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Аскомицетный гриб Pyrenophora tritici-repentis является возбудителем желтой пятнистости ли-
стьев пшеницы. Среди некротрофных эффекторов, которые продуцирует гриб, наиболее изучен  
некроз-индуцирующий белковый токсин Ptr ToxА, кодируемый геном ToxА. Ранее нами были 
выявлены десять штаммов P. tritici-repentis из Казахстана и России с геном ToxA, амплифициро-
ванный фрагмент которого со специфичными для ToxА праймерами оказался большего разме-
ра, чем ожидалось. Секвенирование последовательности этого фрагмента у трех штаммов гри-
ба выявило присутствие инсерционного элемента PtrHp2 размером 170 пн, локализованного в 
экзоне 2 гена ToxА. Последовательность PtrHp2 включает три пары взаимно комплементарных 
участков длиной 16, 8 и 6 пн, формирующих вторичную структуру типа «шпильки». Установлена 
неспособность штаммов P. tritici-repentis, обладающих инсерцией в гене ToxA, вызывать некроз 
на листьях сорта Glenlea, дифференцирующего наличие Ptr ToxA в штаммах патогена, что сви-
детельствует о нарушении экспрессии мутантного гена ToxA. Тем не менее мутантный ген ToxA, 
содержащий PtrHp2, сохраняется в 45% конидиального потомства гриба. Гомологичные инсер-
ционному элементу PtrHp2 последовательности встречаются в некодирующих частях гена ToxB и 
его гомологов у штаммов P. tritici-repentis, а также в геномах грибов других видов, что свидетель-
ствует о его транспозонной природе.
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Pyrenophora tritici-repentis (Died.) Drechsler – 
аскомицетный гемибиотрофный фитопатогенный 
гриб, является возбудителем желтой пятнистости 
листьев пшеницы. Болезнь вызывает существен-
ные потери урожая пшеницы во всем мире, кото-
рые при благоприятных для патогена условиях мо-
гут составлять 18–49 % [1, 2].

Гриб P. tritici-repentis продуцирует три известных 
хозяин-специфичных некротрофных эффектора: 
Ptr ToxА, Ptr ToxB и Ptr ToxC, которые кодируются 
генами ToxА, ToxB и ToxC соответственно и инду-
цируют симптомы некроза или хлороза на сортах 
пшеницы с соответствующими генами восприим-
чивости Tsn1, Tsc2 и Tsc1 [3, 4].

Известно, что ген ToxА попал в геном гриба P. 
tritici-repentis путем горизонтального переноса от 
другого патогена, обитающего на листьях пше-
ницы, – Parastagonospora nodorum (Berk.) Quaedvl., 
Verkley & Crous [5]. Появление ToxA в геноме P. 
tritici-repentis считается одной из основных причин 

увеличения экономической значимости желтой 
пятнистости листьев пшеницы [6].

В штаммах Parastagonospora nodorum описано 15 
гаплотипов (Н1 – Н15) гена ToxА, отличающихся 
одиночными заменами в 25 нуклеотидных сайтах 
[7]. Эти гаплотипы кодируют различные изоформы 
белка, которые различаются по активности в отно-
шении растения, а также влияют на интенсивность 
спороношения гриба [4]. В то же время в штаммах 
Pyrenophora tritici-repentis ген ToxА отличается кон-
сервативностью [5, 8], обнаружены только три его 
гаплотипа (Н14 – Н16), которые в результате более 
тщательного анализа были отнесены к одному га-
плотипу ToxA1, согласно последней предложенной 
номенклатуре гаплотипов гена ToxA [9]. Второй га-
плотип гена ToxA обнаружен в японских изолятах 
P. tritici-repentis [10] и обозначен ToxA24 [9].

Гаплотипы ToxА различаются наличием му-
таций типа SNP, которые могут влиять на струк-
туру транслируемого белка. Другим механизмом 
изменчивости гена можно считать структурные 
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изменения в гене, обусловленные появлением ин-
серций или делеций. Поскольку ген ToxA кодиру-
ет один из основных известных факторов пато-
генности P. tritici-repentis, необходимо постоянное 
наблюдение за его изменениями, которые могут 
влиять на вирулентность гриба. Ранее нами были 
обнаружены отдельные штаммы P. tritici-repentis, 
у которых увеличен размер амплифицированного 
фрагмента со специфичными для последователь-
ности ToxA праймерами за счет предполагаемой 
инсерции [11].

Цель исследования – провести анализ структу-
ры мутантных генов ToxA у штаммов P. tritici-repen-
tis и оценить влияние предполагаемого инсерцион-
ного элемента на патогенные свойства гриба.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Коллекция штаммов

В качестве объектов исследования были выбра-
ны десять моноконидиальных штаммов P. tritici-re-
pentis, выделенных из листьев пшеницы с симпто-
мами желтой пятнистости и имеющих ген ToxA с 
предполагаемой инсерцией. Среди них пять штам-
мов были из северо-казахстанской популяции 2022 
г. (Каз22-С), один – из северо-казахстанской по-
пуляции 2020 года (Каз20-С) и четыре – из татар-
станской популяции 2022 года (Тат22) [12].

Экстракция ДНК, ПЦР и электрофорез

Культуры гриба выращивали на среде V4, раз-
работанной на основе смеси соков четырех ово-
щей, при 22 °С в течение 7–10 сут [13]. Выделе-
ние геномной ДНК из мицелия грибов проводили 
СТАВ-методом [14].

Для детекции гена ToxА амплифицировали 
ДНК каждого штамма с праймерами TA51F/TA52R 
(TA51F  5′-GCGTTCTATCCTCGTACTTC-3′; 
TA52R  5′-GCATTCTCCAATTTTCACG-3′) [15] с 
ожидаемым размером продукта 573 пн. Наличие 
специфичного фрагмента и его размер определя-
ли путем электрофореза продуктов амплификации 
в 1.7%-ном агарозном геле, окрашенном броми-
стым этидием. Продукты амплификации гена ToxA 
(около 800 пн), превышающие ожидаемый размер, 
элюировали из геля и очищали с помощью метода, ос-
нованного на сорбции ДНК на тонкодисперсной дву- 
окиси кремния [16].

Определение и анализ нуклеотидной 
последовательности ToxA

Определение нуклеотидной последовательно-
сти фрагмента гена ToxА трех штаммов P. tritici-re-
pentis Каз20-C-12, Каз22-C-А-53 и Каз22-C-A-64 

проводили методом Сэнгера в фирме Beagle 
(Санкт-Петербург, Россия). Процедуры вырав-
нивания и ручного редактирования нуклеотид-
ных последовательностей проводили с помощью 
программы Vector NTI Advance 10 (Thermo Fisher 
Scientific). Полученные нуклеотидные последова-
тельности были размещены в базе данных Gen-
Bank NCBI (OR072645–OR072647) и проверены 
на сходство с ранее депонированными с помощью 
инструмента BLAST. Визуализацию выравнивания 
полученных и референсных последовательностей 
проводили в программе Jalview 2.11.3.0 [17].

Вторичная структура инсерционного элемен-
та гена ToxA была рассчитана с использованием 
программы RNAstructure 6.0 [18], предсказываю-
щей структуру с максимальной свободной энер-
гией, и визуализирована с помощью программы 
StructureEditor 6.0.

Анализ патогенности анализируемых штаммов 

Расовую принадлежность десяти штаммов P. 
tritici-repentis, несущих ген ToxA с инсерционным 
элементом, определяли путем инокуляции пшени-
цы сорта Glenlea, линий 6B365 и 6B662, дифферен-
цирующих образование некротрофных эффекто-
ров Ptr ToxA, Ptr ToxВ и Ptr ToxС соответственно 
[19, 20]. Отрезки листьев от 5–10 растений каждого 
дифференциатора в возрасте семи дней помещали 
в кювету на поверхность фильтровальной бумаги, 
увлажненной 0.004%-ным раствором бензимида-
зола, и опрыскивали суспензией конидий каждого 
штамма P. tritici-repentis с концентрацией 3000–5000 
конидий/мл по 200–300 мкл суспензии на каждый 
образец. Кюветы инкубировали при температуре 
22 °C и освещенности 1500 Лм, фотопериод со-
ставлял 12 ч. Оценку вирулентности проводили на 
5–6-е сут по наличию или отсутствию некрозов и 
хлорозов на инокулированных листьях [13, 21].

Анализ митотической стабильности гена ToxA

Для штамма P. tritici-repentis Каз20-С-12, не-
сущего ToxA, при пересеве отдельных конидий 
с помощью стерильной иглы были получены 22 
моноконидиальных субклона. Выделение геном-
ной ДНК из мицелия и детекцию гена ToxA в ге-
номе субклонов проводили как описано выше. 
В качестве параллельного контроля проводи-
ли амплификацию гена CHS1, присутствующе-
го во всех штаммах P. tritici-repentis, с помощью 
праймеров CHS-79F и CHS-354R (CHS-79F 
5′-TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG-3′ и CHS-
354R 5′-TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG-3′) 
по протоколам авторов [15].
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Анализ нуклеотидной последовательности 
фрагмента гена ToxA

Продукты амплификации гена ToxA с разме-
ром более 800 пн у трех штаммов P. tritici-repentis 
(Каз20-С-12, Каз22-С-А-53 и Каз22-С-А-64)  
(рис. 1) были вырезаны из агарозного геля, очи-
щены и секвенированы. Полученные нуклеотид-
ные последовательности оказались идентичны. 
Их сравнение с референсными последователь-
ностями гена ToxA штаммов P. tritici-repentis AB42 
(MN062700), EW13061-2-1 (MH017415), EW4-4 
(MH017417), NZ1 (MH017419) и SN001C (MH017418) 
выявило области 100%-ного сходства на участках 
741–803 и 974–1468 пн. Между сходными участ-
ками гена анализируемых штаммов находится 
инсерционный элемент размером 170 пн (рис. 2). 
Также обнаружен мотив из восьми нуклеотидов 
CCGGTTAС, который расположен перед инсерци-
ей и идентичен последовательностям анализируе-
мых и референсных штаммов P. tritici-repentis, одна-
ко он также присутствует в конце инсерционного 
элемента PtrHp2. 

Внутри инсерционного элемента выявлены три 
пары взаимно комплементарных участков дли-
ной 16, 8 и 6 пн, которые формируют вторичную 

структуру инсерционного элемента в виде «шпиль-
ки» (рис. 3). 

Вирулентность штаммов P. tritici-repentis, 
несущих ген ToxA с инсерционным элементом

Анализ расовой принадлежности штаммов P. 
tritici-repentis с помощью инокуляции отрезков ли-
стьев пшеницы сортов-дифференциаторов выя-
вил среди анализируемых десяти штаммов гриба 
представителей двух рас, не образующих эффектор 
Ptr ToxA. Четыре штамма из Татарстана, а также 
Каз20-12 и Каз22-С-А-64 были отнесены к авиру-
лентной расе 4, еще четыре штамма из Казахстана, 
включая Каз22-С-А-53, – к расе 5, поражающей 
линию, дифференцирующую штаммы гриба с ге-
ном ToxB.

Митотическая стабильность  
гена ToxA с инсерционным элементом

Среди 22 моноконидиальных субклонов штам-
ма P. tritici-repentis Каз20-С-12, несущего ген ToxA 
с инсерционным элементом PtrHp2, у десяти суб-
клонов (45%) в результате ПЦР амплифицировал-
ся продукт ~800 пн, подтверждающий присутствие 
гена. У остальных субклонов продукт амплифи-
кации отсутствовал при наличии положительной 
реакции ПЦР со специфичными праймерами для 
гена CHS1.

>800 ï. í.

573 ï. í.

Ì 1 2 3 4 5 6 7 8

Рис. 1. Электрофорез продуктов амплификации 
фрагмента гена ToxA штаммов P. tritici-repentis со 
специфичными праймерами. М – маркер длин фраг-
ментов GeneRuler 100 bp; 1, 2 – негативный кон-
троль; 3 – штамм Каз20-С-12; 4 – Каз22-C-А-53, 7 
– Каз22-C-А-64, 5, 6 и 8 – штаммы P. tritici-repentis 
из популяции Каз22-С. 

Рис. 2. Выравнивание нуклеотидных последователь-
ностей фрагмента гена ToxA изученных и референс-
ных штаммов P. tritici-repentis. Красным выделен ин-
серционный элемент PtrHp2 размером 170 пн, чер-
ным выделен повторяющийся мотив из 8 пн. 

НОВЫЙ ИНСЕРЦИОННЫЙ ЭЛЕМЕНТ В ГЕНЕ ToxA
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ОБСУЖДЕНИЕ

Мониторинг расового состава популяций P. 
tritici-repentis и присутствия специфичных ге-
нов-эффекторов в геноме отдельных штаммов гри-
ба позволяет получать фундаментальные знания о 
микроэволюции популяций и молекулярно-гене-
тических аспектах взаимоотношений в системе 
растение-хозяин – патоген [22]. 

Ранее нами при анализе популяций P. tritici-re-
pentis были выявлены десять штаммов, у которых 
при проведении специфичной ПЦР гена ToxA по-
лучены продукты амплификации большего разме-
ра, чем ожидаемый [12]. Штаммы P. tritici-repentis 
с подобной аномалией гена ToxA были отмечены 
в популяции гриба из Казахстана, выделенной в 
2017 г. [11], а также другими исследователями для 
единичных штаммов P. tritici-repentis из России, Ка-
захстана [23], Дании, Германии и Новой Зеландии 
[24]. Данные находки представляют особый инте-
рес, поскольку свидетельствуют о наличии инсер-
ции в амплифицируемом фрагменте гена ToxA, ко-
торая может влиять на функциональность гена. 

В настоящем исследовании последовательно-
сти амплифицированных фрагментов гена ToxA у 
трех штаммов P. tritici-repentis из Казахстана ока-
зались идентичны и в сравнении с последователь-
ностью гена дикого типа включали инсерционный 
элемент длиной 170 пн, обозначенный PtrHp2, по 
аналогии с обнаруженным ранее в гене ToxA ин-
серционным элементом PtrHp1 [24]. Последова-
тельность PtrHp2 не имеет гомологии с элементом 
PtrHp1 длиной 165 пн [24]. Кроме того, PtrHp2 рас-
положен в районе экзона 2 гена ToxA, в отличие от 

PtrHp1, который находится в области 3’UTR ToxA 
экзона 3 [24]. Интересно, что сайты инсерций ока-
зались одинаковыми как для штаммов с элементом 
PtrHp1, так и для всех проанализированных нами 
штаммов с элементом PtrHp2, что свидетельству-
ет об уникальности событий инсерции в гене ToxA 
после его горизонтального переноса в геном P. trit-
ici-repentis. С другой стороны, оба элемента PtrHp1 
и PtrHp2 имеют сходство в наличии взаимно ком-
плементарных участков и вторичной структуре в 
виде «шпильки». Известно, что инсерции, обра-
зующие «шпильки», могут быть включены в меха-
низмы сайленсинга генов, в которых они находятся 
[25].

Поиск гомологичных инсерционному элемен-
ту PtrHp2 последовательностей выявил 100%-ный 
идентичный участок 170 пн в некодирующей об-
ласти гена ToxB (OP418007) штамма P. tritici-repen-
tis SС29-1 из Канады [10]. Также выявлена полная 
идентичность инсерционного элемента PtrHp2 и 
фрагментов в некодирующей области генов ToxB1 
(AY425480) и ToxB2 (AY425481) штамма P. tritici-re-
pentis DW7 из США [26]. Гены ToxB1 и ToxB2 явля-
ются гомологами мультикопийного гена ToxB, кон-
тролирующего продукцию хлороз-индуцирующе-
го белка-эффектора Ptr ToxB [26]. Локусы ToxB1, 
ToxB2 и ToxB3 имеют признаки укороченного ре-
тротранспозона, т. е. содержат инвертированные 
повторы длиной 36 пн, фланкированные прямыми 
повторами длиной 6 пн [26]. Выявленная гомоло-
гия всей последовательности инсерционного эле-
мента с участками генов ToxB1 и ToxB2 позволяет 
предполагать, что механизм возникновения данной 
инсерции связан с укороченными ретротранспозо-
нами, которые ассоциированы с локусами ToxB и 
могут стать причиной амплификации или делеции 
гена путем неравного кроссинговера с подобными 
последовательностями, расположенными в другом 
месте генома [26].

В геноме трех штаммов гриба Pyrenophora teres f. 
maculata из США, Новой Зеландии и Дании [27] на 
хромосоме 3 обнаружен фрагмент размером 159–
165 пн, имеющий 94–100% сходства с последова-
тельностью инсерционного элемента PtrHp2. Фак-
ты совпадения последовательности PtrHp2 в гене 
ToxA P. tritici-repentis с фрагментами генов у других 
видов грибов также свидетельствуют о его транспо-
зонной природе.

Показано, что в процессе горизонтального пе-
реноса ген ToxА находился внутри транспозона 
ToxhAT размером 14 тпн, который, в свою очередь, 
расположен на участке генома размером 140–250 
тпн, богатого транспозонами [28], а именно внутри 
транспозона “Starship”, имеющего размер 143 тпн 
[29]. Новый класс транспозабельных элементов, 
называемых Starships, относится к группе гигант-
ских мобильных элементов размером более 50 тпн, 
которые участвуют в горизонтальных переносах 
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Рис. 3. Вторичная структура инсерционного элемен-
та PtrHp2 в гене ToxA гриба P. tritici-repentis.
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генов и играют особую роль в эволюции грибов 
[30, 31].

Шесть анализированных штаммов P. tritici-re-
pentis, несущих ген ToxA с инсерционным элемен-
том PtrHp2, были отнесены к авирулентной расе 
4, которая не продуцирует ни один из известных 
эффекторов, и четыре штамма – к расе 5, которая 
продуцирует только Ptr ToxB. Данные результаты 
свидетельствуют о нарушении экспрессии гена 
ToxA в исследуемых штаммах гриба, что выража-
ется в отсутствии симптомов некроза на листьях 
пшеницы сорта Glenlea, восприимчивого к эффек-
тору Ptr ToxA. 

Анализ конидиального потомства анализируе-
мого штамма Каз20-С-12 с геном ToxA, содержа-
щим PtrHp2, показал, что более 55% конидий не 
имеют искомого гена. Ранее нами была продемон-
стрирована гетерокариотичная природа штаммов 
P. tritici-repentis с использованием в качестве марке-
ров генов-эффекторов ToxA и ToxB [32]. Поскольку 
исходный штамм Каз20-С-12, по всей видимости, 
является гетерокарионом, то ядра, несущие ген 
ToxA, имеют одинаковые шансы с ядрами, утратив-
шими этот ген, формировать новые конидии.

Таким образом, выявлены редкие события ин-
серции элемента PtrHp2, имеющего, по-видимому, 
транспозонную природу и способного формиро-
вать структуру шпильки с инвертированными по-
вторами в гене ToxA. Причем элемент PtrHp2, от-
крытый нами, локализован в кодирующей области 
ToxA и, по-видимому, нарушает работу гена, т. е. 
выполняет регуляторную или иную функцию. В то 
же время он не влияет на жизнеспособность изоля-
тов, его несущих, и сохраняется при бесполом раз-
множении. Для понимания возможной биологиче-
ской роли инсерционных элементов в гене ToxA P. 
tritici-repentis необходимо проведение дополнитель-
ных исследований.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с использованием в качестве объекта 
животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо ис-
следований с участием в качестве объекта людей.

Авторы заявляют, что у них нет конфликта 
интересов.
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Novel ToxA Insertion Element in Pyrenophora tritici-repentis
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Pyrenophora tritici-repentis is the causative agent of tan spot in wheat. Among the necrotrophic effectors 
produced by the fungus, the most studied is the necrosis-inducing protein toxin Ptr ToxA, encoded by 
the ToxA gene. Previously, we identified 10 strains of P. tritici-repentis from Kazakhstan and Russia, 
the amplified fragment of which with ToxA-specific primers turned out to be larger than expected. 
Sequencing of these fragments of three P. tritici-repentis strains revealed the presence of a 170 bp insertion 
element PtrHp2 located in exon 2 of the ToxA gene. The PtrHp2 sequence includes three pairs of mutually 
complementary regions of 16, 8 and 6 bp in length, forming a hairpin-type secondary structure. The 
inability of P. tritici-repentis strains possessing PtrHp2 in the ToxA gene to cause necrosis on the leaves 
of cv. Glenlea, which differentiates the presence of Ptr ToxA in the pathogen has been established. This 
fact indicates a violation of the expression of the mutant ToxA gene. However, the mutant ToxA gene with 
PtrHp2 is retained in 45% of the fungal mitotic progeny. The fragments homologous to the PtrHp2 are 
found in non-coding parts of ToxB gene and its homologues in P. tritici-repentis strains, as well as in the 
genomes of other fungi. This observation indicates the transposon nature of PtrHp2.

Keywords: tan spot, phytotoxin, necrotrophic effector, insertion element PtrHp2, gene ToxA.
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