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Аннотация. Изучены содержание активных форм кислорода, активность фенольной пероксидазы и уровни экспрес
сии генов, кодирующих отдельные защитные белки в рассаде картофеля, выращенной на субстрате с добавлением 
препарата на основе B. subtilis и зараженной Х-вирусом. Установлены уровень накопления активных форм кислорода 
и индукция компонентов защитной системы в листьях картофеля в присутствии данного препарата при заражении. 
Выявлено меньшее количество вирусного материала в опытных пробах рассады картофеля по сравнению с не обра-
ботанным B. subtilis контролем.
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Введение. В условиях Беларуси картофель традиционно размножают клубнем (вегетирую-
щим побегом), который зачастую накапливает вирусную и бактериальную инфекции. Для созда-
ния безвирусной рассады картофеля используют технологические методы микроклонирования 
регенерантов апикальной меристемы. В целях защиты последних от инфекции применяют ин-
дукторы устойчивости, стимулирующие иммунную систему растительного организма [1‒3].  
В настоящее время используют различные соединения, в частности салициловую кислоту, жа-
смоновую кислоту, хитозан, α-токоферол, а также микробиологические препараты ‒ так назы
ваемые элиситоры (например, на основе бактерий рода Bacillus), вызывающие формирование  
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системной устойчивости растений к широкому спектру патогенов. При этом, в зависимости от 
используемого индуктора, может формироваться как системная приобретенная устойчивость 
(systemic acquired resistance), вызываемая в естественных условиях патогенами и насекомыми, 
так и индуцированная системная устойчивость (induced systemic resistance), вызываемая обычно 
бактериями и грибами, обитающими в ризосфере [4‒6]. Так, например, салициловая кислота 
участвует в формировании устойчивости первого типа посредством индукции накопления PR-
белков, фитоалексинов, реакции гиперчувствительности, генерации активных форм кислорода 
(АФК) и лигнификации клеточной стенки, а жасмоновая кислота ‒ в формировании устойчиво-
сти второго типа, связанной с накоплением жасмонатов и активацией широкого спектра защит-
ных реакций. Взаимодействие растения с патогенами во многом определяется сочетанием меха-
низмов обеих форм системной устойчивости. 

Салициловая кислота, жасмоновая кислота, хитозан, α-токоферол и препараты на основе 
бактерий рода Bacillus благодаря их способности активировать механизмы индукции неспеци-
фической защиты могут, в частности, быть использованы как индукторы вирусоустойчивости 
растений картофеля, защищающие их от возможного заражения вирусными патогенами на дли-
тельное время. Одним из наиболее распространенных таких патогенов является Х-вирус карто-
феля (ХВК) [7].

Эффективность функционирования защитной иммунной системы растительных организмов 
можно изучать с помощью молекулярно-биологических подходов. Одним из таких подходов яв-
ляется анализ уровней экспрессии генов, кодирующих специфические защитные белки (в том 
числе PR-белки). Так, показано, что высокие уровни экспрессии генов, кодирующих β-1,3-глюка-
назу, хитиназу, тауматин-подобный белок  и ингибитор протеиназ, связаны с большей устойчи-
востью растений пшеницы к патогенам [8].

Помимо уровней экспрессии генов защитных белков значимыми показателями функциони-
рования защитной системы растения являются активность фенольной пероксидазы (ФПО), уча-
ствующей в лигнификации клеточной стенки [9], а также содержание фенольных соединений  
и АФК, играющих важную роль в формировании ответной реакции растительного организма на 
внедрение патогена. 

Цель настоящей работы – анализ содержания активных форм кислорода и водорастворимых 
фенольных соединений, активности фенольной пероксидазы и уровней экспрессии генов, коди-
рующих маркер гиперчувствительного ответа, β-1,3-глюканазу, хитиназу, тауматин-подобный 
белок и ингибитор протеиназ, а также определение степени инфицирования вирусом листьев 
рассады картофеля при его заражении Х-вирусом в присутствии элиситоров бактериального 
происхождения.

Объекты и методы исследования. В качестве объекта исследования использовали рассаду 
картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Уладар, которую выращивали под светодиодными источ-
никами света при совместном использовании ламп Светозар и ДНаТ 400 (дуговые натриевые 
трубчатые лампы) на ионообменном субстрате «Триона» (разработан в Институте эксперимен-
тальной ботаники им. В. Ф. Купревича НАН Беларуси), содержащем элиситоры микробного про-
исхождения (препарат «Карфил» на основе бактериального штамма Bacillus subtilis 47). Помимо 
этого субстрат  включал цеолит, катионит Purolite С-100, анионит Tulsion А2ХМП и перлит в соот-
ношении 14:1:5:20. Заражение XВК проводили путем микроинъекции в верхушечную часть 
20-дневных растений, одновременно натирая листья клеточным соком растений-доноров ХВК 
при помощи мелкозернистой наждачной бумаги [10]. Навески четвертого листа растения брали 
для исследования в день заражения, а также через 1 и 2 недели после него. 

Общий уровень АФК в экстрактах растений картофеля определяли с помощью зонда – 2,7- 
дихлорфлуоресцеиндиацетата, который в присутствии АФК окисляется до флуоресцирующего 
продукта дихлорфлуоресцеина [11]. Содержание пероксида водорода оценивали с помощью флуо
ресцентного метода, в основе которого лежит реакция окисления скополетина в присутствии 
H2O2, катализируемая пероксидазой хрена [12].

Для определения активности ФПО использовали методику, описанную в работе [13]. Кине
тику реакции регистрировали в течение 8–10 мин при длине волны поглощения 436 нм. О скорости 
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реакции судили по наклону кривой кинетики. Активность ФПО рассчитывали, используя коэф-
фициент молярной экстинкции 25,5 мМ–1∙см–1.

Содержание водорастворимых фенольных соединений оценивали спектрофотометрическим 
методом и рассчитывали в относительных единицах [14]. Содержание общего белка определяли 
по методу Бредфорда [15]. 

Для оценки уровней экспрессии генов, кодирующих PR-белки, из листьев картофеля выделя-
ли общую РНК с помощью реагента TRItidy G™ (AppliChem, Германия). Количество выделен-
ной РНК определяли по поглощению света при 260 нм на спектрофотометре NanoDrop 2000c 
(Thermo Scientific, США). Степень чистоты полученных образцов оценивали по соотношению 
А260 к А280 (данный показатель должен быть больше 1,7) [16]. Для получения кДНК на матрице 
РНК использовали реакцию обратной транскрипции с применением обратной транскриптазы ви-
руса мышиной лейкемии Молони. Синтез кДНК осуществляли с помощью ProtoScript II Reverse 
Transcriptase (BioLabs, США) в амплификаторе MJ Mini (Bio-Rad, США). Полученную кДНК 
хранили в морозильной камере при –20 °С [16]. Для подбора ген-специфичных олигонуклеотид-
ных праймеров, специфичных к генам защитных белков, использовали последовательности мРНК 
выбранных генов, найденных в базе данных “Nucleotide” NCBI.  Праймеры синтезировали в лабо-
ратории ДНК-праймеров Института биофизики и клеточной инженерии НАН Беларуси. Прай
меры для генов Chit, Glu, Tlp, PrInh, HSR подбирали самостоятельно, а для гена-нормализатора 
EF, кодирующего фактор элонгации 1α, взяли из работы [17]. Уровень экспрессии генов опреде-
ляли методом ПЦР-анализа в реальном времени (ПЦР-РВ). Реакционная смесь (10 мкл) содержала: 
1 мкл кДНК; 10 пмоль каждого праймера; 4 мкл 2,5-кратной реакционной смеси для проведения 
ПЦР-РВ в присутствии EVA Green («СИНТОЛ», Россия) и воду. ПЦР-РВ проводили с использо-
ванием термоциклера С1000 Touch Thermal Cycler с оптическим реакционным модулем CFX96 
(Bio-Rad, США) в следующих условиях: предварительная денатурация – при 95 °С 5 мин; плав-
ление – при 95 °С 15 с; отжиг – при 55–60 °С 45 с. Количество циклов амплификации – 40–50. 
Для обработки полученных результатов использовали программу Bio-Rad CFX Maestro.

Фитовирусы картофеля определяли с помощью метода иммуноферментного анализа (ИФА) 
согласно инструкции [18]. Пробы отбирали через 20 дней после инфицирования.

Для статистической обработки экспериментальных данных использовали программы Excel 
2010 (Microsoft, США) и SigmaPlot 12.5 (SYSTAT Software). Рассчитывали среднее арифметиче-
ское значений отдельных повторностей, стандартную ошибку среднего и достоверность отли-
чий между средними величинами [19]. Все описанные эксперименты проводили в трехкратной 
биологической повторности. 

Результаты и их обсуждение.  В ходе исследования проведен анализ содержания АФК и ак-
тивности защитной системы рассады картофеля при внесении биопестицида «Карфил» на основе 
штамма Bacillus subtilis 47 в качестве индуктора устойчивости в состав корнеобитаемой среды 
ионообменного субстрата № 2 со следующими концентрациями этого препарата: 0, 10, 50 и 100 мл/л 
раствора (варианты «Контроль», «В. sub. 10p», «В. sub. 50p», «В. sub. 100p» соответственно, где  
p означает промилле, мл/л). Препарат «Карфил» в данном случае выступал в качестве индуктора 
защитной системы растения благодаря присутствию в его составе элиситоров бактериального 
происхождения.

В исходных пробах, до заражения рассады вирусами, наибольшее общее содержание АФК 
было отмечено в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p» (рис. 1, а), где оно было выше контроля 
примерно в 2 раза. Данный эффект мог быть вызван индуцирующим действием самого препара-
та, а также его элиситорными компонентами, которые, не являясь патогенами для растения, сти-
мулировали его естественные защитные механизмы. Напротив, содержание пероксида водорода 
в исходных пробах было более высоким в контроле и при низкой концентрации препарата (вари-
ант «В. sub. 10p») (рис. 1, b). 

Через 1 неделю после заражения ХВК содержание АФК в контроле возрастало в 1,5 раза по 
сравнению с исходным значением, что отражает сам процесс инфицирования ХВК, при этом  
в варианте «В. sub. 10p» количество АФК оставалось без изменения по отношению к контролю,  
а в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p» уровень АФК снижался в среднем в 1,4 раза.  Подобная 
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сложная динамика изменения уровня АФК при заражении ХВК на фоне действия препарата 
«Карфил» в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p» обусловлена, по-видимому, общим стрессо-
протекторным действием препарата, которое в значительной степени компенсирует эффект по-
вышения АФК при инфицировании ХВК. 

Спустя 2 недели после заражения растений вирусом в контроле и в варианте «В. sub. 10p» 
резко уменьшалось количество АФК (в среднем в 7,3 раза), в варианте «В. sub. 50p» снижение 
уровня АФК составляло 35 %, а в варианте «В. sub. 100p», напротив, оно возрастало на 24 % от-
носительно показателей, зарегистрированных через 1 неделю после заражения вирусом соответ-
ственно.  Вероятно, такая динамика изменения уровня АФК в инфицированных растениях обу-
словлена временными процессами взаимодействия элиситорных компонентов препарата, а также 
развитием с течением времени процесса заражения. Учитывая значимость АФК как сигнальных 
молекул, можно предположить, что вариант «В. sub. 100p» является наиболее перспективным  
с точки зрения формирования индуцированной устойчивости к ХВК в рассаде картофеля.  

Возвращаясь к анализу содержания Н2О2, следует отметить эффект резкого возрастания ко-
личества Н2О2 спустя 1 неделю после заражения в контрольной рассаде. Содержание пероксида 
водорода увеличивалось также и в опытных вариантах, но в меньшей степени. Вместе с тем сто-
ит подчеркнуть, что через 2 недели после заражения наблюдалось снижение содержания Н2О2  
в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p». 

Таким образом, элиситорные компоненты микробиологического препарата на основе B. subtilis 
в целом при добавлении их в качестве компонента корнеобитаемой среды приводили к заметно-
му возрастанию уровня АФК, особенно в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p». Более низкие 
по сравнению с контролем уровни Н2О2 в указанных вариантах позволяют предположить акти-
вацию систем детоксикации пероксида водорода, в частности аскорбат-глутатионового цикла 
[20], в рамках формирования индуцированной устойчивости рассады картофеля под действием 
элиситоров бактериального происхождения.

В ходе изучения компонентов защитной системы обнаружено, что в исходных пробах актив-
ность ФПО в вариантах с использованием препарата была ниже контроля практически в 2 раза 
(рис. 2, а). Вместе с тем через 1 неделю после заражения ХВК активность ФПО в контроле снижа-
лась в 1,7 раза, а в вариантах «В. sub. 10р», «B. sub 50р» и «В. sub. 100р», напротив, увеличивалась  
в 1,6; 1,6 и 2,2 раза соответственно по сравнению с исходными значениями. Спустя 2 недели после 
заражения в контрольных растениях активность ФПО продолжала уменьшаться. Активность 
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Рис. 1. Общее содержание АФК (a) и содержание Н2О2 (b) в листьях рассады картофеля, выращенной на субстрате, 
содержащем препарат на основе Bacillus subtilis. Здесь и далее * – статистически значимые отличия от контроля 

(p ≤ 0,05)

Fig. 1. Total ROS content (a) and Н2О2 content (b) in potato seedlings grown on substrate containing preparation based on 
Bacillus subtilis. Here and elsewhere, * ‒ statistically significant difference from control (p ≤ 0.05)
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фермента в рассаде, выращенной в присутствии элиситоров, была также ниже через 2 недели 
после заражения, чем через 1 неделю. Тем не менее активность фенольной пероксидазы в такой 
рассаде оставалась выше исходных значений, а также превышала контроль. Таким образом, до-
бавление элиситоров положительно влияло на активность ФПО в условиях заражения ХВК.

Как правило, в растительных клетках между активностью ФПО и количеством водораство-
римых фенольных соединений существует обратная корреляция, а именно: чем выше активность 
фермента, тем ниже уровень фенолов, так как указанные соединения потребляются в ходе рабо-
ты фермента. Эта закономерность однозначно не выявлена для рассады картофеля, зараженной 
вирусом (рис. 2, b), что в принципе объяснимо. Так, известно, что водорастворимые фенольные 
соединения не только являются субстратом ФПО, но и выполняют функцию тушителей свобод-
ных радикалов в растительной клетке. 

Для дальнейшего изучения активности защитной системы рассады картофеля была проана-
лизирована экспрессия 5 генов, кодирующих специфические защитные белки. Так, в зараженных  
и незараженных растениях контрольного и опытных вариантов определяли экспрессию гена – 
маркера гиперчувствительного ответа (HSR), отвечающего за быстрый ответ клетки на проник-
новение патогена; гена Chit, кодирующего хитиназу, гидролизующую хитин грибов; гена TLP, 
кодирующего тауматин-подобный белок, лизирующий грибные споры; гена, кодирующего эф-
фективный ингибитор протеиназ (PrInh), и гена β-1,3-глюканазы (Glu), расщепляющей глюканы 
гифов. В результате анализа для исходных проб была выявлена следующая закономерность: по мере 
увеличения добавляемого количества препарата повышалась экспрессия большинства изучаемых 
генов (HSR, Chit, TLP и Glu) по сравнению с контролем. Особенно резко она возрастала в варианте 
«В. sub. 100p» (табл. 1).

В целом, по уровню экспрессии гены можно расположить в следующем порядке: TLP > Chit > 
Glu > HSR > PrInh.  Согласно полученным данным, спустя 1 неделю после заражения растений 
ХВК в контроле и в варианте «В. sub. 10p» экспрессия генов HSR, TLP, Chit и Glu оставалась на 
исходном уровне, в то время как в вариантах «В. sub. 50p» и «В. sub. 100p», напротив, она резко 
снижалась относительно исходного уровня. Через 2 недели в зараженной вирусом рассаде только 
в варианте «В. sub. 100p» экспрессия генов претерпела значительное увеличение по сравнению 
со значениями, полученными через 1 неделю после заражения.
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Рис. 2. Активность ФПО (a) и содержание водорастворимых фенолов (b) в листьях рассады картофеля, выращенной 
на субстрате, содержащем препарат на основе Bacillus subtilis

Fig. 2. Phenolic peroxidase activity (a) and water-soluble phenolics content (b) in potato seedlings grown on substrate containing 
preparation based on Bacillus subtilis
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 При изучении экспрессии гена PrInh имели место некоторые характерные особенности  
(табл. 1). В частности, изначально уровень экспрессии данного гена возрастал относительно кон-
троля по мере увеличения концентрации Bacillus subtilis до 50р, но при его концентрации 100р 
уровень экспрессии снижался и приближался к контролю. Тем не менее, через 2 недели после 
заражения уровень экспрессии PrInh в варианте «В. sub. 100p» резко возрастал и превышал исход-
ное значение практически в 2 раза. Подобные колебания в экспрессии данного гена, вероятно, 
объясняются цикличностью во времени развертывания защитных механизмов растения при ви-
русном инфицировании.

Т а б л и ц а  1. Экспрессия генов, кодирующих защитные белки, в листьях рассады картофеля,  
выращенной на субстрате, содержащем препарат на основе Bacillus subtilis

T a b l e  1. Expression of defense protein genes in the leaves of potato seedlings grown  
on substrate containing preparation based on Bacillus subtilis

Ген/время с момента заражения
Нормализованная экспрессия, %

Контроль В. sub. 10р В. sub. 50р В. sub. 100р

TLP День заражения 1,00 ± 0,01 0,58 ± 0,25 4,32 ± 1,50 14,23 ± 1,36*

1 неделя 1,53 ± 0,25 1,42 ± 0,34 0,83 ± 0,40* 1,07 ± 0,60
2 недели 0,1 ± 0,02 0,03 ± 0,01 0,48 ± 0,03 2,65 ± 0,55*

Chit День заражения 1,00 ± 0,14 0,24 ± 0,04* 1,19 ± 0,08 7,85 ± 0,65* 
1 неделя 0,68 ± 0,10 0,15 ± 0,05* 0,64 ±  0,02 1,49 ±  0,30*

2 недели 0,01 ± 0,00  0,44 ± 0,04* 1,84 ± 0,01* 2,36 ± 0,16*

HSR День заражения 1,00 ± 0,04 0,96 ± 0,04 1,69 ± 0,27* 3,48 ± 0,86*

1 неделя 1,00 ± 0,32 0,99 ± 0,12* 0,89 ± 0,43* 1,19 ± 0,49*

2 недели 1,07 ± 0,12 0,29 ± 0,02 0,87 ± 0,04* 2,65 ± 0,01*

Glu День заражения 1,00 ± 0,07 0,03 ± 0,01 0,34 ± 0,09* 6,04 ± 0,67*

1 неделя 0,21 ± 0,08 0,18 ± 0,00 0,12 ± 0,07 1,49 ± 0,55*

2 недели 2,45 ± 0,15 0,89 ± 0,02* 1,84 ± 0,28* 1,01 ± 0,07*

PrInh День заражения 1,00 ± 0,16 1,83 ± 0,00* 2,48 ± 0,37* 1,39 ± 0,10*

1 неделя 0,86 ± 0,02 1,42 ± 0,43 0,74 ± 0,23 0,02 ± 0,02*

2 недели 0,73 ± 0,02 0,01 ± 0,00* 0,03 ± 0,00* 2,65 ± 0,28*

П р и м е ч а н и е. Контроль – без добавления Bacillus subtilis.

Для оценки степени вирусного инфицирования в листьях рассады картофеля нами был про-
веден ИФА с пробами следующих вариантов: «контроль» без заражения, «контроль» с заражени-
ем ХВК и «В. sub. 100p», также с заражением ХВК. Пробы отбирались через 20 дней после инфи-
цирования. Показано, что после заражения ХВК как в контроле, так и в варианте «В. sub. 100p» 
регистрируется увеличение ОП492 (табл. 2), что говорит об успешном заражении. В то же время 
пробы рассады картофеля, выращенной на субстрате с добавлением 100 мл/л препарата на осно-
ве B. subtilis, характеризовались почти вдвое меньшим значением ОП492, чем контроль (с зараже-
нием). По-видимому, это свидетельствует о более эффективной работе защитной системы, инду-
цированной препаратом, в частности ее компонентов, участвующих в элиминации проникшего 
патогена.

Т а б л и ц а  2. Данные ИФА с антителами для ХВК в пробах зараженных  
и незараженных растений картофеля 

T a b l e  2. Data of ELISA with antibodies for potato virus X  
in infected and uninfected potato plants samples

Вариант Контроль
без заражения

Контроль 
с заражением

B. sub. 100р 
зараженный

ОП492 0,12 0,46 0,27
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Заключение. Полученные результаты показывают, что использование микробиологического 
препарата на основе B. subtilis в условиях заражения ХВК в целом приводит к увеличению содер-
жания АФК, активности ФПО и уровней экспрессии генов, кодирующих отдельные защитные 
белки (хитиназу, β-1,3-глюканазу, тауматин-подобный белок), а также гена – маркера гиперчув-
ствительного ответа. Кроме того, это позволяет снизить содержание ХВК в листьях рассады кар-
тофеля при заражении вирусом. Таким образом, препарат на основе B. subtilis в концентрации  
50 и 100 мл/л в субстрате вызывает индукцию защитной системы рассады картофеля и формиро-
вание устойчивости к ХВК.
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