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СТИМУЛИРОВАНИЕ ЗАЩИТНЫХ МЕХАНИЗМОВ Solanum tuberosum 
БАКТЕРИЯМИ Вacillus subtilis И ХИТООЛИГОСАХАРИДАМИ 

ПРИ ИНФИЦИРОВАНИИ Phytophthora infestans
© 2022 г.   Л. Г. Яруллина1, *, Г. Ф. Бурханова1, В. О. Цветков2, Е. А. Черепанова1, Е. А. Заикина1, 

А. В. Сорокань1, В. О. Максутова2, Ж. Н. Калацкая3, И. В. Максимов1

1Институт биохимии и генетики – обособленное структурное подразделение
Уфимского федерального исследовательского центра Российской академии наук, Уфа, 450054 Россия

2Башкирский государственный университет, Уфа, 450076 Россия
3Институт экспериментальной ботаники им. В.Ф. Купревича НАН Беларуси, Минск, 220072 Беларусь

*e-mail: yarullina@bk.ru
Поступила в редакцию 20.08.2021 г.

После доработки 25.10.2021 г.
Принята к публикации 05.11.2021 г.

Изучено совместное влияние эндофитных бактерий Bacillus subtilis 26Д и хитоолигосахаридов (ХОС)
на устойчивость растений картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Ранняя Роза к возбудителю фи-
тофтороза оомицету Phytophthora infestans (Mont.) de Bary. Выявлено двукратное снижение площади
поражения фитофторозом на листьях картофеля при совместной предпосевной обработке ми-
никлубней бактериями B. subtilis (108 кл./мл) с ХОС (1 мг/л). Сходное защитное действие на расте-
ния картофеля оказывала обработка ХОС, чего не наблюдалось при использовании только бакте-
рий. Механизмы повышения устойчивости растений картофеля к P. infestans были связаны с акти-
вацией каталазы, пероксидазы, ингибиторов гидролаз (амилазы и протеазы), накоплением
пероксида водорода и транскриптов генов, кодирующих PR-белки: PR-1 (основной антимикроб-
ный белок), PR-3 (хитиназа), PR-6 (ингибитор протеазы), PR-9 (пероксидаза), ингибитор амилазы.
Выявленная активация экспрессии генов основного антимикробного белка PR-1 (маркера развития
системной приобретенной устойчивости) и PR-6 (маркера развития системной индуцированной
устойчивости) под воздействием совместной обработки B. subtilis и ХОС свидетельствует о том, что
развитие защитных реакций в растениях картофеля к возбудителю фитофтороза в данном случае
проходит синергетически, при участии различных сигнальных путей, где B. subtilis праймируют за-
щитные гены, а хитоолигосахариды выступают в качестве триггера их экспрессии.
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сид водорода, экспрессия генов, PR-белки, индуцированная устойчивость
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В настоящее время первостепенной задачей
растениеводства является использование эффек-
тивных и безопасных для окружающей среды и
человека средств защиты растений. Во всем ми-
ре данное направление все более успешно кон-
курирует с химическими средствами защиты
растений [1]. Считается, что биопрепараты вызы-
вают активацию тех физиолого-биохимических
процессов, которые участвуют в формировании
неспецифического ответа растений на внешнее
стрессовое воздействие. Так, обработка растений
препаратами непатогенных ризобактерий повы-
шает чувствительность генов, вовлеченных в си-
стемную приобретенную устойчивость (СПУ)
или системную индуцированную устойчивость
(СИУ), при последующем инфицировании пато-
генами [2].

Для защиты растений широко используются
биопрепараты на основе эндофитных бактерий
Bacillus subtilis, подавляющие рост и развитие па-
тогенов, а также стимулирующие рост растений
и их устойчивость к неблагоприятным факторам
окружающей среды [3]. Повышение устойчиво-
сти растений к патогенам под воздействием та-
ких препаратов связывают со способностью
бактерий B. subtilis к продукции различных мета-
болитов, обладающих антивирусным, антибак-
териальным, антифунгальным действием [4].
Показано, что продуцируемые бактериями ли-
попептиды, как сигнальные молекулы, способ-
ствуют развитию СИУ в результате трансдукции
генерации Н2О2 и липоксигеназного сигнально-
го каскада [5].
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В этой связи весьма актуальным становится
повышение эффективности микробиологиче-
ских препаратов для защиты продовольственных
культур от различного рода фитопатогенов. Пока-
зано, что производные хитина совместимы с мик-
робиологическими препаратами, усиливают и про-
лонгируют их действие [6]. Хитозан и хитоолигоса-
хариды (ХОС) являются активными элиситорами
иммунитета растений, которые используются для
повышения биологической активности биопрепа-
ратов [7]. Предполагается, что ХОС связываются
со специфическими рецепторами на мембранах
клеток, включая триггерные механизмы актива-
ции генома [8]. Среди них быстрой и высокой
экспрессией характеризуются гены, ответствен-
ные за синтез регуляторных белков, участвующих
в транскрипции и передаче информации [9]. Как
элиситоры защитных реакций растений, ХОС
участвуют в индукции накопления АФК, в том
числе перекиси водорода [10], в синтезе антибио-
тиков [11], гидролитических и антиоксидантных
ферментов [12].

Фитофтороз, вызываемый оомицетом Phytoph-
thora infestans (Mont) de Bary, является одним из
распространенных заболеваний картофеля на тер-
ритории России, борьба с которым в настоящее
время остается важной задачей. Показано, что ме-
таболиты B. subtilis [13], как и ХОС [14], снижают
степень поражения Solanum tuberosum возбудите-
лем фитофтороза P. infestans. Познание механизмов
формирования защитного ответа растений биопре-
паратами в сочетании с элиситорами позволит зна-
чительно повысить эффективность экологически
безопасных защитных мероприятий на картофеле
и расширить спектр их применения.

Цель работы – изучение индуцирующего дей-
ствия бактерий B. subtilis в сочетании с ХОС на
формирование защитных реакций растений кар-
тофеля при инфицировании возбудителем фи-
тофтороза.

МЕТОДИКА

Объекты исследования. В опытах использовали
растения картофеля Solanum tuberosum (Чишмин-
ская опытная станция Башкирского научно-иссле-
довательского Института сельского хозяйства,
Уфа, Россия), выращенные из микроклубней вос-
приимчивого сорта Ранняя роза. Клубни высажи-
вали в емкости с грунтом (“TerraVita”, Норд Палп,
торф верховой разной степени разложения, очи-
щенный речной песок, перлит, комплексные ми-
неральные удобрения, биогумус, pH 6.0–6.5) на
глубину 3–4 см. Растения выращивали на свето-
площадке с фотопериодом 16 ч (освещенность
8000–10000 люкс) при температуре 20–22°С.

Бактерии B. subtilis 26Д из коллекции Инсти-
тута биохимии и генетики Уфимского федераль-
ного исследовательского центра РАН (Уфа, Рос-
сия) культивировали в среде LB (Lysogeny Broth)
в течение 24 ч, затем суспензию разбавляли ди-
стиллированной водой до необходимой концен-
трации.

Для заражения растений использовали культу-
ру оомицета P. infestans из коллекции Института
биохимии и генетики Уфимского федерального
исследовательского центра РАН (Уфа, Россия).
Патоген выращивали на картофельном агаре с
декстрозой в течение 7 сут после повторного вы-
деления из инфицированных мини-клубней кар-
тофеля для восстановления агрессивности пато-
гена. Поверхность колоний изолята P. infestans за-
ливали дистиллированной водой и выдерживали
при 4°C в течение 30 мин. Концентрацию споран-
гиев оценивали с помощью камеры Фукса–Ро-
зенталя, суспензию спор разводили до титра 1 ×
× 105 спор/мл.

Обработка клубней перед посадкой. Клубни по-
верхностно стерилизовали, промывали проточ-
ной водой, подсушивали, часть из них опрыски-
вали суспензией B. subtilis 26Д (108 кл./мл), рас-
твором ХОС (1 мг/мл) или смесью бактерий с
ХОС из расчета 2 мл на 1 микроклубень. В контроле
микроклубни обрабатывали дистиллированной во-
дой. ХОС со средней молекулярной массой 7.5 кДа
и степенью ацетилирования 65% были получены в
лаборатории в соответствии с [15].

Через 15 сут после прорастания часть растений
опрыскивали 5 мл суспензии спор P. infestans 1 ×
× 105 спор/мл. В качестве контрольных растений
использовали необработанные и не инфициро-
ванные фитофторой растения, а также необрабо-
танные и инфицированные растения (для сравне-
ния зараженных образцов). Через 24 и 72 ч после
инфицирования в листьях определяли содержание
H2O2, активность каталазы, пероксидазы, гидроли-
тических ферментов и их ингибиторов, а также
транскрипционную активность генов PR-белков.
О развитии болезни судили по проценту поражен-
ной площади листовой пластинки (степень пораже-
ния) на 7 сут после заражения растений P. infestans.
Листья фотографировали, полученные изображе-
ния анализировали в компьютерной программе
ImageJ (“NIH”, США).

Определение содержания H2O2. Для определе-
ния содержания H2O2 использовали метод, опи-
санный в работе [16], с модификациями. Листья
гомогенизировали в ступке при 4°C в 25 мМ фос-
фатном буфере (ФБ), pH 6.2, в соотношении 1 : 3,
и центрифугировали в течение 10 мин при 10000 g
и 4°C на с микроцентрифуге 5415R (“Eppendorf”,
Германия). В супернатанте определяли содержа-
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ние H2O2 с использованием ксиленолового оран-
жевого. Реагент содержал 0.074% соли Мора
(Fe2(NH4)2SO4 (чистота 99.997%) в 5.81%-ной сер-
ной кислоте и 0.009% ксиленолового оранжевого
в 1.82%-ном сорбите (в соотношении 1 : 100). Ре-
акционную смесь инкубировали 40 мин при ком-
натной температуре, затем измеряли оптическую
плотность при 560 нм с использованием люми-
несцентной спектрометрической ячейки фирмы
“Perkin Elmer” LS 55 (США) против контроля, со-
держащего воду вместо образца. Концентрацию
пероксида водорода определяли по предваритель-
но построенной калибровочной кривой.

Определение активности каталазы (КАТ). Для
определения активности каталазы (КФ 1.11.1.6) ме-
тодом [17] 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
(“Eppendorf”, Германия) супернатант использо-
вали для анализа активности фермента. Реакцию
инициировали добавлением надосадочной жид-
кости к 65 мМ пероксиду водорода в 50 мМ ФБ
(pH 7.8), смесь выдерживали при комнатной тем-
пературе в течение 2 мин. Реакцию останавлива-
ли добавлением 32.4 мМ молибдата аммония. В
контрольную пробу вместо супернатанта добав-
ляли дистиллированную воду. Интенсивность
проявленной окраски измеряли на спектрофото-
метре Perkin Elmer LS 55 при 410 нм. Активность
каталазы рассчитывали по формуле: 

где Aк и Aо – абсорбция контрольных (содержащих
воду вместо образца) и опытных образцов, соот-
ветственно, V – объем пробы, 0.1 мл, T – время ин-
кубации, 600 с, K – коэффициент молярного по-
глощения H2O2, равный 22.2 × 103 моль–1 см–1. Ак-
тивность КАТ выражали в ед./мг белка.

Определение активности пероксидазы (ПО).
Для определения активности пероксидазы (КФ
1.11.1.7) использовали метод, описанный в работе
[18], с модификациями. Листья гомогенизирова-
ли при 4°C в 10 мМ ФБ, pH 6.2, соотношение мас-
сы образца листьев к объему ФБ составляло 1 : 3.
Гомогенат центрифугировали 20 мин при 10000 g
и 4°C на центрифуге 5415R. Пероксидазную ак-
тивность супернатанта определяли микрометодом
по окислению субстрата 20 мМ ортофенилендиа-
мина 10 мМ пероксидом водорода, развитие окрас-
ки останавливали 4 н. H2SO4. Оптическую плот-
ность раствора измеряли при 490 нм на приборе
Perkin Elmer LS 55. За единицу активности фер-
мента принимали изменение оптической плотно-
сти раствора за 1 мин. Активность ПО выражали
в ед./мг белка.

( ) ( )−к o = ,U A A KVT

Активность амилаз, протеаз и их ингибиторов.
Активность амилаз, протеаз и их ингибиторов
определяли по степени гидролиза иммобилизо-
ванных крахмала и БСА соответственно [19]. Суб-
страты ферментов с конечной концентрацией 1%
иммобилизовали в 4%-ном полиакриламидном
геле (ПААГ). Растворы, обладающие фермента-
тивной активностью, наносили на ПААГ, выдер-
живали 20 мин при 37°C, затем окрашивали рас-
твором Люголя или Кумасси G-250. Активность
ферментов определяли методом денситометрии
по калибровочным кривым, построенным с ис-
пользованием стандартных препаратов амилазы
Aspergillus niger и бычьего трипсина (“Sigma”,
США). Ферментативную активность выражали в
мкмоль субстрата/г белка мин. При определении
ингибиторной активности препараты ингибиторов
добавляли к стандартным растворам ферментов,
ингибиторную активность определяли как величи-
ну изменения ферментативной активности.

Определение содержания белка. Содержание
белка в образцах определяли по методу Брэдфор-
да [20], с использованием БСА в качестве стан-
дарта.

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-3 (номер GenBank U49970 ), PR-5 (номер
GenBank AY737317), PR-6 (номер GenBank
JX683427), PR-9 (номер GenBank M21334) и инги-
битора амилазы (номер GenBank XM006351484)
проводили с помощью количественной ПЦР в
реальном времени с использованием красителя
SYBR Green I (“Synthol”, Россия) на приборе CFX
Connect Real-Time System (“Bio-Rad”, США).
кДНК разводили в пять раз и использовали непо-
средственно в качестве матрицы.

Изменения транскрипционной активности ге-
на (количество копий мРНК для каждого гена)
оценивали относительно эталонного гена St_act
(“ген домашнего хозяйства”, актин, номер Gen-
Bank X55749) с использованием программного
обеспечения “CFX Connect Real-Time System”
(“Bio-Rad”, США). Анализ данных проводили с
помощью программного пакета Lasergene от
“DNASTAR, Inc.” (США). Праймеры, использо-
ванные в работе, приведены в табл. 1.

Статистическая обработка. Эксперименты про-
водили в 5 биологических повторностях для биохи-
мических показателей и 15 – для транскрипцион-
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ной активности. На гистограммах показаны вы-
борочные средние и их 95%-ные доверительные
интервалы. Различия исследуемых параметров
анализировали с помощью теста Краскела–Уол-
лиса в программе Statistica 8 (Statsoft, США). Раз-
ными буквами обозначены достоверно различаю-
щиеся значения.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Влияние бактерий B. subtilis и ХОС на устойчи-

вость растений картофеля к инфицированию P. in-
festans и содержание H2O2. Анализ развития воз-
будителя фитофтороза на листьях картофеля
показал, что предпосевная обработка клубней
картофеля B. subtilis, ХОС и их смесью благопри-
ятно отражалась на защитном потенциале расте-
ний (рис. 1, 2а). Так, в контроле степень пораже-
ния листьев составляла 85 ± 7%. Предобработка

растений бактериями снижала пораженность ли-
стьев до 70 ± 5%, в варианте сочетания B. subtilis и
ХОС – до 50 ± 6%. Результаты показали, что до-
бавление ХОС к бактериям значимо повышало
устойчивость растительных тканей к инфициро-
ванию возбудителем фитофтороза. Ранее было
показано, что добавление хитина к бактериям ро-
да Bacillus способствовало повышению устойчи-
вости растений хлопка к вилту [21] и клубники к
мучнистой росе [22].

Известно, что наиболее ранней ответной реак-
ций растительного организма на внедрение пато-
гена является генерация АФК – окислительный
взрыв, запускающий каскад последующих защит-
ных реакций. При этом в растительных тканях
повышается концентрация свободных радикалов
(супероксидного  гидроксильного ОН•) и пе-
роксида водорода. Показано, что Н2О2 участвует в

−i
2О ,

Рис. 1. Листья картофеля через 7 сут после инокуляции P. infestans: 1 – контроль, 2 – обработка B. subtilis, 3 – ХОС, 4 –
B. subtilis + ХОС.

1 2 3 4

Рис. 2. Степень пораженности листьев картофеля (а, % от площади листовой пластинки) и содержание H2O2 (б) че-
рез 24 ч после инфицирования P. infestans (1, контроль), обработки B. subtilis 26Д (2) и ХОС (3), B. subtilis + ХОС (4).
I – незараженные, II – зараженные P. infestans растения. Разными буквами обозначены достоверно различающиеся
значения.
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запуске СВЧ-реакции, процессов лигнификации, а

может также проявлять антимикробную актив-

ность [23]. Механизмы повышения устойчивости

картофеля к инфицированию P. infestans под влия-

нием бактерий B. subtilis в сочетании с ХОС могли

быть также связаны с повышением содержания

Н2О2 в растительных тканях [24]. Исследования по-

казали, что во всех вариантах обработки в неинфи-

цированных растениях содержание Н2О2 было ни-

же, чем в контроле (рис. 2б). Возможно, это обу-

словлено способностью бактерий рода Bacillus
индуцировать активность актиоксидантных фер-

ментов [25]. В обработанных B. subtilis 26Д, ХОС,

B. subtilis + ХОС растениях при инфицировании

концентрация Н2О2 в листьях заметно повышалась

по сравнению с зараженными контрольными рас-

тениями. Так, в варианте обработки бактериями в

сочетании с ХОС уровень пероксида водорода в ли-

стьях инфицированных растений картофеля повы-

шался в два раза по сравнению с контролем уже

через 24 ч после заражения (рис. 1б, 4).

Известно, что устойчивость картофеля к воз-

будителю фитофтороза P. infestans во многом

определяется развитием реакции сверхчувстви-

тельности (СВЧ). Это предполагает изменения

концентрации Н2О2 в растительных тканях в от-

вет на внедрение патогена, поэтому Н2О2 можно

рассматривать в качестве важнейшей молекулы,

вовлеченной в передачу внутриклеточных сигна-

лов, регулирующих экспрессию генов и актива-

цию защитных систем растения. Повышение

уровня Н2О2 вызывает увеличение концентрации

в цитозоле ионов кальция, выполняющих важ-

ную роль в процессах передачи сигнальной инфор-

мации в геном растения [26]. ХОС, как элиситоры,

способствуют генерации Н2О2 при формировании

защитных реакций к патогенам с различным типом

трофности [14]. Известно, что хитин, хитозан и их

олигомеры являются активными иммуностимуля-

торами. Вероятно, совместная обработка бактерий

B. subtilis с ХОС способствует формированию бо-

лее ранних и интенсивных защитных реакций

при контакте с патогеном в результате быстрого

накопления пероксида водорода на начальных

этапах инфекционного процесса.

Влияние бактерий B. subtilis и ХОС на актив-
ность антиоксидантных ферментов в листьях кар-
тофеля при инфицировании P. infestans. Изменение

концентрации H2O2 в растительных тканях при

инфицировании происходит, в основном, в ре-

зультате изменения активности антиоксидант-

ных ферментов. Важнейшим антиоксидантным

ферментом является каталаза (КАТ). Во всех ва-

риантах обработки у незараженных растений на-

блюдалось снижение активности КАТ по срав-

нению с контрольными растениями (рис. 3а).

Существенное повышение активности КАТ про-

являлось на протяжении 24 ч в инфицированных

растениях, предобработанных B. subtilis в сочета-

нии с ХОС (рис. 3а, 4).

Известно, что активность КАТ может суще-

ственно модифицироваться пероксидом водорода,

который является не только сигнальной молеку-

лой, но и субстратом КАТ. В то же время, это воз-

действие на активность КАТ у растений неодно-

значно. Например, в проростках пшеницы Н2О2 в

зависимости от концентрации либо ингибирова-

ла [27], либо стимулировала активность КАТ [28].

Ферментом, вовлеченным как в генерацию, так

и в утилизацию Н2О2, является пероксидаза (ПО).

Основной функцией ПО является защита расти-

тельного организма от окислительного стресса, а

также непосредственное участие в процессах лиг-

нификации.

В настоящей работе во всех вариантах предобра-

ботки через 24 ч после инокуляции в незараженных

растениях активность ПО была ниже, чем в кон-

трольном варианте (рис. 3б). Следует отметить, что

Рис. 3. Активность каталазы (а) и пероксидазы (б) в листьях картофеля при заражении P. infestans (1, контроль), обра-
ботке B. subtilis 26Д (2) и хитоолигосахаридами (3), B. subtilis + ХОС (4). I – незараженные, II – зараженные P. infestans
растения. Разными буквами обозначены достоверно различающиеся значения.
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в инфицированных растениях только обработка

B. subtilis в сочетании с ХОС вызывала повыше-

ние активности ПО по сравнению с зараженным

контролем.

Важной особенностью ПО является ее способ-

ность переключаться на каталазную активность,

предотвращая образование избытка Н2О2. Такое

явление, в частности, зарегистрировано для не-

скольких форм апопластных пероксидаз [29].

Возможно, добавление ХОС к культуре B. subtilis
способствует более раннему и интенсивному на-

коплению Н2О2 в инфицированных тканях расте-

ний. В регуляцию содержания Н2О2 в растениях

картофеля на ранних этапах инфекционного про-

цесса в этом случае вовлечены и КАТ и ПО.

Влияние бактерий B. subtilis и ХОС на актив-
ность гидролаз и их ингибиторов в растениях карто-
феля при инфицировании P. infestans. Основным

орудием воздействия патогена на растения явля-

ются продуцируемые ими гидролитические фер-

менты, разрушающие клеточные стенки расте-

ний и обеспечивающие его проникновение в тка-

ни [30]. Ответная защитная реакция растений

сопровождается синтезом ингибиторов этих фер-

ментов [31].

Как видно из рис. 4, в инфицированных расте-

ниях картофеля уже через 24 ч происходит повы-

шение активности амилаз и протеаз (рис. 4, 1). Во

всех вариантах обработки неинфицированных

растений активность амилаз и протеаз в листьях

также достоверно возрастала либо не отличалась

от контрольного варианта. Следует отметить, что

в предобработанных бактериями и ХОС и инфи-

цированных растениях активность как амилаз,

так и протеаз снижалась, особенно в варианте со-

четания B. subtilis с ХОС, по сравнению с инфици-

рованным контролем (рис. 4, 4).

Известно, что амилолитическая активность

характерна для представителей большинства так-

сономических групп возбудителей болезней рас-

тений, и почти всегда эти ферменты представле-

ны конститутивными белками. Однако амилаза

отсутствует у оомицетов, в частности у предста-

вителей рода Phytophthora, которые используют

для расщепления крахмала ферменты картофеля,

активируя их биосинтез в пораженных тканях [32].

Можно предположить, что снижение уровня ами-

лаз под действием бактериальных метаболитов и

ХОС препятствует росту и развитию P. infestans в

растительных тканях.

Высокая же протеолитическая активность в

зараженных тканях не только обеспечивает ами-

нокислотами рост и развитие патогенного микро-

организма, но и может нейтрализовать защитные

белки картофеля, такие как лектины – ингибито-

ры гидролаз. Так, показано, что экстрацеллюляр-

ная металлопротеиназа фитопатогенной бакте-

рии Erwinia carotovora (Jones) Waldee расщепляет

лектин картофеля, принимающий участие в за-

щите растений [33].

Исследования показали, что в инфицирован-

ных необработанных растениях активность ин-

гибиторов амилаз снижалась (рис. 5а, 1), что

могло быть вероятной причиной высокого уров-

ня амилаз в инфицированных тканях картофеля

(рис. 4а, 1). Сходная тенденция характерна и для

ингибиторов протеаз при заражении необрабо-

танных растений (рис. 5б, 1). Однако, в предобра-

ботанных и инфицированных P. infestans растениях

активность ингибиторов амилаз и протеаз была вы-

ше, чем в необработанном и инфицированном кон-

троле. Наиболее значимые различия были харак-

терны для варианта сочетания B. subtilis с ХОС

(рис. 5, 4). Это предполагает, что в ответ на инфи-

цирование P. infestans в растениях картофеля могут

синтезироваться de novo ингибиторы ферментов,

которые способны подавлять активность амилаз и

протеаз [31].

Рис. 4. Активность амилаз (а) и протеаз (б) в листьях картофеля при заражении P. infestans (1, контроль), обработке
B. subtilis 26Д (2) и хитоолигосахаридами (3) и B. subtilis + ХОС (4). I – незараженные, II – зараженные P. infestans рас-
тения. Разными буквами обозначены достоверно различающиеся значения.
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Влияние бактерий B. subtilis и ХОС на тран-
скрипционную активность генов PR-белков в расте-
ниях картофеля при инфицировании P. infestans.

Активация защитных реакций растения при

контакте с патогенами может происходить по-

средством различных сигнальных путей, что вы-

ражается в изменении уровней экспрессии генов,

кодирующих PR-белки. Известно, что защитное

действие препаратов на основе бактерий рода Ba-
cillus обусловлено запуском системной индуциро-

ванной устойчивости (СИУ) [34], маркером раз-

вития которой является экспрессия гена PR-6

(ингибитор протеазы).

Однако формирование устойчивости к патоге-

нам под влиянием бактерий Bacillus также может

развиваться по типу СПУ, маркером развития ко-

торой является экспрессия гена PR-1 [35]. Как

видно из рис. 6а, инфицирование и обработка

B. subtilis, ХОС и их смесью стимулировали на-

копление транскриптов гена PR-1, причем ген

PR-1 наиболее интенсивно экспрессировался в

инфицированных растениях.

Следует обратить внимание, что обработка бак-

териями в сочетании с ХОС, как и обработка толь-

ко ХОС, оказывали значительное влияние на по-

вышение уровня экспрессии гена хитиназы (PR-3)

у зараженных растений (рис. 6б). Среди внекле-

точных гидролаз, способных лизировать клеточ-

ную стенку и гифы грибов, наибольший интерес

представляют именно хитиназы [12]. В большин-

стве случаев хитиназы являются индуцибельны-

ми ферментами, образующимися в присутствии

Рис. 5. Активность ингибиторов амилаз (а) и протеаз (б) в листьях картофеля при заражении P. infestans (1, контроль),
обработке Bacillus subtilis 26Д (2), ХОС (3) и B. subtilis + ХОС (4). I – незараженные, II – зараженные P. infestans расте-
ния. Разными буквами обозначены достоверно различающиеся значения.
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Рис. 6. Влияние B. subtilis 26Д (2) и ХОС (3) и B. subtilis + ХОС (4) на относительное количество транскриптов генов
PR- белков: PR-1 (основной защитный белок), PR-3 (хитиназа), PR-5 (тауматин-подобный белок), PR-6 (ингибитор
протеазы), PR-9 (пероксидаза), Ai (ингибитор амилазы) в здоровых (I) и инфицированных P. infestans (II) растениях
через 24 ч после заражения (1, контроль). Измерения транскрипционной активности проводили относительно эталон-
ного гена St_act (“ген домашнего хозяйства”, актин). Разными буквами обозначены достоверно различающиеся зна-
чения.
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специфического субстрата. В наших исследова-

ниях сочетание бактерий с ХОС способствовало

усилению транскрипционной активности гена

хитиназы. Показано, что в устойчивых к Pectobac-
terium carotovorum сортах картофеля экспрессия

гена PR-3 значительно выше, чем в восприимчи-

вых растениях [36].

У инфицированных растений, обработанных

только бактериями B. subtilis, значительно повы-

шалась экспрессия гена тауматин-подобного бел-

ка (PR-5) (рис. 6). Считается, что активность бел-

ков семейства PR-5 связана с увеличением про-

ницаемости мембран [37]. Показано, что под

влиянием штамма B. cereus BS107 в формирова-

ние устойчивости растений перца к бактериаль-

ной гнили Xantomonas axonopodis pv. vesicatoria во-

влекались гены РR-1, РR-4, РR-10 [38].

Необходимо отметить, что в инфицирован-

ных растениях, предобработанных ХОС и соче-

танием бактерий с ХОС, наблюдался высокий

уровень транскрипционной активности гена

ингибитора протеаз PR-6 (рис. 6б, 3, 4). Показа-

но, что обработка растений томата штаммом

B. subtilis BEB-DN приводила к усилению экс-

прессии генов PR-6 и ферментов синтеза лигни-

на [39]. Считается, что индукция устойчивости

растений, опосредованная стимулирующими

рост бактериями, отличается не прямой актива-

цией экспрессии генов PR-белков, а развивает-

ся путем праймирования, через генерацию АФК

и редокс-чувствительные транскрипционные

факторы и гены PR-белков [40]. Это нашло под-

тверждение и в настоящей работе.

Обработка бактериями, ХОС, их смесью, как и

инфицирование P. infestans, снижали накопление

транскриптов гена ингибитора амилазы в расте-

ниях картофеля по сравнению с контрольными

инфицированными растениями (рис. 6). Инте-

ресно, что при совместной обработке B. subtilis с

ХОС в инфицированных растениях уровень тран-

скрипционной активности гена ингибитора ами-

лазы возрастал более чем в 2 раза по сравнению с

контролем (рис. 6а, 4). Вероятно, это обеспечива-

ло повышение активности ингибиторов амилаз в

растительных тканях (рис. 5а, 4).

Повышение содержания ингибиторов гидро-

лаз в растении происходит, как правило, не за

счет увеличения концентрации конститутивных

соединений, а за счет синтеза новых форм инги-

биторов [28]. В нашем случае, накопление тран-

скриптов генов ингибиторов протеазы и амилазы

и повышение активности их белкового продукта в

листьях картофеля при совместной обработке

клубней B. subtilis и ХОС было направлено на по-

давление активности экзогенных гидролаз, что

способствовало повышению устойчивости карто-

феля к P. infestans.

У инфицированных растений, обработанных

бактериями B. subtilis в сочетании с ХОС значи-

тельно повышалась экспрессия гена пероксидазы

(PR-9) (рис. 6). Растительные пероксидазы игра-

ют ключевую роль в защите растений от патоге-

нов, принимая участие в синтезе антимикробных

соединений и укреплении клеточной стенки рас-

тения путем формирования лигнина, что корре-

лирует с их устойчивостью [39].

Таким образом, совместная обработка штам-

мами B. subtilis 26Д с ХОС приводила к снижению

степени пораженности листьев картофеля возбу-

дителем фитофтороза. Механизмы повышения

устойчивости растений картофеля к P. infestans
связаны с активацией каталазы, пероксидазы,

ингибиторов гидролаз (амилазы и протеазы), на-

коплением пероксида водорода и транскриптов

генов, кодирующих PR-белки: ингибитор ами-

лазы, основной защитный белок (PR-1), хитина-

за (PR-3), ингибитор протеазы (PR-6), перокси-

даза (PR-9). Выявленная активация экспрессии

генов основного антимикробного белка PR-1

(маркера развития системной приобретенной

устойчивости) и PR-6 (маркера развития систем-

ной индуцированной устойчивости) под воздей-

ствием совместной обработки B. subtilis и ХОС

свидетельствует о том, что развитие защитных ре-

акций в растениях картофеля к возбудителю фи-

тофтороза в данном случае проходит синергети-

чески, при участии различных сигнальных путей,

где B. subtilis праймируют защитные гены, а ХОС

выступают в качестве триггера их экспрессии.
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Stimulation of the Protective Mechanisms of Solanum tuberosum by Bacillus subtilis 
Bacteria and Chitooligosaccharides upon Infection with Phytophthora infestans

L. G. Yarullinaa, *, G. F. Burkhanovaa, V. O. Tsvetkovb, E. A. Cherepanovaa, E. A. Zaikinab,
A. V. Sorokanb, V. O. Maksutovab, J. N. Kalatskayac, and I. V. Maksimova

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

b Bashkir State University, Ufa, 450076 Russia
c Institute of Experimental Botany, V. F. Kuprevich National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220072 Belarus

*e-mail: yarullina@bk.ru

The joint effect of Bacillus subtilis 26D endophytic bacteria and chitooligosaccharides (COS) on the resis-
tance of potato plants (Solanum tuberosum L.) to the late blight causative agent Phytophthora infestans (Mont.)
De Bary was studied. A twofold decrease in the area of late blight lesions on potato leaves was revealed during
joint pre-sowing treatment of minitubers with B. subtilis bacteria (108 cells/mL) with COS (1 mg/L). A sim-
ilar protective effect on potato plants was exerted by COS treatment, which was not observed when using only
bacteria. The mechanisms of increasing the resistance of potato plants to P. infestans were associated with the
activation of catalase, peroxidase, hydrolase inhibitors (amylase and protease), accumulation of hydrogen
peroxide and transcripts of genes encoding PR proteins: amylase inhibitor, basic protective protein (PR-1),
chitinase (PR-3), protease inhibitor (PR-6), peroxidase (PR-9). The revealed activation of the gene expres-
sion of the main antimicrobial protein PR-1 (a marker of the development of systemic acquired resistance)
and PR-6 (a marker of the development of induced systemic resistance) under the influence of joint treat-
ment with B. subtilis and COS indicates that the development of protective reactions in potato plants to the
late blight pathogen in this case occurs synergistically, with the participation of various signaling pathways,
where B. subtilis primed protective genes, and chitooligosaccharides act as a trigger for their expression.

Keywords: Solanum tuberosum, Basillus subtilis, Phytophthora infestans, chitooligosaccharides, hydrogen per-
oxide, gene expression, PR proteins, induced resistance
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