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Исследования выполнены на растениях двойного мутанта резуховидки (Arabidopsis 
thaliana) parg1 exa1, характеризующегося смертью клеток по краю листовой пластин-
ки, активацией экспрессии генов иммунных рецепторов, генов PR-белков и генов ги-
перчувствительного ответа, что является признаком аутоиммунитета. В то же время, 
в  отличие от других мутантов c проявлением аутоиммунитета, мутант parg1 exa1 де-
монстрировал приобретение клетками листа плюрипотентности и способность к реге-
нерации нового края листа. В связи с необычным фенотипом в данной работе прове-
ден углубленный анализ транскриптома молодых листьев мутанта и растений дикого 
типа. У мутанта обнаружено повышение уровня экспрессии всех основных компонен-
тов иммунного ответа, включая гены Са2+-проводящих каналов, НАДФН-оксидаз,  
генов синтеза салициловой кислоты, жасмоновой кислоты и многие другие. Получен-
ные данные свидетельствуют о том, что гены PARG1 и EXA1, контролирующие 
уровень поли(АДФ-рибозилирования) и процесс нонсенс-опосредованной деграда-
ции РНК соответственно, являются важными регуляторами иммунного ответа. 
Их  функция необходима для предотвращения чрезмерной активации защитных  
систем в растениях.
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Cписок сокращений: 
CBL – calcineurine B-like proteins (кальцинев-

рин B-подобные белки);
CLM – calmodulin ( кальмодулин);
CML – calmoduline-like proteins (кальмоду-

лин-подобных белков);
EDS1 – enhanced disease susceptibility 1 (белок 

повышенной восприимчивости к болезням 1);
GLR – glutamate-receptor-like proteins (белки, 

подобный рецептору глутамата);
GO – gene ontology (генная онтология);
NLR – nucleotide binding and leucine rich-

repeat (нуклеотид-связывающий лейцин-богатый 
белок);

PAD4 – phytoalexin deficient 4 (дефицит фито-
алексинов 4);

PARP – poly(ADP-ribose) polymerase 
(поли(АДФ-рибоза)-полимераза); 

PRR – pattern-recognition receptors (рецепторы 
опознавания паттерна);

АФК – активные формы кислорода; 
ДТ – дикий тип;
ДЭГ – дифференциально экспрессирующие-

ся гены;
ЖК – жасмоновая кислота; 
ИО – иммунный ответ;
СК – салициловая кислота;
ТФ – транскрипционные факторы.
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Введение
Растения выработали разнообразные защит-

ные механизмы от биотических стрессовых воз-
действий. Для распознавания патогена и запуска 
защитного ответа растения используют иммунные 
рецепторы: мембранные рецепторы PRR (Pattern-
Recognition Receptors) и ядерно-цитоплазматиче-
ские нуклеотид-связывающие рецепторы NLR 
(Nucleotide binding and Leucine rich-Repeat). Ре-
цепторы PRR распознают консервативные моле-
кулярные паттерны патогенов и поврежденных 
растительных клеток, инициируя быстрый не-
специфический защитный ответ [1, 2]. Внутрикле-
точные рецепторы NLR распознают расоспеци-
фические эффекторы патогенов и активируются 
позже, чем PRR-рецепторы [3]. Составной частью 
специфического иммунного ответа (ИО), вызван-
ного активацией NLR, является клеточная смерть 
в области поражения, которая ограничивает рас-
пространение и вызывает гибель патогена. Этот 
локализованный «гиперчувствительный ответ» 
обеспечивает полную устойчивость к определен-
ным расам патогенов [4, 5].

Несмотря на различия во времени проявления 
и силе ИО, который запускается рецепторами 
PRR и NLR, начальные этапы ИО очень похожи. 
После связывания рецепторов с лигандами на-
блюдается увеличение в цитоплазме концентра-
ции Ca2+ и активных форм кислорода (АФК). Эти 
два быстрых ответа обусловлены активацией  
белков Ca2+-проницаемых каналов и НАДФН-
оксидаз соответственно, локализованных на 
внешней мембране клетки [6]. К каноническим 
Ca2+-каналам относятся CNGC – каналы, активи-
руемые циклическими нуклеотидами, GLR – ио-
нотропные глутаматные рецепторы, каналы ANN, 
образованные аннексинами, каналы MLO и неко-
торые другие [7, 8]. Быстрое, но временное откры-
тие канонических Са2+-проницаемых каналов на-
блюдается практически сразу после активации 
рецепторов PRR.

Неканонические Са2+-каналы обеспечивают 
вторую волну поступления Ca2+ в клетки. Эти ка-
налы создаются путем олигомеризации самих 
NLR-рецепторов. Это показано для NLR-ре-
цептора ZAR1 резуховидки, который образует 
пентамер, пронизывающий мембрану [9], а также 
для NLR-белков резуховидки NRG1 и ADR1 по-
сле получения ими информации от других рецеп-
торов NLR [10]. Результатом поступления Са2+ 
в  клетку является активация белков – сенсоров 
Са2+: кальмодулинов и кальмодулин-подобных 
белков, кальциневрин B-подобных белков (CBL, 
calcineurine B-like proteins) и протеинкиназ, взаи-
модействующих с CBL [11]. Cенсоры Са2+ способ-
ны активировать некоторые белки Ca2+-каналов, 
PRR- и NLR-рецепторы, транскрипционные фак-
торы (ТФ) и ферменты (например, некоторые ме-

такаспазы), а также другие белки, что приводит 
к усилению и дальнейшему развитию ИО [12, 13]. 

Ca2+-связывающие домены найдены и у белка 
RBOHD, который является основной субъедини-
цей комплекса НАДФН-оксидазы, продуцирую-
щего АФК [14]. Образующиеся АФК также могут 
влиять на состояние многих редокс-чувствитель-
ных белков: некоторых цистеин-богатых рецеп-
торных киназ CRK [15], протеинкиназ, передаю-
щих информацию о появлении АФК на другие 
белки-мишени [16], ТФ c редокс-зависимой ак-
тивностью [17, 18] и др. АФК могут влиять на вход 
Са2+ в цитозоль, активируя аннексины [19]. Акти-
вация двух быстрых ИО (поступление Са2+ и обра-
зование АФК), которая поддерживается механиз-
мом позитивной обратной связи, приводит 
к  существенному перепрограммированию генной 
экспрессии, необходимой для уничтожения пато-
генов [6].

Салициловая кислота (СК) и белки семейства 
EDS1 (Enhanced Disease Susceptibility 1) – цен-
тральные компоненты ИО, экспрессия которых 
зависит от содержания Ca2+ в цитозоле. Белки-
сенсоры Са2+ активируют кальмодулин-связыва-
ющий ТФ CBP60g, который вместе с ТФ SARD1 
повышает транскрипцию как генов синтеза СК, 
так и генов семейства EDS1 [20]. Сигнальные пути 
СК и белков семейства EDS1 действуют парал-
лельно и выполняют роль сигнальных промежу-
точных компонентов между распознаванием пато-
генов и осуществлением как неспецифического, 
так и специфического ИО.

Небольшое семейство EDS1-липазоподобных 
белков, специфичных для растений, кодируется 
генами EDS1, PAD4, SAG101, которые образуют 
комплексы EDS1–PAD4 и EDS1– SAG101. Бел-
ковый комплекс EDS1–PAD4, взаимодействуя 
с ТФ, может повышать транскрипцию генов ICS1 
и PBS3, контролирующих биосинтез СК [21, 22], 
что активирует сигнальный путь СК. Однако бел-
ки семейства EDS1 могут действовать независимо 
от пути СК. Гетеродимеры EDS1-SAG101 или 
EDS1-PAD4 могут активировать образование оли-
гомерных комплексов белками NLR (NRG1 или 
ADR1 соответственно), которые, взаимодействуя 
с мембранами, образуют новые неканонические 
Са2+ каналы [23].

Путь СК взаимодействует не только с Ca2+-сиг- 
налингом, но и с АФК-сигнальным путем. Сиг-
нальный путь СК активирует накопление АФК, 
влияя на транскрипцию генов RBOH НАДФН-
оксидаз. Кроме того, СК может индуцировать на-
копление H2O2, подавляя экспрессию каталаз и пе-
роксидаз [24]. Сигнальный путь СК активирует 
транскрипцию целого ряда генов, специфических 
именно для этого гормона: генов ТФ семейств 
WRKY, ZIP, NAC, генов рецепторов NLR и PRR, 
генов PR1, PR2 и PR5, кодирующих патогенез-ас-
социированные белки [25]. СК считается важным 
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компонентом, инициирующим клеточную смерть, 
хотя точные механизмы этого влияния пока не вы-
яснены [26]. Неотъемлемым компонентом клеточ-
ной смерти являются протеазы – метакаспазы, 
ферменты вакуолярного процессинга и цистеино-
вые протеазы [27]. Некоторые протеазы индуциру-
ются СК [28]. 

Другим важнейшим защитным гормоном яв-
ляется жасмоновая кислота (ЖК). В отличие от 
СК, защищающей растения от биотрофов, ЖК не-
обходима для защиты от некротрофов и насеко-
мых. Между сигнальными путями ЖК и СК суще-
ствуют сложные, чаcто антагонистические, 
взаимоотношения, что позволяет выбирать опти-
мальную линию защиты [29]. Среди мишеней есть 
группы генов, специфичные именно для ЖК: 
гены ответа на поранение, гены вторичного мета-
болизма, включая метаболизм глюкозинолатов 
и флавоноидов и пр. [25]. 

Среди мишеней ЖК и СК есть гены, которые 
активируются обоими гормонами или регулиру-
ются ими противоположным образом. Так, уро-
вень транскрипции многих генов рецепторов NLR 
и PRR повышался при воздействии СК, но сни-
жался при действии ЖК [25]. То же показано для 
генов PAD4, EDS1, SAG101, ICS1, CBP60G 
и SARD1, которые важны для накопления высоко-
го уровня СК [30, 25]. Таким образом, ЖК может 
ослаблять ИО, индуцированный СК, путем инги-
бирования накопления СК и подавления генов-
мишеней СК. Однако сигнальные пути могут дей-
ствовать и совместно [31]. 

Продукция АФК, защитных белков, пере-
стройка метаболизма и клеточная смерть приво-
дят к прекращению роста и развития растений. 
Поэтому, наряду с генами, активирующими за-
щитную реакцию на стрессовые воздействия, су-
ществуют негативные регуляторы ИО, поддержи-
вающие баланс между развитием и защитным 
ответом [32]. Мутации в негативных регуляторах 
ИО, как и мутации, вызывающие эктопическую 
экспрессию позитивных регуляторов ИО, приво-
дят к аутоиммунитету. Для аутоиммунных мутан-
тов характерны накопление СК и АФК, а также 
реакции гиперчувствительности в отсутствие па-
тогенов, существенное угнетение роста и даже ле-
тальность [32, 33]. 

В коллекции мутантов резуховидки кафедры 
генетики МГУ есть мутант tae, у которого обнару-
жены признаки проявления аутоиммунитета – 
смерть клеток листа, активация транскрипции ге-
нов иммунных рецепторов, генов PR-белков 
и  генов гиперчувствительного ответа [34]. Вместе 
с  тем, фенотип мутанта отличается от фенотипов 
ранее описанных аутоиммунных мутантов. У наше-
го мутанта более узкие листья, чем у дикого типа 
(ДТ). На поздних стадиях развития листа клетки 
реактивируют экспрессию генов плюрипотентно-
сти, образуют почки и лопасти [35], что никогда не 

наблюдалось у других аутоиммунных мутантов. Ге-
нетическое картирование с использованием секве-
нирования показало, что фенотип обусловлен од-
новременным присутствием двух мутаций parg1 
и exa1 в гомозиготном состоянии. 

Ген PARG1 кодирует гликогидролазу 
поли(АДФ-рибозы), которая синтезируется бел-
ками PARP (поли(АДФ-рибоза)-полимераза, 
poly(ADP-ribose) polymerase). Высокий уровень 
поли(АДФ-рибозы) растение может распознать 
как сигнал стресса [36–39]. Снижая уровень 
поли(АДФ-рибозы), ген PARG1 уменьшает стрес-
совый сигнал и способствует выживанию клеток в 
условиях генотоксического стресса [39]. Ген EXA1 
участвует в нонсенс-опосредованном распаде 
мРНК [40], ограничивает трансляцию мРНК им-
мунных рецепторов, взаимодействуя с фактором 
eIF4E инициации трансляции, подавляет клеточ-
ную смерть при атаке патогенов [40, 41].

Целью данной работы был детальный анализ 
экспрессии основных компонентов ИО для  
подтверждения проявления аутоиммунитета 
у  двойного мутанта. Мы осуществили поиск 
в  транскриптоме дополнительных групп генов, 
кодирующих иммунные рецепторы, генов, уча-
ствующих в Са2+-сигналинге и продукции АФК, 
генов, контролирующих синтез СК и ответ на 
этот стрессовый гормон, а также некоторых дру-
гих групп генов, играющих важную роль в ИО. 
Наши исследования подтвердили, что мутант 
проявляет мощный аутоиммунитет, что позволяет 
утверждать, что гены PARG1 и EXA1 являются 
важными негативными регуляторами ИО.

Материалы и методы
Использованы данные секвенирования РНК, 

выделенной из молодых листьев растений резухо-
видки (Arabidopsis thaliana) мутанта tae и экотипа 
Blanes (линия К-6, исходная для получения мутан-
та) из коллекции кафедры генетики МГУ. О мето-
дах выделения РНК (по четыре биологических по-
вторности для мутанта и ДТ), секвенирования на 
платформе Illumina NextSeq (Illumina, США) 
и  сборке транскриптома мы сообщали ранее [34]. 
Наборы данных, созданные в ходе исследования 
и использованные в данной работе, депонированы 
в NCBI SRA и доступны через BioProject  
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA926955).

Анализ дифференциальной экспрессии прово-
дили с помощью пакета DESeq2. Гены с более чем 
двукратным изменением экспрессии Log2FC (FC – 
fold change, отражает кратность изменения содер-
жания РНК в растениях мутанта по сравнению 
с диким типом) и p-значением с поправкой на FDR 
(Padj) менее 0,05 (Benjamini and Hochberg’s метод) 
были определены как дифференциально экспрес-
сирующиеся (ДЭГ). Список ДЭГ, содержащий 3551 
ген, использован в данной работе для анализа 
функционального обогащения с использованием 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra/PRJNA926955
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биоинформационного ресурса AgriGO v2.0 (http://
systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/), который соз-
дан специально для углубленного анализа транс-
криптомов растений [42].

Для визуализации результатов исследований 
использованы возможности ресурса SRplot 
(https://www.bioinformatics.com.cn/) и BioRender 
(https://app.biorender.com/illustrations/). 

Результаты
Анализ генов иммунных рецепторов. Ранее мы 

сообщали об активации у мутанта 92 генов рецеп-
торных белков, среди которых как гены мембран-
ных PRR-рецепторов (20 генов цистеиновых ре-
цептор-подобных киназ CLK и 16 генов 
рецептор-подобных белков RLP), так и 56 генов 
разнообразных рецепторов NLR [34]. Детальный 
анализ транскриптома, проведенный в данной ра-
боте, позволил дополнить список иммунных ре-
цепторов PRR, транскрипция которых повышена 
у мутанта (рис. 1; табл. 1 приложения). Это 25 ге-
нов рецепторных киназ с лектиновым доменом 
(LecRK), которые распознают различные углево-
ды и участвуют в защите от биотических и абиоти-
ческих стрессов [43, 44], 10 генов протеинкиназ 
(4  гена WAK и 6 генов WAKL), контролирующих 
растяжение клеток и ответ на стрессовые воздей-
ствия [45, 46], а также два гена рецепторов фито-
цитокинов PEPR1 и PEPR2, которые активируют-
ся небольшими пептидами растительного 
происхождения, появляющимися в клетках после 
их повреждения [47]. 

Выявлено также несколько активированных 
генов, кодирующих малоисследованные группы 
RLK-рецепторов: три гена пролин-богатых рецеп-
торных киназ PERK, два гена рецепторных киназ 
с двумя внеклеточными доменами (LRR и MAL), 
которые активируются олигосахаридами и рассма-
триваются как сенсоры целостности клеточных 

стенок [48, 49], и три гена LYK, кодирующие ре-
цептор-подобные киназы с лизиновыми мотива-
ми LysM, которые распознают хитин [50]. Обнару-
жены также два гена CCR, кодирующие рецепторы 
с повторами CRINKLY4, и один ген для малекти-
новых рецепторов MLR, лиганды для которых еще 
не найдены [51, 52]. Среди генов, транскрипция 
которых у мутанта снижена по сравнению с ДТ, 
выявлено только три гена иммунных PRR-
лектиновых рецепторов LecRK.

Анализ генов Ca2+-проводящих каналов и генов, 
кодирующих сенсоры Ca2+. Поскольку кальциевый 
сигналинг является первым быстрым ответом на 
активацию рецепторов, мы исследовали наличие 
генов Ca2+-каналов среди ДЭГ. Наиболее пред-
ставленными транспортерами Ca2+ оказались ре-
цепторы глутамата GLR (glutamate-receptor-like 
proteins), которые считают основными регулято-
рами баланса между защитным ответом и процес-
сами регенерации [53]. В листьях мутанта 8 генов 
GLR повышают уровень транскрипции (рис. 2А). 
Обнаружено повышение уровня транскрипции 
пяти генов MLO, кодирующих специфичные для 
растений белки Ca2+-проводящих каналов с се-
мью трансмембранными доменами [54].

Среди активированных у мутанта ДЭГ обнару-
жены также гены Ca2+-каналов, гомологи которых 
выполняют ту же функцию у животных. Это три 
гена, кодирующие Ca2+-каналы CNGC-класса, 
а также один ген аннексинов ANN1, экспрессия ко-
торого регулируется СК [55]. Обнаружена также ак-
тивация пяти генов ACA Ca2+-проводящих каналов 
(от Autoinhibited Ca2+-ATPases) и двух генов CAX 
(Ca2+ exchangers), кодирующих белки каналов, ло-
кализованных на мембранах вакуолей и способ-
ствующих снижению содержания Ca2+ в цитозоле 
для поддержания гомеостаза его уровня [56]. Среди 
репрессированных генов Ca2+-проводящих кана-
лов найден лишь один ген MLO13 (рис. 2А). 

Рис. 1. Иммунные мембранные рецепторы PRR, экспрессия которых повышена у мутанта parg1 exa1. Схематически показаны 
разные типы рецепторов и число кодирующих их генов, которые повышают (↑) или понижают (↓) свою экспрессию у мутанта 
parg1 exa1. Группы генов, выявленные нами ранее [34], отмечены звездочкой (*). Список выявленных в данной работе рецепто-
ров PRR и изменения уровня их экспрессии (log2FC) представлены в табл. 1 приложения. 

http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/
http://systemsbiology.cau.edu.cn/agriGOv2/
https://www.bioinformatics.com.cn/
https://app.biorender.com/illustrations/
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У мутанта повышается также транскрипция 
генов неканонических каналов Ca2+. Это гены, ко-
дирующие рецепторы NLR-класса CC-NB-LRR, 
которые способны олигомеризоваться и образовы-
вать Ca2+-проводящие поры [57]. О повышенной 
экспрессии таких генов ZAR1, ADR1 и  NRG1B 
(AT5G66910) мы сообщали ранее [34]. Повышен-
ный уровень (log2FC = 6,04, Padj = 0,00084) транс-
крипции гена NRG1C (AT5G66890) выявлен  
в данной работе. Результатом поступления Са2+ 
в  клетку является активация белковых молекул – 
сенсоров уровня кальция, среди которых гены 
CLM кальмодулина и  CML кальмодулин-подоб-
ных белков (11 генов), гены кальциневрин 
B-подобных белков CBL и  протеинкиназы, взаи-
модействующие с CBL (10 генов). Среди репресси-
рованных генов нам удалось найти лишь один 
ген – CIPK13 (рис. 2А).

Анализ генов, связанных с образованием АФК. 
Среди активированных ДЭГ у мутанта найдены 
два гена RBOHD и RBOHB НАДФН-оксидаз, спо-
собных образовывать АФК. О продукции АФК 
в клетках мутанта свидетельствует также повыше-
ние транскрипции 18 генов пероксидаз, 20 генов 
глутатионпероксидаз, одного гена каталазы CAT3 
и трех генов гермин-подобных белков GLP, кото-
рые могут осуществлять функции супероксид-
дисмутаз [58], и некоторых других (табл. 2 прило-
жения). У мутанта повышена экспрессия 
редокс-чувствительного гена OXI1, транскрипция 
которого регулируется Н2О2 [16]. Ген OXI1 коди-
рует серин-треониновую протеинкиназу, которая 
активирует ряд MAP-киназ и опосредованно вли-
яет на транскрипцию генов RBOHD и RBOHF 
НАДФН-оксидаз, гена ICS1 синтеза СК, гена 
PAD3 синтеза камалексина и гена FMO1 синтеза 

Рис. 2. ДЭГ, вовлеченные в сигнальный путь Ca2+-сигналинга (А) и салициловой кислоты (Б). Различия в уровне экспрессии ге-
нов у ДТ и мутанта представлены в виде тепловой карты, построенной на основе расчета величин Z-score (по четыре повторно-
сти для каждого генотипа) c использованием ресурса SRplo. Справа на рис. А стрелкой отмечены два гена, снижающие экспрес-
сию у мутанта.
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пипеколевой кислоты [59]. Транскрипция всех пе-
речисленных генов, играющих важнейшую роль 
в защите от патогенов, также повышена у мутанта.

Анализ генов, контролирующих сигнальные пути 
СК и EDS. Среди ДЭГ многие гены ассоциированы 
с ответом на СК. По результатам анализа с исполь-
зованием ресурса AgriGO у мутанта повышена экс-
прессия 67 генов категории GO:0009751 (ответ на 
СК). Анализ транскриптома мутанта обнаружил 
повышение экспрессии ключевых генов, активиру-
ющих транскрипцию генов синтеза СК. Это  
Са2+-регулируемый ген CBP60g и ген SARD1, кото-
рые осуществляют совместную регуляцию генов 
синтеза СК [20]. У мутанта повышена также экс-
прессия гена ТФ NAC3, который активирует транс-
крипцию гена ICS1 изохоризматсинтазы – ключе-
вого фермента биосинтеза СК, катализирующего 
превращение хоризмата в изохоризмат в пластидах. 
У мутанта повышена транскрипция еще двух клю-
чевых генов биосинтеза СК: гена EDS5, кодирую-
щего транспортный белок MATE, необходимый 
для транспортировки изохоризмата в цитозоль, 
а  также гена PBS3, превращающего изохоризмат 
в СК [60]. Повышена экспрессия гена ALD1 амино-
трансферазы, транскрипция которого активируется 
ТФ CBP60g и SARD1. Этот ген также важен для на-
копления в клетках высокого уровня СК [61].

Об активации сигнального пути СК у мутанта 
свидетельствует также повышение экспрессии 
многих генов ответа на СК. Среди них – гены 
PRR-рецепторов (WAK, WAKL, RLK-рецепторы) 
и рецепторов NLR (гены SNC и RPW8). Повыша-
ется экспрессия ряда генов ТФ семейств MYB, 
WRKY, AP2/ERF и NAC (рис. 2Б). Обнаружена 
активация гена RGL3, который кодирует негатив-
ный регулятор гиббереллинового пути с DELLA-
доменом. Этот ген известен как мишень сигналь-
ного пути ЖК и как активатор этого пути [62]. 
Среди мишеней СК мы обнаружили еще одну из-
вестную мишень СК – активированный ген RDR1 
РНК-зависимой РНК-полимеразы, участвующей 
в посттранскрипционном замолкании генов [63].

Среди генов, регулируемых СК, есть все пред-
ставители EDS1-семейства, которые работают как 
независимо от пути СК, так и вместе с ним. Это 
гены EDS1, PAD4 и SAG101 (рис. 2Б), которые 
поддерживают высокий уровень СК и активируют 
образование неканонических Ca2+-пор, вторую 
волну «кальциевой вспышки» и смерть клеток. 
В  то же время в списке генов, регулируемых СК, 
мы обнаружили негативный регулятор клеточной 
смерти – ген LSD1 – с повышенной экспрессией 
(рис. 2Б). Выполняя молекулярную функцию 
транскрипционного регулятора и каркасного бел-
ка, LSD1 снижает содержание СК и подавляет 
клеточную смерть [64]. Среди мишеней СК 
в транскриптоме мутанта обнаружен еще один не-
гативный регулятор ИО. Это ген EDR1, кодирую-
щий Raf-подобную протеинкиназу MAPKKK, ко-

торая может взаимодействовать с белками EDS1, 
препятствуя формированию ими функциональ-
ных комплексов [65]. 

Интересно, что СК активировала также два 
гена гидролаз DLO/S3H и DMR6, которые могут 
превращать СК в 2,3-дигидроксибензойную кис-
лоту (рис. 2Б) [66, 67]. 

Среди генов, регулируемых СК, есть гены PR-
белков: ген хитиназы PR1 (главный маркер акти-
вации сигнального пути СК) и его гомолог PRB1, 
а также ген KTI1, кодирующий ингибитор трипси-
на (рис. 2Б). Ранее мы сообщали и о повышении 
транскрипции ряда других PR-генов [34].

Анализ генов клеточной смерти (активирован-
ных СК и других). Мишенью сигнального пути СК 
является ген OM66, активирующий клеточную 
смерть. Ген OM66 кодирует белок, образующий 
мультимерный комплекс на внешней мембране 
митохондрий и играющий важную роль в смерти 
клеток и амплификации сигналинга СК [68]. Про-
теазы – финальный компонент клеточной смерти. 
Ранее мы сообщали об активации трех генов мета-
каспаз [34]. В данной работе обнаружена актива-
ция еще 5 генов цистеиновых протеаз, среди кото-
рых и гены протеаз AT3G22260, AT4G01610, 
которые активируются СК, и один ген, кодирую-
щий фермент вакуолярного процессинга (табл. 2 
приложения). О других генах – позитивных регу-
ляторах клеточной смерти, повышающих экспрес-
сию у мутанта, мы сообщали ранее [34]. 

Среди генов, активируемых СК, помимо по-
зитивных регуляторов клеточной смерти мы наш-
ли еще два негативных регулятора клеточной 
смерти. Это гены CAD1, NSL1 – кодирующие бел-
ки, напоминающие перфорины животных и явля-
ющиеся частью их иммунной системы. Молеку-
лярная функция этих белков у растений 
исследована не полностью. Имеющиеся данные 
свидетельствуют о том, что в клетках растений 
они подавляют ИО, зависимый от СК [69].

Обсуждение
Гены PARG1 и EXA1 – важные участники регу-

ляции ИО. Анализ транскриптома мутанта резухо-
видки выявил активацию всех основных групп ге-
нов ИО. В данной работе мы дополнили список 
рецепторов ИО представителями 8 разных типов 
PRR-рецепторов (рис. 1; табл. 1 приложения). 
О еще двух типах PRR (CRK и RLP) мы сообщали 
ранее [34]. С учетом ранее выявленных, у мутанта 
в  общей сложности повышена транскрипция 
138  генов иммунных рецепторов, из которых 
82  гена кодируют мембранные рецепторы PRR, 
а  56 генов – ядерно-цитоплазматические рецеп-
торы NLR. 

Выявлено повышение уровня транскрипции 
17 генов, кодирующих канонические Са2+-прово- 
дящие каналы четырех типов (GLR-type, MLO, 
CNGC, ANNAT1), которые повышают концен-
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трацию Са2+ в цитозоле в ответ на активацию ре-
цепторов PRR. Повышается также уровень транс-
крипции 6 генов, которые кодируют каналы ACA 
и  CAX, выводящие Са2+ из клетки в вакуоли 
(рис.  1А) и способствующие предотвращению 
смерти клеток. Выявлен более высокий уровень 
транскрипции у мутанта генов неканонических 
Са2+-каналов, которые образуются после актива-
ции рецепторов NLR и обуславливают вторую 
волну поступления Са2+ в клетки. Обнаруженные 
у мутанта 23 гена сенсоров Са2+ (рис. 2А) с повы-
шенным уровнем транскрипции могут активиро-
вать разнообразные белки, включая ТФ. Отметим, 
что у мутанта повышена экспрессия кальмодулин-
связывающего ТФ CBP60g, который вместе с ТФ 
SARD1 позитивно регулирует гены синтеза СК 
и  гены липазоподобных белков семейства EDS. 
Эти ТФ, как и регулируемые ими центральные 
сигнальные компоненты иммунного ответа, при-
водят к глобальному изменению спектра экспрес-
сирующихся генов, необходимых для активации 
защитных систем.

Наряду с генами Са2+-сигналинга выявлено 
повышение транскрипции генов, которые связа-
ны с образованием АФК (табл. 2 приложения). 
Активация Са2+-сигналинга и продукции АФК 
считаются самыми быстрыми ответами на атаку 
патогенов, которые необходимы для дальнейшей 
активации сенсоров кальция и белков, чувстви-
тельных к редокс-потенциалу. Результатом этих 
быстрых ответов являются так называемые «каль-
циевая вспышка» и «окислительный взрыв», спо-
собные вызвать гибель не только патогенов, но 
и  самих растительных клеток, что ограничивает 
возможность распространения инфекции на со-
седние клетки. 

Проявление большого числа активированных 
генов ИО является убедительным свидетельством 
проявления мощного аутоиммунитета у мутанта. 
В  общей сложности среди ДЭГ в листьях мутанта 
parg1 exa1 выявлено 2660 генов с увеличенным 
и 891 ген – со сниженным уровнем экспрессии по 
сравнению с ДТ [34]. В недавно опубликованной 
работе, проведенной на мутанте по гену IBM1 (ген 
гистоновой H3К9-деметилазы) с аутоиммунным 
фенотипом [70], в растениях дифференциально 
экспрессируются по сравнению с ДТ 1396 активи-
рованных и 498 репрессированных генов, изме-
нивших экспрессию более чем в два раза. Как 
и в нашем случае, основными группами активиро-
ванных генов были гены защитного ответа. Других 
исследований аутоиммунных мутантов с использо-
ванием метода секвенирования РНК и детальным 
анализом транскриптома мы не обнаружили. Од-
нако и этого сравнения достаточно, чтобы утверж-
дать, что мутации parg1 exa1 приводят к глобально-
му перепрограммированию генома, уровень 
которого сопоставим с таковым и даже превышает 
его при мутации в гене-эпигенетическом регулято-

ре. Полученные результаты указывают на новую 
и важную роль генов PARG1 и EXA1 в негативной 
регуляции ИО. Поскольку гены участвуют в кон-
троле уровня поли(АДФ-рибозилирования) белков 
(PARG1) и деградации аномальных вариантов РНК 
(EXA1), можно предположить, что активация за-
щитного ответа может быть результатом вызванно-
го мутациями накопления высокого уровня 
поли(АДФ-рибозы) и аномальных мРНК, которые 
могут быть токсичными для клеток.

Особенности ИО, вызванного мутациями parg1 
и  exa1. Проведенный ранее общий анализ транс-
криптомов мутанта и ДТ, а также изучение обога-
щения списков ДЭГ категориями Gene Ontology 
(GO), показал, что у мутанта среди активирован-
ных генов наблюдается перепредставленность кате-
гориями, связанными с ответом на самые разные 
стрессоры: бактерии, грибы, вирусы, насекомые, 
гипоксия, солевой стресс, окислительный стресс, 
недостаток влаги, жара и холод [34]. Отсутствие 
специфичности в проявлении защитного ответа 
подтверждается и обнаруженной в данной работе 
активацией у мутанта 10 типов рецепторов, кото-
рые связываются с разными лигандами.

На неспецифичность ответа указывает и од-
новременная активация у мутанта генов, контро-
лирующих синтез и сигнальный путь двух главных 
стрессовых гормонов. Это путь СК, который ана-
лизировался в данной работе, и путь ЖК, анализ 
которого проведен ранее [34]. Одновременная ак-
тивация конкурирующих сигнальных путей ЖК 
и  СК указывает на особенность ИО, вызванного 
одновременным присутствием в гомозиготе мута-
ций parg1 и exa1. 

Еще одной особенностью ИО, связанной 
с  мутациями parg1 и exa1, является присутствие 
в транскриптоме мутанта активированных генов – 
негативных регуляторов ИО, действующих на раз-
ных этапах развития иммунного ответа. Это 7 ге-
нов Ca2+-каналов, выкачивающих Ca2+ из 
цитозоля в вакуоли [56], и два гена кальмодулин-
подобных белков CML46 и CML47, которые,  
в отличие от других белков CLM и CML, не акти-
вируют, а подавляют [71] уровень экспрессии  
центрального кальмодулин-связывающего ТФ 
CBP60g, активирующего транскрипцию генов 
синтеза СК и генов семейства EDS1 [20]. Негатив-
ные регуляторы клеточной смерти – гены CAD1, 
NSL1, LSD1 – подавляют ИО, зависимый от СК 
[69, 64]. Ген EDR1 препятствует нормальной сбор-
ке комплекса белков семейства EDS1 [65], а гены 
гидролаз DLO/S3H и  DMR6 снижают уровень 
СК, превращая ее в  2,3-дигидроксибензойную 
кислоту [66, 67]. Таким образом, одновременно 
с  активацией генов, усиливающих ИО (гены ре-
цепторов ИО, гены сигнальных путей Ca2+, АФК, 

СК, ЖК, гены EDS и клеточной смерти), активи-
руется транскрипция генов, способных снизить 
уровень ИО. Можно предполагать, что уникаль-
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ная особенность фенотипа мутанта parg1 exa1 – 
его способность к регенерации – обусловлена ра-
ботой негативных регуляторов ИО.

Изучение аутоимунного двойного мутанта 
parg1 exa1 проведено впервые, хотя ранее прово-
дили исследования одиночных мутантов резухо-
видки parg1 или exa1. Было показано, что только 
после воздействия генотоксикантов или патогенов 
(или их эффекторов) одиночные мутанты прояв-
ляют выраженную клеточную смерть в ли-
стьях [40, 39]. Видимого усиления ИО в отсутствие 
стрессоров у одиночных мутантов parg1 не наблю-
далось  [37,  39]. Изучение транскриптома листьев 
мутанта parg1 и растений ДТ с помощью микрочи-
пов выявило только 128 ДЭГ, среди которых было 
10 генов рецепторов NLR с повышенной экспрес-
сией [72]. Транскриптом мутантов exa1 не иссле-
довался. В то же время, в растениях мутантов exa1 
обнаружен повышенный уровень экспрессии ге-
нов PR1 [40], PR1, PR2 [41] и PR5 [73], указываю-
щий на проявление аутоиммунитета. Кроме того, 
обнаружено накопление белка (но не мРНК) че-
тырех генов рецепторов NLR, что позволило пред-
положить, что белок EXA1, взаимодействуя с фак-
тором инициации трансляции eIF4E, может 
блокировать трансляцию NLR мРНК, предотвра-
щая аутоиммунитет [41]. 

Мутации parg1 и exa1, обнаруженные у мутан-
та tae, получены на кафедре генетики МГУ, и они 
отличаются по характеру генетических нарушений 
от ранее исследованных [34]. Тем не менее, расте-
ния, гомозиготные по одной из мутаций parg1 или 
exa1, не отличаются от ДТ. Фенотипические изме-
нения (суженный лист, клеточная смерть по краю 
листа, возврат клеток к плюрипотентному состоя-
нию и образование эктопических выростов) обна-
руживаются только у двойного мутанта, что ука-
зывает на синергистическое взаимодействие генов 

PARG1 и EXA1 в контроле ИО у растений ДТ. На 
каком уровне может осуществляться взаимодей-
ствие генов PARG1 и EXA1, пока не известно.

Заключение
Проведенный в данной работе анализ транс-

криптома показал, что растения двойного мутанта 
резуховидки parg1 exa1 проявляют мощный ауто-
иммунитет. Это выражается в активации транс-
крипции всех основных групп генов, участвующих 
в развитии иммунитета растений, включая гены 
мембранных и ядерно-цитоплазматических им-
мунных рецепторов, Са2+-проводящих каналов 
и  Са2+-сигналинга, гены, связанные с образова-
нием АФК, сигнальными путями стрессовых гор-
монов, клеточной смертью и пр. 

В отличие от других аутоиммунных мутантов, 
у  исследованного в данной работе мутанта отсут-
ствует специфичность в проявлении защитного от-
вета, о чем свидетельствует повышение транскрип-
ции 10 типов рецепторов, которые распознают 
разные лиганды, а также одновременная активация 
конкурирующих сигнальных путей ЖК и СК.

Таким образом, впервые установлено, что ген 
PARG1 (способствует выживанию клеток в усло-
виях генотоксического стресса, снижая уровень 
поли(АДФ-рибозы)) и ген EXA1 (участвует в нон-
сенс-опосредованном распаде мРНК) играют важ-
ную роль регуляторов иммунного ответа. Они 
ограничивают уровень ИО, независимо от причи-
ны, вызвавшей активацию иммунитета.

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского фонда фундаментальных исследо-
ваний (проект №19-04-00149_a). Исследования 
проводили без использования животных и без 
привлечения людей в качестве испытуемых. Авто-
ры заявляют об отсутствии конфликта интересов. 
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RESEARCH ARTICLE

PARG1 and EXA1 interacting genes are important regulators 
of autoimmunity in plants

E.V. Kupriyanova1, * , K.A. Manakhova2, T.A. Ezhova1 
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Studies were performed on the Arabidopsis double mutant plants parg1 exa1 characterized by cell 
death along the leaf margin, activation of expression of immune receptor genes, PR-genes and 
hypersensitive response genes, which is a sign of autoimmunity. At the same time, unlike other 
autoimmunity mutations, the parg1 exa1 mutant demonstrated the acquisition of pluripotency 
by leaf cells and the ability to regenerate new leaf margins. Because of the unusual phenotype, 
this study analyzed in depth the transcriptome of young leaves of mutant and wild-type plants. 
The mutant was found to have increased expression levels of all major components of the 
immune response, including genes for Ca2+ conducting channels, NADPH oxidases, salicylic 
acid synthesis genes, jasmonic acid, and many others. The findings suggest that PARG1 and 
EXA1 genes, which control the level of poly(ADP-ribosylation) and the process of nonsense-
mediated RNA degradation, respectively, are important regulators of the immune response. 
Their function is essential to prevent overactivation of defense systems in plants.

Keywords: Plant autoimmunity, transcriptome, immune receptors, salicylic acid, cell death, 
mutations
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