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При разработке различных молекулярно-биологических подходов по созданию культурных растений, устойчивых к патогенам, актуальным является идентификация генов и механизмов, контролирующих и запускающих каскад защитных реакций. Важным аспектом расшифровки этих механизмов служит идентификация мишеней действия одной из групп эффекторов фитопатогенов - белков авирулентности (Avr). Данные белки транспортируются посредством системы секреции третьего типа из бактериальных клеток в клетки растения-хозяина. Если растение проявляет устойчивость к патогену, то происходит распознавание Avr-белков соответствующими белками резистентности (R-белками). Это приводит к развитию реакции гиперчувствительности – быстрой, локальной гибели растительных клеток в месте атаки патогена, блокирующей его распространение.

Фитопатогенные бактерии Erwinia carotovora subsp. atroseptica поражают клубни и стебли картофеля (Solanum tuberosum L.). Результатом заболевания «мягкая гниль» является размягчение клубней, которые становятся непригодными для пищи. При бактериальном поражении стеблей стремительно развивается заболевание «черная ножка». Одной из вероятных причин заболеваний может являться отсутствие у картофеля R-белка, взаимодействующего с соответствующим бактериальным Avr-белком DspE. Однако, как было установлено, ряд представителей растений семейства пасленовых, в том числе томат (S. lycopersicum L.), проявляют устойчивость к E. carotovora subsp. atroseptica [1, 2, 3]. Возможно, это обусловлено синтезом в данных растениях R-белков и последующим запуском защитных реакций. 

Синтезированная полноразмерная комплементарная ДНК (кДНК) томата позволит получить целостное представление о последовательностях мРНК, кодирующих гены, продукты экспрессии которых определяют устойчивость к E. carotovora subsp. atroseptica. 

Начальным этапом получения двухцепочечной кДНК является синтез ее первой цепи. Его эффективность зависит от качества препарата мРНК. Выделение мРНК из растительной ткани довольно проблематично, поскольку полисахариды и полифенолы образуют комплексы с нуклеиновыми кислотами и в последующем осаждаются этанолом вместе с ними [4, 5, 6, 7]. С использованием коммерческого набора для выделения мРНК из ткани животных PolyATract System 1000 Promega (США) была получена мРНК листьев томата по прилагаемой инструкции с небольшими модификациями. Принцип данного метода заключается в комплементарном взаимодействии мРНК с биотинилированной oligo(dT) пробой, которая в дальнейшем связывается со стрептавидинассоциированными парамагнитными частицами. Принимая во внимание содержание мРНК в ткани листа до 0,5% от общего количества РНК [8], было использовано 50 пмоль oligo(dT) пробы, что 10 раз меньше того количества, которое рекомендуемо в руководстве. При выбранном соотношении реагирующих компонентов происходило насыщение oligo(dT) пробы мРНК, что повысило эффективность очистки препарата мРНК из растительной ткани. В результате проведенной работы из 3,4 г листьев томата было выделено 3,4 мкг мРНК без сопутствующих 18S и 25S рРНК, а также ДНК, которые остались в элюирующем растворе (рис. 1).
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	Рис. 1. Электрофореграмма препарата мРНК, выделенной из листьев Solanum lycopersicum L. с использованием набора PolyATract System 1000 (Promega, США). 1 – препарат мРНК, М – маркер молекулярной массы (Fermentas, Литва).


Полученный    препарат     мРНК   использовался   в   реакции   обратной   транскрипции    с   применением   набора     RevertAidTMFirst   Strand   cDNA Synthesis Kit Fermentas (США) и праймера XhoT18 (5'gagagagagagagagagagagactcgagtttttttttttttttttt3') (Primetech, Беларусь). В результате реакции была синтезирована первая цепь кДНК, что подтверждено выявлением продукта полимеразной цепной реакции (ПЦР) размером около 0,5 т.п.н. с использованием праймеров к гену α-субъединицы фактора элонгации 1 - EF1 (5'aagtttgagaccactaagtactactgcac3') (Primetech, Беларусь) и EF2 (5'caaaggtcacaaccataccaggct3') (Primetech, Беларусь) (рис. 2).

Вторая цепь кДНК была синтезирована в результате ПЦР с парой праймеров - XhoT18 и NotIC14 (5'ctctgcggccgccccccccccccccc3') (Primetech, Беларусь). Перед проведением реакции амплификации был синтезирован олигогуанозиновый «хвост» на 3'-конце первой цепи кДНК с помощью терминальной дезоксинуклеотидилтрансферазы, поскольку последовательность праймера NotIC14 не комплементарна 3'-концу одноцепочечной кДНК. 
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	Рис. 2. Электрофореграмма продукта реакции амплификации препарата одноцепочечной кДНК  Solanum lycopersicum L. с праймерами к гену α-субъединицы фактора элонгации (ef 1). М – маркер молекулярной массы (Fermentas, Литва).




Как показано на рисунке 3, продуктом реакции амплификации являлась двухцепочечная кДНК, размер которой достигал 8 т.п.н.
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	Рис. 3. Электрофореграмма двухцепочечной кДНК Solanum lycopersicum L. Одноцепочечная кДНК являлась матрицей для синтеза ее второй цепи в результате реакции амплификации с праймерами комплементарными последовательностям на 3'- и 5'-концах. М – маркер молекулярной массы (Fermentas, Литва).


В результате проведенной работы была получена полноразмерная двухцепочечная кДНК томата. Клонирование кДНК в дрожжевой вектор позволит в дальнейшем создать библиотеку кДНК этого представителя растений семейства пасленовых. Используемые в методе дрожжевой двухгибридной системы библиотечная кДНК, а также наживочный вектор, содержащий ген dspE, помогут идентифицировать R-гены, обуславливающие устойчивость к бактериальному патогену Erwinia carotovora subsp. atroseptica. Выявленные R-гены могут использоваться в работе по созданию трансгенных растений картофеля резистентных к вызываемым упомянутым возбудителем таким заболеваниям как «мягкая гниль» и «черная ножка».
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