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Аннотация. Геномы растений семейства Пасленовые содержат более 600 генов рецепторных протеинкиназ 
с лейцин-богатыми повторами (LRR-RLK), многие из которых, вероятно, связаны с детекцией патогенов, но 
лишь некоторые были функционально охарактеризованы. Энтеробактерии рода Pectobacterium – основные 
бакте риальные патогены многих сельскохозяйственных культур, в том числе картофеля и других растений 
семейства Пасленовые. Для актуальных патогенов из рода Pectobacterium специфические иммунные рецеп-
торы растений не описаны. Однако у Malus × domestica охарактеризовано четыре LRR-RLK из подсемейства 
LRRIII (DIPM1-4), специфически взаимодействующих с эффекторным белком DspE и участвующих в распозна-
вании родственного энтеробактериального фитопатогена Erwinia amylovora. Поскольку ортолог DspE является 
основным эффектором и у Pectobacterium spp., мы выполнили филогенетический анализ RLK-LRRIII растений 
семейства Пасленовые совместно с более полно охарактеризованными LRR-RLKIII у Arabidopsis thaliana и вы-
делили девять кластеров родственных RLK. Кластеризация и анализ опубликованных данных позволили функ-
ционально охарактеризовать это семейство RLK и предложить наиболее вероятных кандидатов для проверки 
взаимодействия с основным эффектором пектобактерий DspE. Тестирование киназных доменов репрезента-
тивных представителей разных кластеров в дрожжевой двухгибридной системе выявило четыре RLK растений 
семейства Пасленовые, которые взаимодействуют с эффектором DspE из Pectobacterium versatile (Pve). Уровень 
экспрессии генов этих RLK и их ортологов у разных растений семейства варьировал, но в целом был очень 
низким. При этом обнаружена сильная DspE-зависимая супрессия генов RLK2 и RLK5 у инфицированных Pve 
растений картофеля, а инактивация их ортологов предотвращала развитие сверхчувствительной реакции в 
листьях растений, инфильтрованных суспензиями Pve. Данная работа расширяет понимание разнообразия 
RLK подсемейства LRR-RLKIII и их роли в иммунитете растений и может способствовать селекции устойчивых к 
бактериозам сортов растений семейства Пасленовые.
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Abstract. The genomes of Solanaceae plants contain over 600 receptor-like protein kinase genes with leucine-rich 
repeats (LRR-RLK), many likely associated with pathogen detection, but very few functionally characterized. Pectobac-
terium spp. are the major bacterial pathogens of agricultural crops, particularly potatoes and other Solanaceae plants. 
For relevant potato pathogens from the genus Pectobacterium, specific immune receptors have not been described in 
Solanaceae. However, in Malus × domestica, four LRR-RLK from the LRRIII subfamily (DIPM1-4) have been characterized 
as receptors for the related pathogen Erwinia amylovora. DIPMs specifically interact with the effector protein DspE 
and are involved in E. amylovora recognition. Since the DspE ortholog is also the main effector in Pectobacterium spp., 
we performed a phylogenetic analysis of LRRIII subfamily receptors in the most relevant Solanaceae representatives 
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Subfamily III LRR-RLKs involved in the recognition 
of Pectobacterium spp. by Solanaceae plants

together with a much better characterized LRR-RLKIII of Arabidopsis thaliana and identified nine clusters of related 
RLKs. Clustering followed by analysis of published data allowed us to functionally characterize this RLK family and 
suggest the most likely candidates for checking interactions with the main effector of pectobacteria, DspE. Testing the 
kinase domains of representative cluster members in a yeast two-hybrid system revealed four Solanaceae RLKs inter-
acting with the DspE effector from Pectobacterium versatile. Virus-induced silencing of these RLK genes demonstrated 
their involvement in P. versatile recognition. The RLK6 gene from Solanum bulbocastanum, which is not an ortholog of 
the DIPM proteins in apple, seems to be the most promising potential resistance gene. This work expands our under-
standing of LRR-RLKIII subfamily RLKs and their role in plant immunity, providing a foundation for future development 
of disease-resistant Solanaceae varieties.
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Введение
Pectobacterium spp. являются основными бактериальными 
патогенами целого ряда важнейших сельскохозяйствен-
ных культур, в первую очередь картофеля. Для картофе-
ля наиболее актуальны штаммы видов P. atrosepticum, 
P. carotovorum, P. parmentieri и P. versatile. В зависимости 
от условий и особенностей штамма пектобактерии могут 
поражать как подземные, так и надземные части растения, 
вызывая мягкую гниль клубней, а также черную ножку 
или воздушную гниль стеблей картофеля. Основной при-
знак пектобактериозов – массированная продукция около 
30 экзоферментов (пектолитических, целлюлолитических 
и протеолитических), что и приводит к характерному 
размягчению пораженных тканей (Chatterjee et al., 1995; 
Pérombelon, 2002).

Большинство сортов картофеля восприимчиво к пекто-
бактериозам. Хотя известны относительно толерантные 
сорта (Kwenda et al., 2016), устойчивые к этим патогенам 
растения картофеля пока не созданы. В немалой степени 
такая ситуация определяется недостаточным пониманием 
механизмов распознавания растениями этих патогенов и, 
в частности, отсутствием информации о специфических 
к пектобактериям рецепторах растений.

Пектобактерии довольно долго рассматривались как ти-
пичные некротрофы, минимально взаимодействующие со 
своими хозяевами. Однако с начала геномной эры накоп­
лено достаточно данных, свидетельствующих о сложном 
характере молекулярных коммуникаций между Pectobac­
terium spp. и его хозяевами. Пектобактерии способны до­
статочно долго сосуществовать со своими хозяевами в 
«невидимом» режиме – без развития системной инфекции 
и без существенных повреждений растительных тканей 
(Toth, Birch, 2005; Gorshkov et al., 2018). 

Переключение между двумя принципиально разными 
фазами инфекции – латентной и симптоматической – за-
висит от регуляторных событий, о которых пока имеются 
только фрагментарные представления, причем критически 
отсутствуют сведения о самых ранних стадиях взаимо-
действия растения с патогеном. Так, система «чувства 
кворума» патогена активирует синтез множества факторов 
вирулентности только при высокой плотности популяции 
(Liu H. et al., 2008), специализированный репрессор пек-
тинолиза KdgR инактивируется продуктами гидролиза 
полигалактуронатов (Liu Y. et al., 1999; Скобляков и др., 
2004), т. е. уже при заметном разрушении клеточной стен-
ки, а PhoPQ­зависимое переключение метаболических и 

транспортных процессов патогена происходит вследствие 
освобождения дивалентных катионов при разрушении 
клеточной стенки (Kravchenko et al., 2021). Эти три регуля-
торных механизма хорошо изучены, однако срабатывают 
довольно поздно в ходе инфекции, когда определенный 
ущерб растению уже фактически гарантирован, поэтому 
не могут быть хорошими мишенями для контроля над 
патогеном. Более перспективной представляется стадия 
первоначального распознавания патогена растением с по-
мощью мембранных рецепторов, однако специфические 
растительные рецепторы пектобактерий до сих пор не 
описаны.

Классическая модель иммунитета растений (Jones, 
Dangl, 2006) показывает специфическое распознавание 
молекулярных образов патогенов (PAMP/MAMP, Patho-
gen/microbe­associated molecular pattern) и эффекторов 
как триггер взаимосвязанных цепочек PAMP­ и эффек­
тор­индуцируемого иммунного ответа (PTI, pathogen­ t rig­
gered immunity и ETI, effector­t riggered immunity). В каче­
стве PAMP чаще всего выступают консервативные белки 
(флагеллин, фактор элонгации трансляции Tu) (Gómez­Gó­
mez, Boller, 2000; Zipfel et al., 2006), липиды (например, 
3­гидроксидекановая кислота) (Kutschera et al., 2019), 
пеп тидогликан (Willmann et al., 2011) и полисахариды 
(Ka waharada et al., 2015).

Эффекторами являются белки, транслоцируемые па­
то геном непосредственно в клетки растений, однако они 
могут действовать и снаружи клетки, как,  например, 
Avr­белки грибного патогена Cladosporium fulvum (Fulvia 
fulva) (Rooney et al., 2005). Основная функция эффек-
торных белков заключается в нарушении работы рас ти­ 
тельных сигнальных цепочек, ответственных за распозна­
вание патогена и активацию иммунного ответа, при этом 
механизмы их действия разнообразны и многочисленны 
(Giraldo, Valent, 2013; Macho, Zipfel, 2015; Zhang et al., 
2022). Несмотря на ключевую роль эффекторов в адап-
тации патогена к своему хозяину, наличие у растения 
специфичного к конкретному эффектору иммунного ре-
цептора (продукта R­гена) активирует ETI и обеспечивает 
устойчивость к заражению.

Детекция PAMP/MAMP осуществляется мембранными 
рецепторными комплексами, тогда как рецепторы эффек-
торов, запускающие ETI, могут быть как мембранными, 
так и цитоплазматическими (Böhm et al., 2014; Couto, Zip­
fel, 2016; Bentham et al., 2020; Sun, Zhang, 2020), причем 
мембранные рецепторы MAMP/PAMP и цитоплазмати-
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ческие рецепторы эффекторов могут физически взаимо-
действовать между собой (Qi et al., 2011). При раз личных 
начальных звеньях последующие компоненты сигнальных 
цепочек и активируемые иммунные реакции в значитель-
ной степени совпадают, поэтому разница между PTI/MTI 
и ETI скорее количественная, а не качественная (Navarro 
et al., 2004; Thomma et al., 2011; Yuan et al., 2021).

В комплексе со специфическим к конкретному лиган-
ду рецептором обычно работают корецепторы, которые 
могут входить в состав многих рецепторных комплексов. 
Рецепторы и корецепторы принадлежат к нескольким 
белковым семействам, однако их большая часть входит 
в семейство белков с рецепторным доменом, богатым 
лейциновыми повторами (leucin­rich repeat, LRR) (Shiu, 
Bleec ker, 2003; Chakraborty et al., 2019; Dievart et al., 
2020). Рецепторы обычно имеют более 10 LRR, тогда как 
корецепторы – менее 9. Специфические рецепторы могут 
иметь или не иметь цитоплазматический киназный домен 
и называются рецепторподобными киназами (receptor­like 
kinase, RLK) или рецепторподобными белками (recep­
tor­like protein, RLP) соответственно. Корецепторы, как 
правило, имеют киназный домен и способны фосфори-
лировать другие компоненты рецепторного комплекса, 
включая сам рецептор. В состав рецепторного комплекса 
могут входить несколько корецепторов (что является обя-
зательным в рецепторных комплексах с участием RLP) 
(Huang, Joosten, 2025).

Применение классической зигзаг­модели иммуните та 
(Jones, Dangl, 2006) к пектобактериям затруднено мини­
мумом данных по PAMP­индуцируемым реакциям (Krö ner 
et al., 2011; Кузьмич и др., 2014), а также тем, что на сегод-
няшний день для пектобактерий известен единственный 
эффекторный белок – DspE (DspA) (Николайчик и др., 
2005; Kim J.­G. et al., 2009). DspE принадлежит к AvrE­
суперсемейству эффекторов системы секреции III типа 
(CC3T) (Николайчик и др., 2005; Degrave et al., 2015). 
Эф фекторы этого семейства получили свои названия от 
“avi rulence” (авирулентность), “disease­specific protein” 
(болезнь­специфичный белок) и “water­soaking” (водона-
сыщенный) в соответствии с индуцируемым у растения 
фенотипом (AvrE, DspE и WtsE соответственно) и счи-
таются критичными для патогенов с небольшим числом 
эффекторов (Erwi nia spp., Pantoea spp. и Pectobacterium 
spp.) (Gaudriault et al., 1997; Frederick et al., 2001; Mor et 
al., 2001; Kim H.­S. et al., 2011).

Белок DspE у P. versatile (Pve) – основной индуктор 
сверхчувствительной реакции (типичного признака ETI). 
Его доставка в клетки растений обеспечивается CC3T, 
причем DspE в клетках растений детектируется уже через 
3 ч после заражения растений неиндуцированной куль-
турой (Николайчик и др., 2005). Доставка DspE в клетки 
растений запускает как локальные, так и системные за-
щитные реакции, что свидетельствует в пользу способ-
ности растений детектировать этот эффекторный белок 
(Николайчик, 2009).

Первое свидетельство способности растений специ­
фи чески распознавать DspE было получено при иссле-
довании ортолога этого эффектора из Erwinia amylovora, 
возбудителя бактериального ожога яблони: с помощью 
дрожжевой двухгибридной системы у растений Malus × 

do mestica были обнаружены четыре рецепторподобные 
киназы (DIPM1­4), внутриклеточные домены которых 
специфически взаимодействовали с DspE (Meng et al., 
2006). DIPM (DspE­Interacting Protein from Malus, DspE­
взаимодействующий белок яблони) представляют собой 
рецепторподобные киназы с лейцин­богатыми повторами 
в сенсорном домене, относящиеся к третьему подсемей-
ству этого семейства (LRR­RLKIII). 

Инактивация DIPM c помощью сайленсинга или ге­
номного редактирования приводила к повышению устой­
чивости растений к бактериальному ожогу (Borejsza­Wy­
socka et al., 2006; Pompili et al., 2020). Аналогичный под-
ход позволил нам ранее выявить три рецепторподобные 
киназы томата и табака, взаимодействующие с DspE Pve. 
Cайленсинг генов RLK2 и RLK5 у Nicotiana benthamiana 
снижал способность рас тений распознавать Pve, что 
вызывало ослабление реакции сверхчувствительности 
(Николайчик и др., 2012; Бадалян, Николайчик, 2014). 
Обнаружены также три RLK Zea maуs (WIP3­5), специ­
фически взаи модействующие с WtsE – ортологом DspE 
из Pantoea stewartii subsp. stewartii, однако их функции в 
растениях пока не исследованы (Jin et al., 2016).

Фенотип растений яблони и N. benthamiana с инакти-
вацией DIPM и RLK2/5 свидетельствует о том, что эти 
рецепторные протеинкиназы ответственны за чувстви-
тельность растений к DspE­продуцирующим патогенам, 
т. е. могут рассматриваться как S­гены. Инактивация 
S­ге нов может применяться для получения устойчивых 
растений, однако очевидно, что охарактеризованные 
DspE­взаимодействующие киназы частично дублируют 
функции друг друга, а их весь спектр неизвестен, поэтому 
полная элиминация чувствительности к патогену за счет 
инактивации одного или даже пары генов этих рецепторов 
выглядит маловероятной. С другой стороны, для обеспе-
чения устойчивости к патогену может быть достаточно 
одного «подходящего» R­гена, и такой ген, кодирующий 
LRR­RLKIII, был описан для другой патосистемы (Zhao 
et al., 2019).

Вышеприведенные данные показывают, что LRR­
RLKIII могут быть кандидатами на роль S­ и R­генов 
к различным патогенам, а также выполнять различные 
функции, связанные с ростом и развитием растений. На-
стоящая работа обобщает и классифицирует доступную 
информацию по LRR­RLKIII с акцентом на растения 
семейства Solanaceae, что должно упростить поиск перс­  
пективных генов устойчивости для применения в селек­
ционных целях. Мы также приводим пример использова-
ния этой классификации для идентификации потенциаль-
ного гена устойчивости к пектобактериозам.

Материалы и методы
Растительный материал и штаммы микроорганиз-
мов. Использованы: растения Solanum tuberosum сорта 
Рагнеда и N. benthamiana, выращенные в нестерильном 
питательном грунте при 20 °C и 16­часовом световом 
дне, а также следующие штаммы микроорганизмов: Pve 
JN42 (mcrB::ISPcc2, ∆fliTEFG, CmR (Tn9), Rif R), VKE 
(JN42 dspE) (Николайчик et al., 2005); A. tumefaciens 
GV3101 (Rif R, GenR, vir+) (Arabidopsis Biological Resour­
ce Center); Saccharomyces cerevisiae SKY48 (MATα, trp1, 



E.V. Shrub, N.V. Kalubaka, P.V. Vychyk 
O.A. Badalyan, Y.A. Nikolaichik

552 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2025 • 29 • 4

Subfamily III LRR-RLKs involved in the recognition 
of Pectobacterium spp. by Solanaceae plants

his3, ura3, lexAop­LEU2, cIop­LYS2), SKY473 (MATα, his3, 
leu2, trp1, ura3, lexAop­LEU2, cIop­LYS2) (Serebriiskii et al., 
2005). Штамм JN42 является производным от природно­
го изолята Pve 3­2, не имеющего жгутиков из­за делеции 
фрагмента fli­кластера (GenBank CP024842). Культуры 
Pve и A. tumefaciens культивировали на среде LB, а S. ce­
revisiae – на среде YPD при 28 °С. 

Нуклеиновые кислоты. Использованы плазмиды 
pTRV2, p1039, p1044, p1046 (Liu Y. et al., 2002), они 
получены из Arabidopsis Biological Resource Center; 
pTRV2::RLK2, pTRV2::RLK5; pJG4­5; pJG4­5::dspF, 
pJK202::dspE (Николайчик и др., 2012); pJG4­5::ʹslRLK2, 
pJG4­5::ʹslRLK5, pJG4­5::ʹntRLK5 (Бадалян, Николай­
чик, 2014). Последовательности олигонуклеотидов для 
ОТ­ кПЦР указаны в табл. S1 Приложения1.

Молекулярное клонирование. Фрагмент гена 
C00T013379 (sbRLK6) из S. bulbocastanum был амплифи-
цирован с помощью праймеров 5ʹ­ccgaattcggtttatttcctgg 
taagat­3ʹ и 5ʹ­cgcctcgagggccaactcattgagaatcag­3ʹ и клониро­
ван в векторах pJG4–5 и pTRV2 по сайтам EcoRI – XhoI. 

Анализ белок-белковых взаимодействий осущест-
влялся в LexA­зависимой дрожжевой двухгибридной си­
стеме (Serebriiskii et al., 2005). В качестве приманки вы­
ступал фрагмент гена dspE, клонированный в векторе 
pJK202. Для позитивного контроля взаимодействия с 
DspE использован секреторный шаперон DspF, специ­
фичный к DspE (Валентович и др., 2008). Клетки штамма 
S. cerevisiae SKY473 трансформировали производными 
pJG4–5, а клетки противоположного типа спаривания 
SKY48 – pJK202::dspE. Для выявления белок­белковых 
взаимодействий диплоиды S. cerevisiae, полученные в ре­
зультате скрещивания штаммов SKY473 и SKY48, куль-
тивировали на селективной среде 2–4 суток, затем про-
водили “blue­white” тест на активность ß­галактозидазы.

Анализ белковых последовательностей. Использо-
ваны геномные сборки и аннотации следующих версий: 
S. tuberosum DM v.6.1 (Pham et al., 2020), S. bulbocastanum 
(Tang et al., 2022), S. lycopersicum cv. Micro­Tom v.1.2.1 
(Kudo et al., 2017), Arabidopsis thaliana Araport11 от 
2022­ 09­14 (Cheng et al., 2017).

Идентификация рецепторподобных киназ в протеомах 
и их классификация по семействам выполнены с помо щью 
iTAK v. 1.2 (Zheng et al., 2016). Устранение избыточности 
последовательностей проведено с применени ем алгорит-
ма easy­cluster в составе программы MMseqs2 (Steinegger, 
Söding, 2017). Для выравнивания аминокислотных по-
следовательностей киназных доменов задействован веб­
сервис MAFFT (Rozewicki et al., 2019), для коррекции 
выравнивания – Jalview 2.11.2.7 (Waterhouse et al., 2009). 
Дендрограмма максимального правдоподобия построена 
с помощью ITREE v. 2.1.3 на основе модели Edge­linked 
partition (von Haeseler et al., 2015; Chernomor et al., 2016), 
а графическая визуализация проведена с использованием 
сервиса iTOL 6.8 (Letunic, Bork, 2021).

Вирус-индуцированный сайленсинг генов (ВИГС) 
на растениях N. benthamiana осуществляли с помощью 
вектора TRV2 по методике Y. Liu с коллегами (2002). Тест 
сверхчувствительности выполняли через 40 дней после 
1 Табл. S1 и S2 Приложения см. по адресу: 
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx19.pdf

индукции ВИГС, для чего листья растений инфильтрова-
ли с применением шприца без иглы суспензиями клеток 
штаммов Pve в 0.85 % NaCl плотностью 1.5 × 108 кле-
ток/ мл. Инфильтрации всеми видами суспензий и рас-
твором NaCl было подвергнуто не менее 10 растений 
каждого вида. На каждый вид суспензии и раствора NaCl 
приходилось по два и более листа на одно растение. Учет 
результатов и отбор образцов проводили через 24 ч после 
заражения.

ОТ-кПЦР. Образцы листьев N. benthamiana отбирали 
через 24 ч после их инфильтрации (как описано выше) 
суспензиями клеток Pve. Инокуляцию клубней картофе-
ля выполняли с применением автоматической пипетки 
суспензиями такой же плотности (1.5 × 108 клеток/мл) в 
объеме 10 мкл. Образцы тканей картофеля отбирали на 
границе зоны мацерации через 48 ч после инокуляции. 
Выделение РНК и ОТ­кПЦР осуществляли в шести 
био логических повторностях, как описано в работе (Ни-
колайчик и др., 2009). Уровни экспрессии генов опреде-
ляли с помощью ОТ­кПЦР относительно референсных 
генов CAC, EF1A, TBP для N. benthamiana и SAND, CAC, 
EF1a – для S. tuberosum с использованием программы  
REST2009 2.0.13 (Quiagen, США).

Результаты

Филогенетический анализ выделяет четкие структурно-
функциональные подгруппы в пределах LRR-RLKIII
Поскольку все известные RLK, взаимодействующие с 
AvrE­подобными эффекторами, принадлежат к семейству 
LRR­RLKIII, мы проанализировали спектр RLK этого 
семейства у различных представителей семейства Пасле­
новые и сравнили их с охарактеризованными LRR­RLKIII 
(большинство из A. thaliana). Классификатор iTAK отно­
сит к LRR­RLKIII от 45 до 77 RLK у разных видов пасле-
новых и 47 RLK у A. thaliana (см. таблицу), что оставляет 
много вариантов для поиска потенциальных рецепторов, 
задействованных в регуляции иммунитета и детекции фи­
топатогенов, в том числе и Pve.

Филогенетический анализ позволил выделить девять 
кластеров родственных LRR­RLKIII (рис. 1). Для RLK из 
кластеров I–V, а также VIII опубликованная информация 
не показывает связи с иммунитетом. В трех оставшихся 
кластерах, VI, VII и IX, присутствовали киназы, способ-
ные связываться с AvrE­подобными эффекторными бел-
ками, однако связь с иммунитетом продемонстрирована 
только для представителей кластеров VII и IX. Более 
подробная информация по экспериментально охарактери­
зованным LRR­RLKIII приведена в табл. S2. 

Идентификация новой DspE-взаимодействующей 
LRR- RLKIII у S. bulbocastanum
На сегодня среди генов DspE­взаимодействующих RLK 
не обнаружено генов R­типа, т. е. генов устойчивости, 
а связанные с иммунитетом mdRLK4, slTARK1, nbEIR1 и  
ntRLK2 можно классифицировать как S­гены.  Однако как 
минимум один явный R­ген этого семейства (RLK902 
A. thaliana, необходимый для устойчивости к Hyalopero­
nospora arabidopsidis), в литературе описан (ten Hove et 
al., 2011), что предполагает возможность выявления в 

https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx19.pdf
https://vavilovj-icg.ru/download/pict-2025-29/appx19.pdf
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Количественный анализ RLK у растений семейства Solanaceae

Вид Общее  
число RLK

Число классов RLK  
по классификатору iTAK

Ранг LRR-RLKIII среди других 
классов по числу в геноме

Число представителей 
LRR-RLKIII

Capsicum annuum var. glabirisculum 1151 121 III 59

S. melongena 1189 123 VI 45

S. bulbocastanum 1892 123 VI 69

S. tuberosum 1328 124 VII 46

S. lycopersicum cv. Heinz 1020 123 III 45

S. lycopersicum cv. Micro-Tom 2073 123 VIII 61

N. benthamiana 1329 123 IV 77

A. thaliana 1028 123 III 47

Рис. 1. Дендрограмма представителей семейства LRR-RLKIII.
Использованы последовательности только киназных доменов. Видовая принадлежность указана двухбуквенными индексами:  
at – A. thaliana, md – Malus × domestica, nb – N. benthamiana, nt – N. tabacum, sb – S. bulbocastanum, sl – S. lycopersicum, st – S. tuberosum, 
zm – Z. mays. Кластеры похожих RLK выделены цветом и обозначены римскими цифрами. LRR-RLK, взаимодействующие с эффек-
торами AvrE-семейства (DspA/E, WtsE), отмечены кружками, интенсивность закрашивания которых пропорциональна интенсив-
ности взаимодействия, а цвет (голубой или желтый) указывает на наличие либо отсутствие blue-white теста. Цифры рядом с иден-
тификаторами показывают число богатых лейцином повторов (LRR) в сенсорной части белка. Экспериментально исследованные 
LRR-RLK отмечены «*» при их участии в регуляции роста и развития и/или «#» при участии в контроле иммунитета.
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этом семействе генов устойчивости и к другим патогенам. 
RLK с четко доказанной ролью в обеспечении иммуни-
тета (в том числе и взаимодействующие с эффекторами 
AvrE­типа) присутствуют только в кластерах VII и IX. 
Связь с иммунитетом DspE/WtsE­взаимодействующих 
RLK из кластера VI пока не показана, однако представ-
ляется возможной. Наиболее близки к этим кластерам 
представители кластера VIII, в котором, однако, DspE­
взаи модействующих киназ пока не обнаружено. В рамках 
настоящей работы для экспериментального анализа был 
выбран ген VIII кластера C00T013379 из S. bulboca sta­
num – растения­источника R­генов, пригодного для ис-
пользования в селекции культурного картофеля.

Клонированный в векторе pJG4­5 фрагмент C00T013379, 
кодирующий цитоплазматическую часть RLK, дал поло­
жительный результат в тесте взаимодействия с DspE в 
дрожжевой двухгибридной системе (рис. 2). Судя по ин-
тенсивности роста и окраски дрожжевых макроколоний 
на селективной среде, взаимодействие DspE c киназными 
доменами, амплифицированными из S. bulbocastanum, 
было на уровне slRLK2 и положительного контроля (DspF) 
и значительно превышало интенсивность взаимодействия 
с slRLK5 и ntRLK5 (ортологами nbEIR1). По аналогии с 
охарактеризованными ранее LRR­RLKIII мы обозначили 
этот ген как sbRLK6.

Сайленсинг ортолога sbRLK6 у N. benthamiana, в от-
личие от сайленсинга nbRLK2 и nbRLK5, не повлиял на 
интенсивность сверхчувствительной реакции при инфиль­
трации листьев суспензией клеток Pve JN42 (рис. 3).

P. versatile подавляет экспрессию генов  
LRR-RLK растений
Чтобы получить представление о последствиях распозна-
вания DspE с помощью LRR­RLKIII, мы оценили уровни 
экспрессии основных маркерных генов иммунитета как 
в растениях­хозяевах (S. tuberosum), так и в растениях­
не хозяевах (N. benthamiana). Радикальные изменения 
наблюдались для генов салицилатной и жасмонатной сиг-
нализации, а также для генов, описываемых RLK (рис. 4).

В инфицированных Pve растениях N. benthamiana была 
существенно снижена экспрессия салицилат­зависимых 
генов PR1A и SIPK (см. рис. 4, a). Напротив, ген жас-
монат­зависимого транскрипционного активатора JAZ3 
был индуцирован, в то время как ген ингибитора этого 
пути COI1 был репрессирован, а маркерные гены WIPK 
и PR3 были сильно индуцированы. Важно отметить, что 
как подавление, так и индукция этих генов зависели от 
DspE, поскольку реакция растений на инокуляцию мутант-
ными бактериями dspE была намного слабее. Подобное 
DspE­зависимое подавление маркера салицилатного пути 

sbRLK6 slRLK2 slRLK5 ntRLK5 DspF pJG 4-5

Рис. 2. Взаимодействие эффекторного белка DspE с киназными доменами RLK. Рост диплоидов на среде без лейцина с X-gal. 
Все клетки содержат плазмиды pJK202-DspE, pDR8 c lacZ, а также производные плазмиды pJG4-5 с инсерцией рамки считывания указанного гена.

TRV::GFP TRV::RLK5 TRV::RLK2 TRV::RLK6

Рис. 3. Реакция сверхчувствительности растений N. benthamiana, подвергнутых сайленсингу генов RLK.
В качестве контроля использованы растения, инфицированные TRV c нейтральной вставкой (GFP).
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PR1A наблюдалось в растениях картофеля, инфицирован-
ных Pve (см. рис. 4, б). Гены жасмонатного сигнального 
пути были активированы, но эффект был гораздо менее 
выра жен и не зависел от DspE.

Экспрессия ортологов RLK2 и RLK5 в обоих растениях 
и RLK4 в N. benthamiana также снижалась в DspE­за ви­
симой манере (очень низкий уровень экспрессии stRLK6 
не позволил оценить его изменение) (см. рис. 4, б).

Чтобы увидеть, насколько типична наблюдаемая кар-
тина экспрессии во время заражения Pve, мы проверили 
у N. benthamiana экспрессию двух хорошо изученных 
генов RLK других семейств: FLS2, кодирующего рецеп­
тор флагеллина, и WAK1, кодирующего связанную с кле­
точной стенкой киназу, участвующую в восприятии 
оли гогалактуроната. FLS2 реагировал на контакт с Pve 
дико го типа и dspE­мутантом аналогично RLK2 и RLK5 
(см. рис. 4, a). WAK1 в зараженных Pve растениях проде-
монстрировал едва заметную (примерно двукратную), но 
воспроизводимую в повторных экспериментах супрессию, 
независимую от DspE.

Обсуждение
Выполненный в настоящей работе филогенетический ана-
лиз позволил разделить LRR­RLKIII на две четкие функ-
циональные группы. Несмотря на отсутствие детальной 
информации по каждому корецептору, можно заключить, 
что представители кластеров I–V в основном участвуют 
в контроле роста и развития растений, тогда как класте­
ры VI–IX обогащены RLK, связанными с конт ролем им­
мунных реакций. Большинство LRR­RLKIII, включая все 
взаимодействующие с DspE, лишены ключевого остатка 
аспартата в составе консервативного мо ти ва каталитиче-
ской петли (HRDXXXXN) и поэтому клас сифицируются 
как псевдокиназы. Однако многие псевдокиназы сохраня-
ют некоторую киназную активность и способны выпол-
нять функции рецепторов как часть рецепторных комплек-
сов, содержащих активную киназу (Rodriguez­Furlan et al., 
2022). Кроме того, LRR­RLKIII в основном имеют малое 
(5–7) число лейцин­богатых повторов в сенсорной части 

и поэтому могут выполнять свою сигнальную функцию 
только в составе сложных рецепторных комплексов, ко-
торые должны содержать два дополнительных критичных 
компонента, киназу и рецептор (или рецепторподобный 
белок), с полным набором (более 10, обычно около 20) 
лейцин­богатых повторов. 

Известные белки, взаимодействующие с DspE, отно-
сятся к кластерам VI, VII и IX. Среди них роль в распо­
знавании патогенов была четко установлена для четырех 
белков: mdDIPM4 и nbRLK2 (кластер VII), а также ntRLK5 
и nbEIR1 (кластер IX). Во всех этих случаях подавление 
гена RLK увеличивало устойчивость растения (Borejsza­
Wysocka et al., 2006; Николайчик и др., 2012; Бадалян, 
Николайчик, 2014; Pompili et al., 2020). На основании этих 
результатов mdDIPM4, nbRLK2 и nbEIR1 можно счи тать 
S­генами. Однако следует отметить, что из­за перекрест-
ной регуляции экспрессии генов RLK, зарегистрирован-
ной как у яблони (Borejsza­Wysocka et al., 2006), так и у та-
бака (Бадалян, Николайчик, 2014), наблюдаемый фенотип 
не может быть однозначно связан с подавленным геном. 
Другой член кластера IX, TARK1, также является S­геном, 
поскольку его сверхэкспрессия усиливает, а инактивация 
ослабляет симптомы заболевания (Kim J.­G. et al., 2009; 
Campos, 2020; Guzman et al., 2020).

Впервые описанный в настоящей работе ген sbRLK6 
кодирует LRR­RLKIII, принадлежащую к кластеру VIII, 
в котором ранее DspE­взаимодействующие RLK не были 
описаны. Сайленсинг ортолога sbRLK6 у растений N. ben­
thamiana не привел (в отличие от сайленсинга RLK2 и 
RLK5) к ослаблению сверхчувствительной реакции рас-
тений при контакте с бактериями Pve. Для некротрофов 
(включая Pve) некроз, сопровождающий сверхчувстви-
тельную реакцию, благоприятен для расширения зоны 
поражения и дальнейшей колонизации растения, поэтому 
мы классифицируем RLK2 и RLK5 как S­гены, однако оче-
видно, что на сегодняшний день считать sbRLK6 S­геном 
нельзя. Ответ на вопрос о том, может ли RLK6 выполнять 
функцию R­гена, требует его стабильной инактивации или 
сверхэкспрессии с последующим тестированием устойчи-
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Рис. 4. Изменения уровней экспрессии генов растений N. benthamiana (а) и S. tuberosum (б), инокулированных суспензиями Pve дикого типа  
(w. t.) и мутантными по гену dspE (dspE) или 0.85 % раствором NaCl (К).
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вости растений при заражении органов (клубни и стебли), 
являющихся типичными мишенями пектобактерий, но 
мало подходящих для использованной технологии вирус­
индуцированного сайленсинга.

Поскольку гены корецепторподобных киназ RLK2, 
RLK5 и впервые описанной в настоящей работе RLK6 
имеют картину экспрессии во время заражения Pve, 
похожую на картину экспрессии гена рецептора рас-
познавания образов FLS2, а экспрессия всех четырех 
генов демонстрирует признаки общего контроля через 
салицилатный сигнальный путь, можно предположить, 
что взаимо действующие с DspE LRR­RLKIII являются 
компонентами сложных рецепторных комплексов, участ­
вующих в обнаружении Pve. Другие компоненты таких 
комплексов, а также взаимодействующие с ними цито-
плазматические сигнальные белки могут рассматриваться 
как перспективные кандидаты для обнаружения генов 
устойчивости к Pve и другим бактериям.

Заключение
До настоящего времени специфические гены устойчиво-
сти к Pectobacterium spp. не описаны, а адресная селек-
ция картофеля на устойчивость к пектобактериозам не 
проводится, не в последнюю очередь из­за отсутствия 
информации об R­генах, способных обеспечить такую 
устойчивость. Мы предлагаем использовать рецепторные 
протеинкиназы подсемейства RLK­LRRIII, специфически 
распознающие основной эффекторный белок пектобакте-
рий DspE. В качестве первого шага по этому пути в настоя­
щей работе собрана информация об экспериментально 
изученных представителях данного семейства, намечены 
перспективные для поиска кластеры, а также идентифи-
цирована новая рецепторподобная киназа, специфически 
распознающая DspE и имеющая отличные от описанных 
ранее свойства.
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