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РЕФЕРАТ Недавние исследования показали, что растения способны успешно экспрессировать искусствен-
ные гены, ответственные за синтез двуспиральных РНК (дсРНК) и шпилечных двуспиральных РНК 
(hpРНК), а также поглощать и процессировать экзогенные дсРНК и hpРНК, чтобы подавить экспрессию 
генов жизнеобеспечения и вирулентности патогенных вирусов растений, грибов или насекомых. Как эндо-
генные, так и экзогенные дсРНК процессируются в малые интерферирующие РНК, которые распростра-
няются по растению локально и системно, попадают в патогенные микроорганизмы и индуцируют устой-
чивость растений к патогенам, опосредованную РНК-интерференцией. Описаны многочисленные примеры 
разработки новых биотехнологических подходов к защите растений c использованием трансгенных рас-
тений и экзогенных дсРНК. В обзоре обобщены результаты применения трансгенов и экзогенных дсРНК 
для подавления генов вирулентности грибов и насекомых, а также вирусов, и повышения резистентности 
растений к этим патогенам. Проанализированы современные представления о механизмах процессинга 
дсРНК и их транспорта в растениях. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА двуспиральные РНК, РНК-интерференция, регуляция генов патогенов, трансгенные 
растения, устойчивость растений, шпилечные РНК, экзогенные дсРНК.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ RISC – РНК-индуцированный комплекс сайленсинга (RNA Induced Silencing 
Complex); siРНК – малые интерферирующие РНК (small interfering RNA); дсРНК – двуспиральные 
РНК; hpРНК – шпилечная РНК; HIGS – сайленсинг гена, индуцированный хозяином (Host-Induced Gene 
Silencing); SIGS – сайленсинг гена, индуцируемый опрыскиванием (Spray-Induced Gene Silencing). 

ВВЕДЕНИЕ
РНК-интерференция – эволюционно консерва-
тивный внутриклеточный процесс, обеспечи-
вающий особую стратегию регулирования экс-
прессии генов. Важнейшим аспектом механизма 
РНК-интерференции является то, что он не изменяет 
хромосомную первичную структуру целевых генов, 
но способен значительно ослаблять экспрессию генов 
и приводить к определенным изменениям фенотипа 

клеток и целых организмов [1, 2]. Впервые идея ис-
пользования участков РНК, комплементарных опре-
деленной области мРНК целевого гена, для угнете-
ния экспрессии этого гена была описана в 1984 году 
[3] как альтернатива классическому генетическо-
му анализу, т.е. получению мутантов, изменяющих 
первичную структуру генетического локуса. Однако 
первые опыты по применению антисмысловой РНК 
для подавления активности генов не приводили к на-



14 | ACTA NATURAE |  ТОМ 11  № 4 (43)  2019

ОБЗОРЫ

дежным позитивным результатам, и механизмы та-
кого подавления не были понятными [4–6]. Термин 
РНК-интерференция впервые ввели в 1998 году, 
когда Tabara и соавт. показали, что процесс может 
быть инициирован инкубацией нематод в растворе 
ген-специфичных двуспиральных фрагментов РНК 
[7–9]. Однако к тому времени на трансгенных расте-
ниях и грибах уже были получены явные указания 
на роль комплементарных РНК в регуляции экспрес-
сии эндогенных эукариотических генов [10–12]. 

Принципиально важный результат представлен 
в работе, опубликованной в 1993 году и посвящен-
ной устойчивости трансгенного табака к потивиру-
су гравировки табака [13]. Была доказана связь вы-
явленной устойчивости с РНК-интерференцией, 
так как имела место косупрессия трансгена, коди-
рующего участок вирусного генома, и самого вируса, 
имеющего РНК-геном. Следовательно, этот процесс 
должен функционировать именно на уровне РНК. 
В течение 1990-х годов появилось множество работ 
о РНК-интерференции во многих организмах, вклю-
чая грибы, животные и растения [14, 15]. Эти иссле-
дования показали, что процесс РНК-интерференции 
начинается с фермента Dicer-Like (DCL), который 
разрезает длинные молекулы вирусной или кле-
точной двуспиральной РНК на короткие фрагмен-
ты порядка 21–25 нуклеотидов, называемые siРНК. 
Одну из двух цепочек каждого фрагмента называ-
ют «направляющей», так как она далее включается 
в состав комплекса RISC. В результате активности 
этого комплекса короткий одноцепочечный фрагмент 
РНК образует водородные связи с комплементарной 
последовательностью протяженной молекулы РНК 
и вызывает разрезание последней белком комплекса 
RISC, который был назван Argonaute (AGO). Таким 
образом обеспечивается высокая специфичность 
разрезания. Эти события приводят к подавлению 
(сайленсингу) функционирования клеточного гена 
или репликации вируса [1, 16]. 

Передвижение siРНК по растению подразделяют 
на межклеточный (ближний) и системный (дальний) 
транспорт [17]. Это движение происходит по симпла-
сту, т.е. от места инициации в соседние клетки через 
межклеточные каналы, называемые плазмодесмами, 
а также распространяется системно на большие рас-
стояния через проводящую ткань флоэмы. Системное 
движение сигнала сайленсинга происходит в течение 
нескольких дней после инициации и, как правило, на-
правлено от фотосинтетических источников (т.е. ли-
стьев) к корням и точкам роста [18, 19]. Системный 
сигнал сайленсинга идентифицирован в растениях 
путем прямого отбора проб сока флоэмы [20, 21] и об-
наружения его в привитых частях растения [22–24]. 
Мобильные сигналы сайленсинга включают двуспи-

ральные молекулы siРНК (21–24 остатка) [20, 21, 24, 
25]. При этом Dunoyer и соавт. [26] прямо показали, 
что химически синтезированные экзогенные флуо-
ресцентно меченные siРНК действительно переме-
щаются от клетки к клетке и на большие расстояния. 

Начиная с тех работ, в которых доказано, что ис-
кусственные двуспиральные РНК вызывают РНК-
интерференцию [9], удалось убедительно пока-
зать эффективность использования этой стратегии 
для защиты растений от патогенных организмов 
и вирусов [27, 28]. В данном обзоре мы рассмотрим 
примеры возможного практического применения 
РНК-интерференции для защиты растений от пато-
генов. 

ЭКСПРЕССИЯ ДВУСПИРАЛЬНЫХ РНК В ТРАНСГЕННЫХ 
РАСТЕНИЯХ ДЛЯ ПОДАВЛЕНИЯ ПАТОГЕНОВ 
Сейчас очевидно, что РНК-интерференция может 
использоваться для достижения желаемой рези-
стентности сельскохозяйственных культур к пато-
генам путем манипулирования экспрессией генов 
вирусов, бактерий, грибов, нематод и насекомых 
[29, 30]. Способ доставки двуспиральных РНК, ра-
нее получивший широкое применение для защиты 
растений, основан на использовании трансгенных 
культур, продуцирующих дсРНК, специфичные 
для вредителей. Опосредованный трансгеном метод 
подавления патогенов в целом включает иденти-
фикацию целевого ингибируемого гена(ов) патогена 
с последующим созданием конструкции, где дсРНК 
продуцируется в виде шпильки с помощью генно-ин-
женерной кассеты, содержащей целевой ген (или его 
часть) в смысловой и антисмысловой ориентациях, 
а также относительно короткий спейсер, разделя-
ющий комплементарные сегменты, трансформацию 
растений и, наконец, скрининг и оценку признаков 
трансформантов [31, 32] (рис. 1). Экспрессия таких 
дсРНК, основанная на трансгенных конструкциях, 
в соответствующем растении-хозяине часто приво-
дит к защите от инфекции. Этот биотехнологический 
способ, названный сайленсингом генов, индуцирован-
ным хозяином (host-induced gene silencing, HIGS), 
появился как перспективная альтернатива другим 
способам защиты растений, поскольку имеет высо-
кую селективность для генов организма цели. Кроме 
того, этот метод обладает минимальными побочными 
эффектами по сравнению, например, с трансгенами, 
продуцирующими белки, или с химической протек-
тивной обработкой [29, 33]. 

За последние 10 лет опубликован целый ряд ис-
следований, посвященных использованию HIGS 
для борьбы с грибковыми заболеваниями [29, 33, 
34]. В 2010 году была опубликована важная ра-
бота, доказывающая эффективность стратегии 
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или CALCINEURIN B (PtCNB) ржавчинного гриба 
Puccinia triticina [36], симптомы заболевания умень-
шились на 51–68%, а биомасса гриба снизилась 
на 59–69% по сравнению с контрольными вектор-
ными конструкциями. В листьях пшеницы, экспрес-
сирующих эти конструкции, симптомы инфекции 
Puccinia graminis также уменьшились незначи-
тельно. Таким образом, очевидно, что специальный 
подбор генов-мишеней может привести к большей 
эффективности HIGS и обеспечить более широкий 
спектр устойчивости к ржавчинным грибам. 

Очевидный эффект HIGS показан также у зла-
ковых, зараженных возбудителем мучнистой росы 
Blumeria graminis [37]. Обнаружено снижение сим-
птомов мучнистой росы у растений ячменя или пше-
ницы при HIGS-опосредованном подавлении гена 
белка-эффектора Avra10 и уменьшение количества 
функциональных гаусторий внутри клеток эпидер-
миса. Подавление генов метаболизма жирных кислот 
с помощью стратегии HIGS выявило эффективность 
этого метода для создания толерантности к болез-
ням и у ряда других культурных растений. HIGS-
опосредованное подавление гена OsSSI2 риса приве-
ло к повышению устойчивости к грибу Magnaporthe 
grisea и бактерии листовой гнили Xanthomonas oryzae 
[38]. Повышенная устойчивость растений риса к M. 
grisea была достигнута путем подавления двух генов, 
а именно OsFAD7 и OsFAD8, которые кодируют бел-
ки Ω-3-десатуразы жирных кислот [39]. Более того, 
подавление генов, контролирующих производство 
лигнина, привело к повышению устойчивости расте-
ний сои к фитопатогену Sclerotinia sclerotiorum [40]. 

В отличие от приведенных данных, HIGS-
опосредованный сайленсинг генов оомицета 
Phytophtora parasitica не инициировал развитие 
столь явной защитной реакции у трансгенных рас-
тений арабидопсиса, экспрессирующих дсРНК 
на основе последовательности гена PnPMA1 [41]. 
Однако другие примеры указывают на возможность 
успешного применения HIGS и в случае оомицетов. 
Так, в одной из работ показано, что в трансгенных 
растениях табака, экспрессирующих дсРНК гена 
глутатион-S-трансферазы, развивается заметная 
устойчивость к табачному штамму фитофторы [42]. 

Проблемы применения трансгенных растений, 
экспрессирующих дсРНК к генам паразитических 
нематод, обобщены Lilley и соавт. [43]. Отмечено, 
что не полностью понятыми остаются сложные 
взаимодействия между растением и паразитом. 
В частности, невозможность трансформации па-
разитических нематод и генерации их мутантных 
линий не позволяет понять функции генов, что, 
в свою очередь, затрудняет идентификацию генов, 
которые могут служить эффективными мишеня-

Рис. 1. Схема использования трансгенной дсРНК 
для РНК-интерференции в растениях. Искусственная 
дсРНК продуцируется с трансгенных конструкций. 
Эндогенные длинные дсРНК либо транспортируются 
прямо в цитоплазму патогена по не вполне ясному ме-
ханизму, либо молекулы дсРНК или hpРНК распозна-
ются в растении рибонуклеазой DICER (DCL), которая 
расщепляет длинные дсРНК на короткие интерфери-
рующие РНК. Последние затем переносятся в клетки 
патогена, где включаются в РНК-индуцированный 
комплекс сайленсинга (RISC), который направляет 
специфическую деградацию или трансляционную 
репрессию мРНК патогена. Интерферирующие РНК 
и комплекс RISC могут быть образованы непосред-
ственно в клетках патогена. Стрелки показывают 
различные шаги процесса индукции коротких интер-
ферирующих РНК и движения РНК между клетками 
растений и фитопатогенов 

Геномная ДНК растений Растение

Транскрипция

Патоген

Деградация мРНК
Подавление вирулентности патогена

HIGS в борьбе с фитопатогенными грибами [35]. 
Показано, что экспрессия интерферирующей кас-
сеты для маркерного гена GUS, кодирующего бе-
та-глюкуронидазу (шпилька (hp)GUS), в растениях 
табака приводила к подавлению экспрессии этого 
гена в клетках гриба Fusarium verticillioides. Однако 
эффективность HIGS, направленного на возбуди-
тель ржавчины, варьировала при использовании 
разных генов. Так, например, в трансгенных рас-
тениях пшеницы, продуцирующих двуспиральные 
РНК к генам MITOGEN-ACTIVATED PROTEIN 
KINASE 1 (PtMAPK1), CYCLOPHILIN (PtCYC1) 
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ми для РНК-интерференции. Однако с этой целью 
можно использовать данные для других клеточных 
патогенов, в частности соевой нематоды Heterodera 
glycines и грибов. Так, Youssef и соавт. [44] исполь-
зовали стратегию HIGS для подавления гена HgALD 
(фруктозо-1,6-дифосфат-альдолаза), что приводило 
к уменьшению численности потомства самок на 58%.

Сайленсинг генов домашнего хозяйства корневой 
нематоды с помощью экспрессии дсРНК в растении-
хозяине также повысил устойчивость к нематоде [45]. 
Ibrahim и соавт. [46] смогли успешно снизить образо-
вание скоплений Meloidogyne incognita в корнях сои 
путем подавления генов, кодирующих тирозинфос-
фатазу и фруктозо-1,6-дифосфат-альдолазу, клю-
чевой фермент глюкогенеза. 

Альтернативная стратегия HIGS, направленная 
на борьбу с нематодами, включает гены, необходи-
мые для паразитизма [47, 48]. Гены flp-14 и flp-18 
галловой нематоды M. incognita кодируют нейропеп-
тиды, которые вовлечены в миграцию нематод и ин-
вазию корней хозяина [47]. HIGS-опосредованный 
сайленсинг любого из двух генов в трансгенных рас-
тениях табака снижает заражение большинства 
линий этой нематодой. Плодовитость самок умень-
шается на ~50–80%. Паразитизм также может быть 
нарушен HIGS-опосредованным сайленсингом генов, 
кодирующих эффекторные белки нематоды, игра-
ющие важную роль в установлении успешных па-
разитарных отношений с хозяином. В трансгенных 
растениях Arabidopsis thaliana, экспрессирующих 
дсРНК к участкам консервативного эффекторного 
гена 16D10 корневой нематоды, кодирующего не-
большой секреторный пептид, который помогает 
выбрать места кормления, возникает устойчивость 
широкого спектра к M. incognita [48]. Снижение вос-
приимчивости к M. incognita выявлено также в кор-
нях трансгенных растений винограда, экспрессиру-
ющих конструкции на основе шпильки фрагмента 
последовательности гена 16D10 [49]. Sindhu и соавт. 
[50] использовали подавление четырех разных ге-
нов, участвующих в паразитизме нематоды сахарной 
свеклы (Heterodera schachtii) на хозяине A. thaliana, 
который экспрессирует дсРНК. Хотя полная рези-
стентность не была достигнута, но количество зре-
лых самок нематод в разных линиях трансгенных 
растений снизилось до 23–64%.

РНК-интерференция применяется также 
для борьбы с насекомыми-вредителями, которые 
приводят к значительным потерям урожая [51–53]. 
Мао и соавт. [54] разработали стратегию, которая 
контролирует чувствительность насекомого к фи-
тотоксинам растения. После нападения насекомого 
растения синтезируют разнообразные вторичные 
метаболиты, направленные на снижение жизне-

способности вредителей. В ответ некоторые насеко-
мые выработали способность к детоксикации этих 
соединений, что часто обусловлено активностью 
цитохром-Р450-монооксигеназы. Согласно данным 
генетического и биохимического анализа, экспрес-
сия цитохрома Р450 (CYP6AE14) в личинках хлоп-
кового червя (Helicoverpa armigera) необходима 
для устойчивости к госсиполу – фитотоксину хлоп-
ка [54]. При этом у личинок, выращенных на транс-
генных растениях арабидопсиса, табака или хлопка, 
экспрессия дсРНК CYP6AE14 приводит к сниже-
нию синтеза соответствующего белка и повышению 
чувствительности к госсиполу [54, 55]. Позже эти же 
авторы показали, что уровень защиты можно повы-
сить путем совместной экспрессии дсРНК CYP6AE14 
и цистеиновой протеазы [56]. Индуцированный расте-
нием-хозяином ген дсРНК, вызывающей сайленсинг 
цитохрома Р450, использовали также для увеличе-
ния чувствительности к пиретроиду дельтаметри-
ну, который применяется для борьбы с вредителями 
хлопка [57]. Эти результаты позволяют предполо-
жить, что ориентированные на цитохром Р450 фер-
ментные системы являются эффективной системой 
для снижения резистентности к пиретроидам.

Сельскохозяйственные культуры, кодирую-
щие гетерологичные белки или сверхэкспрес-
сирующие такие белки, принципиально отли-
чаются от культур, которые кодируют кассеты 
для синтеза интерферирующих дсРНК. Известно, 
что РНК не токсичны для людей, тогда как произ-
водимые трансгенными растениями чужеродные 
белки в некоторых случаях могут быть токсичны-
ми или аллергенными [58]. Таким образом, транс-
генные культуры с генами устойчивости на основе 
РНК гораздо безопаснее для здоровья человека, 
чем культуры с избыточной экспрессией белков, 
и не требуют определения острой пероральной ток-
сичности и оценки переваримости введенного ком-
понента РНК. Некоторые проблемы биобезопасности 
возникают при использовании трансгенных расте-
ний, экспрессирующих дсРНК, поскольку транс-
крипционный сайленсинг генов путем модификации 
хроматина может привести к наследственным из-
менениям, имеющим неблагоприятный эффект. Это 
вызывает у общественности озабоченность, связан-
ную с безопасностью генетически модифицирован-
ных организмов [59]. Более того, во многих странах 
существуют законодательные ограничения на вы-
ращивание трансгенных растений (Law Library of 
Congress (U.S.). Global Legal Research Directorate. 
Restrictions on Genetically Modified Organisms; Global 
Legal Research Center: Washington, DC, USA, 2014, 
p. 242). Таким образом, разработка новых, экологи-
чески безопасных подходов, направленных на повы-
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шение устойчивости к вредителям без значительных 
модификаций генома растений, является важной за-
дачей. Один из таких подходов – редактирование ге-
нома с помощью системы CRISPR/Cas. Во-первых, 
системы CRISPR/Cas могут использоваться для вве-
дения точечных мутаций или малых делеций в кон-
кретные гены растений-хозяев, чтобы блокировать 
механизмы, способствующие распространению пато-
гена в растении. Во-вторых, могут быть разработаны 
системы CRISPR/Cas для осуществления мутагене-
за геномов патогенов. Например, системы CRISPR/
Cas9 могут быть нацелены непосредственно на ДНК- 
или РНК-содержащие вирусы [60]. 

МЕТОДЫ ДОСТАВКИ ИСКУССТВЕННЫХ 
ДВУСПИРАЛЬНЫХ РНК В РАСТЕНИЯХ: ПРЯМАЯ 
ОБРАБОТКА РАСТЕНИЙ дсРНК
Доказано, что методы, основанные на РНК-
интерференции, являются эффективной стратегией 
защиты растений от болезней, вызванных вирусны-
ми и клеточными патогенами. Однако возможность 
широкого применения HIGS остается весьма сомни-
тельной, поскольку получение генно-модифициро-
ванных сельскохозяйственных культур занимает 
достаточно много времени и все еще с недоверием 
воспринимается общественностью во многих евро-
пейских странах. 

Поиск альтернативных стратегий был облег-
чен результатами более ранних исследований, ко-
торые показали, что растворы дсРНК могут быть 
использованы для РНК-интерференции немато-
ды Caenorhabditis elegans [7]. Более того, успешные 
опыты по подавлению роста и размножения пара-
зитических нематод растений in planta доказали, 
что РНК-интерференция в данном случае может 
быть перспективным методом снижения жизнеспо-
собности вредителей [43]. В настоящее время такие 
исследования носят новаторский характер и могут 
привести к значительному прогрессу в создании ос-
нованного на РНК-интерференции подхода к защите 
растений путем прямого введения экзогенной дсРНК, 
комплементарной геномам патогенов. Такие иссле-
дования позволят прояснить такие важные вопросы, 
как (i) способы и механистические основы введения 
дсРНК в растения; (ii) решение проблем транспорта, 
процессинга и стабильности дсРНК во внешней сре-
де и в клетках; (iii) реализация крупномасштабного 
производства и очистки экзогенной дсРНК, чтобы 
сделать такой подход экономически обоснованным. 
Предложено несколько альтернативных способов 
доставки дсРНК, которые не предполагают транс-
формации растений. В частности, дсРНК может быть 
транслоцирована в сосудистую систему растения 
(ксилема и флоэма) через корни или путем прямой 

инъекции молекул РНК в ствол древесных пород [28, 
61–66]. 

Однако наиболее перспективным в настоящее 
время считается опрыскивание растений (в основ-
ном листьев). Этот метод получил название спрей-
индуцированного сайленсинга генов (spray-induced 
gene silencing (SIGS)). Экзогенные интерферирую-
щие дсРНК могут либо непосредственно поглощать-
ся клетками вредителя, либо сначала переноситься 
в растительные клетки, а затем переходить в клетки 
патогена (рис. 2) [64, 67, 68]. В этой связи важно отме-
тить, что локально распыленные РНК также ингиби-
руют вирулентность патогена в дистальных, не обра-
ботанных листьях [68, 69]. Очевидно, что эти дсРНК 
либо более короткие продукты их процессинга спо-
собны системно распространяться внутри растений.

Показано, что исходные препараты «голых» 
дсРНК могут защищать растения от микробных па-
тогенов в течение 10 дней после опрыскивания [64, 
67, 68]. Однако недавно показали, что продолжитель-
ность защиты от инфекции увеличилась более чем 
на 20 дней, когда дсРНК включали в нанослои ги-
дроксида, называемые BioClay [69]. Нанослои BioClay 
предотвращали деградацию дсРНК под действием 
РНКаз или солнечного света. Поскольку эти нано-
частицы и РНК в них нетоксичны и легко разлага-
ются, этот метод считается экологически безопас-
ным, он повышает эффективность применения SIGS 
для борьбы с болезнями растений в полевых усло-
виях [70]. Так, достижения в области технологии на-
ночастиц заметно улучшили потенциальную эффек-
тивность применения SIGS для защиты растений. 
Кроме того, для инкапсуляции дсРНК и достижения 
РНК-интерференции использовали также полимеры 
хитозана. Наночастицы хитозана получали путем са-
мосборки полимера с дсРНК, используя электроста-
тические взаимодействия между положительными 
и отрицательными зарядами аминогрупп в хитозане 
и фосфатных групп в нуклеиновой кислоте соответ-
ственно. Этот метод хорошо подходит для длинных 
дсРНК. Наночастицы хитозана, которыми обработа-
ны растения, могут попасть в организм вредителей 
вместе с пищей. Эта система весьма недорогая и вы-
сокоэффективная. Кроме того, полимеры хитозана 
нетоксичны и легко подвергаются биоразложению 
[63, 69, 71, 72]. 

Длина экзогенной дсРНК весьма важна для эф-
фективного подавления генов патогенов растений. 
Длина дсРНК, необходимая для достижения выра-
женного эффекта, варьирует в зависимости от вида 
и таксона патогена. Исследования на насекомых по-
казали, что длина дсРНК, необходимая для успешной 
РНК-интерференции, в большинстве случаев может 
колебаться от 140 до 500 нуклеотидов. Для вирусов 
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этот размер составляет более 200–300 нуклеотидов 
[28]. В целом, считается, что существует необходи-
мость в скрининге нескольких видов дсРНК разной 
длины и локализации для каждого конкретного гена. 
Кроме того, дсРНК может быть как очень специфич-
ной для гена-мишени конкретного вида патогена, 
так и рассчитанной на более широкий спектр близ-
кородственных видов [69, 71, 72]. 

Эффективность индукции РНК-интерференции 
экзогенными дсРНК зависит также от их оптималь-
ной (достаточно высокой) концентрации, что в усло-
виях практического применения требует получения 
больших количеств дсРНК [73–75]. В экспериментах 
по РНК-интерференции дсРНК получали in vitro 
с использованием метода двунаправленной транс-
крипции с помощью Т7-полимеразы [76, 77]. Однако 
очевидно, что такая система не подходит для крупно-
масштабного производства по экономическим сооб-
ражениям. Поэтому предложено использовать инду-
цибельную кассету с промотором РНК-полимеразы 
фага Т7, экспрессирующую дсРНК в штаммах 
Escherichia coli HT115, M–JM109 или M–JM109lacY, 
дефектные по РНКазе III [78–81]. Кроме того, не-

давно были разработаны стабильные и эффек-
тивные системы производства дсРНК в бактериях 
Pseudomonas syringae [82] и дрожжах Saccharomyces 
cerevisiae [83]. Очевидно, что перечисленные микро-
биологические системы экспрессии потенциально 
могут использоваться для масштабного и недорого-
го получения дсРНК для практического применения 
SIGS в сельском хозяйстве.

За последние годы показано, что система SIGS мо-
жет эффективно использоваться для борьбы с фи-
топатогенными грибами растений. Обнаружено, 
что нанесение на поверхность листьев дсРНК, син-
тезированных in vitro и направленных против цело-
го ряда генов грибов, ослабляет распространение 
инфекции путем блокирования роста, изменения 
морфологии и уменьшения патогенности и приводит 
к менее выраженным проявлениям болезни [67, 68, 
84, 85]. Применение экзогенной дcРНК на поверхно-
сти растений, SIGS, в настоящее время рассматрива-
ется как инновационная стратегия защиты растений 
от грибной инфекции [28, 63, 64, 67]. Предполагается, 
что могут существовать два пути попадания в клет-
ки гриба дсРНК, нанесенных на поверхность расте-
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Рис. 2. Схема использования экзогенной дсРНК для индукции РНК-интерференции в растениях. Экзогенная искус-
ственная дсРНК вводится в раствор и наносится на листья растений, цветочные почки, корни или семена. Экзо-
генные дсРНК захватываются и транспортируются в цитоплазму растений и патогенов с помощью не до конца 
понятного механизма. Молекулы дсРНК или hpРНК распознаются рибонуклеазой DICER (DCL), которая расще-
пляет длинные дсРНК на короткие интерферирующие РНК. Последние затем включаются в РНК-индуцированный 
комплекс сайленсинга (RISC), который направляет специфическую деградацию или трансляционную репрессию 
мРНК патогена. Стрелки показывaют различные шаги процесса индукции коротких интерферирующих РНК и дви-
жения РНК между клетками растений и фитопатогенов 
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ния: (1) дсРНК после опрыскивания растений сра-
зу проникают в клетки гриба и здесь подвергаются 
процессингу в siРНК; и (2) РНК попадают в клетки 
растений, где образуются короткие siРНК, которые 
транслоцируются в клетки гриба (рис. 2) [67, 68, 86]. 
Установлено, что эффект сайленсинга гена Myo5 
в Fusarium asiaticum сохраняется только в том слу-
чае, если дсРНК непрерывно поступает в клетки 
гриба, так как F. asiaticum не способен поддержи-
вать амплификацию вторичных siРНК. Результаты 
Song и соавт. [86] указывают, что попавшие в расте-
ния дсРНК процессируются с образованием siРНК, 
которые затем амплифицируются растительной 
РНК-зависимой РНК-полимеразой (RdRP), приводя 
к образованию вторичных siРНК. Интересно, что со-
гласно [86], дсРНК более эффективно поглощается 
через раневую поверхность кончика среза колеоп-
тилей пшеницы, чем через неповрежденную поверх-
ность. Кроме того, проникновение дсРНК усилива-
лось с помощью неионного поверхностно-активного 
вещества Silwet L-77 [84]. 

Многочисленные исследования, проведенные 
за последние несколько лет, показали, что дсРНК, 
комплементарные ряду важных генов насекомых-
вредителей, могут стать эффективным индуктором 
SIGS и привести к снижению численности насе-
комых, скорости их роста и плодовитости, а также 
к снижению чувствительности к инсектицидам [87]. 
Обработка листьев искусственно синтезированны-
ми дсРНК, нацеленными на гены, связанные с раз-
витием насекомых, ухудшает рост насекомых и 
значительно снижает их численность [88–92]. Такой 
эффект может быть достигнут путем орошения 
корней растений дсРНК, что приводит к эффек-
тивному подавлению гена-мишени и аномальному 
развитию насекомых-вредителей [74, 76, 93]. РНК-
интерференция с помощью экзогенных дсРНК мо-
жет применяться для весьма широкого спектра ге-
нов насекомых. Например, подавление экспрессии 
генов двух АТP-аз у Diabrotica undecimpunctata 
и Leptinotarsa decemlineata приводило к снижению 
выживаемости насекомых на 40–50% [76]. Смертность 
капустной моли (Plutella xylostella) на листьях, опры-
сканных дсРНК к генам ацетилхолинэстеразы Pl. 
хylostella, – AChE1 и AChE2 – достигала 74 и 89% со-
ответственно [94]. Кроме того, SIGS к генам кислой 
О-метилтрансферазы ювенильного гормона (juvenile 
hormone acid O-methyltransferase, JHAMT) и вител-
логенина существенно снижал уровень этих белков 
(до 85–90%) у ряда таксономически далеких насеко-
мых [95]. 

Тонкие механизмы проникновения дсРНК из рас-
тений в клетки вредителей в настоящее время 

не до конца ясны. Очевидно, что дсРНК прямо прони-
кает в гифы грибов из растительных клеток и меж-
клетников. Менее понятны механизмы действия 
дсРНК на нематод и насекомых. Естественным явля-
ется путь первичного проникновения РНК из погло-
щаемого сока растений в клетки пищеварительного 
тракта. При этом важную роль играет, возможно, эн-
доцитоз. Так, у нематод найдены два гена, требуемых 
для эффективного проникновения дсРНК при пита-
нии. Их назвали Systemic RNAi-deficient (SID) [64, 
67]. Ген SID-2 кодирует трансмембранный белок, 
участвующий в достаточно медленном поглощении 
дсРНК путем эндоцитоза, тогда как продукт гена 
SID-1 необходим для быстрого транспорта, не требу-
ющего эндоцитоза, и формирует каналы в плазмати-
ческой мембране [64, 67].

Влияние экзогенного применения дсРНК на сопро-
тивляемость различных видов, включая растения та-
бака, томата и кукурузы, а также папайи и орхидеи, 
к вирусам проанализировано в ряде эксперименталь-
ных исследований. При этом растения обрабатывали 
либо РНК, синтезированной in vitro, либо препара-
тами нуклеиновых кислот, очищенными из штаммов 
бактерий, экспрессирующих дсРНК или hpРНК [79, 
80, 96, 97]. Оказалось, что дсРНК, нацеленная на гены 
репликазы вируса или белка оболочки, задержива-
ет развитие заболевания, уменьшает симптомы ин-
фекции и количество зараженных растений, снижа-
ет титр вируса [28, 65]. Кроме того, подтверждено, 
что защитные эффекты, индуцированные дсРНК 
или hpРНК, сохраняются не менее 20–70 дней после 
инокуляции вируса [72, 98]. 

В заключение следует отметить, что SIGS – это 
весьма целенаправленная и экологически чистая 
стратегия защиты растений как после, так и до сбо-
ра урожая и, очевидно, наименее вредная для здо-
ровья потребителей. Кроме того, поскольку для SIGS 
часто выбирают консервативные гены патогена, не-
обходимые для его роста или вирулентности, то па-
тогены не в состоянии генерировать достаточное 
число мутаций в этих важных генах, чтобы избежать 
воздействия SIGS, сохраняя при этом свои жизнен-
но важные функции. Наконец, необходимо еще раз 
подчеркнуть, что технология SIGS будет гораздо бо-
лее приемлема для общественного мнения, чем, на-
пример, химические обработки, а ее разработка по-
требует существенно меньше времени, чем создание 
стабильных трансгенных культур. 
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