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В корнях гороха обнаружены три белка, индуцируемых салициловой кислотой, которые были иден-
тифицированы как изоферменты хитиназы, относящиеся к гликозид-гидролазам семейства 18. Вы-
явлен транскрипт PsCam050724, кодирующий одну из этих изоформ, что позволило определить ее
первичную структуру, в которой отсутствует сигнальный пептид.
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Известно, что салициловая кислота (СК) явля-
ется одним из ключевых факторов фитоиммуни-
тета [1]. При атаке патогенов в тканях растений
происходит многократное повышение содержа-
ния СК, запускается СК-зависимый сигнальный
каскад, приводящий к изменению программы
экспрессии генов и синтезу защитных белков, на-
пример, хитиназ [2, 3].

У разных видов растений было выявлено раз-
личное число генов хитиназ [4], экспрессия кото-
рых отличалась в зависимости от условий, напри-
мер, от действия биотических и абиотических
стресс-факторов. Индукция хитиназ СК была
охарактеризована у многих видов растений, но,
главным образом, в надземных органах. В то же
время, не меньшую значимость имеют исследова-
ния ответа корней на действие СК, поскольку она
участвует в их ответе на атаку почвенных патоге-
нов, тем более что проблема взаимоотношений
корней с многообразным населением ризосферы
изучена слабо [5]. Ранее нами было обнаружено,
что СК вызывала как снижение, так и повышение
содержания ряда белков в корнях гороха, часть из
которых нами была идентифицирована [6]. Оста-
лись не идентифицированными три кислых белка,
близко расположенных на двумерных электрофо-
реграммах, содержание которых многократно по-
вышалось под влиянием СК. Настоящая статья по-
священа результатам идентификации этих белков.

Для изучения влияния СК на протеом корней
8-дневные проростки гороха Pisum sativum L. сорт
Тан выращенные на 1/4 питательной среды Хо-
гланда–Арнона, обрабатывались 50 мкМ СК в те-
чение 72 ч. Контролем служили растения, не об-
работанные СК. Выделение растворимых белков
корней гороха и двумерный электрофорез прово-
дили по методике, использованной в предыдущей
работе [6]. Для идентификации белковые пятна
вырезали из геля и подвергали трипсинолизу.
Анализ полученных пептидов проводили мето-
дом UPLC-MS/MS масс-спектрометрии с после-
дующим поиском возможных совпадений по MS
BLAST, описанным в предыдущей работе [7].
Анализ первичной структуры белков проводили
на сервере NCBI. Содержание белков определяли
с использованием программы PDQuest 8.1 (Bio-
Rad, США).

Под влиянием СК значительно повышалось
содержание не идентифицированных ранее трех
кислых белков с молекулярной массой 34–35 кДа
и pI 4.4–4.7 (рис. 1а).

Индукция этих белков салицилатом обнару-
живалась уже через 12 ч его действия на корни,
через 72 ч содержание белка 1203 повышалось в
среднем в 15 раз, 1207 – в 28 раз, 1209 – в 90 раз
(рис. 2). Содержание в контрольном варианте
первого белка было в 8 и в 10 раз выше, чем у по-
следних двух белков, но после обработки корней
СК оно стало более выровненным (у первого вы-
ше, чем у последних, соответственно, в 4.0 и в
1.3 раза) за счет более интенсивного синтеза
всех трех белков (рис. 2). Использование меченых
14С-аминокислот позволило выяснить, что повы-
шение содержания этих белков вызвано актива-
цией их синтеза (рис. 1б), но не торможением
протеолиза [6]. Этот вывод был подтвержден
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Рис. 1. (а) – фрагменты двумерных электрофоре-
грамм растворимых белков корней гороха. Раствори-
мые белки корней гороха были разделены методом
двумерного электрофореза на стрипах IPG иммобили-
зованным градиентом pH 4–7, 11 см (Bio-Rad). На гели
нанесено 300 мкг белка. Гели окрашены coomassie
Brilliant Blue G250. К – контроль, СК – обработка са-
лициловой кислотой (50 мкМ) в течение 72 ч. (б) –
фрагменты радиоавтографов, полученных с гелей рас-
творимых белков корней гороха, в среду роста которых
добавлялись 14С-аминокислоты. Номерами обозначе-
ны белки, индуцируемые салициловой кислотой.
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опытами, в которых наблюдалось полное ингиби-
рование их СК-индукции при одновременной об-
работке корней СК и антибиотиком циклогекси-
мидом (ингибитором синтеза белков 80S рибосо-
мами) [8].

До недавнего времени нам не удавалось иден-
тифицировать эти белки, вероятно в связи с тем,
что они проявляли низкую степень схожести с
последовательностями известных белков. Поэто-
му для их идентификации был использован метод
de novo секвенирования пептидов с последую-
щим поиском MS BLAST по гомологичным бел-
кам [9].

В СК-индуцируемых белках были секвениро-
ваны пептиды, которые позволили отнести их к
хитиназам гликозид гидролазного семейства 18
(GH18) (табл. 1).

Пептид LDGLDLNYE характерен для всех
трех исследованных нами белков. В исследован-
ных белках секвенированы и другие схожие пеп-
тиды, что также говорит в пользу того, что эти
белки являются изоформами хитиназ (табл. 1).

На основе идентифицированных пептидов и
гомологичных белков был проведен поиск по базе
данных транскриптов гороха The Pea RNA-Seqgene
atlas (http://bios.dijon.inra.fr/FATAL/cgi/pscam.cgi)
[10], что позволило выявить транскрипт
PsCam050724, который кодирует секвенирован-
ные пептиды всех трех исследованных хитиназ
(табл. 1). Отличающиеся изоэлектрические точки
белков могут объясняться их пострансляционной
модификацией. Не исключается и альтернатив-
ный вариант, при котором каждый белок кодиру-
ется своим транскриптом, поскольку в базе дан-

ных транскриптов гороха мы обнаружили и другие
последовательности, гомологичные PsCam050724,
содержащие некоторые из секвенированных на-
ми пептидов.

Биоинформационный анализ первичной струк-
туры хитиназы, кодируемой PsCam050724, показал,
что она имеет мол. массу 33.5 кДa и pI 4.76, что со-
ответствует данным, полученным нами с исполь-
зованием двумерного электрофореза. Сравни-
тельный анализ структуры идентифицирован-
ной нами хитиназы из Pisum sativum выявил
относительно высокую степень гомологии с хи-
тиназой 2 из Cicer arientinum (52% с белком
XP_004503412.1) и Medicago truncatula (50% с бел-
ком XP_003594919.1). Кроме того, выявленный
нами белок имеет сходство с хитиназой из луко-
виц тюльпана Tulipa saxatilis (34%), для которой
показана хитиназная активность [11].

Для многих кислых хитиназ характерны при-
сутствие сигнального пептида и секреция в апо-
пласт. Анализ последовательности белка, кодиру-
емого PsCam050724, показал отсутствие сигналь-
ного пептида, необходимого для секреции белков
по классическому типу, что предполагает воз-
можность секреции этих белков по не классиче-
скому типу.

Следует отметить, что в специально проведен-
ных опытах мы не обнаружили СК-индуцируе-
мых хитиназ, подобных гороховым, в корнях од-

Рис. 2. Влияние обработки салициловой кислотой
(72 ч) на содержание салицилат-индуцируемых бел-
ков. Результаты были получены с использованием
программы PDQuest (BioRad, США). Для обсчета ис-
пользовались по три геля растворимых белков корней
гороха, разделенных на стрипах с иммобилизован-
ным градиентом PH 4-7 контрольного и опытного ва-
риантов, каждый из которых представлял биологиче-
скую повторность. Светлые столбики – контроль,
темные столбики – влияние СК.
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нодольных растений риса и пшеницы и в корнях
двудольных бобовых растений сои и фасоли.

Известно, что экскретируемые хитиназы могут
оказывать подавляющее влияние на хитин-содер-
жащих обитателей ризосферы – грибов (в том чис-
ле патогенных), нематод и насекомых. По всей ве-
роятности, это относится и к идентифицирован-
ным нами изоформам хитиназы корней гороха.

Хитиназы все больше используются в качестве
агентов биоконтроля для борьбы с болезнями
сельскохозяйственных растений. Было создано
много трансгенных растений, в которые были пе-
ренесены гены активных хитиназ из микроорга-
низмов и из других растений [12, 13]. В последнем
случае донором генов хитиназ чаще всего высту-
пают растения риса [14], а реципиентами – овес,
табак, морковь, арахис и др. [15]. Не исключено,
что идентифицированные нами хитиназы смогут
использоваться в агробиотехнологии для подав-
ления почвенных фитопатогенных грибов.
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SALICYLATE INDUCED CHITINASES IN PEA ROOTS
A. M. Egorovaa,#, N. Wielschb, and academician of the RAS I. A. Tarchevskya

a Kazan Institute of Biochemistry and Biophysics, FRC Kazan Scientific Center, Russian Academy of Sciences, 
Kazan, Russian Federation

b Max Planck Institute for Chemical Ecology, Jena, Germany
#e-mail: egorova@kibb.knc.ru

Three proteins induced by salicylic acid have been revealed in pea roots. These proteins were identified as
chitinase isozymes belonging to the glycoside hydrolases family 18. The PsCam050724 transcript encoding at
least one of these isoforms has been found, allowing us to determine its primary structure and to find out that
it lacks a signal peptide.

Keywords: salicylic acid, chitinases, phytoimmunity, Pisum sativum
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