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ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ ИНГИБИТОРОВ ПРОТЕИНАЗ 
В РАСТЕНИЯХ ТОМАТОВ ПРИ ИНВАЗИИ ГАЛЛОВОЙ НЕМАТОДОЙ 

Meloidogyne incognita И МОДУЛЯЦИЯ ИХ АКТИВНОСТИ САЛИЦИЛОВОЙ 
И ЖАСМОНОВОЙ КИСЛОТАМИ
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Проведено исследование экспрессии генов ингибиторов сериновых (ISP) и цистеиновых протеиназ
(ICP) в корнях устойчивых и восприимчивых к галловой нематоде Meloidogyne incognita растений то-
матов при заражении и действии сигнальных молекул – салициловой (СК) и жасмоновой (ЖК)
кислот. Показано, что при заражении для устойчивых растений характерно усиленное накопление
транскриптов генов ингибиторов цистеиновых и сериновых протеиназ на этапах проникновения и
развития в корнях, тогда как у восприимчивых растений уровень транскрипции не меняется. Уста-
новлено значительное снижение нематодной инвазии в восприимчивых растениях при обработке
СК или ЖК по сравнению с растениями без обработки, что позволяет определить роль исследован-
ных ингибиторов протеиназ (ИП) в устойчивости, индуцированной сигнальными молекулами. Вы-
явлено, что увеличение экспрессии генов ИП сопровождается ингибированием репродуктивного
потенциала самок M. incognita, их размеров, а также снижением зараженности растений.
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Галловые нематоды рода Meloidogyne (Göeldi,
1892) относятся к числу наиболее опасных, высо-
коадаптированных, облигатных паразитов корне-
вой системы, которые поражают практически все
виды высших растений (Moens et al., 2009). Их
действие на растения складывается из механиче-
ского повреждения, химического воздействия и
использования клеточного содержимого в каче-
стве пищевых ресурсов. В процессе эволюции
галловые нематоды выработали узкоспециализи-
рованный и уникальный способ существования в
корнях растений-хозяев. Личинки внедряются в
корни, мигрируют к проводящей системе и инду-
цируют образование специализированных обла-
стей питания, так называемых гигантских клеток.
Гигантская клетка обеспечивает личинок пита-
нием, необходимым для завершения жизненного
цикла. Эти нематоды индуцируют образование
галлов на корнях растений, влияют на рост и фи-
зиологические параметры хозяина, что приводит
к снижению продуктивности растений. Как и все
паразитические нематоды, галловые нематоды
обладают специальным стилетом (копьем), кото-
рый позволяет проникать в растение и питаться.

Основные факторы воздействия галловых нема-
тод, изменяющих клеточную структуру и функ-
ции хозяина, – секреторные выделения пищевод-
ных желез, поверхности кутикулы и амфид, среди
которых присутствуют белки и другие биологиче-
ски активные молекулы (эффекторы). Механиче-
ское действие стилета обеспечивает точное и лока-
лизованное попадание эффекторов пищеводных
желез в клетки растений-хозяев. Исследования
функциональной роли эффекторов нематод под-
твердили их значение во множестве процессов,
происходящих в растении при инвазии нематода-
ми: миграции по тканям растений, создании и
поддержании питающих структур, а также в за-
щитном ответе, о чем сообщается в ряде работ
(Gheysen, Mitchum, 2011, 2019; Haegeman et al.,
2012; Rosso et al., 2012; Mitchum et al., 2013).

Значительную часть эффекторов составляют
протеазы (протеиназы) – протеолитические фер-
менты, расщепляющие внутренние пептидные
связи белков и пептидов. Ферментативный гид-
ролиз белков и пептидов (протеолиз) как особая
форма биологического контроля относится к
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числу наиболее важных процессов в жизнедея-
тельности организмов.

Наиболее распространенный и экономически
значимый вид среди галловых нематод – Meloido-
gyne incognita (Kofoid, White, 1919) Chitwood, 1949, –
модельный вид для изучения биологии и взаимоот-
ношений с растениями и процессов коадаптации в
системе растения–нематоды. Однако, несмотря на
огромные успехи, достигнутые за последние 10–
15 лет, в связи с развитием уникальных методов ис-
следований, включающих в себя методы конструк-
ции биологически активных рекомбинантных мо-
лекул ДНК, биоинформатики, геномики и т.д., вза-
имоотношения этих организмов с растениями все
еще остаются в большой степени “терра инкогни-
та”. Значительным достижением стала расшиф-
ровка генома M. incognita (Abad et al., 2008), кото-
рая предоставила огромный источник данных,
позволяющих лучше понять все факторы, связан-
ные с паразитизмом нематоды. Cтало известно,
что эта нематода обладает практически всеми ре-
презентативными классами протеиназ, описан-
ных в литературе. Проведенные исследования по-
казали, что деградом галловой нематоды M. incog-
nita состоит из 334 протеиназ, принадлежащих к
различным классам, что составляет 1.74% всех
белков, кодированных в геноме этой нематоды.
При этом 64 из идентифицированных протеиназ
содержат N-концевой пептидный сигнал, что
указывает на их участие в секреторной деятельно-
сти нематод (Bellafiore et al., 2008) и предполагает
их возможное влияние на растение-хозяина. Сре-
ди них известны две катепсиноподобные цистеи-
новые протеиназы (Neveu et al., 2003; Shingles,
2007), химотрипсиноподобные сериновые проте-
иназы (Rosso et al., 2012) и катепсин D – аспартат-
ная протеиназа (Fragoso et al., 2005). Некоторые
аспартатные протеаназы нематоды выделяют во
время паразитирования в апопласт растений (Vie-
ira et al., 2011).

Исследования экспрессии генов трех мажорных
протеиназ M. incognita – аспартатной (Mi-asp-1), се-
риновой (Mi-ser-1) и цистеиновой типа катепсина L
(Mi-cpl-1) – выявили значительные различия на всех
этапах развития нематод (от внедрения в корни ли-
чинок до репродуктивной стади), что указывало на
различные функции, которые они выполняют в
процессе развития (Antonino de Souza et al., 2013).

Функции протеиназ нематод при паразитиро-
вании на растениях были определены с помощью
метода избирательной инактивации экспрессии ге-
нов малыми интерферирующими РНК. Использо-
вание этого метода помогло установить, что протеи-
назы участвуют во многих аспектах морфогенеза и
физиологии клеток растений, в деградации защит-
ных белков растений (Vieira et al., 2011), а также в
специализированных физиологических процес-
сах нематод, таких как линька (Craig et al., 2007) и

эмбриогенез (Britton, Murray, 2002; Hashmi et al.,
2002). Применение метода РНК-интерференции
на растениях табака, инвазированных M. incognita,
в корнях которых были подавлены активности ге-
нов, кодирующих аспартатные (Mi-asp-1), сери-
новые (Mi-ser-1) и цистеиновые (Mi-cpl-1) проте-
азы, позволило получить данные о значении этих
протеиназ в развитии нематод в корнях растений.
Оказалось, что нокдаун генов вышеупомянутых
протеаз, которые были исключены из рациона
паразитирующих на них нематод, отражался на
размерах, размножении, жизнеспособности яиц и
вирулентности потомства (Antonino de Souza et al.,
2013) .

Ввиду важности этого класса ферментов, облада-
ющих широким спектром метаболических функций
во взаимодействиях паразит–хозяин, протеиназы
могут рассматриваться как важные мишени для со-
здания новых сельскохозяйственных культур с по-
вышенной устойчивостью к нематодам. Подавление
развития нематод в растениях с генами, экспресси-
рующими ингибиторы протеиназ, подтверждается
многими исследованиями (Atkinson et al., 2009,
2012; Dutta et al., 2015; Ali et al., 2017; и др.).

Возможно, результаты, полученные на расте-
ниях, содержащих гены ингибиторов протеиназ
или экспрессирующих дцРНК для определенных
протеиназ, не отражают природные ситуации в
инвазированных растениях, но показывают, что
одним из факторов защиты растений в ответ на
нематодную инвазиию могут быть ингибиторы,
способные подавить активность протеиназ. По-
видимому, подавление активности ферментов
белковыми ингибиторами – наиболее древний в
эволюционном отношении способ регуляции
протеолиза (Мосолов, 1983). Этот процесс кон-
тролируется каскадами сигнальной трансдукции,
которая связана с транскрипцией генов, кодиру-
ющих эти белки-ингибиторы (Koiwa et al., 1997).
Одна из причин экспрессии и накопления ингиби-
торов протеиназ (ИП) в клетках при заражении
различными фитопатогенами – активация сиг-
нального пути, опосредованного салициловой
(СК) или жасмоновой (ЖК) кислотами (Vlot et al.,
2009; Uehara et al., 2010). Данные, ранее полученные
на системах томаты–галловые нематоды, свиде-
тельствуют о влиянии СК или ЖК на устойчивость
растений, оказывая ингибирующее влияние на раз-
витие и плодовитость нематод (Зиновьева и др.,
2013; Vieira dos Santos et al., 2013).

Многочисленные исследования показали, что
локальная и системная аккумуляция ИП – компо-
нент защитного ответа, инициируемого поранени-
ем, при воздействии вредителей или патогенов
(Ryan, 1990; Birkenmeier, Ryan, 1998; Валуева, Мо-
солов, 2002). Обнаружено, что у томатов ингиби-
торы сериновых протеиназ I и II откладывались в
стенках клеток эндосперма и секреторных клет-
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ках корневого чехлика и секретировались в окру-
жающую среду. В связи с этим было сделано
предположение, что ИП могут защищать расту-
щую меристему корней от действия патогенных
микроорганизмов и других вредителей, в том чис-
ле и нематод, поражающих корневую систему
растений (Narváez-Vásquez et al., 1993). Сведения
о роли ИП в защитном ответе растений на инва-
зию фитопаразитическими нематодами и их роли
в развитии взаимоотношений в системе немато-
да–растения малочисленны, а данные противо-
речивы (Rashed et al., 2008; Turra et al., 2009; Реви-
на и др., 2012; Удалова и др., 2014). Отметим, что
среди генов, транскрипты которых накапливают-
ся в растениях томатов, инфицированных нема-
тодой Meloidogyne javanica, идентифицирован ген,
кодирующий ингибитор сериновой протеиназы,
относящийся к структурному суперсемейству ин-
гибитора Кунитца (SBTI), который участвует в
защите пасленовых от грибных инфекций (Lam-
bert et al., 1999).

Выбор ингибиторов связан с имеющимися в
литературе данными о мажорном присутствии се-
риновых и цистеиновых протеиназ в организме
галловой нематоды и наличии ингибиторов этих
протеиназ в корнях томатов (Turra et al., 2009;
Castagnone-Sereno, 2011; Kovács et al.,  2016).

Цель работы – провести сравнительный ана-
лиз экспрессии генов ингибиторов сериновых и
цистеиновых протеиназ в устойчивых и восприим-
чивых растениях томата при инвазии M. incognita и
экзогенном воздействии СК и ЖК, а также выяс-
нить значение этих ингибиторов в устойчивости
растений к нематодам, используя морфофизиологи-
ческие индикаторы состояния популяции нематод,
паразитирующих на корнях.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалом для исследования служили близ-

кородственные линии растений томата Lycopersicon
esculentum L. – гибрид F1 Шагане, устойчивый к за-
ражению галловой нематодой M. incognita, и воспри-
имчивый гибрид F1 Гамаюн. Семена растений были
поверхностно стерилизованы 1%-ным раствором
Ca(OCl)2. Растения выращивали в пластиковых
сосудах с пропаренной почвой в климатической
камере при 25°C (фотопериод L : D – 16 : 8). Ма-
териал был получен из инвазированных культи-
вируемых в теплице восприимчивых томатов. Из
галлов, образованных нематодами на корнях этих
растений, выделяли яйца, инкубировали в дистил-
лированной воде, после вылупления личинок про-
водили заражение суспензией нематод (3000 инва-
зионных личинок/растение). Подсчет численности
нематод в аликвотах проводился под световым
микроскопом. Заражение растений и их выращи-
вание проводили по стандартным методикам,
описанным ранее (Удалова, Зиновьева, 2016).

Для исследования действия сигнальных моле-
кул (СК и ЖК) на активность генов ИП исполь-
зовали растворы в концентрациях: СК 7 × 10–8М
и ЖК 5 × 10–8 М (Sigma, США). Семена растений
в течение 2 ч замачивали в растворах СК или ЖК
в указанных концентрациях, а затем двухнедель-
ную рассаду опрыскивали непосредственно перед
внесением инвазии (7 мл растворов на каждое
растение). Семена и растения контрольных вари-
антов обрабатывали дистиллированной водой.
Каждый вариант опыта (здоровые растения–кон-
троль; инвазированные без обработки препарата-
ми; инвазированные + ЖК; инвазированные + СК)
проводился в 10-кратной повторности.

Отбор проб для молекулярного анализа прово-
дился перед инвазией, а также на ключевых этапах
жизнедеятельности нематоды (на 1-е и 3-и сут –
массовое внедрение личинок в корни, на 5-е – фор-
мирование места питания (гигантских клеток) и на
20-е – активное питание и формирование поло-
возрелых особей). В этот же период анализирова-
ли и корни неинвазированных растений.

Уровень транскрипции генов ИП оценивали с
помощью полимеразной цепной реакции (ПЦР)
в режиме реального времени. Тотальную РНК
выделяли с помощью набора Extract RNA (Евро-
ген, Россия). Количество и качество тотальной
РНК определяли методом капиллярного электро-
фореза на системе Experion (Bio-Rad, США). То-
тальную РНК обрабатывали ДНКазой (1 е.а.)
(Синтол, Россия). Первую цепь кДНК синтези-
ровали с помощью обратной транскрипции и слу-
чайных гексапраймеров (Евроген, Россия). Реак-
цию ПЦР проводили по стандартному протоколу.
Эффективность ПЦР (98%) оценивали по стан-
дартной кривой. Относительный уровень экспрес-
сии генов вычисляли методом ΔΔCt. В качестве
контрольных образцов были выбраны кДНК, вы-
деленные из растений, не подвергнутых экзоген-
ному воздействию. В качестве референсного гена
использовали актин. Дизайн праймеров ДНК инги-
биторов сериновых протеиназ (ISP) и ингибиторов
цистеиновых протеиназ (ICP) определяли с помо-
щью программы Primer3 (http://primer3plus.com)
(табл. 1). Повторность в пределах одного опыта
шестикратная.

Устойчивость растений к нематодам оценива-
ли в каждом варианте по степени поражения кор-
ней (количество галлов на единицу корня) и мор-
фофизиологическим показателям паразитов
(размерам и плодовитости (число яиц в оотеке))
на 35-е сут после инвазии. Дополнительно оцени-
вали состояние инвазированных растений по
массе и высоте. Каждый вариант был проанали-
зирован в 10-кратной повторности.

Данные были обработаны статистическим ме-
тодом ANOVA, SAS Version 6.0 (Statsoft Statistica).
Данные о морфофизиологических показателях
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нематод и параметрах роста растений анализиро-
вали с помощью наименьшей существенной раз-
ницы (НСР) – теста Фишера (P ≤ 0.05). Тесты на
существенные различия в экспрессии генов у раз-
ных растений в каждый момент времени были
проведены с помощью тестов Дункана (P ≤ 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Экспрессия генов ингибиторов протеиназ в корнях
устойчивых и восприимчивых растений томатов в
прединвазионный период. Результаты исследования
показали, что устойчивые и восприимчивые расте-
ния в норме (без заражения) обладают активными
генами сериновых и цистеиновых ИП, экспрес-
сия которых находится на низком уровне (рис. 1).

Статистически значимой разницы в уровне
экспрессии генов ИП в корнях между устойчивы-
ми и восприимчивыми растениями не было обна-
ружено (рис. 1). Не различались межу собой и ак-
тивности генов сериновых и цистеиновых проте-
иназ – экспрессия генов была практически
одинаковой и в устойчивых, и восприимчивых
растениях (рис. 1).

Экзогенная обработка растений СК в предин-
вазионный период по-разному влияла на экс-
прессию генов ИП в корнях устойчивых и вос-
приимчивых растений. В устойчивых растениях

количество транскриптов не изменилось, в вос-
приимчивых произошло увеличение накопления
транскриптов гена ингибиторов сериновых про-
теиназ в 2 раза, но уровень автивности генов ин-
гибиторов цистеиновых протеиназ оставался на
уровне контрольных необработанных растений
(рис. 1).

ЖК-обработка влияла на экспрессию генов в
прединвазионный период – в устойчивом сорте
содержание транскриптов генов ингибиторов се-
риновых и цистеиновых протеиназ увеличилось
незначительно по сравнению с таковыми в необ-
работанных растениях (рис. 1). Восприимчивые
растения отреагировали на действие ЖК – коли-
чество транскриптов и сериновых, и цистеино-
вых ИП возросло по сравнению с таковыми в не-
обработанных растениях более чем в 2 раза.

Экспрессия генов ингибиторов протеиназ в кор-
нях устойчивых и восприимчивых растений тома-
тов после обработки СК или ЖК и инвазии галловой
нематодой M. incognita. Инвазия растений вызы-
вала повышение активности генов обоих ИП. В
устойчивых растениях достоверное увеличение
транскриптов по сравнению с неинвазированны-
ми растениями было отмечено уже на 3-и сут.
Уровень транскриптов изменялся в процессе
прохождения жизненного цикла, и максимальное
накопление транскриптов в тканях устойчивых

Таблица 1. Праймеры для проведения ПЦР в режиме реального времени

Гены
Нуклеотидная последовательность (5' … 3')

прямого праймера обратного праймера

ISP TCTTGGGTTCGGGATATG GGGACATCTTGAATAGGC
ICP GTGATGAGCCCAAGGCAAAT GCCAATCCAGAAGATGGACAA
Актин CGGTGTTATGGTAGGGATGGGTC CTCATCAGGAGAAACACGCAAC

Рис. 1. Экспрессия генов ингибитров сериновых протеиназ (ISP) и цистеиновых протеиназ (ICP) в корнях устойчивых
(а) и восприимчивых (б) растений томатов до заражения Meloidogyne incognita (1) и после обработки их СК (2) и ЖК (3).
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растений происходило в период питания нематод
к 20-м сут (рис. 2). Содержание транскриптов се-
риновых и цистеиновых ИП к этому периоду в
корнях инвазированных растений было соответ-
ствено в 3.5 и 3 раза выше, чем в неинвазирован-
ных в этот период.

Реакция восприимчивых растений на зараже-
ние нематодой была отличной от той, что наблю-
далась у устойчивых растений. Экспрессия генов
и цистеиновых и сериновых ИП при заражении
не изменялась: накопление транскриптов у зара-
женных растений было сопоставимо с таковым у
незараженных (рис. 2). Тенденция к повышению
экспрессии генов ингибиторов сериновых проте-
иназ была отмечена на 5-е сут после инвазии, од-
нако на 20-е сут заражения, к моменту активного
питания нематод, активность обоих исследован-
ных генов была снижена по сравнению с таковой
у незараженных растений (рис. 2).

При заражении устойчивых растений, обрабо-
танных СК, динамика накопления транскриптов ге-
нов в корнях была сходна с той, которая наблюда-
лась у зараженных растений без обработки (рис. 2).
При заражении восприимчивых растений, обрабо-
танных СК, наблюдался повышенный уровень
экспрессии обоих генов, который сохранялся
на протяжении всего развития нематод в кор-

нях (5-е–20-е сут). В этот период уровень тран-
скриптов был в 2 раза больше такового в неинва-
зированных растениях (рис. 2). Следует отметить,
что динамика и уровень накопления транскрип-
тов генов сопоставимы с таковыми у зараженных
устойчивых растений.

ЖК-обработка оказала заметное влияние на
экспрессию генов в корнях томатов при инвазии.
Накопление транскриптов генов и сериновых, и
цистеиновых ИП в устойчивых растениях было
существенно выше уже через сутки после инва-
зии, соответственно в 3.6 и 4.2 раза по сравнению
с таковым в необработанных растениях (рис. 2).
Повышенный уровень транскриптов наблюдался
до 5-х сут с последующим незначительным сни-
жением (рис. 2). К 20-м сут экспрессия обоих ге-
нов была сходна с таковой у необработанных рас-
тений.

При заражении восприимчивых растений, об-
работанных ЖК, гены ИП были высокоэкспрес-
сированы в период от 3-х до 20-х сут. В отличие от
зараженных устойчивых растений пик экспрес-
сии генов в восприимчивых растениях наблюдал-
ся на 5-е сут после инвазии (рис. 2).

Таким образом, представленные данные по
модуляции экспрессии генов ингибиторов сери-
новых и цистеиновых протеиназ на различных эта-

Рис. 2. Экспрессия генов  ингибиторов сериновых протеиназ (ISP)  и цистеиновых протеиназ (ICP) в корнях устойчи-
вых (а) и восприимчивых (б)  растений  томатов до заражения Meloidogyne incognita (1),   после заражения (2) и   после
заражения и   обработки  СК (3) или  ЖК (4). * – достоверные  различия (при Р ≤ 0.05)   в экспрессии  генов между
здоровыми и инвазированными растениями.
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пах развития нематод и при разных обработках, по-
видимому, свидетельствуют об изменении функци-
ональной активности самих ферментов, которые
могут уже непосредственно воздействовать на про-
теиназы паразита.

Морфофизиологические показатели галловых не-
матод из восприимчивых растений при обработке
СК и ЖК. Исследования растений, инвазированных
галловой нематодой, показали, что при обработке
СК или ЖК зараженность корней томатов, воспри-
имчивых к галловой нематоде, снижалась (число
галлов на корнях уменьшилось соответственно на
45.6 и 31.1%), при этом масса надземной части рас-
тений была заметно выше по сравнению с тако-
вой в необработанных растениях (табл. 2).

В обработанных растениях нематоды развива-
лись медленнее, о чем можно было судить по их
размерам: они были мельче, чем в растениях без
обработок – на 19% при обработке ЖК и на 11%
при СК-обработке. Снизилась и плодовитость
нематод: среднее число яиц в оотеках сократи-
лось при обработке СК или ЖК сответственно на
15 и 32%.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
ИП относятся к одной из групп семейства PR-

белков (Pathogenesis-Related Proteins), которые в
настоящее время рассматриваются как одна из
важнейших стратегий защиты растений от пато-
генов (Ali et al., 2018). Эти белки индуцируются в
растениях в ответ на воздействие патогенов в
определенных стрессовых условиях. Они были
классифицированы на несколько групп (от PR-1 до
PR-17) на основе их аминокислотных последова-
тельностей и биохимических функций. ИП отно-
сятся к группе PR-6 белков. В состав этой группы
входят ингибиторы всех известных типов протеиназ

(сериновых, цистеиновых, аспартатных и металло-
протеаз). Ранее проведенные исследования показа-
ли, что уровень транскриптов генов PR-6 и динами-
ка их активности при инвазии растений томатов или
картофеля соответственно галловой (M. incoignita) и
цистообразуюшей (Globodera rostochiensis) нема-
тодами в устойчивых к нематодам сортах различа-
лись. Возрастание активности этих генов в пери-
од развития и размножения нематод указывали на
возможную роль ферментов этой группы в каче-
стве одного из основных компонентов защиты
растений в ответ на инвазию (Lavrova et al., 2017а,
б; Seiml-Buchinger et al., 2019). Данные настояще-
го исследования свидетельствуют о возможном
участии в этом процессе двух классов ИП – сери-
новых и цистеиновых, а также о модуляции их ак-
тивности биогенными элиситорами – жасмоно-
вой и салициловой кислотами.

Полученные результаты показали, что, не-
смотря на присутствие активных генов ингибито-
ров сериновых и цистеиновых протеиназ в кор-
нях здоровых растений, в условиях заражения для
устойчивых растений характерно усиленное на-
копление транскриптов данных генов на этапах
проникновения и развития в корнях, тогда как у
восприимчивых растений отсутствуют значимые
изменения в активности данных генов. Выявлен-
ные различия в динамике экспрессии генов ИП со-
гласуются с ранее полученными нами данными по
экспрессии гена Mi-1.2, определяющего устойчи-
вость томатов к галловой нематоде, которая возрас-
тала в корнях устойчивых растений при заражении
галловой нематодой и не менялась у восприимчи-
вых растений (Лаврова и др., 2016, 2017б). Повы-
шенная экспрессия гена устойчивости Mi-1.2 на
ранних этапах паразитирования нематоды (период
проникновения личинок в корни, образование мест
питания – гигантских клеток) позволяет устойчи-

Таблица 2. Развитие восприимчивых растений томатов и морфофизиологические параметры галловой нематоды
Meloidogyne incognita при обработке салициловой кислотой (СК) и жасмоновой кислотой (ЖК)

Примечание. НСР – наименьшая существенная разница при Р ≤ 0.05; (± m) – стандартные отклонения от среднего значения
признака; n = 10; “–” – отсутствие данных в здоровых растениях.

Растения Масса надземных 
органов, г

Высота 
растений,

см

Число 
галлов/растение

Число яиц
в оотеке

Размер самок, 
мм2

Здоровые 59.3 ± 4.2 62.3 ± 12.5 – – –
Инвазированные 38.2 ± 5.3 58.8 ± 8.2 759 ± 68 158 ± 24 0.336 ± 0.021
СК-обработанные 135.7 ± 15.6 146.4 ± 22.4 – – –
СК-обработанные
инвазированные

103.6 ± 12.3 117.0 ± 13.5 413 ± 53 135 ± 26 0.30 ± 0.012

ЖК-обработанные 68.2 ± 9.2 73.6 ± 10.4 – – –
ЖК-обработанные
инвазированные

67.2 ± 8.7 70.4 ± 11,4 523 ± 45 108 ± 21 0.272 ± 0.019

НСР (P ≤ 0.05) 24.7 18.3 73 26 0.023
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вым растениям своевременно распознавать внед-
рение паразита и активировать защитный сиг-
нальный каскад реакций, результатом которого
является высокая экспрессия генов ИП, что ло-
кально ограничивает распространение паразита и
возможность его нормального развития. Отсут-
ствие изменений в активности генов ИП у воспри-
имчивых растений при инвазии свидетельствует об
отсутствии развития своевременного защитного от-
вета и, тем самым, о создании благоприятных
условий для развития нематоды.

Результаты исследований, проведенных ранее,
показали, что СК и ЖК – сигнальные молекулы,
влияющие на защитную систему при биотических
стрессах, включая фитопаразитических нематод
(Cooper et al., 2005; Halim et al., 2006; Bhattarai et al.,
2008; Molinary et al., 2008; Зиновьева и др., 2013; Fan
et al., 2015; Yang et al., 2018). Экзогенное примене-
ние этих соединений в значительной степени ре-
гулирует экспрессию многих защитных генов у
растений (Stintzi et al., 2001; Fujimoto et al., 2011;
Molinary et al., 2014).

Исследования, проведенные нами ранее, по-
казали, что экзогенные обработки СК и ЖК несу-
щественно влияют на характер и уровень экс-
прессии гена Mi-1.2 в корнях устойчивых расте-
ний томата (Лаврова и др., 2016; Seiml-Buchinger
et al., 2019). Результаты, полученные в настоящем
исследовании показали, что экзогенные обработки
СК или ЖК в прединвазионный период в применя-
емых концентрациях также несущественно влияют
на характер и уровень экспрессии генов ИП в кор-
нях устойчивых растений томата. Для них характер-
ны низкая активность генов в прединвазионный пе-
риод с последующим быстрым повышением уровня
экспрессии при заражении нематодой. Получен-
ный результат свидетельствует о том, что устой-
чивые растения в норме (без инвазии) практиче-
ски не реагируют на действие внешних факторов
на уровне транскриптома. Возможно, это связано
с тем, что действие СК или ЖК направлено на ин-
дуцирование защитных свойств хозяина, которые
у устойчивых растений уже достаточно активны.

Восприимчивые растения, как показывают ре-
зультаты, описанные выше, характеризуются очень
низкой активацией ИП при заражении. Однако они
могут обладать иммунным потенциалом, который
реализуется при определенных экзогенных обработ-
ках, таких, как СК или ЖК. Эти соединения вызы-
вают повышение уровня транскрипции генов ИП в
корнях восприимчивых растений в прединвази-
онный период и стимулируют повышение уровня
экспрессии при последующей инвазии галловой
нематодой. Особо следует подчеркнуть, что в це-
лом динамика активности генов в корнях обрабо-
танных восприимчивых растений при заражении
свидетельствует о сходстве с устойчивыми расте-
ниями, хотя пик транскрипции генов выражен в

меньшей степени по сравнению с генетически
устойчивыми растениями. Тем не менее в случае
заражения такие растения уже способны к меж-
клеточному распознаванию эффекторов личинок
нематод, передаче сигнала на геном и своевре-
менной активации защитных реакций. Влияние
СК и ЖК на транскрипционную активность ис-
следованных генов у восприимчивых растений
указывает также на роль этих молекул в развитии
индуцированной устойчивости томатов к зараже-
нию галловой нематодой. Обработка растений
ЖК оказывает более сильное влияние на экспрес-
сию генов ИП по сравнению с СК, поскольку ЖК
функционирует как мобильный сигнал для экс-
прессии ИП в отдаленных тканях растений (Зи-
новьева и др., 2013).

Проведенное исследование выявило значитель-
ное снижение нематодной инвазии у восприимчи-
вых растений, подвергнутых до инвазии действию
СК или ЖК, по сравнению с растениями без обра-
ботки, что указывает на повышение их иммунного
статуса и позволяет определить роль исследованных
PR-генов в устойчивости, индуцированной сиг-
нальными молекулами. Полученные данные по-
казали, что экспрессия генов ИП при действии
СК и ЖК сопровождается измененениями их ре-
продуктивного потенциала, размерами, а также
со степенью зараженности растений. Это вполне
соотносится с опубликованными ранее данными,
свидетельствующими о том, что нокдаун генов
этих протеиназ влияет на размножение нематод и на
вирулентность потомства (Antonino de Souza et al.,
2013). Кроме того, восприимчивые растения, зара-
женные M. incognita, характеризовались сокра-
щением биомассы. Паразитирование нематод
приводит к снижению поглощения воды и пита-
тельных веществ, что может привести к оттоку
углеводов к корням, поскольку это необходимо
для развития нематод и откладки яиц взрослыми
самками, а следовательно, к нарушению роста
растений (Amarasinghe, Dalugoda, 2009; Maleita et al.,
2012). Обработка восприичивых растений СК или
ЖК перед инвазией способствовала увеличению
их биомассы, что также свидетельствует о сниже-
нии патогенного эффекта, наносимых инвазией.

Экспрессия генов ИП на различных этапах
развития нематод в тканях устойчивых и прайми-
рованных СК или ЖК растений показала, что по-
вышение функциональной активности этих фер-
ментов связано в основном с седентарным пери-
одом развития (5-е–20-е сут), во время которого
происходит процесс питания и развития нематод до
половозрелой стадии и последующий процесс об-
разования и откладки яиц в оотеку. Целесообраз-
ность повышения активности ингибиторов серино-
вых и цистеиновых протеиназ в корнях растений как
защитной реакции в этот период, по-видимому,
связана с подавлением активности соответствую-
щих протеиназ самих нематод, выполняющих опре-
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деленные функции в процессах эмбриогенеза, пи-
тания и созревания яиц (Antonino de Souza et al.,
2013). Известно, что нематоды во время паразитиро-
вания выделяют некоторые протеиназы в апопласт
растений (Vieira et al., 2011), и этот факт указывает на
их активное участие в патогенезе. Поэтому вполне
понятно, что в процессе эволюции в ответ на ин-
вазию нематод растение начинает использовать
собственные ИП для нейтрализации протеиназ
фитопатогена.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Развитие галловых нематод в тканях растений
во многом определяется активностью ингибито-
ров протеиназ, обнаруженных в растениях на всех
стадиях развития паразита в корнях растений, и
свидетельствует о перспективности путей защиты
растений на их основе. Одним из механизмов повы-
шения устойчивости растений к нематодам может
быть модуляция активности ИП в растительных
тканях с помощью препаратов, приводящих к дли-
тельной индукции их активности, в частности, сиг-
нальными молекулами СК или ЖК. Экзогенная
обработка СК и ЖК играет роль прайминга для
восприимчивых растений, приводящего к моби-
лизации защитных функций растительного орга-
низма, в том числе к модуляции экспрессии генов
ИП, что позволяет регулировать устойчивость рас-
тений томата к заражению галловой нематодой. Эк-
зогенные обработки повышают транскрипцию
защитных генов в восприимчивых растениях,
обеспечивают подготовку организма к последу-
ющим стрессовым условиям и способствуют раз-
витию индуцированной устойчивости к фитопа-
разитической нематоде по механизмам, схожим с
генетической устойчивостью.

Учитывая множество протеаз, действующих на
различных фазах развития нематод, при создании
устойчивых к нематодам растений, экспрессиру-
ющих гены ИП, максимальный успех может быть
достигнут при использовании нескольких генов,
функциональные свойства которых связаны с по-
казателями жизнедеятельности паразита, таки-
ми, как питание, темпы развития и размножение.

Работа выполнена в рамках государственного
задания № 0109-2018-0066.
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Gene Expression of Protease Inhibitors in Tomato Plants with Invasion by Root-Knot 
Nematode Meloidogyne incognita and Modulation of Their Activity with Salicylic

and Jasmonic Acids
S. V. Zinovieva1, #, Zh. V. Udalova1, V. V. Seiml-Buchinger2, 3, and F. K. Khasanov1
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The study of the expression of genes inhibitors serine (ISP) and cysteine   proteinases (ICP) in the roots of to-
mato plants resistant and susceptible to the root-knot nematode Meloidogyne incognita during infection and
the action of signaling molecules - salicylic (SA) and jasmonic (JA) acids, was carried out. It was shown that,
upon infection, resistant plants are characterized by an increased accumulation of transcripts of the ICP and
ISP genes at the stages of penetration and development in the roots, while the level of transcription does not
change in susceptible plants. A significant decrease in nematode invasion in susceptible plants after treatment
with SA or JA was established, as compared with plants without treatment, which makes it possible to deter-
mine the role of the studied proteinase inhibitors in resistance induced by signaling molecules. It was revealed
that an increase in the expression of genes of proteinase inhibitors is accompanied by inhibition of the repro-
ductive potential of M. incognita females, their size, as well as a decrease in plant infection.
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