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РЕФЕРАТ
Отчет 47 с., 21 рис., 1 табл., 29 источников, 4 прил.
ПШЕНИЦА, FUSARIUM GRAMINЕARUM, β-1,3-ГЛЮКАНАЗА, ХИТИНАЗА, ИЗОФЕРМЕНТЫ,  КУЛЬТУРАЛЬНЫЙ ФИЛЬТРАТ, УГЛЕВОДНЫЕ ЭЛИСИТОРЫ
Объекты исследования: зерновки, стебли и корни проростков пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Казахстанская 10), фитопатогенный гриб  F. graminearum.
Цель работы – определить влияние культурального фильтрата гриба F. graminearum и углеводных элиситоров на активность и изоферментный состав хитин- и β-глюкан-связывающих ферментов пшеницы.
Методы исследования: культивирование гриба F. graminearum, спектрофотометрия, изоэлектрофокусирование, центрифугирование.
Результаты работы:
Оптимизирован метод получения культурального фильтрата (КФ) F. graminearum, дана его биохимическая характеристика. При продолжительном (96 ч) воздействии КФ на 3-х суточные проростки максимум активизации β-1,3-глюканазы и хитиназы отмечен в конце проращивания – на 72 и 96 ч. В ростках КФ усиливал активность изоферментов кислой (рI 3.0-5.6) и щелочной области (рI 8.8-9.2), а в корнях в дополнение к ним - нейтральных компонентов с рI 7.2-7.4. Выявлены особенности кратковременного (24 ч) воздействия КФ разных сроков культивирования гриба на 7-суточные проростки. Фермент-индуцирующий эффект 6-недельного КФ чаще проявлялся к 9 ч, а для 4-недельного КФ – на 18 и 24 ч. В целом, наибольшим стимулирующим эффектом на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы обладал КФ 6-недельной культуры гриба, а наименьшим – 2-недельный КФ. Для 4 и 6-недельного КФ характерно выраженное 2-х фазное (по времени) индуцирующее воздействие на ферменты.
[bookmark: _GoBack]Выявлены особенности действия углеводных элиситоров – хитозанолигосахарида, ламинарина и полигалактуроновой кислоты на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы проростков пшеницы. В ростках индукция ферментов в основном происходила в начале (3-6 ч), а в корнях – в конце на 18 ч экспозиции. Наибольшим активирующим эффектом на β-1,3-глюканазу и хитиназу обладал хитозанолигосахарид, который в малой дозе (0,01 мг/мл) сильно индуцировал в проростках оба фермента уже в начальный период – к 3 и 6 ч. Ламинарин отличался относительно продолжительным действием с 2-3 пиками активности β-1,3-глюканазы и хитиназы. Наименьшие элиситорные свойства проявляла полигалактуроновая кислота, в основном вызывавшая незначительный подъем ферментов в первые 6 ч воздействия. 
Область применения: сельское хозяйство, селекция зерновых культур.
ҚЫСҚАША АНЫҚТАМА

Есепте 47 бет, 21 сурет, 1 кесте, 29 әдебиеттер тізімі, 4 қосымша. 
БИДАЙ, FUSARIUM GRAMINЕARUM, β-1,3-ГЛЮКАНАЗА, ХИТИНАЗА, ИЗОФЕРМЕНТТЕР,  ДАҚЫЛДЫҚ СҮЗГІ,  КӨМІРСУЛЫҚ ЭЛИСИТОРЛАР 
Зерттеу объектілері: бидай өскіндерінің тамыры, сабағы мен дәндері (Triticum aestivum L., тұқым Қазақстандық 10), фитопатогенді саңырауқұлақ F. graminearum.
Жұмыстың мақсаты – көмірсулық элиситорлар мен F. graminearum саңырауқұлағы дақылдық сүзгісінің бидайдың хитин- және β-глюкан-байланыстыратын ақуыздарының изоферменттік құрамы мен белсенділігіне әсерін анықтау.
Зерттеу әдістері: F. graminearum саңырауқұлағын дақылдау, изоэлектрофокустеу, спектрофотометрия, центрифугалау.
Жұмыстың нәтижелері:
F. graminearum саңырауқұлағының дақылдық сүзгісін (ДC) алу әдісі оңтайландырылған, оның биохимиялық қасиеттері берілген. ДC-нің 3 тәуліктік бидай өскіндеріне созылмалы әсері 72 және 96 сағаттағы β-1,3-глюканаза мен хитиназа белсенділігінен байқалды. ДС өскіндегі изоақуыздардың қышқылдық (рI 3.0-5.6) және сілтілік (рI 8.8-9.2), ал тамырында бейтарап сыңарларының рI 7.2-7.4 белсенділігін күшейтті. Әртүрлі мерзімде өсірілген саңырауқұлақтың ДC-нің 7 тәуліктік бидай өскіндеріне қысқа мерзімдік (24 сағат) әсер ету ерекшеліктері анықталды. 6 апталық ДС 9 сағатта, ал 4 апталық ДС – 18 және 24 сағатта ақуызды индукциялады. Жалпы β-1,3-глюканаза мен хитиназа белсенділігінің арту әсері 6 апталық ДС-ден, ал төмен әсері 2 апталық ДС-ден байқалды. 4 және 6 апталық ДС-лер ақуыздарды 2 кезеңде индукциялады.
Бидай өскіндеріндегі β-1,3-глюканаза мен хитиназа белсенділігіне көмірсулық элиситорлардың – хитозанолигоқант, ламинарин және полигалактурон қышқылы әсері ерекшеліктері анықталды. Өскінде негізінен ақуыздар индукциясы (3-6 сағат) басында, ал тамырда 18 сағат соңында жүрді. β-1,3-глюканаза мен хитиназаның белсенділігін арттыру әсеріне хитозанолигоқант аз мөлшерде (0,01 мг/мл) өскіндегі екі ақуызды бастапқы уақытта 3 және 6 сағатта жоғары индукциялады. Ламинарин β-1,3-глюканаза мен хитиназа белсенділігіне 2-3 сатылы, созылмалы әсерімен ерекшеленді. Төмен элиситорлық қасиеттерді полигалактурон қышқылы алғашқы 6 сағатта ақуыздарды төмен индукциялауымен көрсетті.
Қолдану аймағы: ауыл шаруашылығы, астық тұқымдастылар селекциясы.
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ОБОЗНАЧЕНИЯ И СОКРАЩЕНИЯ 

ГС глюканаза – β-глюкан-связывающая глюканаза
ХС хитиназа – хитин-связывающая хитиназа
ДНС – 3,5-динитросалициловая кислота
ПААГ – полиакриламидный гель
ИЭФ – изоэлектрофокусирование
КФ – культуральный фильтрат
ХОС – хитозанолигосахарид
ПГК – полигалактуроновая кислота 
PR – pathogenesis related (патогенез-связанный)
pI – isoelectric point (изоэлектрическая точка)
кДа – килоДальтон 






















ВВЕДЕНИЕ

Растительные клетки в ответ на инфицирование патогенами (вирусами, бактериями и грибами) синтезируют и секретируют широкий спектр экспрессируемых как конститутивно, так и индуцибельно, связанных с защитой растения белков и пептидов. В настоящее время PR (pathogenesis-related) белки были классифицированы в 17 семейств в соответствии с их свойствами и функциями. Среди них особое внимание уделяется гидролитическим ферментам - β-1,3-глюканазам (ЕС 3.2.1.39) и хитиназам (ЕС 3.2.1.14), способным разрушать клеточные стенки патогенных грибов ингибировать их рост [1, 2].
Как правило, в норме уровень синтеза этих ферментов может быть невысоким и их изоформы могут накапливаться конститутивно, но при заражении фитопатогенами уровень экспрессии генов β-1,3-глюканаз (PR 2) и хитиназ (PR 3) возрастает многократно [3, 4]. Показано, что ответ на поражение растения пшеницы стеблевой ржавчиной (Puccinia graminis) включал быстрое увеличение активности бета-1,3-глюканазы и хитиназы между 24 и 48 ч после заражения. Появлению и активации новых изоформ в устойчивых линиях предшествовало накопление мРНК, кодирующих эти ферменты [5]. Установлено, что кислые β-1,3-глюканазы и хитиназы колосьев пшеницы локализованы главным образом в клеточных стенках, не обнаруживаются в цитоплазме и органеллах. Выявлены существенные отличия в активности ферментов у устойчивых и неустойчивых сортов пшеницы при инфицировании грибом рода Puccinia. Оба фермента аккумулируются в межклеточном матриксе растения-хозяина и гриба. Ферменты, атакуя клеточные стенки, повреждают ультраструктуру гифов, при этом проявляя синергизм в антифунгальном действии [6]. Кроме того, при разрушении клеточных стенок грибов β-1,3-глюканазой и хитиназой высвобождаются элиситоры, например β-связанные олигоглюкозиды и хитоолигосахариды, которые действуют как сигнальные молекулы и индукторы резистентности [7]. Совместное (синергическое) действие β-1,3-глюканазы и хитиназы на снижение симптомов поражения фузариозом колоса было установлено также в трансгенных линиях пшеницы [8].
К настоящему времени, несмотря на обширные данные о механизмах действия этих ферментов при грибном патогенезе, их защитная роль при инфицировании пшеницы грибами рода Fusarium остается недостаточно исследованной. Имеются сведения о том, что в растениях пшеницы, зараженных грибом F. culmorum, вызывающим фузариоз колоса, происходит активирование β-1,3-глюканазы и хитиназы. Так, инфицирование проростков пшеницы F. culmorum вызывает индукцию щелочных изоформ β-1,3-глюканазы (PR2) и хитиназы (PR3), тогда как несколько кислых и нейтральных изоформ накапливались конститутивно. Это указывало на то, что эти ферменты, помимо их участия в защите растения, могут участвовать и в процессе нормального прорастания семени [9, 10]. Показано также  изменение апопластного рН в проростке пшеницы под воздействием F. culmorum и его влияние на продукцию, активность и характер изоферментов β1,3-глюканазы и хитиназы. Были определены оптимальные значения рН для максимальной и дифференцированной индукции отдельных изоферментов [11].
У растений оба фермента β-1,3-глюканаза и хитиназа представлены множественными (до 10) формами, имеющих широкий диапазон изоэлектрических точек – в кислой, щелочной и нейтральной области рН (от 3,5 до 10), а молекулярная масса варьирует от 23 до 39 кДа. На основе структурных различий β-1,3-глюканазы и хитиназы растений подразделяются на несколько основных классов, отличающихся по ферментной активности. При этом, наибольшей антифунгальной активностью обладают изоформы с β-глюкан- и хитин-связывающими доменами (ферменты класса I) [12, 13]. Они относятся к ферментам эндо-типа действия и расщепляют полимерные субстраты. В составе β-1,3-глюканазного и хитиназного комплексов имеются также формы, индуцируемые в ответ на абиотические стрессовые факторы внешней среды. Обе ферментные системы чрезвычайно гетерогенны, экспрессия части которых носит конститутивный характер. Полагают, что эти ферменты выполняют преимущественно физиологическую роль в росте и развитии самого растения [14, 15, 16].
Обзор литературных данных показал, что к настоящему времени хитиназы и β-1,3-глюканазы наиболее изучены у табака, томатов, ячменя, ржи, в то время как для пшеницы, важной зерновой культуры Казахстана, таких сведений накоплено мало. В связи с этим, исследование глюканазного и хитиназного комплексов у пшеницы, его участие в ответных реакциях на грибные патогены, в т.ч. рода Fusarium, являются актуальными. Работы по выявлению общих и специфических реакций на действие модуляторов защитного ответа в растениях in vivo и модельных системах, по изоферментному составу и биохимическим свойствам, определению новых форм β-1,3-глюканазы и хитиназы растений c антифунгальным действием остаются актуальными.
Выявление индуцируемых патогенами форм β-1,3-глюканаз и хитиназ, как маркеров устойчивости пшеницы к фузариозу может иметь большое прикладное значение для биотехнологии и селекции. Несмотря на большие достижения в технологии получения трансгенных растений, несущих гены PR-белков, исследование биохимических механизмов природной устойчивости растений к патогенам и регуляции активности конститутивных и патогенез зависимых форм защитных белков, включающих хитиназы и β-1,3-глюканазы, являются актуальными в настоящее время. На решение этих задач направлена работа в рамках данного этапа НИР по проекту.
ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ

1 Выбор направления исследований
Проблемы устойчивости растений к патогенам и вредителям являются актуальным направлением биологических исследований. Известно, что сопротивляемость растений к фитопатогенам генетически обусловлена, однако чувствительность растительного организма при взаимодействии с патогенном реализуется в сложном взаимодействии метаболитов хозяина и паразита и условий внешней среды. В последнее время все большее практическое значение приобретают биогенные средства, принцип действия которых основан на индукции устойчивости самого растения. Среди них наиболее известны углеводистые вещества, такие как β-глюканы, хитин, хитозан и их олигомерные производные. Элиситоры имеют важное значение в клеточной сигнальной трансдукции, индуцировании фитоаллексинов и активации защитных генов, а также связанных с патогенезом PR-белков. Механизмы действия элиситорных веществ в настоящее время интенсивно изучаются [17, 18].
Грибы рода Fusarium поражают различные виды культурных растений, включая пшеницу и другие зерновые, и встречаются повсеместно, где они выращиваются. Проблема актуальна и для Казахстана, где фузариозы широко распространены. Возбудители фузариозов при взаимодействии с растениями проявляют себя как антагонисты, стимуляторы роста или паразиты. Такое многообразие взаимоотношений объясняется способностью этих грибов продуцировать широкий спектр биологически активных соединений: ферменты, ингибиторные белки, токсины, антибиотические вещества, ионофоры енниатины, гиббереллины и другие классы веществ. Многие из этих метаболитов способствуют созданию совместимых отношений, однако могут вести себя как элиситоры, индуцируя в растениях некоторые защитные реакции. Растения-хозяева, со своей стороны, формируют свою многокомпонентную систему защиты [19].
Особым звеном защитного механизма являются гидролитические ферменты хитиназы и β-1,3-глюканазы, составляющие важную часть семейства PR-белков. Активность этих ферментов значительно изменяется при заражении растений. Хитиназы и β-1,3-глюканазы способны ингибировать рост и разрушать клеточные стенки многих патогенных грибов, так как субстраты этих ферментов, хитин и β-глюканы, являются основными компонентами их клеточных стенок. С другой стороны, гидролиз полисахаридов клеточных стенок грибных и бактериальных патогенов, приводит к образованию элиситор-активных фрагментов, способствуя индукции других защитных реакций [20].
По своей природе большинство известных элиситоров относится к углеводам. В крупном обзоре приводятся сведения о доказанных  элиситорных свойствах таких веществ, как β-глюкан, хитин, хитозан, их олигосахариды, олигогогалактурониды и др. [21]. Углеводистые элиситоры  распознаются рецепторными сайтами на поверхности плазматической мембраны растения-хозяина и являются триггерами защитного ответа растения [22, 23]. Расщепляющее действие хитиназ на структуру хитиновых полимеров приводит к образованию хитозан-подобных веществ, накапливающихся особенно внутри гифов. Хитозан обладает высокой ингибиторной активностью в отношении прорастания уредоспор и роста гриба [24]. Олиго - и полимерный хитозан также эффективно индуцирует резистентность путем активации генов защитного ответа [25, 26].
В настоящее время, несмотря на обилие данных об участии β-1,3-глюканаз и хитиназ в защитных реакциях растений, их роль и биохимические механизмы формирования устойчивости в патосистеме F.graminearum - T.aestivum остаются не достаточно выясненными. В связи с этим исследовалось влияние культурального фильтрата (КФ) F. graminearum, как суммарных экстрацеллюлярных метаболитов гриба на индукцию или супрессию β-глюкан-связывающей (ГС) глюканазы и хитин-связывающей (ХС) хитиназы пшеницы. Изучалось также элиситорное действие на эти ферменты ряда углеводов - ламинарина (природный β-глюкан), олигосахарида хитозана и полигалактуроновой кислоты.

2 Объекты и методы исследований

2.1 Объекты исследований – стебли и корни проростков пшеницы (Triticum aestivum L., сорт Казахстанская 10), фитопатогенный гриб Fusarium graminearum (штамм F-RKM 0142), приобретенный в Республиканской коллекции микроорганизмов.
В работе были использованы стебли и корни 3 и 7 дневных проростков пшеницы. Зерновки стерилизовали 5 % перекисью водорода 15 мин, промывали дистиллированной водой и проращивали в стерильных пластиковых контейнерах при температуре 24°С до 3 или 7 суток. Полученные проростки подвергали воздействию культурального фильтрата F. graminearum и углеводных элиситоров в течение разных сроков в асептических условиях. Контролем служили проростки, не обработанные  КФ и элиситорами.

2.2 Получение культурального фильтрата  F. graminerarum
Мицелий гриба F. graminerarum (F-RKM 0142) пассировали в пробирки со скошенной агаризованной средой Чапек-Докс (“Sigma-Aldrich”, США) в стерильных условиях под ламинарным шкафом и культивировали для увеличения биомассы в течение 18 дней  при комнатной температуре (+24°С). Культуральную жидкость получали методом глубинного культивирования в колбах с жидкой питательной средой Чапек-Докс. Культивирование гриба вели в течение 2, 4 и 6 недель при температуре 24°С на качалке (120 об./мин). Очистку культуральной жидкости от мицелия и спор грибов осуществляли посредством центрифугирования в течение 30 мин при 3000 g.  Супернатант отфильтровывали на бумажном фильтре с красной лентой. При необходимости концентрирование КФ проводили на ротационном испарителе при 40°С с использованием вакуумного насоса Vacuubrand PC3001 (“Vario“, Германия). Полученные КФ  хранили при  20°С до использования.

2.3 Выделение ферментов из проростков пшеницы
Проростки стерилизовали 3 % перекисью водорода 20 мин, тщательно промывали дистиллированной водой и отделяли стебли и корни. Ферменты экстрагировали гомогенизацией с холодным 0,05 М Na-ацетатным буфером рН 5,0 в соотношении растительный материал / буфер 1 : 3. Смесь настаивали при  +4°С в течение 1 ч и центрифугировали 15 мин при скорости 8000 g. Экстракт прогревали при 65°С 10 мин, резко охлаждали и центрифугировали. Осадок отбрасывали, а супернатант использовали для определения активности β-глюкан- и хитин-связывающих глюканаз и хитиназ (в дальнейшем, β-1,3-глюканаза и хитиназа). Остальные типы глюканаз и хитиназ термолабильны и в условиях данной тепловой обработки инактивируются. При необходимости ферментные экстракты концентрировали на ячейке Amicon (“Millipor”, США) на фильтре PM-10.

2.4 Определение активности β-1,3-глюканазы
Для определение активности β-1,3-глюканазы к 0,1 мл 0,5 % ламинарина (“Sigma-Aldrich“, США) приливали 0,8 мл 0,1 М ацетатного буфера рН 5,2 и 0,1 мл ферментного образца, смесь инкубировали 1 ч при 30ºС с перемешиванием. Реакцию останавливали добавлением 1 мл 3,5-динитросалициловой кислоты, смесь кипятили 10 мин, охлаждали до комнатной температуры. Оптическую плотность измеряли на спектрофотометре Ultrospec 7000 (“GE Healthcare”, Швеция) при 540 нм [27]. Для каждого образца готовили контроль: к 0,1 мл фермента добавляли 0,9 мл 0,05 М ацетатного буфера и 1 мл ДНС. Смесь кипятили 5 мин, охлаждали и измеряли оптическую плотность. Образовавшееся количество глюкозы определяли по градуировочному графику. Активность фермента выражали в мкг глюкозы за 1 ч в 1 мл.

2.5 Определение активности хитиназы
Для определения активности хитиназы к 0,2 мл коллоидного хитина, 5 мг/мл (“Sigma”, США) приливали 0,7 мл 0,1 М ацетатного буфера рН 5,2 и 0,1 мл ферментного образца, смесь инкубировали 4 ч при 37ºС с перемешиванием. Реакцию останавливали добавлением 1 мл 3,5-динитросалициловой кислоты, смесь кипятили 10 мин, охлаждали и центрифугировали 10 мин при 3000 g. Оптическую плотность супернатанта измеряли на спектрофотометре при 540 нм [27]. Для каждого образца готовили контроль: к 0,1 мл фермента добавляли 0,9 мл 0,05 М ацетатного буфера и 1мл ДНС. Смесь кипятили 5 мин, охлаждали и измеряли оптическую плотность. Образовавшееся количество N-ацетил-D-глюкозамина определяли по градуировочному графику. Активность фермента выражали в мкг N-ацетил-D-глюкозамина за 1 ч в 1 мл.

2.6 Определение активности амилазы
Для определения активности амилазы к 1 мл 0,02% растворимого крахмала в 0,05 М ацетатном буфере рН 5,0 приливали 0,1 мл ферментного образца, смесь инкубировали 1 ч при 30ºС. После инкубации добавляли 0,1 мл раствора J2 / KJ, смесь перемешивали и измеряли оптическую плотность на спектрофотометре при 620 нм [28]. Активность фермента выражали в ед. активности на 1 мл в час.

2.7 Определение активности протеазы
Для определения активности протеазы к 0,2 мл гемоглобина добавляли 0,7 мл 0,05 М ацетатного буфера рН 5,0 и 0,1 мл ферментного образца, смесь инкубировали 4 ч при 37ºС. После инкубации добавляли 1 мл 10% ТХУ, смесь выдерживали 20 мин при  +4ºС и центрифугировали со скоростью 8000 g 15 мин. Поглощение измеряли на спектрофотометре при 280 нм [28]. Активность фермента выражали в ед. активности на 1 мл в час.

2.8 Количественное определение белка
Количественное определение белка проводили по общепринятому методу Лоури.

2.9 Изоэлектрофокусирование и выявление β-1,3-глюканазы в ПААГ
Нативное изоэлектрофокусирование (ИЭФ) β-1,3-глюканазы проводили в пластине 6 % ПААГ размером 90×120×1 мм с 1 % Servalyt рН 3-10 (“Serva”, Германия) при 600 V в течение 5 ч на приборе Multiphor II (“GE Healthcare”, Швеция). После окончания ИЭФ пластину ПААГ помещали в 0,1 М раствор Na-ацетатного буфера рН 5,0 на 10 мин. Затем пластину переносили в 1 % раствор ламинарина в том же буфере на 30-40 мин (в зависимости от активности фермента) и инкубировали при 40оС. После этого ПААГ дважды отмывали дистиллированной водой и переносили в 7 % уксусную кислоту на 10 мин. После промывки водой гель помещали в окрашивающий раствор – 0,15 % 2,3,5-трифенилтетразолиум хлорид (“Sigma-Aldrich”, США) в 1 М NaOH. Процедуру окрашивания осуществляли при нагревании на водяной бане до появления красноватых зон активности β-1,3-глюканазы (от 3 до 10 мин) [29].

2.10 Изоэлектрофокусирование и выявление хитиназы в ПААГ
Нативное ИЭФ проводили в пластине 6 % ПААГ размером 90×120×1 мм с 1 % Servalyt рН 3-10 (“Serva”, Германия) при 600 V в течение 5 ч на приборе Multiphor II (“GE Healthcare”, Швеция). Выявление зон активности хитиназы осуществляли с помощью гель-реплики с заполимеризованным субстратом 0.02 % гликоль хитином (“Sigma”, США). После окончания ИЭФ рабочий полиакриламидный гель (ПААГ) и реплику инкубировали 15 мин в 0.05 М ацетатным буфере pH 5.0. Два геля плотно прижимали друг к другу и инкубировали в виде сэндвича 2 ч при 40°С. Затем реплику переносили в 0.5 М трис-HCl буфер pH 8.9 с 0.01 % флуоресцентным бриджтенером 28 (“Sigma”, США) и выдерживали 10 мин. Гель оставляли на ночь в воде при +4оС. Зоны активности визуализировали на гельдоке Quantum ST5 (“Vilber Lourmat”, Франция) при длине УФ излучения 365 нм [29].

3 Результаты исследований и их обсуждение

3.1 Влияние культурального фильтрата F. graminearum на активность и состав хитин- и β-глюкан связывающих ферментов проростков пшеницы
Хорошо известно, что грибы при искусственном культивировании синтезируют необходимые для своего роста и жизнедеятельности биологически активные соединения, многие из которых способны секретироваться в окружающую среду. Среди них могут содержаться белки, ферменты, пептиды, ингибиторы ферментов, гормоны, органические кислоты, токсины и многие другие вторичные метаболиты. При поражении фитопатогенным грибом эти вещества попадают в ткани и межклеточный матрикс, оказывая специфическое воздействие и вызывая ответные реакции растения-хозяина. В связи с этим, фильтрат культуральной жидкости часто используют в экспериментальной практике для моделирования условий патогенной атаки и изучения физиологических и молекулярных ответов растительного организма.
На первом этапе работы необходимо было изучить некоторые биохимические характеристики F. graminearum при его глубинном культивировании в жидкой питательной среде Чапек-Докс. Исследована динамика изменения рН культуральной жидкости, сухой массы, растворимого белка и некоторых гидролитических ферментов, продуцируемых грибом. Условия пассирования и культивирования гриба описаны в методическом разделе. Из представленных данных (таблица 1) видно, что в период 44-дневного цикла рН постепенно смещался от стартового нейтрального значения (около 7,1) в щелочную область с рН 8,5 к 28-32 дням, после чего происходило его снижение до значения 7,6 к концу культивирования. Сухой вес постоянно возрастал и коррелировал с ростом массы мицелия гриба вплоть до 44 дня. Все исследуемые ферменты (амилаза, протеаза, глюканаза, хитиназа) достигали своего максимального содержания к 28 дню культивирования. Пик активности продуцируемых ферментов совпадал с максимумом накопления белка. Следует также отметить низкую активность хитиназы и относительно высокую активность протеазы, что характерно для многих видов патогенных грибов. 
Исходя из полученных данных, в дальнейшей работе с проростками пшеницы в основном использовался 4-недельный КФ с максимальным содержанием белковых компонентов.

Таблица 1 - Изменение некоторых биохимических параметров в период культивирования гриба F. graminearum
	Параметры
	Дни культивирования

	
	4
	8
	12
	16
	20
	24
	28
	32
	36
	40
	44

	pН
	7,15
	7,30
	7,46
	7,61
	7,67
	7,83
	8,51
	8,41
	8,23
	7,70
	7,63

	Сухой вес, г
	0,02
	0,03
	0,07
	0,08
	0,09
	0,40
	0,41
	0,42
	0,43
	0,47
	0,49

	Белок, мг/мл
	0,21
	0,47
	0,53
	0,69
	0,73
	0,90
	1,01
	0,82
	0,77
	0,71
	0,59

	Глюканаза, мг/мл∙ч
	0,24
	0,26
	0,29
	0,32
	0,32
	0,32
	0,40
	0,25
	0,24
	0,22
	0,20

	Хитиназа, мг/мл∙ч
	0,01
	0,02
	0,02
	0,03
	0,03
	0,03
	0,04
	0,01
	0,01
	0
	0

	Амилаза,
ед. мл∙ч
	0
	21,2
	89,3
	155,6
	156,4
	207,1
	347,2
	229,6
	180,2
	150,7
	98,1

	Протеаза,
ед. мл∙ч
	0
	0
	36,1
	81,3
	112,2
	220,2
	439,5
	198,8
	81,4
	75,3
	58,2



Изучено влияние КФ на прорастание зерна и рост проростков пшеницы. Было установлено, что после замачивания и высева зерновок в чашки Петри с увлажненной КФ фильтровальной бумагой полностью подавлялась их всхожесть. В контрольном варианте при поливе дистиллированной водой зерна нормально прорастали. В другом эксперименте зерна проращивали обычным способом в течение 3-х суток, как описано в методическом разделе. После этого из-под проростков в чашках Петри удаляли жидкость, корни промывали дистиллированной водой, добавляли КФ и продолжали проращивать. В результате установлено значительное угнетающее действие КФ на развитие проростков (рисунок 1). Измерения показали, что после 96 ч экспозиции длина стеблей и корней, была меньше на 30-40 % по сравнению с контрольными проростками. Таким образом, 4-недельный культуральный фильтрат F. graminearum способен эффективно подавлять как прорастание зерновок, так и рост проростков.
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Рисунок 1 - Влияние культурального фильтрата F. graminearum на рост 3-х суточных проростков пшеницы

При анализе активности β-1,3-глюканазы из ростков и корней после воздействия 4- недельного КФ гриба в течение 96 ч была обнаружена иная закономерность по сравнению с изученными ростовыми показателями. Активность фермента в целом оказалась выше у опытных вариантов по сравнению с контрольными. При этом в присутствии КФ максимум увеличения β-1,3-глюканазы в ростках и корнях наблюдался на 72 и 96 ч, соответственно (рисунок 2). В начальный период до 48 ч разница в активности фермента у обработанных и не обработанных агентом проростков была не так значительна.
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Рисунок 2 - Активность β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата F. graminearum на 3-х суточные проростки

Проведено нативное ИЭФ β-1,3-глюканазы после воздействия КФ гриба на 3-х суточные проростки в течение 96 ч. В ростках было выявлено увеличение активности изоферментов в кислой области рI 3.0-3.3 и 5.5-5.6, а в щелочной - с рI 8.8, 8.9 и  9.1, 9.2 (рисунок 3). В корнях наблюдалось усиление активности кислых с рI 3.0-3.6, 5.1 и 5.6, нейтральных с рI 7.2-7.4, а в щелочной области - компонентов с рI 8.8, 8.9 и 9.1, 9,2. Таким образом, КФ гриба способен увеличивать активность β-1,3-глюканазы и индуцировать дополнительный синтез некоторых изоферментов в органах проростка пшеницы.
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К - контроль, О - опыт, М - маркеры pI

Рисунок 3 - ИЭФ β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата   F. graminearum на 3-х суточные проростки

Исследовано влияние КФ F. graminearum на активность другого защитного фермента хитиназы в органах 3-х суточного проростка пшеницы. В целом можно было наблюдать похожую ответную реакцию в активности фермента, как и в случае с β-1,3-глюканазой. В ростках наибольшая активация хитиназы в присутствии агента приходилась на 96 ч, а в корнях - на 72 ч (рисунок 4). Следует отметить, что начало стимулирующего воздействия КФ на хитиназу ростков и корней происходило ближе к 48 ч. В период же раннего культивирования (до 24 ч) активность фермента в контрольных проростках была немного выше по сравнению с опытными.
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Рисунок 4 - Активность хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата F. graminearum на 3-х суточные проростки
Методом ИЭФ изучен изоферментный состав хитиназы ростков и корней после воздействия КФ гриба в течение 96 ч. В ростках выявлено увеличение активности некоторых изоферментов кислой области с рI 3.0-3.3 и 5.5-5.6, а в щелочной области с рI 8.2-8.8, 9.1 и 9.2 (рисунок 5). Выявлено усиление активности ряда компонентов фермента и в корнях - в кислой с рI 3.0-4.6, 5.1-5.6, нейтральной с рI 7.2-7.4 и щелочной области с рI 8.8, 8.9 и 9.1, 9.2. Полученные данные указывают на стимулирующее воздействие КФ F. graminearum как на общую хитиназную активность, так и на отдельные изоферментные группы.
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К - контроль, О - опыт, М - маркеры pI

Рисунок 5 - ИЭФ хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата F. graminearum на 3-х суточные проростки

В следующих экспериментах изучалось влияние КФ гриба F. graminearum разных сроков культивирования (2, 4 и 6 недель) на 7-суточные проростки пшеницы в краткосрочный 24 ч период. Существенных различий в ростовых характеристиках между опытными и контрольными вариантами обнаружено не было. Однако на ферментном уровне наблюдались некоторые изменения, связанные со значительным увеличением активности β-1,3-глюканазы в ростках к 3 и 9 ч в присутствии всех вариантов КФ и менее заметным к 24 ч (рисунок 6). В корнях столь существенных изменений в активности не выявлено. Незначительное возрастание фермента происходило к 9 ч экспозиции с 6-недельным КФ и к 24 ч с 4-недельным КФ. Следует отметить выраженный 2-х фазный ответный всплеск активности β-1,3-глюканазы в ростках на обработку агентом. В целом, наибольшей стимулирующей активностью обладал  КФ 6-недельной культуры гриба.
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Рисунок 6 - Активность β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата F. graminearum на 7-суточные проростки

С помощью нативного ИЭФ в составе β-1,3-глюканазы ростков было выявлено увеличение активности компонентов щелочной области с рI 8.8, 8.9, 9.1 и 9.2  на 3, 9 и 24 ч воздействия 4-х недельного КФ (рисунок 7). Выявлено также незначительное увеличение активности кислых изоферментов корней с рI 3.0-3.6 и щелочных в области рI 8.8, 8.9, 9.1 и 9.2. В целом, β-1,3-глюканазы с рI 9.1 и 9.2 в ростках оказались наиболее отзывчивыми к присутствию КФ.
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К - контроль, О - опыт, М - маркеры pI

Рисунок 7 - ИЭФ β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата F. graminearum  на 7-суточные проростки

Изучена изменчивость активности хитиназы в органах 7-суточных проростков пшеницы при воздействии КФ F. graminearum в течение 24 ч. Установлено увеличение активности фермента в ростках к 3 и 9 ч действия агентов, а также к 18 ч в случае 4-х недельного КФ (рисунок 8). В корнях возрастание хитиназной активности происходило на 6 и 18 ч экспозиции, особенно в варианте с 6-недельным КФ. Следует отметить органоспецифическую ответную реакцию проростков - в корнях это двухфазная, а в ростках 3-х фазная индукция фермента.
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Рисунок 8 - Активность хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия КФ 
F. graminearum на 7-суточные проростки

Проведен анализ спектров ИЭФ хитиназы 7-суточных проростков, подвергнутых действию 4-х недельного КФ гриба в 24 ч период. В ростках выявлена активизация компонентов  как в кислой области рI (3.0-3.3), так и в щелочной - с рI в районе 8.2-8.8  к 3, 6, 18-24 ч экспозиции (рисунок 9). В корнях к 6 и 18 ч воздействия КФ происходило увеличение активности кислых форм в области рI 3.0-4.6, 5.1-5.6  и щелочных с рI 8.8 и 8.9.
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К - контроль, О - опыт, М - маркеры pI

Рисунок 9 - ИЭФ хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия культурального фильтрата F. graminearum  на 7-суточные проростки
Были проведены аналогичные эксперименты по воздействию концентрированного (до 4 крат) фильтрата культуральной жидкости на проростки пшеницы, однако существенного повышения стимулирующего эффекта на исследуемые ферменты не наблюдалось. Следовательно, экстрацеллюлярные метаболиты гриба F. graminearum, содержащиеся в КФ, могут действовать в малых концентрациях.

3.2 Влияние элиситоров – олигосахаридов хитина и β-глюкана на активность и состав хитин- и β-глюкан связывающих ферментов проростков пшеницы
Олигосахариды хитозана представляют собой олигомеры β-(1-4)-связанного D-глюкозамина с молекулярный весом в пределах от 4 до 6 кДа, хорошо растворимы в воде. Ламинарин - запасной β-глюкан бурых водорослей и микроводорослей, содержит β-1,3-связанную глюкозную основную цепь и β-1,6-связанные глюкозные ветви. Молекулярная масса до 5 кДа, полная растворимость в воде. Полигалактуроновая кислота - линейный полимер, молекула которого состоит из связанных 1,4-гликозидными связями остатков α-D-галактуроновой кислоты и некоторого количества остатков рамнозы. Входит в состав пектина – полисахарида клеточных стенок растений, растворима в воде.
В экспериментальной работе по изучению элиситорного действия различных углеводистых веществ использовали хитозанолигосахарид (ХОС) с молекулярной массой 5000 кДа, ламинарин из Laminaria digitata, полигалактуроновую кислоту (ПГК) из цитрусовых фруктов (“Sigma”, США). Для постановки экспериментов зерна проращивали обычным способом в течение 3 и 7 суток, как описано в методическом разделе. После этого из-под проростков в чашках Петри удаляли жидкость, корни промывали дистиллированной водой, добавляли водные растворы углеводов и продолжали проращивать 24 ч. Как правило, элиситорные вещества способны действовать в малых дозах, поэтому в работе углеводные агенты вносились в концентрации 1, 0,1 и 0,01 мг/мл. Изучение влияния различных концентраций хитозанолигосахарида, ламинарина и полигалактуроновой кислоты  на ростовые показатели 3 и 7 суточных проростков в течение 24 ч не выявило видимых различий в скорости прорастания (длина ростков и корней) между опытными и контрольными  вариантами.
В отличие от ростовых характеристик, на ферментном уровне наблюдались существенные изменения. Так, при внесении в среду хитозанолигосахарида в ростках 3-х суточных проростков происходило резкое увеличение активности β-1,3-глюканазы в самый начальный период – к 3 ч инкубации, особенно для концентрации 0,1 мг/мл. К 6 ч  максимум активности фермента наблюдался при дозе агента 0,01 мг/мл (рисунок 10). На 9 ч отмечался второй пик активности для концентраций 0,1 и 1 мг/мл и на 12 ч – для 0,01 мг/мл  ХОС. Продолжение инкубации не приводило к возрастанию активности β-1,3-глюканазы в ростках. Несколько иная картина отмечена для корней. В случае минимальной дозы олигосахарида (0,01 мг/мл) резкий подъем β-1,3-глюканазы также наступал в первые часы (3 и 6 ч), однако еще один пик активности, равный по высоте, имел место на 24 ч. Для концентраций 0,1 и 1 мг/мл максимум активности наблюдался на 12 и 18 ч, соответственно. Следует отметить, что ростки по сравнению с корнями более отзывчивы к воздействию ХОС и максимум индукции фермента наступал в первые часы экспозиции.
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Рисунок 10 - Активность  β-1,3-глюканазы  ростков (а) и корней (б) после воздействия хитозанолигосахарида на 3-х суточные проростки в течение 24 ч

Изучение состава β-1,3-глюканазы нативным ИЭФ выявило в ростках незначительное усиление активности компонентов в щелочной области с рI 8.8-9.2 к 3 и 9 ч инкубации с ХОС (рисунок 11). В корнях было слабое увеличение активности изоферментов  в щелочной области рI 8.8- 9.2  к 6 и 12 ч воздействия агента.
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К - контроль, М – маркеры pI

Рисунок 11 - ИЭФ β-1,3-глюканазы из ростков (а) и корней (б) после воздействия хитозанолигосахарида на 3-х суточные проростки в течение 24 ч
Исследовано влияние хитозанолигосахарида на другой защитный фермент - хитиназу. Ее активность в ростках резко возрастала в начальный 3 ч период и к 6 ч продолжала расти только в варианте с дозой ХОС 0,01 мг/мл (рисунок 12). Пик активности в случае концентрации 0,1 и 1 мг/мл наступал на 12 ч. После спада к 9 ч, второй максимум фермента при концентрации 0,01 мг/мл имел место на 18 ч. В отличие от ростков, в корнях 2-х фазное увеличение хитиназы было только при 0,01 мг/мл ХОС, тогда как для двух других концентраций характерен 1-фазный рост активности.
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Рисунок 12 - Активность  хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия хитозанолигосахарида на 3-х суточные проростки в течение 24 ч

Анализ спектра ИЭФ  хитиназы ростков показал незначительное усиление активности компонентов в щелочной области рI 8.6-8.8 к 3 и 12 ч воздействия олигосахарида (рисунок 13). В корнях было также слабое увеличение активности хитиназ щелочной области с рI 8.6-8.8  и 9.2  к 3 и 12ч обработки ХОС.
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К-контроль, М-маркеры pI

Рисунок 13 - ИЭФ хитиназы из ростков (а) и корней (б) после воздействия хитозанолигосахарида на 3-х суточные проростки в течение 24 ч
Исследовалось влияние β-глюкана ламинарина на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы в 3-х суточных проростках в период 24-часового воздействия. При измерении активности β-1,3-глюканазы проростков, было установлено резкое увеличение активности фермента в ростках к 3 ч для всех трех испытанных концентраций полисахарида (рисунок 14). В целом в период всей экспозиции наибольший элиситорный эффект достигался при концентрации ламинарина 1 мг/мл. Причем индукция β-1,3-глюканазы имела четкий 3-х фазный характер - на 3, 9 и 24 часы. В корнях наблюдалась иная картина с наибольшим индукторным действием концентрации углевода 0,1 мг/мл. Низкая доза ламинарина (0,01 мг/мл), как и в случае с ростками, в целом оказывала наименьший активирующий эффект с максимумом на 3 ч экспозиции.
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Рисунок 14 - Активность  β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия ламинарина на 3-х суточные проростки в течение 24 ч

Изучение хитиназы проростков также показало отчетливый 3-х фазный рост активности фермента в ростках - к 3, 9 и 24 часам в варианте концентрации ламинарина 1 мг/мл (рисунок 15). В более низких концентрациях - 0,01 и 0,1 мг/мл полисахарид проявлял стимулирующий эффект на 3 и 6 ч соответственно, но в меньшей степени. Для этих 2-х концентраций многофазность подъема хитиназной активности не наблюдалась.
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Рисунок 15 - Активность хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия ламинарина на 3-х суточные проростки в течение 24 ч
Изучено влияние разных концентраций полигалактуроновой кислоты на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы в 3-х дневных проростках в течение 24 ч. Измерения показали умеренное увеличение активности β-1,3-глюканазы в ростках на 6 ч при концентрации агента 0,1 мг/мл (рисунок 16). Повышенная доза (1 мг/мл) не проявляла видимого стимулирующего воздействия на фермент, более того в начальный 3 ч период происходило падение активности по отношению к контролю. Заметно больший эффект ПГК оказывала на корни, где происходила быстрая индукция хитиназы к 3 ч при всех концентрациях агента.
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Рисунок 16 - Активность  β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия полигалактуроновой кислоты на 3-х дневные проростки в течение 24 ч

Уровень ответа хитиназной активности проростков на присутствие полигалактуроновой кислоты в целом похож на таковой для β-1,3-глюканазы. В ростках имело место слабое стимулирование фермента на 3 и 6 ч при дозах 1 и 0,1 мг/мл (рисунок 17). Заметная индукция хитиназы наблюдалась на 9 и 18 ч для концентрации ПГК 1 мг/мл, а при концентрации 0,01 мкг/мл – на  3 и 12 ч.
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Рисунок 17 - Активность  хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия полигалактуроновой кислоты на 3-х суточные проростки  в течение 24 ч
В дальнейшей работе изучалось влияние углеводных элиситоров на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы 7-суточных проростков пшеницы. Хитозанолигосахарид вызывал наибольший эффект в концентрации 1 мг/мл с 2-мя всплесками активности фермента на 12 и особенно на 24 ч (рисунок 18). Минимальное воздействие ХОС оказывал при концентрации 0,1 мг/мл. В корнях под действием олигосахарида происходило раннее (на 3 ч) и максимальное (для концентрации 0,1 мг/мл) индуцирование β-1,3-глюканазы. В отличие от ростков, для корней характерна однофазная активация фермента.
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Рисунок 18 - Активность  β-1,3-глюканазы ростков (а) и корней (б) после воздействия хитозанолигосахарида на 7-суточные проростки в течение 24 ч

Высокое стимулирующее воздействие хитозанолигосарид оказывал на хитиназу. Максимальное индуцирование фермента происходило на 12 и 24 ч, в особенности для концентраций 0,1 и 1 мг/мл (рисунок 19). В корнях ХОС был наиболее эффективен в концентрации 0,1 мг/мл, но в отличие от ростков, на ранней стадии экспозиции (на 3 ч). Для обоих органов характерен многофазный ферментный отклик на присутствие олигосахарида.
[image: ]

Рисунок 19 - Активность  хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия хитозанолигосахарида на 7-суточные проростки в течение 24 ч
В присутствии ламинарина (концентрация 0,1 мг/мл) заметное повышение β-1,3-глюканазы в ростках происходила к 3 ч, после чего активность фермента оставалась практически неизменной до конца периода проращивания (рисунок 20). Похожее действие оказывал глюкан в концентрации 0,01 мг/мл. В корнях ответная реакция β-1,3-глюканазы развивалась позже с максимумами активности на 9 и 24 ч при всех дозах агента.
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Рисунок 20 - Активность β-1,3-глюканазы  ростков (а) и корней (б) после воздействия ламинарина на 7-дневные проростки в течение 24 ч

Аналогичное влияние ламинарин оказывал на хитиназу проростков. В ростках, как и в случае с β-1,3-глюканазой, хитиназная активность вначале (на 3 ч) быстро поднималась, затем на протяжении всего срока оставалась неизменной, за исключением варианта концентрации 0,01 мг/мл с небольшим пиком на 9 ч (рисунок 21). Для обоих органов наименьший фермент-индуцирующий эффект наблюдался при концентрации 1 мг/мл.
[image: ]
Рисунок 21 - Активность хитиназы ростков (а) и корней (б) после воздействия ламинарина на 7-дневные проростки в течение 24 ч

При исследовании влияния полигалактуроновой кислоты на β-1,3-глюканазу и хитиназу 7-суточных проростков существенных различий в сравнении с 3-х суточными проростками обнаружено не было. Индуцируемая в присутствии ПГК активность также была незначительной.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основе биохимического анализа культуральной жидкости определен оптимальный срок выращивания гриба F. graminearum, составляющий 28 дней. В присутствии 4-х недельного культурального фильтрата имело место практически полное подавление всхожести семян пшеницы. После 96 ч экспозиции 3-х суточных проростков в присутствии КФ длина стеблей и корней была меньше на 30-40 % по сравнению с контролем. В противоположность ростовым показателям, активность ферментов ГС глюканазы и ХС хитиназы при  добавлении КФ F. graminearum в целом повышалась. В ранний период (до 24 ч) КФ почти не оказывал действия на ферменты и заметное индуцирование дополнительной активности наступало к 48 ч. Максимальная активизация β-1,3-глюканазы и хитиназы под действием агента была в конце проращивания – на 72 и 96 ч. По данным ИЭФ в составе β-1,3-глюканазы и хитиназы ростков КФ усиливал активность изоферментов кислой (рI 3.0-5.6) и щелочной области (8.8-9.2). В корнях наблюдалось увеличение активности 3-х групп - кислых, щелочных, а также нейтральных компонентов с рI 7.2-7.4. 
Выявлены особенности кратковременного (24 ч) воздействия КФ разных сроков культивирования гриба на 7-суточные проростки. В ростках все варианты КФ вызывали быструю активизацию β-1,3-глюканазы и хитиназы уже к 3 ч,  а в корнях к 6 и 9 ч в присутствии 6-недельного КФ. Стимулирующий эффект на ферменты 6-недельного КФ чаще проявлялся к 9 ч, а для 4-недельного КФ в более позднее время – на 18 и 24 ч. Согласно ИЭФ в составе β-1,3-глюканазы ростков 4-х недельный КФ увеличивал активность компонентов щелочной области с рI 8.8-9.2 на 3, 9 и 24 ч воздействия. Наблюдалось также незначительное увеличение активности  кислых изоферментов корней с рI 3.0-3.6 и щелочных в области рI 8.8-9.2. В целом, β-1,3-глюканазы с рI 9.1 и 9.2 в ростках оказались наиболее отзывчивыми к присутствию КФ. Для хитиназы ростков выявлена активизация компонентов как в кислой области рI (3.0-3.3), так и в щелочной - с рI в районе 8.2-8.8 к 3, 6 ч и в конце экспозиции. В корнях к 6 и 18 ч воздействия КФ происходило увеличение активности кислых форм в области рI 3.0-5.6 и щелочных с рI 8.8 и 8.9. 
В целом, наибольшим стимулирующим эффектом на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы обладал КФ 6-недельной культуры гриба, а наименьшим – 2-недельный КФ. Для 4 и 6-недельного КФ характерно выраженное 2-х фазное (по времени) индуцирующее воздействие на ферменты. 
Исследовано влияние углеводистых элиситоров – хитозанолигосахарида, ламинарина и полигалактуроновой кислоты на активность β-1,3-глюканазы и хитиназы проростков пшеницы. Действие элиситоров на ростки в основном происходило в первые часы, тогда как в корнях – к концу периода экспозиции. Наибольшим стимулирующим действием (разница между опытом и контролем) на синтез защитных ферментов β-1,3-глюканазы и хитиназы обладал хитозанолигосахарид, который  был достаточно эффективен при всех испытанных концентрациях. В малой дозе (0,01 мг/мл) ХОС сильно индуцировал в проростках оба фермента уже в начальный период – к 3 и 6 ч. При концентрациях 0,1 и 1 мг/мл заметный рост активности приходился позже – к 12 и 18 ч, особенно в корнях. Под действием олигосахарида отмечено небольшое усиление щелочных изоферментов с рI 8.6-8.8 и 9.2. Ламинарин отличался относительно пролонгированным по времени действием с двумя, тремя пиками активности β-1,3-глюканазы и хитиназы. Наименьшие  элиситорные свойства проявляла полигалактуроновая кислота, в основном вызывавшая незначительный подъем ферментов в первые 6 ч воздействия. 
При изучении ответных реакций 7-суточных проростков отмечено эффективное действие ХОС на хитиназу в концентрации 0,1 мг/мл. При концентрации 1 мг/мл олигосахарид вызывал значительный подъем активности  β-1,3-глюканазы в ростках в конце экспозиции –  на 18 и 24 ч. В минимальной дозе ХОС имел относительно меньший эффект. Воздействие ламинарина на 7-суточные, как и в случае 3-суточных проростков, носило продолжительный характер с подъемом активности ферментов к 24 ч. При этом меньшие концентрации β-глюкана (0,01 и 0,1 мг/мл) были заметно эффективнее по сравнению с дозой 1 мг/мл.
Все исследованные углеводистые вещества проявляли элиситорное действие на проростки пшеницы, но в разной степени и продолжительности. Наибольшим индуцирующим эффектом на β-1,3-глюканазу и хитиназу обладал хитозанолигосахарид, в то время как ламинарин выделялся пролонгированным действием. Учитывая принадлежность ХОС (производное хитина и хитозана) и ламинарина (β-глюкан) к структурно разным типам углеводов с их функциональными особенностями, можно предположить их вероятно большую сигнальную элиситорную эффективность в случае комбинированного использования.
Запланированные работы данного промежуточного этапа выполнены в полном объеме.
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Ipunosienus 1.6
K JorosopyNe ot 2018r.
Ha rpaHToBOe ()MHAHCHPOBAHHKE

TEXHHYECKAA CIHEINPHKALISA 1
KAJIEHJAPHBIM IINIAH PABOT

ITo norosopy Ne 330 ot 92 m}/ eqsb 2018 ronma

1.PT'I1 na IIXB "HUHCTHTYT MOJIEKYIAPHON GHOJOTHH H
ouoxnumun um. MLA. Alitxoxkuna' KH MOH PK

1.1 I'lo npuopurety: Hayku o 3KH3HU 1 310POBEE.

1.2 ITo nomnpuopurery:@yHIaMeHTANIBHEIC H INPHKIAIHBIE HCCIEIOBAaHHS B ob6mactn
Ouonoruy.

Dusnonoruyeckue, OHOXMMMYECKHE M MOJIKYISPHO-TCHETHUECKHE  MEXAHHU3MBI
JKH3HCACSTEIbHOCTH PACTEHMM, JXKMBOTHBIX W YEJIOBEKa, MX ajanTaidd K OMOTHYECKHM H
abuornyeckuM (akTopam cpesl OOHTAHHs.

1.3 Ilo teme mpoexra: Ne AP05133823 «M3yuenue XUTHH M [-ITFOKaH-CBI3BIBAIOLIAX
($epMEeHTOB IIPH MATOTEHE3E M HX HCIOJIB30BAHHE B TECTHPOBAHHM YCTOMYHBOCTH IMIICHHIB! K
bysaprosy».

1.4 Obwmas cymma npoekra 15000 000(nsTHaAUATs MUIIHOHOB) TEHIE,B TOM UHCIEC
Pa3bHUBKO# IO TOfaM, [NIs BBITOJHEHUS padOT COTIACHO MYHKTY3:

-Ha 2018 rox - B cymme 5 000 000(IsiTe MHJIITHOHOB) TEHTE;
- Ha 2019 rox - B cymme 5 000 000 (1siTs MHITHOHOB) TEHTE;
- Ha 2020 rox - B cymme 5 000 000 (11siTe MUITHOHOB) TEHTE.

2. XapaxmepucmuKa nay4no-mexHu1eckoli npooyKyuu no Keanu@puKauuoHnsim
RPUIHAKAM U IKOHOMUHECKIUE NOKa3ameu

2.1 Hanpasnenue paboTsl: GMOXUMES, SH3HMOJIOTHS PACTEHUH.

2.2 O6GnacTh IPUMEHEHHS: CEIbCKOE X03SHCTBO, CEIEKIUs 36PHOBBIX KYJIBTYD.

2.3 KoHeuHsIi pe3ynbTar:

- 32 2018 rox: BynyT usydensl u3odepMeHTHBIH cOCTaB B OHOXUMHUYECKHE CBOMCTBA
XUTHH- U B-IIIFOKaH-CBA3BIBAIOMKMX (EPMEHTOB PACTEHMS IIICHHUIEI B HOPME;

- 3a 2019 rom: Bynyr m3ydyeHbl OCOOEHHOCTM XHTHH- M [-IIIOKaH-CBS3BIBAIOLIMX
(GepMeHTOB B YCIOBHSAX 3apaxeHus F. graminearvm Joxnampl Ha KOH(QEPEHIHSIX BO3MOKHO
[aTEHTOBAHMS PE3YNHTATOB B Ka3axXCTAHCKOM MM €BpasHiCKOM NateHTHOM Oropo. Byner
onybnvkoBaHa | (0/Ha) CTaThs B PELEH3UPYEMOM 3apy0eXKHOM HAYYHOM M3AAHWH, HHAEKCHPYEMOM B
Gazax nanHbix Web of Science wiu Scopus ¢ HeHy/ieBbIM UMNAKT-(akTOPOM IIPEANOTIOKUTETEHO B
wypHanax: «®usuonorus pacrenuit» u «[IpuknanHas OHMOXHMHUS W MHKpOGHOIOTHSY (T.

MockBa)», a raike He MeHee 2 (AByX) nyGauKauui B peLieH3upyeMblx 3apyBesHbIX W OTEUECTBEHHDBIX
HAYUHBIX MU3JAHUAX C HOHYIEBbIM HMITAKT-HAKTOPOM.,

- 3a 2020 rom: ByayT u3ydeHb! XUTHH- B [3-IJIOKaH-CBA3BIBAIONINE (EPMEHTHI Y COPTOB
NUICHHALB] B HOPME M NpH 3apaxeHuu F. graminearum Byayt onyGnukosanbi 2 (aBe) crathi B
PELIEH3UPYEMbIX 3apyOesHBIX HayuHbIX U3LAHKIX, HHIEKCHPYeMbIX B 0a3ax nanHbix Web of Science nau
Scopus ¢ HeHyIeBbIM HMNAKT-(HAKTOPOM.

2.5 Hayuno-texHuueckuif ypoBeHb (HOBU3HA):B pe3ynbTaTe BHIIONHEHHS JAHHOTO
npoexTa 6y1yT MONyYeHsl HOBBIE JAHHEIE 110 GHOXMMWYECKHM CBOMCTBAM XMTHH- H B-TJIFOKAH-
CBA3BIBAIOMMX (DEPMEHTHBIX OENKOB M HX DOJNM B 3aIMTHOM MEXaHU3ME PACTEHHH NPOTHB
(uronarorenHsIx rpu6oB. ByneT onpeneneta BO3MOKHOCTS UCNIOIB30BAHUSXUTHH- H B-TIIOKAH-
CBA3BIBAIOIIUX (DEPMEHTOB B TECTHPOBAHMH YCTONYHBOCTH IIIEHWUBIK (DY3apHO3Y.

2.4 IlaTeHTOCIIOCOGHOCTD: NIATEHTOBAHKE PE3Y/ILTATOB BO3MOMKHO.

2.6 Mcrmonmp3oBanue HayqHO-TEXHMUYECKON MPOIYKLMM OCYIIECTBISETCS: SH3UMONOramu,
GHOTEXHONOTAMH H CENIEKIHOHEPAMH.

2.7 Bun HCHONB30BAHMA pe3yibTaTa HayuyHOM U (WIH) Hay4HO-TEXHHUECKOH
JEATENPHOCTH: HAYIHBIE CTATHH.
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3. Haumenosarue pa6om, cpoKu ux peanu3auuu u pe3ynvmamst

CpoK BBINONHEHHUS

Indp HaumeHoBaHze paGoT 10
3afanms, | JoroBopy M OCHOBHBIE 3Tambl HAYasIo OKOHYAHHE Oxuaaemblii pesynsrar
JTana €ro BBINOJIHEHHUS
1. Hsyuenue uzohepMeHTHOrO sHBapb, 2018 r.| Mo 1 Hosbps |Bynmer usyuex
cocTaBa ¥ GHOXHMUYECKHX 2018r. #30(epPMEHTHBIH COCTAR
cBOHCTB XUTHHE- ¥ B-TTIOKaH- | Guoxmmuyeckne |
CBA3BIBAIOIKX (pePMEHTOB cBOHCTBA XUTHH- H B-
pacTeHus MIIEHUIIB B HOPME. [JTIOKAH-CBA3BIBAIOLIMX
($epMEeHTOB pacTEHHs
IIISHALB! B HOPME.
TIpoBeCTH OYKCTKY XUTHHA3 U | AHBaph, 2018 .| Jo 1 moaGpa |Bynernposenena
1.1 B-1,3-rmtokana3s ¢ XHTHH- H 2018 r. OYMCTKA XUTHHA3 U B-
B-ritokaH-CBA3BIBAIOIIMMH 1,3-rmoKaHas ¢ XHTHH- U
nomMeHamMu.OnpeneniTs ux B-rmokan-
COCTaB U HEKOTOpBIEe PU3UKO- CBA3bIBAIOIIMMH
XMMUYECKHE CBOMCTBA. noMeHamu. OnipenieneH
HX COCTaB H HEKOTOpbLIE
DU3HKO-XUMHYECKHE
cBOHCTBRA.
1.2 VcTaHOBHTH OpraHHYIO suBaps, 2018 r.| Jo 1 HoaGpa |Byner ycraHOBieHa
JIOKaJIU3aLHI0 H30OpM XUTHH 2018 . OpraHHas JOKaIM3alusa
H u30(GopM XUTHH U
B-riIOKaH-CBA3BIBAIOLIUX B-raK0KaH-CBA3BIBAIOLINX |
tepmenToB. (hepMEHTOB.
2. HUsyuenue ocobenHoctelt suBapb, 2019 .| Mo 1 Hos6ps |Byner usyueno
XMTHH- 2019 . ocoGeHHOCTeH XHTHH-
U B-ITIOKaH-CBA3BIBAIOIIUX H B-rimokan-
(epMEHTOB B YCIOBHAX CBASBIBAIOIINX
3apaKEeHUS (hepMEeHTOB B YCIOBHAX
Fusariumgraminearum. 3apaXkKeHus
Fusariumgraminearum.
2.1 Onpenenurs BAUSHYNE sHBaps, 2019 r. | monk, 2019 r. |Byaer onpenencHo

KyJIbTypajibHOro (uibrparta F.
graminearum Ha aKTUBHOCTH
H COCTaB XMTHH- U B-TJIFOKaH-
CBA3BIBAIOIINX (epMeHTOB
PacTeHMs MUICHULIBI,

BJIMAHHE
KYJIBTYPabHOro
tunerpara F.
graminearum Ha
aKTUBHOCTB H COCTaB
XUTHH- U B-ITIOKaH-
CBS3BIBAIOMIMX
(epMEHTOB PacTEeHMUs
TIIEHALBL
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2.2

Onpenenute BAUsHHE
3/TUCHTOPOB - OJIMTOCAXapHIOB
XWUTHHA U B-rmioKaHa Ha
aKTUBHOCTb W COCTAB XMTHH- U
B-raroKaH-CBA3LIBAIOLIMX
(epMeHTOB pacTeHus
NLEeHNLbI.

Hionb, 2019 .

Jo 1 HosGps
2019 r.

Byner onpeneneno
BIIUSIHHUE 3JIUCHTOPOB —
OJIMIOCaxapyuaoB XUTHHA H
B-riaroxaHa Ha aKTHBHOCTB
H COCTaB XUTHH- 1 [3-
[JIFOKAH-CBA3BIBAIOIIIX
(depMeHTOB pacTeHus
IIICHHIBI.

Jloka/iel Ha
KOH(EPEHLUIX BOZMOKHO
MIaTeHTOBAHHS PEe3y.IbTATOB
B Ka3aXCTAHCKOM HJIH
€BPasHHCKOM NaTeHTHOM
Oropo.

byner omy6rukoBana 1
(onmHa) cTaThs B
PeLEH3HPYEMOM
3apyOeKHOM Hay9IHOM
W3aHUH, UHICKCHPYEMOM
B Gasax nauHeix Web of
Science uma Scopus ¢
HEHYJIEBBIM HMIIAKT-
(axTopom
[PEITONOKUTENBHO B
xypHanax: «Pusnonorus
pactenuit» u «[lpuxnagnas
OHOXUMHUS H
MHKpOOHoa0orAmy (r.
Mockga)», a TaKke He
MeHee 2 (aByx)
nyGJaKanui B
PELEH3HPYEMBIX
3apyOeIKHBIX U
OTEUECTBEHHBIX HAYYHBIX
H3JaHUSX C HEHYJICBIM
MMITAKT-(QaKTOPOM.

HayueHue XUTHH- W B-raiokaH-
CBAI3bIBAIOLLMX (hepMEHTOB Y
COPTOB NLUEHULbI B HOPME K
[Py 3apaKEHUU L.
graminearun.

aHBapb, 2020 r.

Jo 1 HoaGps
2020 r.

ByayT n3yueHsl XUTHH- 1 -
rIOKAH-CBA3bIBAIOWINE
(epmenTsl Y cOpTOB
MLIEHNULbI B HOPME W TIpU
sapaxeHunE. graminearum.

3.1

BoisiBuTe 0cobennocTn
AKTHBHOCTH W COCTABAXMTHH- W
B-rntokaH-cBI3bIBAIOLMX
(epMEHTOB y pasHbIX COPTOB
MLEHULUBI B HOPME W TIpU
sapakeHun k. graminearum.

ansapb, 2020 r.

ceHT6pb,
2020 r.

BynyT BbisiBneHbi
0COBEHHOCTH aKTHBHOCTH W
COCTABA XUTHH- 1
B-raioKkan-cBA3bIBAIOLLMX
(hepMEHTOB Y pasHbIX COPTOB
MIIEHULB! B HOPME W T1pH
3apaxeHunF. graminearum.
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32 OrnpenesuTh BO3MOKHOCTh okTa6pb, 2020 | Mo 1 HosGps | Byxer onpenenexa
MCMOJB30BAHUS XUTHH- U - T. 2020 r. BO3MOKHOCTh
JTHOKaH-CBA3bIBAIOLLIMX HCMOJb30BAHUSA XUTHH- U
(epMeHTOB ISl TECTUPOBAHHSA B-rioKaH-CBA3BIBAOLIMX
YCTOHHMBOCTH MLIEHHULBI K (hepMEHTOB B
tysapuosy. TECTHPOBAHHN
YCTOHYHBOCTH

MLIEHHLBI

K (y3apuosy.

ByayT onyGnuKoBaHb!

2 (mee) cTaThU B
PELICH3UPYEMBbIX
3apyGEKHBIX HAYUHBIX
M3JAHUAX,
MHIEKCHPYEeMBIX B Gazax
nanueix Web of Science
WM Scopus ¢ HEHYIeBbIM
HUMIaKT-(HaKTopoM.

Or 3akasuuxa: ; T
[pencenarens PO aipekiopa PITI na

OsHaxomie::

Hayungprit PYEQBOLMTEND NPOCKTE(C

a4<  ALAL Xakumkes
(mouUcs)
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TPUJIOXEHME B

OT4eT 0 naTeHTHHIX HUCCIICNOBAHUSAX

VTBEPXIAIO

FeHepaﬂsﬂmp_hlcrop
PI'TI «I/Iﬂcm:ry'r Mo'nel(yjmpﬂou

OTYET

O MATEHTHBIX MCCIIEJIOBAHHUSAX 110 BBUIONHEHUIO npoekTa [ AP05133823 «M3ydenue xutus u B-
TIIOKAH-CBS3BIBAIOMKX (EPMEHTOB TPH I[ATOrEHe3e M WX HCIOJB30BAHHE B TECTHPOBAHHH
YCTOHYHBOCTH IMIIEHHIBI K (y3apuosy» B cOOTBeTCTBHM ¢ IlarenTHBIM 3akoHom PecryGmuku
Kasaxcran u CT PK I'OCT P 15.011-2005 «Cucrema pa3paGOTKH H TOCTAHOBKH MPOAYKIMH HA

Npou3BOACTBO. [laTeHTHBIE HCCIen0BaHMS. Cozlep)xaHHe H IIOPAAOK IIPOBEACHUS»

Oran pa6GoTs: mpoMexyTouHsii (2019 rom)
Hauarno noncka 15.09.2018 Oxonuanue noucka_15.09.2019

B.6.1 - IlatenTHas JoKyMeHTaIHs

Ipenmer noucka Crpana BbiIaYH, BUI 1 3asBuTeNH Haspanue Caenenusi 0
(o6BexT HOMEp OXpaHHOro (mateHTooGNanaress), u3o0peTeHus JeHcTBUI
HCCIIe10BaHHS, €10 AOKYMEHTa. CTpaHa. HOMep 3asiBKH, (nosnHoi OXPaHHOTO
COCTaBHBIE YaCTH) KIaCCHPUKALMOHHEIH JiaTa pUOpHTETa, IaTa Mozenu, JIOKyMeHTa
Hificke ny6nuKaunn obpasua)
«H3yuenue xutun | RU 2 675 485 C1 IlexoTuxun A.E. Tonyuenne u -
u B-rmokaH- Ony6nukoBaHoO: 3y6osa A.U. TIpUMEHEHHE
CBA3BIBAIOLIMX 2018.12.19 arpoxumuyec-
(epmeHTOB npH Kot
natoreHese M UX KOMIIO3HIIUA Ha
HCTIONb30BAHNE B OCHOBE
TECTHPOBAHUN nonuancnepe-
YCTOH4HBOCTH HOTO XMTO3aHa
TUIEHALB! K RU 2662 992 C1 Crpynun B.I1. Crnioco6 -
(dy3apuosy» Ony6ankoBaHoO: TIPEANOCEBHOM
2018.07.31 06paboTku
ceMsH
CeNIbCKOXO03Hi-
CTBEHHBIX
pacTeHuit

37
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3AKJIIOYEHUE

PernamenT nowcka BbinonHex Ha ray6uny ¢ 2014 o 2019 rr. B pesyJbTaTe IPOBEACHHOTO
noncka B crpanax CHI', Bocrounoit Esponsi, 'epmanuu, BenukoGpuranum, Opannuy, Snonny,
Kuras, CIIA no ximaccam MKU: AQ1H1; C07; C12N, BbisBieHbI TaTeHTHI, CTAaThH, MMEIOLIHE
001I1yi0 HaNpaBIEHHOCTH C BBIIONHAEMOI TeMOii J1aG0PaTOPHH GHOXHMUE 3EPHOBBIX KYyJIBTYp IO
ONIEKTPOHHBIM 0a3aM NaHHBIX (MHTEPHET pecypchl: www.eapo.org, Pub.med., www.pubmed.gov.
Google Patent. www.google.com/advanced_patent_search).

VCTaHOBNeHO, 4YTO Beiyliee NONOXKEHHE B OGJACTH HCCIENOBAHHHA yCTOMYHBOCTH
CeNbCKOXO3SMCTBEHHBIX pacTenuii K rpuGHbM (uronarorenam sarmmaior CIIIA, Kurait, CTpaHbI
Esponeiickoro corosa, Poccus. IlomydeHsI HOBBIE JaHHBIE [0 GHOXMMHYECKHM CBOMCTBaM,
peryisiuy ¥ QyHKIMOHMpOoBaHUIO PR (CBS3aHHBIX ¢ TaToreHe3om) GEIKOB, NPHBOJSATCS HOBBIE
CBEICHUS 1O OJIMCHTOPHBIM CBOHCTBAM XWTHHA, XHTO3aHA, XHTOOJHMIOCAXAPUIIOB, TJIHKAHOB,
JIAMUHAPHHA ¥ IPYTHX YrIeBoxoB. IlomyyeH psi HOBBIX Pe3y/IbTATOB 110 MEXAHU3MAM BOCTIPHSTHSI
(Xemopenenym) pacTeHHeM-X039HHOM MHKPOOHBIX M [PHOHBIX JJHCHTOPOB, BHYTPUKICTOYHOI
T€peaady BHEIIHHUX CHIHAJIOB, UX POJIH B OTBETHBIX 3aIUTHBIX PEAKIHAX.

O0630p maTeHTHOH JMTEpaTypsl M cTaTel CBHJICTENILCTBYET O OOJBIION IPUKIATHON
3HAYUMOCTH SJIUCHTOPOB B CEJIbCKOM XO3AHCTBE, PaCTEHHEBOACTBE. [10ydYeHbl arpoXuMHYecKue
KOMIIO3UIIMA HA OCHOBE XHTHHA, XUTO3aHA, IAMMHAPUHA MOBBIIICHUS YCTOWYMBOCTH PacTEHHH K
uronarorenam, aGmotmueckum crpeccaMm. C HCIOIB30BAHMEM OITHCHTOPOB M KyJBTYPATbHBIX
(HIBTPATOB MHKPOOPraHM3MOB IIPEIONKEHBI CTOCOGEI MPEMOCEBHON 0OPaGOTKH CeMAH st
TIOBBIICHUS BCXOXECTH, YPOXKAHHOCTH M BBDKHBAEMOCTH arpoKyIbTYpP B YCJIOBHSX CTpecca.
PaspaGatbiBaloTcss METONBI MONYYeHHS HOBBIX HH3KOMOJEKYNSDHBIX NPOM3BOJHBIX XHTHHA,
XHTO3aHa, O€Ta-TIOKaHa, NEKTHHA C IOBBIUCHHBIMU 3IUCHTOPHBIMH CBOMCTBAMH UL HX
TIPUMEHEHUsS B 3alUTe PACTCHHH. AHAIM3 MATEHTHOM, HAYIHO-TEXHAYECKOH JMTEpaTyps H
MaHHbIX MHTEPHET pecypcoB MO3BONSET CeMaTh 3aKIIOYCHHE O TOM, YTO BBITOJHAEMBIH IPOEKT [0
HCCIIEIOBAHMIO XMTHH- H [-TJIIOKaH-CBSI3BIBAIOIMX (JEPMEHTOB NpH TpUOHOM NATOreHe3e

SIBJIICTCS aKTYaJIbHBIM M IIEPCIICKHMBHBIM.

PykoBozmutens HUP, <
3aB. 1abopaTopuei, KaHz. GO, Hayk J Rod 244049  A.A. Xaxuwxanos
noAnuch, Aata

OTBETCTBEHHBIN UCIIOTHHUTEND,

HAYYH. COTP., MAHCTP M 27072 9.0. Abaiinnaes

7 NOANMUCh, naTa
o)
W.o. marenToBesa, KaH1. 6HON. HAYK W ‘77 /./ O./Z BI.Hurmatosa
(/ MOAMKCh, JaTa

41
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PURIFICATION AND BIOCHEMICAL PROPERTIES
OF WHEAT ENDOCHYTINASE

Abstract. Chitinolytic enzymes are the most important components of the plant defense system against various
pathogens. Chitinases hydrolyze the N-acetyl-B-glucosamine-containing polymer substrates (chitin, chito-oligosac-
charides). which are part of the cell walls of fungi, nematodes and insects. The high polymorphism of chitinases in
cereals, including wheat, the poor knowledge of their biochemical properties and activity regulation is one of the
main obstacles in understanding the functioning of this enzyme complex.

The aim of the work was the study of some physico-chemical characteristics of wheat endochitinase. Using
chromatography on a specific chitin affinity sorbent. endochitinase was purified from shoots. roots and seeds of
wheat seedlings. The enzyme was represented by several isoforms with a molecular weight of about 30 kDa and pI
in the acidic, neutral, and alkaline regions. There were no significant differences in the isoenzyme composition of
endochitinase from different organs of the wheat seedlings. Some physico-chemical properties of wheat endochi-
tinase were determined - pH and temperature optimum, thermal stability, the effect of different 2-valent metal ca-
tions on activity. The results can be used in the enzymology of the interaction of plants and phytopathogenic fungi.

Key words: wheat, endochitinase, isoenzymes.

Introduction. To date, a large amount of factual material has been accumulated on the induction in
plants in response to the lession of specific pathogenesis related (PR) proteins by viruses, bacteria and
fungi. These proteins are classified into 17 families according to their structure and properties [1]. Special
attention in connection with the study of plant protection mechanisms against phytopathogens is given to
chitinases (EC 3.2.1.14), capable of destroying the cell walls of fungi [2-4]. As part of the PR proteins,
these enzymes form 4 families. In plants, chitinase, like other polymer hydrolases, is represented by
several isoenzymes and is encoded by a family of genes. Chitinases are subdivided into constitutive and
inducible forms, differ in tissue specificity of expression [5]. The significant polymorphism of the enzyme
is due to the complex organization of natural substrates - chitin and its various oligosaccharide deriva-
tives, suggesting differences in their substrate specificity and structural features of the isoenzymes [6]

According to the type of action on the substrate in the composition of chitinases, endochitinases and
exochitinases are distinguished. The first enzymes cleave chitin randomly inside the polymer, producing
soluble low molecular weight N-acetylglucosamine multimers, such as chitotriose, chitotetraose, and
diacetylchiobiose dimer. The last enzymes are capable to cleave only the terminal carbohydrate residue of
the polymer [7, 8]. Based on the primary structure, plant chitinases are divided into 7 classes (I — VII). It
is shown that there is no definite correlation in the distribution of chitinases by plant species, their organs
and tissues. However, it was found that only some chitinases have antifungal properties [9, 10].

The chitinase complex and its functioning are most studied in tobacco, and among cereals - in barley
and rye. In wheat, the composition of this enzyme has about 10 isoforms having a wide range of pl in the
acidic, alkaline, and neutral pH from 3.1 to 9.7. It has been shown that some isoforms to some extent may
be involved in protecting the plant from pathogenic attack [11-13]. Despite certain successes, wheat
chitinases are still relatively poorly studied, especially their physicochemical properties and activity
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capsicyna 24 carar TCO-1/80 TepMocTaThiHAa GelCeHTIPUINl. AHTarOHHCTIK OelCeHIUTIrH
aHBIKTAay MaKcarblHAa AuGGY3MUIbIK cely omici maiilalaHBUIOBI, SFHH 3ePTTEIeTiH CYT
KBIIIKBUIAB! YIBITKbITapAs! IleTpu TaGakmianapsiHa arapasl MRS oprackiHa cebimm, 37 °C
TeMmmeparypanga 24 caf KOHBULIBL. Opi Kapail aibH-ala TeCT ITaMbl CeOLIreH DHI0 KOPEKTIK
OpTachIHA OfBIKIIATAPFA KOIIiPI.

Hamuoicenep sxcane onvl manoay

3epTTeyre albIHFaH GApIbIK YHBITKBUIAPABIH KYPAMBIHIAFH! CYTKBIIIKBLIIE GaKTepHsIap
E. coli TecT mTaMblHA Kapchl OENCEHIUTIK KOpceTTi. SIFHH, 3epTTey HATHIKeCiHAe GacTaIKbl
JIAKBUIIBIH KYpaMbIHA KipeTiH MHKPOOpPTaHH3MIep E.coli TeCT ITaMBIHA KaTBICTBI aHTHOHOTHK
Topi3i 3aTTapbl OeNeTiHI aHBIKTaIIBL Ocyni GaceHneTy aiiMaKTaphl Kelecifeil Memiepriepae
6omapr: «BK-YITIAY-JI» - 25,2+0,1 MM, « BK-YIJTIAU-ITPO» - 18,3+0,1 MM, «BK-YTJINY-TBy -
23,0+0,1 MM, «BK-KEOUP-2» - 25,8+0,1 MM, «BK-YIJINY-II» - 16,15+0,2 MM. AHTarOHHCTIK
acep ONApIOBIH eMip Cypyl OapbICHIHAAa IIATOTeHII JKOHE IIAPTTHl IIATOTEHAI MHKpO-
OpPTaHH3MJepPIiH JaMyBbIHa Kelepri jkacail OTBIPBII, acKa3aH-IIIeK JKOMBHBIE PH TeMeHIeTeTiH
CYT XoHE CipKe KBIIIKBULNAPBIH GeiyiMeH GailmaHbICThl Gomanbl. KeIIIKpUIapaaH 6acka, cyT
KBIIIKBUIIB! OAaKTepPHsUIap ©3iHIH ecyl MeH NaMybl IpoIeciHIe MHKPOOKa Kapchl 3aTTaplbl -
GaktepuonuHaep (GubuauH, GHOWIOHT) KHHAKTAIIB! JKoHe OGOl MIBFapajbl, olap MaToTeHl
MHKpOIOpaFa GaKTePHOLMATI koHe GAKTePHOCTATHKAIBIK 3Cep eTel.

Kopuimuinovt

AnpiaraH Monimerrep «BK-YITIAU-JI», «BK-YITIMU-TB», «BBK-kepup-2» yiibIr-
KBICBIHBIH €TTi OHJey OHIIPICIHAe OHIMIEpAiH CAKTAaTyblH, TaFaMIBIK JKOHE OHOMOTHSIIBIK
KYHIBUIBIFBIH aPTTHIPY MaKCaTBIH/IA MafilaTaHy MYMKIHIIT1 30 eKeHIITiH KOPCeTTi.
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BJIUAHUE KYJbTYPAJIbBHOI'O ®UJIBTPATA TPUBA FUSARIUM GRAMINEARUM
HA AKTHBHOCTD I'N'TFOKAHA3 U XUTHHA3 B ITIPOPOCTKAX IIINEHHUITBI
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M3yueHO BIIHHE KyIbTYPaIbHOTO (GUIbTpaTa Ipuda F.graminearum Ha PoCT MPOPOCT-
KOB IMIICHHIBl H aKTHBHOCTH P-1,3-I/IF0KaHa3 M XHTHHA3. BBIABIEHB! 0COGEHHOCTH B AKTHBAI[HH
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U H3MeHEHHH KOMIIOHEHTHOTO COCTaBa HCCIIeAyeMBIX (epPMeHTOB.

The influence of the culture filtrate of the fungus F.graminearum on the growth of wheat
seedlings and the activity of B-1,3-glucanases and chitinases was studied. Particularities in the
activation and change in the component composition of the studied enzymes were revealed.

I'pu6s! pona Fusarium Hapaxy ¢ APYTHMH NATOT€HHBIMU TPUOAMH BBI3BIBAIOT 3HAUUTEIb-
HOE IOpakeHHe 3ePHOBBIX KYIBTYD, IPH 3TOM IIOTEPH YpOKas IPH Pa3BHTHH HHQEKIHH MOTYT
npocturats 20-50 %. Fusarium graminearum SBIS€TCS OXHHM H3 ITATOTEHHBIX BHIOB, KOTOPBI
TIopazkaeT 3epHO MIIEHHIbl, B Pe3y/IbTaTe Yer0 OHH CTAHOBSICS JeTKOBECHBIE H IIOXOTO Kade-
CTBA, TEPSIOT JKH3HECIIOCOOHOCTD MM SIBISIOTCS NPHYMHOHA THIUIH HPOPOCTKOB. IlaToreHHBIe
TPHOBI TIPEICTABIIMIOT 3HAYHTEIBHYIO OIIACHOCTD JUIS 30POBBS JIFONEH H KHBOTHBIX. Pa3BUTHIO
3a00JIeBaHHS CIIOCOOCTBYET TeIlTas M BIaXHas IOToJa B IePHOM KOJOIIEHHS IO CO3PEBAHHS
KynsTypsl. [Tocnennue 10-15 et ¢y3apno3 3epHOBBIX IIHPOKO pacmpocTpaHeH B Poccuu, a Tak-
ke B CeBepHbIX U CeBepo-BOCTOUHBIX 007acTsAX KasaxcraHa. 3aGoieBaHHe HaOmomaeTcs B
GOIBIIMHCTBE PETHOHOB, TJ€ BHIPAIIMBAETCS IMIIEHHIA. 1103TOMY HCCIeIOBAaHHS MEXaHH3MOB
TIOpakeHUS pacTeHMH IaTOTeHHBIM TpHOOM F. graminearum, © B OCOOEHHOCTH MeXaHH3MOB
YCTOHYHBOCTH K ITATOT€HY SBJIAIOTCS BECbMa aKTYaIbHBIMH.

TIpu 3apakeHHH PAacTeHHI MaTOTeHaMH IPOHCXOMHT HHIYKIHI H CHHTe3 ceMeficTBa GeJl-
KOB, H3BECTHBIX ITO OOUINM Ha3BaHHeM MaToreHes-cBsi3aHHBIX (PR) GemkoB [1-3]. Cpemu HEX
OJIHHMH U3 BaKHBIX SBJLTIOTCA [B-1,3-TIIFOKAaHA3BI H XHTHHA3HEL. OTH (epPMEHTHI pa3pyIIaoT HOIH-
CaxapHIB! KIETOYHOH CTEHKH MHIETHS TPHOA, TeM CaMBIM ITOJABILIA POCT IPHOA H CHHKAS ero
HeTaTHBHOE Bo3/IeficTBHE Ha pacTeHHe. Hapsy ¢ mojeBEIMH HCClIeIOBaHISMH, BeCbMa HHTEpec-
HBIMH H HH)OPMaTHBHBIMH SBIITIOTCS SKCIIEPHMEHTSI invitro ¢ HCIONB30BAHHEM KyJIBTYPaJIbHO-
To ¢punpTpara (KO) rpuda.

Hamu mpoBenieHa paGoTa mo usydeHmro jetictBus K® rpuba F.graminearum Ha pOCT
TpopocTKoB muteHuus! (Iriticumaestivum L., copt Kaszaxcranckas 10). IIpexBapuTensHo GbLUIO
HCCIIE0BAHO BIMSHHE QHIBTPATa Ha IIPOPACTaHHE CeMSH IIIeHUIIbL. BBII0 yCTaHOBIIEHO HOMHOE
TI0JJaB/IEHHe BCXOXKECTH ceMiH. Ha pHCyHKe 1 Ipe/icTaB/IeHb! JaHHBIE IO BIHAHHMIO QHIbTpaTa F.
Graminearum Ha pa3BHTHe 3-X THEBHBIX IPOPOCTKOB IIIEHHUITE! B TedeHHe 96 1.

Komp 0 Kontpors Omerr Kourpoms Onerr

Kontpors Omerr
24q 484 729 961

Pucynok 1 - Bmuaaune K@ F.graminearum Ha pocT 3-X JTHEBHBIX IPOPOCTKOB B TedeHHe 96 4.

VYcertaHoBieHo, uTo K@ yrHeTaeT pocT NMPOpOCTKOB MueHHNEL Ilocie 96 1 06paGoTKH
JUIHHA POCTKOB, KaK H KOpHel, 6bUTa MeHbIe Ha 20-30 % I10 cpaBHEHHIO ¢ KOHTPOJIBHBIMH 00-
pasuamu. [Ipy aHamH3e aKTHBHOCTH P-1,3-IMIIOKaHA3bl M XUTHHA3bI U3 POCTKOB M KOPHeH Iocie
Bo3aefictBus K@ rpuda 65U1a 00Hapy:KeHa HHAS 3aKOHOMEPHOCTD 10 CPAaBHEHHIO C POCTOBBIMH
XapaKTePHCTHKAMH. AKTHBHOCTD (hepMEHTOB ObLIa BBIIIE Y OIBITHEIX 00Pa3IoB IO CPABHEHHIO C
KOHTPOJBHEIMU. Ha pHCYHKe 2 IpeCTaBIeHbI Pe3y/IbTaThl 3TOr0 SKCIEPHMEHTa.

99




image35.jpeg
Cexipst 5. BHOTEXHOTIOTHS B CENbCKOM XO37HCTBE H IHIIEBOH MPOMBIILTEHHOCTH

A b
1 2 1 2
254 25 04
- Kompors  ®Omsrr . Kompors  ® Omsir £ 03 | "Kommpors W Omsr
20 420 3 -
2 3 afos 2
£15 N -l 515 B %02 2 %0
il i i lew o ol B EEC3G '
N 5 i HER
Eos - £ Zg 7z
Zos Zos o fox
0.0 0.0 o0 =00
24 ‘ 48 ‘ 7296 24 | 48 ‘ 72 ‘ 96 24| 48 ‘ 72
Yacst Yacst Uack

PrcyHOK 2 - AKTHBHOCTG B-1,3-TrokaHass! (A) n xutuHass! (B) 13 pocTkos (1) 1 KopHei
(2) mocne BoszetictBust K@ F.graminearum Ha 3-X JHeBHBIE IPOPOCTKHB TedeHHE 96 1.

MOKHO OTMETHTB, YTO MAKCHMAIbHAs aKTHBHOCTB P-1,3-T/IFoKaHa3bl M XHTHHA3HI B POCT-
KaX H KOPHSX I10ciIe 06paGOTKU Ky/IbTyPaIbHbIM (HIBTPATOM NPHXOAIIACh K 72 1 96 4.

IIpu paspeneHnn B-1,3-TII0KaHa3bl METORXOM H3037IeKTpodokycupoBanus (UD®) B pocT-
Kax OBUIH BBISBJIEHBI 3 IPYMNIBI KOMIOHEeHTOB ¢ pI 3.4 —6.0, 5.0 6.2, 6.8 - 78 u88-9.4. B
KOPHSX OOHAapyXeHBl 2 TPYIIBI KOMIOHEHTOB (epmenta ¢ pl 3.4 — 4.6, 5.0 —6.2. B-1,3-
T'miokanasa ¢ pl 6.8-7.8, 8.8-9.4 (ueiiTpaibHble U IIeT04HbIe HOPMBI) OBUTH BRIPAKEHBI HE 3HA-
unTensHO. [Ipn UO® XuTHHA3B! B POCTKAX OBLIH BBIIBICHHI 4 IPYIIIBI KOMIIOHEHTOB ¢ pI 3.0—
4.6,5.2-6.4, 6.8-7.8 1 8.4-9.4. B KOPHAX 0GHAPYKEHBI 2 TPYIIbI KOMIIOHEHTOB (epMeHTa ¢ pI
3.0-4.6, 5.2-6.4, menounsie (HOPMBI XUTHHA3bI TakKe OBUIH BBIPAKEHbI 3HAUUTEIBHO ciialee.
IIpu 5TOM B CIIEKTPaX ONBITHBIX BapPHAHTOB aKTHBHOCTB (pePMEHTOB OBLIA 3aMETHO CHIbHEE II0
CPABHEHHIO C KOHTPOJIBHBIMH 00Pa3IlaMH.

TaxkuM 06pa3oM, KyIbTypaibHbI (GWIbTpaT rpuda F. graminearum TpH NefCTBHH Ha
TIPOPOCTKH ITIIEHHIIB! BBI3BIBAN YCHIICHHE SKCIIPECCHH B-1,3-TIII0KaHa3 M XHTHHA3 KaK B POCTKAX,
TaK H B KOPHAX. DTO OTPaXKanoch Ha aKTHBHOCTH 3THX (ePMEHTOB H HX CIIEKTPaxX H303JIeKTpO-
(okycHpoBaHHsI. MeXaHH3MBI 3TOTO 3alIHTHOTO OTBETAa PACTEHHS NPEACTOHT H3YUHMTh B Jallb-
HEHIIIX HCClTeJOBAHUAX.
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