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Введение. Х-вирус картофеля (ХВК) содержит одну полицистронную 
Р Н К с молекулярной массой 2,2-106, которая в бесклеточной белоксин-
тезирующей системе транслируется в белки 180 000 и 145 000. Эти бел-
ки содержат общую аминокислотную последовательность [1], и синтез 
их, по-видимому, происходит с помощью механизма, аналогичного та-
ковому синтеза высокомолекулярных белков ВТМ и вируса желтой мо-
заики турнепса (ВЖМТ) [2, 3]. Поскольку среди продуктов трансляции 
Р Н К ХВК белок оболочки отсутствует [1], можно предположить, что 
реализация генетической информации, необходимой для синтеза бел-
ка оболочки, происходит путем синтеза вирусспецифической, субге-
номной РНК. 

Расположение гена белка оболочки возле З'-конца Р Н К ХВК [4], 
наличие низкомолекулярных ((0,53—0,3) · 106) Р Н К в полисомах инфи-
цированных ХВК растений, выделенных методом иммунопреципитации 
с использованием антисыворотки к белку ХВК [5, 6], также указывают 
на возможность синтеза субгеномной Р Н К ХВК. Однако только прямое 
выявление и иммунологическое тестирование продуктов трансляции та-
кой Р Н К могут служить окончательным доказательством ее сущест-
вования. 

Д л я выявления субгеномной Р Н К в инфицированных ХВК расте-
ниях мы использовали метод блот-гибридизации, который позволяет 
обнаружить до Ю - 5 % Р Н К [7], и результаты этих исследований изло-
жены в данном сообщении. 

Материалы и методы. О ч и с т к а Х В К и в ы д е л е н и е в и р у с н о й Р Н К . 
ХВК размножали в растениях дурмана и вирус очищали, как описано ранее [8]. 
ХВК (5 мг/мл) суспендировали в буферном растворе (50 мМ трис-HCl, рН 8,0, 1 мМ 
Na2 ЭДТА), содержащем 100 мкг/мл бентонита, приготовленного по методу [9], и 
дважды экстрагировали при 4°С детергентно-фенольной смесью (1 %-ный саркозил — 
80 %-ный раствор фенола, содержащий 0,1 % оксихинолина и 1 % 2-меркаптоэтанола). 
РНК трижды переосаждали этиловым спиртом в присутствии 0,2 Μ Кта-ацетата, рН 5,0, 
и хранили при —20 °С под этанолом. 

В ы д е л е н и е Р Н К и з з д о р о в ы х и и н ф и ц и р о в а н н ы х р а с т е н и й 
д у р м а н а . 3-й и 4-й листы растений дурмана заражали ХВК (концентрация 
0,5 мг/мл) и через 2, 3, 4, 5, б, 7 дней после заражения из них выделяли общую РНК, 
как описано в работе [10]. Из верхних, системно инфицированных листьев, общую 
РНК выделяли через 6, 7, 8 дней после заражения. РНК осаждали этиловым спиртом 
в присутствии 0,2 Μ Na-ацетата, рН 5,0, осадок ресуспендировали и односпиральную 
РНК осаждали 2 Μ LiCl при —10 °С в течение ночи. LiCl-нерастворимую РНК про-
мывали 2 Μ LiCl и хранили при —20 °С под спиртом. 

П р и г о т о в л е н и е к о м п о з и ц и о н н о й с м е с и и в ы д е л е н и е и з н е е 
Р Н К . Композиционную смесь ХВК и листьев здоровых растений готовили путем сме-
шивания 1 мг очищенного вируса в 0,05 Μ трис-HCl, рН 7,0 и 1 г листьев здоровых 
растений. РНК выделяли двумя методами: 1) композиционную смесь растирали в 
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жидком азоте и к замороженному порошку одномоментно добавляли фенольно-буфер-
ную смесь с последующим размораживанием при постоянном перемешивании; РНК 
выделяли, как описано в работе [10]; 2) композиционную смесь растирали в жидком 
азоте и порошок в замороженном состоянии постепенно переносили в фенольно-буфер-
ную смесь при постоянном ее перемешивании, исключая кристаллизацию фенола; РНК 
выделяли, как описано в работе [10]. 

Ф р а к ц и о н и р о в а н и е Р Н К в с а х а р о з н о м г р а д и е н т е . Р Н К (1,5— 
2 мг) наслаивали на сахарозный градиент (5—20 %), приготовленный на буфере 
(50 мМ трис, рН 7,6, 100 мМ NaCl, 1 мМ Na2 ЭДТА), содержащем 0,5 % саркозила, и 
центрифугировали при 4 °С в роторе SW-25,1 17 ч при 24000 об/мин. Градиент плот-
ности сахарозы фракционировали, и оптическую плотность фракций измеряли при 
260 нм. Р Н К из фракций осаждали этиловым спиртом и хранили при —20 °С под 
спиртом. 

С и н т е з к о м п л е м е н т а р н о й Д Н К ( к Д Н К ) н а Р Н К Х В К . к Д Н К син-
тезировали, как описано в работе [11]. Реакционную смесь выдерживали при 42 °С 
в течение 1 ч и невключившийся 3 2Р-дЦТФ отделяли хроматографией на сефадек-
се G-50. 

Э л е к т р о ф о р е з Р Н К , п е р е н о с н а н и т р о ц е л л ю л о з н ы е ф и л ь т -
р ы и г и б р и д и з а ц и я . Образцы Р Н К в растворе (20 мМ MOPS-NaOH, рН 7,0, 
50 мМ Ыа-ацетат, 1 мМ ЭДТА, рН 8,0, 50 %-ный формамид, 6 %-ный формальдегид) 
прогревали при температуре 55 °С в течение 15 мин и разделяли в 1,4 %-ном агароз-
ном геле (6X13X0,3 см), содержащем тот же буфер и 2,2 Μ формальдегид, при 70 В 
в течение 5 ч [12, 13]. После электрофореза Р Н К переносили на нитроцеллюлозные 
фильтры («Schleicher and Schull», ФРГ) [14] и гибридизацию проводили при 42 °С 
12 ч в растворе 5 X S S C (20 мМ натрий-фосфат, рН 6,8, 50 %-ный формамид) и 
ІХДенхардт-раствора (0,1 %-ный DS-Na, 100 мкг/мл тимусной ДНК, 7,5 %-ный дек-
стран сульфата и 0,6-106 имп-мин - 1 кДНК) . Фильтры отмывали, как описано в [14], 
высушивали и экспонировали с рентгеновской пленкой РМ-1 при —50 °С в течение 
нескольких дней. 

Т р а н с л я ц и я Р Н К ф р а к ц и й с а х а р о з н о г о г р а д и е н т а . Бесклеточ-
ную систему синтеза белка готовили по методу [15] из зародышей пшеницы сорта 
Мироновская 808, выделенных по [16]. Инкубационная смесь для трансляции [17, 18] 
содержала 20 мМ HEPES-KOH, рН 7,5, 70 мМ К-ацетат, 3 мМ Na-ацетат, 1 мМ АТФ, 
0,04 мМ ГТФ, 10 мМ креатин фосфат, 20 мкг/мл креатинфосфокиназы, 2 мМ ДТТ, 
0,4 мМ спермин, 0,02 мМ смесь аминокислот, 0,001 мМ 355-метионина и 50— 
125 мкг/мл РНК. Смесь инкубировали при 25°С с Р Н К фракцией градиента в тече-
ние 90 мин. 

Э л е к т р о ф о р е з б е л к о в в П А А Г . Белки, синтезированные в бесклеточной 
белоксинтезирующей системе, осаждали 5 %-ной ТХУ и отмывали холодным ацето-
ном, высушивали под вакуумом и разделяли в 11 %-ном полиакриламидном геле 
(ПААГ) по методу [19]. Гели высушивали [20] и экспонировали с рентгеновской 
пленкой РМ-1 в течение 2—4 дней. 

Результаты и обсуждение. Метод блот-гибридизации из-за его 
высокой чувствительности [7] широко используют при исследовании 
синтеза вирусспецифических Р Н К . Однако в последнее время появи-
лись сообщения, что при блот-гибридизации препаратов Р Н К , выде-
ленных из вирусинфицированных растений, обнаруживаются артефакт-
ные полосы, которые можно принять за вирусспецифические Р Н К 
[21—23]. Поэтому мы исследовали возможность появления таких по-

лос в наших экспериментах. На рис. 1 (дорожка 2) представлены 
результаты блот-гибридизации 3 2 Р - к Д Н К с Р Н К инфицированных расте-
ний, выделенной по методу 1. Радиоактивный сигнал находится в по-
лосе, соответствующей по подвижности Р Н К ХВК, и далее распределя-
ется диффузно почти по всей длине геля. Сходные результаты получе-
ны и при блот-гибридизации Р Н К , выделенной этим ж е методом из 
композиционной смеси. На рис. 1 (дорожка 4) радиоактивность пред-
ставлена в полосе Р Н К ХВК и трех минорных полосах, являющихся 
продуктами деградации геномной Р Н К , так как они имеют меньшую 
элсктрофоретическую подвижность и гибридизуются с 3 2 Р-кДНК, ком-
плементарной Р Н К ХВК. В пользу этого заключения свидетельствуют 
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результаты опыта, в котором Р Н К из композиционной смеси выделяли 
по методу 2, где исключено действие РНКаз . Выделенная этим мето-
дом Р Н К при блот-гибридизации образует одну полосу, электрофоре-
тическая подвижность которой соответствует таковой Р Н К ХВК (рис. 
дорожка 3). Изложенные выше результаты подтверждают литератур-
ные данные о возможности появления при блот-гибридизации препа-
ратов РНК, выделенных из вирусинфицированных растений, аномаль-
ных полос, которые можно принять за низкомолекулярные вирусспеци-

Рис. 1. Гибридизация РНК, выделенной из инфицированных ХВК растений и компо-
зиционной смеси с 3 2 Р-кДНК: 1 — РНК здоровых растений; 2 — Р Н К инфицирован-
ных растений; 3 — РНК, выделенная из композиционной смеси (метод 2); 4 — то ж е 
(метод 1). 
Fig. 1. Hybridization of RNA isolated from RVX-infected plants and composed mixture 
with 32P-cDNA: / — R N A of healthy plants; 2 — RNA of infected plants; 3 — RNA iso-
lated from composed mixture (method 2); 4 — t h e same (method 1). 
Рис. 2. Гибридизация Р Н К ХВК и РНК, выделенной из инфицированных ХВК расте-
ний с 3 2 Р-кДНК (А): 1 — без РНК; 2 — РНК ХВК; 3 — РНК инфицированных расте-
ний (10 мкг); 4 — то же (20 мкг) и определение молекулярной массы РНК, выделен-
ной из инфицированных ХВК растений дурмана (Б): 1 — рРНК клеток HeLa\ 2 — 25S 
РНК растений; 3, 4— 18S и 16S РНК растений; 5 — мРНК глобина. 
Fig. 2. Hybridization of PVX RNA and RNA isolated from RVX-infected plants with 
3 2P-cDNA (A): / — without RNA; 2 — RVX RNA; 3 — RNA of infected plants (10 μg) ; 
4 — the same (20 μg) and the molecular mass determination of RNA isolated from 
PVX-infected Datura plants ( Б ) : 1 — rRNA of HeLa cells; 2 — 25S and 3, 4 — 18S, 
16S RNA; 5 — mRNA of globin. 

фические Р Н К (рис. 1, дорожка 4). Поэтому в последующих экспери-
ментах мы использовали метод выделения нуклеиновой кислоты, исклю-
чающий появление подобных полос (метод 2). 

Результаты блот-гибридизации 3 2 Р-кДНК с РНК, выделенной из 
инфицированных вирусом растений, свидетельствуют о наличии в пре-
паратах Р Н К низкомолекулярной вирусспецифической Р Н К (рис. 2, а ) . 
Ее молекулярная масса, определенная с помощью электрофореза в 
агарозе, равна 0,3· 106 (рис. 2 , 6 ) . Поскольку синтезированная нами 
3 2 Р-кДНК комплементарна З'-концу геномной Р Н К ХВК (длина около 
1000 нуклеотидов [24]) и гибридизуется как с геномной, так и с низко-
молекулярной РНК, то это свидетельствует о том, что последняя имеет 
ту же последовательность нуклеотидов, ЧТО И З'-конец геномной РНКг 
т. е. является ее субгеномной РНК. Отсутствие на рис. 2, а (дорожки 
5, 4) полосы, соответствующей геномной Р Н К ХВК, обусловлено тем, 
что при фенольной депротеинизации клеточного экстракта, содержаще-
го 0,4 Μ NaCl [10], геномной Р Н К из вирусного нуклеопротеида выде-
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ляется очень мало, что, соответственно, обусловливает и незначитель-
ный радиоактивный сигнал на автографе, который при перепечатыва-
нии или не обнаруживается (рис. 2, а ) , или проявляется слабо 
(рис. 3, а). 

Согласно представленным на рис. 3 результатам, субгеномная Р Н К 
ХВК синтезируется уже на ранних этапах репродукции Х-вируса кар-
тофеля и с помощью блот-гибридизации обнаруживается в инфициро-
ванных листьях на 3-й день после их заражения (рис. 3, а, дорожка 2). 

Рис. 3. Гибридизация РНК, выделенной из инокулированных и системно инфициро-
ванных ХВК растений с 3 2 Р-кДНК: А — инокулированные листья: 1—7 — 2—8 дней 
после заражения соответственно; Б — системно инфицированные листья: 1—5—6—10 
дней после инокуляции соответственно. 
Fig. 3. Hybridization of RNA isolated from inoculated and system-PVX-infected plants 
with 32P-cDNA: A — RNA inoculated leaves: 1-7—2-8 days after inoculation, respecti-
vely; Б — RNA system-infected plants: 1-5—6-10 days after inoculation, respectively. 

Наибольшее количество субгеномной Р Н К в первично инокулирован-
ных листьях обнаружено на 4, 5 и 6-й дни после заражения (рис. 3, а, 
дорожки 3—5). Количество субгеномной Р Н К ХВК в первично иноку-
лированных листьях уменьшается в процессе инфекции (рис. 3, а, до-
рожки 6 , 7 ) , в то время как в системно инфицированных листьях (6, 7 
и 8-й дни после заражения) синтез субгеномной Р Н К находится на 
высоком уровне (рис. 3 , 6 ) . 

Увеличение количества субгеномной Р Н К в процессе инфекции, ее 
соответствие З'-концу Р Н К ХВК, где расположен ген белка оболочки 
[4], позволяют предположить, что она служит матрицей для синтеза 
белка оболочки. Если это предположение верно, то очищенная субге-
номная Р Н К должна транслироваться в белок оболочки ХВК. Д л я час-
тичной очистки субгеномной Р Н К мы использовали центрифугирование 
препаратов Р Н К , выделенных из инфицированных ХВК растений, в 
линейном (5—20 %) градиенте плотности сахарозы. На рис. 4 пред-
ставлены результаты фракционирования Р Н К , выделенной из инфици-
рованных ХВК растений, и блот-гибридизация отдельных фракций са-
харозного градиента с 3 2 Р-кДНК. 

Как видно из рис. 4, основное количество субгеномной Р Н К ХВК 
находится в правой части пика 18S р Р Н К (дорожки 5, 6, фракции гра-
диента 31—35). Присутствие небольшого количества субгеномной Р Н К 
в границах 25S р Р Н К (дорожки 2) можно объяснить или агрегацией 
молекул субгеномной Р Н К , или неполным разделением препарата Р Н К . 
Трудно объяснить наличие геномной Р Н К ХВК в верхней (дорожки 
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З—6) и отсутствие ее в нижней частях градиента (дорожка 2; фрак-
ции 19, 22). 

Фракции сахарозного градиента, содержащие смесь субгеномной 
Р Н К и рРНК, после переосаждения этиловым спиртом транслировали 
в бесклеточной белоксинтезирующей системе из зародышей пшеницы. 
Согласно данным рис. 5, главным продуктом трансляции Р Н К из 
фракций сахарозного градиента является белок с электрофоретической 
подвижностью, идентичной подвижности белка оболочки. Наибольшее 

количество такого белка синтези-
ровано в пробах с Р Н К фракций 
градиента 33—35, где, по дан-
ным блот-гибридизации (рис. 4, 
дорожка 6), находится наиболь-
шее количество субгеномной 
Р Н К , т. е. существует прямая 
корреляция между количеством 

Рис. 4. Гибридизация РНК, выделенной 
из инфицированных ХВК растений и раз-
деленной в линейном градиенте сахарозы 
с 3 2 Р-кДНК: 1—7 — фракции 19, 22, 25, 
28, 31—35, 37, 38 соответственно. 
Fig. 4. Hybridization of RNA isolated 
from RVX-infected plants and separated 
in the linear sucrose gradient with 3 2P-
cDNA: 1-7 — fractions 19, 22, 25, 28, 31-
35, 37, 38, respectively. 

Рис. 5. Авторадиограмма з а м е ч е н н ы х 
продуктов трансляции РНК, выделен-
ной из инфицированных ХВК расте-
ний и разделенной в линейном гради-
енте сахарозы: 1—7 — фракции 19, 22, 
25, 28, 31—35, 37, 38 соответственно. 
Справа указаны положения маркер-
ных белков: альбумин — 67000, ката-
лаза (субъединица)—60000, лактат-
дегидрогеназа — 36000, белок оболоч-
ки ХВК —24650. 
Fig. 5. Autoradiogram of 35S-labelled 
translat ion products of RNA isolated 
from PVX-infected and separated in the 
linear sucrose gradient: 1-7 — fracti-
ons 19, 22, 25, 28,31-35,37,38, respecti-
vely. At the right there are positions 
of marker proteins: albumin — 67000, 
catalase (subunit) — 60000, lactate de-
hydrogenase — 36000, PVX coat pro-
tein — 24650. 

субгеномной Р Н К ХВК в отдельных фракциях сахарозного градиента 
и количеством синтезированного in vitro белка. Поскольку о вирус-
специфической природе этой Р Н К свидетельствуют данные блот-гибри-
дизации, а ее последовательность соответствует З'-концу геномной Р Н К 
ХВК, где расположен ген белка оболочки [4], то наряду с электрофоре-
тической подвижностью синтезированного in vitro белка это позволяет 
нам предположить, что он является белком оболочки ХВК. 

По всей вероятности, в инфицированных ХВК растениях для реа-
лизации информации гена белка оболочки синтезируется субгеномная 
Р Н К с молекулярной массой 0,3· 106. Ранее субгеномные Р Н К для син-
теза белка оболочки обнаружены также в растениях, инфицированных 
ВТМ и ВЖМТ [25—28]. Эти вирусы, как и ХВК, содержат полици-
стронные РНК, которые в бесклеточной белоксинтезирующей системе 
транслируются в два высокомолекулярных белка [2, 3], а для реали-
зации информации гена белка оболочки в инфицированных клетках 
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синтезируются с помощью неизвестного механизма специфические 
м Р Н К , которые транслируются в белки оболочки. Следует отметить, 
что в Р Н К ВТМ содержится еще ген белка 30 ООО, который синтезиру-
ется в инфицированных клетках с помощью другой субгеномной Р Н К 
(0,78· 106) [28]. Наличие такой субгеномной Р Н К в инфицированных 
ХВК растениях нами с достоверностью не установлено. На рис. 3 видна 
слабая полоса, соответствующая Р Н К с молекулярной массой 0,7· 106, 
интенсивность которой максимальна на 3-й день после заражения в 
инокулированных листьях и на 6, 7 и 8-й дни в системно инфицирован-
ных. Если в последующих исследованиях существование субгеномной 
Р Н К (0,7· 106) в инфицированных ХВК растениях будет доказано, это 
послужит веским доказательством в пользу общности как строения по-
лицистронных Р Н К ХВК и ВТМ, так и способов реализации их генети-
ческой информации. 

THE DISCOVERY AND STUDY OF SUBGENOMIC RNA OF POTATO VIRUS X 
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D. K. Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, 
Academy of Sciences of the Ukrainian SSR, Kiev 
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S u m m a r y 

Virus-specific, low-molecular weight RNA (m. m. 0.3· 106) is detected in Datura plants 
infected by potato virus X, using 3 2P-cDNA synthesized on PVX RNA. The low-mole-
cular weight RNA is observed in infected plants three days after infection and it sedi-
ments in the linear sucrose gradient between 18S and 5S by ribosomal RNAs, has a 
nucleotide sequence to З'-end of genome RNA. It t ranslates in cell-free system into 
protein with electrophoretic mobility identical to that of coat protein, i. e. it is subgeno-
mic PVX RNA for synthesis of virus coat protein. 
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