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В связи с растущим спросом на продовольствие 
во всем мире, ключевой задачей ближайших деся-
тилетий является устойчивое развитие сельского 
хозяйства [1]. Картофель является четвертой по 
популярности потребления человеком культурой 
после риса, пшеницы и кукурузы [2]. Однако рас-
тения картофеля часто подвергаются воздействию 
комбинации различных неблагоприятных факто-
ров, которые снижают их урожайность и качество 
клубней, что приводит к экономическим потерям 
и снижению производства продовольствия [3, 4]. 
Рост растений картофеля и урожайность клуб-
ней в значительной степени зависят от влажности 
почвы. Даже короткие периоды водного стрес-
са могут иметь заметные последствия. Проблема 

водоснабжения также возникает в регионах с до-
статочным, но неравномерным количеством осад-
ков в течение вегетационного периода [5]. Суще-
ствуют также свидетельства того, что изменение 
климата влечет расширение ареала обитания пато-
генов [3, 6]. Вирусные заболевания картофеля яв-
ляются одной из основных проблем, вызывающих 
ухудшение качества клубней и снижение урожай-
ности [7]. 

Разрабатываемые экологически безопасные 
приемы борьбы с патогенами с использованием 
биопестицидов рассматриваются как перспектив-
ная альтернатива полной или частичной замены 
химических соединений [8]. Использование бакте-
рий, стимулирующих рост растений (Plant Growth 

DOI: 10.31857/S0555109924060074  EDN: QFLPNI

В работе оценивали влияние конъюгата хитозан-кофейная кислота (Хит-КК), отдельно и в смеси 
с Bacillus subtilis 47 на защиту растений от Y-вируса картофеля (YВК) при оптимальном увлажнении и 
в условиях водного дефицита. При обработке Хит-КК и смесью Хит-КК + B. subtilis 47 здоровых рас-
тений картофеля при оптимальных условиях почвенного увлажнения выявлено накопление пролина 
и фенольных соединений, активация полифенолоксидазы, что приводило к повышению неспеци-
фической устойчивости растений. Обработка Хит-КК снижала уровень инфицирования YВК у рас-
тений картофеля в оптимальных условиях и при водном дефиците, увеличивая массу мини-клубней 
картофеля. Обработка смесью Хит-КК + B. subtilis 47 была эффективна только в условиях водного 
дефицита. Выявлено, что решающим фактором в формировании устойчивости растений картофеля 
к Y-вирусу при применении Хит-КК является изменение прооксидантно-антиоксидантного статуса 
клеток растений.

Ключевые слова: Solanum tuberosum L., Y вирус картофеля (YВК), Bacillus subtilis 47, конъюгат, кофейная 
кислота, водный дефицит, про-/антиоксидантная система, продуктивность мини-клубней

Поступила в редакцию 15.05.2024 г.
После доработки 20.06.2024 г.

Принята к публикации 05.07.2024 г.

1Институт экспериментальной ботаники им. В.Ф. Купревича НАН Беларуси,  
Минск, 220072 Республика Беларусь

2Институт биохимии и генетики – обособленное структурное подразделение  
Уфимского федерального исследовательского центра Российской академии наук,  

Уфа, 450054 Россия
3Уфимский университет науки и технологий, Уфа, 450076 Россия

4Институт химии новых материалов НАН Беларуси,  
Минск, 220141 Республика Беларусь

*e-mail: kalatskayaj@mail.ru

© 2024 г.   Ж. Н. Калацкая1, *, Л. Г. Яруллина2, Н. А. Еловская1, Г. Ф. Бурханова 2,  
Е. И. Рыбинская1, E. A. Заикина2, И. А. Овчинников1, В. О. Цветков3, К. М. Герасимович1,  

E. A. Черепанова2, O. A. Иванов1, К. С. Гилевская4, В. В. Николайчук4

ВЛИЯНИЕ КОНЪЮГАТА ХИТОЗАНА С КОФЕЙНОЙ КИСЛОТОЙ И 
Bacillus subtilis НА ЗАЩИТНЫЕ РЕАКЦИИ РАСТЕНИЙ КАРТОФЕЛЯ 

ПРИ ВИРУСНОМ ЗАРАЖЕНИИ И ПОЧВЕННОЙ ЗАСУХЕ 

УДК 571.27:632.4:632.938:633.11



 ВЛИЯНИЕ КОНЪЮГАТА ХИТОЗАНА С КОФЕЙНОЙ КИСЛОТОЙ И Bacillus subtilis 633

ПРИКЛАДНАЯ БИОХИМИЯ И МИКРОБИОЛОГИЯ том 60 № 6 2024

Promoting Bacteria, PGPB), является одним из эко-
логически безопасных подходов к устойчивому 
развитию сельского хозяйства [1, 9–11]. 

Виды Bacillus являются одними из наиболее 
изученных бактерий, которые способствуют по-
давлению патогенов растений, включая такие ме-
ханизмы, как конкуренция за питательные веще-
ства и пространство, производство антибиотиков, 
гидролитических ферментов, сидерофоров и/или 
индукция системной устойчивости. Bacillus spp. 
также могут выступать в качестве биоудобрений, 
способствуя поглощению определенных элементов 
питания из окружающей среды, либо биостиму-
ляторов, обеспечивая растение биологически ак-
тивными соединениями (биосинтез растительных 
гормонов) [9, 11–13]. Бактериальные препараты 
также могут быть использованы для защиты раз-
личных видов растений от вирусных заболеваний 
[14, 15]. Однако различные вещества и факторы 
окружающей среды могут негативно влиять на рост 
бактерий Bacillus и производство ими спор и мета-
болитов [12–14]. Необходим поиск способов пре-
одоления существующих ограничений, связанных 
с использованием штаммов полезных микроорга-
низмов, например, путем косвенной поддержки 
их жизнедеятельности. Показано, что хитозан мо-
жет выступать в качестве сигнальных молекул для 
связи между PGPR и корнями растений, а в неко-
торых случаях инициировать защиту от вирусной 
инфекции [16]. Противовирусная активность хито-
зана в растениях ранее доказана в работах [17, 18]. 
Также показано, что хитозан может быть исполь-
зован для повышения биологической активности 
микробиологических препаратов на основе штам-
мов рода Bacillus [16, 19, 20]. Существуют и труд-
ности включения хитозана в бактериальные куль-
туральные среды, так как он может ингибировать 
рост бактерий за счет собственной антимикробной 
активности [12, 21]. Одним из способов преодоле-
ния негативных последствий добавления хитозана 
в бактериальные препараты может быть его моди-
фикация. Фенольные соединения участвуют в за-
щите растений от биотических стрессов. Растения 
отвечают на атаку патогенов накоплением таких 
фитоалексинов, как гидроксикумарины и конъю-
гаты гидроксициннамата. Синтез, высвобождение 
и накопление фенольных веществ, в частности 
салициловой кислоты, являются центральными 
звеном многих защитных стратегий от патогенов 
[22]. Было показано, что конъюгация хитозана и 
кофейной кислоты (Хит-КК) позволяет получать 
материалы с улучшенными свойствами: антиок-
сидантными, антимикробными, ростостимулиру-
ющими и др. [23]. Отмечен значительный росто-
стимулирующий эффект обработки семян огурца и 
ячменя конъюгатами на основе хитозана и гидрок-
сикоричных кислот [24, 25]. Совместная обработка 
Bacillus subtilis и конъюгатов хитозана с гидрокси-
коричными кислотами стимулировала защитные 

реакции растений картофеля против возбудителя 
фитофтороза картофеля [20]. Однако роль конъю-
гатов Хит-КК в защите растений от абиотических 
стрессов или подавлении вирусной инфекции оста-
ется неизвестной. Кроме того, нет информации о 
способности смесей конъюгатов Хит-КК и бак-
териальных агентов стимулировать устойчивость 
растений к вирусным заболеваниям. 

Цель работы – изучение потенциала конъюга-
тов Хит-КК в смеси с Bacillus subtilis 47 для защиты 
растений картофеля от Y-вируса при оптимальном 
увлажнении и в условиях водного дефицита в почве.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Растения. Для работы использовали размно-
женные in vitro безвирусные растения картофе-
ля (Solanum tuberosum L.) сорта Бриз белорусской 
селекции, полученные из Научно-практического 
центра Национальной академии наук Беларуси по 
картофелеводству и плодоовощеводству (Респу-
блика Беларусь).

Бактерии. Использовали грамположительный 
аэробный штамм Bacillus subtilis 47 BIM B-859D, 
торговая марка “Карфил” из Белорусской коллек-
ции непатогенных микроорганизмов.

Антимикробная активность. Антимикробную ак-
тивность конъюгата Хит-КК определяли в отно-
шении штамма B. subtilis 47 как описано в работе 
[26]. В чашки Петри вносили 15 мл ГМФ-агара 
и 100  мкл тестируемой бактериальной культуры 
B. subtilis 47 с концентрацией клеток 1×109 КОЕ/
мл. На поверхность засеянного агара помещали 
стерильные диски диаметром 6 мм, пропитанные 
растворами коньюгата в концентрациях 0.0125, 
0.025, 0.05 мг/мл (№2–4), хитозана в концентра-
ции 0.1 мг/мл (№5) и нанокомпозитов на основе 
хитозана (№6–8), которые не обсуждаются в дан-
ной статье. Инкубацию вели при температуре 25°C 
в течение суток, после чего наличие антибактери-
ального эффекта исследуемых соединений оцени-
вали по диаметру зон ингибирования роста бакте-
рий вокруг дисков. 

Y-вирус картофеля и инфицирование растений. 
Изолят Y-вируса (YВК) был получен из инфици-
рованных растений картофеля в Научно-практи-
ческом центре Национальной академии наук Бе-
ларуси по картофелеводству и плодоовощеводству 
в 2023 г. Вирус поддерживали путем размножения 
инфицированных растений картофеля с помо-
щью мини-клубней в защищенном от насекомых 
биотехнологическом комплексе при температуре 
20–21°C, освещенности 12000 люкс и фотопериоде 
16/8 ч (день/ночь). 

Искусственное заражение YВК проводили пу-
тем нанесения сока инфицированных растений-до-
норов (200 мкл/ лист) на механически поврежден-
ные с помощью мелкозернистой наждачной бумаги 
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листья 3 и 4 уровней экспериментальных расте-
ний. Для получения сока зараженные YВК листья 
растирали в фосфатном буфере (рН 7.8). 

Получение конъюгата хитозана с кофейной кисло-
той. Конъюгат хитозана с кофейной кислотой (Хит-
КК) получали карбодиимидным методом [26]. Для 
синтеза конъюгата использовали 30 кДа олигомеры 
хитозана (степень деацетилирования 98.3%, степень 
полимеризации ~186) производства “Glentham Life 
Sciences” (Великобритания), кофейную кислоту (КК, 

“Chem-Impex, Intl Inc.”, США) и 1-этил-3-(3-диме-
тиламинопропил) карбодиимид гидрохлорид (EDC), 

“Sigma-Aldrich”, (Германия). EDC и КК использова-
ли в соотношении 3 : 1. Конъюгат синтезирован в 
массовом соотношении Хит-КК = 5 : 1. Синтезиро-
ванный конъюгат Хит-КК очищали методом диали-
за с использованием целлюлозной диализной труб-
ки с размером пор 14 кДа (“Sigma D9277-100FT” и 

“Sigma D9652-100FT”, США) против дистиллиро-
ванной воды в течение 1 сут. Конъюгат лиофилизи-
ровали с помощью лиофильной сушки Freezone 1.0 

“Labconco”, (США) при – 47°C и 0.03 мбар в течение 
16 ч и хранили в виде лиофилизата.

Содержание КК в синтезированном конъюгате 
определяли спектрофотометрически по поглоще-
нию в диапазоне 200–400 нм “Specord-50” (Гер-
мания). Содержание КК рассчитывали по пред-
варительно построенной калибровочной кривой. 
Степень присоединения КК к хитозану составила 
5.0 ± 0.6% или 53.8 ± 7.2 мкг/мг хитозана.

Схема эксперимента. Размножение растений 
картофеля in vitro проводили на агаризованной 
среде MS. Адаптацию полученных пробирочных 
растений к условиям ex vitro проводили в контей-
нерах на 4 л, по три штуки на вариант, по девять 
растений на контейнер, на торфяном почвогрунте 

“Универсальный” (Республика Беларусь) с добав-
лением минеральных удобрений. Растения выра-
щивали в защищенной от насекомых теплице при 
температуре 20–21°C, освещенности 12 000 люкс и 
фотопериоде 16/8 ч (день/ночь) в течение 3 недель. 
Затем опрыскивали поверхность листьев смесью 
B.  subtilis 47 в концентрации 1×107 КОЕ и конъ-
югатом Хит-КК в концентрации 0.025 мг/мл или 
отдельно только конъюгатом Хит-КК в концентра-
ции 0.025 мг/мл. Инфицирование растений YВК 
проводили через 3 дня после обработки исследу-
емыми смесями.

Моделирование водного дефицита. Создание во-
дного дефицита почвы начинали через 3 сут после 
заражения листьев YВК и продолжали в течение 
3 месяцев до появления мини-клубней. Водный 
дефицит создавали за счет сокращения полива 
растений (40–45% влажности почвогрунта от наи-
меньшей влагоемкости, после стекания гравита-
ционной воды). В контроле растения выращивали 
при оптимальной влажности 80–85% от наимень-
шей влагоемкости торфогрунта. Регулирование 

оптимальной влажности торфогрунта и условий 
водного дефицита проводили весовым методом, а 
также с помощью влагомера TR 001 (Китай). 

Оводненность тканей листьев определяли весо-
вым методом: растительные образцы выдерживали 
в термостате до постоянного веса при температуре 
105°C и высчитывали по формуле: (a – b) / a ×·100, 
где а – сырая масса; b – абсолютно сухая масса.

Выявление YВК методом ИФА. Контроль за на-
коплением YВК выполняли с помощью метода 
ИФА “сэндвич-вариант” (методом двойного нас-
лоения антител), тест-системой с пероксидазной 
ферментативной меткой (Всероссийский НИИ 
картофельного хозяйства им. А. Г. Лорха РАСХН) 
в строгом соответствии с прилагаемым протоко-
лом проведения анализа. Оптическую плотность 
продуктов ферментативной реакции измеряли на 
фотометре ИФА-анализатор В-300 “Витязь” (Бела-
русь) при λ = 492 нм. 

Для определения степени инфицирования YВК 
методом ИФА и биохимических исследований че-
рез 14 сут после заражения собирали по 2–3 сфор-
мированных листа без признаков заболевания 
в верхнем ярусе над инфицированными листьями 
с симптомами повреждения. 

Биохимические исследования. Количественную 
оценку биохимических показателей проводили с 
помощью спектрофотометра “Jasko V-630” (Япо-
ния). Содержание белка в экстракте определяли по 
методу Брэдфорда. 

Определение содержания перекиси водорода 
(H2O2). Свежие листья 0.2 г гомогенизировали в 
600 мкл 25 мМ Na-фосфатного буфера (рН 6.2) и 
центрифугировали в течение 10 мин при 12000 g. 
Содержание H2O2 в растениях определяли с помо-
щью ксиленового оранжевого. Оптическую плот-
ность продукта определяли при 560 нм [27]. Кон-
центрацию H2O2 определяли по калибровочной 
кривой и выражали в мкмоль/г сырой массы.

Определение содержания пролина. Общее содер-
жание пролина определяли по методике Бейтса с 
соав. с изменениями [28]. Листья массой 0.3 г го-
могенизировали в 3%-ной сульфосалициловой 
кислоте и центрифугировали 15 мин при 12000g. 
К аликвоте надосадочной жидкости добавляли ле-
дяную уксусную кислоту и нингидриновый реак-
тив в соотношении 1 : 1 : 1 и нагревали 60 мин при 
90°C на термошейкере при постоянном перемеши-
вании (300 об./мин). Оптическую плотность изме-
ряли при длине волны 515 нм. Содержание проли-
на в каждом образце определяли по калибровочной 
кривой и выражали в мг/г сырой массы.

Определение общего содержания фенольных сое-
динений. Общее содержание фенольных соединений 
(ФС) в листьях определяли по методу Фолина-Чо-
кальтеу в модификации Синглетона и Росси [29]. 
Листья массой 0.2 г экстрагировали последовательно 
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дважды в 10 мл 70%-ного этанола в термошейкере 
при постоянном перемешивании (300 об./мин) при 
90°C в течение 45 мин, полученные экстракты объ-
единяли. Для определения содержания ФС к 0.1 мл 
экстракта образца добавляли 0.8 мл раствора кар-
боната натрия и реактив Фолина–Чокальтеу (1 мл), 
перемешивали встряхиванием и инкубировали в те-
чение 2 ч при комнатной температуре. Измеряли аб-
сорбцию при 765 нм по отношению к реакционной 
смеси без образца экстракта. Содержание феноль-
ных соединений выражали в мкг-экв. хлорогеновой 
кислоты в 1 г сырой массы.

Определение активности полифенолоксидазы. Ак-
тивность полифенолоксидазы (ПФО, EC 1.10.3.2) 
определяли спектрофотометрическим методом, 
основанном на измерении оптической плотности 
продуктов реакции, которые образуются при окис-
лении катехола за определенный промежуток вре-
мени согласно Кумар с соавт. [30]. Активность фер-
мента рассчитывали в условных единицах (∆D560) в 
мин/мг белка.

Активность общей пероксидазы (ПО, EC 1.11.1.7). 
Активность определяли по методу [31], основанном 
на окислении субстрата 0.01%-ного уксуснокисло-
го бензидина и 0.3%-ного пероксида водорода. Ак-
тивность фермента рассчитывали в условных еди-
ницах (∆D590) в мин/мг белка.

Активность супероксиддисмутазы (СОД, ЕС 
1.15.1.1) измеряли как описано в работе [32]. Погло-
щение раствора измеряли при 560 нм. За единицу 
активности принимали U = (D15– D0)/D0 × 100%, 
где D0 – оптическая плотность приготовленной сме-
си, D15 – оптическая плотность через 15 мин. За еди-
ницу активности принимали количество фермента, 
способного ингибировать реакцию восстановления 
нитросинего тетразолия на 50%. Активность СОД 
выражали в условных единицах на 1 мг белка.

Активность аскорбатпероксидазы (АПО, EC 
1.11.1.11) определяли, регистрируя снижение абсорб-
ции при 290 нм в результате окисления аскорбата по 
методу, приведенному в [33]. За единицу активно-
сти АПО принимали количество фермента, которое 
окисляло 1 нмоль аскорбата в мин на мг белка. 

Определение активности глутатионредуктазы. Ак-
тивность глутатионредуктазы (ГР, EC 1.8.1.7) опре-
деляли по методике [34]. Кинетику потребления 
НАДФН регистрировали при 340 нм. Активность 
фермента рассчитывали по коэффициенту моляр-
ной экстинкции, который составляет 6.2 мМ–1 × 
см–1. За 1 единицу активности ГР принимали убыль 
1 нмоль НАДФН за 1 ч.

Биохимические исследования проводили в трех 
биологических и трех аналитических повторностях.

Статистический анализ. Статистический ана-
лиз полученных данных проводили с помощью 
программы Statistics 22. Для оценки распределе-
ния использовали тест Колмогорова–Смирнова. 

Различия между группами оценивали с помо-
щью однофакторного дисперсионного анализа 
(ANOVA). Результаты представлены в виде M ± CI 
(где M – среднее значение, CI – доверительный 
интервал). Критический уровень значимости со-
ставлял p < 0.05. Достоверные различия между ва-
риантами на рисунках и таблицах отмечены разны-
ми буквами латинского алфавита, одинаковые бук-
вы на разных столбцах диаграмм и в надстрочных 
подписях над значениями в таблицах обозначают 
отсутствие достоверных различий. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Известно, что многие соединения хитозана об-
ладают антимикробной активностью и при вклю-
чении в бактериальные культуральные среды мо-
гут ингибировать рост бактерий [14, 21]. В связи с 
этим изучена антибактериальная активность конъ-
югата Хит-КК по отношению к штамму B. subtilis 
47 для оценки совместимости компонентов смеси. 
Антибактериальную активность соединения оце-
нивали по образованию зон ингибирования роста 
бактерий. Установлено, что в концентрациях от 
0.0125 мг/мл до 0.05 мг/мл (диски 2, 3, 4) конъюгат 
Хит-КК и отдельно хитозан в концентрации 0.1 мг/
мл (диск 5) не проявляют антимикробной актив-
ности к штамму B. subtilis 47, так как вокруг зон 
нанесения конъюгата и хитозана не наблюдалось 
ингибирования роста бактерий (рис. 1). 

Рис. 1. Результаты оценки антибактериальной ак-
тивности Хит-КК и хитозана в отношении штамма 
Bacillus subtilis 47: К – штамм Bacillus subtilis 47 (Кар-
фил); 2 – Хит-КК 0.0125 мг/мл; 3 – Хит-КК 0.025 мг/
мл; 4 – Хит-КК 0.05 мг/мл; 5 – хитозан 0.1 мг/мл; 6, 
7, 8 – нанокомпозиты на основе хитозана.
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Вирусные заболевания и недостаток влаги в 
почве являются одними из основных проблем, вы-
зывающих потерю урожайности и ухудшение ка-
чества картофеля. Использование бактерий рода 
Bacillus, повышающих засухоустойчивость расте-
ний, и модифицированного хитозана, способного 
усиливать и модулировать иммунный ответ расте-
ний на вирусные инфекции, является возможным 
решением обозначенных проблем.

Результаты ИФА продемонстрировали, что об-
работка растений конъюгатом Хит-КК снижа-
ла степень инфицирования листьев картофеля на 
24 ± 2,0% и 17 ± 0,9% в условиях оптимального и 
недостаточного увлажнения почвы соответственно. 
Совместная обработка Хит-КК и B. subtilis 47 не вли-
яла на степень инфицирования растений YВК при 
оптимальном увлажнении, но в условиях дефицита 
влаги применение Хит-КК совместно с B. subtilis 47 
снижало уровень заражения на 9.1% (рис. 2).

Влияние вирусного заражения и водного стрес-
са на водный обмен было оценено по показателю 
оводненности тканей. Содержание воды в листьях 
незначительно снижалось при водном почвенном 
дефиците или заражении растений YВК. Комбини-
рованный стресс вызвал уменьшение содержания 
воды в тканях листьев картофеля на 6% по сравне-
нию с контрольными растениями в оптимальных 
условиях увлажнения. У растений, обработанных 
Хит-КК, содержание воды не отличалось от кон-
трольных во всех условиях опыта. Обработка сме-
сью Хит-КК + B. subtilis 47 в условиях водного де-
фицита, особенно при инфицировании, приводила 
к максимальному в эксперименте (на 9% по отно-
шению к оптимальному контролю) снижению ово-
дненности в тканях (табл. 1).

Накопление пролина – важный показатель со-
стояния растений при действии осмотического 
стресса. Дополнительный синтез этой аминокис-
лоты повышает общую устойчивость растений к 
абиотическим стрессам. Существуют свидетель-
ства, что пролин может выступать в качестве мета-
болического сигнала, регулирующего окислитель-
но-восстановительный гомеостаз и экспрессию 
некоторых генов стрессового ответа [35]. Показано, 
что инокуляция растений эндофитными штаммами 
B. subtilis приводила к накоплению пролина [20]. 

Как показали эксперименты, применение Хит-
КК и Хит-КК + B. subtilis 47 увеличивало содержа-
ние пролина в среднем на 14 ± 0.7% по отношению 
к контрольным растениям в оптимальных условиях 
увлажнения и на 25.4 ± 1.4% и 62.6 ± 5% соответ-
ственно при дефиците почвенной влаги. Зараже-
ние растений YВК при нормальной влажности по-
чвы приводило к увеличению содержания проли-
на, но в обработанных Хит-КК и инфицированных 
растениях его количество оставалось на уровне 
здоровых растений. На фоне дефицита почвенной 
влаги инфицирование YВК увеличивало накопле-
ние пролина в 2.1 раза. При этом выявлено сниже-
ние содержания пролина в обработанных Хит-КК 
и Хит-КК + B. subtilis 47 растениях при инфици-
ровании YВК на 15.5% и 11.5% соответственно по 
сравнению с контрольными растениями (рис. 3а).

Обработки Хит-КК и Хит-КК + B. subtilis 47 по-
вышали содержание фенольных соединений (ФС) 
в здоровых растениях на 13.2–13.6% и увеличивали 
активность ПФО на 9.2% и 17.9% по сравнению с 
контролем в оптимальных условиях увлажнения. 
При недостатке влаги содержание ФС в обрабо-
танных Хит-КК оставалось на уровне контрольных 

Таблица 1. Влияние YВК и смеси Хит-КК+B. subtilis 47 на оводненность (%) тканей листьев картофеля при 
оптимальных условиях увлажнения и водном дефиците в почве

Показатель
Здоровые растения Инфицированные YВК растения

оптимальное 
увлажнение водный дефицит оптимальное 

увлажнение водный дефицит

Контроль 88.6 ± 0.75a 86.3 ± 0.72b 86.2 ± 1.14b 83.3 ± 1.05d

Хит-КК 88.3 ± 0.57a 86.5 ± 0.98bc 86.3 ± 0.49b 81.9 ± 1.12de

Хит-КК+B.subtilis 47 87.8 ± 0.72ac 84.0 ± 1.01d 85.7 ± 0.43b 80.7 ± 1.44e

Рис. 2. Степень инфицирования YВК листьев кар-
тофеля без обработки (II), после обработки Хит-КК 
(III) и смесью Хит-КК и B. subtilis 47 (IV): I – кон-
троль – незараженные растения.
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Рис. 3. Влияние обработок (I‒III) на содержание пролина (а), содержание фенольных соединений (б) и активность 
ПФО (в) в листьях здоровых и зараженных YВК растений картофеля в оптимальных условиях увлажнения и при 
водном дефиците в почве: I – контроль; II – обработка Хит-КК; III – обработка Хит-КК + B. subtilis 47. 
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растений с оптимальным увлажнением, а в вари-
анте Хит-КК + B. subtilis 47 содержание ФС увели-
чились на 9.5 ± 0.6% и отмечен рост активности 
ПФО по сравнению необработанными растения-
ми. Заражение YВК как при оптимальном увлаж-
нении, так и в условиях водного дефицита, приве-
ло к значительному увеличению содержания ФС 
и активации ПФО, но под влиянием Хит-КК и 
Хит-КК + B. subtilis 47 содержание ФС снижалось. 
Так, на фоне водного стресса в обработанных Хит-
КК и Хит-КК + B. subtilis 47 и зараженных YВК ли-
стьях, уровень ФС был на 7,8 и 15,4% ниже по срав-
нению с необработанным контролем (рис. 3б), а 
активность ПФО снизилась на 23–28% при приме-
нении Хит-КК и 30–32% при использовании смеси 
(рис. 3в). 

Накопление низкомолекулярных полифункцио-
нальных соединений, таких как пролин и феноль-
ные соединения, активация ПФО при обработке 
здоровых растений картофеля при оптимальных 
условиях почвенного увлажнения позволяет пред-
положить, что Хит-КК и смесь Хит-КК + B. subtilis 
47 могут играть роль сигнальных соединений, мо-
билизующих защитные системы и повышающих 
неспецифическую устойчивость. Индукция у рас-
тений реакций устойчивости, вызванная Хит-КК 
и Хит-КК + B. subtilis 47, обусловливает впослед-
ствии антистрессовый эффект и снижение нега-
тивного влияния совместного воздействии пато-
гена и засухи, что отражается в снижении активи-
рованных стрессом синтеза пролина и фенольных 
соединений в обработанных растениях.

Учитывая, что формирование защитного от-
вета на инфицирование определяется на ранних 
этапах патогенеза, важно выяснить влияние про-
изводных хитозана в комплексе с бактериями 
B. subtilis 47 на состояние про-/ антиоксидантной 
системы растений. Известно, что хитин, хитозан и 
их олигомеры являются активными элиситорами 
иммунитета растений, в том числе, за счет регуля-
ции редокс-статуса растительных клеток [36, 37]. 
Производные гидроксикоричной кислоты облада-
ют ярко выраженными антиоксидантными свой-
ствами [30], снижая образование активных форм 
кислорода за счет нейтрализации свободных ра-
дикалов [38] и активации антиоксидантных фер-
ментов [39]. Ранее было показано, что пришивка 
фенольной кислоты усиливает антиоксидантную 
и антибактериальную активность в конъюгации с 
хитозаном [40]. Способность B. subtilis самостоя-
тельно активировать некоторые антиоксидантные 
ферменты, снижать содержание малонового диаль-
дегида (МДА) и H2O2 показана в работе [41]. 

Обработка конъюгатом Хит-КК и Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 в оптимальных условиях увлажнения 
приводила к снижению содержания пероксида во-
дорода на 9% в здоровых растениях картофеля. Об-
работка смесью бактерий с конъюгатом Хит-КК в 

условиях дефицита влаги в почве приводила к до-
стоверному снижению содержания Н2О2 на 17.5%. 
Заражение растений YВК вызывало снижение уров-
ня Н2О2 у растений, выращенных при оптимальной 
(на 24%) и недостаточной влажности почвы (на 
38%), по сравнению с контрольными растениями. 
Конъюгат Хит-КК не изменял содержание перок-
сида, а смесь вызывала его снижение на 23.7% по 
сравнению с инфицированным контролем. У рас-
тений, испытывающих водный стресс и заражение 
YВК, обработка конъюгатом Хит-КК увеличивала 
содержание Н2О2 на 20,2%, а обработка Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 не вызвала изменений по сравнению с 
инфицированным контролем (рис. 4а).

Изменение концентрации H2O2 в тканях рас-
тений в процессе патогенеза может происходить в 
результате многих метаболических процессов, но в 
большей степени это происходит в результате изме-
нения активности антиоксидантных ферментов [42].

Одним из важных ферментов антиоксидантной 
системы растений, участвующих в утилизации АФК, 
является СОД. Эффективное функционирование 
СОД во многом определяется функционированием 
других компонентов защитных систем, в частности, 
утилизирующих пероксид водорода (каталазы, перок-
сидазы, ферментов аскорбат-глутатионового цикла).

Применение Хит-КК не изменило активность 
СОД, но активность фермента снизилась у здоро-
вых растений, обработанных Хит-КК + B. subtilis 47 
в оптимальных условиях влажности почвы. Водный 
дефицит вызывал снижение активности СОД у не-
обработанных растений, однако обработка Хит-КК 
и особенно Хит-КК + B. subtilis 47 активировали 
СОД у здоровых растений. Заражение растений 
YВК при оптимальном увлажнении и при водном 
дефиците незначительно снижало активность СОД 
у растений, обработанных Хит-КК по сравнению 
с соответствующим контролем. Смесь Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 значительно снижала активность 
СОД по сравнению с инфицированными кон-
трольными растениями при оптимальном увлажне-
нии и не изменяла активности СОД в сравнении с 
применением Хит-КК и инфицированными расте-
ниями в условиях водного дефицита (рис. 4б). 

При применении Хит-КК и Хит-КК + B. subtilis 
47 активность ПО снизилась у здоровых растений 
в оптимальных условиях увлажнения. Водный де-
фицит вызывал снижение активности у необрабо-
танных растений, но Хит-КК и особенно Хит-КК +  
+ B. subtilis 47 активировали ПО у здоровых расте-
ний в данных условиях выращивания. 

Заражение растений YВК при оптимальном ув-
лажнении снизило активность ПО по сравнению 
со здоровыми растениями. Применение Хит-КК 
активировало ПО на 26,5%, Хит-КК + B. subtilis 
47 значительно снижали активность ПО как по 
сравнению с инфицированными контрольными, 
так и здоровыми растениями. Активность ПО не 
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Рис. 4. Влияние обработок (I‒IV) на содержание пероксида водорода (а), активность СОД (б) и активность перок-
сидазы (в) в листьях здоровых и зараженных YВК растений картофеля в оптимальных условиях увлажнения и при 
водном дефиците в почве: I – контроль; II – обработка Хит-КК; III – обработка Хит-КК + B. subtilis 47. 
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изменилась у инфицированных необработанных 
растений в условиях водного дефицита, но уве-
личивалась при воздействии Хит-КК на инфици-
рованные растения. Применение смеси бактерий 
и Хит-КК снижало активность ПО в сравнении с 
применением Хит-КК и инфицированными расте-
ниями в условиях водного дефицита (рис. 4в).

Обработка Хит-КК снижала активность АПО и 
ГР у здоровых растений в оптимальных условиях ув-
лажнения, а смесь Хит-КК + B. subtilis 47, напротив, 
повышала активность ГР и АПО. Недостаточное 
почвенное влагообеспечение вызывало повышение 
активности ГР и снижение активности АПО у неин-
фицированных растений. Обе обработки снижали 

активность АПО, Хит-КК повышал активность ГР, 
а Хит-КК + B. subtilis 47 не оказывали существенно-
го влияния на эти показатели при водном дефиците. 
Инфицирование растений значительно повышало 
активность АПО и ГР по сравнению со здоровы-
ми растениями как в оптимальных, так и в стрес-
совых условиях. Применение Хит-КК повышало 
активность АПО и ГР на 27,2% и в 2,3 раза соответ-
ственно относительно инфицированного контроля, 
но Хит-КК + B. subtilis 47 значительно снижали эти 
показатели. В условиях вирусного заражения и во-
дного дефицита в случае применения Хит-КК вы-
явлена тенденция к снижению АПО и ГР, а смесь 
Хит-КК + B. subtilis 47 снижала АПО, но увеличива-
ла ГР (рис. 5а, б).
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Рис. 5. Влияние обработок (I‒III) на активность АПО (а) и ГР (б) в листьях здоровых и зараженных YВК растений 
картофеля в оптимальных условиях увлажнения и при водном дефиците в почве: I – контроль; II – обработка Хит-
КК; III – обработка Хит-КК + B. subtilis 47.
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Таким образом, в условиях водного дефицита 
уровень пероксида водорода не изменился у здоро-
вых растений, обработанных конъюгатом Хит-КК, 
но был заметно ниже у растений, обработанных 
Хит-КК + B. subtilis 47 (рис. 4а), что сопровождалось 
накоплением пролина и ФС, активацией СОД, ПО, 
ПФО, но снижением активность АПО. 

Через 14 дней после заражения в ярусе листьев 
растений, расположенном над инокулированными 
YВК листьями, была установлена положительная 
реакция на вирус. В листьях регистрировали сни-
жение уровня пероксида водорода по сравнению со 
здоровыми растениями. Максимальное снижение 
наблюдалось у растений, подвергшихся комбини-
рованному стрессу, но отмечено значительное на-
копление низкомолекулярных антиоксидантов и 
повышение активности ПФО, АПО и ГР было по-
казано как при оптимальном почвенном увлажне-
нии, так и в условиях водного дефицита (рис. 3–5). 

Обнаруженное сниженное содержание титра ви-
руса при обработке растений Хит-КК в инфициро-
ванных листьях картофеля на 23.7 и 16.3% (рис. 2) 
в условиях оптимального увлажнения и дефицита 
влаги в почве соответственно сопровождалось под-
держанием пероксида водорода на уровне заражен-
ного контроля в оптимальных условиях или повы-
шением на 20,2% при комбинированном стрессе 
(рис. 4а). При этом активность СОД оставалась на 
уровне контроля (рис. 4б), но определяемая актив-
ность ПО была выше значений соответствующе-
го контроля (рис. 4в). Авторы [43, 44] указывают, 
что мобильные формы пероксидаз могут функци-
онировать не только как H2O2-скавенджеры, но и 
могут катализировать образование АФК, способ-
ствующих запуску окислительного стресса при 
формировании СПУ на воздействие неблагопри-
ятного фактора. Активность АПО и ГР увеличива-
лась (рис. 5а, б) в зараженных листьях при обра-
ботке Хит-КК в оптимальных условиях увлажне-
ния, но в случае комбинированного стресса АПО 

и ГР оставались на уровне соответствующего кон-
троля (рис. 5а, б).

В настоящем исследовании смесь Хит-КК +  
+ B. subtilis 47 была менее эффективна по сравне-
нию с Хит-КК и снижала степень заражения только 
при дефиците влаги в почве. Обработка Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 снижала уровень пероксида водоро-
да в зараженных листьях в оптимальных условиях 
увлажнения, но его значения оставались на уровне 
соответствующего контроля у обработанных расте-
ний, подвергшихся водному дефициту. Смесь Хит-
КК + B. subtilis 47 в отличие от контроля и обра-
ботки только Хит-КК значительно ингибировала 
активность антиоксидантных ферментов в зара-
женных растениях при оптимальном увлажнении. 
Вероятно, низкое содержание пероксида водорода 
и, вероятно, связанное с этим уменьшение актив-
ности СОД, ПО и ферментов аскорбат-глутатио-
ногово цикла при воздействии Хит-КК+B. subtilis 
47 вызвано синергетическим антистрессовым эф-
фектом смеси, ингибирующим образование АФК. 
Однако снижение Н2О2 и активности ферментов 
коррелировало с отсутствием устойчивости у таких 
растений к вирусному патогену. 

Продуктивность обработанных растений кар-
тофеля определяли по массе и количеству ми-
ни-клубней, полученных в 1 контейнере (табл. 2).

Максимальное количество мини-клубней и их 
общей массы были получены при обработке рас-
тений конъюгатом Хит-КК: увеличение составило 
24.1–24.5% и 13.3–13.8% по сравнению с контро-
лем в оптимальных условиях увлажнения и при 
водном дефиците соответственно. При приме-
нении смеси Хит-КК с B. subtilis 47 наблюдалась 
тенденция к увеличению продуктивности, но до-
стоверных различий не установлено. Примене-
ние конъюгата Хит-КК на зараженных растениях 
в оптимальных условиях увлажнения увеличива-
ло массу мини-клубней, но не их количество. На-
против, смесь конъюгата Хит-КК с бактериями 

Таблица 2. Влияние YВК и смеси Хит-КК+B. subtilis 47на массу и количество мини-клубней, полученных при 
оптимальном увлажнении почвы и водном дефиците 

Вариант опыта
Здоровые растения Инфицированные YВК растения

оптимальное 
увлажнение

водный 
дефицит

оптимальное 
увлажнение

водный 
дефицит

Масса мини-клубней, г/ контейнер
Контроль 151.9 ± 8,9a 62.1 ± 0,9c 138.8 ± 2,7e 64.8 ± 2,61c

Хит-КК 188.5 ± 10,4b 73.4 ± 1,8d 155.5 ± 2,4a 55.1 ± 3,03g

Хит-КК+B.subtilis 47 161.8 ± 9,9a 69.6 ± 4,0d 110.4 ± 7,1f 57.5 ± 3,71g

Количество мини-клубней, шт./ контейнер
Контроль 37.5 ± 1.5a 39.0 ± 0.60a 35.0 ± 2.0ad 32.7 ± 0.9d

Хит-КК 42.5 ± 1.5bc 44.0 ± 0.6c 37.7 ± 1.2a 31.3 ± 0.9d

Хит-КК+B.subtilis 47 39.0 ± 1.6a 36.3 ± 1.9a 40.7 ± 1.5ab 28.7 ± 1.3e
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увеличивала количество мини-клубней, но сни-
жала их массу. При комбинированном стрессе об-
работка конъюгатом Хит-КК как отдельно, так и в 
смеси с B. subtilis 47 снижала продуктивность ми-
ни-клубней картофеля.

Таким образом, обнаружено, что применение 
Хит-КК значительно снижало уровень инфициро-
ванности YВК растений картофеля, выращенных в 
оптимальных условиях увлажнения и условиях де-
фицита влаги в почве и способствовало увеличению 
массы мини-клубней картофеля при оптимальном 
увлажнения. Поддержание выработки пероксида 
водорода, изменение уровня пролина и фенольных 
соединений и активация пероксидазы и ферментов 
аскорбат-глутатионового цикла под действием Хит-
КК может быть решающим фактором поддержания 
устойчивости растений картофеля к Y вирусу. Смесь 
Хит-КК + B. subtilis 47 в исследуемой концентрации 
не обеспечивала эффективного подавления Y-ви-
русной инфекции в листьях картофеля в условиях 
оптимальной влажности почвы, что, вероятно, обу-
словлено низкой активностью компонентов антиок-
сидантной системы. Она вызывала снижение про-
дуктивности мини-клубней в изучаемых условиях 
выращивания. Выращивание зараженных растений 
в условиях водного дефицита приводило к снижению 
уровня АФК, в то время как обработка Хит-КК + 
+ B. subtilis 47 минимизировала развитие YВК, вызы-
вая адаптационные изменения в прооксидантно-ан-
тиоксидантном равновесии растительной клетки.
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Effect of Chitosan-Caffeic Acid Conjugate and Bacillus subtilis Bacteria  
on the Protective Reactions in PVY-Infected Plants Under Soil Water Deficit 
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The effect of chitosan-caffeic acid (Ch-CA) conjugate separately and in combination with a mixture of Bacillus 
subtilis 47 on the plant defense against PVY under optimal hydration and water deficit in soil was evaluated. The 
treatments of Ch-CA and Ch-CA+B. subtilis 47 on healthy potato plants under optimal soil moisture conditions 
demonstrated the accumulation of proline and phenolic compounds, as well as the activation of PPO, which 
collectively led to an increase in the nonspecific plant defenses. The application of Ch-CA resulted in a reduction 
of PVY infection in potato plants grown under both optimal and soil moisture-deficient conditions and led to an 
increase the potato mini-tuber’s mass. The combination of B. subtilis 47 and Ch-CA proved effective in reducing 
the infection level exclusively under conditions of soil water deficit. It has been demonstrated that the primary 
factor influencing the development of resistance in potato plants to PVY under moisture-limiting conditions is 
associated with an elevated peroxidase activity and alterations in antioxidant activity within plant tissues.

Keywords: Solanum tuberosum L., Potato virus Y (PVY), Bacillus subtilis 47, conjugate, caffeic acid, soil water 
deficiency, pro-/antioxidant system, productivity of mini-tubers


