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PR-БЕЛКИ КАК МАРКЕРЫ УСТОЙЧИВОСТИ ОЗИМОЙ ПШЕНИЦЫ  
(TRITICUM AESTIVUM L.) К ЛИСТОВЫМ ПАТОГЕНАМ 

Аннотация. С использованием ПЦР-анализа в режиме реального времени изучена конститутивная экспрессия 
генов PR-белков, кодирующих тауматин-подобный белок (TLP), пероксидазу класса III (TaPero), хитиназу (Chitin), 
глюканазу (Glucan), ингибитор протеаз (PrInh), оксалатоксидазу (OxOxid) и липид-переносящий белок (Ltp) в кол-
лекционных сортах озимой пшеницы. Показано, что растения сортов с повышенной комплексной устойчивостью  
к листовым патогенам имеют более высокий конститутивный уровень экспрессии генов Chitin и PrInh (в особенно-
сти генов TLP, TaPero и Glucan) по сравнению с неустойчивыми сортами. Предлагается использовать конститутив-
ные уровни экспрессии генов TLP, TaPero и Glucan для отбора сортообразцов озимой пшеницы с повышенной устой-
чивостью к комплексу листовых болезней.
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Abstract. Using real-time PCR analysis, the constitutive expression of PR-protein genes encoding thaumatin-like protein 
(TLP), peroxidase III (TaPero), chitinase (Chitin), glucanase (Glucan), protease inhibitor (PrInh), oxalate oxidase (OxOxid) 
and lipid transfer protein (Ltp) was studied in collection varieties of winter wheat. It has been shown that plants of varieties 
with increased resistance to a complex of leaf pathogens have higher constitutive expression levels of Chitin and PrInh genes, 
and, to a greater extent, of TLP, TaPero and Glucan genes, compared with non-resistant varieties. It is proposed to use 
constitutive levels of expression of TLP, TaPero and Glucan genes for the selection of winter wheat varietal samples with 
increased resistance to the complex of leaf diseases.
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Введение. В климатических условиях Беларуси наиболее актуальными листовыми болезня-
ми озимой пшеницы являются мучнистая роса, септориоз листьев и снежная плесень. Известно, 
что в ответ на грибковую инфекцию в растениях увеличивается экспрессия генов, кодирующих 
связанные с патогенезом белки – pathogenesis-related proteins (PR-белки) [1]. К настоящему вре-
мени насчитывают 18 семейств PR-белков, различающихся по структуре и функциям [1]. Многие 
из них обнаружены в листьях озимой пшеницы и формируют ее устойчивость к патогенам.  
В частности, это тауматин-подобные белки [2, 3], пероксидаза класса III [4], хитиназы [5, 6], β-1,3 
глюканаза [5, 7], ингибиторы протеиназ [8], оксалатоксидаза или гермин [9], а также липид-пере-
носящий белок [10]. 

Показано, что устойчивость озимой пшеницы к мучнистой росе в значительной степени опре-
деляется экспрессией генов – тауматин-подобного белка [3], оксалатоксидазы [11] и пероксидазы 
класса III [12]. В пользу этого свидетельствуют также полученные нами данные, представленные 
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в работах [13, 14]. Устойчивость озимой пшеницы к септориозу, согласно литературным сведени-
ям, формируется PR-белками – хитиназой, глюканазой [6, 7] и ингибиторами протеиназ [15], что 
также согласуется с полученными нами результатами [14]. Установлено, что развитие снежной 
плесени в растениях озимой пшеницы подавляется с участием тауматин-подобного белка [2], 
хитиназы и β-1,3-глюканазы [2, 16]. 

Цель настоящей работы – сопоставительный анализ конститутивных уровней экспрессии ге-
нов PR-белков (TLP, TaPero, Chitin, Glucan, PrInh, OxOxid и Ltp) для выявления генотипов озимой 
пшеницы с повышенной устойчивостью к комплексу листовых болезней. 

Объекты и методы исследования. Объектом исследования были листья зеленых пророст-
ков озимой пшеницы (Triticum aestivum L.) коллекционных сортов (Элегия, Августина, Легенда, 
Короганка, Acratos, Cubus, Skagen, Мера, Лютесценс 1062), предоставленные РУП «НПЦ НАН 
Беларуси по земледелию». Проростки выращивали при температуре 22 °C в режиме 10 ч темно-
ты и 14 ч света, используя люминесцентные лампы Philips TL-D 36W/765, 130 мкМ·м–2·с–1. Для 
определения уровня экспрессии генов, кодирующих PR-белки, из листьев проростков озимой 
пшеницы выделяли общую РНК с помощью реагента TRItidy G™ (AppliChem, Германия) по про-
токолу фирмы. Для получения кДНК на матрице РНК использовали реакцию обратной транс-
крипции. Реакцию проводили по стандартному протоколу фирмы с помощью набора реагентов 
RevertAid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo scientifc, Литва). Расчет и дизайн 
праймеров для PR-белков проводили самостоятельно в программе Vector NTI, используя базу 
данных Nucleotide (NCBI). Праймеры для гена-нормализатора 18SrRNA (18S субъединицы рибо-
сомальной РНК) взяты из литературного источника [17]. Олигонуклеотидные праймеры (табл. 1) 
синтезировали в Институте биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. Условия ампли-
фикации для праймеров подбирали экспериментально (табл. 2).

Т а б л и ц а  1.  Нуклеотидная последовательность прямых (F) и обратных (R) праймеров  
и размер специфичных им продуктов амплификации

T a b l e  1. The nucleotide sequence of forward (F) and reverse (R) primers and the size  
of their specific amplification products

PR-белок Ген Последовательность 5ʹ-3ʹ Размер продукта, п. н.

Хитиназа Chitin F-TAAGACGGCGTTGTGGTTCT
R-GCCCACCGTTGATGATGTTG 152

β-1-3 глюканаза Glucan F-TGCTTCCATGTTTGCCGTTG
R-GTTGATGCCCTTGGACCTGT 151

Тауматин-подобный белок TLP F-GCACCCAGGACTTCTACGAC
R-GGGCAGAAGGTGATCTGGTA 190

Пероксидаза III TaPero F-CGTCTGTTTTGCTGTCTGGC
R-GAGGGCTACAACGGAGTCAC 170

Ингибитор протеаз PrInh F-GCTGAACCTGGTCAAGGCG
R-TGAGGATGACGCTGAGGTTG 170

Оксалаток-сидаза OxOxid F-CAGCGTCATCCTCAACCACT
R-CCCCTCTCGCACCACTAATC 156

Липид-переносящий белок Ltp F-AGATGGCTCGCACTGCAGC
R-CGATCAGTGGATCTTAGAGC 343

18S рибосом. РНК 18SrRNA F-ATGATAACTCGACGGATCGC
R-CTTGGATGTGGTAGCCGTTT 149

ПЦР проводили в режиме реального времени с использованием термоциклера С1000 Touch 
Thermal Cycler с оптическим реакционным модулем CFX96 (Bio-Rad, США). Реакционная смесь 
ПЦР содержала 5,0 мкл SsoAdvanced™ Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad, США), 10 пмоль 
праймеров, 0,7 мкл кДНК и воду, свободную от нуклеаз. Суммарный объeм ‒ 10 мкл. Реакцию 
проводили согласно протоколу: предварительная денатурация – при 98 °С 30 с; плавление – при 
98 °С 15 с; отжиг – при 55–65 °С (30–45 циклов). 
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Т а б л и ц а  2. Условия ПЦР с праймерами для генов PR-белков и гена-нормализатора 18SrRNA

T a b l e  2. Conditions for PCR with primers for PR proteins genes and the 18SrRNA normalizer gene

Ген Температура отжига праймеров, °C К-во циклов ПЦР Концентрация праймеров, пмоль

TLP 62,0 40 10 
TaPero 56,0 40 10 
Chitin 56,5 40 10 
Glucan 59,7 40 10 
PrInh 56,0 45 10 
OxOxid 57,0 45 10 
Ltp 61,0 40 20 
18SrRNA 55,0 30 5 

Уровни экспрессии генов PR-белков нормализовали по экспрессии гена-нормализатора 18SrRNA. 
В качестве стандарта (1,0) брали экспрессию генов PR-белков в проростках сорта Элегия.

В работе представлены данные не менее трех независимых опытов со статистической обра-
боткой результатов, заключавшейся в расчете среднего арифметического и стандартной ошибки 
среднего. 

Результаты и их обсуждение. В проростках коллекционных сортов озимой пшеницы с раз-
личной комплексной устойчивостью к патогенам и различной устойчивостью к отдельным ли-
стовым болезням проведен анализ конститутивных уровней экспрессии генов TLP, TaPero, Ltp, 
PrInh, OxOxid, Chitin и Glucan PR-белков. Проведенный анализ показал, что изученные сорта 
(табл. 3, 4) существенно различаются по конститутивным уровням экспрессии указанных выше 
генов. Так, у сортов Августина и Легенда, устойчивых к комплексу листовых болезней, наблю-
дался повышенный конститутивный уровень экспрессии одного из двух генов – либо гена PrInh, 
либо гена TLP (в 4 и 6 раз соответственно по сравнению со стандартом).

Т а б л и ц а  3. Устойчивость растений коллекционных сортов озимой пшеницы к патогенам

T a b l e  3. Resistance of plants of collection varieties of winter wheat to pathogens

Cорт Происхождение Устойчивость к патогенам

Элегия Беларусь Устойчива к комплексу листовых болезней
Августина Беларусь Устойчива к комплексу листовых болезней
Легенда Беларусь Устойчива к комплексу листовых болезней
Acratos Германия Необычно высокая устойчивость к комплексу листовых и колосовых 

болезней
Cubus Германия Необычно высокая устойчивость к комплексу листовых и колосовых 

болезней
Короганка Россия, Белгородская обл. Устойчива к бурой ржавчине и мучнистой росе
Skagen Германия Высокая устойчивость к мучнистой росе и желтой ржавчине
Мера Россия, г. Владимир По данным оригинатора, устойчива к листовой и стеблевой  

ржавчине (в условиях г. Владимира). В наших условиях выше  
среднего поражается мучнистой росой и септориозом листьев

Лютесценс 1062 Россия, г. Владимир По данным оригинатора, устойчива к листовой и стеблевой 
 ржавчине (в условиях г. Владимира). В наших условиях выше  
среднего поражается мучнистой росой и септориозом листьев

У проростков с необычно высокой устойчивостью к листовым и колосовым болезням, заре-
гистрирован повышенный конститутивный уровень экспрессии 4 генов – TLP, TaPero, Chitin  
и Glucan (сорт Acratos; в 176, 48, 6 и 41 раз соответственно), либо 3 генов – TLP, PrInh и Glucan 
(сорт Cubus; в 5, 4 и 18 раз соответственно) по сравнению со стандартом. Проростки сорта 
Короганка, устойчивого к мучнистой росе и бурой ржавчине, характеризовались высоким кон-
ститутивным уровнем экспрессии двух генов – TLP и TaPero (превышение над стандартом  
составило 39 и 10 раз соответственно). У сорта Skagen с высокой устойчивостью к мучнистой 
росе и желтой ржавчине выявлен также высокий конститутивный уровень экспрессии генов TLP 
и TaPero, превышающий стандарт в 31 и 16 раз соответственно.
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Т а б л и ц а 4. Конститутивные уровни экспрессии генов TLP, TaPero, Chitin, Glucan, PrInh, OxOxid и Ltp  
в 7-дневных проростках устойчивых (2–7) и неустойчивых (8, 9)  

к комплексу листовых болезней коллекционных сортов озимой пшеницы

T a b l e  4. Constitutive expression levels of TLP, TaPero, Chitin, Glucan, PrInh, OxOxid  
and Ltp genes in 7-day-old seedlings of collection varieties of winter wheat resistant (2–7)  

and not resistant (8, 9) to a complex of leaf diseases

№
п/п Сорт

Уровень экспрессии генов, отн. ед.

TLP TaPero Chitin Glucan PrInh OxOxid Ltp

1 Элегия 1,00 ± 0,24 1,00 ± 1,66 1,00 ± 0,14 1,00 ± 0,48 1,00 ± 0,46 1,00 ± 0,50 1,00 ± 0,04
2 Августина 1,66 ± 0,48 2,14 ± 2,08 1,77 ± 1,12 0,36 ± 0,00 3,64 ± 1,60 0,72 ± 0,25 1,72 ± 0,22
3 Легенда 6,16 ± 0,45 2,12 ± 0,31 1,23 ± 0,05 0,81 ± 0,33 2,23 ± 0,61 0,66 ± 0,27 2,63 ± 0,40
4 Короганка 38,88 ± 3,72 10,25 ± 1,06 3,39 ± 0,60 12,92 ± 1,54 3,41 ± 0,07 1,82 ± 0,14 2,04 ± 0,05
5 Acratos 176,3 ± 52,4 48,09 ± 1,76 5,57 ± 0,01 41,34 ± 1,73 1,43 ± 0,49 0,94 ± 0,56 0,61 ± 0,03
6 Cubus 4,98 ± 2,60 2,09 ± 0,00 2,41 ± 0,06 17,46 ± 2,48 4,33 ± 1,48 0,80 ± 0,04 0,29 ± 0,09
7 Skagen 30,58 ± 9,92 15,73 ± 0,23 4,59 ± 0,62 31,87 ± 1,40 3,37 ± 0,60 0,98 ± 0,00 0,27 ± 0,08
8 Мера 1,69 ± 0,35 1,36 ± 0,29 1,41 ± 0,47 0,35 ± 0,00 1,67 ± 0,46 0,25 ± 0,21 0,73 ± 0,18
9 Лютесценс 1062 2,32 ± 0,55 5,78 ± 1,80 2,54 ± 0,00 2,21 ± 0,93 2,30 ± 1,41 0,78 ± 0,37 0,67 ± 0,06

П р и м е ч а н и е. За 1,00 принят уровень экспрессии генов в проростках сорта Элегия.

Иная картина экспрессии генов PR-белков наблюдалась в проростках сортов Мера и Люте-
сценс 1062, которые в наших условиях выше среднего поражаются мучнистой росой и септорио-
зом листьев, т. е. эти сорта можно рассматривать как неустойчивые/менее устойчивые к ком-
плексу листовых болезней. Анализ показал, что конститутивные уровни экспрессии генов OxOxid, 
Ltp и Glucan в проростках сорта Мера оказались ниже стандарта, а конститутивные уровни дру-
гих генов (TLP, TaPero, PrInh и Chitin) превышали стандарт не более чем в 1,7 раза. У сорта 
Лютесценс 1062 конститутивные уровни экспрессии генов TLP, PrInh, Chitin и Glucan были вы-
ше стандарта в 2,2–2,5 раза, гена TaPero – в 6 раз, а генов OxOxid, Ltp – ниже стандарта (в 1,3  
и 1,5 раза соответственно).

Заключение. Полученные результаты указывают на то, что из 7 изученных генов важную 
роль в формировании комплексной устойчивости растений озимой пшеницы к листовым патоге-
нам играют гены TLP, TaPero, PrInh, Chitin и Glucan. Существенно повышенный конститутив-
ный уровень экспрессии хотя бы одного из этих генов может придавать растениям устойчивость 
к комплексу листовых патогенов (по крайней мере, к мучнистой росе, бурой и желтой ржавчине – 
данные по сортам Короганка, Skagen). Растения с очень высокими (в 17–176 раз выше контроля) 
конститутивными уровнями экспрессии хотя бы одного из генов (TLP, TaPero или Glucan) чрез-
вычайно устойчивы к листовым болезням. Предлагается использовать конститутивные уровни 
экспрессии генов TLP, TaPero и Glucan в селекционном процессе для отбора сортообразцов ози-
мой пшеницы с повышенной устойчивостью к комплексу листовых болезней. 
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