	Root diseases and pests are a serious problem in agricultural crops, causing every year important yield losses.
Fungal pathogens and insect pests that attack belowground plant parts are difficult to control and limited efficacy and concerns over environmental and consumer safety have restricted the use of chemical pesticides. Biological disease and pest control with microbial agents applied to soil or plant material is a promising alternative concept in the overall trend towards greater sustainability in crop production. 
Among the antimicrobial compounds, 2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), pyoluteorin (PLT), pyrrolnitrin, phenazines, hydrogen cyanide (HCN) and cyclic lipopeptides have received particular attention for their major contribution to the control of fungal and oomycete pathogens causing agronomically important root diseases. 
Production of the toxic exoproducts is controlled by a complexnetwork of pathway-specific and global regulators that respond to environmental and density-dependent signals,presumably allowing the two biocontrol pseudomonads to coordinate antifungal activity with root colonization, nutritionacquisition and stress tolerance capacities in the rhizosphere environment. 
Following cold shock and isopropyl-b-D-thiogalactoside (IPTG) induction of E. coli cells carrying the resulting construct pColdI::fitD (Fig. 1), a protein band corresponding to the predicted molecular mass of 327.3 kDa of the FitD protein could be detected by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and Western blot analysis (Fig. 8A and B, lanes 2 and 3). 
The protein band could not be detected in cell extracts of E. coli carrying the empty pColdI vector control (data not shown). The additional bands in Fig. 8B may be indicative of some degradation of the FitD protein. Additional analyses of crude cells extracts of fitD-expressing transgenic E. coli revealed that a major fraction of the toxin was localized in the cell debris, but was not detectable in the cytosol or in culture supernatants, suggesting that the toxin largely remains cell wall-associated in this strain (data not shown).
When injected into larvae of both G. mellonella and M. sexta following induction of FitD toxin expression, transgenic E. coli cells exhibited marked insecticidal activity in both insect hosts (Table 2). At a dose of 3 x106 cells of fitD-expressing E. coli BL21/pColdI::fitD, more than 70% of the G. mellonella larvae were killed within 48 h and a similar mortality rate was observed for larvae of M. sexta when they were injected with a dose of 5 x107 cells of the bacterium (Table 2). 
Injection of E. coli carrying the empty vector control caused a basal lethality among the larvae that was not significantly different from the non-inoculated controls (Table 2).

The plant growth-promoting P. fluorescens strains CHA0 and Pf-5 are known as efficient root colonizers and biocontrolagents of fungal plant diseases and over the past years we have gathered in-depth knowledge about relevant traits and mechanisms that contribute to diseasesuppressive activity. In this study, we present the first evidence that the two root-associated bacteria also exhibit potent insecticidal activity and kill larvae of M. sexta and G. mellonella at cell concentrations and within time frames that were comparable to those of the known insect pathogens Photorhabdus and Xenorhabdus (Figs 2A and 3). 
To date, only a few studies point to the possibility that some soil- and plant-associatedpseudomonads harm insects. Commare and colleagues (2002) found that treatment of rice leaves with two plant growth-promoting P. fluorescens strains altered the feeding behaviour and increased the mortality of leaf folder larvae (Cnaphalocrocis medinalis). Similarly, treatment of tomato plants with an epiphytic P. fluorescens strain caused significant mortality among leaf-feeding larvae of the ladybird beetle Epilachna vigintioctopunctata (Otsu et al., 2004). 

	Болезни корневой системы и вредители корней являются серьёзной проблемой сельскохозяйственных культур, ежегодно вызывая существенные потери урожая.

Грибковые патогены и насекомые-вредители, которые поражают подземные органы растений, являются трудно контролируемыми, и ограниченная   эффективность средств борьбы с ними, как и беспокойство по поводу охраны окружающей среды и безопасности потребителей, ограничили использование химических пестицидов. Использование биологических болезней и микробных агентов для борьбы с сельскохозяйственными вредителями, которые вносятся в почву или распыляются на растения, является перспективным альтернативным направлением в работе над достижением большей сопротивляемости растений болезням и вредителям в растениеводстве. 
Среди антимикробных соединений получили особое внимание за их большое значение в борьбе с грибковыми и оомицетными возбудителями сельскохозяйственно значимых болезней корней такие соединения: 2,4-диацетилфлороглюцинол (ДАФГ), пиолютеорин (PLT), пиролнитрин, феназины, цианистый водород (HCN) и циклические липопептиды. 
Производство токсичных экзопродуктов контролируется комплексной системой частично специфичных и общих регуляторов, которые соответствуют зависящим от плотности сигналам окружающей среды, по-видимому, позволяя, по-видимому, двум биоконтролирующим псевдомонадам координировать  противогрибковую активность с корневой колонизацией, возможностью питания и стрессоустойчивыми характеристиками в среде ризосферы. 
После холодового шока и индуцирования изопропил-Bd-тиогалактозидом (IPTG) клеток кишечной палочки (E.coli), несущих полученную конструкцию pColdI::fitD (рис.1), можно обнаружить белковую зону, соответствующую предполагаемой молекулярной массе 327,3 kDa белка FitD с помощью электрофореза белков в полиакриламидном геле с использованием додецил сульфата натрия (SDS-PAGE) и Вестерн-блоттингового анализа (Western blot) (рис. 8A и В, полосы 2 и 3). 
Белковую зону нельзя обнаружить в клеточных экстрактах кишечной палочки (E.coli), несущих пустой векторный  контроль pColdI (данные не представлены). Дополнительные полосы на рис. 8B могут свидетельствовать о некоторой деградации белка fitD. Дополнительный анализ сырых клеток экстрактов fitD-экспрессированной  трансгенной кишечной палочки показало, что главная фракция токсина локализовалась в клеточных остатках, но он не был обнаружен в цитозоле или в культуральных супернатантах, предполагая, что токсин в основном остается связанным с клеточной стенкой этого штамма (данные не представлены).

При введении в личинки Галлерия мелонелла (G. mellonella) и Бражника табачного (M. sexta) и последующей индукции экспрессии токсина FitD, трансгенные клетки кишечной палочки (E.coli), выявляли отмеченную инсектицидную активность в обоих хозяевах-насекомых (таблица 2). При дозе 3 x106 клеток fitD-экспрессирующих BL21 / pColdI :: fitD кишечной палочки (E.coli), более 70% личинок Галлерия мелонелла (G. mellonella) были убиты в течение 48 ч и аналогичный показатель смертности наблюдался для личинок Бражника табачного (M. sexta) когда их инъекцировали дозой 5 x107 клеток бактерий (таблица 2). 
Инъекция кишечной палочки, несущей пустой векторный контроль вызвала базальную летальность среди личинок, которые существенно не отличалась от не привитых контрольных личинок (таблица 2).

Штаммы CHA0 и Pf-5 Флуоресцирующей псевдомонады (P. fluorescens), стимулирующие рост растений, известны как эффективные колонизаторы корней и биоконтролирующие агенты грибковых заболеваний растений, и за последние годы мы собрали всеохватывающие знания о соответствующих признаках и механизмах, которые способствуют активности против вышеупомянутых болезней. В данном исследовании мы представляем первое доказательство того, что две бактерии, ассоциированные с корнями, также обладают сильной инсектицидной активностью и убивают личинки Бражника табачного (M. Sexta) и большой восковой моли (G. mellonella) при клеточных концентрациях и в сроки, которые были сопоставимы с таковыми для известных патогенов насекомых Фоторабдус (Photorhabdus) и Ксенорабдус (Xenorhabdus) (рис. 2А и 3). 
На сегодняшний день лишь несколько исследований указывают на возможность того, что некоторые почвенные и псевдомонады (pseudomonads), ассоциированные с растениями вредят  насекомым. Коммарэ (Commare) и коллеги (2002) обнаружили, что заражение листьев риса двумя штаммами Флуоресцирующей псевдомонады (P. fluorescens), которые способствуют росту растений, изменили поведение в питании и увеличили смертность личинок листовертки (Cnaphalocrocis medinalis). Кроме того, заражение растений томатов эпифитным штаммом, вызывало  значительную смертность среди личинок, питающихся листьями жука божьей коровки (Epilachna vigintioctopunctata) (Оцу (Otsu) и др., 2004). 


