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Инфицированное растение представляет собой противоречивое един­
ство разнообразных форм взаимодействий систем, затрагивающих практи­
чески все уровни внутренней организации растения и патогена. Поиск оп­
тимальных состояний внутренней среды требует от инфицированного ра­
стения перестройки жизненно важных центров, включая генный аппарат, 
энергодающие системы, становление новых элементов координации и по­
следовательности многочисленных процессов, связанных с органами, ор­
ганоидами, «ферментативными ансамблями» и т. д. Наиболее характерной 
ответной растительной клетки на инфекцию мы считаем обнаруженную 
нами способность иммунных форм растений к синтезу de novo белков- 
ферментов и образованию функционально активных органоидов — рибосом 
и митохондрий (‘,2). Специфические изозимы, синтезированные de novo 
в инфицированном растении, должны рассматриваться именно как резуль­
тат взаимодействия растения-хозяина и возбудителя, как продукт, образо­
вание которого индуцируется взаимодействием партнеров. Согласно Ста- 
манну, при установлении непосредственного взаимодействия ферментных 
систем патогена и растения-хозяина возможен обмен между субъединица­
ми одноименных ферментов в районе непосредственной близости от места 
заражения. Этот процесс сопровождается образованием гибридного фер­
мента со свойствами, отличными от свойств исходных молекул фермента 
(3,4). Экспериментальных исследований, подтверждающих данную гипо­
тезу, не проведено.

В настоящей работе предпринята попытка выяснить принципиальную 
возможность образования гибридных форм ферментов, принадлежащих 
растению-хозяину и патогену, а также установить зависимость этого про­
цесса от биологической совместимости партнеров. В отличие от работ Ста- 
манна, объектом наблюдения которого служили гомогенаты патогена и 
растения-хозяипа, обладающие каталитической активностью, наша работа 
проведепа на изолированных изозимах современными методами исследо­
вания (изотопный анализ и иммуноэлектрофорез).

Индивидуальные изозимы малатдегидрогеназы (МДГ) из корней хлоп­
чатника (/?, 0,39) и мицелия гриба вирулентного штамма (Rf 0,65) и ави- 
рулентного штамма (Н< 0,61) выделялись при помощи препаративного 
электрофореза в полиакриламидном геле (5) из очищенных фракциониро­
ванием (NH4)zSO4 и хроматографией на сефадексе G-200 препаратов МДГ 
(6). Выращивание хлопчатника сорта 8763-И и двух штаммов моноспоро- 

вой культуры гриба Fusarium oxysporum f. sp. vasinfectum, вирулентного 
№ 15(155904) и авирулентного № 61(619123) к сорту хлопчатника 8763-И, 
проводили согласно работе (7).
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Получение гибридных форм изозимов фермента осуществляли путем 
замораживания и оттаивания смеси изозимов МДГ гриба и растения в 1 М 
NaCl с последующим диализом против Na—К-фосфатного буфера 
pH 8,0 С).

Диссоциированную и реассоциированную смесь анализировали электро- 
форетически. Электрофореграммы проявляли на активность МДГ нитро- 
синим тетразолием, на белок — ампдочерпым (9). В изотопном анализе 
при гибридизации использовались изозимы МДГ гриба, меченные по уг­
лероду (7). Определение радиоактивности фракций белка, полученных на 
электрофореграммах, проводили в диоксановой сцинтилляционной смеси

Рис. 1. Электрофореграмма изозимов МДГ. а - проявление на 
активность МДГ; б — проявление на белок. Числа справа — 
значения радиоактивности фракций (пмп/мин на 100 мкг 
белка), числа слева — значения Rf. I— корни хлопчатника, 
II — патогенный штамм, III — авирулентный штамм, IV — па­
тогенный штамм+растение, V — авирулентный штамм+ра-

стение

для водорастворимых проб (10). Для иммунодиффузионных методов от­
дельные изозимы, выделенные электрофоретически, лиофилизировали и 
хранили при температуре — 4°. Перед опытом белок растворяли в физио­
логическом растворе pH 7,2. При получении иммунных сывороток изозимы 
МДГ, используемые в гибридизации, вводились кроликам. В первую инъек­
цию животным вводили внутрибрюшинно по 20 мг белка с адъювантом 
Фрейнда. Последующие инъекции проводили с 7-дневными интервалами 
внутримышечно без адъюванта. Количество вводимого белка увеличивали 

Рис. 2. Иммуноэлектрофорез гибрпдизовапных смесей, а — 
патогенный штамм+растение, б — авирулентный штамм+рас­
тение, I — сыворотка к изозиму МДГ гриба (Я/ 0,66 и 0,61), 
II — сыворотка к изозиму МДГ растения (Rf 0,39), III — схе­

ма электрофореграммы геля, проявленного на белок

с 15 до 30 мг. Через 60 дней после первой инъекции у животных брали по 
•30 мл крови. Сыворотку получали стандартным методом (“) и хранили 
в замороженном состоянии. Сыворотки, полученные после двух циклов 
иммунизации и используемые в опытах, имели титр антител 1024. Для ис­
следования антигенных свойств исходных изозимов и новых молекуляр­
ных форм МДГ использовали встречную диффузию в агаре и иммуноэлект- 
р ; -pea С2.13).



При электрофорезе диссоциированных и реассоциированных смесей 
пзозимов МДГ вирулентного штамма и растения наблюдали образование 
новых форм белка, обладающих каталитической активностью, тогда как 
в случае авирулентного штамма новые формы белка не обладали малатде- 
гидрогеназной активностью (рис. 1). Для проверки того, что новые формы 
белка образуются вследствие рекомбинации изозимных структур МДГ па­
тогена и растения, а не являются результатом распада исходных изозимов. 
ставились контрольные опыты, в которых диссоциации и реассоциации 
подвергались исходные изозимы МДГ растения и патогена отдельно. 
В этих случаях при электрофорезе реассоциированных изозомов проявля­
лись только исходные полосы белка с теми же значениями /?,. Мы не на­
блюдали также появления новых белковых полос, если после проведения 
диссоциации и реассоциации каждого из изозимов отдельно смешивали их 
перед проведением электрофореза. Данные опыты позволяют полагать, 
что новые белковые фракции появляются в результате рекомбинации изо­
зимов МДГ патогена и растения.

Для исследования структуры новых белковых фракций мы ввели изо­
топ С14 в исходные изозимы МДГ гриба. На электрофореграммах гибриди- 
зованных смесей радиоактивность распределялась между исходной полосой 
МДГ гриба и новыми белковыми формами (рис. 1). Содержание С14 по 
мере увеличения 7?, новой белковой фракции возрастало на */4 от радио­
активности исходной полосы гриба. Тетрамерная структура изучаемых 
молекул МДГ и характер изменения содержания С14 в новых фракциях 
белка свидетельствуют о том, что они включают субъединицы фермента 
патогена.

Иммунохимические исследования показали, что в структуре новых 
форм белка, наряду с субъединицами МДГ гриба, присутствуют структур­
ные элементы изозима МДГ растения. Для предварительного исследования 
антигенных свойств исходных изозомов была поставлена серия гомологич­
ных и гетерологичных реакций преципитации в агаре. Полосы преципита­
ции образовывались только в гомологичных реакциях. Следовательно, 
в структуре изозомов, взятых для гибридизации, не было общих антиген­
ных детерминант. Проверка специфичности иммунных сывороток к ин­
дивидуальным изозпмам, которые использовались для гибридизации, про­
веденная при помощи иммуноэлектрофореза, выявила строгую специфич­
ность антител сыворотки к своим аптигенам. При электрофорезе суммар­
ной МДГ гриба или растения и последующей иммунодиффузии в агаре 
полоса преципитации образовывалась только в том участке геля, где на­
ходился изозим МДГ, использованный для иммунизации. Образование 
новыми молекулярными формами белка полос преципитации с сыворотка­
ми к изозимам МДГ и гриба и растения свидетельствует о паличии в струк­
туре этих белков антигенных детерминант, свойственных обеим исходным 
формам МДГ (рис. 2).

Таким образом, в наших опытах имело место образование новых форм 
белка при гибридизации изозомов МДГ патогена и растения-хозяина, со­
стоящих из субъединиц исходных форм. Эти молекулярные формы обла­
дали ферментативной активностью в случае рекомбинации субъединиц 
изозима МДГ вирулентного штамма гриба с субъединицами изозима МДГ 
растепия-хозяина и не обладали ферментативной активностью в случае 
рекомбинации субъединиц изозима МДГ авирулентного штамма с субъеди­
ницами МДГ растения. Мы полагаем, что это связано со структурными 
различиями фермента у исследуемых штаммов гриба, отражающими их 
вирулентные свойства и свидетельствующими о различной их совместимо­
сти с растением-хозяином.

Московский государственный университет Поступило
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