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Важнейший фактор вирулентности возбудителя септориоза пшеницы Stagonospora nodorum Berk. – многочис-
ленные некротрофные эффекторы (НЭ) гриба (SnTox), взаимодействующие с продуктами генов восприимчиво-
сти хозяина (Snn). Взаимодействия SnTox-Snn осуществляются по типу ген-на-ген и ведут к развитию болезни. 
В настоящей работе изучено взаимодействие SnTox3-Snn3, результатом которого является развитие инфекции 
на листьях с образованием обширных зон поражения. Предположительно, механизм действия SnTox3 связан 
с регуляцией редокс-метаболизма и влиянием на синтез этилена у растений пшеницы, однако молекуляр-
ные механизмы до конца не раскрыты. Для характеристики взаимодействия SnTox3-Snn3 в работе были ис-
пользованы изоляты S. nodorum, различающиеся по экспрессии гена SnTox: SnБ (Tox3+) и Sn4ВД (Tox3–), и два 
сорта мягкой яровой пшеницы (Triticum aestivum L.), контрастные по устойчивости к возбудителю септориоза 
и различающиеся по аллельному составу локуса восприимчивости Snn3-B1: Казахстанская 10 (восприимчи-
вая) и Омская  35 (устойчивая). Проведена сравнительная оценка характера транскрипционной активности 
генов биосинтеза (TaACS1, TaACО) и сигнального пути этилена (TaEIL1, TaERF1) методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в реальном времени и оценен редокс-статус растений пшеницы, инфицированных различными 
изолятами S.  nodorum с помощью спектрофотометрических методов. Показано, что индукция биосинтеза и 
сигнального пути этилена происходила в результате взаимодействия по типу ген-на-ген Snn3-B1-SnTox3. Ре-
зультаты оценки редокс-статуса растений показали, что этилен подавлял накопление пероксида водорода в 
чувствительных к SnTox3 генотипах за счет регуляции работы различных ферментов про-/антиоксидантной 
системы на транскрипционном и посттрансляционном уровнях. Таким образом, полученные результаты пред-
полагают, что НЭ SnTox3 влиял на биосинтез и сигнальный путь этилена с целью регуляции редокс-метаболиз-
ма инфицированных растений пшеницы для успешной колонизации хозяина на начальных этапах инфициро-
вания, что впоследствии приводило к обширным зонам поражения за счет быстрого размножения патогена.
Ключевые слова: Stagonospora nodorum; Triticum aestivum; полимеразная цепная реакция; полимеразная цеп-
ная реакция в реальном времени; некротрофный эффектор; этилен; редокс-метаболизм; взаимодействие ген-
на-ген; неспецифическая устойчивость.
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The fungus Stagonospora nodorum is the causative agent of Septoria nodorum blotch (SNB) of wheat. The most im-
portant factors of Stagonospora nodorum virulence include numerous fungal necrotrophic effectors (NEs) encoded 
by SnTox genes. They interact with the matching products of host susceptibility genes (Snn). SnTox-Snn interactions 
are mirror images of classical gene-for-gene interactions and lead to the development of disease. We have studied 
the SnTox3-Snn3 interaction, resulting in the development of infection on leaves and formation of extensive lesions. 
The mechanism of SnTox3 action is likely to be linked to the regulation of redox metabolism and the influence on 
ethylene synthesis in the wheat plants, although the molecular mechanisms are not fully unveiled. To characterize 
the SnTox3-Snn3 interaction, we used S. nodorum isolates differing in the expression of the NEs genes SnTox3 (SnB 

© Веселова С.В., Бурханова Г.Ф., Нужная Т.В., Румянцев С.Д., Максимов И.В., 2019

УСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ К БИОТИЧЕСКИМ ФАКТОРАМ
Оригинальное исследование/ Original article
УДК 633.111.1:577.122.5

Вавиловский журнал генетики и селекции. 2019;23(7):856-864
DOI 10.18699/VJ19.559

Пятая международная научная конференция PlantGen2019



Влияние SnTOX3 на сигнальный путь этилена 
и редокс-статус растений пшеницы

С.В. Веселова, Г.Ф. Бурханова, Т.В. Нужная 
С.Д. Румянцев, И.В. Максимов 

2019
23 • 7

857УСТОЙЧИВОСТЬ РАСТЕНИЙ К БИОТИЧЕСКИМ ФАКТОРАМ / RESISTANCE OF PLANTS TO BIOTIC FACTORS

(Tox3+), Sn4VD (Tox3–)) and two soft spring wheat (Triticum aestivum L.) cultivars, contrasting in resistance to the SNB 
agent and differing in the allelic composition of the susceptibility locus Snn3-B1: Kazakhstanskaya 10 (susceptible) 
and Omskaya 35 (resistant). We carried out a comparative assessment of the transcriptional activity patterns of genes 
responsible for ethylene biosynthesis (TaACS1, TaACО) and signaling pathway (TaEIL1, TaERF1) by real-time PCR and 
estimated the redox state of wheat plants infected with different isolates of S. nodorum by spectrometry. The induc-
tion of ethylene biosynthesis and signaling has been shown to result from gene-for-gene interaction between Snn3-
B1 and SnTox3. The results of plant redox status estimation showed that ethylene inhibited accumulation of hydro-
gen peroxide in SnTox3-sensitive genotypes by regulating the operation of various pro-/antioxidant enzymes at the 
transcriptional and posttranslational levels. Our results suggest that NE SnTox3 influences ethylene biosynthesis and 
signaling, thereby regulating redox metabolism in infected wheat plants as necessary for successful host coloniza-
tion at the initial phases of infection, which ultimately leads to extensive lesions due to fast pathogen reproduction.
Key words: Stagonospora nodorum; Triticum aestivum; polymerase chain reaction; real-time polymerase chain reac-
tion; necrotrophic effectors; ethylene; redox-metabolism; gene-for-gene interaction; nonspecific resistance.
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Введение
Главная сельскохозяйственная культура – пшеница – в 
последние десятилетия стала подвергаться поражению 
возбудителями различного рода листовых пятнистостей, 
среди которых одно из первых мест занимают возбудите‑
ли септориоза. Stagonospora nodorum Berk., возбудитель 
септориоза пшеницы, наносит значительный ущерб рас­
тениям и приводит к потерям урожая, которые могут до­
стигать 30 % (Bertucci et al., 2014). Исследования септо‑
риоза интенсивно ведутся последние три десятилетия, но 
до сих пор нет четкого понимания механизмов, лежащих 
в основе устойчивости/восприимчивости пшеницы к 
инфекции, с одной стороны, и вирулентности патогена, с 
другой (Fraaije et al., 2002; Bertucci et al., 2014; Winterberg 
et al., 2014; Phan et al., 2016; Shi et al., 2016). 

Недавно было показано, что важнейший фактор виру‑
лентности S. nodorum – многочисленные некротрофные 
эффекторы (НЭ) гриба или токсины, специфические для 
хозяев (host-specific toxins) (Phan et al., 2016; McDonald, 
Solomon, 2018). Взаимодействие в патосистеме пшеница– 
S. nodorum осуществляется по типу ген-на-ген  (McDo­
nald, Solomon, 2018). Эти взаимоотношения выражают‑
ся в том, что продукты генов вирулентности патогена 
(=хозяин-специфичные токсины) (SnTox) при взаимодей‑
ствии с продуктами генов восприимчивости растения-
хозяина (Snn) вызывают совместимость, т. е. развитие 
болезни (Phan et al., 2016). Эффект каждого взаимодей­
ствия SnTox-Snn является неполным и дополняется дру­
гими взаимодействиями. В настоящее время описано 
восемь взаимодействий SnTox-Snn, при этом у патогена 
клонировано только три гена, кодирующих НЭ (SnToxA, 
SnTox1, SnTox3), а у пшеницы клонировано только два 
гена восприимчивости (Tsn1, Snn1) (Phan et al., 2016; Shi 
et al., 2016).

Генетика взаимоотношений пшеницы и S. nodorum 
очень сложная, расо-специфичная устойчивость объяс­
няет только около 40 % фенотипических проявлений 
(Shi et al., 2016). Кроме того, относительно недавно, в 
последние четыре года, было показано, что некоторые из 
охарактеризованных взаимодействий SnTox-Snn, вызы­
вающие восприимчивость, направлены на манипулирова‑
ние неспецифическими путями защиты растения, связан‑

ными с редокс-метаболизмом, вторичным метаболизмом 
и защитными белками (Winterberg et al., 2014; Phan et al., 
2016; Shi et al., 2016).

Взаимодействие Snn3-B1-SnTox3 играет значительную 
роль в развитии септориоза (Shi et al., 2016; McDonald, 
Solomon, 2018). Предполагается, что в результате этого 
взаимодействия развивается инфекция на листьях с об­
разованием обширных зон поражения, что связано с влия­
нием SnTox3 на генерацию активных форм кислорода 
(АФК), к сожалению, механизм действия эффектора не‑
известен (Winterberg et al., 2014). Однако недавно было 
показано, что SnTox3 индуцирует накопление метионина и 
синтез этилена у растений пшеницы уже через 24 ч после 
инфицирования (Winterberg et al., 2014). 

Известно, что одна из наиболее ранних ответных ре­
акций растений на внедрение патогена – локальная гене­
рация АФК, играющая важную роль в развитии системной 
устойчивости (Barna et al., 2012). В настоящее время меха‑
низмы регуляции синтеза апопластных АФК в иммунном 
ответе интенсивно изучаются, но до конца не раскрыты. 
Недавние исследования показали, что про-/антиоксидант‑
ный статус растений находится под строгим контролем 
фитогормонов, участвующих в формировании защитных 
реакций при стрессе (Barna et al., 2012). Среди них этилен, 
роль которого при биотическом стрессе неоднозначна 
и зависит от типа патогена и вида растения (Vleesschau- 
ver et al., 2010; Barna et al., 2012). Ранее нами была пока‑
зана отрицательная роль этилена в развитии устойчивости 
растений пшеницы к S. nodorum (Веселова и др., 2016). 
К сожалению, механизмы воздействия фитогормонов, в 
том числе и этилена, на процессы генерации АФК при 
биотическом стрессе изучены недостаточно (Barna et al., 
2012).

Целью нашей работы была сравнительная оценка ха‑
рактера транскрипционной активности генов биосинтеза 
и сигнального пути этилена и редокс-статуса растений 
пшеницы, инфицированных изолятами S. nodorum, от‑
личающимися по экспрессии НЭ SnTox3.

Материалы и методы
Объектом исследования служили два сорта мягкой яровой 
пшеницы Triticum aestivum L., контрастные по устойчиво‑
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сти к S. nodorum Berk.: Казахстанская 10 (Каз10) (воспри‑
имчивый) и Омская 35 (Ом35) (устойчивый), а также два 
изолята гриба S. nodorum: Sn4ВД (Республика Беларусь) 
и SnБ (Республика Башкортостан). Грибы культивирова­
ли на картофельно-глюкозном агаре. Растения выращива‑
ли на водной культуре (10 % раствор питательной среды 
Хогланда–Арнона) в климатостате КС-200 СПУ (Россия) с 
условиями культивирования: температура 20/24 °С (ночь/
день), 16 ч светопериод, интенсивность света 146 Вт/м2 
ФАР (лампы Osram L 36W/77) в течение 7 сут. Проростко‑
вую устойчивость сортов оценивали методом газончиков, 
как описано ранее (Веселова и др., 2016). Устойчивость/
восприимчивость сорта определяли по площади пораже‑
ния листа через семь дней после инокуляции изолятами 
S. nodorum. Развитие симптомов септориоза на листьях 
пшеницы фиксировали посредством фотоаппарата SP-
800UZ Image Stabilization (Olympus, Индонезия), площадь 
зоны поражения измеряли с помощью компьютерной 
программы ImageJ (rsbweb. nih.gov/ij/download.html) и 
выражали в процентах от общей площади листа. Кроме 
того, оценку степени поражения проводили по между‑
народной шкале, которая также предусматривает учет 
степени пораженности различных органов растений: RR 
(0–5 %) – сорта с очень высокой и высокой устойчивостью; 
R (до 10–15 %) – устойчивые сорта; M (до 25 %) – слабо‑
восприимчивые сорта; S (до 40–65 %) – восприимчивые 
сорта; SS (до 90–100 %) – сорта с очень высокой и высокой 
восприимчивостью.

Выделение ДНК из проростков пшеницы и семиднев­
ной культуры гриба выполняли с помощью фенольно-
детергентного метода (Маниатис и др., 1984). Иденти‑
фикацию гена SnTox3 (FJ823644) у изолятов S. nodorum 
осуществляли посредством полимеразной цепной реак­
ции (ПЦР) с геноспецифичными праймерами (5ʹ  3ʹ): 
F–CGAGCTGATATCCCGTTTGA; R–GGGACAGTG 
ACAATAGGTAAGG (Winterberg et al., 2014), в качестве 
внутреннего контроля на присутствие грибной ДНК 
были праймеры на ген «домашнего хозяйства» тубулин 
(S56922) (Fraaije et al., 2002). Экспрессию гена SnTox3 
у разных изолятов S. nodorum во время инокуляции рас‑
тений пшеницы анализировали с теми же праймерами 
методом полуколичественной ПЦР. Тотальную РНК из ин‑
фицированных изолятами S. nodorum растений пшеницы 
восприимчивого сорта Каз10 и устойчивого сорта Ом35, 
зафиксированных в жидком азоте, выделяли с использова‑
нием реагента Trizol, согласно протоколу фирмы-постав‑
щика (Sigma, Германия). Для получения кДНК на основе 
РНК изучаемых образцов проводили реакцию обратной 
транскрипции с использованием обратной транскриптазы, 
согласно протоколу фирмы-поставщика (Синтол, Россия). 
На основе кДНК осуществляли ПЦР в амплификаторе 
типа ТП4-ПЦР-01-Терцик (ДНК-Технология, Россия). 

Аллельное состояние локуса Snn3-B1 определяли в сор­
тах методом ПЦР с праймерами к микросателлитным мар‑
керам Xcfd20 и Xgwm234 (Bertucci et al., 2014). Состав прай‑
меров Xcfd20 (5ʹ  3ʹ): F–TGATGGGAAGGTAATGGGAG; 
R–ATCCAGTTCTCGTCCAAAGC; состав праймеров 
Xgwm234 (5ʹ  3ʹ): F–GAGTCCTGATGTGAAGCTGTTG; 
R–CTCATTGGGGTGTGTACGTG (Bertucci et al., 2014). 
Продукты ПЦР во всех случаях разделяли в 7 % ПААГ, 

окрашенном бромистым этидием, с использованием 
маркерной ДНК Gene Ruler DNA Ladder (Fermentas). Гели 
фотографировали с помощью документирующей системы 
GelDoc XR (Bio-Rad). 

Для выявления влияния SnTox3 на биосинтез и сигналь‑
ный путь этилена часть проростков пшеницы за 24 ч до 
инокуляции различными изолятами S. nodorum обрабаты‑
вали 1.5 мМ раствором этефона – ЭТ, 2-хлорэтилфосфо‑
новой кислотой, химическим предшественником этилена 
(Sigma, Германия) (Веселова и др., 2016), а часть – 50 мкМ 
раствором аминоэтоксивинил глицина – ингибитора син­
теза этилена (АВГ) (Sigma). После обработки сосуды за­
крывали и помещали в темноту. Содержание перекиси 
водорода (Н2О2) и активности ферментов пероксидазы 
(ПО), оксалатоксидазы (ОО) и каталазы (КАТ) через 24 и 
72 ч после инфицирования изолятами S. nodorum измеря‑
ли, как описано ранее (Веселова и др., 2018).

Выделение тотальной РНК из контрольных и опытных 
листьев пшеницы, зафиксированных в жидком азоте, 
через 24 ч после инфицирования S. nodorum проводили 
с помощью реагента Trizol, согласно протоколу фирмы- 
поставщика (Sigma, Германия). Экспрессию генов окси­
доредуктаз и генов биосинтеза и сигнального пути этилена 
анализировали методом количественной ПЦР в режиме 
реального времени на приборе iCycler iQ5 Real-Time PCR 
Detection System (BioRad, США) с применением интер‑
калирующего красителя SYBR Green I (Синтол, Россия). 
Для нормирования результатов экспрессии исследуемых 
генов использовали праймеры к гену конститутивно 
экспрессирующегося белка ингибитора РНКаз (RNase L 
inhibitor-like) RLI (AY059462) (Gimenez et al., 2011). Из‑
менения в экспрессии интересуемого гена определяли 
по вычислению уровня нормализованной экспрессии 
генов c помощью программного обеспечения iCycler 
iQ5 Real-Time Detection System Software (BioRad, США). 
ПЦР в режиме реального времени проводили с помощью 
праймеров к генам, кодирующим НАДФН-оксидазу 
(TaRboh, AY561153) (Giovanini et al., 2006), супероксид­
дисмутазу (СОД) (TaSod, JX398977.1)  (Giovanini  et al., 
2006), анионную пероксидазу (TaPrx, TC151917) (Мак‑
симов и др., 2014), аминоциклопропанкарбоксилатсин‑
тазу (АЦК-синтазу – TaACS1, U35779) (Subramaniam 
et al., 1996), аминоциклопропанкарбоксилатоксидазу 
(АЦК-оксидазу – TaACО, KF900072) состав праймеров 
(5ʹ  3ʹ): F–TGTCCATCGCCTCCTTCTA; R–CGAACA 
CGAACCTTGGGTAT; транскрипционный фактор эти‑
ленового сигнального пути EIN3-LIKE1 (ETHYLENE 
INSENSITIVE3-LIKE1 (EIL1) – TaEIL1, KU030837, орто‑
лог гена арабидопсиса AtEIN3) (Liu et al., 2016) и транс‑
крипционный фактор первичного ответа на этилен ERF1 
(ETHYLENE RESPONSE FACTOR1 – TaERF1, EF583940) 
(Dong et al., 2010). 

Все эксперименты повторяли три раза и выполняли в 
трех биологических и трех аналитических повторностях 
(общее n = 9). Средние арифметические значения и их 
доверительные интервалы, рассчитанные по стандарт­
ным ошибкам, приведены на рис. 1–3 и в табл. 1–3. До­
стоверность различий между вариантами опыта оцени­
вали по t-критерию Стьюдента при доверительном уров­
не р ≤ 0.05.
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Результаты
Ген SnTox3 и локус восприимчивости Snn3-B1. Два 
изолята S. nodorum тестировали на наличие/отсутствие 
гена SnTox3 методом ПЦР. Ген SnTox3 обнаружен у обоих 
изолятов, SnБ и Sn4ВД (рис. 1, а). 

Анализ транскрипционной активности этого гена НЭ 
показал отсутствие экспрессии у авирулентного изоля­
та Sn4ВД и накопление транскриптов гена SnTox3 пос­
ле инокуляции как восприимчивого сорта Каз10, так и 
устойчивого сорта Ом35 вирулентным изолятом SnБ (см. 
рис.  1, б ). Проведена ПЦР-диагностика аллельного со‑
стояния локуса Snn3-B1 у двух сортов мягкой яровой 
пшеницы (Triticum aestivum L.): Каз10 и Ом35. Для этого 
были использованы специфичные праймеры к двум 
микросателлитным маркерам, Xcfd20 и Xgwm234, флан‑
кирующим локус Snn3-B1 (Bertucci et al., 2014; Shi et al., 
2016). Нуль-аллель у этих сортов не обнаружен. Однако 
сорта различались по аллельному составу Snn3-B1 локуса 
(см. рис. 1, в). Так, маркер Xcfd20 был представлен двумя 
аллелями у обоих сортов, а маркер Xgwm234 у устойчи‑
вого сорта Ом35 – одним аллелем, а у восприимчивого 
сорта Каз10 – двумя аллелями (см. рис. 1, в). 

Комбинации сорт/изолят. Ранее было показано, что 
из нескольких сортов мягкой яровой пшеницы наиболь‑
шую устойчивость к гемибиотрофному грибу S. nodorum 
имела пшеница сорта Омская 35, а наименьшую – пше‑
ница сорта Казахстанская 10 (Веселова и др., 2016). Эти 
работы выполнены с применением изолята SnБ. Были 
изучены следующие комбинации сорт/изолят: Каз10/SnБ  
(S/Tox3+), Каз10/Sn4ВД (S/Tox3–), Ом35/SnБ (I/Tox3+), 
Ом35/Sn4ВД (I/Tox3–), где S – чувствительный к Tox3 
сорт, I – нечувствительный к Tox3 сорт, Tox3+ – изолят, 
экспрессирующий ген токсина, Tox3– – изолят, не экс‑
прессирующий ген токсина.

В комбинации сорт/изолят S/Tox3+ (Каз10/SnБ) про‑
являлась полная реакция совместимости, инфицирование 
патогеном приводило к образованию больших зон пора­
жения, до 80 % от общей площади листа (табл. 3). В ос­
тальных комбинациях сорт/изолят (Ом35/SnБ, Каз10/
Sn4ВД, Ом35/Sn4ВД) была реакция устойчивости (см. 
табл. 1). Предварительная обработка ЭТ растений, как 
чувствительных к Тох3 (Каз10), так и не чувствительных 
к Тох3 (Ом35), увеличивала их восприимчивость только 

к изоляту SnБ (Tox3+) и не влияла на восприимчивость 
к изоляту Sn4ВД (Tox3–) (см. табл. 1). Предварительная 
обработка растений, не чувствительных к Тох3 (Ом35), 
АВГ, не воздействовала на их реакцию устойчивости, не‑
зависимо от изолята, которым инокулировали растения: 
SnБ (Tox3+) или Sn4ВД (Tox3–) (см. табл. 1). Обработка 
чувствительных к Тох3 (Каз10) растений ингибитором 
синтеза этилена АВГ увеличивала их устойчивость к 
изоляту SnБ и не изменяла устойчивость к изоляту Sn4ВД 
(см. табл. 1). 

Биосинтез и сигнальный путь этилена в инфициро­
ванных растениях. Анализ транскрипционной актив­
ности генов биосинтеза (АЦК-синтазы – ТаACS и АЦК-
оксидазы – ТаACO) и сигнального пути этилена (ТаEIL1, 
ТаERF1) показал повышение содержания мРНК этих ге- 
нов в реакции совместимости, развивавшейся у воспри­
имчивых растений (Каз10/SnБ) и растений, обработанных 
ЭТ (Каз10/SnБ + ЭТ, Ом35/SnБ + ЭТ) (табл. 2). У чувстви‑
тельных к Тох3 растений (Каз10) содержание транскрип‑
тов генов биосинтеза этилена и гена транскрипционного 
фактора первичного ответа на этилен ТаERF1 повышалось 
примерно в 3–4 раза, а содержание транскриптов гена 
главного регуляторного фактора этиленового сигнального 
пути ТаEIL1 – в 14–18 раз через 24 ч после инфицирования 

Рис. 1. Идентификация гена SnTox3 у двух изолятов S. nodorum: SnБ 
и Sn4ВД (а); анализ транскрипционной активности гена SnTox3 при 
инфицировании двух сортов мягкой яровой пшеницы (б), идентифи-
кация аллелей локуса Snn3-B1 у этих сортов с помощью праймеров к 
SSR-маркерам (Xcfd20 и Xgwm234) методом ПЦР (в).
1 – Казахстанская 10; 2 – Омская 35. М – ДНК-маркеры, 100–1000 п. н.

Таблица 1. Реакция на инокуляцию изолятами S. nodorum SnБ (Tox3+) и Sn4ВД (Tox3–)  
двух сортов пшеницы с различным аллельным состоянием локуса Snn3-B1 

Казахстанская 10 Омская 35

Сорт/изолят Зона поражения, % Группа* Сорт/изолят Зона поражения, % Группа*

Каз10/SnБ 80.0 ± 3.0 SS Ом35/SnБ 10.9 ± 2.5 R

Каз10/SnБ + ЭТ** 94.9 ± 2.3 SS Ом35/SnБ + ЭТ 57.2 ± 2.6 S

Каз10/SnБ + AВГ** 18.6 ± 2.2 M Ом35/SnБ + AВГ    9.1 ± 1.9 R

Каз10/Sn4ВД    8.4 ± 2.2 R Ом35/Sn4ВД    1.6 ± 0.5 RR

Каз10/Sn4ВД + ЭТ    8.1 ± 1.8 R Ом35/Sn4ВД + ЭТ    1.9 ± 1.1 RR

Каз10/Sn4ВД + AВГ    6.5 ± 2.6 R Ом35/Sn4ВД + AВГ    1.6 ± 0.5 RR

* RR (0–5 %) – сорта с очень высокой и высокой устойчивостью; R (до 10–15 %) – устойчивые сорта; M (до 25 %) – слабовосприимчивые сорта;  
S (до 40–65 %) – восприимчивые сорта; SS (до 90–100 %) – сорта с очень высокой и высокой восприимчивостью. 

** За 24 ч до инокуляции S. nodorum растения пшеницы были обработаны или этефоном (ЭТ), или ингибитором синтеза этилена (АВГ). 

а
SnБ SnБ

MM M M1 1 112 2 22

Sn4ВД Sn4ВД Xcfd20 Xgwm234
б в



S.V. Veselova, G.F. Burkhanova, T.V. Nuzhnaya 
S.D. Rumyantsev, I.V. Maksimov 

860 Вавиловский журнал генетики и селекции / Vavilov Journal of Genetics and Breeding • 2019 • 23 • 7

Effect of the SnTOX3 on the ethylene signaling pathway 
and redox-status in common wheat

(см. табл. 2). Однако у нечувствительных к Тох3 растений 
в комбинации сорт/изолят Ом35/SnБ + ЭТ накопление 
мРНК генов биосинтеза и сигнального пути этилена было 
ниже, чем в остальных комбинациях сорт/изолят, приво‑
дивших к реакции совместимости (см. табл. 2). 

При развитии реакции несовместимости у нечувстви‑
тельных к Тох3 растений в комбинациях сорт/изолят 
Ом35/SnБ, Ом35/Sn4ВД, независимо от обработок ЭТ и 
AВГ, обнаружено подавление или отсутствие накопле‑
ния транскриптов генов биосинтеза и сигнального пути 
этилена (см. табл. 2). У чувствительных к Тох3 растений 
при развитии реакции несовместимости как при ино‑
куляции изолятом Sn4ВД (Tox3–) (Каз10/Sn4ВД, Каз10/
Sn4ВД + AВГ, Каз10/Sn4ВД + ЭТ), так и при инокуляции 
изолятом SnБ (Tox3+) (Каз10/SnБ + AВГ) обнаружено 

отсутствие накопления мРНК генов ACS, ACO, ERF1 и 
небольшое накопление мРНК гена ТаEIL1 по сравнению 
с контрольными растениями (см. табл. 2). 

Редокс-статус инфицированных растений. С целью 
определения роли SnTox3 в регуляции редокс-метаболиз‑
ма растения-хозяина с помощью влияния на биосинтез 
и сигнальный путь этилена при подавлении защитных 
реакций в инфицированных растениях были изучены 
компоненты про-/антиоксидантной системы. Реакция 
совместимости как у восприимчивых растений (Каз10/
SnБ), так и у растений, обработанных ЭТ (Каз10/SnБ + ЭТ, 
Ом35/SnБ + ЭТ), характеризовалась снижением содер‑
жания Н2О2 (рис. 2, а, б ) за счет повышения активности 
каталазы (КАТ) (рис. 3, д, е), снижения активности ПО  
(см. рис. 3, а, б ) и ОО (см. рис. 3, в, г) и отсутствия на‑

Рис. 2. Содержание перекиси водорода в листьях двух сортов, Казахстанская 10 (а) и Омская 35 (б), через 24 и 72 ч после инокуляции изолятами 
S. nodorum SnБ (Tox3+) и Sn4ВД (Tox3–). 
Контроль – неинфицированные растения; Sn – инфицирование изолятами S. nodorum; Sn + АВГ – инфицирование + обработка АВГ; Sn + ЭТ – инфицирова-
ние + обработка ЭТ. Звездочки показывают статистически достоверные отличия от контрольной группы, разное количество звездочек – статистически 
достоверные различия между вариантами при р ≤ 0.05.

Таблица 2. Результаты транскрипционного анализа генов биосинтеза и сигнального пути этилена у двух контрастных 
по устойчивости сортов пшеницы, Казахстанская 10 и Омская 35, через 24 ч после инфицирования изолятами S. nodorum

Вариант обработки Ген 

ТаACS ТаACO ТаEIL1 ТаERF1

Казахстанская 10 

Каз10 100 100 100 100

Каз10/SnБ 311 ± 60 237 ± 30 1400 ± 200 356 ± 70

Каз10/SnБ + AВГ 143 ± 23    77 ± 3    389 ± 0 100 ± 20

Каз10/SnБ + ЭТ 350 ± 34 223 ± 10 1810 ± 270 450 ± 34

Каз10/Sn4ВД 128 ± 28 110 ± 10    322 ± 10 102 ± 10

Каз10/Sn4ВД + AВГ 117 ± 9    63 ± 15    390 ± 60 146 ± 10

Каз10/Sn4ВД + ЭТ 121 ± 10    65 ± 6    375 ± 20 107 ± 7

Омская 35

Ом35 100 100 100 100

Ом35/SnБ    86 ± 10    47 ± 10    77 ± 6    92 ± 10

Ом35/SnБ + ЭТ 169 ± 8 190 ± 15 325 ± 54 262 ± 35

Ом35/SnБ + AВГ 102 ± 20    54 ± 10 115 ± 20 178 ± 40

Ом35/Sn4ВД    97 ± 10 143 ± 10 133 ± 20    54 ± 2

Ом35/Sn4ВД + ЭТ 125 ± 6    95 ± 7 156 ± 10 199 ± 2

Ом35/Sn4ВД + AВГ 108 ± 20 206 ± 20 129 ± 20 134 ± 5
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Рис. 3. Активность пероксидазы (а, б ); оксалатоксидазы (в, г) и каталазы (д, е) в листьях двух сортов, Казахстанская 10 (а, в, д) и Омская 35 (б, г, е), 
через 24 и 72 ч после инокуляции изолятами S. nodorum SnБ (Tox3+) и Sn4ВД (Tox3–). 
Обозначения см. на рис. 2.

Таблица 3. Результаты транскрипционного анализа генов оксидоредуктаз у двух контрастных по устойчивости  
сортов пшеницы, Казахстанская 10 и Омская 35, через 24 ч после инфицирования изолятами S. nodorum

Вариант  
обработки*

Изолят патогена 

SnБ (Tox3+) Sn4ВД (Tox3–)

Ген 

ТаRboh ТаSod ТаPrx ТаRboh ТаSod ТаPrx

Казахстанская 10 

Контроль 100 100 100 100 100 100

Sn    78 ± 3    88 ± 10    71 ± 3 160 ± 21 144 ± 8 223 ± 20

Sn + АВГ 111 ± 20 169 ± 20 163 ± 30 145 ± 40 110 ± 3 210 ± 50

Sn + ЭТ 15 ± 1    81 ± 7 104 ± 20 152 ± 37 114 ± 2 251 ± 50

Омская 35 

Контроль 100 100 100 100 100 100

Sn 126 ± 10 264 ± 20 365 ± 26 160 ± 20 196 ± 9 264 ± 20

Sn + АВГ 136 ± 20 242 ± 40 311 ± 31 129 ± 10 178 ± 18 170 ± 20

Sn + ЭТ    83 ± 10 118 ± 9 136 ± 15 132 ± 30 159 ± 10 181 ± 34

* Обозначения вариантов обработок см. на рис. 2.
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копления транскриптов генов, кодирующих оксидоре‑
дуктазы НАДФН-оксидазу (TaRbohF), СОД (TaSod) и 
ПО (TaPrx) (табл. 3). Однако у нечувствительных к Тох3 
растений в комбинации сорт/изолят Ом35/SnБ + ЭТ реак‑
ция подавления окислительного взрыва была выражена 
слабее, чем в остальных комбинациях, приводивших к 
совместимости (см. рис. 2, 3, табл. 3).

Для реакции несовместимости в комбинациях сорт/
изолят Ом35/SnБ, Ом35/Sn4ВД, Каз10/Sn4ВД, а также 
растений, обработанных АВГ, во всех комбинациях было 
характерно повышение генерации Н2О2 (см. рис. 2, а, б ) 
за счет снижения или отсутствия повышения активности 
КАТ, а также  резкого увеличения активности ПО и ОО 
(см. рис. 3) и накопления транскриптов генов TaRbohF, 
TaSod и TaPrx на раннем этапе инфицирования (24 ч) (см. 
табл. 3), что приводило к развитию СВЧ-реакции и оста‑
новке роста патогена (см. табл. 1). Обработка ЭТ не влия­
ла на характер ответной реакции как чувствительных, так 
и нечувствительных к Тох3 растений, инокулированных 
изолятом Sn4ВД (Tox3–) (см. рис. 2, 3, табл. 3).

Обсуждение
В настоящее время установлено, что гриб S. nodorum 
продуцирует восемь НЭ, отвечающих за вирулентность 
изолятов патогена (Phan et al., 2016; Shi et al., 2016). 
Токсины SnToxА, SnTox1, SnTox3 считаются основными 
НЭ, в большей степени определяющими вирулентность 
штаммов и изолятов патогена, что было показано в рабо‑
тах с мутантными штаммами S. nodorum и различными 
линиями пшеницы, чувствительными и не чувствитель‑
ными к данным эффекторам (Phan et al., 2016; Shi et al.,  
2016). 

В нашей работе у вирулентного изолята SnБ выявлена 
высокая транскрипционная активность гена SnTox3 (см. 
рис. 1, б ). У авирулентного изолята Sn4ВД обнаружено 
отсутствие экспрессии этого гена (см. рис. 1, б ), что ука­
зывает на инактивацию НЭ SnTox3 у данного изолята (Tan, 
Oliver, 2017). Изучено два контрастных по устойчивости к 
S. nodorum сорта мягкой яровой пшеницы, отличавшихся 
аллельным составом Snn3-B1 локуса (см. рис. 1, в), что 
может свидетельствовать об их чувствительности и не‑
чувствительности к НЭ SnTox3 (Shi et al., 2016). В работе 
G. Shi с коллегами (2016) две линии пшеницы, BG220 и 
Sumai3, несущие различные аллели локуса Snn3-B1, пока- 
зали различную степень чувствительности к НЭ SnTox3). 
Несмотря на то, что у сорта Ом35 нуль-аллель к Snn3-B1 
не был обнаружен, сорт был нечувствителен или слабо‑
чувствителен к SnTox3. Это может говорить о наличии 
большой делеции в локусе между маркерами Xcfd20 и 
Xgwm234, что совпадает с литературными данными (Shi 
et al., 2016). Так, из 17 мутантов Sumai3, не чувствитель‑
ных к SnTox3, только у 5 был обнаружен нуль-аллель 
Snn3-B1: у двух линий по трем микросателлитным мар‑
керам: Xgwm234, Xmag705 и Xcfb306, у трех линий по 
одному – Xcfb306 (Shi et al., 2016). Таким образом, при 
использовании двух изолятов, S. nodorum SnБ (Tox3+) и 
Sn4ВД (Tox3–), и двух сортов мягкой яровой пшеницы с 
разными генотипами были подобраны четыре различные 
комбинации сорт/изолят для изучения роли SnTox3 в раз‑
витии инфекции. 

С одной стороны, основной функцией НЭ SnTox3 счи­
тается образование зон поражения на листьях чувстви­
тельных генотипов пшениц с помощью «захвата»  не­
специфических сигнальных путей защиты хозяина и ма­
нипулирования ими для своего роста и развития (Winter­
berg et al., 2014). С другой стороны, показано, что SnTox3 
увеличивает синтез этилена в инфицированных расте­
ниях (Winterberg et al., 2014). 

Для выявления роли SnTox3 в регуляции биосинтеза и 
сигнального пути этилена часть растений пшеницы двух 
сортов – Каз10 и Ом35 – была обработана химическим 
предшественником этилена ЭТ и ингибитором биосинтеза 
этилена АВГ. Наши результаты показали, что увеличение 
восприимчивости растений пшеницы к S. nodorum после 
обработки ЭТ и повышение устойчивости после обработ‑
ки АВГ зависели от генотипа изолята патогена SnБ (Tox3+) 
или Sn4ВД (Tox3–) (см. табл. 1). Это предполагает, что 
НЭ SnTox3, действуя как фактор вирулентности, влиял 
на защитную систему растений посредством регуляции 
биосинтеза и сигнального пути этилена. Синтез этилена 
некоторыми патогенами тесно связан с их вирулентностью 
(Ма K.-W., Ma W., 2016). Например, эффектор патогенной 
бактерии Xanthomonas euvesicatoria XopD манипулиру- 
ет этиленовым сигнальным путем, влияя на транскрип‑
ционный фактор ERF4 (Ма K.-W., Ma W., 2016), а не‑
кротрофный гриб Cochliobolus miyabeanus индуцирует 
сигнальный путь этилена в рисе, продуцируя и секретируя 
этилен как эффектор для ускорения инфекционного про‑
цесса (Shen et al., 2018).

Анализ транскрипционной активности генов биосин‑
теза и сигнального пути этилена в нашей работе также 
показал зависимость активации генов этого пути в ин‑
фицированных растениях от генотипа изолята патогена 
и чувствительности генотипа пшеницы к НЭ SnTox3 (см. 
табл. 2). Эти результаты предполагают, что индукция био‑
синтеза и сигнального пути этилена происходит в резуль‑
тате взаимодействия по типу ген-на-ген Snn3-B1-SnTox3. 

Интересно, что у нечувствительных к SnTox3 растений 
в комбинации сорт/изолят Ом35/SnБ + ЭТ обработка ЭТ 
увеличивала чувствительность растений к этому НЭ (см. 
табл. 3). Такая реакция могла быть результатом мутации 
в генах, регулируемых взаимодействием Snn3-B1-SnTox3 
(Shi et al., 2016). Однако активация генов биосинтеза и 
сигнального пути этилена в комбинации Ом35/SnБ + ЭТ 
была слабее, чем при совместимом взаимодействии 
чувствительных к SnTox3 растений (Каз10/SnБ, Каз10/
SnБ + ЭТ) (см. табл. 2). Это предполагает, что у устойчи‑
вых растений имеется механизм активного подавления 
биосинтеза и сигнального пути этилена для индукции за‑
щитных реакций, которые ингибирует этилен. Например, 
этилен ингибировал биосинтез салициловой кислоты (СК) 
и подавлял экспрессию маркерных генов СК-сигнального 
пути, PR-1 и PR-2, в растениях арабидопсиса, инфициро‑
ванных Pseudomonas syringae (Chen et al., 2009), так же, 
как в растениях пшеницы, инфицированных S. nodorum 
(Веселова и др., 2016). А кремний блокировал продукцию 
этилена патогеном C. miyabeanus, что приводило к повы‑
шению устойчивости растений риса (Shen et al., 2018). 
Таким образом, полученные результаты доказывают 
влияние SnTox3 на биосинтез и сигнальный путь этилена 
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при взаимодействии по типу ген-на-ген Snn3-B1-SnTox3 
с целью подавления защитных реакций и успешной ко‑
лонизации растений пшеницы. 

Ранее были сообщения, что этилен обеспечивал благо‑
приятные условия для проникновения и развития S. no
dorum в тканях растений пшеницы на начальном этапе 
инфицирования за счет регуляции редокс-метаболизма и 
снижения генерации Н2О2 (Веселова и др., 2016, 2018). 
Напротив, накопление АФК в растениях пшеницы на 
начальной стадии инфицирования патогеном S. nodorum 
определяло устойчивость сорта, индуцируя экспрессию 
генов защитных белков (Веселова и др., 2016, 2018). Из­
менение редокс-статуса инфицированных растений пше­
ницы в наших экспериментах полностью зависело от ак- 
тивации или ингибирования биосинтеза и сигнального 
пути этилена, причем это влияние было обусловлено взаи­
модействием ген-на-ген Snn3-B1-SnTox3 (см. рис. 2, 3). 
Наши результаты показали, что этилен подавлял накоп­
ление Н2О2 в чувствительных к SnTox3 растениях за счет 
повышения активности КАТ, снижения активности ПО и 
ОО и уменьшения содержания транскриптов генов, коди‑
рующих оксидоредуктазы, НАДФН-оксидазу и СОД, что 
совпадает с данными литературы (Golemiec et al., 2014; 
Ma et al., 2017) и результатами, полученными нами ранее 
(Веселова и др., 2018). 

Показано, что НЭ SnTox3 регулирует гены, связанные 
с редокс-метаболизмом, и принимает участие в образо‑
вании некрозов (Winterberg et al., 2014), однако вопрос о 
механизмах влияния SnTox3 на генерацию АФК остается 
открытым для изучения. Из литературы известно, что 
специфические эффекторы патогенов могут индуциро‑
вать СВЧ-реакцию в клетках растений, а также подавлять 
окислительный взрыв растений различными способами во 
время инфекционного процесса (Jwa, Hwang, 2017). На‑
пример, два цитоплазматических эффектора Phytophthora 
sojae взаимодействуют с каталазами для регуляции кон‑
центрации H2O2. Эффектор U. maydis Pep1 связывается с 
пероксидазой кукурузы POX12 in vivo и подавляет ранние 
иммунные ответы кукурузы (Hemetsberger et al., 2012). 

Заключение 
Результаты нашей работы предполагают, что эффектор 
патогена SnTox3 влияет на биосинтез и сигнальный путь 
этилена с целью регуляции редокс-метаболизма инфици‑
рованных растений пшеницы для успешной колонизации 
хозяина на начальных этапах инфицирования, что впо‑
следствии приводит к обширным зонам поражения за счет 
быстрого размножения патогена. 
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