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Èíäóöèðîâàíèå óñòîé÷èâîñòè áèîãåííûìè ýëèñèòîðàìè èëè èõ àíàëîãàìè ïðèçíà-
åòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íàïðàâëåíèåì â ñîâðåìåííûõ òåõíîëîãèÿõ çàùèòû ðàñòåíèé îò áîëåç-
íåé. Ðàçëè÷íûå ýëèñèòîðû, âûäåëåííûå ê íàñòîÿùåìó âðåìåíè èç ôèòîïàòîãåíîâ èëè èç íå 
ïàòîãåííûõ äëÿ ðàñòåíèé ìèêðîîðãàíèçìîâ, ïðåäñòàâëåíû îëèãîñàõàðèäàìè, ãëèêîïðîòåèíà-
ìè, ëèïèäàìè, ïåïòèäàìè è áåëêàìè. Ïåðâûì áåëêîâûì ýëèñèòîðîì, íàøåäøèì ïðèìåíåíèå 
â ñåëüñêîì õîçÿéñòâå, áûë õàðïèí, âûäåëåííûé èç áàêòåðèè Erwinia amylovora, íà îñíîâå 
êîòîðîãî áûë ðàçðàáîòàí êîììåð÷åñêèé ïðåïàðàò Messenger® (ÑØÀ). Â ïðîâåäåííûõ íàìè 
ðàíåå èññëåäîâàíèÿõ èç êëåòîê øòàììà 197 Pseudomonas fluorescens áûë âûäåëåí áåëîê-
ýëèñèòîð MF3, ñïîñîáíûé èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê âèðóñíûì è ãðèáíûì ïà-
òîãåíàì. Ñòîëü øèðîêèé ñïåêòð äåéñòâèÿ ïðåäïîëàãàë ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçîâàíèÿ MF3 
â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíîãî ñðåäñòâà çàùèòû ñåëüñêîõîçÿéñòâåííûõ êóëüòóð îò áîëåçíåé. Áû-
ëà îïðåäåëåíà ïîëíàÿ àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü âûÿâëåííîãî áåëêà è ïîêàçàíà 
âûñîêàÿ ñòåïåíü åå ãîìîëîãèè ïåïòèäèë-ïðîëèë-öèñ/òðàíñ-èçîìåðàçàì FKBP-òèïà òîé æå 
áàêòåðèè, âñëåäñòâèå ÷åãî MF3 ïîëó÷èë íàçâàíèå Pf197_ÏÏÈ-àçà. Â îòëè÷èå îò ìíîãèõ áåë-
êîâûõ èíäóêòîðîâ óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ôèòîïàòîãåíàì Pf197_ÏÏÈ-àçà îáëàäàåò âûñî-
êîé òåðìîñòàáèëüíîñòüþ, ÷òî îáëåã÷àåò âûäåëåíèå è î÷èñòêó áåëêà èç êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ ñ 
ïîìîùüþ èõ êèïÿ÷åíèÿ. Àêòèâíûå öåíòðû áîëüøèíñòâà èçâåñòíûõ áåëêîâûõ èíäóêòîðîâ 
óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ïàòîãåíàì, êàê ïðàâèëî, ñâÿçàíû ñ íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûìè ó÷à-
ñòêàìè ïîëèïåïòèäíîé öåïè. Ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî àêòèâíûé öåíòð Pf197_ÏÏÈ-àçû, 
îòâåòñòâåííûé çà åå ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü, ìîæåò áûòü ëîêàëèçîâàí â 
îäíîé èç íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûõ àìèíîêèñëîòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ýòîãî áåëêà. 
Ðàñ÷åò òàêîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ïðè ïîìîùè áèîèíôîðìàöèîííîãî ðåñóðñà PROSITE 
ïîêàçàë, ÷òî îíà ñîäåðæèò ãèäðîëèçóåìûå òðèïñèíîì ñàéòû, îáðàçîâàííûå àìèíîêèñëîòà-
ìè àðãèíèíîì è ëèçèíîì. Ïðåïàðàòû Pf197_ÏÏÈ-àçû áûëè ïîëó÷åíû èç øòàììà Es-
cherichia coli BL21(DE3)+plMF3 — ñóïåðïðîäóöåíòà ÏÏÈ-àçû. Òðèïñèíîëèç Pf197_ÏÏÈ-
àçû ïðèâîäèë ê óòðàòå ñïîñîáíîñòè áåëêà èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê ïàòîãå-
íàì, ÷òî êîñâåííî ïîäòâåðäèëî ïðàâèëüíîñòü íàøåãî ïðåäïîëîæåíèÿ îá îòâåòñòâåííîñòè 
êîíñåðâàòèâíîãî ó÷àñòêà çà ýëèñèòîðíóþ àêòèâíîñòü áåëêà. Ïîñðåäñòâîì õèìè÷åñêîãî ñèí-
òåçà (Ïóùèíñêèé ôèëèàë Èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè) áûë ïîëó÷åí ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé êîíñåðâàòèâíîìó ó÷àñòêó îëèãîìåð, ñîñòîÿùèé èç 29 àìèíîêèñëîò (Pf_29àê). Äàëü-
íåéøèå ýêñïåðèìåíòû ïîêàçàëè, ÷òî ýêâèìîëÿðíûå êîíöåíòðàöèè Pf197_ÏÏÈ-àçû è îëèãî-
ïåïòèäà Pf_29àê â îäèíàêîâîé ñòåïåíè èíäóöèðóþò óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé òàáàêà Nicotiana 
tabacum L. ê âèðóñó òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ). Ýòî áûëî ïîäòâåðæäåíî â áèîòåñòå ïðè ïîä-
ñ÷åòå ðàçâèâøèõñÿ íåêðîçîâ íà ëèñòüÿõ ðàñòåíèé òàáàêà (Nicotiana tabacum L.) ñîðòà Xanthi 
(NN). Ëèñòüÿ îáðàáàòûâàëè èññëåäóåìûìè ïðåïàðàòàìè è ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó, èí-
êóáèðîâàëè 1 ñóò ïðè 22 Ñ, ïîñëå ÷åãî èíîêóëèðîâàëè âèðóñîì è âûäåðæèâàëè âî âëàæíîé 
êàìåðå 3-4 ñóò ïðè 22 Ñ. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëèëè ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî äëÿ 
èíäóöèðîâàíèÿ óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ÂÒÌ äîñòàòî÷íî îäíîãî êîíñåðâàòèâíîãî ó÷à-
ñòêà Pf197_ÏÏÈ-àçû. Äàëåå ïðåäïîëàãàåòñÿ îïðåäåëèòü ìèíèìàëüíûé ðàçìåð àêòèâíîãî öåí-
òðà, ñïîñîáíîãî ïðîÿâëÿòü ýëèñèòîðíûå ñâîéñòâà.  
      

Êëþ÷åâûå ñëîâà: èíäóöèðîâàííàÿ óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê ïàòîãåíàì, áåëêîâûå 
ýëèñèòîðû, âèðóñ òàáà÷íîé ìîçàèêè, ïåïòèäèë-ïðîëèë-öèñ/òðàíñ-èçîìåðàçû, êîíñåðâàòèâ-
íûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêîâ.  
 

Ðàçðàáîòêà ðàçëè÷íûõ òåõíîëîãèé ïðèìåíåíèÿ âåùåñòâ áèîëîãè÷å-
ñêîãî ïðîèñõîæäåíèÿ â ðàñòåíèåâîäñòâå ïðèçíàåòñÿ ïåðñïåêòèâíûì íà-
ïðàâëåíèåì ñîâðåìåííîé ñåëüñêîõîçÿéñòâåííîé íàóêè (1-3). Ïîäîáíûå 
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òåõíîëîãèè ïðèìåíÿþòñÿ è äëÿ çàùèòû ðàñòåíèé îò áîëåçíåé, âêëþ÷àÿ 
èñïîëüçîâàíèå áèîïåñòèöèäîâ è èíäóöèðîâàíèå óñòîé÷èâîñòè áèîãåííûìè 
ýëèñèòîðàìè (4-7). Â ðåçóëüòàòå ïîèñêà áèîëîãè÷åñêè àêòèâíûõ âåùåñòâ ñ 
ïîäîáíûìè ñâîéñòâàìè âûÿâëåíû ìèêðîáíûå áåëêè, ñïîñîáíûå âûçûâàòü ó 
ðàñòåíèé óñòîé÷èâîñòü ê ðàçëè÷íûì ïàòîãåíàì è âðåäèòåëÿì (8-11). Îäèí 
èç òàêèõ áåëêîâ, ïîëó÷èâøèé íàçâàíèå MF3 (microbial factor 3), áûë âûäå-
ëåí íàìè èç øòàììà Pf197 áàêòåðèè Pseudomonas fluorescens (12). Ïðîâå-
äåííûå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçàëè, ÷òî MF3 íå îêàçûâàåò ïðÿìîãî âëèÿíèÿ 
íà ôèòîïàòîãåíû, íî ìîæåò ïîâûøàòü óñòîé÷èâîñòü ðàçíûõ ðàñòåíèé ê 
ðÿäó âèðóñíûõ è ãðèáíûõ ïàòîãåíîâ, â ÷àñòíîñòè ñïîñîáñòâîâàòü ïîÿâëå-
íèþ ñèñòåìíîé óñòîé÷èâîñòè òàáàêà ê âèðóñó òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ). 
Ñòîëü øèðîêèé ñïåêòð äåéñòâèÿ ïðåäïîëàãàë ïåðñïåêòèâíîñòü èñïîëüçî-
âàíèÿ MF3 â êà÷åñòâå ïîòåíöèàëüíîãî ñðåäñòâà çàùèòû ñåëüñêîõîçÿéñò-
âåííûõ êóëüòóð îò áîëåçíåé. Îïðåäåëåíèå ïîëíîé àìèíîêèñëîòíîé ïîñëå-
äîâàòåëüíîñòè (13) ïîêàçàëî âûñîêóþ ñòåïåíü åå ãîìîëîãèè ó MF3 è ïåï-
òèäèë-ïðîëèë-öèñ/òðàíñ-èçîìåðàç FKBP-òèïà (ÏÏÈ-àçû) òîé æå áàêòå-
ðèè (14), â ñâÿçè ñ ÷åì MF3 ïîëó÷èë íàçâàíèå Pf197_ÏÏÈ-àçà.  Â îòëè÷èå 
îò äðóãèõ áåëêîâûõ èíäóêòîðîâ óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ïàòîãåíàì, íà-
ïðèìåð õàðïèíîâ (15), Pf197_ÏÏÈ-àçà îáëàäàåò îòíîñèòåëüíî íèçêîé ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññîé — 16,9 êÄà (13), à òàêæå âûñîêîé òåðìîñòàáèëüíîñòüþ, 
÷òî îáëåã÷àåò âûäåëåíèå è î÷èñòêó ýòîãî áåëêà èç êëåòî÷íûõ ëèçàòîâ. 
Âîçìîæíîñòü äåãðàäàöèè áåëêîâ â ïðèðîäíûõ óñëîâèÿõ ñîçäàåò îïðåäå-
ëåííûå îãðàíè÷åíèÿ äëÿ èõ èñïîëüçîâàíèÿ â êà÷åñòâå ñðåäñòâ çàùèòû ðàñ-
òåíèé. Îäíàêî äëÿ ìíîãèõ áåëêîâ, èíäóöèðóþùèõ óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé 
ê áîëåçíÿì, áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ýëèñèòîðíîé àêòèâíîñòüþ îáëàäàåò íå 
òîëüêî íàòèâíàÿ ìîëåêóëà áåëêà, íî è åå ôðàãìåíòû. Òàê, ïåïòèä flg22 
(íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûé ôðàãìåíò àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè 
áàêòåðèàëüíîãî ôëàãåëëèíà, ïðîÿâëÿþùåãî ýëèñèòîðíóþ àêòèâíîñòü), êàê 
è íàòèâíûé ôëàãåëëèí, ìîæåò èíäóöèðîâàòü ó àðàáèäîïñèñà îêèñëèòåëü-
íûé âçðûâ, ýêñïðåññèþ PR-áåëêîâ è ñèíòåç ýòèëåíà, à òàêæå ñòèìóëèðî-
âàòü îòëîæåíèå êàëëîçû â òêàíÿõ ðàñòåíèÿ (16). Èìåííî ýòîò ïåïòèä, ñî-
ñòîÿùèé èç 22 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, îòâå÷àåò çà ýëèñèòîðíûå ñâîéñò-
âà, ñâÿçûâàíèå è ðàñïîçíàâàíèå ôëàãåëëèíà ðàñòèòåëüíûìè êëåòêàìè (17). 
Èçâåñòíî òàêæå, ÷òî ðàñòåíèÿ àðàáèäîïñèñà ñïåöèôè÷íî ðàñïîçíàþò N-
êîíöåâîé äîìåí äðóãîãî ýëèñèòîðíîãî áåëêà — áàêòåðèàëüíîãî ôàêòîðà 
ýëîíãàöèè Tu (EF-Tu), ÷òî ïðèâîäèò ê àêòèâàöèè ñèñòåìû çàùèòíûõ îòâå-
òîâ ðàñòåíèÿ. Àíàëîãè÷íûé ýôôåêò ìîæåò áûòü äîñòèãíóò ïðè èñïîëüçî-
âàíèè â êà÷åñòâå èíäóêòîðà ïåïòèäà elf18, âõîäÿùåãî â ñîñòàâ óïîìÿíó-
òîãî ôàêòîðà ýëîíãàöèè è ñîñòîÿùåãî èç 18 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ 
(18). Áåëîê õîëîäîâîãî øîêà èç Micrococcus lysodeikticus ñëóæèò íåñïå-
öèôè÷åñêèì ýëèñèòîðîì çàùèòíûõ ðåàêöèé äëÿ ïðåäñòàâèòåëåé ñåìåé-
ñòâà Solanaceae. Çà ýëèñèòîðíóþ àêòèâíîñòü ýòîãî áåëêà îòâå÷àåò ïåï-
òèä csp15, ðàñïîëîæåííûé â çîíå êîíñåðâàòèâíîãî äîìåíà è âêëþ÷àþ-
ùèé 15 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ (19, 20).  

Ïðè èññëåäîâàíèè Pf197_ÏÏÈ-àçû íàìè âïåðâûå áûëî îáíàðóæå-
íî íîâîå ñâîéñòâî ó ïåïòèäèë-ïðîëèë-öèñ/òðàíñ-èçîìåðàç FKBP-òèïà, 
à èìåííî ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê ôèòîïàòî-
ãåíàì, â ÷àñòíîñòè ê âèðóñó òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ). Îäíàêî ìåõàíèçì 
ýòîãî ÿâëåíèÿ îñòàâàëñÿ íåèçâåñòíûì. Â ÷àñòíîñòè, îòñóòñòâîâàëè ñâåäå-
íèÿ î òîì, ñîäåðæèò ëè íàçâàííûé áåëîê àìèíîêèñëîòíóþ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòü, îáóñëîâëèâàþùóþ òàêóþ àêòèâíîñòü. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå íàìè 
âûÿâëåí ó÷àñòîê ïîëèïåïòèäíîé öåïè ÏÏÈ-àçû èç øòàììà 179 P. fluores-
cens, îòâå÷àþùèé çà ýëèñèòîðíûå ñâîéñòâà ýòîãî áåëêà, è ïîëó÷åíû ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûå ïîäòâåðæäåíèÿ åãî ðîëè â ïðîÿâëåíèè óñòîé÷èâîñòè 
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ðàñòåíèé òàáàêà ê ÂÒÌ.  
Öåëüþ ïðåäñòàâëÿåìîé ðàáîòû áûëî îïðåäåëåíèå ôðàãìåíòà ïîëè-

ïåïòèäíîé öåïè ÏÏÈ-àçû èç øòàììà 179 P. fluorescens, îòâå÷àþùåãî çà 
ñïîñîáíîñòü ýòîãî áåëêà èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ðàçëè÷íûõ ðàñòåíèé ê 
ôèòîïàòîãåíàì.  

Ìåòîäèêà. Ïðåïàðàòû Pf197_ÏÏÈ-àçû áûëè ïîëó÷åíû èç øòàììà 
Escherichia coli BL21(DE3)+plMF3 — ñóïåðïðîäóöåíòà ÏÏÈ-àçû, êîòîðûé 
âûðàùèâàëè íà ñðåäå YT (100 ìë) â êîëáàõ; íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä ïîñåâîì 
â ñðåäó äîáàâëÿëè àìïèöèëëèí äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 100 ìêã/ìë. 
Èíîêóëÿòîì ñëóæèëà ñòîê-êóëüòóðà øòàììà BL21(DE3)+plMF3, õðàíèâ-
øàÿñÿ ïðè 20 Ñ â 25 % ãëèöåðèíå. Êîëáû èíêóáèðîâàëè íà òåðìîñòàòèðóå-
ìîé êà÷àëêå Excella Å-25/25R («New Brunswick Scientific Co., Inc.», ÑØÀ) 
ïðè 250 îá/ìèí (ýêñöåíòðèñèòåò 5 ñì) è òåìïåðàòóðå 37 Ñ â òå÷åíèå 20-22 ÷. 
Ïîëó÷åííóþ êóëüòóðàëüíóþ æèäêîñòü öåíòðèôóãèðîâàëè 30 ìèí ïðè 
4000 g. Îñàæäåííûå êëåòêè ñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðå (50 ìÌ Òðèñ-HCl, 
0,15 Ì NaCl, 2 ìÌ EDTA, ðÍ 8,0), ñîäåðæàùåì ëèçîöèì (2 ìêã/ìë), è 
èíêóáèðîâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 37 Ñ. Êëåòî÷íóþ ñóñïåíçèþ îáðàáà-
òûâàëè óëüòðàçâóêîì (5 ðàç ïî 40 ñ) è ïîìåùàëè íà êèïÿùóþ âîäÿíóþ 
áàíþ (20 ìèí, 100 Ñ) ñ ïåðèîäè÷åñêèì ïåðåìåøèâàíèåì, ïîñëå ÷åãî áû-
ñòðî îõëàæäàëè íà ëüäó äî 0 Ñ è öåíòðèôóãèðîâàëè (4000 g, 30 ìèí).  

Ñóïåðíàòàíò, ñîäåðæàâøèé ïðèáëèçèòåëüíî 200 ìã Pf197_ÏÏÈ-àçû 
íà 1 ë êóëüòóðàëüíîé æèäêîñòè, ïîäâåðãàëè ïîñëåäîâàòåëüíîé óëüòðà-
ôèëüòðàöèè â ÿ÷åéêå Amicon 8050 («Millipore Corp.», ÑØÀ). Ñíà÷àëà ñó-
ïåðíàòàíò ðàçäåëÿëè ñ èñïîëüçîâàíèåì ñåëåêòèâíîé ìåìáðàíû MWCO 
100 kDa, à çàòåì ïåðìåàò ôèëüòðîâàëè ÷åðåç ìåìáðàíó MWCO 10 kDa. Â 
ïðîöåññå óëüòðàôèëüòðàöèè ïðîèñõîäèëî êîíöåíòðèðîâàíèå öåëåâîãî áåë-
êà è åãî îäíîâðåìåííîå îòäåëåíèå îò áîëåå âûñîêî- è íèçêîìîëåêóëÿðíûõ 
êîìïîíåíòîâ ñóïåðíàòàíòà.  

Îñâåòëåííûé êëåòî÷íûé ëèçàò íàíîñèëè íà êîëîíêó (25½50 ìì) ñ 
íàïîëíèòåëåì Chelating Sepharose (Ni2+) («Pharmacia», Øâåöèÿ), óðàâíî-
âåøåííóþ 50 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðîì (pH 7,5) ñ 0,25 Ì NaCl. Êîëîíêó 
òùàòåëüíî ïðîìûâàëè 50 ìÌ Òðèñ-HCl áóôåðîì (pH 7,5), ñîäåðæàâøèì 
1 Ì NaCl. Áåëîê ýëþèðîâàëè ëèíåéíûì ãðàäèåíòîì èìèäàçîëà. Ñêîðîñòü 
ïîòîêà ñîñòàâëÿëà 3 ìë/ìèí, îáúåì ãðàäèåíòà — 300 ìë. Ýëþàò (50-60 ìë) 
äèàëèçîâàëè ïðîòèâ 2 ë äèñòèëëèðîâàííîé âîäû ïðè 4 Ñ. Ïîñêîëüêó 
ÏÏÈ-àçà ïðè êèñëûõ çíà÷åíèÿõ pH âûïàäàåò â îñàäîê, âîäó ïîäùåëà÷è-
âàëè ðàñòâîðîì NaOH äî pH 7,0. ×èñòîòó ïîëó÷åííîãî ðàñòâîðà ÏÏÈ-àçû 
îöåíèâàëè ïðè ïîìîùè ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà ïî Ëýììëè (21). Äëÿ äëèòåëü-
íîãî õðàíåíèÿ Pf197_ÏÏÈ-àçó ëèîôèëèçèðîâàëè è õðàíèëè ïðè 20 Ñ â 
ãåðìåòè÷íî çàêóïîðåííûõ ïðîáèðêàõ. 

Äëÿ âûÿâëåíèÿ íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûõ ó÷àñòêîâ áûë âûïîëíåí 
àíàëèç óñòàíîâëåííîé ðàíåå àìèíîêèñëîòíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè áåëêà 
(12) ñ èñïîëüçîâàíèåì áèîèíôîðìàöèîííîãî ðåñóðñà PROSITE (22, 23).   

Äëÿ ïîäòâåðæäåíèÿ ðîëè îáíàðóæåííîãî êîíñåðâàòèâíîãî ó÷àñòêà 
â èíäóêöèè óñòîé÷èâîñòè Pf197_ÏÏÈ-àçó îáðàáàòûâàëè òðèïñèíîì, ïðåä-
âàðèòåëüíî äåíàòóðèðîâàâ ïðîãðåâàíèåì èñõîäíîãî ïðåïàðàòà â 50 ìM 
Òðèñ-HCl áóôåðå (pH 8,0), ñîäåðæàâøåì ìî÷åâèíó (8 M) è ìåðêàïòî-
ýòàíîë (4 ìM), â òå÷åíèå 15-20 ìèí ïðè 95 Ñ. Ïîñëå îõëàæäåíèÿ ðàñòâîð 
ðàçáàâëÿëè 50 ìM Òðèñ-HCl áóôåðîì ñ 1 ìM CaCl2 (pH 7,6) äî êîíå÷íîé 
êîíöåíòðàöèè ìî÷åâèíû 1 Ì. Ê äåíàòóðèðîâàííîìó áåëêó äîáàâëÿëè òðèï-
ñèí â ñîîòíîøåíèè 1:20 (ïî ìàññå) è èíêóáèðîâàëè ñìåñü ïðè 37 Ñ â òå÷å-
íèå 1 ÷, ïîñëå ÷åãî ôåðìåíòàòèâíóþ ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè, äîáàâëÿÿ ôå-
íèëìåòèëñóëüôîíèëôòîðèä äî êîíöåíòðàöèè 1 ìÌ. Ïîëíîòó ãèäðîëèçà êîí-
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òðîëèðîâàëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ ñ äîäåöèëñóëüôàòîì íàòðèÿ. 
Ñîñòîÿùèé èç 29 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ îëèãîïåïòèä, ñîîòâåò-

ñòâóþùèé ôðàãìåíòó îäíîé èç êîíñåðâàòèâíûõ îáëàñòåé Pf197_ÏÏÈ-àçû 
(äàëåå îáîçíà÷åí êàê Pf_29àê), áûë ñèíòåçèðîâàí ñîòðóäíèêàìè Ïóùèí-
ñêîãî ôèëèàëà Èíñòèòóòà áèîîðãàíè÷åñêîé õèìèè ÐÀÍ. 

Çàùèòíóþ àêòèâíîñòü îöåíèâàëè â áèîòåñòå íà ëèñòüÿõ òàáàêà 
(Nicotiana tabacum L.) ñîðòà Xanthi (NN), âûðàùåííûõ â êëèìàòè÷åñêîé 
êàìåðå ïðè 16-÷àñîâîì ñâåòîâîì äíå è òåìïåðàòóðå 24 Ñ äíåì è 20 Ñ íî-
÷üþ. Ó ðàñòåíèé, äîñòèãøèõ ñòàäèè 3-4 íàñòîÿùèõ ëèñòüåâ, îòäåëÿëè ëè-
ñòüÿ îäíîãî è òîãî æå ÿðóñà è îáðàáàòûâàëè èõ ïðåïàðàòàìè òåñòèðóåìûõ 
âåùåñòâ (ïî 5 ëèñòüåâ íà âàðèàíò). Ïðè ýòîì íà îäíó èç ïîëîâèíîê êàæäî-
ãî ëèñòà íàíîñèëè âîäíûå èëè áóôåðíûå ðàñòâîðû, ñîäåðæàâøèå ýêâèìî-
ëÿðíûå êîëè÷åñòâà Pf197_ÏÏÈ-àçû, ñìåñè òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ, ïîëó-
÷åííûõ ïîñëå åå ãèäðîëèçà, èëè ñèíòåçèðîâàííîãî îëèãîïåïòèäíîãî ôðàã-
ìåíòà Pf_29àê. Âòîðûå (êîíòðîëüíûå) ïîëîâèíêè òåõ æå ëèñòüåâ îáðàáà-
òûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé èëè ñîîòâåòñòâóþùèìè áóôåðíûìè ðàñ-
òâîðàìè, âêëþ÷àþùèìè âñå èñïîëüçîâàííûå äëÿ îáðàáîòîê ñîñåäíèõ ïî-
ëîâèíîê êîìïîíåíòû, êðîìå àíàëèçèðóåìîãî áåëêà è ïåïòèäîâ. Òàê, â 
îïûòàõ ñ òðèïòè÷åñêèìè ïåïòèäàìè íà êîíòðîëüíûå ïîëîâèíêè íàíîñèëè 
áóôåð äëÿ ïðîòåîëèçà (ñì. âûøå) ñ èíàêòèâèðîâàííûì òðèïñèíîì, à ïðè 
àíàëèçå àêòèâíîñòè Pf_29àê — 0,1 % âîäíûé ðàñòâîð áû÷üåãî ñûâîðîòî÷-
íîãî àëüáóìèíà (ÁÑÀ), êîòîðûé èñïîëüçîâàëñÿ äëÿ ðàñòâîðåíèÿ òåñòèðóå-
ìîãî îëèãîïåïòèäà. Ïðè ïðîâåðêå èíôåêöèîííîñòè ïðåïàðàòà ÂÒÌ äî-
ïîëíèòåëüíûì êîíòðîëåì ñëóæèëè ëèñòüÿ, íà îáå ïîëîâèíêè êîòîðûõ ïå-
ðåä çàðàæåíèåì íàíîñèëè äèñòèëëèðîâàííóþ âîäó. Îáðàáîòàííûå ëèñòüÿ 
ïîìåùàëè âî âëàæíóþ êàìåðó, èíêóáèðîâàëè 1 ñóò ïðè 22 Ñ, à çàòåì 
èíîêóëèðîâàëè ÂÒÌ, èñïîëüçóÿ ñîê ðàñòåíèé òàáàêà, ïðåäâàðèòåëüíî èí-
ôèöèðîâàííûõ âèðóñîì, êîòîðûé ðàçáàâëÿëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé 
òàê, ÷òîáû ïðè íàíåñåíèè 60 ìêë ñîêà íà êîíòðîëüíûõ ïîëîâèíêàõ îáðà-
çîâûâàëîñü îò 100 äî 200 íåêðîçîâ (â ñîê, ñîäåðæàùèé ÂÒÌ, äîáàâëÿëè 
êàðáîðóíä). Èíîêóëèðîâàííûå ëèñòüÿ âûäåðæèâàëè âî âëàæíîé êàìåðå 
3-4 ñóò ïðè 22 Ñ, ïîñëå ÷åãî ïîäñ÷èòûâàëè ÷èñëî ðàçâèâøèõñÿ íåêðîçîâ. 
Îïûòû ïî îöåíêå çàùèòíîé àêòèâíîñòè êàæäîãî èç àíàëèçèðóåìûõ ïðå-
ïàðàòîâ ïîâòîðÿëè íå ìåíåå 3 ðàç. 

 Ñòàòèñòè÷åñêóþ îáðàáîòêó ïîëó÷åííûõ äàííûõ ïðîâîäèëè ñ èñ-
ïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû STATISTICA 6.0 («SoftStat, Inc.», ÑØÀ). Îïðå-
äåëÿëè ñðåäíåå ñòàíäàðòíîå îòêëîíåíèå è ñòàíäàðòíóþ îøèáêó ñðåäíåãî 
àðèôìåòè÷åñêîãî. Ðàçëè÷èÿ ìåæäó âàðèàíòàìè, ñîãëàñíî t-òåñòó, âåçäå, ãäå 
ýòî íå îãîâîðåíî ñïåöèàëüíî, äîñòîâåðíû ïðè ð  0,05.  

Ðåçóëüòàòû. Ïîñêîëüêó çàùèòíûé ýôôåêò Pf197_ÏÏÈ-àçû ïðî-
ÿâëÿëñÿ ïðè îáðàáîòêå ôèëîãåíåòè÷åñêè îòäàëåííûõ ðàñòåíèé ïðîòèâ ôè-
ëîãåíåòè÷åñêè íåðîäñòâåííûõ ïàòîãåíîâ (12), èíäóöèðóåìàÿ ýòèì áåëêîì 
óñòîé÷èâîñòü íîñèò íåñïåöèôè÷åñêèé õàðàêòåð, à ñàì áåëîê, âîçìîæíî, 
âûçûâàåò àêòèâàöèþ çàùèòíûõ îòâåòîâ, îáùèõ äëÿ ðàçëè÷íûõ âèäîâ ðàñ-
òåíèé (24). Èçâåñòíî, ÷òî òèïè÷íûìè èíäóêòîðàìè òàêèõ îòâåòîâ ñëóæàò 
ýëèñèòîðû ÌÀÌÐ/PAMP-òèïà (Microbial Associated Molecular Pattern/Path-
ogen Associated Molecular Pattern) (25, 26), ïðåäñòàâëÿþùèå ñîáîé ìåòàáî-
ëèòû ìèêðîîðãàíèçìîâ, â òîì ÷èñëå áåëêè, íåîáõîäèìûå èì äëÿ æèçíå-
äåÿòåëüíîñòè è ïîýòîìó âñåãäà ïðèñóòñòâóþùèå â èõ ñîñòàâå. Ïðè ýòîì 
ñàéòàìè ðàñïîçíàâàíèÿ â ïðîöåññå âçàèìîäåéñòâèÿ ñ ðàñòåíèÿìè îáû÷íî 
îêàçûâàþòñÿ íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûå ó÷àñòêè ýëèñèòîðíûõ ìîëåêóë, íà-
ïðèìåð òàêèå ïåïòèäíûå ôðàãìåíòû, êàê óïîìÿíóòûå âûøå flg22, elf18 è 
csp15 (9, 27). Èñõîäÿ èç ýòîãî, ìû ïðåäïîëîæèëè, ÷òî Pf197_ÏÏÈ-àçà òàêæå 



ìîæåò ñîäåðæàòü ïåïòèäíûé ôðàãìåíò, ñ êîòîðûì ñâÿçàíà åå àêòèâíîñòü 
ïðîòèâ ôèòîïàòîãåíîâ, â ÷àñòíîñòè ïðîòèâ ÂÒÌ, ïðè÷åì âåñüìà âåðîÿòíî, 
÷òî òàêîé ôðàãìåíò áóäåò ëîêàëèçîâàí â êîíñåðâàòèâíîé çîíå ìîëåêóëû.    

Â ðåçóëüòàòå ïîèñêà ãåíîâ, ãîìîëîãè÷íûõ ãåíó, êîäèðóþùåìó 
Pf197_ÏÏÈ-àçó, ïðîâåäåííîãî ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Scan Prosite (22, 23), 
âûÿâèëè áîëåå 45 ñõîäíûõ ïî ñîñòàâó ãåíîâ ÏÏÈ-àç ðàçíûõ îðãàíèçìîâ 
(28). Äàëåå áûë îñóùåñòâëåí ïîèñê êîíñåðâàòèâíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé 
âíóòðè Pf197_ÏÏÈ-àçû è îáíàðóæåíû äâå îñíîâíûå êîíñåðâàòèâíûå îá-
ëàñòè (ðèñ.). Â îäíîé èç íèõ ðàñïîëàãàëñÿ íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûé 
ôðàãìåíò, ñîñòîÿùèé èç 29 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ. ×òîáû ïðîâåðèòü 
âîçìîæíóþ àññîöèàöèþ ýëèñèòîðíîé àêòèâíîñòè ñ ýòèì êîíñåðâàòèâíûì 
ó÷àñòêîì, ïðîâåëè ñïåöèôè÷åñêèé ïðîòåîëèç ôåðìåíòîì, ðàñùåïëÿþùèì 
áåëîê â òîì ÷èñëå âíóòðè ýòîãî ó÷àñòêà (ñì. ðèñ.).  

Ïîòåðÿ èëè ñíèæåíèå àêòèâíîñòè Pf197_ÏÏÈ-àçû ìîãëè áû ñâèäå-
òåëüñòâîâàòü î òîì, ÷òî öåíòð, îòâåòñòâåííûé çà åãî ïðîòåêòèâíóþ àêòèâ-
íîñòü, ðàñïîëîæåí âíóòðè íàéäåííîé êîíñåðâàòèâíîé îáëàñòè. Ñ ïîìîùüþ 
ïðîãðàììû Peptide Cutter (http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/) äëÿ ïðîòåî-
ëèçà áûë âûáðàí ôåðìåíò òðèïñèí, ãèäðîëèçóþùèé ïåïòèäíûå ñâÿçè, 
îáðàçîâàííûå îñòàòêàìè îñíîâíûõ àìèíîêèñëîò — àðãèíèíà è ëèçèíà. Â 
ðåçóëüòàòå îáðàáîòêè òðèïñèíîì èññëåäóåìûé áåëîê äîëæåí áûë ðàñùå-
ïèòüñÿ, â òîì ÷èñëå âíóòðè ïðåäïîëàãàåìîé êîíñåðâàòèâíîé îáëàñòè, îá-
ðàçîâàâ 10 ôðàãìåíòîâ (ñì. ðèñ.).  

 

 
Ñõåìà äåéñòâèÿ òðèïñèíà (Tryps) íà Pf197_ÏÏÈ-àçó FKBP-òèïà, âûäåëåííóþ èç Pseudomo-
nas fluorescens. Ñâåòëî-ñåðûì öâåòîì âûäåëåíû êîíñåðâàòèâíûå îáëàñòè, òåìíî-ñåðûì — 
íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûé ôðàãìåíò (Pf_29 àê). 

 

Â êà÷åñòâå òåñò-ñèñòåìû äëÿ îïðåäåëåíèÿ óñòîé÷èâîñòè ðàñòåíèé 
èñïîëüçîâàëè ìîäåëü ÂÒÌ—íåêðîçîîáðàçóþùèé ñîðò òàáàêà Xanthy. Îíà 
îêàçàëàñü óäîáíà òåì, ÷òî ïîçâîëèëà, ïîäñ÷èòûâàÿ ÷èñëî íåêðîçîâ íà ëè-
ñòüÿõ, ïîëó÷àòü äîñòàòî÷íî òî÷íóþ êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó ñòåïåíè èíäó-
öèðóåìîé óñòîé÷èâîñòè.   

Ðåçóëüòàòû ýêñïåðèìåíòà ïîêàçàëè, ÷òî ïðåäâàðèòåëüíàÿ îáðàáîòêà 
ëèñòüåâ òàáàêà ðàñòâîðîì ïåïòèäîâ, ïîëó÷åííûõ â ðåçóëüòàòå òðèïñèíî-
ëèçà, íå ïðåïÿòñòâîâàëà ðàçâèòèþ íåêðîçîâ ïîñëå çàðàæåíèÿ ÂÒÌ, òî 
åñòü ðàñùåïëåíèå Pf197_ÏÏÈ-àçû ëèøàëî åå ñïîñîáíîñòè âûçûâàòü 
óñòîé÷èâîñòü. Íà ïîëîâèíêàõ ëèñòüåâ, îáðàáîòàííûõ èñõîäíûì áåëêîì, 
÷èñëî íåêðîçîâ áûëî ñóùåñòâåííî ìåíüøå, ÷åì ïðè îáðàáîòêå ñìåñüþ 
òðèïòè÷åñêèõ ïåïòèäîâ (òàáë. 1). Òàêèì îáðàçîì, îáðàáîòêà Pf197 ÏÏÈ-
àçû òðèïñèíîì ïðèâîäèëà ê îáðàçîâàíèþ íåàêòèâíûõ ïåïòèäîâ, ÷òî ñâè-
äåòåëüñòâóåò î ïîâðåæäåíèè òðèïñèíîì ÷àñòè ìîëåêóëû ÏÏÈ-àçû, îòâåò-
ñòâåííîé çà åå ýëèñèòîðíûå ñâîéñòâà.  
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1. Âëèÿíèå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ïðîäóêòàìè òðèïñèíîëèçà Pf197_ 
ÏÏÈ-àçû íà çàðàæåíèå ëèñòüåâ òàáàêà (Nicotiana tabacum L.) ñîðòà Xanthy 
âèðóñîì òàáà÷íîé ìîçàèêè (ÂÒÌ) (Õ±õ)  

Âàðèàíò Ïðåïàðàò ×èñëî íåêðîçîâ íà ïîëîâèíêå ëèñòà 

Ïðîäóêòû ïðîòåîëèçà (ïåïòèäû), 1 ìêã/ìë 93,4±17,0a I 
Êîíòðîëüíûé ðàñòâîð 96,2±18,1a 
Ïðîäóêòû ïðîòåîëèçà (ïåïòèäû), 1 ìêã/ìë 116,2±20,4b II 
Êîíòðîëüíûé ðàñòâîð + Pf197_ ÏÏÈ-àçû 1 ìêã/ìë 12,4±1,8b 

Ï ð è ì å ÷ à í è å. Òåñòèðóåìûå ðàñòâîðû ïðîäóêòîâ ïðîòåîëèçà íàíîñèëè íà îäíó ïîëîâèíêó ëèñòà, äðó-
ãóþ ïîëîâèíêó òîãî æå ëèñòà îáðàáàòûâàëè êîíòðîëüíûìè ðàñòâîðàìè (êîíòðîëüíûé ðàñòâîð — ýòî áóôåð, 
â êîòîðîì ïðîâîäèëàñü ðåñòðèêöèÿ áåëêà, ñ äîáàâëåíèåì èíàêòèâèðîâàííîãî òðèïñèíà). Äàííûå, îòìå-
÷åííûå îäèíàêîâûìè áóêâàìè, ñòàòèñòè÷åñêè íå îòëè÷àþòñÿ äðóã îò äðóãà (ð > 0,05).  

 

Â ñîñòàâ îäíîé èç íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíûõ îáëàñòåé Pf197_ÏÏÈ-
àçû âõîäèò ïåïòèä, êîòîðûé ñîñòîèò èç 29 àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ: 
IIPGLEKALE GKAVGDDLEV AVEPEDAYG (Pf_29àê). Â óñëîâèÿõ ëàáîðà-
òîðèè èñêóññòâåííîãî êëèìàòà ìû èçó÷èëè ñïîñîáíîñòü ïåïòèäà Pf_29àê 
èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ê ÂÒÌ ó ëèñòüåâ òàáàêà. Äëÿ ìèíèìèçàöèè 
âîçäåéñòâèÿ íà ïåïòèä ïðîòåèíàç â ðàñòâîð ïåïòèäà äîáàâëÿëè 0,1 % ÁÑÀ. 
Ïðè èññëåäîâàíèè çàùèòíûõ ñâîéñòâ ñèíòåòè÷åñêîãî îëèãîïåïòèäà (òàáë. 2) 
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðåäîáðàáîòêà ëèñòüåâ ðàñòâîðàìè Pf_29àê â òðåõ êîí-
öåíòðàöèÿõ èíäóöèðîâàëà óñòîé÷èâîñòü ê ÂÒÌ êàê îáðàáîòàííûõ ïîëîâè-
íîê, òàê è (â îïðåäåëåííîé ñòåïåíè) ñîñåäíèõ, òî åñòü èìåë ìåñòî òðàíñ-
ëàìèíàðíûé ýôôåêò. Òàêèì îáðàçîì, áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ñèíòåòè÷å-
ñêèé îëèãîïåïòèä îáëàäàåò ñïîñîáíîñòüþ èíäóöèðîâàòü óñòîé÷èâîñòü ëè-
ñòüåâ òàáàêà ê ÂÒÌ.  

2. Âëèÿíèå ïðåäâàðèòåëüíîé îáðàáîòêè ëèñòüåâ òàáàêà (Nicotiana tabacum L.) 
ñîðòà Xanthy ðàñòâîðàìè ïåïòèäà Pf_29àê è Pf197_ÏÏÈ-àçû ðàçíîé êîí-
öåíòðàöèè íà îáðàçîâàíèå íåêðîçîâ ïðè çàðàæåíèè âèðóñîì òàáà÷íîé ìî-
çàèêè (ÂÒÌ) (Õ±õ) 

Âàðèàíò îáðàáîòêè Ïîëîâèíêà ëèñòà 
×èñëî íåêðîçîâ  
íà ïîëîâèíêå ëèñòà 

Ñòåïåíü çàùèòû, % 

ÁÑÀ (0,1 %) Êîíòðîëü 294,9±13,2  
Îïûò 96,7±44,7 67,2 Pf_29àê (0,5 íM) + ÁÑÀ  

(0,1 %) Êîíòðîëü 235,0±25,5 20,3 
Îïûò 193,2±9,7 34,5 Pf197_ÏÏÈ-àçà  

(5,9 íM) + ÁÑÀ (0,1 %) Êîíòðîëü 251,7±41,5 16,7 
Îïûò 62,3±22,0 78,9 Pf_29àê  

(5 íM) + ÁÑÀ (0,1 %) Êîíòðîëü 186,3±58,5 36,8 
Îïûò 49,7±17,3 83,7 Pf197_ÏÏÈ-àçà  

(59 íM) + ÁÑÀ (0,1 %) Êîíòðîëü 277,5±33,1 5,9 
Îïûò 60,8±15,3 79,4 Pf_29àê (50 íM) + ÁÑÀ  

(0,1 %) Êîíòðîëü 200,2±75,7 32,1 
Ï ð è ì å ÷ à í è å. ÁÑÀ — áû÷èé ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí. 

 

Ñðàâíåíèå äåéñòâèÿ ïåïòèäà è èñõîäíîãî áåëêà ïðîâîäèëè, âûðà-
æàÿ èõ êîëè÷åñòâî â íàíîìîëÿõ. Òàê, ïðè îáðàáîòêå Pf197_ÏÏÈ-àçîé â 
êîíöåíòðàöèè 1 ìêã/ìë, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò 59 íM, ëèñòüÿ áûëè çàùèùå-
íû íà 80-90 %, â êîíöåíòðàöèè 5,9 íM — ïðèìåðíî íà 30 %. Â òî æå 
âðåìÿ â âàðèàíòå ñ ðàñòâîðîì ïåïòèäà Pf_29àê â êîíöåíòðàöèè 5 íM çà-
ùèòíûé ýôôåêò äîñòèãàë 78,9 %. Òàêèì îáðàçîì, ñèíòåòè÷åñêèé ïåïòèä 
îáëàäàë íå ìåíüøèìè çàùèòíûìè ñâîéñòâàìè, ÷åì íàòèâíàÿ ìîëåêóëà 
Pf197_ÏÏÈ-àçû.  

FK506-ñâÿçûâàþùèå áåëêè (FKBP) îòíîñÿòñÿ ê áîëüøîìó ñåìåéñò-
âó ïåïòèäèë-ïðîëèë-öèñ/òðàíñ-èçîìåðàç (28). Íåñìîòðÿ íà òî, ÷òî ýòè 
áåëêè èçâåñòíû äîâîëüíî äàâíî, èõ âíóòðèêëåòî÷íûå ôóíêöèè äî êîíöà 
íå èçó÷åíû. Áåëêè FKBP-òèïà âîâëå÷åíû âî ìíîãèå âíóòðèêëåòî÷íûå 
ïðîöåññû, òàêèå êàê ñèãíàëèíã, áåëêîâûé òðàôèê è òðàíñêðèïöèÿ. Îíè 
ó÷àñòâóþò â ïðîöåññàõ ðîñòà è ðàçâèòèÿ ðàñòåíèé, ÷òî áûëî ïîêàçàíî â 
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îïûòàõ ñ áëîêèðîâàíèåì ãåíîâ ðàñòåíèé, êîäèðóþùèõ áåëêè FKBP-òèïà. 
Èíàêòèâàöèÿ äâóõ ïîäîáíûõ ãåíîâ ó Arabidopsis ïîêàçàëà ïðè÷àñòíîñòü 
ýòèõ áåëêîâ ê ðåãóëÿöèè áèîñèíòåçà òàêèõ âàæíûõ ãîðìîíîâ, êàê öèòîêè-
íèíû è áðàññèíîñòåðîèäû. Ýòè äâà áåëêà FKBP-òèïà âîâëå÷åíû â ïåðåäà-
÷ó ñèãíàëà â êëåòêå ðàçíûìè ïóòÿìè, ðåãóëèðóÿ ñáîðêó ñëîæíûõ áåëêîâ 
èëè èõ àêòèâíîñòü (29). Áåëêè FKBP-òèïà ó÷àñòâóþò â óïàêîâêå âíîâü 
ñèíòåçèðóåìûõ ïîëèïåïòèäîâ, à òàêæå â òðàíñïîðòå è ñáîðêå êëåòî÷íûõ 
áåëêîâûõ êîìïëåêñîâ (30). Ïîìèìî òîãî, ÷òî ÏÏÈ-àçû îäíîãî îðãàíèçìà 
ìîãóò èíãèáèðîâàòü ðîñò äðóãîãî îðãàíèçìà çà ñ÷åò êîíêóðåíòíîãî ñâÿçû-
âàíèÿ ñ ðåöåïòîðàìè, íåêîòîðûå öèêëîôèëèíû, ïî-âèäèìîìó, ñïîñîáíû 
íåïîñðåäñòâåííî ïîäàâëÿòü ðîñò ãðèáîâ. Òàê, öèêëîôèëèí C-CyP ñ ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññîé 20 êÄà, âûäåëåííûé èç êèòàéñêîé êàïóñòû (Brassica 
campestris L. ssp. pekinensis), îáëàäàåò ôóíãèòîêñè÷íûì äåéñòâèåì è îãðà-
íè÷èâàåò in vitro ðîñò Candida albicans, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, 
Trichoderma harzianum è T. viride. Â ìåíüøåé ñòåïåíè áåëîê ñäåðæèâàåò 
ðîñò ìèöåëèÿ Fusarium solani è F. oxysporum. Íàêîíåö, C-CyP íå îêàçûâà-
åò âëèÿíèÿ íà ðàçâèòèå Aspergillus flavus (31). Â îòëè÷èå îò îïèñàííîãî 
âûøå áåëêà Pf197_ÏÏÈ-àçà, âûäåëåííàÿ íàìè èç P. fluorescens, íå ïðîÿâ-
ëÿåò ïðÿìîãî àíòèãðèáíîãî èëè àíòèâèðóñíîãî äåéñòâèÿ, îäíàêî ýòî ïåð-
âàÿ èç ÏÏÈ-àç FKBP-òèïà, äëÿ êîòîðîé ïîêàçàíà ñïîñîáíîñòü èíäóöèðî-
âàòü óñòîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê ïàòîãåíàì.  

Äëÿ òîãî ÷òîáû âûÿñíèòü, îïðåäåëÿåò ëè Pf_29àê ìèíèìàëüíûé 
ðàçìåð àêòèâíîãî öåíòðà, ïëàíèðóåòñÿ ñîçäàòü áèáëèîòåêó áîëåå êîðîòêèõ 
îëèãîïåïòèäîâ â ïðåäåëàõ ýòîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè. Òåñòèðîâàíèå áèîëî-
ãè÷åñêîé àêòèâíîñòè òàêèõ ïåïòèäîâ ïîçâîëèò âûÿâèòü ìèíèìàëüíûé 
ôðàãìåíò ìîëåêóëû Pf197_ÏÏÈ-àçû, äîñòàòî÷íûé äëÿ èíäóöèðîâàíèÿ óñ-
òîé÷èâîñòè ðàñòåíèé ê ïàòîãåíàì, ëèáî óñòàíîâèòü, ÷òî äëÿ ýòîãî íåîáõî-
äèìà ïîëíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Pf_29àê. 

Èòàê, àìèíîêèñëîòíàÿ ïîñëåäîâàòåëüíîñòü Pf197_ÏÏÈ-àçû ñîäåð-
æèò ó÷àñòîê, ïîâðåæäåíèå êîòîðîãî ïðèâîäèò ê ïîòåðå èíäóöèðóþùåé àê-
òèâíîñòè. Ýòîò ôðàãìåíò ñîîòâåòñòâóåò íàèáîëåå êîíñåðâàòèâíîé ÷àñòè 
ïîñëåäîâàòåëüíîñòè è ñîñòîèò èç 29 àìèíîêèñëîò. Èñêóññòâåííî ñèíòåçè-
ðîâàííûé ãèïîòåòè÷åñêèé îëèãîïåïòèä Pf_29àê â ýêâèìîëÿðíûõ êîíöåí-
òðàöèÿõ îáëàäàåò òàêîé æå ýëèñèòîðíîé àêòèâíîñòüþ, êàê è íàòèâíàÿ ìî-
ëåêóëà Pf197_ÏÏÈ-àçû. Èíûìè ñëîâàìè, àêòèâíûé öåíòð ìîëåêóëû 
Pf197_ÏÏÈ-àçû, îòâåòñòâåííûé çà åãî ñïîñîáíîñòü èíäóöèðîâàòü óñ-
òîé÷èâîñòü ðàñòåíèé ê ïàòîãåíàì, ïðåäñòàâëåí ôðàãìåíòîì, ñîñòîÿùèì, 
ïî êðàéíåé ìåðå, èç 29 àìèíîêèñëîò.  
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A b s t r a c t  
 

The induction of pathogen resistance with biogenic elicitors is now considered as a promis-
ing plant protection method. Elicitors obtained from fungal, bacterial, and oomycetic pathogens can 
be of peptide, glicoproteid, lipid, and oligosaccharide origin. The first reported protein elicitor was 
harpin isolated from Erwinia amylovora. Based on this elicitor, a Messenger® preparation intended 
to protect plants from a wide range of pathogens was developed and commercialized in USA. The 
MF3 protein able to induce the systemic resistance of plants to viral and fungal pathogens was iso-
lated from the strain 197 of Pseudomonas fluorescens in the course of our earlier studies. Such a 
wide range of action assumed prospectivity of MF3 using as a potential plant protection remedy. The 
full amino acid sequence of this protein was determined, and its high homology to the FKBP-type 
peptidyl-prolyl cys/trans isomerases of the same bacteria was demonstrated, so the isolated protein 
was called Pf197_PPIase. As a rule, active centers of the majority of known elicitor proteins are lo-
calized at the most conserved domains. We supposed that the active center of Pf197_PPIase respon-
sible for its ability to induce the resistance is localized within the most conserved sequence of this 
protein. The calculation of this sequence using a PROSITE bioinformational resource showed it 
contains sites composed of arginine and lysine and subjected to the tripsinolysis. The preparations  of  
Pf197_PPIase were obtained from the recombinant strain of  Escherichia coli BL21(DE3)+plMF3 —  
the super-producer of  Pf197_PPIase. The treatment of Pf197_PPIase with tripsin resulted in the loss 
of its elicitor properties that indirectly confirmed our hypothesis about the responsibility of the stud-
ied conserved domain for the elicitor activity of the MF3 protein. A Pf_29ac oligomer consisting of 
29 amino acids and corresponding to the revealed conserved region was obtained by a chemical syn-
thesis (Pushchino affiliated branch of the Institute of bioorganic chemistry). The further experiments 
showed that equimolar concentrations of Pf197_PPIase and Pf_29ac induced a similar level of resis-
tance of tobacco plants to Tobacco Mosaic Virus (TMV). These results were confirmed  in biotests 
when necrosis were calculated on the surfaces of the inoculated tobacco leaves. The leaves were 
treated with preparations and incubated in wet chambers for 24 hours at 22 oC. After that the leaves 
were inoculated with viral suspension and incubated in wet chambers during 3-4 days at 22 oC. The 
obtained results permitted us to conclude the conserved domain of Pf197_PPIase alone is sufficient 
for the induction of the TMV resistance in tobacco. The further determination of a minimum size of 
the active center able to provide the elicitor activity is planned. 

 

Keywords: induced disease resistance of plants, protein elicitors, tobacco mosaic virus, pep-
tidyl-prolyl cis/trans isomerases, conserved protein domains. 
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