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Два дефензиноподібних білки з молекулярними масами 11,3 і 9,8 к Да виділено із семиденних 
проростків сосни (Pinus sylvestris L.) методом іонообмінної хроматографії на фосфоцелюлозі. Ці 
білки пригнічували ріст міцелію фітопатогенного гриба Fusarium oxysporum у концентрації 
1 мкг/мл, а також викликали морфологічні зміни гіфів. 
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Вступ. Усі живі організми — від бактерій до рослин 
і ссавців — у процесі еволюційного розвитку виро
били механізми захисту від несприятливих абіо
тичних і біотичних факторів довкілля. Серед най-
небезпечніших біотичних факторів перше місце 
належить мікроорганізмам — потенціальним пато
генам, які оточують рослини протягом усього онто
генетичного розвитку і часто є збудниками ін
фекційних хвороб. Синтез антимікробних білків 
(AMP) — це стратегія захисту від патогенів, що 
властива багатьом класам живих організмів [1] . 
AMP рослин представлені /3-глюканазами, хіти-
назами, рибосомоінактивуючими білками, інгібіто
рами серинових і цистеїнових протеїназ, ліпідо-
транспортними білками тощо [2 ]. Одну з груп AMP 
складають «рослинні дефензини», які отримали цю 
назву через свою структурну і функціональну по
дібність до дефензинів ссавців і комах [3 ]. 

Рослинні дефензини — низькомолекулярні по
зитивно заряджені білки з високим вмістом цис-
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теїну. Третинну структуру цих білків формують 
а-спіраль та три антипаралельних /3-шари, з'єднані 
дисульфідними містками. Дефензинам притаманна 
протигрибкова і антибактеріальна активність [4, 
5 ] . Експресія цих сполук може відбуватися як 
конститутивно, так й індукуватися у відповідь на 
дію патогену та інші стресові чинники [6 ]. 

При вивченні причин інгібуючого впливу де
фензинів на патогенні гриби виявлено, що вони 
викликають зміну мембранного потенціалу клі
тинної мембрани гриба, посилюють поглинання 
Са 2 + клітиною та вихід К + [7] . Показано, що 
рослинні дефензини взаємодіють зі специфічними 
ліпідними компонентами плазматичної мембрани 
грибів. Так, дефензин RsAFP2 з Raphanus sativus 
зв'язується з глікозилцерамідами, а дефензин 
DmAMPl з Dihlia merskii у високій концентрації 
виявлено у мембранних мікродоменах — рафтах. 
Не виключають можливості інтерналізації дефен
зинів та взаємодії їх з внутрішньоклітинними ком
понентами, що може бути основною причиною 
антифунгальної дії цих білків [8 ]. 
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Перші рослинні дефензини виділено з насіння, 
де вони складають до 0,5 % загального вмісту 
білка. На цей час досліджено також дефензини, 
отримані з вегетативних і генеративних органів 
покритонасінних рослин, у яких вони експресу ють-
ся у поверхневих шарах клітин, виконуючи тим 
самим роль першої лінії захисту найвразливіших 
для патогенів тканин [6] . Лише недавно гени, які 
кодують дефензиноподібні білки, ідентифіковано у 
геномах голонасінних з родів Рісеа та Ginkgo і 
показано їхню експресію у коренях проростків 
ялини [9] . Нещодавно білок, гомологічний уже. 
відомим дефензинам з голонасінних, виявлено на
ми методом мас-спектрометрії в екстрактах про
ростків сосни звичайної [10] . 

Метою цієї роботи було виділення і досліджен
ня властивостей дефензиноподібних білків з про
ростків сосни (Pinus sylvestris L.). 

Матеріали і методи. Екстракція термоста
більних білків із проростків сосни P. sylvestris L, 
Для виділення білків використано відсортоване 
життєздатне насіння сосни звичайної, отримане з 
Буського держлісгоспу Львівської області. Насіння 
пророщували в термостаті при температурі 26 °С у 
чашках Петрі на фільтрувальному папері, змочено
му дистильованою водою. Семиденні проростки 
видаляли, заморожували у рідкому азоті та збе
рігали при температурі - 7 0 °С до використання. 

Заморожені проростки (20 г) розтирали в ступ
ці у рідкому азоті до порошкоподібного стану. 
Білки екстрагували 50 мМ сульфатною кислотою 
(З мл/г сирої маси) протягом 1 год (4 °С). Екстракт 
фільтрували через марлю і центрифугували при 
14000 g протягом 20 хв (4 °С) у центрифузі К-24 
(«Janetzki», Німеччина). До надосадової рідини до
давали краплями 10 М NaOH до рН 7,8, витриму
вали упродовж ЗО хв при 4 °С і центрифугували 
(14000 g, 20 хв, 4 °С). 

Білки надосадової рідини фракціонували по-
стадійним осадженням сульфатом амонію спочатку 
при 35 % насичення (осад видаляли центригуван-
ням при 14000 g, 30 хв, 4 °С), а потім при 80 %. 
Осад формувався протягом 18 год при 4 °С і після 
центрифугування (14000 g, 30 хв, 4 °С) суперна-
тант видаляли, а осад розчиняли в буфері, що 
містив 20 мМ трис-НСІ, рН 7,4, 10 мМ NaCl. 
Фракцію термостабільних білків отримували після 
прогрівання розчину протягом 10 хв при 85 °С, 
центрифугування (20000 g, 20 хв, 4 °С) та видален
ня осаду. 

Д Е Ф Е Н З И Н О П О Д І Б Н І БІЛКИ З П Р О Р О С Т К І В С О С Н И З В И Ч А Й Н О Ї 

Іонообмінна хроматографія термостабільних 
білків на фосфоцелюлозі. Фракцію термостабіль
них білків діалізу вали проти буфера, який містив 
20 мМ трис-НСІ, рН 7,4, 100 мМ NaCl, і наносили 
на колонку (об'єм 4 мл) з фосфоцелюлозою Р Н 
(«Whathman», Велика Британія), зрівноваженою 
діалізним буфером. Сорбовані білки елюювали лі
нійним градієнтом концентрацій хлориду натрію 
(0,1—1 М NaCl). Концентрацію білків у фракціях 
визначали за поглинанням при 280 нм на фото
метрі BIOTECH («WPA», Велика Британія). 

Білки отриманих фракцій аналізували елект
рофорезом у системі Леммлі [11] . Для цього до 
аліквот фракцій (50 мкл) додавали трихлороцтову 
кислоту до кінцевої концентрації 10 %, білки 
осаджували центрифугуванням і промивали холод
ним ацетоном. Осад розчиняли у денатурувальному 
буфері (62,5 мМ трис-НСІ, рН 6,8, 1 %-й SDS, 
2 %-й 2-меркаптоетанол, 10 %-й гліцерин) та 
розділяли електрофорезом у градієнті густини (5— 
22 %) ПААГ у присутності 0,1 %-го SDS. Гель 
фарбували сріблом [12] . 

Фракції, які містили білки з однаковою моле
кулярною масою, об'єднували, діалізували проти 
води та зберігали при - 7 0 °С до використання. 

Дослідження протигрибкової активності виді
лених білків. Культуру фітопатогенного гриба Fu
sarium oxysporum люб'язно надано нам з Інституту 
біології лісу (Польща). 

Протигрибкову активність білків досліджували 
згідно з роботою [13] . Розчини тестованих білків 
стерилізували через фільтр 0,22 мкм («МШіроге», 
Франція) та в об'ємі 0,3 мл додавали окремо в 
пробірки з 3 мл рідкого 1,8 %-го картопляно-де-
кстрозного агару при температурі 45 °С, швидко 
змішували і розливали у чашки Петрі (50 * 15 мм). 
Після охолодження агару шматочки міцелію F. 
oxysporum інокулювали в центр кожної чашки. 
Дистильовану воду використовували як контроль. 
Чашки інкубували упродовж 72 год при 23 °С, 
вимірювали площу міцелярної колонії та вирахову
вали коефіцієнт інгібування росту колонії гриба 
згідно з роботою [13] . 

Дослідження спорідненості очищених на фос
фоцелюлозі білків з проростків сосни до фосфоти-
розин-сефарози. 5 мкг білка інкубували з 40 мкл 
фосфотирозин-сефарози у 200 мкл буфера, що 
містив 20 мМ трис-НСІ, рН 7,5, 150 мМ NaCl, 
1 %-й тритон Х-100, 5 мМ ЕДТА, 20 мМ NaF, 
протягом 2 год при 4 °С і перемішуванні. Зв'язу-
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Рис. 1. Іонообмінна хроматографія термо
стабільних білків з проростків P. sylvestris 
на фосфоцелюлозі: а — фракціонування 
білків лінійним градієнтом концентрації 
(0,1 — 1 М) NaCl (об'єм фракції 0,6 мл; 
діагональна лінія — градієнт концентрації 
NaCl; на вставці представлено електрофо
ретичний профіль елюції антифунгальних 
білків лінійним градієнтом концентрації 
NaCl; гель пофарбовано сріблом); б — 
SDS-електрофорез у градієнті густини 
(5—22 %) ПААГ препаратів білків, ви
ділених методом іонообмінної хроматогра
фії (гель пофарбовано сріблом): 7 — біл
ки, елюйовані 0 ,35—0,6 М NaCl; 2 — 
білки, елюйовані 0 ,65—0,8 М NaCl; М — 
маркери молекулярної маси) 

вання з тирозин-сефарозою проводили в анало
гічних умовах. Афінні сорбенти отримували згідно 
з роботою [14]. Сорбенти промивали тричі інку
баційним буфером, додавали денатурувальний бу
фер (100 мМ трис-НСІ, рН 6,8, 2 %-й SDS, 4 %-й 
2-меркаптоетанол, 20 %-й гліцерин) та розділяли 
електрофорезом у градієнті густини (5—22 %) 
ПААГ у присутності 0,1 %-го SDS. Гель фарбували 
сріблом. 

Результати і обговорення. Відомо, що рослинні 
дефензини — це низькомолекулярні, багаті на цис
теїн білки з високим позитивним зарядом та стій
кістю до екстремальних значень рН і температури. 
Така висока стабільність молекул дефензинів зу
мовлена характерною для них структурою, відомою 
як Cys-стабілізований а/З (CSa/З) мотив, що скла
дається з а-спіралі та трьох антипаралельних /?-
ланцюгів, з'єднаних чотирма дисульфідними мі
стками [15]. 

Для виділення дефензиноподібних білків з про
ростків сосни ми використали екстракцію сульфат
ною кислотою [16] , постадійне осадження білків 
різними концентраціями сульфату амонію та тер
мічну обробку. Отриману таким чином фракцію 
термостабільних білків розділили хроматографією 
на фосфоцелюлозі. Білки елюювали з сорбенту 
лінійним градієнтом концентрації (0,1—1 М) хло
риду натрію. В результаті отримано електрофоре
тично гомогенні препарати двох білків з молеку
лярними масами 11,3 (Р1) і 9,8 (Р2) кДа (рис. 1, 
б). Пік Р1 елюювався у фракціях між 0,35—0,65 М 
NaCl, а пік Р2 — при концентрації солі 0,6—0,8 М 
(рис. І, а). 

Отримані фракції білків Р1 і Р2 досліджували 
на активність проти F. oxysporum. Виявлено, що 
білок Р1 у концентрації 25 мкг/мл у поживному 
середовищі на 95 % пригнічує ріст колонії (рис. 2) , 
а Р2 таку дію спричиняє в концентрації 10 мкг/мл. 
Інгібування елонгації гіфів на 70 % відбувається 
при концентрації 1 мкг/мл для Р2 і 3 мкг/мл — 
для Р1. 

Рослинні дефензини мають досить варіабель
ний амінокислотний склад, що і знайшло відобра
ження у біологічній активності цих білків. Згідно із 
структурною та функціональною гомологією, де
фензини класифіковано в чотири групи [6] . Пред
ставники групи І пригнічують ріст широкого кола 
фітопатогенних грибів, вони зупиняють елонгацію 
гіфів та посилюють їхнє галуження — це так звана 
морфогенна група. Дефензини групи II (неморфо-
генні) інгібують ріст гіфів гриба, але не виклика
ють морфологічних змін останніх. Рослинним де-
фензинам з групи III властива антибактеріальна 
активність, також вони інгібують а-амілази і про-
теїнази in vitro та синтез білків у безклітинних 
системах, але не виявляють фунгістатичних вла
стивостей. Дефензини групи IV, виділені з листя 
Spinacia oleracea, суттєво відрізнялися за аміно
кислотним складом від перших трьох груп і поєд
нували у собі функціональні властивості II і III 
груп [16] . 

Для класифікації виділених з проростків сосни 
білків проведено мікроскопічне дослідження міце
лію F, oxysporum, вирощеного на середовищі з 
цими білками. Показано (рис. 3) , що обидва білки 
викликають морфологічні зміни міцелію гриба: по-
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Р1 

Контроль 

Р2 

Контроль І 5 10 
Рис. 2. Вплив препаратів білків Р1 і Р2 з проростків сосни звичайної на ріст міцелію F. oxysporum залежно від концентрації білка 
(мкг/мл) у картопляно-декстрозному агарі 

Рис. 3. Вплив препаратів білка Р1 (3 мкг/мл) і Р2 (1 мкг/мл ) з 
гриба F. oxysporum 

товщення гіфів та посилення їхнього брунькування. 
За своїми протигрибковими властивостями виділені 
білки близькі до таких представників морфогенної 
групи дефензинів, як Rs-AFP2 з R. sativus [3] та 
Hs-AFPl з Heuchera sanguinea [5 ] . 

У попередніх дослідженнях серед пептидів з 
екстрактів проростків сосни звичайної, які зв'яза-

РІ „ . . Р2 . 
проростків сосни звичайної на морфологію міцелію фітопатогенного 

лися з фосфотирозин-сефарозою, методом мас-
спектрометрії нами визначено білок з молекуляр
ною масою біля 10 к Да, гомологічний дефензину 
SPI1 з Picea abies [10] . Тому доцільним було 
дослідити спорідненість виділених білків до цього 
сорбенту. Встановлено, що лише один з цих білків 
(Р2) зв'язується з фосфотирозин-сефарозою (рис. 
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M l 2 3 

Рис. 4. Спорідненість виділених з проростків сосни звичайної 
білків з протигрибковою активністю до фосфотирозин-сефарози 
(електрофорез білків у градієнті густини (5—22 %) ПААГ у 
присутності ОД %-го SDS; гель пофарбовано сріблом): 1 — 
рТуг-сефароза; 2 — Туг-сефароза; З — препарати білків Р1 і Р2; 
М — маркери молекулярної маси 

4), що дає підстави припустити, виходячи з до
сліджених властивостей цього білка, ідентичність 
Р2 раніше виявленому білку. 

Виділені з проростків сосни білки Р1 і Р2 
подібні за своєю антифунгальною активністю, але 
відрізняються за спорідненістю до рТуг-сефарози. 
Відомо, що дефензини у геномі Arabidopsis thaliana 
представлені мультигенною родиною з 13 генів. У 
ялини європейської також виявлено два дефензини 
(SPI1 та SPI1B), первинна структура яких від
різняється за трьома амінокислотними залишками 
[9] . Можливо, що білки Р1 і Р2 є продуктами 
різних генів, які кодують дефензиноподібні білки у 
сосни, але, можливо, що вони належать і до різних 
груп AMP. Також не можна виключити того, що 
білок Р1 є результатом посттрансляційної модифі
кації Р2. Потрібно зазначити, що виділені білки за 
своєю молекулярною масою 9,8 і 11,3 к Да відріз
няються від класичних рослинних дефензинів (5— 
7 кДа), хоча і у геномі Arabidopsis виявлено два 
гени, що кодують білки з 122 і 129 амінокислотних 
залишків, які, крім характерного для рослинних 
дефензинів домену (gamma-thionin), містять і сиг
нальний пептид [6] . Подальші дослідження пер
винної структури виділених з проростків сосни 
білків дозволять визначити їхнє місце серед анти-
фунгальних білків рослин. 

Таким чином, нами вперше виділено дефензи
ноподібні білки з представника класу голонасінних 
та досліджено деякі їхні властивості. Висока ак
тивність цих білків проти патогенного гриба F. 
oxysporum дає можливість використовувати їх у 
селекційних програмах підвищення стійкості хвой
них культур до інфекційних хвороб. 

V. A. Kovalyova, І. Т. Gout, R. Т. Gout 

Characterization of defensin-like proteins from Scots pine seedlings 

Summary 

Two defensin-like proteins with molecular weight of 11.3 and 9.8 
kDa were isolated from 7-day-old Scots pine seedlings (Pinus 
sylvestris L.) by the ion exchange chromatography on phospho-
cellulose. These proteins inhibited the growth of mycelium of the 
phytopathogenic fungus Fusarium oxysporum at concentration 
mkglml, and also caused the morphological changes of hyphae. 

Key words: Scots pine, defensin, Fusarium oxysporum. 

В. А. Ковалева, И. Т. Гут, Р. Т. Гут 

Характеристика дефензиноподобных белков из проростков 
сосны обыкновенной 

Резюме 

Два дефензиноподобных белка с молекулярными массами 11,3 
и 9,8 к Да выделены из семидневных проростков сосны (Pinus 
sylvestris L.) методом ионообменной хроматографии на фосфо-
целлюлозе. Эти белки ингибировали рост мицелия фитопато-
генного гриба Fusarium oxysporum в концентрации 1 мкг/мл, 
а также вызывали морфологические изменения гифов. 

Ключевые слова: сосна обыкновенная, дефензин, Fusarium 
oxysporum. 
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