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Впервые использованы признаки относительного уровня экспрессии гена эффектора ToxA и гена
фактора транскрипции PtrPf2 in vitro для характеристики коллекции изолятов возбудителя желтой
пятнистости пшеницы Pyrenophora tritici-repentis из географически отдаленных популяций. Показа-
но, что две группы изолятов – из Казахстана (Алматинская обл.) и России (Краснодарский край)
различаются по степени генетического разнообразия. Группа краснодарских изолятов более гетеро-
генна по уровню экспрессии обоих генов. Обнаружена положительная взаимосвязь между уровня-
ми экспрессии обоих генов (r = 0.96, p < 0.001) для краснодарских изолятов. Выявлены статистиче-
ски значимые различия между группами изолятов по уровню экспрессии гена PtrPf2 (р = 0.002). Вы-
сокая вирулентность казахстанских изолятов по предварительным данным связана с высоким
уровнем экспрессии гена фактора транскрипции PtrPf2 в этих изолятах. Предполагается связь меж-
ду уровнем экспрессии гена фактора транскрипции PtrPf2 in vitro и способностью изолятов индуци-
ровать некроз на листьях восприимчивого сорта.
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Желтая пятнистость листьев – вредоносное и
широко распространенное заболевание пшеницы,
вызываемое аскомицетным грибом Pyrenophora triti-
ci-repentis Died. [анаморфа Drechslera tritici-repentis
(Died.) Shoemaker]. История исследований патоси-
стемы Triticum aestivum L.− Pyrenophora tritici-repentis
началась с 80-х гг. прошлого столетия. Особое вни-
мание было уделено генам ToxA и ToxB, кодирую-
щим токсины белковой природы Ptr ToxA и Ptr
ToxB, которые считаются основными факторами
патогенности гриба [1, 2].

Ген ToxA находится в центре внимания ученых,
изучающих молекулярные механизмы взаимоот-
ношений патогена и растения-хозяина [3–8]. В
частности, для селекционеров важны сведения о
распространении изолятов с геном ToxA в попу-
ляциях патогена, обитающих на территориях вы-
ращивания пшеницы, поскольку маркеры гена
восприимчивости Tsn1 используются для маркер-
ориентированной селекции [9–11].

Ген ToxA также представляет особый интерес
как чужеродный генетический элемент, попав-
ший в геном P. tritici-repentis путем горизонталь-

ного переноса от другого вида гемибиотрофного
патогена пшеницы – возбудителя септориоза
пшеницы Parastagonospora nodorum (Berk.) Quaedvl.,
Verkley & Crous [12]. Ранее нами было показано,
что с расширением ареала P. tritici-repentis с юга
(Краснодарский край, Дагестан, Южный Казах-
стан) на север (Северо-Западный регион России,
Челябинская и Омская области, Северный Казах-
стан) в популяциях P. tritici-repentis, обитающих
на мягкой пшенице, существенно снижается доля
изолятов, несущих ген ToxA [13–15].

Взаимодействие генов ToxA и ToxB и компле-
ментарных им генов восприимчивости Tsn1 и
Tsc2 в патосистеме Triticum aestivum – Pyrenophora
tritici-repentis происходит по типу ген-на-ген, но
“в зеркальном отражении” [1, 4]. Однако в наших
исследованиях мы столкнулись с многочислен-
ными фактами несоответствия генотипа изолята
патогена и ожидаемого фенотипического прояв-
ления реакции растения пшеницы на заражение
этим изолятом. Так, 61% изолятов из краснодар-
ской популяции 2017 г. имели ген ToxA (ToxA+),
но не индуцировали некроз листьев у восприим-
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чивых сортов пшеницы с доминантным аллелем
Tsn1 [13]. Отсутствие продукта гена ToxA у изоля-
тов, несущих этот ген, может быть связано с мута-
ционными повреждениями самого гена. Однако
ген ToxA отличается большой стабильностью и
его мутантные формы неизвестны в изолятах
P. tritici-repentis [12, 14, 16–18]. Другой причиной
может быть нарушение экспрессии гена на раз-
ных этапах реализации наследственной инфор-
мации. Известно, что первый этап экспрессии ге-
нов – транскрипция – регулируется белками, так
называемыми факторами транскрипции, кото-
рые в настоящее время активно изучаются у фи-
топатогенных грибов [19]. Недавно у P. tritici-re-
pentis был обнаружен ген PtrPf2, который является
ортологом гена PnPf2 ‒ регулятора экспрессии ге-
нов SnToxA и SnTox3 в изолятах Parastagonospora
nodorum. В опытах по инфильтрации восприим-
чивого сорта культуральными фильтратами му-
тантов P. tritici-repentis с делецией PtrPf2 было до-
казано, что ген PtrPf2 регулирует синтез Ptr ToxA
in vitro, т.е. является фактором транскрипции гена
ToxA [7].

Цель настоящего исследования – определить
“базовый” (видоспецифичный) уровень экспрес-
сии генов ToxA и PtrPf2 у изолятов P. tritici-repentis
из разных географических популяций и изучить
внутри- и межпопуляционный полиморфизм
уровня экспрессии этих генов in vitro.

Материалом исследования служили моноко-
нидиальные изоляты P. tritici-repentis ToxA+, ото-
бранные из казахстанской (Алматинская обл.) и
российской (Краснодарский край) популяций в
количестве 10 и 12, соответственно. Вирулент-
ность изолятов оценивали по их способности ин-
дуцировать некроз на листьях восприимчивого
сорта пшеницы Glenlea, имеющего ген воспри-
имчивости Tsn1, по 4-балльной шкале. Фитопато-
логический тест проводили в двух повторностях.

Для выделения РНК грибы выращивали на
среде V-4 [20] в течение семи суток. Выделение
РНК из грибных изолятов проводили с помощью
RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Нидерланды).
Матрицу кДНК синтезировали методом ОТ-ПЦР
на основе 1–2 мкг тотальной РНК с помощью на-
бора реактивов MMLV RT kit (Евроген, Россия).
Для оценки экспрессии генов ToxA и PtrPf2 in vitro
у изолятов P. tritici-repentis проводили количе-
ственную ПЦР с использованием праймеров и
протоколов амплификации, опубликованных ра-
нее [7]. Относительный уровень экспрессии гена
оценивали по соотношению количества мРНК
гена-мишени и референтного гена актина (Act1) и
рассчитывали по формуле R = 2–ΔΔCt [21]. Стати-
стическую обработку результатов проводили с

помощью программ Microsoft Office Excel 2007 и
STATISTICA 10.0. Для характеристики генетиче-
ского разнообразия использовали коэффициент
вариации V, который рассчитывали как отноше-
ние стандартного отклонения к среднему, выра-
женное в процентах. Связь между количествен-
ными признаками оценивали с использованием
линейного коэффициента корреляции Пирсона r.
Определение достоверности различий между по-
лученными данными проводили по t-критерию
Стьюдента. Различия считались достоверными
при уровне значимости p < 0.05.

В популяции казахстанских изолятов уровень
экспрессии гена ToxA варьировал в диапазоне
0.67–1.00, гена PtrPf2 0.92–1.23, при этом коэф-
фициент вариации (V) этих признаков составил 14 и
10% соответственно. Российские изоляты отлича-
лись более высокой гетерогенностью демонстриру-
емого уровня экспрессии обоих генов: уровень экс-
прессии ToxA оказался в диапазоне 0.34–1.18, гена
PtrPf2 0.32–0.81, а коэффициент вариации этих
показателей составил 32 и 23% соответственно.
Возможно, это объясняется условиями сбора рас-
тительного материала, а именно влиянием расте-
ния-хозяина. В Алматинской области листья пше-
ницы с симптомами желтой пятнистости были со-
браны с одного поля, засеянного генетически
однородным сортом, тогда как в Краснодарском
крае листья собирали с нескольких участков, на
которых выращивали сорта пшеницы разного ге-
нотипа.

В среднем значения уровня экспрессии гена
ToxA в казахстанской и российской популяциях
оказались практически равны: 0.78 ± 0.11 и 0.82 ±
± 0.02, тогда как уровень экспрессии PtrPf2 был
значительно выше в казахстанской популяции
(1.06 ± 0.03) по сравнению с российской (0.67 ± 0.01)
(рис. 1). У каждого из анализируемых 10 казахстан-
ских изолятов уровень экспрессии PtrPf2 оказался
выше, чем ToxA, тогда как у российских изолятов
наблюдалось противоположное соотношение: уро-
вень экспрессии PtrPf2 был ниже, чем ToxA. Для
российских изолятов обнаружена статистически
значимая корреляция значений уровня экспрес-
сии обоих генов (r = 0.96, p < 0.001), тогда как в
группе казахстанских изолятов такая взаимосвязь
не выявлена.

В двух фитопатологических тестах казахстан-
ские изоляты P. tritici-repentis характеризовались
более выраженным проявлением некроза на вос-
приимчивом сорте (средняя 2.7), чем российские
изоляты (средняя 1.9), что является фенотипиче-
ским проявлением экспрессии ToxA. Выраженная
значительная вирулентность казахстанских изоля-
тов, очевидно, связана с более высоким уровнем
экспрессии PtrPf2, которая, видимо, определяет
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фенотипическую экспрессию самого гена-эффек-
тора. Для проверки этого вывода необходимы до-
полнительные исследования in planta.

Данные о связи конститутивной (=in vitro) экс-
прессии ToxA в изолятах P. tritici-repentis с их спо-
собностью индуцировать некроз на восприимчи-
вых сортах, а также о механизмах регуляции экс-
прессии этого гена-эффектора крайне ограничены.
Известно, что изоляты P. tritici-repentis ToxA+ сек-
ретируют токсин Ptr ToxA in vitro [7, 22] и их куль-
туральный фильтрат индуцирует некроз на ли-
стьях сортов пшеницы, имеющих в геноме доми-
нантный аллель гена восприимчивости Tsn1 [23].
Показано, что на восприимчивом сорте экспрес-
сия “оригинального гена” ToxA у изолятов Parast-
agonospora nodorum была во много раз выше, чем
экспрессия этого же гена, имеющего природу
“чужеродной транслокации” у изолятов P. tritici-
repentis [6]. Эти факты свидетельствуют о том, что
чужеродный ген ToxA в P. tritici-repentis не может
экспрессироваться в процессе заражения расте-
ния столь же эффективно, как “свой” ген-эффек-
тор SnToxA в P. nodorum. Вопрос о влиянии экс-
прессии гена ToxA в изолятах P. tritici-repentis на
проявление некротических симптомов на расте-
нии затронут в работе, посвященной анализу
структуры гена ToxA и распространению в изоля-
тах гриба нового генетического элемента PtrHp1
[8]. Уровень экспрессии гена ToxA был определен
у трех европейских и двух австралийских изолятов
P. tritici-repentis: показано существенное различие
(в 400–1200 раз) между уровнями экспрессии ToxA
in vitro в изолятах разного происхождения. Этот
факт объясняется тем, что для сравнения с евро-

пейскими изолятами авторы взяли австралий-
ский штамм М-4 – продуцент токсина Ptr ToxA.
Слабое проявление некроза на восприимчивом
сорте при заражении европейскими изолятами
авторы связывают с низкой экспрессией ToxA [8],
однако влияние PtrPf2 на экспрессию гена-эф-
фектора в этой работе не рассматривали. В насто-
ящей работе разница уровня экспрессии ToxA
in vitro у казахстанских и российских изолятов
была не столь существенной – максимум в 3 раза,
а более значительная вирулентность казахстан-
ских изолятов по сравнению с российскими обу-
словлена, по предварительным данным, высокой
экспрессией гена фактора транскрипции PtrPf2.

Работа выполнена при поддержке гранта РФФИ
№ 18-04-00128_а.
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Differences among Pyrenophora tritici-repentis Isolates
in the Expression of ToxA and PtrPf2 Genes in Culture (in vitro)

N. V. Mironenkoa, *, A. S. Orinaa, and N. M. Kovalenkoa

aAll-Russian Research Institute of Plant Protection, St. Petersburg, Pushkin, 196608 Russia
*e-mail: nina2601mir@mail.ru

For the first time the relative expression of the ToxA effector gene and the PtrPf2 transcription factor gene
were used for characterization of P. tritici-repentis isolates from geographically distant populations in vitro. It
is shown that two groups of isolates from Kazakhstan (Almaty oblast) and from Russia (Krasnodar kray) differ
in terms of genetic diversity. The group of Russian isolates is characterized by a greater diversity in the expres-
sion of both genes than Kazakhstan isolates. A positive correlation between the expression levels of both genes
(r = 0.96, p < 0.001) for Russian isolates was found. Statistically significant differences between groups of iso-
lates in PtrPf2 gene expression (p = 0.002) were revealed. The higher virulence of Kazakhstan isolates com-
pared with the Russian, according to preliminary data, coincides with their high expression of the transcrip-
tion factor PtrPf2. A connection between the level of expression of the PtrPf2 gene in vitro and the ability of
isolates to induce necrosis on leaves of susceptible cultivar is assumed.

Keywords: Pyrenophora tritici-repentis, alien translocation, effector, ToxA, transcription factor, PtrPf2.
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