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Tomato bushy stunt virus (TBSV) ENCODED CAPCID PROTEIN P41 
TRIGGERS RESISTANCE IN Solanum lycopersicum 

 
Abstract. Efficient infection of Nicotiana benthamiana plants with wild type Tomato bushy stunt virus (TBSV) 

is influenced by expression of protein P19, which is a potent RNAi suppressor. The capsid protein (СР) P41 is requi-
red for virion formation and facilitates long distance movement of the virus. Along with RNAi suppression, P19 
protein is involved in the development of severe disease symptoms in N. benthamiana and elicitation of Hyper-
sensitive Response (HR) in tobacco. Our results show that wild type TBSV infection of Solanum lycopersicum (cv. 
Money maker) triggers resistance to the virus. Despite detectable accumulation levels of P19 protein in leaf and root 
tissues, the infection was not accompanied with obvious disease symptoms. Contrastingly, inoculation with TBSV 
mutant, lacking capsid protein P41 demonstrated susceptibility to TBSV. Moreover, Chl-FI analysis of plants infec-
ted with virus exhibited significant changes in metabolism. Our data suggests that in response to CP expression to-
mato plants have evolved defense mechanisms to resist viral infection. 

Key words: Tomato bushy stunt virus, capsid protein, virions, resistance, Solanum lycopersicum. 
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КАПСИДНЫЙ БЕЛОК Р41 ВИРУСА Tomato bushy stunt virus (TBSV) 
АКТИВИРУЕТ РЕЗИСТЕНТНОСТЬ У РАСТЕНИЙ ВИДА  

Solanum lycopersicum 
 

Аннотация. Кодируемый вирусом Tomato bushy stunt virus (TBSV), белок Р19 является мощным су-
прессором РНК интерференции и играет важную роль при инфекции растений Nicotiana benthamiana, 
которая характеризуется ярко выраженными симптомами заболевания и системным коллапсом. Кроме того, 
белок Р19 является элиситором гиперчувствительного ответа у Nicotiana tabacum. Капсидный белок вируса 
Р41 формирует вирионы и способствует развитию системной инфекции. Полученные нами данные показали, 
что при инфекции диким типом TBSV у растений вида Solanum lycopersicum (сорт Money maker) активи-
руется резистентный ответ. Не смотря на системную аккумуляцию белка супрессора Р19 в листьях и корнях, 
у растений не проявляются видимые симптомы заболевания. Однако, анализ Chlorophyll Fluorescence Ima-
ging system (Chl-FI) показал, что в инфицированных вирусом растениях происходят значительные изменения 
метаболизма. Более того, инфекция растений мутантом TBSV по капсидному белку приводит к системному 
некрозу гибели растений. Полученные данные указывают на то, что у томатов выработаны защитные меха-
низмы в ответ на экспрессию капсидного белка Р41 вируса TBSV. 

Ключевые слова: Tomato bushy stunt virus (TBSV), капсидный белок, вирион, Solanum lycopersicum, 
резистентность, РНК-интерференция. 

 



ISSN 2224

Введ
и индуци
системная

Гипе
ных клет
форм кис
Индукция
ния сигна
щей инфе
для актив

РНК 
нирует ка
ференции
ротких ин
которые и
ки РНК д
киРНК в р
нуемый R
ванный R
ных целев
дацией л
ность бло

Toma
Данный в
модельно

Гено
длиной 47
frame, OR
Рентгенст
упаковыв
субъедин

Прям

Со ст
Р92, кото
репликазн
который 
ложены г
щей посл

4-5308             

дение. Устой
ированного 
я приобрите
ерчувствител
ок для лока
слорода в ме
я СПУ иниц
алов по всем
екции. Изве
вации как ГО
интерферен

ак защитный
и состоит из
нтерфериру
имеют актив
длиной от 2
расплетенно

RISC (RNA 
RISC, связан
вых одноце
ибо блокир
окировать за
ato bushy s
вирус относ
ой системой 
мная струк
778 нт. В ге
RF) , с кото
труктурный
вается геном
иц капсидно

оугольники ук

тороны 5 ̓ к
орые обесп
ного белка 
экспрессиру
гены, кодиру
ледовательн

                     

йчивость ра
иммунитет
енная устой
льный ответ
ализации ин
естах прони
циализирует
му организм
стно, что са
О, так и мех
нция являет
й механизм 
з нескольких
ующих РНК 
вность РНК
0 до 30 нт, 
ом одноцеп
induced silen
нный с киРН
почечных Р
рованием тр
ащитный ме
stunt virus 
сится к ряду
для изучени

ктура TBSV
еномной РН
орых начин
й анализ выя
мная РНК. В
ого белка р4

Рисунок
казывают очер

конца геном
печивают эк
вируса [23]
уется с суб
ующие белк
ности Р22 [2

                      

астений к ви
а высших р
чивость (СП
т ассоцииро
нфекции. Да
икновения в
тся путем р
му для повы
алициловая к
ханизма сист
тся регулят
против вир
х консерват
молекул (к

К-азы типа II
но в основ
очном виде 
ncing compl
НК функцио
РНК молеку
рансляции [
еханизм с по
представите
у вредоносн
ия взаимоде
 представле
НК располож
ается транс
явил изомет
Вирионы вир
41 [21, 22].

к 1 – Линейная
редность распо

ма вируса ра
кспрессию 
. ORF3 код
бгеномной Р
ки Р22 и Р1
24]. Белок 

                     

 
35 

ирусам обус
растений, т
ПУ) и РНК-и
ован с прогр
анный проц
вируса и акк
распознавани
ышения сист
кислота (СК
темной прио
тором экспр
усов в расте
тивных этап
киРНК) при
II. Dicer ком
ном ки РНК
встраивают

lex), тем сам
онирует, ка
л в цитопла

[14-16]. Одн
омошью спе
ель рода T
ных фитапа
ействий меж
ена в виде 
жено 5 откр
сляция пяти
трическую с
руса диамет

 

 
я структра гено
оложения генов

 

асположены
фермента 

дирует капси
РНК1[24]. В
9. Старт код
р22 необхо

   Серия биол

словлена ра
такие как ги
интерферен
раммирован
цесс сопрово
кумуляцией
ия специфи
темной усто
К) является 
обретенной 
рессии генов
ениях [5, 6]
пов. Первый

 действии ф
мплекс гене
К длиной 21
тся в эффект
мым запуска
ак сканер, дл
азме, с посл
нако, вирус
ециализиров
Tombusvirus,
атогенных в
жду растени
линейной о

рытых рамок
и основных 
структуру ви
тром 30 нм, 

ома TBSV дик
в TBSV с соот

ы ORF1 и O
РНК-зависи
идный бело
В 3 ́ ОН-тер
дон Р19 бел
одим для тр

логическая и 

азличными у
иперчувстви
нция. 
нной клеточ
ождается на
 некоторых
ичных патог
ойчивости р
ключевой с
устойчивос
в у эукарио
. Механизм 
 этап, образ
ферментов э
рирует дупл
1 нт [7-13]. 
торный белк
ается актива
ля распозна
едующей ф
сы растений
ванных белк
, cемейства
вирусов [19
иями и вирус
одноцепочеч
к считывани
белков вир
ирионов вир
формируют

кого типа.  
тветствующими

RF2, старт 
имой РНК-п
ок, молекуля
рминальной 
лка располож
ранслокации

медицинская

уровнями пр
ительный от

чной смерть
акоплением
х фитогормо
генов и расп
растений к п
сигнальной м
сти (СПУ) [3
от, а также 
действия Р
зование дуп
эндонуклеаз
лексы двуце
На следую
ковый комп
ация RISC. А
авания комп
ерментативн
й выработал
ков супрессо
а Tombusvir
] и являетс
сами [20].  
чной РНК 
ия (англ. Op
руса (рисуно
руса, внутри
тся из одина

и названиями 

кодоны бел
полимеразы
ярной массо
части гено
жен внутри
и вируса из

я. № 1. 2017 
 

риродного 
твет (ГО), 

ью отдель-
 активных 
онов [1, 2]. 
простране-
последую-
молекулой 
3, 4]. 
функцио-
НК интер-
лексов ко-
зы DICER, 
епочечных 
щем этапе 
плекс, име-
Активиро-
плементар-
ной дегра-
ли способ-
оров [17].  
ridae [18]. 
я удобной 

молекулы, 
pen reading 
ок 1) [20]. 
и которых, 
аковых 180 

 

белков 

лков Р33 и 
ы, то есть 
ой 41 кДа, 
ома распо-
и кодирую-
з клетки в 



Известия Национальной академии наук Республики Казахстан 
  

   
36  

клетку [25]. Основная функция белка Р19 заключена в супрессии РНК-интерференции растений 
путем связывания коротких молекул РНК (ки РНК) [26-28]. 

Функции вирусных белков заключаются не только в обеспечении важных процессов в жиз-
ненном цикле вируса, такие как репликация, сборка вирусных частиц, транслокация, но и в учас-
тии в процессах подавления иммунитета растений. Целью данной работы является изучение 
влияния экспрессии белков TBSV на активацию защитных механизмов растений. 

 

Материалы и методы 
 

В экспериментах использованы растения, Solanum lycopersicum сорта Money Maker и его 
трансгенный NahG мутант, который несет бактериальный ген NahG (Salicylate hydroxylase). У 
NahG мутантов томата не аккумулируется эндогенная салициловая кислота [29, 30]. В качестве 
инфекционного материала был использован вирус дикого типа TBSV WT и его мутант по капсид-
ному белку TBSV-ΔP41. 

In vitro транскрипция и инокуляция растений. Вирусные РНК-транскрипты были получены 
in vitro транскрипцией по методу описаному в работе [27]. На 50 мкл реакционной смеси было 
использовано 10 мкл буферной смеси, 10 мкл 10 мМ раствора рибонуклеотидов, 2 мкл фермента 
Т7 РНК полимеразы и матричной линеаризованной кДНК вируса в концентрации 1–2 мкг. 
Реакционная смесь инкубировалась при 37С° в течение 2 часов. Для инокуляции растений in vitro 
синтезированные транскрипты были разведены буфером для инокуляции (10 мМ фосфатный 
буфер, рн 6.8) в пропорции 1/5. Инокуляция проводилась методом механического растирания 
листовых поверхностей растений. 

ПААГ электрофорез с натрий додецилсульфатом и иммуноблоттинг. Аккумуляция вирус-
ных белков было определена методом иммуноблоттинга по описано в работе Р. Омарова [27, 31]. 
Образцы из контрольных и инфицированных растений были гомогенизированы в ступке с 
добавлением экстракционного буфера (200 мМ Трис, рН 7.4 и 10 мМ ЭДТА) в пропорции 100 мг 
образца на 300 мкл буфера, затем дважды центрифугированы при 10 тыс. оборотов, полученная 
жидкая фаза в объеме 50 мкл был перенесена в чистую пробирку, соединена с буфером для дена-
турации (1:3) и инкубирована при температуре 95 С° в течении 2-5 минут. Денатурированные 
образцы были разделены в полиакриламидном геле при напряжении 90В в концентрирующем и 
120 В в разделяющем геле в камере для вертикального гель электрофореза (Mini protean TS, 
BioRad). Перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану проводился при постоянной силе тока 
250 Ma в течении 2 часов в камере для трансфера Mini Trans-Blot cell, Bio Rad. Эффективность 
переноса подтверждалась инкубированием в 5% растворе Ponceau S (Sigma). Для блокирования 
мембраны использовано сухое молоко растворенное в буфере 1хТBSТ (Трис, натрий хлор, рн 7.4) с 
добавлением Твин 20. Для определения вирусного белка Р19 были использованы кроличьи анти-
тела против Р19 белка в разведении 1:3000, детекция и визуализация проводилась с вторичными 
антителами, коньюгированные с щелочной фосфатазой (Sigma). В качестве субстрата для щелоч-
ной фосфотазы был использован готовый раствор NBT-BCIP (Sigma). 

Метод ChL-F. Фотосинтетические параметры были определены с помощью аппарата Chl-F 
imaging, Open FluorCam FC 800-O (PSI, Чехия) флюрометр которого, контролируется программой 
FluorCam7 (PSI). Система Chl-FI, испoльзoванная в даннoй рабoте, пoлнoстью кoмпьютеризи-
рoвана. Принцип рабoты направлен на активацию, визуализацию и анализ хлoрoфильнoй флюo-
ресценции. Метод состоит в том, что растения загружались в камеру, оснащенную излучающей 
актиновые лучи лампой и фотокамерой (B&W CCD camera), которая визуализирует флюорес-
ценцию. Измерения проводились на 3,7,14 и 21 день после инокуляции по описанию [32]. 

 

Результаты и обсуждение 
 

Инфекция TBSV в растениях N. benthamiana сопровождается появлением ярко выраженных 
симптомов заболевания в виде мозаичности, сморщенности и некроза апикальных листьев. После 
двух недель инфекции растения подвергаются полному отмиранию надземной части. Это связано с 
тем, что в инфицированных растениях подавлен механизм антивирусной РНК интерференции, так 
как вирусный белок супрессор Р19 связывает киРНК, тем самым блокируя активацию RISC 
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Полученные нами данные показали, что при инфекции вирусом дикого типа, который коди-
рует капсидный белок Р41 и белок супрессор 19 не было проявления ярко выраженных симптомов 
вирусного заболевания. Однако были выявлены значительные изменения в метаболизме растений. 
Более того, инфекция мутантом вируса по капсидному белку приводила к системному некрозу и 
гибели растений. Использование мутанта томатов по салициловой кислоте NahG не выявило 
возможную взаимосвязь между устойчивостью томатов к TBSV с СК-зависимыми защитными 
путями. Таким образом, было определено, что устойчивость томатов обусловлена экспрессией 
капсидного белка Р41 вируса. Вероятно, что у томатов выработан механизм устойчивости к TBSV, 
который основан на первичном распознавании капсидного белка Р41 в качестве элиситора 
резистентности. 

Финансирование. Работа выполнена в рамках проекта по грантовому финансированию: 
5344/ГФ4 «Участие вирусных супрессоров РНК-интерференции в активации “окислительного 
взрыва” в растениях при вирусной инфекции» и по бюджетной программе 217 «Развитие науки» 
по проекту «Разработка биотехнологии создания трансгенных линий растений с использованием 
направленного подавления РНК-интерференции супрессорным белком вируса». 
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Solanum lycopersicum ӨСІМДІГІНДЕ РЕЗИСТЕНТТІЛІК ЖАУАПТЫҢ  

Tomato bushy stunt virus (TBSV) ВИРУСЫНЫҢ Р41 КАПСИДТІК АҚУЫЗЫМЕН БЕЛСЕНДІРІЛУІ  
 

Аннотация. Tomato bushy stunt virus (TBSV) вирусымен кодталатын Р19 ақуызы РНҚ интерферен-
цияның қуатты супрессоры болып табылады жəне Nicotiana benthamiana өсімдіктерінің вируспен жұқты-
рылуында маңызды рөл атқарады. Р19 ақуызының экспрессиясы вируспен зақымдануы айқын көрініс береді 
де, өсімдіктің толық коллапсына əкеліп соқтырады. Сонымен қатар супрессорлық Р19 ақуызы Nicotiana 
tabacum өсімдігінде гиперсезімталдық реакциясын белсендіруге жауапты. Вирустың Р41 капсидтік ақуызы 
вирион құрылымын қалыптастырып, өсімдік бойымен таралауын қамтамасыз етеді. Алынған зерттеу нəти-
желері TBSV вирусының жабайы типінің инфекциясы Solanum lycopersicum (Money maker сұрыбы) қызанақ 
өсімдігінде вирусқа қарсы төзімділік жауабын тудыратынын анықтады. Өсімдіктің тамыр жəне жапырақ 
ұлпасында Р19 ақуызының жинақталуына қарамастан вируспен зақымдалудың сыртқы көрінісі нашар 
байқалды. Алайда, Chlorophyll Fluorescence Imaging system (Chl-FI) сараптамасы вируспен зақымдалған 
өсімдіктерде жасушаішілік метаболизмінің өзгеруін анықтады. Ал вирустың капсидтік ақуызы экспрессия-
ланбайтын мутантпен инфекция тудырғанда, қызанақ өсімдіктері жоғары сезімталдық көрсетіп, жүйелік не-
крозға ұшырады. Зерттеу нəтижелері қызанақтың Money maker сұрыбында TBSV вирусына қарсы қорғаныс 
механизмдері вирустық капсидтік ақуыз Р41-ді тану арқылы белсендірілетінін көрсетеді. 

Тірек сөздер: Tomato bushy stunt virus (TBSV), вирус, капсидтік ақуыз, вирион, Solanum lycopersicum, 
резистенттілік, РНҚ-интерференция. 
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