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ТАУМАТИН-ПОДОБНЫЙ БЕЛОК И ОКСАЛАТОКСИДАЗА  
КАК МАРКЕРЫ УСТОЙЧИВОСТИ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ (TRITICUM AESTIVUM L.) 

К МУЧНИСТОЙ РОСЕ (ERYSIPHE GRAMINIS)

Аннотация. Изучен конститутивный уровень экспрессии генов, кодирующих PR-белки: тауматин-подобный 
белок (Tlp) и оксалатоксидазу (OxOxid) в проростках 20 коллекционных сортов озимой пшеницы с разной устойчи-
востью к мучнистой росе. Показано, что растения с повышенной устойчивостью к мучнистой росе имеют высокий 
уровень экспрессии гена Tlp и низкий уровень экспрессии гена OxOxid, либо высокий уровень экспрессии гена 
OxOxid и низкий уровень экспрессии гена Tlp соответственно. Предлагается использовать показатель «уровень экс-
прессии генов Tlp и OxOxid» для скрининга селекционного материала озимой пшеницы с целью выявления геноти-
пов с повышенной устойчивостью к мучнистой росе.
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Abstract. In the present article, we studied a correlation between an increased resistance of winter wheat seedlings of 
different varieties to powdery mildew and high levels of constitutive expression of genes encoding one of two pathogenesis-
related proteins: thaumatin-like protein (Tlp) or oxalate oxidase (OxOxid). Highly resistant varieties have shown either high 
Tlp expression and low OxOxid expression or high OxOxid expression and low Tlp expression. We propose to use a combina-
tion of both Tlp and OxOxid gene expression levels as a marker for resistance of winter wheat breeding material to powdery 
mildew.
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Прорастание семян, в том числе и злаковых культур, сопровождается выделением в почву за-
щитных антимикробных белков тионинов и дефензинов, которые подавляют рост патогенных 
микроорганизмов и дают проростку нормально сформироваться [1]. На более поздних стадиях 
развития проростков к защите растений от патогенов подключаются другие защитные белки.  
В частности, в ответ на грибковую инфекцию в растениях начинают синтезироваться так назы-
ваемые pathogenesis-related proteins (PR-белки) [2]. 

По структуре и функциям PR-белки разделяют на 18 семейств. В озимой пшенице обна-
ружены PR-белки, важнейшими из которых являются: PR-1 белки, обладающие антифунгицид-
ной активностью [3]; хитиназы (PR-3, PR-4, PR-8, PR-11), гидролизующие хитин грибов [4];  
β-1-3 глюканаза (PR-2), расщепляющая глюканы гифов [4]; пероксидаза (PR-9), способствующая 
укреплению клеточных стенок [5], тауматин-подобные белки (PR-5), лизирующие споры грибов 
[6]; ингибиторы протеиназ (PR-6), способные эффективно подавлять активность протеиназ [7],  
а также оксалатоксидаза или гермин (PR-16), который может генерировать пероксид водорода  
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и тем самым участвовать в защите растений от патогенов [8]. В озимой пшенице также находят 
белки, обладающие рибонуклеазной активностью (PR-4 и PR-10), связанной с их фунгицидными 
свойствами [9]. Отмеченные выше антимикробные белки дефензины и тионины также относят  
к PR-белкам (PR-12 и PR-13 соответственно) [2].

Особый интерес представляют белки, причисляемые к пятому семейству PR-белков. Все 
PR-5 белки сходны по своей аминокислотной последовательности с растительным белком 
тауматином, впервые выделенным из африканского растения Thaumatococcus daniellii, поэтому 
их еще называют тауматин-подобными белками (thaumatin-like proteins – TlP). Некоторые 
тауматин-подобные белки, выделенные из различных видов растений, показали антигрибную 
активность in vitro [10]. TlP выделены из арабидопсиса, кукурузы, соевых бобов, риса, пшеницы, 
табака, томата, тыквы, фасоли, ячменя, льна и других растений [10]. Большинство PR-5 белков 
имеют молекулярную массу ~22 кДа и стабилизируются восемью дисульфидными связями, что 
обеспечивает этим белкам высокую устойчивость к протеазам [10]. Механизм защитного 
действия этих белков до конца не изучен. Для PR-5 белков показаны эндоглюканазная активность, 
пермеабилизация мембран патогена, связывание с глюканами клеточной стенки гриба и запуск 
апоптоза в клетке патогена. Например, зеаматин (TlP из кукурузы) вызывал очень быстрый ли-
зис клеток патогена Neurospora crassa даже при 4 °С [11]. 

Отдельные гены PR-5 белков были клонированы и использованы для создания трансгенных 
растений. Внедрение гена Tlp риса в табак и пшеницу повысило устойчивость растений  
к Alternaria alternate, Fusarium graminearum и Alternaria solani. Получены также трансгенные 
растения огурца, земляники, моркови [12] с генами Tlp, проявляющие повышенную устойчивость 
к действию многих патогенов. 

Установлено, что содержание PR-белков в растениях увеличивается не только под 
воздействием биотических, но и абиотических факторов внешней среды, что объясняется 
предадаптацией растений к возможному инфицированию [6]. В частности, показано [6], что TlP 
могут накапливаться в апопласте проростков озимой пшеницы при холодовой акклиматизации. 
Экспрессия гена этого белка в клетках заметно повышается при обработке проростков пшеницы 
абсцизовой кислотой и элиситорами (хитозаном, бета-глюканом и фракцией клеточной стенки 
Fusarium oxysporum и Microdochium nivale). В ходе лабораторных испытаний было установлено, 
что TlP ингибирует рост возбудителя снежной плесени Microdochium nivale даже при низкой 
температуре. Полученные результаты свидетельствуют о том, что TlP, накапливающиеся в апо-
пласте проростков, способствуют устойчивости озимой пшеницы к снежной плесени. Также 
было показано [13], что сверхэкспрессия гена TaTlp в проростках пшеницы сорта Yangmai 158 
приводит к подавлению развития возбудителя мучнистой росы Erysiphe graminis. Это указывает 
на то, что уровень экспрессии гена Tlp можно рассматривать в качестве критерия устойчивости 
озимой пшеницы к этому опасному заболеванию.

Гермин или оксалатоксидаза (OxOxid) входит в состав семейства PR-15. Впервые гермины 
были обнаружены в зародышах ячменя, риса, кукурузы, пшеницы и ржи. Позднее было 
установлено, что гермины являются гликопротеинами, так как содержат углеводные компоненты, 
в том числе N-глюкан. Гермины участвуют в процессе роста и развития растений, а также  
в защите растений от биотических и абиотических стрессов. Олигомеры гермина обладают 
оксалатоксидазной активностью, т. е. расщепляют щавелевую кислоту. Предполагается, что 
гермины разлагают грибной токсин (щавелевую кислоту) с образованием пероксида водорода, 
который является сигнальной молекулой для развития механизмов устойчивости при патоген-
индуцированной гибели растительных клеток и для лигнификации клеточных стенок. Показа-
но, что оксалатоксидаза также принимает участие в защите растений пшеницы от мучнистой 
росы [8]. 

Цель работы – проведение сопоставительного анализа уровня экспрессии генов Tlp и OxOxid 
в проростках сортов озимой пшеницы с разной устойчивостью к мучнистой росе. 

Материалы и методы исследования. Объектом исследования были листья зеленых про-
ростков озимой пшеницы (Triticum aestivum l.) коллекционных сортов (Августина, Капылянка, 
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Элегия, Мера, Короганка, Зарница, Лютесценс 1062, Лютесценс 1163, Лютесценс 1164, Легенда, 
odes’ka 200, Selianka odes’ka, Zymoiarka, FT Wonder, Acratos, Cubus, kalita, Emmit, Skagen, Satur-
nus), предоставленные РУП «НПЦ НАН Беларуси по земледелию». Проростки выращивали при 
температуре 22 °C в режиме 10 ч темноты и 14 ч света, используя люминесцентные лампы ЛД-
40, 130 мкМ · м–2 · с–1). Сорт Элегия, устойчивый к комплексу листовых болезней, был выбран  
в качестве стандарта. 

Для определения уровня экспрессии генов, кодирующих PR-белки, из листьев проростков 
озимой пшеницы выделяли общую РНК с помощью реагента TRItidy GTM (AppliChem, Герма-
ния) по протоколу фирмы. Для получения кДНК на матрице РНК использовали реакцию обрат-
ной транскрипции с применением обратной транскриптазы. Реакцию проводили по стандартно-
му протоколу фирмы с помощью набора реагентов RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Syn-
thesis kit (Thermo scientifc, Литва). Расчет и дизайн праймеров для белка TlP проводили само-
стоятельно в программе Vector NTI, используя последовательности клонированной ДНК и базу 
данных Nucleotide (NCBI). Праймеры для гена-нормализатора актина взяты из [14]. Олигонуклео-
тидные праймеры (таблица) были синтезированы в Институте биофизики и клеточной инжене-
рии НАН Беларуси. Условия амплификации для праймеров подбирали экспериментально. 

Нуклеотидная последовательность используемых в работе прямых (F) и обратных (R) праймеров

Nucleotide sequence of forward (F) and reverse (R) primers used in the work

Белок
Protein

Ген
Gene

Праймер
Primer 

Тауматин-подобный белок Tlp
F–5′-AGCAACGCTGGCCGAGTACA-3′ 
R–5′-TGGGGTGTTGGTAGGCTTGC-3′

Оксалатоксидаза OxOxid
F–5′-ATGACTTCCTCTTCTCGTCCAAG-3′
R–5′-GGAGCTGAAGAGTGTCAATGG-3′

Актин Act 
F–5′-GCCACACTGTTCCAATCTATGA-3′ 
R–5′-TGATGGAATTGTATGTCGCTTC-3′

ПЦР-анализ проводили на приборе MJ Mini Cycler (Bio-Rad, США) в следующих условиях: 
предварительная денатурация – при 95 °С, 3 мин; плавление – при 94 °С, 30 с; отжиг – при 50–
53 °С, 45 с; элонгация – при 72 °С, 45 с, 36 циклов; конечная элонгация – при 72 °С, 10 мин; при 
10 °С, 20 мин. Анализ полученных фрагментов проводили методом электрофореза в 2 %-ном 
агарозном геле, в ТАЕ (0,04 М Трис-ацетат, рН 8,0, 1 мМ ЭДТА) буфере при постоянном напря-
жении 110 В и силе тока 144 мА в течение 45–50 мин. Продукты амплификации выявляли после 
прокрашивания 10×SyBR Green (Sigma-Aldrich) на приборе GelDoc 2000 под УФ-светом. Для 
обеспечения количественного анализа параллельно с амплификацией соответствующих участ-
ков исследуемого гена проводили амплификацию с геном-нормализатором (актином), экспрес-
сия которого не изменяется при различных условиях роста растения. Количественный анализ 
полученных продуктов ПЦР проводили в программе Totallab Tl120. 

В работе представлены данные трех независимых опытов со статистической обработкой ре-
зультатов в программе SigmaPlot 12.5.

Результаты и их обсуждение. Проведенные эксперименты показали, что конститутивная 
экспрессия генов Tlp и OxOxid надежно регистрируется в проростках исследуемых сортов ози-
мой пшеницы в нормальных условиях выращивания без инокуляции возбудителем мучнистой 
росы (рис. 1). 

Наиболее высокий уровень экспрессии гена Tlp, превышающий в 2,20 раза стандарт (сорт 
Элегия, уровень экспрессии которого принят за 1,0) наблюдается в листьях пшеницы немецкого 
сорта Skagen (рис. 2, а). Относительно низкий уровень экспрессии гена Tlp (0,84 от стандарта) 
отмечен в листьях пшеницы сорта Мера. Это согласуется с данными о высокой устойчивости 
растений сорта Skagen к мучнистой росе, тогда как сорт Мера в условиях Республики Беларусь 
выше среднего поражается этим патогеном. У проростков среднеустойчивого к мучнистой росе 
сорта Zymoiarka уровень экспрессии гена Tlp превышал контроль в 1,3 раза. По уровню 
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Рис. 1. Электрофоретическое разделения продуктов амплификации кДНК 5 сортов озимой пшеницы с праймерами 
для генов Tlp (a) и OxOxid (b): 1 – Лютесценс 1163, 2 – Лютесценс 1164, 3 – Легенда, 4 – odes’ka 200, 5 – Selianka 

odes’ka
Fig. 1. Electrophoretic separation of cDNA amplification products of five winter wheat varieties with primers for Tlp (a) and 

OxOxid (b) genes: 1 – lutescens 1163, 2 – lutescens 1164, 3 – legenda, 4 – odes’ka 200, 5 – Selianka odes’ka
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Рис. 2. Уровни экспрессии генов Tlp (а) и OxOxid (b) в 7-дневных проростках коллекционных сортов озимой пшеницы. 
За 1,0 принят уровень экспрессии генов в проростках сорта Элегия

Fig. 2. levels of Tlp (a) and OxOxid (b) gene expression in 7-day seedlings of winter wheat collection varieties. Value of 1.0 
corresponds to the level of gene expression Elegia variety

a

b

a b



экспрессии гена Tlp все изученные сорта озимой пшеницы можно разбить на 3 группы. К первой 
группе можно отнести сорта пшеницы Августина, Лютесценс 1163, Лютесценс 1164, Легенда, 
odes’ka 200 и Emmit, которые по уровню экспрессии гена Tlp достоверно не отличающиеся от 
уровня экспрессии этого гена, зарегистрированного в стандартном сорте Элегия. Другую груп-
пу формируют сорта озимой пшеницы (Капылянка, Короганка, Зарница, Лютесценс 1062, Zy-
moiarka, Wonder, Acratos, Cubus, kalita, Skagen, Saturnus) с более высоким уровнем экспрессии 
гена Tlp, чем у сорта Элегия. К третьей группе можно отнести сорта озимой пшеницы с более 
низким уровнем гена Tlp, по сравнению со стандартом (Мера и Selianka odes’ka). В целом такое 
деление согласуется с устойчивостью растений этих сортов к мучнистой росе. Исключение со-
ставляют сорта Августина и Легенда, уровень экспрессии гена Tlp у которых находится на уров-
не контроля, в то время как эти сорта характеризуются более высокой устойчивостью к мучни-
стой росе по сравнению с сортом Элегия.

Сопоставительный анализ уровня экспрессии гена OxOxid указанных выше сортов озимой 
пшеницы позволил выявить закономерность: у сортов озимой пшеницы с высоким уровнем 
экспрессии гена Tlp (Короганка, Зарница, Лютесценс 1062, Wonder, Acratos, Cubus, kalita, Skagen, 
Saturnus) наблюдается значительно более низкий уровень экспрессии гена OxOxid и, наоборот,  
у сортов озимой пшеницы с низким уровнем экспрессии гена Tlp (Лютесценс 1163, Лютесценс 
1164, Легенда, odes’ka 200) регистрируется более высокий уровень экспрессии гена OxOxid 
(рис. 2, b). Из полученных результатов видно, что между устойчивостью растений к мучнистой 
росе и уровнем экспрессии гена OxOxid существует обратная зависимость.

Известно, что PR-белки синтезируются не только индуцибельно в ответ на внедрение 
патогена, но и конститутивно, т. е. постоянно [15]. В частности, исследования, выполненные на 
ячмене, показали, что существует четкая прямая связь между количеством конститутивно син-
тезируемых тионинов (PR-белков, относящихся к 13 семейству), а также способностью растений 
к накоплению тионинов, и устойчивостью растений ячменя к заражению патогенами. Выявлен-
ная зависимость характеризовалась ярко выраженной сортоспецифичностью. 

Результаты, полученные в данной работе, свидетельствуют о том, что экспрессия генов Tlp  
и OxOxid, формирующих устойчивость растений озимой пшеницы к мучнистой росе, также ха-
рактеризуется сортоспецифичностью. При этом в формировании устойчивости растений к муч-
нистой росе участвует либо тауматин-подобный белок, либо оксалатоксидаза (гермин). На это 
указывает высокий конститутивный уровень экспрессии гена Tlp и низкая экспрессия гена 
OxOxid у одних сортов (Skagen и др.) или высокий конститутивный уровень экспрессии гена 
OxOxid и низкая экспрессия гена Tlp у других сортов озимой пшеницы (например, Легенда и Ав-
густина) соответственно. Сорта озимой пшеницы, у которых конститутивный уровень экспрес-
сии обоих генов Tlp и OxOxid понижен, характеризовались и более низкой устойчивостью к муч-
нистой росе (Мера и Selianka odes’ka), а сорта озимой пшеницы, с высоким уровнем экспрессии 
генов Tlp и OxOxid, оказались восприимчивыми к патогенам. На основании полученных резуль-
татов предлагается использовать показатель «уровень экспрессии генов Tlp и OxOxid» для скри-
нинга селекционного материала озимой пшеницы с целью выявления генотипов с повышенной 
устойчивостью к мучнистой росе. 

Заключение. Показано, что между устойчивостью растений озимой пшеницы к мучнистой 
росе и конститутивным уровнем экспрессии генов Tlp и OxOxid, кодирующих синтез тауматин-
подобного белка и оксалатоксидазу соответственно, существует определенная зависимость, име-
ющая ярко выраженную сортоспецифичность. Растения с повышенной устойчивостью к мучни-
стой росе имеют высокий конститутивный уровень экспрессии гена Tlp и низкий уровень экс-
прессии гена OxOxid, либо высокий конститутивный уровень экспрессии гена OxOxid и низкий 
уровень экспрессии гена Tlp соответственно. Предлагается использовать показатель «уровень 
экспрессии генов Tlp и OxOxid» для скрининга селекционного материала озимой пшеницы для 
выявления генотипов с повышенной устойчивостью к мучнистой росе.
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