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Введение. Вирусные инфекции изменяют гомеостаз  растений,  в  том
числе  экспрессию генов,  и  подавляют противовирусную защиту  растений,
что усиливает размножение вирусов и их распространение по тканям расте-
ний. В связи с этим анализ протеомов растительных клеток может пролить
свет на пути хозяина, участвующие в ответе/защите от вирусной атаки, а так-
же на пути, используемые вирусом для обхода защиты хозяина. Действитель-
но, улучшения в аналитических методах позволили отслеживать изменения в
протеомах растений после вирусной инфекции [1].

PVM принадлежит к группе Carlavirus, как и вирус картофеля S (PVS).
Он имеет ограниченный круг естественных хозяев. Наиболее восприимчивые
виды относятся к пасленовым, из которых наиболее важным является карто-
фель. Он непостоянно передается тлей  Myzus persicae, менее эффективно –
Aphis  frangulae,  A.nasturtii и  Macrosiphum  euphorbiae.  Некоторые  изоляты
могут  передаваться  механическим  путем  (например,  через  машины,
инструменты).

PVM распространен во всем мире, особенно в Восточной Европе и Рос-
сии,  где  некоторые  сорта  могут  быть  заражены  на  100%.  Потери  урожая
обычно невелики (10-20%), хотя некоторые вирулентные штаммы могут вы-
зывать более сильную деформацию листьев и приводить к более высоким (до
50%) потерям урожая. Вирусная инфекция может влиять на субклеточную



локализацию растительных белков и вызывать морфологические изменения в
клеточных мембранах [2]. 

Улучшение  знаний  об  изменениях  в  белковом  составе  растительной
клетки во время вирусной инфекции, может быть полезным для понимания
роли тех или иных специфических фракций при заражении РНК-вирусами.

Целью исследования было проведение сравнительного анализа динами-
ческих изменений фракционного состава белков в листьях картофеля в ответ
на инфицирование штаммом PVM картофеля сорта Улан.

Материалы и методы исследования. 
В качестве объекта исследования послужили растения картофеля сорта

казахстанской селекции «Улан». Безвирусные пробирочные растения карто-
феля получали методом апикальной меристемы с использованием питатель-
ной среды Мурасиге-Скуга с модификациями. Укоренившиеся растения пе-
реносили  в  почво-грунт  и  выращивали  в  климатической  камере  (Binder)
температуре  240С днем и 180С ночью,   влажности 70% и фотопериоде 16:8
час до  стадии  бутонизации (28  дней).   Инфицирование  растений  вирусом
PVМ проводили путем инокулирования через листовые пластинки посред-
ством  микроповреждений  карборандумом  и  нанесением  на  поврежденные
поверхности  свежеприготовленной  смеси  вирусных  частиц  и  фосфатного
буфера. Инокуляционная смесь содержала 10мМ натрий–фосфатный буфер
(рН 6,9–7,0 (рН метр,  Consort C931, Бельгия) и карборандума (d–0,037 мм).
Также, в качестве контрольного образца, проводили ранение листа без внесе-
ния вируса. После 5 дней после заражения листья на 1-2 яруса выше, места
заражения срезали и перетирали в 1 мл фосфатно-солевом буфере 1Х. Экс-
тракты загружали в 1 мл колонку для хроматографии Sefadex. Хроматографи-
ческое разделение образцов проводили на хроматографе  Acta pure 25. Под-
тверждение зараженности растений проводили методом ПЦР (результат не
представлен). Все эксперименты проводили в 3-х краткой повторности.

Результаты  исследования.  Из  результатов  анализа  фракций  белков
экстракта листьев картофеля выявилась сверхэкспрессия трех фракций бел-
ков после заражения инокулятом вируса. Анализ показал отличия в уровне
накопления белков в экстрактах листьев растения. На рисунке 1 представле-
ны результаты фракционирования, в таблице 1 представлены основные по-
казатели при фракционировании белков.    

А – здоровое растение Б – раненное растение В – растение зараженное



вирусом М
Рисунок 1 - Результаты хроматографической очистки белков экстракта

листьев картофеля
Согласно  результатам  хроматографии  выявлены   основные  фракции

белков в трех вариантах опыта. Концентрация белка увеличивалась во 2-ой и
3-ей фракции у раненных и зараженных растений. У раненных и здоровых
растений наблюдается наличие одной фракции белка общей площадью 55-
56% с практически одинаковым объемом 13,5-17 мл. У зараженных растений
фракция характерная для здоровых и раненных с показателем удержания 16,9
и 15,5 мл, соответственно, не отмечено, первая фракция отмечена на удержа-
нии 28,224 мл. Пиковое поглощение у зараженных растений наблюдалось на
показателе 39,9, 49,7, 55,9 мАЕ, для 1, 2 и 3-его пиков соответственно. 

В  таблице  1  указаны  основные  показатели  выделенных  фракций  у
картофеля.

Таблица 1 – Результаты фракционирования белков
Здоровое растение

Площадь  пика,
%

Объем
фракции, мл

Пиковое поглоще-
ние, мАЕ

Удержание,
мл

Пик
А

55.45±1,03 13.531±1,1 21.386±1,5 16.868±1,07

Пик В 25.39±1,2 11.907±0,8 43.18±0,9 37.423±1,01
Пик С 19.16±1,04 6.506±0,8 55.63±0,81 54.018±1,0

Растение с ранением без введения вируса
Площадь  пика,
%

Объем
фракции, мл

Пиковое поглоще-
ние, мАЕ

Удержание,
мл

Пик
А

56.71±0,8 17.119±1,04 20.164±1,02 15.532±1,1

Пик В 24.03±0,91 11.807±0,75 51.475±0,9 42.381±0,83
Пик С 19.26±1,04 50.660±1,0 68.397±0,8 64.049±1,0

Зараженное растение
Площадь  пика,
%

Объем
фракции, мл

Пиковое поглоще-
ние, мАЕ

Удержание,
мл

Пик
А

42.22±1,0 16.325±1,08 39.934±0,84 28.224±1,02

Пик В 33.57±0,74 9.180±2,0 49.718±1,0 44.549±0,8
Пик С 24.22±2,04 9.210±1,51 55.846±1,3 53.730±1,5

Из представленных данных видно, что белковый спектр здоровых, ра-
ненных  и  зараженных  растений  картофеля  на  3-й  день  после  начала  экс-
перимента значительно отличаются. Значительное отличие между здоровыми
и раненными растениями имеет фракция 3, общий объем которой для ранен-
ных составляет 50,7 мл при пиковом поглощении 68,4 мАЕ, при это у здоро-
вых третья фракция имеет пиковое поглощение 55,6 мАЕ и объем фракции



6,5 мл. При сравнении зараженных и здоровых растений основные различия
отмечаются во второй фракции, объём которой у здоровых растений равен
11,9 мл с площадью пика 25% и пиковым поглощением 43,2 мАЕ, при этом у
зараженных растений объем фракции равен 9,2 мл, площадь пика – 33,6% и
пиковым поглощением – 49,7 мАЕ. 

Вывод. Согласно  полученным  результатам  хроматографического
разделения белков из экстрактов листьев зараженного вирусом М картофеля
и здорового картофеля видно увеличение объема всех трех фракций белка,
при этом первая фракция имеет отличную от здоровых растений точку удер-
жания (28,2 мл). С помощью проведения хроматографического анализа мож-
но проводить выявление зараженных растений. Полученные данные доказы-
вают  разницу  в  метаболизме  у  растений  при  проникновении  вирусной
инфекции. 
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