. Эффективность экспрессии рекомбинантных белков в 

растениях с помощью известных векторов может достигать до 5 г на 1 кг сырой 

массы листьев растений.  В то время как получение целевых белков в 

трансгенных растениях ограничивается количеством целевого белка в 1 г на 1 

кг сырой массы. В инженерии вирусных векторов преобладает две стратегии: 

первая заключается в разработке векторов на основе полного генома вируса, 

путем внесения дополнительного гена в вирусный геном, вторая основывается 

на деконструировании генома вируса путем удаления генов с заменой на 

гетерологичные, а также с перераспределением генов вируса на разные 

молекулы.    

Ранее, на основе генома вируса А винограда был разработан вектор с 

внесением гетерологичного гена под контроль субгеномного промотора ОРС2. 

Результаты экспрессии рекомбинантного белка показали, что количество 

целевого белка слишком низкое и вектор являлся нестабильным из-за 

дупликации субгеномного промотора ОРС2. Замена субгеномного промотора 

ОРС2 на промотор из другого изолята ВАВ привела к сохранению 

гетерологичного гена в векторе. Разработка вектора на основе генома ВАВ 

путем внесения гетерологичных генов под контроль субгеномного промотора 

ОРС4 ранее не проводились, несмотря на то, что внесение целевых генов под 

контроль субгеномных промоторов капсидных белков является наиболее 

актуальной методикой получения большого количества рекомбинантных 

белков.  
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В данной работе впервые было произведено внесение гетерологичных 

генов под контроль субгеномного промотора капсидного белка ВАВ. В работе 

было создано два вектора, один вектор был разработан путем внесения 

дополнительного гена в геном вируса, между ОРС4 и ОРС5, второй вектор был 

разработан путем замены ОРС4 на гетерологичный ген. Целевой ген находился 

в одной рамке с ОРС4 и ОРС5 ВАВ для первого вектора, а для второго вектора, 

в одной рамке с областью перекрытия ОРС3 и ОРС4 и с ОРС5. 

Рекомбинантный белок ко-трансляционно отсоединялся от белков вируса с 

помощью 2А пептидов. Для анализа работоспособности вирусных векторов 

вносились ген, кодирующий капсидный белок ВХПЛЯ и ген уЗФБ. 

Эффективность экспрессии гетерологичных генов анализировалась на уровне 

транскрипции и трансляции.  Результаты гибридизации вирусной РНК со 

специфичной пробой, для двух вирусных векторов, показали наличие 

субгеномной РНК, кодирующей гетерологичный ген. 

Денситометрический анализ для вирусного вектора на основе полного 

генома ВАВ показал, что количество субгеномной РНК для трансгена 

соответствует количеству субгеномной РНК для капсидного белка ВАВ 

немодифицированного генома. Эффективность накопления субгеномной РНК 

трансгена не снижается в вирусном векторе.  

Денситометрический анализ для вирусного вектора с заменой ОРС4 

показал, что количество субгеномной РНК гетерологичных генов при 

агроинфильтрации нетрансгенных растений в 7 раз ниже по сравнению с 

количеством субгеномной РНК при агроинфильтрации трансгенных растений, 

несущих ген капсидного белка ВАВ. Аналогичная закономерность была 

прослежена при сравнении количества субгеномной РНК гетерологичного гена 

в вирусном векторе при агроинфильтрации нетрансгенного растения и 

количества субгеномной РНК капсидного белка ВАВ при агроинфильтрации 

нетрансгенного растения немодифицированным ВАВ. Отсутствие экспрессии 

капсидного белка в вирусном векторе приводит к предотвращению локального 

и соответственно системного транспорта, быстрой деградации как геномной, 

так и субгеномных РНК, несмотря на наличие супрессора РНК-интерференции. 

Ввиду чего были созданы трансгенные растения, несущие ген капсидного белка 

ВАВ, для повышения количества целевого белка. При деконструировании 

генома, как правило, экспрессию вирусных белков, гены которых были удалены 

из вирусного генома, восстанавливают в транс-системах. За счет удаления 

вирусных генов, возможно внесение протяженных гетерологичных генов, 

получение большего количества целевого белка ввиду отсутствия конкуренции 

за энергетические ресурсы.  

Анализ экспрессии рекомбинантных белков для двух разработанных 

вирусных векторов показал, что целевые белки экспрессируются в отделенном 

виде от вирусных белков. Количество гетерологичного белка для вектора на 

основе полного генома соответствует количеству капсидного белка ВАВ 

немодифицированного генома. Анализ эффективности экспрессии целевого 

белка в вирусном векторе с заменой ОРС4 показал, что количество целевого 



127 
 

белка при агроинфильтрации нетрансгенных растений в 7 раз ниже по 

сравнению с количеством целевого белка и КБ ВАВ при агроинфильтрации 

трансгенных растений вирусным вектором и при агроинфильтрации 

нетрансгенного растения немодифицированным ВАВ соответственно.  

Отсутствие экспрессии капсидного белка значительно влияет на накопление 

как субгеномной РНК, кодирующей гетерологичный ген, так и самого целевого 

белка. Повышение эффективности экспрессии рекомбинантного белка 

возможно через восстановление экспрессии капсидного белка ВАВ в транс-

системах, в данном случае путем создания трансгенных растений. 

Полученные вирусные векторы на основе генома ВАВ являются 

стабильными, безопасными для окружающей среды, так как вирус ВАВ 

способен заражать только виноград и табак, шансы переноса трансгена очень 

низкие. Экспрессия гетерологичных белков сохраняется на нативном уровне 

вирусной экспрессии капсидного белка.  

Для модификации был выбран геном изолята РА-3 (Италия), данный 

изолят при филогенетическом анализе распределяется в группу I.  Изоляты 

данной группы обладают средней патогенностью и вызывают слабые 

поражения, что является очень важным для разработки вирусных векторов. 

Сильные поражения растения приводят к появлению обширных некротических 

зон и соответственно данные зоны не участвуют в накоплении целевых белков.  

Слабые поражения обусловлены пожелтением сосудов листовой пластинки и 

незначительными сворачиваниями листьев, при этом эффективность 

репликации вируса сохраняется.    

 Разработанные вирусные векторы на основе генома ВАВ могут 

использоваться для получения рекомбинантных белков в растениях путем 

агроинфильтрации целого растения, магнифекш метод. Векторы были 

апробированы путем экспрессии антигенов Erwinia amylovora и Brucella abortus 

в растениях (приложение К). Как было показано в ряде работ, данный метод 

является самым эффективным в накоплении большого количества целевого 

белка. Использование природной способности вирусов заражать растение, 

системно передвигаться по растению проходя множественные клеточные 

барьеры, а также бороться с РНК-интерференцией приводит к неспособности 

вируса заражать все клетки растений и синхронно распространяться по 

растению, что соответственно ведет к накоплению небольшого количества 

рекомбинантных белков. Объединение вирусной способности с высокой 

эффективностью реплицироваться в клетках растений и агробактериальной 

способности трансформировать клетки растений повышает в разы 

эффективность экспрессии рекомбинантных белков. Кроме того, при 

использовании комплексной технологии получение гетерологичного белка 

осуществляется через 4-10 дней после агроинфильтрации, в то время как 

получение рекомбинантного белка при природной вирусной инфекции 

(системное распространение вируса по растению) занимает 15-20 дней.  

Разработанные векторы могут быть использованы для изучения 

функциональной геномики растений винограда, экономически важных сортов. 
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Ограниченный круг природных хозяев не позволяет использовать 

универсальный VIGS вектор для изучения функциональной геномики растений, 

ввиду чего разрабатываются вектора на основе геномов вирусов способных 

инфицировать тот или иной вид растения.  Для изучения функциональной 

геномики винограда на данный момент не известно VIGS векторов, вирусы 

кандидаты для разработки таких векторов являются: вирус короткоузлия 

винограда, вирус А винограда, вирусы, ассоциированные со скручиванием 

листьев винограда.  

Разработанные векторы использовались для изучения методов борьбы с 

карантиными и особо опасными патогенами растений для обеспечения 

фитосанитарной безопасности Республики Казахстан (приложение Л).   

В результате проведенных исследований можно сделать следующие 

выводы: 

1.  Установлено, что изолят РА-3 вируса А винограда распределяется в 1-

ю группу по результатам филогенетического анализа при использовании 

аминокислотных последовательностей РНК – зависимой РНК – полимеразы и 

капсидного белка.  

2. Был разработан вирусный вектор на основе полного генома вируса А 

винограда путем внесения гетерологичного гена между ОРС4 и ОРС5. 

3. Был разработан вирусный вектор путем деконструирования генома 

вируса А винограда, а именно была произведена замена ОРС4 на 

гетерологичный ген. 

4. Установлено, что уровень экспрессии гетерологичного белка в 

вирусном векторе на основе полного генома ВАВ соответствует уровню 

экспрессии капсидного белка в немодифицированном вирусе. Экспрессия 

гетерологичных белков происходит в разделенной форме от вирусных белков. 

ВАВ с дополнительным гетерологичным геном между ОРС4 и ОРС5 способен 

передвигаться по растению несмотря на наличие дополнительных 19 

аминокислот на С-конце капсидного белка. 

5. Были разработаны трансгенные растения Nicotiana benthamiana, 

несущие ген капсидного белка вируса А винограда. Экспрессия капсидного 

белка подтверждена иммуноблоттингом.  

6. Выявлено, что уровень экспрессии гетерологичных белков в вирусном 

векторе с заменой ОРС4 при агроинфильтрации трансгенных растений в 7 раз 

выше уровня экспрессии гетерологичных белков в нетрансгенных растениях. 

Эффективное получение рекомбинантных белков в векторе с заменой ОРС4 

возможно исключительно путем восстановления экспрессии капсидного белка 

ВАВ в транс – системах. 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Б 

 

Таблица Б.1 - Нуклеотидная последовательность изолята РА-3 вируса А 

винограда 

 
ОРС Нуклеотидная последовательность (5’- 3’) 

ОРС1 ATGTCAATATCAGTATCCTCCCAACGTGTAGCAGTTTCCAACCTCTACACTAA

CGGATCTGAAGAATCAGTTAAAGCCATAAAGGAGTTAAAGAGCAAACGGTTA

TTGGAAACCGAAACCAGGTTAGATGGGCTTTTTGATTACTACATCCCAGACAC

CTTGAGAGAAATACTCTCTGGTTATGGTATGGAGTTCTCAGTCCACTCTTTCC

AGGGGCACGCTCACCCCGTAAGTAAAATGATTGAGAATCATATGCTGTATAG

AGTAGCGCCGAACTATTTTTCTAACAATACCCTTGTAGTTAGCTGTAAAGAAG

GAAAAATCAAGCGCCTAAGATTAAAGAACGCAGGTAATAGGAATTTGAACTT

CACACAATACAATAGATTGGTACACGCCAAGGATCATCACAGATACGAGAAT

GCGTTCAGAGAGCTAGACGTTGGCAATCTGACAAATCTCATAAACAAGGAAT

CCCAAAGCGAGTGCATCTTCATTCATGACGAAGTTCAATATTGGAGCCTAGAC

GAAATGCAGAGATTCTTAGGTAGCTTGTCTAAGGTAGATAGAATAGTGTACA

GCATCATATACCCAGCGGAGGTAGAAGCGGGGTATTCACAGAGCCTGTTCCC

CGAGGCATATACTTTTGATTTAAAAGAGGGGAGGCTCATATGGTACCCTGAT

GGTAAGGCCGAGGGCGCCTACACTCAGCCAATCAACCCTTGGCTATTAAGGT

GCTCAAAAACCGAGGACTCCAAAGGCAGGTCATGGACTATAACCAAATTGCA

AACTGTTGGGGCTCACCACCTCTTTAGTGCAATAAGGGGAAGTTATCTGACGG

AGGAATCATACAAATATGATAACTTCACGATAATCAACCCCAATGATATCCT

GAGAGGGAGGAGAGGGAGCAAGCCGCTATACTTGAGAGCCCGTATGATAAA

GCCCACACTGCTATATCTCCTGGCACTAAAGAAGAGTGACTCGAACTCTGCG

GTGGCCAAGCTGCGAATGCTGAGCAGCCGCGAAGAGAACATGGACGAGGCA

CTATTCGTGGCTCAACTGGCGAAGCAAATCAGGGACACAGCGCTCTATGACA

AGATGGGCAATCCAAGTCTGCGGAGCATACTGTCCGAATCATTCTACGATGT

GGCCGGAAATCTGTTCACTAGATTGTTCAACAGGCCAGAATACGATGCCAGG

TGCTTGGAGAAGTTCATCAGGGCCTGCGAAACCACAGAGATACACATCGGCA

GAAGGTTCATGGAGGGGGTGCTACGGGGCTCCAGTTATCAGGTTCAGAAAGT

AGTAGATTGGGTTGAGGACGAAGAGGCCAACGCGCTGAGTGAGGTCAATCTT

GTTGAACTCACGAGAAATGAAAGAGAGCCACAGCCATACGGATCAGAGCAA

TTGCAAGGGTCAGGTGCTAGGGTGAGGTTCCCTTTGAGTCGGCTAATGAGGG

CGCACGAAATGGTGCATGAGGCTCAGTTCGAGGTCAACTTTAATCACATCAG

AATAGTGTGCTCCTCTAAAGCCCTGGTGCACTTAAGGCAATACCTGATCAGAC

TGGGCAGGTTCAAATTCATGGAAGGCAGAGCAATAGAGGACATACAAGACAT

TCAAGAGGGGCTTGAACTGGGCCTGATCACAGAAGAAGAGGCTGAATCACGC

CTGCTACCACCGGACAACATCGCACCCAGCGAAGAAGCCCAAGAAGAGGTGC

AGCAAAGCGGTCCCATTGAAGAGGTGAGTGAAAAGTTCATGGGGGCACGCA

AATTGGTTAAGGAGAACATTTACTCTGAAAAACTGCACAACAGAGAGGTGGC

CTTCTACAGCCGGTACAGCAAGCAGTACAGTTACAAAGGGGGCTCACACCAC

TCACTCGGATGGGATAAAGCTTTGGATGAGCTCATACAAGAGTTGGGCCTAG

ATGAGAGCTATGACCACTGTCTCATTCAACGGTACTCTGAGGGTGGCAGTATC

AATTTCCACGCCGATGATGAGCCCTGCTATCTACCAGGAGGAACCGTGGTGA

CGGTGAATTTGAATGGGGAAGCAATCTTTGAGTTGAAGGAGAACACATCAGG

CAAAACCGAGTCAAAAAGATTAAAGGATGGTGATGTGTTCACAATGGGCGCA

GGAATGCAGCAAACCCATAAACACAAGGTCACCTCACTCACTAACGGGCGAT

GTAGTATCACTCTGAGGAACAAGACAGTGGACTACGAGGCAAGGACGGAGG

CAATCAATTCCGATTACGAGGAGGATGTAGCAGCACTGGACGAGGGAATTGA

GTACCTCCAAAAGAATCAAGGGAATATGTGCTCCCTGAAGGCTTTTGCTGAA 
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Продолжение таблицы Б.1 
ОРС Нуклеотидная последовательность (5’- 3’) 

 СACATGCAATTGAGCATACCAAGCGTGATCTCAATAGTAAATGGCGCATCGC

CACAAACACTGAGAGAAATAGAAGGTGGTGGGATCAGTGTCGCGACGCTTGT

GAATCTCTCGAGGGCGCTGGACTTCCCGATCGCCATTCACGGAGAGAGAGGA

TATGCTGAAACGCCTGGAACATATAGAAGACTGCACCTCAAGATCACAACAG

GGCACGTGGAACCATTCGATGGAGTCATAAGTAAGGGCGGTCTTAAGGAGGC

CCTGTTGCTGAGCGATGGCGTTGGAATAGGTCTATTCAGAGTGGACAAAAAT

AAGGCTGACCGCCTTGCCCAAAGTTTCTACAACGGGAACACAGGGGTGCTTC

TGGGAAAGTACAATAAAGGCAAGATGCACTCAGAGGGCATAGATGAACCAA

AGGAGGTGCTCACCGCTTTCGGATTTGCAGGTTCAGGGAAAAGTCACTGGTG

TCAAACCATACTTAAACACTGTTCCGTAGAGAAAGCCCTCGTTATCAGCCCAC

GGAAGGTACTCAAAGACGACTGGACCTCAAAGATCTCAAAGAGGCACAAAG

TGGTGACATTCGAGGTGGCTTTCATGGATGATTATGGCTGCAAGGATGTGGTT

ATCGACGAGATCGGGTTGCTACCTCCTGGGTACATCGATTTAGTCATTGCTGT

GCATAGACCACGTACACTGGTGCTCCTGGGGGATCCACTGCAAAGCACCTAC

CACAGCAAGCGTGACAACGTAGTCTTGGAGGCCAGTCAAGAGGACATCTTTG

CCAGGATCAAAGGGCAGCTACCATACCTCTGCTACTCCCACCGGCTCCCAAA

GAATTGCAGATTATTCGAGCTAGAGTGCATGGGAGCGGAGAGCGAAAAGAG

GGTAACCTATCGCTCGAGTCGCCTCAAGGACGAGCCGGTCATCTGCGCGACC

AGGGCCATGAAGGAGGAAAAAGGGTCAGGCTGGTACACAGTGAGCGAGACC

CAAGGGCTAAGCTTCAAATCGTGTCTCATTCACCTTGATGAGCATTGGGCGAA

GAAAGAGGATGAGGATGTGATGGTGGCCCTGACAAGATCAAGAGGGGAAAT

AGGCATAAACGTCACCAATGCACTCAAGAAGACGTTGATCGCGAGCGCAAAA

AGTACGCTGCTCAGGAAGGTACTCAAGGGGGAGACATATAGGCGTTCTGAAA

TCGTTGCCATGGCCCGCAAGCATATACCAGAAGTCACCGTTCTCTTCGAGGAG

AGTAGGCTAGCAGAAAATGTGGATTATGAAGCTAGGTTAGCTGGTGATCCAT

ACTTGAAGTCACTGCTCTCACTCTATGATGAGATTGAAATGGACGAGGTGGA

AATTGAAGAACCGGTCGCTCTGGAACCGGTTAAAACCCATCTCGCATTGAGT

GAGAAGATGAACGAACTGGCCCCTTTCGAATTGAAGGCCAAAGAGTACAGAG

AGCAGTACACGGATGCTGGAAGGACTGAGCAGATAGACGAGGAGGGGTATA

GCGGGGAAGAGGCCAATCCGATGACCCACAAGGCTTTGTACCTAAAACACAC

CTCTGATGACACTGCCACGTTTATGATGTCTGTAAGGAAGCGATTGCGCTTCA

GAAACTATGAGGCAAACAGAAGGAAGTCCAAGGCATGTAATGGCATCGGAA

AGCAGATGTTCTCGGTCTTCAAGGAGACATACCAGTTGAAGGAGATCGATTC

CTTACCCGATCTGGAGAGGTGCGAAATGGAATTCATGAAGAAACGCGTGGAG

AAGAGCGCGGGTCTAATAGAGCAGCATGCCGGGCGTAGTGACCCAGACTGGC

CAAGCAACTACCTGAAGATCTTTCTGAAACAGCAGACCTGTACAAAAATGGA

GAAACGCGGCGTGGACGCAAAGGCGGGTCAAACCATAGCCTGCTTCGCCCAC

TCCGTGCTTTGTAGATTCGGCCCTATACTCAGACAGACAGAAAGGGCACTCA

GGGAATTGTTACCGGAGAATGTAATGATATACTCTCAGAAGAACTACATGGA

CCTGGACAAATGGGCCAAGACCTGGGTCGAGAGCATGATGGGGACGGATTCC

GATTATGAGGCCTTTGATCGATCTCAAGATGAGAAAGTGCTAGATCTAGAGG

TAGAAGTGCTTCGCTTCTTCCTATGGCCGGAGGATTTAATCAGGGAGTACGAG

GAGCTTAAACTGATGATGGGGTGCGCACTGGGTGATCTAGCCGTCATGCGGT

TTTCGGGCGAGTTCGGGACATTCTTCTTCAACACCATATGCAACATGGTATTT

AGCTGCATGCGCTATCATATGGATCGCAACACCCCAATATGTTTCGCTGGGGA

TGACATGTATTCACCTGGGATCCTGAGGACAAAGAATGATTATGAGGGGACT

CTAGACCAACTGACTCTGAAAGCGAAAGTGCATATATCTGAAGAGCCATTGT

TCTGTGGTTGGAGGATGAGCCCCTTCGGGATAGTGAAGGAGCCCAATCTAAT

CCTGGATCGCTGGAAGATCGCGAAAAGAAGTGGAAATCTGTCACTCTGTCTC

GTCAACTACGCGATTGAGGCTAGTTTTGGGTACAGGTTAAGCGAGTACCTGT 
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Продолжение таблицы Б.1 

ОРС Нуклеотидная последовательность (5’- 3’) 

 ATGATGTTAATATAGACGTCGATGCTCAGCAAGAACTGATAAGGGAGATTGT

GGAAAAGAAGCACCTACTGCCGAAAAAGATAGCAGATCTTTTCAGTGAGGAC

GAGTGCGAGGCGCACAGCGATGGCGACGAGGACTTTTTGAGTAATGACATCG

CAAAGTTGTACAGAGTTGGTTGA 

ОРС2 ATGACATCGCAAAGTTGTACAGAGTTGGTTGAGTTCTTGAGTCAGGGTGGTG

ATAGGTGCAGTTTAGATAGAACGTCACTTGAGTCCTTGTCGTATACACAGTGT

CTGTACTTATTGTCTGATCTTAGAGGCCTAGGATATCACAGTATAGATAGCAT

ATTACATATACTGGAGTGTAGCGAGGCGGAACGTTTCGAAATCTATCGAATCT

TCCGGAGGCACGGAATCGGGATTGGAGAGGCTTTGCAGCTAGGCGTGAGAAA

AAGTTTGTGTTACAGTCCGAGAAGCACCGCAGAGATACTGGACGACCTCCTG

TCCAGGATAAGCAGGGGAGGTGCCTTCCTACCAAGTGATCTGGGTGCAGTGA

AAGGAGAACTTCTGGTTACATTCCAACCGTCCAGATTAAGTGTAGACCTCTAC

GCTAATACCAAGAAGGTGTGTACCAGGACGTGTCAAGGCAAAGGCGACGCA

GGTTATGTCGCACGGAGATTCTCAGGCTACAAAGGGCTCGCTCTCAGATCCCA

AGGAAATTAA 

ОРС3 ATGTCGCACGGAGATTCTCAGGCTACAAAGGGCTCGCTCTCAGATCCCAAGG

AAATTAAGATATTCAATGTCAAGAGAAACACAAAGGATCTCGAGACACTGAA

CAAGAGCCTCCACAGGGGAGATGTGTACGACACGGAGCTAATAGAGCGTGTG

TTTCCAAGACGCACAAAGAAATGCGTCGTGCACAAGGAGCTAGTCGTTCAAG

ATGGCCGAGTGGATTGCGAGCTGGATCTGATGGACGGGGGTTTGGATGATAT

AGATGAGACAGAATACCCGCTCTACCACGTGGGGTGTATCGTCATCGCTTTAA

TGCCACATGGTAAGAATCTCCAGGGCAAGGTGGTTGTCGAGGTGATAGATAC

CCGGCTCAAGGTTGGGTCAGGGCGGATCTCTAGGAGCGTGATGGATATGTCG

AAACCCTTAAGCGCATGTGCCGACTTCCCGGGGTACTTCATTAGTACTTCCGA

TCTGTTGAACGGATACACGCTGCACCTCTCCATAACCACAACTGATCTGCAGT

TTGTGGACGGCGTGCACCCATTCAGCGTACAACTCATGAATATCGGGCGTCTC

TGCGGGGATGACATGAAGACAAGGTATGCGGTAGGAGAGGCCTCGAAGATC

CTGCATCAGAACATCCTAAACTCACAAGGCGATGGCGAGATGATACCGCGTG

GTGTGCAAGTGCAAAAAGTACCAGATACCCTAGTTATGCCAGAAGTTTATGA

GACAATAAAGAGACTTGGGTTGAAGACAAATGGCACACTACGCCAAGAGGG

TGGAGATAAGGGCGATCATAGAGGAACTGGTGCTGGCGAAAGCCACGCCAA

CTGA 

ОРС4 ATGGCACACTACGCCAAGAGGGTGGAGATAAGGGCGATCATAGAGGAACTG

GTGCTGGCGAAAGCCACGCCAACTGAGGACGCATCCGAAAGTGGCTACGACC

GAAATATGTACCTGAATACTCTCTTCGGGTACATCGCCTTGGTCGGGACAAGC

AAGAAGGCGGTTCATTATGGGGAGGTAGATATAGTAGGACCTAAAGCTAGCA

AGAAAACGGGGATCGACCCTCGCGGAAAGATGGTTGTATCGGAGCTGGTCGG

CAGAATGCGCACTCTGAGCGTGGCGGTTAGTGAGGGACCTGTAAAAGGTGCA

ACCTTGAGGCAGATGTGTGAGCCTTTCGCACAGAACGCCTATGACTTCCTCGT

GCTTATGGCGGAGATGGGCACCTATTCACAGCTAGCCACAAAGATGACGAGG

TCAGGCTTTAAGGAACCACAGGTTATGTTCGACTTTGCGTCGGGCTTAGATTT

GAAAGCACTGACCCTACAAGAAGCCACTGTGATACAGGCTATGCACTCACGT

CTCTTTCGGACAGAAGGTGCAAAGGGGGTATTCAACGCTCAATCATCTGTCG

GTGAGCAGGCTGTCGAGATATAG 

ОРС5 ATGGATGACCCATCGTTTCTCGCGGGTAGGTCCACGTTTGCTAAACGTAGGCG

CGCTAGGCGCATGAATGTGTGTAAGTGTGGTGCTATAATGCACAATAATGAG

GACTGCAAGTCCAGTAGTATTTCCGGTCATAAACTCGATAGATTGCGGTTCGT

CAAAGAGGGAAGAGTAACTCTAACGGGTGAGACTCCTGTTTACCGGACTTGG

ATCAGATGGGTTGAGACTGAATATCACATATATATATTAGAAACCTCAGACG
ATGAGAAATGA 
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Таблица Б.2 - Белки, кодируемые геномом ВАВ 

 
ОРС, белок Нуклеотидная последовательность (5’- 3’) 

ОРС1 - РНК- 

зависимая РНК 

полимераза 

MSISVSSQRVAVSNLYTNGSEESVKAIKELKSKRLLETETRLDGLFDY

YIPDTLREILSGYGMEFSVHSFQGHAHPVSKMIENHMLYRVAPNYFSN

NTLVVSCKEGKIKRLRLKNAGNRNLNFTQYNRLVHAKDHHRYENAF

RELDVGNLTNLINKESQSECIFIHDEVQYWSLDEMQRFLGSLSKVDRI

VYSIIYPAEVEAGYSQSLFPEAYTFDLKEGRLIWYPDGKAEGAYTQPIN

PWLLRCSKTEDSKGRSWTITKLQTVGAHHLFSAIRGSYLTEESYKYDN

FTIINPNDILRGRRGSKPLYLRARMIKPTLLYLLALKKSDSNSAVAKLR

MLSSREENMDEALFVAQLAKQIRDTALYDKMGNPSLRSILSESFYDV

AGNLFTRLFNRPEYDARCLEKFIRACETTEIHIGRRFMEGVLRGSSYQV

QKVVDWVEDEEANALSEVNLVELTRNEREPQPYGSEQLQGSGARVR

FPLSRLMRAHEMVHEAQFEVNFNHIRIVCSSKALVHLRQYLIRLGRFK

FMEGRAIEDIQDIQEGLELGLITEEEAESRLLPPDNIAPSEEAQEEVQQS

GPIEEVSEKFMGARKLVKENIYSEKLHNREVAFYSRYSKQYSYKGGS

HHSLGWDKALDELIQELGLDESYDHCLIQRYSEGGSINFHADDEPCYL

PGGTVVTVNLNGEAIFELKENTSGKTESKRLKDGDVFTMGAGMQQT

HKHKVTSLTNGRCSITLRNKTVDYEARTEAINSDYEEDVAALDEGIEY

LQKNQGNMCSLKAFAEHMQLSIPSVISIVNGASPQTLREIEGGGISVAT

LVNLSRALDFPIAIHGERGYAETPGTYRRLHLKITTGHVEPFDGVISKG

GLKEALLLSDGVGIGLFRVDKNKADRLAQSFYNGNTGVLLGKYNKG

KMHSEGIDEPKEVLTAFGFAGSGKSHWCQTILKHCSVEKALVISPRKV

LKDDWTSKISKRHKVVTFEVAFMDDYGCKDVVIDEIGLLPPGYIDLVI

AVHRPRTLVLLGDPLQSTYHSKRDNVVLEASQEDIFARIKGQLPYLCY

SHRLPKNCRLFELECMGAESEKRVTYRSSRLKDEPVICATRAMKEEK

GSGWYTVSETQGLSFKSCLIHLDEHWAKKEDEDVMVALTRSRGEIGI

NVTNALKKTLIASAKSTLLRKVLKGETYRRSEIVAMARKHIPEVTVLF 

 EESRLAENVDYEARLAGDPYLKSLLSLYDEIEMDEVEIEEPVALEPVK

THLALSEKMNELAPFELKAKEYREQYTDAGRTEQIDEEGYSGEEANP

MTHKALYLKHTSDDTATFMMSVRKRLRFRNYEANRRKSKACNGIGK

QMFSVFKETYQLKEIDSLPDLERCEMEFMKKRVEKSAGLIEQHAGRS

DPDWPSNYLKIFLKQQTCTKMEKRGVDAKAGQTIACFAHSVLCRFGP

ILRQTERALRELLPENVMIYSQKNYMDLDKWAKTWVESMMGTDSDY

EAFDRSQDEKVLDLEVEVLRFFLWPEDLIREYEELKLMMGCALGDLA

VMRFSGEFGTFFFNTICNMVFSCMRYHMDRNTPICFAGDDMYSPGILR

TKNDYEGTLDQLTLKAKVHISEEPLFCGWRMSPFGIVKEPNLILDRWK

IAKRSGNLSLCLVNYAIEASFGYRLSEYLYDVNIDVDAQQELIREIVEK

KHLLPKKIADLFSEDECEAHSDGDEDFLSNDIAKLYRVG 

ОРС2 - белок 

не известной 

функции 

MTSQSCTELVEFLSQGGDRCSLDRTSLESLSYTQCLYLLSDLRGLGYH

SIDSILHILECSEAERFEIYRIFRRHGIGIGEALQLGVRKSLCYSPRSTAEI

LDDLLSRISRGGAFLPSDLGAVKGELLVTFQPSRLSVDLYANTKKVCT

RTCQGKGDAGYVARRFSGYKGLALRSQGN 

ОРС3 - белок 

передвижения  

MSHGDSQATKGSLSDPKEIKIFNVKRNTKDLETLNKSLHRGDVYDTE

LIERVFPRRTKKCVVHKELVVQDGRVDCELDLMDGGLDDIDETEYPL

YHVGCIVIALMPHGKNLQGKVVVEVIDTRLKVGSGRISRSVMDMSKP

LSACADFPGYFISTSDLLNGYTLHLSITTTDLQFVDGVHPFSVQLMNIG

RLCGDDMKTRYAVGEASKILHQNILNSQGDGEMIPRGVQVQKVPDTL

VMPEVYETIKRLGLKTNGTLRQEGGDKGDHRGTGAGESHAN 

ОРС4 - 

капсидный  

MAHYAKRVEIRAIIEELVLAKATPTEDASESGYDRNMYLNTLFGYIAL

VGTSKKAVHYGEVDIVGPKASKKTGIDPRGKMVVSELVGRMRTLSV 
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Продолжение таблицы Б.2 

ОРС, белок Нуклеотидная последовательность (5’- 3’) 

белок AVSEGPVKGATLRQMCEPFAQNAYDFLVLMAEMGTYSQLATKMTRS

GFKEPQVMFDFASGLDLKALTLQEATVIQAMHSRLFRTEGAKGVFNA

QSSVGEQAVEI 

ОРС5 - Р10, 

супрессор РНК 

- 

интерференции 

MDDPSFLAGRSTFAKRRRARRMNVCKCGAIMHNNEDCKSSSISGHKL

DRLRFVKEGRVTLTGETPVYRTWIRWVETEYHIYILETSDDEK 
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ПРИЛОЖЕНИЕ В 

 

Авторское свидетельство на программу DNARNAref 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Г 

 

Патент на изобретение «Набор синтетических олигонуклеотидов для 

обнаружения вирусов яблони методом ОТ-ПЦР» 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Д 

 

Схематическое изображение плазмиды pCAMBIA 2300 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Е 

 

Схематическое изображение плазмиды pBI121 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Ж 

 

Заявка на патент «Т - вектор для клонирования ПЦР - продуктов разного 

размера» 
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ПРИЛОЖЕНИЕ И 

 

Патент на изобретение «Вирусный вектор для транзиентной экспрессии 

гетерологичных белков в растениях» 

 

  
 



168 
 

 
 

 

 



169 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



170 
 

ПРИЛОЖЕНИЕ К 

Экспрессия антигенов Erwinia amylovora в растениях при использовании 

вектора на основе полного генома вируса А винограда 
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Экспрессия антигенов Brucella abortus в растениях при использовании вектора 

на основе деконструированного генома вируса А винограда 
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Договор для акта - Экспрессия антигенов Brucella abortus в растениях при 

использовании вектора на основе деконструированного генома вируса А 

винограда 
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ПРИЛОЖЕНИЕ Л 

Авторское свидетельство «Прикладные научные исследования в области 

защиты и карантина растений для обеспечения фитосанитарной безопасности 

Республики Казахстан (произведение науки)» 
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ПРИЛОЖЕНИЕ М 

MK086027 – номер в генетическом банке NCBI для нуклеотидной и 

аминокислотной последовательностей капсидного белка  вируса хлоротической 

пятнистости листьев яблони – изолят ACLSV-K2, Казахстан, Алматы.  

 

 


