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Аннотация.Было доказано, что салициловая кислота (СК) способна предотвращать 

инфекцию растений вида N. benthamiana, вызванного вирусом кустистости томатов 

(TBSV).  Чтобы изучить влияние СК на защиту растений от вирусов и то, как СК повышает 

устойчивость растений к вирусам, были использован метод с помощью окрашивания 

нитросинимтетразолием (NBT) зараженных растений вирусом TBSV. Лечение СК 

облегчало индуцированное TBSV окислительное повреждение и увеличивало накопление 

активных форм кислорода (АФК) во время заражения TBSVN. benthamiana.  Наши 

результаты показали, что применение СК у N. benthamianaповышает устойчивость к 

TBSV-инфекции.  

Ключевые слова:N. benthamiana, салициловая кислота, Tomatobushystuntvirus 

(TBSV), АФК.  

 

Введение.Вирусные заболевания угрожают растениеводству и сельскому хозяйству 

во всем мире. Растение эволюционировало и разработало сложные механизмы для защиты 

от вирусных инфекций.Вирус кустистости томатов (TBSV) является типичным 

представителем рода Tombusvirus семейства Tombusviridae, переносимый через почву 

патоген растений, легко передается при механической инокуляции. Симптомы, вызванные 

TBSV, в значительной степени зависят от растения-хозяина и проявляются в виде 

некротических и хлоротических поражений. Предполагается, что применение экзогенной 

салициловой кислоты у Nicotianabenthamiana повысит устойчивостьрастений к TBSV-

инфекции посредством модулирования гомеостаза АФК путем контроля экспрессии генов, 

кодирующих антиоксидантные ферменты. 

Активные формы кислорода (АФК) постоянно вырабатываются в растениях как 

побочные продукты различных физиологических и метаболических путей и первоначально 

были признаны токсичными молекулами, вызывающими окислительное повреждение 

белков, ДНК и липидов в растениях.  АФК включают в себя свободные радикалы, такие 

как супероксидный радикал и гидроксильный радикал, а также нерадикалы, такие как 

перекись водорода.  Также АФК считаютважной сигнальной молекулой в растениях, и она 

участвует в регуляции широкого спектра процессов, таких как рост, развитие, защита и 

ответы на различные абиотические и биотические стрессы. Чтобы использовать АФК в 

качестве сигнальных молекул, АФК должны поддерживаться на нетоксичном уровне за 

счет тонкого равновесия между путями продукции. Растения в ходе эволюции развили 

сложные системы очистки и регуляции для мониторинга окислительно-

восстановительного гомеостаза АФК, чтобы избежать чрезмерного накопления АФК в 

растительных клетках.  

В совокупности обработка растений экзогенной СК может повышать устойчивость 

к вирусам за счет повышения стабильности клеточной мембраны и поддержания 
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окислительно-восстановительного гомеостаза. Таким образом, предполагается, что СК 

играет положительную роль в устойчивости N. benthamiana к инфекцииTBSV. 

 

Материалы и методы 

В исследование использовались растения N. benthamiana, предварительно 

обработанные экзогенной СК и зараженные вирусом TBSV. В качестве контрольного 

образца использовали растения N. benthamianaинфицированные вирусомбез обработки 

салициловой кислотой. Мы выбрали в качестве исследования Nicotianabenthamianaтак ка 

это растение является наиболее широко используемым экспериментальным хозяином в 

вирусологии растений, в основном из-за большого количества разнообразных 

растительных вирусов, которые могут успешно заражать его. Кроме того, N. benthamiana 

восприимчива к большому количеству вирусов, что делает этот вид краеугольным камнем 

исследований вирусов, особенно в контексте сигнальной защиты растений. 

Инокуляция вируса и обработкарастений экзогенной СК. В этом исследовании в 

качестве реципиента трансформации использовали N.benthamiana. Семена N. 

benthamiana предварительно обрабатывали экзогенной салициловой кислотой с 

концентрацией 150Мм, и высеивали в чашках Петри 7 дней до появления ростков. Затем 

N. benthamiana высаживали в горшки с циклом 16-часовой свет/8-часовой темноты (100 

мкмоль⋅м- 2 ⋅с- 1 ) при 25°C. В исследовании использовали сеянцы в возрасте 6–7 недель 

для инфицирования вирусом.TBSV поддерживали в водной суспензии 0,02М фосфатно-

солевого буфера при 4°C. Растения N. benthamiana  инокулировалиTBSV на вторичных 

(верхних) листьях.  

Уровни АФК при обработке СКрастений Nicotianabenthamiana, зараженных 

TBSV.Через 7 дня после инокуляции, были собраны листья, инокулированные 

TBSV. Уровень АФК определяли с помощью окрашивания нитросинимтетразолием (NBT) 

растений после заражения TBSV. Образцы растений экстрагировали в 0.077 М К-

фосфатном буферу, рН 8, с добавлением 1,4-дитиотреитол (ДТТ) и 0.5 мМ (ФМСФ), 5 мг 

поливинилпирролидон и 154.3 мкМнитросинийтетразолий. Затем центрифугировали 

образцы 10 мин при 1000 об/мин. Полученный нами супернатант использовали как 

ферментный препарат для определения уровня АФК по методу Beauchamp, способностью 

фермента к ингибированию фотохимическому восстановлению титрозоля. Оптическая 

плотность измеряели при 560 нм. 

Результаты и обсуждение 

В растениях N. benthamiana, обработанных СК, и инфицированных TBSV, не было 

обнаружено явных признаков проявления заболевания. Тем не менее, растения, 

инфицированные TBSV без обработки СК проявляли некротические пятна и увядание 

листьев, что свидетельствует о заражение растения вирусом (рис 1). 
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Рис1. Фенотипическое проявление вируса TBSV у растений 

а 

Результаты показали, что небольшое окрашивание в областях NBT наблюдалось у 

растений в присутствии инфекции TBSV, что говорит о меньшем накоплении АФК в 

клетках Nicotianabenthamiana. И в листьях обработанной СК произошло интенсивное 

окрашивание, что свидетельствует о большие выработки АФК (рис 2).В целом, результаты 

показывают, что лечение экзогенной салициловой кислотой облегчает повреждение 

растения вирусом и играет положительную роль в устойчивости N. benthamiana к 

инфекции TBSV. 

 

 
Рис.2 Накопление АФК в листьях Nicotiana benthamiana 

 

Уровень СК определяли УФ-видимой спектрофотометрией при 310 нм.Наши 

данные показали, что уровень СК был значительно повышен при TBSV –инфекции с 

обработкой экзогенной СК, но незначительно отличался от только инфицированного 

растения вирусом TBSV (рис 3).  В образцах TBSV+СК уровень салициловой кислоты 

достиг 70 мг/мл, а в в образцах с TBSV уровень СК был ниже и составлял 50 мг/мл, что с 

свидетельствует о большом накопление СК при обработки экзогенной салициловой 

кислотой после вирусной инфекции, что подчеркивает важность этого растительного 

гормона в совместимых взаимодействиях растений и вирусов. 

Таким образом, в ходе исследования мы пришли к выводу, что салициловая кислота 

отвечает за устойчивость растений к вирусным инфекциям, особенно к TBSV.   

 

 
 

В следствие этого, внашем исследовании мы доказали противовирусные механизмы 

СК у Nicotianabenthamiana.  Наши данные показали, что экзогенная СК регулирует 

реакции системной резистентности к инфекции TBSV, регулируя состояние окислительно-

восстановительного гомеостаза посредством контроля экспрессии генов, кодирующих 
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антиоксидантные ферменты. Эти данные показывают, что салициловая кислота является 

важной сигнальной молекулой, которая способна регулировать системную резистентность 

и обладает большим потенциалом для растений с повышенной устойчивостью к 

патогенным инфекциям. 
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Introduction. 

Recently discovered technology of CRISPR/Cas13 system has revolutionized application 

of RNA. Namely, its implementation in various plant species has already demonstrated the 

advantage of CRISPR over traditional methods of RNA interference. Despite the advancements 

in pesticide technology, each year farmers lose a significant number of crops due to plant virus 

infections. With the rise of global population demands for food are rising each year. Thus, there 

is an urgent need for an effective method of minimizing the effect of plant viruses on crop yield. 

CRISPR/Cas13 system has already been tested in some plant species and it demonstrated itself as 

an reliable and efficient method of developing plant immunity for viruses. Although Cas13 is a 

rapidly developing tool in RNA biotechnology, there is a distinct lack of research in plasmid 

vector construction. 

Li (2020) with his colleagues in Zheijang university, noted the drawbacks of transgene-

mediated CRISPR-Cas delivery, which includes unexpected alterations as well as damages in the 

genome. To attain high frequency mutations Li engineered a vector based on plant negative-

strand RNS to DNA-free CRISPR/Cas9 delivery. To make sure that there were no off-target 

mutations, 13 potential sites in N. benthamiana genome were subjected to an amplification study 

for possible mismatches. The result of the study demonstrated no off-target mutations. Using 

rhabdovirus NYSV as a vector allowed Li to circumvent stages of isolating plant tissues and 

injecting CRISPR-Cas9 into intact plants instead. This vector also demonstrated amazing 

stability, making it possible to deploy mechanical passage without using Agrobacterium 

pathogens [1]. 

Since the late 1980s all the attention of the virology field has been focusing on the 

implementation of viruses as vectors for protein overexpression. Cody and Schothof (2019) 

contemplate on several major recent advances in viral vector technology. Namely, amplifying 
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