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Аннотация. Показано участие слабосвязанных с клеточной стенкой пероксидаз в формировании защитных 
механизмов картофеля при действии бактериального патогена. Обнаружены закономерности активации мо-
лекул исследуемых пероксидаз или их синтез de novo в зависимости от способности сортов картофеля про-
являть устойчивость к патогену. Впервые обоснованы две стратегии защиты клеток картофеля от действия 
патогена. Одна их них присуща устойчивым генотипам и связана с быстрой и резкой активацией уже суще-
ствовавших до инфицирования пероксидаз, другая – характерная для восприимчивых генотипов, обусловле-
на синтезом молекул фермента de novo на более поздних этапах инфицирования. 
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Важной проблемой современной биологии 
является изучение механизмов индуцирования 
устойчивости растений к действию патогена. В 
последние годы появились данные о том, что 
на клеточной поверхности растительных кле-
ток присутствуют слабосвязанные с клеточной 
стенкой пероксидазы, способные легко отде-
ляться от клеточной стенки и циркулировать по 
апопласту целого растения, инициируя в месте 
контакта с патогеном «иммунный ответ» [6]. 
Вероятно, именно эти пероксидазы первыми 
сталкиваются с «атакой» патогена, вступают в 
борьбу с ним, «посылают» сигнал о появлении 
патогена в геном растительной клетки, ини-
циируя тем самым ее защитную реакцию. Од-
нако все эти вопросы, несмотря на свою важ-
ность, остаются изученными крайне слабо. По-
этому изучение вопросов формирования им-
мунного ответа растения с участием слабосвя-
занных с клеточной стенкой пероксидаз в са-
мые первые моменты патогенеза представляе-
ется актуальным. 

Материал и методы 
Объектом исследования являлись растения 

картофеля (Solanum tuberosum L.) in vitro. Расте-
ния выращивали из черенков на агаризированной 
среде Мурасиге и Скуга (МС) с добавлением 
гормонов и витаминов [1] в климатической каме-
ре с контролируемым режимом выращивания. 
Растительные экстракты, содержащие слабосвя-
занную с клеточной стенкой пероксидазу, полу-
чали согласно Я. Х. Паду [7], а их активность оп-
ределяли по методу Бояркина, в качестве суб-

страта использовали гваякол. За кинетикой пе-
роксидазной реакции в суспензионных клетках 
картофеля следили, измеряя скорость окисления 
гваякола [2]. Кинетику снимали на спектрофото-
метре СФ-26. Кинетические константы рассчи-
тывали по методу Лайнуивера – Берка. Для по-
давления синтеза пероксидазы использовали ин-
гибитор белкового синтеза – циклогексимид 
(5 мг/л) и специфический ингибитор РНК-поли-
меразы II – α-аманитин (0,01 мг/л) [3]. Электро-
форез нативного белка проводили в блоках поли-
акриламидного геля в модифицированной систе-
ме Андерсон, Борг и Микаэльсон [4]. Для выяв-
ления ферментативной активности на полиакри-
ламидном геле использовали диаминобензиди-
новый метод в модификации [5]. Вестерн-блот-
тинг проводили после электрофоретического 
разделения на нитроцеллюлозную мембрану в 
Toubin-буфере (25 мМ трис, 192 мМ глицин, 
20%-ный метанол, рН 9,2). После окрашивания 
мембраны сканировали. Иммунизацию кроликов 
проводили препаратом пероксидазы хрена в сме-
си с адъювантом Фрейна. Повторность экспери-
ментов была 3–6-кратная. Полученные результа-
ты обработаны статистически с использованием 
компьютерных программ StatSoft (Statistica 6.0). 

Результаты и обсуждение 
Была определена устойчивость 12 сортов 

картофеля к кольцевой гнили, вызываемой бак-
териальным патогеном Clavibacter michiganensis 
subsp. sepedonicus (Cms) вирулентного штамма 
5369. Было показано, что изученные сорта кар-
тофеля по степени устойчивости к данному па-
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тогену разделяются на три группы: устойчи-
вые, среднеустойчивые и восприимчивые. Ак-
тивность слабосвязанной с клеточной стенкой 
пероксидазы различалась в тканях корней, 
стеблей и листьев растений картофеля in vitro. 
Она была выше в тканях корней по сравнению 
с тканями стебля и листьев. Активность этой 
пероксидазы во всех тканях была выше у ус-
тойчивых сортов, чем у восприимчивых. Кроме 
того, активность этой пероксидазы выше в тка-
нях корней, чем в других органах растений. 
Это связано с тем, что корни первыми сталки-
ваются с патогеном и первыми вступают в 
борьбу с ним. Вероятно, высокая активность 
слабосвязанной с клеточной стенкой перокси-
дазы в корнях устойчивых сортов картофеля 
наряду с другими механизмами защиты, обес-
печивает способность этих растений противо-
стоять действию патогена. 

Дикие виды картофеля обладают высокой 
адаптивной способностью против многих воз-
будителей болезней и служат источниками ге-
нов устойчивости ко всем основным заболева-
ниям и ряду неблагоприятных факторов среды. 
Были исследованы изменения активности сла-
босвязанной с клеточной стенкой пероксидазы 
в тканях диких типов картофеля при заражении 
возбудителем кольцевой гнили. Заражение не 
вызывало появления характерных симптомов 
заболевания, таких как угнетение роста и хло-
роза листовых пластинок. Растения отличались 
высокой устойчивостью к действию патогена, 
и их использование в селекции на устойчи-
вость к кольцевой гнили может быть перспек-
тивным. Активность исследуемого фермента в 
тканях контрольных растений дикого типа бы-
ла примерно равной и в случае корней выше, 
чем в тканях стеблей и листьев, а также – чем в 
тканях картофеля культурных сортов. 

Для изучения молекулярных механизмов, 
приводящих к изменениям в клетках во время 
действия различных стрессов, удобным объек-
том являются суспензионные культуры клеток. 
Были получены и использованы культуры кле-
ток двух контрастных по устойчивости к коль-
цевой гнили сортов картофеля: Луговской (ус-
тойчивый) и Лукьяновский (восприимчивый). 
Использование именно такой модельной систе-
мы позволило изучить динамику активности 
слабосвязанной с клеточной стенкой пероксида-
зы в самые первые моменты действия патогена. 

Активность фермента у устойчивого сорта 
всегда была выше, чем у восприимчивого и 
резко возрастала при действии патогена. Ис-
следования активности пероксидазы в культу-

ральной среде и в клетках патогена показали, 
что активность не детектировалась. Поиск в ба-
зе данных UniProtKB/NrEMBL показал отсут-
ствие пероксидазы у Clavibacter michiganensis 
subsp. sepedonicus. Так как бактерии не имеют 
собственной пероксидазной активности, следо-
вательно, их вклада в тестируемую активность 
фермента не было.  

При культивировании клеток картофеля 
восприимчивого сорта Лукьяновский с патоге-
ном повышение активности исследуемого фер-
мента наблюдали через 10 мин после начала и 
через 1,5–2,5 ч. Активность пероксидазы во 
втором пике была выше, чем в первом. Добав-
ление ингибиторов циклогексимида и А-Ама-
нитина привело к снижению уровня активности 
в течение первого часа инкубирования и полно-
стью элиминировало увеличение активности че-
рез 1–2,5 ч. Добавление патогена к клеткам ус-
тойчивого сорта Луговской вызывало увеличе-
ние активности фермента примерно вдвое. 
Первое увеличение активности наблюдалось 
через 5 мин после начала заражения, второе – в 
промежуток от 1,5 до 2,5 ч, причем уровень ак-
тивности был примерно равным. Добавление 
ингибиторов не влияло на активность фермента 
в первые минуты заражения и полностью сни-
мало активирование фермента после первого 
часа культивирования. Изменение активности 
слабосвязанной с клеточной стенкой перокси-
дазы во времени свидетельствует о двухфазном 
ответе на инфицирование. Причем второй пик 
активности (через 1,5–2 ч после инфицирова-
ния) у обоих сортов картофеля связан с синте-
зом новых молекул фермента, т. е. обусловлен 
изменением экспрессии генома при патогенезе. 
Первый пик активности (через 5–20 мин после 
инфицирования) исследуемой пероксидазы у 
устойчивого сорта не зависит от синтеза белка 
и, возможно, он обусловлен быстрой активаци-
ей слабосвязанной с клеточной стенкой перок-
сидазы, которая уже имелась на поверхности 
клеток до их инфицирования. 

Фермент пероксидаза может менять свои 
каталитические свойства под влиянием зара-
жения растения-хозяина патогенами, а сниже-
ние Км для пероксидазы инфицированных рас-
тений может происходить в результате повы-
шения ее сродства к субстрату. Были получены 
данные, которые показывали, что при патоге-
незе регуляция активности слабосвязанных с 
клеточной стенкой пероксидаз суспензионных 
клеток картофеля осуществляется за счет изме-
нения кинетических параметров этих фермен-
тов. Причем в первые моменты инфицирования 
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клеток изменяются кинетические параметры 
уже существующих молекул ферментов. С уве-
личением длительности действия патогена, ве-
роятно, синтезируются новые молекулы фер-
ментов (возможно, другие их изоформы) с дру-
гими кинетическими параметрами. 

 Были получены данные о том, что слабо-
связанные с клеточной стенкой пероксидазы 
устойчивого и восприимчивого сортов карто-
феля в отсутствии патогена конкурентно инги-
бированы. В первые моменты инфицирования 
резкое повышение активности ферментов ус-
тойчивого сорта происходит за счет увеличе-
ния их сродства к субстрату в результате сни-
жения конкурентного ингибирования. У вос-
приимчивого сорта картофеля не происходит 
резкого увеличения активности фермента из-за 
протекания одновременно двух разнонаправ-
ленных процессов: снижение Км и снижение 
скорости образования Vmax и распада фер-
мент-субстратного комплекса. 

Полученные ранее результаты позволяют 
сделать предположение о том, что слабосвя-
занные с клеточной стенкой пероксидазы иг-
рают важную роль в устойчивости картофеля к 
бактериальному патогену, вызывающему коль-
цевую гниль. Поэтому для выявления роли 
слабосвязанной с клеточной стенкой перокси-
дазы в дальнейших экспериментах их актив-
ность блокировали кроличьими антителами к 
пероксидазе хрена.  

Была проведена иммунизация кроликов 
препаратом пероксидазы хрена. Добавление 
кроличьих антител к пероксидазе хрена приве-
ло к уменьшению активности исследуемой пе-
роксидазы. Оказалось, что блокирование сла-
босвязанной с клеточной стенкой пероксидазы, 
выделенной из суспензионных клеток устойчи-
вого сорта картофеля Луговской, приводит к 
значительному снижению активности этого 
фермента как в контроле, так и после действия 
патогена. Следовательно, слабосвязанные с 
клеточной стенкой пероксидазы картофеля име-
ют общие иммунохимические детерминанты с 
пероксидазой хрена, и их блокирование приво-
дит к снижению активности фермента. В ре-
зультате клетки погибали при культивировании 
с патогеном.  

В дальнейшем представляло интерес выяс-
нить, есть ли связь между устойчивостью сорта 
картофеля Луговской к данному патогену и 
блокировкой слабосвязанных с клеточной стен-
кой пероксидаз поликлональными кроличьими 
антителами к пероксидазе хрена. Была опреде-
лена корреляция между снижением активности 

исследуемого фермента в присутствии антител 
и жизнеспособностью клеток картофеля устой-
чивого сорта при обработке антителами. Коэф-
фициент корреляции составлял 0,761597±0,14, 
достоверность 5,44. Также была определена 
корреляция между жизнеспособностью суспен-
зионных клеток картофеля сорта Луговской 
при заражении патогеном и активностью сла-
босвязанной с клеточной стенкой пероксидазы, 
выделенной из суспензионных тканей с добав-
лением патогена. Коэффициент корреляции со-
ставлял 0,928895±0,05, достоверность 18,6. По-
лученные данные позволяют предположить, 
что устойчивость клеток картофеля сорта Лу-
говской при заражении бактериальным патоге-
ном в значительной степени зависит от актив-
ности слабосвязанных с клеточной стенкой пе-
роксидаз. 

Заключение 
Полученные результаты позволяют пред-

положить следующую модель взаимодействия 
патогена и растения-хозяина (рис.). У устойчи-
вого сорта картофеля при контакте с патогеном 
на клеточной стенке активируются пероксида-
зы, связанные слабыми ионными силами – так 
называемые слабосвязанные с клеточной стен-
кой пероксидазы. При этом происходит одно-
электронное восстановление молекулярного 
кислорода до супероксидного аниона и накоп-
ление перекиси водорода. Эта реакция проте-
кает с высокой скоростью (она длится меньше 
1 с) и вызывает окислительный взрыв и как ре-
зультат – гибель патогена. При активировании 
слабосвязанных с клеточной стенкой перокси-
даз, ассоциированных с рецептором элиситора, 
происходит освобождение и активация G-белка 
и также активирование кальциевых каналов. 
Увеличение концентрации ионов Са2+ влияет 
на работу протеинкиназы и НАДФН-оксидазы. 
Накопление свободных форм кислорода и пе-
рекиси водорода активирует синтез защитных 
генов. В результате экспрессии этих генов на-
чинается синтез новых белков, а также новых 
молекул пероксидазы. 

Все это приводит к формированию защит-
ной реакции клеток устойчивого сорта карто-
феля. У восприимчивого сорта, прежде всего, 
не происходит резкое активирование слабосвя-
занных с клеточной стенкой пероксидаз и их 
количество значительно меньше. В результате 
вся реакция замедляется, увеличивается время 
прохождения сигнала на геном, вследствие 
этого патоген успевает повредить клетку. 
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Рис. Схема предполагаемых путей активации слабосвязанной с клеточной стенкой пероксидазы при па-

тогенезе кольцевой гнили. I – первый путь активации слабосвязанных с клеточной стенкой пероксидаз ус-
тойчивого сорта картофеля; II – второй путь активации 

 
Таким образом, можно, вероятно, говорить 

о существовании у картофеля двух стратегий 
защиты от инфицирования патогеном кольце-
вой гнили. Одна из них присуща устойчивым 
генотипам и связана с быстрой активацией уже 
существовавшей до появления патогена перок-
сидазы. Такая активация обусловлена быстры-
ми изменениями кинетических параметров и 
позволяет растению немедленно начать борьбу 
с патогеном, одновременно запуская сигналь-
ную систему, направленную на инициацию за-
щитных механизмов клетки. Такая система по-
зволяет растению быстро реагировать на «на-
падение» патогена и организовать соответст-
вующую «оборону». Другая стратегия реализу-
ется восприимчивыми генотипами. Она на-
правлена на передачу в геном информации о 
начале инфицирования для запуска механизмов 
защиты. При этом теряется время, не формиру-
ется быстрая «оборона», и патоген успевает 
поразить ткани растения. 
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The role of peroxidase weak-associated with cell wall under the roote  
infection in potato 
I. A. Graskova, E. V. Kusnetsova, V. K. Voinikov 
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Abstract. Weak-associated with wall cell peroxidases take part in determination potato resistance to bacterial infec-
tion. There are two strategy for protection potato cells under infection. Weak-associated with wall cell peroxidases 
of sensitive potato were activated 1.5–2 hours after infection. Peroxidases activity in the resistant potato roses 
sharply in the first minutes of infection. The increase of weak-associated with wall cell peroxidase activity of resis-
tant potato in the first moments of infection is not related to protein synthesis and is apparently conditioned by the 
change of kinetic parameters. 
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