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 ❀ Двухцепочечные малые РНК (дцРНК), включаясь в процесс РНК-интерференции, выполняют различные регу-

ляторные функции во многих организмах. Были описаны случаи обмена малыми РНК между разными видами ра-

стений и поражающими их патогенами и вредителями посредством внеклеточных везикул (крошечных пузырьков), 

которые защищают их от действия нуклеаз. Растения секретируют двухцепочечные короткие молекулы РНК для 

борьбы с возбудителями заболеваний, а те, в свою очередь, используют малые РНК как инструмент, позволяющий 

им ослабить иммунитет хозяев. Некоторые дцРНК патогенов получили название «рибонуклеиновых эффекторов». 

Технология HIGS (host induced gene silencing — сайленсинг, индуцируемый растением-хозяином) показала свою 

эффективность в создании устойчивых сортов сельскохозяйственных культур и изучении различных патосистем. 

Однако использование ее ограничено из-за сложности создания трансгенных линий и запрета на их выращивание 

во многих странах. Распыление дцРНК по поверхности листьев, стеблей и соцветий растений может стать новым 

приемом контроля заболеваний, способным заменить использование пестицидов. На данный момент такая стра-

тегия требует тщательного анализа и доработки, а также создания дешевых систем, стабильно синтезирующих 

дцРНК хорошего качества.

 ❀ Ключевые слова: малые РНК; сайленсинг; HIGS; SIGS; РНК-интерференция; хозяин; патоген; везикулы; 

эффектор; дцРНК.

APPLICATION OF SMALL RNAS FOR PLANT PROTECTION
 © P.Ya. Tretiakova 1, A.A. Soloviev 2

1 Russian State Agrarian University – Moscow Timiryazev Agricultural Academy, Moscow, Russia; 
2 All-Russia Research Institute of Agricultural Biotechnology, Moscow, Russia

Cite this article as: Tretiakova PYa, Soloviev AA. Application of small RNAs for plant protection.

Ecological genetics. 2020;18(4):467-481. https://doi.org/10.17816/ecogen35203.

Received: 16.07.2020 Revised: 04.11.2020 Accepted: 23.09.2020

 ❀ Double-stranded small RNAs (dsRNA) perform various regulatory functions via RNA-interference. Additionally, they 

can be transported between various plant species and their pathogens and pests via extracellular vesicles, protecting 

RNA from nucleases. Plants secrete short dsRNA molecules to defend themselves against pathogens. The latter also use 

small RNAs when infecting crops. Some dsRNAs of pathogens are known as “ribonucleic effectors”. Host-induced gene 

silencing (HIGS) was shown to be effective when breeding resistant varieties and analyzing plant-pathogen interactions. 

However, complexity of transgenesis and society fear of genetically modified products make HIGS application difficult. 

The appearance of a new strategy based on plant spraying with dsRNA gave a new perspective of plant protection. Cur-

rently such a strategy requires accurate studying as well as the development of efficient systems stably producing high-

quality dsRNA.

 ❀ Keywords: small RNA; silencing; HIGS; SIGS; RNA-interference; host; pathogen; vesicle; effector; dsRNA.

ВВЕДЕНИЕ
Растения смогли развить многоуровневые 

механизмы защиты от патогенов и вредителей 

в процессе эволюции. В свою очередь, патогены 

развили стратегии, позволяющие им подавлять 

или  предупреждать иммунный ответ их хозяев. 

Один и тот же микроорганизм будет по-разному 

взаимодействовать с несколькими хозяевами, за-

пуская каскад специфических реакций. Некоторые 

аспекты таких взаимодействий могут быть ис-

пользованы для разработки приемов, снижающих 

вирулентность патогенов. Поиск новых методов
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контроля за возбудителями заболеваний имеет 

и будет иметь огромное значение для обеспече-

ния продовольственной безопасности, поскольку 

возбудители заболеваний сельскохозяйственных 

культур продолжают эволюционировать, в резуль-

тате чего возрастает их  устойчивость к пестицидам 

и защитным механизмам растений-хозяев.

За последнее десятилетие было показано, что 

малые молекулы рибонуклеиновой кислоты (РНК) 

принимают большое участие во многих биологиче-

ских процессах эукариот, регуляции роста, разви-

тии, размножении и защитных реакциях организ-

мов. Малые РНК могут перемещаться как внутри 

одного, так и между взаимодействующими орга-

низмами (например, от растения-хозяина к пато-

гену и наоборот), а результат их деятельности — 

сайленсинг определенных генов.

ТИПЫ МАЛЫХ РНК И ИХ УЧАСТИЕ
В РНК-ИНТЕРФЕРЕНЦИИ

Малые РНК включают в себя два больших 

класса — микро- и малых интерферирующих 

РНК (miРНК и siРНК). MiРНК и siРНК пред-

ставляют собой некодирующие молекулы, разме-

ром 20–30 п. н., которые встречаются у различ-

ных организмов и принимают участие во многих

регуляторных процессах. Отличие miРНК от siРНК

состоит в том, что последние образуются при раз-

резании длинной молекулы дцРНК, в то время 

как miРНК имеет структуру шпильки, сформиро-

ванной из одноцепочечной РНК под воздействием 

рибонуклеаз класса РНКазы III. Являясь важным 

компонентом РНК-интерференции и включаясь 

в состав комплекса RISC (RNA-induced silencing 

complex — РНК-индуцируемый сайленсинговый 

комплекс), miРНК и siРНК способны активировать 

процесс расщепления гомологичной мРНК [1].

Также в РНК-интерференции участвуют ри-

бонуклеаза Dicer (семейство РНКазы III), кото-

рая разрезает большие молекулы дцРНК, и бе-

лок Argonaute, который входит в состав RISC 

и обладает эндонуклеазной активностью по от-

ношению к мРНК. Каким же образом Argonaute 

распознает именно «ту самую» РНК? Дело в том, 

что после включения малой РНК в RISC происхо-

дит раскручивание двухцепочечной молекулы, при 

этом смысловая цепь деградирует, а антисмысло-

вая используется в качестве «навигатора», бла-

годаря которому белок Argonaute, имея короткий 

участок связывания с РНК, расщепит ту молеку-

лу, которая будет комплементарна антисмысловой 

цепи [2–4]. Еще один важный момент заключает-

ся в том, что РНК-интерференция приводит к сни-

жению, а не к полной остановке экспрессии гена, 

уровень которой зависит от концентрации малых 

РНК [5].

Несмотря на то что образование многих малых 

РНК связано с действием белков Dicer, были от-

крыты несколько альтернативных путей форми-

рования малых РНК, включая Dicer-независимый 

механизм. Такие РНК получили название Dicer-не-

зависимые малые интерферирующие РНК (Dicer-

independent small interfering RNA — disiРНК) [6]. 

Множество локусов, формирующих disiРНК, при-

водят к образованию перекрывающихся фрагмен-

тов смысловых и антисмысловых транскриптов 

[7, 8].

У нескольких видов микроскопических гри-

бов, например Saccharomyces cerevisiae Hansen 

и Ustilago maydis Corda, отсутствуют некоторые 

ключевые элементы РНК-интереференции [9, 10]. 

Например, у Erysiphe necator Schwein отсутству-

ет РНК-зависимая РНК-полимераза и ДНК-мети-

лаза, что, скорее всего, означает, что этот вид не 

способен осуществлять РНК-интерференцию [11].

Также было обнаружено, что среди грибов име-

ется большое разнообразие в количестве пара-

логов (гомологов) белков семейства Argonaut

и РНК-зависимой РНК-полимеразы [11, 12]. От-

сутствие/присутствие компонентов РНК-интер-

ференции было описано в таких растительных 

патогенах, как U. maydis (не способен к РНК-ин-

терференции) и Ustilago hordei Lagerh. (способен 

к РНК-интерференции) [10].

У некоторых видов микроскопических грибов 

был обнаружен класс малых РНК, получивших 

название milРНК (microRNA-like RNA — ми-

кроРНК-подобная РНК) [7]. Особенность milРНК 

заключается в том, что они синтезируются только 

у одного вида в пределах рода. Например, MILR1 

представлена только у Puccinia striiformis Westend, 

а у других возбудителей ржавчины Puccinia gra-

minis Persoon и Puccinia triticina Erikss. она от-

сутствует. Тем не менее MILR1 консервативна 

у различных штаммов P. striiformis. Скорее всего, 

образование MILR1 только у одного вида может
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быть результатом его эволюции и адаптации к оп-

ределенному растению-хозяину.

В растениях малые РНК могут обладать несколь-

кими функциями. Они могут традиционно включать-

ся в комплексы, приводя к деградации мРНК, а мо-

гут инициировать синтез дополнительных siРНК [13]. 

В соответствии с этим, молекула малой РНК может 

называться первичной (образуется при разрезании 

большой молекулы дцРНК белком Dicer) или вто-

ричной (синтезируется под действием РНК-зависи-

мой РНК-полимеразы). Оба вида РНК в дальней-

шем принимают участие в РНК-интерференции [14].

Малые РНК очень мобильны и способны пере-

мещаться по всему организму [15–17]. У расте-

ний они, как правило, передвигаются по флоэме 

из областей с высокой концентрацией в места 

с дефицитом этих молекул [18]. В ксилеме, по ко-

торой идет движение воды и ионов, РНК обычно 

отсутствует [19].

Описаны случаи перемещения РНК между ви-

дами, относящимися к различным царствам (cross-

kingdom RNA interference). Такой обмен малыми 

РНК (RNA trafficking) был описан у многих вза-

имодействующих организмов, включая растения, 

микроскопические грибы, насекомые, бактерии 

и симбионты. Причем обмен малыми РНК осу-

ществляется в обоих направлениях [20, 21]. Пато-

гены и вредители направляют малые РНК в клетки 

хозяина для подавления его иммунитета, а расте-

ния, в свою очередь, выделяют малые РНК, кото-

рые прямо или косвенно ингибируют вирулентность 

возбудителей заболеваний [22–28]. С открыти-

ем данного явления появился такой термин, как 

транс-действующая малая интерферирующая РНК 

(trans-acting small interfering RNAs — tasiРНК).

TasiРНК не всегда имеет идеальное соответствие 

последовательностям целевых генов и, по-видимо-

му, один вид tasiРНК может подавлять экспрессию 

нескольких генов [29].

Поскольку перенос малых РНК происходит как 

от хозяев к патогенам, так и от патогенов к хо-

зяевам, можно предположить, что такое явление 

имеет эволюционное значение в развитии «отно-

шений» между несколькими видами, позволяя од-

ним организмам расширить круг поражаемых био-

логических единиц и, в то же время, давая другим 

организмам возможность противостоять большему 

количеству патогенов и вредителей.

Многие молекулы tasiРНК схожи между собой 

в размере (20–25 п. н.) и строении. Известно, что 

на 5'-конце таких молекул присутствует уридин, 

который является важным элементом функциони-

рования малых РНК патогенов в организмах ра-

стений [30–35]. Уридин, по-видимому, принимает 

участие в связывании малых РНК с определенным 

белком семейства Argonaut — AGO1 [36].

P. Baldrich и соавт. [37] описали еще один вид ма-

лых РНК, размером 10–17 п. н., которые получили 

название сверхмалых РНК (tiny RNA — tyРНК).

Возможно, tyРНК — продукт деградации различ-

ных молекул РНК — первичной miРНК, siРНК, 

tasiРНК и др. Однако tyРНК может также выпол-

нять функцию малых активирующих РНК (small 

activating RNA — saРНК), которые индуцируют 

процесс транскрипции [38].

ВОЗМОЖНЫЕ ПУТИ ОБМЕНА МАЛЫМИ РНК
МЕЖДУ ОРГАНИЗМАМИ

Одним из первых вопросов, возникающих при 

изучении обмена РНК между видами, является 

то, каким именно образом происходит такой вид 

«коммуникации». Первое возможное объяснение 

связывали с физическими законами, а именно 

с диффузией, зависимой от концентрации. Одна-

ко в дальнейшем стали склоняться к мнению, что 

должен существовать более сложный селективный 

процесс.

Между клетками животных перенос miРНК осу-

ществляется с помощью экзосом, класса внекле-

точных везикул [39, 40]. Внеклеточные везикулы 

животного происхождения делятся на экзосомы, 

микровезикулы (эктосомы) и апоптотические тель-

ца по специфическим белковым маркерам и месту 

образования [41]. У животных малые РНК могут 

также транспортироваться с помощью трансмем-

бранных белков, липопротеиновых комплексов 

высокой плотности или щелевых контактов [42]. 

Известно, например, что желудочно-кишечный 

паразит Heligmosomoides polygyrus синтезирует 

экзосомы для переноса miРНК в клетки млекопи-

тающих для снижения их иммунитета [25].

В растениях малые РНК, по-видимому, пере-

мещаются от клетки к клетке через плазмодесмы 

(внутриклеточные мостики) и циркулируют по со-

судистой системе [15, 43]. Однако недавно было 

обнаружено, что, как и у животных, в растениях
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происходит синтез везикул, которые принимают 

участие в доставке РНК в клетки других организ-

мов. При этом, например, грибные клетки спо-

собны эффективно поглощать экзосомы растений. 

Скорее всего, эти экзосомы защищают малые 

РНК от атаки нуклеаз в жидкостях организма, что 

объясняет их стабильность и активность после пе-

реноса [8, 21].

Так, Arabidopsis thaliana (L.) Heynh секрети-

рует экзосомы, содержащие малые РНК, с целью 

подавления экспрессии генов вирулентности неко-

торых грибов. Растения хлопчатника экспортиру-

ют в гифы гриба Verticillium dahliae Kleb. miРНК 

(MIR166 и MIR159), которые отрицательно воз-

действуют на экспрессию генов, кодирующих син-

тез Ca2+-зависимой цистеиновой протеазы (Clp-1) 

и изотриходермин-C-15-гидроксилазы (HiC-15). 

Оба гена играют значительную роль в вирулен-

тности гриба [28]. У некоторых грибов, например 

у Fusarium graminearum (Schwein.) Petch, именно 

гифы принимают большое участие в перемещении 

РНК [17]. Нужно отметить, что малые РНК тран-

сгенных организмов также доставляются в клетки 

грибов с помощью внеклеточных везикул [26].

Q. Cai и соавт. [43] обнаружили, что в клет-

ках A. thaliana происходит синтез внеклеточных 

пузырьков (везикул), с помощью которых малые 

РНК транспортируются в организм Botrytis cinerea 

Persoon. Присутствие трансмембранных белков 

(тетраспанинов — TET8-CFP и TET9-YFP) в вы-

сокой концентрации и положительное влияние на 

иммунитет растения связанных с ними экзосом, 

скорее всего, являются результатом переноса ма-

лых РНК хозяина в клетки гриба для направлен-

ного снижения экспрессии генов вирулентности.

H. Feng и соавт. [44] провели анализ miРНК, 

синтезируемых в пшенице при ее заражении гри-

бом P. striiformis и выделили гены, являющиеся 

мишенью для некоторых микроРНК. Эти гены 

кодируют биосинтез белка, имеющего домен 

RabGAP/TBC, белка «цинковые пальцы» и цисте-

ин-богатой рецептор-подобной протеинкиназы-41 

в пшенице и, возможно, играют большую роль во 

взаимодействии генов устойчивости пшеницы с ге-

нами авирулентности в P. striiformis.

Межродовой обмен РНК был замечен и у че-

ловека при доставке miРНК в клетки паразита 

Plasmodium falciparum Welch, которые направ-

лены на подавление действия генов вирулентно-

сти последнего. Это объясняет, почему пациенты 

с серповидно-клеточной анемией, имея повышен-

ный уровень транспортируемых miРНК, становят-

ся более устойчивыми к малярии [45].

МАЛЫЕ РНК КАК ИНСТРУМЕНТ АТАКИ
ПАТОГЕНОВ

Патогенные микроорганизмы и вредители 

в процессе эволюции развили механизмы, позво-

ляющие им снизить сопротивляемость хозяина. 

Один из таких механизмов — синтез эффекто-

ров, специфических белковых молекул, которые 

направленно действуют на определенные моле-

кулярные структуры организма хозяина [46–48]. 

Недавно было открыто, что кроме белков схожими 

функциями могут обладать молекулы малых РНК, 

которые при попадании в организм хозяина подав-

ляют экспрессию некоторых генов [36]. Вероятно, 

РНК-эффекторы в большинстве своем действуют 

против тех генов, которые являются ключевыми 

элементами врожденной иммунной системы хо-

зяина. Они либо снижают экспрессию гомоло-

гичных генов, устраняя так называемую функци-

ональную избыточность, либо прямо или косвенно 

подавляют скорость и эффективность иммунного 

ответа [23].

При заражении A. thaliana грибом B. cinerea 

происходит снижение синтеза митоген-активируе-

мой белковой киназы-1 (mitogen-activated protein 

kinase 1 — MPK1) и MPK2, пероксиредоксина 

(peroxiredoxin-2F — PRXIIF) и киназы, связан-

ной с клеточной стенкой (cell wall-associated ki-

nase — WAK). У томата был подавлен биосинтез 

MAPKKK4 (mitogen-activated protein kinase kinase 

kinase 4) — еще одной киназы MAP-киназного 

каскада, напрямую влияющей на устойчивость ра-

стений к B. cinerea [24].

Получается, что патоген использует систему 

сайленсинга самого растения для получения пре-

имущества во время колонизации. При выделении 

и осаждении белка Argonaute (AGO1 — Argonaute 

RISC Component 1), который, как известно, необ-

ходим как компонент пост-транскрипционного сай-

ленсинга генов, в белковой фракции, выделенной 

из листьев зараженного A. thaliana, были обна-

ружены малые РНК патогена, связанные с AGO1 

растения [24].
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При исследовании возбудителей мучнистой 

росы S. Kusch и соавт. [11] проанализировали не-

сколько представителей малых РНК, выделяемых 

грибом в момент заражения. Последовательно-

сти нуклеотидов этих РНК были комплементар-

ны большому количеству растительных генов, что 

указывает на их многофункциональность. Большая 

часть таких генов включена в процессы транспор-

та ацил-КоА, биосинтеза убихинона, прорастания 

семян у пшеницы и макромолекулярный катабо-

лизм у ячменя [11].

M. Derbyshire и соавт. [36] отмечали, что гриб 

Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary, поражаю-

щий огромное количество сельскохозяйственных 

культур, продуцирует в высокой концентрации ма-

лые РНК, направленные на подавление некоторых 

иммунных и сигнальных процессов в растениях. 

При этом в зависимости от растения-хозяина ме-

няются целевые гены.

H. Feng и соавт. [44] определили, что малые 

РНК гриба Blumeria graminis Speer воздейству-

ют на процессы передачи сигнала и обмена энер-

гии в клетках пшеницы, что может быть связано 

с получением питательных веществ от хозяина или 

с подавлением запрограммированного механизма 

гибели клеток. Мишеней малых РНК, участвую-

щих в иммунном ответе пшеницы, пока выявлено 

не было [44].

M. Derbyshire и соавт., изучая малые РНК 

S. sclerotiorum, отмечают, что почти все их локусы 

были связаны с ретротранспозонами. Как и после-

довательности генов эффекторов, они находились 

вне кодируемой области генома, при этом область, 

включающая эти локусы, была более полимор-

фной, что говорит о быстро эволюционирующей 

совокупности малых РНК-эффекторов, связанных 

с мобильными элементами генома. Такой поли-

морфизм указывает, что данные области являются 

важным компонентом эволюции при приспосо-

блении патогена к широкому ряду растений-хо-

зяев. Возможно, случайное действие малых РНК 

на иммунитет хозяина дает патогену селективное 

преимущество. Малые РНК, оказывающие значи-

тельное влияние на процесс заражения, получили 

название рибонуклеиновых эффекторов [36].

При исследовании заболеваний пшеницы 

B. Wang и соавт. [8] обнаружили, что микроРНК-

подобная РНК (milРНК), синтезируемая грибом

P. striiformis, смогла подавить защитные реак-

ции растения. Данная РНК принимает участие 

в «межродовой» РНК-интерференции, воздейст-

вуя на экспрессию гена PR2 (β-1,3-глюканаза) 

в пшенице. Подавление синтеза предшественника

milРНК привело к повышению устойчивости пше-

ницы к вирулентному штамму P. striiformis, а сни-

жение экспрессии PR2 — к усилению чувствитель-

ности растения к авирулентному штамму патогена. 

В результате был сделан вывод, что данная РНК яв-

ляется важным фактором вирулентности гриба [8].

При колонизации растения грибами иммунная 

система первого распознает этот момент и за-

пускает цепь защитных реакций. Такие реакции 

индуцируются молекулярными структурами, ассо-

циированными с патогеном (pathogen-associated 

molecular patterns — PAMPs), включающими син-

тез антимикробных соединений. Одними из таких 

соединений являются белки, связанные с патоге-

незом (pathogenesis related — PR), например про-

теиназы, хитиназы и глюканазы, повреждающие 

структуру патогена [49].

В свою очередь патогены направляют эффекторы 

в клетки хозяина для подавления PAMP-активируе-

мого иммунитета (PAMP-triggered immunity — PTI). 

В ответ в организме растения возникает эффек-

тор-активируемая устойчивость (effector triggered 

immunity — ETI), представляющая собой второй 

индуцируемый уровень защиты.   Малые РНК пато-

генов могут оказывать значительное влияние на эф-

фектор-активируемую устойчивость растения. Они 

могут косвенно усиливать вирулентность патогена 

с помощью регулирования уровня экспрессии эф-

фекторов. Например, малые РНК регулируют син-

тез фермента авирулентности 1, являющегося эф-

фектором (avirulence conferring enzyme-1 — ACE1)

у Magnaporthe oryzae Couch, который регули-

рует проникновение апрессорий в ткань расте-

ния [50, 51]. Кроме того, D. Qutob и соавт. [52] 

отметили, что некоторые патогены могут синтези-

ровать малые РНК для того, чтобы не быть обна-

руженными защитной системой растения-хозяина.

ИММУННЫЙ ОТВЕТ РАСТЕНИЙ НА ЗАРАЖЕНИЕ 
С ПОМОЩЬЮ МАЛЫХ РНК

T. Zhang и соавт. [28] описали новую консер-

вативную стратегию защиты растений от грибов 

и оомицетов с помощью малых РНК, направленных
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на подавление экспрессии генов вирулентности. 

Они выделили общий пул малых РНК из гри-

ба V. dahliae, взятого из зараженного материала 

хлопчатника и провели глубокое секвенирова-

ние. Оказалось, что большое количество малых 

РНК невозможно было связать с геномом па-

тогена. Вместо этого примерно 28 малых РНК 

были идентичны геному хлопчатника. Использо-

вание Нозерн-блоттинга показало, что эти ма-

лые РНК отсутствовали в грибном материале, 

полученном в системе in vitro. Соответственно 

без предварительного культивирования гриба на 

растении появление этих молекул в грибном орга-

низме невозможно. Однако в корнях хлопчатника 

и A. thaliana было найдено большое количество 

исследуемых малых РНК после заражения грибом. 

Из этих данных следует, что малые РНК расти-

тельного происхождения в высокой концентрации 

были каким-то образом направлены в гифы гриба 

после заражения. В дальнейшем было выявлено, 

что большая часть малых РНК, экспортированных 

из растений хлопчатника, действовала на гены ви-

рулентности V. dahliae, способствуя тем самым 

развитию устойчивости к грибу [28].

При изучении геномов Triticum aestivum L., Ae-

gilops sharonensis Eig, Aegilops speltoides Tausch, 

Aegilops tauschii Coss., Triticum monococcum L. 

и Triticum urartu Thumanjan ex Gandilyan было 

идентифицировано более 200 новых семейств

miРНК [53].

S. Dutta и соавт. [29] описали в пшенице новый 

локус, продуцирующий tasiРНК (tasiRNA produ-

cing locus — TAS) при заражении растения сте-

блевой ржавчиной. Данный локус способен гене-

рировать четыре вида малых РНК, которые в свою 

очередь действуют на α-глиадин, лейцин-бога-

тый повтор (leucine-rich repeat — LRR), транс-

мембранные белки, глутатион-S-трансферазу 

(glutathione S-trans ferase — GST) и десатуразы 

жирных кислот, синтезируемые во время стресса 

и необходимые для нормального роста и развития 

растений. Белок α-глиадин влияет на прорастание 

зерен пшеницы и рост проростков, и при его от-

сутствии происходит заметное ухудшение качества 

белка [29, 54].

Домен LRR присутствует в киназах клеточной 

мембраны растений и имеет способность узна-

вать и специфически связываться с эффекторами 

патогена. По-видимому, при биотическом стрессе 

у растения появляется необходимость избавиться 

от избыточных лейцин-богатых повторов  [55].

Трансмембранные белки — это семейство бел-

ков, которое участвует в переносе молекул между 

смежными клетками. На них также влияют раз-

личные внешние раздражители, в ответ на которые 

они активируют каскад реакций. Известно также, 

что эти белки могут выступать как фактор чувст-

вительности при заражении, поэтому подавление 

их экспрессии способствует усилению устойчиво-

сти растения  [56].

Реакции растений на действия стрессовых фак-

торов связаны с образованием активных форм ки-

слорода (АФК) [57], которые принимают участие 

в ряде клеточных процессов и индуцируют смерть 

клеток  [58]. Глутатион-S-трансфераза образует 

хелаты активных форм кислорода (органические 

пер оксиды) и, подавляя окислительное поврежде-

ние тканей, контролирует некроз  [59]. Под влия-

нием соответствующей siРНК происходит ингиби-

рование фермента GST, и возникающий при этом 

некроз зараженных тканей ограничивает распро-

странение инфекции на здоровые участки.

Десатуразы жирных кислот преобразуют на-

сыщенные жирные кислоты в ненасыщенные, что 

влияет на подвижность мембран и, в конечном 

счете, на механизм передачи сигналов между клет-

ками [60], а синтезируемые АФК усиливают интен-

сивность контролируемых ими сигналов.

A. Canto-Pastor и соавт. [13] показали, что семей-

ство miРНК снижает экспрессию белков лейцин-

богатых повторов нуклеотид-связывающего сайта 

(nucleotide binding site leucine-rich repeat — NLR). 

Малые РНК семейства miR482/2118 имеют не-

сколько функций. Они участвуют в расщеплении 

мРНК и активируют вторичный синтез малых ин-

терферирующих РНК, используя целевую РНК 

в качестве матрицы.

Действие miR482 направлено на консерва-

тивный мотив разнообразных мРНК лейцин-бо-

гатых повторов нуклеотид-связывающего сай-

та, а действие miR2118b — на некодирующую 

РНК, образуемую перегруппировкой нескольких 

различных генов NLR. Линии томата, синтезиру-

ющие короткие тандемные целевые мимические 

РНК (short tandem target mimic RNA — STTM 

RNA), которые воздействуют на различные гены, 
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показали повышенную устойчивость при зараже-

нии оомицетами и бактериями. При этом бел-

ки NLR принимают участие в формировании 

количественной устойчивости. A. Canto-Pastor 

и соавт. [13] также предоставили информацию 

об использовании STTM-РНК в биотехнологии 

для усиления количественной устойчивости не-

которых сортов.

САЙЛЕНСИНГ, ИНДУЦИРУЕМЫЙ
РАСТЕНИЕМ–ХОЗЯИНОМ (HIGS)

В настоящее время при изучении взаимодей-

ствия хозяин-патоген широко используется тех-

нология HIGS (host-induced gene silencing — 

сайленсинг, индуцируемый растением-хозяином), 

в основе которой лежит создание трансгенных ра-

стений, способных секретировать самостоятельно 

целевые молекулы дцРНК, направленные на по-

давление экспрессии определенного гена соответ-

ствующего микроорганизма.

Стратегия HIGS была эффективно применена 

на растениях, поражаемых нематодами [61], насе-

комыми [62, 63], грибами [5, 26, 64] и оомицета-

ми [65, 66]. Такая система может быть легко адап-

тирована для одновременного контроля нескольких 

патогенов путем подавления экспрессии важных 

генов вирулентности [26]. Тем не менее одним из 

ограничений использования HIGS является про-

ведение успешной стабильной генетической тран-

сформации растений, что пока невозможно для 

многих хозяйственно важных культур. Кроме того, 

у общества все еще есть опасения по поводу по-

требления продуктов, полученных из генно-инже-

нерно-модифицированных растений [21], выращи-

вание которых находится под запретом в России 

и во многих других странах.

Нужно сказать, что механизм HIGS, хотя 

и контролируемый человеком, — отличный при-

мер переноса малых РНК от хозяев к патогенным 

микроорганизмам или вредителям [8, 61–64, 67].

Одна из вариаций HIGS — VIGS (virus-in-

duced gene silencing — вирус-индуцированный 

сайленсинг генов), при котором синтез двухце-

почечных молекул в растениях осуществляется 

транзиентно с помощью вирусов. При этом вирус 

выполняет функцию дополнительного фактора, 

обеспечивающего образование целевых дцРНК.

Это позволяет избежать необходимости проведе-

ния генетической трансформации растений, но в то 

же время оценить вирулентность возбудителей за-

болеваний при подавлении экспрессии одного или 

нескольких генов, отвечающих за их жизнедеятель-

ность. Работа с такой технологией велась порядка 

нескольких десятилетий и позволила продвинуться 

в изучении генетического взаимодействия многих 

патосистем. Вначале проводят заражение растения 

вирусной конструкцией, содержащей целевую по-

следовательность и обеспечивающей образование 

двухцепочечных молекул. В том случае, когда за-

ражение прошло эффективно и наблюдается ста-

бильный синтез дцРНК, приступают к следующему 

шагу, а именно к заражению изучаемым патогеном 

или вредителем. Эффективность использования 

VIGS меняется от растения к растению, а взаимо-

действие трех биологических единиц (растения, ви-

руса и исследуемого возбудителя заболеваний) мо-

жет привести к неоднозначным результатам [68]. 

Следует помнить, что даже модифицированный ви-

рус будет для растения стресс-фактором, который 

приведет к возникновению специфических защит-

ных реакций еще до инфицирования соответству-

ющим возбудителем заболевания. Без сомнения, 

такое растение будет отличаться от полностью 

здорового, не подверженного воздействию виру-

са. В состоянии стресса иммунитет растения на-

чинает работать в полную силу и при поражении 

вторым патогеном результат такого взаимодейст-

вия может быть неоднозначным. Использование 

этой технологии в поле экономически нецелесоо-

бразном, к тому же существует опасность выхода 

генно-модифицированного вируса в окружающую

среду.

Многие облигатные паразитирующие микроор-

ганизмы поглощают питательные вещества расте-

ния-хозяина через специальные органы, называе-

мые гаусториями и гифами. X. Zhu и соавт. [69] 

изучали развитие возбудителя желтой ржавчины 

P. striiformis var. tritici на пшенице (T. aestivum). 

Митоген-активируемая белковая киназа-киназа 

(MAPKK) кодируется геном PsFUZ7 и регули-

рует образование гаусторий и инвазивный рост. 

Был охарактеризован ген PsKPP4, гомологич-

ный гену STE11 (MAPKKK) в дрожжах. Так же, 

как и в случае с сайленсингом PsFUZ7, было про-

анализировано снижение экспрессии PsKPP4 в ги-

фах и гаусториях, которое привело к снижению
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агрессивности гриба. Урединиоспоры P. striiformis, 

обработанные ингибитором экспрессии STE11, 

формировали деформированные ростковые тру-

бочки. Повышенная экспрессия PsKPP4 в дрож-

жах при делении привела к синтезу веретеновид-

ных клеток и повышенной устойчивости клеток 

дрожжей к окислительному стрессу [69].

A. Koch и соавт. [5] снизили экспрессию 

гена CYP51, который необходим для биосинте-

за эргостерола, и оценили влияние сайленсинга 

на рост F. graminearum. При внесении дцРНК, 

комплементарной гену CYP51, в жидкую культуру 

F. graminearum было отмечено подавление роста 

гриба и изменение его морфологических показате-

лей, что очень похоже на эффект от применения 

фунгицида тебуконазола. Создание трансгенных ли-

ний A. thaliana и ячменя, экспрессирующих дцРНК, 

привело к значительному повышению устойчивости 

обычно чувствительных генотипов. Рост мицелия 

был ограничен в местах инокуляции патогена, а ино-

кулированные зерновки ячменя были практически 

свободны от гиф гриба. Подавление роста гриба 

имело положительную корреляцию с синтезом ма-

лых РНК и эффективностью сайленсинга CYP51 [5].

W. Cheng и др. [70] определили, что подавление 

экспрессии хитинсинтазы гриба F. graminearum 

увеличило устойчивость трансгенных растений 

пшеницы. Данный фермент играет большую роль 

в жизнедеятельности гриба. Экспрессия трех кон-

струкций РНК в двух различных сортах трансген-

ной пшеницы обеспечила высокую устойчивость 

культуры к фузариозу колоса и развитию гриба на 

всходах у поколений T3-T5. Ограничение в росте 

патогена было также подтверждено с помощью 

конфокальной микроскопии.

SIGS В ЗАЩИТЕ РАСТЕНИЙ: ЗНАЧЕНИЕ
И ПЕРСПЕКТИВЫ

В 2016 г. была предложена новая система 

искусственного индуцирования РНК-интерферен-

ции — SIGS (spray-induced gene silencing — 

спрей-индуцированный сайленсинг генов). Суть 

ее заключалась в простом внесении дцРНК в жид-

кую питательную среду с микроорганизмами или 

распылении ее по поверхности твердого объекта, 

например листа [17]. Это открытие позволило за-

говорить о новой стратегии защиты растений и за-

мене пестицидов.

Распыленная на листья дцРНК достигает вна-

чале апопласт, ксилему и в дальнейшем переме-

щается в симпласт. Было продемонстрировано 

акропетальное перемещение сигнала сайленсин-

га, которое привело к ингибированию роста гри-

ба в областях, на которые дцРНК не попала, что 

говорит о высокой эффективности двухцепочечных 

молекул [17].

Использование дцРНК имеет множество 

преимуществ перед химическими препаратами. 

Препараты на основе дцРНК могут действовать 

специфически против определенного патоге-

на, имеющего гомологическую последователь-

ность в геноме. В процессе эволюции патогенов 

и возникновения у них устойчивости к дцРНК воз-

можным решением может быть использование 

смеси различных молекул дцРНК, действие ко-

торых будет направлено на различные области 

гена или даже на разные гены. Разработка таких 

препаратов должна проводиться с учетом полез-

ной микрофлоры, воздействующей на растение. 

Несмотря на то что микроорганизмы относятся 

к разным видам, они могут иметь гомологичные 

последовательности в геномах, особенно если 

речь идет о генах «домашнего хозяйства». Внесе-

ние дцРНК на основе таких последовательностей 

может привести к неспецифическому ингибиру-

ющему воздействию на микроорганизмы почвы 

и симбионты [17].

Необходимо также отметить экологичность та-

ких препаратов. В отличие от химикатов, дцРНК 

представляет собой биологический объект, кото-

рый является природным компонентом и довольно 

быстро деградирует [71]. В организме растений 

и животных дцРНК проходит через цепочку ре-

акций, приводящих к ее расщеплению на более 

короткие молекулы, которые впоследствии так-

же подвергаются естественной деградации [72]. 

А это говорит, что распыление дцРНК не приведет 

к возникновению каких-либо новых остаточных 

соединений в пище [71].

Применение дцРНК в защите растений требует 

серьезного подхода, обсуждений и исследований. 

Необходимо рассчитать и оптимизировать стои-

мость производства дцРНК, улучшить ее стабиль-

ность. Поэтому сейчас актуальны исследования по 

созданию дешевых систем, стабильно синтезирую-

щих дцРНК хорошего ка чества [71].
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До настоящего момента основным способом 

синтеза дцРНК являлось объединение двух разно-

направленных цепей РНК, синтезированных с по-

мощью ферментов, в одну двухцепочечную моле-

кулу. Такая гибридизация цепей проводилась либо 

in vitro [17, 26, 73–75], либо in vivo после синтеза 

одноцепочечных РНК (оцРНК) в клетках бактерии 

в отсутствие РНКазы III [76–78]. Нужно сказать, 

что зачастую физическая гибридизация двух ком-

плементарных цепей in vitro, и особенно in vivo, 

приводит к низкой концентрации двухцепочечных 

молекул, полностью и правильно дуплицирован-

ных. К тому же бактериальные системы содержат 

гомологичные молекулы ДНК, что влияет на ка-

чество и эффективность конечных молекул РНК.

A. Niehl и соавт. [79] утверждают, что наиболее 

эффективным является синтез дцРНК с помощью 

ферментов, выделенных из вирусов, способных 

продуцировать двухцепочечные молекулы естест-

венным образом. Они разработали систему репли-

кации дцРНК в бактерии Pseudomonas syringae 

Van Hall с использованием компонентов бакте-

риофага phi6, позволяющую синтезировать боль-

шие молекулы РНК высокого качества в больших 

количествах. Стабильность синтеза дцРНК была 

достигнута путем объединения трех определенных 

сегментов генома бактериофага в векторе и под-

держании природного размера дцРНК и элемен-

тов, необходимых для эффективной репликации 

и упаковки сегментов. Такая система может быть 

легко адаптирована для синтеза различных целе-

вых последовательностей [79]. Синтез больших 

молекул дцРНК (>2600 п. н.) позволяет получить 

в итоге большой пул специфичных малых РНК. 

Технология была разработана для повышения ста-

бильности дцРНК после опрыскивания до 20 дней 

и более [79, 80].

ОГРАНИЧЕНИЯ SIGS-СТРАТЕГИИ
Благодаря своей структуре дцРНК более ста-

бильна, чем одноцепочечные молекулы, хотя и ее 

срок жизни ограничен присутствием различных 

РНКаз, количество и тип которых меняются в за-

висимости от среды, в которой дцРНК находит-

ся, что напрямую влияет на  скорость деградации 

молекулы [81]. I.K. Singh и соавт. [82] продемон-

стрировали, что скорость расщепления и пере-

работки дцРНК существенно варьировала у раз-

личных видов насекомых. X.-S. Song и соавт. [71] 

указывали, что после распыления на растениях 

стабильность дцРНК сохраняется только в тече-

ние 8 дней.

При разработке мер защиты растений против 

отдельного патогена необходимо убедиться в спо-

собности этого организма осуществлять РНК-ин-

терференцию. Отсутствие тех или иных компо-

нентов РНК-интерференции в клетках некоторых 

патогенов сделают этот метод неэффективным.

При синтезе дцРНК необходимо учитывать 

возникновение нецелевого сайленсинга, когда 

образуемая в итоге малая РНК комплементарна 

или частично комплементарна одной или несколь-

ким мРНК, не являющимся целью сайленсинга 

[83, 84].

A. Koch и соавт. [17] использовали распыле-

ние дцРНК в системе F. graminearum–ячмень. 

Продолжая свою работу, начатую в 2013 г., они 

смогли доказать, что распыление дцРНК, нацелен-

ной на три гена-паралога CYP51, привело к сни-

жению роста гриба. Было показано, что дцРНК 

распространялась по проводящей системе расте-

ния и в итоге была поглощена грибом через ткани 

листа. Передвижение малых РНК по проводящей 

системе растения представляет собой очень мед-

ленный и неэффективный процесс. Поэтому при 

разработке специальных препаратов более пра-

вильным выбором может быть использование 

больших молекул [17].

X.-S. Song и соавт. [71] использовали меха-

низм SIGS для подавления экспрессии гена ми-

озин-5 (MYO5) на грибе Fusarium asiaticum 

O’Donnell, Aoki, Kistler, Geiser. Молекулы дцРНК, 

комплементарные нескольким регионам целевого 

гена, приводили к возникновению дефектов клеточ-

ных стенок, оказывая непосредственное влияние 

на рост мицелия, жизнедеятельность и вирулен-

тность гриба. Для того чтобы определить продол-

жительность РНК-интерференции, была прове-

дена оценка скорости роста мицелия гриба после 

удаления дцРНК из питательной среды. В течение 

первых 5 ч после удаления дцРНК скорость роста 

мицелия гриба была сравнима с таковой на сре-

де, постоянно снабжаемой дцРНК, что говорит об 

эффективном подавлении экспрессии гена MYO5. 

В период с 5 до 9 ч скорость роста мицелия по-

степенно увеличивалась, а после 9 ч — была
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сравнима с контролем. Поскольку F. asiaticum не 

способен поддерживать синтез вторичных малых 

РНК, экспрессия целевого гена восстанавливалась 

после того, как все молекулы экзогенной дцРНК 

были использованы в РНК-интерференции. При 

постоянном поступлении дцРНК в питательную 

среду ингибирование экспрессии гена MYO5 могло 

длиться 7 дней [71].

Стабильность молекул РНК на поверхности 

растений составляет примерно неделю, что в не-

которых случаях недостаточно для контроля па-

тогенов [71]. Однако, в отличие от грибов, в ра-

стительном организме siРНК могут быть вторично 

амплифицированы и, таким образом, размноже-

ны [85]. Концентрация вторичных малых РНК 

намного выше, чем первичных, и они способны 

значительно снизить уровень экспрессии соответ-

ствующего гена [86]. Так, антигрибная активность 

дцРНК была выше и длилась дольше при попа-

дании сначала в растения и только после этого 

в гриб по сравнению с эффектом молекул, находя-

щихся на поверхности органов пшеницы. При этом 

дцРНК наиболее эффективно проникают внутрь 

растения через повреждения [71].

Было продемонстрировано, что молекулы

дцРНК, комплементарные различным областям 

одного гена, могут иметь разное влияние на био-

логические процессы. После распыления дцРНК 

либо высыхает на поверхности растения, либо вса-

сывается растительными клетками. Когда растение 

поражается грибом, дцРНК, находящаяся на по-

верхности, не может быть перенесена к участкам 

заражения по проводящей ткани. Она может быть 

поглощена клетками гриба, только если пато-

ген попадает на область распыления молекул, но 

в этом случае эффект длится недолго, посколь-

ку гриб не способен амплифицировать малые 

РНК [71].

Метод SIGS также был использован для борь-

бы с насекомыми-вредителями. Нанесение со-

ответствующих дцРНК на растения значительно 

увеличило смертность и ухудшило рост насекомых 

[87–90]. Такой эффект может быть достигнут не 

только при попадании молекул на надземные части 

растений, но и в корни [21].

Недавнее исследование показало, что стабиль-

ность дцРНК была увеличена примерно до 20 дней 

при ее напылении на нанолисты BioClay [80]. 

Эти частицы снижали скорость деградации дцРНК 

под действием РНКаз или солнечного света и пре-

пятствовали ее быстрому смыванию с поверхности 

листа. Поскольку наночастицы не обладают токси-

ческим действием и легко разлагаются, этот ме-

тод не будет оказывать отрицательного влияния на 

окружающую среду и может быть применен в поле 

для контроля болезней и вредителей [21].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
РНК-интерференция показала себя как эффек-

тивное средство изучения взаимодействия между 

несколькими организмами и инструмент разра-

ботки новых мер защиты растений. Были открыты 

и описаны несколько типов малых РНК, а также 

их обмен между разными видами. Такая комму-

никация развилась у видов в процессе эволюции 

и адаптации к источникам питания и, по-видимому, 

существует между многими взаимодействующими 

организмами. Малые РНК являются естественным 

компонентом клетки и участвуют в различных про-

цессах, направленных на поддержание ее жизне-

деятельности. Некоторые малые РНК патогенов 

получили название рибонуклеиновых эффекторов, 

так как действуют против иммунитета хозяина. Ис-

пользование HIGS и VIGS продвинуло исследова-

телей в понимании формирования устойчивости 

у одних организмов и вирулентности — у других. 

Особое значение принимает новая система SIGS, 

эффективность которой может превосходить дей-

ствие многих пестицидов.
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