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Мета. Реплікація тобамовірусів, як і інших вірусів рослин, що мають однолан-
цюгову смислову геномну РНК, включає синтез позитивних і негативних ланцюгів 
геномних РНК, а також транскрипцію двох субгеномних РНК. Первинні нуклеотид-
ні послідовності та вторинні структурні елементи, необхідні для ініціації тран-
скрипції субгеномних РНК, були охарактеризовані у багатьох видів вірусів, однак 
компоненти промоторів синтезу геномних вірусних РНК все ще залишаються май-
же недослідженими. Зважаючи на фрагментарність експериментальних даних і 
суперечливість уявлень щодо ініціації синтезу геномних вірусних РНК, метою нашої 
роботи було проведення порівняльного комп’ютерного аналізу консервативних ком-
понентів у геномних промоторах тобамовірусів. Методи. Геномні сиквенси 17-ти 
штамів ВТМ та 21 штаму 18-ти інших видів тобамовірусів були завантажені з 
ГенБанку (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Пошук і порівняльний аналіз консервативних 
компонентів промоторів проводили за консенсусною послідовністю ділянки ICR2 
промотору генів tRNA та одноланцюговою розгорткою стеблової петлі D1L3S3 
штаму ВТМ-L, використовуючи власні вузькоспеціалізовані комп’ютерні програми. 
Результати. Встановлено, що 3’-кінцеві ділянки геномних РНК 38-ми досліджених 
штамів тобамовірусів містять висококонсервативні нуклеотидні мотиви, подібні 
ICR2 та D1L3S3. У промоторах реплікації геномних (-)РНК ці мотиви локалізовані 
перед і поблизу стартових точок синтезу (-)ланцюгів, містять загальну паліндромну 
консенсусну послідовність – TTCGAA, оточену 2 – 4 парами комплементарних нукле-
отидів і мають лише компенсаторні нуклеотидні заміни, за яких зберігається вто-
ринна структура консервативних мотивів. Поблизу стартових точок синтезу (+)
ланцюгів РНК, локалізованих на 3’-кінцях (-)ланцюгів, нуклеотидні ділянки, подібні 
ICR2 чи D1L3S3, а також інші консервативні мотиви зовсім не виявляються. За ре-
зультатами аналізу можливих причин цього явища нами запропоновано гіпотетичні 
моделі ініціації синтезу геномних і субгеномних РНК тобамовірусів з використанням 
дволанцюгових і циркулярних матриць. Висновки. Запропоновані гіпотетичні моделі 
добре узгоджуються з отриманими результатами і даними літератури, зокрема:  
1) наявність подібних консервативних мотивів і вторинних структур у різних типах 
промоторів – субгеномних, геномних, вірусних, еукаріотичних; 2) здатність вірусних 
РНК-полімераз до використання дволанцюгових і циркулярних матриць; 3) можли-
вість ініціації синтезу протилежних ланцюгів РНК одним паліндромним сигнальним 
мотивом; 4) локалізація AT-багатих нуклеотидних ділянок після стартових точок 
транскрипції та реплікації РНК, а GC-багатих ділянок – перед ними; 5) підвищення 
реплікації вірусів за зв’язування 5’- і 3’-кінців геномних РНК.

Ключові слова: Тобамовіруси, консервативні мотиви геномних промоторів, 
первинна і вторинна структура консервативних мотивів, гіпотетичні моделі 
синтезу геномних і субгеномних РНК.
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На сьогодні переконливо показано, що циркуляція вірусів в агроце-
нозах, перебіг інфекцій, симптоми враження та ступені стійкості рослин 
детермінуються тонко збалансованою взаємодією численних вірусних і 
клітинних компонентів [1, 2]. До найважливіших вірусних регуляторів 
інфекційного процесу, патогенезу і захисних реакцій рослин відносяться 
регулятори експресії вірусних генів: контексти стартових і термінальних 
кодонів транскрипції та трансляції; супресори посттранскрипційного мов-
чання генів; реплікаційні (геномні) і транскрипційні (субгеномні) промо-
тори та енхансери [3, 4]. 

Структурно-функціональна організація промоторів субгеномних РНК 
тобамовірусів залишається маловивченою у порівнянні з іншими віру-
сами рослин, а експериментальні дані щодо властивостей їх геномних 
промоторів дуже фрагментарні і суперечливі. Вважається, що позитив-
ні і негативні ланцюги вірусної РНК синтезуються одним ферментом – 
РНК-залежною РНК-полімеразою, проте однакові чи подібні компоненти 
в промоторах протилежних ланцюгів не виявляються [5]. У той же час 
встановлено наявність подібних нуклеотидних мотивів у промоторах (+)
ланцюгів субгеномних і (-)ланцюгів геномних вірусних РНК [6]. Зважа-
ючи на суперечливість наведених даних, наша робота була спрямована 
на комп’ютерний пошук консервативних нуклеотидних мотивів і вторин-
них структур у геномних промоторах тобамовірусів, подібних знайденим 
нами [7] в 76-ти субгеномних промоторах двох генів 38-ми вірусів [7].

Матеріали і методи. В роботі було використано геномні сиквенси  
17-ти штамів ВТМ та 21 ізоляту/штаму 19-ти інших видів тобамовірусів, 
отриманих з ГенБанку (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Оскільки об’єкти 
дослідження мають різні назви: види, ізоляти, штами, ізоляти штамів чи 
видів з певних рослин чи країн тощо, всі дослідні віруси ми називаємо 
штамами і використовуємо зручні в роботі їх короткі назви. Наведений 
перелік штамів включає коротку робочу назву, повну назву та номер до-
ступу в ГенБанку. 

Штами ВТМ: u1, Звичайний штам U1, J02415; x1, Повної назви не 
знайдено, V01408; kc, Корейський штам NC 82, X68110; im, IM ізолят 
з бальзаміну, AB369276; pet, Петунієвий штам pet, AB369275; pt, Пету-
нієвий штам pet-TW, EF392659; ch, Китайський штам, AF165190; ch1, 
Китайський ізолят Fujian, AF395127; ch2, Китайський ізолят TMV-017, 
AF395128; ch3, Китайський ізолят TMV-152, AF395129; tsL, Томатний 
штам L (ВТМ-L), X02144; chm, Китайський мутант штаму ВТМ-L, 
AF155507.2; k1, Казахський штам K1, AJ243571; k2, Казахський штам 
K2, Z92909; b9, Ізолят B935A з рослин Vicia faba, AJ011933; cr, ВТМ із 
хрестоцвітих, Z29370; ob, Штам ВТМ-Ob, L11665; 

Штами 19-ти видів тобамовірусів: 1, Вірус м’якої зеленої мозаїки тю-
тюну, M34077; 2, Вірус зеленої плямистої мозаїки огірка, D12505; 3, Вірус 
м’якої плямистості перцю, M81413; 4, Вірус мозаїки подорожника, ізо-
лят Shanghai, AF254924; 5, Вірус мозаїки томатів, AF332868; 6, Тобамо-
вірус хрестоцвітих, штам Wasabi, AB017503; 7, Вірус м’якої плямистості 
плодів огірка, AF321057; 8, Вірус кільцевої плямистості одонтоглосума, 
X82130; 9, Вірус посвітління жилок турнепсу, U03387; 10, Вірус перцю 
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обуда, D13438; 11, Вірус зеленої плямистої мозаїки цукіні, AJ295949; 
12, Вірус зеленої плямистої мозаїки кіурі, AJ295948; 13, Сінгапурський 
латентний вірус гібіскусу, AF395898; 14, Вірус м’якої плямистості бруг-
мансії, AM398436; 15, Тобамовірус хрестоцвітих (некласифікований), 
AY318866; 16, Вірус мозаїки китайської ріпи (Youcai), EU571218; 17,  
Вірус мозаїки йокаї, U30944; 18, Вірус мозаїки подорожника, ізолят Impa-
tiens, DQ223770; 19, Вірус плямистості болгарського перцю, DQ355023; 
20, Вірус мозаїки маракуї (пасифлори), DQ356949; 21, Вірус м’якої пля-
мистості кактуса, EU043335.

Комп’ютерний пошук консервативних нуклеотидних мотивів та вто-
ринних структур проводили в повногеномних сиквенсах вірусних РНК 
та в промоторних ділянках довжиною 190 нуклеотидів від 5’- і 3’-кінців 
геномів. 

Для порівняльного комп’ютерного аналізу консервативних елементів 
у промоторних ділянках вірусних РНК використовували власні вузько-
спеціалізовані програми (утиліти), написані для конкретних задач дослі-
дження, зокрема, вирізання з геномних сиквенсів нуклеотидних ділянок, 
подібних за довжиною, позиціями локалізації та кількістю збіжних нукле-
отидів; пошук найбільших кластерів позиційно-зв’язаних нуклеотидних 
сайтів, які містяться в найбільшій кількості дослідних сиквенсів; пошук 
вторинних структур за їх лінійними розгортками та нуклеотидних мотивів 
за їх консенсусними послідовностями. 

Встановлення консенсусних послідовностей і пошук подібних  
нуклеотидних мотивів проводили з використанням кодів нуклеотидів, 
рекомендованих Міжнародним біохімічним союзом (IUB): A, T (U), G,  
C – стандартні нуклеотиди; R – пуринові нуклеотиди (puRine, A/G); Y –  
піримідинові (pYrimidine, C/T); S – сильні (Strong, G/C); W – слабкі 
(Week, A/T; M – аміновмісні (aMine, A/C); K – кетоновмісні (Ketone, G/T). 

Геномні сиквенси та нуклеотидні ділянки штамів ВТМ у тексті подані 
двома-трьома символами, починаючи з латинської літери, а сиквенси та 
нуклеотидні сайти штамів інших видів тобамовірусів – їх порядковими 
номерами відповідно до наведеного переліку штамів. Позиції локалізації 
консервативних мотивів та вторинних структур, виявлених на плюс- і мі-
нус-ланцюгах РНК, подані як порядкові номери їх початкових нуклеоти-
дів відносно 5’- або 3’-кінців вірусних геномів.

Результати. Консервативні сайти промоторів синтезу геномних (-)
РНК. Зважаючи на те, що геномна (-)РНК синтезується РНК-залежною 
РНК-полімеразою на матриці (+)РНК, нами проведено пошук у геномних 
промоторах нуклеотидного сайту TCGTT, який є комплементарним до 
консервативного мотиву субгеномних промоторів тобамовірусів.

Встановлено, що в промоторних ділянках 17-ти штамів ВТМ сайт 
TCGTT зустрічається лише один раз. У відповідних ділянках 21 штаму 
інших тобамовірусів він зустрічається 2 рази, тоді як у повних геномах 
штамів ВТМ його частота сягає 126, а в геномах інших штамів тобамові-
русів – 161 (табл. 1). Отже, консенсусна послідовність субгеномних про-
моторів (TCGTT) не міститься в промоторних ділянках синтезу геномної 
(-)РНК. 
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Аналіз частоти сайтів, подібних до TCGTT, показав, що найдовшою 
послідовністю, загальною для промоторів синтезу (-)РНК тобамовірусів 
є TTCGAAT. Вона міститься у 3’-кінцевих 190-нуклеотидних ділянках 
(+)РНК всіх 38-ми досліджених вірусів (табл. 1) і дуже рідко зустріча-
ється поза цими ділянками (у одного штаму ВТМ і п’яти штамів інших 
тобамовірусів). Сайт GGTTCGAATCC міститься в промоторних ділянках 
синтезу (-)РНК 13-ти штамів ВТМ і 15-ти штамів інших тобамовірусів, 
однак його варіант із заміною лише одного нуклеотиду – ATTCGAATCC 
зовсім відсутній як у промоторах, так і повних геномах, а подібні варіанти 
GATTCGAATTC та GGGATTCGAATTCCC зустрічаються в промоторах 
лише чотирьох штамів ВТМ та трьох штамів інших видів тобамовірусів. 

Отримані результати свідчать про подібність субгеномних і геномних 
промоторів тобамовірусів, а також геномних промоторів вірусів і еукарі-
отів, що проявляється як наявність у них дуже схожих або однакових ну-
клеотидних мотивів. Зокрема, всі нуклеотидні сайти, виявлені на 3’-кінцях 
(+)ланцюгів геномних РНК тобамовірусів, у ділянках промоторів синтезу 
(-)ланцюгів містять загальний мотив TTCGAAT. Мотиви GGTTCGAAT та 
GATTCGAAT, знайдені в ділянках геномних промоторів, є комплементар-
ними раніше виявленим нами мотивам субгеномних промоторів, які ма-
ють загальну консенсусну послідовність – GRTTCGWWW з двома найчас-
тішими варіантами WWW – AAT чи AAA. Мотив GGGATTCGAATTCCC 
являє собою стеблову петлю D1S3L3, яка міститься на 3’-кінці геному 
ВТМ-L і є важливою для синтезу (+)ланцюга геномної РНК цього штаму 
[8], а 11-нуклеотидний мотив GGTTCGAATCC відповідає консенсусній 
послідовності ділянки ICR2 промотору генів tRNA (GGTTCGAnTCC), 
яка знаходиться також у T psi C петлі тРНК і на 5’-кінці (-)РНК кукумо- і  
тімовірусів та (+) і (-)РНК бромовірусів [9]. 

Таблиця 1
Консервативні нуклеотидні сайти в геномних РНК тобамовірусів

Консервативні сайти 1)

Штами ВТМ Штами 18-ти видів 
тобамовірусів

Кількість 
штамів, що 
містять сайт

Кількість 
сайтів у 
геномах

Кількість 
штамів, що 
містять сайт

Кількість 
сайтів у 
геномах

TCGTT 1 126 2 161
TCGT 1 306 5 429
TCGA 17 513 21 619
TCGAA 17 179 21 208
TCGAAT 17 42 21 47
TTCGAAT 17 18 21 26
GTTCGAAT 13 14 18 20
GTTCGAATC 13 14 18 18
GGTTCGAATC 13 14 15 15
GGTTCGAATCC 13 13 15 15
GATTCGAATCC 0 0 0 0
GATTCGAATT 4 4 3 3
GGGATTCGAATTCCC 4 4 3 3

1) Сірим фоном виділені: мотиви геномних промоторів, комплементарні консервативним мо-
тивам субгеномних промоторів генів ТБ (GGTTCGAAT) і БО (GATTCGAAT), консенсусна послі-
довність ділянки ICR2 промотору генів tRNA (GGTTCGAATCC) та стеблова петля D1S3L3 штаму 
ВТМ-U1 –  GGGATTCGAATTCCC. 
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Зважаючи на наведені дані про подібність геномних і субгеномних 
промоторів вірусів, а також промоторів вірусів і еукаріотів, ми провели 
пошук схожих консервативних мотивів та/або вторинних структур у про-
моторах синтезу (-) і (+)ланцюгів геномних РНК тобамовірусів. В роботі 
було використано одноланцюгову розгортку стеблової петлі D1L3S3 та 
модифіковану консенсусну послідовність ділянки ICR2 промотору генів 
tRNA – GGTTCGAATCC. Модифікація була зумовлена наявністю нукле-
отиду A замість довільного нуклеотиду n у восьмій позиції всіх 11-нукле-
отидних мотивів, знайдених у геномних промоторах (табл. 1).

Консервативні мотиви в промоторах синтезу (-) і (+)ланцюгів геном-
них РНК тобамовірусів. Встановлено, що повну збіжність нуклеотидів з 
розгорткою стеблової петлі D1L3S3 (19/19) мають консервативні мотиви 
промоторів синтезу (-)РНК семи тобамовірусів – чотирьох штамів ВТМ 
(tsL, chm, k1, k2), а також вірусів 5, 8 та 19 (табл. 2). Решта тобамові-
русів (31 штам з 38-ми досліджених) мають по дві еквівалентні заміни 
нуклеотидів – A на G і T на C у позиції 4, за яких не лише зберігається, 
а ще й підсилюється взаємодія комплементарних нуклеотидів стеблових 
петель за рахунок трьох водневих зв’язків у пари GC замість двох у AT. 
По чотири однакові еквівалентні заміни нуклеотидів у близьких пози-
ціях мають консервативні мотиви промоторів двох груп тобамовірусів, 
які містять три (7, 11, 12) та десять (cr, 6, 9, 17, 18, 1, 4, 14, 15, 16) шта-
мів. Нееквівалентні однонуклеотидні заміни – C або G на A, які спри-
чиняють некомплементарність нуклеотидів у другій позиції стебла петлі 
D1L3S3, мають лише два із 38-ми штамів тобамовірусів. Ці дані, а також  

Таблиця 2 
Консервативні 15-нуклеотидні мотиви, локалізовані на (+)  
і (-) ланцюгах геномних РНК 38-ми штамів тобамовірусів

РНК Збіг 1)
Мотиви 2)

1 2 3 4        4 3 2 1 Штами 3)

(+
) л

ан
цю

г

15 G G G AT T C G A AT T C C C tsL, chm, k1, k2, 5, 8, 19 7
13 . . . g . . . . . . . c . . . S11, 2, 3, 10, 20, 21 16

12
. . . g . . . . . . . c . a . im 1
. a . g . . . . . . . c . . . 13 1

11
. a . g . . . . . . . c . t . cr, 1, 4, 6, 9,14, 15, 16 , 17, 18 10
. . t g . . . . . . . c a . . 7, 11, 12 3

(–
) л

ан
цю

г 12

. . . . . . . . . . c c . . t S9, 2, 3, 10, 20, 21 14

. . a . . . . . . . . c . . t tsL, chm, k1, k2, 5, 8 6

. . . . . . . . . . c c t . . 13 1

. . a . . . . . . . . c . . a 19 1

11
t . . . . . . . . . c c . . t im 1
. t . . . . . . . . c a . . t 7, 11, 12 3

10 a . . . . . . . . . c c t . t cr, 1, 4, 6, 9, 14, 15, 16, 17, 18 10
1) Кількість нуклеотидів у мотивах, збіжних з послідовністю стеблової петлі.
2) Нуклеотидна послідовність стеблової петлі D1S3L3 штаму ВТМ-U1 (жирні літери) і від-

повідні їй консервативні мотиви. Цифрами (1 – 4) позначені комплементарні нуклеотиди, точка-
ми – збіжні нуклеотиди, малими літерами – компенсаційні заміни комплементарних нуклеотидів, 
червоним фоном – некомпенсаційні заміни, що порушують вторинну структуру стеблових петель, 
сірим фоном – спільний консервативний мотив. 

3) Назви та кількість штамів, що мають однаковий мотив. S11 – 11 штамів ВТМ (u1, b9,  b9, kc,  
ch, ch1, ch2, ch3, pet, pt, ob ), S9 – штами S11 без pt і ob.
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ідентичність неспарених ділянок стеблових петель в промоторах всіх 38-
ми досліджених штамів свідчать про важливість як первинної послідов-
ності, так і вторинної структури консервативних мотивів для забезпечення 
функціональної активності вірусних промоторів. Отже, результати наших 
досліджень суперечать висновку щодо «більш важливої ролі вторинних 
структур, а не первинних послідовностей у забезпеченні функціональної 
активності промоторів» [10] і цілком узгоджуються з даними про залеж-
ність різних функцій промоторів від різних первинних та/або вторинних 
структурних елементів [11, 12, 13, 14]. 

Пошук консервативних мотивів у промоторах синтезу геномних (+)
РНК показав відсутність у них нуклеотидних мотивів, подібних стебловій 
петлі D1L3S3, а також суттєву відмінність цієї петлі від комплементарної 
їй послідовності на 3’-кінцях геномних (-)РНК. По-перше, на негативних 
ланцюгах РНК, на відміну від позитивних, не виявляються сайти, які ма-
ють 15, 14 чи 13 нуклеотидів, збіжних з розгорткою петлі D1L3S3. По-
друге, за низької збіжності з розгорткою переважна більшість подібних 
мотивів виявляється не в промоторних ділянках. Зокрема, кількість мо-
тивів, збіжних з розгорткою петлі за 10-ма нуклеотидами, становить 36 у 
промоторних ділянках і 180 поза ними. Поряд з цим мотиви промоторних 
ділянок мають численні некомпенсаційні нуклеотидні заміни в стеблах 
петлі D1L3S3, що порушують її вторинну структуру, а також заміни пер-
шого нуклеотиду мотиву TTCGAAT, які не зустрічаються у промоторах 
синтезу (-)ланцюгів. 

Таблиця 3 
Консервативні 11-нуклеотидні мотиви, локалізованих на (+) і (-) 

ланцюгах геномних РНК 38-ми штамів тобамовірусів

РНК Збіг 1) Мотиви 2)

1 2      2 1 Штами 3)

(+
) л

ан
цю

г 11 GGTTCGAATCC S13,1,2,3,4,6,9,10,13,14,15,16,17,18,20,21 28

9
. a . . . . . . . t . tsL, chm, k1, k2, 5, 8, 19 7
t . . . . . . . . . a 7,11,12 3

(–
)  

ла
нц

ю
г

9
. a . . . . . . c . . S12, 2, 3, 10, 20, 21 17
a a . . . . . . . . . tsL, chm, k1, k2, 5, 8, 19 7

8
. a . . . . . . c . t cr, 1, 4, 6, 9, 13, 14, 15, 16, 17, 18 11
. a . . . . . . c a . 7,11,12 3

1) Кількість нуклеотидів у мотивах, збіжних з консенсусною послідовністю ділянки ICR2 про-
мотору генів tRNA.

2) Консенсусна послідовність ділянки ICR2 (жирні літери) і відповідні їй консервативні мо-
тиви. Цифрами (1 – 2) позначені комплементарні нуклеотиди, точками – збіжні нуклеотиди, 
малими літерами – компенсаційні заміни комплементарних нуклеотидів, червоним фоном – не-
компенсаційні заміни, що порушують вторинну структуру стеблових петель, сірим фоном –  
спільний консервативний мотив. 

3) Назви та кількість штамів, що мають однаковий мотив. S13 – 13 штамів ВТМ: u1, x1, b9, kc, 
im, ch, ch1, ch2, ch3, pet, pt, ob, cr. S12 – штами S13 без cr.



ISSN 1028-0987. Мікробіол. журн., 2019, Т. 81, № 3 59

Наступним етапом роботи був пошук у геномних промоторах консер-
вативних мотивів, подібних консенсусній послідовності 11-ти нуклеотид-
ної ділянки ICR2 промотору генів tRNA – GGTTCGAATCC, яка знайдена 
у промоторах різних вірусів та еукаріотів [9]. Результати досліджень по-
казали, що схожі на ICR2 11-нуклеотидні мотиви в геномних промоторах 
синтезу (+)РНК (на 3’-кінцях (-)ланцюгів) не виявляються, однак їх комп-
лементарні послідовності на 5’-кінцях позитивних ланцюгів РНК мають 
високу консервативність (табл. 3). Так, 28 штамів тобамовірусів на 3’-кін-
цях (+)РНК містять загальний консервативний мотив, ідентичний ділянці 
ICR2. Мотиви решти 10-ти штамів відрізняються від послідовності ICR2 
за двома нуклеотидними замінами, які не порушують компліментарності 
1-го нуклеотиду з 11-тим і 2-го з 12-тим. Отже, всі 3 консервативні мо-
тиви у промоторах синтезу геномних (-)РНК мають подібну структурну 
організацію – загальний 7-нуклеотидний сайт TTCGAAT, оточений двома 
парами комплементарних нуклеотидів.

Консервативні мотиви, знайдені в промоторах синтезу (+)ланцюгів 
РНК суттєво відрізняються від виявлених у геномних промоторах (-)лан-
цюгів. Вони не відповідають консенсусній послідовності ICR2, а також 
мають численні нуклеотидні заміни, які порушують як первинну, так і 
вторинну структуру стеблової петлі D1L3S3. Ці дані свідчать про можли-
вість використання різних сигнально-регуляторних мотивів у промото-
рах синтезу позитивних і негативних РНК тобамовірусів. З іншого боку, 
подібна структурно-функціональна організація виявлена у зовсім різних 
типів промоторів – субгеномних, геномних, вірусних та еукаріотичних [9]. 
Враховуючи ці дані та отримані результати, ми пропонуємо гіпотетичні 
моделі синтезу геномних і субгеномних РНК тобамовірусів з використан-
ням первинних і вторинних структур подібних консервативних мотивів.

Обговорення. Паліндромність мотиву TTCGAA наводить на думку 
про можливість його участі в ініціації синтезу обох ланцюгів геномних 
РНК, однак це припущення суперечить тому, що сигнально-регуляторні 
елементи промоторів зазвичай розташовані поблизу стартових точок син-
тезу РНК, тоді як відстань від стартової точки реплікації (кінця (-)РНК) до 
TTCGAA перевищує 6000 нуклеотидів (рис. 1). Одним із способів збли-
ження стартових точок з сигналами ініціації синтезу може бути цирку-
ляризація РНК шляхом утворення пар між далекими комплементарними 
нуклеотидами, яка виявлена у кількох вірусів [15, 16, 17, 18] 

На моделі ВТМ як типового представника РНК-геномних вірусів було 
встановлено, що реплікація цих вірусів включає синтез негативного лан-
цюга геномної РНК на матриці віріонної (+)РНК, а потім синтез пози-
тивного ланцюга на матриці геномної (-)РНК [19, 20]. Продукти синтезу 
вірусних РНК у клітинах включають повністю дволанцюгові реплікативні 
форми (RF), частково дволанцюгові проміжні реплікативні форми (RI), 
а також одноланцюгові геномні та субгеномні молекули різної довжини  
[13, 19]. Дані стосовно ролі одно- і дволанцюгових форм у матричному 
синтезі РНК все ще залишаються дуже фрагментарними і суперечливи-
ми [20, 21, 22, 23]. Припущення про можливість транскрипції субгеном-
них РНК тобамовірусів з використанням дволанцюгових матриць було  
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висунуто в нашій лабораторії [24] на основі виявлення AT-вмісних ділянок  
після стартового нуклеотиду транскрипції РНК. Такі ділянки сприяють 
розплітанню дволанцюгових молекул за рахунок слабших водневих 
зв’язків між комплементарними AT-парами у порівнянні з GC-парами. 
Для синтезу геномних (-)РНК на матриці одноланцюгових віріонних (+)
РНК розплітання молекул не потрібне, але, несподівано, ми виявили чітко 
виражені AT-вмісні ділянки після стартових нуклеотидів синтезу геном-
них (-)РНК у всіх досліджених 38-ми тобамовірусів (рис. 2).  

Враховуючи дані про здатність РНК-полімерази використовувати одно- 
і дволанцюгові матриці, можливість ініціації синтезу обох ланцюгів РНК 
одним паліндромним сигнальним мотивом за умов зближення кінців ма-
тричних РНК, виявлення такого зближення у різних вірусів; локалізацію 
GC-багатих нуклеотидних ділянок перед стартовими точками транскрип-
ції та реплікації РНК, а AT-багатих сайтів – після них, ми пропонуємо 
гіпотетичні моделі синтезу субгеномних і геномних РНК тобамовірусів, 
які узгоджуються з наведеними даними (рис. 3).

Геномна (-)РНК, яка використовується лише як компонент дволанцю-
гової матриці для синтезу геномної та субгеномних (+)РНК, синтезується 
в дуже обмеженій кількості на матриці одноланцюгової віріонної РНК 
(рис. 3А). Синтез починається з передостаннього 3’-кінцевого старто-
вого нуклеотиду С. Початок сигналу ініціації синтезу – AAGCTT зна-
ходиться на відстані 28 нуклеотидів від стартової точки (С). Збереження 
інтактності 3’-кінцевого фрагмента СССА, важливого для зв’язування  

Рис. 1. Локалізація висококонсервативного 11-нуклеотидного мотиву на позитив-
них і негативних ланцюгах геномної РНК ВТМ.

A – схема синтезу ланцюгів. B – локалізація консервативного мотиву у геномі 
штаму ВТМ-U1. [1–] – початкова позиція (acc) і напрямок (стрілка) синтезу (-)

ланцюга геномної РНК на матриці віріонної (+)РНК. [2+] – початкова позиція (cat) 
і напрямок синтезу (+)ланцюга вірусної РНК на матриці геномної (-)РНК. 6360 –  

позиція висококонсервативного мотиву на (+)ланцюгу і його відстань (-36) 
від стартової точки реплікації РНК. 25 – позиція консервативного мотиву на 
(-)ланцюгу і його відстань (-6360) від стартової точки реплікації. AAGCTT –  

паліндромний сайт консервативного мотиву, орієнтований за напрямком синтезу 
протилежного ланцюга РНК.
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вірусної полімерази зі стартовою точкою синтезу РНК, забезпечується 
шляхом приєднання тимідилату до 5’-кінцевого фрагмента GGG за допо-
могою нуклеотиділтрансферази хазяїна [25]. Синтезована дволанцюгова 
РНК може розглядатись як давно відома реплікативна форма RF [20].  

Субгеномні РНК капсидного і транспортного білків синтезуються на 
матриці геномної (-)РНК у складі дволанцюгового комплексу (рис. 5В). 
Сигнал ініціації транскрипції AAGCAA дуже схожий на такий у промо-
торах геномних РНК (AAGCTT), ідентичний у обох субгеномних РНК і 
входить до складу консервативних мотивів промоторів гена транспортно-
го (CCAAGCAA) і капсидного білка (CTAAGCAA). Початок сигналу іні-
ціації транскрипції локалізований за 3 нуклеотиди від її стартової точки. 
Комплекс дволанцюгової матриці з субгеномними РНК схожий на про-
міжні реплікативні форми RI, описані раніше [26].

У гіпотетичній моделі синтезу геномної (+)РНК на лінійній дволан-
цюговій матриці (рис. 5С) сигнал ініціації синтезу локалізований не пе-
ред стартовим нуклеотидом, а після нього і до того ж на дуже великій  

Рис. 2. GC- та AT-багаті сайти, що оточують стартові кодони реплікації  
і трансляції РНК тобамовірусів.

A, B, C – 48-нуклеотидні (48-нт) сайти, що містять: 3’-кінцеві та 5’-початкові 24-нт 
ділянки геномних РНК (A), 24-нт ділянки, локалізовані перед і після стартового 

кодону транскрипції субгеномних РНК генів БО (B) та ТБ (C). 1 – 3 – 48-нт сайти: 
штаму ВТМ-U1 (1), 17-ти штамів ВТМ (2), 21 штаму/ізоляту інших 18-ти видів 

тобамовірусів (3). Темні горизонтальні лінії показують нуклеотиди G і C,  
світлі лінії – A і T. 
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відстані (6351 нуклеотид) у порівнянні з розмірами картованих промото-
рів тобамовірусів [10]. У моделі синтезу геномної (+)РНК з використан-
ням дволанцюгової кільцевої РНК (рис. 5D) сигнал ініціації синтезу, як і 
в усіх інших моделях, знаходиться перед стартовою точкою С і поблизу 
неї. За зближення протилежних кінців обох ланцюгів РНК у циркулярних 
структурах РНК-залежна РНК-полімераза впізнає сигнал ініціації синтезу 
РНК – мотив AAGCTT, оточений комплементарними парами нуклеотидів. 
Паліндромність цього мотиву забезпечує ідентичість орієнтації сигналу у 
напрямку синтезу РНК. Суттєву залежність селективності та інтенсивнос-
ті синтезу (+)- і (-)ланцюгів РНК від орієнтації сигнальних компонентів 
у промоторах показано на моделі шпильок H4+ та H4– Вірусу зморшку-
ватості ріпи [27], а також на моделі прямої – TATAAAAAA і оберненої –  
TTTTTATA орієнтації канонічного TATA боксу в еукаріотичних промо-
торах [28]. Знайшовши сигнал ініціації синтезу РНК, РНК-полімераза  

Рис. 3.  Гіпотетичні моделі синтезу субгеномних і геномних РНК тобамовірусів
A – реплікація  геномної (-)РНК на матриці віріонної (+)РНК. B – транскрипція 

субгеномних РНК транспортного і капсидного білків на матриці (-)РНК з 
використанням дволанцюгової геномної РНК. C, D – реплікація геномної (+)
РНК з використанням дволанцюгової лінійної (C) або кільцевої (D) віріонної 

РНК. 1 - сигнали ініціації синтезу РНК і їх орієнтація в напрямку елонгації: від 
5’- до 3’-кінців РНК (стрілки). 2 – стартовий нуклеотид С у матричному ланцюгу 

РНК і напрямок синтезу протилежного ланцюга (стрілки). 3 –  ланцюг РНК, 
що синтезується на матриці. 28 і 6351 – відстань між стартовим нуклеотидом 

реплікації РНК (С) і сигналом ініціації синтезу в матричному ланцюгу (AAGCTT). 
34 – відстань між початком сигналу ініціації синтезу (+)ланцюга РНК і стартовою 

точкою реплікації: 3’-кінцевим нуклеотидом С (-)ланцюга. «?» – невідома відстань 
між 3’- і 5’-кінцями однакових ланцюгів кільцевої РНК. 



ISSN 1028-0987. Мікробіол. журн., 2019, Т. 81, № 3 63

сканує матрицю в напрямку орієнтації сигналу (від 5’- до 3’-кінця) у по-
шуку стартової точки реплікації – першого нуклеотиду С перед ділян-
кою слабко зв’язаних AT-багатих комплементарних нуклеотидних пар. 
У такий спосіб синтез (-)РНК ефективно блокується міцно зв’язаними 
GC-багатими ділянками і реалізується асиметричний конвеєрний синтез 
великої кількості головної вірусної РНК – віріонної (+)РНК. 

Наведена модель синтезу геномної (+)РНК тобамовірусів з використан-
ням дволанцюгової кільцевої матриці узгоджується з даними про реплі-
кацію РНК Вірусу кущистої карликовості томатів шляхом заміщення но-
восинтезованою РНК позитивного ланцюга дволанцюгової матриці [29]. 
При цьому дволанцюгову матрицю можна розглядати як RF, а субгеномні 
РНК, що синтезуються на цій матриці – як RI [26]. На можливість репліка-
ції  вірусних РНК на кільцевих матрицях свідчить широко розповсюджене 
утворення кільцевих вірусних РНК шляхом взаємодії різноманітних ві-
русних і клітинних компонентів [16 – 18]. Таким чином, запропоновані 
гіпотетичні моделі синтезу субгеномних і геномних РНК тобамовірусів 
узгоджуються з отриманими нами і літературними даними і можуть бути 
використані для подальшого вивчення природи і механізмів взаємодії ві-
русних і клітинних компонентів, причетних до реплікації та транскрипції 
вірусних РНК.

КОНСЕРВАТИВНЫЕ НУКЛЕОТИДНЫЕ МОТИВЫ  
В ПРОМОТОРАХ ГЕНОМНЫХ РНК ТОБАМОВИРУСОВ

А.Н. Кириченко, И.С. Щербатенко 
Институт микробиологии и вирусологии им. Д.К.Заболотного НАН Украины, 

 ул. Академика Заболотного, 154, Киев, 03143, Украина 

Ре з юме 
Цель. Репликация тобамовирусов, как и других вирусов растений, имеющих одно-

цепочечную смысловую геномную РНК, включает синтез позитивных и негативных 
цепочек геномных РНК, а также транскрипцию двух субгеномных РНК. Первичные 
нуклеотидные последовательности и вторичные структурные елементы, необходимые 
для инициации транскрипции субгеномных РНК, были охарактеризованы у многих 
видов вирусов, однако компоненты промоторов синтеза геномных РНК все еще оста-
ются почти неисследованными. Учитывая фрагментарность экспериментальных 
данных и противоречивость мнений относительно инициации синтеза геномных 
вирусных РНК, целью нашей работы было проведение сравнительного компьютер-
ного анализа консервативных компонентов в геномных промоторах тобамовирусов. 
Методы. Геномные сиквенсы 17-ти штаммов ВТМ и 21 штамма других видов то-
бамовирусов были получены из ГенБанка (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Для поиска 
и сравнительного анализа консервативных компонентов промоторов использовали 
консенсусные последовательности участка ICR2 промотора генов tRNA и одноце-
почечной развертки стеблевой петли D1L3S3 штамма ВТМ-L, а также собственные 
узкоспециализированные компьютерные программы. Результаты. Установлено, что 
все 3’-концевые участки геномных РНК 38-ми исследованных штаммов тобамови-
русов содержат высококонсервативные нуклеотидные мотивы, подобные ICR2 и 
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D1L3S3. В промоторах репликации геномных (-)РНК эти мотивы локализуются перед 
и вблизи стартовых точек синтеза (-)цепочек, содержат общую палиндромную консен-
сусную последовательность – TTCGAA, окруженную 2 – 4 парами комплементарных 
нуклеотидов и имеют только компенсаторные нуклеотидные замены, при которых 
сохраняется вторичная структура консервативных мотивов. Вблизи стартовых точек 
синтеза (+)цепочек РНК, локализованных на 3’-концах (-)цепочек, нуклеотидные 
участки, подобные ICR2 или D1L3S3, а также другие консервативные мотивы совсем 
не выявляются. По результатам анализа возможных причин этого явления мы пред-
лагаем гипотетические модели синтеза геномных и субгеномных РНК тобамовирусов 
на двухцепочечных и кольцевых матрицах. Выводы. Предложенные модели хоро-
шо согласуются с полученными результатами и данными литературы, в частности:  
1) наличие подобных консервативных мотивов и вторичных структур в разных типах 
промоторов – субгеномных, геномных, вирусных, еукариотических; 2) способность 
вирусных РНК-полимераз использовать двухцепочечные и кольцевые матрицы;  
3) возможность инициации синтеза противоположных цепочек РНК одним 
палиндромным сигнальным мотивом; 4) локализация AT-богатых нуклеотидных 
участков после стартовых точек транскрипции и репликации РНК, а GC-богатых 
участков – перед ними; 5) увеличение интенсивности репликации вирусов при 
связывании 5’- и 3’-концов геномных РНК.

Ключевые слова: Тобамовирусы, консервативные мотивы геномных промоторов, 
первичная и вторичная структура консервативных мотивов, гипотетические модели 
синтеза геномных и субгеномных РНК.

CONSERVE NUCLEOTIDE MOTIFS WITHIN TOBAMOVIRUS 
GENOMIC PROMOTERS

A.N. Kyrychenko, І.S. Shcherbatenko
 Zabolotny Institute of Microbiology and Virology, NAS of Ukraine,  

154 Acad. Zabolotny Str., Kyiv, 03143, Ukraine 

Summary
Aim. Replication of tobamoviruses, like that of other single-stranded positive sense 

RNA viruses involves the production of both genomic minus-strand and plus-strand 
RNAs as well as the transcription of two subgenomic positive-strand RNAs. The sequence 
elements and secondary structures required for promotion of the subgenomic RNAs 
have been characterized for many viruses, but only little is known about the promoter 
elements essential for genomic RNAs synthesis. Taking into consideration the insufficiency 
of experimental data and contradictoriness of notions regarding the promotion of viral 
genomic RNA replication, a comparative computational analysis of a conservative 
components in tobamovirus replycative promoters was the goal of our study. Methods. 
Complete genomic sequences of 38 tobamoviruses were downloaded from the NCBI 
website http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A computer search and comparative analysis 
of conservative promoter components was carried out by means of a set of own tightly 
specialized computer programs using consensus sequence of the ICR2 motif of tRNA genes 
and the unfolded sequence of D1L3S3 stem-loop of ВТМ-L strain. Results. We show that 
the 3’-end regions of genomic RNA of all 38 tobamovirus tested contain a highly conserved 
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ICR2- and D1L3S3-like nucleotide motifs. In replicative promoters of the genomic minus-
strand RNA this motifs are localized upstream and hereabouts of the start positions of 
(-)RNA synthesis, contain the common palindromic consensus sequence – TTCGAA, 
surrounding by 2 – 4 pairs of complementary nucleotides, and have only compensatory 
nucleotide exchange, which do not disruption of the complementary base pairing. On the 
contrary, no ICR2-, D1L3S3-like or others highly conserved nucleotide motifs were found 
hereabouts of the start point of (+)RNA synthesis localized at the 3’-end of genomic (-)
RNA. By analyses of a possible cause of this appearance we propose the hypothetic models 
for subgenomic and genomic RNA synthesis on double-stranded and circular templates. 
Conclusions. The hypothetic models suggested are well consistent with our results and 
literature data, in particular: i) presence a similar conservative motifs in different promoter 
types – subgenomic, genomic, viral and eukaryotic; ii) ability of virus RNA polymerases 
for using of double stranded and circular templates; iii) possibility to initiate  synthesis 
of opposite RNA strands by one palindromic signaling motif; iv) localization of viral AT-
reach sequence regions downstream of replication and transcription start points of virus 
RNA, and localization of GC-reach sequences upstream of such points; v) enhancing of 
virus replication through promoting linkage between 5’- and 3’-untranslated regions.

Keywords: Tobamoviruses, conserved motifs in genomic promoters, primary and 
secondary structures of conserved motifs, hypothetic models for subgenomic and genomic 
RNA synthesis. 
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