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Erwinia carotovora subsp. atroseptica (Eca) – фитопатоген, вызывающий 

заболевание «чёрная ножка» у картофеля. Вирулентность этого штамма определяется 
белками, экспортируемыми из клеток бактерий посредством нескольких  секреторных 
систем, одной из которых является система секреции белка III типа (ССТТ).  
Отличительными чертами этой системы являются доставка факторов вирулентности 
непосредственно в клетку эукариотического хозяина (транслокация) и менее 
выраженная субстратспецифичность по сравнению с другими системами секреции. 

На сегодняшний день транслокация в клетки растений факторов вирулентности 
фитопатогенных бактерий, Avr- и Dsp-белков, называемых также эффекторами, 
остаётся малоизученным вопросом. Для бактерий Erwinia carotovora до сих пор 
экспериментально не показана транслокация каких либо белков в клетки растений; 
более того, в расшифрованной недавно последовательности генома штамма Eca SCRI 
1043 даже вероятных кандидатов на роль транслоцируемых эффекторов можно найти с 
трудом. В связи с этим основной целью этой работы являлось изучение транспорта  
Avr- и Dsp-белков в клетки растений посредством ССТТ бактерий Eca, а также 
исследование роли отдельных компонентов ССТТ в процессе транслокации. 

В качестве основного объекта исследований был выбран белок DspE, наиболее 
вероятный из предполагаемых эффекторов бактерий Еса.  Эффекторный белок AvrPto 
из P. syringae, транслокация которого в клетки растений была продемонстрирована 
ранее, использовался в качестве позитивного контроля, а в качестве контроля 
специфичности транслокации - харпины HrpN и HrpW. Для изучения влияния 
различных компонентов ССТТ наряду со штаммом Еса дикого типа (JN42) 
эффективность транслокации эффекторов в клетки растений оценивалаcь также у 
штаммов Еса, мутантных по генам hrpL (штамм ТА5), hrpJ (штамм ТА85), hrpW 
(штамм VKW). 

Изучение транспорта четырех вышеупомянутых белков проводилось с 
использованием репортерных плазмидных конструкций, каждая из которых содержит 
ген белка с пришитым к его 5’ концу фрагментом гена циклолизина из Bordetella 
pertussis, кодирующим каталитический аденилатциклазный домен. Поскольку 
аденилатциклазная активность циклолизина зависит от наличия ионов кальция в 
комплексе с кальмодулином, а кальмодулин синтезируется только клетками эукариот, 
гибридные белки могут проявлять аденилатциклазную активность только после 
транслокации в клетки растений. Суспензиями клеток исследуемых штаммов Eca, 
несущих исследуемые гибридные конструкции DspE-Cya (pZH416), HrpW-Cya 
(pZH419), HrpN-Cya (pZH426), AvrPto-Cya (pZH 432), инокулировались листья табака 
Nicotiana tabacum. О транслокации гибридных белков в клетки растений судили по 
накоплению цАМФ в растительных тканях через 8 часов после инокуляции (рисунок). 

При использовании штамма Еса дикого типа (JN42) с репортёрными плазмидами, 
несущими гибридные конструкции DspE-Cya и AvrPto-Cya, происходит значительное 
накопление цАМФ в тканях листа табака. В то же время, использование штамма, 
мутантного по hrpL (альтернативному сигма-фактору, являющемуся активатором всех 
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кодирующих компоненты ССТТ генов) с теми же конструкциями не приводит к 
существенному накоплению цАМФ в растении. Существенные различия уровня цАМФ 
в растительных тканях, заражённых экспрессирующими репортёрные белки DspE-Cya 
и AvrPto-Cya клетками штаммов дикого типа и hrpL-мутанта чётко свидетельствуют о 
ССТТ-зависимой транслокации этих белков в клетки растений. 

Незначительное накопление цАМФ в листьях N. tabacum наблюдается при 
инокуляции последнего суспензиями клеток штамма дикого типа, а также hrpL-, hrpJ-, 
hrpW-мутантов, несущих репортёрные плазмиды HrpW-Cya и HrpN-Cya.  Эти данные 
указывают на то, что белки HrpW и HrpN внутрь клеток растений не транслоцируются, 
а, скорее всего, выполняют роль хелперных белков для доставки истинных факторов 
вирулентности в цитоплазму эукариотических клеток. 

hrpW-мутанты остаются способными транслоцировать эффекторные белки в 
клетки табака. Таким образом, инактивация гена hrpW не влияет на транслокацию 
белков DspE-Cya и AvrPto-Cya в клетки растений N. tabacum. 

Инактивация гена hrpJ полностью предотвращает транслокацию DspE-Cya, но 
только частично снижает транслокацию AvrPto-Cya белков в растительные клетки, 
следовательно, продукт гена hrpJ необходим для транслокации белка DspE. На 
основании этих данных можно предположить, что HrpJ является хелперным белком, 
принимающим участие в транслокации по крайней мере некоторых эффекторных 
белков. Альтернативным объяснением такого эффекта инактивации гена hrpJ на 
транслокацию DspE-Cya и AvrPto-Cya может быть участие HrpJ в секреции хелперных 
белков. Ранее нами были получены данные о необходимости HrpJ для секреции 
харпина HrpW, однако, как видно из рисунка, этот харпин не требуется для 
транслокации ни DspE-Cya, ни AvrPto-Cya. В настоящий момент мы изучаем участие 
HrpJ в секреции другого харпина, HrpN и роль последнего в транслокации эффекторов 
в клетки растений. 
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Относительное содержание цАМФ в листьях N. tabacum, инокулированных штаммами Eca 
JN42 (штамм дикого типа), VKW (hrpW), TA85 (hrpJ) и TA5 (hrpL), содержащими плазмиды, 
экспрессирующие гибридные конструкции DspE-Cya (pZH416), HrpW-Cya (pZH419), HrpN-Cya 
(pZH 426), AvrPto-Cya (pZH 432). 


