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Актуальность. Вироид веретеновидности клубней картофеля PSTVd (potato spindle tuber viroid) – самый мелкий из 
всех известных возбудителей болезней картофеля – является кольцевой молекулой однонитевой РНК. Симптомы, 
вызываемые PSTVd, приводят к существенному снижению урожая клубней или гибели растения. Установлено, что 
вироидная инфекция запускает процесс «сайленсинга» генов хозяина и индуцирует симптомы болезни растения с по-
мощью vd-sRNA. Одной из мишеней вироида является ген картофеля StTCP23, который кодирует фактор транскрип-
ции. Целью исследования являлась оценка влияния инокуляции растений картофеля сорта ‘Colomba’ штаммом NicTr-3 
вироида PSTVd на экспрессию гена StTCP23 в инфицированном растении.
Материалы и методы. Растения картофеля сорта ‘Colomba’ инокулировали соком из листьев растений томата сорта 
‘Rutgers’, в котором поддерживали штамм NicTr-3 вироида PSTVd. Факт заражения подтверждали методом ОТ-ПЦР со 
специфичными праймерами. Разнообразие молекул в популяции вироида выявляли с помощью клонирования и по-
следующего секвенирования клонов вироида. Экспрессию гена StTCP23 в инфицированных растениях картофеля оце-
нивали методом количественной ПЦР относительно гена фактора элонгации ef1α.
Результаты. Фенотипические проявления заражения сорта ‘Colomba’ штаммом NicTr-3 вироида PSTVd не выявлены, 
тогда как факт заражения подтвержден молекулярными методами. Установлено присутствие 10 мутаций в отдель-
ных вариантах штамма NicTr-3, ответственных за снижение агрессивности штамма. Показано повышение экспрессии 
гена StTCP23 в листьях растений картофеля сорта ‘Colomba’, инокулированных штаммом NicTr-3, по сравнению 
с контролем.
Заключение. Механизм взаимодействия вироида и гена StTCP23 в зараженном растении картофеля не является уни-
версальным и зависит как от генотипа сорта картофеля, так и от штамма вироида. Для доказательства существования 
специфических механизмов взаимодействия генотипа сорта и генотипа штамма вироида необходимы дополнитель-
ные исследования.
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Background The potato spindle tuber viroid (PSTVd) is the smallest of all known potato pathogens. PSTVd is a circular, sin-
gle-stranded RNA molecule that does not code for proteins. Symptoms caused by PSTVd lead to a significant reduction in tuber 
yield or death of the plant. PSTVd infection triggers the silencing of host-plant genes and induces disease symptoms in the plant 
via vd-sRNA. The StTCP23 potato gene which encodes a transcription factor is one of the targets of PSTVd. The aim of the study 
was to assess the effect of inoculation of potato plants of cv. ‘Colomba’ with the PSTVd viroid NicTr-3 strain on the StTCP23 ex-
pression in infected plants.
Materials and methods. Potato plants of cv. ‘Colomba’ were inoculated with leaf sap of the tomato cv. ‘Rutgers’ in which the 
PSTVd viroid NicTr-3 strain was propagated. RT-PCR with specific primers was used to confirm the infection of potato plants 
with the viroid. Diversity of RNA molecules in the PSTVd population was revealed using RT, cloning, and sequencing of the vi-
roid. The expression of the StTCP23 gene in infected potato plants was assessed by quantitative PCR with the ef1α gene as a re
ference.
Results. Symptoms of infecting ‘Colomba’ plants with the PSTVd viroid strain NicTr-3 were not detected, while the presence of 
the viroid in potato leaves was confirmed by molecular methods. Ten mutations were found in individual variants of the PSTVd 
strain NicTr-3, responsible for reducing the viroid’s aggressiveness. An increase in the expression of StTCP23 was shown at 
3 time points in ‘Colomba’ plants inoculated with the NicTr-3 strain compared to the control.
Conclusion. The mechanism of interaction between PSTVd and the StTCP23 gene in an infected potato plant is not universal 
and depends both on the potato genotype and viroid strain. Additional studies are required to prove the existence of specific in-
teraction mechanisms between the host-plant and viroid strain genotypes.
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Введение

Вироид веретеновидности клубней картофеля PSTVd 
(potato spindle tuber viroid) является высоковредоносным 
карантинным возбудителем заболевания, имеет широ-
кое географическое распространение и выявлен на всех 
континентах, в том числе локально распространен и на 
территории России (Kastalyeva et al., 2013; Owens et al., 
2009; Matsushita et al., 2021). Вироид PSTVd представляет 
собой одноцепочечную кольцевую молекулу РНК длиной 
около 360 нуклеотидов, не обладающую способностью 
кодировать белки (Katsarou et al., 2022) и использующую 
транскрипционный механизм хозяев (Hadidi et al., 2017). 
Репликация PSTVd сопровождается накоплением ви-
роид-производных малых РНК (vd-sRNA). В инфициро-
ванных вироидом растениях картофеля разных сортов 
было отмечено накопление vd-sРНК длиной от 21 до 24 
нуклеотидов, которые играют центральную роль в раз-
витии болезни (Bao et al., 2019a; Cottilli et al. 2019; Kita-
bayashi et al., 2020).

Известно, что проявление симптомов заболевания 
у растений картофеля, зараженных PSTVd, ассоцииро-
вано с нарушением экспрессии («сайленсингом») гена 
StTCP23, в котором участвуют vd-sРНК (Bao et al., 2019a). 
Ген картофеля StTCP23 относится к семейству генов 
факторов транскрипции TCP (the teosinte branched1/Cy-
cloidea/proliferating cell factor), которые играют ключе-
вую роль в росте и развитии растений (Bao et al., 2019b; 
Fang et al., 2021; Ren et al., 2021). Показано, что нуклео-
тидная последовательность размером 21 нуклеотид 
в 3’-нетранслируемом регионе этого гена в растениях 
картофеля сорта ‘Atlantic’ комплементарна участку ге-
нома VMR (virulence modulating region) штамма RG1 
PSTVd, контролирующего патогенность вироида (Bao 
et al., 2019a). Выявлено существенное снижение в три 
раза экспрессии гена StTCP23 у растений сорта ‘Atlantic’ 
через 60 дней после инокуляции вироидом PSTVd на 
фоне развития симптомов инфицирования ‒ угнетен-
ного роста растений, образования мелких веретено-
видных клубней, снижения урожая (Bao et al., 2019a). 
Однако универсальность выявленного механизма вза-
имодействия вироида с геном StTCP23 для сортов 
картофеля, несущих другие аллели этого гена, требует 
уточнения.

Целью исследования являлась оценка влияния иноку-
ляции растений сорта ‘Colomba’ штаммом NicTr-3 вирои-
да PSTVd на экспрессию гена StTCP23 в инфицированном 
растении.

Материалы и методы

Материалом исследования являлись растения карто-
феля сорта ‘Colomba’, который ранее был оценен по 
устойчивости к различным штаммам вироида веретено-
видности клубней и отнесен к восприимчивым сортам 
(Afanasenko et al., 2022b). Клубни картофеля (репродук-
ция супер-элита) были получены из семеноводческого 
хозяйства «Устюженский картофель» (Вологодская об
ласть). Также в исследование был включен штамм 
NicTr-3 вироида PSTVd, выделенный из картофеля сорта 
‘Никулинский’ и сохраненный на растениях томата сорта 
‘Rutgers’, в отношении которого он продемонстрировал 
высокую патогенность (Afanasenko et al., 2022a). Нуклео-
тидная последовательность вироида NicTr-3 депониро
вана в базу данных NCBI GenBank (номер LC654171, Mat-
sushita et al., 2021).

Растения картофеля выращивали в теплице при тем-
пературе 25 ± 2°C с фотопериодом 16 часов света (TL-
FITO L1517 88 VR, LED Brand: OSRAM OSLON® SSL) и 8 ча-
сов темноты. Каждый клубень высаживали в пласти-
ковый сосуд объемом 2000 см3, наполненный грунтом 
«Терра Вита». Инокуляцию растений картофеля проводи-
ли с помощью сока из листьев растений томата сорта 
‘Rutgers’, инфицированных штаммом вироида NicTr-3, по 
методике, описанной ранее (Afanasenko et al., 2022a). 
Опыт проводили в трехкратной биологической повтор-
ности. На 14-е сутки отмечали фенотипические проявле-
ния инфицирования растений картофеля вироидом. Че-
рез 90 дней оценивали степень поражения образовав-
шихся клубней (наличие деформации), их количество 
и массу.

Для молекулярной детекции вироида в растениях то-
мата и картофеля, а также анализа экспрессии генов 
картофеля проводили выделение тотальной РНК из тка-
ней листьев. Отбор проб листьев томата сорта ‘Rutgers’, 
который использовали для размножения вироида, про-
водили на 30 сутки после инокуляции растений штам-
мом NicTr-3. Отбор проб листьев картофеля проводили 
перед инокуляцией (возраст растений – 14 суток от всхо-
дов), а также на 14, 30 и 60-е сутки после инокуляции рас-
тений вироидом. Одновременно проводили отбор проб 
листьев неинокулированных растений картофеля. Лис
товые доли верхнего яруса срезали по 3 штуки из каждой 
биологической повторности стерильными ножницами 
и помещали в жидкий азот, затем хранили в морозиль-
ной камере при температуре –80°C. Экстракцию общей 
РНК из 0,1 г ткани листа осуществляли с помощью RNeasy 
Plant Mini kit (Qiagen, Германия) согласно инструкциям 
производителя. Детекцию PSTVd производили методом 
ПЦР с обратной транскрипцией с помощью набора реа-
гентов PrimerScript One Step RT-PCR kit ver 2 (Takara Bio 
Inc., Япония) и праймеров P3/P4 (Behjatnia et al., 1996). 
Амплификацию выполняли на термоциклере MyCycler 
Thermal Cycler (Bio-Rad, США) по следующему протоколу: 
50° ‒ 30 мин; 94° ‒ 2 мин; [94° ‒ 30 с, 60° ‒ 30 с, 72° ‒ 
30 с] × 35; 72° ‒ 5 мин. Электрофорез продуктов реакции 
проводили в 1,7-процентном агарозном геле. Размер 
диагностического фрагмента вироида PSTVd составлял 
360 пн. Очистку продукта амплификации из агарозного 
геля осуществляли с помощью набора Cleanup Standard 
(«Евроген», Россия). 

Для идентификации штамма NicTr-3 вироида в расте-
ниях томата осуществляли клонирование продукта ам-
плификации и последующее секвенирование (фирма 
Beagle, Санкт-Петербург, Россия), а также обработку дан-
ных с помощью программного обеспечения Vector NTI 
Advance 10 (Thermo Fisher Scientific, США). Нуклеотидную 
последовательность четырех клонов вироида, получен-
ных из РНК сока растения томата сорта ‘Rutgers’, сравни-
ли с референсной последовательностью штамма NicTr-3 
(номер LC654171). Описание мутаций проводили соглас-
но предложенной структуре генома PSTVd (Keese, Symon, 
1985), состоящего из 5 доменов: левый терминальный 
(TL), включающий нуклеотиды с 1 по 46 и 316–359, до-
мен патогенности (P) – 46–74 позиции нуклеотидов 
и 288–316, центральный консервативный регион (С) – 
74–120 и 241–288 позиции, вариабельный регион (V) – 
120–140 и 212–241 и терминальный правый домен (TR) – 
140–212. 

Также в образцах тотальной РНК, выделенной из тка-
ней листьев картофеля, оценивали экспрессию гена 
StTCP23. кДНК синтезировали методом ОТ-ПЦР на матри-
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це тотальной РНК (1-2 мкг) с помощью набора реактивов 
MMLV RT kit («Евроген», Россия). Реакции кПЦР проводи-
ли в объеме 20 мкл, содержащем 4 мкл 5×qPCRmix-HS 
SYBR мастер-микса («Евроген», Россия), 500 нМ каждого 
праймера и 2 мкл раствора кДНК с использованием сле-
дующего протокола амплификации: 50° – 2 мин; 95° – 
15 мин; [95° – 15 с; 62° – 60 с] × 40 на термоциклере CFX96 
Real-Time System (Bio-Rad, США). Для детекции гена-ми-
шени StTCP23 использовали праймеры StTCP23-PCR3F 
(GGGGAAGTTAAATACAATAGT) и R (CAAGAAATTTATTTTGC-
CCTA) (Bao et al., 2019а). В качестве референсного гена ис-
пользовали ген фактора элонгации ef1α, который ампли-
фицировали с праймерами ef1αF (ATTGGAAACGGATAT-
GCTCCA) и ef1αR (TCCTTACCTGAACGCCTGTCA) (Slugina 
et al., 2020). Эксперимент проводили в трехкратной по-
вторности. Обработку первичных данных осуществляли 
с помощью программного обеспечения Bio-Rad CFX Ma
nager 1.6. Относительную экспрессию генов рассчитыва-
ли по формуле R = 2–ΔΔCt (Livak, Schmittgen, 2002).

Результаты

На 14-е сутки после инокуляции растений картофеля 
сорта ‘Colomba’ штаммом NicTr-3 вироида PSTVd, а также 
в процессе последующих еженедельных наблюдений за 
весь период проведения эксперимента фенотипические 
проявления заболевания растений картофеля, а также 
видоизменения клубней после окончания вегетации от-
мечены не были.

Инфицирование растений картофеля сорта ‘Colomba’ 
вироидом было подтверждено путем ОТ-ПЦР с пробами 
общей РНК, выделенной из листьев растений. Продукт 
амплификации 360 пн вироида с праймерами, специфич-
ными для PSTVd, отмечен в пробах, отобранных на 14-е 
сутки после инокуляции картофеля. На 30 и 60-е сутки 
после инокуляции специфичный продукт амплифициро-
вался более интенсивно, что свидетельствует о реплика-
ции вироида в листьях растения и увеличении его кон-
центрации.

Анализ нуклеотидной последовательности четырех 
клонированных вариантов продукта амплификации 
штамма NicTr-3 вироида PSTVd, выделенного из инфици-
рованных растений картофеля, выявил 10 мутаций (от 3 
до 5 в каждом клоне) по сравнению с референсной после-
довательностью штамма NicTr-3 (таблица).

Мутации в позициях 67 и 309 в домене патогенности 
Р генома вироида, причем в позиции 309 два типа мута-
ций – замена и делеция, отмечены у всех четырех клонов 
штамма NicTr-3. Кроме этого, выявлены три мутации 

в центральном домене С (позиции 117, 120 и 285), три 
мутации в домене V (позиции 214, 226 и 125) и одна му-
тация в левом терминальном домене (позиция 324) от-
носительно референсного штамма NicTr-3.

В пробах листьев, собранных в разные дни из иноку-
лированных штаммом NicTr-3 растений картофеля, вы-
явлено существенное увеличение относительной экс-
прессии гена StTCP23 до 2,7‒5,0 раз по сравнению с отно-
сительной экспрессией гена в растении перед инокуля-
цией (рисунок). Относительная экспрессия гена StTCP23 
в неинокулированном картофеле сорта ‘Colomba’ (кон
троль) варьировала в диапазоне от 1,2 до 1,8 и не имела 
существенных отличий в пробах листьев, срезанных 
в разные дни. Установлено достоверное различие в уров-
не относительной экспрессии гена StTCP23 в инокулиро-
ванных вироидом и в здоровых растениях картофеля на 
30-е сутки после инокуляции (р = 0,03). 

Обсуждение результатов

Взаимосвязь между уровнем экспрессии генов 
факторов транскрипции TCP в растениях картофеля и их 
заражением вироидом PSTVd остается малоизученной. 
В работе Bao et al. (2019а) выбор материала исследова-
ния был обусловлен максимальной восприимчивостью 
сорта ‘Atlantic’ и высокой патогенностью штамма RG1 ви-
роида, что позволило выявить «сайленсинг» гена StTCP23 
при инфицировании вироидом и описать механизм этого 
процесса на молекулярном уровне, а также отметить фе-
нотипические проявления заболевания ‒ угнетение ро-
ста растения, деформацию листьев и клубней. Ключе-
вым условием для «сайленсинга» гена StTCP23 в карто-
феле сорта ‘Atlantic’, индуцированного заражением расте-
ния сильно патогенным, «летальным» штаммом RG1, яв-
ляется гомология таргетного участка гена, локализован-
ного в нетранслируемой 3’-UTR области мРНК, и малых 
РНК, производных от штамма RG1, начинающихся с пози-
ций 45, 46 или 47 генома вироида (Bao et al., 2019а). 

Известно, что последовательности vd-sRNA (пози-
ции 45–65) штамма RG1 вироида PSTVd были также го-
мологичны таргетному участку гена LRR-RSTPK (LRR 
rreceptor-like serine/threonine-protein kinase) томата 
сорта ‘Rutgers’, а vd-sRNA из вариабельного домена (по-
зиции 120–141) вироида «нацелены» на ген STPK (se
rine/threonine-protein kinase) томата и, что особенно 
интересно, vd-sRNA из терминального левого домена 
(позиции 353-333) вироида оказалась гомологичной 
участку гена RSTPK – киназы, которая является транс-
мембранным белком, вовлеченным в различные пути, 

Таблица. Гетерогенность вариантов штамма NicTr-3 вироида веретеновидности клубней картофеля

Table. Heterogeneity of the variants of the potato spindle tuber viroid strain NicTr-3

Варианты 
штамма / 
Strain variants

Мутации в клонах штамма NicTr-3 в сравнении с референсной последовательностью* / 
Mutations in NicTr-3 strain variants compared to the reference sequence*

NicTr-3-v1 C67G С120U C214U C226T

NicTr-3-v2 117+A C120A A309_

NicTr-3-v3 C67G С120U C285U A309_ A324G

NicTr-3-v4 C67G С120U A125G A309U

Примечание: * – « _» ‒ делеция; «+» ‒ инсерция 

Note: * – deletion is marked as _; insertion is marked as +
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связанные с развитием растения и устойчивостью к бо-
лезни (Adkar-Purushothama, Perreault, 2018). 

Фенотипические системные изменения в развитии 
растений, вызванные вироидной инфекцией, связывают 
с изменением генной экспрессии. Известны примеры как 
уменьшения (down-regulation), так и увеличения (up-re
gulation) экспрессии генов SlBIGPETAL1 (Bhlh-фактор 
транскрипции) и SlOVA6 (proline-like tRNA synthetase) со-
ответственно в результате инокуляции томата сорта 
‘Rutger’ вироидами TPMVd (tomato planta macho viroid) 
и MPVd (Mexican papita viroid) из сем. Pospiviroidae (Aviña-
Padilla et al., 2018). 

Ранее нами было проведено исследование аллельно-
го полиморфизма региона 3’UTR гена StTCP23 картофеля 
(Mironenko et al., 2023), который является таргетным 
участком для взаимодействия с vd-sRNA PSTVd. В восьми 
сортах картофеля были выявлены различные типы алле-
лей StTCP23. Причем у сорта ‘Colomba’ встречались алле-
ли типа С, идентичные аллели у сорта ‘Atlantic’, представ-
ленной в модельном дуплексе мРНК 3’UTR гена StTCP23 
и vd-sRNA летального штамма RG1 вироида (Bao et al., 
2019a). Анализ нуклеотидного состава штамма NicTr-3 
PSTVd выявил только одну мутацию в области Р домена 
(позиции нуклеотидов 45-67), которая гомологична тар-
гетному участку 3’UTR гена StTCP23. 

В данном исследовании видимые симптомы пора-
жения растений картофеля вироидом не были зафик-
сированы, хотя факт инокуляции и накопление вирои-
да в тканях листьев выявлен с помощью молекулярных 
методов. Можно сделать вывод, что штамм NicTr-3 ви-
роида, продемонстрировавший высокую агрессив-
ность в отношении томата сорта ‘Rutgers’ (Afanasenko 
et al., 2022b), для картофеля оказался слабоагрессив-
ным, в отличие от штамма RG1, использованного ранее 
(Bao et al., 2019а).

Ранее при инокуляции растений сорта ‘Colomba’ 
штаммом NicTr-3 вироида симптомы болезни прояви-
лись в виде угнетенного роста растений, деформации ли-
стьев и клубней (Afanasenko et al., 2022b). В данном ис-
следовании инокуляция растений картофеля и анализ 
экспрессии гена StTCP23 в них был проведен позднее 

примерно на один год, в течение которого штамм NicTr-3 
поддерживался на растениях томата сорта ‘Rutgers’. Веро-
ятно, за время культивирования на томате штамм вирои-
да накопил в своей популяции мутантные варианты 
с низкой в отношении картофеля вирулентностью. Это 
объясняет увеличение экспрессии гена StTCP23 картофе-
ля при инфицировании растений сорта ‘Colomba’ этим 
штаммом, выявленное в данном исследовании, тогда как 
ранее было показано снижение экспрессии StTCP23 в рас-
тениях картофеля сорта ‘Atlantic’, инфицированных 
штаммом RG1 (Bao et al., 2019а). Таким образом, получен-
ные результаты не подтверждают универсальность ме-
ханизма взаимодействия вироида и гена фактора транс-
крипции картофеля StTCP23, который, очевидно, зависит 
как от разнообразия мутаций в популяции молекул ви-
роида, так и от аллельного состава гена StTCP23, специ-
фичного для каждого сорта картофеля.

Известно существенное влияние мутаций на патоген-
ность штаммов вироида в отношении томата. Например, 
мутации в нуклеотидных позициях 42 и 64 генома штам-
ма PSTVd-I существенно ослабляли его патогенность 
в отношении томата сорта ‘Rutgers’, что выражалось как 
в уменьшении развития видимых симптомов, так 
и в снижении аккумуляции вироида в зараженном расте-
нии (Kitabayashi et al., 2020). По всей видимости, вторич-
ная структура VMR региона (нуклеотиды в позициях 43-
59) играет важную роль в патогенности штаммов вирои-
да, а именно индуцирует изменения в термодинамиче-
ской стабильности локальной вторичной структуры, что 
влияет на патогенность посредством взаимодействия 
с неидентифицированными факторами хозяина (Góra 
et al., 1994, 1996; Owens et al., 1995).

Центральный регион генома PSTVd также играет кри-
тическую роль в патогенности вироида. Например, заме-
на одного нуклеотида в позиции 257 (U на А) в штамме 
PSTVd-Iwt вызывала сильные симптомы болезни и преж-
девременную гибель инфицированных этим штаммом 
растений томата (Qi, Ding, 2003), а замена нуклеотида U 
на C в позиции 259 привела к образованию мутанта, спо
собного легко заражать растения табака Nicotiana ta-
bacum (Wassenegger et al., 1996).

Рисунок. Относительная экспрессия гена StTCP23 в инокулированных вироидом PSTVd NicTr-3 
и здоровых (контроль) растениях картофеля сорта ‘Colomba’

Figure. Relative expression of the StTCP23 gene in potato plants of cv. ‘Colomba’ 
inoculated with the PSTVd NicTr-3 viroid compared to non-inoculated plants (control)
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Заключение

При инокуляции растений картофеля сорта ‘Colomba’ 
штаммом NicTr-3 вироида веретеновидности клубней 
PSTVd фенотипические изменения растений в течение 
всего периода наблюдений, а также видоизменения 
клубней после окончания вегетации не выявлены. В то 
же время факт инфицирования и накопления вироида 
в тканях подтвержден молекулярными методами. В по-
пуляции молекул вироида NicTr-3, поддерживаемой на 
томате сорта ‘Rutgers’, найдены 10 мутаций в сравнении 
с исходной последовательностью штамма, которые при-
вели к снижению агрессивности штамма в отношении 
картофеля.

Также установлено увеличение экспрессии гена 
StTCP23 в листьях растений картофеля, инокулирован-
ных штаммом NicTr-3 вироида PSTVd. Полученные ре-
зультаты не подтвердили универсальность механизма 
взаимодействия вироида PSTVd и гена StTCP23, который, 
по всей видимости, зависит как от разнообразия мутаций 
в популяции молекул вироида, так и от аллельного со
става гена StTCP23, специфичного для каждого сорта 
картофеля.

Для доказательства существования специфических 
механизмов взаимодействия генотипа сорта и генотипа 
штамма вироида необходимы дополнительные исследо-
вания.
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