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Àíòèôóíãàëüíèé á³ëîê ç ìî ëå êó ëÿð íîþ ìà ñîþ 5,6 êÄà î÷è ùå íî ç êî ðåí³â ñå ìè äåí íèõ ïðî ðîñòê³â ñî -
ñíè çâè ÷àé íî¿. Ìàñ-ñïåê òðî ìåò ðè÷ íèì àíàë³çîì ïî êà çà íî éîãî ïðè íà ëåæí³ñòü äî ðîñ ëèí íèõ äå ôåí -
çèí³â. êÄÍÊ äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè (PsDef1) äîâ æè íîþ 252 ï. í. îò ðè ìà íî ìå òî äîì ÏËÐ-àìïë³ô³ê³ö³¿ ç
êÄÍÊ á³áë³îò å êè Pinus sylvestris L. òà êëî íî âà íî ó âåê òîð ðÅÒ 23d(+). PsDef1 êÄÍÊ êîäóº á³ëîê ç 83
àì³íî êèñ ëîò íèõ çà ëèøê³â (à. ç.), ÿêèé ì³ñòèòü N-ê³íöå âèé ñèã íàëü íèé ïåï òèä ç 33 à. ç. Çð³ëà ôîð ìà
á³ëêà âèð³çíÿºòüñÿ íà ÿâí³ñòþ ñïå öèô³÷íèõ êîí ñåð âà òèâ íèõ çà ëèøê³â, âëàñ òè âèõ óñ³ì ðîñ ëèí íèì äå -
ôåí çè íàì. Ïî êà çà íî ñòðóê òóð íó òà ôóíêö³îíàëü íó ïîä³áí³ñòü ì³æ PsDef1 òà äå ôåí çè íà ìè ãðó ïè ². 

Êëþ ÷îâ³ ñëî âà: ñî ñíà çâè ÷àé íà, äå ôåí çèí PsDef1, ìî ëå êó ëÿð íå êëî íó âàí íÿ.

Âñòóï. Â îñòàííº äå ñÿ òèë³òòÿ äî ñÿã íó òî çíà÷ íî ãî
ïðî ãðå ñó ó ðî çóì³íí³ ìå õàí³çì³â ðå à ãó âàí íÿ ðîñ -
ëèí íèõ îðãàí³çì³â íà çì³íè çîâí³øíüî ãî ñå ðå äî âè -
ùà, çîê ðå ìà, íà ä³þ ïà òî ãåí íèõ îðãàí³çì³â. 

Êëþ ÷î âèì ìî ìåí òîì ó ðå àë³çàö³¿ ³ìóí íî¿
â³äïîâ³ä³ ðîñ ëèí íà ïà òî ãåíí³ ÷èí íè êè º àê òè âàö³ÿ
òðàíñ êðèïö³¿ ãåí³â àí òèì³êðîá íèõ á³ëê³â (ÀÌÏ),
ÿê³ ï³äâè ùó þòü ñò³éê³ñòü ñà ìèõ ðîñ ëèí äî ïà òî ãåí -
íèõ îðãàí³çì³â àáî ïðè ãí³÷ó þòü ðîç âè òîê îñòàíí³õ
[1]. Äî ðîñ ëèí íèõ ÀÌÏ íà ëå æàòü ò³îí³íè,
ë³ï³ä-òðàíñ ïîðòí³ á³ëêè, ãå âå¿ íè, ñíåéê³íè, äå ôåí -
çè íè òà ³í. ÀÌÏ – öå íå âå ëèê³ (2–9 êÄà) ñåê ðå òîðí³
á³ëêè ç êîì ïàê òíîþ ñòðóê òó ðîþ, ñòàá³ë³çî âà íîþ
äèñ óëüô³äíè ìè ì³ñòêà ìè. Ê³ëüê³ñòü òà ðîç òà øó âàí -
íÿ -Cys-Cys-ïàð º õà ðàê òåð íîþ îçíà êîþ äëÿ êîæ íî -
ãî êëà ñó àí òèì³êðîá íèõ á³ëê³â. Öèì á³ëêàì âëàñ òè -

âà âè ñî êà àê òèâí³ñòü ïðî òè áà ãàòü îõ ïà òî ãåí íèõ
áàê òåð³é òà ãðèá³â ÿê in vitro, òàê ³ â òðàíñ ãåí íèõ
ðîñ ëè íàõ [2, 3]. 

Îñîá ëè âå ì³ñöå ñå ðåä ÀÌÏ ç øè ðî êèì ñïåê -
òðîì á³îëîã³÷íî¿ ä³¿ ïîñ³äà þòü ðîñ ëèíí³ äå ôåí çè -
íè – 4–6 êÄà á³ëêè, òðå òèí íó ñòðóê òó ðó ÿêèõ ôîð -
ìó þòü a-ñï³ðàëü, òðè àí òè ïà ðà ëåëü íèõ b-øà ðè òà
÷î òè ðè âíóòð³øíüî ìî ëå êó ëÿð íèõ äèñ óëüô³äíèõ
çâ’ÿç êè [2, 4]. Çà õèñ íà ôóíêö³ÿ ðîñ ëèí íèõ äå ôåí -
çèí³â çó ìîâ ëå íà ¿õíüþ àí òè ôóí ãàëü íîþ [5, 6], àí òè -
áàê òåð³àëü íîþ [7] òà ³íñåê òè öèä íîþ [8] àê -
òèâí³ñòþ. Âàð òî â³äì³òè òè, ùî äå ÿê³ ç öèõ á³ëê³â º
³íã³á³òî ðà ìè ïðî òå àç [7, 9]. Òà êà çíà÷ íà ãå òå ðî -
ãåíí³ñòü âëàñ òè âîñ òåé äå ôåí çèí³â òà îñîá ëè âîñò³
àì³íî êèñ ëîò íî ãî ñêëà äó ñòà ëè îñíî âîþ äëÿ ¿õíüî¿
êëà ñèô³êàö³¿ ó ÷î òè ðè ãðó ïè [6]. Ïðåä ñòàâ íè êè ãðó -
ïè ² (ìîð ôî ãåí íî¿) ³íã³áó þòü ð³ñò øè ðî êî ãî êî ëà
ô³òî ïà òî ãåí íèõ ãðèá³â ³ âèê ëè êà þòü ìîð ôî ëîã³÷í³
çì³íè ì³öåë³þ. Àíòèôóíãàëüíà àê òèâí³ñòü äå ôåí -
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çèí³â ãðó ïè ²² íå ñóï ðî âîä æóºòüñÿ ìîð ôî ëîã³÷íè ìè 
çì³íà ìè ãðèá³â. Àíòèáàêòåð³àëüí³ âëàñ òè âîñò³ ó
á³ëê³â öèõ äâîõ ãðóï àáî â³äñóòí³, àáî ñëà áî âè ðà -
æåí³. Ðîñ ëèíí³ äå ôåí çè íè ãðó ïè ²²² àê òèâí³ ïðî òè
áàê òåð³é, ³íã³áó þòü a-àì³ëà çè, ïðî òå à çè in vitro òà
ñèí òåç á³ëê³â ó áåçêë³òèí íèõ ñèñ òå ìàõ, àëå
ôóíã³ñòà òè÷ íèõ âëàñ òè âîñ òåé íå ïðî ÿâ ëÿ þòü.
Ïðåä ñòàâ íè êàì ãðó ïè ²V ïðè òà ìàí íà ÿê àí òè ôóí -
ãàëü íà àê òèâí³ñòü áåç ìîð ôî ãåí íî¿ ä³¿, òàê ³ âè ñî êà
àí òè áàê òåð³àëü íà àê òèâí³ñòü ïðî òè ãðàì ïî çè òèâ -
íèõ ³ ãðàì íå ãà òèâ íèõ áàê òåð³àëü íèõ ïà òî ãåí³â [10]. 

Äå ôåí çè íè ³äåí òèô³êî âà íî â áà ãàòü îõ òàê ñî -
íîì³÷íèõ ãðó ïàõ ðîñ ëèí. Ó Pinophyta ïî êà çà íî
åêñïðåñ³þ ÷î òèðü îõ äå ôåí çè íî ïîä³áíèõ á³ëê³â:
defensin precursor (GbD) Ginkgo biloba (ðî äè íà
Ginkgoaceae) [11], defensin (PgD1) Picea glauca [12], 
putative plant defensin SPI1 òà SPI1Â Picea abies (ðî -
äè íà Pinaceae) [13]. Íà ñüî ãîäí³ ðîñ ëèíí³ äå ôåí çè -
íè âèä³ëå íî ç íàñ³ííÿ, âå ãå òà òèâ íèõ òà ãå íå ðà òèâ -
íèõ îðãàí³â ïî êðè òî íàñ³ííèõ ðîñ ëèí. Íå ùî äàâ íî
ìè âïåð øå î÷èñ òè ëè äå ôåí çè íî ïîä³áíèé á³ëîê ç
ïðåä ñòàâ íè êà â³ää³ëó ãî ëî íàñ³ííèõ, ÿêèé çà àí òè -
ôóí ãàëü íè ìè âëàñ òè âîñ òÿ ìè ïîä³áíèé äî ÀÌÏ
[14]. Ìî ëå êó ëÿð íå êëî íó âàí íÿ òà ïîð³âíÿëü íèé
àíàë³ç ïåð âèí íî¿ ñòðóê òó ðè äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè -
÷àé íî¿ (PsDef1) ç â³äî ìè ìè ðîñ ëèí íè ìè  äå ôåí çè -
íà ìè íà âå äå íî ó ö³é ðî áîò³.

Ìà òåð³àëè ³ ìå òî äè. Ó äîñë³äàõ âè êî ðèñ òà íî
â³äñîð òî âà íå æèòòºçäàò íå íàñ³ííÿ Pinus sylvestris
L., îò ðè ìà íå ç ÄÏ «Áóñü êå ËÃ» Ëüâ³âñüêî¿ îá ëàñò³.
êÄÍÊ äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ êëî íó âà ëè ç âè -
êî ðèñ òàí íÿì êë³òèí Escherichia coli øòà ìó XL-1
Blue òà âåê òî ðà pET 23d (+) («Novagen», ÑØÀ). 

Äå ôåí çèí ç ïðî ðîñòê³â ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ î÷è ùó -
âà ëè, ÿê îïè ñà íî â íà øèõ ïî ïå ðåäí³õ ðî áî òàõ
[14–16]. ×èñ òî òó ïðå ïà ðàò³â á³ëêà âèç íà ÷à ëè åëåê -
òðî ôî ðå òè÷ íî çà äå íà òó ðó âàëü íèõ óìîâ ç DS-Na ó
ãðàä³ºíòíî ìó (5–22 %) ïîë³àê ðè ëàì³äíî ìó ãåë³
(ÏÀÀÃ) ó ñèñ òåì³ Ëåììë³ [17] àáî ó òðèñ-òðè öè íî -
âî ìó áó ôåð³ ç âè êî ðèñ òàí íÿì 15 %-ãî ÏÀÀÃ ç
3 %-ì âì³ñòîì á³ñàê ðè ëàì³äó [18]. Ãåë³ ôàð áó âà ëè
àçîò íî êèñ ëèì ñð³áëîì. 

Ìàñ-ñïåê òðî ìåò ðè÷ íèé àíàë³ç á³ëê³â çä³éñíþ -
âà ëè ó Ëîí äî íñüêî ìó óí³âåð ñè òåò³. Çà áàð âëåí³
á³ëêîâ³ ñìóæ êè âèð³çà ëè ç ãå ëþ, á³ëêè ï³ñëÿ â³äíîâ -
ëåí íÿ 10 ìÌ äèò³îò ðå¿ òî ëîì òà àëê³ëó âàí íÿ 100 ìM 

éî äà öå òàì³äîì ã³äðîë³çó âà ëè òðèï ñè íîì. Ñóì³ø
îäåð æà íèõ ïðî òå îë³òè÷ íèõ ïåï òèä³â ôðàêö³îíó âà -
ëè íà êî ëîíö³ PepMap C18 («LC Packings», Í³äåð -
ëàí äè) ïðî òÿ ãîì 30 õâ ó ãðàä³ºíò³ (5– 40 %) ãóñ òè íè
àöå òîí³òðè ëó â 0,1 %-é ìó ðà øèí³é êèñ ëîò³. Àíàë³ç
ïðî âî äè ëè íà ìàñ-ñïåê òðî ìåòð³ Q-TOF I
(«Micromass», Âå ëè êà Áðè òàí³ÿ). Çà îò ðè ìà íè ìè ðå -
çóëü òà òà òà ìè ïðî âî äè ëè ïî øóê ó áà çàõ äà íèõ
Swissprot òà EST GenBank (EST_Others) çà äî ïî ìî -
ãîþ ïðî ãðà ìè Mascot («Matrixscience», Âå ëè êà Áðè -
òàí³ÿ).

Ïîñë³äîâí³ñòü ïðàé ìåð³â äëÿ àìïë³ô³êàö³¿
êÄÍÊ PsDef1 äî áè ðà ëè, âè êî ðèñ òî âó þ ÷è äàí³ ïðî
íóê ëå î òèäí³ ïî ñë³äîâí³ñò³ ãî ìî ëîã³÷íèõ EST
êëîí³â ç á³áë³îò åê êÄÍÊ Pinus pinaster (ñî ñíà ïðè -
ìî ðñüêà) òà P. taeda (ñî ñíà ëà äàí íà). êÄÍÊ PsDef1
îäåð æà ëè â äâîõ îêðå ìèõ ÏËÐ ç âè êî ðèñ òàí íÿì ÿê
ìàò ðèö³ 1 ìêë ïåð âèí íî¿ á³áë³îò å êè êÄÍÊ
P. sylvestris (1,2×106 ôàã³â â 1 ìë), ñòâî ðå íî¿ íà ìè íà
îñíîâ³ ìÐÍÊ ³ç êî ðåí³â ïðî ðîñòê³â ñî ñíè çâè ÷àé íî¿
[19], àáî àìïë³ô³êî âà íî¿ (2×109 ôàã³â â 1 ìë). 

Ïðÿ ìèì ïðàé ìå ðîì ñëó ãó âàâ îë³ãî íóê ëå î òèä
ÑR 763 (5'-CCATTCCATGGCGGGCAAGGGA-
GT-3'), ùî ì³ñòèòü ñàéò ðåñ òðèêö³¿ åí äî íóê ëå à çè
NcoI, ³í³ö³þâàëü íèé ìåò³îí³í òà 5'-ê³íöå âó ïî -
ñë³äîâ íîñòü â³äêðè òî¿ ðàì êè ç÷è òó âàí íÿ êÄÍÊ êëî -
íó BX 678613. Çâî ðîò íèé ïðàé ìåð CR 764 (5'-CAT-
GAGAATTCTCAAGGGCAGGGTTTGTA-3') âêëþ -
÷àâ ïî ñë³äîâí³ñò³ äëÿ åí äî íóê ëå à çè ðåñ òðèêö³¿
EcoRI, ñòîï-êî äî íó òà 3'-ê³íöå âî ãî êî äó þ ÷î ãî
ôðàã ìåí òà âè ùå çàç íà ÷å íî ãî êëî íà. ÏËÐ ïðî âî äè ëè 
â àìïë³ô³êà òîð³ «Proteus» («Helena BioSciences»,
Âå ëè êà Áðè òàí³ÿ) ç âè êî ðèñ òàí íÿì ðå àê òèâ³â âè ðîá -
íèö òâà «Fermentas» (Ëèò âà) ó òà êî ìó ðå æèì³: 94 °Ñ, 
3 õâ òà 30 öèêë³â (94 °C, 1 õâ; 60 °Ñ, 1 õâ; 72 °Ñ, 1 õâ)
³ ï³ñëÿ îñòàí íüî ãî öèê ëó – 5 õâ ïðè 72 °Ñ. 

Ïðî äóê òè ÏËÐ àíàë³çó âà ëè â 1,5 %-ìó àãà ðîç íî -
ìó ãåë³ â òðèñ-áî ðàò íî ìó áó ôåð³, pH 8,3 (50 ìM
òðèñ-Í3ÂÎ3, 2 ìÌ ÅÄÒÀ) çà íà ïðó ãè 20 Â/ñì2. Ñïå -
öèô³÷íèé ïðî äóêò î÷³êó âà íî ãî ðîçì³ðó åëþ þ âà ëè ç
ãå ëþ çà äî ïî ìî ãîþ íà áî ðó äëÿ åêñòðàêö³¿ ÄÍÊ
(«Qiagen», ÑØÀ). 

Îäåð æà íó ÄÍÊ òà âåê òîð pET23d(+) ã³äðîë³çó -
âà ëè ðåñ òðèê òà çà ìè Nco² ³ EcoR². Ðå àêö³þ ë³ãó âàí íÿ 
ïðî âî äè ëè âïðî äîâæ 2 ãîä ïðè ê³ìíàòí³é òåì ïå ðà -
òóð³ ç âè êî ðèñ òàí íÿì ÄÍÊ-ë³ãà çè ôà ãà Ò4
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(«Fermentas») çã³äíî ç ïðî òî êî ëîì âè ðîá íè êà.
Êë³òè íè XL-1 Blue òðàíñ ôîð ìó âà ëè ë³ãàç íîþ
ñóì³øøþ çà ñòàí äàð òíîþ ìå òî äè êîþ [20]. Íà -
ÿâí³ñòü êëî íî âà íî¿ ÄÍÊ ó âåê òîð³ ïå ðåâ³ðÿ ëè ðåñ -
òðèêö³ºþ åí äî íóê ëå à çà ìè Nco² òà EcoR² ³ ÏËÐ ç
ïðàé ìå ðà ìè CR 763 òà CR 764. Íóê ëå î òèä íó ïî -
ñë³äîâí³ñòü êëî íî âà íî ãî ôðàã ìåí òà âèç íà ÷à ëè çà
äî ïî ìî ãîþ àâ òî ìà òè÷ íî ãî ÄÍÊ-ñåê âå íà òî ðà ABI
73TM («Applied Biosystems», Âå ëè êà Áðè òàí³ÿ).

Ãî ìî ëîã³þ íóê ëå î òèä íî¿ òà àì³íî êèñ ëîò íî¿ ïî -
ñë³äîâ íîñ òåé ÄÍÊ äå ôåí çèíó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿
àíàë³çó âà ëè çà äî ïî ìî ãîþ åëåê òðîííî¿ ïî øó êîâî¿
ñëóæáè BLAST 2.0 Íàö³îíàëü íî ãî öåí òðó á³îò åõ íî -
ëîã³÷íî¿ ³íôîðìàö³¿ (NCBI) ÑØÀ.

Ðå çóëü òà òè ³ îá ãî âî ðåí íÿ. Íå ùî äàâ íî íà ìè
î÷è ùå íî ç êî ðåí³â ñå ìè äåí íèõ ïðî ðîñòê³â ñî ñíè
çâè ÷àé íî¿ íèç ü êî ìî ëå êó ëÿð íèé á³ëîê ³ç ñèëü íîþ
³íã³á³òîð íîþ ä³ºþ ùî äî ðîñ òó äå ÿ êèõ ô³òî ïà òî ãåí -
íèõ ãðèá³â. Öå äà ëî íàì ìîæ ëèâ³ñòü çðî áè òè ïðè ïó -
ùåí íÿ ïðî ïðè íà ëåæí³ñòü öüî ãî á³ëêà äî ðîñ ëèí íèõ 
äå ôåí çèí³â [14]. Åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèì àíàë³çîì ó
5–22 %-ìó ÏÀÀÃ çà Ëåììë³ âè ÿâ ëå íî, ùî ìî ëå êó -
ëÿð íà ìà ñà (ì. ì.) äå ôåí çè íî ïîä³áíî ãî á³ëêà ñî ñíè
çâè ÷àé íî¿ ìåí øà çà 10 êÄà (ðèñ. 1, à). Äëÿ òî÷í³øî -
ãî âèç íà ÷åí íÿ ö³º¿ âå ëè ÷è íè åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèì

ìå òî äîì ìè âè êî ðèñ òà ëè òðèñ-òðè öè íî âó áó ôåð íó
ñèñ òå ìó, ÿêà º îïòè ìàëü íîþ äëÿ ðîçä³ëåí íÿ íèç ü êî -
ìî ëå êó ëÿð íèõ á³ëê³â ³ ïåï òèä³â. Åëåê òðî ôî ðå òè÷ íå
ðîçä³ëåí íÿ ïðå ïà ðà òó PsDef1 ó 15 %-ìó ÏÀÀÃ çà
äå íà òó ðó âàëü íèõ óìîâ ïî êà çà ëî, ùî ì. ì. öüî ãî
á³ëêà ñêëà äàº 5–6 êÄà (ðèñ. 1, á), ùî º õà ðàê òåð íèì
äëÿ ðîñ ëèí íèõ äå ôåí çèí³â.

Äëÿ ³äåí òèô³êàö³¿ á³ëêà ïðî âå äå íî ìàñ-ñïåê òðî -
ìåò ðè÷ íèé àíàë³ç ïåï òèä³â, óòâî ðå íèõ âíàñë³äîê
ïðî òå îë³çó éî ãî òðèï ñè íîì. Ó ðå çóëü òàò³ ³äåí -
òèô³êî âà íî ïåï òèä ç àì³íî êèñ ëîò íîþ ïî -
ñë³äîâí³ñòþ TEGFPTGSCDFHVAGR (ðèñ. 2, à).
Ïî øóê ãî ìî ëîã³÷íèõ ïî ñë³äîâ íîñ òåé, äå ïî íî âà íèõ 
ó GenBank, çà äî ïî ìî ãîþ åëåê òðîí íî¿ ñèñ òå ìè
BLASTP (www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/BLAST.cgi)
âè ÿ âèâ äåê³ëüêà àì³íî êèñ ëîò íèõ ïî ñë³äîâ íîñ òåé ç
âè ñî êèì ð³âíåì ãî ìî ëîã³¿ (ðèñ. 2, á), ùî íà ëå æàòü
äå ôåí çè íàì ãî ëî íàñ³ííèõ: 94 % ãî ìî ëîã³¿ ç
â³äïîâ³äíèì ïåï òè äîì GbD G. biloba, 87 % – SPI1
P. abies òà PgD1 P. glauca. Îòæå, ìè îò ðèìà ëè
ï³äòâåð äæåí íÿ òîãî, ùî î÷è ùå íèé íà ìè àí òè ôóí -
ãàëü íèé á³ëîê ç ïðî ðîñòê³â ñî ñíè º äå ôåí çè íîì. 

Îñê³ëüêè íóê ëå î òèä íà ïî ñë³äîâí³ñòü, ùî êî äóº
â³äîì³ äå ôåí çè íè P. abies òà P. glauca, ñêëà äàºòüñÿ ç 
252 ï. í., âàð òî áó ëî î÷³êó âà òè, ùî, âè êî ðèñ òàâ øè
àì³íî êèñ ëîò íó ïî ñë³äîâí³ñòü ³äåí òèô³êî âà íî ãî
ìàñ-ñïåê òðî ìåò ðè÷ íèì àíàë³çîì ïåï òè äó äëÿ ïî -
øó êó â áà çàõ äà íèõ EST êëîí³â êÄÍÊ á³áë³îò åê ðî -
äó Pinus, íàì óäà ñòüñÿ çíàé òè êëî íè, ÿê³ á ì³ñòè ëè
ïî âíó íóê ëå î òèä íó ïî ñë³äîâí³ñòü äå ôåí çè íó. Çà
äî ïî ìî ãîþ ïðî ãðà ìè TBLASTN ìè âè ÿ âè ëè 10 òà -
êèõ êëîí³â ó êÄÍÊ á³áë³îò å êàõ P. pinaster ³ 23 êëî -
íè – ó P. taeda. Ïîòð³áíî çàçíà÷èòè, ùî ãî ìî ëîã³ÿ
êî äó þ ÷î¿ äå ôåí çèí ä³ëÿí êè ì³æ öè ìè âè äà ìè ñî ñíè 
ñêëà ëà 95 %, ïî âí³ñòþ ³äåí òè÷ íè ìè áó ëè ê³íöåâ³
ôðàã ìåí òè, ùî áó ëî âðà õî âà íî ïðè êî íñòðó þ âàíí³
ïðàé ìåð³â äëÿ êëî íó âàí íÿ êÄÍÊ äå ôåí çè íó 1 ñî -
ñíè çâè ÷àé íî¿.

Äëÿ ìî ëå êó ëÿð íî ãî êëî íó âàí íÿ äå ôåí çè íó 1
P. sylvestris âè êî ðèñ òà íî á³áë³îò å êó êÄÍÊ, ñòâî ðå -
íó íà ìè íà îñíîâ³ ìÐÍÊ, âèä³ëå íî¿ ç êî ðåí³â ñå ìè -
äåí íèõ ïðî ðîñòê³â ñî ñíè [19]. Ïåð âèí íà ³
àìïë³ô³êî âà íà á³áë³îò å êè ñëó ãó âà ëè ìàò ðè öÿ ìè â
ÏËÐ çà ïðè ñóò íîñò³ ïðàé ìåð³â, ñïå öèô³÷íèõ äî äå -
ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿. Åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèì
àíàë³çîì ïðî äóêò³â ÏËÐ âèçíà÷åíî íà ÿâí³ñòü
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Ðèñ. 1. Åëåê òðî ôî ðå òè÷ íèé àíàë³ç àí òè ôóí ãàëü íî ãî á³ëêà ñî -
ñíè çâè ÷àé íî¿ (PsDef1) çà ïðè ñóò íîñò³ 0,1 % DS-Na: ôðàêö³îíó -
âàí íÿ â 5–22 %-ìó ÏÀÀÃ ó ñèñ òåì³ Ëåììë³ (à); ðîçä³ëåí íÿ â
15 %-ìó ÏÀÀÃ ó òðèñ-òðè öè íî âî ìó áó ôåð³ (á). Çà áàð âëåí íÿ
0,1 %-ì ðîç ÷è íîì í³òðà òó ñð³áëà



àìïë³ô³êî âà íî¿ ÄÍÊ î÷³êó âà íî¿ äîâ æè íè – 270 ï. í.
(ðèñ. 3, à). Îòðè ìà íèé ïðî äóêò êëî íó âà ëè ó âåê òîð
pET 23d(+), ÿêèì òðàíñ ôîð ìó âà ëè êë³òè íè E. coli
øòà ìó XL-1 Blue. Ïðè ñóòí³ñòü êÄÍÊ ó ïëàçì³ä³
ï³äòâåð äæå íî ÏËÐ (ðèñ. 3, á) ³ ðåñ òðèêö³éíèì
àíàë³çîì (ðèñ. 3, â).

Ó ðå çóëü òàò³ ñåê âå íó âàí íÿ êëî íî âà íî ãî ôðàã -
ìåí òà ÄÍÊ îò ðè ìà íî íóê ëå î òèä íó ïî ñë³äîâí³ñòü
êÄÍÊ äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ äîâ æè íîþ 252
ï. í. (ðèñ. 4, à), ÿêó çà äå ïî íî âà íî â GenBank ï³ä íî -
ìå ðîì EF455616. Àì³íî êèñ ëîò íà ïî ñë³äîâí³ñòü,
ÿêó êî äóº îò ðè ìà íà êëî íî âà íà ÄÍÊ, ì³ñòèòü âèç íà -
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Ðèñ. 2. Ìàñ-ñïåê òðàëü íèé àíàë³ç ïåï òè äó, ùî â³äïîâ³äàº àì³íî êèñ ëîòí³é ïîñë³äîâ íîñò³ TEGFPTGSCDFHVAGR (à) òà ïîð³âíÿí íÿ
àì³íî êèñ ëîò íî¿ ïîñë³äîâ íîñò³ òðèï òè÷ íî ãî ïåï òèäó äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè ç â³äïîâ³äíè ìè ïåï òè äà ìè äå ôåí çèí³â ãî ëî íàñ³ííèõ (á)

Ðèñ. 3. Êëî íó âàí íÿ êÄÍÊ äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿: à –
ïðî äóê òè ÏËÐ ðå àêö³¿, îäåð æàí³ àìïë³ô³êàö³ºþ ïåð âèí íî¿
á³áë³îò å êè êÄÍÊ (1) òà àìïë³ô³êî âà íî¿ á³áë³îò å êè êÄÍÊ
(2); Ì –  1 kb Plus DNA Ladder «GibñoBRL»; á – àíàë³ç
ïëàçì³äè pET23d-PsDef ïîë³ìå ðàç íî-ëàí öþ ãî âîþ ðå àêö³ºþ 
(1); Ì – 1 kb DNA Ladder «Fermentas»; â – ðåñ òðèêö³éíèé
àíàë³ç ïëàçì³äè pET23d-PsDef1 çà äî ïî ìî ãîþ åí äî íóê ëå àç
EcoR² òà Nco² (1); Ì – 1 kb DNA Ladder «Fermentas»



÷å íèé ìàñ-ñïåê òðî ìåòð³ºþ ïåï òèä åí äî ãåí íî ãî äå -
ôåí çè íó. Ïîñë³äîâí³ñòü êÄÍÊ PsDef1 ìàº 84 %
³äåí òè÷ íîñò³ ç ³íøè ìè äå ôåí çè íà ìè ðî äè íè
Pinacea ³ 77 % – ç ïðåä ñòàâ íè êîì G. biloba ðî äè íè
Ginkgoaceae. 

Àíàë³ç âè âå äå íî¿ àì³íî êèñ ëîò íî¿ ïî ñë³äîâ íîñò³
äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ (83 à. ç.) çà äî ïî ìî ãîþ 
ïðî ãðà ìè SignalP (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
âè ÿ âèâ ïðè ñóòí³ñòü N-ê³íöå âî ãî ñèã íàëü íî ãî ïåï -
òè äó ç 33 à. ç., ùî º õà ðàê òåð íîþ îçíà êîþ ðîñ ëèí -
íèõ äå ôåí çèí³â, ÿê³ º ñåê ðå òîð íè ìè á³ëêà ìè. Çð³ëà
ôîð ìà PsDef1, ÿê ³ ³íøèõ äå ôåí çèí³â ãî ëî íàñ³ííèõ,
ñêëà äàºòüñÿ ç 50 à. ç. (ðèñ. 4, á). Ðîç ðà õóí êî âà ìî ëå -

êó ëÿð íà ìà ñà 5601,6 Äà ï³äòâåð äæóº ðå çóëü òà òè
åëåê òðî ôî ðå òè÷ íî ãî àíàë³çó (ðèñ. 1, á). Íà îñíîâ³
àì³íî êèñ ëîò íî¿ ïî ñë³äîâ íîñò³, âè êî ðèñ òàâ øè ïðî -
ãðà ìó pI/Mw [21], ìè îò ðè ìà ëè çíà ÷åí íÿ ³çî å ëåê -
òðè÷ íî¿ òî÷ êè 8,9. 

Âíàñë³äîê ïî øó êó â³äî ìèõ äî ìåí³â â àì³íî êèñ -
ëîòí³é ïî ñë³äîâ íîñò³ PsDef1 çà äî ïî ìî ãîþ ïðî ãðà -
ìè Motif Scan (scansite.mit.edu/motifscan), âñòà íîâ -
ëå íî, ùî à. ç.  ç 35-ãî ïî 83-é óòâî ðþ þòü ñòðóê òó ðó,
â³äî ìó ÿê gamma-thionin, çâ³äñè ïî õî äèòü ³ ïåð øà
íà çâà ðîñ ëèí íèõ äå ôåí çèí³â – «g-ò³îí³íè». Öåé äî -
ìåí ñêëà äàºòüñÿ ç a-ñï³ðàë³ òà òðüîõ àí òè ïà ðà ëåëü -
íèõ b-øàð³â, ç’ºäíà íèõ ÷î òèð ìà äèñóëüô³äíè ìè
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Ðèñ. 4. Íóê ëå î òèä íà òà âè âå äå íà àì³íî êèñ ëîòí³ ïîñë³äîâ íîñò³ PsDef1 (à: ñóö³ëüíîþ ë³í³ºþ ï³äêðåñ ëå íî ïîñë³äîâí³ñòü ñèã íàëü íî ãî
ïåï òè äó, ïóí êòèð íîþ – àì³íî êèñ ëîò íó ïîñë³äîâ íîñòü òðèï òè÷ íî ãî ïåï òè äó äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çà äà íè ìè ìàñ-ñïåê òðî ìåò ðè÷ íî ãî
àíàë³çó) òà ïîð³âíÿí íÿ àì³íî êèñ ëîò íî¿ ïîñë³äîâ íîñò³ äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ ç àì³íî êèñ ëîò íè ìè ïîñë³äîâ íîñ òÿ ìè äå ôåí -
çèí³â ãî ëî íàñ³ííèõ (á) òà ïðåä ñòàâ íèê³â ð³çíèõ ãðóï ðîñ ëèí íèõ äå ôåí çèí³â (â) (ïîñë³äîâ íîñò³ ñèã íàëü íèõ ïåï òèä³â âè äà ëåíî; ðè -
ñî÷ êè âñòàâ ëå íî äëÿ ìàê ñè ìàëü íî ãî âèð³âíþ âàí íÿ ïîñë³äîâ íîñ òåé; ç³ðî÷ êà ìè ïî çíà ÷å íî ³äåí òè÷í³ àì³íî êèñ ëî òè; ó ïðÿ ìî êóò íè -
êàõ – êîí ñåð âà òèâí³ çà ëèø êè öèñòå¿ íó; ë³í³¿, ùî ¿õ ç’ºäíó þòü, â³äïîâ³äà þòü äèñ óëüô³äíèì çâ’ÿç êàì). Àáðåâ³àòó ðè: PsDef1–
defensin 1 Pinus sylvestris (accession no. EF455616); GbD – defensin precursor Ginkgo biloba (accession no. AY695796); SPI1 – putative
gamma-thionin protein Picea abies (accession no. X91487); PgD1– defensin Picea glauca (accession no. AY494051); SPI1B – putative
plant defensin Picea abies (accession no. AF548021); RsAFP2 – antifungal protein 2 Raphanus sativus (accession no. U18556); 
DmAMP1 – defensin Dahlia merckii (accession no. AAB34972); SIa2 – inhibitor of insect alpha-amylases 2 Sorghum bicolor (accession
no. P21924); So-D2 – antimicrobial peptide D2 Spinacia oleracea (accession no. P81571)



ì³ñòêà ìè [2]. Õà ðàê òåð íîþ îñîá ëèâ³ñòþ öüî ãî äî -
ìå íó º òå, ùî ëè øå 23 % à. ç. º êîí ñåð âà òèâ íè ìè –
öå â³ñ³ì öèñ òå¿í³â (ïî çèö³¿ 4, 15, 21, 25, 36, 45, 47 òà
51), äâà ãë³öèíè (13 òà 34), ñå ðèí (8), àðî ìà òè÷ íèé
çà ëè øîê íà 11-é ïî çèö³¿ òà ãëó òàì³íî âà êèñ ëî òà íà
29-é (â³äë³ê âå äåòü ñÿ â³äíîñ íî RsAFP2 – íà é âèâ -
÷åí³øî ãî ðîñ ëèí íî ãî äå ôåí çè íó) (ðèñ. 4, â). 

Äå òàëü íèé àíàë³ç ïåð âèí íî¿ ñòðóê òó ðè äå ôåí -
çè íó 1 ñî ñíè ³ â³äî ìèõ äå ôåí çèí³â ç ðî äó Picea
äîçâî ëèâ âè ÿ âè òè 81 % ³äåí òè÷í³ñò³ öèõ á³ëê³â, âè -
ñî êèé ñòóï³íü ãî ìî ëîã³¿ âêà çóº íà ìîæ ëè âó
ïîä³áí³ñòü ¿õíüî¿ á³îëîã³÷íî¿ àê òèâ íîñò³. Â³äî ìî,
ùî íàä å êñïðåñ³ÿ SPI1 â åìáð³îíàëü íèõ êë³òè íàõ
P. abies L. ï³äâè ùóº ñò³éê³ñòü öèõ êë³òèí äî ³íô³êó -
âàí íÿ ãðè áîì Heterobasidion annosum [22]. Íå ùî -
äàâ íî íà ìè ïî êà çàíî âè ñîêó àê òèâí³ñòü åí äî ãåí íî -
ãî PsDef1 ùî äî ô³òî ïà òî ãåí íèõ ãðèá³â ç ðîä³â
Fusarium, Alternaria, Botrytis in vitro [14, 23]. 

Ïîð³âíÿëü íèé àíàë³ç àì³íî êèñ ëîò íèõ ïî ñë³äîâ -
íîñ òåé PsDef1 ³ äå ôåí çèí³â ç ð³çíèõ ãðóï – RsAFP2
(ãðó ïà ²), DmAMP1 (²²), SIa2 (²²²) òà So-D2 (²V) âè ÿ -
âèâ âè ñî êèé ð³âåíü ãî ìî ëîã³¿ ç RsAFP2 (58 %) ³
So-D2 (59 %). Ë³òå ðà òóðí³ äàí³ ñâ³ä÷àòü ïðî âè ñî êó
àí òè ôóí ãàëü íó àê òèâí³ñòü öèõ ðîñ ëèí íèõ äå ôåí -
çèí³â, âå ëè ÷è íà IC50 (êîí öåí òðàö³ÿ á³ëêà, çà ÿêî¿ íà
50 %  ïðè ãí³÷óºòüñÿ ð³ñò ãðè áà) ñòî ñîâ íî ãðèá³â ç
ðî äó Fusarium ìåí øà çà 1 ìêÌ [7, 23]. Äëÿ PsDef1,
ÿê âñòà íîâ ëå íî íà ìè ðàí³øå, âî íà äîð³âíþº
0,7 ìêÌ [14, 24]. Õà ðàê òåð íîþ ðè ñîþ öèõ äå ôåí -
çèí³â º âè ñî êèé ïî çè òèâ íèé çà ðÿä: çà ðÍ 7,0 ìî ëå êó -
ëà äå ôåí çè íó 1 ñî ñíè ìàº çà ðÿä +6,7, áëèçüê³ çíà -
÷åí íÿ ó RsAFP2 (ãðó ïà ²) – +5,8 òà So-D2 (²V) – +7,6, 
à ÷èñ ëåí íè ìè äîñë³äæåí íÿ ìè ïî êà çà íî, ùî àí òè -
ôóí ãàëü íà àê òèâí³ñòü ÀÌÏ ïðÿ ìî çà ëå æèòü â³ä âå -
ëè ÷è íè ïî çè òèâ íî ãî çà ðÿ äó ìî ëå êó ëè [24].

Ó ïî ïå ðåäí³õ ðî áî òàõ íà ìè ïî êà çà íî, ùî åí äî -
ãåí íèé äå ôåí çèí 1 ñî ñíè ñïðè ÷è íþº ìîð ôî ëîã³÷í³
çì³íè ì³öåë³þ ãðè áà. Öå äàº ï³äñòà âè â³äíåñ òè éî ãî
äî ìîð ôî ãåí íî¿ ² ãðó ïè äå ôåí çèí³â [14]. ßê âñòà -
íîâ ëå íî åê ñïå ðè ìåí òà ìè ç ñàéò-ñïðÿ ìî âà íî ãî ìó -
òà ãå íå çó, á³îëîã³÷íà àê òèâí³ñòü êîæ íî¿ ãðó ïè äå -
ôåí çèí³â ïî â’ÿ çà íà ç íå âå ëè÷ êîþ êîí ñåð âà òèâ íîþ
ïî ñë³äîâí³ñòþ, ùî âëàñ òèâà ëè øå ö³é ãðóï³, àáî
íàâ³òü ç îäí³ºþ àì³íî êèñ ëî òîþ. Ïîð³âíÿëü íèé
àíàë³ç ïåð âèí íî¿ ñòðóê òó ðè PsDef1 òà RsAFP2
äîçâî ëèâ âè ÿ âè òè âè ñî êî ãî ìî ëîã³÷íó ä³ëÿí êó (2–10 

à. ç), ã³äðî ôîá íó ä³ëÿí êó (38–41 à. ç.), ÿêà º äó æå
âàæ ëè âîþ äëÿ àí òè ôóí ãàëü íî¿ ä³¿ ÿê ñàéò çâ’ÿ çó âàí -
íÿ ç ã³ïî òå òè÷ íèì ðå öåï òî ðîì íà ìåì áðàí³ ãðè áà.
Çàì³íà ó RsAFP2 Tyr38 íà Gly, ÿêèé çíà õî äèòü ñÿ íà
ö³é ïî çèö³¿ ó äå ôåí çèí³â ²² òà ²²² ãðóï, ïðè çâî äè ëà
äî çì³íè êîí ôîð ìàö³¿ á³ëêà ³ âòðà òè éî ãî àê òèâ -
íîñò³, ó PsDef1 öå ïî ëî æåí íÿ çà é ìàº ãî ìî ëîã³÷íà
àðî ìà òè÷ íà àì³íî êèñ ëî òà – ôåí³ëà ëàí³í. Äëÿ öèõ
á³ëê³â êîí ñåð âà òèâ íèì º çà ëè øîê Lys44, çàì³íà ÿêî -
ãî íà íå é òðàëü íèé çà ëè øîê ñóòòºâî çìåí øó âà ëà àí -
òè ôóí ãàëü íó àê òèâí³ñòü RsAFP2 [25]. Áå ðó ÷è äî
óâà ãè íà âå äåí³ äàí³ ïðî ñòðóê òóð íó ãî ìî ëîã³þ
PsDef1 ³ Rs-AFP2, ìîæ íà ïðè ïóñ òè òè ³ ïîä³áí³ñòü
ìî ëå êó ëÿð íèõ ìå õàí³çì³â àí òè ôóí ãàëü íî¿ ä³¿.

Òà êèì ÷è íîì, ìè âïåð øå êëî íó âà ëè äå ôåí çèí 1
ñî ñíè çâè ÷àé íî¿, ùî â³äêðè âàº ìîæ ëè âîñò³ äëÿ: 1)
îò ðè ìàí íÿ ðå êîìá³íà íòíî ãî á³ëêà òà äîñë³äæåí íÿ
éî ãî á³îõ³ì³÷íèõ, ñòðóê òóð íèõ ³ ôóíêö³îíàëü íèõ
âëàñ òè âîñ òåé; 2) ñòâî ðåí íÿ ñïå öèô³÷íèõ àí òèò³ë äî
äå ôåí çè íó 1 òà âèâ ÷åí íÿ éî ãî åêñïðåñ³¿ ó òêà íè íàõ
ñî ñíè çâè ÷àé íî¿ çà ð³çíèõ óìîâ; 3) ç’ÿ ñó âàí íÿ ìå -
õàí³çìó ä³¿ ðîñëèííèõ äåôåíçèí³â íà ïàòîãåíí³
îðãàí³çìè. 

V. A. Kovalyova, I. T. Gout, R. G. K³yamova, V. V. Filonenko, 
R. T. Gout

Cloning and analysis of defensin 1 cDNA from Scots pine

Summary

Antifungal protein with a molecular weight 5.6 kDa was purified
from 7-days old Scots pine seedlings. LC-MS/MS analysis revealed
this protein to belong to plant defensins. A pine defensin 1 cDNA
(PsDef1), 252 b. p. long, was obtained by PCR amplification from
Pinus sylvestris L. ñDNA library and was cloned into vector ðÅÒ
23d(+).  PsDef1 cDNA encodes 83-amino acid protein with
33-amino acid N-terminal signal peptide.  The mature protein is
characterized by the presence of specific conserved residues
common to all plant defensins.  Structural and functional similarity
between PsDef1 and defensins of group 1 has been shown.

Key words: Scots pine, defensin PsDef1, molecular cloning.

Â. À. Êî âà ëå âà, È. Ò. Ãóò, Ð. Ã. Êèÿ ìî âà, Â. Â. Ôè ëî íåí êî, 
Ð. Ò. Ãóò 

Këî íè ðî âà íèå è àíà ëèç êÄÍÊ äå ôåí çè íà 1 ñî ñíû 

îá ûê íî âåí íîé

Ðå çþ ìå

Àíòèôóíãàëüíûé áå ëîê ñ ìî ëå êó ëÿð íîé ìàñ ñîé 5,6 êÄà î÷è ùåí
èç êîð íåé ñå ìè äíåâ íûõ ïðî ðîñ òêîâ ñî ñíû îá ûê íî âåí íîé.
Ìàññ-ñïåê òðî ìåò ðè ÷åñ êèì àíà ëè çîì ïî êà çà íà éîãî ïðè íàä -
ëåæ íîñòü ê ðàñ òè òåëü íûì äå ôåí çè íàì. êÄÍÊ äå ôåí çè íà 1 ñî -
ñíû (PsDef1) äëè íîé 252 ï. í. ïî ëó ÷å íà ìåòîäîì
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ÏÖÐ-àì ïëè ôè êà öèè èç êÄÍÊ áèá ëè î òå êè Pinus sylvestris L. è
êëî íè ðî âà íà â âåê òîð ðÅÒ23d(+). PsDef1 êÄÍÊ êî äè ðó åò áå ëîê
èç 83 àìè íî êèñ ëîò íûõ îñòàò êîâ (à. î.) ñ N-êîí öå âûì ñèã íàëü -
íûì ïåï òè äîì èç 33 à. î. Äëÿ çðå ëîé ôîð ìû õà ðàê òåð íî íà ëè -
÷èå ñïå öè ôè ÷åñ êèõ êîí ñåð âà òèâ íûõ îñòàò êîâ, ñâî éñòâåí íûõ
âñåì ðàñ òè òåëü íûì äå ôåí çè íàì. Ïî êà çà íî ñòðóê òóð íîå è
ôóíê öè î íàëü íîå ñõî äñòâî ìåæ äó PsDef1 è äå ôåí çè íà ìè ãðóï -
ïû ². 

Êëþ ÷å âûå ñëî âà: ñî ñíà îá ûê íî âåí íàÿ, äå ôåí çèí PsDef1, ìî -
ëå êó ëÿð íîå êëî íè ðî âà íèå.
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