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ВЛИяНИЕ ACHOLEPLAsMA LAIDLAWII VAR. GRANuLuM 
НА ЛЕКТИНОВУЮ АКТИВНОСТЬ КАЛЛУСОВ САХАРНОЙ 

СВЕКЛЫ 
Исследована динамика лектиновой активности каллусов сахарной свеклы, инокулированных 

молликутом  Acholeplasma laidlawii var.granulum шт. 118. Активность кислоторастворимых лектинов 
клеточных культур сахарной свеклы увеличивалась в 4,5 раза в первые часы после инфицирования 
ахолеплазмой. На ранних этапах воздействия молликута выявлены также качественные изменения в 
спектрах белков кислоторастворимых лектинов сахарной свеклы.
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Растения, находясь в постоянном окружении многочисленных патогенных организмов, 
противостоят инфекции и, как правило, выживают в этих неблагоприятных условиях. Коло-
низация растений патогенами сопровождается изменением ряда физиолого-биохимических 
показателей, связанных с активизацией сигнальных систем, фосфорилированием белков рас-
тений, синтезом защитных полипептидов [6, 14]. При инфицировании растений патогенными 
микроорганизмами включение механизма устойчивости растительной клетки индуцируется 
распознаванием фитопатогена, что обусловлено тесным межклеточным контактом, образова-
нием рецептор-лигандного взаимодействия на уровне цитоплазматической мембраны клетки 
хозяина [14 ].

В последние годы в литературе активно обсуждается возможность участия лектинов в 
качестве рецепторов в межклеточных взаимоотношениях растения-хозяина и патогена [3]. 
Лектины представляют собой белки неиммунной природы, связывающие сахара, агглюти-
нирующие клетки и преципитирующие гликоконъюгаты [2]. Установлено, что фитолектины 
служат для защиты от разнообразных патогенов, в том числе бактерий и грибов [13]. Вместе 
с тем, наряду с участием в защитных реакциях к фитопатогенам, лектины вовлекаются в фор-
мирование ответных реакций на абиотические стрессовые факторы среды. Имеются данные 
об увеличении в растениях уровня лектинов при засухе, засолении среды, осмотическом и 
тепловом шоке [9, 10, 12].

Микоплазмозы растений достаточно широко распространены, однако сведения о вовлече-
нии лектинов в процессы формирования защитных реакций при инфицировании микоплаз-
мами практически отсутствуют [7].  

Целью данной работы было выявление изменений лектиновой активности каллусов са-
харной свеклы, инфицированных ахолеплазмой.

Материалы и методы. Объектом исследования служили клеточные культуры сахарной 
свеклы СК60/2, любезно предоставленные канд. биол. наук, старшим научным сотрудником 
Института сахарной свеклы УААН В.И. Редько. Каллусы выращивали на агаризованной сре-
де Гамборга. Инокуляцию каллусов клетками Acholeplasma laidlawii var.granulum шт. 118, по-
лученной из национальной коллекции микроорганизмов Украины Института микробиологии 
и вирусологии НАН Украины, осуществляли на 21 сутки после пассажа. Молликут культиви-
ровали на питательной среде СМ ИМВ-72 [4].

Для получения растворимых лектинов навеску каллусов (0,5 г) растирали в 5 мл 0,05 М 
НСl, оставляли на 1ч при 40С, периодически перемешивая, а затем центрифугировали 20 мин 
при 10000g. Осадок отмывали половинным от исходного объемом кислоты, супернатанты 
объединяли [7]. После нейтрализации 1М Nа-фосфатным буфером (рН 7,4) супернатант цен-
трифугировали при 8000 g 10 мин и использовали для дальнейшего анализа.
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Активность лектинов устанавливали по интенсивности реакции агглютинации трипси-
низированных эритроцитов кролика в серии последовательных разведений через 1ч после 
начала инкубации в стандартных планшетах для иммунологических исследований. Титр аг-
глютинации выражали как максимальное разведение лектина, при котором еще отмечается 
агглютинация эритроцитов [2]. Активность лектинов выражали как отношение титра гемаг-
глютинации к концентрации белка. Концентрацию белка в полученных экстрактах определя-
ли по методу Bradford [11]. 

Для характеристики лектинов определяли их углеводную специфичность по данным 
торможения реакции агглютинации углеводами [2]. Использовали 14 углеводов: D-алозу, N-
ацетил-D-глюкозамин, D-арабинозу, D-галактозу, D-глюкозу, D-глюкозамин.HCl, L-ксилозу, 
мальтозу (Glc1-4Glc), D-маннозу, мелибиозу (Gal1-6Glc), D-рибозу, L-рибозу, талозу, саха-
розу.

Фракционирование белков при электрофорезе в 10 %-ном ПААГ осуществляли на при-
боре для электрофореза в вертикальных пластинах геля в присутствии 2 %-ного додецил-
сульфата-Na по методу Laemmli [15]. Относительные молекулярные массы рассчитывали по 
стандартным маркерам (“Pharmacea”, Швеция): альдолаза – 158 кДа, фосфорилаза В – 97 кДа, 
бычий сывороточный альбумин – 67 кДа, овальбумин – 43 кДа и маркерам для электрофореза 
(“Fermentans” SМ 0661, Литва).

Опыты проводили в трех повторностях биологических и аналитических. Графические ре-
зультаты получены с использованием компьютерных программ – прикладной пакет Microsoft 
Excel 2000.

Результаты и их обсуждение. Представленные на рис. 1 данные свидельствуют о том, 
что лектиновая активность каллусов сахарной свеклы, инфицированных суспензией клеток 
A. laidlawii var. granulum шт. 118 (плотность 2 х106 /мл), через одни сутки после заражения 
увеличилась лишь на 50 % по сравнению с контролем, затем через двое суток наблюдали 
спад лектиновой активности, а после трех суток с момента заражения уровень лектиновой 
активности инфицированных каллусов практически не отличался от контрольных каллусов 
сахарной свеклы, не зараженных микоплазмой. 
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Рис. 1. Изменение лектиновой активности каллусов сахарной свеклы в течение 7 суток 
после инокуляции A. laidlawii var.granulum шт. 118; К – контроль.

 Как следует из данных литературы, лектины растений отвечают за процесс узнавания 
чужеродного агента, его связывание, предотвращение или замедление процесса инфициро-
вания [6]. Исходя из этого, мы предположили, что лектиновая активность в культуре клеток 
сахарной свеклы при воздействии фитопатогенного молликута – A. laidlawii var. granulum 
шт. 118 должна в значительной степени проявиться на ранних стадиях инфицирования. В свя-
зи с этим нами проведено изучение динамики лектиновой активности в каллусах сахарной 
свеклы в течение первых 12 ч от момента инокулирования их A. laidlawii var. granulum шт. 118 
(рис. 2). 
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 Рис. 2. Изменение лектиновой активности каллусов сахарной свеклы в течение 12 ч 

после инфицирования их A. laidlawii var.granulum шт. 118.

Как видно из представленных данных, активность растворимых лектинов в исследован-
ных каллусах сахарной свеклы через 2 ч после инфицирования ахолеплазмой увеличилась 
в 4,5 раза по сравнению с контролем, через 4 ч уровень лектиновой активности снижался в 
2 раза. В  последующие часы активность лектинов зараженных каллусов незначительно отли-
чалась от активности в контрольных образцах. 

Сравнительное изучение углеводной специфичности лектинов здоровых и инфицирован-
ных ахолеплазмой каллусов сахарной свеклы выявило их различную активность по отно-
шению к использованным углеводам. Так, лектины контрольных образцов исследованных 
каллусов были специфичны к мелибиозе (Gal1-6Glc) и мальтозе (Glc1-4Glc). У лектинов из 
каллусов, инфицированных A. laidlawii var.granulum шт. 118, мы обнаружили специфичность 
по отношению также к D-алозе, N-ацетил-D-глюкозамину, D-глюкозамину .HCl, L-ксилозе, 
L-рибозе (табл. 1).

Таблица 1
Углеводная специфичность лектинов каллусов сахарной свеклы

Углеводы Минимальная концентрация углеводов (мМ), ингибирующих 
реакцию гемагглютинации лектинов каллусов сахарной свеклы:

контрольных инфицированных ахолеплазмой
мелибиоза (Gal1-6Glc)
мальтоза (Glc1-4Glc)

D-алоза
N-ацетил-D-глюкозамин

D-глюкозамин HCl
 L-ксилоза
 L-рибоза

75
37,5

-
-
-
-
-

37,5
18,75
9,38
18,75
9,38
37,5
9,38

Примечание: “-“ – отсутствие ингибирования.

Имеющиеся на сегодняшний день экспериментальные данные об увеличении уровня 
лектинов при действии на растения самых разнообразных стрессовых факторов – патогенов 
микробной, грибной и вирусной природы, неблагоприятных условий внешней среды, дают 
основание предполагать, что лектины вовлекаются в один из универсальных неспецифичес-
ких механизмов защиты растений [8, 13, 16]. Полученные нами данные об изменении лек-
тиновой активности и углеводной специфичности клеточной культуры сахарной свеклы при 
инфицировании ахолеплазмой подтверждают данные литературы о неспецифическом ответе 
растительных клеток на действие патогена.

Известно, что при инфицировании патогенами в клетках растений активируются системы 
защиты, приводящие к экспрессии генов [5]. При этом происходит замедление синтеза одних 
белков и усиленное образование других, что проявляется в изменении электрофоретического 
спектра синтезируемых белков.
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В наших экспериментах инфицирование каллусов сахарной свеклы A. laidlawii var.
granulum шт. 118 оказало воздействие на белковый спектр кислоторастворимых лектинов 
(табл. 2). 

Таблица 2
Молекулярные массы растворимых белков каллусов сахарной свеклы, 

инокулированных A. laidlawii var.granulum шт. 118

Контроль
Время, ч

2 4 6 12
молекулярная масса, кДа

120
100
85
70
60

120
100
85
80
67
30

120
100
85
70
50

120
100
85
67
60

120
100
85
70
60

Примечание: контроль – неинфицированные каллусы; 2,4,6,12 ч – время после инокуляции каллу-
сов A. laidlawii var.granulum шт. 118.

При этом следует отметить, что наиболее существенные изменения в спектрах белков под 
влиянием микоплазменной инфекции наблюдали на ранних этапах инфицирования каллусов. 
Так, если в контрольных образцах выявлены полипептиды с молекулярной массой 120, 100, 
85, 70 и 60 кДа, то через 2 ч после инокуляции патогеном в клеточных культурах сахарной 
свеклы появляются полипептиды с молекулярной массой 80, 67, 30 кДа. В кислотораствори-
мых фракциях белков каллусов, полученных через 4 ч после заражения ахолеплазмой, появ-
лялся полипептид с молекулярной массой 50 кДа. Нами не выявлены, в сравнении с контроль-
ными образцами, качественные изменения в спектрах белков растворимых лектинов, которые 
получены через 12 ч после инфицирования каллусов A. laidlawii var.granulum шт. 118. 

Таким образом, данные исследования лектиновой активности каллусов сахарной свек-
лы свидетельствуют о том, что под влиянием фитопатогенного молликута A. laidlawii var.
granulum шт. 118 в клеточных культурах сахарной свеклы в ответ на инфицирование пато-
геном включаются защитные механизмы, что подтверждается изменением белкового спек-
тра растворимых лектинов и значительным увеличением их активности в первые часы ино-
куляции молликутом. Полученные нами данные коррелируют с имеющимися в литературе 
сведениями об участии лектинов в регуляции защитных реакций растительных клеток при 
инфицировании их патогеном. 

Л.П. Панченко 1,  К.С Коробкова 1,  Г.В. Діденко 2, 

О.В. Ястребова 1, Л.П. Маліновська 1 
1 Інститут мікробіології і вірусологіі ім. Д.К. Заболотного НАНУ, Київ 

2 Інститут експериментальної патології, онкології і радіобіології ім. Р.Є. Кавецького НАНУ, Київ

ВПЛИВ ACHOLEPLAsMA LAIDLAWII VAR. GRANuLuM НА ЛЕКТИНОВУ 
АКТИВНІСТЬ КАЛЮСІВ цУКРОВОГО БУРяКУ 

Р е з ю м е
Досліджено динаміку лектинової активності калюсів цукрового буряку, інокульованих молікутом 

Acholeplasma  laidlawii var. granulum шт. 118. Активність кислоторозчинних лектинів клітинних культур 
цукрового буряку збільшувалась в 4,5 рази в перші години після інфікування ахолеплазмою. На ранніх 
етапах інфікування молікутом виявлено також якісні зміни в спектрах білків кислоторозчинних лектинів 
калюсів цукрового буряку. 

К л юч о в і  с л о в а :  Acholeplasma laidlawii, молікути, лектини, калюси цукрового буряку, стрес.
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