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ВЛИЯНИЕ ЭЛИСИТОРОВ НА ФИЗИОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ 
ВЕГЕТАТИВНЫХ ОРГАНОВ БРУСНИКИ ОБЫКНОВЕННОЙ

Аннотация. Изучено влияние элиситоров (лактата хитозана, янтарной кислоты, экстракта хвои пихты) на фи зио- 
  лого-биохимические показатели при адаптации ex vitro растений брусники обыкновенной сорта ‘Red Pearl’. Опре-
делено содержание флавоноидов, оксикоричных кислот (ОКК), фенольных соединений (ФС), пигментов фотосин-
теза, антиоксидантной активности (АОА) при адаптации ex vitro после обработок элиситорами. Впервые методом 
2D- электрофореза на протеомных картах растений, обработанных элиситорами, выявлены белки защитного отве-
та (PR-белки). Определено, что при адаптации брусники сорта ‘Red Pearl’ наиболее эффективны обработки янтарной 
кислотой и лактатом хитозана. Подтверждена перспективность использования элиситоров в технологиях производ-
ства посадочного материала для стимулирования у растений физиологических процессов адаптации.
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Abstract. The influence of elicitors (chitosan lactate, succinic acid, extract of Abies sp.) on the physiological and bio-
chemical indexes of the Vaccinium vitis idaea L. cv. ‘Red Pearl’ was studied. The content of biologically active substances, 
pigments of photosynthesis, antioxidant activity during the adaptation process after treatment with elicitors was determined. 
For the first time in Belarus by the 2-D electrolysis method the PR-proteins of stress response after elicitors treatment were 
revealed. It was shown that during the Vaccinium vitis idaea L. adaptation the succinic acid and chitosan treatment are the 
most effective. It was confirmed that elicitors are perspective for the Vaccinium vitis idaea L. adaptation in the technologies  
of a planting material production.
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Введение. С каждым годом повышаются требования к экологической безопасности расти-
тельной продукции, что очень важно для поддержания здорового образа жизни человека. В усло-
виях интенсивного использования пестицидов становится обязательным учет возможных эко-
логических последствий их применения. Вместе с тем следует обратить особое внимание на 
необходимость поиска эффективных и безопасных для окружающей среды и человека средств 
защиты растений.

В последние десятилетия в научной литературе появились работы, свидетельствующие 
о том, что в защите растений от различных стрессовых воздействий важная роль принадлежит 
элиситорам [1, 2].
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Элиситоры – биотические или абиотические факторы, индуцирующие в растениях неспеци фи-
ческий комплекс защитных реакций (неспецифический адаптационный синдром), проявлением 
которого является кратковременная индукция неспецифической устойчивости [1, 2].

Элиситоры взаимодействуют со специальными белками-рецепторами, расположенными на 
мембране растительных клеток. Эти рецепторы способны распознавать молекулярную структуру 
элиситоров и запускать внутриклеточную защитную реакцию. Такая реакция приводит к уси-
ленному синтезу вторичных метаболитов, которые уменьшают повреждения и повышают устой-
чивость к вредителям, патогенам или абиотическому стрессу [2–4]. Индуцированная неспе - 
ци фическая устойчивость является одним из важнейших механизмов, обеспечивающих защиту 
растительного организма от различного рода деструктивных воздействий [5], что указывает на 
возможность использования элиситоров для повышения иммунитета растений (фитоиммунитета).

Биологический метод защиты растений перспективен для применения в закрытом и откры-
том грунте и не имеет альтернатив в организации экологического земледелия. При правильном 
применении он весьма эффективен и безвреден для человека и окружающей среды.

Выращивание растительной продукции – важное звено в обеспечении населения пищевыми 
ресурсами и сырьем для перерабатывающей промышленности. В связи с актуальностью расте-
ний рода Vaccinium стоит задача наработки качественного посадочного материала в корот- 
кие сроки и в промышленных масштабах. Результаты интродукции представителей семейства  
Ве ресковые (Ericaceae), начатой в 1980 г. в Центральном ботаническом саду НАН Беларуси, лег-
ли в основу промышленного ягодоводства в республике [6].

Растения брусники сорта ‘Red Pearl’ были выращены с использованием технологии размно-
жения in vitro, которая имеет ряд преимуществ по сравнению с традиционным размножением. 
Однако успех процесса адаптации культуры in vitro к условиям ex vitro связан с оптимизацией 
условий культивирования. Даже небольшие отклонения от оптимума приводят к резкому сниже-
нию приживаемости, скорости роста и ухудшению физиологического состояния регенерантов. 
Чтобы успешно получить качественный посадочный материал, необходимо изучить фундамен-
тальные процессы, лежащие в основе роста и развития растений, а также установить возможные 
пути их регуляции. Поэтому исследования, направленные на повышение неспецифического им-
мунитета растений при стрессовых воздействиях (в частности, переход культуры из условий  
in vitro в условия защищенного грунта ex vitro), весьма актуальны.

Таким образом, в процессе поиска перспективных экологичных способов защиты сельскохо-
зяйственных культур и создания безопасных для человека препаратов изучение влияния элиси-
торов на повышение неспецифической устойчивости растений к биотическим и абиотическим 
стрессам является важным и научно значимым.

Исследования имеют и практическое значение: планируется применить органические эли-
ситоры на стадии адаптации растений семейства Ericaceae к условиям ex vitro, что позволит 
получить большее количество высококачественного посадочного материала хозяйственно-
ценных культур.

Цель работы – изучить влияние элиситоров различной природы на повышение неспецифиче-
ской устойчивости растений к биотическим и абиотическим стрессам с помощью естественных 
механизмов иммунитета.

Материалы и методы исследования. Объект исследования – брусника обыкновенная 
(Vaccinium vitis-idaea L.), сорт ‘Red Pearl’.

Обработки элиситорами (лактатом хитозана, янтарной кислотой, экстрактом хвои пихты) 
проводили путем опрыскивания надземной зеленой массы растений трижды каждые 14 дней. 
Контролем служили растения брусники, которые опрыскивали дистиллированной водой.

Лактат хитозана усиливает врожденный механизм защиты растений для борьбы с насекомы-
ми, патогенными микроорганизмами и почвенными болезнями, ускоряет процесс фотосинтеза, 
способствует усилению роста растений, стимулирует поглощение питательных веществ. При-
менение этого биополимера в сельском хозяйстве поможет уменьшить нагрузку на окружающую 
среду, укрепить жизнеспособность семян, улучшить защитные свойства насаждений и увели-
чить урожайность [7].
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Янтарная кислота для растений – это регулятор и умеренный активатор роста, стрессовый 
адаптоген. Она помогает растениям лучше и в полной мере усваивать питательные вещества и мик-
роэлементы [8]. Важно отметить, что передозировка практически невозможна – растение усвоит 
только необходимое ему количество веществ [9].

Экстракт хвои пихты – природный инсектицид, который активизирует иммунитет, повыша-
ет устойчивость растений к болезням и вредителям и тем самым увеличивает урожайность. 
Элиситор получали по методике [10, 11]. Полученный экстракт использовали для опрыскивания 
без разведения.

Приготовление экстрактов всех исследуемых образцов проводили согласно Государственной 
фармакопее Республики Беларусь (ГФ РБ) [12].

Общее содержание фенольных соединений (ФС) измеряли спектрофотометрическим мето-
дом с применением метода Фолина – Чокальтеу [13]. Для построения калибровочного графика 
в качестве стандарта была использована галловая кислота.

Определение содержания флавоноидов в экстрактах проводили в пересчете на лютеолин со-
гласно ГФ РБ [14].

Определение содержания оксикоричных кислот (ОКК) в экстрактах всех исследуемых образ-
цов проводили согласно [15].

Антиоксидантную активность (АОА) определяли по [16]. Для этого использовали 2,2’-азино-
бис(3-этилбензотиазолин-6-сульфокислоту) (AБTС) в виде диаммонийной соли (Sigma, степень 
чистоты 98 %).

Протеомный анализ. Выделение общей фракции клеточных белков из листовой ткани брус-
ники обыкновенной проводили на основе методологии, разработанной S. Amme с соавт. [17]  
и D. Vincent с соавт. [18].

Фракции белков очищали от примесей с помощью набора реагентов 2-D Clean-Up Kit  
(GE Healthcare, США).

Изоэлектрофокусирование (ИЭФ) проводили с использованием автоматической станции 
PROTEAN i12 (Bio-Rad Laboratories, США) на иммобилизованных сухих стрипах ReadyStrip IPG 
Strips с иммобилизованным градиентом pH (рI 3–10 L) длиной 11 см (Bio-Rad).

После проведения ИЭФ IPG-стрипы уравновешивали с буферными системами для верти-
кального электрофореза (ЭФ) белков в денатурирующих условиях в щелочной системе. Затем 
как 2-е направление 2D-электрофореза проводили вертикальный ЭФ белков в денатурирующих 
условиях в щелочной системе по методу U. K. Laemmli [19] на готовых гелях Criterion TGX 
Precast Midi Protein Gel в камере для ЭФ Criterion Cell (Bio-Rad). После ЭФ гели окрашивали кра-
сителем Oriole Fluorescent Gel Stain (Bio-Rad). Окрашенные гели фотографировали, используя 
систему VersaDoc (Bio-Rad). Анализ протеомных карт проводили с помощью специализирован-
ного программного обеспечения PDQuest 2-D analysis software (Bio-Rad). Определение исследуе-
мых белков по молекулярной массе (Мм) проводили, используя базу данных UniProt.

Результаты и их обсуждение. Изучено влияние лактата хитозана, янтарной кислоты, экс-
тракта хвои пихты на ростовые параметры при адаптации в условиях ex vitro представителя  
семейства Ericaceae – брусники обыкновенной сорта ‘Red Pearl’.

По сравнению с контрольными растениями, после обработок исследуемыми элиситорами на-
блюдался более быстрый прирост новых побегов, увеличение их средней длины, а также количе-
ства и размеров листьев (рис. 1). Следует отметить, что самые крупные размеры листовых пла-
стинок зафиксированы при использовании янтарной кислоты, при обработке растений лактатом 
хитозана и экстрактом хвои пихты – чуть меньше.

Уже после первой обработки элиситорами все группы растений превосходили группу кон-
троля по всем исследуемым показателям. Эта тенденция сохранилась и в дальнейшем – прирост 
надземной части увеличивался с каждой обработкой (рис. 2).

Для брусники сорта ‘Red Pearl’ наиболее эффективным элиситором, который повлиял на 
прирост новых побегов и их длину, явилась янтарная кислота. Следующим по результативности 
стал лактат хитозана. Среднее количество листьев на побеге было выше после обработки лакта-
том хитозана и экстрактом хвои пихты.
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Таким образом, проведенные исследования выявили стимулирующее воздействие всех ис-
пользуемых элиситоров на ростовые процессы, что подтверждает возможность их применения 
при адаптации брусники обыкновенной сортовой в технологиях производства растительной 
продукции.

Чтобы изучить влияние обработок элиситорами на фотосинтезирующий аппарат исследуе-
мых растений, в листьях образцов определяли содержание и сумму хлорофиллов а, b, а также 
сумму каротиноидов.

Показатели содержания хлорофиллов а и b во всех вариантах с применением элиситоров были 
выше, чем в контрольной группе. Сумма хлорофиллов а + b у растений брусники, обработанных 
лактатом хитозана, превышала контроль на 15 %, обработанных янтарной кислотой – на 13 %, 
экстрактом хвои пихты – на 9 %.

Суммы каротиноидов в листьях образцов, обработанных элиситорами, также были выше, 
чем в контроле: после обработки янтарной кислотой – на 16,5 %, лактатом хитозана – на 15,2 %, 
экстрактом хвои пихты – на 13,1 %.

Рис. 1. Среднее количество листьев на растении Vaccinium vitis-idaea L. сорта ‘Red Pearl’

Fig. 1. Average number of leaves on the Vaccinium vitis-idaea L. cv. ‘Red Pearl’ plant

Рис. 2. Vaccinium vitis-idaea L. сорта ‘Red Pearl’ после первой (верхний ряд) и третьей (нижний ряд)  
обработки элиситорами

Fig. 2. Vaccinium vitis-idaea L. cv. ‘Red Pearl’ after the first (top row) and after the third (bottom row)  
treatment of elicitors
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Таким образом, было показано, что обработка элиситорами оказывает заметное положитель-
ное влияние на фотосинтетический аппарат брусники [20].

Спустя месяц после обработок элиситорами в экстрактах брусники сорта ‘Red Pearl’ измеряли 
общее содержание ФС (рис. 3), флавоноидов (рис. 4) и ОКК (рис. 5).

Наибольшее количество ФС в экстрактах было отмечено при внекорневой обработке раство-
рами лактата хитозана (11,29 ± 0,02 мг/г сухого вещества) и янтарной кислоты (11,23 ± 0,02 мг/г 
сухого вещества), а наименьшее – при обработке экстрактом хвои пихты (9,61 ± 0,06 мг/г сухого 
вещества). Суммарное содержание ФС в листовых экстрактах контроля (без обработки) состави-
ло 10,69 ± 0,02 мг/г сухого вещества.

Количество флавоноидов (рис. 4) в экстрактах брусники сорта ‘Red Pearl’ при опрыскивании 
различными элиситорами во всех вариантах было практически одинаковым. В контрольном об-
разце данный показатель составил 0,28 ± 0,0009 %, после обработки янтарной кислотой, а также 
в варианте обработки экстрактом хвои пихты – 0,26 ± 0,0003 % (на 7,14 % ниже, чем в контроле), 
после обработки хитозаном – 0,23 ± 0,0002 % (на 17,86 % ниже, чем в контроле).

   

Рис. 3. Суммарное содержание ФС в листовых экстрактах Vaccinium vitis-idaea L. сорта ‘Red Pearl’  
в зависимости от обработки элиситорами

Fig. 3. Total content of phenolic compounds in the leaf extracts of Vaccinium vitis-idaea L. cv. ‘Red Pearl’  
after treatment with elicitors

 

Рис. 4. Содержание флавоноидов в листовых экстрактах Vaccinium vitis-idaea L. сорта ‘Red Pearl’  
в зависимости от обработки элиситорами

Fig. 4. Flavonoid content in the leaf extracts of Vaccinium vitis-idaea L. cv. ‘Red Pearl’ after treatment with elicitors
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По содержанию в экстрактах брусни-
ки ОКК наблюдалась схожая тенденция 
(рис. 5): во всех вариантах образцов коли-
чество ОКК уменьшилось по отношению 
к контролю. Минимальный показатель 
ОКК (6,92 ± 0,004 ммоль/л) был отмечен 
в экстракте брусники, обработанной рас-
твором лактата хитозана (на 17,52 % ни-
же, чем в контроле). После опрыскивания 
раствором янтарной кислоты и экстрак-
том хвои пихты снижение синтеза ОКК 
произошло приблизительно на 8 % (8,46  
и 8,22 % соответственно).

Помимо определения общего содер-
жания ФС, флавоноидов и ОКК, нами 
была проведена оценка антиоксидантных 
свойств экстрактов в системе с катион- 
радикалами AБTС+•. Из результатов, при-
веденных в таблице, видно, что АОА экстрактов брусники сорта ‘Red Pearl’ колебалась в преде-
лах от 154,06 до 184,79 мкмоль тролокса/г сухих листьев после 1-й мин проведения реакции и от 
209,59 до 243,80 мкмоль тролокса/г сухих листьев – после 6-й мин. Как на 1-й, так и на 6-й мин 
наибольшие значения АОА были зафиксированы в экстрактах контрольных растений, а наи-
меньшие – при обработке растений брусники экстрактом хвои пихты: АОА снизилась на 16,6 % 
по отношению к контролю на 1-й мин эксперимента, а на 6-й мин – на 14 %.

Таким образом, во всех вариантах обработки отмечено незначительное снижение АОА по срав-
нению с контролем.

Наиболее эффективным средством защиты организма от патологического действия активных 
форм кислорода (АФК) и других радикальных продуктов являются антиоксидантные вещества 
фенольной природы, к которым относятся и флавоноиды. Их биологическая активность обуслов-
лена наличием реактивных гидроксильных и карбонильных групп. Антиоксидантное действие 
флавоноидов брусники, в частности кверцетина, содержащегося в листьях, проявляется в спо-
собности захватывать АФК и ингибировать ферменты, участвующие в генерации АФК [21].

В стрессовых условиях в растительном организме происходит увеличение синтеза вторич-
ных метаболитов. Однако при обработке растений элиситорами в экстрактах из листовой ткани 
брусники обыкновенной наблюдали снижение количества ФС, флавоноидов и ОКК, а также АОА 
по сравнению с контролем, что свидетельствует об их положительном влиянии на рост и разви-
тие растений.

Изменения в метаболизме, физиологических функциях и ростовых процессах любого расти-
тельного организма прежде всего связаны с изменениями в экспрессии генов. Поэтому при раз-
личных эпигенетических воздействиях изменение экспрессии генов будет проявляться в измене-
нии белкового состава. В связи с этим мы впервые провели исследование протеомного состава 
листовой ткани брусники после обработ-
ки элиситорами.

Для достижения оптимальных резуль-
татов исследований в протеомике про- 
цедура пробоподготовки имеет решающее 
значение. Особенно это касается расти-
тельных тканей, которые содержат высо-
кие уровни соединений, мешающих ана-
лизу. Необходимо отметить, что получение 
качественного образца для протеомных 
исследований усложняет и тот факт, что 

Рис. 5. Содержание ОКК в листовых экстрактах Vaccinium 
vitis-idaea L. сорта ‘Red Pearl’ в зависимости  

от обработки элиситорами

Fig. 5. Oxycinnamic acids content in the leaf extracts of Vaccinium 
vitis-idaea L. cv. ‘Red Pearl’ after treatment with elicitors

АОА листовых экстрактов Vaccinium vitis-idaea L. сорта  
‘Red Pearl’ в зависимости от обработки элиситорами

Antioxidant activity of Vaccinium vitis-idaea L. leaf extracts  
of cv. ‘Red Pearl’ after treatment of elicitors

Обработка  
элиситорами

АОА, мкмоль тролокса/г сухих листьев

1-я мин эксперимента 6-я мин эксперимента

Контроль 184,79 243,80
Янтарная кислота 172,27 231,13
Лактат хитозана 171,17 230,91
Экстракт хвои пихты 154,06 209,59
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многие растительные ткани не содержат достаточного количества белка, необходимого для ана-
лиза, и содержат различные концентрации вторичных метаболитов.

Проведен первичный сравнительный анализ общего протеома листовой ткани брусники 
обыкновенной сорта ‘Red Pearl’ после обработки элиситорами (лактатом хитозана, экстрактом 
хвои пихты и янтарной кислотой).

Показано, что белковые профили контрольного варианта и растений, обработанных различ-
ными элиситорами, характеризовались высокой степенью идентичности. При анализе получен-
ных протеомных карт выявлено, что после обработки экстрактом хвои пихты заметных разли-
чий между опытом и контролем не наблюдается.

На рис. 6 представлены протеомные карты брусники обыкновенной сорта ‘Red Pearl’ без об-
работки (контроль) (рис. 6, a) и после обработки янтарной кислотой (рис. 6, b), лактатом хитозана 
(рис. 6, c).

При внекорневой обработке брусники янтарной кислотой (рис. 6, b) протеомные карты опыта 
и контроля (рис. 6, а) практически не имели различий. Однако на электрофореграмме после об-
работки янтарной кислотой наблюдали значительное усиление экспрессии белка с Мм 21,6 кDа, 
pI 9,8, предположительно, относящегося к классу белков PR-5, обладающих антигрибной актив-
ностью.

a
Контроль 

 

b 
Янтарная кислота 

 

c 
Лактат хитозана

Рис. 6. Протеомные карты листовой ткани Vaccinium vitis-idaea L. сорта ‘Red Pearl’: контроль (a), обработка 
янтарной кислотой (b) и лактатом хитозана (c). Кругами отмечены белки, имеющие отличия по силе экспрессии
Fig. 6. Proteomic maps of Vaccinium vitis-idaea L. cv. ‘Red Pearl’ leaf tissue: control (a), succinic acid (b) and chitosan 

lactate treatment (c). Circles indicate proteins that demonstrate differences in expression strength
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При обработке растений лактатом хитозана (рис. 6, c) заметно усилилась экспрессия низко-
молекулярных кислых полипептидов с Мм 17,9 (pI 5,3) и 17,2 кDа (pI 6,0), а также основного бел-
ка с Мм 21,6 кDа, pI 9,8. Мы полагаем, что низкомолекулярные белки, отсутствующие на элек-
трофореграмме контрольных растений, относятся к классу низкомолекулярных PR-белков защит-
ного ответа (Мм 13–36 кDа), синтезирующихся в растениях в ответ на стресс.

Белки с Мм 17,9 кDа (pI 5,3) и 17,2 кDа (pI 6,0) относятся к классу белков PR-10 (белки защит-
ного ответа, которые вырабатываются в растении в ответ на стрессовое воздействие). Белок  
с Мм 21,6 кDа и pI 9,8 может принадлежать к классу гидролаз, предположительно, это ксиланаза 
FIX (Мм 22 кDа) – фермент, индуцирующий биосинтез этилена и активирующий другие симп-
томы иммунного ответа. Также, исходя из рассчитанной молекулярной массы и значения pI,  
данный полипептид может относится к группе перматинов (класс PR-5 белков), проявляющих 
антигрибную активность.

В дальнейшем для более точной идентификации выявленных белков иммунного ответа пла-
нируется провести масс-спектрометрический анализ.

Данные, полученные методом протеомного анализа, согласуются с данными по содержанию 
вторичных метаболитов и пигментов фотосинтеза (изменение их содержания после обработок 
элиситорами), что говорит об ответной реакции на молекулярном, метаболомном и физиологи-
ческом уровнях.

Заключение. В процессе роста и развития растения сталкиваются с большим количеством 
биотических и абиотических факторов стрессового воздействия. Для успешного приспособле-
ния к условиям окружающей среды в растительном организме происходит изменение путей вто-
ричного метаболизма, в первую очередь индукция синтеза биологически активных веществ (БАВ) 
фенольной природы, которые обладают ярко выраженной АОА, что помогает растению успешно 
преодолевать стресс. Также физиологический статус растительного организма можно оценить 
по его протеомному составу. Анализ указанных показателей помогает определить адаптивный 
потенциал растения.

В наших исследованиях изучено влияние элиситоров (лактата хитозана, янтарной кислоты, 
экстракта хвои пихты) на изменение физиолого-биохимических показателей представителя семей-
ства Ericaceae брусники обыкновенной сортовой при адаптации к условиям ex vitro. Определено 
влияние внекорневых обработок на габитус растений, на содержание пигментов фотосинтеза, 
флавоноидов, ОКК, ФС, АОА и протеомный состав. Показано стимулирующее действие лактата 
хитозана и янтарной кислоты на биометрические и биохимические показатели брусники сорта 
‘Red Pearl’ (изменение количества хлорофиллов и каротиноидов, БАВ, общего габитуса растений).

Впервые в республике методом 2D-электрофореза подтверждено воздействие элиситоров на 
адаптивный потенциал витроплантов брусники – на протеомных картах растений после обра-
ботки элиситорами выявлены белки стрессового ответа.

Доказана перспективность использования элиситоров для стимулирования у растений физио-
логических процессов адаптации. Изменение исследованных морфолого-физиологических и био-
химических показателей в ответ на обработку говорит об ответной реакции на молекулярном, 
метаболитном и физиологическом уровнях (системный ответ). Возрастание экспрессии PR-белков 
также свидетельствует о повышении фитоиммунитета растений, обработанных элиситорами.

Полученные данные имеют прикладное значение, поскольку выявление механизмов устой-
чивости и адаптации растений к неблагоприятным факторам окружающей среды открывает  
широкие перспективы для развития биотехнологий.

Результаты проведенных исследований демонстрируют перспективность применения элиси-
торов (модификаторов неспецифической устойчивости растений к абиотическим и биотическим 
стрессам) в технологиях производства посадочного материала хозяйственно-ценных культур. 
Показано, что управление стрессоустойчивостью, включая невосприимчивость к патогенам, мо-
жет быть осуществлено не только с помощью селекции, но и путем обработки растений БАВ, 
усиливающими синтез определенных гормонов и/или стимулирующих образование в раститель-
ных тканях антипатогенных веществ.
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