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Аннотация. В работе проведена сравнительная оценка влияния двух различных по структуре наноком-
позитов хитозан-серебро (НК Хит-Ag 1 и НК Хит-Ag 2) на устойчивость растений к Phytophthora infestans, 
состояние про-/антиоксидантной системы, транскрипционную активность генов PR-белков и продук-
тивность картофеля. Выявлена зависимость биологической активности нанокомпозитов Хит-Ag от их 
структуры. Механизмы активации защитных систем картофеля под воздействием нанокомпозитов 
Хит-Ag были опосредованы накоплением пероксида водорода, снижением активности каталазы и 
повышением уровня транскрипции генов, кодирующих PR-белки: хитиназу (PR-3), тауматин-подоб-
ный белок (PR-5), PНК-азу (PR-10) и метилтрансферазу (MT). Показано, что обработка нанокомпо-
зитом Хит-Ag 2 снижала степень поражения листьев P. infestans и увеличивала массу мини-клубней 
картофеля. Полученные данные свидетельствуют о том, что нанокомпозиты хитозан-серебро являются 
перспективными биопрепаратами для повышения устойчивости и продуктивности картофеля.1
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Abstract. The work carried out a comparative assessment of the effect of two structurally different chitosan-silver 
nanocomposites (Ch-Ag 1 and Ch-Ag 2) on plant resistance to Phytophthora infestans, the state of the pro-/
antioxidant system, the transcriptional activity of PR protein genes and potato productivity. The dependence 
of the biological activity of Ch-Ag nanocomposites on their structure has been revealed. The mechanisms 
of activation of potato defense systems under the influence of Ch-Ag nanocomposites were mediated by the 
accumulation of hydrogen peroxide, a decrease in catalase activity, and an increase in the transcription of genes 
encoding PR proteins: chitinase (PR-3), thaumatin-like protein (PR-5), RNase (PR-10), and methyltransferase 
(MT). It was shown that treatment with Ch-Ag 2 reduced the degree of damage to the leaves of P. infestans and 
increased the mass of potato mini-tubers. The data obtained indicate that chitosan-silver nanocomposites are 
promising biological products for increasing the stability and productivity of potatoes.
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ВВЕДЕНИЕ
Картофель является одной из основных продо-

вольственных культур в мире [45]. В естественных 
условиях растения подвергаются воздействию 
патогенов и различных абиотических стрессов, 
которые оказывают негативное воздействие на 
урожайность и качество продукции [47]. 

Разрабатываемые в настоящее время экологи-
чески безопасные способы борьбы с патогенами с 
использованием биопестицидов рассматриваются 
как перспективная возможность полной или ча-
стичной замены химических средств защиты [40]. 
Растущий потенциал нанотехнологий обеспечива-
ет внедрение наноматериалов практически во все 
отрасли производства, в том числе в агропромыш-
ленный сектор. Одним из экологически безопасных 
подходов к повышению устойчивости растений к 
биотическим и абиотическим стрессовым факто-
рам является использование соединений на основе 
хитозана, поскольку они признаны эффективными 
индукторами устойчивости растений. Введение в 
структуру производных хитозана новых функцио-
нальных групп, в том числе наночастиц металлов, 
позволяет создавать биосовместимые соединения с 
улучшенными свойствами [22].

Препараты хитозана обладают ценными свой-
ствами, такими как биосовместимость и низкая 
токсичность, которые определяют их широкое 
использование в растениеводстве [14]. Кроме того, 
наличие свободных реакционноспособных амино-
групп в полимерной цепи хитозана обеспечивает 
возможность получения наночастиц за счет восста-
новления ионов металлов [31].

С развитием нанотехнологий биогенные ме-
таллы стали широко использоваться в сельском 
хозяйстве. Среди наночастиц металлов наиболее 
часто используют наночастицы серебра (НЧ Ag). 
НЧ Ag могут быть использованы в качестве стиму-
ляторов роста растений [41], защитных средств для 
профилактики вирусных [18], бактериальных [32] и 
грибковых заболеваний [21].

НЧ серебра менее токсичны, чем ионы Ag+, 
однако эффект НЧ определяется не только их со-
ставом, но также размером входящих в него частиц 
и их концентрацией [46]. Использование НЧ Ag 
часто ограничивается их низкой стабильностью. 
Полисахариды являются одними из лучших биоло-
гически активных веществ для синтеза комплексов 
с НЧ Ag. При этом получаются стабилизированные 
хитозаном НЧ Ag, способные проявлять свойства, 
присущие каждому из компонентов, а также си-
нергетически усиливать их [8, 22]. Необходимо 
отметить, что использование капсул из хитозана 
способствует снижению цитотоксичности непо-
крытых НЧ Ag [8]. 

Несмотря на обширные исследования, пробле-
ма биологического воздействия НЧ Ag на расти-

тельные объекты недостаточно изучена. Сведения 
о характере влияния НЧ Ag, покрытых полимерной 
оболочкой, на защитный потенциал растений ча-
сто противоречивы [33, 48].

Цель работы — изучение потенциала наноком-
позитов хитозан-Ag для повышения устойчивости 
растений картофеля к Phytophthora infestans и его 
продуктивности.

МЕТОДИКА

Объекты исследования
В опытах использовали растения картофеля 

Solanum tuberosum L., выращенные из мини-клуб-
ней сорта Удача на Чишминской опытной станции 
Башкирского НИИ сельского хозяйства (Уфа, 
Россия). Клубни высаживали в емкости с грунтом 
(TerraVita, pH 6,0–6,5) на глубину 3–4 см. Растения 
выращивали со световым периодом 16 ч, интенсив-
ностью освещения 14000 люкс, при температуре 
20–22 °С в климатической камере Спектр-15КР 
(Башкирский государственный аграрный универ-
ситет, Россия). 

Обработка растений
Через 45 сут после посадки клубней в почву 

растения обрабатывали нанокомпозитами (НК) 
хитозан-Ag в различном разведении. В контроле 
опрыскивали 5 мл дистиллированной воды на одно 
растение. Для обработки растений использовали 
НК Хит-Ag 1 и Хит-Ag 2, разведенные в 50 раз (Хит-
Ag 1/50, Хит-Ag 2/50) и в 100 раз (Хит-Ag 1/100, 
Хит-Ag 2/100). НК Хит-Ag 2 отличались от НК Хит-
Ag 1 бо́льшим (в 10 раз) содержанием серебра. 

Изучение устойчивости к P. infestans  
на изолированных листьях

Исследование устойчивости к фитофторозу 
растений, обработанных НК, было проведено 
через 7 сут после обработки композитами. Ли-
стья картофеля с трех верхних ярусов срезали с 
растений и размещали в пластиковых кюветах, 
где создавались условия влажной камеры. На дно 
кюветы укладывали фильтровальную бумагу, места 
срезов помещали под ватные тампоны, пропи-
танные 40 мг/л раствора бензимидазола. Листья 
выдерживали 24 ч при 23 °С в темноте для снятия 
раневого стресса, затем инфицировали суспензией 
зооспор P. infestans изолята 1840 из коллекции Все-
российского научно-исследовательского института 
защиты растений (105 спор/мл) по 10 мкл на лист. 

Для получения зооспор возбудителя болезни 
выделяли из инфицированных мини-клубней 
картофеля. Изолят выращивали на картофель-
но-декстрозном агаре в течение 7 сут для восста-
новления агрессивности патогена. Суспензию 
спор получали путем смыва с поверхности коло-
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ний, выращенных на картофельно-декстрозном 
агаре. Поверхность колоний P. infestans заливали 
дистиллированной водой и инкубировали при 
температуре 4 °С в течение 30 мин. Концентрацию 
спор оценивали с помощью камеры Фукса-Розен-
таля, препарат разводили до титра 1х105 спор/мл. В 
качестве контроля использовали растения, обрабо-
танные водой и не инфицированные фитофторой.

Развитие болезни оценивали по процентному 
отношению площади поражения к общей площа-
ди листовой пластинки на 5 сут после заражения 
растений P. infestans. Листья фотографировали, по-
лученные изображения анализировали с помощью 
компьютерной программы ImageJ (NIH, США). 

Получение НК хитозана с серебром
Коллоидные растворы НК Хит-Ag были получе-

ны в Институте химии новых материалов НАН Бе-
ларуси путем химического восстановления нитрата 
серебра хитозаном с молекулярной массой 30 кДа 
и степенью дезацетилирования 98,3 % в гидротер-
мальных условиях [25]. 100 мл раствора хитозана 
(34,0 мг/мл) в 2%-ной уксусной кислоте тщательно 
перемешивали с 10 мл водного раствора AgNO3 
(0,34 или 34,0 мг/мл) в течение 15 мин. Затем реак-
ционную смесь подвергали гидротермальной обра-
ботке в течение 1 ч (121 °C, 1,5 бар). Полученные НК 
фильтровали под вакуумом, нормализовали кон-
центрацию хитозана (34,0 мг/мл) и хранили в тем-
ноте при комнатной температуре. Расчетная кон-
центрация Ag0 (с учетом полного восстановления 
ионов серебра хитозаном) составила 0,196 мг/мл  
и 1,96 мг/мл для образцов Хит-Ag 1 и Хит-Ag 2 
соответственно. Ранее [25] было показано, что об-
разцы Хит-Ag 1 и Хит-Ag 2 имеют принципиально 
разные пространственные структуры. НК Хит-Ag 1 
представляют собой нано- и субмикронные струк-
туры с несколькими ядрами и оболочками, в кото-
рых монодисперсные наночастицы Ag0 (10 ± 4 нм)  
объединены в единую общую хитозановую матрицу 
нано- и субмикронного (до 200 нм) размера. В то 
же время НК Хит-Ag 2 имел структуру ядро-о-
болочка: отдельные наночастицы Ag0 (25 ± 8 нм)  
покрыты слоем хитозана (20–25 нм). 

Определение биохимических показателей 
проводили в листьях через 72 ч после инокуляции 
растений зооспорами.

Определение содержания белка
Содержание белка в образцах определяли по ме-

тоду Брэдфорда, используя бычий сывороточный 
альбумин в качестве стандарта [30]. Оптическую 
плотность растворов измеряли при 595 нм.

Определение содержания пролина
Экстракцию и определение свободного пролина 

проводили согласно методу Бэйтса с соавт. с ис-
пользованием нингидринового реактива [11].

Определение содержания H2O2

Листья (200 мг) гомогенизировали в 600 мкл 
25 мМ натрий-фосфатного буфера (ФБ) pH 6,2. 
Гомогенаты центрифугировали в течение 10 мин 
при 13000 g на центрифуге 5415R (Eppendorf, Гер-
мания). Содержание H2O2 в растениях измеряли 
с помощью с ксиленолового оранжевого [29], 
оптическую плотность комплекса продукта железа 
с ксиленоловым оранжевым определяли спектро-
фотометрически при 560 нм.  Концентрацию H2O2 
определяли с помощью калибровочной кривой.

Определение активности каталазы (КАТ)
Для определения активности каталазы  

(КФ 1.11.1.6) использовали метод [23]. Активность 
каталазы рассчитывали по формуле: U = (Aк - Aо) 
* K / (V * T), где Aк и Aо― абсорбция контрольных 
(содержащих воду вместо образца) и опытных 
образцов, соответственно, V ― объем пробы,  
0,1 мл, T ― время инкубации, 600 с, K ― коэффи-
циент миллимолярного поглощения H2O2, равный 
22,2 * 103 мМ–1см–1. Активность КАТ выражали в ед. 
на 1 мг белка.

Определение активности пероксидазы (ПО)
Для определения активности пероксидазы 

(КФ 1.11.1.7) использовали метод [20]. Активность 
определяли путем окисления 20 мМ субстрата ор-
тофенилендиамина 10 мМ H2O2, развитие окраски 
прекращали 4 н. H2SO4. Оптическую плотность 
раствора измеряли при 490 нм на приборе Perkin 
Elmer LS 55 (США). Единица активности фермента 
соответствовала изменению оптической плотности 
раствора за 1 мин. Активность ПО выражали в ед. 
на 1 мг белка.

Определение активность РНКаз
Активность РНКаз определяли по методу Ан-

финсена с соавт. с модификациями [7]. Навеску 
0,3 г растительного материала гомогенизировали в 
ледяном 0,05 М трис-HCl-буфере, pH 8,5, в соотно-
шении 1:5 в охлажденных ступках на льду. Фермент 
экстрагировали 15 мин при 4 °C, затем гомогенат 
центрифугировали в течение 10 мин при 12000 g. К 
2 мл раствора, содержащего 50 мкг/мл дрожжевой 
РНК Torula Yeast (Sigma, США) в 0,05 М трис-HCl 
буфере, pH 8,5, добавляли 20 мкл супернатанта. 
Пробы выдерживали в термостате при 37 °C. Через 
5 мин и 65 мин измеряли оптическую плотность в 
реакционном растворе на спектрофотометре при 
260 нм относительно контроля (реакционная смесь 
без растительного экстракта).

Для определения скорости ферментативной де-
градации РНК за единицу нуклеазной активности 
(Е) принимали количество фермента, вызывающе-
го увеличение адсорбции на оптическую единицу 
за 1 ч в пересчете на 1 мг белка. Концентрацию 
белка измеряли по методу Брэдфорда.
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Определение транскрипционной активности генов 
PR-белков

Для выделения РНК использовали листья каж-
дого растения, замороженные в жидком азоте через 
72 ч после инокуляции P. infestans. Тотальную РНК 
из растений выделяли с помощью реактива Лира® 
по протоколу производителя («Биолабмикс», Рос-
сия). Навеску листьев гомогенизировали в жидком 
азоте. Для получения кДНК на основе мРНК 
исследуемых образцов проводили реакцию обрат-
ной транскрипции с использованием обратной 
транскриптазы M-MuLV («Сибэнзим», Россия) со-
гласно протоколу поставщика. Анализ накопления 
транскриптов генов PR-белков проводили с помо-
щью количественной ПЦР в реальном времени на 
приборе CFX Connect Real-Time System (Bio-Rad, 
США).

Концентрацию РНК измеряли с помощью 
спектрофотометра. Концентрации РНК в образцах 

выравнивали путем разбавления до одинакового 
уровня. Первую цепь кДНК синтезировали с исполь-
зованием олигонуклеотидных праймеров (табл. 1)  
и обратной транскриптазы M-MLV (Thermo 
Scientific, Испания). Эффективность праймеров 
была оценена с помощью серии 10-кратных раз-
ведений кДНК. Полученную кДНК разводили в 
5 раз и использовали для количественной ПЦР 
(кПЦР). Количественную ПЦР проводили мето-
дом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени с использованием набора реагентов 
SYBR Green I («Синтол», Россия) и прибора CFX 
Connect Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, 
США). Экспрессия генов растений картофеля 
была представлена как кратное изменение, норма-
лизованное по отношению к референсному гену 
StAct (картофельный актин). Для анализа данных 
использовалось программное обеспечение iCycler 
iQ5 Real-Time Detection System 181 (BioRad, США). 

Таблица 1. Праймеры, использованные в ПЦР-анализе для исследования экспрессии генов
Table 1. Primers used for PCR analysis of gene expression

Продукт Ген GenBank,  
номер

Последовательность (5΄-3΄)

прямой праймер обратный праймер

Актин StAct X55749 gat-ggt-gtc-agc-cac-ac att-cca-gca-gct-tcc-att-cc

Хитиназа, PR3 StPR3 U49970 ttc-tgg-atg-aca-gca-cag-gat ggc-gtc-cat-tgc-cca-at

Тауматин-подобный 
белок, PR5 StPR5 AY737317 ccc-gtt-tga-cat-tga-cct-ttg cga-ata-cgg-tgg-aac-atg-ga

Ингибитор протеиназы, 
PR6 StPR6 JX683427 ggg-aaa-gaa-tat-gct-caa-gtt-at aat-tct-cca-tca-tct-tcc-act-g

Пероксидаза, PR9 StPR9 М21334 gta-atc-ctg-ccg-cac-aac-t gca-gca-aaa-tct-cca-agg-aa

Рибонуклеаза, PR10 StPR10 AF500589 ctc-gct-aac-cct-tct-gtc-tat-g caa-cac-gtc-ctg-atc-atc-tct-c

Метилтрансфераза StMT XM_006356514 ggc-aat-gga-cat-taa-ccg tca-aga-aga-ggc-aaa-gca-g

Пролин-карбоксилат 
синтаза StPCS XM015308529 tta-aag-agg-acg-gag-ctt-gc cag-tgc-atc-agg-tcg-tga-ct

Статистическая обработка
Опыты проводили в пятикратной биологиче-

ской повторности. Биохимические параметры 
измеряли не менее трех раз, уровень экспрессии 
генов ― не менее 10 раз. На гистограммах пока-
заны выборочные средние, в качестве показателя 
погрешности показан 95%-ный доверительный 
интервал. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Влияние нанокомпозитов хитозан–Ag  

на устойчивость картофеля к P. infestans
Через 5 сут после инфицирования симптомы 

фитофтороза на контрольных растениях развились 
на 95–100% площади листовой пластинки. После 
обработки НК Хит-Ag 2 в разведении 1/50 ―  

болезнь проявлялась на чуть более 40 % площади 
листьев (рис. 1). Действие Хит-Ag 1 в разведении 
100 раз приводило к снижению симптомов фито-
фтороза, признаки поражения наблюдались на  
60–65 % площади листа. Другие варианты приме-
нения препаратов не были эффективны.

Влияние нанокомпозитов на содержание пролина  
и активность РНК-аз

Под влиянием обработки НК Хит-Ag 2/50 
повышалось содержание пролина в здоровых, но 
особенно в инфицированных листьях картофеля 
(рис. 2а). Стимулирующее действие на накопление 
пролина НК Хит-Ag 1/100 проявлялось только на 
здоровых растениях. Уровень пролина в листьях 
коррелировал с транскрипционной активностью 
гена пролин-карбоксилатсинтазы (рис. 2б). 
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Рис. 1. Влияние обработки НК Хит-Ag на степень поражения (а) и внешний вид пораженных листьев (б) картофеля 
сорта Удача через 5 сут после инфицирования P. infestans: 1 ― контроль, 2 ― Хит-Ag 1/50, 3 ― Хит-Ag 2/50, 4 ― 
Хит-Ag 1/100, 5 ― Хит-Ag 2/100. * - отмечены значения, достоверно отличающиеся от контроля (p < 0,05)
Fig. 1. The effect of treatment with ChAg NC on the degree of damage (a) and the appearance of the affected leaves (b) of 
Udacha potatoes, 5 days after infection with P. infestans: 1 ― control, 2 ― ChAg 1/50, 3 ― ChAg 2/50, 4 ― ChAg 1/100,  
5 ― ChAg 2/100. * - values significantly different from the control were noted (p < 0.05)
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Рис. 2. Влияние нанокомпозитов Хит-Ag на содержание пролина и транскрипционную активность гена StPCS в ли-
стьях растений картофеля сорта Удача через 72 ч после инфицирования P. infеstans: 1 ― контроль, 2 ― Хит-Ag 1/50,  
3 ― Хит-Ag 2/50, 4 ― Хит-Ag 1/100, 5 ― Хит-Ag 2/100. I ― здоровые растения, II ― зараженные P. infestans.  
* ― отмечены значения, достоверно отличающиеся от контроля (p < 0,05)
Fig. 2. The effect of ChAg nanocomposites on the proline content and transcriptional activity of the StPCS gene in the leaves 
of potato plants of the Udacha variety 72 hours after infection цwith P. infestans: 1 ― control, 2 ― ChAg 1/50, 3 ― ChAg 
2/50, 4 ― ChAg 1/100, 5 ― ChAg 2/100. I ― healthy plants, II ― infected with P. infestans. * ― values significantly different 
from the control were noted (p < 0.05)

Обработка НК Хит-Ag 2/50 здоровых растений 
картофеля приводила к повышению рибонуклез-
ной активности в 1,5 раза (рис. 3). При обработке 
нанокомпозитом Хит-Ag 1/100 активность РНК-азы  
снижалась относительно контроля в 3 раза. В 
остальных вариантах обработки здоровых растений 
достоверных различий с контролем не выявлено. 

У инфицированных растений применение НК 
Хит-Ag 2/50 способствовало увеличению активно-
сти РНК-азы на 50% по сравнению с контролем. По-
сле обработки Хит-Ag 1/50 активность рибонуклеаз 
была на уровне инфицированного контрольного 
варианта. Однако оба НК в 100-кратном разведении 
подавляли активность РНК-азы в среднем на 30%. 

Влияние НК хитозан-Ag на  
про-/антиоксидантную систему  

растений картофеля

Обработка НК Хит-Ag приводила к повышению 
содержания пероксида водорода в растительных 
тканях во всех вариантах опыта: под воздей-
ствием Хит-Ag 1/50 и Хит-Ag 1/100 ― в 2 раза;  
Хит-Ag 2/50 ― в 3 раза; Хит-Ag 2/100 ― в 1,5 раза 
по сравнению с контролем. 

Во всех вариантах обработки у растений карто-
феля наблюдалось снижение активности каталазы в 
несколько раз по сравнению с контролем (рис. 4в).
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Рис. 3. Влияние  НК  Хит-Ag на активность РНК-азы в здоровых (I) и инфицированных P. infestans (II) растениях 
картофеля сорта Удача через 72 ч после заражения: 1 ― контроль, 2 ― Хит-Ag 1/50, 3 ― Хит-Ag 2/50, 4 ― Хит-Ag 
1/100, 5 ― Хит-Ag 2/100. * - отмечены значения, достоверно отличающиеся от контроля (p < 0,05)
Fig. 3. Effect of ChAg NC on RNase activity in healthy (I) and infected with P. infestans (II) Udacha potato plants 72 hours 
after infection: 1 ― control, 2 ― ChAg 1/50, 3―ChAg 2/50, 4―ChAg 1/100, 5 ― ChAg 2/100. * - values significantly 
different from the control were noted (p < 0.05)
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Рис. 4. Влияние НК Хит-Ag на активность пероксидазы (а), содержание H2O2 (б) и активность каталазы (в) в расте-
ниях картофеля сорта Удача через 72 ч после заражения: 1 ― контроль, 2 ― Хит-Ag 1/50, 3 ― Хит-Ag 2/50, 4 ― Хит-
Ag 1/100, 5 ― Хит-Ag 2/100. * - отмечены значения, достоверно отличающиеся от контроля (p < 0.05)
Fig. 4. The effect of ChAg NC on peroxidase activity (a), H2O2 content (b), and catalase activity (c) in Udacha potato plants 
72 hours after infection: 1 ― control, 2 ― ChAg 1/50, 3 ― ChAg 2/50, 4 ― ChAg 1/100, 5 ― ChAg 2/100. * - values 
significantly different from the control were noted (p < 0.05)

Влияние НК на транскрипционную активность 
генов PR-белков в растениях картофеля  

при заражении P. infestans

В работе было изучено влияние НК Хит-Ag на 
уровень транскрипционной активности генов 
StPR3, StPR5, StPR6, StPR9, StPR10, StMT, StPСS, 
кодирующих белки: PR-3 (хитиназа), PR-5 (таума-
тин-подобный), PR-6 (ингибитор протеиназ), PR-9 
(пероксидаза), PR-10 (рибонуклеаза), метилтранс-
феразу и пролин-карбоксилат-синтазу в здоровых 
и инфицированных растениях картофеля (табл. 1). 

Исследования показали, что у здоровых рас-
тений под влиянием НК Хит-Ag 2/50 снижалась 
транскрипционная активность гена StPR9. На-
против, обработка тем же НК Хит-Ag 2/50 инфи-
цированных растений значительно стимулировала 
транскрипционную активность генов StPR3, StPR5, 
StPR10 и StМТ (рис. 5), что коррелировало с устой-
чивостью к P. infеstans (рис. 1). 

В других вариантах опыта обработка НК приво-
дила к снижению транскрипционной активности 
генов StPR3, StPR6, StPR9 и StPR10 в здоровых и 
инфицированных растениях (рис. 5).
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Рис. 5. Влияние НК Хит-Ag в разведении 50 и 100 раз на транскрипционную активность генов StPR-3 (а), StPR-5 (б),  
StPR-6 (в), StPR-9 (г), StPR-10 (д), StMT (е) в листьях растений картофеля через 72 ч после инфицирования  
P. infеstans. 1 ― контроль, 2 ― Хит-Ag 1/50, 3 ― Хит-Ag 2/50, 4 ― Хит-Ag 1/100, 5 ― Хит-Ag 2/100. I ― здоровые 
растения, II ― зараженные P. infestans. * ― отмечены значения, достоверно отличающиеся от контроля (p < 0,05)
Fig. 5. The effect of ChAg NC in dilution of 50 and 100 times on the transcriptional activity of StPR-3 (a), StPR-5 (b), StPR-
6 (c), StPR-9 (d), StPR-10 (e), StMT (f) in leaves of potato plants 72 hours after infection with P. infestans. 1 ― control,  
2 ― ChAg 1/50, 3 ― ChAg 2/50, 4 ― ChAg 1/100, 5 ― ChAg 2/100. I ― healthy plants, II ― infected with P. infestans. 
* ― values significantly different from the control were noted (p < 0.05)

Оценка продуктивности растений  
и качества клубней

Лучшие показатели по продуктивности и каче-
ству продукции были получены после обработки 
Хит-Ag 1/100. При этом достоверно увеличивалась 
масса клубней, доля сухого вещества, крахмала и 
белка. Достоверное повышение содержания сухого 
вещества, крахмала и белка отмечено и после об-

работки картофеля Хит-Ag 1/50. После обработки 
Хит-Ag 2/50 достоверно увеличилась продуктив-
ность растений, при этом значительно (на 62,8 %) 
увеличивалось количество клубней (табл. 2), масса 
клубней ― на 10,3 %, доля сухого вещества ― на  
3,4 %, крахмала ― на 4,0 %. Однако после обработ-
ки Хит-Ag 2/50 и Хит-Ag 2/100 количество белка  
в клубнях снижалось. 
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Таблица 2. Влияние обработки НК Хит-Ag на массу, количество мини-клубней и пищевую ценность картофеля
Table 2. Effect of ChAg NC treatment for weight and number of mini-tubers and food quality of potato

Вариант Количество 
мини-клубней

Продуктивность 
(масса клубней), г Сухое вещество, % Крахмал, 

%
Содержание 

белка, %

  Контроль 4,3 ± 0,3 24,03 ± 0,41 22,15 ± 0,22 16,3 ± 0,19 1,50 ± 0,03

  Хит-Ag 1/50 4,0 ± 0,3 23,04 ± 0,36 23,9 ± 0,25 * 17,7 ± 0,28 * 1,56 ± 0,03 *

  Хит-Ag 1/100 4,6 ± 0,4 26,80 ± 0,58 * 24,4 ± 0,26 * 18,1 ± 0,29 * 1,54 ± 0,03 *

  Хит-Ag 2/50 7,0 ± 0,9 * 26,46 ± 0,53 * 22,9 ± 0,21 16,9 ± 0,21 1,30 ± 0,03

  Хит-Ag 2/100 4,6 ± 0,5 24,46 ± 0,55 22,75 ± 0,24 16,8 ± 0,20 1,30 ± 0,03

* — достоверное отличие от контроля (p < 0,05)
* — significant difference from control (p < 0.05)

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В последние годы для борьбы с возбудителями 

болезней растений все чаще используют наноча-
стицы металлов [17]. Наиболее эффективный био-
цидный эффект характерен для наночастиц сере-
бра, он проявляется в отношении таких патогенов, 
как Phytophthora parasitica, Fusarium spp. и нематод 
рода Meloidogyne spp. [9]. 

Как показали исследования, повышение устой-
чивости листьев картофеля к фитофторозу при 
обработке нанокомпозитами хитозана с серебром 
неодинаково при применении разных форм ком-
позитов.  Наиболее эффективным оказался НК 
Хит-Ag 2/50 и Хит-Ag 1/100, заметно уступавший 
первому (рис. 1). 

Известно, что морфология частиц оказывает 
значительное влияние на высвобождение ионов 
Ag+ и биологическую активность композитов [37]. 
Использование полимерных матриц, таких как 
хитозан, для модификации наночастиц серебра 
защищает металлическое серебро от окислитель-
ного разложения и предотвращает взрывообразное 
высвобождение катионов серебра. Матрица из 
полисахарида хитозана играет ключевую роль 
в процессах растворения наночастиц серебра в 
результате окислительно-восстановительных реак-
ций [25]. Хитозановая оболочка, благодаря своему 
защитному эффекту, обеспечивает повышенную 
стабильность при хранении [27], контролируемое 
длительное высвобождение ионов серебра бла-
годаря их взаимодействию с гидроксильными и 
амидными группами полимера [36] и сниженной 

токсичностью [25]. Таким образом, синтезирован-
ные полимер-неорганические гибридные нано-
композиты хитозан-серебро могут обеспечивать 
благоприятное воздействие на защитный потенци-
ал растений.

Накопление пролина — важный показатель 
состояния растений при воздействии патогенов. 
Выявленное в настоящем исследовании увели-
чение содержания пролина в листьях инфициро-
ванных растений картофеля (рис. 2), вероятно, 
связано как с элиситорной природой хитозана, так 
и с действием ионов серебра. Защитное действие 
пролина обусловлено его участием в стабилизации 
мембран, структуры белковых молекул и снижении 
уровня АФК. Кроме того, пролин задействован в 
регуляции многих клеточных процессов, является 
одним из индикаторов активации системной защи-
ты растений, выполняя сигнальную функцию при 
взаимодействии растений с патогенами [19].  

Ранее было показано, что применение пре-
паратов хитозана активирует рибонуклеазную 
активность в тканях растений [1]. Наночастицы 
серебра проявляли индуцирующую активность в 
отношении РНК-аз при заражении вирусом жел-
той мозаики фасоли [35]. 

Выявлено стимулирующее действие на актив-
ность РНКазы композита Хит-Ag 2/50 в здоровых 
и инфицированных растениях картофеля (рис. 3).

Наиболее изучена роль РНКаз в подавле-
нии развития вирусных болезней, вызываемых 
РНК-содержащими вирусами. Защитный меха-
низм связывают с тем, что при вирусной инфекции 
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экстраклеточные РНКазы могут повреждать геном-
ную РНК вирусов на тех стадиях инфекционного 
процесса, когда она уязвима. Во время инокуляции 
при поранении тканей РНКазы из апопласта могут 
проникать в поврежденные клетки и разрушать пул 
клеточных мРНК, что не даст вирусу возможности 
размножиться [5].

Показано, что РНКазы могут функционировать 
в качестве фунгицидов, причем эта их способность, 
связанная с нуклеазной активностью, может про-
являться как при прямом воздействии на патоген 
при проникновении внутрь клетки и разрушении 
клеточных РНК [15], так и за счет участия только в 
реакции сверхчувствительности [28].

Известно, что определяющим фактором фор-
мирования и последующего развития защитных 
реакций у растительного организма является 
генерация АФК. Важно было выяснить влияние 
НК хитозан-серебро на состояние про-/антиокси-
дантной системы растений. Известно, что хитин, 
хитозан и их олигомеры являются активными 
элиситорами иммунитета растений, в том числе, за 
счет регуляции редокс-статуса растительных кле-
ток [14]. Показано также, что наночастицы серебра 
стимулируют выработку АФК [3].

ПО (белки семейства PR-9) включается как в 
генерацию, так и утилизацию H2O2, а активация 
фермента происходит при любом стрессовом 
ответе растения [16]. При анализе активности пе-
роксидазы было продемонстрировано (рис. 4), что 
при обработке растений НК не наблюдалось досто-
верной активации ПO во всех вариантах опыта, что 
свидетельствовало об отсутствии стрессового воз-
действия исследуемых НК на растения картофеля.

Известно, что токсическое действие НЧ Ag на 
растения может приводить к снижению общей 
массы растений, подавлению роста корней, умень-
шению размеров побегов, прерыванию репли-
кации ДНК и влиянию на экспрессию генов [13]. 
Наиболее распространенными причинами инду-
цированной НЧ Ag токсичности являются окисли-
тельный стресс, повреждение ДНК и апоптоз [38]. 
Токсичность НЧ Ag зависит от размера, формы, 
наличия и природы стабилизирующей оболочки 
[26]. Показано, что наночастицы серебра могут 
растворяться и выделять Ag+ во внеклеточную 
среду, что и определяет в основном их токсичность 
[43]. 

Обработка Хит-Ag приводила к повышению 
содержания пероксида водорода в растительных 
тканях во всех вариантах опыта: под воздей-
ствием Хит-Ag 1/50 и Хит-Ag 1/100 ― в 2 раза;  
Хит-Ag 2/50 ― в 3 раза; Хит-Ag 2/100 ― в 1,5 раза по 
сравнению с контролем. Ранее было показано, что 
механизмы повышения устойчивости картофеля к 
возбудителю фитофтороза связаны с накоплением 
H2O2 в растительных тканях [42].

Изменение концентрации H2O2 в тканях рас-
тений может происходить в результате многих 
метаболических процессов, но в большей степени 
это происходит в результате изменения активности 
антиоксидантных ферментов [10]. Основным фер-
ментом антиоксидантной системы растений, уча-
ствующим в утилизации H2O2, является каталаза. 

Активность каталазы может существенно ва-
рьировать при участии сигнальных молекул. H2O2 
является не только сигнальной молекулой, но и 
субстратом каталазы. При этом ее влияние на ак-
тивность каталазы у растений неоднозначно. Так, 
в проростках пшеницы H2O2 может ингибировать 
[34] или стимулировать [12] активность каталазы 
в зависимости от ее концентрации. Снижение 
активности каталазы под влиянием обработок НК 
Хит-Ag, вероятно, является одним из механизмов 
усиления продукции АФК [39] и опосредованной 
индукции экспрессии генов PR-белков [44].

Обработка НК Хит-Ag 2/50 инфицированных 
растений значительно стимулировала транскрип-
ционную активность генов StPR3, StPR5, StPR10 и 
StМТ (рис. 5), что коррелировало с устойчивостью 
к P. infеstans (рис. 1). 

В ответ на заражение вирусами, грибами и 
бактериями в межклеточнοй жидкости раститель-
ных тканей происходит накопление, в основном, 
хитиназ третьего типа (PR-3). Среди внеклеточных 
гидролаз, способных лизировать клеточную стенку 
и гифы грибов, наибольший интерес представляют 
именно хитиназы [4]. В большинстве случаев хи-
тиназы являются индуцибельными ферментами, 
образующимися в присутствии специфического 
субстрата. В  работе композит Хит-Ag2 способ-
ствовал усилению транскрипционной активности 
гена хитиназы. Показано, что в устойчивых к 
Pectobacterium carotovorum сортах картофеля экс-
прессия гена PR-3 значительно выше, чем в вос-
приимчивых растениях [6]. 

Основной защитный механизм белка PR-5 
связан с увеличением проницаемости мембран 
патогенов [24]. Белки семейства PR-10 могут функ-
ционировать в качестве фунгицидов, причем эта их 
способность, связанная с нуклеазной активностью, 
может проявляться как при прямом воздействии 
на патоген при проникновении внутрь клетки и 
разрушении клеточных РНК, так и за счет участия 
в реакции сверхчувствительности [28]. 

Повышение активности метилтрансфераз, 
участвующих в поддержании и регуляции метили-
рования ДНК растений, позволяет предположить 
участие композитов Хит-Ag в регуляции устойчи-
вости растений на эпигенетическом уровне.

Можно предположить, что индукция устойчи-
вости растений картофеля к возбудителю фитофто-
роза под влиянием Хит-Ag 2 опосредована регуля-
цией окислительно-восстановительных процессов 
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в растении и накоплением пероксида водорода, 
включающим экспрессию генов PR-белков.

Установлено, что применение НК Хит-Ag 2 
достоверно снижало зараженность растений кар-
тофеля P. infestans, что способствовало увеличению 
количества и массы мини-клубней картофеля. 
Поддержание продукции пероксида водорода, 
снижение активности каталазы, увеличение уров-
ня транскриптов генов белков PR-3, PR-5, PR-9,  
PR-10, PCS и метилтрансферазы под действием Хит-
Ag 2 может быть решающим фактором повышения 
устойчивости растений картофеля к P. infestans. НК 
Хит-Ag 1 по степени повышения устойчивости рас-
тений картофеля к P. infestans уступал НК Хит-Ag 2,  
однако обработанные им растения отличались мак-
симальным содержанием сухого вещества, крахма-

ла и белка. Вероятно, под влиянием НК Хит-Ag  
может проявляться дополнительный стимулиру-
ющий эффект на ростовые процессы растений 
картофеля. Показано, что наночастицы серебра 
увеличивали максимальную эффективность фо-
тосистемы II у растений горчицы и содержание 
хлорофиллов в листьях [2]. Полученные данные 
свидетельствуют о том, что композиты хитозан-се-
ребро в определенных комбинациях являются 
перспективными биопрепаратами для повышения 
устойчивости, продуктивности и качества карто-
феля.

Работа проводилась с использованием обору-
дования ЦКП «Биомика» (Отделение биохимиче-
ских методов исследований и нанобиотехнологии  
РЦКП «Агидель») и УНУ «КОДИНК».
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