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Аннотация. Исследовали содержание белков теплового шока (БТШ) в тканях кар-
тофеля двух сортов (Луговской и Лукьяновский) при заражении возбудителем 
кольцевой гнили Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus и тепловой обработке 
различной интенсивности. В контрольных вариантах у растений обоих сортов син-
тез БТШ101 и БТШ17,6 был ярко выражен. Способность заражённых растений син-
тезировать БТШ в ответ на тепловой стресс не имела сортовой специфики. Тепловая 
обработка при 39 оС индуцировала синтез БТШ в тканях картофеля обоих сортов. 
Заражение незначительно индуцировало синтез БТШ в растениях сорта Лукьянов-
ский, при этом у сорта Луговской наличия БТШ не наблюдалось, что может быть 
объяснено различной динамикой изменения уровня БТШ у сортов. Высокое содер-
жание БТШ наблюдалось в тканях картофеля спустя 2-е сут. после теплового воз-
действия. Заражение растений сорта Луговской после теплового стресса снижало их 
способность синтезировать БТШ60 и БТШ17,6 по сравнению c неинфицированны-
ми растениями, подвергнутыми термообработке. Однако наблюдалось повышение 
содержания БТШ101 в тканях заражённых и термообработанных растений по срав-
нению с таковым у неинфицированных и подвергнутых термообработке растений. 

Ключевые слова: глобальное потепление, белки теплового шока, PR-белки, пато-
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Введение 
Растения, как и прочие живые существа, подвергаются влиянию раз-

личных стрессовых воздействий абиотической и биотической природы. Для 
поддержания гомеостаза и адаптации к стрессу в организме растения проис-
ходит перераспределение питательных веществ и энергии между процесса-
ми роста, развития и защитными реакциями на стресс [38]. Среди защитных 
белков растений наиболее значимыми являются белки теплового шока 
(БТШ, или Hsp) и PR-белки. 

БТШ синтезируются в ответ на повышение температуры и защищают 
растения от повреждающего действия экстремально высоких температур. 
БТШ выполняют функцию молекулярных шаперонов, препятствуют дена-
турации и агрегации белков, способствуют восстановлению их активности 
после теплового воздействия [35; 52]. БТШ обеспечивают временное связы-
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вание и облегчение фолдинга незрелых пептидов в процессе трансляции, 
разборке олигомерных белковых комплексов, контроль биологической ак-
тивности регуляторных белков (в том числе транскрипционных факторов), 
облегчение транспорта белков через мембраны растительной клетки, 
предотвращают агрегацию частично денатурированных белков вследствие 
межмолекулярных взаимодействий [49]. Ведущую роль в развитии термото-
лерантности у растений играет Hsp101 [43]. Известно, что БТШ синтезиру-
ются не только в ответ на воздействие высокой температуры, но и в ответ на 
широкий диапазон стрессовых факторов, например, в результате засоления, 
обезвоживания [28; 52]. В ряде случаев повышение интенсивности синтеза 
БТШ наблюдается и при биотическом стрессе [23; 29; 31].  

При биотическом стрессе в клетках растений синтезируются защища-
ющие клетку от его последствий патоген-зависимые белки (PR-белки), био-
тического стресса [5]. PR-белки – экстраклеточные белки, синтезируемые в 
растительной клетке при атаке патогеном, их роль при патогенезе значи-
тельна и разнообразна. Они являются участниками сигнальных систем (ли-
пооксигеназной, NO-синтазной), катализируют образование мессенджеров 
(салициловая, жасмоновая и абсцизовая кислота, этилен), являются анти-
микробными компонентами, укрепляют клеточные стенки растения (перок-
сидаза, каллоза) и способны вызывать повреждения клеточных стенок и ци-
топлазматических мембран патогенов [11]. PR-белки реализуют механизм 
защиты клеток, связанный с повышением образования АФК в растительной 
клетке. Показано, что многие PR-белки обладают фунгицидной и бактери-
цидной активностью in vivo [12; 48; 51]. 

Несмотря на то, что в ряде случаев повышение экспрессии БТШ может 
наблюдаться при биотическом стрессе [23; 29; 31], профили глобальной 
экспрессии генов в ответ на биотический и тепловой стресс у Arabidopsis 
thaliana существенно различаются [47]. В то же время, по-видимому, акти-
вация экспрессии генов PR-белков при биотическом стрессе и генов БТШ 
при тепловом стрессе имеет общие механизмы регуляции. Известно, что ге-
нерация активных форм кислорода (АФК) и кратковременное повышение 
содержания кальция в цитозоле растений наблюдается как при повышении 
температуры [40; 41], так и при вторжении патогенных организмов [19; 21; 
25; 33; 37]. Эти процессы взаимосвязаны и контролируются митохондриями. 
Предположительно, при патогенезе экспрессия PR-генов также связана с 
митохондриями [53]. Вероятно, при одновременном наложении двух этих 
факторов (теплового стресса и патогенеза), которое часто встречается в 
естественных климатических условиях обитания растений, именно в мито-
хондриях будет определяться «сценарий» развития защитных реакций клет-
ки. По-видимому, специфичность адаптивной реакции на различные стрес-
совые воздействия достигается в результате строго определённой простран-
ственной и временной динамики изменения уровня АФК и уровня кальция в 
цитозоле [6; 8; 9; 44]. Очевидно, клетка использует определенный язык 
внутриклеточного сигналинга для активации экспрессии одних и подавле-
ния других генов при каждом стрессовом воздействии, а какие-либо изме-
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нения в этом языке могут отрицательно влиять на протекание тех или иных 
защитных реакций. Действительно, предварительное тепловое воздействие 
при 50 оС в течение 60 с приводило к усилению генерации АФК в растениях 
ячменя, но при этом снижалась его устойчивость к заражению патогеном 
Blumeria graminis f. sp. hordei [27]. 

Наличие защитных белков в клетке чрезвычайно актуально в совре-
менных климатических условиях. Известно, что за последние 50 лет на пла-
нете наблюдается глобальное потепление в виде повышения среднегодовой 
температуры [1; 4]. Можно предположить, что в зависимости от интенсив-
ности теплового воздействия защитные системы растения-хозяина, связан-
ные с вторжением патогена, либо активируются, либо подавляются. Изуче-
ние этого вопроса имеет огромное значение, если принять во внимание гло-
бальный рост среднегодовой температуры, который, вероятно, способен 
привести как к распространению самих патогенов, так и повысить эффек-
тивность их проникновения в растение-хозяина [16]. Таким образом, про-
блема повышения устойчивости растений при тепловом воздействии весьма 
многогранна и актуальна для исследования. 

В литературе показано, что увеличение среднегодовой температуры 
способствуют выживанию болезнетворных микроорганизмов зимой, уско-
ряет их жизненный цикл летом [18; 34]. Ожидается, что ареал обитания па-
тогенных микроорганизмов будет расширяться в Европе [22; 39]. Высокие 
температуры сами по себе могут привести к катастрофическим потерям 
урожая [20]. Предполагается, что из-за повышения температуры на 2-3 оС 
произойдёт падение урожайности сельскохозяйственных культур в Африке, 
Азии, Индии и на Ближнем Востоке до 35 % [17]. Предлагается даже ис-
пользовать степень распространения заболеваний растений как индикатор 
изменения климата [16; 32]. 

В то же время имеющиеся в литературе данные о влиянии теплового 
воздействия на биотический стресс крайне противоречивы. В одних случаях 
предварительная тепловая обработка приводила к повышению восприимчи-
вости растений к инфекции. Например, повышение температуры подавляло 
защитные реакции проростков A. thaliana при взаимодействии с бактериаль-
ным патогеном Pseudomonas syringae [13]. Повышение температуры выра-
щивания подавляло реакцию сверхчувствительности (СЧ) и усиливало про-
никновение вируса табачной мозаики в растения табака [45]. Предваритель-
ное тепловое воздействие при 36 оС в течение 30–120 мин усиливало зара-
жение ячменя мучнистой росой [42] и патогеном Blumeria graminis f. sp. 
hordei [27]. Кратковременная тепловая обработка при 44 оС повышала вос-
приимчивость сои к поражению фитофторой [46]. Аналогичная ситуация 
наблюдалась при заражении Coffe arabica L. патогенами Colletotrichum 
kahawae и C. gloeosporioides. Причём развитие восприимчивости в этом 
случае коррелировало с подавлением синтеза PR-белков и индукцией синте-
за белка теплового шока HSP70 [15]. Напротив, тепловая обработка при 
50 оС в течение 30–60 с подавляла заражение проростков ячменя мучнистой 
росой (гриб Erysiphe graminis f.sp. hordei). При этом развитие устойчивости 
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не коррелировало с экспрессией PR-белков [42]. Аналогичным образом теп-
ловая обработка растений картофеля при 40 оС в течение 48 ч ингибировала 
заражение картофеля мучнистой росой [23].  

Одной из наиболее широко возделываемых культур в мире и в нашей 
стране является картофель. На сегодняшний день широко распространены 
различные заболевания картофеля, большинство из которых вызываются 
патогенными грибами и бактериями [3]. К заболеваниям, наносящим мак-
симальный вред урожаю картофеля, в частности, в Иркутской области, сле-
дует отнести фитофтороз, чёрную ножку, альтернариоз, ризоктониоз. До 
50 % урожая картофеля в странах Северной Европы и Канады теряется в 
результате заболевания кольцевой гнилью картофеля, которая вызывается 
грамположительной бактерией – Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus 
(Сms). В России Сms не является карантинным организмом. Тем не менее, 
согласно данным Европейской и Средиземноморской организации защиты 
растений (European and Mediterranean Plant Protection Organization, EPPO), 
кольцевая гниль широко распространена в европейских регионах России. 
Потери урожая от заражения Сms могут составлять до 30 %. Основными 
факторами патогенности Сms являются ферменты целлюлаза и сериновая 
протеаза [24]. На сегодняшний день не существует доступных, эффективных 
и экологически безопасных способов борьбы с кольцевой гнилью. Меро-
приятия по ограничению распространения Cms сводятся к обеззараживанию 
инвентаря, сертификации посадочной продукции и механическому удале-
нию больных растений [26].  

Возникает вопрос, как наблюдаемое потепление климата скажется на 
поражаемости картофеля кольцевой гнилью в России? Имеющиеся по этому 
поводу данные в литературе достаточно противоречивы. Понижение темпе-
ратуры выращивания томатов с 25 до 15 оС ингибировало проявление симп-
томов инфекции C. michiganensis [14]. С другой стороны, выращивание при 
15 оС дикого вида картофеля S. acaule стимулировало колонизацию расте-
ний Cms, а выращивание при 21 оС делало растения иммунными к патогену 
[30]. Однако во всех этих экспериментах растения, во-первых, выращивали 
постоянно при повышенной температуре, во-вторых, использовали темпера-
туру (21–23 оС) при которой синтез БТШ в растениях не происходит [52].  

Цель настоящей работы – изучить изменение содержания белков теп-
лового шока в тканях картофеля in vitro при патогенезе кольцевой гнили. 

Материалы и методы 
Исследования проводились на растениях картофеля сорта Луговской и 

сорта Лукьяновский in vitro. Картофель сорта Луговской является устойчи-
вым к ряду патогенов, в том числе к кольцевой гнили, картофель сорта Лу-
кьяновский – восприимчивым [50]. Микроклональное размножение проби-
рочных растений осуществляли с помощью черенкования. Черенки высажи-
вали на глубину междоузлия в агаризованную питательную среду Мураси-
ге – Скуга (МС) 4,2 г/л с добавлением сахарозы 30 г/л, пиридоксина 1 мл/л, 
тиамина 1 мл/л и ферруловой кислоты 1 мл/л, рН 5,8–6,0. Черенки культи-
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вировали в факторостатных условиях при температуре 24-25 оС, освещённо-
сти 5–6 кЛк и продолжительности фотопериода 16 ч.  

Заражение картофеля осуществлялось бактерией Cms, штамм Ас 14 05, 
получен из Всероссийской коллекции микроорганизмов (г. Москва). Бакте-
риальную культуру выращивали на скошенной агаризованной среде, содер-
жащей диализат дрожжевого экстракта (Sigma, США) 10 г/л, глюкозу 15 г/л, 
агар-агар («Биотехновация», Россия) 10 г/л, 5 г СаСО3 5 г/л («Реахим», Рос-
сия), рН 7,0. Бактерии культивировали в термостате в темноте при темпера-
туре 25 ºС. 

В первой серии экспериментов в среду роста растений картофеля in 
vitro вносили Cms (титр 1·109 КОЕ/мл), растения инкубировали в факторо-
статных условиях в течение двух суток, затем 2 ч подвергали термообработ-
ке в суховоздушном термостате при 26 или 39 оС, далее выделяли тотальный 
белок. 

Во второй серии экспериментов растения картофеля in vitro подвергали 
термообработке в суховоздушном термостате при 26 или 39 оС в течение 2 ч, 
далее заражали Cms и спустя 2 сут. инкубации выделяли тотальный белок. 

Выделение белка осуществляли по стандартной методике [8]. Электро-
форез в ПААГ проводили по модифицированной системе Лэммли в камере 
для вертикального электрофореза Mini-PROTEAN III Electrophoretic Cell 
(Bio-Rad, США). Перенос белков на нитроцеллюлозную мембрану (Sigma, 
США) проводили в приборе для блоттинга (Bio-Rad, США). В работе ис-
пользовали антитела против БТШ101 (AgriseraAs 07253) и БТШ17,6TTP 2 
(AgriseraAs 07255) класс I.  

Результаты и обсуждение 
Для выявления действия заражения кольцевой гнилью на синтез БТШ в 

тканях картофеля провели серию следующих экспериментов. Растения кар-
тофеля in vitro заражали Cms и после 2 сут. инкубации при 26 оС подвергали 
тепловому стрессу 39 оС (2 ч), затем анализировали изменения в уровне син-
теза БТШ101 и БТШ17,6. Коинкубация растений с патогеном производилась 
в течение 2 сут. Время коинкубации было выбрано в соответствии с резуль-
татами ранее проведённых исследований: было показано, что спустя первые 
сутки коинкубации бактерии проникали в корневую и стеблевую зоны рас-
тений обоих сортов. На 2-е сут. у растений сорта Луговской бактерии обна-
руживались преимущественно в корневой зоне. 

Были получены следующие результаты по содержанию БТШ в тканях 
картофеля in vitro (рис. 1). В контрольных растениях, не подвергнутых дей-
ствию теплового стресса и заражения, синтез исследуемых белков не был 
ярко выражен. Тепловая обработка при 39 оС индуцировала синтез БТШ101 
и БТШ17,6 в картофеле обоих сортов.  

Заражение растений картофеля Cms влияло на индукцию синтеза БТШ 
у восприимчивого и устойчивого сортов различным образом. В растениях 
сорта Лукьяновский заражение несколько индуцировало синтез БТШ, а у 
сорта Луговской содержания БТШ не наблюдалось. Согласно литературным 
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данным, бактериальный элиситор харпин активировал экспрессию ряда ге-
нов БТШ у клеток A. thaliana. Однако активация экспрессии имела времен-
ный характер и наблюдалась через 30 мин обработки, а через 4 ч экспрессия 
снижалась ниже контрольного уровня [31]. Можно предположить, что ана-
логичное явление наблюдается и в растениях картофеля in vitro при зараже-
нии Cms. Вероятно, динамика изменения уровня БТШ имеет различный ха-
рактер у устойчивого и восприимчивого сортов.  

 

 

                 сорт Луговской                                                   сорт Лукьяновский 
   К           ТШ         Б          Б+ТШ                               К         ТШ      Б        Б+ТШ  

БТШ101 

БТШ60 

БТШ17,6 

 
Рис. 1. Содержание БТШ в тканях картофеля сортов Луговской и Лукьянов-

ский in vitro. Растения картофеля инокулированы Cms и спустя 2 сут. коинкубации 
подвержены тепловой обработке при 39 °С (2 ч). К – контрольные растения; ТШ – 
растения, обработанные при 39 °С (2 ч); Б – растения, инокулированные Cms 
(штамм Ас-1405); Б+ТШ – растения, инокулированные Cms и обработанные при 
39 °С (2 ч). Представлены данные типичного эксперимента, n = 4 

 
При заражении картофеля отмечалось повышение содержания БТШ101 

и БТШ17,6 в тканях восприимчивого сорта и не был отмечен их синтез в 
тканях устойчивого сорта. Такие данные свидетельствуют, что восприимчи-
вый сорт вследствие отсутствия специфических рецепторов к изучаемому 
патогену воспринимает бактерию Cms как и любой другой стрессовый фак-
тор и отвечает на него неспецифической реакцией – синтезом БТШ. У рас-
тений устойчивого сорта, благодаря наличию специфических к Cms рецеп-
торов происходит распознавание патогена, запускается каскад сигнальных 
систем [2], что приводит к регуляции экспрессии генов, и вероятно, синтезу 
белков направленного противомикробного действия. Способность заражён-
ных растений синтезировать БТШ в ответ на тепловой стресс не имела сор-
товой специфики. Заражение растений как устойчивого, так и восприимчи-
вого сорта усиливало способность растений синтезировать БТШ101 при 
тепловом стрессе (см. рис. 1). Содержание БТШ60 не менялось во всех об-
разцах, что логично, так как этот белок относят к группе «белков домашнего 
хозяйства». 

БТШ17,6 
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Для выявления преадаптации картофеля к биотическому стрессу в ре-
зультате влияния повышенной температуры была проведена серия экспери-
ментов. Растения сначала подвергались тепловому шоку (39 оС, 2 ч), далее 
заражались патогеном, а спустя 2 сут. анализировались на содержание БТШ 
в тканях. Были получены следующие результаты (рис. 2). 

 

              сорт Луговской                                                сорт Лукьяновский 
      К           ТШ         Б        ТШ+Б                           К           ТШ          Б        ТШ+Б  

БТШ60 

БТШ17,6 

БТШ101 

 
 

Рис. 2. Содержание БТШ в тканях картофеля сортов Луговской и Лукьянов-
ский in vitro. Растения картофеля подвержены тепловой обработке при 39 °С (2 ч), 
затем инокулированы Cms. Содержание БТШ определено спустя 2 сут. коинкуба-
ции. К – контрольные растения; ТШ – растения, обработанные при 39 °С (2 ч); Б – 
растения, инокулированные Cms (штамм Ас-1405); ТШ+Б – растения, обработанные 
при 39 °С (2 ч) и инокулированные Cms. Представлены данные типичного экспери-
мента, n = 4 

 
Интерес представляет то, что высокое содержание БТШ наблюдалось в 

тканях картофеля спустя 2 сут. после теплового воздействия. Так, результа-
ты показали, что тепловой стресс приводил к повышению содержания 
БТШ17,6 и к значительному увеличению содержания БТШ101 в тканях кар-
тофеля обоих сортов. Заражение не влияло на содержание БТШ101 и 
БТШ17,6 в тканях картофеля обоих сортов. Вероятно, это объясняется тем, 
что у устойчивого сорта энергия клетки тратится на синтез иных белков. У 
растений восприимчивого сорта в настоящем эксперименте (см. рис. 2), в 
отличие от картины, наблюдаемой в первой серии экспериментов (см. 
рис. 1), отмечается отсутствие БТШ при заражении, что может быть связано 
с пониженным жизненным потенциалом растений вследствие поражения 
Cms. Способность заражённых растений синтезировать БТШ в ответ на теп-
ловой стресс имела сортовую специфику (см. рис. 2).  

В контрольных растениях устойчивого сорта содержания БТШ было 
незначительно, тепловой стресс способствовал усилению накопления 
БТШ101, инфицирование растений Cms не приводило к повышению содер-
жания БТШ. Заражение растений этого сорта после теплового стресса сни-
жало способность растений синтезировать БТШ101 по сравнению с содер-
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жанием этого белка в тканях неинфицированных растений, подвергнутых 
термообработке (см. рис. 2). Это объясняется, вероятно, тем, что тепловая 
обработка растений производилась за двое суток до выделения белка и пе-
ред заражением. Растения устойчивого сорта благодаря наличию специфи-
ческих рецепторов к настоящему патогену смогли его распознать и запу-
стить каскад защитных механизмов для подавления распространения ин-
фекции. При этом как неспецифический ответ на стрессовый фактор в не-
большом количестве происходил синтез БТШ (см. рис. 2). Известно, что от-
бор больных кольцевой гнилью растений осложняется латентным характе-
ром заболевания [36], что требует применения специальных методов иден-
тификации возбудителя. По этой же причине не существует сортов картофе-
ля, полностью устойчивых к Cms. При отсутствии симптомов заболевания 
на вегетативной стадии бактерия способна проникать в клубень и колонизи-
ровать растение. Поэтому использование относительно устойчивых сортов, 
особенно в условиях глобального потепления, не рекомендуется, так как это 
будет способствовать неконтролируемому распространению заболевания.  

В тканях контрольных растений восприимчивого сорта содержания БТШ 
не отмечалось, тепловой стресс способствовал синтезу БТШ101, однако в 
меньшей степени, чем в тканях картофеля устойчивого сорта. Инфицирование 
растений Cms не приводило к повышению содержания БТШ (см. рис. 2) в от-
личие от ситуации в предыдущей экспериментальной серии (см. рис. 1). Веро-
ятно, это обусловлено различными временными точками наблюдения.  

Тепловое воздействие способствовало преадаптации картофеля к даль-
нейшему стрессовому воздействию только у растений восприимчивого сор-
та. Наблюдалось повышение содержания БТШ у подвергнутых тепловому 
стрессу и заражённых растений по сравнению с показателем в тканях под-
вергнутых термообработке неинфицированных растений. Уровень содержа-
ния БТШ101 у таких растений был приблизительно таким же, как у зара-
жённых, и затем непосредственно перед выделением белка обработанных 
теплом растений. Вероятно, растения восприимчивого сорта детектируют 
настоящий фитопатоген как неспецифический стрессовый фактор и потому 
реагируют на него усилением синтеза БТШ. При этом высокий уровень со-
держания белков поддерживается несколько суток, что также может свиде-
тельствовать о повышенной стрессовой нагрузке. 

Заключение 
На основании результатов экспериментов можно заключить, что тепло-

вое воздействие на растения картофеля независимо от сорта приводит к по-
вышению содержания БТШ как при предварительном, так и при последую-
щем инфицировании. Согласно литературным данным [47] это снижает спо-
собность растений к синтезу противомикробных белков.  

Таким образом, можно ожидать, что возросшая в связи с глобальным 
потеплением климата нагрузка на растительные организмы может препят-
ствовать их успешной борьбе с патогенными бактериями, ареал которых в 
результате будет расширяться на северные и восточные территории.  
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Heat Shock Proteins of Potatoes in vitro at Pathogenesis 
Ring Rot Disease 
A. I. Perfileva 1, A. G. Pavlova 2, B. B. Buh’yanova 2  
1 Siberian Institute of Plant Physiology and Biochemistry SB RAS, Irkutsk  
2 Irkutsk State University, Irkutsk 

Abstract. The content of heat shock proteins in tissue of potatoes of two cultivars 
(Lugovskoy and Lukyanovsky) infected with the ring rot disease causative agent Clavi-
bacter michiganensis ssp. sepedonicus and treated with heat shock (39 °C, 2 h) was inves-
tigated. The synthesis of HSP101 and HSP17.6 in potato plants of the two cultivars wasn't 
revealed in control conditions. The ability of infected plants to synthesize HSPs in re-
sponse to heat stress was non-specific. Heat shock of 39 °C induced the synthesis of HSPs 
in tissues in both potato cultivars. The infection lightly induced the synthesis of HSPs in 
potato plants of cultivar Lukyanovsky, and there were no HSP observed in plants of culti-
var Lugovsky. This may be attributed to different dynamics of HSP levels in plants of 
these two cultivars. For the identification of preadaptation of potato plants to biotic stress, 
plants at first were treated by heat shock (39 °C, 2 h), then were infected by the pathogen, 
and at last 2 days later the content of HSPs was identified. The fact that the high content 
of HSPs was observed in potato tissues 2 days later after heat stress effect is of interest. 
The infection of potato plants of cultivar Lugovsky following the heat stress reduced their 
ability to synthesize HSP60 and HSP17,6 in comparison to non-infected plants treated by 
heat. However, the increase in content of HSP101 in tissues of the infected and heat-
treated plants in comparison to the content of HSPs in tissues of plants which were infect-
ed and treated by heat was observed. 

Keywords: global warming, heat shock proteins, pathogenesis-related proteins, pathogen-
esis, Clavibacter michiganensis ssp. sepedonicus.  
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