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ВЛИЯНИЕ БАКТЕРИЙ Bacillus subtilis И СИГНАЛЬНЫХ МОЛЕКУЛ
НА СОСТОЯНИЕ ПРО-/АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ
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Исследовано влияние бактерий Bacillus subtilis в сочетании с салициловой (СК) и жасмоновой
(ЖАК) кислотами на состояние про-/антиоксидантной системы (содержание пероксида водорода,
активность каталазы, пероксидазы, супероксиддисмутазы), содержание пролина, транскрипцион-
ную активность генов PR-1, PR-6 и PR-9 и изменение протеома листьев в связи с развитием устой-
чивости картофеля к возбудителю фитофтороза – оомицету Phytophthora infestans (Mont.) de Bary при
недостатке влаги. Растения, выращенные из микроклубней сорта Ранняя Роза, опрыскивали сус-
пензией B. subtilis (108 кл./мл) и смесью бактерий с СК (10–6 M), ЖАК (10–7 M), СК + ЖАК. Через
3 сут после обработки растения инфицировали P. infestans (105 спор/мл) и культивировали в услови-
ях искусственно создаваемой почвенной засухи путем сокращения полива. При достижении влаж-
ности почвы 40 ± 5% от полной влагоемкости (7 сут после инфицирования) в растениях оценивали
биохимические параметры. Выявлено снижение степени развития P. infestans на листьях при обра-
ботке B. subtilis в сочетании с СК и ЖАК. Механизм активации защитных систем растений картофе-
ля бактериями рода Bacillus и сигнальными молекулами в условиях засухи был связан с накоплени-
ем Н2О2, повышением активности антиоксидантных ферментов и экспрессии генов PR-белков. В
протеоме листьев картофеля обнаружены различия в присутствии 19 полипептидов в диапазоне pI
от 4.0 до 9.0 с молекулярными массами от 30 до 125 кДа. Обработка B. subtilis в сочетании только с
ЖАК наиболее существенно изменяла спектр белков, как у здоровых, так и у инфицированных рас-
тений. Выявленные различия в активации синтеза защитных белков под влиянием бактерий B. sub-
tilis и сигнальных молекул позволяют предположить наличие дифференциальных путей формиро-
вания устойчивости к P. infestans у растений картофеля с их участием.
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новая кислота, пероксид водорода, антиоксидантные ферменты, пролин, экспрессия генов, PR-бел-
ки, протеом, системная устойчивость
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Повышение устойчивости растений к патогенам
и неблагоприятным агроклиматическим условиям
является актуальной задачей растениеводства, по-
скольку в естественных условиях возделываемые
культуры одновременно или последовательно под-
вергаются воздействию стрессовых факторов раз-
личной природы. В этой связи наиболее перспек-

тивными представляются микробиологические
подходы, основанные на использовании потен-
циала растений и почвенных микроорганизмов.
Основой биобезопасных препаратов для защиты
растений от биотических и абиотических стрес-
сов являются стимулирующие рост растений бак-
терии (СРРБ) [1]. В этом отношении особенно
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привлекательны высокоэффективные бактерии
рода Bacillus, способные длительное время сохра-
нять жизнеспособность. Среди абиотических
факторов, формирующих продуктивность расте-
ний, наиболее важным является наличие воды.
Рост и развитие картофеля, а также урожайность,
сильно зависят от влажности почвы, и эта зависи-
мость выражена гораздо сильнее, чем у других ви-
дов сельскохозяйственных культур [2]. Известно,
что ризобактерии могут значительно повысить
засухоустойчивость растений [3].

Особенностью СРРБ является их способность
воздействовать на рост растений непосредствен-
но за счет синтеза различных метаболитов гормо-
нальной и сигнальной природы, таких как аукси-
ны, цитокинины, гиббереллины, абсцизовая, са-
лициловая (СК) и жасмоновая (ЖАК) кислоты
[4]. Считается, что обработка растений СРРБ
способствует развитию индуцированной систем-
ной устойчивости (ИСУ), опосредованной дей-
ствием жасмоновой кислоты, маркером развития
которой является индукция экспрессии защитно-
го белка PR-6. Однако показано, что формирова-
ние устойчивости пшеницы к патогенам под дей-
ствием бактерий рода Bacillus может развиваться
и через салицилатный сигналинг по типу систем-
ной приобретенной устойчивости (СПУ), марке-
ром развития которой служит индукция экспрес-
сии защитного белка PR-1 [5].

Показано, что экзогенно применяемая сали-
циловая кислота, помимо повышения устойчиво-
сти к патогенам, повышает устойчивость расте-
ний к ряду абиотических стрессов, аналогичные
данные были получены при обработке жасмонатом
[6]. Таким образом, значительный интерес пред-
ставляет выяснение механизмов индуцирования
устойчивости растений к патогенам и абиотиче-
ским стрессам под действием бактерий рода Bacil-
lus в комплексе с сигнальными молекулами.

Цель работы – изучение особенности форми-
рования защитного ответа у растений картофеля
бактериями Bacillus subtilis в сочетании с сигналь-
ными молекулами, связанного с состоянием про-
антиоксидантной системы и экспрессией генов
патоген-индуцируемых белков, в ответ на инфи-
цирование Phytophthora infestans при недостатке
влаги.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В опытах использовали
растения картофеля Solanum tuberosum (Чишмин-
ская опытная станция Башкирского НИИ сель-
ского хозяйства, Уфа, Россия), выращенные из
микроклубней восприимчивого сорта Ранняя ро-
за. Клубни высаживали в емкости с грунтом (“Ter-
raVita”, Норд Палп, торф верховой разной степени
разложения, очищенный речной песок, перлит,

комплексные минеральные удобрения, биогумус,
pH 6.0–6.5) на глубину 3–4 см. Растения выращи-
вали на светоплощадке с фотопериодом 16 ч
(освещенность 8000–10000 люкс) при температу-
ре 20–22°С.

Бактерии B. subtilis 26Д из коллекции лабора-
тории биохимии иммунитета растений Института
биохимии и генетики Уфимского федерального
исследовательского центра РАН (Уфа, Россия)
культивировали в среде LB (Lysogeny Broth) в тече-
ние 24 ч, затем суспензию разбавляли дистиллиро-
ванной водой до необходимой концентрации.

Для заражения растений использовался P. infes-
tans из коллекции лаборатории биохимии иммуни-
тета растений Института биохимии и генетики
Уфимского федерального исследовательского цен-
тра РАН (Уфа, Россия). Патоген выращивали на
картофельном агаре с декстрозой в течение 7 сут
после повторного выделения из инфицирован-
ных мини-клубней картофеля для восстановле-
ния агрессивности патогена. Поверхность коло-
ний изолята P. infestans заливали дистиллирован-
ной водой и инкубировали при 4°C в течение
30 мин. Концентрацию спорангиев оценивали с
помощью камеры Фукса–Розенталя, суспензию
спор разводили до титра 1 × 105 спор/мл.

Обработка растений. На 15 сут после прораста-
ния растений часть из них опрыскивали суспен-
зией из расчета 5 мл на 1 растение бактерий B. sub-
tilis 26Д (108 клеток / мл) и смесью бактерий с СК
(10–6 М), ЖАК (10–7 M) или СК (10–6 M) + ЖАК
(10–7 M) [7]. В контроле опрыскивали 5 мл ди-
стиллированной воды на 1 растение. На 3 сут по-
сле инокуляции B. subtilis 26Д растения опрыски-
вали 5 мл 1 × 105 спор/мл суспензии P. infestans. В
качестве контрольных использовали растения, не
инокулированные бактериями и не инфициро-
ванные фитофторой.

Дефицит влаги создавали за счет сокращения
полива. При появлении видимых симптомов за-
сухи (увядание растений) через 7 сут после зара-
жения P. infestans (влажность почвы 40% ± 5 от
полной влагоемкости) [7] определяли активность
ферментов, содержание H2O2 и пролина в ли-
стьях. Часть листьев каждого растения заморажи-
вали в жидком азоте и хранили при –70°C для вы-
деления РНК и белков. О развитии болезни суди-
ли по проценту пораженной площади от общей
площади листовой пластинки (степень пораже-
ния) на 7 сут после заражения растений P. infes-
tans. Листья фотографировали, полученные изоб-
ражения анализировали в компьютерной про-
грамме ImageJ (“NIH”, США).

Определение содержания H2O2. Для определе-
ния содержания H2O2 методом, описанным в ра-
боте [8] с модификациями, листья гомогенизиро-
вали в ступке при 4°C в 25 мМ фосфатном буфере
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(ФБ), pH 6.2, в соотношении 1 : 3, и центрифуги-
ровали в течение 10 мин при 10000 g и 4°C с ис-
пользованием микроцентрифуги 5415R (“Eppen-
dorf”, Германия). Супернатант использовали для
определения содержания H2O2 с использованием
ксиленолового оранжевого. Реагент содержал
0.074% соли Мора (Fe2(NH4)2SO4, чистота 99.997%) в
5.81% серной кислоте и 0.009% ксиленолового
оранжевого в 1.82%-ном сорбите (в соотношении
1 : 100). Реакционную смесь инкубировали 40 мин
при комнатной температуре, затем измеряли оп-
тическую плотность при 560 нм с использовани-
ем люминесцентной спектрометрической ячейки
Perkin Elmer LS 55 (США) против холостого опы-
та, содержащего воду вместо образца. Концен-
трацию пероксида водорода определяли по пред-
варительно построенной калибровочной кривой.

Определение активности супероксиддисмутазы
(СОД). Активность СОД (КФ 1.15.1.1.) измеряли
описанным методом [9] с некоторыми модифика-
циями. Листья гомогенизировали при 4°C в 50 мМ
ТрисHCl-буфере (pH 7.4) в соотношении 1 : 10 и
экстрагировали в течение 30 мин. Перед анали-
зом растительные экстракты центрифугировали
10 мин при 10000 g и 4°C на центрифуге 5415R
(“Eppendorf”, Германия) и отбирали супернатант
для измерения активности СОД. К 2 мл реагента
1 (0.1 мМ ЭДТА с 0.5 мМ феназинметосульфата и
0.6 мМ нитросинего тетразолия в 0.15 М-ном Na-
фосфатном буфере, pH 7.8) добавляли 100 мкл ре-
агента 2 (150 мМ Трис-буфер, pH 8.0 с 1.25 мМ
ЭДТА и 0.1 мМ НАДН) и 100 мкл надосадочной
жидкости образца, хорошо перемешивали и сра-
зу же измеряли в люминесцентной спектромет-
рической ячейке Perkin Elmer LS 55 (США) при
540 нм. Затем через 10 мин было проведено по-
вторное измерение. Разницу в оптической плот-
ности использовали для расчета процента бло-
кирования восстановления нитросинего тетра-
золия. За единицу активности принимали U =
= (D10 – D0)/D0 × 100%, где D0 – оптическая
плотность в момент приготовления смеси, D10 –
оптическая плотность через 10 мин. Активность
СОД выражали в единицах/мг белка.

Определение активности каталазы (КАТ). Для
определения активности каталазы (КФ 1.11.1.6) ме-
тодом [10] с модификациями растительную ткань
гомогенизировали при 4°C в 50 мМ ФБ (pH 7.8) в
соотношении 1 : 10. После центрифугирования
при 10000 g и 4°C на микроцентрифуге 5415R (Ep-
pendorf, Германия) супернатант использовали
для анализа активности фермента. Реакцию ини-
циировали добавлением надосадочной жидкости
к 65 мМ пероксида водорода в 50 мМ растворе ФБ
(pH 7.8), смесь выдерживали при комнатной тем-
пературе в течение двух минут. Реакцию останав-
ливали добавлением 32.4 мМ молибдата аммо-
ния. В контрольную пробу вместо супернатанта

добавляли дистиллированную воду. Интенсив-
ность проявленной окраски измеряли на Perkin
Elmer LS 55 (США) при 410 нм. Активность ката-
лазы рассчитывали по формуле: U = (Aк –
‒ Aо)/(KVT), где Aк и Aо – абсорбция контрольных
(содержащих воду вместо образца) и опытных об-
разцов, соответственно, V – объем пробы, 0.1 мл,
T – время инкубации, 600 с, K – коэффициент -
молярного поглощения H2O2, равный 22.2 ×
× 103 моль–1 см–1. Активность КАТ выражали в
единицах/ мг белка.

Определение активности пероксидазы (ПО). Для
определения активности пероксидазы (КФ 1.11.1.7)
методом описанным в работе [11] с модификаци-
ями листья гомогенизировали при 4°C в 10 мМ
ФБ, pH 6.2. Соотношение массы образца листьев
к объему ФБ составляло 1 : 3. Экстракт центрифу-
гировали 20 мин при 10000 g при +4°C на центри-
фуге 5415R (“Eppendorf”, Германия). Перокси-
дазную активность супернатанта определяли
микрометодом окисления субстрата 20 мМ орто-
фенилендиамина 10 мМ пероксидом водорода,
развитие окраски останавливали 4 н. H2SO4. Опти-
ческую плотность раствора измеряли при 490 нм
на приборе Perkin Elmer LS 55 (США). За единицу
активности фермента принимали изменение оп-
тической плотности раствора за 1 мин. Актив-
ность ПО выражали в ед./мг белка.

Определение содержания белка. Содержание
белка в образцах определяли по методу Брэдфорд,
используя бычий сывороточный альбумин в ка-
честве стандарта [12]. Поглощение измеряли при
595 нм.

Определение содержания пролина. Навеску рас-
тений заливали 2.5 мл стерильной дистиллиро-
ванной воды. Пробирки помещали в водяную ба-
ню, которую затем доводили до кипения, после
чего пробирки вынимали и охлаждали. К 2 мл хо-
лодного образца добавляли 2 мл реагента нингид-
рина и 2 мл ледяной уксусной кислоты, помеща-
ли на водяную баню и кипятили в течение часа,
затем охлаждали. Оптическую плотность продук-
тов реакции измеряли на спектрофотометре при
522 нм.

Определение транскрипционной активности ге-
нов PR-белков. РНК выделяли из растений с по-
мощью тризола (“Molecular Research Center, Inc.”,
США). Навеску листьев гомогенизировали в
жидком азоте. Для получения кДНК на основе
мРНК исследуемых образцов проводили реак-
цию обратной транскрипции с использованием
обратной транскриптазы M-MuLV согласно про-
токолу поставщика. Анализ накопления тран-
скриптов генов PR-1 (номер GenBank AY050221),
PR-6 (номер GenBank JX683427) и PR-9 (номер
GenBank M21334) проводили с помощью количе-
ственной ПЦР в реальном времени. кДНК разво-
дили в пять раз и использовали непосредственно
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в качестве матрицы для количественной ПЦР
(qPCR). Количественная ПЦР проводилась мето-
дом полимеразной цепной реакции в реальном
времени с использованием N', N'-диметил-N-(4-
((E)-(3-метил-1,3-бензотиазол-2-илиден) метил)-
1-фенилхинолин-1-иум-2-ил) -N-пропилпро-
пан-1,3-диамина (SYBR GreenI) (“Synthol”,
Россия) на приборе CFX Connect Real-Time Sys-
tem (“Bio-Rad”, США). Программа qPCR: 50°C в
течение 2 мин; 95°С – 10 мин; 40 циклов при 95°C
в течение 15 с и при 60°C в течение 1 мин. Каждую
количественную ПЦР проводили в трех повтор-
ностях. После заключительного цикла ПЦР был
проведен анализ кривой плавления для определе-
ния специфики реакции (при 95°C в течение 15 с,
60°C в течение 1 мин и 95°C в течение 15 с). Эф-
фективность каждой пары праймеров была опре-
делена с использованием серии 10-кратных разве-
дений кДНК для надежного определения кратных
изменений. Измерения транскрипционной актив-
ности гена (оценка количества копий мРНК для
каждого гена) проводили относительно эталон-
ного гена St_act (“ген домашнего хозяйства”, ак-
тин, номер GenBank X55749) с использованием
программного обеспечения “CFX Connect Real-
Time System” (“Bio-Rad”, США). Анализ данных
проводили с помощью программного пакета La-
sergene от “DNASTAR, Inc.” (США). Праймеры,
использованные в работе, приведены в табл. 1,
дополнительные материалы.

Двумерный электрофорез. 450 мг листьев гомо-
генизировали в жидком азоте, ресуспендировали
в 1 мл буферного раствора (0.7 M сахароза,
0.5 Hepes-KOH, pH 7.5, 0.1 M KCl, 2% меркапто-
этанол, 1 мМ ЭГТА, 1 мМ ФМСФ, 0.1 мМ ортова-
надат натрия) и инкубировали в течение 30 мин
при 4°С. Белки экстрагировали фенольным рас-
твором по методике [13]. К 1 мл фенола, насы-
щенного трис-HCl, добавляли 1 мл образца бел-
ка, полученную смесь инкубировали при –20°C в
течение 30 мин, затем центрифугировали в тече-
ние 30 мин при 3000 g. Белки из фенольной фазы
осаждали четырехкратным объемом 0.1 М ацетата
аммония в этаноле при –20°C в течение 10 ч.

Полученный осадок трижды промывали аце-
татом аммония и растворяли в лизис-буфере (8 М
мочевина, 2 М тиомочевина, 1% ЧАПС, 30 мМ
дитиотреитол (ДТТ), 20 мМ Трис, 0.3%-ный рас-
твор амфолитов).

Изоэлектрическое фокусирование белков про-
водили на приборе Protean IEF (“Bio-Rad”, США).
Для разделения белков по изоэлектрической точке
использовали готовые 7-сантиметровые стрипы
(“Bio-Rad”, США), диапазон pH 3–10. Перед фо-
кусировкой проводили пассивную регидратацию
в течение 12 ч при 20°C. Фокусировку проводили
при напряжении 4000 В (20000 В ч) в течение 22 ч,
затем напряжение поддерживали на уровне 500 В

до конца процесса. После изоэлектрического фо-
кусирования стрипы выдерживали в течение
15 мин последовательно в растворах 2%-ного ДТТ
и 2.5% йодацетамида в буферных растворах с
25% глицерина, затем промывали в 25 мМ трис-
глициновом буфере, pH 8.3.

Электрофорез проводили в 10%-ном ПААГ с
Na-ДДС. Полоски и белки-маркеры на фильтро-
вальной бумаге помещали на полиакриламидный
гель и проливали 1%-ным раствором агарозы в
трис-глициновом буферном растворе. Электро-
форез проводили при напряжении 90–120 В, гели
стабилизировали в 50%-ном этаноле в течение
10 мин, затем окрашивали 0.1%-ным раствором
Кумасси G-250. Изображения гелей анализировали
в компьютерной программе ImageJ (“NIH”, США).

Статистическая обработка. Эксперименты
включали 5 биологических повторностей для био-
химических показателей и 15 – для транскрипци-
онной активности. На гистограммах показаны вы-
борочные средние и их 95%-ные доверительные
интервалы. Различия исследуемых параметров
анализировали с помощью теста Краскела–Уолли-
са в программе Statistica 8 (Statsoft, США). Для вы-
явления условий опыта, в наибольшей степени
влияющих на спектр белков листьев, проводили
факторный анализ (анализ главных компонент).
На диаграмме рассеяния показаны главные ком-
поненты (“фактор 1", "фактор 2"), описывающие
дисперсию значений содержания отдельных бел-
ков (интенсивности пятен на электрофореграм-
мах) в различных вариантах опыта. Для определе-
ния степени сходства спектров белков листьев в
различных вариантах опыта проводили кластер-
ный анализ данных о содержании отдельных бел-
ков (евклидово расстояние, метод объединения
групп – UPGMA).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Влияние бактерий Bacillus subtilis и сигнальных
молекул на инфицирование растений картофеля P. in-
festans и содержание H2O2. Сравнительный анализ
степени пораженности фитофторозом листьев
восприимчивого сорта картофеля при недостатке
влаги выявил различия в скорости роста оомице-
та P. infestans в вариантах с инокуляцией бактери-
ями и сигнальными молекулами (рис. 1а). Так, в
отсутствие обработки степень пораженности со-
ставила 64%, предварительная обработка B. subti-
lis, в том числе в сочетании с СК и ЖАК, снижала
пораженность листьев на 15–30%. Предобработка
B. subtilis в сочетании с ЖАК оказала наиболее
эффективное защитное действие (рис. 1–4). Ра-
нее было показано, что обработка ЖАК и B. subti-
lis 26Д снижала развитие P. infestans на клубнях
картофеля [14].
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Повышение устойчивости картофеля к P. infes-
tans под влиянием комплекса Bacillus spp. с сиг-
нальными молекулами может быть связано с из-
менением концентрации Н2О2 в тканях растений
[15]. Исследования показали, что концентрация
Н2О2 в обработанных растениях в условиях засухи
была ниже, чем в необработанных (рис. 1б). Это
может быть связано с защитным действием мета-
болитов B. subtilis. Известно, что под действием
Bacillus subtilis повышалась активность антиокси-
дантных ферментов и уровень пролина в растени-
ях [16]. В то же время у растений, обработанных
бактериями и сигнальными молекулами, при за-
ражении P. infestans в условиях засухи уровень пе-
роксида водорода в листьях заметно увеличивался,
особенно при обработке B. subtilis + ЖАК (рис. 1б).
H2O2 можно рассматривать как наиболее важную
молекулу, участвующую в передаче внутрикле-
точных сигналов, которые регулируют экспрес-
сию генов и активность защитных систем [17],
включая увеличение концентрации ионов каль-
ция в цитозоле, что играет важную роль в переда-
че сигнальной информации в геном растения.
Было показано, что H2O2 участвует в активации
экспрессии генов стрессовых белков [15]. Вероят-
но, сочетание представителей рода Bacillus с сиг-
нальными молекулами усиливает генерацию
АФК и передачу сигналов, запускающих другие
защитные механизмы, предотвращающие разви-
тие патогенов.

Изменение активности антиоксидантных фер-
ментов и содержания пролина в листьях картофеля
при обработке B. subtilis в сочетании с СК и ЖАК.
Изменение концентрации H2O2 в тканях расте-
ний в процессе патогенеза может происходить в
результате многих метаболических процессов, но
в большей степени это происходит в результате
изменения активности антиоксидантных фер-
ментов [18].

Одним из важных ферментов антиоксидант-
ной системы растений, участвующих в утилиза-
ции активных форм кислорода (АФК), является
СОД. При заражении растений P. infestans наблю-
далось повышение активности СОД (рис. 2а), об-
работка бактериями усиливала этот эффект. Од-
нако обработка бактериями в сочетании с СК или
ЖАК, наоборот, приводила к снижению актив-
ности СОД у инфицированных растений. У неза-
раженных растений на фоне засухи достоверное
повышение активности СОД выявлено в вариан-
те с обработкой растений бактериями в сочета-
нии с СК, ЖАК или одновременно СК и ЖАК.
Таким образом, использование бактерий B. subti-
lis 26Д стимулирует активность СОД у инфициро-
ванных и неинфицированных растений картофе-
ля в условиях засухи. Известно, что активность
СОД может изменяться разнонаправленно в за-
висимости от интенсивности и продолжительно-
сти воздействия стрессового фактора [19]. Сни-
жение активности СОД при стрессе способствует
дальнейшему увеличению продукции АФК и раз-
витию окислительного повреждения клеток и
тканей растений [20]. Следовательно, эффектив-
ное функционирование СОД во многом опреде-
ляется функционированием других компонентов
защитных систем, в частности, утилизирующих
пероксид водорода (каталазы, пероксидазы, фер-
менты аскорбат-глутатионового цикла).

Каталаза является важнейшим антиоксидант-
ным ферментом [21]. Исследования показали,
что у растений, инфицированных P. infestans, в
условиях засухи наблюдалось снижение активно-
сти каталазы (рис. 2б). У инфицированных расте-
ний, обработанных только бактериями или в со-
четании с СК или ЖАК, активность каталазы зна-
чительно увеличивалась. Более того, в вариантах
с обработкой B. subtilis + СК и B. subtilis + ЖАК
повышение активности КАТ происходило и у не-
зараженных растений на фоне засухи.

Рис. 1. Влияние обработки B. subtilis и сигнальными молекулами на степень развития симптомов фитофтороза (%),
вызванных P. infestans, на листьях картофеля в условиях засухи (а) и на содержание H2O2 в листьях (б): 1 – контроль;
2 – B. subtilis; 3 – B. subtilis + СК; 4 – B. subtilis + ЖАК; 5 – B. subtilis + СК + ЖАК. I – незараженные, II – зараженные
P. infestans растения. Достоверно различающиеся значения обозначены разными буквами.
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Активность каталазы может значительно из-
меняться при участии сигнальных молекул. H2O2

является не только сигнальной молекулой, но и
субстратом каталазы. В то же время, ее влияние
на активность каталазы у растений неоднознач-
но. Так, в проростках пшеницы H2O2, в зависи-

мости от концентрации, ингибировала [22] или
стимулировала [23] активность каталазы. Сали-
циловая кислота также обладает способностью
ингибировать каталазу [24], что является одним
из механизмов развития реакции сверхчувстви-
тельности. Ингибирование фермента под дей-
ствием СК может приводить к дальнейшей акти-
вации экспрессии гена каталазы и усилению син-
теза фермента [25].

Пероксидаза – фермент, участвующий как в
генерации, так и в утилизации Н2О2 [11]. Извест-

но, что обширное мультигенное семейство клас-
сических пероксидаз растений класса III, входя-
щих в семейство защитных белков семейства PR-9,
участвует в укреплении клеточных стенок за счет
окислительных реакций, катализирующих процес-
сы полимеризации фенольных соединений в лиг-
нин клеточных стенок, повышая их устойчивость к
разрушению фитопатогенами. Активность пе-
роксидазы увеличивалась у незараженных расте-

ний на фоне засухи только в вариантах с обра-
боткой B. subtilis в сочетании с сигнальными мо-
лекулами (рис. 2в). Однако при заражении
растений P. infestans значительное увеличение ак-
тивности пероксидазы происходило у растений,
обработанных только B. subtilis, а также в сочета-
нии с ЖАК и СК + ЖАК (рис. 2в). Ранее было по-
казано, что сочетание B. subtilis 26Д и СК способ-
ствовало активации пероксидазы у инфициро-
ванных P. infestans растений картофеля в условиях
оптимальной влажности [26]. В то же время у ин-
фицированных растений, обработанных B. subtilis
26Д и ЖАК, активность фермента значительно не
изменялась. Вероятно, регуляция содержания
H2O2 в растениях картофеля под действием бакте-

рий B. subtilis в сочетании с сигнальными молеку-
лами на фоне засухи может происходить разными
путями: через активацию СОД, снижение актив-
ности каталазы и в результате модулирующего
воздействия на активность пероксидазы. Баланс
между синтезом и инактивацией АФК имеет ре-
шающее значение для поддержания метаболизма
растений и повышения их устойчивости к стрес-
совым факторам различной природы [27].

Исследования выявили антистрессовый эф-
фект обработки бактериями B. subtilis 26Д расте-

Рис. 2. Влияние обработки B. subtilis и сигнальными молекулами на активность СОД (а), каталазы (б), пероксидазы (в)
и содержание пролина (г) в листьях картофеля: 1 – контроль; 2 – B. subtilis; 3 – B. subtilis + СК; 4 – B. subtilis + ЖАК;
5 – B. subtilis + СК + ЖАК. I – незараженные, II – зараженные P. infestans растения. Достоверно различающиеся зна-
чения обозначены разными буквами.
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ний картофеля в условиях засухи. Так, в растени-
ях, обработанных B. subtilis, уровень пролина в
листьях незараженных растений увеличивался в
несколько раз (рис. 2г). Сочетание бактерий с
ЖАК, но особенно с СК, снижало стимулирую-
щее действие B. subtilis на уровень пролина в не-
инфицированных растениях. Однако, в варианте
B. subtilis 26Д + СК + ЖАК содержание пролина
было сопоставимо с уровнем у растений, обрабо-
танных бактериями. Аналогичная тенденция вли-
яния сочетания бактерий и сигнальных молекул
на уровень пролина сохранялась и в инфициро-
ванных растениях (рис. 2г).

Известно, что пролин играет роль осмопротек-
тора при засухе, накапливаясь в цитозоле расти-
тельных клеток [28]. Защитный эффект пролина
обусловлен его участием в стабилизации мем-
бран, структуры белковых молекул и снижении
уровня АФК. Также пролин, сочетающий функ-
ции антистрессового метаболита и соединения,
задействованного в регуляции клеточных процес-
сов, является одним из индикаторов активации
системной защиты растений, выполняя сигналь-
ную функцию при взаимодействии растений с
патогенами [29]. Показано значительное накоп-
ление пролина в растениях при инокуляции эн-
дофитными бактериями Bacillus subtilis, что поло-
жительно коррелировало с устойчивостью к бо-
лезням [30].

Влияние бактерий B. subtilis и сигнальных моле-
кул на транскрипционную активность генов PR-бел-
ков в растениях картофеля при заражении P. infes-
tans. Системная устойчивость растений к болез-
ням, являющаяся неспецифической, основана
на экспрессии многих защитных генов [31]. Как
видно на рис. 3, инфицирование и обработка
B. subtilis, особенно в сочетании с сигнальными
молекулами, стимулировали накопление тран-
скриптов генов PR-1 (секретируемый антимик-
робный белок), PR-6 (ингибиторы протеиназ) и
PR-9 (пероксидаза) в растениях картофеля. Так,
ген PR-1 наиболее интенсивно экспрессировался
у растений, обработанных бактериями в сочета-
нии с СК. Обработка B. subtilis в сочетании с ЖАК
приводила к значительному увеличению уровня
транскрипции гена PR-6 у неинфицированных и
инфицированных растений по сравнению с кон-
тролем.

Следует обратить внимание, что обработка бак-
териями B. subtilis в отсутствие сигнальных молекул
оказывала значительное влияние на повышение
уровня экспрессии PR-1 и PR-6 у незараженных
растений в условиях засухи. Комбинация бактерий
с СК и ЖАК в данном случае имела, как правило,
меньший, а в некоторых случаях даже отрицатель-
ный эффект, например, экспрессия PR-6 снижа-
лась в присутствии СК. У инфицированных рас-
тений, обработанных бактериями в сочетании с

СК или ЖАК, значительно повышалась экспрес-
сия PR-белков. В неинфицированных растениях
экспрессия PR-9 увеличивалась при обработке
B. subtilis как в отсутствие, так и в комбинации с
СК или ЖАК, но комбинированный эффект СК
и ЖАК вызывал большее увеличение экспрессии
PR-9. Ранее было показано, что ЖАК может ней-
трализовать способность B. subtilis 26Д стимули-
ровать транскрипционную активность гена PR-9
в условиях нормальной влажности [26]. Супрес-
сивный эффект совместной обработки B. subtilis
26Д + ЖАК выражался в снижении транскрип-
ции генов PR-2, PR-3 и PR-9 в растениях пшени-
цы по сравнению с растениями, обработанными
только B. subtilis 26Д или ЖАК. Следовательно,
совместное влияние засухи и заражения патоге-
ном приводит к дополнительным изменениям
транскрипционной активности PR-генов расте-
ний по сравнению с инфицированными растени-
ями, выращенными в нормальных условиях.

Вероятно, сочетание бактерий B. subtilis 26Д с
сигнальными молекулами усиливает генерацию
H2O2 и передачу сигналов, запускающих работу за-

щитных механизмов, которые повышают устойчи-
вость растений к стрессовым факторам биотиче-
ской и абиотической природы за счет индукции
транскрипционной активности генов защитных
белков.

Возможно, что способствуя генерации актив-
ных форм кислорода (АФК), бактерии рода Bacil-
lus вызывают передачу сигналов, запускающих
другие защитные механизмы. Было показано, что
обработка растений Bacillus subtilis способствует
ИСУ, опосредованной действием ЖАК. Однако
формирование устойчивости пшеницы к патоге-
нам под влиянием бактерий рода Bacillus также
может развиваться через салицилатный сигналь-
ный путь по типу системной СПУ [5]. Среди изу-
ченных генов PR-белков, определяющих разви-
тие СПУ, ген PR-1 регулируется СК-зависимым
сигнальным каскадом [32]. Ответы на СК зависят
от регуляторного белка, называемого ассоцииро-
ванным с патогенезом – 1 NPR-1. Его синтез ак-
тивируется через окислительно-восстановитель-
ные пути посредством накопления СК. Белок
NPR-1 переносится в ядро, где действует через
факторы транскрипции, не связываясь непосред-
ственно с ДНК. Воздействие эндофитных бакте-
рий приводит к усилению биосинтеза ЖАК и раз-
витию ИСУ, маркером которой является экс-
прессия гена PR-6 (ингибитор протеазы) [33].
Долгое время считалось, что СК- и ЖАК-опосре-
дованные сигнальные пути обладают антагони-
стическим действием [34]. Однако разделение
сигнальных путей является весьма условным. По-
являются новые данные об альтернативных ин-
дукторах и участниках формирования устойчиво-
сти растений к стрессу [6].
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Влияние бактерий Bacillus subtilis и сигнальных
молекул на протеом листьев картофеля при зараже-
нии P. infestans. Одним из способов выявления
специфичности изменений экспрессии генов под
влиянием заражения растений патогенами или
воздействия сигнальных молекул и метаболитов
эндофитных бактерий может быть исследование
протеома. Методом двумерного электрофореза
белков листьев S. tuberosum идентифицировано
19 белков, наличие которых в листьях различа-
лось в зависимости от варианта опыта (рис. 4).

Наибольшее количество белков наблюдалось в
листьях растений, обработанных B. subtilis, четы-
ре белка (Mr/pI 100/6.5, 80/7, 40/7.5, 40/8) присут-
ствовали только в этом варианте опыта. Белок с
Mr/pI 35/8 наблюдался только при обработке
B. subtilis + СК в отсутствие ЖАК, белок с Mr/pI
45/9 наблюдался как в отсутствие, так и в при-
сутствии ЖАК. Белок с Mr/pI 40/8.5 присутство-
вал только в растениях, обработанных B. subtilis, и
растениях, обработанных B. subtilis вместе с двумя
сигнальными молекулами. При заражении P. in-

Рис. 3. Влияние обработки B. subtilis и сигнальными молекулами на транскрипционную активность генов PR-белков.
1 – контроль (без заражения); 2 – B. subtilis; 3 – B. subtilis + СК; 4 – B. subtilis + ЖАК; 5 – B. subtilis + СК + ЖАК.
I – незараженные, II – зараженные P. infestans растения. Достоверно различающиеся значения обозначены разными
буквами.
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festans наибольшее количество белков также на-
блюдалось при обработке B. subtilis при отсут-
ствии сигнальных молекул. Белок с Mr/pI – 55/4,
который присутствовал во всех неинфицирован-
ных растениях, наблюдался во время заражения
только при обработке B. subtilis + ЖАК. Белок с
Mr/pI – 50/7 в инфицированных растениях при-
сутствовал только при обработке B. subtilis без СК
и ЖАК.

В результате кластерного анализа все расте-
ния, инфицированные P. infestans, а также неин-
фицированные и необработанные, оказались
наиболее близкими по спектру синтезируемых
белков (рис. 5а). Среди этих вариантов наиболее
существенные различия наблюдались у инфициро-
ванных растений, обработанных B. subtilis. Расте-
ния, обработанные B. subtilis с СК или ЖАК, или
их смесью, образовывали другую группу со схо-
жими спектрами белков. Наибольшие различия в
спектре белков наблюдали у неинфицированных
растений, обработанных B. subtilis в отсутствие
СК и ЖАК. Таким образом, обработка B. subtilis в
отсутствие сигнальных молекул существенно изме-
няла спектр растительных белков, что особенно
выражено у незараженных растений. Можно
предположить, что инфицирование P. infestans и
обработка сигнальными молекулами активирует
защитные механизмы растений, предотвращая
изменения в спектре белков, вызываемые сим-
биотическими бактериям.

Наибольшие изменения в спектре белков у ин-
фицированных растений, обработанных B. subtilis
в смеси с сигнальными молекулами, были вызва-
ны ЖАК: растения, обработанные СК или сме-
сью СК и ЖАК, в меньшей степени отличались от
контрольных зараженных растений. Как извест-
но, жасмонаты регулируют процессы развития
растений и адаптации к внешним биотическим и
абиотическим стрессорам [35].

Следует отметить, что во всех вариантах обра-
ботки, за исключением контроля, наблюдали при-
сутствие белка хлоропластов, вовлеченного в гене-
рацию АФК (oxygen-evolving enhancer protein 1).
Наибольшее содержание этого белка отмечалось
в обработанных B. subtilis незараженных и зара-
женных растениях, а также в зараженных расте-
ниях, обработанных B. subtilis + ЖАК. Известно,
что окислительный взрыв является сигналом для
реакции сверхчувствительности (СВЧ), которая
тесно связана с эффективным ответом растений
на инфицирование патогеном. Имеются данные
о взаимосвязи белка окислительного взрыва
RPH1 с устойчивостью растений к Phytophthora
brassicae [36].

Результаты факторного анализа (рис. 5б) пока-
зывают корреляцию обработки ЖАК с первым
компонентом дисперсии (варианты опыта с обра-
боткой ЖАК расположены преимущественно в
левой части диаграммы), а инфицирования P. in-
festans – со вторым компонентом (варианты с ин-
фицированием преимущественно в верхней части).
Таким образом, обработка ЖАК и инфицирование
P. infestans, по-видимому, являются основными па-
раметрами, вызывающими изменения в спектре
растительных белков. В целом можно сделать вы-
вод, что инфицирование возбудителем фитофторо-
за, обработка эндофитными бактериями и сигналь-
ными молекулами вызывают сложные ответные
реакции у растений, в которые вовлечены множе-
ство защитных белков.

Таким образом, полученные результаты иссле-
дований показывают, что механизм активации
защитных систем растений картофеля эндофит-
ными бактериями рода Bacillus и сигнальными
молекулами – СК и ЖАК – опосредуется накоп-
лением пероксида водорода и повышением ак-
тивности ферментов, регулирующих его уровень,
а также PR-белками. Развитие защитных реакций
при засухе приводит к значительным изменениям
спектра и относительного содержания отдельных
белков, как у здоровых, так и у инфицированных
растений. Выявленные различия в активации
транскрипционной активности генов PR-белков
под влиянием бактерий B. subtilis и сигнальных мо-
лекул позволяют предположить наличие диффе-
ренциальных путей формирования устойчивости к
P. infestans у растений картофеля с их участием.

Рис. 5. Кластерный анализ вариантов опыта в соответ-
ствии с присутствием различных белков в листьях (а).
Анализ главных компонент дисперсии содержания
белков в листьях (б).
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Effect of Bacillus subtilis Bacteria and Signaling Molecules on the State
of the Pro-/Antioxidant System and Expression of Protective Protein Genes 

in Potato Plants in the Infection of Phytophtorosis
L. G. Yarullinaa, *, V. O. Tsvetkovb, G. F. Burkhanovaa, E. A. Cherepanovaa, A. V. Sorokana,

E. A. Zaikinaa, I. S. Mardanshinc, J. N. Kalatskayad, and N. V. Balyukd

a Institute of Biochemistry and Genetics – a separate structural unit of the Ufa Federal Research Center
of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450054 Russia
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of the Russian Academy of Sciences, Ufa, 450059 Russia
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The effect of Bacillus subtilis bacteria in combination with salicylic (SA) and jasmonic (JA) acids on the state
of the pro-/antioxidant system (the content of hydrogen peroxide and proline, the activity of catalase, perox-
idase, superoxide dismutase), the transcriptional activity of the genes PR-1, PR-6 and PR-9 and changes
in the leaf proteome in connection with the development of potato resistance to the causative agent of late
blight – oomycete Phytophthora infestans (Mont.) de Bary with a lack of moisture were studied. Plants
grown from microtubers were sprayed with a suspension of B. subtilis (108 cells/ml) and a mixture of bac-
teria with SA (10–6 M), JA (10–7 M), SA + JA. 3 days after treatment, the plants were infected with P. in-
festans (105 spores/ml) and cultivated under artificial soil drought conditions by reducing irrigation. When
soil moisture reached 40 ± 5% of full moisture capacity (7 days after infection), biochemical parameters
were assessed in plants. A decrease in the degree of P. infestans development on leaves was revealed when
treated with B. subtilis in combination with SA and JA. The mechanism of activation of the defense systems
of potato plants by bacteria of the genus Bacillus and signaling molecules under drought conditions was asso-
ciated with the accumulation of H2O2, an increase in the activity of antioxidant enzymes, and the expression
of PR-protein genes. In the proteome of potato leaves, differences were found in the presence of 19 polypep-
tides in the pI range from 4.0 to 9.0 and with molecular weights from 30 to 125 kDa. Treatment with B. subtilis
in combination with JA most significantly changed the spectrum of proteins in both healthy and infected
plants. The revealed differences in the activation of the synthesis of protective proteins under the influence of
B. subtilis bacteria and signaling molecules suggest the existence of differential pathways for the formation of
resistance to P. infestans in potato plants with their participation.

Keywords: Solanum tuberosum, Phytophthora infestans, Bacillus subtilis, salicylic acid, jasmonic acid, hydrogen
peroxide, antioxidant enzymes, proline, gene expression, PR proteins, proteome, systemic resistance
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