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Изучено влияние кофейной кислоты (КК), ее смеси с хитозаном (Хит+КК) и конъюгата с хитозаном
(Хит-КК) на ростовые процессы и содержание пролина в микроклонах картофеля (Solanum tubero-
sum L.) в культуре in vitro в оптимальных условиях и в условиях продолжительного осмотического
стресса, вызванного полиэтиленгликолем. Показано, что в оптимальных условиях конъюгат Хит-
КК и в меньшей степени КК, действуя как стрессоры умеренной силы, ускоряли рост и развитие
эксплантов картофеля и усиливали накопление пролина в стеблях. В условиях осмотического
стресса КК и конъюгат Хит-КК способствовали повышению устойчивости микроклонов картофеля
и поддержанию их активного роста, причем эффект сохранялся и в постстрессовый период. Впер-
вые показано, что механическая смесь Хит+КК вызывала торможение роста и развития эксплантов
и значительное накопление пролина, причем оказываемый ингибирующий эффект усугублялся в
условиях стресса.

Ключевые слова: картофель (Solanum tuberosum L.), осмотический стресс, конъюгаты, хитозан, ко-
фейная кислота, морфометрические показатели, пролин, in vitro
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В связи с мировой тенденцией ужесточения
экологических требований к продуктам и товарам
сельского хозяйства при разработке новых регу-
ляторов роста растений все больше внимания
уделяют природным биологически активным ве-
ществам, например, фенилпропаноидам и поли-
сахаридам. Представителями первой группы яв-
ляются гидроксикоричные кислоты, играющие
определенную роль в регуляции прорастания се-
мян, роста и развития проростков, формирова-
нии устойчивости растений к действию стрессо-
ров. Кофейная кислота (КК) является ранним
промежуточным звеном метаболизма фенилпро-
паноидов и предшественником многих вторичных
соединений, регулирующих защитные реакции
растений [1], и в зависимости от концентрации
может стимулировать или замедлять рост расте-
ний [2].

Потенциал применения КК существенно
ограничивается ее низкой растворимостью в воде
[3]. Одним из способов изменения биодоступно-
сти КК и перспективным методом разработки но-
вых препаративных форм с заданными свойства-

ми является ее связывание с полимерной матри-
цей-носителем. Одним из перспективных
биополимеров является хитозан, представляю-
щий собой продукт реакции деацетилирования
природного полимера – хитина, важнейшего
компонента клеточной стенки грибов и экзоске-
лета артропод [4, 5].

Хитозан оказывает стимулирующее действие
на многие физиологические процессы растений
[4, 6–8] и способствует повышению их устойчи-
вости к неблагоприятным факторам среды раз-
личной природы за счет активизации комплекса
защитных реакций [9, 10].

Хитозан не токсичен для живых организмов
[11], биосовместим [12], полностью разлагается
хитиназами микроорганизмов [13, 14], а много-
численные амино- и гидроксильные группы в его
полимерной цепи обеспечивают широкие воз-
можности для получения химически модифици-
рованных производных, обладающих рядом но-
вых свойств.

В настоящее время активно ведется синтез и ис-
следование свойств соединений на основе хитозана
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и фенольных соединений (например, феруловой,
галловой и кофейной кислот). В работах [15, 16] про-
изводные хитозана с оксикоричными кислотами де-
монстрировали усиление антиоксидантной (АО) ак-
тивности по сравнению с немодифицированным
хитозаном, стимулировали накопление внутрикле-
точных антиоксидантных ферментов и проявляли
антимикробную активность. Ковалентное связы-
вание низкомолекулярных фенольных соедине-
ний с полимерной цепью хитозана обеспечивает
повышение стабильности антиоксиданта, улуч-
шение биодоступности и усиление его биологи-
ческой активности [13].

Несмотря на большое количество работ, по-
священных исследованию биологической актив-
ности химически модифицированного хитозана,
данные о способности таких производных стиму-
лировать процессы роста и развития растений не-
многочисленны. Так, обработка семян огурца [17]
и пшеницы [18] увеличивала всхожесть, усилива-
ла ростовую активность и способствовала сниже-
нию интенсивности окислительных процессов, а
обработка семян редиса повышала содержание
витамина С и снижала количество нитратов в
корнеплодах [19].

Цель работы − исследование влияния конъ-
югата на основе хитозана и кофейной кислоты на
ростовые процессы и содержание пролина в мик-
роклонах картофеля в культуре in vitro в опти-
мальных условиях и в условиях осмотического
стресса.

МЕТОДИКА
Объект исследования − растения-регенеранты

картофеля (Solanum tuberosum L.) среднераннего
сорта Бриз из коллекции Научно-практического
центра Национальной академии наук Беларуси
по картофелеводству и плодоовощеводству.

Оздоровленные методом апикальных мери-
стем материнские растения клонировали в сте-
рильных условиях ламинар-бокса “Белаквилон”
(Беларусь) на питательную среду Мурасиге–Ску-
га (МС-среда). Полученные в результате клональ-
ного микроразмножения микрочеренки выращи-
вали в течение 4 нед. при температуре 23–25°C в
условиях искусственного освещения интенсивно-
стью 3 тыс. люкс и при 16-часовом фотопериоде,
после чего проводили измерение морфометриче-
ских параметров и замену МС-среды на модифици-
рованные, содержащие конъюгат хитозан-кофей-
ная кислота (Хит-КК, 0.025 мг/мл), отдельные со-
единения (хитозан, 0.025 мг/мл, КК, 0.025 мг/мл)
и механическую смесь хитозана и КК (Хит + КК)
в соотношении 1 : 1 с обязательной регулировкой
рН ~ 5.7.

На модифицированных МС-средах микрокло-
ны выращивали в течение 2 нед., после чего про-

водили повторное измерение морфометрических
параметров. Часть микроклонов использовали
для определения содержания пролина в стеблях, у
оставшихся – проводили замену модифициро-
ванных МС-сред на стандартную. На 7 сут изме-
ряли морфометрические параметры микрокло-
нов и определяли содержание пролина в стеблях.

Конъюгат хитозана с КК получали карбодии-
мидным методом по методике, описанной в работе
[17]. Для синтеза конъюгатов использовали хитозан
с молекулярной массой (MМ) ~30 кДа, степенью
деацетилирования 98.3% и степенью полимериза-
ции ~186 (“Glentham Life Sciences”, Великобрита-
ния), КК (ММ = 180.16 г/моль, “Sigma-Aldrich”,
США) и 1-этил-3-(3-диметиламинопропил) кар-
бодиимид гидрохлорид (EDC, “Sigma-Aldrich”).
Синтез конъюгата проводили при соотношении
Хит : КК = 5 : 1 по массе, EDC брали в трехкратном
мольном избытке по отношению к КК. Содержа-
ние КК в синтезированном конъюгате определяли
спектрофотометрически, для чего снимали спектр
поглощения конъюгата в области 200−400 нм и рас-
считывали содержание КК по предварительно по-
строенному калибровочному графику. Степень
пришивки кофейной кислоты к хитозану составила
5.0 ± 0.6% или 53.8 ± 7.2 мкг/мг хитозана. Исследо-
вания молекулярной массы хитозана после введе-
ния КК не проводилось.

Осмотический стресс создавали добавлением в
МС-среду высокомолекулярного полиэтилен-
гликоля (ПЭГ) с ММ ~ 6000 в концентрации 5%.

Содержание пролина определяли согласно ме-
тоду, описанному в работе [20]. Навеску расти-
тельного материала (50 мг) растирали в 3%-ной
сульфосалициловой кислоте и центрифугировали
в течение 20 мин при 12000 g. К аликвоте суперна-
танта приливали ледяную уксусную кислоту и реак-
тив на основе нингидрина в соотношении 1 : 1 : 1,
нагревали в течение 60 мин при 90°C в термошейке-
ре при постоянном перемешивании (300 об./мин).
Оптическую плотность измеряли на спектрофо-
тометре “Jasko V-630” (“Jasko”, Япония) при дли-
не волны 515 нм.

Длину стебля и корней измеряли с помощью
линейки, массу –взвешиванием на аналитиче-
ских весах. Относительную скорость роста рас-
считывали по формуле:  = (а2 – а1)/а1 × 100%,
где  – относительная скорость роста, %; а1 –
длина при первом измерении, см; а2 – длина при
втором измерении, см.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили при помощи программы Statistics
22. Для определения характера распределения ис-
пользовали критерий Колмогорова–Смирнова.
Оценку различий между группами выполняли
при помощи однофакторного дисперсионного
анализа (ANOVA) с последующим проведением

ростv

ростv
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апостериорного теста (НСР – наименьшая зна-
чимая разница). Результаты представлены в виде
M ± Sd (где M – это среднее арифметическое зна-
чение, Sd – стандартное отклонение) 3 биологи-
ческих повторностей. В качестве критического
уровня значимости использовали p < 0.05. Разные
буквы латинского алфавита (a, b, c, d) использо-
вали для обозначения достоверной разницы меж-
ду вариантами.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ
Для пересадки на модифицированные МС-

среды проводили отбор микроклонов со стан-
дартными параметрами: длина стебля (8.6 ± 0.07 см),
длина корней (2.3 ± 0.07 см), число междоузлий
(8.2 ± 0.07 шт.), число корней (10.3 ± 0.07 шт.).

Стабильное развитие растений в культуре in vitro
характеризовалось такими показателями, как высо-
та стебля микроклонов и число сформированных
метамеров (междоузлий). Микроклоны картофеля,
культивируемые в течение 2 нед. на модифициро-
ванной МС-среде с Хит-КК, характеризовались
активным ростом и накоплением биомассы по
сравнению с контролем и другими опытными ва-
риантами. Положительный эффект конъюгата
Хит-КК выявлен и после замены МС-среды на
стандартную – все исследуемые морфометриче-

ские параметры были выше контрольных значе-
ний, что могло свидетельствовать о пролонгиро-
ванном действии конъюгата.

Внесение в МС-среду КК усиливало рост кор-
ней, способствовало формированию их большего
количества и накоплению биомассы по сравне-
нию с контролем, однако, оказанный эффект,
был слабее, чем конъюгата Хит-КК. После недель-
ного выращивания на стандартной МС-среде длина
стебля и число междоузлий микроклонов (вариант
КК) превышали контрольные значения на 7.2 и
6.4% соответственно, но наблюдалось замедление
накопления биомассы и дальнейший рост корне-
вой системы относительно контроля (табл. 1).

Хитозан негативно воздействовал на развитие
микроклонов картофеля, о чем свидетельствовало
снижение по сравнению с контролем всех исследу-
емых параметров роста. При этом механическая
смесь хитозана и кофейной кислоты оказывала не-
однозначное действие, замедляя рост стебля, но
усиливая рост и накопление биомассы корней
микроклонов. Результаты, полученные после за-
мены модифицированных МС-сред на стандарт-
ную, показали, что микроклоны из вариантов Хи-
тозан и Хит + КК характеризовались замедлен-
ным ростом по сравнению с и с контролем и
опытными вариантами (табл. 1).

Таблица 1. Морфометрические показатели микроклонов картофеля, культивируемых на МС-средах с добавле-
нием соединений хитозана и КК, и последующей их замене на стандартную МС-среду

Примечание. Разные буквы латинского алфавита (a, b, c, d) обозначают наличие достоверной разницы между вариантами.

Показатель
Вариант

НСР0.05
контроль хитозан КК Хит + КК Хит-КК

М
од

иф
иц

ир
ов

ан
ны

е
М

С
-с

ре
ды

Длина стебля, см 11.5 ± 0.15a 9.8 ± 0.22b 11.6 ± 0.13a 10.8 ± 0.14c 14.2 ± 0.20d 0.26

Число междоузлий, шт. 10.1 ± 0.12a 9.5 ± 0,12b 9.9 ± 0,12a 10.3 ± 0.12a 12.4 ± 0.20c 0.20

Сырая масса стебля, мг 116.1 ± 0.17a 114.7 ± 0.76b 124.7 ± 0.53c 96.0 ± 0.56d 151.9 ± 0,71e 0.86

Сухая масса стебля, мг 14.7 ± 0.02a 12.9 ± 0.09b 13.1 ± 0.06c 11.6 ± 0.07d 15.3 ± 0.07e 0.16

Длина корней, см 2.9 ± 0.09a 2.6 ± 0.10b 3.2 ± 0.05c 3.0 ± 0.12ac 3.9 ± 0.12d 0.17

Число корней, шт. 13.2 ± 0.20a 10.3 ± 0.12b 14.1 ± 0.12c 11.7 ± 0.12d 15.7 ± 0.12e 0.20

Сырая масса корней, мг 24.5 ± 0.59a 30.5 ± 0.79b 36.4 ± 0.65c 34.3 ± 0.60d 62.8 ± 0.43e 0.90

Сухая масса корней, мг 2.5 ± 0.06a 3.0 ± 0.08b 3.2 ± 0.06c 3.7 ± 0.07d 5.5 ± 0.04e 0.08

С
та

нд
ар

тн
ая

 М
С

-с
ре

да

Длина стебля, см 12.5 ± 0.19a 10.0 ± 0.12b 13.4 ± 0.24c 11.2 ± 0.25d 15.0 ± 0.29e 0.32

Число междоузлий, шт. 11.0 ± 0.20a 10.3 ± 0.12b 11.7 ± 0.23c 10.5 ± 0.12b 13.6 ± 0.20d 0.27

Сырая масса стебля, мг 175.3 ± 0.64a 118.7 ± 0.65b 166.1 ± 0.38c 118.3 ± 0.50b 201.1 ± 0.99d 0.96

Сухая масса стебля, мг 13.5 ± 0.05a 11.5 ± 0.06b 13.4 ± 0.03a 10.8 ± 0.05c 16.2 ± 0.08d 0.08

Длина корней, см 3.6 ± 0.06a 2.7 ± 0.14c 3.4 ± 0.17ab 3.2 ± 0.12b 4.0 ± 0.12d 0.20

Число корней, шт. 16.3 ± 0.12a 10.4 ± 0.20b 14.4 ± 0.20c 11.8 ± 0.20d 16.6 ± 0.20a 0.28

Сырая масса корней, мг 65.0 ± 0.83a 37.3 ± 0.30b 43.6 ± 0.87c 43.6 ± 0.73c 73.6 ± 0.47d 1.03

Сухая масса корней, мг 5.7 ± 0.07a 3.4 ± 0.03b 4.1 ± 0.08c 3.2 ± 0.05d 6.9 ± 0.04e 0.09
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Для понимания характера воздействия доба-
вок, КК на развитие микроклональных растений
принимали во внимание не только абсолютные,
но и относительные значения величин. Относи-
тельная скорость роста (ОСР) характеризовала
изменение выбранного параметра (например,
высоты стебля, длины корневой системы, био-
массы) за определенный промежуток времени (в
классическом представлении – прирост на единицу
биомассы). Относительная скорость линейного ро-
ста стебля микроклонов (ОСРh) после 2-недельно-
го выращивания на модифицированных МС-сре-
дах увеличивалась в 2 раза под влиянием Хит-КК
(рис. 1a). Рассчет относительной скорости роста
корневой системы микроклонов (ОСРl) показал
увеличение в 1.4 и 1.2 раза по сравнению с кон-
тролем под действием КК и Хит-КК соответ-
ственно (рис. 1б).

Содержание пролина в стеблях микроклонов
после 2-недельного выращивания на модифици-
рованных МС-средах повышалось во всех опыт-
ных вариантах по отношению к контролю, наи-

более значительно 1.8 раза под воздействием сме-
си Хит + КК (рис. 2а).

Индукция синтеза пролина может происхо-
дить не только при действии на растение абиоти-
ческих стрессоров, но и, так называемых сигналь-
ных посредников [21], например, при обработке
растений салициловой кислотой [22], брассино-
стероидами [23], хитозаном [24]. Выявленное в
данном исследовании увеличение содержания
пролина в стеблях микроклонов картофеля опыт-
ных вариантов, вероятно, связано как с элиситор-
ной природой хитозана, так и с действием КК,
оказывающей неоднозначное действие на содер-
жание пролина [25].

После замены модифицированных МС-сред и
недельного выдерживания микроклонов на стан-
дартной МС-среде относительная скорость роста
в вариантах хитозан и Хит + КК оставалась ниже,
чем у контрольных растений, а содержание про-
лина в стеблях микроклонов картофеля этих ва-
риантов снижалось до уровня контрольных зна-
чений (рис. 2б). В то же время в варианте КК ак-
тивный рост микрорастений сохранялся и в 1.8

Рис. 1. Относительная скорость роста стебля ((а), ОСРh) и – относительная скорость роста корневой системы микро-
клонов ((б), ОСРl) в течение 2-недельного выращивания на модифицированных МС-средах (1) и недельного выращи-
вания на стандартной МС-среде (2).
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Рис. 2. Содержание пролина (Pro) в стеблях микроклонов картофеля после 2-недельного выращивания на модифици-
рованных МС-средах (a) и недельного выдерживания на стандартной МС-среде (б).
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раза превышал скорость роста растений в контро-
ле, при этом выявлено самое низкое содержание
пролина по сравнению с другими исследуемыми
вариантами. В варианте Хит-КК при пересадке и
выращивании на стандартной среде микрорасте-
ния оставались самыми крупными, с хорошо раз-
витой корневой системой, но активность роста
микроклонов резко снижалась по сравнению с их
ростом на модифицированной среде. Показатель
ОСРh оставался на уровне контрольных значений

(рис. 1а), а скорость роста корней значительно
уменьшалась (рис. 1б). В этом варианте содержа-
ние пролина незначительно повысилось после
переноса на стандартную среду культивирования.
Вероятно, резкое ингибирование роста и вызвало
увеличение его содержания как по отношению к
значениям, регистрируемым на модифицирован-
ной МС-среде, так и ко всем вариантам на стан-
дартной среде (рис. 2б). Относительная скорость
роста корневой системы микроклонов картофеля
также уменьшилась и в других опытных вариантах
(рис. 1б). Вероятно, исследуемые добавки оказыва-
ли ингибирующее воздействие различной силы на
рост и развитие микроклонов картофеля. При этом
хитозан, а особенно механическая смесь хитозана с
КК, проявляли синергетическое действие, вызывая
замедление роста и развития, сопровождающееся
значительным накоплением пролина. В варианте
Хит + КК оно возрастало практически в 6 раз по
сравнению с контролем. Ингибирование роста и
развития микрорастений продолжалось и при за-
мене на стандартную среду, что, вероятно, связа-
но с тем, что хитозан расщеплялся ферментами
растений до более мелких фрагментов, обладаю-
щих большей проникающей способностью, обес-
печивая длительный эффект [26]. Однако отсут-
ствие в среде культивирования соединений, вы-
зывающих замедление роста, способствовало
снижению содержания пролина до уровня значе-
ний контрольных растений на стандартной среде.

КК и конъюгат Хит-КК, добавленные в среду
для культивирования микроклонов ускоряли рост и
развитие растений, повышая содержания проли-
на в его тканях на 57.6 и 45.9% относительно кон-
троля. Высокая относительная скорость роста
при пересадке на стандартную среду сохранялась
также у растений, культивируемых на среде с КК,
причем при активном росте содержание пролина
снижалось как по отношению к показателям, по-
лученным на модифицированной среде, так и ниже
значений в контроле на стандартной среде. При
замене модифицированной среды с конъюгатом
КК-Хит, на стандартную среду скорость роста
микроклонов существенно замедлялась до значе-
ний у контрольных растений, что вызывало, ве-
роятно, повышение содержания пролина.

При замедлении скорости роста растений со-
держание пролина в тканях существенно увели-
чивалось, а при активации роста растений и

эффекте стимуляции в отсутствии активатора,
напротив, увеличение его содержания не было
столь значительно или могло оставаться на уров-
не контрольных значений или снижаться.

Известно, что развитие устойчивости расти-
тельного организма повышает также и резистент-
ность к сопутствующему повреждающему стрес-
сору (кросс-адаптация), в основе которой лежит
функционирование механизмов регуляции вод-
ного и окислительного статуса организма.

В связи с этим проведено исследование влия-
ния добавок КК и хитозана на рост и развитие
микроклонов в условиях абиотического стресса.

После продолжительного осмотического стрес-
са, вызванного действием 5%-ного высокомоле-
кулярного ПЭГ, выявлено замедление развития
микроклонов картофеля всех опытных вариантов
по сравнению с оптимальным контролем без ПЭГ
(табл. 2).

Добавленные в МС-среду хитозан и Хит + КК
усиливали негативное воздействие ПЭГ на рост и
развитие микроклонов, о чем свидетельствовало
замедление роста побегов и практически полная
остановка роста корневой системы как по отно-
шению к оптимальному контролю, так и по отно-
шению к стрессовому контролю (ПЭГ). КК и
Хит-КК, в свою очередь, способствовали сниже-
нию негативного действия осмотического стресса
и повышали устойчивость микроклонов, причем
эффект наблюдался и после прекращения дей-
ствия стресс-фактора (табл. 2).

В условиях осмотического стресса относитель-
ная скорость линейного роста стеблей микрокло-
нов (ОСРh) снижалась во всех опытных вариантах

по отношению к оптимальному контролю, одна-
ко КК и Хит-КК способствовали поддержанию
процессов роста по отношению к стрессовому
контролю (рис. 3а).

Рост корневой системы микроклонов прекра-
щался при включении в среду культивирования
ПЭГ, а также – при совместном действии ПЭГ и
хитозана (ПЭГ/Хитозан), в то время как добав-
ленные КК и Хит-КК способствовали усилению
скорости роста корневой системы даже по срав-
нению с оптимальным-контролем (рис. 3б).

После прекращения действия стресс-фактора
и переноса микрорастений на стандартную среду
культивирования относительная скорость роста
оставалась низкой в варианте опыта с хитозаном.
Активный рост побегов микроклонов был отмечен
в варианте Хит-КК: по относительной скорости ро-
ста растения в этом варианте опыта превосходили
микроклоны из оптимального контроля. В осталь-
ных вариантах скорость роста микроклонов достиг-
ла уровня значений стрессового контроля.

Рост корневой системы микроклонов в репа-
рационный период в вариантах с применением
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ПЭГ и ПЭГ/Хит не восстанавливался, ОСРl в вари-

антах КК и Хит-КК значительно замедлялась, а в
варианте Хит + КК не изменялась по сравнению со
стрессовым периодом, вызванным ПЭГ (рис. 3б).

Одним из надежных биометрических показа-
телей, характеризующим не только онтогенети-
ческое развитие растительного организма, но и
уровень его реакции на действие факторов окру-
жающей среды, является отношение длины кор-
ней к длине стебля. В условиях осмотического
стресса добавленные в среду культивирования
КК и конъюгат Хит-КК способствовали увеличе-
нию этого показателя как по сравнению с опти-
мальным, так и стрессовым (с ПЭГ) контролями
(рис. 4).

В репарационный период наблюдалось замед-
ление ростовых процессов микроклонов, что
приводило к стабилизации исследуемого отно-
шения: не было выявлено достоверных различий
опытных вариантов по сравнению с оптималь-
ным и стрессовым (ПЭГ) контролями (рис. 4).

Увеличение отношения длины корней к длине
стебля можно рассматривать в качестве типичной
реакции проявления устойчивости растений к де-
фициту влаги и развивающемуся, в связи с этим,
осмотическому стрессу, что свидетельствовало о
повышении водопоглощающей способности рас-
тений [27].

В условиях стресса, вызванного добавлением
ПЭГ в среду, содержание пролина увеличивалось
во всех опытных вариантах по отношению к оп-
тимальному контролю (рис. 5а). Значительное
увеличение пролина наблюдали в вариантах с до-
бавлением КК, причем его максимальное количе-
ство отмечено варианте Хит + КК, с самой низкой
относительной скоростью роста микроклонов.

После прекращения действия стресс-фактора
содержание пролина в опытных вариантах сни-
жалось, однако оставалось выше контроля, не
подвергшегося осмотическому стрессу, причем в

вариантах Хит + КК и Хит-КК его содержание
оставалось выше, чем в стрессовом контроле
(рис. 5б).

Известно, что усиление синтеза пролина и ак-
тивизация его транспорта между компартмента-
ми клетки и частями растения является одной из
первичных и универсальных реакций растения на
стресс-воздействие [27]. Показано, что КК и
конъюгат Хит-КК, добавленные в среду культиви-
рования, усиливали синтез пролина в растениях в
условиях осмотического стресса. Его повышен-
ное содержание отмечалось и в репарационный
период после снятия стрессовой нагрузки, при этом
сохранялся активный рост и развитие растений.
При добавлении Хит + КК, значительно усилива-
ющих накопление пролина (в 4 раза по сравне-
нию с добавлением ПЭГ), отмечено торможение
относительной скорости роста микрочеренков.

Таким образом, КК и в большей мере конъюгат
Хит-КК, вероятно, можно рассматривать как сла-

Рис. 3. Относительная скорость роста стебля ((а), ОСРh) и относительная скорость роста их корневой системы ((б),
ОСРl) микроклонов картофеля в течение 2-недельного выращивания на модифицированных МС-средах в условиях
стресса (1) и в репарационный период (2).
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Рис. 4. Отношение длины корней к длине стебля мик-
роклонов картофеля, выращенных в условиях двух-
недельного осмотического стресса ((1), 5% ПЭГ) и в
репарационный период (2).
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бые стрессоры, запускающие активацию адаптаци-
онных процессов в растениях с пролонгирующим
эффектом к последующим абиотическим стрессо-
вым воздействиям, в результате чего рост и развитие
растений активировались и поддерживались в не-
благоприятных условиях культивирования. При
этом добавка КК стимулировала синтез пролина
в растительной ткани, который еще в большей мере
усиливается в условиях абиотического стресса и со-
хранялся в репарационный период. Механиче-
ская смесь Хит + КК, вероятно, также являлась
сильным стрессовым фактором, вызывающим
торможение или даже остановку роста микрокло-
нов, значительное накопление пролина, что усу-
гублялось при действии осмотического стресса.

Известно, что оксикоричные кислоты облада-
ют ярко выраженными антиоксидантными свой-
ствами [29], снижая образование активных форм
кислорода за счет хелатирования металлов с пере-
менной валентностью, нейтрализации свободных
радикалов [30] и активации антиоксидантных
ферментов [29]. Внесенная в МС-среду смесь КК
и ее производных достоверно усиливала ростовые
процессы микроклональных растений картофеля
и стевии (Stevia rebaudiana Bertoni) [31, 32]. Под
воздействием стрессовых факторов разной при-
роды КК может включаться в фенилпропаноид-
ный путь, изменяя направление синтеза соб-
ственных производных, усиливая образование
фенольных соединений в целом [33].

Несмотря на то, что хитозан активно исследу-
ют в качестве потенциального рост- и иммуно-
стимулирующего соединения [34, 35], оказывае-
мый им эффект неоднозначен и во многом опре-
деляется его молекулярной массой, степенью
полимеризации и дезацетилирования, концен-
трацией, условиями окружающей среды, а также
видом и возрастом растения [4, 9, 10, 36].

Выявленная реакция микроклонов картофеля
на хитозан, вероятно, связана с его элиситорной
активностью, приводящей к замедлению роста, а
наложение второго негативного фактора – абио-
тического стресса, вызванного ПЭГ, практически
полностью подавляло рост растений.

В свою очередь, ковалентное связывание хито-
зана с фенольными соединениями способствует
снижению элиситорных свойств хитозана за счет
уменьшения свободных аминогрупп и увеличе-
нию антиоксидантных свойств фенольных соеди-
нений за счет их стабилизации [13], что, по-види-
мому, и приводит к стимуляции развития микро-
растений картофеля и повышению их устойчивости,
поддерживая активный рост в условиях осмотиче-
ского стресса и в репарационный период.

Ранее было показано [19], что ковалентное
связывание хитозана с КК позволяет значительно
повысить антирадикальную активность по срав-
нению с исходным полимером и КК (на 30%) с
учетом степени модификации и в пересчете на ее
массу. Кроме того, КК в составе конъюгата
устойчива к воздействию окисляющих факторов
окружающей среды в отличие от нативной кисло-
ты, деградация которой может достигать 40–50%
[37]. Таким образом, механизм синергетического
действия конъюгата Хит-КК на ростовые процес-
сы растений картофеля и формирование устойчи-
вости к недостатку влаги обусловлен составом
(полимер-антиоксидант) и структурой самого
конъюгата. Благодаря полимерной матрице, ве-
роятно, обеспечивается пролонгированное воз-
действие КК на функциональное состояние рас-
тительной клетки.

Кроме того, в результате конъюгирования хито-
зана с КК происходили изменение конформации
полимерной цепи полисахарида, формирование
новой системы водородных связей и увеличение
гидродинамического диаметра и электрокинети-

Рис. 5. Содержание пролина (Pro) в стеблях микроклонов картофеля после 2-недельного осмотического стресса (a) и
недельного репарационного периода (б).
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ЕЛОВСКАЯ и др.

ческого потенциала [37], что стало причиной
иного по сравнению с исходным полимером ха-
рактера взаимодействия Хит-КК с растительным
организмом.

Конъюгат Хит-КК может рассматриваться как
экобезопасный регулятор роста и иммуномодуля-
тор, ускоряющий рост и развитие эксплантов кар-
тофеля и способствующий повышению устойчи-
вости растений и поддержанию их активного ро-
ста в стрессовых условиях и в постстрессовый
период.

Работа выполнена при частичной финансовой
поддержке Белорусского республиканского фон-
да фундаментальных исследований (грант Б22М-
037).
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Caffeic Acid in Various Formulations as a Growth and Resistance Regulator
of Potato Microclones in in vitro Culture

N. A. Yalouskayaa, *, J. N. Kalatskajaa, N. A. Lamana, V. V. Nikalaichukb,
A. N. Kraskouskib, and K. S. Hileuskayab

aKuprevich Institute of Experimental Botany of the National Academy of Sciences of Belarus,
Minsk, 220072 Republic of Belarus

b Institute of Chemistry of New Materials of the National Academy of Sciences of Belarus, Minsk, 220141 Republic of Belarus
*e-mail: yalouskaya92@mail.ru

The article discusses the influence of caffeic acid (CA), its mix with chitosan (CHT + CA) and chitosan-
based conjugate (CHT-CA) on growth and proline content of microclone potato plants (Solanum tuberosum
L.) in in vitro culture under optimal conditions and under prolonged osmotic stress caused by polyethylene
glycol. Under optimal conditions CHT-CA and CA, acting as moderate strength stressors, accelerate the
growth and development of potato microclones and increase the proline accumulation in the stems. Under
osmotic stress CA and CHT-CA promote the resistance of potato microclones and maintain their active
growth. And such effect persists during the reparation period. The mechanical mix CHT + CA causes inhi-
bition of microclonal plants’ growth and development accompanied by a significant accumulation of proline
which is aggravated under stress.

Keywords: potato (Solanum tuberosum L.), osmotic stress, conjugate, chitosan, caffeic acid, morphometric
parameters, proline
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