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ВВЕДЕНИЕ 

Производство картофеля в Республике Беларусь является традиционным 

направлением растениеводства. К числу актуальных задач в картофелеводстве 

относится освоение адаптивных, ресурсосберегающих технологий получения 

высококачественного посадочного материала. Одним из факторов снижения 

потенциального урожая клубней является отсутствие у растений картофеля 

достаточного уровня устойчивости к наиболее вредоносным вирусам, а также к 

водному дефициту по причине неравномерного выпадения осадков в течение 

вегетационного периода и по территории нашей страны. 

Перспективным направлением повышения системной устойчивости 

растений является применение иммуностимуляторов. Особо привлекательными 

считаются стимулирующие рост растений бактерии рода Bacillus, способные 

индуцировать в растениях естественные защитные механизмы, приводящие к 

развитию индуцированной системной устойчивости через жасмонат-зависимый 

путь. Большое количество исследований посвящено изучению сигнальных 

молекул, которые активируют системную приобретенную устойчивость растений, 

обеспечивая длительный салицилат-зависимый иммунитет к инфицированию 

патогенами. Стероидные гормоны – брассиностероиды, являются необходимым 

условием для формирования быстрой защитной реакции растений. Вследствие 

липофильной природы они активнее проникают через клеточные и ядерные 

мембраны, чем большинство фитогормонов. Эффективная адаптация растений к 

биотическим и абиотическим стресс-факторам определяется формированием 

специфических регуляторных механизмов. Перекрывание между различными 

типами устойчивости позволяет растению минимизировать энергетические 

затраты, создать гибкую сигнальную сеть и способствует повышению 

эффективности защитного ответа. 

Таким образом, актуальность исследований определяется необходимостью 

установления закономерностей развития и сохранения толерантности растений к 

действию стресс-факторов биотической и абиотической природы при индукции в 

растительных тканях системной устойчивости с помощью иммуностимуляторов. 

Полученные результаты позволят разработать новые экологически безопасные 

биопрепараты комплексного действия при защите исходного материала в процессе 

микроклонирования и получении мини-клубней в системе первичного 

семеноводства картофеля. 

 

ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Связь работы с крупными научными программами, темами. 

Диссертационная работа соответствует приоритетным направлениям научной, 

научно-технической и инновационной деятельности на 2021–2025 гг. (Указ 
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Президента Республики Беларусь от 07.05.2020 № 156), по п.2 «Биологические, 

медицинские, фармацевтические и химические технологии и производства: 

фармацевтические субстанции, диагностические препараты и системы, 

лекарственные средства и иммуномодуляторы»; п. 5. «Агропромышленные и 

продовольственные технологии: продовольственная безопасность и качество 

сельскохозяйственной продукции». 

Научно-исследовательская работа выполнена в лаборатории роста и развития 

растений государственного научного учреждения «Институт экспериментальной 

ботаники им. В. Ф. Купревича Национальной академии наук Беларуси» в рамках: 

1) НИР 1 «Закономерности формирования адаптивных ответов растений на 

изменяющиеся условия среды при применении стимуляторов в комплексе с 

биополимерами» задания 10.2.4 «Механизмы регуляции и новые подходы к 

управлению и продуктивностью и общей устойчивостью растений в 

изменяющихся экологических условиях» подпрограммы 10.2 ГПНИ «Природные 

ресурсы и окружающая среда» на 2021-2025 гг. № ГР 20210234; 2) совместного 

белорусско-российского гранта БРФФИ № Б20Р-154 «Бактерии рода Bacillus и 

медиаторы сигнальных систем в индуцировании комплексной устойчивости 

растений к патогенам и абиотическим стрессам» № ГР 20200883; 3) гранта БРФФИ 

№ Б22М-037 «Регуляция адаптивных реакций растений картофеля смесями 

брассиностероидов с сигнальными молекулами при совокупном действии 

вирусного заражения и водного дефицита» № ГР 20221070; 4) гранта 

Национальной академии наук Беларуси аспирантам № 2022-28-026 «Физиолого-

экологические особенности реализации адаптивного потенциала растений 

картофеля на этапе ex vitro микроклонального размножения с использованием 

иммуностимуляторов» № ГР 20220873. 

Цель и задачи исследования. Цель работы – установление физиолого-

биохимических особенностей формирования комплексной устойчивости 

клонально микроразмноженных растений картофеля к вирусному заражению на 

фоне действия абиотического стресса при применении иммуностимуляторов. 

Реализация поставленной цели достигалась решением следующих задач: 

1) выявить морфо-биохимические показатели растений картофеля в 

различных условиях почвенной влажности, а также разработать лабораторную 

модель ex vitro, наиболее четко отражающую рост и развитие растений в 

оптимальных условиях влажности почвогрунта и в стрессовых условиях водного 

дефицита; 

2) исследовать физиолого-биохимические особенности формирования 

устойчивости картофеля к дефициту почвенной влаги при обработке растений 

смесями бактерий Bacillus subtilis с салициловой кислотой и/или 

метилжасмонатом; 
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3) изучить влияние иммуностимуляторов на функционирование 

элементов про-/антиоксидантной системы и степень вирусного заражения растений 

при инфицировании Y-вирусом картофеля и недостатке влаги; 

4) выявить пролонгированное действие иммуностимуляторов на 

продуктивность и качество получаемых мини-клубней картофеля и изменения в 

составе их протеома при вирусном заражении и водном дефиците.  

Объектами исследования служили клонально микроразмноженные растения 

картофеля (Solanum tuberosum L.) сорта Бриз. 

Предмет исследования – физиолого-биохимические изменения растений 

картофеля, продуктивность и качество мини-клубней при применении 

иммуностимуляторов в условиях совокупно действующих стрессовых факторов – 

водного дефицита и вирусного заражения. 

Научная новизна полученных результатов. Впервые 

продемонстрировано, что при комбинированной обработке Bacillus subtilis штамм 

47 с метилжасмонатом и салициловой кислотой процесс адаптации картофеля к 

водному дефициту проходит значительно эффективнее, что проявляется в 

снижении основных параметров стрессового состояния. Показано, что при 

выращивании инфицированных растений картофеля как в условиях оптимального 

почвенного водообеспечения, так и недостатке влаги, применение Bacillus subtilis 

с метилжасмонатом и салициловой кислотой позволяет снизить степень вирусного 

заражения растительной ткани, стимулировать рост, накопление пролина и 

вызывать изменения в содержании фенольных соединений и активности 

антиоксидантных ферментов. В оптимальных условиях выращивания механизмом 

реализации стресс-защитного эффекта, вызываемого обработкой 

эпибрассинолидом с сигнальными молекулами, являются физиолого-

биохимические изменения в про-/-антиоксидантной системе, способствующие 

снижению вирусной нагрузки, сохранению или увеличению роста и 

фотосинтетической активности растений. Применение эпибрассинолида в 

условиях совокупного стресса способствует активизации защитных реакций и 

формированию устойчивости растений путем накопления пероксида водорода, 

неэнзиматиченских антиоксидантов и индукции активности пероксидаз. Впервые 

обнаружено, что в стрессовых условиях иммуностимуляторы с антивирусной 

активностью обеспечивают сохранение или повышение продуктивности, 

накопление защитных белков в полученных мини-клубнях картофеля и улучшение 

их качества. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Действие дефицита влаги (40–45% влажности почвогрунта от полной 

влагоемкости) проявляется в ингибировании роста растений, повышении общей 

активности пероксидазы и расширении ее изоферментного состава, накоплении 

фенольных соединений и пролина. Совместное действие Bacillus subtilis 47 c 
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метилжамонатом и салициловой кислотой при водном дефиците способствует 

снижению основных показателей стрессового состояния у растений. Эффективный 

рост и развитие растений картофеля наблюдается в диапазоне от 70% до 100% 

влажности почвогрунта на основе торфа от его полной влагоемкости.  

2. Биологическая активность бактерий Bacillus subtilis против инфекции, 

вызванной Y-вирусом картофеля, повышается при включении в состав для 

обработки метилжасмоната и салициловой кислоты. Применение композиции 

Bacillus subtilis с метилжасмонатом как в условиях оптимального почвенного 

водообеспечения, так и недостатке влаги позволяет снизить накопление Y-вируса 

картофеля, которое сопровождается стимуляцией роста растений, уменьшением 

содержания фенольных соединений и изменением активности основных 

антиоксидантных ферментов.  

3. При оптимальных условиях выращивания синергическое взаимодействие 

эпибрассинолида с метилжасмонатом в растениях картофеля сопровождается 

снижением степени вирусного инфицирования и низким уровнем индукции 

синтеза про- и антиоксидантных соединений, определяющих развитие 

оксидативного стресса. При недостатке влаги и вирусном заражении антивирусная 

устойчивость формируется только в присутствии эпибрассинолида, который 

запускает серию защитных механизмов путем накопления перекиси водорода, 

фенольных соединений и возрастания активности пероксидаз. 

4. В оптимальных условиях почвенной влажности при вирусном заражении 

растений смесь эпибрассинолида с метилжасмонатом обеспечивает большую 

продуктивность и улучшение качества мини-клубней картофеля по сравнению с 

добавлением бактерий Bacillus subtilis, что связано с синергическим 

взаимодействием метилжасмоната с эпибрассинолидом. В условиях совокупного 

действия биотического и водного стресса, смеси иммуностимуляторов, 

обладающие антивирусной активностью, способствуют сохранению или 

увеличению продуктивности и повышению качества продукции.  

Личный вклад соискателя заключался в анализе научной литературы; 

получении экспериментальных результатов, изложенных в работе; проведении 

статистического анализа. Постановка цели и задач диссертационной работы, 

интерпретация полученных научных результатов выполнены совместно с научным 

руководителем д.б.н., профессором, академиком Н.А. Ламаном. Обсуждение 

публикаций и автореферата диссертационной работы осуществлены совместно с 

научным руководителем, при участии к.б.н., доцента Ж.Н. Калацкой. Исследование 

протеомного статуса мини-клубней картофеля проведено на базе ИБГ УНЦ РАН 

(Уфа, Россия) в сотрудничестве с д.б.н., профессором Л.Г. Яруллиной. 

Апробация результатов диссертации. Основные результаты 

диссертационной работы были представлены на II международной научной 

конференции молодых ученых «Современные проблемы экспериментальной 
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ботаники» (2020 г., Минск, Беларусь), международной научной конференции 

«Ботанические чтения» (2021 г., Брест, Беларусь), International Scientific Conference 

«Plants Stress and Adaptation» (2021, Kharkiv, Ukraine), XII международной научной 

конференции «Микробные биотехнологии: фундаментальные и прикладные 

аспекты» (2021 г., Минск, Беларусь), международной научно-практической 

конференции «Состояние и перспективы защиты картофеля от вредителей, 

болезней и сорняков в системе инновационного картофелеводства» (2021 г., 

Минск, Беларусь), XVIII–XIX международных научных конференциях молодых 

учёных «Молодежь в науке» (2021–2022 гг., Минск, Беларусь), III всероссийской 

научной конференции с международным участием «Современные проблемы 

биохимии, генетики и биотехнологии» (2021 г., Уфа, Россия), VII всероссийской 

конференции с международным участием «ЭкоБиотех» (2021 г., Уфа, Россия), IV 

республиканской научно-практической экологической конференции «Проблемы 

оценки, мониторинга и сохранения биоразнообразия» (2021 г., Брест, Беларусь), ХI 

международном симпозиуме «Фенольные соединения: фундаментальные и 

прикладные аспекты» (2022 г., Москва, Россия), III международной научно-

практической конференции «Клеточная биология и биотехнология растений 

(2022 г., Минск, Беларусь), всероссийской научной конференции с 

международным участием «Физиология растений и феномика как основа 

современных фитобиотехнологий» (2022 г., Нижний Новгород, Россия). 

Опубликованность результатов диссертации. По материалам диссертации 

опубликовано 24 научных труда, включающих 6 статей в научных журналах, 

включенных в перечень изданий Республики Беларусь для опубликования 

результатов диссертационных исследований и в иностранных научных изданиях 

(общим объёмом 5,2 авторских листа), 3 статьи в других научных рецензируемых 

журналах, 11 публикаций в сборниках материалов конференций и 4 тезиса 

докладов.  

Структура и объем диссертации. Диссертационная работа состоит из 

введения, перечня сокращений и условных обозначений, общей характеристики, 

обзора литературы (глава 1), описания материалов и методов исследования (глава 

2), изложения основных результатов исследования (главы 3–6), заключения, 

библиографического списка, включающего 310 источников литературы и 24 

публикации соискателя. Полный объем работы изложен на 150 страницах 

печатного текста, включая 39 рисунков, 12 таблиц и 3 приложения. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

В обзоре литературы представлен анализ современного уровня знаний о 

механизмах формирования двух типов устойчивости растений – системной 

приобретенной и индуцированной системной, а также о регуляторной роли 

ризосферных микроорганизмов, салициловой кислоты (СК), метилжасмоната 

(МеЖ) и эпибрассинолида (ЭБЛ) при защитном ответе растений на стрессовые 
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факторы. Приведены сведения о физиолого-биохимических, молекулярных 

механизмах формирования устойчивости растений к возбудителям вирусных 

заболеваний и действию водного дефицита при обработке иммуностимуляторами. 

Материалы и методы исследования. В экспериментах использовали 

клонально микроразмноженные растения картофеля сорта Бриз. Адаптацию на 

этапе ех vitro осуществляли в контейнерах 21×21×8 см, содержащих почвогрунт из 

верхового торфа торговой марки Двина (ТУ РБ 100219992.326-2004). Растения 

выращивали при температуре 20–21°C, освещенности 12000 люкс и фотопериоде 

16/8 ч (день/ночь). 

Для разработки лабораторной модели, наиболее четко отражающей рост и 

развитие картофеля при оптимальной влажности и в стрессовых условиях водного 

дефицита, растения выращивали на различных вариантах почвогрунтов, 

различающихся по содержанию воды. Регулирование условий почвенной засухи 

осуществляли весовым методом, а также с помощью влагомера ТР 001 (Китай) 

через 7 сут после укоренения растений и продолжали в течение 14 сут, затем 

растительный материал фиксировали. 

При изучении физиолого-биохимических особенностей формирования 

устойчивости к водному дефициту, растения выращивали при выявленной 

оптимальной влажности почвогрунта – 70–100% от полной влагоемкости (ПВ) и в 

условиях водного дефицита – 40–45% от ПВ. Обработку адаптированных 2-х 

недельных растений проводили различными вариантами смесей бактерий Bacillus 

subtilis БИМ В-859Д (биопрепарат Карфил) в концентрации 1×107 КОЕ/мл с 

медиаторами сигнальных систем – 1×10–7 моль/л МеЖ и/или 1×10–6 моль/л СК. 

Условия почвенной засухи создавали через неделю после обработки растений и 

продолжали в течение 14 сут до появления симптомов повреждений на листьях, 

после чего растения фиксировали. 

Для исследования морфо-биохимических изменений и степени 

инфицирования в условиях вирусного заражения и недостатка влаги, 

адаптированные растения опрыскивали следующими иммуностимуляторами: 

бактериями B. subtilis концентрацией 1×107 КОЕ/мл, 1×10-7 моль/л ЭБЛ, и их 

смесями с 1×10–7 моль/л МеЖ и/или 1×10–6 моль/л СК. Искусственное заражение 

Y-вирусом картофеля (YВК) проводили через 3 сут путём инокуляции клеточным 

соком растений доноров слегка поврежденных мелкозернистой наждачной 

бумагой участков листа. Регулирование условий почвенной засухи начинали через 

3 сут после заражения. Через 14 сут выращивания растительный материал 

фиксировали в жидком азоте. Через 75 сут изучали показатели продуктивности и 

качества получаемых мини-клубней и изменения состава их протеома. 

Наличие YВК выявляли с помощью иммуноферментного анализа согласно 

инструкции (Коренево, 2016). Содержание перекиси водорода (Н2О2) определяли 

по цветной реакции с ксиленовым оранжевым (Jiang et al., 1990), сумму фенольных 
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соединений по реакции фенолов с реактивом Фолина-Чокальтеу (Singleton, 1965), 

накопление СК с помощью высокоэффективной жидкостной хроматографии 

(Allasia et al., 2018), интенсивность перекисного окисления липидов мембран 

оценивали по методике (De Vos, 1989), пролина – по цветной реакции с 

нингидрином (Bates et al., 1973), извлечение фотосинтетических пигментов 

осуществляли 100%-ным ацетоном (Lichtenthaler, 1983). Флуоресценцию 

хлорофилла исследовали с помощью флуориметра СМ 2203. Записывали спектры 

излучения в диапазоне длин волн от 600–780 нм, при возбуждающем свете 450 нм 

(Асланиди, 1988). Общую активность пероксидазы определяли с использованием 

хромогенного субстрата бензидин (Ермаков, 1987), активность 

глутатионредуктазы – по кинетике окисления НАДФ(Н), согласно методике (Aono 

et al., 1995), для определения активности аскорбатпероксидазы использовали 

реакцию восстановления Н2О2 аскорбатом (Nakano и Asada, 1981), активность 

полифенолоксидазы определяли по изменению продуктов реакции при окислении 

пирокатехина (Бояркин, 1954). Содержание белка определяли по методу Брэдфорда 

(Bradford, 1976). Накопление аскорбиновой кислоты в мини-клубнях картофеля 

согласно работе (Aхмедова и др., 2016). Содержание крахмала в свежих клубнях 

рассчитывали по формуле (Ермохин, 1995). Качественное определение белков в 

мини-клубнях осуществляли с помощью двухмерного электрофореза (Цветков и 

др., 2006). Статистическую обработку данных осуществляли с помощью пакета 

программы «Statistiсa 7.0». Опыты проводили в трёх биологических и трёх 

аналитических повторностях. В работе приведены средние статистические 

значения и их стандартные ошибки. Различия между вариантами оценивали с 

помощью критерия Краскела-Уоллеса и считали статистически значимыми при 

p < 0,05. Достоверно различающиеся значения обозначены буквами латинского 

алфавита a, b, c, d. Определение степени сходства спектров белков в мини-клубнях 

картофеля проводили иерархическим кластерным анализом.  

Физиолого-биохимические особенности растений картофеля при 

обработке иммуностимуляторами в различных условиях влагообеспечения. 

Установлено, что в лабораторных условиях эффективный рост и развитие растений 

картофеля наблюдается в диапазоне 70–100% влажности почвогрунта на основе 

торфа от ПВ. 

С уменьшением влажности почвогрунта до 60% от ПВ и ниже отмечали 

формирование стрессового состояния у растений, сопровождающееся 

торможением их роста и снижением биомассы, повышением общей активности 

пероксидазы и расширением спектра ее изоформ, увеличением накопления 

фенольных соединений и сохранением содержания фотосинтетических пигментов. 

Наблюдали прямую зависимость накопления пролина с увеличением степени 

обезвоживания почвогрунта (рисунок 1).  
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Рисунок 1 – Внешний вид пробирочного растения-регенеранта картофеля (А) и 

полученных из него адаптированных растений, выращиваемых на почвогрунте с 

различной влажностью (Б) 

 

Для проведения лабораторных опытов, связанных с выращиванием 

картофеля при недостаточном влагообеспечении выбраны варианты с 

оптимальным водным режимом 70–100% от ПВ и водным дефицитом – 40–45% от 

ПВ.  

В оптимальных условиях выращивания применение для обработки растений 

бактерий B. subtilis, а также их смесей с медиаторами сигнальных систем (СК и 

МеЖ) способствовало снижению суммы хлорофиллов и изменению значений 

коэффициента флуоресценции ω хлорофилла. Уменьшение влажности почвогрунта 

вызвало увеличение пула хлорофиллов при обработке биопрепаратом в 

композиции с сигнальными молекулами, при этом повышение значений 

коэффициента ω отмечали в варианте с применением трёхкомпонентной смеси.  

Опрыскивание смесью микроорганизмов с двумя иммуностимуляторами 

вызвало снижение содержания пролина, статистически значимых отличий по 

общей активности пероксидазы в оптимальных условиях выращивания не 

отмечалось, однако в условиях водного дефицита данные показатели уменьшались.  

При комбинировании B. subtilis в смеси с СК+МеЖ процесс адаптации 

картофеля к водному дефициту проходил значительно эффективнее, что на 

биохимическом уровне проявлялось в снижении накопления и активности 

основных показателей стрессового состояния растений. 

Стимулирование защитных механизмов растений картофеля B. subtilis c 

cалициловой кислотой и метилжасмонатом при инфицировании вирусом в 

условиях водного дефицита. Обработка B. subtilis отдельно и в комбинации с СК 

и/или МеЖ в оптимальных условиях выращивания способствовала сохранению 

или ускорению ростовых процессов, снижению титра вируса и изменению 

содержания пролина (рисунок 2). Наиболее эффективной в оптимальных условиях 

выращивания оказалась смесь B. subtilis+МеЖ, что, вероятно, связано с 

формированием защитных реакций преимущественно с участием жасмонатной 

сигнальной системы. 

Б А 
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1 – контроль; 2 – YВК; 3 – B. subtilis; 4 – B. subtilis+СК; 5 – B. subtilis+МеЖ; 

6 – B. subtilis+СК+МеЖ 

Рисунок 2 – Антивирусная активность по результатам иммуноферментного анализа (а), 

высота побегов (б) и содержание пролина (в) в растениях картофеля на фоне 

инфицирования при обработке B. subtilis c сигнальными молекулами 

 

Значимыми показателями функционирования защитной системы растения 

являются активность полифенолоксидазы и содержание фенольных соединений, 

играющих важную роль в развитии ответной реакции на внедрение патогена. Во 

всех исследуемых вариантах при обработке B. subtilis с сигнальными молекулами 

отмечено снижение активности данного фермента и содержания фенольных 

соединений, в том числе эндогенной СК (кроме B. subtilis+СК), что связано с 

уменьшением стрессовой нагрузки под воздействием иммуностимуляторов. 

Применение B. subtilis отдельно и в сочетании с СК или МеЖ не вызывало 

статистически значимых отличий по общей активности пероксидазы и 

глутатионредуктазы относительно инфицированного контроля, однако в варианте 

B. subtilis+МеЖ активность аскорбатпероксидазы снижалась и находилась в 

пределах значений неинфицированных растений. Обработка смесью 

B. subtilis+СК+МеЖ способствовала индукции общей активности пероксидазы и 

глутатионредуктазы по сравнению с контролями. Можно предположить, что 

данное изменение активности антиоксидантных ферментов обусловило усилением 

защиты исследуемых растений от вирусного заражения. 

Таким образом, обработки смесями B. subtilis с СК и МеЖ способствуют 

сохранению или стимулированию ростовых процессов, развитию устойчивости к 

вирусному заражению путем модулирования активности антиоксидантных 

ферментов и содержания низкомолекулярных соединений.  
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Наиболее эффективными обработками как для стимуляции роста, так и для 

защиты растений от повреждающего воздействия совокупного стресса – вирусного 

заражения и недостатка влаги, являются смеси B. subtilis с МеЖ и с МеЖ и СК. 

Применение B. subtilis отдельно не влияло на 

содержание титра вируса в листьях картофеля. 

Обработка B. subtilis в сочетании с CК и 

СК+МеЖ вызвала существенное повышение 

содержания пролина и фенольных соединений. 

При этом в меньшей степени увеличение 

фенольных соединений наблюдалось в варианте 

B. subtilis+МеЖ. В вариантах с B. subtilis, B. 

subtilis+СК+МеЖ зафиксировано снижение 

содержания эндогенной СК, наибольший эффект 

отмечали при применении композиции B. 

subtilis+МеЖ. Данный эффект может указывать 

на антагонистическое действие MеЖ на 

накопление СК (рисунок 3). 

Инфицирование в условиях водного 

дефицита повышало активность 

антиоксидантных ферментов. Обработка B. 

subtilis способствовала сохранению общей 

активности пероксидазы, ферментов аскорбат-

глутатионового цикла на уровне 

инфицированного контроля, при этом активность 

полифенолоксидазы снижалась, что коррелирует 

с высоким содержанием фенольных соединений 

и может свидетельствовать о значительном 

развитии окислительного стресса, вызванного 

максимальным титром вируса в листьях 

картофеля. Общая активность пероксидазы в вариантах B. subtilis с МеЖ и B. 

subtilis с МеЖ+СК согласуется с незначительным уровнем накопления фенольных 

соединений. Предположительно, высокая активность пероксидазы приводила к 

быстрому окислению фенольных соединений. 

В условиях комбинированного стресса бактерии B. subtilis в сочетании с МеЖ 

и СК+МеЖ способны влиять на ростовую активность растений картофеля, 

вызывать накопление фотосинтетических пигментов, повышение общей 

активности пероксидазы и снижение активности полифенолоксидазы, 

аскорбатпероксидазы и глутатионредуктазы, что свидетельствует об успешном 

формировании адаптивных реакций. 
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5 – B. subtilis+МеЖ; 
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Рисунок 3 – Общее содержание 

фенольных соединений (а) и 

эндогенной СК (б) в листьях 

картофеля на фоне 

инфицирования и недостатка 

влаги при обработке 

иммуностимуляторами 
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Защитные реакции инфицированных растений картофеля на фоне 

водного дефицита при обработке эпибрассинолидом с сигнальными 

молекулами. Во всех опытных вариантах в оптимальных условиях выращивания 

наблюдалось снижение вирусного заражения, сохранение или индукция роста 

побегов по отношению к инфицированному контролю (рисунок 4). 

 

   
Рисунок 4 – Внешний вид растений картофеля в оптимальных условиях (А) и дефиците 

влаги (Б) при вирусном заражении 

 

Наиболее значительное проявление антивирусной и ростостимулирующей 

активности, повышение пула хлорофиллов, накопление пролина и низкий уровень 

содержания Н2О2 и продуктов перекисного окисления липидов отмечено в 

композиции ЭБЛ с МеЖ.  

Применение смеси ЭБЛ+МеЖ способствовало снижению общей активности 

пероксидазы по сравнению с зараженным контролем. Значительное уменьшение 

активности ферментов аскорбат – глутатионового цикла, полифенолоксидазы и 

содержания фенольных соединений зафиксировано в вариантах ЭБЛ+СК и 

ЭБЛ+МеЖ, что коррелировало с низкой степенью развития вирусного патогенеза.  

В условиях комбинированного стресса – вирусного заражения и недостатка 

влаги, только при использовании ЭБЛ наблюдали снижение степени заражения на 

27,3%. Применение трёхкомпонентной смеси ЭБЛ с СК и МеЖ приводило к 

накоплению YВК в листьях картофеля, при этом в вариантах ЭБЛ+СК и ЭБЛ+МеЖ 

его содержание находилось на уровне инфицированного контроля. 

Б 

 

   Контроль                 YВК                ЭБЛ                ЭБЛ+СК      ЭБЛ+МеЖ    ЭБЛ+СК+МеЖ  

А 

    Контроль                  YВК                  ЭБЛ                 ЭБЛ+МеЖ       ЭБЛ+СК   ЭБЛ+СК+МеЖ 
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Обработка ЭБЛ в смеси с сигнальными молекулами оказала положительное 

влияние на процессы роста и биосинтез фотосинтетических пигментов при 

совокупном действии стрессоров, что подтверждалось увеличением длины побегов 

и накоплением суммы хлорофиллов. 

Повышение устойчивости картофеля к YВК в условиях водного дефицита 

под влиянием иммуностимуляторов может быть связано с изменением 

концентрации Н2О2 в тканях растений (рисунок 5).  

1 – контроль; 2 – YВК; 3 – ЭБЛ; 4 – ЭБЛ+СК; 5 – ЭБЛ+МеЖ; 6 – ЭБЛ+СК+МеЖ 

Рисунок 5 – Содержание Н2О2 (а), общая активность пероксидазы (б), 

аскорбатпероксидазы (в) и глутатионредуктазы (г) в листьях картофеля на фоне 

комбинированного стресса при обработке растений иммуностимуляторами 

 

Применение ЭБЛ вызывало значительное накопление Н2О2, которое 

способствовало снижению вирусного заражения в условиях водного дефицита. 

Обработка растений трехкомпонентной смесью – ЭБЛ с СК и МеЖ, способствовала 

накоплению Н2О2 в меньшей степени, что можно связать с образованием 

гидроксильного радикала, который является более токсичным по сравнению с Н2О2 

и способен запускать процесс самоокисления липидов, что подтверждается 

максимальным накоплением продуктов перекисного окисления липидов в данном 

варианте. 
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Изучена активность антиоксидантных ферментов у растений картофеля в 

условиях совокупного действия стресса при обработке иммуностимуляторами. 

Обработка ЭБЛ способствовала увеличению общей активности пероксидазы и 

аскорбатпероксидазы, что может свидетельствовать о формировании защитных 

реакций, направленных на инактивацию активных форм кислорода. Использование 

обработки ЭБЛ+СК вызывало увеличение общей активности пероксидазы на фоне 

снижения активности аскорбатпероксидазы и глутатионредуктазы, что указывает 

на участие СК в регуляции внутриклеточной концентрации Н2О2. Применение 

трехкомпонентной смеси – ЭБЛ+МеЖ+СК, способствовало увеличению общей 

активности пероксидазы, что можно объяснить повышенным содержанием 

продуктов перекисного окисления липидов и Н2О2. 

В обработанных ЭБЛ растениях отмечено возрастание общей активности 

пероксидазы и снижение активности полифенолоксидазы, поскольку в патосистеме 

картофель – YВК при недостатке влаги защитное действие может быть связано с 

синтезом фенольных соединений, играющих важную роль в образовании лигнина. 

Включение СК и МеЖ по отдельности способствует ингибированию активности 

полифенолоксидазы и изменению содержания фенольных соединений. 

В условиях стресса накопление пролина регулируется не только его 

синтезом, но и деградацией с участием фермента – пролиндегидрогеназы. 

Обработка ЭБЛ не приводила к статистически значимому отличию по содержанию 

пролина и активности пролиндегидрогеназы. Незначительное его снижение при 

действии ЭБЛ+МеЖ возможно происходит за счет увеличения активности 

фермента. Повышенный уровень пролина и пролиндегидрогеназы наблюдали 

только при применении смеси ЭБЛ+СК+МеЖ. Эти результаты доказывают, что 

при накоплении вируса в тканях растения происходит повышение содержания 

пролина в клетках в процессе формирования адаптивных реакций. 

В условиях комбинированного стресса только обработка ЭБЛ способствует 

снижению степени вирусного заражения, что сопровождается накоплением Н2О2 и 

фенольных соединений в тканях, увеличением общей активности пероксидазы и 

аскорбатпероксидазы, при сохранении роста растений, содержания пролина и 

активности пролиндегидрогеназы. 

Сравнительная характеристика влияния различных видов 

иммуностимуляторов на продуктивность и качество получаемой продукции. 

Применение ЭБЛ с сигнальными молекулами в оптимальных условиях 

выращивания не оказало статистически значимого влияния на количество и 

диаметр мини-клубней картофеля. Однако значительное повышение общей и 

средней массы мини-клубня наблюдается в вариантах с обработкой B. 

subtilis+МеЖ, ЭБЛ+МеЖ и ЭБЛ+СК+МеЖ, что свидетельствует о положительном 

влиянии МеЖ на инициацию клубнеобразования. 
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Оценка влияния иммуностимуляторов в условиях вирусного заражения на 

показатели качества показала, что в вариантах с использованием B. subtilis, 

B. subtilis+СК, ЭБЛ+СК и ЭБЛ+МеЖ происходит увеличение содержания сухого 

вещества и крахмала в мини-клубнях. Повышение содержания аскорбиновой 

кислоты отмечено вариантах с обработкой B. subtilis+СК+МеЖ и ЭБЛ+МеЖ по 

сравнению с зараженными растениями, что может быть связано с её участием в 

окислительно-восстановительных реакциях, направленных на утилизацию 

активных форм кислорода, вызванных вирусом (таблица 1). 

 

Таблица 1 – Влияние ЭБЛ с МеЖ и СК на продуктивность и качество мини-

клубней картофеля в условиях вирусного заражения 

 

Методом двумерного электрофореза при обработке B. subtilis с сигнальными 

молекулами были выявлены 10 защитных белков или их изоформ, содержание 

которых в клубнях различалось в зависимости от варианта опыта. Наибольшее 

количество защитных белков в оптимальных условиях выращивания 

зафиксировано при обработке B. subtilis совместно с сигнальными молекулами.  

При выращивании растений картофеля в оптимальных условиях обработки 

смесями B. subtilis+МеЖ, ЭБЛ+МеЖ и ЭБЛ+СК+МеЖ способствовали 

увеличению массы мини-клубней. Повышение показателей качества – содержания 

сухого вещества и крахмала, отмечено в вариантах B. subtilis, B. subtilis+СК, 

ЭБЛ+СК и ЭБЛ+МеЖ, при этом увеличение аскорбиновой кислоты 

регистрировали при обработке ЭБЛ+МеЖ и B. subtilis+СК+МеЖ. В варианте 

B. subtilis+СК+МеЖ отмечено максимальное накопление защитных белков. 

В условиях вирусного заражения и водного дефицита обработки 

иммуномодуляторами стимулировали образование мини-клубней картофеля. 

Максимальное количество мини-клубней наблюдали в вариантах с использованием 

трёхкомпонентных смесей – B. subtilis+CK+МеЖ и ЭБЛ+СК+МеЖ, на 37% и 38% 

больше, чем в зараженном контроле. Применение ЭБЛ в смеси с СК и МеЖ 

способствовало значительному накоплению массы получаемых мини-клубней по 

сравнению с инфицированным контролем и смесями бактерий рода Bacillus, 

Показатели/ 

варианты 

Кол-во клубней, 

шт/ контейнер 

Масса клубней, 

г/ контейнер 

Содержание 

крахмала, % 

Содержание 

аскорбиновой 

кислоты, мг% 

Контроль 34,8±2,1 а 420,0±33,1 ab 12,2±0,8 ab 13,7±0,4 a 

YВК 35,7±2,8 а 377,4±35,6 b 11,5±0,1 b 17,1±0,3 b 

ЭБЛ 32,2±2,2 а 387,5±28,8 ab 12,9±0,3 ab 17,3±0,9 bс 

ЭБЛ+СК 35,9±3,0 а 489,6±30,2 ab 13,8±0,7 ab 16,7±1,0 b 

ЭБЛ+МеЖ 35,2±1,9 а 500,5±25,9 a 15,3±0,2 a 19,7±1,2 c 

ЭБЛ+СК+МеЖ 32,0±3,4 а 489,0±32,3 a 12,3±0,1 a 16,6±0,5 b 
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причем статистически значимого влияния на диаметр мини-клубней исследуемые 

смеси не оказали. 

В условиях совокупного стресса накопление сухого вещества и крахмала в 

мини-клубнях картофеля отмечено только в вариантах B. subtilis с МеЖ и ЭБЛ. Во 

всех исследуемых вариантах при обработке иммуностимуляторами происходило 

накопление аскорбиновой кислоты, где наиболее значительно повышение на 33% 

и 39% отмечено в обработках с B. subtilis+СК и ЭБЛ+МеЖ. Накопление 

аскорбиновой кислоты при обработках способствует снижению стрессовой 

нагрузки в клубнях картофеля, оказывая антиоксидантное действие и повышение 

коэффициента размножения. 

При изучении влияния B. subtilis c CК и МеЖ на изменение протеома в 

условиях комбинированного стресса было выявлено 12 различных белков, 

участвующих в защите от абиотических или биотических стрессов, причем 

максимальное их накопление отмечено в варианте B. subtilis+СК. Соответственно, 

обработка растений картофеля смесью бактерий с сигнальными молекулами 

вызывает изменение в протеоме, направленное на усиление экспрессии генов 

защитных белков, повышающих устойчивость к стрессовым условиям. 

Впервые установлено, что при выращивании растений картофеля в условиях 

комбинированного стресса при обработке иммуностимуляторами наблюдали 

увеличение количества мини-клубней. Обработка B. subtilis с сигнальными 

молекулами способствовала синтезу защитных белков. Статистически значимое 

накопление сухого вещества и крахмала наблюдали в вариантах B. subtilis+МеЖ и 

ЭБЛ, а при обработке B. subtilis+СК и ЭБЛ+МеЖ происходило увеличение 

содержания аскорбиновой кислоты в мини-клубнях картофеля. 

Таким образом, при вирусном заражении и водном дефиците применение 

иммуностимуляторов на начальных этапах процесса оригинального семеноводства 

является перспективным приемом, позволяющим повысить коэффициент 

размножения и снизить стрессовую нагрузку на растения. С использованием 

наиболее эффективных смесей проведены испытания в ОАО «Агро-Мотоль» на 

комплексе «Лаборатория-теплица», где во всех случаях наблюдали их 

положительное влияние. Урожайность мини-клубней повысилась на 10–25%. По 

результатам исследования и испытания разработана и внедрена в 

производственную практику инструкция по применению иммуностимуляторов в 

системе первичного семеноводства картофеля. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Основные научные результаты диссертации 

1.  Оптимальная модель для проведения опытов в условиях закрытого грунта, 

связанных с выращиванием картофеля в различных условиях почвенного 

водообеспечения, является следующая: оптимальная влажность почвогрунта на 

основе торфа составляет 70–100%, а для условий водного дефицита 40–45% от его 

полной влагоемкости, где отмечается ингибирование линейного роста и биомассы 

растений, повышение активности пероксидазы и расширение спектра ее изоформ, 

увеличение содержания фенольных соединений и пролина [3; 21].  

2.   Обработка Bacilus subtilis с метилжасмонатом и салициловой кислотой в 

условиях недостатка влаги способствует максимальному накоплению суммы 

хлорофиллов и значению коэффициента флуоресценции ω, указывающее на 

благоприятные условия для развития растений. При данной обработке адаптация 

картофеля к водному дефициту проходит значительно эффективнее, что 

сопровождается снижением накопления пролина и общей активности пероксидазы 

до уровней их значений, определяемых при оптимальных условиях выращивания 

растений [1; 2; 7; 10; 15; 16]. 

3. Наибольшая антивирусная и ростостимулирующая активность в 

оптимальных условиях выращивания и при водном дефиците отмечена в вариантах 

Bacilus subtilis+метилжасмонат и Bacilus subtilis+салициловая кислота 

+метилжасмонат, что на биохимическом уровне сопровождается накоплением 

пролина, снижением активности полифенолоксидазы и содержания фенольных 

соединений, в том числе эндогенной салициловой кислоты, а также изменением в 

индукции антиоксидантных ферментов, что свидетельствует о смягчении 

окислительного стресса и формировании устойчивости при включении в состав 

метилжасмоната и салициловой кислоты по сравнению с инфицированными 

растениями [6; 9; 11; 12; 13; 14; 18; 20]. 

4. В оптимальных условиях выращивания обработка растений картофеля 

эпибрассинолидом с метилжасмонатом и/или салициловой кислотой 

способствовала снижению степени вирусного заражения, сохранению или 

активному росту растений. На биохимическом уровне низкий уровень индукции 

про- и антиоксидантных соединений, определяющих развитие оксидативного 

стресса, указывает на защитную функцию всех исследуемых смесей 

иммуностимуляторов, из которых наиболее эффективным оказалось применение 

эпибрассинолида с метилжасмонатом. В условиях совокупно действующих 

стрессовых факторов – водного дефицита и вирусного заражения только при 

обработке эпибрассинолидом выявлено снижение содержания вирусных частиц в 

тканях листьев, при этом отмечено увеличение накопления пероксида водорода, 

повышение активности пероксидазы и аскорбатпероксидазы, рост содержания 
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фенольных соединений на фоне снижения активности полифенолоксидазы [4; 5; 

17; 19; 23; 24]. 

5.     При вирусном заражении растений картофеля в оптимальных условиях 

роста не наблюдали увеличения коэффициента размножения и диаметра мини-

клубней, однако обработки смесями Bacilus subtilis+метилжасмонат и 

эпибрассинолид+салициловая кислота+метилжасмонат способствовали 

увеличению их массы, где композиция эпибрассинолида с метилжасмонатом 

обеспечивает большую продуктивность и улучшенные показатели качества мини-

клубней. Обработка трёхкомпонентной смесью – Bacilus subtilis+салициловая 

кислота+метилжасмонат способствовала максимальному накоплению 

аскорбиновой кислоты и синтезу защитных белков по сравнению с 

инфицированным контролем. В условиях комбинированного стресса обработки 

Bacilus subtilis+метилжасмонат и эпибрассинолид вызывали наибольшую степень 

снижения заражения Y-вирусом картофеля при сохранении или увеличении 

продуктивности, повышали качество продукции, при этом в варианте с наибольшей 

массой и количеством получаемых мини-клубней защитное действие против 

вирусной инфекции не проявилось [5; 6; 22].  

 

Рекомендации по практическому использованию результатов 

Разработан «Росто- и иммуностимулирующий состав для обработки 

адаптирующегося посадочного материала картофеля, полученного путем 

микроклонального размножения» (акт о внедрении в производственный процесс 

ОАО «Агро-Мотоль» от 09.03.2022 г.).  

Разработан «Антистрессовый состав иммуностимуляторов для комплексной 

защиты растений картофеля в течение всей вегетации» (акт о внедрении в 

производственный процесс ОАО «Агро-Мотоль» от 29.03.2022 г.). 

Осуществлено внедрение в образовательный процесс разработки «Регуляция 

адаптивных реакций растений картофеля на этапе ex vitro микроклонального 

размножения при применении смесей иммуностимуляторов» (акт о внедрении в 

образовательный процесс кафедры биотехнологии УО «Полесский 

государственный университет» от 01.09.2022 г.). 
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РЕЗЮМЕ 

Балюк Наталья Валерьевна 

Физиолого-биохимические особенности реализации адаптивного потенциала 

клонально микроразмноженных растений картофеля с использованием 

иммуностимуляторов  

Ключевые слова: картофель, вирус, засуха, Bacillus subtilis, эпибрассинолид, 

метилжасмонат, салициловая кислота, антиоксидантная система 

Цель исследования: Установление физиолого-биохимических особенностей 

формирования комплексной устойчивости на этапе микроклонального 

размножения растений картофеля к вирусному заражению на фоне действия 

абиотического стресса при применении иммуностимуляторов. 

Методы исследования: микрокразмножение in vitro, спектрофотометрия, 

флуориметрия, двухмерный электрофорез, высокоэффективная жидкостная 

хроматография. 

Полученные результаты и их новизна: Установлено, комбинирование 

Bacillis subtilis 47 с метилжасмонатом и салициловой кислотой способствует 

наиболее эффективному процессу адаптации растений картофеля к условиям 

водного дефицита. В оптимальных условиях выращивания стресс-защитный 

эффект, вызываемый обработками Bacillis subtilis или эпибрассинолидом с 

салициловой кислотой и метилжасмонатом, против вирусного заражения 

проявляется cохранением и повышением фотосинтетической активности и 

физиолого-биохимическими изменениями в про-/-антиоксидантной системе, что 

сопровождается активным ростом растений. Применение эпибрассинолида или 

Bacillis subtilis с метилжасмонатом в условиях вирусного заражения на фоне 

недостатка влаги способствует активизации защитных реакций и формированию 

устойчивости растений путем накопления пероксида водорода, неэнзиматических 

соединений и индукции активности антиоксидантных ферментов. В стрессовых 

условиях, обработки иммуностимуляторами с антивирусной активностью 

обеспечивают сохранение или повышение продуктивности, улучшение 

показателей качества, накопление защитных белков в полученных мини-клубнях 

картофеля. Апробацию составов смесей иммуностимуляторов, способствующих 

сохранению и повышению продуктивности, улучшению показателей качества 

мини-клубней картофеля, подтверждают акты о внедрении от 09.03.2022 г. и 

29.03.2022 г.  

Рекомендации по использованию: Полученные данные могут быть 

использованы при изучении вопросов физиологии и биохимии растений, а также в 

сельскохозяйственном производстве для защиты исходного материала картофеля. 

Области применения: физиология и биохимия растений, сельское 

хозяйство. 
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РЭЗЮМЭ 

Балюк Наталля Валер'еўна 

Фізіёлага-біяхімічныя асаблівасці рэалізацыі адаптыўнага патэнцыялу 

клональна мікраразмножаных раслін бульбы з выкарыстаннем 

імунастымулятараў  

Ключавыя словы: бульба, вірус, засуха, Bacillus subtilis, эпібрасіналід, 

мецiлжасманат, саліцылавая кіслата, антыаксідантная сістэма 

Мэта даследавання: Устанаўленне фізіёлага-біяхімічных асаблівасцяў 

фарміравання комплекснай устойлівасці на этапе мікракланальнага размнажэння 

раслін бульбы да віруснага заражэння на фоне дзеяння абіятычнага стрэсу пры 

прымяненні імунастымулятараў. 

Метады даследавання: мікракразамнажэнне in vitro, спектрафатометрыя, 

флуарыметрыя, двухмерны электрафарэз, высокаэфектыўная вадкасная 

храматаграфія. 

Атрыманыя вынікі і іх навізна: Устаноўлена, камбінаванне Bacillis subtilis 

47 з метілжасманатам і саліцылавай кіслатой спрыяе найбольш эфектыўнаму 

працэсу адаптацыі раслін бульбы да ўмоў воднага дэфіцыту. У аптымальных 

умовах вырошчвання стрэс-ахоўны эфект, які выклікаецца апрацоўкамі Bacillis 

subtilis або эпiбрасiналiдам з саліцылавай кіслатой і метілжасманатам, супраць 

віруснага заражэння выяўляецца захаваннем і павышэннем фотасінтэтычнай 

актыўнасці і фізіёлага-біяхімічнымі зменамі ў пра-/-антыаксідантнай сістэме, што 

суправаджаецца актыўным ростам раслін. Ужыванне эпiбрасiнaлiда або Bacillis 

subtilis з метілжасманатам ва ўмовах віруснага заражэння на фоне недахопу 

вільгаці спрыяе актывізацыі ахоўных рэакцый і фармаванню ўстойлівасці раслін 

шляхам назапашвання пераксіду вадароду, неэнзіматычных злучэнняў і індукцыі 

актыўнасці антыаксідантных ферментаў. У стрэсавых умовах, апрацоўкі 

імунастымулятар з антывіруснай актыўнасцю забяспечваюць захаванне або 

павышэнне прадуктыўнасці, паляпшэнне паказчыкаў якасці, назапашванне 

ахоўных бялкоў у атрыманых міні-клубня бульбы. Апрабацыю саставаў сумесей 

імунастымулятараў, якія садзейнічаюць захаванню і павышэнню прадуктыўнасці, 

паляпшэнню паказчыкаў якасці міні-клубняў бульбы, пацвярджаюць акты аб 

укараненні ад 09.03.2022 г. і 29.03.2022 г. 

Рэкамендацыі па выкарыстанні: Атрыманыя дадзеныя могуць быць 

скарыстаны пры вывучэнні пытанняў фізіялогіі і біяхіміі раслін, а таксама ў 

сельскагаспадарчай вытворчасці для абароны зыходнага матэрыялу бульбы. 

Галіна выкарыстання: фізіялогія і біяхімія раслін, сельская гаспадарка. 
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Physiological and biochemical features of the implementation of the adaptive 

potential of clonally micropropagated potato plants using immunostimulants  

Keywords: potato, virus, drought, Bacillus subtilis, epibrassinolide, methyl jasmonate, 

salicylic acid, antioxidant system 

Purpose of the study: Establishment of the physiological and biochemical features 

of the complex resistance formation at the stage of microclonal reproduction of potato 

plants to viral infection against the background of abiotic stress when using 

immunostimulants. 

Research methods: in vitro micropropagation, spectrophotometry, fluorimetry, 

two-dimensional electrophoresis, high performance liquid chromatography. 

The results obtained and their novelty: The results obtained and their novelty: It 

has been established that the combination of Bacillis subtilis 47 with methyl jasmonate 

and salicylic acid contributes to the most effective process of adaptation of potato plants 

to water deficit conditions. Under optimal growing conditions, the stress-protective effect 

caused by treatments with Bacillis subtilis or epibrassinolide with salicylic acid and 

methyl jasmonate against viral infection is manifested by the preservation and increase in 

photosynthetic activity and physiological and biochemical changes in the pro-/-

antioxidant system, which is accompanied by active plant growth. The use of 

epibrassinolide or Bacillis subtilis with methyl jasmonate under conditions of viral 

infection against the background of lack of moisture contributes to the activation of 

defense reactions and the formation of plant resistance through the accumulation of 

hydrogen peroxide, non-enzymatic compounds and the induction of antioxidant enzyme 

activity. Under stressful conditions, treatment with immunostimulants with antiviral 

activity ensures the preservation or increase of productivity, improvement of quality 

indicators, accumulation of protective proteins in the obtained potato mini-tubers. 

Approbation of the compositions of mixtures of immunostimulants that contribute to the 

preservation and increase of productivity, improve the quality indicators of potato mini-

tubers, is confirmed by the acts of implementation dated 03/09/2022 and 03/29/2022.  

Recommendations for use: The data obtained can be used in the study of plant 

physiology and biochemistry, as well as in agricultural production to protect the original 

potato material. 

Applications: physiology and biochemistry of plants, agriculture. 

 


