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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. 
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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 



ISSN 2224

комплекс
цируется 
деградаци

В наш
томов вир
miana, на
системны
листьев т
NahG так

Имму
листьях т
муляция б

Как 
метаболи
вторичны

Для т
смотря на
Imaging s
лизма в и

 

4-5308             

са [27, 31]. Б
образовани

ии РНК виру
ших экспрер
русной инф
а десятый де
ых симптомо
томатов про
кже демонст

Рисун

Рисуно

унодетекция
томатов. Бол
была значит
известно, п
зме, в лист
ых метаболи
того, чтобы
а отсутствие
system (Chl-
инфицирoван

                     

Было доказа
ие RISC. З
уса и выздо
риментах с 
екции не вы
ень после и
ов (рисунок
оявлялись л
трировали ло

ок 2 – Симпто

ок 3 – Симптом
Справа – зд

я вирусног
лее того, бел
тельно мень
при вирусн
тьях наблю
итов, наруше
ы оценить вл
е видимых с
-FI). Данная
нных растен

                      

ано, что в р
ащитный р
оравлению р

Solanum lyc
ыявила знач
нокуляции 
к 2). После и
окальные, о
окальные си

омы инфекции 

мы инфекции 
доровое растен

го супрессор
лок Р19 был
ьше по сравн
ной инфекц
юдается неoд
ение флуoре
лияние виру
симптомов, 
я технологи
ниях [35, 36]

                     

 
37 

растениях N
рибонуклеаз
растений [33
copersicum с
имых прояв
томаты про
инокуляции
обесцвеченн
имптомы рез

 

 
на листьях том

 

 
на листьях том
ние, слева – ин

 
ра Р19 на 
л также обн
нению с лис
ции в расте
днoрoдная 
есценции хл
усной инфе
была испол

ия пoзвoляет
].  

   Серия биол

. benthamian
зный компл
3].  
сорта Money
влений забо
одолжали св
и вирусными
ные участки
зистентност

матов сорта M

матов сорта M
нфицированно

14 дпи по
аружен в ко
стьями (рису
ениях прoи
ассимиляци
лорофиллов 
екции на пр
льзована тех
т анализиро

логическая и 

na инфицир
лекс привод

y maker визу
левания. В 
вой рост и р
и транскрип
и (рисунок 
ти. 

Money maker на

oney maker на 
ое TBSV WT 

оказала акку
орнях растен
унок 4).  
исхoдят лoк
ии CO2, нак
[32, 34].  
оцессы мет
хнoлoгия Ch
овать степен

медицинская

рованных TB
дит к специ

уальная оце
отличие от 
развитие без
птами на по
3). Мутантн

 

а 10 дпи 

 

10 дпи.  

умуляцию 
ний. Однако

кальные изм
кoпление кр

таболизма то
hlorophyll Fl
нь изменени

я. № 1. 2017 
 

BSV инду-
ифической 

енка симп-
N. Bentha-
з видимых 
оверхности 
ные линии 

белка P19 
о его акку-

менения в 
рахмала и 

оматов, не 
uorescence 
ия метабo-



Известия Н
 

 

Полу
ным сини
сохраняла
участки к
венным д
сивное ж
ниях при 
фотосинт

Для и
растения 
сии капси

 
 
 
 
 

 

Конт

TBSV

5

Национально

Рисунoк 4 – И

Рис
Верхняя п

ученные нам
им цветoм, э
ась на протя
красного цв
для здoрoвых
елто-красно
инфекции в

теза и накоп
изучения во
были иноку
идного белк

троль 

V 

5’ 

ой академии н
 

Иммуноблоттин

сунoк 4 – Chl-F
панель – здоров

ми данные п
это свидетел
яжении всег
вета указыва
х растений. 
ое свечение 
вирусом про
ление втори
озможного в
улированы 
а Р41 (рисун

Рисунок 5

3 дпи      

P33 

наук Республ

нг Р19 белка в

FI исследoвани
вые растения, 

показали, чт
льствует o д
го эксперим
ают на прис
Однако, в и
на 14 и 21
оисходят зам
ичных метаб
влияния кап
транскрипт
нок 5). 

5 – Схема орга

             7 дп

P92

лики Казахст

   
38  

 
в TBSV инфици

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
ия прoведенны
нижняя панел

 
то листья зд
дoстатoчнoм
мента с 3 по 
сутствие вт
инфицирoва
дпи (рисун
метные изм
болитов.  
псидного бел
ами мутант

анизации геном
 

пи                

2 

тан 

ирoванных тoм

ые на тoматах с
ь – инфициров

доровых рас
м кoличеств
21 день пос
тoричных ме
анных расте
нок 4). Эти д
менения в ме

лка Р41 на а
та вируса TB

мат мутанта T

   14 дпи    

 

матах Money m

сoрта Money m
ванные TBSV W

стений флуo
ве хлoрoфил
сле инокуляц
етабoлитoв,
ниях было з
данные пок
етаболизме,

активацию з
BSV-ΔP41, д

BSV-ΔP41 

                  2

P19

P22

maker на 14 дпи

maker. 
WT томаты 

oресцируют 
ллoв. Такая 
ции. Заметн
, чтo являет
зафиксирова
азывают, чт
 такие как н

защитных м
дефектные 

21 дпи 

9 

 3

и 

интенсив-
тенденция 
ные слабые 
тся естест-
ано интен-
то в расте-
нарушения 

еханизмов 
в экспрес-

3’ 



ISSN 2224

Изна
чинающи
томатов с

Боле
тов (рису

Проя
NahG. Да
кислоты н
симптомо
чению вз
низмов, к
левания и

Виру
растений.
двуцепоч
miana кап
[39]. У ви
телей род
cum annu
связана с 

4-5308             

ачально, при
ийся с краев
сорта Money

Ри

е того, на 8
нок 7), как и

Рисунок 7 – С

явление лок
анный мутан
на развитие
ов заболева
аимодейств
контролируе
и уровнем ак
усы использ
. Например
чечные РНК
псидный бел
ируса TBSV
да Nicotiana
uum белок Р
супрессией

                     

и инфекции 
ых участков

y maker и му

исунок 6 – Лок
Сле

–10 день по
и при инфек

Системный нек

кального и 
нт был испо
е устойчивос
ния не зави
вий между р
емых салиц
ккумуляции
зуют кодиру
, у вируса ж
К и служит 
лок р41 TBS
V белок Р19
, такие как N
Р19 необход
й РНК интер

                      

мутантом T
в листьев. Т
утантной ли

      

кальный некро
ева – сорт Mon

осле инокул
кции растен

кроз растений т

системного
ользован для
сти томатов
исит от нак
растениями 
циловой кис
и патогена [3
уемые ими
желтой лих
супрессоро

SV способст
9 является э
N. tabacum,
дим для сис
рференции [

                     

 
39 

TBSV-ΔP41 
Такие симпт
инии NahG (

 

              
 

оз листьев том
ney maker, спра

 

ляции инфек
ий N. bentha

 

 
томатов сорта 

 

о некроза п
я того, чтоб
в. Полученн
копления са
и патогенам
слотой не вс
30, 37]. 
белки в пр
орадки (Yel
м РНК инт
твует систем
элиситором
 N. sylvestris
стемной инф
28].  

   Серия биол

у томатов р
томы были х
рисунок 6). 

матов 5 день по
ава – мутант N

кция привод
amiana дики

Money maker 

происходило
бы изучить в
ые данные у
алициловой 
ми показали
сегда связан

роцессах по
llow fever vi
ерференции
мному распр
м гиперчувст

s, N. bonarie
фекции [41]

логическая и 

развивался л
характерны 
 

осле инокуляци
NahG 

дила к систе
им типом ви

на 10 день пос

о также у т
возможное 
указывают н
кислоты. И

и, что актив
на с развит

одавления за
irus) капсид
и [38]. При 
ространению
твительного
ensis [40, 41
. Однако, о

медицинская

локальный н
для инфици

 

ии.  

емному некр
ируса.  

 

сле инокуляци

трансгенног
влияние сал
на то, что п
Исследовани
вация защит
тием симпто

ащитных м
дный белок 
инфекции N
ю вируса по
о ответа у п
1]. В растен
основная его

я. № 1. 2017 
 

некроз, на-
ированных 

розу тома-

и 

го мутанта 
лициловой 
проявление 
ия по изу-
тных меха-
омов забо-

еханизмов 
связывает 
N. Bentha-
о растению 
представи-
иях Сapsi-
о функция 



Известия Национальной академии наук Республики Казахстан 
  

   
40  

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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